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トウモロコシの遺伝子組換え食品検査における試料由来 DNA断片化の影響 

 

                   清田恭平* 吉光真人* 阿久津和彦* 梶村計志*
 

 

 トウモロコシの遺伝子組換え食品に関する検査では、検査指標となる内在性遺伝子（SSIIb）の検出が必須

である。検査において、レトルトパウチ食品のヤングコーンから十分な純度と収量の DNA が得られたが、

SSIIb遺伝子のコピー数が低かったため、結果の判定に支障を来した事例が発生した。当該食品は、高度に加

圧および加熱処理された加工食品であったため、抽出したゲノム DNA は断片化され、PCR による検出対象

の塩基配列の増幅が困難な状態になり、SSIIb遺伝子のコピー数低下につながったことが推察された。 
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 平成 13年 4月から遺伝子組換え食品に関する表示制度

が導入された 1)。表示から得られる情報は、購入食品が

組換え遺伝子食品であるかどうかを消費者が判断するた

めの重要な情報である。この表示制度を維持するために

は、正確な検査手法の確立が必要とされ、検査法の開発

が行われている 1-3)。 

 当所では、年間 50試料程度について、遺伝子組換え食

品に関わる検査を実施している。そのうち、安全性審査

済トウモロコシ組換え遺伝子の検査においては、組換え

遺伝子の混入率が重要な検査指標である。混入率の算出

には、公定法で指標遺伝子であるトウモロコシ内在性遺

伝子（SSIIb: starch synthase IIb）と組換え遺伝子のコピー数

について、PCR による定量がそれぞれ必要である。一般

に、加圧や加熱などの食品工程を経た試料の場合、食品

中の DNA は断片化する傾向がある 4, 5)。そのため、PCR

で増幅可能な DNA を得られるか、断片化が進んだ DNA

に対してもPCRで増幅可能であるかが検査の鍵となる。 

 平成 23年度の安全性審査済トウモロコシ組換え遺伝子

の検査では、レトルトパウチ食品のヤングコーンにおい

て、十分な純度と収量の DNA が得られたが、混入率の

算出に必要なSSIIb遺伝子コピー数は得られなかった。今 
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回、当該ヤングコーンについて低コピー数となった要因

について検討した結果、若干の知見が得られたので、報

告する。  

  

方法 

 

1. 試料 

 試料は、大阪府内の小売店で入手した。製造者の異な

るレトルトパウチ食品のヤングコーン A（平成 23年度に

検査不能となった試料の別ロット）、B、Cと陽性対照と

してヤングコーン生鮮品、スイートコーン生鮮品の計 5

種類の試料を用いた。 

 

2. DNA抽出 

 試料は粉砕後、既報の方法 6)に準じて実施した。特に

記述のない試薬は、以下すべて和光純薬工業社製を用い

た。すなわち、200 mgの試料を 2 mLチューブに採取し、

CTAB溶液（0.1M Tris-HCl、0.02M EDTA、1.4M NaCl、2％

CTAB、1％ポリビニルピロリドン K30、0.2％2-メルカプ

トエタノール）1.3 mLを加えて混合後、60°Cで 30分間イ

ンキュベートした。その後、室温で 20,000×g、5分間遠心

分離し（以下の遠心分離操作はすべて同条件）、上清

900 µL を新しい 2 mL チューブに移し、フェノール-クロ

ロホルム-イソアミルアルコール溶液（25:24:1 v/v）を 900 

µL加えて混合した。遠心分離後の上層 900 µLを新しい 2 

mL チューブに移し、同量のクロロホルム-イソアミルア
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ルコール溶液（24:1 v/v）を加え混合した。遠心分離後、

上層 900 µL を新しい 2 mL チューブに移し、同量のイソ

プロパノールを加え、遠心分離後、上清を除去後に 70％

エタノールを 500 µL加え、遠心分離した。上清を除去後、

吸引デシケーター内で 5 分間静置し、ペレットを乾燥後、

Tris-EDTA緩衝液（10mM Tris-HCI、1mM EDTA、pH8.0（同

仁化学研究所））で調製した 500 µg/mL の RNase A 溶液

（Qiagen）を 100 µL 加えて、室温で 30 分間静置し RNA

分解処理を行った。その後、400 µL の CTAB 溶液と 500 

µL のクロロホルム-フェノール溶液を加え混合し、遠心

分離後、上層を新しい 2 mLチューブに移した。上述と同

様に、同量のイソプロパノールと 70％エタノールを順次

加え、ペレットを乾燥させた。Tris-EDTA緩衝液を 100 µL

加え、4°C で一晩静置し、DNA抽出液とした。DNA抽出

液の吸光度は、NanoPhotometer P-300（Implen）を用いて

260 nmの吸光度を測定し、吸光度 1を 50 ng/µL DNA溶液

として DNA 濃度を算出し、滅菌超純水で適宜希釈した。

1試料から3回抽出し、それぞれPCRに供した。 

 

