
【調査研究】特定原材料（食物アレルギー原因物質）の  
確認検査法の検討  

河田康克 永井佳恵子＊ 板野美和子 西山美江 山口貴史＊＊ 

平成 27 年度に特定原材料（小麦）の検査で収去したくずきりを消費者

庁次長通知（以下、通知法）に準拠して検査したところ、スクリーニン

グ検査の ELISA 法で陽性となり、確認検査の PCR 法では植物 DNA・小

麦 DNA 共に検出されず、検知不能となった。通知法で検知不能となった

くずきりに対し、DNA を高感度検出できる平板型キャピラリー電気泳動

やネステッド PCR を試みたところ小麦 DNA が検出された。通知法で検

知不能となったくずきりと成分が類似するくずきりを用いて検討したと

ころ、通知法ではくずきりに含まれる PCR 阻害物質により DNA が検出

できなくなるが、PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼや緩衝液を用いること

によりくずきりに含まれる PCR 阻害物質の作用の低減が可能であった。 
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は じ め に  

わが国の食物アレルギーの有病率は乳児で約

5～10%、幼児で約 5%、学童期以降が 1.5～3%
と考えられている 1）。食物アレルギーの誘発症

状は多岐にわたり、特に皮膚症状（じんましん、

紅斑など）が多いが、呼吸器症状やアナフィラ

キシーショックなど生命に危険を及ぼすことも

少なくない。 
食物アレルギーの発症は、アレルギー原因物

質を摂らないことで防げるため、アレルギー原

因物質を含む食品に関する表示制度が施行され

ている 2）。臨床的に発症件数及び重篤度を勘案

し、小麦、そば、乳、卵、落花生、えび、かに

の 7 品目を特定原材料として表示を義務づけ、

その他 20 品目の特定原材料に準じるものが表

示推奨品目とされている。 
当センターでは、消費者庁次長通知 2）（以下、

通知法）に準拠して、特定原材料の検査を実施

している。スクリーニング検査は検査特性の異

なる 2 種の ELISA キットで、確認検査はウエ

スタンブロット法（卵、乳）又は PCR 法（小

麦、えび、かに、そば、落花生）で実施してい

る。 
平成 27 年度に実施した小麦のスクリーニン

グ検査では、原材料に小麦表記のない「くずき

り」の検査結果は、2 種類のキットのうち 1 キ

ットで陽性となった。保健所が製造記録を確認

したところ、「くずきり」に小麦を使用してい

なかったため、通知に従い、当センターで確認

検査を実施した結果は検知不能となった。 
確認検査の PCR 法で検知不能となる原因と

して、DNA の抽出不良や DNA の断片化があ

る。これらを解決する方法として、DNA の高

感度検出、PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼ・

緩衝液の利用などが行われている 3-5）。今回、

検知不能となった「くずきり」に対して平板型

キャピラリー電気泳動やネステッド PCR の適

用した事例や PCR 阻害物質に対する PCR 阻害

耐性 DNA ポリメラーゼ及び緩衝液について検

討を行ったので報告する。 

材 料 と 方 法  

1 試料  
原材料欄に小麦の表記が無く検知不能となっ

たくずきり（以下、くずきり A）、くずきり A
と同工場で製造され、原材料が類似するくずき

り（以下、くずきり B）を用いた。各試料に含
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まれる原材料は、表 1 に示した。 

2 機器  
ミキサー：6630（オスター製）、遠心機：H-

30R（コクサン製）、5930（久保田商事製）、

CF15D2（日立工機製）、マイクロチューブ遠心

機：BSR-Mini6000KS（バイオメディカルサイ

エンス製）、ホモジナイザー：AM-1（日本精機

製作所製）、凍結乾燥機：FD-5N（東京理化学

器械製）、インキュベーター：DTU-18（タイテ

ック製）、サーマルサイクラー：TP650（タカ

ラバイオ製）、GeneAmp PCR System 9600（ア

プライドバイオシステムズ製）、恒温水槽：

TR-3AR（アズワン製）、恒温器：DFS82（ヤマ

ト科学製）、分光光度計：BioSpec-nano（島津

製作所製）、電気泳動装置：Mupid-21（コス

モ・バイオ製）、ゲル振とう機：NR-3（タイテ

ック製）、ゲル撮影装置：NLM-20E、 IP-DP-
CF-011（UVP 製）、平板型キャピラリー電気泳

動装置： Agilent2100 バイオアナライザー

（Agilent technologies 製） 

3 試薬  
(1) 確認検査試薬 

通知法 2）に準拠した。 
(2) 平板型キャピラリー電気泳動用試薬 

Agilent DNA1000 試 薬 キ ッ ト （ Agilent 
technologies 製） 
(3) ネステッド PCR 用プライマー 

Wtr01NE2-5' （ 5'-TGGTGGTTGGAATGGTTT-
AGA-3'）、Wtr10NE5-3'（ 5'-GGCACGCGGATT-
GTATATGT-3'）（ファスマックへ合成委託） 
(4) PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼ 

