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１　はじめに

遺伝子組換え食品においては，平成13年に安全性審査

及び表示が義務づけられたことに伴い，その検査法が示

され，当センターにおいても平成15年度から検査を継続

実施している。平成15年度年報では，米国産・中国産輸入

大豆と岡山県内で流通する大豆加工食品，トウモロコシ半

加工品についての定性・定量検査の結果を報告した 1）。平

成17年度年報では，大豆穀粒，トウモロコシ穀粒，トウ

モロコシ加工品及びジャガイモ加工品からのDNA抽出

の比較検討を行いその結果を報告した 2）。

組換えDNA技術応用食品についての厚生労働省通知

では，平成 18年 12月現在まで７回の改正が行われてお

り，直近では，平成18年6月29日付け食安発第0629002

号にてDNA抽出法が一部改正された 3）。その中には，手

順が改良された抽出法（QIAGEN DNeasy Plant Mini

Kit改定法）や，抽出所要時間が全抽出法中最短の 45分

程度であるとする抽出法（NIPPON GENE GM quick-

er）が加えられ，従来からのシリカベースレジンタイプ

キット法（Promega Wizard DNA Clean_Up System）

とCTAB法を含めて抽出法は４種類となった（表１）。

CTAB法は優れたDNA抽出法であるが，定量PCRに適

したDNA量を得るには熟練を要することが知られてい

る 4）。そこで今回著者らは，CTAB法でDNA抽出が充

分にできない場合に代替となりうるキット抽出法がある

かどうか検討を行うこととした。大豆穀粒についてシリ

カベースレジンタイプキット法，シリカゲル膜タイプキ

ット法とCTAB法について，抽出DNAの収量・純度，

定量PCR結果（レクチン増幅・混入率），コスト，所要

時間，手技の煩雑さなどからそれぞれ比較を行い，４種

類の抽出法のうち，総合的に見て最も実用的かつ抽出結

果が良好といえる抽出法を見いだすべく検討を加え，若

干の知見を得たので報告する。

２　実験方法

２.１　試料

研究用に入手した米国産不分別大豆（品種不明）

（Roundup Ready Soybean（以下RRSと省略）混入率

80.4％）と米国産分別大豆（品種不明）をそれぞれ粉砕

し，重量比で混入率が５％になるよう混合した模擬試料

大豆を用いた。

２.２　試薬及びキット等

試薬等はすべて特級または生化学用を使用した。
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抽出キットについては，シリカベースレジンタイプキ

