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要約 

血液中には，生体組織への酸素輸送，血管損傷時の止血，炎症や免疫反応等を担う様々な細胞

および血漿タンパクが存在する．従って，それらの情報を得る血液検査は，疾患の診断や治療に

おいて非常に重要である．赤血球は低せん断速度環境下において，血漿中の炎症性タンパクかつ

血液凝固因子であるフィブリノゲンや，免疫グロブリン等との相互作用により，可逆的に集合し

凝集する性質 (赤血球凝集能) を有する．本研究では，この赤血球凝集能を測定する技術を応用し

て，炎症，止血および輸血の 3 つの分野における血液検査手法の開発を試みた． 

赤血球沈降速度 (Erythrocyte sedimentation rate: ESR) は，フィブリノゲンや免疫グロブリン等の

炎症性タンパクの増加に伴って凝集が進んだ赤血球の沈降速度が増加することを利用した臨床検

査であり，感染症から自己免疫疾患等，様々な炎症性疾患のスクリーニングに利用されてきた． 

ESR の参照法である Westergren 法では，1 mL 以上を必要とする血液量の多さと，測定に 1 時間を

要すことが課題であった．しかし近年では光学的に短時間で簡便に赤血球凝集を測定する技術 

(Syllectometry) を用いることにより，赤血球凝集を測定した血液の透過光波形である syllectogram

の解析パラメータ（凝集パラメータ）を用いて 1 分以下の測光時間で ESR を推定する手法が広ま

ってきている．しかしながら，凝集パラメータは，ヘマトクリットおよび測定時間の影響を受け

ることが報告されており，syllectometry にて推定した ESR は Westergren 法の値と乖離することが

問題となっている．また，これまで ESR の原理として，粒子の沈降速度が粒子径の二乗に比例す

る Stokes の沈降速度式がよく用いられてきたが，syllectometry にて得た凝集パラメータと沈降速

度との関係性は明確に示されていなかった．そこで本研究では，ESR を迅速かつ正確に計算する

手法の開発を第一の目的とし，凝集パラメータに対する syllectogram 測定時間の影響およびヘマ

トクリットの影響を，フィブリノゲン濃度とヘマトクリットを複数条件にて調整したボランティ

ア検体を用いて詳細に調査し，ESR 計算に最適な syllectogram 測定時間の選定と凝集パラメータ

に対するヘマトクリット補正式の作製を試みた．その結果から，凝集パラメータの一つである

Aggregation index (AI) は，測定時間 5 秒において，フィブリノゲン濃度によらずヘマトクリット

の影響を補正することが可能であることを明らかにした．さらに，ヘマトクリットの影響を排除

して求めた単一赤血球の沈降速度は，ヘマトクリット補正した AI の累乗関数とよく一致すること

を見出した．この結果と沈降速度式を元に計算した ESR は，Westergren 法の ESR 値とよく一致し

た．続いて，開発した ESR 測定手法に対して，203 検体の臨床検体データを用いて妥当性検証を

行い，Westergren 法と優れた相関性を示すことを実証した．さらに，本手法に平均赤血球容積 

（Mean corpuscular volume: MCV）の補正を加えることにより，測定精度を向上させることに成功

した．本手法はわずか 5 秒の測光時間と 80 µL の血液で ESR 測定が可能であり，かつ臨床検査に

おいて ESR と同時に検査されることが多い全血算 (Complete blood count: CBC) の測定装置に搭載

可能であるため，臨床ワークフローにおける検査工数と検体量の削減に貢献が期待できる． 

炎症性タンパクであるフィブリノゲンの増加は赤血球凝集と ESR を著しく亢進させるが，一方

でフィブリノゲンは血液凝固因子でもあり，出血時にフィブリンへと転換され強固な止血を行う

重要な血漿タンパクである．従って，出血時におけるフィブリノゲン濃度の低下の検出は止血治

療において重要となる．従来は検査室にて血液を遠心分離し，凝固試薬を用いてフィブリノゲン

濃度を測定していたため，検査結果が判明するまでに時間を要し，止血・輸血治療の判断を早期
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に行うことができないという課題があった．そこで，第二の目的として，重度外傷等で危機的な

凝固障害を引き起こす要因となるフィブリノゲン低下を，syllectometry を用いて検出可能である

か基礎検討を行った．フィブリノゲン健常ボランティアの血液から得た血清と血漿を混合して作

製した正常値から低濃度域のフィブリノゲン血液サンプルにおける凝集パラメータを調査した．

その結果，赤血球凝集パラメータは低濃度域においてもフィブリノゲン濃度依存的に変化するこ

とが確認され，凝固障害となるフィブリノゲン濃度 150 mg/dL 以下の状態を検出することが可能

であることが示唆された．血漿分離と試薬による凝固が不要である本手法であれば，短時間かつ

低コストにフィブリノゲン濃度低下の確認が可能になり，重度外傷，危機的産科出血，心臓血管

外科等における止血治療の一助となり得る． 

重度外傷および凝固障害の治療においては，濃厚赤血球やフィブリノゲンを含んでいる新鮮凍

結血漿等の輸血が行われるが，輸血の前には基本的に血液型判定を行う必要がある．しかし，従

来 の 血 液 型 判 定 に お いて は ， 血 漿 タ ン パ ク との 相 互 作 用 に よ る 非 特異 的 な 赤 血 球 凝集 

(aggregation) と，血液型由来の抗原抗体反応による赤血球凝集 (agglutination) の混同を避けるた

め，血球の遠心分離，洗浄，十分な抗体試薬量が必要であり，検査の手間と時間がかかるもので

あった．そこで第三の目的として，syllectometry を用いた前処理不要かつ試薬量削減可能な血液型

判定手法の開発を行った．その結果，20 名の ABO 血液型由来の aggregation と agglutination を，

従来の 1/5～1/20 の抗体試薬混合率で区別し，血液型を判別することに成功した．本手法は従来必

要であった血液の希釈や洗浄等の前処理が不要で，かつ非常に少ない抗体試薬量で ABO 血液型

を判定することが可能である． 

多数の検査項目を処理する必要がある現代の検査室において，装置の測定時間と，血漿または

血球を遠心分離する前処理の工数がかかることは，治療判断の遅れ，患者の待機時間に繋がる．

また，検査試薬やカートリッジ等の消耗品は，医療費負担を増加させる．赤血球凝集能測定を利

用して開発した 3 つの血液検査手法である，ESR の迅速かつ正確な測定，迅速かつ簡便な低濃度

フィブリノゲンの検出，前処理不要かつ試薬量削減可能な血液型判定は，検査時間の短縮化，前

処理の簡略化，試薬・消耗品の削減に寄与し，臨床のワークフローの改善と医療経済性の向上を

期待できるものである． 
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第 1 章 序論 

 

本章では，本研究の基礎となる一般的背景について説明する．まずは最も基本となる血液の組

成，赤血球と血漿タンパクについて述べる．次に，流路内の流れ，赤血球の凝集と変形，血液の

光学的特性および赤血球凝集能の測定手法を説明する．本章の最後に，本研究における各章の位

置づけを示す． 

 

1-1. 血液の概要 

血液量は，成人男性で約 5 L と体重のおよそ 1/13 を占め，その内訳は約 40%の血球成分と，60%

の血漿成分である(Fig. 1. 1)(1,2)．血液中に含まれる様々な血球細胞や血漿タンパクにより，人体

の恒常性は保たれている．血液は，赤血球による生体組織への酸素供給，血小板および血漿中の

凝固因子による止血，白血球および免疫グロブリンによる免疫反応等，様々な役割に関与するも

のである．従って，採取された血液検体にはヒトの疾患に関する膨大な情報を含むことから，医

療における診断，治療のための検査対象として一般的，かつ重要なものである．血液を用いた検

査は，血球細胞数を検査する全血算 (Complete Blood Count: CBC) や，各臓器の状態を示す血漿タ

ンパク，血液凝固能に関するものなど多岐に渡る．一般的に，CBC 等の全血を使用する検査を除

いては，抗凝固処理した血液を遠心分離にて血球と血漿（抗凝固処理しない場合は血清）を分離

し，血漿中に含まれる血漿タンパク等の測定を行うことが多い． 

 

               

Fig. 1. 1 Blood Components. 
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1-2. 赤血球 

ヒト赤血球 (以下，赤血球) は，血液 1 mL 中に約 45 億個存在し(2)，主に酸素運搬の役目を有

する．赤血球は Fig. 1. 2 に示すように直径約 8 µm，厚み約 2 µm，容積約 90 fL の両凹円板形状で

ある(1)．この形状の表面積は，同じ容積の球体と比べ 30-40%大きく，酸素供給に優れるとされる

(3)．さらに，赤血球は優れた変形能を有するため赤血球と同等以下の直径の毛細血管を通過可能

であり，毛細血管において酸素を各組織中の細胞に供給する(1,4)．赤血球は骨髄内で生成された

前駆細胞が成熟する過程で脱核し，核やミトコンドリア等の細胞小器官を持たない．血液中にお

ける赤血球の寿命は約 120 日とされる．赤血球の主たる役割である組織への酸素供給は，赤血球

内に内包されたヘモグロビンにより行われる．ヘモグロビンは酸素分圧が高い環境下では酸素と

結合しやすく，酸素分圧が低い，または二酸化炭素が多い環境では酸素と解離しやすい（ボーア

効果）ことから，酸素分圧が高い肺でヘモグロビンが酸素と結合し，酸素分圧の低い抹消にてヘ

モグロビンが酸素を放出することにより，効率的に組織への酸素供給を行っている(5)．赤血球は，

脂質二重層からなる膜の内側にスペクトリン等からなる細胞骨格を有し，赤血球特有の形状と変

形能を示す(6)．脂質二重層には band3 等の膜輸送タンパクを有し，膜の外側には糖脂質と糖タン

パクからなる glycocalyx を有する(7)． 

 

 

Fig. 1. 2 Erythrocyte and Structure of Erythrocyte Membrane (7). 
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1-3. 血漿タンパク 

血漿は，その 92%が水であり，血漿タンパクが 7%（65-85 g/L）を占める．血漿タンパクの構成

を Fig. 1. 3 に示す．血漿タンパクにおいて最も多いアルブミンは (35-55 g/dL) (8)，膠質浸透圧を

決定する主要因子であり，血管内の水分の保持を担う他，様々な元素，脂肪酸，脂溶性薬物と結

合し，物質の運搬を行う．次いでグロブリンが多く，リポタンパク，ビタミン，ホルモンを運搬

する α グロブリン，鉄や銅を運搬する β グロブリン，抗体として免疫反応を担う γ グロブリン (免

疫グロブリン) を含む．免疫グロブリンには，分子量の順に IgM，IgA，IgG，IgD，IgE が存在し，

最も多いのは IgG である (800-1800 mg/dL) (8)．さらに，炎症性タンパクかつ止血の要となる凝固

第Ⅰ因子であるフィブリノゲンを多く含む(200-450 mg/dL) (8)．フィブリノゲンの詳細は第 4 章に

て述べる．これらの血漿タンパクはわずかに帯電しており，電気泳動下では荷電状態に応じて Fig. 

1. 4 のように分離できる．アルブミンは負に帯電しており，IgG，IgM，IgA，フィブリノゲン等は

正に帯電している． 

 

 

Fig. 1. 3 The Elements of Plasma Proteins. 

 

 

Fig. 1. 4 Schematic Representation of Plasma Proteins Separated by Electrophoresis. 
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1-4. 流路内における流れ 

生体内における血液の循環，流路内における流れを考える上で，流体の粘度およびせん断速度

の基礎的な理解が必要である．平行に間隔h [m]で置かれた十分に大きい面積A [m2]の2枚の平板の

間が流体満たされている場合を考える．片方の平板は静止させ，もう片方の平板を力Fにて水平方

向に速度U [m/s]にて移動させるクエット流れを考えた時，流れの速度勾配，せん断速度 (Shear rate) 

�̇� [s-1]は，以下の式で表される． 

 

�̇� =
𝑑𝑢

𝑑𝑦
=

𝑈

ℎ
𝐸𝑞. (1.1) 

 

ここで，τ はせん断応力であり，上式では τ = F/A で定義される．水等の Newton 流体，すなわち，

せん断速度によらず粘度が一定である場合に，流体の粘度 μ [Pa s]は次の式で定義される． 

 

𝜇 =
𝜏

�̇�
𝐸𝑞. (1.2) 

 

次に，血管等の円管内における流れについて考える．流体の流れの特性は，粘性力に対する慣

性力の比であるレイノルズ数 Re にて決定される． 

 

𝑅𝑒 =
𝜌𝑈𝑙

𝜈
𝐸𝑞. (1.4) 

 

ここで，ρ は流体の密度 [kg/m3] ，U は平均流速 [m/s] ，l は流れの代表⾧さ [m]，ν は動粘性係

数 [m2/s]である．レイノルズ数は約 2000 以下では層流であり，それ以上では乱流となる．血管に

おいては，上行大動脈ではレイノルズ数は高く乱流となるが，細動脈や毛細血管，静脈において

はレイノルズ数が低く層流となる(9)．層流で流れる場合の流速分布は，ハーゲン・ポアズイユの

式から次の式で表される（0 ≤ r ≤ r0）． 

 

𝑢 = −
1

4𝜇

𝑑𝑝

𝑑𝑥
(𝑟 − 𝑟 ) 𝐸𝑞. (1.3) 

 

r は円管半径，dp/dx は流れ方向の圧力勾配である．この式から，流速は Fig. 1. 5 に示すように円

管中心 (r = 0) で最大値を取り，壁面 (r = r0) では 0 となる放物線を描くことがわかる．また，断

面のせん断速度分布は上式を r で微分して以下の式で得られ，壁面で最大となり，円管中心では

0 となる． 

 

�̇�(𝑟) =
𝑟

2𝜇

𝑑𝑝

𝑑𝑥
𝐸𝑞. (1.4) 
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Fig. 1. 5 Flow and Shear Rate in a Cylindrical Tube 

 

しかし，血液は非 Newton 流体であり，せん断速度の増加に対して見かけの粘度が低下する shear 

thinning の特性を有する (Fig. 1. 6) (10)．このような特性は，赤血球の変形および 1-5 に詳細を述

べる赤血球の凝集と相互に依存している．低せん断速度領域では，赤血球は凝集し見かけの粘度

を増加させる．一方でせん断速度が増加すると，凝集した赤血球の解離，流れ方向への配向，せ

ん断応力に応じた変形を生じる結果，shear thinning の特性を示す(11)．このように，血液特有の流

体特性から血液の粘度やせん断速度を正確に求めることは難しく，数値流体解析法を利用して血

液の流体現象を見積もるための様々な計算モデルが提唱されており(12,13)，Carreau-Gambaruto モ

デルで計算した血液の流体解析結果が実験値と比較的良く一致するとされる(14,15)． 

 

 

Fig. 1. 6 Viscosity of Blood and Plasma with Shear Rate (10). 
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1-5. 赤血球の凝集 

赤血球は，低せん断速度領域においては，赤血球同士が高分子の存在化において可逆的に集合

し接着する(16)．これは凝固反応により生成される血栓とは異なる．赤血球は直線的に連なる連銭 

(Fig. 1. 7) を形成し，それらはやがて三次元的に成⾧した凝集塊となる．この赤血球凝集の機序は

未だ明確ではなく，高分子架橋説 (Bridging theory) (17)と高分子排除説 (Depletion theory) (18)が提

唱されている．高分子架橋説においては，赤血球表面の陰性荷電による赤血球間に働く反発力に

対して，高分子が赤血球間を架橋する力が勝ることにより起こるとされ，高分子排除説において

は，赤血球表面近傍から高分子が排除されることにより生じる浸透圧勾配が，赤血球間の溶媒を

排除することによって集合が形成されるとしている．赤血球凝集は，1. せん断速度，2. 赤血球の

性質(形態，変形能，表面の陰性電荷)，3. 血漿中の高分子，4. 赤血球濃度(ヘマトクリット)，5. 温

度の影響を受ける． 

 

 
Fig. 1. 7 Rouleaux in Plasma. 

