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《原著》

1111n－oxineによる血小板標識の基礎的検討

油井　徳雄＊

田中鉄五郎＊

内田　立身＊　松田　　信＊

斎藤　　勝＊＊　刈米　重夫＊

室井　秀一＊

　要旨　1111n・oxineによる血小板標識の基礎的検討を行い，血小板寿命測定および血栓の描出等の臨床応用

のための標識法を確立した．

　1iiln・oxineにより血小板を，1）button　ACD－saline法，2）buttonless　ACD・saline法，3）button　ACD－

saline　Plasma法，4）button　plasma法の4方法で標識し，標識の際の諸条件について検討した．その結果

標識率は，インキュベーション時間，温度，血小板浮遊液中の血小板数，トランスフェリン濃度およびpH

の影響を受けた．ラットで血小板寿命測定を行った結果，血小板寿命には各々の方法の間に差異を認めなか

ったが，回収率は遠心回数の多い1）法のみが低値を示した．標識血小板の臓器分布の観察でも1）法のみに

肝および脾に他の方法よりも有意に高い放射能を認めた．以上の基礎的検討の結果，血漿中のトランスフェ

リンの影響を少なくするためACD－saline液に血小板を浮遊させて標識する3）法は，操作が簡便でかつ標

識率も62土5％と良好であるため臨床応用には最適と考えた．

1．緒　　言

　血小板を放射性同位元素で標識してその動態を

検査することは，種々の血小板減少症および血栓

症等の病態の解明にきわめて有用な方法であり，

現在その核種として51Crが最も広く用いられてい

る1）．しかし51Crは血小板寿命測定には適してい

るが，シンチレーションカメラによる臓器分布の

観察には適さず，また標識率が低いため検査には

大量の採血が必要である2）．シンチレーションカ

メラによる観察には99mTcが使用されてきた3・4）

が，物理的半減期が6時間と短いために経時的な

観察には適さず，また血小板寿命測定にも適して

いない．1111nは血小板寿命測定可能な物理的半減

期（2．8日）とシンチレーションカメラによる観察

に適したγ線エネルギー（173KeV　89％，247　KeV

94％）をあわせもつ核種であるが，1111n単独では

血小板をほとんど標識せず使用されなかった．し

かるに1976年Thakurらは5），細胞膜を通過可能

な脂溶性キレートである1111n－oxineを用いて血

板を標識し，非常に高い標識率が得られる事を報

告した．この方法を用いて血栓の描出が可能とな

り，現在までに動脈硬化巣の描出6），動脈血栓7），

および静脈血栓6・8）の描出などが報告されている．

また腎移植後の拒否反応の早期診断にも有用であ

るとの報告9）もある．

　今回我々は1111n－oxineによる血小板標識の基

礎的検討を行い，あわせて臨床応用のための最善

の標識方法を作製したので報告する．
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IL　方　　法

　　　　（in▼itroにおける基礎的検討）

　1．111in・oxineの作製

　1111n－oxineの作製は日本メジフィジックス社の

塩化インジウム（1111nC13）を使用し，　Thakurらの

方法5）を一部改変して行ったScheffelらの方法10）

に準じて以下のごとく行った．

　1）1111nC131．5　m1（当日検定にて3mCi）に同
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量の滅菌蒸留水を加える．