ット法としてPromega Wizard DNA Clean_Up System

（以下Wizard法と略）を，シリカゲル膜タイプキット法

と し て QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit（ 以 下

DNeasy－改定法と略）及びNIPPON GENE GM quick-

er（以下GM quicker法と略）を用いた。

２.３　DNA抽出方法とPCR法

DNA抽出は表１に示す４つの方法で行った。

抽出されたDNAについて，定量PCRを行い，RRS混

入率を算出した。

PCR条件：50℃ 2min.→ 95℃ 10min.→ 95℃ 30sec.→

59℃ 1min. （45cycles）

PCR Volume： 25μL

Plate Format： 96wells Clear Plate

２.４　機器等

粉砕装置 ：フォアベルク社製

Thermomix

分光光度計 ：那珂インスツルメンツ社製

Gene Spec V

定量PCR装置：アプライドバイオシステムズ社製

ABI PRIZM 7900HT （96wells）

３　結果および考察

３.１　模擬試料大豆からの抽出

模擬試料大豆を，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ４つの抽出方法で抽

出（n=4），その結果を表２に示した。

３.１.１　DNA収量

DNA収量は，A＞B＞D＞C の順で多かった。

GM quicker （Ｃ法）では，最もDNA収量が少なか

った。ニッポンジーン社より提供された資料によると，

Ｃ法を用いて 1gの大豆粉末試料から得られるDNA収量

は 3.75～ 6.0µ（最低でも 2.5µ）とのことであった。抽

出作業の各工程を再検討したが，DNA収量の増加に効果

は無かった。以上のことから，著者らの実施している方

法に問題点がある可能性を疑い，同一サンプルをニッポ

ンジーン社に送付して分析を依頼した。その結果，当セ

ンターと同程度のDNA収量であった。

また，平成18年度遺伝子組換え食品検査外部精度管理

（財団法人食品薬品安全センター秦野研究所食品衛生事業

部外部精度管理調査室担当）では，Ｃ法を使用した場合，

必要なDNA量が抽出できない恐れがあるとし，上清を

２本の 2.0mLチューブに採取し２本並行して以降の抽出

操作を行い，最終的に抽出したDNA溶液をあわせて混

合し，DNA試料原液とするとされていた。

これらのことから，C法を使用した抽出法では，DNA

抽出液濃度が定量 PCR での分析に必要な濃度である

20ng/μL（DNA収量として 1.0µ）を下回る場合もある

と考えられる。

３.１.２　O.D.260/O.D.280比

４抽出法とも，ほぼ 1.7～ 2.0の範囲に収まっており，

タンパク混入については問題なかった。

表２　抽出法によるDNA収量の比較（n=4）（模擬資料大豆）

表１　DNA抽出法
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３.１.３　O.D.260/O.D.230比

