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研究要旨 

 本研究は, 自然毒が原因である食中毒について, 毒成分の同定と患者の病期の

判定に有用な検査法の樹立を目的とした。本研究を通じて樹立した手法は食品

安全検査にも応用が可能であり, その関連業界への需要も見込まれる。令和 5

年度は主として, 馬鈴薯に含まれる自然毒, α-ソラニン(SO)とα-チャコニン
(CHA)に対する酵素結合免疫吸着検査法(ELISA)2 種類の構築に尽力した。結果, 

リン酸緩衝液, 尿, ⾎清に含まれる SO と CHA の検出と定量を可能とする⾼感
度 ELISA の開発に成功した。本 ELISA は⾷材・⾷品検査法のみならず, 臨床
検査法として応⽤が可能な検出感度を有すると思われた。 

 

A. 研究目的  

日本では現代においても, 食材中に

含まれる自然毒を原因とした食中毒

が数多く発生している(登田美桜ほか, 

食衛誌 2014, 55: 55-63)。現在, 自然

毒に対する臨床検査法がほとんど実

施されておらず, 多くの場合, 現場で

は患者やその家族の聴取と症状から

推察し, 何が食中毒の原因であるか診

断せざるを得ない。この事は誤診や

対応の遅れに直結するため, 対策が急

務である。以上の背景から 自然毒が

原因である食中毒について, 毒成分の

同定と患者の病期(初期, 重症期, 完

治など)の判定に有用な検査法の樹立

が必要と考えた。本研究を通じて樹

立した手法は食品安全検査にも応用

が可能であり, その関連業界への需要

も見込まれる。そこで, 本研究では, 

臨床検査技術を応用した, 食材に含ま

れる代表的な自然毒成分の検出・定

量法の樹立を目的とした。令和 5年

度は主として, 馬鈴薯に含まれる自然

毒, α-ソラニン(SO)とα-チャコニン

(別添 3・4) 
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(CHA)に対する酵素結合免疫吸着検査
法(ELISA)2 種類の構築に尽力したの
で, その成果を中心に報告する。 

Ｂ．研究方法 

1. 材料 

市販の健常人血清試料 Human Serum 

pool(Serum)，尿試料 Urine，Single 

Male Donor，Human(Urine)およびペル

オキシダーゼ標識ストレプトアビジ

ン(コスモ・バイオ株式会社：東京)を

用いた。SO，CHA，化学構造類似物

質であるソラニジンおよびソラソジ

ンの粉末試薬(Sigma-Aldrich Co， 

LLC：東京)を用いた。抗体のビオチ

ン標識は Biotin Labeling Kit – SHを用

い，ペルオキシダーゼ標識は

Peroxidase Labeling Kit – SH(株式会

社同仁化学研究所：熊本)を用いた。

抗体希釈液には Blocking One(ナカラ

イテスク株式会社：京都)を用いた。

反応プレートは ELISA プレート H 

タイプ(住友ベークライト株式会社：

東京)を使用した。ペルオキシダーゼ

の基質である，o-フェニレンジアミ

ン二塩酸塩(o-PD)の錠剤，コレステロ

ール，ビタミン D3の粉末試薬および

各種一般試薬(富士フイルム和光純薬

株式会社:東京)を用いた。なお，SO

と CHAに結合するウサギ由来のポリ

クローナル抗体 2種類(anti-Sold 

antibody 1，2)の作製は，合同会社カ

ーバンクル・バイオサイエンテック

(京都)に外注した。抗体作製の手順を

簡略的に述べると，SOと CHAに共

通の化学構造であるソラニジン部位

をウシアルブミンに結合した人工ペ

プチドを免疫原とし，これを 2週間

おきに計 5回ウサギ(日本白色種，メ

ス，3.0 kg)に免疫した。解剖後，得

られた血清からアフィニティーカラ

ムを用いて anti-Sold antibody 1，2を

精製した。本研究ではこの 2種類の

うち，より感度に優れていた anti-

Sold antibody 1のみを使用した(以

降，本抗体を anti-Sold antibodyと記

述する)。 

(倫理面への配慮) 