　2）pH　7の0．3　M酢酸緩衝液を1m∫加えてpH

が5～6の間になるように調整する．

　3）　オキシンエタノール溶液（オキシン1mg／無

水エタノール1m1）を50μ1加え良く混和する．

　4）　4m1のジクロルメタンにて1111n・oxineを

抽出する．

　5）100°Cの浴槽内でジクロルメタンを蒸発乾

燥させる．

　6）無水エタノールを50μ∫加え1111n・oxineを

再溶解し，さらに生理的食塩水を200　Ptl加え，こ

れをillln・oxine溶液として標識に供する．

　2．1111n・oxineによる血小板標識法

　血漿中のトランスフェリンは1111nと強い親和

性を有し11），1111n－oxineによる血小板に対する標

識率を低下させると考えられている．それ故標識

の際は，血小板に傷害を与えぬ様に，血漿を除去

する方法が問題となる．この際，血小板分離操作

における遠心の条件および1111n－oxineで標識を

行う場合の血小板浮遊液中への血漿の混入度の相

違をもたらす4種類の方法を用い，血小板の標識

条件を検討した．4方法の各称は，Wistowら12）

が使用している命名にもとついたものを用いた．

遠心方法は血小板浮遊液より管底に血小板のみを

buttonのような形に沈下させるbutton法と全血

を遠心して赤血球をクッションとしてその上に血

小板を薄い膜状に沈下させるbuttonless法を使用

した．また血小板を浮遊させるmediumとしては，

ACD一生食水および血漿を用いた．　ACD一生食水は

テルモ社のACD・A液と生食水とを1対7の割で

混合し，かっ2NのNaOHにてpHを6．5に調
整したものである．

　1）button　ACD－saline法（BAS法）（Fig．1）

　本法はbutton法にて遠心し，　ACD・生食水に

よる血小板浮遊液を作製して標識する方法であり，

血漿をほぼ完全にとりのぞくことを目的としてい

る．まずACD－A　1に対して全血6の割合にて採

血し，22°C，300g，15分の遠心により赤血球およ

び白血球を沈下させ，上澄の多血小板血漿（PRP）

を採取する．次にPRPの1／20量のACD－A液を

1　whole　blood
　　　ACD
十…9，15・min．

RBC眺＿＿P＿円
　　　　　I
　acidify（PH6．5）＜－ACD1！20vol．of　PRP
　　　　　（Y　15・・9・15・min・

1顯刑p＿＿…
　　　　　　1←A・（6謝・

　　　「esuspenSlon
　　　　　　　十15・・9…mh．※

＿朋，＿＿
　　　　　　　　1
　　　　　※　is　repeated
　　　　　　　↓←ACD－・aline

』＿一墨賠蒜⌒－
Fig．1　Labeling　pro㏄dure　of　button　ACD－saline

　　　method．

PRPに添加する．この操f乍によりPRPのpHは

ほぼ6．5に調整される．このpH　6．5の条件では

血小板の自然凝集が最も少いとされている13）．そ

の後PRPを22°C，1，500　gにて15分遠心し，血

小板をbuttonのような形に沈下させ，上澄の乏血

小板血漿（PPP）をとりのぞく．次にACD一生食水

を加え血小板を再浮遊させ，再び22°C，1，5009に

て15分遠心し，血小板を沈下させ上澄を捨てる．

このようなACD一生食水により血小板を洗i條する

操f乍をもう1回くり返して行い，最後にACD一生

食水による血小板浮遊液を作製し，1111n－oxine溶

液を添加して血小板を標識する．

　2）buttonless　ACD－saline法（BLAS法）（Fig．2）

　本法もBAS法と同じく血漿をほぼ完全にとり

のぞくことを目的としており，ACD一生食水によ
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　　　　　　　U－－1・・d

　　　　　　　Y2…9・2・mi・・

㌫爬ぽ
　　　　　　　1
　　　　　　　　←ACD－saline
　　　　　　　　　　　《pH　6．5）

　　　　resUsponSlon
　　　　　　　坐2・σ・9・15mi・・

＿一爬ぽ
　　　　　　　1
　　　　※is　repeated
　　　　　　　l←ACD－・ali・e

　　　　「esuspens‘on

※

　　　　　　　十…9・・miか

　　　　R、C躍？三《
　　　　　　　　　　～11佃．。xine

Fig．2　Labeling　procedure　of　buttonless　ACD・saUne

　　　method．

る血小板浮遊液を作製して標識する．ただし遠心

方法は前述したbuttonless法である．まずACD－

Aにて採血した全血を22°C，200gにて20分遠心

し，血小板を赤血球層の上に薄い膜状に沈下させ，

上澄のPPPをとりのぞく．次にACD一生食水を

加えて全血球を再浮遊させ，22°C，2，0009にて15

分遠心し，血小板を同様に沈下させ上澄をとりの

ぞく．このようなACD一生食水にて血小板を洗液

する操作をもう一回くり返して行い，最後に22°C，

250gにて5分遠心し，赤血球を沈下させ上澄の

ACD一生食水による血小板浮遊液を採取して標識

に供する．

　3）button　ACD－saline　plasma法（BASP法）

　　（Fig．3）

　本法はBAS法を簡略化した方法で，血漿をと

りのぞく程度は不完全であるが，遠心回数が少い
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　　　　　1　　　　　　whole　blood
　　　　　　　　ACD

