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食物アレルギーの発症は極めて微量のアレルゲン（アレルゲンタンパク質、広義にはア

レルギーの原因となる食品）の摂取によって起こり、重篤な場合には患者が死に至る危険

性がある。現在のところ、食物アレルギーの絶対的な治療方法は確立されていないため、

個々の患者がアレルギーの原因となる食品の摂取を避けることで発症の予防を行なってい

る。患者が適切な食品を選択するにあたっては、その食品にアレルギーの原因となる食品

が含まれているか否かの正確な情報が必須となる。そこで、患者の健康危害の発生を防止

する観点から、2001 年の日本での施行をかわきりにして、諸外国においても食物アレルギ

ー表示制度の整備がなされてきた。食品への正確な表示を行なうには、原料や製造工程の

管理を徹底することはもちろんのこと、必要に応じて原料や製品の検査を実施して検証す

ることが必要となる。特に注意が必要なものは、配合表などに記載されていない意図せず

に原料や製品へ混入するアレルゲンであり、その混入量は極めて微量であると考えられる。

そのため、食物アレルゲンの分析技術には高い検出感度が求められる。また、食物アレル

ギーは、分類学的に近縁な場合に共通抗原性がある可能性も報告されているため、栽培品

種として知られている食用種だけに限定せず、例えば同じ植物属に含まれる野生種の植物

も含めて広く特異的に検出する分析技術の確立が望まれている。 

以上の背景をもとに、本研究では、small subunit ribosomal RNA 遺伝子と large 

subunit ribosomal RNA 遺伝子に挟まれた internal transcribed spacer（ITS）領域に着
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目して、主要な食物アレルゲンを高感度かつ特異的に検出する分析技術の開発を目的に、

1）そばの定性 PCR 法の開発、2）そばの定量 PCR 法の開発、3）落花生、大豆、小麦の

定性 PCR 法の開発についての研究を行なった。 

 

1111）そばの定性）そばの定性）そばの定性）そばの定性 PCRPCRPCRPCR 法の開発に関する研究法の開発に関する研究法の開発に関する研究法の開発に関する研究     

そばの定性 PCR 法の開発においては、そばの ITS 領域を PCR 標的とすることで、そば

を高感度かつ特異的に検出する分析技術の開発を行なった。 

PCR シミュレーションソフトウェアを活用することにより、GenBank に登録されてい

るそば属（Fagopyrum spp.）とその近縁植物種の ITS 領域の配列や、解析した市販そば

の ITS 領域の配列からの標的 PCR 産物の増幅有無を予測しながら、普通そばやダッタン

そばなどの栽培種を含むそば属の植物を広く検出できるプライマーを設計することが可能

であった。また、このプライマーを用いることで、普通そば、ダッタンそばを既存法より

も高感度（50～500 fg DNA）で検出することのできる PCR 法を確立できた。特異性に関

しては、そばの近縁植物の一つであるそばかずらが偽陽性となったが、PCR 産物の配列を

解析することにより、そばとの識別が可能であった。また、PCR 増幅産物由来の蛍光シグ

ナルを、インターカレーターである SYBR Green による real-time PCR で測定した結果、

そば DNA 50 fg～5 ng と広いダイナミックレンジにおいて直線性の高い検量線を作成す

ることができた。 

これらの結果から、ITS 領域を PCR 標的とすることで、そばを高感度かつ特異的に検

出できることを明らかとした。また、一般的な ELISA などと比べて、より広いダイナミ

ックレンジでそばを定量できる可能性を明らかとした。なお、特異性については一部改善

の余地があり、2）のそばの定量 PCR 法の開発に関する研究において検討を行なうことと

した（Hirao et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 2005, 64: 724–731）。 

 

2222）そばの定量）そばの定量）そばの定量）そばの定量 PCRPCRPCRPCR 法の開発に関する研究法の開発に関する研究法の開発に関する研究法の開発に関する研究     

そばの定量 PCR 法の開発においては、分析対象とする食品試料の DNA 含量（抽出 DNA

量）や PCR 効率を評価・補正することで、そばを精度良く定量する方法の開発を行なっ

た。具体的には、 

DNA 抽出前に分析対象とする食品試料に観賞用の植物であるスターチスの種子を標準と

して添加して、real-time PCR で測定された標準が持つ ITS 領域の DNA 配列のコピー数

により、食品試料中のそばの持つ ITS 領域の DNA 配列のコピー数を補正して、そばを定

量するという方法を検討した。なお、特異性については、そばの定性 PCR 法に用いてい

たプライマーのうちの一つ、リバースプライマーを再設計することにより改善した。 

幾つかの異なるマトリックス（小麦、コメ、小麦＋コメ、黒コショウ、塩コショウ）に

10、100 ppm（wt/wt）のそば粉を添加したモデル食品を分析した結果、それぞれのマト

リックスの DNA 含量（抽出 DNA 量）を加味した補正ができており、精度良くそばの定

量ができることがわかった。 
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これらの結果から、スターチス標準による補正を行なうことで、食品試料中のそばを精

度良く定量できることを明らかとした（Hirao et al., J. Food Prot. 2006, 69: 2478–2486）。 

 

