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內容摘要：

為因應本所新建之分子牧場能順利運作與妥切管理，同時吸取日本在基因轉殖家畜研究方面的寶貴經驗，本次研習主要著重於基因改造動物生產、廢棄物處理規範及安全性評估等。在獨立行政法人日本畜產草地研究所的縝密規劃下，於該所進行為期一週之密集訓練與討論，此行之研習項目，包括基因轉殖動物實驗室及分子牧場營運與安全性評估、基因轉殖動物之管理與相關規範、基改動物研究之廢棄物處理規範等，同時進行現場參觀該所之動物飼養現場及地區之動物廢棄物處理中心，以學習日本在基因轉殖動物之生產及管理之經驗。訓練期間，承蒙相關人員的接見與指導，不僅習得此行目的之相關技術研發與經驗，其間亦獲協助收集日方在基因轉殖研究上的相關規範與法規，足供爾後我國分子牧場之營運管理及安全性評估之重要參考。




1. 目的 

1. 赴日本研習基因改造動物試驗研究與生物安全性評估：赴日本基因轉殖動物研究之大學與研究機構研習基因改造動物試驗與生物安全性評估。

2. 基因轉殖動物實驗室及分子牧場營運與安全性評估：參訪基因轉殖動物相關實驗室，作為畜產試驗所已建構的基因轉殖中心之重要參考，同時研習分子牧場營運管理與安全性評估。

3. 基因轉殖動物之管理與相關規範：研習基因轉殖動物之飼養管理及畜舍之安全防護與規範。

4. 赴日本研習基改動物研究之廢棄物處理規範，包括基改動物排泄物處理、基改動物屍體及動物內臟器官處置，及不同規模基改動物實驗研究之處理模式，如實驗室規模、田間試驗室內（隔離）規模、田間試驗室外規模等。

5. 赴日本研習基改動物對生態環境影響之安全性評估，包括日本基改動物植入基因之穩定性評估、基改動物新穎性狀表現之穩定性檢測、作為食品或飼料來源之安全性評估、基改動物對同品種/系之生態影響（包括生物多樣性影響）及其在野外生長時對環境之安全性評估等。
2.  行程

	日期
	研  習  機  構
	研  習  內  容
	講師

	07/11
	去程
	抵達日本東京成田國際機場
	Dr. K. Haga

	07/12
	畜產草地研究所
	基改動物之管理
	Dr Y. Shioya

	07/13
	畜產草地研究所
	基改豬的生產、基改動物生產技術與其廢棄物處理
	Dr. A. Ohnishi、Dr. S. Watanabe

	07/14
	畜產草地研究所
	基因轉殖動物之生物安全規範、基因轉殖動物及其排泄物
	Dr. Y. Izaike、Dr. T. Tokunaga

	07/15
	畜產草地研究所、高根沢町堆肥中心、野木町資源中心
	廢棄物處理設施田間研習參訪
	Dr. K. Haga、Dr. N. Doshu

	07/16
	東京
	綜合討論、資料整理與報告撰寫
	Dr. K. Haga、Dr. N. Doshu

	07/17
	回程
	抵中正國際機場
	


3.  心得

科技之進步日新月異，其中尤以生物技術之發展在全球備受重視，因其為應用性廣、技術密集、效果快速及經濟效益高的新興科技。因此，世界各先進國家莫不將之列為國家農業之重點科技並積極研發。

本所畜禽生殖生物科技中心暨分子牧場等工程建設已經完竣，提供本所家畜禽基因轉殖與改造等試驗研究優良的硬體空間。目前國內有關基因改造動物之研究及試驗已蓬勃進行，但有關基因改造動物實驗及其廢棄物之處理，均沒有一定的規範，可供各研究及飼養單位遵循。為良善管理基因轉殖與動物複製等基因改造家畜禽，本計畫派員到日本研習有關基因改造動物試驗研究與其生物安全性評估，及分子牧場之營運管理等相關規範及法令，作為本所及國內相關單位的參考。本項計畫赴日研習一週，希望能由日本在分子牧場研究上及處理技術研發上的經驗，作為我國分子牧場營運管理及其廢棄物管理上的參考。

日本畜產草地研究所係於2001年4月由原農林水產省畜產試驗場 (設於筑波) 與農林水產省草地產試驗場 (設於那須及御代田) 合併並改制為獨立行政法人，設有企劃調整部、總務部、飼料資源研究部、家畜育種繁殖部、家畜生理營養部、品質開發部、畜產環境部、家畜生產管理部、飼料作物開發部、飼料作物生產管理部、放牧管理部、草地生態部及山地生產研究部，為日本畜牧研究之重鎮。本次研習之心得謹述於下：

