
1 
 

ニッポンハム食の未来財団 2019 年度個人研究助成 研究完了報告書 

 

 

 

研究結果要約 

食の安全が重要視されている現在、工場内における生産機器、容器、食品添加物、食品開発段階の

材料などによるアレルギー発症や、アレルギー悪化リスクの防止は、開発・生産において重大課題

となる。開発・生産におけるアレルギー感作試験においては、動物実験に頼らざるを得ないのが現

状であるが、倫理的観点、コスト、簡便さなどから動物実験代替法が求められつつある。皮膚感作性

試験代替法の一つである、DPRA法 は食品開発・生産分野においても極めて有効な手法であると考
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えられる。しかしながら、油性物質などの難水溶性物質を評価できない、操作が煩雑などの問題点

も多い。そこで我々はこれまで、分光技術とペプチド工学技術を融合させた様々な物質、物体の簡

便な感作性試験法（C-SPRA 法）の構築を行ってきた。本助成研究では、未だ基礎的なシーズであ

る本感作性試験法を食品業界に幅広く適用できる汎用性の高い手法へと発展させることを目指した。

具体的には、より簡便な方法として磁性ビーズを用いた本手法の改良法の確立、微量吸光測定によ

るさらなる高効率手法の検討、本システムの工場内使用へ向けた研究を行うための具体的な計画立

案を行った。今後は、企業や他分野研究者と共同し、実際の器材、部品を使った付着物の回収、濃

縮、測定手法の確立、ロボットによる自動化を行い、実用化・商品化・適用範囲の拡大をさらに進め

ていきたい。 

 

研究目的 

食の安全が大きく叫ばれている現在、工場内における生産機器、容器、食品添加物、食品開発段階

の材料などによるアレルギー発症や、アレルギー悪化リスクの防止は、開発・生産において極めて

重大な課題となる。開発・生産段階におけるアレルギー感作試験においては、実際に人への負荷テ

ストは現実的ではなく、動物実験に頼らざるを得ないのが現状である 1)。しかしながら、近年、倫理

的観点、コスト、簡便さなどから動物実験や臨床試験に頼らない試験方法が求められつつある。一

般的に食品のアレルギー感作試験においても皮膚テストが主に用いられていることから、皮膚感作

性試験代替法の一つである、Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) は食品開発・生産分野にお

いても極めて有効な手法であると考えられる 2,3)。DPRA は生体内の感作反応を模倣し、ペプチドと

被験物質とを反応させた後にHPLCを用いて未反応ペプチドを測定し、その減少率から感作性を予

測する試験法である（図１a）。DPRA は現状の動物実験代替法の中でも有効な手法の一つではある

が、純物質でないと評価できない、その中でも油性物質などの難水溶性物質を評価できない、操作

が煩雑、効率性が悪い、HPLCでの検出が難しいなどの問題点も多い（図１bc）。こうした背景のも

と、我々はこれまで、分光技術とペプチド工学技術を融合させた様々な物質、物体の簡便な感作性

試験法（C-SPRA(Chromophore-Solid Peptide Reactivity Assay)法）の構築を行ってきた 4,5)。C-



3 
 

SPRA法は DPRA 法を基礎としているものの、従来からの懸念であった、混合物や化学物質以外の

バルクの物体、非水溶性・疎水性の物質、界面活性剤などの両親媒性物質などの全ての試験が可能

となる、試験検体の守備範囲が大きく広がる方法であり、また操作方法も簡便となる手法である（図

２）。具体的には、DPRAで使用する試験用ペプチドを、有機溶媒中、水中どちらにも、なじむビー

ズ上に固定する。これにより感作性試験が様々な溶媒中で可能となる。さらに NH2基・SH 基指示

薬を組み合わせることで、分光法で検出が可能な極めて簡便な試験法の開発を目指した（図３）。本

法が開発できれば日本の食品業界のみならず、世界においてもスタンダードとなる有力な手法とな

ることが期待できる。 

本助成研究では、基礎的なシーズである本感作性試験法を食品業界に幅広く適用できる汎用性の

高い手法へと発展させることを目指した。具体的には、より簡便な方法として磁性ビーズを用いた

本手法の改良法の確立、微量吸光測定によるさらなる高効率手法の検討、本システムの工場内使用

へ向けた研究を遂行するための具体的な計画立案を行った。 

 

 
 

