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研究成果の概要（和文）：血小板の活性化と凝集は，血栓症の発症プロセスにおいて重要な役割を担っており，
その詳細な解析は血栓症の早期診断や重症化リスクの予測に繋がる可能性がある．我々の研究グループは血液中
の血小板凝集塊を正確に測定する技術開発を行い，血液中の血小板および血小板凝集塊を高速・高感度光学撮像
装置で一つずつ迅速かつ大量に撮像し，その形態学的特徴を解析する技術を開発した．この解析系を用いて，当
院の血栓性疾患患者の血液中の血小板凝集塊の解析を行った．さらに血管狭窄を模倣したマイクロ流路を用いて
解析を行い，アテローム性血管狭窄によって形成される血小板凝集塊と循環因子の相乗効果を確認した．

研究成果の概要（英文）：Platelet activation and aggregation play an important role in the 
pathogenesis of thrombosis, and their detailed analysis may lead to early diagnosis of thrombosis 
and prediction of the risk of severe disease.
Our research group has been developing a technique to accurately measure platelet aggregates in 
blood. We have developed a technique to rapidly and massively image platelets and platelet 
aggregates in blood one by one with a high-speed, high-sensitivity optical imaging system and 
analyze their morphological characteristics. Using this analysis system, we analyzed platelet 
aggregates in the blood of patients with thrombophilia at our hospital. 
We further analyzed the platelet aggregates using microfluidic channels that mimic vascular 
stenosis, and confirmed the synergistic effect of platelet aggregates and circulating factors formed
 by atherothrombotic vascular stenosis.

研究分野：臨床検査医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内の血栓症には，アテローム血栓性脳梗塞や急性冠症候群などの動脈血栓と，深部静脈血栓症や肺塞栓症な
どの静脈血栓がある．動脈血栓症の主な原因は，血管狭窄部におけるシアストレスや動脈硬化等で傷ついた血管
内皮が起点となり活性化された血小板であり，アテローム血栓症を発症した患者には，再発リスクを低減するた
めに抗血小板薬が広く臨床利用されている．また静脈血栓症の発症にも血小板活性化が関係するとの報告もあ
る．血小板の活性化と凝集は，血栓症の発症プロセスにおいて重要な役割を担っており，その詳細な解析は血栓
症の早期診断や重症化リスクの予測に繋がる可能性がある．

※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 
 
急性心筋梗塞や脳梗塞などのアテローム血栓症や，下肢静脈血栓症や肺塞栓症などの静脈血
栓塞栓症に代表される血栓性疾患は，高い罹患率と死亡率をきたす病態である．アテローム血栓
症の主な原因は，シアストレスや動脈硬化等で傷ついた血管内皮が起点になり活性化された血
小板であり，アテローム血栓症を発症した患者には，再発リスクを低減するためにアスピリンや
クロピドグレルなどの抗血小板薬が広く臨床利用されている．また静脈血栓症の発症にも血小
板活性化が関係するとの報告もある． 
血小板の活性化と凝集は，血栓性疾患の発症プロセスにおいて重要な役割を担っており，その
詳細な解析は血栓性疾患の病態解明に繋がる可能性がある．血栓性疾患の病態解明や適切な治
療モニタリングが進まない原因として，生体内の血小板凝集塊の構造，組成，及び統計に関する
情報を同時に解析することができない，すなわち，血栓の質が診断できない，という臨床検査の
限界がある．広く臨床応用され，COVID-19 関連血栓症との様々な関連が報告されている，Dダイ
マーなどの血液検査マーカーは血栓形成の定量評価であり，血栓の質についての診断ツールは
世界的に存在しない． 
2018 年に研究協力者である合田，矢冨らは，細胞の特徴を迅速に高感度光学撮影装置で捉え，
深層学習等の情報処理技術で画像分析し，目的とする細胞を選別する技術(iLACS)を開発し，血
液中の血小板凝集塊の識別に成功した(Cell, 2018)．さらに 2020 年に，高感度光学撮影装置で
捉えた血小板凝集塊の時空間的特徴（大きさ，形状，複雑さ，血中濃度，経時変化など）に人工
知能解析を加え，血小板凝集塊の形態から刺激物質の種類を同定する手法（intelligent 
Platelet Aggregate Classifier: iPAC）の開発に成功した(eLife, 2020）．長年区別がつかない
と考えられていた血小板凝集塊を，活性化を誘導する刺激物質の種類により分類する世界初の
技術であり，多分野の技術を集結した AI 血小板凝集塊識別法(iPAC)は，世界的にも類を見ない
新しい着眼点の血小板凝集塊解析技術である． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，前述の基盤技術 iPAC を用いて，血栓性疾患患者の血液中に存在する血小板凝集
塊をプロファイリングして解析し，血栓症の病態を明らかにする．また，治療前後の時系列デー
タを解析することで，抗血栓療法の薬効評価法，治療モニタリング法の確立を目指す．  
 
