
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

BUNSEKI 　 KAGAKUVol ．44
，
　No ．6，　pp．465

一
些69 （1995） 465

報 文

赤外分光法 を用い た生化学分 析 に お け る グル コ ー ス

の 干渉の低減

藤井　稔子
O ＊

， 宮原　裕二
＊

， 渡辺　吉雄
＊

　（1995年 1 月 25 日受付）

〔1995 年 3 月 14 日審 査 終 了 ）

　減衰全反射プリズム を用 い た赤外分光法に よ る生化学分析に お い て ， 試料中グル コ ース が他 の 生化学

成分 の 測 定 に 与 え る干渉 の 低 減 に つ い て 検 討 した ．ま ず人工 的 に 合成 し た グル コ ース と尿索 の 混合水溶

液 の ス ペ ク トル を用い ，尿素濃度測定へ の グ ル コ
ー

ス の 干渉 を シ ミュ レーシ ョ ン に よ り検討 し ， 校正条

件 の 最適 化 に よ り干渉 が 低 減 す る こ と を 明 ら か に し た，基礎検討 に 基 づ い て 最 適 化 し た 校正 条 件 の 下 で

ヒ ト血清中生化学成分 の 定 量 分柝 を行 っ た結果，トリ グ リセ リ ド，尿 素，コ レ ス テ ロ
ー

ル ，尿酸，ク レ

アチ ニ ン の 測定 に 対す る グル コ
ー

ス の 干渉 を低減 す る こ と が で き t ．又，総 タ ン パ ク質，グ ル コ ース ，
トリ グリセ リ ド，コ レ ス テ ロ

ー
ル ，尿素 の 測定 で は ，自動分析装置 と の 良好 な相関が 得 られ た．

1 緒 言

　近 年，分光計 や デー
タ 処 理 用 ソ フ トウ ェ ア の 発 達 に 伴

い
， 赤外分光法 を生化 学分析 に 適用 す る 試 み が 行 わ れ て

い る
1）
一7）．赤外分光法 に よ る 生化学分析 は ， 無試薬 で

短 時聞 に 複数成 分 の 同 時分 析 が で き る と い う従来 に な い

特長 が あ る．血 液 に適 した 分 析手法 と して
， 減衰全反射

（attcnuated 　total　reflection ，　ATR ）プ リズ ム と フ
ー

リエ

変換赤外分光法 （FT −IR） を組 み 合 わ せ た ATR ／FT −IR

に よ る 生化学分析 の 研究 が ，1980年代 か ら行 わ れ て い

る
11，又 ， ATRIFT −IR に よ っ て 測定 した複雑な血液 の

ス ペ ク トル か ら 目的成分 を定量分析 す る た め に ，多変量

解析
2）
− 4）

や ニ ュ
ー

ラ ル ネ ッ トワ
ー

ク
7）が 検量 法 と して 適

用 さ れ て い る，1989 年 に Heise ら
2）は，多変量 解 析 に

よ る 検量法 の な か で は 最 も高精度 で あ る partial　least

squarcs （PLS）を用 い て
， 全血中 の グ ル コ

ー
ス の 定量

分析 を 行 っ た ，又 ， Janatschら
s）は ， 同様 の 手法 を 用 い

