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Abstract 

The determination of crustacean protein was performed with respect to 16 health foods containing 

chitosan or glucosamine using two kinds of commercially available enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kits, Food Allergen Test EIA Crustacean “Nissui”(N kit) and crustacean kit “Maruha”(M kit). 

Crustacean protein was not detected in none of 16 samples (limit of detection, ＜0.31μg/g). To evaluate 

the effect of extracted materials from health foods on the assay, standard solution was added to each 

sample solution and then determined with ELISA kits. The effects of the matrix were within the range of 

-16 to +4% for N kit and -12 to +35% for M kit. 

Functional component, chitosan and glucosamine, were determined in the sample health foods . The 

difference between the determination values and the labelling values was -28～+32% in chitosan and -15

～+25% in glucosamine. 
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Ⅰ 緒言 

食物アレルギーによる健康被害予防の見地から、食

品衛生法に基づき平成  13 年  4 月よりアレルギー物質

を含む食品の表示が開始された[1]。当初、乳、卵、小

麦、そば、落花生の 5 品目が特定原材料と指定され表

示が義務化されたが、「えび」および「かに」は学童およ

び成人において甲殻類が食物アレルギーの原因食品

の第一位であるなどの理由により、表示義務対象に追

加され、平成 22 年 6 月から完全施行されている[2]。 

甲殻類を原材料とする機能性成分としてキトサンお

よびグルコサミンがあり、これらを含む健康食品が数多

く流通している。キトサンはコレステロール改善作用が

報告されており[3]、特定保健用食品においても、コレ

ステロールが高めの人を対象にしたキトサン含有のビ

スケットや粉末清涼飲料が許可・販売されている。グル

コサミンは、軟骨などの結合組織の合成を高め、関節

痛の緩和作用や関節炎症状の進行防止などに効果が

あるといわれている[4]。これらの製品では原材料由来

の甲殻類タンパク質が残存している可能性が懸念され

るが、甲殻類由来のアレルゲン性に関する報告は限ら

れている。そこで本研究では、甲殻類を原料としたキト

サン含有健康食品またはグルコサミン含有健康食品に

おいて、甲殻類タンパク質の測定を行いアレルゲン性

について調査した。また機能性成分であるキトサンおよ

びグルコサミンの定量も実施し、表示値と分析値の比

較も行ったのであわせて報告する。 

Ⅱ 実験方法 

1) 試料 

本調査に用いた試料の一覧を表 1  に示す。平成 17 

年に大阪市内で購入したキトサン含有健康食品 8 試料

およびグルコサミン含有健康食品  8 試料である。錠剤

の試料は乳鉢を用いて均一に粉砕した。カプセルの試
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料については、カプセルから内容物を取り出した後、

乳鉢で均一にした。 

 

2) 甲殻類タンパク質の検出 

甲殻類タンパク質の検出は、平成 22 年 9 月 10 日消

食表第  286 号消費者庁通知「アレルギー物質を含む

食品の検査方法について」[5] (以下、通知法と略す)に

従い、日水製薬株式会社の FA テスト EIA－甲殻類「ニ

ッスイ」（以下、 N キットと略す）、株式会社マルハニチロ

食品の甲殻類キット「マルハ」（以下、  M キットと略す）

の 2 種類を用いた。両キットは、甲殻類の主要アレルゲ

ンであるトロポミオシンを指標として甲殻類由来タンパ

ク質濃度を測定するキットである[6-8]。 

均一にした試料   1g を採取し、抽出用試薬を  19 mL 

加え、室温で一晩振とうした。室温、6, 400×g で 20 分

間遠心し、得られた上清をろ過し抽出検体液とした。

得られた抽出検体液は検体希釈液を用いて  20 倍希

釈し、測定溶液とした。抗体固相化プレートの各ウェ

ルに、0、0.78、1.56、3.13、6.25、12.5、25、50  ng/mL 

の標準溶液および測定溶液を 100 μL ずつ 3 ウェルに

添加し、キットの説明書に従い  ELISA 操作を行った。

吸光度の測定にはマイクロプレートリーダー（MTP300、

コロナ電気株式会社製）を使用し、主波長  450 nm、副

波長  620 nm の吸光度を測定した。得られた吸光度よ

り機器に附属のデータ処理ソフト  MTP-SF5 によって  4

－係数  logistic 解析により検量線を作成し、測定溶液

中のタンパク質濃度  (ng/mL) を算出した。得られたタ

ンパク質濃度に、抽出および測定溶液調製時の希釈

倍率 (20×20=400 倍) を乗じて試料中のタンパク質濃

度  (μg/g) を求めた。あわせて測定溶液中のマトリック

スが  ELISA 反応に及ぼす影響を検証するために、測

定溶液 350μL にキットに含まれる 50 ng/mL の標準溶

液  50 μL を添加  （最終濃度  6.25 ng/mL）  して測定し、

測定濃度の理論値に対する差をマトリックス効果（%）と

して求めた (式 1)。 
 

マトリックス効果 (%)
Cs-Cp×

350
400

-6.25

6.25
 ×100 

（式１） 
 

Cs：標準溶液添加測定溶液中の甲殻類タンパク質濃

度 (ng/mL) 

