
１．はじめに

リムルス反応を応用する血中（1→3）-β-D-グルカン

（β-グルカン）測定は深在性真菌症発症のハイリスク患

者において，本症のスクリーニングのために繰り返し検

査される場合が多い．わが国の深在性真菌症診療におい

て欠くことのできない重要な検査法となっている．

血中β-グルカン測定にはこれまでに複数の異なる

キットが開発されている．1995年，最初に過塩素酸

（PCA）処理－発色合成基質エンドポイント法によるβ-

グルカン測定キットが登場し，優れた感度で深在性真菌

症の早期診断に有用と高く評価された．その後，前処理

法や測定方法の異なるキット４種類が相次いで開発され

た．アルカリ処理－発色合成基質カイネティック法

（MK法），アルカリ処理－発色合成基質エンドポイント

法（TE法），希釈加熱－比濁時間分析法（ワコー法），

希釈加熱－発色合成基質エンドポイント法（マルハ法）

である．

リムルス反応を応用し，カブトガニの血液凝固反応カ

スケードのG因子をβ-グルカンが活性化する測定原理

はいずれも同一であるが，検体処理能が高く検査セン

ターなど大量に検体を扱う施設で使用しやすいキット

や，１検体から測定可能で病院検査部での使用が適して

いるキットなど，各キットはそれぞれに特徴を有してい

る．また検体前処理法，実際の測定方法，直接測定対象

物質，標準β-グルカンなどもそれぞれに異なっている

（Fig. 1）．これらの要因から検体によっては，測定キッ

ト間で測定値および判定結果に不一致が生じ，感度・特

異度などの検査性能にも少なからず差異のあることが明

らかになってきた．我々は特にMK法で偽陽性の多いこ

とに着目してその原因を追及し，MK法を開発した生化

学工業（株）と協力してMK法の改良に至った．

本稿ではMK法改良の経過と改良MK法の臨床成績に

ついて概説する．

２．非特異反応の出現頻度と検査性能に及ぼす影響
稲田ら１）は基礎的検討で，前処理としてアルカリ処理

を行うキットにおいて，溶血やγグロブリンを多量に含

有する検体で蛋白が不溶化して析出し，リムルス反応を

介さず非特異的に反応液の吸光度を上昇させ，偽陽性を

生じさせることを報告している．臨床でも溶血検体や高

γグロブリン検体ではβ-グルカン測定時，反応液中に

非特異的な混濁が生じてβ-グルカン異常高値を呈する

ものがあることが分かってきた．

そこで我々はまず，臨床現場で最も使用されている

MK法とワコー法の２種類のキットを評価し，非特異反

応出現状況を調査した２）．1999年１月から５月まで，川

崎医科大学附属病院で深在性真菌症疑い，もしくは深在

性真菌症の治療経過観察目的で血中β-グルカン値が測

定されていた146例の保存血漿343検体を材料として，

血中β-グルカン値を両方法で測定し，深在性真菌症の

確診群，疑診群，否定群で検討した．また非特異反応の
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関与を検証するため，カルボキシメチル化カードラン

（CMカードラン）を反応系に過剰添加し，リムルス反

応を抑制しβ-グルカン測定を行った．β-グルカンの一

種であるCMカードランを反応系に過剰添加するとリム

ルス反応が停止しβ-グルカン値が算出されないため，

測定値は理論的に検出限界以下となることが知られてい

る．この条件下で算出されてきた数値は，β-グルカン

以外の非特異反応を検出した結果であると判定できる．

両者の測定値は緩やかな相関を示した（Fig. 2）が，

MK法ではワコー法よりも高い数値を示す傾向にあり，

深在性真菌症否定群においても陽性検体が多い結果で

あった．感度と特異度はおのおのMK法で 87 .9%，

43.3%，ワコー法では72.9%，75.2%と，感度はMK法が，

特異度はワコー法が優れていた．またワコー法ではCM

カードランを添加することにより，全ての検体で測定限

界以下となったのに対し，MK法ではCMカードラン添

加後も測定値が陽性を示す検体を多数認めた（Fig. 3）．

これはワコー法では非特異反応は認められなかったが，
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Fig. 1. The Limulus cascade reaction followed by the reactions of
respective β-glucan measurements.
Excluding PCA pretreatment－chromogenic endpoint method.

