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原告は、《本GMイネの細胞内部で生産されたディフェンシンがイネの外部に出る可能性は一切存在しない》という被告主張（以下、本論点という）に対し、以下の通り、反論する。

第1、 はじめに――論拠の変遷と本論点の位置付け――

はじめに、本論点がいかに特異な論点であるかを略述しておきたい。

本裁判の主要なテーマ「ディフェンシン耐性菌の出現・流出・伝播」のうち、現在、被告が最も力を注ぐ本論点は被告自身を映し出す鏡である。

なぜなら、平成10年から本GMイネの研究を開始した被告の最先端の研究者たちにとって《作物の病害抵抗性育種を目指す際に常に問題となる大きな問題の一つとして、病原菌の異変による抵抗性崩壊（ブレイクダウン）があげられる》（甲３の被告職員らの論文233頁左段落）こと、つまり耐性菌の出現の可能性が大問題の一つだったことは当時から自明だったにも関わらず、昨年の仮処分手続において、被告は、

１、当初、《ディフェンシン蛋白質のような抗菌性タンパク質の場合、抗菌作用は穏やかであり、耐性菌の出現の余地は科学的になく、また実際耐性菌の出現についての報告もない。》（答弁書12頁）

と「抗菌作用の穏やかな性質」を耐性菌出現否定の根拠とした（甲３。233頁の左段下から16行目の立場と同じ）が、原告より、被告職員らの論文（甲３）中に引用されていた耐性菌出現を報告する論文（甲29．同30）から本野外実験においてもディフェンシン耐性菌が出現する可能性は高いと推測することが合理的であると指摘されると、

２、黒田陳述書（疎乙116）を引用し《極めて特異な人工的環境での人為的耐性菌作出の事実を以て「自然界でのディフェンシン耐性菌出現が報告された」と誇張するなど》《極めて特異な人工的環境での人為的耐性菌作出の事実を以て、自然界における他の生物相等の環境影響が存在することを捨象し、科学的メカニズムの解明なしに、自然界でのディフェンシン耐性菌出現に飛躍している》（いずれも平成17年8月12日被告準備書面(4)５頁）

と、「耐性菌出現を報告した論文が本野外実験における耐性菌出現の根拠とならない」ことを耐性菌出現否定の根拠としたが、これに対し原告より詳細な反論書（甲18。木暮陳述書）が提出されると、抗告審終盤の9月27日に至って、被告は、新たに耐性菌は「発生可能性がないことが科学的に公知」（準備書面(5)９頁第６、２）な事実であるとして、

３、黒田報告書（疎乙119。乙19）を引用し《そもそも、ディフェンシンがイネの外部に流出する可能性は存在しえない。‥‥この点（前記(2)の段階の発生可能性が皆無であること）をもって債権者の主張ないし危惧は完全に否定できる》（準備書面(5)６～７頁）

という反論を持ち出すに至った。

以上の通り、被告反論は二転三転し、現在は、黒田秧氏ら本GMイネ研究の責任者らが執筆した甲３の論文の「抗生物質や農薬の主成分である薬剤と比較して、抗菌蛋白質では抵抗性崩壊の懸念は低いと考えられる」（233頁左段下から12行目以下）という耐性菌出現の可能性を認めた立場とも矛盾するまでに至った。既に平成10年からスタートした研究について耐性菌問題も熟知していた筈の被告が、なにゆえ、昨年の裁判において耐性菌問題でその主張が二転三転した末、「科学的に公知」な事実を主張するのに申立から3ヶ月も要したのか、その理由も本書面で明らかにしたい。

第2、 本論点の中心問題

　本論点《本GMイネの細胞内部で生産されたディフェンシンがイネの外部に出る可能性は一切存在しない》根拠について、被告は、準備書面(2)で以下の主張をしている。

1． プラスの電気を帯びた細胞膜を通過後、直ちにマイナスの電気を帯びた細胞壁とイオン的に強く結合することから、細胞壁を透過して隣の細胞に移動することはあり得ない。

