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＜年頭のご挨拶＞

一般社団法人日本医療検査科学会

理事長　髙橋　聡

　新年あけましておめでとうございます。
　昨年も日本医療検査科学会へ多大なるご支援とご高配を賜りまして、改めて心から御礼を
申し上げます。
　新型コロナウイルス感染症の世界的流行が始まってから早 4 年が経ちました。新型コロナ
ウイルス感染症への対応を学んだ我々は、この感染症をもはや恐れることなく、昨年の第
55 回大会ではコロナ禍以前と同様の対面開催により多くの皆さまに参加していただきまし
た。本年は、これまでの学びから、恐れず、侮らず、コロナ禍後の日常を取り戻す時、そし
て、さらに発展するための第一歩かと考えています。
　さて、本年 4 月 14 日（日）には、東京医科歯科大学の大川龍之介例会長のもと、第 38 回
春季セミナーが金沢にて開催されます。テーマは、「臨床検査のオープンイノベーション」
とし、産学連携と国際化を大きな柱として企画を準備していただいています。そして、10
月 4 日（金）〜 6 日（日）には、鹿児島大学の橋口照人大会長のもと、第 56 回大会が横浜で
開催されます。テーマは、「Knowledge, Heart and Humanity 〜知と愛と人と〜」とし、サ
ブテーマとして、「地域医療」「超高齢社会」「医療 DX」「国際化」など、まさに、近年の医
療トレンドをしっかりと捉えた企画が準備されています。大川例会長、そして、橋口大会長、
共に本学会が進むべき方向性を的確に捉えてくださり、迷うことなく目標に向かって前進す
るべく後押しをしてくださっています。
　日本医療検査科学会は、多くの課題を着実に乗り越え、本学会の眼前の目標である産学連
携と国際化を進めます。本学会は更なる活性化と発展を達成します。私どもはこのような目
標に向かって学会の舵取りをして参りますので、皆さまのご理解とご支援を引き続き賜りま
すよう何卒よろしくお願い申し上げます。
　皆さま、そして、ご家族のご健勝とご多幸をお祈り申し上げ、新年の挨拶とさせていただ
きます。
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日本医療検査科学会

第 38 回春季セミナー公告（第 2 報）

会　　期：2024 年 4月 14 日（日）
テ ー マ：「臨床検査のオープンイノベーション」
例 会 長：大川　龍之介
　　　　　東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物学分野
副例会長：大江　宏康　金沢大学附属病院 検査部
会　　場：金沢市文化ホール（ホール他）
　　　　　〒 920-0864 石川県金沢市高岡町 15-1
　　　　　TEL：076-223-1221　FAX：076-223-1299
参 加 費：2 ,000 円
各種委員会：2024 年 4 月 13 日（土）11：00 〜 18：30（予定）
会　　場：金沢市文化ホール（第 2 会議室・第 5 会議室・第 6 会議室）

理事会、プログラム委員会、委員長会議、編集委員会、科学技術委員会、
POC 技術委員会、遺伝子・プロテオミクス委員会、血液検査機器技術委員会、
微生物検査・感染症委員会、医療情報委員会、生理検査委員会、国際交流委員会、
一般検査委員会、認定 POCCWG、遺伝子・プロテオミクス技術委員会 WG　等

懇 親 会：2024 年 4 月 13 日（土）18：30 〜 20：30（予定 *）
会　　場：金沢ニューグランドホテル
　　　　　〒 920-8688 石川県金沢市南町 4-1　TEL：076-233-1311　FAX：076-233-1591
懇親会費：3 ,000 円

＊本会ホームページより、2024 年 2 月 1 日（木）から事前参加登録を開始いたします。
　多くのみなさまのご参加をお待ちしております。

―プログラム概要―
開会の挨拶　8：50 ～ 9：00

理事長：高橋　聡（札幌医科大学 医学部感染制御・臨床検査医学講座）
例会長：大川　龍之介（東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物学分野）

【シンポジウムⅠ】　9：00 ～ 10：40
「国際活動で拓く臨床検査」
座長：勝田　仁（九州大学大学院 医学研究院 保健学部門 検査技術科学分野）
　　　萩原　三千男（株式会社エスアールエル 人財育成本部）
演者：中川　央充（慶應義塾大学病院 臨床検査技術室 臨床検査科）
　　　松尾　英将（京都大学大学院医学研究科 人間健康科学系専攻総合医療科学コース  
　　　　　　　　　臨床系医療科学講座）
　　　森　大輔（九州大学病院 検査部）
　　　齋藤　良一（東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 微生物・感染免疫解析学分野）
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【教育講演】　10：50 ～ 11：35
座長：大江　宏康（金沢大学附属病院 検査部）

「金沢大学発 ベンチャーキャピタル ヴィジョンインキュベートと未来知実証センター」
講師：松本　邦夫（金沢大学 がん進展制御研究所）

共催：アボットジャパン合同会社

【機器・試薬セミナーⅠ】　11：40 ～ 12：10
司会：石山　雅大（弘前大学医学部附属病院 検査部）
●大塚電子株式会社
●シスメックス株式会社
●アボットジャパン合同会社
●株式会社日立ハイテク

【ランチョンセミナー】　12：20 ～ 13：10
座長：大川　龍之介（東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物学分野）
演者：菅原　義紀（ 地方独立行政法人宮城県立病院機構 宮城県立がんセンター 薬剤部 / 感染

対策室）
　　　原﨑　頼子（地方独立行政法人宮城県立病院機構 宮城県立がんセンター 血液内科）

共催：株式会社日立ハイテク

【機器・試薬セミナーⅡ】　13：30 ～ 14：00
司会：岡田　光貴（京都橘大学 健康科学部 臨床検査学科）
●栄研化学株式会社
●富士フイルム和光純薬株式会社
●株式会社テクノメディカ

【特別講演】　14：05 ～ 14：50
座長：大川　龍之介（東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物学分野）

「大学病院検査部における体外診断用医薬品の開発：生理活性脂質の臨床検査医学の構築」
講師：矢冨　裕（国際医療福祉大学 大学院）

共催：東ソー株式会社

【シンポジウムⅡ】　15：00 ～ 16：40
「産学連携で拓く臨床検査」
座長：吉川　直之（東京大学医学部附属病院 検査部）
　　　太田　徳仁（PHC 株式会社 診断薬事業部 LPIA ビジネス開発室）
演者：武村　和哉（大阪公立大学医学部附属病院 中央臨床検査部）
　　　宮本　博康（東京慈恵会医科大学附属病院 中央検査部）
　　　徳原　康哲（香川県立保健医療大学 臨床検査学科）
　　　笹野　哲郎（東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 循環制御内科学分野）
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閉会の挨拶　16：40 ～ 16：40 ～
今期大会長：橋口　照人（鹿児島大学大学院 医歯学総合研究科 血管代謝病態解析学分野）
次期例会長：石山　雅大（弘前大学医学部附属病院 検査部）
例 会 長：大川　龍之介（ 東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物

学分野）

＊本セミナー受講後は、日本臨床衛生検査技師会会員　生涯教育制度の点数が付与されます。

事 務 局：日本医療検査科学会
主催事務局：東京医科歯科大学 大学院医歯学総合研究科 臨床分析・分子生物学分野 

〒 113-8519 東京都文京区湯島 1-5-45  3 号館 16 階
TEL：03-5803-5374

運営事務局：株式会社メッド
〒 108-6028 東京都港区港南 2-15-1 品川インターシティ A 棟 28 階
TEL：03-6717-2790　FAX：086-463-5345（本社） 
E-mail： jcls-spring38@med-gakkai.org
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日本医療検査科学会

第 56 回大会 大会公告（第 2 報）
大会テーマ：「Knowledge, Heart and Humanity ～知と愛と人と～」

会　　　期：2024 年 10 月 4 日（金）〜 6 日（日）
会　　　場：パシフィコ横浜
 （横浜市西区みなとみらい 1-1-1　TEL：045-221-2155）
大 会 長：橋口照人（鹿児島大学病院　検査部長）
副 大 会 長：山口宗一（鹿児島大学病院　副検査部長）
大会事務局長：波野史典（鹿児島大学病院検査部　臨床検査技師長）
 TEL：099-275-7141
 E-mail：jcls56th@gmail.com
演題募集期間：2024 年 4 月 1 日（月）〜 4 月 30 日（火）

―プログラム大綱―
<企画中 >
特別講演、教育講演、シンポジウム、JACLaS 共催企画講演・シンポジウム、
RCPC、モーニングセミナー、技術セミナー、論文賞受賞講演、一般演題、
企業共催セミナー、JACLaS 合同交流会、他
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自己免疫性後天性凝固因子欠乏症

Autoimmune acquired coagulation factor deficiency

橋口照人

総説

1．はじめに

　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症における出血症
状の出現を理解する考え方として，血管壁は「ずり
応力」や血管壁に垂直にかかる「壁圧」といった物
理的刺激により，常に傷つき修復されていると考え
るべきである。「血小板-凝固-線溶系」の生体シス
テムは外傷などによる血管の破綻時（出血時）のみ
に作動するのではなく，低次元のレベルで平常時に
おいても常に作動して血管を修復している。従って，
凝固因子に対する自己抗体による凝固機能の破綻は
打撲，外傷等の有無に関わらず出血をきたすことと
なる。

2．指定難病288

　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症（AiCFD）は

理論的にはどの凝固因子にも起こり得るが現在，指
定難病に登録されているAiCFD2）は，凝固第XIII
因子欠乏症，第VIII因子欠乏症（後天性血友病A），
VWF欠乏症，第V因子欠乏症，第X因子欠乏症で
ある。令和3年度において医療受給者証保持者数は
414人である3）。疾患背景として（1）過去1年以内
に発症した出血症状がある（2）家族歴がない（3）出
血症状の既往がない（特に外傷，手術，抜歯，分娩
など）（4）抗凝固薬や抗血小板薬などの過剰投与が
ない　ことが重要であり，出血時間，PT，APTT，
血小板数の一般検査所見をFig.�1に示す。

3．インヒビター（抑制物質）

　狭義には凝固因子に対してその因子活性の低下を
直接的に引き起こす獲得性抗体であり，凝固因子欠
乏患者への補充療法の結果として出現する同種抗体
をタイプ I インヒビター，健常者あるいは種々の基
礎疾患に伴い自然発生する凝固因子に対する自己抗
体をタイプ II インヒビターと呼ぶ。また，凝固因
子と複合体を形成してクリアランスを亢進させる抗
体があることは重要である。広義には免疫グロブリ
ンの存在なしに凝固因子の組織への過剰な吸着によ
り因子量が低下，あるいはそれによるクリアランス

　要約　　後天性凝固因子欠乏症にはインヒビターの出現により止血反応が阻害される自己免疫性凝固因
子欠乏症（AiCFD）とインヒビターの出現の無い非自己免疫性凝固因子欠乏症（nAiCFD）がある1）。
AiCFDとnAiCFDの比較において圧倒的にnAiCFDが多いが原因不明の出血症状を認めた際にはAiCFDを
常に念頭におくべきであり適格な鑑別診断が必須である。クロスミキシングテスト（CMT）はインヒビタ
ーを含む凝固反応阻害因子の有無のスクリーニングに有用であり，その鑑別の第一選択となる。しかしなが
ら，第XIII因子欠乏症，一部のフィブリノゲン欠乏症，vWF欠乏症，更に線溶系の異常であるα2-PI，
PAI-1，TAFI欠乏症においてはPT，APTTの異常に反映されない。CMTの曲線は明らかに下に凸の場合
は凝固反応阻害因子の存在しない欠乏パターン（先天性あるいは消費による凝固因子欠乏症等）とみなされ
るが，欠乏パターンであっても凝固因子活性を阻害することなく凝固因子に結合してそのクリアランスを亢
進させる抗体の場合は下に凸の曲線を描く。AiCFDの診断の際は活性／抗原量比，インヒビターの証明に
努めるとともに慎重にnAiCFDの可能性を除外すべきである。肝機能低下，大動脈瘤による慢性的な凝固線
溶系の亢進による凝固因子の消費，ALアミロイドーシスによる第X因子の低下，体外循環によるVWFの
消費（後天性VWD）はその例である。インヒビターの簡易検出法の開発はこれからの重要課題である。

Teruto HASHIGUCHI
鹿児島大学大学院医歯学総合研究科 血管代謝病態解析
学分野
〒890-8544 鹿児島市桜ヶ丘8-35-1
TEL：099-275-5435
E-mail：k1581347@kadai.jp
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の亢進の結果として活性低下を示すものも（広義の）
インヒビターと称することがある。
　後天性血友病ではしばしばタイプ II インヒビタ
ーを生じる。タイプ I インヒビターでは，抗体濃度
の上昇とともに残存第VIII因子活性は直線的に減
衰し完全に失活するため，インヒビター存在時の第
VIII因子活性は通常1％未満である。一方，タイプ 
II インヒビターでは，抗体濃度の上昇による残存
第VIII活性の減衰は比較的緩やかでインヒビター
が存在するにもかかわらず第VIII因子活性が検出
される。

4．疾患像 4～9）

　指定難病に登録されているAiCFDの，好発年齢，
男女比，出血部位，予後のまとめをFig.�2に示す。
特記すべきは，出血症状は多彩であり，かつ重篤な

ものが多く，出血部位によっては致死的となる。ま
た，第VIII因子欠乏症（後天性血友病）において
は免疫抑制療法中の感染死が多いことも重要である。
出血症状が出現した際に速やかに的確に診断するこ
とが極めて重要である。
　AiCFDにおける凝固因子の活性と抗原量の考え
方について述べる。各凝固因子の活性は必ず低下し，
抗原量は通常は低下すると考えて良い。第XIII因
子は2つの酵素活性をもつAサブユニットと2つの
酵素活性をもたないBサブユニットからなる4量体
であるため，自己抗体のタイプ・性状によってA
サブユニット，Bサブユニットの抗原量は異なって
くる。通常は活性／抗原量比は著しく低下するが，
第XIII因子欠乏症における活性／Aサブユニット
抗原量は抗FXIII-Bサブユニット自己抗体が原因の
症例では正常となる。

好発年齢・男女比・出血部位・予後
第XIII因子 第VIII因子 VWF 第V因子 第X因子

好発年齢 高齢者 高齢者者と
分娩後女性 中央値 50歳代 高齢者 小児・若年者にも発

症

男女比 男性に多い傾向 1:0.9 1:1 2.6:1 3:1

出血部位
・
予後

筋肉・皮下出血
など

広範な皮下出血
筋肉内出血 極めて多彩 尿路出血・消化管出

血など極めて多彩
粘膜・皮下出血・
血尿・下血など

重篤なものが多い 重篤なものが多い 軽症～致死的 軽症～致死的 症例数が少なく不明

免疫抑制療法中の
感染死が多い

検査値のみの異常も
あり得る

頭蓋内・胸腔内・腹腔内・後腹膜出血などは致命的となりうる

インヒビターの再燃はあり得る

Fig. 2　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症

（１）過去1年以内に発症した出血症状がある。
（２）家族歴がない。
（３）出血症状の既往がない（特に外傷、手術、抜歯、分娩など）。
（４）抗凝固薬や抗血小板薬などの過剰投与がない。

疾患背景

一般検査所見

第XIII因子 第VIII因子 VWF 第V因子 第X因子
出血時間 正常 正常 正常～延長 正常 正常
PT 正常 正常 正常 延長 延長
APTT 正常 延長 正常～延長 延長 延長
血小板数 正常 正常 減少・正常・増加 正常 正常

Fig. 1　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症
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5．診断

　クロスミキシングテスト（CMT）はスクリーニ
ングに有用であるが，明らかに欠乏パターンでなけ
ればインヒビターの存在を疑うべきである。しかし
ながら，欠乏パターンであっても凝固因子活性を阻
害することなく凝固因子に結合してそのクリアラン
スを亢進させる抗体の場合は下に凸の曲線を描く。
CMTに用いる検査は第XIII因子欠乏症では，アン
モニア放出法（外部委託にて検査可能）あるいはア
ミン取り込み法を用いる。2時間インキュベーショ
ン後のアンモニア放出法によるクロスミキシングテ
ストでは異種4量体に結合するType Aaインヒビ
ターは鋭敏に検出できるが，活性化FXIII（FXIIIa）
に結合するType Abインヒビターは検出できない。
第V，X因子欠乏症ではPTあるいはAPTTを用い

る。また，VWF欠乏症においては，VWFと血小
板膜上のGPIbとの相互作用を阻害するインヒビタ
ーが存在すれば，VWF:Rco （リストセチンコファ
クター活性，外部委託にて検査可能）あるいは 
Ristocetin-induced platelet agglutination（RIPA）
アッセイによる交差混合試験が有用である（Fig.�3）。
　第V，X因子欠乏症においてはベセスダ法による
凝固抑制因子の検出が可能である。イムノブロット
法，ELISA法，イムノクロマト法による自己抗体
の検出は研究室での検出であり通常の臨床現場では
用いられていない。

6．鑑別診断

　AiCFDの診断における鑑別診断は重要である
（Fig.�4）。自己抗体を良好な感度・特異度をもっ
て検出できる検査法が未だ存在しないため，

第XIII因子 第VIII因子 VWF 第V因子 第X因子
遺伝性

FXIII欠乏症
血友病A

FV・FVIII複合欠乏症
VWD

VWD FV欠乏症
FV・FVIII複合欠乏症 FX欠乏症

後天性（非自己免疫性）
重症肝疾患 後天性VWD 心血管疾患

フィブリン糊
（ウシFV）

AL-アミロイドーシス

IgA血管炎 甲状腺機能低下症

慢性炎症性腸疾患 リンパ・骨髄増殖性疾患

大動脈瘤 バルプロ酸の内服

ウィルムス腫瘍

Hydroxyethyl starch
（人工膠質液）の投与

手術・外傷・悪性腫瘍・感染症・薬剤性・DICなど

Fig. 4　各因子の低下をきたしうる背景疾患（非自己免疫性）

確定診断のための検査
第XIII因子 第VIII因子 VWF 第V因子 第X因子

交差混合試験

アンモニア放出法
アミン取り込み法 APTT

VWFとGPIbとの相互作用を阻害
するインヒビターが存在すれば、
VWF:Rco あるいは Ristocetin-
induced platelet agglutination

（RIPA）アッセイ

PT
および
APTT

PT
および
APTT

明らかに欠乏型パターン
でなければ疑う（注）

明らかに欠乏型パターン
でなければ疑う（注）

凝固抑制因子
の検出 ー ベセスダ法 ー ベセスダ法

自己抗体の検出 イムノブロット法、ELISA法、イムノクロマト法など

（注）非阻害性抗体は、免疫複合体の血中からのクリアランスを亢進して交差混合試験では「欠乏型」を示し欠乏症の原因となりうる。

Fig. 3　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症
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AiCFDではないにも関わらず，副腎皮質ステロイ
ドが投与される例も希ではないと思われる。

7．治療 10）

　治療の基本は，基礎疾患が存在する場合は基礎疾
患の治療に加えて，止血療法と免疫抑制療法を行い，
出血症状の臨床的寛解，機能的寛解，免疫学寛解を
目標とする（Fig.�5）。指定難病に登録されている
AiCFDの基本的な治療法をFig.�6に示す（保険収
載されていない治療法も含まれる）。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業などはありません。
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大出血

小出血

止止
血血
療療
法法

止血

免疫学的寛解

機能的寛解

臨床的寛解

免免
疫疫
抑抑
制制
療療
法法

基基
礎礎
疾疾
患患
のの
治治
療療

＋

Fig. 5　治療の考え方

治療
第XIII因子 第VIII因子 VWF 第V因子 第X因子

Ａ 止血療法 ・FXIII 濃縮製剤

・rFVIIa
・aPCC
・FVIIa/FX
（バイパス止血療法）
・エミシズマブ

・DDAVP
・VWF 含有凝固

FVIII 濃縮製剤

・新鮮凍結血漿
・濃厚血小板
（FV を顆粒中に含む）

・新鮮凍結血漿
・PCC

B
抗体根絶
・

除去療法

a 副腎皮質ステロイド薬
サイクロフォスファミド（保険適応がない）

b 治療抵抗性の症例にはリツキシマブ、サイクロスポリンA、アザチオプリンなどの投与も考慮
（保険適応はない）

c 通常、高用量イムノグロブリン静注（IVIG）は推奨されていない
ただし、自己免疫性後天性VWF欠乏症では、VWFを正常レベルに数日間回復させることがある

d 止血治療に難渋する場合は、抗体を一時的に除去するために血漿交換、免疫吸着療法も考慮

Fig. 6　自己免疫性後天性凝固因子欠乏症
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原　著 非アルコール性脂肪性肝疾患におけるオートタキシンの肝線維化進行度評価と高度肥満が与える影響

非アルコール性脂肪性肝疾患におけるオートタキシンの
肝線維化進行度評価と高度肥満が与える影響

Autotaxin evaluation of liver fibrosis progression in patients 
with nonalcoholic fatty liver disease

西能史華1），中野恵一1），岩井孝仁1），西田睦2），吉川仁人3），安田慶子1），渡邊千秋1）

　Abstract　　

Objectives:
Autotaxin (ATX) analysis is a non-invasive method for assessing liver fibrosis progression. However, 
studies exploring its usefulness among patients with obesity are scarce. Here, we aimed to prospectively 
assess how obesity impacts ATX concentration in patients with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). 

