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研究成果の概要（和文）：浮遊アレルギー物質（アレルゲン）のon-site計測を実現するための、気相成分捕集
デバイス開発、及び先行研究成果である光ファイバ式免疫化学蛍光計測システムとの組み合わせによる浮遊アレ
ルゲンの定量的測定を実現した。撥水性多孔質膜を隔膜とした気液二相セルを中心に気相成分捕集系を構築し、
空間中に噴霧したダニアレルゲンDer f1の捕集と計測システムによる評価を行ったところ、0.125-2.0 mg/m3の
範囲で気相中のDer f1の捕集計測が可能であり、今後技術を統合し捕集から測定まで一括したシステムを構築す
ることで、浮遊アレルゲンのon-site計測が可能になるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：A fiber-optic chemifluorescent immunoassay for the detection of airborne 
allergen of house dust mite (Der f1) was developed. The Der f1 concentration was measured on the 
basis of the intensity of fluorescence amplified by an enzymatic reaction between the labeled enzyme
 by a detection antibody and a fluorescent substrate. For the implementation of airborne allergen 
measurement in a residential environment, a bioaerosol sampler was constructed. The airborne 
allergen generated by a nebulizer was conveyed to a newly sampler we developed for collecting 
airborne Der f1. The sampler was composed of polymethyl methacrylate cells for gas/liquid phases and
 some porous membranes which were sandwiched in between the two phases. Der f1 in air was collected 
by the sampler and measured using the fiber-optic immunoassay system. The concentration of Der f1 in
 aerosolized standards was in the range from 0.125 to 2.0 mg/m3 and the collection rate of the 
device was approximately 0.2%.

研究分野：臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
 2011 年に発表された厚生労働省の報告に
よると、喘息や鼻炎など、何らかのアレルギ
ー疾患に罹患している患者の割合は、人口の
約 2人に 1人に達するとされている。このよ
うに、アレルギー疾患は近年増加傾向にあり、
大きな社会問題となっている。現状では、ア
レルギー疾患の発症機序や病態は十分に解
明されておらず、根治的な治療法が確立され
ていないため、その予防や治療支援を行うた
めには、個人の生活環境や生活習慣を見直し、
アレルゲン（アレルギー疾患惹起物質）との
接触を回避することが最も有効である。しか
しながら、ハウスダストや花粉等の吸入性ア
レルゲンは、生活環境中に浮遊・拡散して存
在する場合も多く、その分布動態を把握し回
避することは容易でない。すなわち、個人が
行う環境整備において、浮遊アレルゲンの存
在の程度や推移を、その場（on-site）でリア
ルタイムに知ることが可能となれば、アレル
ギー疾患対策の促進に役立つものと考えら
れる。現時点では、家庭での使用に耐えうる
ほど小型で簡便なアレルゲン計測技術は確
立されておらず、その開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 上述の背景を受け、本研究では、生活環境
における各種アレルゲンの on-site モニタリ
ングを可能とし、アレルゲンへの接触回避と、
健康的な生活環境の維持を支援するための
新規な免疫計測システムを創造することを
目的とした。吸入性アレルギー疾患の代表的
アレルゲンである、コナヒョウヒダニ由来の
Der f1を測定対象とし、まず、アレルゲン計
測システムの要素技術として、気相成分サン
プリングのためのデバイスを構築し、先行研
究にて開発された基盤技術である光ファイ
バ式免疫化学蛍光測定系に組み込むことで、
生活環境における時間的・空間的なアレルゲ
ン動態の評価を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1)浮遊 Der f1 捕集のための隔膜セルの構築 
①アレルゲン捕集のための多孔質隔膜の検討 
 浮遊Der f1を捕集する隔膜セルの基本構造
を図 1に示す。本デバイスは、多孔質膜を隔
膜とした気液二相セルの構造を有する。液相
セル及び気相セルには、市販透析セルの下部
側及び上部側を用いた。隔膜には、パーフル
オロアルコキシアルカン（PFA）ネットの他、
含水セルロース膜と、たわみ防止のためのエ
チレン-テトラフルオロエチレン共重合体
（ETFE）メッシュを用い、シリコーン-o-リ
ングとともに挟み込み、隔膜セルとした。含
水セルロース膜の使用の有無による隔膜セ
ルのアレルゲン取り込み能について比較す
るため、まず、気相セルに Der f1を含むハウ
スダスト試薬 20mgを封入し、ELISAにより
それぞれの Der f1量を評価した。 
 

