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　難治性中耳炎であるANCA関連血管炎性中耳炎や好
酸球性中耳炎は、一般的な中耳炎である滲出性中耳炎や
急性中耳炎とは異なり、治療抵抗性で重篤な合併症を引き
起こす。しかし、初期段階でこれらの中耳炎を鑑別診断する
ことは容易ではなく、早期治療を実現できていない。そこで
本研究代表者らは、難治性中耳炎の診断および疾患活動
性を評価するバイオマーカーの有用性を示し、特許に出願し
た。本研究事業では、この技術を臨床応用して、難治性中
耳炎に対する診断および疾患活動性を評価するための新
しいキットの開発を目標とする。この開発により難治性中耳
炎の早期診断に基づく適切な治療を実現させる。

　本研究開発事業計画全体のタイムラインとして、「基礎研
究」「前臨床」「臨床性能試験」「承認申請・審査」の4つに
大別され、今年度の研究開発は、「基礎研究」と「前臨床1
年目」で得られた成果をステージアップして、キットの試作品

（プロトタイプ）の品質評価、測定感度の検証、仕様・規格
のアップデートを行うことで完成品を製造（仕様・規格の最
終決定）し、翌年度に向けた臨床性能試験を準備する「前
臨床2年目」の位置づけとなる。今年度の研究開発期間内
では以下の①～③を達成目標として、キットの完成品を製造
する。
達成目標①：キットの試作品（プロトタイプ）の品質評価、測定

感度の検証を行う。
達成目標②：上記①を通じて、仕様・規格のアップデートを

行って最終決定する。
達成目標③：上記①②を通じて、臨床性能試験に向けた準

備としてキットの完成品を製造する。

■1. 展開液組成の至適化（擬陽性低減に向けて）
　展開速度が遅い場合、固相化された補足抗体と、溶液中
に共存する物質（検体サンプル中の成分や展開液中の夾
雑物など）との接触時間が長くなり、非特異的吸着や呈色
物質の滞留が増加して擬陽性の原因となる可能性がある
と考えられた。一方で、展開速度が速すぎると、標的分子（
好中球細胞外トラップおよび好酸球細胞外トラップ）と塗布
抗体との反応時間が短くなり、特異的吸着による検出シグナ
ルの低下が懸念される。そのため、両者のバランスをとること
が重要である。

■2. 妨害物質（要因）の影響（ムチンのバックグラウンドへ
　　の影響）
　粘性の高いサンプルや粘稠不溶性塊を含むサンプルで
は、明らかに展開速度が遅くなっていた。実検体サンプルの
粘性の主因は、鼻汁サンプルなどにも多く含まれるムチンで
ある可能性が高いと考えられた。そこで、市販の豚胃由来
ムチンを用いて擬粘稠サンプルを作成し、展開速度を測定
した。
　1％Mucin/Salineを擬粘稠陰性サンプルとして用いる
と、単純なSalineをサンプルとした場合に比べ、展開時間
が60～80％延長した。さらに、Salineのみの場合にはほとん
ど観察されないテスト・ストリップ下部でのstuckが、1％ムチン
により顕著に認められた。金コロイド標識抗体は実際に使用
するものとは若干異なるものの、ムチンがメンブレンの目詰まり
を誘発し、それに伴い金コロイド標識抗体のstuckが発生し
ていると考えられた。
　同条件下でコントロールラインの検出および展開速度の
測定も行った。含ムチン擬サンプルにおいても、1/4量の金コ
ロイド共有結合抗DNA抗体でコントロールラインのみの検
出には十分であると考えられた

■3. 陽性シグナル増幅に向けて
　これまでの実験によって安定してテストラインの検出シグナ
ルが得られるようになったが、なお陽性シグナルの増幅が望
まれた。
　ポリビニルピロリドン（PVP）の添加は陽性シグナルの増幅
に有効であり、至適化実験の結果、展開液に1.0％重量濃
度で添加する条件が最も有効であると考えられた。Tricine
は展開液バッファーの基質でもあるが、カルボキシ基を有す
るバッファー基質がICT-LFAにおける発色を改善すること
が報告されていたため、その濃度の至適化を行った。さらに、
呈色用の金コロイド粒子を、従来の赤色呈色ナノ粒子から
紫色呈色ナノ粒子に置き換えた場合に、さらなるシグナル視
認性の改善が得られるか検討した。

　前年度に作成したハーフ・テスト・ストリップでの試作品（プ
ロトタイプ）を基盤として、イムノクロマト法を応用した市販品
と同様のフル・テスト・ストリップ形式の検査キットを完成品とし
て製造した。これまでの研究で得られた成果と課題を踏まえ、
試作品（プロトタイプ）の品質評価および測定感度の検証を
行い、標的バイオマーカーのシグナル検出感度の向上と安
定化を達成し、最終的な仕様・規格を決定した。具体的な検
証項目を以下に示す。
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　本研究開発の目標とした難治性中耳炎であるANCA関
連血管炎性中耳炎や好酸球性中耳炎の有無を早期診断
する上で有用な根拠を得ることができる迅速キットの完成品
を製造した。今回の成果をもとに翌年度以降はさらにステー
ジアップして、日本耳科学会「難治性中耳炎ワーキンググルー
プ」を中心とした多施設共同研究（臨床性能試験）を準備
する。また、同時に本学拠点および産学連携推進本部の支
援を得ながらPMDA対面助言を受ける。開発された製品は
臨床性能試験を通じて仕様・規格のさらなるアップデートを
行い、最終的に厚生労働省の承認と審査を目指す。

今後の展望■4. 仕様・規格の最終決定と完成品の製造
　上述1～3の検証を通じてシグナル検出感度の向上と安
定化が得られたため、イムノクロマト法を応用した市販品で
広く販売されているフル・テスト・ストリップでの完成品（キット）
を製造した。


