
川崎医療短期大学紀要第 3号

Glycosylated hemoglobin 測定法

ー一日常検査で用いられている諸種方法の比較検討ー一

1) 川崎医療短期大学臨床検査科

2) 川崎医科大学生化学教室

錬田文子 1) 原野昭雄 2) 上田 智 1)

（昭和58年 9月10日受理）

On the measurement of Glycosylated hemoglobin 

Comparison of various methods for Glycosylated 

hemoglobin determination in routine use 

Fumiko KAMADA, Akio HARANO, Satoshi UEDA 

Department of Medical Technology, Kawasaki College of Allied Health Professions 

Kurashiki 701-01, Japan 

(Received on Sep. 10, 1983) 

Keywo『ds: glycosylated Hb, HbAI, HbAlc,糖尿病

概 要

15 

近年，糖尿病患者に HbA1c分画の増加が認められて以来，多数の研究者らにより研究がなされ， HbA1c

値が患者の過去数週間から 2カ月にわたる血中プドウ糖レベルモニターとして有用であるとの評価を得てき

た。他方，従来の大型カラムによる分析法に加えて，種々の分析法が確立され，キット試薬として現在市販

されている。これらの市販キット類について，日常臨床検査として用いる上で考慮すべき事柄について， 1. 

血液試料について， 2．測定法にまつわる問題点の検討を行った。どの測定法においても一長一短がみられ

るので，最良な方法を限定することは難しい。よってキットを使用する側で測定法の長所短所を十分に把握

するとともに，実情に即した方法で臨床にデータを供する必要がある。

は じめに

成人溶血液を弱酸性陽イオン交換樹脂を充填したカラムクロマトグラフィーに流すと， HbA

の主成分より先に溶出して出てくる成分 (Minorcomponents HbA1)が認められる。これは
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溶出順に HbAla,HbAlb, HbAlcと分けられ，中でも HbAlcがその大部分を占めている。

1968年 Rahbarら1)により，HbAlc分画が糖尿病患者の血液に増加する ことが発表されて以

来，多くの研究者らにより研究がなされ， HbAlcは， 糖尿病患者の長期に おける血糖値のレ

2) 3)4) 5) 
ベルモニタ ーとして臨床に重要視 されてきた。しかし従来の大型カラムを用いた方法で

は，手技が繁雑で長時間を要し日常検査法と しては困難であるため，カラムの長さ を短くした

6)7) 8)9) 1 0) 
簡易法 を始めとし，様々な測定法が開発， キッ ト化され，glycosylatedhemoglobin 

(glycosylated Hb)の測定が容易になってきた。

今回，現在市販の測定キット類について，日常臨床検査法として有用な測定法をとの観点よ

り，測定法の追試を試みた。

方法および測定機器・試料

方法は表 lに示 した市販キ・ノト 6製品について，添付の説明書の指示に従って検討した。な

ぉ，測定機器と して， 日立200-20分光光度計，グリ コヘモグロビン自動分画測定装置（京都

第一科学），電気泳動装置ー式（・コーニング社），および ABBOTT-200自動分析機を用い

た。

表ー 1 実験に用いた市販キット一覧表

測定法 A B C D E F 

陽イオン父換 脂陽イ` オ— ン父ー換ムン簡樹ト アフィニティ
測定原理 樹脂ミ ニカラ <—カフ HPLC法 ークロマトグ 電気泳動法

フィチン酸分

ム法 易法グラジェ ラフィー法 光光度法

測定機器 分光光度計 分光光度計
自動分画測定 電気泳動装置 ABBOTT-20C 
装置 分光光度計
Auto Ale TM ー式 自動分析機゜

測定試料には，川崎医科大学附属病院における外来および入院患者（糖尿病者）の，また川

崎医療短期大学に在学中の学生および職員（非糖尿病者）の EDTA-3K加採血による全血を

使用した。

検討成績

1 測定試料について

l) 抗凝固剤について： 各種抗凝固剤を用いて採血し，これを試料として glycosylatedHb 

の測定を行い，抗凝固剤の影蓉について検討 した。EDTAはどの測定法においても良好であ

った。ヘパ リンや NaFの使用では， フィチン酸分光光度法において高値の結果を得た。

2) Hb濃度による影器 ： 試料中の Hb濃度変化に伴う測定値の変動について検討した。図

1は Hbの段階希釈液における測定値をプ ロ・ノ トしたもので， HPLC法，電気泳動法および

フィチン酸分光光度法で多少の変動をみた。



Glycosylated hemoglobin測定法 17 

1 5 

゜
ー

(%
)
q
H
 

P"●

IAso"A
-s
 

5
 

ミ
～ HbA,< 一

゜
10 20 0 

Hb (g/dl) 