Methods:
ATX concentration was measured using a one-step sandwich enzyme immunoassay. Magnetic resonance 
elastography (MRE) was performed on Discovery MR 750W 3.0T, using a sample of the elastic modulus 
from the right lobe of the liver. 

Results and Discussion:
Seventy-four patients with NAFLD were evaluated. The correlation coefficient between the results 
obtained with ATX analysis and MRE was statistically significant in the 25 ≤ BMI < 35 kg/m2 group (ρ 
= 0.652 and 0.547 for men and women, respectively) but not significant for either sex in the BMI ≥ 35 kg/
m2 group. The area under the receiver operating characteristic curve for the diagnosis of ≥ stage 2 
fibrosis via ATX concentration in men and women were 0.820 and 0.697 in the 25 ≤ BMI < 35 kg/m2 
group, respectively, and 0.583 in the BMI ≥ 35 kg/m2 group of men.

Conclusion:
The diagnostic accuracy of ATX-based evaluation of liver fibrosis is less reliable in patients with severe 
obesity for men.

　Key�words　　
　　Autotaxin (ATX)，serum biomarker，Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)，liver fibrosis
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1．はじめに

　肝生検は肝線維化進行度の評価法として，ゴール
ドスタンダードとされてきたが，侵襲的な検査であ
り，繰り返し行うことが困難である。また，肝生検
によって得られたわずかな組織のみで肝全体を評価
することは難しく，サンプリングエラーの問題があ
る1，2）。組織標本は，肝線維化の程度を線維化なし
（F0），門脈域の線維性拡大（F1），線維性架橋形
成（F2），小葉構造のひずみを伴った線維性架橋形
成（F3），肝硬変（F4）の5段階で評価されるが3），
病理医間で評価にばらつきがあることも指摘されて
いる4-6）。
　このような背景を踏まえ，肝生検に変わる非侵襲
的な評価法として，MRエラストグラフィ（MRE）
や超音波エラストグラフィなどの画像検査や種々の
血清バイオマーカーによる肝線維化進行度の評価が
試みられている。
　MREは体外から加えた振動により生じる波が組
織を伝わる様子をMRIで可視化し，その様子を解
析することで弾性率を測定する。各線維化進行度を
分類する診断能が良好で7），評価者間の一致率が非
常に高いことが報告されている8）。
　オートタキシン（ATX）は全身の組織で産生され，
リゾホスファチジルコリンを加水分解し，リゾホス
ファチジン酸を産生するリゾホスホリパーゼD活
性を有する125 kDaの脂質分解酵素である。ATX
は肝臓の類洞内皮細胞のスカベンジャーレセプター
を介して取り込まれるが，肝線維化の進行に伴う代
謝障害によりクリアランスが低下すると考えられて
いる。この点に着目し，肝線維化を評価する血清バ
イオマーカーとしてATXの測定系が開発され，日
本では2018年に保険適用された。現在までにB型
およびC型ウイルス肝炎において初期の肝線維化診
断への有用性が報告されているが9，10），非アルコー
ル性脂肪性肝疾患（NAFLD）に関する報告は限定
的である11）。また，血清ATX濃度は性差があり，
女性が男性より高値であることが報告されている12）。
一方，肥満者は，皮下脂肪のATXの発現量と血清
ATX濃度が低下し，血清ATX濃度とBMIが負の
相関を示すことが報告されている13）。しかし，血清
ATX濃度を用いた肝線維化進行度評価について，
肥満がどのような影響を与えるかについては明らか
になっていない。
　今回我々は，MREによる肝線維化の評価を指標
として，NAFLDにおけるATXの初期の肝線維化
進行度診断の有用性と肥満による影響を検討した。

2.�対象と方法

1）対象
　北海道大学病院にて2020年3月から2022年3月の
間にMREを撮像し，3ヵ月以内に血液検査を施行
したNAFLDを横断的観察研究にて検討した。
　NAFLDの診断基準14）は，①画像もしくは組織学
的に肝臓に脂肪蓄積（肝細胞の5%以上）を認める
こと，②アルコール，薬剤，遺伝疾患などによる二
次性脂肪肝を除外されたものとした。
　対象患者の臨床情報及び検査結果は電子カルテよ
り取得した。肥満分類は，肥満症診療ガイドライン
2022にて規定されている高度肥満（BMI≧35 kg/
m2）群と肥満（25≦BMI＜35 kg/m2）群の2群に
分類した。対象患者の血清は，ATX測定まで-30℃
で凍結保管した。
　本研究は北海道大学病院自主臨床研究審査委員会
の承認を得て行った（承認番号：自019-0290）。対
象患者には，文書及び口頭による十分な説明を行い，
自由意思による同意を文書で取得した。
2）ATX�
　血清ATX濃度は，１ステップサンドイッチ
enzyme immunoassay法を原理とする測定試薬，E
テスト「TOSOH」II（オートタキシン）（東ソー株
式会社）を用い，AIA-360（東ソー株式会社）にて
測定した。血清は室温で融解後，1時間以内に測定
した。
3）他の血清肝線維化バイオマーカー
　ヒアルロン酸，4型コラーゲン7S，Mac-2結合蛋
白糖鎖修飾異性体（M2BPGi）は，他の研究などで
測定し電子カルテに公開されているデータのみを使
用した。ヒアルロン酸はラテックス凝集比濁法（LA）
法を原理とする測定試薬，エルピアエースHA（富
士レビオ株式会社），4型コラーゲン7SはLA法を
原理とする測定試薬，ルミパルスプレストⅣ型コラ
ーゲン・7S（富士レビオ株式会社），M2BPGiはLA
法を原理とする測定試薬，HISCL M2BPGi試薬
（Sysmex株式会社）を用いて測定した。また，
fibrosis-4 index（FIB-4index）およびAST/血小板 
インデックス（APRI）は以下の計算式にて算出した。
FIB-4index = 年齢［歳］×AST［U/L］/（血小板
数［109/L］×√ALT［U/L］）
APRI ＝（AST［U/L］/ASTの正常上限値（=30）
［IU/L］）/血小板数［109/L］×100
4）MRE
　装置は，Discovery MR 750W 3.0T（GEヘルス
ケア・ジャパン株式会社）を用いて撮像し，北米放
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射線学会の画像診断の定量化・標準化に向けた取り
組 み（Quantitative Imaging Biomarkers Alliance: 
QIBA）に従い，肝右葉で測定した4スライスの関
心領域の弾性率（平均値）を採用した。関心領域の
設定は1名の放射線診断専門医が行った。肝線維化
のカットオフ値はHsu Cら15）の報告から，早期線
維化の指標として弾性率2.97 kPa以上をF2以上と
して評価した。
5）統計解析
　ATXとMREの関係はスピアマンの順位相関係
数を算出し±0.7～±1.0を強い相関がある，±0.4 
～±0.7をかなり相関がある，±0.2 ～±0.4をやや
相関がある，±0.0 ～±0.2をほとんど相関がない
と評価した。 男女間の患者背景及び ATXの肝線
維化進行度F2未満とF2以上の比較は，Mann-
Whitney U検定またはカイ二乗検定を用い，ATX

の肝線維化進行度F2の診断能は receiver operating 
characteristic（ROC）解析にて評価した。肝線維
化進行度の診断能は，曲線下面積（area under 
receiver operating characteristic curve: AUROC）
が0.8以上1.0未満を高精度，0.6以上0.8未満を中精
度，0.5以上0.6未満を低精度と評価した。統計解析
ソフトはJMP16.0.0（SAS Institute Japan株式会社）
を用いた。

3.�結果

1）患者背景
　NAFLD 74例（男性：38例，女性：36例）が登
録された。対象患者の患者背景をTable�1に示す。
年齢，体脂肪率，総コレステロール，M2BPGiは女
性の方が男性より有意に高かった。一方，eGFRは
女性の方が男性より有意に低値であった。その他の

1 
 

Table 1. Characteristics of patients. 
 

 

Values are n (%) or mean ± standard deviation. 
 
APRI, AST/Platelet index; C.O.I., cut off index; FIB-4 index, fibrosis-4 index; MRE, 
magnetic resonance elastography; M2BPGi, Mac-2 binding protein glycan isomer 
  

  All Men Women p value 
N 74 38 36 - 
Age 47.4 ± 13.5 42.4 ± 12.5 52.8 ± 12.5 <0.001 
BMI, kg/m2 36.65 ± 7.58 34.59 ± 5.86 36.76 ± 9.00 0.459 
Dyslipidemia, % 59 (79.7) 30 (78.9) 29 (80.6) 0.863 
Hypertension, % 49 (66.2) 25 (65.8) 24 (66.7) 0.936 
Diabetes, % 66 (89.1) 35 (92.1) 31 (86.1) 0.407 
Body fat percentage, % 35.65 ± 7.58 35.30 ± 8.28 46.92 ± 5.95 <0.001 
HbA1c, % 6.86 ± 1.65 7.29 ± 2.07 6.41 ± 0.86 0.194 
Alb, g/dL 4.05 ± 0.33 4.09 ± 0.35 4.01 ± 0.31 0.301 
eGFR, mL/min/1.73m2 79.65 ± 26.70 88.04 ± 26.39 70.55 ± 24.24 0.003 
Total cholesterol, mg/dL 172.1 ± 35.8 163 ± 32.5 181.0 ± 37.3 0.025 
HDL, mg/dL 47.1 ± 11.2 46.1 ± 9.5 48.3 ± 13.0 0.460 
LDL, mg/dL 102.7 ± 31.4 101.1 ± 28.2 104.1 ± 34.8 0.450 
TG, mg/dL 131.7 ± 115.8 130.4 ± 151.4 133.1 ± 60.9 0.053 
AST, U/L 36.6 ± 21.6 36.5 ± 20.7 36.6 ± 22.7 0.825 
ALT, U/L 46.6 ± 38.9 52.8 ± 40.3 40.1 ± 36.8 0.077 
Platelet ×109/L 224.4 ± 75.6 211.6 ± 74.9 237.5 ± 75.1 0.081 
Hyaluronic acid, ng/mL 46.7 ± 66.5 44.5 ± 68.9 49.1 ± 64.8 0.602 
Type IV collagen 7S, ng/mL 4.98 ± 1.70 5.06 ± 1.77 4.90 ± 1.64 0.661 
M2BPGi, C.O.I. 0.84 ± 0.84 0.79 ± 1.03 0.90 ± 0.57 0.013 
FIB-4 index 1.50 ± 1.36 1.29 ± 1.16 1.72 ± 1.52 0.300 
APRI 0.62 ± 0.49 0.63 ± 0.39 0.62 ± 0.57 0.127 
MRE, kPa 3.24 ± 1.34 3.31 ± 1.39 3.16 ± 1.29 0.589 

Table�1　Characteristics of patients.

Values are n (%) or mean ± standard deviation.

APRI, AST/Platelet index; C.O.I., cut off index; FIB-4 index, fibrosis-4 index; MRE, magnetic resonance 
elastography; M2BPGi, Mac-2 binding protein glycan isomer
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項目は男女間で有意差はなかった。
2）MREによる肝線維化進行度評価
　MREによる肝線維化進行度評価は，全対象者で
F2未満49例，F2以上25例，男性F2未満24例，F2
以上14例，女性F2未満25例，F2以上11例であった。
また，男性では肥満群でF2未満16例，F2以上8例，
高度肥満群でF2未満8例，F2以上6例であった。
女性では肥満群においてF2未満11例，F2以上9例，
高度肥満群でF2未満14例，F2以上2例であった
（Table�2）。
3）血清ATX濃度�
　血清ATX（mean ± SD）濃度は，男性全例で0.748 
± 0.204 mg/L，女性全例で1.056 ± 0.310 mg/Lで
あった。肥満群は男性0.715 ± 0.226 mg/L，女性
1.130 ± 0.356 mg/Lであった。一方，高度肥満群
は男性0.805 ± 0.149 mg/L，女性0.963 ± 0.219 
mg/Lであった（Table�3）。
4）ATXとMREの相関
　ATXとMREの相関係数は男性でr=0.547，女性

でr=0.492とかなりの相関関係が認められた。また，
肥満群は男性でr=0.652，女性でr=0.547とかなりの
相関関係が認められたが，高度肥満群は男女ともに
有意な相関関係は認められなかった（Fig.�1）。
5）ATXと肝線維化進行度
　F2未満群と以上群におけるATXと肝線維化進行
度の比較をTable�4に示す。男性全例の血清ATX
濃度は，F2以上が未満と比較して有意に高値であ
った。また，女性では，F2以上と未満では有意差
は認められなかったが，高値傾向（p＝0.05）であ
った（Fig.�2）。
男性肥満群では，F2以上が未満と比較して有意に
高値であった。一方，高度肥満群では，F2未満と
以上の間に有意差は認められなかった。また，女性
の肥満群でF2未満と以上の間には有意差は認めら
れなかった（Fig.�2）。
6）�ATX及び他の血清肝線維化バイオマーカーにお
ける肝線維化の診断能

　ATXと他の血清肝線維化マーカー（ヒアルロン酸，

2 
 

Table 2. Evaluation of liver fibrosis by MRE. 
 

 

Men 
（n=38） 

Women 
（n=36） 

Fibrosis stage 
< 2 

Fibrosis stage 
≥ 2 

Fibrosis stage 
< 2 

Fibrosis stage 
≥ 2 

All 
（n=74） 

24 14 25 11 

Obesity 
（n=44） 

16 8 11 9 

Severe obesity 
（n=30） 

8 6 14 2 

 
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2 

 
MRE, magnetic resonance elastography 
 
 
  

Table�2　Evaluation of liver fibrosis by MRE.

Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

MRE, magnetic resonance elastography

3 
 

Table 3. ATX concentration. 
 

 Men 
（n=38） 

Women 
（n=36） 

All (n=74), mg/L 0.748 ± 0.204 1.056 ± 0.310 
Obesity (n=44), mg/L 0.715 ± 0.226 1.130 ± 0.356 
Severe obesity (n=30), mg/L 0.805 ± 0.149 0.963 ± 0.219 

 

Values are mean ± standard deviation. 
Obesity, 25 ≤ BMI< 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2 

 
ATX, autotaxin   

Table�3　ATX concentration.

Values are mean ± standard deviation.
Obesity, 25 ≤ BMI< 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

ATX, autotaxin 
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Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン 7S，M2BPGi，FIB-4 index，
APRI）におけるF2以上群を鑑別するAUROCを
Fig.�3に示す。また，各項目におけるカットオフ値，
AUROC，感度，特異度，陽性適中率，陰性適中率
はTable�5に示す。F2以上群を診断するATXの
AUROCは，男性全例0.743，女性全例0.705と男女
ともに中精度であった。また，肥満群における同指
標は，男性0.820と高精度，女性0.697と中精度であ

ったが，高度肥満群では，男性0.583と低精度であ
った。他の肝線維化バイオマーカーは，男女ともに
中精度以上であった。

4.�考察

　ATXとMREの相関関係は，男女ともに肥満群で
は有意な相関関係が認められたが，高度肥満群では
有意な相関関係は認められなかった（Fig.�1）。

6 
 

Figure 1. Correlation between ATX concentration and elastic modulus of MRE. 
 
 

 
 
 

Fig. 1　Correlation between ATX concentration and elastic modulus of MRE.

A. Men (All), B. Men (Obesity), C. Men (Severe obesity), D. Women (All), E. Women (Obesity), F. Women (Severe 
obesity)
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

ATX, autotaxin; MRE, magnetic resonance elastography

4 
 

Table 4. Comparison of ATX concentration by liver fibrosis stage. 
 

 

Men 
（n=38） 

Women 
（n=36） 

Fibrosis stage 
< 2 

Fibrosis stage 
≥ 2 p value Fibrosis stage 

< 2 
Fibrosis stage 

≥ 2 p value 

All (n=74), mg/L 0.685 ± 0.136 0.856 ± 0.256 0.01 0.977 ± 0.249 1.235 ± 0.372 0.05 
Obesity (n=44), mg/L 0.635 ± 0.110 0.874 ± 0.313 0.01 0.998 ± 0.281 1.292 ± 0.385 0.14 

Severe obesity (n=30), mg/L 0.785 ± 0.132 0.831 ± 0.179 0.61 0.961 ± 0.230 0.976 ± 0.173 NA* 
 
Values are mean ± standard deviation. 
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2 

 
ATX, autotaxin 
 
* Severe obesity in women did not evaluate due to small number of subjects. 
  

Table�4　Comparison of ATX concentration by liver fibrosis stage.

Values are mean ± standard deviation.
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

ATX, autotaxin

* Severe obesity in women did not evaluate due to small number of subjects.
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8 
 

Figure 2. Comparison of ATX concentration by liver fibrosis stage. 
 

 

Fig. 2　Comparison of ATX concentration by liver fibrosis stage.

A. Men (All), B. Men (Obesity), C. Men (Severe obesity), D. Women (All), E. Women (Obesity), F. Women (Severe 
obesity)
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2; N.S., Not significant

ATX, autotaxin

* Severe obesity in women not yet evaluated due to small number of subjects.

5 
 

Table 5. The diagnostic accuracy of ATX and other serum biomarkers for liver fibrosis. 
 

