
Ⅰ. 緒言

磁気共鳴画像（Magnetic Resonance Imaging;
MRI）検査において、腫瘍などの病変部のコン
トラストを増強させる目的で造影剤を使用する

事がよくある。この造影剤には、常磁性体の性
質を持つガドリニウム（Gd）や鉄が用いられ、
前者は特に強い磁性体効果を有し、画像信号強
度を増強させる効果があるとされている。この
ガドリニウムは、イオンの状態では毒性が強い
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血清カルシウム測定試薬の開発
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Summary We previously reported a serum calcium measurement method using Chlorophosphonazo-

III (CPZ-III).  In this method, the reagent stability is higher than in conventional methods to react

samples in an acid medium.  High specificity to calcium is also achieved due to the addition of a surfac-

tant to the reagent.  However, gadolinium, which is used as a contrast agent for magnetic resonance

imaging (MRI), causes a positive error in the measurement.  Therefore, we have improved our

previous method, and developed a new measurement reagent that is not affected by gadolinium.  As

a result, it was confirmed not to be unaffected by gadolinium to 2.0 mmol/L.  Finally, even if our new

method is employed just after using a contrast agent, the serum calcium tests should be unaffected.  We

expect this method to be used as a routine and emergency test in clinical laboratories because it is

stable, accurate, and does not contain any heavy metals, dangerous materials, or mutagenic substances.
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ため、これをキレート剤（ジエチレントリアミ
ン５酢酸：DTPA）などと結合させ、安定化し
た状態にして用いる。ガドリニウムを使用した
造影剤は、キレート剤の種類は多少異なるが、
各種メーカより市販されて、臨床現場で用いら
れている。
一方、臨床検査の現場、特に生化学検査にお
いて、従来よりこの造影剤がキレート剤を用い
た血清カルシウム測定値に影響を及ぼすという
報告1)がある。著者らも以前開発したクロロホス
フォナゾ-Ⅲ（CPZ-Ⅲ）をキレート剤に用いた
カルシウム測定試薬において、ガドリニウムを
含む造影剤により正誤差を生じる事を確認して
いている2)。
そこで、今回、我々は、従来の試薬にガドリ
ニウムの影響を回避するための改良を加え、基
本的試薬性能はそのまま維持しつつ、ガドリニ
ウムを用いた造影剤による影響を受けない血清
カルシウムの測定試薬の開発を行なったので、
その基礎的性能評価について報告する。

Ⅱ. 材料と方法

1. 測定試薬
第１試薬（R-1）は、pH 5.0（25℃）、40

mmol/Lコハク酸緩衝液、10 mmol/Lクエン酸緩
衝液、陰イオン界面活性剤、造影剤ガドリニウ
ムマスキング剤（EDTA構造類似キレート剤）
を加えて調整、第２試薬（R-2）は、R-1に108
mg/dL CPZ-Ⅲ（同仁化学研究所）を含有。

2. 測定機器

本研究の検討には、日立7170形自動分析装置
（日立ハイテクノロジーズ）を用いた。

3. 分析条件
反応温度は37℃で行い、試料4.5μLにR-1を

160μL加えて、５分後にR-2を80μL加えた。測
定方法は、１ポイントエンド法による主波長700
nm、副波長750 nmでの比色定量とした。検量は
「マルチキャリブ６M」(Ca 9.8 mg/dL、関東化学
株式会社)を用いて検量した。

4. 基本性能試験の検討方法
1) 同時再現性
市販管理血清であるQAPトロール009（1QL-

109、2QL-209）（シスメックス株式会社）を用
い、10回繰返し多重測定を行なった。
2) 希釈直線性試験および最小検出限界試験
カルシウム水溶液は塩化カルシウム特級（和
光純薬工業株式会社）を用いて調製した。希釈
直線性試験は、約30 mg/dLカルシウム水溶液を
原液として、精製水により10段階希釈したのち、
各濃度試料について３重測定を行なった。また、
検出限界試験には約0.6 mg/dLカルシウム水溶液
を調製し、これを精製水にて５段階希釈後、各
濃度５多重測定を行った。各測定値の平均値±
3SDの範囲が０濃度での平均値±3SDの範囲と
重ならない濃度を検出限界とした。
3) 干渉試験
干渉チェック（シスメックス株式会社）を用
い、日本臨床化学会の試案に従って生体試料内
に存在する共存物質の影響について評価を行な
った。
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  造影剤の種類 　　　主成分