 本研究に用いるヒトの尿試料および

血清試料は, 健常人から得られた市販

品(コスモ・バイオ株式会社：東京)で

あり, 倫理的な問題はない。その他, 

動物実験や遺伝子組換えも実施しな

いため, 関連する指針や倫理規定への

抵触もない。 

2. 試料の調製 

SOと CHAの粉末試薬をそれぞれ 10 

mg計量し，両方をまとめて 10%ジメ

チルスルホキシド(DMSO) 10 mLに加

え完全に溶解し，1.0 mg/mL SO+CHA

混合試料を調製し原液とした。馬鈴

薯食中毒患者の生体試料を入手する

ことは困難であるため，3つの溶媒，

① buffer(10 mM リン酸緩衝液 pH 

7.4)，② urineおよび③ serumにて原

(別添 3・4) 
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液を目的濃度に調製したものを生体

試料と見做した。SOと CHAの構造

類似物質であるソラニジンとソラソ

ジンも同様に，まずは 10%DMSOに

て完全に溶解した後で，bufferを用い

て目的濃度に調製した。コレステロ

ールとビタミン D3はイソプロパノー

ルにて完全に溶解し，bufferを用いて

目的濃度に調製した。 

また, 馬鈴薯の成分抽出液を試料と

した。馬鈴薯(Irish Cobbler，n=12)を

スーパーマーケットで購入し，室温

を 22℃に保った部屋の蛍光灯(波長

380-400 nm)下に静置した。馬鈴薯を

Day 0(購入直後，n=4)，Day 30(30日

静置後，n=4)，Day 60(60日静置後，

n=4)の 3群に分けて各部位の成分を

抽出した。各群で，塊茎(tuber)，皮

(peel)，芽(sprout)の 3部位を切り取

り，計量後に 15mLチューブにそれ

ら部位を入れた。その後，10%DMSO 

5mLをチューブ内に加え，ハンディ

ホモジナイザー 150(Fisher Scientific 

Co LLC，USA)を用いて各部位をすり

潰した。チューブを遠心分離(1,191 

×g，30分)後，上清を別のチューブに

移し，これを馬鈴薯の成分抽出試料

として実験に使用するまで-80℃のデ
ィープフリーザー内に保存した。 

3. ELISAの構築 

 本研究では, 2種類の ELISA(Direct 

ELISA, B-S direct ELISA)を構築し

た。それぞれ, 以下に概説する。 

＜Direct ELISAの構築＞ 

まず，ELISAプレートの各ウェル

(well)に 50 mM 炭酸-重炭酸緩衝液

(pH 9.4)を 100 µL/well 入れ，そこに

測定試料を 25 µL/well加え，4℃で一

晩静置して well内に試料中成分をコ

ーティングした。150 mmol/L NaCl と

0.05% Tween 20 を含む 10 mmol/L 

PBS pH 7.4(10 mM PBS-T) 200 µL/well

を用いて，室温で 3回洗浄した。そ

の後，10 mmol/L PBS pH 7.4 にて 10

倍希釈した Blocking One(×1/10 

Blocking One)を 200 µL/well 入れ，室

温で 1時間静置してブロッキングを

行い，3回洗浄した。10 µg/mLペル

オキシダーゼ標識 anti-Sold antibody

を 100 µL/well添加し 2時間静置し

た。3回洗浄後，1 mg/mL o-PD溶液 

10 mLに 30% H2O2を 5 µL滴下した

反応液を 100 µL/well入れて発色させ

た。30分後，3 mol/L H2SO4を 100 

µL/well 入れて発色反応を停止させ，

490 nm における吸光度を iMark マ

イクロプレートリーダー(Bio-Rad 

Laboratories，Inc.，USA)で測定し

た。 

＜B-S direct ELISAの構築＞ 

 試料のコーティングと洗浄，続く

ブロッキングと洗浄までは上記 Direct 

ELISAと同様である。その後，10 

µg/mLビオチン標識 anti-Sold antibody

(別添 3・4) 
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を 100 µL/well添加し，1時間静置し

