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はじめに
食物アレルギーは軽度の局所症状から重篤な全身反応ま

で多様な症状を呈することから、各国で表示制度や検査法
が整備されています。日本では、アレルゲンを含む食品に
関する表示制度が導入されており、重篤度や症例数の高い
特定原材料8品目（卵、乳、小麦、そば、落花生、くるみ、
えび、かに）の表示が義務化されています1)。また、これら
に準する20品目については表示が推奨されています。対象
品目は、食物アレルギーに関する調査研究に基づき、定期
的な見直しが行われています。2008年には、特定原材料と
して「えび」と「かに」、2023年には「くるみ」が特定原
材料として追加されました。

本稿では、 消費者庁通知法「アレルギー物質を含む食品
の検査方法について」2)に従い、食品中のアレルゲン分析を
実施しました。PCR法を用いた小麦、そば、落花生、えび、
かにの分析結果と2023年に追加されたくるみ*1の分析結果
について紹介します。

1. DNAの抽出
標準試料は市販の小麦粉、そば、落花生、くるみ、えび、

かに、実試料は菓子を準備しました。DNA抽出キットはGM 
quicker 3（ニッポン・ジーン、P/N: 311-07241）を使用し
ました。DNA抽出キットのプロトコルに従い、ミキサで粉
砕した各試料1 gからDNAを抽出しました。

図 1 試料の前処理から解析までのワークフロー

前処理および分析条件

 PCR法を対象とした食品中のアレルゲンの検査が可能です。
 当社独自のフィンガープリンティング解析機能により、リファレンスと同じサイズのバンドの有無を自動判定します。
 MultiNAⅡは電気泳動のゲルの作成、サンプルの注入、泳動、検出までの工程を全自動で実施します。
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2. PCR（Polymerase Chain Reaction）
DNAポリメラーゼ、PCR緩衝液、塩化マグネシウム、デ

オキシヌクレオチド三リン酸は、AmpliTaq Gold（東洋紡、
P/N: 43-118-06）を使用しました。小麦、そば、落花生、え
び、かにの遺伝子に特異的なプライマー、抽出したDNAを
用いて、通知法2)の条件に従い、PCRを実施しました。

くるみ検出用プライマーは、アレルゲンチェッカー「く
るみ」（オリエンタル酵母工業、P/N: 49567000）を使用し
し、添付の条件に従いPCRを実施しました。

3. MultiNAⅡによる電気泳動
試薬キットはDNA-500、蛍光色素はSYBR Goldを使用しま

した。得られたPCR産物をMultiNAⅡで電気泳動しました。

試料の前処理から解析までのワークフローを図1に示しま
した。各工程は下記の通りに実施しました。

*1 通知法ではくるみの検査法はリアルタイムPCR法またはPCR-核酸クロ
マト法と記載されています。
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4. フィンガープリンティング解析
アレルゲン特有の塩基サイズ情報を用いて、菓子に含ま

れるアレルゲン遺伝子の有無を確認しました。

アレルゲンを含む食品の検査方法
アレルゲン検査には、定量検査法であるELISA法、ならび

に定性検査法であるウェスタンブロット法やPCR法が用い
られます。ELISA法は簡便かつ定量が可能ですが、近縁種の
タンパク質を偽陽性として誤検出する可能性があります。
そのため、ELISA法で識別が困難な場合には、PCR法やウエ
スタンブロット法による確認検査が行われます。

PCR法は小麦、そば、落花生、えび、かにおよび特定原
材料に準ずる表示推奨品目の検査手法として用いられます。
PCR法はアレルゲン原材料に固有の遺伝子を分析対象とす
るため、小麦や大麦などの近縁種でも区別することが可能
です。また、DNAはタンパク質と比べて、熱処理や発酵な
どの加工工程に対して安定性が高いため、加工食品におい
てもアレルゲン遺伝子を検出できる可能性が高いという特
徴があります。一方で、卵や乳製品のように製品間で遺伝
子が共通している食品では、PCR法による識別が困難です。
このような場合には、電気泳動後に抗原抗体反応を用いて
特定のタンパク質を検出するウエスタンブロット法により、
分子量情報を含めた識別が可能となります。
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泳動結果と検出確認
えび、小麦粉、そば、くるみ、落花生、かにおよび菓子

のPCR産物の電気泳動結果を図2に示します。通知法2)では、
えび、小麦、そば、落花生、かに特有のPCR増幅断片は、
それぞれ187、141、127、95、62 bpと規定されています。
本分析において、それぞれ明確に検出することができまし
た。くるみは、アレルゲンチェッカー「くるみ」に記載さ
れている120 bpの増幅断片を検出できました。また、小麦
プライマーを用いてPCRを実施した菓子（A6）と、くるみ
プライマーを用いてPCRを実施した菓子（E6）の電気泳動
結果から、それぞれ小麦とくるみ特有の増幅断片を検出で
きました。これらの増幅断片について、フィンガープリン
ティング解析を実施しました。

初版発行：2026年 2月01-01110-JP

まとめ

MultiNAは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他の国における商標です。

MultiNAⅡを用いて、小麦、そば、落花生、くるみ、えび、
かにのアレルゲン遺伝子を検出できました。さらに、フィ
ンガープリンティング解析により、菓子に含まれるアレル
ゲンとして、小麦とくるみが自動判定できました。

MultiNAⅡは、電気泳動におけるゲルの作成、サンプルの
注入、泳動、検出までの工程を全自動で実施します。アガ
ロースゲル電気泳動と比べて分離や再現性に優れています。
そのため、PCR産物の塩基情報を用いたアレルゲン検査を
効率的に実施することができます。

通知法2)において、くるみのアレルゲン遺伝子の検出には
リアルタイムPCR法、またはPCR-核酸クロマト法を用いる
ことが規定されています。したがって、本稿におけるくる
みの分析結果は、あくまでスクリーニング結果を示したも
のです。
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1) 「アレルギー物質を含む加工食品の表示ハンドブック」

消費者庁, 令和5年3月版
2) 「別添 アレルゲンを含む食品の検査方法」

消費者庁, 食品表示基準に係る通知

フィンガープリンティング解析
フィンガープリンティング解析では、分析したデータま

たは特定の塩基サイズ情報をポジティブコントロールとし、
分析サンプル中の同一DNAの有無を自動判定できます。

今回は、えび、小麦、そば、落花生、かには通知法、く
るみはアレルゲンチェッカー「くるみ」に記載されてる塩
基サイズ情報をポジティブコントロールとして、菓子中の
アレルゲン遺伝子の有無を確認しました。判定条件の塩基
サイズ許容率は5％に設定しました。その結果、A6菓子で
は小麦遺伝子、E6菓子ではくるみ遺伝子が含まれていると
判定されました（図3）。検出されたアレルゲン遺伝子は、
商品パッケージに記載されている原材料名と一致しました。

図 2 MultiNAⅡによる電気泳動結果

図 3 菓子のフィンガープリンティング解析結果
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