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要旨

動脈硬化の測定法のひとつに，FMD（Flow Mediated Dilation）検査がある．この方法
は血管内皮機能を測定する方法であり，陽圧負荷を与えた後の血管径増加率を％FMDと
して計測するものである．値が小さいほど，動脈硬化の危険度が高いことを示す．しかし，
この陽圧負荷は２５０mmHg，５分であるため，血液学的なデータへの影響が懸念される．
今回我々は，健常者３０名について，負荷前後の血小板活性化％，可溶性フィブリン（SF），
プラスミノーゲン（PLG）値を測定した．血小板活性％の増加がみられた検体は２検体
（１２．６，２．２％）で，わずかな活性がみられたものが３検体あった．血小板活性１２．６％は，
ADP添加８μM，２分の反応に相当した．またこの検体は，SFと PLGが共に異常値をし
めした．この結果より，FMD検査は早期の動脈硬化の診断においても，リスクを考え，
常に注意して行う必要があることが示唆された．
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はじめに

日本の三大死因は「悪性腫瘍」「心疾患」「脳血管

疾患」といわれている１，２）が，心疾患，脳血管疾患は

いずれも動脈硬化が主な原因である２，３）．さらに動脈

硬化は，高血圧，高脂血症，糖尿病，肥満などの原

因あるいは合併症でもあり２，３，４）注意すべき疾患であ

る．

動脈硬化検査としては，PWV（Pulse Wave
Velocity：脈派伝播速度），ABI（Ankle brachial
Index：上腕と足首の血圧比），頚動脈エコーを使っ
た，CAVI（Cardio Ankle Vascular Index：動脈硬
度指標）等がよく知られている４，５）．

近年，血流依存性血管拡張反応検査（Flow Mediated
Dilation : FMD）による動脈硬化の危険因子度測定
が，機器の自動化の進展によりかなり報告６，７，８）され

てきている．FMD検査は，安静時に前腕部を５分
間，２５０mmHg圧にて駆血後解除することで生じる
血流量の増加により，血管内皮細胞から血管拡張物

質（NO）が放出され，血管が拡張する反応である．
動脈硬化の危険因子度が高いと拡張度合いが低くな

るため，血管径の増加度を検査する事で動脈硬化の

危険因子度を知るものである．我々は，FMD検査
が「下腕部を５分間，２５０mmHg圧にて駆血」する
点に注目し，動脈血流を止血する圧力以上の圧によ

る，血液凝固検査データへの影響について，健常人

における検討を行ったので報告する．

対象および方法

【対象者および検査項目】

本研究に同意し，事前健康アンケートで健常であ

ることを確認した学生３０名（年齢２１～２３歳，男性５

名，女性２５名）を対象とした．

検査項目は，血小板活性化％，可溶性フィブリン

（SF），プラスミノーゲン（PLG）とし，前腕部負
荷の前後で測定した．さらに血小板活性化が見られ

た対象者についてのみ，後日，採血検体への ADP
添加実験を行った．

【測定機器および試薬】

機器：フローサイトメーター EPICS XL（FCM：
ベックマンコールター：BC），LPIA-S５００（三
菱化学メディエンス：MM）

試薬：４％パラホルムアルデヒド PBS（４％PA：
和光），CD６２p-PE・CD６１-FITC・ネガティブ

コ ン ト ロ ー ル IgG１（マ ウ ス）：IOTest
（BC），イアトロ SF�・クロモレイト PLG
�：MM，アグリパック ADP試薬（アーク
レイ KK）

【方法】

１．採血および負荷

採血時刻は午前８時～１０時とした．負荷は市販の

血圧計を用い，２５０mmHg，５分間とした．採血は，
負荷の前後で２回行い，それぞれ翼状針で３．１８％ク

エン酸 Na採血管に２本採血し，各２本目を検体と
した．

２．血小板活性化測定

全血検体１００μLに，１％に希釈した PAを１mL
加え，２～８℃で２時間固定（採血後１０分以内に固

定）した．遠心し，上清をアスピレーターで吸引し，

PBSで浮遊させた（X）．上述の抗体各２μLに（X）
を５０μL加え，ゆっくり回転させ混合し，暗所，室
温で１５分間反応させた．次に１％PAを１mL加え，
攪拌した．遠心後，PBS２mLに浮遊させ FCMで
解析を行った．

