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研究成果の概要（和文）：呼気凝縮液（EBC）を用いて、喘息患者の気道炎症状態を反映する
炎症性マーカーを見いだし、point of care testing (POCT)に応用可能な迅速診断法の確
立を試みた。EBC 中の好酸球性炎症マーカーとして主要塩基性蛋白（MBP）が、好中球性炎
症マーカーとしてミエロペルオキシダーゼ（MPO）が ELISA 法により測定可能であった。POCT
として免疫クロマト法により EBC 中の MBP と MPO を半定量的に測定できる迅速診断デバイ
スの構築と測定結果の評価を行った。本法により MPO と MBP が同時に測定できた喘息患者
では好中球性マーカーが優位の群と、好酸球性マーカーが優位の 2群にわかれることが判
明した。気道炎症状態をベッドサイドで把握し、喘息患者の治療、管理に応用可能と考え
られた。 
 
研究成果の概要（英文）：To evaluate airway inflammation in asthmatic patients, we 
developed a rapid test as point of care testing detecting neutrophilic and 
eosinophilic biomarkers in exhaled breath condensate (EBC). Major basic protein (MBP) 
for eosinophilic marker and Myeloperoxidase (MPO) for neutrophilic marker were 
detected in EBC by ELISA methods in patients with asthma. We established 
immunochromatography for semi-quantification of MPO and MBP in EBC. The findings of 
immunochromatography indicate that asthmatic patients were divided into two groups 
including eosinophilic marker predominant group and neutrophilic marker predominant 
group. This method could be applied to the management of asthma. 
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１．研究開始当初の背景 
 気管支喘息の日常診療において、その病
態を把握することは診断や治療、疾病管理

に重要である。気管支喘息の気道炎症は
Th2 型の好酸球性気道炎症が中心であるが、
一方その重症化に好中球性気道炎症が関与



していることが次第に明らかとなってきて
いる。呼気凝縮液（EBC）を用いて、喘息患
者の気道中の炎症性マーカーの検出を行っ
てきた。そこで、呼気凝縮液を用いて好酸
球性炎症と好中球性炎症を判別できる。 
 
２．研究の目的 
迅速診断法として免疫クロマト法による気
道炎症判別デバイスを作製する。これによ
り気管支喘息患者の呼気凝縮液により気道
炎症状態をベッドサイドで把握し、喘息患
者の治療、管理に応用可能なシステムを構
築することを考えた。 
 
３．研究の方法 
（1）呼気凝縮液の採取 
 EBCは冷却ピペット又はEBC採取装置（エ
コスクリーン）により採取し、−80℃に冷凍
保存した。検体の採取は気管支喘息患者、
健常者とも書面にて同意を得た上で採取し
た。検体は匿名化し、解析した。 
 
（2）呼気凝縮液中の好中球性炎症マーカー
及び好酸球性炎症マーカーの測定 
 EBC 中のマーカーは ELISA 法にて行なう
こととし、用いたマーカーは免疫クロマト
作製のための有効なモノクローナル抗体及
びポリクローナル抗体が存在することが必
須であり、これらの点を考慮して、好中球
性マーカーとしてはミエロペルオキシダー
ゼ（MPO）や IL-8 を検討し MPO を、好酸球
性マーカーとしては好酸球性カチオン蛋白
（ECP）、好酸球由来ニューロトキシン（EDN）、
主要塩基性蛋白（MBP）を検討し MBP を選択
した。MPOはAmplex redを用いる蛍光ELISA
法で MPO 活性を測定した。MPO 活性 1mU は
MPO10ng に相当する。MBP は 2 種の抗 MBP
抗体を用いて、サンドイッチ ELISA 法を構
築して、測定した。 
 
（3）免疫クロマトデバイスの作製 
①好中球性炎症判別免疫クロマトデバイス 
金コロイドと抗 MPO 抗体（ウサギポリクロ
ーナル抗体）を混和して、金コロイド標識
抗体溶液を作製した。クロマト担体にテス
トラインに抗 MPO モノクローナル抗体を、
コントロールライン用に抗ウサギ IgG ポリ
クローナル抗体をメンブレン（ミリポア）
に固相化した。コンジュゲートパッドには
標識抗体溶液を滴下し、作製した。測定は
検体と展開液を混和、コンジュゲートパッ
ドに滴下し、30 分静置して、免疫クロマト
リーダーでラインの発色強度を測定した。
また目視で＋（コントロールラインと同等
以上）、±（コントロールライン以下）、−
（ライン無し）の判定を行った。 
②好酸球性炎症判別免疫クロマトデバイス