 

1. せん断速度の影響 

赤血球の凝集現象を安定して観察するためには，3 s-1 以下のせん断速度が必要とされる(19)．凝

集を解離させるために必要なせん断速度は，凝集能の強度に依存するため様々であるが，通常で

あれば約 200 s-1 以上であれば凝集が解離されるとされる(20)．また，1000 s-1 を超える場合には変

形の影響が顕著になる(20)．完全な流動停止よりも，わずかな流れの存在下の方が，赤血球の衝突

確率が高まり凝集が促進される． 

 

2. 赤血球の性質 

赤血凝集に対する影響は血漿タンパクによるものが大きいが，赤血球の性質も影響する．形状

が異常であったり，変形能が低下した赤血球は，接着しにくいため凝集しにくい(21)．赤血球表面

には糖衣であるグリコカリックスが存在し，シアル酸が豊富で負に帯電しているために，赤血球

同士は静電的に反発する．心筋梗塞やサラセミア等の疾患においては，シアリダーゼ活性が増加

し，赤血球表面のシアル酸量が減少することで凝集を起こしやすいとの報告もある(22,23)．赤血

球表面のタンパクによっても凝集能は影響され，老化赤血球は凝集しやすいことや，動物種によ

って全く異なる凝集能を示すことが知られている．ウマ赤血球は凝集しやすく，ラット赤血球は

凝集が弱く，ウシ赤血球は凝集しない(24,25)． 
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3. 血漿中の高分子 

血漿タンパクのうち，凝集能に非常に大きな影響を与えるのはフィブリノゲン，免疫グロブリ

ン (IgG，IgM) である(26,27)．高分子架橋説では，Fig. 1. 8 に示すように，赤血球膜の外側は，糖

鎖が持つシアル酸により負に帯電し，赤血球間に反発力が発生しているが，分子量が大きくかつ

正電荷を帯びているフィブリノゲンや IgG などが赤血球間を架橋し，反発力に打ち勝つために赤

血球の接着が起こるとされる．分子量の大きいフィブリノゲンおよび免疫グロブリン IgG，IgA，

IgM は凝集速度が比較的大きいが，分子量の大きさに対する凝集速度の大きさはフィブリノゲン

が最も高い (Fig. 1. 9 (28))．このようなフィブリノゲン依存的な赤血球凝集能は，弱いながらもフ

ィブリノゲン特異的に結合するサイトが赤血球膜上に存在するためであるとされる(26,29)．糖尿

病患者においても赤血球凝集能が亢進しており，その要因は赤血球膜上のシアル酸低下だけでな

く，血中グルコース濃度が高いことも報告されている(30,31)．また，輸液および止血治療の際に

代用血漿として用いられるゼラチンや Hydroxyethyl starch (HES) 等も赤血球凝集能を増加させる

ことが示唆されている(32)．同じく代用血漿の低分子デキストランは凝集を解離させるが(33,34)，

70 kDa 以上の高分子デキストランは凝集を増加させる(34)．しかし，その凝集形態はフィブリノ

ゲンにより起こる連銭とは異なるとされる(35)． 

 

 

Fig. 1. 8 Bridging between Erythrocytes with Fibrinogen. 

 

 

Fig. 1. 9 Comparison of Erythrocyte Aggregate Formation by Fibrinogen, IgG and Related Molecules (28) 
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4. 赤血球濃度（ヘマトクリット） 

赤血球凝集は血液中に占める赤血球の体積の割合，すなわちヘマトクリットの影響を大きく受

ける．ヘマトクリットは男女の差，年齢差があり，様々な疾患に付随した貧血から多血症に至る

まで非常に幅広い範囲を取り得る(2,36,37)．ヘマトクリットが増加すると，最終的な凝集塊の径は

低下することが報告されている(38)．また，1-7-3 に示す光学的な赤血球凝集測定手法で得られた

凝集パラメータも，ヘマトクリットにより影響を受ける(39,40)． 

 

5. 温度 

 赤血球凝集は温度の影響を大きく受け，温度の増加と共に凝集速度は増加する(41)．また，赤血

球凝集の解離に必要なせん断速度は温度が高いほど低下する傾向にあり，37℃付近で最小となる

(42)．多くの先行研究，および測定器において 37℃の温度環境下での測定が行われており，赤血

球凝集能測定のガイドラインにおいても推奨されている(19)． 

 

上記で述べたように，赤血球凝集は，血漿タンパクにおける異常または赤血球の形態や膜の異

常を反映したものである．感染症，肺炎，血管炎，リウマチ，潰瘍性大腸炎，自己免疫疾患等で

は，炎症反応によって炎症性タンパクであるフィブリノゲン，IgG および IgM 等の免疫グロブリ

ンが血中に増加し，赤血球凝集が亢進する(16,43,44)．また，脳梗塞，心筋梗塞等の虚血性疾患に

おいても増加することが報告されている(44,45)．赤血球は凝集すると粘性が増加し，粘性が増加

すると血流量が減りさらに凝集しやくすなり，血液循環が悪化しやすい．凝集した赤血球は血管

中心を流れる性質があり，血管壁との間隙が増加するため，生体組織への酸素輸送においては不

利である(46)． 
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1-6. 血液の光学的特性 

赤血球凝集を光学的に測定する手法においては，血液の光学的特性，すなわち光吸収特性と光

散乱特性を考慮する必要がある．Fig. 1. 10 に示すように，赤色光から近赤外光領域は，生体の窓

（第一の窓）と呼ばれ，生体中に大量に存在する水と，ヘモグロビンの吸光係数が共に低い波⾧

帯域であるため，透過しやすく情報を得やすい(47)．ヘモグロビンは，酸素化時には赤色の吸収係

数が低く，近赤外の吸収係数が高い．また，脱酸素化時の吸収特性はその逆であることから，酸

素化されている状態では赤血球は赤色を示し，脱酸素化すると暗褐色となる．このような赤色と

近赤外光に対する吸収特性を利用し，血中酸素飽和度を測定するパルスオキシメータや頭蓋内の

血流状態をモニタリングする NIRS (Near-infrared spectroscopy) 等の医療機器が開発されてきた

(48,49)．散乱が無く，均一な光吸収体に強度 I0 の光が入射し，厚み d だけ入射方向に進んだ光の

光強度 I は，Lamber-Beer 則(50)により以下の式で表される． 

 

𝐼 = 𝐼 10  𝐸𝑞. (1.5) 

 

ここで，ε はモル吸光係数，C はモル濃度である．この式から，光路⾧さの増加や，吸収体の濃度

増加によって指数関数的に透過光強度が低下することがわかる．血液は赤血球が高濃度に分散す

る媒質であるため，吸収特性に加えて散乱特性を考慮する必要がある．上記の生体の窓における

波⾧ (650-900 nm) と赤血球のサイズ (8 µm) の場合，散乱体粒子が入射光の波⾧と同等かそれ以

上の大きさの時に起こるとされる Mie 散乱が主に生じる(51)．Mie 散乱において，粒子サイズが増

加すると，前方散乱光が強まり側方および後方散乱光は弱まるため，透過光が増加する．濃厚な

赤血球の分散溶液である血液を透過する光は，上記のように，赤血球の濃度とサイズに応じて多

重散乱し，かつヘモグロビンによる吸収を受けることとなる． 

 

Fig. 1. 10 Absorption Spectra for Whole Blood at Ht of 45% and Water (47). 
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1-7. 赤血球凝集能の測定手法 

1-7-1. 赤血球沈降速度 

これまでに様々な赤血球凝集能測定手法が開発され，それらで得た値と疾患との関連性が報告

されてきた．最も古典的な手法は赤血球沈降速度 (Erythrocyte Sedimentation Rate: ESR) の測定で

あり，赤血球凝集能測定手法の中では，臨床検査として唯一確立している手法である(52,53)．1918

年に，Fahraeus が妊婦の血液では赤血球が凝集し沈降する速度が増加することを発見して以来，

ESR は感染症，肺炎および血管炎や関節リウマチなどの自己免疫疾患等の様々な疾患において亢

進することが知られている(52,54,55)． ESR の古典的かつ現在においても国際的な参照法である

Westergren 法は，クエン酸ナトリウムと血液を 4:1 で混合して抗凝固処理した血液を，垂直に立て

たチューブ（Westergren 管）内に満たして静置し，1 時間後の赤血球が沈降する距離を測定するも

のである(Fig. 1. 11) (56,57)．様々な疾患で炎症性タンパクの増加等により赤血球凝集塊が成⾧す

ると，管内の血球が沈降する速度が増大する．ESR の正常範囲は 15-20 mm/h 以下とされる．ESR

は C-reactive protein (CRP) やプロカルシトニン等の炎症マーカよりも感度は劣るが，安価である

ため，非特異的な炎症性疾患のスクリーニング検査として世界中で使用されている． 

 

 

Fig. 1. 11 Erythrocyte Aggregation and Sedimentation. 

 

1-7-2. レオスコープ法 

顕微鏡による直接観察や，コーンプレート内でわずかなせん断速度を与え，凝集速度を増加さ

せた状態で顕微鏡観察を行い，凝集した赤血球の割合を算出するレオスコープ法(58)がある．これ

らは直接観察可能であるメリットを有するが，希釈が必要なことから実際の血液状態と異なるこ

とや，個々の凝集塊の凝集度のばらつきが大きく，限られた視野から得た値の再現性や定量性に

課題が残る． 
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1-7-3. Syllectometry 

これまでの赤血球凝集測定手法の中で，複数の製品が商品化され，短時間で簡便かつ低コスト

に赤血球凝集測定が可能であるのは，syllectometry (59)または aggregometer (60,61)と呼ばれるもの

である．これらの手法では，血液に対してせん断速度を加えて赤血球凝集を解離させた後，瞬時

にせん断速度を 0 にする．そして，その直後に生じる赤血球の連銭形成に応じた血液の透過光強

度または反射光強度の経時変化波形である sylletctogram を計測するものである．初期の

Syllectometry の装置は，Fig. 1. 12A のように回転式のシリンダの空隙に血液を入れ，カップを回転

させて血液にせん断応力を加えた後，回転を瞬時に停止させ，その際に血液に照射したレーザ光

の後方散乱光の経時変化を syllectogram として測定するものであった(62)．その後，Fig. 1. 12B の

ように，サンプルの入れ替えが容易な流路と安価な LED 光源を使用し，血液の透過光を測定する

方式や(63,64)，スターラを用いた方式(40)等が開発され，小型化，低コスト化が進んできた．本研

究で使用する透過光型の syllectgram の模式図を Fig. 1. 13 に示す．せん断速度下において，赤血球

の凝集は解離し，流れ方向に配向して流れ，かつ流れ方向に変形した形をとる．せん断速度負荷

を停止させると，赤血球の配向性が解除されランダムな配置になると同時に変形した形状が回復

するため，光の散乱が増加し，透過光強度は低下する．透過光強度が極小値 Imin となる時間を 0 s

とし，所定の時間 t までの透過光強度を測定する．せん断速度解除後の赤血球は，すみやかに連銭

を形成し，凝集サイズの増加とともに散乱強度が低下し，透過光強度が増加する．直線的な連銭

形成時には透過光強度の増加は急峻であるが，3 次元的な凝集塊に成⾧するにつれ透過光強度の

増加速度は低下する．syllectogram は連銭形成に関与する時定数 Tfast と，3 次元的な凝集塊形成に

関与する時定数 Tslow を用いた指数関数として近似できるとされる(61)． 

 

𝐼(𝑡) = 𝐼 − 𝐼 𝑒 − 𝐼 𝑒 𝐸𝑞. (1.6) 

 

Iconst，If，Is はそれぞれ定数，および連銭形成と凝集塊形成に関する係数である．しかしこれらの

時定数の取得は煩雑であるため，Fig. 1. 14に示すように簡易的な解析パラメータであるaggregation 

parameter (以下，凝集パラメータと呼ぶ) がよく用いられている．凝集パラメータとしては，以下

のようなものがある． 

 

・AMP (Amplitude): Syllectogram の最小値 Imin と最大値 Imax (測定最終点) の差分 

・SA (Surfase Area): Syllectogram と Imin の間の面積 

・AI (Aggregation Index): Syllectogram と Imin の間の面積 A と，syllectogram と Imax の間の面積 B を 

用いて，AI = B / (A+B)×100 [%]にて計算される値 

・t1/2 (Aggregation Half Time): AMP がその 1/2 の値となる時間 

・t0 (Relaxation Time): 解離した赤血球が凝集を開始するまでの時間 

 

なお，syllectometry の装置は方式の違いによって，せん断速度，測光方式（透過，反射），測定

波⾧，測定温度，解析パラメータにおいて違いがあり，異なる測定系での測定値を直接比較する
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ことはできない．また，それぞれのパラメータはヘマトクリットの影響を受けるため(39,40)，

syllectometry を用いた赤血球凝集能の評価においてヘマトクリットの条件を揃える，または考慮

することが必須である． 

 

 

 

Fig. 1. 12 Analyzers for Measuring Erythrocyte Aggregation (Syllectometry). (A) A cylinder type (62). (B) 

A capillary flow type (64). 

 

 

 

Fig. 1. 13 Schematic Illustration of the Syllectogram and Erythrocyte Aggregation. 
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Fig. 1. 14 Syllectogram and Aggregation Parameters. 
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1-7-4. その他の測定手法 

超音波による後方散乱強度や周波数シフトを解析する手法(65,66)は，凝集の位置情報とサイズ

を得ることができ，非侵襲測定に応用可能な優れた手法であるが，凝集サイズを検出可能な高周

波数帯域の超音波測定機器は非常に高価である．また，血液の電気伝導度や静電容量を測定する

手法があるが，静電容量は他の手法により得た赤血球凝集パラメータ変化と概ね一致するが(67)，

電気伝導度は一致せず，凝集以外の影響を受けやすいとされる(68)．個々の赤血球間における接着

力を，光ピンセット (Optical Tweezer) (69)や原子間力顕微鏡 (Atomic Force Microscopy: AFM）(29)

を用いて評価する手法も報告されている． 
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1-8. 血液検査における一般的課題 

血液は生体組織への酸素輸送，血管損傷時の止血，異物に対する免疫反応等を担う様々な細胞

および血漿タンパクを有することから，血液からそれらの情報を得ることは疾患の診断および治

療のために非常に重要である．これまでに疾患や病態に特異的な様々な検査項目が開発されてき

た．しかしながら，そのような多くの検査項目を処理する必要がある現代の検査室において，装

置の測定時間と，血漿または血球を遠心分離する前処理の時間がかかることは，医師の治療判断

を遅らせ，患者の予後不良に繋がるだけでなく，患者自身が検査結果を待つ時間の不安とストレ

スにも繋がる．また，高価な検査試薬やディスポーザブル品等の消耗品は，医療費負担を増加さ

せる．さらに，日本の診療報酬制度においては，検査毎に病院側が診療報酬として請求できる回

数や価格が決まっているため，消耗品コストが高い検査は測定回数が増えた分だけ病院経営が圧

迫される．現代の日本においては，65 歳以上の人口が 3621 万人と全人口の 28.9%を占め(70)，高

齢化が著しく進んでいると同時に，国内総生産 (GDP) に占める国民医療費の比率は 7.93% (44 兆

3895 億円) にまで膨らんでいる(71)．このような医療経済的な問題は，国内に限らず，医療資源が

潤沢でない新興国においても同様である．従って，現代の血液検査において，検査時間の短縮化，

前処理の簡略化，試薬・消耗品の削減は，医療の質および医療経済において大きな課題である． 

 

1-9. 臨床検査における赤血球凝集能測定の課題 

赤血球凝集能に関する研究は，これまで精力的に研究された時期もあった．しかし，疾患に対

する特異性が低く，測定に影響する因子も多いことから，ESR 等の一部のスクリーニング検査以

外に臨床的有用性を見出すことは難しかった．また，世界的に普及している ESR に関しても，測

定時間が⾧く，検体量が多いこと等が課題となっていた． 

 

1-10. 本論文の目的および概要 

 本研究の目的は，前述の血液検査および赤血球凝集測定における課題を解決可能な，赤血球凝

集測定用いた血液検査手法を開発するものである．開発を試みた対象は以下の 3 つである． 

 

1. 迅速かつ正確な赤血球沈降速度 (ESR)測定法の開発と検証 

2. 赤血球凝集測定を用いた血液凝固障害の検出のための基礎検討 

3. 赤血球凝集測定を用いた ABO 血液型判定法の開発 

 

第 2 章では，赤血球凝集測定とヘマトクリット補正を用いた，迅速かつ正確な ESR 測定手法の

開発に関して述べる．第 3 章では，第 2 章にて開発した手法の妥当性検証を，十分なサンプルサ

イズの臨床検体を用いて実施すると共に，さらに MCV の影響を補正することにより，正確度を

向上させることを試みた．第 4 章では，重度外傷時の血液凝固障害の要因となるフィブリノゲン

の濃度低下を，血液凝固試薬を用いずに検出するための基礎検討を行った．第 5 章では，血液型

由来の抗原抗体反応による赤血球凝集 (agglutination) の検出に応用し，血液の洗浄希釈操作が不

要で，かつ微量な試薬量で判定可能な新しい血液型判定手法の開発を行った．第 6 章では各章の

総括および今後の展望を述べ，最後に第 7 章にて結論を述べる． 
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Fig. 1. 15 Outline of the Thesis. 
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第 2 章 ヘマトクリット補正した凝集パラメータを用いた迅速赤血球沈降

速度測定法の開発

 

本章は，赤血球凝集測定手法の中で，臨床検項目として確立されている赤血球沈降速度 (ESR)

の迅速測定における問題であった計算式の不透明さと，ヘマトクリットを要因とする参照法との

乖離を解決し，迅速かつ正確な ESR 測定法の開発を目的とした．なお，本研究成果に関して，以

下の論文発表を行っている． 

 

Higuchi M, Watanabe N. A rapid and accurate method for estimating the erythrocyte sedimentation rate using 

a hematocrit-corrected optical aggregation index. PLoS One. 2022 Jul 12;17(7):e0270977. 