KAPA3G Plant（KAPA BIOSYSTEMS 製） 
(5) PCR 阻害耐性緩衝液 

Ampdirect Plus（島津製作所製） 
(6) 陽性コントロールテンプレート 

アレルゲンチェッカー「小麦」付属の陽性コ

ントロールテンプレート（オリエンタル酵母工

業製） 

表 2 PCR 反応溶液の組成 

通知法 ネステッド PCR Ampdirect Plus KAPA3G Plant 

0.025U/µL 
AmpliTaq Gold 

0.025U/µL 
AmpliTaq Gold 

0.025U/µL 
BIOTAQ HS DNA Polymerase 

0.02U/µL 
KAPA3G Plant DNA Polymerase 

1×PCR Buffer II 1×PCR Buffer II 1× Ampdirect Plus 1× KAPA Plant PCR Buffer 

0.2mM dNTP 0.2mM dNTP 0.5µM F-プライマー 0.3µM F-プライマー 

1.5mM MgCl2 1.5mM MgCl2 0.5µM R-プライマー 0.3µM R-プライマー 

0.2µM F-プライマー 0.2µM F-プライマー テンプレート DNA テンプレート DNA 

0.2µM R-プライマー 0.2µM R-プライマー 
  

テンプレート DNA 通知法 PCR 産物 
  

 

表 1 試料に含まれる原材料 

試料名 原材料名 

くずきり A*1 エリスリトール、りんご酢、りんご濃縮果汁、寒天、くず粉、ゲル化剤（増粘多糖類）、 

乳酸 Ca、pH 調整剤、甘味料（アスパルテーム・L-フェニルアラニン化合物、 

アセスルファム K、スクラロース）、香料、乳化剤、カロテノイド色素 

くずきり B*2 エリスリトール、ぶどう酢、ぶどう濃縮果汁、寒天、くず粉、りんご酢、ゲル化剤（増粘多糖類）、 

乳酸 Ca、酸味料、着色料（アントシアニン、カラメル）、甘味料（ステビア、アセスルファム K、 

スクラロース）、pH 調整剤、香料、乳化剤、 

酸化防止剤（ヤマモモ抽出物） 

*1：収去検査にて検知不能となった検体 

*2：くずきり A と同工場で製造され、原材料が類似するくずきり 
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4 方法  
(1) DNA 抽出法 

