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研究成果の概要（和文）：ヘパリン起因性血小板減少症（heparin-induced thrombocytopenia; HIT）は，抗血
栓薬（抗凝固薬）として広く臨床において使用されているヘパリンの重大な副作用であるが，その診断手法の向
上が望まれている．今回，免疫学的HIT抗体，機能的HIT抗体の診断性能向上，そして，並行してHIT抗体の血小
板活性化機構の基礎的検討を行った．
　イムノクロマトグラフィ法によるHIT抗体検出キットの開発が進み，近い将来に薬事承認を得るためのデータ
取りが可能な段階となる一方，マウスHIT抗体を用いたHITのin vitroモデル系を確立し，機能的HIT抗体検出系
の改良に応用した．

研究成果の概要（英文）：Anti-platelet factor 4 (PF4)/heparin antibodies-induced platelet activation 
is important for thrombosis in heparin-induced thrombocytopenia (HIT), and we established in vitro 
functional HIT assay system using mouse anti-PF4/heparin monoclonal antibody (HIT-MoAb).
We have found that platelet activation via the clustering of FcγRIIa involves 
cytochalasin-sensitive cytoskeletal reorganization and that cytochalasin B (CB) significantly 
enhanced HIT-MoAb-induced platelet activation, accompanied by platelet aggregation. From a practical
 viewpoint, CB may be useful for improving the sensitivity of HIT functional assays. We have also 
developed a facile immunological HIT assay system, which can be applied to IVD in the future.

研究分野： 臨床検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘパリン起因性血小板減少症（heparin-induced thrombocytopenia; HIT）は，抗血栓薬（抗凝固薬）として広
く臨床において使用されているヘパリンの重大な副作用であるが，早期かつ的確な診断が難しいことが多く，そ
の診断手法の向上が望まれている．我々は，本診断における二本柱である免疫学的HIT抗体，機能的HIT抗体の手
法の向上につながる成果をあげることができた．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヘパリン起因性血小板減少症（heparin-induced thrombocytopenia; HIT）は，抗血栓薬（抗
凝固薬）として広く臨床において使用されているヘパリンの重大な副作用である．治療目的で
生体に（陰性荷電を有する）ヘパリンが投与されると（陽性荷電を有する）血小板第 4 因子(PF4)
との複合体が形成され，それに伴い PF4 に構造変化が生じる．この構造変化した複合体が新生
抗原となり，体内で HIT 抗体が産生される．この HIT 抗体は PF4/ヘパリン複合体（抗原）と
免疫複合体を形成し，Fc 部分で血小板膜上
の FcγIIA 受容体に結合し，そのクロスリ
ンクにより血小板を活性化させる．その結
果，血小板凝集･放出反応が惹起され，活
性化された血小板からはさらに PF4 が放
出され，この免疫反応が増幅される．凝固
を促進するマイクロパーティクルも生
成・放出され，さらに，血栓形成が促進さ
れる．このような免疫機序を介して血小板
減少や血栓塞栓症が引き起こされるのが
HIT の本体（図 1）であるが，これが診断
されずに放置された場合には，致死にいた
る重篤な病態が生じる．最近の啓発活動に
より，HIT の存在自体は広く認識されてき
ているが，その診断には苦慮されることが
多い． 
 一般的には血小板減少の経過・様態，さらには他の臨床症状を元に（通常 4Ts スコアを使用）
HIT を疑い，まず，免疫学的 HIT 抗体検査を行う．スコアに基づく臨床診断に加え，免疫学
的 HIT 抗体高値などの検査結果が揃えば，HIT の診断が下されるが，現実には，簡単に診断
が下るケースは多くない．免疫学的 HIT 抗体検査は，最近，化学発光免疫測定法，ラテックス
免疫比濁法によるものが保険収載されたが，必要な測定機器の関係で，病院内の検査室で施行
されることはなく，ほとんどが外注検査であり，迅速性がない．簡便かつ信頼性の高い免疫学
的 HIT 検査が待ち望まれている． 
 一方，確定診断に最も有用な機能的 HIT 抗体検査の代表である 14C-セロトニン放出アッセイ
は，アイソトープを使用することもあり，現在，国内で実施している施設はない．また，その
代替となる機能的 HIT 抗体検査も，健常人の全血から調整した血小板を扱い，しかも，特殊な
血小板機能検査の施行を必要とすることから，国内において実施できる施設は限られている． 
 さらには，HIT 抗体による，血小板，さらには単球，血管内皮細胞の活性化機構に関しても
不明の部分が多く，その解明が待たれている． 
 
２．研究の目的 
 以上の背景，また，私たちの教室のこれまでの研究経験・体制を生かすことにより，HIT の
基礎・臨床に関わる種々の問題点を解決できると考え，以下の研究目的を設定した． 
［免疫学的 HIT 抗体検査の研究］ 
・簡便な免疫学的 HIT 抗体検査の開発．とくに HIT 検査に相応しい簡便性・機動性を備えた
イムノクロマトグラフィ法の開発と臨床応用 
［機能的 HIT 抗体検査の研究］ 
・機能的 HIT 抗体検査としての非 RI セロトニン放出アッセイの開発と臨床応用 
・全血検体を用いた新しい機能的 HIT 抗体検査の開発 
・より実施しやすい機能的 HIT 検査の開発（HIT 抗体による血小板活性化機序の解明と密接
に関連する） 
［HIT 抗体による細胞活性化機序の解明］ 
・CD9 抗体による血小板活性化機構との対比，12-リポキシゲナーゼの関与を軸にした，HIT
抗体による血小板活性化機構の解明 
・HIT 抗体による単球，血管内皮細胞の活性化機構の解明 
［HIT 診断ガイドラインの策定］ 
・新しい HIT 診断フローチャートの提唱も含め，HIT 診療の向上に寄与することを目指す 
 
