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研究成果の概要（和文）：　動物革製の製品については、家庭用品品質表示法により雑貨工業品品質表示が定め
られ、これを一部でも使用したものには、動物種の鑑別が必須とされている。皮革からコラーゲンタンパク質由
来のペプチド抽出に成功し、表示対象となる6種動物間でアミノ酸配列に違いのあるペプチドを探索した。これ
を、各動物種に対応したアミノ酸配列のリファレンスデータとし、動物種間でアミノ酸配列が異なるペプチド部
分を組み合わせて判定する「動物種判定システム」を構築した。ブラインドテストでこのシステムの評価を行っ
た結果、鑑別の正答率100%を達成し、簡便かつ精確な「動物種鑑別システムの構築」に成功した。

研究成果の概要（英文）：For products made of animal leather, the Household Goods Quality Labeling 
Law stipulates the quality labeling of miscellaneous goods and industrial products, and for those 
that use even a part of this, it is essential to identify the animal species. We succeeded in 
extracting peptides derived from collagen protein from leather, and searched for peptides with 
different amino acid sequences among the 6 species of animals to be displayed. Using this as 
reference data for the amino acid sequence corresponding to each animal species, we constructed an "
animal species determination system" that determines by combining peptide moieties with different 
amino acid sequences between animal species. As a result of evaluating this system in a blind test, 
we achieved a correct answer rate of 100% for discrimination and succeeded in constructing a simple 
and accurate "animal species discrimination system".

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　今回開発した皮革製品の動物種鑑別システムは、ブラインドテストにより、鑑別の正答率100%を達成した。質
量分析計を用いることで、超感度に測定でき、外観を損なわない程度のわずかな試料で鑑別が可能となった。今
回は表示対象の中でも特に流通量の多い6種の動物種(牛、馬、豚、羊、やぎ、鹿)を対象としたが、本手法は、
その他の様々な動物種にも応用できる。製品の偽装表示問題の克服は、消費者の利益保護につながり、安心して
豊かな生活を営むことができる社会の実現を可能とする。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、「カシミヤ 100%」表示の繊維製品に、ほとんどカシミヤヤギの毛が使われていないもの
が多数あることが発覚した。顕微鏡による判別難易度が高いヤクの毛が混入しているケースが
頻発し、業界で偽装が横行する実態が浮き彫りとなった。公正取引委員会が景品表示法の疑いで
調査し、表示の数字に満たないセーターやストールなどが次々と見つかり、百貨店の店頭から対
象商品を引き上げる事態に発展し、業界全体の信用不安をもたらす結果となった。 
 そのため、消費者が安心して豊かな生活を営むことができる社会の実現のため、消費者庁が発
足した。この消費者庁の主な法令の一つに家庭用品品質表示法があり、動物革製のかばん・衣料・
手袋については、この法令により雑貨工業品品質表示が定められている。そのため、動物革また
は合成皮革を製品の全てまたは一部に使用して製造した製品については、動物種の鑑別が必要
となっている。しかし、鑑別の公定法は無く、試験・検査で一般的に用いられる鑑別方法として
は、①外観観察（厚さ、大きさ、色や柄、毛並み、艶、感触など）、②顕微鏡観察（毛穴配列、
断面構造、毛小皮紋理、毛髄質など）、③機器分析（元素、成分、染料、薬剤分析など）、④DNA
鑑別が挙げられる。外観観察は、長年の経験を必要とし、また科学的根拠に乏しく説得力に欠け
るという問題がある。顕微鏡観察は主流だが、繊維構造や銀面模様の差が不明瞭な場合等は判別
に迷うケースもある。機器分析は、あくまで補助的な方法であり、単独での判別は困難である。
DNA 鑑別では、皮革製品から DNA を抽出し、PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）法を試したが、目的
の DNA フラグメントが増幅されないことが多々あった。その原因としては、皮革の製造工程にあ
る石灰脱毛や再石灰漬けで皮繊維をほぐす作業中に、化学薬品により DNA が損傷することが、
PCR 増幅による検出を困難にすると考えられた。また、マトリックス支援レーザー脱離イオン化
飛行時間型質量分析法（MALDI-TOF-MS）を用いた皮革製品由来のペプチド分析での鑑別法を検討
したが、皮革の加工段階での薬剤や染料、なめし剤等の夾雑物が原因で、鑑別制度が劣ることが
明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 外観観察や顕微鏡観察による動物種の鑑別方法は、一つ一つ手作業で行う必要があり、国内で
生産される革製品だけでも年間 150 万点を越えるため（平成 27年度）、簡便かつ科学的な鑑別手
法の確立が急務となっている。そこで本研究では、従来一般的に用いられてきた皮革鑑別方法の
課題を解決するため、客観性をもつ科学的な鑑別法を開発することを目的とする。動物革製品に
含まれるタンパク質を抽出し、酵素消化したペプチドでの質量分析計による動物種鑑別法の確
立を試みる。 
 この鑑別法の最大の特徴は、質量分析計を用いることにより、超高感度に解析できる点にある。
そのため、製品の外観を損なわない程度のわずかな試料で、皮革製品の動物種の鑑別が可能とな
る。人の手による外観観察・顕微鏡観察では、逐一サンプルを見るため時間がかかる。本法では、
同時に多数のサンプルを前処理することが可能であり、簡便かつ科学的客観性の高い方法を確
立できる。今回は雑貨工業品品質表示規程にある 8種の動物のうち、ほとんどの流通量を占める
6種の動物（牛、馬、豚、羊、やぎ、鹿）を対象とするが、履歴の確かなサンプルさえ入手でき
れば、同じ手法で他の動物種の同定に応用することも可能である。本研究により開発する「質量
分析計を用いた皮革製品の動物種鑑定法」を特許化し、特許発明の実施を望む企業との間で特許
ライセンス契約を結び、ライセンス料を得ることも考えている。製品の偽装表示問題の克服は、
消費者の利益保護につながり、安心して豊かな生活を営むことができる社会の実現を可能とす
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、動物革製品(かばん、衣料、手袋)の表示対象となる動物 6種（牛、馬、豚、羊、
やぎ、鹿）について、質量分析計での動物種鑑別法の確立を主目的とした。材料としては、流通
量の多いクロムなめし革・タンニンなめし革に加え、特に DNA 抽出が困難である濃色染色品や仕
上げ剤の施されたものであり、かつ履歴が明確な革製品で検討を行った。6 種の動物種につき、
8サンプル程度の試料を用意し、そのうちの半分の各 4サンプル程度を各動物種に特異的なペプ
チドの探索に用い、残りの半分のサンプルを今回開発した動物種鑑別システムの検証用に用い
た。皮革製品サンプルの供給に関しては、この業界で実績のあるカケンテストセンター・大阪事
業所の協力を得て、様々な加工処理を施した皮革製品由来であり、かつトレーサビリティが確か
なものを準備した。 
 まず（課題 I）として、「動物革製品に含まれるタンパク質の抽出・酵素消化処理法の最適化」
の検討を行った。加工処理された皮革に含まれるタンパク質の抽出から、酵素（プロテアーゼ）
によるペプチド生成に至る過程において、実験条件の検討を行った。評価は、質量分析計で検出
されたペプチドの多様性（種類）により判断した。 
 次に（課題 II）として、「動物種特異的なペプチドの検索」を行った。各動物革由来のペプチ
ドを質量分析計で解析し、ペプチドのアミノ酸配列を決定し、各動物種特異的な配列を持つペプ