て tiaし ょ う 中 の グル コ
ー

ス な ど 6 成分 の 定量 を 行 っ

た．こ れ らの 報告 で は 検出器 の 感度 や 血 中 タ ン パ ク 質 の

ATR プ リズ ム 表 面 へ の 吸 着 等 の 問 題 が あ り ， 測 定 精 度

が不 十 分 で あ っ た．しか し 1994 年 に は Heiscら
4）が，

検出器の 高感度化や プ リズム の 洗浄法 の 改善 を行 い
， ⊥血

し ょ う 中 5 成 分 の 定 量 分 析 に お い て 従 来 法 と の 相 関 係

数 が O．9 以上 と い う 良好 な結果を得 た ．こ れ ら の 報告 の

＊

　（株）日 立 製 作 所 中 央 研 究 所 ： 185　東 京都 国 分 寺市東

　 恋 ケ 窪 1−280

分柝対象 で あ る 血液 は ，疾病 な ど で 様 々 な 成分 が正常 な

濃度範囲 か ら外 れ た異常値 を と る こ とが あ り，臨床検 査

で は こ の 異 常値 の 検出が 目 的の 一
つ と な っ て い る．しか

し上 記 の PLS に よ る 生化学分 析
’2）− 4）で は

，
あ る 成分 が

異常値 を示 す 試料を測定 した 際の
， 異常値成分が他 の 成

分 の 分析精度 に 及 ぽ す 影響 に 関 して 検討 され て い な か っ

た．又 ，
PLS の 校正条件 が 分析精度 に 及 ぼ す 影 響 に つ

い て も明 らか で は な か っ た．

　本 研 究 で は，PLS を検 量 法 と した ATR ／FT −IR に よ

る生化 学 分 析 で の ，試料中 に 含 まれ る成 分 間 の 干 渉 に つ

い て ，糖尿病患者 の 血液 な ど で 高 い 異常値を と る こ と が

あ る グル コ
ー

ス を一
例 と して 検討 した．グ ル コ

ー
ス 濃度

が異 常 値 で あ る試 料 を 測 定 した 際 の ，グ ル コ ース が他 の

生化学成分 の 測 定精度 に 及 ぼ す 影響 を明 らか に し ， PLS

の 校正 条件 を 最適化す る こ と に よ り測定精度 の 向上 を 図

る こ と を 目的と し た ．

2　実 験

　2 ・1 実験装置

　FT −IR は ，水 銀 一
カ ド ミ ウ ム

ー
テ ル ル 検 出器 を搭載 し た

日立 1−5040を用 い た．ス ペ ク トル は ，蒸留水 を パ ッ ク

グ ラ ウ ン ドと して ，分解能 16cm
一

且

，積算回数 100 回

で 測 定 した．試 料 セ ル は ，ス ペ ク トラ テ ッ ク 製 の Hori−

zontal 　cell を用 い た ．　 ATR プリズ ム の 材質 は セ レ ン 化

亜鉛，試料面 へ の 入射角 は 4se で あ る．血 清中の コ レス

テ ロ ー
ル 濃 度 は 日 立 7150 形 自動 分 析装 置 ，そ の 他 の 成
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分 の 濃度 は 日立 736 形自動分析装置 に よ り測定 し，PLS