　　　　　十・…’15m：・・

RBC㈱＿ri、h．pT。、m。CPR，）

　　　。。idify（』Hu5）く一ACD¶1・…｝．。f　PRP

　　　　　　　9－5一

㌫ごUAWp，。，。k＿…

　《PPP）　　　　　　　↓←ACD－・aline・（・H・6・5）

”＿→］P＿。＿＿
　　　　　　　　　《ACO●5alin●》

Fig．3　Labeling　procedure　of　button　ACD－saline

　　　Plasma　method．

という利点を有する．まず全血を22°C，300gに

て15分遠心し，上澄のPRPを採取する．次に

PRPを22°C，1，500　gて15分遠心し，血小板を

buttonのような形に沈下させ上澄のPPPをとり

のぞく．その後ACD一生食水を加え血小板を再浮

遊させ標識に供する．このACD一生食水による血

小板浮遊液には，その前のACD一生食水による洗

瀧は省略しているので，血漿の混入が前2者の方

法より多いと思われる．

　4）button　P1asma法（BP法）（Fig．4）

　本法は血漿中に血小板を濃縮して標識に供する

一般的な方法で，遠心方法および回数は前項の

BASP法と全く同じであるが，　ACD一生食水を使

用しないので4方法の中では最も操作が簡便であ

る．

　以上の4方法における遠心方法，血小板の洗1條

操作および標識に供する血小板浮遊液の差異を

Table　1に示した．

　3．標識条件の検討

　ヒトの血小板を用い1111n－oxineによる血小板標

識を以下のような条件において前述の4種の方法
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u　who：e　blood
　　　ACD
ψ…9，t5・min．
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RBcUAUpia＿＿＿
　　　　　　　I　　　acidify（PH6．5）く一ACD1！20voLof　PRP
　　　　　　　坐15㏄・・15一

黙ご卵P＿＿…
　（PPP）
　　　　　　　↓←PPP

、11：n－。xine→］＿一⌒一

　　　　　　　　　⊂plasma》
Fig．4　Labeling　procedure　of　button　plasma　method．

の血小板遊液で行い，その結果を比較検討した．

　1）標識時間の検討

　室温（22°C），血小板浮遊液の血小板数1×109／

m1の条件で，標識時間を0分から60分まで変化

させて標識率を調べた．

　2）標識の際の温度の検討

　標識時間30分，血小板浮遊液中の血小板数1×

109／m1の条件で，温度を4°C，室温（22°C），37°C

と変化させて，標識を行い標識率を検討した．

　3）血小板浮遊液中の血小板数にっいての検討

　室温（22°C），標識時間30分の条件で標識した

際の血小板浮遊液中の血小板数を，0．5×109／ml

から2×109／mlまで種々変化させ標識率を調べた．

　4）血小板浮遊液中のトランスフェリン濃度に

　　ついての検討

　室温（22°C），・標識時間30分，血小板浮遊液中

の血小板数1×109／mtの条件で標識した場合の識

標率と免疫拡散法で測定した血小板浮遊液中のト

ランスフェリン濃度との関係を調べた．

　5）血小板浮遊液のpHの検討

　BASP法の浮遊液において，血小板を浮遊させ

るACD一生食水のpHを2NのNaOHにて4．8か

ら7．0まで種々変化させて標識を行い，標識率を

検討した．標識は室温（22°C），標識時間30分およ

び血小板浮遊液中の血小板数1×109／m1の条件で

行った．

　以上の種々の条件における標識率は，標識後の

血小板の放射能を最初加えた1111n－oxineの放射能

で除して求めた．

　（in・vivoにおける検討一ラットの血小板回転

の検索）

　1．ラットの血小板寿命の測定

　ラットの血小板を体外で前述の4方法による

1111n－oxineおよび対照としての51Crにより標識

後，1×109個の標識血小板を尾静脈より輸注した．

その後尾静脈より経時的に採血し，それぞれの標

本の放射能を同一日にウエル型シンチレーション

Table　l　Preparation　of　platelet　suspensions　by　four　different　methods

Centrifugation Washing

Method Form　of　sedimentary

　platelets No　of　centrifugation　Washing　medium
No．　of　Final　suspension

washing　　for　labeling

BAS　method

BLAS

BASP

BP

，，

，，

Button

Buttonless

Button

Button

1，500g，15　min×4

－2，0009，20min×1

－2，000g，15　min×2

－ 1，500g，15　min×1

1，500g，15　nlin×2

1，500g，15　min×2

ACD－saline

ACD－saline

2

2

0

0

ACD・saline

ACD・saline

ACD－saline［
Plasma

plasma

BAS　method：button　ACD・saline　method．　BLAS　method：buttonless　ACD－saline　method

BASP　method：button　ACD－saline　plasma　method．　BP　method：button　plasma　method
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カウンターにて測定することにより注入した総放

