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緒　論

　グラム陰性菌は、大腸菌群を始めその多くが動物の生活環境に常在し、動物は常に感

染の機会に晒されている。感染経路も粘膜、外傷など非常に多様であり、本菌感染症は、

各種動物に共通して最も一般的で、しかも被害の大きな疾患の一つである［Eberhart，

Gentry，Green，Hardie，工藤］。感染部位や程度によっては全身状態が急激に悪化するた

めに、原因菌に感受性のある抗生物質を投与したり対症療法を施しても奏効せず、動物

はしばしば死に至る［画城，Hardie1990，1985，Wessels］。その死因は主に、細菌の産生す

るエンドトキシン（Lipopolysaccharide；LPS）による敗血症性ショック（LPS

ショック）といわれている［Green，Hinshow，Yamashita，Takekoshi，Fessler］。獣医領域

では、子宮蓄膿症［Wessels］や乳房炎［工藤、平城］などの生殖器疾患、あるいは出血性腸

炎などの消化管疾患［Green，　Wessels］で、動物が死亡するような重症例にしばしば遭遇

する［Ha11］。　LPSショックでは、血管や心筋の障害、低血圧［Hinshow，Doebber］、播

種性血管内凝固（disseminated　intravascular　coagulation；DIC）［Bregengard，

Hardie］、あるいは低血糖症［Ceppi』ardie，White］などが起こる。このうちDICは、

全身各所の微小血管内で血液が凝固して血液循環が障害され、同時に血小板や血液凝固

因子が消費されて、いわゆる消費性血液凝固障害となって出血徴候を呈する疾患である

［Green，Jain，松田］。時には微小凝血塊が肺に集積［Pinckard］し、“ショック肺”と呼

ばれる肺不全を起こす［Waterman］。これらDICあるいはショック肺は、いずれも

LPSが血中で増加すること（LPS血症）による血小板の異常な活性化によって引き

起こされるといわれている。活性化した血小板の放出物質はショックの引き金になりう

る［McManus，McManus，Pinckard］ことから、血小板の活性化を制御することは、グラム陰

性菌感染症を治療する上で重要なポイントの一つと考えられてきた［工藤］。しかしなが

ら、LPSによる血小板活性化メカニズムは未だ十分に解明されておらず、そのため、

適切な対処法も確立されていない現状にある。

　LPS毒性の発現には、生体内でいく種類もの細胞による連鎖的な化学伝達系がある

と考えられており［Bosson，Bregengard．　Go皿ez，Melby，　Paloma，里内，Yamashita］、近年そ

の中間物質として、フォスフォコリンの1種「血小板活性化因子（platelet　activat一

ing　factor；PAF）　　Fig．1」の関与が注目されてきた［Doebber］。

　　　CH20（CH2）5CH3
　　　1

CH8COOCH　　O
　　　l　l
　　　CH20POCH2CH8＋H（CH3）3
　　　　　1
　　　　　0一　　　　（n＝150r17）

Fig．　1．　　　　Chemical　co皿position　of　platelet　activating　factor

　（PAF；　1－0－Alkyl－2－acety1－sn－91ycero－3－phosphocholine）
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　PAFは好中球や血管内皮細胞など多種類の細胞に対して刺激性を持ち、血小板もそ

の主要な標的細胞の一つである［里内，Handley1990］。

　すなわち、グラム陰性菌感染による病態の悪化に重要な役割を担う血小板の活性化に

は、LPSの刺激によって惹き起こされる細胞間の化学伝達網の一環として、　PAFが

関与していると考えられる［Yue］。したがって、　LPSによる血小板の活性化を制御す

るには、PAFの作用を考慮に入れることが必要である。しかし、　PAFの血小板に与

える刺激の強さは動物種により大きな差があるといわれており［Feingold，Meyers1985］、

獣医領域でグラム陰性菌感染症の治療にこの新しい観点からアプローチするためには、

実際の診療対象となる動物種別に、LPSによる血小板過剰活性化におけるPAFの関

与を確認しておく必要がある。

　筆者は小動物診療の際しばしばグラム陰性菌によるDICと思われる犬の症例に遭遇

し、その病態のうち、特に血小板反応におけるPAFの関与を明らかにしょうと考えた。

そこで、『犬のグラム陰性菌感染の際に見られる血小板の過剰活性化にはPAFが関与

する』という仮説を立て、その証明を試みた。
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　　　第1章
血小板凝集試験用試料の調整

血小板の活性化は、通常、最も基本的な方法として、血小板凝集試験を用いてスクリー

ニングされる。血小板はわずかな物理・化学的な刺激に反応してしまい［山崎］、血液の

採取から凝集試験に用いるまでの試料の前処理が難しい［Catalfamo］。しかも各種刺

激に対する血小板反応の感度には動物種差があり、とりわけ犬などの小動物では刺激に

対する反応が鋭敏なため［Meyers1985］、前処理も動物種別に適当な方法を確率しておく

必要がある［Clemons1983．Meyers1985］。しかしながら、それぞれの動物に適した具体的

な前処理技術はまだ十分に確立されていない。従ってこの研究を進めるにあたり、犬血

小板の凝集試験を行うための試料前処理方法から検討を始めた。

　血小板凝集試験に用いる試料には①全血［lngerman－Wojenski］、②血小板のみを

豊富に含む血漿（多血小板血漿；platelet　rich　plasma；pRp）［Catalfamo］、およ

び③血小板を緩衝液に浮遊させたもの［Mustard］、の3通りがある。このうち全血で

の凝集試験は、血小板の環境をできるだけ体内と同じに保つことを目的として使われて

いる［Cardinal，Forsythe，　Ingerman－Wojenski，Sharp］。一方、緩衝液に浮遊させるのは、

血液中に含まれる血小板以外の成分による血小板凝集反応への影響を排除し、血小板単

独の反応を調べることを目的に行われる［Timons，Walsh］。　PRPは上記①と③の中間的

な条件に位置し、白血球など、血小板以外の細胞による影響は除外される。血液中には

血小板の代謝に影響を与える因子が多種類含まれており［Timons］、臨床例では、それら

の影響も含めて体内での血小板の凝集機能を総合的に判定することが必要となる。その

ため、通常、PRPあるいは全血が用いられる。逆に、今回筆者がLPS誘導血小板減

少におけるPAF関与の確認を試みるように、血小板の活性化における特定物質の関与

を研究するためには、むしろ血小板凝集に影響を与える血液中の他の諸因子を排除した

方が望ましい。そこで、この研究では全血は用いず、PRPと、緩衝液中に浮遊させた

血小板の2種類を用いることとした。
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第1節
犬PRPの調整条件

　血小板は血液細胞の中で最も小型で比重が低いため、全血に適当な遠心操作を施すこ

とによって血小板以外の細胞を沈殿させ、上清としてPRPを得ることができる。血小

板凝集試験にはこのPRPが最も多く用いられている。血小板を始め各種血液細胞の大

きさや比重は動物種により異なっており、前述のとおりPRPを得るための遠心条件も

動物種別に設定する必要がある［Catalfamo］。各種動物の血小板の研究を行う場合、こ

の遠心条件の設定は研究施設ごとに工夫して行っているのが現状で、犬を例にとっても、

文献により遠心の速度や時間の条件設定は多様である［Baudreaux，　Catalfamo，　Clemmons

1983，1984，Gaunt，　Jacobsen，亘］。

　そこで、効率的に犬のPRPを得る遠心条件を求め、さらにそのPRP中の血小板の

凝集について検討した。

1　材料および方法

1）　全章を通じて共通する事項

　実験犬は1986年4月から1994年8月までの間に、麻布大学生物科学総合研究所

または獣医学部付属ベテリナリーアニマルセンター（1992年3月までは同犬センター）

において、獣医学部内科学第二講座が飼育したものを用いた。種類、性、年齢、体重な

どは各層・各節の中でそれぞれ示す。なお犬の番号は、必要に応じて各節の中でそれぞ

れ設定する。これらの犬は、1週間以上採血や血管または筋肉への注射、あるいは抗生

物質や消炎剤などを投与しておらず、臨床的に健康で、末梢血中にミクロフィラリアを

認めないものに限った。また、暑熱などのストレスが強く加わった犬も使用しなかった。

血液の採取は、12時間以上絶食させてから行った。採血にはすべて、プラスチックシ

リンジ（テルパック；Terumo社）と内径21ゲージ（0．8m皿）、長さ1．5インチの使

い捨て注射針（Terumo社）を、また、試料前処理用遠心器には卓上型SCT　5　BA（日立

工機㈱）を用いた。

　試薬類の製造元や規格は、各回の「材料および方法」の中で特に触れない限り、すべ

て和光純薬㈱の特級品である。

2）　本節の検討に関する事項

　遠心による試料の分離状況は、回転半径を一定にした場合、回転速度と遠心時間の

2つの条件に左右される。この実験では、回転速度は臨床検査室で日常使われる範囲の

600～3500rpmまで8段階について比較することにした（Table　1）。遠心時間は、回

転速度に応じて最短1分から最長50分まで表に示したとおり設定し、このすべての

条件下での血小板分離効率を比較検討した。
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Table　1．　　　Whole　blood　centrifugal　conditions　for　comparing　Platelet

　recovery　to　platelet　rich　plasma　（pRp）

Spinning　　　　Gravitationa11）
speed　（rp皿）　　force　（9）

Centrifugation　time
　　　　（min）

600
800

1000
1500
2000
2500
3000
3500

120
180
250
500
850
1200
1600
2000

20　　25
5　　10
3　　　5
1　　　3
1　　　3
1　　　2
1　　　2
1　　　2
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1）　Calculated　by　using　the　radius　of　14　cm　（center　of　blood　sample　layers）・

（1）　各回転速度での最も血小板回収率の高い遠心時間

　Table　1に示したすべての遠心条件で血小板回収率を求めるためには、血液を40本

の試験管に用意しなければならない。一回分の採取血液でこの検討を一通り行うことは、

実験に要する時間や血液量などの面から、困難である。そこでまず、1回に採取した血

液の使用は1種類の遠心速度に関する検討に限定し、それを繰り返すことによって、

各遠心速度ごとに最も血小板回収率の高い遠心時間を求めた。

　血液は、雑種犬4頭（雌雄各2頭、2～5歳、体重8～15kg；No．1～4）から採取

した。容量10または20m1のシリンジに、あらかじめ3．8％クエン酸Na液（緑十

字社、赤沈用チトラール）を採取血液の1／9量吸引しておいた（採血量については後

述）。次いで頸静脈から血液を採取し、クエン酸Na液と血液をシリンジ内で静かに混

和して凝固阻止した（以後の記述においても、血小板凝集試験用は採血から凝固阻止ま

で同様に操作）。

　回収率を求めるためのPRP分離操作は次のとおり行った。先ず、前述の抗凝固処理

血液を再度静かに混和して均質化し、全血中の血小板数を測定した後、内径10mm、長

さ74mmのポリプロピレン試験管に2副ずつ分注し、1本ずつ遠心時間を変えて

PRPを作製した。　PRPは全血を入れたものと同じ規格の試験管に分離し、その量と

血小板数を算定した。血小板数算定には、自動血球計数機Sysmex　F－800（東亜医用電

子㈱）を用い（以下、血球数の算定はすべてこの機械を使用）、血小板回収率は次式か

ら計算した。

　　　　　　　　　PRP量（ml）×P
血小板回収率（％）＝　　　　　　　　　　×100
　　　　　　　　　全血量（ml）×　B

〔P＝PRP中の血小板数／μ1B＝全血中の血小板数／μ1〕

　その後1週間以上の間隔を空けて、同一個体から繰り返して採血し、順次遠心速度

を変更して同様の検討を行った。以上の手順によって、各回転速度別に最も血小板回収
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率の良い遠心時間を求めた。採血量は、実験の都度、必要最小限（前述のとおり、1種

類の遠心時間の検討につき2m1；クエン酸Na液1／10容含む）となるよう適宜調節

した。

（2）　回転速度と遠心時間の最適な組合せ

　前実験では、血液サンプルは回転速度が変わる度に採取しなおしているため、Table

1のすべての組合せでの血小板回収率を1つの試料で比較したことにはならない。そ

こで次に、1回に採取した血液（同一試料）を前実験同様2mlづっ8本に分注して、

それぞれ異なる回転速度でPRPを作製し、各条件での血小板回収率を求めた。遠心時

間は、前実験で得られた各回転速度で最も血小板回収率の高い時間［結果Table　3参

照］を用いた。この8種類のPRP中への血小板回収率を比較し、Table　1に示した

回転速度と遠心時間の40種類の組合せ中で最適の条件を求めた。

（3）　最適遠心条件で作製したPRPの血小板凝集

　上記検討の結果最適とされた遠心条件で作製したPRPが、血小板凝集試験に使用で

きるか否かを検討するために、20頭の犬（ビーグル14雑種6頭、雄5雌15頭、

7～15Kg、2～10歳）のPRPを用いて血小板凝集試験を行った。凝集惹起物質はクロ

ノログ社のコラーゲン（馬の腱組織由来；最終濃度6、10、20μg／ml）、および

Adenosin　diphosphate（ADP；最終濃度6、10、20μM）の2種類を、血小板凝集計

は同社の2チャンネルルミアグリゴメーターC－550型を用いた（以下、凝集試験は全

てこの凝集計を使用）。

　今回用いた血小板凝集試験の原理は、次に示すとおりである。

　なお、PRPの対照として、　PRPを分離した残りの血液を3000rpm（1600g）・20

分遠心して作製した乏血小板血症（platelet　poor　plasma；PPP）を用いた。

①PRPおよびPPP　500μ1を専用のキュベット（Fig．2、aおよびd）に入れ、

それぞれ血小板凝集計の所定の位置にセットする。凝集計にセットされたPRPは37

℃に保ちながら、スターラー（1000rpm）で撹絆される。

②凝集計は、PRPの透光度を連続的に測定する赤外光の分光々度計であり、透光

度は浮遊する血小板濃度と負相関する。凝集計はベースライン設定モードで、自動的に、

PRPの透光度を透光率0％、　PPPのそれを透光率100％に範囲設定する（図の縦
軸）。

③PRPにコラーゲンなどの血小板凝集惹起物質を添加すると、血小板は凝集して

塊になる（図、試験管a→b→c）。この凝集の進行に伴い、PRPの透光率は次第に上

昇して、PPPのそれ（図、試験管d）に近付く。　PRPの透光率を連続的に記録する

と、凝集惹起物質添加後は図中eあるいはfのような曲線（血小板凝集曲線）が描かれ

る（PRPは均質な液体ではなく固形物の浮遊液であるために、透光率には細かな振幅

が生じる）。
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　凝集惹起物質添加直後、記録計は一時マイナス側に振れる。これは、凝集開始直前に

血小板固有の円盤型を失って球型に変わり、しかも表面に多くの突起を出すことによっ

て透光度が低下する現象（球状化）による。その後の血小板凝集は常に不可逆的（図中、

曲線e）ではなく、刺激の種類や強さによってはしばしば凝集状態から解離して、元の

状態に戻る（図中、試験管。’および曲線e置）。

　血小板凝集能を表す指標には、凝集惹起物質添加から球状化までの時間（Lag　time）、

透光率の最高値（最大凝集率）、あるいは最大凝集に達するまでの時間（BT／2）などが

ある。

一’agonist
目
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］
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の
口
邸
』
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b
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0

　
　
　
　
b

　Ti皿e　after　stimulation
　（5　min．）．

C

e

Fig・　2・　　A　sche皿a　of　platelet　aggregation　in　platelet　rich　plas皿a

　by　using　Photometric　aggregometer．

TIIbe：　a・　platelet　rich　plas皿a　（PRP）；　b，　c　and　c’，　PRP　changes　after

stimulation　（aggregation）；　　d，　platelet　poor　plasma　（PPP）．

Aggregation　lille：　e，　irreversible；　　and　e’，　reversible．
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2　結果

1）　各回転速度での最も血小板回収率の高い遠心時間

　各回転速度別に、異なる遠心時間で得られたPRPへの血小板回収率をTable　2に

示した。また、Fig．3に各条件での血小板回収率平均値をプロットし、回転速度別に

回収率曲線を描いた。当然ながら、遠心速度が高いほど短時間の遠心で高い血小板回収

率が得られ、また、高速短時間遠心の方が低速長時間遠心より回収効率の高い傾向にあ

った。

　なお、各遠心速度における最も血小板回収率の高い遠心時間は、Table　3のとおりで

あった。
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Table 2.

  speeds

  Platelet recovery percentage

and the centrifugation times in

of PRP

 four

 at the

dogs

different splnnlng

Spinning Dog
speed (rpm) No. Centrifugation time i)

20 min. 25 30 35 40 45 50
600 1

2
3
4

mean

66.8 67.
32.7 40.
24.0 26.
1-5 .-1. - -IS.

34.7 38.

8
o
3
-5 - -

2

64. 7
42. 5
30. 1

.2 !. .2

39. 6

64.8 6L3
42.6 42.9
36.9 34.7
24.-3 -. -2 5..S--

42.2 4Ll

56. 1
42. 3
34. 9
30. 9

41. 1

56.
42.
33.
Z 9.

40.

o
o
1

g
3

5 min. 10 15 20 25 30 35
800 1

2
3

-4- .

mean

55 9
12 8
27. 0
20 -2

29. 0

70.
19.
36.
22.

38.

3
2
2

]- -
4

75. 7
25. 3
50. 6
36. 2

47. 0

78.6 70.6
33.0 37.1
58.3 68.3
-4 9-. -2 -. -4 9-.3--

54.8 56.3

44. 5
35. 7
47. 4
52. 7

45. 1

27.
35.
5L
4 3nt.

39.

1
3
8

3
4

3 min. 5 10 15 20 25

1000 1
2
3

-4- -

mean

31 8
 90
10. 0
18 -7

17 4

 47.
 10.
 22.
-31･
 28.

1
7
3

-7

o

59. 4
20. 1
40. 8
54. 5

43. 7

56.5 49.2
26.3 29.8
49.8 45.7

-4 6.. -4 - - -4 7-. S - .

44.8 43.1

40. 3
28. 2
40. 1
42. 3

37. 7

lmin. 3 5 7 9 12
1500 1

2
3
4

mean

24 2
22 5
14. 7
25 .4

2L 7

 52.
 5L
 38.
-2 fi.

4 2.

9
4
9
-2 - -

9

66. 3
60. 8
45. 3
32. 6

5L 3

45.9 39.1
61.6 59.9
43.7 43.7
-3 S. -6 -- -3 6-.Q--

47.0 44.7

3L 3
48. 3
38. 3
-2 9-. -8 -

36. 9

lmin. 3 5 7 9

2000 1
2
3
4

mean

44 1
15 1
26 3
32.-8

29 6

75.
30.
57.
5S･

54.

4
3
o
.7 . -

9

49. 1
27. 2
43. 8
63. 5

45. 9

 33.4 17.8
 22.9 16.2
-39.5 3L2
 45.1-. -2 1..g-.

