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Performance analysis of a methotrexate analysis reagent 
“Lumipulse Presto Methotrexate”

鈴木瑛真1，3），小林　亮1），井山　諭1，2），遠藤明美1），髙橋　聡1，3）

　要旨　　メトトレキサート測定試薬「ルミパルスプレスト® メトトレキサート」の基礎的検討を行った。
併行精度，室内再現精度，希釈直線性および定量限界は良好であり，共存物質の影響も認められなかった。
対照試薬との相関性を解析した結果，被検試薬における高値傾向を認めた。代謝産物との交差反応性を比
較した結果，対照試薬と比較して被検試薬で低減されていることが明らかとなった。以上より，「ルミパル
スプレスト® メトトレキサート」の基本性能は良好であり，代謝産物との交差反応性も低減されているこ
とから日常検査に有用と考えられた。
　Key words　　Lumipulse Presto Methotrexate, DAMPA, Cross reactivity with metabolites

１．はじめに

　 葉 酸 代 謝 拮 抗 薬 で あ る メ ト ト レ キ サ ー ト 
（methotrexate: MTX）は，抗がん剤，免疫抑制剤，
抗リウマチ薬として幅広く使用されている。特に急
性白血病，悪性リンパ腫および骨肉種等の悪性腫瘍
に対してMTX大量療法が有効であり，その副作用
防止を目的としてロイコボリン救援療法が行われて
いる1，2）。重篤な副作用は血中濃度に相関して発現
することから，副作用回避のために血中濃度の測定
が必須とされている3）。
　現在MTXの測定には，主に免疫学的測定法を測
定原理とした試薬が用いられているが, 測定範囲が
狭いことに加え，従来の免疫学的測定法はMTXの
主要代謝物である7-ヒドロキシメトトレキサート 

（7-hydroxymethotrexate: 7-OH-MTX）や微量代謝
物である2, 4-ジアミノ-N10-メチルプロテイン酸 

（2, 4-diamino -N10-methylpteroic acid: DAMPA）
と交差反応を起こすことが問題視されている4，5）。
また，MTX排泄遅延時の解毒薬としてグルカルピ
ダーゼが2021年9月に本邦で製造販売承認を受けた
が，その投与により従来MTXの微量代謝産物とさ
れていたDAMPAへの代謝が亢進し，DAMPAの
血中濃度が増加する6）。これまで用いられてきた免
疫学的測定法による測定試薬では，試薬中の抗体と
DAMPAが交差反応を引き起こすことが報告され
ており，グルカルピダーゼ投与例では血中のMTX
濃度を適切に評価できない可能性がある7）。今回，
測定範囲の拡大と代謝産物との交差反応の低減を目
的に「ルミパルスプレスト メトトレキサート」が
開発された。そこで，「ルミパルスプレスト メトト
レキサート」の基本性能および，代謝産物の影響に
ついて検討を行ったので報告する。
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２．材料および方法

1）材料
　札幌医科大学附属病院において，MTXの血中濃
度測定依頼があった患者の残余検体35件を用いた。
また，本研究は札幌医科大学附属病院臨床研究審査
委員会の承認を得て実施した（承認番号 342-89）。

2）測定試薬および機器
　被検試薬には，化学発光酵素免疫測定法を原理と
する「ルミパルスプレスト メトトレキサート」を
用い，ルミパルスL2400（いずれも富士レビオ株式
会社）を用いて測定した。対照試薬は，化学発光免
疫測定法を原理とする「アーキテクト・メトトレキ
サート」を使用し，ARCHITECT PLUS i2000SR 

（いずれもアボットジャパン合同会社）にて測定した。

3）被検試薬の測定原理
　検体10 µLと酵素標識抗体（アルカリホスファター
ゼ標識メトトレキサート）50 µL，抗体結合粒子（抗
メトトレキサートマウスモノクローナル抗体）50 µL
を混和し，37℃で16分間反応させる。この間，検体
中のメトトレキサートと酵素標識抗体は抗体結合粒子
と競合的に反応し，免疫複合体を形成する。B/F分
離後，基質液（3-（2'-spiroadamantane）4-methoxy－
4-（3"-phosphoryloxy）phenyl － 1,2-dioxetane: 
AMPPD）を 添 加し，37℃で4分 間 反 応させる。
AMPPDは粒子に間接的に結合したアルカリホスファ
ターゼの触媒作用により分解され，その際の発光量を
測定することで濃度を算出する。

4）評価内容
⑴併行精度
　3濃度のプール試料を20回連続測定し，併行精度
を調べた。
⑵室内再現精度
　-80℃で凍結保存した併行精度と同一の試料を，
15日間1日2回測定を行い，室内再現精度を求めた。
⑶定量限界
　メトトレキサートキャリブレーターをMTX投与
歴のない血清（以下フリー血清）にて希釈し，5濃
度の低濃度試料を作成した。各試料を5日間2重測
定し，Precision profileより変動係数（Coefficient 
of variation: CV）が10%となる濃度を求め，定量
限界とした。
⑷直線性
　メトトレキサートキャリブレーターの最高濃度試

