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0rdeepveinthrombosis(N-4).

Themeasurementofplasmaeonecntrationoflトdchydro-TXB2Seemedtobeauseful

tooltodetectplateletdestructionorplateletaetivationinpatientswiththromboticand

hH110rrhagi｡disor.ders.

ⅠくL,yWOrds:ll-dehydr(ナthrL1mboxmlCLB12.imnlullOaffinityI)ul･irication,

ess(ゝntialth-ombocythemia.

idiopathicthrombot_-～,topeniepurpum,

dissemillatedintm＼.こbCulareoagtlL,llion.

1トイ ヒド1--トト1ンボキサン Bll,Llq定化粧体力:)人.

原発性血小板血症､播種性血管内凝固症候群,

特発性血小板減少性紫斑病

は じ め に

血小板の活性化に伴って,血小板膜に含まれるリソ脂

質からアラキ ドン酸が切り出され 最終的には血小板凝

集作周,血管収縮作周などを有する トロソボキサyA望

(rTXA2)に転化する.TXA2は,臨床的にも脳循環障

害,虚血性心疾患をはじめとする血栓性疾患の成因に深

く関わっているとされているが,TXA2自体は非常に

不安定な化合物であり,生体内で速やかに分解されて ト

ロンボキサン B2(TXB2)となって失活する血これま

管,TXA2産生の指際としては,この TXB2の測定が

広 く周いられてきた, しかし,TXB2の讃増産億は採血

手技など技術的要因による変動が大きく,さらに報告をこ

よってその測定値が大きく異なるなど,倍額性をこ疑問を

持たれている.

近年,血中および尿率の TXB芝の主たる代謝物であ

をこよる変動が少ないなど,内因性 TX斑 の産生を反映

する,より適当な分析指標と考えられる3). しかし,読

料率の 1巨dehydro-TXB芝漉慶はごく教魔であり,さ

らをュ,類似の構造を縛った腰旨肪酸が多種 や多慶に存在す

ることから,il-dehydro-TXB2のみを試料から分離 L

かつ測定可能な濃度に濃縮するには困難が伴う.

をこ高いモ}タロ-ナル抗体を用い,固定化抗体カラムをこ

よる u-dehydro-TXB2の純化を併用 したラジオイム

ノアッセイを試み,その基本的特性を検討した書 またさ

血液学的疾患,特に血小板の畳的 中質的異常を伴う疾患

においでは,TXA2産生の変動が予測されるが,現在

までこの分野でのまとまった報告はない.そこで,各橡

血液学的疾患をこおける血寮車の i卜dehydTO-TXB2濃

度を測定 し,その意義についても考察を加えた.

対 象 症 例

対象は,当料および関連病院で診断 した特発性戯小板

減少後紫斑病12例,原発性血小板血症9例,血小板機能

異常症Ⅲ例 (血小板無力症2例,血小板放出機能異常症

1例,A23且87凝集異常症1例,その他7例),轟庶多

血症 こi例､深部静脈血栓症4例.脳梗塞後遺症6例,播

橡性血管内凝固症候群3例 (原疾患は,急性前骨髄性白

ll山嵐 慢性骨髄性自血病.急性骨髄性白血病各1例1と

した,また,30人の健常ボラソティアを正常対照とした.

表 lに症例数,男女守ヒおよび疾患群別の平均年齢を示

す,

全ての症例で,測定の主旨を説明し同意を得た後を午

前8時か1､一10時に肘静脈より採血を行-_,た.こ(.')他,心

臓弁置換術施行中の1例で.人工心肺回路中か｢〕経時的

表 1 症 例

疾 患 例数(罪:女)平均年齢±SD

特発性血小板減少性紫斑病 12tl:1日 43.6土1⊥1.-

血小板機能異常症 11し2:射 24,9十17.0

原発性血小板血症 9(6:3) 63.1士17.6

食止阜血症 3くま:2)61.3士 7.4

深部静脈血栓 4く1:3) 58,0十11.1

脳梗塞後遺症 6(竣:2) 55.5士20.2

播種性血管内凝固症候群 3(2:1) 45.7±1-.6

正常対照 30日6:1車 42.3±一5.9

再0歳以上う 17(8:9) 55.0士 8.4

摘0歳未満) 13(8:5) 25.6± 2.4
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iこ採血を行った.

