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研究成果の概要（和文）：食品表示偽装対策での微量検出や、及びDNAの断片化が進んだ加工食品や嘔吐物等か
ら特定作物の混入を高感度で検知するには、種特異的かつマルチコピーのDNAマーカーを標的とした遺伝子検査
法が有用である。
本研究では、バイオインフォマティクスを活用し、とうもろこし及びイネをモデルに高感度マーカーの開発を検
討し、探索パイプラインを構築した。それぞれのマーカー候補の領域を標的とし、高感度なリアルタイムPCRを
開発することに成功した。一方で、特定の作物で非特異的な増幅が完全には解消されなかったことから、検査と
して適用する際には今後の検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：Genetic testing methods such as PCR targeting species-specific and 
multi-copy DNA markers are useful for detecting adulteration, contamination in processed foods and 
crops in vomit. 
In this study, we investigated the maize-specific and multi copied markers targeting ribosomal RNA. 
We also investigated the rice-specific and multi copied markers using bioinformatics approaches, and
 a search pipeline was developed. Highly sensitive real-time PCRs were successfully developed by 
targeting the respective candidate marker regions. On the other hand, non-specific and trace 
amplification could not be completely eliminated in certain crops, and further studies are required 
when applying them to tests.

研究分野： 食品科学

キーワード： バイオインフォマティクス　遺伝子検査　リアルタイムPCR　コメ　とうもろこし　マルチコピー　DNA
マーカー　食品分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された高感度リアルタイムPCR法を用いることで、加工食品中のとうもろこしおよびイネの混入の
確認が可能と考えられる。この場合は、食品偽装食品中のアレルゲン性の確認等の検査への要用が期待できる。
また、高感度かつ特異的マーカー探索パイプラインは、今回検討した作物以外の作物への応用も期待でき、食品
遺伝子検査の高感度化に貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

食品成分の原料の同定にはゲノム DNA を標的とするポリメラーゼ連鎖反応（PCR）やタン
パク質を標的とする酵素結合免疫吸着法（ELISA）により行われることが一般的である。
特に、タンパク質より安定な DNA を標的とするリアルタイム PCR は感度が高く、世界各
国において様々な食品中の遺伝子組換え作物または食物アレルゲン検査等に応用されてい
る。近年は食の多様化が進み、多くの加工食品が開発され、原料も様々な作物が利用されて
いるため、食品表示は消費者にとって、重篤な症状を引き起こすアレルゲンや遺伝子組換え
作物の有無等を示す唯一無二の手がかりとなる。しかし、高度に加工された食品製品ではそ
の原材料に由来するタンパク質、核酸ですら大部分が分解・断片化されており、リアルタイ
ム PCR をもってしても原材料由来の DNA の検出が困難な場合がある。近年の検証におい
て、しょうゆ、コーンフレーク、植物油、水飴などは使用原材料の特異的 DNA の検出が不
可能なことから科学的検証は困難とされたが、18S リボソーム RNA（18S rRNA）の DNA
配列は全ての加工食品で検出されている（Soga et al, 国立医薬品食品衛生研究所報告 
2018; 136: 31）。この原因として、リアルタイム PCR 法はゲノム中に数コピーだけ含む配
列を標的としているが、18S rRNA は半数体ゲノム中に数千コピー含まれることが理由と
考えられる。しかし、18S rRNA は作物種間で高度に配列が保存されているため特異性が低
く、作物の同定には利用できない。そこで、検査の高感度化を目的として新たにマルチコピ
ーでかつ作物種に特異的な DNA マーカー配列の開発が求められる。 

 
２．研究の目的 

食品表示偽装対策での微量検出や、及び DNA の断片化が進んだ加工食品や嘔吐物等から特
定作物の混入を高感度で検知するには、種特異的かつマルチコピーの DNA マーカーを標的
とした PCR 等の遺伝子検査法が有用である。近年、各遺伝子等データベース、バイオイン
フォマティクスツール及びスーパーコンピューターを始めとしたハイスペック計算機の普
及により、大容量データの利用、かつその計算が高速化し、従来よりもデータに基づいたマ
ーカーの探索が容易になったと考えられる。そこで本研究では、バイオインフォマティクス
の解析を駆使し、特定の農作物の高感度かつ特異的 DNA マーカーを探索するための方法論
の検討を行う。 