 

利益相反 (Conflict of interest: COI) 等に関して： 

本章における研究は，筆者が本学博士課程に入学後の 2020 年に本研究室と日本光電工業株式会

社との共同研究を締結した後に実施し，筆者が日本光電工業株式会社にて開発に携わった全自動

血球計数・赤血球沈降速度測定器 MEK-1305 を用いて，日本光電工業株式会社の社員として社内

にて測定データを取得し，本研究室の学生としてデータ解析を行ったものである．本研究に関わ

る特許（特許 7037324）は，発明者：筆者，出願人：日本光電工業株式会社として日本国内にて登

録されている．日本光電工業株式会社から本研究室への資金および装置類の提供は無く，また，

本研究に関する計画立案，および評価には関与していない． 

 

2-1. 序論 

2-1-1. 赤血球沈降曲線 

赤血球の沈降曲線は，Fig. 2. 1 に示すように 3 つのフェーズに分けて記述される(72)．沈降曲線

の第一のフェーズ（連銭形成期）においては，ずり応力下では血漿中に分散していた赤血球が，

ずり応力から解放と同時に集合し，直線的に連なる連銭 (rouleaux) を形成する．時間と共に連銭

は 3 次元的に集合した凝集塊に成⾧し，ある程度の遅延時間後に赤血球と血漿界面の沈降が観測

される．ESR の主要なフェーズは第二のフェーズ（等速沈降期）であり，沈降速度が最大となり，

ほぼ一定となる．この等速沈降速度の記述には，単一粒子の沈降速度式である Stokes 式(73)が検

討されてきた(72,74,75)．Stokes 式によれば，沈降速度は凝集塊径の二乗に比例する．また，沈降

速度は，Fig. 2. 1 に示すようにヘマトクリットの増加に伴い減少する．これは，沈降する赤血球体

積相当分の血漿が，赤血球と入れ替わるように上昇流（置換流）を形成し，赤血球と置換流が干

渉し沈降速度が減速を受ける現象である干渉沈降 (hindered settling) (74,75)が発生するためである． 

第三のフェーズ（堆積期）においては，血沈管の底部に堆積した赤血球によって沈降速度は減少

していく．時間と共に赤血球の堆積層は密度を増し，最終的に沈降距離はヘマトクリットに応じ

て収束する(76)．このように，赤血球沈降曲線は各フェーズにおいてヘマトクリットの影響を大き
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く受ける．Fabry は ESR に対するヘマトクリットの影響を補正する簡易式(ESR×15/(55-Ht))を提案

している(38)． 

 

 

 

Fig. 2. 1 Schematic Illustration of Erythrocyte Sedimentation Curve. 

 

これまでの先行研究において，いくつかの赤血球の沈降曲線式が提案されてきた．Puccini らは

赤血球沈降曲線を記述する式として，時間 t における沈降距離ℎ (𝑡)を Eq.(2.1)で表している(77)．  

 

ℎ (𝑡) = ℎ 1 −
1

𝑡
𝑡

+ 1

𝐸𝑞. (2.1) 

 

ここで h∞は十分⾧い時間が経過した後の沈降距離の最大値であり，t50 は沈降距離が h∞の半分とな

る時間，β は係数である．Puccini らの沈降曲線式は，フィッティング式としては優れているが，

式中のパラメータに物理的な意味は無く，h∞を求めるために沈降曲線を⾧時間観測する必要があ

るため，短時間での ESR 推定には適用できない． 

赤血球の沈降速度の説明に用いられる最も基本的な沈降速度式は，単一粒子の沈降速度 Vs を表

す Stokes の式であり，Eq.(2.2)で示される(73)． 

 

𝑉 =  
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝑅 𝐸𝑞. (2.2) 

 

ρe は赤血球密度 [kg/m3] ，ρp は血漿密度 [kg/m3] ，g は重力加速度 [m/s2] ，Ref は赤血球の有効径

[m]，μp は血漿粘度 [Pa·s] である．しかし，Stokes の式は単一粒子に対する式であり，ESR を正確

に記述するためには，様々なヘマトクリットや赤血球凝集を考慮する必要がある．これまでに提

唱されてきた Stokes の式を修正した沈降モデルを Fig. 2. 2 に示す．  
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Fig. 2. 2 Review of Formulae Describing ESR. 

 

血液等の濃厚な粒子群における沈降速度 Ve においては，先に述べた干渉沈降効果のため減速され

る．この減速効果の係数 φ は Eq.(2.3)で定義され，コロイド系における種々の関数が報告されてい

るが(78,79)，現在最も有名なものは Richardson と Zaki らにより報告されている Eq.(2.4)である(79)．

ESR のような低レイノルズ数の条件においては n = 4.65 とされている． 

 

𝜑(𝐻𝑡) =
𝑉

𝑉
𝐸𝑞. (2.3) 

 

𝜑(𝐻𝑡) = (1 − 𝐻𝑡) 𝐸𝑞. (2.4) 

 

𝑉 =  
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡)𝑅 𝐸𝑞. (2.5) 

 

この干渉沈降効果を含むように修正された Stokes 式は Eq.(2.4)となるが，この式では赤血球凝集

は考慮されておらず，かつ ESR で見られる時間経過に対するシグモイド状の沈降曲線とはならな

い．Oka は，赤血球凝集があるときの粒子の有効径 Ragg [m] を用いて Ve を Eq.(2.6)および Eq.(2.7)

で記述した(74)． 

 

𝑉 =  
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡)𝑅 𝐸𝑞. (2.6) 

𝑅 = 𝑅 (1 + 𝛼(1 − 𝑒 )) 𝐸𝑞. (2.7) 

 

ここで α は赤血球凝集のサイズパラメータ，λ は時定数[s]である．時間 t = 0 では凝集が発生して
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いないため，有効径は単一赤血球の有効径 Ref に一致し，時間 t が小さい時には連銭・凝集が急峻

に進み，凝集塊の有効径の増加速度が大きい状態を表し，その後は時間と共に凝集塊の成⾧速度

が低下する様子を表している．以上より，沈降の初期フェーズにおいて，時間 t における沈降速度

は Eq.(2.8)で表される． 

 

𝑉 =  
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡) 𝑅 1 + 𝛼(1 − 𝑒 ) 𝐸𝑞. (2.8) 

 

赤血球凝集サイズの増加は時間の経過とともに収束し，ある時間後には等速沈降状態となる．凝

集した状態における有効径は Ref  (1+α) であり，この時の等速沈降速度は，Eq.(2.9)と記述できる． 

 

𝑉 =  
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡) 𝑅 (1 + 𝛼) 𝐸𝑞. (2.9) 

 

Mayer は Eq.(2.8)を積分し，連銭形成期(第一のフェーズ)から等速沈降期(第二のフェーズ)におけ

る沈降距離 h1，2 [m]を Eq.(2.10)にて得ている． 

 

ℎ , =  𝑉 𝑑𝑡 =
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡)𝑅 (1 + 𝛼) 𝑡 + 𝛼𝜆 (2𝛼 + 2)𝑒 −

𝛼

2
𝑒 −

3

2
𝛼 − 2 𝐸𝑞. (2.10) 

 

ただし，上式における t の最大値は，等速沈降期(第二のフェーズ)から堆積期(第三のフェーズ)に

切り替わる遷移時間 τ である．Mayer は，この遷移時間 τ と等速沈降速度 Ve の関係を実験にて求

め，Eq.(2.11)で表されることを報告した(75)． 

 

𝜏 = 10.317𝑉 . 𝐸𝑞. (2.11) 

 

Mayer は堆積期における沈降速度の減速と最大沈降距離 h∞を反映した沈降距離 h3 [m]を Eq.(2.12)

にて記述し，h∞はヘマトクリットおよび α と Eq.(2.13)の関係があるとした(75)． 

 

ℎ (𝑡) = ℎ − [ℎ − ℎ(𝜏)]𝑒𝑥𝑝
𝑉 (𝜏)

ℎ − ℎ(𝜏)
(𝜏 − 𝑡) 𝐸𝑞. (2.12) 

 

ℎ = 102(1 − 0.8𝐻𝑡)𝛼 . 𝐸𝑞. (2.13) 

 

以上のように先行研究の積み重ねによって，3 つのフェーズにおける赤血球の沈降速度とシグモ

イド状の沈降曲線の計算式が構築されてきた． 
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2-1-2. 赤血球沈降速度の迅速測定と諸問題 

Westergren 法による ESR 測定の最大の課題は，1 時間という測定時間の⾧さにあった(74)．現在，

臨床検査室に普及している ESR 測定装置では，チューブに傾斜をつけ沈降速度を加速させる

Boycott 効果(80,81)を用いたものが多くを占める．これは，Fig. 2. 3 に示すように赤血球が沈降す

る際に生じる血漿の上昇流が傾斜させたチューブの上側面を流れる層が形成されることにより，

干渉沈降が抑制され，沈降速度が増加するものである．この測定技術は modified Westergren 法に

分類され(57)，測定時間は 20～30 分程度である．さらに近年では，syllectometry (1-7-3 参照)(59)を

利用し，赤血球凝集を測定することで，ESR を 1 分以下で推定する製品も使用されている(63,64)． 

しかしながら，syllectometry を利用した ESR の迅速測定手法は，Westergren 法に基づく測定法で

得た値 (WG ESR) と比較して十分な一致を得られているとは言い難い(82,83)．国際標準化団体で

ある International Clinical Standardization for Hematology (ICSH)は，syllectometry による測定法を

alternate method と分類し，ESR 測定手法間の差異について注意喚起を行っている(57)．このような

syllectometry と Westergren 法による ESR 値の乖離の理由としては 2 つの要因が考えられる．第一

の要因は，1-5 および 2-1-1 で述べたように，ヘマトクリットが 3 つの沈降フェーズに影響を与え

る(38,72)と同時に，syllectogram に対しても異なるメカニズムと大きさで影響を与える(39,40,84)こ

とである．つまり，syllectogram だけでは，赤血球の凝集，干渉沈降，堆積の影響を区別すること

ができない．ゆえに，syllectogram，干渉沈降，最大沈降距離それぞれに対してヘマトクリットに

よる補正が必要である．2 つ目の理由は，凝集パラメータはヘマトクリットだけでなく測定時間

によっても ESR との関係性が大きく変化することである(40,63)．したがって，syllectogram に対す

るヘマトクリットの影響と，測定時間の影響を同時に調査し，最適な測定時間の決定およびヘマ

トクリットの影響の補正を行い，ESR を計算する必要がある．  

 

 

Fig. 2. 3 Illustration of Boycott Effect. 

2-1-3. 本章の目的および概要 

本章では，syllectometry を用いた迅速 ESR 測定法の課題である，ヘマトクリットと解析時間の

凝集パラメータへの影響の調査およびその補正と，これまでに未知であった syllectometry で得た

凝集パラメータと沈降速度との関連性の解明を実施し，迅速かつ正確な ESR 測定手法の開発を目

的とした．まず，粒子の沈降理論と実験式に基づいた沈降曲線式を示し，その沈降曲線式中にお

いて ESR 計算に必要な変数（沈降パラメータとする）を示す．次に，ヘマトクリットを固定した

Plasma upflow

Erythrocyte sedimentation
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条件において，syllectogram から得た凝集パラメータと，Westergren 法にて得た沈降パラメータの

相関性が強くなる syllectogram の測定時間を調査した．さらに，凝集パラメータに対するヘマトク

リットの影響を調査し，幅広い沈降速度で適用可能な syllectogram のヘマトクリット補正式を定

義した．そして，ヘマトクリット補正した凝集パラメータを用いて沈降パラメータを回帰式にて

求め，粒子の沈降速度論に基づき ESR の沈降曲線を計算し，Westergren 法の結果と比較を行った． 

 

 

Fig. 2. 4 Outline of the Chapter 2. 

 

  

序論

結論

各Ht、解析時間における凝集パラメータと沈降パラメータの関係の調査、
およびESR計算に最適な凝集パラメータと解析時間の決定

凝集パラメータに対するHtの影響調査およびHt補正式の構築

Ht補正した凝集パラメータと沈降パラメータとの比較、
および等速沈降速度の回帰式の作製

回帰式および沈降理論から計算した沈降曲線と
Westergren法の結果との比較

Westergren法による沈降曲線の測定と
沈降パラメータの取得

Syllectogram測定と
凝集パラメータの取得
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2-2. 実験方法 

2-2-1. 沈降曲線式 

本実験では，syllectogram で得た凝集パラメータから赤血球の沈降曲線を計算するため，2-1-1 に

て示したように凝集期から等速沈降期における沈降曲線ℎ ,  (t ≤ τ)と，堆積期における沈降曲線ℎ  

(τ < t)の計算に以下の式を用いた (Fig. 2. 5)． 

 

ℎ , =  𝑉 𝑑𝑡 =
2 𝜌 − 𝜌 𝑔

9𝜇
𝜑(𝐻𝑡)𝑅 (1 + 𝛼) 𝑡 + 𝛼𝜆 (2𝛼 + 2)𝑒 −

𝛼

2
𝑒 −

3

2
𝛼 − 2 𝐸𝑞. (2.10) 

𝜏 = 10.317𝑉 . 𝐸𝑞. (2.11) 

ℎ = ℎ − [ℎ − ℎ(𝜏)]𝑒𝑥𝑝
𝑉 (𝜏)

ℎ − ℎ(𝜏)
(𝜏 − 𝑡) 𝐸𝑞. (2.12) 

ℎ = 102(1 − 0.8𝐻𝑡)𝛼 . 𝐸𝑞. (2.13) 

𝜑(𝐻𝑡) = (1 − 𝐻𝑡) 𝐸𝑞. (2.4) 

 

上式のパラメータについて，成人健常者における文献値を参考にし，ρe = 1100 [kg/m3] (85)，ρp = 

1025 [kg/m3] (86)，Ref = 3.084×10-6 [m] (75)，μp = 1.67×10-3 [Pa·s] (87)とした．n は低レイノルズ数で

使用される 4.65 を用いた (79)．  

以上より，等速沈降速度 Ve，サイズパラメータ α，時定数 λ（これらに ESR および Vs を含め沈

降パラメータとする）およびヘマトクリットを用いて，シグモイド状の沈降曲線と ESR を計算す

ることができる．なお，本実験にて用いるサイズパラメータ α は，Eq. (2.9)から求めた Eq. (2.14)

を用いて計算することとした．すなわち，あるヘマトクリット条件下にて，沈降曲線または

syllectometry から等速沈降速度 Ve が得られれば，Eq. (2.14)にてサイズパラメータ α の実測値また

は推定値を計算できる． 

  

𝛼 =
9𝜇 𝑉

2𝑔𝑅  𝜌 − 𝜌 (1 − 𝐻𝑡)
− 1 𝐸𝑞. (2.14) 
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Fig. 2. 5 Sedimentation Formulae Used in the Experiment. 

