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Study of Platelet Kinetics 

Tsukasa YAMAGUCHI 

概要

近年，血小板機能検査の進歩は著しいものがある。なかでも， invivo検査は生体内での血

小板の機能を知る上に ，極めて有用であり ，血小板の生成から崩壊に至る，血小板の動態を推

測でき る検査と して，血小板寿命測定の意義は大きい。

その，血小板寿命測定について，ラジ オアイソ トー プを用いる測定法として ，従来から行わ

れている NaげCrO.標識血小板法の概略と ，われわれの経験例について述べた。さらに最近，

血小板寿命測定に利用されようと している半減期の短い IIIIn-oxine標識血小板法および，ラジ

オアイソト ープを用いない点で注目さ れているMalondialdehyde(MD A) 産生能測定について

紹介し， それぞれの問題点について文献的に考察した。

はじめに

近年，血小板の代謝などに関する新 しい知見が得られつつあり ，それにともない新しい血小

板機能検査法も開発されてきている。その血小板機能は ，血小板血栓の形成に関与するものと，

血小板凝固に関与する機能とに大別でき ，また， invivo検査と， invitro検査に分けると ，

in vivo検査の方が生体内での血小板機能を忠実に反映するとして極めて有用であると考えら

れている。

いわゆる，血小板動態 (Plateletkinetics)をも推測できる検査として以前から血小板寿命測

定が行われているが，最近の動向について述べること とする。

血小板の生成と崩壊

血小板は ，多能性造血幹細胞 (multipotential stem cell)から巨核球系前躯細胞 (megakar→

yocyte committed stem cell)を経て トロ ンホポ エチンの作用により巨核芽球 (megakaryo-

blast)になる。さら に，それが前巨核球 (promegakaryocyte)，巨核球 (megakaryocyte)か

ら後巨核球 (metamegakaryocyte)になり ，細胞質を小区画に区切ってつぎつぎに血小板とし
2) 

て放出する。 この巨核芽球が巨核球になるまでに約 4日， 巨核球から後巨核球の成熟までに約
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3日の日数を要する。

骨髄から末梢血液に放出されたばかりの血小板は古いものより大きい。また，血小板の造成

が，さかんな時には大きい血小板を末梢血液に放出する。若い血小板は，一応，末梢血液を流

れる間に牌に抑留される。骨髄から末梢血に送り出された血小板の 1/3が牌内にとどまり， 2/3

が血液中に浮遊して循環している。これらの血小板は約10日間で老衰し肝，牌の RES細胞に
2) 

捉えられて破壊され，古いものから消失してゆく。

正常人の末梢血液の血小板数が15X 104 ~ 35 X 10りμ¢に維持されるのは，血漿内 thrombo-

poietinの feedback的な分泌による。単位時間内に末梢血液中に出現してくる血小板呈と，消

失していく血小板量の均衡が保たれているときは，末梢血液中の血小板数は変わらない。した

がって，血小板産生量が，血小板消失量の一方を知ることにより他方を推定することができる。

血小板の産生・崩壊に関する検査

血小板の産生量・消失量を知ることは，血小板数異常の病態を知り，診断・治療法の選択，

あるいは治療効果の判定などに極めて重要であり，また，生体内で血栓が形成される場合，血

小板消費の冗進が認められるので，血栓形成の予知も可能になる。
3) 

有効血小板産生量を知るための検査として，骨髄巨核数測定，巨核球容積測定，血小板容積
4) 

による巨大血小板の出現率によって血小板産生量を表現する方法， 75Seーセレノメチオニン
5) 

げSeM),35Sー硫酸塩を用いた骨髄巨核球標識法，アスヒ°リンの血小板 malondialdehyde(MD 
6) 

A) 産生能抑制作用を利用した方法があり，血小板の消失星を直接測定する検査としては，
7)... _.. . . _... ... 8) 

Na251_CrO,標識血小板法， 111Indium oxine標識血小板法がある。

これらの検査のうち，血小板の生体内における動態を知る検査としての血小板寿命測定法に

ついて，ラジオアイソトープを使用する Na251Cr0,標識血小板法， 111Indium-oxine標識血小

板法，ラジオアイソトープを使用しないMDA産生能測定法について少し詳しく述べてみたい。

RI標識法による血小板寿命測定

g) 

