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Ⅶ．走査型プローブ顕微鏡による	
アレルゲン検出手法の開発

１.	 はじめに
特定の食物にアレルギー疾患をもつ人にとっては，その食物を含有する食品の摂取

により，重篤な障害を引き起こす可能性がある．したがって，加工食品中のアレルゲン
に関しては，食品衛生法に基づいて卵，乳，小麦，そば，落花生，えび，かにの特定原材
料7品目については表示が義務化され，これに準ずる18品目が表示を推奨されている．

現在，アレルゲンの検出には，免疫反応を利用してアレルゲン物質そのものを検
出するELISA（Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay）法やアレルゲンが由来する生物
のDNAを増幅して検出するPCR（Polymerase Chain Reaction）法が主流となっている．
ELISA法は，抗体，抗原（アレルゲン）及び酵素標識抗体を結合させ，酵素活性による
発光・発色を測定してアレルゲンを定性･定量分析する方法であり，アレルゲンのみ
でなく，微量タンパク質や微生物抗原等の検出に用いられる．PCR法は，特定生物種
のDNAの増幅により，その生物に由来する成分が試料中に含まれることを示すこと
ができるが，アレルゲン成分を直接検出するものではないため，定量性はあまり期待
できない．また，ELISA法やPCR法は，検出のために数時間程度の時間とある程度の
量の試料を必要し，試薬などの消耗品が高価でランニングコストが比較的高いという
問題もあった．これに対して，抗原抗体複合体が試験紙上を移動する途上に，あらか
じめ抗原と結びつく抗体を線状に固定した領域を用意しておき，現れる色付きのライ
ンによって定性分析するイムノクロマト法があるが，所要時間も短くコストも少なく
てすむが，定量性はあまりなく感度も劣るものであった．

そこで，筆者のグループでは，微量な試料で迅速に食品中のアレルゲンを検出する
ための新たなアプローチとして，走査型プローブ顕微鏡の技術を応用したアレルゲン
検出手法の開発を試みた．

2.	 走査型プローブ顕微鏡
走査型プローブ顕微鏡（SPM, Scanning Probe Microscopy）は，その名の通り，鋭い探針

（プローブ）で試料表面を走査し，その表面の情報（凹凸，光強度，トンネル電流，摩擦
係数，etc.）を記録し，コンピュータ上でデータを画像に再構成するのを基本的な動作
原理としている．探針で試料表面を走査する際の制御方式と取得するデータにより，こ
れまでに様々なタイプのSPMが考案され，それぞれに異なった名称が付けられている．

最初のSPMは，Binnigらによって1981年に発明された走査型トンネル顕微鏡であ
り，これは導電体と探針間のトンネル電流を検出して探針を制御するものであるが，
検出対象は導電体に限られていた 1）．1986年には，同じくBinnigらによって原子間力
顕微鏡が考案された．原子間力顕微鏡は，その名の通り探針の先端と物体間に働く極
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微弱な反発力（原子間力）を検出しながら，先端を先鋭化したカンチレバーと呼ばれ
るシリコン製の探針で物体表面を走査して，その立体形状を検出する顕微鏡である

（図1）2）．また，絶縁体にも適用でき，染色や金属コートなどの特別な前処理なしに，
大気中または液中で試料を観察可能なため，SPMの中では最も広く使用され，特に生
命科学分野においては，細胞，染色体，DNA-タンパク質複合体などの微細構造観察に
用いられている 3）．その他，探針と物体の摩擦力を検出する走査型摩擦力顕微鏡，探
針と物体に働く磁気力を用いる走査型磁気力顕微鏡，光の情報を得る走査型近接場光
学顕微鏡なども考案されているが，本稿との関連は薄いため説明は割愛する．

