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緒　　言

血友病治療が始まった当初から，患者の血漿サン

プルおよび製剤中の第VIII因子（FVIII）および第 IX
因子（FIX）レベルの測定は，至適治療レジメンの開

発および実際の治療において極めて重要な役割を果

たしてきた。特に，最近では様々な原料から，そし

て様々な地域で製造された凝固因子製剤が利用可能

となり，種々の製剤中におけるFVIII活性およびFIX
活性測定法の標準化が必要となった（凝固因子活性

が測定される理由は，凝固因子製剤の推奨用量が凝

固因子活性の単位で表示されることによるものであ

る）。患者の血漿中凝固因子を正確に測定すること

は，診断のためにも，また，凝固因子製剤による治

療の効果を評価するためにも極めて重要といえる。

本稿では FVIIIおよび FIX定量法の標準化に焦点

を当てる。特に，凝固因子製剤および輸注後血漿で

の定量に重点を置く。

FVIII の定量法
FVIIIの定量には，現在 3種類の方法，すなわち，

1段法，2段法および合成基質法が利用されている。

これらの定量法の原理や実施方法については，本稿

では省略させていただく（1～ 3）。

1段法は簡便で自動化も容易であることから，臨

床検査では常にこの方法が好まれている。一方，2段

法は精度が高いうえ，凝固因子欠乏血漿の供給量と

は無関係に測定可能であることから，製造業者の間

で広範に利用されてきた。しかし，2段法は現在で

は臨床検査ではほとんど利用されておらず，製造業

者の間でも 2～ 3社が用いているのみである。これ

に対して，2段法と同一の原理に基づいている合成

基質法は，凝固因子の定量に急速に採用されつつあ

り，臨床検査でも急激にではないが徐々に採用され

つつある。凝固因子製剤の標準定量法として以前欧

州薬局方は2段法を推奨していたが，1995年には合

成基質法に変更され，国際血栓止血学会（ISTH）も

この方法を推奨している。

これら 3種類の定量法の比較については，これま

でに広範にレビューされている（4～6）。凝固因子製剤

の定量における重要なポイントは，1 段法による

FVIIIの定量では他法に比べて高い力価が得られる

が，2段法ではこの傾向がみられないこと，さらに，

1段法は脂質やヘパリンといった不純物の影響を受

けやすいことである。また，合成基質法も，活性化

時間を十分にとった後に活性化 FX産生を測定する

のであれば，FVIII活性の影響は受けない。これにつ

いては最近発表されたLundbladら（7）のレビューで

も強調されている。なお，これら 3法のいずれもが

前希釈段階での FVIII欠乏血漿による希釈の有無に

より影響される（後の節を参照）。
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1段法に用いられている試薬および定量条件は施