Cp：標準溶液未添加測定溶液中の甲殻類タンパク

質濃度 (ng/mL) 

6.25：添加した甲殻類タンパク質濃度 (ng/mL) 
 

なお検出限界は、キットの標準溶液の最低濃度  

0.78 ng/mL に試料溶液を調製した際の希釈倍率を乗

じた値である 0.31 μg/g とした。 

 

3) キトサンの測定 

キトサンの測定には前崎らの方法[9]を用いた。試料 

0.5 g (W) を秤量し、リン酸バッファーに懸濁後アミラー

ゼ処理、プロテアーゼ処理、アミログルコシダーゼ処理

を行い、エタノール添加により水溶性食物繊維を沈殿

させた。残渣はるつぼろ過器に捕集し、一晩乾燥させ

た。乾燥した残渣は希硫酸中で加水分解を行い、残渣

表 1  調査に用いた健康食品 

試験品 No. 試験品 原材料における甲殻類に関する表示 
機能性成分表示量(%) 

（キトサンまたはグルコサミン） 

C1 キトサン含有健康食品 カニ由来 75.6  

C2 キトサン含有健康食品 原材料の一部にカニを含む 50.0  

C3 キトサン含有健康食品 カニキトサン ― 

C4 キトサン含有健康食品 カニキトサン 65.0  

C5 キトサン含有健康食品 カニ甲羅由来のキトサン 62.5  

C6 キトサン含有健康食品 エビ由来 25.0  

C7 キトサン含有健康食品 カニ由来 100.0  

C8 キトサン含有健康食品 ズワイ蟹の甲羅 62.5  
    

G1 グルコサミン含有健康食品 ― 40.0  

G2 グルコサミン含有健康食品 エビ由来 33.3  

G3 グルコサミン含有健康食品 エビ由来 52.2  

G4 グルコサミン含有健康食品 エビ・カニ由来 ― 

G5 グルコサミン含有健康食品 原材料の一部にカニを含む 40.0  

G6 グルコサミン含有健康食品 原材料の一部にカニを含む 42.9  

G7 グルコサミン含有健康食品 エビ・カニ由来 56.3  

G8 グルコサミン含有健康食品 ― 76.3  
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中のキトサンをグルコサミンまで分解した。加水分解液

はグルコサミン濃度が 10～200 μg/mL となるように希釈

し、試験溶液とした。グルコサミンはグルコサミン塩酸塩

を標準としてインドール塩酸法[10]にて比色定量し、キ

トサン含量はグルコサミンポリマーとして試料溶液中の

グルコサミン量 G (μg/mL) から式 2 を用いて算出した。 
 

 キトサン含量 g 100g  

=
G× 179.17-18 ÷179.17×500

W×1000
×100 

（式 2） 
 

4) グルコサミンの測定 

グルコサミンの測定には  Blix 法を用いた[11]。均一

にした試料1gを蒸留水に溶解して100mLに定容した。

グルコサミン標準液は、試薬のグルコサミン塩酸塩を用

いてグルコサミン濃度で 10～100 μg/mL になるように調

製した。試料溶液、グルコサミン標準液それぞれ0.5mL

にアセチルアセトン試薬を加え 90℃で 1 時間加熱した。

冷却後、96 % エタノールおよび Eirlich 試薬を加えて混

合し、1 時間室温に放置後、比色定量した。 

Ⅲ 結果と考察 

1) 甲殻類タンパク質の検出における検量線の評価 

N キットおよび M キットで甲殻類タンパク質を検出す

るにあたり、両キットの検量線の評価を行った（図  1）。

すなわち、標準溶液  (0～50 ng/mL) を各濃度につき 

3 ウェル併行で  6 日間繰り返し測定を行い、標準溶液

各濃度における 3 ウェルの吸光度平均値、3 ウェル間の

吸光度の相対標準偏差(RSD)、検量線から得られる標

準溶液各濃度の甲殻類タンパク質濃度 RSD を算出しプ

 

図 1  N キット(A～D）および M キット(E～H)における検量線の評価 
 

6 枚のプレートで標準溶液(0.78～50ng/mL)をそれぞれ 3 ウェルずつ、日を変えて 6 回測定した。 

A, E；3 ウェルの吸光度の平均値をプロットした。また、3 ウェル×6 回の吸光度の平均値を用いて検量線を作成

した。  

B, F；3 ウェルの吸光度の相対標準偏差(RSD)(%) 

