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赴日本農林水產省獨立行政法人食品總合研究所(NFRI)及日本國立醫藥品食品衛生研究所(NIHS)考察基因改造食品及食品中過敏原之管理與檢驗研究現況

摘    要
基因改造食品之管理與檢驗為現今全球所關切之食品衛生安全議題之一，歐洲、澳洲及日本、韓國國家已陸續制訂相關法規或準則，並開始實施控管與監測。我國衛生署食品衛生處亦於90年2月22日公告基因改造之黃豆及玉米的查驗登記與標示等相關規定，且於今年1月1日起開始實施第一階段農產品形態基因改造黃豆及玉米之標示制度，預計於兩年後對市售相關產品進行全面性強制性標示。為配合標示制度的推行，藥物食品檢驗局已積極投入各種基因改造作物檢驗方法之開發，卓然有成，為使未來工作更貼近世界趨勢，藥物食品檢驗局二度派員赴日本「厚生勞動省-國立醫藥品食品衛生研究所」及「農林水產省-獨立行政法人食品總和研究所」考察研習相關檢驗技術。研習重點包括基因改造食品之定性與定量檢測及食品中過敏原之檢測，並蒐集有此二領域相關資訊，持續維持藥檢局與日本政府實驗室之交流。此外，九十一年赴日考察亦初步接觸日本有關食品中過敏原標示政策實施與食品中過敏原之檢驗研究議題。過敏症為一普遍發生於人類之症狀，而食品中所含之過敏原則為引起過敏症原因之一。目前食品中過敏物質亦為歐、美、日等先進國家所關切之食品安全議題之一，故別將食品中過敏原標示列為今年考察目的之一。本次考察，成果豐碩，不但學習各種相關之實驗操作技術，亦獲得豐富之食品安全管理資訊，對我國日後執行基因改造食品標示制度及檢驗研究工作或欲開展新的食品安全管理議題（如食品中過敏原之標示）時，提供最佳的參考資料材。期望日後能繼續加強合作交流，使雙方在食品安全領域之各方面議題達到相互支援共同成長之目標，並使我國的衛生管理制度世界接軌。
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赴日本農林水產省獨立行政法人食品總合研究所

(NFRI)研習基因改造食品之檢驗
摘    要

隨著越來越多的基因改造作物陸續問世，基因改造食品之檢驗與管理亦發被全球所關切。除歐洲、澳洲及亞洲國家陸續制訂相關法規或準則，我國主管基因改造食品之機構－衛生署，也在食品衛生處及藥物食品檢驗局等的齊力規劃之下訂定了相關管理規範。依據90年2月22日衛生署所公告之基因改造黃豆及玉米查驗登記與標示等相關規定，我國於今(92)年1月1日起開始實施第一階段農產品形態
基因改造黃豆及玉米之標示制度，正式展開食品標示制度的歷史新頁，並預計於兩年後全面實施市售加工食品中基因改造黃豆及玉米之強制標示。有鑑於此，為使我基因改造食品的管理制度更能貼近世界趨勢，符合世界潮流之脈動，藥物食品檢驗局二度派員赴「日本獨立行政法人食品總和研究所」日野名寬博士實驗室，考察現今GMO檢測技術及其管理制度的更迭，從中吸取經驗並掌握基因改造食品檢驗技術之最新發展趨勢，以作為未來本局規劃檢測方法研發的參考。此次考察重點為基因改造食品之定量檢測、請益本局檢驗方法開發所遭遇之問題、納豆發酵加工製品之定性檢測、蒐集檢驗相關資訊及促進實驗室之交流。藉由此次交流所獲得的經驗及資訊，提供給本局日後發展相關檢測技術之參考。

壹、目  的

     隨著世界人口的持續增加，糧食不足的問題也就日益嚴重，基因改造作物（genetically modified organism, GMO）高產量之特性便被視為二十一世紀解決飢荒問題的救星。然而隨著消費者環保意識及食品安全意識的抬頭，存在於GMO背後的許多相關隱憂及問題漸漸浮上台面。為此，近年來基因改造食品的管理與檢驗在食品衛生安全議題上成為各國聚焦所在，世界各先進國家如日本、歐盟、加拿大、澳洲等國家皆陸續制訂相關之法規及準則。我國主管基因改造食品之政府機構為衛生署，其中食品衛生處掌管行政方面法規及政策之研擬，藥物食品檢驗局則掌管技術檢驗與監控，食品衛生處已於90年2月22日公告基因改造之黃豆及玉米的查驗登記與標示等相關規定，並於今(92)年1月1日起開始實施第一階段農產品形態基因改造黃豆及玉米之標示制度。為落實實施標示制度，建立一套正確而有效率的檢測方法則是當務之急。有鑑於此，藥物食品檢驗局二度派員赴日本獨立行政法人「食品總和研究所」考察研習相關檢測技術，考察重點為日本基因改造食品定性與定量檢測技術之現況，發酵類加工製品之定性檢測，解決本局目前在研發基因改造作物定性及定量檢測方法時所遭遇之問題，並多方面蒐集有關GMO檢驗、政府管理及教育環保等各方面資訊，實際考察市售包裝食品廠商執行標示之概況，並維持藥物食品檢驗局與日本政府所轄之食品總和研究所實驗室間之良好互動，拓展我國國際資訊交流之管道。所謂「他山之石可以攻錯」，引日方之資訊與經驗為我所用，以利我國管理制度之持續推行。
貳、過  程

此次赴日本食品總和研究所(NFRI)考察研習時間為7月21日至8月17日，扣除往返及假日，實際研習時程為二十日。我國已於今（92）年一月一日開始實施第一階段加工食品原料中基因改造玉米及黃豆成分之標示制度，計畫於未來兩年分別推行輕度加工食品及全面加工食品中基因改造玉米及黃豆成分之標示制度。為配合政策面所推行之基改食品標示制度，近年來藥檢局積極發展相關檢驗技術，卓然有成，在定性及定量分析方面已初步建立檢驗方法。然日本政府早在2001年4月1日起便實施基改食品標示制度，無論是在政府管理及檢驗之執行方面皆執牛耳地位，其所累積的豐富經驗正是我們效法與學習的最好教材。此行之目的地－食品總和研究所日野明寬博士實驗室座落於東京都北方茨城縣，該實驗室主要負責日本基改食品檢驗技術開發，期望在這段考察期間，能更深入瞭解日方在各種GMO產品檢驗技術開發之現況、學習發酵類加工製品之定性檢測、瞭解並釐清日本政府對GMO之管理體制，並彙集各種相關資訊。將研習行程整理分述如下：
七月二十一日（一）：起程
由中正機場搭乘長榮航空BR-2197班機，於上午9:00出發，於當地時間下午1:10飛抵日本新成田機場。此行雖然是第二次造訪「食品總和研究所食品味覺機能實驗室」，但每每想到此行更為沈重的研習任務，心情怎麼樣也輕鬆不起來，只好自我安慰盡力而為了。「食品總合研究所」位於茨城縣築波市之「農林團地中央」，「農林團地中央」為日本政府致力於農業方面研究之重鎮。食品總合研究所內除日野明寬博士的實驗室外還包含數十個專精於各種食品相關領域研究的實驗室，是日本農林水產省所管轄下主要的食品研究機構。此行為第二次拜訪該實驗室，交通運輸方面還記憶猶新，離開成田機場後便自行搭車前往築波市，省卻日野博士接機的舟車勞頓。抵達築波市後再由日野博士開車載我至該研究中心之交流學者宿舍(TIH)辦理住宿，途中他並簡單敘述實驗室這一年來人員及任務上的變動，得知不少去年造訪時所結識的同事因為公務及個人因素紛紛離職，成員上有蠻大的異動，加上近幾個月日本在食品安全方面出了頗多問題（例如大陸多種農產品檢出過量農藥殘留、大陸鰻魚檢出抗生素等等，因此日方幾乎禁止大陸相關產品輸日！），使得食品安全成為各界關注的重點，相形之下GMO的議題就較為降溫冷卻了。今天是日本的國定假日，為日本對外國開放海港之首日紀念日，所以NFRI萬籟俱寂，餐廳、商店等都停止營業，幸得日野博士協助解決飲食問題，才不至於在抵達日本的第一晚就挨餓受凍，用餐時並與日野博士交換有關GMO之相關資訊，整理如附件一。就寢前，將明天到實驗室報到的準備事項瀏覽一遍，並試著調整自己的心情準備迎接挑戰，在忐忑不安的思緒中結束抵達日本第一天的行程。

七月二十二日（二）：

    考察首日，我於九點整至實驗室報到。日本氣溫出奇的冷，相較去年此時真是大相逕庭，日野博士說受到全球溫室效應之影響，今年之氣候異乎常理的低溫，為近二十年來首見。省卻拜會該中心之行政部門官員之禮俗，日野博士直接帶我認識實驗室的成員，除了幾位舊識之外其餘的對我而言都是新面孔。GMO研究團隊共計九人，定量PCR的機型有ABI7700、ABI7000各一台、Roche light-cycler兩台、Bio-red I-cycler 一台，但是目前定量分析仍以ABI之機種為主，尤其著重於ABI 7700。關於GMO實驗之研習，由兒玉貴志負責安排與教導，研習之主題經過與日野博士一番討論之後定案如下：1. 參與實驗室目前正進行之新品系定量plasmid（ssIIb、MON863、NK603、TC1507、T25）之PCR抑制效應之研究。2. 觀摩利用multi-plex PCR定性技術檢測四種品系之GM玉米（TC1507、MON863、T25、NK603）並利用HITACHI公司所研發之毛細管電泳(I-chip)儀器系統分析multi-plex PCR之結果。

    實驗室成員中除了三、四位為該中心正式公務員之外，其餘皆為約聘僱之研究人員及來自其他公務機關之研習人員，如兒玉貴志來自”農林水產消費技術中心(CFQLCS)”、奧田智勇來自”橫濱植物防疫所”、村上隆紀來自“種苗管理中心”。除了兒玉貴志外，都是來此研習GMO檢驗相關技術，與我此行任務類似。奧田智勇所屬之”橫濱植物防疫所”，將於明年成立新的實驗室，負責國外整船穀物運送進入橫濱港口時，進行抽樣檢驗是否含有GMO之作物。聽他解說該中心之任務：若外國船舶運送水果及穀物進入日本，在橫濱港口必須進行抽驗，檢測項目包括昆蟲，抗生素等，而GMO項目為新的檢驗業務。玉米需檢驗是否含有CBH 351品系，黃豆目前並無檢驗項目、GM馬鈴薯及GM-木瓜已禁止進口，故無須檢驗。我雖進一步請教關於檢驗樣品之採樣(sampling)事宜，但奧田智勇表示，一方面由於GMO很多議題事項都仍在研議中，下週會有相關會議舉行，加上他的位階太低，並不清楚也無法明確答覆很多法規上的詳細情形。村上隆紀所屬之“種苗管理中心”亦位於築波市，該中心為一新設立之中心，目的在監控市面販售之種苗的標示是否正確（例如外包裝上標示為non GM seed是否與內容物相符）。根據奧田智勇先生及村上隆紀的簡單說明，似乎意味日野博士實驗室主要致力於GMO方法與技術的建立，而後續相關檢驗執行則交由其他如上述 ”橫濱植物防疫所” 或 “種苗管理中心” 等中心來執行。後續之討論，整理如附件二。
前述提到毛細管電泳(I-chip)儀器，乃是用於分析multiplex PCR之增幅產物，目前用於檢測四種品系玉米的PCR增幅片段，據說效果頗佳。該儀器為HITACHI公司所發明，原理採用毛細管電泳法，樣品用量少，耗時短(只需30 min)，頗適合快速篩選，亦可用於其他類的DNA或RNA之電泳分析！機器本身需配合的特殊kit進行電泳(稱為I-chip)，有點類似本局用於菌株鑑定之VITEK卡夾形式，一片I-chip可在30 min內分析12個樣品，及四種品系GM 玉米，可說相當迅速！

七月二十三日（三）：

早上望月秀明與我配合進行 ”I-chip” 相關實驗，先從以Qiagen maxi-kit抽取DNA開始，我負責抽取的樣品為米及小麥，望月秀明則負責黃豆及玉米。至於為何進行五種玉米的”I-chip” multi-plex PCR需要抽取米及小麥的DNA呢？其目的是為了確認PCR反應時primer-sets 的專一性，本試驗一共要測五種作物之DNA，分別為玉米、米、小麥、黃豆及大麥等。因昨天大西真理小姐以實驗室現有之玉米primer-sets進行PCR反應後發現米及小麥有微弱之DNA-band，懷疑是抽取後之DNA品質不佳所引起，故今天重新抽取DNA，以便進行重複確認。

兒玉貴志提供一份2002年6月20日發行之英文版Instruction manual for testing and analyzing genetically modified foods –part2- basic precedures，由日本農林水產消費技術中心(The center for quality labeling and consumer services)發行，日後相關之實驗操作都將依循該方法，亦即實驗操作之SOP，如附件三。他並解說目前實驗室所研發的GMO標準品plasmid種類共有三種：第一種plasmid包含的基因有（LE1、RRS、ssIIb、CaMV、NOS、Bt11、GA21、M810、E176、T25，但T25已經不使用了），第二種plasmid包含的基因有（ssIIb、M863、NK603、TC1507、T25）、第三種plasmid包含的基因有（SSIIb、CBH351）。製備以上plasmid標準品時皆溶於colE1/TE buffer進行後續測試。

下午則將早上抽取完成之樣品DNA溶解於50 uL的TE buffer，該樣品需於4℃靜置至明日早上，再進行DNA濃度的測定並進行後續實驗！隨後請教兒玉貴志關於不同方法抽取樣品DNA並進行定量測定時的差異性，整理如附件四。
七月二十四日（四）：

早上先將昨天抽取完成的米及小麥的DNA進行稀釋並測定DNA濃度，結果如下表所示。DNA品質都很好(OD. 260 / OD. 280皆為1.7之上)，但小麥DNA經稀釋50倍後的測定濃度超過1000 ug/ul，懷疑其中含有過量的RNA，這表示之前抽取時所加入的RNase未發生作用！若欲確認則可採行電泳方式，DNA-band會出現於ge l的上端，而底端的則為RNA-band，當gel中清楚出現RNA-band就表示DNA溶液中確實含有過量的RNA。但經過比對以前的DNA抽出紀錄，發現小麥的DNA濃度確實會比較高！所以DNA抽取操作過程並無問題！

	Sample ID
	OD 260/280
	Dil. factor
	Conc.

	米 1
	1.83516
	50
	360.3537

	米 2
	1.81861
	50
	264.3054

	小麥 1
	1.80175
	50
	1236.456

	小麥 2
	1.79290
	50
	1537.951


PS：抽取方法為Qiagen MAXI kit，樣品量為1g。
至於加工食品DNA抽取的方法，去年來此研習時曾獲得一份關於日本政府規定必須進行GMO成分標示的加工品表列，如附件五，其中包含玉米、黃豆、及馬鈴薯加工製品，經過一年該份表列加工品項目並未有所更動。至於抽取方法之研發，黃豆及玉米部分由NFRI負責，但馬鈴薯部分則由位於東京都的國立醫藥品食品衛生研究所負責。研發之抽取方法仍著重於Genomic-tip（較佳）與Qiagen kit兩種，但WAKO公司（與NFRI有密切之合作關係）也正積極測試自行研發DNA之抽取kit。DNA抽取之難易度方面，最難抽取的樣品為：納豆、爆米花、味磳及玉米澱粉，且至目前為止，Canned or bottled corn 仍無法順利抽取DNA，方法上仍有待突破！
至於”定量PCR抑制效應之研究”的實驗方面，下午在谷中有香的指導下操作NK603的定量分析以評估樣品中inhibitor的問題！兒玉貴志說明實驗的目的時指出，方法研發過程需依據ISO表列的事項，不同步驟需進行不同的control測試以確認方法的正確性，如附件六，當進行至Nucleic acid amplification階段時，一旦確認Negative matrix control 皆為負反應時，就必須進行PCR inhibition control之test，以便確認『負反應』是否真為specific-negative，而不是因為樣品中inhibition之結果所造成。
至於如何測試inhibitor的影響？其實就是把一般常用的樣品DNA濃度(20 uM)再稀釋5倍成為4 uM，然後把兩種濃度樣品分別進行定量實驗，分別測試SSIIb及GM(NK603)之濃度，評估是否真的相差5倍！若差異越大，表示inhibitor 越嚴重！ 

谷中有香在進行TC1507之CV值評估實驗時發現，將15克的TC1507玉米粒磨粉後，進行三重複試驗，每重複各秤1g進行DNA抽取，於不同時間進行四次相同實驗，結果CV值竟然越來越低，問題出在哪裡目前仍不知道！關於ABI7700及ABI7000兩種定量分析機型的performance，她表示ABI7000確實比ABI7700差！但當完成ABI7700部分的實驗後，將著手ABI7000的CV test部分試驗。至於Roche lightcycler，現在實驗室中幾乎停擺，無人會用！重心大部分都轉移到ABI機器上了。

兒玉出示了一張他們研發GMO檢驗方法的流程圖，是由已離職的松岡猛所做，大致上跟本局之流程相符，就是多了比較多的gene資訊來源及自行配製各種百分比(W/W)的標準品，最後還需檢測該研發方法的檢測極限。至於如何確定所配製的各種百分比樣品之正確性，這又得追溯到原始的問題，目前為止的確無法”正確”確認配製品的準確性，但他翻出之前他們所發表聯合評估的結果表示，只需控制所配樣品與測定結果的error-range在20％即可。

研發流程中評估probe好壞時，會評估是否會有Rox dropping的問題，至於何謂Rox dropping，參考下圖：
[image: image1.wmf] 
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七月二十五日（五）：

早上進行昨日的NK603 No. 1~4 sample （包含20 uM及4 uM兩種濃度）的定量PCR結果分析，計算後發現CV大約在0.5以上，唯獨No.4出現偏差，因此再將No.4重做，確定為操作誤差所致。重做後的CV就與No. 1~3之結果相近，如附件七所示！下午則再進行NK603 No. 5-8 sample（包含20uM 及4uM兩種濃度）樣品的定量分析，並趕在晚上離開實驗室前分析完成，但結果的差異頗大，如附件八所示，由於不如預期的好，下週恐需進行重複確認。

關於不同方法抽取各種加工製品後進行定量分析的效果，依據實驗室所提供的資料整理如下表。整體而言Qiagen genomic tip kit仍較適用於加工製品之DNA製備。

	加工品種類
	Kit種類
	差異
	Kit種類
	差異
	Kit種類

	豆腐
	Tip
	相近
	MAXI
	相差8 cycle
	CTAB

	魚肉香腸
	Tip
	1 cycle
	CTAB
	3 cycle
	MAXI

	水煮黃豆製品
	MAX
	相近
	TIP
	相近
	CTAB

	corn-starch
	Tip
	1 cycle
	MAXI
	2 cycle
	CTAB


PS：Tip(Qiagen genomic tip kit)；MAX(Qiagen DNeasy Maxi kit)

實驗室成員中有位來自韓國「國立獸醫科學檢疫院微生物科」的訪問學者－鄭明恩女士，因她的所屬單位專注於”獸醫科學”方面之研究，所以對該國之食品GM管理及標示制度並不瞭解，而她所研習之項目也只著重於如何從禽畜類香腸製品中檢測GM成分。她說從韓國這些製品中已可測出確實含有大豆蛋白或玉米澱粉，因此如何判定這些添加品的原料是否為GM作物就顯得格外重要了！禽畜類香腸類製品中的大豆蛋白DNA較容易抽出及檢測，但玉米澱粉就很難抽取DNA進行檢測，截至目前她已試過六種DNA抽取方法，但效果都不佳，相較之下較好的是 Qiagen genomic Tip，而且以此DNA進行玉米GM基因檢測，效果尚可，但以之進行Zein基因(internal control gene) 檢測時，靈敏度就下降很多，極不易測出DNA之PCR增幅產物，且她也認為CTAB方法確實不好，效率不佳，有機溶劑的使用也不符合環保的精神，唯一優點就是”節省經費”。

晚上時，問起兒玉先生農林水產食品消費技術中心是否還繼續針對”日本市售鰻魚製品”進行來源及種類之檢測？他頗自豪的表示該計畫仍進行中，而且已經可以用PCR方法分辨來自日本、台灣、大陸及歐洲的鰻魚來源了！

七月二十六日～七月二十七日（六、日）：假日

假日的NFRI相當平靜，平時埋首研究的員工們經過一週的努力工作，假日正是好好養精蓄銳的時間。我則利用假日將一週來的學習心得與實驗報告整理完成，並利用空遐時至各大超級市場及賣場進行此行另一項考察任務－「市售加工食品包裝之GM標示情形」。相較於去年來訪時，今年具有標示之市售加工食品顯著增加，標示的項目種類也增加不少，其中包括馬鈴薯類製品、澱粉類製品、醬油類製品皆發現有相關之「NON-GM」標示產品，相關食品之照片，如附件九所示。由於澱粉類及醬油類等高度加工食品，依據日本現行法令是無須進行標示的，能發現標示有”non-GM”的這些製品，不禁令我相當好奇，或許我該請教實驗室的同仁到底廠商進行標示的原因何在。

七月二十八日（一）：
早上與谷中有香及兒玉貴志討論上週五所進行NK603 No. 5~8 sample 的定量PCR分析結果，歸結CV值混亂之原因應該是進行實驗時，分析ssIIb 及 NK603所用的master-mix不同罐所致。他們說，一般在實驗開始前必須先估計master-mix之用量，當發現master-mix不夠時，必須先把兩瓶混勻後再進行後續PCR試劑之調配，以避免因master-mix不同批所引起之實驗誤差。確定問題原因後便開始今日所需進行兩盤實驗，分別為T25 No. 1~4 sample及重做NK603 No. 5~8 sample。早上、下午各進行一盤之定量PCR實驗！

大西真理介紹實驗室現行電泳膠片之染色方法，仍使用膠片中添加EtBr的方式，她說採行此種方法較事後染色、脫色方式節省兩步驟，為了省時及增加敏感度起見，目前仍採用膠片中添加EtBr之方式！至於處理含EtBr溶液的方法，是使用一種類似過濾器的裝置，其中的濾心為關鍵所在，據說半年更換一次即可，當然仍需視處理量而定，如附件十所示。過濾後濾液即可直接排放，濾心亦可直接丟棄處理。更換濾心的判斷方法為檢查該濾心的濾液過濾速度，若滴漏的速度變得很慢，就表示該濾心需要更換了。濾心索價並不便宜，為日幣1萬元，但以環保觀點來看是蠻值得的！至於膠片部分，則是直接打包後焚化處理掉！

關於日本GM作物之安全評估，如附件十一之流程圖所示。整個流程與台灣現形制度頗為類似，由三個部會掌控負責，分別為「文部科學省」、「農林水產省」及「厚生勞動省」。「文部科學省」負責實驗室發展部分，隔離田間試驗及飼料部分由「農林水產省」負責，「厚生勞動省」則負責食品利用部分，三個單位合作，彼此環環相扣，形成一條由上游實驗室研發開始至下游產品商品化的管理鏈。

晚上巧遇任職於ASAHI-beer公司檢驗課的吉村倫彰先生，並邀請我參觀位於距NFRI不遠的ASAHI-beer研究中心。ASAHI為日本第一大啤酒製造商，每年皆須進口大量穀物以供生產發酵類飲料，至於穀物進口所牽涉到之檢測GM作物一事，他說公司每批進口之黃豆必定會針對市場大宗之五種GM玉米進行檢測，以確認為non-GM玉米，也就是說該公司目前所用之原物料都是non-GM，這些穀物皆進口自美國、加拿大及歐洲！至於小麥，他說目前並無GM小麥商業種植，所以不擔心！黃豆部分，因為ASAHI本身亦生產「乾燥豆腐」製品，因此原料黃豆需檢測是否含有RRS-soybean。我提到為何市面上部分醬油仍需標示non-GM？經他確認，醬油及酒類確實非強制性標示，但因為消費者擔心緣故，為取信消費者並藉以區別與競爭廠商之產品特性，進而刺激消費者之購買及選擇慾望，所以部分廠商會自願性進行標示，由此不難發現日本消費大眾對於GM作物的看法已經呈現一面倒的”反對”。談起不久前國內新聞報導關於台灣檢測出部分大陸啤酒含甲醇一事，他除表示無法置信，並保證”青島啤酒”絕對沒問題，因為在日本青島啤酒是由ASAHI代工而後包裝販賣，在大陸，ASAHI beer則是青島啤酒代工而後包裝販賣的，也就是兩家廠商技術合作及商標授權，這倒是令我頗感驚訝，原來這兩家啤酒廠有如此密切之合作關係。

七月二十九日（二）：
早上首先進行昨天兩盤ABI-7700實驗的數據分析，但因為Apple電腦作業系統版本上的差異，分析軟體頻頻出錯，只好求助望月秀明，經他幫助下載更新軟體後才恢復正常。谷中有香並交代我下午需進行兩盤ABI- 7700實驗，第一盤為Mon 863 No.2-5 sample、第二盤為Mon 863 No.6-9 sample，這意味下午的工作將會相當忙碌！

今日，韓國鄭明恩女士將進行以CTAB法抽取肉製品之DNA，她秀了一份截至目前的樣品成分資料，如附件十二所示。資料中共有8種肉製品，2種火腿(ham)、2種香腸(sausage)、另4種含corn starch的豬肉香腸試作品。據說此4種含corn starch的豬肉香腸試作是實驗室之博士後研究員柏葉晃一先生直接由廠商處要來的，並非市售產品。這些樣品中以澱粉含有率10％以上占最多！但鄭明恩女士表示，在韓國此種肉類加工製品之corn starch含量不會如此高，大多在5％以下，可能僅含1~2％左右，更增加檢測上的困難度。鄭女士將於下週一結束訪日行程，目前正緊鑼密鼓趕實驗，以便能趕在離開前完成「利用分生方法檢測肉製品中GM成分」之研究！我並將本局網頁上關於GMO之相關研究報告列印給她，藉機宣傳本局在GM領域之研究成果，達到國際資訊交流之目的。

關於谷中有香小姐目前已完成之各品系GM玉米CV測試之結果，部分數據確實令我感到相當困惑，比較”一粒玉米磨粉”及”12克玉米磨粉”所求得之CV值，幾乎都是”一粒玉米磨粉”之CV值高於”12克玉米磨粉”，甚至TC1507的CV值，相同樣品分三天進行三次試驗，結果還會越來越低！這部分正是目前實驗室的成員最感苦惱的實驗瓶頸。

