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プロジェクト学習による学びのプロセスと成果  

野上聡子，佐藤美恵子，岡本亜希

北里大学保健衛生専門学院  保健看護科  

〒949-7241 新潟県南魚沼市黒土新田 500 番 

要旨  

A 看護専門学校では 2017 年度より、リメディアル教育として、学習方法に関するプロジ

ェクト学習を実施している。授業終了後のアンケートには、ほとんどの学生が「成果があ

った」と回答しており、この学習方法に一定の成果があると認識している。  

そこで、学生の学びのプロセスを明らかにし、学習支援のあり方への示唆を得たいと考

え、半構成的インタビューによる調査を行った。  

結果、以下のプロセスが明らかになった。  

プロジェクト学習の開始当初は、【課題に対する受け身の姿勢】【イメージできない課題】

という概念が抽出された。一方で、【目標設定してやる気で臨む】という概念も抽出され、

学生は＜個人により異なる課題の捉え＞をしていた。そして、学生それぞれが【うまくい

かない過去の学習方法】を振り返り、【新しい学習方法を求める思い】を抱き＜学習方法変

容への希求＞を始めていた。それが＜他者と比較しての自分への気づき＞という体験とな

り、＜主体的課題認識＞へと変化し＜効果的な学習方法の探求＞、＜学習の習慣化＞へと

つながっていた。この変化は＜共に学びあう学習方法の獲得＞や＜危機感＞、＜教員の支

援への肯定的な認識＞によって促進されていた。  

以上のプロセスで明らかになった学生の変化の様子は「内発的動機付けの強まり」「主体

性の高まり」と捉えられ、プロジェクト学習が学生の学習方法や学習習慣に有用な変化を

もたらしていたと考えられる。  

キーワード

プロジェクト学習，学習方法，看護学生

投稿日：2020 年 4 月 27 日／受理日：2020 年 7 月 3 日 
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1．序文

A 看護専門学校では 2017 年度より、新入生

に対する初年次教育として学習方法に関する

プロジェクト学習を実施している。専門的な

学習において継続的に自己を成長させるため

の効果的な学習方法を獲得することを狙った

ものである。授業終了後のアンケートには、

ほとんどの学生が「成果があった」と回答し

ており、この学習方法に一定の成果があると

認識している。  

プロジェクト学習は「学習者が自ら課題を

発見し、目標を明確にして情報を集め、課題

解決していく手法」（1）であり近年、看護基礎

教育でも盛んに行われ、プロジェクト学習に

よって学生が主体的に変化したという研究報

告も多い（2～4）。しかし、それらを含めた研究

の多くは各看護領域の教育にプロジェクト学

習をとり入れた効果に関するものであり、学

生自身の学習方法の転換に焦点を当てた報告

は見当たらない。  

そこで今回、学習方法の転換をねらったプ

ロジェクト学習において、学生がどのような

プロセスを体験し、どんな学びを得ているの

かを明らかにすると共に、学習支援のあり方

への示唆を得たいと考えた。  

プロジェクト学習の進め方は以下の通り

（図 1）。  

科目名：スタディスキルズ（全 15 回）。開講

時期は 4 月末～11 月。  

授業開始当初から、学生 4～5 人のグループ

に対し 1 人の教員がアドバイザー（以下、チ

ューター）となる。学生は、はじめの 2 回の

授業で科目担当教員から動機付けを目的とし

て、プロジェクト学習の説明を受ける。その

後、他の科目の授業を受けながら「学習状況

記録シート（授業の感想や理解度、学習に対

する思い、自己学習の状況を記入する用紙）」

に日々の学習状況を 3 週間程度記載し、それ

を参考に自分の学習方法の適切さや意欲、学

習への取り組み状況等を振り返り、課題を見

つける。その課題を達成するための学習方法

について情報収集し、それを実践しながら効

果的な学習方法を探る。その間の進捗状況は、

スタディスキルズの授業内で毎回グループメ

ンバーに報告し、互いにアドバイスしあう。

またチューターと定期的に面談しアドバイス

を受ける。最終的に得られた自分にとって効

果的な学習方法をクラス内でプレゼンテーシ

図 学習方法に関するプロジェクト学習　授業の進め方

科目担当者による動機づけ

・プロジェクト学習とは何か

・学習目標・学習計画の理解

学習状況シートを記載
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・学習に対する思い等

学習に関す
る自己の課

題分析

ビジョン･ゴール

の設定

計画の

立案

学生同士で
進捗状況の

報告会

プレゼン
テーショ

ン

再構築

4月 ← 5月～6月 →

7月 9～10月 11月 11月

チューター
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チューター
と面談

チューター
と面談

図 1 ．学習方法に関するプロジェクト学習 授業の進め方 
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ョンし、プレゼンテーションを聞いた学生や

教員の評価を参考に、自己の取り組みを俯瞰

し成果を A3 サイズの用紙にまとめる（図 1－

再構築）。最終回ではチューターと面談を行

い、自己の成長を確認する。  

1．方法  

1）研究デザイン：半構成的インタビューに

よる質的帰納的研究  

2）調査実施期間：2018 年 3 月  

3）研究対象者  

A 看護専門学校の看護学生で、2017 年度

のスタディスキルズを 1 年次に履修した学

生のうち、研究趣旨を理解したうえで研究協

力に同意した学生 9 名。  

4）データ収集方法  

インタビューは､研究者と研究対象者 1 対

1 で行い、プロジェクト学習で研究対象の

学生が含まれるグループを担当していない

者が行った。インタビューの内容は、プロ

ジェクト学習への取り組みの経緯、学生自

身が感じている自分の変化の有無と内容、

学習方法が変化するまでにどんな経験や思

いを抱いたかとし、「成果」「効果」等の言

葉で誘導することがないよう、事前に研究

者間で打ち合わせた。インタビューは研究

対象者ごとに 1 回ずつ行い、許可を得て IC

レコーダーで録音し、その内容から逐語録

を作成し分析データとした。  

5）データ分析方法  

Modified Grounded Theory Approach( M-

GTA)(5)を参考に分析､解釈した。  

逐語録全体のデータを概観した後､分析

テーマを「プロジェクト学習による学びの

プロセスと成果」に設定し、学生にとって

そのデータが持つ意味について、解釈・分

析することで概念を生成した。生成した概

念や概念間の関係を検討し､カテゴリーを

生成し、プロジェクト学習における学びの

プロセスを形成した。  

分析に当たっては、1 名の研究者が質的

研究経験豊富な他校の看護教員に指導を受

けたのち、共同研究者とデータ分析方法に

ついて学習会を行って臨んだ。また、分析

結果は、博士課程在籍者および博士の学位

を持つ質的研究者のスーパーバイズを受け、

妥当性と信頼性を高めた。  

6）倫理的配慮  

   本研究の開始にあたり、A 看護専門学校

の内部倫理審査委員会において、倫理的に

問題がない旨の回答を得た（2018 年 4 月

9 日通知、受付番号 29-006）。研究実施時

期は研究協力の有無が研究対象者の成績

評価に影響しない、スタディスキルズの成

績評価が確定した後とした。また、研究対

象者には、研究目的、方法、自由意志での

参加、不参加や中断、および調査終了後に

辞退しても不利益のないこと、データの取

り扱いと処分方法、プライバシーの保護、

研究成果の公表について全体に文書とと

もに口頭で説明し、研究対象者である学生

自らの同意書の提出にて同意とみなした。

逐語録を作成後、音声データは削除し、そ

の他のデータは A 看護専門学校教員室内

の施錠が出来るところで厳重に管理した。 

3．結果  

分析の結果、20 の概念、9 のカテゴリーが

生成された。（図 2）9 のカテゴリーは、①学

習に関する変化を開始する段階 ②取り組む

ことにより生ずる変化 ③取り組みのプロセ

スに促進的な影響を与えていた要因に大別さ

れた。以下、その学習のプロセスを①～③ご

とに述べる。概念は【 】、カテゴリーは＜ 

＞で示した。また、変化の方向を   、影

響の方向を   で示した。  

①学習に関する変化を開始する段階   

学生は、スタディスキルズが単位認定の対

象になることや、学習方法のプレゼンテーシ

ョンが課せられていることを意識し、取り組

まざるを得ない状況となり、【課題に対する受

け身の姿勢】であった。また、取り組み開始  
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時には【イメージできない課題】に対する戸

惑いや必要性が納得できない思いの学生もい

た。一方で、【目標設定してやる気で臨む】学

生もおり、同じ説明でも＜個人により異なる

課題のとらえ＞をしていた。その状態から、

学生個々が【うまくいかない過去の学習方法】

を振り返り、【新しい学習方法を求める思い】

を抱き＜学習方法変容への希求＞を始めてい

た。  

②取り組むことにより生ずる変化  

 取り組まざるを得ない状況により、学習に

関心が向き、いつ学習すると効果的か、どの

ような方法が理解しやすいか、集中しやすい

環境はどこか等を考えながら【他の学生と比

較しての自分】や【他者から見える自分を意

識】し、＜他者と比較しての自分への気づき

＞を体験していた。それにより、【現状を変え

たい】と思ったり、【今の自分では不十分だと

思った】りして、自ら必要性を認識する＜主  

 

 

 

体的課題認識＞へと変化していた。そして、

＜効果的な学習方法の探求＞を行いながら、  

試験結果に成果が表れたり、授業が理解でき

るようになったりして、【学習成果の実感】や  

【モチベーションの向上】が得られ【学習方

法を吟味】する姿勢に変化していた。そして

学習が強化され、日常的に学習するという＜

学習の習慣化＞につながっていた。  

③学習方法の変化や習慣化に促進的に影響し

た要因  

 学生同士が途中経過を報告しアドバイスし

あう時間の中で、学生は【友人の助けを借り

て問題解決】したり、友人の取り組みからヒ

ントを得たり、励ましあいながら【共に学び

あう関係を築く】行動をとり、＜共に学びあ

う学習方法の獲得＞をしていた。また、取り

組み期間中に、【思うような結果が出ない】と

いった体験を通し、このままでは【ついてい

けない】という＜危機感＞をもち、それが学

図 2．学習方法に関するプロジェクト学習 学びのプロセス 
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習行動につながっていた。さらに、定期的に