チドを探索した。これまでの研究成果により、加工された皮革からはコラーゲンタンパク質のみ
が検出されている。今回の研究対象となる 6種の動物は、進化学的な見地からは非常に近縁な種
を含んでいる。また、コラーゲンタンパク質は、生物にとって重要なタンパク質であり、進化的
によく保存されている。例えば、加工された皮革で最もよく抽出される I型コラーゲンαI鎖タ
ンパク質（COL1A1）では、公共のデータベース（NCBInr: アメリカ国立生物工学情報センター
（National Center for Biotechnology Information）で公開されている nr（non-redundant: 冗
長性の無い）タンパク質データベース）で牛と羊のアミノ酸配列を比較すると、97%も一致して
いる。質量分析計で検出されるアミノ酸配列のカバー率は、100%にはならない（通常多くても 50-
60%）ことから、動物種特異的なペプチドは、6 種の動物全部には見つからないことが予想され
た。実際これまでの研究結果より、アミノ酸に違いがある場合、単独の 1種に認められるケース
は少なく、複数の動物種に同時に認められる場合の方が圧倒的に多いことが判明している。また、
遺伝子多型（ポリモルフィズム）と呼ばれるアミノ酸配列の個体差が今後検出される可能性も考
え、なるべく複数のペプチドで鑑別することが望ましい。 
 そこで（課題 III）として、アミノ酸配列が異なるペプチド部位を複数組み合わせて総合的に
判断する、「動物種判定システムの開発と検証」を行う。配列に違いのある部分だけを集めて統
合した人工的な 6 種の動物に対応するアミノ酸配列のリファレンスデータを作成し、これを参
照することで該当する動物種をスコア化して判定する鑑別システムを構築した（図 1）。検証用
のサンプルを本研究で最適化した手法により質量分析計を用いて解析し、ブラインドテストに
より動物種鑑定システムの評価を行った。将来的に広く一般的に応用するため、堅牢で精確なシ
ステムを構築し、鑑別の正答率 100%を目標とした。 

図 1. 質量分析計による動物種鑑別システムの全体の流れ 
 
４．研究成果 
（１）（課題 I）動物革製品に含まれるタンパク質の抽出・酵素消化処理法の最適化 
動物革製品からのタンパク質抽出法・酵素消化処理法の最適化の検討を行った。実際用いた皮