３．研究の方法 
 
血栓性疾患の発症機序は多彩かつ複雑であり，その解析を行うために以下のように臨床研究，
基礎研究を統合して研究を進めた． 
(1) 血小板凝集塊解析プロトコルの検討  
健常人の血液を用いて解析装置のバリデーションを行うとともに，サンプル作成プロトコル
の検討を行い，プロトコルを最適化した． 
 
(2) 血栓性疾患患者の大規模血小板凝集塊解析  
東京大学医学部附属病院検査部の解析装置を用いて，東京大学医学部附属病院の血栓性疾患
患者(血球増多性疾患、動脈血栓性疾患、静脈血栓性疾患，COVID-19 症例および Dダイマー高値
症例)の臨床サンプルを取得した．血液サンプルから血小板凝集塊の明視野画像データの取得，
臨床情報，Dダイマーなど検査値データを取得した．得られた血小板凝集塊の構造，組成，濃度，
経時変化等の様々な情報を総合的に深層学習を用いて解析した． 
 
(3) 血管狭窄を模倣したマイクロ流体チップ，血小板アゴニストを用いた血小板凝集塊解析  
冠動脈疾患において，血管壁に形成されるアテローム性プラークによる血管狭窄と，狭窄部で
生じるシアストレス等による血小板の過剰な活性化により生じた血中の血小板凝集塊の関連が
報告されているが，従来の in vivo 及び in vitro の血管モデルでは、生理的な血管狭窄部によ
る血小板活性化メカニズムの詳細は解明されていなかった．血管狭窄を模倣したマイクロ流体
チップ(stenosis chip)と血小板アゴニスト，iPAC を用いて，アテローム性血管狭窄部によって
引き起こされる血小板凝集を解析した．  
 
４．研究成果 
 
(1) 血小板凝集塊解析プロトコルの検討  
採血後の時間経過に伴い，血小板凝集塊が減少するため，採血後 4時間以内にサンプル作成を
行うこととした．サンプル作成は，クエン酸血を用いて，密度勾配法で赤血球を除去し，蛍光標



識抗血小板抗体で血小板を標識，単一血小板または血小板を含む細胞塊を選択的に撮像した．時
間経過に伴い抗体の蛍光強度が減弱するため，サンプル作成当日に画像取得を行うこととした． 
 