教員に進捗状況を報告する際に【効果的な承

認と提案】をうけ、肯定的結果予知ができ、

考えを整理することにつながり、【語り、説明

することへの意味】を感じていた。その結果、

＜教員の支援への肯定的認識＞が生まれ、取

り組みを促進させていた。  

4．考察  

 少子社会を背景に、大学全入時代といわれ、

入学生の多様化が進む中で、看護学の学習に

必要な基礎学力の補いやコミュニケーション

能力の育成が教育上の大きな課題となってい

る。 (6～7) また、「高校までの学習と大学にお

ける学習で求められることのギャップ（受け

身の学習から能動的な学習スタイルへの変化）

についていけず、学習意欲が減退してしまう

学生の存在がある」とも言われている (8)。  

そのような状況にある学生に対し、限られ

た修業年限のなかで看護者となるべく実力を

つけるための「学習方法に関するプロジェク

ト学習」というきっかけが、学習に対して受

け身の状態の学生にとって、学習の習慣化へ

の出発点となっていた。そして、取り組みと

試行錯誤、失敗や危機感を、自らの経験を通

して身に染みて感じる体験が、学生を主体的

に変化させる可能性を持つことが分かった。  

桜井は学習に関する基本的欲求理論につい

て、自分の能力とその証明への欲求である「有

能さ」、周囲との関係に関する欲求である「関

係性」、自己の行動を自分自身で決めることへ

の欲求である「自律性」、これら 3 つの欲求が

満たされることで、人間は十分に発達し、健

康であり、効果的に機能できると説明してい

る（9）。今回のプロジェクト学習開始当初の学

生は、課題だからやらざるを得ないという外

発的動機付けが強い状況からの出発であった。

しかし取り組むことにより得られた気づきや

成果を実感し「有能さ」を得て、さらに友人

や教員との相互作用から「関係性」の欲求も

満たされ、他者に相談しながらも自分自身で

決定し行動するという「自律性」の欲求も満

たされた結果、取り組んだ成果や価値を感じ

られるようになり、内発的動機付けが促進さ

れ、それが学習の習慣化につながったと考え

る。  

大久保らは、看護学導入時期の学生が感じ

る困難性を検討した結果、「5 つのカテゴリー

が抽出でき、最もデータ件数が多かったのは

【今までとは異なる学習方法】（中略）であっ

た。」(10)と述べている。その時期の学生にとっ

て、学習方法の転換に焦点を当てたプロジェ

クト学習は、学生の学習への取り組みや習慣

化を促す効果がみられたという点で、大久保

ら示した【今までとは異なる学習方法】とい

う学習方法の困難性へのサポートになってい

ると考えられる。  

また、坂下らは入学間もない看護学生につ

いて、「学生は、看護とは何かという具体的な

イメージがないので、（中略）その重要性が認

識されないまま有効に学習されない可能性が

ある」（11）と述べている。実際、このプロジェ

クト学習においても、結果①（学習に関する

変化を開始する段階）に示すように、学生か

ら「イメージできない」「なぜこんなことをす

るのかわからない」と訴えがあり、説明を加

えたことが何度かあった。このように訴えた

学生は、坂下らの主張と同様の状況であった

ことが予測される。学習開始時に、看護とは

何かというイメージを持たせる工夫を行い、

なぜこの学習に取り組む必要があるのかを学

生自身が納得して始められれば、早期に効果

的な取り組みが開始され、さらなる成果につ

ながると考える。  

プロジェクト学習で育てたい力は「変化す

る目の前の現実と向き合い、考え、判断し、

行動できる力」(12)である。看護が、目の前の

対象に向き合い、看護の必要性を判断し働き

かける力を必要とするという意味では、育て

たい力は共通である。これを学生と教員が共

通認識し本プロジェクト学習に取り組むこと
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により、その後に学ぶ各看護学への「足場架

け」 (13)の役割を果たすと考える。  

5．結論  

学習方法の転換をねらったプロジェクト学

習において、開始当初、学生は＜個人により

異なる課題の捉え＞をしていた。その状態か

ら、学生それぞれが【うまくいかない過去の

学習方法】を振り返り、【新しい学習方法を求

める思い】を抱き＜学習方法変容への希求＞

を始めていた。そしてそれが＜他者と比較し

ての自分への気づき＞という体験につながり、

自ら必要性を認識する＜主体的課題認識＞へ

と変化し＜効果的な学習方法の探求＞へとつ

ながっていた。それが、＜学習の習慣化＞に

もつながっていた。そしてそのような変化は

＜共に学びあう学習方法の獲得＞や＜危機感

＞、＜教員の支援への肯定的な認識＞に後押

しされ促進されていた。  

以上のプロセスで明らかになった学生の変

化の様子は「内発的動機付けの強まり」「主体

性の高まり」と捉えられ、プロジェクト学習

が学生の学習方法や学習習慣に有用な変化を

もたらしていたと考えられる。  
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後腎における TGF-β シグナルの役割  
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要旨：  

腎臓発生において Transforming growth factor-β（TGF-β）は、尿管芽の分岐を制御調整す

る報告もあるが未解明の部分も多く、特に定量的な解析は皆無である。そこで本研究は、

後腎内の尿管芽に発現する TGF-β シグナルの役割を解明することを目的とした。  

 マウス胎生期において TGF-β 関連遺伝子の発現時期と局在を調べたが、顕著な発現量の

変化は見られなかった。次に TGF-βⅠ型レセプターキナーゼ阻害剤を用いて解析すると、尿

管芽の分岐数の増加と管壁の形態の乱れが観察された。次に半定量的 RT-PCR 解析により

原因遺伝子を探索した。その結果、阻害剤処理した後腎は、c-Ret、Wnt11、Sema3a、Gpc3、

Zo1 の発現が顕著に減少した。  

TGF-β は後腎において c-Ret、Sema3a や Gpc3 などの転写制御を介して尿管芽の分岐を

抑制し、さらに ZO1 などの細胞接着因子を制御することで、尿管芽管壁の形態を制御、安

定化すると考えられる。以上のことから TGF-β は後腎発生期で尿管芽の分岐・成熟に関わ

る重要な因子であると考えられる。  

 

key words：  

後腎 ,  尿管芽 ,  TGF-β, SB431542  
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1. 序文  

腎臓再生において、組織の 3 次元構造の構

築は大変困難である。さらに腎臓は尿細管系、

血管系、神経系などが高度かつ複雑に構築さ

れている。近年、iPS 細胞から分化誘導した腎

臓構成細胞を生体内に移植する細胞療法が報

告されている (1)。しかし、腎臓の発生過程に

おけるシグナルは、複数の促進因子と抑制因

子がネットワーク状にバランスをとりながら

進むと考えられている。そのため、細胞を適

切に分化誘導するためには、このシグナルネ

ットワークの解明が不可欠となり、各因子の

シグナルの表現型への影響のデータの大量蓄

積とデータベース化が必要となる。  

そこで本研究では、後腎発生のシグナルネ

ットワーク解明のため、TGF-β シグナルがど

のような機能を担っているのかを定量的、形

態計測学的に解析し、尿管芽発生（集合管及

び尿管）に関わる分子機構の解明を目的とし

た。  

 

2. 方法  

2-1 後腎の摘出と in vitro 培養  

ICR マウス胎仔の腎臓（後腎）を実体顕微

鏡下で摘出し、ダルベッコ改変イーグル培地

（DMEM）の中に浸けた。Transwell の各 well

に腎臓培地（DMEM（Sigma），HamF12（Sigma）、

ITS（R&D Systems）、10% FBS（Bio Whittaker）、

1% penicillin/streptomycin（Sigma））を 800μl

ずつ入れ、5%CO2 インキュベーター内におい

て培地の温度 37℃、pH7.0 に最適化した。採

取した後腎を well に播種し、5%CO2 インキュ

ベーター内で 72hr 培養した。本研究は、筑波

大学の動物実験倫理委員会によって承認され

た。  

2-2 阻害剤処理  

各 well に終濃度 10μM～100μM となるよう

に阻害剤（SB431542）溶液の濃度を調整し、

添加した。この時の添加量は培地量の 100 分

の 1 に統一した。コントロールとして、組織

を阻害剤の添加量と同量の溶媒（DMSO）で

処理した。  

2-3  凍結切片染色  

後腎を PBS で 3 回洗浄した。組織を 3cm 培

養皿に移し、10%中性ホルマリンを用いて室

温で 20～40 分間固定した。10％中性ホルマリ

ンを廃液ビンに捨て、10% sucrose 溶液に室

温で 2 時間浸けた。10% sucrose 溶液を捨て、

20% sucrose 溶液を入れて室温で 2 時間浸け

た。同様に 30% sucrose 溶液に 1 晩浸けた。

組織を OCT コンパウンド（Sakura Finetek）に

入れて 4℃で 30 分間冷やした。その後、液体

窒素で組織を凍結させ、－80 ℃にて保存した。

続いてミクロトーム（Leica CM3050SIII）で厚

さ 10μm の切片を作成した。切片上に冷アセ

トンを乗せ 4 分間固定し、蒸留水で 3 回洗浄

した。 ヘマトキシリンで  1 分間染色した後、

蒸留水で 3 回、超純水で 1 回洗浄した。エオ

シンで 1 分間染色した後、蒸留水で 1 回  、

超純水で 1 回洗浄した。70%、90%、95%、100%

のエタノール（Wako）で十分に脱水した。キ

シレンに 2 回置換し、非水溶性封入剤とカバ

ーガラスで封入し、風乾させた。その後、倒

立顕微鏡（Olympus, IMT-2）、カメラ（Keyence, 

VB-7010）で観察した。  

2-4 免疫蛍光染色  

作成した切片に 0.01 %サポニン溶液（Sigma）

をのせて、シェーカー上で 15 分間反応させ

た。サポニン溶液を洗浄した。続いて、

0.1 %BSA/PBS にて 3 時間ブロッキングした。

BSA 溶液を洗浄した。続いて、100 倍希釈し

た 1 次抗体を 1.5 時間反応させた。1 次抗体

を洗浄した。続いて、400 倍希釈した蛍光ラ

ベルの 2 次抗体を 1.5 時間反応させた。2 次

抗体を洗浄し、風乾した後、封入剤を用いて

封入した。  

2-5 共焦点顕微鏡観察   

免疫蛍光染色したサンプルは共焦点レーザ

ー顕微鏡（Carl Zeiss）にて観測した。Alexa488

および Alexa568 は 488 と 543 nm の波長を励
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起させ観察した。  

2-6 染色画像の画像解析  

染色画像を接眼観察により尿管芽の管の数

を数え、単位面積あたりの管の数を算出した。

染色画像を Adobe Photoshop にて色調反転、2

階調化（閾値 200）しモノクロ画像に変換し

た。Image J にて、Surface Plot または Particle 

Analyze を行った。  

2-7 RT-PCR 

後腎の mRNAは、RNA抽出キット（ Isogen、

Nippon Genes）を使用し、微量分光光度計

（Thermo）を用いて RNA 定量化を行った。

適量の mRNA を cDNA に逆転写し、各プライ

マ ー は 、 SuperScript III One-Step キ ッ ト

（ Invitrogen）で増幅した。各プライマーは、

表に示した。GAPDH は、コントロールとして

使用し、cDNA 増幅は 95°C で 60 秒、56°C で

45 秒、72°C で 1 分間、4°C で冷却した。  

 