 
図 1. アレルゲン捕集用隔膜セルの基本構造 

 
②浮遊 Der f1 捕集実験系構築のための隔膜セ
ル構造の改良 
 アレルゲン捕集実験系の構築のため、図 2 
のように隔膜セル構造を改良した。浮遊アレ
ルゲンの隔膜セルへの移送には、市販の粉粒
体搬送装置により行うこととした。移送空気
の外部漏出を抑制するため、隔膜セルの気相
側を機械加工して開口部を設け、粉粒体搬送
装置が直接接続可能な構造とした。さらに、
隔膜セルへ流入した空気の排気のため、高さ
1.6 mmの通気層を設けた。 
 

 

図 2. 改良型隔膜セルの構造 1) 
 
③ETFE メッシュ間隙率の最適化 
隔膜のたわみを防止する ETFEメッシュは、
隔膜層の最も気相側に配置されるため、隔膜
セルのアレルゲン回収率は ETFEメッシュの
間隙率に大きく影響を受けるものと考えら
れる。そこで、間隙率の異なる 4種のメッシ
ュを用いてそれぞれセルを構築し、取り込み
能を評価した。評価実験では、下記に詳述す
る実験系のネブライザに西洋ワサビペルオ
キシダーゼ（HRP）を注入し、実験系を 2分
間駆動させたのちに液相から回収した溶液
に 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine（TMB）を添
加し、450 nmにおける吸光度を測定した。 
 
(2) 浮遊 Der f1 捕集実験系の構築 
 図 3に構築した浮遊Der f1捕集実験系を示
す。アレルゲン拡散槽として導電性樹脂製の
容器（1 L）を用いて、その下部にネブライザ
用、側面には流量計用と粉粒体搬送装置用の
各開口部を設けた。そして、粉粒体搬送装置
の吐出口に隔膜セルの開口部を接続した。隔
膜セルは、液相セルに市販透析セルの下部側、



気相セルには液相と同一の透析セルを機械
加工して使用した。隔膜は、液相セル側から
順に、PFAネット、含水セルロース膜、ETFE
メッシュ、シリコーンシートを重ねて複合膜
とし、アクリル板と通気用ステンレスワッシ
ャー2枚にて固定した。 
 実験ではDer f1溶液をネブライザにより拡
散槽に噴霧し、粉粒体搬送装置にて、吸引空
気流 2 L/minで浮遊アレルゲンを気相セルに
移送した。捕集時間を 2分とし、液相セル内
で攪拌を行ったのち、サンプルを採取し、先
行研究成果である光ファイバ式免疫化学蛍
光測定系による Der f1計測に供した。 
 

 

図 3. 浮遊 Der f1捕集実験系 1) 
 
(3)免疫学的化学蛍光測定 
 光ファイバ式免疫化学蛍光測定では、免疫
複合体の標識酵素にストレプトアビジンペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP ）、 基 質 に
10-acetyl-3,7-dihydroxy- phenoxazine（ADHP）
を用い、反応生成物であるレゾルフィン（励
起光: 570 nm, 蛍光: 585 nm）を検出した。用
いた測定系は、LEDを励起光源とし、バンド
パスフィルタ（BPF: 570±10 nm）を介して二
分岐光ファイバの入力側から試料溶液に照
射し、試料内に生じるレゾルフィンの蛍光を
二分岐光ファイバの出力側から蛍光用 BPF
（600±10 nm）を介して光電子増倍管（PMT）
にて測定した。感応部には、ポリスチレン製
光ファイバ（φ1.0 mm, 12.0 cm）の両端面に乾
式研磨（シリカフィルム, 粒子径: 3µm）及び
湿式研磨（シリカフィルム、粒子径: 9 µm; ア
ルミナフィルム、粒子径: 0.3 µm）を施し、測
定用プローブとした。 
さらに、家屋から採集した 5種のハウスダ
スト 5mgを気相成分捕集系にて取り込み、試
料溶液に含まれるDer f1量を免疫学的化学蛍
光測定系により計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 隔膜セルの抗原捕集能の評価 
①アレルゲン捕集のための多孔質隔膜の検討 
 隔膜として含水セルロース膜の使用の有
無による隔膜セルのアレルゲン取り込み能
について評価した結果を図 4に示す。含水セ
ルロース膜を挟まない構造[A]では、Der f1に

