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研究結果要約 

甲殻類アレルゲンについて、甲殻類トロポミオシンに共有して存在する ADTLEQQNK、

SLSDEER、FLAEEADR らをマーカーペプチドとして LC-MS/MSで分析したところ、ほぼ全ての

甲殻類でピークを検出することができた。また、食物アレルゲン検査法としての確立を目指して、

感度が高く安定して検出される FLAEEADR の合成ペプチドと比較して分析したところ、抽出タン

パク質と同じリテンションタイムにピークが検出され、食物アレルゲンについて合成ペプチドを標

準品とした分析法が可能であることが示唆された。また、食物アレルゲンの規制対象にないシャコ

に特異的なペプチド A、ペプチド B、食材偽装に使われたクルマエビに特異的なペプチド C を見出

し、合成品を標準として、各種甲殻類抽出液を比較分析したところ、ペプチド A についてはシャコ

とオキアミ、ペプチド Bについてはシャコと同じ配列を有するイセエビのみ、ペプチド Cについて
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はクルマエビおよびシバエビから検出され、オキアミとシバエビ以外はデータベース配列の理論通

りに検出できることが分かった。同様の手法でアーモンド、カシューナッツ、ブラジルナッツなど

種実類についても特異的ペプチドを見出し、合成ペプチドを標準品とした分析手法を作成した。 

 

研究目的 

食物アレルギー患者が年々増加し、我が国において表示による食品アレルギーについての情報提

供の必要性が高まってきたため、2002年 4月よりアレルギー物質を含む食品の表示が本格的に義務

付けられた。現在では、「卵，乳，小麦，えび，かに，そば，落花生（ピーナッツ）」の計 7品目が、

食物アレルギーの“特定原材料”として位置づけられている。検査法としては、2010年（平成 22年）

9 月 10 日消食表第 286 号「アレルギー物質を含む食品の検査法について」により、定量検査法とし

て ELISA法、定性検査法としてウェスタンブロット法や PCR法が定められている。特定原材料は

7 品目でも、実際に対象となる原材料は多種にわたり、偽陰性、偽陽性の発生が問題となっている。 

そこで、申請者らは、特定原材料である甲殻類、蕎麦、牛乳、卵等アレルゲンに特異的なペプチ

ドを見出し、質量分析器で検出する手法について研究を進めており、偽陽性、偽陰性が少なく有望

な分析法であることを明らかとしてきた 1-3）。さらに、本手法がアレルゲンの検出だけでなく、生物

種の判別にも適応できることを見出した。甲殻類で言えば、主要アレルゲンであるトロポミオシン

やアルギニンキナーゼのアミノ酸配列は、種ごとで一部に違いがあり、その差を質量分析で検出す

ることが理論的に可能である。すでに申請者は甲殻類に共通なペプチドおよび一部の甲殻類に特異

的なペプチドが存在することを見出し、質量分析器で分離検出できることを確認している。しかし

ながら、公定法など試験検査で採用されるためには、純度の高い標準品を作製し、精度、感度、真

度などの妥当性を確認する必要がある。そこで、本研究では、甲殻類から抽出精製したタンパク質

溶液およびアレルゲンの合成ペプチドを標準品の候補として用い、信頼性の高いアレルゲン網羅的

分析法の開発を試みた。 
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研究計画及び研究手法 

（1）特定原材料のペプチド網羅的分析 

クルマエビ、シバエビ、オキアミ（クリル）、イセエビ、シャコ、サクラエビなどの甲殻類につ

いて 1g採取し、2 M尿素を含む 50 mMトリス緩衝液(pH10)を 30 mL加え、60 分振とう抽出し、

3500 rpm 15分の遠心分離により、上澄み液を得た。上澄み液 6 mLを 1 M Dithiothreitolを

200μL添加し，37℃で 60 分反応させた後，0.5 M Iodoacetamide を 2.0 mL 添加し，タンパク

質を還元，アルキル化した。続いて、トリプシンを終濃度 700 nM 程度になるように添加、一晩

消化させた後、ギ酸を 0.5％になるように添加し、反応を停止させた。アセトニトリルおよび 0.5％

トリフルオロ酢酸でコンディショニングされた Strata X SPEカラムに反応液を負荷し、0.5％ギ

酸で洗浄後、70％アセトニトリルで溶出させた。これを LC-MS/MS で m/z 400-1400 の

Information data acquisition (IDA)分析を行い、得られたクロマトグラムを Protein Pilot 

Software 4.0（エービー・サイエックス社製）で解析し、ペプチドシーケンス情報を得た。 

 

（1）-2 特異的ペプチドの探索と分析条件 

得 ら れ た ペ プ チ ド シ ー ケ ン ス 情 報 と プ ロ テ イ ン デ ー タ ベ ー ス (UniProt 

https://www.uniprot.org/)を照らし合わせ、それぞれの検体に特異的なペプチドを探索し、Skyline 

softwareを用いて、多重反応モニタリング(MRM)条件について設定した。 

 

(2) 実証分析 

既に報告済みの甲殻類共通ペプチドについて表１のように分析条件を設定し 1）、合成ペプチド

および甲殻類検体から同一ピークが検出されるかについて検討した。 

 

