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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗原抗体反応を基盤とする新規食物アレルゲン検知法の開発を試みた。
初年度は、東京都内の公立小学校において食物アレルギーに関する講義及び実習を実施し、オンサイト分析を構
築する際に重要な学術的理解度及び技術的習熟度について調査・分析した。次年度は、抗原抗体反応を基盤とす
るマルチプレックス分析法を構築するために必要な複合抗原溶液の調製と検出感度について検討した。最終年度
は、複合抗原溶液と磁気ビーズ・プロテインA/プロテインG担体とを用いたオンサイト(可視)ビーズELISA法の開
発を試みた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a simple and rapid detection method for food 
allergen based on antigen-antibody interaction. In the first year, we conducted a lecture about the 
food allergy in a board school in Tokyo and investigated the level of understanding and skill of 
end-user. In the second year, we prepared the complex antigen solution necessary to build multiplex 
detection system. In the last year, we developed the on-site (visible) detection system by magnetic 
beads-binding ELISA.

研究分野：分析化学

キーワード： 食物アレルギー　オンサイト分析
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１．研究開始当初の背景 
 

2012年 12月 20日、東京都調布市立小学校の 5年生女児が、給食を食べた後体調を悪くし
て亡くなるという傷ましい事故は記憶に新しく、その原因は「誤食」、すなわち食物アレルギー
によるアナフィラキシーショックが強く疑われている。食物アレルギーは自然耐性化する傾向
があり、その罹患率が年齢によって異なるため、正確な患者数を求めることは難しいが、アレ
ルギー疾患に関する調査研究委員会（文部科学省）は、我が国の小中高生の食物アレルギーの
罹患率が 4.5%であると報告した。この罹患率は 40人学級では 1.8人と換算され、当該調査結
果を受けて文部科学省は「アレルギー疾患は稀な疾患ではなく、学校保健を考える上で、既に
学校に、クラスに各種のアレルギー疾患の子どもたちが多数在籍していることを前提としなけ
ればならない状況になっている」との認識を示すに至った。 
他方、食物アレルギーの表示に関し、容器包装された加工食品については、食品衛生法（平
成 23年内閣府令第 45号及び 46号）によって表示が義務付けられているが、外食や中食（予
め容器包装されず、注文に応じて容器に詰められて販売されるもの）については食品衛生法上
のアレルギー表示義務が課せられていないため、食物アレルギー患者の健全な食生活に対する
大きな障壁となっている。消費者庁は 2014年 4月 21日に「第 1回 外食等におけるアレルゲ
ン情報の提供の在り方検討会」を開催し、アレルギー臨床医、患者団体、法学者及び食品業界
が中心となって外食等事業者の取組状況や課題を聴取し、事業者にとって実行可能性のある、
外食等における食物アレルゲン情報の提供促進のための方策について検討を進めている。また、
食品中のアレルゲンの定量・定性検知法に関しては、現在 ELISA法、ウェスタンブロット法、
PCR法が「ラボサイト」における公定法となっているが、学校給食、外食・中食等の様々な食
環境における「オンサイト」分析法は未だ確立されておらず、食物アレルギー患者やその保護
者からのニーズが極めて高い。 
 
 
２．研究の目的 
 

2013 年 12 月 16 日の文部科学省の「学校生活における健康管理に関する調査」中間報告に
おいて、我が国の小中高生の食物アレルギーの罹患率は 4.5%（45万 3,962人）と発表された。
9年前の同調査では 2.6%であったことから、食物アレルギーの罹患率は現在なお急激な増加の
一途を辿っていることが容易に伺える。本研究「簡便かつ迅速な食物アレルゲン検知法の開発
と外食・中食オンサイト分析への利用」では、抗原抗体反応を基盤とする食物アレルゲン検知
法を新たに開発し、学校給食、外食・中食等の様々な食環境におけるオンサイト分析に利用す
ることにより、食物アレルギー患者の QOL 改善を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
食物アレルギーの罹患率は現在急激な増加の一途を辿っている。本申請研究では、抗原抗体
反応を基盤とする簡便かつ迅速な食物アレルゲン検知法を新たに開発し、現行の検知法では不
可能であった「多重検出」(複数の食物アレルゲンの同時検出)と「オンサイト分析」を可能に
するための詳細な検討を行う。 
平成 27 年度は、東京都内の公立小学校において食物アレルギーに関する講義及び実習（実験）
を実施し、オンサイト分析を構築する際に重要な学術的理解度及び技術的習熟度について調
査・分析した。平成 28 年度は、抗原抗体反応を基盤とするマルチプレックス分析法を構築する
ために必要な複合抗原溶液の調製と検出感度について検討した。最終年度は、複合抗原溶液と
磁気ビーズ・プロテイン A/プロテイン G担体とを用いたオンサイト(可視)ビーズ ELISA 法の開
発を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
初年度は東京都内の公立小学校において高学年（4～6年生）を対象とした食物アレルギーに
関する講義「食物アレルギーってなんだ？」、ラテラルフロー法を用いた実習（実験）「イムノ
クロマトグラフィーによる牛乳アレルゲン（カゼイン）の検出」を実施し、オンサイト分析を
構築する際に重要な学術的理解度及び技術的習熟度について調査・分析した。その結果、小学
校高学年（保護者を含む）の食物アレルギーに関する理解度は充分高いとは断定できないが、
ラテラルフローを基盤とした実験については簡易分析法として適応可能な水準であることが推
察された。 
 



