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第１章 緒論 

 

第１節 食物アレルギーの概要 

食物アレルギーとは、「食物によって引き起こされる抗原特異的な免疫学的機序を介して生体に

とって不利益な症状が惹起される現象」と定義（Boyce et al.,2010）され，アレルゲン曝露から症状

誘発の経過時間によって、即時型反応及び非即時型反応に分類される．食物アレルギーによって誘

発される症状は，表1-1に示すように皮膚，粘膜，呼吸器，消化器，神経，循環器等の様々な臓器

に及ぶ（日本医療研究開発機構，2020）．特に，アナフィラキシーは，「アレルゲン等の侵入により，

複数臓器に全身性にアレルギー症状が惹起され，生命に危機を与え得る過敏反応」と定義（海老沢

ら，2021）されており，重要である． 

  日本では，2002年から 2005 年までは厚生労働省，2008 年からは消費者庁により，3 年おきに

即時型食物アレルギーの調査が行われている．これらの調査は全国のアレルギー専門医の協力によ

り実施されており，アレルギーに関する行政施策の資料として活用されている．表 1-2に示すよう

に，直近の４回の調査結果の即時型食物アレルギーの報告症例数の推移から，食物アレルギーの患

者数は増加傾向にあることが示されている．アレルゲンとしての小麦は，2001 年度の調査開始か

ら，鶏卵，牛乳に次ぐ上位３品目の一つとされてきた．2020年度の調査ではくるみを含めた木の実

類の発症報告数の合計が小麦を抜いて，鶏卵及び牛乳に次ぐ3位となったが，品目別でみると小麦

は３位となり，変わらず報告数は多い傾向にある．即時型食物アレルギーの原因品目の割合を図1-

2に示す．初発年齢による患者の頻出度合いは患者の年代ごとに異なっており，0歳では鶏卵，牛乳

に次ぐ3位で多いが，1～17歳では低く，18歳以上では１位となっている．特に小麦アレルギーの
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初発年齢が 18 歳以上の事例は難治性であり，食物依存性運動誘発アナフィラキシー（Food-

dependent exercise-induced anaphylaxis : FDEIA）の主要原因（海老沢，2021；相原，2007）にな

っている． 

 

 

 

 

 

表1-1 即時型食物アレルギーの代表的な症状 （日本医療研究開発機構2020） 

臓器 代表的な症状
皮膚 紅斑、蕁麻疹、血管性浮腫
粘膜 結膜充血・浮腫、鼻汁、くしゃみ、口唇の違和感

呼吸器 咳、喘鳴、呼吸困難
消化器 悪心、嘔吐、腹痛、下痢、血便
神経 頭痛、活気の低下、眠気、不穏、意識障害

循環器 血圧低下、頻脈、徐脈、不整脈
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表1-2 即時型の食物アレルギー報告症例数の推移 

 

 

図1-1 即時型食物アレルギーの原因品目の割合 

調査年度 2011 2014 2017 2020

症例数 2954 4644 4851 6080

鶏卵
33%

牛乳
19%

小麦
9%

くるみ
8%

落花生
6%

その他
25%
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小麦アレルギーは，多くの食物アレルギーと同様に IgE依存型であり，アレルゲン特異的 IgE抗体

が誘導され，マスト細胞上の高親和性 IgE受容体に結合して感作が成立する．マスト細胞上の複数

のアレルゲン特異的 IgE 抗体とアレルゲンの結合により，IgE 抗体が架橋されて活性化され，脱顆

粒により代表的な血管透過性亢進物質であるヒスタミンが放出され，局所では浮腫や蕁麻疹を，全

身では血圧低下を引き起こす．その後、数分から数十分の間にロイコトリエン類，プロスタグラン

ジン類等脂質メディエーターを，数時間の間には種々のサイトカイン，ケモカインを合成して分泌

する（海老沢ら2021）．アレルゲンの本体はタンパク質であり，特異的 IgE抗体が結合するタンパ

ク質をアレルゲンコンポーネント、その特定結合部位をエピトープ（抗原決定基）という．エピト

ープは一連のアミノ酸配列で構成される「連続性エピトープ」及び，立体構造によって形成された

不連続なアミノ酸配列で構成される「構造的エピトープ」に分類される．連続性エピトープは加熱

などの立体構造の変化でも失活せずアレルゲン性を有するとされ，小麦は連続性エピトープに分類

される．異なるタンパク質間でも同じ構造をしたエピトープが存在すれば交差抗原性を示すことが

あり（海老沢ら，2021）大麦は小麦と交差抗原性を示すことが知られている．小麦に含まれるタン

パク質は，小麦重量の約10％を占めており（日本食品標準成分表（八訂）），その性質により図1-2

に示すように分類される．塩に対する溶解性によって，塩可溶性タンパク質及び塩不溶性タンパク

質に大別される．塩可溶性タンパク質（画分）は小麦タンパク質の約15％を占め，アルブミン，グ

ロブリン，α-アミラーゼ/トリプシンインヒビター等が含まれている．塩不溶性タンパク質（画分）

はさらに，エタノール水で可溶性及び不溶性タンパク質に分けられ，エタノール水可溶性タンパク

質にはグリアジン（α/β−，γ−,ω-1,2-，ω-5-）が含まれる．エタノール水不溶性画分を還元剤と緩衝

液で反応させ，可溶化したタンパク質がグルテニンであり，グルテニンは，さらに，60％1-プロパ
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ノールで可溶化する low-molecular weight (LMW)-グルテニン及びhigh-molecular weight (HMW)-

グルテニンに分画できる（長尾，2014）．グルテンは，小麦粉に水を加えて混捏することで，グルテ

ニン同士がジスルフィド結合（S-S 結合）して多量体を形成し，その間に単量体であるグリアジン

が非共有的に結合して構成される．調理，加熱により小麦タンパク質中のS-S結合がより強固にな

るとされ，加熱後も強いアレルゲン性を有する（田中ら，2017）．α/β− 及び γ−グリアジンはあわせ

てグルテンの60％，ω-1,2-及びω-5グリアジンはそれぞれグルテンの5％程度含まれている．グルテ

ンに含まれる主要なタンパク質の分子量及びその存在率を表1-3（長尾，2014）に示す．一般的に，

アレルゲンとなりやすいタンパク質は，可溶性を示すことが多い．しかし，小麦の場合では，不溶

性のグルテンを形成するグリアジンが主要なアレルゲンコンポーネントとなり，加熱によっても不

溶性のグルテンが微量で強いアレルギー症状を惹起する．その要因として，ω-5 グリアジンの分子

構造がある．ω-5グリアジンは，短いN末端配列に続いて，分子のほぼ全長に及ぶ反復配列構造を

持ち，その大部分に IgEエピトープのモチーフが存在する(Battais et al 2008)．さらに，この分子に

はシステイン残基が存在せず，ジスルフィド結合によってグルテンの重合体に結合しないという特

徴がある（伊藤ら，2019）． 
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緩衝塩類
（可溶）アルブミン及びグロブリン

エタノール水
（可溶：プロラミン）グリアジン（α/β，γ，ω）

（不溶）

緩衝液＋還元剤
（不溶） （不溶）両親媒性

60％1-プロパノール
（可溶）グルテニン （可溶）LMW

（不溶）HMW

小麦タンパク質

Gln Pro Phe Tyr Gly
ω-グリアジン 49,000-55,000 3-6 56 20 9 1 1
ω-1,2-グリアジン 39,000-44,000 4-7 44 26 8 1 1
α/β-グリアジン 28,000-35,000 28-33 37 16 4 3 2
γ-グリアジン 31,000-35,000 23-31 35 17 5 1 3
x-ＨＭＷ-グルテニンサブユニット 83,000-88,000 4-9 37 13 0 6 19
y-ＨＭＷ-グルテニンサブユニット 67,000-74,000 3-4 36 11 0 5 18
ＬＭＷ-グルテニン 32,000-39,000 19-25 38 13 4 1 3

グルテンに対する
割合（％）

分子量（MW）分類
アミノ酸組成割合

表1-3 グルテンに含まれる主要なタンパク質の分子量及びその存在率 

図1-2 小麦に含まれるタンパク質の分類 

 LMW：Low molecular weight –グルテニン，HMW：High molecular weight –グルテニン 
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小麦によって惹起されるアレルギーは複数あり，それぞれ IgEが認識するエピトープが異なる．小

麦による食物アレルギーの診断には，血清中抗原特異的 IgEの検出が行われており，日本国内では，

CAP-FEIA（Capsulated hydrophilic carrier polymer- Fluorescence Enzyme Immunoassay）法が広く

用いられている（海老沢ら2021）．小麦CAP-FEIAの抗原には塩可溶性タンパク質（アルブミン及

びグロブリン），グルテンCAP-FEIAの抗原にはグルテンタンパク質が用いられている．また，小

麦のアレルギーとして重要なものに，食物依存性運動誘発アナフィラキシー（FDEIA）がある．初

発年齢のピークは 10～20 歳代であり，寛解しにくく，患者は症状に応じて小麦の除去食が必要と

なる．FDEIAは食後２時間以内の運動による発症が大部分であるが，食後最大４時間を経過して発

症した報告事例もある．運動以外にも，アスピリン等の非ステロイド性抗炎症薬（Non Steroidal Anti-

Inflammatory Drugs, NSAIDs）の内服，アルコールの摂取等も症状の惹起の要因となる．FDEIAエ

ピトープとしては，ω-5グリアジン及びHMW-グルテニンが報告されており，前述の塩可溶性抗原

による小麦 CAP-FEIA では診断のつきにくかった患者向けにω-5 グリアジンを抗原とした診断法

と組み合わせる診断法が広まっている（海老沢ら，2021）．また，最近の話題として，島根大学を中

心に，FDEIAの患者向けに， ω-5グリアジンの遺伝子座を欠損した低アレルゲン小麦品種「島根夢

こむぎ」（特許2006-126083）の実用化に向けた研究が進められている（老田，2008；森田，2023）．

FDEIAには経皮感作による小麦アレルギーも含まれる．2011年頃にから加水分解小麦タンパク質

を含有する洗顔石鹸の長期使用により経皮・経粘膜的に感作され，小麦加工品の経口摂取により食

物アレルギーを誘発する事例が数多く報告された．加水分解小麦タンパク質（HWP : Hydrolyzed 

Wheat Protein）は，グルテンを加熱条件下で塩酸や酵素などにより細かく分解した化合物の総称で

ある．グルテンは加水分解することによって水溶性を増し，高い保湿性を獲得するため，化粧品や
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シャンプー・石鹸などの製品に添加される．HWP に皮膚や粘膜を通じて長期間曝露された場合に

はHWPに特異的な抗体ができて，ＨＷＰを本来含んでいない小麦を経口摂取した場合でも，代謝

の過程でトランスアミナーゼによる脱アミド化によりグルタミンがグルタミン酸に変化することで，

HWP との交差反応性が生じ，小麦による経皮アレルギーを誘引したと考察されている（酒井ら，

2014）． 

また，食物アレルギーとは異なるが，小麦のグルテンなどによって惹起される自己免疫疾患とし

て，セリアック病がある．日本では患者数が少なくあまり知られていないが，欧米では有症率が1％

程度とされ，よく知られた疾病である（福永ら，2021）．セリアック病の症状は，慢性的な腹痛・下

痢とされており，小麦摂取量の増加に伴い，日本でも患者増加の可能性がある． 
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第２節 食物アレルギーに関する食品表示及び検査法 

食物アレルギー患者，経皮感作によるアレルギーが発症した患者及びセリアック病患者にとって，

治療法は小麦及びその加工品の除去食が基本となる．また，近年はアレルギー等の患者ではなく，

健康志向，ダイエット等の目的で，小麦及びグルテンを摂取しない食事を自ら選ぶ人が増加し，グ

ルテンフリーをうたう商品も増えている．小麦は，パン，うどん等の主食だけでなく，様々な加工

品の原料となることから，小麦粉を使用しない場合でも，他の原材料に小麦タンパク質，小麦加工

品を含む可能性がある．また，同一製造所内における微量の小麦粉等による汚染（橋本ら，2017）

も考えられる．そのため，小麦粉及び小麦タンパク質を微量以上に含む食品の摂取を避けるには，

食品選択の際に根拠となる食品表示が重要となる．消費者庁の調査報告（消費者庁，2012，2015，

2018，2021）では，小麦に関する不適正表示による誤食事例は直近４回の調査では2011年に18事

例，2014年に23事例，2017年に21事例及び2020年度に23事例が報告されており，少なくとも

年間 20 件程度の小麦の誤食による健康被害事例が発生していると考えられる．また，これらの報

告事例は比較的重症の事例であることから，実際には，軽微な健康被害の未報告事例が数多く発生

しているものと推察される． 

食品表示については，科学的な根拠に基づくかつ実用的なものでなければならない．信頼性の高

い表示がなされることで，疾病の治療のために小麦除去の必要がある患者及びその家族が安心して

食品を選択でき，栄養面及び食事の豊かさの向上につながる．また，自ら小麦及びグルテンを避け

ている人々にとっても有益と考える．1999 年に CODEX で食物アレルギーを引き起こす原材料に

関する表示のガイドラインが示されたことを受け，国内では 2001 年の食品衛生法の改正に伴い

2002年に特定原材料5品目（卵，小麦，乳，そば，落花生）を対象にした食品表示制度が導入され
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た．2015 年から食品表示に関する所管が消費者庁に移管されたことに伴い，2023年現在は内閣府

令で定める8品目（卵，牛乳，小麦，そば，落花生，えび，かに，くるみ）については特定原材料

として，表示が義務付けられている（ただし，くるみは2025年4月から）．また，通知（消費者庁

次長通知 2015）で定められた特定原材料に準ずる 20 品目（アーモンド，あわび，いか，いくら，

オレンジ，カシューナッツ，キウイフルーツ，牛肉，ごま，さけ，さば，大豆，鶏肉，バナナ，豚

肉，まつたけ，もも，やまいも，りんご及びゼラチン，50音順）については表示が推奨されている．

アレルゲンに関する表示については，10 µg/g（以下，「mg/kg」とする．）以上のタンパク質が検出

された場合は，微量を超えて含まれていると判断され，表示が必要となる．そこで，表示が必要か

どうかの行政上の判断のもととなる判断樹（図1-3に示す）及び検査法が示されている．行政検査

の大きな目的として特定原材料の表示がないものに対して，微量の混入，汚染等がないかの検査を

実施し，表示が適正であるかを確認することがある．まず，特定原材料の表示の有無を確認して，

検査特性の異なる２種のサンドイッチELISA（Enzyme-linked immuno-sorbent assay）法によるキ

ットを用いたスクリーニング定量検査を行う．ELISA 法は，試料から抽出した液体中に存在する目

的の抗原（タンパク質）を定量化する分析手法として普及している．抗原に対する抗体が固相化さ

れたプレートに抗原を補足させ，一次抗体で抗原を補足しサンドイッチ状態にする．その後，一次

抗体に結合する酵素標識した二次抗体及び基質を添加し，吸光度を測定することで定量を行うもの

である．これらのキットでは，より感度上昇が見込める一次抗体または二次抗体にビオチン標識を

して酵素標識したストレプトアビジンによる検出法が採用されている．サンドイッチ ELISA 法の

概念図を図1-4に示す．  



- 11 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図
1-

3 
ア
レ
ル
ゲ
ン
を
含
む
食
品
の
検
査
法
に
関
す
る
判
断
樹

 
（
消
費
者
庁
通
知
よ
り
抜
粋
）

 



- 12 - 

 

 

 

 

 

 

図1-4 サンドイッチELISA法の測定原理 
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 試料は，１包装全量を均質化したものから 1 gを採取し，各キットに記載された方法で行う．通