 
  

Men Women 
Cut off value AUROC Sensitivity Specificity PPV NPV Cut off value AUROC Sensitivity Specificity PPV NPV 

All 

ATX 0.69 0.743 66.7 78.6 84.2 57.9 1.24 0.705 84.0 54.6 80.8 60.0 
Hyaluronic acid 27.1 0.815 75.0 85.7 90.0 66.7 35.1 0.902 80.0 100.0 100.0 66.7 

Type IV collagen 7S 4.40 0.926 83.3 92.9 95.2 76.5 4.80 0.831 76.0 81.8 90.5 60.0 
M2BPGi 0.45 0.817 58.3 100.0 100.0 58.3 1.04 0.722 92.0 55.6 85.2 71.4 

FIB-4 index 1.04 0.823 73.9 78.6 85.0 64.7 1.65 0.836 96.0 63.6 85.7 87.5 
APRI 0.56 0.941 73.9 100.0 100.0 70.0 0.55 0.847 76.0 81.8 90.5 60.0 

Obesity 

ATX 0.72 0.820 87.5 75.0 87.5 75.0 1.24 0.697 81.8 66.7 75.0 75.0 
Hyaluronic acid 15.6 0.781 62.5 100.0 100.0 57.1 35.1 0.843 63.6 100.0 100.0 69.2 

Type IV collagen 7S 4.10 0.965 81.3 100.0 100.0 72.7 4.50 0.823 63.6 88.9 87.5 66.7 
M2BPGi 0.45 0.836 75.0 100.0 100.0 66.7 1.33 0.682 90.9 50.0 71.4 80.0 

FIB-4 index 0.94 0.852 62.5 100.0 100.0 57.1 1.43 0.808 90.9 66.7 76.9 85.7 
APRI 0.63 0.984 100.0 87.5 94.1 100.0 0.45 0.879 72.7 88.9 88.9 72.7 

Severe 
obesity 

ATX 0.86 0.583 75.0 50.0 66.7 60.0 

NA* 

Hyaluronic acid 27.1 0.917 87.5 100.0 100.0 85.7 
Type IV collagen 7S 4.30 0.854 75.0 100.0 100.0 75.0 

M2BPGi 0.78 0.865 100.0 66.7 80.0 100.0 
FIB-4 index 1.31 0.786 100.0 50.0 70.0 100.0 

APRI 0.56 0.810 57.1 100.0 100.0 66.7 
 
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2 
 
APRI, AST/Platelet index; ATX, autotaxin, AUROC, area under a receiver operating characteristic curve, FIB-4 index, fibrosis-4 index; M2BPGi, Mac-
2 binding protein glycan isomer, NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value,  
 
* Severe obesity in women did not evaluate due to small number of subjects. 
 
  

Table�5　The diagnostic accuracy of ATX and other serum biomarkers for liver fibrosis.

Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

APRI, AST/Platelet index; ATX, autotaxin, AUROC, area under a receiver operating characteristic curve, FIB-4 index, 
fibrosis-4 index; M2BPGi, Mac-2 binding protein glycan isomer, NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive 
value, 

* Severe obesity in women did not evaluate due to small number of subjects.
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ATXは主に脂肪細胞で産生される物質であり，脂
肪組織，特に内臓脂肪よりも皮下脂肪において
ATXの発現量が増加していることが報告されてい
る16）。糖尿病患者及び耐糖能異常者では，コントロ
ール（正常耐糖能）と比較して，脂肪組織内の
ATX発現が上昇していることが報告されている。
一方，Nishimuraら13）は肥満者では血清ATX濃度
が低下すると報告している。したがって，我々の検
討において高度肥満群ではATXとMREに有意な
相関関係がなかったことは，肥満による複合的な影
響に起因している可能性が考えられる。
　MREは，NAFLDにおける線維化の検出において，
BMIに影響を受けず，高い診断精度を有すること
が報告されている17）。本研究における，血清ATX
濃度（平均値）は，肥満群男性0.715 mg/L，女性1.130 
mg/L，高度肥満群は男性0.805 mg/L，女性0.963 
mg/Lであった。一方，Yamazakiら9）は健常者（男
性80例・女性80例）において，血清ATX濃度（中
央値）は男性0.70 mg/L，女性0.82 mg/Lと報告し
ており，既報と比較し，男女ともに高値傾向であっ
たが，女性の方がより高値であった。

　Fujimoriら18）は，NAFLD 186例（男性80例，女
性106例 ），Hondaら11）は，NAFLD 307例（ 男 性
173例，女性134例）の検討において，血清ATX濃
度は肝線維化の進行度に応じて上昇することを報告
している。本研究では肥満群で，男性のF2以上が
未満と比較し，血清ATX濃度が有意に高値であっ
たが，高度肥満群では有意差はなかった。さらに女
性の肥満群でF2未満と以上において，有意差は認
められなかった。本研究は，肝線維化の進行度を，
F2未満と以上で比較しており，既報との比較は難
しいが，症例数が少ないことと肥満による影響によ
って，各群間で有意差が認められなかった可能性も
考えられる。特に，本研究の対象患者において，体
脂肪率は，女性の方が，男性より有意に高値であり，
より女性の方が脂肪の影響を受けていた可能性も考
えられる。
　ATXと他の血清バイオマーカーの比較では，肥
満群の男性でヒアルロン酸を除く他の血清マーカー
とATXは同程度の診断能であったが，女性では
M2BPGiを除く他の血清マーカーよりATXの診断
精度は低かった。さらに，高度肥満群では男女とも

10 
 

 
Figure 3. The diagnostic accuracy of ATX. 
 

 

Fig. 3　The diagnostic accuracy of ATX.

A. Men (All), B. Men (Obesity), C. Men (Severe obesity), D. Women (All), E. Women (Obesity)
Obesity, 25 ≤ BMI < 35 kg/m2; Severe obesity, BMI ≥ 35 kg/m2

ATX, autotaxin



15

非アルコール性脂肪性肝疾患におけるオートタキシンの肝線維化進行度評価と高度肥満が与える影響

にATXは他の血清バイオマーカーよりも診断精度
が低かった。これらの結果から，高度肥満例では
ATXの診断精度が低下する可能性がある。
　Hondaら11）は，F2以上のカットオフ値は，男性
0.76 mg/L，女性0.99 mg/Lと報告している。本研
究では，男性0.69 mg/L，女性1.24 mg/Lであり，
肥満群では，男性0.72 mg/L，女性1.24 mg/L，高
度肥満群では，男性0.86 mg/Lであった。カットオ
フ値が既報と大きく異なることは，対象者に高度肥
満症例が含まれていることに起因している可能性も
考えられる。また，肥満の程度によってカットオフ
値が大きく異なることから，カットオフの設定には，
肥満による影響を考慮する必要があると考えられる。
他の肝線維化マーカーにおけるF2以上のカットオ
フ値は，ヒアルロン酸で男性45 ng/mL，女性52 
ng/mL，Ⅳ型コラーゲン 7Sで男性5.40 ng/mL，女
性4.90 ng/mL，Fib-4 indexで男性1.15，女性1.49，
APRIで男性0.67，女性0.81と報告されている11）。
またOgawaら19）は，M2BPGiにおけるF2以上のカ
ットオフ値は，男女で0.83 C.O.I.と報告している。
ヒアルロン酸の基準値が50 ng/mLに対し，本研究
のF2カットオフ値は男性 27.1 ng/mL，女性 35.1 
ng/mLであり，既報と比較し低値傾向であった。
これは，ATXと同様に本研究に高度肥満患者が含
まれていることに起因している可能性が考えられる。
一方，他の項目は既報と本研究は同程度であった。
　本研究のlimitationは，第一に症例数，特に女性
の高度肥満群が少なく，統計学的解析が行えなかっ
た点である。今後，他施設と共同研究などで症例数
を増やし，追加検証する必要がある。第二に，脂肪
によるATXへの直接的な影響を解析することがで
きなかった点である。今後の解析によりATXによ
る肝線維化進行度評価の注意点を明らかにする必要
がある。
　現在，肝線維化を評価する血液バイオマーカーと
してM2BPGi，ヒアルロン酸，Ⅳ型コラーゲン 7S
や複数の検査項目を組み合わせたFib-4 index，
APRIなどが臨床応用されている。しかし，血液バ
イオマーカーは肝線維化進行度を間接的に評価して
おり，様々な因子により影響を受けると考えられる。
血清ATX濃度も妊娠時にも上昇20）することや副腎
皮質ステロイドホルモン投与によって低下21）する
ことが報告されている。一方，血清ATX濃度は年
齢や腎機能22），食餌23）の影響を受けず，ATXは5
日間の室温保存や5回の凍結融解にも安定24）である
ことが報告されている。したがって，測定する上で
比較的扱いやすい蛋白質であることは，今後様々な

疾患における評価項目として臨床応用される可能性
がある。その際のATXの結果の解釈には，肥満に
よる影響を考慮する必要がある。

5.�結語

　ATXは初期の肝線維化診断に有用と考えられた
が，男性の高度肥満例では診断精度が低下し，結果
の解釈に注意が必要な可能性がある。

　ATXは，東ソー株式会社から試薬・装置の提供
を受けて，測定した。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業などはありません。
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原　著 尿蛋白試験紙の測定操作および判定に関するリスク解析

尿蛋白試験紙の測定操作および判定に関するリスク解析

A risk assessment for urine test strip in urinalysis

豊島寛大，逸見　孝，稲田政則

　Abstract　　Urine test strips are widely used in medical laboratories to determine the chemical 
substances in urine.  Although it is easy to manipulate test strips, it requires a lot of attention, which is 
not well founded. At the end of the analytical process, visual judgments by individual practitioners can 
cause fluctuations in measurements. In this study, we examined the risk assessment of measuring errors 
associated with manipulation and fluctuation due to visually reading in urinalysis. We prepared samples 
(0–300 mg/dL, 4 levels) with bovine albumin added to urine and measured them with protein reagent 
strips (Siemens). Then, we measured the following in each situation: sample temperature (4 or 25 °C), 
reaction time (20, 60, or 180 s), and urine wiping operation (done or not). After the reaction, the reagent 
pad areas were photographed using a digital camera, and RGB values were obtained from the images. 
Finally, we performed a multiple regression analysis to clarify the degree of influence of the above 
situations, using the R value as a response variable and the albumin concentration and each situation as 
explanatory variables. In contrast, 18 color patterns expressing the reaction associated with albumin 
concentration were synthesized by computer simulation based on the above examinations. Thirty 
practitioners visually read them using the approximation and round-up methods. In the results, the 
multiple regression analysis shows only the albumin concentration affected to the R value, the others 
were not significant. Individual differences in visual judgments were observed; the fluctuation from the 
approximation method was smaller than that from the round-up method. We concluded that the risk of 
measurement error from test strip manipulation was very low, and the risk of fluctuation from visual 
judgement was high in urinalysis. In addition, the approximation method is reasonable for reducing risk.
　Key�words　　urine test strip, measurement error, fluctuation, visually reading
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1．はじめに

　尿定性検査で利用されている試験紙法1-2）は，操
作が簡便であり，国内外を問わず広く普及している。
各社の製品は，ほぼ同様の操作性1-3）で，同様に遵
守すべき事項も多い。臨床検査の初学者が使う教科
書4），JCCLS提案指針5），尿蛋白試験紙製品の添付
文書6）において使用方法，取扱い方法，保存方法，
測定上の注意事項が詳細に記載されている。

　試験紙法はすでに確立された技術とみなされる。
Sharakiらは，尿検査の工程で起こる過誤は，検査
前あるいは検査後工程で発生し，分析工程での発生
頻度は0.31％に過ぎないと報告している7）。NCCLS
のガイドライン8）においても，測定法よりも尿検体
の採取，運搬，保存方法に焦点が当てられている。
我々が行った文献調査において，試験紙法の操作自
体に求められる注意点を裏付ける系統的な研究はほ
ぼ見当たらなかった。測定操作に潜むリスクは不明
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瞭なままである。
　JCCLSの指針5）によれば，判定を目視で行う際に，
切り上げ法，近似法，切り下げ法のいずれかの方法
を選択し，施設内で統一すべきとされている。ただ，
どの方法を使うべきかの技術的優劣は議論されてい
ない。日本腎臓学会は，近似法は個人の視覚の差に
より誤差が生じやすいと指摘9）しているものの，そ
の裏付けとなる調査の有無は不明瞭である。
　そこで我々は，尿蛋白試験紙を取り上げ，試験紙
法の各操作での逸脱が，どの程度検査結果に影響を
もたらすのか，また，目視判定の際の方法の違いと
個人差によるバラつきがどの程度存在するのか，尿
試験紙法に関するリスク評価を試みた。

2．方法

　今回，尿蛋白試験紙として，シーメンス社の機器・
目視判定用のアルブスティックス6）を用いた。
　調査は，操作に伴う誤差の解析と目視判定のバラ
ツキの解析の2つに分けて実施した。操作に伴う誤
差の解析では，一部の尿定性自動分析装置でCCD
カメラが採用されていることに倣い，デジタルカメ
ラにて撮影し画像データのRGB値を取得して解析
に供した。目視判定のバラツキについては，操作に
伴う誤差の解析で得られたRGB値から疑似反応画
像を合成し，切り上げ法と近似法で複数人に目視判
定してもらうことで解析した。

1）撮影環境
　試験紙反応部を安定して撮影するために，Fig.�1
に示す治具を作製した。
2）統計手法
　試料中の蛋白濃度および試験紙法の各操作（要因）
が試験紙の色調（特性値）に影響を及ぼす度合いを

解析するために重回帰分析10-11）を用いた。
3）調査した要因と特性値
　尿蛋白試験紙の色調を変化させる要因として，蛋
白濃度，保存温度，反応時間，ぬぐい操作を取り上
げた。尿蛋白陰性の尿試料をベースに牛アルブミン
（Wako社）を蛋白濃度0，20，100，300mg/dLと
なるように添加し，4水準の濃度系列とした。測定
直前までの試料の保存温度は4℃（冷蔵）と25℃（室
温）とした。反応時間は本来60秒判定以外に20秒
と180秒の条件とした。試験紙浸漬後の引き上げ操
作において，試料容器に試験紙側面を接触させての
ぬぐい操作の有無を条件とした。これらの各要因各
水準の全ての組み合わせパターンでアルブスティッ
クスにて測定を行い，1）の撮影環境にて，反応後の
試薬パッドの反応部分を照度計で測定しながら
1000ルクスを示すように白色光の位置を設定し，
デジタルカメラ（CASIO社製EXILIM EX-ZR50）
で撮影した。
　撮影した試験紙反応部の画像をパーソナルコンピ
ュータに取り込み，画像処理ソフトウェア「ImageJ」
にて解析した12）。撮影した画像の試薬パッド部分の
中心140×140 画素の範囲を固定してこの範囲の平
均RGB値を取得した。
　各要因を説明変数とし，各要因各水準の全ての組
み合わせパターンで取得したRGB値のうちR値を
目的変数として重回帰分析に供した。
4）線形補間による疑似反応画像の作製
　アルブスティックスの色調表に合わせて，濃度系
列（0，10，30，100，300，1000mg/dL）を調整し，
アルブスティックスの標準的操作（25℃，60秒，
ぬぐい操作有）にて測定した。デジタルカメラ撮影
画像から取得したRGB値を基に，表計算ソフトウ
エアにてRGB値から色を再現して色調表を作成し，

デジタルカメラ
白色LED照明

尿試験紙

白色LED照明

尿試験紙

A．立面図 B．平面図

Fig. 1　Camera setting and equipment.
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さらに線形補間にて合計18段階の疑似反応結果画
像を作製した。
5）目視判定のバラツキの解析
　4）で再現した色調表およびランダムに配置し18
種の疑似反応結果画像を印刷し（付録参照），研究
の目的を説明し同意が得られたつくば国際大学医療
保健学部臨床検査学科3，4年生30名に配布し，18
種の疑似反応結果を色調表に従って，切り上げ法お
よび近似法で目視判定をしてもらった。

3．結果

1）操作に伴う誤差の解析
　重回帰分析の結果をTable�1に，標準的測定条件
下での蛋白濃度とRGB値の関係をFig.�2左に示す。
R値と蛋白濃度の関係のみをあらためてFig.�2右に
示す。
　重回帰分析の結果，決定係数は0.89であった。p
値は濃度の常用対数値で0.001未満，温度で0.77，
時間で0.50，ぬぐい操作の有無で0.75であり，尿蛋
白試験紙の反応結果である色調には濃度のみが影響
していた。
2）　目視判定のバラツキの解析
　協力者30名が18段階の蛋白濃度の疑似反応結果

を近似法で目視判定した結果をFig.�3Ａに，同じく
切り上げ法で判定した結果をFig.�3Ｂに示す。さら
に半定量値について，「－」を０，「±」を0.5，「1＋」
を１，「2＋」を2，「3＋」を3，「4＋」を4として
スコア化を施し，平均値と標準偏差を求めた結果を
Table�2に示す。全体を通して，平均の平均と標準
偏差の中央値を求めると，近似法で2.16，0.290に
対し，切り上げ法では2.54，0.409であった。バラ
ツキの大きさを標準偏差で評価するならば，近似法
に比べて切り上げ法で大きいことが示された。

4．考察

　尿試験紙は簡便な方法でありながら，JCCLS提
案指針5）や製品の添付文書6）では操作上の注意事項
が詳細に示されている。ただし，その注意事項を守
らない場合にどのような影響がどのくらい生じるの
か，根拠となる調査研究の存在も含め不明瞭である。
目視判定を行う際の判定法も近似法，切り上げ法，
切り下げ法が示されているものの，その技術的リス
クを詳細に比較検討した報告も近年の研究としては
見当たらない。我々の経験に基づく仮説として，試
験紙法は頑健な方法で，多少逸脱した操作であって
も反応結果への影響は少なく，むしろ，目視判定に

回帰統計
重相関係数 0.94
重決定係数 0.89
補正重決定係数 0.88
標準誤差 12.16
観測数 48

分散分析表
自由度 変動　 分散　 観測された分散比 有意 F 

回帰 4 49328 12332 83.3 1.11×10-19

残差 43 6362 148
合計 47 55691

係数　 標準誤差 t  　 ｐ値　
切片 209.099 4.934 42.383 0.000
log10濃度 -34.325 1.882 -18.241 0.000
温度(℃) 0.051 0.170 0.296 0.768
時間(s) -0.017 0.026 -0.677 0.502
ぬぐい操作の有無 1.146 3.511 0.326 0.746

Table�1　 Results of multiple regression analysis between the R values as a response 
variable and explanatory variables: albumin concentration (0–300 mg/dL, 4 levels), 
sample temperature (4 or 25 °C), reaction time (20, 60, or 180 s), and urine wiping 
operation (done or not).
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Fig. 2　 Relationship between urine albumin concentration and RGB values in the reagent area of 
the urine test strip. The series of R values was employed to the response variable 
because of its linearity.

