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1．はじめに

　透過光血小板凝集検査法（light transmission ag-
gregometry: LTA）は血小板機能解析における標準的
な検査法であるが，時間がかかることや採血条件な
ど検査結果に影響を与える因子が多くあるため，検
査には技術の習熟が必要と考えられる．本法は世界
で広く使われているものの，その手技の標準化が行
われていない．2013年に国際血栓止血学会の血小
板機能標準化部会において専門家作業部会からの
コンセンサスの形で，透過光血小板凝集検査法の検
査手技に関する提言がなされている1）．日本血栓止
血学会学術標準化委員会血小板部会においては，本
邦における透過光血小板凝集検査法の検査手技の標
準化を目指し，上記の国際血栓止血学会の提言に関
し若干の補足［注）で表記］を加えるとともに，この
提言の内容を紹介する．なお，この提言を啓発する
にあたり，血小板部会において検討委員会を開催し
原文の内容を本邦の実情に照らして吟味したが，と
くに修正すべき点はないとの結論になった．

　国際血栓止血学会の提言において，検査手技等の
標準化にあたっては，それまでの科学的論文を収集
しそれに記載されたエビデンスを評価し作成するの
が常套手段であるが，LTAに関してはエビデンスに
乏しいため，専門家作業部会においてコンセンサス
を得る方法（RAND法）を用いて決定したと記載さ
れている．具体的には，国際血栓止血学会作業部会
の 11名の専門家に対しての意見聴取を行い，それ
ぞれの項目に対して 1（不適切）～9（適切）までの点
数化を行い，草案を作成し，それに対して学会での
血小板機能標準化部会ミーティングで広く意見聴取
した上で修正し，5回にわたる改訂作業を行い最終
的な提言として発表された1）．なお各項目の後に 11
名のスコアに関し［スコア中央値，スコア範囲］を示
している．したがって，このスコアが高いほど推奨
度は高い（最高点は 9点）．

2．提言内容

I．透過光血小板凝集検査法（LTA）の臨床上の有用性
 1．LTAは出血性疾患患者の解析に有用である［ス

コア中央値 9，スコア範囲 8–9］．
 2．研究的な解析を除き，血栓症のリスク判定の基
準として LTAを用いない［7，5–9］．この分野
に関しては，更なる研究と標準化が必要である
との意見である．

 3．抗血小板療法の薬効評価に関しては，研究的な
目的以外では LTAを用いての評価は行わない
［7，4–7］．この目的には，より迅速に効率よく
判定できる VerifyNowなどの point of care検査
が利用可能である．しかし，これらの装置が入
手できない場合は，LTAにて代用してもよいか
もしれない．抗血小板療法の薬効評価に LTAを
用いない理由として，P2Y12受容体阻害薬の用
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量や種類を VerifyNowを用いて調整し個別療法
を行った3つのランダム化臨床試験（GRAVITAS，
TRIGGER-PCI，ARCTIC）2–4）や LTAを用いて調
整した個別療法試験5）において，臨床成績の改
善が得られなかったことを考慮し，LTAを含め
た臨床検査による抗血小板薬の薬効モニターを
推奨するデータは不足していると解説している．

　本項で確認された LTAの臨床上の有用性に基づ
き，下記に述べる LTA検査標準化手順は，血小板
機能異常に起因すると考えられる出血性疾患患者の
診断にのみ適用される．
II．検査前の留意点
 1．運動によるアドレナリン放出の影響を減弱する
ため，短時間の休憩の後に採血する［スコア中
央値 7，スコア範囲 2–8］．

 2．少なくとも 30分は喫煙を控えて採血する［7，
5–8］．

 3．少なくとも 2時間はカフェイン摂取を避けて採
血する［7，3–8］．

 4．検査前1週間以内のすべての薬歴を把握する［7，
7–9］．

 5．血小板機能を可逆的に抑制する薬剤（NSAIDs
など）は少なくとも検査前の 3日間は中止する
［8，7–9］．

 6．血小板機能を不可逆的に抑制する薬剤（アスピ
リン，チエノピリジンなど）は少なくとも検査
前の 10日間は中止する［8，8–9］．

 7．血小板機能を抑制する薬剤の服用を中止できな
い場合は，結果を解釈する上で薬剤が血小板機
能に与える影響を考慮する［9，8–9］．

 8．空腹時に採血するべきか否かに関しては，一定
の見解はない［5，3–8］．高血糖や高脂血症が血
小板凝集能の結果に若干影響を与えるかもしれ
ないが，これらにより血小板機能低下症の診断
に影響を及ぼすか否かは不明である．軽食の摂
取が血小板凝集能に与える影響は無視しうると
考えられる．しかし，血漿中のカイロミクロン
生成は光透過性を変化させ検査結果に影響する
ため，高脂肪食を摂取したあとでの検査は行わ
ない．

