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研究成果の概要（和文）：我々の研究は凝固波形解析（CWA）の中でも特にAPTTを用いたCWA（APTT-CWA）を活発
に研究した。今後、標準化が課題である。我々はAIを用いてAPTT延長を示す凝固異常症を鑑別した。結果は数個
のパラメータを用いた分類より向上した。我々は凝固波形解析の応用として、DOACSモニタリング法の確立を目
指す。凝固線溶波形解析（CFWA）の波形の呈する意義について分からないことが多い。その波形の示す意義につ
いて線溶相を中心にImmunoblotを用いたFDP分画について検討した。結果は健常人と凝固因子低下症例でフィブ
リン溶解するパターンが異なった。

研究成果の概要（英文）：Our research was active in coagulation waveform analysis (CWA), especially 
CWA using APTT (APTT-CWA). In the future, standardization is an issue to be resolved. We used AI to 
differentiate coagulation disorders showing APTT prolongation. The results were better than 
classification using only a few parameters.
We plan to establish a DOACS monitoring method as an application of coagulation waveform analysis. 
The significance of the coagulation fibrinolysis waveform (CFWA) is often unknown. We investigated 
the importance of the waveforms in the FDP fractionation using Immunoblot, focusing on the 
fibrinolytic phase. The results showed different patterns of fibrinolysis in healthy subjects and 
patients with decreased coagulation factors.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： 凝固波形解析　出血症状　凝固線溶波形解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
凝固波形解析は検査室で測定できる凝固モニタリング法である。出血症状を評価する凝固機能評価法として有用
であるため、今後、AIを用いて、出血症状の原因を鑑別できるツールとして汎用性の向上を目指す。また、凝固
線溶波形解析は応用した方法で、凝固から起こるフィブリン溶解過程を観察できる。これらの波形の示す意義を
解明した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
凝固検査は、プロトロンビン時間（PT）や活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）が中心だ
が血栓予測は困難で、線溶系では FDP をはじめマーカー測定で評価されるが、両者とも真の機能
評価ができていない。救急現場の POCT 装置の ROTEM®は術中モニタリング法として保険適応され
たが採血後、検体保存など問題点もある。そこで、APTT を改変し血栓止血異常症に関して新た
な凝固・線溶波形解析（CFWA）を開発した。本法は緊急検査や止血治療のみならず、凝固線溶の
抑制・亢進を見極めた各治療の薬剤適正使用のモニタリングに有用である。 
(1) CFWA は汎用性が高く実用化が必要。 
(2) 凝固・線溶タンパクの相互関連性について基礎実験による評価。 
今回の研究は上記について検討したい。 
 
２．研究の目的 
(1) CFWA は汎用性が高く、実用化が必要 
本測定は、汎用性の高い自動凝固分析装置で測定できる。この種類の装置は病院の検査室や検査
センターで利用されることが多い。我々は、世界的に販売されているシスメックス社の CS シリ
ーズを使用した。特別な研究仕様ではなく、日常検査で使用する APTT の試薬を改変して新たな
解析法を開発した。CS シリーズは、国内シェアは高く、すでに多施設において波形解析プログ
ラムが搭載されている。一般検査室で、患者の凝固・線溶異常の早期診断に活用されるために各
種病態解析や波形のメカニズム解析は実用化への課題である。さらに生体内凝固・線溶を反映す
るような、TF を添加した新たなアッセイの開発が必要である。 
(2) 凝固・線溶タンパクの相互関連性について基礎実験による評価 
凝固と線溶の関連性について未だ不明な点が多い。我々は、CFWA 反応を基に、①凝固・線溶マ
ーカー測定、②Immunoblot、これらを用いて FXa 生成やトロンビン生成（TAT 由来）と線溶／フ
ィブリン形成と線溶（FDP 由来）を検討し、個々の凝固・線溶タンパクの作用を明らかにするこ
とでその相互関連性について明らかにし、適切な治療薬の選択へ貢献したい。 
 
３．研究の方法 
(1) CFWA は汎用性が高く、実用化が必要 
CFWA の前半の反応である凝固波形解析（CWA）について、AI を用いた解析を検討した。今回使用
したのは AI 技術の 1つである機械学習を使用した APTT 延長原因鑑別モデルを構築した。 
対象は APTT 延長を認めた 671 検体で、投薬および臨床情報より APTT 延長原因を定義した。内
訳はヘパリン投与 100、直接経口抗凝固薬（DOACs）服用 258、ワルファリン服用 105、ループス
アンチコアグラント（LA）陽性 82、FVIII:C の低下またはインヒビター陽性または FIX:C の低下
（FVIII/FVIIIi/FIX）124 検体であった。全自動血液凝固測定装置 CN-6000 およびレボヘム APTT 
SLA を用いて測定し、既報を参考に、凝固波形、一次微分波形および二次微分波形より得られた
22 個の CWA パラメータを使用して APTT の延長原因を鑑別する機械学習モデルを構築した。交差
検証により延長原因の鑑別性能を評価した。 
 
