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(57)【要約】
【課題】チョコレート試料中のアレルゲンである小麦グリアジン及び落花生Ａｒａ ｈ１
の検出感度を高めること。
【解決手段】変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識す
る２種類のモノクローナル抗体を用いるチョコレート試料中のアレルゲン（小麦グリアジ
ン及び落花生Ａｒａ ｈ１）の検出方法であって、前記チョコレート試料からゼラチンを
添加した抽出液を用いて変性及び未変性のアレルゲンを抽出することを特徴とするアレル
ゲンの検出方法。上記異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体の少なく
とも一つが、イムノクロマト法に用いられる金コロイドで標識されたモノクローナル抗体
であることが好ましい。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識する２種類の
モノクローナル抗体を用いるチョコレート試料中のアレルゲンの検出方法であって、前記
アレルゲンが小麦グリアジン又はＡｒａ ｈ１であり、ゼラチンを添加した抽出液を用い
て前記チョコレート試料から変性及び未変性のアレルゲンを抽出することを特徴とするア
レルゲンの検出方法。
【請求項２】
異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体の少なくとも一つが、イムノク
ロマト法に用いられる金コロイドで標識されたモノクローナル抗体であることを特徴とす
る請求項１記載のアレルゲンの検出方法。
【請求項３】
ゼラチンの濃度が、０．００１～５％であることを特徴とする請求項１又は２記載のアレ
ルゲンの検出方法。
【請求項４】
ゼラチンの濃度が、小麦アレルゲンを検出するときは０．００１～３％であり、落花生ア
レルゲンを検出するときは０．０５～５％であることを特徴とする請求項１又は２記載の
アレルゲンの検出方法。
【請求項５】
ゼラチンがフィッシュゼラチンであることを特徴とする請求項１～４のいずれか記載のア
レルゲンの検出方法。
【請求項６】
小麦グリアジンを認識するモノクローナル抗体として、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ
－１０２６７）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ１及びハイブリド
ーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６８）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体Ｐ
ＧＬ２を用いることを特徴とする請求項１～５のいずれか記載のアレルゲンの検出方法。
【請求項７】
Ａｒａ ｈ１を認識するモノクローナル抗体として、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－
１１２３９）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡｈ１－４及びハイ
ブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２４０）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクロー
ナル抗体ＰＡｈ１－５を用いることを特徴とする請求項１～５のいずれか記載のアレルゲ
ンの検出方法。
【請求項８】
変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識する２種類のモ
ノクローナル抗体を用いるチョコレート試料中のアレルゲンの検出方法であって、以下の
工程（ａ）～（ｈ）を備える方法。
（ａ）チョコレート試料にゼラチンを添加した抽出液を添加して、チョコレート含有抽出
液を調製する工程；
（ｂ）チョコレート含有抽出液を加熱して、変性及び未変性のアレルゲンが抽出された測
定サンプルを調製する工程；
（ｃ）測定サンプルに、金コロイド標識抗体と展開液とを添加してサンプル供試液を調製
する工程；
（ｄ）サンプル供試液中のアレルゲンが、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識する金
コロイド標識抗体と結合して抗原抗体複合体を形成する工程；
（ｅ）サンプル供試液をイムノクロマトストリップに供試する工程；
（ｆ）抗原抗体複合体がイムノクロマトストリップ上の展開支持体を毛細管現象により移
動する工程；
（ｇ）展開支持体上の所定位置に固定された、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し
、金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が抗原抗体複合
体を捕捉する工程；
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（ｈ）所定位置において金コロイドが集積することにより現れる着色ラインによりアレル
ゲンを検出する工程；
【請求項９】
変性及び未変性のアレルゲンを共に認識するモノクローナル抗体に金コロイドを結合した
金コロイド標識抗体と、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、前記金コロイド標識
抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が所定の位置に固定された展開支
持体と、チョコレート試料からアレルゲンを抽出するためのゼラチンと抽出液と、展開液
とを備えることを特徴とするイムノクロマト用アレルゲンの検出キット。
【請求項１０】
アレルゲンが小麦グリアジンであって、金コロイド標識抗体が、ハイブリドーマ（ＦＥＲ
Ｍ－ＢＰ－１０２６８）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ２であり
、前記金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が、ハイブ
リドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６７）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗
体ＰＧＬ１であることを特徴とする請求項９記載のイムノクロマト用小麦アレルゲンの検
出キット。
【請求項１１】
アレルゲンがＡｒａ ｈ１であって、金コロイド標識抗体が、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ
－ＢＰ－１１２４０）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡｈ１－５
であり、前記金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が、
ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２３９）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノク
ローナル抗体ＰＡｈ１－４であることを特徴とする請求項９記載のイムノクロマト用落花
生アレルゲンの検出キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ゼラチンを添加した抽出液を用いてチョコレート試料中の変性及び未変性の
アレルゲンを抽出することを特徴とするアレルゲンの検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　自然環境の減少、車や工場などからの排気ガス、住宅事情等、或いは食べ物の変化など
様々な要因により、現在では、３人に１人が何らかのアレルギー疾患をもつといわれてい
る。特に、食物アレルギーは、食品中に含まれるアレルギー誘発物質（以下、「食物アレ
ルゲン」という）の摂取が原因となる有害な免疫反応であり、皮膚炎、喘息、消化管障害
、アナフィラキシーショック等を引き起こることが知られている。これらの症状は死に至
ることもあることから、ＦＡＯ／ＷＨＯ合同食品規格委員会は、食物アレルゲンを含む可
能性がある８種の原材料を含む食品について、それを含む旨の表示について合意し、加盟
国で各国の制度に適した表示方法を検討することとした（１９９９年６月）。日本では過
去の健康危害などの程度、頻度を考慮して重篤なアレルギー症状を起した実績のある２４
品目の食品について、その表示方法が定められた（２００２年４月より施行）。その後、
３品目の食品が追加され、２０１６年現在、合計２７品目の表示方法が定められている。
アレルギーを引き起こすおそれのある食品としては、卵類、牛乳類、肉類、魚類、甲殻類
、軟体動物類、穀類、豆類、ナッツ類、果実類、野菜類、ビール酵母、ゼラチン等が知ら
れている。
【０００３】
　上記の食物アレルゲンを迅速かつ簡易に検出するため、抗原抗体反応を利用して特定の
抗原又は抗体よりなる被検出物質を検出する免疫測定法が広く用いられており、試料中の
被検出物質に、蛍光物質等からなる標識物質により標識した抗体又は抗原を免疫反応によ
り結合させ、結合した標識物質を測定する免疫測定法が採用されている。これらの免疫測
定法では、競合型反応、サンドイッチ型反応が広く用いられており、サンドイッチ型反応
