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T-TASⓇと凝固因子欠乏血漿から再構成した血液を用いた個々の

凝固因子の止血への寄与の定量化

渕崎 晶弘１） 保井 一太１） 林 智也１） 藤村 吉博１） 小山田千秋２）

大西（和田）朋子２） 細川 和也２） 下垣 一成１） 木村 貴文１） 平山 文也３）

瀧原 義宏１）

【背景と目的】個々の凝固因子の止血への寄与を定量化することは稀な凝固因子欠乏症患者の止血機能の理解と適
切な治療法の探索に役立つ可能性がある．
【材料と方法】特定の凝固因子欠乏血漿（第 II因子：プロトロンビン，第 V因子，第 VII因子，第 VIII因子，第
IX因子，第 X因子，第 XI因子，または第 XII因子）および赤血球/血小板製剤から調製した再構成血液を使用して
稀な凝固因子欠乏症患者血液を模倣した．凝固因子製剤と新鮮凍結血漿を使用して，プロトロンビン欠乏症患者の
in vitro 治療モデルを作成した．止血機能はマイクロチップフローチャンバーシステムを使用して 600s－1で測定した．
【結果】止血機能はプロトロンビンおよび第 X因子欠乏血漿による再構成血液で特に低値を示した．プロトロンビ
ン欠乏症の血漿輸血モデルでは，正常血漿に 10%置換後に止血機能が回復し，60%以上の置換でプラトーに達した．
プロトロンビン欠乏症のプロトロンビン複合体濃縮製剤治療モデルでは，0～50IU/kgの範囲で用量依存的な治療効
果が示された．
【結論】再構成血液を使用したマイクロチップフローチャンバーシステムによる止血機能の定量化は，プロトロン
ビン欠乏症患者の止血機能と治療効果を予測できる可能性がある．
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はじめに
凝固因子は不活性型で血液中に存在しており，凝固
反応が開始されることで活性型となり，さらに次の不
活性型凝固因子を活性化することで，最終的に不溶性
フィブリンを生成して強固な止血血栓を形成する（凝
固カスケード）１）．凝固因子の欠損もしくは機能不全は
凝固カスケードの遮断や止血不良となる（稀な凝固因
子欠乏症）．この疾患では関節内出血や筋肉内出血のよ
うな深部出血のほか，鼻出血や皮膚出血など欠損して
いる凝固因子の種類によってさまざまな症状を呈する．

第 VIII因子と第 IX因子の欠乏症はそれぞれ血友病A
および血友病 Bとして知られており，一般的な有病率
は男性 10万人あたり約 10人と推定されている２）．その
他の稀な凝固因子欠乏症の一般人口における有病率は，
1：500,000から 1：2,000,000とされている３）．稀な凝固
因子欠乏症は凝固スクリーニング検査として，プロト
ロンビン時間，活性化部分トロンボプラスチン時間，
それに続けて各凝固因子を測定することで診断され，
その出血症状は欠損した凝固因子の種類と活性に依存
する４）．しかしながら，これらの検査は乏血小板血漿を
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サンプルとして使用しているため，二次止血の指標と
して有用であるが，一次止血因子である血小板機能は
反映されない．それゆえに最近では，単一の凝固因子
の評価だけでなく，一次止血とそれに続く二次止血を
包括的に評価する方法が注目されており，従来法と組
み合わせることで，個々の患者の止血機能をより深く
理解することができる．
PFA-100（Siemens Healthcare Diagnostics GmbH，

マールブルク，ドイツ）は，流動条件下における止血
解析システムとして広く使用されている．本システム
はコラーゲン/エピネフリンまたはコラーゲン/アデノ
シン二リン酸でコーティングされたキャピラリーを用
いているため，血小板凝集形成に伴う閉塞時間を評価
できるが，二次止血の評価はできない５）．最近，一次お
よび二次止血を包括的に評価する装置として，血栓形
成能解析システム（Total Thrombus-formation Analy-
sis System：T-TASⓇ，藤森工業，東京，日本）が開発
された６）．このシステムでは，クエン酸採取の血液サン
プルに CaCl2とコーントリプシンインヒビター（corn
trypsin inhibitor：CTI）を添加することで凝固システ
ムを回復させる．これらを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マイクロチップに注
入することで，血小板のコラーゲンへの接着と組織ト
ロンボプラスチンによって開始される外因系経路を促
進する．その結果，流動条件下（600s－1または 1,500s－1），
活性化血小板とフィブリンから構成される止血血栓を
定量的に測定することが可能である．我々は最近，3
つの血液成分である赤血球製剤，標準ヒト血漿（stan-
dard human plasma：SHP，Siemens Healthcare Diag-
nostic Products GmbH，マールブルク，ドイツ），血小
板製剤で再構成した血液を用いたT-TASⓇベースの新し
い止血試験を確立した７）．我々のシステムは，3つの血
液成分のうち赤血球と血小板の 2つを同品質由来サン
プルとすることで血漿成分に基づいた止血機能を定量
的に評価することが可能である．
本研究では我々が開発した新しい T-TASⓇ試験が，稀