2． プラスモデスムは分子量800程度の物質でないと容易に通過できず、分子量5,700のディフェンシンが通過することは考えられない。

3． 表皮細胞の外側の細胞壁は、植物体内の細胞壁より何倍も厚く、さらに水も通さないクチクラで覆われており、水溶性のディフェンシンが外部に流出することはあり得ない。

しかし、②について、既に原告は、何度も、次の通り主張している。

《そもそもディフェンシンは「分泌型たんぱく質」であり、まず、分泌小胞に運ばれて、細胞内から細胞膜の外に放出される》のであって、プラスモデスムは関係しない。仮に《ディフェンシンが細胞同士をつなぐプラスモデスムを通過したところで、あくまでも隣の細胞膜の内部に移動するだけであって、これをなんべんくり返したところで細胞膜の外に出るわけではなく、そもそもこの議論自体が失当》である（準備書面(2)別紙１～２頁）。

また、③について、今回提出の生井陳述書(3)（甲70）も指摘する通り、

第1に、ディフェンシンに関する重要論文で、既にダイコンのディフェンシンが種子の外部に滲み出すことが実証済みであり（２～３頁）、

第２に、一般に病原体が植物に浸入する経路として、

(1)、傷口からの浸入

(2)、気孔や水孔、皮目などの自然開口部からの浸入

があり、言い換えれば、実際には体外に通じる様々な経路が植物体に存在する以上、ディフェンシンがこれらの経路を通じて外部に流出することを否定することはできない（12頁。同別紙参考文献５久能 均ら「新編 植物病理学概論」参照）。

そこで、本論点のうち残された問題は①のみである。この問題は次のように言い換えることができる。

《ディフェンシンと細胞壁とのイオン結合は一度結合したら解離しないか、つまり不可逆的であるか。》（甲70。１～２頁）

以下、これについて検討する。

第3、 実証例

これに対する最も明快な回答が生井陳述書(3)で紹介された「ダイコンのディフェンシンが種子の外部に滲み出す」という実験報告である（２～３頁）。すなわち、この報告によりプラスに荷電しているダイコンのディフェンシンは植物体外に流出することが明らかにされた以上、本件のカラシナ・ディフェンシンも同様に考えることができる。

ちなみに、この論文は植物ディフェンシンに関する原点とも言うべき重要な論文であり、黒田秧氏ら本GMイネ研究の責任者らが執筆した甲３の論文中にも引用されている（234頁の文献４）。

第4、 生物における一般的な結合と解離のあり方

１、さらに、ディフェンシンと細胞壁とのイオン結合が解離しないと主張することは、生物における一般的な結合と解離のあり方からしても到底認めることができない。

　なぜなら、生物における一般的な結合のタイプとして、大別して①．共有的結合と②．非共有的結合があり、後者はさらに、(a)、イオン結合、(b)、水素結合、(c)、ファン・デル・ワールス引力などがあるが、水浴液中では、共有結合がイオン結合などの非共有結合に比べ、30～900倍も強く、《非共有結合的な相互作用は、通常、静電的なものであり、‥‥強力な共有結合とは異なり、個々の非共有結合的相互作用は相対的に弱いので容易に切断される》（甲70別紙参考文献２Trudy McKeeら「マッキー生化学」59頁）からである。

２、もっとも、非共有結合でも、例外的に《弱い相互作用が多数集まったときの効果はかなり大きい》場合がないわけではない。しかし、そのような例外が成立するためには、抗原抗体結合や基質と酵素の結合などのように、

(ｱ)、カギとカギ穴の関係のように、一方の特定の部位が他方の相補的なくぼみにはまるという分子の立体構造に依拠した特異的な結合が必要であり、

(ｲ)、イオン結合、水素結合、ファン・デル・ワールス引力を含む多数の非共有結合の総和が必要である（甲70別紙参考文献１Bruce Albertsら「細胞の分子生物学」第4版1380頁５行目以下参照）。

しかし、被告から、このような特異的結合を示す事実関係は何ひとつ主張・立証されていない。したがって、現状において、ディフェンシンと細胞壁とのイオン結合に、このような特異的結合を認めることができない。