料を，フリー血清で10段階希釈後，それぞれ3重測
定した。
⑸共存物質の影響
　干渉チェックAプラス（シスメックス株式会社）
およびRF高値試料を用いて，抱合型および遊離型
ビリルビン，溶血ヘモグロビン，乳び，リウマトイ
ド因子（Rheumatoid factor: RF）を使用し，測定
値に及ぼす影響を検討した。未添加時の測定値±5 
%を許容基準として評価を行った。
⑹対照試薬との相関性
　35件の患者検体を被検試薬および対照試薬で測
定し，測定値の相関性を解析した。なお， 両測定法
の測定値の差を求め，差の平均値とSDを用いて
Bland-Altman分析を行った。平均値±2SDから逸
脱したものを乖離例とした。
⑺代謝産物の影響
　MTXの 代 謝 産 物 で あ る7-OH-MTXお よ び
DAMPAの影響について検証した。各代謝産物を
それぞれ2.5，5.0，10.0，20.0，50.0，100.0 µmol/L
になるように調整し，調整した各試料をMTX溶液

（濃度約0.5 µmol/L）を用いて10倍希釈して測定を
行い，代謝産物が測定値に与える影響を調べた。

5）統計解析
　各測定性能の解析には，日本臨床化学会が提供し
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-V62を用いた。

３．成績

1）併行精度
　CVは0.86～1.18 %であった（Table 1）。

2）室内再現精度
　CVは1.92～2.02 %であった（Table 2）。

3）定量限界
　定量限界は0.011 µmol/Lであった（Fig. 1）。

4）直線性
　25.0 µmol/Lまで直線性が保たれていた（Fig. 2）。

5）共存物質の影響
　抱合型ビリルビンは20.1 mg/dL，遊離型ビリル
ビンは19.7 mg/dL，乳びは1,480 ホルマジン濁度，
RFは697 IU/mL，溶血ヘモグロビンは480 mg/dL
まで測定値への影響は認められなかった（Fig. 3）。
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～10.8 %，対照試薬で19.5～40.0 %であった（Table 
4）。

４．考察

　今回我々は，ルミパルスL2400を用いた「ルミパ
ルスプレスト メトトレキサート」の基礎的検討を
行った。その結果，併行精度のCVは最大1.18%，
室内再現精度のCVは最大2.02%と良好であり，低
濃度域，高濃度域のいずれにおいても安定した測定
が可能であることが確認された。また，被検試薬の
定量限界は0.011 µmol/L，希釈直線性は25 µmol/L
と，対照試薬と比較して測定範囲の大幅な拡大を認

6）対照試薬との相関性
　全35件の相関係数（r）は0.99であり，標準主軸回
帰式はy=1.222x＋0.010であった（Fig. 4a）。対照
試薬の測定上限である1.5 µmol/L以下の検体のみ
を用いて再度相関を調べたところ，r=0.98，標準主
軸回帰式はy=1.212x＋0.020であった（Fig. 4b）。
また，両者の測定値において2例の乖離例を認めた。

7）代謝産物の影響
　7-OH-MTXに対する交差反応性は，被検試薬で
-4.0～1.0 %，対照試薬で0.0～8.0 %であった（Table 
3）。DAMPAに対する交差反応性は，被検試薬で4.0

(n=20) 

Low Medium High 

Mean (µmol/L) 0.10 1.12 11.52 

SD 0.001 0.010 0.136 

CV (%) 1.17 0.86 1.18 

Table 1　Repeatability

(n=30) 

Low Medium High 

Mean (µmol/L) 0.10 1.13 11.63 

SD 0.002 0.022 0.235 

CV (%) 1.92 1.92 2.02 

Table 2　Intermediate precision
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半数である15件において再希釈（400倍）が必要で
あった。一方，被検試薬において希釈再検（10倍
希釈）が必要な割合は12%（12/125）であり，再希
釈を必要とする検体は無かった。共存物質の影響は，
いずれも既報同様±5%以内であり，認められなか
った11）。また，対照試薬との相関性を解析した結果，
相関係数は良好であったが，被検試薬で高値傾向を
示した。ラテックス免疫比濁法を測定原理とした
MTX測定試薬を対照とした既報においても，被検

めた8，9）。MTX・ロイコボリン救援療法において，
MTX投与開始後24時間の濃度が10.0 µmol/Lを超
えると副作用のリスクが高まるとされており10），被
検試薬の使用により，従来希釈再検を必要としたこ
の濃度域において再検率の減少が期待でき，迅速な
結果報告が可能となる。2023年4月1日から2024年
3月31日までの当院におけるMTX濃度測定件数は
125件であり，対照試薬で希釈再検（20倍希釈）を
必要とした割合は24%（30/125）であり，更にその
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Fig.3　Effects of interfering substances.
Dotted line：±5% of the value without addition