方 法

抗 l卜dellydl･0-TXB2抗体は,徳島大学医学部生化

学教室 (山本尚三教授,林 陽子博士)より供与を受け

たpl､5㌧ 七7-Tロ-ス4Bは.Ph.･ln11ileiaFineChemicL,lls

(LTppdala,Sweden)馳 抗体1-～:テム (S(1PこIe(ll-Min卜

PP)は生化学.T工業 (東京)魁を使用した.試料LLf)溶解

には, リン酸緩衝液 (pH7.3.().lM ))ン酸十 卜りrlJ

ふ,O.lOdTジ化ナトりylJ人を含む)を用い.抗体の希

釈には,0.10.(/')o＼,altJuminを含むl司様のりン駿緩衝

二-tJL6000は和光準薬 (人阪1(1.'う試薬を用いた.

採血敏は. 1測定あたり l()mlないし3Omlとした.

抗凝固剤としては[ンドメ'Jtlン (0.1mM)･lミDTA-

2Nこl(lOmM)･卜うジr7--,t･(2〔)unit::ml)の混合液

を用いた (いずナ1も終濃度).注射筒 ･保存用T･1ビI./､ソ

抑えるため,全てポリプt7ピレン製を用いた.検体は,

採血後ただサバこ遠心 (1700G,20分)iこよi=hl蝶を分離

･ ∴ . llL､ ･･: ･. 1･. : J

倍容量の~H,_トンによi)除蛋白を行一一､た.

1トdehydrol'XB2は, 閉環型 (dieこIrboxl,liLl型)

と閉環型 (∂11actolle型)の2-■~)の型が平行状態iこある

環型を認識することが確認さかているLT)で5､,除蛋l二':】後

の血祭を pHlO.3で2時間 (ンキ.1ベ一･一シ二Tンするこ

とiこよi)加水分解し,全てを閉環型とした.

抗 1トtkhydI･0-L-′1､XI与2モノ')---ナ′し抗体 (100mg)

と活性化七7-)･｢-I-八4f3(2()ml)を0.1M NaHCO3

LPH9.0,30ml)のなかで4'C.16時間反応させた後.

0.1M 卜リス塩酸塩緩衝液 (pH8.0)にて七77ロ-

て4B上の未反応基をプロ.1,I)した,得られたゲJLは

等張 ))ン′酸緩衝液 LpH7.3トでよく洗浄後.-I_./ITド-ー

ム 1.()TTllとして.ボ1)イロビしンカ:17ムiこ充填 した.

このカラムに,0.1M リン酸緩衝液で中和 した試料を

dehydro-TXI32を抽出した後,30OFLlまで蒸発させ,

これを試料として1検体につき 100IL1ずつの duplicat(,

上した.

作成した試料は,1ト[二3H]dehyd.r(r′rXl､もmet.hylestet-

(7(XX)CPM,137lm01.1LY)/Ll)及び抗 111dehydr(十′T7(Ⅰ31,

抗体 (3.6nglgG.100/fl)とともに4℃で8時間 仁ノ

午_i.ベ-1シ.:Iンした.この免疫複合体をポ】1_-r一+レン'/

H二--′し-を用いて沈澱させ,放射活性の測定 Lた.

なお , 測 定 値 群 問 C')平 均 値 (71差 の 検 定 に は , t････-test

L有意 水 準 5061 を 用 い た .

結 果

I. ll-dehydrtrTXB2のラジオイムノアッセイ

上記測定系√)回収率を､11斗3H十dehydrl0JrXti2を

卜L一一サーー上して加えた止常血解し丁)放射活性で検討 した

とこfl,測定系全休の回収率は平均820bLN-1O)LJリト､
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図 星 ラジオイム ア ッ屯イの検魔線

既知塵L7)1ト(iehyt･iro-H･TXri2L,7)測定を行ない,

図 2 増 量 実 験

2.5m1-15mlの血紫から,抗体カラムを用いて
111dehydro-TXB巳を純化した後.そItぞわを 100
/̀1の試料として調整し,血鞍鼻と測定値の相関を
示 した.
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図 3 添 加 実 験

抗体カラムを履いて純化した血葦抽出物に,既知

塵の 11-dehydro-TXB2 を加えて試料を調整 L,
添加量と測定値の相関を示 した.