知（消費者庁次長通知2015）では，あらゆる加工食品を検査対象と想定されていることから性状に

よる測定結果の変動を縮小するため以下の(1)～(7)に示す検査原則が明記されている．すなわち，

(1)検査対象検体の食さない部分を廃棄した可食部を試料とすること．(2)試料中の特定原材料成分

は，不均一に分布すると考えられるため，検査に供する前に均質化操作を行うこと．(3)均質化した

試料を調製試料とすること．(4)検査に供する調製試料は固体や液体の性状にかかわらず，重量測定

にて一定量を採取すること．(5)試料調製を含む検査全般は，空気の動きがなく温度・湿度の変動が

少ない場所で実施すること．(6)微量測定のため，粉砕器，フ－ドカッタ－，秤量用器具は中性洗剤

等で洗浄後，アルカリ洗剤に一晩浸け置きすること．又は超音波洗浄機を用い，30分間の超音波処

理を行うこと．(7)試料の調製場所と検査場所は，区切られた空間で行い，コンタミネ－ションを防

ぐことである．通知では，定量検査法（ELISA法）においては，試験室数８以上，試料数５以上（た

だし，試料に含まれる特定原材料タンパク質濃度レベルには，10 mg/kgを含むこと）で実施した試

験室間バリデーションで，50％以上，150％以下の回収率及び25％以下の室間精度であることが求

められている．これら試験室間バリデーションの結果及び偽陽性，偽陰性のデータについて，説明

書等に添付し，公表されており，これらの検査方法の評価に当たって，同通知の別添４「アレルゲ

ンを含む食品の検査方法を評価するガイドライン」に準拠していることが求められている．通知に

記載されたバリデーションが確認された検査キットで現在市販されているものは，複合抗原を認識

するポリクローナル抗体を利用した日本ハム（株）製FASTKITエライザVer.III小麦（以下，「日

ハムキット」とする．），単一抗原を認識するポリクローナル抗体を利用した（株）森永生科学研究

所製FASPEKエライザ II小麦（グリアジン）（以下，「モリナガキット」とする．）及びモノクロー
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ナル抗体を利用したプリマハム（株）製アレルゲンアイ ELISAII 小麦の３種がある（穐山 2003）．

通知では，抗体の性質の異なる２つのキットを用いて検査を実施することとなっており，国内で特

定原材料の検査を実施している機関が参加した外部精度管理調査では，ポリクローナル抗体を利用

した日ハムキット及びモリナガキットの２つの採用実績が圧倒的に多く，福岡市でもこの２つのキ

ットを収去検査で採用している．検査では，1 ｇの試料に対し，日ハムキットの検体抽出液19 mL

を加えて，室温下で 12 時間以上往復振とうすることでタンパク質を抽出し，遠心後上清をろ過し

たものを試験溶液とする．試験溶液を２つのキットの希釈液でそれぞれ 20 倍希釈し，並行して

ELISA法による定量を行う．キットに付属の小麦タンパク質の標準品及び試験溶液を抗体固相化プ

レート上で反応させ，標準品の吸光度から作成した検量線を用いて試料に含まれる小麦タンパク質

を定量し，定量値が10 mg/kg以上の場合は小麦陽性，10 mg/kg未満の場合は小麦陰性と判定する．

ただし，定量値が8 mg/kg以上12 mg/kg未満の場合は，均質化した試料からの抽出を再度行い，

１回目と２回目の定量値の平均が 10 mg/kg 以上となった場合に小麦陽性と判定する．検量線の最

小濃度は0.78 ng/mLであるため，試料換算で0.3 mg/kgが定量下限となる．２つのキットによる

ELISA法の定量結果で，いずれか一方でも小麦陽性と判定された場合は，判断樹に基づき製造記録

の確認が行われ，る．確認検査は，記載があれば，表示義務の措置が必要となる．製造記録の記載

がない場合は，確認検査が実施され小麦の場合はPCR（Polymerase Chain Reaction）法となってい

る．PCR法は検体から抽出したDNAを鋳型として，目的の領域に相補的な短い一本鎖のオリゴヌ

クレオチドであるプライマー対ヌクレオチド，DNA 合成酵素等とともに温度を上下させることで

反応を繰り返し，プライマーで挟まれた遺伝子領域を指数関数的に増幅させる手法である．PCR産

物をアガロースゲル電気泳動で分離し，蛍光色素で染色することで，遺伝子増幅の有無を確認でき
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る．増幅したい領域に適したプライマー対を設計することで，任意の遺伝子を検出できるが，増幅

領域，プライマー長，アニーリング温度，DNA酵素等の条件により，遺伝子の増幅感度が異なる．

通知に記載の検査法では，試料 2 gから２点並行試験でDNAを抽出し，小麦等の植物由来のアレ

ルゲンは，植物に共通な葉緑体の遺伝子を陽性コントロールとして，増幅を確認する．その後，小

麦に特異的な遺伝子（Triticin前駆体）の一部領域が増幅した場合に，小麦陽性と判定することとな

っている．えび及びかにの場合は，スクリーニング検査のELISA法では，アレルゲンのタンパク質

を検出するため区別されず甲殻類として検査されるが，PCR法による確認検査では遺伝子を検出す

るため，えび，かにを区別して検出することが可能となる．一方，卵及び牛乳の確認検査は，遺伝

子では卵と鶏肉，牛乳と牛肉を区別できないため，タンパク質を検査するウエスタンブロット法が

採用されている．ウエスタンブロット法は，検体から抽出したタンパク質を還元剤及び界面活性剤

SDS と反応させ，ポリアクリルアミドゲルを電気泳動して分子量で分離する SDS-PAGE(Sodium 

Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)を行った後に，タンパク質を疎水性メンブレン

に転写させ，目的のタンパク質を抗体で検出する方法である．卵タンパク質を検出する場合では卵

白アルブミン又はオボムコイド，乳タンパク質を検出する場合はカゼイン又はβラクトグロブリン

のどちらか一方の抗体を用いることとなっている． 

このように，日本の食品表示法に基づく食物アレルゲンの表示制度はスクリーニング検査及び確

認検査によって検査結果の信頼性が確保されている．また，タンパク質の含有量の基準値を 10 

mg/kgとすることで，実際のアレルギー患者の生活を考慮した現実的な制度であるといえる。日本

国内では，通知に記載されたバリデーションを確認済みの ELISA 法による定量検査が必須である

ため，前述した３社のキットが使用されているが，海外のメーカーでも同様のELISA法のキットを
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販売しており，一部の海外メーカーのELISA法のキットも入手が可能である．ウエブサイトで情報

が得られたキットについて表1-5に示す．キットの抗原は，グリアジンのものとグルテンのものに

二分される．定量下限は，グリアジンが0.5～1 mg/kg，グルテンが1～4 mg/kgであり，日本同様，

微量のグリアジン又はグルテンタンパク質を検出可能であると考えられる．欧米では，セリアック

病の患者のために，グルテンが20 ppm（20 mg/kg）未満のときに「グルテンフリー」と表示する

ことが可能となっていることから，日本製では市販されていないグルテンを対象とした検査キット

が多いものと考えられる．そのため，食品の輸入の際などに，海外製の小麦のELISAキットによる

グルテン含有量検査結果を小麦アレルギー検査の結果として採用することには注意が必要である．

情報が入手できた一部のキットの販売価格は，96回分あたり，日本製のキット平均約 80,000円と

比べて，同等か高価であった．通知法に基づく検査を実施する場合は，定量値が 8 ～12 mg/kgの

場合はすぐに再検査を実施する必要があるため，2 キット掛ける２セット必要であり，１回の検査

に係る費用がキット代だけで 30 万円程度必要である．全国の地方衛生研究所の食品の理化学検査

部門の中で，特定原材料の検査を実施しているのは，比較的規模の大きい自治体に限られている．

検査人員の数，検査手法が高度，新たに検査機器を導入する必要がある等の理由もあるが，使用す

るキットが高額だということも検査機関が少ない理由の一つでもあると推察される．食物アレルギ

ーは原因となる食物，患者は増加が見込まれており，食物アレルゲンの検査は健康に直結する重要

な検査であり，全国に広く普及するために，より安価な検査手法の確立が望まれる． 
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表1-4 海外及び日本で市販されている主なELISA法キット 

製造者 原産国 商品名 LOD(mg/kg) well
ELISA systems オーストラリア generaation 3 Gulten Residue detection kit 2 48

Gluten Residue Detection Kit 1 (Gliadin) 48
Romer Labs オーストラリア AgraQuant® Gluten 4(Gluten) 96

AgraQuant® Gluten G12® 4(Gluten) 96
ハンガリー SENSISpec INgezim Gluten Quick 96 wells 3 96

SENSISpec INgezim Gluten R5 96 wells 3 96
Crystal Chem アメリカ Wheat/Gluten (Gliadin) ELISA Kit 0.31(Wheat) 96

Wheat/Gluten (Gliadin) ELISA Kit II 0.31(Wheat) 96
R-Biopharm AG ドイツ RIDASCREEN® Gliadin 0.5  (Gliadin) , 1(Gluten) 96

RIDASCREEN® Total Gluten 4 (Gluten) 96
RIDASCREEN® FAST Gliadin 0.5  (Gliadin) , 1(Gluten) 96

ELISA Technologies アメリカ ALLER-TEKTM　Gluten　ELISA 5 96
森永生科学研究所 日本 FASPEKエライザⅡ小麦（グリアジン） 0.3 96
日本ハム 日本 FASTKITエライザVer.III 小麦 0.3 96
プリマハム 日本 アレルゲンアイ ELISA Ⅱ 小麦 0.3 96

GOLD STANDARD
DIAGNOSTICS
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図1-5 PCR法の原理 
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第3節 本研究の目的と概要 

 食物アレルギーを持つ患者数は年々増加傾向にあり，食物アレルギーの特効薬はなく，治療の

基本は除去食である．食物アレルゲンの表示は，食物アレルギー患者にとって命に関わる必要な情

報であり，科学的な根拠に基づく表示とその確認のための検査の信頼性の確保が重要である．福岡

市では，2003 年から 20 年にわたり市販食品における食物アレルゲン（特定原材料）の検査を実施

してきた．食物アレルゲンの中でも，食品の原材料として広く使用されていること，比較的アレル

ギー患者数が多く，難治性であり，食物依存性運動誘発アナフィラキシー，経皮感作によるアレル

ギー，セリアック病等関連の疾病が多いことから，本論文では食品表示の重要性の高い「小麦」に

注目して研究を行った．まず，2003年から2022年までの20年間の特定原材料（小麦）の検査結果

をまとめた．その中で，スクリーニング検査であるELISA法で基準値以上の小麦タンパク検出（陽

性）にも関わらず，確認検査のPCR法において小麦遺伝子が不検出（陰性）となり，行政上問題と

なった事例を経験したことから，リアルタイム PCR 法を用いた小麦遺伝子検査法の高感度化につ

いての検討を行った．そこで，開発した検査法を用いて検出下限の確認，モデル試料及び実際の試

料を用いた感度確認を行った．また，検査法の実用性確認を目的として小麦の 12銘柄を対象に感度

確認を行った．次に，市販の容器包装詰チルド惣菜50検体を対象とした実態調査を行った．加熱加

工による遺伝子検出の影響の確認を目的として食品のモデル試料を用いた検証を行った．  
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第２章 福岡市における食物アレルゲン（小麦）の食品混入状況 

 

第1節 緒言 

日本のアレルゲン表示制度は諸外国に比べて，いち早く2002年に当初は5品目（卵，小麦，乳，

そば及び落花生）を対象に導入された．福岡市では，2002年からELISA法による検査体制を整え，

2003 年に試買検査を行い，2004 年からは行政による収去検査として，厚生労働省による当時の通

知に基づき本格的に特定原材料5品目（卵，小麦，乳，そば及び落花生）を対象に検査を開始した．

その中でも小麦は，患者数が卵，乳に次いで多いことに加え，原材料として含まれる食品が多いこ

とから，原材料に小麦表示のない食品又は小麦の注意喚起表示のない食品においても混入の可能性

が高く，毎年検査を実施して重点的に監視している．そこで，この 2003年から 2022年までの 20

年間の福岡市における原材料に小麦表示のない加工食品を対象に実施した小麦の収去検査結果をま

とめ，この期間の小麦の検出事例の変化や検査の問題点等について述べる． 
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第2節 実験材料及び方法 

    

1） 実験材料 

 2003年4月1日から2022年3月31日の間に福岡市内で製造された食品，または流通した食品

計253検体，いずれも特定原材料小麦表示及び小麦の注意喚起表示のないものを対象とした．ただ

し，一部の菓子類（いも飴，こめこケーキ等）には注意喚起表示のあるものが含まれていた．2003

年に試買した9検体を除き，すべての検体は市内保健所の食品衛生監視員により収去された．検査

に使用した食品群及び検体数を表2-1に示す．多い順に，菓子類83，穀類73，めん類・春雨17，

魚肉ねり製品17，惣菜12，調味料15，レトルト21，野菜加工品20，食肉製品7，その他8であっ

た．小麦の代替品として使用されることが多い米粉，大豆粉などの穀類を中心に春雨，ビーフンな

どのめん類，小麦粉不使用の菓子類を対象とし，特に2003年から2005年までは，当時食物アレル

ゲン表示制度が整備されていなかった国から輸入された食品を主な対象とした． 

 

２）スクリーニング検査法（ELISA法） 

検査は通知（消費者庁次長通知，2015）に記載の方法に従い実施した．特定原材料表示制度の所

管は，2015年度（平成27年度）に厚生労働省から消費者庁へ移管されたが，実際の検査方法は変

わっていないため，消費者庁次長通知に記載された方法（消費者庁次長通知，2015）とした．  

2）-1 ELISA法の検体抽出液の調製 

 検体は食品一包装単位に含まれる可食部全体を試料とした．試料の全量をフードプロセッサー（パ

ナソニック製MK-K58）で十分に破砕し，均質混和した調製試料1 gをポリプロピレン製遠心管（50 
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mL容）に採り，日ハムキットに付属の検体抽出液19 mLを加え，ボルテックスミキサーを使用し，

試料を分散させて混合した．遠心管を横にして，1分間あたり 90～110回往復，振とう幅 3 cm程

度で，20℃で，振とうしながら抽出した．室温下，3,000×g，20 分間，遠心機（久保田製作所製

S500FR）で遠心分離し，上清をNo.5Aろ紙(ADVANTEC製)でろ過したものと検体抽出液とした． 

2）-2モリナガキットによる定量 

検体抽出液をキットに付属の検体希釈液を用いて 20 倍希釈し，測定溶液とした．キットに付属

の標準液50 ng/mL溶液を２倍ずつ段階希釈し50，25，12.5，6.25，3.13，1.56，0.78及び0 ng/mL

の検量線用標準液を調製した．抗体固相化プレートの各ウェルに標準溶液及び測定溶液を3ウェル

並行で 100 µL ずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃で 1 時間反応させた．プレートウォッシャー

（BioRad社製 Immuno Wash 1575）でウェル内の溶液を除去し，300 µL洗浄液で6回洗浄した後，

酵素標識抗体溶液を各ウェルに 100 µLずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃で 30分間反応させた．

ウェル内の溶液を除去し，300 µL洗浄液で6回洗浄した後，酵素基質溶液を各ウェルに100 µLず

つ分注し，軽く撹拌した後，20℃，遮光下で20分間反応させた．反応停止液を各ウェルに100 µL

ずつ分注し，軽く撹拌した後，各ウェルの 450 nm及び 650 nmの吸光度をマイクロプレートリー

ダー（BioRad製 iMark）で測定し，各ウェルの450 nmの吸光度から650 nmの吸光度を差し引い

た値をウェルの吸光度として，ウェルの吸光度の平均値を4係数Logistic解析により検量線を作成

し，測定溶液の吸光度から濃度を求め，希釈倍率400倍を乗じて調製試料中に含まれる小麦タンパ

ク質濃度（mg/kg）を算出した． 

 

2）-3 日ハムキットによる定量 
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 検体抽出液をキットに付属の検体希釈液を用いて 20 倍希釈し，測定溶液とした．キットに付属

の標準液50 ng/mL溶液を２倍ずつ段階希釈し50，25，12.5，6.25，3.13，1.56，0.78及び0 ng/mL

の検量線用標準液を調製した．抗体固相化プレートの各ウェルに標準溶液及び測定溶液を3ウェル

並行で 100 µL ずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃で 1 時間反応させた．プレートウォッシャー

