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要約：血小板減少例において標準的な血小板機能検査が確立されていないことから，ITP患者における血小板
機能は十分把握されていない．また，ITP患者の血小板は正常者の血小板に比べて一般にサイズが大きいこと
を，正常例と血小板機能を比較する場合には考慮する必要がある．我々は慢性 ITP患者において，近年開発さ
れたフローサイトメーターを用いた血小板凝集能検査，および血小板サイズを考慮した PAC1/CD62P assayを行
い，正常コントロールとの血小板機能を比較した．同じサイズの血小板を比較した場合，ITP血小板は正常コ
ントロールに比べ，アゴニストに対する反応性が低下していた．しかし血小板サイズの増大によりこの低反応
性は補填され，血小板全体で比較した場合には ITPの血小板機能は正常コントロールと同等～亢進していた．
また ITP血小板の低反応性には PA抗GPIIb/IIIa抗体の存在，あるいは TPO-RAの使用が関連している可能性が
ある．
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1．ITP患者における血小板機能解析の意義

ITP患者における治療適応は，血小板数と出血症
状により決定される．現在の成人 ITP治療参照ガイ
ドにおいては，血小板数が 3万/μL以上で出血症状
が軽度～認めない場合は経過観察，2万/μL未満の場
合は治療適応となり，2～3万/μLの場合は出血リス
クを勘案して治療を開始する，としている 1）．しか
し，実際このようなアプローチの有用性に対するエ
ビデンスは十分ではなかった．Hatoらは，本邦にお
いて 2005～2014年の間に ITPの難病指定のために提
出された臨床個人調査票を用いて，18歳以上の成人
新規診断 ITP症例 19,415例という世界に類をみない
多数例を対象に，血小板数と出血症状の関連性を検
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討した 2）．紫斑は血小板数に逆相関して直線的に増
加するのに対し，歯肉出血などの粘膜出血や消化管
出血，頭蓋内出血などの重篤な臓器出血は，血小板
数が 2～2.5万/μL以下で増加しはじめ，1万/μL以下
になると急激にそのリスクが増加することが示され
た．この結果は，上記の血小板数に基づく治療対応
の正当性を示している．一方で，本研究において，
頭蓋内出血のリスク因子として，血小板数 1万/μL
以下，60歳以上および血尿が抽出されたが，18～49
歳の頭蓋内出血症例では血小板数とあまり相関関係
がみられなかった 2）．このことは血小板数以外の要
因が，特に若年者の脳出血に関与している可能性を
示唆している．実際，複数の論文において，ITP患
者における出血傾向と血小板機能の低下との関連が
示されている 3, 4）．ITP患者における抗GPIIb/IIIa自
己抗体の多くはリガンド結合部位近傍を認識して
おり 5），稀ではあるが後天性血小板無力症とよばれ
る強い血小板機能低下をきたす症例が存在する 6）．
また抗 GPVI自己抗体により GPVI欠損が誘導され
る場合があることを，我々を含む多くのグループが
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報告している 7）．しかし一方で，ITPにおいてはむ
しろ血小板機能は亢進しているのではないか，とい
う考えもある．古くは，Harkerらは，ITP患者の出
血時間が正常人の血小板数と出血時間の関係から推
定される値に比べて短縮していることから，ITP患
者の血小板機能が亢進していることを予測した 8）．
ITPにおいては血小板寿命が短いことから，若い血
小板（網状血小板あるいは幼若血小板と呼ばれる）
の割合が多くなっている 9）．このような若い血小板
は，時間が経過した血小板よりも血小板機能は亢進
していることが想定され，実際，Pengらは，生体内
で 6日以上経過した血小板は，新鮮な血小板に比べ
トロンビンに対する反応性が低下していることを報
告している 10）．
更に，近年，副腎皮質ステロイド不応性／不耐性