Fig. 3　 Results of visually reading 18 color patterns representing the reagent areas 
on the test strips by computer simulation. Thirty practitioners assessed 
semi-quantitative values (approximation and round-up methods) by 
comparing the simulated color patterns to the corresponding color chart 
related to urine albumin concentration.
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おいてのバラツキこそが誤差の本質ではないかと考
えていた。目視判定において色覚の個人差の存在は
もちろん，近似法そのものが切り上げ法や切り下げ
法に比べて，個人差をより増幅している可能性も疑
われた。こうした背景の下，今回，蛋白試験紙（ア
ルブスティックス）6）を用いて詳細な調査を試みた。
　調査は，試験紙法の各操作に伴う誤差の解析と目
視判定のバラツキの解析に分けて実施した。
　尿蛋白試験紙の色調変化を生じさせる要因として，
蛋白濃度をはじめ，試料の測定前の保存温度，反応
時間，ぬぐい操作を取り上げ，これらを説明変数と
し，一方，反応結果としての色調をデジタルカメラ
で撮影してRGB値を取得した中からR値を目的変
数として選び，重回帰分析を試みた。
　尿蛋白試験紙の機能として，試料の蛋白濃度に応
じて試薬パッド部の色調が変化しなくてはならない。
蛋白濃度の対数値とRGB値の間にはFig.�2に示し
たような関係がみられ，特にR値は大きな傾きで直
線的な関係がみられた。完全な直線とは言えないが，
高木らの反射率の検量線でも同様の傾向が示されて
いる13）。この結果から，R値を特性値として採用す
る妥当性が確認できた。
　重回帰分析の結果（Table�1）をみると，重決定
係数は0.89と重回帰モデルの当てはまる精度は良好
であった。各要因のp値は，濃度の対数値が0.001
未満である一方，試料の測定前の温度で0.768，反
応時間で0.502，ぬぐい操作の有無で0.746であり，
反応結果である色調変化は蛋白濃度のみで規定され，
その他の要因は系統的な誤差として影響していない
ことが示された。このことから，尿蛋白試験紙につ
いては，各種操作で逸脱があったとしても系統的誤
差の発生リスクは低いものと考えられる。
　目視判定のバラツキの解析では，18段階の蛋白
濃度の疑似反応結果を再現し，協力者に近似法およ

び切り上げ法で目視判定してもらった。協力者30
名の判定結果は，近似法はFig.�3Ａに，切り上げ法
はFig.�3Ｂに示した通りである。いずれにおいても，
18段階の蛋白濃度の疑似反応結果において判定さ
れた半定量値は30名の間でバラツキがある。当然
ではあるが，各濃度において，切り上げ法は高い半
定量値に判定している割合が高い。半定量値をスコ
ア化して平均値で表してみると，Table�2に示した
通り，18種類全体を通した平均値の平均は，近似
法で2.16に対し，切り上げ法では2.54と0.38高い。
これは色調表にない中間色を高い半定量値に判断す
るという切り上げ法のルールに沿って協力者が判定
していることを示しているものと解釈される。一方，
判定のバラツキを標準偏差で表すならば，全体を通
して，標準偏差の中央値は近似法で0.293に対して，
切り上げ法は0.409と大きいことが示された。当初
の我々の仮説では，近似法こそが判定の個人差をそ
のまま増幅させ，バラツキが大きいと考えていたが，
反対の結果であった。すなわち，目視判定に色覚的
に個人差は存在するものの，近似法で判定すること
でバラツキが小さくなることを示している。近似法
は，四捨五入的な自然な発想に沿い，かつ，技術的
合理性のある妥当な判定方法と言える。
　今回の結果は，尿蛋白試験紙に限定されることに
注意しなければならない。今回使用した尿蛋白試験
紙は瞬時に呈色し，その後は判定時間の前後におい
て安定していたが，例えば，尿糖のように測定原理
に酵素法を採用している場合には，反応時間の逸脱
は有意に影響を及ぼすと予想される。また，多項目
試験紙ではぬぐい操作がない場合にランオーバーが
起きて少なからず色調に影響が出ることが推察され
る。よって，試験紙操作に伴う誤差についてはさら
に調査を広げる余地がある。目視判定のバラツキの
調査結果については，用紙に印刷した疑似反応結果

Ａ．近似法（approximation method ）
蛋白濃度
(mg/dL)

0 5 10 15 20 30 50 70 90 100 150 200 250 300 500 700 900 1000 全体

平均値 0.22 0.35 0.83 0.87 1.00 1.10 1.53 1.90 1.93 2.03 2.53 2.87 2.97 3.30 3.60 3.97 3.97 4.00 2.16
標準偏差 0.248 0.263 0.350 0.287 0.000 0.374 0.499 0.300 0.359 0.180 0.499 0.340 0.180 0.458 0.490 0.180 0.180 0.000 0.293

Ｂ．切り上げ法 (round-up method)
蛋白濃度
(mg/dL)

0 5 10 15 20 30 50 70 90 100 150 200 250 300 500 700 900 1000 全体

平均値 0.45 0.65 1.03 1.08 1.43 1.80 2.10 2.27 2.40 2.67 3.10 3.33 3.57 3.77 4.00 4.00 4.00 4.00 2.54
標準偏差 0.350 0.391 0.464 0.389 0.496 0.476 0.300 0.442 0.490 0.471 0.396 0.471 0.496 0.423 0.000 0.000 0.000 0.000 0.409

Table�2　 Fluctuations in visual reading using approximation and round-up methods. Semi-quantitative values were 
converted into scores (－ = 0, ± = 0.5,  1+ = 1,  2+ = 2,  3+ =3,  and 4+ = 4). The standard deviations were 
calculated for each color pattern.
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を複数人に判定してもらっていることから，個人の
色覚認知以外に誤差が入りこむ余地は少なく，普遍
性のある結果と考えられる。自動分析装置の普及で
目視判定を代替することは，単に効率化のみならず，
尿試験紙法に関連するリスクを低減させる意義が大
きいと考えられる。
　尿試験紙法を用手法で実施する施設では，判定ま
での各操作において，どの程度の逸脱まで影響がな
いかを確認した上で，目視判定では近似法を採用す
ることが望ましいと考えられる。

5．結語

　今回，尿蛋白試験紙について，試料の保存温度，
反応時間，ぬぐい操作の各要因が反応結果である色
調変化に及ぼす影響を調べたところ，有意な影響は
認められなかった。目視判定のバラツキに関して調
べたところ，色覚認知による個人差は確実に存在す
るものの，判定方法として近似法の方が切り上げ法
に比べてバラツキが小さいことから，より妥当な方
法であることが判明した。試験紙法の誤差としては，
操作の逸脱による誤差よりも目視判定によるバラツ
キこそが，リスクとして大きい。

　本論文の一部は日本医療検査科学会第54回大会
にて発表した。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業等はありません。
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原　著 COVID-19感染症重症化における各種炎症性マーカーの比較検討

COVID-19感染症重症化における
各種炎症性マーカーの比較検討

Comparative study of various inflammatory markers in the severity of COVID-19. 

角野忠昭，石山　進，小林雅子

　Abstract　　CRP, PCT, and IL-6 have been reported as biomarkers that can predict the severity of 
COVID-19. In this study, we added Presepsin (P-SEP) and Lipopolysaccharide binding protein (LBP). As a 
result, P-SEP and LBP were significantly higher in moderate I and moderate II than in mild cases, and 
P-SEP and LBP were significantly higher from the initial stage even in cases that became more severe 
during the course. It may also be used as a severity assessment and predictor of severity. By 
understanding and utilizing the characteristics of multiple markers, it is possible to predict the severity 
of patients with COVID-19, which can lead to appropriate treatment.
　Key�words　　COVID-19, inflammatory makers, Presepsin, Lipopolysaccharide binding protein
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1．はじめに

　COVID-19は，酸素飽和度や臨床所見から，軽症・
中等症Ⅰ・中等症Ⅱ・重症の4つに重症度が分類さ
れる。感染し発症しても多くは無症状または軽症の
まま経過し，重症化することは少ないが，重症化す
ると死に至る例もあり，発症時の重症化予測が重要
である。これまで，COVID-19の重症化を予測する
ためのバイオマーカーについて種々報告されている
が，特に侵襲性の少ない血液検体を用いたバイオマ
ーカーが，診断や重症化予測の指標として活用され
ている。COVID-19の重症化に関連するバイオマー
カーとして，C-reactive protein（CRP），procalcitonin

（PCT），crea t i n e  k i na se（CK），aspar t a t e 
aminotransferase（AST），alanine aminotransferase

（ALT），D-dimer，lactate dehydrogenase（LD）など
が挙げられる1）。中でも，炎症性マーカーである
CRP，PCTやinterleukin-6（IL-6）は，重症化や死亡
リスクとの関連性が報告されている2）3）4）。我々は，

COVID-19入院患者を対象にこれまでに報告のあっ
たCRP，PCT，IL-6に加え，新たに炎症性バイオマ
ーカーであるPresepsin（P-SEP），Lipopolysaccharide 
binding protein（LBP）を追加し，重症度判定や重症化
予測における有用性について検討した。なお，本研
究は金沢市立病院倫理委員会の承認を得た。

２．対象

　2020年４月から2021年12月までに入院した
COVID-19患者340例のうち，炎症性マーカーを測
定した182例を対象とした。患者背景をTable�1に
示す。対象患者は厚生省診療の手引き（第6.0版）
に基づき重症度を分類した。

３．方法

1）重症度と各種炎症性マーカーの比較
　入院時の血清検体を用いて，P-SEP（パスファー
ストPresepsin，LSIメディエンス），LBP（ケミル
ミBRAHMS LBP, SIEMENS），PCT（ ケ ミ ル ミ
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BRAHMS PCT，SIEMENS），IL-6（ケミルミ IL-6，
SIEMENS），CRP（CRP-ラテックスX2「生研」NX，
デンカ生研）を測定し，重症度との関連性を検討し
た。
2）�各種炎症性マーカーの重症化予測因子の比較検
討

　入院時軽症と診断され，軽症のまま治癒した例と，
経過中に軽症例から中等症Ⅰまたは中等症Ⅱへと悪
化した例の入院時各炎症性マーカーの値を比較した。
同様に，入院時中等症Ⅰまたは中等症Ⅱと診断され，
その後の経過で重症度が高くなった症例についても
比較し，これらの炎症性マーカーの重症化予測因子
としての有用性も併せて検討した。
3）統計学的有意差検定
　IBM SPSS Statistics（IBM）バージョン28を用い
て独立したサンプルのt検定を行った。

３．結果

1）入院時重症度と炎症性マーカー
　入院時の重症度毎の各種炎症性マーカーの値を
Fig.�1に示す。P-SEP，LBP，IL-6，CRPでは，軽
症例と比較し，中等症Ⅰ，中等症Ⅱで有意に高値を
示した。一方，PCTは重症度が増すと高い傾向が

みられたが，有意な差は認められなかった。
2）重症化予測因子
　入院時に軽症と診断され，軽症のまま治癒した例
と，経過中に中等症Ⅰまたは中等症Ⅱへと悪化した
症例で，入院時各炎症性マーカーの値を比較した。
その結果，いずれの炎症性マーカーでも軽症のまま
治癒した例では，低値から高値まで測定値に幅が認
められたものの，軽症から中等症Ⅱへと悪化した症
例のうち1例で，P-SEP，LBP，CRP，IL-6で高値
傾向を示した（Fig.�2）。同様に，入院時中等症Ⅰ
または中等症Ⅱと診断され，その後の経過で重症度
が高くなった症例も比較したが，P-SEP，PCT，
LBP，IL-6，CRPいずれも有意な差は認められなか
った。

４．考察

　中等症Ⅰ及びⅡの症例では，軽症例と比較し，
P-SEP，LBP，IL-6，CRPのバイオマーカーが有意
に高値を示した．IL-6，CRPはこれまでの武漢の報
告2）や多くのメタ解析3）と同様の結果が得られた。
LBPは，炎症時にマクロファージから放出された
炎症性サイトカインが肝細胞に作用することで産生
される急性期蛋白である。主に細菌感染，特に敗血

6 
 

Table 1. COVID-19 Inpatient Background. 

* : p<0.05 
 
 
角野 忠昭 
通し番号 １ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

入院時診断 軽症 (38 例) 中等症Ⅰ (108 例) 中等症Ⅱ (34 例) 

年齢 45.8±16.0 57.2±17.5 63.9±14.3 

性別 (M/F) 25 / 13 57 / 51 23 / 11 

血清クレアチニン 
(mg/dL) 0.81±0.22 1.05±0.59 1.06±0.61 * 

推算 GFR 
(mL/min/1.73m2) 75.03±14.05 67.88±18.71 * 61.87±18.42 * 

フェリチン 
(ng/mL) 242.42±206.54 332.92±370.85 513.19±389.29 * 

HbA1c 
(％) 5.79±0.55 6.17±1.07 6.18±1.10 

リンパ球数 
(×102/μL) 12.5±4.6 11.6±4.2 10.7±6.5 * 

血小板数 
(×104/μL) 20.3±5.6 20.85±7.14 19.7±10.1 

フィブリノゲン 
(mg/dL) 340.2±81.3 409.6±146.8 460.48±207.3 

Table�1　COVID-19 Inpatient Background.
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症で上昇するバイオマーカーとして活用されている
が，これまで肺炎と気管支炎の鑑別における有用性
や，敗血症時の重症化予測因子などの報告がある6）7）。
重症の全身性炎症性疾患で，より上昇傾向がみられ
ることから，COVID-19でも軽症例と比較し中等症
以上の症例で有意に上昇することが考えられる。
P-SEPは感染に伴う菌の貪食により特異的にCD14
から産生され，細菌感染で特異的に上昇することが
知られており8），非細菌感染による炎症でも上昇す
る他のバイオマーカーと比べて敗血症診断に有用性

が高いとされている9）。今回，Fukuiらの報告10）と
同様に非細菌性のCOVID-19症例でも上昇し，重症
度の高い例でより高値となることが示された。近年，
敗血症や細菌感染以外におけるP-SEPの上昇も注
目されており，川崎病や重症の全身性エリテマトー
デス患者での上昇も報告されている11）。 COVID-19
では凝固異常の合併が知られており，肺における広
範な血管内血栓形成が報告されている12）。この機序
としては好中球や炎症性マクロファージが肺に集積
し，炎症性サイトカインが誘導され補体系や血液凝

7 
 

Figure 1.  BBiioommaarrkkeerr  lleevveellss  aanndd  CCOOVVIIDD--1199  sseevveerriittyy..  P-SEP, LBP, IL-6, and CRP were 
significantly higher in moderate I and II than in mild cases. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* : p<0.05 
 
 
角野 忠昭 
通し番号 ２ 

ププレレセセププシシンン  PPCCTT  

LLBBPP  IILL--66  

CCRRPP  

Fig. 1　 Biomarker levels and COVID-19 severity. P-SEP, LBP, IL-6, and CRP were significantly higher in moderate I 
and II than in mild cases.
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固系を活性化され血管内血栓形成に至ると考えられ
て い る13）。P-SEPの 産 生 機 序 に はneutrophil 
extracellular traps（NETs）も関与しており14），今
回P-SEPが軽症例と比較し中等症Ⅰ以上で有意に
高値であった背景には，軽症例と比較し中等症Ⅰ・
中等症Ⅱで有意にeGFRが高く，腎機能低下による
影響があったことが考えられるが，加えて，肺組織
内で好中球・血小板複合体が形成されNETsを放出

し，集積した単球・マクロファージ複合体に惹起さ
れP-SEPの産生が亢進した可能性も推察される。ま
た，経過中に重症化する症例では，P-SEP，LBP，
CRP，IL-6が初期から高値傾向を示す症例があり，
入院時に軽症と診断された場合でも，複数の炎症性
マーカーが同時に高値を示した場合，予測因子とし
ても活用できる可能性がある。

8 
 

Figure 2. SSeevveerriittyy  aanndd  vvaarriioouuss  iinnffllaammmmaattoorryy  mmaarrkkeerrss.. In mild cases, both markers were 
widely distributed from low to high, but in cases where the disease transitioned from 
mild to moderate II, P-SEP, LBP, IL-6, and CRP were all high. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

角野 忠昭 
 

通し番号 ３ 

ププレレセセププシシンン  PPCCTT  

LLBBPP  IILL--66  

CCRRPP  

Fig. 2　 Severity and various inflammatory markers. In mild cases, both markers were widely distributed from low to high, 
but in cases where the disease transitioned from mild to moderate II, P-SEP, LBP, IL-6, and CRP were all high.
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５．結語

　今回の研究から，P-SEP，LBP，IL-6，CRPは重
症度の評価に有用であり，さらに経過中の重症化予
測にも有用なマーカーといえる。複数のマーカーの
特性を理解し活用することで，COVID-19感染症患
者の重症化予測が可能となり，適切な治療に繋げる
ことができる。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業などはありません。

　　文　献
1） Malik P, Patel U, Mehta D, et al. Biomarkaers 

and outcomes of COVID-19 hospitalisations: 
systematic review and meta-analysis. BMJ Evid 
Based Med 2021;26:107-108. 

2） Zhou F, Yu T, Du R, et al. Clinical course and 
risk factors for mortality of adult inpatients with 
COVID-19 in wuhan, China: a restrospective 
cohort study. Lancet 2020;395:1054-1062. 

3） AZIZ M, Fatima R, Assaly R. Elevated 
interleukin-6 is associated with severity of 
COVID-19: A meta-analysis. J Med Virol 
2021;93:35-37. 

4） Laguna-Goya R, Utrero-Rico A, Talayero P, et 
a l .  IL-6 -based mortal i ty r isk model for 
hospitalized patients with COVID-19. J Allergy 
Clin Immunol 2020;146:799-807. 

5） Yaegashi Y, Shirakawa K, Sato N, et al . 
Evaluation of a newly identified soluble CD14 
subtype as a marker for sepsis. J Infect 
Chemother 2005;11:234-8.

6） Hopstaken RM, L Cals JW, Dinant GJ. Accuracy 
of lipopolysaccharide-binding protein (LBP) and 
fibrinogen compared to C-reactive protein (CRP) 
in differentiating pneumonia from acute 

bronchitis in primary care. Prim Care Respir J 
2009;18:227-230.

7） Villar J, Perez-Mendez L, Espinosa E, et al. 
Serum lipopolysaccharide binding protein levels 
predict severity of lung injury and mortality in 
patients with severe sepsis. PLos One 2009; 
4:e6818.

8） Reinhart M, Meisner M. Biomarkers in the 
critically ill patient: procalcitonin. Crit Care Clin 
2011;27:253-63.

9） Takahashi G, Shibata S, Ishikura H, et al. 
Presepsin in the prognosis of infectious diseases 
and diagnosis of infectious disseminated 
intravascular coagulation: a prospective, 
multicentre, observational study. Eur J 
Anaesthesiol 2015;32:199-206.

10） Fukui S , Ikeda K, Kobayashi M, et al . 
Predictive prognostic biomarkers in patients 
with COVID-19 infection. Mol Med Rep. 
2023;27（1）:15.

11） Tanimura S, Fujieda Y, Kono M, et al. Clinical 
significance of plasma presepsin levels in 
patients with systemic lupus erythematosus. 
MoD Rheumatol 2018;28:865-71.

12） Ackerman M, Verleden SE, Kuehnel M, et al. 
Pu lmonary  vascu lar  endo the l i a l i t i e s , 
thrombosis, and angiogenesis in Covid-19. N 
Engl J Med 2020;383:120-128.

13） Aid M, Busman-Sahey K, Vidal SJ, et al. 
Vascular disease and thrombosis in SRAS-
CoV-2- infected Rhesus macaques. Cel l . 
2020;183:1354-1366.

14） Ikegame A, Kondo A, Kitaguchi K, et al. 
P r e s ep s i n  p r odu c t i o n  i n  mono cy t e /
macrophage-medhiated phagocytosis of 
neutrophil extacellular traps. Nature Scientific 
Rrports 2022;12:5978.



