


はじめに  
 
 

独立行政法人農林水産消費安全技術センター（FAMIC）は、農林水産省の指

示の下、肥料、農薬、飼料、食品等を対象として科学的な検査・分析を行い、

農業生産資材の安全性の確保、食品等の品質の改善・表示の適正化等に技術で

貢献することを使命としています。  
食品表示については、食品表示法に基づく食品表示基準により、食品関連事

業者が適切な表示をすることとなっています。FAMIC では、食品表示の真正性

の確認のため、市販品等を対象に科学的検査を実施し、検査の結果、表示に疑

義が認められた場合には、農林水産省に報告するとともに、表示監視行政機関

等からの要請による検査・分析についても対応に努めているところです。  
平成 29 年 9 月に食品表示基準が一部改正され、これまで一部の加工食品のみ

に義務付けられていた原料原産地表示について、輸入品以外の全ての加工食品

を対象として義務づけられました（経過措置期間：平成 34 年 3 月 31 日まで）。

加工食品の原料原産地表示の真正性の確認に対するニーズが高まる中で、食品

表示の監視業務を効率的かつ効果的に行うための検査・分析技術が求められて

います。  
このため、FAMIC では、食品表示に関する調査研究分野において、重点化し

て取り組むべき検査・分析技術を明確化するとともに、研究機関や大学と連携

して調査研究に取り組んでおり、その成果を食品表示の監視業務に活用してい

くこととしています。  
今般、平成 29 年度の調査研究の成果を収録した「食品関係等調査研究報告」

第 42 号を発行することとなりました。本研究報告が食品表示の適正化の一助と

なることを期待するとともに、関係各位には、成果の活用や検査・分析手法の

更なる改良・開発に向けて、引き続き、ご指導、ご鞭撻を賜りますようお願い

申し上げます。  
 
 

平成３０年１２月                
独立行政法人 農林水産消費安全技術センター   

理事長  木村 眞人  
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ストロンチウム安定同位体比分析による 

切干大根の原料原産地判別法の開発 
 

井伊 悠介 1，後藤 祐之介 2，石井 修人 3，申 基澈 4，陀安 一郎 4  
Yusuke Ii, Yunosuke Gotou, Shuto Ishii, Ki-Cheol Shin, Ichiro Tayasu  

 
要  約 

 
 切干大根の原料大根の産地判別法の検討をストロンチウム安定同位体比分析により行った。産

地判別の基準値設定のために 78 試料の国産の生鮮大根と 57 試料の外国産（中国産）の切干大根

を収集した。生鮮大根から切干大根を製造するための乾燥工程がストロンチウム安定同位体比に

ほとんど影響を与えないことを確認した後に、収集した生鮮大根や切干大根のストロンチウム安

定同位体比を測定し、カーネル密度推定と ROC 曲線により国産と外国産の判別のための基準値

を設定した。ストロンチウム安定同位体比が 0.7113 以下を国産、0.7113 超を外国産とする基準の

場合、特異度は 99.3 %で収集した国産試料は全てが国産と正しく判別され、感度は 98.8 %で外国

産試料は全てが外国産と正しく判別された。 
 

1. はじめに 
 
切干大根（千切大根）の表示にあっては、食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づき制定

された食品表示基準（平成 27 年内閣府令第 10 号）により名称、原材料名などの表示の他に、輸

入品以外のものにあっては原料原産地名を表示することが義務付けられている。 
国産の加工向け大根の出荷量 1）は平成 26 年~平成 28 年の平均で約 277,000 トンで、この一部

が原料原産地が国産表示の切干大根に用いられている。生産農業所得統計によると、切干大根の

農産物産出額は 14 億円 2)（平成 26 年~平成 28 年の平均）であり、その中で宮崎県が占める額は

14 億円である 2)ことから、国産の切干大根のほとんどが宮崎県で生産されていると考えられる。

平成 26 年~平成 28 年の宮崎県における切干大根の平均の生産量は 1,733 トンである 3)。一方で乾

燥大根の輸入量 4）は平成 26 年~平成 28 年の平均で 3,388 トンで、この一部が原産国表示が外国

の切干大根に用いられていると思われる。また、輸入量の 99.9 %は中国からのものである。原料

原産地表示が日本と原産国表示が中国の製品間では、前者のほうが高価な傾向であることから、

原料原産地表示の真正性を客観的に検証する科学的な技術の開発が求められる。 
これまでも、食品の産地判別のための科学的技術として食品中の元素濃度や、軽元素・重元素

の安定同位体比の分析による手法が研究されており（梅干し 5）、牛肉 6)、養殖うなぎ 7)、穀物 8)、

しらす干し 9)、りんご 10)、湯通し塩蔵わかめ 11)、小麦 12)、わかめ加工品 13)等）、農林水産消費安

全技術センター（以下「FAMIC」という。）においてもこれらの技術を用いた食品の産地判別法

の検討・開発を行っているところである（アスパラガス 14）、ニホンウナギ加工品 15)、湯通し塩

蔵わかめ 16)、乾わかめ 17)、タケノコ・レンコン・ワラビ・ゼンマイの水煮 18)、はちみつ 19)20)、冷 
                                            
1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター神戸センター (現)本部 
2 独立行政法人農林水産消費安全技術センター神戸センター 
3 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 
4 大学共同利用機関法人 人間文化研究機構 総合地球環境学研究所 
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中国産大根

道府県 収集試料数 割合(%) 道府県 収集試料数 割合(%) 省 収集試料数 割合(%)

北海道 7 9 鳥取 1 1 雲南 41 72

青森 3 4 岡山 4 5 福建 1 2

岩手 3 4 広島 3 4 不明 15 26

秋田 3 4 山口 1 1

茨城 1 1 徳島 3 4

群馬 3 4 福岡 2 3

千葉 3 4 長崎 5 6

石川 3 4 熊本 3 4

長野 3 4 大分 3 4

愛知 3 4 宮崎 15 19

京都 3 4 鹿児島 3 4

割合(%)は各国の合計に対する各道府県、省からの収集試料数の割合である。

表1 収集した大根の生産地と収集試料数

国産大根

収集試料数合計　78 収集試料数合計　57

凍ほうれんそう 21)、乾しいたけ 22)、ネギ 23)、りんごジュース 24)、タマネギ 25)、かき類 26) 、ショ

ウガ 27)28)、サトイモ 28)、ゴボウ 28)29)、ニンニク 28)30)、さやえんどう 28)31)等）。今回は重元素であ 
るストロンチウムの安定同位体比（87Sr/86Sr、以下「Sr 安定同位体比」という。）分析による切

干大根の原料原産地判別法の検討を行った。 
 

2．実験方法 
 
2.1  試料 

 産地判別の基準値設定のためのモデル試料として国産大根と外国産大根を用いた。産地履歴の

確かな国産の大根の試料として平成 29 年に収穫された生鮮大根を主に農業協同組合を通じて収

集した。1 本の大根を 1 試料とし 78 試料を入手した（注）。これらの生産道府県は、表 1 のとおり

であり、同一道府県の各試料は、異なる市町村や生産者において生育したものを収集した。 
 外国産大根については、輸入される乾燥大根のほとんどが中国産であることから、外国産大根

として中国産大根を用いることにした。また、生鮮大根の入手が困難だったことから、原料大根

の原産地表示が中国である、平成 28 年~平成 29 年に購入した市販の切干大根を中国産大根とし

て用いた。1 商品を 1 試料として、57 試料を入手した。製造業者等に確認した結果、原料大根の

栽培省は主に雲南省であった（表 1）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 試薬 

試料の酸分解には、61 %硝酸（高純度電子工業用、関東化学）、70 %過塩素酸（TAMAPURE 
-AA-100、多摩化学工業）、50 %ふっ化水素酸（原子吸光分析用、関東化学）を用いた。硝酸の

希釈には超純水（比抵抗値18 MΩ・cm 以上）を用いた。内標準法によるSrの濃度測定のために、

標準物質としてSrとInの単元素標準物質（ともにPlasmaCal、SCP SCIENCE）を用いた。Srを精製  
                                             
（注）国産大根の収集は著者以外に農林水産消費安全技術センターの松岡高広、勝藤繁、小川恵吾、佐

藤佳代子、野澤慎太郎、今村正彦、琵琶隆史、荒尾祐子、柿本芳久、野村ともみ、伊澤淳修、坪根

政文、足立静香が担当した。 
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するために、Srレジン（Eichrom Technologies）を用いた。測定した大根試料のSr安定同位体比を補

正するための標準物質として認証標準物質Strontium Carbonate SRM987（National Institute of  
Standards and Techonology）を用いた。 

 

2.3 装置 

 2.4.1の大根の乾燥には送風定温乾燥機（FC-610、ADVANTEC）を用いた。Sr濃度の測定には、

誘導結合プラズマ質量分析装置（ICP-MS）（820MS、Varian（現Agilent Technologies））を用い

た。Sr安定同位体比の測定には高精度分解能ICP-MS（HR-ICP-MS）（ElementXR、Thermo Fisher 
Scientific）もしくは大学共同利用機関法人人間文化研究機構総合地球環境学研究所（以下「RIHN」

という。）所有の二重収束型のマルチコレクターICP-MS（MC-ICP-MS）（Neptune plus、Thermo 
Fisher Scientific）を用いた。 
 
2.4 試料の前処理 

2.4.1 試料の調製  

 国産大根については、セラミック刃の包丁で細切したもの、もしくは細切し乾燥させたもの（送

風定温乾燥機内に 65~80 °C で一晩静置し、もとの重量の 7 %以下にした）を次の酸分解に用いる

こととした。中国産大根については、商品を開封し、無作為に選んだ 1 片を酸分解に用いた。 

 

2.4.2 酸分解 

 細切した国産大根は3 g、細切・乾燥した国産大根は0.3 g、中国産大根は1片をPFA又はPTFEの
ビーカーに採取し、10 mLの61 %硝酸を加え、ホットプレート上で120 °Cで2時間以上加熱した。

褐色のガスが発生する激しい反応が収まった後に放冷し、2.5 mLの70 %過塩素酸を加え、温度を

上げながら200~230 °Cの範囲で加熱した。固形物が認められず、液が透明で、無色または薄い黄

色になるまで分解した後に放冷し、0.5 mLの50 %ふっ化水素酸を加え、80 °Cで1.5～2時間加温し

た。放冷後、ビーカーにふたをせずに、200~230 °C で加熱し分解液を乾固した。ビーカーに5 mL
の1 %硝酸を加え、残留物を60~80 °Cで加熱・溶解し、樹脂製容器に洗い込む操作を3回繰り返し、

内標準としてInを5 μg/L になるように加え、1 %硝酸で50 mLに定容して得られた分解溶液をSr濃
度の測定に供した。 
 
2.4.3 Sr 濃度の測定 

 分解溶液を ICP-MS により測定し、Sr 濃度を内標準法で求めた。 
 
2.4.4 Sr の精製 

 200~400 ngのSrを含む分解溶液をビーカーに採取し、150 °Cで乾固させた後に、残留物を4 mL
の8 M硝酸で溶解した。Sr 安定同位体比測定を阻害するRb を除去する目的でSr レジンを用いた

精製を次のとおり行った。0.05 M硝酸でコンディショニングしたSrレジンをカラム管に充填し、8  
M硝酸で洗浄した後に、溶解液を数回に分けて負荷した。3 mLの8 M 硝酸と0.4 mLの0.05 M硝酸

の順で洗浄した後に、2 mLの0.05 M 硝酸によりSr を溶出した。Sr安定同位体比をHR-ICP-MSで
測定する場合は、Sr濃度が20 ng/mLになるように0.05 M硝酸で溶出液を希釈し、測定に用いる試

料溶液とした。MC-ICP-MSで測定する場合は、この溶出液を65 °Cで乾固し、Sr濃度が100~200 
ng/mLになるように残留物を3 %硝酸で溶解し、測定に用いる試料溶液とした。 
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2.5 Sr 安定同位体比の測定 

 試料溶液及び試料溶液と同程度の Sr 濃度になるように希釈した SRM987 を HR-ICP-MS もしく

は MC-ICP-MS により測定した。測定条件は HR-ICP-MS においては篠崎ら 8)に準じ（データ収集

の積算回数は 1500 回 8）とした。サンプルガス流量は 1 分あたり 1.2 L とした）、MC-ICP-MS に

おいては後藤ら 23)に準じた（測定サイクル数は 40 もしくは 50 とした）。測定により得られた大

根試料や SRM987 の Sr 安定同位体比の補正は篠崎ら 8)に準じ、86Sr、87Sr について 86Kr、87Rb に

よるスペクトル干渉の補正と Exponential law による内部補正を行い、補正後の SRM987 の Sr 安
定同位体比を用いて大根試料の Sr 安定同位体比を補正し、結果の解析等にはこの補正後の値を用