 35.4 2L8
1 min. 2 3 4 5

2500 1
2
3
4

mean

63 9
67 3
32. 9
36 -2

50 1

77 O
73 5
52 O
68 -7

67. 8

6e.8
41.0
56. 6
55. 7

53. 5

54.0 12.7
42.8 35.4
45.8 30.4
-58-.-2--"44-.S-.

50.2 30.8
lmin. 2 3

3000 1
2
3
4

mean

84 8
66 7
47 2
4O.-2

59 7

 78.
 65.
 50.
-3S･

 57.

3
6
3

.4--
7

43. 4
50. 6
42. 3
26. 9

40. 8

1 min. 2 3

3500 1
2
3

-4- .

mean

93 8
70 8
60 1
62.-O

71 7

 62.
 46.
43.

-43.
4 9.

1
8
8

-9

2

29. 2
37. 0
35. 4
37. 5

34. 8

i) Different centrifugation times were set

shown in Table 1 (min.: shown on the first
Blood samples were collected separately and

at the different spinning speeds.

at each spinnning speed as
lines at each spinnning speed).

 repeatedly for each examination
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Fig. 3. Comparison of platelet recoveries of platelet rich plasma

  (PRP) at the different spinning speeds and centrifugation times.

  The figure was drawn frorn Table 2.

 The mean value of four dogs were ploted with the following marks

 at eaeh spinning speed (rpm): D, 600; +, 800; O, 1000; A, 1500;
 -, 2ooo; v, 2soo; e, 3ooo; and O, 3soo.

Table 3.

  platelets

The centrifugation

 were recovered at

times

each

 that the highest number

spinning speed

of

(minutes)

Spinning speed (rpm)

600 800 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Centrifugation time 35 25 15 5 3 2 1 1
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2）　回転速度と遠心時間の最適の組合せ

　4頭の犬のそれぞれ1回の採取血液から、8種類の回転速度でPRPを作製した。

回転速度別の血小板回収率は、Table　4のとおりであった・また各回転速度における回

収率の4頭の平均値±標準偏差をFig．4に示した。最も回収率の高い組合せは

3500rpm・1分で、平均血小板回収率は85．7器であった。そこで、この組合わせを犬

のPRPを作製するための最適遠心条件とした。

Table　4．　　　Platelet　recoveries　at　the　eight　spinning　speeds
（器）

Spinning　speed　（rpm）
Dog
No．　　600 800 1000　　　　1500　　　　2000　　　　2500　　　　3000　　　　3500

－
り
乙
0
0
」
張

76．0

67．8

68．6

48．3

り
6
り
乙
3
8

5
【
」
り
4
8

【
」
【
J
K
J
」
仙

0
6
7
1
7

」
恐
」
筆
8
2
U

【
U
【
U
O
O
」
触

」
隈
2
U
O
6
7

1
4
0
【
」

6
【
り
」
恐
0
0

0
0
8
0
6
5

」
軽
り
0
9
」
張

2
U
5
0
0
」
魁

57．9　　　65．1　　　92．5

68．5　　　66．4　　 87．7

44．0　　　　53．0　　　　74．1

60．1　　　　65．9　　　　88．6

Mean　　　　65．4　　　52．9　　　50．5　　　48．0　　　48．4　　　57．6　　　62．6　　　85．7
SD　　　　　12．1　　　　　3．0　　　　11．0　　　　12．0　　　　　7．8　　　　10．2　　　　　6．4　　　　　8．0

SD：　standard　deviation　（same　in　all　the　tables　shown　later）・

All　blood　samples　collected　were　dispensed　into　eight　test　tubes・

and　PRPs　were　separated　at　the　different　centrifugal　conditions・

The　centrifugation　times　shown　in　Table　3　were　used　at　each

sDinnin夏　sDeed．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

100

08

（
凍
）

　
　
6
0

、
』
Φ
＞
o
o
o
鑑

40

Mean±SD

600　　　　　800　　　　 1000　　　　1500　　　　2000　　　　2500　　　　3000　　　　3500

Spinning　speed　（rp皿）

Fig．　4．　　Comparison　of　platelet　recoveries　at　the　different　spinning

　speeeds．

The　figure　was　drawn　from　Table　4．
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3）　最適遠心条件で得られるPRPの血小板凝集

　Table　5にPRPのCollagenおよびADP凝集試験の結果（最大凝集率）を示し

た。いずれの刺激剤に対しても、刺激強度依存性に十分な強度の凝集が認められたこ

とから、このPRPは血小板凝集試験に使用可能であった。

Table　5．　　Maximllm　aggregation　ratio　in　PRP　obtained　by　the　optimum

　centrifugal　condition，　3500　rp皿・　1　min．

Dog

No．

Collagen　（μ9／ml）1） ADP　（μM）D

6 10 20 6 10 20

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

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2

　％（

0
0
0
0
5
4
6
0
5
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
7
8
0
0
6
　
0
0
ワ
●
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
0

1
0
0
0
5
0
0
8
8
0
0
0
0
0
0
0
0
5
0
8

2
2
　
6
9
9
6
4
9
9
　
　
5
5

2
2
1
0
3
0
0
4
3
0
0
0
4
3
7
5
5
0
1
9

8
8
6
9
6
9
9
7
6
9
9
9
6
7
6
7
6
9
6
7

2
9
8
0
0
0
9
2
3
7
5
1
9
8
7
4
0
D
D
D

2
4
3
7
9
9
6
2
3
3
4
3
6
2
4
2
2
N
N
N

1
6
7
0
0
1
3
3
0
9
2
4
9
2
9
5
2
D
D
D

7
7
5
9
9
8
7
6
9
5
8
4
7
4
3
5
4
N
N
N

0
6
9
0
0
5
5
0
0
9
0
1
0
2
9
4
5
D
D
D

9
6
5
9
9
7
7
9
9
5
9
7
9
6
5
5
5
N
N
N

Mean
SD

－
1
卿
5

り
4
0
0

【
」
7

0
0
0
0

ワ
ー
0
6
7
1

農
U
3

」
蔭
り
6

7
8

農
U
－

」
筆
に
」

7
¶
よ

g　　final　concentration。

ND：　not　done．
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3　考　察

　PRPを作製する上で特に留意すべきことは、血小板を活性化させないで、できる限

り効率良く全血から分離することである。特に小型動物を対象とする場合は採血量の制

約が大きく、ヒトや牛などの場合よりも高い血小板回収効率が要求される。Holte

［Nolte］はりンフォプレップを用いた密度勾配比重遠心法で・犬の全血から血小板を分

離して再び血漿に浮遊させ、単純な遠心よりも効率的に血小板を回収できることを報告

している。しかし、現実的にはやはり一般的な単純遠心が妥当であろう。犬のPRPを

調製するための遠心条件としては、これまで1809・5分［Feingold］・2009・10分

［Jacobsen］、あるいは1800　rpm・15分［亘］、のような比較的低重力（速度）が多く用

いられてきた。一方、複数回の遠心もしばしば用いられており、Catalfamoら

［Catalfamo］は、1800　rpm・1．5～2分を3回、あるいはBaudreauxら［Baudreaux］は

600～700g・2分間を3～4回繰り返している。本節の緒論でも述べたとおり、犬の

PRP分離のための遠心条件はこのように多様である。

　単回遠心を前提とした今回の検討では、比較した遠心条件のうち最も高速で短時間の

3500rp皿（2000g）・1分野最も高い血小板回収率が得られた。

　この条件はこれまで犬で用いられているものより高速であり、これによって得られる

PRPには2っの問題が懸念された。1月目、　PRP中の血小板が凝集試験に使用で

きるか否かである。そのためには血小板が未活性の状態で、凝集能や放出能を保ってい

なければならない。Cle皿monsら［Clem皿ons］は、比較的高速で短時間遠心の方が犬の血

小板は大きさが偏らず、凝集機能も保持しやすいと述べている。ヒトの血小板でも200

Gの低速で10分間遠心すれば血小板α穎粒成分の放出が起ることから、血小板を用い

・た試験を行う上であまり低速・長時間遠心は好ましくないと言われている［Luzzatto］。

今回最適条件とした比較的高速の遠心で得たPRPと、より低速の遠心で得たPRPの

うち、どちらが凝集試験に適しているか比較したわけではないが、3500rpm・1分の遠

心で得られるPRPは、　Collagen、　ADPいずれの刺激に対しても十分な強さの凝集を

示した。

　そこで以後、PRP調製には本条件を用いることとした。

　もう1つの問題は、大きさや比重の偏った血小板が回収される可能性である。大型

で比重の高い血小板は穎粒成分を多く含み、各種刺激に対する反応も鋭敏といわれてお

り［Jain］、高速遠心によってこれらが沈下してPRP中に含まれないようでは、血小板

凝集試験の結果は生体内の血小板反応を反映しないことになる。この点は次節で検討す

る。
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　　　　第2節
凝集試験用血小板浮遊液の作製法

　血小板凝集試験は通常、体内の血小板の凝集能がどのような状態にあるか、あるいは、

何らかの物質が体内で血小板凝集能にどのような影響を及ぼしているかを推定するため

に行われる。体内の血小板反応を推定しようとする場合、血小板を取り巻く環境として

はできるだけ体内の条件に近い全血のままか［ingerman－Wojensky，　Sharp］、あるいは

PRPのように血漿中に浮遊していることが理想的である［Mustard］。

　しかし、血小板凝集試験に全血、PRPいずれかを用いる場合、これらの試料中には

血小板反応に影響を与える成分が数多く含まれている［Ti皿ons］。またこれらの物質は生

体の健康状態によって変動することから、血小板の凝集反応にどの程度影響を及ぼすか

推測し難い。例えば炎症反応時に増加するC反応性蛋白［Miyazawa，　Fiede11982，1985］

やIm皿unoglobulin　G（lgG）［Wautier］などは血小板凝集を促進する作用があると推定

されている。すなわち、全血やPRPを用いた血小板凝集試験の成績に異常が認められ

ても、それが血小板自体の機能異常を示しているものか、あるいは、他の血球や血漿成

分など血小板を取り巻く環境の変化によるものかは判別しにくい。したがって、今回の

ように特定の物質が血小板の活性化に関与しているか否かを調べる場合には、全血や

PRPは必ずしも適当なサンプルとはいえない。このような場合、血小板を他の血液成

分から分離し、成分既知の緩衝液に浮遊させて凝集能を調べることが有効である。そこ

で、PRP中の血小板を血漿から分離する方法を検討した。

1　材料および方法

1）　遠心洗浄血小板の凝集

（1）原法の緩衝液に浮遊させた血小板の場合

　クエン酸Na処理全血から分離した犬PRPは、単純に遠心すると血小板が試験管底

でペレット化するとともに強固に固まって、緩衝液を加えても再浮遊しないために、凝

集試験には使用できない［Catalfamo］。そこで、遠心管の底に高濃度の牛血清アルブミ

ン（BSA）を入れて血小板のペレット化を防ぐためのクッションとする、Walshの密

度勾配比重遠心法［Walsh］を試みた。

　まず10mlのクエン酸Na処理全血からPRPを分離した。
　次いで、内径15mm・長さ120　mmのポリプロピレン試験管の管底にTyrode緩衝液

（8．O　g　NaCl、　0．2　g　KCI、　0．065　g　麗a2PO4・2H20、　0．184　g　MgC12、　0．1　g　NaHCO3、

1．OgDextrose／1、　Ca2＋不含；pH　7．35）に溶解した45％BSA（Sigma社、　grade

皿）溶液1mlを入れ、その上に、　PRP　（通常3～5　m1）を重層した。さらに、シリ

コン処理したガラス棒でPRPとBSA半平の界面部を軽く混和して1cm幅程度の

BSA密度勾配層を作り、2700r叩（液層中央部で1200g）で15分遠心した。これ
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により密度勾配層の内部には明瞭な白色の血小板層（層の厚さ2～3mm）が形成された。

それより上の血漿層をピペットで除去した後、総量約10皿1となるようにTyrode緩

衝液を加え、血小板を再浮遊させた。この洗浄操作を2度繰り返してから、同緩衝液

で血小板数250×103／μ1（±20％以内）に調整した後、コラーゲンとADP　（添加量は

それぞれ、最終濃度20μg／m1および20μM）による凝集試験を行った。

　また結果の項で述べるとおり、遠心洗浄した犬の血小板では凝集が得られないので、

手技的な失宜による可能性を疑い、対照として、同じ操作で牛（麻布大学牛舎内で飼育

されているホルスタイン種、雌、約600kg、年齢不詳）の洗浄血小板を作製して凝集

試験を行った。

（2）　緩衝液の成分を修正した場合

①　PRPの添加
　血小板にとっておそらく理想的な環境である血漿［Mustard］の組成に近づける目的で、

緩衝液にPPP　（第1節材料と方法、2）一（3）参照）を1／10量加えてから凝集試験を

行った。

②CaC1、（Ca3つの添加
　血小板の活性化経路には幾つかの刺激応答系が存在する［Kro11］。その中にCa2＋を

必要とする反応系があり、これは更に細胞質内穎粒に貯留しているCa2＋によって反応

する系と、細胞外から細胞質内に流入するCa2＋を必要とする系の2っに分けられる。

後者の系の活性を調べるためには、血小板の浮遊する緩衝液にCa2＋を加える必要があ

る。そこで、洗浄血小板の浮遊液に最終濃度1釦MとなるようにCaCl、を添加してか

ら、凝集試験を試みた。

2）　ゲルろ過による方法

　遠心洗浄法よりも血小板を刺激しないで分離できるといわれているゲルろ過法［Lages］

を試みた。ゲルろ過操作は、Catalfamoら［Catalfamo］の法に準じ、孔径44μmのナイ

ロンメッシュで底部を支えた内径25m皿、長さ25　cmのカラムにアセトン洗浄セファ

ロース4B（Pharmasia社）を約15　cmの高さまで充填し、室温下にてTangen

HEPES（冠一［2－Hyroxyethyl］piperazine－N’一［2－ethanesulfonic　acid］）緩衝液（Tangen

H£PES　b皿ffer；THB）で平衡化した後、セファロース層の上にPRPを静かに重層し

た。最後に、上から同緩衝液を落差約25c皿（流速：約2ml／分）で追加しながら

PRPをゲルろ過した。なお、当初用いたTHBの組成は147　mM　NaC1、5mM　KC1、

0．05mM　CaC12、0．1mM　MgC12、5mM　HEPES、5．5皿M　Glucose、0．35％牛血清アルブミ

ン；pH　7．4である。

　このゲルろ過によって、どの程度効率よく血小板が分離され、またそれが凝集試験に

使用可能かどうか、次の手順で検討した。

（1）　血漿からの血小板分離状況の分光々度計による観察

①ろ液分画の吸光度スペクトル

　血小板と血漿蛋白では吸光度スペクトルが異なるはずである。したがって、ゲルろ化
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によって溶出する分画ごとに広い波長範囲で吸光度スペクトルと吸光度を測定すれば、

各分画に両成分がそれぞれどの程度含まれているかをある程度推定できる。そこで、ゲ

ルろ過開始後1分ごとのろ液分画について、それぞれ200から800nmまでの波長範

囲で吸光度スペクトルを測定した。分光々度計は日立㈱U2000型を用い、同社のLC

フローセル（セル容積8μ1）を接続した。流路内面はシリコナイズ（シリコンコーテ

ィング剤；富士システムズ㈱）で処理した。

②　特定波長での連続的な吸光度変化

　血小板に富む分画を確認するために、PRPゲルろ過溶出液の吸光度を紫外部（250

nのと可視部（520n皿）の2波長で連続測定（吸光度モニタリング）した。　PPPも、

PRPと同じ条件でゲルろ過して250　nmで吸光度モニタリングし、それぞれのゲルろ

過溶出液の吸光度モニタリングパターンを比較した。

（2）　溶出座中への血小板回収率と、回収されたゲルろ過血小板（gel　filtrated

platelet；GFP）の容積

　10頭の犬（雑種1ビーグル9頭、雌・雄各5頭、2～10歳、体重8～13kg；

No．1～10）のPRPを、原法と同じ520　nmで吸光度モニタリングしながらゲルろ過

して、吸光度の高い血小板に富む分画（GFP浮遊液）のみを採取した。

　次にPRPおよびGFP浮遊液の量と血小板数（細胞濃度）とから血小板回収率を求

めた。

　なお、前節の考察で述べたとおり、ゲルろ過によって回収される血小板の大きさが偏

っていると、GFP凝集試験の成績も体内の血小板の凝集能をあまり反映しない。血小

板の大きさは、前述の自動血球計数機による血小板数算定の際に平均容積（Mean　of

platelet　volume；MPV）として同時に測定されるので、全血とPRP中血小板の

MPVを20頭の犬について比較した。

（3）　GFPの凝集

①緩衝液の成分を改善した場合

　結果の項で詳しく述べるが、現法のTHBを用いて作製したGFP浮遊液は凝集試験

には不適当であった。

　これを解決するために、緩衝液の組成改良を試みた。まず、今回用いたTHBと、通

常ヒト血小板のゲルろ過に用いるHEPES緩衝液、あるいはTyrode緩衝液の組成［Ti㎜

ons］を比較した（Table　6）。これらの緩衝液の成分を分類すると、①Na・K（NaCl・

KCl）、②Ca2㌔Mg2＋（CaC12・MgC12）、③緩衝剤（HEPES、　NaH、PO、、あるいは

財H、CO3）、およびその他の4っの基本構成があり、3種類の緩衝液は①～③の構成成

分がのいずれかが異なっている。そこで、THBの組成を基本に、①～③の3っの基

本構成を一部分ずつ他の2種類の緩衝液のそれに変更し、この「成分一部変更THB」

を用いて、PRPをゲルろ過した時の血小板回収効率と、その血小板の凝集を検討した。
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②CaCl、とFbg予備添加
　さらに、十分な血小板凝集能を確保するために、原法［Catalfamo］でも必要に応じて