本研究においては，上記SPMの中でも，数十ピコニュートンからナノニュートンの非
常に微弱な力を検出することができる，原子間力顕微鏡（AFM, Atomic Force Microscope）
を使用する．AFMは，上述のように探針と試料の間に働く微弱な分子間力を検出可能
であり，この機能を利用すれば，探針に結合させた分子と基板に固定された分子の間に
働く力学相互作用も計測できる．相互作用力は，カンチレバーを垂直方向に移動させ，
カンチレバーを引き離した（または押し付けた）際に生じるカンチレバーのたわみを測
定し，カンチレバーのバネ定数から試料にかかる力の大きさを求めることにより得ら
れる．通常のAFMの場合，対象試料や計測条件にも依存するが，1～10個程度の分子が
相互作用する際に働く力を測定することが可能である．筆者らは，この原理を応用し，
迅速なアレルゲン検出システムを開発することを試みた．

3.	 AFMによる抗体抗原相互作用の検出
AFMによる抗体抗原分子間力の測定は，これまでにも行われているが 4 -6），探針と

基板の間には，抗体抗原相互作用による特異的な分子間力（抗体―抗原分子間に働く

図 1　AFM の仕組み
カンチレバーで試料表面の近傍を走査すると，試料の凹凸に応じてカンチレバーがたわむ．
カンチレバーの表面は鏡になっており，この鏡に位置制御用レーザー光線を当てて，その反
射光を検出器で受ける．レバーのたわみに応じて鏡の傾きが変わるので反射光の向きが変わ
る．その向きを検出器で検出して，カンチレバーのたわみを求める．求められたたわみから
試料の凹凸を計算し，コンピュータ上に記録して画像化する．
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分子間力）のみでなく，物理吸着などの無視し得ない非特異的相互作用力も働くため，
両者を明確に区別して測定することは困難であった．そこで，筆者らは，まずモデル
系として，抗原に鉄貯蔵タンパク質であるフェリチンを，抗体に抗フェリチン抗体（ポ
リクロナール）を使用し，基板への抗原の固定方法，実験溶液，カンチレバーの移動
速度を工夫し，測定条件の最適化を図った．その結果，非特異的な相互作用による吸
着力を大幅に減少することに成功し，基板上のフェリチン分子の検出を可能とした．

（1）	 基板への抗原の固定
抗体は，抗原表面のエピトープを認識して結合するため，抗原の基板への固定は，

抗原の表面が実験溶液に対して露出していればよく，原則的には抗原の活性を考慮
する必要がない．今回の計測では，抗体を固定したカンチレバーを基板上の抗原と
短時間接触させ，その後カンチレバーを垂直方向へ移動させたときにカンチレバー
に働く力から，抗体抗原分子間の結合力を測定する（図2）．そのため，抗原の基板へ
の固定が弱いとカンチレバーの移動により抗原が剥がれる可能性がある．そこで，
3 -aminopropyltriethoxysilan（APTES）修飾マイカ基板上にフェリチンを静電吸着によっ
て固定した後，グルタルアルデヒドを介して基板に導入したアミノ基とフェリチン
表面のアミノ基とのクロスリンクを行い，共有結合によりフェリチンを確実に固定し
た．AFM による計測においては，基板表面が分子レベルでフラットであることが重
要になるため，マイカ基板のAPTES修飾は，窒素雰囲気中で気相法により行い 7），表
面荒さ1 nm以下の平坦性を実現している．

抗体固定探針抗体固定探針

抗原（アレルゲン抗原（アレルゲン））
固定基板固定基板

検出器検出器
位置制御レーザー位置制御レーザー

探針のたわみ量探針のたわみ量
から力を検出から力を検出

（１）（１） （２）（２） （３）（３） （４）（４）

図 2　AFM による抗体抗原反応検出の原理
（1）AFM探針に抗体を基板に抗原（逆も可）をあらかじめ結合しておき，探針を基板に降下
させる．（2）探針と基板を接触させ，抗体と抗原の結合を生起させる．（3），（4）探針を徐々に
上昇させ，結合が破断する時点の探針のたわみ量と探針のバネ定数から力を求め，これを両
者の相互作用力とする．



