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第1章　 緒 言

慢 性 骨髄 性 白 血病(CML),真 性 多血 症(PV),本

態 性血 小 板 増 多症(ET)等 の 骨髄 増 殖 症 候 群(MPD)

にお い て は,通 常 末 梢 血 の血 小 板 数 の 増 加 が あ るに

もか か わ らず,出 血 傾 向 を認 め た り又 一 方 血 栓傾 向

を認 め ることが 古 くよ り報 告 されて 来 た1) 2) 3) 4) 5) 6) 7) 8) 

9) 10).著者 もそ の 機 序 を解 明 せ ん と して 血 小 板機 能

に着 目 し,第1編 に示 した如 くCML, PV共 にEp

inephrine凝 集 の低 下 とPlatelet factor-3 avai

labilityの 低 下 を高 頻 度 に 認 め,し か もそ の 他 に

Collagen凝 集 の低 下 を,又PVで は更 にADP凝 集

の低 下 を認 め た.出 血傾 向 を認 めた症 例 に は 上記 の

血 小 板 機 能 異常 が重複 して 認 め られ た.こ れ らの凝

集 惹 起 物 質 に よ る凝 集 に は血 小 板 内 のADPの 関 与

が考 え られ て お り11) 12) 13) 14) 15) 16) 17) 18) 19),そこで 著者 は

MPDの 上 記 血 小 板 機 能 異常 の 機序 を解 明 す る目 的

で, MPDの 血 小 板 内Adenine nucleotidesと 血 小

板 凝 集 時 にお ける放 出Adenine nucleotidesに 関 し

て 検 討 した. MPDの 血 小 板Adenine nucleotides
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に関 して は, Tangunら によ ってKaolin添 加 時 に お

け るMPDの 血 小 板 か らの 凝 集 惹 起 物 質 の放 出能 の

低 下 が報 告 されて い る.し か し この凝 集 惹 起 物 質 は

ADPと 考 え られ る が, Tangunら の測 定 はWeiss

ら20)の方 法 に準 じた もの で あ り, ADPを 直 接 定 量

した もの で は な い.又 一 方Spaetら2)は, 14C-Ser

otonin摂 取 率 の低 下 を認 め,こ の こ とよ りMPDの

血小 板 内Adenine nucleotidesの 低 下 を 間 接 的 に

推測 して い るに す ぎな い.そ こ で著 者 は, Holmsen

ら21) 22) 24) 25)の方 法 に 準 じLuciferin-Luciferase

法 に て, MPDの 血 小 板 内ADP, ATP量 と血 小 板 凝

集時における放出ADP, ATP量 につ いて検討 を加

えた.

Tab. 1 Clinical data.

Polycythemia vera

第2章　 実験対象及 び実験方法

第1節　 実験対象

対象 は,第1編 と同様 に昭和51年3月 か ら昭和52

年2月 までの1年 間に当科に入院 す るか,も しくは

外来受診 したCML 26例, PV 4例 の計30例 のMPD

で ある.性 別 は男16例,女14例 であ る.年 齢 は15歳

か ら72歳に及んだ.検 査 時におけ る末 梢血 液像及 び

止血異常 の既往 は表1に 示 す ごとくであ る.現 在 ま
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で の報 告 でPVで は 血小 板 数 の増 多例 に血 小 板 機 能

障 害 と出 血 傾 向 が 報 告 さ れ て い る.そ こ で著 者 は

CMLを 血 小 板 数 の 多寡 に よ り3つ のGroupに 分 け

て 検 討 した. GroupⅠ は 血 小板 数 が1立 方 ミ リ当 り

45万 未 満 の 正 常 血 小 板数 群 と し, GroupⅡ は45万 以

上100万 未 満 の 中等 度 増 加群, GroupⅢ は100万 以 上

の高 度増 加 群 と した.す る と GroupⅠ は7例, Group

Ⅱ は11例, GroupⅢ は8例 と な った.対 照 症 例 は正

常 健康 人20例 を と り,そ の 年 齢 は20歳 か ら48歳 で あ

っ た.対 象 例 及 び正 常例 は共 に検 査施 行2週 間 前 よ

りAspirin等 の血 小 板 機 能 を抑 制 す る と考 え られて

い る薬 剤 の 投与 は うけて いな い.又 検 査 時CMLに

お い て症 例7, 9, 26以 外 は, Myleran, Dibrom

o mannitol又 はCarboquoneに て 治 療 が な され てい

た. PVは 症 例5の みPhlebotomyに て治 療 中 で あ

った.(Tab. 1.)表 中 のPV症 例3は 今 回 の 対 象

か ら除 外 され た.

第2節　 実 験 方 法

第1項　 採 血 方 法

第1編 に 準 じて施 行 した.

第2項　 血 小 板 凝 集 能 測 定 法 並 び に血 小 板 凝 集 惹 起

物 質 の調 整

第1編 に準 じて施 行 した.

