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緒 言

　脱カルシウム作用のあるクエン酸ナトリウムを

静脈血に加えて、凝固を阻止して得られた血漿

に、再びカルシウムを加えると凝固カスケードが

進行し、血漿は凝固する。このカルシウムイオン

再添加の直後からフィブリン析出までの時間を、

カルシウム再加時間（またはカルシウム再加凝固

時間）という 1）。Quick のプロトロンビン時間測

定法が開発されてから急激に発展を遂げた各種血

液凝固検査のほとんどが、血漿にカルシウムイオ

ンを加えて凝固するまでの時間を測るという操作

を基本としているため、カルシウム再加時間は各

凝固検査の用手法を身につける上で重要な検査法

である 2）。

　カルシウム再加時間は、内因系凝固因子の総合

活性をみる検査方法であるが、血漿中の残存血

小板数により影響を受けるため、基準範囲は 90

～ 180 秒と範囲が広く、検出感度は全血凝固時間

や活性化部分トロンボプラスチン時間（activated 

partial thromboplastin time: APTT）の中間くらいで

ある 3）。そのため、現在検査室においてほとんど

用いられておらず、APTT にとって代わられてい

る。さらに、細かい点状または網状のフィブリン

析出の瞬間を見逃さないよう習熟する必要がある

こと、試験管の振り方により凝固時間が異なるこ

となど技術的な難しさという問題点もある 3）4）。

しかし初心者である学生が凝固時間の測定技術を
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［要 旨］　各種血液凝固検査の基本はカルシウム再添加によるフィブリンの析出であり、カルシウム

再加時間は簡便かつ安価にできる点も含めて、学生教育において実施する意義は大きい。しかしなが

らフィブリン析出の瞬間を見逃さないよう習熟する必要があること、試験管の振り方により凝固時間

が異なるなど、初めて行う学生にとって技術的に難しい側面がある。そこで、色付きのラテックス粒

子を加えた視覚的に分かり易いフィブリン検出法を考案した。

　ラテックス添加により、細かい点状のフィブリン凝集塊と網状のフィブリン形成を観察することが

可能となった。また用手法にてカルシウム再加時間を行ったところ、未添加に比べてラテックス添加

の方が凝固時間は短くなった。よって、ラテックス粒子を添加したカルシウム再加時間は、初心者で

ある学生にもフィブリン析出の観察が容易に行え、凝固の過程を理解する上で有用な検出法であると

考えられた。
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身に付ける上で、フィブリンの析出を観察するこ

