
この添付文書をよく読んでから使用ください。

【全般的な注意】
◦�本品は体外診断用医薬品ですので、それ以外の目的に使用しないでく

ださい。
◦�本品の測定結果は、患者の治療歴、臨床症状その他関連する他の検査

結果等を考慮して総合的に判断ください。
◦�添付文書に記載されている以外の使用方法については保証しません。
◦�使用する機器の添付文書及び取扱説明書をよく読んでから使用くださ

い。

【形状・構造等（キットの構成）】
構成試薬名 成分
試薬 1 （Reagent R1 Antibody/Substrate）

抗メトトレキサートウサギポリクローナル抗体
グルコース -6- リン酸
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド

試薬 2 （Reagent R2 Enzyme）
グルコース -6- リン酸脱水素酵素標識メトトレキサート

【使用目的】
血清又は血漿中のメトトレキサート濃度の測定

【測定原理】
本品は、ホモジニアスエンザイムアッセイにより、検体中のメトトレキ
サートとグルコース-6-リン酸脱水素酵素（G6PDH）標識メトトレキサー
トの競合反応に基づいて測定します。
検体中のメトトレキサートは試薬2中のG6PDH標識メトトレキサートと
競合し、試薬1中の抗メトトレキサートウサギポリクローナル抗体と結合
します。G6PDHの酵素活性は抗体と結合することにより低下しますの
で、検体中のメトトレキサート濃度は酵素活性に正比例します。抗メト
トレキサートウサギポリクローナル抗体と結合できなかったG6PDH標
識メトトレキサートは、酸化型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド

（NAD）をNADHに変換するので、その際に生じる吸光度変化を光学的に
測定します。
なお、酸化型NADは本キットに使用されている菌由来の酵素にのみ作用
しますので、血清中の内因性のG6PDHは本法には影響を及ぼしません。

【操作上の注意】
1．	測定試料の性質・採取法
	 ◦�本品の測定には、血清又は血漿（ヘパリンナトリウム、ヘパリンリチ

ウム、EDTA）を使用ください。患者検体は、一貫性を保つため同じ
検体種を使用することを推奨します。全血は使用できません。

	 ◦�検体を採取する時間は、服用量、点滴期間、患者の臨床状態に依存
します。検体採取時間は、薬物療法プロトコールを参考ください。

	 ◦�採血はTDMの採血管が使用できます。
	 ◦�採血から測定までの間に、泡立てたり繰り返しの凍結融解は避けて

ください。
	 ◦�フィブリン、赤血球や浮遊物はエラー結果の原因となりますので、

遠心分離で完全に取り除いてください。
	 ◦�分離した検体は2～8℃保存で2週間まで保存できますので、それ以

上保存する場合は−10℃以下で保存ください。凍結融解の繰り返し
には注意ください。検体は−20℃保存の場合、3回まで凍結融解が
可能です。

	 ◦�全ての患者検体は、感染性があるものとして扱ってください。
	 ◦�保存検体は室温に戻してから使用ください。
2．	妨害物質・妨害薬剤
		  Beckman Coulter AU680を用いて測定しました。
	 ⑴�妨害物質の影響は、CLSI EP7-A2に従い実施しました。
		�  メトトレキサートの既知濃度（約0.05と0.5µmol/L）を用い、血清

中で潜在的に干渉する内因性物質の影響を臨床的に高濃度な域で評
価しました。

		�  各検体はメトトレキサートのコントロール血清と共に本品で測定し
ました。メトトレキサートの測定は、試験した内因性物質のレベル
では影響を受けませんでした。

メトトレキサート
～ 0.05µmol/L

メトトレキサート
～ 0.50µmol/L

物質名 濃　度
血清

コント
ロール

測定値
血清

コント
ロール

測定値 回収率
%

アルブミン 12g/dL 0.05 0.05 0.48 0.50 103.5
抱合型ビリルビン 70mg/dL 0.05 0.06 0.48 0.49 101.4
非抱合型ビリルビン 70mg/dL 0.05 0.05 0.48 0.48 101.4
コレステロール 620mg/dL 0.05 0.04 0.47 0.48 103.2
ガンマグロブリン 12g/dL 0.05 0.06 0.48 0.49 100.7
ヘモグロビン 1000mg/dL 0.06 0.06 0.48 0.49 101.4
リウマトイド因子 1080IU/mL 0.06 0.07 0.46 0.45 96.7
トリグリセライド 835mg/dL 0.05 0.04 0.48 0.48 98.6
尿酸 30mg/dL 0.05 0.06 0.48 0.49 100.7