3.  結果 

3-1 RT-PCRおよび蛍光染色による TGF-β関

連遺伝子の解析結果 

発生期の臓器では、様々な因子が未分化細

胞に働きかけることで細胞が増殖・分化し、

形態形成が進行する。また、これらの因子は

発現時期、発現部位および発現量が変化し、

その違いが特定の組織構造の形成に深く関係

している。腎臓発生では尿管芽が伸展・分岐

し、その先端に後腎間葉系が凝集塊を形成す

る。さらにその凝集間葉系細胞がコンマシェ

イプ、S シェイプに変化し、血管内皮細胞の

侵入によって糸球体となる (2)。この一連の形

態形成にも様々な因子が介在しており、尿管

芽の先端部分に局在している c-Ret とそのリ

ガンドである GDNF が尿管芽の伸展を誘導す

る。また凝集塊の形成には FGF-2 とそのシグ

ナルの下流にある Shh、そして血管内皮細胞

の侵入には VEGF の局所的発現が関与してい

る。これらのことから、発生過程において遺

伝子発現が変化する因子は、特定の組織構造

形成に深い関わりがあるものと考えられる。  

本実験では、マウス後腎発生期の E13.5 か

ら E19.5（13.5 日から 19.5 日）までの後腎中

における TGF-βに関連する遺伝子の発現を調

べ、さらに E15.5 後腎においての TGF-β の局

在を調べた。  

TGF-β リガンドである TGF-β1,2 および

TGF-β レセプターである Alk-5(3-5)、Tgf-βr2 の

遺伝子発現はそれぞれ後腎発生初期の E13.5

から E19.5 のすべてで確認できた。しかし、

これらの因子で発生の進行に伴う発現量の顕

著な変化は見られなかった（Fig.1）。  

次に、未だにはっきりとしていない TGF-β

の発現部位を特定するため、TGF-β 抗体と尿

管芽の特異的マーカーである DBA とによる

蛍光免疫二重染色を行った。染色の結果、

TGF-β は E15.5 後腎全体に分布していること

が分かった（Fig.2A）。特に、尿管芽やその周

辺の後腎間葉系細胞に強く発現が見られた。

表面解析結果のヒストグラムでも、後腎の中

央に位置する尿管芽の周りで DBA と TGF-β

の ヒ ス ト グ ラ ム の 重 な り が 多 く 見 られ
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（Fig.2B）。  

3-2  SB431542 が尿管芽発生に与える影響

の形態計測学的解析結果  

3-1 の後腎発生における TGF-β 関連遺伝

子の RT-PCR の結果から TGF-β が腎臓発生、

特に尿管芽の形成に深く関係していること

が考えられる。そのため、TGF-β の作用が尿

管芽の形成にどのように関係しているかを

直接的に調べるため、TGF-β のシグナル伝達

を特異的に阻害する SB431542を用いて以下

の実験を行った。SB431542 は TGF-βⅠ型レセ

プターキナーゼを特異的に阻害する。これ

を培地に添加した状態で摘出した後腎を in 

vitro 培養し、TGF-β シグナルが尿管芽発生

に与える影響を観察した。  

最初に、培養後腎の HE 染色を行い、組織

の全体的な様子を観察した。この結果から、

コントロールにおいて、 in vitro 培養による

と考えられる影響がみられる。糸球体や毛細

血管構造が見られない。また中心部分は細胞

密度が低いのに対し、皮質部分は細胞が密に

存在する。次に、阻害剤処理をした切片の画

像では、コントロールに比べて、管構造が多

く見られ、管の周りには凝集した細胞群が見

られた。しかし、こちらでも糸球体や毛細血

管構造は観察されなかった（Fig.3）。  

 

－ 10 －



次に、TGF-βⅠ型レセプター阻害剤 SB431542

による尿管芽の形態変化を観察するため、

E15.5 後腎において尿管芽特異的マーカーで

ある DBA 染色を行い観察した。結果を Fig.4A

に示す。この染色画像を小片解析した結果、

DBAの蛍光を放つ塊がコントロールは 44個、

阻害剤では 64 個確認され、阻害剤処理したも

のの方が、尿管芽の数が多くなる事が判明し

た（Fig.4B）。  

さらに詳しく尿管芽の形態を観察するため

に、DBA と Phalloidin による多重染色を行っ

た。まず髄質部分では尿管芽はほとんど観察

されなかった。コントロールのサンプルでは、

皮質部分にも少数の尿管芽しか観察されず、
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存在する尿管芽も 3~4 個の管がある程度密

集して存在していた。また、管の形は安定し

ており、円形を示していた。一方、阻害剤処

理したサンプルは、皮質部分に、満遍なく尿

管芽の管構造が観察された。またその数もコ

ントロールに比べて多かった。しかし、管の

形は安定せず、円形よりもゆがみ、管壁がギ

ザギザになっていることが観察された

（Fig.5）。  

これらの観察された現象を、定量的に解析

するために、DBA の染色画像を用い、画像解

析を行った。まず、確認される管構造の数は、

コントロールで平均 15 個 /mm2、阻害剤処理

したもので平均 29 個 /mm2 となった（Fig.6）。

このことから、阻害剤処理することで、管の

数の増加傾向がみられた。また、次に小片解

析を行った。結果を Fig.7 に示す。画像解析の

結果、アスペクト比の短辺 /長辺比（A）は、

コントロールが 0.87±0.08、阻害剤処理が

0.82±0.13 となり、最適楕円の短軸 /長軸比（B）

は、コントロールが 0.77±0.07、阻害剤処理し

たものが 0.72±0.14 共に阻害剤処理したほう

が、平均値が低い傾向がみられた（Fig7A,B）。

次に複雑度では、コントロールが 54±11、阻

害剤処理が 150±69 となった。円型度におい
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てはコントロールが 0.24±0.04、阻害剤処理し

たものが 0.11±0.06 となった（Fig.7C,D）。  

3-3 SB431542 が尿管芽発生に与える影響の

分子生物学的解析結果、染色画像の画像解析

結果を裏付け、形態変化の原因を特定するた

め、尿管芽の発生に関連する遺伝子の半定量

的 RT-PCR 解析を行った。結果、GAPDH 比の

数値から c-Ret はコントロール 0.38 ±0.07、

阻害剤処理 0.24 ±0.08 となり Wnt-11 はコン

トロール 0.24 ±0.06、阻害剤処理 0.13 ±0.05

となり阻害剤処理によって発現量が半減した。

Sema3a はコントロール 0.28 ±0.12、阻害剤

処理 0.04 ±0.03 となり顕著に減少した。Gpc3

はコントロール 0.42 ±0.13、阻害剤処理 0.30 

±0.04 となり減少傾向が見られる。Zo1 はコ

ントロール 0.50±0.12、阻害剤処理 0.04 ±

0.04 となり顕著に減少した（Fig.8）。  

 

4. 考察  

本研究では、最初にマウス胎生期（E13.5～

E19.5）において TGF-β(6)の遺伝子発現時期と

局在を調べた結果、TGF-β リガンド、レセプ

ターともに顕著な遺伝子発現量の変化は見ら

れなかった。また E15.5 後腎凍結切片を用い

た蛍光染色の結果、TGF-βⅠの尿管芽周囲での

局在がみられた。次に TGF-β1 型レセプター

キナーゼの阻害剤である SB431542 を用いて

E15.5 後腎を in vitro 培養し、遺伝子発現の変

化を観察した。まず培養した E15.5 後腎に対

して、尿管芽を特異的に染色する DBA 染色

を行った。染色画像を解析した結果、尿管芽

の数が阻害剤処理により約 2 倍に増え、尿管

芽の複雑度が約 2.5 倍上昇し、円形度が 0.5 倍

低下した。このことから、TGF-β シグナル阻

害剤によって、尿管芽の分岐数の増加と管腔

形態の不安定化が観察された。次に半定量的

RT-PCR 解析により、染色画像で観察された

表現型の変化の原因遺伝子を探索した。その

結果、TGF-β シグナル阻害剤処理により、c-

Ret、Wnt11、Sema3a、Gpc3、Zo1(7-11)の発現が

顕著に減少した。これらの結果から c-Ret は

尿管芽先端部に局在化し、Wnt11 などを発現

させ分岐を促進する因子であるが、発現が低

下したことにより尿管芽先端への局在化が進
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み、さらに分岐抑制因子である Sema3a が減

少したことで、分岐数が増加したものと考え

られる。また、シグナルを抑制する Gpc3 の

発現低下により、レセプターに結合できる

GDNF が増加したことも考えられる。ZO1 は

細胞間接着因子で上皮細胞などにおいて TJ

の形成にかかわっている。この Zo1 が低下し

たことで、尿管芽上皮細胞で構成されている

管壁の形が乱れたものと考えられる。  

以上の実験結果から、本来 TGF-β シグナル

は後腎において c-Ret、Sema3a や Gpc3 など

の転写制御を介して尿管芽の分岐を抑制した。

さらに ZO1 などの細胞間接着因子を制御す

ることで、尿管芽を構成する尿管芽上皮細胞

の apical 部位の tight junction を維持し、管壁

の形態を安定化することが示唆された。  

肺の発生では、TGF-β1 は肺発生の初期にあ

たる E11 から遺伝子発現が見られ、原始的な

気管の枝分かれと成熟化に深く関係し、TGF-

β1 の局在が未分化な管の柄の部分と、分岐の

際にできる割れ目部分にみられる (12)。  

また、ラット後腎から単離した尿管芽の in 

vitro 培養での TGF-β 添加実験 (13)は、尿管芽

の伸展・分岐などへの影響があると言われて

いる。しかし、FGF2 とともに TGF-β を添加

した場合、顕著に尿管芽の伸長、分岐阻害が

見られるが、FGF7 とともに TGF-β を添加す

るとより生体の正常に近い尿管芽形成がなさ

れる。  

以上のことから、TGF-β シグナルは後腎発

生期の尿管芽の分岐、尿管芽の成熟および管

壁の形態維持・安定化に重要な役割を果たし

ていると考えられる。  

今回は mRNA の発現に焦点を当て解析を

進めたが、mRNA は転写後、翻訳されずに分

解されたり、翻訳されたタンパク質が、すぐ

にユビキチン化され分解されていたりしてい

る可能性がある。そのため Western blot や

Zymography により、タンパク量や酵素活性を

調べる必要もあると考えられる。  

今回の実験では、培養後腎 HE 染色におい

て、コントロール、阻害剤処理共に中心部分

は細胞密度が低いのに対し、皮質部分は細胞

が密に存在する。尿管芽の周りに凝集した細

－ 14 －



胞が見られるが、コンマシェイプや S シェイ

プは観察されなかった。また、糸球体や毛細

血管構造が見られない。また、 DBA と

Phalliodin による免疫蛍光染色結果で、髄質部

分では尿管芽はほとんど観察されなかった。

これらは TGF-β シグナルの影響ではなく、今

回の in vitro 培養条件によるものと考えられ

る。後腎の in vitro 培養系の確立はまだまだ研

究段階である。現在、 Transwell を用いた

DMEM/Ham-F12/5%FBS での培養法が一般的

であるが、この方法では E15 以降の大きい後

腎では組織中心部の発生がうまくいかない。

これは培地成分が、組織の中心部まで浸透し

ないためだと考えられている。そのため、シ

リンジやマイクロピペットなどで組織に穴を

開ける方法が採られているが、細胞傷害によ

るネクローシスを起こす危険性がある。今回

の実験でも、培地の栄養成分などが組織中心

部への浸透が不十分であるため尿管芽は組織

中心部で観察されなかったものと思われる。  

また従来の方法では皮質部分においてもコ

ンマシェイプ、S シェイプ以降は観察されて

いない。これは、糸球体内皮細胞、メサンギ

ウム細胞、尿細管を取り巻く毛細血管網など

の血管系の構築がうまくいかないためだと思

われる。その原因としては、培地成分が血管

系の培養に適していなかったためと考えられ

る。腎臓は臓器の中でも特に血管網が高度に

発達した臓器である。腎臓の発生において微

細な毛細血管網の形成はネフロン形成におい

ても重要なイベントの一つである。S シェイ

プの間隙には未熟なポドサイトが存在してお

り、VEGF-A を産生している。この VEGF-A

の作用を阻害すると、S シェイプの間隙に存

在する糸球体内皮細胞の増殖・分化が阻害さ

れる (14,15)。このことから、培地に VEGF を添

加することにより、より血管構築に適した培

養条件になると考えられる。さらに現在、

TGF-β は後腎発生中の血管形成に対する役割

も知られている。TGF-β1 が血管内皮細胞の細

胞遊走性とアポトーシスに深く関係している

と報告されている。新生児マウスの腎臓に

TGF-β 中和抗体を注入すると、S シェイプの

間隙への血管前駆細胞の遊走が阻害される。

また TGF-β は in vitro において糸球体内皮細

胞の凝集とアポトーシスの誘導により、血管

のキャピラリー形成を誘導することが知られ

ており (16,17)、in vivo においてもラット後腎に

おける糸球体形成時に、TGF-β が誘導するア

ポトーシスが管腔形成に関係することが分か

っている。これらの点から、TGF-β は腎臓の

再生において、尿管芽と血管系を同時に構築

する要となる因子としての可能性がある。  

 今回の実験で得られたデータは、将来的に

統計処理が可能で、他の実験との比較検討が

より正確に行える。今後研究を進めていくこ

とで、腎臓再生に大きく貢献できるものと考

えている。  
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新潟県佐渡市両津湾から分離した Pseudo-nitzschia 属珪藻のドウモイ酸生産  