使用することが推奨されているCaC1・とFbgを、コラーゲンあるいはADPを添加す

る直前に添加し、GFP凝集の改善効果を調べた。　CaCl・は・改良THBで50　mM液

に溶解し、コラーゲンあるいはADP添加の1分前に試料の1／50量（最終濃度1副の

添加した。FbgはSigma社の精製犬Fbg粉末をGFP浮遊液に0・1％濃度となるよ

うに直接添加し、数分素心潤させてから静かに混和して、10分以内に凝集試験に用い

た。

　凝集惹起物質の添加量は、1）の遠心洗浄血小板での検討に準じた。

Table　6．　　Co皿parison　of　the　co皿ponents　a皿ong　the　three　different

　buffer　solutions　for　platelet　gel　filtration

Buffer　solution

Composition　　　Tangen　HEPES HEPES Tyrode

　　NaCl　（皿M）①〔

　　KCl
②〔　　CaC12
　　MgC12

③
〔

　　HEPES
　　NaH2PO4
　　NaH2CO3
　　Glucose
　　BSA（％）

　　pH

　
　
5

7
　
　
0
1

」
張
　
　
●
　
・

－
【
」
0
0
【
」

　
5

【
」
3
」
陸

【
J
n
U
7

7
7

0
0
　
。

1
0
4

，

　
5

1
3
0
05．5

0．35

7．35

7
7

0
0
　
・

－
り
4

1

12

5．5

0．35

7．35

①～③：The　components　were　divided　into　these　three　groups　and　others・

These　皿arks　are　used　si皿ilarly　in　Table　9．

2　結　果

1）　遠心洗浄血小板の凝集

（1）　憲法の緩衝液に再浮遊させた血小板の場合

　Tyrode緩衝液に再浮遊させた洗浄犬血小板は、コラーゲンあるいはADP添加の何

れの刺激でも凝集しなかった（Fig．5左）。

　一方、同じ操作で作製した洗浄牛血小板は、Fig．5（右）のとおり良好な凝集が認め

られた。
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（2）　緩衝液の成分を修正した場合

①　PPPの添加
　洗浄血小板の浮遊液にPPPを加えてからの凝集試験のうち、コラーゲン凝集の結果

をFig．6に示した。すなわち、浮遊液にPPPを加えると、上段に示すように約30

秒後からごく緩やかに凝集した。PPP添加後にコラーゲン20μg／m1（最終濃度）を

添加したところ、中段に示すとおり速やかな球状化と可逆性凝集が認められた。すなわ

ち、コラーゲンに対する感受性はある程度保たれていた。

　ADP刺激に対しては凝集しなかった。

②CaCl、（Ca2“）の添加

　洗浄血小板の浮遊液にCaC12を添加したときの透光率の変化をFig．6の下段に示

した。　CaC12添加のみで他にcollagenあるいはADPを添加しなくても、急激で強

い血小板凝集が起った。
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2）　GFPの凝集
（1）　PRPゲルろ過による血漿からの血小板分離

①　吸光スペクトルの経時的変化

　ゲルろ過溶出成分の経時的変化を表す代表的な波長スペクトル曲線をいくつか抜粋し、

Fig．7に示した。ゲルろ過開始後23分を過ぎて（この間約45　mlの緩衝液が溶出）

紫外部から可視部まで広い範囲の波長を吸収する分画が観察され、速やかにろ過し終え

た。その直後から紫外部領域の波長のみを吸収する分画が長時間に亘ってろ過された。

Times　after　loading　sample　（min．）：

23

o
o
目
雨
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の
ρ
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34
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200　　　　　　　400　　　　　　　600　　　　　　　　800

　　　　　Wavelength　（nm）

Fig・7・　A　change　of　uavelength　spectru皿of　PRP　gel　filtrate

　聯ith　ti皿e　passage．

一一一一 F　base　line．
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②　特定波長での連続的吸光度変化

　pRpとPPPのゲルろ過溶出液の250　nmでの吸光度モニタリング図をFig．8

（上・中段）に示した。前半の短時間で終わる吸光度ピークはPRPの溶出液のみに・

また後半の持続的な吸光度上昇はPRPとPPPのゲルろ過溶出液の双方で認められた・

すなわち、前半のピークは血小板、後半のピークは血漿蛋白によるものであった。また・

ろ液の血小板と血漿蛋白による2つのピークは一部重なりあっていることから、

GFP浮遊液中への血漿蛋白混入を避けるためには、血小板の回収を早目に切り上げる

ことが必要である。

　さらに、原法［Catalfamo］の520　n皿でPRPのろ液を吸光度モニタリングすると、

Fig．8下段に示すとおり血漿蛋白による吸光度上昇は観察されないが、血小板に富む分

画のピークは250nmの場合と同様に観察された・

　そこで、この後の検討では、吸光度モニタリング波長を原法と同じ520nmとし、血

漿蛋白の混入をできるだけ防ぐとともにGFPを高濃度に含む浮遊液を得るため・吸光

度が1．0以上の分画のみを回収することにした。

2．0

n
U
　
　
　
　
　
　
ハ
U
　
　
O

－
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
¶
よ

　　

iE

モ
W
N
罵
）

0

02

o
o
虞
雨
ρ
』
o
の
』
〈

（
屋

　
O

　
L

O
N
ゆ駕
）

PRP

PPP

0

PRP

・r－r一一・一 aase　l　ine

15 　30　　　　45　　　　60

After　loading　sample　（min．）

75

Fig・8・Ch・ng・・in　ab…b・・ce・ith　filtrati・g　ti皿e。f　PRP、，d　PPP

gel　filtrate　at・vi・ib1・・r　an・1travi・1・t・avelength．

P1・t・1・t・i・h　fracti・n（9・l　filterat・d　p1・t・1，t，、spen，i。n）

　was　collected　at　an　absorbance　peak　higher　than　1．O　at　520　nm

　for　aggregometry．
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（2）　GFP浮遊液への血小板回収率と、回収された血小板の容積

　pRpとGFP浮遊液中の平均血小板容積、血小板数および回収率をTable　7に不

した。PRP中血小板総数の約67％以上がGFP浮遊液中に回収され・その血小板数

（濃度）も凝集試験に用いる必要な条件（≧200×103／μ1）を満たしていた・

Table　7．　　　Platelet　recoveries　by　PRP　gel　filtration

Dog

No．

PRP GFP　suspension

Volume　　Platelet　count　　　Volume　　　Platelet　count

Platelet

recovery

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

）m（

8
0
0
5
0
5
0
0
3
7

2
4
4
3
4
3
3
4
3
4

645（x103／μ1）

898
500
884
772
790
822
656
718
776

）1皿（

1
2
3
6
5
0
5
9
8
0

5
7
5
5
6
6
5
5
5
7

240（x103／μ1）

428
356
502
356
367
309
320
283
358

67．8（％）

85．8

94．3

90．9

74．9

78．3

68．9

72．0

69．3

67．0

Mean
SD

ワ
ー
6

0
」
0

震
U
「
⊥

」
触
り
6

7
｛
－ 0

7

2
0
n
U

リ
ム
」
望

【
U
7

3 76．9

10。1

Platelet　recovery　（％）　＝

（G，Platelet　count

GFP　suspension　volume　x　G
　　　　　　　　　　　　　　x100

　　　　PRP　volume　x　P
in　GFP　suspension；P，　that　in　PRP）

　またGFPの容積が全血やPRP中血小板のそれと比較して偏りがあるか否か検討す

るために、全血、PRPおよびGFP浮遊心中のMPVをTable　8に示した。3種類

の試料中のMPVには有意差を認めなかった（対応のある2っの数値群の差の検定に

よる）。
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Table　8．　Mean　of　platelet　volu皿e　in　uhole　blood．

　pRP　and　GFP　s皿spension

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（fl）

90D

　
ON

Sample

Whole　blood PRP GFP

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

6
9
7
4
0
7
6
2
3
3

8
7
7
8
9
8
8
8
8
7

8
7
6
8
0
1
1
9
2
0

8
7
7
7
9
9
8
7
8
7

1
1
6
3
4
1
7
3
2
2

9
8
7
8
9
0
9
8
8
7

　
　
　
　
　
1

Mean
SD

0
0
【
」

8
0

ー
ワ
置0

0
0

6
9

0
0
0

The　no　differences　hypothesis　was　not　rejected　by

student’s　paired　t－test．

（3）　GFPの凝集

①　緩衝液組成の改善

　GFP浮遊液を用いてコラーゲンとADPによる血小板凝集試験を行ったところ、い

ずれの刺激に対しても血小板は凝集しなかった。“しかしコラーゲンなどを添加する前に

PPPを加えると、両刺激に対して凝集するようになった。この場合は遠心洗浄血小板

の場合のように、PPPあるいはCaC12添加のみでの凝集は起らなかった（データは

示さない）。

　そこで、血小板が凝集するようにTHBの組成を一部変更してPRPをゲルろ過し、

凝集試験を行った結果は、Table　9のとおりであった。すなわち、①のNaCl・KCI濃

度をHEPESあるいは　Tyrode緩衝液のそれ（NaCl　137、　KCI　2．7mM）に変えると、ゲ

ルろ過効率が著しく低下し、凝集試験に必要な血小板数（濃度）を含むGFP浮遊液は

得られなかった。逆に、②のCaC1、・MgCl、濃度は、　THBよりも他の2種類の緩衝

液の方が適していた。特にMgC1、濃度が重要であり、これを1nMに増やすことで十分

な凝集が得られた。③の緩衝液を変更すると、ろ過効率の面では問題なかったが・凝集

はCaC1、とMgC1、濃度を改良したTHBを用いた時より低かった。

　以上からTHBの組成は、　CaCl、不添加、　MgCl、最終濃度1皿Mに改めた（改良

THB）。
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Table　9．　　Effect　of　the　partial　co皿ponent　皿odifications　in　Tangen

　HEPES　buffer　on　platelet　filtration　and　platelet　aggregation　in

　GFP　suspension　（GFP　aggregation）

Modified　components Filtration Aggregation

　（Original）
　Original　＋　PPPコ⊃

①NaCl，　KCI2）

②CaCl、．　MgCl、3｝

③Buffer　bases40τ5》

（＋）

ND
（一）

（＋）

（＋）

）
）
　
　
　

）
）

一
　
十
h
り
十
　
，

（
（
N
（
（

The　components　of　Tangen　HEPES　buffer　were　partialy　modified　by　adding

PPP・）or　replacement　with　the　components①～③in　HEPES2－4）or　Tyrode

buffer2・3・5，　as　follows：

1）　PPP　was　added　into　GFP　suspension　just　before　aggregometry；

2】　137　mM　NaCl　and　2．7　mM　KCl；　　　　　　　3⊃　CaC12　free　and　l　mM　MgC12；

4｝　3．5　mM　HEPES　and　3　皿酬　NaH2PO4i　　　　5，　12　皿M　NaH2CO3　（final　conc．）．

（＋）：　good．　　　　　（一）：　no　or　weak．　　　　　ND：　not　done・

②　　CaC1、とフィブリノーゲン（Fbg）予備添加

　緩衝液を改良することでGFPの凝集は得られたが、コラーゲン凝集ではコラーゲン

添加濃度との相関性（刺激強度依存性）が低く（Fig．9左）、またADP凝集では、

PRPで通常100％近い最大凝集が得られる量（最終濃度20μM）を添加しても最大

凝集は30器程度しか得られなかった（Fig．10左）。

　そこで、CaC12あるいはFbgを凝集試験の直前に添加した時の効果は、次のとおり

であった。

　a　CaCl、添加：　CaCl、添加によるGFP凝集の改善効果はコラーゲン凝集で強く

表れ、Fig．9下段に示すとおりコラーゲン刺激強度依存性の凝集が得られた。

　ADP凝集では、　CaC12添加による影響を認めなかった。

　b　Fbg添加：　ADP凝集ではFig．10右に示すとおり、凝集が強化された。コ

ラーゲン凝集では影響を認めなかった。

　以上の結果から、GFPの凝集試験を行う際は、コラーゲン凝集ではCaCl・を・

ADP凝集ではFbgを上記の条件で予備添加することとした。ただし、データは示さ

ないが、GFPはADP凝集能の失活が早く、ゲルろ過後30分以内に測定を終了する

必要があった。

24



without CaC12

 = .9
 co Collagen
 co 'E llg/ml
 ca      10g
 "      20 .--)

 - = ac
 -t-l

 A
 tw

 o9

         -              5 min.

Fig. 9. Aggregation of gel

  collagen stimulation vith

with CaCl,

    without fibrinogen

       ADP

.9 20pM
$

'
gR
N
-
.,-)

= ac
.r--

A
x
 o9

          '               5 rnin.

Fig. 10. Aggregation of GFP

  fibrinogen.

lmM

Col1agen

   "g/m1
 10

 20

filtrated platelet (GFP) induced

or without CaClz.

   with
   O.1 % canine fibrinogen

      ADP

     lo ptM ptstpttot-"'"P

     20

                      pant`

induced by ADP stimulation yith

by

or without

25



　Table　10に改良法で作製したGFPの凝集試験成績（最大凝集率）を示した。

　また、第1節Table　5に示したPRP中の血小板凝集と、このGFPの凝集を比較

するために、Fig．11に両試料のコラーゲンおよびADP凝集成績を最大凝集率で示し

た。コラーゲン、ADPいずれの凝集惹起物質に対しても、　GFPの凝集力はPRP中

血小板と大差がなかった。

　また、GFPからのATP放出も調べたところ、Fig．12のとおり、コラーゲンおよ

びADPの何れの刺激に対しても凝集と同時に放出反応が確認され、血小板はゲルろ過

操作を施しても遠心洗浄血小板の場合のように活性化しておらず・細胞内穎粒成分も保

たれていた。

Table　10．　　Maximu皿　platelet　aggregation　ratio　in　GFP　suspensions

9
　
・0
0
D
N

Collagen　（μ9／m1）1） ADP　（μM）1》

6 10 20 6 10 20

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

）％（

0
5
0
3
0
9
5
9
0
7

8
3
1
4
3
　
3
6
5
5

5
0
8
0
3
5
0
0
2
3

8
6
6
5
4
1
7
8
6
5

5
2
5
4
9
5
5
8
2
6

8
9
7
5
5
3
7
8
6
6

D
D
2
3
3
0
5
8
0
3

N
N
4
3
3
4
1
3
2
5

D
D
5
5
4
0
0
6
3
8

N
N
7
5
3
8
2
7
2
7

D
D
3
8
4
0
5
8
7
4

N
N
8
7
5
8
2
7
3
6

Mean

　SD
り
6
3

』
級
り
6

0
σ
0

5
0
乙
「

O
J
O
O

農
U
－

4
望
り
乙

0
0
¶
よ

5
5

【
U
り
6

り
6
2

2
U
り
6

1⊃　final　concentration．　　　　　　　　ND：　not　done　（same　in　the　following　Tables）・

GFP　suspensions　were　obtained　by　using　modified　Tangen　HEPES　buffer・
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3　考　察

　全血やPRPを用いる場合と比べ・遠心洗浄やゲルろ過では前処理操作を通じての物

理的刺激が余計に加わったり・あるいは血小板を取り巻く環境が血漿から人工的な緩衝

液に変わるなど、血小板の未活性状態を保つ上で好ましくない負荷を幾重にもかけるこ

とになる。したがって信頼度の高い成績を得るためには、血小板自体をできる限り刺激

しないで血漿から分離することが重要である。また血小板を浮遊させる緩衝液の組成や

温度が、血小板の機能発揮に適していなければならない。とりわけ小動物の血小板は凝

集試験に用いる前の前処理の段階で活性化しやすく凝集能を保ちにくいといわれており

［Catalfamo］、今回の実験でも、牛と犬の洗浄血小板の凝集試験を比較してその点は強

く感じられた。すなわち、犬の洗浄血小板はcollagenおよびADPいずれの添加刺激

に対しても凝集せず、しかもCaC12を添加したらそれだけで強い凝集を起こしてしま

った。このことは、理法［Walsh］の条件によって洗浄された犬血小板の内部ではすでに

活性化が始っており、この活性化による血小板凝集は最終的に細胞外Ca2＋を必要とす

ることを示唆している。

　前述のとおり、血小板は各種刺激に非常に敏感で、採血から前処理を通じて不適当な

取り扱い（手技的な失宜を含む）をすると容易に活性化し、凝集試験に使用する時には

すでに凝集能を喪失してしまう。犬洗浄血小板が凝集しないことも、ピペット操作など

の失宜によって凝集能を失った可能性が考えられた。しかし、牛の洗浄血小板では比較

的良好に凝集試験を行えたことから、犬の洗浄血小板が凝集しないのは試料の取り扱い

手技に問題があるためではなく、この条件での洗浄が犬の血小板に不適なことが示され

た。

　そこでゲルろ過法を検討した結果、前処理操作による活性化を起こさずに、凝集能を

保った血小板を血漿から分離できた。ここで用いた緩衝液（THB）の最も大きな特徴

はNa・K濃度が他の緩衝液より高いことであり、これらの濃度を他の緩衝液のそれと

交換すると著しくゲルろ過効率が低下した。実際に正常犬の血漿中Na濃度は141～

152、Kは4．7～6．2mM／1とヒトや牛より高値であり［Altman，　Kaneko］、おそらく他の

2種類の緩衝液の浸透圧が犬血小板に不適切なのであろう。

　また緩衝液組成が適していれば、凝集試験に使用することが可能と思われた。そこで

検討した結果、THBの組成のうちMgCl、を1mMに増量することで・血小板の凝集

は著しく改善され、凝集試験への使用が可能となった。

　なお、GFPのADP凝集能は短時間で失活する傾向にあり、この点は今後犬の

GFPを凝集試験に利用する時の難点となる。　ADP凝集能失活の原因は血小板自身が

細胞内に持つADPを放出し、これが血小板を刺激するためといわれている［Mustard］。

血漿中にはADPを脱りん酸化する酵素（ADPase）が存在して、血小板などの細胞から

少量ずつ放出されるADPを処理（失活化）している［Mustard］ために・PRP中血小

板のADP凝集能低下はGFP中のそれよりも遅い。すなわち・ADP凝集が短時間に

失活するのは緩衝液に浮遊させた血小板の特性であり、ヒトのGFPもADP凝集に用
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いることができるのはゲルろ過後1時間以内といわれている［Mustard］。この解決策と

して、ADPase様活性を持つアピラーゼ（EC　3．6．1．5）やcreatine　phosphate／creatine

phosphokinase（EC　2．7．3．2）などの酵素を添加する方法がある［Lages．Mustard］。そこ

で筆者もアピラーゼ（Sig皿a社）の添加を試みたが、よい結果は得られなかった。その

ため、ADP凝集試験を・ヒトの場合よりさらに厳しくゲルろ過後30分以内に終了す

ることとし、ADP凝集能の低下をできるだけ回避することにした。

　この節の緒論で述べたとおり、全血、PRPおよびGFP浮遊液は、血小板の機能試

験に用いる上でそれぞれ利害得失がある。例えば、全血やPRPを用いた凝集試験は比

較的体内め血小板の環境に近いために、実際に体内を循環している血小板の反応を反映

しやすい。これに対してPAFのような単一の物質に対する血小板の凝集を調べる場合、

血小板を血漿から分離して凝集試験に用いた方が、他の物質による影響を除外しPAF

と血小板反応の直接的な関連性を観察しやすい。また、例えばPAFに脱感作した血小

板は、PRP中に浮遊させておくと脱感作状態から回復する［Henson］ともいわれており、

そのため本研究の第2章第4節ではGFP浮遊液を用いた血小板凝集試験を実施してい

る3

　血小板を用いた検査あるいは研究の目的に応じて、これら試料の種類や凝集惹起物質

の種類を適宜選択することで、多面的な血小板凝集能に関する検討が可能となる。犬の

血小板凝集試験の試料としてGFPを選択できることは、今後、犬の血小板凝集能に関

する基礎研究や血小板関連疾病の研究を進める上で有意義である。
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　　　　　　　第2章