た。3回洗浄後，2 µg/mLペルオキシ

ダーゼ標識ストレプトアビジンを 100 

µL/well添加し，1時間静置した。そ

の後，Direct ELISAと同様の発色液

を 100 µL/well入れ，発色させた。30

分後，3 mol/L H2SO4を 100 µL/well 

入れて発色反応を停止させ，490 nm 

における吸光度を iMark マイクロプ

レートリーダーで測定した。 

試料のコーテイングを除く，全ての

工程は室温(22℃)で実施した。また，

使用した洗浄液は全て 10 mM PBS-T

を用いた。図 1にて，Direct 

ELISA(図 1A)と B-S direct ELISA(図

1B)の構成の違いを図示した。 

各試料において希釈系列を作製し, 

その吸光度測定結果と SOと

CHA(SO+CHA)濃度の関係性から検量

線を作成した。また, 馬鈴薯の成分抽

出液は, 検量線の範囲内の発色反応が

得られる程度に bufferで希釈したも

のを測定し, 最終的に希釈倍率を乗じ

て SO+CHA濃度を測定した。測定結

果は, 馬鈴薯各部位の重量と抽出液量

で補正し, 各部位 1gに含まれる

SO+CHAの含有量(µg/g)を算出した。 

4. 統計解析と ELISAの性能評価 

 各実験は全て 5回実施し, グラフ内

ではその平均値(mean)± 標準偏差

(SD)をプロットした。また, 

(SD/mean)× 100%の数式から変動係数

(CV)を算出した。また, ELISAの

LODは過去の報告に則り, ブランク

(溶媒のみ, n=16)測定値の mean + 3SD

の数式から算出した。検量線の作成

にあたり，その数式とスピアマンの

順位相関係数(R-value)を，ソフトウ

ェア KaleidaGraph(株式会社ヒューリ

ンクス：東京)を用いて算出した。測

定結果の有意差は, 統計解析ソフトウ

ェア Easy R version 1.54を用いて, 

Mann-Whitney U検定にて評価した。

p値＜0.05を統計的に有意とした。 

(別添 3・4) 

A: Direct ELISA B: B-S direct ELISA 

Anti-Sold 
Antibody 

Plate for ELISA

SO or CHA

HRP

o-PD
Product

H2O2

o-PD

Anti-Sold 
Antibody 

Plate for ELISA

SO or CHA

HRP

HRP

HRP

Streptavidin-HRP

Biotin

o-PD
Product

H2O2

o-PD
H2O2

H2O2

o-PD

o-PD

図1. 2種類の構築ELISAの⽐較
A）ペルオキシダーゼ標識したAnti-Sold Antibodyを試料中のSOとCHAに結合させる⽅法。B）ビオチン標識した
Anti-Sold Antibodyを試料中のSOとCHAに結合させた後，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを結合させる
⽅法。ELISA： enzyme-linked immunosorbent assay，SO：α-ソラニン，CHA：α-チャコニン。
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5. 研究内容の分担 

「1. 材料」の選定は研究代表者であ

る岡田光貴が行った。「2. 試料の調

製」は岡田光貴, 伊藤洋志が担った。

「3. ELISAの構築」は岡田光貴, 池

田哲也が担った。「4. 統計解析と

ELISAの性能評価」は岡田光貴, 伊

藤洋志, 池田哲也の 3者で慎重に行っ

た。最終的に, これらを総合的な観点

から岡田光貴, 伊藤洋志, 池田哲也の

3者で検討し, 本報告書をまとめた。 

 

C. 研究結果 
1. ELISA2 ⼿法の検出感度の⽐較 

まず, buffer にて調製した 5 ng/mL 

SO+CHA 7 試料に対して B-S direct 

ELISAを施行したところ, 視覚的にも

Direct ELISAに勝る発色反応が得られ

た(図 2A)。5 ng/mL SO+CHA試料の吸

光度測定結果は, Direct ELISA で平均

0.140に対し, B-S direct ELISAでは平

均 0.691 となり, 約 5 倍の差が認めら

れた(図 2B)。 

2.  ELISA2手法の検量線の比較 

次に, bufferにて調製したSO+CHAの

7段階希釈系列(0.63 - 40 ng/mL)に対し

て両手法を試みたところ, 視覚的にも

やはり B-S direct ELISA で , Direct 

ELISA に勝る発色反応が得られた(図

3A)。この吸光度測定結果に基づき両

手法とも良好な検量線を描くことが

できたが, SO+CHAの検出感度が勝る

のはB-S direct ELISAであった(図 3B)。 
3. Serum 試料に対する ELISA2 ⼿法

の検出性能 

さらに, serum にて調製した 5 ng/mL 

SO+CHA 試料の吸光度測定結果は , 

Direct ELISA で平均 0.20 に対し, B-S 

(別添 3・4) 

