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分析機器・試薬アナリストのための Web 勉強会資料

Ⅲ 添加回収試験法で何が分かるのか

－なぜ添加回収試験法で正確度を評価できるのか－

生物試料分析科学会

分析機器・試薬アナリスト認定員会
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１．回収率とは何か

「添加回収試験法は正確度をチェックするた

めの方法である。」と一般的にいわれています

が、「本当に正確度が分かるの」と疑問に思わ

れた方も少なくないと思います。私も「正確度

とは何を意味しているのか理解できていないの

に、回収率に疑問を持っても仕方ないか。」と

感じたものでした。しかし、臨床検査技師にと

って大切なことは「正確で、精密度の高い測定

値を速やかに診療医に届けることだ。」といわ

れると、正確度と何かを考えざるを得なくなり

ます。臨床検査に関わる多くの方が、添加回収

試験法は学生時代に勉強したものの、何を習っ

たのか、明確な記憶のない方が少なくないと思

います。この機会に改めて考えていただければ

と思います。

添加回収試験法は、水質検査、食品検査など

臨床検査以外でも広く利用されています。広く

利用されているということは何らかの意味を持

っているはずです。他分野の話は別として、少

なくとも臨床化学検査においては、どの様な意

味を持っているのでしょうか。

なお、この項で私が記述することが添加回収

試験法の全てを網羅しているとは思いません。

反論、ご意見、疑問をお寄せください。Web勉強

会の質疑コーナーで意見交換の場を提供してい

ます。より理解を深め、回収試験法に対する理

解を完成させたいと思っています。

ただ、議論をさせていただくく上で、言葉の

定義をしておかないと、誤解を生じます。した

がって、少なくともこの項で記述する言葉に関

して以下のとおり定義します。

－言葉の定義－

正確度：値が真値に近い値であることを示

す正確性の尺度であり、真の値との

バイアスがないことをいう。正確度

の高い測定法は、特異性が高く、干渉

反応を受けない測定法で、difinitive m

ethodによって得られる測定値と相互換

算が可能な測定法である。ただ真の値が

明確でないため、様々な議論が生じてい

る。

干渉反応：測定値を誤って低値にさせてしまう

影響を負の干渉反応、高値にさせてしま

う影響を正の干渉反応と呼ぶ。何れの干

渉があっても、干渉のある測定法から得

られた測定値は、正確な測定値への換算

ができないと考えられる。

換算可能な測定法：対応法や標準化対応法と呼

ばれ、特異性が高く、目的の測定物以外

の物質を測り込まない方法で、いかなる

干渉反応も生じない測定法をいう。特異

性の悪さから、類似物質を検出してしま

う 方法の場合、類似物質の濃度を測定

し、影響を消去すれば正確な測定値が測

定されるが、類似物質の濃度を同時に測

定する必要があり、現実的な測定法とは

考えにくい。また、干渉反応も同様で、

干渉の原因となる物質を正確に測定する

必要に迫られることとなり、現実的な対

応法とはいえない。

difinitive method：現状で最も正確な測定値を

提供してくれる測定法をいう。

標準物質：一つ以上の指定された特性について

、十分均質かつ安定であり、 測定プロセ

スでの使用目的に適するように作成され

た物質（JISQ0035）で、一般的には高い

純度に精製された粉末状の測定対象物質

や測定対象物の重量を計測可能な状態に

した物質をいう。

標準液：測定対象物が添加された水溶液性の溶

液で、測定体系上、上位測定法にて測定

された添加濃度もしくは添加活性が明確

になった溶液をいう。

測定可能範囲（dynamic range)：測定可能な範

囲のことで、測定下限から測定上限まで

をいう。

分析分解能：正しく測定仕分けできる最小の濃

度差をいう。

検出限界：検出できる最小の測定値をいう。

