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学内実習のための交差混合試験(クロスミキシング試験) 

疑似検体の作製 
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[要 旨] クロスミキシング試験(交差混合試験)は活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)の延長

が凝固因子欠損によるものかあるいは循環抗凝血素の存在によるものかを判定する検査である。病態

により治療方針が異なるため、臨床現場での有用性が高いことや学生の血液凝固の教育効果を高める

ために、学内実習にて実施することが望まれる。しかしながら異常値を示す患者検体の入手が困難な

養成施設も多いため、簡易な疑似検体の作製を試みた。凝固因子欠損疑似検体は硫酸バリウムを使用

した吸着血漿に正常血漿を添加することで、また凝固因子インヒビターを含む疑似検体も 3 種類の凝

固因子活性阻害剤を使用することで、安価で簡単な、かつテキストにあるような典型的グラフを呈す

る疑似検体の作製が可能となった。 

[キーワード] クロスミキシング試験(Cross Mixing Test)、活性化部分トロンボプラスチン時間

(activated partial prothrombin time : APTT)、凝固因子欠損、循環抗凝血素 

緒 言 

 血液凝固検査の主な項目には外因系の凝固反応

を調べるプロトロンビン時間(PT)と内因系の凝

固反応を調べる部分活性化トロンボプラスチン時

間(APTT)がある。延長を示す場合は、凝固因子

欠乏または活性低下による凝固因子の欠損、凝固

因子インヒビターやループスアンチコアグラント

などの循環抗凝血素の存在、あるいはフィブリン

活性の減少などを疑う。特に延長の原因が凝固因

子欠損によるか循環抗凝血素によるかはクロスミ

キシング試験を行い判定する 1~4)。凝固因子欠損

と凝固因子インヒビターおよびループスアンチコ

アグラントとでは治療が全く異なるため、正確な

検査が求められる。クロスミキシング試験は被検

血漿と正常血漿を一定の割合で混合して凝固時間

を測定し、横軸に混合比、縦軸に凝固時間をプロ

ットしてグラフ化し、判定する。凝固因子欠損で

あれば、正常血漿から欠損している凝固因子が補

填されることにより凝固時間は正常に近づき、グ

ラフは下に凸のパターンをとる。循環抗凝血素が

存在する場合は、インヒビター作用により、正常
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血漿に含まれる凝固因子も活性を失い、凝固時間

