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《原　著》

水溶性細胞標識キレート剤（ox　ine　sulfate，　tropolone，　MPO）

　　　を用いた1’11nによる血．小板標識の至適条件と

　　　　　　　　　　　　細胞機能に関する研究
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　要旨　1111nによるlilL小板標識条件をoxine　suifate，　tropolone，　M　PO（2－mecaptopyridine－N－oxide）の3

種の水溶性細胞標識化合物を用いて，標識率，血小板凝集能の面から検討した．血小板数が30万／Mm3の

条件ドでは最高標識率はacid　citrate　dextrate（ACD）加生理食塩水，　ACD加血漿において，それぞれ，

80－95％，20－45％であ一・た．ACD加生理食塩水においては，　tropoloneが高濃度でも高標識率が保たれる

ことを除いて3種の化合物の同終濃度間での標識率の差は少なかった．血漿存在下で血小板標識率は，血漿

非存在下と比較して低く，3種の化合物の同終濃度間で異なる傾向を認めた．しかしこの場合でも，血小板

濃度をもとの16倍に濃縮すると血小板標識率はtropolone，　MPOにおいてはほぼ90％に向上した．血

小板凝集能は血漿非存在下で標識した血小板においてはコントロール血小板と比較してadenosine　diPhos－

phate（ADP）2　1iMにて低下する傾向を認めた（P＜0．05）．しかしこの傾向は，ある細胞標識化合物を用い

たときに特異的なものではなかi，た．これらの結果から，1111nによる血小板標識はACD加血漿中で480

／i／mm3程度のtilL小板濃度を保ち，　tropoloneないしはMPOを用いるのが，細胞機能の保持，標識率の面

で最適と考えられた．

Lはじめに
　Thakurによって1976年に開発された1111n－

oxine（8－hydrooxyquinoline）による血小板標識

法1）は，従来から使用されてきた51Cr標識法と

比較して，標識率が良好なため採血量が少量で済
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む，半減期（67時間）が血小板回転を測定するのに

適する，そのガンマ線エネルギー（173keV　89％，

247kev　g4％）がガンマヵメラにょる，体外計測に

適するなどの利点から，血栓症の診断はもとより

生体内における血小板動態の検討に広く応用され

てきた2””4）．Thakurの原法はoxineをエタノール

に溶解し，標識された1111n－oxineをクロロホルム

で抽出し，細胞標識に供するという手法であった．

しかし，oxineは水に難溶であり，oxineの可溶化

に用いられる有機溶媒が細胞機能に悪影響を及ぼ

すという考え方5）も従来から存在した．このよう

な経緯から，水溶性の細胞標識化合物であるoxine

sulfate（8－hydroxyquinoline　sulfate）6），　tropolone7｝，

MPO（2－mecaptopyridine－N－oxide）8）などによる標

識法が開発されるに至った．現在のところ，1111n
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による血小板標識はoxineか，これら3種類の化

