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研究成果の概要： 呼気中アンモニア測定をターゲットとしたヘリコバクター・ピロリの感染

診断法として、トコフェロールの電解酸化に基づく電気化学検出フローインジェクション分析

を開発した。本法は、呼気捕集バックに採取した呼気について簡便にアンモニア測定が行える

ことを示した。さらに、スナネズミを用いた尿素呼気試験にも適応でき、非標識尿素を用いる

尿素呼気試験法として有望であることを示すことができた。   
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１．研究開始当初の背景 
 

胃潰瘍患者の 80％、十二指腸潰瘍患者の
90％に、ヘリコバクター・ピロリ（H. pylori）
の感染が認められる。これらの胃潰瘍及び十
二指腸潰瘍患者に抗生物質を投与すると、H. 
pylori を除菌することができる。しかし、
除菌治療には耐性菌の出現といった問題が
あり、治療の開始はもちろん、確実に除菌が
できたかどうか判断できる正確な診断法が
必要である。現在、H. pylori 感染診断法と

して、迅速ウレアーゼ試験、顕鏡法、培養法、
抗体測定、尿素呼気試験、PCR 法、便中 H. 
pylori 抗原測定法、尿素呼気試験法などが
確立されている。その中には非常に正確な診
断方法も含まれるが、操作の利便性やコスト
面で課題が残るものも見られる。 
操作性に優れ、安価かつ正確な H. pylori

感染診断法の開発は、胃潰瘍、十二指腸潰瘍
の再発の防止といった患者本人のための他
に、医療費の削減といった、社会全体の利益
にもなると考えた。 
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２．研究の目的 
 
H. pylori の感染診断法である尿素呼気試

験法は、被験者に13C標識尿素を経口投与し、
H. pylori が産生するウレアーゼにより生成
する 13CO2を測定し、感染の有無を判定してい
る。この呼気試験は、13C 標識尿素や赤外分光
装置を用い汎用されているが、非標識体の利
用や低価格の装置開発が望まれる。 

尿素投与後の呼気中アンモニア濃度と H. 
pylori 感染の相関は認められているが、信
頼性に優れた呼気中アンモニア濃度の分析
法がなかったため、H. pylori の感染診断へ
の適応には至っていない。 

これまでに、「トコフェロールの電解酸化
を利用した弱塩基物質のボルタンメトリー」
を開発し、医薬品の定量へと応用してきた。
この方法は、微量の弱塩基物質をトコフェロ
ール共存下で電解酸化するとき、ボルタモグ
ラム上にトコフェロールの酸化前置波が現
れ、この波高が弱塩基物質の濃度に比例する
ことに基づいている（図 1）。 
本検出法は塩基性物質に特異的であり、ボ

ルタンメトリーによる測定では装置のセン
サー化が、フローインジェクション分析
（FIA）による測定では、測定の自動化と多
数検体の同時測定が可能となる。こうした新
規ヒト呼気中アンモニア濃度の測定法の開
発は、従来法である尿素呼気試験と異なり 13C
を用いないため、さらに汎用性に優れた H. 
pylori 感染のスクリーニング法となると考
えられる。 

本研究では、「トコフェロールの電解酸化
に基づく弱塩基物質の定量法」を活用し、呼
気中アンモニア濃度の測定法を開発し、H. 
pylori の感染診断を安価かつ正確に行える
手法の確立を試みた。 

３．研究の方法 
 
（1）ボルタンメトリー 
 
リニアスイープボルタンメトリーには、ポ

テンショスタット/ファンクションジェネレ
ーター、及び記録計を使用した。電気化学セ
ルは、50 mL の容量のビーカー型ガラス製容
器と PFC（plastic formed carbon, φ 3 mm）
を作用電極、Ag/AgCl 電極を参照電極、白金
線を対極とする 3電極を使用した。 
アンモニアを 3.0 mM トコフェロールと 50 

mM 塩化ナトリウムを含むエタノール-水（4:1, 
v/v）混液に溶解し、測定溶液を調製した。 
 
（2）電気化学検出 FIA（FIA-ECD）システム 
 
FIA-ECD システムとその測定条件を図 2に

示した。印加電位は、ハイドロダイナミック
ボルタモグラムを基に設定した。 
 

（3）呼気中アンモニアの捕集方法及び試料
溶液の調製法 
 
NaCl 水溶液を入れた呼気捕集バック（テド

ラーバック，容量：1 L）に呼気を吹き込ん
だ後、回収した呼気と NaCl 水溶液を充分に
混和させた。この液をトコフェロール含有電
解質溶液で希釈し、その 20 ・L を FIA-ECD
に注入し、アンモニア濃度を測定した。 
 
（4）スナネズミを用いた尿素呼気試験法 
 
スナネズミ（MGS/Sea 系、雄、13 週齢）を

15 時間絶食し、蒸留水を経口投与した対照群、
ウレアーゼ 0.47 U/g weight を経口投与した

 