いた。 
 

2.5.1 分析精度の確認 

酸分解から HR-ICP-MS もしくは MC-ICP-MS による測定までの分析精度を確認した。 
 
2.5.2 乾燥工程が Sr 安定同位体比に及ぼす影響の確認 

生鮮大根とそれを用いて 2.4.1 の条件で乾燥させた大根を分析し、乾燥工程が Sr 安定同位体比

に及ぼす影響を調べた。 
 
2.5.3 モデル試料の分析 

産地判別の基準値を設定するために、国産と中国産のモデル試料を HR-ICP-MS もしくは

MC-ICP-MS により測定した。 
 
2.6 ROC 曲線による産地判別の基準値の設定 

 モデル試料のSr安定同位体比の測定結果（n=135）から、カーネル密度推定により、国産と中国

産大根のSr安定同位体比の分布を推定した。測定したSr安定同位体比の分布範囲において、Sr安
定同位体比を産地判別の基準値としたカットオフ値を変化させて、特異度（国産試料を国産と正

しく判別する確率、%）及び感度（中国産試料を中国産と正しく判別する確率、%）を算出した。

偽陽性率（100-特異度）を横軸、感度を縦軸にプロットしたReceiver Operating Characteristic（ROC）
曲線から産地判別の基準値（Sr安定同位体比）を設定した。 
 

3．結果及び考察 
 
3.1 分析精度の確認 

 並行分析（n=7）により酸分解から Sr 安定同位体比測定までの分析精度を確認したところ、測

定機器が HR-ICP-MS の場合は RSD=0.045 %、MC-ICP-MS では RSD=0.0051 %であり、分析精度

は MC-ICP-MS が優れていた。ただし、篠崎ら 8)は HR-ICP-MS での Sr 安定同位体比の日内測定精

度を確認し、0.044~0.087 %と報告しており、今回の HR-ICP-MS の分析精度は問題ないと考えら

れた。 
 
3.2 乾燥工程が Sr 安定同位体比に及ぼす影響の確認 

7 本の生鮮大根とそれらを乾燥させたものについて、それぞれ 1 点ずつ Sr 安定同位体比を

MC-ICP-MS で測定した結果、生鮮大根と切干大根の平均値間においてはペアの t 検定（有意水準

5 %）では有意差は認められず（p=0.24）、乾燥による Sr 安定同位体比への影響は小さいと考え
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国産 中国産

試料数 78 57

平均値 0.7077 0.7236

標準偏差 0.0013 0.0061

RSD(%) 0.18 0.84

最小値 0.7053 0.7128

第1四分位数 0.7067 0.7191

中央値 0.7076 0.7231

第3四分位数 0.7087 0.7268

最大値 0.7107 0.7410

表2　モデル試料の大根のSr安定同位体比の各種統計量

図1　モデル試料の国産と中国産大根のSr安定同位体比の分布

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0

50

100

150

200

250

0
.7

0
2
5

0
.7

0
5
0

0
.7

0
7
5

0
.7

1
0
0

0
.7

1
2
5

0
.7

1
5
0

0
.7

1
7
5

0
.7

2
0
0

0
.7

2
2
5

0
.7

2
5
0

0
.7

2
7
5

0
.7

3
0
0

0
.7

3
2
5

0
.7

3
5
0

0
.7

3
7
5

0
.7

4
0
0

0
.7

4
2
5

度
数

カ
ー
ネ
ル
密
度

Sr安定同位体比

国産 中国産

られた。 
 

3.3 産地判別の基準値設定のためのモデル試料の分析 
産地判別の基準値設定のために HR-ICP-MS で 32 試料の国産、8 試料の中国産の大根試料を、

MC-ICP-MS で 46 試料の国産、49 試料の中国産の大根試料を測定した。測定結果からの各種統計

量を表 2 に、国産と中国産大根の Sr 安定同位体比のヒストグラムを図 1 に示した。平均値±標準

偏差は国産大根では 0.7077±0.0013（n=78）、中国産大根では 0.7236±0.0061（n=57）で、国産よ

り中国産大根の Sr 安定同位体比が高い傾向であり、分散が等しくないと仮定した t 検定では、有

意水準 5 %で平均値に有意差が確認された（p<0.01）。 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 ROC 曲線による産地判別のための基準となる Sr 安定同位体比の設定 

 Sr 安定同位体比（カットオフ値）を変化させ、各値での偽陽性率と感度を求めて ROC 曲線を

作成した。偽陽性率 0 %、感度 100 %の点から一番距離が短い、ROC 曲線上の点の値（偽陽性率、

感度）を与える Sr 安定同位体比を産地判別の基準値とすることとした。この点の値は偽陽性率

0.7 %（特異度 99.3 %）、感度 98.8 %であり（図 2）、対応する Sr 安定同位体比は 0.7113 であっ

た。0.7113 を基準値として、0.7113 以下を国産、0.7113 超を中国産と判別する場合、カーネル密

度推定の結果では国産と中国産大根の Sr 安定同位体比の分布で一部重なりが見られたが（図 1
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図2 国産と中国産大根判別のため

のROC曲線

偽陽性(%)は100-特異度(%)である。偽陽性
率0 %、感度100 %の点から距離が最も短い

偽陽性率0.7 %(特異度99.3 %)、感度98.8 %

を与えるカットオフ値（Sr安定同位体比）

は0.7113であり、これを基準値とした。特

異度は国産大根を国産大根と、感度は中国

産大根を中国産大根と正しく判別する確率

である。

の点線）、モデル試料については国産大根は全て国産と、中国産大根は全て中国産と正しく判別

された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 ふっ化水素酸を用いない酸分解の検討 

本検討では大根試料中のケイ酸を、SiF4 として揮散させて除去するために、酸分解時にふっ化

水素酸を用いたが、使用にあたっては毒物であることから試験者への安全性の考慮や対応したド

ラフトチャンバーが必要である。よって酸分解時においてふっ化水素酸の使用の有無（各 n=5）
で大根試料の Sr 安定同位体比に違い出るかを HR-ICP-MS を用いて調べた結果、等分散と仮定し 
た t 検定では、有意水準 5 %で有意差は認められなかった（p=0.41）。このことからふっ化水素酸

の使用の有無が大根試料の Sr 安定同位体比に及ぼす影響は小さく、用いない場合でも、用いた場

合と同程度の測定結果が得られると考えられた。ただしケイ酸が含まれる試料溶液の測定により、

HR-ICP-MS、MC-ICP-MS を含む ICP-MS においてネブライザーの詰まりやトーチやコーンの損傷

のような装置の不具合が生じる可能性があることから、ふっ化水素酸の利用等によるケイ酸の除

去を実施しない場合は、この点に注意する必要がある。 
 

3.6 Sr 安定同位体比分析による国産と中国産の原産地もしくは原料原産地判別 

石田ら 12)は元素分析と Sr 安定同位体比分析を行い、それぞれの結果を組み合わせた判別式に

よる小麦の産地判別法を報告している。FAMIC においても、一部の食品の産地判別法の検討にお

いて元素分析と安定同位体比分析によりデータ収集を行い 20)-23)26)27)、得られた測定結果を組み合

わせることで元素分析と安定同位体比分析の結果をそれぞれ単独で用いた場合よりも判別精度が

向上する場合を確認している 20)22)23)27)。今回の切干大根の原料原産地判別法の検討においては、

Sr 安定同位体比分析のみで国産と外国（中国）産のモデル試料を正しく判別することができた。  
FAMIC で検討した各作物等の原産地もしくは原料原産地の産地判別法において、国産と中国産

の判別に着目した場合、試料の Sr 安定同位体比の平均値は国産に比べ中国産が高い傾向であり、

Sr 安定同位体比分析の結果のみで各作物等ごとに算出した基準値による国産と中国産の試料の

判別の正答率は、国産、中国産の順に、例えば冷凍ほうれんそう 21)は、100 %（n=57）、92 %（n=37）、
原木栽培乾しいたけ 22)は 93 %（n=55）、95 %（n=22）、ネギ 23)は 98.4 %（n=64）、61 %（n=38）、

ショウガ 27)は 100 %（n=55）、84 %（n=43）であった。しかし、ゼンマイ（水煮）18)、ハチミツ
20)は国産と中国産の試料間で Sr 安定同位体比の分布範囲の重なりが小さくないため、国産試料を

国産と正しく判別する観点から基準値を設定した場合、Sr 安定同位体比分析のみによる産地判別

は困難と考えられる場合もあった。このように作物等によって Sr 安定同位体比分析による国産と

中国産の産地判別への適用可能性は異なる結果となった。 
この原因としては検討に用いた作物等が育った各地域の農地土壌の Sr 安定同位体比の違いが
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考えられる。作物の Sr 安定同位体比は、生育した土壌中の作物が吸収できる Sr の安定同位体比

を反映する傾向があることから 28)、日本と中国の各地域の土壌の Sr の違いが反映されたと思わ

れる。質量数 87 の Sr は同じ質量数の Rb のベータ崩壊（半減期 489 億年）によって生じ、年代

の古い地質の方が Sr 安定同位体比は高い傾向となる。よって同一国内でも地域間で地質の形成さ

れた時代が異なれば、その土壌の Sr 安定同位体比は異なると考えられる。Aoyama ら 28)は実際に、

日本の複数地域の作物の農地土壌の Sr 安定同位体比について調査し、地域間によって Sr 安定同

位体比が異なる場合があることを報告している。 
本検討で用いた国産試料について、試料数の割合が最も多い宮崎県産大根の Sr 安定同位体比の

平均値±標準偏差は 0.7082 ± 0.0009（n=15）で、二番目に多い北海道産大根は 0.7063±0.0009（n= 7）
であり、Sr 安定同位体比は異なる傾向となった。これらの値は宮崎県と北海道の農地土壌の Sr
安定同位体比の値 28)と同じ傾向であった。また、ネギの産地判別法の検討 23)においては、中国の

二つの省で栽培されたネギを用いており、省別の Sr 安定同位体比（平均値±標準偏差、最小値~
最大値）は 0.7071±0.0013、0.7051~0.7098（n=11）と 0.7109±0.0013、0.7083~0.7127（n=37）であ

り、省によって異なる傾向であった。これらのことから、原産地や原料原産地の判別対象となる

作物等については、日本と中国のそれぞれどの地域で生育したかにより Sr 安定同位体比分析の産

地判別への適用可能性が変わると考えられた。 
本検討も含めて、FAMIC が産地判別の検討のために測定した国産試料（RIHN 所有の

MC-ICP-MS により測定した試料も含む）18)20)21)23)25)27)28)（n=802、47 都道府県）の各作物等（タ

ケノコ・レンコン・ワラビ・ゼンマイ水煮、はちみつ、冷凍ほうれんそう、ネギ、タマネギ、シ

ョウガ、サトイモ、ゴボウ、ニンニク、サヤエンドウ）ごとの Sr 安定同位体比の平均値の範囲は

0.7073~0.7094 で、RSD の範囲は 0.08~0.24 %であった（タマネギ 25）の国産試料の RSD は不明で

あるが、国産試料の各 Sr 安定同位体比について、最大値と最小値の差は 0.0060 であった。）。

一方で、今回の結果から中国の雲南省で栽培される大根の Sr 安定同位体比（0.7238±0.0050、n=41）
はこれらに比べ高い傾向にあるので、国産と中国産の作物等の産地判別の検討では、中国産の作

物等が雲南省における大根と同じ地域で栽培されているならば、Sr 安定同位体比分析の利用が有

効と考えられた。 
 

4．まとめ 

 

 切干大根の原料原産地判別法を Sr 安定同位体比分析により検討した。その結果、Sr 安定同位

体比 0.7113 を原料原産地判別の基準値にしたところ（陽性尤度比は 136）、収集した全ての大根

試料（国産 78 試料、中国産 57 試料）の産地を正しく判別することができた。 
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栗加工品の原料原産地判別検査法の検討 
 

後藤 祐之介 1，井伊 悠介 2，申 基澈 3，陀安 一郎 3 
Yunosuke Gotou, Yusuke Ii, Ki-Cheol Shin, Ichiro Tayasu 

 
要  約 

 
 原料栗が国産（日本産）及び外国産（韓国産及び中国産）の栗加工品について、ストロンチウ

ム（Sr）安定同位体比を利用した原料原産地判別法を検討した。生鮮栗（国産 68 点、外国産 21
点）、栗加工品（原料栗が国産のもの 21 点、原料栗が外国産のもの 27 点）を収集し Sr 安定同位