合物のいずれかを用いてなされているのが実状で

あるが，標識血小板の細胞機能の保持の点からど

れを選択すれば良いかに関しては，従来の論文の

結果は相反するものであり6”’8），未だ明確な結論

は得られていない．

　本研究の目的は，これら3種の水溶性の細胞標

識化合物のいずれをどのような条件下で血小板機

能が保持できるかを解明する点にある．すなわ

ち，各化合物の終濃度を変化させつつ，標識を血

漿存在下と非血漿存在下で行ったときの血小板の

1111nによる標識率を測定し，標識率の面での至

適条件を求めたうえで，このような条件下におい

て，いずれの化合物を用いた場合に血小板機能が

最も良く保たれるのかを，血小板凝集能の面から

検討した．

H．方　　法

　1）血小板の分離と血小板懸濁液の調製

　対象は6例の健常成人男性（平均年齢は37．6歳）

で，少なくとも採血前2週間以内に，血小板機能

に影響を与える薬剤を服用していないものとした．

ACD（acid　citrate　dextrose）－A液7．5　m∫をあらか

じめ吸引したプラスチック製の注射器に19ゲージ

の翼状針をつけ肘静脈より静かに42．5　mtの静脈

血を採取した後，全量50・mtのACD血をポリエ

チレンチューブにいれ，200×9にて7．5分間遠沈

し，多血小板血漿（PRP：platelet　rich　plasma）を

作製した．つぎに採取した20m∫のPRPにACD－

A液をlmt加え，1，000×gにて10分間遠沈し，

血小板沈渣と乏血小板血漿（PPP：Platelet　poor

plasma）に分離した．血小板沈渣はACD加血漿

あるいはACD加生理食塩水にて懸濁し，血小板

濃度が300，000／mm3となるように調製した．なお

ACD加生理食塩水は生理的食塩水7容にACD－A

液1容を加えINの水酸化ナトリウム水溶液で

pH　6．5とした．

　2）1111nによる血小板標識

　血小板標識は1）の方法により調製した血小板

懸濁液（血小板濃度300，㎜／mm3）230ノ’1に生理

的食塩水に溶解した血小板標識用キレート剤，

oxine　sulfate（東京化成），　troPolone（シグマ），

MPO（シグマ）10／’1および1111n・Cl3［日本メジ

フイジクス，0．04NHCI溶液，　specific　activity

3．7kBq／μ／（0．1μCi／μ1）］を10　／・t加えた後20分間

室温にてincubationして行った．この際の各細胞

標識キレート剤の終濃度は，1，2，4，8，16，32，64，

128，256，512，1，024／‘Mの11段階になるように調

製した．その後1，㎜×910分間の遠沈により，

血小板懸濁液を血小板沈渣成分（B）と上清成分

（F）に分離した．血小板標識率（％）はおのおのの

成分の1111nの放射能を測定し，［B／B＋F］×100

の式により算出した．

　さらに血漿存在下（ACD加血漿）での血小板濃

度と1111nによる血小板標識率の関係の検討を行

った．血小板標識化合物の終濃度は，血漿存在下

にて最高の血小板標識率が得られた場合のものに

固定し，血小板濃度を3．0×105，6．0×105，1．2×

106，2．4×10c），4．8×106／mm3の5段階に設定し，

血小板標識率の検討を行った．

　3）血小板凝集能測定

　血小板凝集能測定は，Bornの方法9）に準拠し

た．また，あらかじめlmlの3．8％クエン酸ナ

トリウム水溶液を吸引導入したプラスチック製の

注射器に19ゲージの針をつけ，肘静脈より9　m∫

を採血した．これを200・9にて10分間遠沈する

ことにより，コントロール（非標識血小板）の血小

板懸濁液を得た．標識血小板に関しては2）の検

討で最も高標識率が得られたものについて凝集能

測定を行った．凝集能測定に用いた血小板懸濁液

は，血小板濃度3．0×105／mm3，溶媒は3．8％クエ

ン酸ナトリウム加血漿である．3．8％クエン酸ナ

トリウム加血漿は静脈血9容に3．8％クエン酸＋

トリウム1容を加え1，㎜×g10分遠沈して調製

した．凝集惹起物質はcollagen（Hormchemie，

FRG），　ADP（Sigma，　USA）を用い，終濃度は

ADPを2および5μM，　collagenは2および5μ9／

m1，とした．血小板凝集能は血小板懸濁液250　／il

に凝集惹起物質10　／・tを加え，4チャンネル凝集

能測定装置によりスターラーの回転数を1，200
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rpm，温度を37°Cに設定して吸光度を5分間測

