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• アレルゲンとは？
‒ アレルギー疾患を持っている人の抗体と特異的に反応する抗原

‒ タンパク質が主（抗体が認識しやすい、食品に含まれやすい）

• 国内での分析対象（平成２３年内閣府令第４５号で定められているもの）

‒ 特定原材料

‒ えび、かに、小麦、そば、卵、乳、落花生

‒ 特定原材料に準ずるもの

‒ あわび、いか、い くら、オレンジ、カシューナッツ、キウイフルーツ、牛肉、くる
み、ごま、さけ、さば、大豆、鶏肉、バナナ、豚肉、まつたけ、もも、やまいも、
りんご、ゼラチン

アレルゲン
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• アレルゲンの分析方法
‒ ELISA

‒ 定量方法としてよく使用されている。公定法。

‒ 1アレルゲンにつき1キット使用、スクリーニングには不向き

‒ 交差反応

‒ 検査キット
‒ ふき取り検査など、簡易検査に用いられる。

‒ 操作が簡便、定量値がわからない

‒ 交差反応

‒ PCR

‒ アレルゲンの元になる遺伝子を増幅し測定

‒ 感度は高いが、偽陽性、偽陰性の可能性あり。

‒ ウェスタンブロット
‒ 電気泳動でバンドを分離してから抗原抗体反応を行う

‒ 偽陽性を低減した定性分析が可能だが、手間、手技が必要。

平成 22 年 9 月 10 日消食表第 286 号

国内におけるアレルゲン分析
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LC/MS/MSを用いたアレルゲン分析

アレルゲン
タンパク質

酵素消化

ペプチド ペプチド - Q1 m/z
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ペプチド - MS/MS m/z
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*

*

LCで分離 イオン化 MRMで測定

抽出

測定

定量

測定前処理
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ELISAとの比較

ELISA LC-MS/MS

検出手法 R5 抗体/抗原反応
ペプチドマーカーによる
直接質量測定

感度 5-10 ppm 0.5-5 ppm*

時間
2時間
1アレルゲン1キット

4時間
複数アレルゲン同時

簡単さ 簡単 LC/MS/MSの基本操作

特異性 1つのターゲット
複数ターゲットのため
高い

偽陽性、偽陰性の
リスク

中程度～高い 低い（農薬などと同じ）

LC/MS/MSでより特異性の高い分析ができる。
X500Rなら、SWATHという手もある。詳しくはHPまで

*Sensitivity values benchmarked using the QTRAP® 4500 system.
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‒ 特定原材料
‒ えび、かに、小麦、そば、卵、乳、落花生

‒ 特定原材料に準ずるもの
‒ あわび、いか、い くら、オレンジ、カシューナッツ、キウイフルーツ、牛肉、
くるみ、ごま、さけ、さば、大豆、鶏肉、バナナ、豚肉、まつたけ、もも、
やまいも、りんご、ゼラチン

‒ アーモンド、ブラジルナッツ、ヘーゼルナッツ、松の実、ピスタチオ、
ピーカンナッツ、ピーナッツ

QTRAP4500, QTRAP5500, QTRAP6500

現状でのSCIEXの対応

平成 22 年 9 月 10 日消食表第 286 号

2.1.1. 

定量検査法の概要食品中の特定原材料等由来のタンパク質を定量的に検出する手法である。一般的には、抗原
抗体反応を利用したELISA法が用いられる。

なお、ELISA法以外の定量検査法を用いることは妨げないが、この場合には、この検査法
と同等あるいは同等以上の性能をもっていること。 操作にあたっては、試薬、注意事項を含め各検査の
説明書に記載された手技に従って検査する。
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• エビ、カニ、そばの定量分析方法の確立
‒ 品種が違うとアミノ酸組成、翻訳語修飾が違う

‒ 日本特異的

• 27品目のアレルゲンの一括スクリーニング分析法の確立
‒ LC/MS/MSはポテンシャルとしてこれができる可能性がある。

‒ アレルゲンタンパク質の特定、測定条件の検討が必要

アレルゲン分析の課題

Q-TOFを用いて網羅的分析を検討

⇒SWATH(データ非依存型MS/MSスペクトル取得法)で検出

Q-TOFを用いてそばの分析を検討

⇒MS/MSスペクトルから対象ペプチドを決定
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• Buckwheat Allergy: An Emerging Clinical Problem in Europe

（Heffler et al., J Allergy Ther 2014, 5:2）

• メジャーアレルゲンとして知られる13Sグロブリンを対象とした。
（Plant Biotechnology, 16, 219-224, Nair and Adachi, 1999）