LPS投与犬の血小板減少におけるPAFの関与

　実験的にLPSを犬に投与すると、血小板は直ちに活性化して肺に集積し［Gutmann，

Sostman］、そのため末梢血中の血小板数は消費性に減少する［Jain，中間］。　PRPに

LPSそのものを添加しても血小板の凝集や放出が認められる［Kawaguchi，Meyers1982］

が、その凝集はあまり強いものではない［Meyers1982］。したがってLPS投与後の末梢

血中血小板の減少には、LPSの直接的な血小板刺激よりも、　LPSによって体内に生

じる何らかの強い刺激が作用していると考えられる。本論文の緒論で述べたとおり、そ

の刺激因子としてPAFが推定されている。その根拠は、ラットやモルモットなどの実

験動物にLPSを投与すると体内PAF濃度が増加すること［Doebber，　Chang1987，1990，

Rylander】、ウサギにPAFを投与するとLPSを投与した時と同様血小板減少が起る

こと［Mc皿anus1980］、また、その血小板減少あるいはDICの発現はPAF阻害剤で抑

制されること［Yue］などが挙げられる。しかしながら、　PAF刺激に対する血小板の反

応には非常に動物種差が大きく、たとえばマウスやラットの血小板はin　vitroで

PAF刺激に対して凝集反応を示さない［Meyers1985］など、動物種によっては必ずしも

この推論があてはまらない。一方、犬の血小板はPAFに対する感受性が比較的強いと

いわれている［T曲aroui］。柴ら［柴］は、犬についてもLPS投与後の血小板反応に

PAFの関与を示唆している。そこで、緒論で述べたとおり、『犬のグラム陰性菌感染

の際に見られる血小板の過剰活性化にはPAFが関与する』という仮設を立て、それを

証明しようと試みた。

　上記のとおり、LPSを投与すると血小板の過剰活性化を反映して末梢血血小板数が

減少することから、LPS投与後の血小板減少は、体内での血小板過剰活性化の指標に

なり得る。そこで、次の4点を明らかにするための実験を順次行って、LPS投与犬

の血小板減少におけるPAFの関与を検討した。

①LPSを投与することによって体内にPAFが産生される（第1節）

②　PAFを投与するとLPS投与と同様に血小板減少が発現する（第2コ口

③LPSを投与しても、あらかじめPAFの作用をブロックしておけば血小板減少が

阻止あるいは抑制される（第3節）

④LPS投与後の血小板に、　PAFに感作された形跡がある（第4節）
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　　　第1節
しPS投与犬の血中PAF濃度

　LPSを投与すると血小板が肺に集積するのは、肺局所で好中球や血管内皮細胞など

が血小板刺激物質を産生するためであり、近年PAFがその刺激物質と推定されている

［warren］。　PAFの関与を証明するためには、先ず、体内におけるPAFの増加を明ら

かにしておくべきである。PAFは肺局所のみならず、全身各所で多くの種類の細胞が

産生する［Handley1990．和久］・LPS投与によって体内に産生されたPAFは血中に放

出され［徳村］、それによって血中PAF濃度は増加するはずである。

LPS投与後の体内PAFレベルの変化は、ラットやモルモットでの報告がほとんどで

あり［Chang1990．Rylander］、犬での報告は見受けられない・そこで、　L　PS投与犬の血

中PAF濃度を測定した。

1　材料および方法

1）　LPS大量投与群

　LPs　（Difco社；E．coli、血清型0127：B8由来）を生理食塩水で5mg／mlに溶

解後、1．5m1ずつに小分けして一20℃で保存した。使用直前に必要量を解凍し、孔径

0．2μmの滅菌フィルターでろ過した。この液を、ベントバルビタールNa　30　mg／kg静

脈内注射で全身麻酔を施した3頭の雑種成犬（雄2雌1頭、推定年齢3～5歳、体

重10～17kg；No．1～3）に、　L　P　Sとして1mg／kgとなるように三門皮静脈から注

射（静注）し、投与前、投与1および2時間後に頸静脈から採血した。先ず、1ml

を採血してエチレンジアミン四酢酸2Na（EDTA　2　Na）で凝固阻止し、血球算定用

とした。次いで、ヘパリンNa液で内面を処理した注射器で2m1採血し、これを用い

てラジオイムノアッセイ（RIA）法によりPAF濃度を測定した。　RIA測定試薬は

Dupon社のPAF　RIA　キットを、またガンマカウンターはアロカ㈱ARC－300をそ

れぞれ用いた。

　PAFの抽出・精製はキットのマニュアルに従って、　Fig．13およびFig．14のと

おりBligh＆Dyer法で行い、精製後緩衝液に溶解した試料は、測定まで一20℃で凍結

保存した。

　抽出・精製の工程で用いるガラス器具はすべて、PAFの付着を防ぐためシリコンコ

ーティング剤（Sigmacoat；Sigma社）で表面処理した。不純物を吸着除去するための

DEAEセルロースはBrown社製（eapacity　O．88　mEq／9）を用いた。

2）　LPS少量投与群
　前述のLPS　5皿9／m1液を必要量解凍し、生理食塩水で400μ9／m1濃度に希釈後・

滅菌フィルターでろ過した。この液をLPSとして40μ9／kgとなるよう・9頭のピー
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グル犬（雄4雌5頭・2～5歳・体重8～12kg；No．4～12）に静注し、これらを少

量投与群とした。1’PS投与前、投与10分後、および1時間後に採血し、　LPS大

量投与群と同様にPAF濃度を測定した。

　　なおこの群の実験は・第2節、　LPS投与犬の血液性状などの検討（1群）と同時に

行った。

Blood　2m1

＋　20％　Acetic　acid　2m1　　　　　　（lnactivate　acetylhydrolase　and　lyse　cells）
　　　　1

　10％　Acetic　acid　4　ml　　　　　　（Decrease　viscosity）
　　　i

　Centrifuge　1　　　12，0009　　45　min．
　　　l

　Aspilate　supernatant　一一一一一＞　　 Ext　act
　　　l

Pellet

　＋　Conce且trated　acetic　acid　1　皿1

　　　1＜≒一一一一一一　Shake　vigorously　for　15　－　20　sec．

DW　gml

　　　l←一一Mix
Centrifuge　2　　　12，0009　　30　min．

　　　「

Aspilate　supernatant　一一一→　　 Ext　　ct　2

Fig．　13．　　　　Procedure　of　PAF　extraction

ApPly　the　extracts　to　C－18　colum　　（Adsorb　PAF）
　　　　1

10％　acetic　acid　lm1　×　 2　　　　　（Rinse）
　　　　l

Ethy戟@acetate　2m’×3（ll聖1；ea綿謡lld，）

Methano1　6m1　　　　　　　　　　　　　　　（Elute　PAF）
　　　　I

DEAE　cellulose　O．19　　　　（Remove　contamination　factors）

＋　DW　　2．4皿1

Chlorofor皿　3皿1

　　　　！←一一　Shake　vigorously

Centrifuge　1009　15min．　　　　　（Phase　out　chloroform）
　　　　I

Aspilate　the　chlorofor皿　layer　　　（Isolation）
　　　　…

N2　gas　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Dry　down　chloroform＞
　　　　l

Assay　bロffer　lml　　　　　　　　（Reconstitute）

Fig．　14．　　　　1solation　and　purification　of　PAF
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2　結果

1）　LPS大量投与群

（1）　血小板数（Table　12）

　LPS投与後1時間の平均血小板数は投与前駆の54．5％・投与後2時間のそれは

69．2％であった。

Table　12．　　Platelet　counts　in　LPS　large－dose　injected　dogs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（x　103／μ1）

Dog
No． Pre

Stae
lh 2h

－
り
乙
0
0

218

360

265

118

230

155

228

256

155

Stage：　Pre，　just　before　LPS　injection　（Same　in　Table　13）；

and　h，　number　of　hours　after　LPS　injection・

Dose　of　LPS　is　shown　in　Table　13．

（2）　血中PAF濃度　　　　　　　　　　　　の

　PAF測定キット付属の標準液から作成した検量線をFig．15に示した。ガンマ線

量（cpm値）からの検量線作成は、ガンマカウンター内蔵のアロカカーブ計算式による

自動計算で行った。すべてのスタンダード値がほぼ検量線上に乗り、また2重測定の

誤差は1％以内と、良好な検量線が描かれた。
　Table　13（左）およびFig．16（左）に、この群の測定成績を示した。各採血時点の

血中PAF濃度は、　LPS投与前24．6±22．3、投与1時間後139．6±25．5、および

2時間後81．9±41．8pg／0．1m1（平均値±標準偏差）であった。1頭の犬（No．1）

でLPS投与前に50．Opg／0．1mlという異常高値を認めたが、これを含めて統計処理

しても、1時間値は他の2回よりも有意に高かった。また・2時間後の平均値も

LPS投与前値より高かったが、この両者間に統計的な有意差は認められなかった（対

応のある2つの数値群の平均値の差の検定による）。

2）　LPS少量投与群
　この群は第2節の実験と並行して行っており、血小板数などについては第2節で触れ

るので、ここでは血中PAF濃度についてのみ述べる。

　血中PAF濃度はTable　13および　Fig．16（右）に示した。この群の血中PAF

濃度はLPS投与前7．6±9．2、投与10分後29・1±27・0・および1時間後8・7
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±8．2pg／0．1皿1（平均値±標準偏差）であった。投与後10

後1時間値と比べると増加は軽度だったが・この群の他の

った。

分値は、大量投与群の投与

2回の値よりも有意に高か

　C！B

6000

4000

2000

100 　　　　　1000
（dose）
　　　　　ア％，。’

Fig．15． A　standerd　curve　of　PAF　by　radio－i皿皿unoassay

Table　13． Blood　PAF　co皿centrations　in　LPS　injected　dogs

LPS　large－dose　injected　dogs1｝ LPS　small－dose　injected　dogs2，

Dog

No．

Stage3｝ Dog

No．

Stage3）

pre 1h 2h pre 10m 1h

1
0
4
Q
リ

50．0

8．4

15．3

110．3

156．6

152．0

46．4

127．9

71．3

mean
SD

6
0
0

」
蟻
0
6

り
乙
り
6

139．6

25．5 9
8

¶
」
i
↓

0
0
」
陸（P9／0．1皿1）

4
5
6
7
8
9
0
1
2

　
　
　
　
　
　
1
■
1
1

7
0
6
5
0
0
0
0
5

0
」
　

0
1
　
　
　7
塵
U
O
J

　
　
　
り
6
　
　
　
　
　
り
6

74．4

14．2

22．4

20．4

7．9

　　　0

9．8

44．9

68．3

2
0
7
7
0
6
3
3
8

3
　
7
4
3
1
9
3
5

　
　
　
1
　
　
　
　
1
↓
2mean

SD の
0
2

町
一
9

¶
↓
0

∩
コ
7

0
乙
り
6

7
0
6

0
0
0
0

Dose　of　LPS　intravenous　（IV）　injection　：
1） @1　mg／kg　body　weight　（BW）；　　2⊃　40　μ9／kgBW・

3） @after　LPS　injection：　m，　minutes；　h．　hours．
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2h　　　　pre　10皿 1h

After　LPS　injection

Fig．16．　Ch、。g…fbl・・d　PAF・・nce・t・・ti…i・LPS－i・jected　dogs・

．；聖Ol器wl潔肝，f認誹、1象b，∫，een　pre　and・h…血er　s・・g・・）・

3　考察

　PAFの測定法には現在、洗浄ウサギ血小板の凝集反応を用いたバイオアッセイ法、

高速液体クロマトグラフィー法、質量分析法、RIA法、ラジオリセプターアッセイ法

などが開発されている［里内，Stenzel，中山，中嶋］。何れの方法も一長一短がある［里内］

が、今回の実験では唯一測定キットが市販されているRIA法を用いた。標準液の測定

値からは良好な検量線が描かれ、標準液2重測定問の誤差もほとんど認めなかったこ

とから、サンプルの抽出・精製さえ良好であれば、再現性と感度の優れた測定法である

ことがわかった。しかし、上記のいずれの測定方法を用いるにしても、生体試料を分析

する上で最も基本となる前処理（PAF精製）法はまだ確立されていない［唐沢］。今回

用いたBligh＆Dyer法も本来、総脂質の抽出に標準的に用いられているものであり・

全血のように共存物質の多い試料については十分にPAFの精製が行えないといわれて

いる［中山］。したがって、ここに示した成績も相対的なものとして評価すべきである。

例えば今回の成績の中で、LPS大量投与群の1頭に・LPS投与前（Pre）のPAF
濃度が50．OP9／0．1mlと異常に高い値が得られたり・少量投与群の中にはLPSを投
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与してもPAF濃度の増加を認めない個体が存在したことなども、　PAF濃度測定の前

処理技術に原因のあった可能性がある。

　しかし、PAF濃度の絶対値については疑問が残るが、　LPSを犬に投与すると血中

PAF濃度が有意に増加することは確認できた。また、そのピークは少量投与群の結果

からLPS投与後1時間以内と推定された。

　一方、LPS大量投与、少量投与晶群の中で、血中PAF濃度が最も高かったのは大

量投与群の投与後1時間値で、平均139．6P9／0．1mlであった。この時の血小板数は、

3頭平均して投与山鼠の58．8毘で、少量投与群の投与10分後の血小板数（LPS投

与前の平均22．3％まで減少；第2節Table　15から算出）より明らかに正常値に近か

った。LPS投与後の血小板減少にPAFが直接的に関与しているとすると、大量投与

1時間後の血小板減少の方が、少量投与10分後のそれより高度となることが予想され、

今回の成績には矛盾が感じられた。このような現象の起こる理由として、Hensonら

［Henson1977］が実験的アナフィラキシーを起こしたウサギで証明しているPAF脱感作

現象が挙げられる。すなわち、一旦PAFによって活性化され可逆的に凝集した血小板

がPAFに脱感作されたために、体内でPAFの増加が続いているにもかかわらず、凝

集部から解離したことが考えられる。

　PAFが体内で増加するメカニズムや細胞間の化学伝達系におけるPAFの役割に関

して、里内らはグラム陰性菌によるLPSショックの際の内皮細胞傷害を例に次の様な

推論を立てている［里内］。

　LPSショックの化学伝達因子としてPAFが関与していることは、主に藷歯目の動

物を用いた実験で、LPS投与後の血中PAF濃度の増加やPAF阻害剤によるショッ

ク死防止効果［Terashita1987，1987，1992，Yue］、あるいはPAFを投与するとLPSを

投与した場合と同様のショック死を起こす［Braquet］ことなどから確認されている。最

近は犬についても、PAF阻害剤によるショック防止効果に関する報告が認められる

［Shiba］。また、里内らが示した上の図の化学伝達の順路だけでなく、PAFもまたマ

クロファージやリンパ球などを活性化させる性質を持ち、TNFその他のサイトカイン

の産生［Hayashi．Salen］やアラキドン酸カスケードの活性化［Yamanaka］を誘導すると見

られている。すなわち体内に産生されたPAFは、サイトカインやアラキドン酸代謝系

など他の化学伝達系の活性化にも関与し、LPSに対する生体反応に複雑な役割を演じ

ているらしい［Fergason］。

　PAF刺激に対する血小板の凝集反応には動物種差がある［Feingold］といわれるが、

この章の緒論で述べたとおり犬の血小板も強い反応を示すことから［Tahra。ui］・LPS

投与後の犬の血中にPAFの有意な増加を認めたことは、　LPS誘導血小板減少にPA

Fが関与する可能性を示すものである。
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　　　　　　　　　　　　第2節

しPS投与犬およびPAF投与犬の血液一般性状と凝固・線溶系の変化

　LPS血症犬に発現する血小板減少が主としてPAFの作用によるものであれば、

PAFを犬に投与しても、血小板減少を再現できるはずである。Hermanら［Herman］は、

フィルターループ法を用いて血液を体外循環させている犬にPAFを動脈注射して、体

外循環フィルター圧が充糾したことを報告し、その原因は血小板がフィルター部に凝集

するためであろうと述べている・すなわち犬にPAFを投与すると、血小板は活性化し

て、凝集しやすくなっていることを示している。本章の緒論で述べたYue［Yue］のウサ

ギでの実験と同様に、犬にLPSとPAFをそれぞれ投与して血小板数の変化を調べれ

ば、LPS血症犬の血小板減少にPAFが関与しているか否か判断する材料になる。す

でに柴ら［柴］は、犬にPAFを投与してLPS投与犬と同様に血小板および白血球数が

減少したと述べているが、これは4mg／kgという大量のPAFを投与し、その30分

後の血液から得られた成績である。おそらくこの条件では、すでに犬が多臓器不全に陥

った後であり、血小板に対するPAFの直接的な刺激のみならず、全身各組織の傷害や

高度の代謝異常に起因した二次的な反応を観察している可能性が高い。今回の実験では

少量のLPSあるいはPAFを投与し、その直後から小刻みに血小板数を測定すること

によって、PAFの直接的な刺激に対する血小板の反応を観察しようとした。

　また、犬にLPSを投与すると血小板数の他に凝固・線溶系、白血球数などが著しく

変化することが知られている［Jain，中間］ことかち、凝固・線溶系のスクリーニング検

査および白血球数測定も行って、LPS投与犬とPAF投与犬の間でこれら血液学的成

分の変動に共通性があるか否か検討した。

1　材料および方法

1）　実験群

　28頭の犬を4群（1～IV群；性、年齢、体重などは各群の説明の中でそれぞれ示す）

に分け、LPS、PAFまたは生理食塩水を投与した（投与経路なども各無目に示す）。

　なお、LPS投与は血小板減少を起こし得るできるだけ少ない量［中馬］に抑えた。ま

たPAFについては、単回投与する群と、少量ずつ連続注射する群の2月目分けた。

（1）　LPS投与（1群）

　16頭の犬（雑種2ビーグル14頭、雌雄各8頭、1～7歳、体重7～15Kg；

No．1～16）を用いた。ただし、ここでのNo．8～16は、本章第1節の実験と同時に行

っており、第1節’LPS少量投与群の犬No．4～12である。すなわちLPS投与量は

40μ9／kgで、投与方法も第1節で述べたとおりである・

　これらの犬を臨床観察しながら、投与前、投与1、10分・1・3・8時間・および1・

2、3、5日後に、僥側皮静脈または頸静脈から採血し・下記2）のとおり・血小板数算
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定その他の諸検査を行った（以下の∬～IV群においても、採血時期は異なるが、臨床観

