
緒 言

食物アレルギーの有症率は、乳児期が５～１０％程度と最
も高く、加齢とともに漸減するが、成人でも一定数の患者
がいる１）。また、摂食後６０分以内に発症して医療機関を
受診した食物アレルギー症状の患者の１０％前後は、顔面
蒼白や血圧低下、意識障害などのショック症状をともなう
ことから、食物アレルギーは少なくない割合でアナフィラ
キシーショックなどの重篤な症状を引き起こす危険性があ
るとの報告もある２）。そのため、食物アレルギー患者は、
アレルギー物質の摂取を可能な限り避けることが極めて重
要である３）。食品の適切な原材料表示は、食品中のアレル
ギー物質に関する情報を提供し、食物アレルギー患者にとっ
て摂取可能な食品の選択基準となり、アレルギー症状の発
症を防ぐとともに食品の選択肢も広げることに役立つ。
消費者に対する健康被害の発生を防止する観点から、現

在は特定原材料７品目（小麦、そば、落花生、卵、乳、え
び、かに）の表示が義務付けられており、これら特定原材
料に準ずるものとして２１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、くるみ、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、ゼラチン）の
原材料について表示が推奨されている４）。
北海道では、平成１６年度から、道内で製造された加工

食品における特定原材料のモニタリング検査を実施してお
り、著者らはこれまでに平成１６年度から平成２７年度の検
査結果を報告してきた５－１１）。今回は平成２８年度から令和
元年度に行った検査について、その結果を報告する。

方 法

１．試験品

北海道内で製造された加工食品を試験品とした。平成
２８年度は１７の保健行政室及び地域保健室（以下、一括し
て保健所と表記）が２０試験品を、平成２９年度は１７の保
健所が３３試験品を、平成３０年度は１８の保健所が２８試験
品を、令和元年度は２０の保健所が３２試験品をそれぞれ管
内製造施設にて収去した。
２．スクリーニング検査

１）試料溶液の調製

試料溶液の調製と測定は消費者庁通知１２）（以下、通知法
と略記）のとおり、各 ELISAキットの説明書に従って行っ
た。最初に試験品をフードプロセッサー（松下産業（株）製、
MK−K７８）を用いて均質化した。均質化した試験品約１g

を５０mL の共栓付きディスポーザブル遠沈管に計り取り、
１９mL の抽出液（ELISA キットの３液を混合して調製）
を加えて pHを６．０～８．０に調整後、水平状態に固定し、１
分間あたり９０～１１０往復、室温（２０～２５℃）で１２時間以
上振とうし、試験品からタンパク質の抽出を行った。抽出
液は遠心分離（３，０００×g、２０分間）し、上清をろ紙（５A、
１１０mm）でろ過して試料溶液とした。
２）ELISA 検査

特定原材料７品目（小麦、そば、落花生、卵、乳、えび、
かに）の混入の有無を判定するスクリーニング検査には、
これらの精製タンパク質もしくは複合タンパク質を抗原と
して作製された抗体を使用した ELISA 法を用いた。
小麦、そば、落花生、卵、乳のスクリーニング検査は、

（株）森永生科学研究所製モリナガ FASPEK エライザ II特
定原材料測定キット（以下、モリナガと略）の小麦（グリ
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アジン）、そば、落花生、卵（卵白アルブミン）、牛乳（カ
ゼイン）及び日本ハム（株）中央研究所製日本ハム FASTKIT

エライザ Ver. IIIシリーズキット（以下、日ハムと略）の
小麦、そば、落花生、卵、牛乳を用いて行った。
また、えびとかにのスクリーニング検査については、え

びとかにの共通タンパク質トロポミオシンを検出するマル
ハニチロ（株）製甲殻類キット II「マルハニチロ」（以下、
マルハと略）及び日水製薬（株）製 FA テスト EIA－甲殻類
II「ニッスイ」（以下、ニッスイと略）の２種類の ELISA

キットを用いて行った。このスクリーニング検査では、え
びとかには「えび・かに」としてまとめて検出される。
各 ELISA キットを用いた検査では、試験品から抽出し