第3項　 血 小 板ADP及 びATPの 測 定 方 法

Ⅰ) 使 用機 器

Kubota冷 却遠 心 沈 澱 機K-R-6 LDCF, Packard

 tri-carb liquid scintillation spectrometer

 (model 3365)

Ⅱ) 試 薬

0.1M EDTA・Na2

99%　 Ethanol

1.3M　 KCl

0.4M　 MgSO4

Phosphoenolpyruvate(PEP, Sigma)

Pyruvate kinase typeII(PK, Sigma)

0.2M Tris maleate buffer pH 7.4(片 山化 学製)

0.2M Glycylglycine buffer pH 7.4(片 山化 学製)

Firefly lantern extract(FLE50, Sigma)

Adenosine 5'-diphosphate(ADP, Sigma)

Adenosine 5'-triphosphate(ATP, Sigma)

Ⅲ) 血小 板内ADP及 びATP並 びに血小板 放 出ADP

及 びATPの 測 定 方 法

血 小 板 内ADP及 びATP並 び に血 小板 放 出ADP

及 びATPの 測 定 はHolmsenら21) 22) 23) 24) 25)のLuc

iferin-Luciferase法 に準 じた.そ の 反応 様 式 は下

記 の如 くである.

ADP+PhosphoenolpyruvatePK, Mg+2, K+

ATP+Pyruvate

ATP+Luciferin Mg+2, Luciferase Adenyl
,

-Luciferin+P . P.

Adenyl-Luciferin O2 Adenyl

-oxyluciferin+H2O+Light

血 小 板 内ADP, ATPは 図1の 如 くまずPRP 0.6ml

に0.6mlのE. E. solution(0.1M EDTAl vol: 99

%Ethanol 9vol, pH 7.4)を 加 え強 く混 和 させ-70

℃ に て1回 凍結 融 解 后0℃, 10,000Gに て20分 間遠

沈 し,そ の上 清Aを と り測 定 時 まで-70℃ にて 保 存

し,用 事 融 解 して使 用 に供 し た.血 小 板 か らの 放 出

ADP, ATP量 は各 種 凝 集 惹 起 物 質 添 加 に よ る血小

板 凝 集 能 測定 直 後 にキ ュベ ットに134mM EDTA(pH

 7.4)を0.1ml添 加 し, ADP, ATPの 崩 壊 を防 い だ

の ちに シ リコ ン処 理 小 試 験 管 に うつ す.そ して0℃,

 1,250Gに て15分 間 遠 沈 し,そ の 上 清0.6mlに99%

 Ethanolを0.6ml加 え,強 く混 和 させ た 後, 0℃,

 10,000Gに て20分 間 遠 沈 す る.そ の 上 清BをADP

及 びATP測 定 時 まで-70℃ に て 保存 した.次 に上

清 中のADPの 測 定 は,図2の 如 く, 3mlのactive

 PEP-PK mixture solution(PEP 10mM, PK0.1

ml, 13M KClと0.4M MgSO4混 液1ml, 0.2M

 Tris maleate buffer pH 7.4 10ml, distilled

 water 240ml)に0.1ml又 は0.2mlの 前 記 上 清A又

はBを 加 え37℃ の恒 温 漕 中 で5分 間incubateし,

 ADPのATPへ の転 換 を計 る. incubate中 泡 立 た な

い よ うに 軽 く混 和 す る.そ して5分 間煮 沸 し,直 ら

に冷 却 し常温 に て1,250G, 10分 間遠 沈 し上 清 ① を

得 る.ま た 上清 中 のATPの 測定 はinactive PEP-

PK mixture solution(active PEP-PKを20分 間

煮 沸 した もの)に てactive PEP-PKと 同様 の操 作

を行 い上清 ② を得 る.又 標 準 曲 線 の作 成 は, ADP,

 ATPを それ ぞ れ2.5×10-5Mか ら生 食 水 に て倍 数 希

釈 し, 0.078×10-5Mま で6検 体 を得 る.生 食 をblank

と し,前 記 と同様 等 量 の0.1M E. E. solutionを 加

えた後 混和 し, active PEP-PK及 びinactive PEP-

PKとincubateす る.次 に前 も って1/30M GIycylg

lycine bufferを1ml入 れ たLiquid scintillation

 spectrometer用 キ ュペ ッ トに前 記 上 清 ① 又 は ② 又

は 標 準 液 を0.1ml又 は0.2ml入 れ, Spectrometer

に セ ッ トす る. Tubercullin syringe(1ml用)に

0.lml Firefly lantern extract solution(Firefly

 lantern extract 50mgを10ml distilled waterに
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て溶 解)を 吸引 し更 に0.9mlのAirを 吸 引 し,前 記

キ ュベ ットに吹 きこ む.直 ち に生 じた蛍 光 をChannel

3Hに て6又 は12秒 間 測 定 す る
. (Fig. 1, Fig. 2.)

Ⅳ)ADP及 びATPの 標 準 曲 線

Fig. 1 The Assays of ADP and ATP

 from Platelet.

(Strage and Release)

Fig. 2 Microdetermination of ADP and ATP

ATP by the Luciferase enzyme

 with Liquid Scintillation Spectro

meter.

Fig. 3 Standard curve of ADP & ATP

 assays

各 標 準 曲線 は測 定 時 ご と に作 成 す る. Channel3H

のCountは 両 対 数 グラフの縦軸 に と り, ADPとATP

の濃 度 は横軸 に とる.標 準 曲 線 の 一 例 を提 示 す る と

表2,図3の 如 くな る. active PEP-PKに よ るADP

の値 とinactive PEP-PKに よ るATPの 値 は ほ と

ん ど同一 直 線 上 に 分布 した. inactive PEP-PKの

ADP値 はほ とん ど零 を示 した.(Tab. 2, Fig. 3.)