	 ⑵�交差反応性
		�  本品への影響を検討するため、構造類似性があるメトトレキサート

の代謝物質と葉酸の類似体とその他の化合物を評価しました。
		�  高濃度の化合物をメトトレキサート濃度0、0.05、0.50µmol/Lの

プール血清に添加した試料を測定し、構造類似体を含む試料と血清
コントロールを比較しました。

		  ◦�主要代謝物7-ヒドロキシメトトレキサートとの交差反応性
			�   高用量メトトレキサート（HDMTX）の投与後、血清又は血漿中の

7-ヒドロキシメトトレキサート濃度は、メトトレキサートを通常
は上回ります。7-ヒドロキシメトトレキサート濃度はHDMTX投
与の12～48時間後に最大100倍までメトトレキサートを上回る
と報告されました1～6。

			�   メトトレキサート測定時の7-ヒドロキシメトトレキサートによる
交差反応性は、メトトレキサート0.05µmol/Lと7-ヒドロキシメ
トトレキサート5µmol/Lを含むヒト血清、及びメトトレキサート
0.5µmol/Lと7-ヒドロキシメトトレキサート50µmol/Lを含むヒ
ト血清を本品で測定して決定しました。

			�   本品は、主要代謝物である7-ヒドロキシメトトレキサートとは交
差反応しません（≦0.1%）。

		  ◦�2,4-Diamino-N10-methylpteroic acid （DAMPA）との交差反応
性

			�   メトトレキサートの微量代謝物質であるDAMPAは、メトトレキ
サートの測定を妨害する濃度の循環は予想されません7。しかし続
くグルカルピダーゼ救援療法では、DAMPAの血清濃度は高くな
る場合があります8,9。本品は微量代謝物であるDAMPAと大幅に
交差反応します。

			�   試験は、未変化体メトトレキサートの非存在下で実施しました。
DAMPAとの交差反応性は、76.3～100%でした。循環メトト
レキサートをすばやくDAMPAに変換するグルカルピダーゼ（カル
ボキシペプチダーゼG2）を用いた治療中は本品での測定を行わな
いでください。

		  ◦�薬剤との交差反応性
			�   本品は、トリアムテレンとトリメトプリムとわずかに交差反応し

ます。しかし、同時投与した場合、これら薬剤は更なる副作用に
よってメトトレキサート癌治療に禁忌となることがあります。こ
れらの化合物の構造は、メトトレキサートのプテリジン環の一部
に一致します。

			�   メトトレキサートを含まない場合、トリアムテレンとの交差反応
性は1.15％、トリメトプリムとの交差反応性は0.01％でした。
メトトレキサートが含まれる場合、トリアムテレンとの交差反応
性は≦3.3％、トリメトプリムとの交差反応性は≦0.5％でした。

		  ◦�葉酸類似体及びその他の薬剤との交差反応性
			�   本品は、以下の葉酸類似体又は他の薬剤と記載の濃度まで交差反

応は見られませんでした（≦0.01%）。
薬剤 濃度（µmol/L）
アドリアマイシン 1000
シクロホスファミド 1500
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薬剤 濃度（µmol/L）
シトシン 1000
ジヒドロ葉酸 1000
DL-6-メチル-5、6、7、8-テトラヒドロプテリン 1000
葉酸 1000
フォリン酸（ロイコボリン） 1000
5-フルオロウラシル 3000
6-メルカプトプリン 1000
5-メチルテトラヒド葉酸 1000
プレドニゾロン 1000
ピリメタミン 1000
スルファメトキサゾール 1600
テトラヒド葉酸 1000
ビンブラスチン 1000
ビンクリスチン 1000