射能に対する流血中の血小板の放射能の割合を調

べた．この割合を回収率とし，それを経時的にプ

ロットして血小板生存曲線を得た．血小板寿命は

国際血液標準化委員の推せん案の第1法1）により

算出した．

　2．ラットにおける標識血小板の臓器分布の観

　　察
　1）前項と同様に1111n－oxineおよび51Crによ

る計5種の方法にて標識した血小板の注入1時間

後に，ラットを屠殺して肝，脾，腎，肺，心およ

び血液の放射能を調べた．

　2）BASP法により1111n－oxineにてラットの血

小板を標識後輸注して，2時間および24時間後に

シンチレーションカメラにて臓器分布を観察した．

III．成　　績

　1．1111n・oxineの収率

　1111nC133mCiに前述の方法でoxine　50μgを

反応させた場合の1111n－oxineへの収率は85．9±

2．1％（n＝18）と良好であり，かつその結果は安定

していた．

　2・in・vitroにおける基礎的検討

　1）　標識時間の検討（Fig．5）

　標識時間と標識率との関係を調べると，BAS

BLAS法との間には差を認めず，両方法ともに標

001

％

80
　
6
0

＞
⇔亘
⇔
一
＝
●

04

02

〇
三
三
三

●BAS
OBLAS
▲BASP

　　　　　L＿＿一一5△BP
〒＿1／↓

　　0　　　　　　　20　　　　40　　　　60

　　　　incubation　time　（minutes）

Fig．5　Relationship　between　labeling　eMciency　and

　　　incubation　time　in　each　labeling　method．

　　　Each　point　represents　the　mean　of　4　experi・

　　　ments　and　bars　represent　l　S．D．
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法と識率は10分で約70％に達し，以後同一水準

であった．BASP法は20分で62±5％となり，

以後一定になった．一方BP法での標識率は時間

とともに漸次上昇する傾向を示し，60分における

標識率は36土4％であった．

　2）標識の際の温度の検討（Fig．6）

　標識の際の温度と標識率との関係を調べると4

方法ともに4°C，室温（22°C），37°Cの順に標識率

は上昇した．方法別にみると，BAS法とBLAS法

との間には差がなくかつ最も標識率が良好であり，

室温（22°C）における標識率はBAS法では74±

3％，BLAS法では72土5％であった．　BASP法は

それよりやや低く63土5％であり，BP法は最も

低く31±4％であった．

　3）　血小板浮遊液中の血小板数についての検討

　　　（Fig．7）

　標識に供する血小板浮遊液中の血小板数を変化

させ標識率を調べると，4方法ともに血小板数の

増加とともに標識率は上昇した．BAS法および

BLAS法は標識率が最も高く，また両方法の間に

差を認めなかった．次いでBASP法，　BP法の順

に標識率は低下した．血小板数1×109／m1，室温

（22°C），標識時間30分における標識率は，BAS法が

71士6％，BLAS法が69±5％，BASP法が64±6％

　100
　％
＞80
8
・三60
三
言40

三20

s

圏罰BAS

口BLAS
膠BASP
口BP

　　0
　　　　　　4°C　　　　　　22°C　　　　　　37°C

　　　　　　　　　temperature

Fig．6　Relationship　between　labeling　efEciency　and

　　　temperature　of　incubation　in　each　labeling

　　　method．
　　　Each　column　represents　the　mean　of　4　experi・

　　　ments　and　bars　represent　l　S．D．
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●BAS
OBLAS
▲BASP

