平成17年（ワ）第87号、平成18年（ワ）第16号 遺伝子組換えイネ野外実験差止等請求事件　　　
原　　告　　山　田　 　稔　ほか２２名
被　　告　　(独) 農業・食品産業技術総合研究機構

原告準備書面 (１３)
２００６年１０月１０日
新潟地方裁判所高田支部 民事部 御中
原告代理人　弁護士　　　安　藤　　雅　　樹　

　　　　　　　　　　同　　　　　神　山　　美智子

　　　　　　　　　　同　　　　　柏　木　利　博

　同　　　　　光　前　 幸　一

同　　　　　近　　 藤　　卓　 　史

　同　　　　　竹　　澤　　　　克　　己

                                     同　　　　　　伊　　達　　　雄　　 介

　　同　　　　　　冨　　山　 　喜　久　雄
　同　　　　　馬　　場　　　 秀　　幸

　　　　　　　同　　　　　　若　　槻　　　良　　宏

　　同　　　　　　柳原　敏夫
第１　原告ら主張する鑑定方法
ディフェンシン溶出の検証実験について、被告の平成18年９月29日付書面（以下、「被告書面」という）を踏まえ、原告らはその鑑定方法を以下のとおり再提案し、以下の一覧表により被告提案と対比する。


原　告
被　告

実験の種類
(1)免疫測定法（後記の通り修正）　

(2)生物検定法（原告準備書面(6)３～７頁記載の通り）
免疫測定法

免疫測定法の範囲
茎葉の浸せき実験
(1)茎葉の浸せき実験

(2)水田水の調査実験



茎葉の浸せき実験のポジティブコントロール実験
後記第３の通り修正。
擦りつぶし実験

試料の入手方法
いずれも被告から。
GMイネのみ被告。

それ以外は被告以外でも可能。

第２　本鑑定の目的

本鑑定の目的は、免疫測定法において、適切なポジティブコントロール実験の併行による実験（茎葉の浸せき実験）の有効性の確認と、生物検定法において、ＧＭイネから免疫測定実験装置における検出限界以下のディフェンシンの溶出の有無について確認することにある。

すなわち、免疫測定法により、実験装置のディフェンシン検出限界を確認し、同様な装置で茎葉の浸せき実験を行うことにより検出限界以上のディフェンシン溶出の有無を確認し、これが確認されない場合、生物検定法により検出限界以下のディフェンシン溶出の有無という事実を検証しようとするものである。

第３　茎葉の浸せき実験のポジティブコントロール実験

１　原告らは、準備備書面(6)で、免疫想定法におけるポジティブコントロール実験として、ＧＭイネの茎葉を「磨りつぶし実験」を提案した（３頁の実験区ＣとＤ）が、その理由は、この実験により、

1） 実験に使用するイネがディフェンシンを産生しているかどうかの確認と、

2） 茎葉の浸せき実験と近似した条件での溶出実験が可能と考えたからである。

２　しかし、今回、ア）については、被告から「供試サンプルの確認実験」が提案されたことにより不要となり、なおかつイ）についても、ポジティブコントロール実験としてより本体実験に近似した条件提示が可能となった。

３　そこで、その方法であるが、被告が提案している「茎葉の浸せき実験」と同一条件のもとで、精製ディフェンシンを加えて行うものである。

具体的には、「茎葉の浸せき実験」と同様に、「水田水40mlを入れた50mlのファルコンチューブに組換えイネの茎葉約1 gを2日間、浸せきし、２５℃の状態で、明期１４時間、暗期１０時間で緩やかに振とうする。」したものにつき、浸せき水5 mlずつを３本の容器に取り、１本目には精製したディフェンシンを5 pg/μl（5mlに対して25 ng）、2本目には25 pg/μl（5mlに対して125 ng、注１）、3本目は、検知下限を調べるため、1 pg/μl（5mlに対して5 ng、注２）になるように添加するという作業を加え、その後はまた、被告提案の茎葉の浸せき実験と同一の「振とう中に出たゴミを除くためフィルターろ過する。」、ろ過水を「遠心・濃縮し、内容物を5 μl（注３）の蒸留水によく溶かし、サンプルバッファーと混ぜて、1μl相当分をSDS-PAGE後、抗体測定法を行う」という手順で行うものである。

第４　茎葉の浸せき実験

　第３で記載したポジティブコントロール実験によりディフェンシンが検出されることは間違いないという被告の確約を事前に得られた場合には、原則として被告提案の方法（被告書面２(2)イ）により茎葉の浸せき実験を行うことに異論はない。

