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　ディフェンシン溶出の検証実験について，原告らは以下のとおり，提案する。

第１　免疫検定法（イムノアッセイ）と生物検定法（バイオアッセイ）の両者による検　　　　証

原告らは，本ＧＭイネからディフェンシンが溶出するか否かの実験について，免疫検定法としては，被告らの実験において採用しているIwaiら（2002）の方法に，一部Ohshimaら（1999）の方法を取り入れ（いずれも，農林水産省管轄の研究所でおいて使用されている実験方法である），併せて，生物検定法として，Terras, F. R. G. et al. (1995)の論文（The Plant Cell. Vol. 7: 573-588）に示される 'agar diffusion bioassay' 法に準拠した実験を行うことで，より，ディフェンシン溶出の有無，作用の実際を正確に検証できるのではないかと考えている。

Terras, F. R. G. et al. (1995)の論文は，アブラナ科に属するダイコンの種子や葉が産生する抗菌タンパク質など植物における抗菌タンパク質をplant defensin(s)（植物ディフェンシン）と呼ぶことを提案した論文であるが，そこで実施された生物検定法は，検体が産生する物質を寒天培地に滲み出させて，培地上で増殖している菌体などへの影響を観察することによって，当該物質の作用の有無や大きさを検定したものである。

第２　提案する免疫検定方法

Ａ　実験材料：

１．供試する茎葉

隔離温室で組換えイネ（AD77）を育て，1週間後に茎葉を採取する。陰性コントロールとして，非組換えイネ（どんとこい）も同様に育てて，茎葉を採取する。

２．水田水

田植え後の水田の水を用いる。軽く遠心分離を行って上清を採取し，0.45μmのポアサイズのフィルターで濾過する。

Ｂ　方法：

１．ディフェンシンの溶出実験

実験区A：組換えイネAD77の茎葉5 gを10 ml容の遠沈管に入れ，水田水を5 ml入れてふたをして，48時間緩やかに振とうする。光は，できるだけ初夏の水田と条件を同じにするため，14時間照射し，10時間は暗期とし，これを繰り返す。

実験区B：非組換えイネ（どんとこい）の茎葉5 gを10ml容の遠沈管に入れ，水田水を5 ml入れてふたをして，48時間緩やかに振とうする。光は，14時間照射し，10時間は暗期とし，これを繰り返す。

実験区C：茎葉0.5 gに水田水を0.5 ml加えてすりつぶし，これに水田水9.0 mlを加えて，10 ml容の遠沈管に入れ，25℃で１時間緩やかに振とうする。

実験区D：茎葉0.5 gに0.5 M NaCl を加えた水田水を0.5 ml加えてすりつぶし，これに0.5 M NaCl を加えた水田水9.0 mlを加えて，10 ml容の遠沈管に入れ，25℃で１時間緩やかに振とうする。

　　　　　なお，温度は25℃とし，それぞれの実験は，３セット行うものとする。実験A～Dにおいて，遠沈管の内容物は10 gにそろえてあるが，用いる茎葉の量は，AとBが5 gで，CとDは0.5 gにしてある。これは，浸漬するのと，すりつぶすのとでは，溶出の効率がかなり違うと考えられるので，その差を考慮したものである。

２．ディフェンシンの検出実験

　　　　溶出実験で得られた液を遠心分離し，上清を１μｌ用いてイムノブロット法でディフェンシンの有無を調べる。

　　残りの上清については，これを濃縮したのち，イムノブロット法に供する。濃縮の方法は２種類とする。このため，得られた上清を２つにわけ，１つは，乙第２５号証の方法である蒸発乾固法で濃縮し，１つは，Ohshimaら（1999）が用いた凍結乾燥法を用いて行う。

（文献）

　　　　Iwai, T., Kaku, H., Honkura, R., Nakamura, S., Ochiai, H., Sasaki, T., Ohashi, Y.:　Enhanced resistance to seed-transmitted bacterial disease in transgenic rice plants overproducing an oat cell-wall-bound thionin, Mol. Plant-Microbe Interact., 15, 515-521 (2002).

Ohshima, M., Mitsuhara, I., Okamoto, M., Sawano, S., Nishiyama, K., Kaku, H., Natori, S., Ohashi, Y.: Enhanced resistance to bacterial diseases of transgenic tobacco plants overexpressing sarcotoxin IA, a bactericidal peptide of insect, J. Biochem., 125, 431-435 (1999).
第3　提案する生物検定法

まず，Terrasらの論文の内容を紹介し，次に，今回のイネについての提案を行う。

　〈　Terras, F. R. G. et al.（1995）論文の生物検定法　〉

１．検体：ダイコン種子を使用し，その表面の滅菌方法としては，

①　70％エタノール（v/v）に1分間，

②　0.1％（w/v）SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）を含む市販の次亜塩素酸の６倍希釈液に10分間，

③　滅菌水で５分間ずつ５回洗浄。〔この試料は５の①に使用する。〕

２．基本寒天培地：五穀寒天培地（five cereal agar＝五穀ベビーフード・インスタントフレーク20g/Lと寒天粉末8g/Lとする；Broekaert et al.（1990）による）。

３．培養病原菌：Pyrenophora tritici-repentis（葉枯病菌）。

４．菌糸プラグの置床：継代培地上のコロニーから滅菌したコルクボーラー（コルク穿孔器）を使って菌糸プラグを抜き取り，直径９cmのペトリ皿に注いで固めた五穀寒天培地の中心に置床する。