Table　3　Relationship　between　pH　of　platelet　sus－

　　　　pension　and　labeling　eMciency　in　button

　　　　ACD－saline　plasma　method

pH　of　Platelet

Suspension Labeling　E伍ciency

1△BP
pH　4．8

pH　5．5

pH　6．O

pH　6．5

pH　7．0

14土6％
19±5，，

32士5，，

63土4，，

62：と6，，

　　　0　　　　　0．5　　　　1．0　　　　1．5　　　　2．（〕

　　　　　number　of　platelets（xlo91ml）

Fig．7　Relationship　between　labeling　e伍ciency　and

　　　platelet　number　in　each　suspension．

　　　Each　point　represents　the　mean　of　4　experi・

　　　ments　and　bars　represent　l　S．D．

Table　2　Relationship　between　transferrin　concen－

　　　　t「ation　in　Platelet　susPension　and　labeling

　　　　efHciency

　　　　　　Labeling
Transferrin　　EMciency

mean±lS．D．（n＝5）

　BASP法において血小板浮遊液のpHを変化さ

せて標識率を調べると，pH　6．5と7．0で最大値を

示し62～63％であった．しかしそれ以外のpH

では標識率は低値を示した．

　3．in　vivoにおける検討一ラットの血小板回

　　　転の検索

　1）　ラットの血小板寿命の測定（Fig．8）

　1111n－oxineにて血小板を標識して行った4方法

Method

Button　ACD・saline　　　　　＜6　mg／d～

Buttonless　ACD－saline　　　＜6　，，

Button　ACD－saline　plasma　　18　，，

Button　plasma　　　　　　　　218　，，

81％
78，，

64，，

33，，

およびBP法が32±6％であった．

　4）血小板浮遊液中のトランスフェリン濃度に

　　　ついての検討（Table　2）

　標識率はトランスフェリン濃度が低い方法ほど

高値を示した．ほぼ完全に血漿を，すなわち血漿

中のトランスフェリンをとりのぞくことを目的と

したBAS法および肌AS法の最終血小板浮遊液

中でのトランスフェリン濃度は6mg／dl以下であ

り，標識率もそれぞれ81％および78％と高い値

を得た．標識時に血小板をACD・生食水に浮遊さ

せるBASP法でのトランスフェリン濃度は，血漿

のまま行うBP法（218　mg／dl）の約1／12である

18　mg／d1に低下し，標識率も64％と良好であっ

た．BP法は4方法の中では標識率が最も低く33％

であった．

　5）血小板浮遊液のpHについての検討（Table

　　　3）
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Fig．8

BLAS
BASP
BP

survival　time

1．6±0．2　days（N：10）

1．5，，0．2

1．7　t’0．3

1・5t、0．2

（Nニ3）

（Nニ9）

CNニ7）

（N：10）

　　　1　　　2　　　3　　　4
　　　　　days

Platelet　survival　curves　by　four　labeling

methods　of　1111n－oxine　and　that　of　51Cr　in　rats．

Each　point　represents　the　mean　and　bars

represent　2　S．D．
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11iln－oxinCにk／51ill．・1・／反樗ミli戒（ノ）｝｜L｛i楚IU検si”t

