
１ はじめに

平成１３年４月より，厚生労働省は食物アレルギーによ

る健康危害を回避するため特定原材料５品目（卵，乳，

小麦，そば，落花生）について食品への表示を義務づけ，

検査法については，翌年１１月に「アレルギー物質を含む

食品の検査法について」１）（以下従来法）を通知した。

しかし，容器包装詰加圧加熱殺菌食品や焼菓子等加熱及

び加圧加熱加工した食品は，タンパクの熱変性等により

検出が困難であり，そのため偽陰性リストに挙げられて

いる。平成１６年度に当部で検討した結果２）も渡邊等の報

告３）でも同様の結果であった。

平成１７年１０月に「アレルギー物質を含む食品の検査法

について（一部改正）」４）が通知され，加熱加工品の抽出

率が改善された改良法が加わった。

そこで，アレルゲンを小麦に想定し，模擬試料を作成

し従来法と改良法について比較検討を行い若干の知見を

得たので報告する。また，流通品について実態調査も

行ったので併せて報告する。

２ 方 法

２．１ 試 料

１）模擬試料Ⅰ

コーンフラワーに小麦粉を２％添加し，その後コーン

フラワーで段階希釈し２００，１２５，１００，５０，１０μg／gと
したものを模擬試料Ⅰとした。

２）模擬試料Ⅱ

小麦粉を１％加えたとうもろこし菓子の生地を作り，

これを用い加熱温度を変え２０分焼成し焼菓子を作成した。

その後，オスターブレンダーで十分粉砕し，模擬試料Ⅱ

とした。

３）模擬試料Ⅲ

マッシュポテト及びトマトピューレに小麦粉を１％添

加しミキサー等で十分混和後，その一部をオートクレー

ブにより１２１℃，１．２kgf／哀，２０分加圧加熱したものを

模擬試料Ⅲとした。

４）その他の試料

原材料に小麦表示のない加工食品２０件，小麦表示のあ

る加工食品１件合計２１件について市販品を購入し，ミル

サーで粉砕し均一にしたものを試料とした。

２．２ 試 薬

（ELISA用）

従来法

・FASTKITエライザシリーズ 小麦（日本ハム㈱）

（以下FASTキット）

・特定原材料測定キット 小麦グリアジン（㈱森永

生科学研究所）（以下グリアジンキット）

改良法

・FASTKITエライザVer.Ⅱシリーズ 小麦（日本ハ

ム㈱）（以下FASTVer.Ⅱキット）

・モリナガFASPEK特定原材料測定キット 小麦グ

リアジン（㈱森永生科学研究所）（以下FASPEKキッ

ト）
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（定性PCR用）

・Genomic－Tip２０／G（QIAGEN）
・GenomicDNAbufferSet（QIAGEN）
・α－アミラーゼ（SIGMA）
・ProteinaseK（QIAGEN）
・AmpliTaqGold＆10×bufferwithdNTP（Applied
Biosystems）

