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研究成果の概要（和文）：加熱条件及び発酵条件の異なる小麦粉製品の抗原量に及ぼす影響について研究を行っ
た。普通小麦粉及びスペルト小麦粉を用いてヨーグルト発酵液及び麹発酵液を添加した各種ソースを作成し、そ
れらの抗原量を、発酵液を添加しない基準ソースの抗原量と比較した結果、いずれのホワイトソースに比べても
ブラウンソースの抗原量が少なく、発酵液添加ホワイトソースでは基準ホワイトソースよりも多く低アレルゲン
化の可能性が期待された。

研究成果の概要（英文）：We studied the influence of the heating condition and the fermentation 
condition on the amount of the wheat flour products. Sauces containing yoghurt fermented liquid and 
koji fermented liquid were prepared using common wheat flour and spelt wheat flour. As a result of 
comparing them with the reference source in the antigen amount, the antigen amount of brown sauce 
was smaller than that of any white sauce. Furthermore, the possibility of hypoallergenization was 
more expected in the white sauce containing fermented liquid than in the reference white sauce.

研究分野： 調理科学

キーワード： 小麦粉　食物アレルギー　低アレルゲン化　加熱　発酵　ヨーグルト　麹
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年食物アレルギーを持つ子どもは多く、

中でも小麦はうどんやパン、菓子類、ソース
等、子どもが好む製品に多く使用されている
為、代替食品に苦慮している。最近では症状
が出ない程度に原因食物を摂取し続けて耐
性獲得を目指す、「経口減感作療法」が進め
られており、この治療の中で低アレルゲン化
された食品を利用することで、早期の耐性獲
得につながる事が期待されている。 
しかし、小麦粉製品の調理加工による低ア

レルゲン化についてはまだまだ未解明な部
分が多く、調理条件による抗原の変化を明ら
かにすることは喫緊の課題である。本研究で
得られた成果を低アレルゲン化製品の実用
化に発展応用させ、アレルギー児と保護者の
QOL 向上をめざしたい。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、種々の調理加工による物性変
化と抗原の変化を追跡するため、小麦粉製品
として子どものおやつや給食にも提供され
るクッキーとルウ（ソース）を対象とした。
それら製品を調製するために使用する小麦
粉は、一般的な普通小麦と小麦の原種で良好
な嗜好性と高い抗酸化性を持つスペルト小
麦とを用いた。試料作製の調理工程において、
これまでの研究からパンの発酵種に使用し
抗原量の低下が期待できた発酵液（ヨーグル
ト、麹）で予備発酵させた小麦粉バッターを
原料に、クッキー及びルウを調製した。それ
らの外観、物性変化、抗原量（ELISA 法）の
測定を行い、小麦粉製品の調理加工による低
アレルゲン化の方法について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)試料 
①普通小麦粉（西尾製粉㈱製）：ダーク・ノ
ーザン・スプリング（原産地・アメリカ）、
№１カナダ・ウェスタン・レッド・スプリン
グ（原産地・カナダ）、ハード・レッド・ウ
ィンター（原産地：アメリカ）の 3銘柄の小
麦をブレンドしたもの 
②スペルト小麦粉（西尾製粉㈱製）：原産地
ドイツ 
③粉糖（市販品：共立食品㈱製） 
④菜種油（市販品：㈲鹿北製油製） 
 
(2)発酵液作成方法 
①麹発酵液 
米麹（市販品：㈱伊勢惣製）50g に 60℃に温
めた粥(市販品：味の素㈱製)50g を加えて混
合し、滅菌水 200g を入れて、密封瓶に入れ、
30℃で 72 時間発酵させ、濾したものを麹発
酵液とした。 
②ヨーグルト発酵液 
滅菌水 190g と砂糖（市販品：三井製糖㈱製）
10g、ヨーグルト（市販品：㈱明治乳業製）
100g を密封瓶で混合し、 30℃で 72 時間発酵
させ、ヨーグルト発酵液とした。 

