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尿検査の自動化の普及に伴い，検査の質的向上や迅速化がますます要望されている。また2005年に「臨床検

査のガイドライン2005/2006」が発刊され，臨床検査の標準化が進みつつある。今回新たに発売された全自動尿

中有形成分分析装置UF-1000iは尿検査の自動化を推進するだけでなく，先に示したガイドラインの中の一つであ

る尿路感染症 (UTI)診断のためのガイドラインに対応した診断支援志向の装置となっている。

今回我々はUF-1000iを用いて，泌尿器科受診者の尿検体中の白血球ならびに細菌検出の基本性能を評価検討した。

UF-1000iは白血球数と細菌数の迅速な計数により尿路感染症診断の指標として臨床に有効活用できる装置である。
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S U M M A R Y
はじめに
尿路感染症 (Urinary Tract Infection ; UTI) は，臨床上

よく経験する疾患の一つであるが，診断が遅れると

敗血症に至る場合もあり，迅速な診断・治療が重要

である。近年，検査の標準化や医療費抑制を目的と

した包括医療の考え方が導入され，適正な検査を推

進するための「臨床検査のガイドライン」が発刊さ

れている。この中でUTIの診断は排尿痛，頻尿などの

臨床所見を契機とし，検尿により有意の膿尿 [非遠心

尿の計算盤法 (chamber method) により白血球数 (WBC)

≧10/μLまたは沈渣法によりWBC≧5WBCs/400倍視

野 ] および有意の細菌 [尿培養により細菌数≧

104CFU/mL]の存在が証明される必要がある１）。

尿中の細菌数の確認は，定量白金耳を用いコロ

ニー数確認用の寒天培地に一定量の尿を塗布し，一昼

夜またはその翌日まで培養した結果から判定される

ため，迅速診断できないのが現状である２）。顕微鏡下

にて細菌の存在を確認するグラム染色は培養操作が
1
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なく，起炎菌の有無について迅速な結果が得られるた

めに有用であるが，操作者の技術レベルに左右される

点や試料中の菌数が少ない場合に見逃しが発生する

などの課題を有する２，３）。今回我々は，シスメックス

株式会社が新たに開発した尿中有形成分分析装置

UF-1000i (以下，UF-1000i) の性能を評価する機会を

得た。UF-1000iは，尿中の赤血球，白血球，細菌な

どの細胞成分を蛍光染色し，迅速に計測するフロー

サイトメーターである。特筆すべき点は，UF-1000i

内に細菌検出用の専用チャンネルを設けた事により，

微小な細菌を精度よく検出し，計数できるようにした

事である。具体的には細菌を特異的に染色するため

に以下のような工夫が加えられている。染色液には，

菌体内の核酸成分と結合するシスメックス独自の蛍

光色素が使われている。希釈液は，従来，微小な細菌と

弁別が困難であった尿中の微小粘液成分や尿中細胞

の微小断片等の，いわゆる夾雑物の影響を最小限に

抑えるように試薬組成が改良されている。

そこで我々は，UF-1000iがUTIの迅速判定におい
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て臨床的に有用であるかどうかを評価するため，当

院の泌尿器科受診検体を用い，測定性能の評価を中

心に基礎的検討を行ったので，その結果を報告する。

測定原理
UF-1000iの基本原理は，既存の「UF-100」「UF-

110i」「UF-50」と同じくフローサイトメトリーを用

いている。

既存装置の代表となるUF-100はアルゴンイオン

レーザー (波長λ=488nm)を使用しているが，UF-1000i

ではさらなる小型化・省電力化を目的に赤色半導体

レーザー (波長λ=635nm)を採用している (図１)。サ

ンプル吸引ノズルから吸引された尿は，自動的に専

用の希釈液および染色液と一定の割合で混合され，

測定試料となる。この測定試料をシースフローを形

成したフローセルに導き，一定量の測定試料を 1列

に配し，押し流す。フローセルを通過する測定試料

の流れに対して垂直方向からレーザー光を照射し，

有形成分1個1個の散乱光と蛍光を受光素子で信号と

して検出する。散乱光信号は光の散乱する方向に

よって異なる 2つの散乱光，すなわち前方散乱光
(FSC)成分と側方散乱光 (SSC)成分として各フォトダ

イオードによって電気信号に変換される。蛍光は

フォトマルチプライヤによって蛍光信号 (FL) として

電気信号に変換される。この電気信号を専用の信号

処理回路で波形処理解析し，各有形成分のパルス波
2
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図１．赤色半導体を用いたフ
高値やパルス幅値などの特徴パラメーターをCPU内