３．研究の方法 
研究代表者の矢冨が研究全般の指揮をとるとともに，血小板の扱い・脂質の解析等では，実地

指導を行った．安本篤史（助教）が中心となり，矢冨を指導教員とする大学院生・特任研究員・
臨床検査技師が実際の実験を実施する体制をとった．ヒト血小板の調整・血小板凝集能の評価
は一般的な方法（透過光法）で行ったほか，並行して実施している先端的な手法も取り入れた．
脂質解析は，LC/MS/MS で網羅的に実施するとともに，特定の生理活性脂質に関しては ELISA 法
で実施した． 
 イムノクロマトグラフィ法キットの開発に関しては，日本凍結乾燥研究所と共同で進めた．
ヒト血液を用いた研究計画に関しては，東京大学大学院医学系研究・医学部倫理委員会によっ



て承認されている[審査番号: 10324-(3)]．
また，日本血栓止血学会の学術標準化委員
会(SSC)HIT 部会の部会長（矢冨），部員（安
本）として，HIT 診療ガイドラインの策定
に関わった． 
 
４．研究成果 
［免疫学的 HIT 抗体検査の研究］ 
日本凍結乾燥研究所との共同研究で進め

てきた，イムノクロマトグラフィ法による
HIT 抗体検出キットの性能が向上した．既
に保険収載されている HIT 抗体検出試薬
との相関も良好であり，近い将来に薬事承
認を得るためのデータ取りが可能な段階
になっている． 
［機能的 HIT 抗体検査の研究］ 
［HIT 抗体による細胞活性化機序の解明］ 
機能的 HIT 抗体検査としての非 RI セロトニン放出アッセイの開発，ソノクロット装置を用

いた全血検体機能的 HIT 抗体検査の開発に関わる研究を実施したが，実臨床への応用は難しい
ことが判明し，現在，我が国である程度は普及しているヘパリン惹起血小板凝集能検査の，よ
り実施しやすい機能的 HIT 検査への応用を進めた．これは，HIT 抗体による血小板活性化機
序の解明と並行して進めた． 
 ヒト洗浄血小板をマウスモノクロー
ナル PF4/ヘパリン抗体（マウス HIT 抗
体）で刺激することにより，HIT 抗体に
よる血小板活性化機序の解明を進めた
（図 2）．血小板凝集能装置（PRP313M）
を用いて機能面の評価を行うとともに，
LC/MS/MS を用いたエイコサノイドの一
斉定量を実施，さらには，TxB2/12-HETE
に関しては ELISA でも測定した．マウス
HIT 抗体により、特徴的な lag time と濃
度依存的な凝集反応を認め，ウエスタン
ブロットでも HIT 抗体が FcγRIIA に作
用したときに生じる切断された FcγRIIA（40kDa→32kDa）のバンドを得て，HIT の in vitro
モデル系を確立した（図 3）．マウス HIT 抗体による活性化血小板の生理活性脂質解析では，
TxB2/12-HETE の血小板凝集反応との相関を確認した． 
以前より明らかにしていたサイトカラシン B（CB）による HIT 抗体刺激血小板活性化の増強硬

化を詳細に解析した．血小板と低濃度 CBを短時間混和後にマウス HIT 抗体で刺激すると，低濃
度でも凝集する血小板ドナーでは lag time の短縮を認め，低濃度マウス HIT 抗体では凝集しな
い血小板ドナーでは凝集が誘導された．HIT の診断において重要な機能的 HIT 抗体検査の感度
を上げる方法として，CB（図 4）の有効性・将来性が確認された． 
臨床検体 30 症例を用いて，5名の血小板ドナーに CB処理の有無で評価したところ，CB処理な

しではドナーにより凝集の有無にばらつきがみられたが，CB 処理ありでは全例で凝集を認めた．
さらに，HIT 抗体が陰性の症例では，CBで処理しても血小板凝集は誘導されなかった．機能的
HIT 抗体検査では血小板ドナーの選択は極めて重要であるが，CBを用いることでドナー選択が
不要となる可能性が示唆される．この成果を，現在，英文原著論文として投稿中である． 
［HIT 診断ガイドラインの策定］ 
日本血栓止血学会の SSC HIT 部会
において，作業を進行させている．
2019 年 6 月の第 41 回日本血栓止血
学会学術集会のHIT部会において骨
格が出来上がる予定である． 

［その他］ 
上記の研究を進める過程で，血小板

研究におけるいくつかの重要な成果
をあげることができた．高速に多数の
細胞を撮影する「OTS (optofluidic 
time-stretch) 顕微鏡」と機械学習に
よる細胞分類を用いて、ヒト血液中に
おける血小板凝集塊の高精度検出に
成功した．従来の顕微鏡に比べて非常
に高速に血小板凝集塊を無標識検出



できるため，これまでの研究で示されている各種疾患と血小板凝集塊との関連性をより詳しく
調べることが可能になった．アテローム血栓症などの新たな診断手法として，今後，臨床応用
が期待される． 
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