Fig.4　Correlation between measured values of “Lumipulse Presto Methotrexate” and “ARCHITECT Methotrexate”
（a） All sample  （b） Concentrations up to 1.5 µmol/L  ◦ deviation
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試薬の高値傾向を報告しており11），被検試薬は他の
免疫学的測定法を原理とする測定試薬と比較して高
値傾向であることが示された。MTXに限らず，現
在用いられている免疫学的測定法を原理とする血中
薬物濃度測定試薬は測定値の試薬間差が問題となっ
ている8）。試薬間差の原因として，各測定試薬で使
用する抗体の認識部位が異なることが指摘されてお
り，本検討における測定値差の一因と考えられる。
しかし，被検試薬は液体クロマトグラフィー質量分
析（liquid chromatography with tandem mass 
spectrometry：LC-MS/MS）法との相関性が高い
ことが示されており9），より正確な血中濃度を反映

している可能性が考えられた。また，対照試薬の測
定上限である1.5 µmol/Lまでの相関分析において，
乖離例が2例認められた。いずれもMTX・ロイコ
ボリン救援療法が施行された小児患者で，MTX投
与後48時間の検体であった。乖離の原因について
は不明であるが，前述の通りMTXの副作用リスク
が高まるとされている濃度は，MTX投与後48時間
で，1.0 µmol/L以上であるため，この乖離の臨床的
意義は低いと考えられる。また，被検試薬はMTX
代謝産物との交差反応低減を目的としており，その
効果について対照試薬と交差反応性を比較した。そ
の結果，MTXの代謝産物である7-OH-MTXとの交

※1 Lumipulse Presto Methotrexate 0.00 µmol/L calibrator

※2 ARCHITECT Methotrexate 0.00 µmol/L calibrator

Lumipulse Presto Methotrexate 

7-OH-MTX concentration (μmol/L) 0.00※1 0.25 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 

MTX concentration after 7-OH-MTX addition (μmol/L) 0.47 0.46 0.47 0.48 0.49 0.46 0.47 

MTX concentration after 7-OH-MTX addition - Control sample concentration (μmol/L) -0.01 0.00 0.01 0.02 -0.01 0.00 

Cross-reactivity (%) -4.0 0.0 1.0 1.0 -0.2 0.0

ARCHITECT Methotrexate 

7-OH-MTX concentration (μmol/L) 0.00※2 0.25 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 

MTX concentration after 7-OH-MTX addition (μmol/L) 0.36 0.38 0.36 0.40 0.36 0.36 0.36 

MTX concentration after 7-OH-MTX addition - Control sample concentration (μmol/L) 0.02 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00 

Cross-reactivity (%) 8.0 0.0 4.0 0.0 0.0 0.0 

Table 3　Cross reactivity with 7-OH-MTX

Lumipulse Presto Methotrexate 

DAMPA concentration (μmol/L) 0.00※1 0.25 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 

MTX concentration after DAMPA addition (μmol/L) 0.48 0.49 0.52 0.57 0.65 1.00 1.56 

MTX concentration after DAMPA addition - Control sample concentration (μmol/L) 0.01 0.04 0.09 0.17 0.52 1.08 

Cross-reactivity (%) 4.0 8.0 9.0 8.5 10.4 10.8 

ARCHITECT Methotrexate 

DAMPA concentration (μmol/L) 0.00※2 0.25 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 

MTX concentration after DAMPA addition (μmol/L) 0.38 0.48 0.49 0.60 0.77 1.67 2.91 

MTX concentration after DAMPA addition - Control sample concentration (μmol/L) 0.10 0.11 0.22 0.39 1.29 2.53 

Cross-reactivity (%) 40.0 22.0 22.0 19.5 25.8 25.3 

※1 Lumipulse Presto Methotrexate 0.00 µmol/L calibrator

※2 ARCHITECT Methotrexate 0.00 µmol/L calibrator

Table 4　Cross reactivity with DAMPA
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差 反 応 性 に 大 き な 差 は 認 め ら れ な か っ た が，
DAMPAと の 交 差 反 応 性 は， 対 照 試 薬 の19.5～
40.0%に対し，被検試薬は4.0～10.8%と，明らかな
交差反応の低減が認められた。すなわち，グルカル
ピダーゼ投与後のMTX濃度を評価する場合，対照
試薬ではDAMPAとの交差反応性が高いことから，
正確な血中濃度を評価することは困難であると考え
られる。一方，被検試薬は対照試薬と比較して
DAMPAとの交差反応性の大幅な軽減が認められ，
本研究対象にはグルカルピダーゼ投与例は含まれて
いないものの，今後グルカルピダーゼ投与例が増加
する可能性も考えられることから，被検試薬の有用
性は高いと考えられる。

５．結論

　「ルミパルスプレスト メトトレキサート」の基本
性能は良好であり，測定範囲が広く再検率の減少が
期待できる。また，対照試薬と比較してDAMPA
との交差反応性が少なく，グルカルピダーゼ投与時
のMTX測定に有用であることが示唆された。

　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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