小林 健司  

北里大学保健衛生専門学院  
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要旨：  

【目的】記憶喪失性貝毒はドウモイ酸が原因物質であり、珪藻 Pseudo-nitzschia multiseries

が原因生物として明らかにされている。現在では世界の多くの海域から分離された複数種

の珪藻にドウモイ酸の存在が認められている。P. multiseries は培養可能であるため、多く

の研究により同種のドウモイ酸生産の特徴が報告されてきたが、その詳細に不明な点が多

い。本研究の目的は同種によるドウモイ酸生産の詳細を明らかにし、記憶喪失性貝毒の発

生を防ぐことにあるが、今回は新潟県佐渡市における記憶喪失性貝毒の発生の可能性を明

らかにすることとした。  

【方法】佐渡市両津湾からプランクトンを採取し、Pseudo-nitzschia 属様珪藻の細胞が認め

られた場合は分離し、培地中で保温した。増殖が認められた培養株は 15℃で培養し、定期

的に細胞数とドウモイ酸量を観察した。10℃で培養したものを対照とした。  

【結果と考察】プランクトンサンプルを観察したところ、Pseudo-nitzschia 属を含む複数種

のプラクトンが確認された。観察された Pseudo-nitzschia 属様珪藻を培地中で保温したと

ころ増殖が確認された。得られた培養株を 15℃で培養したところ、P. multiseries と同様に

生長したが、ドウモイ酸は検出されなかった。一方、 10℃では、生長速度は低下したが、

少量のドウモイ酸が認められた。以上の結果は佐渡市において記憶喪失性貝毒の発生を示

唆するものである。しかし、今回得られた培養株は高度にドウモイ酸を生産する種ではな

いと考えることができた。  

キーワード：

記憶喪失性貝毒，ドウモイ酸，羽状目珪藻，Pseudo-nitzschia multiseries

投稿日：2020 年 4 月 27 日／受理日：2020 年 7 月 3 日 
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1. 目的  

記憶喪失性貝毒は 1987 年にカナダ東岸

のプリンスエドワード島でムラサキイガイ

の摂食により引き起こされた貝毒であり、

神経興奮性アミノ酸の一種であるドウモイ

酸が原因物質であることが明らかにされた

(1 ,  2 )。また、中毒発生時に周辺の海域から分

離 さ れ た 羽 状 目 珪 藻 Pseudo-nitzschia 

multiseries の培養株にドウモイ酸の存在が

確認されたことから、同種が原因生物とし

て同定された (3)。その後の研究により、世界

の多くの海域から分離された P. multiseries

を含む複数種の Pseudo-nitzschia 属にドウ

モイ酸の存在が明らかにされてきた (4～ 6)。

また、これまでの研究で新潟県の新潟市や

上越市の海域にも Pseudo-nitzschia 属珪藻

の存在が確認されている（data not shown）。   

ドウモイ酸は紅藻ハナヤナギ Chondria 

armata の駆虫活性を持つ成分として発見さ

れたものであるが (7 )、Kotaki らはベトナム

のエビ養殖池より分離した新種の底生性珪

藻 Nitzschia navis-varingica が多量のドウモ

イ酸を生産することを報告した (8 )。これら

の 事 実 は ド ウ モ イ 酸 を 生 産 す る 種 が  

Pseudo-nitzschia 属珪藻ばかりではなく、底

生性珪藻にもおよぶことを示している。  

 記憶喪失性貝毒の原因生物である P. 

multiseries は培養可能であることから、多

くの研究により同種のドウモイ酸生産の特

徴が報告されている (9 ,  10)。すなわち、 P. 

multiseries のドウモイ酸生産は培養液中の

栄養塩を使い果たした定常期後期に急激に

起こること、また、同種の毒生産に環境中

の細菌が関与することである (11～ 15)。これら

の事実から、定常期にはいり栄養塩を使い

果たし光合成が困難になった P. multiseries

は環境中に存在する細菌を取り込みエネル

ギー源とする、この際、細菌がドウモイ酸

を構成成分とする生体成分を持つとすれば、

本 成 分 の 消 化 に よ り ド ウ モ イ 酸 が P. 

multiseries の細胞内に蓄積すると考えるこ

とができた。本研究の大きな目的はこの仮

説を証明することで珪藻によるドウモイ酸

生産の詳細を明らかにし、次の記憶喪失性

貝毒の発生を未然に防ぐことにある。そこ

で今回は新潟県内で牡蠣の養殖が盛んな佐

渡島において記憶喪失性貝毒の発生の可能

性を明らかにすることを目的とした。  

 

2. 方法  

プランクトンのサンプリングと単種培養株

の作製  

 プランクトンのネットサンプルは、 2019

年 5 月 5 日に新潟県佐渡市両津港で採取し

た（図 1）。すなわち、両津港の海岸からプ

ランクトンネット（SANSYO, 5512-C, φ30 

cm, メッシュサイズ 20 µm）を 10 m 引き、

ネット内の全てを 100 mL 容量のプラスチ

ック容器に移し、海水で 100 mL に定容し

たものをネットサンプルとした。ネットサ

ンプルは実験に用いるまで 10℃前後で保

存した。  

得られたネットサンプルの一部を顕微鏡

で観察し、Pseudo-nitzschia 属様の細胞が確

認された場合は、キャピラリー洗浄法で同

細胞を 3 回洗浄し、各ウェルにケイ酸濃度

107 µM、0.05%の Tris - HCl 緩衝液（pH 7.2）

の  f/2 培地 1 mL を含む 24 ウェルマイクロ

プレート（Thermo Fisher Scientific, BioLite 

24 well Multidish）、15 ℃、LD cycle 16 : 8、

100 µmol photons/m²/sec の条件で 2 週間保

温した。増殖が認められた株は 20 mL の同

様の f/2 培地を含 む細胞培 養フラス コ

（ Thermo Fisher Scientific, BioLite 25 cm 

Flask）に全量を移し、同じ条件でさらに 4

週間保温し、増殖の認められたものを単種

培養株とした。  

 

単種培養株の生長とドウモイ酸生産におけ

る培養温度の影響
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得られた単種培養株の一部をケイ酸濃度

107 µM、0.05%の Tris - HCl 緩衝液（pH 7.2）

の f/2 培地 80 mL を含む 100 mL 容の三角フ

ラスコに移し、15 ℃、LD cycle 16 : 8、100 

µmol photons/m²/sec の条件で保温した。保

温中は 7 日毎に細胞を含む培養液 13 mL を

採取し、細胞の生長とドウモイ酸量を測定

した。細胞の生長は、光学顕微鏡下で細胞

数を計数した。細胞数の多い場合は海水で

10 倍に希釈したものを用いた。10℃で培養

したものを対照とした。実験はそれぞれ同

様に調整した 3 個の三角フラスコで行った。

 

 

図 1. 新潟県佐渡島の地図。●：プランクトンのネットサンプルの採取場所  

 

培養株のドウモイ酸の測定  

培養株のドウモイ酸は、Pocklington ら及

び Kotaki らの方法を参考に分析した (6 ,  16)。

すなわち、培養株の細胞を含む培養液 10 

mL を 15 mL 容量のプラスチック容器（エ

ルエム , PP 容器 No.4）に移し、氷冷しなが

ら 超 音 波 （ BRANSON, SONIFIER cell 

disruptor 200 : output 7, 1 min）で細胞を破

壊した。得られた抽出液 1 mL を 1.5 mL 容

量のマイクロチューブ（SANSYO, STF-15）

に移し、遠心分離（ TOMY, ECO-Fuge EF-

1300, 10 min, 4℃）により細胞の破片を取り

除いた。得られた上清 200 µL を 5 mL 容量

のスクリュー付きガラス試験管に移し、 50 

µL の 1 M ホウ酸緩衝液（pH 6.2）を加え、

ボルテックスミキサーで 10 秒間攪拌した。

次にアセトニトリル（Wako, 特級）に溶解

した 15 mM 9-Fluorenylmethyl chloroformate

（FMOC-Cl, Wako, ペプチド合成用）を 250 

µL 加え、ボルテックスミキサーで攪拌した

後、 45 秒間静置して反応させた。反応後、

余分な FMOC-Cl を取り除くため、500 µL の

酢酸エチル（Wako, 高速液体クロマトグラ

フ用）を加えボルテックスミキサーで攪拌

し、45 秒間静置した後、上層の酢酸エチル

層を取り除いた。余分な FMOC-Cl を取り除

くため、この操作をさらに 2 回行った後、

得られた下層の反応液を蛍光‐HPLC の試  
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表 1. 両津湾から分離した単種培養株  

Species Strain 

Psendo-nitzschia sp. S. RP-E-1 

  S. RP-E-2 

 

 

図 2. 両津湾から分離した S. RP-E-2 株を LD 

cycle 16 : 8、100 µmol photons/m²/sec、15℃（●）

および 10℃（○）で培養した場合の細胞の生

長  

 

料とした。  

得られた反応液の 25 µL はポンプ（Jasco, 

PU-1580, Flow 1.1 mL/min ）、 蛍 光 検 出 器

（Waters 474, 励気波長 264 nm, 蛍光波長 313 

nm）、短波長カットフィルター（朝日分光 , 300 

nm）、カラムオーブン（Tosho, CO-8020, 55℃）、

ガ ー ド カ ラ ム （ Tosho, TSKguardgel ODS-

100V(5), φ3.2 mm x 15 mm）、カラム（Wako, 

wakosi15c8, φ4.6 mm x 250 mm）および移動

相として 40%アセトニトリル（Wako, 特級）、

20 mM リン酸緩衝液（pH 2.5）を用いた蛍光  

- HPLC に付した。蒸留水で 10 ng/mL に希釈

したドウモイ酸（TOCRIS bioscience）を同様

に処理し、培養株のドウモイ酸を定量した。  

 

