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緒言 

 食品衛生法が平成１３年から改正され小麦，そば，卵，

乳，落花生の５品目が特定原材料として表示が義務づ

けられ，さらに，平成２０年６月にはエビ，カニが追加さ

れた．また，特定原材料の検査法は，平成２１年６月に

一部改正として通知された試験法（通知法）により検査

が行われている．通知法では２種類の ELISA キットを用

いてスクリーニング検査を実施し，どちらか一方が陽性

（10μg/g）となった場合にPCR法（通知法PCR)により，

確認検査を実施することになっている 1）． 

 一方，最近の食の安心・安全の関心の高さから特定

原材料を除去した「アレルギー患者向け」と銘打った食

品が増加しており，ケーキやクッキーなどは小麦の代用

品として米粉や澱粉を使用した製品がある．しかし，専

用の製造ラインを使用せず特定原材料を使用している

食品と同一製造ラインで不十分な洗浄状態のままで製

造するなど，その表示と乖離している事も考えられる．

アレルギー対応食品は，実際に疾患を持つ人が購入

しており，特定原材料陽性の判断基準はスクリーニング

検査（ELISA 法）で 10 μg/g 以上となっているが数 μ

g/g で発症する可能性もある． 

 今回アレルギー対応食品群の検査を行った際に特

定原材料不使用と表示された加工食品の一部から「小

麦」が最大で５ μg/g 程度検出されたが，確認検査の

通知法 1) PCR では検出が困難であった． 通知法 PCR

は，小麦の加工食品の実態調査の際に，容器包装詰

加圧加熱殺菌食品（加圧加熱食品）で，スクリーニング

検査陽性にもかかわらず，通知法 PCR で感度低下の

ため小麦陰性となる事例が報告されている 2)． 

 本事例も小麦の通知法 PCR の感度低下が疑われた

ために，連続した２回の PCR により，検出感度，特異性

の向上を高めたネステッド PCR 法を用い良好な結果が

得られたので報告する． 

 

実験方法 

１ 試料 

アレルギー対応食品として，２種類のアレルギー患者

向け米粉クッキー，マドレーヌ，ケーキをモデル加工食

品として，米粉，澱粉を使用しクッキーを作成後，小麦

を 5μg/g 添加したもの．（表１） 

２ 試薬および試液 

2.1 ELISA 法 

森永生化学研究所 FASPEK 小麦グリアジンキットお

よび日本ハム㈱製 FASTKIT ver.Ⅱを用いた． 

2.2 DNA 抽出 

DNA の抽出には，CTAB 法（セチルトリメチルアンモ

ニウムブロミド）法を用いた．CTAB には，シグマ社製，

0.5mM EDTA（pH8.0），1M Tris-塩酸（pH8.0）及び

NaCl には，和光純薬社製を用いた． 

 

 
2.3 通知法 PCR ならびにネステッド PCR 反応 
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植物 DNA 検出用プライマー対および小麦検出用プ

