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　本準備書面では、黒田実験（乙第１９号証、２５号証）の問題点を指摘する。　

なお、便宜上、乙１９号証に記載されている実験を１９号実験、乙２５号証に記載されている実験を２５号実験と呼称する。

第1　黒田実験の概要

 黒田氏の４つの実験を表記化すると下記の通りである（ディフェンシンはDFと略記）。


１９号実験
２５号実験


実験１
実験２
実験１
実験２

目　的
実験圃場で生育中のGMイネ（AD77）の茎葉を浸した超純水からDFが検出されるか。
実験圃場で生育中の組換えイネ（系統は不明）の株元のくぼ地に溜まった水からDFが検出されるか。
隔離温室で養成した登熟期のGMイネ（AD77）の茎葉を浸した水田水（水田に引き入れている河川から採取した水）からDFが検出されるか。
精製DF（25ng）を溶解した水田水（水田に引き入れている河川から採取した水）からDFが検出されるか（実験過程でDFが損失しないか）。

実験方法
1． GMイネの茎葉を超純水に2日間浸漬

2． その水をフィルターで濾過

3． 遠心乾燥機で濃縮乾固

4． このペレットを蒸留水で溶解

5． その一部（１μl）をSDS-PAGE法で分画

6． 抗ディフェンシン抗体を結合

ト．　PVDF膜上の発色を確認
イ．イネ株元の水5mlを採取

ロ．遠心分離を行い上澄みを採取

ハ．フィルターで濾過

二．遠心乾燥機で濃縮乾個

ホ.このペレットを５μlの蒸留水に溶解

ヘ．１μlをSDS-PAGEで分画

ト．抗ディフェンシン抗体を結合

チ． PVDF膜上の発色を確認


イ．GMイネの茎葉を水田水に2日間浸漬

ロ．その水をフィルターで濾過

ハ．遠心乾燥機で濃縮乾固

ニ．このペレットを超純水で溶解

ホ．その一部（１μl）をSDS-PAGE法で分画

へ．抗ディフェンシン抗体を結合

ト．PVDF膜上の発色を確認
イ．精製DF（25ng）を水田水（5ml）に溶解

ロ．遠心乾燥機で濃縮乾固

ハ．このペレットを５μlの蒸留水に溶解

ニ．1μlをSDS-PAGEで分画

ホ．抗ディフェンシン抗体を結合

ヘ． PVDF膜上の発色を確認



ポジティブコントロール（陽性コントロール）
イ．精製DF25μｇ/μl　をSDS-PAGE法で分画

ロ．抗ディフェンシン抗体を結合

ハ．PVDF膜上の発色を確認

イ．精製DF25μｇ/μl　をSDS-PAGE法で分画

ロ．抗ディフェンシン抗体を結合

ハ．PVDF膜上の発色を確認
イ．精製DF25μｇ/μlをSDS-PAGE法で分画

ロ．抗ディフェンシン抗体を結合

ハ．PVDF膜上の発色を確認

結　果
DFは検出されず（陽性コントロールでは検出）。
DFは検出されず。
DFは検出されず（陽性コントロールでは検出）。
いずれにおいてもDFを検出。

第２　黒田実験の問題点

　１　ポジティブコントロールの不備

(1) 　ポジティブコントロールについて

①　その意義

　　通常、対照実験（コントロール実験）とは、実験を行う際、操作・条件などの要因に対する効果・影響を明確にするため、本来の実験（本実験という）と一つの要因以外の操作・条件をすべて同じにしておこなう実験をいい、生物学のように現象が複雑な分野では、本実験といくつもの対照実験の結果の比較検討が、要因の効果などを明らかにするために重要である、とされる（日本動物学会・日本植物学会編「生物教育用語集」110頁。1989年9月東京大学出版会発行）。観察対象とする現象が起こらない対照を陰性対照（ネガティブコントロール）、現象が起こることがすでにわかっている対照を陽性対照（ポジティブコントロール）という。

例えば、物質Aが血液中に含まれているかどうかについて、物質Aが検査薬と反応すると青く光るという性質を使って調べるとする。このとき、血液に検査薬を混ぜて青く光らなかったとしても、この結果から直ちに「血液中に物質Aが含まれていなかった」とは断定できない。なぜなら、たとえ血液中に物質Aが含まれていたとしても、なお血液中に物質Aが光るのを妨害する物質が入っていたかもしれないからである。後者の可能性を排除しない限り、「血液中に物質Aが含まれていなかった」という結論を導くことはできない。それを検証するのが対照実験（ここではポジティブコントロール）である。

つまり、実験結果の有効性を判断するために、「試料
血液そのまま」のものと、「試料血液に物質Aを添加したもの」とを準備し、両方に検査薬を入れてみる。その結果、物質Aを入れたものは青く光り、入れなかったものは光らなければ、試料血液中には物質Aが含まれていなかった（もしくは含量が検出の限界以下だった）という結論が導かれる。この場合の、「試料血液に物質Aを添加したもの」を用いた実験がポジティブコントロールである。