Fig. 2. Comparison between（1→3）-β-D-glucan measured by WAKO and MK assay.



MK法でβ-グルカン以外の非特異反応を多くの検体

（34.9%）で検出した結果と判定できる．この検討でMK

法に偽陽性が多く，測定キット間でβ-グルカン測定値

や判定結果に乖離が生じる原因の一つが，非特異反応の

出現にあることが推測できた．

別の検討３）ではMK法とワコー法に加えて，マルハ法

の評価も行った．この検討では，プロテアーゼ阻害剤で

ある安息香酸アミジノフェニル（APB）を用いてリム

ルス反応を停止させた．APB添加により活性型凝固酵

素活性が阻害されるため反応が停止し，β-グルカン値

は算出されなくなる．この検討ではMK法では95.1%の

検体に非特異反応が出現していたのに対し，マルハ法で

は非特異反応の出現は全く認められないことが分かっ

た．臨床検体を用いた検討のため，非特異反応の出現頻

度は，母集団に含まれる症例によりある程度変化するが，

これらは日常診療で我々が実際に経験する頻度といえ

る．

次にMK法で高頻度に認められる非特異反応が実際の

感度や特異度にどの程度影響を及ぼしているのか検討し

た４）．2002年８月から９月の期間，川崎医科大学附属病

院でβ-グルカンを測定した患者174例の保存血漿460検

体を対象として，APBを用いてβ-グルカン測定反応を

停止させ非特異反応相当値を算出した．APBを添加し

ない通常測定値から非特異反応相当値を差し引いて補正

し，補正前後の感度，特異度，陽性適中率，陰性適中率

を算出した．検討したβ-グルカン測定キットはMK法，

和光法，マルハ法，TE法の４種類であった．非特異反

応補正前後の感度，特異度，および陽性的中率・陰性的

中率はTable 1に示すとおりであった．ワコー法では非

特異反応が認められなかったため補正後の数値は示して
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Fig. 3. Comparison between results of β-glucan measured by
both methods with or without CM-curdlan.

Table 1. Sensitivity, specificity, the positive predictive value and the negative predictive value in each method
before and after correction of non-specific reactions.

