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はじめに 

小麦は，食物アレルギーを引き起こす食品であるこ

とから「特定原材料」として定められ，小麦を含む食

品は，その表示を義務付けられている．表示を検証す

るための検査法１）（以下，「通知法」という．）は，

「判断樹」（図１）に従い，スクリーニング（定量）

検査で陽性（タンパク含量が 10ppm 以上）の場合，確

認検査をすることとされている．スクリーニング検査

結果及び確認（定性）検査結果等の組合せで行政措置

の要不要が判断される．当センターにおいて，スクリ

ーニング検査が陽性，確認検査が陰性となった例があ

ったこと，他の検査機関において，確認検査で検知不

能となる例が報告されていることから，確認検査方法

の検討を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

調査方法 

(1) モデル食品の調製とスクリーニング検査 

モデル食品は，当センターでスクリーニング検査

が陽性，確認検査が陰性となったよもぎ大福とし

た．抽出条件や PCR 条件の比較で結果に差が出るか

判定する必要があるため，0～20ppm 程度の小麦タ

ンパクを含むよう調製し，スクリーニング検査を行

った．（表１） 

 

表１ モデル食品の調製 

材料 

 

よもぎ（茹でたもの）2ｇ 

だんご粉（砂糖入り）5ｇ 

あんこ 10ｇ 

水 34ｇ 

小麦 

調製方法 

 

①だんご粉，よもぎ，水，小麦（材料の全重量に

対して小麦タンパクが各濃度となるように添加）

を混合し，電子レンジで加熱する 

②あんこと混合し，均一化する 

各濃度：0，1，5，10，20 ppm（ただし，小麦タン

パクは小麦重量の 10％として計算） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ 判断樹 
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(2) 抽出条件の検討 

最も品質のよい DNA を得るため，通知法に示され

た DNA 抽出精製法（シリカゲル膜タイプキット法，

イオン交換樹脂タイプキット法，CTAB 法）を比較し

た． 

 

(3) PCR 条件の検討 

イオン交換樹脂タイプキット法を用いてモデル

食品（小麦タンパク 0,1,10 g/g）から DNA 抽出を

行い，得られた DNA 試料液について，プライマーの

種類（「通知法」，「PRP プライマー法」及び「ネ

ステッド PCR 法」）と濃度について比較した． 

 

ア 通知法 

PCR 反応液は，1 x PCR 緩衝液，0.20 mM dNTP，

1.5 mM 塩化マグネシウム，0.2M F 及び R primer， 

及び 0.625 units Taq DNA ポリメラ－ゼを含む

液に，20 ng/L に調製した DNA 試料液 2.5 L（DNA

として 50 ng）を加え，滅菌水で全量を 25 L とし

た．プライマー濃度は，0.2（通知法で示された濃

度），0.5 及び 0.7M について検討した． 

  PCR 反応条件及びプライマー対を示す．（表２， 

 表３） 

 

表２ PCR 条件 

℃ min 

95 10 

95 0.5 

60 0.5 40 cycle 

72 0.5 

72 7 

4 ∞ 

 

表３  プライマー対 

F primer 
5'-CAT CAC AAT CAA CTT ATG GTG G-3’ 

(Wtr01-5') 

  

R primer 
5'-TTT GGG AGT TGA GAC GGG TTA-3’ 

(Wtr10-3') 

※増幅長  141bp 

 

イ PRP プライマー法 

PRP プライマーとは，遺伝子組換えコムギの検査

法２）で用いられるコムギ陽性対照試験用プライマ

ーの代替プライマーで，小麦に特異性があり，「通

知法」よりも増幅長が短いため，PCR の反応性向上

を期待して選択した．（表４） 

PCR 反応液及び PCR反応条件は通知法と同一とし

た．プライマー濃度は，「ア 通知法」で示したそ

れぞれの濃度について検討した．プライマー対を示

す．（表４） 

 

表４ プライマー対 

F primer(PRP8F) 
5’-GCA CCC ATG ATG AGT ACT ACT ATT CTG 

TA-3’  

R primer(PRPds6R) 5’-TGC AAA CGA ATA AAA GCA TGT G-3’ 

※増幅長  117bp 

 

ウ ネステッド PCR 法 

ネステッド PCR 法は，連続した 2 回の PCR によ

り，検出感度と反応特異性が高められる方法で，小

麦の検出感度を向上させることが報告されている

３）．当センターの三浦ら４）の方法に従い，１stPCR

の反応液，条件及びプライマー対は，通知法と同一

とした．２ndPCR 反応液は，1 x PCR 緩衝液，0.20 

mM dNTP，1.8 mM 塩化マグネシウム，0.4M F 及び

R primer，及び 1.25 units Taq DNA ポリメラ－ゼ

を含む液に，１stPCR の反応液を TE で 200 倍希釈

した DNA 試料液 2.5 L を加え，滅菌水で全量を 25 

L とした．２ndPCR 条件及びプライマー対を示す．

（表５，６） 

 

表５ PCR 条件 

℃ min 

95 2 

95 0.5 

60 0.5  20 cycle 

72 0.5 

72 7 

4 ∞ 

 

表６  プライマー対 

F primer 
5'-TGG TGG TTG GAA TGG TTT AGA-3' 

(Wtr01NE2-5') 

R primer 
5'-GGC ACG CGG ATT GTA TAT GT-3' 

(Wtr10NE5-3') 

※増幅長  97bp 

 

結果 

(1) モデル食品の調製とスクリーニング検査 

小麦タンパクの濃度が，設定値に近いモデル食品 

を得たため確認検査の検討に使用した．（表７） 

 

表７ スクリーニング検査結果 

キット名 モデル食品の小麦設定濃度（２併行平均） 

0ppm 1ppm 5ppm 10ppm 20ppm 

モリナガ FASPEK エ

ライザⅡ 
N.D. 1.03 5.02 10.00 18.29 

FASTKIT エライザ

Ver.Ⅲ 
N.D. 1.50 6.68 12.24 21.95 

 

(2) 抽出条件の検討 

当センターでは，様々な食品に対応するため，抽 

出方法は，CTAB 法を用いているが，よもぎ大福に

は，イオン交換樹脂タイプキット法が最適であると

わかった．いずれの方法も通知に示された精製度を
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満たしていた．（表８） 

 

表８ 抽出結果 

方法 D N A 濃 度 精 製 度 操作 時間 

シ リ カ ゲ ル 膜 タ イ プ キ ッ ト 法 高い 満足 容易 短い 

イ オ ン 交 換 樹 脂 タ イ プ キ ッ ト 法 最 も 高 い 満足 や や 容 易 や や 短 い 

CTAB 法 高い 満足 煩雑 長い 

 

(3) PCR 条件の検討 

  0 及び 1ppm の小麦タンパクを含むモデル食品は，

全ての方法で陰性であった． 

10ppm の小麦タンパクを含むモデル食品におい

て，「PRP プライマー法」及び「通知法」は，プラ

イマー濃度 0.2 及び 0.5M で使用した場合，同等

の結果であった．「ネステッド PCR 法」では，PCR

増幅産物の確認が可能であった．「通知法」のプラ

イマー濃度を 0.7M にすると，「ネステッド PCR

法」と同等に検出した．  

 

まとめ 

抽出条件については，イオン交換樹脂タイプキット

法を選択することにより，品質のよい DNA 試料液が得

られることから，検知不能となる事例がなくなること

が期待される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR 条件については，検出感度と判定に要する時間

から，「通知法」のプライマー濃度を変更する方法が

望ましいと考えられた． 
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