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研究成果の概要（和文）：従来のエンドトキシン測定法では、臨床的意義のあるエンドトキシンの測定は行われ
ておらず、新しい測定法の普及が急務であった。本研究課題により、後方散乱法によるポータブルプロトタイプ
が完成した。この開発過程で『ゲル粒子測定方法及びその装置』に関する特許を取得することができた（特許 
第6373486号）。ポータブルプロトタイプの基本的性能が明らかになり、自動解析プログラムや前処理薬の条件
など判明した。量産型機器の開発のための基本的データを本研究により蓄積できた。新しく開発されたポータブ
ルプロトタイプにてさまざまな敗血症患者でのエンドトキシンを測定して臨床状態と評価を行うことも可能であ
った。

研究成果の概要（英文）：We could not properly evaluate plasma endotoxin levels in septic patients 
using ordinal endotoxin measurement method. We have to establish new strategy to evaluate endotoxin 
for septic patients. The portable type prototype using posterior scattering photometry method, so 
called posterior Endotoxin Scattering Photometry (ESP), was completed in this investigation. We 
obtained Japanese patent for this development (Japanese patent number: 6373486). The basic 
performance was clarified in this study. We confirmed the basic program for automatic analysis and 
condition of reaction for pretreatment method in this study. These findings will provide basic data 
for development of production model. We were able to evaluate endotoxin levels in various clinical 
condition of patients with sepsis using the portable type prototype.

研究分野： 外科・救急集中治療医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来のエンドトキシン測定法では、臨床的意義のあるエンドトキシンの測定は行われておらず、新しい測定法の
普及が急務であった。本研究課題で完成した後方散乱法によるポータブルプロトタイプが完成臨床現場で利用で
きる新しい敗血症診断システムを実用化できる可能性が示唆された。後方散乱測光型ESP測定は、病原因子の評
価を行う敗血症診断システムとして用いられるのみならず、微量のエンドトキシンを測定することができること
から慢性疾患への応用も期待でき、臨床的価値も高いと考えられる臨床的に非常に意義のある研究であると考え
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

敗血症の病態は、感染が発生した際に病原因
子と宿主因子が相互に作用しあうことにより生
じている（右図、N Engl J Med 2013;369:840）。
宿主の過剰な反応や炎症反応に伴う免疫抑制に
よる多臓器障害や感染の遷延が生じると宿主の
恒常性が保たれなくなり死に至ると考えられて
いる。敗血症の診断・重症度評価のために様々
なバイオマーカーが検討されてきた。この中で、
本邦で保険適応であるバイオマーカーとしては
プロカルシトニン（PCT）、プレセプシン
（sCD14）、C 反応蛋白（CRP）などがあるが
いずれも感染に対する生体反応を検出しており、
病原因子を検出する何らかの検査を合わせて敗
血症の評価を行う必要がある。 

病原因子を検出する方法は培養検査が Gold standard であるが検出率は低いことが問題で
ある。病原体関連分子パターン（Pathogen-associated molecular patterns PAMPs）を検出す
る検査の一つとしてリムルス検査がある。これは、グラム陰性菌の細胞壁成分であるエンドト
キシンを検出する方法で 1970 年代より用いられてきた。エンドトキシンは敗血症性ショック
および多臓器障害の病態形成に重要な役割を果たすと考えられている。しかし、現在国内で保
険適応である臨床診断法は測定感度が低く、敗血症性ショックを呈する患者であっても測定で
きない場面にしばしば遭遇する。 

従来用いられてきたリムルス試薬を応用した新し
い測定法として Endotoxin Scattering Photometry
（ESP）が開発された(Analy Biochem 2008;373:281)。
ESPでは従来法より高感度で迅速に血中エンドトキシ
ンの測定が可能となった。我々の研究では、敗血症患
者の重症度に応じてエンドトキシン値が上昇すること
が観察された。（右上図）(Shock 2013;40:504)。 

