
 

平成２１年 ３月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要： 

 深刻な健康被害をもたらすアレルギー疾患を未然に予防する手段を提案するため、迅速簡便

にアレルゲン物質をセンシングするシステムの開発研究を行った。本研究は光の干渉に基づく

構造色を発現する薄膜を用い、アレルゲン物質が薄膜へ収着した際の膜厚変化を直接的に色変

化として認識するものである。抗原－抗体の組み合わせを利用し、低分子の特異的な結合を視

覚的に認識することに成功した。また、これらの収着挙動をより詳細に評価可能な装置の開発

にも成功し、アレルゲンセンシングシステム開発の足がかりとなる多くの知見を得ることがで

きた。 
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１．研究開始当初の背景 

 アレルゲンとはアレルギー疾患を持つ人
間の抗体と特異的に反応する抗原のことで
ある。近年、アレルギー疾患の患者数は年々
増加しており、乳幼児から成人に至るまで、
アレルギー物質を含む食品に起因する健康
被害が多く見られるようになった。現在、日
本の総人口の約 30%は何らかのアレルギー疾
患を持っているといわれている。そば粉や小
麦など 5 品目の表示が義務づけられるなど、
アレルギーに対する意識は高まっており、

「安心・安全で質の高い生活のできる国の実
現」に向けて、食品中のアレルゲン物質の迅
速簡便なセンシングシステムの研究開発は
急務であり、わが国においても特に推進すべ
き課題である。アレルギー物質はゲル電気泳
動や電気透析により単離されたアレルゲン
物質を調べることにより、そのアミノ酸配列
が明らかにされつつあるが、同一のアレルゲ
ン物質と思われていたものでも、アミノ酸組
成や配列が多尐異なっていることが判明さ
れた。すなわち、単一物質ではなくアレルギ

 

 



 

 

ーを誘導する物質群として捉える必要があ
る。このようなアレルギー物質の多様性に関
する詳細は現在でも未解決なため、食品表示
義務の世界的動向と相まって、アレルギー物
質群に関する指標の制定が急務とされてい
る。 

 

２．研究の目的 

食の安全・安心を目的として、アレルギー
原因物質探索に有効なペプチドライブラリ
ーのデザイン・創製を基とする新しいバイオ
センサー技術を開発する。本研究が提案する
方法は、ペプチド構造色基板を軸として、ア
レルゲン物質の実態解明に新たな基礎を提
供する。 

（１）ペプチドライブラリーの構築 

 標的アレルゲンとペプチド間の親和性の
差異に着目し、種々アレルゲン物質に対応す
るペプチドシーケンスを探索し、ライブラリ
ーの構築を行うことで系統的なセンシング
システムの開発を目指す。 

（２）センシングシステムの装置化 

アレルゲン物質の収着に由来する構造色
変化を定量的に評価可能な装置開発を行い、
アレルゲン物質の同定が可能なシステムの
確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

＜ペプチドライブラリーの構築＞ 

ペプチドライブラリーは標的となるアレ
ルゲン物質群に対し親和性の異なる基板環
境を提供し、アレルゲンが差別化された形で
抗体に結合する場を提供する。この機能発現
のためには、極性アミノ酸と非極性アミノ酸
の配列周期を系統的に変化させたペプチド
群を調製する必要がある。本目的に合致する
デザインは極性、非極性アミノ酸を交互に配
置することが基となり、極性アミノ酸である
正電荷、および負電荷を有するものの配置に
変化を与えることで種々のアレルゲン物質
に対して差別化されたペプチド群が調製さ
れる。 

＜構造色基板の調製とセンシング＞ 

食物アレルゲンを抗原として捕捉する構
造色基板の調製、得られた基板の色変化によ
るアレルゲンの同定、および定量を行う。 

シリカ表面の化学修飾によりタンパク質
層を積層し構造色基板を得る手法、およびス
ピンコート法によって均一なペプチド薄膜
を調製する手法を検討した。基板調製したペ
プチドの水溶液は pH を適切に調製すること
によって 3 次元的な秩序構造を形成し、得ら
れた薄膜は数百 nm の厚みで調製可能であり、
シリコンや金属基板上に作製すると可視光
の干渉が生じ、構造色基板が調製される。 

 

 

４．研究成果 
（１）干渉性発色を利用した抗原－抗体反応
のセンシング 

本研究では、薄膜干渉の仕組みに着目し、
同仕組みの免疫測定分野への応用の可能性
を探った。薄膜干渉は、色素や蛍光に由来す
るものではなく、構造に由来した光の干渉効
果によって発色を示す仕組みである。そのた
めに酵素標識体や蛍光標識体との反応作業
を必要とせず、標的分子検出に至るまでの反
応段階の縮小化が可能である。タンパク質の
ほとんどは数十Åのサイズであり、本論で検
討している薄膜干渉の膜厚と同様のスケ－
ルと判断される。したがって、光干渉性薄膜
表面にタンパク質が吸着することで膜厚の
増加がおこり、これが光の干渉に反映され色
変化を発現する。つまり、吸着したタンパク
質サイズと量に依存した色変化が生じる。本
研究ではまずアレルゲン検出系のモデルシ
ステムとして、アビジン－ビオチン結合に着
目し、薄膜干渉を応用したタンパク質検出法
について検討した。アビジンは、卵白中に存
在する分子量約68kDaの塩基性糖タンパク質
であり、サブユニット 4個からなる。各サブ
ユニットは1分子のビオチンとの非常に高い
親和性（結合定数＝1.0×1015M－1）によって
結合することが知られている。そこでシリコ
ンの熱酸化によって光干渉性のシリカ薄膜
を調製し、その表面にビオチンを修飾した。
ビオチン部位への選択的なアビジンの吸着
を、薄膜の干渉色変化から評価・確認した。
その結果、1.0×10―８M の感度で迅速かつ簡便
にアビジンを検出可能であることを見出し、
アレルゲン検出システムの基盤を築くこと
に大きな成果を得た。 