C, G；検量線より得られた各標準溶液 3 ウェルの甲殻類タンパク質濃度の RSD(%) 

D, H；検量線より得られた各標準溶液 3 ウェルの甲殻類タンパク質濃度の平均値と理論値との乖離度(%) 
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ロットした。さらに得られた標準溶液の甲殻類タンパク質

濃度と理論値との乖離度(%)を式 3 にて算出した。 
 

乖離度(%)=
濃度（理論値）-濃度（測定値平均）

濃度（理論値）
100  

 (式 3) 
 

両キットともに検量線はシグモイド曲線であるため、

低濃度 （0.78～1.56 ng/mL） において吸光度 RSD は低

いが濃度 RSD は高くなる傾向がみられた。その傾向は 

M キットにおいて顕著であった。しかし、両キットともに 

3.13 ng/mL 以上において濃度 RSD は 10 ％ 未満に収

まった。乖離度は、両キットともに低濃度では理論値よ

り低い傾向があり、特に M キットの 0.78 ng/mL では計

算値が理論値を大きく下回った(－78 %)。しかし濃度が

大きくなるにつれて乖離は小さくなり、両キットともに 

3.13 ng/mL 以上では理論値の±10 %未満に収束した

(図 1 D, H)。以上のことから、両キットともに低濃度では

ばらつきがみられるが、3.13 ng/mL 以上の範囲であれ

ば高い精度で測定できることが分かった。また、本検査

の確認事項として、通知法では 3 ウェル間の吸光度の 

CV 値 (RSD) が 20 %未満であること、通知法に添付され

ている参考資料「アレルギー物質を含む食品の検査方

法を評価するガイドライン」では吸光度  1 付近の  RSD 

が 5 % 程度までとされている。 この 2 つの条件について

は、満たされていた。 

 

2) 健康食品における甲殻類タンパク質の検出 

健康食品  16 試料について、甲殻類タンパク質の測

定を行った。その結果、全ての試料において両キット

共に甲殻類タンパク質は検出されなかった（表  2）。キ

トサン含有健康食品においては  8 検体全てにおいて、

グルコサミン含有健康食品については  8 検体中  6 検

体において甲殻類を原材料としていた。キトサンは甲

殻類の殻から炭酸カルシウム、タンパク質、色素など

を除いて精製したキチン質を高濃度のアルカリ溶液中

で加熱して脱アセチル化し、それをさらに精製したも

のであり[12-13]、グルコサミンはキチン質を加水分解

したものである[13]。精製や加工により、甲殻類由来

のタンパク質は残存していないと考えられた。酒井ら

は、昆虫類を原材料とする健康食品では  N キットおよ

び M キットで甲殻類様タンパク質が検出されるが、キト

サンおよびをグルコサミン含む健康食品において甲殻

類タンパク質は検出されなかったと報告していることか

ら[14]、同様の結果が得られた。消費者庁「アレルギ

ー物質を含む食品に関する  Q&A」[15]において、食

品食物アレルギーを引き起こすアレルギー物質の含

有量は数  μg/g レベルであるされていることから、調査

に使用した  16 検体についてはアレルギーを誘発しな

い可能性が考えられた。 

ELISA キットを用いた測定では、試料からの抽出液

を精製することなく測定に用いている。そこで測定溶液

中におけるマトリックスの影響を検証するために、測定

表 2  市販健康食品における甲殻類タンパク質含有量およびマトリックス効果 
 

試験品 No. 
 

N キット 
 

M キット 
 

 
甲殻類タンパク質 

(μg/g) 

マトリックス効果 

(%) 
  

甲殻類タンパク質 

(μg/g) 

マトリックス効果 

(%) 
  

C1 
 

ND    4 
 

ND   1 
 

C2 
 

ND    3 
 

ND  28 
 

C3 
 

ND  -4 
 

ND  27 
 

C4 
 

ND  -4 
 

ND  -9 
 

C5 
 

ND -10 
 

ND -12 
 

C6 
 

ND  -9 
 

ND  18 
 

C7 
 

ND  -4 
 

ND -10 
 

C8 
 

ND    1 
 

ND  -4 
 

        G1 
 

ND  -6 
 

ND  28 
 

G2 
 

ND  -6 
 

ND  25 
 

G3 
 

ND  -8 
 

ND  33 
 

G4 
 

ND  -8 
 

ND  35 
 

G5 
 

ND -12 
 

ND  30 
 

G6 
 

ND -14 
 

ND  33 
 

G7 
 

ND -16 
 

ND  35 
 

G8  ND -16   ND  33   

ND; 検出限界（0.31μg/g）未満 
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溶液にキットに含まれる標準溶液を  6.25 ng/μL になる