RI標識法の基礎理論

骨髄でつくられた時期は異なるが，寿命はすべて同じである血小板が，末梢血液中に出ると

図 la)上のようになる。その各血小板に RIを用いて標識した時間を tとすると，それ以後，す

なわち，点線の右側にある各線は，RIで標識された各血小板 1~ 10が末梢血液中で生存してい

る時間の長さを示すことになる。この各血小板の寿命を表す各線を，最初の部分を揃えて並べ

ると，すべての血小板寿命は同じであるためその終末点も一様に揃うことになる。そこで，先

に述べた t以後の血小板寿命を長さの順に並べかえ，その終末点を結んだ点線は，血小板寿命

曲線に一致する（図 1a)下）。流血中の血小板寿命が，皆同じであればその寿命曲線は直線と

なり， X軸との交点が血小板の平均寿命を示すことになる。

ただ，健康人の血小板寿命曲線は右端で必ずしも直線を示すとは限らず曲線となり，いわゆ
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a) 理譲図 b) 実際図

51Q-標織 （血小板寿命にばらつきあり）
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図 1 自然崩壊（老化）の場合の血小板寿命曲線（文献9)参照）

る，tailing現象を示す。この現象については，次のように説明されている。健康人の血小板寿

命の長さを横軸にとり ，縦軸にはそれぞれの寿命をもつ血小板の出現頻度を表すと ，寿命μを

持つ血小板の数がもっとも多く，その分布は左右対称のつりがね状の正規分布を示している（図

1 b)上） 。そこで寿命の順に並べるとその寿命に長短があるため終末点は揃わない。これを前

と同様，RI標識後の血小板寿命曲線と してみると，個々の血小板寿命のパラッキによってtailing

現象を示す（図 lb)下） 。この場合は血小板寿命曲線の直線部分を延長 してX軸との交点を求

め，血小板の平均寿命とする。このように血小板の老化によって流血中から消失してゆく場合，

すなわち，一定の寿命が来たものから順に消失していく場合の血小板寿命曲線は tailing現象

を伴った直線となる。

一方，血小板が老化とは無関係に，老幼の別なく破壊される場合（無選択崩壊）には血小板

の寿命が短いもの，長いものなど様々まじりあっている（図 2a, b)。血小板を RIで標識した

以後の血小板寿命を，長いものから順に並べて直線の末端を点線で結んだ血小板寿命曲線は指

数曲線を呈する（図 2,C)。この時の血小板平均寿命は，放射活性が1/2に減じるまでの時間

を自然対数 In2 (0.693)で除して求める。

しかし，実際に個々の症例で得ら れた血小板寿命曲線をみると，直線と指数曲線との中間型，

すなわち，軽度の曲りを示す直線に近い線を示す場合，直線として求めるのか，指数曲線とし
10) 

て求めるのか，判断に迷うことが多い。そこで塚田は客観的に血小板寿命を求めるために，実

測した血小板寿命曲線に数式をあてはめ ，荷重平均法，修飾指数曲線法，Gammaモデル法で

検討を加え，コ ンビュ ーター を用いる場合は，Gammaモデル法，卓上電子計算機を用いると
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きは荷重平均値法が良いことを明らかにしている。また，従来の視算法も主観を除く努力を行
11) 

日常検査 としては十分であるとしている。えば，比較的両者の値に近く ，

Il 
Na,51CrO,を用いる方法 (s1cr法 ）

12) 

われわれは，国際血液標準化委員会 (ICSH)の標準法に準じて行っている。
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以上） ： 1回の検査に 500μCiを用いる。

11) 

Ill) 注射用生理食塩水 (500m¢)

IV) 

おく 。

V) 

VI) 

試薬および器具

Na251Cr0,注射液（ 第一ラジオアイソトープ研究所：比放射能

ACD-A液入り採血用ダブルパッグ (500m¢用） ：採血後血小板の分離に用いる。

EDTA加食塩水： NaCl0. 7g, EDTA-2Na 1. 5gを100叫の純水に溶かし滅菌して

プラスチック滅菌注射器，同遠心管

シリコン処理試験管：採血用

20mCi/mgNa2CrO, 
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51Cr 血小板寿命曲線

