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第１、原告提案の概要

　原告が、免疫測定法による実験として提案するものは以下の４つである。

1． 供試サンプルの確認実験

2． 本体実験（茎葉の浸せき実験）

3． コントロール実験

③-1．ポジティブコントロール実験（精製ディフェンシンで実施）

③-2．ネガティブコントロール実験（非組換えイネで実施）

　

　以下、順次、その内容を明らかにする。

第２、供試サンプルの確認実験

1、 その目的

(1)、単に、供試サンプル（本GMイネ）がディフェンシンを産生しているかどうかだけではなく、供試サンプルに含まれるディフェンシンの量がどれくらいかも確認する。

(2)、単に、浸せき実験（本体実験）に使用する前の供試サンプルだけではなく、浸せき実験で水没させたのちの供試サンプルに含まれるディフェンシンの量がどう変化するかも確認する。

２、実験方法

基本的に本年10月10日付被告意見書（以下、被告提案という）12頁４記載の通りでよいが、但し、以下の３点が被告提案と異なる（以下、表の中ではディフェンシンをDEと略称）。


原告提案
提案理由
被告提案

(1)、すりつぶしの対象
次の両方で実験。

１、浸せき実験に供試していない供試サンプルの茎葉

２、浸せき実験に供試した供試サンプルの茎葉。これはさらに、次の２つに分けて実験。

　(1)、水没した部位

　(2)、水没しない部位
本体実験で供試サンプルを水没させたとき、水没により、DEの産生量にどのような変化があるかを確認する必要があるから。

後述の通り、原告提案は、茎葉の完全水没ではなく、部分的な水没なので、DEの産生量の変化も水没した部分としない部分に分けて確認する必要がある。


浸せき実験に供試していない供試サンプルの茎葉

(2)、すりつぶしの際に使用する抽出バッファー（溶解バッファー）
リン酸バッファーなどタンパク質用の溶解バッファーを使用すべきである。
被告提案のトリスバッファーはDNA用であり、ここでは正しくタンパク質用の溶解バッファーを使用すべきだから。
トリスバッファー（乙30に記載）

(3)、抗原抗体反応
シグナル（発色・発光）の検出のみならず、マーカーを利用してディフェンシンの量を測定する。
供試サンプルに含まれるDEの量がどれくらいかを確認する必要があるから。
シグナルの検出のみ

第３、本体実験（茎葉の浸せき実験）

１、はじめに

そもそも今回の鑑定が必要となった理由は、被告が、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電気的に結合し、遊離することはあり得ず、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と主張し（被告準備書面(2)）、原告がこれに真っ向から反論した（原告準備書面(4)、甲70生井陳述書(3)）ためである。

そのため、本鑑定においても、本来ならばディフェンシンが溶出する可能性をしらみつぶしに検証していくのが望ましいにちがいないが、しかし現実の諸条件により、溶出する可能性が高いと思われるケースに絞って鑑定を実施するものである。したがって、原告としては、「溶出する可能性が高いと思われるケース」として考え得るものが複数存在するものについては、それらについて優先順位をつけて列挙し、鑑定実施機関が実験方法を決定する際の参考に供することにした。

2、 その目的

単に、本GMイネからディフェンシンが溶出しているかどうかだけではなく、溶出したディフェンシンの量がどれくらいかも確認する
。

以下、前半（溶出実験）と後半（検出実験）に分けて解説する。

３、溶出実験の実験方法

その概要は被告提案11頁２と同様、水を入れた容器に本GMイネの茎葉を浸せきするというものであるが、但し、その具体的な内容は、①水の条件、②供試サンプル（本GMイネ）の条件、③浸せきの条件の３点において被告提案と異なる項目があり、これらについて原告の見解を以下の通り、一覧表にした。

1． 水の条件


原告提案
提案理由
被告提案

(1)、質
超純水に水田水並みの濃度のNaイオン、Caイオンを添加


濃縮操作の完璧を期すため、イオン添加の方法がベター。

なお、イオンの濃度は、田植えから稲刈りの間で、最もイオン濃度が高くなる時期のものを基準値とすべきである。なぜなら、今回の実験は最も溶出する危険が高いときを想定すべきだから。

また、水は0.45μmの滅菌フィルターで濾過し、除菌してから使用（この点、被告提案も同様）。
水田水

(2)、量
１０ml


水量が多ければ多いほど、DEの濃度が薄くなり、検出限界以下になるおそれがある。検出限界以上にするために、より少量の水が望ましい。

水量とイネの比率に関する被告主張は、DE耐性菌の実情（イネの近傍で出現）を無視している。イネの近傍における溶出の有無を検出できるように水量を工夫すべきである。


４０ml



（注）なお、容器はファルコンチューブ
、温度は２５℃の点は被告提案と同一である。

②．供試サンプル（本GMイネ）の条件


原告提案
提案理由
被告提案

(1) 状態


次の両方で実験

１、７葉齢のイネの成苗（別紙１
の図９中の一番右のイネ参照）を、根を基部から切除しただけのもの。

２、７葉齢のイネの成苗の分げつ茎などの葉にキズを付けたもの
。


１について

イネはその生命活動の中で溶出を行なっているのであり、本実験においても、浸せき中にイネが枯死しない状態を保つことが望ましいから。

２について

自然条件の中でも、イネの茎葉にキズがつくのは不可避であり、その点を考慮したもの。現に、黒田実験（乙19・同25）でも、そのままの状態と細断したイネの両方で実験を行なっている。
そのままの状態