な凝固因子欠乏症患者やその治療薬投与中の患者血漿
の止血機能を定量的に解析するのに有用であるかを評
価することを目的とした．そこで我々は特定の凝固因
子欠乏血漿によって再構成された血液の止血機能を解
析し，最も止血機能の低下が認められたプロトロンビ
ン欠乏症患者模倣検体を対象に血漿もしくはプロトロ
ンビン複合体濃縮製剤を添加することによって，稀な
凝固因子欠乏症患者の治療を模倣する試験を実施した．

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）．
血栓形成能解析システム（Total Thrombus-formation

Analysis System）
T-TASⓇはキャピラリー内に 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；
藤森工業）における流圧変化を数値化することによっ
て，血栓形成を測定できる装置である（補足図 1A）．
簡単に説明すると，クエン酸採取血液サンプル（480
μl）は凝固システムを回復させるために，分析直前に
1.25mg/ml CTI含有の 0.3M CaCl2 20μl（藤森工業）と
混合された．試験サンプルをマイクロチップに加える
と，37℃，せん断応力条件下（600s－1），血小板のコラー
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て血小板とフィブリン
からなる血栓が形成される．血栓は崩壊と再形成を繰
り返しながら徐々に大きくなり，チップ内の流路を閉
塞する．試験時間は 30分以内である．典型的な解析例
パターンと測定パラメータを補足図 1Bに示す．
血漿，赤血球，血小板のサンプル供給源
Siemens Healthcare Diagnostic Products GmbH

（マールブルク，ドイツ）から購入した単一ロットの SHP
または凝固因子欠乏血漿（第 II因子；プロトロンビン，
第 V因子，第 VII因子，第 VIII因子，第 IX因子，第
X因子，第 XI因子，または第 XII因子）を血漿サンプ
ルに使用した．SHPには 0.86～1.06IU/ml の凝固因子
と 2.57g/l のフィブリノゲンが含まれている．凝固因子
欠乏血漿は正常血漿から免疫吸着法により製造され，
標的凝固因子を 1%未満，その他の凝固因子を 40%
以上，フィブリノゲンを 1g/l 以上含有している．この
組成には欠乏因子以外の止血に必要な凝固関連因子が
十分に含まれている．SHPおよび凝固因子欠乏血漿は，
クエン酸を抗凝固剤として製造された凍結乾燥ヒト血
漿であり，使用時に 1ml の精製水で溶解した．
赤血球製剤はクエン酸-リン酸-デキストロース溶液を

抗凝固剤として用いた 400ml 全血採取後に白血球除去
し，テルモ血液自動遠心分離装置（Terumo BCT，レ
イクウッド，米国）により赤血球を分離し，95ml マン
ニトール-アデニン-リン酸溶液に懸濁し，4℃で 3日間
保存して調製した８）．この赤血球製剤に等容量のリン酸
緩衝生理食塩水を加えて 500×gで 15分間遠心後に上
清除去した．得られた赤血球沈査を赤血球サンプルと
して用いた．
血小板製剤は抗凝固剤としてクエン酸-デキストロー
ス溶液を用いて，Trima Accel（Terumo BCT，レイク
ウッド，米国）または CCS（Haemonetics，ボストン，
米国）により採取されたアフェレーシス由来の多血小
板血漿であり，22℃で 2日間振とう保存された．血小
板製剤に PBSとクエン酸-デキストロース溶液を 1：2：
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0.3の比率で混合し，800×gで 5分間遠心分離した．上
清除去後，残存沈査を評価対象である凝固因子欠乏血
漿で浮遊させたものを血小板サンプルとした．同じ方
法で調製した血小板サンプルの in vitro 特性を別途評価
したところ，血小板は遠心分離によりわずかに活性化
されていたが，凝集能は良好に保たれていた（補足表
1）．
特定の凝固因子を欠損した再構成血液の T-TASⓇ解析
特定の凝固因子を欠損した再構成血液は血漿，赤血
球，血小板サンプルを混和して調製した．血小板と赤
血球サンプルは各凝固因子の影響を評価するために，
一連の試験で同じ製品から調製された．試験サンプル
は，3つの血液成分のうち他の 2つの成分である血小板
数とヘマトクリット値がそれぞれ 300×103/μl と 40%
で一定になるように再構成し，血漿成分に起因する止
血機能を評価した．再構成血液サンプルは異なる血小
板および赤血球サンプルから 10本調製された（N=10）．
止血機能は T-TASⓇを用いて解析した．赤血球，血小板，
プロトロンビン欠乏血漿から再構成された血液サンプ
ルが本当にプロトロンビン活性を欠き，その他の凝固
因子は活性を保持しているかを確認するために，プロ
トロンビン欠乏血漿そのものではなく，再構成サンプ
ルの上清について各凝固因子濃度を測定した（補足表
2）．
プロトロンビン欠乏症に対する血漿輸血モデルの T-
TASⓇ解析
再構成血液は赤血球サンプルにプロトロンビン欠乏
血漿と SHPの混合比を調整した血小板および血漿サン
プルを加えて調製した．具体的にはプロトロンビン欠
乏血漿と SHP混合比率を 0%～100%の 7濃度系列（SHP
比率：0%，10%，20%，40%，60%，80%，100%）に設
定した．血小板数 300×103/μl，ヘマトクリット値 40%
の血漿輸血モデルを T-TASⓇで解析した（N=10）．同じ
方法で調製した試験サンプルのプロトロンビン活性を
別途分析した（補足表 3）．
プロトロンビン欠乏症に対するプロトロンビン複合体
濃縮製剤投与モデルの T-TASⓇ解析
プロトロンビン欠乏症モデルとして，プロトロンビ
ン欠乏血漿，血小板及び赤血球サンプルから調製した
再構成血液を使用した．プロトロンビン，第 VII因子，
第 IX因子，第 X因子を 500IU/バイアル含むプロトロ
ンビン複合体濃縮製剤（prothrombin complex concen-
trate：PCC，静注，500単位，CSLベーリング株式会
社，東京，日本）として，ケイセントラを使用した９）．
本製剤は凍結乾燥法により製造され，使用時に 20ml
の精製水で溶解した．本品はプロトロンビン時間―国
際標準化比が 6を超える投与量である 50IU/kgを基準
として，0，5，25IU/kgで再構成血液に添加した．血