才」　 k
　
（」ご　51Cr　 V1－：　こ　

仁
　
ン5　lflL／1、｛：｝え！i｛　r∫：llllホ膓‖‘　t，　｝’旨£父Etl｜糸｝艮

に近い曲線を示した．国際lflL液標｝｛｛i化委員会の推

せん案の第1法であるJJi1屯・ピ」勾1直算出i去により求

めたlilL小板平均存命は全方法による値に推、1ド；：：的

に有意l！：iを認めず，1．5～1．7日であ・・た．　・方標

識lflL小板のiil人初期（4時間後）の川収率は，　BAS

｝去ソ）7人力こ25：7°、，とlui　Li）．ノノi去ぴ）糸勺50°，，1こlt二しf氏

値を示した．

　2）　　ラッ　ト｛二才」；｝一ン5k，Y｛｜｝哉lflL・」、1：｝、くび）‖蔵2：÷りトイ1∫しノ）‖：見

　　　　察

　樗｛識血小板d）1じ人初期（1ぽ引川後｝につ・ソトを屠

殺し，標識」flL小板u）臓器分布を調べた．　Table　4は

各臓器の放射能を，注人した総放射能に対する割

合（％）で示したものである．Table　4　i　l　lのlflL液は，

lflL液1m／中の1元父射能を測定し，　total　blood　volu－

mc（体爪1009当り6M／1．1））を乗じてlllL液全体の

放射能で表現した．いずれの方法においても肝，

脾おkびlflL液に強い放射能を認めたが，腎，肺お

k．び心は少く，いずれも4”e以ドであt）た．方法

別にみるとBAS法θ）、みがIM：に45．3　i　3．8°…　脾に

20．8二L2°、、と他の4方法に比し高く，逆に1flL液

は23．li3．9‘’、，と他の4方法に⊥’ヒし低か一・た．

BASi去↓ソタトび）4Jコー　VL－　W，iに1よ打rd」⊃ζ：1’i｛」にイ1’U：；1’：1を1認

～V）づミ，　1］flt糸勺27°，，，　‖卑IX糸勺14°、，才j　k　UごlflLi夜lt

約50，’、，であ・）た．

　BASP　i去に仁り｛票1識して，シンーfレーシ1ンカ

メヲにて観察した結果をFig．9に示した．標識

lilL　t］・板iヒノ＼211！fl川後おkU・“241時Illll後に勧1察する

と，いずれも肝に標識血小板の強い集積を認めた．

IV．考 察

Thakurらの報告5）」ソ、来iiiln－oxineによるlilL小板

へ

／
！
／
＼

469

24hrs

Fig．9　　AIlterk）r　images〈）btaincd　2　alld　24　hours　aftcr

　　　　　administratioll　of　lllln－oxine－1abe｜ed　platelcts

　　　　　by　BASP　method　ill　a　rat．

標識に関する幸｝乏告が相次いで見られ6－－1〔｝，1　L’　，15－v　17，，

血小板ノ∫命測定およびJflL栓の描出等にその有用性

は確かめられている．　llIL漿の存在ドでIi｜L小板を

iiiln－oxinCにて標識する場合，1111nは1∬L漿ll・の

トランスフ．T’．リンとの親和性の方がより強いため，

IflL小板に対しては高い標識が得られない．そのた

めに，［fiL小板に障’5；1を与えず，　IflL漿をll∫及的に1徐

去した浮遊液にてiiiln－oxineによる標識を行う種

々の万i去が報告され一こいる．すなわちThakurら

1．ii　tyrodcs－albumin溶液によるbutton法で標識

率97％5）、HcatonらはACD一生食水によるbuttc）　ii

i去（呂：K’u）BAS　i去よりIflLノ」・｛・反ぴ）｝先i條力こ111llノ」ノい）

てご｛：票1；i「i（：4ζ73e、，15）才」よUごSchmidtビ）ζkringer　citrate

dextrose溶液によるbuttonless　i去で標lli’i〔率52～

92％川を報告した．　・万ある程度の標識≧4ζの低ド

を犠牲にしても［flL小板のviabilityのためにはlflL漿

をとりのぞかずに標識を行う方法が良いと1：張し

ている川：’先K一もいる．すなわちGoodwinらs｝は

ノ1…了ξノi・〈1こよる　button　i去一（；・（t，　1111n－oxine樗も1‖ヒiflL

Table　4　0　1’ga　Tl　distributi（）n　l　hour　aftcr　admiIlistratk）110f　lllln－oxine－labeled　platelcts　in　rats

　　　　　Mcthod

ll｜In－（、xinc．　BAS

　　，　，

　　，　，

　　9¶
：）ICr

，BLAS
　BASP，

，BP

，BP

N
N
N
N
N

（
　

（
　

（
　

（
　

（

5
）

4）

5
）

5
）

5
）

　　Liver

45．3　・3．8‘㌔。

27．O・2．2，．

27．5：1．4，、

25．2：6．5，，

27．3　・2．5、，

Spleen

20．8　：　1．2《）6

13．6・1．8
　　　　　、，
14．0・3．5，，

13．8　：4．9，、

15．3　・2」
　　　　　，、

Kidney

1．9・0．9‘’0

1．1　・O．3、、

1．1・0．2、、

1．1　：0．3，、

1．3・0．4，．

　Lung

l．4・O．5f’6

2．8　：．0．6，，

3．110．5，，

2．0・0．4，，

2．4・0．8
　　　　　「　｝

BAS：bu“on　ACD－salinc　method．　BLAS：buttonless　ACD－salinc　method．

BASP：button　ACD－saline　plasma　method．　BP：button　plasma　method．

Heart

O」［’6

　0．1、、

　0．1，、

　0」，，

　0．1，，

　Blood

23」　i－3．9ラ6

50．｜－i・・3．4，，

49．4：4．8，，

49．8－i．．4．5，，

50．0．i4．0．，

Mcan：IS．D．
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小板注入初期の回収率の著しい低値を認めたため