を利用したイムノクロマトグラフィー法による（例えば、特許文献１参照）、アレルゲン
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検出キットが販売されている。
【０００４】
　一方、小麦アレルゲンとしては、グリアジン、グルテニン、グルテン、アルブミン、グ
ロブリン等のタンパク質が知られているが、小麦属植物等の穀物に存在し、重篤なアレル
ギーを引き起こすおそれがあることが知られているグリアジンやグルテンを高精度に検出
することがアレルゲン検査において特に求められている。また、落花生アレルゲンとして
は、Ａｒａ ｈ１等が知られている。
【０００５】
　本出願人は、変性剤及び還元剤を用いた抽出溶液を用いて食物アレルゲンを抽出し、金
コロイドの崩壊に伴う非特異反応を抑え迅速かつ精度よくアレルゲンを検出することので
きるイムノクロマト法（例えば、特許文献２参照）を提案している。また、２－メルカプ
トエタノールが２００８年７月１日より毒物として指定されたことから、２－メルカプト
エタノールを使用することなく、陰イオン性界面活性剤とチオ硫酸塩、又は、陰イオン性
界面活性剤と非イオン性界面活性剤を用いて抽出した変性及び未変性のアレルゲンの測定
サンプルを含む展開液を用い、金コロイドの集積の有無により、アレルゲンを検出するイ
ムノクロマト法によるアレルゲンの検出方法（例えば、特許文献３参照）を提案している
。これらの方法では、加熱した被検試料から小麦グリアジンをはじめとする各アレルゲン
が十分に抽出され、精度と簡便さが飛躍的に向上している。
【０００６】
　一方、イムノクロマトグラフィー等に用いられるラテラルフロー用テストストリップに
おいて、複合繊維材料に標識生体分子があまり強固に結合しないように、標識生体分子を
塗布する前に複合繊維材料を予め親水処理しておくことが好ましく、かかる親水処理とし
て、ＢＳＡ、スキムミルク、カゼイン又はホスホリルコリン基等を有する合成高分子によ
るブロッキング処理が好ましいとされている（例えば、特許文献４参照）。
【０００７】
　また、固相担体試薬と標識試薬とから構成される免疫測定用試薬において、標識試薬に
は、牛血清アルブミン、ブロックエース、カゼイン、カゼイン加水分解物、スキムミルク
、ゼラチン、コラーゲンペプチド、ラクトアルブミン、ラクトアルブミン加水分解物を含
有することが好ましいとされている（例えば、特許文献５参照）。
【０００８】
　そしてまた、試料中の第一被検出物質及び第一被検出物質と異なる第二被検出物質を検
出するためのイムノクロマトグラフ法用試験具であって、第一ブロッキング剤及び第一固
定用物質によって前記第一判定領域が形成され、第一ブロッキング剤及び前記第二固定用
物質によって前記第二判定領域が形成された後に、前記クロマトグラフ媒体の全体が第二
ブロッキング剤を用いてブロッキングされる、イムノクロマトグラフ法用試験具において
、第一ブロッキング剤又は第二ブロッキング剤がグロブリン、アルブミン、カゼイン、ゼ
ラチン、スキムミルク、ポリビニルアルコール及びポリビニルピロリドンからなる群から
選択される少なくとも一種である旨の記載がある（例えば、特許文献６参照）。
【０００９】
　さらに、市販のＲＩＤＡスクリーン・グリアジン（ｒ－Biopharm社製）（例えば、非特
許文献１参照）においては、マイクロタイターストリップのウェルを用いた抗原抗体反応
によるグリアジン検出のキットの説明において、チョコレートを含む試料の検出に当たっ
ては、ホモジナイズした試料と同量の脱脂粉乳（スキムミルク）を加えて混合する旨の記
載がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特開平５－０１０９５０号公報
【特許文献２】特開２００７－２７８７７３号公報
【特許文献３】国際公開ＷＯ２０１０／０９５４６９号パンフレット
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【特許文献４】特開２０１２－０８９３５５号公報
【特許文献５】特開２０１６－１３６１３０号公報
【特許文献６】特許第４６２８１１号公報
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】ＲＩＤＡスクリーン・グリアジン（ｒ－Biopharm社製）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明者らは、上述のとおり特段のブロッキング処理をする必要なく高精度に、各種ア
レルゲンを検出できる方法を開発しており、それらは、実用段階において高い評価を得て
いるが、チョコレート試料中の小麦アレルゲンや落花生アレルゲンの検出感度が低くなる
ことがあるという事象について報告を受けている。
【００１３】
　本発明の課題は、チョコレート試料中の小麦アレルゲンや落花生アレルゲンの検出感度
を高めることにある。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明者らは、チョコレート試料から小麦アレルゲンや落花生アレルゲン等のアレルゲ
ンを抽出するための抽出液の組成について鋭意検討した。上記特許文献４には、コンジュ
ゲートパッドとメンブレンとの界面付近に標識生体分子の集積が生じにくいラテラルフロ
ー用テストストリップ等を提供することや、コンジュゲートパッドからメンブレンへの標
識生体分子の移動をスムーズになしうるラテラルフロー用コンジュゲートパッドの製造方
法を提供することを課題とし、複合繊維材料をコンジュゲートパッドの材料として用いる
場合に、複合繊維材料に標識生体分子があまり強固に結合しないように、標識生体分子を
塗布する前に複合繊維材料を予め親水処理しておくために、ＢＳＡ（Bovine serum album
in：牛血清アルブミン）、スキムミルク、カゼイン又はホスホリルコリン基等が使用され
ているが、本発明においては、かかる問題は生じていない。
【００１５】
　上記特許文献５においては、標識試薬が、標識物質により標識されてなる物質と、及び
固定化されていないタンパク質を含有し、前記タンパク質の含有量が前記標識試薬の重量
に対して０．０１～２重量％である免疫測定用試薬についての記載がある。しかし、実施
例において用いられている標識試薬は、０．５重量％の牛アルブミン含有リン酸緩衝液や
、０．５重量％のスキムミルク含有リン酸緩衝液や、０．５重量％のゼラチン含有リン酸
緩衝液が検討されているが、特定抗体タンパク質の検出においてのみ検討されている。
【００１６】
　また、上記市販のＲＩＤＡスクリーンにおいては、チョコレート等が試料である場合に
、抽出溶媒に脱脂粉乳（スキムミルク）を添加する旨の記載があるが、スキムミルクを被
検試料と同量添加する必要があること、２回のインキュベーションが必要であること等手
順が複雑であって検出に時間がかかり、さらに２－メルカプトエタノールを使用すること
が必要であることから安全性にも問題がある。
【００１７】
　本発明者らは、市販されている安全性の高いキットの改良という制約の中、上記特許文
献５や特許文献６におけるように固定用物質に添加するのではなく、特定の物質を抽出液
に初めから含めることで簡便性に影響を与えないという条件において、様々な検討を行っ
てきた。最終的に、スキムミルク、ＢＳＡ、牛（Ｂｏｖｉｎｅ）ゼラチン、フィッシュ（
Ｆｉｓｈ）ゼラチン等のタンパク質を試料の抽出液に添加することにより、チョコレート
試料中の小麦アレルゲンや落花生アレルゲンの検出感度が高くなるということが確認され
た。ただし、かかる効果を奏する各タンパク質の濃度には顕著な差があり、スキムミルク
やＢＳＡと比較して非常に少量で検出感度の上昇をもたらす、ゼラチンが特に好適である
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という結論に達し、本発明を完成するに至った。
【００１８】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
［１］変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識する２種
類のモノクローナル抗体を用いるチョコレート試料中のアレルゲンの検出方法であって、
前記アレルゲンが小麦グリアジン又はＡｒａ ｈ１であり、ゼラチンを添加した抽出液を
用いて前記チョコレート試料から変性及び未変性のアレルゲンを抽出することを特徴とす
るアレルゲンの検出方法。
［２］異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体の少なくとも一つが、イ
ムノクロマト法に用いられる金コロイドで標識されたモノクローナル抗体であることを特
徴とする上記［１］記載のアレルゲンの検出方法。
［３］ゼラチンの濃度が、０．００１～５％であることを特徴とする上記［１］又は［２
］記載のアレルゲンの検出方法。
［４］ゼラチンの濃度が、小麦アレルゲンを検出するときは０．００１～３％であり、落
花生アレルゲンを検出するときは０．０５～５％であることを特徴とする上記［１］又は
［２］記載のアレルゲンの検出方法。
［５］ゼラチンがフィッシュゼラチンであることを特徴とする上記［１］～［４］のいず
れか記載のアレルゲンの検出方法。
［６］小麦グリアジンを認識するモノクローナル抗体として、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ
－ＢＰ－１０２６７）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ１及びハイ
ブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６８）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル
抗体ＰＧＬ２を用いることを特徴とする上記［１］～［５］のいずれか記載のアレルゲン
の検出方法。
［７］Ａｒａ ｈ１を認識するモノクローナル抗体として、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－
ＢＰ－１１２３９）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡｈ１－４及
びハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２４０）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノ
クローナル抗体ＰＡｈ１－５を用いることを特徴とする上記［１］～［５］のいずれか記
載のアレルゲンの検出方法。
［８］変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識する２種
類のモノクローナル抗体を用いるチョコレート試料中のアレルゲンの検出方法であって、
以下の工程（ａ）～（ｈ）を備える方法。
（ａ）チョコレート試料にゼラチンを添加した抽出液を添加して、チョコレート含有抽出
液を調製する工程；
（ｂ）チョコレート含有抽出液を加熱して、変性及び未変性のアレルゲンが抽出された測
定サンプルを調製する工程；
（ｃ）測定サンプルに、金コロイド標識抗体と展開液とを添加してサンプル供試液を調製
する工程；
（ｄ）サンプル供試液中のアレルゲンが、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識する金
コロイド標識抗体と結合して抗原抗体複合体を形成する工程；
（ｅ）サンプル供試液をイムノクロマトストリップに供試する工程；
（ｆ）抗原抗体複合体がイムノクロマトストリップ上の展開支持体を毛細管現象により移
動する工程；
（ｇ）展開支持体上の所定位置に固定された、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し
、金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が抗原抗体複合
体を捕捉する工程；
（ｈ）所定位置において金コロイドが集積することにより現れる着色ラインによりアレル
ゲンを検出する工程；
［９］変性及び未変性のアレルゲンを共に認識するモノクローナル抗体に金コロイドを結
合した金コロイド標識抗体と、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、前記金コロイ
ド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が所定の位置に固定された
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展開支持体と、チョコレート試料からアレルゲンを抽出するためのゼラチンと抽出液と、
展開液とを備えることを特徴とするイムノクロマト用アレルゲンの検出キット。
［１０］アレルゲンが小麦グリアジンであって、金コロイド標識抗体が、ハイブリドーマ
（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６８）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ
２であり、前記金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が
、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６７）が産生する抗小麦グリアジンモノクロ
ーナル抗体ＰＧＬ１であることを特徴とする上記［９］記載のイムノクロマト用小麦アレ
ルゲンの検出キット。
［１１］アレルゲンがＡｒａ ｈ１であって、金コロイド標識抗体が、ハイブリドーマ（
ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２４０）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡ
ｈ１－５であり、前記金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル
抗体が、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２３９）が産生する抗落花生Ａｒａ ｈ
１モノクローナル抗体ＰＡｈ１－４であることを特徴とする上記［９］記載のイムノクロ
マト用落花生アレルゲンの検出キット。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によると、チョコレート試料中のアレルゲンの検出感度を、チョコレートが含ま
れていない他試料中のアレルゲンの検出感度と同等に維持する又は高めることができる。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明のアレルゲンの検出方法としては、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、
かつ異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体を用いるチョコレート試料
中のアレルゲンの検出方法であって、前記アレルゲンが小麦グリアジン又はＡｒａ ｈ１
であり、ゼラチンを添加した抽出液を用いて前記チョコレート試料から変性及び未変性の
アレルゲンを抽出するアレルゲンの検出方法であれば特に制限されず、上記アレルゲンは
、小麦グリアジン又はＡｒａ ｈ１である。上記小麦アレルゲンとしては、一般に小麦粉
や小麦グルテンより得ることができる、分子内ジスルフィド結合を有する単量体タンパク
質の混合物であって、水不溶性であるが７０％エタノール（ｐＨ７．０）に溶解する小麦
グリアジンを挙げることができる。また、ライ麦、大麦、エンバク等の各種穀類から得る
ことができる７０％エタノール（ｐＨ７．０）に溶解するタンパク質を便宜上小麦グリア
ジンに含めることができる。また、上記小麦グリアジンには、上記小麦グリアジンと貯蔵
タンパク質の一種であるグルテニンが相互作用することによって生成したグルテンが含ま
れる。上記落花生アレルゲンとしては、落花生の主要タンパク質であるＡｒａ ｈ１を挙
げることができる。
【００２１】
　本発明におけるチョコレート試料としては、チョコレート類及びチョコレート関連試料
を挙げることができ、上記チョコレート類としては、「チョコレート類の表示に関する公
正競争規約」（昭和４６年３月２９日、公正取引委員会告示第１６号）における第２条に
定めるチョコレート、準チョコレート、チョコレート菓子、準チョコレート菓子、カカオ
マス、ココアバター、ココアケーキ、ココアパウダー（ココア）及び調整ココアパウダー
（調整ココア）として記載されているチョコレート製品を挙げることができる。また、市
販されておらず他の製品の原材料として用いられるチョコレート様製品も、実質上上記チ
ョコレート類の態様に含まれるものであれば、チョコレート試料に含めることができる。
【００２２】
　上記チョコレート関連試料としては、上記チョコレート類を含む可能性のある試料であ
れば特に制限されず、例えば、チョコレート類を製造するために用いられる装置を洗浄し
た洗浄水；該洗浄水を取り除くために使用されたすすぎ液；上記洗浄水の乾燥物、上記す
すぎ液の乾燥物、チョコレート類を製造するために用いられる原料又はその飛散物、チョ
コレート類を製造するために使用された装置に残るカス、チョコレート類製造工程におけ
る沈殿物等の残留物、チョコレート類を包装した包装紙や包装容器における残留物等を（
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拭取り用）溶媒で拭き取った拭取り液；及びかかる拭取り液を溶媒に溶解することにより
得られる拭取り溶液；などを挙げることができる。
【００２３】
　本発明における抽出液としては、チョコレート試料から変性及び未変性のアレルゲンを
抽出することができる、ゼラチンが添加された抽出液であれば特に制限されず、上記ゼラ
チンとしては、動物の皮や骨に含まれるタンパク質である難溶性のコラーゲンを加熱処理
した抽出物を挙げることができ、豚の皮や骨由来の豚ゼラチン、牛の皮や骨由来の牛ゼラ
チン、魚の鱗や皮由来のフィッシュゼラチンを例示することができる。また、アルカリ処
理、酸処理、酵素処理等を行った、アルカリ処理ゼラチン、酸処理ゼラチン、コハク化ゼ
ラチンやフタル化ゼラチン等の化学修飾ゼラチン、ゼラチンの加水分解物や酵素分解物等
のゼラチン分解物なども使用することができる。なかでも低温で溶解状態を維持すること
ができる性質を有し、低温（例えば、１℃から１０℃）にて水溶液の状態を維持すること
ができるフィッシュゼラチンを好適に挙げることができる。
【００２４】
　上記ゼラチンの濃度としては、０．００１～５％を挙げることができ、０．００２～３
％がより好ましく、０．００２５～２．５％がさらに好ましい。小麦アレルゲンを検出す
る場合のゼラチンの濃度としては、０．００１～３％を挙げることができ、０．００２％
～２．５％が好ましく、０．００２５％～２％がより好ましく、０．０２５％～２％がさ
らに好ましく、０．０２５～１．５％が特に好ましい。落花生アレルゲンを検出する場合