 
(3)発酵液添加クッキーの試料調製 
①基準クッキー（発酵液無添加）は、菜種油
5g に粉糖 12.5g を加えスパテラでよく混ぜ、
純水 15gを加え、さらに各小麦粉 15gを入れ、
よく混合した。 
②発酵液添加クッキーは、あらかじめ各小麦
粉 25.0g と各発酵液 25.0g をビーカーに入れ
て混ぜ冷蔵庫内（4℃）にて発酵させ、翌日
に、さらに小麦粉 25.0g と発酵液 25.0g を加
えて冷蔵庫内で発酵させた。これを麹発酵種
及びヨーグルト発酵種とした。次に菜種油 5g
と粉砂糖 12.5g（ヨーグルト発酵種は 12.0g）
をよく混合し上記発酵種を加えて、さらによ
く混合した。 
③天板にクッキングシートを敷き、①②の生
地を直径 50mm の円形になるよう約１mm の厚
さにのばした。 
④オーブンで各クッキー生地を 160℃、180℃、
200℃で各焼成クッキー試料を調製した。 
⑤クッキー試料の一部はデシケーターで保
管し、色度測定と破断測定用試料とした。残
りは－80℃で予備凍結させた後、凍結乾燥後、
粉砕したものを SDS-PAGE 分析と抗原量の測
定（ELISA 法）用試料とした。 
 
(4)発酵液添加ソースの試料調製 
①普通小麦粉 15g、菜種油 12g を鍋に入れて
混合し、ホワイトルウは 120℃まで撹拌加熱
し、ブラウンルウは同様に 180℃まで加熱後、
5分間保持した。 
②基準ソースは、①のホワイトルウ、ブラウ
ンルウに各々沸騰水を加え、100g まで煮詰め
た。出来あがったものを基準ホワイトソース、
及び基準ブラウンソースとした。 
③発酵液添加ソースは、①のホワイトルウ、
及びブラウンルウに麹発酵液とヨーグルト
発酵液を各々30g ずつ加え、4℃で 2日間置い
た。その後、各発酵液添加ルウに沸騰水を加
え 100g まで煮詰めた。出来あがったものを
麹ホワイトソース、麹ブラウンソース、ヨー
グルトホワイトソース、及びヨーグルトブラ
ウンソースとした。 
 
(5)測定方法 
①動的粘弾性測定 
上記クッキー生地及びソース試料につい

て、動的粘弾性測定・解析装置（HAAKE 製 MARS
Ⅱ）を用いて測定した。測定条件は、測定セ
ンサー：パラレルプレート（φ35 ㎜）、測定
温度：25℃（クッキー生地）及び 35℃（ソー
ス）、平行平板間隔：0.5 ㎜とした。応力 8.9
×10-2～8.9×102［Pa］、周波数 0.5［Hz］で
応力依存測定を行い、貯蔵弾性率 G'と損失弾
性率 G”を求めた。 
②色度測定 
測色色差計（日本電色工業㈱製、ZE-6000）

を用いて、クッキー１枚につき表面3箇所の、
L*値（明度）、a*値（赤度）、b*値（黄度）を測
定した。 



③破断強度の測定 
クッキー試料中央部を測定対象とした。測

定条件は以下のように設定し、破断試験（㈱
山電製、RE2-33005）を実施した。ロードセ
ル：20Ｎ、測定歪率：100％、測定速度：0.5mm/s、
プランジャー：φ5mm の円柱型 
④電気泳動分析（SDS-PAGE） 
試料中のタンパク質を 4M 尿素、20mM の 2-

メルカプトエタノールを含む76mMのトリス-
クエン酸（pH 8.6）にて抽出後、SDS-PAGE ゲ
ル（TEFCO 製、8-16％グラディエントゲル）
に 
各サンプルを分注し、18mA、110 分の条件で
電気泳動を行った。泳動後のゲルを CBB 染色
し、スキャナーで取り込んだ。 
⑤抗原量の測定（ELISA 法） 
既報 1)に基づき、モリナガ FASPEK 小麦測定