第5、 イオン交換の原理――金属イオンとの競合関係――

１、しかも、本件においては、ディフェンシンと細胞壁が解離するかどうかが問題となる前に、そもそも、本ディフェンシンが細胞壁と結合できるのかが問題となる。なぜなら、細胞壁の周りの細胞外液中にはK+、Na+、Ca2+イオンなどが存在し（以下、金属イオンという。これらの存在については、乙18の黒田意見書添付の引用文献１の表１－１及び表８参照）、これら金属イオンが正に荷電したディフェンシンとの間で、負に電荷した細胞壁をめぐって競合関係に立ち、もしディフェンシンが競合に敗れれば、細胞壁と結合することができないからである。

２、この競合問題を解く上で参考になるケースが、イオン交換の原理を利用したイオン交換クロマトグラフィーである。なぜなら、イオン交換クロマトグラフィーとは、溶液の食塩（Na+、Cl－イオン）を加えることにより、カラム（筒状の容器）内でNa+やCl－とたんぱく質とが反対の電荷を帯びた固定相（イオン交換樹脂など）をめぐって競合関係に立つことを利用して、タンパク質とイオンを交換し、その結果、特定の荷電状態にあるタンパク質を分離するものだからである（甲70別紙参考文献３江崎信芳ら「生化学 基礎の基礎」同別紙参考文献４B.D.Hamesら「生化学キーノート」参照）。

３、その詳細は、甲70の生井陳述書(3)５頁以下に譲るとして、その概要は以下の通りである。

(1)、一般に、この競合関係は、一方で、K+、Na+、Ca2+イオンなどの金属イオンとタンパク質との存在量（濃度）のちがいにより、他方で、タンパク質の電荷の状態により決まる。

(2)、その結果、金属イオンの濃度がタンパク質の濃度に比べ相当程度高ければ、数に勝る金属イオンがタンパク質との競合に勝ち、細胞壁に結合するか、たとえタンパク質が先に細胞壁に結合していたとしても金属イオンにより追い出される。

(3)、(2)の状況に対抗して、タンパク質が金属イオンとの競合に勝って細胞壁に結合する（或いは既に結合していた細胞壁から解離されない）ためには、タンパク質の電荷の状態が金属イオンとの濃度差を打ち消すほどに大きなものであることが必要である。

(4)、イネ体内の細胞壁の周りの細胞外液中の金属イオン濃度は、乙18号証の引用文献１の表８のイネ（水稲）に基づいて計算すると、66.6～212.6ｍMである。

(5)、他方、本件のカラシナ・ディフェンシン濃度について、被告はこれを明らかにしていない。そこで、甲３号証の被告職員らの論文の記述と被告の特許出願の書類（甲70別紙２）の情報から、これを推定すると、約0.175μM（＝0.000175 ｍM）、ここでは被告に有利に四捨五入して0.00018ｍMとなる。

(6)、その結果、カラシナ・ディフェンシン濃度は金属イオン濃度に比べ、約３７万～１１８万倍もの圧倒的に低いものであることが判明した。《その結果、数に優に勝る金属イオンがタンパク質との競合に圧倒して細胞壁に結合するか、或いはたまたま先に細胞壁に結合していたディフェンシンをたちまちのうちに追い出してしまうでしょう》（甲70。８頁11行目）。

(7)、そこで、この圧倒的劣勢を挽回するためには、ディフェンシンの《電荷の状態が金属イオンとの濃度差を打ち消すほどに大きなものであることが必要》であるが、しかし、カラシナ・ディフェンシンと同じアブラナ科のキャベツとコマツナのディフェンシンについて電荷の状態を計算すると、極端にプラス電荷に偏った特殊なタンパク質ではなく、それゆえ、特別な事情が証明されない限り、カラシナ・ディフェンシンも同様に考えるべきである。従って、カラシナ・ディフェンシンの電荷の状態は金属イオンとの濃度差を打ち消すほどに大きなものであるとは認められない。

４、結論

　以上から、カラシナ・ディフェンシンと金属イオンとの細胞壁をめぐる競合関係において、金属イオンが優先的に細胞壁に結合するか、たとえタンパク質が先に細胞壁に結合していたとしても金属イオンにより直ちに追い出されることが明らかである。つまり、ディフェンシンと細胞壁とのイオン結合が不可逆的であるなどということはおよそあり得ない。