【用法・用量（操作方法）】
1．	試薬の調製方法
	 ◦�試薬は液状なのでそのまま使用できます。
2．	必要な器具・器材・試料等
	 ◦�（別売）ARK メトトレキサート キャリブレータ
		  （ARK Methotrexate Calibrator）
	 ◦�（別売）ARK メトトレキサート コントロ－ル
		  （ARK Methotrexate Control）
	 ◦�（別売）ARK メトトレキサート 希釈緩衝液
		  （ARK Methotrexate Dilution Buffer）
		�  本品は、各種の自動分析装置に使用できます。
		�  分析装置は、反応温度保持状態、検体／試薬分注機能、酵素比率精

密測定機能、反応時間調整機能、試薬混合機能を有するものを使用
ください。

		�  測定パラメーター及び詳細な測定方法は別途用意されています。弊
社担当又はカスタマーケアセンターにお問い合わせください。

3．	測定法
		�  使用する自動分析装置の取扱説明書及び各パラメーターを参照くだ

さい。
4．	キャリブレータ
	 ◦�ARK メトトレキサート キャリブレータ（別売）A～Fを2重測定して、

検量線（6ポイント）を実施ください。検量線は2濃度以上のコントロ
ールを用いて確認ください。

		  較正が必要な場合：・試薬を新しいロットに変更する場合
											           ・精度管理の結果より必要と思われる場合
											           ・�各施設における精度管理方法に基づき必要と

される場合
5．	精度管理
	 ◦�ARK メトトレキサート コントロ－ル（別売）を使用して施設の精度

管理を実施ください。
	 ◦�精度管理の頻度については、行政当局の規制や許可条件に従ってく

ださい。既知濃度の精度管理用物質を少なくとも1日1回、2濃度（低
濃度・高濃度）を測定ください。コントロール値の傾向や変化を観察
しこれらが認められた場合や測定結果が許容範囲外の場合は、各施
設の手順に従い対処ください。

6．	希釈
		�  本品の測定範囲は0.04～1.20µmol/Lです。1.20µmol/Lを超え

る検体及びコントロールは希釈して測定ください。
		�  ARK メトトレキサート 希釈緩衝液（別売）で下記の表を参考に用手

法で10倍系列希釈ください。
検体量 使用検体 希釈液量 希釈倍率 希釈ファクター
50µL 原液 450µL 1:10 10
50µL 1:10 検体 450µL 1:100 100
50µL 1:100 検体 450µL 1:1000 1000
50µL 1:1000 検体 450µL 1:10000 10000

		�  希釈ファクターは以下の式から求めます。測定結果に希釈ファクタ
ーを乗じてください。

		�  希釈ファクター＝

【測定結果の判定法】
1．	測定結果の判定
		  機器はメトトレキサートの結果を、µmol/Lで表示します。
		�  µmol/Lをµg/mLす る に は、 得 ら れ た 値 を 換 算 フ ァ ク タ ー の

2.2005で除してください。
2．	判定上の注意
	 ◦�本品の測定は血清又は血漿用に設計されています。詳しくは【操作上

の注意】1.測定試料の性質・採取法の項を参照ください。

	 ◦�測定方法によって値が変動する可能性があるため、同一患者の治療
のためには一貫して同じ方法を用いてください。

	 ◦�本品の測定結果は、患者の臨床所見及び病歴も含め、必ず他の診断
法と併せて総合的に評価ください。

	 ◦�高用量メトトレキサートの救援療法でグルカルピダーゼ（カルボキシ
ペプチダーゼG2）を投与された患者検体は、本品で測定しないでく
ださい。これらの検体は、グルカルピダーゼによるメトトレキサー
トの代謝から生じる4[[2,4-ジアミノ-6-（ピリジニル）メチル]-メチル
アミノ]-安息香酸（DAMPA）の血清レベルが上昇しています10-12。

		�  DAMPAは本品において使用する抗メトトレキサート抗体と交差反
応します。血清メトトレキサートの正確な測定ができるまでに、少
なくとも5～7日間は循環している可能性があります8。DAMPAに
よる干渉でメトトレキサート濃度の偽高値を報告しないために、医
師はグルカルピダーゼが投与されている場合、検査室に知らせる必
要があります8。グルカルピダーゼは良好な耐用性を示し急速に血中
メトトレキサートを減少させる一方、依然としてメトトレキサート
の腎排泄遅延が成人及び高齢者で問題となっています9。