キット（グリアジン：㈱森永生科学研究所）
を用いて、測定した。凍結乾燥後、粉末にし
た試料を測定キットの指示に従って、抽出な
らびに希釈して分析試料とした。得られた結
果より小麦グリアジン標準溶液の吸光度か
ら標準曲線を作成し、検体中の小麦総タンパ
ク質（グリアジン）濃度を求め、抗原量とし
て算出した。 
 
４．研究成果 
(1)発酵液添加クッキーの結果 
紙面の都合で図表を省略して結果のみ記載
する。 
①物性及び外観（色度） 
(ⅰ)動的粘弾性によるクッキー生地の評価 
動的粘弾性測定では、普通小麦粉及びスペ

ルト小麦粉ともに同様の傾向が見られた。麹
発酵液添加クッキー生地は基準クッキー生
地よりも、弾性要素の貯蔵弾性率（G’）、粘
性要素の損失弾性率（G”）共に低値となり、
且つ弾性的性質よりも粘性的性質が強かっ
た。そのことから麹発酵液添加生地はオーブ
ンシートで広げやすく扱いやすい特徴があ
った。ヨーグルト発酵液添加クッキー生地で
は基準クッキー生地よりも G’、G”共に高く
なった。その原因としてヨーグルト中のホエ
ータンパク質がグルテンに作用したことが
推察された。 
(ⅱ)色差測定による焼成クッキーの評価 
クッキーの色差測定では、160 ℃、180 ℃、

200 ℃の各焼成温度において基準クッキー
と麹クッキーの色差がみられた。麹は発酵液
中に糖やアミノ酸を多く含むため、基準クッ
キーよりも焼き色が付きやすく、L*値の低下
が見られた。同様にヨーグルト発酵液添加ク
ッキーでは焼成温度が高温になるほど、L*値
は低下し、基準クッキーとのの間では有意差
が確認できなかった。 
(ⅲ)破断試験による焼成クッキーの評価 
破断試験では、麹発酵液添加クッキーは焼

成温度が上がるにつれ破断応力は増し、硬く
なる傾向が見られたが、基準クッキーとの差
はなかった。生地の粘弾性測定では差が見ら

れたが、生地を焼成すると薄いクッキーであ
るため物性への影響はほとんどなくなった
と考えられた。ヨーグルト発酵液添加クッキ
ーも 160℃、180℃の焼成温度では基準クッキ
ーとの差はなく、焼成温度と発酵液によるク
ッキーの硬さへの影響は無かった。以上より
各発酵液添加クッキーの色差（外観）と物性
が基準クッキーと変わらないことは、特別な
ものという印象を与えず好意的に受け入れ
てもらえ、治療に取り入れやすいのではない
かと考えられる。 
 
②SDS-PAGE 分析 
SDS-PAGE 分析では、普通小麦粉及びスペル

ト小麦粉共に同様の傾向が見られた。すなわ
ちいずれの発酵液添加クッキーも焼成温度
が高温になればなるほど、確認できるバンド
の本数が少なくなり、バンドの濃さも薄くな
っていた。このことより加熱によるタンパク
質の重合による不溶化と低アレルゲン化が
推測できた。しかし、各温度の基準クッキー
と発酵液添加クッキーのバンドを比較する
と基準クッキーより麹発酵液添加クッキー
でバンドの数が多く確認され、ヨーグルト発
酵液添加クッキーの方が全体的に濃いバン
ドが確認できた。これは各発酵液中に含まれ
るアミノ酸やタンパク質が表れたものと推
測された。そこで、グリアジンにどの程度影
響しているのか ELISA 法の定量で確認した。 
 

③ELISA 法による抗原量の変化 
ELISA 法では、いずれのクッキーも高温に

なるほど抗原量が低下していることが確認
できた。SDS-PAGE 分析でも加熱温度の上昇と
共にバンドが薄くなっていたことと一致し
ていた。しかし、各温度間での基準クッキー
と発酵液添加クッキーの抗原量は、麹発酵液
添加クッキーと基準クッキーに有意な差は
なく、ヨーグルト発酵液添加クッキーは基準
より高値を示し、発酵液が抗原を分解してい
る状況は認められなかった。 
 
