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ネフェロメトリーによるウィルソン病マス・スクリーニング 

 
野町祥介  三浦友未佳  田上泰子  福士 勝  佐藤勇次  藤田晃三 

 
 
要 旨 

札幌市では新生児乾燥濾紙血液からセルロプラスミンを溶出し酵素免疫法を用いて測定すること

により，ウィルソン病のマス・スクリーニングを行ってきた 1)。今回，ネフェロメトリー法による測

定を検討した結果，精度，迅速性に優れており，本法により 1999 年の 7 月から 9 月の間に市内で出

生した新生児 2,746 人のスクリーニングを実施した。この間，ウィルソン病患者は発見できなかった

が，本法は低濃度のセルロプラスミンの測定に有効であり，マス・スクリーニングに十分応用できる

ものと考えられた。 

 

１．緒 言 

ウィルソン病は常染色体劣性遺伝の先天性銅代

謝異常症であり，特有な神経症状，肝障害，腎障害，

角膜の Kayser-Flescher ringは，脳，肝，腎，角膜へ

の銅の過剰蓄積に起因するとされている。その責任

遺伝子である ATP７B がクローニングされ，蛋白産

物である銅輸送 ATPase は細胞膜上に存在する銅の

イオンチャンネルと考えられ，細胞内外の銅輸送の

制御および過剰銅を肝から胆管へと排泄する機構

を担っている 2)3)。本症の発症時期は小児期から思春

期前期が多いが，臨床的に多臓器障害が出現する前

に診断することにより，効果的な治療が期待できる

疾患である。そこで新生児スクリーニングの対象疾

患として検討が行われてきた。 

札幌市では 1995 年 4 月から，酵素免疫法による

乾燥濾紙血液を用いたセルロプラスミン

(ceruloplasmin,以下 CP)の測定によりウィルソン病

の早期発見のため新生児スクリーニングを実施し

ている。 

 今回，その測定法として，本来血清をサンプルと

して行なわれるネフェロメトリーを原理とする全

自動免疫化学分析装置を用いてその検討を行った。

その結果，良好な成績を得たので，基礎的検討成績

と新生児マス・スクリーニングに応用した成績を報

告する。 

 

２．方 法 

2-1 対象 

スクリーニング対象とした新生児は，1999 年７

月から 9月まで札幌市内で出生した 2,746 人である。 

2-2 方法 

2-2-1 測定原理 

一定量の血清サンプルに抗 CP 血清を添加して，

添加直後と一定時間経過後の抗原抗体反応複合体

生成量の変化を，波長 840nmの光を照射してその散

乱光の強度の変化により検出する。 

2-2-2 測定手順 

乾燥濾紙血液への応用のため，直径 5mmのディ

スクを打抜いた乾燥濾紙血液に，ネフェロメトリー

用緩衝液（N-反応緩衝液：デイド・ベーリング社製）

400μlを加えて 4℃で 16時間から 18時間静置して

ＣＰを溶出させ，2,000回転で 10分間遠心した上清

をサンプルとした。また，血清では 20 倍希釈サン

プル 100μl，抗血清 40μl ，インキュベート時間 6

分の条件で測定するところを，本法では最終的に乾

燥濾紙血溶液 50μl，抗血清 15μl，インキュベート



 
時間 30分とした。サンプル，抗血清の分注，測定，

データ解析は全自動免疫化学分析装置ベーリング

ネフェロメータⅡ（BNⅡ）（デイド・ベーリング社

製）により行った。 

図２　新生児のCP値分布
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３．結 果 

3-1 測定法の基礎的検討 

3-1-1 サンプル量の検討 

多数検体を低コストで行う目的で抗血清量を 15

μl としたため，使用するサンプル量を 50μlと 90

μlの両者で検討した。90μl系では一部の検体で反

応開始 20 分過ぎから反応曲線が急激に上昇して直

線性を示さず，異常高値を示す例が見られた(図 1)。

50μl 系の反応曲線はすべて直線性を示した。この

方法による最低検出感度は約 1mg/dlで，私たちの従

来行ってきた酵素免疫法とほぼ同じであった。 

表１ 出生体重別初回検査時の血清中 CP 濃度 

出生体重 例数 
ＣＰ濃度(mg/dl) 

平均±標準偏差 

6mg/dl以下

例数（％）

1500g以下  28  6.21±2.74 16 (57.1%)

1500～2000g  40 6.88±2.58 14 (35.0%)

2000～2500g  173 9.35±2.87 16 (9.24%)