小板数 300×103/μl，ヘマトクリット値 40%の PCC
投与モデルを T-TASⓇで解析した（N=10）．同じ方法で
調製した試験サンプルのプロトロンビン活性を別途分
析した（補足表 4）．
統計解析
統計解析は GraphPad Prism 8（GraphPad Software，

サンディエゴ，米国）を用いて行った．データは正規
分布と仮定し，一元配置分散分析を用いて群間の差を
分析した．SHPと凝固因子欠乏血漿から再構成された
血液の止血機能を比較するために，ポストホック分析
として Tukey-Kramer多重比較検定を実施した．プロ
トロンビン欠乏症患者モデルにおける治療効果を比較
するために，50IU/kg用量の PCC投与と他の条件，お
よび 100% SHP血漿輸血と他の条件について，ポスト
ホック分析としてDunnettの多重比較検定を実施した．
統計的な有意差は p＜0.05とした．サンプルが検出範囲
を超えた場合，そのサンプル数を比較した．

結 果
T-TASⓇは凝固因子欠乏血漿から再構成された血液に
おいて止血機能の低下を示した
特定の凝固因子が欠乏した再構成血液と止血機能の
関係を図 1に示す．加えて，閉塞時間と圧力曲線の関
係を示す本研究の代表的な結果を図 2に示す．SHP
で再構成した試験サンプルは最も高い止血機能を示し
た．血小板，赤血球，その他の凝固因子が十分量存在
していたにも関わらず，プロトロンビンを含有しない
すべての試験サンプルでは，80kPaに到達するまでの時
間（T80）が検出限界である 30分を超えた．第 X因子
欠乏血漿で再構成した試験サンプルでは，10検体中 3
検体で T80が検出限界である 30分を超えた．第 V因子
を含有しない再構成試験サンプルは，第 XI因子，第 IX
因子，第 VIII因子，第 X因子またはプロトロンビンを
含有しない再構成試験サンプルよりも 30分間曲線下面
積（area under the curve for 30 min：AUC30）で有意に
高値を示した．第 XII因子，第 XI因子，第 IX因子，
第 VIII因子もしくは第 VII因子を含有しない再構成試
験サンプルでは，グループ間において AUC30に有意な
差を認めなかった．
T-TASⓇはプロトロンビン欠乏症の治療モデルにおい
て正常血漿への置換に敏感である
再構成血漿サンプルにおけるプロトロンビン欠乏血
漿に対する SHP比率と止血機能の関係を図 3に示す．
プロトロンビンを含有しないすべての試験サンプル（0%
SHP）で T80が検出限界である 30分を超えたが，SHP
10%以上含有するすべてのサンプルでは止血機能が観
察された．再構成血漿サンプルにおけるプロトロンビ
ン欠乏血漿に対する SHP比率を 10%，40%，100%に増
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図 1　特定の凝固因子が欠乏している再構成血液の止血機能
欠乏血漿から再構成された血液と各パラメータ，T10（10kPa までの時間），T80（80kPa までの時間），AUC30（30 分間曲線下面積）
との関係をそれぞれ（a），（b），（c）に示す（N＝10）．ドットプロットの上の数字は 30 分間の測定範囲を超えたサンプル数を示す．
統計的な有意差は，＊p＜0.05（一元配置分散分析，ポストホック分析としてTukey‒Kramer 検定）および ＊＊p＜0.01（一元配置
分散分析，ポストホック分析としてTukey‒Kramer 検定）とした．サンプルが検出範囲を超えた場合，そのサンプル数を比較し
た（＊＊p＜0.01）．
SHP，standard human plasma（標準ヒト血漿）
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加させると，T10（流圧が 10kPaに達するまでの時間
（分））（平均値±標準偏差）はそれぞれ 14.4±2.6，13.3
±2.0（0.92倍），11.9±1.5分（0.83倍）に短縮し，T80
（流圧が 80kPaに達するまでの時間（分））はそれぞれ 17.7
±2.8，16.0±2.5（0.90倍），14.2±1.6分（0.80倍）に短
縮した．その結果，AUC30はそれぞれ 1,107±225，1,235
±185（1.12倍），1,366±121（1.23倍）に増加した．再
構成血漿サンプルにおけるプロトロンビン欠乏血漿に
対する SHP比率が 60%～100%の場合，AUC30に有意な