關於”橫濱檢疫所”之組織架構，因奧田智勇乃來自於”橫濱植物檢疫所”，遂向其請教兩單位之歸屬及執掌。”橫濱檢疫所”及”橫濱植物檢疫所”分屬”厚生勞動省”
及”農林水產省”，皆位於橫濱地區並負責日本進出口農產品之相關檢疫工作，
關於兩單位之歸屬及GMO權責差異，如附件十三所示。但當問及穀物船隻進入港口後，到底是由誰負責採樣檢驗呢！他顯得有些混淆，但他解釋”橫濱植物檢疫所”主要針對環境安全方面進行檢查，”橫濱防疫所”主要針對食品人體安全方面進行檢查，其實任務上是有部分重疊的，也許是需視該船穀物是作何用途來決定管理之負責單位。若為飼料用，則歸MAFF檢查；若為食品用，則歸MHLW檢查。

晚上，大西真理小姐示範如何利用I-chip毛細管電泳儀器檢測四種品系GM玉米之multi-plex PCR產物！這部分實驗是日野明寬博士與WAKO公司的古井聰先生共同合作之計畫，由大西真理小姐負責multi-plex PCR條件探討。此部分研究必須在月底前完成，並將成果回報WAKO公司的古井聰先生，以趕在九月份的AOAC會議時發表。一片I-chip可loading 12個PCR樣品，電泳所需時間為6分鐘，與傳統電泳相比的確節省許多時間。比較I-chip的電腦呈像及一般電泳片之照片，如附件十四所示，I-chip之靈敏度相對好得多，一般膠體電泳上看不出來的 non-specific band 在I-chip之電腦上一清二楚，但本次結果並不理想，大西真理小姐看到結果後一直嚷嚷不知該如何向古井聰先生交代！

此次實驗，為檢測同時以 TC1507、MON863、T25、NK603之primer，分別與TC1507、MON863、T25、NK603四種DNA templet 進行PCR反應及與TC1507、MON863、T25、NK603、E176、GA21、Bt11、MON810八種DNA templet 進行PCR反應後，判斷multi-plex PCR是否出現non-specific band，結果不盡理想，她說將先嘗試更換TC1507之primer看看，以解決TC1507沒有反應的問題！ 而band 大小順序如下：

multi-plex PCR 之反應條件如下表：
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七月三十日（三）：
早上預定之實驗為進行NK603 No.1-4 樣品之定量實驗，下午則需分析累積了兩天的數據。一早進入實驗大樓之大門就看到門口展示了各研究室的成果簡報，似乎預告將有重量級人物到訪，經詢問日野博士後才知道是MAFF的次長北村直人先生將來視察研究所內之成果。MAFF每年都會不會定期視察轄下各個研究單位，以督促研究工作之推行。只是官員們的視察多半屬於走馬看花性質，前後不過二十分鐘的視察卻已讓各個實驗室忙得不可開交了。

早上看到廠商送來ABI master-mix，一時好奇問起同事送貨的先生是否為”ABJ”的sales，經解說才知道日本跟台灣不同，”ABJ”為product-producer，而銷售及分送則是交由其他行銷公司負責，也就是說seller & distributor 可以有很多家公司，但 product-producer 就只有”ABJ”。這跟台灣ABI 的角色又不一樣，台灣ABI 反倒比較像日本seller & distributor角色了！

吳宗熹技士先前曾經介紹過日本政府的食品衛生管理組織，興起我瞭解日本食品管理體系的興趣。日本管理食品的相關律法及組織架構相當複雜，經過三個小時的討教後才稍微知道一點皮毛：日本政府之最高主政者為"總理大臣”，相當於總統，其下轄有管理如政治、經濟、教育、衛生、外交等等的部會，稱之為”省”。除此之外，尚有一較為特殊之組織－”內閣府(Cabinet Office)”，內閣府的位階幾乎等同於上述的”省”，並不受任何”省”的管轄，而是直接對"總理大臣”負責。”內閣府”其下設立之「食品安全委員會」是新近的事，乃是為因應近年來狂牛症(BSE)所衍生出的龐大食品安全問題而設立的，其轄下雖不設立任何附屬的研究單位，卻可視情況需要要求其他”省”之研究單位為其工作，可見權力之大。本局王肇馨技士於今年五月份至NFRI考察所拜訪的一色賢司先生，目前已由NFRI轉調並任職「食品安全委員會」之事務局次長，升官的幅度頗大。
至於「食品安全委員會」所依據的食品相關法律，稱為『食品安全基本法』(平成15年5月23日法律第48號，最終改正---平成15年6月11日法律第74號 )，如附件十五所示。內容共分為三章，為：總則、施政基本方針、食品安全基本法。至於該部會是否直接牽扯到GMO之管理，兒玉先生是說無直接關連，但根據吳宗熹技士之介紹，「食品安全委員會」掌管食品風險性評估（risk assessment）以及風險性管理（risk management）事宜，這部分似乎又與GMO之管理息息相關，不知是不是因為不同人認知上的差異所致。至此為止，已知掌管日本食品安全方面之相關部會，就有『厚生勞動省MHLW』 、『農林水產省MAFF』及『內閣府』了。『內閣府』的組織圖，如附件十六所示。其實，日本政府在制訂GMO的相關管理法律都是依循『聯合國Catagena生物安全議定書』。此部分，跟據奧田智勇先生手頭的公文資料可窺知一二，其中有一張圖表解說日本政府是如何依據『Catagena生物安全議定書』規劃未來所要進行的工作及時程，可惜該文件屬機密文件無法取得。經他解說，在母法『Catagena生物安全議定書』之下，各”省”也需制訂下一階的法律，甚至各”省”之下再制訂更下一階的法條，如同樹狀圖般的展開！但因為此部分是全新的業務，大家也都只知道個大原則，之後真正要如何推行各單位都仍在摸索階段！
鄭明恩女士則解說韓國政府關於GMF之管理組織。韓國政府對GMF之管理概分成三部會：

1、Crops方面：由NAQS (National Analysis Quarantee Services)負責，類似日本的MAFF。

2、Foods方面：由KFDA負責，類似日本的MHLW。

3、Animal derived foods方面：由鄭明恩女士單位『國立獸醫科學檢疫院』負責。

鄭明恩女士以不同方法抽取肉製品DNA進行PCR的後續電泳結果顯示，數種樣品確實測得ssIIb基因，表示這些肉製品中的確添加了部分玉米澱粉。而比較35S promoter之電泳結果，使用Qiagen genomic tip kit抽取之效果較CTAB法為佳，Qiagen genomic tip kit所測得呈現正反應之樣品數比CTAB法多出1-2個樣品，可見針對肉類加工製品，Qiagen genomic tip kit之DNA抽取效率確比CTAB法為佳。
七月三十一日（四）：

今日開始將有為期兩天的研討會，內容為Gene-scan美國區副總裁Mr. Frank介紹及示範該公司所研發之GM-potato 及GM玉米star-link品系檢測套組。會議九點半在一樓底的會議室舉行，與會人員除實驗室同仁外，還有日本FASMAC公司的總裁Mr. SATOSHI、來自”國立醫藥品食品衛生研究所(NIHS)”的渡邊先生及來自”農林水產消費技術中心(CFQLCS)”負責GMO業務的研究第二係長栗原秀夫及其部屬笠原正輝及臼井裕一。栗原秀夫談起最近的工作項目，第一項為臼井裕一所負責的洋蔥品種之PCR鑑別方法開發，第二項為笠原正輝所負責之比較以含有0.5％及1％之GM黃豆原料進行加工並製作成豆腐、YUBA及黃豆渣粉（おから）製品後，原料所測得之GM黃豆濃度是否會與加工後之製品相符合，亦即確認加工過程對GM黃豆DNA之破壞影響。

FASMAC公司的Mr. SATOSHI與Mr. Frank是舊識，Gene-scan的日本代理權即為FASMAC公司所有，彼此在GM作物檢測方法之研究開發上亦有合作關係，雙方各自授權對方可在各自實驗室中測試並使用彼此的研發方法。此次Mr. Frank親自到日本進行demo示範，便是著眼於日本加工食品製造商皆須進行GMO相關標示時必須使用GMO檢測套組的龐大商機，Mr. SATOSHI則負責Mr. Frank駐日期間的拜會及示範行程安排。

會議一開始免不了相互介紹及客套話，接著Mr. Frank開始解說套組操作方法及potato 樣品DNA的稀釋及前處理，由於GM potato的檢測是由NIHS的渡邊先生負責，因此這些樣品都是渡邊先生所提供。樣品的種類及名稱，如附件十七所示。渡邊先生解釋第11號樣品雖標示為non-GM，但之前在NIHS測試時發現有New-Leaf的band，故懷疑已遭New-Leaf污染（約0.1％以下），因為污染量極低，大家都笑說該樣品正好可用來驗證Gene-scan測試套組的靈敏度！

該套組只針對GM-potato做定性分析，probe乃針對cryIIIa設計，只要樣品中含有GM-potato便會呈現正螢光反應，套組操作很容易，只需先分裝20 uL之master mix到96 孔盤的well中，接著加入DNA solution，蓋上蓋子後上機就等著分析結果了。至於該套組的low detection limit，Mr. Frank解釋，因為目前為止standard-material的配製方法國際間並無共同認定的標準方法可依循，因此low detection limit就變得很難定義，譬如原料及加工過後的情形就不能相提並論。但該公司曾經用potato葉子進行試驗，當含量只有0.1％時套組仍然反應靈敏，而且該套組的目的是提供使用者進行快速篩選以分辨食品中是否為GM成分，因此操作越簡便、耗時越短越好，畢竟要一般使用者去取得標準品再進行比對分析是不太可能的，也不符合瞬時萬變的商業市場需求。至於該公司後續是否發展定量套組，他說未來也許會，但這部分比起定性檢測又複雜多了。該套組約為2年前所研發，1年前便已上市，目前已可在市面上購買得到！

日野博士提供一份日本針對各國GMO管理標示制度的調查報告，此份報告為日文版，而且內文中並不包括台灣，為此日野博士還跟我鄭重致歉。該報告極為詳盡，將各國針對GMO所設定的容許限度，法規條文皆羅列其中，是我們行政部門參考比較各國管理制度的最好資料，如附件十八所示。另將今日研討會中所討論的部分內容，整理如附件十七所示。

八月一日（五）：
今天為Gene-scan檢測套組研討會的第二天會議，會議內容為示範GM玉米star-link品系的定量檢測套組。首先說明樣品種類、操作方法及樣品稀釋倍數等的準備事項，之後便分組下去進行樣品稀釋。其實今天有個重點的討論議題，就是實驗室同仁曾經以此套組分析100％的star-link heterozygose及homozygose之玉米顆粒後，發現後者濃度為前者之兩倍（這是必然的），但前者的濃度會飆到將近200％，幾乎為日野博士實驗室自己的定量方法檢測值的2倍，希望透過與Mr. Frank的解釋及討論獲得解答。本試驗共需進行兩盤(96-well)ABI 7700，第一盤由望月秀明負責樣品配製，第二盤樣品則為Mr. SATOSHI自己準備的GIPSA的樣品。第一盤的樣品濃度及測試後結果如下：
	樣品編號
	樣品配製濃度【％】
	分析結果【％】
	稀釋倍數
	樣品DNA濃度

	1
	0
	0
	1：3
	pure
	1：3

	2
	0.1
	0.3
	1：3
	pure
	1：3

	3
	0.5
	0.99
	1：3
	pure
	1：3


	4
	1
	2.56
	1：3
	pure
	1：3

	5
	3
	7.5
	1：3
	pure
	1：3

	6
	5
	14.29
	1：2及1：5
	1：2
	1：5

	7
	10
	23.08
	1：2及1：5
	1：2
	1：5

	8
	100 (hetero)  取自FASMAC
	172.54
	1：5 及1：25
	1：5
	1：25

	9
	100 (homo)  取自GIPSA
	296.3
	1：5 及1：25
	1：5
	1：25


部分實驗細節說明如下：

※ 96 well的配置位置如下圖所示，『黑線粗匡』為internal control gene（HMG）檢測組，其他為檢測Star-link基因檢測組。 

※ 『S』表standard curve 之檢測組，1％為本套組所附之標準品對照組。

※ PCR條件如下：
	Stage 1
	95℃
	10 min
	1 cycle

	Stage 2
	95℃
	15 sec
	45 cycles

	
	60℃
	1 min
	


※ 樣品DNA之稀釋，使用0.2 M之TE-buffer。

· 反應溶液配方為：

 Master-mix：20 uL 

 樣品DNA：5 uL
※ PCR反應結束並進行data分析時，Threshold-line設為0.1，Base-line設為5－18 cycles。

※ 日野博士請教此套組中所附的標準品內容物成分為何？Mr. Frank解釋因為該套組為德國總部負責研發，因此他並不清楚。但由Mr. Frank說話時的神情我推測可能是因涉及公司內部商業研發機密，故不便在此公開。
至於實驗室中是如何進行不同GM玉米濃度之樣品配製？目前並無書面方法可供參考，只能盡量問清楚了。他們是將磨粉後之玉米粉末採weight by weight方式進行配製，玉米粉碎後的粉末顆粒需經過粒徑大小確認，彼此間應盡量接近，以避免不同粒徑影響DNA抽取效果（今天實驗所用的玉米粉末是採用去年collaboratory-study留下之玉米粉，而當時顆粒大小確實經由日本某單位技術支援而確認過）。再來以數個微量離心管進行配製，每管總重為1g（若進行三重複，則秤三管），以1％為例，各秤入0.99 g 之non GM 加入 0.01 g GM。但是若樣品濃度低於1％，由於微量時不易進行精確秤重，所以需把量放大，0.5％則放大到2 g；0.1％則放大到10 g。以0.1％濃度之樣品總重為10 g為例，以Qiagen DNeasy Mini kit 抽取DNA時就需加入10倍量的AP1 buffer，將之混合非常均勻後，再分裝到10 個微量離心管中，續進行之後的抽取步驟。為控制微量秤重時因氣流所造成之誤差，因此必須於密閉空間中操作並關閉所有空調，同時盡量避免人員進出走動，實際操作時是相當累人的！

至於今天的第二盤實驗，則是由栗原秀夫負責，這一盤的樣品中亦有100％(hetero) FASMAC star-link及100％(homo) GIPSA star-link樣品，這兩個樣品的HMG測定用DNA濃度為稀釋1：2及1：5 ，GM-specific測定用DNA濃度為稀釋1：20及1：50，至於其他測試樣品則是FASMAC總裁Mr. SATOSHI帶來的GIPSA樣品DNA（我猜可能是GIPSA精度試驗之樣品DNA）。

我是參與第一盤的樣品稀釋，操作順序為先分裝20 uL之master mix注入96-well plate中，再加入稀釋後的DNA，這部分則由望月秀明自己操作。我觀察他在加入DNA後會用pipetting方式混勻well中之反應液，但Mr. Frank並不建議這樣做，因為pipetting時可能造成部分DNA及master-mix之殘留誤差，況且後續上機前的spin down及上機器後PCR反應需升溫到95℃，都具有混勻的效果。


第一盤的結果如上表中之『分析結果』欄位所示，至於第二盤的結果，GIPSA的樣品濃度經分析後與實際含量頗為接近，但100％(hetero)及100％(homo)兩種star-link樣品之結果仍如同第一盤的結果，飆高進2 倍。將一些後續針對今天實驗結果分析所討論的內容，整理如附件十九所示。 

結束兩天的研討會，晚上繼續參與I-chip毛細管電泳的實驗討論。大西真理小姐更換了TC1507之primer set，進行multi-plex PCR後再次以I-chip 毛細管電泳分析PCR增幅片段，希望新的primer set組合能夠獲得較為專一性的電泳圖譜，結果顯示僅添加個別GM玉米品系之primer set進行PCR反應則可獲得專一性極佳的PCR產物，但當結合4種GM玉米品系之primer set後所獲得的PCR產物影像，比起前次（使用舊的TC1507之primer set）結果的non-specific PCR band是少了些，但四種主要GM玉米品系的PCR band卻也減弱了，只好繼續思索問題所在並尋求其他的解決之道了。離開實驗室時約為9點，只剩大西真理小姐把I-chip結果e-mail 給WAKO公司的古井聰先生。因為附近的飲食店家早已結束營業，我只好踏著單車獨自一人在漫漫黑夜尋找便利商店覓食。

下午曾與奧田智勇聊起他的工作經驗，他曾在日本新成田（NARITA）機場擔任檢疫官3年，之後才調到橫濱植物防疫所工作到現在約1年半。在成田機場時，他負責需檢驗一些旅客攜帶的物品是否含有病毒污染，例如CMV（cocomo mosaic virus）、ArMV（Arahis mosaic virus），為求迅速起見檢測乃採用RT-PCR快速反應套組。韓國鄭明恩女士則說入境韓國機場時，肉製品是禁止攜入的物品，以隔絕任何可能的BSE媒介進入韓國！

八月二日～八月三日（六、日）：假日
兩天的假日除了好好休息，養精蓄銳之外，並持續在附近各大賣場超市進行「市售加工食品包裝之GM標示情形」之考察工作。星期日，本局同仁謝佩君技士亦抵達NFRI進行為期一個月的考察工作，身為前輩的我當然得到機場接機並為其介紹NFRI周邊環境及生活設施，使她能儘速適應異國的生活方式。我們將有兩個星期的重疊時間一起在日野博士實驗室中進行各種GMO實驗的研習及相關資料收集工作，辛苦的考察研習任務總算有同伴可以與我一起承擔。

八月四日（一）：
早上，日野博士將實驗室成員介紹給謝佩君技士認識！隨後，便與兒玉貴志討論謝佩君技士未來一個月的研習考察內容，最後決定兩個與本局GMO業務最為相關的實驗主題：
1.豆乾之GM成分定性定量檢測：

豆乾製品的含鹽量很高，日野博士說加工食品中若含鹽量越高則DNA越難抽取，相對的增加定性定量檢測的困難度，。

2.肉製品中GM成分之檢測：

韓國鄭女士明天即將返國，與日野博士討論過後，同意由謝佩君技士繼續鄭女士的研究主題，研習如何從肉製品中抽取玉米澱粉之DNA並進行GM成分定性檢測。但該部分難度很高，希望在有限的時間內盡力完成。

今日主要的工作是觀摩望月秀明示範WAKO公司最新研發之快速DNA抽取套組，因套組仍處於研發階段，操作手冊等資料屬於公司機密，幾經交涉仍無法取得，僅同意我們觀摩時自行紀錄步驟與重點，紀錄下來之步驟如附件二十所示。示範時該套組之特色為步驟簡便，耗時少(約30min)，DNA品質佳。示範時共抽取2件玉米粉末樣品，經測定抽取之DNA濃度及含量如下表所示：

	sampleID
	230 nm
	260 nm
	280 nm
	260/230
	260/280
	稀釋倍數
	Conc.

	1
	0.0443
	0.1715
	0.0967
	3.87545
	1.77287
	5
	42.8788

	2
	0.0508
	0.1880
	0.1055
	3.70222
	1.78147
	5
	46.9985


由260/280比值可瞭解，採用此套組所抽得之DNA品質頗佳，唯260/230比值太高，顯示抽出液中應有雜質存在（如糖類），該比值應維持在2.5以下，但望月秀明表示糖類對後續PCR反應進行的影響不大，無須太在意。其實該DNA抽取套組的重點據說是其所研發之DNA 回收membrane較為特殊，但光從產品外表實在看不出所以然，而且上頭還標示「what-man」字樣，至於特殊之處為何，或許只能說是商業機密吧。下午則另外進行一盤NK603 No. 5-8的ABI 7700 CV值實驗，藉機請謝佩君技士觀摩如何進行ABI 7700定量實驗。四點時，鄭明恩女士與日野博士、兒玉貴志等實驗室同仁進行一場”結束研習之討論會”，討論鄭女士這一個月來的實習結果，類似研習成果報告，會後我並向她要了一份她所製作的書面報告供作日後參考，如附件二十一所示。報告提到關於肉類加工產品之DNA抽取，仍建議以Qiagen genomic-tip為第一選擇，由於研習時間太短，鄭女士的所有實驗都只進行一次，結果有待更進一步確認，或許謝佩君技士接下去的研習工作正可以彌補鄭女士數據上的不足之處。晚上，日野博士為歡送鄭明恩同時為謝佩君技士洗塵，宴請我們三人用餐，其間聊起一些有意思的資訊，整理如附件二十二所示。

八月五日（二）：
早上我仍須例行的進行一回合之GM玉米之CV值實驗，樣品為TC1507 No.9-11，這部分我已得心應手，但令一部份實驗則為謝佩君技士所負責之肉製品，香腸，豆乾之DNA抽取，為全新之挑戰。實驗樣品包括有雞塊、香腸、火腿（這些樣品是昨日聽聞同事討論如何處理韓國鄭女士所遺留的實驗樣品時，我趕緊請他們留下，供謝佩君技士學習用的）及我們帶來的豆乾。由於他們未曾見過豆乾製品，搞不清楚屬於何類產品，因此遲遲無法決定該用哪種方法進行DNA抽取，兒玉先生等人為此討論頗久，經我解說豆乾類似乾燥的豆腐，只是加入香料、鹽、醬油等調味料，且翻閱了CFQLCS的一本操作手冊，最後才決定抽取方法及所需秤取的樣品量。他們對此產品頗為好奇，部分同事亦想要吃吃看，但大家吃過之後的感覺卻是褒貶不一，大多數同事仍不太能接受。

豆乾的粉碎是採用一般市售之小型蔬菜調理機，剛開始先以5克豆乾加5克水進行打碎，但效果不佳，後來改成乾磨並將樣品量加大，研磨效果較佳，但方法仍需視樣品而定，部分樣品以添加少量水幫助研磨，則效果較好。但乾磨需注意研磨時溫度太高的問題，就謝佩君技士表示，有時磨完會有燒焦味。

谷中有香現正進行ABI7000定量分析之條件探討，她是目前實驗室中操作ABI7000經驗最豐富的人，遂向其請教關於ABI7000如何決定shreold-line位置之問題，ABI7000之shreold-line位置仍然採用之前ABI7700的表格進行判定，只是ABI7000之分析軟體缺少部分如ABI7700之軟體可以更改參數之選項空格，因此需修正部分判定表格的輸入方式。ABI7000之shreold-line位置決定法則，如附件二十三所示。然而就我之前請教大家時，對於ABI7000機型的效能都頗多負面意見，連Gene-Scan之Mr. Frank及日野博士亦不建議採用ABI7000進行正式之判定分析。隨後與兒玉貴志先生討論一些GMO相關資訊，整理如附件二十四所示。

上午，日野博士秀了一張他預備進行簡報的資料，內容為比較各國目前之GM管理制度，並詢問我簡報中關於台灣GM管理現況的資料是否正確，我一方面仔細檢視該部分資料，一方面也深深感激日野博士，畢竟日野博士經常出席國際會議，藉由他演說所傳達的資訊也傳達至世界各地，這對於國際地位極端嚴峻的台灣而言無疑是一種無形之宣傳。有機會真該好好答謝一下日野博士。

八月六日（三）：

八月六日為日本『廣島核爆紀念日』，負責帶我們實驗的兒玉貴志先生便是出生於廣島，而日本各大媒體也播放及討論廣島核爆的相關議題，藉以警惕世人和平的重要。下午的行程為參訪『Asahi啤酒』研究中心，因此早上既有之工作便需盡快完成。我須進行一回合之GM玉米CV值實驗，而謝佩君技士則需進行RRS黃豆之粉碎工作，以便日後進行豆乾定性檢測時當作”positive-cortrol”之用。

下午之參訪，除了我和謝佩君技士外，還包括NFRI食品機能部部長津志田藤二郎博士、日野博士、柏葉晃一博士、兒玉貴志及栗原秀夫。『Asahi啤酒』為日本第一大啤酒公司，日本市場佔有率達到45％，與麒麟啤酒在伯仲之間，排名第三、四則分別為Sappollo啤酒及山多利公司。Asahi啤酒除了原本啤酒產業外，近年也著重於其他soft-drink飲料之開發，其中又致力於低麥芽原料比例之酒類產品研發，據日野博士表示，目前日本政府對於麥芽原料比例超過25％之啤酒，會課徵較高之稅率，因此各大酒場無不爭相投入此種低麥芽原料比例之酒類研發。參觀行程共分為兩部分，其一為參觀『研究開發中心』、其二為參觀『啤酒生產線』，由於公司內部處處是商業機密故禁止拍照。『研究開發中心』成員共計300人，為Asahi啤酒唯一一處之研究中心，本中心分三部門，為『R＆D本部』、『商品技術開發本部』及『生產事業本部』。去年考察時所結識之吉村倫彰先生便屬於『商品技術開發本部』，負責公司所用原料之GM檢測，該檢測部門為P2級實驗室，內部進行實驗之空間房間各自獨立，一間為磨粉專用、一間為抽DNA及進行PCR反應專用、另一間則為PCR反應後進行膠體分析專用，牆面及天花板都為硬式塑鋼，具備獨立空調，以杜絕任何可能發生之交叉污染，以確保分析數據之正確性。該研究中心大樓內亦配置一小型發酵槽生產線，體積為200L，為實際發酵槽的600分之一，作為新產品研發初期時「試做」用。分析部門，儀器眾多，包括NMR 1台、GC-MS-MS 1台、GC-MS 50台、LC-MS-MS 3台、電顯穿透及掃瞄式各1台、NMR樣品濃縮儀1台、Micro-array 掃瞄儀2台及I-Chip 管柱電泳儀1台等。接待人員亦自豪的帶我們至研究大樓地下室，展示最先進之避震結構，大樓整個架構於96個巨型圓桶狀避震盤上，當地震發生時，避震盤結構可將震波抵銷，避免震波對大樓結構造成損害，相當厲害。研究中心極為乾淨舒適，設備齊全，還包括一面積頗大之圖書館供員工查詢資料。我也特別攜帶了衛生署及本局之簡介，自我推銷一番。