測定下限：測定値として報告できる最小の濃度

をいう。

測定上限：測定値として報告できる最大の濃度

をいう。
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２．標準物質が入手できる測定法におい

て

添加回収試験法の実施方法には色々あるため

話が分散しないよう具体的に条件を定めたいと

思います。まず、標準物質が入手可能な物質の

測定について考えてみましょう。

標準物質が入手できる場合の添加回収試験法

は次のようにされています。

① 各種濃度の標準液を準備する。

② 標準物質と濃度未知の試料の測定を行う。

③ 標準物質の測定値から検量線を作成する。

④ 標準曲線の作成された範囲内で試料に標準

物質を添加する。

⑤ 添加された試料を測定する。

⑥ 回収率を計算する。

⑦ 結果を解析する。

もちろんこの実験過程で、検量線が書けなか

ったり、分析上のトラブルが発生した時は回収

率が求められません。

３．検量線を求めることは添加回収試験

添加回収試験で一番最初に行う実験は検量線

の作成です。検量線を作成することは精製水も

しくは化学反応性物質がほとんど添加されてい

ない溶液に、標準物質を添加した、添加回収試

験を実施していることです。濃度が１と２の標

準液の場合、濃度が２の標準液は濃度が１の標

準液の２倍の検出情報であって当然です。吸光

度で測定する場合、２倍濃度の標準液の吸光度

は２倍となるはずです。３倍の場合は３倍の吸

光度になるはずです。要するに１という濃度の

標準液に標準物質をさらに添加し、どの様に測

定されるかを観察しているのと同じです。回収

率が100%でなければ検量線は曲線となります。

もし、検出物質のモル吸光係が分かっていれ

ば、検出物質の終濃度とモル吸光係数を乗じれ

ば吸光度を予測することができます。この関係

が成立していなければ、試験を先に進めても何

が生じているのか解析できません。検量線も書

けない測定方法では、何も解析することができ

ません。また、検量線は検量線の書ける範囲内

（測定可能範囲内）で実験することを示唆して

います。

４．回収率が100%より少ない場合、何が

生じているのか

検量線が正しく書けたにもかかわらず回収率

が100%以下となった場合、何が発生しているの

でしょうか。これは「測定反応に何ら干渉する

物質が存在しない場合には添加回収試験が100%

になっているのに、未知の物質が混在している

生体試料中に標準物質を添加し、測定したとこ

ろ100%にならなかった。いったい何があったの

でしょうか。」と聞かれているのと同様です。

生体資料中に干渉物質があったと考えることが

できます。具体的にはどの様なものが含まれて

いたのでしょうか。

1) 測定物質に直接影響を与える物質

2) 試薬に影響を与える物質

3) 検出反応に干渉する物質

が考えられます。

もう少し分かり易くするために次に示す反応

を用いて物質Aを測定する場合のことを考えま

す。

X1 X2 X3 X4

Ｅ１ Ｅ２

Ａ Ｂ Ｃ

図１ 回収率を低下させる原因となる反応

物質Ａに反応する酵素E1を用いてBを形成さ

せます。生成物Ｂは直接検出し難い物質である

ため、Ｂに作用する酵素E2を用いて物質Ｃに変

化させ（指示反応）、Ｃを定量することで物質

Ａの濃度を求める方法であったとします。この

場合、干渉物質は次の４点に働き、測定を妨害

している可能性があります。

X1 測定物質Aに作用し反応する物質

X2 酵素E1 に作用し、反応を妨害する物質

X3 検出物質Bに作用する物質

X4 酵素E2に反応し妨害する物質

具体的に一つずつ考えていきましょう。
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1) 測定物質に直接作用し、影響する物

質がある場合

試料中に含まれる物質によって、測定物質が

不安定になることがあります。酵素活性の定量

では良く見られます。クレアチンキナーゼ(CK)