た試料溶液を検体希釈液で２０倍に希釈し、ELISA 法用９６
穴マイクロプレートに負荷した。１次抗体、２次抗体、発
色基質などを順次反応させ、コロナ電機（株）製MTP―３１０
Lab型マイクロプレートリーダーにて主波長４５０nm、副
波長６３０nmで吸光度測定を行い、データ解析用ソフト SF

６を用いて、４係数 Logistic解析により特定原材料由来タ
ンパク質含有量を算出した。特定原材料由来のタンパク質
含有量が、各 ELISA キットで０．３μg/g未満を「検出せず」
とし、判定基準と定められている１０μg/g以上を示した試
験品を陽性と判定した。なお、１回目の測定値が８～１２μg

/gの場合は、均質化した試験品から再度試料溶液を調製
し、同様に測定を行い、２回の平均値が１０μg/g以上の場
合に陽性と判定した。
３．確認検査

スクリーニング検査の ELISA 法にて、１０μg/g以上の
測定値が認められた試験品については確認検査を行うこと
とされている１２）。確認検査として、小麦、そば、落花生に
ついては PCR法が、卵（オボアルブミン、オボムコイド）、
乳（カゼイン、β ―ラクトグロブリン）にはウエスタンブ
ロット法が指定されている。なお、スクリーニング検査の
ELISA 法においてえび・かにとして検出されたものにつ
いては、PCR法による確認検査でえびとかにの判別を行
うこととされている。以下に今回実施した確認検査の概要
を示す。
１）ウエスタンブロット法による乳の確認検査

通知法１２）に従ってウエスタンブロット法による確認検査
を行った。乳の確認検査には２種のモリナガ牛乳ウエスタ
ンブロットキット、カゼイン検出用及び β ―ラクトグロブ
リン検出用をそれぞれ使用した。試料溶液は「２．試料溶
液の調製」の項に従い、均質化した試験品に対してウエス
タンブロットキットの抽出溶液３液を混合した２―メルカ
プトエタノール含有抽出液を用い、同様の手順で調製した。
試料溶液１００μ L にローディングバッファー（富士フイ

ルム和光純薬（株）製）２００μ L を加えて、よくかくはんし
た後、１００℃で５分間加熱した。冷却後、その２０μ L をテ
フコ（株）製１５％ SDSポリアクリルアミドゲルにアプライ
し、定電流・定電圧電源（（株）BIOCRAFT 製、BP―５５０）
を用いて２０mA の定電流で電気泳動（泳動装置：テフコ

（株）製、STC―８０８）を行った。泳動後、ゲルはアマシャム・
バイオサイエンス社製 PVDF膜 Hybond−Pに重層し、転
写装置（テフコ（株）製 STB―８８）を用いて、PVDF膜１cm２

当たり約２mA の電流値で１時間転写を行った。転写した
PVDF膜には、モリナガ製ウエスタンブロットキットの１
次抗体溶液（終濃度０．５μg/mL）、２次抗体溶液（VECTOR

社製、VECTASTAIN ABC−AP Rabbit IgG Kitのビオチン
標識抗ウサギ IgG抗体を１０，０００倍に希釈したもの）、ア
ルカリホスファターゼ標識アビジン－ビオチン溶液
（VECTOR社製、VECTASTAIN ABC−AP Rabbit IgG Kit）、
検出試薬（VECTOR社製、Alkaline Phosphatase Substrate

Kit IV <BCIP/NBT＞）を順次反応させ、免疫染色を行っ
た。
同じゲル上に、キットに付属の標準試料溶液（タンパク

質濃度１０、１．０及び０．５μg/mL）２０μ L をアプライし、
同様に操作した後、標準品と同じ分子量位置に明瞭なバン
ドが認められた場合を陽性とした。
２）PCR法によるえび・かにの確認検査

通知法１２）に従って PCR法による確認検査を行った。均
質化した試験品約２gを量り取り、CTAB抽出法及びイオ
ン交換樹脂カラム（QIAGEN Genomic−tip２０／G）抽出法
により DNA を抽出した。PCR反応には、オリエンタル酵
母工業（株）製のキットに含まれる DNA 抽出の可否を判定
するためのアレルゲンチェッカー「動物共通」（以下、動
物共通プライマーと略）と（株）ファスマック製のえび検出
用プライマー、かに検出用プライマー、あきあみ検出用プ
ライマー及びしゃこ検出用プライマーをそれぞれ使用した。
また、陽性コントロールは同キットに付属していたものも
しくは甲殻類検出用陽性コントロールプラスミド（（株）ファ
スマック製）を用いた。PCR反応のプライマー濃度及び
反応条件は、それぞれのプライマーに付属のマニュアルに
従った。また、増幅には AmpliTaq Gold３６０Master Mix