設ごとに極めて異なっている。例えば，英国の臨床

施設では活性化部分トロンボプラスチン時間

（APTT）試薬 25種，凝固因子欠乏血漿 20種，標準

血漿 13 種および検査機器 11 種が使用されている

［UK National External Quality Assessment Service
（NEQAS）からの情報］。一方，合成基質法は比較的

統一されており，製造業者 4社から 5種類のキット

が市販されている。

現在，欧州の凝固因子製剤製造業者のほとんどが

自社製品のラベルに合成基質法で測定した凝固因子

レベルを記載しているが，米国で製造されているほ

とんどの凝固因子製剤（2種類の完全長遺伝子組換

え型製剤を含む）は，1段法により定量されている。

FVIII製剤および血漿を定量するための標準サンプル
FVIIIの力価は国際単位（IU）で測定される。これ

は，世界保健機関（WHO）により確立された国際標

準血漿（International Standards；IS）によって定義

されている。FVIIIの定量には“like vs. like（同様の

ものを比較する）”の原則に基づいて2種類のWHO
標準サンプルがある。1つは血漿サンプル中のFVIII
レベルを測定するためのサンプルであり，他の 1つ

は凝固因子製剤中の FVIIIレベルを測定するための

サンプルである。

FVIII製剤のための最初のWHO 標準サンプルは

1971年に確立されたが，この当時は利用可能な凝固

因子製剤が比較的少なく，純度も低かった。しかし

現在では，種々の製剤が利用できるようになったこ

とに加え，様々な血漿由来製剤および遺伝子組換え

型製剤が利用可能で，これらの製剤の組成に大きな

違いがみられるようになり，“like vs. like”の原則の

適用が困難になってきている。WHO標準サンプル

は主要標準血漿として世界的に利用されているが，

定量法間で，そして同一の定量法を用いている施設

間で依然として測定値に相違が認められている。し

かし，このような相違が発生する原因については一

部ではあるが既に明らかにされており，推奨事項が

発表されている。

極めて純度の高いモノクローナル抗体で精製され

た血漿由来製剤および遺伝子組換え型製剤，これら

の製剤のサンプルそして他の数種類の凝固因子製剤

を対象とした多施設共同研究が 1980年代の後期に

実施され，11施設が当時のWHO（第 3次）標準サ

ンプル（凝固因子製剤用）に対してこれらすべての

製剤中FVIIIを定量した。その結果，以前にも報告さ

れているように（8），極めて純度の高い血漿由来製剤

と遺伝子組換え型製剤では施設間で大きなバラツキ

が認められ，3種類の方法間の変動係数（GCV値）は

19～100％以上であった。一方，2種類の中間純度製

剤での施設間のバラツキは比較的小さく，GCV値は

4～15％であった。なお，この時点におけるWHO標

準サンプルは中間純度製剤であった。

これらの結果は“like vs. like”の原則の重要性を

強く示しているとともに，高純度製剤には他の専用

の標準サンプルが必要であることを示唆していると

も考えられる。しかし，後の研究では，高純度製剤，

とりわけ遺伝子組換え型製剤での定量に特に影響を

及ぼす技術的因子が多数特定され，これらの標準化が

必要となった。以下にそれらの技術的因子を示す。

（i）FVIII 欠乏血漿
1段法で正確な定量を行うためには，血友病患者

の血漿または von Willebrand因子(VWF)レベルの

正常な FVIII欠乏血漿を使用する必要がある。

（ii）緩衝液
再現性の高い結果を得るためには，すべての緩衝

液に 1％w/vのアルブミンが含まれていなければな

らないことが示されている。

（iii）前希釈
いずれの定量法を用いる場合も，遺伝子組換え型

製剤および高純度血漿由来製剤の定量ではすべて血

友病患者の凝固因子欠乏血漿またはそれと同等の物

質で前希釈する必要がある。

その後，2種類の遺伝子組換え型製剤と 3種類の

高純度血漿由来製剤を対象に，上述した比較的シン

プルな改変を加えて同一の施設で再度試験が行われ

た。第 4次WHO標準サンプル（中間純度製剤）に

対して定量が行われたが，結果として，最初の試験

に比べて著明な改善がみられ，2種類の遺伝子組換
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え型製剤における GCV値は 3～ 10.7％となり，他