第4項　 血漿ADP ase並 び にATPase様 活 性 の

測定 方 法

37℃ 恒 温漕 中 にて,被 検 血 漿 にADP, ATPを 添

加 し,そ のADP, ATPの 時 間 的 減 衰 を 測 定 し,

 ADP ase, ATP ase様 活 性 の 指 標 と した. ADP,

 ATPの 測 定 は,血 小 板ADP, ATPの 測 定 と全 く同

様 の 方 法 に よ り測 定 した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 血 小 板 内ADP及 びATP量 に 関 す る検 討

第1項　 血小 板 内ADP量 に 関 して

血 小 板 内ADP量 はCML GroupⅠ に お い て は

31.2±12.7nMで あ り, CML GroupⅡ で は32.4±
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10.6nMで あ り, CML GroupⅢ で は32.7±7.8nM

とな り,各Group間 に差 異 は 認 め られ な か っ た.

CML全 体 で は32.1±10.0nMで あ っ た. PVで は

22.4±3.4nMで あ っ た.正 常 対 照 で は42.6±10.4

nMで あ っ た. CML, PVは 正 常 対 照 よ り有意(p<

0.005, p<0.002)に 血 小板 内ADP量 は低 値 を示 し

た.(Fig. 4)

Tab. 2 Counts of Standard ADP & ATP assays

第2項　 血 小 板 内ATP量 に関 して

血 小 板 内ATP量 はCML GroupⅠ に お い て は

49.8±14.2nMで あ り, CML GroupⅡ で は59.8±

7.9nMで あ り, CML GroupⅢ で は70.0±12.2nM

とな り,血 小 板 数 の 多 い群 ほ ど血 小 板 内ATP量 は

正 常 に 近 い値 を示 した. CML全 体 で は60.2±13.3

nMで あ っ た. PVで は53.6±13.5nMで あ っ た.正

常 対 照 で は74.1±10.5nMで あ っ た. CML全 体,

 PVは 共 に正 常 対 照 よ り有 意(p<0.001, p<0.005)

に低 値 を示 した.(Fig. 4)図 の 黒丸 は 止血 異常 の

既 往 が あ る症 例 で あ る.

Fig. 4 Content of ADP & ATP in platelets.

第3項　 血小 板 内ATP, ADP比 に 関 して

血 小 板 内ATP/ADPはCML GroupⅠ に お い て

は1.76±0.6で あ り, CML GroupⅡ で は1.95±0.39

で あ り, CML GroupⅢ で は2.18±0.34と な り,血

小 板 数 の 多 い群 ほ ど高値 を示 した. CML全 体 で は

1.97±0.45で あ っ た. PVで は2.41±0.55で あ った.

正 常 対 照 で は1.82±0.44で あ った. CMLは 正 常 対

照 との 間 に有 意 の 差 は 認 め な い が, PVは 有 意(p<
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0.05)の 高 値 を認 め た.

Tab. 3 Released-ADP, ATP & maximum aggregation by 2×10-6M ADP

第2節　 血 小 板 放 出ADP及 びATP量 に関す る検 討

第1項ADP凝 集 時 に おける血 小 板 放 出ADP及 び

ATP量 に関 して

最 終 濃 度2×10-6MADPに よ り放 出 され るADP

量 は,添 加 され たADPと 混 じる為,そ の正 確 な 値 を

算 出す る事 は 困難 であ るが,添 加ADP量 を実 測ADP

量 よ り差 し引 い た 値 を放 出ADP量 と した. CML

 GroupⅠ にお い て は,75%の 最 大 凝 集 率 を示 した1

例 に の み21.0nMのADP, 17.1nMのATPの 放 出

を認 めた.残 り6例 は最 大 凝 集率 は50%未 満 であ り,

 ADP, ATPの 放 出は認 め られなか った. CML Group

Ⅱ11例 で は4例 に50%以 上 の最 大 凝 集 率 を認 め,こ

の4例 はす べ てADP, ATPの 放 出が 認 め られ た.

 7例 に50%未 満 の最 大凝 集 率 を認 めた が, 1例 を除

いて, ADP, ATPの 放 出 は認 め られ な か っ た. CML

 GroupⅢ では6例 に50%以 上 の最 大凝 集 率 を認 め た

が1例 を除 いてADP, ATPの 放 出 を認 めた.最 大

凝 集 率 が50%未 満 の2例 に は,放 出 は認 め られ な か

っ た. CML全 体 で は最 大 凝 集 率 と放 出ADP, ATP

量 の間 に は相 関 係 数 γ=0.71, 0.72に て 高 い正 の相

関 が 認 め られ た. PVで は 全例 最 大 凝 集 率 は50%未

満 で あ り,放 出ADP, ATPも 認 め られ なか った.