（BioRad社製 Immuno Wash 1575）でウェル内の溶液を除去し，300 µL洗浄液で6回洗浄した後，

ビオチン結合抗体溶液を各ウェルに 100 µLずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃で 1時間反応させ

た．プレートウォッシャーでウェル内の溶液を除去し，300 µL洗浄液で6回洗浄した後，酵素スト

レプトアビジン結合物溶液を各ウェルに100 µLずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃で30分間反応

させた．プレートウォッシャーでウェル内の溶液を除去し，300 µL洗浄液で6回洗浄した後，発色

剤を各ウェルに100 µLずつ分注し，軽く撹拌した後，20℃，遮光下で30分間反応させた．反応停

止液を各ウェルに100 µLずつ分注し，軽く撹拌した後，各ウェルの450 nm及び650 nmの吸光度

をマイクロプレートリーダー（BioRad製 iMark）で測定し，各ウェルの450 nmの吸光度から650 

nmの吸光度を差し引いた値をウェルの吸光度とし，ウェルの吸光度の平均値を 4係数 Logistic解

析により検量線を作成し，測定溶液の吸光度から濃度を求め，希釈倍率400倍を乗じて調製試料中

に含まれる小麦タンパク質濃度（mg/kg）を算出した． 

 

2)-4 判定方法 

検量線の標準液の最小濃度から算出される定量下限値は 0.3mg/kg であるが，報告下限値を 1 

mg/kg とし，検量線を超えた場合は＞20 mg/kg とした．モリナガキット又は日ハムキットのいず

れか一方でも小麦タンパク質の定量値が10 mg/kg以上の場合に小麦陽性と判定した． 
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3) 確認検査（PCR法） 

3)-1 試料からのDNAの抽出方法 

２）で示すスクリーニング検査の結果，小麦陽性と判定され，製造確認を行って小麦が確認でき

なかった場合など，必要に応じて PCR 法による確認検査を実施した．2)-1 と同様の操作で均質化

した調製試料から 2点並行で 2 gずつをポリプロピレン製遠沈管（50 ｍL容）に量り採り，DNA

抽出用のG2緩衝液7.5 mLを加えてボルテックスミキサーで激しく混合後，G2緩衝液7.5 mL及

びα-アミラーゼ（1 mg/mL）10 µLを加えて，ホモジナイザー（QIAGEN社製TissueRuptorII）で

2分間撹拌し，37℃で1時間加温した．次にプロテナーゼK（QIAGEN社製） 100 µL及びRNasA

（QIAGEN社製） 20 µLを加えてボルテックスミキサーで混合し，50℃で2時間加温した．冷却

遠心機（久保田製作所製Model6200）で4℃，10,000×g，15分間遠心分離し，得られた上清を，

コンディショニング用のQBT緩衝液1 mLで平衡化したイオン交換樹脂であるGenomic-tip 20/G

（以下，「G-tip」とする）に全量負荷した．洗浄用のQC緩衝液2 mLで３回洗浄後，予め50℃に

したQF緩衝液1 mLで2回溶出した．得られた溶出液を0.7倍量の2-プロパノールを加えて混合

し，冷却遠心機（久保田製作所製Model3740）を用いて4℃，10,000×g，15分間遠心し，上清を

除き 70％エタノールを加えて，4℃，10,000×g，10 分間遠心し，上清を除いた．得られた沈殿を

乾燥させ，滅菌水を 100 µL 加えて溶解させたものを DNA 試料原液とした．超微量分光光度計

（Thermo Fisher Scientific製NanoDrop One）を用いてDNA試料原液の紫外吸収スペクトル並び

に，230 nm，260 nm，及び280 nmの吸光度を測定した．260 nmの吸光度に対する280 nmの吸

光度の比（A260/A280）及び260 nmの吸光度に対すると230 nmの吸光度の比（A260/A230）から純度
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を確認し，260 nmの吸光度が1のとき50 ng/µLとしてDNA濃度を算出し，滅菌水を用いてDNA

溶液を20 ng/µLに調整した． 

 

3)-2 PCR反応 

PCR に用いたプライマー対の配列及び増幅長を表 2-2 に示した． 植物DNA 検知用 PCR 反応

液は，1×PCR緩衝液，0.20 mM dNTP，3.0 mM MgCl2, 0.625 Unit Taqポリメラーゼ（Thermo 

Fisher Scientific 製 AmpliTaq Gold DNA polymerase），並びに 0.2 µM CP03-5'プライマー及び

CP03-3'プライマーを含む液に，DNA溶液を 2.5 µL加えて，全量を 25 µLとした．小麦DNA検

知用PCR反応液は，1×PCR緩衝液，0.20 mM dNTP，3.0 mM MgCl2, 0.625 Unit Taqポリメラ

ーゼ（Thermo Fisher Scientific製 AmpliTaq Gold DNA polymerase），並びに0.2 µM Wtr01-5'プ

ライマー及びWtr10-3' プライマーを含む液に，DNA溶液を2.5 µL加えて，全量を25 µLとした．

プライマー対はThermo Fisher Scientific社に合成委託したものを用いた．PCR反応液をサーマル

サイクラー（BioRad 製 iCycler）にセットし，95℃に 10 分間保ち，95℃ 0.5 分間，50℃  0.5 分

間，72℃ 0.5分間を１サイクルとして，40サイクル繰返した後，72℃ 7分間保持し，4℃に保存し

た．保存したPCR反応液を各10 µL採り，6×ローディングバッファーと混和し4％アガロースゲ

ルにアプライし，電気泳動後，ゲルイメージ撮影装置（UVP社製BioDoc-It System）でUVを照

射，撮影し，増幅の有無を確認した．  
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第3節 結果及び考察 

 

1）食品の基準値以上の小麦タンパク質汚染状況 

 2003年度から2021年度における特定原材料である小麦の表示のない食品又は小麦の注意喚起表

示のない食品を対象としたスクリーニング検査の結果，基準値（10 mg/kg）以上で小麦陽性となっ

た検体を表 2-3に示す．検査した 253検体のうち，小麦陽性となったのは 19検体であり，陽性率

は 7％であった．陽性となった検体の内訳は製菓材料のミックス粉（大麦シフォンケーキ，白うい

ろうミックス粉，わらべのミックス粉）3検体，米粉１検体，そば粉3検体，本十割そば（乾めん）

2検体，春雨１検体，菓子類8検体であった．2005年頃までは，製菓材料のミックス粉，そば粉等

の穀類に小麦が混入している事例は多かった．しかし，2012年以降では穀類での小麦陽性事例はな

かった．その理由として，製造者のアレルゲン表示制度への理解と製造時のコンタミネーション対

策が進んできた（中村，2006）ことが大きな要因と考えられる．一般的な傾向として，同一製造所

内で小麦を取り扱うため小麦の混入が避けられない場合には，その旨を注意喚起表示することが徹

底されてきている．また，米など小麦の代替として使用される穀類を製粉する場合は，工場を専用

としたり日本農林規格（JAS）の工程管理（農林水産省，2020）に基づく対策を行ったりすること

で小麦の混入リスクを小さくし，小麦不使用をアピールする食品表示が可能となったと考えられる．

2020年 6月からHACCP及びその考え方に基づく管理がすべての食品営業者に対して制度化され

た．生物学的危害要因である微生物と同様に，化学的要因であるアレルゲンは大きな危害要因であ

り，適切な工程管理が必要である．2020 年に CODEX 委員会で新たにアレルゲンに関する規範
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（CODEX，2020）が採択されたように，アレルゲン管理に対する重要度は世界的に年々増してお

り，世界全体として食品業界全体として一貫した管理が求められてきている. 

 

2） 食品の基準値未満の小麦タンパク質汚染状況 

 ELISA法における検量線の最小濃度から算出される定量下限値は0.3 mg/kgであり，基準値（10 

mg/kg）未満の小麦タンパク質が検出された場合は小麦陰性と判定される.基準値未満の小麦タンパ

ク質が検出された検体は 253 検体のうち 28 検体で全体の 11％であった．その内訳は，菓子類 12

検体，穀類が8検体，魚肉ねり製品5検体，惣菜及び容器包装詰加圧加熱殺菌食品が各1検体であ

った．検体名及び小麦タンパク質の検出濃度を表2-4に示す．日ハムキットの定量値及びモリナガ

キットの定量値はほぼ同等であり，基準値に近い値の小麦タンパク質について精度よく定量できて

いることがこれらの結果からも示された．２つのキットで小麦タンパク質が検出された食品は 19

検体，いずれか一方のキットで小麦タンパク質が検出された食品は9検体であった．モリナガキッ

トのみで小麦タンパク質が検出されたのは4検体で，その内訳は上新粉２検体，ライスペーパー及

びあわめん各１検体のいずれも穀類であった．日ハムキットのみで小麦タンパク質が検出されたの

は 5 検体で，その内訳は，菓子類３検体，魚肉ねり製品及び辛子めんたいこが各１検体であった．

検体別にみると，穀類 8 検体における小麦タンパク質の定量値の平均は，モリナガキットが 3.3 

mg/kg，日ハムキットが1.1 mg/kgであり，穀類ではモリナガキットの方が定量値が高い傾向が認

められた．菓子類12検体における定量値の平均は，モリナガキットが2.9 mg/kg，日ハムキットが

3.6 mg/kgであった．また，魚肉ねり製品 5検体における小麦タンパク質の定量値の平均はモリナ

ガキットが3.0 mg/kg，日ハムキットが4.6 mg/kgであった．菓子類では検査キットによる定量値
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の差はあまりないと考えられるが，魚肉ねり製品では日ハムキットによる定量値が若干高い傾向が

認められた．モリナガキットでは抗グリアジンポリクローナル抗体を，日ハムキットではグリアジ

ン，α-アミラーゼインヒビター等の複合タンパク質を抗原とするポリクローナル抗体を採用してい

る（穐山，2003）．一般的には，特異ポリクローナル抗体の日ハムキットは偽陰性が多く出現する傾

向があり，複合タンパク質によるポリクローナル抗体のモリナガキットは偽陰性が少なく偽陽性が

多い傾向にあるが，検査対象となる食品の特性によってそれぞれのキットの抗体が認識する抗原部

位の違いが検出結果の差として現れたものと考えられた． 

福岡市では，定量下限（報告下限）を1 mg/kgとし，基準値未満の小麦タンパク質が検出された

場合は，陰性の結果とともに小麦タンパク質の定量結果を保健所に通知している．保健所では，基

準値未満であっても小麦アレルギーの患者が発症する可能性があること，注意喚起表示などの対策

を取る必要があることを製造者に伝えて対応を求め，必要に応じて継続した検査を実施することで，

小麦アレルギーの患者の健康被害未然防止のために検査結果を役立てている．  

 

3） スクリーニング検査（ELISA法）陽性検体 

 通知法の判断樹では，スクリーニング検査で陽性となった場合，保健所が製造記録の確認を行い

製造記録に小麦がある場合は，回収，表示の指導等の行政措置がとられることとなっている．製造

記録がない場合は PCR 法による確認検査を実施し，陽性となった場合に回収，表示の指導等の行

政措置をとることとなる．一方，確認検査で陰性となった場合には行政措置は不要である．スクリ

ーニング検査で陽性となった 19検体について製造記録を確認した結果，15検体は製造記録が確認

されたことから行政措置がとられた．製造記録が確認できなかった4検体については，PCR法によ
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る確認検査を実施した結果，２検体は陽性，２検体が陰性となり，陽性検体の２検体は行政措置が

とられた．確認検査で陰性となった２検体は同一製造者による小麦不使用をうたった焼菓子であり，

原材料として小麦は使用されていなかったが，製造所内での小麦粉の混入が強く疑われる状況であ

ったため，保健所による行政指導が行われた．しかし，製造者はスクリーニング検査の小麦陽性の

結果に疑問を持っており，確認検査では陰性となり検査結果に疑問を示したことから行政指導が困

難であった．これらの焼菓子２検体は，ELISA法の結果が小麦陽性であったことから，小麦が混入

していることは明らかであったが，PCR法による確認検査で小麦の遺伝子を検出できなかった．そ

の際に鋳型 DNA 量を通知法の２倍に増やして PCR を行ったところ，検出が可能であった．つま

り，焼菓子は加熱加工処理を経た食品であり，加工によるDNAの断片化が生じて（Mano，2017；

Miyahara，2016），小麦遺伝子の増幅・検出に影響がでたものと推察された．これらの検体中から

は 10 mg/kg を超える小麦タンパク質が検出されており，小麦タンパク質が含まれているにも関わ

らず小麦遺伝子を検出できなかったことから，加熱加工食品の場合には確認検査の PCR 法では，

DNAの抽出及び精製又はPCR法の検出感度が十分でない場合があったと考えられる．スクリーニ

ング検査で陽性となっても確認検査で陰性となることは行政指導上の大きな問題点でもあることか

ら，確認検査法の検出感度を上げる必要があり，改良法の開発を試みることとした． 
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表2-1 小麦アレルゲン検査に使用した食品群と検体数 

 

 

 

表2-2 植物検知用及び小麦検知用プライマー対 

  

種類 プライマー対 配列 増幅長 (bp)

CP03-5' 5'-CGGACGAGAATAAAGATAGACT-3'

CP03-3' 5'-TTTTGGGGATAGAGGGACTTG-3'

Wtr01-5' 5'-CATCACAATCAACTTATGA-3'
Wtr10-3' 5'-TTTGGGAGTTGAGACGGGTTA-3'

124

141

植物

小麦

食品群 検体数
菓子類 83
穀類 73
めん類・春雨 17
魚肉ねり製品 17
惣菜 12
調味料 15
レトルト 11
野菜加工品 10
食肉製品 7
その他 8
合計 253
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表2-3 小麦アレルゲンのスクリーニング検査において小麦陽性となった検体 

  

NO. 年 検体名 食品群 小麦表示
1 2004 製菓材料（大麦シフォンケーキ） 穀類 無
2 2004 白ういろうミックス粉 穀類 無
3 2004 そば粉 穀類 無
4 2004 本十割そば めん類 無
5 2004 そば粉 穀類 無
6 2004 そば粉 穀類 無
7 2005 わらべのミックス粉 穀類 無
8 2005 本十割そば 穀類 無
9 2012 飴（いも飴） 菓子類 原材料に麦芽水飴の表示あり
10 2012 菓子（しふぉん　けぇき） 菓子類 無
11 2013 ごま団子 菓子類 無
12 2013 米粉 穀類 無
13 2013 こめこケーキ（きなこ） 菓子類 注意喚起あり・小麦フリー宣言
14 2013 こめこケーキ（れもん） 菓子類 注意喚起あり・小麦フリー宣言
15 2014 ビーフン めん類 同一ラインで小麦製品製造。注意喚起表示あり
16 2015 はるさめ 春雨 無
17 2016 チーズクッキー 菓子類 無
18 2016 チーズフルーツケーキ 菓子類 無
19 2016 米粉ビスコッティ 菓子類 無
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表2-4 基準値未満の小麦タンパク質が検出された検体と検出濃度 

 

  

日ハムキット
（mg/kg)

モリナガキット
(mg/kg)

1 2007 上新粉 穀類 無 陰性 2 5
2 2007 上新粉 穀類 無 陰性 （-） 3
3 2007 上新粉 穀類 無 陰性 （-） 4
4 2007 粒入りコーンスープ 穀類 無 陰性 1 6
5 2008 かぼちゃスープ 容器包装詰加圧加熱殺菌食品 無 陰性 1 1
6 2008 ライスペーパー 穀類 無 陰性 （-） 1
7 2012 桜玉子 魚肉ねり製品 無 陰性 3 （-）
8 2012 山芋粉 穀類 無 陰性 4 3
9 2012 辛子明太子 辛子明太子 無 陰性 7 （-）
10 2013 あわめん 穀類 無 陰性 （-） 2
11 2013 コーンスープ 穀類 無 陰性 2 2
12 2013 かまぼこ 魚肉ねり製品 無 陰性 9 7
13 2013 デコレーションケーキ 菓子類 無 陰性 2 （-）
14 2013 ちくわ 魚肉ねり製品 無 陰性 6 5
15 2016 もなか 菓子類 無 陰性 4 2
16 2016 コーヒー＆チョコマカロン 菓子類 無 陰性 7 7
17 2016 豆大福 菓子類 無 陰性 1 1
18 2016 大豆フルーツバー 菓子類 無 陰性 4 2
19 2016 シフォンケーキ 菓子類 無 陰性 6 6
20 2016 ザッハトルテ 菓子類 無 陰性 3 3
21 2016 米粉クッキー 菓子類 無 陰性 9 7
22 2016 おからクッキー 菓子類 無 陰性 1 （-）
23 2017 ごぼう天 魚肉ねり製品 無 陰性 3 2
24 2017 コーヒー＆チョコマカロン 菓子類 無 陰性 3 3
25 2019 和菓子 菓子類 無 陰性 2 4
26 2020 和菓子 菓子類 無 陰性 1 （-）
27 2021 じゃこ天 魚肉ねり製品 無 陰性 2 1
28 2022 唐揚げ 惣菜 無 陰性 3 2

（-）；＜1mg/kg

NO.