(2)、量
７葉齢のイネの成苗３個体
確実に溶出を検出するためには、できるだけ多量のイネを浸せきさせるのが望ましく、なおかつ、原告提案は茎葉全体を水没させない方法で浸せきするので、７葉齢のイネの成苗３個体を使用することが可能。
イネ１g

③．浸せきの条件

原告提案
提案理由
被告提案

(1) 浸せきのさせ方
７葉齢のイネの成苗の下部を10cm水没させる
。


茎葉全体を水没させた場合、茎葉は多くの場合、数日間で枯死すること、また、水没した茎葉は酸欠状態となり、生存に必須の遺伝子だけしか発現させないため、正常な状態とは大きく異なるので、茎葉全体を水没させないことが必要である。
茎葉全体を水没（乙19黒田実験１(1)〔１頁〕の図１実験区Ｂ、乙25黒田追加実験１〔２頁〕の図１実験区♯１参照）


(2) 終了時刻
次の両方で実験（もし両方が無理なら、導入した新規プロモーターの機能に関する
被告の回答を得た上で一方だけにする）。

1、 明期の終了時刻

2、 暗期の終了時刻
DEを最も溶出するのは明期の終了時刻か、暗期の終了時刻か、或いはそれ以外の時刻か、それらが不明ならば、浸せきの終了時刻をいくつかサンプルを取ってみる。
なし

（注）なお、チューブは密閉し、緩やかに振とうする点、浸せき時間が２日間、採光時間が明期１４時間、暗期１０時間である点は被告提案と同一である。

４、検出実験の実験方法

その概要は被告提案11頁２と同様、浸せき水を濃縮後、電気泳動を行ない、抗原抗体反応を行なうというものであるが、但し、濃縮操作と抗原抗体反応の点が以下の通り異なる。


原告提案
提案理由
被告提案

(1) 濃縮操作


次のいずれかの方法で濃縮（両方可能ならば１を優先する）

１、免疫沈降法（甲７７参照）。

２、アフィニティークロマトグラフィー（甲７８参照）。


遠心・濃縮法だと、濃縮だけしかできないが、免疫沈降法やアフィニティークロマトグラフィーだと、濃縮だけではなく精製（水田水の微小の混入物
や塩を除く）を同時に実現できるから。

また、遠心・濃縮法で1000倍濃縮は精度の高い濃縮が期待できないが、免疫沈降法やアフィニティークロマトグラフィーだと、抽出液の量を気にする必要がなくなり、かなり大きな濃縮効率が実現できるから。


遠心・濃縮法

(2) 抗原抗体反応
シグナル（発色・発光・蛍光）の検出のみならず、マーカーを利用してDEの量を測定する。


溶出するDEの量がどれくらいかを確認する必要があるから。
シグナルの検出のみ

第４、ポジティブコントロール実験（精製ディフェンシンで実施）

1、 実験方法

被告提案はGMイネのすりつぶし実験で代用している（12頁３）が、「本体実験と同一条件の下で行なう」というコントロール実験の原則に適っていない。

コントロール実験の原則に則り、本体実験と同一条件の下で精製ディフェンシンを添加して実験すべきである。ただし、ここで注意すべきは、準備書面（15）でも指摘した通り、

《仮に精製ディフェンシンを用いて厳密なポジティブコントロール実験が実施されたとしても、本件のコントロール実験の射程距離は、実験の前段である浸せき法が適切であることを前提にして本GMイネの浸せき水からディフェンシンを検出する過程（検出系）の実験方法の妥当性にとどまり、それ以前の浸せき法の妥当性についてまでは及ばない。》（２頁下から８行目以下）

つまり、我々が実施するコントロール実験とは厳密には本体実験（茎葉の浸せき実験）のうち、後半（検出実験）の実験方法の妥当性を検証するものである。

従って、精製ディフェンシンを添加する時点は、前半（溶出実験）が終了したのち後半（検出実験）のスタートと同時に行なう。

また、精製ディフェンシンについては、準備書面（13）３頁で指摘した通り、

 5 pg/μl

25 pg/μl

 1 pg/μl
の３つのサンプルを用意して行なう。

第５、ネガティブコントロール実験（非組換えイネで実施）

1、 実験方法

コントロール実験の原則に則り、本体実験と同一条件の下で、組換えイネの替わりに非組換えイネで実験する。

以　上
� この点、被告提案は、単にディフェンシンの溶出の有無を確認する実験でしかない。


� もっとも、品質のよい容器であれば、試験管でも何でも構わない。


� 別紙１の出典；生井兵治ほか／編著「農学基礎セミナー　新版 農業の基礎」（2003年農山漁村文化協会発行）５９頁より


� キズの付け方については、今後詰める必要があるが、さしあたり、水没する部分の葉身の両側にノコギリ歯状の切れ込みを入れ、かつ葉鞘には水平に何本も浅い切れ込みを入れるやり方が考えられる。


� これは葉齢７の成苗の草丈が20cm前後という前提で考えている。それゆえ、もし徒長気味の苗に育った場合には草丈の半分が水没するように適宜水深を変える。ただし、水量は一定なので用いる容器の内径を細くして調整する。


�「導入した新規プロモーターの機能に関する」原告の質問は、近日中に提出する。


� ここでいう「微小の混入物」とは、被告が提案する「0.45μmのポアサイズの減菌フィルターで濾過」（乙19黒田実験１(1)）しても通過するようなタンパク質その他の微小の物質のことを言う。





PAGE  
1