５．検定：五穀寒天培地の中心から3cmの３箇所に，以下の３品を配置する。

①　精製抗菌タンパク質5μL（濃度不記載）を培地の孔（径3mm，深さ3mm）に注ぐ

②　表面滅菌試料（ダイコン種子）または，種皮を被った無傷の種子を埋める

③　試料（ダイコン種子）と菌糸プラグを一緒に配置または，種皮を傷つけた種子を埋める。

６　培養：このような手順で準備した検定ペトリ皿を25℃暗黒下で5日間培養して検定する。

７．結果の考察：検定ペトリ皿Aの置床試料①～③ならびに，検定ペトリ皿Dの置床試料①と③の箇所において菌糸の増殖が抑制されれば，ダイコン種子からディフェンシンが滲み出たことが証明される。

注意１）精製抗菌タンパク質の処理時期：精製抗菌タンパク質は，菌糸プラグで感染させてから24時間後に注ぐこと。

注意2）検定ペトリ皿の処理水準：生物検定１クルー当たり４水準（A～D）の検定ペトリ皿がセットとなる。すなわち，

A（基本培地のまま何も添加しない無添加），

B（タンパク質分解酵素エンドプロテアーゼ（プロナーゼE）50μg／mL添加），

C（Aと同様に無添加であるが，置床する①～③ともオートクレーブにかけ高圧熱処理する），

D（植物ホルモン・アブシジン酸100μMを添加）とする。

注意3）検定の規模など：明細不記載。

参考文献：

○Terras et al. (1995) The Plant Cell. Vol. 7, 573-588.

○Broekaert et al. (1990) FEMS Microbiology Letters Vol. 69, 55-59.

〈　提案するイネいもち病菌を用いた生物検定　〉

１．検体：カラシナ・ディフェンシンGMイネには，いもち病と白葉枯病に強い複合耐性を示す系統が皆無なので（矢頭ら 2006），いもち病耐性のもっとも強い派生系統AD4811（矢頭ら 2006）を供試し，その表面の（イネ緑葉）の滅菌方法としては，

①　70％エタノール（v/v）に1分間，

②　0.1％（w/v）SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）を含む市販の次亜塩素酸の６倍希釈液に10分間，

③　滅菌水で５分間ずつ５回洗浄。〔この試料は５の①に使用する。〕

２．基本寒天培地：イネいもち病菌に汎用される古田・関口法（1967）のオートミール寒天培地（粉末オートミール50g，蔗糖20g，寒天15gに蒸留水を加えて１Lとし，乗法により高圧滅菌した後，直径9cmの深底ペトリ皿に15～20ｍℓずつ流し込み，固まるのを待つ）。

３．植物病原菌：イネいもち病菌（Pyricularia oryzae；矢頭ら（2006）による病菌レース007）。

４．菌糸プラグの置床：継代培地上のコロニーから滅菌したコルクボーラー（コルク穿孔器）を使って菌糸プラグを抜き取り，深底ペトリ皿に注いで固めたオートミール寒天培地の中心に置床する。または，貴センターによる常法による。

５．検定：オートミール寒天培地の中心から3cmの３箇所に，以下の３品を配置する。①　精製ディフェンシン（25ng／μL）溶液5μLを，培地の孔（径3mm，　　　　　深さ3mm）に注ぐ，

②　表面滅菌試料（緑葉切片5枚）の切断面を培地に挿し込み葉を立てる（同時に，これらの緑葉がディフェンシンを間違いなく産生しているこ　　　とを，常法による抽出液のSDA-PAGE電気泳動によって確かめる），

③　試料（緑葉切片5枚）の機動細胞部位にイネいもち病菌を接種してから，②と同様にして差し込み立てる）。

６．培養：このような手順で準備した検定ペトリ皿を25℃，明期14時間，暗期10時間で5日間培養して検定する。

注意１）精製抗菌タンパク質の処理時期：精製抗菌タンパク質は，菌糸プラグで感染させてから24時間後に注ぐこと。

注意2）検定ペトリ皿の処理水準：生物検定１クルー当たり４水準（A～D）の検定ペトリ皿がセットとなる。すなわち，A（基本培地のまま何も添加しない無添加），B（タンパク質分解酵素エンドプロテアーゼ（プロナーゼE）50μg／mL添加），C（Aと同様に無添加であるが，置床する①～③ともオートクレーブにかけ高圧熱処理する），D（植物ホルモン・アブシジン酸100μMを添加）とする。

注意3）検定の規模：最小限，各処理水準３検定ペトリ皿で1反復（4水準×３＝12検定ペトリ皿）とし，3反復以上行なう。

注意4）評価：各検定ペトリ皿の各位置（①～③）近傍における菌糸の増殖状況をスコアリング（菌糸の増殖阻害程度を，0，1，2，3，4などと5段階に評価するなど）して統計処理を行なえるように，試験設計をあらかじめ立てて実施する。評価に際しては，先ず全検定ペトリ皿を1クルーごとに写真撮影しておけば効率的であり，結果公表の際には数値的データと共に写真も提示する。

注意5）その他：イネいもち病菌の人工培養ならびに緑葉への接種の方法については，被告におけるイネいもち病菌の人工培養ならびに緑葉への接種に関する常法に基づく改変を了承するが，改変方法については，実験実施前に両者で確認・了解する必要がある。

参考文献：

○古田　力・関口義兼（1967）植物防疫 21：160-162．

○久能 均ら（共著）「新編 植物病理学概論 第4版」（養賢堂，2001）．

○大畑寛一ら（共編著）「作物病原菌研究技法の基礎――分離・培養・接種――」（日本植物防疫協会，1995）．

○Trigiano, R. N. et al. (eds.)（2004)“Plant Pathology: Concepts and Laboratory Exercises”CRC Press, Boca Raton, Fla. USA）．

○矢頭　治ら（2006）育種学研究８（別１）：230．
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