とは重要であり、簡便かつ安価にできる点も含め、

カルシウム再加時間は最も適した学内実習である

といえる 5）。その上、検体に富血小板血漿（platelet 

rich plasma: PRP）と乏血小板血漿（platelet poor 

plasma: PPP）を用いることで、残存血小板数の違

いにより PPP の方が延長するため、凝固過程に

おいて血小板のリン脂質が重要であることを理解

できる 6）という利点がある。

　そこで、上記の問題点を解決するために、ラテッ

クス粒子を加えた視覚的に捉えやすいフィブリン

の検出法について検討したので報告する。

I．対象と方法

1．血漿の調製

　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

18 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 277）。

　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、150 g で 10 分遠心

した PRP と 2,000 g で 10 分遠心した PPP を作製

した。作製した PRP と PPP はプール血漿として

－ 30℃で凍結保存し、使用直前に 37℃で 3 分温

めて融解したものを各測定に使用した。

2．試薬

　塩化カルシウム溶液は 25 mM 塩化カルシウム

液（シスメックス株式会社）を使用した（以後：未

添加塩化カルシウム液）。ラテックス粒子は粒径

0.32 µm の Blue Polystyrene Latex（MAGSPHERE

株式会社）を用いた。ラテックス粒子を添加した

塩化カルシウム液は、未添加塩化カルシウム液に

前述のラテックス粒子が終濃度 1% となるように

添加して使用した（以後：ラテックス添加塩化カ

ルシウム液）。

3．物理的凝固時間測定法

　添加するラテックス粒子の凝固時間への影響を

確認するため、以下の測定を行った。

　測定機器は KC4 デルタ（エル・エム・エス株式

会社）を使用した。検体 100 µL とスチールボール

の入ったキュベットを準備し、予め 37℃で加温

しておいたラテックス添加塩化カルシウム液ある

いは未添加塩化カルシウム液を専用マルチピペッ

トで 100 µL 添加した。KC4 デルタでは添加と同

時にタイマーが作動し、フィブリン析出による粘

稠度の高まりに伴いスチールボールが可動するあ

るいは可動し始めるまでの時間（凝固終末点）が凝

固時間として表示される。

4．カルシウム再加時間測定法

　内径 8 mm の小試験管に検体を 100 µL とり、

37℃恒温槽で 1 分加温した。予め 37℃で加温し

ておいたラテックス添加塩化カルシウム液あるい

は未添加塩化カルシウム液を 100 µL 添加して、

ストップウォッチをスタートさせた。37℃恒温槽

内で 50 秒静置後、フィブリンの析出を 10 秒毎に

観察し、目視で析出が確認できるまでの時間を凝

固時間として測定した。

5．統計学的解析

　物理的凝固時間測定法については各血漿を用い

て、ラテックス添加塩化カルシウム液あるいは

未添加塩化カルシウム液でそれぞれ 4 回測定を

行った。カルシウム再加時間測定法については各

血漿を用いて、ラテックス添加塩化カルシウム液

あるいは未添加塩化カルシウム液について、教員

3 名はそれぞれ 5 回、学生 6 名はそれぞれ 3 回測

定を行った。測定値は各群の平均値と標準偏差で

表し、有意差検定は Student’s t-test により行っ

た。p ＜ 0.05 を統計学的有意とした。

II．結 果

　KC4 デルタを用いた凝固時間の測定において、

PRP 検体では未添加塩化カルシウム液 132.5 ±

3.4 秒、ラテックス添加塩化カルシウム液 134.3

± 5.4 秒であり、PPP 検体では未添加塩化カルシ

ウム液 274.7 ± 23.3 秒、ラテックス添加塩化カル

シウム液 283.3 ± 14.7 秒であった（図 1）。どちら

の検体でも有意差はなく、ラテックス粒子添加に

よる影響は認められなかった。

　ラテックス粒子未添加および添加のカルシウム

再加時間のフィブリン観察像を図 2 に示した。
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青色のラテックス粒子を添加したカルシウム再加

