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研究成果の概要（和文）：血漿エンドトキシン測定法として保険適用されている比濁時間分析法

では、被験者から遠心分離によって得る血漿として我々は多血小板血漿（Platelet-Rich Plasma

以下PRP）を用いてエンドトキシンを測定している。しかし、この方法の診断法としての感度、

特異度は 58.6％、97.0%と、感度が良いとは言い難い。敗血症において、血漿以外にも、白血

球表面には白血球が認識して結合した細菌の菌体成分としてのエンドトキシンや、白血球細胞

膜表面のCD14Recepter、Toll Like Recepter4などに結合した細菌から遊離したエンドトキシ

ンが存在し、さらに細胞内に取り込まれているエンドトキシンも存在していると考えられる。

ヒドロキシエチルデンプン（以下 HES）の赤血球除去剤としての特性を活かし、多白血球血漿

（Leukocyte-Rich Plasma以下LRP）を作成し、新規のエンドトキシン測定用試料の作成法を考

案し、検証した。さらに従来のPRPを用いる方法と比濁時間分析法を用いて比較検討した。そ

の結果、敗血症患者でのLRPにおけるエンドトキシン値は、従来のPRPにおけるエンドトキシ

ン値より有意に高く、また感度においても有意に高かった。今後の敗血症における診断率の向

上に寄与すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：For the National Health Insurance-covered endotoxin assay method 
for the determination of plasma endotoxin, namely, turbidimetry-gelation time assay, 
platelet-rich plasma (PRP) prepared by centrifugation of the patient’s blood is used, 
as a rule. However, the diagnostic sensitivity of this assay can hardly be considered 
to be satisfactory (sensitivity, 58.6%; specificity, 97.0%). In sepsis, endotoxin 
recognized by leukocytes and bound to the surface of leukocytes as a bacterial cell 
constituent and endotoxin liberated from bacteria and bound to the CD14 receptor, 
toll-like receptor (TLR) 4, etc., on the leukocyte membrane surface are known; in addition 
endotoxin is also considered to be taken up by the cells besides being present in the 
circulating plasma. Endotoxin thereby activates leukocytes, which in turn, is associated 
with activation of humoral factors, such as cytokines. We focused our attention on the 
endotoxin occurring within and on the surface of white blood cells, and have reported 
the possibility of the sensitivity of the test being improved by simultaneously using 
both white blood cells and plasma as assay samples. 
 This study was undertaken to devise and examine a new method of sample preparation for 
endotoxin assay in leukocyte-rich plasma (LRP), prepared taking advantage of the property 
of hydroxyethyl starch (HES) as an erythrocyte aggregating agent. Furthermore, we 
comparatively assessed the assay results obtained by the conventional method using PRP 
and the turbidimetry-gelation time method using LRP. The results showed significantly 
higher endotoxin levels in LRP, as compared to the endotoxin levels in PRP determined 
by the conventional method, in patients with sepsis, and a significantly higher 
sensitivity of the former method. We consider that our newly devised assay method may 
contribute to improvement of the diagnosis rate of sepsis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) エンドトキシンは、グラム陰性菌の細
胞壁の構成成分であり、その活性本体はリポ
多糖（リポポリサッカライド（以下、LPSと
略す））である。エンドトキシンは多様な生
物活性を示し、敗血症や敗血症性ショックな
どを引き起こす。グラム陰性菌より遊離した
LPSは、LPS結合蛋白質 LBPに結合した後、
マクロファージや好中球などのトール様受
容体 4（TLR4）に結合し、活性化させる。そ
の結果、過剰の炎症性サイトカイン等が産生
されると上記の症状が引き起こされる。 
 
(2) グラム陰性桿菌の細胞外壁の構成成分
であるエンドトキシン（内毒素、Endotoxin）
はリポ多糖(lipopolysaccharide 
；LPS)そのものであり、非常に多くの生物活
性を示す。敗血症におけるエンドトキシンの
役割について古くから議論され、リムルステ
ストにより血中のエンドトキシン量を測定
することが行われてきた。 
 
(3) 本邦で唯一保険適用されているエンド
トキシン測定法としては比濁時間分析法が
ある。この方法で血液エンドトキシンを測定
する場合、被験血液から遠心によって得られ
た多血小板血漿（Platelet-Rich Plasma以下
PRP）や乏血小板血漿（Platelet-Poor Plasma）
などが用いられている。エンドトキシンは、
血漿内だけでなく、白血球内に貪食された細
菌や、白血球細胞膜表面のLPS結合物質であ
る LPS Binding Protein （ 以 下
LBP）,CD14Recepter、Toll Like Recepter（以
下 TLR）にも多く結合しており、サイトカイ
ンなどの液性因子を活性化に関与している。
我々は以前から血漿内だけでなく、白血球内
に貪食されたエンドトキシン及びに白血球

表面に結合しているエンドトキシンに 
注目してきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
エンドトキシンを血漿と白血球分画とで
各々測定すると、白血球分画のみで高値とな
るポイントや、逆に血漿のみ高値となるポイ
ント、両方高値となる場合が存在しているこ
とが分かり、血漿と白血球を同時測定するこ
とで、血中エンドトキシン濃度をより正確に
測定できる可能性がある。しかし、この方法
での白血球分画は血漿と白血球層（バフィー
コート）を個別に採取する必要があり、操作
上煩雑であり実用性に欠けていた。そこで、
赤血球凝集剤であるヒドロキシエチルデン
プン（以下 HES）を血液に加えて静置するこ
とにより、ヘモグロビンが測定系に阻害的に
影響する赤血球を除去し、赤血球を殆ど含ま
ない白血球及び血漿の分画が同一検体試料
として採取できる。 
この研究では、HESを用いて赤血球を除去

