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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性閉塞性肺疾患（COPD）の早期発見法の確立を目指して、申請者らが
独自に開発したペプチド配列特異的な蛍光誘導体化反応を応用し、COPDのバイオマーカーであるプロリン‐グリ
シン‐プロリンという配列のトリペプチドを定量できる技術の開発を行った。その結果、喀痰を直接蛍光反応に
付し、得られた反応液の上清を高速液体クロマトグラフィーによって分離・検出するのみで、COPD患者の喀痰に
含まれる微量の標的マーカーを簡便に定量することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present research is the development of an early detection 
method for Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). For this purpose, the peptide 
sequence-specific fluorescence derivatization reaction has been utilized in order to detect the 
proline-glycine-proline tripeptide which is known as a biomarker for COPD. The sputum sample from a 
COPD patient was applied to the fluorescence reaction, and the resulting supernatant was analyzed 
with high-performance liquid chromatography. As the result, a minimal amount of the target marker 
was successfully quantified. 

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は、好中球が

炎症細胞の主体を占める慢性的な呼吸器疾
患である。発症初期は咳嗽・喀痰・喘鳴・息
切れなど風邪に似た症状を示すが、重篤化す
ると呼吸不全を誘発し慢性的な呼吸困難を
来たすことから、死よりも苦しい病気として
恐れられている。発症の原因は多岐にわたる
が、「たばこ病」の通称が示す通り、喫煙が
最も発症リスクの高い要因である。一方、大
気汚染による有害物質の吸入曝露も COPD
の主因であることが分かっており、受動的か
つ外因性の発症リスクを有することから、
COPD は世界規模で社会問題となっている。 

COPD の診断では一般的に、スパイロメー
ターを用いた呼吸機能検査で気流制限を確
認し、胸部 X 線や CT などの画像診断で確定
診断を行う。従って、患者の自覚症状が早期
発見に重要であるが、上述の通り COPD の初
期症状は比較的軽く、また経過が緩徐である
ことから、症状が現れた場合に風邪・加齢・
疲労が原因と自己判断され易い。そのため、
重症化後に COPD と診断されるケースが非
常に多く、COPD 死者数は同じ呼吸器疾患で
ある喘息死者数の 6 倍にも上る。COPD 患者
数は世界的に増加傾向にあり、今後も増加す
ると予測されている。このような背景から、
早期の段階で COPD を診断できる技術の開
発が、世界中で望まれ続けている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、COPD の早期検査法の確立を

目標として、申請者らが開発した 3,4-ジヒド
ロキシ安息香酸（3,4-DHPAA）を用いるペプ
チド配列特異的な蛍光反応を応用し、COPD
のバイオマーカーとして見出されたトリペ
プチドであるプロリン‐グリシン‐プロリ
ン（PGP）を標的とした、生体試料中の PGP
を簡便かつ迅速に定量できる技術の創製を
目的としている。 

 
３．研究の方法 
 PGPを水に溶解して10 M溶液を調製し、
これを PGP 標品として適宜希釈した。反応
液の容量を 100 L に設定し、これに合わせ
て 3,4-DHPAA、ホウ酸緩衝液および過ヨウ
素酸塩溶液の濃度を適宜調節した。0.5 mL
チューブに PGP、3,4-DHPAA、ホウ酸緩衝
液、過ヨウ素酸塩の順に添加し、一定時間静
置後に反応液の蛍光強度を蛍光分光光度計
にて測定した。また、蛍光検出器を備えた逆
相 HPLC にて分離・検出を行った。血清を用
いた実験では、ヒト血清プールに濃度既知の
PGP 標品を添加したものを調製し、同様に
PGP を検出した。COPD 患者の喀痰サンプ
ルを用いた実験では、喀痰 50 L に PBS を
50 L を添加して良く混合し、遠心分離した
後の上清を 3,4-DHPAA 反応に付した。検出
法は、上述の方法に従った。 
 