ライマー対はファスマック（株）社製，陽性対象コントロ

ールはオリエンタル酵母（株）製を用いた． 

通知法 PCR 反応には Ampli Taq Gold & 10×PCR 

buffer Ⅱ/MgCl2 with dNTPs（アプライドバイシステムズ

社製）を用いた．ネステッド PCR 反応には Ampli Taq 

Gold & 10×PCR buffer Ⅱ/MgCl2 with dNTPs と Fast 

Start High Fidelity PCR System（Roche・diagnosistic 社

製）を用いた．100bp DNA Ladder, loading Buffer はタカ

ラバイオ社製，エチヂウムブロミドはアルドリッチ社製を

使用した．TE 緩衝液，TBE 緩衝液はナカライテスク社

製を用いた． 

2.4 通知法 PCR 条件 

PCR 反応液は最終濃度が１×PCR 緩衝液，0.2   

μmol/LプライマーWtr01-5’（5'-CAT CAC AAT CAA 

CTT ATG GTG G-3'）および WTR10-3’（5'-TTT 

GGG AGT TGA GAC GGG TTA-3' ） な ら び に

CP03-5’（5'-CGG ACG AGA ATA AAG ATA GAG 

T-3’）および CP03-3’（5'-TTT TGG GGA TAG AGG 

GAC TTG A-3’）0.2μm mol/L dNTP ，1.5mmol/L 

MgCl2,0.625U Taq polymerase となるように混合し，２０ 

n g/μl に希釈調整した DNA 溶液を 2.5μl 加え，滅菌

水により全量を 25μl とした．試液を混和後，95℃10 分

保持，95℃30 秒間，60℃30 秒間，72℃30 秒間を１サイ

クルとして，40 サイクルの増幅反応を行った後，72℃７

分間最終伸張反応を行った． 

2.5 ネステッド PCR 条件 

1st PCR は通知法 PCR と同一条件で行い，橋本３）ら

の方法を改変し 2nd PCR の際に 1st PCR の反応液を

TE 緩衝液で 200 倍に希釈したものを鋳型 DNA として

2.5μL を使用した．PCR 反応液は最終濃度が１×PCR

緩 衝 液 ， 0.4 μ mol/L の プ ラ イ マ ー ， 0.2mmol/L 

dNTP,1.8mmol/LMgCl2,1.25U Taq polymerase となるよ

うに混合し全量が 25μl となるように滅菌水で調整した．

ネステッド PCR 用プライマー対としては，Wtr01NE  

2-5‘（5’-TGG TGG TTG GAA TGG TTT TAG A-3‘）

および Wtr10NE5-3’（5‘-GGC ACG CGC GGA TTG 

TAT ATG T-3’）を用いた． 

2.6 電気泳動 

AgaroseLE ゲル（Roche・diagnosistic 社製）を用い，

泳動バッファーには，通知法 PCR は 1×TBE 緩衝液，

ネステッド PCR 法は 0.5×TBE 緩衝液を用いた． 

3. 装置及び器具 

ミルサー：LM-2（LAB CAT 社製），冷却遠心機： 

3740（久保田製作所社製），振とう機：SR-2S（TAITEKK

社製），恒温槽：ALB-21（IWAKI 社製）マイクロチュー

ブ遠心機：centrifuge5415D（Eppendorf 社製），分光光

度計：V-550（JASCO社製），サーマルサイクラー：Gene 

Amp PCR System 9700（アプライドバイシステムズ社製），

電気泳動装置：Mupido EX（Advance社製），ゲルイメー

ジ解析装置：AE-6933FXCF-U（アトー（株）社製）を用

表１ 検査製品一覧

Gクッキー（対照品）

Fモデル加工食品 －－

小麦粉の代用品として
米粉、澱粉を使用

Eモデル加工食品 （ 0μg/g ）

Dマドレーヌ

特定原材料を使用している製
造ラインと同一表記

小麦粉不使用
Cケーキ

Bクッキー
表示無し２４品目不使用

アレルギー患者向け

Aクッキー

注意喚起表示特定原材料の有無アレルギー対応の有無検体名

－－（5μg/g ）

表１ 検査製品一覧

Gクッキー（対照品）

Fモデル加工食品 －－

小麦粉の代用品として
米粉、澱粉を使用

Eモデル加工食品 （ 0μg/g ）

Dマドレーヌ

特定原材料を使用している製
造ラインと同一表記

小麦粉不使用
Cケーキ

Bクッキー
表示無し２４品目不使用

アレルギー患者向け

Aクッキー

注意喚起表示特定原材料の有無アレルギー対応の有無検体名

－－（5μg/g ）