 

  



第 2 章 

- 25 - 

2-2-2. 測定試料の作製 

実験は日本光電工業株式会社の倫理委員会の承認を得て，ヘルシンキ宣言に基づいて行われた

（承認番号 ER67-09）．健康なボランティア 2 名(成人男性)から書面にて同意を得た後，21G の採

血針（Terumo Corp., Tokyo, Japan）とシリンジを使用して静脈血を抗凝固剤として K2-EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) 入りの採血管（Sekisui Medical Corporation, Tokyo, Japan）に採取し

た．赤血球凝集能は個人差が大きく，被験者数を増やすとヘマトクリットとフィブリノゲン濃度

以外の因子による影響が大きくなり，本実験で目的とするヘマトクリットの影響を補正した ESR

計算式の構築が難しくなるため，被験者数は限定した．Fig. 2. 6 に試料作成の概略図を示す．採取

した血液を 1,697×g で 10 分間遠心分離し，血球と血漿を分離した．沈降速度を幅広く促進させた

検体を得るため，血漿にそれぞれ 0.4，0.8，1.2 g/dL のウシフィブリノゲン（Sigma-Aldrich, St.Louis, 

MO）を加えおだやかに混和し，十分溶解させてフィブリノゲンスパイク試料（Fib +，Fib + +，Fib 

+ + +）を調製した．血漿またはスパイクした血漿試料と分離した血球を混合し，フィブリノゲン

スパイク条件毎に 4 種類のヘマトクリット (25%，30%，35%，40%) の血液試料を調製した．調

整した試料を血球計数器(MEK-1305: Nihon Kohden Corporation, Tokyo, Japan) にて測定し，ヘマト

クリットの測定値とターゲット値の差分が±1%以内であることを確認した．採血したサンプルは

室温で保管し，採血後 6 時間以内に実験に供した． 

 

 
Fig. 2. 6 Schematic Illustration of the Sample Preparation. 
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2-2-3. Westergren 法による沈降曲線の測定と沈降パラメータの決定 

Westergren 法による ESR 測定に際して，血液試料の調整と測定を，CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) Guideline H02-A5 (88)に則り，以下に示す通り実施した．採血した血液と 3.2%

クエン酸ナトリウム水溶液を 4 : 1 にて混合し，試料容器を 12 回転倒混和した後，Fig. 2. 7 に示す

ように ESR 測定用の台 (AS ONE Corporation, Osaka, Japan) に垂直に設置したプラスチック製の

Westergren 管 (内径 2.55 mm，最大スケール 200 mm，Terumo Corporation, Tokyo, Japan) に血液試

料を吸引し静置した．沈降曲線の観測に関しては，沈降が観測されるまでは 1 分毎に，沈降開始

後は 1 分または 10 分毎に血球の沈降距離を目視およびカメラ(ILCE-6400: Sony Corportion, Tokyo, 

Japan)で撮影した画像から 0.5 mm 単位で読み取った．環境温度は 21℃ ± 1℃にて実施した．60 分

後における沈降量を Westergren 法による ESR 測定値 (WG ESR1h) [mm/h]とした．測定時間 t =15 

min から 60 min における沈降距離に対して，最小二乗法による回帰直線から沈降速度 Ve [m/s]を

求めた．ただし，沈降速度が非常に遅く，遅延時間が 15 分以上である場合や，沈降速度が非常に

速く堆積期の影響により 60 min 未満で直線から外れる場合には，直線関係になる範囲内 (決定係

数 r2 > 0.9) で解析データ点を選択した．また，赤血球凝集のサイズパラメータ α の実測値に関し

ては，沈降曲線から求めた Ve と Eq.(2.14)を用いて計算した．実験にて得た沈降距離のプロットに

対し，Eq.(2.9)の沈降曲線をフィッティングし，時定数 λ を求めた．ただし，Ve が 0.1 mm/min 以下

のデータは，目盛りの読み取り誤差が大きくなり，λ を正確に求めることができないため解析から

は除外した．また，Eq.(2.3)と Eq.(2.4)より，単独の赤血球凝集塊の沈降速度 Vs を Eq.(2.15)にて求

めた． 

 

𝑉 =
𝑉

(1 − 𝐻𝑡)
𝐸𝑞. (2.15) 

 

 

 

Fig. 2. 7 ESR Measurement by the Westergren Method. 
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2-2-4. Syllectogram 測定装置と凝集パラメータの計算 

Syllectogram 測定に使用した分析装置（全自動血球計数・赤血球沈降速度測定器 MEK-1305: Nihon 

Kohden Corporation, Tokyo, Japan）の外観図を Fig. 2. 8 に，測定部の概略図を Fig. 2. 9 に示す．本装

置は syllectometry に基づく ESR 測定と CBC 測定を同時に行うことができる製品である．測定を

開始すると，装置のノズルにて 80 μL の血液が吸引され，そのうちの 60 μL が syllectogram 測定

ユニットに接続されたリザーバーに分注される．サンプルはポンプで測定用のガラスセル（流路

内断面寸法 0.83 × 0.83 mm）に吸引される．波⾧ 870 nm の LED とシリコンフォトダイオード

がガラスセルを挟んで水平方向に向かい合うように 2 組配置されている．2ch の検出器の間隔は

約 9 mm，測光穴径は 0.5 mm である．この二重の検出器の差分を確認することにより，片方の測

光経路に偶発的にまぎれる気泡の影響を除去することができる．ガラスセルは 37℃ に温度調整

されたアルミブロック内にあり，ガラスセル内の血液試料は赤血球凝集測定に最適な 37℃に加温

される．赤血球の凝集を解離させるため，ポンプを用いてガラスセル内を流速 29.7 μL/s で往復さ

せたのち，バルブにより瞬時に流速が遮断される．本条件におけるガラスセル内の流れのレイノ

ルズ数は約 24 であり，層流とみなせる．赤血球凝集測定のためには，十分なせん断速度が負荷さ

れている必要があるが，平均流速 vm と流路径 d で簡易的に計算される壁面せん断速度 γw = 6 vm/d 

[s-1]では，赤血球の乖離に必要なせん断速度は 200 s-1 程度とされている(20)．また，赤血球の変形

が顕著となるせん断速度は 1000 s-1 以上とされる(20)．本装置における壁面せん断速度 335 s-1 は，

赤血球の解離が行われ，かつ変形の影響が無いものである．これは，過去の類似の実験系(89)で用

いられている条件と比較しても十分に大きい．血液サンプルを透過した LED 光は，流速停止から

120 s の間，サンプリング周期 10 ms で 12 bit の AD 変換により記録した．2ch の検出器において

気泡による影響が無いことを確認し，それぞれの凝集パラメータの平均値を 1 つの測定値として

求めた．同時に，残りの 20 μL のサンプルは CBC 測定用のチャンバに分注され，ヘマトクリット 

を含む CBC を測定し，ヘマトクリットのターゲット値に対して差分が ± 0.01 以内であることを

確認した．CBC 測定ユニットは一般的な電気抵抗法に基づくものであり，市販製品にてすでに性

能評価済みである(90)．サンプル吸引からの測定はすべて 3 重に行い，3 回の平均値を使用した． 

Syllectogram を解析して得られる凝集パラメータは 1-7-3 に述べたように複数あるが，本研究で

はロバスト性のある技術開発を目的とし，過去の報告例が多く，かつ無次元数で装置の測光感度

の影響を受けないメリットを有する Aggregation Index (AI) を用いることとした (Fig. 1. 14 および

Fig. 2. 9)．測定時間が 5，10，30，60，120 秒の syllectogram から算出した AI をそれぞれ，AI5，

AI10，AI30，AI60，AI120 とした． 

 



第 2 章 

- 28 - 

 

Fig. 2. 8 Automated Hematology and ESR Analyzer MEK-1305 (Nihon Kohden Corporation). 

 

 
Fig. 2. 9 Experimental Apparatus and Aggregation Parameters. 
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2-3. 結果および考察 

2-3-1. 測定時間が沈降速度と Aggregation Index の関係に与える影響および最適な測定時間の決定 

AI を用いた ESR の計算のためには，測定時間が AI に及ぼす影響を明らかにし，最適な測定時

間を決定する必要がある．Fig. 2. 10 に 4 条件の測定時間（5，10，30，60 s）おける等速沈降速度

Ve と AI の関係を示す．なお，測定時間 120 s では，赤血球沈降による透過光強度の著しい増加に

より syllectogram が正しく得られなかったため，データ解析からは除外した．測定時間 5 s と 10 s

においては，全てのヘマトクリットにおいて，沈降速度に対して AI は増加傾向であり，過去に報

告されている AI とも同様の傾向であった(63)．この結果は，AI 赤血球凝集速度を反映するパラメ

ータであることから，赤血球凝集サイズの増加とともに Ve が増加したことを示している．測定時

間が⾧いほど AI は増加する傾向にあり，測定時間 30 s および 60 s では，いずれのヘマトクリッ

ト条件においても，おおよそ沈降速度が 1 mm/min までは AI が増加したが，それ以上ではほぼ一

定となった．この測定時間が AI に与える影響の考察を次に述べる．5 s 以下においては，連銭形

成が急速に進み透過過光強度変化への寄与が大きいが(39,61)，時間が経過すると共に凝集反応は

収束し，透過光強度の変化は小さくなる．そのため，測定時間が 30 s 以上で AI を算出した場合，

syllectogram の下側の面積が占める割合が多くなり，AI が増加すると同時に，5 s 以下に含まれる

連銭形成による情報量が相対的に減衰し，凝集速度に対する感度が低下してしまったと考えられ

る．次に，Table 2. 1 に各測定時間における WG ESR1h および沈降パラメータ (Ve，α，λ) と AI と

の相関係数を示す．各ヘマトクリットにおける WG ESR1h と AI の相関係数は，測定時間が短いほ

ど増加する傾向にあったが，測定時間 5 s においてもそれほど高くはなかった (r = 0.697) ．これ

は，ヘマトクリットが AI と Ve に大きく影響しているためである．各 ヘマトクリット における

AI と沈降速度 Ve およびサイズパラメータ α との相関係数は，測定時間が短いほど高く，5 s と 10 

s において非常に強い正の相関を示した．同様に，時定数 λ に関しても，ヘマトクリット 25%と

30%において，測定時間 5 s および 10 s において強い負の相関を示す傾向であったが，ヘマトクリ

ット 35%と 40%では相関が弱かった．この結果より，沈降パラメータと強い相関を示した測定時

間 5 s または 10 s が，AI を用いた ESR の計算に適した測定時間であると考えられる． 
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Fig. 2. 10 Relationship between the Sedimentation Velocity (Ve) and AI for Each Measurement Time at Each 

Ht. 

 

 

Table 2. 1  Correlation Coefficients between the Sedimentation and AI. 

AI5 AI10 AI30 AI60

WG ESR1h   0.697   0.551   0.119 −0.081

Ht 0.25   0.934   0.909   0.729   0.081

Ht 0.30   0.924   0.902   0.739   0.349

Ht 0.35   0.905   0.875   0.781   0.711

Ht 0.40   0.844   0.812   0.748   0.709

Ht 0.25   0.979   0.964   0.823   0.207

Ht 0.30   0.962   0.954   0.844   0.504

Ht 0.35   0.967   0.948   0.880   0.829

Ht 0.40   0.933   0.909   0.860   0.832

Ht 0.25 −0.972 −0.979 −0.899 −0.357

Ht 0.30 −0.753 −0.717 −0.551 −0.236

Ht 0.35 −0.351 −0.300 −0.160 −0.073

Ht 0.40 −0.426 −0.377 −0.331 −0.319

Sedimentation

velocity Ve

Size parameter a

Time constant l
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2-3-2. Aggregation Index に対する Ht の影響とその補正 

前項の結果はヘマトクリットが固定された条件であるため，AI を用いての ESR の計算には，ヘ

マトクリットが AI に与える影響の調査と，その補正が必要となる．Fig. 2. 11(a)に示すように，全

ての測定条件においてヘマトクリットの増加に対して AI は増加した．このような AI のヘマトク

リット依存性は，過去の報告と同様の傾向であった(39)．すでに示したように，Fig. 2. 10 および

Table 2. 1 に示す結果から，AI が赤血球凝集サイズを反映しているのは明らかである．しかし，同

一のフィブリノゲン添加濃度において，ヘマトクリットの増加に伴い AI が増加するのは，ヘマト

クリットの増加が実際の凝集サイズを減少させる事実(38,72)と矛盾する．従って，ヘマトクリッ

トの増加に伴う AI の増加は，実際の赤血球凝集サイズの増加を示しているのではなく，最終的な

凝集サイズが減少することにより，凝集の成⾧が早期に収束し，見かけの AI が増加していると考

えられる．そして，このヘマトクリットの増加による見かけの AI の増加を，幅広い沈降速度の範

囲，すなわち，本実験条件における全てのフィブリノゲン添加濃度において補正することができ

れば，正確な ESR の計算が可能になると考えられる．各測定時間における，ヘマトクリットの増

分に対する AI の増分を，ΔAI/ΔHt として Fig. 2. 11(b)に示す．フィブリノゲン添加濃度が ΔAI/ΔHt

に与える影響は，測定時間 5 s， 10 s において小さく，30 s と 60 s において大きい結果となった．

また，各測定時間における AI とヘマトクリットの相関係数は，Fig. 2. 11(c)に示すように，いずれ

の測定時間においても非常に高い値を示していたことから，AI はヘマトクリットに対してほぼ線

形増加することがわかる．これら結果と，2-3-1 で示したように，沈降パラメータと AI の相関係

数が 5 s にて最も良好であったことを考慮し，測定時間 5 s の AI に対してヘマトクリットによる

影響を補正し，ヘマトクリット  40%の条件に補正した AI として，Hematocrit compensated 

aggregation index (HAI)を Eq.(2.15)にて定義することとする． 

 

𝐻𝐴𝐼 = 𝐴𝐼 − 𝑘(𝐻𝑡 − 0.40) 𝐸𝑞. (2.15) 

 

ここで，k は補正係数であり，ΔAI/ΔHt の平均値として得た k = 0.284 を用いることとする．従来

の AI では血漿タンパクの影響とヘマトクリットによる影響を含み，それらを区別することができ

なかったが，HAI を用いることにより，様々なヘマトクリットにおいても血漿タンパク由来の赤

血球凝集能を比較することができると考えられる． 
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Fig. 2. 11 Analysis of the Dependence of the Ht on the AI for Each Measurement Time. 

(a) Relationship between the AI and Ht for each sample at each measurement time. Error bars indicate 2SD 

(n = 3). (b) The slope of the increase in the AI with the increase in the Ht (ΔAI/ΔHt) for each fibrinogen 

concentration at each measurement time. Error bars indicate 2SD among fibrinogen concentrations. (c) 

Average of the correlation coefficient between the AI and Ht for each sample. Error bars indicate SD (n = 4). 
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2-3-3. 沈降パラメータとヘマトクリット補正した Aggregation Index の関係と回帰式の作製 

Fig. 2. 12(a)に各ヘマトクリットにおける AI5 に対する Ve の関係を示す．各ヘマトクリットにお

いて，Ve は AI5 の累乗関数的に増加しており，また，Ve はヘマトクリットの増加と共に干渉沈降

の影響を受けて減少傾向を示している．2-3-2 示したように，AI5 はヘマトクリットの増加と共に

見かけの AI が増加することにより，x 軸正方向にシフトしている．一方で，Fig. 2. 12(b)に示すよ

うに，ヘマトクリット補正された AI である HAI5 に対する Ve の関係は，ヘマトクリットによる AI

の見かけの増加が補正され，x 軸方向のシフトがキャンセルされていることが確認できた．さら

に，Fig. 2. 12(c)に示すように，Ve を干渉沈降係数 φ にて除して求めた単一凝集塊の沈降速度 Vs は，

ヘマトクリットによらず HAI5 を変数とする累乗関数に一致していた．また，Fig. 2. 12(d)に示すよ

うに，凝集塊のサイズパラメータ α は，HAI5 の二次関数によく一致していた (r2 = 0.911) ．ここ

で，Vs は α の二乗に比例することから，Vs を HAI5 の 4 次関数（Eq.(2.16)）の回帰式で求めること

とした． 

 

𝑉 = 𝑎(𝐻𝐴𝐼 − 𝑏) + 𝑐 𝐸𝑞. (2.16) 

 

ここで，a は定数，b は HAI5 の最低値である．c は凝集のない時の沈降速度，すなわち Eq.(2.2)で

求める沈降速度である．データフィッティングにて a と b を決定し，a = 0.0541，b = 0.426 とした．

この回帰式を用いて Vs を計算し Ve を求め，Westergren 法で測定した沈降曲線から求めた Ve と比

較した結果を Fig. 2. 13 に示す．構築した回帰式にて求めた Ve は，実測値と非常に高い相関を示

した（r = 0.940，p < 0.001）． 

以上より，これまで未知であった syllectometry によって得た凝集パラメータと沈降速度の関係

性を明らかにすることに成功し，また，ヘマトクリット補正した AI は，Stokes 式に基づく沈降理

論に組み込むことが可能であり，Ve を高い精度で計算するのに有効であると言える．なお，今回

は詳細な沈降曲線から等速沈降速度を精密に算出したが，WG ESR1h を測定時間で除し，Ve と単

位を揃えたものは，沈降曲線から算出した Ve とほぼ直線関係(r = 0.990)であり，かつその傾きは

0.778 であった．従って，今後の評価においては WG ESR1h から簡易的に Ve を取得することも可能

である． 
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Fig. 2. 12 Analysis of the Relationship Between the Sedimentation Parameters and the Aggregation 

Parameters.  

