
１ はじめに

遺伝子組換え食品（GMO）検査の際に使用される

滅菌水は，通常１L程度のガラス容器で作成し，実験

の度に小分けして使用に供していた。しかし，その際

の遺伝子混入の可能性が心配されたことから，小分け

の必要がないポリプロピレン（PP）製１５mLチューブ

での滅菌水作成を試みた。その過程で，作成された滅

菌水にかなりの着臭がみられることがわかった。GMO

検査では，多種類の PP製ディスポーザブルチューブ

が使用されており，更に PP製容器から検出される物

質に関する報告１）～３）も多いことから，今回の溶出物が

GMOの検査精度に何らかの悪影響を及ぼすことが危

惧された。

このため，GC／MSを用いて臭いの原因物質を追求

し，同定された化合物の定性 PCRに対する阻害活性

を調べたので報告する。

２ 実験方法

２．１ 試 料

ポリプロピレン（PP）製γ線滅菌済１５mLチューブ

５検体｛Ａ社製（２００２年７月購入），Ａ社製（２００４年

４月購入），Ｂ社製（１９９７年１２月購入），Ｂ社製（２００４

年３月購入），Ｃ社製（２００２年７月購入）｝

２．２ 試 薬 等

有機溶媒等は残留農薬分析用試薬を使用した。

標準品は試薬特級を使用した。

２．３ 装置及び測定条件

GC／MSの測定条件

装置：Thermo Quest Polaris

使用カラム：DB－５MS φ０．２５mm×３０m 膜厚

０．２５µm

カ ラ ム 温 度：５０℃（２min）－５℃／分－

１２０℃－７℃／分－１５０℃－１５℃／分－３１０℃

注入法：スプリットレス 注入口温度：２５０℃

注入量：１µL

キャリアーガス流量：１．０mL／min（定流量モー

ド）

インターフェース温度：２７０℃

イオン化条件：EI法 イオン源温度：２３０℃ イ

オン化電圧：７０eV

測定法：SCAN法

２．４ 検査方法

ポリプロピレン（PP）製γ線滅菌済１５mLチューブ

にミリポア水を８mL加え，１２１℃で１５～６０分加熱滅

菌し加熱処理水を作成した。加熱処理水７mLをジク

ロロメタン１mLで抽出し，試験溶液とした。GC／MS

で測定した。

２．５ 定性PCR阻害活性の検査方法

遺伝子組換え食品の検査で実施する方法４）５）を参考に

し，表１の PCR溶液の組成を用いた。PCR溶液中の
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条件では，滅菌時間が長いほど化合物の溶出量は増加する傾向にあった。②検出された上記の３化合物は，それぞれ一

定濃度以上で PCR反応の阻害活性を示した。しかしながら今回検出された濃度においては，いずれの化合物も定性 PCR

反応を阻害しないことが明らかとなった。
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表１ PCR溶液の組成