があまり短縮せず、グラフは上に凸のパターンを

とる。 

 学内実習においてクロスミキシング試験を行う

ことは、APTT の延長を示す検体が、凝固因子欠

損なのか、循環抗凝血素の存在なのか、またなぜ

こうなるのかを学生に考えさせる機会となり、血

液凝固の理解がより深まると考えられる。異常検

体を用いた検査体験は教育上不可欠であるが、併

設の病院を持たない養成施設では異常値を示す患

者検体の入手は困難であるのが実状である。今回、

安価で簡易な疑似検体の作製を試み、凝固因子欠

損疑似検体および凝固因子インヒビターを含む疑

似検体の作製において実習で利用可能な疑似検体

を作製できたため報告する。 

I．対象と方法 

1．対  象 

 A 大学に在籍している学生および教員にアンケ

ートを行い、疾患罹患および薬剤・サプリメント

の服用がなく、研究に同意を得ることのできた

20 名を対象とし、真空採血を行った。本研究は、

香川県立保健医療大学研究等倫理審査委員会の承

認を受けて実施した(承認番号 222)。 

2．機器および試薬調製 

 測定機器は CS-2000i(シスメックス株式会社)、

APTT 測定試薬はデータファイ・APTT(ウサギ脳

セファリン・活性化剤：エラジン酸；シスメック

ス株式会社)を使用した。 

 プール血漿(正常血漿)は、対象者より得た血液

(3.2%クエン酸 Na：血液＝1：9)採血管を転倒混

和後、2,000g で 20 分遠心し、乏血小板血漿(poor 

platelet plasma: PPP)をプールしたもので、これ

を本研究の正常血漿とした。 

 吸着血漿は、硫酸バリウム(和光一級：和光純

薬工業株式会社)を上記の正常血漿に 200mg/mL 

の 割 合 で 添 加 し 、 37℃で  30 分 混 和 し た 後 、

2,000g で 5 分遠心し、上清を集めて作製した(凝

固因子 II､VII､IX､X 吸着)。 

 ノバスタン HI 注 10mg/2mL(アルガトロバン水

和物注射液；田辺三菱製薬株式会社)(以後ノバス

タン HI)は、選択的抗トロンビン剤である。原液

にオーレンベロナール緩衝液を加えて次の 3 濃度

の試薬を調整した。① 20 g/mL､② 25 g/mL､③ 

30 g/mL。 

 ナファモスタットメシル酸塩注射用 50mg「フ

ソー」(東菱薬品工業株式会社)(以後フソー)は、

蛋白分解酵素阻害剤である。50mg バイアルに滅

菌精製水 5mL を加えて溶解した(10mg/mL)。溶

解液は pH が低く APTT 測定に適さないため、同

量の 0.05mol/L 水酸化ナトリウムを加えて pH8 に

調整した(5mg/mL)。 

 ミニヘパ透析用  500 単位 /mL バイアル  10mL 

(パルナパリンナトリウム注射液；扶桑薬品工業

株式会社)は、凝固第 X 因子の抑制剤である。ミ

ニヘパは原液を使用した。 

3．疑似検体の作製 

 a．凝固因子欠損用疑似検体の作製 

 吸着血漿は本学での経験から APTT 測定値が

120 秒を超えることが推測できたので、吸着血漿

に正常血漿を加えて機器での APTT 測定が可能

な疑似検体(被検血漿)を 3 検体作製した。①吸着

血漿 96.5%＋正常血漿 3.5%、②吸着血漿 95.0%＋

正常血漿 5.0%、③吸着血漿 90.0%＋正常血漿 10% 

 b．凝固因子インヒビター用疑似検体の作製 

 試薬を正常血漿に添加して疑似検体の作製を行

う際の予備試験で、最終濃度が一定であっても薬

液量の増加は APTT 測定に影響があることが確

認できたため、正常血漿に添加する薬液量が 5%

以内になるようにした。 

 1)ノバスタン HI 

 試薬添付文書を参考にして添加濃度を模索し、

正常血漿 95%に、調整した 3 濃度(20  g/mL､25 

  g/mL､30 g/mL)の各試薬を 5%添加して次の 3 

検体を作製した。① 最終濃度 1,000ng/mL、② 最

終濃度 1,250ng/mL、③ 最終濃度 1,500ng/mL。 

 2)フソー 

 試薬添付文書を参考にして添加濃度を模索し、

正常血漿に調整した 5mg/mL 濃度の試薬を加え

て次の 3 検体(被検血漿)を作製した。①最終濃度

1 g/mL､②最終濃度 2 g/mL､③最終濃度 3  g/mL。 
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 3)ミニヘパ 

