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諸 言

第1編 にお いて,慢 性 関節 リウマ チ(以 下RA

と略す)患 者 に血 小板 数 の増 加,お よび血小 板

機能 の うちガ ラス ビー ズ法 に よる血 小板 粘着 能

の 亢進,ア ジュバ ン ト関 節炎 ラ ッ トに おけ る血

小板 数 増 多,粘 着 能亢 進 を認 め,本 症 では 炎症

の過 程 で血 小板 が 消 費 され,そ れが 過代 償 され

て い る もの と考 えた.

血 小板 は活性 化 され,一 連 の粘 着,凝 集,放

出 反応 を来 た す とき, α-顆粒 か ら特 異 蛋 白 を放

出 す る こ とが知 られ てお り,血 栓 性 疾 患 での報

告が散見 されるに至 ってい るが,膠 原病 での 報告

は 少 ない.現 時点 で血 小 板 第4因 子(以 下PF4

と略 す)と β-thromboglobulin(以 下 β-TGと

略す)が 測定 可能 で あ り,本 編 で は これ ら血 小

板特 異 蛋 白 を測定 す る こ とでRAの 血小 板 機 能

の解 析 を試 み た.

患者 並 び に方 法

β-thromboglobulinお よび血 小板 第4因 子 を

測定 したRA患 者 集 団が 完 全 に一致 しない こ と

か ら両者 を分 け て記載 す る.

I. β-thromboglobulin(β-TG)

I-1.対 象

ア メ リカ リウ マチ協 会(以 下ARAと 略 す)

診 断基 準 でdefiniteお よびclassicalのRA患 者

42例 で,そ の内 訳は,女 性41例,男 性1例,年

令 は24才 か ら75才 ま でで平 均56.3才 で あ る.ま

た治療 方 法 に よ り分 類 す る と,金 塩 剤投 与群10

例, D-ペ ニ シ ラ ミン投与群9例,ス テ ロ イ ド剤

経 口投 与群5例(そ の うち1例 はD-ペ ニ シ ラ

ミン を併 用),非 ス テ ロイ ド性 消炎 鎮 痛剤 単 独

投 与群18例,無 投薬 群1例 であ る.対 照 と して

健 常 人17例 で β-TGを 測 定 した.

I-2. β-thromboglobulinの 測定 法

肘正 中皮静 脈 よ り,ポ リスチ レ ン注射 器 に装

着 した20ゲ ー ジ針 で1回 穿刺 で得 た静 脈 血 を,

ただ ちに あ らか じめ氷 冷 して おい たTheophy

llin, EDTA加 採 血 管 に2.5ml入 れ, 2～3回 反

転 混 合 し,砕 氷 冷 水 中 で約15分 間 冷却 した.そ

の後, 2000G, 30分, 4℃ に て遠 心 沈殿 し,乏

血小 板血 漿 で あ る上 清 の500μlを 検体 保 存用 の

ポ リス チ レ ンチ ュー ブ に納 め, -20℃ で凍結 保

存 し, 2週 間 以 内に ラジ オ イム ノア ッセ イに て

β-TGを 測定 した.測 定 には,英 国Amersham
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社 製 の β-TG RIA KITを 用 い た.す なわ ち β-

TG濃 度 が10, 20, 50, 225ng/mlの 標 準血 清 を

用 い標 準 曲 線 を作 製 した. 50μlずつ, 2本 宛 チ

ュー ブ に 入れ 各チ ュー ブに標 識I125-β-TG溶 液

200μlを 分 注 し,続 い て抗 β-TG血 清200μlを 分

注 した.全 チ ュー ブ をボル テ ックス ミキサー を

用 いて十 分 混合 した後,室 温 で1時 間incubate

した. incubate後 全 チ ュー ブ に硫 酸 ア ンモニ ウ

ム 溶液500μlを 加 え,十 分 に 混合 し,各 チ ュー

ブ を1500G, 15分 間 遠心 沈 殿 し,結 合 したI125

と遊 離 のI125を 分 離 した.上 清 をdecountation

した後 各 チ ュー ブ を γ-カウ ン ター に よ りdupli

cateで カ ウン トした.検 体 の測定には上記 β-TG

標 準 血清 のか わ りに凍 結 よ り溶解 した乏 血小 板

血漿 を用 い,同 じ方法 で 同時 に検 索 した.