(a) Relationship between the AI obtained from a 5-s measurement and the erythrocyte sedimentation; the 
solid line shows the guide. Error bars indicate 2SD (n = 3). (b) Relationship between the HAI obtained from 
a 5-s measurement and the erythrocyte sedimentation velocity. (c) Relationship between the HAI obtained 
from a 5-s measurement and the sedimentation velocity of an erythrocyte aggregate divided by the hindered 
settling effect. The solid line indicates the regression line. (d) Relationship between the HAI obtained from 
a 5-s measurement and the size parameter α. The solid line indicates the regression line. 

 

 

Fig. 2. 13 Comparison between the Sedimentation Velocity Obtained from the Westergren Method and the 

Value Estimated by the Regression Equation. Correlation coefficient, r = 0.940 (n = 32). The solid line 

indicates the regression line. 
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次に，HAI5 に対する，沈降曲線から求めた時定数 λ の関係を Fig. 2. 14(a)に示す．各ヘマトクリ

ットにおいて，HAI の増加とともに λ が減少傾向にあり，ヘマトクリットの増加と共に λ が増加

する傾向が見られた．ただし，ヘマトクリット 25%と 30%においてはおおよそ線形減少とみられ

るが，ヘマトクリット 35%と 40%においては沈降速度が非常に遅いため，フィッティングによる

誤差が大きく，λ を正確に求めることは困難であった．HAI5 の増加とともに λ が減少するのは，

赤血球凝集速度が高いほど，沈降が開始する時間が早いことが考えられる．Fig. 2. 14(a)の関係性

から，λ の回帰式を𝜆 = 𝑑𝐻𝐴𝐼 + 𝑒𝐻𝑡 + 𝑓で求めることとした．係数 d は，ヘマトクリット 25%と

30%の HAI5 に対する λ の傾きの平均値-0.816 とし，係数 e と f に関してはデータフィッティング

によりそれぞれ e = 0.887，f = 0.357 とした．Fig. 2. 14(b)に回帰式にて求めた λ と，測定した沈降

曲線から求めた λ の比較を示す．回帰式にて求めた λ は，実測値と高い相関（r = 0.850， p < 0.001）

を示しており，本手法にて λ をある程度推定することが可能であることが示された．以上により，

ヘマトクリットと AI の 2 つのパラメータを回帰式に代入することにより，等速沈降速度 Ve，サ

イズパラメータ α，時定数 λ を求め，沈降曲線および WG ESR1h を計算することが可能となった． 
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Fig. 2. 14 Analysis and Estimation of the Time Constant of the Sedimentation Curve.  

(a) Relationship between the HAI obtained from a 5-s measurement and the time constant λ; the solid line 
shows the guide. Error bars indicate 2SD (n = 3). (b) Comparison between the time constant obtained from 
the sedimentation curve and the value estimated by the regression equation. The solid line indicates the 
regression line. Correlation coefficient, r = 0.851 (n = 28). 
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2-3-4. Westergren 法にて得た沈降曲線と計算値の比較 

Westergren 法で観測した沈降曲線と，本手法にて計算した沈降曲線，および Puccini らのフィッ

ティングカーブの比較を Fig. 2. 15 に示す．ヘマトクリット 25%において，Puccini らの式で求め

た値は等速沈降期から堆積期への移行付近において実測値よりもやや低くなったが，本手法によ

る沈降曲線は，約 60 分までは実測値に近い形となった．一方で，ヘマトクリット 35%および 40%

においては，60 分以降において本手法の値は実測値よりもやや高い結果となった．この結果は，

Mayer が報告した遷移時間 τ の推定式の係数が，今回の条件では最適ではなかったことに起因し

ている可能性がある．実際に，係数を調整すると精度が改善されることを確認している．しかし，

臨床検査で必要となる 60 分後の沈降距離に限れば，本手法で十分に高い精度で計算可能であると

言える．本手法にて１時間後における ESR (WG ESR1h) を求め，実測値と比較した結果を Fig. 2. 

16 に示す．WG ESR1h の計算値と実測値の間には非常に高い相関（r = 0.966，p <0.001）が認めら

れた．これらの結果より，本手法は，これまでに報告されている手法(89,91)よりも短い，わずか 5

秒間の赤血球凝集測定を用いて，最低でも 60 分程度までの沈降曲線を精度高く推定可能であるこ

とが示された．また，幅広いヘマトクリットとフィブリノゲン濃度において適用可能である．本

手法では syllectogram と同時にヘマトクリットの情報が必要となるが，今回使用した装置は，

syllectogram の測定とヘマトクリットを含む CBC 測定の同時測定が可能であり，短い時間で ESR

と CBC を同時測定することが可能である．実際に，使用した装置は類似の手法で ESR を計算し

ており，筆者と順天堂大学のグループは装置の臨床性能評価を報告しているが(92)，本研究は，基

礎的かつ詳細な測定原理を実証するものである．しかしながら，ESR は様々な血漿タンパク，赤

血球の形態の影響を受けるものであり，限られた血液サンプルのみでは，臨床的有用性を確認す

ることはできない．よって，次のステップとして，様々な背景を有する臨床の血液検体を十分な

サンプル数を用いて，本測定原理の妥当性評価を実施する必要がある． 
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Fig. 2. 15 Comparison of Representative Sedimentation Curves for Each Sample. The plots indicate 

experimental data. The solid lines indicate the sedimentation curves calculated with the HAI and Ht. The 

dotted lines indicate Puccini’s fitting curve. 
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Fig. 2. 16 Relationship between the ESR at 60 min Obtained by the Westergren Method and the Estimated 

Value. Correlation coefficient, r = 0.966 (n = 32). The solid line indicates the regression line. 
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2-4. 結論 

本章では，短時間かつ正確な ESR の計算を行うため，光学的に測定した赤血球の Aggregation 

index (AI)に対する測定時間とヘマトクリットの影響を調査した．AI と沈降曲線における等速沈降

速度および時定数の間の相関は，測定時間 5 s と 10 s で非常に高くなった．また，それらの測定

時間において，ヘマトクリットの増加に対する AI の増加率がフィブリノゲン濃度に影響を受けな

かったことから，測定時間 5 s の AI に対してヘマトクリットの影響を補正した AI である HAI を

定義した．干渉沈降効果を除して求めた単一凝集塊の沈降速度は，HAI の累乗関数によく一致し

ており，沈降曲線の時定数も HAI とヘマトクリットの線形回帰式で記述することができた．以上

の結果をもとに，AI とヘマトクリットから計算された沈降曲線および 60 分後の ESR 値は，

Westergren 法の値とよく一致した． 
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第 3 章  迅速赤血球沈降速度測定法の臨床評価と MCV 補正による   

精度向上 

 

本章では，第 2 章にて開発した，ヘマトクリット補正した赤血球凝集パラメータを用いた ESR

の計算手法について，臨床検体による妥当性検証を行う．さらに，正確度を向上させるため MCV

を用いた補正を行い，その効果を検証した． 
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本研究室と日本光電工業株式会社との共同研究を締結した後に本学学生として実施したものであ

る．本研究に関わる特許（特許 7037324）は，発明者：筆者，出願人：日本光電工業株式会社とし

て日本国内にて登録されている．日本光電工業株式会社から本研究室への資金および装置類の提

供は無く，また，本研究に関する計画立案，および評価には関与していない． 

 

 

3-1. 序論 

第 2 章における実験は，限られた健常者の血液検体を用いて，ヘマトクリットとフィブリノゲ

ン濃度を調整した実験を行うことによって，赤血球凝集に対するヘマトクリットとフィブリノゲ

ン以外の影響因子を極力除き，ヘマトクリットの影響を補正する方法を確立するものであった．

従って，ESR に影響を与える様々な血漿タンパク，赤血球形態，赤血球の膜電荷等を有する臨床

検体に対する本手法の有効性は未知である．特に MCV は，Stokes の沈降速度式(73)における有効

径に関与するパラメータであると推察される．MCV は主に赤血球に内包するヘモグロビン量に

依存して変化し，正常範囲においても 80-100 fL のばらつきがある(93)．さらに，MCV は，鉄欠

乏性貧血等においては 80 fL 以下を示し，巨赤芽球性貧血等においては 100 fL 以上を示すなど，

幅広い値となる(93)．Stokes 式にて，沈降速度が粒子径の二乗に比例するため，赤血球を単純な球

体として考えた場合には，沈降速度は体積の 2/3 乗に比例することになる．実際に，過去の研究

において，同一の血漿成分を用いたサンプルにおいて，ESR が MCV の 2/3 乗に比例することが

報告されている(94)．しかし，ヘマトクリットも血漿成分も異なる個々の血液検体において，MCV

が ESR の計算値に与える影響とその補正を報告した研究はない． 

そこで本章では，第 2 章にて開発したヘマトクリット補正した凝集パラメータを用いた ESR の

計算手法の妥当性検証として，十分なサンプルサイズの臨床検体の syllectogram とヘマトクリッ

トを測定し，第 2 章と同様の計算手法によって ESR を求め，Westergren 法との比較を行うことで

本手法の妥当性を検証した．さらに，本手法の正確度向上を目的とし，MCV の影響を調査すると

ともに，Stokes の沈降速度式の有効径を MCV から求め，その改善効果を検証した． 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 臨床検体の取得 

本実験の解析で用いた臨床データは，2019 年に日本光電工業株式会社が順天堂大学医学部臨床

検査部に委託研究として依頼して得たものである．臨床データの取得はヘルシンキ宣言に基づき，

順天堂大学医学部附属順天堂医院の倫理審査委員会の承認（承認番号 17-085）を得て行った．順

天堂医院にて，臨床検査後の患者の残余血 (n = 203) をオプトアウト方式で取得した．本研究の

サンプルサイズは，CLSI で推奨されている ESR の新規技術の妥当性評価に必要な 2-120 mm/h を

含むものである．K2-EDTA 採血管に採取された静脈血の一部を用いて，3-2-2 から 3-2-3 に示す

方法にて syllectogram，ヘマトクリット，MCV を取得している． 

 

3-2-2. Westergren 法による ESR の測定 

Westergren 法による ESR 測定を，2-2-3 に示した方法にて行った．ただし，検体数が多いため，

沈降曲線の詳細な測定はせず，1 時間後の ESR 値のみ(WG ESR1h)を記録した．なお，室温に関し

ては日間差があったため，環境温度の影響を補正する Manley 曲線(95)を用いて WG ESR1h を，ESR

測定業界のデファクトスタンダードである 18℃環境の値に補正して用いた． 

 

3-2-3. Syllectogram 測定とヘマトクリットおよび MCV の測定 

Syllectogram の測定と，ヘマトクリットおよび MCV の測定は，第 2 章で使用した測定装置（MEK-

1305; Nihon Kohden Corporation, Tokyo, Japan）を用いて行った． 

 

3-2-4. ESR の計算 

ESR の計算には，2-2-1 および 2-3-3 にて述べた方法を用いた．なお，Eq.(2.16)における係数 a

および b は，臨床検体 203 サンプルの Vs，HAI を用いたデータフィッティングにより，a = 0.0102, 

b = 0.380 とした．等速沈降速度 Ve は，2-3-3 で述べた簡易式（Ve = 0.778×WG ESR1h/3600/1000 [m/s]）

にて得た値を用いた．時定数 λ は 2-3-3 で述べたものと同じ回帰式にて求めた． 

 

3-2-5. MCV を用いた沈降速度補正 

MCV を用いた沈降速度の補正式について述べる．MCV は，以下の式により計算できるとした． 

 

𝑀𝐶𝑉 =
4𝜋𝐶

3
𝑅 𝐸𝑞. (3.1)  

 

ここで，RL は赤血球の⾧軸半径，Ce は球体に対する赤血球モデルの体積比率であり，文献値から
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計算された値から Ce = 0.295 とした(96)．Oka によれば，赤血球のような両凹平板形状の場合，沈

降する粒子の有効径は⾧軸半径に係数を乗じて Ref = 0.71RL として計算できるため(74)，赤血球の

有効径 Ref は Eq.(3.2)となる． 

 

𝑅 =  0.71 ×
3𝑀𝐶𝑉

4𝜋𝐶
𝐸𝑞. (3.2)  

 

Stokes 式は有効径の二乗に比例することから，下記の式で MCV を考慮した沈降速度 Vm を求める

ことができる． 

 

𝑉 = 𝑉
𝑅

𝑅
𝐸𝑞. (3.3) 

 

3-2-6. データ解析 

沈降曲線の線形回帰，相関係数の算出，カーブフィッティングは，Microsoft Excel 2010（Microsoft 

Corporation, Redmond, WA）を用いて行った．ESR の臨床評価において，CLSI より求められてい

る Passing-Bablok 法による Westergren 法の値との線形回帰分析および Bland-Altman 解析を，

XLSTAT (Addinsoft Inc. New York, NY)を使用して実施した．  
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3-3. 結果および考察 

3-3-1. 沈降パラメータと AI および HAI の比較 

本研究における臨床データのヘマトクリット範囲は 21.4%–52.3%，MCV 範囲は 66–115 fL であ

った．ヘマトクリットを 5 つの範囲(Ht < 25%, 25% < Ht ≤ 30%, 30% < Ht ≤ 35%, 35% < Ht ≤ 40%, 

Ht ≥ 40%)に分けた際の，AI に対する沈降速度 Ve の関係を Fig. 3. 1A に示す．各ヘマトクリット範

囲における Ve は，AI に対し指数関数的に増加しており，さらに，ヘマトクリットが高い群にお

いて AI が高く，かつ Ve が小さい傾向が見られた．この結果は，フィブリノゲンを健常ボランテ

ィアの血液に添加した時の結果と同様である(2-3-3 参照)．Ve と AI の相関係数は r = 0.645 であり，

凝集パラメータである AI 単独では Ve を計算することは難しい．一方で，Fig. 3. 1B に示すように，

ヘマトクリット補正した AI (HAI) と Ve の相関図では，水平方向の分布が狭まっていることがわ

かる．さらに，Fig. 3. 1C に示すように，Ve を干渉沈降式で除して求めた単一の凝集塊の赤血球沈

降速度 Vs と HAI の相関図においては，垂直方向の分布が狭まっていることが確認できた．これ

らの結果はいずれも第 1 章で示したフィブリノゲンを添加した血液での結果と同様であり，AI の

ヘマトクリット補正および干渉沈降の影響を除去する手法は，様々な背景を有する臨床検体にお

いても有効であることが示された． 
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Fig. 3. 1 Relationship between the Aggregation Index and Sedimentation Velocities. (A) Relationship 

between the AI measured over a 5-s interval and erythrocyte sedimentation. (B) Relationship between the 

HAI measured over a 5-s interval and erythrocyte sedimentation velocity. (C) Relationship between the 

HAI measured over a 5-s interval and the sedimentation velocity of an erythrocyte aggregate divided by 

the hindered settling effect. 
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3-3-2. 臨床検体における ESR 計算値と Westergren 法による ESR 値の比較 

赤血球の有効径を一定とし，MCV の値を考慮せずに求めた ESR と WG ESR1h の相関は非常に

高かった(r = 0.899, p < 0.001) (Fig. 3. 2A)．また，Passing-Bablok 法にて求めた回帰直線の傾きは

1.068 (95%信頼区間 0.998－1.127)，切片は 0.559 (95%信頼区間-0.433－1.538 )であった．Fig. 3. 2B

に Bland-Altman plot を示す．Westergren 法に対する本手法のバイアスは 2.76，limits of agreement 

(LOA = 1.96SD)は −24.5 から 30.0 であり，良好な結果であった．しかし，ESR が 30 - 120 mm/h

の範囲では，その他の範囲と比較して計算値と実測値の差分が大きい結果となった． 
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Fig. 3. 2 Comparison of the ESR Calculated Using HAI and Ht with WG ESR. (A) Scatter plot of the 

calculated ESR for WG ESR. Correlation coefficient, r = 0.899. The regression line calculated by the 

Passing–Bablok method is shown as a solid line, and the regression lines at the upper and lower limits of 

the 95% confidence interval are shown as dotted lines. (B) Bland–Altman plot for the calculated ESR and 

WG ESR. The solid line represents the bias (2.76). The dotted line indicates 1.96 SD. 
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次に，MCV を 4 つの範囲 (62–75 fL [n = 8], 75–85 fL [n = 18], 85–95 fL [n = 109], 95–115 fL [n = 

68])に分け，ESR 推定値と実測値の差分の平均値を計算した結果を Fig. 3. 3 に示す．MCV が低い

ほど，計算値が実測値よりも大きい結果となったが，この理由は，計算に用いた凝集していない

時の赤血球の有効径が固定であるために，MCV が小さい，すなわち有効径が小さいサンプルの沈

降速度を過大に計算してしまったためと考えられる． 
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Fig. 3. 3 Mean difference in the ESR calculated using HAI and Ht from WG ESR for each MCV range. Error 

bars indicate SD. *p < 0.05 (Student’s t-test). 
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次に，MCV の補正を行った ESR と WG ESR の比較を Fig. 3. 4(A)に，Bland-Altman plot を Fig. 