3. 結果と考察  

両津湾から分離した Pseudo-nitzschia 属珪藻

の単種培養株  

新潟県佐渡市両津湾南側の海岸からプラン

クトンネットでネットサンプルを得た。採取

時の水温は 17.2℃、塩分濃度は 34 practical 

salinity unit (PSU)であった。得られたネット

サンプルの一部を光学顕微鏡下で観察したと

ころ、Pseudo- nitzschia 属様珪藻を含む複数種

の植物性プランクトンと動物性プランクトン

が観察された。観察された Pseudo-nitzschia 属

様珪藻の細胞をキャピラリー洗浄法で 3 回洗

浄した後、それぞれのウェルにケイ酸濃度

107 µM、0.05%の Tris – HCl 緩衝液（pH 7.2）

の f/2 培地 1 mL を含む 24 ウェルマイクロプ

レートへ 1 細胞ずつ移し、15 ℃、LD cycle 16 : 

8、100 µmol photons/m²/sec の条件で 2 週間保  

温したところ、2 株の Pseudo-nitzschia 属様珪

藻の増殖が確認された。増殖の認められた株

は、20 mL の同 f/2 培地を含む細胞培養フラ

スコに全量を移し、同じ条件で 4 週間保温し

たところ、増殖が確認された（表 1）。この結

果 は 新 潟 県 の 佐 渡 市 の 海 域 は Pseudo-

nitzschia 属珪藻の生存可能な環境であること

を示すものである。得られた培養株のうち、

比較的細胞の増殖の良好な S. RP-E-2 株を単

種培養株として以降の実験に用いた。  

 

両津湾から分離した Pseudo-nitzschia 属珪藻

の生長とドウモイ酸生産  

 佐 渡 市 の 海 域 か ら 分 離 し た Pseudo-

nitzschia 属珪藻の単種培養株 S. RP-E-2 株を

80 mL の f/2 培地を含む三角フラスコで 15 ℃、

LD cycle 16 : 8、100 µmol photons/m²/sec の条

件で保温したところ、培養開始の 0 日目の

7,756 ± 227 cells/mL から急激に増加し 7 日目

に 122,444 ± 14,041 cells/mL に達した。その

後、14 日目に最大の細胞数の 230,667 ± 6,600 

cells/mL を示し定常期に達したと考えられた。

その後、細胞数は培養の最終日となる 28 日目

まで大きな変化は認められなかった（図 2）。

一方、10℃で培養した場合、培養開始の 0 日

目の 7,467 ± 237 cells/mL から 7 日目に 23,556 
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図 3. 両津湾から分離した S. RP-E-2 株を LD cycle 16 : 8、100 µmol photons/m²/sec で培養

した場合の細胞を含む培養液の蛍光‐高速液体クロマトグラフィーによる分析結果。矢印

はドウモイ酸のリテンションタイム。上：ドウモイ酸標準品 10 ng/mL、中：S. RP-E-2 株、

10℃、培養 21 日目、下：S. RP-E-2 株、15℃、培養 21 日目  

 

表 2. 両津湾から分離した S. RP-E-2 株のド

ウモイ酸生産、n = 3  

Domoic acid (ng/mL) 

 Temperature 

 10℃  15℃ 

Day Mean ± S. D.   Mean ± S. D. 

0 N.D. -   N.D. - 

7 N.D. -  N.D. - 

14 N.D. -  N.D. - 

21 1.23 0.31  N.D. - 

28 N.D. -   N.D. - 

S.D. = Standard deviation,  

N.D. = Not detected 

 

± 2,200 cells/mL と徐々に増加し、14 日目に

最大の細胞数の 186,889 ± 15,533 cells/mL を

示し定常期に達した。その後、細胞数は培

養の最終日まで大きな変化は認められなか

った（図 2）。記憶喪失性貝毒の原因生物で

ある P. multiseries を 15℃で培養した場合、

培養 7 日目程度で最大増殖量を示し定常期

に達する  (15 ,  17)。また、10℃で培養した場合

は細胞の生長速度が低下する (17)。これらの

事実は、本実験で用いた単種培養株の生長

の特徴は P. multiseries のものと良く一致し

たことを示している。 15℃で培養した場合

のドウモイ酸生産は培養開始から検出限界

以下となり、その後も検出されなかった（表

2、図 3）。一方、10℃で培養した場合のドウ

モイ酸生産は培養開始から 14 日目まで検

出限界以下であったが、 21 日目に 1.23 ± 

0.31 ng/mL となった（表 2、図 3）。1 細胞当

たりのドウモイ酸量として 6.7 fg/cell と著

しく低い値であった。その後、培養終了日

となる 28 日目に再び検出限界以下となっ

た（表 2）。P. multiseries を 15℃程度で培養

した場合、ドウモイ酸生産は定常期に達し

てから徐々に増加する。その後定常期後期  
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に急激に増加し、1 細胞当たり 1～10 pg/cell

程度を示す (15 ,  17 )。また、P. multiseries を 15℃

より低温で培養するとドウモイ酸の生産量

は減少する (17)。これらの事実は、本実験で

用いた Pseudo-nitzschia 属珪藻 S. RP-E-2 株

のドウモイ酸生産の特徴は P. multiseries と

大きく異なることを示している。  

記憶喪失性貝毒の原因生物である P. 

multiseries はカナダの海域ばかりではなく、

世界の多くの海域に認められており、日本

においてもホタテの養殖が盛んな岩手県の

大船渡湾などに認められ、高度なドウモイ

酸生産が確認されている (4～ 6)。本研究の結

果は新潟県佐渡市の海域は Pseudo-nitzschia

属珪藻の生存可能な環境であり、記憶喪失

性貝毒が発生する可能性を示唆するもので

あるが、本研究で得られた Pseudo-nitzschia

属珪藻のドウモイ酸生産量は P. multiseries

と比較して著しく低い値であった。  
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Domoic acid production of Pseudo-nitzschia sp. isolated from Ryotsu bay in Sado island, 

Niigata  
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Abstract :  

Amnesic shellfish poisoning caused by the domoic acid that is kind of a neuroexcitatory amino 

acid, the causative organism was identified as Pseudo-nitzschia multiserias  of pennate diatom. At 

the present, domoic acid was detected several species of diatom belonging to the genus Pseudo-

nitzschia  isolated form ocean around the world. After that, domoic acid was find in a new species 

of benthic diatom, Nitzschia navis-varingica , and suggest that possibility of amnesic shellfish 

poisoning widely distributed. On  the other hand, many studies have been reported on the 

production of domoic acid by P. multiserias, causative species, in many culture experiments. 

However, in the detail of domoic acid production by these species of diatoms is still unknown. 

The purpose of my study, describe of domoic acid production mechanism by causative diatom 

species for prevention of next amnesic shellfish poisoning event. In the present study show that, 

possibility of amnesic shellfish poisoning in  Sado island, Niigata.  

  Phytoplankton was collected from Ryotsu bay in Sado island. The genus  Pseudo-nitzschia  like 

cell was isolated from plankton sample using glass capillary. Isolated culture was incubated in f/2 

media at 15 oC, LD cycle 16 : 8, 100 µmol photons/m²/sec. Cell  growth and domoic acid was 

measured in culture period, regularly. Culture was incubated in 10 oC, as a control.  

  Cell growth of Pseudo-nitzschia sp.  culture isolated from Ryotsu bay was coincide with P. 

multiserias . Domoic acid production of this strain incubate at 15 oC was not detected in total 

culture period. On the other hand, domoic acid was detected in culture with 10 oC. However, 

domoic acid production of this strain quite smaller than P. multiserias .  

  These results suggested that, possibility of amnesic shellfish poisoning event in  Sado island. 

But, Pseudo-nitzschia sp.  isolated from Ryotsu bay was considered with low toxic species, in this 

study.  
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臨床検査技師に必要な統計学について（第 6 報）  

―バリデーションに必要な精度管理用語の基礎理解―  

 

小林浩二，小丸圭一  

北里大学保健衛生専門学院 臨床検査技師養成科  

〒949-7241 新潟県南魚沼市黒土新田 500 番 

 

要旨：  

これまで筆者らは、臨床検査に必要な統計学的手法について本紀要に連載してきた。今

回は、臨床検査技師から要望があったバリデーションについて報告をする。平成 30 年 12

月 1 日に「医療法等の一部を改正する法律の一部の施行に伴う厚生労働省関係省令の整備

に関する省令」の施行があり、従来に増して臨床検査における精度管理が厳格化された。

日常業務で実施している内部精度管理や外部精度評価（コントロールサーベイ）はもとよ

り、改めて検査法のバリデーション（ベリフィケーション）がフォーカスされている。定

量測定に関するバリデーション指針（2011）によれば、バリデーションとは、測定法の信

頼性、一貫性や正確性によりその妥当性を確認するための一連の操作と定義している。こ

の操作をするための統計解析ソフト「定量測定法のバリデーション算出用プログラム

Validation-Support/Excel Ver.3.5」が一般財団法人日本臨床化学会のクオリティマネジメン

ト専門委員会から配布されており、活用されている。しかし、精度管理は統計学的手法が

根底にあるため、一部のプログラム理論はブラックボックスとなっている。精確にデータ

を測定し、適切に処理をして、適確に結果を読み取るためには精度管理用語の意味とその

背景にある基礎理論を避けることはできない。このため、臨床検査技師が生化学及び免疫

血清検査におけるバリデーションの理解をサポートする目的で、精度管理用語について解

説を行った。 

 

キーワード：  

精度管理、バリデーション、Validation-Support/Excel Ver.3.5、厚生労働省関係省令  

 

投稿日：2019 年 4 月 26 日／受理日：2019 年 7 月 1 日 
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１．はじめに  

筆者らは、臨床検査に必要な統計学的手法について実例を交えて本紀要に連載してき

た（ 1-5）。今回は臨床検査技師から要望のあったバリデーションに必要な精度管理用語に

ついて解説する。平成 30 年 12 月 1 日より「医療法等の一部を改正する法律の一部の施

行に伴う厚生労働省関係省令の整備に関する省令」が施行され、従来に増して臨床検査

における精度管理の重要性が高まった（ 6-7）。これに先立ち、臨床化学会は認定臨床化学・

免疫化学精度保証管理検査技師制度を立ち上げ、精度保証に対応できる臨床検査技師の

育成に取り組んでいる。従来は検査値の質を確保し維持するための業務を「精度管理  

（Quality Control）」と呼んでいた。現在では施設内部で行う内部精度管理 (Internal Quality 

Control)、施設間で測定値を比較する外部精度管理 (External Quality Control)だけではな

く、分析前後処理課程を含めた意味での総合的精度管理 (Total Quality Control)や精度保

証(Quality Assurance; QA)の概念が定着している。三宅（2012）は、施設としての検査へ

の取り組み方、設備、機器、人員の配置、教育などを含めた検査の信頼性に影響を与え

う る す べ て の 要 因 を 精 度 管 理 業 務 の 対 象 と し た 精 度 マ ネ ー ジ メ ン ト (Quality 

Management) という概念（図 1）を示した（ 8）。精度マネージメントの観点からも、臨床

検査のバリデーションは欠かすことができない。  

    

１．検査前管理（pre-analytical phase）  検査サービスの組織化に必要な条件

  ・サンプリング  ・予算（budget control）

  ・検体の搬送と保存  ・人材（personnel）

  ・分析装置のセットアップ  ・記録（record）

  ・測定法の選択  ・在庫管理（stock control）

  ・測定の実地訓練  ・測定機器（instrument）

２．検査管理（anayltical phase）  ・安全（health&safety）

  ・内部精度管理

　 管理試料によるQC

   患者試料によるQC

 ・外部精度管理

３．検査後管理（post-analytical phase）

  検査結果の所見

  検査結果の総合評価

精度保証
（quality　assurance）

良質な検査管理業務
（good labobatory practice）

精度マネージメント
（quality management）

 

