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フローチャンバーシステムである血栓形成能解析システムに搭載された新しい血液

希釈チップが低濃度血小板/高せん断応力における血小板製剤の安定した分析を可能

にした
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【背景と目的】血栓形成能解析システム（Total Thrombus-formation Analysis System：T-TAS）は，再構成血液
サンプルを用いることで血小板製剤の止血への寄与を定量的に解析することが可能である．しかしながら，血小板数
が少ない検体には不向きである．我々はチャンバーの深さが浅い血液希釈（haemodilution：HD）チップを導入する
ことで，低血小板検体への適応と高せん断応力条件（1,500s－1）による止血能評価システムの開発を試みた．
【材料と方法】血液サンプルは，赤血球製剤，標準ヒト血漿，血小板製剤を混合して調製され，最終血小板数は 50
×103/μl とした．凝集試験にはコラーゲン，アデノシン二リン酸（ADP），リストセチンを凝集惹起剤として用いた．
血小板製剤（N = 10）の 2日目，4日目，9日目にサンプルを評価した．
【結果】HDチップにより，血小板数 50×103/μl の全サンプルの止血能を安定的に解析することができた．止血能
は ADP凝集（10kPaまでの時間［T10］：r＝－0.53，30分間曲線下面積：r＝0.40）および保存期間（T10：r＝0.44）と
相関していた．
【結論】HDチップ搭載 T-TASは，高せん断応力条件で低血小板検体の止血能を安定的に解析することが可能であ
る．このアプローチは血小板製剤の止血能解析において，実験動物を用いた in-vivo 止血試験への橋渡しとなること
が期待される．
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はじめに
止血機構は血管損傷部位への血小板接着，接着した
血小板が凝集塊を形成する血小板血栓（一次止血），お
よびフィブリノーゲンが血小板血栓にフィブリンとし
て蓄積するフィブリン血栓（二次止血）からなる．In
vitro では，一次止血は多血小板血漿を用いた凝集試験
で，二次止血は乏血小板血漿を用いた凝固試験で分析

されている１）２）．しかしながら，これらの in vitro 試験に
よって in vivo の止血メカニズムを正確に反映させるこ
とは困難である．これは血小板が赤血球により押し出
されることで血管内皮に接着し（マージネーション），
活性化された血小板が凝固因子との相互作用により止
血が進行するためである３）．これらを克服するために，
流動条件下で血栓形成過程をリアルタイムで観察・解
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析できるフローチャンバーシステムが止血メカニズム
の理解向上に大きく貢献している．
流動条件下で全血サンプル中の一次止血と二次止血
を総合的に評価するために，血栓形成能解析システム
（Total Thrombus-formation Analysis System：T-
TAS，藤森工業，東京，日本）と呼ばれる簡易血栓形
成評価キットが開発された（補足図 1）４）．T-TASに用
いられるマイクロチップは I型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ており，血小板とフィ
ブリンを多く含む血栓の形成に伴う流圧変化を測定す
る．我々はこれまでの研究において，健常人由来の赤
血球，標準ヒト血漿（SHP；シーメンス・ヘルスケア・
ダイアグノスティックス，フォルクハイム，ドイツ），
および様々な濃度の血小板製剤から調製した再構成血
液を用いることで血小板製剤の止血に対する寄与を定
量的に解析する新しい in vitro 試験として，T-TAS
の有用性を報告した５）．このシステムは他の従来の in
vitro 止血試験と比較して血小板輸血後の止血環境を模
倣しており，試験管内における血小板輸血と考えるこ
とができるが，いくつかの制限事項がある．第一に，
T-TASは血栓形成に伴う流圧変化を定量化するため，
低濃度血小板では測定できない可能性がある．第二に，
高せん断応力条件を再現できない．最近，これらを克
服するために，チャンバーの深さを浅くした改良チッ
プ（Haemodilution［HD］チップ；藤森工業）が開発さ
れ，低濃度血小板での評価において，血栓形成に伴う
T-TAS分析チャンバー閉塞による流圧上昇をより高感
度に検出することが可能になった６）．HDチップは従来
チップと比較して高せん断応力（1,500s－1，従来チップ：
600s－1）における止血能評価が可能であり，血漿因子よ
りも血小板機能に起因する止血能を包括的に評価する
ことを可能にした．Samanbarら７）は，血小板減少症患
者における血小板輸血後の止血評価の新しい方法とし
て，HDチップ搭載 T-TASの有用性を報告している．
血小板製剤の止血能を輸血後の生体内に近い環境で
定量することができれば，その品質管理に大きく寄与
することが期待される．本研究では HDチップ搭載 T-
TASを用いて，低濃度血小板/高せん断応力における濃
厚血小板（PC）の止血能の変化を高感度かつ定量的に
検出する評価法の確立を目指した．加えて，PC保存に
よる止血能の変化をHDチップ搭載T-TASを用いて測
定し，従来の凝集試験結果との相関性を確認して T-
TASを用いた新規止血検査の生理的・機能的意義につ
いて考察した．