I-3.血 小 板数 の 算定

ユ ノペ ッ ト(藤 沢 メデ ィカルサ プラ イ株 式会

社 製, up-5855)を 用 い た.方 法 の詳 細 は第1編

に記 した ので 省略 す る.

I-4.そ の他 の臨 床 的炎 症 の指標

RA炎 症 活動 性 指標 として,同 時期 採 血 の検

体 を用 い て測 定 した,血 沈1時 間値, CRP-titer,

血 清 γ-globulin量 を用 いた.

図1. RA患 者群 と健常人群 の血漿 β-Throm

boglobulin濃 度: RA患 者群 において健

常 人群 に比 し有意な β-TGの 高値(p<

0.02)を 認め る.

II.血 小 板 第4因 子(PF4)

II-1.対 象

ARA診 断基 準 でdefiniteお よびclassicalの

RA患 者40例 で 内訳 は,女 性34例,男 性6例 で

あ る.対 照 と して健 常 人17例 のPF4活 性 を測 定

した.

II-2.血 小 板 第4因 子 の測 定 法

松 岡 らの 方法 に よっ た.す な わ ち, 3.8%ク エ

ン酸 ソー ダ加 血 液(3.8%ク エ ン酸 血 液:血 液=

1:9)を, 3000rpm, 15分 間室 温 に て遠 心沈 殿

して得 られ た乏血 小板 血漿 を, 60℃, 10分 間加

熱 し, fibrinogen,各 種 凝 固 因子, antithrombin,

血小 板 第3因 子 を失 活 させ,さ らに1500rpm,

 10分 間 室温 にて遠 心 沈殿 して そ の上 清 をtest-

表1.治 療薬剤別にみた血漿 β-TG濃 度:各 群

間に有意差 は認めない.な お,ス テロイ

ド群, D-ペ ニ シラ ミン群,金 群 の患者は

全例非ステロイ ド性抗炎症剤 を併用 して

い る.

ƒÀ-Thromboglobulin levels in each group

Pt: Patient, NSAID: nonsteroidal antiinfla
mmatory drugs

図2.血 漿 β-Thromboglobulin濃 度 とγ-globu

linの 関係:有 意 な相 関 は 認 め な い.
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図3.血 漿 β-TG濃 度 と血 沈1時 間 値 の 関 係:

正 の 相 関(γ=0.32, p<0.65)を 認め る.

図4.血 漿 β-TG濃 度 と血 小 板 数 の 関係:正 の

相 関(γ=0.68, p<0.01)を 認 め る.

図5.血 漿 β-TG濃 度 とCRP-titerの 関 係:

 CRP 3(+)以 上群 と2(+)以 下 群 に 分

類 す る と,前 群 に 有 意 なβ-TGの 高 値

(p<0.05)を 認 め る.

図6. RA患 者群 と健常 人群の血漿PF4活 性:

 RA患 者群にお いて健常人群 に比 し有意

なPF4活 性 の亢進(p<0.001)を 認め

る.
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表2. RA患 者群 と健 常 人群 の血 小 板 数, FDP,

 Fibrinogen, Antithrombin IIIの比 較:

 RA患 者群 に お い て有 意 な血 小 板 数(p<

0.001), FDP(p<0.005), Fibrinogen

(p<0.001)の 高値 と, Antithrombin III

(p<0.001)の 低 値 を認 め る.

Comparsion of platelet count. FDP, Fibrinogen. and 
Antithrombin III between control and RA

図7.血 漿PF4活 性 とFibrinogenの 関係:有 意

な相 関 は 認め な い.

plasmaと して 用 いた.基 質 と し て 健 常 人plasma

 0.3mlを 用 い,こ れ にtest-plasma 0.1ml及 びhe

parin(0.5u/ml)0.1mlを 加 え, 37℃, 2分 間in

cubate後, thrombin(30u/ml)0.1mlを 加 え て,

 heparin-thrombin-time(HTT)Asec.を 測

定 し た.同 様 に し てtest-plasmaの か わ り に 蒸

図8.血 漿PF4活 性 とAntithrombin IIIの関 係:

有 意 な相 関は 認 め な い.