HPLC法

10 20 0 
Hb (g/dl) 

電気泳動 法

20 
Hb (g/dl) 

フィチン醗分光光度法

10 

図 l Hb濃度変化によ るglycosylatedHb値の変動
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図2 glycosylated Hb分画図 (HPLC法 ）
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8) 検体の保存について： 血液を冷蔵庫，ー15℃冷凍庫およびー40℃冷凍庫に保存して測

定値の変動を調べたところ，冷蔵庫保存で 1週間は測定値に大きな変動はみられなかった。保

存条件としては一40℃冷凍保存が最も良好で次いで冷蔵庫に保存した場合であった。

4) HbFの影器： 図 2は成人血液，膊帯血液および両者の混合血液を試料とし，HPLC法

で分画したものである。混合血液において HbFはHbAlc分画中に算入され，測定値は高値

を示した。電気泳動法においても HbFは， HbAlと同様の位置に流れた。

ところでアフィニティーゲルを用いて膊帯血液の測定を行ったところ， HbF含量79彩の血

液の glycosylatedHb値は5.2彩となり，アフィニティークロマトグラフィー法において HbF

の影報は認められなかった。

2 測定法について

1) 温度の影報 ： カラム操作時における温度の影蓉について検討した。温度変化による測定

値の変動はミ ニカラ ム法が最も大であり， 23℃における測定値を基準として比較すると，士4℃

の温度変化で測定値の士 15彩の変動をみた。これに対しミ ニカラムの簡易グラジ ェント方式を

採用した B法では士 5彩程度の変動におちついた。また，アフィニティ ークロマトグラフィ ー

法においても，温度の影皆が見られた。

2) 測定精度について： 各測定法の重複測定による同時再現性および日差変動を表 2に示し

た。同時再現性はいずれの測定法も，変動係数 CV=1.3~2.8彩と良好であった。また日差変

動は自動分析機を用いた HPLC法，用手法のアフィニティ ークロマト 法で，前者は CV=3.3

彩 (HbAlc), CV= 2.5彩(HbAl)，後者は CV=3.8彩と最も良好であった。フィチン酸分光

光度法はCV=14.3彩と変動が著しく，他の 8法のはCV=3.8~6.7彩とほぽ禍足すべき結果

を得た。

表ー2 各種測定法における測定精度

同時再現性 日 差変動
測 定 法

x士SD CV(¾) x士SD CV(¾) 

A 法 6.84士 0.17 2.4 6 19土 0.42 6.7 

B 法 7. 24士 0.20 2. 7 7 19土 0.48 6.7 

c法(HbA1c) 5 37士 015 2.8 5.39士0.18 3.3 

c法(HbAt) 7.43士 0.17 2.3 7. 38土 0.18 2.5 

D 法 5.68士 0.08 1. 3 5.66士0.22 3.8 

E 法 7.03士 0.16 2.2 7.37士0.35 4.8 

F 法 6.74土 0.18 2.7 5 63土 080 14 3 

3) 臨床データ： 糖尿病患者および非糖尿病者の glycosylatedHb値(;士 SD)を図 3に



Glycosylated hemoglobin測定法 19 

示した。各測定法において糖尿病患者の測定値が非糖尿病者の測定値に比較して有意に高値を

示した。

測定法

゜
20 

A

B

 

法

法

C法 (HbA,c)

C法 (HbA,)

D

E

F

 

法

法

法

glycosylated Hb (%) 

5 10 15 

;4-
: u ~隷~ : ロー: ,J 疇緊攣隷~:
：L翠疇:--；し一 ： ’ 

非糖尿病者

淡糖尿病患者

図3 糖尿病患者および非糖尿病者の glycosylatedHb値

考 察

1 1) 
glycosylated Hbの最初の発見は柴田ら で， 1962年寒天電気泳動法により異常 Hb検索

中，糖尿病患者の血液に異常ヒ°ークが見られた事を報告している。その後多くの研究者ら
12)13) 