ITP に対して，トロンボポエチン受容体作動薬
（thrombopoietin receptor agonists: TPO-RA）が広く使
用されるようになってきている．ITP患者では TPO-
RAが使用される前から，一般人と比較して血栓症
の増加が指摘されているが 11），トロンボポエチン
（thrombopoietin: TPO）は，in vitroで血小板機能を増
強することが示されていることから 12），TPO-RAに
より血栓症が更に増加することが危惧されている．
従って，特に TPO-RA使用患者における血小板機能
を把握することは血栓症予防の観点から重要である．
しかし ITP患者における血小板機能検査には以下の
ような技術的な問題があり，このことが一定の見解
を得ることの大きな妨げとなってきた．

2．血小板減少患者における血小板機能測定の問題

血小板機能測定のゴールドスタンダードは比濁法
を用いた血小板凝集能検査（ light transmission
aggregometry: LTA）である．しかし LTAはその原理
上，ITPのような血小板減少患者においては信頼で
きるデータを得ることが難しい．従来からこの問題
を克服するために，フローサイトメーター（flow
cytometer: FCM）を用いた血小板活性化マーカー測
定が広く行われてきた．この方法は血小板数が極め
て低値な症例でも検討可能であることから非常に有
用な方法であるが，測定方法や解析方法の影響を受

けることから，正常コントロールとの比較には注意
を要する．また，GPIIb/IIIaの活性化（一般に活性化
GPIIb/IIIaを特異的に認識する PAC1抗体，もしくは
フィブリノゲンの結合により測定される），α顆粒放
出（一般に血小板表面のCD62P発現により測定され
る）など，血小板機能の各側面しか検討できず，LTA
のような総合的な血小板機能評価は難しい．2013
年，De Cuyperらはこれらの問題を解決する一つの
方法として，FCMを用いた血小板凝集能検査（FCM-
based platelet aggregation assay: FCA）を開発した 13）．
これにより血小板数 2万/μL以下の患者においても
血小板凝集能を検討することが可能となった．

3．ITP患者血小板機能の評価法

今回，我々は FCMを用いたこれらの血小板機能
検査を用いて，ITP血小板の機能評価を行った 14）．
最初に我々が用いた機能評価法の概略を以下に示す．
1）FCA（図 1）

2万/μLに調整した洗浄血小板を蛍光色素CFSEも
しくは PKH-26で一定時間処理した後，AB血清を加
え染色反応を停止する．これらを等量，凝集計用ガ
ラスチューブ内で混合した後，各種アゴニスト（PMA，
ADPおよび PAR1-TRAP）を加え，一定時間 37°C下
で攪拌，パラホルムアルデヒドを加え反応を停止し，
FCMにて解析を行う．凝集率は，二重染色された
ドットの割合として計算した．これにより，PMA刺
激では経時的な凝集率の増加，ADPおよび PAR1-
TRAPにおいては，2～4分をピークとする血小板凝
集が検出される．血小板無力症例では，すべてのア
ゴニストにおいて血小板凝集は認めず，また P2Y12

欠損例では，ADP刺激においてのみ凝集が得られな
かったことから，本法によりアゴニスト特異的な血
小板凝集が検出できていることが示されている 14）．
2）PAC1結合およびCD62P発現（PAC1/CD62P

assay）
正常コントロールとできるだけ条件を一定にする
ために，PRPを PPPで希釈し血小板数を一定にした
（2万/μL）検体を用いた．FITC-PAC1，PE-CD62P，

APC-CD42bを各種アゴニスト［PMA，ADP，PAR1-
TRAPおよび GPVI刺激ペプチド（SRP）］とともに
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加え，30分間刺激後，FCMを用いて解析した．ITP
血小板は正常血小板に比べて明らかにサイズが大き
いため，CD42b陽性細胞全体を解析する方法（whole
gating法）と，血小板サイズの指標となる FSCを用
いて 3つの分画に分けることにより，ほぼ同じサイ
ズの血小板を比較する方法（size-adjusted法）の 2種
類の解析方法を用いて，正常血小板と ITP血小板の
比較を行った（図 2）14）．