図9.血 漿PF4活 性 と血清FDPの 関係:有 意

な相関は認めない.
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図10.血 漿PF4活 性と血小板数 の関係:有 意 な

相関は認めない.

図11.血 漿PF4活 性と血沈1時 間値の関係:有

意 な相関は認めない.

図12.血 漿PF4活 性 とCRP-titerの 関係: CRP

 3(+)以 上群 と2(+)以 下 群 に分 類 す

る と,前 群 に 有意 なPF4活 性 の 亢 進(p<

0.05)を 認 め る.

留水0.1mlを 用 い(HTT)Aosecを 測定 しこれ を

blankと しA/Ao比 を求 め た.さ らに,あ らか

じめ正 常 人血漿 中のPF4活 性 を100%と 見 な し,

これ を生理 食塩 水 で希 釈 して,前 記 の方 法 に て

作 成 した検 量 線 を用 い てRA患 者plasma PF4

活性 を%に て算 出 した.

II-3.そ の他 の 凝 固,線 溶 系の指 標

同時 にRAお よび対 照 の全例 で,血 小 板 数 を

ユ ノペ ッ トに よ る直 接 法 で, fibrinogenとanti

thrombin IIIをM-パ ルチ ゲ ン(Hoechst社 製)

を用 い た免疫 一 次拡 散 法 で, FDPをFDP KIT

(Wellcome社 製)で 測定 し, PF4活 性 との相 関

をみ た.

II-4.そ の他 の臨 床 的 炎症 の指 標

RA炎 症 の活動 性 指 標 と して,血 沈1時 間値,

 CRP-titerを 用 いた.

結 果

I. β-Thromboglobulin値

RA患 者群 と健 常 人の β-TG値 を比較 す る と,
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RA群 で41±27ng/ml,健 常 人で24±8ng/mlと

な り, RA患 者群 に推 計学 的 に 有意 な(p<0.02)

増加 を認 め た(図1).

次 にRA患 者群 にお い て,治 療 薬 剤別 に み る

に,ス テ ロイ ド群50±42ng/ml, D-ペ ニ シラ ミ

ン群43±41ng/ml,非 ステ ロイ ド性 消炎鎮 痛剤 単

独群42±21ng/ml,金 塩 群35±21ng/mlと な り,

ステ ロ イ ド群 に最 も高値 を示 したが,推 計学 的

な有 意差 は認 め なか った(表1).

RA炎 症 の 臨床 的指 標 の うち, γ-globulinと

β-TGは 一定 の 関係 を認 め なか っ たが, β-TG

と血 沈1時 間値 及 び β-TGと 血小 板 数 との 間 に

は有 意 な正 の相 関(γ=0.32, p<0.05)(γ=0.68,

 p<0.01)を 認め た(図2, 3, 4).ま た β-TG

とCRP-titerと の 間 には, CRP 2(+)以 下群 と

3(+)以 上 群 に分 類 した場合, β-TG値 は前 者

で32±14ng/ml,後 者 で53±34ng/mlと な り推 計

学的 に 有意 差(p<0.01)を 認 め た(図5).

II.血 小 板 第4因 子(PF4)

PF4活 性 はRA患 者 群 に お いて34.8±12.0%,

健 常 人群 で15.1±2.5%と な り, RA患 者群 に 有

意 な(p<0.001)亢 進 を認 め た(図6).次 に血

中fibrinogen量 はRA患 者群466±86.6mg/dl,

健常 人群316±50.1mg/dlで あ り, RA患 者群 に

有意 な(p<0.001)高 値 を認め,ま た強 力 な凝

固 阻 止物 質 として知 られ てい るantithrombin

 IIIは, RA患 者群25.1±4.03mg/dl,健 常 人 群

31.1±2.38mg/dlと な りRA患 者群 に有意 な(p<

0.001)低 値 を認 め た.一 方,線 溶 能 の指 標 の1

つ で あ る血 中FDPに つ いてみ る と, RA患 者群

7.50±4.12μg/dl,健 常 人群4.11±2.49μg/dlと

RA患 者 群 に有 意(p<0.005)の 高値 を認め た(表

2). fibrinogen, antithrombin III, FDPとPF4

活性 の相 関 は認 め なか った(図7).