差はなかった．
プロトロンビン欠乏症の PCC投与モデルでは用量依

存的に止血機能が回復した
プロトロンビン欠乏血漿から再構成した血液への PCC

投与量と止血機能の関係を図 4に示す．プロトロンビ
ンを含有しないすべての試験サンプル（PCC投与量 0
IU/kg）で T80が検出限界である 30分を超えたが，PCC
投与量が 5IU/kg以上のすべてのサンプルでは止血機能
が観察された．すなわち，正常血漿への置換に限らず，
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図 2　代表的なデータ（サンプルNo.8）
標準ヒト血漿（standard human plasma：SHP），第V因子欠乏血漿，第 IX因子欠乏血漿，第XI 因
子欠乏血漿，第VII 因子欠乏血漿，第XII 因子欠乏血漿，第VIII 因子欠乏血漿，第X因子欠乏血漿，
プロトロンビン欠乏血漿を使用した再構成血液の時間に対する圧力上昇の代表的なデータ
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図 3　プロトロンビン欠乏症モデルにおける血漿輸血と止血機能の関係
血漿輸血モデルは血栓形成能解析システムを用いて測定した（N＝10）．ドットプロットの上の数字は
30分間の測定範囲を超えたサンプル数を示す．統計的な有意差は，＊p＜0.05（対標準ヒト血漿［standard 
human plasma：SHP］100%比）および ＊＊p＜0.01（対 SHP 100% 比）とした．サンプルが検出範囲
を超えた場合，そのサンプル数を比較した（＊＊p＜0.01）．
AUC30，area under the curve for 30 min（30 分間曲線下面積）
T10，time to 10kPa（10kPa までの時間）
T80，time to 80kPa（80kPa までの時間）
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図 4　プロトロンビン欠乏症モデルにおけるプロトロンビン複合体濃縮製剤の投与量と止血機能の関係
プロトロンビン複合体濃縮製剤投与モデルは血栓形成能解析システムを用いて測定した（N＝10）．ドッ
トプロットの上の数字は 30 分間の測定範囲を超えたサンプル数を示す．統計的な有意差は，＊p＜0.05
（対プロトロンビン複合体濃縮製剤［prothrombin complex concentrate：PCC］投与量 50IU/kg 比），
＊＊p＜0.01（対 PCC投与量 50IU/kg 比）とした．サンプルが検出限界を超えた場合はその数を比較し
た（＊＊p＜0.01）．
AUC30，area under the curve for 30 min（30 分間曲線下面積）
T10，time to 10kPa（10kPa までの時間）
T80，time to 80kPa（80kPa までの時間）

T80 (10)

**T10 T80 AUC30** **

**T10 T80 AUC30** **
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T10 (8)

PCC投与においても T-TASⓇは鋭敏に止血能回復を検
出することができた．プロトロンビン欠乏血漿から再
構成された血液における PCC投与量を 5，25，50IU/
kgに増加させると，T10はそれぞれ 13.9±2.2，12.2±2.4
（0.88倍），11.4±2.1分（0.82倍）に短縮し，T80はそれ
ぞれ 17.6±2.9，15.5±2.8（0.88倍），14.3±2.4分（0.81
倍）に短縮した．その結果，AUC30はそれぞれ 1,141
±206，1,280±221（1.12倍），1,375±177（1.21倍）に
増加した．

考 察
本研究ではT-TASⓇベースの in vitro 試験が凝固因子

治療を受けた，または受けなかった稀な凝固因子欠乏
症患者の in vivo 止血機能を模倣し，結果として，稀な
凝固因子欠乏症の実際の治療を最適化するのに役立つ
と考えた．プロトロンビンから少量でもトロンビンが
生成されれば，テンナーゼ生成にフィードバックされ，
さらにプロトロンビナーゼ複合体生成が瞬時に繰り返
されることにより，大量のトロンビンが生成される（ト
ロンビンバースト）１０）１１）．Peyvandiらは血漿中にプロト

