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【緒論】 

人体は日々、発汗，発熱，消化，ホルモン調節な

どの多くの生命維持活動を行っている。その活動の

中でも酸素，栄養素，そして老廃物の運搬，細菌や

異物の排除などは血液と深く関与している。 

血液は、生体内において常に流動性を保ちながら

先に挙げた機能を営んでいる。また、血液の大きな

特徴としては、体外への放出時や負傷時に凝固する

ことが挙げられる(血液凝固作用 Fig.1)。凝固作用は

血管の損傷により開始する。これにより血液中の 15

種類の凝固因子が次々と連続して反応し、最終的に

トロンビンの作用により Fibrinogen(Fg)が Fibrin(Fb)

へ転換する。この Fbが重合して Crosslinked Fbとな

る。血管内において Crosslinked Fbの発現は、血栓の

発現を意味する。血栓が適度な大きさになるのに伴

ない、肝臓で生産された plasminogen が plasmin とな

る。そして、plasmin は過剰な Fb を分解し、血栓を

溶解する(線溶)。Fbが分解されると D-dimer を主とす

る Fb分解産物(Fibrin Degration Products:FDP)が生成さ

れる。また、plasmin は Fb だけでなく Fg の分解も行

うが、D-dimer は Fb を分解したときのみ生成される。

健康な人間では、この線溶機構(Fig.1)が正常に機能す

る。 

しかし、肝疾患をはじめとする様々な疾患の伴なう

場合において、線溶機構が正常に機能しない。そのた

め、形成された血栓は溶解されることなく増大し続け

る。次第に血管は血栓によりふさがれ、心筋梗塞，脳

梗塞，血栓症静脈炎などの血栓症を引き起こす 1),2)。 

近年では、血栓症や血栓溶解治療のモニターなどの

臨床診断はラテックス凝集反応を用いた D-dimer の測

定によって行われている。そして、これらの疾患の迅

速な診断を行うことにより早期治療が可能となる。ま

た、本研究室では抗原抗体反応を用いたラテックス凝

集反応による臨床診断薬に関する研究を行ってきた。

ラテックス試薬の特徴として、ラテックス粒子の表面

上に直接抗体を結合させたものよりもスペーサー分

子を間に導入したものは感度的に安定であることが

挙げられる。また、このスペーサー分子をアミノ酸に

置き換え、ラテックス粒子にアミノ酸を付加させ、ラ

テックス粒子表面と抗体分子の距離をあけることに

より、更に高感度測定が可能となることが判明した 3)。

そこで本研究では、アミノ酸付加ラテックス粒子に抗

D-dimer 抗体を感作させることで高感度なラテックス

試薬の開発を目的とする。 
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Fig.1 The cascade system of blood coagulation  and 

fibrinolysis. 



【実験】 

ラテックス試薬に結合させる抗 D-dimer 抗体を検討

する為に血液からの抗原(D-dimer)の形成を行った 4),5)。 

● Crosslinked Fibrinの形成 

採血した血液９ml にクエン酸ナトリウム溶液１ml

を氷上で混合し、20 分以内に 3,000rpm で 5 分間遠心

分離操作を行い、血漿を得る。得られた血漿をスピッ

ツ1本あたりに 1.0mを l分注したものを8本用意する。

各スピッツに 100µl の凝固剤 (400unit/ml ウシ由来

Thrombin，0.3M CaCl2)を添加後，25℃で 1時間放置し、

Crosslinked Fibrinを形成させる。 

● Crosslinked Fibrinの分解 

得られた Crosslinked Fibrinに、予め 37℃で 30分間

反応させておいた Urokinase／ Plasminogen 溶液

(Urokinase;1,000unit/ml, Plasminogen;9.7unit/ml)を 28µl

添加する。37℃で撹拌下経時的に分解反応を行い、反

応停止剤としてAprotinin(2.0unit/ml) を40µl添加する。

分解反応停止剤は分解反応開始後 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 24

時間後にそれぞれ添加する。停止剤添加後、各分解溶

液に遠心分離操作(10,000×g, 10min,4℃)を行い、上清を

FDP 試料として採取する。 

● PAGE による分解産物の確認 

反応開始直後(0 時間)の溶液と 24 時間後の溶液各

1µlを 10％アクリルアミドゲルにアプライし、40mA・

150V で 2時間電気泳動を行う。 

【結果及び考察】 

 Fig.2 に得られた Crosslinked Fibrin を示し、Fig.3 に

Crosslinked Fibrin を分解して得られた FDP を示した。

これらの結果より、目視においても Crosslinked Fibrin

の形成・分解が確認できた。 

 Fig.4に PAGE の結果を示した。Ｍは分子量マーカー

第一・Ⅱ、①は反応開始直後(0 時間)の溶液、②は 24

時間後の溶液である。この結果により、24時間分解反

応を行うことにより、血液から形成が確認できた

Crosslinked Fibrinが分解されたことが分かる。本講

演会では、凝固線溶系のメカニズム及び新診断薬の開

発について更に詳細な報告する。 
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