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流路下で再構成血液の白色血栓形成における血小板製剤の寄与を評価する新しい定

量法
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【背景と目的】現在，血小板（Platelet：PLT）製剤の品質評価は，検査材料としての PLTのみを分析する一連の
in vitro 試験で行われている．しかしながら，連続的な止血過程に近い条件下で PLT生理機能を評価することが理
想的である．そこで本研究では，マイクロチャンバーを用いて，一定のせん断応力（600/s），赤血球（Red blood
cell：RBC）および血漿の存在下，PLT製剤の血栓形成能を評価する in vitro システムの開発を試みた．
【材料と方法】血液サンプルは，PLT製剤，標準ヒト血漿（Standard human plasma：SHP），標準 RBCを混合し
て再構成した．各成分は，他の二成分を定値とし連続的に希釈した．このサンプルをフローチャンバーシステム（To-
tal Thrombus-formation Analysis System［T-TAS］）に供して，大動脈せん断応力条件で白色血栓形成（White throm-
bus formation：WTF）を評価した．
【結果】試験サンプルの PLT数とWTFは良好な相関性を示した．SHP 10%以下含むサンプルのWTFは，SHP
40%以上含むサンプルより有意に低値であり，SHP 40%～100%の範囲では差を認めなかった．赤血球非存在下にお
いてWTFは有意に低下したが，赤血球存在下においてWTFはヘマトクリット値 12.5%～50%の範囲で差を認めな
かった．
【結論】再構成血液を用いて T-TASで評価されたWTFは，PLT製剤の品質を定量的に判断するための新しい生
理学的血栓試験として役立つと考えられる．
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はじめに
止血はいくつもの反応から構成され，損傷した血管
から過剰な出血を防ぐ重要な機構である．一次止血は，
血小板（Platelet：PLT）が傷ついた内皮に接着し脱顆
粒により凝集を起こす反応であり，二次止血は，それ
に続く凝固カスケードによるフィブリン塊形成から構
成されている１）～３）．血流せん断応力の違いにより形成さ
れる血栓の特性は異なる．すなわち，高せん断応力下
では PLTを主とした白色血栓が形成されるが，低せん
断応力下ではフィブリンを主とした白色血栓または赤

血球（Red blood cell：RBC）を含む赤色血栓が形成さ
れる４）～６）．炎症に伴う凝固因子の増加，線溶阻害因子の
増加，脱水による血液粘度の上昇などの血液組成の変
化は，血栓形成に促進的役割を果たす７）．それゆえ，血
流と血液組成は Virchow3徴（①血流の鬱滞，②血管内
皮の障害，③血液凝固能の亢進）の血液関連因子とし
て止血部位での血栓形成に影響を与える８）．
血液センターではPLT減少症の患者に輸血されるPLT

製剤の品質を PLTの形態，代謝特性，表面抗原，低浸
透圧ショック回復反応，凝集能などに基づいて評価し
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表 1　標準ヒト血漿（SHP）中の凝固関連因子濃度

SHP FII FV FVII FVIII FIX FX FXI FXII FXIII VWF：Rco Fibrinogen AT Plasminogen
（%） （IU/ml）（IU/ml）（IU/ml）（IU/ml）（IU/ml）（IU/ml）（IU/ml） （%） （IU/ml）（IU/ml） （g/l） （IU/ml） （%）

100 0.93 0.87 0.84 0.92 0.86 0.88 0.89 94 0.99 0.89 2.5 0.91 93

略語：AT，antithrombin；F，factor；VWF RCo，von Willebrand factor ristocetin cofactor activity.