図 2 無選択破壊の場合の血小板寿命曲線（文献9)参照）



血小板 動態検査

2. 手技 ；すべて室温で無菌的に行う。

i)血小板の分離と 51Crの標識法

75 

術者は， 採血を始める前に患者，または供血者に生理食塩水500mEの点滴静注を行い ，約

150mE注入した後，採血パッグに採血をはじめる。採血中はパッグを連続的に攪拌し， ACD液

と血液との接触を素早く行うことが大切である。なお，採血は10分で終わるようにする。赤血

球層は供血者自身に返却するため，採血終了後も点滴部位はそのまま確保しておく。採血した

血液パッグは 230G,15分遠心し，多血小板血漿 (PRP)を分離し，これをセカンドパ ッグに

移す。残った赤血球は，パッグから採血者に返却する。 PRP中に赤血球が混入することがあ

り（特に血小板数の少ない例），これを除くため再び230Gで10分遠心 して赤血球を沈瀦させ，

上清の PRPを用いる。得られた PRPの重星の1/10量に当たる滅菌ACD-A液を入れた別の

採血用 ダブルパ・ノグに PRPを移して pHを6.5前後に下げ， 1500G30分遠心して血小板と乏

血小板血漿 (PPP)とに分離する。 PPPをセカンドパ ッグに移し保存する。血小板沈澄は 10

m¢の PPPに均等に浮遊さ せ血小板濃縮血漿 (PC)を作製する。PC中の血小板が凝集してい

ないことを確かめた後， 500μCiの Na251Cr0,液を加え，時々振盪しながら室温に30分間保つ。

その後，PPPを20mい加え混和し 1500G30分遠心してその上清を完全に取り除く 。沈演の51Cr

標識血小板に再びPPP23mEを加え均等に浮遊させる。この 1m¢ を標準試料としてプラスチ

ック試験管に分けた後， 20mEのPCをプラス チ・ノク滅菌注射器に正確にと り，被検者の静脈内

に注入し，正確な注入量と終了時間を記録しておく。

II) 血小板寿命の測定

プラス チック試験管に標準試料を確実に 0.5mE入れ，2600G30分 20℃で遠心して PPPを

捨て，沈橙の血小板に生理食塩水 10m¢ を加え， 2600G15分 20℃で 2回洗浄する。沈澄のs1cr

標識血小板の放射活性〔A〕を，ウェル型 rカウンターで測定する。この放射活性と PCの注射

総童から ，被検者に注射した血小板の総放射活性を求める。

注入血小板の総放射活性＝AX注射量 (mP,)/0. 5 (mP,) 

著明な血小板減少がみられる患者では， 総放射活性が 106cpm以上であることが望ましいと
13) 

されている。

51 Cr標識血小板を注射した反対側の肘静脈から注射後10分，30分， 1,2, 3, 4時間とそれ

以後毎日 1回ずつ採血を10日間行い，被検者流血中の標識血小板放射活性を測定し ，その減衰

状態を観察する。

採血はプラスチック滅菌注射器で静脈血 9m¢ を正確に採取し， EDTA加食塩水 lm£ を予め

入れたシ リコ ン処理試験管に採り，静かに転倒してよく混和する。この全血の血小板数（全血

血小板数／成 〔c〕）を計算し，同時に全血 1mEの放射活性（全血 cpm〔的） を測定する。それ

から 230G 20分 20℃で遠心して PRPを分離し ，この PRP中の血小板数 (PRP血小板数／咸

〔D〕)を算定してプラスチック試験管に PRPをとる。これを 2600G 30分 20℃で遠心して血

小板沈澄と PPPに分け ，両者の放射活性を測定する（血小板 cpm〔即）。なお， PPPの醤



76 山口 司

PPP叫〔E〕）も測定しておく。注射後の各時間に採取された被検者血液 lmP中の血小板放射

活性は次式により計算する。

血液 1m¢中の血小板放射活性 (cpm)

