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したISH法の 感度は57. 7%と従来の 報告に比べ優

れた結果であった全症例 を4群 に分類しPSEPの
カットオフ値を検討した結果， sepsis群では530pg/

mlと従 来 の 報告と 矛扇しない値であ っ た. local 

infection群では今回算出された200pg/ml前後が今後

systemic in琵ammatory response syndromeを呈さな

い感染症のカットオフ値と なる可能性が示唆された

L::::; 
日

これまでに 多くの 感染症 診断法が開発されてきた

が精度や迅速性の 問題が指摘されてきた 感染
マー カーである presepsin（以下PSEP） 値のカット

オフ値を検討する た め2014年11月から 2015年 7

月に 岩手県高度救命救急センターでsepsisが疑われ
た 33 例 ，健常人10例 にお いてin situ hybridization 

法（以下ISH法 ） を施行， 陽性率および検出菌を検討

Key words : in situ hybndization, systemic inflammatory response syndrome, 
sepsis, presepsin 

検出率は約40%と報告 されている2. 4）. 従来の

ISH法では5 種 類のプロ ーブを 使用し7 菌種

を検出することが可能であった （表1 ）. 近年，

従来の 7 菌種に 加え59 菌種に反応する Global

Bacter ia （以下GB）プロープが開発され5)（表

従来の IS司法で診断 可能 な 71. 
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I. 緒 言

敗血症 （以下sepsis）の死亡率は約20% l） と

いわれ， 治療率の改善には迅速および精度の

い診断方法が求められている． これまでにも 多

くの感染症診断法が開発されてきたが実際に臨

床に応用した場合 その精度の低 さや迅速性の問

題が指摘 されてきた Hybrisep⑧（扶桑薬品工

業 株式会社 ） は2001年に国内で 保険収載され

た感染症診断法であり，in situ hybridization 2· 3l 

（以下ISH法 ） を原理とし末梢血中の好中球や

マクロファージに食食された細菌 DNA を検

これまでの報告では原因菌の出するもので ，
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bacteria 

2. GBプロープで新たに診断 可能と なった59菌種
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2 ）， 今回この新規 プロ ーブを用いてお日法を

施行した症例を対象に検討した

presepsin （以下PSEP） は2014年に国内で

保険収載された新規感染症 マーカーである． 細

菌感染により 頼粒球などで食食反応、6）が生じ

ると， 膜表面から微量エンドトキシンの受容体

である CD14 が切り 離 される． その中で特異的

に上昇する13 kDa のものにDl4 subtype ）が

PSEPであり， 化学発光酵素免疫測定装置であ

るPATHFA ST③ （ 株式会社 LSI メデイエンス）

を用いて測定する． その特徴は血液の前処理を

必要とせず ， 全血から 約15 分で測定が可能な

ことであり， 現在 sepsisの診断カットオフ値は

500pg /mlに設 定 されている わ． しかしこのカッ

トオフ値の設 定にお ける検討には Amer ican

College of Chest Physicians / Society of Critical 

Care Medicine （以下ACCP/ SCCM） の定義
8）が用いられており， sepsisの診断には 必ずし

も原困細菌の証明は 必要とされていない． 今回

ISH法 に より 確実 に原因菌の存在が証明 された

症例においてPSEPを測定し 従来の診断カッ

トオフ値と比較検討した
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II. 研究材料および方法

1. 対象

2014年11月か ら 2015年7月ま で岩 手県

度 救命救急セ ン ターに搬入さ れ， 搬入時

もし くは入 院中に感染症 が疑われ， systemic

inflammatory response syndrome （以下 SIR S)

の項目 1 項目以 上 を満たした症例を 対象とし

た． またコ ントロールとして 健常人 ボラン テイ

アを設 定した

SIR S お よ びsepsis の 診 断 は主 治 医 が

ACCP/ SCCMの定義に従って行い ， 当該症

例よりprospective に採 血を施行した また ，

主治医 が経過 および臨 床症状により対象全症

例を normal群 （健常人， 非 感染 ・ 非 SIRS),

SIR S群（非感染· SIRS), local infection群（感染・

非 SIR S), sepsis群 （感染 · SIR S）の 4 群に分

類し， ISH 法， 血液培養法 一般細菌培養法と

して略疾培養 ， 創部培養 ， 尿培養を提出すると

ともに陽性率を比較し 感染症診断マーカーと

してPSEPの測定を行った． また ， 従来の ISH

法と新規の ISH 法での結果も比較検討した． 尚，

本人もし くは家族から同意 が得られなかった症

例， 12歳以下の症例， 慢性腎障害 の症例は対

象より除外した （岩手医科大学倫理委員会にて

承認 受付番号H26 -7 4 )

