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研究成果の概要（和文）：強力な血栓リスクであるループスアンチコアグラント（LA）の測定方法の標準化を検討した
。LA活性は残存血小板数が1,200/μL以上の血漿で有意な変動を示すため、1500 g, 15分間以上の遠心分離を行いバフ
ィーコートより5mm上までを採取した血漿（残存血小板数：3,000/μL未満）が推奨される。一方、APTT試薬のLA感受性
は活性化剤に影響されず、リン脂質の種類、濃度、配合比率が重要と思われた。APTT交差混合試験では、患者血漿10, 
20%がLAに、50%が内因系凝固因子の欠損症やインヒビターの検出に有用であり、これらの５ポイントによる測定が推奨
される。

研究成果の概要（英文）：Standardization of the measuring method for lupus anticoagulant (LA), which is a r
isk factor of thrombosis, was investigated. The plasma (residual platelets: less than 3,000/uL) obtained b
y single centrifugation at 1500 x g for 15 minutes, is quite useful for LA tests, because LA activity was 
significantly changed in plasma with more than 1,200/uL of residual platelets. On the other hand, the sens
itivity of APTT reagents for LA is dependent on phospholipid concentration and not the activator, accordin
g to our results of LA activity using APTT reagents with same phospholipid condition and silica or ellagic
 acid as a activator. In an APTT cross-mixing test, 10% and 20% ratio of LA plasma and a 50% ratio of fact
or VIII deficient plasma or inhibitor positive plasma produced optimum results. Therefore, it is recommend
ed to carry out the mixing test on 5 different mixing ratios of 0, 10, 20, 50, 100% of patient plasma.
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１． 研究開始当初の背景 
 抗リン脂質抗体症候群（APS）は、後天性
血栓性素因の代表的疾患であり、術前検査等
では抗リン脂質抗体（aPL）の測定は避けて
通れない監査になっている。APSの診断的検
査所見は抗カルジオリピン抗体（aCL）、抗
2-GPI抗体（a2GPI）およびループスアン
チコアグラント（LA）の測定が必須である。
aCLおよび a2GPIは ELISAで測定される
ため比較的測定しやすいが、LA はリン脂質
依存性凝固時間の延長で測定されるもので
ある。これらの aPLは、現在独立した血栓リ
スクとされており、正確な測定が望まれてい
る。 
 LA 測定は国際血栓止血学会標準化委員会
（ISTH-SSC）の推奨する方法に従って行わ
れる。すなわち、①リン脂質依存性凝固時間
（APTT および希釈ラッセル蛇毒時間：
dRVVT）の延長でスクリーニングする。②そ
の延長が凝固因子欠損によるものではない
ことを交差混合試験で確認する。③凝固時間
延長が過剰なリン脂質の添加により改善さ
れること。④凝固時間の延長を引き起こすよ
うな抗凝固薬等の混入がない事を確認でき
る。さらに、近年のガイドラインでは、APTT
試薬はシリカ活性化剤を推奨し、また交差混
合試験では患者血漿 0, 50, 100%の三点での
測定を勧めている。しかし、実臨床の場では
aPL、特に LA 測定は測定試薬、測定方法、
その判定方法など混乱している状況である。 
 
２．研究の目的 
 最大の血栓リスクである LAの測定方法の
標準化を最終目的とし、今回は、①サンプル
調整、②APTT試薬の選択、③交差混合試験
の標準化、を検討した。 
 
３．研究の方法 
 １）サンプル調整法：北海道医療大学関連
医療機関に通院中の APS患者、全身性エリテ
マトーデス（SLE）などの自己免疫性疾患患
者および健常人より、インフォームドコンセ
ントを得た後、クエン酸採採血を行った。こ
れを用いて、次の５種類の血漿サンプルを作
成した。①1500 G, 15分で遠心分離した血漿
（一回遠心処理血漿：Sサンプル）、②1500 G, 
15分で遠心分離後、上清を再度 1500 G, 15分
で遠心分離した血漿（自家製法による二重遠
心処理血漿：D-Hサンプル）、③2000 G, 15分
で遠心分離後、上清を再度 2500 G, 10分で遠
心分離した血漿（ISTH 推奨二重遠心処理血
漿：D-ISTHサンプル）、④1500 G, 15分で遠
心分離後、上清を 0.2 µm filter（DISMIC-25CS, 
ADVANTEC, Tokyo）で処理した血漿（Fサン
プル）、および⑤800G, 5分間遠心分離後採取
した血漿（Q サンプル）。まず、各サンプル
の残存血小板数を測定した。次に、LA 患者
より血小板多血漿（PRP）と血小板乏血漿
（PPP）を作成し、組み合わせる事により、
残存血小板数が 0.2, 0.6, 1.2, 2.4, 6.0および