1     2
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図2. 2種類のELISAにおけるbuffer希釈検体中のSOとCHAの検出感度の⽐較
A）Direct ELISA（Lane 1）とB-S direct ELISA（Lane 2）の発⾊反応を⽐較した。B）（A）の発⾊反応の 490 nm 
における吸光度を Direct ELISA（⽩）と B-S direct ELISA（灰）で⽐較した。数値はブランクで減算した吸光度
の平均値±標準偏差で⽰した。*p < 0.05. ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay，SO: α-ソラニン，CHA: α-
チャコニン，buffer： 10 mMリン酸緩衝液
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direct ELISAでは平均 0.51となり, 約

2.5倍の差が認められた(図 4A)。Serum

にて調製した SO+CHA の 7 段階希釈

系列（0.63 - 40 ng/mL）に対して両手法

を試みたところ, B-S direct ELISAにて

強い発色反応を認めたが, 同時にブラ

ンク(serum のみ)試料に対する発色も

確認された(図 4B）。この吸光度測定

結果に基づき両手法とも検量線を描

くことができたが, 各 SO+CHA 濃度

1     2

Lane 1 → Direct ELISA  
Lane 2 → B-S direct ELISA
Lowest wells→ Blanks
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y	=	0.04798	*	x^(0.84127)			R=	0.99386

y	=	0.15528	*	x^(0.81969)			R=	0.99852

図3. 2種類のELISAにおけるbufferで希釈したSOとCHAの検量線の作成
2種類のELISAにおいて, bufferで希釈した検体の検量線を作成した。A）Direct ELISA（Lane 1）とB-S direct ELISA
（Lane 2）において, 0.64〜40 ng/mLの濃度のSOとCHAを含む7段階のbuffer希釈系列での発⾊反応を確認した。縦
軸の数字はSOおよびCHA濃度を，横軸の数字はレーンを⽰す。B）ブランク吸光度の平均値±標準偏差をSOおよ
びCHA濃度に対してプロットし, Direct ELISA（⻘）およびB-S direct ELISA（⾚）の検量線を作成した。グラフ中, 
x軸はSOとCHA濃度, y軸は490nmの吸光度を⽰す。ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay，SO: α-ソラニン，
CHA: α-チャコニン，buffer： 10mM リン酸緩衝液
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図4.  2種類のELISAにおけるserumで希釈したSOとCHA検体の検出感度と検量線の⽐較
Serumで希釈したSOとCHAを2種類のELISAで測定した。A）SOおよびCHAをそれぞれ5 ng/mLに希釈し，Direct 
ELISA（⽩）およびB-S direct ELISA（灰）で490 nmの吸光度を測定した。B）0.64〜40ng/mL濃度のSOおよび
CHAを含む7段階serum希釈系列の発⾊反応をDirect ELISA（Lane 1）およびB-S direct ELISA（Lane 2）で確認し
た。縦軸の数字はSOおよびCHA濃度を，横軸の数字はレーンを⽰す．各レーンの最下段ウェルはブランク
（serumのみ）。C）ブランク吸光度の平均値±標準偏差をSOとCHA濃度に対してプロットし, Direct ELISA
（⻘）とB-S direct ELISA（⾚）の検量線を作成した。グラフ中, x軸はSOとCHA濃度, y軸は490nmの吸光度を⽰
す。ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay，SO: α-ソラニン，CHA: α-チャコニン，serum: 健常⼈ボランティ
ア由来の市販⾎清．