 (Tab. 3, Fig. 5)な お正 常 対 照 で も最 大凝 集率

と放 出ADP, ATP量 の 間 に はy=0.55, 0.59に て

正 の相 関 が認 め られ た. (Fig. 6)

第2項　 l-Epinephrine凝 集時 に お け る血 小板 放 出

ADP及 びATP量 に関 して

放 出ADP,ATP量 はCML GroupⅠ に おいて は

8.3±9.6nM, 5.8±7.2nMで あ り, CML GroupⅡ

で は5.3±5.7nM, 4.6±4.6nMで あ り, CML Gr

oupⅢ で は7.5±6.0nM, 6.8±6.2nMと な り,各

Group間 に有 意 の差 は 認 め られ な か った. CML全

体 で は6.8±6.9nM,5.6±5.7nMで あ っ た. PVで

は2.3±2.6nM, 1.5±1.8nMで あ った.正 常対 照 で

は13.8±5.4nM, 12.7±4.3nMで あ っ た. CML,

 PV共 に正 常対 照 よ り有 意(p<0.001)に 放 出ADP,

 ATP量 は低 値 を示 した.な おCMLで は最 大 凝 集 率

と放 出ADP, ATP量 の 間 に相 関 係数 γ=0.6, 0.61

に て 正 の相 関 が 認 め られ た. (Fig. 7.)

第3項　 Collagen凝 集 時 に お け る血小 板 放 出ADP

及 びATP量 に関 して

放 出ADP, ATP量 はCML GroupⅠ に お いて は

10,2±5,3nM, 8.0±4.7nMで あ り, CML Group

Ⅱ で は12.9±10,0nM, 12.3±9.3nMで あ り, CML

 GroupⅢ で は14.0±7.1nM, 10.9±4.6nMと な り各

Group間 に 有 意 の差 は 認 め られ な か っ た. CML全

体 で は12.5±8.0nM, 10.7±7.0nMで あ っ た. PV

で は7.1±3.9nM, 5.4±2.1nMと 低 値 を示 した.正

常 対 照 で は, 20.6±6.4nM, 18.2±4.3nMで あ っ

た. CML, PV共 に最 大 凝 集 率 は正 常 対 照 と有 意差

は認 め られ なか った が,放 出ADP, ATP量 は有 意

(p<0.001)に 低 値 を示 した. (Fig. 8)

第4項　 Bovine fibrinogen凝 集 時 に お け る血 小 板

放 出ADP及 びATP量 に関 して

放 出ADP, ATP量 はCML GroupⅠ に お いて は

13.8±7.5nM, 10.3±6.2nMで あ り, CML Group

Ⅱで は10.1±6.9nM, 8.0±5.8nMで あ り, CML

 GroupⅢ で は9.4±7.4nM, 8.9±6.9nMと な り,各

Group間 に有 意 の差 は 認 め られ な か っ た. CML全

体 では11.1±7.3nM, 9.0±6.0nMで あ っ た. PVで

は8.7±7.1nM, 5.0±2.3nMと 最 も低 値 を示 した.

正 常 対 照 で は24.4±6.4nM, 20.4±4.6nMで あ っ

た. CML並 び にPV共 に最 大 凝 集 率 は正 常 対 照 と

有 意 差 は な か っ た が,放 出ADP, ATP量 は 有 意

(p<0.001)に 低 値 を示 した. (Fig. 9)

第5項　 Zymosan凝 集 時 に お け る血 小 板 放 出ADP

及 びATP量 に 関 して

放 出ADP, ATP量 はCML GroupⅠ に お い て は

10.5±7.3nM, 7.9±4.7nMで あ り, CML Group
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Correlation between amount of released

ADP & maximum aggregation by ADP

(final conc. 2•~10-4M)

Correlation between amount of released

ATP & maximum aggregation by ADP.

Fig. 5 Corellation between amount of released-ADP, ATP & maximum

 aggregation by ADP in MPD.

Correlation between amount of released

ADP & maximum aggregation by ADP.

(final conc. 2•~10-4M)

Correlation between amount of released

ATP & maximum aggregation by ADP.

Fig. 6 Correlation between amount of released-ADP, ATP & maximum 

aggregation by ADP in normal control.
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Correlation between amount of released

- ADP & maximum aggregation by Epinephrine.

Correlation between amount of released

- ATP & maximum aggregation by Epinephrine.

Fig. 7 Correlation between amount of released-ADP, ATP & maximum 

aggregation by Epinephrine.

Correlation between amount of released

- ADP & maximum aggregation by Collagen.

Correlation between amount of released

- ATP & maximum aggregation by Collagen.

Fig. 8 Correlation between amount of released-ADP, ATP & maximum 

aggregation by collagen.
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Ⅱ で は10.5±8.8nM, 8.5±9.5nMで あ り, CML

 GroupⅢ で は6.1±7.8nM, 3.6±5.1nMと な り,各

Group間 に有 意 の差 は認 め られ な か った. CML全

体 で は8.9±7.9nM, 6.5±6.1nMで あ っ た. PVで

は9.0±7.1nM, 6.4±4.0nMで あ っ た.正 常 対 照 で

は17.6±14.2nM, 11.3±9.3nMで あ った. CML全

体 並 び にPVに お い て は正 常 対 照 との 間 に有 意 差 は

認 め られ なか った.

Correlation between amount of released
- ADP & maximum aggregation by B. F.