第6、 被告主張の矛盾

さらに、もし被告の言う通り、「プラスの電気を帯びたディフェンシンは、細胞膜を通過後、直ちにマイナスの電気を帯びた細胞壁とイオン的に強く結合したまま細胞壁から解離しない」としたら、以下のような矛盾に逢着する。

(1)、病原菌の殺菌方法

被告の本実験承認申請書（甲１）でも指摘される通り、

《ディフェンシンF は正の電荷を帯びており、病原菌の細胞膜に付着し、細胞膜のイオンチャンネルに影響を及ぼして抗菌活性を示すと考えられている》（８頁）

　そうだとしたら、細胞壁から解離しないほど強固に結合しているディフェンシンは、本来の目的である殺菌作用を発揮するために、果して、どのようにして病原菌の細胞膜に付着するのだろうか。

(2)、正に荷電した分泌タンパク質の矛盾

植物には、ディフェンシン以外にも正に荷電した分泌タンパク質（例えば、抗菌タンパク質）が沢山ある（甲３．231頁右段落下から12行目参照）が、もし「ディフェンシンが細胞壁から解離しないほど強固に結合している」のなら、特段の事情がない限り、これらの正に荷電した分泌タンパク質もまた「細胞壁から解離しないほど強固に結合している」と考えるべきである。しかし、そうだとしたら、これらの分泌タンパク質は、細胞壁と電気的に強固に結合したままの状態で、分泌タンパク質本来の機能をどうやって発揮できるのだろうか。

(3)、飽和点による限界

もともと細胞壁上のマイナス電荷部位は有限個しかなく、他方で、本GMイネはディフェンシンを常時生産し続けるという特性を持つ。そこで、上記被告主張を仮定すれば細胞壁上のマイナス電荷部位はやがて結合したディフェンシンに占有されて飽和点に達する。しかし、にもかかわらず、本GMイネは依然ディフェンシンを常時生産し続けるため、それ以降に生産されたディフェンシンは、飽和した細胞壁に結合することはできなくなり、ほかに移動するほかない。つまり、被告の上記主張を前提にすれば、「ディフェンシンは細胞壁を通過して、ほかに移動することはない」という被告主張を否定されざるを得なくなる。

第7、 被告が実施したディフェンシン溶出実験の不十分性

１、本実験のあるべき姿

　（１）　黒田氏は、自らが執筆に関与している「抗菌蛋白質ディフェンシンの多用な機能特性」（「化学と生物」2005年・ＮＯ４、　甲3号証）と題する論文において、「ディフェンシンの作用機作について今後解明されるべき課題は多く残されている」と指摘しつつ（２３２頁の右段落２行目以下）、ディフェンシンについても、病原菌の変異による抵抗性崩壊（ブレイクダウン）、すなわち病原菌の耐性菌化現象についての研究が必要であり、「現在、ディフェンシン、抗生物質および農薬の有効成分を用いて耐性菌の出現頻度の比較解析研究を進めている」と論じている（２３３頁の左段落の２１行目以下）。

また、同箇所では、抗菌タンパク質の抵抗性崩壊について、「抗菌蛋白質は、抗生物質などと比較して、一般的に病原菌に対して穏やかに作用すると考えられており、抗菌蛋白質が細胞膜に作用するという特性上、病原菌が細胞膜の構造を劇的に変化させることで抗菌蛋白質の攻撃を解決するにはあまりに大きな遺伝的変化を必要とするため、抗生物質や農薬の主成分である薬剤と比較して、抗菌蛋白質では抵抗性崩壊は低いと考えられている」との見解を示している。

　（２）黒田氏の「抗菌蛋白質の抵抗性崩壊」に関する一般的な見解は、その論調からも明らかなとおり、十分な科学的検証をへていない一つの仮説に過ぎないが、原告らは、この仮説自体、不合理なものと考えている。

なぜならば、甲１７号証の河田意見書が指摘しているとおり、酵母菌がダリアのディフェンシンに耐性を獲得した例が報告され、動物型ディフェンシンに対する耐性細菌の例は、枚挙にいとまがないほどだからである（同意見書２頁）