            図 1．精度マネージメント体系  

 

バリデーション項目は、表 1 に示すように真度（正確さ）、精度（併行精度、室内再現

精度、室間再現精度）、検出限界（ Limit of Detection ； LoD）、定量限界（ Limit of 

Quantitation；LoQ）、直線性、範囲、頑健性、トレーサビリティーと不確かさがあり、

NCCLS(CLSI)EP7-A、ISO5725 や JSCC 検出限界・定量限界操作法に遵守して実行される
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(9)。これらを実行するために、一般財団法人日本臨床化学会のクオリティマネジメント

専 門 委 員 会 が 作 成 し た 「 定 量 測 定 法 の バ リ デ ー シ ョ ン 算 出 用 プ ロ グ ラ ム

Validation-Support/Excel Ver.3.5」が臨床化学会から配布されている（ 10）。尚、一般にバリ

デーションはメーカーが実施し、検査室でその検証を行うことをベリフィケーションと

呼ぶが、本稿では区別せずにバリデーションとした。 

表 1 バリデーション特性と評価法  

　バリデーション特性 　バリデーション特性の評価法

　真度、正確さ 　日臨技：臨床化学における定量検査の精密さ・正確さ評価法

　併行精度 　JIS Z8402（ISO5725と同じ）測定法及び測定閣下の精確さ

　室内中間精度 　JIS Z8402（ISO5725と同じ）測定法及び測定閣下の精確さ

　室間再現精度 　JIS Z8402（ISO5725と同じ）測定法及び測定閣下の精確さ

　直線性 　NCCLS EP6-A：Evaluation of the linearlity

　特異性・選択性 　NCCLS EP7-A：Interfence testing in clinical chemistry

　検出限界 　JSCC：定量分析法における検出限界および定量限界の評価法

　定量限界 　JSCC：定量分析法における検出限界および定量限界の評価法

　範囲 　JSCC：定量限界の評価法、およびNCCLS EP6-A：Linearlity

　頑健性 　日本化学試験所認定機構テクニカルノート

　トレーサビリティ
　不確かさ

　JSCC：キャリブレータおよびQA用試料の不確かさ評価法
　臨床検査における測定の不確かさ・ケース別推定法

 

２．省令の改正  

医療法等の一部を改正する法律の一部の施行に伴う厚生労働省関係省令の整備に関す

る省令（平成 30 年厚生労働省令第 93 号）が、同年７月 27 日に公布、12 月１日より施

行された（ 6）。省令の改正により、追加された見直しに関する事項は以下の 3 つである。

まず第 1 に医療機関が自ら実施する検体検査について、品質・精度管理に係る基準を定

めるための根拠規定を新設すること。第 2 にブランチラボや衛生検査所に業務委託され

る検体検査について、精度管理に係る行政指導等の実効性を担保するため、品質・精度

管理に係る基準を省令で定める旨を明確化すること。そして第 3 に検査分類の新たな検

査技術に対する精度管理や安全性等について柔軟かつ迅速に対応することができるよう

検体検査の分類を省令委任とし分類に遺伝子関連検査を追加することがそれである。ま

た、改正省令として医療機関等が自ら検体検査を実施する場合における精度の確保のた

めに設けるべき基準(歯科医療機関、助産所に対しても適用 )が明記された。その内容は、

①精度の確保に係る責任者の配置（医師または臨床検査技師）、②精度の確保に係る各種

標準作業書・日誌等の作成、③検体検査の精度の確保のために努めるべき事項、である。

また、遺伝子関連検査・染色体検査精度の確保のため、①遺伝子関連検査・染色体検査

の責任者の配置、②内部精度管理の実施、適切な研修の実施義務、③外部精度管理調査

の受検、④その他、検査施設の第三者認定を取得すること（ ISO 15189 の取得）を当面

勧奨する、といった事項が設置基準とされた。 

３．臨床検査室におけるバリデーション  
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法改正に伴い臨床検査にかかわる精度管理が今まで以上に厳格化された。ルーチンで

実施している X -Rs-R 管理図をはじめとする内部精度管理、日本臨床衛生検査技師会や

日本医師会主催のコントロールサーベイといった外部精度評価はもとより、特に臨床検

査のバリデーションが改めてフォーカスされている。 ISO9000（ 2000）では、バリデー

ションの定義を「客観的証拠を提示することによって特定の意図する用途、または適用

に関する要求事項が満たされていることを確認すること」と定めている（ 11）。また、定

量測定に関するバリデーション指針（2011）によれば、バリデーションとはメーカーが

測定法の信頼性、一貫性、正確性によりその妥当性を確認するための一連の操作として

いる（ 12）。これは意図した用途に合致する信頼性の高い測定結果が得られることを保証

する目的で実施されており、分析化学の領域では、測定法の性能特性と限界を確定する

プロセス及びこれらの特性を変化させる影響因子とその程度を同定することを意味して

いる。すなわち、どのようなマトリックス共存下や妨害下において、その測定対象成分

を定量できるかを調べ、各条件においてどの程度の精度と真度が得られるかを明らかに

することと定義している（図 2）。これら妥当性特性の項目は、真度（正確さ）、精度（併

行精度、室内再現精度、室間再現精度）、検出限界、定量限界、直線性、範囲、頑健性、

トレーサビリティーと不確かさがあり、NCCLS(CLSI)EP7-A、 ISO5725、 JSCC 検出限界

定量限界操作法に遵守して実行される。  

一方、既にバリデーションが行われている測定法を臨床検査室で使用する場合は、そ

の妥当性を検証する必要がある。これをベリフィケーションと呼び区別する場合がある。

各種特性の試験法は、バリデーションと同様であるが、校正手順及び精度管理法が適正

化のために、検査の測定環境及び担当者スキルを含めたベリフィケーションは重要であ

る。ISO15189 臨床検査室の品質と能力に関する特定要求事項における技術的要求事項の

検査手順（ 5.5 Examination procedures）においても、検査室における妥当性の必要性を明

記しており、その認定基準に関しては JAB RM300（2014）に記載されている（ 13）。 

 これら精度管理の手法には数理統計学が多用されており、数式に不慣れな場合は理論

展開が完全にブラックボックス化されてしまう。精確にデータを測定し、適切に処理を

して、適確に結果を読み取るためには、精度管理に用いられる統計学的指標の基礎理解

を 避 け る こ と は で き な い 。 こ の た め 、 我 々 は 臨 床 検 査 技 師 よ り 要 望 が あ っ た

「Validation-Support/Excel Ver.3.5 で用いられる精度管理用語」に関して解説した。定量

測定法のバリデーション算出用プログラム Validation-Support/Excel Ver.3.5 は、一般財団

法人日本臨床化学会のクオリティマネジメント専門委員会が配布しているマクロを含ん

だ Excel ファイルである。このプログラムの妥当性は、作成したクオリティマネジメン

ト専門委員会によって確認されているが、一部不具合の修正を定期的に実施している。

そのため、改めてプログラムの検証を事前に JMP14（SAS Institute）により実施し、重

大な問題点がないことを確認している。尚、実データを用いた統計解析やグラフ描写に

よる実用例に関しては、バリデーション算出用プログラム  Validation-Support/Excel 

Ver3.5 の操作方法第 13 版（ 14）を参照されたい。  
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END A：正確さの改善　*：電解質2%

比較対照法との比較評価
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図 2．精密さ・正確さ評価法のフローチャート  

４．バリデーションのための精度管理用語について  

VS/E3.5 は、日本臨床化学会クオリティマネジメント専門委員が作成したバリデーシ

ョン算出用プログラムである。本プログラムの特徴は、 1)グラフを確認しながらデータ

処理が可能、2)各シートの「解説セル」によって実施手順や注意点などを提示、 3)報告

書シートの添付、である。また、ブートストラップ法を用いて線形関係式の信頼区間を

算出する部分のみマクロ処理を行っている。このプログラムによって直接検証できる項

目は、①真度, 正確さ（ trueness）、②精度（ precision）：併行精度（ repeatability）・室内

再現精度（ intermediate precision）・室間再現精度（ reproducibility）、③検出限界（Limit of 

Detection）、④定量限界（Limit of Quantitation）、⑤直線性（ linearity）である。これらの

理解のためには基本的な統計学的指標の知識が必要である。  

臨床検査の精度管理は、測定結果に正規分布を仮定しているため、平均値（ x ）、標準

偏差（SD）、標準誤差（SE）、相関係数(r)、決定係数（R2）、線形回帰係数（切片 a,傾き

b など）が頻回に用いられる。そこで必要に応じて一部解説を加えた。尚、測定回数や

検体数、すなわち標本の大きさを示す用語はサンプルサイズ（ sample size）でありｎで

表される。これは、サンプル数ではないことに注意していただきたい。サンプル数とは

the number of samples が示すように、標本の大きさではなく、標本の数（サンプルの群

の数）である。サンプルサイズをサンプル数として記載している場合があるが、全く異

なる意味なので注意してほしい。各用語の定義については、臨床検査精度保証教本（ 15）、

臨床検査精度管理教本（ 16）、日本臨床化学会クオリティマネジメント専門委員会（2011）

（ 12）、細萱（2014）（ 17）、及び VS/E3.5 の操作方法第 13 版（ 14）を参考に記載した。  

4.1 真度 , 正確さ（ trueness）  

 真度は、無限反復測定の測定平均値と標準物質の値の一致度の度合いであり、バイア

スの程度を評価している。すなわち、標準物質の認証値とそれを反復測定した平均値と

の差である。真度評価には、標準物質の測定、測定範囲の評価、添加回収試験、妨害物

質の影響試験、基準測定法との比較がある。ここでは、真度評価の根幹である標準物質

の測定に関して述べる。VS/E3.5 では、1 濃度から 3 濃度の実試料標準物質による評価が

可能である。各濃度の標準物質を 10 回測定し、その平均値及び標準誤差から平均値の

95%信頼区間（平均値±t（ df＝ n-1、 α/2） ×SE）を算出する。標準誤差とは、平均値の推定精
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度を示す指標であり、SD／ n として求める。また、サンプルサイズにより t 値は変化

