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アップグレードしたソフトウェアを搭載した多項目自動血球分析装置XE-2100 (シスメックス社) を用いて，網

血小板を未成熟血小板分画 (Immature Platelet Fraction : IPF) として測定する信頼性の高い自動定量法が，新たに開

発された。IPFは，フローサイトメトリー技術と網赤血球/光学的血小板チャンネルでの核酸の特異的染色により

同定される。末梢血血小板破壊の亢進による血小板減少症，特に自己免疫性血小板減少性紫斑病 (AITP) 及び血

栓性血小板減少性紫斑病 (TTP)の臨床診断におけるこのパラメータの臨床的有用性が確立された。再現性及び48

時間保存での安定性は良好であった。健常人における IPFの基準範囲は1.1～6.1%であり，平均値は3.4%であっ

た。血小板破壊が異常と思われる患者を検討対象とし，また，このうちの２症例については，治療経過を追跡調

査した。IPFは，いくつかの病態で上昇が見られ，AITP患者 (9.2～33.1%，平均22.3%) 及び急性TTP患者 (11.2

～30.9%，平均17.2%) では，最も有意な上昇が認められた。治療経過を追跡した患者では，血小板数が回復する

と IPF%が低下することが証明された。これらの結果より，この迅速かつ安価な IPF%自動測定法は実用に耐える

ものであり，血小板減少患者の評価における標準的パラメータとすべきであることが示された。
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はじめに
血小板減少患者における出血の可能性については，

血小板数からは限定的な情報しか得られない２）。

血小板産生を迅速に評価すれば，出血の可能性が

高い骨髄機能不全による血小板減少と，化学療法後

の骨髄回復あるいは末梢血血小板の破壊及び代謝回

転の亢進による血小板減少症とを，識別することが

できると思われる。後者の場合，感染がない限り血

小板数に関わらず出血の発生は少ない 15，16）。

急性失血状態におかれたビーグル犬において，

ニューメチレンブルーで染色可能かつ超生体染色に

より光学顕微鏡で認識できる粗い斑点状の凝縮物を

含んだ新生血小板が観察されたのが，初めである 12）。
＊本稿は，ブラックウェルパブリッシング株式会社の許諾を受け， British J
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この新生血小板は，成熟血小板と比べて大きく，反

応性も高かった。また，これらの血小板はRNAを含

んでおり，「網血小板」と命名された。網血小板数は

血小板新生の速度を反映しており，血小板産生が亢

進すると増加し，低下すると減少する。

この血小板に含まれているRNAは，様々な色素を

用いて調べることができるので，RNAと結合する何

らかの蛍光色素を用いて，網血小板をフローサイト

メトリーで定量することができる。網血小板は，色

素を取り込まない成熟血小板と識別することが可能

である。KienastとSchmitz (1990)14）は，血小板減少患

者の血小板にチアゾールオレンジを取り込ませて，

フローサイトメトリーで分析する方法を開発し，
ournal of Haematology Vol.126 Issue 1, 2004より翻訳・転載いたしました。
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図１．健常者とIPFが上昇している患者のPLT-Oスキャッタ

グラム。成熟血小板は青い点で，成熟血小板よりも細

胞容積が大きく蛍光強度が強いIPFは緑の点で表示さ

れる。
様々な臨床症状について検討した。我々のグループ

は，デュアルカラーフローサイトメトリーを用いて，

この分析法の変法を公表した７）。この変法もチア

ゾールオレンジを使用するものであるが，さらに

フィコエリスリンを標識した抗Gp1b (CD42) 抗体を

組み合わせた簡便かつ迅速な全血用網血小板分析法

である。チアゾールオレンジは最も普及している蛍

光色素であるが，他の色素も使用されている。この

パラメータについての健常被験者での基準範囲が公

表されているが，使用したフローサイトメトリー法

によるばらつきが大きく，また同じ方法であっても

測定施設間でばらつきが見られる９，23）。

過去10年間に，網血小板分析についての数多くの

論文３，17，20，21）が公表され，血小板減少状態において，

血小板RNA含有量が巨核球活性と直接相関すること

が明らかにされた。巨核球活性が低下している患者

では血小板中のRNA増加はないが，巨核球活性が亢

進している患者では，RNA染色される血小板数が有

意に増加する。これにより，血小板減少の原因が骨

髄機能不全によるものか，末梢における破壊及び代

謝回転の亢進によるものなのかを判定できるので，

不必要な骨髄検査を回避することができる。血小板

の産生及び代謝回転に関するその他のパラメータ，

すなわち血小板寿命 26），もっと最近ではグリコカリ

シン 25）やトロンボポエチン 18）の測定についても研究

されている。しかし，血小板寿命には血小板の取り

扱い及び放射能の使用などの問題があるため，普及

していない８，19）。グリコカリシン指数 (個々の患者の

血小板数について正規化したグリコカリシンレベル)