ている９）１０）．Multiplate（Dynabyte Medical, Munich, Ger-
many）と VerifyNOW（Accriva Diagnostics, San Diego,
CA, USA）は非血流条件で PLT活性化剤に対する PLT
の反応性を評価している．一方，PFA-100（Siemens
Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany）は
血流条件下，PLT凝集塊形成に伴うキャピラリーの閉
塞を評価しているが，この PLT機能検査では二次止血
を反映できていない１１）．ROTEM（Tem Innovations
GmbH, Munich, Germany）は，非血流条件下，外因性
または内因性の凝固活性化試薬を用いた凝固試験とし
て血液粘弾性の変化を測定できるが，PLT機能につい
ては感度が比較的低い１１）．それゆえ，これらの検査で
PLT輸血による患者血栓形成能回復の全体像を予測す
ることは難しい．近年，血栓形成能解析システム（To-
tal Thrombus-formationAnalysis System, T-TAS；Fu-
jimori Kogyo, Tokyo, Japan）という新しく簡単に血栓
形成能を評価することが可能な装置が登場した．この
装置はすべての資材がキット化されており，フローチャ
ンバーシステムを利用し，血栓形成に伴う流圧をモニ
タリングすることで，全血の血栓形成能を評価するこ
とが可能な自動化システムである１２）～１４）．本システムは，
コラーゲンと組織トロンボプラスチンを塗布したマイ
クロチップに全血サンプルを加え，白色血栓形成（White
thrombus formation：WTF）によりキャピラリーがほ
とんど完全閉塞するまでの閉塞時間（T80：80kPaまで
の時間）と血栓形成に伴う圧力上昇を測定し，それら
の積分値を解析（Area under the curve for 30 min
［AUC30］）することで，活性化 PLTとフィブリンからな
るWTFの定量が可能である．このように，T-TAS
は一次止血及び二次止血を包括的に評価することがで
きるため，既存の評価システムと比較して，生体内に
近い環境を提供することが可能である．
本研究では PLT製剤，標準ヒト血漿（Standard hu-
man plasma：SHP），標準 RBCで再構成した人工血液
を用いて，せん断応力下，血液成分の比率や濃度がWTF
能に及ぼす影響を T-TASで評価し，血栓形成能におけ
る PLT製剤の寄与を評価する生理的システムの開発を
試みた．

材料と方法
倫理声明
日本赤十字社の血液事業本部倫理委員会にて本研究

が承認された（倫理審査番号：2019-016）．
PLT，血漿，RBCのサンプル供給源
PLT製剤に由来する PLTを試験サンプルとして使用
した．PLT製剤は，成分採血装置（TrimaAccel；Terumo
BCT, Lakewood, CO, USA or CCS；Haemonetics Co.,
Boston, MA, USA）で採取した．PLTは採血後 2日目
の製剤でアラニンアミノトランスフェラーゼ（Alanine
aminotransferase：ALT）値が安全基準値（100IU/l）を
超えたため，病院に供給されなかったものを使用した．
血漿サンプルとして，0.84～0.99IU/ml の凝固関連因子
（CRFs：coagulation-related factors）と 2.5g/l のフィブ
リノゲンを含む SHP（Siemens Healthcare Diagnostic
Products GmbH, Marburg, Germany）を使用した（表
1）．400 ml 全血採血後に白血球除去処理し，自動血液
分離装置 TACSI（Terumo BCT, Lakewood, CO, USA）
により RBC分離後，マンニトール・アデニン・リン酸
溶液 95ml に浮遊した RBC製剤を使用した１５）．端的に
記載すると，RBC製剤に等量のリン酸緩衝生理食塩水
を添加して 500g，15分間遠心分離により洗浄し，得ら
れた RBC沈査を RBCサンプルとして使用した．RBC
は採血後 3日目の製剤でALT値が安全基準値を超えた
ため，病院に供給されなかったものを使用した．
再構成血液サンプルの調製
PLT数，CRF濃度，RBC数がWTF能に与える影響
を調べるため，試験サンプルとして各成分の希釈系列
（表 2）からなる再構成血液を調製した（N=10）． なお，
再構成血液は，各成分の影響を評価するため，異なる
PLTサンプルから調製した．任意の一成分を評価時，
残りの二成分は定値とした．試験サンプルの PLT数と
ヘマトクリット（Haematocrit：Hct）値は，抗凝固剤
を含まない試験管（Eppendorf, Hamburg, Germany）を
用いて，自動血球計数装置（XN-1000；Sysmex Co.,
Kobe, Japan）で測定した．
T-TASを使用した再構成血液試験の繰り返し精度
PLT数 10×1010/l，Hct値 40%の再構成血液を調製