  一. 牛的生殖生物技術

牛的生殖技術研究，包括了傳統胚移置、胚體外生產與核轉置牛的生產，期能藉由該等科技，提昇高經濟價值日本和牛的生產與利用。日本第一頭體外生產的和牛於1984年12月成功分娩。之後，生殖技術則包括應用胚分切生產雙胞胎仔牛、分離胚葉細胞以培養具發育全能性的幹細胞及核轉殖技術等。在日本，應用核轉殖技術生產的仔牛分為利用胚葉細胞為供核者或是應用體細胞為供核者。但僅利用胚葉細胞為供核者所生產之核轉殖胚可以銷售給酪農飼養，而利用體細胞為供核者所生產之核轉殖胚則僅能供作研究之用。
有關核轉置牛的研究中，已完成者有分析不同性別核轉殖和牛的仔牛出生體重、建立並比對供核牛及其核轉殖後代之鼻紋資料、不同性別核轉殖後代之繁殖性能、染色體端粒 (telomere) 長度分析、病理及內臟組織器官之切片分析、評估比較利用胚葉細胞或體細胞核轉置所生產的和牛及非核轉殖和牛其生產之乳肉的食品安全性等。

二. 利用核轉殖技術生產核轉殖豬及基因轉殖豬

利用豬或小鼠之成纖維細胞核做為供核源，顯微注射入受核卵母細胞以生產核轉殖豬或小鼠的技術，乃日方核轉置方法之重大突破。應用供核細胞核顯微注射之主因，是豬或小鼠之卵母細胞極易受到激活且培養操作過程極易損失而不易成功，因此利用此創新技術，具有操作容易且成功率提昇之優點。利用此法產製之核轉殖豬以梅山豬之耳朵細胞為供核細胞，以藍瑞斯種豬之卵子為受核體，該成果已發表於 2000年的科學 (Science) 期刊。而利用此核轉殖技術，亦已生產可以高度表現綠螢光蛋白 (Green Fluorescent Protein, GFP) 的基因轉殖豬。雖然如此，GFP基因轉殖仔豬之存活率卻明顯低於非基因轉殖之核轉置豬，日方正進行病理組織學分析探討其可能原因。日本進行核轉殖豬研究之目的是為保存日本豬種之遺傳資源，以避免閉鎖族群的育種制度所造成的近親衰退問題。

日本近期在核轉置及基因轉殖動物的研發重點，是利用幹細胞進行同源重組以增加基因嵌入或刪除的機會、體外生產胚與核轉置胚生產效率之差異研究及改進產製效率與突破相關技術。
三. 基因轉殖動物研究建築物、生物安全規範及廢棄物處理

畜產草地研究所專供基因轉殖動物研究之建築物建於1995年，是全日本第一個專供進行基因轉殖動物實驗之建築，內部的實驗室與動物飼養設備符合日本生物安全規範之二級標準 (P2)。實驗室之配置包括原核生物培養室、細胞培養室、分生實驗室、顯微操作室、幹細胞實驗室及放置細胞篩選儀之貴重儀器室。動物飼養設備，包括小鼠房、蜜蜂飼養室 (在日本，蜜蜂隸屬畜產研究範疇)、日本土山羊畜舍 (專供飼養核轉殖胚代孕羊)、豬舍及手術房等，畜舍內備有緊急維生系統及動物監測錄影系統。

建築外之畜舍，有混養4頭核轉殖母和牛之母牛舍，而2頭年齡5-6歳的核轉殖和牛種公則獨立飼養，每週採精一次生產冷凍精液供配種與試驗之用。

四. 日本有關基因轉殖動物研究之法規

日本有關基因轉殖研究之主管單位為文教省，在今年四月之前，文教省訂有行政法規可供研究人員參考，而自今年四月起，基因轉殖研究法規則提升為法令，除了強化管理機能之外，亦明訂嚴格罰則以規範基因轉殖研究之合法進行。日本對於利用動物進行基因轉殖研究所需之生物安全性規範，於研提計畫時必需申請DNA實驗安全委員會 (安全性評估) 及實驗動物委員會 (動物福利及動物操作數量及程序之評估) 之核可，獲得核准證明書後，始可進行實驗，此與台灣申請國科會計畫之程序相似，但程序更為嚴謹，要求也更多 (表1及2)，所以目前日本研究人員對基因轉殖動物的研究，儘量維持在P2級，以避免因太多的限制而使實驗無法執行。此外，其對執行生物檢查的受託機構及審查計畫的專家也有不得外洩及盜用資料的規定，可以說考慮的相當完善。

