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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

113,000,000 113,000,000 59,349 113,059,349 113,059,349 0
33,900,000 33,900,000 0 33,900,000 33,900,000 0

146,900,000 146,900,000 59,349 146,959,349 146,959,349 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 1,590,788 53,209,861 37,713,268 15,931,529 108,445,446
旅費 0 543,200 1,548,983 339,550 2,431,733
謝金・人件費等 0 662,862 329,989 0 992,851
その他 2,730 387,132 700,083 99,374 1,189,319

1,593,518 54,803,055 40,292,323 16,370,453 113,059,349
0 17,075,245 8,717,277 8,107,478 33,900,000

1,593,518 71,878,300 49,009,600 24,477,931 146,959,349

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
GEヘルスケア製
TyphoonFLA950
0BGR

1 13,235,250 13,235,250 2012/3/7

DSファーマ製
POWERSCAN4B
T-H4LFPT

1 8,457,750 8,457,750 2012/1/23

武蔵エンジニア
リング(株)製 1 6,279,000 6,279,000 2012/2/7

ライフテクノロ
ジージャパン
4379216

1 2,457,000 2,457,000 2011/9/6

島津製作所製
UV-2600 1 2,173,500 2,173,500 2012/3/26

Fluigent
MFCS4C-1000

1 2,090,760 2,090,760 2012/3/7

三洋電機(株)製
MDF-U500VX 1 1,776,600 1,776,600 2011/11/8
島津製作所製
RF-5300PC 1 1,481,550 1,481,550 2012/2/21
独国intavis AG
製　Model
ResPepSL(ｽﾎﾟｯﾄ
合成仕様）

1 14,581,350 14,581,350 2013/1/18

 BiotageAB
Initiator+Al

1 7,875,000 7,875,000 2013/12/25

独国ﾗｲｶﾏｲｸﾛｼｽ
ﾃﾑｽﾞ社製
DMI3000B 蛍光・
位相差・S70

1 2,412,900 2,412,900 2014/2/21

5．研究成果の概要

名古屋大学

名古屋大学

スキャナータイプ画像解析装
置

マルチモードマイクロプレート
リーダー

PC制御画像認識付卓上型ロ
ボット

リアルタイムPCRシステムアッ
プグレードキット

紫外可視分光光度計

名古屋大学

名古屋大学

液滴作成用カスタムメイドマイク
ロ化学チップ

超低温フリーザ

分光蛍光光度計

直接経費計
間接経費計
合計

物品名

名古屋大学

名古屋大学

ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞｼﾝｾｻｲｻﾞｰ

倒立蛍光顕微鏡

全自動ﾏｲｸﾛｳｪｰﾌﾞﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ合成
装置

設置研究機関名

平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日

費目

合計

名古屋大学

名古屋大学

大河内　美奈

本様式の内容は一般に公表されます

名古屋大学

間接経費

名古屋大学

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム）
実績報告書

ペプチドアレイを用いたアレルギー疾患病態モニタリングシステムの開発

研究機関・
部局・職名

名古屋大学・大学院工学研究科・准教授

名古屋大学

直接経費



　　様式２０

アレルギー疾患は近年、増加傾向にあり、食物アレルギーの発症率は乳児の10％に達する。本研究では、アレルギー反応を惹
起する上で有益なエピトープを個々の患者において調べるため、抗原タンパク質のアミノ酸配列を基に高集密ペプチドアレイを作
製し、患者血清中のIgEおよびIgG4抗体の結合量を解析した。牛乳アレルギーに着目し、自然寛解群および経口免疫療法を実施
した患者群の抗体エピトープを解析した結果、患者群判別において有用なペプチドを選定でき、治療指針の提供が可能となっ
た。細胞レベルでの脱顆粒試験による解析においてもエピトープペプチドの機能が検証できた。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

 

研究成果の概要 

（和文）：本研究は、ペプチドアレイを用いた IgE 抗体エピトープ解析による食物アレルギーの病

態モニタリングデバイスの開発を目的とし、アレルギー反応メカニズムに基づいたアレルギー診断

法の確立およびアレルギー応答制御について検討した。まず、抗原ペプチドライブラリーを固定化

したペプチドアレイの作製・保存、解析プロトコールの最適化を行った。牛乳アレルギーに着目し、

高集密ミルクペプチド網羅アレイを用いた IgE および IgG4 抗体のエピトープ解析を行った結果、患

者群の判別や治療予測において有用なペプチドを選定でき、約 8 割の推定率で治療指針の提供

が可能となった。 

 

（英文）：Peptide array-based IgE epitope analysis was developed for monitoring the allergy 

disease states of patients with food allergies. Firstly, construction and preservation condition of 

the peptide array that immobilized peptide library corresponding to the primary sequences of 

antigen proteins was investigated, and epitope analysis condition was optimized. Focusing on IgE 

recognition profiles in milk allergy clinical patients, exhaustive milk peptide integrated array was 

constructed for selection of useful peptides in discriminant analysis and medical prognosis. The 

peptide array based analysis would be a promising clinical diagnostic tool that can indicate allergy 

outgrow with estimation rate of approximately 80%.  