定量結果
小麦検査

結果
小麦表示食品分類検体名年
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第３章 リアルタイムPCRを用いた加熱加工食品における小麦遺伝子検出の高感度化 

 

第1節 緒言 

 第 2 章で報告したように，福岡市で実施した小麦の収去検査において ELISA 法で小麦タンパ

ク質が基準値を超えて検出され小麦陽性と判定されたにも関わらず，確認検査の PCR 法（以下，

「通知法」とする．)で陰性となった事例が認められた（宮﨑ら，2017）ことから，通知法の改良及

び高感度化が必要となった．通知法の改良としては，PCR法の鋳型DNA量やプライマー量を増減

する方法（萩野ら，2010），PCR 反応液を用いて 2 回目の PCR 増幅を行うネスティッド PCR 法

（橋本ら，2008及び2009），DNA試料の再精製を行う方法（石本ら，2013），PCR阻害物質の作

用を抑える試薬を用いる方法（石本ら，2013）等の報告がある．これらの改良法では，通常のPCR

法と同様，陽性の判定はアガロースゲル電気泳動により目的の大きさのDNA断片の増幅を確認す

ることで行われるため非特異反応の可能性を排除できない．また，目視で判定が行われるため，判

定基準が曖昧という問題点がある．これらの問題点を解決する検査法としてリアルタイム PCR 法

（以下，「qPCR法」とする．）がある．qPCR法は，従来のPCR法より高感度である．特にTaqMan

プローブを用いたqPCR法は，インターカレーター法のqPCR法に比べて特異性が高く高感度のた

め，遺伝子組換え食品の検査（厚生労働省食品安全部長通知，2012）等で一般的に使用されている．

一方，すでにハウス食品が通知法とは異なる増幅領域を用いた高感度の qPCR法（宮崎ら，2019）

の特許（P2013-188164A）を取得しているが，商品化されておらず，検査に使うことはできない．

そこで，通知法の特異性及び感度の向上を目的として， 通知法で示された領域の範囲内で増幅を行

うqPCR法について検討した．また，改良にあたっては，検査時間の短縮を目的に，一般的なマス
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ターミックスの他に,TaqMan Fast Advanced Master Mix（Thermo Fisher Scientific社製）を用いた

方法の検討を行った．加熱加工食品のモデル試料として，組成や加熱条件を変えて調製した小麦添

加米粉クッキーを用いて実用性について確認を行った． 
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第2節 実験材料及び実験方法 

１）実験材料 

米粉は，ELISA法で小麦を含まないことを確認した共立食品（株）製「米の粉」を用いた．小麦

粉は（株）日清製粉ウェルナ製薄力小麦粉「フラワー」を，バター，上白糖，及び卵は市販のもの

を用いた．実試料は，平成27~28年度に福岡市内で製造され，ELISAによるスクリーニング検査で

小麦陽性と判定されたが確認試験の PCR 法で小麦陰性と判定され検査法の高感度化のきっかけと

なった焼菓子2検体（チーズクッキー及び米粉ビスコッティ）（以下，「実試料」とする）を用いた． 

 

２）qPCR法のプライマー対プローブの設計  

 qPCR 法のプライマー対及び TaqMan-MGB プローブは，通知法の増幅部位を参考に設計した．

陽性対照として植物に共通の配列を検知する植物検知用プライマー対（Chloroplast-F 及び

Chloroplast-R）は，葉緑体クロロプラスト遺伝子の保存性の高い領域の塩基配列情報を参考にして，

通知法のプライマー対（CP03-5’及びCP03-3’ ）（Watanabe et al., 2006）により増幅される内部の

領域から，高等植物（GenBank アクセッションナンバーMF579001）のクロロプラスト遺伝子の

配列を用いて，TaqMan-MGB プローブ（Chloroplast-T）の Tm 値がプライマー対より 10℃程度

高くなるように設計した．小麦検知用のプライマー対（triticin precursor-F 及び triticin precursor-

R）とTaqMan-MGBプローブ（triticin precursor-T）は，同様に塩基配列情報（GenBank アクセ

ッションナンバーS62630）を基に設計した．TaqMan-MGB プローブは通知法のプライマー対

（Wtr01-5’及びWtr10-3’）で増幅される領域の内部配列を検知できるように設計した．なお triticin 
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precursor-R はWtr10-3’と同じ配列である．プライマー対，TaqMan-MGB プローブの塩基配列及

びTm値を表3-１に示す．いずれもThermo Fisher Scientific社に合成委託したものを用いた． 

 

３）モデル試料の調製 

バター25 g，砂糖20 g，及び卵黄15 gの混合液60 gに米粉40 gを加え，次に小麦粉1 mgを少量

の超純水に懸濁した液を加え，よく混合し，5 mmの厚さとなるようクッキー用型（11.2 cm×13.3 

cmのステンレス製寒天容器）に入れ，小麦粉を 10 mg/kg含有する米粉クッキー生地を調製した．

同様に，混合液60 g及び米粉40 gに小麦粉を2 mg, 3 mg及び10 mg加え, それぞれ小麦粉を20 

mg/kg，30 mg/kg，及び100 mg/kg含有する米粉クッキー生地を調製した．さらに，陰性対照とし

て小麦粉を含まない米粉クッキー生地を調製した．調製した生地を横 3.7 cm×縦 4.4 cmのクッキ

ーとなるように 9等分し，全量を，マッフル炉（アドバンテック製 KM-420）を用いて 20 分間焼

成した．180℃，200℃，及び 220℃の 3つの温度で焼成後，常温で 30分間静置冷却し，フードプ

ロセッサー（パナソニック製MK-K48）を用いて約 30 秒間粉砕したものを試料とした．試料は使

用するまで，-30℃で保存した． 

 

４）ELISA法による小麦タンパク質の定量 

実試料及びモデル試料の小麦タンパク質の定量は，モリナガキット及び日ハムキットを用いて第

２章第2節２）のとおりに行った． 

５）試料からのDNA溶液の調製 
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DNA 溶液の調製は，第２章第２節３）-1 のとおり行った．ただし，検出下限を決定するための

DNA 溶液の希釈には Tris-EDTA(TE)緩衝液（pH8.0）（以下，「TE 緩衝液」とする．）を用いて

DNA濃度が20 ng/µLとなるように調整し，ニシン精子10 mg/mL（プロメガ社製）を50 µg/mL

含有するように調製したキャリアDNA 含有TE 緩衝液を用いて 10倍または 2倍段階希釈した．

プラスミド（オリエンタル酵母工業(株)製アレルゲンチェッカー「小麦」に付属の陽性コントロー

ルテンプレート（小麦，そば，落花生，植物））は，キャリア DNA 含有 TE 緩衝液を用いて 0.01 

pg/µLから，0.01 fg/µLまで10倍段階希釈，0.01 fg/µL~0.000625 fg/µLまでは2倍段階希釈した．

これらの鋳型DNAは反応液25 µLあたりいずれも2.5 µLずつ加えた． 

 

６）通知法のPCR条件と小麦遺伝子の検出判定方法 

PCR反応は1反応あたり3並行試験で行い，方法は前章のとおりとした．植物遺伝子の検出を確

認した後，対応するDNA 溶液が，小麦検知用 PCR 反応で 2点並行試験のいずれか一方以上で小

麦遺伝子が検出された場合に小麦陽性と判定した．小麦遺伝子が不検出の場合には小麦陰性と判定

し，植物遺伝子が不検出の場合は検知不能と判定した， 

 

７）Standard モードでのqPCR反応条件 

qPCR反応は 96ウェル反応プレートを用いて1反応あたり 3ウェル並行で行った．一般的なマ

スターミックスを使用するモード（以下，「Standard モード」とする．）は，植物検知用反応液は1

ウェルあたり25 µLとし，最終濃度が1×Universal Master Mix（Thermo Fisher Scientific社製），

0.9 µmol/Lの植物検知用のF-プライマー及びR-プライマー，0.25 µmol/L TaqMan－MGBプロー
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ブ，鋳型DNA液を2.5 µL加えて滅菌水で混合調製した．50℃で2分間，95℃で10分間保持した

後，95℃で 15 秒の熱変性，60℃で 2分間のアニーリングと伸長反応を 1 サイクルとして 50 サイ

クルの増幅反応をqPCR装置（Thermo Fisher Scientific社製QuantStudio5）を用いて行った．小

麦検知用反応液は，プライマー対及びプローブ濃度を植物検知用反応液と同様に調製した． 

 

８）Fast モードでのqPCR反応条件 

温度保持を短時間で実施可能な専用のマスターミックスを用いて qPCR 法を行うモード（以下，

「Fastモード」とする．）では，Universal Master Mixの代わりにTaqMan Fast Advanced Master 

Mixを用いてStandardモードと同様に反応液を調製し，qPCR装置（Thermo Fisher Scientific社製

QuantStudio5）のランモードをFastモードとして，95℃で20秒間保持した後，95℃で1秒間の熱

変性，60℃で20秒間のアニーリングと伸長反応を1サイクルとして50サイクル反応した．  

 

９）Standard モード及びFast モードでのqPCRによる結果の判定方法 

Standard モード及びFast モードでのqPCR法による結果の判定では，安全性未審査の遺伝子組

換え食品の検査法（厚生労働省食品安全部長通知，2012）の基準を準用した．まず，植物検知用の

Threshold lineを 0.2，baselineを 3~15と設定したときに，増幅曲線とThreshold lineが交差した

サイクル数であるCt値が3ウェル並行でいずれも43未満のときに植物遺伝子検出（陽性）と判定

した．植物遺伝子検出（陽性）を確認した後，対応するDNA溶液が，小麦検知用のThreshold line

を0.2 ，baselineを3~15と設定したときのCt値が3ウェル並行でいずれも43未満となったとき
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小麦遺伝子検出（陽性）判定し，それ以外の場合を不検出（陰性）と判定した．2 点並行試験のど

ちらか一方でも検出（陽性）の場合に小麦陽性，それ以外を小麦陰性と判定した． 
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第３節 結果及び考察 

１）qPCR法のStandardモード及びFastモード間の比較 

 前節で設計したプライマー対及びTaqMan-MGBプローブを用いて，小麦DNAを20～0.02 ng/

μLまで段階希釈したものを鋳型として，前節に示した Standardモード及び Fast モードで qPCR

法を行った．Threshold lineを0.2，baselineを3~15と設定したときに得られたCt値を小麦DNA

との対数グラフにしたときに得られた検量線の直線性及び増幅率を比較した．図 3-1～3-4 に検量

線を示す．検量線の決定係数は，Standardモードでは植物検知用が 1.000，小麦検知用が 0.988で

あった．Fastモードの決定係数は植物検知用が 0.998，小麦検知用が 0.997であり，Standardモー

ド及び Fast モードのいずれも直線性は良好であった．増幅率は，Standard モードでは植物検知用

が 98％，小麦検知用 90％であり，小麦検知用の増幅率の方が植物検知用の増幅率より低かった．

Fast モードは，植物検知用 98％，小麦検知用 95％であり，植物検知用の方が小麦検知用の増幅率

よりやや高かった．Fast モードと Standard モード間で比較すると，植物検知用では差が認められ

なかったが，小麦検知用PCRの増幅率は，Fastモードの方が100％に近かった．よって，植物検知

用及び小麦検知用のいずれも検量線の直線性は良好で，増幅率100％に近いことに加え，PCRの反

応時間が2時間40分から約50分へ大きく短縮されることから， 本研究ではFastモードを採用し

た．  

 

２）通知法とqPCRの検出下限の比較 

市販プラスミドを段階希釈して陽性となる 1反応 25 µLあたりの最少量(fg)を検出下限として，

通知法及びqPCR法での植物検知用と小麦検知用の増幅をそれぞれ行い，検出下限を比較した．そ
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の結果を表3-2に示す．植物検知用の検出下限は1反応あたり通知法が0.25 fg，qPCRでは0.025 

fgであった．小麦検知用の検出下限は通知法が2.5 fg，qPCRでは0.006 fgであった．いずれも通

知 PCR 法に比べて qPCR 法による検出感度の方が高かった．同様に，小麦粉から抽出したDNA

溶液を段階希釈して，陽性となる1反応25 µLあたりの最少鋳型量(ng)を検出下限として，通知法

とqPCR法との検出下限の比較を行った．その結果を表3-3に示す．植物検知用の検出下限は通知

法が5 ng，qPCR法が0.003 ngであった．小麦検知用の検出下限は通知法が0.05 ng，qPCR法が

0.0125 ng であった．市販のプラスミド及び小麦粉から抽出した DNA のいずれを鋳型とした場合

でも，植物検知用及び小麦検知用の検出下限は通知法より低かったことから， qPCR法は通知法よ

り高感度であることが示された． 

 

３）モデル試料における小麦タンパク質定量 

加熱加工食品モデル試料として，小麦粉含有量と焼成温度条件を変更して調製した米粉クッキー

（表 3-4のNo.1～13 に示す）が設定どおりに小麦タンパク質を含有するように調製できているか

を確認するため，日ハムキット及びモリナガキットを用いて小麦タンパク質の定量を行った．その

結果を表3-4に示す．小麦粉を100，30，20 及び10 mg/kg含有する試料中の小麦タンパク質の定

量値の平均は，それぞれ 9，2，1及び 0.5 mg/kgであった．この結果から小麦粉中の小麦タンパク

質の割合は4～11％であり，これらの定量値は，日本食品標準成分表 （2020）から推定される小麦

タンパク質量8％と概ね合致したため，試料調製には問題がなかったと判断された． 

 

４）DNA抽出に対する焼成温度の影響 
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180，200及び220℃の温度条件下，各20分間焼成したモデル試料から，それぞれ2点並行で抽

出したDNA量と純度を表 3-5に示す．各試料から抽出されたDNA量は 3.0~10.6 µgであった．

焼成温度ごとのDNA量の平均は180℃では8.7 µg，200℃では7.1 µg，220℃では4.8 µgと，焼成

温度が上昇すると抽出されるDNA量は減少する傾向が認められた．得られたDNA溶液について

DNAの純度を確認した結果，タンパク質の混入の指標となるA260/A280は1.6~1.9であり，PCRに

適した値 1.7~2.0 を概ね満足した．一方，多糖類の混入の指標となる A260/A230は 0.7~1.5 で PCR

に適した値1.8~2.0を満足しなかった．その理由として，モデル試料には，ショ糖が重量比で20％

含まれていることに加え，炭水化物を80％以上含む米粉（日本食品標準成分表，2020）が重量比で

40％含まれており，α-アミラーゼ処理が不完全だったことが推察された． 

 

