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全自動血液凝固測定装置 CS-2000iを用いた
リストセチンコファクター活性	( VWF:RCo )
	測定機構の最適化の検討

我々は，VWF：RCo測定を全自動血液凝固測定装置CS-2000i	( CS-2000i；シスメックス社 )	へ適応させるため，スター

ラーバーを挿入した反応キュベットとマグネットによる撹拌機能を CS-2000iに搭載した．本測定においては，スター

ラーバーの形状	( 直径，長さ )	とその撹拌スピードが，良好な測定データが得られるかどうかに大きく影響すること

から，これを最適化するために種々の検討を実施した．再現性や検量線の傾きなどを含めて総合的に評価した結果よ

り，スターラーバーの直径は 1.2mm，長さは 3.8mm，撹拌スピードは 900	rpmを測定条件として設定した．測定成

績については，2濃度のコントロール血漿を用いた同時再現性は，正常域が CV	4.4％，異常域が CV	3.3％と良好であっ

た．また，希釈直線性では，サンプルの希釈倍率を変更することで 5 ～ 330％の範囲で直線性が確認された．

VWF:RCo 低活性サンプルを用いた検出限界では，活性値	5％の検出限界を確認した．用手法とは相関が認められ，低

活性値域では高活性値域に比べて，両測定法において測定値がより近似していた．

本装置は VWF:Ag，FⅧ:C および VWF:RCo の測定に対応していることから，VWD診断のために有用な情報を提供で

きると考えられる．
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■	は	じ	め	に
von Willebrand病 ( VWD ) は，von Willebrand Factor 

( VWF ) の遺伝子異常に基づく VWFの量的，質的異
常に起因する出血性疾患である．本疾患では，血液
凝固第Ⅷ因子分子中の高分子量部の第Ⅷ因子リスト
セチンコファクター活性 ( VWF:RCo ) が低下または
欠如していることが知られている１～３）．VWF の測定
法には，活性 (または機能 ) を測定する方法と抗原
量を測定する方法があり，VWFの機能的測定法とし
ては，出血時間や血小板粘着能が古くから用いられ
てきたが，特異性と定量性に難点があることから，
現在では VWF:RCo測定およびリストセチン惹起血
小板凝集 ( ristocetin induced platelet aggregation; RIPA ) 

検査が広く行われている．また，VWFの抗原量の測
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定には，抗ヒト VWF ポリクローナル抗体を用いた
免疫電気泳動法があるが，最近ではポリクローナル
抗体をラテックス粒子に感作させたラテックス凝集
法による簡便な測定法へ置き換わってきている４，５）．
VWF:RCo測定は，VWFをリストセチン存在下で血
小板を凝集させる生物活性として測定する感度の高
い二次スクリーニング検査であるが，用手法または
血小板凝集計 (および一部の血液凝固測定装置 ) で
実施され，汎用の血液凝固測定装置では実施できな
い項目であった．我々は，全自動血液凝固測定装置
CS-2000i ( CS-2000i；シスメックス社 ) の開発にお
いて，検出部に撹拌機構を設け，汎用の血液凝固測
定装置による VWF:RCoの測定を可能とした６）．今
回，CS-2000iにおける撹拌機構の最適化について
報告する．
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■	測	定	原	理
VWF:RCo試薬は，安定化ヒト血小板，リストセチ
ンおよび EDTAを含んだ凍結乾燥品である．測定原
理は，血漿中の VWFと試薬中のリストセチンおよ
び安定化ヒト血小板によって凝集反応が起こること
を利用しており，この凝集反応に伴って生じる反応
液の濁度変化を光学的に測定する ( 図１)．測定値は，
正常血漿を用いて作成した検量線から活性％として
算出される．CS-2000iでは，サンプルと試薬を持続
的に撹拌するスターラー撹拌機構を検出部に搭載し
た ( 図２)．
�

　　　図１．VWF:RCo 試薬測
■	検	討	方	法
１．使用装置

全自動血液凝固測定装置 CS-2000i (シスメックス社 )

２．使用試薬
① BCフォンビレブランド試薬 ( SIEMENS社 )

②血液凝固試験用標準ヒト血漿 ( SIEMENS社 )

③コントロール血漿 N ( SIEMENS社 )

④コントロール血漿 P ( SIEMENS社 )

３．方法
各種サイズ (直径，長さ ) のスターラーバーを用
いて，最適な形状と撹拌スピードの条件設定を行っ
た後，設定した条件における測定性能の基礎的検討
を実施した．
図２．キュベット撹拌機構
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■	測定条件の設定
１．スターラーバーの形状 ( 直径 )

3種類の太さ (直径 0.8，1.0，1.2mm ) のスター
ラーバーを用意し，それぞれの検量線を比較した．
スターラーバーの直径が大きくなるほど，吸光度変
化量 ( dOD/min ) が大きくなる傾向が見られた．し
たがって，直径は各活性ポイントにおいて最も大き
い変化量が得られた 1.2mmに設定した ( 図３)．
�

図３．スターラーバーの形状 ( 直径 )
２．スターラーバーの形状 ( 長さ )

3種類の長さ ( 3.8，4.0，4.2mm ) のスターラー
バーを用意し，撹拌スピード 1,000 rpm ( rotation per 

minute ) にて，それぞれの検量線を比較することに
よって，最適な長さを選択した．それぞれの長さに
おいて，吸光度変化量はほぼ同等となり，大きな差
は見られなかった ( 図４)．再現性，吸光度変化量お
よびキュベット内径などを考慮して，長さは 3.8mm

に設定した．
図４．スターラーバーの形状 ( 長さ )
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３．撹拌スピード
直径 1.2mm，長さ 3.8mmのスターラーバーを用い，
700，752，800，900，1,000，1,200rpmの 6段階の撹
拌スピードについて検討した．VWF:RCo活性値と吸
光度変化量を撹拌スピード毎にプロットすると，撹
拌スピードが速くなるほど吸光度変化量は大きくな
る傾向にあった．しかし，高回転数では，検量線が高
濃度VWF:RCoで傾きが抑えられる傾向にある．また，
�

図５．撹拌ス
撹拌スピードと吸光度変化量のグラフを見ると 700，
1,200rpmでは，VWF:RCo活性値 94％と 188％におけ
る吸光度変化量の差が小さく，分解能が劣る結果で
あったが，800，900，1,000 rpmでは各活性％におい
て，良い分解能を示した．この内，900rpmが最も良
い再現性 ( CV 4.9～ 6.8％ ) を示したことから，撹拌
スピードは 900rpmに設定した ( 図５)．
ピード
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４．低活性値領域における撹拌
20％以下の低活性値領域での検出感度を向上する
目的で，試薬添加から測光までのラグフェーズ 

( 0～ 15秒 ) の攪拌スピードについて検討を行った．
VWF:RCo活性値 0％，8.7％，17.4％のサンプルを
900，400，150rpmの 3段階の撹拌スピードにて測
定した．VWF:RCo活性値と吸光度変化量のグラフを
見ると，「3．撹拌スピード」で設定した撹拌スピー
ド 900rpmは VWF:RCo活性値 0％と 17.4％における
吸光度変化量に差はほとんど見られないが，400rpm
�

図６．低活性値領

表１．VWF:RCo 
では活性値の上昇に伴いに吸光度も増加を示した．
この結果から，ラグフェーズの撹拌スピードは
400rpmに設定した ( 図６)．

５．測定条件の設定
以上の検討結果をもとに，CS-2000iにおける

VWF:RCoの測定条件を設定した ( 表１)．測定は，
10～ 50％の測定範囲をカバーする lowモードと予め 4倍
希釈したサンプルを使用して40～ 200％の測定範囲をカ
バーするmediumモードの 2つを選択可能とした．
域における撹拌

測定条件の設定
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■	決定した測定条件における基本性能
１．同時再現性
2濃度のコントロール血漿を用いてそれぞれ連続
20回測定を行い，同時再現性を確認した．正常域コ
ントロール血漿 (コントロール血漿 N：CPN ) では，
CV4.4％，異常域コントロール血漿 (コントロール血
漿 P：CPP ) では，CV3.3％であった ( 表２)．
�

図７．直線

表２．同時
２．直線性
VWF:RCoが高活性の試料をオーレンベロナール緩
衝液で段階希釈し，それぞれの試料を測定した．活
性値 200％以上および 10％以下については，希釈倍
率を変更して測定したところ，5～ 330％の範囲で
直線性が認められた ( 図７)．
性

再現性
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３．検出限界
VWF:RCoが低活性の試料をオーレンベロナール緩
衝液で段階希釈し，それぞれの試料を測定した．各
希釈試料の dOD平均値 -2SDと 0濃度試料の dOD

平均値＋2SDが重ならない活性値を検出限界として
求めた．本装置での検出限界は，活性値 5％であっ
た ( 図８)．

４．他法との相関
患者血漿 40例を用いて，用手法との本装置での
相関を確認した．結果は，r=0.925，y=0.933x-0.354
であった ( 図９)．

■	考　察
今回，我々は VWF:RCo測定を全自動血液凝固測
定装置 CS-2000iへ適応させるため，スターラーバー
を挿入した反応キュベットとマグネットによる撹拌
機能を CS-2000iに搭載した．これは，VWF:RCo測
定用試薬の組成には安定化ヒト血小板が含まれてお
り，血小板の凝集を促進するためにはキュベット内
で攪拌が必要なためである．また，本測定において
は，スターラーバーの形状 (直径，長さ ) とその撹
拌スピードが測定データに大きく影響することから，
これを最適化するために種々の検討を実施した．
結果，今回検討したスターラーバーにおいては，
直径は太いほど，撹拌スピードは速いほど，吸光度
変化量が大きくなる傾向にあった．ただし，1.2mm
�

図８．検出限界
以上の太さのスターラーバーは，検出部からの光を
遮る恐れがあるため，これ以上の直径については検
討しなかった．長さの検討においては，検討したサイ
ズ間に大きな差は見られなかった．再現性，検量線の
傾きおよびキュベット内径などを含めて総合的に評
価した結果より，スターラーバーの直径は 1.2mm，
長さは 3.8mm，撹拌スピードは 900 rpmを測定条件
として設定した．設定した回転数は市販の多くの血小
板凝集計で採用されている 800～ 1,200rpmの範囲内
にあった７）．しかしながら，試薬の添加直後から 900 
rpmの攪拌スピードで測定を行うと，測光を開始する
リアクションフェーズ ( 16～ 100秒 ) 前から，凝集反
応が起こり，0％から 20％の低濃度域では感度が悪く
なることが判明した．このことから，試薬の添加直後
から測光までのラグフェーズ ( 0～ 15秒 ) の攪拌ス
ピードをより緩やかな 400 rpmにすることで，凝集反
応を起こさずに検体と試薬を攪拌し，低活性値領域
の感度が良くなることが確認された．
測定成績については，2濃度のコントロール血漿を
用いた同時再現性は，正常域が CV4.4％，異常域が
CV3.3％と良好であった．また，希釈直線性では，サ
ンプルの希釈倍率を変更することで 5～ 330％の範囲
で直線性が確認された．VWF:RCo低活性サンプルを
用いた検出限界では，活性値 5％の検出限界を確認し
た．用手法の検出限界である 2％よりは，若干劣る結
果であったが，本項目の正常参考範囲が，50～
150％８，９）であることから，この検出限界は VWDを検
出するのに十分な感度であると思われる．用手法とは
図９．用手法との相関
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相関が認められ，低活性値域では高活性値域に比べ
て，両測定法において測定値がより近似していた．用
手法は分析者の目視による判定のため，分析者間で
データの変動が見られるが，自動分析は分析者に依
存しない安定したデータを得られるメリットがある．

VWD診断の検査項目の中でも，VWF:RCoは感度
の高い二次スクリーニング検査であり３，10），VWF:Ag

や FⅧ:Cとの組み合わせによる病型分類が可能で，い
くつかの診断フローの提案がなされている 11～ 13）．本装
置は VWF:Ag，FⅧ:Cおよび VWF:RCoの測定に対応
していることから，VWD診断のために有用な情報を
提供できると考えられる．また，最近では，VWF:Ag

や VWF:RCoの増加が脳梗塞，心筋梗塞をはじめとし
た疾患で上昇し，血管系疾患のリスクファクターで
あることが示されている 14，15）．VWFは，出血性疾患
に対して実施されるばかりではなく，今後は，血栓
性微小血管症などの検索にも有用になると思われる．

■	ま	と	め
今回の検討により，汎用の血液凝固測定装置での

VWF:RCo測定が可能となり，その測定精度もルーチ
ン検査で十分使用可能なものであることが示された．
また，CS-2000iは，VWF:Ag，FⅧ:Cなどの測定にも
対応しており，これらのデータを組み合わせること
で，病型分類などの有用な情報の提供も可能であり，
VWD診断の一助になるものと思われる．

本論文の一部内容は，第 38回日本臨床検査自動
化学会 ( 2006年 9月神戸 ) にて発表した．
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Optimization of the Mechanism for Measuring Ristocetin 
Cofactor Activity (VWF:RCo) with the Fully Automated 
Blood Coagulation Analyzer Sysmex CS-�000i

S U M M A R Y

To make it capable of VWF:RCo measurements, we provided a built-in mixing function in the CS-�000i, 
comprising a reaction cuvette in which a magnetic stirrer bar is inserted. The shape (diameter and length) of the 

stirrer bar and the stirring speed have major impact on data in this measurement. We conducted various 

investigations for optimizing the assay conditions to obtain good quality data. After comprehensive evaluation 

including reproducibility and the slope of the calibration curve, we set the stirrer bar diameter at �.� mm and 

length at �.� mm and stirring speed at �00 rpm as the assay conditions. Assay results obtained with two levels of 

control plasma showed good within-run reproducibility, the CV being �.�% for normal plasma and �.�% for 

pathological plasma. When the sample dilution was changed before measurement in the very low and very high 

activity ranges, dilution linearity was shown in the �-��0% VWF:RCo activity range. The detection limit determined 

with low VWF:RCo activity samples was found to be �% activity. The results obtained with the CS-�000i were 

correlated with those of the manual method. The two were especially close in the low activity range.

We believe that the CS-�000i,  capable of measuring VWF:Ag, FVIII:C and VWF:RCo, can provide useful 

information for VWD diagnosis.

Fully Automated Blood Coagulation Analyzer CS-�000i, VWF, VWF:RCoK e y  W o r d s

Nobuo ARAI, Kae MUKAIDE, Toru SUGIYAMA and Kunihiro FUNAKOSHI
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