RA患 者群 にお い て, PF4活 性 とRA炎 症活動

性指 標 との相 関 を検 討 した ところ, PF4活 性 と

血小 板 数,血 沈1時 間値,と の 間 には相 関 を認

め なか った(図10,図11).し か しCRPと の 間

に は, CRP 2(+)以 下 群 と3(+)以 上 群 に分

類 した場 合PF4活 性 は 前者 で30.5±10.0%,後

者 で48.5±12.0%と な り, CRP 3(+)以 上群 に

有 意 な(p<0.05)PF4活 性 の亢進 を認 め た(図

12).

考 按

従 来 よ り血 小板 は止 血栓 の形 成 に関与 して い

るこ とが知 られ て い るが,近 年 血小 板 に 関す る

研 究が 進 む につ れ て,各 種 炎 症 反応 に 関与 して

い るこ とが 明 らか に な って きた.血 小板 は炎症

局 所 にお い てmicrothrombusを 形成す るこ とに

よ り,局 所循 環 を障 害 す る とと もに,血 管 透過

性 物質 を放 出 し6),7),ま た補体 を賦活 し,白 血球

遊 走 をひ きお こす とい う8).さ らに血小板 中には

各 種lysosomal-enzymeやprotease等 の酵 素 も

含 まれ てお り,こ れ らの物 質 は 炎症 誘 発物 質 と

して知 られ て い る.ま た,血 小 板 中 にはfibro

blastを 増殖 させ る物 質が 含 まれ て い る とい う報

告9)や,血 小 板 中 に含 まれ たserotoninがcolla

genを 増 殖 させ る とい う報告10)も あ り,起 炎 作

用 の み な らず 肉芽 形成 に も関与 して い る可能性

が 考 え られ る.

1975年 にMooreら は, thrombinに よ る血 小

板 凝 集 の際,多 くの 血小 板 内容 物 質 が放 出 され

るが,こ れ らの大 部分 は血 小板 に特 異 な物質 で

は な く,他 のin vivoの 細 胞か ら も出 てい る と

考 え られ るが, β-TGは 血 小板 に特 異 な蛋 白 で

あ ろ うと報 告 して い る.そ の 後,静 脈血 栓症3),

臨床 的 にmicro-angiopathyを 伴 った糖 尿病 等

の血 栓 性疾 患 で の血 漿 中 β-TG増 加 が報 告 され

るに至 って い るが,膠 原病,特 にRAに おけ る

報告 は見 当 ら ない.今 回 の検 索 の結 果 で は, RA

患者 の乏 血小 板 血漿 中の β-TGは 健 常 人 に比 し

て の有 意 な増 加 とRA炎 症 活 動性 とのあ る程 度

の相 関 を示 した.こ の こ とか ら, RAで は血 小

板 系が 活性 化 され,一 連 の粘 着,凝 集,放 出反

応 も亢 進 して お り,大 多数 の症 例 で抗 血 小板 剤

が 投与 され て い るに もか か わ らず, β-TGは 高

値 を示 した もの と考 え られ る.し か し未 血 中 の

血 小板 数 の 増加 が β-TGの 増加 の原 因 とも考 え

られ るが,遠 藤 らの 報告 に よれば,血 小 板 数 の

増加 しな い疾 患 での β-TGの 高値 も見 られ る と

い う.