3. 定量PCR条件 

 トウモロコシ内在性遺伝子（SSIIb: starch synthase IIb）検

出用プライマー対のうち、 5’プライマー（ 5’-

CCAATCCTTTGACATCTGCTCC-3’）、3’プライマー（5’-

GATCAGCTTTGGGTCCGGA-3’）（増幅長 114 bp）および

プローブ（5’-FAM-AGCAAAGTCAGAGCGCTGCAATGCA-

TAMRA-3’）を用いた（以上ニッポン・ジーン）。 

 定量 PCR では、既報の方法 7)に準じて行い、終濃度が

1×TaqMan
TM

 Universal PCR Master Mix（Life Technologies）、0.5 

µmol/L プライマー対、0.2 µmol/L TaqMan
TMプローブとなる

よう調製し、鋳型 DNAを 40 ng加えて全量を 20 µLとし

た。ABI PRISM
TM

7900HT 384 well（Life Technologies）を用い

て、50°C で 2 分保持後、95°C で 10 分保持し、その後

95°C30秒、59°C1 分を 1サイクルとして 45 サイクルの増

幅反応を行った。1 抽出あたり 3 ウェル併行で実施し、

陽性対照として、GM トウモロコシプラスミドセット

（ニッポン・ジーン）を使用した。結果は、SDS software 

version 2.0（Life Technologies）を用いて解析した。 

 

4. 定性PCR条件 

 定性 PCRでは、下記の 2つの PCR条件を検討した。反

応液の終濃度が 1×PCR Buffer for KOD FX Neo、0.5Unit KOD 

FX Neo、0.4 mM dNTPs（以上東洋紡績）、0.2 µM プライマ

ーとなるよう調製し、50 ng の鋳型 DNA を加えて全量を

25 µL とした。反応サイクルは、94°C2 分に保持後、

98°C10秒、60°C30秒、68°C10秒を 1サイクルとし、35サ

イクル PCRを行った。また、反応液の終濃度が 1×Ex Taq 

Buffer、0.1Units TaKaRa Ex Taq HS、0.19 mM dNTP Mixture

（以上タカラバイオ）、0.5 µM プライマーとなるよう調

製し、100 ngの鋳型 DNAを加えて全量を 20 µLとした。

反応サイクルは、94°C3 分に保持後、98°C10 秒、50°C30

秒、72°C30秒を 1サイクルとし、30サイクル PCRを行い、

72°C5 分に保持した。いずれの PCR 条件でも、サーマル

サイクラーは Veriti
TM

200（Life Technologies）を用いた。ま

た、プライマー対は、定量 PCR と同じものを使用した

（増幅長 114 bp）。得られた PCR増幅産物 10 µLを TAE

緩衝液（0.04M Tris、0.04M acetic acid、0.001 mM EDTA（同

仁化学研究所））で 3％アガロースゲル（GeneMate 3:1 

Agarose、Bioexpress）を用いて電気泳動（電圧 100V、30分

間）した。泳動後、エチジウムブロマイドで染色し、画

像解析装置（アムズシステムサイエンス）を用いてゲル

泳動像を撮影した。 

 

5. ゲノムDNAの電気泳動 

ゲノム DNAの電気泳動では、200 ngの DNA抽出液を

1.5％アガロースゲル（Agarose I、同仁化学研究所）に泳

動した。また、DNA 分子量マーカーは GD 100bp DNA 

Ladder H3 RTU（GeneDireX）を用いた。 

 

結果と考察 

 

 表 1に、抽出した DNAの収量と純度、トウモロコシの

SSIIb遺伝子のコピー数をそれぞれ示した。8.3～40.1 µgの

DNA が抽出され、DNA の吸光度比 A260/A280は 1.8 程度で

あり、すべての試料で十分な収量と純度が得られた。

SSIIb遺伝子のコピー数はヤングコーン Aでは、抽出 3回

のうち 1 回は 10、2 回は 0 であった。また、製造者の異

なるヤングコーン B、C においてはコピー数が 181～379

であり、陽性対照である生鮮食品のヤングコーン及びス

イートコーンと比較して、低コピー数であった。一方、

陽性対照では、いずれもレトルトパウチ食品の 100 倍以

上のコピー数が確認された。DNA 抽出液を電気泳動した

結果、陽性対照では、DNA 分子量マーカーの上限である

3000 bp 以上の高分子の DNA が見られたが、ヤングコー

ン A、B、C は、100～200 bp 付近に DNA が観察され、
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DNA の断片化がそれぞれ確認された（図 1）。ヤングコ