た.既知量の漂準 11-dehydro-TXB2を涌いて作成 し

た検量線の一例を図 1に示した.標準 il宣iehydro-TXB2

農と測定値の相関は,7pgから 125pgまでほぼ良 好

な直線性を保っていた.また,IC50は,32.5pgとなっ

た.抗体カラムによって血寮から抽出した試料をラジオ

イムノアッセイに適応 したところ,血紫の量と測定値と

の相関 (増慶実験)は,図 2に示すように,2.5m旦～15

mlの範邦で良好な直線性を示 した.また,血祭抽出物

に添加 した既知量の 1巨dehyかoITXB2と測定値との

間 (添加受験)では亨添加慶 10p宮から 100pgまで

図 3をこように良好な相関が示された.

ll. 血兼中 llldehydro-TXtも 濃度

今回得L-,/1豆二ltlt華中 11･.-(Iehydr(-卜TXlミ･l(11疾患別濃

度を嚢 芝 に示 した.正常対照群30例の測定値は3.ま5±

且.ll(平均±標準偏差)pg/mlであった.この うち舶

歳以上の17例では2.99±1.36pg/ml,40歳未満のユ3例

ではB.36±臥65p琶/m呈となり,両群に有意差はなかっ

た.また,男女差 (それぞれ 3.23±1.15F層/mh 3.且洩

±1.02p蛋/mD も見られなかった.

各疾患における測定値の分散を図 速をこ示す.正常対

照群との比較では,特発性血小板減少性紫斑病群 浮.46

±3.99pg/ml)及び原発性血小板血症群 を10,2i±凱49

I)hlrnlトで,有意;こ増加 していた.また.正常対照群tTl

疾 患 例数平均濃度±SD(p琵/mけ

特発性血小板減少性紫斑病 12 7.46士3.99

血小板機能異常症 ll 3.49±1.96

原発性血小板血症 9 10.21二と9.49

食止阜血症 3 4.57±3.1

深部静脈血栓 4 4.10±1.70

脳樺塞橡遭症 6 7.85±7.09

正常対照 30 3.15十1 .ll

(40歳以上) 17 2.99±1.36

(40歳未満) 13 3.36±0.65

(男性) 16 3.23±1.15

減少性紫斑病12例申8倒 し6700),血′ト板報健保常症11

例車3例 (27%),原発性血小板血症9例車ア例 (78%),

真正多血症 3例中 1例,深部静脈血栓症4例中 1例,脳

梗塞後遺症群 6例中2例であった.また,正常対照群の

平均12SD 未満の低値を示 したのは,血小板歯髄異常

症1且例中の1例のみであった,特発性血小板減少性紫窺

病群で最大濃度を示 したのは,上下肢の紫斑で発見され

た壇2歳 書女性例をこおける治療前の値 (18.ipg/mD で

あり,原発性血小板血症群で最大濃度を示 したのは,一

過性脳虚血発作の既往を持つ診断後3年の63歳 ｡男性例

管,-イドロキシウレア 1500mg/遇の治療を受けてい

る症例の値 (34.8p宮/ml)であった.

あると考えられることから,ll-dehydFO-TXB望濃度を

血小板数で除した髄で争単位血小板数あたりの血奨中 11-

dphydt･O-TXli2 鼠を評価 Lた し表 :il.JT.r常紺里 (15.9

±5.9pg 100 plこItL?letsLl｡付 けヒ較ては,特発性血小板

を示 した.また,播穫性血管内凝固症駿群では,次項の

ように l･.昇してし-､た.原発性Ifll小板ltIL症でく･よ15.Ot13.5

pg/lo§piateletsで正常と差がなかった.なお,原発性

血小板血症ではアセチルサリチル酸による抗血小板療法

を受けていた2例を除し､た値も 18.Ll±13.5pgllO9plこltLTlets

とやや高値ながら,有意差はなかった.この他の疾患で

は,いずれも正常群と差がなかった.

II]. 治療経過に伴う血黄中 l卜dehydrtl-TXflコ

の変動

い 播種性lfll管内凝固症候群

播種性血管内凝固症候群3例における,治療経過をこ伴



11･12 新潟医学会雑誌 第10(;巻 第12号 平成Ll隼12月

｢ ~ *~｢

NC ITP PD ET PV DVT Cl

図 4 疾患別に分蛾tた,血や｢十一11･.lrkh).dro:rXB2濃度L7)分散
1点は 1症例に対応する.点線r畑二王:Li:/荷,'対照群L')平均 11-deh),dro･JrXf与2濃
度±1'Sl~)を表してし､る.