課題番号 LR016 
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1． 執行金額   １４６，９５９，３４９円 

    （うち、直接経費 １１３，０５９，３４９円、 間接経費  ３３，９００，０００円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日 

 

3． 研究目的 

 近年、先進国を中心にアレルギー患者数は増加傾向にあり、乳幼児における食物アレルギーの

発症率は約 1 割に上る。アレルギー疾患の発症の主な原因はアレルゲンによって誘発される免

疫の過剰応答であることが知られる。食品や花粉などによる即時型アレルギー反応は、特異的

IgE 抗体にアレルゲンが結合することで惹起されるが、生体内では一つの抗原に対して結合する

抗体が複数存在するため、抗原内のどのエピトープがアレルギー反応を規定するかを特定するこ

とは不可能であった。そこで本研究では、ペプチドアレイを用いた抗体エピトープ解析によりアレル

ギー症状や重症度に基づいたアレルゲン特異的抗体を特定し、患者群の判別や症状経過などの

病態モニタリングシステムを開発することを目的とした。ペプチドライブラリーを固定化したペプチド

アレイの作製・保存法、および解析プロトコールの最適化を図ることで、アレルギー患者のアレル

ゲン特異的抗体の結合パターンを解析し、定期的な解析により抗体の量的・質的変化を捉え、病

態の把握や治療指標の提供を目指す。また、抗体エピトープ解析で得られた情報を細胞レベルで

検証するため、脱顆粒反応を指標としたアエルギー反応の迅速なin vitro検出法を構築し、アレル

ゲンとなるペプチドやその誘導体添加による応答を解析する。さらに、ペプチドアレイ解析を動物

モデルに適用することで、アレルギー応答解析に関する基盤技術を構築する。 

 

4． 研究計画・方法 

(1) スライドグラス型ペプチドアレイの作製と抗体エピトープ解析   ミルクアレルギーを対象とし

て牛乳に含まれる全 6 種類のタンパク質のアミノ酸配列に基づいてペプチドアレイを作製した。医

療機関から提供して頂いたミルクアレルギー患者血清を用いて、IgE 及び IgG4 抗体のエピトープ

解析を行った。解析条件の最適化により、血清 10 μl、反応 1 時間での解析が可能となった。 

(2) 電気化学的手法によるエピトープ解析   ポテンシオメトリー法によるエピトープ解析を行う

ため、ビーズ上にエピトープ候補ペプチドを合成し、IgE 抗体、アルカリホスファターゼ（ALP）標識

抗 IgE 抗体と反応させた後、ALP 基質であるホスホアスコルビン酸と反応させた。この反応溶液を

[Fe(CN)6]
3-/4-溶液と混合し、自然電位を測定した。 

(3) 細胞レベルでのアレルギー応答検出   アレルギー反応をペプチドアレイ上で惹起するには、

2 種類のエピトープを同一スポット上に合成する必要がある。そこで、2 種類の保護基が修飾され

た Lys 残基を用いて、ジニトルフェニル基（DNP）修飾アミノ酸及び卵白アルブミン（OVA）のエピト

ープ配列を合成し、ペプチドアレイ上に細胞を播種することで直接、脱顆粒刺激を行う検出系を構

築した。細胞としては好塩基球（RBL-2H3）を用い、抗 DNP-IgE 抗体及び抗 OVA-IgE 抗体で感作

し、アレイ上のエピトープペプチドペアによるアレルギー応答を検出した。次に、アレルギーマウス
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血清や患者血清を感作させた細胞においてアレルギー応答解析を行うため、液滴を用いた検出