することに注意してほしい。ｔ値とは、基準範囲（健常者の 95%が含まれる区間）を算

出する際に使う平均値±2×SD の 2（正確には 1.96）と同じ意味をもつ包含係数である。

サンプルサイズが 20 以下の場合は、正規分布を仮定して得られる「 2」ではなく、 t 分

布を仮定した t 値を使用した方が推定精度は良い（ 18）。結果の評価は、以下の 2 つある。

一つは、算出した平均値の 95％信頼区間（以後 95％CI）に、表示されている認証値が収

まっていれば真度は保たれているとする。尚、VS/E3.5 では、測定結果の分散と認証値

の不確かさ（分散）を合成して平方根をとった合成標準偏差を標準偏差の算出に使用し

ている。  

もう一つは、平均値と認証値との差が生理的変動に基づき設定した誤差許容限界（BA）

内であれば真度は保たれているとする評価法である（ 19）。誤差許容限界（BA）は、生理

個体内変動（CV I）と生理的個体間変動（CVG）を 2 乗した和（分散の加法性）の平方根

に 1/4 を乗じて得られる。これは、BA 以下であれば、異なる検査室で基準値を観測する

際に測定値の「ゆらぎ」を 10％以下（実際は 9％）に抑えることができるためである。

すなわち、測定値に含まれる誤差の影響が 10％以下であれば、臨床的にも許容できる誤

差とみなしている。前者の方法で評価後、基準を満たさない場合は後者の方法で評価す

る。尚、3 種類以上の標準物質を入手可能な場合は、サンプルサイズ（最低 3 回）をそ

ろえて回帰直線による直線性の評価を実施し、一定系統誤差（切片）と比例系統誤差（傾

き）の評価を行う。その解釈は、次項で述べる相関分析及び直線性の評価における解説

を参照されたい。  

4.2 精度、精密さ（precision）  

指定された条件下で、同一または類似の対象について反復測定によって得られる測定

値の一致の度合いを表す。精度は、標準偏差（もしくは分散）や変動係数によって表現

する。 ISO5725：測定方法及び測定結果の精確さによる精度の分類では、 1）併行精度、

2）室内中間精度、 3）室間再現精度に分類されている。VS/E3.5 では、これらすべてを

実証可能である。 

1）併行精度（ repeatability） 

同時再現性と同意であり、測定対象、測定者、測定手順、測定機器、測定条件や測定

場所がすべて同一で、短時間に複数回測定で構成される繰り返し条件下での測定の精密

さを示す。信頼性の高い精密度を得るためには、3 濃度以上の試料を 20 回以上測定する

ことが望ましい（ 18）。得られる変動（CV）は精度分類の中で最小であり、日本臨床化学

会クオリティマネジメント専門委員会が日本人の生理的変動に基づき設定した誤差許容

限界（CVA）内であれば精度は保たれているとする（ 19）。CV（%）＝SD/ X ×100（%）と

定義される。CV 自身は単位を持たない無名数であるため、その大きさから測定単位の

異なる項目の精度を比較することが可能である。誤差許容限界（CVA）は、生理個体内

変動（CV I）に 1/2 を乗じて得られたものである。これは、誤差変動の許容限界を生理的

個体内変動（CV I）の半分以下とすれば、生体内変動が約 12%の揺らぎで観察可能となる

ためである。 

2）室内中間精度（ intermediate precision）と室間再現精度（ reproducibility） 

室内中間精度は、併行精度と同様に各種同一条件下で長時間に複数回測定で構成され
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る繰り返し条件下の測定の精密さを示す。通常、同一試料を最低 1 日 2 回 15 日間測定す

る。また、室間再現精度は、試料は同一であるが他の条件が全て異なる場合を含んだ条

件下における精密さを示し、変動は最大となる。臨床検査室において、室内再現精度は

日内変動と日間変動を含んでいるため、ルーチン検査における患者検体測定値の一般的

な誤差を反映している。VS/E3.5 では、分散分析法により、日内変動と日間変動を個別

に推定しているので、F 検定により有意な日間変動の存在を確認することができる。総

合精密度（日内変動と日間変動の和）が、併行精度と同様に誤差許容限界（CVA）以下

であれば、精密度は保たれていると評価する。その他、測定試料が標準物質の場合に限

り、標準物質の拡張不確かさと総合精密度を用いて「日常検査における不確かさの推定」

を算出している。  

4.3 方法間比較（ method comparison） 

評価対象濃度全域を占める異なる 50 検体以上の患者試料を、比較対照法と評価対象測

定法で測定する方法である。この場合、必ず比較対照法（基準）を X 軸、評価対象測定

法を Y 軸とする。まず直線性を評価し（4.4 に解説）、直線性が確認できれば、その傾き

から比例系統誤差、切片から一定系統誤差の有無と程度を確認する。VS/E3.5 では、以

下の 2 つの場合に分けた評価が可能である。  

1）比較対照法の測定誤差が無視できる場合

最小二乗法による直線回帰式の推定は、X 軸の測定値に誤差が無く、測定値のバラツ

キを全て Y 軸の測定値が持つ誤差としてパラメータ推定を行っている。複数濃度の標準

物質測定による真度評価がこれに当たる。この場合、比例系統誤差は「傾き＝ 1」の検定

を行い、有意差が無ければ比例系統誤差は認められないとする。また、一定系統誤差は

「切片＝0」の検定を行い、有意差が認められなければ一定系統誤差はないとして評価す

る。直線関係の適合度は、残差プロット、標準誤差や決定係数（R2）を参考にする。尚、

同時に算出される相関係数は、直線関係の程度を示しているだけであり、真度評価には

適切な指標ではないことに留意されたい。  

2）比較対象法の測定誤差が無視できない場合

どのような測定法もバラツキを持っている。その誤差が無視できない場合は線形回帰

式を用いる。VS/E3.5 では、デミング回帰と標準主軸回帰の 2 種類が用意されている。

デミング回帰は 2 方法間の精度（分散）が異なる場合、その分散比(λ)を任意に設定で

き、分散の小さいほうに重みを置いて直線のパラメータ（切片・傾き）を推定する。標

準主軸回帰は 2 方法間の精度が同一であるとみなしてパラメータを推定する。この場合、

回帰式はマハラノビスの等確率楕円の長軸に一致する。マハラノビスの等確率楕円とは、

2 変量の各測定値平均を中心に確率的に 95%のデータが入る範囲を示した楕円である。

標準化残差同様に 2 変数の外れ値の存在を視覚的に確認するためのものである。一般的

に、相関係数（ r）が 0.95 未満の場合、1）の直線回帰式とこれら線形関係式は視覚的な

ずれを生じる。そのため、ブートストラップ法により求めた線形関係式のパラメータの

95％CI に直線回帰式のパラメータが入らない場合は、両直線式は有意に異なると判定し、

方法間比較の評価には線形関係式を用いる。ブートストラップ法とは、シミュレーショ

ンの一つであり、所与の測定結果と同じサンプルサイズの新たな標本を復元抽出により

作成し、目的とする統計量を計算する技法である。患者検体を用いた場合、その測定値
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分布に正規分布を仮定することが困難であるため、線形関係式の 95％CI はこの技法を用

いて最低 500 以上のデータセットを発生させ、求めた回帰係数を使って算出されている。 

4.4 直線性（ linearity）  

測定値が、測定範囲全域で直線性を保っているかを確認する。高濃度試料の希釈系列

を最低 4 段階以上作り、3 回以上複数回測定する。試料の理論値（X 軸）と測定値（Y

軸）として直線回帰式を求める。全データの平均値からの変動を総変動として、これを

回帰変動、残差変動、級間変動、純誤差変動に分解し、各変動を自由度で除して分散を

求め、F＝残差分散／純誤差分散として F 検定を実施する。p<0.001 の時に有意差がある

とみなし、直線性が保たれていないとする。この場合は、高濃度のデータを削除し、非

有意な測定点までを直線性があるとみなす。この方法は、NCCLS（CLSI）EP6-A ガイド

ライン（ 20）による方法である。ただしこのような検定を実施せず、プロット図および偏

差率から直線性を観察し、許容される偏差率（例えば回帰予測と実測平均の差が 5%）

から直線性を評価している場合も多い。これらに関する数理学的詳細は、細萱（1997、

2000）が詳しい（ 21）。 

4.5 特異性・選択性（ specificity・ selectivity）  

特異性は、諸成分の中に存在すると予測される測定対象成分を明確に区別する能力で

あり、選択性は一定の測定条件下において、サンプルマトリックスの多成分中から目的

の対象成分を正確に測定する能力である。対照試料に、5 段階以上濃度調整した干渉物

質を添加し、添加試料の混合系列を作成する。添加濃度が 0 である場合を基準として、

添加した場合の各測定値と変化率から評価する。臨床化学検査の場合、干渉物質として

ビリルビン、乳び、溶血、抗凝固剤、薬物が検討されている。VS/E3.5 では、影響物質

の濃度と測定結果を入力すると自動的に変化率（%）と測定値がグラフ化される。 変化

率（%）は、（添加試料の値－対照試料の値）×100／添加試料の値  として算出される。

これは原理的に添加回収試験と同一である。  

4.6 定量限界・検出限界（Limit of Quantitation・Limit of Detection） 

 定量限界とは、分析対象物質が許容される精密さで定量的に測定できる最低の値であ

り、検出限界とは、分析対象物質が定量的ではないが有るということが高い信頼度でい

える最低の値である。またブランク上限（Limit of Blank；LoB）とは、分析対象物質を

含まない、あるいは無視できる濃度である試料の測定値分布において、あらかじめ定め

た確率 α（有意水準）に対応する値である (22)。定量限界は、定量限界に近い濃度の試料

を複数用意し、各 5 回程度の反復測定を実施して  PP（precision profile）を求め、CV 値

が 10%（実行感度と呼び、任意の値とする場合がある）の点から推定する。検出限界は、

高感度測定が要求される腫瘍マーカーやホルモンなどの免疫関連物質の一部で実施され

る。まず被験物質を含まない試料を数種類、 5 日間以上測定しブランク上限を求める。

この際の測定総数は 60 以上が望ましいとされている。ブランク上限は、平均値+1.645×SD

として算出するが、下限がマイナスデータとなる場合は、ノンパラメトリック法

（percentile 法）によって上限 5%の値を求める。その後、検出限界に近い試料を複数使

用して複数日にわたる測定値を用い、各日の標準偏差を足し合わせて合成標準偏差とし

て算出する。以上より、検出限界＝得られたブランク上限＋1.645×合成標準偏差として

算出する。尚、係数 1.645 は、有意水準 0.05 の際の上側 Z（α）値であり、上側 5％点の
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分岐を意味する係数である。  

５．おわりに  

今回は、バリデーションに必要な統計学的指標を定量測定法のバリデーション算出用

プログラム Validation-Support/Excel Ver.3.5 に準拠して解説した。この検証から得られた

情報に基づき、実情に合致した内部精度管理法を選択（表 2）し、外部精度評価に参加

することで信頼できる検査値を臨床に提供できる (17)。 

表 2 誤差特性に応じた精度管理法の分類  

精度管理の対象（誤差特性） 精度管理手法

〇内部精度管理

１．測定誤差の管理 ばらつきとかたより

　１）日内誤差変動の管理 -Rs管理図（実時間管理）

　２）日間誤差がない測定法の管理 -R管理図

　３）日間誤差がある測定法の管理 -Rs-R管理図

　４）継続的なかたよりの管理 累積和管理図

　５）患者測定値のかたよりの管理 正常者平均法

２．個別データの管理

　１）極端値の管理 範囲チェック（高低チェック）

　２）検査過誤の管理 前回値チェック、項目間チェック

〇外部精度管理

１．精度管理調査（日本医師会、技師会など） コントロールサーベイ

２．継続的正確さの評価 技能試験（PT）
 

バリデーション以外にも精度管理に有用なプログラムは無償で配布されている。一般

社団法人千葉県臨床検査技師会のホームページから、統計解析用ソフト StssV/Excel2007 

Ver. 18 及び血液算定における室内精度管理プロクラム  Ver6.7 がダウンロードできる（ 23）。

また、斎藤（2008）は ISO15189 において必要とされる日常検査の不確かさの推定に関

して、実データに対して分散分析を用いた手法を解説しており（ 24）、その不確かさの計

算プログラムは日本臨床検査標準協議会（ JCCLS）から配布されている（ 25）。その他、

X -Rs-R 管理図の作成については、佐藤（2008）の作成した資料及びプログラムが有用

である（ 26）。今後の臨床検査技師教育においても、これら解析ソフトを有効に利用し精

度管理向上に努めることが急務と考える。 
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北里大学保健衛生専門学院紀要作成基準 

