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1 は じ め に

遺伝子組換え作物を食品として摂取可能であることを判

定するための考え方は,現存する同じ作物と組換え作物と

の間に差異がないことを証明することである。これは [実

質的同等性]と 呼ばれる概念である。そのなかでも,最 も

重要な安全性確認課題と考えられるのは,新規導入蛋自質

それ自体のアレルゲン性である。厚生省の [組換え DNA
技術応用食品・ 食品添加物の安全性評価指針]号J表 2付表

2[ア レルギー誘発性に関する安全性評価に必要な資料]

では,①供与体の生物の食経験に関する資料,②遺伝子産

物がアレルゲンとして知られているかに関する資料,③遺

伝子産物の物理化学処理に対する感受性に関する資料,④

遺伝子産物の摂取量を有意に変えるかに関する資料,⑤遺

伝子産物と既知の食物アレルゲンとの構造相同性に関する

資料,③遺伝子産物が一日蛋自摂取量の有為な量をしめる

かに関する資料,の 6項目を要求している。

植物工学研究所で樹立された縞葉枯れ病耐性稲は,縞葉

枯れ病ウィルス外被蛋自質遺伝子を稲に導入し,縞葉枯れ

病ウィルスに著しい耐性を持った稲である1ヽ これまでに

野外栽培実験による栽培時の安全性確認試験が終了し,現

在は収穫 した米についての食品としての安全性確認が行わ

れている。

縞葉枯れ病ウィルス外被蛋自質は人工胃液を用いた消化

実験により,プロテアーゼ感受性が高く,経口摂取後,直

ちに胃内で分解されると推測されている (未発表データ)。

食物アレルゲン蛋自質のほとんどはプロテアーゼ耐性であ

り,腸管で分解されずに吸収されることによって食物アレ

ルギーを引き起こす。またこの外被蛋自質は既存のアレル

ゲンとの構造的相関も見られないため,外被蛋白質そのも

のは上記厚生省のアレルゲン誘発性に関する安全性評価に

必要な条件は完全に満たしている。

しかしながら,米にはもともと16kDaア レルゲンとし

て知られる分子量14～ 16kDaのアレルゲンが存在 し30,

これが米アレルギー発症に重要な役割を果たしていること

が明らかにされている。縞葉枯れ病耐性稲から得られた遺

伝子組換え米において,導入蛋遺伝子によって,ま ったく

異なる遺伝子産物である米アレルゲン合成量が著しく変動

させるか否かはこれまで明らかにされてはいない。そこで

本報告では,主要米アレルゲン遺伝子組換え米において
,

非組換え米と異なるか否かを電気泳動法及び,ヒ ト抗米

lgE抗体を用いた競争酵素免疫測定法を用いて検討した。

2試 験 方 法

(1)米

キヌヒカリ,及びキヌヒカリをもとに樹立された縞葉枯

れ病ウィルス外被蛋自質導入米 (TR8-3)は ,植物工

学研究所から入手した。米は玄米をそのまま用いた。玄米

を乳鉢で磨砕し,以下の抽出操作を行った。

(2 米アレルゲンの抽出

松田らの方法のに従って米アレルゲン画分を調製 した。

28の米粉を05M塩化ナトリウム溶液20祀に懸濁 し,室

温で 2時間撹拌 して米蛋自質を抽出 した。混合液を9,000

xgで30分間遠心 し,上清を得た。上清を 5 μmの フィル

ターを通 して清澄化 し,粗アレルゲンとした。蛋自質濃度

はDCプロテインアッセイによって測定 した。キヌヒカ

リからは396嘔組換え米からは405o8の抽出物が得られた。

(31 SDS― ボリアクリルアミドゲル電気泳動

Leammliの方法に従い,メ ルカプトエタノールを含む

還元条件下で電気泳動を行った'ゝ ゲルは10～20%の ポリ

アクリルアミドグル (第 1化学)を用い,ゲルはクイック

CBB(和光純薬)で染色した。

に)競争酵素免疫測定法による米抽出物のアレルゲン性

評価