血小板放射活性(cpm〔即） X全血 lmP中の血小板数（／m肛c〕）
＝ PRP lmP中の血小板数（／叫 〔D〕） XPPP星（叫 〔E〕）

PRP中の血小板がすべて血小板沈橙として得られたと仮定し，この放射活性を PRP中の全

血小板数で除すと，血小板 1個の放射活性が求められる。これに全血1m¢中の血小板数を乗ず

れば血液 lmP中の血小板放射活性を求めることができる。

ところが，被検者の血小板数が 3X 104/』以下の著明な減少を示す場合は ，血小板数算定

の誤差が血小板放射活性の値に大きな影稗を与える可能性もある。 そのため全血 1mPの放射

活性が全血 lmP中の血小板放射活性を知る大まかな目分となるところから，採血直後に測定し

た全血 1m¢の放射活性（全血 cpm〔的） に10/9（希釈倍数）を乗 じて算定する。
14) 

注入した標準血小板の総放射活性cpmを身長，体重，性別より求めた循環血液葦 (m¢) で

除すと，被検者の血液1叫りこついての血小板放射活性値が求められる。この値は注入した標識

血小板が被検者の流血中に 100％出現したと仮定した場合の放射活性である。

被検者血液 lmPについての血小板放射活性値

注入血小板総放射活性値
＝ 

循環血液量（身長，体重，性別による計算）
（理論値）

この値と各採血時間における被検者血液 1mP中の血小板放射活性値との割合を求めたものが

血小板回収率 (recoveryrate)である。
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血小板寿命曲 線 血小板回収率曲線

図3 51Cr法による健康成人例
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血小板回収率

血液 lm£ 中の血小板放射活性（各時間値）

血液 1m¢ 中の血小板放射活性（理論値）
X 100 % 

最大回収率を示した時点の放射活性を 100％として各時間における試料の放射活性の変化を

図示したものが血小板生存曲線である。

II|）血小板平均寿命と血小板回転

血小板の平均寿命（平均生存時間）は血小板生存曲線より求める。すなわち， 1）生存曲線が

直線の時は時間を表すX軸との交点， 2）輯度の曲線の時は初期生存曲線の接線と X軸との交点，

3)指数曲線の時は放射活性が50%に減じるまでの時間 (T1/2)を自然対数 In2 (0. 693)で除し

て求める。日常検査としては，このようにして求めるが，最近では コンピュ ーターによる解析
14) 15) 

が行われている。

血小板消失量を示す血小板回転 (turnover)は血小板寿命測定により求められた平均寿命，
3) 

最大回収率，末梢血血小板数から計算する (Hakerの式）。

血小板回転｛／』／日）

＝末梢血血小板数／』 ，。
平均寿命（日） 最大回収率（彩）

血小板回転は単位時間に，末梢血液中に破壊や消費によって消失していく血小板量を示す。

もし血小板寿命測定期間中に末梢血血小板数が大きな変動を示さない場合には， 1日に消失し

ていく血小板数は 1日に産生される血小板数と同じと考えられるので，血小板回転は骨髄内巨

核球の有効血小板産生量を間接的に示すことになる。
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図4 51 Cr法による ITP例
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IV) 臓器体表活性

51Crや mInを用いた場合， scintillationdetectorにより， 体表から心，肝，牌に集まった

標識血小板の放射活性を測定できる。心の放射活性値は流血中の血小板の放射活性，肝．牌の

放射活性値はこれらの臓器に集積し破壊されていく血小板の放射活性を示している。われわれ

は，あらかじめ幽nTcで被検者の心，肝，牌の位置を確かめ，皮府に印をつけテ ープを貼り毎

回，同じ位置に detectorをおき測定している。

測定した放射活性値は絶対値ではなく，各臓器間の放射活性比を求める。

v) 測定例

51Cr法による健康成人（図 3)ならびに特発性血小板紫斑病 (ITP)（図 4)について， 血
16) 

小板生存曲線と血小板回収率曲線を示した。また， 各測定値をまとめると（表 1,2) 塚田ら

の報告ともほぽ一致している。

V|) 測定上の問題点

第ーに， invitroで51Crを標識された血小板が流血中のすべての血小板を代表するかどう

かという点だが，血小板生成の項で述べたように末梢血に放出されたばかりの血小板は古いも
17) 

