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研究成果の概要（和文）：活性化血小板マイクロパーティクル(aPLT-MP)は血栓形成や炎症促進に強く関与する
が、確立した測定系やメカニズムは明らかでない。我々は各種血小板関連抗体を用いたELISA法でaPLT-MP定量の
開発と血栓形成促進作用の解明を試みた。健常人13例と患者検体178例のクエン酸Na血漿を用いた。
aPLT-MP ELISA法は、4種の一次抗体と8種の二次抗体で検討した結果、一次抗体に抗AnnexinV抗体、二次抗体に
抗GPⅠｂ抗体が最も感度、特異性、再現性が良かった。健常人aPLT-MP値と患者aPLT-MP値に有意差は無かったが
aPLT-MP値へ影響を与える因子として不整脈と抗凝固薬が抽出された。

研究成果の概要（英文）：Activated-Platelet derived microparticle (aPLT-MP) has a strong influence on
 the blood clot formation and inflammatory, however, measuring method and mechanism of clot 
formation have not been clarified. We conducted a fundamental examination of an assay by ELISA using
 various platelet-related antibodies to determine aPLT-MP. Citrated plasma samples were obtained 
from 13 healthy volunteers, 72 patients with atrial fibrillation, 60 with hypertension, and 41 with 
diabetes mellitus.  
The sensitivity and specificity of aPLT-MP varied according to the combination of platelet-related 
antibodies, and anti-AnnexinV polyclonal antibody for solid-phase and anti-GPIb monoclonal antibody 
for detector was the most suitable combination for aPLT-MP. There was no significant difference in 
PLT-MP values of volunteers between healthy and patients. Influencing factors to aPLT-MP values were
 arrhythmia and anticoagulant drugs. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
血 中 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル
(Microparticle:MP)は血小板、血管内皮、単
核球など、様々な細胞から生じることが知ら
れており 1)～4)、糖尿病患者では、血小板由来
MP(Platelet derived MP: PDMP)、血管内皮
由来 MP、単球由来 MP、顆粒球由来 MP が検出
され、脳卒中患者では PDMP、内皮由来 MP が
測定されるなど、多彩な疾患に関与している
と言われている 2,5)。活性化血小板由来
MP(activated Platelet-Microparticle :     
aPLT-MP )は、トロンビン、ADP、コラーゲン
などの血小板活性アゴニストによる刺激や、
補体活性の結果産生され、Membrane attack 
complex による Ca イオンの細胞内流入、シェ
アストレスによるvWF因子への接着への関与
などが報告されている。働きとしては、強力
な凝固活性促進や炎症促進作用を持ち、血栓
症、脳血管疾患、炎症性疾患などで血中に放
出されると言われているため、血栓止血分野
において臨床研究で注目を集めている 6)～8)。
また、生成の過程で、細胞膜に存在する膜蛋
白や脂質、さらには細胞質蛋白や mRNA まで
も細胞から供与されるため MP は表面また内
部にこれら種々の物質を含有しながら、それ
を標的細胞に向けて輸送する細胞間のトラ
ンスポーターとして機能していることも判
明してきている 3),9)。以上のことより、
aPLT-MP を測定することは、疾患との関与を
検索することにより、病状のモニタリングや
リスク算出など、幅広い臨床検査での応用が
示唆される。 
２．研究の目的 
各種血小板関連抗体と、血小板活性化マーカ
ーである抗 AnnexinV 抗体を用いた ELISA 法
(サンドイッチ ELISA 法)について、aPLT-MP
測定プロトコールを作製し患者検体を測定
し、臨床検査法としての有用性について評価
した。 
３．研究の方法 
(1)試料は、健常人 13 例と患者残余検体 178
例のクエン酸 Na 血漿を用いた。測定用検体
は、採血後 15 分以内に 1200g,10 分で遠心分
離した血漿を用いた。患者背景は採血時のカ
ルテ情報を参照した。患者の主な病態は、心
房細動(72 例)、高血圧(60 例)、糖尿病(41 例)
などであった。その他に各種培養細胞を用い
た。 
(2)aPLT-MP ELISA 法の試薬は、4種の一次抗
体（抗 AnnexinV -Mb 抗体と抗 AnnexinV -Pb
抗体、抗 vWF -Pb 抗体、抗 GPⅡb/Ⅲa-Pb 抗
体）と 8 種の二次抗体（抗 CD36 -Mb 抗体、
抗 GPIb -Mb 抗体、抗 AnnexinV -Mb 抗体、抗
p53 -Mb 抗体、抗 CD40-Mb 抗体、抗 TP80-Mb
抗体、抗 vWF -Pb 抗体、抗 GPⅡb/Ⅲa-Pb 抗
体）の組み合わせを用いた。 
(3)採血器具は、4種類の採血管（ネオチュー
ブ、 BD Vacutainar、インセパックⅡ、ベノ
ジェクトⅡ）とフラッシュバック有り無し採
血針 2種に aPLT-MP ELISA 法への影響を比較