隨後搭乘專用巴士至工廠參觀啤酒製造生產線，全自動化生產之啤酒工廠，諾大的廠房內工作人員少的可憐，為工廠自動化的標準示範，此處擁有大小為直徑8米、高20米之室外熟成發酵槽達154個之多，每分鐘可生產鋁罐啤酒1700罐、玻璃罐啤酒1200罐，高效能的生產速度才足以應付全球龐大的啤酒市場所需。在幾位部門負責人的帶領下，一行人詳盡的參觀生產線的各個製程，沿途亦設置有簡體中文之解說看板，顯示有不少中國人來此參觀。參觀行程的最後一站來到一瞭望台，此處是工廠全區之最高點，透過大片之透明窗四周景致盡收眼底，在登頂電梯入口處，牆壁上懸掛有幾幅各國政要來訪時所留下之紀念看板，看板上頭並標示該國國旗，其中五星旗赫然在列，為中共外交部來訪時的說明看板。隨著電梯上升到瞭望台最高點，穿過透明觀景窗我的視線為之吸引，外頭大門之旗竿上除了日本國旗外，竟同時飄揚著『青天白日滿地紅的中華民國國旗』，我的思緒為之震撼，對於深處異邦的我們，能見到自己國家的國旗飄揚固然感動，但真正難得的是在無實際邦交的日本且需面臨台灣國際地位被矮化的現實情況下還能見到我們的國旗飄揚，那才是真正可貴之處。廠方隨後在此處的會客室中為大家舉辦一場簡單的歡送宴，隨著引導人員進入會場，映入眼簾的是桌上再次出現的鮮紅色『中華民國國旗』，兩次的感動，真是讓我一時間說不出話來。為時一小時的歡送宴，廠方請我們品嚐公司生產的各種飲料產品並徵詢對各種產品之看法意見，會場氣氛相當輕鬆和諧，我們於六點結束所有參訪，彼此留下深刻之印象，雖只是短短半天之參訪，但可以說是一次成功的國際外交參訪，當然，能有如此高層級之禮遇皆須感謝日野博士從中之協調幫忙，對此表示我的感激之意。
八月七日（四）：
早上甫接獲本局闕麗卿研究員之E-mail提及需收集”豆瓣醬”之相關檢測方法資料，立即向同事詢問相關資訊。在日本當地「豆瓣醬」並非主要之黃豆產品，因此並為列入官方檢驗方法的研發項目中，但考量「豆瓣醬」為黃豆原料經發酵後之高度加工食品，與日本主食之一的「納豆」產品頗為類似，遂與日野博士討論觀摩「納豆」之定性測試，並獲得日野博士的首肯，經其解說後才瞭解「納豆」又區分很多種類，大體上有整粒的及碎狀的兩種，由於整粒的納豆加工條件溫度為131℃，而碎狀納豆加工條件溫度為115℃，整粒的納豆加工條件較為嚴苛，因此目前為止，只有碎狀納豆抽得出DNA並可順利進行PCR反應，但整粒的納豆則否。中午時日野博士親自開車帶我到附近超市購買「納豆」檢體，由於實驗室的粉碎機不足，兒玉先生提議明天需帶我及謝佩君技士到位於埼玉縣的農林水產消費技術中心進行樣品磨碎之前處理，看樣子又有得忙了。根據後續實驗之安排，我必須於本週完成樣品前處理，下週一、二、三各進行一種方法之樣品DNA抽取（Q-MAXI、Q-Tip、CTAB），最後兩天則進行PCR反應確認，當然還包括我目前所負責的CV值測試實驗，時間相當緊湊，幾乎已無任何喘息機會了，我必須在所剩不多的時間內做最有效率的利用，才不致辜負此次赴日考察之目的。

確認「納豆」部分之實驗後，下午繼續進行GM玉米之CV值測試，但不同以往的是今天測試之樣品為「12克玉米磨粉」，之前所測試的則為「一粒玉米磨粉」之樣品，實驗目的在於確認樣品重量不同時是否影響所求得之CV值，如此仔細的實驗設計，不禁讓我對日方研究人員的仔細與耐心留下深刻的印象。至於GMO小組的其他人員，目前正積極測試實驗室所發展的另一標準質體(plasmid)之各種條件，為日後商業化做準備。兒玉先生說明質體標準品測試之流程，其間共分成三階段進行，第一階段為在日野博士實驗室內進行之內部條件測試，包含如plasmid test、primer-probe test、contamination sample test、CV-test等，第二階段測試範圍就擴大到三到四個實驗室，第三階段再擴大到30個實驗室的collaboratory-study規模，循序漸進，由少到多的不斷進行測試確認，過程複雜而嚴謹。

之前曾在超市發現「油菜子沙拉油」產品標示『不排除混有GM成分』之字樣，如附件二十五所示。不禁讓我感到好奇，遂藉機請教日野博士為何法規明訂不需標示之沙拉油產品廠商仍進行標示呢？而且該產品還隱喻含有GM成分，難道不怕產品滯銷嗎？日野博士說這就得視廠商的想法而定了，由於日本國內並不種植油菜，油菜子原料90％以上都是進口自加拿大，因此其中含有GM成分是眾所周知的事，而廠商願意開誠布公，公開產品資訊，這是值得鼓勵的作法，有何不可呢！至於標示後是否影響銷售業績呢（廠商大可以不標示）？ 日野博士說或許廠商有自信不受影響吧，但以政府立場倒是樂見製造商以開明的態度對其產品及消費大眾負責。
八月八日（五）：
早上預定隨兒玉貴志、奧田智勇至埼玉縣之「農林水產消費技術中心」進行『納豆』之前處理。因車程經耗時一個多小時，因此預先冷凍的樣品需以冰褓及保力龍進行保溫運送。「農林水產消費技術中心」大樓共計七層樓，二至四樓為農林水產消費技術中心，五至七樓為「肥飼料檢查所」，該所亦負責部分GMO之檢測工作，但著重於動物飼料方面，此外還包括狂牛症之相關檢測任務，「農林水產消費技術中心」及「肥飼料檢查所」皆隸屬於農林水產省管轄。去年來訪時結識一些「農林水產消費技術中心」之朋友，因此此次再次到訪受到和善之接待，大家一見如故。該大樓警戒森嚴，處處警衛，出入還需登記查詢，一派機密重鎮之氣派。「農林水產消費技術中心」之檢驗任務由兩個組負責，一組為負責市售食品之例行抽查檢測，另一組則負責技術研發，栗原秀夫與兒玉貴志皆屬於「技術研發課」。實驗室位於三樓，但為了就近照料我們，故借用位於他們辦公室同一層樓(2樓)屬於市售食品之抽查檢測課的實驗室，該實驗室內部另設置一獨立隔絕之房間，作為進行PCR反應與電泳分析之專屬空間，而我們納豆樣品處理，則必須於外部實驗室進行，如此分區使用始可避免污染。下午緊鑼密鼓的樣品處理工作，令人幾乎無法喘息，將納豆樣品處理流程及均質機清洗步驟，整理如附件二十六所示。試驗室亦設置有ABI 7700定量分析儀一部，但並無ABI 7000之機型，他們還告訴我ABI公司之所以停產ABI 7700，是因為ABI 7700之冷卻系統使用氟氯碳化物，會破壞臭氧層，因而改推ABI 7000機型，此款之加熱及冷卻方式都使用如ABI 9700的加熱板形式，設計理念共為環保，但改型後卻使效能不彰，卻屬意料之外。一行五人分工合作處理五件樣品，待工作完成後已是夜幕低垂，我們稍事休息後，與辦公室內的朋友話別後即驅車返回NFRI，黃昏時分正是交通尖峰期，每當想到日本有名的高速公路大塞車景象，心中總會感到些許恐懼，幸好沿途車行順遂，倒是逆向車道往東京都方向大排長龍，我們由車陣旁呼嘯而過，情緒中泛起一種莫名的快意，一種屬於都市人特有的快意。八點多總算到達NFRI之實驗室，迅速將樣品置入冰庫中保存，忙碌的一天至此算是任務完成。

八月九日～八月十日（六、日）：假日
難得的星期假日竟遇上了大颱風，利用天氣還算穩定的星期六，趕緊帶謝佩君技士至市區張羅一些生活用品，並至頗負盛名的「築波大學」體驗不同國度的校園氣息，增廣見聞。傍晚時分，氣候驟變，瞬時間狂風驟雨烏雲蔽日，日本境內並無特別之高山地形障蔽，因此每逢颱風到來特別能感受得到大自然的威力，卻也常常造成極大的破壞，正巧我到訪的月份又是颱風發生頻率最高的季節，看著窗外飛沙走石，只能默默祝福身處颱風侵襲下的芸芸眾生都能平安度過。

八月十一日（一）：

未來的三天，我將分別採用三種方法抽取納豆製品中之DNA，今天為Qiagen G-Tip方法。G-Tip法所秤取之樣品量為2 克，由於當初在制訂此套組之SOP時已對操作步驟進行部分修改，因此整個抽取步驟並非依據套組之操作手冊，而是依據農林水產消費技術中心所發行之實驗手冊專刊進行，其中部分抽取所需添加之溶液量亦有更動，與套組說明書所載不同，因此開始進行抽取之前，需先行額外配製套組中之G2-buffer（即最初步驟之extraction-buffer）。因實驗室目前所使用之G2-buffer為已離職之員工所配製，其他並無相關配製經驗，只好靠我、謝佩君技士及奧田智勇三人依據套組說明書中之配方慢慢摸索配製。配製需採濃度原液，待使用前再稀釋成為1倍原倍，配製完成之溶液需以過濾器進行雜質之過濾。整個早上就耗在配製G2-buffer上，其間我們三人還為了配製後溶液是否會超過1升的定容體積而爭執不休，還好最後採用我所建議之10N-NaOH溶液來調整pH值，才使得最終體積得以控制在1升。由於配製G2-buffer耗時太久，為趕上既定之實驗進度，只好犧牲中午用餐時間，接著進行樣品DNA的抽取實驗了。

我所負責的樣品為五種納豆及一種肉製品(共六個)，謝佩君技士及奧田智勇則各自負責12個肉製品。G-Tip法之原理為離子交換樹酯法，利用離子交換管柱以吸附DNA分子，效率雖好，卻常因樣品雜質太多，而使管柱阻塞，使液體無法濾過，兒玉貴志教我一個經驗法則就是利用5 C.C.之pipetman進行加壓，藉以加速液體之通過，方法雖土但妙用無窮，這就得靠實驗者的巧思了！整個下午就在反覆的添加、沈澱、過濾、清洗的操作步驟中度過，當完成四種樣品之抽取已經是晚上9點了，原本答應谷中有香要再進行一回合的CV值實驗，只好跟她說聲抱歉取消了，整理完今天實驗的資料後，回到宿舍已是11點過後了！真是累人的一天！
下午還巧遇任職於Nippon-Gene公司的古井聰先生及去年到訪時負責帶我做實驗的松岡猛先生，但因為任務所需，松岡猛目前已調任至神戶地區之農林水產消費技術中心神戶支部了，能在實驗室再次相會誠屬不易啊！古井聰此行的目的是為了準備預計於九月份美國AOAC年會時所要發表之multi-plex PCR論文，而松岡猛則是為了解決大西真理小姐所遭遇的multi-plex PCR之non-specific反應的問題(因為之前的multi-plex PCR primer set是由松岡猛負責設計的)。

八月十二日（二）：
今天必須進行五種納豆樣品的CTAB法抽取，根據以往的經驗，每種DNA抽取方法幾乎都得花上整整一天的時間，昨天一直忙到11:00過後才回寢室，今天大概不會比較早吧，而且今天排定的實驗除了抽取納豆樣品之DNA外，還得完成一回合的ABI7700之CV值實驗，我必須向自己的體能極限挑戰了。謝佩君技士則需負責肉製品的CTAB法抽取。兒玉先生認為我和謝佩君技士可以勝任依據protocal自行操作，所以今天的所有實驗都不安排其他同事指導，只囑咐我們在遇到疑問或是不知道藥品時再請教他。
日本所採行之CTAB法已經過修飾，與本局所用之操作步驟出入頗大，如附件二十七所示。納豆樣品屬於高度加工產品，且蛋白質含量極高，因此抽取過程相當麻煩，步驟中還需添加proteinase-K 分解蛋白質，以避免過多之干擾物質。因為整個流程步驟必須連貫無法停頓，因此只好犧牲中餐時間繼續工作了！我趕在五點前完成所有樣品萃取，以便晚上空出時間進行ABI7700之CV值實驗。此外，亦針對昨天G-tip所抽取之DNA及今天CTAB所抽取之DNA樣品進行DNA濃度測定，兒玉貴志建議G-tip採稀釋20倍，而CTAB則採稀釋5倍後進行濃度測定，但分析結果很奇怪，有些很高，有些很低，高低可以差到700倍以上，果真應驗高度發酵製品相當難搞的魔咒，心理不禁納悶以這樣的濃度進行PCR反應到底會不會成功？樣品DNA之濃度如下表所示：

	
	Sample name
	Conc.(uM)

	CTAB法
	納豆-1
	4.79158

	
	納豆-2
	8.67779

	
	納豆-3
	9.27336

	
	納豆-4
	2.05979

	
	納豆-5
	31.55008

	G-tip 法
	納豆-1
	1.00901

	
	納豆-2
	190.12640

	
	納豆-3
	3.06020

	
	納豆-4
	8.78242

	
	納豆-5
	733.46710


晚飯後又回到實驗室繼續完成我負責之CV值實驗，正巧古井聰博士買了一堆煙火回來，這個季節似乎是日本各地舉行煙火大會的時間，日本各地商店都可看到販賣煙火，實驗室同仁在忙碌之餘仍不忘自我娛樂一番，在停車場玩起煙火，自得其樂！完成所有工作離開實驗室已近12:00了，跟我早上預測的時間頗為吻合。

八月十三日（三）：
今天須進行最後一種方法－Qiagen-MAXI法之抽取實驗。依據日方之操作手冊所載，黃豆及玉米的Qiagen-MAXI抽取步驟是不一樣的，黃豆之抽取步驟比玉米複雜多了，數目幾乎多出一倍！兒玉看我一臉訝異連忙安慰我說道，若能在晚上六點前完成工作就算順利！早上兒玉拿了一個玉米澎發食品（類似台灣的「乖乖」）得意的告訴我，他們測出該食品中含有1％之GM成分！

下午請教松岡猛及兒玉一些關於本局所遭遇的ABI7000 96 well plate的判讀值中間高兩邊低的問題！他們告訴我ABI 7000是使用CCD 攝影機擷取反應液中之螢光，與ABI 7700所採用的每個well對應一組光纖接收螢光訊號的方式是不同的，對於此問題他們並不感到特別訝異，他們表示目前在消費水產技術中心的正式官方版報告是以ABI 7700為準，至於ABI 7000則只用於做screening-test，而且ABI 7000的檢驗方法，目前也仍在實驗室評估及測試中，所以仍不清楚。但松岡猛認為，CV值為統計上之值，假設進行100次之測試，最好是採用100次之平均值。但以此求得的CV值也僅止於適用進行100次測試的那部ABI 7000儀器，至於此CV值是否適用於每個實驗室的ABI 7000，那就是collaboratory study層面的問題了！但他強調，一般需先瞭解各實驗室機器之情況，當機器明顯出現大幅度之誤差時，必須先請工程師調整，若調整過後仍不符合要求，他建議此機器則只用來做screening-test，當真正進行樣品檢測時，仍必須以ABI 7700為準。如此看來ABI 7000 準確度不佳，確實是每個實驗室共同的看法。至於本局所遇到的另一問題，即當進行ABI 7700分析時NTC沒有任何螢光訊號，但有時相同NTC在ABI 7000卻會出現螢光訊號的問題，則可以確定日方的質體系統以ABI 7000進行反應時並無這個問題。

正如兒玉所預測，抽取DNA進行到將近六點才大功告成，而且中間出了些無法挽回的失誤，我把其中一件納豆樣品的 DNA抽出液當成廢液丟棄，當我猛然發現時真的是捶胸頓足，奈何木已成舟只能空餘恨了，因為時間上的限制已經不允許我進行重複試驗了。明天開始必須進行三種抽取法所抽得的DNA之定性PCR確認工作，這又將會是極其繁重的工作了，而且我還得趕在結束考察前完成納豆實驗的成果書面報告，並將其交給日野博士審閱，行程滿滿！ 

晚飯後與兒玉貴志聊起日本「牛肉參僞檢測之問題」，此為農林水產消費技術中心目前的重點研究計畫之一，內容著重於以分子生物方法分辨公牛肉及母牛肉，他並提供給我一張現階段研發成果的壁報資料，如附件二十八所示。從中可知兩組primer set，其一為公牛肉及母牛肉都有反應的primer set，另一則為只針對公牛肉始可反應的primer set，藉由此二組primer set之PCR反應結果既可判定牛肉的真偽亦可分辨公牛肉及母牛肉。至於發展公牛肉及母牛肉之檢測方法，是因為日本的極品牛肉「松板牛肉」市售價格昂貴，且「松板牛肉」必須取自母牛，由於一般消費者不易分辨，因此便有不肖商人以公牛之牛肉替代，從中牟取較大之利潤。他並解釋「松板牛肉」之所以好是因為它能比其他牛肉在4℃下保持更長時間的良好組織食感，而目前的計畫成果已經能從超市買來的生肉中測試得到DNA產物片段，但相關的PCR實驗並不容易進行，因為生肉在4℃保存下常因組織中的DNase作用而使DNA斷裂，造成測試失敗。他並提到日本「ITOHAM」這家公司生產一種套組，可由受精卵測試其為雄性或雌性，稱為「XY-select kit」，而Gene-scan亦生產一些檢測套組，號稱可以測試人類、牛肉、羊肉等各種肉品之，但不一定在各國皆有販售。目前日方的牛肉參僞檢測結果仍屬於農林水產消費技術中心的內部機密文件，無法提供給我參考，但他提供一份參考資料為--「日本畜產學報 70(8): J111-J113 (1999)」，日方的方法亦是依此參考論文進行後續研發。

目前日野博士實驗室所採用之non-GM玉米，是直接向美國種子公司採購，包裝型式為方形桶裝形式，如附件二十九所示，該資訊可供本局取得non-GM玉米種子之參考。

八月十四日（四）：

這一週以來一直是實驗繁重，有限的時間，加上天氣不好，陰雨不斷，無形中增加我精神及情緒上的壓力。剩下最後兩天的時間，必須完成納豆樣品的定性PCR分析並撰寫報告。納豆樣品的定性PCR分析需分別進行LE1及RRS-gene兩種基因的PCR反應，但在此之前，必須先行測定昨天以Qiagen MAXI kit所抽取之DNA溶液溶液濃度，所測得的DNA濃度真的讓我傻眼了，因為五種樣品中的其中三種DNA濃度都在0以下，也就是說以分光光度儀測定不到抽出液中之DNA，一想到自己超時工作的成果可能化為烏有，真的是說不出的落寞，但兒玉貴志表示可能是因為濃度太稀，未必是抽取失敗。接著需進行DNA溶液的稀釋，稀釋的原則為若抽出液原液濃度高於10 uM則稀釋至10 uM，其他的就直接以原液進行PCR反應。由於下午兒玉貴志必須赴東京出差，因此指導我進行PCR實驗的工作就委託奧田志勇幫忙了。為求時效，這幾天中餐都是有一頓沒一頓的，今天也不例外，趕緊把protocal研究清楚以便進行PCR溶液配製工作。樣品數多達六、七十個，反應採用0.2 mL的PCR反應微量試管，所用的機型與本局舊式的MJ-PCR machine 相同廠牌，唯機型較新，分為左右(A、B)兩個反應區塊，可以獨立運作。進行上機反應時，為求上蓋加熱及受力均勻，所有空下來的well都必須補上空的micro-tube，如下圖所示。反應進行時還出現一個小插曲，不知從哪部機器傳出”嗶!嗶!”的警示聲，由於ABI 7000、ABI 7700 及定性PCR反應器都放在一起，而且三種機器同時都在運作，警示聲一響起，三種儀器的實驗操作者同時精神緊繃，大家同時衝到各自的機器前，仔細檢查各自機器以確認是哪部機器出了問題，但因為警示聲是每隔一段時間才出現，一時間難以確認，結果三組實驗人員就像三隻鴕鳥，為各自的機器護航，都推說是對方儀器出問題，情形還有點搞笑！花了大半天的功夫終於確認問題是出在我的PCR機器散熱不良所致。既然責任歸屬已經確認，接下來大家就同心協力幫我的機器散熱，扇子、冰桶全都派上用場，只求加速散熱效果，但警示聲音還是持續不斷，無計可施之下也只好任由它去響，並默默祈求機器能順利完成使命。PCR反應完成後即刻進行膠體電泳分析，使用3 ％之agarose gel並於膠體配製時預先加入EtBr DNA呈色劑，以節省染色及脫色時間。但為了避免接觸到致癌物質操作時必須特別注意防護工作，以保鮮膜鋪設桌面並確實配戴乳膠手套，一樣都不可疏忽。RRS-gene膠片的結果先出來，都呈現negative反應，也就是樣品為「non GM黃豆」或是「DNA抽取失敗」，至於最終原因為何者就得依據lecitn gene的PCR結果來做最後定奪了！但此時的我，臉部表情還是難掩失望之情，畢竟我已經花費相當多的心力在其中。幸好lectin gene的結果顯示大多數樣品皆呈現positive反應，這才讓我鬆了一口氣。根據兩種gene PCR的數據可知道納豆樣品之DNA抽取是成功的，即便無法以分光光度儀測得DNA濃度，但抽出液確實含有微量DNA，而此五種納豆的原料皆為non-GM黃豆，因此RRS-gene的PCR結果才會呈現negative反應，至此實驗總算大功告成，心中的大石也才得以放下，不知不覺間竟已夜幕低垂。晚飯後，繼續回到實驗室工作，因谷中有香急著要ABI 7700的分析數據，因此我必須將剩下的兩回合數據分析完成。最後，還剩一份最重要的工作來為我這一個月的研習考察劃下句點，那就是完成我的『納豆實驗研習報告』。時間已經很晚了，只好利用明天最後的時間來完成最後的任務。

八月十五日（五）：
今日是考察行程的最後一天了，雖然所有實驗工作都已結束，但仍有許多資料整理的工作有待完成，而其中最重要的就是『納豆實驗研習報告』。我仔細的分析電泳圖片、以電腦處理電泳膠片影像、將結果以表格方式清楚呈現，耗費心力所完成報告無非是希望讓實驗室同事及日野博士能清楚瞭解我的實驗結果。報告完成後列印三份，分別交給日野博士、兒玉貴志及柏葉晃一供他們參考，如附件三十所示。此外，我並分裝部分「納豆檢體」，準備攜回台灣，複印一些相關資料，作為日後參考。晚上，實驗室同事為我舉辦一小型歡送會，匆匆一個月的時間很快的過去了，大家從剛來時的生澀陌生到離開前依依不捨，我與大家已建立起不錯的友誼，希望這樣的友誼能持續不斷，為本局GMO檢驗工作維持一良好的國際資訊交流管道。最後，並感謝日野名寬博士提供本局此次研習的機會。
八月十六、十七日（六）：回程
考察任務總算順利結束，利用最後的假日時間好好調養生息，並將需攜回的資料分門別類小心打包，宿舍裡該歸還的物品亦一一歸還，以免有所遺漏，於十七日搭乘長榮班機返國。抵達成田機場出境前因所攜帶的資料太多使得行李超重不少，礙於航空公司的規定只得把部分資料往身上背，無論如何也得把自己辛苦取得的資料攜回才不妄此行。
參、心 得 及 建 議
一、專才專用，促進研發工作順利推展
日野博士之實驗室主要著重於兩方面之研究，其一為基因改造食品之檢驗方法研發，其二為味覺機能之研究。依據領域的不同，研究室之成員亦大致區分為兩群，基因改造食品方面主要由來自農林水產消費技術中心(CFQLCS)的兒玉貴志負責領軍，而味覺機能方面之研究工作則主要由大倉哲也博士負責統整，日野博士負責最終研究工作之整合、研究目標之制訂、行政工作之推行及政策方針之研擬。整體而言，『文』的方面責任歸屬為日野博士，而『武』的方面則為各小組負責人，分工明確。由於味覺機能並非筆者此次考察之主題，因此瞭解不多，至於基因改造食品工作小組成員，具筆者所知幾乎沒有食品總和研究所編制內的正式職員，以主要負責人兒玉貴志來說，他是隸屬於農林水產消費技術中心的正式職員，目前奉派至日野博士實驗室技術支援兩年；柏葉晃一博士後研究員及望月秀明研究助理，專長為分生及統計數據分析，專職於collaboratory study的數據處理及分析；大西真理研究助理，專職於GMO定性分析及multiplex PCR之研究，谷中有香研究助理，專職於ABI 7000及7700之GMO定量分析，此外尚有兩位約聘技術員，主要負責日常例行實驗如：試藥試劑配製、DNA抽取製備、試藥耗材之管理及準備。雖然正式職員寥寥無幾，但整個GMO工作小組成員分工仔細而明確，不致有任務重疊，而且依據實驗室需求所招聘之研究人員，幾乎涵蓋實驗各個層面所需，如技術研發、數據統計分析、實驗方法之確認及偵錯、非技術導向的日常實驗執行及物料管理，如此正可截長補短發揮各自所長，加上日野博士的整合與監控進度，隨時評估任務性質需求更替所需之研究人員，得以使整個GMO檢驗之研發腳步迅速推展。筆者以為，以目前GMO研究之發展趨勢已非單純的只需進行實驗即可，一套完整而能獲得世界認可的檢驗方法其背後所牽涉到的數據統計與分析才是最後決定的關鍵所在，本局目前在GMO檢測技術開發方面之人才已可說是人才濟濟，唯獨在統計與分析方面尚稱薄弱，未來如何加強此方面能力的精進，值得仔細思考與評估，任用具相關技能之人員，或者加強既有人員之訓練皆為務實而可行的方向。此外，專職人員負責實驗室試藥耗材之管理也是值得注意的重點，分生實驗所耗費的資源及經費相當龐大，落實試藥耗材之管理才能實際掌握各種藥品的需求，不致發生無藥品可用的窘境，對於研發工作的順利推行幫助頗大，亦可避免重複購買浪費經費的情形，使研究經費得以有效利用。相關的管理整合工作亦是未來努力改進的方向。 