(N(:/:正常対照,rIl):特発性血小板減少性紫斑病,Pr):血小板槻能輿常症,
fll/r:原発性血小板血症.1'V:凱 t:.多血症,t)～.'T:深部静脈血栓症,(二l:脳梗
塞後遺症)

表 3 単位血小板数あたり(,Tllトdehydro-TXB2塵

疾 患

特発性血小板減少性紫放病

血小板機能輿常症

原発性血′ト板血症

蒸蕊多血症

深部静脈血栓

脳梗塞後

正三常対照

r)HTXBヱ±lSD(.*1

337.1j:353.0

1:1.6± ll.8

15.0± 13.5)

22.2± 18.1pく(1.(ll

55.2± 83.3

33.9± 36.6

15.9± :r).6

注 (*):[血祭1ml中の 111dehI,dr0--/rXIミご 恩
血液 Iml中(:T)血小板数_~]XlOO

単位 :[pg:lopplatelets]

DHTXB2:111leIlydro:rXIミ2

･'7血壌中 11-1dehydro:rXlミ2濃度cTl変化を.椎のバ:TT

メ-タと食わせて検討した (図 弧 愚老Aの原疾患は

急性前骨髄性仁HnL病で.治療前し7一濃度は /17.1pgml

2.2pg::■m巨 t'--ご急速に低下した.同時に測定 した Fr)P

値おしLび l}.1)ill･1er値も低下したもL,T)〟.ll-dehydr(ド

′l'Xf32値LT)変動が巌も大きかつた.患者Iう･CUT)原疾

患はそれぞれ慢性骨髄性自血病♂)急惟転化･急性骨髄性

白虎病の骨髄移櫨後であり,治療前値はやはり高値 (そ

れぞれ 臥 凄pg/ml,19.5pg/ml)であった,両者とも

メシル酸ガベキサー トで治療したが,治療をこ伴う低下は

患者Aに比べて小さかった,単位血小板数あたりの戯凍

中 11-dehydr(ナTXB2量も,全ての症例で高値であり,

特に治療前が舶著 し患者A:66Ll.1pg.109pILltelets,



樋【】:血栓･出血性疾患におけそりrn喋 11--(lL､hydI.｡-thTWlll)｡Xil目し､ti2濃度し')検討 11･l:う

Pat主cntA 1㌔一一it.HtH PatientC

1十ltい 9/7 9′呈1 9/l3 9/旦4 9/l7 9/25 9/32 9/ほ 9/l7 8′7 8/且0

PLT く×旦0ソmm3) 7.1 6.3 6,0 5.8 5.2 5.O 卜1 トラ トホ L7 王,6

FDP侵lg/rml) 玉7,9 4_81 2.35 且.35 lA9 9一別 3.24 20.0 17.0122 106

D-t3主Tmer(ng/m盲) 23,6 4,73 1.68 1_項5 7滴8 15_8 5.8

F♭g (mg′ml) 582 479 526 380 282 220 32嶺

403020ま0 ohepannl2OOOu/day7一項 3_8 6.1 4.72.2 a10L4 7,5 軌2 0-------一一i9_5■ ∴

r･-,i ｢ り T ､ こ､ ･･:

図 5 播種性血管内凝固症陳群3例の経過をこ伴う血華中 llldehyかO - T X B 2渡慶の変化

注 (*):単位血小板数あたりの 1レdehydro-TXB2塵

L血祭 lml中7.)111dehl.･(1rL卜TXr与2 鼠 血液 lml申J)血小枚数:言xIOO

単位 :[pg/109p且ate旦ets]

PLT:血小板数,Fb拷:ブイプリノ…ゲソ,DHTXB2:1トdehydTO-TXB2

FOY:メシル酸ガベキサー ト

plこIt(ll(,ts)で番-I:,た.

2) 人工心肺回路からの採血

心陳弁弛緩術施行中iこ,人~t~心 肺回路中か!-'経時的に

採血を行った症例での u-dehydro-TXB2濃度は,回

路始動前n I1.8pg･mlか1､)始動5分後に 9.5pL,ml

となりチ始動甜分後をこは 8凱3pg/mlまで上昇した.