は，血小板代謝回転の指標であるが，再生不良性貧

血における偽高値が報告されており 11），また自己免

疫性血小板減少性紫斑病 (AITP) では極めて広い数値

範囲が認められている 24）。トロンボポエチンは，巨

核球の発達及び血小板産生の主要調節因子であるの

で 13），血小板の動態を評価する上で有用な検査であ

る。これらの検査は，通常は研究部門に限られてお

り，ルーチン検査として容易にモニタリングするこ

とはできない。

網血小板を表現する他の方法として，これらを未

成熟血小板分画 (Immature Platelet Fraction : IPF) とし

て分離する方法が考えられる。血小板RNAを正確に
2

測定することは技術的に困難であるので，IPFは網

血小板の状態をより良く示す検査項目となりうる。

現在，IPFは市販の血球分析装置を用いて測定可能

であり，これが本稿の検討対象である。

方法及び患者
1．自動測定法

XE-2100 (シスメックス社) は幅広く用いられてい

る全自動ルーチン血液分析装置である５）。XE-2100の

光学式 (蛍光)網赤血球/血小板チャネルに特定のゲー

トを定め，現在，最新版ソフトウェア (XE-Proシ

リーズ；シスメックス社) を用いることにより，信

頼性の高い IPF定量が可能となっている。フローサ

イトメトリーによる IPF測定では，ポリメチン系色

素及びオキサジン系色素を含有する専用の染色液を

使用する。これら２種類の色素は細胞膜を通過し，

網赤血球及び網血小板のRNAを染色する。染色され

た細胞は，半導体レーザーを透過し，そのときに発

生する前方散乱光 (細胞容積) 及び蛍光強度 (RNA含

有量) が測定される。図１は，光学的 (蛍光) 血小板

のスキャッタグラムであり，Y軸が前方散乱光，X軸

が蛍光強度を示す。コンピューターアルゴリズムを

用いて，前方散乱光と蛍光の強度により成熟血小板

と IPFを識別する。本検討で使用したXE-2100は，

IPFを分析する最新版ソフトウェアを搭載しており，
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２つの血小板集団を分離するために，予め設定され

たゲーティングを適用する。スキャッタグラム上，

成熟血小板は青い点で，未成熟血小板は緑の点で示

され，後者が IPFパラメータを構成する。図１は，

健常者１例及び IPFが上昇しているAITP罹患妊婦１

例のPLT-Oスキャッタグラムである。

絶対数も測定することができるが，通常，未成熟

血小板分画は血小板産生速度を示すために，光学的

血小板総数に対する比率として表される。現在，

ルーチン用血球分析装置の一部として IPF測定が可能

であり，結果も他の数値と同時に知ることができる。

網血小板測定の標準法は，まだ確立されていない

ので，本検討においては，IPFデータとフローサイ

トメトリー法との比較検討は実施していない。

2．患者

本検討には，ロンドン大学のルーチン血液検査室

で検査に使われたEDTA-K2採血管 (Beckton Dickinson)

で採血した末梢血検体を用いた。全ての検体は採血

後２～４時間以内に分析した。

健常と思われる成人 (血小板数を含む全ルーチン

血球数検査結果は正常範囲内) から採血した 50検体

を用いて，IPF%の基準範囲を求めた。

初回診断による患者群の構成は，イギリス血液学

標準化委員会 (British Committee for Standards in

Haematology; BCSH) の「成人，小児及び妊婦におけ

る特発性血小板減少性紫斑病の研究及び治療ガイド

ライン６）」に従って診断された AITP患者 22例，

BCSHの「血栓性微小血管症性貧血の診断及び治療
3

サンプル番号� 平均値(IPF%) SD CV%

2.4�
3.7�
2.6�
8.7�
8.4�
35.1�
43.9

0.16�
0.33�
0.30�
0.18�
0.58�
3.92�
6.26

6.82�
8.94�
11.39�
2.04�
6.92�
11.15�
14.27
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健常者3�
高血小板，高IPF�
低血小板，高IPF 1�
低血小板，高IPF 2�
低血小板，高IPF 3