系を構築した。血清を感作した細胞を液滴に封入し、抗原添加を行うことでアレルギー応答を検

出した他、ペプチド添加による応答制御を行った。 

(4) 抗体結合ペプチドの探索と非標識抗体検出   非標識検出法を構築するため、Fcγ 受容体

の膜外ドメインの全網羅ペプチドアレイを合成し、抗体 Fc 領域（IgG-Fc）への結合性を解析するこ

とで、抗体結合ペプチドを探索した。本ペプチドを用いて銀ナノ粒子を利用した抗体の比色検出に

ついて検討した他、ペプチドビーコンの設計による非標識検出法を構築した。 

(5) モデル動物   ミルクタンパク質であるカゼインをアジュバントとしてアラムゲルを用いて腹

腔内投与し、３回の免疫によりアレルギーマウスを作製した。免疫１週間後、尾静脈を採血し、ミ

ルクペプチド網羅アレイを用いて IgE エピトープを解析した。 

 

5． 研究成果・波及効果 

(1) スライドグラス型ペプチドアレイの作製と抗体エピトープ解析   牛乳アレルギー臨床検体の

エピトープ解析をミルクペプチド網羅アレイにより解析した結果、個々の患者において IgE 抗体の

結合性を評価でき、アレルギー反応を惹起する上で重要なエピトープペプチドを明らかにした（図

1）。アレルギー患者群において共通性の高いエピトープペプチドが全 350 ペプチド中、約 50 配列

選出された。また、臨床検体の症状経過に基づいた解

析により、アレルギー発症（1 歳前後）時と寛解時、経口

免疫療法におけるアレイ経過解析から、各検体におけ

るエピトープの蛍光強度はアレルギー寛解により減少

するものの、認識される配列は変化しないことが示唆さ

れ（図 2）、IgE および IgG4 抗体のエピトープを解析する

ことでアレルギー症状の経過や治療予測が可能となる

ことが示唆された。特に、経口免疫療法の治療経過が

異なる寛解群と非寛解群においては、一部のエピトー

プの認識特性が異なることから（図 3）、治療効果を事前

に予測できる可能性が示唆された。ペプチドアレイを用い

た解析は患者群の判別や治療予測において有効であり、

約 80%の推定率で治療指針の提供が可能であった。 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ペプチドアレイによる臨床検体のクラスター解析 

横軸：各検体、縦軸：ペプチド番号 

図２ 経口免疫療法における IgE エピトープの経時データ例 

青：治療 1 年前、赤：治療開始時、緑：治療 1 年後、紫：2 年後 

図３ ペプチドアレイによる治療指標の提供 



様式２１ 

 4

 (2) 電気化学的手法によるエピトープ解析   ポテンシオメトリー法によるエピトープ解析を行う

ため、抗体結合ペプチドをアミノ基ビーズ上に合成し、ALP 標識抗 IgE 抗体と反応させたところ、

抗体量に応じたシグナルを検出した（図 4）。また、OVA 固定化ビーズを用いた場合には、抗

OVA-IgE 及び ALP 標識抗 IgE 抗体と反応後に測定したところ、濃度依存的なシグナルが検出さ

れた。そこで、ビーズ上に様々な OVA ペプチドを合成して抗OVA-IgE の結合性を評価したところ、

ペプチド No.48 では IgE 濃度依存的な応答が得られた（図 5）。また、No.121 および No.182 は電

位変化量が高く、2 次抗体による非特異結合がみられたが、その他のペプチドでは変化は認めら

れなかった。これらのことから、電極アレイを用いたポテンシオメトリー法によるエピトープ解析が

可能であり（図 6）、電気化学シグナル検出によるアレルギー解析が可能となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 細胞レベルでのアレルギー応答検出   アレルギー反応は、抗原を認識する IgE抗体がFcε