の 校 正 及 び ATR ／FT −IR と 自動分 析装置 と の 相関 の 評

価に使用 し た．

　 2・2　血清及 び試薬

　校正 に用 い た標準液及 び評価 に 用 い た 試料 は
， 日立総

合 病 院 検 査 技 術科 に 保管 さ れ て い た 300 検体 の ヒ ト血

清 を 用 い た ．ヒ ト血 清 は
， テル モ 製 の 分離剤入 り 採血管

に 採血 し，凝固後 に 遠 心 分 離 し た も の で あ る，す べ て の

標準液及 び試料は ，ATR ／FT −IR 法 と 自動分 析 装 置 の 双

方 で 測 定 を 行 っ た．1 回の 測定 に 必要 な 血清量 は
， 自動

分析装置 で は 3ml，　 ATR ／FT −IR 法 で は lml で あ り，

合計 4ml の 血 清量 を 得 る た め に 幾 つ か の 検 体 を 混 合

し
， 1標準液 も し くは 1 試料 と した，又，再現性 を評価

す る た め の プー
ル 血清 は

， 検体 を必要量 混合し た も の を

用 い た．ヒ ト血 清 に 添加 し た グル コ
ー

ス は，関 東 化 学
一

級 を用 い た ．

　2・3　PLS に よる校 正

　PLS の ア ル ゴ リズ ム は，　 Martcns ら
8〕に よ っ て 報 告 さ

れ て い る もの を使用 し た，実際の 校正 で は ，目的成分 濃

度が既知 の 血清を標準液と す る，ま ず複数個 の 標準液 の

濃度 を，自動 分 析装置 に よ っ て あ ら か じ め測定 して お

く．次 に 標準 液 の 赤外吸収 ス ペ ク トル を測定 し，目的成

分 ピー
ク の 吸光度を説 明変数 ， 目的成分濃度 を 目的変数

と し て PLS に よ っ て 検量式 を算出 す る．一一・
つ の 検 量 式

を算 出 す る の に 使用 す る 標準液 の セ ッ トは
， キ ャ リ ブ

レーシ ョ ン セ ッ トと呼ばれて い る
9＞．な お本研究で PLS

の 校 正 に 使用 し た 生化学成 分 の 波数範 囲 は，Janatsch
らの 報告 値

3）を用 い た ．

3 結果 と考察

　 3 ・1　赤外吸 収 ス ペ ク トル

　ATRIFT −IR に よ っ て 測定した グ ル コ
ー

ス ，尿素水溶

液及 び 標準液 と して 使 用 し た ヒ ト血 清 の ス ペ ク トル を

Fig．1 に 示 し た ，水溶液中の グル コ ース 及 び 尿素 の 濃度

は，そ れ ぞ れ ［g／dl 及 び 500　mg ／dl で あ る ．グ ル コ ー

ス 水溶液 の ス ペ ク トル で は 1035cm
− 1

付 近 に 大 き な 吸

収 が あ り ， 1500cm
一

且

付近 ま で 幅広 く弱 い 吸収が あ る．

尿 素水 溶液 の ス ペ ク トル で は，1620，1470 及 び ll60

cm
− 1

に ピー
ク が あ る が，1470 及 び 1160　cm7i の ピー

ク は グル コ
ー

ス と重 な り が 生 じ て い る，血清 の ス ペ ク ト

ル で は ，1630 及 び 1550cmM 付 近 の タ ン パ ク 質 の ア ミ

ドの 吸収 が 顕著 で あ る が
， 900cm

−
1
付近 ま で 幅広 い 吸

収 が あ り，こ の 吸収 に 埋 も れ て い る タ ン パ ク 質以外の 生
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Fig・1　1nfrared　spectra 　or εしqueous　urea 　selution ，
aqueous 　g且ucose 　solution 　and 　human 　serum

化 学成 分 の ピー
ク を 見分 け る こ と は 難 しい ．しか し，前

述 した検 量 法 の 開発 に よ り，定 量 化 が 可 能 に な っ て き て

い る．

　3・2　シミュ レーシ ョ ン に よる成分間干渉 の 検討

　 グ ル コ ース 及 び尿 素 混 合水 溶液に お い て ，試料中の グ

ル コ
ー

ス 濃度が ， キ ャ リ ブ レーシ ョ ン セ ッ トの 濃度範囲

か ら外 れ た 場合 に，尿素濃度測定 に 及 ぼす 影響 を シ ミュ

レ ーシ ョ ン に よ り 検討 し た ．Fig．1 に 示 した グル コ ース

及 び尿素水溶液の ス ペ ク トル をもとに ，各種濃度の グル

コ ー
ス 及 び 尿素 を含 む 混合水溶液 の ス ペ ク トル を算 出

し，
こ の 疑 似 ス ペ ク トル 及 び ス ペ ク トル 算出 に 用 い た濃

度 に よ っ て PLS の 校正 及 び 評価を行 っ た ．疑似 ス ペ ク

トル は ，1750− 950cm
−

1
の 波数範囲で 16cm

− 1
ご と に

吸 光度 を計 算 した．キ ャ リブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トに は，グ

ル コ ー
ス が 0〜100mg ／d1， 尿素が O− 100　mg ／dl の 濃度

範囲か ら な る 59 個 の 疑似 ス ペ ク トル を 用 い た．更 に グ

ル コ ース 濃 度 が キ ャ リブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トの 濃度分 布内

に あ る 試料 （正 常 値 試 料，グ ル コ
ー

ス
， 尿 素 と も濃度範

囲 は 0− 100mg ／d1） と グ ル コ ース 濃 度 が キ ャ リブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トの 濃度分布外 に ある 試料 （異常値試料，グ

ル コ ー
ス 濃度範 囲 は G〜1000　mg ／d1，尿素濃度範 囲 は

N 工工
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F玉9・2　Simulation　resu ｝ts　f｛）r　urea 　measurement