し，5回繰り返し測定した際の再現性を確認した．
血栓形成能解析システム（Total Thrombus-formation

Analysis System：T-TAS）
キャピラリーチャネル（幅 300μm×深さ 80μm）内部

に I型コラーゲンと組織トロンボプラスチンを塗布した
マイクロチップ（AR-chip；Fujimori Kogyo, Tokyo, Ja-
pan）上で血栓形成を流圧変化の数値として測定可能な
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表 2　再構成血液サンプルの希釈系列

評価成分
希釈系列

PLT数 （1010/l） CRF濃度（%） HCT値（%）

PLT数 0，5，10，20，40 100 40
（図 2）
CRF濃度 30 0，10，20，40，60，80，100 40
（図 3）
HCT値（RBC数の代替） 15 100 0，12.5，25，50
（図 4）

略語：CRF，coagulation-related factor；Hct，haematocrit；PLT，platelet；RBC，red blood cell.

T-TASを用いた（図 1a）．試験サンプルがマイクロチッ
プに添加されると，37℃，せん断応力（600/s）で PLT
のコラーゲンへの接着と組織トロンボプラスチンを開
始因子とする凝固カスケードが促進され，PLTとフィ
ブリンからなるWTFが得られる．WTFは崩壊と再形
成を繰り返しながら徐々に大きくなり，チップ内の流
路が閉塞される．試験時間は 30分以内である．典型的
な分析パターンと測定パラメータを図 1bに示す．
統計解析
統計的な有意差は，GraphPad Prism 8（Graph Pad,

Inc., La Jolla, CA, USA）を用いて，一元配置分散分析後，
ポストホック分析として Tukey-Kramer多重比較検定
を行った．P＜0.01の時に統計的に有意であると判断し
た．スピアマンの順位相関係数を算出し，T-TASパラ
メータと血液成分の総合的な相関性を評価した．

結 果
再構成血液における PLT数とWTF能との相関性
試験サンプルにおける T10，T80，T10-80，AUC30パラメー
タと PLT数の相関性を図 2に示す．PLTを含まない試
験サンプルでは，WTFが観察されなかった．WTF
による閉塞開始時間（T10）と閉塞終了時間（T80）はサ
ンプルの PLT数増加に伴い短縮され，PLT数と高い相
関性を示した（それぞれ r=0.91，0.91，図 2a，b）．WTF
成長速度の指標であるT10-80も同様に PLT数と高い相関
性を示した（r=－0.74，図 2c）．また，WTF定量性の
直接的な指標である AUC30も，試験サンプルの PLT
数と高い相関性を示した（r=0.97，図 2d）．これらの結
果から，再構成血液のWTF能は PLT数に強く依存す
る可能性があることが示唆された．
WTF能における CRF濃度の閾値
CRFを含まない試験サンプルでは，予想通り白色血
栓は形成されなかった．CRF濃度とWTF能の相関性
は，PLT数とWTF能の相関性よりも低かった（それ
ぞれ T10：0.54，T80：0.63，T10-80：0.70，AUC30：0.76，
図 3）．SHP 10%以下の試験サンプルのWTF能は，SHP
40%以上の試験サンプルより有意に低かった．また，
SHP 40%～100%ではT10-80に顕著な差を認めなかったこ

とから，SHP 40%以上の再構成血液では血栓成長速度
が安定していることが示唆された．SHP 40%以上の試
験サンプルで全てのパラメータに有意差を認めなかっ
たことから，CRFがトリガーとなるWTF能は，CRF
濃度ではなく SHP閾値（40%）に依存する可能性があ
る．これらの結果から，CRFは再構成血液のWTF
に必要不可欠であり，WTF能は正常値 40%以上含有
している SHPで CRF濃度の影響を受けないことが示
唆された．
WTF能は RBC非存在下で低下した
Hct値 12.5%～50%の RBC存在下では，WTF能に有
意な差を認めなかった（図 4）．RBC非存在下では，T10-80
を除くすべてのWTF能パラメータが有意に低下した．
WTF能のいずれのパラメータもHct値と高い相関性を
示さなかった（それぞれ T10：0.55，T80：0.67，T10-80：
0.50，AUC30：0.60）．これらの結果から，PLT製剤単独
でのWTF能は RBC存在下より低値であり，RBC存在
下では，Hct値 12.5%～50%の範囲でWTF能に差がな
いことが示唆された．
T-TASを使用した再構成血液検査の繰り返し精度
5回の実験結果を表 3にまとめた．T10，T80，T10-80，
AUC30の変動係数は，それぞれ 6.4%，5.3%，4.4%，6.7%
であった．