二、養成良好實驗習慣，確保實驗數據正確

進行GMO定性或定量之檢測，樣品的污染問題常困擾研究人員，由於樣品粉末及DNA易隨空氣四散，常會造成檢測上的誤差。為此筆者特別留意日方人員如何克服污染，以獲得正確之檢測數據。具他們表示，依照不同的操作步驟，區別獨立的實驗空間是最為理想的方式，例如樣品粉碎、DNA抽取、PCR進行、電泳分析各自於四個空間獨立，空調獨立的房間中進行，然而受限於經費、空間等限制，除了少數大企業願意砸下鉅資興建專用實驗室之外，能夠達到此種嚴苛標準的機構實在是少之又少。因此目前日野博士實驗室是採行折衷方案，樣品粉碎於獨立空間進行，至於DNA抽取、PCR進行、電泳分析則區別各自的實驗操作台面進行，各種實驗器具如pipetman、微量離心管架、鑷子等器材也需各自獨立一套專門使用，絕對不允許相互混用，人員進行實驗之前需做好各種準備工作，如仔細擦拭操作台面，鋪設防止污染之保鮮膜，配戴乳膠手套，並嚴禁實驗操作中之交談，實驗完成後，亦需完成台面及器具之酒精清理，恢復台面整潔，並確實歸回試藥試劑，如此縝密的防污步驟，只求確實隔絕交叉污染途徑，獲取正確之結果。筆者除佩服日方人員操作過程的仔細，亦隨時要求自己改善實驗操作之弊習，並期望自己歸國後的經驗傳承能有助改善本局相關實驗污染困擾，進而提升本局GMO檢驗之水準及正確性。本局GMO實驗空間之規劃亦已積極朝向區別實驗台面的方向努力，目前已大至劃分出電泳專區、樣品粉碎專區、定量分析專區，但受限於既有空間不敷使用的關係，仍常因空間過於接近而產生交叉污染，未來需更小心進行各個操作空間之清理工作並確實要求個人之操作防污準備工作，以達成零污染的最終目標。

三、加強各政府單位間之人員交流

前述，日野博士實驗室中GMO小組成員多數並非內部正式職員，除了約聘僱研究人員外，依筆者所知尚有來自國內各個研究單位之中短期進修及支援人員，例如來自“種苗管理中心”的村上隆紀、來自”橫濱植物防疫所”的奧田智勇、來自“國立醫藥品食品衛生研究所”的渡邊敬浩、”農林水產消費技術中心”的松岡猛及兒玉貴志等。而筆者來訪前後，亦不斷有來自各政府檢驗相關部門之人員前來研習。這些來訪人員有些是與日野博士有長期研究合作關係，有些是來此學習相關技術，有些則來幫忙解決研發工作的疑難雜症。即便大家來訪的目的各不相同，但每個人都憑藉自身的實驗技能直接或間接貢獻於日野博士GMO檢驗研發工作之中，充分顯示出團隊合作的成果。筆者認為，固然每個政府所屬技術研究機構皆有其專精的研究領域，在各自的專門領域中都有極佳的成就，但反向思之，在各自領域之外，一旦有其他技術性的需求時就顯得力有未逮了，畢竟每個機構都不可能具備各方面完整的人才，也不可能因應任務需求隨時增減人員，因此整合人力資源或可提供解決之道。GMO之檢驗技術開發是一項必須整合資訊、技術、統計、分析等等領域才能的工作，當本局既有人員負荷過大時，效法日本的方式加強相關部會技術人員的交流與合作，如農委會之農試所、毒試所、農改場等，將會是一個值得參考的方式。融合大家的知識與技術共同開發制訂檢測技術，使其成為國內共通而一致的檢測技術，進而推展成為國際認可之檢測技術，如此不但有效利用政府各界的研究資源，亦可達到培育政府人才的多重目標。
四、統合民間企業資源
日野博士在推動GMO檢驗方法開發時，已結合來自政府及民間企業兩者的力量合力進行。舉例而言，日野博士實驗室目前致力研發的multiplex PCR技術，可用於同時定性檢測四種GM玉米的技術，便是日野博士實驗室、WAKO公司及HITACHI公司共同合作的大型計畫。而先前研發完成的GM玉米及GM大豆plasmid標準物質定量檢測系統亦是與WAKO公司密切合作下的產物，且該plasmid標準物質最終還交由WAKO公司進行商業化生產並推廣行銷各國。筆著認為，與企業合作有幾項優點：

(、拓展GMO資訊獲得之管道：

企業與企業間資訊的流通常常比企業與政府的資訊流通來的迅速，這是因為企業與政府之間角色定位多處於對立狀態，因此即便企業有相關資訊也不便提供給政府單位使用，若能化解二者角色間的對立狀態，讓企業與政府間利用某種程度的資源分享來達到整合GMO相關資訊的目的，未嘗不是一種互惠的溝通方式。例如日野博士實驗室與WAKO公司或FASMAC公司間長期合作，部分玉米原料之取得亦是經由以上兩家生技公司，而生技公司亦獲得檢測技術支援，彼此互惠。

(、技術、人員、儀器的支援：

民間公司所擁有龐大的研究資源常不亞於政府單位，他們所網羅的各方面人才也較政府單位周全，統合各企業所擁有的眾多儀器設備與其投入之研發資本，對於推動GMO檢驗方法之研發及檢驗方法後續的精準度評估工作都有正面的助益。

(、扶植相關生技產業發展：

推動生技產業發展是政府目前主要重點工作，但這不光只是一個口號或一個目標，它是必需靠政府相關單位實際有計畫的推行，若能藉由GMO計畫而促成政府及民間企業合作，對於政府扶植生技產業政策無疑將是一項實質的示範作用，宣示政府的決心，進而發揮推波助瀾之功效。

(、拓展所研發的檢驗方法為國際認可：

一種檢驗方法若能被越多人所採用就越具公信力並能得到國際認可。這方面筆者認為日方就做得相當成功，他們將官方技術委託民間生產檢測套組並行銷國際，一方面達到商業化扶植產業之目的，一方面也將其官方方法推展至國際之間，無形間也提升其官方方法之國際能見度進而增加各國對其方法的信賴，建立其在GMO檢測領域之專業地位。

當然，在促進政商合作方面必須審慎評估並規範為人所詬病的利益迴避問題，筆者並不清楚日方在授予民間企業生產其檢驗套組時是否簽訂任何權利及義務的限制條約，但筆者相信，若能妥善規劃彼此之合作關係，訂立適法的合作條約，此種合作模式必定利多於弊。

五、加強國際技術資訊之交流

以現今局勢來看，欲制訂為國際所認可的GMO檢驗技術，僅靠某個實驗室閉門造車單打獨鬥已非可行的方式。以日本為例，日本政府在發展檢驗技術之初便以察覺此趨勢，因此方法開發完成後便積極爭取亞洲國家的採用使其成為足以與歐美兩大體系相抗衡的檢驗技術。目前，採行日本檢驗技術的就有韓國、香港、泰國等，儼然已成為一種國際流通之檢測技術。而日野博士實驗室亦不斷接受來自各國之考察研習人員如韓國、台灣及大陸等，一方面可達到推廣日方技術之目的，另一方面也可形成效尤之趨勢，將其方法原理推升成為國際間認可的主要檢驗技術。本局目前所發展之技術原理亦依循日野博士所研發之「DNA-質體」檢測系統，雖然「DNA-質體」組成之DNA序列不同但檢測原理相同。礙於我國國際地位曖昧不明，欲將研發之方法推行國際化困難重重，但若能學習日本經驗加強與各國間的學術考察互動並參與各種國際學術研討會議，既可收集各國GMO相關資訊亦可增加我國自行研發方法的國際能見度，以另一種形式爭取國際間之認可。

六、規劃合乎國際公約之管理規範

依筆者所知，目前日方規劃其國內相關GMO之法規都是依循聯合國生物多樣性公約組織各會員國所簽訂之『卡塔基納生物安全議定書』。『卡塔基納生物安全議定書』已於2003/6/13於第50個締約國國會批准後3個月開始生效，因此它已成為國際間規範GMO越境轉移的無限上綱，日本政府刻正積極依循此議定書之內容進行法律、經濟、教育、科學、衛生、環保等各方面之管理法規制訂，以因應2004/2/23即將召開的『卡塔基納生物安全議定書第一回合締約國會議』，會中將討論各會員國執行GMO相關管理法規制訂之現況。我國目前並非聯合國之成員亦非『卡塔基納生物安全議定書』之締約國，但依據以往經驗，在面對各種國際性具爭議之議題時卻總被要求需依循聯合國所制訂之條約，有鑑於此，政府相關權責單位在思考規劃國內GMO管理時，無可後非的必須依循國際規範以思考未來政策制訂之走向。因此筆者認為，現今我們亦當仔細研究『卡塔基納生物安全議定書』的內容，就可行的部分開始召集相關部會討論或制訂國內GMO之相關規範，或者訂立明確之工作時間表按部就班推行符合國際趨勢之管理體制，以避免日後遭其他國家質疑，影響我國在國際上之形象及利益。

七、感謝支持公務同仁人員培訓計畫

此行為期一個月的赴日考察研習，筆者深切瞭解到日本政府在GMO管理及檢驗方法制訂所付出的努力，也清楚看見日方在GMO管理及檢驗的傑出成果。筆者及本局藉由跨國的經驗交流獲益匪淺，並深深感受到人員培訓的重要。感謝本局長官對GMO計畫之支持與重視，使筆者得此機會赴日吸取新知；感謝日本食品總合研究所日野名寬博士接受本局之考察申請；亦感謝本局施養志組長及闕麗卿博士辛勞撰寫並爭取研究計畫支持，最後亦感謝國科會提供經費支持。

國家科技競爭力的提升乃奠基於科技人才的永續培育，筆者除感謝國家經費支持外，仍建議政府未來能持續支持相關之國外考察研究計畫，儲備各界人才以為國家所用。
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赴日本國立醫藥品食品衛生研究所(NIHS)
考察日本基因改造食品與食品中過敏原之

管理與檢驗研究現況並研習檢驗技術

摘    要

基因改造食品之管理與檢驗為現今全球所關切之食品衛生安全議題之一，世界各國陸續制訂與相關法規或準則，並對基因改造食品實施控管與檢測。我國主管基因改造食品之機構為衛生署，由食品衛生處職司行政管理，藥物食品檢驗局負責檢驗方法開發與檢驗工作。為有效管理基因改造食品，確保國民飲食安全與健康，我國將陸續對特定基改食品實施查驗登記與標示政策。九十二年一月起，首先針對基因改造大豆與玉米實施標示，並預計於九十二年底將基因改造馬鈴薯、番茄與木瓜等列為需辦理查驗登記之食品。有鑑於基因改造食品種類及產量日益增加，為提增我國對基因改造食品管理與檢驗之知識與能力，藥物食品檢驗局繼九十一年派員赴日本國立醫藥品食品衛生研究所 (National Institute of Health Science) 考察、研習基因改造食品之檢驗，於九十二年再度派員至國立醫藥品食品衛生研究所考察基因改造食品之管理與監測與研習檢驗技術。此外，日本於2001年起實施五種食品中過敏原強制標示之政策，為全球第一個也是迄今惟一一個實施食品中過敏原強制標示之國家。除了已建立五種食品中過敏原的檢驗方法外，並且也已經頒布市售食品中過敏原的檢查辦法，供做日本全國衛生檢查機關執行市售食品含過敏原檢測以及判定標示不符與處罰之依據。過敏症為一普遍發生於人類之症狀，症狀輕微者或僅引起身體不適，嚴重者可能導致死亡，而食品中所含之過敏原為引起過敏症原因之一，因此食品中是否含有過敏物質，已成為過先進國家關切之食品安全議題。目前歐盟、英國、法國與美國皆已針對部分食品中過敏原實施建議標示制度，日本除已對食品中含雞蛋、牛奶、小麥、花生以及蕎麥五種成分實施強制標示，並研發建立檢驗方法外，另也依臨床統計報告，針對十九種常引起過敏症之食品實施建議標示制度。食品中過敏原的標示，可使對特定食品過敏之人，易於選購適合自己之食物，避免選購攝食含特定過敏原之食品而引發過敏症。因此，食品中過敏原標示制度有助於國人健康之維護，為飲食安全之新議題。鑒於此，今年特別將日本之食品中過敏原標示制度之實施與檢驗技術列為考察、研習之任務。經四星期之考察、研習歷程，順利習得日本基因改造食品之管理監測現況、基因改造食品定性與定量檢驗研究、食品中過敏原標示制度實施現況以及食品中過敏原之檢驗研究。同時蒐集有相關資訊，並攜回相關參考物質。藉由此次研習，亦為藥物食品檢驗局與國立醫藥品食品衛生研究所建立互信、交流及合作關係。

壹、目  的
基因改造食品之管理與檢驗不僅為現今全球所關切之經貿與生技研發運用議題之一，更是環境生態保護與食品衛生安全議題之一。世界各國陸續制訂相關法規或準則，並對基因改造食品實施控管與檢測。為有效管理基因改造食品，確保國民飲食安全與健康，我國陸續對特定基改食品實施查驗登記與標示政策。有鑑於基因改造食品種類及產量日益增加，為提增我國對基因改造食品管理與檢驗之知識與能力，藥物食品檢驗局繼九十一年後，於九十二年再度派員赴日本國立醫藥品食品衛生研究所 (National Institute of Health Science簡稱NIHS)考察與研習基因改造食品之管理與監測與研習檢驗技術。主要考察與研習重點為日本基因改造食品管理現況、基因改造馬鈴薯之定性與定量檢測以及基因改造玉米及大豆精準度試驗及樣品配製。此外，食品中所含之過敏原為引起過敏症原因之一，因此食品中是否含有過敏物質，已成為過先進國家關切之食品安全議題。目前歐盟、英國、法國與美國皆已針對部分食品中過敏原實施建議標示制度，日本除已對食品中含雞蛋、牛奶、小麥、花生以及蕎麥五種過敏原成分實施強制標示，並研發建立檢驗方法外，另也依臨床統計報告，針對十九種常引起過敏症之食品實施建議標示制度。食品中過敏原的標示，可使對特定食品過敏之人，易於選購適合自己之食物，避免選購攝食含特定過敏原之食品而引發過敏症。因此，食品中過敏原標示制度有助於國人健康之維護，為飲食安全之新議題。故日本之食品中過敏原標示制度之實施與檢驗技術亦為考察與研習之任務。主要的考察與研習重點包括日本食品中過敏標示與檢查制度及實施現況，以及五種主要食品中過敏原之檢驗方法。此外，亦藉為期四週之考察與研習時程，蒐集日方相關資訊，並攜回相關參考物質，並與國立醫藥品食品衛生研究所建立互信、密切交流及合作之關係。
貳、過  程
此次赴日考察、研習行程共計29日，扣除去返日與假日，實際考察與研習天數為20天。主要考察與研習的機關為日本厚生勞動省國立醫藥品食品衛生研究所，其地點位於東京都世田谷區。考察與研習內容包括日本基因改造食品管理現況、基因改造馬鈴薯之定性與定量檢測以及基因改造玉米及大豆精準度試驗及樣品配製、馬鈴薯原料之改良DNA抽取方法、基因改造玉米、大豆、馬鈴薯檢驗研究遭遇之問題、進口基因改造玉米、大豆、木瓜及馬鈴薯之檢測、日本政府基因改造食品管理、檢驗之權責歸屬、日本政府食品安全權責機關新組織架構、基因改造食品檢驗研究團隊與研發成果之智慧財產權歸屬與運用、食品中過敏原標示制度現況、食品中過敏原檢驗方法及檢驗技術、食品中過敏原標示之市場調查，以及其他相關訊息等。考察與研習行程內容整理如下述：
七月二十七日（日）：啟程

上午九點搭乘長榮航空班機啟程赴日，中午一點半抵達日本成田機場。出關後，自行搭車前往東京，於下午五點抵達世田谷區用賀，下榻 TOKYU STAY YOGA旅館。

七月二十八日（一）：
考察首日。上午九點自行前往NIHS食品部第三室報到。恰逢每週一早上為食品部例行部務會議，因此第三室之實驗室僅一位研究助理和久井千世子小姐和一位大學實習學生正進行以CTAB法抽取大豆之DNA。和久井千世子小姐為去年至NIHS考察研習時之舊識，故我一邊觀摩和久井千世子小姐進行實驗，一邊詢問一年來食品部第三室有關基因改造食品檢驗研究的發展以及食品部第三室人事上的變動。

中午十二點部務會議結束後，第三室室長穐山浩博士（Dr. Akiyama）帶我向食品部長米谷民雄博士報到，我向部長表達去年至NIHS考察研習對我國基因改造食品之檢驗研究之助益極大，並感謝他今年再度接受藥物食品檢驗局派員前往考察研習。隨後與穐山浩博士一起至餐廳用餐。用餐期間穐山浩博士向我說明第三室人員變動的情況，正式人員除了室長穐山浩博士(Akiyama Hirsohi)、主任研究官宮原誠博士(Miyahara Makoto)厚生勞動技官渡邊敬浩博士(Watanabe Takahiro)外，新添長岡惠博士一人（主要負責食品中天然毒素以及重金屬之殘留檢驗研究）。去年帶我作實驗的研究助理和久井千世子小姐雖然還在，但因故轉任兼職研究助理，每週只來工作二到三天，另外還有兩位研究助理（佐藤先生與坂田小姐）及學生二人。此外，食品部第三室預計新增業務項目，包括傳統發酵食品中致癌物之鑑別及定量檢驗研究方法，並由於日本最近發生之本土BSE（狂牛症）事件，因此也可能增加食品中BSE殘留檢驗研究，所以第三室的正式人員預估將再增額。

午飯後，繼續拜會食品部主任研究官宮原博士、第一室室長佐佐木博士、第二室室長松田博士以及生藥部長合田博士。下午，和穐山浩博士討論我的考察研習項目和內容，我表示希望能了解並學習的項目有：GM potato的CTAB抽取DNA方法、GM potato的定量檢驗、定量之精準度試驗樣品之配製方法、其他新GM strain的檢驗研究，日本輸入基因改造食品之管理與監測、日本食品安全性評估之權責機關、組織架構與業務分配、食品中過敏源檢驗的western blot檢驗方法和ELISA檢驗方法、食品中過敏原標示之實施與管理現況，並且若有機會是否可安排拜會厚生省負責GMO管理和標示的相關人士，以及至東京附近其他政府或民間的檢驗室或研究單位參訪。穐山浩博士表示厚生省業務繁忙，並且必須先申請，所以拜會厚生省較不可能，致於其他方面則他願意視情況及時間安排。

七月二十九日（二）：
利用CTAB方法來抽取馬鈴薯DNA，由和久井千世子小姐指導。CTAB方法抽取馬鈴薯DNA之日文實驗程序（protocol），利用實驗空檔翻譯為英文版，如附件一。抽取DNA之馬鈴薯樣品為Shepody（三重覆）、Superior（三重覆）及Russet Burbank（三重覆）三種，三種都是非基因改造之馬鈴薯。Shepody為Monsanto公司研發之New Leaf Y（簡稱NLY）品系（line SEMT15-15）基因改造馬鈴薯之母株（mother strain），Superior為Monsanto公司研發之New Leaf Superior（簡稱NL SP）品系（line SPBT02-5）基因改造馬鈴薯之母株，而Russet Burbank則為Monsanto公司研發之New Leaf Russet Burbank（簡稱NL RB）品系（line BT6）與New Leaf Plus（簡稱NLP）品系（line RBMT21-350）基因改造馬鈴薯之母株。這些馬鈴薯樣品是穐山浩博士與Monsanto公司簽定物質移轉協定（MTA）後，由Monsanto公司提供。DNA抽取之結果如附件二。

在抽取DNA之空檔，我向渡邊敬浩博士請益關於馬鈴薯定量檢驗的研究策略與遭遇之問題，得知日本目前暫以UDP-Glucose Pyrophosphorylase（在所有potato中都是single copy）做為馬鈴薯定量的endogenous gene。並且也獲知目前馬鈴薯的定量檢驗研究上遭遇一困難，即目前仍未能找到一個對於各品種馬鈴薯都有相似定量PCR增幅效率之馬鈴薯endogenous gene（說明如附件三）。很幸運的，這個問題在玉米和大豆的定量上並沒有發生。

七月三十日（三）：
利用ABI 7700進行馬鈴薯之定量實驗，由渡邊敬浩博士指導。今天的馬鈴薯定量實驗其實非真正之定量檢驗，只是要確認昨日抽的馬鈴薯DNA之品質，並且確認Shepody potato有沒有問題，因為兩天前實驗數據顯示發現，原本抽好之Shepody的DNA可以檢出Cry3A（抗蟲基因），所以要確認是DNA污染？還是原來的potato powder 標示錯誤？。由今天的結果證明，原來標示Shepody的potato powder是NLY。關於馬鈴薯定性之primers與probe的序列，屬於機密，無法得知。而此套定量檢驗方法若經精準度試驗及其他試驗證明其正確性及可重複性無誤，將來會申請專利，並由Nippon Gene公司量產販售。定量PCR之配方與反應程式如下：

配方：

· 78.75μL pre mixture＋8.75μL DNA（20ng/μL）

· divide mixture to 25μL to 3 well 

· pre mixture：45μL Universal PCR mastermix＋ 36μL primers and probe mixture

· primers and probe mixture：primers（1.25μM）、probe（0.5μM）

· PCR program：50℃ 2min, 95℃ 10 min, 95℃ 30sec, 59℃ 1min


40 cycles 
　　於實驗操作中，並向渡邊敬浩博士請益馬鈴薯定量方法與定量PCR的研發。首先是primer與probe的設計，偵測GM的primer與probe是設計在偵測 Cry3A gene（NL SP、NL RB、NLY及NLP 四種基因改造馬鈴薯都含有轉殖之外來Cry3A基因，到目前為止，所有的基因改造作物中，只有基因改造馬鈴薯含有轉殖之外來Cry3A基因），偵測endogenous gene則是設計在UDP-Glucose Pyrophosphorylase。所以馬鈴薯的定量是先以Cry3A 專一性的primer與probe做篩選的定量，假如GM含量大於4.5%，則再進行個別GM strain（New Leaf, New Leaf Y, New leaf plus）的定量。（New Leaf strain has 2 lines, BT-6 and SPBT02-05；New Leaf Y strain has 3 lines, RBMT15-101、SEMT15-15 and SEMT15-02＊； New Leaf plus has 3 lines, RBMT21-129、 RBMT21-350 and RBMT22-82）。此外，我也順便問了日本政府現在怎麼執行玉米定量檢驗，如附件四。

關於玉米的定量，渡邊敬浩博士出示一份日本政府對於港口倉儲內之進口玉米（Maize from silo）進行基因改造玉米定量檢測的檢驗數據供我參考，我將數據抄下，如附件五。此一檢驗是今年二月先由神戶檢疫所對進口之NON GM玉米做抽測，共有九個檢測樣品。結果所有的樣品皆檢出含有GM，於是日本政府要NIHS再測一次。渡邊敬浩博士出示之檢測結果即為NIHS之檢驗結果，穐山浩博士於七月中旬在菲律賓的一場APEC會議中發表這個結果。依據該檢驗數據，除了Sample 1 GM含量勉強低於5%（4.88%），其他都超過5%。我問穐山浩博士日本政府怎麼處理這些驗出含有基因改造玉米的進口倉儲非基因改造玉米？穐山浩博士答覆日本政府不能接受這樣的進口非基因改造玉米，除非進口商將這些倉儲玉米改標示成基因改造玉米。但是進口商堅持輸入的都是非基因改造玉米而不願意改標示為基因改造玉米。這是一個非常大的問題，因為每一個Silo都有好幾千噸的玉米，若要求進口商將該些玉米運離日本恐怕引起鉅大的國際貿易糾紛和經濟衝擊。最後日本政府要求進口廠商自己再去做定量確認，如果進口商的檢驗結果小於5%，那日本政府將可能同意該批玉米的輸入！！！

關於馬鈴薯定性的檢驗，日本也新修正了檢驗方法。去年NLY還沒被核准，三個NLY的lines都不准進口，所以定性檢驗的方法設計的detection and confirmation primer是針對NLY strain。今年初日本以經核准RBMT15-101、SEMT15-15兩個lines，所以定性檢驗只需要做SEMT15-02（於考察結束前，SEMT15-02也通過安全性評估）。因此修訂了新的方法如下：（網路上沒有）

· Endogenous gene is UDP-Glucose Pyrophosphorylase：

F-primer（UGPaseo1-5’）：5’-CTC TCC ATA CTC TCT GCT CCT CG-3’
R-primer（UGPaseo1-3’）：5’-CGG CAT CAG CAG GAG AAA G-3’
· Detection primer set（specific for NLY strain）：

F-primer（NLY01-5’）：5’-CAA AAT CCC AGT ATC AAA ATT CTT-3’
R-primer（NLY01-3’）：5’-TGG TTT TGT ATC TTT CTT GTT GCT TC-3

· Confirmation primer set（specific only for NLY SEMT15-02 line）：

F-primer（NLY0201-5’）：5’-TGA AAT TCG ACT AAT TAC AAG TTG A-3’
R-primer（NLY0201-3’）：5’-GCA TCG ATC GTG AAG TTT CTC AT-3

＊  PCR program則援用舊法

七月三十一日（四）：

    利用ELISA方法進行大豆之定量檢驗，由穐山浩博士及板田小姐指導，實驗流程及結果如附件六。食品部第三室現正主辦以SDI “GMO Soya Test Kit”檢測GM大豆之精度試驗，共有20個實驗室參加。NIHS配置了0%、1%及5%的GM soybean sample powder。樣品的寄送是一個月前，今天剛好是第30天，所以今天做的實驗其實是stability validation，是要看sample powder在-20℃保存30天後，GM的含量是不是和剛配置好時一樣。他們稱為『精度管理』。這是因為，參加精度試驗的實驗室，可能在收到樣品後的一段時間才進行試驗。如果樣品的GM含量會因為樣品存放時間而減低（degrade），那精度試驗結果就不準確，所以要針對樣品的stability進行控管和監測。今天的結果顯示，樣品在在-20℃保存30天後，GM含量和剛配置好時沒有差異。穐山浩博士說這是意料中事，事實上精度試驗的困難在於確實地並均勻地調配出各種含量（%）的GM sample powder。至於精度試驗的最終結果，各參加實驗室的檢驗數據目前尚在回收階段，故仍未進行統計分析。
八月一日（五）：

