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研究成果の概要（和文）：現在の薬効評価法はＡＤＰやアラキドン酸の使用で最大４人の血小板

凝集能を測定可能である．一方、本法では最大２４人の測定が可能であり多検体を同時処理で

き、大幅な省力化が可能である．コスト面では、マイクロプレートはディスポタイプで１枚１

００～２００円程度で一測定あたり１～２円で済む．従来法では９６検体の測定で消耗品代の

コストが６０００円程度かかり、本法は圧倒的に低コストである．また、測定試料も少量のた

め、少ない採血量で同等の情報を得ることができる．

研究成果の概要（英文）：Platelet aggregometer based on the optical density method can be
measured up to 4 tests, which is induced by ADP or arachidonic acid. The new automated
device can be measured up to 24 tests induced by the agonists. The new device have results
under lower efforts, lower costs and small sample volume than the optical density method.
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１．研究開始当初の背景
アスピリンに代表される抗血小板療法は

動脈血栓症の二次予防ならびに一次予防に
欠くことのできない治療法であり、大規模臨
床試験により、その意義は確立されている．
しかしながら、アスピリンが動脈血栓症を低
減する効果はたかだか２０～３０％である．
一方で、非弁膜症性心房細動のある脳梗塞ま
たは一過性虚血発作患者における抗凝固療
法の脳梗塞低減効果は６０～８０％であっ

た．このような低減効果の差異は、疾患の違
い、患者背景、薬剤の特性などそれぞれに大
きく異なる部分があり同一基準で論ずるこ
とに異論はあるが、抗凝固療法においては
PT-INR により患者ごとに薬剤が至適濃度
になるようモニタリングされていることが
高い低減効果をもたらした可能性が考えら
れる．そのため、抗血小板療法においても適
切なモニタリングをおこなうことで治療効
果の向上が期待できるが未だ実証されてい
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ない．
その原因として、現在の血小板凝集能検査

は手間と時間の割に処理できる検体数が限
られるため効率が悪く多検体処理が困難で
ある、保険点数の切り下げにより試薬や消耗
品のコストをカバーできない、などが挙げら
れる．現状では、専門のスタッフを雇い研究
費で対応している施設が多く、検査室が医師
の需要に対応できていない状況がある．

２．研究の目的
現在、日本で普及している血小板機能評価

法は Born GVR によって開発された血小板
凝集能測定法（透過光法、吸光度法）を原理
とする血小板凝集能であり、この方法では測
定試料や試薬の分注をマニュアルで行うた
め測定が煩雑である、多検体処理に対応した
装置がない、消耗品のコストが高い、などの
難点があり、抗血小板薬の薬効モニタリング
を実施している施設は少ない．海外において
は Verify Now（Accumetrics 社）や PFA-100
（dadebehring 社）といった装置が抗血小板
薬のモニタリングに利用され一定の評価を
得つつあり、抗血小板療法におけるモニタリ
ングの重要性について議論がされている．一
方で海外の装置は消耗品が大変高価で６千
～８千円にのぼり、日本の医療保険制度では
そのコストをカバーできないことから（血小
板凝集能検査は５０点）、国内販売の動きは
ない．そのため、多検体処理ができ、かつ低
コストで測定できる新しい機構の血小板凝
集能測定装置の開発を通じて自動化法の構
築を試みる．この測定系をベースに、測定試
料として全血を使用した測定系の開発を試
みた．

３．研究の方法
（１）凝集装置の組み立て．

ウェル部分に光を通過させるための穴を
開けた金型を作成し、マイクロプレートミキ
サー（テレシェイク１ 型、株式会社アイシ
ス）に固定した．さらにＬＥＤと受光素子を
その上下に取り付け（図１）、連続的に吸光
度変化をモニタできるようにして、９６ウェ
ルマイクロプレートを設置した．

（２）血液の処理．
インフォームドコンセントを得た健常人

から、３．８％クエン酸ナトリウム１容に９
容の血液を肘静脈より採取した．処理した血
液は１１００rpm で１２分間遠心し、上清を
分離して多血小板血漿（PRP）とした．さら
に３０００rpm で１０分間遠心し、上清を分
離して乏血小板血漿（PPP）とした．

図１

（３）振盪条件．
マイクロプレートミキサーの回転数を３

００rpm から１５００rpm まで変化させて、
振盪条件と血小板凝集能の反応性について
検討した．

（４）ADP 惹起血小板凝集．
液量の異なる PRP（５０～２００μL）をマイ
クロプレートのウェルに分注し、adenosine
5'-diphosphate（ADP）惹起血小板凝集を測
定した．マイクロプレートミキサーの振盪条
件は３００～１２００rpm とした．

（５）測光条件．
振盪による液厚の変化は当初の想定を上

回って吸光度変化に大きく影響し、それが原
因となって PPP と PRP の吸光度差が逆転する
こともあった．そこで、液厚の変化を取り除
くため、一定間隔で振盪を停止する時間を組
み込み、停止している間に吸光度を測光する
ために振盪プログラムに変更を加えた．