2 その必要性

対照実験（コントロール実験）の必要性について、動物行動学者として著名な日高敏隆氏は次のように述べる。

《ある因子(物質，刺激，温度，食物など)の作用を調べてみる実験の際，研究しようとする因子以外はすべてこの実験と同じ条件にした実験を並行して行い，両実験の結果を比較することが必要である。この後者の実験を対照実験という。対照実験を行わないと，実験で得られた結果がほんとうにその因子の作用によるものかどうか確信が得られない。とくに生物についての実験の場合には，研究対象が複雑であるため，生物の遺伝的系統，育てた条件，実験時の条件などすべてのことについて厳密に同じ条件にした対照実験がなければ，実験はほとんど無意味に等しい。》（平凡社世界大百科事典「対照実験」の項目）

ここからも明らかな通り、ポジティブコントロールは、当該実験の有効性を確認するために必須な実験であり、この実験が付置されていない実験は、実験結果の信憑性を著しく損なうから、研究者であれば、当然のこととして行うものである。

また、独立行政法人農林水産消費技術センターが平成14年6月に発表した「遺伝子組換え食品検査・分析マニュアル」（甲７４）は、平成13年4月からの遺伝子組換え食品の表示の一部義務化にともない、組換え表示の内容が真実か否かを検証するため、食品中の組換え遺伝子をPCR法（対象遺伝子（DNA）の特定部分を短時間で数万倍以上に増やす方法）で検査する場合の手順を示したものであるが、その中でも、検査の有効性を担保するためのポジティブコントロールやネガティブコントロールの必要性に言及している（同マニュアル12P以下参照）。食品検査においても、当該検査の有効性を担保するためのポジティブコントロール、ネガティブコントロールは必須事項とされている。

3 その要件

前述した対照実験の定義「本来の実験（本実験という）と一つの要因以外の操作・条件をすべて同じにしておこなう実験」（生物教育用語集）或いは「ある因子の作用を調べてみる実験の際，研究しようとする因子以外はすべてこの実験と同じ条件にした実験」（日高敏隆氏）からも明らかな通り、

対照実験では、研究しようとする因子以外はすべて本来の実験と同じ操作・条件にする必要がある。
言い換えると、実際の検査では、試料血液に検査薬を混ぜる前に、試料血液を濾過したり、濃縮したりと、さまざまな操作が行われるのが通例である。その操作の過程で、①で紹介した例でいえば物質Aが除去されてしまったり、壊れてしまったりする事態がしばしば発生する。そのため、試料血液には物質Aが存在したのに、検査薬を入れる段階では存在せず、青く光らないという場合も起こり得る。このような実験操作過程の不備により誤った結論を出来するのを防ぐためには、ポジティブコントロールとして物質Aを添加した試料血液と、これを添加していない試料血液は、同一の実験操作を施す必要がある。

(2) 　黒田実験の問題点

1 　上記(1)③で述べた通り、ポジティブコントロールは、研究しようとする因子以外はすべて本来の実験と同じ操作・条件にする必要がある。黒田実験に即して言えば、ポジティブコントロールとして精製ディフェンシンを加えた溶液は、本体実験の溶液と同一の操作が施されていなければならない。
　ところが、19号実験の実験１のポジティブコントロールでは、本体試験におけるロからニの過程がなく、精製ディフェンシンを、ホのSDS-PAGEの段階で添加しているから、本体実験に対するポジティブコントロールとなっていない。

実験の結果として、ポジティブコントロール（乙第２５号証２ページ図２のレーン１）では、黒の斑点が見えるのに、他のレーンでは見えないから、ディフェンシンは溶出しなかったという結論を出しているが、ポジティブコントロールを行ったのはホの段階からであるから、ホの段階では、イネ由来の試料にディフェンシンがなかったことは確認できるが、最初から、つまりロの濾過の前の段階からディフェンシンがなかったという結論にはならない。

イネからの溶出がなかったというためには、ロの濾過の前にディフェンシンを添加して、実験を行うことが必要であり、これで初めて本体実験に対するポジティブコントロールとなるのである。

2 　19号実験の実験２においてはポジティブコントロールがなされておらず、25号実験の実験２をもって、ポジティブコントロールに代替させているが、両者では、使用した溶水も（イネ株元の水と、水田に引き入れているか河川水）、濾過の過程（25号実験では19号実験におけるロ，ハの過程が省略されている）も異なっていて、到底、代替しうるものではないし、後記のとおり、ディフェンシンの検出限界も不明である。

3 　25号実験の実験１は、原告らが指摘した「超純水を使用した１９号実験の不合理」を受けてなされたものであるが、ポジティブコントロールは、19号実験と同様、本体試験におけるロからニの過程が省略されており、ポジティブコントロールとしての体をなしていない。