 
東京都内の公立小学校における食物アレルギーに関する講義及び実習 

 
 
抗原抗体反応を基盤とするマルチプレックス分析法を構築するために必要な複合抗原溶液の
調製と検出感度の確認を実施した。【複合抗原溶液の調製】消費者庁次長通知「食品表示基準に
ついて」（消食表第 139 号平成 27 年 3月 30 日）[別添] アレルゲンを含む食品に関する表示（別
添 3）に示される一次標準粉末を調製した。卵、乳、小麦、そば、落花生、甲殻類（エビ）の
一次標準粉末に抽出用緩衝液[0.6%SDS 及び 0.1M Na2SO3を含有する PBS（pH 7.4）]を加え、低
温条件下一昼夜撹晩抽出した。抽出液を遠心分離した後、上澄液をフィルターろ過し、標準品
原液を調製した。最終濃度が各 100 ng/mL となるように、標準品原液を pH 7.4 の PBS で希釈し
た後、0.2% BSA を含むの PBS(pH 7.4)で希釈し、卵、乳、小麦、そば、落花生、甲殻類の複合
抗原溶液とした。【検出感度の確認】検出感度の確認には食物アレルギーの簡易検査において使
用される市販 2社のイムノクロマトキットを用いた[両キットともに 100 ng/mL 以上（被検食品
当たりに換算した場合約 2 ppm 以上）の濃度で検出可能]。複合抗原溶液を用いた確認試験を試
みた結果、同濃度の単一抗原溶液と比較して小麦、そばを除く特定原材料の検出感度が低下し
た。複合抗原溶液の濃度が上昇することによりプロゾーン現象が生じることが懸念されたこと
から、固相化抗体量を調整することで検出感度が改善できると考えられた。他方、加工食品に
おける表示の閾値が 10 ppm となっているため、検出感度が閾値を上回る場合には、マルチプレ
ックス分析における特定原材料の組み合わせを再考する必要があるため追加の検討を実施する。 
 
抗原抗体反応を基盤とするマルチプレックス分析法として、複合抗原溶液と磁気ビーズ・プ
ロテイン A/プロテイン G担体とを用いたオンサイト(可視)ビーズ ELISA 法の開発を試みた。ア
レルゲンタンパク質のモデル抽出液は、平成 28 年度に検討した、卵、乳、小麦、そば、落花生、
甲殻類の複合抗原溶液（最終濃度各 100 ng/mL）を用いた。抗 ovalbumin 抗体（卵）、抗
beta-lactoglobulin 抗体（乳）、抗 gliadin 抗体（小麦）、抗 BWp16(Fag e 2)抗体（そば）、抗
Ara h 1 抗体（落花生）、抗 tropomyosin 抗体（甲殻類）を磁気ビーズ・プロテイン A/プロテイ
ン G担体の表面にそれぞれ固相化し、複合抗原溶液の IP 抗体と担体への競合および非特異的な
結合について検討した。はじめに、各固相化抗体をアフィニティーリガンドとしてプロテイン
A/プロテイン G担体に結合させたところ、いずれの抗体も Fc 領域の heavy chain に対する特異
性を示した。次に、各固相化抗体を磁気ビーズに結合させたところ、プロテイン A/プロテイン



G 担体と比較して 1/20～1/100 程度の結合量であった。固相化抗体量を調整し界面活性剤を除
去することにより結合力の改善を試みたが、顕著な効果は認められなかった。各抗体を固相化
したプロテイン A/プロテイン G担体に複合抗原溶液を加えてインキュベートし、各固相化抗体
結合磁気ビーズで釣り上げたところ、一部の組合せを除き、非特異的な結合は認められなかっ
た。磁気ビーズもしくはプロテイン A/プロテイン G担体を着色させることにより、マルチプレ
ックス分析法として応用できる可能性が示された。 
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