４．研究成果
（１）振盪条件．
３００～１３００prm の間では良好な振盪が
得られたが１３００rpm を超えると回転軸か
ら逸脱して振盪を維持できなかった．そのた
め、以後の実験では、安定的に振盪を維持さ
せるため１２００rpm 以下で実験を実施した．

（２）ADP 惹起血小板凝集による振盪条件の
決定．

PRP の液量が１００μL以下では PPP と比
較して充分な吸光度差が得られず、凝集能の
測定は不可能であった．この原因として回転
運動による遠心力で PRPが外側に押しやられ
て光が通過する中心部分の液厚が減少する
ことが考えられた．

８００rpm 未満の回転数では、本来生成す
べき大きな血小板凝集塊が形成されず、凝集
反応に必要な撹拌力が得られていないと考



えられた．
以上の結果より、安定した血小板凝集が得

られる測定条件として、PRP の液量は１５０
～２００μL、を設定し、以後の検討に使用
した．

（３）測光条件．
振盪による液厚の変化は当初の想定を上

回って吸光度変化に大きく影響され、そのこ
とが原因となって PPP と PRP の吸光度差が逆
転することもあった．そこで、液厚の変化を
取り除くため、一定間隔で振盪を停止する時
間を組み込むよう振盪プログラムに変更を
加えた．

振盪停止をしてから液面が安定するまで
に３秒程度を必要とした．また、撹拌により
形成された血小板凝集塊の形成を維持する
ためには持続して２０秒以上の撹拌が必要
であった．この結果より、２２秒間振盪した
のち８秒間だけ振盪を停止して測光する条
件を決定した．

図２

一定間隔で振盪を停止することにより液
面が水平な状態を維持でき、吸光度の安定性
が向上した．その結果、振盪を停止している
タイミングでの吸光度を結んで移動平均を
とることで解離を伴う一次凝集パターンが
得られた（図２）．

ここまでの結果より、回転数を１２００
rpm、２２秒振盪して８秒停止、PRP 量１８０
μLとし、終濃度が０．５～４．０μM とな
る ADP を加えて濃度依存性を評価した．移動
平均をとると、従来法である吸光度法と相似
した反応曲線が得られ、新しい測定装置によ
り血小板凝集能を評価することが可能とな
った(図３)．

（４）本研究の意義
血小板凝集は撹拌しないと著しく反応が

減弱するため測定には撹拌が必須であり、撹
拌子を必要としない血小板凝集能検査はい

まだ実用化されていない．そこで、回転運動
をによる遠心力で液体（PRP）を撹拌する測
定方式の開発を試みて、実用化への目途をつ
けた．

図３

マイクロプレートとミキサーというありふ
れた組み合わせではあるが、このような測定
系で血小板凝集能を測定する試みはなく、着
目点が非常に独創的である．

マイクロプレートを利用することで９６
測定を同時におこなうことができるため、短
時間で多検体の血小板凝集能検査を行うこ
とができる．これにより、検査にかかる時間
を大幅に節約することができる．また、現行
では９６件の測定に要する消耗品代（キュベ
ットとスターラーバー）は６０００円程度で
あるが、マイクロプレートは１枚１００～２
００円程度あり、このわずかな費用で９６件
の測定ができるため、コストを大幅に節約す
ることができる．更に、自動化や多検体処理
による省力化によって、抗血小板薬の薬効モ
ニタリングが PT-INR と同様、簡便に実施さ
れることで、抗血小板療法の治療成績向上の
一助となることが期待できる．

マイクロプレートウェルは９６穴のみな
らず８穴の製品も市販されており、こちらを
使用することで更にコンパクトな装置を設
計することが可能となる． 装置の小型化に
より大病院だけでなく、市中の診療所といっ
た小規模の施設においても検査を行いやす
くなり、多くの患者が薬効モニタリングの恩
恵を享受できる．

（５）今後の展望
心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患

の増加に伴い、抗血小板薬を服用する患者は
年々増加している．一方で、抗血小板薬を服
用しているにも関わらず、血栓症の再発をき
たす患者が２０～５０％にのぼり、これらの



患者では血小板機能が抑制されていないこ
とがその原因の一つと考えられており、薬剤
低反応性（抵抗性、ノンレスポンダー）など
と呼ばれ世界的に大きな問題となっている．

血小板機能評価法には複数あり、世界的に
は POCT（point of care test）と呼ばれる全
血を用いた簡易検査が普及しつつある．一方
で医療用機器として未承認であることやラ
ンニングコストの面から、日本国内では未だ
に導入していない．そこで、現在の医療資源
下で抗血小板薬の薬効評価をする必要があ
るが、血小板凝集能検査は時間と手間のかか
る検査であることから、一部の医療機関で実
施されているにすぎない．

今回、開発した装置は同時に１０～２０人
程度の血小板機能を同時に測定できること
から、従来法と比較して１０倍多く処理する
ことが可能である．その結果、抗血小板薬を
服用している患者に対して定期的に薬効モ
ニタリングを実施することで、抗血小板薬の
効果を確認するとともに、必要であれば薬剤
の増量や他剤への変更をすることでより効
果的に血小板機能を抑制し、血栓症の再発予
防に大きく寄与できると期待される．
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