3．	有効治療濃度域
		�  メトトレキサート血清レベルは、使用、投与量、投与方法、治療計

画、個々の薬物動態学、代謝作用と他の臨床学的因子に左右されま
す13,14。例えば、乳がんの治療において約10～100µmol/Lに達し1、
骨肉腫の高用量治療で1000µmol/Lを上回ることがあり15、骨肉腫
の小児患者で点滴4時間後にメトトレキサートは最大3100µmol/L 
に達しました16。骨肉腫の治療に用いるメトトレキサート減衰曲線
は幅広い変動を有しています15。24時間：30～300µmoL/L、48 
時間：3～30µmol/L、72時間：0.3µmol/L 未満です。通常、
10mgのロイコボリンは、メトトレキサート投与開始からの24時間
後に静注されます。以降は24、48、72時間後のメトトレキサート
レベルに従って調整、投与されます。24時間で50µmol/L、48時
間で10µmol/L、72時間で0.5µmol/Lを超えるメトトレキサート
濃度レベルは、潜在的な毒性の前兆となり、メトトレキサートレベ
ルが<0.1µmol/Lになるまで通常のアルゴリズムに従ってロイコボ
リン投与は増加されます。一般的にメトトレキサート治療ガイドラ
インでは、メトトレキサートレベルが0.05µmol/L以下に低下する
まで、ロイコボリンの継続を推奨しています13,17。複数の施設は、≦
0.10µmoL/Lとしています15,18。

		�  以下、処方と他の情報：Laboratory Indicators of Toxicity 
Following Leucovorin Rescue Schedules with High Dose 
Methotrexate.13,17,19

臨床的症状
結　　果

メトトレキサート
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		�  腎臓毒性は、重大なリスクであり、バンコマイシンなど他の薬剤と
の同時投与によって悪化する恐れがあります9,19,20。

		�  消化器疾患（吐き気、嘔吐、腹痛）、皮膚－粘膜疾患（粘膜炎）、血液
学的な異常（好中球減少、血小板減少）、肝機能障害と神経毒性を含
む2,21-27他のタイプの毒性が起こることがあります。

		�  7-ヒドロキシメトトレキサート代謝物の発現状態を考慮すると1,2、
メトトレキサートに対するモル比率が約100倍にまでなること、モ
ル比率3、未変化体に対する相対不溶性9,19、腎尿細管における代謝物
の析出が原因の腎毒性3などは、メトトレキサート自体の排泄を遅ら
せる可能性があります。

		�  グルカルピダーゼ療法（例外的使用により利用可能）は、細胞内薬物
ではなく血中メトトレキサート濃度を急激に低下させます。グルカ
ルピダーゼ療法後にメトトレキサートの血清レベルのリバウンド効
果が観察されました9。免疫測定によるメトトレキサートのモニタリ
ングに影響がなくなるまでには、DAMPAの排泄に数日かかります8。

【臨床的意義】
メトトレキサート[4-[[（2,4-ジアミド-6-プテリジニル）メチル]メチル 
アミノ]ベンゾイル]-L-グルタミン酸]（アメトプテリン）は、特定の腫瘍疾
患、重度の乾癬や成人の関節リウマチの治療に使用される代謝拮抗物質
です13,14,28。メトトレキサートは重度の毒性を示す可能性があるため、中
毒作用を早期に検出できるように、メトトレキサート治療を受けている
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患者は、厳重にモニタリングする必要があります。ロイコボリン救援療
法を用いたメトトレキサート治療のガイドラインを参考ください13。高用
量のメトトレキサート（約35mg/m2～12g/m2）とロイコボリン（シトロ
ボラム因子）救援療法は骨肉腫、白血病、非ホジキンリンパ腫、肺及び乳
がんに有効として利用されています29～33。

【性能】
1．	測定範囲
		  0.04～1.20µmol/L
2．	性能
	 ⑴感度
		�  キャリブレータA（0µmol/L）とキャリブレータF（1.20µmol/L）を