ロンビンを検出できない患者が生存できないことを報
告しており，これは遺伝子ノックアウトにより得られ
たプロトロンビン完全欠損マウスが生命維持できない
ことにより証明されている１２）．我々のシステムにおいて
もプロトロンビンが in vitro 止血機能で最も重要な因子
であることが示された（図 1c）．第 X因子は内因系もし
くは外因系のテンナーゼによって活性化されることで
第 Xa因子を生成し，これが共通系を開始する１３）．第 Xa
因子は補酵素である第Va因子とプロトロンビナーゼ複
合体を形成し，即時型トロンビン生成に主要な役割を
果たす１４）．我々は第 X因子の寄与がプロトロンビンに
次いで大きいことを示した（図 1c）．他の凝固因子とは
対照的に第 V因子は酵素活性を持たず，第 Xa因子の
補因子として機能する．第 V因子欠乏症における最も
一般的な出血症状は粘膜出血であり，多くの場合は軽
傷であり生命を脅かすことは稀である１５）．我々の研究に
おいて，第 V因子欠乏による止血機能への影響は他の
凝固因子と比較して最も小さかった（図 1c）．これらに
反して，活性値 1%未満の場合に重度出血に分類される
第VIII因子および第 IX因子欠乏症を模倣したサンプル
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と，出血症状をほとんど示されない第 XI因子および第
XII因子欠乏症を模倣したサンプルに止血機能に差はな
かった（図 1c）１６）１７）．小川らは，2つの異なるせん断応力
で第VIII因子と第 IX因子の止血機能への寄与を評価し，
高せん断応力（1,100s－1）では相対的に血小板の寄与が
高く，低せん断応力（110s－1）では第 VIII因子と第 IX
因子の止血機能への寄与が増加することを報告してい
る１８）．T-TASⓇは動脈血流条件（600s－1）であるため，
第VIII因子および第 IX因子欠乏による止血機能への寄
与はせん断応力依存的に低下し，第 XII因子および第
XI因子欠乏による寄与と差が生じなかったと推測され
る．稀な凝固因子欠乏症患者は欠乏した凝固因子活性
を補填するために，新鮮凍結血漿または凝固因子製剤
による補充療法で治療される１９）．血漿プロトロンビン活
性は約 0.2IU/ml で臨床的な止血レベルに達するとされ
ており，T-TASⓇベースの in vitro 試験評価においても
同程度低値のプロトロンビン活性で医薬品剤形に関係
なく止血機能が観察された（10% SHP：0.09±0.00IU/
ml，5IU/kg PCC：0.09±0.01IU/ml）（図 3，図 4）３）．血
漿プロトロンビン活性は約 0.5IU/ml で臨床的に出血症
状がほとんどみられないレベルであり，本システムに
おいて止血機能がプラトーに達するレベル（≧60%
SHP：0.47±0.02IU/ml）と同程度である（図 3）．これ
らの結果は本システムが生理的な止血機能を模倣でき
る可能性を示唆している．
我々の研究には 2つの制限事項がある．第一に，再
構成血液には白血球がほとんど含まれておらず，好中
球細胞外トラップのような凝固促進事象は反映されて
いない２０）．第二に，フィブリノゲンである第 I因子とフィ
ブリン安定化因子である第 XIII因子は，本研究で評価
した凝固因子とは別に凝固カスケードの下流で働く重
要な因子である２１）２２）．しかしながら，他の欠乏血漿と同
じ調製法である乾燥血漿由来フィブリノゲン欠乏血漿
と第 XIII因子欠乏血漿を入手することができなかった．
それゆえ，これらの止血機能に対する寄与を定量する
ことはできなかった．このようにいくつかの欠点があ
り，我々の研究は現実世界におけるすべての稀な凝固
因子欠乏症患者の止血機能と必ずしも一致しなかった．
しかしながら，T-TASⓇベースの in vitro 試験は血小板
や赤血球に依存せず，血漿因子のみに依存する再構成
血液により稀な凝固因子欠乏症患者を模倣した止血機
能を定量化するものであり，凝固因子治療を受けた患
者と受けていない患者の in vivo 止血機能を模倣するこ
とができることから，従来の凝固試験と組み合わせる
ことで個々の患者の止血機能をより深く理解すること
が可能である．将来的には稀な凝固因子欠乏症患者の
止血機能や治療薬の効果を迅速に予測できる in vitro
ベッドサイド試験として使用されることが期待される．
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補足図 1　アテロームチップ（Atheroma chip：AR chip）搭載血栓形成能解析システム（Total Thrombus-
formation Analysis System：T-TAS®）と解析結果
（A）T-TAS®（ARチップ）の概略図（a）ARチップはカバーチップとキャピラリーチップで構成
されている．（b）I 型コラーゲンと組織トロンボプラスチンがカバーチップの一部にコーティング
されている．（c）流速は 10μl/min に設定され，これはチャンバー内の初期壁せん断速度約 600s－1
に相当する．血液サンプル（480μl）は，凝固系を回復させるため，分析前に 1.25mg/mlのコーン
トリプシンインヒビターを含む 0.3M CaCl2 20μlと混和した．血液サンプルはキャピラリーチップ
の分析経路を通して灌流される．ポンプA（ミネラルオイル）はリザーバー内の血液サンプルを分
析経路に押し出す．血栓形成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領域で
起こる．血栓形成により背圧が発生し，流圧センサーでモニターされる．血栓形成は顕微鏡におい
てもモニターされる．ポンプB（エチレンジアミン四酢酸；EDTA）は出口ポートでの凝固阻害に
使用される．
（B）流動条件下でのT-TAS® の代表的な結果は流圧曲線として示される．解析パラメータである
T10（流圧が 10kPa に達するまでの時間（分）：初期血栓形成），T80（流圧が 80kPa に達するまでの
時間（分）：キャピラリーをほぼ完全閉塞するほど十分に血栓形成されたことを示す閉塞時間），
AUC30（30 分間曲線下面積：血栓形成定量化の指標）を図中に示す．
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補足表 1　血小板サンプルの in vitro特性

In vitro properties Platelet sample Control

Aggregability
Collagen（%） 81±7 82±13
Ristocetin（%） 85±3 80±12
Collagen＋ADP（%） 83±6 84±10

Platelet surface markers
CD62P positive platelet（%） 31±4 15±5
PAC-1 positive platelet（%）  1.5±0.5 1.2±0.5