Dilution ＆heating－endpoint method Dilution ＆heating－turbidimetric method

before correction after correction before correction after correction

Sensitivity 35.7% 42.9% 28.6% （－）

Specificity 96.0% 96.0% 96.0% （－）

PPV 45.5% 50.0% 40.0% （－）

NPV 94.2% 94.8% 93.5% （－）

alkaline－kinetic method alkaline－endpoint method

before correction after correction before correction after correction

Sensitivity 78.6% 57.1% 57.1% 42.9%

Specificity 80.1% 91.4% 84.1% 94.0%

PPV 26.8% 38.1% 25.0% 40.0%

NPV 97.6% 95.8% 95.5% 94.7%



いない．補正前の感度はMK法が78.6%と最も高く，次

いでTE法が57.1%であった．しかし非特異反応相当値

補正後にはおのおの57.1%，42.9%と感度の低下が認め

られた．マルハ法，ワコー法の補正前感度は低い結果で

あった．一方，特異度に関してはマルハ法では補正前後

ともに，ワコー法では補正前がおのおの96.0%と優れて

いた．補正前のMK法，TE法の特異度はおのおの

80.1%と84.1%であったが，補正により91.4%，94.0%と，

約10%の特異度改善が認められた．また陽性的中率は

MK法およびTE法において，それぞれ補正前後で

26.8%から38.1%，25.0％から40.0％と改善していた．検

体の前処理にアルカリ処理を用いるMK法やTE法でβ-

グルカン測定時，非特異反応の出現が検査の性能に悪影

響を及ぼしていることが分かった．

３．MK法の改良とその効果
我々はMK法を開発した生化学工業（株）と協力し，

非特異反応の根本的問題解決に向けての取り組みを開始

した．従来MK法で用いられていたアルカリ前処理液の

組成は0.15M KOH-0.3M KCl－20mM EDTA－0.1%

Polybreneであった．この前処理液のアルカリ成分が検

体中の蛋白を変性させることが考えられたため，試行錯

誤の結果，MK法の現行アルカリ前処理液の成分構成や

濃度を一部変更した改良アルカリ前処理液を調整した．

この改良アルカリ前処理液で検体を前処理した後，β-

グルカンを測定することにより現行法の測定値との相関
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Fig. 4. Comparison of non-specific reactions between the conven-
tional and improved pretreatment reagents.
Out of 200 plasma samples, 180 containing less than 100 pg/ml β-
glucan are shown in these figures.
Real β-glucan contents were obtained by subtracting non-specif-

ic values from apparent values.

Table 2. Incidence of non-specific reaction in the measurement of （1→3）-β-D-glucan

Sample Non-specific Conventional pretreatment Improved pretreatment
reaction（pg/ml） Samples ％ Samples ％

Plasma 0-3.8 61 30.5 184 92.0
samples 3.9-9.9 108 54.0 15 7.5
（200） 10.0-19.9 24 12.0 0 0.0

20.0=< 7 3.5 1 0.5

Fig. 5. Correlation of（1→3）-β-D-glucan values in
the improved and conventional MK method.



