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抗血小板薬治療は古くから血栓症発症予防として有用な治療として使用されており，ADP 受容体阻害薬および
アセチルサリチル酸（以下，アスピリン）を使用する二剤併用療法が標準的な治療法である．また，近年の
ステント技術の発展に伴い抗血小板薬治療の管理の重要性はますます増している．抗血小板薬治療の効果判定の
指標として，我々は ADP 受容体阻害薬およびアスピリンの効果確認を目的とするそれぞれ ADP induced PAL

（以下，APAL）および Collagen induced PAL（以下，CPAL）という血小板凝集レベルの指標を開発し，既存の全
自動血液凝固測定装置に搭載している．全自動血液凝固測定装置を用いた血小板凝集能測定は，それまで主流で
あった半自動測定装置による非常に煩雑な検査の効率化を実現し，血小板凝集能測定の標準化が期待される方法
である．今回，これまでの全自動血液凝固測定装置が保有していた機能に，試薬溶解後の使用濃度への段階希釈
の自動化機能を新たに搭載した全自動血液凝固測定装置 CN-6000（シスメックス株式会社：以下，CN-6000，
シスメックス）における APAL および CPAL の同時再現性評価を行った．加えて，既存装置である全自動血液凝
固測定装置 CS-5100（以下，CS-5100，シスメックス）と比較検討した．

同時再現性（n = 5）は APAL および CPAL で，正常試料において CV（％）が 3％以内，異常試料では 8％以
内であった．また，CS-5100 との相関性（n = 85（APAL），n = 82（CPAL））は，APAL で r = 0.971，CPAL で r = 0.994

と極めて良好な結果が得られた．
また，試料として用いる多血小板血漿（以下，PRP）の情報提供を目的として，国際血栓止血学会が推奨して

いる PRP 調製方法に準拠した際の PRP の吸光度（以下，mOD）の評価を実施した．PRP の波長 660 nm における
mOD の正常基準範囲を算出したところ，PRP の評価開始時点の mOD から乏血小板血漿（PPP）の mOD を差し
引いた値は 400.7 ～ 786.9 であった．

今回の我々の結果から，CN-6000 における血小板凝集レベルである APAL および CPAL は良好な再現性および
既存装置である CS-5100 との良好な相関が示された．CN-6000 は試薬溶解後の使用濃度への段階希釈の自動化
による手技間差の軽減が期待できることから，今後の血小板凝集能検査の標準化へさらなる一助になると考えら
れる．
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は じ め に
透過光法（Light Transmission Aggregometry：以

下，LTA）を測定原理とした in vitroの血小板凝集能
検査は 1962年に Bornによって開発されて以来 1），
ゴールドスタンダードとして血小板無力症や von 
Willebrand病などの先天性血小板機能異常症の診断
に用いられてきた 2）．また，近年は抗血栓療法の疾
患マネジメントとして，COX-1の阻害薬であるアセ
チルサリチル酸（以下，アスピリン）や P2Y12受容
体の阻害薬であるクロピドグレルやプラスグレルに
代表される抗血小板薬の効果を確認する目的として
用いられている．抗血小板薬の薬理学的作用は個人
差があることが知られている．例えば，クロピドグ
レルでは CYP2C19遺伝子多型によりアジア人では約
20％で効果が現れない不応症が報告されている 3～ 5）．
アスピリンでは抗血小板作用が減弱する患者を
Aspirin resistanceと呼び，その原因としては COX-1
や血小板の機能に影響する SNPs，炎症やメタボリッ
クシンドロームが報告されている 6～ 8）．また，日本
人においては，薬効が減弱した患者が 27％存在した
との報告もある 9）．そのため抗血小板薬の不応症評
価や中止・継続の指標として血小板凝集能検査を確
認することは臨床的にも重要と考えられる．

LTAによる測定は，遠心条件を変えることで得ら
れる 2種の試料である多血小板血漿（Platelet Rich 
Plasma: 以下，PRP）と乏血小板血漿（Platelet Poor 
Plasma: 以下，PPP）が必要である．さらに熟練技
師による試薬および試料の調製や分注が必要な半自
動測定装置が主流であるため，多くの時間を要する
非常に煩雑な検査である．近年，シスメックス株式
会社（以下，シスメックス）が開発した PT，APTT，
Fbg，AT，Dダイマーなどのルーチン検査で使用さ
れている全自動血液凝固測定装置 CS-5100， CS-2400，
CS-2500，CS-2000i，CS-2100i（シスメックス）では，
血小板凝集能測定が可能となり 10），既存の半自動測
定装置との比較検討が数多く実施され，一定の相関
があること，半自動測定装置に比べて全自動血液凝
固測定装置で同時再現性の精度が向上していること
が報告されている 11～ 15）．