や酸性ホスファターゼ(ACP)は安定性の悪さが

良く知られています。精製されたCKはとても安

定な酵素なのですが、試料中の尿酸によって活

性を低下させます（図２）。これにSH保護剤を

添加すると安定化します。N-アセチルシステイ

ンやチオ尿素が安定剤としてよく知られていま

す。ACPは試料のpHがアルカリ性に傾くことで活

性を低下させます。各種ホルモンも安定性が悪

く保存できないものが多いことはご存じのとお

りです。

この様な影響が発生していることに気付くた

めには保存時間による影響を見ることが重要で

すが、原因物質を特定することはとても難しい

問題です。

IU/l

図２ 尿酸によるクレアチンキナーゼの失活

2) 測定酵素E1の阻害物質ある場合

試料中に試薬として用いる酵素に阻害を与え

る物質が存在する場合は、回収率を低下させる

ことがあります。一般的に酵素は基質と良く似

た物質が競合阻害剤となります。例えばグルコ

ースを反応させたい時、マルトースは阻害剤と

なります。阻害剤が含まれていると反応時間内

に反応が終了しなくなり、回収率が低下する可

能性が出てくるためです。この様な影響に気付

くためには反応曲線を描いて、反応の遅延が生

じていないかをチェックすることが重要です。

E1活性測定法の時に、試料中に存在する阻害

物質が作用する場合がありますが、これは別途

議論すべき問題だと思いますので、酵素活性測

定法の項で詳述します。

3) 生成物に反応する物質が試料中に存

在する場合

指示反応の基質(B)となる物質に作用する物

質が試料中にある場合、回収率を低下させるこ

とがあります。具体的には１段階目の反応によ

って生成された過酸化水素（H2O2)に作用し、消

去してしまうような影響が発生する可能性があ

ります。peroxidase(POD)を用いたH2O2定量が汎

用されていますが、還元物質による干渉はよく

知られています。しかし、複雑な問題で、この

影響が必ずしも回収率を低下させるとは限りま

せん。干渉反応の速度が速く、干渉物質の濃度

と同モルの検出物質を消去するため、試料中に

存在した干渉物質が測定物質より低濃度である

なら、生成されたH2O2自身のモル数まで先に消

去するため、すなわち試料の測定で影響は完結

してしまうので、回収試験を行っても、回収率

は低下しません。この問題に関しては別に詳細

を記述しましたので参照してください（過酸化

水素定量法の問題点）。

4) 検出酵素E2を阻害する物質が試料中

に存在する場合

検出反応である酵素（E2)を阻害することで回

収率を低下させることがあります。具体的には

試料として硫安懸濁酵素を用いた場合、試料中

に含まれるSO4
2-イオンによって阻害されること

があります。具体的にはSO4
2-イオンがグルコー

ス6-リン酸デヒドロゲナーゼ（G6PD)を阻害しま

す。また、硫安懸濁CKを用いて添加回収試験を

実施すると、試料中の硫酸イオンがCK活性を低

下させます。

5) 試料中に含まれる負の干渉物質の証
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明

最初の話に戻りますが、検量線が正しく書け

ているのに、回収率が低くなる時には試料中に

含まれる、負の干渉を与える物質による影響が

発生しているといえます。このため、実験計画

を立てる際、異常な試料を準備することが肝要

です。健常人から得られた試料では、特定の物

質が多く混入されていることが少なく、実験の

意味が低くなる可能性があります。極端な実験

は結果を明確にしてくれることが多いと思いま

す。

しかし、負の干渉があったとしても、回収率

が低くなるとは限りません。酵素に阻害を与え

ることで発生する負の干渉は回収率を低下させ

ますが、干渉反応が素早く、干渉物質の濃度が

低いものの場合には要注意です。

５．回収率が100％を超える場合、どの様

な問題が発生しているのでしょう

回収率が100%を上回る測定方法も問題です。

一番多いのが測定方法の特異性の問題です。試

料中に含まれる測定対象物質と良く似た化学的

性質を有する物質を誤って測定してしまう問題

です。酵素を用いる測定法や抗体を用いる測定

方法の普及によって、かつての化学的測定法と

は比較できないほど特異性は高くなりましたが

目的の物質以外には全く反応しないと断言でき

る酵素や抗体はありません。ただし、現在臨床

検査で測定されている物質は比較的存在量の多

い物質を測定対象としているため、影響は比較

的軽微です。しかし、低濃度物質が次々とその

重要性が認識され、測定の要望が出されるよう

になると、特異性を再吟味しなくてはならなく

なります。

我々もアミラーゼの新しい測定法の組立て中

に、心筋梗塞患者で0.5～1.0 U/L程度の極わず

かなブランク反応を見出しました。この原因を

究明していく中で、心筋梗塞のメカニズムが見

えてきたように思っています。この問題は現在

も研究中です。興味のある方は別の機会に我々

の研究成果をお聞きください。

これ以外にも干渉を取り除いたり、測定しや

すくするために添加した試薬によって干渉反応

が発生したり、様々な干渉反応が起こることが

あります。注意深く測定値を観察しましょう。

６．正確度とは何か

添加回収率を求めることは干渉反応の有無を

調べることであると記述してきました。干渉を

受けるということは正確な測定をできなくして

いることです。測定の正確性は特異性、干渉反

応、化学量論的反応性などによって支えられて

います。従って、干渉反応を探すことは正確性

を観察していることと同様です。古い測定法で

は測定物質のみを注意深く抽出し、できうる限

り精製し、その後に検出反応を行い、測定する

方法が用いられました。しかし、抽出操作が大

変時間を要することや、100%抽出できないこと

から、現在の臨床検査では抽出操作のない方法

が好んで使われています。ということは、種々

雑多な物質が存在する中で、干渉を受けずに特

定の物質のみが正しく反応しているかを知るこ

とが正確度をチェックする方法です。

標準物質が入手できない物質の測定では少し

違った意味合いを持ってきます。今度はこの様

な時のことを考えましょう。

７．標準物質を入手できない測定法では

測定物質によっては、標準物質を入手できな

いことがあります。この様な物質を正確に測定

しているか判断することは極めて難しい問題で

す。量的にも微量で、安定性の悪い物質が多い

こともありますが、今まで記述した分析反応と

は次元が相違します。臨床化学検査として現在

実施されている定量法のほとんどは、反応管内

で発生している化学反応をコンピュータシミュ

レーションできるレベルに達しています。実験

などしなくとも、試験管内でどの様な反応がど

の様な速度で進行しているかを計算できます。

①検量線の予測、②反応曲線の予測が可能です

（測定システムの構築法を参照）。このため予

想しない反応曲線が出現した場合に、分析上の

トラブルがあったことを的確に解析できます。

回収試験で反応曲線が標準液を用いた場合とず
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れたことで、原因の究明ができます。この様な

次元の分析反応解析の話と、標準液が入手でき

ない定量系の話は余りにもかけ離れた次元の問

題で、この場で記述することは差し控えたいと

思います。

※ 本資料は分析機器・試薬アナリストのた

めの Web 勉強会用テキストです。無断転

載を禁じます。
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