(final conc. 2 mg/ml)

Correlation between amount of released
- ATP & maximum aggregation by B. F.

(final conc. 2 mg/ml)

Fig. 9 Correlation between amount of released-ADP, ATP & maximum 

aggregation by Bovine Fibrinogen.

50%以 上の最大凝集率 を示すCML 10例 と正常対

照5例 に おいて検討す ると, CMLは 正常対 照に比

して有意(p<0.005, p<0.05)に 低値 を示 した.

 (Tab. 4)

なおCMLに お いて は最 大 凝 集率 と放 出ADP,

ATP量 の間 に相 関係数 γ=0.63, 0,52に て正の相

関が認め られた.正 常対照 において も相関係数 γ=

0.97, 0.82と 高 い正 の 相 関 が 認 め られ た. (Fig. 10,

 Fig. 11)

第3節　 症 例 別 によ る血 小 板Adenine nucleotides

に 関す る検 討

個 々の症 例 の血 小 板 内ADP, ATP量 並 び にEp

inephrine, Collagen及 びBovine fibrinogen凝 集

時 に お け る血小 板 放 出ADP, ATP量 と最 大 凝 集率

を表 示 した. (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab.

 8.)表 中 の*印 は正 常 対 照 平 均-2標 準 偏 差 よ り

低 値 を示 した症 例 で あ る.

血 小板 内ADP量 力低 値 を示 した症例 は, CML 26

例 中2例 に, PVで は4例 中1例 に認 め られ た.

Tab. 4 Released-ADP, ATP & maximum aggregation 
by Zymosan in cases with over 50% maximum 

aggregation

次 にEpinephrineに よ る血 小板 放 出ADP量 力低

値 を示 した症例 は, CML 26例 中11例 に, PVで は4

例 中2例 に 認 め られ た. Collagenに よ る血小 板 放
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Correlation between amount of released
- ADP & maximum aggregation by Zymosan.

(final conc. 0.5mg/ml)

Correlation between amount of released

- ATP & maximum aggregation by Zymosan.

Fig.10 Correlation between amount of released-ADP, ATP & maximum 

aggregation by Zymosan in MPD.

Correlation between amount of released

- ADP & maximum aggregation by Zymosan.

Correlation between amount of released
- ATP & maximum aggregation by Zymosan.

(final conc. 0.5mg/ml)

Fig. 11 Correlation between amount of released -ADP , ATP & maximum 
aggregation by Zymosan in normal control .
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Tab. 5 Content of ADP, ATP & released-ADP, ATP in CML groupⅠ

*=<mean-2S . D. (normal)

Tab. 6 Content of ADP, ATP & released-ADP, ATP in CML group II

*=<mean-2S . D. (normal)

Tab. 7 Content of ADP, ATP & released-ADP, ATP in CML group III

*=<mean-2S. D . (normal)

Tab. 8 Content of ADP, ATP & released-ADP, ATP in Polycythemia vera

*=<mean-2S. D . (normal)
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出ADP量 力低 値 を示 した症 例 は, CML 26例 中7例

に, PVで は4例 中2例 に 認 め られ た. Bovine fib

rinogenに よ る血 小 板 放 出ADP量 力紙 値 を示 した

症 例 は, CML 21例 中12例 に, PVで は2例 中1例 に

認 め られ た. MPDの 血 小 板放 出能 の低 下 は, Bovine

 fibrinogen, Epinephrine, Collagenの 順 に 高 頻度

で あ った.

血 小 板 内ADP量 と血 小 板 放 出ADP量 との 関連

を 検 討 す る と,血 小 板 内ADP量 の低 下 を示 した3

例 は全 例, Epinephrine, Collagen, Bovine fibr

inogenに よる血 小 板 放 出ADP量 の低 下 を示 した.

血 小 板 放 出ADP量 相互 の 関連 を検 討 す る と, Coll

agen凝 集 時 に お いて 血 小 板放 出ADP量 力低 値 を示

した9例 中8例 は, Epinephrine又 はBovine fib

rinogenに よ る血 小 板 放 出ADP量 の低 下 を示 した.

又 検 査 時,出 血 症 状 を有 した4例(表 中 ○ 印 症例)

の う ち, 2例 は血 小 板 内ADP量 の低 下 と血 小 板放

出ADP量 の低 下 を合併 し, 1例 は血 小 板 内ADP量

は正 常 範 囲 で あ る が,血 小 板 放 出ADP量 は低 下 を

示 し, 1例 は血 小 板 内ADP量,血 小 板 放 出ADP量

共 に正 常 の 下 限 を示 し た.