 試薬添付文書を参考にして添加濃度を模索し、

正常血漿に原液を添加して 2 単位/mL の血漿を作

製した。さらに、正常血漿に 2 単位/mL の血漿を

それぞれ添加し次の 3 検体(被検血漿)を作製した。

①1.25 単位/mL、②1.50 単位/mL、③1.75 単位/mL。 

4．3.の各検体のクロスミキシング試験とグラフ 

によるパターン確認 
 3.の被検血漿すべてにおいて、疑似検体と正

常血漿を 1 : 0、4 : 1、1 : 1、1 : 4、0 : 1 の比で混

和後、APTT 測定(秒)を行った。 

 測定後、横軸に疑似検体と正常血漿の混合比、

縦軸に APTT 測定(秒)をプロットした 4 つのグ

ラフの作成を行った。各疑似検体について 3 回以

上おこない、再現性についても確認した。 

II．結 果 

 凝固因子欠損疑似検体では、正常血漿が 3.5、

5.0、10%のいずれの含有量においても下に凸の

グラフとなった(図 1)。被検血漿 100%での APTT 

は、正常血漿含有量が少ないほど高度に延長した

ものの、被検血漿 4 容と正常血漿 1 容で混和した

場合の凝固時間は 3 検体ともほぼ同じ値を示し、

凝固時間は明らかに短縮した。 

 ノバスタン HI を使用した疑似検体ではいずれ

の濃度においても上に凸のグラフとなった(図 2)。

被検血漿 100%ではノバスタン HI の濃度が高い

ほど APTT は高度に延長し、正常血漿と等量混

和した場合でも明らかな凝固時間の延長を認めた。 

 フソーを使用した疑似検体でも同様にいずれの

濃度においても上に凸のグラフを描いたが、フソ

ー濃度 1 g/mL の検体は被検血漿 1 容と正常血漿

4 容で凝固時間は基準値に近い値を示した。フソ

ー濃度が 2 g/ mL と 3 g/mL の検体では、正常血

漿と等量混和しても APTT は高度に延長してい

た(図 3)。 

 ミニヘパを使用した疑似検体ではほぼ直線のグ

ラフ(やや下に凸)となった(図  4)。被 検 血 漿

100%での凝固時間は他の疑似検体と同じく濃度

が高いほど延長を示した。しかし、いずれの濃度

においても、被検血漿と正常血漿の等量混和の

APTT は延長していたが、被検血漿 1 容と正常血

漿 4 容の APTT は基準値に近い値を示した。 

III．考   察 

 凝固因子欠損疑似検体は、吸着血漿に正常血漿

を添加して作製し、いずれの検体でも下に凸の結

果が得られた。また被検血漿 4 容と正常血漿 1 容

で混和した場合にいずれの検体でも凝固時間は補

正され、正常の凝固時間に近いほぼ同じ値を示し

た。このことは正常血漿に含まれる凝固因子が少

なくとも 20%含まれると正常の凝固時間となる

ことを示している 3)。実習で使用する凝固因子欠

損疑似検体としては、下に凸の度合いが明確であ 
 
 

 
図 1 凝固因子欠損疑似検体のクロスミキシング試験 

 

 
図 2 凝固因子インヒビター疑似検体(ノバスタン HI) 

のクロスミキシング試験 
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図 3 凝固因子インヒビター疑似検体(フソー)の 