考 察
本研究では，再構成血液を用いて PLT，CRF，RBC

が関与する，より生理的な条件下で PLT製剤中の PLT
が血栓形成にどの程度寄与しているかを定量的に評価
可能な血液センター用 in vitro システムの構築を試みた．
マイクロフローチャンバーシステムであるT-TASにお
いて，PLT数，CRF濃度，RBC数に代わる Hct値が
WTF能に与える影響を評価した．Weissらは，健常者
または PLT異常患者の血液サンプルを 650/sのせん断
応力でウサギ大動脈セグメントに供したところ，PLT
がフィブリン沈着に不可欠な役割を果たし，PLT数と
WTFに良好な相関性（r=0.8）を認めたことを報告し
た１６）１７）．これらの報告と同様に，本研究においても PLT
はWTFに必須であることが確認され，再構成血液サン
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図 1　血栓形成能解析システム（Total Thrombus-formation Analysis System：T-TAS）（AR-chip）と解析
結果
（a）T-TAS（AR-chip）の模式図
（A）AR-chip は，カバーチップとキャピラリーチップから構成されている．（B）カバーチップの一部に I
型コラーゲンと組織トロンボプラスチンが塗布されている．（C）血液サンプルは，キャピラリーチップ上
の分析経路に灌流される．Pump-A（ミネラルオイル）は，血液サンプルをリザーバーから分析経路へ押し
出す．血栓はコラーゲンと組織トロンボプラスチンでコーティングされた箇所に形成される．血栓形成に
より背圧が発生し，それを流圧センサーでモニターする．白色血栓形成は顕微鏡でも観察される．Pump-B
（EDTA）は出口ポートの血栓形成を防ぐために使用される．
（b）血流条件下での再構成血液サンプルの代表的なT-TAS 結果は，流圧曲線で示される．分析パラメータ
であるT10（流圧が 10kPa に達するまでの時間（分）），T10-80（流圧が 10 ～ 80kPa までの時間（分）），T80（80kPa
までの時間：閉塞時間（分）），AUC30（30 分間の曲線下面積：グレー濃淡）を図に示す．
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プルの PLT数はWTF能と高い相関性を示した（図 2）．
山口らは，25歳から 62歳（平均値±標準偏差，39±11
歳）の健康なボランティア（男性 11名，女性 20名）か
ら採取した全血を T-TASで検査して，個々の T-TAS
パラメータの正常値を示した（T10：11分 39秒±2分
15秒，T80：15分 48秒±2分 56秒，T10-80：4分 08秒±

1分 11秒，AUC30：1,318.5±203.2min・kPa）１８）．これら
の値は，PLT数と Hct値が正常範囲で CRFが十分ある
SHPを用いた我々の結果と同程度である．外傷後の大
量出血と凝固障害の管理に関する欧州ガイドラインで
は，臨床的な止血閾値がほとんどの凝固因子で 20%～
25%であるのに対し，フィブリノゲンは 40%～60%（1～
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図 2　血流条件下での白色血栓形成能における血小板（PLT）数の影響
実験は，表 2の「評価成分：PLT数」に記載の条件で実施した．再構成血液サンプルの PLT数と各パラメー
タ，T10（10kPa までの時間），T80（80kPa までの時間），T10-80（10 ～ 80kPa までの時間），AUC30（30 分間の
曲線下面積）の関係をそれぞれ（a），（b），（c），（d）に示す（N＝10）．ドットプロット上の数字は，T10 また
はT80 の値が 30 分を超える頻度を示す．有意水準は，＊p＜0.01（vs. PLTs 0），†p＜0.01（vs. PLTs 5），‡p
＜0.01（vs. PLTs 10），§p＜0.01（vs. PLTs 20）とした．PLT数に対するスピアマンR値は，それぞれ
T10：－0.91，T80：－0.91，T10-80：－0.74，AUC30：0.97 であった．

0 5 10 20 40
0

10

20

30

PLT numbers (1010/L)