在穐山浩博士安排並完成申請手續後，厚生勞動省橫濱檢疫所檢查中心（Examination Center of Yokohama Quarantine Station）接受我的參訪，同時穐山浩博士也商請和久井千世子小姐伴隨帶路。上午先至NIHS與和久井小姐會面後，至用賀站搭乘東急田原都市線轉大井町線、東橫線至橫濱站，再換乘京急本線至能見台站，最後搭乘計程車於下午兩點抵達橫濱檢疫所檢查中心。由統括檢查官大神田実先生接待，先拜會檢查中心主任中村先生，隨後由大神田実先生開始簡介並帶領參觀檢查中心。

厚生勞動省所轄之檢疫所分布於全日本之港口與國際機場所在城市，主要任務是依據檢疫法來執行輸入貨物及入境人員之檢疫、輸出貨物及出境人員之檢疫申請業務與港灣衛生檢查業務。另外，依據食品衛生法執行輸入食品監測業務。目前全日本共計有13個檢疫本所（Head Quarters Office）、19個檢疫分所（Branches Office）及81個出張所。其中僅有橫濱與神戶（Kobe）檢疫所設有檢查中心，針對各個檢疫所送來之申請輸入貨物或入境人員之檢體進行檢驗。橫濱檢疫所附設檢查中心負責本州島關東地區、北陸地區及北海道各檢疫所送驗檢體之檢驗工作，而神戶檢疫所附設檢查中心負責本州島關西地區、九州、四國及沖繩各檢疫所送驗檢體之檢驗工作（附件七）。橫濱檢疫所檢查中心成立於西元1991年，現在中心所在之檢驗大樓建於西元1995年，2001年3月起增設GMO檢驗室，2003年3月新建之GMO實驗室落成於4月開始啟用。檢驗中心業務包含（1）輸入食品檢査、（2）入境旅客感染症病原體檢査、（3）食品中化学物質分析、（4）基因改造食品檢査及（5）信頼性確保業務等。目前人員共計37人（附件八）。橫濱檢疫所附設檢驗中心建築區分為教育訓練中心、辦公大樓、物理化學實驗室、微生物實驗室及GMO實驗室（附件九）。新落成啟用之GMO實驗室分為六個小實驗室，計有試料調製室、DNA及蛋白質萃取室、PCR反應準備室、定性、定量PCR反應室、電泳室以及驗餘檢體冷凍冷藏保存室（附件十）。

檢查中心負責進口食品GMO檢驗人員共計三人，負責人為統括檢查官大神田実先生。目前檢驗的項目有玉米定性一個品系（CBH 351）、玉米定量五個品系（MON 810、T25、Bt11、Event 176、GA21）、大豆定量一個品系（RRS）、木瓜定性一個品系（55-1），原本執行馬鈴薯三個品系的定性檢驗，因為三個品系都已通過安全性評估，所以馬鈴薯的定性檢驗工作已終止，待厚生勞動省公佈馬鈴薯定量檢驗方法後，將開始執行進口馬鈴薯食品的定量檢驗（附件十一）。


八月二日、八月三日（六、日）： 假日

八月四日（一）：

渡邉敬浩博士告知這禮拜他計畫進行兩項GMO檢驗的研究工作，他為我解說如下：

第一個是測試GM potato NLY和NL plus兩個品系之定量用primer set的efficiency實驗。目前NIHS研發的定量方法中，用於NLY和NL plus定量的5’ primer是同一條(位置在5’ FMV promoter)，但3’ primer不同(位置在個別的抗病毒基因)。兩組primer set對於各自的偵測標的，皆已經證實具有專一性。然而試驗發現，NLY sample可能會影響NL plus primer set的偵測效率，同樣NL plus sample也可能會影響NLY primer set的偵測效率。所以重新配置含有5%的NLY和5%的NL plus的檢體（混在一起），抽DNA後測試各組primer set在NLY和NL plus的混合檢體中的定量是試驗，看結果如何。如果證實另一品系存在會影響然定量，則必須改良另量的方法。

至於為何NLY及NL plus的5’ primer要設計在同一個地方? 渡邉敬浩博士解釋，因為兩種基因改造品系的構築方式，在5’promoter、3’的抗蟲基因(CryIIIA gene)、selected gene及terminator的組成完全相同，只有中間抗病毒基因區間不同，原先設計了跨5’promoter和抗病毒基的5’ primer，但測試結果不好（amplicon太小了），所以改採現在開發的primer set。渡邉敬浩博士說明，他們也設計跨轉入基因和植物基因體間的primer(event specific primer)，所以他們已經可以偵測每一品系的每一種line，而日本政府對GM馬鈴薯的定性檢驗只需做到可以鑑別品系，定量檢驗亦為檢測某品系之含量，故那些event specific的primer暫時成了無用武之地的研發。

目前NIHS已經進行過玉米、大豆及馬鈴薯的定量精度試驗，PCR方法和ELISA方法都有，PCR方法定量共有23個實驗室參加。含有5%的NLY和5%的NL plus的檢體之DNA抽取使用用三種方法，包括CTAB法、QIAGEN DNeasy plant MINI法，以及QIAGEN DNeasy plant MAXI法（後者為NIHS公佈的方法），因為馬鈴薯的定量精度試驗並沒有限制參加的實驗室使用何種方法抽取DNA，所以NIHS必須針對每一種方法抽取的DNA進行檢測，並評估不同方法抽取之DNA的定量結果。

另一項工作是新一回合的玉米定量精度試驗準備工作。今天開始NON GM玉米磨粉作業（GM玉米檢體磨粉已完成），日後要配製各種GM比例含量的檢體。配製各種比例含量NON GM的玉米是使用巴西進口的NON GM玉米，是純度99%以上的NON GM。為何要用巴西進口NON GM玉米？，渡邉敬浩博士說這是日本政府決定的，他們向日本政府表示因玉米定量檢驗研究需要純度高之NON GM玉米，請求日本政府協助取得適當之檢體，於是日本政府即從進口之玉米中選擇，並要求進口商提供予NIHS。於是NIHS最後就得到進口商提供之99%以上的巴西進口NON GM玉米。在磨粉前，必須要先以肉眼挑選。這一批玉米檢體很髒，除了沙粒外，竞含有少量黃豆！渡邉敬浩博士先把異物挑出，再挑選出完整的玉米粒約500公克，以Retch MM100磨粉機（德國）進行磨粉。
 
八月五日（二）：
以CTAB法抽取馬鈴薯之DNA，並測量DNA濃度。以CTAB法抽取馬鈴薯之DNA濃度約在200 ng/ul（附件十二）。去年考察所攜回的抽馬鈴薯DNA的protocol（使用QIAGEN DNeasy Mini kit）為基因改造馬鈴薯之定性檢驗用。根據NIHS的實驗結果顯示，以Mini kit抽馬鈴薯DNA，可能因DNA品質上的差異，與QIAGEN DNeasy Maxi kit抽的DNA，兩者定量結果不同，（Maxi kit抽的DNA 定量值較準確，Mini kit抽的DNA定量測出的GM含量偏低）。此外以CTAB方法抽取之DNA定量檢驗也很準確，並且，CTAB方法比QIAGEN DNeasy Maxi kit成本低很多。所以NIHS即以CTAB方法為馬鈴薯定量檢驗之DNA抽取方法。

目前厚生省公佈的GM定量檢驗方法中（目前只有玉米用定量PCR方法，大豆是用ELISA方法進行定量檢驗），抽取DNA的方法有silica gel membrane（就是QIAGEN Mini kit）、CTAB法和silica resin（是Promega kit，此乃依照定性檢驗中抽取DNA之方法，但是NIHS從未探討各種方法抽出的DNA進行定量的差異性）。公佈的方法中並無QIAGEN DNeasy Maxi kit的方法，也沒有Genomic tips（只用於抽加工食品的DNA的定性檢驗）。然而，農林水產省目前則是使用QIAGEN DNeasy Maxi kit抽取之DNA進行定量PCR檢驗。經向渡邊敬浩博士詢問抽取DNA方法不一致之原由，回答如下：「因為厚生省考量其轄下的檢疫所要進行大量的進口食品檢查，用Maxi kit抽取DNA成本太高，面對大量的進口檢驗案件，是龐大的費用負擔，故選擇使用成本較小的Mini kit。」

現在 NIHS也發現同一批GM大豆用Mini kit抽DNA做定量結果會比用Maxi抽的DNA測出的較低的GM含量（Maxi kit的結果比較正確的）。這樣的結果並沒有立即促使厚生省把大豆定量檢驗的DNA抽取方法改成用Maxi kit，但是正進行探討兩種大豆DNA抽取方法的量差異性。NIHS已經進行將大豆的DNA用Maxi kit抽出，接著和AP1及AP2 buffer（兩種kit皆使用相同之buffer，但萃取管註不同）混合，然後用Mini kit 的萃取管註（column）回收。近日將進行定量檢驗，比較Mini kit 的萃取管註（column）回收的回收率是不是不佳。
八月六日（三）：
今天開始與穐山浩博士討論有關學習食品中過敏原之檢驗與了解日本有關食品中過敏原的檢驗政策及執行。穐山浩博士給我一份日本厚生勞動省醫藥局食品保健部長公告的「アレルギー物質を含む食品の檢查方法について」（附件十三）參考。這是平成14年（2002年）11月6日由厚生勞動省醫藥局食品保健部長發函各地方行政首長及地方衛生檢驗單位的一份官方版食品中過品原檢查方法，除了日本政府研擬之五種食品中過敏原的檢驗方法外，並且包括檢驗結果評判方法及違規處置標準等，非單純的檢驗流程檢。我取得後即利用實驗及工作空檔閱讀翻譯，由於不諳日文，僅能就文中漢字並以外來語之平假名字母發音推測其原英文字方式慢慢解析理解，遇有不明處再向日方人員詢問與討論。今日翻譯及整理如附件十四。

下午厚生勞動省有一位專門官中村泰久博士和一個過敏症治療醫師(不知名字)來穐山浩博士實驗室視察與學習食品過敏原ELISA檢驗之真實流程。中村泰久博士與我曾互相自我介紹並短暫對話。中村泰久博士原本於WHO任職，從事食品標示（labeling）方面的工作，今年七月才剛回到厚生勞動省醫藥食品局食品安全部基準審查課任職。中村泰久博士目前在後生省亦負責包括GM Labeling及食品中過敏原Labeling的管理業務。中村泰久博士表示，目前日本政府公佈的五種主要過敏原檢驗方法，是先以ELISA去篩檢食品檢體是否含雞蛋或牛奶成分，目前的方法可使用兩種不同公司的ELISA 套組。根據各地方衛生檢驗單位以該方法實際操作，回報指出，以兩種不同公司的ELISA 套組檢驗同一個檢體，常常得到不一致的結果，造成各地方衛生檢驗單位判定檢驗結果上的困擾，所以厚生省必須檢討公佈的檢驗方法並重新修正。因此，他雖然是負責Labeling的行政業務，但仍有必要了解現在公佈的方法之檢驗流程以及實際操作上的問題，所以來穐山浩博士的實驗室觀看整個ELISA實驗之操作。我則向中村泰久博士表示，若有時間，希望能製厚生省拜訪並了解日本在食品過敏原及GM標示的執行現況。
八月七日（四）：
觀摩和久井小姐與坂田小姐以100%之 Non GM玉米（8/4磨粉之巴西進口非基改玉米）及100%之 MON 810玉米粉末樣品配製5%之MON 810樣品。其依據之標準配製流程乃是NFRI開發，配製場所必須是在低污染可能性之場所（最好是隔離、無空調之場所），為求配製之樣品GM均勻分布，故配製過程繁瑣耗時。操作之步驟流程皆有攝影，另擇日整理。

於觀摩混合調配檢體過程空檔則翻譯穐山浩博士所著「アレルギー物質を含む食品の檢查方法について」（食品衛生學雜誌，第44卷，第二號，J-168~J-177）部分內文（附件十五、十六）。

八月八日（五）：
與渡邊敬浩博士一同進行利用馬鈴薯定量檢驗試驗。因為NLY與NLP的定量PCR檢驗使用同一條5’ primer，故本試驗目的在測試NLY與NLP定量檢驗時，各品系自己的primer set是否因另一個品系DNA存在而受影響。實驗結果顯示，NLY與NLP的定量使用同一條5’ primer進行定量PCR，另一個品系存在不會干擾定量結果。實驗方法及結果如附件十七。

實驗中與渡邊敬浩博士請教使用不同的DNA抽取方法所得之同一批玉米檢體之DNA進行定量檢驗，定量結果是否有差異，以及不同方法抽取之檢體DNA，CV值如何套用的問題。渡邉敬浩博士表示，現在厚生省用的CV值是用QIAGEN DNeasy Plant Maxi Kit方法抽的DNA決定的，Maxi Kit抽DNA做定量檢驗也是目前惟一經過共同試驗驗證的（去年由食品總合研究所主辦，結果並於AOAC發表論文兩篇）。然而，厚生省公佈的方法卻不包含QIAGEN DNeasy Plant Maxi Kit之方法，且根據目前所得之實驗結果，顯示使用Mini kit抽的DNA，然後套用以Maxi Kit方法抽的DNA定出的CV值，會得到含量較低的GM含量檢測值。厚生省公佈的檢驗方法中不使用Maxi Kit抽取DNA，其原因是厚生省考量Maxi Kit的成本太高，若將來案件量激增，恐怕檢驗費用之財政負擔過鉅，故屏除之。厚生省公佈的方法中亦含CTAB方法。根據實驗結果，CTAB
法抽的DNA品質與Maxi Kit抽的相似，使用同一個CV值所得之定量檢驗結果亦相似。然而，因為該法抽取過程複雜耗時，且使用有毒之有機溶劑，所以橫濱檢疫所檢查中心做GMO定量檢驗時，並不使用CTAB法抽的DNA，而是使用Mini kit。這當然也意味該中心定量檢驗數值可能不正確！
八月九日、八月十日（六、日）： 假日
八月十一日（一）： 
今天由坂田小姐帶領我操作食品中過敏原檢驗之Western blot實驗。首先，先由我至研究所附近超級市場選購成分中含有雞蛋及成分中含有牛奶的檢體各一種，攜回實驗室先登記商品名及產品標示等資料。然後取適量檢體粉碎磨粉，秤取兩克粉狀檢體進行均質化並調整均質液酸鹼度後，以濾紙過濾均質液。濾液與緩衝液（loading buffer）混合後於100℃水浴變性5分鐘，最後將變性處理之檢液冰存於4℃，待隔日椄續下步驟SDS電泳及轉漬（transfer）之操作。（附件十八）

實驗操作空則利用時間閱讀穐山浩博士提供之兩篇基因改造馬鈴薯定性檢驗之論文，該論文發表於日本食品衛生學雜誌（附件十九、附件二十）。我將論文中所載使用於基因改造馬鈴薯定性檢驗之偵測引子整理如附件二十一。
八月十二日（二）： 

　　接續昨日Western blot實驗SDS電泳及轉漬（transfer/blotting）之操作（如附件二十二）。轉漬後即進行一次抗體雜交、二次抗體雜交以及呈色反應。當酵素受質加入後經十五分鐘避光反應，已經初步可以看到實驗結果，但真正確定之結果需待blotting membrane避光隔夜自然蔭乾。

　　

實驗操作空檔則利用時間整理日前觀摩各含量GM樣品之配製混合方法(附件二十三)，並翻譯日文標準流程（附件二十四、二十五）
八月十三日(三)：
　　觀察食品中過敏原檢驗之Western blot實驗之最後結果，Sample 1驗出Ovoalbumin及Casein，故成分中含雞蛋及牛奶。Sample 2驗出Ovoalbumin、Ovomucoid及Casein、β-lactoglobin，故成分中含雞蛋及牛奶（如附件二十二結果部分）。

　　

日前將日本食品中過敏原檢驗方法翻譯以電子郵件回傳國內，其中雞蛋及牛乳（動物性食品）之檢驗方法皆為Western Blotting(檢驗蛋白質)方法。關麗卿研究員來信詢問日方於動物性來源食品是否有開發PCR檢驗方法，關於此，因動物性食品需考慮基因的組織特譯性表現（tissue-specific expression）故檢驗DNA之方式本無利用可能。以下就動物性食品及植物性食品之過敏原檢驗分析如（附件二十六）。 

八月十四日(四)：
有關精度試驗各百分比GM玉米及GM大豆樣品的配製，今天與渡邉敬浩博士初步請教日本所使用之Non GM之玉米及大豆。得到回覆為如下：　　　　

NIHS目前經由兩個管道取得配製精度試驗樣品之Non GM玉米，一是NIHS向リヨーコクツヨラツ公司（日本種子進口公司）購買，為美國進口之Non GM玉米。另一個是NIHS向日本政府要求協助取得，日本政府送來的巴西進口99%Non GM玉米（我之前也提到他們正從這批巴西玉米中，挑出雜質，其中還有黃豆）。

配精度試驗的樣品的Non GM材料選擇，首先以本土生產、其次以產量或輸入量最大的品種為優先考慮。這是因為日本沒有研發以本土品種為母系之基因改造作物（目前沒有，政策上以後也不會。然而，據了解目前日本並不限制日本農民種植外國之基因改造作物），所以必須嚴格監測日本本土種食品與GM食品混合。其次，以產量及輸入量作為考慮之原因則是，產量及輸入量大代表該品種日本民眾使用量大或使用率高，故應優先監測是否有GM的污染。接著則需針對這些Non GM材料進行「raw copy number」（endogenous gene copy number）的測試，檢測其值是否與要調配的GM strain相似。

根據日方研究測試結果顯示，目前的GM玉米（GA21、MON 810、Bt11、Event 176、T25）raw copy number都很接近，所以只要找一種raw copy number也接近的Non GM即可。因為日本沒有本土種玉米，所以Non GM玉米只能使用輸入的外國玉米。這方面NFRI 測驗了多種不同的Non GM玉米，最後選擇了其中之一，並用這個品種的Non GM玉米配製樣品進行去年舉辦的collaboratory study，故NFRI對於各種玉米的raw copy number以及選擇哪一個Non GM玉米比較清楚。

至於大豆，雖然目前只有一種GM品系（RRS），但所有日本本土種大豆的raw copy number與RRS大豆差異很大，後來也是由NFRI測驗了幾個輸入品種後，選用美國進口的大豆當Non GM。

關於NIHS目前所獲得的巴西進口Non GM玉米，將使用來調製精度試驗各品系各種百分比之玉米檢體，因此會先檢測其raw copy number。
八月十五日(五)：
關於食品過敏原檢驗，向穐山浩博士詢問日本為何以及如何選擇五種過敏原做為法定強制標示之過敏原？穐山浩博士回答整理如下：

(1) 由厚生省邀集過敏症醫師對日本國民過敏症做臨床調查統計，考量盛行率、一般日本人飲食習慣及過敏症嚴重性來選擇。

(2) 雞蛋、牛奶及小麥是造成過敏症的前三名（附件二十七）。

(3) 花生和蕎麥雖然引起過敏症的盛行率不是太高（比蝦及水果類低，附件二十七），但是有些患者會有嚴重的過敏症狀，甚至死亡。因此選擇其為強制標示之過敏原。

(4) 魚類是盛行率第四名（附件二十七），但是由於種類繁多，很難分辨是哪一種魚（對某一個人）造成過敏。事實上，魚類食品也區分部位食用，例如，到底是吃鮭魚肉會過敏、鮭魚卵、鮭魚生殖腺（日本食品）會過敏？還是根本是水產腐敗時產生的高量組織胺，或其他的胺類化合物造成過敏？這很難去定義出一個確定的過敏原來標示及做檢驗。所以只能把這些放在建議標示裡頭。

(5) 十九個建議標示過敏原是：Abalone（鮑魚）、Squid（烏賊）、Salmon roe（鮭魚生殖腺）、Prawn（蝦類）、Orange、Crab、Kiwi fruit、beef、Walnut（胡桃）、鮭魚、Mackerel（鯖魚）、大豆、起司、雞肉、豬肉、Matsutake（蕈類）、桃子、Yam（山芋）、蘋果及Gelatin（明膠）。

(6) 日本是全球第一個執行法定強制標示過敏原政策的國家，沒有其他可以參考的先例，在食品中過敏原檢驗方法開發現況上，目前全球亦沒有可供檢驗其他更多食品過敏原的檢驗方法和策略被提出，所以目前僅以五個食品過敏原作為強制標示標的，以後再視衛生保健需求及檢驗研究成果來增加應標示的食品過敏原。
八月十六~十七日(六~日)：　假日
八月十八日(一)：
　　繼續翻譯食品中過敏原檢查法（附件二十八）。五種主要過敏原強制標示是平成十三年(2001年)開始實施的。去年十一月厚生省公佈過敏原檢查法  所以地方衛生機關始有檢查法依據以及有過敏原的檢驗方法。但是厚生省並沒有規定商品要如何做標示  所以標示並無統一格式。

八月十九日(二)：

　　　向穐山浩博士商請提供New Leaf potato樣品，穐山浩博士應允提供粉末樣品於我，由我自行在日本實驗室完成抽DNA，抽出的DNA可攜回。New Leaf potato DNA抽取如附件二十九。

抽取DNA空檔繼續向穐山浩博士請益有關食品中過敏原之檢驗。日本之過敏原檢驗方法中，植物性食品過敏原如小麥、喬麥與花生，是以PCR方式為檢驗方法。小麥的偵測標地基因是triticin precursor，蕎麥是Specific allergen protein，而花生則是Agglutinin。PCR的primer pairs為目前日清製粉公司正在申請中之專利。這些primers的序列，原本日清製粉公司拒絕公開，但在厚生省發佈各地方檢驗單位的食品中過敏原檢查法中，primers的序列是清楚列出的。穐山浩博士說這是他要求日清製粉公司必須讓這些序列公佈出來，而日清製粉公司則要求在該檢查法中必須註明PCR的primer pairs正在申請的專利，並且僅公家機構或受公家託付之機構，可以使用於食品中過敏原檢驗，如果是其他機構或其他目的之使用，必須先洽日清製粉。

另外，翻譯食品中過敏原檢查法之食品中過敏原檢查結果與處置判斷樹（附件三十）。
八月二十日(三)：

　　以定性PCR對昨日抽取之New Leaf potato之進行確認檢驗（附件三十一）。Primer pair是日方未公開之primers，無法知悉其序列。

　　與渡邊敬浩博士討論不同DNA抽取方法對定量檢驗的影響。有關日本對以不同DNA抽取方法進行定量檢驗所發現之問題，簡述如下。

在定性檢驗方面，不論是以QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit、QIAGEN DNeasy Plant Maxi Kit或CTAB法抽取DNA，所得之DNA做定性檢驗都可以獲得正確檢驗結果。在定量檢驗方面，日方發現用Mini kit抽取之大豆DNA進行定量檢驗，獲得之檢測值比以Maxi kit抽取之大豆DNA之定量檢測值低。這個問題， NIHS這邊已進行實驗，將Maxi kit抽的大豆DNA（使用Maxi column），與AP1及AP2 buffer混合，然後用Mini Kit的column elute，測試 Mini Kit column的DNA回收率。欲以此來驗證Mini kit抽DNA的efficiency（8/5）。結果，其回收率相當低。所以也不用再繼續做定量，去測試原本有很好的訂量結果的DNA，在通過Mini column後的定量效果。因此，可以肯定兩種column對DNA的抽取回收率不同（亦可能造成所得之DNA性質上有差異）。

這個結果表示，以Mini Kit抽取DNA做定量檢驗可能會發生檢驗值不正確的問題。在目前厚生省所公佈的方法裏，大豆、玉米之定量，其定量用DNA是以Mini kit或CTAB方法抽取。原擬的馬鈴薯定量也用Mini kit或CTAB抽取DNA，同樣地，以Mini kit抽取之馬鈴薯DNA，經實驗也發現定量上會低於以Maxi kit抽取的DNA。（公佈檢驗方法中，以Genomic tip方法抽取DNA只用於加工食品之定性。目前厚生省不做加工食品的定量檢驗研究，檢疫所方面也不對進口加工食品，即非原料用途之加工食品做GM定性定量檢驗工作，只是書面審查）。

目前日本各檢疫所等檢驗單位實際上對進口大豆進行定量檢驗，是使用SDI公司的ELISA kit，不需要抽DNA。進口馬鈴薯則尚未開始做定量檢測，所以無Mini kit抽取DNA影響定量檢測值致不正確檢驗結果的問題。但是，進口玉米的定量檢驗方面，除了CBH 351品系只需要做定性檢驗外（用 ELISA kit），其他品系之玉米，至今皆以Mini kit抽取之DNA做定量檢驗，於是Mini kit所抽取之玉米DNA，在定量檢驗上是否如大豆及馬鈴薯有低估含量之影響，對於正確的檢驗結果就相當重要了。日方目前還沒這方面的報告，也還沒真正進行試驗比較驗證。渡邊敬浩博士表示這問題必須要釐清，比較試驗也計畫要執行。

在7/30的報告提到的厚生省今年初曾針對九個進口玉米倉儲做GM定量（先由厚生省神戶檢疫所的Examination center檢測，然後NIHS再做確認），定量結果幾乎全部超過5%（4.88~6.51%）含量，那一次定量檢驗的DNA樣品即以Mini kit抽取。假如用Mini kit抽玉米DNA會造成低估GM含量的結果，那麼真正的GM含量一定更高！！！！！ 

在大豆的結果出來後，加上之前馬鈴薯的實驗結果，渡邊敬浩博士準備向厚生省報告，建議在大豆定量方法上，刪除用Mini Kit抽DNA，增列Maxi Kit抽DNA的方法。而在馬鈴薯的定量方面，也將改以Maxi Kit取代Mini Kit。以如果證明Mini kit抽的玉米DNA也會造成定量值大幅下降，那玉米定量抽DNA的方法也會刪除用Mini Kit抽DNA，增列Maxi Kit抽DNA的方法。
八月二十一日(四)：
　　與渡邊敬浩博士詢問日本GM馬鈴薯的定量研究。GM馬鈴薯的定量用primer and probe set已經研發試驗完成，研發人即為渡邊敬浩博士，但研發資訊目前屬於『日本基因改造食品檢驗研究團隊』機密，並正由該團對準備申請專利事宜，故渡邊敬浩博士無法透漏primes及probe之序列。在實驗方面，日方正準備進行GM馬鈴薯精度試驗。目前最大的障礙是GM馬鈴薯樣品調製。關於日本GM馬鈴薯之定量檢驗研究，整理如下附件三十二。

　　