3. 4(B)に示す．MCV 補正を行った結果，計算値と WG ESR の相関係数は r = 0.920 (p < 0.001) と

向上し，Westergren 法に対する本手法のバイアスは−2.17，LOA は −24.6 から 20.3 であり，LOA

は MCV 補正の結果改善した．ESR が 90 mm 以下における計算値と実測値の差分は，MCV 補正

を行っていない結果と比較して減少していた．また，Fig. 3. 5 に示すように，推定値と実測値の差

分の MCV 依存性が解消されていた．これらの結果は，過去に報告されている迅速測定装置の臨

床評価結果よりも優れていた(82,83)．しかし，今回測定した検体の中には，計算値が Westergren

法と一致しない検体もあった．特に ESR が 60 - 100 mm における検体の多くでは，MCV 補正を

行っても計算値と実測値の差分が改善されなかった．この要因としては，本手法の計算では固定

値とした血球密度，血漿粘度および血漿密度が，実際には検体によって異なることが考えられる．

特に計算値の方が低いデータに関しては，総蛋白が非常に低いものが含まれていたことから，計

算で用いた血漿粘度が実際よりも高く，ESR が低く計算されていた可能性がある．今後，装置内

で血漿の屈折率を計測することが可能になれば，屈折率から血漿粘度を推定し，計算に組み込む

ことによってさらに精度が向上する可能性がある．今回の報告により，わずか 5 秒間の赤血球凝

集測定と，CBC の同時測定により得たヘマトクリットと MCV を用いて迅速かつ正確に ESR を推

定できることが多くの臨床検体で実証された．本手法の臨床性能は，過去に報告されている迅速

ESR 測定器の臨床性能よりも優れており，また，他の報告では考慮されていなかったヘマトクリ

ットと MCV と沈降理論の関連を詳細に説明し，実際に臨床検体でその証明を行った．本手法は，

短時間で正確に ESR を推定できるだけではなく，ESR と CBC の両方を検査する機会が多い臨

床での血液検査において，ESR と CBC を 同時測定可能であるという大きなメリットがある．医

療従事者が ESR と CBC を測定する場合，通常は数 mL の血液を専用チューブに採取して別々

に測定する必要があるが，日本光電工業株式会社の装置と本計算手法を用いることにより， 1 本

の EDTA チューブから 80 μL の血液を 1 回測定するだけ ESR と CBC を測定可能であり，患者

の負担が軽減されると同時に，臨床ワークフローの効率化とスループットの向上が期待できる． 
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Fig. 3. 4 Comparison of the ESR calculated using HAI, Ht, and MCV with WG ESR. (A) Scatter plot of the 

calculated ESR for WG ESR. Correlation coefficient, r = 0.920. The regression line calculated by the 

Passing-Bablok method is shown as a solid line, and the regression lines at the upper and lower limits of the 

95% confidence interval are shown as dotted lines. (B) Bland–Altman plot for the calculated ESR and WG 

ESR. The solid line represents the bias (−2.17). The dotted line indicates 1.96 SD. 

 

Fig. 3. 5 Mean difference in the ESR corrected for MCV from WG ESR for each MCV range. Error bars 

indicate SD. N.S: Not significant. 
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3-4. 結論 

203 の臨床の血液検体において，5 秒間の Syllectogram から得た Aggregation Index(AI)をヘマト

クリットで補正し，沈降理論に基づく式にて得た ESR は，Westergren 法で得た ESR 値と非常に高

い相関を示した(r = 0.899)が，計算値と実測値の差には MCV 依存性が見られた．沈降速度を MCV

を用いて修正することにより，ESR の計算値と実測値の差分の MCV 依存性は解消され，相関が

向上した（r = 0.920）．これらの結果より，本手法は多くの臨床検体に適用可能であり，手法の有

効性，妥当性が証明された． 

 

備考 

本章における成果は，以下に示す雑誌にて査読中である． 

Higuchi M, Watanabe N. Determination of erythrocyte sedimentation rate using hematocrit-corrected 

aggregation index and mean corpuscular volume. Journal of Clinical Laboratory Analysis. 第 3 章の内容） 

 

  



第 3 章 

- 54 - 

  



第 4 章 

- 55 - 

第 4 章 赤血球凝集測定を用いた血液凝固障害の検出のための基礎検討

 

大量出血による死者は，世界で年間 190 万人とも言われ，さらに，その 10～20%は何らかの血

液凝固障害によるものであるとされる(97)．これまでの赤血球凝集に関する研究は，ESR をはじ

め，そのほとんどが凝集能の亢進に関するものであった．本章は，これまでの研究報告がほとん

ど無かった，赤血球凝集能が極めて低い範囲について焦点を当てたものである．主に大量出血時

に起きやすいフィブリノゲン低下による凝固障害の検出を目的とした基礎検討について述べる． 
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は，発明者：筆者，出願人：日本光電工業株式会社として日本国内にて登録されている．日本光

電工業株式会社から本研究室への資金の提供は無く，測定装置の貸与のみが行われた．また，日

本光電工業株式会社は本研究に関する計画立案，および評価には関与していない． 

 

 

4-1. 序論 

4-1-1. 止血機序と凝固検査 

血液には，血管の損傷時に複数の凝固因子が連鎖反応的に活性化し，最終的に止血を行う機能

が備わっている．凝固因子は現在までに発見された順に第Ⅰ～XⅢ因子と名付けられている(98,99)．

Fig. 4. 1 に示すように，血管が損傷しコラーゲンが血管内に露出すると，フォンウィルブランド因

子 (VWF) を介して血小板がコラーゲンに粘着し，さらに活性化した血小板同士がフィブリノゲ

ン (Fbg，第Ⅰ因子) を介して凝集する (一次止血) ．さらに血小板凝集や，損傷した血管内皮から

放出される組織因子 (第Ⅲ因子) によって，下流の凝固因子が次々と活性化され，最終的にトロン

ビン（第Ⅱa 因子）がフィブリノゲンをフィブリンに転化させ，このフィブリンが糊の役目をし，

強固に止血を行う（二次止血）．血液が凝固する経路は，血管の損傷時に放出される組織因子から

始まり，第Ⅶ，Ⅴ，Ⅱ，Ⅰ因子が関与する外因系と，採血した血液を抗凝固処理せずに試験管に入

れた時など，異物に対して反応を開始し，第Ⅶ，Ⅸ，Ⅷ，Ⅹ，Ⅴ，Ⅱ，Ⅰ因子が関与する内因系の

凝固反応がある (Fig. 4. 2)(99) ．血液凝固検査として一般的であるのは，外因系の凝固時間を見る

プロトロンビン時間 (Prothrombin time: PT) と，内因系の凝固時間を見る活性化部分トロンボプラ

スチン時間 (Activated prothrombin time: APTT )，そして最終的な止血の糊の役割を果たすフィブリ

ノゲン等がある(100)．これらの検査は，採血時に血液凝固に必要なカルシウムイオン（第Ⅳ因子）

をキレートする作用を持つクエン酸ナトリウムにて抗凝固処理した血漿に対し，検査時にカルシ

ウムイオンや活性化剤を含む試薬を添加し凝固カスケードを再開させて凝固するまでの時間を見

るものである．近年では，術中における全血での凝固能を見る血液粘弾性検査の有用性も報告さ

れている(101)．  
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Fig. 4. 1 Mechanism of Hemostasis 

 

 

 

Fig. 4. 2 Schematic Representation of the Coagulation Cascade. 
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4-1-2. 大量出血時におけるフィブリノゲンの枯渇と凝固障害 

4-1-1 にて述べたように，フィブリノゲンは，出血時の血小板凝集とフィブリン網形成に必須で

あり，止血の要である(102)．通常，血中フィブリノゲン濃度は 200-450 mg/dL 程度であるが，重

症外傷，心臓血管外科手術，産科における大量出血症例において，フィブリノゲンはフィブリン

への転化による消費だけでなく，輸液による希釈を受ける．さらには，創傷治癒過程における，

プラスミンによるフィブリンの分解反応である線溶が，重度外傷時には異常に亢進する状態とな

り，フィブリンだけでなくフィブリノゲンまでもが急速に分解される状態となる(Fig. 4. 3) (103)．

その結果，血中フィブリノゲン濃度が極度に低下し，致死的な血液凝固障害（出血傾向）を引き

起こす(103)．止血能に異常を来すフィブリン濃度の閾値は 150 mg/dL とされる(104)．フィブリノ

ゲンや血小板，VWF 以外の凝固因子は主に酵素であり，その反応は増幅反応であるが，フィブリ

ノゲンは傷を塞ぐ糊の役目を果たすものであり，他の凝固因子よりも少ない減少率(減少率約 60%)

で止血能に異常をきたす．従って，低濃度のフィブリノゲン濃度を迅速かつ簡便に把握し，新鮮

凍結血漿 (Fresh frozen plasma : FFP) やフィブリノゲン製剤を投与することは臨床上非常に重要で

ある．大量出血症例に対する血液製剤の適正な使用のガイドラインにおいても，フィブリノゲン

濃度 150 mg/dL 以下で FFP やフィブリノゲン製剤を投与することが推奨されている(105)． 

 

 

Fig. 4. 3 Fibrinolysis Pathway. 
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4-1-3. フィブリノゲン検査における課題 

臨床におけるフィブリノゲン検査では，遠心分離による血漿の抽出と，試薬と反応させて凝固

を行う必要があり，検査の待ち時間がかかるものであった(106)．これまでに短時間で測定できる

POCT 装置も製品化されているが(107)，専用の試薬入りカートリッジが必要であり，コストがか

かるという課題がある． 

4-1-4. 本章における研究の目的 

本研究では，フィブリノゲン濃度依存的に増加する赤血球凝集能を測定することにより，凝固

試薬を用いず，間接的にフィブリノゲンの濃度低下を推定することを新たに提案する．第 1 章で

述べたように，これまでに赤血球凝集とフィブリノゲン濃度の関係性は，顕微鏡で観察するレオ

スコープ(26)や，syllectometry 等の手法によって研究が行われており(108)，高濃度のフィブリノゲ

ンに対して指数関数的に赤血球凝集速度が増加することが明らかになっているが(26)，凝固障害

の目安となる 150 mg/dL(104)以下の低濃度における詳細な関係を報告したものはない．過去にブ

タ血液を用いた体外循環において，フィブリノゲン低下と赤血球凝集能の低下が報告されている

が(109)，この時の実験条件は非常に少なく，かつヒト血液を用いた詳細な実験は行われていない．

また，赤血球凝集能の評価において，ヘマトクリットが大きく影響するため(84)，ヘマトクリット

を固定した複数の条件での比較評価も必要となる．本研究では，出血時の赤血球レオロジーの理

解向上と，簡便かつ迅速な新たなフィブリノゲン濃度推定手法の開発を目的として，ヒト血液の

血漿と血清を混合し，ヘマトクリットを複数の条件にて作製した低濃度フィブリノゲンと赤血球

凝集の関係を，簡便な赤血球凝集能の測定手法である syllectometry を用いて調査した． 
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4-2. 実験方法 

4-2-1. 試料作製 

本実験は，芝浦工業大学生命工学研究倫理審査委員会の承認後(承認番号#21-006)に行った．試

料作製の手順を Fig. 4. 4(A)に示す．書面にて同意を得た 12 名の健常者（21～25 歳）から，21G 

の採血針（Terumo Corp., Tokyo, Japan）とシリンジを使用して静脈血を採血し，採血された血液の

一部を速やかに 3.2%クエン酸ナトリウムと 9:1 で混合し抗凝固処理した．採取された残りの血液

は，凝固促進剤入りの採血管(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)に入れ，室温

にて 60 分静置してフィブリンを完全に析出させたのち，1,500×g で 10 分間遠心分離し血清を得

た．抗凝固処理した血液も同様に遠心分離し，バフィーコートを除去したのち，遠心分離にて血

球と血漿に分離した．分離した血清は，抗凝固してある血液と同様に，3.2%クエン酸ナトリウム

と 9:1 で混合した．一人の被験者から得た血漿を，血清に対して 1.00 : 0, 0.75 : 0.25, 0.50 : 0.50, 0.25 : 

0.75, 0.125 : 0.875 の比率で混合したのち，血球をヘマトクリット 20%, 30%, 40%になるよう添加

し，血液量が不足し作成できなかった 4 条件を除いて最終的に 56 条件のサンプルを作製した．作

製したサンプルの液体成分は速やかに冷凍保存し，臨床検査受託会社 (BML, Inc., Tokyo, Japan) に

てフィブリノゲン濃度を測定した．なお，血漿の混合比が 0.125 のいくつかのサンプルに関して

は，フィブリノゲン測定装置の測定下限である 50 mg/dL 以下を示したが，他の比率の実測値の値

を外装してフィブリノゲン濃度を求めた． 
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Fig. 4. 4 Preparation of Samples and Experimental Settings. (A) Procedure for preparing blood samples. 

(B) Syllectogram and aggregation parameters. 
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4-2-2. Syllectogram 測定方法 

Syllectogram の測定は，第 2 章で使用した測定装置（MEK-1305; Nihon Kohden Corporation, Tokyo, 

Japan）を用いて行った．本実験では 20 秒間の透過光強度の取得を行い，Fig. 4. 4(B)に示すように

IMIN から 10 秒間の解析時間にて，AMP，AI，t1/2，および，流れの停止後から透過光強度が最小に

なる時間 t0 を求めた．t0 は解離した赤血球が凝集するまでの時間である．作製した各サンプルを 3

回または 5 回測定し，各パラメータの平均値を求めた．5 回測定を行った 43 条件においては，再

現性評価のため，変動係数 Coefficiento of variation (CV = SD/mean×100 [%])を求めた． 

 

4-2-3. 顕微鏡下での赤血球凝集の観察 

各混合条件のサンプルを，各サンプルの液体成分にて 200 倍に希釈したものを，37℃に温調し

た厚み 0.2 mm の観察ステージに注入し，10 分後に 40 倍の対物レンズ (LUCPLFLN; Olympus 

Corporation, Tokyo, Japan) と倒立型顕微鏡（IX-71; Olympus Corporation, Tokyo, Japan）および CMOS

カメラ (UI-3060CP-C-HQ; IDS Imaging Development Systems, Obersulm, Germany) にて観察を行っ

た． 

 

4-3. 結果および考察 

4-3-1. フィブリノゲン濃度と Syllectogram および顕微鏡下における赤血球凝集の関係 

作製した試料のフィブリノゲン濃度は平均 129.4 ± 88.3 mg/dL であり，56 サンプル中，33 サン

プルにおいて 150 mg/dL 未満であった．Fig. 4. 5 に，同一被験者の血液から作製した各フィブリノ

ゲン濃度サンプルにおける，流速を止めた時間を 0 とした透過光強度の時間変化の一例を示す．

いずれの条件においても，透過光強度は，流速停止後にすみやかに減少したのち，増加へと転じ

る syllectogram が取得された．フィブリノゲン濃度の低下とともに，透過光強度の最小値と最大値

の差(AMP)は小さくなった．止血異常となるフィブリノゲン 150 mg/dL 以下においても，透過光

強度の変化を検出することができた．第 2 章で示した ESR 測定のためには 5 秒が最適な測定時間

であったが，100 mg/dL 以下の条件においては syllectogram の変化が非常に小さかったため，本実

験において測定時間は 10 秒が望ましいと考えた．Fig. 4. 6 に希釈したサンプルの顕微鏡画像を示

す．フィブリノゲン濃度が低下するほど赤血球凝集の度合いは低下していることが確認できた． 
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Fig. 4. 5 Syllectogram from a Representative Measurement of a Blood Sample at Each Fibrinogen 

Concentration.   