 
図 2 FIA 装置の概略図 
キャリアー溶液，3 mM トコフェロール ＋
10 mM NaCl を含むエタノール-水（4:1, 
v/v）混液; 流速，1.0 mL/min；試料注入
量，20 μL；電解セル，作用電極，グラッ
シーカーボン，参照電極，Ag/AgCl，対極，
SUS；印加電位，＋0.7 V vs. Ag/AgCl． 

 
 
図 1 弱塩基物質の存在により生じたトコ
フェロールの酸化前置波 
a, トコフェロールのみ; b, 弱塩基物質
＋トコフェロール。酸化前置波の波高
（ipre）が弱塩基物質の濃度と比例する。 



 

 

ウレアーゼ投与群の 2群に分けた。密閉した
デシケーター内で排気された呼気 500 mL を
テドラーバックに回収した。その後、それぞ
れの群に尿素 5 ・g/g weight を経口投与し、
再び呼気を採取した。（3）に述べた方法で試
料溶液を調製した。 
 
４．研究成果 
 
（1）アンモニアのボルタンメトリー 
 
アンモニアが共存するトコフェロール溶

液の電解酸化時のボルタモグラムには、アン
モニアの濃度に比例する特異的なピーク（酸
化前置波）が出現した。このピークは、アン
モニア濃度 0.082 ～ 2.14 mM の範囲で相関
係数 0.998 のよい直線性を示した。また、0.5 
mM のアンモニアに由来する酸化前置波のピ
ーク高さの相対標準偏差（RSD, n = 10）は
0.8％であり、精度にも優れていることが分
かった。 

以上のことから「トコフェロールの電解酸
化に基づく弱塩基物質の定量法」をアンモニ
アの定量に適用できることを明らかにでき
た。 

 
（2）アンモニアの FIA-ECD の開発 

 
多数の検体を迅速かつ自動的に測定する

分析装置には、FIA が有用であると考え、ト
コフェロールの電解酸化を利用した FIA-ECD
を開発した。 

FIAシグナルは、アンモニア濃度 0.17～1.7 
ppm の範囲で良い直線性を示し、相関係数は 
0.997 であった。また、アンモニア濃度 0.84 
ppm における RSD は、2.07％であった。本法
の定量範囲、精度、共にヒト呼気中アンモニ
アを測定する上で十分であることが分かっ
た。 

呼気中アンモニアを計測できる FIA-ECDの
基本を確立することができた。 
 
（3）呼気中アンモニアの捕集方法及び試料
溶液の調製法の検討 
 

呼気中アンモニア濃度を FIA-ECDで測定す
るために、呼気の採取方法及び試料溶液の調
製法について検討した。 

呼気中アンモニアの回収率におけるサン
プリングバッグの材質の影響を評価するた
めに、一般に大気の捕集や呼気の捕集で使用
されるテドラーバックとアルミニウムバッ
ク、透明すりにより密封可能な SPC（SIBATA 
Precise Clear Joint）ろ過びんについて比
較した。 

0.45 ppmのアンモニアを含む呼気試料を用
いた添加回収試験を行ったところ、回収率・

精度共にテドラーバッグを用いた場合が最
も優れており、その回収率は 99.8％（RSD = 
1.8％, n = 3）であった（表 1）。また、この
呼気採取方法は、バック内に 0.5 L 程度の呼
気を吹き込むだけでアンモニア濃度が測定
可能であるので、被験者の負担が少なく、幅
広い年齢層に適応できると考えられる。 
 
表 1 アンモニアの添加回収試験 
 

呼気採取容器 
回収率 
（％） 

RSD（％, 
n = 3）

テドラーバック 99.8 1.8 
アルミニウムバック 84.9 7.1 
SPC ろ過びん 97.4 3.4 

呼気 1 L にアンモニアが 0.45 ppm になるよ
うに添加した。 
 
（4）ウレアーゼ投与スナネズミを用いた尿
素呼気試験法 
 
本法をスナネズミ呼気中アンモニア濃度

の測定及び尿素呼気試験法へ応用し、その有
用性を示すこととした。ウレアーゼを経口投
与したスナネズミについて、尿素投与前後の
呼気を採取し、アンモニア濃度の増減を観測
した。対照群として蒸留水を経口投与したス
ナネズミについても尿素投与前後の呼気中
アンモニア濃度を測定した。 
ウレアーゼを投与したスナネズミの呼気

中アンモニア濃度は、尿素投与後に顕著に増
加した（図 3）。一方、対照群においては、尿
素投与後の呼気中アンモニア濃度の増加は
見られなかった。 

 
以上のように、アンモニア測定をターゲッ

トとした尿素呼気試験のための呼気アンモ
ニア測定法を開発できた。本法は、H. pylori 

 
 
図 3 スナネズミ呼気中アンモニア濃度の
変化 
 



 

 

の感染診断のための非標識尿素を用いる尿
素呼気試験法として有望と思われる。 
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