(別添 3・4) 
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における吸光度のばらつきが大きか

った(図 4C)。 

4.  Urine試料に対する ELISA2手法

の検出性能 

加えて, urineにて調製した 5 ng/mL 

SO+CHA 試料の吸光度測定結果は , 

Direct ELISAで平均 0.082に対し, B-S 

direct ELISAでは平均 0.132となり, 約

1.6倍の差が認められた(図 5A)。Urine

にて調製した SO+CHA の 7 段階希釈

系列（0.63 - 40 ng/mL）に対して両手法

を試みたところ, 全体的に発色が抑制

され, 肉眼的には発色の差が乏しかっ

た(図 5B)。この吸光度測定結果に基づ

き検量線を描いたところ, 両手法の吸

光度差が乏しい傾向にあった(図 5C)。 

5.  同時再現性，検出限界，回収率の

評価 

両 ELISA にて同一濃度 (20 ng/mL 

SO+CHA)の 14 試料を同時測定し

SO+CHA濃度を算出した結果, meanが

実際の濃度に近似するのは buffer試料

であり, 次いで urine 試料であった(表
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ELISA（⽩）およびB-S direct ELISA（灰）で490 nmの吸光度を測定した。B）濃度が0.64〜40 ng/mLのSOおよび
CHAを含む7段階urine希釈系列の発⾊反応をDirect ELISA（Lane 1）およびB-S direct ELISA（Lane 2）で確認した。
縦軸の数字はSOおよびCHA濃度を，横軸の数字はレーンを⽰す．C）ブランク吸光度の平均値±標準偏差を SO, 
CHA 濃度に対してプロットし, Direct ELISA（⻘）, B-S direct ELISA（⾚）の検量線を作成した。グラフ中, x軸は
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1)。Serum 試料では実際の濃度からや

や遠ざかり, 両 ELISAともCVが 10%

を超えた(表 1)。前述した計算式に基

づき LOD を算出したところ, urine 試

料, serum 試料, buffer 試料の順に検出

性能が高かった(表 1)。添加回収試験

の結果，urine 試料で 90%を下回る回

収率，serum試料では 105%を上回る回

収率をそれぞれ示した(表 1)。 

6. 相関性の検討 

 次に，各試料を溶媒に用いた際の，

Direct ELISAと B-S direct ELISAにお

ける測定結果の相関性を検証したと

ころ，buffer，serum および urine試料

で R-valueはそれぞれ 0.967，0.941お

よび 0.984であった(図 6)。 

7.  B-S direct ELISAにおける交差反

応の検討 

 SOと CHAに共通の化学構造である

ソラニジンと, それに構造が類似する

ソラソジンは, anti-Sold antibody に結

合し, 交差反応を示す候補である(図

7A)。また, Serum中の成分では, SOや

CHA の構造に類似するステロイド骨

格を有するコレステロールと, ビタミ

ン D3 を交差反応の候補に挙げた(図

7A)。化学構造式は PCソフト Ketcher 

ver 2.11(EPAM Systems Inc, USA)を使

用し, 作製した。これら交差反応の候

補物質を bufferにて 5 ng/mLに調製し, 

B-S direct ELISA にて吸光度測定した

ところ, ソラニジンの吸光度が高く, 

ソラソジンも SO や CHA と同等の吸

光度を示した(図 7B)。対して, コレス

テロールは SOや CHAの 1/3 – 1/4程

度, ビタミン D3は 1/10以下の吸光度

であるが交差性を示した(図 7B)。 

8.  B-S direct ELISAによる馬鈴薯の

成分抽出液の測定 
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SO
+C

H
A 

co
nc

en
tra

tio
n 

by
 

B-
S 

di
re

ct
 E

LI
SA
（

ng
/m

L）

SO+CHA concentration by Direct ELISA（ng/mL）

Buffer
A

0

10

20

30

40

50

0 10 20 30 40 50

y	=	2.2083	+	0.92903x			R=	0.94144

B
-S
	d
ir
e
c
t	
E
L
IS
A

Direct	ELISA

0

10

20

30

40

50

0 10 20 30 40 50

y	=	1.3922	+	0.94263x			R=	0.96707

B
-S
	d
ir
e
c
t	
E
L
IS
A

Direct	ELISA

Serum Urine
B C

図6. 2つの異なるELISA間の相関関係
2つの異なるELISAにおけるSOとCHA濃度の相関性を調べた。SOとCHAに対する溶媒の種類は（A）buffer（プ
ロット；⿊丸）,（B）serum（プロット；⿊四⾓）,（C）尿（プロット；⽩丸）である。SOおよびCHA濃度が10，
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ELISAで測定したところ, 塊茎(Tuber), 

皮(Peel), 芽(Sprout)のいずれの部位か

らも SO+CHAの含有を確認できた(図

8)。部位別では, 塊茎よりも皮, 皮よ

りも芽の SO+CHA の含有量が多く, 

馬鈴薯購入後の時間が経過すると各

部位の SO+CHA 含有量が高まる傾向

が確認された(図 8)。 

 

