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要約

Fungitell® グルカン検出アッセイの実⾏⽤に Andrew+ および OneLab を設定できることを実証します。

はじめに

Fungitell アッセイは、医学上重要なさまざまな真菌の主要な細胞壁成分である（1→3）-β-D-グルカン（BDG）を測定

する、96 ウェルマイクロプレートをベースとしたカブトガニ⾎球抽出物（LAL）を⽤いた⽐⾊アッセイです1。 

Fungitell は、浸潤性真菌感染の症状を呈している患者、または浸潤性真菌感染しやすい医学的状態の患者の⾎清中の 

BDG の検出について FDA 認可済みであり、CE マークを取得しています2,3。 この LAL ベースのアッセイは、1 ミリリ

ットルあたり 1 ピコグラム（pg/mL、10-12 g/mL）の範囲のグルカンを検出できる、極めて⾼感度の酵素カスケードメ

ソッドです3,4。このアッセイはかなり複雑なプロセスで、多くのピペッティングのステップが必要です。検量線の作成

、サンプル前処理、サンプルの配置、試薬の分注に時間と⼿間がかかりますが、これらはこのアッセイにおける重要な
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ステップです。検量線の作成およびサンプル作成に使⽤するリキッドハンドリングステップの⾃動化、およびプレート

上でのサンプルおよび標準試料の配置の⾃動化により、これらのアッセイの効率が向上します。プロセスの⾃動化によ

り、分析者は時間のかかる繰り返し作業から解放され、⽣産性が向上し、分析作業の質が改善されるとともに、実⾏の

⼀貫性が得られます。さらに、追加のメリットとして OneLab イベントログにより、監査に完全対応できるプロセスが

確保され、以後の分析および調査が簡素化されます。

LAL グルカンアッセイの実⾏に関する注意事項：上記のように、この分析では、pg/mL 範囲の微量のグルカンが検出

されます。IFU に⽰されているように、アッセイの実⾏に使⽤するすべての器具は、⼲渉の可能性がないかを試験する

必要があります。このアッセイを実⾏するには、優れたラボテクニックと清浄な環境が必要です。結果は、静的エンク

ロージャー内の Andrew+ を使⽤して収集しました。

今回、標準のピペットおよびドミノを使⽤し、Andrew+ と OneLab を⽤いて Fungitell アッセイを実⾏して得られた

結果の例を⽰します。ドミノとは、チューブ、プレート、チップ、試薬、およびその他の器具⽤のモジュール式ホルダ

ーであり、デッキ上でさまざまな組み合わせで構成することができます。図 1 に、システムの物理的な構成および付随

するドミノを⽰します。

図 1.  Andrew+ の構成 

これは、このテクニカルノートに記載した結果を得るために、Fungitell アッセイで使⽤した構成です。使⽤した電⼦ 

Bluetooth 接続ピペットは、300 µL マルチチャンネルピペット、300 µL シングルチャンネルピペット、10 µL シングル

チャンネルピペットでした。LRW は LAL 試薬⽔、APS はアルカリ性の前処理溶液のことです。
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結果および考察

Andrew+ システムのこの初期評価では、現在使⽤可能なドミノを使⽤して Fungitell を実⾏するための OneLab プロ

トコルの作成に取り組みました。このプロトコルは、検量線を作成してサンプル前処理を実⾏する Andrew+ および 

OneLab の機能を評価するように設計されています。この評価では、検量線のための段階希釈および複数の分析からの

サンプル作成を実⾏する際の⼀貫性について、ロボットによって⽣成されたアッセイ結果から得られた成果を検討しま

した。

Fungitell メソッドの重要な要素は、検量線の作成です。ここに記載している各プレートについて、新規の希釈セット

から新たな検量線を作成しました。このような希釈は、500 pg/mL のサンプルから出発した 300 µL から 300 µL の段

階希釈として作成しました。これにより、濃度 500、250、125、62.5、31.25 pg/mL の 5 点検量線が作成されます。

プロトコルの指⽰に従って、標準試料を 2 回繰り返しでプレートにロードしました。各プレートについて、各検量線の

検量線レートデータ（mAb/分）を、線形回帰によって分析し、各分析について傾き、切⽚、R 値を算出しました。こ

の⼀連の検量線データを得るために、2 ⽇間にわたって 8 回分析を⾏いました。これらの結果を図 2 にまとめています

。
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図 2.  Andrew+ によって⽣成された Fungitell の検量線 

このデータセット（8 回の分析）では、同じロットの試薬およびグルカンの標

準試料を異なる 2 ⽇間で使⽤して、同じプロトコルをセットアップしました。

各プレートの検量線は、独⽴した希釈セットから 2 回繰り返しで作成して使⽤

しました。これらの検量線に使⽤した標準溶液は 500、250、125、62.5、

31.25 pg/mL でした（これらの値の詳細な説明については、Fungitell の IFU 

を参照）。各セットの 2 回繰り返しのデータを、標準線形回帰で近似しました

。このグラフにおいて、それぞれの x 軸との交点には 16 のデータポイントが

含まれています。

8 回の分析にわたる傾きと切⽚の分散はそれぞれ 2.3% と 11.5% でした。R 値はいずれも優れており、最⼩値は 0.997 

でした（要件は R ≥ 0.980）。これらの結果はすべて、IFU に⽰されている Fungitell アッセイの許容基準内に収まっ
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ています。