の作製 
 着色ラテックスと抗 MBP 抗体（ウサギポ
リクローナル抗体）を混和して、着色ラテ
ックス標識抗体溶液を作製した。クロマト
担体の作製、検体の測定は MPO と同様の方
法で行った。 
③免疫クロマト作製、測定条件の検討 
免疫クロマト作製に際して、標識抗体作製
時の金コロイド、着色ラテックスや抗体の
濃度、抗体の種類、展開液中の抗体濃度、
界面活性剤の種類、濃度、ラインの作製法、
ブロッキング液の種類などについて比較、
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）免疫クロマトデバイスの作製と測定 
①MPO 免疫クロマトデバイス 
金コロイド（ワインレッドケミカル）は
10mM Tris pH9.2 で 2 倍に希釈し、塩類除
去して Tris に溶解した抗 MPO ウサギ抗体
（100μｇ/ml）と等量混和した。さらに
BSAPEG（BSA：PEG＝9：1）を同量加え、15
分間静置した。2回遠心後、保存液（5％PEG
加 5％スクロース Tris）に溶解、保存した。
金コロイド標識抗体溶液の確認はマイクロ
プレートリーダーにて 520nm で吸光度が
1.5 付近になることを確認するとともに、
二次抗体と混和して、顕微鏡下で凝集を確
認した。クロマトグラフ担体はメンブレン
（High Flow Plus Cellulose membrane, 
Millipore）を 6mm 幅に切って使用した。メ
ンブラン部分の左側にテストライン用の抗
MPO モノクローナル抗体を、右側にコント
ロールライン用の抗ウサギ IgG ポリクロー
ナル抗体を 5μLずつ線状に塗布した。30
分間乾燥後、ブロッキング液（1%カゼイン
含有 PBS）中に 30 分間静置する。ブロッキ
ング液を除去後、0.05w%Tween20 含有 PBS
で 2 回洗浄し、最後に 5%スクロース Tris
に 10 分間静置後，室温で乾燥させた。コン
ジュゲートパッド（Glass Fiber Conjugate 
Pad, Millipore）に金コロイド標識抗体溶
液を 1％BSA 加 5％スクロース Tris で 6 倍
に希釈して、50μ滴下し、乾燥させた。ク
ロマトグラフ担体のシール部分をはがし，
コンジュゲートパッドと吸収パッドを貼る。
検体 50μL と展開液（Tris pH9.2）150μL
を混和し、滴下した。30 分静置し，ライン
を確認した。免疫クロマトリーダー（ニッ
プン）でラインの吸光度を測定し、発色強
度を算定した。（図 1） 
図 1    テストライン   吸収パッド 
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②MBP 免疫クロマトデバイス 
2.5%ビーズ懸濁液（Polybead Blue Dyed 
Microsphere, 0.20µm, テクノケミカル）
0.5ml と Binding Buffer（0.1M ホウ酸バッ
ファー pH8.5） 1ml を混和し、遠心した。
更に 2回洗浄後、0.5ml Binding Buffer で
再懸濁する。懸濁液に抗 MBP ポリクローナ
ル抗体（500μg ）を添加、一晩静置した。
Binding Buffer で 2 回洗浄後、Storage 
Buffer(5%BSA 25% glycerol 加 0.1M PBS 
pH7.4)に懸濁して、着色ラテックス標識抗
MBP 抗体溶液とした。クロマトグラフ担体、
コンジュゲートパッドの作製、測定は MPO
と同様に行った。 
③免疫クロマトデバイスの作製において、
テストラインに用いる固相化用抗体は MPO、
MBP とも特異性の高いモノクローナル抗体
が適していた。展開液には金コロイド、着
色ラテックスともビニール系水溶性ポリマ
ー及び非イオン性界面活性剤を添加した
Tris 緩衝液が、Blocking 液は 1％カゼイン
加 PBS が最も高感度であった。 
 
（2）呼気凝縮液中の好中球性炎症マーカー
（MPO）の測定 
 蛍光 ELISA 法による喘息患者（n=46）の
EBC 中 MPO 活性は 29.6±4.0 mU/ml と健常
者（n=43）の 7.4±0.3 mU/ml に比し有意の
高値を示していた（p<0.001）（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
免疫クロマト法による EBC 中 MPO の発色強
度は喘息患者で 10.4±2.4、健常者で 0.03
±0.03 と喘息患者で優位の高値を示して
いた（図 3）。MPO 活性と免疫クロマト発色
強度は r=0.89、p<0.001 と有意の関が認め
られた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
目視判定による＋群の発色強度は 30.7±
4.7、±群は 6.6±2.0、−群は 0.0±0.0 と、
−群と＋群、±群と＋群は有意差が認められ
たが、−群と±群は有意差が認められなかっ
た。（図 5）。 
 
（3）呼気凝縮液中の好酸球性炎症マーカー
（MBP）の測定 
 ELISA 法による喘息患者（n=21）の EBC

中 MBP 濃度 50.5±12.8 ng/ml と健常者
（n=15）の 1.1±0.8 ng/ml に比し有意に
高値を示していた（p<0.01）（図 6）。免疫
クロマト法による EBC 中 MBP の発色強度は
喘息患者で 21.9±4.5、健常者で 0.7±0.7
と喘息患者で優位の高値を示していた（図
7）。 
 
 
 
 
 
 
MBP 濃度と免疫クロマト発色強度は r=0.95、
p<0.001 と有意の相関が認められた（図 8）。
目視判定による＋群の発色強度は 42.6±
5.6、±群は25.8±3.9、−群は4.1±1.6と、
−群と＋群、−群と±群では有意差が認めら
れたが、±群と＋群では有意差は認められ
なかった。これは±群に免疫クロマト発色
強度が高いものが含まれていた（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
（4）MPO と MBP が同時に測定できた 18 例
の喘息患者は好中球性マーカー優位群と、
好酸球性マーカー優位群の 2群に大別出来
ることが判明した（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 本法による呼気凝縮液中のバイオマーカ
ーの測定により、気道炎症状態の判別が可
能であり、気管支喘息患者の管理、個別化
治療に応用可能なことが判明した。測定デ
バイスの更なる精度の向上が必要と考えら
れた。 
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