のより大きい。この幼若血小板がもし密度も高いとすると全血から PRPを分離する際の遠心

条件によっては幼若な s1cr標識血小板が赤血球に混じって落ちてしまい，寿命は見かけ上短縮

表

塚田， 他 (16) 山口， 他

最大回収率 70士 696 86.6 % 

平均生存時間 8.6士 08日 8.0日

血小板回転
27,000士 4,000/μt／日 31,000/μt／日（消失血小板）

臓器体表活性比
牌／肝 20士 0.6 0.69 
牌／心 4 9土 29 1.01 
牌／心 2.8士 16 I 12 

表 2

例
血 小板数 平均生存時間 最大回収率 血小板回転

（日） （％） (Xl04/μt／日）

正 常 人 l 24.0 8 0 86 6 3 1 

I T p 8 3 3士 09 ＊ 1.0士 0.3 57 3士 7.6 12 1士 4.7

血小板減少症 5 4.7士 0.9 2.8士 1.3 30 4士 78 7 3士 27 

血小板機能異常 4 17.8土 35 5 6士 11 69 2土 34 4 0土 06 

* M士SE
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18) 

することになる。それに反し，血小板の幼若度は大きさ，密度にはほとんど関係がないとする

と，遠心による影報は考えなくてよい。

次に問題となるのは，血小板の老幼によって s1crのとりこみが均等でないという点である。

通常の血小板寿命測定に使用する Crの濃度 O.lmMという低猥度では，代謝が盛んな幼若血小
19) 

板は老化血小板より Crを多くとりこむことが実験的に証明されている。すなわち， Cr濃度が

O.lmM以下ではエネルギー依存性の能動輸送により血小板にとりこまれ， O.lmM以上では拡
20) 

散によってとり こまれる。 Crの濃度を高くして 5mM以上にすると血小板の老幼によるとり
21) 

こみの差は認められなくなるが， O.lmM以上では血小板機能が阻害される。また，たとえ高

濃度の Crをとりこませても注入直後 invivoにおいて Crの遊出量が増えることも報告され

22) 51 
ている。 Crのとりこみは血小板の老幼に関係なく掏等であることが望ま しく， したがって

23) 

O. lmM以下の使用量での不均等性の解決が望まれている。

最後に Crの遊出という 点だが，血小板にとりこまれた Crは細胞質に 61%，膜に29％存在

し，細胞質内での Crの分布は，その56％がATP・ADPに結合して， 31％が遊離の形で存在
24) 

する。膜と結合した Crは血小板洗浄時に容易に遊出する。細胞質内の Crはinvitroで血小
24). 

板抗体と作用させると遊出することが報告され，invivoでも血小板同種抗体によって，注入

後30分以内に細胞質から約50％の Crが遊出し，血小板回収率がみかけ上減少するとの報告が
25) 

ある。これは早い時期に起こるため血小板寿命曲線にはあまり大きな影稗を与えないが，血小

板回転を Harkerの式で計算する時，回収率の低下が，単位時間に血液中から消失する血小板

量を見かけ上大きく し，免疫性血小板減少症では，それが問題となる。このような点から ，
26) 

Branehogの式によれば回収率の変化によ って影戦を受ける ことがなく推奨されている。

皿 "'Indium oxineを用い る方法
8) 

1976年以来，血小板寿命測定に Indium-Illが用いられるようになり 種々の検討が行われて
28) 

いる。現在，Hawkerらの方法が optimalmethodとして行われているが，本邦において日常
29) 

検査に適していると思われる油井らの方法に準じて述べる。

1. Ill Inの RI特性

L"Inの特徴は ，半減期が2.8日であり 51Cr27. 8日に比して短い。また， r線のエネルギー

も“Crが320KeVで9％であるのに対し u11nは173KeVで84%,247KeVで94％の放出がみら

れ臓器活性の測定も容易に行える。

2. 試薬および器具

I) 111 ln-oxine液： RadiochemicalCentre (比放射能 10mCi / μgin : 科研化学，治

験用） 。 1回の検査に300μCiを用いる。

11) ACD-A液

111) ACD一生理食塩水： ACD-A液と生理食塩水を 1: 7に混合し 2NaOHでpH6.5とする。

IV) 50~ 60mP容フタ付遠心管：シリ コン処理をしておく。

v) その他， s1cr法に準ず。
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3 手技，すべて室湿で無菌的に行う。