ーンのレトルトパウチ食品では、加圧加熱殺菌処理が行

われている。ヤングコーンは、加圧加熱により DNA 断

片化が進み、今回我々が対象とした PCR 増幅には適さな

い DNA も収量に含んでいたと考えられる。殺菌工程を

比較すると、ヤングコーン A では 122°C24 分・98°C50 分、

ヤングコーン Bでは 116–121°C約 30分であった（ヤング

コーン C については不明）。より強い加圧加熱処理が行

われたヤングコーン A では他よりも DNA 断片化が進み、

SSIIb 遺伝子コピー数の顕著な減尐につながったと考えら

れる。 

 次に、断片化が進んだ DNA に対しても PCR で増幅可

能かどうか、DNA 合成酵素に着目して検討を行った。表

1と図2に、KOD FX Neoを用いた SSIIb遺伝子検出を目的

とした定性 PCRの結果を示した。ヤングコーン A、B、C

のバンドはそれぞれ明瞭ではなかったが、ヤングコーン

Aの１抽出分を除き、増幅が確認された（表 1）。100 bp

以下の低分子帯のバンドは、プライマーダイマーと考え

られる。また、DNA 合成酵素を TaKaRa Ex Taq
®
 Hot Start 

Versionに変更して定性 PCRを行った結果、ヤングコーン

からの SSIIb遺伝子の検出はすべて不検出であった（デー

タ未記載）。DNA 合成酵素の種類によって検出結果が異

なることが明らかになったことから、定量 PCR において

も、より高い増幅効率を持つ DNA 合成酵素を選択して

PCR 条件を最適化することで、必要なコピー数を確認で

きる可能性があると考えられる。 

 平成 23年度の検査では、製造ロットは異なるヤングコ

ーン Aについて、DNA抽出方法をイオン交換樹脂タイプ

キット（Genomic-tip 20/G、Qiagen）を用いた方法について

も検討し SSIIb遺伝子のコピー数を定量したが、今回と同

様にコピー数は低かった（データ未記載）。Jasbeer らは、

トウモロコシ内在性遺伝子 hmg（high mobility group）の検

出において、加工処理によって DNA が断片化したトウ

モロコシ飼料の DNA抽出法の違いにより、hmgコピー数

が異なることを報告している 8)。Jasbeerらの報告が示すよ

うに、DNA 収量よりも PCR 増幅が可能な質の高い DNA

を抽出できるかどうかが重要である。今回のレトルトパ

ウチ食品のヤングコーンに適した DNA 抽出法は、今後

検討する必要があると考えられる。 

表 1. DNA抽出結果と SSIIb遺伝子の検出 

 
 DNA収量 

（μg） 

DNA純度 

（A260/A280） 

SSIIb 

コピー数 1
 

SSIIb 

定性PCR 

 抽出 1 8.3 1.653 10 + 

ヤングコーンA 抽出 2 11.0 1.842 0 - 

 抽出 3 11.1 1.843 0 + 

 抽出 1 25.8 1.877 192 + 

ヤングコーンB 抽出 2 28.7 1.876 208 + 

 抽出 3 27.7 1.869 181 + 

 抽出 1 14.3 1.870 258 + 

ヤングコーンC 抽出 2 12.1 1.876 276 + 

 抽出 3 12.1 1.869 379 + 

 抽出 1 30.1 1.891 72943 + 

ヤングコーン生鮮品 抽出 2 28.8 1.898 65746 + 

 抽出 3 31.5 1.884 73324 + 

 抽出 1 39.0 1.896 49995 + 

スイートコーン生鮮品 抽出 2 40.1 1.890 55688 + 

 抽出 3 38.3 1.887 57278 + 

+: 検出、-:不検出 

1 検量線の傾き: -3.47、Y切片: 41.62、相関係数: 0.99以上 
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 トウモロコシのデンプン食品であるコーンスターチの

ように、高度に加工精製された一部のトウモロコシ加工

食品では DNAの検出が困難な場合が知られている 4)。一

方で、加工食品であっても、スイートコーン缶詰のよう

に、検査可能な加工食品も存在する。今回のレトルトパ

ウチ食品のヤングコーンでは、原形が保持された状態で

あった。検査に適しているかどうかは外見からでは判別

が難しく、ゲノム DNA の状態を確認することが重要で

あると考えられる。 

 高度に加工処理された試料は、DNA 断片化により検査

が困難になる可能性が高い。そのため、可能であれば加

工前の状態で検査を実施することが望ましい。また、ど

のような加工品が検査に適するのか、その傾向を明らか

にすることも、検査技術の発展と併せて今後の課題のひ

とつと考えられる。 

 

図 1. 抽出したゲノムDNAの電気泳動画像. レーン 1; ヤン

グコーンA、レーン 2; ヤングコーンB、レーン 3; ヤング

コーン C、レーン 4; ヤングコーン生鮮品、レ åーン 5; ス

イートコーン生鮮品、M; DNA分子量マーカー 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. SSIIb遺伝子の増幅確認. レーン 1; ヤングコーン A、

レーン 2; ヤングコーンB、レーン 3; ヤングコーンC、レ

ーン 4; ヤングコーン生鮮品、レーン 5; スイートコーン生

鮮品、レーン6; 陰性対照（鋳型DNAなし）、M; DNA分

子量マーカー 
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