Syx　 was 　 calculated 　fr・ m 　 c・ rrelati ・n 　between　 urea

concentratiens 　used 　fbr　 spectra 　ca 量culation 　and 　pre−

dicted　urea 　concentrations 　using 　PLS ．　
一

●
−

sam −

ple　 set　 containing 　O
〜100　mg ／dl　 glucose；

一・○…

samplc 　set 　containing 　O− IOOO　mg ／dl　g主ucose

Glucose　 concentration ／rng　dl
−1

Fig．3　Effect　of 　glucose　concentrations 　on 　biQche−

mical 　analyses

Glucose　 concentration 　（x −axis ） was 　 measured 　by

automatic 　clinical 　analyzer ，　 Concentrations　of 　uric

acid ，　 creatinine ，
　 urea

，
　triglycer孟de呂，　 cho 童esterol 　 and

t・tal　 P・・t・宝n 　（y−axis ） w … 　 measured 　by

ATRIFT −IR　using 　a 　calibration 　sct 　containing

70〜1800mg ／dl　 g［ucose （○） Qr 　 a　 calibration 　 set

containing 　70
〜330　mg ／dl　glucose　（●），▲ 　ind置

一

cates 　concentration 　of 　uric 　acid ，　creatinine ，
　urea ，trig−

lycerides，　 cholesterol ，　 total　 protein　measured 　by
autOmatiC 　CIinical 　analyZer 、

O〜　LOO　mg ／dl）の 疑似 ス ペ ク トル をそ れ ぞ れ 20個作成

し た ．正 常値試料 と異常値 試 料 の 尿 素濃度測定精度，及

び そ れ ら の キ ャ リブ レ ーシ ョ ン セ ッ トを構成 す る 標準液

数 へ の 依存性を Fig．2 に示 し た ．縦軸 は，疑似 ス ペ ク

トル の 算 出 に 用 い た 尿素濃度 と そ の 疑似 ス ペ ク トル を も

と に PLS に よ り予測 し た 尿素濃度 の 相関直線 か ら算出

し た SyxiO） で ある．異常値試料 （○〉の Syx は 標準液

数 の 増 加 と と も に 小 さ く な り，標準液数 50 個 で 正 鴬値

試料 （●）の Syx と 同等 に な る．こ の 結 果 か ら
，

キ ャ

リブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トの 濃 度範 囲 か ら外 れ た 濃度 の グ ル

コ
ー

ス を含む試料 で は，標準液数 を増加 す る こ と に よ り

測定精度が 向上 す る こ と が 分 か っ た．又，標 準 液 数 が 限

られ る場合に は ， あ らか じ め異常値 の グル コ ース 濃度を

含 む 濃度範囲を持つ キ ャ リブ レ
ーシ ョ ン セ ッ トを構成 す

る こ と に よ っ て も，尿素濃 度 の 測 定 を 高精度 に 行 う こ と

がで きる と 考 え られ る．

　3・3　血清中 7 成分 の 測定

　上記 の 結果 を も と に 構成 し た 2 群の キ ャ リブ レ ーシ

ョ ン セ ッ トに よ り，ヒ ト甑清中の 総 タ ン パ ク 質 ， 尿 素 ，

コ レ ス テ ロ ー
ル ， トリ グ リセ リ ド， 尿酸，ク レア チ ニ ン

6 成 分 を ATR ／FT −IR に よ っ て 測定 し，血 清中 の グ ル

コ ース 濃度 と 各成分 の 測定濃度 と の 関係 を調 べ た，キ ャ

リブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トは，無添加の 70　rng ／dlか ら 330

mg ／dl の 濃度 分 布を有 す る ヒ トLfrt清 IOO 検体 を標準液

と し た 無添加 キ ャ リ ブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ トと，グ ル コ
ー