29

医療検査と自動化 Vol.49 No.1 2024

技　術 質量分析装置Matrix-assisted�laser�desorption/ionization�time-of-flight�mass�spectrometryの細菌同定における外部精度管理調査報告

質量分析装置Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometryの

細菌同定における外部精度管理調査報告

External quality control survey report in identification of Microorganism from 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry

曽川一幸1），藤永あずみ2），奥村　元3），清祐麻紀子4），村田正太5），草場耕二6）

上地幸平7），堀内一樹8），安田和成9），村上正巳10），中山智祥11）

　要旨　　Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry（MALDI-TOF 
MS）質量分析装置は，2011年に医療機器として認定され，細菌同定のツールとして運用されている。日
本医療検査科学会遺伝子・プロテオミクス技術委員会MALDI-TOF MSワーキンググループにおいて，同
定一致率（Score Value）で評価する外部精度管理実施要領を作成した。2022年度に実施した第2回
MALDI-TOF MSによる細菌同定の外部精度管理調査について報告する。
　Key�words　　external quality control, identification of microorganism, matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
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１．はじめに

　質量分析装置による細菌同定はサンプル調整が容
易で，測定操作も簡便であり，一菌種約5分で同定
結果が得られる1，2）。この特徴を活かして，煩雑な
試料前処理を行わず，属や種を容易に識別すること
のできる手法として注目されている3-8）。国内では
2011年に医療機器として認定され，細菌同定のツ
ールとして運用されている。
　2017年6月に検体検査の品質・精度確保に関する
医療法等改正法案が可決・公布され，それに伴い改
正された厚生労働省令（医療法施行規則，臨検法施
行規則）が2018年7月に公布，同年12月1日に施行
された9）。この改正により，臨床検査を実施してい
る施設には精度管理の法的基準が導入されることと
なった。
　2017年4月 にClinical and Laboratory Standards 
Institute（CLSI）において，「M58：Methods for the 
Identification of Cultured Microorganisms Using 
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
of-Flight Mass Spectrometry」が作成され，Quality 
ControlやWithin-Run Calibration等の品質保証に関
する推奨事項が記載されている。
　近年，微生物検査室を含む臨床検査室認定の国際
規 格「ISO 15189」（ISO；In t e rna t i o na l 
Organization for Standardization, 国際標準化機構）
の認定を取得する施設が増加している10）。微生物検
査は，測定対象が微生物であるため，菌株，市販生
培地，測定方法で変動が生じやすいという特徴があ
る。内部精度管理として，菌株はEscherichia coli
を使用している施設が多い10）が，Matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry（MALDI-TOF MS）の質量の校正と
して使用するため不適当である。市販生培地の種類
による影響は，最終的な細菌同定結果には支障がな
いが11），同定率（Score Value）に影響がある。日
本医療検査科学会遺伝子・プロテオミクス技術委員
会MALDI-TOF MSワーキンググループにおいて，
日常業務に適したMALDI-TOF MSによる細菌同
定における内部精度管理の実施要領を作成した12，13）。
　外部精度管理調査には，一般社団法人日本臨床衛
生検査技師会（日臨技）や都道府県の臨床検査技師
会が実施する外部精度管理調査と試薬機器メーカー
が主催するユーザーサーベイがある。しかしながら，
質量分析装置による細菌同定の外部精度管理調査は
小規模でしか行われていない。日本医療検査科学会
遺伝子・プロテオミクス技術委員会MALDI-TOF 

MSワーキンググループにおいて，MALDI-TOF 
MSによる細菌同定における外部精度管理調査の実
施要領を作成した14，15）。
　今回我々は質量分析装置による細菌同定の外部精
度管理調査について，同定一致率（Score Value）
で評価する実施要領に基づいて228施設で行ったの
で報告する。

2.　材料および方法

1）対象菌株と菌株の培養法
　使用する株はATCC®（American Type Culture 
Collection）か ら 購 入 し たEnterococcus faecium 

（ATCC 8459）とStenotrophomonas maltophilia
（ATCC 13637）を対象とした。
　菌株配送元施設（1世代目の送付：麻布大学）に
て標準菌株のペレットを溶解し，血液寒天培地に接
種して一晩培養した。マイクロバンクに血液寒天培
地上のコロニーを濃厚接種し，接種日，菌種，
ATCC番号をラベリングし，宅急便で228施設に配
布した。マイクロバンクは到着後-80℃で保管した。
　菌株配送先施設（2世代目の作成）にてマイクロ
バンクから自施設で使用している血液寒天培地に接
種し，18～24時間35℃で好気培養した。
2）測定機器
　ブルカージャパン株式会社のMALDI Biotyper，
MALDI Biotyper smart，MALDI Biotyper sirius
およびMALDI Biotyper Sirius one，ビオメリュー・
ジャパン株式会社のVITEK MSを使用した。得ら
れたマススペクトルをブルカージャパン株式会社は
MALDI Biotyper ver3.1も し く はMBT Compass 
ver4.1，ビオメリュー・ジャパン株式会社はIVD 
KB v3.0およびv3.2の専用解析ソフトで同定を行っ
た。
3）使用試薬
　MALDI Biotyperの測定には，HCCA portioned
試薬（ブルカージャパン株式会社），VITEK MSの
測定にはMS-CHCAマトリックス試薬（ビオメリュ
ー・ジャパン株式会社）を使用した。
4）測定方法
　血液寒天上のコロニーを適量かきとり，ターゲッ
トプレートのスポットに薄く均一になるように塗布
後，専用のマトリックス試薬を1・L添加し，十分
に乾燥した後測定を行った。1菌種，血液寒天培地
1種類につき，ターゲットプレートに3スポット接
種して同時に測定した。
5）測定・データ回収期間
　2022年12月26日から2023年2月28日。
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3.　成績

　E. faeciumとS. maltophiliaにおいて，185施設で
MALDI Biotyper，43施設でVITEK MSで測定・
同定した。
　MALDI Biotyperの185施設は血液寒天培地で発
育したE. faeciumとS. maltophiliaのコロニーを同
定したところ，信頼性の指標であるScore Value（3
スポットを平均した値）は，E. faeciumにおいて平
均値は2.43，最大値2.58，最小値2.06であり，SDは
0.08となり，8施設で平均値±2SD（2.27～2.59）の
範囲外であった。1施設において，3スポットのう
ち1スポットでScore Valueは，1.76であり同定不
可であった（Table�1,�3）。S. maltophiliaにおいて
平均値は2.38，最大値2.56，最小値2.06であり，SD
は0.09となり，3施設で平均値±2SD（2.20～2.56）
の範囲外であった（Table�1,�3）。
　MALDI Biotyperの 測 定 機 器 は，MALDI 
Biotyperで143施設，MALDI Biotyper smartで10

6）同定一致率・同定確率の算出について
　同定一致率は各MALDI-TOF MSの測定で菌種
名が得られた割合とし，ブルカージャパン株式会社
は信頼性の指標であるScore Valueを用い，菌種レ
ベルの同定は2.000～3.000である。Score Valueに
おいて，属レベルの同定は1.700～1.999，同定不可
は0.000～1.699と数値で表示される7，8）。また，ビオ
メリュー・ジャパン株式会社は信頼性の指標である
同定確率を用い，同定菌種名が1菌種であり，同定
確率99.9％とされるものが菌種レベルの同定とした。
7）判定基準
　MALDI Biotyperは信頼性の指標であるScore 
Value，VITEK MSは信頼性の指標である同定確率
を用い，平均値と標準偏差（SD）を算出した。
　判定基準として，Aは菌種の同定がされており平
均値±2SD，Bは菌種の同定がされており平均値－
2SD以下，Dは1スポット以上で菌種の同定がされ
ていない。

Table 1. Evaluation by MALDI Biotyper and VITEK MS

A
(Average ± 2SD)

B
(Below average - 2SD )

D
(Not identification)

177 7 1

42 0 1

182 3 0

43 0 0

MALDI Biotyper

VITEK MS

VITEK MS

Rating

Enterococcus faecium

Stenotrophomonas maltophilia

Bacterial strain

MALDI Biotyper

Table�1　Evaluation by MALDI Biotyper and VITEK MS

Table 2.　MALDI Biotyper score values for different device and bacteria

Average Standard deviation Minimum value Maximum value

143 2.43 0.07 2.14 2.58

10 2.36 0.12 2.06 2.52

23 2.42 0.08 2.15 2.51

9 2.40 0.06 2.27 2.48

143 2.38 0.09 2.06 2.56

10 2.38 0.05 2.29 2.44

23 2.37 0.08 2.21 2.47

9 2.33 0.09 2.14 2.46

MALDI Biotyper

MALDI Biotyper smart

MALDI Biotyper sirius one

MALDI-TOF MS

Enterococcus faecium

MALDI Biotyper

Stenotrophomonas maltophilia

MALDI Biotyper sirius

Number of facilities
Score rate

MALDI Biotyper smart

MALDI Biotyper sirius

MALDI Biotyper sirius one

Table�2　MALDI Biotyper score values for different device and bacteria
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施設，MALDI Biotyper siriusで23施設，MALDI 
Biotyper Sirius oneで9施 設 使 用 し て い る。E. 
faeciumのScore Valueは，MALDI Biotyperで2.43
±0.07，MALDI Biotyper smartで2.36±0.12，
MALDI Biotyper siriusで2.42±0.08，MALDI 
Biotyper Sirius oneで2.40±0.06であった（Table�
2）。S. maltophilia の Score Valueは，MALDI 
Biotyperで2.38±0.09，MALDI Biotyper smartで
2.38±0.05，MALDI Biotyper siriusで2.37±0.08，
MALDI Biotyper Sirius oneで2.33±0.09であった
（Table�2）。
　MALDI Biotyperのデータベースは，Version 4
で1施 設，Version 5で4施 設，MALDI Version 6
で5施設，Version 7で6施設，Version 8で26施設，
Version 9で 59施 設，Version 10で 39施設，
Version 11で45施設使用している（Table�2）。E. 
faecium のScore Valueは，Version 4で 2.18，

Version 5で2.39±0.03，Version 6で2.43±0.11，
Version 7で2.42±0.09，Version 8で2.43±0.05，
Version 9で2.43±0.08，Version 10で2.42±0.09，
Version 11で2.43±0.06で あ っ た（Table�2）。S. 
maltophilia のScore Valueは，Version 4で2.17，
Version 5で2.42±0.09，Version 6で2.37±0.14，
Version 7で2.41±0.06，Version 8で2.38±0.08，
Version 9で2.39±0.08，Version 10で2.37±0.08，
Version 11で2.37±0.09であった（Table�2）。
　VITEK MS/PRIMEの43施設は血液寒天培地で
発育したE. faeciumとS. maltophiliaのコロニーを
同定したところ，信頼性の指標である同定確率（3
スポットを平均した値）は，E. faeciumにおいて平
均値は99.9，最大値99.9，最小値99.9であり，SDは
0.00となり，42施設で平均値±2SD（99.9）であった。
1施設は同定確率99.9％でE. faecalisと報告した施
設があった。これは報告時に菌種名を誤って記入し

Average Standard deviation Minimum value Maximum value

185 2.43 0.08 2.06 2.58

1 2.18 - - -

4 2.39 0.03 2.34 2.43

5 2.43 0.11 2.21 2.54

6 2.42 0.09 2.24 2.52

26 2.43 0.05 2.35 2.52

59 2.43 0.08 2.06 2.55

39 2.42 0.09 2.14 2.58

45 2.43 0.06 2.28 2.54

43 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

6 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

37 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

185 2.38 0.09 2.06 2.56

1 2.17 - - -

4 2.42 0.09 2.31 2.51

5 2.37 0.14 2.08 2.45

6 2.41 0.06 2.33 2.5

26 2.38 0.08 2.21 2.52

59 2.39 0.08 2.18 2.56

39 2.37 0.08 2.21 2.53

45 2.37 0.09 2.06 2.49

43 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

6 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

37 99.9 % 0.00 % 99.9 % 99.9 %

Table 3.　MALDI Biotyper and VITEK MS score values for different database and bacteria

IVD Knowledge Base 3.0

IVD Knowledge Base 3.2

Version 7 (7311)

Version 8 (7854)

Version 9 (8468)

Version 10 (9607)

Version 11 (10833)

    VITEK MS

Version 6 (6903)

Version 7 (7311)

Version 8 (7854)

Version 9 (8468)

Version 10 (9607)

Version 11 (10833)

    VITEK MS

IVD Knowledge Base 3.0

IVD Knowledge Base 3.2

Version 5 (5989)

Version 5 (5989)

Version 6 (6903)

Stenotrophomonas maltophilia
     MALDI Biotyper

Version 4 (5627)

Version 4 (5627)

Database Number of facilities
Score rate

Enterococcus faecium
     MALDI Biotyper

Table�3　MALDI Biotyper and VITEK MS score values for different database and bacteria
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ており実際の測定ではE. faecium 99.9%と同定され
ていることが確認されている（Table�1,�3）。S. 
maltophiliaにおいて平均値は99.9，最大値99.9，最
小値99.9であり，SDは0.0となり，43施設すべてで
平均値±2SD（99.9）であった（Table�1,�3）。

4.　考察・結語

　患者診療において，検体検査の結果は，診断の確
定と治療方針の決定を左右する。このため，その検
査システムの精度保証・精度管理は極めて重要であ
る。国内における微生物検査ならびにその内部精度
管理は主に米国の臨床検査標準協会の基準をもとに
実施されている。微生物検査の内部精度管理の実施
状況について2017年に一般社団法人日本病院会が
実施した調査では，一般・生化学検査や血液学検査
については9割以上の施設が内部精度管理を実施し
ているのに対し，微生物検査では54.8％とその半数
ほどの施設でしか内部精度管理を実施していなかっ
た16）。また，外部精度管理については，一般・生化
学検査や血液学検査は98.0％以上の施設が実施して
いるが，微生物検査では90.4％と低い実施状況であ
る14）。質量分析装置による細菌同定の外部精度管理
は評価法が標準化されていない。日本医療検査科学
会遺伝子・プロテオミクス技術委員会MALDI-
TOF MSワーキンググループにおいて，質量分析
装置による細菌同定の外部精度管理調査について，
同定一致率（Score Value）で評価する実施要領を
作成した14，15）。
　標準菌株は，構造上ペプチドグリカン層が薄くリ
ボソーム由来タンパクがイオン化されやすいグラム
陰性桿菌のS. maltophilia17）及び細胞壁に厚みがあ
り構造が頑丈のためリボソーム由来タンパクがイオ
ン化されにくいグラム陽性球菌のE. faecium17）を用
いた。
　MALDI Biotyperの施設において，判定Bの同定
一致率（Score Value）が平均値±2SD の範囲外はS. 
maltophiliaにおいて3施設，E. faeciumにおいて7
施設であった。S. maltophiliaの1施設とE. faecium
の1施設は，3スポットのCVが10.0％以上と高く，
ターゲットプレートのスポットにコロニーが薄く均
一に塗布されていないことが示唆される。この要因
は測定者の技量により影響する。微生物検査は自動
分析装置による検査だけではなく，塗抹検査や検体
分離操作，コロニーの観察と釣菌，同定検査や薬剤
感受性検査のための菌液調整など，検体受付から報
告までの一連の工程において検査技師の手技が多く
入る検査である18）。検査技師の技能によって検査結

果に影響が出る可能性があるので，外部精度管理の
対象には機器だけではなく，検査室のスタッフの技
能も含むことが重要である。S. maltophiliaの6施設
とE. faeciumの2施設は，ファインチューニングが
1年以上行われていない。ファインチューニングの
期間はブルカージャパン株式会社のMALDI 
Biotyperで6か月～1年，ビオメリュー・ジャパン
株式会社のVITEK MSで約2500検体と推奨期間が
定められている。
　2022年度日臨技臨床検査精度管理調査報告書の
微生物検査において，Haemophilus influenzaeと
Klebsiella pneumoniaeの同定検査サーベイが実施
され，MALDI BiotyperとVITEK MSの同定正解
率は100％であり，機器間差はないことが示されて
いる。本調査においてもS. maltophiliaとE. faecium
の同定検査において，MALDI BiotyperとVITEK 
MSの同定正解率はほぼ100％であり，同様の結果
が得られた。
　MALDI Biotyperの 測 定 機 器 は，MALDI 
Biotyper，MALDI Biotyper smart，MALDI 
Biotyper sirius，MALDI Biotyper Sirius oneの4機
種を使用しているが，同定一致率（Score Value）
に有意な違いは認められなかった。また，MALDI 
Biotyperのデータベースは，Version 4，Version 5，
Version 6，Version 7，Version 8，Version 9，
Version 10，Version 11の8種類を使用しているが，
同定一致率（Score Value）に有意な違いは認めら
れなかった。
　VITEK MSの43施設において，E. faeciumおよ
びS. maltophiliaの同定確率は全ての施設で99.9％
であった。同定確率に全くバラつきがなかったため，
VITEK MSの精度管理に有効な菌株の選定が必要
である。
　第1回 MALDI-TOF MS による細菌同定の外部
精度管理調査は，測定を行う直前に質量分析装置の
ファインチューニングを行い，質量分析装置の状態
を一定にし，血液寒天培地の種類により影響を考慮
し，1種類に限定して行った。第2回 MALDI-TOF 
MS による細菌同定の外部精度管理調査は，ファイ
ンチューニングを行わずに，血液寒天培地も自施設
の培地を使用し，より日常検査に近い条件で行った。
日常検査に近い条件においても菌種同定はMALDI 
BiotyperでScore ValueおよびVITEK MSの同定
確率はほぼすべて平均値±2SDの範囲内で種レベ
ルの同定ができた。今回作成した実施要領に従い外
部精度管理の評価法を同定一致率（Score Value）
で行うことは有用であった。今後，VITEK MSの
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精度管理に有効な菌株の選定を行い，MALDI-TOF 
MSによる細菌同定の外部精度管理実施要領を用い
て，関連学会と連携して行っていく予定である。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業などはありません。
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2ステップサンドイッチ法による
高感度エストラジオール測定試薬の基礎的検討

Fundamental study of high sensitivity estradiol measurement reagent 
by two-step sandwich method

八木道隆，阿部正樹，俵木美幸，中田瞳美

　要旨　　化学発光酵素免疫測定（CLEIA）法を原理とする分析装置AIA-CL1200［東ソー（株）］を用いて，
新規に開発された2ステップサンドイッチ法による高感度エストラジオール測定試薬AIA-パックCL hs-E2
［東ソー（株）］の基礎的検討を行った。検討の結果，再現性，直線性，共存物質の影響，現行法との相関
関係について良好であった。また，エストロン，エストリオール，プロゲステロン，テストステロンとの
交叉反応性が低く，エストラジオールに対する特異性が高いと考えられた。定量限界（LOQ）は，20％CV
で1.02 pg/mLであり，現行法と比較して大幅な感度の向上が確認できたため，高感度測定が要求される卵
巣機能低下症の診断や不妊治療などの日常診療に特に有用であることが示唆された。
　Key�words　　estradiol，E2，two-step sandwich method，high sensitivity，CLEIA

１．はじめに

　エストラジオール（Estradiol:E2）は，主に女性
の卵巣から産生・分泌される性ステロイドホルモン
であるエストロゲンの一種であり，エストロゲンの
中で最も生物活性が高く，プロゲステロンとともに
卵巣機能をよく反映することからその測定は臨床で
広く用いられている1）。不妊治療の際には，排卵時
期の決定やヒト絨毛性ゴナドトロピンによる排卵誘
発時のモニタリングの指標となる。また更年期では，
卵巣機能の低下や機能不全が更年期症状の発症に大
きく関与しており，婦人科領域では，診断と治療に
E2の測定が多用されている2）3）。さらに，小児科領
域における血中E2測定の意義としては，思春期発
来異常と卵巣機能の評価，エストラジオール製剤の
治療効果の判定，エストロゲン産生過剰の診断が挙
げられる4）。
　現在広く用いられているディレイ1ステップ競合

法を応用した電気化学発光免疫測定（ECLIA）法
やCLEIA法でのLOQは，25～30 pg/mL程度であり，
閉経後女性のE2値（10～20 pg/mL以下）5）や女児
のE2値（8～10歳で4～31 pg/mL以下）6）を正確に
測定することが出来なかった。E2の高感度測定法
としてRIA法7），HPLC-RIA法8）などが報告されて
いるが，反応時間の長さや前処理の煩雑さから検体
の大量処理には適さない。
　今回，新たに2ステップサンドイッチ法を原理と
する高感度E2測定試薬AIA-パックCL hs-E2が開
発され，有用性の検討を行ったので報告する。

2．対象

　対象検体として，当院検査部にE2の測定依頼が
あり残検体の研究利用に同意が得られている患者血
清を用いた。本検討については，東京慈恵会医科大
学倫理委員会の承認を得て実施した［審査番号：
31-136（9635）］。
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3．方法