注：最大凝集率は凝集計（PRP313M，タイヨウ，大阪，日本）を使用して測定した．血小
板製剤は成分採血由来で 22℃ で 2日間振とう保存した．血小板製剤は PBS およびクエン
酸 - デキストロース溶液で 1：2：0.3 の割合で混合し，800×gで 5分間遠心した．上清を除
去後，残った沈査を 300×103/μlのサンプル濃度となるよう自己血漿で懸濁したものを血小
板サンプルとした．凝集惹起剤は，コラーゲン（モリヤ産業，東京，日本，最終濃度 5μg/
ml），リストセチン（ABP，ノーサンプトンシャー，英国，最終濃度 1.5mg/ml），またはコ
ラーゲン（最終濃度 2.5μg/ml）とアデノシン二リン酸（ADP；アークレイファクトリー，
滋賀，日本，最終濃度 5μM）を同時に添加した．血小板活性化マーカーCD62P の表面発現
と血小板GPIIb/IIIa 複合体上の立体構造エピトープの自発発現をフローサイトメトリー
（FACS Cant II，BD Bioscience，サンノゼ，米国）で測定した．端的に記載すると，血小
板サンプルを PerCP 標識抗ヒトCD61 モノクローナル抗体（mAb）（BD Bioscience），PE
標識抗ヒトCD62P mAb（BD Bioscience），およびFITC標識抗ヒト PAC-1 mAb（BD 
Bioscience）とインキュベートした．陰性コントロールとして，CD62P には PE標識抗マウ
ス IgG1 抗体（BD Bioscience）を用い，PAC-1 にはブロッキングペプチドであるフィブロ
ネクチン活性フラグメント（RGDS；Sigma-Aldrich，セントルイス，米国）を用いた．染
色した血小板はパラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（富士フイルム和光純薬株式会社，大阪，
日本，最終濃度 1%）で固定して測定した．データを平均値±標準偏差で示す（N＝4）．
Control には成分採血由来の血小板製剤を 22℃で 2日間振とう保存後，検体を採取して in 

vitro特性を解析した（N＝10）．

補足表 2　プロトロンビン欠乏血漿を用いた再構成血液の凝固因子活性

Prothrombin
（IU/ml）

FV
（IU/ml）

FVII
（IU/ml）

FVIII
（IU/ml）

FIX
（IU/ml）

FX
（IU/ml）

FXI
（IU/ml）

FXII
（%）

Fibrinogen
（g/l）

N.D.a 0.64±0.01 0.63±0.03 0.69±0.02 0.75±0.05 0.69±0.01 0.71±0.03 70±2 1.66±0.04

注：血漿サンプルとしてプロトロンビン欠乏血漿（Siemens Healthcare Diagnostic Products GmbH，マールブルク，ドイツ）を
用いた．採血後 3日目の赤血球製剤に等量のリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline：PBS）を加え，500×gで 15 分
間遠心分離後，上清を除去し，得られた赤血球沈査を赤血球サンプルとして用いた．採血後 2日目の血小板製剤を PBS とクエン
酸 - デキストロース溶液を 1：2：0.3 の割合で混合し，800×gで 5分間遠心分離後，上清を除去し，残った沈査をプロトロンビン
欠乏血漿に懸濁して血小板サンプルとした．プロトロンビン欠乏血漿を用いた再構成血液は，血漿，赤血球および血小板サンプル
を混和することで調製した．凝固試験サンプルはプロトロンビン欠乏血漿を用いた再構成血液を 1,710×g，10 分間，4℃で 2回遠
心分離し，得られた上清を用いた．凝固因子およびフィブリノゲンの測定は外注（エスアールエル，東京，日本）し，ACL TOP 
750 CTS（Instrumentation Laboratory Company，マサチューセッツ，米国）を用いて，メーカーの指示に従い凝固法で行った．
データを平均値±標準偏差で示す（N＝4）．
略号：F，factor（因子）；N.D.，not detected（検出されず）
a すべての検体で凝固は観察されず，検出限界の 0.03IU/mlを下回った．
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補足表 3　プロトロンビン欠乏症の血漿輸血モデルにおける再構成血液のプロトロンビン活性

SHP ratio（%） 0 10 20 40 60 80 100

Prothrombin（IU/ml） N.D.a 0.09±0.00 0.18±0.01 0.34±0.01 0.47±0.02 0.58±0.01 0.71±0.01

注：血漿輸血モデルは赤血球サンプルにプロトロンビン欠乏血漿（Siemens Healthcare Diagnostic Products GmbH，
マールブルク，ドイツ）と標準ヒト血漿（standard human plasma：SHP；Siemens Healthcare Diagnostic Products 
GmbH）の混合比を調整した血小板および血漿サンプルを添加して作成した．赤血球サンプルは採血後 3日目の赤血
球製剤に等量のリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline：PBS）を加え，500×gで 15 分間遠心分離後，上
清を除去し，得られた赤血球沈査を用いた．血小板サンプルは採血後 2日目の血小板製剤を PBS とクエン酸 - デキス
トロース溶液を 1：2：0.3 の割合で混合し，800×gで 5分間遠心分離後，上清を除去し，残った沈査にプロトロンビ
ン欠乏血漿と SHPの混合比を調整して添加したものを用いた．血漿サンプルはプロトロンビン欠乏血漿と SHPの混
合比を 0～ 100%の 7つの濃度希釈系列（SHP比：0，10，20，40，60，80，および 100%）とした．プロトロンビン
活性測定用サンプルは，血漿輸血モデルを 1,710×g で 10 分間，4℃で 2回遠心分離し，得られた上清を使用した．プ
ロトロンビン活性測定は外注（エスアールエル，東京，日本）し，ACL TOP 750 CTS（Instrumentation Laboratory 
Company，マサチューセッツ，米国）を用いて，メーカーの指示に従い凝固法で行った．
データを平均値±標準偏差で示す（N＝4）．
略号：N.D.，not detected（検出されず）
a すべての検体で凝固は観察されず，検出限界の 0.03IU/mlを下回った．