受容体と結合し架橋することで惹起される。そこで、SPOT 固相合成法を利用して 2 種類の保護基

が修飾された Lys 残基を用いて、2 種類のエピトープを合成することによりペプチドアレイ上で好塩

基球と直接反応することによりアレルギー反応を行った。2 種類エピトープとして、ジニトルフェニ

ル基（DNP）修飾アミノ酸及び卵白アルブミン（OVA）ペプチドを合成し、抗 DNP-IgE 抗体及び抗

OVA-IgE 抗体を感作したラット由来の好塩基球（RBL-2H3）をペプチドアレイ上に播種することで

脱顆粒刺激を行った。その結果、ペプチドアレイ上の抗原エピトープ量依存的に脱顆粒率が上昇

し、異なる 2 種類のエピトープを同一スポット

上に合成すると顆粒割合がさらに上昇した

（図 7）。次に、少量の患者血清及びアレルギ

ーマウス血清で感作した好塩基球を用いてア

レルギー応答解析を行うため、液滴を用いた

脱顆粒検出について検討した(図 8)。細胞を

液滴に封入し抗原添加によるアレルギー応答

をカルシウムインジケーターにより検出したと

図４ ALP 標識抗体の検出   
特異的 IgE 基準値：1.4 ng/ml 

図５ OVA ペプチド固定化ビーズを用いた IgE
エピトープ解析 
ポテンシオメトリー法により ALP 標識抗 IgE 抗

体を用いたシグナル検出によりエピトープ(●)
を解析した。2 次抗体の結合配列(△,■)およ

び非結合配列(□,○,◇)も明らかとなった。 

図６ MOSFET 電極アレイ

によるアレルギー検出 

図７ 2 種エピトープペプチドアレイ上での脱顆粒解析 
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ころ、エピトープペプチドによるアレルギー応答制御が確認された(図 9)。以上のことから、ペプチド

アレイを用いてアレルギー応答を指標としたエピトープ解析が可能であると示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 抗体結合ペプチドの探索と非標識抗体検出   非標識抗体検出系を構築するため、まず抗

体 Fc 領域（IgG-Fc）に結合するペプチドを探索した。Fcγ受容体の膜外ドメインの網羅ペプチドアレ

イを合成し、IgG-Fc 結合領域を調べたところ、FcγRI, II, III よりそれぞれ高い結合性を示すペプチ

ドが探索された。これらのペプチドの残基置換およびスクランブル配列を探索し、結合定数 8.8 μM

の高結合配列が得られた。本抗体結合ペプチドを生成担体レジン上に合成したところ、抗体産生

細胞の培養上清より精製率 83%で抗体を取得することができた。これより、本ペプチドは抗体を特

異的に結合することが示され、ペプチドを利用した抗体精製法を構築できることが明らかとなった。

そこで、抗体結合ペプチドを用いた抗体の非標識検出法の構築について検討した。探索した抗体

結合ペプチドは正電荷を有するため、未修飾銀ナノ粒子の凝集反応を利用した方法について検

討した。銀コロイド溶液は 400 nm に吸収をもつがペプチドを添加すると凝集し 568 nm にピークが

シフトした。抗体存在下では、ペプチドが抗体に結合するため銀ナノ粒子の凝集が抑制され、抗体

濃度依存的な色の変化が確認された。次に、ペプチドビーコンの設計による抗体の簡易迅速検出

について検討した。抗体結合ペプチドとその相補結合ペプチドを 1 分子として合成し、ステムルー

プ様構造をもつペプチドビーコンを設計した結果、50 nM 以上の濃度で IgG 抗体の検出が可能で

あった。以上のことから、抗体の非標識検出系の構築が可能であることが示された。 

 

 生体内の抗体エピトープは、アレルギー疾患の正確かつ効果的な診断・治療に資する重要な情

報である。本研究では、アレルゲンペプチドアレイを作製しミルクアレルギー患者のエピトープ情

報を、各臨床検体の症状・治療経過などの臨床データと結びつけることで、これまでにない病態モ

ニタリングシステムの開発を進めた。さらに、細胞評価系によるアレルギー応答検出や実験動物

を用いた解析を進めアレイデータを検証することにより、ペプチドアレイの臨床応用に向けた取り

組みを行った。ペプチドアレイを用いた解析により、アレルギー患者の病態把握が可能であり、症

状や治療の経過予測など治療指標の提供も可能であることが示唆された。本研究より健康国家

の実現に資するライフイノベーションの推進に寄与する先進的な知見が得られた。 

A B

C 

図８ 自動液滴スポッティングを利用した脱顆粒検出チップ 

A) スポッティング装置 B) 解析チップ C) 脱顆粒検出 

蛍
光

強
度

各種ペプチドの添加

図９ アレルギーマウス血清を感作した細胞を用いたアレル

ギー応答解析。抗原としてカゼインを用い、各種ペプチド添

加によるアレルギー応答の減少を確認した。 

（カルシウムインジケーターを用いた脱顆粒検出、カルシウ

ムイオノフォア A23187 はポジティブコントロール） 
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6. 大河内美奈：バイオチップを用いた解析と診断、豊田、2013.7.23、中部経済連合会主催

第 8 回 NEXT30 産学フォーラム 

7. 名古屋大学予防早期医療創成センター 第４回ワークショップ、2014 年 1 月 29 日、名

古屋大学野依記念館、約 60 名、「ペプチドアレイを用いた小児牛乳アレルギー患者の IgE
エピトープ解析」について講演した。 

図 書 

 