検量線の評価に加えて、さまざまなサンプルをこれらの実験で試験しました。プレート内のサンプルの作成は、

Fungitell アッセイの重要な部分であり、エラーにつながる可能性があります。サンプルは、プレート内で、各ウェル

にサンプル 5 µL とアルカリ性前処理溶液 20 µL を添加することで作成します。それぞれの添加が独⽴したピペッティ

ングステップであるため、粘性の⾼い⾎清サンプル 5 µL を添加すると、⼤きくばらつくことがあります。1 セットの

実験（図 3）では、3 サンプルを糖溶液で段階希釈して、⾎清の粘性を模倣しました。このような 3 サンプルを⼿動希

釈によって作成し、通常の Fungitell プロセスで試験しました。
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図 3.  Andrew+ によって実⾏した Fungitell における糖ベースのサンプルの結

果 

散布図にはサンプルごとに 18 のポイントが含まれており、各セットのライン

は平均です。各サンプルを、3 枚のプレートそれぞれについて 6 回分析し、18 

ポイントのセット全体をこの分析に含めました。各プレートを完全に実⾏し、

新たな検量線の作成をもって完了としました。これらの実験は、同じロットの

試薬を使⽤して、3 枚のプレートにわたって同⽇に⾏いました。

実験は、それぞれサンプル濃度約 180、90、45 pg/mL で結果が得られるように設計しました。実験の⽬的は、プレー

ト間およびさまざまな濃度でのサンプルの結果の分散を調べることでした。各プレートにつき、各サンプルを 6 回分析

し、18 の結果を分析しました。サンプルの分散は 6 〜 11% の範囲でした。この結果は、サンプルそれぞれについて良
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好な⼀貫性を⽰しています。 

別の実験セットでは、2 つの⾎清サンプルを調べました。これらのサンプルは、グルカンを添加した通常の市販の抗凝

固剤不使⽤の⾎清を使⽤して作成したものです。⽬標の濃度はそれぞれ 250 〜 300 pg/mL および 125 〜 150 pg/mL 

でした。これら 2 サンプルを、3 枚のプレートにわたって、10 回繰り返しで試験しました。各⾎清サンプルを、前述の

唯⼀の 5 µL のピペッティングステップでロードしました。3 枚のプレートにわたるデータを検討し、その結果を図 4 

にまとめています。
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図 4.  Andrew+ によって実⾏した Fungitell における⾎清ベースのサンプルの

結果 

散布図にはサンプルごとに 30（A）ポイントまたは 29 ポイント（B）が含ま

れており、各セットのラインは平均です。各サンプルを、3 枚のプレートそれ

ぞれについて 10 回分析しました。各プレートを完全に実⾏し、新たな検量線

の作成をもって完了としました。これらの実験は、同じロットの試薬を使⽤し

て、3 枚のプレートにわたって同⽇に⾏いました。サンプル B には 415 pg/mL 

のデータポイントが 1 つあり、これを外れ値と判断してこの分析から除外して

いることに注意してください（詳細については上の本⽂を参照）。

これらの結果も良好であり、サンプルの 3 枚のプレートにわたる分散は約 4 〜 7% の範囲でした。サンプル B の分析に

おいて、1 つの結果が 415 pg/mL を超えていたため、除外されたことに注意してください。プレートを物理的に点検
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した後、このサンプルの実験計画（1 本のサンプルトランスファーチップ、1 つのウェル、同じバルクサンプル）を理

解し、OneLab の実⾏ログを検討してサンプルロードのパターンに異常がないことを確認した上で、これは「ホット」

ウェルであったと結論付けました。この値は、プレートおよびセット全体にわたる統計的外れ値でもあります。

結論

異なる 2 ⽇間に収集した 8 枚のプレートから得られた検量線の傾き（CV 2.1%、n = 8）および切⽚（CV 11.5%、n = 

8）の結果は分散が⼩さく、それぞれの場合で線形近似の R 値は 0.997 以上でした。これらの結果は、同じロットの試

薬と器具を使⽤し、同様の実験計画下でこのアッセイを⼿動で⾏って得られた検量線の結果で⾒られた分散の範囲と⽐

較して、同等以上になりました。

これらの実験では、2 セットのグルカン含有サンプルを試験しました。いずれの場合も、これらのサンプルを、同じロ

ットの試薬と器具を使⽤して、3 枚のプレートにわたって繰り返して試験しました。これらの両⽅のサンプルセットで

⾒られた分散は、約 4 〜 11% と良好でした。全体として、これらの結果により、OneLab で設計されたプロトコルに

従って動作する Andrew+ システムが、使⽤説明書に概説されている期待される要件の範囲内で Fungitell アッセイを

実⾏できることが実証されました。

エンドトキシン 5 およびグルカン6 の LAL ベースのアッセイを実施するためのカスタム⾃動化プロセスについて記載し

ている論⽂は多く存在しています。いずれのプロセスも、⼀貫性と汚染に対する感度について同様の問題を克服する必

要がありますが、Andrew+ が最も簡単で利⽤しやすいことが実証されています。
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