体比を測定した。甘露煮の加工工程で栗の Sr 安定同位体比は加工に用いた糖液の Sr 安定同位体

比に影響される傾向があった。また、生鮮栗試料と栗加工品試料間に有意な差がみられたため、

栗加工品試料を用いて Sr 安定同位体比による判別モデル及び Sr 安定同位体比と Sr 濃度による判

別モデルを検討したが、いずれの判別モデルも十分な判別精度は得られなかった。 
 

1．はじめに 
 
 食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づき定められた食品表示基準（平成 27 年内閣府令第

10 号）には、食品を販売する際に表示しなければならない表示事項やその表示の方法が規定され

ており、一般用加工食品にあっては、「名称」、「原材料名」等の表示が義務付けられている。

さらに、平成 29 年 9 月 1 日からは、輸入品以外の加工食品においては、重量割合が最も高い原材

料の原産地について、「国産品にあっては国産である旨を、輸入品にあっては、原産国名を表示

する。」ことが義務付けられた（経過措置期間：平成 34 年 3 月 31 日まで）。 
国内で製造されている栗の加工品としては主に甘露煮等の缶瓶詰があり、2015 年の生産量は

8,443 トン 1）である。原料の生鮮栗については、国内の生産量が 11,800 トン 2）に対して、加工用

途で輸入された生鮮栗は 3,649 トン 3）であり、輸入国の内訳は、韓国産 73 %、中国産 26 %である。

また、栗加工品としての輸入量は 2,066 トン 3）あり、そのうち中国産は 75 %を占めている。原料

の生鮮栗については国産と外国産で 2 倍程度の価格差 4)があることから栗加工品の原料栗の原産

地（原料原産地）の偽装が懸念され、原料原産地を客観的に検証する判別技術が望まれている。 
食品における原産地に関する科学的検証法は、元素分析、軽元素安定同位体比分析及び Sr 安定

同位体比分析を利用した方法が報告されている 5）-7）。これらの方法は、土壌や水質等の生育環境

の違いがそこで栽培された農産物の元素濃度や安定同位体比に影響を与えることを利用した原産

地判別法であるが、農産物加工品及び水産物加工品の原料原産地判別にも利用できることが報告

されている 8)-10）。そこで、栗加工品のうち国内生産量の多い甘露煮等を対象として、Sr 安定同位

体比分析による栗加工品の原料原産地判別法について加工工程における Sr 安定同位体比の変動

をふまえて検討を行った。 
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2．実験方法 
 

2.1 試料 
試料は、平成 29 年 4 月から平成 29 年 12 月にかけて生鮮栗（国産 68 点、韓国産 10 点、中国産

11 点）、甘露煮（原料栗が国産のもの 15 点、韓国産のもの 11 点、中国産のもの 7 点）、渋皮煮

（原料栗が国産のもの 6 点、韓国産のもの 4 点、中国産のもの 5 点）を入手した。栗加工品試料

は製造業者、流通事業者などから加工後の製品を入手し、生鮮栗試料は出荷量の割合を参考に農

業協同組合などから入手するとともに、一部については栗加工品の製造業者から原料の生鮮栗を

試料として入手した。 
 

2.2 試薬  
試料の酸分解には、61 %硝酸（高純度電子工業用、関東化学）、70 %過塩素酸（TAMAPURE 

-AA-100、多摩化学工業）、50 %ふっ化水素酸（原子吸光分析用、関東化学）を用いた。硝酸の

希釈には超純水（比抵抗値18 MΩ・cm 以上）を用いた。内標準法によるSrの濃度測定のために、

標準物質としてSrとInの単元素標準物質（ともにPlasmaCal、SCP SCIENCE）を用いた。Srを精製

するために、Srレジン（Eichrom Technologies）を用いた。測定した試料のSr安定同位体比を補正す

るための標準物質として認証標準物質Strontium Carbonate SRM987（National Institute of Standards 
and Techonology）を用いた。 

 
2.3 装置  

Sr 濃度の測定には、誘導結合プラズマ質量分析装置（ICP-MS）（820MS、Varian（現 Agilent 
Technologies））を用いた。Sr 安定同位体比の測定は、大学共同利用機関法人人間文化研究機構

総合地球環境学研究所が所有する二重収束型マルチコレクター誘導結合プラズマ質量分析装置

（MC-ICP-MS）（Neptune Plus、Thermo Fisher Scientific）を用いた。 
 
2.4 試料調製 

試料 1 点につき、果肉部分の 1 個をランダムに抜き取り用いた。生鮮試料については外皮（鬼

皮）及び内皮（渋皮）を剥皮し、栗加工品試料については渋皮煮は渋皮を削り取り甘露煮は表面

に付いた糖液を水道水で洗い流した。超純水で表面を洗浄した後にポリエチレン製袋に入れハン

マーで叩いて粉砕試料とした。 
 
2.5 酸分解 
粉砕試料約 5 g を採取した樹脂製ヒータブルビーカーに 61 %硝酸を 10 mL 加え、樹脂製時計皿

でふたをし、120 °C のホットプレート上で加熱した。褐色のガスが発生する激しい反応が収まっ

た後に放冷し、70 %過塩素酸を 2.5 mL 加え、徐々に温度を上げながら 180～230 °C の範囲で加

熱し、分解液が透明かつ無色または薄い黄色になるまで分解した。その後放冷し、48 %フッ化水

素酸を 2 mL 加え、100 °C 程度で 40 分加温した。次に時計皿を外し、約 230 °C で加熱して乾固

した。ビーカーに 1 %硝酸を 5 mL 程度加え、ビーカー内の残留物をホットプレート上で加熱・溶

解し、50 mL 容樹脂製全量フラスコに移す操作を 3 回繰り返し、内標準として In を 5 µg/L になる

ように加え、1 %硝酸で定容後、Sr 濃度測定用試料溶液とした。試料は全て 2 点併行で分析した。 
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温度（℃） 時間（分）

加熱処理1 20～60 10

60 20

60～100 20

加熱処理2   ～100 10

100 20

2.6 Sr の精製 
Sr 安定同位体比測定を阻害する Rb を除去する目的で Sr レジンを用いた精製を行った。Sr レジ

ンをカラム管に充填し、8 M 硝酸でコンディショニングを行った。次に Sr 濃度測定用試料溶液（Sr
が 400 ng 含まれる量）を 200 °C 程度で蒸発乾固し、残留物を 8 M 硝酸 6 mL に溶解し、Sr レジン

カラムに負荷した。8 M 硝酸 3 mL を添加して Sr レジンカラムを洗浄した後、0.05 M 硝酸 2 mL
で Sr を溶出させた。この溶出液を 65 °C 程度で蒸発乾固させ、残留物を 3 %硝酸 2 mL に溶解し、

これを Sr 安定同位体比測定用試料溶液とした。 
 

2.7 測定 
ICP-MS を用いて内標準法（内標準：In）により Sr 濃度を表 1 の測定条件で測定した。また、

MC-ICP-MS を用いて Sr 安定同位体比を表 2 の測定条件で測定した。 
 
 
             

  

 

 

 

 

 

 

2.8 加工工程による Sr 安定同位体比への影響の確認 
甘露煮等の栗加工品は、国内の製造業者が外国産の生鮮栗を用いて製造した国内加工品や、国

産の生鮮栗を輸出し加工工程の一部を国外で行った一部国外加工品など、原料の原産国と製品の

加工国が異なる場合がある。このような製品における加工工程での Sr 安定同位体比の変化を把握

するために、生鮮栗 2 産地（長野県産、韓国産）と Sr 安定同位体比が異なる 2 種類の水（Ⅰ：87Sr/86Sr  
= 0.7174、Ⅱ：87Sr/86Sr = 0.7039）を用いて次のとおり甘露煮模擬試料を作製した。生鮮栗 5 個の

外皮及び内皮を剥皮し、水 200 mL とともにポリエチレン製袋に入れた。1 時間後、表 3 の加熱処

理 1 の条件で水煮を行い、その後 50 %砂糖溶液 100 mL に移し替えて加熱処理 2 の条件で糖液煮

を行って模擬試料を作製した。 
 
 

 
 

 
 
 
 

2.9 判別モデルの構築 
2.9.1 Sr 安定同位体比による判別 

測定した Sr 安定同位体比の分布範囲において、Sr 安定同位体比を産地判別の基準値としたカ

ットオフ値を変化させて、国産試料を国産と正しく判別する確率（特異度）及び外国産試料を外

表 1 ICP-MS の測定条件

 

 

 
 

 
 
 

表 2 MC-ICP-MS の測定条件 

表 3 甘露煮模擬試料の作製条件

 

 

 
 

 
 
 

RFパワー 1.2 kw
プラズマガスフロー 15 L/min
補助ガスフロー 0.7-0.8 L/min
ネブライザ－ガスフロー 0.85 L/min
ネブライザー（吸入量） PFA（100μL/min)

 検出器配置　m/z（cup） 83(L3), 84(L2), 85(L1),
86(C), 87(H1), 88(H2)

測定ブロック数 1
測定サイクル数 40

RFパワー 1.3 kW
プラズマガスフロー 15.5 L/min
補助ガスフロー 1.5 L/min
ネプライザ－ガスフロー 0.95 L/min
ポンプ速度 0.08 rps
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国産と正しく判別する確率（感度）を算出し、偽陽性率（100－特異度）を横軸、感度を縦軸にプ

ロットした Receiver Operating Characteristic（ROC）曲線から基準値を設定した。 
 
2.9.2 Sr 安定同位体比と Sr 濃度による判別 

2.7 で得られたデータのうち、栗加工品試料を判別モデルの構築に用いた。各試料 2 点併行で

分析した結果から、ランダムに 1 点選択した Sr 安定同位体比と Sr 濃度を説明変数として、線形

判別分析により判別モデルを構築した。線形判別分析は R 3.4.1 の MASS パッケージを使用した。

解析は中村ら 7）の方法に従った。構築した判別モデルの未知試料に対する的中率は、判別モデル

構築用試料を用いた Leave-one-out cross validation（LOOCV）により確認した。 
 

3．結果及び考察 
 
3.1 加工工程による Sr 安定同位体比への影響の確認 

生鮮栗を Sr 安定同位体比（87Sr/86Sr）の異なる水で加工した甘露煮試料とその原料栗の 87Sr/86Sr
と Sr 濃度を測定した。国産生鮮栗を 87Sr/86Sr の高い水Ⅰで加工した甘露煮試料 A、B とその原料

栗 A、B の 87Sr/86Sr と Sr 濃度を図 1（a）に、韓国産生鮮栗を 87Sr/86Sr の低い水Ⅱで加工した甘露

煮試料 C とその原料栗 C の 87Sr/86Sr と Sr 濃度を図 1（b）に示した。甘露煮試料の 87Sr/86Sr は、

全ての模擬試料において原料栗と加工水の間の値を示した。Sr 濃度については、全ての模擬試料

において原料栗の値より減少する傾向がみられた。 
甘露煮試料の 87Sr/86Sr は、原料栗の 87Sr/86Sr から加工に用いた水の 87Sr/86Sr に近づく傾向がみ

られ、これは加工工程（水煮・糖液煮）による影響と考えられた。この結果から栗の産地と加工

地が異なる場合、甘露煮の Sr 安定同位体比は加工地の水の影響を受けて生鮮栗の値から変動する

可能性があると考えられた。 
                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Sr 安定同位体比 
今回収集した試料の 87Sr/86Sr を品目別に表 4 に示した。生鮮栗、栗加工品ともに原料栗の産地

が国産の試料より外国産の試料の方が有意に高い傾向がみられた。また、国産の試料、外国産の

試料ともに生鮮栗試料と栗加工品試料間に t 検定で有意な差（p<0.05）がみられたことから、判

別モデルの検討に生鮮栗試料は用いないこととした。 

 

（a）水Ⅰ（87Sr/86Sr = 0.7174）を用いた試料（n = 5） （b）水Ⅱ（87Sr/86Sr = 0.7039）を用いた試料（n = 5） 

図 1 甘露煮試料とその原料栗の 87Sr/86Sr と Sr 濃度 
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3.3 Sr 安定同位体比による判別の検討 
収集した栗加工品試料について原料栗の産地別の 87Sr/86Sr を図 2 に示した。 
87Sr/86Sr の ROC 曲線において偽陽性率が最小で感度が最大となる値を産地判別の基準とした。