90

（2）	 カンチレバー上への抗体の固定
抗体のカンチレバーへの固定は，直接カンチレバーの表面に抗体を固定した場

合，表面との物理的相互作用により，抗体の活性（抗原への結合能力）が阻害さ
れる可能性がある．そのため，両面が金コートされているカンチレバー（OMCL-
TR400PB，オリンパス）の表面を末端にカルボキシル基もつアルカンチオール

（7 -Carbocy-1 -heptanethiol）と反応させて自己組織化単分子膜を形成させた後，NHS
（N-Hydroxysulfosuccinimide）とEDC（1 -Ethyl-3 -［3 -dimethylamino］propyl carbodiimide）
を介して，抗体表面のアミノ基とクロスリンクさせ，抗体をカンチレバー表面に結合
させた．

次にカンチレバーに結合している抗体が活性を有しているかどうかを確かめるため
に，蛍光色素（Cy3）を標識した抗原タンパク（フェリチン）と非抗原タンパク（BSA, 
Bovine Serum Albumin）を探針と反応させて探針表面を蛍光顕微鏡により観察したとこ
ろ，フェリチンのみが表面に結合することが確認できた（図3）．このことは，探針表
面へのタンパク質の結合は非特異的吸着ではなく，抗体による特異的なものであり，
抗体の機能を損なうことなくカンチレバー表面に固定できていることを意味する．

（3）	 AFMによる抗体抗原反応の計測
AFM（Nano Wizard, JPK instruments）を用いて，カンチレバーの表面に結合した抗体と，

基板に固定された抗原タンパク質間に働く力を計測し，力 -距離曲線を求めた．力 -距
離曲線とは，AFMの試料台上の基板とカンチレバーを互いに近づけたり遠ざけたりし
て距離を変えたときに，カンチレバーにかかる力を距離に対してプロットして得られ
るカーブのことである．力 -距離曲線の模式図を図４に示す．まず遠ざけた状態（点a）
からカンチレバーを基板に近づけていくと，点bで，カンチレバーに固定された抗体
と基板に固定された抗原もしくは非抗原タンパク質が結合する．さらに押しつけると，

図 3　抗体固定カンチレバーへの抗原及び非抗原タンパクの結合
蛍光色素（Cy3）標識した抗原タンパク（フェリチン）と非抗原タンパク（BSA）を抗フェリチ
ン固定探針と反応させ，探針表面を蛍光顕微鏡により観察した．
フェリチンのみが表面に結合していることが確認できる．
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カンチレバーは押し上げられ上にたわみはじめる．上に大きくたわんだ状態から今度
は徐々に遠ざけていくと，カンチレバーのたわみは解消されていく．点bからカンチ
レバーは抗体分子と抗原分子との相互作用により下にたわみ始める（点c）．下に最も
たわんだときの力が抗体抗原相互作用による分子間力（吸着力）と思われる．

基板にフェリチン（抗原），もしくはBSA（非抗原）を固定して，抗フェリチン抗体
を固定したカンチレバーにより，リン酸化緩衝化生理食塩水中（PBS）で吸着力計測
を行なった場合では，非抗原であるBSAにおいても抗原であるフェリチンと同程度の
吸着力が検出された．今回用いたカンチレバーの直径（約20nm）と抗体分子の大き
さ（数nm）から，力 -距離曲線にみられた吸着力は10個程度の抗体分子と抗原分子の
相互作用によるものと考えられる．このような少数の分子数の場合，分子のまわりの
熱揺らぎの影響により，その相互作用は確率的におこる．そのため，今回の吸着力の
測定においても，複数回行う必要がある．そこで，300回測定して得られた吸着力の
ヒストグラムを図5に示す．このヒストグラムからわかるように，フェリチン（抗原）
とBSA（非抗原）では，吸着力の分布にそれほど大きな違いがみられなかった．この
ことは従来から行われてきた計測結果 6）に一致する．また，従来から抗体抗原間，リ
ガンド受容体間などの非共有結合は，その非共有結合を引き離す速度を速くするにつ
れて，結合強度が増大することが知られているが 8），カンチレバーの移動速度を早く
しても吸着力の分布に大きな違いがみられなかった．これらの結果は，PBSのみで計
測した吸着力には，抗体抗原反応に由来する特異的相互作用だけではなく，物理吸着
などの非特異的相互作用による吸着力も多数含まれていることを示唆している．