2. ISH 法による菌種の同定

まずlOmlの ヘパリン加全血の採 血を行い ，

白 血球分 離液にて白 血球を採取 次に スライド

グラスにカルノア固定し 界面活性剤にて前処

理を行い白 血球を破壊した さらに酵素試薬で

食食されている細菌を溶菌して DNA を露出 さ

せ，水酸化ナトリウムリン 酸緩衝液でアルカリ

処置することによってl本鎖 DNA とし， 菌種

特異的ジゴキシ二ゲン（DIG ） ラベル化 DNA

プロープをハイブリダイゼーションさ せた． そ

の後， 抗 DIGアルカリフォス ファターゼ抗体

を結合さ せ対比染色 後 発色した DNA シグナ

ルを光学顕微鏡で検鏡し検出した 患者 検体か

らの白 血球の分 離およびプレー トへ の固定は救

急外来にて行い ， 食食された菌の染色， 菌種の

同定は株式会社ミロク メデイカルラボラトリー

東北ラボにて行った．

3. PSEPの測定

採 血は ethyenediam inetetraacetic ac id -2 K  

(E DTA -2 K) 力日 の conventional blood collection 

tube  (TE RUMO Co., Japan） で 行い ， 4 時間

以内にPATH FA ST⑧ を用いて測定した．

4. 統計処理

両群関 の平均 の 比較にはt 検定を用い ， 多

群聞 の 平均 の 比 較は Tukey 検定 （ ANOVA)

にて行った 結果は平均値 （標準誤差 ） で表

記し 有意水準5% (p<0.05 ） をも って有意

あ りと判断 し た． ま た local infection群

お よ びsepsis群 に お い て reciver operating 

character istic curve （以下ROC 曲線 ）から曲線

下面積area under the curve （以下 AUC） を算

出し 感度 ・特異度からカットオ フ 値を求めた．

III. 結 果

対象症例は43 症例［男性32 例， 女性11 例，

年齢57 .0士20.7歳］ で内訳はnormal群11 例

［男性 9例， 女性 2 例，年齢30.1土12.6歳］，

SIR S群6例［男性 4 例， 女性 2 例，年齢、55.5

土11.3歳］, local infection群7 例［男性6 例，

女 性l例， 年 齢71.0 ± 8.5歳 ］, sepsis群19

例［男 性13 例， 女 性6例 年 齢67 .9 ± 14.2 

表3.

症例 数

壊死性軟部組織感染 7 

外傷後創部感染 6 

腹膜炎 4 

肺炎 4 

－尿路感染 5 

熱傷 5 

有機リン 1 

溺水
健常人 10 

43 
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4. 検査 結果の内訳

群 年齢（歳） 一般培養法陽性数 血液培養法陽性数
ISH法陽性数

n 
従来法 新規法

normal 11 30 .1 ± 12.6 。 。 。 1 
SIRS 6 55.5 ± 11.3 。 。 。 4 
local infection 7 71.0 ± 8.5 4 3 2 4 
sepsis 19 67.9土14.2 8 8 4 11 

43  57.0 ごと 20 .7 12 11 6 20 

5. ISH法と血液培養法の結果

血液培養法楊性血液培養法陰性

ISH法陽性
ISH 法陰性

5

6
一

日

5

7
一

2

11ム
1
i
一

qJ

m

mω
一

必

共に陽性となったのは10例で その全症例で

GBが陽性となり一致率は100%であった（表

6 ）. 感染 を認めた local infection群· sepsis群

計26 例にお けるおH法の感度は57.7%， 特

は70.6% （ 陽性的中率75.0%， 陰性的中

52.2% ）. 血液培養法の感度は42.3%， 特

は100% （ 陽性的中率100%， 陰性的中率

53.1 % ）で， ISH法の感度が 血液培養法に比較

し高値 であ った． また GBプロ ープ導入前の

ISH法では陽性が 6例のみであり， GBプロー

ブの追加により感度が2倍以 上に上昇した．

歳］ であった 患者背景を表3検査結果の内

を表4 に示す． 全症例において ISH法陽性

は20例， 血液培養法陽性は11 例であった（表

5). ISH法と 血液培養法もし くは一般培養法が

6. ISH法陽性・ 一般培養法陽性で同一菌を検出した症例

分類 ISH 血液培養法 一般培養法

肺炎 sepsis GB 略：夜 KlebsjeJla oxytoca 

壊死性軟部組織感染 local infection EKGB : Escherkhja coh 
Bacterojdes fragj]js 

壊死性軟部組織感染 local infection GB 急lもも Escherjcfaa coJj 
Bacterojdes fragj]js 

－尿路感染 sepsis SE.PA,EF,GB Escherjchja coh 尿Escherjchja coJj 

壊死性軟部組織感染 sepsis GB 観音も Streptococcus agalactl°cae 

肺炎 sepsis SA. GB 略家 Staphylococcus aureus 
Streptococcus pneumonjae 

壊死性軟部組織感染 local infection GB Staphylococcus aureus 創部 Staphylococcus aureus 

外傷後創部感染 sepsis SE, GB KlebsjeJJa pneumonjae 略寂Escherjchja coJj 
KlebsjeJJa pneumonjae 