４．研究成果 
(1) 平成 27 年度は、まず 3,4-DHPAA 反応に
必要な酸化剤・緩衝剤・反応促進剤の種類と
濃度を網羅的に探索し、PGP を蛍光検出でき
る反応条件の最適化を行った。その結果、本
反応にはホウ酸緩衝液が必須であるだけで
なく、反応液の pH が 7.9～8.3 の範囲、かつ
ホウ酸の濃度が 25～35 mM の領域でのみ蛍
光体を与えるという、極めて限られた条件下
で進行することが明らかになった。また、
3,4-DHPAA の終濃度は 1～2 mM、酸化剤の
種類は過ヨウ素酸塩、その終濃度は 25～125 
M が、それぞれ最適条件であると判明した。 
 次に、本反応による PGP の定量を指向し
て、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
を用いたPGP蛍光体の分離・検出を試みた。
興味深いことに、溶離液にホウ酸緩衝液を使
用しない場合、全く蛍光ピークが出現しなか
った。この結果より、PGP 蛍光体における発
色団は非常に不安定であり、ホウ酸非存在下
では構造を維持できないことが分かった、一
方、一定濃度のホウ酸が存在すれば、有機溶
媒が混和しても蛍光体の構造は保持された。
以上の結果より、PGP を検出・定量するため
の HPLC 条件を明らかにできた。 
 
(2) 平成 28 年度は、実際に生体試料としてヒ
ト血清を使用して、血清中 PGP の定量の可
能性を検討した。まず、血清が PGP 蛍光反
応に及ぼす影響を調べたところ、わずか 10 
Lの血清をPGP蛍光反応液に添加するだけ
で蛍光反応が阻害されることが分かった。そ
こで、反応阻害物質の除去を目的として、有
機溶媒による血清の前処理を試みた。それと
同時に、前処理に使用する有機溶媒が蛍光反
応に及ぼす影響を評価した。その結果、アル
コール系溶媒を使用すると血清タンパク質
を効率よく除去できること、更に PGP 蛍光
反応によって得られる蛍光強度が増強する
ことを見出した。最終的に、エタノールを前
処理溶媒として採用し、100 L の血清を
PGP 蛍光反応に供する反応条件を確立した。 
 この最適化された条件を用いて、PGP の添
加回収実験を行った。すなわち、濃度既知の
PGP 標準液を添加した血清 100 L を使用し
て、エタノール処理を経て蛍光反応に付し、
得られた蛍光強度を検量線を用いて定量し、
算出したPGP量を実際に添加したPGP量と
比較した。その結果、回収率は 89～100%で
あった。以上の結果より、ヒト生体試料に含
まれる PGP 量を正確に定量する手法を開発
した。 
 
(3) 平成 29 年度は、これまでに検討した生体
試料中の PGP の定量法を踏襲し、実際に重
度の COPD 患者から得られた喀痰サンプル
を使用して、喀痰中PGP量の定量を試みた。
均一なホモジネートにした喀痰 50 L に
PBS 50 L を添加して良く混合し、遠心分離
した後の上清を 3,4-DHPAA 反応に付した。



まず、予備的実験として、喀痰のみから得ら
れた蛍光強度と、喀痰に PGP 標品をスパイ
クして得られた蛍光強度を比較した。その結
果、喀痰に大量の蛍光物質が含まれており、
分光蛍光光度計を使用して PGP 由来の蛍光
強度のみを正確に得ることが困難であった。 
 そこで、平成 27 年度の成果を基に、蛍光
反応液を HPLC に供して PGP 由来のピーク
を分離・検出することで、PGP の定量を試み
た。その結果、喀痰中の PGP 由来の蛍光ピ
ークを同定可能であることを見出した。得ら
れたクロマトグラムから算出した本検体中
の PGP 量は 0.207 mol/L であった。以前論
文で紹介された、LC/MS/MS 法にて測定した
COPD 患者の喀痰中 PGP 濃度が 0.2153 
mol/L と報告されていることから 1)、本手法
によって得られた PGP 値は、重篤な COPD
患者の喀痰に含まれる PGP 量として適当な
値であると予想される。 
 
 以上、本研究では、独自に開発したペプチ
ド特異的な発蛍光試薬である 3,4-DHPAA を
用いて、喀痰を直接蛍光反応に付して得られ
た蛍光体を HPLC にて分離・検出するのみで、
COPD 患者の喀痰に含まれる微量のマーカ
ーである PGP トリペプチドを定量できる可
能性を示した。 
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