　検討機器として，全自動化学発光酵素免疫測定装
置AIA-CL1200（以下，AIA-CL1200）を用いた。
検討試薬は，新規で開発されたAIA-パックCL 
hs-E2を用いた。比較に用いた測定試薬は，１ステ
ップ競合法を原理としたAIA-パックCLエストラ
ジオール［東ソー（株）］およびエクルーシス試薬
E2IV［ロシュ・ダイアグノスティックス（株）］で
ある。
　基礎的検討として，以下の内容を行った。
1）再現性
　併行精度として3濃度の患者プール血清を用い，
10回連続測定を行った。また，室内再現精度とし
て等量分注した3濃度の患者プール血清を-30℃で
凍結保存し，測定当日に解凍し10日間連続測定を
行った。
2）希釈直線性
　3濃度の患者血清について専用希釈液を用いて希
釈系列を作成し，各3重測定を行った。
3）共存物質の影響
　シスメックス社製の干渉チェックAプラスおよ
びRFプラスを用いて共存物質の影響について検討
した。
4）定量限界
　エストラジオール低濃度血清を5日間2重測定し
てLOQを求めた。
5）相関関係
　AIA-パックCL hs-E2とAIA-パックCL エスト
ラジオールならびにエクルーシス試薬E2IVとの相
関関係を103名の患者血清を対象として求めた。
6）交叉反応性
　薬剤の影響について検討するため，エストロン

（Estrone:E1），エストリオール（Estriol:E3）は1
μg/mLと0.1μg/mLに調整し，プロゲステロン，
テストステロンは10μg/mLと1μg/mLに調整した
試料をAIA-パックCL hs-E2で測定した。

4．測定原理

　本試薬の測定原理は，2種類のモノクローナル抗
体を用いた2ステップサンドイッチCLEIA法であ
る（Fig.�1）。本試薬においてサンドイッチ法によ
るE2測定が可能になった理由は，イムノコンプレ
ックス（免疫複合体）を認識する抗E2免疫複合体
マウスモノクローナル抗体が開発されたためである。
反応試薬の試薬カップには2つのセル［セル（1），
セル（2）］があり，セル（1）には磁性微粒子に固定化
された抗E2ウサギモノクローナル抗体を含む凍結
乾燥体が，セル（2）にはアルカリ性ホスファターゼ
が標識された抗E2免疫複合体マウスモノクローナ
ル抗体の凍結乾燥体が封入されている。この試薬カ
ップのセル（1）に分注水と検体を，セル（2）には分注
水を加え，それぞれ凍結乾燥試薬を溶解する。検体
が注入されたセル（1）においては凍結乾燥試薬が溶
解すると同時に第一反応が開始する。一定時間，一
定温度でインキュベートした後，洗浄水で洗浄する
ことにより，未反応の検体成分を除去する（B／F
分離）。B／F分離後，セル（2）の内容物を一定量，
セル（1）に移すことにより第二反応が開始される。
一定時間，一定温度でインキュベートした後，洗浄
水で洗浄することにより，未反応の酵素標識抗体を
除去する（B／F分離）。B／F分離後，磁性微粒子
に結合した酵素活性を測定するために基質として
DIFURAT（3（-5-tert-ブチル-4,4-ジメチル-2,6,7-ト
リオキサビシクロ［3,2,0］ヘプト-1-イル）フェニ
ルリン酸エステル ジナトリウム塩）を添加し，酵

Fig.1 Measuring principle

検体
セル(1)セル(2)

分注水添加

(B/F分離) (B/F分離)

ALP標識抗E2免疫複合体マウスモノクローナル抗体

抗E2ウサギモノクローナル抗体

エストラジオール

Fig. 1　Measuring principle
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合型ビリルビンの添加濃度上昇に伴って測定値が若
干の低値傾向を示した。また，今回の検討で得られ
たLOQは，CV20%となるE2値が1.02 pg/mLであ
った。現行法であるAIA-パックCL エストラジオ
ールは，20％CVで18.45 pg/mL，エクルーシス試
薬E2IVは，20％CVで20.06 pg/mLであったことか
ら，現行法と比較して，低濃度域における大幅な感
度向上が確認できた。閉経後女性のE2値や女児の
E2値などは，現行法では感度以下となるケースが
あったが，本試薬では測定できることが示された。
サンドイッチ法である本法が競合法と比較して高感
度になった理由は以下のことが考えられる。競合法
とサンドイッチ法では検量線形状が異なるため，競
合法では低濃度検体のシグナルのバラツキが生じた
場合，サンドイッチ法に比して最終的な濃度換算が
過大評価されやすい傾向がある。さらに，競合法に
おける感度下限付近の低濃度の反応液中では，酵素
標識抗原が相当量固定化抗体と反応しているため，

素による分解で得られる発光強度を測定することに
より，検体中のE2濃度を知ることができる。

5．結果

1）再現性
　併行精度はCV1.5～3.6 ％であり，室内再現精度
はCV1.4～2.4 ％であった（Table�1）。
2）希釈直線性
　測定範囲である2,000 pg/mLまで直線性が認めら
れた（Fig.�2）。
3）共存物質の影響
　遊離型ビリルビン20.8 mg/dL，抱合型ビリルビ
ン12.4 mg/dL，溶血ヘモグロビン500 mg/ dL，乳
び1,730 FTU，リウマチ因子500 IU/mLまで影響
が認められなかった（Fig.�3）。 
4）定量限界
　LOQを 求 め た 結 果，AIA-パ ッ クCL hs-E2は
20％CVで1.02 pg/mLであった。現行法である
AIA-パックCL エストラジオールは20％CVで
18.45 pg/mL，エクルーシス試薬E2IVは20％CVで
20.06 pg/mLであった（Fig.�4）。
5）相関関係
　AIA-パックCL エストラジオールとの相関はｒ
＝0.986,ｙ＝0.96ｘ+8.8であった。また，エクルー
シ ス 試 薬E2IVと の 相 関 は ｒ ＝0.989,ｙ ＝0.90
ｘ-11.2であった（Fig.�5）。
6）交叉反応性
　E1（エストロン），E3（エストリオール），プロ
ゲステロン，テストステロンとの交叉反応性は全て
0.1 ％以下であった（Table�2）。 

6．考察

　2ステップサンドイッチ測定法を原理とする
AIA-パックCL hs-E2の基礎的検討を実施した。そ
の結果，併行精度，室内再現精度ともに良好で，測
定上限である2,000 pg/mLまで直線性が認められた。
なお，共存物質の影響も良好な結果であったが，抱

Table 1 Precision

hs-E2(pg/mL) Within-run reproducibility Between-day reproducibility

Pool serum(n=10) Low Middle High Low Middle High

Mean 42.7 331.4 1290.5 43.1 329.8 1251.2

SD 1.49 11.96 19.52 1.05 6.21 17.41

CV% 3.5 3.6 1.5 2.4 1.9 1.4

Table�1　Precision

Fig.2 Dilution linearity
Fig. 2　Dilution linearity
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Fig.3 Effects of interfering substances
Fig. 3　Effects of interfering substances

Fig.4 Limit of quantification(LOQ)Fig. 4　Limit of quantification (LOQ)
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反応基質の酵素分解によるシグナルが相当量発生す
る。そこには溶液分注，発色量などのバラツキが生
じやすい。これらの理由により感度差が生じたもの
と考えられる。
　近年，従来競合法でのみ測定可能であったアルド
ステロン測定において，本法同様にサンドイッチ法
を原理とした測定試薬が開発されており，競合法に
比して低濃度域においても高い精度および再現性性
能を示していると報告されている9）10）。これらのこ
とから，今後さらにサンドイッチ法を原理とした本
法のような試薬が開発されることで，現状競合法で
測定されている低分子量ホルモンを正確に測定でき
ることが期待される。
　本試薬とAIA-パックCL エストラジオールなら
びにエクルーシス試薬E2IVとの相関関係は良好な
相関性が認められるとともに，E1，E3，プロゲス
テロン，テストステロンに対する交叉反応性も極め
て低い結果が得られた。このことからも，抱合型エ
ストロゲン製剤であるプレマリンの主要な中間代謝
産物であるE1の影響も少ないものと思われ，ホル
モン剤の影響を受けにくい特異性の高い試薬である
ことが推察された。

7．結論

　全自動化学発光酵素免疫測定装置AIA-CL1200を
使用し，高感度エストラジオール測定試薬AIA-パ
ックCL hs-E2の基礎的検討を行った結果，良好な
成績が得られた。また，ホルモン剤の影響を受けに
くく特異的にE2を測定していると考えられた。本
法は現行法と比較し高感度であり，高感度測定が要

求される卵巣機能低下症の診断や不妊治療などの日
常診療に有用であると考えられた。

　本論文の要旨は日本医療検査科学会第54回大会
（2022年）にて報告した。

　本論文に関連し開示すべきCOI関係にある企業
などはありません。

　　文　献
1） 清水幸子．エストロゲン:エストロン（E1）, エス

トラジオール（E2）, エストリオール（E3）および
エステトロール（E4）. 日本臨牀 2010;68（増刊号
7）:448-461. 

Fig.5 Evaluation of correlation

Fig. 5　Evaluation of correlation

Table 2 Cross-reactivity test

Addition
concentration
(μg/mL)

cross-
reactivity

(%)
0.1 0.027
1 0.006

0.1 0.053
1 0.027
1 N.D.
10 N.D.
1 0.00039
10 0.00037

estrone

estriol

progesterone

testosterone

Table�2　Cross-reactivity test
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技　術 プログラニュリン（PGRN）の測定方法の確立と臨床的意義
―RA患者におけるTNF関連生物学的製剤治療による変化―

プログラニュリン（PGRN）の測定方法の確立と臨床的意義
―RA患者におけるTNF関連生物学的製剤治療による変化―

Establishment and clinical significance of progranulin (PGRN) measurement.
－Changes by TNF-related biologic agent infliximab treatment in RA patients.－

藤垣英嗣1），竹村正男1）2），山本康子1），佐藤正夫3），四戸隆基4），石田秀和1）

竹村恵里奈5），出田貴康2），清水雅仁2），斎藤邦明1）6）

　要旨　　プログラニュリン（PGRN）の測定方法の確立を目的として新たに開発されたPGRN測定試薬
の基礎的検討をおこなった。未治療の関節リウマチ（RA）患者50例と変形性ひざ関節症（OA）患者37例，
健常者100例についてPGRN測定試薬を用いて測定した。さらにRA治療薬のTNF関連生物学的製剤
Infliximab（IFX）投与患者５例について経時変を観察した。再現性は２濃度の併行精度4.4%, 4.2%，5日間
の室内再現精度8.7%, 7.8%であった。健常者のPGRN（Mean±SD ng/mL）は男性37.9±8.9ng/ml，女性
40.5±8.7ng/mlであった。RA患者は62.9±12.4ng/ml，OA患者55.1±12.0ng/mlでありRA患者が有意に
高値であった。またIFX治療患者では治療前から約1年後のPGRNは軽度（約20%）の上昇が認められた。
本試薬の基礎的検討は良好であり，RA患者ではOA患者，健常者対照に比べて有意に高く従来の報告と一
致していた。
　Key�words　　Progranulin (PGRN), GP88, Rheumatoid arthritis (RA), Infliximab (IFX), Biologic agent

１．はじめに

　プ ロ グ ラ ニ ュ リ ン（Progranulin; PGRN） は 
GP88，グラニュリン-エピテリン前駆体，PC細胞
由来成長因子等で同定されてきたが，その組成は分
子量80～88kDaの糖タンパクで特異的プロテアー

ゼによる分解プロセシングを受ける同一のタンパク
である1）。生理活性は分解過程における産物のペプ
チド構成により抗炎症性作用から組織修復，腫瘍形
成などの増殖・成長因子を含み，さらには炎症性機
能に至るまで多様性を有する糖タンパクである2）-4）。
近年，PGRN分子が細胞死関連のTNFシグナル伝
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達において関節炎モジュレーターとしての可能性が
PGRN-KOマウスの実験結果から報告された5）。す
なわちPGRNはTNF/TNFリセプター（R）結合に
おいてTNF-RにPGRN分子が結合し関節炎のシグ
ナルを制御する可能性が考えられている6）。すでに
先行報告ではPGRN値の増加は関節リウマチ（RA），
全身性エリテマトーデス（SLE）等の自己免疫疾患
において，その機能について興味がもたれている7）8）。
　今回，我々は新たに開発されたPGRN測定試薬を
用いて臨床的有用性についてRA患者を対象に検討
したので報告する。　

2．方法と対象

1）対象症例
　リウマチ専門外来初診患者で本研究に同意が得ら
れた未治療RA患者50例および変形性ひざ関節症
（OA）患者37例である。また，外来通院患者での
生物学的製剤（TNFレセプター抗体Infliximab；
IFX）投与患者5例について治療前から8週，24週目，
52週目の4ポイントでのPGRN値の経過観察を行っ
た。また，健常者の分布を確認するため同意書が確
認されている健康診断受診者100名（男性45名:24
歳～67歳.平均44.7歳，女性55名23歳～64歳.平均
44.4歳）を健康科学リソースセンター（RECHS）
より供与された血清を用いた。本研究は岐阜大学医
学研究科倫理委員会の承認（No.2019-17）を受けて
いる。
2）PGRN測定方法
　PGRN測定試薬は（仮称「プログラニュリン
ELISA」）（株式会社エイアンドティー（A＆T）；
横浜市）を用いた。測定原理はSerrero（A＆G 
Pharma.;Maryland,US）ら4）により新たに樹立され
たGP88モノクローナル抗体（Progranulin;PGRN）

をELISAプレートに固相化した2ステップサンド
イッチ法である。すなわち本試薬はGP88抗体固相
化ELISAプレート（CORNING）に専用希釈液で
20倍希釈した被検血清を100μL添加し室温で1時
間静置（一次反応）。反応後，専用洗浄液で3回洗
浄を行い検出抗体試薬（抗ヒトGP88抗体ウサギ
IgG；A＆G Pharma.）100μL加えて室温で１時間
静置（二次反応）した。さらに反応後，洗浄操作を
3回繰り返し，ペルオキシダーゼ標識抗体（抗ウサ
ギIgGヤギ血清）100μL添加し1時間静置した。反
応後，洗浄操作を3回行い発色液（TMB）100μL
加え30分後，反応停止液100μLを加え主波長
450nm,副波長620nmで吸光度を測定した。測定値
は試薬添付GP88標準血清（0.1，0.5，1.0，2.0，4.0，5.0，
10.0 ng/mL）を用いてSIEMENS ELISA processor-
Ⅲより自動作成された標準曲線から算出した。希釈
倍率から換算すると2～200ng/mLが測定可能とな
る。各群間の比較検定はMann-Whitney U testを用
いて行ない p 値0.05以下を統計学的有意差とした。

3．結果

1）再現性について
　濃度の異なる二種類の血清を用いて再現性の検討
を行なった。併行精度（n=10）の変動係数（CV）
は血清1（4.4％），血清2（4.2％）ともに良好であ
った。異なる試薬プレートによる5日間の室内再現
の変化について検討を行なった結果，室内再現精度 
（n=5）の変動係数（CV）は血清1（8.7％），血清
2（7.8％）で大きなバラツキは認められなかった
（Table�1）。　
2）共存物質の影響
　血清中の共存物質の影響について検討を行った。
干渉チェック・Aプラス（シスメックス）を用いて

wwiitthhiinn‐‐rruunn（（ｎｎ=10）） Sample 1 Sample 2

Mean (ng/mL)

S D

C V (%)

Day to day  （（ｎｎ=5）） Sample 1 Sample 2

Mean (ng/mL)

S D

C V (%)

 50.2

2.21

4.4

129.7

5.46

4.2

 46.4

4.03

8.7

107.4

8.42

7.8

Table 1 Reproducibility of Progranulin by ELISA method.
 (within‐run(n=10) and between day(n=5) coefficient of variation) 

1

Table�1　Reproducibility of Progranulin by ELISA method.
(within-run (n=10) and between day (n=5) coefficient of variation)
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mL）では男性37.9±8.9ng/mL，女性40.5±8.7ng/
mLで，女性でやや高値傾向であるが統計学的性差
を認めず，全体値39.2±8.8ng/mLあった（Fig.�4）。
また，加齢との関係については統計学的な関係は認

Bill-F，Bill-C，ヘモグロビン，乳び（ホルマジン濁
度）について検討した。各濃度における干渉域につ
いては大きく変化するものは認められなかった
（Fig.�1）。
3）従来法との比較
　従来法としてすでにELISAによる測定系を考案
し報告されている方法を用いて8），本試薬との相関
について検討を行った。RA患者，OA患者，健常
者の血清86検体を無作為に選択し同時に行った。
従来法との関係はr=0.884，y=0.75x+7.0であった 
（Fig.�2）。
4）血清と血漿との比較
　臨床材料としての検体測定値について，日常検査
に検査依頼があった血清と抗凝固剤添加血漿（ヘパ
リン，EDTA・2Na）30検体について検討した。血
清検体に対してヘパリン加検体（r=0.990），
EDTA・2Na検体（r=0.986）であり，両者共に高
い相関関係であった（Fig.�3）。
5）健常者のPGRN濃度
　健常者全体の血中PGRNを年齢と性差について
検討した。男女別の検討結果（Mean±SD ng/

Figure 1 Influence of coexisting substances on progranulin measurement. 
2
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Fig. 1　Influence of coexisting substances on progranulin measurement.

Figure ２ Correlation between the conventional progranulin method and
the new kit（A＆T）method.
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められなかった。
6）関節リウマチ患者のPGRN値
　RAではすでにPGRNは高値であると報告されて
いるが8），本試薬による未治療RA患者を対象に測
定をおこなった。RA患者（Mean±SD ng/mL）
では62.9±12.4ng/ml，OA患者55.1±12.0ng/mlで
あり，従来の報告と同様でOA群，健常対照群に比
べてRA群で有意に高値であった（Fig.�5）。
7）�TNF関連生物学的製剤（IFX）治療による血清
PGRNとIL-6の変化

　RA治療戦略において従来の抗リウマチ薬に加え
生物学的製剤の出現で患者QOLは飛躍的に向上し
た。本試薬を用いてIFX治療で予後良好患者５例
について経過観察を行った。治療前（pre）から8
週目，24週目，52週目の4ヶ所で約1年間のPGRN
の変化について検討し炎症の指標であるIL-6につ
いても同時に検討した。
　IFX治療前のIL-6，PGRNの測定値の平均値比較
で はIL-6は 投 与 前（Mean±SE pg/mL）36.2±
21.2pg/mLから投与回数に伴い54週後では16.2±
10.5pg/mLまで低下を認め治療効果が反映されてい
るものと推測されるが個体差が大きくバラツキがあ
る。一方，PGRN（Mean±SE ng/mL）は治療前
47.5±2.4より54週目には57.3±6.2へと軽度の上昇
（約20%）が認められ，治療に伴う効果の変動と推
測されるが臨床的意義付けは例数が少なく不明であ
る（Fig.�6）。

4．考察

　PGRNは特異酵素により様々な機能を有する分解

産物に分解され，その分解ペプチド分子により異な
る作用を示し，組織への浸潤細胞やがん化細胞など
オートクリーン的な機能を有している。PGRNは糖
鎖修飾の違いにより２種類の蛋白分子として88kDa
（分泌型）と不完全な55～66kDa（非分泌型）が認
められ，抗炎症作用から増殖・細胞保護の機能を有
するものと考えられている2）9）。また，PGRNはエ
ラスターゼなどの分解作用を受けグラニュリン
（Granulin;GRN）分子のシステインリッチペプチ
ド（7個の約6kDa）まで分解され炎症作用を有す
る10）。これらの一連のPGRN，GRN分子カスケー
ドは炎症組織において炎症と抗炎症の作用バランス

Figure 3 Comparison of serum and plasma(heparin and EDTA 2Na) progranulin levels. 
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Fig. 3　Comparison of serum and plasma (heparin and EDTA 2Na) progranulin levels.