(3)種実類への応用 

海外で規制が厳しく、対象食品が多岐に渡る種実類ついて同様に検討した。落花生、ブラジル

ナッツ、アーモンド、カシューナッツについてアレルゲンデータベースから特異的ペプチドにつ
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いて探索し、分析条件を設定した。 

 

結果と考察 

（1）甲殻類共通ペプチドの分析について 

クルマエビ、シバエビ、イセエビ、シャコ、サクラエビ、オキアミ（クリル）で、5 つ全ての

ペプチドピークが検出でき、甲殻類アレルギー検査法として活用できることが期待できた。しか

しながら、表示義務規制外であるシャコについても予想通り同様に 5 つのペプチドが検出され、

ELISA 法同様、擬陽性検体となった。一方、オキアミについても他の甲殻類同様にピークが検出

された。データベースに記載のオキアミは、Euphausia superba (Antarctic krill)と Euphausia 

pacifica (North Pacific krill)の 2種だけであり、ともに SLSDEER、FLAEEADRは存在してい

ないものの、今回採取したオキアミと種類が違っていたことが原因の可能性もあり、今後はさら

に種類を増やすことで妥当性について検証する必要がある。 

次に、検査用として前述の中で最も感度が高く安定的に検出される FLAEEADR ペプチドにつ

いて合成品を購入し、メタノールで 310μg/mL になるように可溶化した後、0.1％ギ酸メタノー

ル 50％で 10μg/mLを作製し、標準溶液とした。この標準液から得られるピークと、甲殻類抽出

溶液から検出されるピークを比較したところ、図１（非公開）のように、ほぼ全ての甲殻類から

FLAEEADR 合成ペプチドと同じリテンションタイムにピークが検出できたことから、合成ペプ

チドをアレルギー物質の検査用標準として活用できることが分かった。 

 

（2）甲殻類共通ペプチドの分析について 

次に偽陽性となったシャコについて IDA 分析の結果から、シャコだけに存在するペプチドを探

索したところ、トロポミオシンのペプチド A およびペプチド B を候補として見出した。プロテイ

ンデータベースからペプチド A はシャコに特異的であることを確認したが、ペプチド Bについて

は、シャコだけでなく、イセエビにも存在していることが分かった。また、アルギニンキナーゼ

のペプチド C についてもクルマエビだけに存在することがわかった。そこで、これら３つについ
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て、合成ペプチドを購入し、IDA 分析を試みたところ、図２～４（非公開）のようにペプチド A

はプレカーサーイオン D m/z プロダクトイオン E (y C) , F (y G) m/zなどが検出できた。同様

に、ペプチド Bは、プレカーサーイオンH m/z プロダクトイオン I (y J) , K (y L) m/z、ペプチ

ド C はプレカーサーイオンM m/z プロダクトイオン N (y O) , P (y Q) m/z を検出し、分析条

件を設定し（表２（非公開））、実際に各種甲殻類について分析を行った。その結果、図５（非公

開）のようにペプチド Aについてはシャコで強く検出され、オキアミについても若干検出された。

ペプチド B については、シャコ、イセエビのみから検出された（図６（非公開））。また、ペプチ

ド C については、クルマエビおよびシバエビから検出された（図７（非公開））。シバエビはクル

マエビと同じくクルマエビ科であり、アルギニンキナーゼのデータベースがなかったが、近縁種

であることからクルマエビのアルギニンキナーゼと同様のアミノ酸配列を有している可能性が考

えられた。 

 

(3)種実類への応用 

ペプチド D(ブラジルナッツ)、ペプチド E(カシューナッツ)、ペプチド F,G(アーモンド)、ペプ

チド H(落花生)を候補として選択し、分析条件を設定し（表３（非公開））、合成ペプチド等につい

て分析したところ、図８（非公開）のように種実類の一斉分析が可能であることが示された。 

 

本研究の成果は 

・第 56 回全国衛生化学技術協議会年会にて発表した。現在、英文誌に投稿準備中である。 

 

今後の研究活動について 

今回、合成ペプチドを標準品として、甲殻類から抽出精製したタンパク質を酵素分解し、分析し

たところ、概ね理論通り標的のペプチドを検出することができた。一方、シバエビのペプチド C や

オキアミのペプチド A については、想定してないピークも検出されてしまった。目的のタンパク質

のデータベースが欠如している場合や、誤って記載されていることも考えられる。また、甲殻類に
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ついては、エビだけでも数千種類、食用に限っても 50種類以上存在するとされることから、特異的

なペプチドについては、さらにサンプル数を増やして実験を行い、再現性、妥当性を明らかとする

必要がある。種実類についても、アメリカ、EU の規制ではピスタチオ、クルミ、銀杏など十数品

目が規制対象であり、さらに詳しく検討する必要がある。一方、甲殻類の FLAEEADRについては、

今回全ての甲殻類から検出され、甲殻類間のトロポミオシン相同性が 90％程度あり、他の論文でも

報告されていることから 4）、甲殻類の共通マーカーペプチドとして活用できることが期待できた。

定量性に関しては、まだ信頼性の高いデータが少ない状況ではあるが、安定同位体を内部標準とし

て活用する手法で一定の成果も得られており、この手法を元に妥当性評価試験を実施していく予定

である。 
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