図１ (a) DPRA 法の概要。(b) HPLC での検出が難しい例。ペプチドのピークが検定物質の大きい
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ピークと重なってしまっている。(c) HPLC での検出が難しい例。特に Cys-peptideにおいては条件

により酸化してダイマー化してしまう疑陽性反応が見受けられる。（図１は Analyst, 2020, 145, 

3211 より引用） 

 
 

 

 

図 ２  C-SPRA 法の概要図。C-SPRA で用いるカラム、樹脂固定化ペプチド、指示薬（色素）、脱指

示薬など。 
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図３ 樹脂ビーズを用いた C-SPRA 法の操作方法。 

 

 

研究計画及び研究手法 

＜実験計画＞ 

１．ペプチド配列の検討と磁性ビーズへのペプチドの配置・・・DPRA で用いるペプチド配列は、

化粧品を主に想定した配列であり、本課題に適しているとは限らないため、配列の変更を行った。

具体的には、高純度にペプチドを磁性ビーズ上に合成でき、かつ、比較的アミノ酸残基の少ない

配列を検討した。申請者の過去のペプチド工学のノウハウを駆使して検討を行った。 

２. 指示薬の選択と感作性試験・・・本課題の目的に適した色素を検討した。具体的には、我々が直

近で構築した吸光法を採用し、磁性ビーズ上で条件を変えることにより、結合と遊離が可能な色

素の選択を行った。その後モデルの感作性物質数種を用いて試験を行った。 

３. 高効率測定に向けた本法の改良・・・高効率に測定できるよう、微量サンプルでの測定、並列的

な多種類サンプルでの測定などの測定法の最適化を行った。 
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４. 本システムの工場内使用へ向けた検討・・・実際の生産機器部品、容器、食品材料を念頭に感作

性試験法の改良、操作法の検討を行った。 

 

＜研究手法＞ 

磁性ビーズはMicromer-M PEG-NH2(micromod社)を使用した。磁性ビーズでのペプチド合成は、

FMOC 固相合成法 6)を基に、HBTU-HOBt法（アミノ酸 200 eq./HBTU 200 eq./HOBt 200 eq./DIEA 

400 eq., 30分間）で行った。 

本研究では、親水・疎水両溶媒になじむ磁性ビーズ固定化ペプチドと NH2基・SH 基指示薬を組

み合わせることで、様々な物質・混合物・物体の評価を可能とし、分光法で検出が可能な極めて簡便

な試験法の開発を目指した。例えば難水溶性の試験物質を有機溶媒中に溶かしこみ、そこにペプチ

ドビーズを投与すれば、ビーズに固定したペプチドが試験物質と容易に接触できるようになる。こ

れにより感作性試験が可能となり、感作性試験終了後は、1.5mL チューブ専用のマグネットホルダ

ーを用いて、ビーズをとどめることで、試験溶液を除去することができる。その後、検出には NH2

基・SH基指示薬を用い、ビーズ中の未反応ペプチドのNH2基・SH基を、吸光度や蛍光強度などの

分光法によって測定することにより、感作性を確認する（図４）。こうすることにより、HPLCを用

いる必要がなく、たいていの工場・研究開発施設で用いられている分光光度計やプレートリーダー

を用いることで高効率な検出が可能となる。 
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(a) 

 

 
(b) 

 

 

(c) 
 

 

 

図４ (a) 磁性ビーズ上でのペプチド合成のプロトコル。(b) 使用したビーズ、指示薬（色素）、脱指示

薬など。(c) 磁性ビーズを用いた C-SPRA 法の操作方法。 

 