に記憶保存する。これらのパラメーターの組合わせ

により2次元スキャッタグラムを自動作成する。

最後に装置独自のアルゴリズムを用いてスキャッタ

グラムを自動解析し，尿中有形成分を分画・定量する。

対象および方法
１．対象

１）再現性ならびに希釈直線性

(1)細菌数の検出性能確認には以下のATCC株

を用いた。

再現性：3菌種

・Escherichia coli (ATCC11775)

・Staphylococcus aureus (ATCC29213)

・Enterococcus faecalis (ATCC29212)

直線性：2菌種

・E.coli (ATCC11775)

・S.aureus (ATCC29213)

(2)白血球数の直線性については泌尿器科受診

尿のうち，膿尿を選別し評価に用いた。

２）相関性

(1) UF-1000iでの細菌数と定量培養法との相関

性評価には泌尿器科受診尿81検体を用いた。

ただし，ウロテスト陽性かつ寒天培養が

陰性となった7検体は，抗菌剤等の発育阻害

物質の影響が疑われたため，本評価からは
フォトマルチプライヤ�
(蛍光)
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３

除外した４）。

(2) UF-1000iでの白血球数と顕微鏡による対照

法との相関性評価には泌尿器科受診尿128検

体を用いた。

２．方法

１）ATCC株を用いたUF-1000iならびに定量培養法

の同時再現性比較

あらかじめATCC株をハートインフュージョン液

体培地 (日水製薬社) で前培養 (35℃，静置) し，濃

厚菌液 (107CFU/mL以上) とした。この濃厚菌液を

用いて所定の濃度 (104～105CFU/mL) となるよう生

理食塩水 (大塚製薬社) で試料を希釈調製した。調

製した試料は10回同時測定を行い，その測定結果

から平均値と標準偏差を求めCV (％)を算出した。

対照法はルーチンで利用される定量培養法のひ

とつである定量白金耳法を採用した。上述のとお

り調製した菌液を用いてコロニー数が計数できる

濃度まであらかじめ生理食塩水で希釈し，1μL定

量白金耳を用いて，異なる10枚のCLED寒天培地

(日水製薬社) に塗布後，1昼夜 (約 18～ 24時間，

35℃環境下) 静置培養した。なお，寒天培地の塗

布のタイミングは，UF-1000iでの測定時になるべ

くあわせるようにした。塗布の翌日に，CLED培

地上に観察されたコロニー数を目視計数した。プ

レート上のコロニー数と塗布量から菌数を換算し，

合計10枚の算定結果から平均値，標準偏差を求め

CV (％)を算出した。

２）ATCC株を用いた細菌の希釈直線性ならびに泌

尿器科受診尿を用いた白血球の希釈直線性

E.coli株およびS.aureus株をハートインフュージョ

ン液体培地で前培養し，濃厚菌液 (107～108CFU/mL)
3

図２．KOVA スライドの大
とした。この濃厚菌液を用いて，生理食塩水で10

倍希釈系列を作製し，10万倍希釈までの 6段階の

希釈試料を調製した。測定結果は 2回測定の平均

値を採用した。比較対照となる細菌数の理論値の

基準点は，装置の直線性保証範囲上限107/mLに最

も近い測定結果とし，希釈倍率より理論値を算出

した。

白血球数の直線性については，臨床検体から膿

尿 (白血球濃度で約2,000/μL)を選別し，生理食塩

水で2倍希釈系列を作製した。測定結果は2回測定

の平均値を採用した。

）尿検体を用いた対照法とUF-1000iとの相関性
(1)細菌定量培養法

定量培養用の寒天培地は，一部の細菌種

の遊走を阻止できるCLED寒天培地とした。

試料塗布後のコロニー数が約 100～ 1,000個

未満となるように，マイクロピペット (エッ

ペンドルフ社製) を用いてあらかじめ生理食

塩水で適宜希釈系列を作製した。前記希釈

系列試料のうち，100μLを寒天培地にまん

べんなく塗布した。なお，UF-1000iの測定

結果を参考として，塗布する試料を適宜2濃

度選択した。培養条件は 35℃，好気条件下

18～ 24時間とした。寒天培地上のコロニー

数を目視計数し，得られたコロニー数と希

釈倍率から原尿中の菌数を換算した。

(2)白血球数の目視算定 (KOVA直接法：非遠心

尿の計算盤法)