のゼラチンの濃度としては、０．０５～５％を挙げることができ、０．１～４％が好まし
く、０．２～３％がより好ましく、０．２５～２．５％がさらに好ましい。なお、本発明
において濃度（％）は、ｗ／ｖ％を表す。
【００２５】
　上記抽出液としては、非イオン性界面活性剤、チオ硫酸塩、陰イオン性界面活性剤から
選ばれる一種又は二種以上を含む水溶液を挙げることができ、かかる処方にすることによ
り、チョコレート試料に含まれるナッツ類、果実類、乳製品等の非チョコレート部原料に
おける小麦グリアジンや落花生Ａｒａ ｈ１の検出感度を高めることができる。
【００２６】
　上記非イオン性界面活性剤としては、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリオキ
シエチレンアルキルフェニルエーテル、ポリオキシエチレン脂肪酸エステル、ポリグリセ
リン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン脂肪酸アミド、ポリオキシエチレンアルキルア
ミン、ソルビタン脂肪酸エステル等を挙げることができ、具体的にはモノラウリン酸ポリ
オキシエチレンソルビタン（Ｔｗｅｅｎ２０）、ポリオキシエチレンソルビタンモノステ
アラート（Ｔｗｅｅｎ６０）、ポリオキシエチレン（１０）オクチルフェニルエーテル（
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）を好適に例示することができる。ゼラチン（溶液）添加前の抽
出液中の上記非イオン性界面活性剤の濃度としては、０．０１～５．０％が好ましく、０
．０５～３．０％がより好ましく、０．１～２．５％がさらに好ましい。
【００２７】
　上記チオ硫酸塩としては、チオ硫酸ナトリウム、チオ硫酸カリウム、チオ硫酸アンモニ
ウム等を挙げることができる。ゼラチン（溶液）添加前の抽出液中の上記チオ硫酸塩の濃
度としては、０．０１～５．０％が好ましく、０．０５～１．０％がより好ましく、０．
０７５％～０．５％がさらに好ましく、０．０８～０．２％が特に好ましい。
【００２８】
　上記陰イオン性界面活性剤としては、高級アルコール硫酸エステル塩、アルキルナフタ
レンスルホン酸塩、アルキルベンゼンスルホン酸塩、アルキルリン酸エステル塩などを挙
げることができ、具体的にはドデシル硫酸ナトリウム（Sodium Dodecyl Sulfate－ＳＤＳ
）を例示することができる。ゼラチン（溶液）添加前の抽出液中の上記陰イオン性界面活
性剤の濃度としては、０．０１～１．０％が好ましく、０．０５％～０．５％がより好ま
しい。
【００２９】
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　本発明における、チョコレート試料からゼラチンを添加した抽出液を用いて変性及び未
変性の小麦グリアジンやＡｒａ ｈ１のアレルゲンを抽出する手順としては、
（ａ）チョコレート試料に、ゼラチンを添加した抽出液を添加して、チョコレート含有抽
出液を調製する工程；
（ｂ）チョコレート含有抽出液を加熱して、変性及び未変性のアレルゲンが抽出された測
定サンプルを調製する工程；
を備える手順を例示することができる。
【００３０】
　上記チョコレート試料に添加する、ゼラチンを添加した抽出液の量としては、チョコレ
ート試料：抽出液（質量比）で０．１～２０：２０が好ましく、０．２～１０：２０がよ
り好ましく、０．５～５：２０がさらに好ましく、０．８～１．５：２０が特に好ましい
。
【００３１】
　上記チョコレート含有抽出液を加熱する時間としては、チョコレート試料から変性及び
未変性のアレルゲンを抽出することができる限りにおいて特に制限されないが、例えば、
１００℃にて２～２０分間が好ましく、５～１５分間がより好ましく、８～１２分間がさ
らに好ましい。また、８０℃にて３０～６０分間や、９０℃にて１５～４５分間等の加熱
時間によっても同等の効果を得ることができる。
【００３２】
　上記変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、かつ異なるエピトープを認識する２種
類のモノクローナル抗体を用いるアレルゲンの検出方法としては、不溶性担体に結合した
アレルゲンのエピトープを認識するモノクローナル抗体（本件第一抗体）と、前記第一抗
体と異なるエピトープを認識する蛍光色素等を有する標識モノクローナル抗体（本件第二
抗体）を用いるサンドイッチＥＬＩＳＡ法；や、標識物を結合した標識抗体（本件第１抗
体）を移動相とし、前記標識抗体と異なるアレルゲンのエピトープを認識するモノクロー
ナル抗体（本件第２抗体）を固定相とし、アレルゲンと上記標識抗体の複合体が移動して
固定相の抗体に抗原抗体反応により結合することにより、着色ラインの有無等によりアレ
ルゲンを検出することができるイムノクロマト法；が好ましい。
【００３３】
　上記イムノクロマト法における標識抗体としては、金コロイド標識抗体、白金コロイド
標識抗体、銀コロイド標識抗体等の金属コロイド標識抗体や、ポリスチレン、スチレン－
ブタジエン共重合体等の有機高分子を含むラテックス着色粒子を用いたラテックスコロイ
ド標識抗体や、パーオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ
等を用いる酵素標識抗体を例示することができるが、本発明においては、上記モノクロー
ナル抗体（本件第１抗体）に金コロイドを結合した金コロイド標識抗体を用いるイムノク
ロマト法によるアレルゲンの検出方法を好適に挙げることができる。
【００３４】
　上記金コロイド標識抗体を用いるイムノクロマト法の具体的な手順としては、
（ｃ）測定サンプルに、金コロイド標識抗体と展開液とを添加してサンプル供試液を調製
する工程；
（ｄ）サンプル供試液中のアレルゲンが、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識する金
コロイド標識抗体と結合して抗原抗体複合体を形成する工程；
（ｅ）サンプル供試液をイムノクロマトストリップに供試する工程；
（ｆ）抗原抗体複合体がイムノクロマトストリップ上の展開支持体を毛細管現象により移
動する工程；
（ｇ）展開支持体上の所定位置に固定された、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し
、金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクローナル抗体が抗原抗体複合
体を捕捉する工程；
（ｈ）所定位置において金コロイドが集積することにより現れる着色ラインによりアレル
ゲンを検出する工程；
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を備える手順を例示することができる。
【００３５】
　上記金コロイド標識抗体の作製方法は従来公知の方法を含め特に制限されないが、例え
ば、ｐＨ９．０に調製した金コロイド溶液に、２ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）でモノ
クローナル抗体を溶解した溶液を加え、室温にて反応させた後、１０％ＢＳＡ溶液を加え
てさらに反応させ、遠心分離する方法を挙げることができる。
【００３６】
　上記展開液としては、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）が含まれている溶液が好ましく、ＦＢＳ
が少なくとも１０質量％含まれている展開液、好ましくは少なくとも２０質量％含まれて
いる展開液、より好ましくは少なくとも３０質量％含まれている展開液、特に好ましくは
少なくとも４０質量％含まれている展開液、より一層好ましくは少なくとも５０質量％、
例えば５０～１００質％含まれている展開液が望ましい。上記展開液におけるＦＢＳ濃度
が１０質量％未満の場合、非特異反応を生じやすくなるおそれがある。
【００３７】
　上記展開支持体は、上記金コロイド標識抗体と異なるエピトープを認識するモノクロー
ナル抗体を含む緩衝液を、ニトロセルロースメンブレン等の支持体に直線状に塗布し乾燥
させた後、ブロッキング処理することにより、抗体固定化メンブレンとして作製すること
ができる。
【００３８】
　上記イムノクロマトストリップは、例えば、供試サンプルを担持させることができるガ
ラスウール製のサンプルパッド等のサンプル用担体部、上記展開支持体、好ましくはこの
展開支持体の他端に展開液を吸収するガラスウール製吸収パッド等の吸収体を順次連結す
ることにより作製することができる。
【００３９】
　本発明における変性及び未変性の小麦グリアジンを共に認識できる抗小麦グリアジンモ
ノクローナル抗体としては、未変性小麦グリアジン、還元カルボキシメチル化小麦グリア
ジン、０．１Ｍ酢酸可溶化小麦グリアジン、７０％エタノール可溶化小麦グリアジン、及
び変性剤で可溶化した小麦グリアジンを認識することができるモノクローナル抗体が好ま
しい。異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体を組み合わせることで、
特に有利にイムノクロマト法やサンドイッチＥＬＩＳＡ法を行うことができる。
【００４０】
　上記抗小麦グリアジンモノクローナル抗体の具体例としては、ハイブリドーマ（ＦＥＲ
Ｍ－ＢＰ－１０２６７）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ１や、ハ
イブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６８）が産生する抗小麦グリアジンモノクローナ