定した．血小板凝集能の分析方法は，吸光度の

標準をPRP　O％，　PPP　100％に設定し5分間の測

定中最も低い吸光度を示した部分を取り上げる

％1ight　transmission法により行った．

　4）統計解析

　平均値はmea吐1SDで表した．統計解析には

…元配置分散分析とBonferroni法を用いた．

IIL　結　　果

　Figure　1はoxine　sulfate，　tropolone，　MPOの終

濃度とll11nによる血小板標識率の関係を示した

ものである．血漿非存在下では，oxine　sulfateが

16μM．tropoloneが32μM，　MPOが16μMの時

に血小板標識率が最高を示した．その時の血小板

標識率は，oxine　sulfateにて82．9±3．9％，　tropo－

loneにて89．3士2．2％，　MPOにて92．9士0．9％で

あった．3者とも高標識率を得るための終濃度の

範囲は広かった．とりわけtropoloneにおいては，

終濃度を100　／tM以上にしても，他の薬剤のごと

く顕著な標識率の低下傾向は認めなかった．

　血漿存在下の標識では，oxine　sulfateの終濃度

が32　／tM，　tropoloneが256μM，　MPOが64　／tM

の時に最高の標識率が得られた．しかしその場合

の血小板標識率はoxine　sulfateにて19．6土5．6％，

tropoloneにて33．5土12．5％，　MPOにて44．3土

16．3％でありACD－salineにより懸濁した場合に

比較して顕著な標識率の低下を示した．

　血漿非存在下ではいずれの標識化合物を用いて

も終濃度を16－32μMにすることによって良好な

血小板標識率が得られたが，血漿存在下ではこの

血小板濃度においては3種のいずれを用いても

最高血小板標識は50％に達しなかった．とくに

oxine　sulfateの場合は，終濃度変化に対して標識

率の変化が少ない傾向にあった．

　次に，血漿存在下で最も高標識率が得られた条

件，すなわちoxine　sulfate，　tropolone，　MPOの終

濃度をおのおの32，256，64μMに固定して，血小

板濃度を上昇させた時の血小板標識率の変化を検

討した（Fig．2）．血小板標識率は血小板濃度が高
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くなるほど高値になって行く傾向を示した．いず

れの化合物を用いても，血小板濃度をもとの値の

16倍，すなわち480×104／mm3の最も濃厚な条件

に設定した場合において最高標識率が得られた．

その時の血小板標識率は，oxine　sulfateにて
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absence　of　plasma．（○）＝oxine　sulfate　in

ACD－saline，　（●）＝oxine　sulfate　in　ACD－

plasma，（［］）＝tropolone　in　ACD・saline，（■）＝

tropolone　in　ACD－plasma，（△）＝MPO　in

ACD－saline，　and（▲）＝MPO　in　ACD－plasma．
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Fig．3　Platelet　aggregation　by　ADP　before　and　after　the　platelet　labeling　with　1111n．

　　　（Lコ）＝control，（蟹）＝platelets　labeled　in　ACD－plasma，（■）一　platelets　labeled　in

　　　ACD－saline．＊p・0．05　compared　with　control．C；　control，　T；tropolone，　M；MPO，

　　　0；oxine　sulfate．
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Fig．4　Platelet　aggregation　by　collagen　before　and　after　the　platele川abeling　with　111［n．