した血漿と白血球を含む分画（Leukocyto－
Rich Plasma以下LRP）を作製し、LRPの検証
とLRPを用いたエンドトキシンを測定し、敗
血症の診断率の向上が可能であるかを従来
のPRPを用いた成績と比較検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)  敗血症患の血中エンドトキシンを血
漿と白血球分画とで各々測定すると、白血球
分画のみで高値となるポイントや、逆に血漿
のみ高値となるポイント、両方高値となる場
合が存在していることが分かり、血漿と白血
球を同時測定することで、血中エンドトキシ



ン濃度をより正確に測定できる可能性が示
唆された。しかし、この方法での白血球分画
は血漿と白血球層（バフィーコート）を個別
に採取する必要があり、操作上煩雑であり実
用性に欠けていた。そこで、赤血球凝集剤で
あるヒドロキシエチルデンプン（以下HES）
を血液に加えて静置することにより、ヘモグ
ロビンが測定系に阻害的に影響する赤血球
を除去し、赤血球を殆ど含まない白血球及び
血漿の分画が同一検体試料として採取した。 
 
(2) この研究では、HESを用いて赤血球を除
去した血漿と白血球を含む分画（Leukocyto
－Rich Plasma以下LRP）を作製し、LRPの検
証とLRPを用いたエンドトキシンを測定し、
敗血症の診断率の向上が可能であるかを従
来のPRPを用いた成績と比較検討した。 
 
(3) 健常者血液にリン酸緩衝食塩液（PBS 
(-)）または最終濃度10,100および1000pg/ml
のLPSを加えて37℃で3時間加温した。最初
にlysing solution(BD社)で溶血させた後、
PBS(-)で3回遠心洗浄後に抗LPSコアマウス
抗体（IgG2a、Hycalt Biotechnolog社）また
はアイソタイプコントロールとしてマウス
抗体IgG2a（BD社）を加え暗所で20分反応
させた。PBS(-)で3回遠心洗浄後に抗CD33
抗体-TITC(BD社)と抗マウス抗体IgG2a+抗体
‐PE（ラット、BD社）を同時に加えて暗所で
20分間染色した。PBS(-)で3回遠心洗浄後に
パラフォルムアルデヒドで固定してから
FACSCAlibur（BD社）を用いたフローサイト
メトリーによりCD33 強陽性細胞を単球、弱
陽性細胞を顆粒球として解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 白血球上 LPSのフローサイトメトリー
による解析 
LPSを健常者血液に添加し加温した場合の
白血球上への LPSの結合を確認した。3時間
加温するとLPSの量依存性には顆粒球及び単
球に結合していることが確認された。 
 
(2) HES加血液の静置後の上澄の赤血球及
び白血球数の推移 
HES加血液の静置後の上澄の赤血球及び白
血球数の推移を検討した。赤血球は次第に沈
降していき、赤血球数が最初に沈降したのは
15分値で、その後も変化なく低値であった。
白血球数は 15分で最高値を示し、その後漸
減していった。このことより上澄を得る時間
を15分とした。 
 
 

(3) 全血とPRP、LRPの血球数及び白血球分
画の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 全血とLRPとPRPの平均血球数と白血球分
画比率を比較し、さらにLRPの白血球回収率
及び赤血球除去率を求めた。血球数の比較を
表1に示す。白血球数では、全血-LRP間で有
意差をもって LRPで低値であった（ｎ=7、 
p=0.013、Anova及び TukeyTest）、全血-PRP
間においても有意差をもってPRPが低値を示
し、（n=7 p<0.01 Anova及び TukeyTest）。
LRP-PRP間でも有意差をもって PRPが低値を
示した（n=7 p<0.01 Anova及びTukeyTest）。
赤血球数では、全血に比し LRP、PRP共に有
意に低値を示し（n=7 p<0.01 Anova及び
TukeyTest）、LRPとPRPで有意差は認められ
な か っ た （ n=7 p=0.9761 Anova 及 び
TukeyTest）。血小板数では3群間で有意差は
認めなかった（n=7 p=0.166 Anova及び
TukeyTest）。白血球回収率は68.3%であった。
赤血球除去率99.9%であった。 
 
(4) P LPS添加健常者血液におけるPRP法と
LRP法の比較 
健常者血液にLPSを50pg/ml添加し、経時

的に血液をくみ取り、PRP法と LRP法で LPS
の回収量の推移を調べた。LRP法のエンドト
キシン値は、PRP法のエンドトキシン値より
常に高値を推移した。また個体により、60分
値、120分値でPRP法とLRP法のエンドトキ
シン値に解離するポイントが認められた。 
 
 
(5) PRP法とLRP法におけるエンドトキシン
の検出感度 
 
 
 
 
 
 
 
PRP法ではカットオフ値1.2pg/mlと設定し、
感度52.6%、特異度98.6%、陽性的中率94.7%、
陰性的中率 75.2%であった。LRP法ではカッ
トオフ値 1.232pg/mlと設定し、感度 89.5%、
特異度 81.4%、陽性的中率 73.3%、陰性的中
率88.0%はあった。感度においてLRP法はPRP
法に比し高値となった。AUCにおいても LRP
法で高値を示した。 
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