　平成１７年（ワ）第８７号，同１８年（ワ）第１６号　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　平成1８年７月３１日

原告　山田　稔他２２名

被告　（独）農業・食品産業技術総合研究機構

準　備　書　面（９）

原告ら訴訟代理人

弁護士　　　安　藤　　雅　　樹
　　　　　　　　　　同　　　　　神　山　　美智子

　　　　　　　　　　同　　　　　柏　木　利　博
同　　　　　光　前　 幸　一
　　　　　　同　　　　　冨　　山　　　　喜久雄

同　　　　　近藤　卓史
同　　　　　竹　　澤　　　　克　　己

同　　　　　馬　　場　　　 秀　　幸

同　　　　　柳原　敏夫
　新潟地方裁判所高田支部　御中

　被告準備書面（８）に対して、以下のとおり反論する。

第１　ディフェンシンのイネ体外流出問題

１　被告は、原告らがダイコン種子を取上げてこの問題を論じたことについて、「ダイコン種子とイネの茎や葉では細胞壁構造やクチクラ層の発達度合の点でまったく異なっており、これらを同列に議論すること自体科学的に明白な誤りが存在する」と主張している。すなわち、本ＧＭイネの場合、成長した茎葉の緑色細胞で作られるディフェンシンは、細胞壁で蓄積（トラップ）され、しかも細胞壁の外側は、クチクラ層で覆われているのに対し、ダイコン・ディフェンシンは、種子内の細胞壁が未発達な子菓や胚軸に蓄積され、種子外側にクチクラ層もないから、はるかに溶出しやすいと主張している。

２　しかし、本ＧＭイネにおいて、産生されたディフェンシンのすべてが細胞壁に不可逆的に結合し、遊離しないと考えることの不合理性は、生井陳述書（３）で詳細に説明してあるとおりであり、また、細胞壁に結合せず、もしくは細胞壁から遊離したディフェンシンがクチクラ層によって外部溶出が遮断されるとの主張も、同陳述書が指摘するとおり、イネの自然開口部や成長にともなって発生する傷口等の存在をあまりに軽視したものである。

イネを観察すれば、例えば、イネの排水組織の水孔からは日々、水滴が観察される。また、いもち病菌の菌糸がイネ体内に侵入する主要経路が壁孔であり、白葉枯病菌の主要侵入経路が水孔と傷痍部であることは良く知られているとおりである。したがって、被告が主張するように「気孔や傷口のサイズ、数などからみて、もともとこれら経路は無視しうる程度のもの」と断ずるのはあまりに早計である。

第２　ダイコン・ディフェンシンに危険性が認められない以上、本ＧＭイネからディフェンシンが流出したとしても危険は発生しないという主張について

１　被告は、ディフェンシン遺伝子の発現調節に関する原告らの主張をいまだに理解していない。金川意見書や木暮意見書等で、既に何度も繰り返して、説明している事項である。ダイコンやカラシナは（その他の動植物も）、ディフェンシン遺伝子を必要に応じて発現させ、必要な量のディフェンシンを作るのである。つまり、病原菌が来たときや、病原菌に感染しやすいような状況の時には、一時的に多量に（病原菌を撃退するのに必要な量を）生産することはあっても、常時多量に作ることはなく、したがって、微生物とディフェンシンとの接触の機会が限られていて、耐性菌の出現がほとんどないのである。本ＧＭイネは、ディフェンシン遺伝子を常時強力に発現するプロモーターが連結されているので、ディフェンシンを常時多量に作ることになり、これが、微生物とディフェンシンとの接触機会を増やすことにつながり、耐性菌の出現を促すことになるのである。したがって、カラシナやダイコンが作るディフェンシンは問題ないが、本ＧＭイネが作るカラシナ・ディフェンシンは、常時多量（被告は多量でないと主張するが、少なくとも病原菌を撃退するのに必要な量もしくはそれ以上の量のディフェンシンを常に作っている）である点が問題なのである。これは、単純な話であって、被告はすでにこのことを十分に理解していると思うのであるが、もし、この考え方自体に異論があるのであれば、被告の考え方とその根拠を具体的に示されたい。
２　念のため、再度、原告らの懸念を要約すれば、本ＧＭイネの問題点は、「導入遺伝子を強力に発現させるために、イネ由来の新規プロモーターを連結」（実験承認申請書に記載）ということにある。この記載の意味するところは「ＧＭイネの細胞内で、カラシナ・ディフェンシン遺伝子を、常時強力に発現させ、多量のディフェンシンを常時作らせる」ということである。これにより、ダイコンやカラシナとは異なり、人工的に量産されたディフェンシンが、ディフェンシン耐性菌出現の場を与え、抗生物質の濫用と同様な問題を発生させる恐れが生じるということである。