５）通知法とqPCR法間の検出感度の比較 

 米粉クッキーモデル試料を用いて qPCR 法と通知法の検出感度を比較した結果を表 3-6 に示す．

小麦粉を含まない陰性対照試料（No.13）は通知法及び qPCR法のいずれでも小麦陰性と判定され

た．小麦の基準値は小麦タンパク質として10 mg/kgであるが，これに該当する小麦粉100 mg/kg

含有のモデル試料（No.1～3）はすべて小麦陽性と判定された．つまり，通知法及び qPCR法のい

ずれの方法でも基準値を検出できたことから，試料における小麦の添加，無添加を正しく判定出来

ることが示された．基準値の1/5（2 mg/kg），1/10（1 mg/kg）及び1/20（0.5 mg/kg）に相当する

小麦タンパク質を含むことが示された小麦粉30 mg/kg，20 mg/kg，及び10 mg/kg含有のモデル試

料（No.4～12）は，通知法では全て小麦陰性と判定されたのに対し，qPCR法では，小麦粉30 mg/kg

含有のモデル試料（No.4～6）は全て小麦陽性と判定され，通知法より感度が高いことが示された．
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しかし，焼成温度が 220℃（No.6）では 2点並行試験で，1つが小麦遺伝子検出となり小麦陽性と

判定されたが，もう 1つでは小麦遺伝子検出されず小麦陰性となった．また，小麦粉 20 mg/kg含

有のモデル試料（No.7～9）の場合，焼成温度が180℃では2点並行試験で，1つが小麦遺伝子検出

となり小麦陽性と判定されたが，200℃及び220℃では（No.7）2点並行試験でいずれも小麦遺伝子

は検出されず，小麦陰性と判定された．これらの結果から，食品からの小麦遺伝子の検出には，小

麦の含有量だけではなく，製品の焼成温度も影響することが示唆された．宮原ら（Miyahara et al.，

2016；Uchino et al.,2004）は加熱工程でDNAの断片化が進行しやすいことを報告しており，焼成

温度が 180℃から 220℃と高くなるとPCR法による小麦遺伝子検出率が低下することが示された． 

 

６）実試料からのqPCR法による小麦タンパク質遺伝子の検出 

実際の食品試料を用いて，通知法とqPCR法での検査結果の比較を行い，実際の食品における実

用性を調べた．試料として，ELISA法で小麦タンパク質が基準値を超えて検出され小麦陽性となっ

たにもかかわらず，通知法による確認検査で小麦陰性となった実試料2検体を用いた．その結果を

表 3-7に示した．通知法ではいずれも小麦陰性となったが，qPCR法ではいずれも小麦陽性と判定

され，qPCR法は通知法よりも検出感度が高く，ELISA法の判定結果と同じ結果が得られることが

示された．加熱加工工程を経たモデル試料だけでなく実試料においても通知法に比べqPCR法は検

出感度が高く，ELISA法と同じ結果が得られたことから，qPCR法は実際の加熱加工食品における

小麦の遺伝子検査法として有効であることが示唆された． 
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図3-1 小麦DNAを用いて作成されたStandardモードにおける（１）植物検知用及び（２）小麦
検知用qPCRの検量線 

Slope: -3.581
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図3-2 小麦DNAを用いて作成されたFastモードにおける（１）植物検知用及び（２）小麦検知
用のqPCRの検量線 
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表3-2 市販の小麦遺伝子含有プラスミドを用いた通知法及びpPCR法の小麦遺伝子検出下限 

 

  

植物 小麦
25 35.53 ±0.08 25.52 ±0.20 + +
2.5 38.94 ±0.06 29.00 ±0.01 + +

0.25 42.24 ±0.35 32.54 ±0.20 - +
0.025 46.37 ±1.17 35.40 ±0.31 - +

0.0125 36.99 ±0.09 - -
0.006 36.82 ±0.19 - -
0.003 - -

0.0016 - -
(n =3)

no Ct
no Ct no Ct
no Ct no Ct

プラスミド
(fg）

qPCR法 (Ct 値) 通知法 (PCR法)
植物 小麦

no Ct
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表3-3 小麦抽出DNAを用いた通知法及びpPCR法による小麦遺伝子検出下限 

 

  

植物 小麦

50 23.35 ±0.07 25.91 ±0.05 + +
5 26.92 ±0.04 29.30 ±0.04 + +

0.5 30.29 ±0.10 32.34 ±0.33 - +
0.05 33.61 ±0.06 36.21 ±1.13 - +
0.025 34.65 ±0.12 36.63 ±0.30 - -
0.013 35.80 ±0.17 40.03 ±1.40 - -
0.006 36.83 ±0.15 - -
0.003 37.92 ±0.17 - -

(n =3)
no Ct

小麦DNA
（ng)

qPCR （Ct 値） 通知法 (PCR法)

植物 小麦

no Ct
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定量結果 

 

 
モリナガ
キット

日ハム
キット

1 100 180 7.8 10.1
2 100 200 8.2 10.2
3 100 220 8.2 10.8
4 30 180 1.5 1.4
5 30 200 2.3 2.4
6 30 220 2.5 2.4
7 20 180 1.2 1.2
8 20 200 0.8 0.9
9 20 220 0.8 0.9

10 10 180 0.6 0.6
11 10 200 0.6 0.7
12 10 220 0.4 0.4
13 0 180 (-) (-)

(-)：<0.3 mg/kg

No.
小麦粉含有量

(mg/kg)

焼成温度
（℃）

定量結果　(mg/kg)

モリナガキット：（株）森永生科学研究所製FASPEKエライザ II小麦（グリアジン） 

 

表3-4 モリナガキット及び日ハムキットによるモデル試料（米粉クッキー）中の 

 

 

日ハムキット：日本ハム（株）製FASTKITエライザVer.III小麦 
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表3-5 焼成温度の異なる試料から2点並行で抽出されたDNA量及び純度の結果 

 

 

 

 

 

 

9.6 1.8 1.1
10.0 1.8 1.0
5.1 1.9 1.5
7.2 1.8 1.2
5.4 1.8 1.1
4.8 1.7 1.1
9.6 1.8 1.0
9.7 1.8 1.0
4.3 1.8 1.2
9.9 1.7 1.0
5.3 1.8 1.0
8.1 1.6 0.8
6.2 1.8 1.3
10.1 1.8 1.3
9.6 1.6 0.7
8.0 1.7 0.8
4.1 1.7 1.1
4.6 1.6 1.0
8.2 1.8 1.0
7.9 1.7 1.1
6.9 1.7 0.9
6.3 1.8 1.2
3.0 1.7 0.9
3.0 1.8 0.9
4.8 1.9 1.3
10.6 1.7 1.1

1 100 180

2 100 200

No.
小麦粉
含有量
(mg/kg)

焼成温度
(°C)

抽出DNA量
(µg/2g sample)

A260/A280 A260/A230

30 220

3 100 220

9 20 220

4 30 180

7 20 180

8 20 200

5 30 200

6

13 0 180

10 10 180

11 10 200

12 10 220



- 51 - 

 

表
3-

6 
焼
成
温
度
が
通
知
法
及
び

qP
CR

法
の
検
査
結
果
に
及
ぼ
す
影
響

 

1
10

0
18

0
1

20
.6

0
20

.6
1

20
.7

1
36

.0
8

37
.1

7
35

.1
1

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

2
20

.7
5

20
.5

8
21

.0
9

37
.5

9
37

.0
6

35
.3

9
+

+
+

+
+

+
+

+
2

10
0

20
0

1
19

.8
4

19
.6

6
19

.7
9

35
.3

0
34

.5
2

35
.0

7
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
2

19
.8

0
19

.8
4

19
.8

9
35

.2
2

35
.3

7
35

.9
5

+
+

+
+

+
+

+
+

3
10

0
22

0
1

20
.5

2
20

.5
9

20
.5

8
35

.1
5

35
.8

4
35

.7
6

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

2
20

.6
4

20
.2

8
20

.4
6

35
.8

7
35

.9
7

34
.8

6
+

+
+

+
-

-
-

-
4

30
18

0
1

20
.1

3
19

.8
6

20
.0

0
36

.7
0

38
.3

7
37

.8
6

+
+

+
+

+
-

-
+

-
-

2
19

.9
7

19
.6

7
19

.8
5

37
.2

7
37

.1
6

38
.3

0
+

+
+

+
+

-
-

-
5

30
20

0
1

20
.7

2
20

.9
5

20
.9

4
36

.1
9

37
.0

0
37

.0
5

+
+

+
+

+
-

+
+

-
-

2
19

.9
1

20
.3

1
20

.2
2

35
.9

3
37

.4
3

36
.5

1
+

+
+

+
-

+
+

-
6

30
22

0
1

21
.2

9
21

.0
9

21
.1

9
38

.0
4

37
.4

2
37

.3
4

+
+

+
+

+
+

+
-

-
-

2
20

.7
2

20
.5

7
20

.9
3

38
.1

9
no

 C
t

38
.9

3
-

+
+

+
-

-
+

-
7

20
18

0
1

20
.6

0
20

.7
5

20
.5

8
38

.2
0

37
.7

2
38

.0
4

+
+

+
+

+
-

-
-

-
-

2
20

.0
9

20
.1

1
20

.0
5

38
.1

5
no

 C
t

37
.1

6
-

+
+

+
-

-
-

-
8

20
20

0
1

21
.3

4
21

.1
4

21
.2

0
38

.0
2

37
.8

0
no

 C
t

-
-

+
+

+
-

+
+

-
-

2
20

.8
4

20
.6

3
20

.6
8

no
 C

t
39

.0
4

40
.5

2
-

+
+

+
-

-
-

-
9

20
22

0
1

21
.5

0
21

.6
1

21
.5

9
42

.0
5

39
.0

9
no

 C
t

-
-

+
+

+
-

+
+

-
-

2
21

.5
6

21
.5

0
21

.5
7

no
 C

t
39

.4
2

40
.6

1
-

+
+

+
-

-
-

-
10

10
18

0
1

20
.1

9
20

.0
0

20
.1

8
no

 C
t

38
.3

4
37

.9
6

-
-

+
+

+
-

-
+

-
-

2
20

.0
4

20
.0

9
20

.1
3

38
.9

1
no

 C
t

38
.8

9
-

+
+

+
-

+
-

-
11

10
20

0
1

20
.2

6
20

.2
6

20
.3

7
38

.3
6

no
 C

t
no

 C
t

-
-

+
+

+
-

-
+

-
-

2
19

.9
2

19
.7

0
19

.8
2

37
.3

1
no

 C
t

37
.5

2
-

+
+

+
-

-
+

-
12

10
22

0
1

20
.8

8
20

.6
0

20
.7

0
38

.9
8

37
.6

9
no

 C
t

-
-

+
+

+
-

-
-

-
-

2
20

.9
2

20
.9

9
21

.1
4

no
 C

t
no

 C
t

no
 C

t
-

+
+

+
-

-
-

-
13

0
18

0
1

19
.9

1
19

.8
3

20
.0

4
no

 C
t

no
 C

t
no

 C
t

-
-

+
+

+
-

-
-

-
-

2
20

.2
2

20
.0

3
20

.0
5

no
 C

t
no

 C
t

no
 C

t
-

+
+

+
-

-
-

-

C
t 値

小
麦

判
定

結
果

植
物

小
麦

小
麦

判
定

結
果

植
物

小
麦

N
o.

小
麦

粉
含

有
量

(m
g/

kg
)

焼
成

温
度

(°
C

)

qP
C

R
法

通
知

法
 （

PC
R

法
）



- 52 - 
 

表
3-

7 
EL

IS
A
陽
性

-通
知
法
で
小
麦
陰
性
と
判
定
さ
れ
た
実
試
料
の

qP
CR

法
に
よ
る
検
査
結
果

 

モ
リ
ナ
ガ
キ
ッ

ト
日
ハ
ム

キ
ッ
ト

1
チ
ー
ズ
ク
ッ
キ
ー

17
17

54
.9

1.
8

1.
7

20
.6

3
19

.8
5

20
.2

4
38

.0
4

39
.4

37
.9

7
+

+
+

+
-

-
+

-
98

.4
1.

8
1.

2
20

.8
9

21
.0

0
21

.1
0

39
.2

6
38

.2
no

 C
t

-
+

+
+

+
-

-
-

2
>2

0
>2

0
33

.4
1.

2
0.

4
20

.9
2

21
.0

4
21

.2
8

36
.9

6
37

.2
36

.9
4

+
+

+
+

-
+

+
-

62
.6

1.
3

0.
3

20
.9

7
20

.7
6

23
.0

6
37

.1
1

37
.1

36
.8

9
+

+
+

+
-

-
-

-
米
粉
ビ
ス
コ
ッ
テ
ィ

+
-

qP
C

R
法

通
知

法
 （

PC
R

法
）

C
t 値

小
麦
判
定

結
果

植
物

小
麦

小
麦
判
定

結
果

植
物

小
麦

+
-

N
o.

試
料

小
麦

タ
ン

パ
ク

質
定

量
結

果
(m

g/
kg

)
D

N
A

量
(µ

g/
2g

sa
m

pl
e)

A
26

0/A
28

0
A

26
0/A

23
0



- 53 - 

第4章 開発した小麦遺伝子検査法の実用性評価 

 

第1節 緒言 

前章では通知 44）の確認検査法であるPCR法の高感度化を目的としてqPCR法を用いた改良法（以

下，ｑPCR 法」とする．）を開発し，焼菓子のモデル試料及び実試料における感度の上昇を確認し

た．前章では感度確認の標準品として薄力小麦粉を使用したが，小麦粉は，強力粉，準強力粉，中

力粉及び薄力粉の種類に応じて複数の小麦銘柄が配合されたものであり，小麦の単一銘柄による感

度の確認はできていなかった．一方，消費者庁の通知では新たな検査法の妥当性確認の際は，14銘

柄の小麦を均等に混合し小麦一次標準粉末標準品とするように記載されている．現在では通知記載

の銘柄の中には作付面積の減少等の理由により入手困難な銘柄もあったことから，入手可能な小麦

の銘柄による感度確認を行うこととした．次に，加熱加工食品である惣菜を対象に実用性の評価を

実施した．試料には，ここ数年で大手コンビニエンスストアのプライベートブランド等で販売数が

増加している容器包装詰低酸性食品（以下，「チルド惣菜」とする）を用いた．これらの食品は，「気

密性のある容器包装に入れられ，pHが 4.6を超え，かつ，水分活性 0.94を超える食品で，中心部

120℃，4分の殺菌条件に満たない加熱殺菌されたもの」と定義（厚生省食品保健課長通知,  1999）

されており，10℃以下保存を前提とした衛生管理がなされ，賞味期限は製造後１か月程度と容器包

装詰加圧加熱殺菌食品より短く設定されている． チルド惣菜のメリットとして，加圧加熱殺菌がな

されていないことから食味の面では通常の惣菜に近く，加圧加熱殺菌方法に向かない惣菜にも適用

できるため種類が豊富なことが挙げられる．容器包装詰めで製造，販売されるため，流通段階にお

けるコンタミの可能性が非常に低いこと，また，食品表示基準に基づく表示がなされており，中に



- 54 - 

はホームページで特定原材料及び特定原材料に準ずる食品の情報を公開されている食品もあること

から，食物アレルギー患者の食品の選択肢が広がる食品例として期待される． 

本章では，前章で開発したqPCR法による小麦遺伝子検出法の実用性を確認することを目的とし，

小麦の銘柄による感度確認を行った．次に実際の加工食品 50 検体を対象とした小麦混入実態調査

を行った．具体的には，コンビニエンスストアで市販されているチルド惣菜について，小麦に関す

る表示の調査及び ELISA 法及び qPCR 法による小麦混入実態調査を行った．さらに，牛ミンチ肉

の加熱モデル試料を用いて行った小麦遺伝子検出試験から得られた知見についても報告する． 
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第２節 実験材料及び方法 

 

第1項 小麦の銘柄による実用性評価 

１） 実験材料 

入手可能であった小麦（原麦）9銘柄及び製粉された小麦粉3銘柄の計12検体とした．表4-1に

12検体の銘柄，産地，種類，主な用途を示す．原麦は粉砕機（Retsch製GM200）で2分間粉砕し

均質化したものを試料とし，小麦粉はそのまま試料として用いた．  

 