の凝固因子製剤についても施設間で良好な一致がみ

られた。その後，遺伝子組換え型製剤および高純度

血漿由来製剤の定量のためのこれらの改変事項は

ISTHのFVIII and FIX Subcommittee of the Scientific

and Standardisation Committee（SSC）の推奨事項と

して発表された（9）。

後に凝固因子製剤用第6次WHO標準サンプル（遺

伝子組換え型製剤）を較正するための国際多施設共

同試験が行われたが，この試験では，これらの推奨

事項が加味され，施設間の GCV値は全体的に 9～

10％であった（10）。このように，特定の技術的条件を

忠実に満たせば，血漿由来標準サンプル（血漿由来

製剤）を用いての遺伝子組換え型製剤の定量は良好

に行えることは明らかであり，両タイプの凝固因子

製剤について別々の標準サンプルは不要である。遺

伝子組換え型 FVIII製剤の標準サンプルに対して血

漿由来製剤の定量を良好に行えるか否かという疑問

は，Albertengoら（11）の研究で提起された。この研

究では，第 5次WHO標準サンプル（血漿由来製剤）

および第 6次WHO標準サンプル（遺伝子組換え型

製剤）に対して 9種類の血漿由来製剤の定量が行わ

れた。結果として，いずれのサンプルを用いても結

果に有意差はなく，遺伝子組換え型標準サンプルは

様々な血漿由来製剤の較正に十分に適用可能である

ことが示された。

血漿サンプルの定量のための標準サンプルの確立

は凝固因子製剤の定量のための標準サンプルの確立

ほど複雑なものではなかった。したがって，重要な

ことは，IUと「正常血漿の単位」との関連を維持す

ることである。この関連の維持は，各国際標準血漿

の確立のための較正試験において正常血漿プールか

らのサンプルも使用し，IUと「正常血漿 1 mL中の

平均凝固因子量」との相違を最小限にする必要があ

る場合に調整することによって試みられてきた（例

えば，FVIII/VWF血漿の第 4次 ISの較正（12））。

地域的標準サンプルおよび血液製剤製造業者独

自の標準サンプルの較正に WHO 標準サンプルは

広く一般に利用されているが，英国の施設間におけ

る FVIII定量結果のバラツキは依然極めて大きく，

NEQASの継続調査ではCV値が最大 35％に達して

いる。先述したことであるが，これはおそらく各施

設で使用している試薬および定量法に大きな違いが

あったことによるものと考えられる。特に問題と

なっているのは，免疫除去または化学的手法によっ

て人工的に FVIIIを欠乏させた血漿が導入されたこ

とである。重症血友病患者の血漿には病原体が混入

している恐れがあること，そして最近の治療レジメ

ンの向上により長期間血漿中FVIIIレベルを1％以上

に維持することが可能になったこと，などの理由から

現在英国の半数以上の施設では，重症血友病患者か

ら得た血漿の代わりに人工的に FVIIIを欠乏させた

血漿が使用されている。人工的 FVIII欠乏血漿のう

ち，一部は FVIIIが完全に除去されていないものや，

VWFも除去されているものもあり，比較試験でも

示されているように，これらの血漿は高純度製剤の

定量には不適当である（13）。我々の施設で最近行われ

た研究では，一部の試薬の活性化を示す証拠が得ら

れ，これは特に輸注後血漿の定量で問題となる可能

性がある。

FVIII 定量法の比較
治療用凝固因子製剤の定量に凝固因子製剤を標準

サンプルとして使用することは“like vs. like”の原

則に則っており，理論的には 3種類の定量法を用い

たFVIIIの定量で力価に大差はないはずである。1970
年代から 1980 年代初頭にかけてはこの考えでよ

かったが，ウイルス不活化処理工程が導入されたこ

と，そして高純度血漿由来製剤および遺伝子組換え

型製剤が導入されたことから，凝固因子製剤の組成

が多様となり，これが原因で定量法間に相違が生じ

るようになったと考えられる。13種類の凝固因子製

剤を対象に 1990年に実施された調査（14）では，1段

法と 2段法との間で著明な相違が認められ，数種類

の血漿由来製剤において 1段法での測定値が 2段法

に比べて最大 40％高かった。また，10種類の凝固

因子製剤（血漿由来製剤 7種，遺伝子組換え型製剤

3種）を対象に 1段法と合成基質法とを比較したよ

り最近の研究（15）では，免疫精製された血漿由来製

剤で最も大きな相違が認められ，1段法での測定値

が合成基質法での測定値を33％上回ったほか，Bド

メイン欠失遺伝子組換え型製剤では合成基質法での
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測定値が 1段法での測定値を 28％上回っていた。