に，血漿によるbutton法を用い標識率34±15°6

を報告し，Scheffelら17）も血漿によるbutton法

で標識率555土9．3％と報告している．一般的に

は血漿を除去した方法が血漿を用いた方法よりも

標識率が高い傾向にあるように思われる．標識率

が低い方法ほど採血量が多くなり，被検者に対す

る負担は重くなるので，種々の検討の結果より最

善の標識方法を定めた．

　in・vitroにおける基礎的検討の結果，1111n－oxine

の血小板に対する標識率は標識時間，温度，血小

板浮遊液中の血小板数，トランスフェリン濃度お

よびpHの影響を受けた．

　標識時間の検討では，BAS法およびBLAS法

は10分，BASP法は20分で標識率が一定に達し

た．一・方BP法は60分まで調べた範囲では時間と

ともに標識率は上昇した．BP法を提唱している

Scheffelら17）は標識時間を90分としている．4方

法とも採血から標識血小板輸注までの時間は短い

方が，血小板のviabilityに関しては好ましいので，

以上の結果より時間はBAS法およびBLAS法は

10分，BASP法は20分およびBP法は30分が適
当と考えた．

　標識の際の温度の検討では，4°C，室温（22°C），

37°Cの順に標識率が上昇した．しかし4方法とも

室温（22°C）と37°Cとの間にはさほど大きな差は

ないので，臨床応用には操作が簡便な室温にて行

う事にした．

　標識に供した血小板浮遊液中の血小板数と標識

との関係を調べると血小板数の増加とともに標識

率は上昇した．そこで臨床応用の際には，単位体

積当り血小板数をできるかきり増加させるために

血小板を浮遊させるACD一生食水もしくは血漿の

量をできるだけ少くするように調節すれば良いと

考えられた．

　1111n－oxine標識の際の血小板浮遊液中のトラン

スフェリン濃度が低い方法ほど標識率は高かった．

また血小板塊より血漿を可及的に除いたのち

ACD一生食水に血小板を浮遊させたBASP法では，

トランスフェリン濃度が血漿の1／12以下となり，

標識率も629，，とかなり良好であった．

　標識に供した血小板浮遊液のpHと標識率との

関係を調べると，pH　6．5および7．0で良好な標識

率を示した．この結果より実際の標識は血小板の

自然凝集が最も少いとされるpH　6．513）で行う事

にした．

　ラットにおける血小板回転の検索の結果，標識

血小板注入初期（4時間）における流血中よりの標

識血小板の回収率は，BAS法のみが他の方法に

比し低値を示した．しかも標識血小板注人初期

（1時間後）にラットを屠殺して臓器の放射能を調

べると，BAS法のみが他の方法に比し肝および

脾の放射能が有意に高かった，このようにBAS法

のみが他の方法に比し異常な値を示した原因とし

ては，血小板をbuttonの形に沈下させるための

遠心回数が多く，血小板がその操作中に何らかの

傷害を受け，体内に輸注された後にすみやかに肝

および脾に補捉されたためと考えられた．

　iiiln－oxine法は，血小板寿命の測定，回収率の

検討ばかりでなく，シンチレーションカメラによ

る臓器分布の観察が可能である特徴を有する．ラ

ットにおいて標識血小板注人2時間および24時問

後にシンチレーションカメラにて観察すると肝へ

の集積を認めた．標識血小板注入1時間後にラッ

トを屠殺して行った臓器分布の観察では脾への集

積を約14％，認めたが，シンチレーションカメラ

像では脾を区別できなかった．この原因としては，

肝の放射能が強いうえに，ラットの脾は肝の左葉

の下にあり，1111i者の放射能が重なったためと考え

られた．

　今回の検討の結果，BAS法以外の方法は全て臨

床応用が可能と考えられた．しかしBLAS法は

標識率は高いが，遠心回数が多く時間がかかる欠

点があり，BP法は操作が最も簡便であるが，標

識率が低い．そこで標識率が62土5％（22°C，標

識時間20分および血小板数1×109／mt）と比較的

良好で，操作が簡便なBASP法が臨床応用には最

も適していると考えられた．BASP法をもとにし

た実際の臨床応用のための標識法をFig・10に示

した．操作はすべて無菌的に行う．また器具はプラ
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1111n－oxineによる血小板標識の基礎的検討

　　　　　　　　　　　　　冒
　　　　　　　　　　　　　　　whole　b1ood　44ml

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ACD　　　　　6m1

　　　　　　　　　　　　　9…9115m・・，22・C．

　　　　　　　　　RBC眺pl。，。＿、hp，。、m、、，R，）

　　　　　　　　　　　　　　　　　I
　　　　　　　　　　　acidify（PH6．5）←ACD1！20Vol，of　PRP

　　　　　　　謄ζ閥lll：∵1∵’