・アレルゲンチェッカー小麦（オリエンタル酵母工

業㈱）

（その他）

・試薬特級

２．３ 機 器

・ホモジナイザー：ミルサー，ミキサー，フード

カッター，オスターブレンダー

・マイクロプレートリーダー：モデル６８０（BIO－
RAD社製）

・サーマルサイクラー：GeneAmp９７００（Applied
Biosystems）

２．４ 分析方法

スクリーニング試験における試料からの抽出，ELISA
法については通知法４）に従い，２ウェル並行で行った。

なお，模擬試料については１検体につき２点並行で抽出

した。ELISA法で測定した小麦タンパク濃度に試料及び

抽出液の希釈倍率を乗じ，食品採取重量当たりの小麦タ

ンパク量を求めた。模擬試料Ⅱについては，焼成前後の

重量を測定し，それにより補正した値を小麦タンパク量

とした。

確認試験の定性PCRは，DNA抽出にはイオン交換樹

脂タイプキット（Genomic－tipキット）を用い，その他

は通知法４）に従い行った。

３ 結果及び考察

３．１ 改良キットの特性

小麦粉を添加した模擬試料Ⅰを用い，添加量と実際の

測定値を比較し，キットの特性を確認した。小麦粉添加

量と小麦タンパク量との相関を図１に実測値を表１に示

す。

従来法と改良法とも小麦粉の添加量に比例し良好な相

関が得られた。従来法の２キットは同様の測定値を示し，

改良法のFASPEKキットの測定値はFASTVer.Ⅱキットの

約１．５倍であった。

使用した小麦粉の成分表示によるタンパク量は８g／
１００gであり，これをもとに小麦タンパク量を想定すると

小麦粉１００μg／g添加試料のタンパク量は８μg／gとな

る。そこで，小麦粉１００μg／g添加試料の回収率を求め

ると，従来法のFASTキットで６４％，グリアジンキット

で７０％となった。改良法については，FASTVer.Ⅱキット

で１３０％，FASPEKキットで１９４％となり，FASPEKキッ

トで高値となった。判定値の１０μg／gとなる小麦粉１２５

μg／g添加試料の測定値はFASTVer.Ⅱで１１．２μg／g（回

収率１１２％），FASPEKキットで１７．１μg／g（１７１％）と

なり，同様であった。（表１）

森永生科学研究所ホームページの測定データを表２に

示す。日本食品標準成分表５）による薄力粉のタンパク量

は１等 で８．０g／１００g（８０，０００μg／g），２等 で８．８g／１００g
（８８，０００μg／g）である。これをもとに表２のFASPEK
キットの薄力粉の回収率を求めると１等で２２１％，２等