LTAによる測定結果の解釈は非常に複雑で，一定
の技量が求められる．特に抗血小板薬の効果確認の

場面においては，凝集波形の変化が血小板の先天的
な機能異常ほど明確ではないことから，非常に判断
が難しい．それを解決するために，2濃度法という
概念が提唱されており 16），日本では既に一部の装置
にこれらの概念を取り入れてスコアリング指標が研
究用指標として備わっており，多くの施設で使われ
ている 17）．そこで，我々もシスメックスの全自動血
液凝固測定装置を用いて抗血小板薬の効果確認への
応用を目指した新たなスコアリングシステムである
Platelet Aggregation Level（以下，PAL）を開発し
た 18）．PALは血小板惹起物質として ADPを使用した
場合は ADP induced PAL（以下，APAL），コラーゲ
ンを使用した場合は Collagen induced PAL（以下，
CPAL）として指標を算出する装置付帯機能である．
APAL，CPALはともに 2濃度の凝集波形の面積値で
ある Area Under the Curve（以下，AUC）をベース
に，独自の指標を入れることで算出される指標であ
る（図 1，2）．APALおよび CPALと既に日本で使
用されていた 2濃度法との比較検討も行われており，
それぞれ良好な結果を示していた 18～ 20）．
近年，新たに全自動血液凝固測定装置 CN-6000

（シスメックス：以下，CN-6000）が発売された 21，22）．
CN-6000の血小板凝集能測定には新たな機能が付加
され，測定前の試薬調製において既存の全自動血液凝
固測定装置では人による作業であった試薬溶解後の
使用濃度への段階希釈が自動化された．その機能に
より，血小板凝集能検査のワークフローが改善され，
作製テスト数と使用濃度を入力し試薬原液と希釈液を
装置内にセットすれば，自動で段階希釈後の試薬が調
製される 23）（表 1）．CN-6000と CS-5100との血小板
凝集能測定としての比較検討は既に報告されており，
国際血栓止血学会が提唱している先天性機能異常症
鑑別スクリーニングのための試薬濃度 24）を用いた場
合，極めて良好な結果を示した 23）．また，CN-6000に
おいても既存の全自動血液凝固測定装置と同様，
APALおよび CPALの機能が備わっている（図 3）．
今回我々は，CN-6000の APALおよび CPALにお
いて，同時再現性，CS-5100との相関性試験を検討
した．また血小板凝集に用いる試料の情報提供を目
的として，PPPおよび PRPの吸光度（以下，mOD）
について調査したため，その結果について報告する．
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図 1．PAL のスコアリングと凝集波型の例

APAL，CPALはそれぞれ ADP，コラーゲン 2濃度による凝集波型結果から算出され，血小板凝集能活性に従い数字が変化する．
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図 2．APAL および CPAL の解析方法の概要
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図 3．装置から抽出した APAL および CPAL 結果の例

表 1．血小板凝集能検査のワークフローの比較

測定フロー 半自動 CS-5100 CN-6000

検体採取 マニュアル マニュアル マニュアル
PPP と PRP の準備 マニュアル マニュアル マニュアル

試薬の段階希釈の調製 マニュアル マニュアル 自動
キュベットへのスターラーセット マニュアル 不要 不要
キュベットへの PPP，PRP 分注 マニュアル 自動 自動

キュベットへの惹起剤添加 マニュアル 自動 自動
測光 自動 自動 自動

結果出力 自動 自動 自動

半自動からの変更について赤字で示した．

実験材料および方法
1．対象
本研究はシスメックス株式会社の倫理委員会（承

認番号：2019-09および 2015-78）の承認を得て行わ
れた．社内ボランティアの健常人から 3.2％クエン酸
ナトリウム加採血管である VenojectⅡ® Rtubes（テ
ルモ株式会社）を用いて採血し，国際血栓止血学会
が報告している推奨事項の条件に準拠した評価を行
うため 24），2本分の血液を 10 mLの血液遠心用とし
て滅菌丸底スピッツ（栄研化学株式会社）に分取し，
高速冷却遠心機 Model 7000（久保田商事株式会社）
を用いて，200× gで 10分間遠心した後の上清の一
部を回収して PRPとした．残りの血液を 1,500× g
で 15分間遠心した後に上清を回収したものを PPP
とした．
回収後に何も添加していない状態のPRPを正常試料