(2)発酵液添加ソースの結果 
①動的粘弾性によるソースの物性 
発酵液及び加熱条件の異なるソースの、動

的粘弾性測定によって得られた貯蔵弾性率
G’及び損失弾性率 G”の結果を Fig.1 に示し
た。ホワイトソースの結果では基準ソースと
比べて、麹発酵液を添加したソースとヨーグ
ルト発酵液を添加したソースの G’、G”はわ
ずかに低値を示した。麹発酵液を添加したこ
とで低値になったのは、麹発酵液中には麹菌
が生成したアミラーゼとプロテアーゼの存
在が確認されており、それらの酵素がデンプ
ンやグルテンを分解したからであると考え
られた。またヨーグルト発酵液を添加したこ
とで低値となったのは、ヨーグルトの乳酸発
酵により生成された乳酸やクエン酸がグル
テンを軟化させたと考えられた。ブラウンソ
ースの結果では、基本のソースと比較して麹



発酵液を添加したソースとヨーグルト発酵
液を添加したソースの G’、G”はわずかに高
値を示した。発酵液自体の粘弾性測定は実施
していない、ヨーグルトには粘弾性があり、
それが影響し G’、G”共に高値を示したと推
測された。また一般的にソースは高温で加熱
すると粘度が下がると言われているが、今回
の実験では麹・ヨーグルト発酵液を添加した
ソースは 120℃加熱のホワイトソースより
180℃加熱のブラウンソースの方が G’、G”共
に高値を示した。これは  アミノカルボニル
反応により生成されたメラノイジンが影響
していると推測した。メラノイジンは、α-
およびβ‐アミラーゼ、スクラーゼ、マルタ
ーゼなどの活性を阻害することが認められ
ている。またメイラード反応の後期段階に達
したタンパク質は不溶化し、酵素による消化
性は低下すると言われている 2)。今回の実験
はルウを作製してから発酵液を添加したた
め、すでにメラノイジンが生成されている
180℃加熱のブラウンソースでは酵素の活性
が抑制され、でんぷんやタンパク質の分解が
抑制されたのではないかと推察された。また
メラノイジンは高分子物質なので、麹が生産
する酵素によって分解された 120℃加熱のホ
ワイトソースと比較して 180℃加熱のブラウ
ンソースが G’、G”共に高値を示したのでは
ないかと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 加熱条件及び発酵条件の異なるソース
の動的粘弾性測定 
 

②SDS-PAGE 分析 
加熱温度及び発酵液の添加によるソース

のタンパク質分子量分布を SDS-PAGE 電気泳
動分析で比較した結果を Fig.2 に示した。現
在経口負荷試験に使用されているうどん、加
熱操作を行っていない小麦粉も比較のため
に同時に SDS-PAGE 電気泳動分析を行った。 
結果よりまず加熱温度を比較すると、いず

れのソースもホワイトソース（120℃加熱）
よりブラウンソース（180℃加熱）のバンド
が薄く消失している。この結果から、高温で
加熱することでタンパク質の低分子化と重
合による抽出液への不溶化が考えられる。ヨ
ーグルト発酵液を添加したブラウンソース
にバンドが一部出ているが、25ｋDa 付近はα
-カゼイン、20～25ｋDa 付近はβ-カゼイン、
15～20ｋDa 付近はκ-カゼインであり、ヨー
グルト由来のタンパク質であると推測され
る。 
発酵液添加による違いをみるとホワイト

ソース（120℃加熱）では基準のソースに比
べて麹発酵液を添加したソースはバンドが
全体的に薄くなっているが、ヨーグルト発酵
液を添加したソースは基準との差が見られ
なかった。この結果から麹発酵液添加したも
のは、麹菌が生産するプロテアーゼによりタ
ンパク質が分解され低分子化したためバン
ドが消失したのではないかと考えられた。 
特に麹発酵液を添加したルウでは小麦アレ
ルギーの抗原であるα-グリアジン（32kDa）
の分子量付近の37kDaのバンドの消失が見ら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1：小麦粉   