測定するとき、その差は125mA/min以上です。
	 ⑵正確性
		�  濃度既知の管理用検体を用いて測定するとき、その値は表示値の 

±15%以内です。
		�  濃度既知の管理用検体を希釈して測定するとき、その値は表示値の 

±20%以内です。
	 ⑶同時再現性
		�  濃度既知の管理用検体をそれぞれ複数回同時に測定するとき、

0.1µmol/L未 満 の 管 理 用 検 体 の 標 準 偏 差（SD）は0.01以 下、
0.1µmol/L以上の管理用検体の変動係数（CV%）は10%未満です。

3．	相関性
		�  CLSI EP9-A3に 従 い 相 関 性 試 験 を 実 施 し ま し た。Beckman 

Coulter AU680 及び日立7170を用いて本品を測定し、測定結果
を比較しました。

		�  日立7170でのメトトレキサート濃度は0.04～1050µmol/L
（µM）で、Beckman Coulter AU680でのメトトレキサート濃度は
0.04～1070µmol/Lの112検体をPassing-Bablok34法を用いて
回帰分析（95%信頼区間）しました。測定範囲内の112検体と希釈
を必要とする測定範囲を超える検体を含めた142検体の結果は以下
のとおりです。

濃度 0.04～1.11µM 濃度 0.04～1050µM
傾き 0.99 （0.96～1.00） 1.00 （1.00～1.02）
y切片 0.00 （0.00～0.01） 0.00 （0.00～0.00）
相関係数（r2） 0.98 （0.97～0.98） 1.00 （1.00～1.00）
検体数 112 NA 142 NA

4．	添加回収
		�  メトトレキサートを含まないヒト血清にメトトレキサート薬剤を添

加することによって実施しました。保証された高純度メトトレキサ
ートをメトトレキサートを含まないヒト血清に容量添加し、測定範
囲にわたる濃度としました。各検体は生化学自動分析装置で6重測定
されました。結果の平均と目標濃度を比較し、回収率を算出しました。

		�  回収率（％）＝100×

理論値（µmol/L） 実測値　平均（µmol/L） 回収率（％）
0.06 0.06 102.8
0.10 0.11 108.3
0.30 0.30 101.1
0.60 0.62 103.3
1.00 1.06 105.7

総回収率 104.2

5．	直線性
		�  CLSI EP6-Aに従い、直線性試験を実施しました。
		�  血清検体を1.40µmol/Lに調整し、メトトレキサートを含まないヒ

ト血清を用いて段階希釈しました。
		�  0.03～1.20µmol/Lの範囲で直線性が示されました。

理論値
（µmol/L）

実測値
（µmol/L） 1回期待値 2回期待値 差異

（µmol/L又は%）
0.00
0.03
0.05
0.12
0.24
0.36
0.48
0.72
0.96
1.20

0.01
0.04
0.06
0.13
0.24
0.36
0.49
0.72
1.02
1.27

−0.002
0.029
0.050
0.124
0.250
0.375
0.501
0.753
1.005
1.257

0.010
0.038
0.057
0.125
0.243
0.363
0.486
0.740
1.003
1.277

NA
0.009µmol/L
0.007µmol/L

1.1%
−2.7%
−3.2%
−3.0%
−1.8%
−0.2%

1.6%

		�  メトトレキサート2～1200µmol/L を含む検体は、プールされた
ヒト血清で調製しARK メトトレキサート 希釈緩衝液（別売）で測定
範囲に入るよう希釈しました。測定されたメトトレキサートの回帰
は測定範囲内で直線性が示されました。

6．	精度
		�  CLSI EP5-A3に従って実施しました。6レベルのARK メトトレキ

サート コントロ－ル（別売）とメトトレキサートを含むヒトプール血
清を使用し、4重測定で2回、20日間にわたり測定を行ったところ、
下記の結果が得られました。

		�  それぞれの測定は1日あたり少なくとも2時間で区切られ、測定間再
現性、同時再現性、総再現性のSDとCV（%）は計算されました。

		�  合格基準：�>0.1µmol/Lの総再現性CV（%）が10%以下、 
≦0.1µmol/LのSDが0.01以下

検体 N数 平均
（µmol/L）

測定間再現性 同時再現性 総再現性
SD CV（%） SD CV（%） SD CV（%）

本品コントロール
LOW 160 0.08 0.006 7.8 0.004 5.5 0.008 9.6
MID 160 0.39 0.009 2.2 0.007 1.7 0.012 3.1