D. 考察 
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図7.  2種類のELISAにおけるSOおよびCHAの構造類似体との交差反応性
2種類のELISAにおいて, SOとCHAに類似した化学構造を持つ物質が交差反応するかどうかを確認した。A）交差
反応性が確認された物質の化学構造を⽰す。B）（A）に⽰した6種類の化学物質（⽩：α-ソラニン，灰：α-チャコ
ニン，⿊：ソラニジン，⻘：ソラソジン，⾚：コレステロール，緑：ビタミンD3）をbufferで5 ng/mLに希釈し，
Direct ELISA（左6つの棒グラフ）およびB-S direct ELISA（右6つの棒グラフ）で490 nmの吸光度を測定した。数値
はブランク減算した吸光度の平均値±標準偏差で⽰した。ELISA： enzyme-linked immunosorbent assay，buffer．
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図8.  B-S direct ELISAによる⾺鈴薯抽出液中のSOおよびCHA濃度の定量
ジャガイモの各部位の抽出物を調製するために, 男爵芋（各⽇n = 4）を使⽤した。各部位の抽出液中のSOおよ
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本研究で我々は, Direct ELISA と B-

S direct ELISAを構築し, 両法の性能

比較を通じて, その有用性を検証し

た。B-S direct ELISAでは理論上, anti-

Sold antibodyに多数のビオチンを標

識することが可能であるため, それに

結合するペルオキシダーゼ標識スト

レプトアビジンも多数となり, 目的物

質の検出性能の向上が見込まれた。

一方で, 具体的に Direct ELISAから

何倍程度の感度上昇が見込まれるか

は不明であり, それにより有用性の評

価も変動する。そのため, 試料の溶媒

を buffer, serum, urineと変更させた場

合の検出感度の違いに注目した。ま

た, 食材検査あるいは食品検査法とし

て応用が可能かを判断するためには, 

馬鈴薯の成分抽出液を試料とした解

析が必要であった。さらに, ELISAに

限らず抗体を使用した解析法では交

差反応が常に問題となるため, 馬鈴薯

や生体試料中に含まれる構造類似物

質との反応性も検証する必要があっ

た。以上の検証内容から得られた本

研究の成果は, 臨床検査や食品科学と

いった学問領域に有益なエビデンス

を提供できたと考えている。 

同一濃度試料の測定における両

ELISAの吸光度差は, 希釈液が buffer

の場合で最も大きい 5倍であり(図

2B, 4A, and 5A), これが Direct ELISA

から B-S direct ELISAに改良した場合

の検出性能の差を的確に表している

と思われた。一方で, serumや urine試

料では B-S direct ELISAへの改良によ

る感度の向上が 2.5倍と 1.6倍に抑制

されており(同上), これは試料中の成

分が測定結果に与える負の影響を示

すものである。また, 各試料における

LODで評価しても, Direct ELISAから

B-S direct ELISAに変更したことで, 

buffer試料では 5倍の感度向上を認め

た一方, serum試料では 2倍, urine試

料では等倍となり(表 1), 生体試料に

対しては ELISAを改良することの大

きな優位性は示されていない。加え

て，Direct ELISAから B-S direct 

ELISAへ変更した場合でも，CVや

Recoveryの向上を認めず(表 1)，やは

り検出感度が唯一の改善点である。

検出可能な SOと CHAの濃度範囲内

において，Direct ELISAと B-S direct 

ELISAにおける測定結果の相関性は

良好であることから(図 6)，測定時間

や操作の簡便性を優先する際には

Direct ELISAでも問題ないと思われ

た。Serum試料ではブランク, すなわ

ち SOや CHAを含まない通常の

serumにも関わらず, B-S direct ELISA

で発色反応を認めており(図 4B, Lane 

2), これが検出感度の低下と測定結果

のばらつきの大きさに繋がっている

と考えた。要因の一つは, やはり交差

反応と思われる。少なくとも血清中

(別添 3・4) 
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のコレステロールは本 ELISAにおけ