10 5

0 5 10 20 40
0

10

20

30

PLT numbers (1010/L)

10 6

0 5 10 20 40
0

2

4

6

8

10

12

14

PLT numbers (1010/L)

610

AU
C

30

‡

*

‡

* *
† †

‡ ‡‡

†
‡

（a）（a）

（c）（c）

（b）（b）

（d）（d）

1.5g/l）で最も高値である１９）２０）．我々の研究においても
CRFはWTFに必須であり，WTF能に関するそれぞれ
の閾値は，臨床的に必要なフィブリノゲンの閾値と同
程度であった（図 3）．The British Regional Heart Study
において，年齢，身体活動，コレステロール，肥満度，
喫煙の因子調整後，虚血性心疾患がHct高値の人で 30%
増加することを報告している．他の疫学研究でも，Hct
値の上昇と動脈血栓症との関連が認められている２１）２２）．
Hct値の増加により血液粘度が上昇し，RBCにより PLT
が血管内皮に押し出される（マージネーション）こと
で血栓形成が促進されると主張する研究もある２３）２４）．し
かしながら，本研究ではRBC存在下であるHct値12.5%～
50%でWTF能に差は認められず，RBC非存在下でWTF
能が低下することが確認された（図 4）．血液は生体内
では脈動的なせん断応力を受けて流れているが，本研
究では血液サンプルに一定のせん断応力（600/s）を与
えている．それゆえ RBCによる影響の違いは，脈動と

一定のせん断応力により生じたのかもしれない．我々
は一定のせん断応力ではなく，脈動的なせん断応力が
血液粘度を変化させ，Hct値に応じて RBCが PLTをコ
ラーゲンに押し付ける力を強め，結果として Hctが生
体内のWTF能に影響を与えると想定したが，本システ
ムではそのようなことは確認されなかった．血流条件
下で一次止血を評価できる PFA-100において，PLT
数（5×1010/l 以下）と Hct値（10%）の著しい減少に
より，閉鎖時間が延長されることが報告されており，
本研究においても同様の傾向が示された２５）２６）．一方，PFA-
100の閉鎖時間は，トロンビン生成とフィブリン形成に
いたるまでの比較的短時間で形成される PLT血栓を評
価するため，凝固因子（フィブリノゲン，第 V因子，
第 VIII因子，第 IX因子など）がなくても，ほとんど影
響されないことが報告されている２７）．T-TASは，二次
止血の中心となる CRFを含むWTFを評価することが
可能であり，一次止血のみを評価対象とする機器と比
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図 3　血流条件下での白色血栓形成能における凝固関連因子（CRF）濃度の影響
実験は，表 2の「評価成分：CRF濃度」に記載の条件で実施した．再構成血液サンプルのCRF濃度と各パラ
メータ，T10（10kPa までの時間），T80（80kPa までの時間），T10-80（10 ～ 80kPa までの時間），AUC30（30
分間の曲線下面積）の関係をそれぞれ（a），（b），（c），（d）に示す（N＝10）．ドットプロットの上の数字は，
T10 またはT80 の値が 30 分を超える頻度を示す．有意水準は，＊p＜0.01（vs. 標準ヒト血漿［SHP］0%），†p
＜0.01（vs. SHP10%），‡p＜0.01（vs. SHP20%）とした．CRF濃度に対するスピアマンR値は，それぞれ
T10：－0.54，T80：－0.63，T10-80：－0.70，AUC30：0.76 であった．
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較して，より生理的な条件下で血栓形成能評価が可能
であることが確認された．また，Atariらは，AUC30
が PLT減少による出血リスクや PLT輸血の治療効果
とよく相関することを報告しており，T-TASが輸血後
の PLT止血機序を比較的よく反映していることを示唆
している２８）．これらの結果から，血漿を CRF濃度 40%
以上，フィブリノゲン濃度 1g/l 以上，RBCを Hct値
12.5～50%となるよう混和することで，より生理的な条
件下でのWTFにおける PLT製剤の寄与を評価するこ
とが可能であると結論付ける．
現在の PLT製剤の品質検査は，輸血前の PLT in vi-
tro 特性に着目しているが，輸血された PLT製剤が患
者の血栓形成能にどの程度寄与しているかをほとんど
反映していない．例えば，PLT凝集能を評価するため
の比濁法でさえ，非生理的な濃度において，1種類もし
くは 2種類の活性化剤を使用しているのみである．一
方，実験動物を用いた止血検査は，ヒトと異種ではあ
るが，PLT製剤の輸血効果を評価する上で極めて有用