ル抗体ＰＧＬ２を挙げることができる。ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６７）
、及びハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１０２６８）は、２００５年２月２４日付で独
立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター（住所：茨城県つくば市東１－１－
１つくばセンター中央第６）に受託されている。
【００４１】
　本発明における変性及び未変性のＡｒａ ｈ１を共に認識できる抗落花生Ａｒａ ｈ１モ
ノクローナル抗体としては、変性及び未変性のＡｒａ ｈ１を共に認識することができる
モノクローナル抗体が好ましい。異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗
体を組み合わせることで、特に有利にイムノクロマト法やサンドイッチＥＬＩＳＡ法を行
うことができる。
【００４２】
　上記抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体の具体例としては、ハイブリドーマ（Ｆ
ＥＲＭ－ＢＰ－１１２４０）が産生する抗Ａｒａ ｈ１タンパク質モノクローナル抗体Ｐ
Ａｈ１－５や、ハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２３９）が産生する抗Ａｒａ ｈ
１タンパク質モノクローナル抗体ＰＡｈ１－４を挙げることができる。ハイブリドーマ（
ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２４０）及びハイブリドーマ（ＦＥＲＭ－ＢＰ－１１２３９）は、
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２０１０年２月２２日付で独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センターに受託
されている。
【００４３】
　本発明のイムノクロマト用アレルゲンの検出キットとしては、変性及び未変性のアレル
ゲンを共に認識することができるモノクローナル抗体に前記の標識物を結合した標識抗体
と、変性及び未変性のアレルゲンを共に認識し、前記標識物を結合した標識抗体と異なる
アレルゲンエピトープを認識するモノクローナル抗体が所定の位置に固定された展開支持
体と、チョコレート試料からアレルゲンを抽出するためのゼラチンと抽出液と、展開液と
備えることを特徴とする検出キットであれば特に制限されないが、展開液を回収するため
の拭取り部をさらに備えることもでき、製造年月日から１年以上常温保存した場合におい
ても、実用性に耐えうる精度・安定性を有するものが望ましい。また、例えば１０倍濃度
のキット用濃縮抽出液を作製する場合には、低温にて水溶液の状態を維持することができ
るフィッシュゼラチンをキット用濃縮抽出液に添加する、又は、フィッシュゼラチンの濃
縮溶液をキットに含めることが好ましい。
【００４４】
　より好ましい態様の本発明のアレルゲン検出用キットとしては、前記イムノクロマト法
におけるイムノクロマトストリップを挙げることができる。この場合、小麦及又は落花生
における、異なるエピトープを認識する２種類のモノクローナル抗体の少なくとも一つを
、イムノクロマト法に用いられる金コロイドで標識されたモノクローナル抗体とすること
もできる。
【００４５】
　さらに、本発明のアレルゲン検出用キットを、小麦グリアジンと落花生Ａｒａ ｈ１と
を同時に検出することができるキットとすることもできる。例えば、上記標識抗体を、変
性及び未変性の小麦グリアジンを共に認識することができるモノクローナル抗体に前記の
標識物を結合した標識抗体と、変性及び未変性の落花生Ａｒａ ｈ１を共に認識すること
ができるモノクローナル抗体に前記の標識物を結合した標識抗体との２種類の標識抗体と
し、上記展開支持体を、変性及び未変性の小麦グリアジンを共に認識し前記標識抗体と異
なる小麦グリアジンエピトープを認識するモノクローナル抗体と、変性及び未変性の落花
生Ａｒａ ｈ１を共に認識し前記標識抗体と異なる落花生Ａｒａ ｈ１エピトープを認識す
るモノクローナル抗体とが所定の位置に固定された展開支持体とすることにより、小麦ア
レルゲンと落花生アレルゲンとを同時に検出できるイムノクロマトストリップを備えるキ
ットとすることができる。
【００４６】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明の技術的範囲はこれらの
例示に限定されるものではない。
【実施例】
【００４７】
［実施例１］
［小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗体及びイムノクロマトストリップの作製］
（小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗体の作製）
　２ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）で１ｍｇ／ｍＬとなるように抗小麦グリアジンモノ
クローナル抗体ＰＧＬ２溶液を調製した。次いで、あらかじめ０．２Ｍ炭酸カリウム溶液
でｐＨ９．０に調整した金コロイド溶液（シグマ社製）５ｍＬに、上記抗小麦グリアジン
モノクローナル抗体ＰＧＬ２溶液を５００μＬ加えて室温にて３０分間反応した後、１０
％ＢＳＡ溶液を６３５μＬ加えてさらに１５分間反応させた。遠心分離を行い、１％ＢＳ
Ａ溶液でＯＤ５２５＝１．０になるよう調整し、小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗
体とした。
【００４８】
（小麦アレルゲン検出用抗体固定化メンブレンの作製）
　ＰＢＳで４ｍｇ／ｍＬとなるように抗小麦グリアジンモノクローナル抗体ＰＧＬ１溶液
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を調製し、ニトロセルロースメンブレンに直線状に塗布し乾燥させた。その後、０．１％
牛ゼラチン（シグマアルドリッチ社製）を含むＴＢＳ（Tris Buffered Saline）で３７℃
にて１時間ブロッキング後、ＴＢＳで洗浄し乾燥させ、小麦アレルゲン検出用抗体固定化
メンブレンとした。
【００４９】
（イムノクロマトストリップの組立）
　上記各抗体固定化メンブレンに加えて、サンプル用担体部としてのガラスウール製サン
プルパッド、液状サンプル吸収用のガラスウール製吸収パッドを別途用意し、サンプルパ
ッド、抗体固定化メンブレン、吸収パッドの順に貼り付け、小麦アレルゲン検出用イムノ
クロマトストリップを作製した。
【００５０】
［実施例２］
［各種チョコレートにおける小麦アレルゲンの検出感度］
　現行キットに使用されている抽出液の濃度範囲の組成を用い、チョコレートの種類によ
って、イムノクロマト法での検出感度の相違が生じるか否かを検討した。
【００５１】
　１）抽出液の調製
０．２％Ｔｗｅｅｎ２０、０．５％ＳＤＳ、及び０．１％チオ硫酸ナトリウムを添加した
ＰＢＳ（phosphate buffered saline：リン酸緩衝生理食塩水、ダルベッコＰＢＳ（日水
製薬株式会社製））溶液を、抽出液として調製した。
【００５２】
　２）小麦タンパク質の調製
小麦タンパク質は、小麦全粒粉（日本製粉株式会社製）を用い、「アレルギー物質を含む
食品の検査方法について（参考）（平成２６年３月２６日、消費者庁）」に記載の標準品
規格の方法に従い作製した粉末から調製した。
【００５３】
　３）小麦タンパク質添加チョコレート試料の調製
上記小麦タンパク質をミルクチョコレート及びホワイトチョコレートにそれぞれ添加した
試料を調製した。ミルクチョコレート（株式会社明治製）及びホワイトチョコレート（株
式会社明治製）を湯煎により溶解した各チョコレート液に小麦タンパク質を終濃度で０ｐ
ｐｍ、２ｐｐｍ、１０ｐｐｍ、５０ｐｐｍとなるように添加し、よく混合して均一化させ
ることにより４種類の小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料、及び、４種類の小麦
タンパク質添加ホワイトチョコレート試料を調製した。また、上記抽出液に小麦タンパク
質を終濃度で０、２、１０、５０ｐｐｍとなるように添加し、４種類のチョコレート無添
加小麦タンパク質標準溶液を調製した。
【００５４】
　４）測定サンプルの調製
上記４種類の小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料、４種類の小麦タンパク質添加
ホワイトチョコレート試料、及び４種類のチョコレート無添加小麦標準溶液について、各
１ｇを５０ｍＬの遠沈管に量り取り、上記抽出液１９ｍＬをそれぞれ加えて撹拌すること
により、１２種類のチョコレート試料含有抽出液を調製した。各チョコレート試料含有抽
出液を沸騰水中で１０分間加熱し、冷却遠心後、それぞれの上清を１２種類の測定サンプ
ルとして調製した。
【００５５】
　５）イムノクロマト法による検出の確認
上記小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μＬ
とを、上記１２種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記小麦アレル
ゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表１に示す。判定はラインの強
い方から順に＋＋、＋、＋ｗ、＋－と表記し、陰性を－と表記した（以下同じ）。
【００５６】