Wizard法（Ａ法）でO.D.260/O.D.230比が１を下回る

のは，試薬として用いるグアニジン自体に230nmの吸収

がある 5）ためと考えられた。

その他の抽出法ではO.D.260/O.D.230比は１を上回り，

糖の混入も少なく良好であった。

３.１.４　DNA収量の変動（文献値４）との比較検討）

C＞D＞A＞B の順にDNA収量のばらつきが大きか

った。平成 15年度組換えDNA食品検査外部精度管理 4）

報告書によると，RRS大豆試料についてDNeasy 旧法で

DNA 抽出した機関が 18 機関，CTAB 法が３機関，

Wizard法が１機関あった（各n=3）ので，各抽出法での

DNA収量の変動率を比較検討した。CTAB法でのDNA

収量の相対標準偏差は 7.84％，23.7％，29.6％となって

おり，今回のDNA抽出でのCTAB法の相対標準偏差は

14.9％であるので，CTAB法については比較的ばらつき

は少ないと考えられた。（相対標準偏差 7.84％の機関で

は，抽出の際に乳鉢を用いる工夫をしていたとある。）ま

た，Wizard法は1機関しか抽出データがないので比較は

難しいが，その相対標準偏差は 26.3％であり，著者等の

抽出による相対標準偏差は 7.26％であった。DNeasy旧

法については，平成18年6月29日付け食安発第0629002

号にて抽出法が一部改正された際に同抽出法も一部プロ

トコルが改正されている。旧法では混入率が他法と比較

して著しく低い値として得られる事実が明らかになった

ため 6），抽出時間が 15分から 60分に延長され，氷冷時

間，遠心分離の時間の一部（スウィング式遠心機指定部

分）が延長された。このため比較対象にするのは多少無

理があるが，18機関の相対標準偏差は12.4％～46.7％の

範囲にあり，7.25％という今回得られた相対標準偏差か

らは，DNeasy改定法（Ｂ法）でのDNA収量のばらつき

は少ない方ではないかと考えられた。また，GM quick-

er法（Ｃ法）は同改正で新たに加えられた抽出法である

ため，著者等の結果との比較はできなかった。

３.１.５　全抽出過程における所要時間

D＞A＞B＞Cの順に抽出所要時間が長かった。D法

は４時間半～５時間で手技も煩雑であり，抽出だけでほ

ぼ１日がかりとなる。また，抽出DNAを完全にTE緩衝

液に溶解するため，４℃で一晩保存しなければならない

ので，吸光度測定は翌日以降となる。Ａ法は４時間程度，

Ｂ法は３時間～３時間半程度，C法は１時間以内で抽出

作業が終了し，その日のうちに吸光度測定を行うことが

できる。C法については，大豆粉砕試料中のRNAやタン

パク質・多糖類処理のために，他キットにはある60℃前

後で試料溶液を加温する作業が無いことと，全体を通し

て遠心時間が短いことから作業時間の短縮が可能となっ

ている。

３.２　各種DNA抽出法の定量PCR値に及ぼす影響に

ついて

模擬試料大豆から種々の方法で抽出されたDNAを用

いてRRSの定量PCRを行い，その結果を表３に示した。

３.２.１　レクチン遺伝子（Le1）増幅

Le1はC＞D＞B＞A の順に多く増幅され（表３），

DNA収量の多さ（A＞B＞D＞C）とは逆の順序となっ

た。これは吸光度測定において抽出DNA溶液が実際の

DNA溶液濃度より低濃度に測定されたため，この測定値

をもとに調整する定量PCR用のサンプルのDNA濃度が

20ng/μLより高めになり，レクチン遺伝子が多くなった

ためではないかと考えられた。また，Le1遺伝子コピー

数が 20,000 コピー以上の値であれば，検出限度 0.1％が

保証される 7）とされているが，A法については 20,000コ

ピーを下回っていた。

表３　定量PCRの結果（n=4）（模擬試料大豆）
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３.２.１.１　Welchの検定

Welchの検定 8）とは，標本数が少ない時，母分散を標

本の分散数から推定する際に，その不確実さを考慮に加

えた有意差検定法であり，２つの標本の母分散が異なる

場合の検定法である。Le1増幅について，n=4 で一度に

PCRで分析した場合と，n=2づつで２回に分けてPCRで

分析した結果とでLe1増幅に有意差があるかどうかを

Welchの検定により調べたところ，A，B，D法について

はそれぞれ有意差は認められなかったが，C法について

は有意水準５％で平均値に有意な差が見いだされた。

Le1増幅数のばらつきについて相対標準偏差で比較す

ると，C＞D＞B＞Aの順に多いことと，Welchの検定

結果から，C法はLe1増幅について同一プレートでも，

異なるプレート間でも，ばらつきが大きい傾向にあると

考えられた。

３.２.２　混入率

D＞C＞B＞A の順に高い。平成 15年度組換えDNA

食品検査外部精度管理 4）において，DNeasy旧法により

抽出を行うと実際の混入率よりも測定値が低くなること

が述べられている。しかし，前述のように現在のプロト

コルとは異なるため参考にするのは難しい。また，今回

の場合重量比で混入率５％に調整したサンプルを用いて

分析を行ったが，全抽出法で２％台と低い値となった。

３.３　各種DNA抽出法の試薬代比較

１検体あたりの抽出にかかる費用は，A法は 779円，

Ｂ法は806円，Ｃ法は1033円，Ｄ法は711円であり，C＞

B＞A＞D の順にコストがかかる。Ｄ法では試薬調製は

もちろん必要となるが，Ａ法ではキットの内容物の他に，

バッファー等，自分で調製しなければならない試薬があ

ることが購入費用の削減につながっている。

４　まとめ

著者らは，今回３種類のキットとキット不使用のDNA

抽出法を用いて，大豆穀粒からのDNA抽出を行った。現

行のCTAB法以外のキット法を用いるならば，QIAGEN

DNeasy Plant Mini Kit 改訂法がルーチン分析に最も適し

ていると結論された。その理由として，①DNA収量と

その質も良好で，DNA収量のばらつきも小さいこと，②

所要時間も３時間程度でその日のうちにDNA濃度の測

定ができること，③Le1増幅数も平均して 20,000程度で

あることで検出限度 0.1％が保証されることがあげられ

る。デメリットとしては，抽出されたDNAが短く切断

されている 8）ため，混入率が低くなることがあげられる。

試薬代に関してはＡ法・Ｄ法と比較すると高価になるが，

キットに同梱されている試薬の使用のみで抽出できるこ

とから，試薬調製の煩雑さが無くなることにメリットが

あると考えた。これらをもとに，CTAB法で充分な量の

DNAが得られなかった場合に，QIAGEN DNeasy Plant

Mini Kit改定法での検討が可能となるように，当センター

の大豆穀粒に対するDNA抽出法SOPを改訂した。
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