	表1. 申請動物實驗的審查程序
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表2. 動物實驗的防止擴散規定
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五. 幹細胞研究

利用幹細胞做為發育生物學研究之模式，以釐清幹細胞之分化機制。利用小鼠及山羊之幹細胞，做為發育生物學及分化機制之研究模式。培養並利用細胞篩選儀分離小鼠之不同幹細胞群，顯微注射入8細胞期鼠胚生產嵌合小鼠，使用螢光素酶 (luciferase) 報導基因來追蹤嵌合體的發育情形。配合幹細胞研究，利用核轉殖技術生產基因轉殖動物主要以日本土山羊 (Shiba Yagi) 為主。日本土山羊之成熟體重僅約 30 kg，飼養成本低且容易維持，故為基因轉殖研究之合適動物，配合內視鏡 (Laparascopic Follicular Aspiration) 取卵進行核轉殖羊之生產及研究。

六. 廢棄物處理設施田間研習參訪

在草地研究所內的基因轉殖建築內是為進行基因轉殖研究之實驗室及動物飼養場所，飼養之動物有小鼠、蜜蜂、豬及日本山羊等。該等動物飼養於具有空氣過濾之乾淨空間中，其所排出之排泄物先經固液分離之後，液體部分先經碱化處理後再相關規定排放，固體部分則與實驗的屍體一起以焚化爐進行二階段焚燒。
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圖1. 基因轉殖動物研究之廢棄物處理流程


而廢棄物處理設施田間研習參訪，則參訪位於栃木縣高根沢町的家畜糞尿堆肥處理中心及野木町的資源中心，均是利用堆肥處理方式將家畜糞尿及家庭廢棄物有效率的製造成堆肥。

表3. 高根沢町堆肥處理中心的基本資料

	事業主體
	高根沢町

	所在地
	栃木縣塩谷郡高根沢町大字平田1525番地1ほか

	佔地面積
	9,805 m2

	建築面積
	2,846.6 m2

	處理能力
	7,200 t/年(24t/日)

	堆肥生產量
	2,550 t/年

	運轉日數
	300日/年(25日/月)

	發酵日數
	42日

	堆肥肥化原料
	牛糞   13.3 t /日

	
	牛尿    3.7 t /日

	
	生廚餘  3.0 t /日

	
	稻殼    4.0 t /日

	製品
	堆肥    8.5 t /日

	
	液肥    6.4 t /日


	竣工
	平成12年3月

	事業費用
	758,350千円

	產品價格
	粒狀堆肥 4000日元/t

	
	袋狀堆肥  350日元/10 kg

	
	(JAしのや高根沢地區センタ－で販売)
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圖2. 高根沢町家畜糞尿堆肥處理中心全景
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的處理流程


肆. 建議

一. 強化基因轉殖家畜禽研究

基因轉殖動物仍然是畜產生技研究之重點項目，尤其是利用體細胞核轉殖進行基因轉殖或是幹細胞研究的策略與方法。

二. 核轉殖家畜之安全性評估

生產核轉殖家畜供人類什做為食物來源是必然之趨勢，我國目前所生產的核轉殖家畜數量尚未達一定的族群，然而對於核轉殖動物所生產的肉或乳進行安全性評估有其必要。

三. 分子牧場之營運與管理應嚴密監控並遵守法規

基因轉殖動物之操作與生產應該遵守相關法規的規定才能夠進行。包括了雙重圍籬、操作流程及動物排泄物及其屍體之處理等。我國目前尚未如日本一樣訂定嚴格的規準，但國科會所訂定的基因重組實驗守則如何發揮到最大的效果，有賴研究人員的配合，而違反相關法規之必要處分亦有其必要。

四. 與國內外相關研習機構密切合作

本所在生殖生物技術的研究上已經形成研究團隊並完整分工。同時也與國內外大學合作進行核轉殖與基因轉殖的相關研究，此種合作模式相當重要且有其必要性。因此，在以後的研究上仍應持續加強國內外合作以加速研究效率並展現良好研究成果。

五. 加強與一般民眾的溝通

日本因為一般民眾無法消除對基因轉殖動物的疑慮，導致無法接受基因轉殖動物的田間研究，使得研究受限，因此基因轉殖動物的研究人員，除了自身的研究工作之外，還須負責對一般民眾的宣導教育。這樣的情況，也有可能在臺灣發生，所以我們也應提早因應，預作準備，加強與一般民眾的溝通，以減少未來可能遭遇到的阻力。
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附錄

日本之 DNA實驗指針
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