抗米アレルゲンIgE抗体をもつ患者血清を用い,市販

体外診断キットと組合わせた競争酵素免疫測定法 (ELISD
による組換え米のアレルゲン性評価を行った。診断キット

にはアラスタット (三光純藻)を用いた。リガンド固定チュー

プに段階希釈したキヌヒカリと組換え米抽出物50μ ″及び

標準米アレルゲン溶液50μ 2を加えて混合し, ここに患者

血清50μ′を添加 して室温で 2時間振壼した。ここに抗 リ

ガンド溶液50μ′を加えて 1時間振盪し,標準米アレルゲ

ンに結合した患者 IgE抗体をチュープに固定させた。チュー

プを 2回洗浄し,ベ ルオキンダーゼ標識抗 ヒトIgE抗体

21Kl μ′を添加して 1時間振盪 した。チュープを洗浄後 ,

基質溶液を加え,30分間酵素反応を行わせた後, 1規程硫

酸で酵素反応を停止させ,490nmの吸光度を測定した。
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3 試験結果及び考察

米粉を塩溶液で抽出した米蛋自質画分の還元条件下での

SDS― ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果を図 1に

示す。特徴的ないくつかの蛋自質のバンドが見られた。松

田らが報告している米主要アレルゲン相当する14～16kDa

前後の蛋自質のバンド及びそれ以下の小さなバンドがみら

れた。また,25kDa付近及びそれ以上の分子量のバンド

もみられた。遺伝子組換え米 TR-3か らの総蛋自質のパ

ターンは,キ ヌヒカリからの抽出物のフヾターンとまったく

変わらなかった。 したがって,縞葉枯れ病耐性遺伝子導入

還元条件下での SDS― ポリアクリルアミドゲル電

気泳動によるキヌヒカリ (中 )と 遺伝子組換え米
(右)抽出物の蛋自質の比較 (左)分子量マーカー

蛋白質 (単位 kDa)
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標準米アレルゲンヘの患者血清抗体の結合に対する

キヌヒカリ (左)と 遺伝子組換え米 (右)抽出物の

競争阻害作用

によって,米アレルゲンの著しい合成増加や,新 たな蛋自

質の合成は生 じていないと推測された。

抗米アレルゲン抗体を含む患者血清を用いた組換え米の

アレルゲン性の推定を行った。抗体の標準米アレルゲンヘ

の結合に対する米抽出物の阻害作用を検討した。もしTR
8-3がより強いアレルゲン性を持っているなら,よ り低

い添加濃度でも強い競争阻害が起こるはずである。図 2に

示すように,キ ヌヒカリ,TR8-3と もほぼ同程度の抗

体結合阻害作用を示 した。 したがって,試料中の米のアレ

ルゲン性は同程度であると推定された。

本研究で用いた縞葉枯れ病ウィルス外被蛋自質遺伝子導

入遺伝子組換え米は既に野外試験を終了 し,一般圃場での

栽培が可能になっている。また,他の安全性評価試験 も行

われている。本研究ではこの遺伝子組換え米のアレルゲン

性が,その母本であるキヌヒカリと同等であることが示さ

れた。今後,種々の安全性評価試験の結果をとりまとめ
,

実用化されることが期待される。

4 ま

縞葉枯れ病ウィルス外被蛋自質遺伝子導入米のアレルゲ

ン性をキヌヒカリと比較 した。塩可溶性蛋自質の収量及び

電気泳動による主要米アレルゲンの分析結果には,差違は

認められなかった。米アレルゲ ンに対する患者 IgEを 用

いた競争酵素免疫測定法によるアレルゲン性比較において

も,遺伝子組換え米とキヌヒカリには差違は認められなかっ

た。 したがって,本遺伝子組換え米のアレルゲン性は,キ
ヌヒカリと同等と考えられる。
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