
We have successfully developed and commercialized the “FUJI DRI-CHEM IMMUNO AU Cartridge v-TBA”, which is a 
quantitative immunoassay system for measuring total bile acid levels in dog and cat serum and plasma. This reaction system 
allows the simultaneous measurement of three bile acids and has been successfully used to diagnose hepatobiliary disease with 
high accuracy in these animals.

Abstract

1.	 はじめに

　近年の獣医学の発達は，ペットの平均寿命を大きく延ばす
ことに成功した。一方で，ペットの高齢化により発生しやす
くなる疾患も存在する。例えば，イヌの肝・胆道系疾患は，
人間の肝疾患の場合と同様の傾向が見られ，人間の年齢で
30代半ばに相当すると言われる4歳から5歳以降で顕著に
増加している。イヌの肝臓や胆嚢の病気は，先天的な奇形や
体質，ウイルスや細菌による感染，有害物質の摂取や偏った
食事など，さまざまな原因で発症する。肝臓は，人間でも「物
言わぬ臓器」と言われているが，犬の場合も同様で，外見か
らは体調の異常に気付きにくいのが特徴である。そのため，
血液検査，レントゲン検査，エコー検査などの健康診断を行
うことが重要である1）。
　肝疾患を疑う場合の血液検査は，一次パネルとしてアラ
ニンアミノトランスフェラーゼ（ALT），アスパラギン酸ア
ミノトランスフェラーゼ（AST），アルカリフォスファター
ゼ（ALP），γ-グルタミルトランスペプチダーゼ（GGT）の
4つの肝酵素の上昇をみる場合が多い。ただし，肝酵素は肝
機能を反映していないので，血液検査である程度肝機能を評
価することのできる二次パネル（肝機能検査）項目を検査す
る。二次パネル項目としては，総胆汁酸（Total bile acid以下，
TBA），ビリルビン，アンモニア，アルブミン，コレステロール，

尿素窒素などがある。その中でTBAは，現状ではイヌやネ
コで最も感度・特異性に優れた肝機能検査項目である2）。
　一般的に，抗体を用いた免疫反応を利用してホルモンなど
の抗原を測定する免疫測定方法は，2種類ある。分子量が数
万Daの抗原（蛋白質など）の場合，二つの抗体で挟みこむ
ことによって測定する「サンドイッチ法」を行い，分子量が
1000以下で抗体で挟み込むことができない抗原（胆汁酸な
どの低分子）の場合には，抗原の標識体と検体中の抗原とで
免疫反応を競合させる「競合法」で行う。
　弊社ではこれまでにこれら両方の原理で測定可能な動物
用免疫反応測定装置「富士ドライケムIMMUNO AU10V」と
専用測定試薬「富士ドライケムIMMUNO AUカートリッジ
v-T4，vc-TSH，v-COR」を開発し，報告した3）4）。本システ
ムでは，標識として用いる蛍光粒子の検出原理として表面プ
ラズモン増強蛍光法（SPF法）を採用した。従来使用されて
いる落射蛍光法では，上面からのレーザー光が免疫反応で結
合していない蛍光粒子も光らせてしまうため，未反応蛍光粒
子を除去するために洗浄が必要であった。SPF法の場合，蛍
光粒子が結合した金属薄膜に対して，下面から入射角度を調
節したレーザー光を照射し，表面プラズモン共鳴（SPR）に
よる近接場光を発生させることで，金属薄膜表面に結合した
蛍光粒子のみが発光する（Fig. 1）。洗浄工程が不要のため測
定時間は約10分と短時間であり，洗浄液や排水設備も不要
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であるため，測定装置の小型化が実現できた。また，検体，カー
トリッジ，消耗品を装置にセットし，スタートボタンを押す
だけの簡単操作も特長である（Fig 2）。
　今回，新たに胆汁酸の迅速・簡便な測定を可能にした競合
法を用いた試薬「富士ドライケムIMMUNO AUカートリッ
ジv-TBA」（以下，FDC v-TBA）を開発した。本報告では，
FDC v-TBAの技術概要および臨床性能について述べる。

2.	 競合法を使用したFDC	v-TBAの開発

2.1	 血中TBA測定の意義
　胆汁酸は，肝臓でコレステロールから生合成されるステロ
イド誘導体で，コラン酸骨格を持つ化合物の総称である。そ
のため胆汁酸は，その合計量をTBA濃度として測定される。
生理的な役割としては，脂肪の消化吸収および脂溶性ビタミ
ンの吸収に関与している。

Fig. 1　Schematic representation of a) the epifl uorescence method and b) the SPF method

Fig. 2　Quantitative immunoassay system for measuring TBA levels in dog and cat serum and plasma
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　肝臓で合成された胆汁酸は，胆汁として胆嚢で濃縮され，
十二指腸内に放出される。その後，腸管から門脈に効率よく
吸収され，肝臓に取り込まれて再分泌される。このように胆
汁酸は，極めて閉鎖的な腸肝循環を行っている（Fig. 3）。こ
のため正常では，血中の胆汁酸濃度は低値を示す5）。一方，
胆汁中への分泌，肝臓に戻る門脈循環経路の障害，肝細胞へ
の取り込み障害がある場合は，胆汁酸が全身循環系に流入す
るため，血中の胆汁酸濃度は高値を示す6）。
　門脈循環経路の障害として，門脈体循環シャント
（Portosystemic shunt以下，PSS）がある。PSSでは，門脈