　ただし、明暗とディフェンシン遺伝子の発現との関連について、これまで被告は何も明らかにしていないため、「明期14時間、暗期10時間」という原告の提案は暫定的なものであり、今後、被告より提供される「明暗とディフェンシン遺伝子の発現との関連」に関する情報を踏まえながら、試料の採取時期についてなお詰める必要があると考える。

第５　生物検定法について

上述のとおり、免疫測定法で「検出されず」と判定されても、それは必ずしもディフェンシンがGMイネから溶出していないことを示したのではなく、本件実験装置の検出限界以下のディフェンシンを溶出している可能性を残している。したがって、このような検出限界以下のディフェンシンの溶出の有無や作用の実際を検証するには、生物検定法が不可欠である。

第６　被告提案の水田水の調査実験について

　原告としては、費用対効果を考えた場合、不要な実験と考える。GMイネのディフェンシン量と水田水の量とから推定するに、この水田水の中のディフェンシンの濃度は、免疫測定法の検知下限
以下と考えられ、この方法ではディフェンシンのシグナルが出ないと推定されるからである。

茎葉の浸せき実験（ポジティブコントロール実験を含む）の他にこの実験を行う必要性を感じない。

第７　試料の入手方法

　　GMイネの種子、精製カラシナ・ディフェンシン及びカラシナ・ディフェンシンの抗体の３点はいずれも被告のみが提供可能である以上、被告から提供してもらうしかない。

被告書面は、「精製カラシナ・ディフェンシン、カラシナ・ディフェンシンの抗体等については、被告以外の機関、研究者等において準備することも十分可能」と述べている。しかしそのためには、被告からその準備に必要な情報と準備の方法の詳細の両方が公開される必要がある。そもそも、被告は、イネに導入したカラシナ・ディフェンシンの塩基配列を公表しておらず、精製カラシナ・ディフェンシンの確認のためには、まず、実際にどういう塩基配列の遺伝子が導入されたのかを開示してもらう必要がある。この点をはじめとして、準備に必要な情報および準備の方法の詳細が開示されなければ、他の機関において準備することは不可能である。

（注１）

　ここで、ディフェンシンの添加濃度を5 pg/μlおよび25 pg/μlとしたのは、乙２５の考察の3頁４～９行目の、「これらの結果から、浸せき処理水の1,000倍濃縮液に含まれるディフェンシン量が、陽性コントロールに供試した25 ng/μl（約5 μM）以下であることから、浸せき処理水を濃縮しない原液のディフェンシン濃度は25 pg/μl（約5 nM）以下である。精製したディフェンシンを５分の１量の5 ng/μlを電気泳動に供試した場合でも明瞭に検出可能であることから、浸せき処理水中にディフェンシンがわずかに溶出すると仮定しても、5 pg/μl（約１nM）以下と推定されるため、実態的には皆無と結論される。」と記載に従ったものである。
　なお、この実験では1 gのイネの茎葉を40 mlの水田水に浸せきするものであるから、5 pg/μlという濃度は、200 ngのディフェンシンが浸せき水中に存在していたことを意味する。つまり、イネの茎葉１ｇから溶出した量が少なくとも200 ngであることを意味することになる。イネの茎葉に含まれるディフェンシンの量について、被告は何らのデータも提示していないので、200 ngという量が、１ｇのイネが生産したディフェンシンの量の何％に当たるかがわからないが、この実験でのイネの茎葉の量が妥当なのか、確信はもてない。被告は、溶出実験における茎葉と水田水の割合について、水田中でのイネの量と水の量とを計算して、１ｇに対して４０mlが妥当であるという結論を導いているが、イネからディフェンシンが溶出した場合に、ただちに水田の水全体でディフェンシンが希釈されるものではない。茎葉の周囲では濃度が高く、距離が離れれば濃度は低くなる。したがって、茎葉と水田水の割合は、１ｇに対して４０mlが最も適切というわけでもないと考えている。

（注２）

検知下限については、乙２５の記述を前提に、1 pg/μl程度の添加で調べるのが適切ではないかと推定しているが、被告の意見も参酌して濃度設定するのが妥当と考えている。

（注３）

ろ過によって液量が少なくなった場合は、ろ過で得られた液量を基準に考えこととし、その1000分の１量とする。

以　上

� 測定可能な最も薄い濃度のこと。
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