－尿路感染 sepsis GB Provjdenda rettgerj 民. Provjdenda rettgerj 

肺炎 sepsis GB Escherkhja coh 

SA: Staphylococcus aureus, SE: Staphylococcus epjdermjdjs, PA: Pseudomonas aerugfrwsa, EF- Enterococcus 
faecahs, EK Escherjchja coil; Enterobactor doacae, Klebsjella pneumonjae, GB: Global Bacterja 
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A B 

pg/ml 
p<0.05 pg/ml 

2000 
2000 

n=17 n=26 n=11 n=6 「）＝7 n=19 

� 1000 � 1000 I 

。 。 長這逼
感染無 感染有 normal SIRS 

ini�gfi�n 
sepsis 

図 1. 全症例 におけるPSEPの値

A 感染群（非感染に比べ優位に高 値であった）
B 診断分類別（各群間に有意差は認めなかった）

表7. 全症例 およびISH法陽性症例 における感染症 診断能の比較

群 AUC 

local infection 0 .8 7  
全症例 sepsis 0 .72 

local infection 0 .88 
ISH法陽性症例 sepsis 0 .76 

全症例における診断分類別のPSEPの値 を

図l に示す． 感染群では非感染群に比べ有意

に高値であったが診断分類別では各群問に

有意差は認めなかった． 全症例において local

infection群およびsepsis群の診断能 を検討し

た. local infection の診断における AUC は0.87

で ， カ ットオフ値は215pg /ml ， 感度は0.76,

特異度は0.81, sepsisの診断における AUC は

0.72 でカットオフ値は530pg /ml ， 感度は0.83,

特異度は0.53 で あ った． 続い ておH法 で明

らかに感染が証明 された症例におい て local

infection群およびsepsis群の診断能を検討し

た. local infection群の診断にお ける AUC は

0.8 8 でカットオフ値は196pg /ml， 感度は0.70,

特異度は0.89, sepsis群の診断における AUC

は0.76 でカ ッ トオフ値 は495pg /ml ， 感度は

0.83 ， 特異度は0.59 であった （表7).

カットオフイ直（pg/ml) 感度 特異度

215 0 .76 0 .81 

530 0 .8 3  0 .53 

196 0 .70 0 .89 

495 0 .83  0 .59 

IV. 考 察

感染症 が疑われた症例に 対し GB プロ ーブ

を追加した新規 ISH法と新規 感染症診断 マー

カ ー であるPSEP値 を測 定し検討した． 血液

培養法はこれまでl 症例につき動脈血もし くは

静脈血いずれか1セットの ボ トルで検討し 感

度は10%と報告 されていたが9）， 今回動脈血・

静脈血と2セットを提出し検討したことで感

度は42.3%と上昇した． また ISH法も従来の

感度は40%前後と報告 されていたが 2, 4）， 新規

ISH法の感度は57.7%とこれまでの報告に比べ

優れていた． また検出菌の一致率も100%であ

り， GBプローブの有用性が示唆 された． しか

し E scher ichia coli 検出症例や Staphylococcus

aureus f会出症例ではE K プロープや SA プロー

プは陰性であった症例もあり このような症例

については偽陰性の可能性などさらに再考が 必
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要であると考えられた． また normal群から