る吸光度の上昇に寄与しており, ビタ

ミン D3も僅かながら影響することが

示唆された(図 7B)。今回検証したも

の以外でも, SOや CHAと類似の化学

構造を有する serum内の物質は存在

すると思われ, 同じ抗体を使用する限

り交差反応は避けて通れない問題で

ある。この影響をできる限り取り除

くためには, ELISA側ではなく serum

試料への介入が必要と考える。例え

ば, serum試料に除タンパク処理を施

し, リポ蛋白を取り除くことで, コレ

ステロールも同時に除去できるので

はないかと予想する。ただし, 除タン

パク法も多数の種類が存在し, いずれ

が今回の検証に適するのかの選定が

困難であるため, 今回は見送りとなっ

た。今後は, 複数の除タンパク方法の

性能を検証し, ELISAに適する serum

試料の前処理法を突き止めたいと考

えている。他方, urine試料ではむし

ろ, 検証した SO+CHAの全濃度にお

いて発色反応の抑制を認め, Direct 

ELISAに対する B-S direct ELISAの優

位性が乏しい結果となっている(図 5B 

and C)。これは urine試料中に多量に

含まれる尿素が原因と思われる。尿

素はタンパク質変性剤として作用す

ることが知られているため, ELISAプ

レートの各ウェルに結合した尿素が, 

後から添加される anti-Sold antibody

を変性させたと推測する(Song MF et 

al. Free Radic Biol Med. 2009; 47: 41–

46.)。これが原因となり, 使用する抗

体自体は同一である Direct ELISAと

B-S direct ELISAにおいて, 試料を

urineとした場合に有意な性能差は発

揮されなかったと思われる。この対

策としては urineから尿素を取り除く

前処理が必要になるが, これは非常に

困難と予想する。イオン交換クロマ

トグラフィーを原理とするカラムに

urine試料を通すなどして, イオン化

している尿素をカラムに結合させる

ことができれば有効と考えられるの

で, 今後の課題としたい。 

食材検査あるいは食品検査法として

の有用性についても検証が必要であ

り, そのために馬鈴薯の各部位に由来

する抽出液を試料として, B-S direct 

ELISAによる測定を実施した。基本的

な馬鈴薯の性質として, 塊茎には SO

と CHA が少なく, 古くなり緑色にな

った皮でその含有量が高まり, さらに

芽で最も含有量が多いことが知られ

ている(Wilson AM et al. J Food Prot. 

1983; 46: 119–121. Phillips BJ et al. Food 

Chem Toxicol. 1996; 34: 439–448.)。本研

究において, 馬鈴薯における SO と

CHA の含有性と測定結果に矛盾はな

く(図 8), 概ね正しく測定できている

のではないかと推測する。ただし, 馬

鈴薯に通常含まれる SO+CHA の含有

(別添 3・4) 
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量に 0.4 - 1000µg/g と差があるため

(Bushway RJ. J Agric Food Chem. 1981; 