察を含め検査項目は全て同じ）。

（2）　PAF投与

　①　単回投与（皿群）

　6頭のビーグル犬（雌4雄2頭・10～13kg、1～3歳；No．17～22）に市販のPAF

製剤（牛心筋由来1－0－Alkyl－2－acety1－sn－glycero－3－phosphocholine；Sigma社）を

投与した。PAFの投与量は・3頭には0．5μ9／kg（これまで犬に全身投与した報告中

で最小値［Yamanaka］）・また別の3頭には1．0μ9／kgとした。

　まず・必要量（後述の投与量から計算）の本製剤をシリコン処理（Sigma社

Sigmacote使用）したガラス小試験管に入れ、窒素ガスを吹きつけて溶媒のクロロホル

ムを除去し・PAFを乾固した。これに4℃に冷却した生理食塩水を、　PAF濃度が

10μg／mlとなるように加え、激しい振盛と超音波洗浄器による衝撃を加えて管壁の

PAFを生理食塩水中に取り込み、　LPSの場合と同様にろ過滅菌した。そしてPAF

の変性を防ぐため調整後も4℃に保ち、30分以内に静注した。

　採血は投与前・投与0・5・1・2、3、4、5分、1、2時間、および1、2、3、5日後

に行った。

②　連続投与（皿群）

　3頭のビーグル犬（雌2雄1頭、2～4歳、体重9～11kg）に、次の手順により

5μg／kg／時の速度で90分間連続静注した。

　注射用PAF溶液は、上記n群の操作に準じ、滅菌生理食塩水に5μg／mlの濃度に

溶解させて用いた。

　まず、犬の僥前之静脈へ22Gの留置針（Terumo社）を装着した。次いで、　PAF

溶液を吸引したディスポーザブルシリンジ（Terumo社）を、延長チューブを介して上

記の留置針と連結した。連続静注には連続注射装置（テルフュージョンSTC－521；

Terumo社）を用い、　PAFの変性を防ぐため注射装置とともにアイスボックス内で10

℃以下に保存し、そこから一定の流速（1皿1／kg／時；PAFとして上記の量になる）で

PAF溶液を送りだした。

　採血は、投与前、投与開始から10、30分、1、2、4、8時間、および1、2、3、5

日後に行った。

（3）対照（IV群）

　3頭のビーグル犬（雌1雄2頭、2～4歳、10～13kg）に、丁零と同様の手順で生

理食塩水を1皿1／kg／時の流速で90分間連続注射し、皿群と同じ間隔で採血した。

2）　血液検査項目

（1）　血液一般検査（血球数算定および白血球分画）

　血液1mlをEDTA　2　Na　1皿9で凝固阻止し、血球数（血小板、赤血球、および総

白血球）を算定するとともに、塗抹標本をギムザ染色後鏡検して白血球百分比を求めた。

（2）　凝固系・線溶系スクリーニング検査
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①　凝固系［活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）、プロトロンビン時間

（PT）、およびFbg濃度］

　血液2・25mlと3・8％クエン酸Na　O・25　mlを混和して凝固阻止（操作法は第1章

PRP作製に準ずる）し・3000　rpm・10分遠心して血漿を分離した。この血漿を用い

て自動血液凝固計（Sysmex　CA－100；東亜医用電子㈱）で上記3項目の凝固系スクリ＿

ニング試験を行った。試薬はすべて・この機械の指定品を用いた。なお、Fbg濃度測定

はトロンビン時間法によるが・検量線は、あらかじめチロジン法でFbg濃度を確認し

た犬プール血漿を用いて作成した。

②　線溶系［フィブリン・Fbg溶解産物（Fibrin・Fbg　degradation　products；FDp）

　凝固・線溶系の同時充進は、血清FDP濃度によって推定できる。

　犬のFDPあるいはFbgは・ヒトのものと交差免疫反応性があるために［友田，Green］、

ヒト用のキットが半定量目的に用いられている［中馬］。そこで、ラテックス凝集式

FDP濃度測定キット（帝国臓器㈱　FDPLテスト；抗ヒトFbgウサギ抗体使用）を

用い、血清中のFDPレベルを測定した。

　この検査は、4つの実験群のうち、1群ではNo．13～16の4頭のみ、皿群では

No．20～22の3頭のみ、皿およびIV群では全個体について行った。

2　結　果

1）　臨床症状

　LPSまたはPAFを投与した各個体の臨床症状の概略をTable　14に示した。対照

のIV群を除く各群の多くの個体で、元気消失または脱力が認められた。なお表中には示

してないが、症状発現までの時間および症状の持続時間には群間で大きな差があった。

LPSを投与した1群の症状は投与数分後から発現し、元気消失などの症状が数10分

間、個体によっては1時間以上続いた。これに対し、PAF単三投与の皿群では、投

与とほぼ同時に元気消失し脱力状態となったが、わずか1～2分で回復した。なおこの

群のうち、PAF　1μg／kg投与の犬では3頭全てが元気消失したが、0．5μg／kg投与

犬では元気消失は3頭中1頭で認めたのみであった。元気消失の他、1群では16頭

中7頭に嘔吐、9頭に頻回の排便または裏急後重、ときに水様性下痢を認めたのに対

し、H群では嘔吐、頻回排便などの消化管症状は認めず、流町、鼻漏、徐脈（50～

60／分）が現れ、これらの症状も投与後弓平間で消失した。全体的な臨床症状の強さも、

LPSまたはPAF単回投与の1、四聖間で比較すると、　PAF投与の方がLPS投与
の場合よりも軽度であった。

　PAFを連続投与した一群では、投与開始直後は症状を示さなかったが、3頭とも

10～40分経過した頃から徐々に元気消失と珊珊を呈し、投与開始から1時間後には

嘔吐と排便、さらには体温低下（投与終了時、平均37．0℃）、皮温不正、可視粘膜チア

ノーゼとともに沈欝状態に陥った。この群の犬はいずれも他の群の犬より強い症状を示

し、それがPAF投与終了後も約10分間持続した。しかしこの群においても、投与終
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了後から回復するまでに要する時間は・1群の犬がLPS投与から回復するまでに要す

る時間より短かった。

　対照のIV群には症状を認めなかった。

Table　14．　　Clinical　signs　of　LPS－or　PAF－injected　dogs

Group Dog　No．

　　　　　　　　　．〆

1

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

　
　
　
　
　
　
　
　
1
¶
■
－
⊥
1
ー
ユ
ー
－

十
十

十
十
十

十
十

十十　　　十十十

十十　　　十十十

十
十

十

十十十

十

十

十　　　　十

十 十

十

十十十

十

十

十十十

十十

十

H 171｝

181）

19P
202Σ

212）

222｝

十
十
十
十

十
十
十
十
十

十
十

十
十
十

皿 0
0
」
隔

り
6
り
6

十十十　　　十

十十十　　　十

十十　　　十

十
十
十

十
十
十

÷　　　十

十　　　十

十　　　十

IV
ρ
0
7
Ω
U

り
6
り
6
り
6

Group 1　：　LPS　40　μg／kgBW　was　injected　lV．

II：　1Σ　PAF　O．5　μg／kgBW，　and　　2）　1．0　μg／kgBW　胃as　injected　IV．

皿：　PAF　5　μ9／kgBW／hour　was　infused　for　90　皿inutes・

IV：　Control；　physiological　saline　O．1　ml／kgBW　was　infused

　　for　90　min皿tes．

⊂熾hl「1紫lls、ll諜斎言a「ly　in　all　the　tables⊃
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2）　血小板数

　Table　15に各群の血小板数を個体別・採血時点別に示した。さらに、　Fig．17に経

時的変化を折れ線グラフで表した。

　1群の血小板数はLPS投与1分後に激減し、その減少は10分後まで持続した。

1時間後には投与前値の約66％まで回復したが、その後の回復は遅く、2日から

5日後にかけて徐々に正常値に戻った。

　一方∬群では・PAF　O．5および1μ9／kg投与のいずれの個体においても投与

0．5分後で減少傾向を示し、1分後に最低値（投与前の平均41．8沿となった。しか

し減少程度は1群のそれに較べ軽度であった。そして、わずか3分後には、投与三値

の約72％まで回復した。

　皿群でも、PAF投与開始から10分後に血小板数は減少した。しかしながら、最終

的にPAF投与総量が皿群の7．5～15倍になっているにもかかわらず、　H群と同程度

の減少（1時間値で投与開始前の平均54．0％）に止まり、LPSを投与した1群のよ

うな著しい減少は示さなかった。

　IV群では特に変化を認めなかった。

3）　凝固・線溶系スクリーニング検査

（1）　APTT、PTおよびFbg濃度
　それぞれの成績をTable　16～18に示した。

　有意に変化したのは1群（LPS投与）のAPTTとFbg濃度のみであった。そこ

で、この群のこれら2項目の推移（平均値±標準偏差；Ho．9～16の成績から計算）

をFig．18に示した。いずれの項目も、投与当日中には明らかな異常を認めず、　Fbg濃

度は投与2日後をピークに増加し、APTTも3日後をピークに延長した。

（2）　FDPレベル

　FDPレベルの変化をラテックス凝集陽性となった希釈率（Titer）で示した

（Table　19）。

　FDPレベルはLPSを投与した1群において、早い個体ではLPS投与10分後か
ら4時間後をピークに明らかに上昇しており、Fbg濃度測定によっては検知できなか

った凝固・線溶系の冗進が認められた。

　一方、PAFを連続投与した皿群の1頭でも8時間後および1日後に軽度上昇し

たが、対照のIV群の1頭も同様に上昇したことから、　PAF投与による変化とはいえ

なかった。
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Table 15. Platelet counts in LPS- or PAF-injected dogs

(x 103/pl)

Group
Dog
No. Stagei)

pre 1rn 1Om lh 2h 4h 8h ld 2d 3d 5d

I 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

350

224

426

375

270

310

269

312

325

411

274

396

313

343

337

266

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

35

25

110

 35

 10

  7

266

 15

  1 123
  3 236
242 315
 83 275
 56 100
 45 172
 79 217
 85 200
 78 225
 61 302
110 238
 48 288
 59 201
 31 154
188 281

 26 97

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

241 203 201
298 201 211
250 231 298
305 185 150
200 210 150
166 237 194
257 284 224
100 139 128

99 102 156 192
216 214 231 297
175 256 279 341
242 311 296 317
179 163 156 227
168 160 205 243
201 208 233 265
195 195 194 198
226 219 209 275
266 268 308 334
332 452 434 475
121 112 175 328
158 113 191 270
158 152 200 259
224 260 282 324
112 123 184 232

pre O.5m lm 2m 3m 4m 5m lh 3h ld 2d 3d 5d

l
l

17

18

19

20

21

22

430

206

381

317

460

443

 ND 324 324
196 59 83
 ND 152 283
 ND ND ND
127 90 106
256 203 340

384 388 316 378 421 368 427
171 185 137 ND ND 198 260
276 228 222 401 377 410 451
 ND ND 247 233 ND 234 334
197 172 133 273 278 237 291
316 294 338 380 389 465 468

391

304

454

350

292

474

336

302

351

279

 ND

505

pre 10m 30rn lh 2h 4h 8h ld 2d 3d 5d

m 23

24

25

363

385

319

179 186 206
255 239 174
275 238 195

179 427 400 309 331 318 376
298 354 343 336 376 377 436
296 329 310 255 311 339 331

rv 26

27

28

289

378

321

311 281 281
 ND 355 350
 ND 338 314

323 336 334 338 345 335 ND
348 333 373 369 352 361 447
310 328 320 378 379 400 356

1) After LPS or

m, minutes;
(sarne in the

Blood samples
lines of each

PAF injection or

h, hours; and
following tables
 were collected

 group.

start of PAF infusioR:

d, days.

 and the figures
at the different

in this paragraph.)

intervals shown on the first
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Table　16． Activated　partial　thromboplastin　ti皿es　（APTT）　in　LPS－　or　PAF一

injected　dogs

（Seconds）

Group
鯉
6
　
曹

0
0
D
N

Stage

pre 10m 1h 2蝕 4h 8h 1d 2d 3d 5d　　10d

1

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

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
⊥
ー
ユ
り
■
－
¶
⊥
1
1
⊥

13．9

14．1

15．2

13．1

11．9

13．5

14．5

13．1

16．1

14．3

15．2

13。1

12．5

13．1

13．9

10．9

14．3

11．3

14．8

13．1

　　ND

　　ND

　　ND

　　ND

　　ND

13．9

14．9

13．8

12．1

13．7

12．3

12．6

15．4

14．8

13．9

12。9

12．5

　　ND

　　ND

13．1

15。5

15．0

14．4

13．9

13．1

13．5

13．4

11．9

D
D
D
D
D
D
D
8
9
2
1
5
5
4
8
0

N
N
N
N
N
N
N
・
．
．
。
・
。
・
・
。

　
　
　
　
　
　
　
2
3
3
4
3
3
3
2
3

　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
1

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND

　ND　　ND
　　ND　　ND

15．0　　15．8

15．0　　15．1

13●9　 13．3

13．0　　12，1

15．4　11．8

12．3　　12．6

12．5　　14．3

14．6

18．8

　　ND

　　聾D

13．6

13．7

18．3

14．1

15．1

16．3

17．8

19．8

17．5

17．7

15．6

17．3

16。8　　ND

22．2　　ND
12．9　　14．7

21．9　 17．9

18．8　　18．1

18．1　　16．8

21．4　 20．3

16．4　 16．0

16．1　　ND

18．2　 18．6

22．7　　23．7

20．8　 18．9

ig．8　 22．7

20．7　　24．5

20．7　 22．6

20．1　 18・6

14．5

16．1

　　ND

　　ND

19．0

15．8

17．1

17．9

　　ND

18．2

19．1

17．0

18．0

22．6

23．4

19．0

D
D
D
D
D
D
D
D
D
3
9
0
4
2
1
6

　
　
　
　
　
　
　
　
　
【
」
震
U
7
5
2
U
4
り
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
⊥
－
」
1
一
工
－
玉
－

pre　lh 4h 1d 2d 3d

H
7
8
0
」
0
1
り
ゐ

一
工
i
ユ
ー
り
6
2
り
乙

0
0
0
σ
0
0
7
0
0

0
0
」
4
0
0
9
自
9
Ω
」
住

1
1
1
⊥
噌
■
ー
ユ
ー

14．1

13．7

13。8

13．9

15．7

15．8

　　ND

14．6

13．8

　　ND

15．9

14．9

13．8

14．1

15．0

14．7

13．8

13．6

12．9

13．9

13．0

14．1

14．1

13．6

12．8

13．3

14．4

13．1

13．1

14．5

pre 10m 1h 2h 4h 8h 1d 2d 3d 5d

皿 0
0
」
恐
【
」

り
み
り
6
り
6

13．8

15．0

13．7

14．5

17．8

15．0

13．8

18．1

14．7

12．8　　13．2　　13．0

16．4　 20．7　 15．9

14．2　　16．2　　12．2

14．3

18．4

15．2

14．1　　13．9

18．4　 17．7

19．6　 16．4

15．1

16．3

15．3

IV

2
U
7
0
0

り
4
2
り
6

14．3

15．1

10．8

13．8

　　ND

　　ND

14．2

15．1

13．1

14．6　　13．8　　12．3

13．3　　14．6　　14．4

12．3　 11．5　 10．9

14．0

15．3

11．7

13．7　　13．6

1295　 13．8

12．6　 12●2

0
0
0
0
0

」
陛
4
2

1
⊥
－
⊥
¶
ユ
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Table　17． Prothrombin　times　in　LPS－　or　PAF－injected　dogs

（Seconds）

StageGroup
Dog
No．

10d5d3d2d1d8h4h2hpre 10m　　lh

D
D
D
D
D
D
D
D
D
8
1
7
9
1
7
3

N
N
N
N
N
N
N
N
N
●
．
．
●
●
・
・

　
　
　
　
　
　
　
　
　
7
0
0
0
0
n
U
O
7
0
σ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
¶
↓
1

0
0
D
D
O
5
6
8
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O
6
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1
0
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’
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．
．
．
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0
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⊥
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D
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↓
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⊥
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．
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0
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⊥
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⊥
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⊥
－
↓
ー
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ー
1
1
1

1

pre

9．6

13．8

10．6

12．8

12．7

14．3

1h

11．0

16．5

12。9

13．9

15．7

15．8

4h

　　ND

15．7

9．9

　　聾D

15．9

14．9

1d

10．1

12．3

11．1

14．7

13．8

13．6

2d

9．9

14。8

12．5

14．1
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13．6
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Table　18． Fibrinogen　（Fbg）　concentrations　in　LPS－　or　PAF－injected　dogs

（mg／dl）

　　　　　Dog

Group　No． Stage

pre　　　10m　　　lh 2h 4h 8h 1d 2d 3d 5d 10d

1

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

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
⊥
－

1
2
5
2
1
7
2
6
5
6
5
5
5
6
8
8

3
8
3
8
3
1
8
9
2
6
1
0
8
8
9
3

2
2
3
2
2
3
2
2
2
2
2
3
2
2
2
3

1
0
5
6
D
D
D
D
D
5
0
8
2
7
3
9

2
5
3
5
N
N
N
N
N
5
2
1
6
1
7
1

2
2
3
2
　
　
　
　2
2
3
2
2
2
2

6
1
2
8
8
D
D
O
3
1
5
1
3
6
3
5

0
4
2
4
5
N
N
2
4
4
3
4
1
7
5
0

2
2
3
2
2
　
　
2
2
2
2
3
2
2
2
3

D
D
D
D
D
D
D
1
0
3
1
6
3
3
1
4

N
N
N
N
N
N
N
4
3
5
4
3
4
5
4
9
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D
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Fig. 18.
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  Changes in APTT and Fbg concentrations in LPS-injected dogs.

from the data of dogs No. 10-16 (Group I) in Table 16 and Table 18.

19. Serum FDP levels in LPS- or PAF-injected dogs.

                      (Positive latex agglutination; titers)

Dog
N o.