 
３．研究の方法 

（１）既知配列を標的とした探索 
本研究ではトウモロコシをモデルに、rRNA を標的とした探索を行った。真核生物の rRNA
は主に 18S、5.8S、28S のサブユニットから構成されるが、その各サブユニットのスペーサ
ー領域：Internal Transcribed Spacers (ITS)は進化速度が速く、種間でも多様性に富む配
列であることが知られている。その ITS 領域において、NCBI データベースに登録されて
いる２０種類以上の作物を対象とした作物間マルチプルアライメントおよび Blast プログ
ラムによる相同性検索により、各作物に特異的な配列を探索し、候補とした。トウモロコシ
品種１０種の ITS 領域におけるシークエンス解析を行い、作物間では多様な反面、候補配
列はトウモロコシ間では保存されている箇所を確認した。リアルタイム PCR の増幅に適し
た箇所でプライマー及びプローブを設計し、LightCycler480（ロシュ・ダイアグノスティッ
クス）を用いて３０種以上の作物 DNA を用いて特異性試験を行った。市販コーンフレーク
を３種類（三温糖、チョコ、ブルーベリー）購入し、加工食品からの検出評価に利用した。 
（２）新しい探索パイプラインの開発 
各データベース Ensemble、RefSeq のゲノム配列、Sequence Read Archive のシークエン
スリードデータを用い、PCR による増幅領域を約 200 bp と想定し、計算によって特異的
かつマルチコピーな配列を迅速に探索するパイプラインを検討した。モデル作物としてイ
ネ（Oryza sativa）を用い、特異的な配列を増幅する PCR のプライマー配列を探索した。
Primer3 プログラムによる Tm 値の考慮、Blast による相同性検索（考慮すべき種での特異
性確認）のアルゴリズムを検討した。扱うフォーマットや計算速度を加味し、検討すべきパ
ラメータやマルチコピーを計算する閾値を検討した。 

 
４． 研究成果 

（１） 高感度トウモロコシリアルタイム PCR 



設計したプライマー及びプローブはリアルタ
イム PCR で特異性試験を行ったところ、トウ
モロコシでは Cq 値 13 台で検出された（図
１）。今回調べた作物では他にインゲン、玉葱、
あま等でも検出され、Cq 値 35～40 で検出さ
れた。Cq 値の差が 22 以上あることから、PCR
効率が同等と仮定した場合、同じゲノム質量
あたり 222≒4×106 以上のコピー数差が想定
されることから、超高感度であった。しかし、
実際には 106 以上のオーダーでマルチコピー
の標的がゲノム中に存在すると考えるのは難
しく、PCR 効率が悪い配列が非特異的に増幅
していると考えられる。ゲノム中に多い標的
として rRNA が知られ、ゲノム中のコピー数
は数千以上に及ぶことが報告されている（Li 
et al, Genome Res, 2018）。トウモロコシの半
数体ゲノム中に 1 コピーだけ含まれるスター
チシンターゼⅡb（SSⅡb）遺伝子座のリアル
タイム PCR では、Cq 値約 24 であり、210≒1×103 以上のコピー数差になる事から、
rRNA を標的とした場合の高感度化は理論値に近い結果と考えられた。一方で、数種
類の作物において、検出限界付近で検出されたことから、微量検査を想定すると特異
性に関しては改善が必要であった。コーンフレーク中のトウモロコシ遺伝子検出を試
みたところ、SSⅡb では Cq 値 38～不検出であったが、今回開発したリアルタイム
PCR では Cq 値 32～40 で検出された。コーンフレークは高度加工食品といわれ、主
原材料の DNA は分解されてほとんど検出されないが、感度を向上させた本法を利用
することで検出可能なことが示唆された。 

 
（２） 高感度イネのリアルタイム PCR 

公共データベースにアップされているデータ（シークエンスリードデータ、アセンブ
リデータ等）を用いて、作物特異的マーカー探索パイプラインの検討を行い、ゲノム
中に数千コピー以上が期待されるマルチコピーでイネ特異的な配列を増幅する PCR
のプライマーペアを数ペア得ることができた。PCR 及びリアルタイム PCR で検証を
行うと、イネでは Cq 値 12.5 で検出された。一方で、大豆でも 30 半ばの Cq 値で検出
された。（１）と同様に Cq 値の差が 22 以上あることから、開発したパイプラインに
よる種特異的なマルチコピー領域の同定と特異性選別が適切に機能していることが確
認され、DNA マーカー探索に有用なパイプラインを開発することができたと考えられ
る。しかし、非特異的な増幅が完全にはなくならなかったことから、特異性を担保す
る条件の微修正や、コピー数カウント時のパラメータ等を検討し、目的に応じてより
適切なパイプラインへと設定していくことが重要と考えられた。 
 
（１）（２）の結果より、とうもろこし及びイネの高感度な PCR 系を開発することが
できたが、ごく微量で非特異的な増幅が完全には無視できないことが課題として挙げ
られた。実際の遺伝子検査の場合では、非特異的な増幅を加味し、検査目的に適うか
考慮したうえで適用性を検討する必要がある。本研究では、TaqManリアルタイムPCR
までしか検討できなかったが、遺伝子検査ではプライマーを 6 種用いる迅速な検出系
である LAMP（Loop-mediated isothermal amplification）法等の適用性を確認してい
くことも今後の検討項である。 
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図 1 とうもろこし特異的リアルタイ
ム PCR による特異性試験 
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