完全長遺伝子組換え型製剤を対象に3つの定量法

を比較した試験では異なる結果が得られた。この試

験は，英国の National Institute for Biological Stan-

dards and Control（NIBSC）の施設で行われ，ISTH
（SSC）により推奨されている定量法を用いて第5次

WHO標準サンプル（血漿由来製剤）に対して定量が

行われた。各製剤のいくつかのバッチが定量され，

3 種類の定量法間に著明な違いはみられなかった

（Table 1）。A製剤では2段法での測定値が合成基質

法での測定値よりも8％低値であった（p < 0.05）が，

これを除いては他の比較で統計学的有意差が認めら

れたものはなかった。

Table 2は，3種類の定量法で遺伝子組換え型製剤

を定量した3編の多施設共同比較試験のデータをま

とめたものである。これらの試験では施設間で共通

の標準サンプルおよび同一のプロトコールが用いら

れたほか，データは中央集約的に計算処理された。

その結果，6セットのデータのうち5セットで，合成

基質法での平均測定値が 1段法より 10～ 18％高値

であった。ただし，これら 3編のうち，最初の 2編

の研究が行われた時点では，凝固因子製剤の定量に

合成基質法を取り入れたばかりの施設が数施設あっ

たため，より最近の試験で得られたデータの方が現

在の状況に即していると思われる。

全体的に言えることは，特にSSCが推奨する定量

法を用いた場合，1段法と合成基質法で完全長遺伝

子組換え型製剤に認められる力価の差は10％未満で

あり，臨床的意義をもたらす可能性は低いと考えら

れる。

しかし，Bドメイン欠失凝固因子製剤であるReFacto
では，これほど良好な結果は得られていない。

Mikaelssonら（16）はこの製剤を対象に検討したが，

WHO標準サンプル（凝固因子製剤）と ISTH（SSC）

が推奨する定量法を用いた場合でも，合成基質法で

の測定値は 1段法での測定値より著明に高く，使用

する試薬によっては最大 2倍となった。さらに他の

複数の研究では，1段法で用いられるリン脂質試薬

のタイプと濃度がこの差をもたらす原因となってい

ること，そして血小板存在下における定量法間の比

較および in vivo回収率のデータの比較から，合成基

質法での測定値が適切な値であることが示された。

このようなことから，この製剤の製造業者は合成基

質法での測定値をラベルに記載している。

Hubbardらの調査では，“Method M”というモノ

クローナル抗体による精製過程を経て製造されてい

る 2つの製剤で，1段法と合成基質法との間におけ

る最大の差が認められている（15）。両定量法間におけ

るトロンビン活性化の差が，これらの違いを生じさ

せていることが示唆されており，最近行われた

Hubbardらの研究では，これに関する証拠が得られ

ている（17）。

血漿および凝固因子製剤の単位と FVIII in vivo
回収率
血漿標準サンプルに対するFVIII製剤の定量は，測

定値に施設間そして定量法間において大きなバラツ

Table 1. Comparison of methods on full-length recombinant

concentrates (data from NIBSC).

Product

No. of

batches

Potency (% of label)

One-stage Two-stage Chromogenic

A 10 95 91 99

B 6 112 105 106

NIBSC assays were performed with the WHO fourth concentrate

standard and ISTH/SSC recommended methodology.

Manufacturers used the one-stage method against the US Mega

Standard.

Table 2. Comparison of methods on recombinant concentrates

(data from controlled collaborative studies).

Study

date

Reference

standard

Test

sample

Potency (%)

One-stage Two-stage Chromogenic

1992 WHO

fourth IS

1 100 (9) 99.7 (5) 114.6 (10)

2 100 (9) 91.2 (5) 98.5 (10)

1994 WHO

fourth IS

3 100 (17) 104.1 (6) 110.6 (18)

WHO

fifth IS

3 100 (17) 101.5 (6) 118.3 (18)

1998 WHO 4 100 (21) 94.7 (6) 110.7 (25)

fifth IS 5 100 (21) 97.8 (6) 110.5 (25)

Samples 1–5 are different ampouled preparations of the two full-

length recombinant concentrates (Kogenate & Recombinate).

Figures in brackets are numbers of laboratories performing each

method. Potencies have been calculated as a percentage of those

with the one-stage method.

All participants used SSC recommended methodology and data

were analysed centrally.
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キがみられ，積年の問題となっており，また，これ

