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研究成果の概要（和文）：臨床的なパラメーターを用いたクラスター解析に基づく重症喘息のフェノタイピングは、こ
の疾患が多様な病態を背景として生じる疾患の集合体であることを明らかにした。今回の研究ではメタボロミクスを応
用した分子レベルでのフェノタイピングにより、重症喘息の診断・予後推定・治療選択のための優れたバイオマーカー
の同定を目指した。特に繰り返し測定がしやすい呼気ガスや血液中のバイオマーカーを対象として検討した結果、呼気
中の揮発性有機化合物であるベンゼン、キシレン、ノナンが喘息の重症度と比例して増加していること、血清中のペリ
オスチン濃度は重症度ではなく特定の病型と関連していることを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Cluster analyses using clinical parameters have identified several phenotypes of 
severe asthma, including early-onset allergic phenotype and later-onset eosinophilic phenotype. In the 
present study, we aimed to clarify molecular phenotypes of severe asthma using motabolomic approach.
We have identified that the levels of volatile organic compounds including benzene, xylene, and nonan in 
exhaled air of the patients with severe asthma were increased. In addition, serum levels of periostin 
were increased in a subpopulation of patients with severe asthma, who exhibited later-onset, non-atopic 
eosinophilic disease often accompanied with eosinophilic rhinosinusitis with nasal polyps. In conclusion, 
we were able to identify several non-invasive biomarkers that reflect either the severity or the 
phenotype of asthma.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
（１） 重症喘息の個別化治療を目指した分
子フェノタイピング研究の意義 
喘息患者の 5-10％が標準的治療でコントロ
ール困難である重症喘息に該当し、日本国内
だけで数万人の患者がいると想定される。そ
れだけに、この病態に対する新たな治療法の
開発は重要な課題である。クラスター解析に
基づいたフェノタイピングの成果からも明
らかなように、重症喘息は多様な病態を背景
として生じる疾患の集合体であり、個々の患
者の病態を正確に把握した上での個別化治
療が治療の成功に不可欠である。 
そのためにも、臨床的なパラメーターに基づ
くフェノタイピングに加え、分子レベルでの
研究（分子フェノタイピング）による優れた
バイオマーカーの同定が重要である。一例を
挙げると、気道上皮細胞のトランスクリプト
ーム解析研究から見いだされたバイオマー
カー、ペリオスチンの血中濃度が抗 IL-13 抗
体治療の効果予測に有用であったとの報告
（Corren ら、N Engl J Med、2011）は、重
症喘息の個別化治療における分子フェノタ
イピング研究とそれに基づくバイオマーカ
ー同定の重要性をあらためて実証した。 
 
（２） 分子フェノタイピング研究における
メタボローム解析の利点と欠点 
分子フェノタイピング研究の手法としては、
トランスクリプトーム解析だけでなく、プロ
テオーム解析、メタボローム解析などの手法
も可能である。喘息気道局所の病態をトラン
スクリプトームやプロテオーム解析で把握
するためには気管支鏡を用いた気道細胞・洗
浄液の採取といった侵襲的な手法が必要で
ある。これに対して低分子量物質を解析対象
とするメタボローム解析は、非侵襲的に、繰
り返し採取できる呼気や呼気凝縮液などの
試料でも可能である点が大きな利点である。
しかし、トランスクリプトーム解析の DNA
マイクロアレイやプロテオーム解析の２次
元電気泳動／アミノ酸配列同定という確立
された実験手法と比較して、メタボローム解
析は対象とする分子群ごとにアッセイシス
テムを個々に確立しなければならないとい
う技術的な困難が伴う。 
われわれは連携研究者とともに、有機揮発性
化合物（VOC）を対象としたメタボローム解
析系をすでに確立しており、これを応用して
喘息気道の病態に迫ることを目指した。 
 
２．研究の目的 
揮発性有機化合物に対するメタボローム解
析を呼気解析に応用し、重症喘息患者の分子
フェノタイピングを行うとともに、その気道
病態を反映するバイオマーカーを見いだす
ことを目的とした。 
特に今回の研究で明らかにすることとして、
①測定系の調整、②健常人、軽症～中等症喘
息患者、重症喘息患者の呼気 VOC 解析を実