IPFは総血小板数(plt)に対する百分率として表している。健常者
1，2及び3は健常供血者より採取した検体である。�

表１．血小板数及び IPF%の異なる 7被験者についての 10回

の反復測定による再現性
ガイドライン１）」に従って診断された血栓性血小板

減少性紫斑病 (TTP) 患者11例，妊娠第３期の妊婦12

例［健常妊婦６例及び妊娠誘発性高血圧 (PIH) 患者

６例］及び血小板数減少により化学療法を受けてい

る患者13例であった。２例の患者については，治療

及び回復の過程を通じて連続的に追跡検討した (１

例は急性TTP患者，もう１例は骨髄移植より９ヶ月

後に血小板減少を示した患者) 。感染症に関する情

報は，IPFに対する影響を指摘するために血漿交換

あるいは薬物療法と同様に記録した。

血小板数が 50× 109/L未満の検体はすべて２回測

定し，平均 IPF%を算出して解析に用いた。

結　果
１．再現性/精密度

表１に示すとおり，７検体による10回測定での再

現性は良好であった。血小板数が健常者基準範囲内

にあった３検体の平均CVは9.05%であり，血小板数

高値検体のCVは2.04%であった。血小板数の低い３

検体 (平均44×109/L) は IPFが高く，CVは10.78%で

あった。全検体とも IPFの絶対数が非常に少ないた

め，CVが高くなると予測されたが，IPF%が高い検

体でのCVは低いものであった。

2．安定性

血液検体を室温で保存した場合，IPF値は２日間

安定であった。採血後 0.5時間から 48時間まで，一

定の傾向は見られなかった (図２) 。これらの検体の
検体１�
検体２�
検体３�

時間(h)

IP
F
%

図２．IPF%の安定性。室温に 48時間放置した 3検体の測定

結果
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SD及びCV%は，再現性試験の結果よりわずかに高

値を示したに過ぎないことは注目すべきである。

3．健常対照群と患者群のIPF値

50例の健常成人について IPF値を測定した。平均

血小板数は 260× 109/Lで，その範囲は 154～ 391×

109/Lであった。IPFの平均値は 3.4% (絶対数 8.6×

109/L) ，範囲は1.1～6.1% (絶対数3.1～16.4×109/L)

であった。

4．血小板減少患者のIPF値－診断

AITP患者群の IPF%は，検討対象とした全患者群

中最高となり，血小板産生が活性化していることを

示した。IPF%の最高値は AITP罹患妊婦の 54%で

あった。活動性TTP患者も極めて高い IPF%を示し

たが，AITP 患者と同様に血小板数が少ないために

IPFの絶対数は上昇しなかった。AITP患者及びTTP

患者の寛解期における IPF測定結果は全般的に正常

であったが，当該患者群の平均 IPF%及び絶対数はと

もに健常被験者群より若干高いものもあった。
4
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図３．全被験患者群における IPF%の平均値及び

血小板数50×109/L未満のAITP患者，化学
化学療法を受けている患者群の IPF%は，健常者基

準範囲の下限であったが，血小板減少との関連性に

ついては，骨髄での血小板産生不全が示唆された。

妊娠第３期の妊娠は，全般的に IPF%及び絶対数の

上昇を示した。PIHを伴う６例では，正常妊婦より

も IPF%が高かった (平均 IPF 10.8%，範囲 7.2～

14.6%)。一方，正常妊婦６例の IPF%は平均６% (3.2

～9.7%) であった (４例は健常者基準範囲内であり，

２例がわずかな上昇を示した) 。PIH患者の平均血小

板数は 192× 109/L，範囲 110～ 216× 109/L，正常妊

婦の平均値は 230× 109/L，範囲は 176～ 310× 109/L

であった。

図３には，次の各患者群における IPF%を示す。す

なわち，血小板数が 50× 109/L未満のAITP患者群，

血小板数が50×109/L以上のAITP患者群，治療開始

前の急性TTP患者群，寛解期のTTP患者群，妊娠第

３期にある妊婦患者群及び化学療法を受けている患

者群である。
＜50 TTP TTP寛解期� 化学療法�

範囲。妊婦＝妊娠第３期検体，ITP＜ 50＝

療法＝化学療法を受けている患者
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表２は，各患者群についての平均値，範囲及び異