さらに、サブグループ解析では、培養陰性およびグ
ラム陽性菌陽性であっても Septic shock を来すような症例では
ESP で測定したエンドトキシンは有意に高値を示していた。こ
れらの結果から、EPS は、これまで測定できていなかった微量
エンドトキシンを測定でき、敗血症の重症度と関連しているの
で、敗血症の重症度診断システムとして使える可能性が高いこ
とが示唆された（基盤研究 C 23591863：平成 23〜25 年度）。 

以上より、ESP の測定原理は、現在臨床で用いられているエ
ンドトキシン測定システムより非常に有用であるので、汎用機
器の開発・普及が今後の急務と考えられる。 

 これまで研究で用いてきたレーザー散乱測光器は、市販
の血小板凝集能測定装置を改変したものであった。血小板凝
集能測定装置では側方散乱法が使用されている。その後、前
方散乱法の器機を開発したが、溶媒内での多重散乱の影響に
より低糖度域の測定に問題があることが判明した。 

我々の事前検討で、後方散乱法による ESP 測定は、溶媒
への散乱光吸収が少なく、発生初期の粒子が検出し易いこと
から、前方散乱法より効率的かつ迅速に測定できることが判
明している。 

 本研究では、後方散乱法を測定原理に用いたポータブルプロトタイプを開発し、その基本
的性能の確認と最適なリムルス試薬の反応条件について探索し、量産型機器の開発の際の基本
条件の検討を行う。 

 
２．研究の目的 

敗血症の新しいエンドトキシン測定方法として ESP が開発され、従来法より高感度・迅速
にエンドトキシンの測定が可能となり、敗血症患者の重症度評価を行える可能性が明らかとな
った。本研究では、新しい敗血症診断システムとして ESP にさらに最適化された後方散乱法
を用いたポータブルプロトタイプを開発し、その基本的性能の確認と最適なリムルス試薬の反
応条件について探索し、量産型機器の開発の際の基本条件の検討を行う。さらに、ポータブル
プロトタイプでさまざまな検体でエンドトキシン測定能を行い敗血症診断システムとしての性
能を評価することを目的としている。 

 
３．研究の方法 
【研究 1：新しい後方散乱法を測定に用いた ESP のポータブルプロトタイプ開発と評価】 



ポータブルプロトタイプでの ESP に最適化された反応条件を検討し、この機器の基本
的性能を検証する。次の量産型機器の仕様を確定するために、エンドトキシン測定装置とし
ての基本的な性能が満たされているか検討をする。 

（方法） 
1) 水系試料にてエンドトキシン測定を行い、ポータブルプロトタイプでの試薬の反応条件
などを検討する。初期の ESP 測定機器の性能比較を行う。 
2) 血漿系試料にてエンドトキシン測定を行い、ポータブルプロトタイプでの試薬の反応条
件などを検討する。前項と同様に、初期の ESP 測定機器および現在臨床で使用可能な比濁
時間分析法との性能比較を行う。 

 
【研究２：ポータブルプロトタイプにより臨床検体での評価】 

新しく開発されたポータブルプロトタイプにてさまざまな敗血症患者でのエンドトキシ
ンを測定して臨床状態と評価を行う。現在、宿主因子の評価法として本邦で保険適応として
認められているプロカルシトニン（PCT）やプレセプシン（sCD14）、病原因子の評価方法
として米国食品衛生局（FDA）でエンドトキシン測定法として認められている Endotoxin 
Activity Assay（EEA）と比較検討することにより敗血症診断システムとしての可能性を評
価する。 

（方法） 
外来・入院診療を行う患者で敗血症を呈する患者（目標症例数：敗血症患者 100 名およ
びコントロールとしての健常者ボランティア 10 名）の臨床検体の収集を行い、凍結保存
を行う。研究 1 でポータブルプロトタイプでの試薬の反応条件が整ってからエンドトキシ
ンの測定を行う。 