３　ところで被告は、常時発現という発現形態は認めつつも（田中宥司氏作成の乙第２６号証の２ページの４の項目の１１～１２行目の「本組換え体においては、カラシナディフェンシンが構成的に発現している」という記載が常時発現を意味する）、被告が実験承認申請書に記載した「強力に発現させる」の解釈については、「平均以上の発現力を表現する方法として「強力」と記載した」（準備書面（３）の5ページ）と弁解し、さらに、この新規プロモーターの発現強度について、準備書面（８）の８～１０ページで説明を付け加えているが、これによっても、いもち病菌を撃退するのに十分な量のディフェンシンを常時作り続けていることは間違いない。つまり、ダイコンやカラシナでは、病原菌を撃退する必要性を察知したときにのみ、その撃退に必要な量のディフェンシンを作り、普段は作ったにしても少量であるのに対して、本ＧＭイネでは、病原菌が来る来ないにかかわらず、撃退に必要な量、もしくはそれ以上の量を作り続けさせることが問題となるのである。
４　また、被告は、乙２６号証により、「たとえ大量のディフェンシンがイネ内部で生産されたとしても、細胞内部の代謝制御機構により適宜分解・代謝されると考えられ」（２ページの４の項目の４行目）と主張するようであるが、一般にはディフェンシンなどの抗菌タンパク質は分解・代謝を受けにくいと考えられており、このことは、田中宥司氏も執筆に関与している甲第３号証の「化学と生物」が文献１として引用しているZasloffの論文（Nature、415巻、389-395 (2002)）にも記載されているのである。
　　
田中氏は、原告らのこれらの指摘を等閑したうえで、「「構成的発現が自然界に何らかの影響を与える」などという仮説自体、これまで形成されてきた科学的知見とは到底相容れないものである」と述べているが（乙第２６号証の２ページ最終の段落）、原告が問題としているのは、単なる「構成的発現」ではなくて、「構成的に強力に発現する」ことである。そして、ディフェンシン遺伝子が構成的に強力に発現する結果として、ディフェンシンが「常時多量に生産される」ことを問題点として指摘してきたのである。つまり、「常時少量生産」とか「一時的多量生産」とかを問題にしているのではなくて、「常時多量生産」という点が問題であると、当初から何度も指摘しているのである。
　　
４
　原告らは、専門家である田中氏が、原告らの指摘する「常時多量生産」に関する主張を正面から受け止めようとせず、「強力」とは「平均以上の意味である」との曖昧な弁明に終始し、ディフェンシン生産量を無視した構成的発現の無意味な比較論によって原告らの主張を非科学的と非難することに、不信を覚える。
そもそも、被告は、本野外実験を開始するにあたり，それまでの予備実験等により、イネが複合耐病性を獲得するに足りるディフェンシン産生量はどの程度かを把握し、また平成１７年度の野外実験に供試した５系統のイネのディフェンシン産生量を測定しているはずである。そのデータさえ開示されれば、定量的かつ建設的な議論ができ、カラシナやダイコンとの比較において、本ＧＭイネの問題点を論じることの合理性にも決着がつくと考えられる。

　被告は、すみやかに、上記データを開示されたい。

第３　「イオン交換原理」について

１　被告は、「師管液はまぎれもなくシンプラストに存在する液と分類されるものであることから、師管液の成分・イオン濃度が、細胞壁周辺の液の成分・イオン濃度と同じ」ことを前提に論じた原告らの「イオン交換の原理」は誤っている、「細胞壁周辺の液の成分・濃度については、科学的な研究が十分行われているわけではないが、師管液のイオン濃度に比べればかなり低いものと推定されている」と主張している。