滅菌水 １５．３７５µL

AmpliTaqTMGold ０．１２５µL（終濃度０．６２５U）

１０xPCRbufferⅡ ２．５µL（終濃度１x）

dNTP（２mmol／L each） ２．５µL（終濃度２００µmol／L each）

MgCl２（２５mmol／L） １．５µL（終濃度１．５mmol／L）

プライマー対（２５µmol／L each）０．５µL（終濃度０．５µmol／L each）

鋳型 DNA（１０ng／µL） ２．５µL（終濃度２５ng）

滅菌水の代わりに化合物の入った水を使用した。PCR

条件は９５℃１０分変性，９５℃６０秒，６０℃６０秒，７２℃６０秒

で４０回増幅し，４℃冷却した。電気泳動にかけ PCR

産物のバンドが認められなかったものを PCRが阻害

されたと判定した。

使用機器：アプライドバイオシステムズ社製

GeneAmp PCR System ９７００

３ 結果及び考察

３．１ GC／MSクロマトグラム

Benzaldehyde ， p − Methylbenzoicacid ， p −

Methylbenzaldehyde標準液（各１ppm）の混合液のク

ロマトグラムと容器Ａ－１の加熱処理水のクロマトグ

ラムを図１に示した。

容器の種類と溶出量の関係を表２に示した。容器の

種類により溶出される物質や量が異なっていた。一

方，市販の滅菌水，ガラス瓶で作製した加熱処理水と

もに何も検出されなかった。

３．２ 滅菌時間と溶出量の関係

滅菌時間と溶出量の関係を表３に示した。

Benzaldehyde ， p − Methylbenzoicacid ， p −

Methylbenzaldehydeとも温度と圧力をかける時間が長

いほど溶出量が増える傾向であった。また，１５mL

チューブに蒸留水を入れて２週間室温放置しただけで

温度や圧力をかけないでも少量ではあるが溶出した。

アセトンでの溶出はアルデヒド類はほとんど溶出でき

なかった。p−Methylbenzoicacidのみ少量溶出した。

滅菌方法と Benzaldehyde,p−Methylbenzaldehyde,p−

Methylbenzoicacidの溶出量の関係を図２，図３，図４

図１ 標準液と滅菌水のトータルイオンクロマトグラム
（TIC）

表２ PP製容器の種類と溶出量の関係
加熱処理水濃度（ppm）

Ａ－１ Ａ－２ Ｂ－１ Ｂ－２ Ｃ Ｄ Ｅ

Benzaldehyde ０．０１ ０．０２ ９．１ ０．３２ ０．０２ ０ ０

p−Methylbenzaldehyde １２ １２ ０ ８．１ ２１ ０ ０

p−Methylbenzoicacid ４．０ ３．８ ０．１８ ０．４６ １．７ ０ ０

Formaldehyde １．１ １．０ ０ ０．５ ０．２ － －

＊溶出条件＊１２１℃６０分オートクレーブ滅菌した場合
（Formaldehyde測定，容器Ｅのみ１２１℃２０分，Ｄは加熱処理なし）

容器種類
Ａ－１ Ａ社製（２００２年７月購入） Ｃ Ｃ社製（２００２年７月購入）
Ａ－２ Ａ社製（２００４年４月購入） Ｄ 市販滅菌水
Ｂ－１ Ｂ社製（１９９７年１２月購入） Ｅ ガラス瓶で滅菌したミリポア水
Ｂ－２ Ｂ社製（２００４年３月購入）
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に示した。Benzaldehydeは容器Ｂ－１に特徴的に検出

された。Ａ－１とＡ－２の溶出成分や溶出量ともに差

はあまり見られなかった。Ａ－１はＡ－２に比べて購

入時期が２年ほど古いが室温で保管している場合は変

質がないと考えられる。Ｂ－１とＢ－２は溶出成分に

差が見られたが，その原因はＢ社がポリプロピレン原

料を変更６）したことによると推定される。

３．３ 化合物のPCR阻害濃度

加熱処理水から検出された４種類とアセトン，エタ

ノールの６種類について PCR阻害を調べた。アセト

ンは実験室によくあり，エタノールは検査の際に清掃

用に使用するので PCR溶液を調整する際に混入の可

能性があるのでこれらについても調べた。化合物の

PCR阻害濃度を表４に示した。それぞれの PCR阻害

表３ 滅菌時間と溶出量
１本の容器中からの検出量 （ug）

操作 NO．１ NO．２ NO．３ NO．４ NO．５ NO．６ NO．７ NO．８ NO．９ NO．１０ NO．１１ NO．１２

容

器

種

類

Ａ－１
０ ０ ０．１２ ０．１２ ０．０６４ ０ ０ ０ ０ ０．０７１ ０ ０．１０
５４ ６４ ８２ ９２ ７８ ４４ ５２ ８２ ７７ ７８ ０ ４．７
１７ １８ ３２ ３２ ７．１ １１ １４ １４ ２２ ６．６ ３．２ ０．５７

Ａ－２
０ ０ ０．１３ ０．１５ ０．１０ ０ ０ ０ ０．１８ ０．０８６ ０ ０．１１
４８ ５５ ６７ ９５ ７９ ４４ ５６ ７６ １０８ ７４ ０．０３３ １２
１２ １６ ２５ ３０ ６．５ １２ １３ １４ ３０ ６．０ ２．１ ０．５７

Ｂ－１
１５ １８ ３２ ７３ １１ １８ １７ １７ ４６ １１ ０．０１５ １．１
０ ０ ０ ０ ０．１２ ０ ０ ０ ０．３１ ０．１４ ０ ０．０６７
０．７５ ０．７２ １．２ １．３ ０．２７ ０．９８ ０．８５ ０．８０ １．６ ０．２７ ０．５６ ０

Ｂ－２
１．９ １．７ ２．０ ２．５ １．４ １．２ １．６ １．３ １．３ １．１ ０ ０．２３
１６ ３２ ３４ ６５ ３６ １７ ２４ ３５ ５２ ３１ ０ ０．４２
２．９ ２．６ ３．３ ３．５ ０．８０ ２．５ １．８ ２．６ ４．６ ０．７２ ０．５３ ０．１３

Ｃ
０．１２ ０．１９ ０．１８ ０．１６ ０．１２ ０ ０ ０．１４ ０．１４ ０．１０ ０ ０．１２
３０ ３４ ４９ １６９ ５６ ２０ ２８ ３８ ７６ ３７ ０ ５．３
４．２ ４．０ ６．１ １３ １．６ ２．８ ３．８ ３．７ ５．７ ０．９１ ０．４９ ０