|)血小板の分離と u11nの標識法

患者または供血者血液44mi!を採血し， ACD-A液 6m£ を加えた滅閑フタ付遠心管に入れて

よく混和した後，それを 300G15分室温で遠心する。滅菌注射器で上清のPPPをとり，別の

滅菌フタ付遠心管に入れ保存しておく。沈祗の血小板に ACD一生食水 (pH6.5)を3m£ 加えて

血小板を完全に浮遊させる。血小板が凝集していないことを確かめ， 111In-oxine溶液300μCi

を加え時々，振盪しながら室温に20分間保つ。先の PPP15 m£ を加え混和し， 1500G15分 遠

心する。上清の PPPは完全に捨てる。沈演の 111ln-oxine標識血小板に PPP11 mi!を加え均

ーに浮遊させ，標識血小板濃厚血漿 (PC)とする。この 1m¢ を標準試料としてプラスチソク

試験管に分けた後， 10m£ のPCをプラスチック滅菌注射器でとり，被検者の静脈内に注入し，

正確な注入星と終了時間を記録しておく。

||）血小板寿命の測定

111In-oxine標識血小板を注射した反対側の肘静脈より，注射後10分， 30分， 1~4時間と

以後毎日 1回採血を10日間行い，被検者流血中の標識血小板放射活性を測定し，その減衰状態

を観察する。この採血回数および採血期間は症例に応じて適時に行う。

採血，およびそれ以後の操作，また，血小板平均寿命と血小板回転の求め方，臓器体表活性

についても 51Cr法に準じて測定する。

Ill) 正常値
30) 28) 

Heatonらは血小板寿命 8.82土0.21日， 最大回収率 71士4%,Hawkerらは8.44士0.18日，

最大回収率 69.3士2.97％であったと報告しており 51Cr法に比し血小板寿命はやや短い。

IV) 測定上の問題点
31) 8) 28) 

111In-oxineを血小板に標識するに当たり，血小板を自己血漿， Tyrodeー アルプミン溶液，
31) 29) 32) 

生理食塩水， ACD生理食塩水，に浮遊させた報告がある。血漿中のトランスフェリンは1111n

との親和性が強く標識率を低下させると考えられており，一方，血漿に浮遊させた場合に比し，
31) 29) 

生理食塩水浮遊血小板は回収率が著しく低下するとも報告されている。油井らは ACD生理食

塩水による BASP法が，臨床応用に最も適していると述べている。

Inの血小板への取りこみについては， oxineが脂溶性であることから細胞膜の通過が容易で
32) 

あるとされているが，はっきりした機構についてはわかっていない。
8) 

Inの生体内での遊出は少ないことが知られている。ただ，血小板抗体の影栂による IIIIn の

遊出については，まだ報告されていない。

Oxineの濃度については， in vitroで111In-oxineが15μg/mi!以上になると血小板機能

に影轡がみられ，血小板浮遊液 1m¢ に対し， oxineの最終濃度が 5μgになるように加えるこ
33) 

とが適当であるとの報告がある。
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RIを用いない血小板寿命測定

Malondialdehyde (MDA)法の原理

血小板の活性化反応（顆粒内容物の放出および凝集反応）において，プロスタグランディン

(PG)の代謝が重要な役割を果たしている。
34) 

血小板細胞膜のリン脂質から遊離したアラキドン酸 (AA)は種々の物質を生成する。この代
34) 35) 

謝系路はアラキドン酸カスケ ー ドと呼ばれており， 一つは，リポキシゲナーゼ(PLO)による系

路だが，その生物活性はまだよくわかっていない。他の一つは，シク ロオキシゲナーゼ (pC 

0)による系路であり， AAから PGG2, さらに PGH2を経てト ロンボキサンA2(TXA2)へと

強力な血小板凝集を引き起こす物質に変換される。この TXA2はPGH2から TX合成酵素によ

って生成されるが不安定であり，速かに安定な TXBがこ変化する。この TXA2合成酵素は TX

A2とHHT(12-hydroxy-5, 8, 10-heptadecatrienoic acid)を同時に別々に生成し， HHTと

同時にマ ロンジアルデヒド (MDA)が生成される。このMDAが，チオパルビッ ール酸(TBA)