考 察

血祭中をこぼ,損-dehydTO-TXB芝と額魁の構造を持っ

た脂肪酸が,非常をこ多穫鰐 瀬高波底に存在する,このた

肪酸かl､lJJナ離 ･精製寸):)ためには 溶媒による抽出に続

程が通常必要とされる7卜 は),奪回欄いた方法は,測定

が比較的短時間で行えるため,多数の検体数をこなすこ

とが可能となり,臨床応周の面でも有利と考えられた,

は,血寒中濃度より尿中濃度を対象としたものが多 い ｡

その理由としては,尿中をこは 11-dehydTO-TXB望 含 有

量が多く妨害物質が少ないうえ,液量も多量に得 ら れ る

ため,測定が容易な点が挙げられる11)~息3). 逆 をこ欠 点 と

Uては,尿中 1巨dehydro-TXB2ぼ,その産生 源 が不

明確で測定値の意味付けが難しいこと,尿塵によって濃

度が変動すること,などが考えられる.疾患別の報告で

はき心筋梗塞且4)15),脳梗塞16),重症気管重職息17)郷 の

濃度が l二昇している.また,T),pelI糖尿病では健常 二∫

y卜-ルより有意に高値19)であり,さらをこ,高血圧を

合併した妊婦では,正常妊婦iこ比べて尿中 11-(lehydr什

TXB記憶が上昇慧0)する,さらに,心筋梗塞後ス トレプ

トキナ-ゼをこよって治療を受けた患者は,受けなかった

患 者に比べ有意に尿中 11--(khl.dtlo:rXl~i=(')日子･を認

め,血栓の融解を反映 しているとした報暫21)もあり,

薬効判定への応用1.､示唆されてし､fJ.

今回測定 した血栓 ･汁Hfl冊:.疾患く･･こおける血華中 11-･-

dehydroITXlう2 濃 度は,原発十日flt小板血症.特発性血

小板減少性紫療病,播種性血管内凝固症焼野をこおいて,

有意な高伯を示した.特発性血小板減少性紫班病では,

骨髄における巨核球の産生は正常屯しくは増滋mしている

ちのの,莱櫓鰐環中で自己抗体をこより速やかをこ牌漉その

他の臓器や組織のマクロファ-ジによって捕捉貧食され

るため血小板寿傘が短縮 し,血小板減少が起きると考え

られている22).血小板第4因子,β一トロソポグロプリ

ソの解析結果は,この両者が血小板数減少とと転に低下

するとの報告が多いが23),一定 した結論は得られてい

ない.しかし,血小板形態の検討では,血小板の活性化

が起きていることが証明されている2･卜.今回Lp71測定結

果は,本症における血小板活性化の存在を強 く支持する

と考え三､1れる.今後は 11-dehydl･oJrXB2の血小板l･人
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外の細胞をこよる産生を含めた,詳細な解析が必要である.

原発惟血小板血症においても血燦Lll11-dt､hl,(h･0 --!Ⅰ､X1311

濃度は上昇 していた. しかし,血小板数当りの慶で調べ

ると,正常対照と同程度の債となり書ア救テルサIjテル

酸服属中の2例を除いてもなお正常と有意差がなかった

ことは,特発性血小板減少性紫斑病と異なる所見であっ

た.原発性血小板血症では.臨床的に血栓症cT)繊度拓薄

いことや血小板の曽然凝幾をみることから,inuguoをこ

おける活性化を指摘する雑費もある. しかし,今回の所

見か吊土l/:iキトン酸代謝を伴･うlfn小板活性化の先進は

作動叶r亡くIよ.広範加flt′卜触活性化が起きていることが明

ヱ･､二'かにさIrており,ll-dehydr0---rrXl与2濃度は.これを

鋭敏に反映する指標とYj,えL､'わた. しかし,血小板機能

艶常症 ･真IL凱tll症 ･深部静脈LfTL托症 ･脳梗塞症例左LL-:,

慢性的をこ出彪 8血栓性の異常を伴う疾患群では着意な変

艶常住を含む血小板樺能艶常症で, lトdehydro･r'1､Ⅹ1号コ

濃度がIf.常範田にIl二ま1-､た原[札ヒしてC.i.(_ly血小板活

TXB宝の産生などが考えられるが,詳細は今後の課髄

である.また,深部静脈血栓症 ･脳梗塞症例にこい ､ては,

なんらかの抗血栓療法を行われている症例がほとんどで

あったため,測定値をこ影響を尊えていることも十分予想

された.こく7)ため,症例を委ねて.治療 ･臨床症状LL_i))

関連を含めた検討が必要である.

lfll喋申 11･･････-(lehydr･o･/1､XIミ2濃度は,血液学的疾患に

おいて,血小板ul破壊やIfll栓性織序L')活性化を反映する

鋭敏左指標として有j廿であり.こ;)した機序し')開通する

また,血凍中濃度の測定亡も 測定 l･.J)困難が伴うものの,

尿中濃度の測定に比べて柄態をよりf~i咽】にLl二確iこ反映す

ることが期待できる.今後,lftL燦中 ･尿中両面か1･̀)(･')検

討することによ-I,,て,さ吊こイ1忠盛左情報が得られると_

考えられる,
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