(13) JP 2018-77171 A 2018.5.17

10

20

30

40

50

【表１】

【００５７】
（結果）
　表１から明らかなとおり、小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料では、２ｐｐｍ
及び１０ｐｐｍにおいて小麦グリアジンは陰性（－）であり、５０ｐｐｍにおいて陽性（
＋－）であり検出限界が大幅に低下した。一方、小麦タンパク質添加ホワイトチョコレー
ト試料では、チョコレート無添加小麦標準溶液同様に、５０ｐｐｍ及び１０ｐｐｍにおい
て小麦グリアジンは陽性（＋＋）であり、２ｐｐｍにおいても陽性（＋）であって、ホワ
イトチョコレートでは検出感度が低下しないことが確認された。
【００５８】
（考察）
　供試したミルクチョコレートの原材料は「砂糖、カカオマス、全粉乳、ココアバター、
レシチン（大豆由来）、香料」であり、ホワイトチョコレートは「砂糖、全粉乳、ココア
バター、植物油脂、乳糖、バターオイル、クリームパウダー、脱脂粉乳、乳たんぱく、レ
シチン（大豆由来）、香料」であった。ホワイトチョコレートにはチョコレート特有の茶
褐色の色調の元となるカカオマスが含まれていないことから、カカオマス由来の成分が小
麦グリアジンの検出感度の低下に大きく影響していると考えられた。
【００５９】
［実施例３］
［抽出液への各種タンパク質添加による小麦アレルゲンの検出感度の改善効果］
　抽出液に、スキムミルク（和光純薬工業社製）、ＢＳＡ（シグマアルドリッチ社製）、
フィッシュゼラチン（from cold water fish skin 40-50% in H2O、シグマアルドリッチ
社製）、牛ゼラチン（シグマアルドリッチ社製）の４種のタンパク質を個別に添加するこ
とにより、ミルクチョコレートにおける小麦グリアジン検出感度を改善できるか否かを検
討した。
【００６０】
　１）抽出液の調製
０．２％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％チオ硫酸ナトリウム及び０．５％ＳＤＳを添加したＰ
ＢＳ溶液に、
（ａ）スキムミルクを０％、０．５％、２．５％、又は５．０％となるように；
（ｂ）ＢＳＡを０％、０．２５％、１．２５％、又は２．５％となるように；
（ｃ）フィッシュゼラチンを０％、０．００２５％、０．０２５％、０．２５％、１．２
５％、又は２．５％となるように；あるいは、
（ｄ）牛ゼラチンを０％、０．００１％、０．０１％、０．１％、０．５％、又は１．０
％となるように；
それぞれ添加することにより、２０種類の抽出液を調製した。
【００６１】
　２）小麦タンパク質添加チョコレート試料の調製
上記ミルクチョコレートを湯煎により溶解したミルクチョコレート液に小麦タンパク質を
終濃度で５０ｐｐｍとなるように添加し、よく混合して均一化させることにより５０ｐｐ
ｍ小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料を調製した。また、小麦タンパク質を添加
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しない、小麦無添加ミルクチョコレート試料をコントロール（０ｐｐｍ）として調製した
。
【００６２】
　３）測定サンプルの調製
上記５０ｐｐｍ小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料及び小麦無添加ミルクチョコ
レート試料について、各１ｇを５０ｍＬの遠沈管に量り取り、上記２０種類の抽出液１９
ｍＬをそれぞれ加えて撹拌することにより、４０種類のチョコレート試料含有抽出液を調
製した。各チョコレート試料含有抽出液を沸騰水中で１０分間加熱し、冷却遠心後、それ
ぞれの上清を４０種類の測定サンプルとして調製した。
【００６３】
４）イムノクロマト法による検出の確認
　前記小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μ
Ｌとを、上記４０種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記小麦アレ
ルゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表２～表５に示す。
【００６４】
【表２】