検体ごとに，前方および側方散乱光と CD６１から
血小板をゲーティングし，同定された血小板につい

て，陰性対照で陽性部分を設定し，陽性率や蛍光強

度を指標に p－セレクチン（CD６２p）の発現量を測
定し，血小板活性化％とした．

３．SF，PLG測定
検体を遠心し，各血漿について，LPIA－S５００で，

SF，PLGを測定した．
４．ADP試薬添加実験
血小板活性がみられた対象者について，後日，同

様（負荷なし）に採血を行った．ADP試薬は添付
書に従って溶解し，０．８，１．０，２．０，４．０，６．０，８．０

（μM）濃度の ADP液を作成した．反応時間は
３０，６０，１２０（秒）のいずれかとした．各濃度の ADP
液１００μLを同量の全血と反応させた後，同様な解析
を行い，検体の血小板活性％と同程度になるような

ADP濃度・反応時間の組み合わせを検討した（重
複測定）．

【倫理的配慮】

研究に先立ち，本学の研究等倫理委員会に審査請

求し，承認を得た．対象者には，研究の概要，プラ

イバシーの保護，研究協力は任意であること，プラ

イバシーの保護，協力の有無により不利益を被らな

いこと，収集したデータは研究目的以外では使用し

―２２―



ないことを説明するとともに，研究に関する説明

書，同意書，事前健康アンケートを配布した．また，

同意書と健康アンケートの回収により，研究協力へ

の同意と判断した．

結 果

１．対象検体３０検体中２５検体は，負荷による検査デ

ータの変化がみられなかった．負荷後に血小板活性

化の上昇がみられた検体は２検体（A，B），わずか
な上昇がみられたものが３検体（C，D，E）あっ
た．この５検体の検査データを Table１に示した．
正常値との比較から，A検体は SFと PLGが明らか
に異常値を示した．

血小板活性化の上昇がみられなかった２５検体の

SFの平均値±SDは，負荷前（０．７６３±０．６７５μg/
mL），負荷後（０．８２５±０．７７４μg/mL）であった．同
様に２５検体の PLG値は負荷前（１００．３±７．３％），負
荷後（９７．７±６．９％）であった．

２．負荷後の A検体の FCMによる血小板の活性％
は１２．６％であり（Fig１），これは同じ被験者検体へ
の ADP添加８μM・２分反応と同程度の活性であ
った．

B検体の２．２％の活性は，ADP添加１μM・２分反
応に相当した．またわずかな上昇をみせた３検体

（C，D，E）の平均値も，ADP添加１μM・２分反
応に相当した（Table２）．

考 察

活性化血小板の指標には，p-セレクチン（CD６２
p），PAC-１，CD６３，血小板由来マイクロパーティク
ルおよび血小板プロコアグラント活性，網状血小板

などが用いられている９，１０，１１）．しかし，血栓症患者

においてどのような時間経過で活性化マーカーが認

められるか，どのような病態をどのマーカーが鋭敏

に反映するかなどは明らかではない９）とされ，標準

化が求められている．今回の我々の血小板活性化測

定には，最も汎用されている p-セレクチンを使用し
た．本実験は小人数による検討であったが，健常人

であっても陽圧負荷により血小板活性，さらには

SF，PLGも増加する検体（A）を確認した．A検体
は，SFが負荷前と比較して明らかに増加し，血小
板の活性化だけでなく，血管内のトロンビン産生を

しめしている１２）といえる．また負荷後の PLG値は
異常値をしめしたが，負荷前の値を考慮すると，線

Subjects
Platelet Activity（％） SF（μg/ml） PLG（％）

pre-treatment post-treatment pre-treatment post-treatment pre-treatment post-treatment