Stage
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ND

ND
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ND
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ND

ND
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ND

ND
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ND

ND

ND

ND

ND

m 23

24

25

ND

ND

ND

x5 x5 -

rv 26

27

28

ND

ND

ND ND ND

x5 x5 -

-: undetected.
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3）　白血球

（1）　総白血球数

　各群の総白血球数をTable　20およびFig．19に示した。

　1群ではほとんどの個体でLPS投与1分後から総白血球数の減少が始り、血小板

数と同様10分後には最低値（投与前の約34％）となり、4時間後までそのまま低い

値で推移した。8時間を過ぎてからは逆に増加に転じて投与前値を大幅に上回る値を示

し、投与2日後をピークにして、その後徐々に投与前値に戻った。

　H群では、個体によってはPAF投与0．5分後から総白血球数が減少し始め、投与

5分後には全個体が低値を示し、投与前値の平均62％となった。そして投与1時間

後には増加に転じており、3時間後には1群の投与1～2日後と同様、投与前値より高

い値を示したが、投与1日後には投与前の値に戻った。

　皿群では、PAF連続投与を開始10分後（この時点までで約0．8μg／kgのPAF

を投与）には総白血球数が減少しており、投与を1時間継続した時点が最低値であっ

た。投与終了から30分経過した時点（投与開始から2時間後）には、1、H群と同

様増加に転じており、投与終了から2．5時間経過した時点（投与開始から4時間後）

には投与前の平均約1．8倍の高い値を示した。

　1～歯群の白血球数の変動を比較すると、血小板数と同様、変化の表われる時間は異

なるものの共通した変化曲線（一過性の減少およびそれに続く反動的な増加）が認めら

れた。

　なお、対照のIV群には特に変化を認めなかった。

（2）　白血球分画

　Table　21に、1～皿群のLPSまたはPAFを投与する前（pre）、総白血球数が最

も減少した時点（1群は投与10分後、皿群は同1分後、皿群は投与開始1時間後）

および最も増加した時点（1群は投与2日後、H群は同3時間後、皿群は投与開始か

ら4時間後）の白血球の分画を実数で示した（桿状核好中球、分葉核好中球、リンパ

球、およびその他の4分画に分類）。また、Fig．20にそれら分画の累積棒グラフを

示した。各群の白血球数変化はいずれも、主に分葉核好中球の増減によるものであり、

1および皿群ではわずかな桿状核好申言増加を伴った。
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Table　20．　　Leukocyte　counts　in　LPS－　or　PAF－injected　dogs

（x103／μ1）

　　　Dog
Group　No． Stage

pre　　　lm　　　10m　　lh　　　2h　　　4h　　　8h　　　ld　　　2d　　　3d　　　5d

1

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

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ー
ユ
ー
⊥
1
1
⊥
1
1
1

7
1
2
6
8
7
9
0
1
1
2
5
5
7
5
0

0
2
7
8
7
7
1
8
2
1
3
1
2
7
0
8

1
1
　
　
　
　
1
　

1
1
1
1
1
　

1

D
D
D
D
D
D
D
D
8
6
3
1
0
4
6
4

N
N
N
N
N
N
N
N
・
・
●
．
・
。
’
。

　
　
　
　
　
　
　
3
2
4
2
2
1
2
1

3
6
7
6
6
9
3
6
9
1
1
1
3
3
8
9

3
2
1
2
2
2
3
2
2
3
6
3
2
1
2
1

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

4
2
0
2
1
1
6
2
4
2
6
2
6
2
6
3

D
D
D
D
D
D
D
D
7
0
6
3
3
0
4
2
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N
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N
N
N
N
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●
・
。
。
・
…

　
　
　
　
　
　
　
　
4
3
6
7
8
3
0
3

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

ND　　　ND　25．1　25．6

ND　　　ND　23．7　21．9

ND　　　ND　19．1　20．1

ND　　　ND　　1．5　17．1

ND　　　ND　17．6　23．2

ND　　　ND　26．4　18。3

ND　　　ND　18．8　23．6

ND　　　ND　25．7　24．3

2．9　 796　2692　38．8

3．9　 6．5　26．1　31．5

5．1　10．3　30．3　36．9

3．3　16．7　31．7　42．8

4．6　　8．1　20．6　33．0

1．6　　4．0　10．2　17．3

8．9 18．9　28．2　30．1

2．3　10．4 21．9　27．6

14．9　9．3

11。3　10。3

10●5　10．7

10．3　8．7

10．0　9．1

10．6　9．4

12．0　8．7

9．7　8．6

24．5　11．0

17．0　14．6

10。0　10・3

25．4　9．7

17．5　10．6

12邑1　10．7

14．8　9．8

13．6　10．5

H

pre　　O．5皿　　1m　　　2m　　　3m　　　4m　　　5皿　　　1h　　　3h　　　ld　　　2d　　　3d　　　5d

7
8
9
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1
0
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1
1
4
⊥
り
6
り
6
り
6

13．O　　　ND　　9．2

11．8　　5．9　　4．7

13．2　　　ND　13．1

12．3　　　ND　　　ND

8．7　11．7　9．4

9．5　10．0　12．2

0
【
0
7
D
8
」
蟻

●
　
・
　
・
N
　
・
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9
5
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0
0
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0
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・
　
・
N
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．

0
ヲ
」
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ワ
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8

　
　
1

0
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0
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D
9
白
7

…
N
　
’
　
・

0
0
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」
8
　
　
2
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り
一

円
U
O
σ
り
6
n
U
7
8

7
4
恐
Ω
U
2
U
7
6

9．6　15．6　11．8 12．6

　ND　　　ND　10．1　11．5

12．7　18＿5　12．1　12＿6

5．5　　　ND　15．3　12．2

6．0 12．4　10．5　11．9

7．412．9　9．7　9．7

11Q6　13．7

1090　11．6

12．3　13●6

12●3　13●1

12．3　ND
9．410．3

pre 10m　　30m　　lh　　　2h　　　4h　　　8h　　　ld　　　2d　　　3d　　　5d

皿

パ

3
4
5
一
の
0
7
8

り
ゐ
2
2
0
6
り
6
2

11．4　 7．6　6．3　4．8　8．8　22．225．2　17．3 11．9　9．5　13．4

10．4　 5．2　3り9　3．1　8．7 17．1　14．4　 9．2　 9．1　11．0　 9．3

ユ．旦．生．2」．2」・多」・一2．1」・⊥1」・5．一8⊥⊥0．一8五9・2

13．213．813．9　14．412．7 11．410．4 10．7 11．7　12．2 17．3

11．3　　　ND　12．4　12．1　12．6　13．2　13．0　13．1　11．5　10．6　12．9

　8．O　　　ND　　9．5　　9．9　12．7　13．9　12．5　10．4　　8．7　　9．4　　9．3
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Tab1e 21. Differenciated leukocyte counts in LPS- or PAF-injected dogs

(Absolute numbers;x 103/"1)

     Dog
Group No. Stagei)

Pre lh 2d

Band. Seg. Lym. Oth. Band. Seg. Lym. Oth. Band. Seg. Lym. Oth.

I 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

O. 1

O. 1

  o

  o

  o
O. 1

O. 1

  o
O. 1

O. 1

  o
O. 1

  o

  o

  o

  o

7. 4

8. 7

4. 2

5. 3

4. 6

5. 6

7. 1

4. 3

8. 7

5. 1

6. 5

7. 2

7. 9

4. 7

7. 6

5. 2

2. 1

8. 8

2. 5

2. 6

2. 9

1. 5

4. 3

3. 1

2. 8

5. 2

4. 4

2. 3

3. 7

2. 5

2. 2

2. 2

1. 1

O. 5

O. 4

O. 7

O. 6

O. 4

O. 4

O. 6

O. 5

O. 8

2. 2

1. 9

O. 8

O. 4

O. 7

O. 6

  O O.7
  O 1.6
  O O.1
  O 1.1
  O O.9
  O O.7
O.1 O.5
  o e.g
  O O.8
O.1 O.5
O.2 L2
O.1 2.0
  O O.7
  O O.5
  O L3
  O O.2

2. 5

O. 9

L6
L4
L6
2. 0

2. 6

L5
1. 9

2. 3

4. 4

O. 9

1. 5

O. 8

L4
1. 6

O. 1

O. 1

O. 1

O. 1

O. 2

O. 2

O. 1

O. 2

O. 2

O. 1

O. 3

O. 1

  o

  o
O. 1

O. 1

O. 4

  o

O. 2

O. 2

O. 5

O. 5

  o

O. 1

O. 4

O. 9

  o
O. 4

O. 3

  o

  o
O. 1

19. 5

18. 9

15. 8

13. 3

18. 7

12. 0

17. 4

18. 7

27. 8

22. 7

34. 1

33. 4

26. 4

13. 6

26. 0

22. 6

4

2

3

2

2

3

5

3

8

6

o

6

5

2

2

3

.7

.5

.5

.7

.9

.5

.3

.9

.7

.3

.9

.8

.1

.5

.1

.5

o.

o
.
o.

o.

L
2
.
o
.
1
.

L
1
.

L
2
.

L
L
2
.
1
.

8

4

6

9

2

2

8

6

9

6

8

1

2

2

o

4

Pre 5m 3h

Band. Seg. Lym. Oth. Band. Seg.'Lym . Oth. Band. Seg. Lym. Oth.

l
l

17

18

19

20

21

22

  O 7.4 4.4
  O 8.0 3.3
O.1 10.5 1.9
O.1 8.7 2.4
  O 5.6 1.8
  O 5.5 3.3

1. 2

O. 5

O. 7

L2
L3
O. 7

  O 4.5
  O 2.6
  O 6.2
  O 4.1
O.1 4.8
  O 4.0

2. 4

2. 2

1. 4

1. 7

2. 2

2. 0

O. 6

O. 1

6. 7

O. 2

O. 6

O. 8

O. 1

  ND

  o

  ND

  o

O. 1

IL 7

  ND
13. 9

  ND
 8. 5

 7. 6

2. 1

 ND
2. 9

 ND
2, 2

4. 1

L7
 ND

1. 8

 ND
1. 7

1. 1

Pre lh 4h

Band. Seg. Lyrn. Oth. Band. Seg. Lym. Oth. Band . Seg. Lym. Oth.

m 23

24

25

O.1 6.8 3.9
O.1 7.5 2.1
  O 5.3 2.0

O. 6

O. 7

O. 6

O 3.4 1.4
O L7 1.2
O 2.1 L4

O. 1

O. 2

O. 3

o

o

o

.7 18.2

.1 13.9

.4 11.9

1

1

2

.9

.5

.6

1
.
o.

o.

o

9

9

Band., band neutrophils; Seg., mature neutrophils; Lym., lyrnphoeytes;

and Oth., other leukocytes including monocytes and eosinophils.

(These are same in Fig. 19.)

i' The following stages in each group: left (pre), before LPS or PAF
injection; center, the highest mean in total leukocyte counts; and right,

the lowest mean in total leukocyte counts.
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Fig．　20．　　Changes　in　differential　leukocyte　counts　in　LPS－

　or　PAF－injected　dogs．

　Drawn　from　Table　21．　　國，　band　neutrophils；　§ヨ，　mature　neutrophils；

　圏，　lymphocytes；　　翻，　others・

3　考　察

犬のLPS誘導血小板減少にPAFが関与していることを証明する第2段階として・

LPS投与犬で見られる血液学的変化を・PAFの投与で醒できるかどうか検討し渇

PAFは化学構造の異なる分子種槍む混合集団［唐沢・和久］で・構造がわずかに異
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なるだけでその機能も著しく変化するといわれている［大野］。生体内からは、アルキル

鎖長C、、、。（ヘキサデシル）とC1・、・（オクタデシル）のものが主として検出される［村

松，Oda］。今回用いたPAFは、　C1・，・が78％・CI8・・が22％の混合物である。この

合成PAF製剤は犬の血小板に対しても非常に強い凝集惹起性（第3節および第4節参

照）を発揮する。さらに第1節のPAF測定に用いたRIAキットには、C・・，・と

C18，。　PAFに対する抗体がともに含まれており、他の類縁構造物質との交差反応性も

ほとんどないとされている。このキットでLPS投与犬の血中PAF濃度増加を認めた

（第1節）ことは、今回用いたPAF製剤が、　LPS投与犬の体内で産生されるPAF

と同様の化学構造であることを示している。

　Gutmanら［Gutman］およびSostmanら［Sostman］は、1251ラベル血小板を体内に戻し

た犬にLPSを投与して、その後の胸腹部の放射線量の推移から、　LPS投与による血

小板の動態は2相性であると述べている。すなわち、投与直後の血小板は急激に肺に

集積するが、この反応は可逆的で血小板はやがて肺から解離する。その後一部の血小板

が、肝など腹部の組織に不可逆的に集積するというものである。今回の1群の成績を見

ると、LPS投与直後血小板は激減したが、1時間以内に投与前野の約66％まで急激

に回復しながら、その後一気には回復せずに、投与前月に戻るまで数日を要した。おそ

らく初期の激減が1右目の反応で、そのため比較的速やかに回復傾向を示す。一方、

その途中から容易に正常に戻らないのは、不可逆的な2置目の反応が起こっているた

めであろう。柴ら［柴］は犬にPAFを投与して、　LPS投与犬と同様に血小板および白

血球数が減少したと述べているが、これは本節の緒論でも述べたとおり、大量のPAF

を投与後30分経過した時の成績であることから、上記のLPS投与犬で報告されてい

る2相目以降の反応を観察している可能性が高い。この2相目の反応は、PAFによ

って引き起こされる二次的反応［Bessin，Gie皿bycz，McManus，Yamanaka］と考えられている。

PAFによる血小板の二次的反応の存在を示すものとして、　PAFを連続投与したラッ

トでDICを人為的に発症させたという報告［Stenzel］がある。本章の緒論で述べたと

おり、ラット血小板はin　vitroでPAF刺激に対して凝集反応を示さないことから、

DICの発現は血小板がPAF投与によって二次的反応を起こした結果と考えられてい

る［Imanishi］。犬でも、　LPSあるいはPAFを投与すると血中トロンボキサンA、な

どアラキドン酸代謝産物の増加することが知られている［Hardie1985，0tsuka，

Yamanaka］。また本節の緒論で、体外血液循環させている犬にPAFを投与すると血液

フィルター部で血小板が凝着するという報告に触れたが・この反応もアスピリンで抑制

されることから、PAF刺激に対する血小板の二次的反応としてアラキドン代謝系の関

与が推定されている［Herman］。

　本実験では、1、皿群ではLPSあるいはPAF投与直後から小刻みに採血し・第1

相目の血小板数変化から観察するように計画した・その結果・PAFを投与した星群に

おいても、投与後の時期や血小板減少の程度には差があるが・LPSを投与した1群と

類似した2相性変化が認められた。白血球数の変動パターンも・血小板数と同様

LPSとPAFの反応は類似しており、　LPSに誘導されて起る血液学的変化にPAF
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の関与することが示唆された。

　凝固・線溶系のスクリーニング検査ではPAF投与群（Hおよび皿群）に異常を認め

なかったが、おそらく血小板の活性化がLPS投与に比べて軽度で・かっ短時閤であっ

たために検知できなかったものと思われる。

　PAF投与群の血小板減少程度が軽いのは、当初、単回投与した∬群のPAF投与量

が少ないためと考え、皿群の3頭ではPAF投与量を1・0μ9／kgに増量したが・臨床

症状は少し強まったにも関わらず・血小板数の減少は同程度であった。そこで・90分

間かけて連続的にPAFを静注し（皿群）・投与総量を7・5μ9／kgまで増加させてみ

たが、やはり血小板減少の度合いはH群と同程度であった。この時の臨床症状はLPS

を投与した1群の犬より明らかに重度であった。

　Changら［Chang1987，1990］は、　LPSを投与したラットの肺組織PAF濃度が、血

中のそれの約20倍であったと述べている。また・Zimmermanら［Zimmerman］は血管内

皮細胞で産生されたPAFはほとんど細胞膜に残り・この膜上PAFと多型核白血球の

細胞膜上PAFリセプターが接触すると・白血球が血管に粘着すると述べている。これ

らの報告はいずれも、局所でのPAFによる血小板などへの刺激が著しく強いことを示

唆している。今回のような全身投与では、肺局所でのPAFと血小板の反応を再現する

ほどPAF濃度を上げることはできないので、　LPS投与群とPAF投与群の血小板減

少程度に差が生じたことが考えられる。あるいは、LPS投与犬の血小板減少にPAF

が単独で関与しているのではなく、他の刺激との相乗作用の可能性［Hwang］もある。小

田ら［小田］は、LPSそのものか、あるいはLPSに誘導される他の細胞活性化物質が

PAFの刺激作用を増強させると推察しており、　LPS投与後のPAFと他の細胞活性

化物質の相互関係に関しては幾つかの報告がある。すなわち、LPSそのものとPAF

［S、lzer］、　TNFとPAF［R・bi・・vi・］、あるいはこれら3恩間［S・m］・その他・コラ

ーゲン［Kojima］、　I　L－6［Peng］、あるいはリューコトリエン［Satomi］など、複数の物

質による同時作用がPAFの細胞刺激性を強め、血小板減少を始めとする激しい生体反

応を引き起こすことが推定されている．したが・て・PAFを単独で投与しても・必ず

しもLPS投与後のような変化を完全には再現せず、そのことが今回のLPSとPAF

投与犬の血小板減少程度の差として表れたとも考えられる。

　なお、血小板と白血球数が変化し始める時期およびそれらの回復時期は、PAFを投

与した皿および露の方が、LPSを投与した1群より早かった・このようにLPSと

PAF四日。よる生体反応が異なる発現時期および消失時期を示すことは・血圧変動で

も報告されている［D。ebber］．おそらく・PAFを投与した場合は・LPS投与後

　PAFが産生されるまでの生体内化学伝達経路を経ずに直接PAFによる刺激が行われ

るためであり、投与されたPAFの体内処理とともにその作用も速やかに消失すること

が考えられる。
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　　　　　　　第3節

PAF阻害剤によるLPS誘導血小板減少の抑制

　各種活性物質の生体反応への関与を調べる手段の一つに・特異的阻害剤がその活性物

質にによる生体反応を阻害するか否かによって推定する方法がある・PAFの阻害剤も

1983年にImuraら［lmura］が初めてCV－3988を報告して以来数多く開発され［寺沢］・

それらの臨床応用に関する研究［Danhausel－Riedl，Giembycz，　Satomi．Terashitalg87］、

あるいは各種生理的反応や疾患におけるPAFの関与を調べる基礎的研究に利用されて

いる［Billah，　Braquet，Doebber，Golino，　Hayashi，HermanJmanishi，lshida，　Lopez－Farre，

Pignol，Popovich．　Razau1，Sun，Stenze1，Sybertz，Terashita1987・1992・寺沢・Yue］。

LPSによる血小板減少が、　PAF阻害剤によって阻止あるいは抑制されることを確か

めれば、LPS誘導血小板減少におけるPAFの関与の有力な裏付けとなる。

　この検討を行うためには、使用する阻害剤の効果がPAFに特異的なことが前提にな

る。一部の例外［Billah］を除き、ほとんどのPAF阻害剤はPAFに特異的なものとし

て開発されている［寺沢］。しかしながら、前述したPAFそのものに対する感受性と同

様、PAF阻害剤に対する細胞の感受性も動物種によって差が大きいため、その効果に

も動物種差があるといわれている［Golino］。したがって、　PAFの関与を調べる研究目

的に阻害剤を用いる場合、研究の対象となる動物種および標的細胞に対する効果が特異

的か否かを確認しておくことが必要である。

　そこでPAF阻害剤を用い、次の事柄を順次検討して、筆者の仮説の裏付けを試みた。

1）　この実験で用いるPAF阻害剤が、犬血小板の活性化をPAF特異的に阻害するか

2）　犬血小板のPAFに対する反応を阻止するための、投与適量

3）　この阻害剤の適量を前投与することによって、LPS誘導血小板減少が抑制される

か
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1　材料および方法

1）　PAF阻害剤

　PAFと類縁の化学構造を持ち、リセプタープロッカーとして作用するPAF阻害剤

TCV－30g［Terashita1992．Takatani］を用いた（Fig．21；武田薬品工業㈱からサンプル

分与）。

　　9
CH2㏄。N

l恥NHI磯㎝
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Fig．　21．　　　Che皿ical　structure　of　TCV－309

Chemical　na皿e：　3－Bromo－5一［N－phenyl－N一［2一［［2一（1，2，3，4－tetrahydro－2－

isoquinoly1－carbonyloxy）ethyl］carbamoyl］ethyl］carbamoy1］一

1－propylpyridiniu皿　nitrate．

Molecular　formula：　C30H34BrN507．

Molecular　weight：　656。5．

2）　血小板PAF凝集に対するTCV－309の特異的阻害効果

（1）　in　vitroでTCV－309処理した血小板の場合

①　阻害効果の有無

　1頭のビーグル犬（雌、1歳、9kg）から得たPRPに、異なる濃度のTCV－309液

（0、3、30、および300μM；生理食塩水溶液）を1／10量予備添加（最終濃度0～30

μM）した後、血小板のPAF凝集試験を行った。　PAFは本章第1節と同じ製品を用い、

第1節と同様の操作で溶媒のクロロホルムを除去した後、BSA　O．25％加生理食塩水

に4μ9／m1濃度で溶解した。これを100μ1ずつ小分けして一20℃で凍結保存し、凝

集試験の直前に溶解して用いた。添加量はPRP　O．5皿1に対し、　PAF溶液10μ1

（最終濃度80ng／m1）とした。

②　阻害効果のPAF特異性

　4頭のビーグル犬（雄2、雌2頭、3～4歳、体重8～10kg）から得たPRPに、

前実験と同様の操作で最終濃度30μMとなるようにTCV－309を加え・血小板凝集試験
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を行った。また、対照として生理食塩水を1／10量添加したPRPを用い・同時に各種