 
４．研究成果 
【研究 1：新しい後方散乱法を測定に用いた ESP のポータブルプロトタイプ開発と評価】 

ポータブルプロトタイプでの ESP に最適化された反応条件を検討しこの機器の基本的性
能を検証する。 

平成 28 年前半に、基本となる原理確認用の基盤装
置（右図）を用いて後方散乱 ESP 法の反応性について確
認した。その結果、後方散乱光検出型 ESP 法を前方散乱
光検出型 ES P 法に比較して、迅速にエンドトキシンが
検出できることを確認できた。後方散乱光の検出方法に
も様々な工夫がされ（右下図）、分担研究者である小幡博
士により特許出願が行われ、平成 30 年度には、『ゲル粒
子測定方法及びその装置』に関する特許を取得した（特
許 第 6373486 号）。 

 後方散乱 ESP 法のポータブルプロトタイプは、平
成 28 年 12 月に完成した（下図）。4 チャンネル装備によ
り 1 台で、2 試料二重同時測定の能力を持つ後方散乱光
検出型 ESP 法測定装置である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
既に、ポータブルプロトタイプの計測制御プログラム

はほぼ完成しているが、エンドトキシン濃度を自動解析す
るプログラムの開発がまだであり、自動解析プログラムに
ついても検討した。標準試料を反応させ、後方散乱光とし
て検出した粒子の出現を検出した信号は、パソコンなどの
記録装置に集積することを行っている。標準試料
を反応させた際の粒子の出現状況は右図のように
なる。 

右のグラフの右上下図は高濃度の場合であ
り変曲点が粒子の出現ポイントであることは、理
解しやすい。しかし、左上下図のような低濃度で
の変曲点は、捕らえにくいのが現状である。解析
プログラムの課題は、主として挟雑ノイズと微粒



子から得られる散乱光との区別を、いかに自動化で捉えられるかという点であった。 
様々な濃度の極低濃度の標準エンドトキシンを用いた測定で、多数の粒子の出現曲線

を検討して、典型的な検出パターンを検討し、反応時間を推定するプログラムを作成した。 
ポータブルプロトタイプで測定実験により得られたデータを対象に、人間の判定との違い

を検証したところ、多くのデータで人間での判定に近い結果が得られた。今後、データを積み
重ねて、プログラムのパラメーターをチューニングすることにより品質向上を図ることで、実
用に耐えうるプログラムが開発できると結論された。量産化機器の開発の際には、今回の検討
を応用する予定である。 
1) 水系試料にてエンドトキシン測定 

水系試料にてエンドトキシン測定を行い、既存の前方および側方散乱光を用いる ESP 法
の測定装置より迅速にエンドトキシンを測定きることを確認した。 

後方散乱 ESP 法に最適化された反応条件についても検討した。様々な物質について検討
を行い、前処理薬の組成や反応系の濃度について検討を行い、水系の測定に最適化された前処
理薬について一定の見解を得た。量産化機器の開発の際には、今回の検討を応用する予定であ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 血漿系での測定 

血漿系の試料にてエンドトキシン測定を行い、ポータブルプロトタイプでの試薬の反応条
件などの検討を行った。前項と同様に、様々な物質について前処理試薬の検討を行い、前処理
薬の組成や反応系の濃度について検討を行い、血漿系での測定に最適化された前処理薬につい
て一定の見解を得た。量産化機器の開発の際には、今回の検討を応用する予定である。 

現在臨床で使用可能な比濁時間分析法では、エンドトキシンを測定出来ていない臨床検体
でも、ESP 法では、エンドトキシンが検出できることを確認した。 
 
【研究２：ポータブルプロトタイプにより臨床検体での評価】 

新しく開発されたポータブルプロトタイプにてさまざまな敗血症患者でのエンドトキシン
を測定して臨床状態と評価を行う。 

国内の保険診療で這う敗血症診断試薬として測定可能なプロカルシトニン（PCT）やプレセ
プシン（sCD14）、病原因子の評価方法として米国食品衛生局（FDA）でエンドトキシン測定
法として認められている Endotoxin Activity Assay（EEA）と ESP の比較を行うこととした。 

敗血症を示唆される臨床検体を 100 例集積して、ESP 法でエンドトキシンを測定し、ポー
タブルプロトタイプにて、側方散乱法や前方散乱法と同様に粒子のけ検出できることを確認し
ている。同時に、PCT と sCD14、EAA についても評価を行った。今後、それらのデータの解
析を行い、論文化を行う予定である。 
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