である．しかし，日々のルーチン検査として行うこと
は，時間と労力を要するため困難であり現実的でない２９）．
それゆえ，マイクロフローチャンバーを使用した再構
成血液のWTF評価は半生理的な条件を提供し，現在の
in vitro 品質試験と in vivo 止血試験の中間的な品質試
験として利用されることが期待される．
マイクロチップフローチャンバーと再構成血液を使
用した我々の研究には，5つの制限事項がある．第一に，
再構成血液に含まれる血液成分が調製時に多少損傷し
ている可能性がある．第二に，再構成血液には好中球
を含む白血球がほとんど含まれていない．近年，好中
球は，炎症時にしばしば発生する好中球細胞外トラッ
プやダメージ関連分子パターン放出など，幅広い凝固
促進事象が確認されている３０）．我々の評価システムは，
このような白血球の血液凝固に対する影響を反映して
いない．第三に，PLT数や CRF濃度がWTFに及ぼす
影響は，本システムと患者や健常者で同様の傾向であっ
たが，Hct値の影響はそうでなかった．今後，これらの
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図 4　血流条件下での白色血栓形成能における赤血球（RBC）数の影響
実験は，表 2の「評価成分：ヘマトクリット（Hct）値」に記載の条件で実施した．再構成血液サンプルの
RBC数（その代替としてHct 値）と各パラメータ，T10（10kPa までの時間），T80（80kPa までの時間），T10-
80（10 ～ 80kPa までの時間），AUC30（30 分間の曲線下面積）の関係をそれぞれ（a），（b），（c），（d）に示す
（N＝10）．有意水準は，＊p＜0.01（vs. Hct 0%）とした．Hct 値に対するスピアマンR値は，それぞれT10：
－0.55，T80：－0.67，T10-80：－0.50，AUC30：0.60 であった．
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表 3　T-TAS を使用した再構成血液検査の繰り返し精度

No. T10（min） T80（min） T10-80（min） AUC30

1 14.4 17.0 2.6 1,143
2 14.0 16.4 2.4 1,195
3 15.6 18.0 2.4 1,072
4 14.1 16.4 2.3 1,206
5 16.1 18.4 2.3 1,033

平均値 14.9 17.3 2.4 1,130
標準偏差 0.9 0.9 0.1 76
変動係数（%） 6.4 5.3 4.4 6.7

注：特定ドナー由来の血小板製剤/赤血球と標準ヒト血漿を混合した同じ再構成血液
を 5回の繰り返し実験に用いた．
略語：AUC30，area under the curve for 30 min；
T10，time to 10kPa；T10‒80，time from 10 to 80kPa；T80，time to 80kPa.

制限事項を克服するためには，サンプル調製時の RBC
損傷を減らし，血液サンプルに十分な白血球を加え，
in vivo と類似した経時的なせん断応力の変化が必要な
のかもしれない．第四に，WTF能パラメータと PLT
品質パラメータである形態，代謝の特徴，表面抗原，

低張性ショック回復能，凝集能との関係が不明な点で
ある．最後に，我々の T-TAS評価システムは煩雑で多
くの労力を必要とする．T-TASは，一定 PLT数の PLT
製剤のみで測定することで，血流条件下での一次止血
と二次止血の解析が可能である．この T-TASの応用に
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より，既存の分析方法と比較して，より短時間で PLT
製剤のWTF能に関する情報を取得可能である．しかし
ながら，この方法では RBCの影響が反映されない．RBC
を含まない PLT製剤のみで測定する際は，結果を慎重
に解釈する必要がある．このように，現在の方法はい
くつか不完全な部分があり，生体内における血栓形成
を十分に反映できていないかもしれない．しかしなが
ら，より良いシステムの確立により，これらの課題を
克服できれば，再構成血液と圧力変化を利用した高感
度フローチャンバーシステムにより，PLT品質を血栓
形成能として定量的に評価されることが期待される．
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