クロスミキシング試験 

 
図 4 凝固因子インヒビター疑似検体(ミニヘパ)の 

クロスミキシング試験 

 
る、正常血漿(3.5%、5.0%)の方が適していると

考えられる。 

 凝固因子インヒビターを含む疑似検体のクロ

スミキシング試験において、ノバスタン HI とフ

ソーではほぼ同等の結果が得られた。今回の結果

から、凝固因子インヒビターを含む疑似検体とし

て適しているのは、上に凸の度合いの強いノバス

タン HI(1,250ng/mL、1,500ng/mL)、あるいはフソ

ー(2 g/mL、3 g/mL)であると考えられる。アル

ガトロバン水和物であるノバスタン HI はアンチ

トロンビンを介さずに直接かつ選択的にトロンビ

ンを阻害する作用を持つため、正常血漿から補填

されたトロンビンに対しても活性を阻害すること

でフィブリンの生成を抑制し、APTT が延長した

と考えられる 4)5)。ナファモスタットメシル酸塩

を組成とするフソーは蛋白分解酵素阻害剤であり、

IIa、VIIa、Xa、XIIa と複数の活性型凝固因子の蛋

白分解酵素を阻害し、トロンビンに対する阻害は

アンチトロンビン III 非依存的に作用する。特に

トロンビンによるフィブリノゲンからフィブリン

への蛋白分解が阻害され、APTT 測定に影響を及

ぼしたと推測した 6)。フソーは複数の凝固因子活

性を阻害するものの、in vitro での APTT 測定に

おいては、主な作用機序としてノバスタン HI と

大差ないと思われた。よって、価格の面で安価

(約 1/4～1/5 程度)であり、試薬の長期保存の可

能なフソーが学内実習での利用には適していると

思われる。 

 ミニヘパを使用した疑似検体はほぼ直線的なグ

ラフを示し、被検血漿と正常血漿を等量混和した

APTT は延長していた。正常血漿を 50%添加して

も延長を示したことから、凝固因子インヒビター

を含む疑似検体として利用可能と考えた。クロス

ミキシング試験では阻害反応の発現に時間を要す

るものもあり、混合血漿を 37℃で 2 時間程度静

置したのち測定を行い遅延反応の有無を確認する

ことも必要である 7)。実際の検査においては、凝

固因子欠損およびループスアンチコアグラントは

即時反応を示すことが多く、凝固因子に対するイ

ンヒビターの場合は遅延反応を示すことが多い。

本実験では混和後すぐに測定しており、即時反応

のみの観察である。よって、ほぼ直線的なグラフ

を描いたミニヘパ使用の疑似検体が、37℃で 2 時

間静置した際に遅延反応を示すか確認し、実習へ

の利用を考えたい。パルナパリンナトリウムはヘ

パリンを分解して得られた低分子ヘパリンで、ア

ンチトロンビン III と複合体を形成して Xa をよ

り選択的に阻害する 8)9)。ミニヘパがクロスミキ

シング試験において直線的なグラフを描いた理由

については、アンチトロンビン III を介して間接

的に凝固因子活性を抑制するため強力な阻害作用

を有しておらず、補填された Xa 因子への阻害が

不十分であった可能性が考えられる。あるいは、

トロンビンはフィブリノゲンの活性だけでなく、
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第 V、第 VIII 因子等も活性化する重要因子であ

るため、ノバスタン HI やフソーは抑制が強く、

ミニヘパは Xa 因子抑制剤であるため、阻害作用

が弱いとも考えられる。経口摂取した薬剤の血中

濃度と APTT の相関 10)11)、あるいは血漿に既知

濃度の薬剤を外因性に添加して薬剤濃度と APTT 

との相関  12)を検討した文献がいくつか報告され

ている。使用する薬剤によっては、APTT は薬剤

濃度が高濃度になるに従いその直線性が失われ

ることが報告され、薬剤の濃度が高くなるほど 

APTT 延長に反映され難いことがわかる 13)。今後

使用した薬剤について細かく濃度を設定し、薬剤

濃度と APTT の関係を詳細に検討することでさ

らに至適な濃度を求めることができると考えられ、

今後の課題としたい。また、ループスアンチコア

グラントはリン脂質に対する自己抗体の存在が原

因であるため、同様な安価な疑似検体の作製は困

難であると思われる。 

 学内実習でクロスミキシング試験を行うにあた

り、疑似検体の作製は実習直前に作製することが

望ましいが、時間的な制約で困難なことも多い。

そこで作製した疑似検体の安定性を評価するため、

どれくらいの期間凍結保存が可能であるか、作製

後室温放置で凝固時間に影響があるのかを検討し

たい。また APTT 試薬はシリカ、エラジン酸、

セライトなどの活性化剤と動・植物または合成リ

ン脂質との組み合わせにより構成されており、複

数の試薬が市販されている。本学ではデータファ

イ・APTT を使用しており、今回はこの試薬を使

用して検討したが、他の試薬においても同様の結

果が得られるかも検討すべき課題と考えている。

学内実習でクロスミキシング試験を学ぶことは、

難しいとされている凝固学の理解度を高めること

ができ、臨地実習や臨床現場への足掛かりになる

と考えられる。多くの教育施設で疑似検体を用い

たクロスミキシング試験が行われることを期待し

たい。 

IV．結 論 

 学内実習で利用可能な、クロスミキシング試験

のための安価で簡易な疑似検体を作製することが

できた。 
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