さらに、黒田氏の執筆にかかる上記論文中にも、ディフェンシン耐性菌の出現例が記載されており（甲１６号証の金川意見書参照）、これが他の生物相等の環境影響の存在しない実験室内での出現であったとしても、自然界でディフェンシン耐性菌が容易に発生する可能性を疑うべき重要な資料とすべきことは、木暮意見書（甲１８号証）が詳細に解説しているとおりである。

（3） このような河田、金川、木暮の各意見書を虚心に読めば、「抗菌蛋白質は、抗生物質などと比較して病原菌の細胞膜に穏やかに作用すると考えられているから、病原菌が細胞膜を劇的に変化させる可能性は少ない」という程度の推論で（なお、抗菌蛋白質だけが病原菌の細胞膜に作用するものではなく、抗生物質も、その多くは細胞膜に作用するものである）、ディフェンシンは抵抗性崩壊の危険性が低いという意見に納得することはできない。

現時点で、自然状態では植物型ディフェンシンに対する耐性菌の発見がないとしても、それは、黒田氏の上記論文にあるとおり、「植物型ディフェンシンの存在が最初に報告されたのは１９９０年、比較的最近のこと」（２３０頁の左段落の下から１６行目）で、研究が進んでいないからにすぎないからと疑わざるをえないのである。

（4） 　以上のような、植物型ディフェンシンの抵抗性崩壊に関し研究が不完全な実態を踏まえれば、本実験イネの産生するディフェンシンが水田中に溶出する可能性を検証実験するにあたっては、溶出の可能性をとことん突き止めるという姿勢が必要であって、問題は、そのような意識のもとで実験が実施されたか否かである。人為的装置のもとで行われる科学実験が、実験者の意図する方向に誘導されやすいことは見やすい道理であり、実験の価値は、実験者の恣意を排除する措置が、第三者に理解される方法でどこまで施されていたかにかかっている。

２、黒田氏の反論（乙１８号証）に対する再反論

　　原告らは、黒田氏が行ったディフェンシン溶出実験１、２（乙１９号証）について、その実験方法等に関する疑問を指摘したところ、同氏は、これに反論するかたちで、実験内容について補足説明をされているので、補足部分に再反論する。

（1） 超純水の使用について。

黒田氏は、実験に水田中の水とは性質の全く異なる「超純水」を使用した理由について、水田中の水だと「水中の微生物が増殖し、微生物のプロテアーゼも作用して、イネの茎葉からディフェンシン蛋白質が溶出したか否かを正確に調べることができ」ないと述べている。

しかし、イネから溶出したディフェンシンが微生物のプロテアーゼで分解されるか否かは定かでなく、水田中の水を使用した実験によりディフェンシンが検出されれば、それはイネからディフェンシンが溶出したことの決定的な証拠となる。

すなわち、水田中の水を使用した実験によってディフェンシンが検出されなかったとしても、それは、イネからディフェンシンが溶出していない決定的な証拠にはならないが、検出されれば決定的な証拠になるわけで、これこそが、我われ裁判の世界でも馴染みのあるベストエビデンスとなる。

イネからのディフェンシン溶出の可能性を突き止めようとするならば、まず、溶出の可能性が高い、この実験に着手すべきなのである。そして、水田中の水を使った実験でディフェンシンが検出されなかったときは、プロテアーゼによる分解を疑い、次善の方法として、水田の水組成に比較的近い減菌水を使用した実験を行うべきなのである。

特に、ディフェンシンの溶出には、Ｃａ２＋などのイオンが影響することが十分に予想されることから、溶出実験には、イオンの組成と濃度が水田の水と同じである液を使う必要があり、このような初歩的配慮を欠いた実験は、第三者を納得させるに足るだけの客観性に欠けるものがあると言わざるをえない。

（２）水温１０℃での茎葉の浸せき

　黒田氏は、水温１０℃で実験した理由を、室温（２８℃）で行った予備実験では微生物が増殖してしまったことから、この温度では、プロテアーゼなどによるディフェンシンの分解が発生し正確な実験が行えないと判断したからと述べている。