判別基準値は 87Sr/86Sr で 0.7110 となり（図 3）、収集試料の 87Sr/86Sr が 0.7110 以上なら外国産、

0.7110 未満なら国産と判定した。判別モデル構築用試料の的中率は、国産試料 90.5 %（19/21）、

外国産試料 96.3 %（26/27）となったが、国産試料と外国産試料の 87Sr/86Sr の分布に一部重なりが

あり十分な判別結果は得られなかった。 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.4 Sr 安定同位体比と Sr 濃度による判別の検討 
栗加工品試料の Sr 濃度を表 5 に 87Sr/86Sr と Sr 濃度の関係を図 4 に示した。原料栗が国産の試

料と外国産の試料の Sr 濃度に有意な差はなく、国産試料の分布範囲に外国産試料がほぼ重なって

いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                  

表 4 生鮮栗試料と栗加工品試料の 87Sr/86Sr   

図 2 栗加工品試料の
87Sr/86Sr のヒストグラム 図 3 87Sr/86Sr 判別の ROC 曲線 

表 5 栗加工品試料の Sr 濃度（mg/kg） 
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図 4 栗加工品試料の 87Sr/86Sr と Sr 濃度の散布図 

原料栗の産地 試料形態 試料数(n ) 平均値 最大値 最小値 標準偏差

国産 生鮮栗 68 0.7077 0.7117 0.7050 0.0016

栗加工品 21 0.7089 0.7134 0.7061 0.0019

外国産 生鮮栗 21 0.7116 0.7205 0.7064 0.0032

栗加工品 27 0.7139 0.7207 0.7103 0.0024

原料栗の産地 試料数(n ) 平均値 標準偏差

国産 21 0.68 0.55

外国産 27 0.84 0.50
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栗加工品試料について、87Sr/86Sr と Sr 濃度を変数として、線型判別分析により判別モデルを構

築した。LOOCV により得られた判別モデルの判別得点のヒストグラムを図 5 に示した。判別得

点が正の場合は国産、負の場合は外国産と判別した。 

判別モデル構築用試料の的中率は、国産 85.7 %（18/21）、外国産 85.2 %（23/27）となり、十

分な判別精度は得られなかった。このため、原産地判別の検査法として用いるのは困難と考えら

れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4．まとめ 
 

本研究では、87Sr/86Sr を利用した栗加工品の原料原産地判別法を検討した。その結果、判別モ

デル構築用試料の的中率は、87Sr/86Sr による判別モデルでは国産試料 90.5 %、外国産試料 96.3 %、
87Sr/86Sr と Sr 濃度による判別モデルでは国産 85.7 %、外国産 85.2 %となり、いずれの判別モデル

も十分な判別精度は得られなかった。 
また、甘露煮の加工工程で栗の 87Sr/86Sr は変動し加工に用いた水の値に近づく傾向が確認され

た。今後、甘露煮など加工品の原料原産地判別の精度を向上させるため、水煮等の加工影響を軽

減させる前処理法や新たな判別技術の開発が望まれる。 
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要  約 

 
 大豆加工品における原料大豆の品種判別を可能とするため、品種特異的な塩基の挿入又は欠

失をターゲットとして、Tetra-Primer ARMS-PCR 法によるフクユタカ、ユキシズカ等の検査用

プライマーの開発を行った。またフクユタカ検査用プライマーについては、検査における偽陽

性の発生を防止するため、大豆加工品における異品種の混入が、生産・流通段階や製造段階に

おける少量の混入か否かを判別する手法の検討を行った。キャピラリー電気泳動装置による電

気泳動結果の解析を行うことにより、少量の混入か否かを判別することが可能となり、表示さ

れた品種以外の品種の混入の有無を判別する検査法を開発することができた。 
 

1. はじめに 
 
 食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づく食品表示基準（平成 27 年内閣府令第 10 号）

第７条により、使用した原材料が特色のあるものである旨を表示する場合又は製品の名称が特

色のある原材料を使用した旨を示すものである場合は、その割合が 100%である場合を除き、

その重量の割合を表示することが義務づけられており、品種名のみを表示する場合は、その品

種の使用割合が 100 %でなければならないとされている。使用した大豆の品種表示のある商品

は、通常の商品と比較して値段が高いため、表示が偽装される懸念があるが、それを確認する

検査法は確立していなかった。そこで、原料大豆の品種名が表示された大豆加工品について、

表示された品種以外の品種（以下「異品種」という。）が混入されているか否かを判別するた

めの検査法の開発を行った。また、一般的に DNA 分析は高感度であることから、生産・流通

段階や製造段階における少量の異品種の混入でも検知してしまい「陽性」と判定される恐れが

ある。そのため、原料大豆の生産・流通段階や大豆加工品の製造段階における少量の異品種の

混入の可能性が高いか否かの判定を行うための検討を行った。 
 

2．実験方法 
 
2.1  試料の収集 

 大豆の各品種の遺伝子型の確認等を行うことを目的に、判別対象 13 品種（ユキホマレ、リュ

ウホウ、タチナガハ、フクユタカ、エンレイ、ミヤギシロメ、ユキシズカ、スズマル、納豆小 
                                            
1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 
2 国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構 食品研究部門 食品分析研究領域 
3 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 (現)神戸センター 
4 独立行政法人農林水産消費安全技術センター神戸センター (現)本部 
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粒、里のほほえみ、ナカセンナリ、タマホマレ及び丹波黒）について道府県の農業試験場等か

ら原種又は原々種の収集を行った。収集した大豆の種子 1 粒ずつから DNA を抽出して、各品

種の標準 DNA 溶液を作製し、開発した検査用プライマーの性能等の確認に使用した。 
 

2.2 モデル試料の製造 

 大豆加工品への適用検討等を行うことを目的に、異品種の混入率（重量比）の異なる大豆加工

品のモデル試料を製造した。また、混入した大豆の品種の違いによる影響を確認するため、異な

る大豆の品種を混入させた大豆加工品のモデル試料を製造した。異品種の混入率の異なるモデル

試料は、フクユタカを原料品種として、異品種（エンレイ）を種子の重量比で混入率 5 %、10 %
及び 20 %となるように加えて、豆乳、おから、豆腐及び油揚げを製造した。混入した大豆の品

種の違いによる影響を確認するためのモデル試料は、フクユタカを原料品種として、エンレイ、

ユキシズカ、ミヤギシロメ及びタチナガハをそれぞれ種子の重量比で混入率 5 %となるように

加え豆乳及び豆腐を製造した。 
 

2.3 DNA 抽出 

2.3.1 大豆の種子からの DNA 抽出 

 大豆の種子 1 粒からの DNA 抽出は GM quicker（ニッポンジーン）を使用し、「100 mg ダイ

ズ種子粉砕試料からの DNA 抽出プロトコール」を一部改変して行った。まず、大豆 1 粒をチ

ャック付きポリエチレン袋にとり、滅菌水を加え冷暗所で一昼夜静置した後、滅菌水を取り除

きハンマーで細かく粉砕したもの 100～150 mg を 2.0 mL チューブに採取し、1200 μLの GE1 
Buffer および 8 μLの RNase A をそれぞれ添加した後、ボルテックスミキサーにて 30 秒間かく

はんし 5 分間室温で静置した。続いて、150 μLの GE2 Buffer を添加し、10～12 回チューブを

激しく転倒させ良くかくはんした後、5 分間氷冷した。次に遠心機を用いて 13000 ×g、4 ℃で

5 分間遠心を行った後、上澄み 800 μLを新しい 2.0 mL チューブに移し、300 μLの GE3 Buffer
及び 300 μL のイソプロパノールを添加し、10～12 回チューブを激しく転倒させ、良く混和し

た。この混合液を 650 μLずつ Spin Column に移し、遠心機を用いて 13000 ×g、4 ℃で 30 秒間

遠心した後、通過液を廃棄する操作を繰り返し、混合液全量を Spin Column に移した。次に Spin 
Column に 600 μLの GW Buffer を添加し、遠心機を用いて 13000 ×g、4 ℃で 60 秒間遠心した後、

通過液を廃棄し、Spin Column を新しい 1.5 mL チューブに移した。Spin Column に 50 μL の

TE(pH8.0)を滴下した後、3 分間室温で静置し、遠心機を用いて 13000 ×g、4 ℃で 60 秒間遠心

して通過液を回収し DNA 溶液とした。抽出した DNA 溶液は 260 nm の吸光度を測定し、1 O.D. 
260 nm を 50 ng/μL DNA 溶液として DNA 濃度を算出し、滅菌水で 2.5 ng/μLになるように希釈

して PCR 用の希釈 DNA 溶液を調製した。分光光度計は NanoDrop ND-1000（Thermo Fisher 
Scientific）を用いた。 
 

2.3.2 大豆加工品からの DNA 抽出 

 製造したモデル試料からの DNA 抽出は、「JAS 分析試験ハンドブック 遺伝子組換え食品

検査・分析マニュアル 第 3 版」の「DNeasy Plant Maxi kit による DNA の抽出 A」により行

った。豆乳及びおからはそのまま 1 g を DNA 抽出に供した。豆腐及び油揚げは等量の滅菌水を

加えてホモジナイザーを用いて細かく粉砕したもの 1 g を DNA 抽出に供した。抽出した DNA
溶液は 260 nm の吸光度を測定し、1 O.D. 260 nm を 50 ng/μL DNA 溶液として DNA 濃度を算出

し、滅菌水で 2.5 ng/μLになるように希釈して PCR 用の希釈 DNA 溶液を調製した。分光光度計
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は NanoDrop ND-1000（Thermo Fisher Scientific）を用いた。 
 
2.4 PCR 

PCR 反応液の組成は、0.02 units の DNA ポリメラーゼ KOD FX Neo（TOYOBO）、1 ×Buffer 
for KOD FX Neo（2.0mM Mg2+ plus）、0.2 mmol/L dNTP Mixture 及び品種ごとのプライマーセッ

ト（表 1 参照）を含む反応液に、希釈 DNA 溶液を 2.0 μL加え、滅菌水で全量を 10μLとした。

PCR はサーマルサイクラーGeneAmp PCR System 9700（Thermo Fisher Scientific）を用いた。PCR
の温度サイクルは、最初の熱変性として 94 ℃で 2 分、次に（１）熱変性として 98 ℃で 4 秒、

（２）アニーリングとして 66 ℃で 30 秒、（３）伸長反応として 68 ℃で 15 秒の（１）～（３）

を 1 サイクルとして 30 サイクル、最後に伸長反応として 68 ℃で 2 分反応させた。 
 

2.5 キャピラリー電気泳動装置による電気泳動 

PCR により得られた PCR 産物は、キャピラリー電気泳動装置 QIAxcel Advanced System
（QIAGEN）により電気泳動を行った。カートリッジは QIAxcel DNA Screening Kit を使用し、

Alignment Marker として QX Alignment Marker 15 bp/500 bp を使用し、分子量マーカーとして QX 
DNA Size Marker 25–500 bp を使用した。得られた電気泳動結果から異品種特異的バンドのピー

ク強度（Height）を共通バンド、品種特異的バンド及び異品種特異的バンドのピーク強度（Height）
の合計で割ったピーク強度比を求め、解析に用いた。 

 
3．結果及び考察 

 

3.1 検査用プライマーの開発 

 品種特異的な塩基の挿入又は欠失（以下「InDel」という。）をターゲットとして、表示品種

か異品種かを 1 回の PCR で判別するため、国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構

（以下「農研機構」という。）との共同研究により、Tetra-Primer ARMS-PCR 法 1)による検査

用プライマーの開発を行った。なお、検査用プライマーの設計に必要となる多型情報や配列に

関する情報は、農研機構次世代作物開発研究センターで取得されたものを試料提供契約により

入手した。 
Tetra-Primer ARMS-PCR 法では、2 つのプライマー対を使用することで、2 つの異なる一塩基

多型（SNP）に由来する長さの異なる DNA 断片を同時に増幅することが可能であり、得られた

DNA 断片の長さからそれぞれの多型の有無を確認することができる。これを応用し、今回の検

査用プライマーでは品種特異的な InDel の有無により、長さの異なる DNA 断片が増幅するよう

に設計を行った（図 1）。品種特異的な InDel をはさむように Outer Primer（図 1 黄色の矢印）

を設計し、InDel の有無により選択的にアニーリングするように Inner Primer（図 1 水色と赤色

の矢印）を設計することにより、表示品種と異品種で異なる長さのバンドが増幅するよう設計

を行った（表 1）。これにより、品種にかかわらず増幅する共通バンド、表示品種のみで増幅

する表示品種特異的バンド、異品種のみで増幅する異品種特異的バンドの 3 種が増幅すること

になり、異品種特異的バンドの有無により異品種の混入の有無を確認することができる。 
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図 1 Tetra-Primer ARMS-PCR 法 模式図 

 