八月二十二日(五)：　

  　今日是NIHS考察的最後一日，沒有安排實驗操作或觀摩，僅與日方人員就與考察相關議題討論詢問，並蒐集影印文件及資料。

一、關於日本之輸入食品的定量檢驗，考察期間與穐山浩博士及渡邉敬浩博士訪談後，整理如下：

目前厚生省不對加工食品進行定量檢驗，檢疫所也不對進口加工食品（非原料之加工食品，例如玉米片、洋芋片等進口零石）進行GM定性或定量檢驗工作，只是書面審查。原則上，檢疫所對於進口食品原料（諸如大豆豆粒、玉米穀粒、馬鈴薯切片、薯條等半成品）會進行未核准GM的定性檢測，而進行已核准GM的定量檢測。但是有例外，如木瓜。目前55-1木瓜尚未核准，所以所有進口木瓜要做定性。一旦55-1木瓜獲得核准後，進口木瓜就不做55-1的定性了，而且也不會進行定量檢測。因為木瓜是整顆進口的，沒有GM含量的問題（是GM木瓜則一定整顆木瓜都含GM成分，故做定性即可）。而其他進口木瓜產品只有木瓜乾和木瓜罐頭，但是因為是加工食品，不是原料食品，所以不用做輸入的定性或定量檢驗。

馬鈴薯則是另一個例外，日前日本已經核准最後一個line的New Leaf Y馬鈴薯，所以進口馬鈴薯原料也不用做定性檢驗了，但是因為目前厚生省還沒公佈馬鈴薯定量檢驗方法，所以檢疫所也還沒開始對進口馬鈴薯原料最定量檢驗。由於日本對於境外的病蟲病原進入日本之管制相當嚴厲，所有含土的農產品都必須加以處理才能進口。因此輸入日本的馬鈴薯原料，只能是去皮、切片或切丁而且無法再生長栽種，也就是說，完整的馬鈴薯不能輸入日本。也因此在日本，馬鈴薯不像木瓜，因為是整顆完整的輸入而不必做定量，待厚生省完成馬鈴薯定量檢驗方法公佈後，檢疫所即會開始對進口馬鈴薯原料進行。

至於進口之加工食品，厚生省只是進行書面審查，進口商必須說明使用之原料，含有未核准的GM則不准進口。如果原料使用或含有已核准的GM，且含量超5%，進口商必須對該商品進行標示，但該食品標示與否並不影響輸入准駁，一樣可以進入日本市場，但是日本政府將依照GM標示法規（依據Sanitation Law）對進口商施予懲罰。這是在進口商誠實說明使用GM原料以及其比例的情況，但通常進口商不會特別說明原料是否為GM或含GM，且通常進口商根本不清楚原料是否為GM或含GM。穐山浩博士說厚生省目前只進行輸入食品原料的GM檢驗，不包括加工食品。雖然厚生省有食品標示業務（依據Sanitation Law），但農林水產省除了負責市場中食品的GM檢驗、監測外，也執行食品標示業務（依據JAS Law）。目前農林水產需要做市場中加工食品的GM檢查，也因此NFRI才需要研發加工食品的定量檢驗方法，而目前厚生省不做加工食品定量，NIHS也沒進行相關檢驗方法研發。

厚生省和農林水產省的GM標示，是使用同一個系統。至於，對於錯誤標示為不含GM之加工食品（實際上使用未核准的GM，或是GM含量高於5%），日本政府如何去檢查管理？因為NIHS非執行行政管理業務，故穐山浩博士不清楚。關於這方面，他表示現在日本應該主要由農林水產省處理。

關於厚生省不做加工食品定量的原因，穐山浩博士解釋有如下幾點：

1. 加工食品往往含高糖或高油脂，DNA萃取困難度高，並且在高度加工後DNA加工後，斷裂成小片段，影響PCR反應，定量困難。

2. 加工食品可能同時含有多種原料（如大豆、玉米、馬鈴薯），如何決定GM含量，也是一難題。

3. 研發或執行加工食品的定量檢驗，成本相當高。

4. 厚生省負責與人體健康有關的業務，並以與人體健康有關之食品安全問題為重心，未核准之GM，不准進口與使用乃因為對其安全性方面恐有疑慮。已經核准的GM，已無安全性方面的疑慮，因此對已經核准的GM的定量檢測，已非迫切必要的工作。

基於上述原因，目前厚生省不做加工食品定量檢驗，NIHS也沒進行相關檢驗方法研發。

有關厚生省及農林水產省權責分配如附件三十三。有關日本GM食品之監測如附件三十四（渡邉敬浩博士授知）。

二、關於日本目前基因改食品安全評估之權責機關（附件三十五）簡述如下：

　　日本有關食品安全之業務歸屬在今年七月後有重大改變，食品安全性評估、食品安全政策及其管理業務由藥物管理及食品衛生會議移轉至內閣府七月一日新成立之食品安全委員會負責。有關基因改造食品之安全性評估業務亦移轉由內閣府食品安全委員會負責。

有關日本食品安全業務之主管機關的變動，乃是因為去年日本爆發本土牛隻感染狂牛症（BSE），對日本食品安全造成重大威脅，日本政府對此極為重視，故將食品安全性評估、食品安全政策制定及其管理業務調整，由專門負責日本緊急事件應辯遍及重大政策制定之內閣府成立食品安全委會來負責食品安全工作。

新成立之食品安全委員會編製包含八位食品安全委員（其中，四位為常任委員，任期三年）、十三個專門調查會（各專門調查會由食品安全委員會於食品安全相關事件發生時召集並聘任數位專家、學者、民間人士組成），此外還有一個常設事務局（54人）。食品安全委員會執行業務可以請求各省內閣協助並配合。

八月二十三日（六）：

　　利用最後停留日本最後一個假日，考察一般食品賣場之食品過敏原標示情形。考察結果發現超級市場販售之所有食品，包括各式零食冰品，包裝即食食品（便當、沙拉）、罐裝飲料、調味醬料等，皆清楚標示（附件三十六）。

整理其他考察研習中取得之資料，包括學術論文一篇（如附件三十七）與保健の科學雜誌第45卷（2003年第3號）食品過敏原特輯（如附件三十八），及食品產業中心於2003年3 月出版之各國基因改造食品標示制度調查（見本出國報告part I林澤揚報告附件十八）。

整理行李。
八月二十四日(日)：　歸國

於上午10點離開下榻旅館。自行搭車至成田機場，搭乘長榮班機歸國。

參、心得與建議
1、 檢驗研究所需標準品及相關資訊取得

去年至國立醫藥品食品衛生研究所考察時，已察知關於基因改造作物完整詳細之資料與標準品，國立醫藥品食品衛生研究所可經由日本政府，向進口商或生產商要求交送一定數量之標準品或必要資料。今年再度向穐山浩博士詢問更詳細之情形。穐山浩博士告知，國立醫藥品食品衛生研究因業務上需要取得特定檢驗研究用之原料時，研究人員可以向日本政府請求協助。日本政府會尋找並聯繫適當之可提供者，並要求該可提供者與國立醫藥品食品衛生研究聯繫接洽物質轉移事宜。過去在基因改造食品標準品取得上，曾有提供之廠商要求簽定物質轉移協定者，穐山浩博士確實也曾簽署物質轉移協定，並且於簽署後順利取得足量之標準品與詳細之資料。然而，依據該協定，若研究使用該移轉物質或資訊，穐山浩博士於發表研究論文前，需知會物質提供廠商。雖然至今未遇論文的發表或公開，在知會廠商後遭到不准於發表之主張或其他限制，亦未有廠商主張分享該研究成果歸屬之情事發生，但穐山浩博士與國立醫藥品食品衛生研究所方面，對物質移轉協定之拘束已感不妥與不便。因此，穐山浩博士表示，今後若無必要將不再簽署此類協定。標準品及資料之獲取，將盡量謀求以無須簽定任何協定方式取得，例如，穐山浩博士今年即購置BECKMEN之定序儀一部，準備自行訂序獲取基因改造食品之DNA資訊，如此一來，基因改造食品之檢驗研究只需取得標準品，再藉由資料庫即文獻查詢蒐集基礎資訊後，即可自行訂序來獲基因改造食品詳細之DNA資訊，無須請求廠商提供DNA資訊。此部定序儀正好於我考察期間裝設完畢。

二、檢驗研究工作與檢驗工作分屬不同業務單位

精確之檢驗方法建立，研究人員需投注相當精力。厚生勞動省轄下日本國立醫藥品食品衛生研究所專職研究工作，故其以國家衛生政策所規劃之檢驗研究與方法建立為首要任務，例如基因改造食品檢驗方法之建立、食品過敏原檢驗方法之建立等。而檢驗工作方面，如厚生勞動省轄下之各檢疫所，其工作為純粹之檢驗及檢疫工作。檢疫所乃依據依國立醫藥品食品衛生研究所擬定之檢驗方法進行檢驗工作。因此，檢驗研究工作與檢驗工作在日本是區分由不同業務單位執行。目前，本局檢驗研究人員業務除包括一般查驗登記、市場調查及研究（據了解，日本這方面業務屬於農林水產省消費技術中心）、方法開發建立等工作。同時兼顧多項業務，工作效率與成果勢必低於專務一事。然而，此乃本局法定業務組織編制規定，惟若能於業務上做適當調配，使人員在一定期間內得以專注於研究工作，研究成果之提昇以及研究工作順利完成，應為可期。故建議任務分配上，應可儘量做此分工之調整與安排。

三、實驗室儀器設置

良好之實驗環境與適當必要之儀器，為研究、檢驗工作順利進行之要因。本局基因改造食品檢驗研究所需之儀器，自九十年起陸續購置各型同步定量儀、DNA定序儀、研磨機、冷凍乾燥機、各型離心機、PCR儀器、冷凍冷藏設備、核酸濃縮機、溫控振盪器及其他各式實驗儀器器材，並且規劃分子生物實驗室、PCR及電泳室、定量PCR配製室、冷凍冷藏設備室等專區，供基因改造食品之檢驗研究及其他分子生物實驗使用。目前在儀器及空間上等硬體環境上，已略優於國立醫藥品食品衛生研究所（因其建築老舊空間狹窄），並也相當齊全，但仍有缺乏。如缺少大型高速離心機（可離心50 mL或更大容積離心管、離心瓶）、操作簡便並精準之核酸濃度測定儀等實驗儀器，應再陸續添購以補實驗所需。

在新儀器的獲取與設置方面，此次至國立醫藥品食品衛生研究所考察發現，許多儀器是向廠商借用，或是以分期付款方式購買。穐山浩博士表示，由於預算上的限制，大多數高價機器無法以一次付清價款方式購置。而且如前所述，國立醫藥品食品衛生研究所主要任務是檢驗方法開發擬定，故某一檢驗項目的檢驗研究及方法開發，也許需要利用到某一種特殊儀器，當方法研發擬定完成，由厚生省公佈施用後，後續檢驗監測工作乃由檢疫所或各地方衛生檢驗機構實施，國立醫藥品食品衛生研究所並不從事檢驗工作，亦即檢驗方法開發完成後，適用於該檢驗項目之儀器或許將不再使用，或者暫時無應用之餘地。基於節省國家預算、考量儀器之有效利用及設置空間，國立醫藥品食品衛生研究所對於價格高昂且非一般實驗經常使用之儀器，往往考慮與廠商洽談借用或租用，待完成需要該儀器之工作後返還廠商。此一做法，頗值得借鏡，尤其在實驗室空間有限，且可以節約研究預算上，必有其益。

四、結合各研究機構、檢驗機構、生技廠商貫徹管理政策並發展產業

此次赴國立醫藥品食品衛生研究所考察，亦利用與穐山浩博士及渡邉敬浩博士討論時，了解日本基因改造食品檢驗研究模式。據了解，目前日本基因改造食品的檢驗有一個團隊（group）包括國立醫藥品食品衛生研究所（NIHS）、食品總合研究所（NFRI）、Nippon gene（生技廠商）、農林水產省消費技術中心、農林水產省種苗中心、FASMAC（生技廠商）、ASAHI（啤酒公司）、日清（食品公司）、CALBEE（食品公司）、House（食品公司）、ABI日本分公司、冷凍食品檢查協會、食品環境檢查協會、日本食品分析中心等等政府、財團法人及民間公司，共同進行GMO檢驗方法的開發，其中以NIHS、NFRI、農林水產省消費技術中心、Nippon gene、FASMAC為核心團隊（core team）。

檢驗方法研發及擬定屬NIHS（屬厚生勞動省，純粹公家機構）及NFRI（屬農林水產省，為具有半官方色彩之研究單位）的職責，亦即負責設計Primers及probes、決定PCR condition以及進行CV test、collaboratory study 和performance test（含ELISA方法）等。Primers及probes的設計與其序列等機密資訊皆交由core team管理。其製備則是由core team分別委託FASMAC及ABI製作primer與probe。其他的單位則是提供技術及物質支援，如Nippon gene開發並提供Standard material及NTC；FASMAC提供primers合成等；ABI提供probes合成、定量PCR操作技術、PCR配方改良等。任何有幫助的機構或公司都可能被接納入檢驗研發個團隊，如今年六月在新橫濱剛蓋好並啟用新檢驗中心大樓的財團法人冷凍食品檢查協會，是去年剛加入的。最後，GMO檢驗方法研發後則是交給Nippon gene、FASMAC等公司去商品化和行銷。

在智慧財產權歸屬與運用方面，現在日本GMO的研發成果申請專利後，專利擁有人（patent holder）是前述的core team，亦即NIHS、NFRI、Nippon gene、FASMAC及農林水產省消費技術中心共同持有。原本NIHS也是專利共同擁有人之一，但是因NIHS屬於公家機關，在研發成果管理、運用及利益歸屬事項執行上，礙於繁瑣之法規與行政公文程序，常無法迅速配合其他專利共同擁有人。穐山浩博士表示為避免麻煩以及阻礙專利之運用，故NIHS決定放棄持有專利。所以現在NIHS不擁有那些研發專利，但專利發明人就是原研發人員，如度邊敬浩博士還是基因改造馬鈴薯檢驗方法專利的研發人員之一。

由上所述，日本在發展整個基因改造食品檢驗研究上，乃是結合諸各相關公私立研究及檢驗單位、生技公司、食品工廠之力，除了配合日本政府之基因改造食品管理政策外，將生技公司納入，可發展國內生技產業，並在基因改造食品之檢驗技術上，形成強有力的商業競爭力。而將眾多民間檢驗機構納入，亦可讓這些檢驗機構提早具備執行檢驗能力，以勝任監測檢驗工作。將食品公司納入，則可以使基因改造食品管理政策（含量標示管理）自食品生產源頭加以控管，亦即食品廠商在生產前後，將具備能力選擇原料、檢測製成品，避免不實標示之產品流入市場，造成消費者恐慌並徒增國家管理及檢驗成本。

如日本此一貫徹管理政策以及發展科技產業、保護傳統食品產業之模式，值得吾人參考。

五、日本之食品中過敏原檢驗研究與標示現況

日本於2001年4月1日起實施食品與食品添加物中五種主要過敏原之強制標示制度。此外，十九種次要過敏源之標示則列為建議標示項目。為配合五種過敏原的強制標示政策，國立醫藥品食品衛生研究所即被賦與建立檢驗方法之職責，由食品部第三室負責食品過敏原之檢驗研究與方法研擬。2002年7月第一次至國立醫藥品食品衛生研究所考察時，食品部第三室已完成五種主要過敏原之檢驗方法擬定，並且檢驗方法已在厚生勞動省最後之審議階段。2003年11月6日由厚生勞動省醫藥局食品保健部長公告食品中過敏原檢查法「アレルギー物質を含む食品の檢查方法について」（如附件十三），並函送各地方行政首長及地方衛生檢驗單位。此份官方版食品中過品原檢查方法，即為各地方政府及衛生檢驗單位據以實施市場監測之過敏原檢驗、檢驗結果評判及違規處置之標準。今年再度赴日考察，食品中過敏原標示已正式實施兩年，而檢驗監測則實施逾半年，其執行之情形與成效亦為今年考察重點之一。在市場調查方面，發現包裝販售食品之過敏原標示已普遍化（如附件三十六），舉凡各式零食餅乾、冰品、包裝即食食品（便當、沙拉、油炸熟食）、罐裝飲料、調味醬料醬包等等在超市或賣場販售之食品，只要成分中含有或可能含有過敏原（包含五種強制標示之主要過敏原與十九種建議標示之次要過敏原），都能於包裝或外盒見到清楚之標示。惟日本政府現並無定訂標示之方式，故標示之方式或陳述不一，但已足使消費者清楚辨識。日本過敏原標示政策之執行由此觀之，應以落實於民眾消費生活之中。

關於市場檢驗監測方面，在與穐山浩博士交談中，得知日本政府並未對國內食品及外國輸入食品進行任何過敏原（五種主要過敏原）之檢驗工作，國內食品業者與外國食品輸入業者若未對其產品做正確之標示，其產品並不因此禁止於任本國內販售，但當消費者食用其產品而引發過敏症時，可以向地方衛生檢驗機關申訴，聲請調查及檢驗該可疑為不實標示之產品，地方衛生檢驗機關即依食品中過敏原檢查法進行調查及檢驗。若檢驗結果確定為標示不符或違反標示規定，則依法對業者處以罰款或要求改正。至於食品中過敏原檢查法公佈實施以來之消費者調查與市場檢驗狀況，因考察期恰遇厚生勞動省醫藥食品局食品安全部基準審查課專門官中村泰久博士（其主管有關日本食品標示業務），根據中村泰久博士所研，原公告之食品中過敏原檢查法中，牛奶及雞蛋之檢驗方法為先以ELISA方法篩檢後再以Western Blotting方法確認。現行公告之方法可使用兩種不同公司的ELISA 套組，然而根據各地方衛生檢驗單位以該方法實際操作，回報指出以兩種不同公司的ELISA 套組檢驗同一個檢體，常常得到不一致的結果，造成結果判定上的困擾。因此，厚生勞動省必須檢討現行的檢驗方法並重新修正。中村泰久博士表示，雖然他是負責Labeling的行政管理業務，但既然在檢驗方法上出問題，他就必須了解現行檢驗方法實際操作的流程與可能的問題，所以來穐山浩博士的實驗室觀摩整個ELISA實驗之操作。關於兩種ELISA 套組檢驗結果不同的問題，厚生省已初步決定修正公告檢驗方法，使篩檢之方法（套組）改為一種，避免不同方法（套組）之差異性。至於要選用哪一種方法（套組），則將進行評估後決定。

由此，可觀察知悉日本在食品過敏原檢驗方法於去年11月制定公佈後，各地方衛生機關或其他機構即應用於消費者調查與市場檢驗。各機構機關在實際檢驗工作實施時，遇有上述檢驗方法應用上的疑慮，即會向中央主管機關反應。目前厚生勞動省已察知該檢驗方法存有評斷檢驗結果之問題，故即著手補正之工作。此距食品過敏原檢查法之公佈實施未滿一年，雖原本之檢驗方法設計有瑕疵，可供吾人於訂定檢驗方法時引以為鑒，而重要的是，日方能在短時間發掘公告方法在實際運用上的不適宜，並即時反應，著手修正作業，一方面顯現日本政府行政之效率，另一方面亦顯現出日本政府對食品中過敏原標示制度之重視，亦即對於消費者健康保障之重視。於此，亦深值吾人借鏡與參考。
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赴日本農林水産省独立行政法人食品総合研究所

考察研習基因改造食品之檢驗
摘要
隨著基因改造食品的日益增加，我國主管基因改造食品的單位：衛生署食品衛生處及藥物食品檢驗局，目前正積極投入基因改造食品標示及檢驗的工作。食品衛生處已於民國九十年二月二十二日公告以基因改造黃豆及基因改造玉米為原料之食品標示事宜，並於今年（九十二年）一月一日開始實施第一階段強制標示農產品型態之黃豆及玉米。從明年（九十三年）一月一日開始，以黃豆、玉米為主原料之初級加工食品，也需強制標示「基因改造」或「含基因改造」字樣。而民國九十四年一月一日起，其他較高層次含黃豆、玉米之加工食品，除了醬油、黃豆油（沙拉油）、玉米油、玉米糖漿、玉米澱粉等加工層次高且最終產品中不含轉殖基因片段或蛋白質之黃豆、玉米加工食品之外，皆需強制標示。有鑑於此，此次赴「日本農林水産省独立行政法人食品総合研究所」日野明寛博士實驗室，研習初級及其他較高層次之加工食品的檢驗技術及方法，以利國內日後執行與推動基因改造食品之相關政策。為期四週的研習活動中，前兩週除了學習如何處理各種不同型態之加工食品外，同時參訪朝日啤酒廠及独立行政法人農林水産消費技術センター，深刻體認日本政府與民間企業合作交流關係之密切。後兩週則進行加工食品之基因改造成分分析，藉由實際操作所遭遇到的困難，提出問題與日方人員討論，經由相互討論學習相關的經驗，期望對國內日後執行基因改造食品相關政策有所助益。
壹、目  的
隨著基因改造食品的日益增加，我國主管基因改造食品的單位：衛生署食品衛生處及藥物食品檢驗局，目前正積極投入基因改造食品標示及檢驗的工作。食品衛生處已於民國九十年二月二十二日公告以基因改造黃豆及基因改造玉米為原料之食品標示事宜，並於今年（九十二年）一月一日開始實施第一階段強制標示農產品型態之黃豆及玉米，包括黃豆、黃豆粉、玉米、碎（粉）狀玉米。從明年（九十三年）一月一日開始，以黃豆、玉米為主原料之初級加工食品，包括豆腐、豆乾、豆漿、豆花、冷凍玉米、罐頭玉米、黃豆蛋白製品，也需強制標示基因改造」或「含基因改造」字樣。而民國九十四年一月一日起，其他較高層次含黃豆、玉米之加工食品，除了醬油、黃豆油（沙拉油）、玉米油、玉米糖漿、玉米澱粉等加工層次高且最終產品中不含轉殖基因片段或蛋白質之黃豆、玉米加工食品之外，皆需強制標示。有鑑於此，此次赴「日本農林水産省独立行政法人食品総合研究所」日野明寛博士實驗室，研習初級及其他較高層次之加工食品的檢驗技術及方法，期望對國內日後執行基因改造食品相關政策有所助益。
貳、過  程

考察研習時間為八月三日至八月三十一日，研習行程如下：

八月三日（日）
自桃園中正機場搭乘長榮航空 BR2198 上午九點的班機，但是飛機延誤，直到九點半才起飛，抵達日本成田機場已是下午一點半。林澤揚技士來機場接機，教我如何搭巴士到筑波市中心。日野明寛博士實驗室（食品機能部味覚機能研究室）的研究助理望月秀明先生及農林水産省横浜植物防疫所植物防疫官奥田智勇先生則到筑波市中心接我們前往位於茨城県つくば市観音台2-1-12的独立行政法人食品総合研究所（附件一）。用過晚餐之後，林澤揚技士帶我認識地理位置，幫助我在短時間之內適應新環境。

八月四日（一）
第一天正式到日野明寛博士實驗室報到，時間是上午九點整。首先拜見日野明寛博士，並介紹實驗室成員給我認識，之後大家便開始打掃（星期一清潔日）。實驗室之研究主要分為兩個方向，一是「味覺機能」，一是「GMO」。由於此行的目的為研習基因改造食品的檢驗技術及方法，與林澤揚技士討論之後，我們向日野明寛博士表明想學習加工肉製品（添加植物性蛋白）及加工大豆製品的檢驗，由柏葉晃一博士後研究及独立行政法人農林水産消費技術センター的児玉貴志先生負責指導我。加工肉製品樣本為市場購買或直接由廠商取得，來此研習之韓國鄭明恩女士已完成這些樣品的玉米 DNA 定性分析。加工大豆製品樣本為台灣購買的豆乾。

柏葉晃一博士及児玉貴志先生先去安排我接下來一個月的實驗，上午剩餘的時間由望月秀明先生示範用 Wako 公司的「高速穀物 DNA 抽出 kit」抽取星連玉米粉的 DNA，這套試劑的操作只需花短短半小時，但是目前這套試劑尚未商品化。詳細的操作步驟整理於附件二。
下午測早上抽的 DNA 濃度和品質，結果如下：

	編號
	A260/230
	A260/280
	Dil.Fact.
	conc. (ng/L)

	1
	3.73439
	1.77729
	5
	42.67516

	2
	3.70222
	1.78147
	5
	46.99857


A260/280在1.77和1.79之間，但是 A260/230在3.7左右（應該在2左右，2.5以上不佳），顯示可能抽到的糖類太多，但望月秀明先生說並不影響後續的實驗。
之後林澤揚技士做定量實驗。比較使用 DNA 濃度20 M 和稀釋五倍後 4 M，定量結果的差別，以判定是否有抑制物。

明天鄭明恩女士就要回韓國了，晚上日野明寛博士請鄭明恩女士、林澤揚技士和我用餐。其間聊到污染的問題，日野明寛博士表示，他們曾經發現 PCR 時即使不加入 DNA，結果竟然可測出 kanamycin gene。經過確認之後，原因為 Taq polymerase 是使用抗 kanamycin 的 E. coli 大量生產的，而造成生產的 Taq polymerase 被污染。另外實驗室的空間管理也很重要，因為當盛裝 DNA 或進行 PCR 之後的管子打開時，DNA 便會飄散到空中而造成污染。

八月五日（二）
今日依照柏葉晃一博士及児玉貴志先生排定的進度開始進行實驗，首先將要處理的樣本拍照（樣本一到十七，見附件三），並將樣本一到十五磨碎，以便後續抽取 DNA。預計要用四種方法抽取 DNA：

	抽取 DNA 方法
	縮寫
	所需檢體重量

	QIAGEN Genomic-tip 20/G
	G
	2 g

	QIAGEN DNeasy Maxi Kit
	M
	1 g

	CTAB
	CT
	加工肉製品250 mg

豆乾100 mg

	QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB
	M+C
	1 g


四種方法共需檢體大約5 g，故取5 g 樣本加水5 mL 磨碎後，移至50 mL 離心管。詳細操作方法見附件四。花一整天三個人力才將十五個樣本處理完畢，非常感謝独立行政法人種苗管理センター種苗管理課遺伝子組換検査係長村上隆紀先生及飯倉惠子女士的協助。
晚上林澤揚技士將昨天的 data 分析好了，結果沒有抑制現象。請教児玉貴志先生為何要檢定有無抑制，児玉貴志先生解釋，是為了確定檢驗出來的陰性結果 (GM negative) 是真的，而非抑制現象的結果。