• 種子によってアミノ酸組成が違うことが知られている。
（Food Chemistry 155: 192–198, Katsube-Tanaka, Tら.）

ターゲットタンパク質の推定

そばアレルゲン
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• 十割そばを使用。

1. フードプロセッサで粉砕

2. 2g採取

3. 抽出液を8mL添加、60℃1時間放置（TEAB, Tris, NaCl, 酢酸を検討）

4. 12,500g 20分×3で沈殿除去

ペプチドとフラグメントイオンの決定

アレルゲン
タンパク質

酵素消化

ペプチド ペプチド - Q1 m/z

200 400 600 800
m/z

0

ペプチド - MS/MS m/z

*
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*

*
抽出

測定

測定前処理
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MS/MSスペクトル

6400
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ペプチドの選択

論文

Web検索

DNA配列

測定

Time (min)
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MSでの測定情報（MRM）

MS/MSスペクトルで確認

配列情報
MSAIQAAWPSGTECIAKYNFHGTAEQD

LPFCKGDVLTIVANVTKDPNWYKAKNK

VGREGIIPANYVQKREGVKAGTKLSLMP

WFHGKITREQAERLLYPPETGLRLVRE

STNYPGDYTLCVSCDGKVEHYRIMYHA

SKLSIDEEVYFENLKMQLVEHYTSDAD

GLCTRLIKPKVMEGTVAAQDEFYRSGW

ALNMKELKLLQTIGKGEFGDVMLGDYR

GNKVAVKCIKNDATA…
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13Sグロブリン由来の特徴的なペプチドの検索
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7ペプチド、それぞれ6フラグメント（計42条件）を検討することにした。

選定したペプチドと、フラグメントイオンの一覧

ペプチド Precursor Product ペプチド Precursor Product

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2y7.light 440.2289 719.4199 sequence1.SVFDDNVQR.+2y7.light 540.2594 893.4112

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2y6.light 440.2289 648.3828 sequence1.SVFDDNVQR.+2y6.light 540.2594 746.3428

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2y5.light 440.2289 591.3613 sequence1.SVFDDNVQR.+2y5.light 540.2594 631.3158

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2y4.light 440.2289 444.2929 sequence1.SVFDDNVQR.+2y4.light 540.2594 516.2889

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2y3.light 440.2289 345.2245 sequence1.SVFDDNVQR.+2y3.light 540.2594 402.2459

sequence1.C[CAM]AGFVAVR.+2b4.light 440.2289 436.1649 sequence1.SVFDDNVQR.+2y2.light 540.2594 303.1775

sequence1.NFFLAGQSK.+2y8.light 506.2665 897.4829 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2y9.light 658.3281 857.5091

sequence1.NFFLAGQSK.+2y7.light 506.2665 750.4145 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2y8.light 658.3281 786.4720

sequence1.NFFLAGQSK.+2y6.light 506.2665 603.3461 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2y7.light 658.3281 673.3879

sequence1.NFFLAGQSK.+2y5.light 506.2665 490.2620 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2y6.light 658.3281 572.3402

sequence1.NFFLAGQSK.+2y4.light 506.2665 419.2249 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2y5.light 658.3281 485.3082

sequence1.NFFLAGQSK.+2b3.light 506.2665 409.1870 sequence1.NDDNAITSPIAGK.+2b5.light 658.3281 530.1841

sequence1.ADVFNPR.+2y6.light 409.7114 747.3784 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y12.light 860.4618 1339.6740

sequence1.ADVFNPR.+2y5.light 409.7114 632.3515 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y11.light 860.4618 1210.6314

sequence1.ADVFNPR.+2y4.light 409.7114 533.2831 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y10.light 860.4618 1111.5630

sequence1.ADVFNPR.+2y3.light 409.7114 386.2146 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y9.light 860.4618 998.4789

sequence1.ADVFNPR.+2y5+2.light 409.7114 316.6794 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y8.light 860.4618 927.4418

sequence1.ADVFNPR.+2b5.light 409.7114 547.2511 sequence1.AIPVEVLANSYDISTK.+2y3.light 860.4618 335.1925

sequence1.VQVVGDEGR.+2y8.light 479.7513 859.4268

sequence1.VQVVGDEGR.+2y7.light 479.7513 731.3682

sequence1.VQVVGDEGR.+2y6.light 479.7513 632.2998

sequence1.VQVVGDEGR.+2y5.light 479.7513 533.2314

sequence1.VQVVGDEGR.+2y3.light 479.7513 361.1830

sequence1.VQVVGDEGR.+2b3.light 479.7513 327.2027

四重極用の測定条件も有ります。
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• 四重極での問題点
‒ 測定する前に条件を決めなければならない⇒品種に対応できない？