 

 

 

Fig. 4. 6 Representative Images of a Diluted Blood Sample at Fibrinogen Concentrations of (A) 32 mg/dL, 

(B) 96 mg/dL, and (C) 255 mg/dL. Scale bar, 20 µm. 
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4-3-2. フィブリノゲン濃度と凝集パラメータの関係 

Fig. 4. 7 にフィブリノゲン濃度と凝集パラメータの関係を，Table 4. 1 に被験者毎のフィブリノ

ゲン濃度と凝集パラメータの相関係数を示す．AI および AMP は，全てのヘマトクリット条件に

おいて正常域から低濃度におけるフィブリノゲン濃度と強い正の相関関係を示した．t1/2 おいては，

フィブリノゲン濃度と強い負の相関関係を示し，約 100 mg/dL 以下においては非線形に値が顕著

に増加する傾向を示した．これらの低濃度範囲におけるフィブリノゲンに対する凝集パラメータ

の傾向は，これまでに報告されている正常域から高濃度範囲における傾向(26)と同様である．従っ

て，血漿中における赤血球凝集能は，極めて低濃度から高濃度範囲までのフィブリノゲン濃度に

対して，連続的な変化を示すと言える．しかし，AI においては，正常範囲から 100 mg/dL に至る

までは値が減少したが 100 mg/dL 以下においては値が増加したものが複数見られた．この要因と

して，透過光強度の変化が著しく緩やかであるため，Syllectogram の上下の面積比の変化として検

出しにくいことが挙げられる．また，凝集能が著しく低い場合，赤血球の変形からの回復による

透過光の経時的な減少の影響を受けることが報告されており，この結果により AI が増加したと考

えられる．t0 に関しては，これまでフィブリノゲン濃度との関係を報告した例がほとんどないが，

フィブリノゲンの低下に対して指数関数的な減少を示しており，フィブリノゲン濃度低下に対す

る検出感度が高いパラメータである可能性がある． 

 

4-3-3. ヘマトクリットおよび血液の個体差による影響 

各凝集パラメータのフィブリノゲン濃度に対する変化は，一部においてヘマトクリットによる

差があるものの，おおよそ正常値に近い値(40%)から，出血によって引き起こされる低値(20%)に

おいて，いずれのヘマトクリット条件においても類似の傾向を示していた．AMP に関しては，ヘ

マトクリットが低い群において AMP が高くなる傾向が見られたが，AI，t1/2，t0 においてはヘマト

クリット依存性は明らかではなかった．過去の報告では，正常なフィブリノゲン濃度範囲におい

ては，ヘマトクリットの減少に伴い AI は低下し，t1/2 は増加することが報告されている(39)．また，

AMP においては，ヘマトクリット 40%付近を頂点としてヘマトクリットの増減に伴う減少傾向

が示されている(39)．しかし，今回の結果は，それらと一致しなかった．この要因は，測定装置，

フィブリノゲン濃度範囲等の違いが考えられるが，本実験結果のみでは厳密にヘマトクリット依

存性を評価するには不十分であるため，今後，同一被験者のサンプルを用いてヘマトクリット濃

度を変えた実験等を行う必要がある． 

Table 4. 1 に，12 名の被験者と調整したヘマトクリットにおける，フィブリノゲン濃度と各凝集

パラメータとの相関係数を示す．同一の被験者で固定したヘマトクリットのサンプルであれば，

いずれも相関係数は非常に高く，フィブリノゲン濃度変化に対する高い検出感度を有すると言え

る．しかし，当然ながら，血漿タンパクの組成や赤血球の状態が被験者毎に異なるため，被験者

全体におけるフィブリノゲン濃度と各凝集パラメータの相関係数は個別の条件よりも低かった． 
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Fig. 4. 7 Relationship between Fibrinogen Concentration and the Aggregation Parameters. 

 

Table 4. 1 Correlation Coefficients between Fibrinogen Concentration and the Aggregation Parameters in 

Each Subject. 

Subject No., Ht AMP AI t1/2 t0 

1-Ht 20% 0.974   0.966 −0.994 −0.977 

2-Ht 20% 0.996   0.976 −0.976 −0.895 

3-Ht 20% 0.634   0.964 −0.961 −0.802 

4-Ht 20% 0.972   0.995 −0.997 −0.967 

5-Ht 20% 0.970   0.977 −0.985 −0.980 

6-Ht 20% 0.883   0.978 −0.977 −0.851 

7-Ht 30% 0.994   0.999 −1.000 −0.902 

8-Ht 30% 0.996   0.894 −0.976 −0.891 

9-Ht 30% 0.961   0.937 −0.929 −0.899 

10-Ht 40% 0.988 −0.146 −0.402 −0.969 

11-Ht 40% 0.985 −0.600   0.130 −0.973 

12-Ht 40% 0.985   0.964 −0.983 −0.734 

All 0.808   0.745 −0.827 −0.608 
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4-3-4. フィブリノゲン濃度の正常範囲と低値における凝集パラメータ間の比較 

Table 4. 2 は，フィブリノゲン濃度が 150 mg/dL 以上と未満とで，各凝集パラメータの平均値を

比較し，有意水準を 0.05 として Welch の t 検定を実施したものである．フィブリノゲン濃度 150 

mg/dL 未満での AMP および AI の平均値は，フィブリノゲン濃度 150 mg/dL 以上での平均値より

も有意に低い値を示した．フィブリノゲン濃度 150 mg/dL 未満での t1/2 および t0 の平均値は，フィ

ブリノゲン濃度 150 mg/dL 以上での平均値より有意に高かった．赤血球凝集能はフィブリノゲン

以外に，免疫グロブリン，アルブミン等の様々な血漿タンパクの影響も受けるため，個人差も大

きく，凝集パラメータ単体でフィブリノゲン濃度を正確に推定することは原理上難しい．しかし，

今回の結果から，凝集パラメータを用いることにより，FFP やフィブリノゲン製剤投与の目安と

なる 150 mg/dL を明らかに下回っているかどうかの一助になり得ると考えらえる． 
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Table 4. 2 Comparison of the Mean Values of the Aggregation Parameters between Fibrinogen Levels 

 Mean ± standard deviation  

 ≥150 mg/dL (n = 19) <150 mg/dL (n = 24) p-value 

AMP 2.15 ± 0.70 0.91 ± 0.50 <0.01 

AI 52.0 ± 3.58 47.0 ± 1.91 <0.01 

t1/2 4.64 ± 0.49 5.45 ± 0.24 <0.01 

t0 0.49 ± 0.22 2.61 ± 1.97 <0.01 
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4-3-5. 測定の再現性 

Fig. 4. 8 は 5 回繰り返し測定したときの CV をフィブリノゲン濃度別に示したものである(n = 

43)．AMP の CV はフィブリノゲン濃度 150 mg/dL 以上では 10%未満であったが，フィブリノゲン

濃度 150 mg/dL 未満では 10%以上であることが多かった．この結果は，AMP の平均値の低下によ

るものと考えられる．AI および t1/2 の CV は，フィブリノゲン濃度 150 mg/dL 以上ではほぼ全て

が 5％未満であり，再現性に優れていたが，フィブリノゲン濃度 150 mg/dL 未満では再現性が低下

した．このような低値における再現性の低下は，AI の低値に感度低下の 1 つの要因であると考え

られる．t0 の CV は比較的大きく，フィブリノゲン濃度への依存性は明らかでなかった． 

Table 4. 3 は，フィブリノゲン濃度が 150 mg/dL 以上とそれ以下とで，各凝集パラメータの平均 

CV を比較し，有意水準を 0.05 として Welch の t 検定を実施したものである．フィブリノゲン濃

度 150 mg/dL 未満では，t0 を除くすべてのパラメータの平均 CV が，フィブリノゲン濃度 150 mg/dL

以上での平均 CV よりも有意に高かった．本実験における再現性は，過去に報告されているもの

とおおよそ同等であった(110)． 
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Fig. 4. 8 Reproducibility of the Aggregation Parameters. 

 

 

 

 

Table 4. 3 Comparison of the CVs of the Aggregation Parameters between Fibrinogen Levels 

 CV% mean  

 ≥150 mg/dL (n = 19) <150 mg/dL (n = 24) p-value 

AMP 4.6 7.9 <0.01 

AI 1.0 2.5 <0.01 

t1/2 1.4 3.1 <0.01 

t0 9.9 11.5 n.s. 
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4-4. 結論 

本章では，凝固障害をきたす低濃度のフィブリノゲン濃度領域における，フィブリノゲン濃度

と syllectometry にて得た凝集パラメータの関係性を明らかにした．凝集パラメータ AMP, AI, t1/2，

t0 は，これまでに報告されている正常範囲から高濃度におけるフィブリノゲン濃度に対する変化

と同様に，低濃度のフィブリノゲン範囲においてもその濃度低下に対し増加( t1/2，t0)または減少

(AMP, AI)した．そして，フィブリン濃度 150 mg/dL 以上と，150 mg/dL 以下における測定値の平

均値に有意な差が認められた．顕微鏡的観察では，フィブリノゲン濃度差を反映した連銭形成が

確認できるようになるまでに 10 分以上の時間を要し，ESR では測定感度が足りず測定できない

が，syllectometry であれば，10 秒間という短い測光時間で凝集能を定量化でき，間接的にフィブ

リノゲン濃度を推定することが可能である．そして，凝固試薬が不要かつ，全血を用いて短時間

かつ低コストに測定可能であるため，コストのかかるフィブリノゲン検査の測定間を補完し，予

期せぬフィブリノゲン低下の早期検出に寄与できる可能性がある．しかしながら，本実験では血

清を用いているため，線溶の影響は考慮していない．本技術を臨床に応用するためには，線溶亢

進時にフィブリノゲン分解物が赤血球凝集能に与える影響(26)や，輸液等の治療介入が赤血球凝

集能に与える影響を考慮する必要がある． 
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第 5 章 赤血球凝集測定を用いた血液型判定法の開発 

 

これまでの章では，赤血球とフィブリノゲン等の血漿タンパクとの弱い相互作用から生じる赤

血球凝集のみに焦点を当ててきた．本章では，syllectogram を用いて，血液型由来の抗原抗体反応

による特異的かつ強力な結合によって生じる赤血球凝集である agglutination を検出する手法の開

発に関して実験的検討結果を述べる．本章においては，これまで示してきた可逆的な赤血球の凝

集を赤血球凝集または”aggregation”と呼び，血液型抗原抗体反応由来の赤血球凝集を”agglutination”

と呼ぶこととする． 
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5-1. 序論 

5-1-1. ABO 血液型と輸血 

心臓血管外科手術や重度外傷による大量出血時には，組織への酸素供給や止血能の維持のため

に輸血が必須となる(111)．輸血を行うにあたっては，被輸血者および輸血用製剤の血液型を，正

確かつ迅速に特定することが求められる．ヒトの血液型においては，Landsteiner によって発見さ

れた ABO 血液型が最も一般的であり，赤血球膜上に存在する A 抗原または B 抗原と，血漿中に

存在する A 抗体または B 抗体の有無によって，A 型，B 型，AB 型，O 型に分類される(112)．A

型血においては，赤血球膜上に A 抗原を有し，血漿中に B 抗体を有する．B 型血ではその逆で，

赤血球膜上に B 抗原を有し，血漿中に A 抗体を有する．O 型血の赤血球は A および B 抗原を持

たず，血漿中に A および B 抗体を有する．AB 型血では血漿中に A および B 抗原を有するが，赤

血球膜上に A および B 抗体は持たない．これらの血液型の抗原抗体反応が起こると，赤血球同士

が強く凝集し，溶血が起こり重篤な状態に陥る．従って，同型輸血を基本とするが，緊急時には

抗原抗体反応が起こらない O 型の濃厚赤血球と，AB 型の血漿または血小板の異型輸血は許可さ

れている． 

 

5-1-2. 血液型判定手法 

臨床における ABO 血液型試験においては，被輸血者の血液成分と，A および B 型の抗体試薬

または抗原試薬を混合し，抗原抗体反応によって生じる赤血球凝集塊を様々な手法により検出し
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ている．一般的には，Fig. 5. 1 に示すように，抗体試薬を用いて赤血球膜上にある血液型抗原を判

定するオモテ試験と，血球試薬を用いて血漿中に存在する血液型抗体を判定するウラ試験があり

(113)，両方の検査結果の一致が求められる．しかし，緊急時にはオモテ試験のみで判定すること

も多い．オモテ試験の最も簡便な手法としては，スライド法があり，血球と抗体試薬を等量ずつ

スライド上で混合し，目視にて agglutination を確認するが，感度が十分ではない(114)．試験管法

はスライド法よりも感度に優れた一般的な手法であり，Fig. 5. 1 のように，オモテ試験では血球の

遠心分離と洗浄後に 3-5%の赤血球浮遊液を作成し，試験管内で試薬と等量混合して目視にて

agglutination を確認するものである(113)．しかし，試験管法は血球の遠心分離，洗浄に時間と手間

がかかる．現代の臨床検査室においては，カラム法(115)やマイクロプレート法(116)といった高感

度かつ自動化された手法が普及してきている．また，Waveguide mode センサ (117)や，マイクロフ

ルイディクス(118,119)，表面プラズモン共鳴 (Surface plasmon resonance; SPR) (120)などの技術を

用いた新しい測定法も報告されている． 

 

 

 
Fig. 5. 1 Blood Group Typing by Tube method.  
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5-1-3. 血液型判定手法における課題 

前項にて述べた様々な手法は，agglutination を検出するタイプの測定法であり，フィブリノゲン

等の血漿タンパクと赤血球の相互作用によって生じる赤血球の連銭・凝集(aggregation) (121)を，誤

って検出することを避けなければならない(122)．Aggregation は健常状態においても生じ，炎症性

疾患ではさらに増加する(44)．従って，上記の手法において，aggregation を起こす血漿タンパクの

排除のための希釈や遠心分離工程が必要であり(123)，検査に手間と時間がかかっていた．また，

agglutination による凝集塊を目視可能なサイズに成⾧させるため，血液量に対して，等量かそれ以

上の高い混合比率で試薬を混合する必要があり，コストがかかるものであった． 

 

5-1-4. 本章における研究の目的 

本章では，血液型判定において従来は排除する対象であった赤血球凝集 (aggregation) を, 

syllectometry を用いて定量的に測定することで，血液型抗原抗体反応由来の凝集(agglutination)の発

生を検出し，血液型判定を行うことを提案する．Syllectometry は，これまで示したように，赤血球

間の相互作用の変化を高感度に検出可能であるため，血液の洗浄や希釈を必要とせず，かつ微量

の抗体試薬量で起こる agglutination を検出し，血液型を判定することができると考えられる．本

研究では，肉眼での agglutination の検出が困難なほどの低い混合比率で抗体試薬と血液を混合し，

syllectometry を用いて血液型を判定可能であるか調査を行った． 
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5-2. 実験方法 

5-2-1. 試料作製 

本実験は，芝浦工業大学生命生命工学研究倫理審査委員会の承認の下行われた(承認番号#21-

006)．書面にて同意を得た 20 名の健常者（A, B, O, AB 型各 5 名）から，21G の採血針（Terumo 

Corp., Tokyo）を使用して静脈血を採血し，採血された血液を速やかに K2-EDTA にて抗凝固処理

した．抗 A 抗体試薬(Anti-A)および抗 B 抗体試薬(Anti-B) (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ）

によるオモテ試験と，A 型血球および B 型血球（Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ）によるウ

ラ試験により血液型を判定した．なお，判定にはスライド法および試験管法を用いて，試薬と試

料を等量ずつ混合し，肉眼にて agglutination を確認した．次に，採血した血液に対して抗 A 抗体

試薬および抗 B 抗体試薬を 2.5, 5, 7.5, 10% (v/v)の比率にて混合した 400 μL のサンプルを各 2 バイ

アル作製し，syllectogram 測定に使用した．試薬を添加していない血液をコントロールとし，同様

に実験に供した．なお，試薬と血液の混合は測定の直前に行われ，10 回の転倒混和の後に測定さ

れた．本章では，血液型由来の抗原抗体反応が陽性である混合条件を”positive”，陰性である条件

を”negative”と呼ぶこととする． 

 

5-2-2. 目視および顕微鏡による Agglutination の観察  

各混合比率のサンプルにおいて，目視および顕微鏡で凝集状態の確認を行った．各試薬混合条

件にて，syllectogram 測定に使用したサンプル 50 μL をスライドガラス上に滴下し，1 分以上経過

後に目視による凝集の観察を行った．各試薬混合条件のサンプルの一部を用いて，aggregation が

発生しない生理食塩水で 200 倍希釈したものと，aggregation が発生する自己血漿で 150 倍に希釈

したものを，4-2-3 と同様の方法にて顕微鏡観察を行った． 
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5-2-3. Syllectogram の測定  

Syllectogram の測定は，第 2 章で使用した測定装置（MEK-1305; Nihon Kohden Corporation, Tokyo, 

Japan）を用いて行った．本実験では，Fig. 5. 2 に示すように，10 秒間の Syllectogram から，赤血

球凝集量および凝集速度を反映するパラメータである AMP, AI と，syllectogram における開始時間

および最終時間における透過光量である Iminと Imaxを得た．装置にて使用しているせん断速度（335 

s-1）は，aggregation を十分に解離させるために必要なせん断速度 (200 s-1) (20)より大きく，かつ赤

血球の抗原抗体結合の解離に必要なせん断速度 (600 s-1) (124) 未満である．従って， negative で

は，aggregation のみの syllectogram が観測されるため，Imin や AMP が大きいが，一方の positive で

は，測定開始時にすでに agglutination が存在し，凝集した状態であるため，Imin が negative よりも

高く，結果として AMP が小さいと予想される．測定の直前に血液とそれぞれの条件で抗体試薬を

混合した後，速やかに装置での測定を実施した．測定は複製した 2 バイアルにて二重測定し，合

計 4 回の測定結果を得た．なお，試薬との混合から 1 回目の測定開始時間(装置内における測光開

始時間)は約 1 分後であり，2 回目の測定開始時間は，混合から 3 分後であった．解析に使用する

値は 4 回測定の平均値とし，各凝集パラメータにおける positive と negative の比較を行った．ま

た，混合後における経過時間の影響を確認するため，1 回目と 2 回目の測定値について比較を実

施した． 
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Fig. 5. 2 Image of a Syllectogram of Agglutination-negative and -positive Samples. 
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5-3. 結果および考察 

5-3-1. Agglutination の観察 

Fig. 5. 3A に，各混合条件の試料を生理食塩水で 200 倍希釈したサンプルと，無希釈のサンプル

の顕微鏡画像を示す．Positive においてのみ顕微鏡下にて agglutination が確認され，その凝集の強

度は試薬の混合比率と共に増加していた．また，無希釈のサンプル画像では，いずれの条件にお

いても agglutination による変化を目視で確認することはできなかった．従って，本混合比率は，検

査者が目視で agglutination を確認することが困難なほど低いが，確実に agglutination が生じている

ものであると示された．一方で，血漿で 150 倍希釈した顕微鏡画像(Fig. 5. 3B)では，試薬混合率が

2.5%では，不規則な赤血球の凝集体である agglutination と，連銭 (aggregation) がそれぞれ存在し

ている様子が確認できた．試薬混合率 10%では，2.5%と比較して，若干ではあるが，連銭が少な

く agglutination の割合が多い傾向にあった． 
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Fig. 5. 3 Microscope Images of a Representative Sample Mixed with Antibody Reagent. 