(2) 血栓性疾患患者の大規模血小板凝集塊解析 
 2020 年から大流行した COVID-19 において脳梗塞，心筋梗塞，肺血栓塞栓症，深部静脈血栓症
などの多彩かつ複雑な血栓症の発症が認められ，血栓症の発症が COVID-19 の予後増悪因子であ
ることが明らかになった．これを受け，東京大学医学部附属病院に入院した COVID-19 患者の大
規模血小板凝集塊解析を実施した．その結果，全患者の約 9割において，過剰な数の循環血小板
凝集塊が存在することが見いだされ，また，循環血小板凝集塊の出現頻度と COVID-19 患者の呼
吸状態に基づく重症度，死亡率，血管内皮機能障害の程度に強い相関があることを発見した． 
 また，COVID-19 ワクチンが血小板に与える長期的な影響を調べる目的で，健常人が COVID-19
ワクチンを接種する前後での血小板凝集塊を長期にわたって解析した．ワクチン接種後に免疫
応答に伴い一過性の単球およびリンパ球の減少を認めたが，血小板凝集塊の比率は，ワクチン投
与後に有意または持続的な傾向を示さなかった． 
 動脈血栓症，静脈血栓症，播種性血管内凝固の患者においても血小板凝集塊比率の増加を認め
た． 
 COVID-19 患者と血栓性疾患患者を対象に，血液中の単一血小板及び血小板凝集塊の明視野画
像を大規模に取得し，それらの画像群を用いて畳み込みニューラルネットワーク（CNN）を学習
させることで，画像群を血小板，血小板のみの血小板凝集塊，白血球を含んだ血小板凝集塊にそ
れぞれ分類した．その後，各集団から得られた複数の細胞特徴量に基づいて，機械学習アルゴリ
ズムの一つであるランダムフォレストを学習させ，血小板凝集塊の形態的特徴をもとに血栓性
疾患患者と COVID-19 患者の分類を試みた．分類モデルの検証を行うと，病態の分類精度は 75%
であった．検証結果は，COVID-19 関連血栓症と非 COVID-19 血栓症における血小板凝集塊の形成
過程の違いを反映している可能性があると考えられた． 
 血小板を活性化する刺激は受容体アゴニスト，血漿高分子，ずり応力などの物理的刺激等と
様々であるが，その結果形成される血小板凝集塊を形態学的に分類することはこれまで不可能
であった．これを解決するために，深層学習を用いて，アゴニストごとの血小板凝集塊の分類を
試みた．健常者から採取した血液に，4種のアゴニストを別々に加えた計 16サンプルを用意し，
これらのアゴニスト刺激によって血小板凝集が惹起されることを確認した．大量の血小板及び
その凝集塊の画像を取得し，深層学習による分類モデルを構築した．さらに東京大学医学部附属
病院の患者血液中の血小板凝集塊に対する各アゴニストタイプの寄与を予測した．構築したモ
デルによって，健常者サンプル中の血小板凝集塊の形態から活性化に寄与したアゴニストの種
類を同定することができた．また，独立したデータセットでモデルの再現性を確認した． 
 
(3) 血管狭窄を模倣したマイクロ流体チップを用いた血小板凝集塊解析  
 血管狭窄を模倣したマイクロ流体チップを作製し，流路内で血液サンプルを循環させ，アゴニ
ストとずり応力によって引き起こされる血小板凝集の in vitro モデルを作製した．血小板アゴ
ニストを加え，マイクロ流体チップを含んだ流路内で血液サンプルを循環させると，血小板の凝
集が顕著に促進されることが明らかになり，血小板の活性化にはアテローム形成の血流障害と
循環因子が相乗的に作用することが示唆された．特にトロンビン受容体アゴニストペプチド
（TRAP）-6 により活性化された血小板は明らかに大きな凝集塊を形成し，サイズも広範囲に分
布することがわかった． 
 本解析系で抗血小板薬の薬効評価が可能かを評価するため，3 種の抗血小板薬(アスピリン，
P2Y12 阻害薬，GPⅡb/Ⅲa阻害薬)を添加し，同様の実験を行った．抗血小板薬の添加濃度に依存
して血小板凝集塊のサイズと濃度の縮小を認め，抗血小板薬の薬効評価法としての有用な解析
結果を得た． 
 
本研究成果から，循環血液中の血小板凝集塊の解析が血栓症発症機序の解明や重症化リスクの
予測，薬効評価などに資すると期待された．さらに従来困難とされていた体内の血小板活性化計
測が，臨床応用が可能な精度で実行可能であることが示された． 
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