HIGH 160 0.78 0.026 3.3 0.027 3.5 0.038 4.9
5 160 5.2 0.186 3.6 0.247 4.8 0.309 6.0

50 160 48.7 3.674 7.6 2.264 4.6 4.439 9.2
500 160 516.8 13.284 2.6 35.641 6.9 38.813 7.5

ヒトプール血清
LOW 160 0.08 0.007 8.9 0.006 7.2 0.009 11.2
MID 160 0.41 0.011 2.6 0.008 2.1 0.015 3.7

HIGH 160 0.82 0.038 4.6 0.031 3.8 0.050 6.1
5 160 5.2 0.278 5.3 0.381 7.3 0.464 8.9

50 160 53.0 1.624 3.1 3.319 6.3 3.705 7.0
500 160 507.9 12.222 2.4 22.957 4.5 26.177 5.2

7．	ブランク上限／定量限界／検出限界
		�  CLSI EP17-A2に従い、ブランク上限（LoB）、検出限界（LoD）及び

定量限界（LoQ）を求めました。
		�  本品を分析した結果は下記のとおりです。結果は機器によって異な

ることがあります。
基　　準 濃度　µmol/L

LoB N=60 µB+1.645 SD、SD=0.002 0.00
LoD N=60 LoB+1.652 SD、SD=0.012 0.02
LoQ N=40 LoQ−2SD ＞LoD 0.04

		  各施設ごとに報告基準を決めてください。
		  下記は、CLSI EP17-A2が適切と提案している方法です。

測定結果≦LoB 「0.02未満」を報告
LoB＜測定結果＜LoQ 「検出濃度（＜LoQ未満）」を報告
測定結果≧LoQ 「測定結果」を報告

		�  【性能】３～７の試験については、Beckman Coulter AU680を用
いて測定しました。

8．	標準物質のトレーサビリティ
		  USP Methotrexate

【使用上又は取扱い上の注意】
1．	取扱い上の注意
	 ◦�検体及びヒト由来成分を含む試薬は、HIV、HBV、HCV等の感染の

恐れがあるものとして取扱ってください。検査にあたっては感染の
危険を避けるため使い捨て手袋を着用し、また口によるピペッティ
ングを行わないでください。

2．	使用上の注意
	 ◦�試薬1及び試薬2は組合せて供給されます。異なるロットの試薬を組

合わせて使用しないでください。
	 ◦�試薬の保管は、測定値に与える影響があることがありますので、試

薬は、垂直に立て、キャップをしっかりと閉じて保管ください。
	 ◦�使用前に試薬を自動分析機器の専用容器へ移す必要がある場合には、

試薬1と試薬2の相互汚染を避けてください。
	 ◦�本品は、各種自動分析装置で使用できることを確認していますが、

使用者による変更は本法の性能や測定結果に影響することがあるた
め保証できません。添付文書に記載されている使用方法を変更した
場合は、使用者の責任において検証ください。

	 ◦�2～8℃保存の場合は、ラベルに記載された有効期間まで安定です。
	 ◦�試薬は凍結できせん。
	 ◦�32℃以上の温度に長時間放置しないでください。
3．	廃棄上の注意
	 ◦�試料（検体）中にはHIV、HBV、HCV等の感染性のものが存在する場

合がありますので、廃液、使用済み器具などは適切な消毒処理ある
いは滅菌処理を行ってください。

	 ◦�残った試薬や検体を廃棄する場合には、医療廃棄物に関する規定に
従って、医療廃棄物又は産業廃棄物等区別して処理ください。

	 ◦�試薬類や廃液が飛散した場合には、拭き取りと消毒を行ってくださ
い。

＊＊

実測値平均
理論値

実測値平均
理論値

＊＊
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＊＊
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【貯蔵方法・有効期間】
貯蔵方法：2～8℃保存
有効期間：18ヶ月

【包装単位】
試薬1     16mL×1
試薬2     8mL×1
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