時間では、まず溶液全体が青くなり、フィブリン

析出に伴い非常に細かい青色のフィブリン凝集塊

が認められたのち（図 2A）、時間の経過とともに

青色の網状のフィブリンが観察できた（図 2B）。

　用手法によるカルシウム再加時間の測定結果

は、習熟度による影響を受けるため、習熟度の高

い教員と習熟度の低い学生で分けて解析した。

教員の測定結果は、PRP 検体では未添加塩化カ

ルシウム液 118.8 ± 14.2 秒、ラテックス添加塩

化カルシウム液 97.4 ± 5.4 秒であり、PPP 検体

では未添加塩化カルシウム液 237.3 ± 6.1 秒、ラ

テックス添加塩化カルシウム液 219.6 ± 15.6 秒

であった（図 3A）。学生の測定結果は、PRP 検体

では未添加塩化カルシウム液 153.1 ± 27.4 秒、ラ

テックス添加塩化カルシウム液 131.4 ± 11.6 秒

であり、PPP 検体では未添加塩化カルシウム液

287.8 ± 24.3 秒、ラテックス添加塩化カルシウム

液 255.3 ± 13.1 秒であった（図 3B）。教員と学生

ともに、どちらの検体でもラテックス粒子添加に

よりカルシウム再加時間は短縮した。

III．考 察

　判別し難い白いフィブリン糸を可視化し易く

するため、フィブリンに絡みついて色を付ける

と良いのではと考え、色付きのポリスチレンラ

テックス粒子を加えることを思い付いた。異物

を添加することになるため、凝固終末点におけ

る凝固時間を測定し、接触因子への影響を検討

した。ラテックス添加と未添加で凝固時間に差

を認めなかったことから、ラテックス粒子は陰

性に荷電しておらず、接触因子へ影響を及ぼさ

ないことが確認できた。

図 1　KC4 デルタを使用した物理的凝固時間測定

PRP と PPP 検体を使用し、ラテックス添加塩化

カルシウム液あるいは未添加塩化カルシウム液を

加えて凝固終末点における凝固時間を測定した。

図 2　フィブリン析出像の観察

PPP 検体に未添加塩化カルシウム液（上段）およびラテックス添加塩化カルシウム液（下段）を加えた。まず細かい

点状のフィブリン塊（A）が出現し、時間経過とともに網目模様のフィブリン（B）が観察できた。
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　次にラテックスを添加した際のフィブリン析

出像を観察した。細かいフィブリン凝集塊が出

現したのち、網状に全体へ広がっていく様子が

観察できた。小試験管を傾けた時に液面とガラ

スの接触面からフィブリンが析出してくるので、

そこを見逃さないよう観察することが肝である

と記載されている 4）ため、我々教員もそのよう

に学内実習で指導している。しかし初心者の学

生にはその確認が難しく、気が付いたときには

すでにフィブリンの凝集塊ができてしまってい

ることも多い。また熟練した教員であっても、

しばしば見逃すことがあった。しかしながら、

色の付いたラテックス粒子を添加すると、この

見逃しが無くなり、初心者であっても、凝集塊

から網状形成の間に必ず気付くことができた。

実際にラテックス粒子の添加により、未添加と

比較して教員と学生どちらもカルシウム再加時

間は短縮した。これはフィブリン形成の始まり

を逃すことなく観察できるためであると考えら

れた。なお、いくつかの文献では、PRP 検体で

凝固時間は 100 ～ 120 秒で報告されているもの

が多かった 5）7）～ 10）。教員の測定結果は過去の報

告と一致しているが、学生の測定結果はラテッ

クス添加でさえ 131 秒と延長した。これは試験

管の傾け方が悪く接触因子の活性化が不十分で

あった 4）、あるいはフィブリン析出の瞬間を見逃

さないよう夢中で観察するため、恒温槽から出

している時間が長くなり、反応温度が 37℃を著

しく下回ったことが考えられた 10）11）。

　現在臨床現場で一般的な凝固検査はプロトロ

ンビン時間（prothrombin time: PT）と APTT であ

り、この 2 つの実習は学内実習だけではなく臨

地実習でも必須の項目である。外因系と内因系

の凝固カスケードを理解する上で重要ではある

ものの、凝固という現象を学生に理解させるに

は不十分であるように思われる。例えば、自動

分析装置における散乱光や透過光を原理とした

凝固反応曲線を説明するためには、凝固開始点

から凝固終末点までのプロセスの理解が欠かせ

ない 12）13）。そのプロセスはフィブリンの析出に

始まり、網状フィブリンの形成までであり、それ

を視覚的にとらえることができるカルシウム再加

時間は、凝固を理解する上で最適な実習項目であ

ると考える。今回報告した、ラテックス粒子を添

加したカルシウム再加時間は、方法も簡易であり、

観察が容易となるため、是非とも多くの養成校で

取り入れて頂けることを期待したい。
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図 3　用手法におけるカルシウム再加時間

PRP と PPP 検体を使用し、ラテックス添加塩化カルシウム液あるいは未添加塩化カルシウム液を加えてカル

シウム再加時間を測定した。（A）は教員、（B）は学生の測定結果を示している。
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IV．結 論

　塩化カルシウム液に色付きのラテックス粒子を

添加することで、カルシウム再加時間における

フィブリン析出の観察が、初心者である学生にも

容易に行えた。フィブリンの細かい凝集塊から、

網状のフィブリン形成まで観察できることから、

学生が凝固の過程を理解する上で有用な検出法で

あると考えられた。
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