通知法 2）に準拠した。 
(2) 平板型キャピラリー電気泳動 

平板型キャピラリー電気泳動を用いて確認検

査時のくずきり A の PCR 産物の測定を行った。 
(3) ネステッド PCR 

確認検査時のくずきり A の PCR 産物の原液

をテンプレートとして 2.5μL 使用した。ネステ

ッ ド PCR 用 プ ラ イ マ ー 対 （ Wtr01NE2-
5'&Wtr10NE5-3'）を用いた。PCR 反応液組成や

PCR 条件は通知法と同様の組成を用いた（表

2）。ネステッド PCR 後はアガロースゲル電気

泳動を行った。 
(4) 通知法 PCR に対するくずきり B の PCR 阻害

効果 

くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット

法の DNA 試料液を 1 倍～256 倍希釈したもの

をテンプレート DNA として 2.5μL 使用した。

陽性コントロールテンプレートを終濃度が

1,000 倍希釈になるように添加した。プライマ

ーは通知の小麦検出用プライマー対（Wtr01-
5'&Wtr10-3'）を用いた。通知法に準拠して、

PCR を行った。 
(5) PCR 阻害物質作用の低減 

くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット

法の DNA 試料液を 4 倍～128 倍希釈したもの

をテンプレート DNA とし 2.5μL 使用した。陽

性コントロールテンプレートを終濃度が 1,000
倍希釈になるように添加した。通知法の

AmpliTaq Gold と PCR 阻害耐性をもつ KAPA3G 
Plant、Ampdirect Plus を用いて PCR を行った。

なお、PCR 反応液組成は、通知法 PCR では通

知に準じ、Ampdirect Plus、KAPA3G Plant は試

薬メーカーの推奨値を 25μL 反応系とし用いた

（表 2）。プライマーは通知の小麦検出用プラ

イマー対（Wtr01-5'&Wtr10-3'）を用いて、PCR
反応条件は通知法と同条件とした。 

結 果 と 考 察  

1 平板型キャピラリー電気泳動を用いた

DNA 高感度検出  
DNA を高感度に検出できる平板型キャピラ

リー電気泳動を用いて確認検査時の PCR 産物

の分析を行った。イオン交換樹脂タイプキット

法、シリカゲル膜タイプキット法の PCR 産物

からピークは検出されなかったが、CTAB 法の

PCR 産物から植物 DNA、小麦 DNA ともにピ

ークが検出された（図 1）。このことから、確

認検査時のアガロースゲルでは DNA の検出感

度が足りず、検知不能となったと考えられた。 

2 ネステッド PCR を用いた小麦 DNA の 

確認  
確認検査時の PCR 産物からネステッド PCR

を行ったところ、CTAB 法の PCR 産物から増

幅バンドが検出された（図 2）。通知法のアガ

ロースゲルでは DNA を検出できず、平板型キ

ャピラリー電気泳動やネステッド PCR により

DNA が検出されたことから、通知法の PCR 産

物の DNA 濃度が微量であった。 

 

図 1 くずきり A の CTAB 法の平板型キャピラリー電気泳

動を用いたエレクトロフェログラム 

（a）植物 DNA 検出用プライマー対の PCR 産物 

（b）小麦検出用プライマー対の PCR 産物 

（a） 

（b） 
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3 通知法 PCR に対するくずきり B の PCR 

阻害効果 

くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット

法の DNA 試料液の原液や 4 倍、16 倍希釈した

DNA 試料液から増幅バンドが検出されなかっ

た（表 3）。DNA 試料液を 64 倍まで希釈する

ことによって増幅バンドが検出された。くずき

り B のイオン交換樹脂タイプキット法の DNA
試料液を希釈することによってバンドが検出さ

れることから、くずきり A と成分が類似する

くずきり B の DNA 試料液には PCR 阻害物質

が含まれていると考えられた。くずきり A も

同様に PCR 阻害物質が含まれ、通知法で検知

不能になった原因と考えられた。 

4 PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼ等を 

用いた PCR 阻害物質作用の低減 

通知法の AmpliTaq Gold では、くずきり B の

イオン交換樹脂タイプキット法の DNA 試料液

を 32 倍希釈するまで増幅バンドが検出されな

かったが、KAPA3G Plant、Ampdirect Plus では

 

 

表 4 くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット法の

DNA 試料液の希釈率と陽性コントロールテンプ

レートを加えた通知法 PCR と PCR 阻害耐性ポリ

メラーゼの PCR 産物の検出について 

試料液の 

希釈率 
4 8 16 32 64 128 

AmpliTaq Gold － － － ＋ ＋ ＋ 

KAPA3G Plant ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

Ampdirect Plus ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

表 3 くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット法の DNA

試料液の希釈率と陽性コントロールテンプレートを

加えた通知法 PCR の DNA 検出 

試料液の 

希釈率 
1 4 16 64 256 

通知法 PCR － － － ＋ ＋ 

＋：陽性 －：陰性 

  

97 bp 

図 2 くずきり A のネステッド PCR の 

アガロースゲル電気泳動結果 

レーン: M, マーカー; 

レーン:1,2, イオン交換樹脂タイプキット法; 

レーン:3,4, シリカゲル膜タイプキット法; 

レーン:5,6, CTAB 法; 

レーン:7, ネガティブコントロール; 

レーン:8, ポジティブコントロール 

（ネステッド PCR 用プライマーのみ）; 

レーン:9, ポジティブコントロール 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 図 3 くずきり B のイオン交換樹脂タイプキット法の 

DNA 試料液を 4 倍希釈し陽性コントロールテンプレートを

加えた時の通知法 PCR と PCR 阻害耐性ポリメラーゼ及び 

緩衝液を用いた PCR の比較 

レーン:M, マーカー; 

レーン:1,2, AmpliTaq Gold（通知法）; 

レーン:3,4, KAPA 3G Plant 
（PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼ）; 

レーン:5,6, Ampdirect Plus 
（PCR 阻害耐性緩衝液） 

M 1 2 3 4 5 6 
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4 倍希釈した DNA 試料液から増幅バンドが検

出された（図 3、表 4）。 KAPA3G Plant、
Ampdirect Plus は、通知法の AmpliTaq Gold よ

り、くずきり B の PCR 阻害物質が 8 倍濃い

DNA 試料液であっても増幅バンドを検出する

ことが可能であった。PCR 阻害耐性ポリメラ

ーゼや緩衝液は、くずきり B に含まれる PCR
阻害物質の PCR 阻害作用を低減できることが

わかった。 

ま と め  

通知法に準拠して行った確認検査で検知不能

となったくずきりに対して、平板型キャピラリ

ー電気泳動やネステッド PCR を用いることに

よって小麦 DNA が検出された。くずきりが通

知法で検知不能となった一因がくずきりに含ま

れる PCR 阻害物質によるものだと考えられ、

PCR 阻害耐性 DNA ポリメラーゼや緩衝液は有

用であった。 
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