第4節　 血 漿ADP ase並 び にATP ase様 活 性 に

関 す る検 討

Tangunら4)の 方 法 を改 変 し,血 漿 にADP, ATP

を添 加 しそ の減 衰 を測 定 してADP ase, ATP ase

様 活性 と した.ま ずCML 5例, PV 1例,正 常対

照1例 につ いて検 討 した. 37℃ 恒温 漕中 にて血漿

0.9mlに 血小板凝集に用いる濃度の2×10-5M ADP

 0.1mlを 添加 し,添 加5分 后, 15分 后のADPの 値

を測定 した. 5分 后のADP値 を1.0と し,そ れ と15

分后 の値 を対比 し検討 した. CMLは5例 共正常よ

りADPの 崩壊 は早 く,又PVで は正常 との間に差

を認めなか った.即 ちCMLのADP ase様 活 性は

正常対照 より高値 を示 した. (Tab. 9)

Tab. 9 The decline of ADP concentrat

ion in the plasma in time lapse

さ らに他 のCML 4例,正 常 対 照1例 につ い て,

 ADPの 濃度 を上 げ,血 小 板 内ADP量 もし くは血 小

板 放 出ADP量 に近 い濃 度,即 ち10-4MのADP 0.2

mlを 血漿1.8mlに 添 加 し,添 加 直后, 15分 后, 30分

后, 60分 后 のADP量 の 減 衰 を測定 した. 15分 后 で

はCML 4例 中2例 が正 常 対 照 以 上 の 減衰 を,又2

例 は正 常 以 下 の減 衰 を示 した.こ のCML 4例,正

常 対 照1例 に つ い て10-4MのATPに て 同 様 の方 法

に よ る検 討 を加 え た.表10,図13に 示 す 如 く4例 共,

正 常 対 照 以 上 のATPの 減衰 を示 し た.即 ちCML

のATP ase様 活 性 は正 常 よ り高 値 を示 した. (Tab.

 10, Fig. 12, Fig. 13.)

以 上 よ りCML 9例 中7例 はADP ase様 活 性 は

正 常 対 照 よ り高 く, PV 1例 は 正常 対 照 とほ ぼ 同一

で あ った.又CML4例 で は全例ATP ase様 活 性

は正 常 対 照 よ り高 値 を示 した.な おADP, ATP共

に,生 食 中 に て, 37℃, 60分 間incubateし て も,全 く

減 衰 を認 め な か っ た.又 血 漿 に1/10量の0.1M EDTA

を添 加 し,更 に0℃ に て10-4M ADPを 添 加 し,そ

のADPの 時 間 的 減 衰 を検 討 す る と30分 后 で さえ

ADPの 減 衰 は,5%未 満 で あ っ た. (Tab. 11)

今 回 の 血小 板ADP, ATPの 測 定 に は, EDTAが

添 加 され る事 に よ り血漿 中 のADP ase様 物 質 に よ

るADPの 崩 壊 は防 止 され た.

Tab. 10 The decline of ADP & ATP concentration in the plasma in time lapse

第4章　 総括並 びに考案

骨髄増殖症候群(MPD)の 止血異常 の機序 は,血
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N :Normal plasma

①: CML No. 21

②: CML No. 5

③: CML No. 19

④: CML No. 3

C: 0.9% NaCl

Fig.12 The declining curve of ADP concentration in the plasma in time

 lapse.

N: Normal plasma

l①: CML No. 21

②: CML No. 19

③: CML No. 5

④: CML No. 3

C: 0.9% NaCl

Fig.13 The declining curve of ATP concentration in the plasma in time 

lapse.
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小板機能の低下 に起因す るとの報告 が散見 され る.

　

1) 2) 3) 4) 5) 6) 7) 8) 9) 10)

Tab. 11 The decline of ADP concentr

ation in the EDTA-Plasma

Spaetら2)は,特 発 性 血 小板 増 多症(ET)の3例

に おい てADP凝 集 の減 弱 とEpinephrine凝 集 の 欠

如 を報 告 した. Tangunら4)は, ADP凝 集, Epine

phrine凝 集 及 びCollagen凝 集 の低 下 とPf-3aの

低 下 を認 め る症 例 が あ る こ と を 報 告 し,又Zuker

ら51は 出血 症 状 を 認 め るMPDに お い て血 小 板 凝 集

能 の低 下 を報 告 した.又Adamsら9)はCMLで は末

梢 血 小 板数 の差 異 に よ り血 小 板 機 能 に差 は認 め られ

な い が, Polycythemia vera(PV)で は血 小 板 数50

万 以 下 の症 例 で は血 小 板 機 能低 下 を認 め る頻 度 は少

な い と報 告 して い る. Cardamoneら6)や, Berger

ら7)もMPDの 血小 板 凝 集 能 の低 下 を報 告 して い る.

著 者 も第1編 に て示 した如 くMPDに お い て, Epi

nephrine凝 集 とPf-3aの 低 下 を高 頻 度 に 認 め,一

部 の症 例 にCollagen凝 集 の 低 下 を,又PVで は更

にADP凝 集 の低 下 を 認 めて い る. Tangunら4)は,

血 小 板 凝 集 能 の低 下 が,血 小 板 内ADPの 放 出障害

に起 因 す るの で は な い か と予 測 して い るが, ADPの

定 量 は施 行 してお らず推 測 の 域 を出 て い な い. Spaet

ら2)もEpinephrine凝 集 の 欠 如 の原 因 と して,血 小

板 か らのADPの 放 出障 害 を推 測 して い る.し か し

Spaetら も定 量 的実 験 を行 な って い な い.

そ こで 著 者 は, Holmsenら21) 22) 23) 24) 25)の方 法 に準

じ, Luciferin-Luciferase法 に てMPDの 血 小 板

内ADP, ATP量 と,血 小 板 凝 集 時 に お け る放 出

ADP, ATP量 に つ い て検 討 を加 えた.そ の 成 績 を

総 括 す る と次 の 如 くで あ る.