２） 試料からのDNA抽出及びDNA希釈 

 均質化した試料2gを前章と同様に操作してDNAを抽出し，TE緩衝液100 µLで溶解した DNA

溶液を得た．吸光度を測定し，TE緩衝液でDNA濃度が20 ng/µLとなるように調整し，ニシン精

子10 mg/mL（プロメガ社製）を50 µg/mL含有するように調製したキャリアDNA含有TE緩衝

液を用いて10倍または2倍段階希釈した． 

 

３）PCR法 

前章とのとおりとした． 

 

４）リアルタイムPCR（qPCR） 

前章のとおりとし，植物検知用及び小麦検知用の qPCR 反応を同じ 96 ウェルプレート上で行っ

た．  
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５）判定方法 

 植物検知用のThreshold lineを 0.2，baselineを 3~15と設定したときに，増幅曲線とThreshold line

が交差したサイクル数をCt（Threshold cycle）値としたとき，３ウェル並行試験の全てのウェルで増

幅が認められ 3ウェルの平均Ct値が 43未満のときを植物遺伝子検出と判定した．植物検知用検出

を確認した同じ DNA に対して，小麦検知用の増幅で３ウェル並行試験の全てのウェルで増幅が認

められ 3ウェルの平均Ct値が 43未満のとき「小麦遺伝子検出」と判定し，２点並行試験のいずれ

か一方でも小麦遺伝子検出と判定された場合には「小麦遺伝子陽性」と判定した． 
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第２項 加熱加工食品による実態調査及び加熱モデル実験 

１）実験材料 

 2021年 11月から 2022年 3月に福岡市内の大手コンビニエンスストアチェーン３社の販売店か

ら入手した惣菜計50検体を試料とした．そのうち47検体が10℃以下保存のチルド惣菜，残り3検

体が容器包装詰加圧加熱殺菌された常温保存可能品であった．各試料は，１包装の全量を，フード

プロセッサ（パナソニック製MK-K48）を用いて常温で約1分間粉砕し，均質化したものを試料と

し，測定まで-30℃で保存した． 

 

 ２）試料の表示確認 

 試料の裏面の食品表示欄に記載の原材料表示，食品表示基準に基づく食物アレルゲンの代替表記

及び特定原材料に準ずるものの表示を確認した．また，別途，欄外及び表面に食物アレルゲン表示

がある場合にはそれらの表示についても確認した． 

  

3）ELISA法 

均質化した試料1ｇをモリナガキット及び日ハムキットを用いて第２章のとおりに行った． 

 

4）試料からのDNA抽出及びDNA希釈 

 均質化した試料 2 g を第３章第２節５）と同様に操作して DNA を抽出し，滅菌水で調整して

100µL DNA溶液を調製した．吸光度を測定し，TE緩衝液でDNA濃度が20 ng/µLとなるよう調

製した． 
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５）リアルタイムPCR（qPCR） 

前節のとおりとした． 

 

６）判定方法 

 前節のとおりとした． 

 

７）ビーフシチューのモデル実験 

ビーフシチューなどの煮込み料理を想定し，牛肉 100％のミンチ肉 2 g をポリプロピレン製遠沈

管（50ｍL容）に採り，小麦遺伝子の検出が十分可能な濃度である 1,000 mg/kg相当の小麦粉2mg及

び蒸留水5mLを加えて良く混合した後，中心温度が95℃となるように105℃の恒温乾燥機（アドバ

ンテック社製，DRM620DE）で加温したものをモデル試料とした．加熱時間は 24 時間とし，途中

の3，6，9，12時間経過後にサンプリングして検査を行った．検査は，小麦タンパク質量を定量す

るため，ELISA法は２つのキットを用いて，希釈倍率を800倍となるように操作した以外は前節と

同様の操作を行った．次に，２点並行で前項と同様に DNA 抽出を行い，前節と同様に qPCR 法の

操作を行い，植物遺伝子及び小麦遺伝子の検出を行った． 

 

8）統計処理 

 ビーフシチューのモデル試験において，モデル試料の加熱時間ごとに 2 点並行で抽出した DNA

を用いて qPCR法を行い，植物遺伝子及び小麦遺伝子の検出を行った結果得られた 3ウェル並行の
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平均Ct値と加熱時間との関係性を散布図にした．最小二乗法により直線回帰し，相関係数及び決定

係数を求めた． 
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第3節 結果及び考察 

第１項 小麦の銘柄による実用性評価 

１） 銘柄ごとのDNA収量結果 

12銘柄の小麦から抽出されたDNA量，DNAの純度の指標であるA260/280及びA260/A230を表 4-

2に示す．12 銘柄の試料 2 gから抽出されたDNAは平均 203 µgで，いずれもA260/A280は 1.8～

1.9，A260/A230は2.3であり，銘柄及び製粉加工による差は認められなかった． 

２） 検出下限の比較結果 

12 銘柄の小麦から抽出されたDNA を段階希釈し，qPCR 法及び通知法（PCR 法）でそれぞれ

増幅し，植物遺伝子及び小麦遺伝子の検出下限を確認した．銘柄ごとの結果の詳細を表4-3に，12

銘柄の検出下限のまとめを表 4-4 に示す．qPCR 法の植物遺伝子の検出下限は 12 銘柄全てにおい

て0.003 ngであり，通知法の検出下限の 1/160～１/16,000の範囲内であり，陽性対照として十分

な感度であることが示された． qPCR 法の小麦遺伝子の検出下限は，前章の小麦粉では 0.013 ng

であったが，銘柄ごとの確認では 0.5 ng が 1 銘柄，0.05 ng が 4 銘柄，0.025 ng が 4 銘柄，及び

0.013 ngが3銘柄であり，銘柄による検出感度の差が認められた．通知法の小麦遺伝子の検出感度

についても，前章の小麦粉では0.05 ngであったが，銘柄ごとの確認では0.5 ngが6銘柄，0.05 ng

が6銘柄であり，銘柄による感度の差が認められた．同じ銘柄の小麦遺伝子の検出下限をqPCR法

及び通知法とで比較した結果では，No.1 Canada Western Red Spring，US Hard Red Winter-Semi 

Hard，US Western White (White Club + Soft White)，Australian Premium White for Japan，Australian 

Prime Hard，チクゴイズミ，シロガネ，チクシ W2及びサトノソラの計９銘柄は，検出下限が小

さくなり，感度上昇が認められた．qPCR法及び通知法の検出下限が同等だったのはUS No.2 Dark 
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Northern Spring，キタホナミ及びCanada Western Amber Durum- Triticum durumの3銘柄であ

った．これらの結果から，qPCR法では，小麦の銘柄による感度は通知法といずれも同等以上であ

ることを確認した． 
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第2項 加熱加工食品による実態調査及び加熱モデル実験  

１）試料の食物アレルゲン表示調査結果 

小麦遺伝子検査 qPCR法の実用性評価試料 50検体の内訳及び食物アレルゲン表示を表 4-5に示

す．検体は，魚介類を主原料としたもの（さばの塩焼，銀だらの塩照り焼き，銀鮭の塩焼き，エビ

チリソース）が5検体，肉類を主原料としたもの（ハンバーグ，肉団子，酢豚，角煮，ビーフシチ

ュー，カレー等）が16検体，野菜を主原料としたもの（肉じゃが，ひじき煮，きんぴらごぼう，五

目煮豆，卯の花，ポテトサラダ等）が26検体，鶏卵を主原料としたもの（卵焼き，卵サラダ）が３

検体であった．検体に表示された特定原材料（えび・かに・小麦・そば・卵・乳成分・落花生）7品

目の内訳は，小麦が40検体と一番多く，次いで多い順に乳成分23検体，卵16検体，えび4検体，

落花生1検体であった．なお，かにの表示はなかったが甲殻類としてえびと合わせて計上した．特

定原材料7品目いずれも表示がなかったものは，さばの塩焼，銀鮭の塩焼，野菜と大豆ミートのタ

コスミート，黒豆，金時豆，蒸しサラダ豆の6検体であり，特定原材料7品目及び特定原材料に準

ずるもの 21 品目のいずれの表示がない検体は金時豆だけであった．これらの結果から，食品表示

を基に小麦アレルギー患者が市販の惣菜を用いて小麦の除去食を実施する場合，小麦を含まない食

品を選択するのは困難であることが予想された． 

 

2）ELISA法による小麦タンパク質の検出結果 

 試料のELISAによる小麦タンパク質（スクリーニング）検査結果を表4-6に示す．食物アレルゲ

ン小麦表示のない 10 検体はすべて，日ハムキット及びモリナガキットのいずれの検査結果におい

ても小麦の定量下限（0.3 mg/kg）未満であり，表示は適正であると考えられた．小麦の表示がある
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40検体のうち，小麦タンパク質が基準値以上となり小麦陽性と判定された検体は14検体であった．

これらはハンバーグ，ビーフシチュー，ミートボール，海老チリソース，卵サラダなど，多くの試

料で原材料に小麦粉表示があり，つなぎ等として小麦粉そのものが使用された惣菜であると推察さ

れた．一方，特定原材料小麦の表示がある26検体では，日ハムキット及びモリナガキットのいずれ

においても小麦タンパク質は定量下限未満であった．これらの惣菜の多くは，肉じゃが，きんぴら

ごぼうなどのしょう油を使用した煮物であった．しょう油は原料として小麦を使用するため現状の

表示制度では特定原材料小麦の記載が必要である．しかし，しょう油に含まれる小麦アレルゲンが

醸造工程を経て消失すること（古林ら，2005）から，実際に含まれる小麦タンパク質量はELISA法

の定量下限未満であったと考えられる．また，臨床現場での小麦アレルギー患者の指導では，しょ

う油の原材料としての小麦では通常症状は発現しないとされている（伊藤，2009）ことから，特定

原材料小麦の表示がしょう油由来のみであれば喫食可能な患者が多いと考えらえる．しかし，食品

表示上では，小麦タンパク質が基準値以上に含まれる食品としょう油由来の小麦が含まれる場合も

区別はできず，結果的に患者の選択肢の幅を狭めていることになるのではないかと危惧される． 

令和5年4月から遺伝子組換え食品表示制度が改正され，従来分別流通生産管理されていた大豆

で可能であった「遺伝子組換えでない」等の任意表示は，分別流通生産管理されかつ検査で遺伝子

組換え大豆が検出されないものに限って表示可能となった（消費者庁次長通，2015）．この遺伝子組

換え食品の表示制度では，検査による検出の有無で表示を選択することとなる．そこで，特定原材

料の表示においても検査による検出の有無で表示を選択する新制度に変更することを提言したい．

つまり，しょう油を使用した場合に，信頼性のある検査法による検査で小麦タンパク質が検出され

ない場合については，原材料に含まれる場合とは区別する表示にすることが小麦アレルギーの患者
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にとって有益であると考えられる．実際に，特定原材料表示で小麦の下にかっこ書きで「小麦はし

ょう油由来です」等と併記している加工食品の例もある．食品のアレルゲンに関する表示基準は患

者のためにという観点から，科学的知見をもとに行政及び食品業界全体が取組み，改善していく必

要がある. 

 

４）チルド惣菜試料からのDNA抽出結果 

検査試料から抽出された DNA の収量を表 4-7 に示す．試料を主な原材料ごとに肉系試料，魚系

試料，卵系試料及び野菜系試料と分類したとき，各試料２gから2並行で抽出されたDNA量は，平

均で肉系試料が100 µg，魚系試料が60 µg，野菜系試料が15 µg，卵系試料が1.2 µgであった．肉系

及び魚系試料と比較して，野菜系試料から抽出された DNA 量が少なかったのは，植物の細胞壁が

DNA の抽出効率の低下させていることも要因の一つであると推察された．細胞壁のある野菜系試

料より細胞壁をもたない卵系試料から抽出された平均 DNA 量が少なかったのは，これらの試料は

すべて加工食品であり，原材料及び調理工程による DNA の分解，抽出方法への影響等が考えられ

たが原因は不明であった．なお，抽出されたDNAの純度を示すA260/Ａ280は平均 1.8±0.2（最小値

1.0，最大値1.9）であり，qPCRに適した純度であった． 

 

５）チルド惣菜試料のqPCR法による小麦遺伝子検査結果 

チルド惣菜試料のqPCR法による小麦遺伝子検査結果を表4-8に示す．また，表4-8におけるELISA

法で小麦陽性と判定された14検体についてのqPCR法による小麦遺伝子の検出結果を表4-9に抜粋

して示す．多くの試料の小麦遺伝子検査結果はELISA法による小麦の結果と同じであった．魚，肉
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のみを主原料とするような惣菜では，植物の遺伝子が増幅せず検出されなかったことから，適正な

管理下で製造されているものと推察された．ひじき煮では，小麦使用の表示があるにもかかわらず，

２種類のうち１種類で植物遺伝子及び小麦遺伝子のいずれも不検出であった．遺伝子が不検出とな

った原因は，DNAの抽出量が少なかったことにあると考えられたが，２種類のひじき煮において結

果が異なったのは加工の違いによるものと推察された．ELISA 法で小麦陽性と判定された 14 検体

のうち6検体からは小麦遺伝子が検出され，小麦陽性と判定された．しかし8検体からは小麦遺伝

子を検出できず，小麦陰性と判定された．これらの 8検体はいずれもビーフシチュー，ビーフカレ

ーなどの煮込み工程のある惣菜であった．この結果から，他の惣菜に比べて長時間の加熱工程のあ

る食品ではDNA変性の可能性が推察された． 

 

６）ELISA法及びqPCR法による小麦検査に対する加熱処理の影響 

 モデル試料におけるELISA法及び qPCR法による小麦検査に対する加熱処理の影響を表 4-10に

示す．モデル試料には，牛肉ミンチ肉に対し，1,000 mg/kgの小麦粉（小麦タンパク質として約100 

mg/kg相当）が含まれていた．2つのキット基づくELISA法による小麦タンパク質の定量結果から，

加熱によるタンパク質の変性の影響を確認した．日ハムキットによる小麦タンパク質の定量結果は，

加熱時間 0～12時間までは >20 mg/kg，加熱 24時間で 17 mg/kgであった．モリナガキットによる

小麦タンパク質の定量結果は，加熱 0～3時間では17 mg/kg，加熱6～9時間で13 mg/kg，12時間で

11 mg/kg，24時間で8 mg/kgと加熱時間が長くなるほど定量値は減少する傾向が認められた．ELISA

法での特定原材料小麦の結果は基準値 10mg/kg以上を陽性と判定し，２つのキットの両方もしくは

どちらか一方でも陽性の場合は陽性と判定するため，今回の条件である中心温度95℃で0～24時間
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常圧加熱を行った場合，すべての条件で小麦陽性と判定され，加熱による判定結果に差は認められ

なかった（表 4-12）．モデル試料 2gから得られたDNA収量は，加熱３時間後では加熱前と比べて

いずれも約 40 µgと差は認められなかったが，６，9，12及び 24時間と加熱時間の経過とともに，

23 µgから 0.6 µgまで徐々に減少した（図 4-1）．また，抽出したDNAの純度の指標である 260nm

の吸光度に対する280nmの吸光度比（A260/280）は，加熱12時間後までは1.8～1.9とPCRに適して

いる純度であったものが，24時間後にはA260/A280が1.5～1.6となり純度の低下が認められた（表4-

12）． 抽出したDNAの濃度を20ng/µLに調整し，これに満たない場合はそのまま鋳型DNAとして

用いて qPCR法を行った．その結果，モデル試料の加熱熱時間が 3，6，9，12，24時間と長くなる

とCt値が大きくなった（図 4-2）．また，24時間後はCt値が 43を超えたため，不検出と判定され

た．加熱時間とCt値の回帰分析では相関係数が 0.996となり，正の相関があった．一方，小麦の遺

伝子については，増幅部位がアレルゲン部位であり，コピー数が少ないため，もともとCt値は植物

遺伝子より大きかったが，加熱後 0～3時間はCt値が得られたが，3時間を超えるとCt値が得られ

ず検知不能であった（表 4-12）．モデル試料によるこれらの結果から，ELISA 法では小麦タンパク

質が検出可能な試料であっても，qPCR法で小麦DNAの検出が困難な事例があることが判明した．

一般的なビーフシチューの製造では長時間の煮込み工程があり，チルド惣菜を製造する場合でも条

件は異なっても煮込み，もしくは類似する工程はあると考えられる．その煮込み工程が DNA 収量

を低下させ，qPCR 法で小麦遺伝子を検出できなかったものと推察された．また，同じビーフシチ

ューでも容器包装詰加圧加熱殺菌では植物検知用 qPCRのCt値が 30を超えておりDNAの断片化

等の影響が推察された（表4-12）．製造工程での加熱にさらに圧力が加わることで，DNAの断片化

が促進されると推察される．このことは曽根らの報告（Mano et al 2017,曽我ら2018）とも矛盾しな
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い結果であった．今回開発したqPCR法は焼菓子では高感度化に成功し，ELISA法と同じ結果を得