【００６５】
【表３】

【００６６】
【表４】
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【００６７】
【表５】

【００６８】
（結果）
　表２～５から明らかなとおり、小麦無添加ミルクチョコレートではすべて陰性で非特異
的反応は認められなかった。
（ａ）表２から明らかなとおり、スキムミルク濃度が０％、０．５％のときは「＋－」判
定でありほとんど検出できなかった。スキムミルク濃度２．５％以上で「＋」判定、５．
０％で「＋＋」判定であり検出感度が高かった。
（ｂ）表３から明らかなとおり、ＢＳＡ濃度が０％、０．２５％のときは「＋－」判定で
ありほとんど検出できなかった。ＢＳＡ濃度１．２５％以上で「＋」判定、５．０％で「
＋＋」判定であり検出感度が高かった。
（ｃ）表４から明らかなとおり、フィッシュゼラチン濃度が０％のときは「＋－」判定で
ありほとんど検出できなかった。フィッシュゼラチン濃度０．０２５％以上で「＋＋」判
定であり検出感度が高かった。
（ｄ）表５から明らかなとおり、牛ゼラチン濃度が０％のときは「＋－」判定でありほと
んど検出できなかった。牛ゼラチン濃度０．０１％以上で「＋＋」判定であり検出感度が
高かった。
【００６９】
（考察）
　スキムミルクは、２．５％以上で「＋」判定となり、５％以上で「＋＋」となった。Ｂ
ＳＡは、１．２５％以上で「＋」となった。一方、フィッシュゼラチンは、０．００２５
％以上で「＋ｗ」判定であり、０．０２５％以上で「＋＋」判定となった。また、牛ゼラ
チンは０．０１％以上で「＋＋」判定であった。フィッシュゼラチンでは、スキムミルク
の２００分の一の濃度で「＋＋」となり、牛ゼラチンは、スキムミルクの５００分の一の
濃度で「＋＋」となったことから、同じタンパク質であっても、チョコレート試料中の小
麦グリアジンの検出感度を上げるために必要な濃度には顕著な差があることが確認され、
スキムミルクよりもゼラチンにおいて検出感度の上昇効果が顕著に高いことが確認された
。
【００７０】
　スキムミルクは吸湿性が非常に高いため、開封して長時間立つと固まりになりやすく、
また、溶けにくくなることも周知である。前記文献において、スキムミルクがキットに添
付されておらず、使用者が用意する記載になっているのもその点が理由かと思われる。ま
た、スキムミルクは乳アレルゲンであり、特に粉末スキムミルクの場合は、飛散した粉末
が検査キットに付着・混入することで、誤判定が起こる可能性があるためアレルゲン検査
を実施する検査室には持ち込みが禁止されている場合もある。一方、ゼラチンは、スキム
ミルクやＢＳＡと比較して、使用濃度が少なくて済み、粉末としてキットに含めることも
可能であるが、水溶液や濃縮水溶液の態様でキットに含めることが好ましい。そしてまた
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、食品工場等ではアレルゲン検査を同時に複数項目実施することを考えても、特定原材料
（卵、乳、小麦、そば、落花生、甲殻類）に指定されていないゼラチンを使用することが
望ましいと考えられる。また、特にフィッシュゼラチンを使用した場合は、低温でも水溶
性が維持できる点で、好適に用いることができる。
【００７１】
［実施例４］
［フィッシュゼラチンを添加した抽出液による小麦アレルゲンの検出限界］
　これまでの検討の結果から、検出感度が高かったフィッシュゼラチンを０．２５％含む
抽出液を使用する場合に、ミルクチョコレート中の小麦アレルゲンを検出できる限界濃度
を検討した。
【００７２】
　１）抽出液の調製
０．２％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％チオ硫酸ナトリウム及び０．５％ＳＤＳを添加したＰ
ＢＳに、フィッシュゼラチンを０％又は０．２５％添加し、２種類の抽出液を調製した。
【００７３】
　２）小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料の調製
ミルクチョコレートを湯煎により溶解したミルクチョコレート液に小麦タンパク質を終濃
度で０ｐｐｍ、２ｐｐｍ、５ｐｐｍ、１０ｐｐｍ、２０ｐｐｍ、５０ｐｐｍとなるように
それぞれ添加し、よく混合して均一化させることにより６種類の小麦タンパク質添加ミル
クチョコレート試料を調製した。
【００７４】
　３）測定サンプルの調製
上記６種類の小麦タンパク質添加ミルクチョコレート試料について、各１ｇを５０ｍＬの
遠沈管に量り取り、上記２種類の抽出液１９ｍＬをそれぞれ加えて撹拌することにより、
１２種類のチョコレート試料含有抽出液を調製した。各チョコレート試料含有抽出液を沸
騰水中で１０分間加熱し、冷却遠心後、それぞれの上清を１２種類の測定サンプルとして
調製した。
【００７５】
　４）イムノクロマト法による検出の確認
上記小麦アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μＬ
とを、上記１２種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記小麦アレル
ゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表６に示す。
【００７６】
【表６】

【００７７】
（結果）
　表６から明らかなとおり、フィッシュゼラチンが０．２５％の場合は小麦タンパク質濃
度が２ｐｐｍ（＋ｗ）～５０ｐｐｍ（＋＋）で陽性であった。これは、一般的なアレルゲ
ン検査キットの検出感度と同等の検出感度である。一方、フィッシュゼラチンが０％の場



(17) JP 2018-77171 A 2018.5.17

10

20

30

40

50

合は、５０ｐｐｍ（＋－）以外は検出できず陰性（－）であった。したがって、小麦グリ
アジンの検出感度の低下に大きく影響すると考えられる成分が含まれているチョコレート
においても、フィッシュゼラチンが添加されている抽出液を用いることにより、小麦タン
パク質が２ｐｐｍ以上含まれている場合には小麦アレルゲンを検出できることが確認され
た。
【００７８】
［実施例５］
［落花生アレルゲン検出用金コロイド標識抗体及びイムノクロマトストリップの作製］
（落花生アレルゲン検出用金コロイド標識抗体の作製）
　２ｍＭホウ酸緩衝液（ｐＨ９．０）で１ｍｇ／ｍＬとなるように抗落花生Ａｒａ ｈ１
モノクローナル抗体ＰＡｈ１－５溶液を調製した。次いで、あらかじめ０．２Ｍ炭酸カリ
ウム溶液でｐＨ９．０に調整した金コロイド溶液（シグマ社製）５ｍＬに、上記抗落花生
Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡｈ１－５溶液を５００μＬ加えて室温にて３０分間
反応した後、１０％ＢＳＡ溶液を６３５μＬ加えてさらに１５分間反応させた。遠心分離
を行い、１％ＢＳＡ溶液でＯＤ５２５＝１．０になるよう調整し、落花生アレルゲン検出
用金コロイド標識抗体とした。
【００７９】
（落花生アレルゲン検出用抗体固定化メンブレンの作製）
　ＰＢＳで４ｍｇ／ｍＬとなるように抗落花生Ａｒａ ｈ１モノクローナル抗体ＰＡｈ１
－４溶液を調製し、ニトロセルロースメンブレンに直線状に塗布し乾燥させた。その後、
０．１％牛ゼラチンを含むＴＢＳで３７℃にて１時間ブロッキング後、ＴＢＳで洗浄し乾
燥させ、落花生アレルゲン検出用抗体固定化メンブレンとした。
【００８０】
（イムノクロマトストリップの組立）
　上記各抗体固定化メンブレンに加えて、サンプル用担体部としてのガラスウール製サン
プルパッド、液状サンプル吸収用のガラスウール製吸収パッドを別途用意し、サンプルパ
ッド、抗体固定化メンブレン、吸収パッドの順に貼り付け、落花生アレルゲン検出用イム
ノクロマトストリップを作製した。
【００８１】
［実施例６］
［ミルクチョコレートにおける落花生アレルゲンの検出感度］
　１）抽出液の調製
　実施例２－１）抽出液の調製と同様の手順で抽出液を調製した。
【００８２】
　２）落花生タンパク質の調製
落花生タンパク質は、バージニア種（千葉県産）を用い、「アレルギー物質を含む食品の
検査方法について（参考）（平成２６年３月２６日、消費者庁）」に記載の標準品規格の
方法に従い作製した粉末から調製した。
【００８３】
　３）落花生タンパク質添加チョコレート試料の調製
上記落花生タンパク質をミルクチョコレートに添加した試料を調製した。ミルクチョコレ
ート（株式会社明治製）を湯煎により溶解したチョコレート液に落花生タンパク質を終濃
度で０ｐｐｍ、２ｐｐｍ、１０ｐｐｍとなるように添加し、よく混合して均一化させるこ
とにより３種類の落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料を調製した。また、上記
抽出液に落花生タンパク質を終濃度で０、２、１０ｐｐｍとなるように添加し、３種類の
チョコレート無添加落花生タンパク質標準溶液を調製した。
【００８４】
　４）測定サンプルの調製
上記３種類の落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料及び３種類のチョコレート無
添加落花生標準溶液について、各１ｇを５０ｍＬの遠沈管に量り取り、上記抽出液１９ｍ
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Ｌをそれぞれ加えて撹拌することにより、６種類のチョコレート試料含有抽出液を調製し
た。各チョコレート試料含有抽出液を沸騰水中で１０分間加熱し、冷却遠心後、それぞれ
の上清を６種類の測定サンプルとして調製した。
【００８５】
　５）イムノクロマト法による検出の確認
上記落花生アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μ
Ｌとを、上記６種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記落花生アレ
ルゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表７に示す。判定はラインの
強い方から順に＋＋、＋、＋ｗ、＋－と表記し、陰性を－と表記した（以下同じ）。
【００８６】
【表７】