凝集惹起物質による血小板凝集試験を行った。用いた凝集惹起物質の種類、それを選択

した根拠および具体的使用方法などは次のとおりである。

　a　PAF：　調整法および添加量は上記①のとおり。

　bCaイォノフォァA23187：　ウサギ血小板を用いた研究から、　PAF刺激に対す

る細胞内刺激応答は主にCa2＋チャンネル系を介しているといわれている［恥lphy・Yang］・

　A23187はこの刺激応答系を特異的に活性化させる物質である。TCV－309処理血小板

がこの刺激で凝集すれば、細胞内のCa2＋依存性刺激応答能は保たれていることになる。

それにもかかわらず血小板がPAFに反応しない場合は・TCV－309によってPAFリセ

プターがブロックされていることを示す。

　和光純薬㈱、生化学用試薬のA23187を、エタノールに5mg／皿1濃度で溶解し、0．5

mlのPRPに1μ1（最終濃度100μg／皿1）添加した。なお、　1μ1のエタノール添加

は、血小板凝集にほとんど影響しないことを、あらかじめ確認しておいた。

　c　コラーゲン：　血小板の凝集反応全体をスクリーニングするために、ADPとと

もに一般的に用いられている。

　第1章、第2節と同じ製剤（クロノコラーゲン）を、最終濃度20μg／m1添加した。

　dADP：　第1章第2節と同じ製剤（クロノADP）を、最終濃度12μM添加し

た。

　e　LPS：　PAFとともにこの研究の主役的な物質で、　LPS血症では血小板が

直接接触する物質であり、血小板刺激性も有することが知られている［Kawaguchi，

Meyers1982］o

　前述のLPS製剤（第1節、材料および方法参照）を2mg／m1濃度になるように生

理食塩水に溶解し、500μ1のPRP（後述のクロノリューム試薬50μ1を含む）に

50μ1（最終濃度約200μg／皿1）添加した。

　またこれらによる血小板の凝集試験に合わせて、血小板からのATP放出も調べた。

凝集試験を行う前にあらかじめPRP　450μ1に対してルシフェリン・ルシフェラーゼ

試薬（クロノリューム；クロノログ社）を50μ1添加しておいた。そして・凝集試験

と同時に、血小板凝集計のルミネッセンス機能でATPによる蛍光発光パターンを観察

して、ATP放出レベルを半定量した。
（2）　in　vivoでTcv－309処理した血小板の場合（血小板凝集試験での検討）

　①　阻害効果の有無
　まず、何の処理も施してない1頭のビーグル犬（雄・1歳・体重10kg）から血小

職集試験用1・1回目の採血をした・次・・で・その個体1・TCV－309を3・9／k・静注

して、その3～5分後に2回目の採血をし・さらに300μ9／kgを追加静注して同様に

3回目の採血をした。
　以上をそれぞれ、未処理、TCV－3093・9／kg・および300・9／k・in　vi・・処理血液と

し、これらからPRPを作製して血・」・板のPAF刺激1・対する凝集（PAF凝集）試験
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を行った。

②阻害効果のPAF特異性
　3頭のビーグル犬（雄1雌2頭、4～5歳、体重9～12kg）に、TCV－309を

300μg／kg静注した。その後5分以内に採血してPRPを作製し、（1）のin　vitro

処理の場合と同様、PAFを含む5種類の惹起物質による血小板凝集試験を行って、

TCV－309　in　vivo処理による血小板凝集阻害のPAF特異性を調べた。

（3）　TCV－309の投与適量

　24頭の犬（ビーグル21雑種3頭、雌19雄5頭、1～10歳、体重6～14kg；
No．1～14）を4頭ずつ6群に分け、群ごとに異なる量（1～300μg／kg；6段階）の

TCV－309を静注した。投与前、投与5分、同1、4、8、24時間後に採血してPRPを

分離し、血小板のPAF凝集反応を調べた。但し、投与量の少ない群では効果が早く消

失するので、後半の採血を適宜省略した。そしてTCV－309の投与量とPAF凝集阻害

効果の強さおよびその持続時間との関係から、投与適量を求めた。

3）TCV－309前投与によるLPS誘導血小板減少の抑制

　前実験で得られたTCV－309の適量300μg／kgを静注（前投与；3mg／ml液を0．1

m1／kg）した直後（3分以内）のビーグル犬5頭（雌3雄2頭、1～6歳、体重10～

13kg；No．25～29）に、　LPS　40μg／kgを静注し、その前後の末梢血血小板数の変

化を観察した。本章第1節の結果から、LPS投与後10分以内に血小板数は最低値に

達し、投与後1時間は血小板が再循環する回復過程にあったので、この実験での採血

時期はLPS投与前、投与5分後、および1時間後に設定した。

　また対照として、生理食塩水0．1皿1／kgを静注した直後の犬6頭（ビーグル4雑

種2頭、雄・雌各3頭、1～5歳、体重8～14kg；冠。．30～35）に対しても、上記の

TCV－309前投与群と同様にLPSを投与して、血小板数を算定した。

2　結果

1）　血小板PAF凝集に対するTCV－309の阻害効果

（1）　in　vitroでTCV－309処理した血小板の場合

①　阻害効果の有無

　Fig．22に、異なる濃度のTCV－309をPRPに予備添加（in　vitro処理）した後の

血小板PAF凝集パターンを示した。　TCV－3090・3μM（最終濃度）で処理すると血小板

のPAF凝集は明らかに阻害されたが、　PAF刺激直後には球状化が起こっていること

から（凝集曲線b）、ある程度は血小板活性化の生じていることがうかがえた。

TCV－309添加量の増加とともに血小板PAF凝集の抑制効果は強まり（凝集曲線b～d）・

最終濃度30μMを添加すると、PAF添加直後の球状化もほとんど認められなくなっ

た（凝集曲線d）。
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Fig．　22．　　Effect　of　TCV－309　in　vitro　treat瓢ent

　on　PAF　induced　platelet　aggregation．

The　following　doses　of　TCV－309　was　added　just　before　PAF　stimulation：

a，　0　（physiological　saline）；　　b，　0．3；　　c，　3；　　and　d，　30　μM　（final　conc．）．

②阻害効果のPAF特異性
　Fig．23に、　TCV－30930μMでin　vitro処理したPRPの、各種凝集惹起物質に対

する血小板凝集とATP放出（蛍光発光）パターンを示した。　LPSは生体内ならば致

死量をはるかに越える高レベルの200μg／m1を添加したが、弱い血小板凝集に止まり、

しかもATP放出は検出されなかった。　TCV－309で処理したPRP中の血小板では、

PAF刺激による凝集およびATP放出はいずれも阻害された。これに対して、

PAF以外の凝集惹起物質の刺激による凝集および放出反応では、いずれもTCV－309

処理の影響を認めなかった。この結果は3頭の犬に共通していた。

　すなわち、Table　22に示すとおり、TCV－309によるin　vitro処理は、犬血小板の

PAFに対する凝集とATP放出の両反応を特異的に阻害した。
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(2) in vivoで TCV-309処理した血小板の場合

① 阻害効果の有無

Fig. 24 に、未処理、 TCV-309 3 pg/旬、および 300pg/kg in vivo処理血小板の

PAF凝集曲線を示した。

TCV-309投与前(未処理)の犬の血小板は、 PAF刺激に対して強い凝集反応を示し

たが(凝集曲線 a)、 3p g/k g投与によってそれは明らかに阻害され(凝集曲線 b) 

300 pg/kgに投与量を増やすとその効果は更に増強された(凝集曲線 c)。

PAF 
(80 ng/ml) 

↓ 
c 

己
0 

a 

b 

回

目

E
悶

に

伺

』

ベ戸

H
Z凶

...J 

訟~

。。
」【

5 mi n. 

Fig. 24. Effect of TCV-309 in vivo treatment 

on PAP-induced platelet aggregation. 

The following doses of TCV-309 was injected IV just before 
blood collection: a. 0; b. 3; c. 300 pg/kgBW. 

② 阻害効果の PAF特異性

Fig. 25 に、 TCV-309300 pg/kg in vivo処理血小板の各種凝集惹起物質に対する

1例の凝集パターンを示した(A T P放出試験は 行わなかった) 0 Table 23 に要約し

て示したとおり 、こ の処理による血小板凝集阻害効果も invitro処理の場合と同様、、

PAFに特異的 であった。また 、個々 の成績は示さないが、こ の結果は 3頭の犬に共

通していた。
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and after

Table 23.

  platelet

Effect of TCV-309 in

aggregation in PRP

vivo treatment on

TCV-309 in vivo treatment

Agonist Before After

A23187

PAF

Collagen
ADP

LPS

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Doses of the
TCV-309 300

collection.

 agonists were same
"g/kgBW was injected

in

 IV

Table 22

 before
.

blood
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（3）　TCV－309の投与適量

　異なる量のTCV－309（1～300μ9／kg）を投与した犬の・投与前後の血小板PAF凝集

（最大凝集率）をTable　24に示した。またTCV－309による阻害効果を評価しやすく

するため、Fig．26にTable　24の成績を・投与前の成績との比に改めて示した。

TCV－309の効果は3μ9／kg投与から認められ、その量の投与5分後の血液から得た

PRP中の血小板は、4頭すべてでPAF凝集が弱かった。この効果の強さあるいは持

続時間はTCV－309の投与量に依存的であり、5分後の最大凝集率は、　TCV－309を

304g／kg以上投与した全個体で0毘となった。100μg／kg投与では、1時間後にも効

果が残存した。さらに300μg／kg投与群では、1時間後も全個体で最大凝集率が0毘

と強い阻害効果が持続した。

　Fig．27にTcv－309を3μg／kg（図、左側）および300μg／kg前投与（図、右側）

した2っの群のうち各1例のPAF凝集パターンを示した。　TCV－309　3μg／kgでも

投与5分後には血小板PAF凝集の抑制が認められた（凝集曲線b）。300μg／kg投

与群では、TCV－309投与5分後および1時間後のいずれにおいても、最大凝集率は0

％以下に抑制された（凝集曲線dおよびe）。しかし凝集曲線の細部を見ると、

TCV－309300μg／kg投与5分後のPRPにはすでに明らかな球状化（凝集曲線d）が、

また1時間後には、ベースラインは越えないが、凝集初期の可逆的曲線が観察された

（凝集曲線e）。すなわち、最大凝集率のみからは判断できないものの、凝集パターン

を見ると、TCV－309による効果は経時的に減弱していた。

　検討したTCV－309投与量の中では、最高の390μg／kgが効果の強さおよびその持続

時間の両面で最も優れた効果を示した。これ以上の増量も効果をより高めることが予想

されたが、サンプルの量に限りがあることから、300μg／kgを投与適量とした。
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Tab1e

  and

24.

after

PAF induced platelet

 TCV-309, different

            Maximurn

 aggregation in 24

doses, injection

 aggregation ratio

dogs before

in PRP (%)

Dose of

TCV-309

Dog
No.

Stage')

Pre 5rn lh 4h 8h 24h

  1
(pg/kg)

1

2

3

4

90

80
92

84

 85
 50
100
100

98
70
87
98

3 5

6

7

8

95

83

44
80

19
o

9

10

92
40
56
76

10 9

10

11
12

91

94
90

77

15
1

o

12

91
93

88
83

 95
100
 86
 82

30 13
14
15
16

87
93

95

95

o

o

o

o

 80
 58
 98
100

 85
 80
 95
100

100 17

18
19

20

90

91

62

91

o

o

o

o

19
o

4

13

 93
 99
 88
100

100
 90
100
 73

300 21
22
23

24

 82
100
 78
 90

o

o

o

o

o

o

o

o

 94
 97
 90
100

 98
 92
 86
loe

93

80
98

75

i' After TCV-309 injection (in vivo treatment):

m, minutes; h, hours. (same in all the following tables

the figures in this paragraph)

Platelets in PRP were stimulated with PAF 80 ng/ml for

concentration.

 and

fina1
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          Dose of TCV-309
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Fig. 26. Changes of PAF-induced platelet

  injected IV vith different doses of TCV-309.

  The figure was drawn frorn Table 24.
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   --･-･･.･･･-:)N

   4 8 24lj

aggregation in

   × 100

24 dogs

maxlmum aggregation ratio before TCV-309 lnJectlon
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Fi㌫27・Eff・・t・f　previ・us　TCV－309　i・j・・ti・n・・PAF－i・duced　pl、t，1。t。g9，eg。ti。n．

　a・　P「e　injection；　　b　and　d，　five　minutes　after　TCV－309　injection；

　c　and　e，　one　hour　after　injection．

2）　LPS誘導血小板減少のTCV－309による抑制

　TCV－309300μg／kg前投与群および対照群にLPS　40μg／kgを静注し、その前後の

末梢血血小板数をTable　25に示した。また、それぞれの成績を投与前値との比（％）

に直し、各群の処理後経過時間ごとに、その平均値と標準偏差を求めてFig．28に示

した。LPS投与前と比べ、対照群ではLPS投与5分後に血小板数が平均して16．0

％まで減少したが、TCV－309前投与群では2頭（No．25および26）で血小板減少が

著しく抑制され、4頭の平均血小板減少率は46．8毘であった。また、LPS投与1

時間後の血小板数も、対照群の平均61．6％に対し、TCv－309前投与群では87．o％と

回復が早かった。
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Table 25. Changes of blood

  injection in dogs vith or

 With TCV-309 pretreatment')

platelet

vithout

 eounts before and after LPS

TCV-309 pretreatment

  Without TCV-309 pretreatment2'

Dog
No.

StageS) Dog

 No.

Stage3)

pre 5 rn lh pre 5m lh
25

26

27

28

29

Mean
SD

299

426

200

360

219

301

 95

246

242

110

 48

 59

141

 97

272

315

238

288

201

262

 44

30

31

32

33

34

35

Mean

SD

350

216

316

274

296

395

307

 61

30

30

40

56

77

63

49

19

123

239

172

100

225

275

189
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     Stage (after LPS injection)

 Changes in platelet counts in LPS-injected

 vithout TCV-309 pretreatment.

SD; drawn frotu Table 25.

 with; and D-O, without TCV-309.

    count in each stage x 100

    t- - LPS lnJectlon
's t-test between the

dogs

Platelet

' P<O.05

count

 (by

before

student groups)
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3　考　　察

　LPS毒性に対するPAF阻害剤の効果を調べた報告は、ショック死の防止

［Terashita1987，1992，Braquet］、血圧低下や循環動態の変化［Doebber，Terashita1992］、

あるいは実験的喘息発作における気管・気管支収縮の抑制［lshida，Popovich］などに関

するものが多い。犬を対象にしてPAF阻害剤の効果を調べた報告も少なくない

［Golino，Popovich，Shiba］。　LPS誘導血小板減少に関して柴ら［柴］は、　PAF阻害剤

CV－3988の前投与がLPS　4　mg／kg投与30分後の血小板減少を抑制したと述べてい

る。しかしながら第2節の考察でも述べたとおり、この量のLPSを投与して30分後

では、おそらくLPSの刺激から始つた化学伝達がPAFを経てアラキドン酸代謝系な

ど二次的反応にまでおよんでいる。またこの場合、犬は多臓器障害による致死的な状態

に陥っており、循環不全［Hinshow］、血液ガスやpH［Hardie1990，　Sost皿an］、その他の

血漿成分の著しい変化、凝固系の活性化［中間］など、複雑な代謝反応を経た血小板反応

を観察している可能性がある。今回は少量のLPSを投与し、その5分後から血小板

数を観察しており、初期の成績は主に、体内で産生されたPAFに対する血小板の直接

的な反応を反映していると思われる。

　今回、個体によってTCV－309前投与がLPS誘導血小板を十分に抑制しなかった

（Table　25参照）ことは、TCV－309の効果不足によるものか、あるいはPAF以外の

血小板活性化刺激も同時に存在するためか、さらに検討する必要がある。

　しかしながら、TCV－309によってLPS少量投与直後の血小板減少は有意に抑制され、

しかもこの阻害剤による血小板活性化阻害効果がPAFに特異性なことも確認されたこ

とから、LPS誘導血小板減少におけるPAFの関与は重ねて裏付けられた。

　今後、PAFと血小板代謝との関連性について、血小板のPAFレセプターや、血小

板内刺激応答について詳しい検索が必要である。
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　　　　　　　第4節

しPS投与後再循環した血小板のPAF脱感作

　本章第1節で、LPS投与犬の血中PAF濃度の増加について述べた。血中PAF濃

度はLPS大量投与群の投与1時間後が最も高い値を示した。　LPS投与後の血小板

減少がPAFのみによるものならば、測定した中でPAF濃度の最も高い大量投与1

時間後に、末梢血血小板数は最も減少していると考えることが妥当である。しかし実際

には、この時点で血小板数はすでに50％以上まで回復しており（第1節Table　2参

照）、少量投与群の10分値（第2節、Table　15参照）よりも正常に近い値であった。

すなわち抹消血血小板数は、単純に血中PAF濃度と相関しなかった。

　LPSを投与すると、血小板は活性化して肺などに集積し、末梢血から一旦は消失す

る。しかしその活性化は可逆的で、血小板はやがて集積部から離れて（凝集から解離）

再循環する［Gutman，　Sostman］。第2節しPS大量投与群の投与1時間後のように、血

中PAFがまだ異常な高濃度を保っているにもかかわらず集積部から血小板が解離する

理由の一つとして、Hensonら［Henson1976a，1977］が述べているPAF脱感作現象の存

在が考えられる。PAFに脱感作した血小板は、　PAF刺激に対する感受性が特異的に

低下する［Henson1976ab］といわれており、　LPS投与後再循環した血小板について

PAF脱感作現象を確認すれば、本論文の緒論に示した仮説を重ねて裏付けることがで

きる。

　そこで、LPS投与後末梢血から一時消失しその後再循環した血小板を用いて凝集試

験を行い、PAF脱感作の確認を試みた。

1　材料および方法

1）　PRPを用いた、再循環血小板のPAF凝集
　4頭の犬（ビーグルおよび雑種各2頭、雌雄各2頭、2～10歳、体重8～13kg；

No．1～4）にLPSを40μg／kg静注した。投与前および投与後1時間に採血し、

PRPを分離して、血小板のPAF凝集試験を行った。　PRPへのPAF添加量は、第

3節と同様、最終濃度80ng／皿1とした。

2）　GFPを用いた、再循環血小板のPAF凝集
　LPS投与後、血小板が末梢血中に再循環してから採血してGFPを作製し、これを

用いて凝集試験を行った。まず、2頭のビーグル犬（いずれも雄、3歳、体重8およ

び10kg；No．5～6）に、　LPSを前実験と同様に投与した。投与後40分に採血して

（血小板が脱感作状態から回復することを防ぐため・前実験より20分早めた）PRP

を分離し、直ちに第1章第2節で示した方法で血小板をゲルろ過した。そしてこの

GFP浮遊液を用いて、血小板PAF凝集試験を行った。
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2　結　果