白血球数の対照法として，非遠心尿を

KOVAスライド (バイエルメディカル社)上で

確認する方法を採用した。KOVAスライドは

図２のようにスライド上にチェンバーおよび
チェンバーの
：6.6μL�容　　　　積�

大区画の面積：3mm×3mm�

大区画内の容積：0.9μL�

小区画の面積：0.33mm×0.33mm

区画と小区画
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算定用区画 (グリッド) が刻まれている。こ

の全算定区画は 0.9μLに相当する。顕微鏡

の弱拡大または強拡大にて観察し，有形成分

のカウント数とその区画数から，尿1μL当

たりの個数に換算することができる５）。この

KOVAスライドを用いて算定した値を相関性

試験のデータとして用いた。なお，顕微鏡

観察は無染色状態とし，位相差顕微鏡

(OLYMPUS社製BX-51)を用いた。
(3) UF-1000iでの血球数ならびに細菌数測定

UF-1000iは赤血球，白血球などの有形成

分測定用と尿中細菌測定用の2系統の専用試

薬を持つ。これら専用試薬による測定を実

現することで，白血球および尿中細菌の検

出精度を従来機より向上させている。血球

系細胞測定と尿中細菌測定は1度の尿試料の

吸引で行われ，試料は2系統の試薬を用いて

装置内の各専用反応槽で自動的に希釈・混

合される。

まず血球系細胞測定においては，尿試料

約1mLが吸引ノズルから装置内に吸引され，

約35℃に保たれた反応槽内で，尿150μLに
4
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図３．UF-1000iの細菌染色イメージとス
希釈液435μLおよび染色液15μLが自動的

に添加・混合され，尿中有形成分の細胞内

構成成分と細胞膜が蛍光染色される。染色

試料はフローサイトメトリーにより，有形

成分の 1個 1個にレーザー光が照射される。

そこから得られる散乱光信号と蛍光信号は，

各有形成分の特徴を表すパラメーターとし

て分類・計数に利用する。

次に尿中細菌測定においては，上述のとお

り吸引された尿試料のうち 62.5μ Lが，約

42℃に保たれた別の反応槽内で希釈液425μL

と混合される。これに続いて染色液12.5μL

が自動的に添加・混合される。専用希釈液

は細菌の細胞膜の透過性を亢進させる作用

があり，続いて蛍光色素を添加・混合する

ことにより菌体内の核酸成分が特異的に染

色される (図３)。染色試料は検出部へ送液さ

れ，フローサイトメトリーにより散乱光信

号および蛍光信号が検出されたのち，専用

解析アルゴリズムを用いて細菌を分類・計

数する。
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結　果
１．再現性

異なる3種の菌 (菌濃度104～105CFU/mL) での定量

培養法のCV 27.8～50.8％に対して，UF-1000iはCV

7.6～11.2％であった (表１)。
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図４-１．希釈直線性 (E.coli)
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表１．細菌測定の対照法 (培養法
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1.3×103�

5.5×103�

6.7×104�

6.5×105�

6.9×106�

5.7×107

1μL分析�

2.5×103�

6.0×103�

6.2×104�

6.4×105�

6.7×106�

5.5×107

理論値�

6.9×102�

6.9×103�

6.9×104�

6.9×105�

6.9×106�

6.9×107

E.coli (ATCC11775) [ /mL]

表２．細菌測定
２．希釈直線性

E.coli (ATCC株) 等を用いた細菌の希釈直線性は，

103～107/mLの範囲で理論値に対して良好な結果を得

た (表２,図４-１,４-２)。白血球数の希釈直線性は，

およそ3～2,500/μLの範囲で理論値に対して良好な
108�

107�

106�

105�

104�

103�

102

102 103 104 105 106 107 108�

� 理論値［/mL］�

U
F
-1
00
0i
［
/m
L］
� 6μL分析�

1μL分析�

図４-２．希釈直線性 (S.aureus) 
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結果を得た (図４-３,４-４)。

３．相関性

細菌定量培養法を対照とし，UF-1000iの細菌測定

結果との一致率を 2× 2テーブルで評価した。その

結果，n＝ 74でカットオフ 104CFU/mLとしたとき，

感度 96.4％ (27/28)，特異度 89.1％ (41/46)，一致率
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表３．細菌検出の2×2 T
91.9％ (68/74)，PPV84.4％ (27/32)，NPV97.6％
(41/42) であった (表３)。定量培養法とUF-1000iとの