(2) 凝固・線溶タンパクの相互関連性について基礎実験による評価 
CFWA は APTT-CWA の CaCl2 添加と同時に微量の組織プラスミノーゲンアクチベータ(tPA)を
添加することで、500 秒以内に凝固反応に続くフィブリン溶解反応を観察できる。対象は正
常血漿（PNP）、第 VIII 因子欠乏血漿（FVIIId.）、第 V因子欠乏血漿（FVd.）、第 IX 因子欠
乏血漿（FIXd）、第 X因子欠乏血漿の凝固因子欠乏血漿（GeorgeKing 社）を使用した。この
CFWA の条件下で生じる凝固反応後のフィブリン溶解能について、装置外で各反応時間のサ
ンプルを作成し、本波形の変化を装置外で再現し、線溶マーカーである PIC,FDP,D ダイマー
によって確認した。さらに Immuno blot を用いて FDP の各分画を解析した。凝固／線溶の
各反応中の検体を SDS-PAGE から、抗ヒト Fibrinogen 抗体を用いた Immuno blot を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CFWA は汎用性が高く、実用化が必要 
機械学習システムによる鑑別性能は、特異度>95%を有する条件において感度がそれぞれ、ヘパリ
ン投与 84.0%、DOACs 服用 84.9%、ワルファリン服用 99.0%、LA 陽性 77.4%、FVIII/FVIIIi/FIX 
96.8%を示した。今回構築した機械学習モデルは、日常の APTT 測定の際に、凝固時間と併せその
延長原因も鑑別できると期待される。本モデルは今後、病院検査室で汎用性が高いスクリーニン
グ検査として貢献できると思われた。LA 陽性群の鑑別能が他群に比し、低値なため、さらに鑑
別能の向上を目指し、実装できるようにさらに検討が必要である。①AI を用いた凝固波形解析
（CWA）による APTT 延長凝固異常症の解析では、AI を用いた APTT 延長群の鑑別は特異度 95％
と設定した場合、ワルファリンが最も感度が高く、LA は 77.4％であった。AUC は 0.945-0.993 と
高かった（表 1）。 



 
APTT-CWA の AI 研究について鑑別能がかなり向上した（1）。まだ CFWA の実用化には課題が多い。
組織因子存在下の生体内反応を反映するような研究は今後の課題だと考える。 
 
(2) 凝固・線溶タンパクの相互関連性について基礎実験による評価 
各種欠乏血漿の CFWA 波形結果を示した。（図 1）
PNP に比し、FVd は CT の顕著な延長を示し、フ
ィブリン溶解反応は 500 秒以内に検出できなか
った。FVIIId は、CT 延長と|min1|の低下、FL-
|min1|は変化しないが、EFP の増大を認めた。
FIXd も同様であったが、FXd は、PNP と
FVIIId/FIXd の間のような結果を示した。フィブ
リン溶解相は増大した。 
本 波 形 の 変 化 を 線 溶 マ ー カ ー で あ る
PIC,FDP,D ダイマーによって確認したところ、
正常血漿（PNP）では経時的に値の変化が見ら
れ、フィブリン溶解開始からは PIC／FDP／DD
のすべてが上昇した一方で、第 VIII 因子欠乏
血漿（FVIIIdef）では凝固反応中の凝固反応速
度が最大となるポイントから、PI（0.3μg/mL)
／FDP（3.0μg/mL)／DD（0.3μg/mL) が上昇
していたことを報告した。さらに FMC は凝固・
フィブリン溶解反応の両方を
検出できる。PNP では、フィブ
リン形成による凝固相で最初
のピークを示し、一旦 0に戻り
その約 100 秒後、フィブリン溶
解相で反応由来の2つめのピー
クを検出した（図 2-1）。一方、
凝固因子欠乏血漿群では、PNP の
ような 2 峰性のピークを検出す
ることはなく、凝固によるピー
クとフィブリン溶解反応による
FMC 値は明確に区別ができなか
った（図 2-2-4）。 
Immuno blot を行ったところ、
PNP（凝固時間 27 秒）では凝固反
応後しばらくしてフィブリン溶
解開始後（230 秒）に DD 分画が
観察された。一方、FVIIIdef（凝
固時間 95 秒）ではフィブリン溶
解開始後（180 秒）早期の段階より DD 分画が出現した。これは以前の報告と同様に凝固反応と
フィブリン溶解反応が同時に起こっているためと考えられた。他の欠乏血漿でも同様の現象が
みられた。CFWA ではフィブリン形成から溶解までの反応を評価できるので、凝固因子低下症例
では、凝固機能の低下のみならず線溶の早期開始による出血症状を反映していると考えられた。
FDP 分解過程の違いについて、CFWA は迅速に反映することが明らかになった。現在、フィブリン
溶解機能を評価できる簡便な臨床検査法はない(2)。この CFWA の実用化によって、DIC をはじめ
とする凝固異常症の早期診断や治療効果判定に有用なあらたな検査法だと考える。また、生体内
反応を考慮した微量組織因子存在下 CFWA は有用かどうか今後さらに検討したい。 
凝固因子欠乏症例に関した CFWA の解析ができたが、各種凝固異常症例の解析に至っていない。 
今後の課題だと考える。 
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