2500～3000g 1044 10.21±3.06 55 (5.27%)

3000～3500g 1122 10.81±3.23 42 (3.74%)

3500g以上  343 11.67±3.02  3 (0.87%)

合計 2746 10.49±3.21 146 (5.31%)

 

図１　２種の系による計測値の比較分散図
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通常の反応曲線による測定値

20分から上昇のある反応曲線による測定値

0 は上昇し正常と判定された。特に低出生体重児では

本法でも低値を示す傾向が高く，出生体重 2,000g以

下の児では 68人中 30人(44.1％)が 6mg/dl以下と高

頻度に低値を示した(表１)。しかし、4mg/dl 以下の

異常低値を示した例でも生後 1ヶ月後の体重の増加

とともにＣＰ値も正常値に上昇した（図３）。 
3-1-2 再現性 

 新生児期におけるウィルソン病スクリーニング

でカットオフ値と考えられる 2濃度の内部精度管理

検体で検討した，同一アッセイ内の変動係数は

2.8-7.4％，連続 10 回のアッセイ間変動係数は

5.9-12.5％と良好であった。 

 

 

 

 
3-1 スクリーニングの成績 

 
 新生児 2,746 人のＣＰ値の分布を図 2 に示した。

その分布はほぼ正規分布をとり，平均値±標準偏差

は 10.49±3.21mg/dl であった。再採血が必要であっ

たのは 11例（0.40％）で，再検査では全例でＣＰ値 

 

 

 

 

 

 

図３　体重増加に伴うCP濃度の変動
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４．考 察 

乾燥濾紙血液は，採血と検体の輸送が容易で，血

中のアミノ酸，ホルモン，酵素，抗体，薬剤等の保

存安定性に優れていることから，その高感度測定法

の開発により新生児を対象とした先天性代謝異常

症検査等のマス･スクリーニングに広く用いられて

いる。札幌市ではこの新生児乾燥濾紙血法を用いる 

ことを前提に，ウィルソン病を 1995 年から新たに

マス・スクリーニング項目として取り入れ，その方

法を検討し，ルーチンのスクリーニングに応用して

きた 1)。今回採用した全自動免疫化学分析装置 BN

Ⅱによる血清蛋白測定方法 4)5)6)7)は，簡便性からも

マス・スクリーニングのアッセイ法として推奨でき

る。 

 実際に正常新生児検体の測定値は，正規分布を示

し，その値は酵素免疫測定法による結果とほぼ一致

し，酵素免疫法と同等の感度が得られた。さらに，

臨床データと遺伝子解析からウィルソン病と診断

された２例の小児と成人の本法によるＣＰ値は，そ

れぞれ，2.0mg/dl,1.3mg/dlと低値を示した。 

 ウィルソン病のマス・スクリーニングの問題点と

しては，低体重の新生児において，ウィルソン病患

者ではなくてもＣＰ値が低くなる傾向があるため，

比較的多くの検体について，再採血と再測定が必要

になった。現在までのところ，再採血例は体重の増

加とともにＣＰ濃度が上昇し，最終的には正常の値

を示すようになった。 

 これらのことから，新生児乾燥濾紙血法を用いた

ネフェロメトリーによるウィルソン病のマス・スク

リーニングは可能であると考える。また，ウィルソ

ン病患者の 5％は CP値が正常を示すことから，新生

児スクリーニングによっても全例発見することが

できないことを理解しておく必要がある。 

  

 ５．結 語 

全自動免疫化学分析装置ＢＮⅡによる乾燥濾紙血

をサンプルとしたセルロプラスミンの濃度測定は

適した条件下で安定したデータが得られる。これに

より,ウィルソン病のマス・スクリーニングは実践可

能であり，その成果が期待される。 
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Newborn Screening for Wilson Disease by Nephelometry 
 

Shosuke Nomachi, Yumika Miura, Yasuko Tagami, Masaru Fukushi, Yuji Sato, Kozo Fujita 
 

     In Sapporo, newborn screening for Wilson disease was carried out by measuring the concentration of 
ceruloplasmin(CP) in dry blood sample on filter paper. The CP measurement was measured by 
Nephelometry. This method could be performed simply and first, and could measure lower concentration 
of ceruloplasmin. 
     From July to September’99, 2,746 newborn babies were screened by this method. Eleven cases(0.40%)  
requested second samples because of the low ceruloplasmin value. However, all of them showed normal 
ceruloplasmin concentrations at the second test. We could not find any patients, but this method is 
considered to be useful for mass-screening for Wilson disease. 
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