とした．正常試料に対して終濃度 0.1～ 1.0 mM にな

るようにアスピリン（富士フイルム和光純薬株式会社）
を添加したサンプル，または終濃度 0.01～ 0.2 μM
になるようにカングレロール（AdooQ BioScience）
を添加したサンプルを異常試料とした．相関性試験
の試料についても上記の方法で測定範囲に跨るよう
に正常および異常試料を調製した．

2．測定装置および試薬
測定装置として，同時再現性および相関性試験は

CN-6000，相関性試験の対照装置として CS-5100を
用いた．
測定試薬はレボヘム ADP，レボヘム コラーゲン

（シスメックス）を用いた．試薬の終濃度は APALお
よび CPALが自動算出される濃度 18）である ADPは
1 μMと 10 μM，コラーゲンは 1 μg/mLと 5 μg/mLに
なるよう CN-6000装置内で自動調製した．
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1） 同時再現性
同時再現性は，正常および異常試料を用いて，5回

連続測定して得られた最大凝集率（％）と APAL
および CPALの変動係数（CV％）を求めた．

2） 相関性
CN-6000および CS-5100を用いて ADPおよびコ

ラーゲンでそれぞれ 85例および 82例に対してそ
れぞれ 1回ずつ測定し，最大凝集率（％）と APAL
および CPALの回帰式と相関係数を求めた．

3） PPPおよび PRPの 95％信頼区間
正常試料 130例をCN-6000で測定した結果から，

PPP，PRPの測光初期のmODおよび PPPと PRP
の測光初期のmODの差について，解析ソフトウ
エアである Analyse-it（Analyse-it Software，Ltd.）
を用いて 95％信頼区間を求めた．

4） PRPのmODと血小板数の比較検討
正常試料 70例の PRPのmODと血小板数を測定
した．mODおよび血小板数をそれぞれ 1回ずつ測

定し，回帰式と相関係数を求めた．mODは CS-5100
のデータを使用した．血小板数は多項目自動血球
分析装置 XSシリーズ（XS-1000i, シスメックス）
で算出した．

結　果
1） 同時再現性
同時再現性の CV（％）は，ADP凝集の 1 μM最

大凝集率として正常試料で2.1％，異常試料で 5.6％，
10 μM最大凝集率として正常試料で 1.8％，異常試
料で 4.8％，APALとして正常試料で 0.0％，異常
試料で 4.3％であった．コラーゲン凝集の 1 μg/mL
最大凝集率として正常試料で 1.4％，異常試料で
7.3％，5 μg/mL最大凝集率として正常試料で
1.9％，異常試料で 1.6％，CPALとして正常試料で
0.0％，異常試料で 4.3％であり（表 2），既存の全
自動血液凝固測定装置と同等の結果であった 28）．

表 2．同時再現性の結果

A. ADP

正常試料 カングレロール スパイクサンプル
1 μM

最大凝集率（%）
10 μM

最大凝集率（%）
APAL

1 μM

最大凝集率（%）
10 μM

最大凝集率（%）
APAL

run 1  9 2 . 2  9 0 . 8  1 0 . 0  2 0 . 2  6 3 . 6   5 . 3
run 2  9 0 . 9  9 3 . 6  1 0 . 0  1 9 . 1  7 0 . 0   5 . 7

run 3  9 3 . 6  9 1 . 1  1 0 . 0  1 7 . 9  6 6 . 4   5 . 2

run 4  8 9 . 0  9 1 . 0  1 0 . 0  1 9 . 6  7 2 . 0   5 . 3

run 5  8 9 . 6  9 4 . 2  1 0 . 0  1 7 . 8  6 8 . 2   5 . 1

Mean  9 1 . 1  9 2 . 1  1 0 . 0  1 8 . 9  6 8 . 0   5 . 3

SD   1 . 9   1 . 6   0 . 0   1 . 1   3 . 2   0 . 2
CV%   2 . 1   1 . 8   0 . 0   5 . 6   4 . 8   4 . 3

B. コラーゲン
正常試料 アスピリン スパイクサンプル

1 μg/mL

最大凝集率（%）
5 μg/mL

最大凝集率（%）
CPAL

1 μg/mL

最大凝集率（%）
5 μg/mL

最大凝集率（%）
CPAL

run 1  9 0 . 9  9 3 . 7  1 0 . 0  3 0 . 7  7 5 . 3   5 . 4
run 2  9 0 . 2  9 1 . 3  1 0 . 0  2 6 . 5  7 2 . 4   4 . 8