２　生井陳述書（３）は、細胞壁周辺の液のイオン濃度を、乙第１８号証の黒田実験報告書に添付された文献１（米山ら １９９５）にデータのあるイネの師管液ら推測する手法を取ったが、まず、用語を整理すると、複数の細胞内の原形質が原形質連絡を通じてひとつながりになった原形質のまとまりのことをシンプラスト（symplast）、細胞壁や細胞間隙など細胞外をつなぐまとまりのことをアポプラスト（apoplast）といい、ドイツのMunch(1930)が、植物生理学において植物に含まれる水を追究する際に提言した概念である。

Munchは、原形質膜（細胞膜）の外側すなわち細胞壁、細胞間隙、導管内の全てをアポプラストと称し、原形質膜（細胞膜）内すなわち細胞膜や細胞質、液胞内のすべてをシンプラストと称して植物体内を二区画に分割し、原形質膜（細胞膜）の外側のすべての水、すなわち細胞壁、細胞間隙、導管内の全ての水を含む水をアポプラスト水とし、原形質膜（細胞膜）内すなわち細胞膜ならびに液胞内や原形質のすべての水を含む水をシンプラスト水とした（Munch, E. (1930) "Die Stoffbewegung in der Pflanze". Gustav Fisher, Jena, Germany）。

３　ところで、植物学の解説書のなかには、被告の主張するとおり、「篩管液はシンプラストに存在する液」と分類しているものがないわけではない。

しかし、光合成産物の輸送路である篩管は、篩管要素の連なりで、各要素は本体である篩管細胞と伴細胞とからなっている。そして、篩管細胞は核や細胞質の多くを失っていて代謝に必要な物質をすべて伴細胞に依存し、伴細胞は周囲のアポプラスト中から養水分を取り入れ、篩管内の原形質はすべて伴細胞から原形質連絡を通じて提供され、これが篩管液となっている。

すなわち、篩管要素のひとつである伴細胞がシンプラストとアポプラストとの橋渡しをしているわけで、植物体としてシンプラストとアポプラストとを鳥瞰すれば、篩管はアポプラストとシンプラストとの境界に位置しているのである。

４　ただ、境界に位置しているとはいっても、篩管液とアポプラストに存在する導管液とを比較すれば、篩管液の成分はタンパク質や高濃度のショ糖、アミノ酸（グルタミン）などを含む原形質から成り、導管液の成分は根において土壌から吸収された水とミネラル(無機イオン類）に加え、根の細胞で合成・分泌されたアミノ酸（グルタミン）、植物ホルモン（ゼアチンリボシド、アブシジン酸）、タンパク質、糖質などの有機物質から成っているから、細胞壁周辺の液の成分やイオン濃度は、導管液よりも篩管液に近いものである（米山ら １９９５）。導管は水の通路であり、篩管は光合成産物などの通路であるから、イオン濃度については導管＜篩管という関係になる。

５　ところで、M. J. Canny（1995）の論文（Apoplastic water and solute movement: New rules for an old space. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 46: 215-236）によれば、導管液のイオン濃度は均一ではなく、葉では２００ｍＭにも達するということが明らかにされている。なお、Canny 1995の論文の概要は以下のとおりである。

＊　以前からアポプラスト水については、細胞壁内や細胞間隙を自由に移動する濃度の薄い溶液であると考えられてきたが、以下の事実（知見）から、アポプラスト水は均一な薄い溶液ではなく、かつアポプラストの溶質濃度の変化が植物中の水の移動において重要な役割を担っていることを明確に示している。
1 木部導管の流束は漏れやすく、その規模は導管の直径によること．

2 　導管から出た水はいくつかの溶質よりも早くシンプラストにしみ込み、　　アポプラストの特定の位置でかなり高い溶質濃度となる（これをsumpsと呼ぶ）．

3 溶質は、水の中で溶質が拡散する速度よりもかなりゆっくりと、アポ　プラストとしての細胞壁のsumpsから離れて拡散することから、葉の導管内のイオン濃度は200mM以上にも高くなる．