ス

添加 に よ り 70mg ／dl か ら 1800　mg ／dl の 広範 囲 の グ ル

コ
ース 濃 度 分 布 を 有 す る ヒ ト血清 100検体 を 標準液 と

し た 添 加 キ ャ リ ブ レ
ー

シ ョ ン セ ッ ト用 い た ．試料は，5

個 に 分 け た プール 血清 で
，

グ ル コ
ー

ス 以外 の 成分濃度 が

5 個 の 試料間で
一

定 と な り，グル コ ー
ス 濃度 の み が そ れ

ぞ れ 異 な る 異常値 と な る よ う グル コ ース を血清 に 添加 し

た も の を用 い た、2 群 の キ ャ リ ブ レーシ ョ ン セ ッ トの 測

定結 果 の 比較 を Fig．3 の a か ら f に 示 す．尿酸 ク レ
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Fig．4　Correlation　bctween　ATR ／FT −IR　and 　automatic 　clinical 　ana 且yzer

ア チ ニ ン
， 尿素， ト リ グ リ セ リ ド， コ レ ス テ ロ ール

（a
−

e ＞で は ，無添加 セ ッ トの 測 定値 （●） は 試料中 の

グル コ ース 濃度 に よっ て 変化 し ， グル コ ー
ス 濃度が 変化

す る に つ れ て 自動分 析装置 に よ る測定値 （▲ ） との 差 が

増 大 し た ，一
方添加 セ ッ トの 測 定値 （○） は試料中 の グ

ル コ ース 濃度 に よ る影響をほ と ん ど受 け な か っ た．従 っ

て グル コ ース 濃度 が異常値 で あ る 試料 の 測定 で は ，グル

コ
ー

ス を 添加 して キ ャ リブ レ ーシ ョ ン セ ッ トの 濃度範囲

を 広 げ る こ と に よ り， 上記 5 成分 の 測定精度 が 向上 す

る こ と が 分 か っ た．又，総 タ ン パ ク質 （f） で は ，添加

セ ッ トと無 添 加 セ ッ トの 測定結 果 に 大 き な 違 い は な い

が，両 者 と も測 定 誤 差 は 臨 床検 査 の 許容範 囲 内 で あ っ

た
11）．

　上 記 の グル コ
ー

ス を添加 し た キ ャ リ ブ レ
ーシ ョ ン セ ッ

トを 用 い て ，ヒ ト血清 30 検 体 中 の 総 タ ン パ ク 質 ， 尿

酸，ク レ ア チ ニ ン
， 尿 素 ， トリ グ リ セ リ ド，コ レ ス テ

ロ ー
ル ， グ ル コ ー

ス 濃度 を ATR ／FT −IR 法 と 自動分析

装置に よ っ て 測定 し，そ の 相関 を調 べ た．そ の 結果 を

Fig．4 の a か ら g に 示 す．総タ ン パ ク 質 （a ），尿素，

トリ グ リセ リ ド，コ レ ス テ ロ
ー

ル ，グル コ
ース （d〜g）

は 相関係数 （r） が 0，93 以 上 と 良好 な 結果 を 得 た．一
方

尿 酸 （b），ク レ ア チ ニ ン （c ） は，r が 0．8 前後 と 低 く
，

回帰直線 の 傾 き も低か っ た．こ れ は ， 2 成 分 の 血 清中の

濃度が 低 く，分光計 の 感度が不十 分 な た め と思 わ れ る ，

　以 上 の よ う に グ ル コ ース を 添 加 した 血 清 を キ ャ リ ブ

レーシ ョ ン セ ッ トに 用 い る こ と に よ り ， 尿 酸 ， ク レ ア チ

ニ ン
， 尿素， トリ グ リセ リ ド，コ レ ス テ ロ ール の 測定に

及 ぼ す グ ル コ
ー

ス の 影響を低減 で き た．グル コ
ー

ス 以外

の 成 分 濃 度 が 異常値 で あ る 場合 ， そ の 成分が 他 の 成分 の

測定に 影響を及 ぼ す こ とが予 測 さ れ る が，そ の 際も本研
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　 文 藤井，宮原，渡 辺 ： 赤外 分 光 法 を用 い た生 化学 分 析 に お け る グル コ
ー