8 
 

結果と考察 

１．ペプチド配列の検討と磁性ビーズへのペプチドの配置 

磁性ビーズへのペプチドの固定化は、主に遊離ペプチドを得た後、クリック反応、マレイミド

反応などで固定化することが一般である 7,8)。しかしながら工場内などで汎用性のあるビーズを供

給するためには、試薬の価格や、反応の競合などを考慮に入れなければならない。当研究室では

これまで、ビーズに直接、ペプチド合成を行うことによるペプチド固定化固相担体の作製を試み

ている。磁性ビーズは、安定分散する溶媒に制限があり、通常の FMOC 固相合成で用いられる、

DMF や NMP といった一般的な非プロトン性極性溶媒は使用できない。そこで、DMSO を用い

た FMOC 固相合成法の確立をまず目指すことにした。さらに磁性ビーズは酸耐性も低いことか

ら、脱保護を温和にできる Fmoc-Cys(Mtt)-OH、Fmoc-Lys(Mtt)-OH をモノマーとして使用する

ことにした。Mtt(methyltrityl)基は、1%TFAという弱酸で脱保護が可能である 9)（図４a）。 

使用したペプチド配列は磁性ビーズ上での合成を極力簡便にするために、N 末端はアセチル化

させた Cys１残基、あるいは Lys１残基のみを採用することにした。なお DPRA の改良法である

ADRA10-12)は１残基アミノ酸のみで感作性試験が実現できていることから、本法においても十分、

感作性試験が可能であると期待できる。 

合成法などの最適化を行った結果、目的とする Ac-Cys-beadsと Ac-Lys-beadsの合成には成功

したが、その後、Ac-Cys-beadsは Cysのチオール基で磁性ビーズが還元されている結果が示唆さ

れてしまい、残念ながら磁性ビーズの感作性試験では Ac-Lys-beads のみでの適用を考えることと

なった。 

 

２. 指示薬の選択と感作性試験 

まずは樹脂ビーズでの C-SPRA 法での色素の選定を研究期間内で行った。Lys のアミノ基の指

示薬であるピクリン酸を色素として用い、1%NaOHで結合した色素を遊離する方法で、うまくい

き、2020 年３月に論文がアクセプトされた 5)。磁性ビーズでは、脱指示薬としてかなり温和な条

件である、飽和 Lys 水溶液(100 mM)を用いることができる、アミノ基定量指示薬として知られて
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いるブロモフェノールブルーを選択した（図４b）。 

感作性試験では、強感作性物質、中感作性物質、弱感作性物質、ネガティブコントロール、各１

－３種類の物質の測定を行いながら操作方法の確立を行った（図４c）。測定の結果、磁性ビーズを

用いる方が樹脂ビーズを用いるよりも再現性の良い結果が得られた。また従来法では測定するこ

とが難しかった疎水性の高い物質や、弱感作性物質について簡便な測定が可能であった。以上に

おいても 2020 年 10 月に論文がアクセプトされ発行されている 13)。 

 

３.高効率測定に向けた本法の改良 

高効率に測定できるよう、微量サンプルでの測定、並列的な多種類サンプルでの測定などの測

定法の最適化を行った。具体的には、96-wellプレートを用いてのプレートリーダー（コロナ吸光

マイクロプレートリーダ MTP-310、日立ハイテクノロジーズ）による測定や 1 uLで測定が可能

な微量分光光度計（NanoDrop One, サーモフィッシャー）による測定が可能であった。さらに微

量かつ並列的な測定のために、384-well プレートの底が透明な吸光測定用プレートの検討も企業

との共同研究を通じて行った。さらにロボットによる自動測定の検討に向けて、ロボット工学専

門の研究者と共同研究も始めた。 

 

４.本システムの工場内使用へ向けた検討 

実際の生産機器部品、容器、食品材料を念頭に感作性試験法の改良、操作法の検討を行った。ま

ず、企業との共同研究を通じて部品や器材からの付着物の回収方法を検討した。添加剤などの少

ない、容器、袋に部品や器材を入れ、溶出用液を投入して、溶出後回収する方法や、樹脂ペプチド

を用いることでその溶出用液から感作性物質を濃縮する方法などを検討した。また、溶出用液に

は医療機器の感作性試験プロトコルなどを参考に食用油などの溶媒を用いることを計画している。

以上より具体的な計画がまとまったので、2020年度から実際に研究を始めていくことを計画して

いる。 
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５. 学会や論文発表等の予定 

３.や 4.の一部については論文を投稿予定である。また、日本動物実験代替法学会第 33 回大会

などの国内学会で発表予定である。 

 

今後の研究活動について 

本助成研究によって基本的なビーズを用いた測定手法が確立できた。またそれを用いた応用研究

も 2020 年度から始められる段階となった。具体的には、実際の器材、部品を使った付着物の回収、

濃縮、測定手法の確立、それら測定・解析のロボットによる自動化、企業との共同研究によるこれら

システムの商品化が挙げられる。さらにアレルギー感作性の作用機序の解析、食品業界のニーズへ

の具体的対応なども行えるよう、食品科学の研究者との共同研究も始めている。以上より、本助成

研究により、基礎的なシーズであった本感作性試験法を食品業界に幅広く適用できる汎用性の高い

手法へと発展させることができた。今後は、企業、他分野研究者と共同し、実用化・商品化・適用範

囲の拡大をさらに進めていきたい。 
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