補足表 4　プロトロンビン欠乏症のプロトロンビン複合体濃縮製剤
（prothrombin complex concentrate：PCC）投与モデルにおける
再構成血液のプロトロンビン活性

PCC dose（IU/kg） 0 5 25 50

Prothrombin（IU/ml） N.D.a 0.09±0.01 0.41±0.01 0.74±0.01

注：プロトロンビン欠乏血漿，赤血球サンプルおよび血小板サンプルから調
製した再構成血液をプロトロンビン欠乏症モデルとして使用した．
赤血球サンプルは採血後 3日目の赤血球製剤に等量のリン酸緩衝生理食塩水
（phosphate buffered saline：PBS）を加え，500×gで 15 分間遠心分離後，
上清を除去し，得られた赤血球沈査を用いた．血小板サンプルは採血後 2日
目の血小板製剤を PBS とクエン酸 - デキストロース溶液を 1：2：0.3 の割合
で混合し，800×gで 5分間遠心分離後に上清を除去し残った沈査をプロト
ロンビン欠乏血漿に懸濁し調製した．プロトロンビン，第VII 因子，第 IX
因子，第X因子を 500IU/バイアル含有するケイセントラ（静注用，500 単位，
CSL Behring，東京，日本）を PCCとして使用した．この製剤は凍結乾燥
により調製され，使用時に 20mlの精製水で溶解した．PCCは再構成血液に
0，5，25，50IU/kg 添加した．プロトロンビン活性測定用サンプルは PCC
を添加した再構成血液を 1,710×g で 10 分間，4℃で 2回遠心分離し，得ら
れた上清を使用した．プロトロンビン活性測定は外注（エスアールエル，東
京，日本）し，ACL TOP 750 CTS（Instrumentation Laboratory Compa-
ny，マサチューセッツ，米国）を用いて，メーカーの指示に従い凝固法で行っ
た．
データを平均値±標準偏差で示す（N＝4）．
略号：N.D.，not detected（検出されず）
a すべての検体で凝固は観察されず，検出限界の 0.03IU/mlを下回った．