によって呈色反応を示すところから，
正 常 例

容易に定量することができる。とこ
日

ろが， AAから PGG2に変換される ピ、 ← aspirin処理

際に働く PCOの酵素活性が，アスヒ°
2 ヽ

リンによって不可逆的な阻害を受け
ヽ

ヽ

ると MDAは生成されない。
4 ヽ

‘ 
血小板が老化する正常な場合と， ‘ 6 

‘ 
無選択崩壊の場合で考えてみると刈

ヽ

ヽ

t6) 8 
ヽ

米 は次のように説明している。 ヽ
ヽ

アスヒ°リンを投与し血中にある血

゜
50 100 % 

小板の PCOをプロックすると， AA

を加えても MDAは産生されない。
無 選 択 崩 壊 例

8 

正常な場合，アスヒ°リンの血中濃度

0「̀`  ` `  ̀ ヽ
＜ aspirin処理

が低下してから，新たに血中に入っ
2 

てきた血小板はアスヒ°リンの影習を

受けていないので PCO活性は正常 4 

であり， AAを加えるとMDAの産生
6 

ヽ

がみられる。 PCOがプロ ックされた

al 

ヽ
ヽ
ヽ

血小板が死滅するにともなって， p
｀ 
ヽ

I 

CO活性をもつ血小板と入れ替わる

゜
50 100 % 

ので，アスヒ リ゚ン投与後，日が経つ

にしたがって単位血小板数当たりの 図 5 血小板崩壊と血小板MDA産生能
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MDA産生能は増加してくる。アスヒ°リン投与時，血液中にあった血小板の寿命がつきると，

すべての血小板が正常の PCO活性をもっているので， AA添加後のMDA産生能はアスヒ°リン

投与前と同じ水準に達する。その間 8~10日かかる。その増加は直線的な関係にあり，この直

線がアスヒ°リン投与前値にまで復する期間が血小板寿命となる。すなわち，アスヒ°リン処理血

小板の寿命曲線が直線であることを意味し， 51Cr法による寿命曲線と同じ意義がある（図 5)。

血小板が無選択に崩壊する場合は，アスヒ°リン処理血小板も， MDA産生能をもつ新生血小

板も同じ比率で破瑕され消失していく。アスピリン負荷後，血小板のMDA産生能の増加は，

はじめ著しく次第に少なくなり，ついにはプラトーに達する。このことは MDA産生能増加曲

線，すなわち，アスピリン処理血小板の消失曲線が指数曲線であることを逆から示しているこ

とになる（図 5)。ただ，血小板寿命短縮例におけるMDA産生能回復曲線は 51Cr法の寿命曲

線と異なり，典型的な指数曲線を示さない場合も認められている。

ll MDA法の実際

1. 試薬および器具

I) 3.8％クエン酸ナトリウム液

11) 77mM EDTA-Na2 (pH 7. 4) 

111) 0.15Mトリスー HCl(pH7.4)

IV) 2 mMアラキドン酸 (Sigma社） ：0. 1 M -Na2 C03に溶解
6) 

V) TBA試薬 (J.T. Baker社）：猥NaOH10叫に 2-thiobarbituricacid 800mgを溶

かし50m£ の精製水を加える。濃過塩素酸液を加えて pHを7.4に合わし，精製水を加え全量を

100m¢ とする。この溶液に 7％過塩素酸液50m£ を加える。

vi) Biosolb (BBS -3, Beckman) 

VID lN-NaOH 

2. 手技
37) 

|） アスピリンの負荷

被検者よりアスヒ°リン投与前に静脈血を 9m¢採血し，あらかじめ 3.8％クエン酸ナトリウム

lmPを加えてある試験管に入れ，よく混和する（負荷前値測定用） 。 ただちに，アスヒ°リン

500mgを経口投与する。投与 2時間後から，原則として毎日 10日間 3.8％クエン酸ナトリウム

加試験管に 9m¢採血する。素早く血／卜板を分離しMDA産生能を測定する。
38) 