性を保ちつつ，非特異反応出現を著しく減少させること

に成功した５）ので，その成績の一部を紹介する．改良ア

ルカリ前処理液は従来型前処理液のアルカリ（KOH）

濃度を低下させるとともに，KCl濃度を上昇させ50mM

の濃度でNa2SO4を添加した組成，0.05M KOH-0.6M

KCl-20mM EDTA-0.1% Polybrene-50mM Na2SO4であ

る．これを用いて，臨床から得られた血漿200検体のβ-

グルカンを測定し，従来の前処理液を用いた測定結果と

比較した．200検体中，従来法では139検体で非特異反

応がみられ，そのうち７検体でカットオフ値（20pg/ml）
以上の数値を示したが，改良法では非特異反応の出現を

認めたものは16検体，カットオフ値以上の数値を認め

たものは１検体に減少した（Table 2）．またこの200検

体を従来のアルカリ前処理液および改良アルカリ前処理

液で前処理した後にリムルス反応不活化剤（ラミナラン

オリゴサッカライド）添加条件下と無添加条件下でβ-

グルカン測定を行い，見かけ値と真値を算出して両者の

関係をFig. 4に示した．従来型アルカリ前処理液を使用

した場合，見かけ値が真値を上回る検体が多く認められ

たが，改良アルカリ前処理液を使用した場合には見かけ

値は低下し真値との差が縮小した．改良アルカリ前処理

液を用いた場合にも，リムルス反応に妨害作用を来たさ

ないことは別途確認済みである．改良アルカリ前処理液

の開発により，β-グルカン測定の非特異反応の出現頻

度は著しく減少し，この問題は大きく改善された．2005

年７月以降，MK法ではこの改良アルカリ前処理液が使

用されている．

さらに改良MK法の検査性能を改良前のMK法と比較

した６）．材料には川崎医科大学附属病院で2003年４月

23日から６月４日の期間に，深在性真菌症疑い，また

は治療経過観察目的でβ-グルカンが測定された121例か

ら採取された保存血漿121検体を用いた．各症例を確定

診断例，臨床診断例，疑診例，否定例，不明例の５群に

分類し，有病症例として確定診断例と臨床診断例を，無

病症例として否定例を用いた．疑診例と不明例は臨床的

性能評価の対象から除外した．従来法と改良MK法で測

定したβ-グルカン値の比較をFig. 5に示した．おのおの

の測定値は一定の相関を認めたが，従来法の測定値が高

い数値になる傾向が認められた．定性判定結果が両法と

も陽性の検体は25検体，両法とも陰性であったものは

86検体，従来法が陽性で改良MK法が陰性であったも

のは９検体，従来法が陰性，改良MK法が陽性であった

ものは１検体であった．両者の一致率は91.7%であった．

従来法および改良MK法の感度と特異度，陽性的中率

と陰性的中率をTable 3に示す．感度は91.7%から75.0%

に低下したが，特異度は85.3%から91.6%へ改善した．

またPPVも44.0%から52.9%へ改善を認めた．また，従

来法と改良MK法のROC解析の結果をFig. 6に示した．

従来法のAUCは0.9175，改良MK法のAUCは0.9123で

あり，改良MK法のAUCが従来法に比して僅かに縮小

していたが統計学的有意差は認めなかった．この検討で

得られた特異度は従来法85.3%，改良MK法91.6%と

6.3%の改善が得られており，アルカリ前処理液の改良が

従来法の臨床的問題点の解決に有用であった．これまで

従来法は本邦の他のβ-グルカン測定キットよりも高い

感度を有していると評価されてきた．前処理液の改良に

より，その問題点であった特異度が大きく改善され，改

良MK法の臨床的有用性は従来法に増して，さらに高く

なっていると評価できる．

おわりに

MK法によるβ-グルカン測定の際に生じる非特異反
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Table 3. Sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value
in conventional MK assay and new MK assay using improved alkaline pretreatment
reagent.（Cut- off value of 20 pg/ml is recommended by manufacturer.）

Sensitivity Specificity PPV NPV

91.7% 85.3% 44.0% 98.8%
Conventional MK method

（11/12） （81/95） （11/25） （81/82）

75.0% 91.6% 52.9% 96.7%
Improved MK method

（9/12） （87/95） （9/17） （87/90）

PPV: positive predictive value ,  NPV: negative predictive values

Fig. 6. Area under the curve of receiver operating
characteristic analysis in conventional MK assay and
new MK assay using improved alkaline pretreatment
reagent.



Problems and recent advances in measurement of（1→3）-β-D-glucan
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Measurement of（1→3）-β-D-glucan for invasive fungal infection is used practically in Japan. The problem of false posi-
tive results due to the frequent occurrence of non-specific reaction in alkaline treatment, chromogenic automated kinetic
assay to measure（1→3）-β-D-glucan had been recognized in Japan. But this important problem was resolved in July 2005
by improvement made in the pretreatment reagent in a（1→3）-β-D-glucan measurement kit. In this manuscript, we
describe the process of improvement of this kit and its clinical usefulness.

応の問題に着目し，検討してきた成績の一部を紹介した．

一方，希釈加熱法を前処理に用いるキットの低感度は，

β-グルカン測定におけるもう一つの大きな問題点であ

る．ここではこの問題について触れなかったが，我々の

ROC解析では，基準値を現行の11pg/mlからさらに引
き下げることで，特異度を損なうことなく感度の向上が

期待できるとの結果を得ている．こちらについてもさら

に臨床的検討を進めていく予定である．

β-グルカン測定は本邦で開発され，臨床応用が行わ

れてきた検査法である．これまで米国の臨床現場は血清

診断法そのものを受け入れず，いわゆるculture based

の検査を重視してきた．しかし近年，米国でFDAがβ-

グルカン測定法を承認し臨床応用も開始されている．米

国のキットは使用するカブトガニの種類がMK法と異

なっているため基準値は80 pg/mlと国内のいずれの
キットとも異なる数値が設定されている．海外からこの

キットの優れた成績の報告７－10）も発表されているので，

わが国で普及しているキットとの比較検討も今後の課題

の一つである．

β-グルカン測定はEORTC/MSGの診断ガイドライン

にも取り上げられた．今後は国際的なβ-グルカン測定

標準法を早期に確立させ，その有用性が最も際立つ運用

方法や最適検体などについても検討が進められるべきと

考える．
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