4 また、根のアポプラストとしての細胞間隙のイオン濃度も、しばしば高濃度となる．

5 アポプラスト水の移動における空洞現象（キャビテーション）の閾値は大気圧よりも1～２バール低く、ましてディクソン(1909年)らによって提唱された水の凝集力説に基づいて必要とされる張力よりも低い．

６　以上を要約すれば、
1 導管液と細胞壁周辺の液はアポプラストにある水であり、篩管液はアポプラストとシンプラストとの境界にある水である．
②　篩管液と導管液のイオン濃度については、一般的・平均的にみれば濃い篩管液＞薄い導管液という関係でみられてきたが、実際には導管液のイオン濃度は均一ではなく、葉では２００ｍＭにも達する場合があることが明らかにされている．

③　ここで、細胞壁周辺の細胞外液も導管液と同様にアポプラスト水であるから、イオン濃度が一定であることは導管液と同様に考えられず、細胞壁周辺でもかなり高濃度になる場合があるはずである．
　ということであって、これらの事実を踏まえれば、細胞壁周辺の液のイオン濃度の最高値は、少なくとも導管液と同程度に達することが合理的に推測され、これは、生井陳述書（３）が篩管液から推測した濃度値（６６.１６～２１２.１２mＭ）と符合するものである。したがって、米山ら（1995）の論文にはイネの導管液について記載がないが師管液についてのデータを援用した生井陳述書（３）は至当なもので、被告の非難はむしろ科学的根拠に乏しいものである。
なお、被告は、「植物学上、アポプラストに存する液を細胞外液と総称すること」は通常行われていないとも主張しているが、細胞外液（extracellular fluid）、細胞内液（intracellular fluid）と言う用語は、動植物に共通した用語としてすでに明確に規定されている。

以下は、米国St. Philip’s CollegeのDepartment of Natural Sciencesにおける生物学原理の学習内容を示すHPの一部だが、ここでは、動植物を含め総合的な生物学を学ばせており、eの下線を引いたところにこの用語が使用されている。

2. Inter/Intracellular Transport of Materials
a. Indicate the importance of molecular movement into and out of cells and list the 6 processes involved in this movement.
b. Define diffusion and indicate the importance of permeability to diffusion into and out of cells; define dialysis and facilitated diffusion.
c. discuss protoplasm including: chemical composition, measurement in metric terms; list the three states of matter; define solvent and solute; and indicate the types of combination of solute (solid) in solvent (water) related to size of solute particles.
d. Explain the significance of the colloidal nature of protoplasm.
e. Define osmosis and osmotic pressure comparing extra- to intracellular fluid indicating which way water would flow when the extracellular fluid is a) hypotonic, b) hypertonic, c) isotonic to trace intracellular fluid.
（浸透性と浸透圧について、細胞外液が細胞内液と比べて a)低浸透圧のとき、b)高浸透圧のとき、c)同浸透圧のときに、水分がどちら向きに流動するかということを示して、細胞外液と細胞内液の比較をしながら定義する。）

f. Define filtration pressure in movement of molecules
g. Define active transport in movement of molecules and explain the sodium pump as an example.
h. Define the terms endocytosis and exocytosis; explain difference in phagocytosis and pinocytosis forming vacuoles in endocytosis.
（http://www.accd.edu/spc/natsci/Biology/BiolSyllabi/Biol1408.htm）

　
第４　田中宥司氏の実験報告書（乙２７号証）について

１　被告は、原告が篩管液のイオン濃度を６６.６～２１２.２mＭと推定した　　うえでイオン交換原理を論じていることに対し、田中宥司氏の実験報告書（乙２７号証）を提出し、その実験結果に基づき、「ディフェンシンは、５０ｍＭ Ｍｅｓ－ＮaＯＨ緩衝液（ｐＨ６.０）中においてNａＣl濃度が少なくとも２５０mＭ以上でないと、イオン結合した細胞壁から遊離しない」と主張している。