（Applied Biosystems製）を使用した。得られた PCR増幅
産物を３％アガロースゲル（０．０１％ GelRed（富士フイル
ム和光純薬（株）製）含有）による電気泳動で分離した。DNA

ラダーマーカーは、OneSTEP Ladder５０（ニッポンジーン
製）を用いた。アガロースゲル電気泳動により分離後のゲ
ルを UV下で確認し、陽性コントロールの泳動バンドの位
置に増幅産物の明瞭なバンドが認められた場合を陽性とし
た。

結果及び考察

１．平成２８年度の検査結果

平成２８年度に検査を実施した２０試験品の検査結果を表
１に示した。ELISA キットによるスクリーニング検査で、
特定原材料由来のタンパク質の混入が疑われる基準となる
１０μg/gを超える試験品が確認されなかったことから、す
べての試験品は陰性と判定した。
しかし、いくつかの試験品では、キットにより基準未満

ではあるが少量の特定原材料由来タンパク質が検出された。
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特にそば、落花生、えび・かにが検査対象の試験品では、
No．３「めん類」からそばタンパク質がモリナガ及び日ハ
ムの各 ELISA キットでそれぞれ４．３及び５．３μg/g検出さ
れ、No．７「菓子類」では落花生タンパク質が４．２及び６．８
μg/g検出された。また、No．１９「魚肉練り製品」からえ
び・かにタンパク質がマルハ及びニッスイの各 ELISAキッ
トでそれぞれ５．７及び３．０μg/g検出された。
２．平成２９年度の検査結果

平成２９年度に検査を実施した３３試験品の検査結果を表
２に示した。乳を検査対象とした No．２３「饅頭」では、乳
タンパク質が各 ELISA キットでそれぞれ１０５及び９４μg/

g検出された。そこで当該試験品についてウエスタンブロッ
ト法による確認検査を行った（図１）。その結果、乳タン
パク質であるカゼイン及び β ―ラクトグロブリンが検出さ
れため、これらの試験品は陽性と判定した。
当該製品の製造施設を管轄する保健所の調査から、試験

品の原材料として使用していた「植物性油脂」に脱脂粉乳
及び発酵乳の表示があったが、製造者の確認不足により当
該製品には乳の表示がなされていなかったことが判明した。
その他の小麦、そば、乳、卵、えび・かにを検査対象と

した試験品はすべて陰性であったが、いくつかの試験品で
は少量の特定原材料由来タンパク質が検出された。No．５
「ジャム」は小麦タンパク質がモリナガの ELISA キットで

は検出されなかったのに対し、日ハムの ELISA キットで
は１．８μg/g検出された。No．１２「生麺」では、そばタン
パク質がモリナガ及び日ハムの各 ELISA キットでそれぞ
れ１．３及び２．１μg/g検出され、No．２６「うどん」では卵
タンパク質が両キットで１．４μg/g検出された。また、No．２２
「ソーセージ」で乳タンパク質がモリナガの ELISA キット
で１．７μg/g検出され、日ハムの ELISA キットでは検出さ
れなかった。さらに、No．３２「魚肉練り製品」からえび・
かにタンパク質がマルハ及びニッスイの各 ELISA キット
でそれぞれ４．２及び３．５μg/g検出され、No．３３「魚肉練
り製品」では６．３及び５．２μg/g検出された。

表１ 平成２８年度アレルギー物質モニタリング検査結果 表２ 平成29年度アレルギー物質モニタリング検査結果

乳の確認検査１：カゼイン、確認検査 2：β ―ラクトグロブリン
卵の確認検査１：オボアルブミン、確認検査２：オボムコイド
ND：0．3 μg/g未満、―：検査せず