ガドジアミド

Gd-DTPA-BMA

ガドペンテト酸メグルミン

Gd-DTPA

ガドテル酸メグルミン

Gd-DOTA

ガドテリドール

Gd-HP-DO3A

　　　安定化剤

カルジアミドナトリウム

　　Na(Ca-DTPA-BMA)

ジエチレントリアミン5酢酸

　　　　DTPA

　　　

 

カルテリドールカルシウム

　　Ca(Ca-HP-DO3A)2

  その他特徴

溶液pH6.0～7.0

　K※＝1016.9

溶液pH6.8～7.8

　K※＝1022.5

溶液pH6.9～7.9

　K※＝1028

溶液pH6.0～7.0

　K※＝1022.8

※　ガドリニウム(Gd)に対する各キレータの安定度定数logK

オムニスキャン

 

マグネビスト

 

マグネスコープ

 

プロハンス 

添加剤なし 

Table 1 Characteristics of each gadolinium contrast agent



4) 抗凝固剤（EDTA）の影響
血清9容にEDTA溶液（2,000 mg/dL）を１容の
比率で混合し、これを段階希釈して測定に及ぼ
す影響について評価した。
5) 特異性試験
２価の金属イオンであるマグネシウム、鉄、

亜鉛、銅を用いて本法の特異性について調べた。
また、ガドリニウムを含む非イオン性MRI造影
剤には、「オムニスキャン」（第一製薬株式会
社）、「プロハンス」（エーザイ株式会社）、「マ
グネスコープ」（テルモ株式会社）、「マグネビ
スト」（バイエル薬品株式会社）の４種を用い
た（Table 1）。
6) 正確性
正確性の評価用試料には「検査医学標準物質
機構（ReCCS）電解質標準血清」（JCCRM321-
5M、JCCRM321-5H）を用いた。
7) 従来法との相関
健常者から採取した血清52検体を用い、改良
法と従来法との相関性試験を行なった。検体の
使用にあたっては、提供者との関係不可能匿名
化を行い使用した3), 4)。

Ⅲ. 結果

1. 同時再現性
同時再現性は２種類の管理用血清（表示値：
1QL-109；9.32 mg/dL、2QL-209；12.52 mg/dL）
を用いた。その結果、同時再現性の変動係数
（以下CV）は、いずれの試料においても0.46％
以下となった。また、ReCCS電解質標準血清
（中、高濃度）を用いた正確性についての結果
は、表示値に対する偏りの程度は、中濃度で-
0.4％、高濃度では-0.3％であった（Table 2）。

2. 希釈直線性試験
希釈直線性試験においては、約20 mg/dLまで
原点を通る直線性が得られ、最小検出限界は
0.24 mg/dLであった。

3. 干渉物質の影響
干渉物質の影響は、遊離型ビリルビン19.3

mg/dL、抱合型ビリルビン19.9 mg/dL、ヘモグロ
ビン485 mg/dL、乳び1,550ホルマジン濁度まで
干渉比率は±2.2％以下であった。同様にアスコ
ルビン酸についても50 mg/dLまで影響は見られ
なかった。

4. 抗凝固剤EDTAの影響
抗凝固剤EDTAの影響については、従来法と

同様にEDTA 200 mg/dLで約５％の低下が見られ
た（Fig. 1）。

5. 特異性
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     同時再現性（n=10） 

      1QL-109 　　 2QL-209 

   平均値（mg/dL） 　9.11  12.41 

   SD（mg/dL） 　0.03    0.06 

   CV（%）  　0.35    0.46 

 

     正確性の評価 

 試料   表示値（mg/dL） 測定値（mg/dL） バイアス（%） 

ReCCS (JCCRN321-5M) 　　  9.54  　　  9.50  　　-0.4 

ReCCS (JCCRN321-5H) 　　11.71  　　11.68  　　-0.3

Table 2 Within-run reproducibility (n=10) and trueness of present method

Fig. 1 Interference of anticoagulation (EDTA-2Na)