　　　
２　しかし、田中氏の実験は，HiTrap SP FFという合成陽イオン交換樹脂とディフェンシンとの相互作用を述べたにすぎないもので、しかも、この陽イオン交換樹脂には強力な陰イオンが付与されており、これと細胞壁の陰イオンを同列に論じることはできない。細胞壁の陰イオンの方がずっと弱い官能基から構成されているからである。
すなわち、Hitrap SP FF は、工業的に合成された陽イオン交換体で、微細な合成樹脂のビーズの表面に化学物質が稠密的に多数付着させてあり、電気的にプラスを帯びたタンパク分子（＝陽イオン）が、この陽イオン交換体と混合されると、化学物質の先端の硫酸基に引きつけられ、ここに電気的に結合される。
　また、外部から、塩化ナトリウムが水中で解離して生成するナトリウムイオン（=陽イオン）が適当濃度与えられると、硫酸基をめぐって、タンパク分子とナトリウムイオンとの間に競合が生じ、ナトリウムイオンが継続的に供給されると、タンパク質は陽イオン交換樹脂から遊離され系外に流出されるものである。
３　したがって、田中氏の実験結果は、ディフェンシン分子と陽イオン交換体の結合が可逆的なものであることを検証したものなのであって、むしろ原告らの主張に沿うものである。
　田中氏は、ディフェンシンの遊離に必要な塩化ナトリウムが、植物の細胞壁を浸漬する溶液に含まれると推定される塩化ナトリウムよりも高濃度であることを主張するようであるが、この実験結果をもって細胞壁とディフェンシンの電気的結合を類推するのは妥当でない。

なぜなら、細胞壁に存在して、ディフェンシンを結合すると推定される陰イオンの大多数は、細胞壁の主成分であるセルロース中の水酸基（－OH)であり、その酸性度は、硫酸基に比べ格段に弱いしたがってディフェンシンとの結合の強度も格段に弱い）からである。
したがって、細胞壁からの解離に必要なナトリウムイオンも、実験結果に基づく数値より低濃度であると推定されるのである。
４　原告らは、細胞壁中に硫酸基が存在する可能性を排除しないが、その単位面積あたりの存在頻度は、上記のような、硫酸基を稠密的に持つ合成陽イオン交換体に比べればはるかに低いものであり、本争点において硫酸基の寄与は極めて小さいと推定するのが合理的である。
　つまり本実験は、細胞壁とディフェンシンの相互作用をシミュレートしたものとは到底言いがたく、したがって、この実験をそのまま、ディフェンシンと細胞壁との相互作用の議論に援用するという田中氏の主張は、科学的に見て杜撰と言わざるをえないのである。
５　そればかりでなく、むしろこの実験結果においては、このように、強力な陰イオンである硫酸基が稠密に存在する>人工的な陽イオン交換体からでも、０．２５Ｍ程度（ディフェンシンの溶出曲線が立ち上がる地点）のナトリウムイオンが存在すれば、ディフェンシンの解離が引き起こされるという事実に着目すべきである（しかも、このイオン濃度は、原告らの推定した細胞外液のイオン濃度に比べわずかに高いだけである）。
つまり、この事実は、ディフェンシンと陰イオンとの結合は、たとえ硫酸基との間であっても、それほど強力なものでも、また不可逆的なものでも全くなく、イネの細胞外液に存在すると推定されるナトリウムイオン濃度と同じオーダーまたはそれをわずかに上回る程度のナトリウムイオンがあれば、ディフェンシンは陰イオンの存在する表面から容易に遊離されることを示した格好の実験結果といえるのである。
















第５　抗生物質耐性菌とディフェンシン耐性菌との対比議論について

１　原告は、ディフェンシンの濫用が、抗生物質乱用と同様の耐性菌問題を発生させる危険性を学者の意見書に基づき主張してきた。その総集編ともいうべきものが木暮意見書（２）である。抗生物質には多くの種類があり、耐性菌にも多くの種類があるが、裁判所におかれて特に注目してもらいたいのが、木暮意見書（２）の１～６ページに記載されているバンコマイシン耐性菌の例である。
２　ディフェンシンについては、被告も自認するとおり、その研究が緒についたばかりで、病原菌に対する作用・機作そのものの解明が不十分であることから、耐性菌発生の可能性についても科学的には未解明な段階にある。しかし、抗生物質耐性菌の歴史を直視し、その経験に学べば、不用意なディフェンシン濫用は、抗生物質耐性菌と同様な問題を発生させる危険性を合理的に推測させる。