Figure 4 Gender distribution of progranulin in healthy subjects.
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を取っているものと推測されている11）。
　今回の検討は本測定試薬の特性について臨床材料
を用いて行ったが，大きな問題はないものと思われ
た。即ち，日常検査での再現性や共存物質による大
きな変動は認められず，健常者の検討においても男
女間や加齢の影響は低いものと思われる。ただ，今
回の検討では高齢者や幼児・小児等の検討がなされ
ておらず今後の検討が必要と考えられた。
　一方，RA患者では初診外来の早期症例と健常者
の比較では統計学的に有意差（p<0.001）を認め従

来の報告と同様であり8）12），今後長期の罹病患者に
ついての検討が必要である。治療薬IFXとの関係
では例数は少ないが治療経過から全体的に軽度の上
昇傾向が観察されておりPGRNのTNF-R結合特性
との関連について検討が必要と考えている。すなわ
ちこれらのPGRN分子の動態は診断と治療のター
ゲットとして注目されており13），抗炎症性に作用し
ている可能性や他の炎症に拘わるサイトカインの変
化も考えあわせ判断する必要がある。PGRNは多く
の報告から多機能を有する生理学的メディエーター

Figure 5 Serum progranulin concentration values in arthritis (RA, OA) and healthy controls.
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Figure 6 Changes in progranulin and IL-6 due to infliximab treatment.
Changes in PGRN and IL-6 at 4 sites before treatment (pre), 8 weeks, 24 weeks, 
and 52 weeks for about 1 year
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としての可能性を有しており様々な呼称で報告され
てきた結果からも推測される。Serreroらによって
樹立された抗GP88抗体は乳がん細胞におけるエス
トロゲン・レセプターの高発現細胞に強く証明され，
乳がんのバイオマーカーとして開発された4）。しか
しながら，TNF-Rへの結合様式やPGRN-KOマウ
スの関節炎作用機序におけるTNFモジュレーター
機能はApoptosis関連と細胞保護・増殖作用の両面
からの可能性が考えられている5）14）。特に神経細胞
の保護作用については詳細な検討がさられており，
PGRN-KOマウスの実験では脳傷害時にミクログリ
アの過剰な活性化を抑制し炎症反応を軽減する15）。
またヒトでは視神経脊髄炎の脳脊髄液ではPGRN
はIL-6との相関が認められ炎症の予後バイオマー
カーとなる可能性の報告がある16）。さらに中枢神経
系での非癌性神経疾患と転移癌細胞を区別すること
は治療と予後を決定する上で重要であり，脳脊髄液
中のPGRN値が高くCT画像上の脳内リンパ腫診断
補助や治療のモニタリングへの可能性についても報
告されている17）。

5．結論

　今回の検討結果はPGRNの日常の臨床検査への
可能性について基礎的な検討の一部であるが，再現
性などの精度には大きな問題は生じないものと思わ
れる。ただ測定方法はELISA法の原理を応用され
ており，長時間の測定過程が（約3時間）が必要と
なり迅速性への改良が望まれる。今後，免疫化学発
光法などの自動分析機器への応用が可能となり，更
なるデーターの蓄積が可能となれば日常検査での臨
床的意義付けが明確になるものと考えられる。
　なお，本研究の一部は全米リウマチ学会（ACR-
2014 supp.No.1383：Boston）で報告した。

　本論文の発表に関連して，開示すべきCOI関係
にある企業などはありません。
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技　術 MMP-3測定用改良試薬「マトリックスメタロプロテイナーゼ-3キット�LZテスト�ʻ栄研’�MMP-3」の基礎的検討

MMP-3測定用改良試薬「マトリックスメタロプロテイナーゼ-3
キット LZテスト ʻ栄研ʼ MMP-3」の基礎的検討

Validation of improved MMP-3 measurement reagent
“Matrix Metalloproteinase-3 kit LZ test ‘EIKEN’ MMP-3”

豊田咲希1），青木絵美1），中川央充1），酒井昭子1），野口昌代1），大野明美1）

横田浩充1），涌井昌俊1， 2），松下弘道1， 2）

　要旨　　生化学自動分析装置用MMP-3測定試薬「マトリックスメタロプロテイナーゼ-3キット LZテス
ト ‘栄研’ MMP-3」の改良試薬における基礎的性能を検討した。この改良試薬は，併行精度，室内精度，希
釈直線性，検出限界および定量限界に関して従来試薬と同等の成績が得られ，従来試薬と強い相関性を示
した。従来試薬でみられたオンボード経過期間に応じた測定値低下傾向がなくなり，架設後35日目までの
安定性を確認した。また，従来試薬に含まれていた劇薬成分がなくなったことで，保管場所等取り扱いの
柔軟性が上がった。これらのことより，本試薬は従来試薬と比較し優れた性能を有すると考える。
　Key�words　　matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), improved MMP-3 measurement reagent, 
rheumatoid arthritis, reagent stability

１．はじめに

　マトリックスメタロプロテイナーゼ-3（以下
MMP-3）は，過形成となった滑膜表層細胞や軟骨
細胞に発現がみられる蛋白分解酵素で，軟骨基質を
構成するコラーゲンや細胞外マトリックス成分の分
解活性を有する。MMP-3は炎症性サイトカインに
より誘導されるものであり，関節軟骨マトリックス
を破壊することを通じて関節リウマチ（RA）にお
ける軟骨破壊の中心的な役割を担っている。血中
MMP-3値は持続的滑膜炎と一致して変動するもの
であり，疾患活動性や治療効果および予後予測の指
標として有用である1-3）。
　現在，当院ではMMP-3測定試薬として「マトリ

ックスメタロプロテイナーゼ-3キットLZテスト
‘栄研’MMP-3」（栄研化学株式会社，以下栄研化
学）を使用している。試薬のオンボード経過期間に
応じて経日的に精度管理試料の測定値低下が認めら
れるため，試薬の混和や頻回な再検量を行い，それ
でも不良の場合には試薬を使い切らずに廃棄する等
の対応を行っている。また，本試薬は第1試薬の緩
衝液に 2-メルカプトエチルアミン塩酸塩を含有す
る劇薬であるため，保管場所等の取り扱い方法に注
意が必要である。今回，栄研化学から試薬オンボー
ド安定性が高く，劇薬成分を含まない改良試薬が開
発された。そこで我々は，改良試薬の基礎的性能評
価を行ったため，その結果を報告する。
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2．対象および方法

1）対象
　当院の外来患者検体のうちMMP-3の依頼のあっ
た残余検体を，匿名化して使用した。なお，本検討
は慶應義塾大学医学部倫理委員会の承認を得て行っ
た（承認番号：20211117）。
2）試薬および測定機器
　測定試薬は改良試薬，従来試薬ともにマトリック
スメタロプロテイナーゼ-3キットLZテスト‘栄研’
MMP-3（栄研化学）を用いた（改良試薬＜非劇薬＞：
Lot. SMAY004，従来試薬＜劇薬＞：Lot.BAX003）。
検量は，専用キャリブレータLZ-MMP-3キャリブ
レータ‘栄研’（栄研化学）を用いた。コントロー
ルは，L-コンセーラⅠ AH（以下L-CONⅠ，日水
製薬株式会社，現島津ダイアグノスティクス株式会
社）および，QC-MMP-3-L‘栄研’（以下MMP-3-L，
栄研化学），QC-MMP-3-H‘栄研’（以下MMP-3-H，
栄研化学）を用いた。測定機器は，日立自動分析装
置LABOSPECT008α（株式会社日立ハイテク）を
用い，試薬メーカー指定のパラメータにて測定した。
3）測定原理
　検体に抗ヒトMMP-3マウスモノクローナル抗体
感作ラテックス粒子を添加すると，抗原抗体反応に
より凝集が起こる。このとき生成した凝集物の量を
濁度の変化としてとらえ，主波長570 nm，副波長
800 nmで測定し，検体中のMMP-3濃度を測定する。
4）結果の解析
　各検討の解析には，日本臨床化学会が配布してい
る定量測定法のバリデーション算出用プログラム
Validation-Support-V6.1を用いた。なお，相関性の
解析には，MedCalc（MedCalc Software Ltd.）を
使用した。

3．成績

1）併行精度
　L-CONⅠ，MMP-3-L，MMP-3-Hを用い，各々20
回連続測定した。その結果，標準偏差（以下SD）
はL-CONⅠ，MMP-3-L，MMP-3-Hでそれぞれ0.9 
ng/mL，1.0 ng/mL，1.2 ng/mLであった。また，
変動係数（以下CV，括弧内は平均値）はL-CONⅠ，
MMP-3-L，MMP-3-Hで そ れ ぞ れ4.6%（19.3 ng/
mL），0.9%（102.8 ng/mL），0.4%（304.2 ng/mL）
であった（Table�1）。
2）室内精度
　L-CONⅠ，MMP-3-L，MMP-3-Hの2重 測 定 を1
回とし，１日2回，15日間測定した。測定初日にの

み検量を行い，その後試薬は装置の試薬保冷庫内に
架設したまま測定に用いた。その結果，総合CV（括
弧内は平均値）はL-CONⅠ，MMP-3-L，MMP-3-H
でそれぞれ5.1%（19.3 ng/mL），1.1%（102.7 ng/
mL），0.6%（302.8 ng/mL）であった（Table�2）。
3）希釈直線性
　メーカー提供のMMP-3高濃度試料（約2000 ng/
mL）を，生理食塩水を用いて10段階に希釈し，各
2重測定をして測定値の直線性を確認した。その結
果，残差変動の分散と変動の分散比の有意確率より
1236 ng/mLまでの直線性を確認した（Fig.�1）。
4）抗原過剰チェック
　メーカー提供のMMP-3高濃度試料（約2000 ng/
mL）を，生理食塩水を用いて10段階に希釈し，各
2重測定をしてポストゾーン現象の有無を確認した。
理論値と10％以上低値側に乖離がみられた場合を
ポストゾーン現象有りと判定した。その結果，理論
値が1600 ng/mLから2000 ng/mLでは，測定値が
理論値と10％以上乖離しポストゾーン現象を認め
たが，本試薬の測定上限である1200 ng/mL以下を
示す試料はなかった（Fig.�2）。
5）検出限界と定量限界
　生理食塩水（大塚製薬株式会社）を12回，5日間
測定してブランク上限（以下，LoB）を求め，添付
文書の測定下限（10.0 ng/mL）付近に調製した10
試料を2重測定で5日間測定して検出限界（以下，

(n=20)

L-CONⅠ MMP-3-L MMP-3-H

Mean (ng/mL) 19.3 102.8 304.2
SD (ng/mL) 0.9 1.0 1.2

CV (%) 4.6 0.9 0.4

Table�1　Repeatability of the improved reagent

Mean values, SD and CV of control samples (L-CON I, 
MMP-3-L and MMP-3-H) are shown. Each sample was 
measured 20 times.

(n=60)

L-CONⅠ MMP-3-L MMP-3-H

Mean (ng/mL) 19.3 102.7 302.8
SD (ng/mL) 1.0 1.2 1.8

CV (%) 5.1 1.1 0.6

Table�2　Intermediate precision of the improved reagent

Mean values, SD and CV of control samples (L-CON I, 
MMP-3-L and MMP-3-H) are shown. Each sample was 
measured four times a day for 15 days (n=60).
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し，相関性を確認した。従来試薬をx軸，改良試薬
をy軸として，相関分析により相関係数を算出し，
Passing Bablok回帰分析を用いて回帰式を求めた。
その結果，相関係数r = 0.999，回帰式y =1.02x 
-1.15（n=117） で あ っ た（Fig.�4（a））。Bland 
Altman分析では，200～400 ng/mL付近では改良
試薬の高値傾向を，600 ng/mL以上では低値傾向
を認めた（Fig.�4（b））。
7）試薬オンボード安定性
　L-CONⅠ，MMP-3-L，MMP-3-Hを2重 測 定 で1
日1回，35日目まで，改良試薬と従来試薬で測定し
た。測定は，試薬開封日を0日目とし，0，1，3，5，7，
10，14，21，28，35日目に行い，0日目の測定値の
平均値を100％としたときの相対値（%）を求め，測
定値の変動を調べた。試薬開封日にのみ検量を行い，
その後試薬は装置の試薬保冷庫内に架設したまま測
定に用いた。その結果，35日目の各試料の測定値
の相対値（%）は，改良試薬ではすべての精度管理試
料を通して98.2～98.9%であった。一方，従来試薬
ではL-CONⅠで38.3％，MMP-3-Lで79.7％，MMP-
3-Hで85.8％であった（Fig.�5）。

4．考察

　本検討では，生化学自動分析装置用MMP-3測定
試薬である「マトリックスメタロプロテイナーゼ-3
キットLZテスト‘栄研’MMP-3」の改良試薬につ
いて，従来試薬との比較を含めた基礎的性能の評価
を行った。
　改良試薬の測定値は，従来試薬との強い相関性を
認めたが，測定値の増加に伴い従来試薬より高値傾
向を認め，一方，概ね400 ng/mLを境に低値傾向

LoD）および定量限界（以下，LoQ）を求めた。
LoDは，5日間の測定値の合成標準偏差を用い，
LoD = LoB+合成標準偏差×1.645の式から求めた。
LoQはprecision profile法にてCV20％の計算とした。
その結果，ノンパラメトリック法でLoD は1.67 
ng/mL，precision profile法でCV20%でのLoQ は
5.01 ng/mLであった（Fig.�3）。
6）相関性
　外来患者血清117例を改良試薬と従来試薬で測定

Fig. 1　 Dilution linearity of the improved reagent

To compare the measured values with the theoretical 
values, a 10-step dilution of the MMP-3 -High reagent (～
2,000 ng/mL) was carried out. Each point in the figure 
represents the mean value of duplicate measurements.

Fig. 2　 Post-zone phenomenon recognized in the use of 
the improved reagent

A 10-step dilution of MMP3-High reagent (～2,000 ng/
mL)  was  ut i l i zed  to  eva luate  the  pos t - zone 
phenomenon. Each point in the figure represents the 
mean value of duplicate measurements.

5.01 ng/mL

Fig. 3　 Limit of quantitation of the improved reagent

To confirm Limit of quantitation (LoQ), measured 
values and their variabilities for ten samples (2.5 - 25.0 
ng/mL) are shown. Each point in the figure represents 
the mean of measured values of each sample (n=10). 
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Fig. 4　Correlation between the improved and conventional reagents

(a) A comparison of the two methods by Passing Bablok regression is shown. The vertical and horizontal axes denote 
the values measured by the improved and conventional reagents, respectively. Each dot in the figure represents the 
measured values of each sample.
(b) The difference between the two methods is shown by Bland Altman plot. Dotted line indicates the mean of 
differences.

Mean 1.0

Mean 1.0

L-CONⅠ MMP-3-L

MMP-3-H

Fig. 5　Stability of the improved and conventional reagent

The figure shows the time-dependent changes in measurement values of the indicated control samples in the improved 
reagent and the conventional reagent. Each point in the figure represents the mean of duplicate measurements on day 
0, 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28 and 35, respectively.
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となった。400 ng/mLを境に値が変化したのは，こ
の付近に検量点があるためであり，この差を各濃度
での濃度比で評価すると，全て2.5%未満であるこ
とから，検量誤差に起因するものであると考えた。
この結果より，測定の反応過程において，改良試薬
と従来試薬の試薬構成成分の差異は測定値に影響し
ていないと考えた。また，LoDおよびLoQは，そ
れぞれ1.67 ng/mL，5.01 ng/mLであった。試薬添
付文書に記された測定範囲の下限は10.0 ng/mLで
あり，添付文書と相違ない性能を確認できた。
　精密度を評価した併行精度は，いずれのコントロ
ールにおいてもCV5.0%以内，室内精度は，MMP-
3-LおよびMMP-3-HではいずれもCV1.5％以内とな
り，十分な精密さを確認できた。L-CONⅠでは，
CV5.1%となったが，これはL-CONⅠの試料濃度（平
均値: 19.3 ng/mL）が他コントロールと比べ低値で
あるためである。血清中のMMP-3は，関節局所の
炎症状態や関節破壊の予後を反映する因子として特
にその高値化が臨床的意義を持つ4）。L-CONⅠの濃
度は，血清MMP-3の基準範囲上限である121.0 ng/
mL（男性），59.7 ng/mL（女性）4）と比較し十分に
低いことから，この濃度域でのばらつきが臨床判断
に影響を与える可能性は少なく，試薬性能には問題
がないと考えた。
　希釈直線性では，1236 ng/mLまで直線性が認め
られた。試薬添付文書による測定範囲の上限は
1200 ng/mLであり，相違ない結果が得られた。抗
原過剰チェックでは，ポストゾーン現象が認められ
たが，理論値が1400 ng/mLから2000 ng/mLの検
体においてその測定値が測定上限である1200 ng/
mL以下を示すものはなかった。このことから，
2000 ng/mLまでの検体では本試薬の測定上限以上
であっても見逃される恐れがないことが明らかとな
り，発見後希釈再検することにより正しい測定値を
報告可能であると考えられた。
　試薬オンボード安定性は，改良試薬では開封後
28日で，すべての精度管理試料を通して96.0～
100.5%を示し，室内精度における2SD以内を保っ
ていることを確認できた。開封後35日目においては，
測定値の相対値（%）は98.2～98.9%であった。一方
従来試薬では，専用コントロールMMP-3-Lおよび
MMP-3-Hにおいて，14日目では91.4～94.7%，21日
目では87.9～91.9％まで低下した。また，L-CONⅠ
では，試薬開封後21日で初日の測定値の80.7%まで
低下した。さらに28日目，35日目において著しい
低下を認め，その低下率は専用コントロールと比較
し有意に大きかった。

　従来試薬では，精度管理試料の測定値低下が認め
られた場合，試薬を十分に混和した後に再測定を行
っている。これは，一般的にラテックス試薬では，
ラテックス粒子の沈殿が測定値の低値化，もしくは
高値化に影響すると考えられているためである。し
かし，本試薬は混和では改善せず，低値化はラテッ
クス粒子以外の原因によると考えられた。今回の試
薬改良では，第1試薬中でタンパク質ジスルフィド
結合の還元剤として用いられている2-メルカプト
エチルアミン塩酸塩が他の還元剤に変更された。同
様に還元剤として使用される2-メルカプトエタノ
ールは，大気中で容易に酸化される安定性の低い試
薬として知られている5）。2-メルカプトエチルアミ
ン塩酸塩は，2-メルカプトエタノールと比較し非常
に穏やかな還元性を持つことが特徴であり，免疫グ
ロブリンでは重鎖間のジスルフィド結合のみを切断
し，重鎖と軽鎖の結合を保存する。しかし両者は，
ともにチオール基を有し似た構造をもつ分子であり，
2-メルカプトエタノール同様，2-メルカプトエチル
アミン塩酸塩も安定性が低いことが予想される。還
元剤の含まれる第一試薬のpHを測定したところ，
改良試薬ではpH 7.44（試薬SDSによるとpH 7.20～
7.40），従来試薬ではpH 6.89（試薬SDSによると
pH 6.60～6.80）であった。2-メルカプトエタノール
は高いpHにおいてその安定性がより低下すること
が知られているため6），従来試薬では改良試薬と比
較し第一試薬の緩衝液が酸性に調製されていたと考
えられる。変更後の物質の詳細については明らかに
されていないが，今回の結果から，2-メルカプトエ
チルアミン塩酸塩と同等の還元性を持ち，かつ安定
性の高い還元剤に変更されたことで，試薬オンボー
ド安定性が改善されたと考えられる。
　L-CONⅠは血清を模した多項目用精度管理試料
であり，MMP-3以外の血清成分が多く含まれている。
前述のように，オンボード経過期間に応じて経日的
に測定値が低下する原因が第1試薬中の還元剤の不
安定性にあるとすれば，その還元剤がL-CONⅠに
含まれる蛋白成分のジスルフィド結合切断のために
消費されることで，専用コントロールと比較し
L-CONⅠにおいて測定値の低下率が大きくなった
と考えられる5）。実際の患者検体はL-CONⅠと同
様の挙動をとると考えられ，劣化した試薬での測定
では専用コントロールで確認した10%の低値化を
上回る影響があったことが示唆される。
　従来試薬では，試薬オンボード安定性が低いため
に，再検量または試薬を廃棄するなどの対応を行っ
ており，精度管理業務の煩雑化だけでなくコスト面
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においても課題があった。しかし，今回試薬安定性
が改良されたことで，原則ロット変更時の検量のみ
で運用可能になる。正確な測定結果の提供だけでな
く，日常業務の負担軽減に大きく貢献すると考えら
れる。