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）．
PCの調製
PCは日本赤十字社の採血基準を満たし，同意を得ら

れた献血者からアフェレーシスシステムである Trima
Accel（テルモ BCT，東京，日本）もしくは Component
Collection System（ヘモネティクス，ボストン，マサ
チューセッツ州，米国）を用いて採取した．採取した
PCに 15Gyの X線を照射し（MBR-1530A-TW；日立ヘ
ルスケアシステムズ，東京，日本），22℃，60 cycles/
minで攪拌しながら保存した（NR-30；パナソニック，
大阪，日本）．
新規の止血試験と従来の凝集試験
血小板サンプルは研究利用可能で最も新鮮な保存 2
日目（血小板採取日を 1日目），有効期限である 4日目，
および最初の検体採取から 1週間後の 9日目にサンプ
リングした．サンプリングは 80ml バッグ（BB-T008
FJ；テルモ BCT）を用いて 3ml ずつ無菌的に行った．
HDチップ搭載 T-TAS（藤森工業）を用いた４）６）．HD

チップ搭載 T-TAS装置の概要と解析パラメータを補足
図 1に示す．試験検体はクエン酸塩処理した標準赤血
球，SHP，血小板検体を混合した再構成血液であるため，
既報の通り５），凝固システムを回復させるために分析前
に 1.25mg/ml のコーントリプシン阻害剤を含む 0.3
Mの CaCl2を 20μl 添加した．簡潔に要点を記載すると，
再構成血液は 4℃で 3日間保存した赤血球製剤に等量
のリン酸緩衝生理食塩水を加え 500g，15分間遠心分離
による洗浄で調製した赤血球沈査と抗凝固剤としてク
エン酸処理した輸血用ではない SHP（0.86～1.06IU/
ml の凝固因子と 2.57g/l のフィブリノーゲンを含有）と
血小板サンプルから調製した．目標血算値は血小板数
50×103/μl，ヘマトクリット値 40%とした．止血試験
は異なるドナー由来の 10本の PCで実施した．標準赤
血球は試験日ごとに無作為のドナーから入手し，SHP
は同一ロット製品を使用した．流速は 4μl /minもしく
は 10μl /minに設定することが可能である．高いせん断
応力は凝固因子よりも血小板に起因する止血能解析を
可能にするため，チャンバー内の初期せん断速度が約
1,500s－1に相当する 10μl /minとした．
従来の凝集試験として，Born. O’Brienらにより考案
された透過率測定法を用いた．最大凝集率は凝集計（PRP
313M；タイヨウ，大阪，日本）を用いて測定した．最
大凝集率測定用サンプルは，血小板サンプルに血小板
サンプルを遠心分離（1,810g；10分間）して得られた
自己血漿を混合し調製した．目標血小板数は 300×103/
μl とした．凝集惹起剤として，コラーゲン，アデノシ
ン二リン酸（ADP）およびリストセチンを既報に従い
調製した８）．血小板数，平均血小板容積，および CD62
P，プロカスパーゼ活性化化合物-1（PAC-1），アネキシ
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図 1　22℃振とう保存時の濃厚血小板（PCs）における止血能
（A）T10（流圧が 10kPa に到達するまでの時間），（B）T80（80kPa までの時間：閉塞時間），（C）AUC30（30 分間曲線下面積）
を図に示した．我々は血液希釈チップ搭載の血栓形成能解析システム（藤森工業，東京，日本）を導入した．試験検体は血小
板サンプル，標準赤血球および標準ヒト血漿から調製した再構成血液（血小板数 50±2×103/μl，ヘマトクリット値 37.3±0.9%）
を用いた．データは平均値±標準偏差，N＝10 で示した．血小板採取 2日目，4日目，9日目のT-TAS パラメータは反復測定
分散分析後，ポストホック分析としてDunnett の多重比較検定によって比較された．統計的な有意差は p＜0.05 とした．
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ン Vの発現量の測定法を補足方法に示した．
赤血球製剤のドナーの違いが止血能に及ぼす影響
血漿と血小板は同一試料源を使用し，赤血球のみ異
なるドナー由来の試料源を用いて，血小板数 50×103/
μl，ヘマトクリット値 40%の再構成血液を調製し止血
能を測定した．SHPは 0.86～1.06IU/ml の凝固因子と
2.57g/l のフィブリノーゲンを含む同一ロットを使用し，
血小板は単一のドナーから採取した製剤を保存 2日目
に使用した．一方，赤血球は異なる 5名のドナーから
採取し保存 3日目に使用した．
統計解析
データ解析はGraphPad Prism 8（GraphPad Software,