run 3  9 1 . 4  8 8 . 9  1 0 . 0  2 8 . 5  7 5 . 4   5 . 1

run 4  9 2 . 3  9 1 . 2  1 0 . 0  2 5 . 6  7 4 . 5   5 . 0

run 5  9 3 . 5  9 1 . 1  1 0 . 0  2 6 . 8  7 4 . 4   5 . 1

Mean  9 1 . 7  9 1 . 2  1 0 . 0  2 7 . 6  7 4 . 4   5 . 1

SD   1 . 3   1 . 7   0 . 0   2 . 0   1 . 2   0 . 2

CV%   1 . 4   1 . 9   0 . 0   7 . 3   1 . 6   4  .3
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2） 相関性
CN-6000と CS-5100の相関性は，ADP凝集の

1 μM最大凝集率として y = 1.00 x + 3.85, r = 0.988，
ADP凝集の 10 μM最大凝集率として y = 0.89x + 
11.44, r = 0.955，APALとして y = 0.91x + 0.94，r 
= 0.971であった．コラーゲン凝集の 1 μg/mL最大

凝集率として y = 1.02x － 0.83, r = 0.996，5 μg/mL
最大凝集率として y = 0.99x + 0.66, r = 0.972，
CPALとして y = 1.00x － 0.08，r = 0.994であり，
極めて良好な相関関係であった（図 4）．
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図 4．CN-6000 と CS-5100 の相関関係
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3） PPPおよび PRPの正常基準範囲
PPP，PRPの初期のmOD および PRPの初期の

mODから PPPのmODを差し引いた値の 95％信
頼区間はそれぞれ－14.2～ 74.1，419.0～ 828.4，
400.7～ 786.9であった（図 5）．これにより，国
際血栓止血学会が推奨しているサンプル調製の条

件に準拠して調製したサンプルでの正常基準範囲
における信頼区間を得ることができた．

4） PRPのmODと血小板数の比較検討
PRPのmODと血小板数（x 104/μL）の相関は

y = 5.71x + 336.92，r = 0.570であり，一定の相関
関係があることが確認できた（図 6）．
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図 5．PPP と PRP からの mOD の基準範囲



―8―

Sysmex Journal Web Vol.24 No.1 (2024)

考　察
術前の抗血小板効果が周術期の虚血性・出血性合

併症と関係することが報告されている 25）．東アジア
人ではそれ以外の地域の人種と比べて出血リスクが
高いことが報告されていることから 2），抗血小板薬
の効果を確認することは非常に重要である．また，
1回の検査での判断は過大・過小評価をしてしまう
こと 26），複数回の血小板凝集能検査が出血イベント
低減に有効であることも報告されていることから 27），
効率的かつ標準化された手法で血小板凝集能を測定
することは非常に重要である．PTやAPTTなどのルー
チン検査で使用される全自動血液凝固測定装置にお
いて血小板凝集能検査が可能となって以降，専用装
置が不要であることに伴うコスト面の利点に加え，
測定者間差がないということに伴う再現性の向上が
報告されており，今後の検査の標準化が望まれる 11）．
今回我々は，抗血小板薬の効果確認を補助する
目的の指標として開発された，APALおよび CPAL
の CN-6000における同時再現性と既存装置である
CS-5100との相関性の評価を実施した．APALは
ADPの高濃度 1濃度を用いた測定では鑑別できない
抗血小板活性の低下患者を検出できる等の分解能の
向上が報告されている 28）．また，全血を試料とする
血小板凝集能測定装置と APALでは一定の相関が認

められ，既に報告されている全血を試料とする血小
板凝集能測定装置の周術期虚血性合併症の閾値に
対して一致率は 90.9％であり，ランニングコストも
25分の 1と非常に安価に同等に評価できることが報
告されている 29）．
同時再現性においては APALおよび CPALで正常
試料の CV（％）が 3％以下，異常試料の CV（％）
が 8％以下であり（表 2），今回の CN-6000の結果は
これまで報告されている CS-5100の APALの結果 28）

や国際血栓止血学会が提唱している先天性の血小板
機能異常の濃度での結果 10，11，23）と同程度であった．
本検討では実施できていないが，臨床現場では抗血
小板薬と抗凝固薬が併用されるケースが多くある．
リバーロキサバンおよびアピキサバンが ADP凝集お
よびコラーゲン凝集に対して影響がないということ
は既に報告されており 30），APALおよび CPALも同
様に影響がないことが考えられる．