図 4　力－距離曲線の模式図
横軸は，抗原タンパク質表面とカンチレバーとの距離を，縦軸はカンチレバーのた
わみから求めたカンチレバーにかかっている力を表わしている．詳細は本文参照．
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（4）	 測定溶液条件の検討
PBS中の計測では，抗原抗体反応を明確に検出することが困難であったため，非特異

的吸着力を抑えることを目的に，測定溶液に界面活性剤Tween 20とブロッキング試薬
（Blocking reagent, Roche）を添加して計測を行った．Tween 20とブロッキング試薬存在
下では，非存在下に比べて，フェリチン（抗原）の吸着力は増大しBSA（非抗原）の吸
着力は減少した．吸着力の分布（図6）において，フェリチン（抗原）では特異的と思わ
れる吸着力の頻度が増加し，BSA（非抗原）では非特異的と思われる吸着力の頻度は減
少し，双方のヒストグラムには大きな違いがみられた．また，PBSのみの場合とは異な
り，カンチレバーの移動速度を速くすると，吸着力の分布がフェリチンでは大きくなる
方（右側）に，BSAでは小さくなる方（左側）にシフトし，非共有結合を引き離すのに必
要な力は引き離す速度を速くすると増大するという従来の結果に一致した 8）．

4.	 AFMによるアレルゲン分子の検出
上述のように，モデル系を用いた実験により，非特異的な吸着力を低減することに

成功したため，この実験系を実際にアレルゲンタンパク質に適用し，アレルゲンに起
因する特異的な抗体抗原相互作用の検出を試みた．その例を以下に示す．

図 5　リン酸化緩衝化生理食塩水中のみで計測したときの結果
Aは，抗体付きカンチレバーを基板に固定された抗原に8 .0 μm/sの速さで接近させたり遠ざ

けたりした場合に得られた力 -距離曲線の1例．Bは，吸着力のヒストグラム．
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（1）	 オボムコイドの検出実験
図7に卵白主要アレルゲンであるオボムコイドの検出実験を行なった結果を示す．

抗オボムコイド抗体固定カンチレバーを使用して，オボムコイド（抗原），BSA（非
抗原），フェリチン（非抗原）に対してPBS中で複数回の力 -距離曲線計測を行い，得
られた吸着力のヒストグラムを比較したところ，吸着力の分布には大きな違いは見ら
れなかった（図７a-c）．しかし，0 .5％Tween20と2％ブロッキング試薬を計測溶液に
添加した場合には，双方のヒストグラムには大きな違いがみられた．オボムコイドに
対しては0 .15～0 .35nNの間に特異的と思われる吸着力のピークをもつヒストグラム
が得られ（図７d），一方，非抗原であるBSAとフェリチンに対しては，非特異的と思
われる吸着力の頻度は減少し，右肩下がりの分布のヒストグラムしか得られなかった

（図7e，f）．これは，Tween 20とブロッキング試薬の存在により，抗原の吸着力が増大
し，非抗原の吸着力が減少したことを示すものと考えられる．したがって，本手法に
より実際にアレルゲン検出の検出が可能であることが示された．