ス の 干渉 の 低減 469

究で の 干渉低減の 方法 が有効 で あ る と 思 わ れ る，

　本研 究 に ご 協力い た だ い た 日 立 製 作所 計測器 事業部 の 保

田 和雄，野 村　靖，宮城宏行 ， 菅原研 之 ， 浅 井 英 規 各 氏 ，

及び 同社 日 立総 合病 院 の 津久．井 豊彦 氏 に 感謝 い た し ま す．

　　　　　　　　　　　　　（
1994年 IO 月，日本分析化学会

第 43 年 会で
一

部発表 ）

文 献

童）B，Bauer，　T ．　A 、　Floyd： Anal，　Chim．　Acta， 197
， 295

　　（1987），
2）H ．M ．　 Heise，　 R．　Marbach

，
　G ．　Janatsch，

　J．　 D ．

　　Kruse−Jarres： Anat．（］hem．
，
61，2009 （1989 ）．

3）G ．Janatsch，　J．　D ．　Kruse −Jarres，　R ．　Marbach ，　H．
　　M ．Hcise ： Anat 、（］hem．，61，2016　C　1989）．、
4）H ．M ．　Heise，　R ．　Marbach ，

　T．　H ．　Koschinsky，　F，

　　A．Gries： Appl．　Spectrosc．，48，85　 U994）．
5）H ．Zeller，　P．　Novak ，　R ．　 Landgraf ； Iret．」．　 A 厂塚
　　Organs，12，129　（1989）．
6）K ．J，　Ward ，　D ．　M ．　Haaland ，　M ．　R ．　Robinson，　R ．

　　P．Eaton： Ap ）1．　Spectrosc．，46，959 （1992）．
7）P．Bhandare

，
　 Y ．　 Mendelson

，
　 E ，　 Stohr

，
　 R ．　 A ．

　　Peura ： Vib．　S ）ectrosc．，6，363　（1994）．
8）H ．Martens，　T ，　Karstang ，

　T ．　Nacs ： J．（）hemom．
，
1

，

　　 201　（1987），
9）P．Geladi，　B ，　R ，　Kowalski： Anal．　Chim．　Acta，185，
　　 1　（1986）．
10）小 沢 恭

一
；
“
臨 床 用 自動 分 析

”
， p．180 （1985），（

．
講

　　談社），
11＞野上清信，中　甫 ： 臨床検査機器

・
試 薬 ，

8
，
13正3

　　　（1985）．

☆

Reducti ・ n ・ f　gluc・ se 　interference　in　bi・chemical 　analyses 　based ・ n 　infrared

spectmscopy ．　 Toshiko　FuJII，　Yuji　MIYAHARA 　and 　Yoshio　WATANABE （Central　Research
Laboratory ，　Hitachi　Ltd．， 1−280

，
　Higashi−koigakubo

，
　Kokubunji−shi，　Tokyo　l85）

　Simultaneous　analyses 　of　biochemical　cornponents 　in　human 　 serum 　 were 　investigated

using 　attenuatcd 　total　reflection （ATR ）and 　FT −IR　in　combination 　with 　the　partial　least
squares （PLS ）calibratiQn 　mcthod ．　 Whcn 　the 　glucose　conccntration 　in　a 　sample 　was 　out

of 　range 　of 　that 　in　the 　standard 　 solutions 　fbr　calibration
，
　 measurements 　 of 　biochemical

components 　were 　fbund　to　be　affected 　by　the 　glucose　concentration ．　Glucose　interference

could 　be　reduced 　by　optimizing 　thc　number 　of 　standard 　solutions 　and 　the　range 　of　glu−

cose 　concentrations 　in　the 　 standard 　 solutions ．　 When 　the　 optimized 　 standard 　solutions

were 　 uscd 　for　calibration
，
　good　 correlatiQns 　betwcen　thc 　ATR ／FPIR 　method 　and 　thc

automatic 　 clinical 　 ana1yzer 　 could 　 be　obtained 　 fbr　 measurements 　of　triglycerides，　 urea ，
cholesterol

，
　total　protein　and 　 g圭ucose ，　while 　correlation 　coefficients 　fbr　uric 　acid 　and

creatinine 　wcre 　O．77　and 　O．85　respectively 　because　of 　insumcient　sensitivity 　of 　the 　detcc−

tor．
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