乳の確認検査１：カゼイン、確認検査 2：β ―ラクトグロブリン
卵の確認検査１：オボアルブミン、確認検査２：オボムコイド
ND：0．3 μg/g未満、―：検査せず
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３．平成３０年度の検査結果

平成３０年度に検査を実施した２８試験品の検査結果を表
３に示した。１０μg/gを超える試験品が確認されなかった
ことから、すべての試験品は陰性と判定した。
しかし、いくつかの試験品では、キットにより基準未満

ではあるが少量の特定原材料由来タンパク質が検出された。
乳を検査対象とした試験品については、No．１４「和菓子」
において乳タンパク質をモリナガ及び日ハムの各 ELISA

キットでそれぞれ２．０及び１．０μg/g検出した。また、え
び・かにの検査では、No．２６「わかさぎ佃煮」からえび・
かにタンパク質がマルハの ELISA キットでは検出されな
かったのに対し、ニッスイの ELISA キットでは７．７μg/g

検出された。マルハとニッスイの ELISA キットの数値が
大きく異なったことから、その原因究明のため当該試験品
から CTAB法及び QIAGEN Genomic−tip２０／Gを用いた２
種類の方法で DNA を抽出し、PCR法による確認検査を実

施した。図２にアガロース電気泳動の結果を示した。動物
共通プライマーでの PCR法では、当該試験品のバンドは
陽性コントロールとほぼ同じ位置を示した。一方、えび検
出用プライマー、かに検出用プライマー、あきあみ検出用
プライマー及びしゃこ検出用プライマーを用いた PCR法
では、陽性コントロールの位置に当該試験品の PCR産物
は増幅されなかった。この結果から、当該試験品に含まれ
るえび・かにもしくは他の甲殻類のDNA含量が少なくDNA

を増幅できなかった可能性があった。また他の可能性につ
いて情報を精査したところ、マルハの ELISAキットとニッ
スイの ELISA キットの反応性１３，１４）には違いがあり、ニッス
イの ELISA キットはオキアミやアミでも反応を示すこと
がわかった。従って、当該試験品のワカサギの消化器中に
残存していたアミをニッスイの ELISA キットが検出した
可能性が考えられた。アミは、表示義務のあるえび・かに
の一種ではないが、ニッスイのキットでは今後も偽陽性を

Ａ 抗カゼイン抗体 表３ 平成３０年度アレルギー物質モニタリング検査結果

Ｂ 抗 β -ラクトグロブリン抗体

図１ 平成２９年度ウエスタンブロット法による乳の確認検査
レーンMW：分子量マーカー、レーン１０、１．０、０．５：乳標準試料１０、
１．０及び０．５ μgタンパク質/mL（各２０μ L アプライ）、レーン２３―１
及び２３―２：試料 No.２３（各２０μ L アプライ）、レーン２４―１及び２４―２：
試料 No.２４（陰性コントロール；各２０μ L アプライ）

乳の確認検査１：カゼイン、確認検査２：β ―ラクトグロブリン
卵の確認検査１：オボアルブミン、確認検査２：オボムコイド
ND：０．３μg/g未満、―：検査せず

―２８―



示す可能性が考えられる。現在、アミを検出する方法は確
立されていないため、より正確な判定を行うには、明確に
えび・かにと区別するためのアミ確認法が必要と考える。
一方、そば、落花生、卵の検査では、すべての試験品で

検出限界（０．３μg/g）未満であり特定原材料由来タンパク
質は検出されなかった。
４．令和元年度の検査結果

令和元年度に検査を実施した３２試験品の検査結果を表
４に示した。乳が検査対象の試験品では、No．１４「和菓子」
から乳タンパク質が各 ELISA キットでそれぞれ２２及び
８．３μg/g検出された。そこで、当該試験品についてウエ
スタンブロット法による確認検査を行った（図３）。その
結果、β ―ラクトグロブリンでは明瞭なバンドは検出され
なかったが、カゼインが検出されたため、当該試験品は陽
性と判定した。