ように添加してマトリックス効果を検証した（表 2）。理論

値との差は  N キットにおいてキトサン含有健康食品で

は－10～＋4 %、グルコサミン含有健康食品では－16

～－6 %、M キットにおいてキトサン含有健康食品では

－12～＋28%、グルコサミン含有健康食品では＋25～

＋35 %であった。N キットを用いた加工食品抽出液への

甲殻類標準溶液添加試験において回収率は 88.2～

104.5 % であったと報告されていることから[6]、今回用い

た 16 試料におけるマトリックス効果は良好で、試料マト

リックスの影響を受けずに測定されていると考えられた。

そしてこの結果より、健康食品における甲殻類タンパク

質の測定結果が ND であったことが裏付けられた。 

 

3) 健康食品における機能性成分の検出 

キトサン含有健康食品についてはキトサンを、グルコ

サミン含有健康食品についてはグルコサミンを、それぞ

れ 3 点併行で測定を行い重量 % (w/w) の平均値および

標準偏差 (SD) を求めた。 

キトサンの測定値 （平均±SD） を図 2 に示す。キトサ

ン含量の表示がなかった  C3 を除いて、測定値は表示

値に近い値を示した。表示値に対する分析値の割合を

（表示値―測定値）÷表示値×100 (%)で算出すると、

－28～＋32 % (平均－5 %)となった。C１ は表示値よりも分

析値が高い結果となったが、これは表示値がカプセル

を含む重量あたりのキトサン含量であるのに対し、分析

にはカプセルを除いた内容物のみを用いたことによる。 

グルコサミンの測定結果 （平均±SD） を図 3 に示す。

グルコサミン含量の表示がなかった G4 を除いて、測定

値はキトサンと同様に表示値に近い値を示した。表示

値に対して分析値は－15～＋25 % (平均－2 %)となった。

なおグルコサミンの測定については、試料 G3 を用いて

ばらつき試験およびグルコサミン塩酸塩の添加回収試

験（添加濃度はグルコサミンとして 200mg）をそれぞれ 5

点併行で実施した。ばらつき試験では測定値  の  RSD 

は 1.1 %、回収率は 94.9～102.7 % （平均 99.7 %） と良好

な精度と回収率であった。 

一般の食品に表示されている栄養成分は、健康増

進法の栄養表示基準により表示対象の成分や表示方

法などが定められている[15]。また成分の含有量には

許容範囲が定められており、これは決められた分析方

法に基づく分析値の誤差に起因している。例えばタン

パク質については、分析方法は窒素定量換算法（いわ

ゆるケルダ‐ル法）で表示値の許容範囲は－20 %～＋

20 %、ビタミン B1 については、分析方法は高速液体ク

ロマトグラフ法またはチオクリーム法で表示値の許容範

囲は－20 %～＋80 %というように、栄養成分によって許

容範囲は異なる。本研究において調査の対象としたキト

サンおよびグルコサミン含有健康食品は一般の食品と

同じ分類であり、キトサンおよびグルコサミンの含有量に

ついて表示義務は無く、分析方法も定められていない

（公益法人日本健康・栄養食品協会の自主規格はある）。

今回用いた分析方法は任意の分析方法であるが、表示

値に対してキトサンでは－28～＋32 %、グルコサミンは

－15～＋25 % と、表示値のおよそ－30～＋30 % となり、

今回調査を行った限りにおいては機能性成分の表示

値は妥当な範囲にあると思われた。今後、本分析方法

を用いてキトサンやグルコサミン含有健康食品の表示

値を検証することも可能であるが、機能性を高めるため

に分子の修飾や低分子化なども想定されることから、

分析方法の特性と機能性成分の形態について注意を

払う必要がある。 

 

 

図 2  キトサン含有健康食品におけるキトサン測定値

および表示値の比較 

キトサン含有健康食品8試料について、１試料につ

き３点併行で測定し、重量%（w/w）で算出した。 

 

 

図 3  グルコサミン含有健康食品におけるグルコサミン

測定値および表示値の比較 

グルコサミン含有健康食品8試料について、1試料

につき3点併行で測定し、重量％(w/w)で算出した。 
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Ⅳ 結論 

甲殻類アレルゲンを指標に甲殻類タンパク質を検出

する市販  ELISA キットを用いて、甲殻類を原料とする

健康食品について甲殻類タンパク質を測定した。その

結果、いずれの試料からも甲殻類タンパク質は検出さ

れなかった。 

また機能性成分のキトサンおよびグルコサミン測定

では、表示値に対する測定値の割合がおよそ－30～

＋30 % であった。測定に用いたのは任意の方法ではあ

ったが、表示値と測定値に大きな差はみられず、今後、

キトサンまたはグルコサミンの表示値の検証に用いるこ

とが可能であると思われた。 

 

（本研究は平成 22 年度当研究所重点研究「食の安全

性確保のための天然有害物質の系統的分析手法に関

する研究」として実施した。） 
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