特異性に関しては、Fig. 2に示す通り、鉄750
μg/dL、マグネシウム20 mg/dL、銅1.0 mg/dL、
亜鉛1.0 mg/dLまで影響はなかった。
MRI検査に使用されるガドリニウムを含む各

種造影剤の影響試験においては、Fig. 3に示した
とおり、マグネスコープおよびプロハンスに対

しては、従来品、改良品試薬とも、2.0 mmol/L
まで、その影響は見られなかった。しかし、オ
ムニスキャンおよびマグネビストを添加した場
合、従来法で添加濃度2.0 mmol/Lにおいて約
220％、140％とそれぞれ大きな正誤差を認めた。
これに対して、改良法ではオムニスキャンで
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Fig. 2 Interference of cation (Mg2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+)

Fig. 3 Interference of each gadolinium contrast agent. a) Magnescope, b) Magnevist, c) Omuniscan, d) Prohance
●: present method, △: conventional method



5.0％とやや正誤差を示したものの、マグネビス
ト0.4％とほとんどその影響は見られなかった。

6. 従来法と改良法との相関
従来法と改良法との相関をFig. 4に示した。そ
の結果、両試薬間の相関は、直線回帰式y＝0.98
x＋0.27、相関係数r＝0.997と良好な相関を示し
た。

Ⅳ. 考察

カルシウムは、生体内において骨の成長やそ
の強度を維持する上で非常に重要な要素の一つ
である。また、イオン化したカルシウムは、各
種ホルモンをはじめ、血液凝固因子や酵素活性
因子など様々な物質の調整因子としての役目を
担うほか、神経・筋刺激伝達物質としても生体
中において重要な役割を担う物質である。その
ため、生体内でその量は厳密に調節され、恒常
性が保たれている。臨床の現場では、血清カル
シウムとして日常検査でごく一般的に測定され
る項目であり、副甲状腺機能異常に伴う代謝性
疾患の診断や、腫瘍随伴症候群などにおける高
カルシウム血清の診断に利用されている。
血清カルシウムの測定法は、ο-cresolphthalein
complexone（OCPC）法5)が多くの検査室におい
て広く普及してきたが、試薬安定性の問題や検

量線が湾曲していることなどから、最近では
arsenazo-Ⅲ（AZ-Ⅲ）6)や、CPZ-Ⅲ7)などの色素を
用いた新しい測定方法が各メーカより開発、市
販されている。また、正確性に定評のある酵素
法としてアミラーゼを用いた方法8)や、近年では
比較的安価とされるホスホリパーゼDを用いた
酵素法も開発9)、市販されている。我々は、以前
にCPZ-Ⅲを用いたキレート法によるカルシウム
測定試薬を開発10)した。この測定法は、精密性、
正確性、特異性に優れ、二次基準測定操作法で
ある原子吸光法との相関も良好であったが、
MRI検査時に使用する造影剤の影響により正の
誤差を生じることが分かった。この造影剤がカ
ルシウム測定に及す影響については、高尾ら1)が
その詳細なデータを報告しており、キレート法
の中でも特にOCPC法やmethylxylenol blue
（MXB）法11)の測定値に大きな誤差を及ぼすとし
ている。
そこで、今回我々は、従来の測定試薬と同等
の基本性能特性、並びに、試薬安定性を保ち、
低コストで測定可能な試薬、また、試薬中に毒
劇物、重金属、そして変異原性を持つ成分を含
まない測定試薬という従来からのコンセプトを
継承しながら、造影剤に含まれるガドリニウム
の影響を受けない測定試薬の開発を目指した。
先ず、従来法について、市販のガドリニウム
含有MRI造影剤４種類を用いて、各薬剤が測定
に及す影響について調べた。従来法において、
マグネビストとオムニスキャンの各造影剤にお
いて大きな正誤差が確認された。この２種類の
造影剤には、ガドリニウムとの結合安定化剤と
してそれぞれ、DTPAおよびDTPA-BMAのキレ
ーターがそれぞれ含まれており、その薬剤性状
も生体成分に近いpH7付近にて使用されている。
今回、これら造影剤において正誤差を生じた原
因は、従来法で用いている緩衝液がpH5.0の弱酸
性であるため、測定試薬反応液中におけるガド
リニウムと安定化剤のキレート作用が弱まり、
溶液中に遊離したガドリニウムがCPZ-Ⅲとキレ
ーションを起こし呈色、正誤差をもたらしたた
めと考えた。一方、マグネスコープおよびプロ
ハンスも同様に、DOTAやHP-DO3Aといった安
定化剤を使用しているが、これら造影剤の添加
においては、測定に影響は見られなかった。こ
れは、DTPA-BMAのガドリニウムに対する安定
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Fig. 4 Correlation between the present method (y) and
the conventional method (x) in serum samples.