ることが可能となった．しかし，煮込み工程のあるビーフシチュー及びカレーでは，ELISA法で基

準値以上の小麦タンパク質が検出されても qPCR法で小麦遺伝子が不検出となる事例があることが

判明した．ELISA法の市販キットは高額なため，安価な qPCR法をスクリーニング検査に採用する

とコスト的にメリットがあるが，ビーフシチューに代表される加熱方法の類似した食品群について

は，qPCR法と並行してELISA法による小麦タンパク質の検査を実施する等，qPCR法の特性を考

慮した運用が必要なことが示唆された．  
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表4-3 小麦12銘柄の試料を用いた通知法及びqPCR法の小麦遺伝子検出下限 

 

植物 小麦

50 23.91 ± 0.10 25.90 ± 0.03 + +
5 27.51 ± 0.07 29.32 ± 0.13 + +

0.5 30.99 ± 0.05 32.83 ± 0.38 + +
0.05 34.44 ± 0.04 37.44 ± 1.16 - -

0.025 35.19 ± 0.07 37.34 ± 0.49 - -
0.013 36.27 ± 0.11 - -
0.006 37.35 ± 0.08 - -
0.003 38.57 ± 0.11 - -

植物 小麦

50 23.42 ± 0.07 25.79 ± 0.07 + +
5 27.03 ± 0.07 29.30 ± 0.07 + +

0.5 30.55 ± 0.09 32.70 ± 0.33 - +
0.05 33.91 ± 0.08 36.27 ± 1.22 - +

0.025 34.67 ± 0.10 - -
0.013 35.89 ± 0.08 - -
0.006 36.86 ± 0.04 - -
0.003 37.67 ± 0.28 - -

(3)　US Hard Red Winter-Semi Hard

植物 小麦

50 23.57 ± 0.08 25.97 ± 0.03 + +
5 27.09 ± 0.09 29.33 ± 0.05 + +

0.5 30.61 ± 0.21 32.80 ± 0.21 - +
0.05 34.03 ± 0.08 36.56 ± 0.95 - +

0.025 34.94 ± 0.28 37.80 ± 0.35 - -
0.013 35.93 ± 0.07 - -
0.006 37.23 ± 0.18 - -
0.003 38.03 ± 0.14 - -

(1)　No.1　Canada Western Red Spring
小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値)

no Ct
no Ct
no Ct

(2)　US No.2 Dark Northern Spring
小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

通知法(PCR法)

植物

no Ct

no Ct
no Ct
no Ct
no Ct

小麦

no Ct
no Ct
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(4)　US Western White (White Club + Soft White)

植物 小麦

50 23.24 ± 0.08 26.14 ± 0.08 + +
5 26.93 ± 0.06 29.62 ± 0.08 + +

0.5 30.46 ± 0.15 33.48 ± 0.30 - +
0.05 33.94 ± 0.11 35.41 ± 0.58 - -

0.025 35.41 ± 0.05 - -
0.013 36.26 ± 0.09 - -
0.006 37.25 ± 0.08 - -
0.003 38.22 ± 0.24 - -

(5)　Australian Premium White for Japan

植物 小麦

50 23.46 ± 0.04 26.09 ± 0.03 + +
5 27.17 ± 0.12 29.64 ± 0.12 + +

0.5 30.41 ± 0.14 33.14 ± 0.38 - +
0.05 33.72 ± 0.09 35.81 ± 0.04 - -

0.025 35.19 ± 0.19 36.98 ± 1.32 - -
0.013 35.73 ± 0.07 38.88 ± 2.97 - -
0.006 36.81 ± 0.19 - -
0.003 38.08 ± 0.35 - -

(6)　Australian Prime Hard

植物 小麦

50 23.01 ± 0.05 26.06 ± 0.04 + +
5 26.55 ± 0.03 29.50 ± 0.06 + +

0.5 29.99 ± 0.07 32.42 ± 0.24 - +
0.05 33.50 ± 0.24 37.24 ± 0.78 - +

0.025 34.37 ± 0.11 38.79 ± 1.17 - -
0.013 35.53 ± 0.16 - -
0.006 36.63 ± 0.14 - -
0.003 37.62 ± 0.26 - -

通知法(PCR法)

植物 小麦

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
no Ct
no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値)

no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
no Ct
no Ct
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(7)　チクゴイズミ

植物 小麦

50 23.33 ± 0.07 26.09 ± 0.04 + +
5 26.86 ± 0.08 29.50 ± 0.03 + +

0.5 30.40 ± 0.08 32.83 ± 0.02 - +
0.05 33.72 ± 0.12 38.86 ± 0.43 - -

0.025 34.73 ± 0.14 38.26 ± 2.45 - -
0.013 35.72 ± 0.09 - -
0.006 36.62 ± 0.37 - -
0.003 38.03 ± 0.51 - -

(8)　シロガネ

植物 小麦

50 24.23 ± 0.10 26.05 ± 0.06 + +
5 27.65 ± 0.14 29.32 ± 0.37 - +

0.5 31.13 ± 0.05 32.12 ± 1.17 - +
0.05 34.58 ± 0.19 36.32 ± 0.39 - -

0.025 35.34 ± 0.12 - -
0.013 36.56 ± 0.21 - -
0.006 37.42 ± 0.25 - -
0.003 38.56 ± 0.35 - -

(9)　チクシ　W2

植物 小麦

50 23.45 ± 0.07 25.95 ± 0.07 + +
5 26.75 ± 0.05 29.32 ± 0.06 + -

0.5 30.22 ± 0.06 32.75 ± 0.22 - +
0.05 33.55 ± 0.13 36.30 ± 1.31 - +

0.025 34.39 ± 0.13 37.17 ± 1.69 - -
0.013 35.69 ± 0.28 40.97 ± 5.79 - -
0.006 36.72 ± 0.08 - -
0.003 37.90 ± 0.30 - -

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値)

no Ct
no Ct
no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法 (Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
no Ct
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(10)　キタホナミ

植物 小麦

50 22.32 ± 0.14 26.19 ± 0.02 + +
5 25.76 ± 0.10 29.75 ± 0.08 + +

0.5 29.11 ± 0.03 32.88 ± 0.23 - -
0.05 32.44 ± 0.17 36.58 ± 1.08 - +

0.025 33.42 ± 0.16 - -
0.013 34.43 ± 0.11 - -
0.006 36.65 ± 0.27 - -
0.003 35.42 ± 0.05 - -

(11)　Canada Western Amber Durum- Triticum durum

植物 小麦

50 21.71 ± 0.13 26.75 ± 0.04 + +
5 25.12 ± 0.161 30.29 ± 0.06 + +

0.5 28.36 ± 0.072 33.89 ± 0.25 - +
0.05 31.79 ± 0.143 - -

0.025 32.61 ± 0.13 - -
0.013 33.92 ± 0.071 - -
0.006 34.96 ± 0.099 - -
0.003 35.76 ± 0.151 - -

(12)　サトノソラ

植物 小麦

50 21.63 ± 0.05 26.23 ± 0.03 + +
5 24.93 ± 0.03 29.73 ± 0.10 + +

0.5 28.39 ± 0.11 33.08 ± 0.16 - +
0.05 31.62 ± 0.12 35.89 ± 0.29 - +

0.025 32.59 ± 0.07 37.68 ± 1.67 - -
0.013 33.69 ± 0.12 39.43 ± 0.22 - -
0.006 34.87 ± 0.07 - -
0.003 27.58 ± 11.42 - -

通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法(Ct 値)

no Ct
no Ct
no Ct

小麦

DNA(ng)
qPCR法(Ct 値)

no Ct
no Ct
no Ct
no Ct
no Ct

通知法(PCR法)

植物 小麦

小麦

DNA(ng)
qPCR法(Ct 値) 通知法(PCR法)

植物 小麦

no Ct
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表4-4 12銘柄の小麦の検出下限値まとめ 

 

  

植物 小麦 植物 小麦

1 No.1　Canada Western Red Spring 原麦 0.003 0.025 0.5 0.5

2 US No.2 Dark Northern Spring 原麦 0.003 0.05 5 0.05

3 US Hard Red Winter-Semi Hard 原麦 0.003 0.025 5 0.05

4 US Western White (White Club + Soft White) 原麦 0.003 0.05 5 0.5

5 Australian Premium White for Japan 原麦 0.003 0.013 5 0.5

6 Australian Prime Hard 原麦 0.003 0.025 5 0.05

7 チクゴイズミ 原麦 0.003 0.025 5 0.5

8 シロガネ 原麦 0.003 0.05 50 0.5

9 チクシ　W2 原麦 0.003 0.013 5 0.05

10 キタホナミ 小麦粉 0.003 0.05 5 0.05

11 Canada Western Amber Durum- Triticum durum 小麦粉 0.003 0.5 5 0.5

12 サトノソラ 小麦粉 0.003 0.013 5 0.05
(n=3)

No. 小麦の銘柄 種類

検出下限値 (DNA量(ng))
qPCR法 通知法(PCR法)
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表4-5 小麦遺伝子検査qPCR法の実用性評価試料 

 

 

特定原材料 特定原材料に準ずるもの 小麦（再掲）

1 さばの塩焼 魚介類 無 さば 無
2 銀だらの照り焼き 魚介類 小麦 大豆 有
3 銀鮭の塩焼 魚介類 無 さけ 無
4 海老チリソース 魚介類 卵・乳成分・小麦・えび 大豆・鶏肉・りんご 有
5 海老チリソース 魚介類 えび・小麦・卵・乳成分 大豆・豚肉・鶏肉 有
6 和風ハンバーグ 肉類 卵・乳成分・小麦 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉 有
7 ハンバーグ 肉類 卵・乳成分・小麦 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉・ゼラチン 有
8 ミートボール（肉だん 肉類 卵・乳成分・小麦 大豆・鶏肉 有
9 酢豚 肉類 えび・小麦・卵・乳成分 大豆・鶏肉・豚肉・もも・りんご 有
10 豚角煮 肉類 小麦・卵・乳成分 大豆・豚肉 有
11 ビーフシチュー 肉類 乳成分・小麦 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉 有
12 ビーフシチュー 肉類 小麦・乳成分 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉・ゼラチン 有
13 ビーフシチュー 肉類 小麦・乳成分 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉 有
14 ビーフシチュー 肉類 小麦・乳成分 牛肉・ごま・大豆・鶏肉・豚肉・りんご・ゼラチン 有
15 ビーフチュー 肉類 小麦・乳成分 牛肉・大豆・鶏肉・豚肉・ゼラチン 有
16 牛タンシチュー 肉類 小麦 牛肉・鶏肉・豚肉 有
17 ビーフカレー 肉類 小麦・乳成分・落花生 牛肉・ごま・大豆・鶏肉・豚肉・りんご 有
18 ビーフカレー 肉類 小麦・乳成分 オレンジ・牛肉・ごま・大豆・鶏肉・バナナ・豚肉・もも・りんご 有
19 グリーンカレー 肉類 えび・小麦・乳成分 大豆・鶏肉 有
20 ボルシチ 肉類 小麦 牛肉・ごま・大豆・鶏肉・豚肉・りんご 有
21 砂肝スモーク 肉類 乳成分 鶏肉 無
22 肉じゃが 野菜 小麦 牛肉・大豆 有
23 肉じゃが 野菜 小麦 大豆・鶏肉 有
24 肉じゃが 野菜 小麦・乳成分 大豆・豚肉 有
25 きんぴらごぼう 野菜 小麦 ごま・さば・大豆 有
26 きんぴらごぼう 野菜 小麦 ごま・大豆 有
27 ひじき煮 野菜 小麦 さば・大豆 有
28 ひじき煮 野菜 小麦 ごま・大豆 有
29 筑前煮 野菜 乳成分・小麦 さば・大豆・鶏肉 有
30 切干大根 野菜 小麦 さば・大豆 有
31 里芋の煮っころがし 野菜 小麦 大豆 有
32 さつまいも煮 野菜 小麦 大豆 有
33 筍の土佐煮 野菜 小麦 大豆 有
34 うの花 野菜 卵・小麦 さば・大豆・鶏肉 有
35 うの花 野菜 小麦 さば・大豆 有
36 黒豆 野菜 無 大豆 無
37 野菜豆 野菜 小麦 さば・大豆 有
38 金時豆 野菜 無 なし 無
39 蒸しサラダ豆 野菜 無 大豆 無
40 五目白和え 野菜 小麦 ごま・大豆 有
41 かぼちゃサラダ 野菜 卵 オレンジ・大豆 無
42 ポテトサラダ 野菜 卵 大豆 無
43 ポテトサラダ 野菜 卵 大豆 無
44 ベーコンポテトサラダ 野菜 卵・乳成分・小麦 大豆・鶏肉・りんご 有
45 ごぼうサラダ 野菜 卵・乳成分・小麦 ごま・大豆 有
46 野菜と大豆ミートのタコ 野菜 無 大豆 無
47 やわらか穂先メンマ 野菜 小麦 ごま・大豆 有
48 だし巻き卵 鶏卵 卵・乳成分・小麦 大豆 有
49 厚焼き玉子 鶏卵 卵・乳成分・小麦 大豆 有
50 たまごサラダ 鶏卵 卵・乳成分・小麦 大豆・りんご・ゼラチン 有

表示主原料による
分類

品名No.
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表4-6 チルド惣菜のスクリーニング検査結果 

No. 品名 主原料 小麦の表示
日ハムキット
（ｍg/kg）

モリナガキット
（mg/kg)

1 さばの塩焼 魚介類 無 (-) (-)
2 銀だらの照り焼き 魚介類 有 (-) (-)
3 銀鮭の塩焼 魚介類 無 (-) (-)
4 海老チリソース 魚介類 有 (-) (-)
5 海老チリソース 魚介類 有 >20 >20
6 和風ハンバーグ 肉類 有 >20 >20
7 ハンバーグ 肉類 有 >20 >20
8 ミートボール（肉だんご） 肉類 有 >20 >20
9 酢豚 肉類 有 >20 >20
10 豚角煮 肉類 有 (-) (-)
11 ビーフシチュー 肉類 有 >20 >20
12 ビーフシチュー 肉類 有 >20 >20
13 ビーフシチュー 肉類 有 >20 >20
14 ビーフシチュー 肉類 有 >20 >20
15 ビーフチュー 肉類 有 >20 >20
16 牛タンシチュー 肉類 有 12.9 >20
17 ビーフカレー 肉類 有 >20 >20
18 ビーフカレー 肉類 有 >20 >20
19 グリーンカレー 肉類 有 (-) (-)
20 ボルシチ 肉類 有 (-) (-)
21 砂肝スモーク 肉類 無 (-) (-)
22 肉じゃが 野菜 有 (-) (-)
23 肉じゃが 野菜 有 (-) (-)
24 肉じゃが 野菜 有 (-) (-)
25 きんぴらごぼう 野菜 有 (-) (-)
26 きんぴらごぼう 野菜 有 (-) (-)
27 ひじき煮 野菜 有 (-) (-)
28 ひじき煮 野菜 有 (-) (-)
29 筑前煮 野菜 有 (-) (-)
30 切干大根 野菜 有 (-) (-)
31 里芋の煮っころがし 野菜 有 (-) (-)
32 さつまいも煮 野菜 有 (-) (-)
33 筍の土佐煮 野菜 有 (-) (-)
34 うの花 野菜 有 (-) (-)
35 うの花 野菜 有 (-) (-)
36 黒豆 野菜 無 (-) (-)
37 野菜豆 野菜 有 (-) (-)
38 金時豆 野菜 無 (-) (-)
39 蒸しサラダ豆 野菜 無 (-) (-)
40 五目白和え 野菜 有 (-) (-)
41 かぼちゃサラダ 野菜 無 (-) (-)
42 ポテトサラダ 野菜 無 (-) (-)
43 ポテトサラダ 野菜 無 (-) (-)
44 ベーコンポテトサラダ 野菜 有 (-) (-)
45 ごぼうサラダ 野菜 有 (-) (-)