表 1 開発した検査用プライマー 

Marker Primer Name Type 配列(5’→3’) 終濃度 

（μM） 

増幅長 

（bp） 

フクユタカ 

検査用プライマー 

FU-OF2 Outer F GCACGCCGTATGTCATGTTC 0.25 
186/185 

148 
89 

FU-ORk2 Outer R AAAACCAAGTTCAATCTCCGGCAGTGTTA 0.25 

FU-IFk2 Inner F AACCTTTTGATATTTCTTTTGTCTGTTAG 0.25 

FU-IRk1 Inner R AAGTCAAATTAGTAAGCCCACACTT 0.25 

ユキシズカ 

検査用プライマー 

YS-OF Outer F GCTGGATGCACAACCATTGAC 0.25 
180/179 

135 
88 

YS-ORk1 Outer R GCACTTACTTCGTTTATTGGCGGTG 0.25 

YS-IFk3 Inner F CCAAACTCAAACTTTCTCCAACAA 0.25 

YS-IRk1 Inner R AGGAAGTCAAGGTGGTAATGTG 0.25 

ナカセンナリ 

検査用プライマー 

NA-OFk1 Outer F CCTTCAGCCCTTTTGACCACCA 0.25 
186/179 

147 
83 

NA-ORk1 Outer R AAGGGAGACAGGATAGATAAACATCAGAAG 0.25 

NA-IF3 Inner F AACCATTTTCTATACAGGTGGTACAAATACC 0.25 

NA-IRk1 Inner R CACCTTTTGGGGTTCCAGTTGT 0.25 

ユキホマレ 

検査用プライマー 

YK-OF Outer F GATCACTCCTCCTCCTCCTCTCA 0.2 
199/187 

147 
84 

YK-OR2 Outer R CGTGGAGAAGCTTGTGGGAGA 0.25 

YK-IF2 Inner F CTTCTTCCTCACATGACCCTCCCA 0.25 

YK-IR Inner R TCGGGAGGTGGGAGGAGGA 0.2 

タチナガハ 

ユキシズカ 

検査用プライマー 

TCYS-OFk3 Outer F GAATATTTTCAGGTGAAATGCTCGCAACAG 0.375 
192/188 

148 
90 

TCYS-ORk3 Outer R TGGTGATGTACATATATCTATAATTGTGAACCGTC 0.625 
TCYS-IFk2 Inner F TTTTGGAGTTGAGAGTATGCCATGTTTG 0.25 
TCYS-IRk2 Inner R TTTTTCTATACCTTCTTAAGAGTGGAGCAAAGCA 0.5 

※ 終濃度欄は PCR 時の 1 tube あたりの各 Primer の終濃度 
増幅長欄は上段：共通バンド、中段：表示品種特異的バンド、下段：異品種特異的バンド 

 

3.2 開発した検査用プライマーによる電気泳動結果 

開発した検査用プライマーによる電気泳動結果は図 2 のとおり。設計したとおり対象品種と異

品種で異なるバンドパターンとなった。 
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図 2 キャピラリー電気泳動装置による電気泳動結果 

赤枠は検査対象品種のバンドパターン 

共通バンド（最上段のバンド）、品種特異的バンド（上から２段目のバンド）、異品種特異的バンド（上から

３段目のバンド）、Alignment Marker（最下段の緑色のバンド）、Size Marker（一番左のレーン） 

 

3.3 大豆加工品の検査への適用検討 

検査における偽陽性の発生を防止するため、大豆加工品における異品種の混入が、生産・流

通段階や製造段階における少量の混入か否かを判別する手法の検討を行った。具体的には、フ

クユタカ検査用プライマーについて、フクユタカとエンレイの原種から抽出した DNA 溶液を

用いて異品種の混入率（0～50 %）の異なる DNA 溶液を作製し、ピーク強度比と異品種の混入

率の相関について確認を行った。また、大豆加工品の検査へ適用するため、モデル試料を用い

て品目間差の確認及び混入した大豆の品種の違いによる影響の確認を行った。 
 

3.3.1 ピーク強度比と異品種の混入率の相関 

異品種の混入率（0～50 %）が異なる DNA 溶液による電気泳動結果は図 3 のとおり。得られ

たデータから異品種特異的バンドのピーク強度比を求め、異品種混入率との相関を求めた（図 3）。
異品種の混入率の増加（赤矢印）に伴い、異品種特異的バンドのピーク強度比も大きくなる（青

矢印）ことが分かった。これは今回の反応系が競合的 PCR の一種であることから、PCR 初期の

指数増加期における PCR 生成物は、初期鋳型量の割合（異品種の DNA 量／全ての DNA 量）を

反映して増幅されるため、異品種の DNA に由来する PCR 産物も、初期鋳型量の割合を反映す

るためであると考えられる。このことから、PCR の結果を解析することにより得られる異品種

特異的バンドのピーク強度比を指標とすることで、異品種の混入が少量の混入か否かを判別する

ことが可能である事が示唆された。 
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(a) キャピラリー電気泳動結果（抜粋）         (b) ピーク強度比と異品種の混入率の相関 

図 3 ピーク強度比と異品種の混入率の相関 

異品種混入率：1: 0 %, 2: 1 %, 3: 5 %, 4: 10 %, 5: 20 %, 6: 50 %（(b)は各 4 点の PCR 結果をプロット） 

 
3.3.2 モデル試料による大豆加工品の品目間差の確認 

ピーク強度比について、異品種の混入率の異なるモデル試料により、大豆加工品の品目間差の

確認を行った。各混入率及び各品目について 8 点の試料を分析した結果は図 4 のとおり。品目に

関わらず異品種の混入率が増加するとピーク強度比も増加する傾向があり、また、大豆加工品の

品目間でも混入率が同程度ならばピーク強度比も同程度であった。以上のことから、今回確認を

行った品目では、加工工程の違い等によるピーク強度比への影響は大きくないと考えられた。 

 

図 4 大豆加工品の品目間差の確認結果（箱ひげ図、N＝各 8 点） 

 

3.3.3 混入した大豆の品種の違いによる影響の確認 

混入した大豆の品種の違いによるピーク強度比の比較は図 5 のとおり。異品種を 5 %混入した

モデル試料のピーク強度比には混入した大豆の品種の違いによる大きな差はみられなかった。こ

れらのモデル試料のピーク強度比と混入率 10 %のモデル試料を比較した場合、両者には大きな

差があることから、混入した品種によらずピーク強度比により少量の混入か否かを判別すること

が可能であることが示唆された。 
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図 5 混入した大豆の品種の違いによるピーク強度比の変化（箱ひげ図、N＝各 8 点） 

 
4．まとめ 

 

品種名が表示された大豆加工品について、異品種が使用されているか否かを判別するため、農

研機構との共同研究により、Tetra-Primer ARMS-PCR法による検査用プライマーの開発を行った。

その結果、豆乳や豆腐等、複数の品種が混ぜられる可能性がある加工品についても、異品種が混

入しているか否かを、一度の PCR により判別することが可能な検査用プライマーを開発するこ

とができた。また、一般的に DNA 分析は高感度であることから、生産・流通段階や製造段階に

おける少量の混入でも「陽性」と判定される恐れがあるため、フクユタカ検査用プライマーにつ

いて、加工食品の検査への適用検討を行った。その結果、豆乳や豆腐等の品目や混入された異品

種の品種によらず、異品種の混入率の増加に伴いピーク強度比も増加することから、異品種のピ

ーク強度比を指標とすることで生産・流通段階や製造段階における少量の混入の可能性が高いか

否かを判別できることが示唆された。このことから、PCR の結果を解析することにより得られ

る異品種のピーク強度比を指標として判定を行うことにより、偽陽性の発生の防止に貢献できる

ことが示唆された。 
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ズワイガニ属 3 種のスクリーニング判別法の開発 
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Adachi Shizuka, Kazuko Nishikawa, Yusuke Nakayama, Mamoru Fujihara, Takeshi Matsuoka, 

Yasuharu Takashima 
 

要  約 
 
 農林水産消費安全技術センター（FAMIC）では、ズワイガニ属の名称（種名）表示の真正性の

確認のため、ミトコンドリアDNAのCOⅠ領域内の約560塩基の配列を解析するDNAシークエンス法

により種を判別している。DNAシークエンス法は、得られたDNA塩基配列とDNAデータバンクに

登録されているDNA塩基配列情報との相同性を検索することにより、広範な種の判定が可能であ

るが、分析操作が煩雑であり試薬も高額であることから、多検体の検査を短時間で行うには不向

きである。そのため、ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対、及びオオズワイガニ・

ベニズワイガニ検出用プライマー対を作製し、PCR産物の有無により国内で流通している主要な

ズワイガニ属であるズワイガニ、オオズワイガニ及びベニズワイガニの3種を判別する安価で簡便

なスクリーニング判別法を確立した。 
 

1. はじめに 
 
食品に関する表示は、食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づく食品表示基準（平成 27

年内閣府令第 10 号）において、一般用生鮮食品にあっては「名称」及び「原産地」を、一般用加

工食品にあっては、「名称」、「原材料名」等を表示することが義務付けられている。 
国内で主に流通するズワイガニ属の種には、ズワイガニ（Chionoecetes opilio）、オオズワイガニ（C. 

bairdi）、ベニズワイガニ（C. japonicus）の 3 種があり、一般に学名からズワイガニはオピリオ種、オ

オズワイガニはバルダイ種と称されることもある。ズワイガニは、日本海、銚子以北の太平洋、オホーツ

ク海、ベーリング海、アラスカ沿岸、北アメリカ沿岸に生息し、雄は松葉ガニ、越前ガニ、雌はセイコ

ガニ、コウバコガニ等の地域ブランド、地方名が多くみられる 1)-3)。オオズワイガニは、北海道の

一部でも漁獲されるが、主にベーリング海で漁獲され、C. opilio とともに「ズワイガニ」として市

場流通していることが多い。そして、ベニズワイガニは、ズワイガニの約 4 倍の国内漁獲量があ

り 4)、安価であることからグラタン、コロッケ等の加工原料となることが多い。魚介類は、種によ

り品質や価格に違いがある場合が多く、種名は消費者の商品選択に重要な情報であることから、

平成 19 年に水産庁より「魚介類の名称のガイドライン」（現 食品表示基準Ｑ＆Ａ別添（消費者

庁 平成 27 年 3 月））5)が示され、魚介類の正確な名称の表記が求められることとなった。この

中で、ズワイガニとベニズワイガニについては、それぞれ標準和名での記載が示されている。し

かし、ズワイガニ属3 種はそれぞれ形態的に近似している上、脚部・腹部などの部位単位やむき身で販売

される、あるいは、グラタン・、コロッケ等の加工原料として使用される場合には、目視で種を判別する

ことは容易ではない。過去には、ベニズワイガニを使用しているにもかかわらず、「ズワイガニ使用」 
                                            
1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター神戸センター 
2 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 (現)神戸センター 
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と記載された事例が報告されている。このため、名称（種名）表示の真正性の確認を行う科学的な

判別分析法が必要とされ、FAMIC では現在、ミトコンドリア DNA の cytochrome c oxidase subunit 
Ⅰ（COⅠ）の遺伝子領域内の約 560 塩基の配列を解析する DNA シークエンス法により種を判別

している。しかし、DNA シークエンス法は、分析操作が煩雑であり試薬も高額であることから、

多検体の検査を簡便、かつ安価に行うスクリーニング法の開発が望まれた。FAMIC では、甲殻類

（タラバガニ、アブラガニ、ハナサキガニ及びイバラガニモドキ）のスクリーニング判別法とし

て、ミトコンドリア DNA の 16S ribosomal RNA（16S rRNA）遺伝子領域の一部をポリメラーゼ連

鎖反応（Polymerase Chain Reaction；PCR）により増幅し、当該 PCR 産物を制限酵素により種間で

異なる長さの DNA 断片に切断する制限酵素断片長多型法（Restriction Fragment Length 
Polymorphism；RFLP）により行っている。今回、さらに短時間で判別するために制限酵素による

処理を要さない、異なる 2 種のプライマー対による PCR の結果からズワイガニ属 3 種を判別する

スクリーニング判別法の検討を行った。  
 

2．実験方法 

 

2.1  試料 

ズワイガニ属カニ加工品は、ほぐし身、むき身、寿司、缶詰、かに玉、お茶漬け、スープ類、

サンドイッチ、天丼、冷凍食品（コロッケ、グラタン・ドリア及びカニチャーハン）を国内各地

の一般小売店で購入した。試料は、ほぐし身（フレーク状）のものは 1 商品につき 1 点、棒肉の

ものは 1 商品から 3 点を上限に無作為に選出し、85 商品 174 点を実験に供した。 
スクリーニング判別用プライマー対の確認のために、ズワイガニ属 3 種以外の甲殻類として、国