で２０１％となり，模擬試料Ⅰの測定結果はこれと同様で

ある。このようにFASPEKキットは，添加量に対し高値

になる傾向が見られ，判定値付近では注意が必要であり，

同キットによる測定では偽陽性検体が増加するのではな

いかと思われた。

－６８－

図１ 小麦粉添加量と実測値の相関

表１ 模擬試料Ⅰによる小麦タンパク定量結果

表２ メーカーによる小麦タンパク測定例



３．２ 加熱による影響

３．２．１ 加熱温度による影響

焼菓子を想定した模擬試料Ⅱを用い，加熱温度を変え，

加熱による測定値の影響について検討を行った。焼菓子

生地の小麦タンパク量の実測値を１００％としたときの測

定値の変化を図２に実測値を表３に示した。

従来法のFASTキットは，加熱により減少し，１８０寿で

４μg／gと生地の小麦タンパク量に対し０．８％まで減少

し陰性判定となった。グリアジンキットは，FASTキッ

トに比べ緩やかに減少している。これらは，タンパクの

熱変性や他のタンパクとの結合により小麦タンパクが抽

出液に可溶化せず，検出が困難になっているためと考え

られる。

一方改良法のFASTVer.Ⅱキットは，生地の小麦タンパ

ク量に対し１３０寿で１０１．１％，１５０寿で８７．０％と１５０寿付近

までは大幅な減少は見られない。FASPEKキットは，１３０

寿で１２２．１％，１５０寿で１２６．３％と逆に増加傾向にあった。

改良法の抽出液には，タンパクの可溶化のために界面

活性剤のSDSと還元剤のβ－メルカプトエタノールが加

わっており３），それにより抽出率が改善されている。ま

た，変性タンパクに対する抗体も加わったポリクロナー

ル抗体用いたことも検出率を上昇させている。

３．２．２ 加圧加熱による影響

図３にオートクレーブ処理前後の模擬試料Ⅲの小麦タ

ンパク量の測定結果を示す。

従来法では，オートクレーブ処理により小麦タンパク

が加熱変性し，測定値は著しく減少している。特にマッ

シュポテトで顕著であった。

一方，改良法のFASTVer.Ⅱキットでは，マッシュポテ

トで処理前の小麦タンパク量の９７．８％，トマトピューレ

で９９．７％，FASPEKキットでは，マッシュポテトで

９５．４％，トマトピューレで１０９．４％と測定値は処理前後

で同等であり，加圧加熱加工による影響は認められな

かった。

３．３ 定性PCRによる確認試験

図４に模擬試料Ⅱ，Ⅲの定性PCR（小麦）の結果を示す。

焼菓子である模擬試料Ⅱでは加熱温度１５０寿，１８０寿に

おいても小麦由来DNAは確認できた。レトルト食品を

想定した模擬試料Ⅲについては，マッシュポテトは小麦

由来を確認できたが，トマトピューレは小麦由来DNA
は確認できず，また，植物由来DNAの検出バンドも非

常に薄かった。水分含有量の多い試料ではオートクレー

ブ処理でDNAの分解がより進んでいることがわかる。

食品衛生法の容器包装詰加圧加熱殺菌食品の製造基準

では，「中心部の温度を１２０寿で４分間加熱する方法また

はこれと同等以上の効力を有する方法であること」と

なっている。

また，改良法では抽出液の改良により加熱変性タンパ

クが検出可能となり，容器包装詰加圧加熱殺菌食品およ

びレトルトパウチ製品が偽陰性リストから除かれている。

前述のように，試料によってはオートクレーブ処理で

DNAが分解され目的DNAが検出できないものがあり，
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図２ 加熱による測定値への影響 図３ 加圧加熱による測定値への影響

図４ 定性PCRによる確認試験結果（小麦）

表３ 模擬試料Ⅱによる小麦タンパク定量結果



実際に原材料を使用していてもスクリーニング試験と確

認試験が不一致の場合があると推定される。これらの加

工食品では製造記録確認が非常に重要となり最終判定に

は十分注意が必要である。

３．４ 実態調査

表４は，試買検査における流通品の実態調査結果であ

る。原材料に小麦表示のない加工食品２０件（菓子７件，

ベビーフード８件，調味料等５件），小麦表示のある加

工食品１件（レトルト食品）合計２１件について改良法に

よりスクリーニング検査を実施した。

原材料表示のない試料で小麦タンパクを定量下限値

０．６４μg／g以上検出したものは，FASTVer.Ⅱキットで

No.１，３，４の焼菓子類とNo.１６，１７のカレールウであっ

た。一方，FASPEKキットではNo.１，２，３，４，６の

焼菓子類とNo.１６，１７のカレールウであった。

No.３，４，１６，１７の測定値は２キット間でほぼ同様

の値を示した。No.３には，偽陽性食品である“ひえ”

が，同様にNo.１６には“オーツ麦”が入っており，これ

らによる偽陽性反応であると思われた。同様にNo.２，４，

１７についても，FASTVer.ⅡキットでND～１．７μg／g，
FASPEKキットで０．７～１．８μg／gと低濃度であり，非特

異反応であると思われた。これらは，スクリーニング結

果は陰性であり，表示と一致した。

しかし，FASPEKキットでNo.１が１３．６μg／g，No.６
が１７．８μg／gと判定値の１０μg／gを超過しスクリーニン

グ陽性となり，一方，FASTVer.Ⅱキットでは０．８μg／g，
NDと測定値は乖離した。原材料に表示がなくスクリー

ニング陽性だったNo.１のせんべいとNo.６の米菓につい

て定性PCRを実施した結果，小麦由来DNAは検出しな

かった。

改良法の抽出液は両キットとも同一組成であり，抽出

法も同様であることから抽出効率に差はない。また，前

述の模擬試料による検討結果から同一検体において２つ

の改良法の測定値に大きな相違は認められない。

今回のNo.１とNo.６については，スクリーニング検査

の２キット間の値が相違しており，また，定性PCRの結

果が陰性であることからこれらは試料マトリックスによ

る偽陽性反応であると思われた。これらは米を使った焼

菓子であるが，FASPEKキットでは米は偽陽性食品に含

まれていない。しかし，加熱加工することにより小麦タ

ンパクと類似の活性点ができELISA法で偽陽性反応を引

き起こしたのではないかと思われた。原材料表示のあっ

たNo.２１は両キットとも２０μg／g以上検出し陽性判定と

なり，表示と一致した。

－７０－

表４ 実態調査結果



４ まとめ

１）改良法は抽出効率が上がり回収率も上昇したが，

FASPEKキットは混入量に対し高値になる傾向が見

られた。

２）改良法は，加熱による測定値の減少は少なく加熱

加工品および加圧加熱加工品の分析には有効であっ

た。

３）加圧加熱食品の定性PCRによる確認試験では，加

工工程におけるDNAの分解によりDNAの検出は困

難となり，確認試験結果とスクリーニング結果が一

致しない場合がある。

４）流通品の実態調査でスクリーニング陽性だった２

食品は，キット間の測定値が相違しており，確認検

査の陰性結果からこれらは試料マトリックスによる

偽陽性反応と思われた。その他１９食品ついてはスク

リーニング結果と表示は一致し，表示上問題はな

かった。
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