常値を示した患者の割合を示したものである。

AITP患者の血小板数と IPF%間には，図４に示す

とおり逆相関関係が見られた (P＜0.0001)。

5．IPF値－患者モニタリングにおける役割

長期治療を受けている患者２例について，IPF%が

取りうる値を追跡調査した。

図５は，一過性の神経学的衰弱を伴う急性TTPを

呈した 60歳の女性患者の追跡結果を示したもので
5
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図５．TTP患者の血小板数及び IPF%の追跡測定結果
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IPF%
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妊婦�
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AITP < (50×109/L)�
TTP�
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3.4�
8.4�
16.8�
22.3�
17.2�
5.0�
2.4

最小値�

1.1�
3.2�
2.3�
9.2�
11.2�
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妊婦＝妊娠第３期の妊婦検体，AITP＜50＝血小板

表２．各検討群における IPF (%及び×109/L)

を示した患者の割合
ある。

82日間の治療過程における IPF%を，血小板数と

対比して図示した。治療法は，30日間毎日血漿交換

を実施し，次に寛解が始まるまで血漿交換の間隔を

延長して実施し，最終的には持続的寛解を達成する

というものであった。高い IPF%あるいはその上昇は，

血小板数が正常化する前に行った３回の測定時のい

ずれにおいても血小板消費が亢進していたことを表

している。

図６は，骨髄線維症のため不適合非血縁ドナーに
×109/L)

R＝0.69

小板数と IPF%との相関

血
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図６．AITP患者の血小板数及び IPF%の追跡測定結果
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よるミニ移植を受けた９ヶ月後に，今回の急性血小