革製品由来の試料の準備として、皮革の脱脂及び粉砕後、凍結乾燥を行った。このサンプルを用
いて、（a）タンパク質抽出の温度・時間、（b）酵素処理時間、（c）質量分析に供するサンプル量
に関する条件検討を行った。その結果、皮革からのタンパク質の抽出及びペプチド断片の作成に
最適である条件が判明した。0.5 mg 分の試料を秤量し、1.5 mL 容量のチューブ（Eppendorf 社
製、No. 0030120086）に移す。500 µL の 25 mM 重炭酸アンモニウム（NH4HCO3）を加え、60 ℃、
1,250 rpm で 1時間チューブ全体を温めることが可能な振盪器で攪拌し、タンパク質の抽出を行
う。10分間室温で静置する。20 µg のトリプシン（Promega 社、V5111）を、50 µL の 25 mM 重
炭酸アンモニウムで溶解し、そのうち 20 µL をサンプルに加える。37 ℃、250 rpm で 18 時間チ
ューブ全体を温めることが可能な振盪器で攪拌し、ペプチド断片を作成する。この試料（約 520 
µL）を 0.22 µm フィルター（タカラバイオ社製、SUPRECTM-01）を用いて、4 ℃、4,900 xg で 10
分間遠心し濾過した。その後試料を-80 ℃で 10分間凍結し、EYELA FDU-1200（東京理化器械社
製）を用いて、オーバーナイトで真空凍結乾燥した。この試料を 100 µL の 0.1 %ギ酸溶液で溶
解し、ボルテックスミキサーで 5分間攪拌後、軽く遠心し、5分間ソニケーションを行う。この



試料を 0.22 µm フィルターを用いて、4 ℃、4,900 xg で 10 分間遠心し濾過した。採取した試料
のうち 2 µL を LC-MS/MS 解析に用いた。質量分析計としては、高速液体クロマトグラフイオント
ラップ型-飛行時間型質量分析計（島津製作所社製、LCMS-IT-TOF（nanoLC 仕様））を使用した。
分析条件は以下の通りである（表 1）。 
表 1. LCMS-IT-TOF での分析条件 

上記（表 1）の条件で得られた MS/MS データを、タンパク質同定解析ソフト Mascot
（matrixscience 社）を用いて、タンパク質データベース（NCBInr）で検索を行った。その結果、
3種類のコラーゲンタンパク質（I型コラーゲンα1鎖（COL1A1）、I型コラーゲンα2鎖（COL1A2）、
III 型コラーゲンα1 鎖（COL3A1））由来のペプチドが、確実に数十種類検出されるようになっ
た。また、プレカーサーイオンのm/z値の誤差範囲を無視して検索する「Error Tolerant Search」
を行った結果、コラーゲンタンパク質には、通常のタンパク質とは異なり、ヒドロキシプロリン
とヒドロキシリジンが多く含まれることが明らかとなった。そのため、以後の検索にはこれらを
翻訳後修飾のパラメータ―として付加することにした。 
 
（２）（課題 II）「動物種特異的なペプチドの検索」 
 課題 I で最適化した実験条件に基づき、6 種の各動物種に特異的なアミノ酸部位をもつペプチ
ドを検索した。主に 3種類のコラーゲンタンパク質由来のペプチドが検出された。コラーゲンタ
ンパク質は、生物にとって重要なタンパク質であり、進化的によく保存されていることから、各
動物種に特異的なペプチドを検出することは困難であると危惧されたが、動物種間でアミノ酸
配列が異なる部位を含むペプチド 16箇所を決定することができた。 

 
図 2. 動物種間でアミノ酸配列が異なる部位を含むペプチド 16箇所を統合したデータベース 
（一部を示す。左側：牛、右側：馬） 



（３）（課題 III）「動物種判定システムの開発と検証」 
（課題 II）において、6種の動物種間でアミノ酸配列に違いのあるペプチドを集め、これを各動
物種に対応したアミノ酸配列のリファレンスデータとした(図 2)。これを参照することで、動物
種間でアミノ酸配列が異なるペプチド部分を組み合わせて判定する「動物種判定システム」を構
築した。ここでは、表示対象となる動物で流通量のほとんどを占める 6種の動物種（牛、馬、豚、
羊、やぎ、鹿）を対象とした。具体的には、このリファレンスデータをタンパク質データベース
とみなして、タンパク質同定ソフト Mascot を使用した。24 種類の検証用のサンプルを準備し、
本研究で最適化したサンプル処理法により、ブラインドテストでこの動物種鑑定システムの評
価を行った(表 2)。鑑別の正答率 100%を達成し、一般的に使える簡便かつ精確な「動物種鑑別シ
ステムの構築」に成功した。 
表 2. ブラインドテストの結果 

 
 一致したペプチドが多い、またそのペプチドの MS/MS データのピークの一致度が高いほどス
コアが高くなる。最もスコアの高いものを候補とした。2番目に高いものを次点としたが、その
スコア差が 100 未満のものは、サンプル#11 に限られ、特に判断に迷うサンプルはなかった。 
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