CS-5100との相関性の結果は極めて良好であった．
また本検討の結果より，共通の正常基準範囲を使用
できると考えられる 18，28）．なお，正常基準範囲にお
ける人種差が推察されていることから 28，31），人種ご
とに正常基準範囲を取得することが望ましいと考え
られる．
血小板凝集能検査において，検体に関する様々な
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図 6．PRP からの mOD と血小板数の比較
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品質を一定に保つことは信頼性の高い結果を得るた
めに非常に重要である．その中で，今回我々は，国
際血栓止血学会が提唱している検体の取扱・遠心条
件に関する推奨事項にしたがって調製した際の PPP，
PRP および PPP と PRP の mOD の差を評価した
（図 5）（遠心条件における詳細情報は，参考文献 32
を参照）．本検討は，図 6で示したように，mODと
血小板数の間で一定の相関関係があることが推察さ
れたため実施した．一部，mODと血小板数の間で
回帰直線に対してmODが低値に乖離している検体
が見受けられた（図 6）．これは，検体中の血小板
以外の濁度を持っている物質（乳びなど）が影響し
たと考えられる．結果として，PPPと PRPのmOD
の差は 400から 787であった（図 5）．PRPの調製
は本来，PRPに対しての遠心重力を管理しないとい
けない．つまり，異なる採血管容量や遠心機を用い
た場合に，採血管における PRPの位置と遠心機の中
心までの距離が異なると PRPに対する重力が異なる
ことを意味しており，設定を適切に実施する必要が
ある．今回示したmODの結果が，異なる容量の採
血管や遠心機を変更した際などの遠心条件設定の一
助になればと思う．

結　論
CN-6000の抗血小板薬の効果確認目的の装置付帯

指標である APALおよび CPALは良好な同時再現性
を有しており，既存装置 CS-5100との相関も良好で
あった．抗血小板薬治療における血小板凝集能検査
の標準化へのさらなる寄与が期待される．

全自動血液凝固測定装置 CN-6000：医療機器製造販売届出
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Analytical Evaluation of Platelet Aggregation 
Level on a Fully Automated Coagulation 
Analyzer CN-6000, and a Case Study of an 
Initial Absorbance of Platelet-rich Plasma
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Antiplatelet therapy has long been used as a practical treatment to prevent the development of thrombosis disease, and the 
dual antiplatelet therapy using ADP receptor system inhibitors and acetylsalicylic acid (aspirin )  has become standard therapy. 
With the development of stents in recent years, the management of antiplatelet therapy has become increasingly important.

As parameters that assist in determining the effect of antiplatelet drug therapy, we have developed APAL and CPAL for the 
purpose of confirming the effect of ADP receptor inhibitors and aspirin respectively, both of which are installed in a fully 
automated coagulation analyzer.

Measurement of platelet aggregation using a fully automated coagulation analyzer is expected to standardize the 
measurement procedures, improving the test which has been very complicated when using semi-automated analyzers of the 
mainstream heretofore, to more efficient one.

In this study, we evaluated the within-run precision of APAL and CPAL on the fully automated blood coagulation analyzer 
CN-6000 (Sysmex Corporation ), which is equipped, in addition to the other existing ones, with new function that automatically 
dilutes reagents in stepwise way to the used concentration after dissolution. Then we also compared it with the existing 
instrument, CS-5100 (Sysmex Corporation ).

For within-run precision evaluation, the coefficient of variation (CV )  of APAL and CPAL was tested with normal and 
abnormal samples, and the result was less than 3% and 8%, respectively. Also, excellent correlation results were observed 
against CS-5100, r = 0.971 for APAL (n = 85 )  and r = 0.994 for CPAL (n = 82 )  respectively.

In addition, for the purpose of providing information on the platelet-rich plasma (hereafter referred to as PRP) used as a sample, 
the absorbance of PRP was evaluated following the PRP preparation method recommended by the International Society of Thrombosis 
and Haemostasis. The normal reference range of absorbance at a wavelength of 660 nm (“mOD”)  of PRP was calculated, and the 
value ranged 400.7–786.9 for the mOD at the starting point of PRP evaluation minus the mOD of platelet-poor plasma (PPP).

Our study showed that APAL and CPAL, the platelet aggregation levels in CN-6000, are well reproducible and well correlated with 
the existing instrument, CS-5100. Since CN-6000 is expected to reduce inter-procedural differences by automating stepwise dilution to 
the used concentration after reagent dissolution, it will be a further aid to standardize the platelet aggregation test in the future.

Platelet Aggregation, Light Transmission Aggregometry, CN-6000, Revohem, Automation, Anti-platelet Drug, Platelet 
Aggregation Level (PAL)