San Diego, CA, USA）を用いて行った．結果は平均値±
標準偏差で示した．血小板採取 2日目を対照として 4
日目および 9日目の全パラメータについて反復測定分
散分析後，ポストホック分析として Dunnettの多重比
較検定を行った．スピアマン順位相関係数を PCにおけ
る in vitro 特性と T-TASパラメータの間で算出した．

統計的な有意差は p＜ 0.05とした．

結 果
初期血栓形成の指標であり 10kPaに至るまで時間

（T10）（平均値±標準偏差）は，2日目，4日目および 9
日目にサンプリングした血小板で 12.6±1.6分，13.7
±2.9分（p=0.108），15.2±2.1分（p＜0.05）に延長した
（図 1A）．血栓による閉塞の指標であり 80kPaに至るま
での時間（T80：キャピラリーをほぼ完全に閉塞するの
に十分な時間）は，2日目，4日目および 9日目にサン
プリングした血小板で 18.7±3.1分，18.5±3.1分（p =
0.954），20.5±4.0（p = 0.225）であった（図 1B）．止血
能の定量性の指標である 30分間曲線下面積（AUC30）は，
2日目，4日目および 9日目にサンプリングした血小板
で 1,150±164，1,124±221（p=0.814），993±218（p=
0.063）であった（図 1C）．最大凝集率は血小板サンプ
リング 4日目と 9日目のコラーゲン，ADP，およびそ
れらの同時凝集で減少した（図 2）．血小板活性化マー
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図 2　22℃振とう保存時の濃厚血小板（PCs）における凝集能
凝集能は凝集計（PRP313M；太陽，大阪，日本）を用いて，血小板サンプルおよび
自己血漿から調製した多血小板血漿（血小板数 295±10×103/μl）を用いて測定した．
データは平均値±標準偏差，N＝10 で示した．血小板採取 2日目，4日目，9日目の
凝集パラメータは反復測定分散分析後，ポストホック分析としてDunnett の多重比
較検定によって比較された．統計的な有意差は p＜0.05 とした．
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表 1　濃厚血小板における in-vitro特性とTotal 
Thrombus-formation Analysis Systemパラメータ
間の Spearman 順位相関係数

T10 T80 AUC30

Storage period 0.44＊ 0.21 －0.29
Collagen －0.35 0.02 0.16
ADP －0.53＊＊ －0.27 0.40＊

Collagen＋ADP －0.30 0.10 0.07
Ristocetin －0.36 －0.15 0.31
Platelet count －0.27 －0.06 0.12
Mean platelet volume 0.15 0.15 －0.12
CD62P 0.26 0.08 －0.13
PAC-1 0.00 －0.05 0.04
Annexin V 0.23 0.03 －0.09
＊p＜0.05，＊＊p＜0.01（N＝10）．
略語：AUC30，area under the curve for 30min；ADP，
adenosine diphosphate；PAC-1，procaspase activating 
compound-1；T10，time to 10kPa；T80，time to 80kPa

カーである CD62Pとアネキシン Vの結合は 4日目と
9日目に増加し，PAC-1結合は 9日目に増加した（補足
表 1）．止血能は保存期間（T10：r = 0.44）および ADP
凝集（T10：r =－0.53；AUC30：r = 0.40）と相関関係が
あった（表 1）．
5名の異なるドナー由来赤血球から再構成した血液サ