　　　（口）＝contro1，（鰯）－platelets　labeled　in　ACD－plasma，（■）－platelets　labeled　in

　　　ACD－saline．　C；control，　T二tropoione，　M；M　PO，　O；oxine　sulfate．

口

51．0」二2．4％，tropoloneにて83．0士1．7？。，　MPOに

て90．6士L7％であ’・た．　tropoloneとMPOに

おいては，血小板数増加にともなって80－90。の

高い血小板標識率が得られたが，oxine　sulfateで

は両者に比較して血小板濃度を高めても血小板標

識率は50％内外であった，

　Figures　3，4は血小板標識前後の凝集能の検討

結果を示したものである．

　ADP（Fig．3）終濃度の2μMでは，血漿存在下

では，いずれの薬剤を用いて血小板標識を行った

場合でも，コントロールと比較して有意の血小板

凝集能の低下傾向は認められなかった．しかし，

ACD加生理食塩水における標識条件では，い

ずれの薬剤を用いた場合でも同程度の有意な【F

（6、28）－2．87；ANOVA，コントロールに比較して

P＜0．05］凝集能の低下傾向を認めた．しかし終濃

度5　／・Mの検討では，標識薬剤の違いにかかわら

ず凝集能に有意差は認めなかった．

　Collagen凝集（Fig．4）は終濃度2　ltgfml，5ノ’9／

mtのいずれにおいても，標識薬剤，血漿存在下，

ACD加生理食塩水における標識条件の違いにか

かわらず凝集能に有意差は認めなかった．
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IV．考　　察

　1111nによる血小板標識方法はoxine（8－hydro－

xyquinoline）の場合だけを取りあげてみても，施

設により細部の相違点があり一’定していない．標

識血小板の機能，形態の報告においてもACD加

生理的食塩水，Tyrode緩衝液系にてiiiln－oxine

によって標識された血小板の機能が損なわれ
る10”’13），損なわれない1・14・15）という相反した報告

がなされている．これらの実験結果は，血小板を

浮遊させる溶液，遠沈速度と時間，pH，血小板濃

度，加えた1111n－oxineの放射能，1111n－oxineの

比放射能が微妙に異なっているため直接の比較は

難しいと考える．

　本研究の標識条件は血小板107個あたり5．18

kBq（0．14／’Ci）の1111n－oxine　sulfate，　tropolone，

MPOを加えていることになり，　Powers2）やわれ

われ3・4）が虚血性脳血管障害の臨床応用において

血小板標識を行っている条件［37MBq（1，000∫・Ci）／

1010血小板］より，単位血小板数あたりの放射能

はやや少ない．Bernardlo）は109個の血小板を

ACD加生理食塩水にて2．2　MBq（約60！’G）から

22MBq（約600μCi）の川ln－oxineで標識し，電

顕による血小板形態の観察を行った．それによる

と7．4MBq（200μCi）／109血小板にてα穎粒の密

度低下と開放小管系の拡大，22MBq（6K）O　／tCi）／109

にて血小板の中央部に小器管が集中している所見

が得られ，22MBq（600　ltCi）／109では，標識血小

板凝集能の著しい低下を認めた．さらにGood－

winll）とH川一Zobe113）は血漿なしに標識した血小

板はその血小板のrecoveryの低下と，寿命の短

縮を招くことを臨床的，実験的に証明した．本研

究のACD加生理食塩水における標識実験およ

び，われわれが臨床例で行っている血小板標識は

Bernardの実験の最低放射能の条件とほぼ同様で

ある．Bernardは血小板標識にエタノールに溶か

した1111n－oxineを用い，血小板凝集能測定は

ADP　lO／iMのみで行っている．実験条件はやや

異なるが，彼らの7．4MBq（200μCi）／109血小板

の凝集能の結果は，われわれのADP　5μMの結
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果とほぼ同様である．しかしわれわれの臨床応用

においては，健常例の血小板寿命はGoodwinの

示したような極端な短縮は示さず，一般に報告さ

れている9－10日の値であり，しかも減衰は直線

的であり，標識血小板の無選択な崩壊はないこと

が示唆された16）．このような違いは，われわれが

水溶性の細胞標識化合物を用い，単位血小板数あ

たりの被曝量を少なくし標識操作を簡便にしてい

るのに対して，彼らの実験系では，水に不溶性の

同様なiiiln－oxineの放射能が血小板数あたり非

常に高く設定されていること10）と，標識操作の

繰り返しが多いこと11）に起因するものと考える．

　標識血小板の凝集能測定は，核医学の分野10～15）

ではADP　10μMで行われていることが多い．本

研究のような温和な標識条件でも，ACD加生理

食塩水にて標識された血小板の凝集能は，血漿存

在下で標識した血小板と比較して，ADPの低濃

度（2μM）ですでに低下しており，ADP低濃度に

おける凝集能は血小板機能低下を比較的早期から

鋭敏に反映する重要な指標になると考えられた．

しかしADPの高濃度（5μM）とcollagen凝集は

有意の低下を示さなかった．この原因は，血小板

凝集のagonistであるADPが血小板膜のADP
レセプターに対して過剰であるため軽度の血小板

機能の低下がかえって検出しにくくなること，

collagenとADP凝集の分子機作が異なることに

よると考えられた．collagen凝集は最終段階にお

いてはADP，　fibrinogenを介し，血小板のshape

changeにおいては間接的にprostaglandin　endo－

peroxideを介することがすでに明らかにされ17），

ADP凝集と密接な関連性を有すると考えられる

が，本研究においてADP凝集と相関性の少なか

った原因は明らかではない．

　今回の検討は，単位血小板あたりの放射能を低

く設定して，標識にいかなる水溶性の細胞標識化

合物を用いても，血小板機能の軽度の低下は血漿

非存在下では避け得ないものであり，血小板機能

の保持の面では血漿存在下で細胞標識を行うこ

とが必要であるということを示すものである．

Thakurも同様な現象をMPOにおける標識実
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験8・18）で見いだしており，血漿の存在が血小板の