板減少を呈した50歳の男性患者の追跡結果を示した

ものである。

移植血小板は，移植後間もない時期には確実，迅

速に奏効し，血小板数は正常値を維持していたので

血小板補充は不要であった。患者は，その後急性紫

斑病を呈し，血小板減少症であることが判明した。

２週間前の患者の血小板数は正常であった。当初は，

原因が免疫破壊または移植片機能不全のいずれか分

からなかったため治療法を決定できなかった。その

ため，骨髄穿刺，生検及びキメラ分析が必要であっ

た。まず骨髄穿刺により末梢血血小板の破壊である

ことが裏付けられ，５日後に得られた生検の結果で

この事が確認され，６日後には完全ドナーキメラ状

態が確認された。患者に対してプレドニゾロンを経

口投与 (１mg/kg) すると同時にγ-グロブリンを静脈

内投与したところ，当初は改善したが，再発後には

リツキシマブが必要となり，同時にステロイドも

徐々に減量した。35日間に渡る IPF%の持続的増加

は，重篤な血小板減少が長期間続いたことを反映し，

その後，血小板数が回復すると同時に IPF%は正常化

した。患者はその後，完全な寛解期に達し，現在の

血小板数及び IPF%は正常値の範囲内にある。IPF%

の上昇がみられたことで，移植片機能不全でなく末

梢免疫破壊であることが裏付けられた。

考　察
現在，フローサイトメトリーによる網血小板の測

定精度は低く，費用と時間がかかると共に，相当な

専門知識を要し，十分な精度管理も行われていない。

フローサイトメトリーで測定した網血小板の健常者

基準範囲はまだ明確に定義されていないが３，10），

１%未満 21）から16.4%23）と見積もられている。RNA

染色の種類，その濃度，血小板細胞膜を通しての取

り込み，インキューベーション時間及び網血小板群

のゲーティングは，すべてに問題をはらんでおり，

網血小板測定がルーチン臨床検査手法となるには慎

重な標準化が必要である。国際臨床血液学会血小板

分科会 (The International Society of Laboratory

Hematology Platelet Task Force) は，現在，多施設試験
6

を実施し，健常者検体の網血小板数を決定しようと

しているが 10），施設内及び施設間で許容し得る結果

を与えるフローサイトメトリー法の合意には至って

いない。

我々は，XE-2100及びRNA蛍光染色を用いて，IPF

として表される網血小板の全自動迅速測定法の開発

について助言し，初期評価を実施した。再現性及び

安定性は十分であった。

本法での健常者 IPF%の基準範囲は 1.1～ 6.1%と

なった。末梢での血小板消費及び破壊の亢進もしく

は血小板産生不全による各血小板減少患者群を対象

とした検討で，IPFが血小板減少患者の診断及びモ

ニタリングに有益であることが示唆された。

現在は，骨髄中の正常あるいは増加した巨核球数

により，血小板形成不全による血小板減少を診断か

ら除外しているが，骨髄吸引には採取ミスや結果の

遅延が起こりやすく，解釈も主観的である。一方，

過剰破壊による血小板減少を確認する簡便な試験法

は存在しない。また，AITPが疑われる患者に対する

骨髄検査の実施には異論がある。BCSHガイドライ

ンでは，60歳以上であり，特異像あるいは第１選択

的治療法に対する反応が不良である場合に検査を実

施するよう提言している６）。本検討に基づけば，

AITPが疑われるが IPFの有意な上昇のない患者には，

年齢に関わらず骨髄検査を実施すべきである。我々

は，本法が特殊症例における早期の骨髄検査を促し，

「典型的な」AITPでの不要な骨髄検査を回避する上

で，重要なパラメータであると提言する。また，特

に免疫抑制療法を変更する場合には，患者の反応を

モニタリングする非侵襲パラメータとしても適して

いる。IPFの測定は簡便かつ非侵襲的であり，骨髄

巨核球活性及び血小板寿命についての情報が迅速に

得られる。網血小板百分率の感度及び特異度は，そ

れぞれ，91～ 96%及び 67～ 100%と報告されてい

る 20，21）。本検討においては，AITP患者の 73%に

IPF%の上昇が見られ，総血小板数が50×109/L未満

の患者では 100%に IPF%の上昇が見られた。また，

血小板数と IPF%とは有意な逆相関関係にあり，血小

板数が低いほど IPF%は高値であった。IPF%の値は

血小板破壊の重篤度を反映していた。AITP及び急性

TTP患者では IPF%の上昇が見られたものの，絶対数
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はやや低値または正常範囲内に止まっていた。血小

板数が低い場合には，百分率とは対照的に，IPF絶

対値は必然的に低い値をとり，たとえ IPFが100%近

い場合でも同様である。我々は，IPF%は血小板新

生速度に関する有益な情報を提供すると共に，個別

の診断及びモニタリングにとって重要であると結論

する。

しかし，網血小板の絶対数が血小板産生速度を反

映しているという報告がある 14）。また，少数のAITP

患者において，血小板産生が健常被験者よりも低下

するのみならず，クリアランス率の上昇も見られる

ことが報告されている４）。末梢免疫破壊の診断にお

ける IPF%の有用性は，骨髄移植後に低血小板数を呈

した患者によって明確に示されている。当初は，骨

髄機能不全が懸念されたが，初回の血球数測定で

IPFが 15.5%，血小板数が 11× 109/L，次の２日後の

測定値は IPF 32%，血小板数５×109/Lとなり，明ら

かに骨髄機能不全ではないことが示された。血小板

数の回復と共に IPF%が低下することは，血小板寿命

の延長により，血液中の若い血小板が古い血小板で

希釈されることとも整合する。

急性TTP患者の IPFも，AITPと同様であった。血

小板が過剰に消費されるために IPF%が上昇し，その

後，可変的な周期での血漿交換により疾患の経過が

管理可能となるにつれ１），IPF%は血小板数の上昇と

ともに低下した。IPF%が高いうちは，血小板数の回

復は見られないので，治療を続ける必要がある。

TTP寛解期にある患者の IPF値は比較的正常である。

化学療法を受けている患者13例については，全般

的に血小板数が低下しており，IPF値は検討患者郡

中最低であった。現在，我々は IPF%が血小板回復

のタイミングを予測できるかどうか，また，当該患

者に対する濃厚血小板輸血の頻度を低下させるため

に，予防的血小板輸血の指針となり得るかどうかを

検討するために，末梢血幹細胞移植及び骨髄移植を

受けている患者を対象とした研究を開始している。

IPF%は，血小板産生に影響する様々な成長因子に

対する反応を評価する上で有用なパラメータとなり

得る可能性がある。

妊娠第３期にある妊婦，特にPIHに罹患した妊婦

は，IPF%及び絶対数の顕著な増加を示した。この結
7

果は，網血小板数により健常妊婦と前子癇あるいは

PIHを発症しやすいと思われる妊婦の識別可能性を

示唆した他の報告 22）と一致している。

本検討では，蛍光度の高い血小板を分析するアッ

プグレード版ソフトウェアを搭載したXE-2100を用

いて，IPFの全自動迅速測定法の有用性を実証した。

測定結果は他の血球数と同時に得られ，再現性も良

く，EDTA血では室温で 48時間保存しても安定で

あった。IPF%は，消費亢進による血小板減少と形成

不全による血小板減少を明確に識別する有用な診断

手法を提供すると考えられる。

IPFは血小板減少患者の診断及び連続的モニタリ

ングにおける標準的ルーチンパラメータとなるであ

ろう。
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