46
野菜と大豆ミートのタコス
ミート

野菜 無 (-) (-)

47 やわらか穂先メンマ 野菜 有 (-) (-)
48 だし巻き卵 鶏卵 有 (-) (-)
49 厚焼き玉子 鶏卵 有 (-) (-)
50 たまごサラダ 鶏卵 有 >20 >20
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 表4-7 チルド惣菜からのDNA抽出結果（n=2） 

 

DNA量
（µg / 試料 2g）

A260/A280 A260/A230
DNA量

（µg / 試料 2g）
A260/A280 A260/A230

1 さばの塩焼 無 108 1.9 2.4 113 1.9 2.2
2 銀だらの照り焼き 有 45.3 1.9 2.3 52.3 1.9 2.4
3 銀鮭の塩焼 無 67.8 1.9 2.2 72.6 1.9 2.3
4 海老チリソース 有 34.7 1.9 2.4 45.5 1.9 2.4
5 海老チリソース 有 28.2 1.9 2.3 32.6 1.9 2.1
6 和風ハンバーグ 有 63.0 1.9 2.3 78.7 1.9 2.4
7 ハンバーグ 有 90.1 1.8 2.3 50.0 1.9 2.1
8 ミートボール（肉だんご） 有 261 1.9 2.3 274 1.9 2.4
9 酢豚 有 106 1.9 2.4 96.0 1.9 2.4
10 豚角煮 有 144 1.9 2.4 158 1.9 2.4
11 ビーフシチュー 有 76.4 1.9 2.3 71.9 1.9 2.3
12 ビーフシチュー 有 50.0 1.9 2.3 83.6 1.9 2.2
13 ビーフシチュー 有 47.1 1.9 2.2 79.6 1.9 2.1
14 ビーフシチュー 有 37.9 1.7 1.4 47.2 1.8 1.6
15 ビーフチュー 有 31.9 1.8 2.2 39.0 1.8 2.2
16 牛タンシチュー 有 73.5 1.9 2.2 96.4 1.9 2.2
17 ビーフカレー 有 62.4 1.9 2.2 74.9 1.9 2.3
18 ビーフカレー 有 46.4 1.9 2.2 48.5 1.9 2.3
19 グリーンカレー 有 56.7 1.9 2.0 76.6 1.9 2.3
20 ボルシチ 有 6.3 2.0 2.9 17.5 1.8 1.9
21 砂肝スモーク 無 476 1.9 2.4 324 1.9 2.4
22 肉じゃが 有 20.5 1.9 2.3 21.7 1.9 2.3
23 肉じゃが 有 12.2 1.8 2.2 13.5 1.9 2.2
24 肉じゃが 有 19.1 1.8 2.3 10.6 1.8 1.8
25 きんぴらごぼう 有 15.6 1.7 1.4 11.5 1.8 1.6
26 きんぴらごぼう 有 5.6 1.7 1.6 5.6 1.7 1.4
27 ひじき煮 有 8.5 1.6 0.9 4.8 1.5 0.8
28 ひじき煮 有 5.5 1.3 0.6 6.4 1.3 0.5
29 筑前煮 有 77.9 1.9 2.4 89.4 1.9 2.4
30 切干大根 有 5.2 1.8 2.1 6.2 1.8 1.9
31 里芋の煮っころがし 有 5.4 1.8 2.2 9.5 1.8 1.7
32 さつまいも煮 有 1.1 1.7 2.8 1.4 1.6 1.3
33 筍の土佐煮 有 0.3 1.5 4.4 0.2 1.6 2.6
34 うの花 有 10.6 1.9 1.7 19.4 1.9 1.8
35 うの花 有 0.2 1.6 3.6 10.9 1.8 1.6
36 黒豆 無 18.6 1.8 2.0 26.5 1.9 1.8
37 野菜豆 有 13.0 1.8 1.4 19.8 1.8 1.4
38 金時豆 無 0.1 1.5 4.3 8.9 1.8 1.9
39 蒸しサラダ豆 無 74.5 1.8 2.2 71.9 1.9 2.2
40 五目白和え 有 0.7 1.5 0.5 16.9 1.9 1.8
41 かぼちゃサラダ 無 4.4 1.8 1.9 1.6 1.9 1.9
42 ポテトサラダ 無 2.8 1.7 1.5 3.2 1.8 1.6
43 ポテトサラダ 無 2.6 1.7 1.5 3.8 1.7 1.5
44 ベーコンポテトサラダ 有 10.0 1.8 2.0 8.2 1.7 1.5
45 ごぼうサラダ 有 4.8 1.7 1.6 6.7 1.7 1.7
46 野菜と大豆ミートのタコスミート 無 53.6 1.9 2.3 35.8 1.9 2.3
47 やわらか穂先メンマ 有 3.0 1.6 2.0 3.6 1.7 1.5
48 だし巻き卵 有 2.5 1.4 0.1 1.7 1.2 0.1
49 厚焼き玉子 有 1.2 1.1 0.1 0.6 1.0 0.1
50 たまごサラダ 有 0.8 1.3 0.3 0.6 1.3 0.3

小麦の
表示

品名No.
21
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表4-8 チルド惣菜試料のqPCR法による小麦遺伝子検査結果（n=2） 

 

植物 小麦 植物 小麦
1 さばの塩焼 無 - - - - - -
2 銀だらの照り焼き 有 37.11 - - 37.68 - -
3 銀鮭の塩焼 無 - - - - - -
4 海老チリソース 有 27.06 - - 27.24 - -
5 海老チリソース 有 24.60 28.39 + 24.92 27.86 +
6 和風ハンバーグ 有 22.61 32.44 + 23.32 32.52 +
7 ハンバーグ 有 22.91 33.60 + 22.46 32.85 +
8 ミートボール（肉だんご） 有 28.63 35.04 + 28.10 34.20 +
9 酢豚 有 27.64 32.25 + 27.422 32.109 +
10 豚角煮 有 46.63 - - 22.24 - -
11 ビーフシチュー 有 29.30 - - 28.83 - -
12 ビーフシチュー 有 25.58 - - 26.44 - -
13 ビーフシチュー 有 28.31 - - 28.84 - -
14 ビーフシチュー 有 27.91 - - 28.86 - -
15 ビーフチュー 有 30.41 - - 30.77 - -
16 牛タンシチュー 有 35.08 - - 35.53 - -
17 ビーフカレー 有 27.98 - - 28.21 - -
18 ビーフカレー 有 28.15 - - 28.00 - -
19 グリーンカレー 有 21.84 - - 22.66 - -
20 ボルシチ 有 38.70 - - 39.69 - -
21 砂肝スモーク 無 32.42 - - - - -
22 肉じゃが 有 20.70 - - 20.34 - -
23 肉じゃが 有 19.79 - - 20.24 - -
24 肉じゃが 有 19.37 - - 19.68 - -
25 きんぴらごぼう 有 15.95 - - 16.03 - -
26 きんぴらごぼう 有 16.98 - - 17.09 - -
27 ひじき煮 有 29.58 - - 48.33 - -
28 ひじき煮 有 - - - - - -
29 筑前煮 有 22.17 - - 22.25 - -
30 切干大根 有 19.16 - - 19.84 - -
31 里芋の煮っころがし 有 23.89 - - 24.29 - -
32 さつまいも煮 有 20.46 - - 21.09 - -
33 筍の土佐煮 有 23.75 - - 40.17 - -
34 うの花 有 20.65 - - 18.55 - -
35 うの花 有 23.63 - - 19.82 - -
36 黒豆 無 21.13 - - 21.37 - -
37 野菜豆 有 28.77 - - 21.36 - -
38 金時豆 無 39.45 - - 23.00 - -
39 蒸しサラダ豆 無 25.19 - - 24.80 - -
40 五目白和え 有 20.62 - - 18.48 - -
41 かぼちゃサラダ 無 - - - - - -
42 ポテトサラダ 無 16.99 - - 17.93 - -
43 ポテトサラダ 無 19.47 - - 21.50 - -
44 ベーコンポテトサラダ 有 23.20 - - 23.92 - -
45 ごぼうサラダ 有 16.77 - - 16.84 - -
46 野菜と大豆ミートのタコスミート 無 18.19 - - 19.22 - -
47 やわらか穂先メンマ 有 25.87 - - 24.81 - -
48 だし巻き卵 有 34.78 - - 37.856 - -
49 厚焼き玉子 有 35.26 - - 36.78 - -
50 たまごサラダ 有 26.50 32.43 + 28.00 33.62 +

Ct値 Ct値No. 品名
小麦の
表示

1 2

小麦判定 小麦判定
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表4-9 ELISAで小麦陽性となったチルド惣菜試料のqPCR法による小麦遺伝子検査結果 

  

植物 小麦 植物 小麦

5 海老チリソース 小麦 >20 >20 + 24.60 28.39 + 24.92 27.86 +
6 和風ハンバーグ 小麦 >20 >20 + 22.61 32.44 + 23.32 32.52 +
7 ハンバーグ 小麦 >20 >20 + 22.91 33.60 + 22.46 32.85 +
8 ミートボール（肉だんご） 小麦 >20 >20 + 28.63 35.04 + 28.10 34.20 +
9 酢豚 小麦 >20 >20 + 27.64 32.25 + 27.42 32.11 +
11 ビーフシチュー 小麦 >20 >20 + 29.30 - - 28.83 - -
12 ビーフシチュー 小麦 >20 >20 + 25.58 - - 26.44 - -
13 ビーフシチュー 小麦 >20 >20 + 28.31 - - 28.84 - -
14 ビーフシチュー 小麦 >20 >20 + 27.91 - - 28.86 - -
15 ビーフチュー 小麦 >20 >20 + 30.41 - - 30.77 - -
16 牛タンシチュー 小麦 13 >20 + 35.08 - - 35.53 - -
17 ビーフカレー 小麦 >20 >20 + 27.98 - - 28.21 - -
18 ビーフカレー 小麦 >20 >20 + 28.15 - - 28.00 - -
50 たまごサラダ 小麦 >20 >20 + 26.50 32.43 + 28.00 33.62 +

判定
No. 品名 小麦表示

ELISA法結果
qPCR法結果

1 2

日ハム
キット

（mg/kg)

モリナガ
キット

(mg/kg)
判定

Ct値
判定

Ct値
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図4-11 モデル試料における加熱時間とDNA収量の関係 

 

 

 

図4-12 植物遺伝子及び小麦遺伝子検査におけるCt値と加熱時間の関係 
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第５章 総括 

 

食物アレルギーの患者数は年々増えている．食物アレルゲン表示制度の対象である特定原材料は，

2002年の表示制度開始当初は，「卵，乳，小麦，そば及び落花生」の５品目であったが，「えび・か

に」の追加に続いて，2023 年３月には，消費者庁食品表示基準の一部改正により，「くるみ」が追

加され，現在 8品目となった（2025年 3月末までは経過措置期間）．この 20年余りの間に，食物

アレルギーに対する食品事業者の理解は進んできており，特定原材料表示のない食品から該当する

特定原材料のタンパク質が基準値10mg/kg以上検出される事例は減少している．しかし，違反事例

はなくなっておらず，健康被害の事故報告事例も発生している．特定原材料の表示については，患

者にとっては，命に係わる重要な情報であるが，患者本人及び家族以外では，その重要性があまり

認識されていない現実がある．そこで，重要となるのは，科学的な根拠に基づく表示とその確認の

ための検査の信頼性そして情報発信による啓発活動である．福岡市では，2003年から市販食品にお

ける特定原材料の検査を実施してきた．その中でも，食品の原材料として広く使用されていること，

比較的アレルギー患者数が多く，難治性であり，食物依存性運動誘発アナフィラキシー，経皮感作

アレルギー，セリアック病等関連の疾病が多いことから，本研究では食品表示の重要性の高い小麦

に注目して研究を行った．第 2章では，2003年から 2022年までの 20年間の特定原材料（小麦）

の検査結果とその間の変化をまとめた．その中で，スクリーニング検査であるELISA法で10mg/kg

以上の小麦タンパク質を検出したにも関わらず，確認検査の PCR 法で小麦遺伝子が陰性となり行

政上問題となった事例を経験したことから，小麦遺伝子検査法の高感度化について検討を行った．

第３章ではリアルタイムPCR法（qPCR法）による小麦遺伝子の高感度な検出法の開発を行い，検
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出下限の確認，加熱加工食品である米粉クッキーを用いた感度の確認及び遺伝子検査の高感度化の

契機となった確認検査の PCR 法で小麦遺伝子陰性となった実試料による感度上昇を確認した．第

４章では，入手可能であった小麦計 12銘柄を用いて，開発した qPCR法が通知法に比べて同等以

上の感度であることを確認した．さらに，市販の容器包装入りチルド惣菜等50検体について，アレ

ルゲン表示の調査及び小麦汚染の実態調査を実施した．その結果，50検体中 40検体に特定原材料

の小麦の表示がなされており，特定原材料の中で最も表示が多かった．しかし，原材料として小麦

粉が使用されておらず，原材料のしょう油由来小麦表示の場合では，いずれの検体からも小麦タン

パク質及び小麦遺伝子は検出されなかった．しょう油由来の小麦については，一般的にもアレルギ

ーは起きにくいとされ，小麦アレルギー患者でも食べることができるとされている．今後，しょう

油由来の小麦については，しょう油由来であることを明記して，原材料に小麦を含む場合と区別す

るなど食品表示制度を見直すことで，アレルギー患者の食品の選択肢を増やせるように改善が十分

可能であり，また必要であると考える．しかし一方で，チルド惣菜の中で，原材料に小麦が含まれ

ており，ELISA 法で小麦タンパク質が 10mg/kg 以上検出された複数のビーフシチュー試料につい

ては，qPCR法で遺伝子を検出することが困難であった．牛ミンチ肉を用いた再現実験から，常圧，

100℃以下の温度であっても長時間の加熱工程がある場合，小麦遺伝子及び植物に共通な遺伝子は

断片化等のダメージを受け，qPCR法では小麦遺伝子の検出が困難となることが判明した．このよ

うな場合でも，第一義に正しい原材料表示を行うことで，健康被害につながる事故は未然防止でき

ると考えられるが，遺伝子検出上の問題点であり，今後の課題になろう．検査法の新たな動きとし

て，2023年3月の特定原材料にくるみが追加されたと同時に，通知法が改正され，小麦の確認検査

は，従来の植物遺伝子及び小麦遺伝子の PCR 法に加えて，定性リアルタイム PCR 法が追加され
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た．従来と同じく植物検知用の PCR 法を行い，植物遺伝子の検出を確認した後で，定性リアルタ

イムPCR法による小麦遺伝子の増幅を行う．増幅領域は ITS領域であり，基準となるプラスミド

のCt値より試料のCt値が小さいときに増幅と判定する．プラスミドとの比較を行うことで，カッ

トオフ値を設定し，環境中からの偽陽性を排除している．本研究で開発したqPCR法では小麦アレ

ルギーの原因となるタンパク質の遺伝子の塩基配列のうち，アレルゲンとなるアミノ酸配列部分を

コードする配列の内部領域を増幅していることから，通知法の定性リアルタイム PCR とは増幅部

位が異なっている．検査の際に検査法が複数あることは，様々な検体に対応する際に役立つと考え

られることから，今後も実際の行政の現場で役立つように，他のアレルゲンの検出及び同定のため

に重要な方法の改良や開発について研究を行っていく所存である． 
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