 9．検体採取前にすべての薬剤を中止すべきである
かに関しては，一定の見解はない［4，1–8］．血

小板凝集能測定目的のために，すべての薬を中
止することができない患者も存在するためであ
る．

III．採血上の留意点
　操作中の血小板の活性化を最小限に抑えるため
に，以下の注意事項に留意し採血する必要がある．
 1．駆血は最小限に留める，あるいは駆血帯を使用
しないで採血する［スコア中央値 8，スコア範
囲 7–9］．駆血帯を用いる場合は，採血開始時
にできるだけ早く駆血を開放する．

 2．採血針は 21 Gより太いもので採血する［8，
7–9］．

 3．プラスチック（ポリプロピレン）管あるいはシリ
コン加工したガラス管に採血する［9，8–9］．

 4．サンプル調整や測定中の pHを安定させるため
緩衝能のある抗凝固剤を用いて採血する［7，
3–8］．

 5．緩衝作用のある抗凝固剤，109 mM（3.2％）ク
エン酸ナトリウムを用いて採血する［8，5–9］．

 6．緩衝作用のある抗凝固剤，129 mM（3.8％）ク
エン酸ナトリウムを用いて採血する［7，4–9］．
11名中 5名の専門家は上記のクエン酸濃度の
一方の濃度のみを推奨したが，最終案ではどち
らかの濃度であればよいとした．

 7．採血した最初の 3～4 mLは検査には用いず，
廃棄する，あるいは LTA以外の検査に使う［8，
5–9］．

 8．LTAに対して十分量の採血が困難な場合は，そ
の採血量不足血液は高度な血小板機能異常症
（例えば血小板無力症，Bernard-Soulier症候群
など）を除外する目的にのみ使用することがで
きる［7，5–8］．

IV． 多血小板血漿（PRP）および乏血小板血漿（PPP）
の作製手技

 1．血液試料は，遠心分離前に 15分間，室温で「静
置」する［スコア中央値 8，スコア範囲 6–8］．

 2．PRPは 200×ɡ，10分間の遠心で調整する［8，
5–9］．200×ɡ（あるいは 250×ɡ），10分間の遠心
条件は，最近 Femiaらによって，他の血球の混
入や血小板反応性に関して最適条件であること
が確認された．

 注）Femiaらが使用した採血管は長さ 98 mm，
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採血量は 10 mLである．国内の採血管と規格
および採血量が異なるので注意が必要である．

 3．PRPは室温（約 21℃）で遠心し作製する［8，
8–9］．

 4．PRPはブレーキを使わずに作製する［8，8–9］．
 5．巨大血小板の場合の PRPは，沈降法によって

分離して作製する［8，5–9］．
 注）通常の遠心操作では血小板が沈降するため

上手く PRPが作製できないため．
 6．上記の巨大血小板の場合の沈降法による PRP
作製時，チューブを 45°の角度にして傾けるべ
きか否かに関しては不明である［6，4–8］．

 7．PPPは全血，あるいは PRPを除いた試験管を，
室温で 1,500×ɡ，15分間の遠心で作製する［8，
8–9］．

V．PRPの品質管理
 1．肉眼的溶血が認められた検体は廃棄する［スコ

ア中央値 9，スコア範囲 7–9］．
 2．測定試料が高脂血症の場合，最終報告書にこの
ことを記載する［8，2–8］．

 3．作製された PRPの血小板数を測定する［9，8–9］．
 4．PRPの血小板数が 15万/μL未満の場合は，血

小板凝集能検査の結果が不正確になる可能性が
ある［8，5–9］．

 5．血小板数低値の PRPから得られた異常値に関
しては，慎重に解釈すべきである［9，7–9］．

 6．血小板数が低値の PRPは，高度な血小板機能
異常症（血小板無力症，Bernard-Soulier症候群，
type2B＆血小板型 von Willebrand病）を除外す
るための検査に用いることは可能である［8，
5–9］．

 7．PRPの血小板数を自己 PPPにより標準的な血
小板数に調整することは，行わない［8，3–9］．

　正常血小板数の被験者から作製された PRPでの
血小板数のばらつき内であれば，LTA検査結果に影
響を与えないことが最近の研究で明らかにされてい
る6–9）．そのため，血小板数の調整は不要であり，
アゴニストに対する血小板反応性を損なう可能性が
あるため，自己 PPPを用いて PRP中の血小板数を調
整することは推奨しない．しかしながら PRPの血小
板数が 60万/μLを超えた場合の血小板機能評価に関
しては今後の検討を必要とすると解説している．最

近，PRPの血小板数を調整しない方法と調整した方
法の両法とも，出血性疾患の患者の解析に有用であ
ることが示された．この論文では血小板数を調整し
た PRPでは血小板数を調整しない PRPと比較する
と，患者および健常者において血小板凝集能の異常
が高頻度に観察されたと報告している10）．
VI．血小板凝集検査法
 1．LTA施行に際しては，被検者検体とともに必ず
健常者コントロールを同時に測定しなければな
らない［スコア中央値 8，スコア範囲 7–9］．