5．結論

　今回，LABOSPECT008αによるMMP-3測定用
改良試薬「マトリックスメタロプロテイナーゼ-3キ
ットLZテスト‘栄研’MMP-3」の基礎的検討を行
った結果，基本性能は良好であった。従来試薬にて
確認された，オンボード経過期間に応じた測定値の
低下は，改良試薬では改善されていた。また，試薬
緩衝液中に劇薬を含まなくなったことで，保管場所
等取り扱いの柔軟性が上がった。これらのことより，
本試薬は従来試薬と比較し優れた性能を有すると考
えられた。

　本論文の発表に関連して，開示すべき対象となる
COI関係にある企業はありません。
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1．緒言

　遠心処理後の血清中において血餅が浮遊するいわ
ゆる“泡噛みフィブリン”の発生は，手動による開
栓および血餅除去に伴う感染リスクや，再遠心処理
の必要性による結果報告の遅延などが懸念される。
　当院では，2021年7月から9月にかけて，ICUに
入院している患者から採取した血清検体において，
頻繁に溶血および血餅浮遊が確認された（最高1日
6検体中4検体）。実地で行った聞き取り調査の結果
を踏まえて，採血後の検体混和や静置状態と血餅浮
遊との因果関係を検討した。

2．対象および方法

　健常人5人を対象に，23 G翼状針（ニプロ（株），
大阪）とシリンジ（ニプロ）を併用し，各人静脈血
16 mLを採取し，それぞれ血液分注器（極東製薬工
業（株），東京）を用いて生化学・血清学検査用採血
管（極東製薬工業）4本に4 mLずつ分注し，各々
以下の処理を行った。
a）緩やかに5回転倒混和後，縦向き静置
b）緩やかに5回転倒混和後，横向き静置

c） 5秒間用手法にて1秒間に5回程度で激しく振盪
混和後，縦向き静置

d） 5秒間用手法にて1秒間に5回程度で激しく振盪
混和後，横向き静置

いずれも15 分後に遠心処理）1500 g，室温，10 分間）
を行い，血清の色調および血餅浮遊の有無を観察し
た（京都府立医科大学医学倫理審査委員会承認
ERB-C-2263）。

3．結果

　a）およびb）において，遠心後の血清中には全
例で血餅浮遊は観察されず，血清の色調にも変化は
見られなかった。一方，c）の場合は5人中1人（20%）
で明らかな血餅浮遊が観察され，d）の場合は全例
で明らかな血餅浮遊が観察された。さらに，c）お
よびd）の全ての検体で目視的な溶血が認められた
（Fig.�1）。

4．考察

　救急外来やICUから提出される検体は，他の部
署からの検体と比較して，検査誤差がより頻繁に発
生することが知られている。また，溶血の頻度は約
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30 %と報告されている1），2）。中島らは，調査期間中
に行われた全溶血検体のうち，97-100%が救急外来
からのものであったことを報告している3）。しかし，
血餅浮遊に関する詳細な報告は確認できなかった。
　当院のICUにおいて，血餅浮遊が頻繁に発生す
る時期があった。血餅浮遊は，気泡を含んだ血液が
凝固することで血餅上部が低比重となり，遠心分離
時に一部がちぎれて生じる現象である4）。当時，血
液は主に血管留置カテーテルからシリンジで採血し，
各種採血管に分注された。生化学検査用採血管は，
他の抗凝固剤入り採血管と一緒に激しく振盪混和し
た後，ベッドサイドで横向き静置されていた。今回
の検討でも，採血直後に激しく振盪混和し横向き静
置した検体では，全例で明らかな血餅浮遊が認めら
れた。今回使用した採血管には凝固促進剤としてシ
リカが含まれており，これには消泡効果がある。し
かし，横向きに静置した場合，採血管内の液体表面
積が大きくなり気泡が分散するため，消泡効果が低
減すると考えられた。当院のICUでは，血液をシ
リンジで採血した後，分注器を使用して各採血管に
分配しているが，分注器を使用する際には気泡が発
生しやすいとされている。血餅浮遊を防ぐためには，
血液採取や転倒混和時において，採血管内に気泡が
生じていないことを確認することが重要である5）。

5．結語

　採血や血液の分注では，気泡発生を抑えると共に

気泡消失を妨げない検体の取り扱いに関する周知が
重要である。

　本研究の発表に関して，開示すべきCOI関係に
ある企業などはありません。
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Fig. 1　Gross characteristics of the representative samples after centrifugation. 
a）Gentle mixing by means of inversions for 5 cycles, followed by vertical placement.
b）Gentle mixing by means of inversions for 5 cycles, followed by horizontal placement.
c）Manual intense agitation for 5 seconds at rate of 5 cycles per second, followed by vertical placement.
d）Manual intense agitation for 5 seconds at rate of 5 cycles per second, followed by horzintal placement.

a） b） c） d）
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原　著 レボヘムTM�APTT�SLAを用いたWas-ALD50法によるクロスミキシングテストの解釈方法

レボヘムTM APTT SLAを用いたWas-ALD50法による 
クロスミキシングテストの解釈方法

Matrix evolution of cross-mixing test by Was-ALD50 method using RevohemTM 
APTT SLA

下村大樹1）　熊野穣2）　上田香織3）　北野圭介4）　新井信夫4）　嶋田昌司1）　上岡樹生1）

p.185　（2） 判定方法、Fig. 1
 誤）ALD50 =［b ／（a＋c）］×100（%）
 正）ALD50 =［b ／（（a＋c）／2）］×100（%）Figure 1. Definition of clotting time points for the quantitative indexes in cross-mixing test
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WaS = [(d-b) / b ×100] - [(e-c) / c ×100] (%)

ALD50 = [ b / ((a + c) /2)] ×100 (%)

Fig. 1　Definition of clotting time points for the quantitative indexes in cross-mixing test
The clotting time points of 10:0, 5:5 and 0:10 for the immediate pattern and 5:5 and 0:10 for delay pattern are defined as 
a, b, c, d, and e, respectively. The formulas of APD50 and WaS are shown in the figure.

再修正
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投稿規定
（令和元年10月 5 日改定）

1 ．医療検査と自動化（日本医療検査科学会誌）に投稿される論文は，臨床検査に関する新知見（自動
化に限定せず機器・試薬の検討でも可）のあるもので，他誌に発表されていないものとする。すで
にその内容の一部を学会などで発表したものは，その旨を論文末尾に記載する。

2．投稿者（連名者も含む）は本学会の会員に限る。連名者は臨時会員（論文投稿用）でも可とする。
3．投稿論文の種類は，原著，技術，症例，短報とする。
　　機器・試薬の検討は技術へ投稿されたい。原著は，技術の開発・改良，臨床的評価など一歩進めた
オリジナリティーのあるもの，または，他の機器・試薬との比較検討を詳細に行い，臨床検査の進
歩に寄与するものとする。症例は検査値が臨床的または技術的に興味ある報告とする。

4 ．投稿にあたっては，本誌の原稿作成要領に従う。論文投稿に際しては，（一社）日本医療検査科学会
「医学研究の利益相反（COI）に関する指針に従って，筆頭著者およびCorresponding author（連
絡責任者）は「医療検査と自動化 COI申告書」（様式2-Aまたは様式2-B）を提出しなければなら
ない。また，指定の著者チェックリストを添付する。規定に沿わない場合は，返却あるいは訂正を
求めることがある。

5．投稿論文は，いずれも編集委員会の審査により論文の種類（原著，技術など）および採否を決定する。
6．投稿論文の著作権は日本医療検査科学会に帰属するものとする。
7．Corresponding author（連絡責任者）を表紙に明記する。Corresponding authorは論文の審査過程

に関わる連絡担当者となるほか，当該論文の責任を負う。
8 ．研究倫理に関して：ヒトを対象とした臨床研究に関する論文はヘルシンキ宣言に沿ったものである

こと。また，人を対象とする医学系研究に関する倫理指針（文部科学省，厚生労働省）を遵守する
こと。遺伝学的検査に関しては，「ヒトゲノム遺伝子解析研究に関する倫理指針」（文部科学省，厚
生労働省，経済産業省）に従うこと。臨床検査を終了した検体を用いた研究に関しては，「臨床検
査を終了した残余検体（既存試料）の業務，教育，研究のための使用について　日本臨床検査医学
会の見解　」（2018年 1 月に公表。日本臨床検査医学会ホームページから閲覧可能）を参照のこと。
動物実験については，「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」（日本学術会議）に従うこと。
必要な際，当該研究が各施設内の倫理委員会等の承認のもとに行われたことを明記する。

原稿作成要領
1 ．投稿原稿はＡ 4 判用紙にWordファイルで作成した 1 行40字× 1 ページ40行（1600字）の原稿

をプリントアウトしたものを原則とする。書体は日本語は明朝体，英語はCentury体を本文の基本
書式とし，図表はExcel，WordまたはPowerPointファイルで作成する。欧文と数字は 1 文字のと
きは全角， 2 文字以上は半角で入力する。数字と単位の間には半角スペースを入れて記述する。
また，入力ソフト名・タイトル・著者名・所属機関名を明記した電子媒体（CDなど）を提出する。
原稿の表紙には次の事項を記載する。

　　1）　表題（和文および英文）　　　 　　3）　所属機関名とその住所（和文および英文）
　　2）　著者名（和文および英文）　　　 　4）　原著，技術，症例，短報いずれを希望かを明記
　　　 　（英文の例：Koki MOTEGI）
2 ．原著原稿は次の順序に配列することが望ましい。
　　⑴表紙（ 1．参照）⑵本文（ⅰ参照），　⑶表，⑷図（写真など）とその説明
　　ⅰ． 本文は，要旨（英文で200語以内），キーワード（英文で 5 項目以内）。
　　　　 はじめに，材料および方法（測定機器，測定原理など），成績，考察，結論，文献の順序に記載

する。
　　ⅱ． 文献は必要最低限にし，引用順に番号をつけ，本文最後に一括して記載する。本文中の引用箇

所に肩付きで，右片括弧にいれて記載する。文献の記載法を別表１に示す。
3．技術原稿もこれに準ずる，但し英文要旨に替えて和文要旨を要する。
4．原著の規定頁数は原則として 1 編につき刷り上がり 8 頁以内，技術および症例は 6 頁以内とする

（ 1 頁分は1600字に相当する）。
　　図と表は，あわせて10枚以内とする（図表は 1 枚，400字に相当する）。
　　短報は刷り上がり２頁以内，図と表はあわせて３枚以内とする。

投稿規定が改定されました。
令和3年5月1日以降の投稿に適用します。



　 英文要旨 和文要旨 本文原稿枚数
（ 1 枚1600字） 図　表 刷上り頁数

原　著 200語 － 8 枚以内 10枚以内 8 頁以内
技　術 － 250字 6 枚以内 10枚以内 6 頁以内
症　例 － 250字 6 枚以内 10枚以内 6 頁以内
短　報 － － 2 枚以内 3 枚以内 2 頁以内

上記の規定頁数を超過した場合はその分の実費を徴収する。

5．文章は，口語体，当用漢字，新かな遣いとし，横書き。句読点，括弧は 1 字分を要し，改行のさ
いは，冒頭 1 字分あける。外国人名は原語とし，地名は適宜とする。外来語で日本語化したもの
はカタカナで，ほかは外国語綴りのままとする。

6．図・表タイトルの内容，説明は英文で，別紙にまとめて記載する。原則として原図を送付すること。
また，図・表・写真は 1 枚ごと別紙にして通し番号を入れ，本文原稿の欄外に挿入箇所を明示する。

　　当方でトレースを必要とする場合，あるいはカラー印刷を希望する場合は，実費を徴収する。
7．度量衡の単位は漸次SI単位による表現を採用するが，差し当り別表 2 に示すようにする。
8 ．HbA1cの表記については，日本糖尿病学会の指針に基づき，NGSP値を用い，HbA1c値の初出に

NGSP値であることを明記する。
9．投稿原稿が英文の場合も和文の規定に準ずるが，この際には和文抄録（800字以内）も示す。
10．別刷は最低50部として実費を請求する。別刷の部数は編集委員会から著者校正時に問い合わせる。
11．投稿論文は，オリジナル原稿 1 部，電子媒体（CDなど）を下記に送付する。
　　　　〒113-0033　東京都文京区本郷2-31-2（笠井ビル）
　　　　「医療検査と自動化」編集委員会宛
　　　　　　　　　Tel. 03-3818-3205／Fax. 03-3818-6374　E-mail:t-gaku@gk9.so-net.ne.jp
別表 1　引用文献
著者名は 3 名以内の場合は連記， 4 名以上は第 4 著者以降をほか（英文の場合はet al.）とする。英文は姓，名（イニ
シャル）の順とする。雑誌名は略記とする。
〈雑誌〉
著者名．論文タイトル．雑誌名　発行年（西暦）；巻：頁一頁（通巻頁で最初と最後）。
例）奈良信雄，室橋郁夫，松本文枝ほか．マイコプラズマ感染症の診断における DNA プロープ法の有用性に関する研究．
　　感染症誌　1991；65：1527-1532
　　 Thue G, Gordon MK, Gerecke DR, et al. Survey of office laboratory tests in general practice. Scand  

J Prim Health Care 1994；12：77-83. 
〈単行本〉
著者名，論文タイトル，編者名，　書名，版，出版社名；発行地，発行年（西暦）頁－頁．
例）三橋知明，甲状腺ホルモン受容体異常，中井利昭ほか編，遺伝子診断実践ガイド，第１版，中外医学社；東京，

1995；185-188.
　　 Goldfin A Adrenal medulla. In：Greenspan FS, Baxter JD, eds, Basic & Clinical Endocrinology, 4th 

ed, Appleton & Lange；Conneticut， 1994；370-389.
（抄録集）
発表者名．演題名．抄録集名（学会誌名 発行年（西暦）巻）：頁
例） 佐藤勇樹，近藤崇，盛合美加子ほか．新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）新規検出法の検出率に関する検討．日

本医療検査科学会第52回大会抄録集（医療検査と自動化 2020；45（4））：446．
　　（ただし，基本的には本学会の抄録集より引用することとする）

別表 2　度量衡の単位
ａ）接頭語には次のものを用いる。

10－18＝a（atto）
10－15＝f（femto）
10－12＝p（pico）
10－9＝n（nano）

10－6＝μ（micro）
10－3＝m（milli）
10－2＝c（centi）
10－1＝d（deci）

10＝da（daca）
102＝h（hecto）
103＝k（kilo）
106＝M（mega）

109＝G（giga）
1012＝T（tera）
1015＝P（peta）
1018＝E（exa）

ｂ）接頭語を二重に用いない。μμg（γγ）→pg
ｃ）長さに関する単位はmμ nm，Å 0.1nm（あるいは100pm），μ μmなどとする。
ｄ）容量の単位は「L」を用い，dm3，cc，cm3などを用いない。dm3 L，cc mL，mm3 μL
ｅ）濃度に関する単位は，モル濃度はmol/Lとし，慣用としてmol/LをMとしてもよい。その他はmg/dL，g/dL，g/L

などとするが，分母を「L」におきかえることが望ましい。 7 g/dL 70g/L，100mg/dL 1 g/L（1,000mg/L）原則
として分母に接頭語をつけない。分子量の確定しているものは漸次モル濃度におきかえることが望ましい。

ｆ）mol/min/L mol/（minL－1），またはmol min－1L－1とする。

追記
標準化に関連した用語の定義や意味については「JCCLS 用語委員会：臨床検査関係 ISO国際規格の用語とその邦訳語

（ver.1.1）．日本臨床検査標準協議会会誌　18（1）：3-41，2003」を参照する。なお，CLSI（旧NCCLS）のwebsite（http://
www.clsi.org）でも検索できる。
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編集後記
教えてくださいました。早速、不勉強を恥じながら
しっかり頭に入れようと読み切った次第です。そし
て、本誌ならではの臨床検査に関する研究内容を丁
寧にまとめていただいた原著３篇、技術４編と短編
１編についても、本学会の目指すところであるメデ
ィカルテクノロジーと産学連携という観点に沿った
質の高い論文が掲載されています。さらに、日本医
療検査科学会遺伝子・プロテオミクス技術委員会
MALDI-TOF MSワーキンググループがまとめてく
ださった外部制度管理調査報告も掲載されていま
す。形にしてくださったワーキンググループの皆さ
まに感謝すると共に、委員会やそのワーキンググル
ープの積極的な活動を皆さまにお伝えすることがで
き日本医療検査科学会理事長・編集委員長として嬉
しく思います。
　最後になりましたが、会員の皆さまのご多幸とご
発展を祈念させていただきます。
 （「医療検査と自動化」編集委員長　高橋　聡）

　令和５年は、新型コロナウイルス感染症は終焉し
たとの世間一般の感覚と、未だに免疫低下者では問
題となっている医療施設・社会福祉施設、そして、
しばらくは大人しくしていた感があるR Sウイルス
感染症、インフルエンザなどの流行が見られ、ある
意味、医療者にとっては戸惑いと翻弄が続いた年に
なったのではないかと思います。昨今の燃料費の高
騰など医療施設・社会福祉施設にとっては向かい風
ばかりの中、昨年と同様に、多くの貴重な論文が投
稿されてきたことに感謝するとともに、多忙な中で
も研究の意欲を維持されてきた著者の方々に敬意を
表するものです。
　第49巻１号も無事に発行することができました。
総説として、鹿児島大学大学院医歯学総合研究科 
血管代謝病理解析分野の橋口照人先生に「自己免疫
性後天性凝固因子欠乏症」というタイトルの玉稿を
賜りました。この領域における先生の造詣の深さが
その行間からも滲み出るか如くの詳細の解説のみな
らず、総説中の表では各因子の特徴や相違を明確に

「医療検査と自動化」編集委員会

編 集 委 員 長　髙橋 聡
編 集 幹 事　盛田俊介，横田浩充
編 集 委 員　阿部正樹，氏家真二，大川龍之介，長田 誠，上岡樹生，小飼貴彦，〆谷直人，清宮正徳， 

千本松孝明，竹越一博，中山智祥，南木 融，萩原三千男，春木宏介，日高 洋，藤巻慎一， 
外園栄作，前田育宏，松下 誠，松村 聡，三島清司，栁原克紀，和田隆志

英 文 校 閲　S.  Bernice Miwa
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