施し、病態と関連する分子を同定すること、
重症喘息患者については増悪時と寛解後に
も上記の測定を行い、増悪と関連する分子を
同定することを目指した。 
当初の研究目的であるメタボロミクス解析
を用いた新規バイオマーカー探索に加えて、
既知のバイオマーカーであるペリオスチン
の臨床的意義を明らかにすることについて
も検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）呼気 VOC 濃度 
大気をおよそマイナス 80 度に冷却した純化
管に通すことで大気中のVOC成分を冷却圧縮
し、スチールウールにトラップさせる（コー
ルドトラップ法）ことで、不純物を取り除か
れた純化空気を調整する。純化空気を吸入し
た被験者の呼気を再度純化管に通し、トラッ
プされた VOC を加熱・遊離した後に無極性の
大口径中空カラム(G-100, CERI) で分離し、
ガスクロマトグラフィー(GC-FID, GC-2014, 
Shimadzu Corp)にて測定（現在までに約 50
の VOC ピークについて同定済）する。このダ
ブルコールドトラップ法は大気中のVOC成分
の影響をほぼ完全に除去できるとともに、生
体由来の VOC成分を 200倍以上に濃縮した上
で成分分析することを可能とした。 
このプロトコールを用いて12種類の呼気VOC
濃度を健常成人、喘息患者（軽症～中等症、
重症）について測定を行った。併せて疾患コ
ントロール群として睡眠時無呼吸症候群患
者についても同様の検討を行った。 
（２）血清ペリオスチン濃度 
連携研究者の福永興壱（慶應義塾大学）と共
同で多施設コホート研究Keio-SARPを実施し、
そこで採取した血清（健常人 11 名、軽症〜
中等症喘息 42 名、重症喘息 148 名）につい
て、血清ペリオスチン濃度を ELISA 法で解析
し、臨床データと比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）呼気 VOC 濃度 
ダブルコールドトラップ法を用いた呼気 VOC
測定システムの手法について論文化し、Adv 
Biomed Eng 誌にアクセプトされた。実際にこ
の手法を用いて呼吸器疾患患者（肺癌、睡眠
時無呼吸症候群）について呼気 VOC 濃度を検
討し、その有用性を確認できた。喘息患者に
ついてもこの手法を用いて解析を進めてい
たが、入院患者を対象として行われた肺癌、
睡眠時無呼吸症候群患者での検討と異なり、
主に外来患者を対象とした検討となってお
り、測定手技の効率化が必要となった。そこ
で以下の様な測定システムの改良を行った。
１）大気中の VOC を除去するための純化空気
を作成する手法としてガスマスク用のフィ
ルターを利用することにより、大幅に時間短
縮が可能となった、２）呼気 VOC を吸着する
ための素材としてグラスウールを用いてい
たが、注射針の中に固体吸着剤を組み込んだ



NeedleEx を用いることで直接 GC・MS にサン
プルを注入できるようになり、測定の迅速化
と再現性の向上がえられるようになった。た
だし、これらの測定手順の変更にともない、
アセトンとイソプレンの測定値に大きな変
動があり、この原因を検討した。その結果、
呼気保存用バッグに呼気を保持する時間に
よりこの２つのVOC濃度が大きく変動するこ
とが明らかとなった。従来は呼気採取から測
定までの時間が半日程度あったため、濃度の
変動が少なかったと思われる。この問題に関
しては呼気採取後３０分以内に測定するこ
とで解決できた。 
このプロトコールを用いて12種類の呼気VOC
濃度を健常成人 19 例、喘息患者 28 例（軽症
～中等症 10 例、重症 18例）について測定を
行った。併せて疾患コントロール群として睡
眠時無呼吸症候群患者 19 例についても同様
の検討を行った。 
その結果、3 種類の呼気 VOC（ベンゼン、キ
シレン、ノナン）について、喘息群で健常成
人あるいは睡眠時無呼吸症候群患者と比較
して有意な濃度上昇が確認された（図１）。
この濃度上昇は特に重症喘息患者で顕著で
あった。以上より、呼気VOC濃度は喘息患者、
特に重症喘息患者で上昇することが明らか
となった。しかし呼気 VOC 濃度には個体差が
大きく、また健常人と喘息患者との弁別能は
低いことから、さらなる検討が必要と考えら
れた。 
 
図１ 呼気 VOC 濃度の比較 
健常者、軽症〜中等症喘息、重症喘息患者で
比較した結果を示す。＊p<0.05 

 
 
（２）血清ペリオスチン濃度 
喘息患者190例での血清ペリオスチン中央値
は健常人と比較して有意に高値であったが、
重症度と血清ペリオスチン値に有意な関連
はなかった（図２）。重症喘息患者を血清ペ
リオスチン値に基づき3群に分類したところ、
血清ペリオスチン高値の患者は成人発症、好
酸球性炎症優位、鼻合併症、低肺機能などの
特徴を呈する喘息の臨床像と関連すること

が示唆された。一方、吸入ステロイド量や内
服ステロイド使用率、ACT スコアや QOL スコ
アには血清ペリオスチン値による有意差は
認めなかった。ペリオスチン濃度はステロイ
ド治療によっても変動が少ないとされ、喘息
のコントロール状態や重症度ではなく、病型
を反映するバイオマーカーであると考えら
れた。 
 
図２．血清ペリオスチン濃度と喘息重症度 
（Allergol Int 64:175-180, 2015 より引用） 
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