29: 814–817.), ELISA において真値が

得られているかは不明である。また, 

本研究で B-S direct ELISAが SOおよ

び CHA と類似の構造を有する, ソラ

ニジンおよびソラソジンに反応する

ことがわかった(図 7)。ただし, この両

物質とも馬鈴薯に含まれる毒成分で

あるため, SOや CHAと併せて測定さ

れてしまうことは必ずしも欠点では

ない。また, 馬鈴薯に含まれる毒成分

の 90%以上が SO と CHA という報告

もあるため(Bushway RJ. J Agric Food 

Chem. 1981; 29: 814–817.), 馬鈴薯の検

査法としての ELISA の交差反応は, 

大きな懸念材料にならないと思われ

た。 

他研究者による過去の報告と比較し

ても, 我々の ELISA の性能は劣るも

のではない。1990年代に開発されたモ

ノクローナル抗体を用いた ELISA に

おいて SOと CHAの LODは 70 ng/mL

であり(Stanker LH et al. J Agric Food 

Chem. 1994; 42: 2360–2366. Friedman M 

et al. J Agric Food Chem. 1998; 46: 5097–

5102.), 我々の B-S direct ELISAがいず

れの試料を用いた場合でも数十倍の

検出感度を有している。過去に HPLC

で測定した報告は , 血清試料で 0.3 

ng/mL の SO と CHA を検出できたこ

とを示している (Hellenäs KE et al. J 

Chromatogr. 1992; 573: 69–78.)。しかし, 

HPLCは試料中成分の吸光度測定結果

を波形として描写するものであり, 無

数の血清中成分から SO と CHA を示

す波形のみを選り分けて解析するこ

とは非常に困難と思われる。そのため

HPLCでは波形の解釈誤りが考えられ, 

その点では ELISA の方が SO と CHA

の検出特異性に勝ると予想する。なお, 

同報告内の結果では, 馬鈴薯食中毒患

者の血清中 SO のピーク濃度は 8 

ng/mL, CHAのピークは 14 ng/mLとい

うことであった (Hellenäs KE et al. J 

Chromatogr. 1992; 573: 69–78.)。このピ

ーク濃度を事実と仮定し, B-S direct 

ELISAの血清試料における LODを比

較すると(表 1), この ELISA の患者へ

の適応も可能と思われた。B-S direct 

ELISAには「測定試料をプレートに添

加して一晩静置する」過程があるため, 

測定結果が出るまでに 1 日を要する。

そのため緊急性を要する患者へは適

応できないが , 例えば入院患者の

serum を測定し, 残存している SO と

CHA の量から重症度の判定や, 退院

の可否の判断ができることで, 医師に

よる診断に貢献するのではないかと

考えた。あるいは, 緊急時でなくとも

患者への治療が適切であったかどう

かの確認として, 治療前後で経時的に

採取された serum 中の SO と CHA の

濃度変化を測定することも有効と考

(別添 3・4) 
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えた。ただし, いずれの目的において

も, 前述したように, 元々の血清成分

が原因の交差反応やばらつきの問題

が改善されてからの適応が望ましい。

SO と CHA に関するこれまでの分析

法のほとんどは西暦 2000 年以前に報

告されたものであり, 20年以上に渡り

これら 2つの毒素の検出法の開発はほ

とんど行われていないため, 本研究の

成果は希少である。近年に LC-MS に

よる馬鈴薯試料の分析が実施されて

いるが(Popova I et al. Plants. 2022; 11: 

269.), この分析を行うための機器は

高額であり, 保有する医療施設は現状

少ないと思われる。ELISAで必要な機

器類は基本的にマイクロプレートリ

ーダーのみであり, HPLC や MS より

もはるかに安価である。ELISAでは吸

光度を測定する前であっても SO と

CHA 濃度が発色の程度で示されるた

め, 結果を視覚的にも解釈することが

できる。一方, HPLCやMSの結果の解

釈には, ある程度の技術と専門知識が

必要であり, 習熟する臨床検査技師は

まだまだ少ない印象である。 

我々が構築した B-S direct ELISAの

弱点は交差性と測定時間の長さに集

約されると思われる。交差性に関し

ては, 2種類のポリクローナル抗体を

用いた ELISAサンドイッチ法を構築

することで改善する可能性があるた

め, 今後取り組む予定である。また, 

時間と資金を要するものの, ポリクロ

ーナル抗体の作製に用いたものと同

一の免疫原を使用し, モノクローナル

抗体の作製に取り組みたいと考えて

いる。さらに, 優れた抗体を樹立した

場合にはイムノクロマト法の構築に

も取り組む予定である。イムノクロ

マト法が完成すれば数分で結果を得

ることができるため, 患者の緊急時に

も適応が可能となる。また, 食品検査

や食材検査法における馬鈴薯中の SO

と CHAの検出も, イムノクロマト法

が最も有用と思われる。しかしなが

ら, 我々が構築した B-S direct ELISA

も, 概ね生体試料ならびに馬鈴薯試料

中における SOと CHAの濃度を推定

できる点で有益である。何より本研

究の成果は, SOと CHAの検査法がま

だまだ発展可能であることを示し

た。ここから抗体の標識物質を, 例え

ば蛍光色素に変更するなどで更なる

検出感度の向上も期待できる。食中

毒の原因となる食材の中でも特に馬

鈴薯は広く流通しており, 世界レベル

でみると自然毒の中で最も検査法の

需要が高いかもしれない。したがっ

て, SOおよび CHAの検出法はさらな

る発展が必要であり, 探究を継続する

姿勢が望まれる。 

 

E. 結論 

 本研究を通じて構築した B-S direct 
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ELISAは, 少なくとも試料が bufferと

serum の場合において, 先に提案した

Direct ELISA を超える SO と CHA の

検出性能を示した。一方で, 馬鈴薯中

のソラニジンやソラソジン, 血清中の

コレステロールやビタミン D3などと

交差反応を示す点には注意すべきで

ある。交差性や測定時間の長さなどの

弱点から医療現場での活用には課題

が残るが, 試料中の SO と CHA の濃

度を推定できる手法として希少かつ

有用である。 
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