平成２４年１２月１８日 制定 

北里大学保健衛生専門学院紀要（以下「紀要」という。）は、以下の基準に定めるところ

により、作成するものとする。 

１ 紀要の発行等 

⑴ 紀要は、毎年１回以上を発行するものとし、学術委員会が作成を担当する。

⑵ 紀要の編集に当たって、学術委員会の下に編集委員会を置くことができる。

２ 投稿資格 

紀要に投稿できる者は、本学院同窓生、在校生、教職員、その他学内外から推薦され

た者とする。 

３ 紀要に掲載する学術領域 

紀要に掲載する学術領域は、健康科学及び医学、看護、医用生体工学など医療系の研

究・教育に関するものとし、論文の区分は原著 Original Artic1e、総説 Review Article、

症例報告 Clinical Report、論説 Letter などとする。 

４ 掲載原稿の選考及び決定等 

⑴ 学術委員会は、投稿された原稿の査読を行い、掲載予定原稿を選考し、学院長に推

薦する。 

  なお、学術委員会が必要と認めた場合は、原稿の査読を学術委員会委員以外の者に

依頼することができる。 

⑵ 学院長は、学術委員会から推薦のあった掲載予定原稿を確認し、最終決定する。

⑶ 営利性が認められると判断された論文は、原則として掲載しない。

５ 著作権等の取扱い 

⑴ 投稿された論文の著作権及び版権は、全て本学院に帰属するものとする。

⑵ 掲載された内容について、第三者の著作権を侵害するなどの指摘があった場合は、

原稿執筆者がその責任を負うものとする。 

６ インターネット上での公開

紀要は、本学院ホームページに掲載する。 

７ 執筆要領等 

  投稿原稿の執筆等に当たっての詳細は、別に定める「北里大学保健衛生専門学院紀要

執筆等要領」のとおりとする。 

８ 事務局 

紀要の作成に関する事務局は、学術委員会とする。 

９ 基準の改廃 

  この基準の改廃は、学術委員会の議を経て、学院長が承認する。 

10 附則 

⑴ この基準は、平成２４年１２月１８日から施行する。

⑵ この基準の施行に伴い、「北里大学保健衛生専門学院紀要投稿規程」は廃止する。
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北里大学保健衛生専門学院紀要執筆等要領 

１ 論文の言語 

⑴ 論文の原稿は、邦文又は英文で記し、邦文又は英文の要旨を付けてください。

２ 投稿原稿の原則 

⑴ 投稿原稿は、国内外を問わず他紙に未発表のものとします。

⑵ 論文の内容が倫理的考慮を必要とする場合は、必ず「方法」の項に倫理的配慮を記

載してください。 

⑶ ヒトを対象にした論文は、1964年のヘルシンキ宣言（以降の改変）に沿い、必要な

手続きを行ってください。特に臨床試料を扱う場合には、原則として所属機関の倫理

委員会などで認められた研究内容で、同意書等を取得した上で得たデータとします。 

⑷ 動物による論文は、動物愛護の立場から所属機関の実験動物に関する管理に従って

行ったことを明記してください。 

⑸ 論文の形式は、執筆要領に従ってください。これに反する場合は原則として受け付

けません。 

⑹ 修正などのために原稿を返却された場合は、返却日から１か月以内に返送してくだ

さい。期間内に返送されなかったものは不採用とします。また、修正を求められ再投

稿する場合は、指摘された事項に対する回答を付記してください。 

３ 執筆要領 

⑴ 論文の書き方等

① 表紙には表題、著者名、所属機関名、所属機関連絡先住所、キーワード（5 語以

内）、要旨（600 字以内）を邦文で記載してください。 

② 英文による表記を併記したい場合は最終頁に表題、著者名、所属機関名、所属機

関連絡先住所、キーワード（5 語以内、原則として英語の小文字・単数形で記載）、

要旨（500 語以内・シングルスペース）を記載してください。上項ともにポイント

数、配置等についてはひな形を参照のこと。 

③ 異なる機関に属する者の共著である場合は、所属ごとに番号を付してその番号を

著者氏名の右肩に示した上で、氏名欄の下に一括して番号ごとの所属先を記してく

ださい。 

④ 表紙頁を 1 頁として、通し番号を付してください。

⑤ 2 頁目から、序文、方法、結果、考察、結論、謝辞、引用文献、脚注の順に記載

し、原稿の構成も同様としてください。なお、それぞれの見出しの言葉は変更して

も構いません。 

⑥ 論文は A4 普通用紙を使用し、邦文論文は横書きで、英文論文はシングルスペース

で記述してください。また、数字及び英字は原則として半角としてください。 

⑦ 英文論文は、英語に関して十分な知識を持つ専門家の事前チェックをなるべく受

けてください。なお、学術委員会の判断で、受理後の印刷前に英文チェックを行う

場合があります。その際の費用は、著者の負担となります。 

⑧ 原著原稿は、邦文・英文共に刷り上がり A4普通紙 6～10 頁程度、これ以外の原稿

は 6 頁までとします。 
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⑨ 文字使い等は、次のとおりとしてください。

・学名はイタリック体を用いるかアンダーラインで明示してください。

・化学物質名・菌名・病名等は省略せずに記述し、略号を用いる場合には文中にそ

の旨を記してください。

・外来語は、片仮名で書いてください。

・外国人名や適当な日本語訳のない術語などは、原綴を用いてください。

・単位は、特別の理由がない限り SI 単位を用いてください。

・数字は、アラビア数字を用いてください。

・表題には商品名を用いないでください。文中に登録商標名を使用する際は、最初

を大文字とし、登録商標名のあとに社名を括弧書きして表記してください。

・図・表及び写真は本文に挿入してください。図表は可能な限り白黒とし、組織標

本などカラーが必要な場合のみカラーとしてください。

⑩ 引用文献の記載様式は、次のとおりとしてください。

・引用文献は、本文中の引用箇所右肩に、⑴、（1～3）、（1,3～5）などの上付き両括弧数字で

示し、本文の最後に一括して引用番号順に記載してください。

・引用できる文献は、既に発行された書籍、論文とします。

・引用文献の記載は、以下の形式としてください。雑誌名の略記は「医学中央雑誌」

及び「Index Medicus」に従ってください。

ⅰ 学術雑誌の例

〔著者名、表題、雑誌名、発行年(西暦)；巻：頁一頁．〕 

⑴ 北里柴三郎、志賀潔、細菌の遺伝子調節予防法、北里研究所雑誌、1868；

58：267-274． 

⑵ Kitasato S, Shiga K, Hata S, Effect of the Toxin on stress and

temperature. Arch Kitasato Inst, 1887；55：121-125. 

ⅱ 単行本の例 

〔著者名・表題・編者名・書名．発行所所在地：発行所、発行年(西暦)；頁

一頁．〕 

⑴ 志賀潔・赤痢菌・北里柴三郎編・細菌検出方法．東京：北里研究所出版、

1830；246-258． 

⑵ Hata S, Kitasato S・Antibiotic and resistant bacteria・Kitasato S ed.・

In Method for extracted antibiotic．Tokyo：Kitasato Inst press、1839；

101-128．

ⅲ 特殊な報告書、投稿中原稿、私信などのほか、インターネットのホームペー

ジは、原則として引用文献としては認められません。 

⑪ 研究実施や原稿作成などの過程で、研究助成、特定の企業、その他の団体の経済

的支援を受けた場合は、論文内にその旨を記載してください。 

⑫ 最後に、頁数、文字フォント、ポイント等が執筆要領及び原稿ひな形に沿って作

成されているか確認してください。 

４ 原稿等の送付方法 

⑴ 原稿等は、原則として電子投稿とします。
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⑵ 原稿等は、電子メールの添付ファイルとして送付してください。なお、メールの送

信については自己責任において行ってください。 

⑶ 電子ファイルの保存形式は、Word若しくは pdf 形式としてください。

⑷ 電子投稿ができない場合は、電子メディア（CD-ROM等）に保存したものを郵送して

ください。その際は、記憶媒体にラベルを貼り、筆頭著者氏名、保存形式を併記して

ください。 

⑸ 投稿する際は、必ず 様式 1）原稿審査依頼書（指定様式）を添付してください。

⑹ 電子投稿の送付先アドレス及び郵送先は、次のとおりです。

E-mail アドレス：symposia@kitasato-u.ac.jp

郵送先：〒949-7241 新潟県南魚沼市黒土新田 500 番 

北里大学保健衛生専門学院 学術委員会事務局 宛 

電話 025-779-4511 

ただし、学内の教職員等が投稿する場合の提出方法は、別途通知します。 

なお、郵送する場合は、必ず簡易書留便又は宅配便（メール便は除く）とし、封筒

の表に「北里学院紀要原稿」と朱書きしてください。 

⑺ 受領した原稿（記憶媒体を含む。）は、返却しません。

５ 原稿の校正等 

⑴ 掲載原稿の校正は、学術委員会において行います。

⑵ 原稿の掲載は、論文の区分ごとに受理順とします。

６ 掲載料等 

⑴ 査読料及び掲載料は無料です。

⑵ 組織標本などカラーでの掲載を希望する場合の印刷費用は無料です。

⑶ 発行した紀要は、著者数＋１冊を第一著者に贈呈します。

７ 掲載内容の使用手続き 

⑴ 紀要に掲載された図表など原著性の高い内容を、他の雑誌や書籍刊行物で使用する

場合は、指定様式（様式 2）により本学院に必ず書面で許諾申請を行ってください。

電子メールでの申請は受け付けません。 

⑵ 使用が許可された図表等に関しては、引用文献あるいは脚注として明示、謝辞など

に記載してください。 

８ その他 

  紀要の執筆等に当たって不明な点は、「学術委員会事務局」までお問い合わせください。 

以 上 
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編 集 後 記 

昨年、北里大学保健衛生専門学院紀要第 24 巻への投稿は 1報にとどまり、やむなく発行

を断念し、本年投稿いただいた 3 報と合わせ、第 24・25 巻合併号として発行することとな

りました。 

御投稿をいただいた皆様に心より感謝を申し上げます。 

 根拠に基づく医療（EBM, evidence-based medicine）は、1991 年にカナダのマクマスター

大学のグループにより提唱されたものであり、「最新で最良の科学的根拠に基づいて臨床上

の意思決定を行うこと」と定義されました。現在、新型コロナウイルス感染症の拡大によ

り世界が大きな被害を受ける中、科学的根拠に乏しい多くの医療・医学情報が世界中に広

がっております。 

本学院を含む医療にかかわる者を養成する機関では、科学的根拠に基づく医療を実践で

きる人材を育成し、世の中に供給することが求められております。 

本学院が主催する北里大学保健衛生専門学院紀要及び魚沼シンポジアは、それらを学び

実践する上で得られた研究成果を、教員及び在校生、卒業生が科学的根拠として発表する

機会となるものです。 

 今後とも多くの御投稿・御発表をいただきますよう、どうぞよろしくお願い申し上げま

す。 

2020 年 7月 20 日 

学術委員会委員長 

小林 健司 
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	④第24.25巻掲載原稿（小林浩二：統計学（精度管理とバリデーション
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