計 3 件 

1. 大河内美奈、本多裕之 「磁性微粒子を用いた一細胞機能解析」を分担執筆、名古屋大

学 e ブックシリーズ１ 最先端メディカルエンジニアリング p204-209 (総ページ数 209)、
一粒書房、愛知県、2013 年 

2. 式田光宏、川部勤、松島充代子、本多裕之、大河内美奈、名古屋大学 e ブックシリーズ

１ 最先端メディカルエンジニアリング 一粒書房、（「MEMS 技術による医療バイオ応

用」の項を分担執筆）、p100-105 (総ページ数 p209)、愛知県、2013 年 
3. 大河内美奈 第 18 章 4 節７項「微生物を利用したバイオセンサ」を分担執筆 電気化

学便覧第 6 版 丸善株式会社、2013 年 
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産業財産権 

出願・取得

状況 

 

計０件 

（取得済み） 計０件 

 

（出願中） 計０件 

Ｗｅｂページ 

（ＵＲＬ） 

名古屋大学大学院工学研究科化学・生物工学専攻バイオテクノロジー講座生物プロセス工学研究

グループ本多研究室 

http://www.nubio.nagoya-u.ac.jp/proc/index.html 

東京工業大学大学院理工学研究科化学工学専攻大河内研究室 

http://www.chemeng.titech.ac.jp/~lab-okochi/2Research.html 

 

国民との科

学 ･ 技 術 対

話の実施状

況 

1. テクノ・フェア名大 2011 ミニシンポジウム、2011 年 9 月 2 日、名古屋大学（豊田講堂）、

政府・自治体関係者、中部地区の経済界及び企業の研究開発担当者等、約 1,100 名、工

学研究科内で本プログラムに採択された先生方 5 名とミニ講演会を開催した。  
2. 名大若手女性研究者サイエンスフォーラム 2011・女子中高生理系進学推進セミナー

2011、2011 年 11 月 26 日、名古屋大学（ES 会議室）、中部地区の女子中高生・保護者、

学内女性研究者、約 110 名、特別講演およびポスターセッションによる若手女性研究者

の支援・交流および女子中高生への理系進学の推進。 
3. 実験講習会、2011 年 8 月 10 日、名古屋大学（工学部 1 号館）、津高校希望者、10 名、

酵素インベルターゼによるショ糖の加水分解と分離に関する実験を行った。 
4. 名古屋大学工学研究科主催「テクノ・フェア名大 2012」、2012 年 8 月 31 日、名古屋大

学（豊田講堂）、政府・自治体関係者、中部地区の経済界及び企業の研究開発担当者等

を対象、約 1000 名、「ペプチドアレイを用いた食物アレルギー高精度診断法の開発」に

関するポスター発表を行った。 
5. 名古屋大学工学部主催「平成 24 年度テクノサイエンスセミナー」、2012 年 8 月 9 日、

名古屋大学（工学部 1 号館）、高校生が対象、95 名、所属研究室の担当する固定化バイ

オリアクターに関する実験を行った。 
6. 電気化学会主催「産学官連携フォーラム」、2012 年 7 月 14 日、名古屋大学（ES 館）、

会員および一般市民に向けた公開講座、62 名、電気化学会の産学官連携フォーラム委

員を担当し、「バイオセンシングの現状と今後の展開」に関する講演会の企画・運営お

よび発表を行った。 
7. 日本生物工学会中部支部主催「中高生を対象とした実験教室」、2012 年 11 月 20 日、名

古屋大学（工学部 1 号館）、愛知県立瑞陵高等学校 1 年生 40 名、生物工学分野の実験教

室を企画・運営し、「砂糖，果糖，ブドウ糖．お菓子に入れる糖をつくる」と題し、酵

素反応および糖の簡易精製に関する実験を行った。 
8. 名古屋大学オープンキャンパス 2013 年 8 月 8 日、名古屋大学（豊田講堂・シンポジオ

ン）、高校生対象、約 50 名、「女性研究者からみた名古屋大学」について紹介した。 
9. 名古屋大学工学研究科主催「テクノ・フェア名大 2013」2013 年 9 月 6 日、名古屋大学(豊

田講堂)、政府・自治体関係者、中部地区の経済界及び企業の研究開発担当者等を対象、

約 1000 名、「ペプチドアレイを用いた食物アレルギー高精度診断法の開発」に関するポ

スター発表を行った。 

新 聞 ･ 一 般

雑誌等掲載 

計 2 件 

1. 中部経済新聞、2012 年 1 月 10 日、研究現場発「ペプチドアレイを利用した解析～機能

性分子探索やアレルギー検査法構築」 

2. 電気新聞、2013 年 7 月 29 日、Next30 産学フォーラム中京大で初出張開催 

その他  

 

 

7． その他特記事項 