八月六日（三）
上午進行 GM 黃豆 (RRS) 之粉碎工作。由波田野修子小姐示範如何操作磨碎機（FRITSCH miller，舊型）。由於此為 GM 樣本，故每個步驟都必須特別小心翼翼處理，千萬不可污染，以免往後操作的樣本皆受到污染。詳細步驟見附件五。

下午行程為參觀朝日啤酒廠。下午一點整，独立行政法人食品総合研究所食品機能部部長津志田藤二郎博士、柏葉晃一博士、児玉貴志先生，日野明寛博士、林澤揚技士和我，分乘兩部計程車前往位於茨城県守谷市緑1丁目1番地21的朝日啤酒廠茨城工場。朝日啤酒為日本第一大啤酒公司，日本市場佔有率於2002年時已達到47.4%。

首先參觀「研究開発センター」，由商品技術開発本部分析研究所長山下博博士、商品技術開発本部分析研究所安全評価部長望月直樹博士、商品技術開発本部分析研究所安全評価部主任研究員吉村倫彰先生帶領我們，並介紹其組織概況。「研究開発センター」由七個研究所（包括「未來技術研究所」、「事業開発研究所」、「技術開発研究所」、「酒類研究所」、「分析研究所」、「容器包裝研究所」及「飲料開発研究所」）、一個中心（「品質保証センター」）、一部（「総務部」）、一室（技術情報室）構成，工作人員逐一介紹並帶領我們參觀。實驗室中有一小型發酵槽，僅200 L，為實際發酵槽的1/600，其功能為測試用，成功後方可至大型發酵槽生產。在「研究開発センター」的「研究棟」地下室，有著先進之避震結構，當地震發生時，可將大樓之晃動抵銷。
朝日啤酒廠茨城工場佔地118,000坪，非常寬廣，故搭乘場內遊覽車前往參觀生產線。首先觀看簡單的短片，介紹啤酒之製造過程，再實際參觀大型發酵槽，全自動化的生產線，每分鐘可生產鋁罐啤酒1700罐、玻璃罐啤酒1200罐，非常迅速。

參觀結束後工作人員帶領我們前往「展望接待館」進行小小的餐會，途中經過「スカイロ一ド」，可眺望整個茨城工場場內景緻，此時，林澤揚技士和我的眼神同時為窗外飄揚的青天白日滿地紅國旗所吸引，真是太感動了。隨後進入「展望接待館」，桌上又再次出現『中華民國國旗』，讓我不得不佩服日本人做人做事的細心。
八月七日（四）
日前已準備好的樣品，今日以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 進行抽取 DNA 的工作。此方法已經過日本自行修改（附件六為児玉貴志先生交予我的英文版實驗手冊），由飯倉惠子女士指導我今日的實驗。

	編號
	樣品名
	檢體重量

	1
	Chicken nugget
	1 g

	2
	Chibini ham
	1 g

	3
	Sausage (H)
	1 g

	4
	White sausage
	1 g

	5
	Sausage (A)
	1 g

	6
	Sliced ham
	1 g

	7
	FrankFruite sausage
	1 g

	8
	Ham (RH)
	1 g

	9
	Ham (CT)
	1 g

	10
	Ham (10%)
	1 g

	11
	Ham (15%)
	1 g

	12
	Ham (20%)
	1 g

	13
	德昌炭燒角豆乾
	1 g

	14
	德昌五香豆乾
	1 g

	15
	德昌大溪五香豆乾
	1 g

	16
	RRS powder
	1 g

	17
	Non-GM soybean powder
	1 g


詳細操作方法整理於附件七。
八月八日（五）
上午驅車前往位於埼玉縣さいたま市中央区新都心2-1的独立行政法人農林水産消費技術センター，有點塞車，到達時已中午時分。和技術調查部部長武內良雄先生交換名片後，與技術研究課研究第二係長栗原秀夫先生、児玉貴志先生、奥田智勇先生、林澤揚技士、以及其他工作人員共十人一同去用餐。餐後，簡單參觀一下實驗室，便立刻依照栗原秀夫先生交予我們的實驗手冊（附件八）開始進行納豆樣本（編號1-5）的均質工作。

首先將要處理的樣本拍照（見附件九）。之後用三種方法抽 DNA：
	抽取 DNA 方法
	縮寫
	所需檢體重量

	QIAGEN Genomic-tip 20/G
	G
	2 g

	QIAGEN DNeasy Maxi Kit
	M
	1 g

	CTAB
	CT
	200 mg


詳細的處理過程見附件十。
八月十一日（一）
今天以 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 法抽檢體 DNA，所需藥品 G2 buffer 不足，故上午先配製二倍濃度的 G2 buffer。而配製 G2 buffer 之前，要先配製20% Tween-20 與10% Triton X-100。

	20% Tween-20 的配製

	藥品
	使用量
	方法

	滅菌水
	480 mL
	

	Tween-20
	120 mL
	攪拌混合均勻

	10% Triton X-100 的配製

	藥品
	使用量
	方法

	滅菌水
	135 mL
	

	Triton X-100
	15 mL
	攪拌混合均勻

	2倍濃度 G2 buffer 的配製

	藥品
	使用量
	方法

	滅菌水
	250 mL
	

	guanidine HCl
	152.84 g
	攪拌溶解混合

	Na2EDTA-2H2O
	11.17 g
	攪拌溶解混合

	Tris base
	3.63 g
	攪拌溶解混合

	20% Tween-20
	500 mL
	攪拌混合均勻

	10% Triton X-100
	100 mL
	攪拌混合均勻

	10 N NaOH
	數滴
	校正至pH8.0

	滅菌水
	
	定量體積至1 L


二倍濃度的 G2 buffer 配製完成後，依據需要量將 G2 buffer 稀釋成一倍的濃度，進行抽取 DNA 的動作。
	編號
	樣品名
	檢體重量

	1
	Chicken nugget
	2 g

	2
	Chibini ham
	2 g

	3
	Sausage (H)
	2 g

	4
	White sausage
	2 g

	5
	Sausage (A)
	2 g

	6
	Sliced ham
	2 g

	7
	FrankFruite sausage
	2 g

	8
	Ham (RH)
	2 g

	9
	Ham (CT)
	2 g

	10
	Ham (10%)
	2 g

	11
	Ham (15%)
	2 g

	12
	Ham (20%)
	2 g

	13
	德昌炭燒角豆乾
	2 g

	14
	德昌五香豆乾
	2 g

	15
	德昌大溪五香豆乾
	2 g

	16
	RRS powder
	2 g

	17
	Non-GM soybean powder
	2 g


詳細操作方法整理於附件十一。非常感謝奥田智勇先生鼎力相助，才能在一天之內順利將十七個 DNA 檢體抽取完畢。
八月十二日（二）
今日實驗進度是以 CTAB 法抽檢體 DNA，由於只有我自己獨立進行實驗，時間上只能先做1至8號檢體。

	編號
	樣品名
	檢體重量

	1
	Chicken nugget
	250 mg

	2
	Chibini ham
	250 mg

	3
	Sausage (H)
	250 mg

	4
	White sausage
	250 mg

	5
	Sausage (A)
	250 mg

	6
	Sliced ham
	250 mg

	7
	FrankFruite sausage
	250 mg

	8
	Ham (RH)
	250 mg


詳細操作方法整理於附件十二。

八月十三日（三）
今天繼續用 CTAB 法抽取剩餘檢體的 DNA。

	編號
	樣品名
	檢體重量

	9
	Ham (CT)
	250 mg

	10
	Ham (10%)
	250 mg

	11
	Ham (15%)
	250 mg

	12
	Ham (20%)
	250 mg

	13
	德昌炭燒角豆乾
	100 mg

	14
	德昌五香豆乾
	100 mg

	15
	德昌大溪五香豆乾
	100 mg

	16
	RRS powder
	500 mg

	17
	Non-GM soybean powder
	250 mg


詳細操作方法整理於附件十二。

前天以 QIAGEN Genomic-tip 20/G 抽的 DNA檢體，稀釋50倍，測量濃度（使用機型為 BECKMAN DU-7000），結果見附件十三。完成今日的 DNA 抽取工作後，連同昨日抽取的 DNA，稀釋10倍，去測量濃度，結果見附件十四。
八月十四日（四）
今日實驗進度是以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽檢體 DNA，仍然只有我自己獨立進行實驗，時間因素只能先做1至9及16號檢體。
	編號
	樣品名
	檢體重量

	1
	Chicken nugget
	1 g

	2
	Chibini ham
	1 g

	3
	Sausage (H)
	1 g

	4
	White sausage
	1 g

	5
	Sausage (A)
	1 g

	6
	Sliced ham
	1 g

	7
	FrankFruite sausage
	1 g

	8
	Ham (RH)
	1 g

	9
	Ham (CT)
	1 g

	16
	RRS powder
	1 g


詳細操作方法整理於附件十五。

QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法與 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法不同的地方，在於 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法以 AP1/CTAB (1%) buffer（AP1＋CTAB extraction buffer）取代 AP1 buffer。
	AP1/CTAB (1%) buffer 的配製

	藥品
	使用量
	方法

	AP1 buffer
	90 mL
	

	CTAB extraction buffer (10%)
	10 mL
	攪拌混合均勻


八月十五日（五）
接著昨天的進度，今天繼續用 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽取剩餘檢體的 DNA。
	編號
	樣品名
	檢體重量

	10
	Ham (10%)
	1 g

	11
	Ham (15%)
	1 g

	12
	Ham (20%)
	1 g

	13
	德昌炭燒角豆乾
	1 g

	14
	德昌五香豆乾
	1 g

	15
	德昌大溪五香豆乾
	1 g

	17
	Non-GM soybean powder
	1 g


詳細操作方法整理於附件十五。
八月十八日（一）
終於在上星期結束了抽取 DNA 的工作。早上測定以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽取的 DNA 濃度（附件十六），有大約一半的樣品 DNA 抽取失敗，濃度極低，甚至為負值。將於本週四再度進行 DNA 抽取工作。

	編號
	樣品名
	A260/230
	A260/280
	Dil.Fact.
	conc. (ng/L)

	1
	Chicken nugget
	1.21376
	1.78237
	10
	323.98

	2
	Chibini ham
	0.87369
	1.74597
	10
	276.236

	3
	Sausage (H)
	1.05206
	1.77213
	10
	198.55

	4
	White sausage
	0.5952
	1.75904
	10
	19.6951

	5
	Sausage (A)
	-3.1341
	2.15575
	10
	-3.9395

	6
	Sliced ham
	2.07574
	1.81657
	10
	123.602

	7
	FrankFruite sausage
	1.6433
	1.81268
	10
	162.439

	8
	Ham (RH)
	1.52489
	1.83869
	10
	62.4636

	9
	Ham (CT)
	-0.5048
	1.25639
	10
	-0.7145

	10
	Ham (10%)
	0.07169
	1.79246
	10
	-0.5473

	11
	Ham (15%)
	-8.5479
	1.79844
	10
	8.51935

	12
	Ham (20%)
	0.937
	1.70242
	10
	3.05885

	13
	德昌炭燒角豆乾
	2.24526
	1.8368
	10
	30.5776

	14
	德昌五香豆乾
	-1.2265
	1.81336
	10
	15.1507

	15
	德昌大溪五香豆乾
	-3.8145
	1.78129
	10
	38.8845

	16
	RRS powder
	0.08531
	1.88863
	10
	3.62421

	17
	Non-GM soybean powder
	1.75029
	1.81421
	10
	116.288


至於以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽取的 DNA，飯倉惠子女士已經幫我測好濃度（附件十七，稀釋50倍測量），濃度太低的檢體也已重新萃取 DNA（附件十八）。

下午開始定性 PCR（LE1及 RRS 基因）的檢測，先測定 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽出的 DNA。進行 PCR 前，需先將樣本稀釋至濃度10 ng/L，方法詳見附件。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔17（樣本數）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝74管。詳細藥品配置與操作方法見附件十九及二十。

八月十九日（二）
上午繼續進行定性 PCR（LE1及RRS基因）的檢測，測定 QIAGEN Genomic-tip 20/G 法抽出的 DNA。進行 PCR 前，同樣需先將樣本稀釋至濃度10 ng/L，方法詳見附件二十一。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔17（樣本數）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝74管。詳細藥品配置與操作方法見附件二十二。

下午將昨日（QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽出之 DNA）之 PCR 產物進行電泳分析，方法見附件二十三。電泳圖見附件二十四。結果整理如下表：

	QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽出之 DNA 進行定性 PCR 之電泳結果

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	LE1
	RRS

	1
	1
	Chicken nugget
	＋
	＋

	2
	
	Chicken nugget
	＋
	＋

	3
	2
	Chibini ham
	＋
	－

	4
	
	Chibini ham
	＋
	－

	5
	3
	Sausage (H)
	＋
	＋

	6
	
	Sausage (H)
	＋
	－

	7
	4
	White sausage
	－
	－

	8
	
	White sausage
	－
	－

	9
	5
	Sausage (A)
	＋
	－

	10
	
	Sausage (A)
	＋
	－

	11
	6
	Sliced ham
	＋
	－

	12
	
	Sliced ham
	＋
	－

	13
	7
	FrankFruite sausage
	＋
	－

	14
	
	FrankFruite sausage
	＋
	－

	15
	8
	Ham (RH)
	＋
	－

	16
	
	Ham (RH)
	＋
	－

	17
	9
	Ham (CT)
	N
	－

	18
	
	Ham (CT)
	N
	－

	19
	10
	Ham (10%)
	N
	－

	20
	
	Ham (10%)
	N
	－

	21
	11
	Ham (15%)
	－
	－

	22
	
	Ham (15%)
	－
	－

	23
	12
	Ham (20%)
	－
	＋

	24
	
	Ham (20%)
	－
	－

	25
	13
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	26
	
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	27
	14
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	28
	
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	29
	15
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	30
	
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	31
	16
	RRS powder
	＋
	＋

	32
	
	RRS powder
	＋
	＋

	33
	17
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	34
	
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	35
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	36
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	37
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


LE1基因分析（118 bp）結果，4號、11號及12號檢體為陰性，表示不含大豆DNA。4號檢體之檢驗結果符合其商品成分標示（並無標示含大豆蛋白）。請教柏葉晃一博士9到12號檢體的來源，他表示是先前其他實驗需要，委託 Prima Ham Company 為研究目的而特別製造的，市面上並無銷售，他還特地打電話確認，其成分並不含有大豆蛋白。因此理論上9到12號檢體的檢驗結果均應呈陰性，然而9號及10號檢體的檢驗結果卻出現了非預期大小的增幅片段，請教児玉貴志先生可能的原因。児玉貴志先生表示當初在設計 primer 的特異性時，只考慮到大麥、小麥及米不會被檢出，但是9號及10號檢體為加工肉製品，其成份複雜，可能含有相似的序列而導致非特異性增幅片段的出現。

RRS 基因分析（121 bp）結果，在加工肉製品的部分，1號檢體（雞塊的麵粉皮）為陽性，表示含基因改造大豆。3號及12號檢體的二重覆中，只有其中之一為陽性，可能是污染，也可能是濃度太低所造成，由於是市場來源的樣本，所以除了廠商之外，我們也無法很肯定到底是否含基因改造大豆。児玉貴志先生提到他們過去舉辦的實驗室共同試驗（定性 PCR），所有實驗室皆可檢出0.1%的 GM，但是大約只有60-70%的實驗室可檢出0.05%的 GM。由於目前實驗室大多數的成員對於統計分析並不十分熟悉，所以他們也無法確切說出定性 PCR 的檢出下限濃度為多少，只能推測是在0.05-0.1%之間。至於加工豆製品（豆乾）的部分，結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。
八月二十日（三）
上午仍舊進行定性 PCR（LE1及RRS基因）的檢測，測定 CTAB 法抽出的 DNA。進行 PCR 前，同樣需先將樣本稀釋至濃度10 ng/L，方法詳見附件二十五。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔17（樣本數）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝74管。詳細藥品配置與操作方法見附件二十六。
下午將昨日（QIAGEN Genomic-tip 20/G Kit 法抽出之 DNA）之 PCR 產物進行電泳分析。電泳圖見附件二十七。結果整理如下表：

	QIAGEN Genomic-tip 20/G Kit 法抽出之 DNA 進行定性 PCR 之電泳結果

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	LE1
	RRS

	1
	1
	Chicken nugget
	＋
	＋

	2
	
	Chicken nugget
	＋
	＋

	3
	2
	Chibini ham
	＋
	＋

	4
	
	Chibini ham
	＋
	－

	5
	3
	Sausage (H)
	＋
	＋

	6
	
	Sausage (H)
	＋
	＋

	7
	4
	White sausage
	－
	－

	8
	
	White sausage
	－
	－

	9
	5
	Sausage (A)
	＋
	＋

	10
	
	Sausage (A)
	＋
	－

	11
	6
	Sliced ham
	＋
	＋

	12
	
	Sliced ham
	＋
	＋

	13
	7
	FrankFruite sausage
	＋
	＋

	14
	
	FrankFruite sausage
	＋
	－

	15
	8
	Ham (RH)
	＋
	－

	16
	
	Ham (RH)
	＋
	＋

	17
	9
	Ham (CT)
	N
	－

	18
	
	Ham (CT)
	N
	－

	19
	10
	Ham (10%)
	＋N
	－

	20
	
	Ham (10%)
	－
	－

	21
	11
	Ham (15%)
	N
	＋

	22
	
	Ham (15%)
	N
	－

	23
	12
	Ham (20%)
	N
	－

	24
	
	Ham (20%)
	N
	－

	25
	13
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	26
	
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	27
	14
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	28
	
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	29
	15
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	30
	
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	31
	16
	RRS powder
	＋
	＋

	32
	
	RRS powder
	＋
	＋

	33
	17
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	34
	
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	35
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	36
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	37
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


LE1基因分析（118 bp）結果，4號檢體為陰性，檢驗結果符合其商品成分標示（並無標示含大豆蛋白）。9到12號檢體的檢驗結果出現了非預期大小的增幅片段，且10號檢體的二重覆中，其中之一為陽性，檢驗結果與 Prima Ham Company 宣稱其成分不含大豆蛋白不一致。

RRS 基因分析（121 bp）結果，和昨日差異較大。在加工肉製品的部分，昨日呈陰性的2號、5-8號、11號檢體，今天檢驗結果為陽性。請教児玉貴志先生是否 QIAGEN Genomic-tip 20/G Kit 法敏感度較 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法高？児玉貴志先生表示 QIAGEN Genomic-tip 20/G Kit 使用開放式管柱流洗，不像 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 的管柱有蓋子，因此很容易污染。原則上他們監測市售商品使用的是 QIAGEN DNeasy Maxi Kit，檢驗結果不符之後才會考慮使用 QIAGEN Genomic-tip 20/G Kit。

至於加工豆製品（豆乾）的部分，結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。
八月二十一日（四）
由於一部分以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽取的 DNA 檢體不佳，今天重新進行 DNA 抽取的工作。

	編號
	樣品名
	檢體重量

	4
	White sausage
	1 g

	5
	Sausage (A)
	1 g

	9
	Ham (CT)
	1 g

	10
	Ham (10%)
	1 g

	11
	Ham (15%)
	1 g

	12
	Ham (20%)
	1 g

	14
	德昌五香豆乾
	1 g

	16
	RRS powder
	1 g


請教児玉貴志先生 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法的由來。児玉貴志先生表示其為 GeneScan 公司發明的。GeneScan 公司總裁幾個星期前曾經到此，表示以 AP1/CTAB buffer 取代 AP1 buffer 可以抽到較多 DNA，但是卻沒透露 CTAB 的最適濃度是多少。因此，他們也只能試不同濃度的 CTAB 看看結果如何。我是實驗室中第二個使用 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽取 DNA 的人，第一個為先前離開的韓國鄭明恩女士，她使用的 CTAB 濃度為0.2%，但是實驗結果並不理想，亦即抽取的 DNA 濃度並不如使用 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽取來的高。我使用的 CTAB 濃度較高，為1%，但是似乎也不理想，今天再重試一次。

我想知道 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法的設計原理，因此詢問児玉貴志先生 AP1 buffer 和 CTAB buffer 的組成。児玉貴志先生立刻翻閱操作手冊，很可惜 QIAGEN 公司並沒有公開 AP1 buffer 的成分。

不過這裡使用的 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法並不完全依照操作手冊上的步驟，原因是 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 原先的設計是用來抽取植物本體的 DNA，然而種子的油脂及蛋白質含量皆高，DNA 抽取較不易。因此他們改良了方法，將 AP1 buffer 及 AP2 buffer 的用量提高，並增加 isopropanol 和酒精的步驟來純化 DNA。
晚上將昨日（CTAB 法）之 PCR 產物進行電泳分析。電泳圖見附件二十八。結果整理如下表：

	CTAB 法抽出之 DNA 進行定性 PCR 之電泳結果

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	LE1
	RRS

	1
	1
	Chicken nugget
	－
	＋

	2
	
	Chicken nugget
	＋
	－

	3
	2
	Chibini ham
	＋
	－

	4
	
	Chibini ham
	＋
	－

	5
	3
	Sausage (H)
	＋
	－

	6
	
	Sausage (H)
	＋
	＋

	7
	4
	White sausage
	－
	－

	8
	
	White sausage
	－
	－

	9
	5
	Sausage (A)
	＋
	－

	10
	
	Sausage (A)
	＋
	－

	11
	6
	Sliced ham
	＋
	－

	12
	
	Sliced ham
	＋
	－

	13
	7
	FrankFruite sausage
	＋
	＋

	14
	
	FrankFruite sausage
	＋
	－

	15
	8
	Ham (RH)
	＋
	＋

	16
	
	Ham (RH)
	＋
	＋

	17
	9
	Ham (CT)
	N
	－

	18
	
	Ham (CT)
	N
	－

	19
	10
	Ham (10%)
	－
	－

	20
	
	Ham (10%)
	－
	－

	21
	11
	Ham (15%)
	－
	－

	22
	
	Ham (15%)
	－
	－

	23
	12
	Ham (20%)
	－
	－

	24
	
	Ham (20%)
	－
	－

	25
	13
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	26
	
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	27
	14
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	28
	
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	29
	15
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	30
	
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	31
	16
	RRS powder
	＋
	＋

	32
	
	RRS powder
	＋
	＋

	33
	17
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	34
	
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	35
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	36
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	37
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


LE1基因分析（118 bp）結果，4號、11號及12號檢體為陰性，表示不含大豆 DNA。4號檢體之檢驗結果符合其商品成分標示（並無標示含大豆蛋白）。9號檢體檢驗結果出現了非預期大小的增幅片段。

RRS 基因分析（121 bp）結果，在加工肉製品的部分，1號、3號及7號檢體的二重覆中，只有其中之一為陽性。8號檢體體檢驗結果為陽性，可能含基因改造大豆。至於加工豆製品（豆乾）的部分，結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。

八月二十二日（五）
上午先測定昨日以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽出的 DNA 濃度，結果 DNA 濃度仍低然非常低，9號檢體的濃度低於第一次的濃度（附件二十九），所以9號檢體仍使用第一抽進行定性 PCR。

	編號
	樣品名
	A260/230
	A260/280
	Dil.Fact.
	conc. (ng/L)

	4
	White sausage
	0.35379
	1.90216
	10
	10.34779

	5
	Sausage (A)
	0.11434
	5.74129
	10
	2.15637

	9
	Ham (CT)
	0.23218
	2.47724
	10
	3.08109

	10
	Ham (10%)
	1.41919
	1.85518
	10
	66.19716

	11
	Ham (15%)
	0.61760
	1.93802
	10
	13.69360

	12
	Ham (20%)
	1.14402
	1.83961
	10
	45.44184

	14
	德昌五香豆乾
	0.84610
	1.95454
	10
	26.49112

	16
	RRS powder
	1.01841
	1.81211
	10
	80.15472


接著進行定性 PCR（LE1及RRS基因）的檢測。進行 PCR 前，同樣需先將樣本稀釋至濃度10 ng/L，濃度低於10 ng/L 則直接使用原液，方法詳見附件三十。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔17（樣本數）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝74管。詳細藥品配置與操作方法見附件三十一。

奥田智勇先生告知下午一點在セミナ一室有討論，所以必須在中午前把實驗趕完。下午整個討論過程都用日文，還好有些有書面資料。首先是朝日啤酒的吉村倫彰先生，他們要張貼 "Quantitative Analysis of Genetically Modified Organisms in Processed Foods from Soy and Maize by Using Japanese Standard Method" 的論文海報，因此在討論一些版面配置問題。這篇論文內容在探討加熱加工處理 (heat-treated processing model, HTPM) 對 GM ratio (%) 的影響，發現隨著熱處理（110℃ autoclave）的時間增長，GM ratio 會逐漸增加。並且比較大豆在製成豆腐、豆漿、boiled beans 前後，以及玉米在製成 corn starch、corn puff、corn chip 前後，GM ratio 的改變。其主要的結論有四點：一、許多原料在加工前後，GM ratio 有統計上顯著差異。二、玉米點心的 DNA 抽取方法仍須改進。三、豆腐、豆漿和 corn starch 與其原料比較，GM ratio 的變化量在20%以內。四、從豆腐、豆漿和 corn starch 的 DNA 定量來估計其原始 GM ratio 可能可行（附件三十二）。

接下來是 NIPPON GENE 株式会社ニッポンジ一ン研究試薬部製品開発第二課係長古井聡博士，由於沒有書面資料，所以不知論文正確名稱。感謝坐在身邊的奥田智勇先生翻譯，以及柏葉晃一博士的解釋，原來古井聡博士的實驗使用 multiplex PCR 方法，一次只需使用二管（一管含 TC1507、Mon863、NK603、T25，另一管含 Mon810、Event176、GA21、Bt11）進行 PCR 之後，混合，電泳分析可清楚見到8條 band，即可鑑別八種 GM 品系。

之後吉村倫彰先生又有另一日文補充資料「DNeasy 抽出イソプロパノ一ル沉殿時の塩（酢酸ナトリウム）添加の影響について」，即使用 QIAGEN DNeasy Kit 法抽取 DNA 時，在 isopropanol 步驟（參考附件三十三）添加醋酸鈉與否，對於抽出 DNA 之 GM ratio 的影響。在大豆方面，有無添加醋酸鈉，其 GM ratio 有統計上的顯著差異，添加醋酸鈉的 GM ratio 明顯較低。玉米則無差異。