しかも、耐性菌による被害は、１～２年で顕在化することもあるが、晩発的（耐性菌が発生しても、それが具体的被害となって現れるには数年から数十年の時間が必要）であることも予想され、また、被害をもたらした原因因子の特定が非常に難しくて諸説入り乱れる事態も考えられ、その間にますます被害が広がる可能性がある。しかも、被害が現れるころには、耐性菌は自然界に蔓延していて、これを消滅させるのは不可能な事態になっている。さらに、抗生物質耐性菌の場合と決定的に異なる点は、抗生物質耐性菌であれば、その使用を中止することで耐性菌の蔓延を防止することができるが、ディフェンシンは、動植物が病原菌の防除に自ら生産するものであるため、病原菌の襲来を察知したときにディフェンシンを作って攻撃することは、当然の生体反応であって、耐性菌が来たからといって、ディフェンシン生産をやめることはできない。ディフェンシンの生産と分泌は、ディフェンシンに耐性でない菌を殺すことになるので、ディフェンシン耐性菌には好適な増殖の場を与えることになってしまうのである。ディフェンシン耐性菌は、動植物の病原菌防除の第一線を突破するため、耐性でない菌に比べて感染力が強く、発生する被害の程度も甚大なものになる。また、病原菌は肉眼では見えないので、恐怖感が大きく、パニックになれば人々の過剰な反応で感染以外の二次的な被害も考えられる。
原告らは、それゆえにこそ、カルタヘナ法が宣言する「予防原則」のもとに、本実験について慎重な配慮を被告に求めているのである。

３　ところが、被告は、あたかも科学的解明は原告らの責任であるかのごとく捉え、「科学的に未解明」であることを自認している原告らの主張は「憶測ないし想像にすぎない」と切捨て、「ディフェンシンについての知見が不足しており、抗生物質との厳密な比較も困難」という科学的現状を述べた原告の説明についても、そうであれば、抗生物質と対比してディフェンシン耐性菌の問題を論ずる意味もないとの態度を示している。

４　しかし、ディフェンシン耐性菌問題は、被告職員もその研究論文（甲３号証）において抗生物質と対比しながら検討している重要な課題であり、この未解明な課題について科学的知見を積み上げていくには、抗生物質との対比がもっとも有効な筈である。限られた知見での有効な対比資料を「厳密な対比ができない」からといって放擲してしまうのは、これまでの公害事件（例えば、水俣事件を想起されたい）において原因究明にいたずらな科学的厳密性を求め、被害防止と救済の遅延を招いた愚の繰り返しであり、決して賢明なことではない。

５　被告は、ディフェンシン耐性菌は抗生物質耐性菌とは異なり突然変異により発生するが、突然変異が発生する蓋然性は低い等と主張していたが（準備書面（２）の１２ページ以下）、先般提出された田中宥二氏の陳述書（乙２９号証）には、「現在、普遍的に存在する緑濃菌（緑膿菌の趣旨と思われる）は、すでにカラシナ・ディフェンシンに対する耐性を有しており、カラシナ・ディフェンシンにとっての耐性菌であることは、農学や植物学の専門家の中では広く知られている。したがって、木暮氏が本当に緑濃菌がヒトの健康に及ぼす悪影響を懸念するのであれば、緑濃菌の増殖や交差耐性の抑制についての研究を進めるべきであり」との記載がある。田中氏の言わんとするところにやや判然としないものがあるが（例えば、緑膿菌がヒトの健康に影響を及ぼしているのは公知の事実であるが、田中氏は疑念を抱いているようでもある）、少なくとも、「ディフェンシンは抗生物質とは異なり耐性菌が発生しにくい」という被告のこれまでの主張と矛盾している。被告はディフェンシン耐性菌について、現状をどのように把握しているのか、すやかに、詳細を説明すべきである。
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