(A) Microscope images of samples diluted 200 times with saline at antibody reagent volume ratios of 2.5%, 
5.0%, 7.5%, and 10%. The scale bar indicates 20 µm. The image inserted at the lower right is a blood image 
obtained using the slide method, and the scale bar indicates 5 mm. (B) Microscope images of type A blood 
diluted 150 times with autologous plasma at antibody reagent volume ratios of 2.5% and 10%. The scale bar 
indicates 20 µm. 
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5-3-2. 各試薬混合率における syllectogram と凝集パラメータ 

Fig. 5. 4 に各抗体試薬混合率における syllectogram の一例を示す．すべての混合率において，時

間経過に伴い透過光強度の増加が見られたが，positive と negative ではシレクトグラムに顕著な差

が見られた．Positive では，試薬混合率の増加とともに，透過光強度の最低値である Imin が増加し，

AMP が減少した．一方，negative では，試薬混合率の増加とともに Imin は減少し，AMP は positive

よりも小さくなった．syllectogram の詳細な解析結果は次項に述べる． 

  



第 5 章 

- 80 - 

 

 

Fig. 5. 4 Syllectogram from a Representative Measurement of Agglutination-positive and -negative Samples 

(blood type A with the addition of anti-A or anti-B antibody reagent at concentrations of 0 (control), 2.5%, 

5.0%, 7.5%, and 10%, respectively). 
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5-3-3. 各血液型における，抗 A および抗 B 試薬混合時の凝集パラメータの比較 

次に，各血液型，各試試薬混合率における syllectogram を解析して得られた凝集パラメータ

AMP，AI，Imin，Imax を Fig. 5. 5 に示す．Negative では，すべての凝集パラメータは試薬混合率の

増加とともに減少したが，positive では，いくつかの凝集パラメータにおいて試薬混合率の増加に

伴い，negative と異なる値を示した．凝集量の変化を示す AMP の平均値は，A 型，B 型のほとん

どの試薬混合率において negative より positive の方が有意に低く（p < 0.05），その差は試薬混合率

の増加に伴い大きくなった．これは，positive では測定開始時に agglutination が存在し，連銭形成

可能な個々の赤血球が減少したために，aggregation が進まなかったものと考えられる． 

Aggregation のない透過光強度である Imin は，positive では試薬混合率の増加とともに増加する傾

向があり，試薬混合率 5% (A 型血)または 7.5% (B 型血) 以上で negative よりも優位に大きかった

（p＜0.05）．また，positive における試薬混合率の増加に対する AI と Imax の変化は小さく，試薬混

合率が 7.5% (AI)または 10% (AI, Imax)のときに negative よりも有意に大きな値を示した(p < 0.05)． 

O 型と AB 型については，抗 A 試薬と抗 B 試薬を用いた試料の間で，いずれの凝集パラメータに

も差は認められなかった． 

本実験結果を考察するにあたり，agglutination が関与しない条件，すなわち negative における抗

体試薬が syllectogram に与える影響について考察する必要がある．まず，試薬の混合によるヘマト

クリット低下の影響が考えることとする．過去の報告により，ヘマトクリット低下により AI は減

少し(125,126)，AMP はヘマトクリット 40%付近でピークを示す(40,127)．しかし，本実験におけ

るヘマトクリットの減少はコントロールに対して 10％以下であり（コントロールのヘマトクリッ

ト範囲は 36.8％から 49％），そのヘマトクリット範囲での影響はわずか数%と推定される．従っ

て，negative で AI，AMP が減少したのは，ヘマトクリット以外の要因によるものと考えられる．

抗体試薬には，aggregation を阻害することが報告されているアルブミンが含まれており(128)， ア

ルブミンが negative の AMP，AI，Imax の低下させた可能性がある．Imin はヘマトクリットの減少に

伴い増加するはずであるが(126)，本実験では Imin が減少した（Fig. 5. 5）．この要因の調査のため試

薬の吸光特性を調べたが，LED の波⾧ (870 nm) 付近に吸光特性は認められなかった．また，顕

微鏡画像（Fig. 5. 3）で確認した赤血球の形態や，CBC 測定から得た MCV にも大きな変化は見ら

れなかった．aggregation が増加すると Imin が増加することから，negative における Imin の減少は，

試薬に含まれるアルブミンによる aggregation の低下が要因であると思われる． 

Positive の結果は，抗原抗体反応による agglutination の増加と，上記に述べた試薬の影響による

aggregation の低下が合成された結果として考えることができる．測定開始時にすでに agglutination

が存在し，凝集が進んだ状態であるため，Imin が negative よりも高かったと考えられる．同時に，

測定開始時にはすでに連銭形成可能な赤血球数が減っているために aggregation の成⾧は早期に収

束し，結果として AMP が小さく，AI が高くなったと予想される．一方で，Positive の AI，Imin お

よび Imax が試薬混合率 2.5%から 10%で増加したが，コントロールと 2.5%の間では減少していた

のは， 上記に述べた試薬の影響による aggregation の低下の影響によるものであると考えられる．

全ての凝集パラメータの中で，AMP が最も感度良く agglutination を検出可能であると考えられた

ため，以降は AMP を用いた血液型判定について述べる． 
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Fig. 5. 5 Relationship between the antibody reagent volume ratio and the aggregation parameters for each 

blood type. Error bars indicate SD (n = 5). *p < 0.05 (Welch’s t-test). 
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5-3-4. 測定値の二重測定再現性 

本実験における測定値のばらつきには，第 4 章で示したように aggregation の個人差が影響して

いると考えられるが，サンプル 1 バイアル各 2 回の測定間隔 (約 3 分) における，抗体試薬の反

応時間の差も要因として排除できない．Fig. 5. 6 に本手法における AMP の二重測定の再現性評価

として，2 測定間の相関図と Bland Altman 解析の結果を示す．AMP における 2 重測定の再現性は

非常に良好であり(r = 0.995，n = 320)，1 回目の測定値の平均と 2 回目の測定値の平均値の間に統

計的な有意差は無かった(1.85 ± 1.10 vs. 1.84 ± 1.06)．なお，他の行雄パラメータにおいても同様に，

二重測定における大きな差は認められなかった．この結果から，AMP の測定値の再現性は高く，

かつ 2 回の測定間における抗体試薬の反応時間の差も無いことが明らかになった． 
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Fig. 5. 6 Reproducibility of the AMP value. 

(A) Relationship between the first and second measurements for AMP. Correlation coefficient for AMP, r = 
0.995 (n = 320). The solid line represents the regression line. The first measurement was performed 1 min 
after mixing, and the second measurement was performed 3 min after mixing. (B) Bland Altman plot for the 
first and second measurements of AMP. The solid line represents the bias. The dotted line indicates 1.96 SD. 
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5-3-5. Positive と negative 間における AMP および AMP の相対値の比較 

血液型検査への応用のためには，すべての血液型と抗 A 試薬および抗 B 試薬を含めた場合の

positive と negative の差が十分に大きいことが必要となる．全ての positive および negative 間の

AMP の比較を Fig. 5. 7A に示す．全ての試薬混合率において positive と negative 間の AMP に有

意差 (p < 0.05) が得られたが，個人差によるばらつきが比較的大きかった．AMP の個人差をキ

ャンセルし，血液型判定精度を向上させるため，コントロールの AMP に対する試薬混合後の

AMP の相対値を求めたものを Fig. 5. 7B に示す．得られた AMP の相対値では，測定値のばらつ

きが減少し，試薬混合率が最も低い 2.5%でも，positive と negative の差はより明確となった(p < 

0.01)．各試薬混合率における positive および negative の平均値を agglutination 検出の閾値として

判定した被験者 20 名の血液型は，試験管法で求めたものと全て一致した． 

今回使用した臨床用血液型判定試薬のマニュアルには，スライド法および試験管法では 50%の

試薬混合率を使用することが指示されている．本研究で用いた最も低い試薬混合率(2.5%)は，標

準値の 1/20 であり，肉眼で agglutination を検出することは困難であったが，syllectometry では検

出可能であった．先行研究(129)では，市販の抗体試薬を数十%以上の混合率で用いており，それ

らの方法と比較しても，本手法は低濃度の試薬でも凝集を検出できる高感度な方法であると言え

る．なお，本手法は，チャンバ内で静的に測定する吸光度測定法(130)とは異なる．Fig. 5. 4 に示

すように，少量の抗体試薬を全血に混合しただけの場合，aggregation の成⾧により透過光強度が

時間と共に増加するため，微小な agglutination を検出するには，aggregation を解離させるせん断

速度が必要となる．したがって，静的な吸光測定法(130)に限らず，少量の抗体試薬による全血中

の微小な agglutination を検出することはできないはずである．しかし，aggregation は血液型によ

る違いはないものの(131)，血漿フィブリノゲン濃度に依存し(125)，個人差だけでなく体の状態

によっても変化する．そのため，本手法では，コントロールに対する相対値を用いる必要があ

り，さらに，aggregation の低い検体では判定精度が低下する可能性がある．また，本法は濃厚赤

血球を必要とするため，他の光学的手法では可能であった，市販の希薄な血球試薬を用いたウラ

試験を行うことは困難である可能性が高い(132)．しかし，本技術は従来報告されている方法とは

異なる新しい血液型判定法であり，希釈や洗浄などの手間のかかる前処理を必要としないという

利点がある．さらに，抗体試薬の混合比を標準の 1/5～1/20 で行うことができ，検査工程の短

縮・簡略化，コスト削減に役立つと考えられる．  
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Fig. 5. 7 Comparison of the aggregation parameter AMP between the positive and negative 

conditions. 
 (A) AMP. Error bars indicate SD (n = 20). *p < 0.05, **p < 0.01 (Welch’s t-test). (B) Relative value of AMP. 
Error bars indicate SD (n = 20). **p < 0.01 (Welch’s t-test). 
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5-4. 結論 

本研究では，syllectometry を用いた新しい血液型判定法を提案した．その結果，肉眼や従来法で

は検出が困難であった，血漿タンパクと赤血球の相互作用による連銭・凝集 (aggregation) と共存

する血液型抗原抗体反応由来の赤血球凝集塊 (agglutination)の検出に成功した．そして，コントロ

ールに対する AMP の相対値を用いて，20 名の血液型（ABO 血液型各 5 名）を判定することに成

功した．本手法は，血球の遠心分離と，洗浄や希釈を必要としないため，迅速かつ簡便な手法で

あり，かつ試薬混合率も従来法の 1/5～1/20 に削減可能である．  

 

 

備考 

本章における成果は，以下に示す雑誌にて査読中である． 

Higuchi M, Sekiba Y, Watanabe N. Novel blood typing method by discrimination of hemagglutination and 

rouleaux using an erythrocyte aggregometer. Clinical hemorheology and microcirculation. 
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第 6 章 各章の総括および展望 

 

本研究では，現在の血液検査における課題である，検査時間の短縮化，前処理の簡略化，試薬・

消耗品の削減に対し，赤血球凝集能を迅速かつ簡便に測定する手法である syllectomerty を応用す

ることにより，上記課題を解決可能な 3 つの血液検査手法を開発した． 

1. 迅速かつ正確な赤血球沈降速度 (ESR)測定法の開発と検証においては，測光時間 5 s の

syllectogram から得た Aggregation Index に対するヘマトクリットの影響を補正することにより，

ESR を迅速かつ正確に計算する手法を構築した．さらに，沈降速度を MCV にて補正することに

より，精度を向上させることに成功し，200 を超える臨床検体において本手法が有効であることを

実証した．本件に関する技術は，ESR および CBC を同時測定可能な装置として，すでに日本光電

工業株式会社が発売している．本技術が世界に広く普及し，炎症性疾患のスクリーニング検査や

フォローアップにおける検査時間の短縮とコスト削減に貢献することを期待する．また，今後は，

個々の乖離データに関する原因解明を行い，血漿の粘度等，本研究で考慮していないパラメータ

を簡易的に取得し，計算式に取り入れることにより，さらなる精度向上の可能性がある． 

2. 赤血球凝集測定を用いた血液凝固障害の検出のための基礎検討においては，これまで着目さ

れてこなかった低濃度のフィブリノゲン血液における赤血球凝集パラメータを syllectometry を用

いて明らかにし，重度外傷，危機的産科出血，心臓血管外科手術等において致死的な凝固障害を

引き起こす 150 mg/dL 以下のフィブリノゲン濃度を検出できる可能性を示唆した．本技術は，血

漿の遠心分離や凝固試薬との反応が不要な，簡便かつ低コストな低濃度フィブリノゲン検出を可

能とするものである．しかしながら，臨床検体の測定に応用するためには，本実験では考慮され

てない，様々な血漿タンパク，線溶および治療において投与される輸液，薬剤等の影響を今後評

価していく必要がある． 

3. 赤血球凝集測定を用いた ABO 血液型判定法の開発においては，syllectometry を用いて血漿タ

ンパクと赤血球の相互作用による連銭・凝集 (aggregation) と共存する血液型抗原抗体反応由来の

赤血球凝集塊 (agglutination) を検出し， 20 名の ABO 血液型を判定することに成功した．本手法

は，血球の遠心分離と，洗浄や希釈を必要としないため，迅速かつ簡便な手法であり，かつ試薬

混合率も従来法の 1/5～1/20 に削減可能である．今後は，弱い agglutination や非特異抗体等，様々

な臨床背景を有する血液検体や，保存された輸血用血液においても適用可能であるかの検証が必

要である． 
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第 7 章 結論

本研究では赤血球凝集能測定を利用して以下の 3 つの血液検査手法を開発した． 

 

1. ESR の迅速かつ正確な測定 

2. 迅速かつ簡便な低濃度フィブリノゲンの検出 

3. 前処理不要かつ試薬量削減可能な血液型判定 

 

1 においては，古くから研究されてきた，疾患に付随して変化する赤血球凝集能そのものの測定

法を改良することで，赤血球凝集能測定の臨床的利便性を最大化を行い，2 と 3 においては，赤血

球凝集の特性と syllectometry を利用した新しいバイオセンシング手法の可能性を示したと言える．

本研究成果が，臨床の血液検査における検査時間の短縮化，前処理の簡略化，試薬・消耗品の削

減に寄与し，臨床のワークフローの改善と医療経済性の向上を実現することを期待する． 
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