4．ITP患者の血小板機能は亢進している？

我々は，慢性 ITP患者 21名［女性 19名，男性 2
名，年齢 64歳（中央値）］の血小板機能を健常者 20
名（女性 6名，男性 14名，年齢 40歳）と比較した．
FCAにおいては，PMAおよびADP刺激では，両者
間に有意な差は認めなかったが，PAR1-TRAP刺激で
は，ITPにおいて血小板凝集の増加が認められた．
PAC1/CD62P assayにおいては，血小板全体を評価す
るwhole gating法を用いた解析では，PMA刺激によ
る PAC1/CD62P，および PAR1-AP刺激後のCD62P発
現において ITP血小板で有意な亢進を認めた．これ
らの結果は，ITP患者の血小板機能は正常コントロー
ルの血小板と比べその機能に差がない，もしくは亢
進していることを示している（図 3）．

5．ITP患者の血小板機能は低下している？

前述したように ITP患者血小板は正常血小板に比
べて大きいため，whole gating 法を用いた PAC1/
CD62P assayの結果には血小板サイズの違いが影響
している可能性がある．そこで FSCを用いて血小板
サイズを揃えた size-adjusted 法を用いて，PAC1/
CD62P assayを再評価した．その結果，ADP，PAR1-
TRAPおよび SRP刺激後の PAC1結合，ADP刺激後
のCD62P発現において，各分画で ITP血小板の活性
化は正常血小板に比べて劣っていた（図 4）．以上の
結果から，ITP血小板のアゴニストに対する反応性
は，（特にADP刺激において）正常血小板よりも低
下していると考えられるが，血小板サイズの増大が
その低反応性を補填しており，血小板全体として評
価した場合は正常と同等～亢進するという結果に
なったものと考えられる．FCAにおいては，血小板
数を一定とした検体を用いたことから，ITPでは正
常コントロールよりも血小板総体積が増加していた
と考えられ，このことが ITP検体における血小板凝
集の亢進に反映していたと想定される．
今回の結果は，血小板機能をどのような視点で評
価するかによって，その解釈が異なることを示して
いる．ITP血小板と正常血小板のように種々の条件

図 1 フローサイトメーターを用いた血小板凝集能測定（FCA法）
PRPをCFSEまたは PKH26で染色した後，等量を混合し，37°C，攪拌下でアゴニストを添加，任意の時間で PFAを加え血
小板凝集反応を停止する．表示した計算式を用いて血小板凝集率を計算する 13）．
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図 2 PAC1/CD62P assayにおける解析方法
（A）Whole gating法：CD42b陽性細胞全体を解析する．（B）Size-adjusted法：ITP血小板はコントロール血小板に比べて，
有意にサイズが大きい．FSCで十分な細胞数がえられる 3つの分画に分割し，それぞれにおいて解析を行う．

図 3 FCAおよびWhole gating法を用いた PAC1/CD62P assay14）

（A）PMAおよびADPによる血小板凝集に差はないが，PAR1-TRAP刺激では，ITPで有意に亢進していた．（B）PMA刺激
によるPAC1/CD62P，およびPAR1-TRAP刺激によるCD62Pにおいて，ITPでは亢進していた．各アゴニストは高濃度（H），
または低濃度（L）での刺激を行った．*p＜ 0.05, ***p＜ 0.005.
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の異なる血小板の機能を評価する場合には特にこの
点に留意する必要があり，このことが今までの ITP
血小板の機能評価に関する報告が一定しないことの
一因であると思われる．

6．ITP血小板の機能と抗血小板抗体およびTPO-
RAとの関連

次に我々は，ITP患者における抗血小板自己抗体
の有無および TPO-RA使用の有無と血小板機能の関
連についてサブグループ解析を行った．我々が検討
した 21 例中 9 例において血小板関連（ platelet
associated: PA）抗GPIIb/IIIa抗体が検出された．抗体
陽性の症例では，抗体陰性の症例と比べて血小板凝
集およびADP刺激後の PAC1/CD62Pにおいて有意の