血 小板 内ADP, ATP量 は, CML, PV共 に正 常

対 照 よ り有 意 に低 値 を示 し,正 常 対 照 平 均-2標 準

偏 差 よ り低 値 を示 した症 例 も3例 に 及 ん だ. ATPは

metabolis poolに 主 と して含 ま れ, ADPはnonm

etabolic pool即 ち放 出 に主 と して 関与 す る19).そこ

で, ATP, ADPの 比 を と る と, PVで は 有意 の高 値

を認 め た.即 ち血 小 板nonmetabolic pool1の 減 少

を意 味 した.

ADP凝 集時 における血 ・板放 出ADP量 は, CML,

 PV共 に正常対照 と有意 の差 を認 めなかった.

最 大凝 集率 に有 意の差 を認めたEpinephrine凝

集時 における血小板 放 出ADP量 は, CML, PV共

に正常対照に比 して有意 に低値 を示 した.

最大凝集率には有意 の差 を認 めなかった ところの

Collagen凝 集及 びBovine fibrinogen凝 集時 にお

け る血小板放出ADP量 は, CML, PV共 に正常 対

照に比 して有意 に低値 を示 した. Bovine fibrinogen

は,そ れ に含 まれる第皿 因 子 様物 質 を介 して1次

凝集 を惹起 させ,引 き続 いて血 小板 内ADPを 放 出

させ,2次 凝集 を惹起す るとの報告161もあ り,著 者

も血 小板 無力症 においてADPの 放 出は認 め られ る

が,2次 凝集の欠如 を思 わせ る最大凝集率の低 下 を

認 めてい る.し かしMPDの 血小板 は正常 とほとん

ど変 らない凝集 を示 して いるに もかか わ らず,放 出

ADP量 の低下 を認 め, ADPを 介 さない凝集機序 も

想定 される.こ のこ とは同様 にCollagen凝 集につ

いて も想定 され, Pearson-Stoba anomaly26)の 如

くCollagen凝 集 に もADPを 介 さない他の凝集機

序 も考 え られ る.

Zymosan凝 集 時 にお ける血小板放 出ADP量 は,

 CML, PV共 に正常対照 と有意の差 を認めなか った

が,最 大凝集率 が50%以 上 を示 した群 にお いては,

 CMLは 正常 対照 に比 して血小板放 出ADP量 は有

意 に低 値 を示 した. Zymosan凝 集 において最大凝

集率 と血小板放 出ADP量 は正の相 関を示 し, Zuker

ら181の報告 と一致 した. Zymosanは 又,血 清補 体系

のAlternate pathwayを 活 性化 させ る物質 であ る

が,著 者 は補体系 については今 回は検討 を加 えてい

ない.

CMLに おいて,末 梢 血小 板数の 多寡 によ り分類

した各Group間 には,血 小板 内ATP量 は血小板数

の 多 い群 ほ ど正常 に近 い値 を示 したが,血 小板 内

ADP量,血 小 板放 出ADP, ATP量 には各Group

間 に有意差 は認 められなか った.

ところで血 小板 内ADP量 の低値 を示 した3症 例

は全例, Epinephrine, Collagen, Bovine fibrin

ogenに よる放 出ADP量 の低 下 を認 めた.こ れ らの

症例 は, Holmsenら27)が 報告 した1家 系3症 例,即

ち出血症状 を示 しかつ血小板凝集能 の低下 と血小板

内ADP量 の低 値 を示 したStorage pool disease

の概念 に酷似 していた. Hardistyら28)は2人 のAl

binismに おいて,血 小板 内ADP量 が低値 を示 し,

血小板凝集能の異常 と出血症状 を伴 った症例 を報告
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して い る.又Zahaviら29)は, Circulating antipl

atelet antibodiesを 伴 っ た後 天 性 のStorage pool

 diseaseを 報 告 して い る.又Paretiら30)は, Diss

eminated intravascular coagulation(DIC)の 症

例 に お い て,血 小 板 内ADP量 の低 下 と,血 小 板凝

集 能 の低 下 を伴 った こ と を報 告 し,そ の機 序 と して

は, Thrombinあ るい はPlasminの 如 きProtease

に 血 小 板 が さ ら さ れ た時,既 に生 体 内 で血 小 板 内

ADPが 放 出 され る事 に よ る と想 定 して い る.著 者 の

MPDに お いて は, Albinismと かCirculating ant

iplatelet antibodies及 びDICの 存 在 を思 わせ る症

例 は認 め られ なか うた. Cowanら31)は,最 近,急 性

白 血 病6例, CMLの 急 性 転 化例3例 に お いて,血

小 板 内ADP量 の低 下 とCollagenに よ る血 小 板 放

出ADP量 の 低 下 を 報 告 して い るが,そ の低 下 の 機

序 は未 だ明 らか に され て いな い.

又Aspirin服 用 者 に お い て,そ の 血小 板 機 能 は低

下 し,血 小 板 放 出ADP量 も低 下 を示 した とい う報

告32)が あ る.著 者 がMPDに お い て 認 め た 血 小 板

内ADP量 は 正 常 で あ るが,血 小 板放 出ADP量 は

低 下 を示 した前 記17例 は,こ のAspirin like rele

ase defectの 概 念 に該 当す る もの と思 わ れ る.