3333）落花生、大豆、小麦の定性）落花生、大豆、小麦の定性）落花生、大豆、小麦の定性）落花生、大豆、小麦の定性 PCRPCRPCRPCR 法に関する研究法に関する研究法に関する研究法に関する研究     

落花生、大豆、小麦の定性 PCR 法の開発においては、そば以外の主要な食物アレルゲ

ンについて、そばと同様に ITS 領域を PCR 標的とすることで、高感度かつ特異的に検出

する分析技術の開発を行なった。 

そばの場合と同様に、PCR シミュレーションソフトウェアを活用することにより、

GenBank に登録されている落花生属（Arachis spp.）、大豆属（Glycine spp.）、小麦属

（Triticum spp.）とその近縁植物種の ITS 領域の配列や、解析した市販品の ITS 領域の

配列からの標的 PCR 産物の増幅有無を予測しながら、それぞれ、落花生属、大豆属、小

麦属の植物を広く検出できるプライマーを設計することが可能であった。また、これらの

プライマーを用いることで、それぞれ、落花生、大豆、小麦を既存法と比べて同等以上の

高感度（それぞれ 50～500 fg DNA）で検出することのできる PCR 法を確立できた。 

これらの結果から、ITS 領域を PCR 標的とすることで、そばだけでなく、主要な食物

アレルゲンである落花生、大豆、小麦についても高感度かつ特異的に検出できることを明

らかとした（Hirao et al., J. AOAC Int. 2009, 92: 1464–1471）。 

 

まとめまとめまとめまとめ     

本研究では、「マルチコピー」かつ「各種植物で報告数が多い」ITS 領域を PCR の検出

標的配列とすることで、そば、落花生、大豆、小麦といった主要な食物アレルゲンを高感

度かつ特異的に検出できる定性 PCR 法を確立することができた。従来の食物アレルゲン

の分析技術において、検出標的とする分子は、アレルゲンタンパク質そのものやそれをコ

ードする遺伝子配列である場合が多かった。その一方で、発症の引き金となるアレルゲン

タンパク質は個々の患者により異なっており、一人の患者が複数のアレルゲンタンパク質

に反応する場合も知られている。そこで、本研究においては、アレルゲンタンパク質では

なく、植物ゲノム上に存在するアレルギーの原因となる食品に特徴的な ITS 領域の DNA

配列をアレルゲンの存在を示す特有のマーカー分子として選定した。同領域は、マルチコ

ピー配列であるため、検出感度を高める上では有用な領域であった。また、ITS 領域は、

植物種の系統分類などに用いられる DNA 配列の一つとして知られており、同様に系統分

類に用いられる rbcL 遺伝子や matK 遺伝子、一般的なタンパク質をコードする領域の

DNA 配列と比べても、アレルギーの原因となる食品やその近縁種での報告配列数が多い。

そのため、植物体サンプルの入手が難しい近縁野生種などについても、その配列情報に基

いて検出範囲や検出可否を予測しながら、特異性の高い PCR 法の設計・開発が可能であ

った。この点、植物種間での分布に関する情報が得られにくいタンパク質やそれをコード

する DNA 配列を検出標的としている先述の既存の定量 ELISA 法、定性イムノクロマトグ

ラフ法、定性 PCR 法などと比較しても、ITS 領域を検出標的とする PCR 法の大きなメリ
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ットの一つであると考えられる。この様に、同領域の DNA配列は、属（genus）や種（species）

レベルの植物種を一括して検出するのに適した進化速度の配列を含み、高い感度と特異性

が必要とされる食物アレルゲンの PCR 分析技術を確立する上で有用な領域であることが

示された。今後、近縁種でのアレルゲンタンパク質の分布やアレルゲン性の有無などの情

報が整備されて、検出すべき対象植物種が変更された場合にも、同領域を検出標的とする

ことでフレキシブルに対応できるものと期待される。 

また、本研究では、分析対象となる食品試料ごとに異なる DNA 含量（抽出 DNA 量）

や PCR 効率などをスターチス標準により補正することで、食品試料中のそばを精度良く

定量できる定量 PCR 法を確立することができた。現在、食物アレルゲンの定量は主とし

て ELISA 法により行われている。ELISA 分析においては、目的成分の抽出効率、目的成

分と抗体の反応効率や検出時の発色の反応効率などは、個々の分析対象とする食品試料へ

の添加回収試験を行わなくてはわからない。しかしながら、毎回、添加回収試験を実施す

ることは手間がかかるため、予め代表的な食品である範囲の回収率（一般的には 50～150%、

70～120%などの回収率）で測定されることを評価した上で、抽出効率や反応効率には問

題がないものとして個々の食品の分析がなされている。本研究で確立したそばの定量 PCR

法においては、毎回の分析において、個々の分析対象とする食品試料ごとに異なる DNA

含量（抽出 DNA 量）や PCR 効率などを補正することができる。そのため、分析をする上

でタンパク質検出と DNA 検出という違いには注意が必要であるが、定量 PCR 法でも精度

良く食物アレルゲンの定量を行なうことができる。また、本研究で行なった PCR におけ

る補正の考え方は、食物アレルゲンの定量だけでなく、例えば、コピー数ベースの定量に

とどまっている他の定量法などにおいても、試料重量あたりの含有量として定量する技術

への改良にも適用できるものと期待される。 