から体循環へのシャント血管の存在により，門脈血が全身循
環系に流入してしまう。この時，腸管から吸収された神経毒
性物質が肝臓での解毒を介さずに末梢循環や脳循環に直接流
入し，意識障害などが生じることもあり，問題である。ま
た，腸管から再吸収した胆汁酸も直接全身循環系に流入する
ため，血中胆汁酸はかなりの高値を示す5）。以上のことから，
血中TBA測定は肝・胆道系疾患の診断に有用である。

2.2	 FDC	v-TBAの測定原理
　競合法のFDC v-TBA測定は次のように行われる（Fig. 4）。
（1）検体が反応カップ①に分注される。すると，検体中の
胆汁酸結合蛋白質と解離剤が溶解しながら反応し，フ
リーの胆汁酸が生成される（Step1）。

（2）反応カップ①の反応液が反応カップ②に分注され，抗
胆汁酸モノクローナル抗体で標識した蛍光粒子（以下，
蛍光粒子標識抗胆汁酸抗体）が検体中の胆汁酸と反応す
る（Step2）。このとき検体中の胆汁酸濃度に比例して
蛍光粒子上の抗体への胆汁酸結合量が増えるため，抗体
の結合サイトが減少する。

（3）反応液が免疫反応流路内に送液される。免疫反応流路
内に設けられた金薄膜上には胆汁酸標識ウシ血清アルブ
ミン（以下，胆汁酸-BSA）が固定化されており，胆汁
酸結合量に反比例して金薄膜に蛍光粒子標識抗胆汁酸抗
体が捕捉される（Step3）。SPF法により得られた蛍光量
をもとに，装置が自動的に胆汁酸濃度に変換し，測定結
果が得られる。Fig. 3　Enterohepatic circulation of bile acids

Fig. 4　Principles underlying the measurement of TBA levels in dog and cat serum and plasma using FDC v-TBA
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2.3	 反応系開発のポイント：3種類の胆汁酸の測定
　イヌ，ネコの主な胆汁酸は，コール酸（CA），ケノデオシ
キコール酸（CDCA），デオキシコール酸（DCA）のタウリン
抱合体（TCA，TCDCA，TDCA）であることが知られている7）。
よって，本試薬ではこの3種類の胆汁酸を同時に測定し，そ
の合計量を算出する必要がある。
　1種類の抗胆汁酸抗体と1種類の胆汁酸-BSAを用いる場
合，胆汁酸の種類によって抗体との反応性が変わってしまう
ため，動物専門検査センターで使用されている酵素サイクリ

ング法に対して，測定値の乖離が見られた。
　今回，3種類の胆汁酸TCA，TCDCA，TDCA に反応する
3種類の抗胆汁酸抗体（抗CA抗体，抗CDCA抗体，抗DCA
抗体）と3種類の胆汁酸-BSA（CA-BSA，CDCA-BSA，DCA-
BSA）を用いることで，酵素サイクリング法と同等の検査結
果を示すことが確認でき，3種類の胆汁酸の同時測定を実現
した（Fig. 5）。

Fig. 5　Eff ects of three types of anti-bile acid antibodies and bile acid–BSA conjugates

Fig. 6　Correlation between the enzymatic cycling method and FDC v-TBA (left: dog serum; right: cat serum)
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2.4	 臨床性能
2.4.1	 相関性の確認
　今回開発したFDC v-TBAの有効性を検証する目的で，動物
専門検査センターで使用されている酵素サイクリング法を対
照法としてイヌ，ネコ血清での相関性を確認した。
　FDC v-TBAは酵素サイクリング法に対し相関係数 （r）は，
イヌ血清ではr=0.960，ネコ血清ではr=0.967とイヌ血清・
ネコ血清共に良好な相関性を示した。また，回帰直線（y=ax+b; 
x：酵素サイクリング法， y：FDC v-TBA）の傾き（a）・切
片（b）は，イヌ血清ではa=0.970, b=-0.600，ネコ血清では
a=0.933, b=0.643であり，FDC v-TBAは，イヌ血清・ネコ血
清共に酵素サイクリング法と同等のTBA測定値を示すこと
を確認した（Fig. 6）。この結果は，これまで実施されていた
外注検査と同等の精度の検査を院内で実施できることを示し
ている。

2.4.2	 同時再現性の確認
　同一サンプルをFDC v-TBAで繰返し測定した場合の同時
再現性の確認を行った。TBA濃度の異なる3つの検査液を用
い，それぞれ10回繰返し測定した結果をTable 1に示した。
いずれの濃度レベルにおいてもばらつきの尺度である変動係
数（CV）は3％以下であり，免疫測定試薬として十分高い再
現性（定量性）を有することを確認した。

3.	 まとめ

　今回，われわれは，動物用定量免疫測定試薬「富士ドライ
ケムIMMUNO AUカートリッジv-TBA」を開発し，胆汁酸の
迅速・簡便な診断法を完成させた。
　技術面においては，3種類の胆汁酸を同時に測定する反応
系を構築した。今後は，さらに測定項目の拡充を行うことで，
動物病院施設内での簡単・迅速な検査を実現し，動物医療の
質の向上に貢献していきたい。
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Table 1　Reproducibility of measurements obtained using FDC 
v-TBA
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