1）　PRPを用いた、再循環血小板のPAF凝集

　Fig．29に、4頭の犬のLPs投与前および投与後のPRPを用いた血小板PAF凝

集パターンを示した。このうち3頭（No．1～3）では、　LPS投与1時間後も投与前

と同等あるいはそれ以上のPAF凝集を示した。これに対してNo．4の犬のPRPに

は、投与1時間後にほとんどPAF凝集を認めなかった。そこで、このPRPの血小

板凝集能低下がPAFに特異的かどうかを調べるために、　PAF以外の3種類の凝集

惹起物質（A23187、コラーゲン、　ADP；添加濃度は第2節と同じ）に対する凝集試験

を行った。その結果、Fig．30に示したとおり、これらの3種類に対しては、　Lps

投与前と同等の凝集が認められた。すなわち、LPS投与後再循環した血小板がPAF

に特異的に脱感作されている可能性がうかがえた。しかしながら脱感作の可能性を示唆

する成績が得られたのは4田中この1例のみであった。

Before　LPS　injection　　　　l　hour　after　injection

PAF
（80　ng／皿1）

ζ
。
哨
。
。
。
。
暇
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コ
‘
。
。
コ
択
8
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↓

1

　Dog　No．4

　　5面in．
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2）　GFPを用いた、再循環血小板のPAF凝集
　2頭の犬とも、LPSを投与40分後には血小板数が投与前の50％以上まで回復し

ており（データは示さない）、凝集試験に必要な血小板数（≧20x104／μ1）は確保で

きた。そこで、LPS投与前と投与40分後の血液から作製したGFPのPAF凝集を
実施した。Fig．31に示すとおり、いずれの犬から得たGFPにおいても、　LPs投与

後の血小板PAF凝集は投与前のそれと比べ低下しておらず、脱感作は確認できなかっ

た。

Before　LPS　injection 40　min．　after　injection
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3　考　察

　PAFに反応性の細胞に対してin　vitroで繰り返しPAFで刺激したり

［Maridonneau－Parini］、　Ca2＋を含まない状態でPAFとともにインキュベートする

［Benson1976a］と、その細胞はPAFに不応性となる。この変化は細胞がPAFに脱感

作されるためといわれており、本節の緒論で述べたとおり、血小板に関してはHenson

ら［Henson1977］が報告している。これは慢性DICなどの際に見られるexhaust状態

の血小板［Fong，Gaunt，Jacobsen，　Pareti］とは異なり、　PAF刺激に対する細胞内の応答

系が特異的に反応しなくなるらしい。Hensonら［Henson1976b］は細胞内の酵素、おそら

くPAF刺激に特異的に反応するセリンプロテアーゼの失活がこのPAF脱感作の本態

であろうと述べている。しかも、この酵素に対する特異的阻害剤はウサギ血小板の

PAF刺激に対する凝集と放出を阻害することから、これはPAFに対する血小板の刺

激応答系の中でも必須の酵素と考えられている［Sugatani］。

　in　vivoでのウサギ血小板のPAF脱感作も証明されている。すなわち、horse

radish　peroxidaseを2回注射してアナフィラキシーショックを起こすと、血小板は

一旦末梢血中から消失し、　1時間後には再循環する。その血小板は、PAF刺激に特

異的に放出反応の低下が認められるという［Henson1977］。筆者の仮説のように、　LPS

を投与した後の犬血小板の一過性減少もPAF刺激に対する反応とすると、その後再循

環した血小板がPAFに脱感作されている可能性は十分に考えられる。

　第1章第2節で述べたとおり、血漿中には血小板の機能に影響を与える因子が数多く

含まれている。ウサギに関する報告では、PAFに脱感作された血小板は、血漿から分

離せずにおくと脱感作状態から回復するといわれている。そのためにHensonらは、ウ

サギ血小板のin　vivoでのPAF脱感作を証明するのに洗浄血小板を用いている

［Henson1976］。そこで本実験でも、　PRPとGFP浮遊液の両方を用いて脱感作の証明

を試みた。しかし、今回の条件ではPRPを用いた4例中の1例にしか脱感作を示唆

する成績は得られなかった。これまで血小板のPAF脱感作が報告されているのは、

PAFに対する血小板の感受性が最も高いウサギのアナフィラキシー状態についてのみ

である［Henson1977］。犬では第2節で述べたとおり、　PAF単独投与はウサギで報告さ

れている［Yue．　Mcmanus］ほど激しい血小板減少を起こさない。また、第3節で述べたと

おり、PAF阻害剤は、ウサギに関する報告［Y皿e］ほどLPS注射後の犬の血小板減少

を強力には抑制しない。これらのことから、犬のLPSによる血小板活性化にはPAF

が単独で作用しているのではなく、PAF以外の刺激物質が同時に関与している可能性

がある。つまり、LPS血症の際の犬血小板がPAFから受ける刺激は、実験的アナフ

ィラキシ＿ウサギの場合より弱いため、PAFの脱感作状態は長続きせず・そのことが

脱感作の確認を困難にしているのであろう。
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総合考察

　LPSは非常に多様な生体反応を招き、それらの反応の多くにPAFが関与するとい

われている［Handley］。この論文で示した血液学的変化の他、胃腸［Shiba］、心［Watkins］、

肺［Christman］、腎［Vemulapalli，Gomez］などの組織反応や、敗血症性ショック

［Terashita1992］なども、　LPSならびにPAF関連と推定されている田andley1990］。

またPAFは、本来サイトカインなどとともに、グラム陰性菌感染症のみならず、色々

な刺激に対する生体防御機構の化学的伝達を行っている［西平，Kasimir］。血液細胞に限

ってみても、血小板の他、好中球［Cromwell，Fradin，　Jouvin－Marche］、好酸球［Cromwe11，

Glembycz］、好塩基球［Henson1976b，　Mcmanus］、単球・マクロファージ［Camussi，Hayashi，

Jouvin－Marche．Maridonneau－Parini，Pignol，Salen］の活性化あるいは走化因子作用、

T一リンパ球の機能調節［Dulioust］などに関与している。様々な刺激［Gouvello，Tufano］

に応じて多種類の細胞が産生・放出し［Crom鴨1LFradin，Gouvello，　Hernando］、しかも

これに反応する細胞の種類も上記の通り多様なことから、PAFは生命活動において非

常に重要な物質と位置付けることができる［和久］。生体防御反応のみならず、妊娠にお

いても、子宮内局所でPAFが産生され着床に重要な役割を果たし、その際、末梢血の

血小板数減少も減少するといわれている。しかし通常、局所でのPAFによる直接的な

刺激はそれほど深刻な血小板反応を招かず、生命が危険になるような全身的なPAF関

連の血小板過剰反応が想定されるのは、LPS血症あるいはアナフィラキシーなど一部

の疾病に限られる。　　　　　　　　　　　　・

　PAFが関与する疾病においても、　PAFの多様な役割を考えると、臨床的にむやみ

にその作用を抑制するべきではない。グラム陰性菌の感染を確認し、その臨床症状から

PAF関連と思われる反応が過剰に現れていたり、あるいはそのような状態に陥る可能

性の高い時に限り、PAF制御という面から対処することが妥当である。理想的には、

PAFの体内レベルと生体反応の強さとの相関関係を明らかにし、疾病動物の体内

PAFレベルに応じて対処することが望ましい。現状ではPAFの体内レベルを測定す

ることは技術的に容易ではない［里内］が、サンプルとしては、血液の他、糞便［Bragger．

Shanssade］、腹水、脳脊髄液［Arditi］、気管支・肺胞洗浄液など多種類の生体材料が考

えられ［中山］、簡易で正確な測定法の開発が望まれる。

　本来細菌感染症では、看護、栄養補給、あるいは体液バランス調整などを通じて被感

染動物の抵抗性を高めることが基本であり、これだけでは回復が期待できない場合に、

原因療法として抗生剤の投与が行われる［Aronson］。さらに、生体反応が過剰でそれを

放置すると病状を悪化する場合に限って、炎症など細胞反応の抑制を検討するべきであ

る。この面での治療薬としてはこれまで、副腎皮質ホルモン剤、あるいはシクロォキシ

ゲナ＿ゼ阻害剤などの非ステロイド系消炎剤［Gentry，Moore・Swange・Schlei皿er］が広く

用いられてきた。PAFによる血小板反応にはアラキドン酸代謝が二次的に関与する

［Chao，Macconi］ことから、これらの薬品も・PAFによる生体反応をある程度抑制する
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といわれている［Camussi，Giembyzcz，Shanssade，Yamanaka］。しかし、　PAF阻害剤のよ

うに直接的にPAFの作用を抑制すれば、その効果の強さや即効性などの利点から、シ

ョックやDICにはより対処しやすくなるであろう［Braquet．Chignard，Terashita1987，

1992，Yue］。

　本研究では、グラム陰性菌感染犬の血小板活性化メカニズム解明という立場から、主

に血小板のPAFに対する応答に焦点をあてた。　PAFに対する応答細胞を血小板に限

定しても、前述のとおりその活性化はDICや血栓症のような血液凝固関連疾患に止ま

らず、他の組織への二次的な影響をおよぼし得る。例えばLPS投与後血小板が一過性

に集積する心あるいは気管・気管支では、局所で血小板が過敏な組織反応に関与するこ

とが明らかにされている［Popovich．矢ノ下］。血小板が肺から解離し、その後不可逆的

に集積する肝などの臓器でも［Gutman，Sostman］、強い傷害を起こしている可能性が高い。

したがって、血小板の過剰な活性化を制御することは、DICなどの血液凝固関連疾患

のみならず、血小板活性化によって二次的に引き起こされるショック肺などの病的変化

を防止する面からも意義がある。これまで獣医学領域においては、PAFを制御すると

いう概念は定着していない［Brander］。

　しかし医学領域では、PAF産生を促すTNFやIL－6などの体内物質［Yoo］、ある

いは逆にPAFによって産生の冗進される物質［Salzer，Giembycz］も徐々に明らかにさ

れ、また、PAFによる血小板の細胞内応答［Mulphy1991，Slattery，Tahroui］や、その

制御系［Filep，Hampel］も解明されてきた。治療法についても、これらの多方面から

LPSあるいはPAFの作用を制御することが研究されている［Bosson，　Hanazawa，

Handley，　Hins血ow，　Shiba，　Takekoshi］。したがって、今後グラム陰性菌感染症の治療に関

して、PAFなどの化学的活性物質制御法の進歩が予想される。

　この領域の進歩にはLPSに対する生体反応のメカニズム解明が不可欠である。その

後に、過剰な生体反応の制御法を確立することが順当である。PAFに関しては、動物

種によりその感受性が大きく異なる［Golino，Meyers1985］ことから、獣医臨床では対象

動物ごとにPAFの関与を解明する必要がある。　LPSによる生体反応のメカニズムを

解明しないまま、副腎皮質ホルモン剤や非ステロイド系消炎剤の効果に頼り続けるべき

ではない。

　検討の結果、第2章で述べた4項目の検討のうち3項目（①　LPS投与による体

内でのPAF産生、②　PAF投与犬における、　LPS投与犬に類似した血小板減少症

の発現、③　PAF阻害剤による、　LPS誘導血小板減少の抑制）で、当初の仮説のと

おり、LPSによって起こる血小板減少にPAFの関与することを支持する結果が得ら

れた。したがってグラム陰性菌感染症の治療には、「PAFによる血小板活性化をコン

トロールする」という概念が必要である。

　なお今回の実験では、PAFを投与してもLPS投与犬の場合ほど血小板減少が激し

くなかったり（第2節）、あるいはPAF阻害剤を予備投与しても、血小板減少の抑制

は部分的な効果に止まった（第3節）。このことから、LPSによる犬の血小板減少は

PAF単独ではなく、LPSに誘導されるなんらか他の因子が存在し、　PAFと相乗的
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に作用している可能性がある。PAFの他にどのような刺激が作用しているか、また、

血小板の過剰活性化がどのような二次的反応を起こすか、さらには、どのように血小板

の過剰活性化を制御するかなど、いずれも今後検討すべき課題である。
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  THE ROLE OF PLATELET-ACTIVATING FACTOR (PAF) IN
ENDOTOXIN (LPS)-INDUCED THROMBOCYTOPENIA IN DOGS.

ABSTRACT.

            Ryo Tsuchiya.

SchoolofVeterinaryMedicine, AzabuUniversity.

  Anirnals with gram-negative bacterial infection often fa11 into some fatal

conditions, including shock. It is well known that endotoxin (LPS) is mainly

responsible fbr these conditions; however, its pathophysiological mechanism is

unclear.

  Platelet activation is one ofthe important vital reactions against LPS.

Endotoxemic animals frequently develop disseminated intravascular coagulation

(DIC) or shock 1ung due to excessive platelet activation. Therefore, appropriate

control of platelet activation is very important in the treatment of severe gram-

negative bacterial infection. The mechanism ofLPS-induced platelet activation

must be determined to establish a method fbr platelet control.

  It is presumed that a number of chemical mediators are involved in LPS-

induced vital reactions, including platelet activation. Recently, platelet-

activating factor (PAF), a phosphocholine, has been recognized as an important

mediator of LPS-induced vital reactions. PAF is a potent stmulator fbr many

kmds ofcells, including platelets.

  Smal1 animal clmicians often encounter thrombocytopenic patient dogs with

gram-negative bacterial irrfection. LPS simulates canine platelets in vitro;

however, the reaction is weak. Possibly, another platelet stimuli must be

produced in endotoxemic dogs. Therefbre, the author hypothesized that PAF

plays an important role in LPS-induced excessive platelet activation in dogs with

gram-negative bacterial infection. Since intravascular platelet aggregation

induced by some simuli results in remarkably consumptive thrombocytopenia

the platelet count in peripheral blood may be a usefu1 indicator of intravascular

platelet activation.

  Therefbre, to verify the hypothesis, the author perfbrmed the fbllowing

experiments and studied the role ofPAF in LPS-induced thrombocytopenia in

dogs.

I. Sample preparation for platelet aggregometry.

  Platelet aggregometry is the most basic screening test of platelet reaction.

lntact platelets must be isolated from blood for successfu1 platelet aggregometry.
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Therefore, sample preparation methods for platelet aggregometry were studied.

1) The optmum centrifugal condition to obtain platelet rich plasma (PRP).

  The most common sample used in aggregometry is PRP obtained by

centrifugation ofwhole blood. Since size and density ofplatelets are different

among animal species, appropriate centrifugal conditions are needed for each

animal species. Therefbre, canine whole blood anticoagulated with 3.8 %

sodium citrate solution was centrifuged at diflicrent spinning speeds and tmes.

  The best recovery of platelets was obtained at 3,500 rpm centrifugation fbr 1

minute. Platelets in PRP, separated by this centrifugal condition, aggregated

well to adenosine diphosphate (ADP) and collagen stimulation.

2) Plateletisolationfromplasma.

   It is known that platelets interact with several plasma components. Thus, to

 study the effects ofsome substances, e.g. PAF, on platelet reaction, platelets

 need to be isolated from plasma to avoid the effects of plasma components.

 Therefbre, appropriate procedure fbr platelet isolation from PRP was studied.

  Platelets washed by centrifugation with albumin gradient cushion could not be

 usedinaggregometrybecauseofspontaneousaggregation. lncontrast,intact
 platelets were well isolated from plasma by gel fi1tration using Sepharose 4B

 and Tangen HEPES buffer solution. The platelets were aggregated by both

 ADP and collagen stimulation in a modified MgC12 buffer solution; the

 concentration ofMgCl2 was shifted to 1 mM.

II. The role ofPAF in LPS-induced thrombocytopenia.

1) Blood PAF concentrations in LPS-iajected dogs.

   1 mglkg body weight (BW) ofLPS was irijected intravenously (LPS large

dose irljection) into 3 mongrel dogs under general anesthesia. 40 pglkgBW of

LPS was irljected intravenously (LPS small dose irljection) into another 9

beagles. Blood PAF concentrations befbre and after LPS irljection were

analyzed by radio-immunoassay.
  PAF concentrations increased signif7icantly (P<O.05) in both the LPS 1arge-

and smal1-dose irijected dogs.

2) Hematological changes in LPS- or PAF-irijected dogs.

   40 pg!kgBW of LPS was iojected intravenously (IV) into 16 beagle or

 mongrel dogs. O.5 or 1 ptglkgBW ofPAF was ibjected IV into 6 beagles.

 (5 ptglkgBWIhour fbr 90 minutes) was infUsed into 3 beagles. As a control,

 physiological saline, 1 mllkgBWIhour, was infused fbr 90 minutes into 3

 beagles. Platelet and leukocyte counts were done before and after irljection.

 Transient thrombocytopenia leukopenia, and delayed rebound leukocytosis

PAF
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 were seen in the 3 treatment groups with either LPS or PAF iajection. These

 changes in PAF-iajected dogs were milder and recovered faster than those in

 LPS-irijected dogs.

3) The suppressive effects ofa PAF antagonist against LPS-induced

 thrombocytopenia.
   At first, a specific effect of TCV-309 (a PAF antagonist provided by Takeda

 Chemical lndustry Co.Ltd.) in vitro and in vivo on PAF stimulated platelet

 activation was confirmed by aggregometry and ATP-irelease test.

   Secondly, the appropriate iiijection dose ofTCV-309 was studied using

 platelet aggregometry by PAF stimulation. The appropriate IV irljection dose of

 TCV-309 was 300 ptglkgBW.
   Finally, 40 pgilcgBW ofLPS was iojected IV into 11 beagle or mongrel dogs

 afterpretreatmentwithTCV-309(300 ptglkgBW). Bloodplateletswere

 counted befbre and after LPS iiljectton.

   LPS-induced tlrropretmbocytopenia was significantly (P<O.05) suppressed by

 TCV-309 pretreatment.

4) DesensitizationofplateletstoPAFafterLPSirljection.
  LPS induces severe thrombocytopenia in dogs; however, many platelets

 recirculate 1 hour after the iiijection. Therefbre, desensitization ofplatelets to

 PAF was studied to confirm any evidence of PAF stimulation in platelets.

 Aggregometry of recirculated platelets using PRP or gel fi1trated platelet

 suspension was perfbrmed in 6 beagles.

   The disappearance of PAF stimulated platelet aggregation, which means

 desensitization to PAF, was fbund in only one case using PRP.

 The results above; 1-3), strongly suggested that PAF was associated with LPS-

induced thrombocytopenia. ln conclusion, the hypothesis above wasjustified.

  However, PAF iiijection could not induce severe thrombocytopenia as fbund

in the LPS･･irljected dogs, and TCV-309 did not strongly suppress thrombocyto-

penia. Therefore, the author thought that some other factors may stimulate

platelets synergicaly with PAF.
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