立研究開発法人 水産研究・教育機構 中央水産研究所から入手したタラバガニ 3 点、アブラガニ 3 点、ハ

ナサキガニ3点、イバラガニモドキ2点、ケガニ3点、クリガニ3点、トゲクリガニ3点を実験に供した。 
  

2.2  DNA 抽出 

 DNA シークエンス法には、カニ肉片の表面を避けた内部の組織から 10～25 mg を採取し、DNA
を抽出した。スクリーニング判別法には、通常は試料を洗浄せずに DNA シークエンス法と同様

に操作し DNA を抽出した。試料を洗浄する場合は、カニ肉片の表面を避けた内部の組織を採取

し、組織に含まれる水分を産業用ワイパーで吸水後、滅菌水中で洗浄する工程を 1 回又は 2 回行

った後、再度水分を産業用ワイパーで吸水したものから 10～25 mg を採取し、DNA を抽出した。

DNA 抽出には、DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を用い、製品プロトコールに従った。 

 

2.3  塩基配列解析 

 塩基配列決定は、ダイレクトシークエンス法によって行った。PCR 反応液は、0.5 Units DNA ポ
リメラーゼ TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version（以下「Ex Taq® HS」；タカラバイオ）を含み、最終

濃度が 1× Ex Taq Buffer（Ex Taq® HS 添付試薬）、0.2 mmol/L dNTP Mixture（Ex Taq® HS 添付試

薬）、各 0.25 µmol/L プライマー対（フォワードプライマー LCO1490：GGTCAACAAATCATAA 
AGATATTGG 及びリバースプライマー HCO2198：TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA）6) 
となるように混合し、2.0 µL の抽出 DNA 溶液を加え、滅菌水で全量を 20 µL とした。PCR の
温度条件は、最初の熱変性として 94 °C・1 分の後、熱変性 94 °C・20 秒、アニーリング 50 °C・
20 秒、伸長反応 72 °C・40 秒を 1 サイクルとして 35 サイクル後、最後の伸長反応を 72 °C・7
分で行った。 
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PCR 産物の精製には、illustraTM ExoProStarTM （GE Healthcare UK）を用いた。1.0 µL の
ExonucleaseI、1.0 µL の Alkaline Phosphatase 及び 3.0 µL の滅菌水を混合後に、PCR 後の反応液 5.0 
µL を加え、37 °C で 15 分間処理した後、80 °C で 15 分間加熱し、酵素を不活性化した。 

 サイクルシークエンス反応には、BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher 
Scientific）を用いた。反応液は、BigDyeTM Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 2.0 μL、BigDyeTM 
sequencing buffer（5×) 3.0 μL に、最終濃度が 3.0 pmol/L となるように LCO1490 プライマー又は

HCO2198 プライマーを混合し、これに精製後に約 2.5 ng/μL に調製した PCR 産物 2.0 μL を加え、

滅菌水で全量を 20 µL とした。PCR の温度条件は、最初の熱変性として 94 °C・1 分の後、熱変

性 94 °C・20 秒、アニーリング 50 °C・15 秒、伸長反応 60 °C・4 分を 1 サイクルとして 25 サイ

クルで行った。 
塩基配列決定にかかる PCR は、サーマルサイクラーGeneAmp® PCR System 9700（Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。 

サイクルシークエンス後の余剰な蛍光色素の除去は、エタノール沈殿により行い、エタノール

が完全に気化してから、Hi-Di Formamide（Thermo Fisher Scientific）を 20 µL 添加し、95 °C で 2
分間加温後、4 °C に冷却した溶液から、DNA シークエンサーにより塩基配列を決定した。DNA
シークエンサーは、Applied BiosystemsTM 3130xl ジェネティックアナライザ（Thermo Fisher 
Scientific）を用いた。DNA 塩基配列の解析には、遺伝子情報処理システム Genetix ver.12.1（ゼネ

ティックス）を用いた。解析したDNA塩基配列は、プライマー部分とDNA Data Bank of Japan（DDBJ）
に登録されているズワイガニ（Accession No. AB211151）、オオズワイガニ（Accession No. AB211155 又は

DQ882047）、ベニズワイガニ（Accession No. AB211160）と比較し、相同性の高いものを当該種と判定し

た。 

 

2.4  ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対、及びオオズワイガニ・ベニズワイガニ検

出用プライマー対の設計並びに PCR 条件 

 プライマーは、DDBJ に登録されているズワイガニ（Accession No. AB211151）、オオズワイガニ

（Accession No. AB211155）、ベニズワイガニ（Accession No. AB211160）のCOⅠ遺伝子領域を比較して設

計した（表 1、図 1）。プライマーは、National Center for Biotechnology Information（NCBI）が提供

している Primer-BLAST を用いて設計し、脱塩処理したオリゴ DNA をユーロフィンジェノミクス

株式会社で合成した。PCR 反応液は、0.5 Units の DNA ポリメラーゼ HiDi Taq DNA polymerase（マ

イポルス バイオテック）を含み、最終濃度が 1× HiDi reaction buffer（DNA ポリメラーゼ添付品）、

0.2 mmol/L dNTP Mixture（東洋紡又は Thermo Fisher Scientific）、ズワイガニ・オオズワイガニ検出

表 1 スクリーニング判別用プライマーの配列 

 
* 下線部は、ミスマッチ配列 

プライマー対 プライマー名 向き 配列(5'→3')* 増幅長 増幅部分

COI-F215G F ACTGCCTCCTTCTTTAACACTGCTA

COI-R385A R GCTCCTAAAATAGAGGAAACTACA

COI-F270 F GGAACTGGATGGACTGTTTACCC

COI-R532G R AAAAGTATGGTGATTGCTGCG

ズワイガニ・

オオズワイガニ

検出用プライマー

171 bp

ミトコンドリアDNAの

COI遺伝子領域の一部
オオズワイガニ・

ベニズワイガニ

検出用プライマー

263 bp
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図 1 ズワイガニ属 3 種の COⅠ遺伝子領域の塩基配列 

ズワイガニ属 3 種（ズワイガニ（Accession No. AB211151）、オオズワイガニ（Accession No. AB211155）及びベニズワイガニ

（Accession No. AB211160））における COⅠプライマー対（LCO1490 及びHCO2198）に対応したPCR 産物の塩基配列（558 塩

基）である。 

オオズワイガニ及びベニズワイガニについては、ズワイガニと共通の塩基は「・」で示し、異なる部分はその塩基名を記

載した。また、ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対（COⅠ-F215G 及び COⅠ-R385A）の領域を朱色で、オオ

ズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対（COⅠ-F270 及び COⅠ-R532G）の領域を青色で囲んで示した。なお、

各プライマー領域の上部にプライマー配列を記し、赤文字はミスマッチ配列を示す。 

 

ズワイガニ T A A G A T T A A T T A T T C G A G C T G A A C T T G G A C A A C C C G G A A C T C T T A T C G G A A A T G A C C A A A

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ズワイガニ T T T A T A A T G T A G T T G T T A C A G C C C A C G C T T T T G T T A T A A T C T T C T T C A T A G T T A T A C C T A

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ズワイガニ T T A T A A T T G G A G G G T T T G G A A A T T G A C T A A T T C C C T T A A T A C T G G G A G C C C C T G A T A T A G

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ A ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

COI-F215G
A C T G C C T C C T T C T T T A A C A C T G C T A

ズワイガニ C C T T T C C T C G A A T A A A T A A C A T A A G A T T T T G G T T A T T G C C T C C T T C T T T A A C A C T A C T A T

オオズワイガニ ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・

COI-F270
G G A A C T G G A T G G A C T G T T T A C C C

ズワイガニ T A A T A A G A G G T A T A G T A G A A A G A G G A G T A G G A A C T G G A T G G A C T G T T T A C C C T C C T T T A G

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ズワイガニ C A G C T G C A A T C G C T C A C G C T G G A G C C T C C G T T G A T A T G G G G A T T T T T T C T C T A C A T T T A G

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ A ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

COI-R385A
T G T A G T T T C C T C T A T T T T A G G A G C

ズワイガニ C T G G A G T T T C C T C T A T T T T A G G A G C T G T A A A T T T T A T A A C T A C C G T A A T T A A T A T A C G A T

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ズワイガニ C C T T C G G T A T A A G C C T A G A T C A A A T A C C A C T T T T T G T T T G A G C T G T A T T T A T T A C A G C T A

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

COI-R532G
C G C A G C A A T C A C C A T A C T T T T

ズワイガニ T T T T A C T T C T A T T A T C T C T A C C T G T T T T A G C T G G A G C A A T T A C C A T A C T T T T A A C T G A T C

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ズワイガニ G A A A C T T A A A T A C A T C T T    

オオズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・    

ベニズワイガニ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・    

550 558

490 500 510 520 530 540

430 440 450 460 470 480

370 380 390 400 410 420

310 320 330 340 350 360

250 260 270 280 290 300

190 200 210 220 230 240

130 140 150 160 170 180

70 80 90 100 110 120

10 20 30 40 50 60



 食品関係等調査研究報告 Vol. 42(2018)                                                   

 

-28- 

用プライマー対においては各 0.2 µmol/L、オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対

においては各 0.1 µmol/L となるように混合し、1.0 µL の抽出 DNA 溶液を加え、滅菌水で全量を

10.0 µL とした。PCR の温度条件は、最初の熱変性として 95 °C で 2 分の後、熱変性 95 °C・15
秒、アニーリング 59 °C・10 秒、伸長反応 72 °C・30 秒を 1 サイクルとして 35 サイクルで行った。

PCR は、サーマルサイクラーGeneAmp® PCR System 9700、Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler
（Thermo Fisher Scientific）及び TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice®  Gradient（タカラバイオ）を用

いた。 
ゲル電気泳動は、エチジウムブロマイド（10 mg/mL）（ニッポンジーン）を 0.5 µg/mL 含む 2.0 

%(w/v)アガロースゲル（Agarose S（ニッポンジーン））を用い、泳動緩衝液は、1× TAE 緩衝液

（ニッポンジーン）を用いた。PCR 反応液のアガロールゲルへの添加量は、2.5 µL とした。 
 

3．結果及び考察 
 
3.1 ミトコンドリア DNA の COⅠ遺伝子領域の DNA 塩基配列比較によるズワイガニ属カニ加

工品の種の判定 

試料 174 点全てにおいて、COⅠプライマー対（LCO1490－HCO2198）を用いた PCR で約 700 bp
の増幅産物が得られた。得られた産物から、プライマー配列及びそれに続く約 50 bp の DNA 塩基

配列を除いた COⅠ遺伝子領域 558 bp の配列を決定した。この配列と、ズワイガニ（Accession No. 
AB211151）、オオズワイガニ（Accession No. AB211155）、ベニズワイガニ（Accession No. AB211160）
との相同性を比較し、種の判定を行った結果、試料174点は、ズワイガニ129 点、オオズワイガニ13点、

及びベニズワイガニ32 点であった。図1に種の判定に使用した領域のDNA塩基配列を示す。このうち判

定した種の配列と相違が認められた試料は、ズワイガニ129 点中17点、オオズワイガニ13点中7 点、ベ

ニズワイガニ32点中9 点であり、いずれも1塩基の相違であった。それ以外の試料は、判定した種の配列

と100 %一致した。なお、ズワイガニ（Accession No. AB211151）、オオズワイガニ（Accession No. AB211155）
及びベニズワイガニ（Accession No. AB211160）の相同性は、それぞれズワイガニ/オオズワイガニで94.4 
%（527 bp/558 bp）、ズワイガニ/ベニズワイガニで95.7 %（534 bp/558 bp）、オオズワイガニ/ベニズワイ

ガニで95.2 %（531 bp/558 bp）である。表2にズワイガニ属カニ加工品の判別結果及び判別した種のDNA
塩基配列と相違の見られた試料数、相違の見られた塩基及び当該変異のあった試料数を示した。 

 
3.2 スクリーニング判別用プライマーの設計 

ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対（COⅠ-F215G－COⅠ-R385A）は、3’末端

においてズワイガニ（Accession No. AB211151）及びオオズワイガニ（Accession No. AB211155）の塩基が

同一であり、ベニズワイガニに対して変異の認められる領域に設計した（表1）。このとき、目的外の種

の鋳型 DNA とのミスアニーリングを減ずるために、フォワードプライマーCOⅠ-F215G は、3’
末端から 4 番目の塩基を本来の「A」と異なる配列「G」に置換したミスマッチプライマーとした。