12万/µLの血漿を作成し、それぞれを LA試
薬（PTT-LA(ロシュ社)、Staclot LA(ロシュ
社)、LAテストグラディポア(MBL社)）で測
定した。 
 ２）APTT 試薬の選択：リン脂質の種類、
濃度、配合比は同じで活性化剤をシリカ
（Home-SL）およびエラグ酸（Home-EA）
による自家製の APTT 試薬を作成した。
Home-SL, Home-EA と APTT-LA（ロシュ
社）、APTT-SP（IL社）、Actin FSL（Siemens
社）、APTT-SLA（Sysmex 社）を用いて 22
名の LA 陽性血漿を測定し、LA 感受性を
circulating anticoagulant activity (ICA)で
検討した。 
 ３）交差混合試験の標準化：LA 陽性血漿
を８サンプル、後天性血友病Aを 6サンプル、
および血友病 A などの内因系凝固因子欠損
症を６サンプル用いて、患者血漿混合比率 0, 
10, 20, 50, 80, 90, 100%の混合サンプルを作
成し、作成後即時に APTTを測定する即時反
応および作成後 37℃で２時間インキュベー
ションしたのち APTT を測定する遅延反応
を測定した。混合比率、混合サンプルのポイ
ント数、判定方法を確認した。  
 
４．研究成果 
 １）サンプル調整法：健常人サンプルの残
存血小板数は、Sサンプル 2900/µL, D-Hサ
ンプル 410/µL, ISTH-Dサンプル 240/µL, F
サンプル  80/µL, および Q サンプル 
9460/µLだった（図１）。 
 
（図１） 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 一方、LA 陽性者から作成したサンプルを
用いた検討では、PTT-LA では残存血小板数
0.2万/µLと比較し 2.4万/µLで、また Staclot 
LA および LA テストグラディポアでは残存
血小板数 1.2 万/µL で有意に変動した。さら
にStaclot LAおよびLAテストグラディポア
では残存血小板数 2.4 万/µL 以上では偽陰性
を示した（図２）。 
 
 ２）APTT試薬の選択：APTTスクリーニ
ングにおいて、ISTH ではシリカ活性化剤の
APTT試薬を薦めているが、我々が作成した
エラグ酸を活性化剤（Home-EA）とする
APTT試薬はシリカによる試薬（Home-SL）
よりも LA 感度は良好であった（図３）。LA
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感受性は、活性化剤ではなく配合されている
リン脂質の種類や濃度によって影響される
ものと思われた。 
 
（図２）残存血小板数の LA活性に及ぼす影響 

 
 

 
 
 

 
 
（図３）APTT試薬の活性化剤が LA感度に及ぼす影
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 ３）交差混合試験の標準化：①患者血漿混
合比率二関する検討：患者血漿 0%と 100%
を無ずぶ直線からどれだけ延長（または短
縮）したかを変化率として計算すると、LA
サンプルでは混合比率 10および 20%が最も
変化率が大きく、また後天性血友病 Aまたは
凝固因子欠損症サンプルにおいては 50%の
変化率が最も大きかった。以上より、交差混
合試験の混合比は、即時反応では患者血漿 0, 
10, 20, 50, 100%の５ポイント、遅延反応で
は 0, 50, 100%の３ポイントが有用と思われ
た。また、即時型における LAパターンは直
線または上に凸（どこか一部が上に凸であれ
ば LAと判断可能）を示し、10〜20%の混合
比率が LA判定に有用であった（図４）。 
 
（図４）交差混合試験における LAパターン 
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