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いた． 

４．結果および考察 

4.1 特定原材料（小麦）定量結果 

 アレルギー患者向け食品のうち注意喚起表示がな

い製品①，②は特定原材料の陽性判断基準である 10 

μg/g 以下であったが，通知法に基づく２種類の

ELISA でそれぞれ 4.8～5.0 μg/g ，0.68～0.79μ

g/g 検出され，注意喚起表示がある製品③，④はそ

れぞれ 1.0～1.4 μg/g ，0.97～0.28 μg/g 検出さ

れた．また，モデル加工食品は，概ね添加量の測定

値が得られた（表２）．ELISA のうち FASPEK は米に対

してロット間に交差反応がわずかな程度あることが判

明していたが，FASTKIT では交差性が＜1.0 μg/g 

のため①,③に小麦の混入が疑われた．厚生労働省

の通知によると，やむ得ない微量の混入に関しては，

「特定原材料を含む製品の製造を行っている」旨の注

意喚起表示が認められている． 

①，②を製造している事業所は，通常のケーキ等も

製造しており，専用の製造ラインを設けているわけでは

ないため，小麦を除去したアレルギー患者対応ケーキ

の小麦は非意図的混入である可能性が高かった．しか

し，「アレルギー対応」と表示された食品であり，一般の

食品表示より厳密な表示等が必要だと考えられた． 

4.2 DNA 抽出及び通知法，ネステッド PCR 

特定原材料不使用品，モデル加工食品及び小麦クッ

キーは概ね良好な抽出結果であった．PCR 法では通

知法の植物検出用プライマーを用いてPCRを実施した

表２ 検査製品の ELISA 定量結果 

図１ アレルギー対応食品の通知法確認検査 
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ところ明瞭な増幅バンドが得られた．しかし，小麦検出

用プライマーではいずれのサンプルとも増幅バンドが

薄く判断が困難であった（図１）．ネステッド PCR を行う

と明瞭な増幅バンドが得られ，小麦が混入していること

が確認できた（図 2）．通知法 PCR の反応性は，加圧

加熱加工食品や米粉などでは小麦が 10 μg/g 以上

存在しているにもかかわらず通知法の PCR 法では増

幅バンドが得られないことがあることも報告４），５）されて

おり，米粉，デンプンを使用したモデル加工食品を作

成し検証を行った．小麦が検出された最大量を基準と

し 5 μg/g 添加した群は通知法 PCR を用いて明瞭な

増幅バンドが確認できなかったが，ネステッド PCR を

行うと確認ができた．今回のアレルギー患者向け食品

ならびにモデル加工食品はデンプンなど多糖類をか

なり用いており，加圧加熱加工食品や米粉の事例と

同様に PCR 反応が阻害された可能性が考えられた．

加工度が高い食品などは DNA が断片化しやすい状態，

または多糖類，油などの阻害物質により反応性が低下

するため通知法 PCR では確認検査が困難になるが，

ネステッド PCR を利用することにより高度に低分子化し

た加工品や多糖類の存在下でも小麦 DNA 検出に有

効な方法である可能性が示唆された．ネステッド PCR

図 2 アレルギー対応食品の小麦ネステッド PCR 

97ｂｐ

PN①Ｍ ② ③ ④

12 1ｂ ｐ

P N①Ｍ ② ③

A

9 7 b p

P N①Ｍ ② ③

B

図３ モデル加工食品の通知法 PCR とネステッド PCR 

①クッキー ②クッキー ③ケーキ ④マドレーヌ 
Ｍ： DNA 分子量マーカー,Ｐ：ポジティブコントロール 
Ｎ：ネガティブコントロール 

①0 μg / g 添加群 ②5 μg / g 添加群 ③クッキー Ｍ： DNA 分子量マーカー,Ｐ：ポジティブコントロール，Ｎ：ネガティブコントロール 

 

A:通知法 PCR  B：ネステッド PCR 
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は遺伝子組換え大豆の検出などにも使われる高感度

な方法６）であるためにクロスコンタミネーションやプライ

マー設計の際のアーティファクトおよびコントロールに

注意する必要があると考えられる． 

まとめ 

アレルギー対応食品で小麦を 5μg/g 検出した製品

は非意図的混入であったが，「アレルギー対応」と称す

る製品は厳密な注意喚起表示等の必要性が考えられ

た． 

感度低下を引き起こす状態や物質の存在下でも，小

麦の通知法 PCR を利用しネステッド PCR を使用するこ

とで検出が可能になる． 
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