当該製品の製造施設を管轄する保健所の調査から、当該
試験品の原材料には乳成分が含まれていなかったが、同じ
製造室で乳成分を含む製品を製造していたことが判明した。
また、製造室内で飲食していたことや、素手での作業が多
かったことも判明し、これらの原因により当該製品に乳成
分が混入した可能性が考えられた。今回の確認検査で、カ
ゼインのみが検出された理由として以下のことが考えられ
た。ひとつは、乳化剤として利用されている食品添加物の
カゼインナトリウム１５）の混入である。これまでにもカゼイ
ンのみ検出された事例８，１１）があり、それらは聞き取り調査
でカゼインナトリウムの使用が判明している。今回も同様
に乳化剤のカゼインナトリウムの混入の可能性が考えられ
た。もうひとつは、加熱による β ―ラクトグロブリンの消
失である。今回の聞き取り調査では、乳成分の混入が疑わ
れている。乳成分のうち、β ―ラクトグロブリンはカゼイ

Ａ 動物共通プライマー Ｂ えび検出用プライマー Ｃ かに検出用プライマー

Ｄ あきあみ検出用プライマー Ｅ しゃこ検出用プライマー

図２ 平成３０年度PCR法によるえび・かにの確認検査
レーンM：DNAラダーマーカー、レーン２６C：試料No.２６より CTAB法により抽出したDNAを用いた PCR産物、レーン２６G：試料No.２６より
QIAGEN Genomic―tip２０/Gで抽出した DNA を用いた PCR 産物、レーン PC：陽性コントロール、レーン NTC：陰性コントロール
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ンに比べ加熱の影響を受けやすいことが報告されている１６，１７）。
混入した乳成分のうち β ―ラクトグロブリンが加熱など加
工により消失したため、確認検査でカゼインのみが検出さ
れた可能性も考えられた。しかし、明確な理由は不明であ
り、更なる検討が必要である。
また、えび・かにの検査では No．２６「干しこうなご」

からえび・かにタンパク質がマルハ及びニッスイの各ELISA

キットでそれぞれ０．９９及び１．８μg/g検出された。
一方、小麦、そば、落花生、卵の検査では、すべての試

験品で検出限界（０．３μg/g）未満であり特定原材料由来タ
ンパク質は検出されなかった。

５．総括

平成２８年度から令和元年度までの４年間では、乳を対
象とした検査において、合計２件の陽性試験品が確認され
た。平成２９年度の No．２０「饅頭」の事例に関しては、原
材料の「植物性油脂」に乳の表示があったが、製造者の確
認不足により、当該製品に乳の表示がなされていなかった。
また、令和元年度の No．１４「和菓子」の事例に関しては、
他製品に乳成分が使用されていたことや製造室内で飲食を
していた等のため、当該製品に乳成分が混入したと考えら
れた。いずれの場合も、食品製造に関する注意・意識の不
足が混入の原因であると考えられる。
一方、検査結果で陰性と判定された試験品の中にも数 μg/g

の特定原材料由来タンパク質が検出されたものが複数認め
られた。食物アレルギーは、微量でも症状を呈する可能性
があることから、製造者は製造工程における特定原材料由
来タンパク質の混入防止に努めるとともに、使用する原材
料や食品添加物に含まれる特定原材料の確認を徹底し、細
心の注意を払う必要がある。しかし、今回の調査でも特定

表４ 令和元年度アレルギー物質モニタリング検査結果 A 抗カゼイン抗体

Ｂ 抗 β ―ラクトグロブリン抗体

図３ 令和元年度ウエスタンブロット法による乳の確認検査
レーンMW：分子量マーカー、レーン１０、１．０、０．５：乳標準試料１０、
１．０及び０．５μgタンパク質/mL（各２０μ L アプライ）、レーン１４―１
及び１４―２：試料 No.１４（各２０μ L アプライ）、レーン 17―1及び１７―２：
試料 No.１７（陰性コントロール；各２０μ L アプライ）

乳の確認検査１：カゼイン、確認検査２：β ―ラクトグロブリン
卵の確認検査１：オボアルブミン、確認検査２：オボムコイド
ND：０．３μg/g未満、―：検査せず
※ ２回測定した平均値（１回目 ８．６μg/g、 ２回目 ８．０μg/g）
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原材料の混入事例が認められたことから、今後も継続して
食品中のアレルギー物質のモニタリング検査を実施してい
く必要がある。
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