しかし、これも上記（１）と同様、室温での実験によりディフェンシンが検出されれば、それはイネのからのディフェンシン溶出の決定的証拠になり、検出されなかった場合は「不正確な実験」の可能性ありとして、次善の方策を取ればよいだけのことであって、まず、イネの栽培環境に近接した室温での実験を行うべきものである。

ディフェンシン溶出の可能性を徹底的に検証するのであれば、ディフェンシンの溶出しやすい条件から段階を追って実験を重ねていくのが道理であるが、黒田氏は、ディフェンシンが最も溶出しにくい条件を選んで実験を行っているとしか理解できないものである。

（3） 実験の対照区と濃縮操作

このような実験においては、ポジティブコントロール実験、すなわち、「イネからディフェンシンが溶出しているなら、この実験方法により必ずディフェンシンが検出される」という証明が求められることは、科学者にとって、いわば公知の事実であり、そのような証明があって初めて、「この実験でディフェンシンが検出されなかったら、イネからディフェンシンは溶出しない」との主張が科学的根拠をもつこととなる（甲２０号証の４頁以下）。

黒田氏は、「この実験では確かに正確な意味での対照区を併設していません」と述べており、この実験が、ポジティブコントロール実験のない不十分なことを認めているが、これを読んだ原告らがいだく感想は、原告らが危惧するディフェンシン溶出の可能性について、何故、このような不十分な実験しかしないのかという被告への不信である。本実験は、そもそも、１０℃の超純水を使用したことにおいて不合理であるが（１０℃の超純水中にディフェンシンが検出されなかったことが、ディフェンシンが水田中に溶出されないことの確証となるものではない）、この不合理な実験に、対照区（方法としては、ＧＭイネの茎葉を浸した超純水に精製したディフェンシンを加え、加えていないものと同様の濾過・濃縮処理を行う）さえ設定しないという二重の不合理をおかしているのである。

（４）浸漬水を加えた培地でのいもち病菌の増殖

　　　　黒田氏は、上記実験で得られた浸漬水の濾液を用いた培地で、いもち菌の増殖実験をしたところ、ＧＭイネの浸漬水培地でも、いもち病菌の抑制効果が全くなかったことをもって、ディフェンシン溶出を否定する十分な根拠としている。

しかし、この１０℃の超純水を使用して得られた浸漬水からディフェンシンが検出されないことが、水田中にディフェンシンが溶出しないという事実を科学的に証明するものでないことは上記したとおりである。したがって、この浸漬水培地にいもち病菌の抑制効果がなかったとしても、そこから、水田中にディフェンシンが溶出していないことが科学的な論拠をもって主張しうるものではない。しかも、この培地実験にも対照区は、設定されていない。不合理な前提からは合理的な推論は得られない。

（５）組換えイネの株もとの水の濃縮操作

　　　黒田氏は、第２実験において、本件実験圃場のイネの株もとから採取した水を濃縮した理由を、「イネからつくられたディフェンシンが水中に存在すると仮定してもごく微量と推定されることから」と述べているが、濃縮という面倒な操作をする前に、なぜ、採取水に何の操作も加えないまま実験を行わなかったのか理解できない。　なぜならば、株もとの水にはさまざまな成分が含まれていることから、濃縮操作により、これらの成分がディフェンシンに大きな影響を及ぼすことが考えられるからである。少なくとも、まず、操作を加えない採取水で実験をするべきである。

黒田氏の説明では、予備実験では、超純水に溶かしたディフェンシンは、濃縮にしても何の問題なかったとのことであるが、仮にそうだとしても、株もとの水を濃縮したときと、超純水を濃縮したときでは、異なる結果となる可能性がある。

なお、この実験においても対照区は設定されていない。

３、要約

以上のとおり、黒田氏が行った溶出実験１、２は、未だ植物型ディフェンシンの作用、機作の解明が不十分で、耐性菌発生についての研究も緒についたばかりの現状において、本ＧＭイネからディフェンシンが溶出しているのではないかとの疑いに対し、それを否定するに足るだけの十分な要件や、科学的検証としての厳密性を満たしておらず、科学的な批判に耐えうるものでもない。

以　上
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