A ０．１ １２．６ ０．３ ９０．０ １１７．５ １２６．４

B ０．７ ２．２ ０．３ ０．３ １０５．２ １１０．３

C ０．２ ０．５ ０．３ ０．３ ８５．７ ８４．７

D ０．２ ０．３ ０．３ ０．３ １０９．５ １１０．９

E ０．３ ０．５ ０．３ ８２．１ ７６．１

The Normal
Value

７．０μg/ml↓ ８２．０～１１８．０％

Subjects
Platelet Activity
（％）

The dosage
of ADP,

reaction time

A １２．６ ８μM，２min

B ２．２ １μM，２min

C ０．５

D ０．３ １μM，２min

E ０．５

Table１ Hematological data of the subjects before and after the positive pressure

The treatment : The positive pressure at ２５０mmHg for ５min.

Table２ The dosage of ADP and
reaction time parallel with
platelet activity

Fig．１ Flow cytometry results of subject A.
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溶亢進データであるとまではいい難い．この点につ

いては，プラスミノーゲンや α１マクログロブリン

が，ストレスで増加する血中蛋白である１３）ことか

ら，過度の陽圧負荷によるストレスによる影響が現

れたのではないかと考える．

血小板活性がみられた被検者血への ADP添加実
験において，検体 Aの FMDと同様の負荷による血
小板の活性％は，ADP８μMで２分反応させた時と
同様な血小板活性％を示した．また検体 Bと検体
C・D・Eの ADP添加量・反応時間が同じ（ADP１
μM，２分）であったことは，検体 Bが他の３検体
より，ADPに対する血小板の活性度が高いことを
示している．この結果から，血小板の活性化はかな

り個人差があることが確認できた．PAC-１は，よ
り低濃度の刺激（ADP）においても，血小板の活
性化をとらえることが報告されている１４）ことから考

えると，p-セレクチンと PAC-１を併用しておけば，
より高感度でかつ特異的に検出できたと思われる．

また清水らの報告１５）にあるように，解析ソフトを導

入することにより，さらに時間短縮や微妙な血小板

活性の測定誤差を軽減できると考える．

最近増加傾向にある２型糖尿病は，虚血性心疾患

や脳梗塞の基礎疾患としての頻度も高くなってきて

おり，糖尿病における血栓症対策は重要視されつつ

ある４，１１，１６）．２型糖尿病が高血圧症や高脂血症を合併

することが多い４，１１）ことなどを考えても，血小板活

性化の傾向も顕著１７）であり，血栓症への罹患リスク

も高くなる．報告６，７，８）にあるように，FMD検査は
動脈硬化の検査として有用なものであることには疑

いを持たない．しかし，検査を必要とする被検者は，

今回の実験のような健常人ではなく，糖尿病なども

含む多くの血栓性疾患リスクを持っている可能性が

強いことを，十分に考慮した上で，行うべきである

と考える．

今回の対象者は、学内実習で行うルンペルレーデ

試験（１００mmHg，５分間負荷）の経験者であった
ため、負荷や採血の説明に対する同意を得易い利点

があった．今後可能であれば、より多くの健常者に

おける検討が必要である．
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Abstract

One of the methods to detect alteriosclerosis is Flow Mediated Dilation（FMD）. This method is to
evaluate arterial endothelial dysfunction by measuring the percentage difference between the diameter of
arteries before and after the positive pressure. The less the difference is, the higher the risk of
atherosclerosis. This method applies positive pressure at ２５０ mmHg for ５ minutes, which raises our
concern for its effect on the hematological data.

We examined the hematological data of ３０ healthy volunteers before and after the positive pressure.
The examined data include platelet activity（％）, soluble fibrin（SF）, and plasminogen（PLG）. The increase
in the platelet activity was observed in ２ subjects（１２．６％ and２．２％）, and slight increase in the activity
was observed in ３ subjects. The subject with platelet activity of １２．６％ corresponded to the dosage of
８μM of ADP for ２ minutes. Furthermore, the SF and PLG values of this subject had deviated from the
normal value. These results indicate that there is a need to be always aware of the risks associated with
diagnosing early stages of arteriosclerosis.
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