2：うどん            

3：基準ホワイトソース（120℃加熱）   

4：麹発酵液添加ホワイトソース（120℃加熱） 

5：ヨーグルト発酵液添加ホワイトソース（120℃加熱） 

6：基準ブラウンソース（180℃加熱） 

7：麹発酵液添加ブラウンソース（180℃加熱） 

8：ヨーグルト発酵液添加ブラウンソース（120℃加熱） 
 
Fig.2 加熱条件及び発酵条件の異なるソース
の SDS-PAGE 
 
③ELISA 法による抗原量の変化 
SDS-PAGE 分析より加熱条件と発酵条件に

よりバンドに差異が認められたため、ELISA
法にて抗原量の測定を行った。結果を Fig.3
に示した。 

  ▲基準ソース         ●基準ソース 
G’ ▲麹ソース       G” ●麹ソース 
  ▲ヨーグルトソース      ●ヨーグルトソース 



基準ホワイトソース（120℃加熱）と基準
ブラウンソース（180℃加熱）の間で抗原量
は有意に（p <0.01）低下し、各発酵液のホ
ワイトソースとブラウンソースの間でも抗
原量は有意に低下していた。SDS-PAGE 結果で
見られた加熱による抗原の低分子化と不溶
化が考えられる。発酵液添加による影響をみ
ると基準のホワイトソースよりも麹発酵液
添加ホワイトソースとヨーグルト発酵液添
加ソースの抗原量は有意に低下していた。先
述の SDS-PAGE ではヨーグルト発酵液添加ソ
ースではバンドの消失等は認められなかっ
たが、ELISA 法では減少が見られた。これは、
SDS-PAGE 上にはヨーグルトのたんぱく質成
分も現れており、ELISA 法ではグリアジンの
みを検出するようになっているためと考え
られる。この結果より、麹発酵液だけでなく
ヨーグルト発酵液も抗原に作用することが
明らかとなった。  
ブラウンソースの結果では基準と各発酵

液間に有意な差は見られなかった。①に考察
した通り、メラノイジンの生成が酵素作用を
阻害したことが推測された。 
以上の結果より、加熱条件により抗原量の

低下が認められ、且つ発酵液の作用を阻害す
るメラノイジンが生成されていないホワイ
トソースでは、基準よりも発酵液による抗原
量の低下が期待できた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 n=3 異符号間に有意差あり：p < 0.01 

Fig.3 加熱条件及び発酵条件の異なるソース
の小麦抗原量（ELISA 法）の比較 
 
 
(3)まとめ 
本研究で得られた結果を総合的に考察す

ると、発酵液添加クッキーでは加熱による抗
原量の低下は認められるものの、発酵液が抗
原に作用することは確認できなかった。それ
に対して発酵液添加ソースでは加熱による
抗原量の低下と発酵液の作用と考えられる
抗原量の低下が認められた。このような違い
が生じたのは、試料調製時のグルテン生成度
合いにあると推測している。クッキー生地で
は未加熱の小麦粉と発酵液（水分）を混合し
ており、グルテン形成が進行し、酵素や酸が
抗原のエピトープを切断するほどの作用を
果たせなかったと考えられる。一方、ソース
はあらかじめ油脂と小麦粉を加熱させ、グル
テンが活性を失ったところへ発酵液を混合
している。それにより、グルテン形成が進行

しにくい状況にあり、酵素や酸が作用しやす
かったのではないかと考えられる。既報 1)で
ヨーグルト発酵液添加パンの抗原量低下を
報告しているが、乳酸菌と酵母の併用が抗原
量低下をもたらすという先行研究 3)もあるた
め、今回のクッキー生地も酵母を混合するこ
とで抗原量が低下する可能性も考えられる。 
今後は、低下が認められた発酵液ソースの

嗜好性の検証と消化過程における抗原性の
発現の有無についての追跡を考えている。 
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