④　また、25号実験の実験２は、19号及び25号の各実験１における実験過程でのディフェンシン損失の有無を検証しようとしたものとも推測されるが、同実験においては実験各１のロの過程が省略され、しかもこの実験ではディフェンシンの検出限界が不明なため、実験各１におけるディフェンシン不検出が、その実験方法イの段階でのディフェンシンの不存在を証明するものではない。すなわち、25号の実験2は、精製ディフェンシン25ngを5mlに溶解しているが、仮に、そのロとハの操作でディフェンシン10ngが容器への吸着や分解で消滅するとすれば、5mlにディフェンシン10ngが溶けた液なら、⑥では黒い斑点は出てこないこととなるのであって、ディフェンシン量の検出の下限を明らかにすることが重要となる。

(3) 　原告らが提案する免疫検定法における実験方法

①　原告らが提案している免疫検定法における実験は下記のとおりである。

実験方法
イ．隔離温室で育てたGMイネの茎葉５ｇを田植え後の水田水（25℃）５mlに緩やかに振とうしながら、２日間に浸す（14時間照射、10時間暗期）。

ロ．その水を遠心分離し、上澄み1μlをSDS-PAGE法で分画し、イムノブロット法でディフェンシンの有無を確認。

ハ．その余の上澄みを２分割し、

a．一方は25号実験と同様の方法で濃縮し、SDS-PAGE法で分画し、イムノブロット法でディフェンシンの有無を確認。

b．他方は凍結乾燥法によって濃縮し、SDS-PAGE法で分画し、イムノブロット法でディフェンシンの有無を確認。

ポジティブコントロール
A.隔離温室で育てたGMイネの茎葉０．５ｇを田植え後の水田水０．５mlですりつぶし、これに水田水９．０mlを加え、２５℃で１時間緩やかに振とうし、上記３通りの方法で、その液中のディフェンシンの有無を確認。

B．隔離温室で育てたGMイネの茎葉０．５ｇを０．５Ｍ NaCLを加えた田植え後の水田水０．５mlですりつぶし、これに０．５Ｍ NaCLを加えた水田水９．０mlを加え、２５℃で１時間緩やかに振とうし、上記３通りの方法で、その液中のディフェンシンの有無を確認。

2 原告ら提案の意図

本体実験は、出来る限り自然栽培条件に近似した条件化でディフェンシンの溶出の有無を確認しようとするものであり、ポジティブコントロールでは、ＧＭイネが産生しているとされるディフェンシンを確実にイネ体外に溶出させ、その後は、本体実験と同一の手順でディフェンシンの有無を検査することにより、本体実験の実験結果に論理性をもたせようとするものである。

（4）　乙３０号証について

　　①　被告の証拠説明書（７）によれば、被告は、２５号実験のポジティブコントロールとして、乙３０号証を提出するとのことである。

　　　　　しかし、乙３０号証は、その標題（「隔離圃場栽培実験に用いた組換えイネ５系統７種のディフェンシン生成の確認」）が示すとおり、隔離温室で育成したＧＭイネがディフェンシンを生成しているか否かを確認した実験にすぎず、２５号実験のポジティブコントロールではない。したがって、当然のことながら、乙第３０号証の作成者である田中宥司氏も、これが２５号実験のポジティブコントロールなどとは、一言も述べていない。

②　被告代理人が、これをもって２５号実験のポジティブコントロールと理解しているとすれば、それは誤りである。

２　実験に供試したイネの不適切性　

　①　原告は、黒田氏の「１９号実験」ならびに「２５号実験」について、ポジティブコントロールが正しく行なわれていないことを指摘し、「２５号実験の実験１」を正しく行なう操作方法を提示した。
　しかし、そもそも黒田氏が１９号実験、２５号実験で供試したイネ系統ＡＤ７７は、原告の提案した実験の意図を満足する供試材料ではない。
　なぜならば、このイネ系統は、準備書面（７）の第２でも触れたとおり、平成１７年度の栽培実験において、白葉枯病には抵抗性が認められず、葉いもち病についても在来の抵抗品種と同程度の抵抗力しか示さなかったとされ（甲７３号証）、先般、被告から提出された平成１８年度の実験栽培計画によれば、平成１８年度の実験栽培品目にはなっていないからである。

②　被告職員の説明によれば、このような系統品種を使用して溶出実験したのは、実験当時、平成１７年度の実験栽培の結果が判明していなかったからとのことであるが、仮に、それが事実であるとしても、現時点では、実験栽培品目から脱落したＡＤ７７を使用した溶出実験の不適切性は明らかである。

3 　被告は前記のとおり、乙３０号証を提出して、隔離温室で育成したＧＭイネがディフェンシンを生成していることを確認したとしているが、同実験で使用されたＡＤ７７からディフェンシンが検出されたとしても、１９号、２５号実験で使用されたＡＤ７７がディフェンシンを十分に産生していたことを証明するものではない。

4 　１９号、２５号実験においてＡＤ７７を使用した理由が被告職員の説明のとおりであるとすれば、原告らが提案する溶出実験においては、被告が本年度栽培予定としているＡＤ４８もしくはＡＤ４１のイネ系統を使用すべきである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上

� 試験・分析・検査に供される物質のこと。
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