同様に、リバースプライマーCOⅠ-R385A は、3’末端から 3 番目の塩基を本来の「C」と異なる

配列「A」に置換したミスマッチプライマーとした。 
オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対（COⅠ-F270－COⅠ-R532G）は、リバー

スプライマーについて、3'末端がオオズワイガニ（Accession No. AB211155）及びベニズワイガニ

（Accession No. AB211160）の塩基が同一であり、ズワイガニに対して変異の認められる領域に設計した

（表1）。また、リバースプライマーCOⅠ-R532G は、3’末端から 3 番目の塩基を本来の「C」と

異なる配列「G」に置換したミスマッチプライマーとした。 
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試料 174 点の決定した 558 bp の塩基配列について、設計したプライマー配列部分を比較したと

ころ、ズワイガニ・オオズワイガニ検出用フォワードプライマーCOⅠ-F215G 内に 2 点（ズワイ

ガニ及びベニズワイガニ）、オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用フォワードプライマーCOⅠ

-F270 内に 1 点（ズワイガニ）において、塩基配列の相違が見られた（表 2）。  
 
3.3 スクリーニング判別用プライマーによる増幅及び判別 

 設計したスクリーニング判別用プライマーを用いて、種の判定を行った試料 174 点の PCR を行

った。PCR 結果の典型的なゲル電気泳動写真を図 2 に、また、PCR 増幅の組合せによるズワイガ

ニ属 3 種の判別を表 3 に示す。ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対において、プラ

イマー配列部分に塩基配列の相違が見られた試料を含む全てのズワイガニ、及び全てのオオズワ

イガニ試料で増幅が認められた。また、オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対に

おいて、全てのオオズワイガニ及びベニズワイガニ試料で増幅が見られた。一方、ズワイガニ・

オオズワイガニ検出用プライマー対において、ベニズワイガニ試料 32 点中 29 点（プライマー配

表 2 ズワイガニ属カニ加工品 174 点の判別結果及び判別した種の DNA 塩基配列と相違の見られた
試料数、その塩基及び変異のあった試料数 

 

*    比較したミトコンドリア DNA の COⅠ遺伝子領域（558 bp）の最初の塩基を 1 とした場合の位置（図１に対応） 
**  ズワイガニ・オオズワイガニ検出用フォワードプライマー COⅠ-F215G の配列内の置換 
*** オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用フォワードプライマー COⅠ-F270 の配列内の置換 

 

表 3 スクリーニング判別用プライマーに

よるズワイガニ属 3 種の判別 

* ＋；検出、－；非検出 

 

 

 
図 2 スクリーニング判別用プライマーによる PCR

の結果 

a) ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対による

PCR の結果 b)オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プラ

イマー対による PCR の結果 1：ズワイガニ、2：オオズワイ

ガニ、3：ベニズワイガニ、M：One STEP Ladder50 
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列部分に塩基配列の相違が見られた試料を含む）で増幅が見られず、3 点で増幅が見られた。こ

の 3 点は、オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対での増幅バンドの強度に比べて、

通常の増幅バンドの強度の 1/10 以下程度の薄さであった。また、オオズワイガニ・ベニズワイガ

ニ検出用プライマー対において、ズワイガニ試料 129 点中 72 点（プライマー配列部分に塩基配

列の相違が見られた試料を含む）において増幅が見られず、57 点において増幅が見られた。この

57 点中 40 点は、ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対での増幅バンドの強度に比べ

て極めて薄かったが、17 点は同等のバンド強度であり、判別に支障があった。表 4 にズワイガニ

・オオズワイガニ検出用プライマー対による PCR の結果を、表 5 にオオズワイガニ・ベニズワイ

ガニ検出用プライマー対による PCR の結果を示す。 
また、検査対象のズワイガニ属3 種以外による増幅の有無を確認するために、タラバガニ3 点、ア

ブラガニ 3 点、ハナサキガニ 3 点、イバラガニモドキ 2 点、ケガニ 3 点、クリガニ 3 点、トゲクリガニ 3
点を供試した。全ての試料において、ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対、オオズワイ

ガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対ともに増幅は認められず、ズワイガニ属 3 種に特異的なプラ

イマー対であることが分かった（データ未掲載）。以上から、DNA シークエンス法により判別した種

と作製したスクリーニング判別用プライマーを用いて判別した結果を比較すると、ズワイガニ

129 点に対して 72 点、オオズワイガニ 13 点に対して 13 点、ベニズワイガニ 32 点に対して 29 点

において判別種が一致した。 

 

3.4  スクリーニング判別におけるサンプリング試料の洗浄の影響 

カニ加工品は、漁獲直後に種の選別を行わず、同一の釜等で茹でる場合がある、という実態が

ある。そのため、試料自体に他種ズワイガニ属のコンタミネーションが疑われ、今回作製したス

クリーニング判別用プライマーにおいて異種を検出することが考えられた。オオズワイガニ・ベ

ニズワイガニ検出用プライマー対におけるズワイガニ試料で増幅の見られた 57 点のうち、判別に

影響のあった 17 点から 9 点を任意に抽出し、その試料肉片を 1 回又は 2 回洗浄した後 DNA を抽

出し、スクリーニング判別に供した。その結果を図 3 に示す。9 点中 8 点において洗浄前、洗浄

後で増幅バンドの強度に差が認められ、そのうち 3 点は極めて薄く、5 点は増幅が認められなか

った。1 点については、増幅バンドの強度に差が見られなかった（表 5）。以上から、スクリーニ

表 5 オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対による PCR の結果 

 
*  括弧内は、増幅した試料のうち、極薄い増幅であった試料数 
** 試料の洗浄なしで増幅した 57 点のうち、極薄い増幅であった 40 点以外から抜き出した試料を供試した。 

表 4 ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対による PCR の結果 

* 括弧内は、増幅した試料のうち、極薄い増幅であった試料数。 
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ング判別には、試料由来の他種ズワイガニ属のコンタミネーションの可能性を排除するため、試

料の肉片を 1 回程度洗浄することが有効であると示唆された。 

 

4．まとめ 

 
国内で流通している主要なズワイガニ属であるズワイガニ、オオズワイガニ及びベニズワイガ

ニを使用した加工品の原材料に使用されている種を迅速・簡便にスクリーニング判別するために、

ズワイガニ・オオズワイガニ検出用プライマー対、及びオオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用

プライマー対を作製した。DNA シークエンス法により判別した種と作製したスクリーニング判別

プライマーを用いて判別した結果を比較すると、ズワイガニ 129 点に対して 72 点、オオズワイガ

ニ 13 点に対して 13 点、ベニズワイガニ 32 点に対して 29 点において判別種が一致した。また、

サンプリング時に試料の肉片を 1 回程度洗浄することにより、試料に含まれる他種ズワイガニ属

のコンタミネーションを排除できることが示唆され、さらに DNA シークエンス法による種判別

結果と本スクリーニング判別法による種判別の結果が一致するものと考えられた。 

 
謝 辞 

 

本研究を実施するにあたり、試料をご提供くださいました国立研究開発法人 水産研究・教育機構 
中央水産研究所 柳本 卓氏に深く感謝いたします。 

 

文 献 

 

1)  社団法人 日本水産資源保護協会「わが国の水産業 かに」 
2)  和英英和総合水産辞典 四訂初版（株式会社成山堂書店） 
3)  食品総合事典（丸善株式会社） 
4)  農林水産省「平成28年漁業・養殖業生産統計」 
5)  消費者庁 食品表示基準Ｑ＆Ａ別添「魚介類の名称のガイドライン」（平成27年3月） 
6)  Folmer, O.; Black, M.; Hoeh, W.; Lutz, R.; Vrijenhoek, R.: DNA primers for amplification of 

mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I from diverse metazoan invertebrates. Mol. Marin Biol. 

Biotechnol., 3, 294-299(1994). 

 
図 3 DNA 抽出における試料洗浄工程による比較 

プライマー：オオズワイガニ・ベニズワイガニ検出用プライマー対 
1：ズワイガニ加工品 A（未洗浄） 2：ズワイガニ加工品 A（試料中の水分を吸水） 3：ズワイガニ加工品 A（1 回洗浄）  
4：ズワイガニ加工品 A（2 回洗浄） 5：ズワイガニ加工品 B（未洗浄） 6：ズワイガニ加工品 B（試料中の水分を吸水） 

7：ズワイガニ加工品 B（1 回洗浄）  8：ズワイガニ加工品 B（2 回洗浄） M：One STEP Ladder50 
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水溶性成分の一斉分析によるタマネギの原産地判別の可能性検討 
 

渡邊 彩乃 1，寺田 昌市 1，岡崎 圭毅 2 
Ayano Watanabe, Shouichi Terada, Keiki Okazaki 

 
要  約 

  
 国産及び外国産（中国産、米国産、ニュージーランド産）のタマネギを試料として、水溶性

成分（糖・有機酸・アミノ酸など）の一斉分析による原産地判別の可能性を検討した。ガスク

ロマトグラフ質量分析装置（GC/MS）を用いた分析により得られた 53 成分のピーク面積の相

対値を多変量解析に用いた。 
主成分分析の結果、中国産の成分組成には国産とは異なる傾向があることが示唆された。国

産－中国産の判別モデルの的中率は国産試料で 90.5 %、中国産試料で 86.7 %となり、いずれも

80 %以上の的中率であった。これにより、品目や産地の組合せによっては、本手法が原産地判

別の新たな指標となる可能性を示すことができた。 
 

1. はじめに 
 
食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づき定められた食品表示基準（平成 27 年内閣府

令第 10 号）には、食品を販売する際に表示しなければならない表示事項やその表示の方法が

規定されており、生鮮食品においては原産地を表示することが義務付けられている。 
国産と外国産の間に価格差がある、国産と外国産の流通時期が明確に分かれていない、外国

産の輸入量が多いなどの流通実態にある食品にあっては、外国産を国産と偽装表示されること

が懸念されることから、科学的な原産地の判別技術が求められてきた。 
農林水産消費安全技術センター（FAMIC）では、食品における原産地の判別技術として、元

素分析、軽元素安定同位体比分析及び Sr 安定同位体比分析を主に利用している 1)－3)。これら

の方法は、土壌や水等の生育環境の違いがそこで栽培された農産物の元素濃度や安定同位体比

に影響を与えることを利用した原産地判別法である。ただし、これらの技術は分析装置が高価

であり、前処理が煩雑な上、品目により適否があるなどの問題点がある。このため、判別可能

品目の拡大や判別確度の向上、分析の効率化・迅速化など、原産地判別技術の課題に対応する

ためには、新たな判別指標を見いだすことが重要である。 
近年、「代謝物の網羅的解析」を意味するメタボロミクスという分析手法が著しく発展して

おり、基礎研究や医療分野などでの応用研究が多数報告されている。一方、メタボロミクスの

ターゲットである代謝物は、食品の味や色といった品質に関わる含有成分でもあることから、

食品分野への応用も可能であり、実際に品質評価や貯蔵技術の向上などの目的に用いられてい

る 4)－6)。 
メタボロミクスの手法による食品の原産地判別の可能性を検討した報告としては、キャベツ

の韓国産－中国産の判別 7)やトマト濃縮果汁のイタリア産－中国産の判別 8)などがある。また、 
                                            
1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 
2 国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構中央農業研究センター 
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国産を対象としたものとして、生薬のトウキ 9)及びセンキュウ 10)（いずれも国産－中国産）に