よる有意な出力は確認されなかったが、含水
セルロース膜を挟んだ構造[B]の場合、Der f1
がまずセルロース膜上の緩衝液に溶解し、液
相溶液とセルロース膜との間に濃度勾配が
生じるため、自然拡散により液相溶液に Der 
f1が取り込まれたものと考えられる。 

 

図 4. 含水セルロース膜の有無によるアレルゲン捕集能
比較 

 
②ETFE メッシュ間隙率の検討 
 たわみ防止のための ETFEメッシュの間隙
率を変化させ、それぞれの構造について HRP
取り込み能を評価した。結果を図 5 に示す。
間隙率 59%のメッシュを用いることで最も
吸光度が大きくなり、捕集能が高いことが示
唆された。また、より間隙率の大きい 61%で
は 59%に比して若干の出力減少が確認され
た。加えて、61%のメッシュでは隔膜のたわ
みを抑制しきれず、セルの構築時や空気流入
時に隔膜がたわみ、溶液漏出が起こりやすく、
隔膜として適さないことが確認された。以上
の結果により、間隙率 59%の ETFEメッシュ
を適用することとした。 

 
図 5. ETFEメッシュの間隙率の違いによる捕集能比較 
 
(2)気相中 Der f1 測定と環境応用 
 浮遊アレルゲン計測を目的とし、浮遊成分
捕集デバイスを用いて Der f1 計測を行った。
本実験ではアレルゲンの浮遊状態を再現す
るため、ネブライザを用いてアレルゲン溶液



を噴霧し、粉粒体搬送装置にて捕集デバイス
の気相セルに送風し、液相セルに捕集したサ
ンプル溶液について Der f1測定を行った。図
6 に浮遊アレルゲン濃度と蛍光出力の関係を
示す。この図からわかるように、浮遊させた
Der f1濃度に伴う蛍光出力の増加（0.125-2.0 
mg/m3）が観察され、構築した捕集デバイス
により、浮遊アレルゲンの捕集が可能で、光
ファイバ型免疫化学蛍光法にてDer f1の計測
が可能であった。なお測定結果から、捕集デ
バイスによるアレルゲン回収率を評価した
ところ、平均回収率は浮遊濃度の 0.23%であ
った。 

 

図 6. 浮遊 Der f1濃度と蛍光出力の関係 1) 
 
 次に実際の住環境でのアレルゲン計測へ
の可能性を調べるため、家屋から採集した 5
種のハウスダスト 5 mgを隔膜セルに移送し、
回収した液相溶液についてDer f1測定を行っ
たところ、ELISAによる測定値と矛盾しない
結果が得られた（図 7）。 
 

 
 
図 7.  ハウスダスト試料に対する化学蛍光法と ELISA
の出力比較 1) 

 
Der f1の空間濃度については、公式な基準
値は定められていないものの、浮遊状粒子で
ある PM10規制値を考慮すると、0.2 μg/m3以
下であることが望ましいと考えられる。構築
した隔膜セルによる浮遊Der f1の検出限界は
0.125 mg/m3であることから、さらなる感度向

上が課題であり、光学測定系の改善、及び捕
集条件の検討を進めることで目標感度を達
成できるものと考えられる。また、本捕集系
は自然拡散による捕集方法であるため、免疫
センサ感応部に直接組み込むことが可能で
ある。今後、隔膜セルに光ファイバプローブ
を組み込むことで、浮遊アレルゲンの迅速及
び繰り返し計測を実現し、住環境における浮
遊アレルゲンの連続計測及び分布評価が可
能になるものと期待される。 
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