度定数が16.9であるのに対して、DOTAやHP-
DO3Aの安定度定数は28、22.8と大きく、溶液中
のガドリニウムと非常に強く結合するため安定
である。したがって、この２種類の造影剤では、
遊離するガドリニウムはほとんど無いため、カ
ルシウム測定への影響が見られなかったと推察
された。つまり、測定試薬反応溶液中において、
ガドリニウムと安定化剤との結合が安定である
か否かによって、測定への影響の有無が左右さ
れているのではないかとの推測を改良の糸口と
した。しかし、正確性、反応特異性の面から、
従来法の測定条件等を大きく変化させる事はで
きないため、今回の改良法では、この遊離して
くるガドリニウムを如何にして隠蔽するかとい
う事に焦点を当て改良を試みた。そこで、様々
なキレーターの中から、ガドリニウムに対する
キレート安定度定数が大きくかつ、測定対象物
であるカルシウムとのキレート安定度定数が比
較的小さいキレーターを14種類検索し、検討を
行なった結果、EDTA構造類似キレーターを添
加することで、ガドリニウムの影響を回避でき
る可能性が示唆された。
その結果、今回の改良試薬は、オムニスキャ
ン以外の３種の造影剤に対し、ほとんどその影
響を受ける事なく測定可能な試薬となった。オ
ムニスキャン2.0 mmol/L添加で約５％の正誤差
を示したが、この造影剤の臨床における投与量
は、体重あたり0.2 ml/kgであり、体重50 kgの成
人に投与した時のガドジアミド血中濃度としては
1.0 mmol/Lとなる。また、このガドジアミド水和
物の血中半減期は、健常成人で60～74分12), 13), 14)で
あることから、MRI検査時間を30分と仮定して
も、検査終了時の血中濃度は0.7 mmol/L程度と
いうことになる。実際に今回の結果を見ても、
0.8 mmol/Lにおける影響は約2.0％程度であり、
オムニスキャンを造影剤として使用した直後で
もその影響は少ないと考えてよい。
その他の基本性能評価についても、同時再現
性は、従来法と同様に非常に良好であり、健常
者の個体内生理的変動の1/2以下15)の再現性であ
った。また、本法の希釈直線性は約20 mg/dLま
で認められることから、日常血清検体のすべて
を希釈なしに測定でき、検出限界の結果と合わ
せ、日常検査において十分な基礎的定量特性を
認めた。共存物質の干渉試験では、検討を行っ

た物質による妨害は認められなかった。EDTA
を用いた抗凝固剤による影響試験においては、
従来法と同様に200 mg/dLで約５％の低下が見ら
れた。一般的に使用されるEDTA採血管には、
約1.0 mg/mL程度の抗凝固剤が含有されるとされ
ているが、採血量が極端に少ない場合を除き、
その影響はほとんど無視できると考えられる。
実際、EDTA 1.0 mg/mL含有量による影響は2.5％
ほどに過ぎない。つまり、救急時のEDTA採血
管で直ちに遠心して血漿カルシウムを測定する
場合にも対応可能な試薬と言える。

Ⅴ. 結語

従来、キレート法を用いた血清カルシウム測
定試薬において問題とされた造影剤使用後の測
定への影響は、今回の改良により、その影響を
受けずに測定可能な試薬となった。今回の改良
試薬は、その他の基本性能評価においても、そ
の精密性、正確性、特異性など従来法と同等の
性能を有し、相関も良好であった。また、試薬
性状が弱酸性側であることから開封後の試薬安
定性にも優れている。このことから、今回の改
良試薬は、日常検査はもとより、夜間緊急検査
時の血漿検体（EDTA加血）を含め、造影剤使
用後の検査のタイミングを気にする事なく使用
可能な試薬であるため、実用性の高い試薬とし
て臨床の現場へ大きく貢献できると考えられる。
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