Tangunら4)はMPD特 にCMLの 血漿 中 に, ADP

 consuming factorの 存 在 を想 定 し, CMLの 血漿 中

で は 正 常 人 よ り, ADPは 早 く消 費 され る事 を確 認

し,血 小 板 機 能 異 常 の 原 因 の 一 つ と推 測 して い る.

著者 はTangunら の間 接 的 な方 法 と異 な り, Luci

ferase法 に よ る直 接 測 定 にて, ADPの 崩 壊 がCML

血 漿 中 で は亢 進 す る傾 向 をin vitroで 確 認 した.前

記 の如 くMPDの 血 小 板 機 能 異 常 が, Storage pool

 diseaseとAspirin like release defectの 両 者 に

大 別 され た が,両 者 共 凝 集 惹起 物質 に対 して 二 次凝

集 を引 きお こす 血 小 板 放 出ADPの 低 下 が既 に存 在

して い る.そ の 上 に,こ のADPase様 活 性 の 亢進

は一 層MPD血 小 板 に対 して,二 次凝 集 を引 きお こ

す の に不 利 な環 境 を助 長 す る恐 れがあ ると思 われ る.

最 後 に, MPD血 小 板 は 各種 凝 集 惹 起 物質 の血 小

板 凝 集 機 序 の 解 明 に と って,貴 重 な後 天 性Modelで

あ る と考 え られ,今 后 更 に 多面 的 な検 討 が加 え られ

る ことにな るであろ う.

第5章　 結 論

骨髄増殖症候群(MPD)の 血小板機能異常 と,血

小板Adenine nucleotidesが 如何 な る関連 を有す

るかを追 求す る目的 で,血 小板内ADP, ATP量 及

び各 種凝 集惹起物質 による血小板放 出ADP, ATP

量 の測定によ り次 の結果 を得 た.

1) MPDの 血 小板 内ADP, ATP量 は正常対象

よ り有意 に低値 を示 した.

2) MPDの 血 小板 において, Epinephrine凝 集

時 にお ける血小 板放 出ADP量 は正常対照よ り有意

に低値 を示 し,か つ最大凝集率 と放出ADPは 正 の

相関 を示す ことが判明 した.

3) MPDの 血小板 にお いて, Collagen及 びBo

vine fibrinogen凝 集時 における血小板放 出ADP量

は正常対照よ り有意 に低値 を示 した.

4) MPDの 血小板 にお いて, ADP, Zymosan凝

集時 にお ける血小板放 出ADP量 は正 常 対照 と有意

差 を認めないが,し か し, CMLでZymosan凝 集時

に最大凝集率 が50%以 上 を示 した ものは,血 小板放

出ADP量 は有意に低値 であった.

5) 以上よりMPDの 血小板機能 異常 は, Storage

 pool diseaseの 概念 に該 当す る ものと, Aspirin

 like release defectの 概念 に該当す るもの とに大

別出来 ることが判明 した.即 ち血 小 板 内ADP量 が

低値 を示 し,血 小板機 能低 下 と血小板放 出ADP量

の低 下 を示す症例 と,血 小板 内ADP量 は正常範囲

内であ るが,血 小板機 能低下 と血小板放 出ADP量

の低 下を示す症例 とに大 別 された.

6) CMLの 血漿ADP ase様 活 性 は正 常対照 よ

り高値 の傾向 を示 し,血 小板機能異常 を助長す る可

能性が示唆 された.

擱筆す るにあたり終始御懇篤なる御指導並 びに御校閲

を賜わった恩師木村教授並 びに喜多嶋講師,又 直接御教

示を受けた林助手に厚 く感謝致します.

(本論文の要旨は第18回 日本臨床血液学会総会に於て

発表 した.)
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Studies on platelet functions in myeloproliferative disorders

Part 2. Studies on adenine nucleotides in platelet 

in myeloproliferative disorders

Hiroyuki NOZAKI

Second Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Ikuro Kimura)

Abnormalities of platelet-function, particularly decrease of platelet aggregation, in myelo

proliferative disorders have been already reported in Part 1 of this study. In this paper author 

studied a relationship between these abnormalities and Adenine Nucleotides (AN) in platelets. 

Materials were 26 cases of chronic myelocytic leukemia and 4 cases of polycythemia vera. 

AN in platelets (ADP, ATP) and released-AN (ADP, ATP) from platelets were assayed by 

Luciferin-Luciferase method. As results followings were obtained. In these myeloproliferative 

disorders, not only contents of ADP and ATP in platelets but also released-ADP and ATP have 

been significantly decreased. Furthermore, these cases have been classified into two groups: 

(i) cases, which showed decreased platelet aggregation and decrease of released-ADP and ATP 

due to decrease of contents of ADP and ATP in platelets. (úA) cases, which showed decreased 

platelet aggregation and decrease of released-ADP and ATP inspite of normal ADP and ATP 

contents in platelets. These results were thought to suggest that hemostatic abnormalities in 

myeloproliferative disorders might be classified into two categories, namely "Storage pool 

disease" and "Aspirin like release defect".