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /Batang
    /BatangChe
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturyOldStyleStd-Bold
    /CenturyOldStyleStd-Italic
    /CenturyOldStyleStd-Regular
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Dotum
    /DotumChe
    /Edigai-OTF-GoIwata
    /Edigai-OTF-MinIwata
    /Edisys-OTF-Gaiji
    /Edisys-OTF-KAZARI
    /EstrangeloEdessa
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FutoGoB101Pro-Bold
    /FutoMinA101Pro-Bold
    /FuturaStd-Bold
    /FuturaStd-BoldOblique
    /FuturaStd-Book
    /FuturaStd-BookOblique
    /FuturaStd-ExtraBold
    /FuturaStd-ExtraBoldOblique
    /FuturaStd-Heavy
    /FuturaStd-HeavyOblique
    /FuturaStd-Light
    /FuturaStd-LightOblique
    /FuturaStd-Medium
    /FuturaStd-MediumOblique
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /GothicBBBPro-Medium
    /GothicMB101Pro-Bold
    /GothicMB101Pro-Heavy
    /Gulim
    /GulimChe
    /Gungsuh
    /GungsuhChe
    /Haettenschweiler
    /HelveticaLTStd-Blk
    /HelveticaLTStd-BlkObl
    /HelveticaLTStd-Bold
    /HelveticaLTStd-BoldObl
    /HelveticaLTStd-Light
    /HelveticaLTStd-LightObl
    /HelveticaLTStd-Obl
    /HelveticaLTStd-Roman
    /HGGothicE
    /HGGyoshotai
    /HGMaruGothicMPRO
    /HGPGothicE
    /HGPGyoshotai
    /HGPSoeiKakugothicUB
    /HGPSoeiKakupoptai
    /HGSeikaishotaiPRO
    /HGSGothicE
    /HGSGyoshotai
    /HGSoeiKakugothicUB
    /HGSoeiKakupoptai
    /HGSSoeiKakugothicUB
    /HGSSoeiKakupoptai
    /Impact
    /Jun101Pro-Light
    /Jun34Pro-Medium
    /Jun501Pro-Bold
    /KeplerStd-Black
    /KeplerStd-BlackCnItSubh
    /KeplerStd-BlackCnSubh
    /KeplerStd-BlackIt
    /KeplerStd-Bold
    /KeplerStd-BoldCnItSubh
    /KeplerStd-BoldCnSubh
    /KeplerStd-BoldIt
    /KeplerStd-CnItSubh
    /KeplerStd-CnSubh
    /KeplerStd-Italic
    /KeplerStd-Light
    /KeplerStd-LightCnItSubh
    /KeplerStd-LightCnSubh
    /KeplerStd-LightIt
    /KeplerStd-Medium
    /KeplerStd-MediumCnItSubh
    /KeplerStd-MediumCnSubh
    /KeplerStd-MediumIt
    /KeplerStd-Regular
    /Latha
    /LucidaConsole
    /LucidaSansUnicode
    /Mangal-Regular
    /MicrosoftSansSerif
    /MidashiGoPro-MB31
    /MidashiMinPro-MA31
    /MingLiU
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Gothic
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MS-PGothic
    /MS-PMincho
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MS-UIGothic
    /MVBoli
    /Myriad-BdWeb
    /Myriad-CnItWeb
    /Myriad-CnWeb
    /Myriad-ItWeb
    /Myriad-Web
    /NSimSun
    /OCRB
    /OptimaLTStd
    /OptimaLTStd-Black
    /OptimaLTStd-BlackItalic
    /OptimaLTStd-Bold
    /OptimaLTStd-BoldItalic
    /OptimaLTStd-DemiBold
    /OptimaLTStd-DemiBoldItalic
    /OptimaLTStd-ExtraBlack
    /OptimaLTStd-Italic
    /OptimaLTStd-Medium
    /OptimaLTStd-MediumItalic
    /OptimaLTStd-XBlackItalic
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /PalatinoLTStd-Black
    /PalatinoLTStd-BlackItalic
    /PalatinoLTStd-Bold
    /PalatinoLTStd-BoldItalic
    /PalatinoLTStd-Italic
    /PalatinoLTStd-Light
    /PalatinoLTStd-LightItalic
    /PalatinoLTStd-Medium
    /PalatinoLTStd-MediumItalic
    /PalatinoLTStd-Roman
    /PMingLiU
    /Raavi
    /RyuminPro-Bold
    /RyuminPro-Heavy
    /RyuminPro-Light
    /RyuminPro-Medium
    /RyuminPro-Regular
    /RyuminPro-Ultra
    /ShinGoPro-Bold
    /ShinGoPro-Light
    /ShinGoPro-Medium
    /ShinGoPro-Regular
    /ShinGoPro-Ultra
    /ShinseiKaiPro-CBSK1
    /Shruti
    /SimHei
    /SimSun
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /SymbolStd
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesLTStd-Bold
    /TimesLTStd-BoldItalic
    /TimesLTStd-ExtraBold
    /TimesLTStd-Italic
    /TimesLTStd-Roman
    /TimesLTStd-Semibold
    /TimesLTStd-SemiboldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /UniversLTStd
    /UniversLTStd-Black
    /UniversLTStd-BlackEx
    /UniversLTStd-BlackExObl
    /UniversLTStd-BlackObl
    /UniversLTStd-Bold
    /UniversLTStd-BoldCn
    /UniversLTStd-BoldCnObl
    /UniversLTStd-BoldEx
    /UniversLTStd-BoldExObl
    /UniversLTStd-BoldObl
    /UniversLTStd-Cn
    /UniversLTStd-CnObl
    /UniversLTStd-Ex
    /UniversLTStd-ExObl
    /UniversLTStd-Light
    /UniversLTStd-LightCn
    /UniversLTStd-LightCnObl
    /UniversLTStd-LightObl
    /UniversLTStd-Obl
    /UniversLTStd-XBlack
    /UniversLTStd-XBlackEx
    /UniversLTStd-XBlackExObl
    /UniversLTStd-XBlackObl
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /WarnockPro-Bold
    /WarnockPro-BoldCapt
    /WarnockPro-BoldDisp
    /WarnockPro-BoldIt
    /WarnockPro-BoldItCapt
    /WarnockPro-BoldItDisp
    /WarnockPro-BoldItSubh
    /WarnockPro-BoldSubh
    /WarnockPro-Capt
    /WarnockPro-Disp
    /WarnockPro-It
    /WarnockPro-ItCapt
    /WarnockPro-ItDisp
    /WarnockPro-ItSubh
    /WarnockPro-Light
    /WarnockPro-LightCapt
    /WarnockPro-LightDisp
    /WarnockPro-LightIt
    /WarnockPro-LightItCapt
    /WarnockPro-LightItDisp
    /WarnockPro-LightItSubh
    /WarnockPro-LightSubh
    /WarnockPro-Regular
    /WarnockPro-Semibold
    /WarnockPro-SemiboldCapt
    /WarnockPro-SemiboldDisp
    /WarnockPro-SemiboldIt
    /WarnockPro-SemiboldItCapt
    /WarnockPro-SemiboldItDisp
    /WarnockPro-SemiboldItSubh
    /WarnockPro-SemiboldSubh
    /WarnockPro-Subh
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Average
  /MonoImageResolution 150
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /JPN <FEFF005B0027007700650062752800270020306B57FA3065304F005D00203053306E8A2D5B9A306F300130D530A930F330C8306E57CB30818FBC307F3092884C308F305A3001753B50CF89E350CF5EA6308267004F4E9650306B62913048305F00200050004400460020658766F830924F5C62103059308B3068304D306B4F7F75283057307E305930023053306E8A2D5B9A30674F5C62103057305F00200050004400460020658766F8306F0020004100630072006F0062006100740020304A30883073002000520065006100640065007200200035002E003000204EE5964D30678868793A3067304D307E30593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
  /SyntheticBoldness 1.000000
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