討論結束後，見到児玉貴志先生拿了一份資料，是關於定量的實驗，雖然目前為止我還沒接觸到定量的部分，我仍向児玉貴志先生表示希望可以得到此份資料，見附件三十四。
八月二十五日（一）
上午將上星期五（QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法）之 PCR 產物進行電泳分析。電泳圖見附件三十五。結果整理如下表：

	QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 法抽出之 DNA進行定性 PCR 之電泳結果

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	LE1
	RRS

	1
	M+C1
	Chicken nugget
	＋
	＋

	2
	
	Chicken nugget
	＋
	＋N

	3
	M+C2
	Chibini ham
	＋
	－

	4
	
	Chibini ham
	＋
	－

	5
	M+C3
	Sausage (H)
	＋
	－

	6
	
	Sausage (H)
	＋
	－

	7
	M+C4
	White sausage
	－
	N

	8
	
	White sausage
	－
	－

	9
	M+C5
	Sausage (A)
	＋
	－

	10
	
	Sausage (A)
	＋
	－

	11
	M+C6
	Sliced ham
	＋
	－

	12
	
	Sliced ham
	＋
	－

	13
	M+C7
	FrankFruite sausage
	＋
	＋

	14
	
	FrankFruite sausage
	＋
	＋

	15
	M+C8
	Ham (RH)
	＋
	＋

	16
	
	Ham (RH)
	＋
	＋

	17
	M+C9
	Ham (CT)
	N
	－

	18
	
	Ham (CT)
	N
	－

	19
	M+C10
	Ham (10%)
	N
	－

	20
	
	Ham (10%)
	N
	－

	21
	M+C11
	Ham (15%)
	N
	－

	22
	
	Ham (15%)
	N
	－

	23
	M+C12
	Ham (20%)
	N
	－

	24
	
	Ham (20%)
	N
	－

	25
	M+C13
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	26
	
	德昌炭燒角豆乾
	＋
	＋

	27
	M+C14
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	28
	
	德昌五香豆乾
	＋
	＋

	29
	M+C15
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	30
	
	德昌大溪五香豆乾
	＋
	＋

	31
	M+C16
	RRS powder
	＋
	＋

	32
	
	RRS powder
	＋
	＋

	33
	M+C17
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	34
	
	Non-GM soybean powder
	＋
	－

	35
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	36
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	37
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


LE1基因分析（118 bp）結果，4號檢體為陰性，檢驗結果符合其商品成分標示（並無標示含大豆蛋白）。9到12號檢體的檢驗結果出現了非預期大小的增幅片段。

RRS 基因分析（121 bp）結果，在加工肉製品的部分，1號、7號和8號檢體呈陽性，1號和4號檢體的檢驗結果出現了非預期大小的增幅片段。至於加工豆製品（豆乾）的部分，結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。
下午柏葉晃一博士及児玉貴志先生要求我今天交出初步的報告（見附件三十六）以決定這一週要進行的實驗。

八月二十六日（二）
原本以為做完定性 PCR 分析後，接著要繼續做定量分析。但是児玉貴志先生表示，這些產品已經過度加工，DNA 已斷裂成許多破碎小片段、copy number也低。加工品方面，他們曾經做過豆漿、豆腐等的定量分析，目前他們還是認為只有種子最適合做定量。至於加工食品，只需做到定性即可。

因此這一週要進行的實驗，要將之前結果為 LE1基因（－）但是 RRS 基因（＋）以及出現非預期大小增幅片段的檢體，再次進行定性 PCR 的再確認工作。

上午依進度進行定性 PCR（LE1及 RRS 基因）的檢測，測定四種方法抽出的9-12號檢體 DNA。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔4（樣本數）×4（抽取方法）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝70管。詳細藥品配置與操作方法見附件三十七。
中午用餐的路上，児玉貴志先生接到一通電話得知他爺爺過世的消息，下午匆匆趕回爺爺的老家奔喪。

下午將 PCR 產物進行電泳分析。電泳圖見附件三十八。結果整理如下表：

	進行定性 PCR 再確認之電泳結果與先前結果之比較

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	今日
	先前

	
	
	
	LE1
	RRS
	LE1
	RRS

	1
	CT9
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	2
	
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	3
	CT10
	Ham (10%)
	－
	－
	－
	－

	4
	
	Ham (10%)
	－
	－
	－
	－

	5
	CT11
	Ham (15%)
	N
	－
	－
	－

	6
	
	Ham (15%)
	N
	＋
	－
	－

	7
	CT12
	Ham (20%)
	N
	N
	－
	－

	8
	
	Ham (20%)
	－
	－
	－
	－

	9
	M9
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	10
	
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	11
	M10
	Ham (10%)
	N
	－
	N
	－

	12
	
	Ham (10%)
	N
	－
	N
	－

	13
	M11
	Ham (15%)
	－
	N
	－
	－

	14
	
	Ham (15%)
	＋
	－
	－
	－

	15
	M12
	Ham (20%)
	N
	－
	－
	＋

	16
	
	Ham (20%)
	N
	－
	－
	－

	17
	M+C9
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	18
	
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	19
	M+C10
	Ham (10%)
	N
	－
	N
	－

	20
	
	Ham (10%)
	N
	－
	N
	－

	21
	M+C11
	Ham (15%)
	N
	－
	N
	－

	22
	
	Ham (15%)
	N
	－
	N
	－

	23
	M+C12
	Ham (20%)
	N
	－
	N
	－

	24
	
	Ham (20%)
	N
	－
	N
	－

	25
	G9
	Ham (CT)
	N
	－
	N
	－

	26
	
	Ham (CT)
	＋N
	－
	N
	－

	27
	G10
	Ham (10%)
	N
	－
	＋N
	－

	28
	
	Ham (10%)
	N
	－
	－
	－

	29
	G11
	Ham (15%)
	N
	－
	N
	＋

	30
	
	Ham (15%)
	N
	－
	N
	－

	31
	G12
	Ham (20%)
	＋
	－
	N
	－

	32
	
	Ham (20%)
	N
	－
	N
	－

	33
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－
	
	

	34
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－
	
	

	35
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋
	
	

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


LE1基因分析（118 bp）結果，除了 CTAB 法的10號檢體檢驗結果為陰性之外，其他檢體幾乎都還是出現非預期大小的增幅片段，且至少有五種以上不同大小的增幅片段。RRS 基因分析（121 bp）結果，CTAB 法的11和12號檢體，以及 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法的11號檢體二重複結果不一致。CTAB 法的11號檢體檢驗結果之一為陽性。今天和先前結果的比較，今天出現非預期大小增幅片段的情況似乎更嚴重。
八月二十七日（三）
上午拿昨天的結果與日野明寛博士討論後，決定今天下午用韓國鄭明恩抽的 DNA 來試。由於児玉貴志的爺爺過世，他臨時趕回家奔喪，加上實驗室大部份的人都休假（為期一週的暑假），今天實驗室空盪盪，在場的人沒人知道鄭明恩 DNA 的放置位置，所以今天定性 PCR 只試了部分鄭明恩的 DNA 和我之前結果為 LE1基因（－）但是 RRS 基因（＋）的 DNA 檢體。

下午進行定性 PCR（LE1及 RRS 基因）的檢測。使用0.2 mL tube 進行 PCR 反應。共需〔﹝4（樣本數）×3（抽取方法）＋1（CTAB 法1號檢體）－1（遍尋不著鄭明恩的 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法9號檢體）﹞×2（重覆數）－1（鄭明恩的 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法12號檢體只夠做一重覆）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝52管。詳細藥品配置與操作方法見附件三十九。

下午三點多農林水産省横浜植物防疫所的一群工作人員來此參訪，由任職於横浜植物防疫所、目前同樣在此研習的奥田智勇先生來解說。據奥田智勇先生表示，横浜植物防疫所（附件四十與四十一）才剛剛成立 GMO group，目前尚未添置任何的定量設備，預計明年度會購買 ABI 7900。他們隨後前往同樣位於筑波的独立行政法人種苗管理センター。深深感受到日本各研究機構之間往來的密切。
八月二十八日（四）
接近中午時分児玉貴志先生回來了，於是立刻進行定性 PCR（LE1及 RRS 基因）的檢測，補做昨日遍尋不著的鄭明恩 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法的9號檢體。使用0.2 mL tube 進行 PCR反應。共需〔1（樣本數）×2（重覆數）＋negtive control（無 DNA）＋negtive control（無 primer）＋positive control（使用 plasmid DNA）〕×2（兩種基因）＝10管。詳細藥品配置與操作方法見附件四十二。

由於明天就要離開，結束為期四星期的研習，下午除了忙著整理報告之外，也忙著到處分送紀念品，以感謝他們一個月來對我的照顧。
晚上和児玉貴志先生討論前天實驗的結果。Prima Ham Company 製造的9到12號檢體聲稱不含有大豆蛋白，為什麼有時 PCR 之後電泳檢驗結果卻呈陽性？児玉貴志先生說，依照他之前曾經讀過的資料，認為應該是生產線污染的緣故，一家廠商生產的產品很多，但是生產線卻不可能這麼多，共用生產線的結果，可能導致污染。我繼續詢問，同樣的檢體，PCR 之後電泳結果卻有所不同，應該如何決定其檢驗結果？児玉貴志先生表示，若三次檢驗中有兩次結果呈現陰性，則斷定為陰性。我向児玉貴志先生要求能不能找出相關的資料給我參考，他上網查出一份去年農林水産省総合食料局公佈的「有機大豆使用食品緊急調查結果」（見附件四十三）。日本的檢驗步驟為：（一）加工食品 DNA 之定性 PCR 檢驗。若商品標示非基因改造，但檢驗結果出現陽性者，則（二）查看加工廠原料的 IP (Identity Preserved) handling system，並使用公權力取得原料，再進行（三）加工食品原料 DNA 之定性 PCR 檢驗。
八月二十九日（五）
今天是在筑波研習的最後一天了，但是部分實驗仍未完成。上午將 PCR 產物進行電泳分析。電泳圖見附件四十四。結果整理如下表：

	進行定性 PCR 再確認之電泳結果

	Well 編號
	檢體編號
	樣品名
	LE1
	RRS

	1
	CT9（韓）
	Ham (CT)
	N
	－

	2
	
	Ham (CT)
	N
	－

	3
	CT10（韓）
	Ham (10%)
	N
	＋

	4
	
	Ham (10%)
	N
	－

	5
	CT11（韓）
	Ham (15%)
	N
	－

	6
	
	Ham (15%)
	N
	－

	7
	CT12（韓）
	Ham (20%)
	＋N
	－

	8
	
	Ham (20%)
	N
	－

	9
	M10（韓）
	Ham (10%)
	N
	－

	10
	
	Ham (10%)
	＋N
	－

	11
	M11（韓）
	Ham (15%)
	＋N
	＋

	12
	
	Ham (15%)
	＋N
	－

	13
	M12（韓）
	Ham (20%)
	＋N
	－

	14
	G9（韓）
	Ham (CT)
	－
	－

	15
	
	Ham (CT)
	－
	－

	16
	G10（韓）
	Ham (10%)
	＋
	＋

	17
	
	Ham (10%)
	＋
	＋

	18
	G11（韓）
	Ham (15%)
	＋
	＋

	19
	
	Ham (15%)
	＋
	＋

	20
	G12（韓）
	Ham (20%)
	＋
	＋

	21
	
	Ham (20%)
	＋
	＋

	22
	CT1
	Chicken nugget
	＋
	－

	23
	
	Chicken nugget
	－
	－

	24
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	25
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	26
	
	positive control（plasmid DNA）
	＋
	＋

	27
	M9（韓）
	Ham (CT)
	－
	－

	28
	
	Ham (CT)
	－
	－

	29
	
	negtive control（無 DNA）
	－
	－

	30
	
	negtive control（無 primer）
	－
	－

	31
	
	positive control（plasmid DNA）
	－
	＋

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


前天的 PCR 電泳，positive control 居然出現 LE1陰性的結果，由於當天使用的是新拆封的質體 DNA，和前幾天使用的不同，我立刻將結果告知児玉貴志先生，他表示會去確認這批質體 DNA 是否有問題。

將全部電泳結果整理如下：

	定性 PCR 之電泳結果總整理

	檢體編號
	PCR 日期
	LE1
	RRS
	樣品名
	結果

	CT1
	20030820
	－
	＋
	Chicken nugget
	此樣品為炸雞塊的麵粉皮，與其他肉類加工之樣品不同，實驗結果顯示 CTAB 法似乎較不適用於雞塊麵粉皮之 DNA 抽取。

	
	20030820
	＋
	－
	
	

	
	20030827
	＋
	－
	
	

	
	20030827
	－
	－
	
	

	M1
	20030818
	＋
	＋
	
	

	
	20030818
	＋
	＋
	
	

	M+C1
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋N
	
	

	G1
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT2
	20030820
	＋
	－
	Chibini ham
	僅 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 法之結果出現 RRS 陽性，推測此樣品應不含基因改造大豆。

	
	20030820
	＋
	－
	
	

	M2
	20030818
	＋
	－
	
	

	
	20030818
	＋
	－
	
	

	M+C2
	20030822
	＋
	－
	
	

	
	20030822
	＋
	－
	
	

	G2
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	－
	
	

	CT3
	20030820
	＋
	－
	Sausage (H)
	無法判定是否含基因改造大豆，可能是生產線污染的結果，需與廠商聯繫做進一步分析方可得知。

	
	20030820
	＋
	＋
	
	

	M3
	20030818
	＋
	－
	
	

	
	20030818
	＋
	＋
	
	

	M+C3
	20030822
	＋
	－
	
	

	
	20030822
	＋
	－
	
	

	G3
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT4
	20030820
	－
	－
	White sausage
	此樣品檢驗結果不含基因改造大豆，與包裝上標示相符。

	
	20030820
	－
	－
	
	

	M4
	20030818
	－
	－
	
	

	
	20030818
	－
	－
	
	

	M+C4
	20030822
	－
	N
	
	

	
	20030822
	－
	－
	
	

	G4
	20030819
	－
	－
	
	

	
	20030819
	－
	－
	
	

	CT5
	20030820
	＋
	－
	Sausage (A)
	僅 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 法之結果出現 RRS 陽性，推測此樣品應不含基因改造大豆。

	
	20030820
	＋
	－
	
	

	M5
	20030818
	＋
	－
	
	

	
	20030818
	＋
	－
	
	

	M+C5
	20030822
	＋
	－
	
	

	
	20030822
	＋
	－
	
	

	G5
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	－
	
	

	CT6
	20030820
	＋
	－
	Sliced ham
	僅 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 法之結果出現 RRS 陽性，推測此樣品應不含基因改造大豆。

	
	20030820
	＋
	－
	
	

	M6
	20030818
	＋
	－
	
	

	
	20030818
	＋
	－
	
	

	M+C6
	20030822
	＋
	－
	
	

	
	20030822
	＋
	－
	
	

	G6
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT7
	20030820
	＋
	＋
	FrankFruite sausage
	無法判定是否含基因改造大豆，可能是生產線污染的結果，需與廠商聯繫做進一步分析方可得知。

	
	20030820
	＋
	－
	
	

	M7
	20030818
	＋
	－
	
	


	
	20030818
	＋
	－
	
	

	M+C7
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋
	
	

	G7
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	－
	
	

	CT8
	20030820
	＋
	＋
	Ham (RH)
	無法判定是否含基因改造大豆，可能是生產線污染的結果，需與廠商聯繫做進一步分析方可得知。

	
	20030820
	＋
	＋
	
	

	M8
	20030818
	＋
	－
	
	

	
	20030818
	＋
	－
	
	

	M+C8
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋
	
	

	G8
	20030819
	＋
	－
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT9
	20030820
	N
	－
	Ham (CT)
	出現許多非特異性幅產物，但是檢驗結果為陰性。與Prima Ham Company 聲稱不含大豆蛋白相符。

	
	20030820
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	M9
	20030818
	N
	－
	
	

	
	20030818
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030828（韓）
	－
	－
	
	

	
	20030828（韓）
	－
	－
	
	

	M+C9
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	G9
	20030819
	N
	－
	
	

	
	20030819
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	＋N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	－
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	－
	－
	
	

	CT10
	20030820
	－
	－
	Ham (10%)
	韓國鄭明恩女士的 CT10 及 G10檢體檢驗結果出現 RRS 陽性，但本人抽取的檢體檢驗結果均為RRS 陽性，推測應是鄭明恩女士抽取 DNA 步驟時污染所致。雖然出現許多非特異性幅產物，但是檢驗結果應為陰性。與Prima Ham Company 聲稱不含大豆蛋白相符。

	
	20030820
	－
	－
	
	

	
	20030826
	－
	－
	
	

	
	20030826
	－
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	M10
	20030818
	N
	－
	
	

	
	20030818
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋N
	－
	
	

	M+C10
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	G10
	20030819
	＋N
	－
	
	

	
	20030819
	－
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	CT11
	20030820
	－
	－
	Ham (15%)
	部分結果呈現 RRS 陽性，但是 LE1 結果卻不是陽性。可能在 primer 的設計上，對於 RRS 的檢測較敏感，可測出極低濃度的基因改造大豆（可能是生產線污染所致）。韓國鄭明恩女士的 G11檢體檢驗結果出現 LE1及 RRS 陽性，應是抽取 DNA 步驟時污染所致。

	
	20030820
	－
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	M11
	20030818
	－
	－
	
	

	
	20030818
	－
	－
	
	

	
	20030826
	－
	N
	
	

	
	20030826
	＋
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋N
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	＋N
	－
	
	

	M+C11
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	G11
	20030819
	N
	＋
	
	

	
	20030819
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	CT12
	20030820
	－
	－
	Ham (20%)
	QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 法抽取之 DNA，PCR 結果容易出現陽性，可能其為開放式留洗管柱，容易造成檢體污染的情形。

	
	20030820
	－
	－
	
	

	
	20030826
	N
	N
	
	

	
	20030826
	－
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	N
	－
	
	

	M12
	20030818
	－
	＋
	
	

	
	20030818
	－
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋N
	－
	
	

	M+C12
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030822
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	G12
	20030819
	N
	－
	
	

	
	20030819
	N
	－
	
	

	
	20030826
	＋
	－
	
	

	
	20030826
	N
	－
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	
	20030827（韓）
	＋
	＋
	
	

	CT13
	20030820
	＋
	＋
	德昌炭燒角豆乾
	LE1及 RRS 結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。

	
	20030820
	＋
	＋
	
	

	M13
	20030818
	＋
	＋
	
	

	
	20030818
	＋
	＋
	
	

	M+C13
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋
	
	

	G13
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT14
	20030820
	＋
	＋
	德昌五香豆乾
	LE1及 RRS 結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。

	
	20030820
	＋
	＋
	
	

	M14
	20030818
	＋
	＋
	
	

	
	20030818
	＋
	＋
	
	

	M+C14
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋
	
	

	G14
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	CT15
	20030820
	＋
	＋
	德昌大溪五香豆乾
	LE1及 RRS 結果均呈陽性，與其商品之標示（黃豆「基因改造」）相符。

	
	20030820
	＋
	＋
	
	

	M15
	20030818
	＋
	＋
	
	

	
	20030818
	＋
	＋
	
	

	M+C15
	20030822
	＋
	＋
	
	

	
	20030822
	＋
	＋
	
	

	G15
	20030819
	＋
	＋
	
	

	
	20030819
	＋
	＋
	
	

	＋：檢定結果陽性。

－：檢定結果陰性。

N：出現非特異性 (non-specific) 之 PCR 增幅產物。


下午一直在整理報告（附件四十五），完成之後列印出來給柏葉晃一博士和児玉貴志先生看過，確定沒問題之後，總算可以放心離開，結束這四週有笑有淚的研習。
八月三十日（六）
難得的假日，於東京街頭感受迥異於筑波園區的氣氛，突然視線為朝日啤酒公司總部的建築所吸引。位於東京的朝日啤酒公司總部大樓，完成於一九八九年，有著琥珀色的玻璃外牆及啤酒泡造型的標幟，非常獨特。
八月三十一日（日）
上午十點，自下榻飯店出發，往成田機場。搭乘長榮航空 BR2197班機，飛回闊別一個月台北溫暖的家。
參、心 得 及 建 議

此次赴「日本農林水産省独立行政法人食品総合研究所」學習加工食品的檢驗技術及方法，為期四週的研習期間，不論在實驗技術及生活態度上，皆受益良多。

1、 基因改造加工食品的檢驗研究。此次檢驗之基因改造加工食品有添加植物性蛋白的加工肉製品及加工大豆製品，添加植物性蛋白的加工肉製品包括冷凍炸雞塊和各種香腸火腿產品，加工大豆製品則為鹽分很高的豆乾。加工肉製品先前已由韓國鄭明恩女士完成玉米 DNA 定性分析的部分，因此樣品之處理方式及實驗過程有前人經驗可參考，較為容易。至於豆乾為台灣名產，鹽分高且硬度高，日本並無類似之加工食品，也因此整個實驗都是在一邊討論一邊摸索之下進行，以樣品的均質工作為例，我們嘗試了濕磨與乾磨、粉碎前加水或粉碎後加水、調整不同的加水量等等數種方式，以期能做到做好的結果。DNA 的抽取工作也分別以 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit、QIAGEN DNeasy Maxi Kit、CTAB 法以及 QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 四種方法抽取，相互比較以找尋最適合的 DNA 抽取方式。結果顯示，雖然以 QIAGEN Genomic-tip 20/G kit 方式抽取之 DNA 濃度較其他方式高出許多，但其為開放式流洗管柱，極易造成樣品間污染，原則上不建議使用。冷凍炸雞塊麵粉皮的 DNA 以 CTAB 法萃取效果不佳，使用 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法效果最好。QIAGEN DNeasy Maxi Kit＋CTAB 方法並沒有達到預期優於 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 的結果，香腸火腿類產品仍以 QIAGEN DNeasy Maxi Kit 法抽取 DNA 最佳，抽取之 DNA 濃度高於 CTAB 法。至於加工大豆製品則較適用以 CTAB 法，抽取之 DNA 濃度高於 QIAGEN DNeasy Maxi Kit。

2、 實驗室規劃及實驗操作。日野明寛博士實驗室雖然沒有將各類實驗的操作分隔成獨立的操作室，但是所有實驗人員均遵循實驗室規定，抽取 DNA、定性、定量、電泳均有專門的操作台，操作台上的實驗用具都以標籤標示其所屬的操作台，因此各操作台上的實驗用具也都非常齊全，包括全套各種體積大小的微量分注器、70%酒精、紙巾、剪刀、標籤紙、標示用奇異筆等等，避免各操作台間用具混用造成污染問題。在實驗開始之前，操作台面須以70%酒精仔細擦拭，並鋪設乾淨保鮮膜。實驗的操作上，不但空間分隔，連操作順序都需留意。例如在同時間有 PCR 及電泳兩項工作，由於電泳所鑑定的檢體為經過大量增幅的 DNA，濃度很高，所以須先進行 PCR 的操作，以避免污染。實驗操作完畢，操作台及使用工具如試管架等，須以70%酒精仔細擦拭並晾乾，以方便下一位操作者的使用。各試劑套組或消耗品的放置也盡量擺放在接近該操作台的位置，且使用紀錄詳實，每罐藥劑的購入日期、開封日期、使用量及存貨量皆詳細紀錄。這些實驗室的規劃可使任何新進人員很快熟悉工作環境，實驗過程中減少不必要的時間浪費，使得實驗進行的流程非常順暢，也不容易發生錯誤及污染問題。

3、 實驗操作方法明確。實驗室中有專門放置各種實驗操作方法的鐵櫃，操作方法的細節步驟，包括特殊步驟的實驗技巧或可能遇到的情形都描述得非常詳盡。實驗室人員的流動在所難免，加上日野明寛博士實驗室常有不同單位的人員來此研習，有此實驗室標準操作程序，可使任何新進人員在最短時間內熟悉實驗操作，也減少指導訓練的人力。

4、 政府與民間單位合作交流。於食品総合研究所為期四週的研習期間，遇見來自其他政府單位及各民間企業的研究人員。藉由人員相互合作，彼此技術交流，政府單位不需多支付薪資，卻可擁有更多的研究人才，提升研究效率。台灣政府與民間單位合作交流情形雖仍不普遍，但目前部份研究單位及大學紛紛開始設置育成中心，和民間廠商交流，促進產學合作，不論對於研究單位或是企業皆有很大的幫助。國內目前有數個研究單位從事基因改造食品的檢驗及研究，某些大型食品企業亦對基因改造食品重視，若能加強各單位間的交流，相信對於國內日後執行基因改造食品相關政策必有所助益。

5、 研究紀錄的保存。所有日野明寛博士實驗室的成員，包括正式員工、其他政府單位公務人員、民間企業的研究人員以及短期研習之人員，實驗過程都必須完整詳實紀錄，在研習結束或完成階段性工作任務時，繳交書面及數位之研習報告，書面研習報告有專門的鐵櫃存放，數位研習報告則燒製成光碟片，並在內外以標籤標示清楚光碟片的內容，依照研究時間先後順序整齊存放於專門的抽屜中。若有需要翻閱之前人員的實驗紀錄，都可以在第一時間內查詢到所需的資料。

6、 實驗室的向心力與歸屬感。日本人態度的認真及對於工作的要求是眾所皆知的。依據觀察，實驗室每星期一的清潔日，不需任何人的指揮，也不需指定分配工作，所有成員都自動自發，分別拿起掃把、吸塵器、拖把開始打掃。即使在平常日，有不清潔的地方，大家也都會主動清理。藉由共同清潔及維持實驗室環境，培養彼此默契與情感，從日常生活的小地方做起，進而增進對實驗室的向心力與歸屬感。每日早晨前往實驗室的路上，即使是不認識的人，遇到一定會相互問好，進了實驗室，大家也都親切的打招呼，一天的工作在非常愉快的氣氛下開始，自然而然工作效率也會提升許多。

本人於藥物食品檢驗局服務未滿一年，即能有機會赴日研習新的檢驗技術及方法，除感謝本局長官的重視之外，亦感謝本組施養志組長以及闕麗卿研究員極力爭取經費始能成行，並感謝本組其他同仁在本人赴日前及赴日期間提供寶貴的經驗及協助，同時感謝日本農林水産省独立行政法人食品総合研究所食品機能部味覚機能研究室室長日野明寛博士以及柏葉晃一博士後研究在研習期間所提供的各方面幫助。

肆、附  件
＊Rox dropping : 即背景的base-line 相當明顯，這種情況是很不好的，因為會限制shrold-lin的位置！
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