操作 上段 Benzaldehyde

NO．１ １２１℃１５分 オートクレーブ 中段 p−Methylbenzaldehyde

NO．２ １２１℃２０分 オートクレーブ 下段 p−Methylbenzoicacid

NO．３ １２１℃３０分 オートクレーブ
NO．４ １２１℃６０分 オートクレーブ
NO．５ １２１℃２０分 オートクレーブ後１ヶ月放置
NO．６ １２１℃１５分 圧力電気釜
NO．７ １２１℃２０分 圧力電気釜
NO．８ １２１℃３０分 圧力電気釜
NO．９ １２１℃６０分 圧力電気釜
NO．１０ １２１℃２０分 圧力電気釜後１ヶ月放置
NO．１１ 空容器にアセトン１ml入れて抽出
NO．１２ 蒸留水，加熱なし

容器種類については表１参照

図２ 滅菌操作のベンズアルデヒド溶出量に及ぼす影響
図３ 滅菌操作の p－メチルベンズアルデヒド溶出量に
及ぼす影響
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濃 度 は Benzaldehydeで は３０００～５０００ppm以 上，p−

Methylbenzaldehydeでは２０００ppm以上，p−Methylbenzo-

icacidでは３０００～４０００ppm以上，Formaldehydeでは５００

ppm以上，acetoneでは５％以上，ethanolでは７％以

上であった。この化合物のなかでは Formaldehydeが

PCRの阻害活性が一番強いことがわかった。今回作

製した加熱処理水から検出された程度の濃度では

PCRは阻害されないが，ある程度の濃度を超えると

PCRを阻害することが分かった。また，使用中のク

リーンベンチ中にもアルデヒド類が含まれていること

が分かった（表５）。しかし，室内基準にかかるほど

の値はなく，PCRには影響がなかった。

３．４ 化合物を２種類混ぜたときのPCR阻害結果

化合物を２種類混ぜたときの PCR阻害結果を表６

に示した。Benzaldehydeは一種類では３０００～５０００ppm

以上の濃度にならないと PCR阻害をしないが１／６以

下の５００ppmでもエタノール（単品では７％以上で

PCR阻害がかかる）を５％添加してやることによっ

て PCRを阻害した。他の化合物も同様に単独で PCR

を阻害する１／２～１／３の濃度でも他の化合物を単品

で阻害する濃度の約１／２～１／５の濃度添加すること

によって PCRの阻害がみられた。

化合物一種類では阻害されない濃度でも２種類混ぜ

ることによって PCRが阻害されることがあるので相

加効果があると考えられる。

４ ま と め

�加熱処理水から化合物３種類（Benzaldehyde，p−

Methylbenzaldehyde，p−Methylbenzoicacid）を GC/MS

で同定した。

�加熱処理水は滅菌時間が長いほど，化合物の溶出量

は増える傾向にあった。また，１５mLチューブに蒸

留水を入れておくだけで加熱滅菌しなくても溶出さ

れた。

� Benzaldehyde ， p − Methylbenzaldehyde ， p −

Methylbenzoicacid，Formaldehyde，acetone，ethanol

ではそれぞれ一定濃度以上で PCRを阻害すること

が分かった。

�今回作成した加熱処理水程度の濃度では定性 PCR

は阻害されなかったことが分かった。しかし，定量

レベルでの PCR反応を阻害している可能性が考え

られ，これは今後の課題である。
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表４ 化合物の PCR阻害濃度

Benzaldehyde ３０００～５０００ppm以上

p−Methylbenzaldehyde ２０００ppm以上

p−Methylbenzoicacid ３０００～４０００ppm以上

Formaldehyde ５００ppm以上

acetone ５％以上

ethanol ７％以上

表５ 使用中のクリーンベンチ内の空気より検出された
アルデヒド類濃度（µg／m３）

ホルムアルデヒド １６．７

アセトアルデヒド ２．６

アセトン １５．８

アクロレイン ３．２

メチルエチル ３．０
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表６ 化合物を２種類混ぜたときの PCR阻害結果

Benzaldehyde ５００ppm p−Methylbenzaldehyde １０００ppm ○

〃 １０００ppm 〃 １０００ppm ×

〃 １０００ppm p−Methylbenzoicacid １０００ppm ×

〃 １０００ppm Formaldehyde １００ppm ○

〃 ２０００ppm 〃 １００ppm ×

〃 １０００ppm acetone ３％ ○

〃 ５００ppm ethanol ５％ ×

p−Methylbenzaldehyde １０００ppm p−Methylbenzoicacid ２０００ppm ○

〃 ５００ppm Formaldehyde １００ppm ○

〃 １０００ppm 〃 １００ppm ×

〃 １０００ppm acetone ３％ ○

〃 １０００ppm ethanol ５％ ×

p−Methylbenzoicacid １０００ppm Formaldehyde １００ppm ○

〃 ２０００ppm 〃 １００ppm ×

〃 １０００ppm acetone ３％ ×

〃 １０００ppm ethanol ５％ ×

Formaldehyde ５０ppm acetone ３％ ○

〃 １００ppm 〃 ３％ ×

〃 １００ppm ethanol ５％ ○

acetone ３％ 〃 ５％ ○

阻害されたものを×，阻害されなかったものを○とする。
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