相関図を図５-１に示す。

また，白血球数での対照法 (KOVA直接法) に対す

る相関は，n＝ 128で y＝ 1.01x+8.88，r＝ 0.9592で

あった (図５-２)。
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考　察
再現性の検討では，1μ L定量白金耳法を評価対

照法としたが，UF-1000iで分析するサンプル量の違

いや，評価に用いる試料群により再現性の精度が変

わるものと考えた。そこで，UF-1000iの分析容量

モード間差を調べる目的で 1μ L定量白金耳法を対

照とし，1μL分析モードと 6μL分析モードの時の

それぞれの再現性を追加評価した。S.aureus菌株を

用いて約104CFU/mLとなるように菌液を調製し，こ

の調製菌液を評価試料とした場合の 10回同時再現

性結果は，対照法のCV約 30％に対して，1μ L分

析モードで約 25％，6μ L分析モードで約 11％で

あった。また菌株E.faecalisを用いた場合のCVはそ

れぞれ約 63％，約 32％および約 8％であった。さ

らに菌を含む実検体を用いた 10回同時再現性にお

いても，1μ L定量白金耳法に対してUF-1000iのほ

うがいずれの分析モードにおいても優れていた。

以上の事から定量白金耳法には，いくつかの誤差要

因が考えられた。一つめは試料を定量白金耳で採取す

る際のサンプル量のばらつき，二つめは寒天培地への

試料塗布時の手技によるばらつきなどが誤差要因と考

えられた。このように寒天培養法はいくつかの誤差要

因を含んでいる事をよく認識した上で，低濃度の菌を

検出計数する際は極力誤差要因を排除するように手技

上の注意が必要である。一方でUF-1000iの測定系は，

検体の吸引から希釈・染色・測定までが全て自動化

されているため，人為的な誤差要因は排除できる。

また，オプションのサンプラーを用いることで試料

の攪拌から吸引までの動作が全て自動化可能である。

白血球の再現性に関する評価は，今回の検討から

除外しているが，約10/μLの低濃度白血球が出現し

たサンプルのUF-1000iによる同時再現性はCV約15％

と良好な結果を示し，KOVAスライドによる直接法に

対して精度良く測定できる事が確認されている６）。

相関性の検討結果から，UF-1000iは103CFU/mLオー

ダーの低濃度菌から精度よく菌を検出できる事が示唆

された。しかしながら，定量培養法で細菌が全く生え

ず陰性判定となった10例の中に，UF-1000iが細菌の

存在を示唆する検体群 (n=9) が見られ，UF-1000iおよ

び対照法の双方に乖離の原因が考えられた。主な要
8

因として以下の二つが考えられた。一つめの要因は，

生菌と死菌の検出計数である。UF-1000iは試薬の特

性上，生菌と死菌の区別なく尿中に含まれる全菌数

を計数する。一方，対照法である寒天培養法は，生

菌のみが寒天培地上でコロニーを形成するため，コ

ロニーカウント数 (生菌数) とUF-1000iが測定する細

菌数 (生菌ならびに死菌) とに乖離が生じることが一

因として挙げられる。また，二つめの要因は，検討

に用いた菌が寒天培地上では静菌的に発育しない，

いわゆる培養不能状態 (VBNC状態： viable but

nonculturable) となっている可能性である７）。残念な

がら今回の検討では乖離した検体群の原因を特定す

るには至らなかった。今後，乖離した検体の確認に

は，グラム染色を施すなど，別途，細菌の存在を確

認する手段が必要である。また細菌数の評価に関し

ては評価対象とする母集団が非常に重要であり，治

療歴や投与薬剤等の臨床情報を考慮し，評価に用い

る事が必要であると考えられる。

まとめ
基礎検討結果から，UF-1000iは目視鏡検法および

定量培養法よりも優れた再現性を有し，菌濃度103～

107/mLの範囲で十分な菌計数性能を有していること

が示された。また，白血球数は目視鏡検法以上の測

定性能を有し，自動化が可能であった。細菌数にお

いては，培養法自体の再現性精度の課題などが明ら

かとなったが，全般的な尿中細菌数の計数能力では

培養法と良好な相関性が得られた。

UF-1000iによる白血球数と細菌数の迅速な計数は，

UTI診断の指標として利用できる。今後，UF-1000i

を用いたEBMに基づく感染症治療薬剤の投与支援，

さらに薬剤投与後の効果判定 (患者モニタリングへの

応用)など，診断・治療支援への応用が期待できる。
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