い ま1つ の 血小 板 特 異 蛋 白で あ るPF4も,血

小 板 の α-顆粒 に 含 まれ る分 子 量27000の 蛋 白で,

血小 板 の破 壊,消 費 の際 に放 出 され,そ の 作用

はheparinとcomplexを 作 るこ とに よ り, anti
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heaprin活 性 を示 し12),ま たsoluble fibrin mo

nomer complexに 対 す る非酵 素 的paracoagu

lation作 用 を有 し,き らにfibrin沈 着 のtrigger

としての 役割 を持 って い る13)ときれ て い る. P

F4測 定 に際 し松 岡 らの 方法 に 準 じheparin-neut

ralizing-activityを 用 い た.松 岡はPF4の 動 態

に よ って各種 疾 患 の血小 板 機能 を3型 に 分類 し

て い る5),14).す な わ ち, (1)血小 板 消 費,破 壊,

凝集 が亢 進 してい る こ とに よ り, PF4高 値 を と

る もの, (2)血小 板機 能 が血 小板 の 幼 弱化,刺 激

に対 す る過敏 性,活 発 な代 謝 な どに よ り亢進 す

るため にPF4高 値 を とる もの, (3)血小 板数 減 少

のみ で な く,機 能低 下 が あ るため にPF4の 分 泌,

放 出反応 が低 下 して低値 を と る もの,と に分 類

して いる.そ れ ぞれ に相 当す る代 表 的疾 患 と し

て(1)DIC, (2)再生不 良性 貧 血, (3)特 発性 血小 板

減少 性紫 斑病,を あ げて い る.今 回 のPF4の 検

索 の結果, RA患 者 にお け るPF4活 性 は健常 人

に比 して の有意 な亢 進 と, CRP強 陽性 群 に弱陽

性群 に 比 して の有 意 な亢進 が 認め られ た.一 方,

 antithrombin IIIの有意 な低 下 と,血 中FDPの 有

意 な上昇 が み られ た こ とか ら,本 症 患者 に は凝

固能の亢進とそれに伴なう二次的線溶亢進状態

が存在 していると考えられる.

以上の結果より,本 症においては血小板の破

壊,消 費の亢進があり,そ れに伴なった代償性

の血小板産生亢進により,未 血中の血小板数増

多,血 小板機能亢進を来たし,い わゆる血栓準

備状態にあるものと考えられる.

結 語

RA患 者の血小板特異蛋白を検索し,次 の結

果を得た.

1.血 漿 β-TG濃 度は健常人に比し,有 意な

高値を認め,血 小板数,血 沈1時 間値 と正の相

関を示 し, CRP強 陽性群で弱陽性群に比し高値

を示す傾向を認めた.

2.血 漿PF4活 性は健常人に比し,有 意な亢

進を認め, CRP強 陽性群で弱陽性群に比し高値

を示す傾向を認めた.

3.こ のことからRAで は血小板機能は亢進

しており,い わゆる血栓準備状態にあると考え

られる.
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Studies on thrombocytes in patients with rheumatoid arthritis

Part 2. Platelet specific protein in patients with rheumatoid 

arthritis.

Yoji ISHIBE

Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School.

Plasma ƒÀ-thromboglobulin (ƒÀ-TG) concentration and platelet factor 4 (PF4) activity 

were examined and related to parameters of inflammation in patients with rheumatoid 

arthritis (RA). In 42 RA patients, the ƒÀ-TG concentration assessed by radioimmuno

assay (ƒÀ-TG RIA KIT Amersham) was significantly higher than that of 17 normal con

trols (p<0.002). The ƒÀ-TG concentration correlated with the platelet count (ƒÁ=0.68, 

p<0.01) and erythrocyte sedimentation rate (ƒÁ=0.32, p<0.005). Plasma PF4 activity, 

tested by heparin neutralizing activity, was significantly higher than that of 17 normal 

controls (p<0.001). In the strongly positive CRP group (CRP 3(+) or more) PF4 activity 

was significantly higher than in the weakly positive CRP group (less than CRP 2(+)) 

(p<0.05). No correlation between PF4 activity and other parameters such as the platelet 

count, erythrocyte sedimentation rate, fibrinogen, antithrombin III, or FDP was demons

trated. These results suggest that accerelated platelet functions were present in patients 

with clinically active RA.