Dr. Bunn14)により Hbのposttransrationalmodificationの解明

Trivelliら5)の大型カラムによるカ ラ

により研究がおこなわれ，

がなされ，臨床に応用されてきた。測定法においても，

ムクロマトグラフィー法を始めとし，種々の測定法が開発され臨床に供している。現在，市販

の測定用キット類もイオン交換樹脂を用いたミニカラム法~)7) アフィニティークロマトグラフィー

法！5)16)高速液体ク ロ マトグラフィー法 (HPLC 法） ~)17)電気泳動法？）フィチン酸分光光度法18)

等があげられる。これら種々のキ ット試薬が氾濫するなか， どの方法を用いて測定するかは，

大切な問題である。そこで測定に関して重要と思われる点について考察を加えた。

まず第一に試料の取り扱いに関してであるが，全血を用いるため，抗凝固剤の選択は大切で，

EDTAはどの測定法に用いても支障なく良好であった。試料のHb濃度については，カラム法

の場合使用血液量が10μl程度となり問題は少ないが， HPLC法や電気泳動法の場合使用量

が極端に少ないので，高度の貧血患者については，配慮を要する。またフィチン酸分光光度法

は全血をサンプルカップに採取するので，試料の血液の Htを50％程度とし，すみやかに機械

を作動させる必要がある。検体の保存については，冷蔵庫で 1週間以内の測定が望ましい。

-15℃前後の冷凍保存は Hbの変性を来たしやすく高値を示す領向が認められた。

通常成人の HbFは0.5~1％程度存在し，

蓉を避けることが出来ない成分である。他方，

ミニカラム法，電気泳動法， HPLC法等々影

アフィニティ ークロマト法15)は，セルロースゲ

ルにホウ酸ィオンを結合した樹脂で， cis glycol構造を持つものと反応する。 よって前者と

原理的に異なるので， HbFの混入を避けることが出来る。また最近では，急激な血糖レベル変
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化に伴う labileglycosylated Hb19)の存在も指摘され，測定において考慮すべき事項であろう。

次に測定法についてであるが，まず自動分析法と用手法に分けられる。 HPLC法の利点は，

温度条件が一定し測定精度が良好，非常に簡単に操作できることである。フィチン酸分光光度

法は原理上，全 Hb量に対し90彩程度を占める MajorHbの構造変化に伴う吸光度変化を調

べるため，わずかな吸光度差を捕らえて HbAI値に換算する方法である。さらに Hb濃度によ

って測定値の変動がみられることから ，試案に対する Hbの変動が，日差変動を大きく した原

因 と思われた。用手法の中では， ミニカラ ム法が最も温度変化の影蓉を受けやすく，測定にあ

たり温度管理を十分に行う必要がある。

これら各測定法の臨床データを検討する上で，どの成分を測定しているかを認識することは

重要な問題である。 HbAicについては生成過程や臨床的意義について明らかにされているが，

HbAI a, HbAI b等についての意義はいまだ不明20)である。ミ ニカラム法，電気泳動法，フ

ィチン酸分光光度法等が HbAIの測定に対し，ミニカラ ムの簡易グラジ ェント方式では展開

液で HbAia+b分画を流出させていることから，測定値はむしろ HbAicに近い値となってい

る。また，glucoseの修飾は Hbの8鎖N末端のみでな<,8鎖 Lysin残基，a鎖等々 ，他の位

置への posttranslationalmodification2])がおこなわれることが知られている。これら

について，今までの測定法では読みとることが出来ない。アフィニティーゲルを用いた場合，

先に述べた cisglycol構造を持つ全てが反応する といわれている。また Dr.Bunnらの報窟

によると，糖尿病患者において HbAicと同様に glycosylatedHbAoの増加も認められてお

り，アフィ ニテ ィークロマトグラフィー法は glycosylatedHbの測定に関して，特異性に俊れ

た方法といえる。

以上，どれが最良の測定法であるかを限定することは非常に難しい。どの測定法を取っても

ー長一短がみられる。よって測定法の持つ特徴を十分に理解し，さらに現場の実情に即した測

定法を用いることが必要と思われた。

まとめ

glycosylated Hbの測定法に関して，現在市販中のキノト類を用いて，試料および測定法に

問題を絞って検討した。日常臨床検査に用いる測定法の選択には，各測定法の特徴を十分に把

握し，臨床に応用する必要性があると思われた。
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