（2）	 βラクトグロブリンの検出実験
さらに，対象を牛乳の主要アレルゲンであるβラクトグロブリンを対象として同様

図 6　リン酸化緩衝化生理食塩水中に Tween 20 および 
ブロッキング試薬を添加したときの計測結果

Aは，抗体付きカンチレバーを基板に固定された抗原に8 .0 μm/sの速さで接近させたり遠ざ
けたりした場合に得られた力 -距離曲線の一例．Bは，吸着力のヒストグラム．
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の実験を行なった（図8）．この場合にもPBS中の計測では，オボムコイドの場合と同
様に，βラクトグロブリン（抗原），BSA（非抗原），フェリチン（非抗原），吸着力の
分布には大きな違いは見られなかった（図８a-c）．そこで，Tween20及びブロッキン
グ試薬の効果を検討したが，βラクトグロブリンに対してはブロッキング試薬の効果
は明確ではなく，Tween 20の添加のみにより抗原の吸着力のピークを得ることができ
た（図8d-f）．

5.	 今後の展望
本稿では，原子間力顕微鏡を応用し，pN～nNレベルの力測定を行なうことによっ

て，アレルゲンを検出することが可能なことを示した．これは，界面活性剤とブロッ
キング試薬の使用及びカンチレバーの移動速度を大きくするなどの実験条件と制御を
最適化し，非特異的相互作用を大幅に減少させることによって実現したものである．
現在，アレルゲンとしては，実験例に示した以外にも小麦主要アレルゲンであるグリ
アジン等についても検討を進めている．本稿で紹介した例は，単一のアレルゲンタン
パク質のみを固定した試料を用いたモデル系の計測実験であったが，実際の食品では
様々な有機物質が混在している中で，アレルゲン検出を行なう必要性がある．その

図 7　オボムコイド検出実験の例
d-f，リン酸化緩衝化生理食塩水中に2％ブロッキング試薬と0 .5％Tween 20を添加した溶液
中での結果．カンチレバーの移動速度は3.6μm/s．a，dはオボムコイド，b，eはBSA，c，fはフェ
リチン固定基板で行った検出実験の結果．
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ためには，混在している検出対象以外に由来する非特異的吸着力を排し，抗原抗体相
互作用のみを計測可能なことを実証する必要があり，現在，そのような実験も計画中
である．近い将来には，SPMによる食品実試料中のアレルゲン検出も可能になると想
定している．他の様々なアレルゲン検出と比較した場合の本手法の利点は，計測速度
とカンチレバーの再利用にある．Force-Distance curveを1回計測してデータを得るま
での時間はわずか数秒程度ですむ．実際の検出には，計測を複数回行う必要があるも
のの，この繰返しステップは自動化が可能であり，従来から行われてきたELISA法や
PCR法に比べて大幅に時間を短縮することが可能である．さらに，抗体を固定したカ
ンチレバーは，2000回以上の力測定の試行に耐えることもわかっており，使い捨てで
はなく繰り返し利用が可能である．したがって，本手法がさらに改良されればランニ
ングコストを比較的低く抑えた高感度アレルゲン検出手法として展開が可能であると
思われる．

また，一方で，本手法はアレルゲン検出のみでなく，様々な生体分子間相互作用の
解析に応用が可能であり，タンパク質科学や細胞生物学などのの基礎的研究において
も有効な手段と考えられる．生体一分子計測が最も進んでいるモータータンパク質の
研究分野では，従来の生化学による多分子の同時計測及び平均化された値の解析では

  

図 8　βラクトグロブリン検出実験の例
d-f，リン酸化緩衝化生理食塩水中に0.5％Tween 20を添加した溶液中での結果．カンチレバー
の移動速度は3 .6μm/s．a，dはβラクトグロブリン，b，eはBSA，c，fはフェリチン固定基板
で行った検出実験の結果．
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わからなかった，分子個々の性質が近年明らかになってきている 9）．AFMによる抗体
抗原相互作用の一分子解析が進めば，将来的に生命反応に携わる分子個々の性質の解
析にも貢献が可能であろうと考える．

（食品工学研究領域　ナノバイオ工学ユニット　若山純一・杉山滋）
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