が理由で血漿用と凝固因子製剤用の 2種類のWHO
標準サンプルが開発された。しかし，ルーチンの定

量でこのような比較を避けることはできるが，血漿

由来製剤の製造業者のほか，特に in vivo回収率を測

定する医師にとっては問題である。凝固因子製剤輸

注後の患者の血漿サンプルは基本的に血友病患者の

血漿で“希釈された”凝固因子製剤であり，in vivo

回収率の測定では血漿標準サンプルに対して定量し

なければならない。

血漿に対して凝固因子製剤を定量した場合，1段

法よりも 2段法での力価の方が高いことが 1978年

に初めて見いだされ（18），この時期に実施された数多

くの多施設共同試験で認められた力価の相違は平均

で20％であった。これ以降に実施された多施設共同

試験においても，力価の相違こそ試験ごとに異なっ

ていたが，ほぼすべての試験でこの傾向が認められ

た（力価の相違が試験ごとに異なっていた理由とし

て，試験ごとにタイプの異なる凝固因子製剤が用い

られたことが可能性として挙げられる）。

最近の凝固因子製剤の定量では，2段法に代わっ

て合成基質法が広く用いられるようになった。驚く

ほどのことではないが，2段法と同一の原理に基づ

く合成基質法では，1段法より高い測定値が得られ

る。このような相違が生じる理由についてはこれま

でにかなり研究されてきたが，未だ明らかにはなっ

ていない。血漿由来製剤と遺伝子組換え型製剤はそ

の製造工程において広範な処理を受けるが，これが

両定量法において正常血漿中 FVIIIとは異なる活性

化あるいは不活化を生じさせる原因になっていると

考えられ，これについては最近のいくつかの研究で

証拠が得られている（19）。WHO標準サンプル（凝固

因子製剤）とWHO FVIII標準サンプル（血漿）とを比

較した場合，1段法での測定値はほぼ等しいが，2段

法および合成基質法では異なってくる（8）。

一部の研究では，血漿由来製剤に比べて遺伝子組

換え型製剤でこの差がより大きいことが示されてい

る。以前NIBSCにおいて英国の血漿標準サンプルに

対して，1段法と合成基質法による2種類の完全長遺

伝子組換え型製剤の定量が行われたが，両法間の測

定値の比率はそれぞれ1.44，1.53であった。また，こ

の多施設共同試験では第 5次 IS（WHO血漿標準サ

ンプルおよび 1種類の遺伝子組換え型製剤）の較正

が行われ，合成基質法 /1段法の効力比は 1.48であ

り，第6次 ISについて実施された他の研究では1.26
であった（10）。

これらの値は，遺伝子組換え型製剤輸注後の患者

の血漿サンプルにおいて，なぜ合成基質法と 1段法

とで測定値に大きな違いがみられるかを説明するも

のである（20）。輸注後の遺伝子組換え型製剤は，これ

らの定量法において基本的に in vitroで血友病患者

の血漿で希釈されたこれらの製剤と類似した動態を

示すと考えられる。

一方，血漿由来製剤については，製剤の特性およ

び用いる試験系によって異なる結果が得られている。

例えば，Leeら（21）の試験では，Hemofil Mは輸注

後血漿で1段法と合成基質法で20％の差が生じるこ

とが示されたが，類似の製剤についてCLBで行われ

た試験では，両法の間に全く差は認められなかった

（K. Mertens博士からの私信）。また，タイプの異な

る血漿由来製剤輸注後の血漿サンプルについて検討

したNEQASによる試験でも，定量法間で違いは認

められなかった。

この問題を解決するためには，これらの相違を生

じさせている原因を突き止めねばならず，そうする

ことによってのみいずれかの定量法あるいは両定量

法を調整することが可能となり，同様の値を得るこ

とができる。当面の対応策として SSCの FVIII/FIX

Subcommitteeでは，輸注後血漿サンプルを患者の血

漿で希釈された凝固因子製剤と考慮することを基本

とし（実質的にその通りである），標準曲線を作成す

る際は血漿標準サンプルではなく，血友病患者の血

漿で希釈された凝固因子製剤用標準サンプルを用い

ることが提案されている。血友病患者の血漿で希釈

された凝固因子製剤用標準サンプルを用いた場合，

定量法間で測定値はほぼ一致しており（前項を参

照），これを考慮する限り，この方法により合成基質

法と1段法による遺伝子組換え型製剤の in vivo回収

率の測定において良好な一致がみられるはずである。

ただし，この標準サンプルは，実際に輸注される製

剤とできるだけ同じようにその性状を注意深く検討

する必要がある。このように，いずれの完全長遺伝
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子組換え型製剤も標準サンプルとして利用可能であ