　　　　　　　　　　　　　　　　↓←ACD－・ali・e・・H・．・）

11；1⊇：°1副？：誓；！：1，、詳・一・・一・ml

　　　　　　　　　　　　　　　　ご11，5：　，22・C．

冒1㍑、1，曲川，，．。x、。，＿，1，，s

、．．，、。一，鰍㌻一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　inlecting

Fig．10　Procedure　of　platelet　labeling　with　lllln－

　　　　　　oxine　for　clinical　use　based　on　button　ACD－

　　　　　　saline　plasma　method．

スチック製またはシリコン処理をしたガラス製の

ものを使用する．シリコン処理は，ガラスへの血小

板の粘着を防ぐために行う．標識のための採血量

は，従来の51Cr法の場合は標識率が低いため200

ml以上必要とした2）が，1iiln－oxine法では標識

が高いため44m／で良いと考えられる．標識は

3mtのACD一生食水による血小板浮遊液に1111n－

oxine溶液を約300μCi加え，室温にて20分間イ

ンキュベートして行う．この際血小板浮遊液1ml

当りoxineを5μ9，エタノールを5μ1以下にな

るように調節する．これらの濃度以上の場合は，

血小板のコラーゲン凝集が低下する5）ので，それ

以下の濃度に抑える．標識後，標識に使われなか

った1111n－oxineをとりのぞき，　iiiln－oxine標識

血小板をPPP　10m1に浮遊させ被検者の静脈内に

投与する．

V．結 語

471

　1111n－oxineによる血小板標識について，ヒト血

小板を用いてin　vitroにおいて検討し至適条件を

定めた．その結果をもとにして血小板寿命測定お

よび血栓の描出等の臨床応用のための標識法を確

立した．

　本論文の要旨は第19回日本核医学会総会（1979年東京）

にて発表した．

　塩化インジウム（1111nC13）を提供された日本メジフィ

ジックス社に感謝します．
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Summary

Basic　Study　of　Platelet　Labeling　with　i　i　Iln－oxine

Tokuo　Yul＊，　Tatsumi　UcHIDA＊，　Shin　MATsuDA＊，　Shuichi　MuRol＊，

　　　Tetsugoro　TANAKA＊，　Masaru　SAITo＊＊and　Shigeo　KARIYoNE

＊7Wθ冊5’D¢ρα〃〃le〃’of　1’iternal・Medici〃e，　a〃d＊＊R‘idioisot・pe　L‘功・ra〆・ry，

　　　　　　　　　　　　　　Fukush〆〃ia　Medical　College，　Fuk　ushima

　　Indium－111－oxine　has　recently　been　suggested

as　a　new　isotopic　labeling　agent　of　platelets．　In

this　paper，　the　results　on　the　investigation　of　in

vitro　labeling　of　human　platelets　with　In－111－oxine

and　those　of　platelet　kinetics　in　rats　are　presented．

Based　on　the　findings　of　those　studies，　the　protocol

of　human　platelet　labeling　with　In－111－oxine

for　clinical　use　was　established．

　　All　operations　should　be　carried　out　with　sterile

techniques　at　2σ一25°C．

1）Fourty　four　ml　venous　blood　is　drawn　into　a

　　50ml　polystyrene　syringe　containing　6　mt

　　ACD－A．

2）The　blood　is　transferred　to　a　50　mt　tube　and

　　centrifuged　at　300　g　for　l　5　min．

3）Supernatant　platelet　rich　plasma（PRP）is　trans一

　　飴rred　to　other　50　ml　tube．　Then，　the　pH　is

　　adjusted　to　6．5　by　addition　of　l　ml　ACD－A　per

　　20ml　PRP．

4）Platelets　are　sedimented　by　centrifuging　at

　　1，500g　for　15　min　and　resuspended　in　3　ml

　　ACD－A－saline　solution（pH　6．5）．

5）　Three　hundreds　ictCi　of　ln－111－oxine　is　added

　　to　the　platelet　suspension．　The　mixture　is

　　incubated　for　20　min　at　room　temperature．

6）About　15　ml　of　the　platelet　poor　autologous

　　plasma（PPP）is　added　into　the　incubated

　　mixture，　followed　by　the　sedimentation　of

　　labeled　platelets（1，500　g，15　min）．

7）The　labeled　platelets　are　suspended　in　10　mt

　　PPP　and　the　contaminating　red　cells　are　sedi－

　　mented　by　centrifuging　at　200　g　for　5　min．

8）　One　hundred　and　fi　fty　ictCi　of　labeled　platelet

　　suspension　is　injected　to　the　patient　intrave－

　　nously．

　　The　labeling　eMciency　in　this　method　was

62士5％（mean土1S．D．，　n二6）．

　Key　words：　Platelet　labeling，　In－111－oxine，　Cr－

51，Platelet　surviva1，　Rat
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