低下を認めた，また 21例中 11例において TPO-RA
（全員エルトロンボパグ）が使用されていたが，TPO-

RA使用患者において，血小板凝集およびADP刺激
後の PAC1結合においてコントロールと比べて低下
を認めた（図 5）．今回の結果は，これらの要因が血
小板機能に関与している可能性を示唆する結果で
あった．しかし，症例数が少ないこと，また多くの
TPO-RA使用患者（11例中 8例）において，抗GPIIb/
IIIa抗体が陽性であったことから，TPO-RAと抗
GPIIb/IIIa抗体のいずれが血小板機能により強い影響
を与えているのかを明らかにすることはできな
かった．

図 4 Size-adjusted法を用いた PAC1/CD62P assay14）

血小板サイズを揃えたそれぞれの分画において，PAC1結合は ITP血小板において低下を認めた．ADP刺激においては
CD62P発現の低下も認められた．*p＜ 0.05, **p＜ 0.01, ***p＜ 0.005.
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7．考察：ITP血小板の機能に影響を与える要因に
ついて

ITP患者における血小板関連抗 GPIIb/IIIa抗体の
多くは GPIIb/IIIaのリガンド結合部位近傍を認識し
ていることから 5），自己抗体が血小板機能に抑制的
に働く可能性は想定される．更に，抗血小板自己抗
体により誘導される巨核球の成熟障害により 15），血
小板活性化シグナルが障害されている可能性も考え
られる．PAC1結合だけでなく CD62P発現も低下し
ていたことは，後者の可能性を支持する．一方，
TPO-RA使用により血小板機能が抑制される可能性
があるという今回の結果は，TPOが in vitroにおいて
血小板活性化の促進作用があることから意外に思わ
れる 12）．しかし，エルトロンボパグ使用例の血小板
機能を検討したPsailaらの報告を詳細にみてみると，

ADP刺激による PAC1結合およびCD62P発現はエル
トロンボパグ開始後，徐々に低下していることが示
されている 16）．また，Al-Samkariらはロミプロスチ
ムを使用し，血小板数が増加した cITP患者において
LTAを行い，ITP患者の多くにおいてADPおよびエ
ピネフリン凝集が正常例と比べ低下していることを
報告している 17）．これらの結果は，生体内における
持続的な TPO受容体からのシグナルが血小板活性化
機構に抑制的に働いている可能性を示唆している．
実際，今回の検討においても，エルトロンボパグ使
用前後で血小板機能を検討することができた 1例に
おいて，ADP 刺激後の血小板凝集および PAC1/
CD62Pの低下を認めた 14）．また，Guptaらは，抗血
小板抗体輸注により誘導した血小板減少マウスを用
いて，血小板減少から回復期の幼若血小板において
はGPVIシグナルが抑制されていることを示した 18）．

図 5 TPO-RA使用および PA抗GPIIb/IIIa抗体の有無の影響 14）

（A）TPO-RA（エルトロンボパグ）使用患者において，ADP刺激による血小板凝集，PAC1結合の低下を認めた．（B）抗
GPIIb/IIIa抗体を有する患者において，ADP刺激による血小板凝集，PAC1および CD62Pの低下を認めた．*p＜ 0.05, **p
＜ 0.01.
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我々の検討では，特にGPVIシグナル特異的な低下
は認めなかったが，ITPにおける幼若血小板の増加
自体が，血小板機能低下と関連している可能性が
ある．

8．結語

ITP患者の血小板機能はその促進因子（血小板サ
イズの増大）と抑制因子（抗 GPIIb/IIIa抗体，ある
いは TPO-RAの使用）のバランスにより規定されて
いる可能性を，FCMを用いた解析により示した．今
後はより多数例の解析を行う必要があるが，今回紹
介した FCAは煩雑な方法であり，一般検査として行
うには適さない．より簡便な標準的検査法の確立と，
その臨床的意義を明らかにすることが重要な課題で
ある．
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