るが，Bドメイン欠失 FVIII製剤である ReFacto輸

注後の血漿サンプルではReFacto専用の標準サンプ

ルが必要である。

In vivo回収率について検討した最近の試験でこの

アプローチがテストされた。この試験では，

Recombinate輸注後の患者の血漿サンプルが血漿標

準サンプルとRecombinate凝固因子製剤標準サンプ

ルに対して定量された（20）。その結果，血漿標準サン

プルでは1段法と合成基質法との間で25％の差が生

じたが，Recombinate凝固因子製剤標準サンプルで

はこのような差は全くみられなかった。

FIXの定量のための標準サンプル
FIX定量法の標準化についてはFVIIIの定量法ほど

問題は多くない。これは，用いられる定量法が 1段

法のみで，これが血漿にも凝固因子製剤にも適用さ

れるためである。FVIIIと同様に，最初の標準サンプ

ル（凝固因子製剤）は治療用製剤の定量目的でWHO
により確立され，これはプロトロンビン複合体製剤

（PCC）であった（22）。最近になり主力製剤が高純度

FIX単一製剤に切り替えられたが，定量法の標準化

に特に影響はないと考えられる。すなわち，PCCと

FIX単一製剤とは相互に良好に定量できる。現在の

WHO標準サンプルは FIX単一製剤である。

FIX製剤を標準サンプル（凝固因子製剤）に対し

て定量する場合も，血漿に対して定量する場合も，

最適かつ再現性のある結果を得るためには，FVIIIと

同じく，凝固因子製剤を FIX欠乏血漿で前希釈する

必要があることが示されている（23）。FIXの国際標準

サンプルは，他のビタミンK依存性凝固因子である

FII，FVIIおよび FXの標準サンプルとともに 1987
年にWHOによって確立され（24），現在ではほとん

どの地域的・商業的標準サンプルがIUで較正されて

いる。しかし，NEQASの調査では依然として施設

間で大きなバラツキがあることが示されており，こ

れはおそらく使用されるAPTT試薬および凝固因子

欠乏血漿が多様であることによるものと考えられる。

また，FVIIIと同様に，人為的にFIXを欠乏させた血

漿が主な試薬として使用されているが，血友病B患

者の血漿を使用した場合との成績を比較した体系的

研究は未だ行われていない。

FVIII・FIX の定量に代わる代替検査法
FVIIIおよびFIX製剤の薬物動態試験では，輸注後

の血漿中FVIIIおよびFIXを定量する必要があるが，

前述したように定量法間で測定値にバラツキがみら

れ，実際の治療において患者の止血状態を見極める

にはこれらの定量法は必ずしも満足のいくものでは

ない。また，一般的に止血効果と輸注後の凝固因子

レベルとは凝固因子製剤の組成とは無関係に相関関

係にあると考えられているが，現在市販されている

種々の凝固因子製剤は成分や分子構造が異なってい

ることから，この考えは全くの真実ではないと考え

られる。さらに，個々の患者の止血能は血漿中FVIII・

FIXレベルのほか，他のパラメーターによっても左

右されると考えられる。これは，血漿中凝固因子レ

ベルが同等の患者においても臨床的表現型が著明に

異なり得るという事実からも明らかである。

凝固因子製剤および個々の患者間におけるこれら

の相違を反映すると考えられる代替的定量法として

トロンビン生成検査が挙げられる。これは古い検査

法で，Biggsらにより1953年に初めて提唱されたも

のであるが（25），十数年前にHemkerら（26）によって

より洗練され，この10年間で再び利用されるように

なった。この検査では，組織因子やAPTT試薬といっ

た活性化物質の存在下で未希釈の血漿にカルシウム

を添加して凝固させ，フィブリノゲン中へのサブサ

ンプリングあるいは合成基質法によって経時的にト

ロンビン産生を測定する。この検査の適用はほとん

どの場合，抗凝固薬の分野であったが，最近我々は，

様々な FVIII製剤の止血効果の比較にこの方法を用

いている。予備的データからは，同じFVIIIレベルで

比較した場合，製剤間でトロンビン産生促進能に幾

分差があることが示されている。また，5 IU/dL未

満という比較的低いFVIIIレベルが，血友病患者の血

漿中における不完全なトロンビン産生の回復に驚く

ほど効果的であることも示された。この結果は，定

期補充療法（予防投与療法）と関連した様々な臨床

試験，あるいは低凝固因子レベルしか認められない

状況における遺伝子療法の有効性の評価においても

重要であると考えられる。
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この検査の利点の 1つは，比較的簡便な試薬およ

び器具を用いて検査が実施できることであり，発展

途上国における治療のモニタリングに適しているか

もしれない。また，血小板を添加することにより，こ

れまでに使用されてきた人工リン脂質試薬よりも，

より生理状態に近似できることから，血小板存在下

での凝固因子製剤の効果もいくつかの試験で現在検

討されている。
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