 
 次いで、アビジン－デチオビオチン結合に
よって組織化された高分子薄膜を調製し、ビ
オチンの進入による膜の分解と干渉色変化
について検討した。デチオビオチンはビオチ
ン誘導体であり、アビジンとの親和性はビオ
チンほど高いものではないため、ビオチンの

n　1

n　2

h　1

h　2

silicon

silica

protein

air

[maximum wavelength] m=2k

[minimum wavelength] m=2k-1 (k=1, 2, 3, 4・・・)

α

 

図１.干渉性薄膜の模式図 



 

 

検出において仲介的な作用を示すことが期
待される。シリカ薄膜表面に修飾されたデチ
オビオチンとの結合によって形成されたア
ビジン単分子膜が、ビオチンを認識して剥離
することが酵素発色反応試験から確認され
た。これはビオチンの進入によってデチオビ
オチン－アビジン結合が解離し、ビオチン－
アビジン結合に置き換わったためである。ア
ビジン単分子膜表面にポリスチレン(PS)粒
子を固定化した試料においては、アビジン膜
の分解とともに PS 粒子膜が剥離することが
確認された。デチオビオチン－アビジン結合
の解離が大幅な干渉色変化として出力され
た例となった。また、デチオビオチンが標識
されたウシ血清アルブミン（BSA）とアビジ
ンとの交互多層膜の調製にも成功した。デチ
オビオチン－アビジン結合のみで組織化さ
れた同膜は、ビオチンを認識するとともに分
解し、大幅な干渉色変化を示した。デチオビ
オチン－アビジン結合とビオチン－アビジ
ン結合との置換時間が膜の分解速度を律速
しているために、膜厚に分解速度が依存しな
いことが明らかとなった。 
 以上の結果より、モデル系を用いて「アレ
ルゲン物質→薄膜構造の変化→色変化によ
るアレルゲン物質の解明」の図式が成立する
ことを確認し、ナノ薄膜の構造変化を色変化
として可視的に変換する新規なセンサーと

しての有用性が示唆された。この図式を利用
した多岐に亘る生体分子や微生物などのセ
ンシングへの応用・展開が期待される。 
（２）ペプチドライブラリーの構築と構造色
変化によるアルブミンのセンシング 
正負電荷を有する親水性アミノ酸、お

よび疎水性アミノ酸を組み込んだペプ
チドを水に可溶化し適切なpHに調整す
るとβ－シートによる繊維化を示し、静
電的相互作用によって繊維間に架橋が
生じるためヒドロゲルが調製できる。ゲ
ル化に必要なペプチドシーケンスや溶
液条件の探索を行い、ペプチドライブラ
リーを構築した。アミノ酸側鎖の電荷は
タンパク質や抗原・抗体など表面に電荷
を有する分子の固定化場を提供する。本
研究では種々のシーケンスで調製した
ペプチドライブラリーを構築し、形成さ
れるヒドロゲル中への BSAの固定化挙
動を検討した。各ヒドロゲル中へのBSA

の固定化量は、親水性残基の電荷バラン
スにより増減し、ヒドロゲル中でアニオ
ン性を示す BSAは正電荷が優位なペプ
チドに多く固定化されることがわかっ
た。さらに、正電荷が同じ数であっても
配列の様式によっても固定化量に差異
が生じ、β－シートの親水面の正電荷帯
がどのように分布しているかによって
固定化量が増減することが示された。つ
まり、BSAは電荷数と同時にペプチドの
電荷パターンを認識する可能性を示し
ており、標的物質の固定化やセンシング
のためのペプチド設計における知見が
多く得られた。  
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図２.ビオチンセンシングの可視化、(a)

模式図、(b)反射スペクトル変化と構造食
器板の色変化の様子 
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図３.ペプチドライブラリーを用いたペプ
チド薄膜への BSA 収着挙動 



 

 

（３）センシング装置の開発  

「アレルゲン物質→薄膜構造の変化
→色変化によるアレルゲン物質の検出」
に関して、低分子が薄膜へ収着する挙動
をモニター可能な装置の開発を行った。
本装置は、分子収着に伴う膨潤・収縮に
よる構造色変化と水晶発振子マイクロ
バランス (QCM)法を用いた重量変化を
同時に測定可能であるため、薄膜中への
低分子の収着に伴うミクロな変化量を
検知することが可能である。  

以上より生体分子や微生物を検出す
るためのペプチド構造の設計指針を提
示し、これらを検出する測定システムの
開発に成功した。  
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