‒ 27品目を一度に測定する場合、チャンネル数が膨大（432トランジション）

• Q-TOFで分析する利点
‒ SWATH：全ペプチドの一括測定ができる

‒ 測定後にどのペプチドを分析するかを決めることが出来る。

Q-TOFを用いた網羅的分析の検討

統合され、至適化された
キャリブレーション

キャリブレーションの
煩雑さを低減

6連ヒーター温調

質量精度のずれを最小化

最小化されたサイズ

110 x 57 x 112 cm
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SWATH®データ取得（MS/MSALL）

SWATH® ：Q1は25Da（可変）の幅でイオンを選択し、フラグメントを高分解、高精度分析

決めた質量範囲の中の、イオン化した化合物すべてのフラグメントイオンが得られる。
MKT11- 289A
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SWATHとは？

全アレルゲンのクロマトが1測定で得られる
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SWATHの選択性 ⇒ MRMとほぼ同等

SWATH™

MRM

MRMHR
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• 十割そばを使用。

1. フードプロセッサで粉砕

2. 2g採取

3. 抽出液を8mL添加、60℃1時間放置（TEAB, Tris, NaCl, 酢酸を検討）

4. 12,500g 20分×3で沈殿除去

SWATHでの測定

アレルゲン
タンパク質

酵素消化

ペプチド

抽出

測定

測定前処理
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十割そば、タンパク量として800ppm

ソバペプチドのライブラリを用いてクロマトを描写 ⇒ 使用可能な条件は10程度

ソバペプチドのクロマトグラム

マトリクス効果やノイズがあっても、
測定後に対象ペプチドを変更できる。
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およそ1ppmも確認可能 （4ペプチド）

検出下限の確認

800ppm 2ppm
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抽出条件の検討結果

TEAB Tris NaCl 酢酸
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コメ粉末に十割そば粉末、牛乳、卵のアレルゲンを添加後、前処理し測定

他のアレルゲンの同時解析

ソバ

牛乳(40ppm)

卵(40ppm)

測定方法は変わらず。解析だけでマルチアレルゲン検出
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Precursor Vs SWATH

卵

Precursor精密質量で抽出

卵

SWATHで抽出
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カラムの選定について

GLサイエンス製AQ-C18 (ピークコート)

通常の小粒子径C18カラム
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• そばアレルゲンの測定条件
‒ タンパク質を13Sグロブリンに選定

‒ 質量分析装置の測定条件を作成

‒ 2ppmまで検出できることを確認

‒ 抽出条件を検討し、TEABがよいことを確認

‒ カラムを選定

• 今後の課題
‒ 加工食品中からの抽出条件を検討

‒ 品種間、製法における差異の検討

‒ 妥当性評価

‒ エビ、カニの分析条件を検討

結論① そばアレルゲン
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• SWATHを用いた網羅的測定
‒ 測定条件を変えることなく10ppmの卵、牛乳の検出を確認

‒ Precursorでの分析よりも高選択に分析できることを確認

• 今後の課題
‒ さらにいろいろな対象、食品について分析を行う

‒ 前処理条件の最適化

‒ 妥当性の評価

結論② 網羅的測定
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‒ 特定原材料
‒ えび、かに、小麦、そば、卵、乳、落花生

‒ 特定原材料に準ずるもの
‒ あわび、いか、い くら、オレンジ、カシューナッツ、キウイフルーツ、牛肉、
くるみ、ごま、さけ、さば、大豆、鶏肉、バナナ、豚肉、まつたけ、もも、
やまいも、りんご、ゼラチン

‒ アーモンド、ブラジルナッツ、ヘーゼルナッツ、松の実、ピスタチオ、
ピーカンナッツ、ピーナッツ

QTRAP4500, QTRAP5500, QTRAP6500

現状でのSCIEXの対応

平成 22 年 9 月 10 日消食表第 286 号

2.1.1. 

定量検査法の概要食品中の特定原材料等由来のタンパク質を定量的に検出する手法である。一般的には、抗原
抗体反応を利用したELISA法が用いられる。

なお、ELISA法以外の定量検査法を用いることは妨げないが、この場合には、この検査法
と同等あるいは同等以上の性能をもっていること。 操作にあたっては、試薬、注意事項を含め各検査の
説明書に記載された手技に従って検査する。