l例， SIR S群から 4 例 ISH法で陽性を呈した

症例を認めたが， normal群の症例は有機リン

中毒であり， 後日肺炎を発症したことから， す

でに感染が成立していた可能性も考えられた．

SIR S群の症例は熱傷受傷早期であり， 全例が

後百sepsis に陥ったことから， 検体採取 時に

すでに感染が成立していた可能性が考えられ

た．

PSEP値は感染群では非感染群に比べ有意 に

高値であったが診断分類別では明らかな有意

は認めなかった． これは症例数が限られてい

たこと， 先述したように， normal群， SIR S群

の中に感染 を否定できない症例が含まれてお

り， PSEPがやや高値を呈したことが原因と考

えられた． 診断カットオフ値については全症例

を含めた場合， sepsis群では530pg /ml とこれ

までの報告10） と矛盾しない値であり， さらに

ISH法陽性症例に限 った場合には， 495pg /ml

と さらに1ttいイ直であった． また local in fection 

のカットオフ値についてはこれまで報告はな

く， 今回算 出した 200pg /ml 前後の債が， 今後

SIR S を呈 さない感染症診断のカットオフ値に

なりうる可能性が示唆 された．

2009 年 matr ix assisted lase r desorption 

ioniz ation time o f  fr ight mass spectrom etry 

(MALDI-TOF-MS ）による菌種間定法が開発

され l l)' 2010年より微生物迅速 同定システム

が発売， 急 速に臨床の場に普及が進んでいる．

MALDI-TOF-MS ではダイレク トスメア法を

用いた場合， 測定開始から菌種の同定までは数

分で12）， また同定精度は70～ 80%と報告 され

ている13.1 4). しかしこれはあ くまで 血液培養

陽性培養液から採取したコロニーから菌種を同

定するものであり， 血液培養ボ、トルの提出から

陽性を呈するまでには平均 20～30 時間 を要

すること15）， また本研究の結果で示したよう

に， 血液培養法の陽性率は今なお40%程 度で

あり， 特に事前に抗菌薬が投与 された症例で

は， 陽性率はさらに低下することが予想 され，

救急の現場において MALDI-TOF-MS により

原因菌が明らかにできる症例には限 度がある．

他の菌種同定法としてはPCR法も広 く検討 さ

れているが， 起因菌が常在菌の場合には偽陽性

率が高 くなり， 診断的意 義付けが困難になるこ
と， 涼因が複数菌種に及ぶ場合には菌種を特定

することが困難であることなどの問 題もあり，

さらに検討が 必要である． これらのことから採

血から迅速に， また精度が高い結果を得られる

方法としては， GBプローブを追加した ISH法

は非 常に有用であると考えられた. PSEPはこ

れまでの報告においてもPCT やIL-6, CRPに

比較し感度が高 くω また測定 時間は採 血か

ら 約15 分と最も 迅速である． 本検討の結果よ

り感染症診断のカットオフ値を200pg /ml に設

定した場合， 本検討の感染 を有した症例にお

いて， PSEPおよびISH法ともに陰性となった

のはl例のみであった． 以 上のことから sepsis

が疑われた患者の搬入後PSEPを測定するこ

とで sepsis を診断し 広域スペク トラムの抗

菌薬投与， ISH法での迅速な菌種の同定， 抗菌

薬の de -escalation とい う診療の流れは， 現在

保険収載された検査および治療方法としては迅

速 さ， 精 度の上 で最も有用であると考えられ

た. PSEP測定およびISH法を組み合わること

により，早期からsepsisの診断が可能となれば，

さらなる治療率の改善が期待できるであろう ．

ISH 1去の御指導と御協力を賜りました扶桑薬品工業

株式会社研究開発 センタ一生物科学研究部門松久明生

先生に心から御礼申し上げます．

利益相反：本論文内容に関連する 著者の利益相反は
ない．
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Evaluation of presepsin value in positive cases 

as a method of rapid diagnosis for infection 

using in situ hybridization 

Rise AKIMARU 
lJ Gaku TAKAHASHI 

ll 
Y asushi SuzuKr 

ll 

Toshihide NAKADATE 
ll 

Yoriko IsHIBE 
ll

, 

Shigenori KAN 
ll

, Chiaki 0NODERA 
ll

, Takayuki MASUDA 
ll

, 

Y oshihiro INOUE 
l) and Shigeatsu E NDO 

2l 

l) Department of Critical Care Medicine, School of Medicine, 

Iwate Medical University, Morioka, Japan 

Z) Morioka Yuai Hospital, Morioka, Japan 

(Received on September 28, 2015 & Accepted on November 24, 2015) 

Previously many methods for diagnosis of infection 

have been developed, but problems w ith accuracy 

and lack of rapidity have been pointed out. In order 

to examine the cut-off value of presepsin (PSEP) as 

a new marker for infection, we analyzed 33 cases 

of suspected sepsis at the time of transportation 

or during hospitalization in the emergency center 

of Iw ate Medical University, encountered between 

November 20 14 and July 20 15 . The cases w ere 

compared w ith 10 healthy adults to determine the 

positive rate and specific type of bacterial infection 

using in situ hybridization (IS五）. The sensitivity of 

the ISH method w as 57. 7%. This method obtained 

excellent results compared w ith previous reports. 

We then classified all the cases into 4 groups and 

evaluated the cut-off value of PSEP. In the sepsis 

group, the ct比例off value w as 530 pg/ml, which was 

consistent with previous reports. In the local infection 

group, the calculated value was approximately 

20 0 pg/ml. This value may be the optimal cut­
off value for a bacterial infection that does not 

lead to systemic inflammatory response syndrome. 
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