1|) 血小板MDAの測定法

被検血液は，よく混和し 230G,10分遠じヽする。 PRPを別の試験管に分離し，77叫vIEDTA 

-2Na液を PRPの1/10容加えて混和する (pH7. 4)。 血小板数を算定し試験管当たり 1x108

に血小板を調整した後， 1500G,20分， 20℃で遠心する。その上清を捨て血小板沈疸を0.15M

トリスーHCI緩衝液 (pH7.4) 0.475m£ に再浮遊させる。この血小板再浮遊液に 2mMアラキド

ン酸0.025rn&（最終濃度O.lmM)を加えて87℃, 5分静置する。次に TBA試薬0.5m£ を加え

よく混和し， 100℃,15分加熱した後，室温に放置冷却する。冷えてから Biosolb(BBS-3) 
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0. 1叫および 1N-NaOH0.9mEを加え正確に 1分経って548runで比色する。各試料中のMDA

量は次式により計算する。

MDA量(nmol) = OD548 X 14 

111) MDA産生能回復曲線について

グラフの縦軸にMDA%，横軸に負荷後の日数をとると，正常例における血小板MDA産生能
36) 

の回復曲線は，ほぼ直線を示し，アスピリン負荷前の 100彩水準に達するのに 8~9日を要し，

血小板寿命を表現している。 ITPなどのような無選択崩壊のある場合には，先に述べたように

アスヒ°リン投与後のMDA産生能回復は指数曲線の裏返しという形になる（図 6)。

IV)正常値

健康成人例の血小板寿命は 9.33土0.76日と報告されている。
36) 

V) 測定上の問題点

血小板MDA測定法について，発色のためTBA試薬を加えるが，その際，混濁して比色時に
6) 38) 

誤差を与えるので， Sturtらは遠心して 532nmで比色するが，内野らは界面活性剤を加え548

nmで比色することを推奨している。

MDA産生能回復曲線をみると，多くの例では 1~2日の間は回復が悪いものがみられる。血

小板の新生は絶えず起こっているのに， MDA産生能は，アスヒ°リン投与直後とあまり変わら

ず (lagphage) 24時間以後になり徐々に上昇してくる。その原因として，アスヒ°リンが流血中

の血小板のみでなく ，骨髄中の巨核球にも作用して PCOの活性を阻害するため，投与後産生
39) 

された血小板も， PCO活性を失っているためであると考えられている。これに対しアスヒ°リ
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図6 MDA法， s1Cr法による血小板寿命（刈米ら：文献36)
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40) 41) 
ンの経口投与量について内野らは 50~100mg程度の少星経口投与法を推奨し，刈米らはアスヒ°

リンの少量静脈内投与 (63mg)により， MDA回復曲線は完全な直線を示 し精度がよくなるこ

とを報告している。

MDA法と 51Cr法とを比較すると，血小板の崩壊が老化による正常な場合には，血小板寿命
36) 42) 

は両者でよく一致するが， ITPのような無選択崩壊のある場合は ，MDA法と s1cr法の成績
6) 37) 43) 36) 

が一致したという報告と，必ずしも一致しないという報告がある。刈米らによれば， MDA法

による結果を片対数グラフに目盛って，そのMDA産生能増加と s1cr標識血小板の消失直線を

比較するとその煩きに差異が認められ，他の ITP例でも， MDA法 T1/2 1.53士0.47日，同じ

症例の 5lCr法で T1/2 1.05士0.77日のように s1cr法が短くその差は有意であると報告してお
25) 

り，その原因と して阿部らは ，家兎を使って 5lCrの血小板からの溶出が，同種血小板抗体を有

する例では，正常例に比して大きいことをみており，このことから MDA法に問題があるため

ではなく ，むしろ 5lCr法の場合，血小板から s1crが著明に溶出するため寿命が非常に短く表現

される場合が多いと考えられている。

おわりに

血小板の生成と崩壊，いわゆる血小板回転に関してその動態を比較的よく反映できる血小板

寿命測定法の現状について述べた。

Na2'1CrO,法が，標準法として広く行われているが， RIとして 51Crよりす ぐれた特性をも

っ呵 n-oxineが血小板標識にとりいれられて含ている。 RI法としては安定した成績が得られ

るとはいえ，やはりラジオアイソトープということで手技の煩雑さ，専用施設を要し，環境汚

染防止などの問題もあって，なかなか普及し難い面がある。その点， RIを用いないMDA法は

どこでも簡単に行えるという有利さがあるが，なお精度その他の点でまだ難点が多く ，今後の

研究成果によってはさらに普及すると思われるが，いずれにしても現状では，血小板寿命測定

法としてそれぞれ一長一短があるといえよう。
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