【００８７】
（結果）
　表７から明らかなとおり、落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料では、２ｐｐ
ｍにおいてＡｒａ ｈ１は陰性（－）であり、１０ｐｐｍにおいて何とか検出可能（＋－
）となり、チョコレート無添加落花生標準溶液に比べ検出限界が大幅に低下した。かかる
結果は落花生アレルゲンの場合、通常の検査では２ｐｐｍまで検出できるのに対し、チョ
コレート中の落花生アレルゲンの検出においては、１０ｐｐｍ程度ないと検出が難しいと
いう報告と一致した。
【００８８】
［実施例６］
［抽出液へのゼラチン添加による落花生アレルゲンの検出感度の改善効果］
　抽出液に、フィッシュゼラチン、牛ゼラチンを個別に添加することにより、ミルクチョ
コレートにおける落花生Ａｒａ ｈ１検出感度を改善できるか否かを検討した。
【００８９】
　１）抽出液の調製
０．２％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％チオ硫酸ナトリウム及び０．５％ＳＤＳを添加したＰ
ＢＳ溶液に、
（ｅ）フィッシュゼラチンを０％、０．２５％、又は２．５％となるように；、あるいは
（ｆ）牛ゼラチンを０％、０．１％、又は１．０％となるように；
それぞれ添加することにより、６種類の抽出液を調製した。
フィッシュゼラチンは、４５％のゼラチン成分を含む試薬であるフィッシュゼラチン（シ
グマアルドリッチ社製）、を用いて、上記濃度となるように添加した。
【００９０】
　２）落花生タンパク質添加チョコレート試料の調製
上記ミルクチョコレートを湯煎により溶解したミルクチョコレート液に落花生タンパク質
を終濃度で１０ｐｐｍとなるように添加し、よく混合して均一化させることにより１０ｐ
ｐｍ落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料を調製した。また、落花生タンパク質
を添加しない、落花生無添加ミルクチョコレート試料をコントロール（０ｐｐｍ）として
調製した。
【００９１】
　３）測定サンプルの調製
上記１０ｐｐｍ落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料及び落花生無添加ミルクチ
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ョコレート試料について、各１ｇを５０ｍＬの遠沈管に量り取り、上記６種類の抽出液１
９ｍＬをそれぞれ加えて撹拌することにより、１２種類のチョコレート試料含有抽出液を
調製した。各チョコレート試料含有抽出液を沸騰水中で１０分間加熱して、冷却遠心後、
それぞれの上清を１２種類の測定サンプルとして調製した。
【００９２】
　４）イムノクロマト法による検出の確認
前記落花生アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μ
Ｌとを、上記１２種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記落花生ア
レルゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表８及び９に示す。
【００９３】
【表８】

【００９４】
【表９】

【００９５】
（結果）
　表８及び９から明らかなとおり、落花生無添加ミルクチョコレートではすべて陰性で非
特異的反応は認められなかった。
（ａ）表８から明らかなとおり、フィッシュゼラチン濃度が０％のときは「＋－」判定で
ありほとんど検出できなかった。フィッシュゼラチン濃度０．２５％以上で「＋」判定、
２．５％以上で「＋＋」判定であり検出感度が高かった。
（ｄ）表９から明らかなとおり、牛ゼラチン濃度が０％のときは「＋－」判定でありほと
んど検出できなかった。牛ゼラチン濃度が０．１％以上で「＋ｗ」判定、１．０％以上で
「＋＋」判定であり検出感度が高かった。以上の結果より、フィッシュゼラチン、牛ゼラ
チンが抽出液に含まれている場合において、ミルクチョコレートにおいて検出が阻害され
ず検出が可能であることが確認された。
【００９６】
［実施例４］
［フィッシュゼラチンを添加した抽出液による落花生アレルゲンの検出限界］
　これまでの検討の結果から、検出感度が高かったフィッシュゼラチンを２．５％含む抽
出液を使用する場合に、ミルクチョコレート中の落花生アレルゲンを検出できる限界濃度
を検討した。
【００９７】
　１）抽出液の調製
０．２％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％チオ硫酸ナトリウム及び０．５％ＳＤＳを添加したＰ
ＢＳに、フィッシュゼラチンを０％又は２．５％添加し、２種類の抽出液を調製した。
【００９８】
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　２）落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料の調製
ミルクチョコレートを湯煎により溶解したミルクチョコレート液に落花生タンパク質を終
濃度で０ｐｐｍ、２ｐｐｍ、５ｐｐｍ、１０ｐｐｍとなるようにそれぞれ添加し、よく混
合して均一化させることにより４種類の落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料を
調製した。
【００９９】
　３）測定サンプルの調製
上記４種類の落花生タンパク質添加ミルクチョコレート試料について、各１ｇを５０ｍＬ
の遠沈管に量り取り、上記２種類の抽出液１９ｍＬをそれぞれ加えて撹拌することにより
、８種類のチョコレート試料含有抽出液を調製した。各チョコレート試料含有抽出液を沸
騰水中で１０分間加熱し、冷却遠心後、それぞれの上清を８種類の測定サンプルとして調
製した。
【０１００】
　４）イムノクロマト法による検出の確認
上記落花生アレルゲン検出用金コロイド標識抗体２０μＬと、展開液としてＦＢＳ３０μ
Ｌとを、上記８種類の測定サンプル５０μＬにそれぞれ加えた供試液を、上記落花生アレ
ルゲン検出用イムノクロマトストリップに供試した。結果を表１０に示す。
【０１０１】
【表１０】

【０１０２】
（結果）
　表１０から明らかなとおり、フィッシュゼラチンが２．５％のときは落花生タンパク質
濃度が２ｐｐｍ（＋ｗ）まで検出が可能であった。これは、一般的なアレルゲン検査キッ
トの検出感度と同等の検出感度であった。フィッシュゼラチンが０％のときは、１０ｐｐ
ｍ以外は検出できず陰性であった。
【産業上の利用可能性】
【０１０３】
　チョコレート試料中のアレルゲンを迅速かつ精度よく検出することのできる、本発明の
アレルゲンの検出方法や、それに用いることができる本発明のイムノクロマト用アレルゲ
ンの検出キットは、食品産業において特に有用である。
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