した。 
(4) 機 器 は 、 プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー
(HydroFlex ウォッシャー:TECAN）、超音波発
生機 UD-200(トミー精工社)を用いた。 
(5)反応条件は、各種緩衝液で抗体を希釈し、
aPLT-MP に感度・特異性の高い緩衝液とｐH 
および希釈倍数を検索した。反応温度は 4℃
～37℃、反応時間は 1 時間から over night
までを検討し、aPLT-MP に感度・特異性の高
い測定条件を検索した。 
(6)aPLT-MP の標準液は、健常人 PRP の血小板
数を 2.0×105/μL に調整し、刺激剤 ADP で
37℃下にて 170g 10 分間攪拌後、凍結、超音
波処理をして標準液とした。 
赤血球由来 MP の標準液は、健常人末梢血か
ら赤血球を分離し数を計測した後、aPLT-MP
と同様の操作で作成した。血管内皮由来、白
血病細胞株由来 MP は、培養後、数を計測し、
aPLT-MP と同様の操作で作成した。その後、
測定まで-20℃で冷凍保管した。 
４．研究成果 
(1)各種抗体の組み合わせ：一次抗体に抗
AnnexinV-Pb 抗体、二次抗体に抗 GPⅠｂ-Mb
抗体の組み合わせが最も感度、特異性、再現
性良く aPLT-MP を捉えた。 
(2)固相化抗体に 1,000 倍抗 vWF PAb を用い
た時の結果を図1に示す。トリス緩衝液pH9.0
と 0.05M 炭酸 Na 緩衝液 pH9.6 で吸光度が高
くなり、固相化に適していた。反応条件は、
37℃ 1 時間静置が最も吸光度が高くなり、固
相化に適していた。以後の固相化は、トリス
緩衝液 pH9.0、37℃ 1 時間静置で行った。 

図１ 固相化用緩衝液の比較 
 
(3)検量線は、既知濃度の aPLT-MP と吸光度
において直線性が得られた（図２）。 

図２ aPLT-MP 検量線 
 
(4)採血条件では、4種の採血管間、フラッシ
ュバック有り無し採血針間でaPLT-MP値に有
意な差は見られなかったが、シリンジ採血は
有意に高値を示した（図３）。 



 
図３ 真空採血管および針の違いによる

aPLT-MP 値の比較 
 
(5)保存方法作成日を 0 日目とし、冷蔵保存
と凍結保存に分けて 6日間に渡り aPLT-MP を
測定検討した結果を図４に示す。冷蔵保存で
は徐々に吸光度が下がり、特に 3日目から急
激に低下していることが分かった。凍結保存
では目立った変化は見られなかったが、長期
間の保存についての検討も必要と考えられ
た。 

 
図４ aPLT-MP の保存方法の比較 

 
(6)再現性は、同時再現性は、3濃度(高濃度、
中濃度、低濃度)の aPLT-MP 値検体を、同一
ウェル内で測定した結果、高濃度では
CV=14.9%、中濃度では CV=11.2％、低濃度で
は CV=12.6％であった。日差再現性は CV＝
12.6%、プレート内ウェル間差再現性は
CV=5.8％と良好な結果であった。 
(7)感度・特異性は、aPLT-MP ELISA 法は白血
球や培養細胞由来 MP とは反応せず、aPLT-MP
に高い感度・特異性を示した（図５）。 

      図５ 感度・特異性の比較 
 
(8)健常人検体の aPLT-MP 値は 13.1±
3.18/µL(n=13)、患者検体のaPLT-MP値は12.4
±6.54/µL(n=178)であった（図６）。aPLT-MP
値へ影響を与える因子として不整脈と抗凝
固薬が抽出された。重回帰分析においても、
aPLT-MP 値へ影響を与える因子として不整脈
と抗凝固剤が抽出された（表１）。 
 

図６ 健常人および患者におけるaPLT-MP値 
 
表 1 患者間重回帰分析の結果 
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