 2．遠心後に，PRPは試験前に 15分間室温で静置
する［7，7–9］．

 3．PRPは 0％の光透過率を設定するために用いる
［9，8–9］．

 4．自己 PPPは 100％の光透過率を設定するために
用いる［9，8–9］．

 5．LTAは 37℃で実施する［9，8–9］．
 6．凝集計の製造業者によって指定された場合を除
き，LTAの測定中 PRPは常に使い捨ての攪拌
子を用いて 1000 rpmで攪拌する［8，8–9］．

 7．LTAのベースラインは，アゴニストを添加する
前に少なくとも 1分の間，周期的変動と安定性
を確認する［8，7–9］．

 8．アゴニストの添加量は一定にすべきで，総容量
の 10％以下とする［8，7–9］．

 9．アゴニストを添加したあと，少なくとも 3分間
は血小板凝集能を観察する［8，7–9］．

10．大部分のコントロール検体で 3分までに最大凝
集が起こらないアゴニストの場合，少なくとも
5分間は血小板凝集能を観察する［8，8–9］．

11．大部分のコントロール検体で 5分までに最大凝
集が起こらないアゴニストの場合，少なくとも
10分間は血小板凝集能を観察する［8，5–9］．

12．LTA測定は採血後 4時間以内に完了する［8，
7–9］．

VII．アゴニストの選択
　血小板アゴニストは，適切に保存し，安定性を
チェックする必要がある．以下の血小板アゴニスト
は，示された濃度で，診断のための血小板凝集能検
査に使用する．
 1．ADP：2 μM［スコア中央値 7，スコア範囲 4–9］
 　2 μMで異常な結果が出た場合，より高濃度
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の ADPを使用する［8，8–9］．
 　注）以下に記載するすべてのアゴニストに関

しても同様に，使用した濃度で異常な結果が出
た場合，より高濃度のアゴニストを使用する，
と記載されている（以下の項目での記載省略）．

 2．エピネフリン：5 μM［8，5–9］
 　5 μMで異常な結果が出た場合，より高濃度

のエピネフリンを使用する［8，6–9］．
 3．コラーゲン：正常血小板の凝集を十分に惹起す
る低濃度のコラーゲンを使用する［8，5–9］．
（2 μg/mLホルムコラーゲン，など）［8，6–9］．

 4．Thrombin receptor（PAR1）activating peptide（PAR1-
AP）：10 μM［7，3–9］

 　10 μMで異常な結果が出た場合，より高濃度
の PAR1-APを使用する［8，5–9］．

 5．トロンボキサン A2アナログ U46619：1 μM［7，
5–9］

 　1 μMで異常な結果が出た場合，より高濃度
の U46619を使用する．

 6．アラキドン酸：1 mM［8，6–9］
 　1 mMで異常な結果が出た場合，より高濃度
のアラキドン酸を使用する［7，4–9］．

 7．リストセチン：1.2 mg/mL［8，7–9］
 　1.2 mg/mLリストセチンによる凝集が正常で

あれば，0.5～0.7 mg/mLリストセチンによる再
測定を行う［8，7–9］．

 　1.2 mg/mLリストセチンによる凝集がみられ
なければ，2 mg/mLリストセチンによる再測定
を行う［7，3–9］．

VIII．凝集検査の評価と報告
 1．血小板凝集曲線は以下の項目に関して評価す
る．

a． 形態変化（shape change）の存在［スコア中央値
8，スコア範囲 8–9］

b． 凝集開始までの時間（ラグタイム）の長さ［8，
5–9］

c．凝集の傾き［7，3–9］
d．最大振幅あるいは最大凝集率％［9，8–9］
e．測定終了時の振幅あるいは凝集率％［8，5–9］
f．凝集の解離［8，8–9］
g．凝集曲線の目視検討［9，8–9］
h． エピネフリン惹起凝集における“2次凝集”の

存在［7，5–9］
 2．血液採取から 4時間以上経過して完了した検査
は，そのことを報告に記載する［8，3–9］．

 3．臨床検査室は必ず適切な基準範囲を設定し，各
ロットの性能を検証しなければならない［8，
7–9］．

3．おわりに

　「透過光血小板凝集検査法の標準化：国際血栓止
血学会血小板機能標準化部会からの提言」を原文に
即した形で紹介した．この提言の普及が，本邦での
血小板凝集検査の標準化の一助になれば幸いであ
る．

著者の利益相反（COI）の開示：
冨山佳昭：顧問（シスメックス社），尾崎由基男：顧
問（シスメックス社），矢冨　裕：臨床研究（シスメッ
クス社）．
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