ついての報告がある。食品ではリンゴ 11)（国産－ニュージーランド産）について報告があるが、

現状では知見は多くない。 
食品の含有成分の変動要因は、例えば農産物の場合には品種、生育環境（栽培法、土壌の性 

質、気象条件、環境ストレス）、収穫後の環境（貯蔵、輸送）など多様であり、これらの変動

要因には、従来の原産地の判別技術における変動要因とは異なる部分もある。この変動要因の

異なる部分が原産地により違う場合、原産地により成分組成に差が生じるため、メタボロミクス

の手法が原産地判別の新たな指標となる可能性がある。 
そこで本研究では、メタボロミクスの手法による食品の原産地判別の可能性を検討するため、

多くの生物種に共通して含まれる一次代謝物である低分子の水溶性成分（糖・有機酸・アミノ酸

など）を対象として、GC/MS による一斉分析を行い、得られたデータを用いた多変量解析（主

成分分析及び判別分析）により、原産地による成分組成の違いについて検討した。 
本研究では試料としてタマネギを用いることとした。タマネギについては、すでに元素分析

による原産地判別法が確立されているものの 12)、2015 年時点で生鮮野菜の中で最も輸入量が多

く 13)原産地の偽装が懸念される品目であること、また元素分析の前段階での選別（スクリーニ

ング）や複数の分析法を組み合わせた判別などの様々な活用方法が考えられることから、本研

究での検討対象とした。また、その活用方法によっては必ずしも 100 %に近い的中率が必要と

は限らないことから、本研究での的中率の目標値を 80 %に設定した。 
 

2．実験方法 
 
2.1  試料 

 タマネギ試料は、小売店、商社等から入手した国産 21 点（北海道産 11 点、兵庫県産 8 点、佐

賀県産 2 点）、外国産 20 点（中国産 15 点、米国産 3 点、ニュージーランド産 2 点）を使用した。 
 

2.2 水溶性成分一斉分析 

2.2.1 試料調製 

 タマネギ試料 1 個の上端及び基部各 1 cm を除去し、外皮を剥いて除去した。残りの部分を超

純水で洗浄した後、縦に 8 等分したうちの 1 個を凍結させた。その後、真空凍結乾燥機により

十分に乾燥させた後、粉砕機（マルチビーズショッカー：安井器械）で粉砕した。 
 
2.2.2 抽出・誘導体化・機器測定 

 抽出・誘導体化・機器測定は佐々野ら 14)の方法を参考に行った。 
粉砕試料約 10 mg を 2 mL 容チューブに採取し、抽出溶媒（80 %アセトニトリル水溶液）及

び内部標準物質（リビトール）を添加後に 37 °C で 30 分間撹拌した。その後、遠心分離（20000 
×g、4 °C、5 min ）を行い、上清を抽出液とした。 

誘導体化は固相カートリッジ（Presh-SPE AOS：アイスティサイエンス）を用いて手動で行

った。抽出液 100 µL を固相カートリッジに添加後、80 %アセトニトリル水溶液、アセトニト

リルを順に添加し、洗浄と脱水を行った。この操作により、有機酸及びアミノ酸類を固相カー

トリッジに保持させた。その後、アセトニトリルで 20 倍希釈した抽出液 100 µL を添加し、ア

セトニトリルで脱水させることで糖類を固相カートリッジに保持させた。次に、固相カートリ
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ッジに 20 %メトキシアミン塩酸塩ピリジン溶液 5 µL を添加し、続いて N-メチル-N-トリメチル

シリルトリフルオロアセトアミド（MSTFA）（GL サイエンス）25 µL を添加して水溶性成分

をトリメチルシリル誘導体化させた。その後、固相カートリッジにヘキサンを添加して誘導体

化した成分を溶出させ、測定サンプルとした。 

機器測定は GC/MS（GCMS-QP2010 ultra：島津製作所）を使用した。注入量は 1 µL とし、導

入はスプリットレスで行った。GC カラムは InertCap 5MS/NP ProGuard（35 m：GL サイエンス）

を使用し、昇温条件は 80 °C で 2 min 保持後、15 °C /min で昇温、330 °C で 6 min 保持とした。

マススペクトルは m/z スキャンレンジ 85-500、イベント時間 0.05 秒で記録した。保持時間の補

正には n-アルカン標準液（炭化水素混合試料 ヘキサン溶液 C9-C40： GL サイエンス）を用い

た。 
 

2.2.3 解析 

GC/MS分析により得られた水溶性成分由来のピークは、アメリカ国立標準技術研究所（NIST）
より無料で配布されているソフトウェア AMDIS15)により同定した。また、未同定ピークのうち

試料由来と考えられるもの（全ての試料で面積値の算出が可能であり、ブランクにおける面積

値が一定以下のもの）についても、その後の解析に用いた。各化合物に由来するピーク面積値

は、化合物ごとに適切な質量数（m/z）を選択し、シングルイオンクロマトグラムで算出した。

得られた値は、内部標準であるリビトールの面積値で除した相対値に変換した。 
  

2.3 多変量解析 

主成分分析及び判別分析による判別モデル構築は、R 3.5.0 を用いて行った。判別分析は、線形

カーネルのサポートベクターマシン（SVM）で行い、e1071 パッケージを使用した。解析は中

村ら 16)の方法に従った。構築した判別モデルの未知試料に対する的中率は、判別モデル構築用

の試料を用いた Leave-one-out cross validation（LOOCV）により確認した。判別分析における標

準不確かさは、各試料について異なる 2 日間に測定を行った計 2 回（1 日あたり 1 回）の測定値

の標準偏差を 3 倍した値を用いた。 
 

3. 結果及び考察 

 
3.1 成分の同定 

 国産 21 点、外国産 20 点（中国産 15 点、米国産 3 点、ニュージーランド産 2 点）のタマネギ

試料について、固相カートリッジを用いた誘導体化後に GC/MS 分析を行った。31 成分の同定

を行うとともに、未同定ピークのうち試料由来と考えられるもの 22 成分を選出し、計 53 成分

をその後の解析に用いた。成分の内訳を表 1 に示す。  
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3.2 主成分分析 

 53 成分のピーク面積の相対値を説明変数として主成分分析を行った。第 1 主成分と第 2 主成

分のスコアプロットを図 1 に示す。第 1 主成分（寄与率 31.8 %）では国産と外国産の間の差異

は見られなかった。第 2 主成分（寄与率 11.8 %）のスコアは、中国産の大部分で国産よりも低

い値を示す傾向があり、中国産タマネギの成分組成には国産とは異なる傾向があることが示唆

された。ただし、中国産のうち 1 点は国産側の高い値を示し、中国国内でのばらつきが大きい

結果となった。また、米国産及びニュージーランド産は国産の範囲内のスコアであった。 

図 1 主成分分析のスコアプロット 
横軸：第 1 主成分 縦軸：第 2 主成分 

 
タマネギは、主な作型として春まき栽培と秋まき栽培があり、日本では大きく分けて北海道

では春まき栽培、本州や九州などでは秋まき栽培が行われており、それぞれの作型にあった品

種を生産している 17)。同様に、中国国内においても地域によって作型が異なり、甘粛省では春

まき栽培、山東省では秋まき栽培が主に行われている 18)。そこで、中国産の第 2 主成分スコア

のばらつきは作型の違いによるものではないかと予想した。図 1 のうち中国産のスコアを生産

された省別（甘粛省産 11 点、山東省産 3 点、省不明 1 点）にプロットしたものを図 2 に示す。

予想に反して、第 2 主成分スコアの最大値と最小値はともに甘粛省産であり、中国国内でのば

らつきの要因は生産された省及び作型の違いによるものではなく、甘粛省内でのばらつきによ

分類 有機酸など 糖など 未同定

成分数 5 5 22

L-アラニン L-セリン クエン酸 フルクトース

L-アスパラギン L-トレオニン フマル酸 グルコース

L-アスパラギン酸 L-トリプトファン リンゴ酸 myo-イノシトール

L-グルタミン酸 L-チロシン ピペコリン酸 ラフィノース

L-グルタミン L-バリン リン酸 スクロース

L-ヒスチジン 4-アミノ酪酸

L-イソロイシン β-アラニン

L-ロイシン グリシン

L-リジン ピログルタミン酸

L-フェニルアラニン スベリルグリシン

L-プロリン

表1　GC/MS分析で検出した53成分の内訳
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るものであった。 
 一方、タマネギの保管期間に着目して、甘粛省産の試料の入手時期と第 2 主成分スコアとの

関連を調べた結果、甘粛省産タマネギの主な収穫時期である 9 月～10 月に入手した試料は、そ

れ以降に入手した試料と比較して第 2 主成分のスコアが高い傾向があった（図 2）。このこと

から、中国国内（甘粛省内）での成分組成のばらつきは、収穫後の貯蔵・保管の期間やその状

態の違いと関連している可能性が示唆された。また、今後、本手法により生鮮野菜の産地判別

の可能性を検討する際には、作型（収穫時期）や貯蔵などの生産及び流通の実態を十分に考慮

して試料を入手することが重要であると考えられる。 

 
 

3.3 判別分析 

国産 21 点、外国産 20 点（中国産 15 点、米国産 3 点、ニュージーランド産 2 点）の全試料を

用いて国産－外国産の判別モデルを構築した結果、最適な判別モデルとして、4 成分（L-セリ

ン、L-アスパラギン酸、4-アミノ酪酸、未同定 1 成分）を説明変数とする判別モデルが得られ

た。この判別モデルにおいて、判別得点が正の場合には国産と判別し、判別得点が負の場合に

は外国産と判別した場合、国産試料 21 点のうち 19 点（90.5 %）を国産と正しく判別し、外国

産試料 20 点のうち 15 点（75.0 %）を外国産と正しく判別した。なお、外国産の誤判別（計 5
点）の国別の内訳は、中国産 4 点、ニュージーランド産 1 点であった。この判別モデルでは、

外国産試料の的中率が 80 %未満となり、目標値に届かなかった。特に、2017 年時点で輸入量

全体の 87.9 %を占める 19)中国産試料の的中率は 73.3 %（11/15）であり、中国産の誤判別が多

い結果であった。 
そこで、主成分分析において中国産の成分組成が国産と異なる傾向が見られたことをふまえ

て、外国産試料のうち米国産及びニュージーランド産の試料を除き、国産 21 点、中国産 15 点

の試料を用いて国産－中国産判別モデルを構築することにより、中国産試料の的中率の向上を

 

図 2 主成分分析のスコアプロット（中国産の省別） 

横軸：第 1 主成分 縦軸：第 2 主成分 
中国産（甘粛省）に付した数字は、試料を入手した月を表す 

（数字のみの試料は 2013 年、「翌」が付してある試料は 2014 年） 
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試みた。その結果、最適な判別モデルとして、4 成分（ピペコリン酸、L-アスパラギン酸、4-
アミノ酪酸、フルクトース）を説明変数とする判別モデルが得られた。この 4 成分のうち、L-
アスパラギン酸及び 4-アミノ酪酸は国産－外国産判別モデルと共通して選択された成分であ

り、残りの 2 成分は国産－外国産判別モデルとは異なる成分であった。LOOCV により得られ

た国産－中国産判別モデルの判別得点のヒストグラムを図 3 に示す。また、この判別モデルの

説明変数として使用された 4 成分の箱ひげ図を図 4 に示す。この判別モデルにおいて、判別得

点が正の場合には国産と判別し、判別得点が負の場合には中国産と判別した場合、国産試料 21
点のうち 19 点（90.5 %）を国産と正しく判別し、中国産試料 15 点のうち 13 点（86.7 %）を中

国産と正しく判別した。なお、国産－中国産判別モデルに米国産及びニュージーランド産試料

をあてはめた場合の判別得点は全 5 点（米国産 3 点、ニュージーランド産 2 点）で正の値とな

り、全試料で国産と判別された。 
構築した 2 種類の判別モデルの的中率は、国産試料については同等であったが、外国産試料

については、国産－外国産判別モデルでの的中率 75.0 %（15/20）に対し、外国産を中国産のみ

に限定した国産－中国産判別モデルでは 86.7 %（13/15）と向上した。以上より、判別の対象を

外国産全体にするのではなく中国産のみに限定することで、国産及び中国産の両方で的中率が

80 %以上となり、判別の可能性が見いだされた。中国産は米国産及びニュージーランド産に比

べて輸入量が非常に多いことから、外国産を中国産のみに限定しても実用性は高いと考えられ

る。 

         図 3 国産－中国産の判別モデルの判別得点のヒストグラム 

 

4. まとめ 

 

国産 21 点、外国産 20 点（中国産 15 点、米国産 3 点、ニュージーランド産 2 点）のタマネギ

試料を用いて水溶性成分の一斉分析を行い、原産地判別の可能性を検討した。GC/MS の分析に

より得られた 53 成分のピーク面積の相対値を多変量解析に用いた。 
主成分分析の結果、第 2 主成分のスコアが中国産の大部分で国産よりも低い値を示す傾向が

あり、中国産の成分組成には国産とは異なる傾向があることが示唆された。外国産試料を中国

産に限定して構築した国産－中国産の判別モデルの的中率は、国産試料で 90.5 %（19/21）、中 
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国産試料で 86.7 %（13/15）となった。 
これにより、品目や産地の組合せによっては、本手法が原産地判別の新たな指標となる可能

性を示すことができた。今後、本手法が原産地判別のより有効な指標となる品目や産地が見い

だされることに期待する。ただし、本手法の実用化に向けて確認及び改善すべき事項は、国産

・外国産それぞれの中での成分組成の多様性が大きいと予想されること、産地以外の要因（一

例として、試料の鮮度や保管状態など）による変動の影響があると予想されること、分析法の

不確かさについて品質管理試料による補正等が必要と考えられることなど、多数あることから、

これらについても慎重に検討する必要があると考えられる。 
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