ンプルの止血能を補足表 2に示す．T10，T80，およびAUC30
の変動係数はそれぞれ 5.1，4.9，および 5.8%であった．

考 察
本研究では低濃度血小板/高せん断応力における PC

保存に伴う止血能変化を測定するために，現行 T-TAS
試験と比較してより高感度かつ定量的な評価法を確立
する目的で T-TAS試験に改良を加えた．従来チップを
使用した以前の研究では，血小板数 50×103/μl を用い
た定量的評価において 10例中 4例のみで安定した止血
能解析が可能であったが，チャンバーの深さを浅くし
た HDチップを使用することで，すべての低血小板濃
度の再構成血液サンプルにおける止血能を高せん断応
力で安定的に解析することが可能となった５）．
赤血球は血流の中心に移動し，せん断力とヘマトク
リット値に依存して血小板を血管内皮に向かって押し
出すことで止血に寄与している３）９）．赤血球の止血への
寄与は膜障害や変形能の低下により亢進することが知
られている３）．本評価システムにおけるせん断力（1,500
s－1），ヘマトクリット（40%）はそれぞれ定値である．
加えて，再構成血液に用いた赤血球は保存 3日目の新
鮮な血液であるため，異なるドナー由来であったとし
ても多くが円板状であり膜障害が少なく変形能は維持
されている１０）．その結果，T-TASパラメータの変動係
数は 10%未満になったと考えられる（補足表 2）．
新規 T-TAS止血試験は低濃度血小板/高せん断応力
で止血能を包括的に定量することが可能であった．従っ
て，この試験は従来の凝集試験よりも，生理学的によ
り適切な条件における血小板製剤の止血能評価を可能
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にすると考えられる．このシステムは血小板輸血後の
臨床状況をより反映している可能性があり，受血者を
問わない試験管内での血小板輸血とみなすことができ
るのかもしれない．新規 T-TAS止血試験は従来の凝集
試験から実験動物を用いた in vivo 止血試験への橋渡し
として期待される．
この研究には 2つの制限事項がある．第一に，再構

成血液中の血液成分は調製工程で損傷している可能性
がある．第二に，生体内とは異なり再構成血液サンプ
ル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を反映していない１１）．
したがって，現在の我々の方法は実験動物やヒトにお
ける止血能をまだ適切に反映しきれていないかもしれ
ない．しかしながら，新規 T-TAS止血試験は倫理，労
力，再現性において in vivo 止血試験よりも優れている．
我々の評価法は低濃度血小板/高せん断応力における血
小板製剤の止血能を評価する方法として，in vivo 止血
試験の代替となる可能性がある．
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補足表 1　濃厚血小板保存時の in-vitro特性

Days after the platelet collection

day 2 day 4 p value day 9 p value

Haematology analyzer values
Platelet counts（×103/μl） 1,054±85 1,061±94 　0.413 995±87 ＜0.01
Mean platelet volume（fl） 9.0±0.6 9.1±0.5 ＜0.05 9.3±0.5 ＜0.01

Platelet surface markers
CD62P positive platelet（%） 15±5 23±10 ＜0.01 60±11 ＜0.01
PAC-1 binding（% positive） 1.2±0.5 1.6±1.2 　0.234 2.8±1.5 ＜0.01
Annexin V binding（% positive） 3.3±0.6 3.9±0.6 ＜0.05 8.8±3.8 ＜0.01

ノート：データは平均値±標準偏差で示した（N＝10）．
反復測定分散分析後，ポストホック分析としてDunnett の多重比較検定による 2日目，4日目，9日目の濃厚血小板の in-vitro特性の
比較

補足表 2　5名の異なる赤血球献血者から調製した再構成血液サ
ンプルの止血能

No. T10（min） T80（min） AUC30

1 13.8 17.5 1,147.6
2 15.3 18.9 1,015.1
3 15.3 18.5 1,069.2
4 15.8 20.0 1,005.8
5 15.2 19.0 1,008.5

Means 15.1 18.8 1,049.2
Standard deviation  0.8  0.9 60.8
Coefficient of Variation（%）  5.1  4.9 5.8

略語：T10，time to 10kPa；T80，time to 80kPa；AUC30，area under 
the curve for 30min
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補足図 1　血液希釈チップ（HDチップ）搭載血栓形成能解析システム（T-TAS）と解析結果
（A）T-TAS（HDチップ）の概略図（a）HD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．HDチップ（深さ 50μmチャンバー）は従来チップ（深さ 80μmチャンバー）と比較して，
T-TAS解析チャンバー内の血栓成長による流路閉塞に伴う圧力上昇の検出感度が高い．（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 1,500s－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．白色血栓形成も顕微鏡でモニターされる．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）フロー条件下で再構成血液サンプルを用いた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）），T80（80kPa に達するまでの時
間：閉塞時間（分）），AUC30（30 分間曲線下面積：グレーの濃淡）を図中に示す．

(A)

(B) 
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