標識操作に伴う障害に対して防御的に働くと推論

した．血小板機能の維持のためには，血小板膜の

糖蛋白の構成成分であるシアル酸，Ca2＋などが

必要である19）．血漿なしの標識操作においてはこ

れらの成分が減少するため，細胞膜の破綻をきた

し，結果として凝集能の低下が招来されるものと

推定された．

　血小板標識にいかなる水溶性化合物を用いるの

が最も良いかに関しては，ThakurとDewanjeeが

論争していた問題点であった20）．しかしこのこと

に関しては，今回の実験結果からoxine　sulfateは

血漿存在下における血小板標識率が低いことから

実際の臨床応用には適さず，MPOとtropolone

は両者とも高血小板標識率が得られること，細胞

機能も同程度に維持されていることから，tropo－

10ne，　M　POのいずれを用いても大差はないという

結論が得られた．血漿の存在は血小板標識におい

て，血小板機能を落とさないための重要な緩衝作

用を有していると考えるが，一方で血小板標識率

を低下させる弊害も認められた．われわれの実験

結果では，血漿存在下で高標識率を得るためには，

血小板濃度を通常のPRPの16倍以上に濃縮する

必要があり，この面においてACD加生理食塩水

における標識操作に比較して血漿存在下の標識操

作より簡便にはならないと考える．さらに血小板

の被曝線量と血小形態の関係から換算するに，臨

床応用において，18．5－37MBq（500－1，000／’Ci）の

1111nで血小板標識を血漿存在下で行う場合でも，

採血量は40m1以上必要である．

　以上の結果から，水溶性の細胞標識化合物とし

て1111n－tropoloneおよびMPOが，標識率，血

小板機能の保持の面でいずれも有用であると考え

られた．標識はACD血漿存在下で行うのが望ま

しく，この場合，従来の標識方法と比較して採血

量は変わらないが，ACD加生理食塩水の調製は

必要でない利点が生ずる．将来的には，血小板分

離を必要とせず全血中で血小板のみを選択的に標

識し，しかも血小板機能を損なわないような標識

化合物の開発が望まれる．
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Functional　Alterations　of　Human　Platelets　f（）110wing　1111n　Labeling

　　　　　　　　　with　Different　Ligands　and　lncubation　Media

　　Masayuki　MIENo＊，　Yoshinari　IsAKA＊＊，　Kazufumi　KIMuRA＊＊＊，

Masayasu　MATsuMoTo＊＊＊＊，　Hideki　ETANI＊＊＊＊＊，　Akira　UEHARA＊，

　　Kazuo　HAsHIKAwA＊，　Ryuji　HATA＊＊＊，　Hiroshi　MoRlwAKI＊＊＊＊，

Keiichi　AsHiDA＊＊，　Masatoshi　IMAIzuMI＊＊，　Takenobu　KAMADA＊＊＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Takahiro　KozuKA＊

　　　　　　　　　　＊Z）ivision　of／Vuclearルtedicine，　Osaka〔ノnivers’tγルtedical　Schoo1

＊＊Depa〃〃lent（）f　Cardio　vascu～brルfed’d〃e　and　Radio～bgica／Scie〃cθ，　OsakaハJa’iona〃了osρita1

　　　　　　　　　　＊＊＊Depart〃le〃’6ゾノV〃‘・learルtedi（・ine，　Bio〃iedical」Research　Center

　　　　　　＊＊＊＊First　1）epart〃le〃’of　lnterna1ルledi（・i〃θ，　Osaka　tノ〃iversitγルfedi（’a／Schoo／

　　　　　　＊＊＊＊＊D∫v’ぷ∫o〃ρ／’Card’o　vas（’ularル1edi（i’〃e，　Nationat　OsakaルIina〃li　Hospital

　　We　studied　the　effects　of　various　1111n－water

soluble　chelates　and　incubation　media　on　labeling

efhciency　of　platelets　and　in　vitro　platelet　aggre－

gability．　High　labeling　efficiency　of　platelets　in

ACD－saline　was　achieved　with　ll11n－oxine　sulfate，

1111n－tropolone　and　ll11n－MPO（2－mercaptopy－

ridine－N－oxide）．　In　the　condition　with　4．8×106／

mm3　platelets　in　ACD－plasma，1111n－oxine－sulfate

had　low　labeling　ef而ciency　and　inconsistent　label－

ing，　while　iiiln－tropolone　and　iiiln－MPO　had　high

labeling　efnciency．　In　vitro　P｝atelet　aggregability

（ADP　2μM）was　reduced　when　platelets　were

labeled　in　the　absence　of　plasma．　However，　there

was　no　significant　difference　in　platelet　aggre－

gability　among　llIln－platelets　labeled　by　three

different　chelates．

　　In　COnCIUSiOn，　tO　maintain　aggregatiOn　aCtivity

of　the　platelets　with　relatively　high　labeling　efi－

ciency，　the　best　result　was　obtained　by　using　MPO

or　tropolone　chelate　in　plasma　at　4．8×106／μ1

platelet　concentration．

　Key　words：

MPO，1111n．

Platelet　labeling，　Oxine，　Tropolone，
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