薬理学実習レポート　【E．血小板】
医学部4回生　２班　0303　川崎秀徳

Ⅰ．目的
血小板は、巨核球に由来する無核の細胞であり,種々の生理活性物質による刺激で,相互の接着を特徴とする凝集反応と細胞内顆粒の分泌を特徴とする放出反応を行う。これらの反応を血小板活性化と称する。実習では血小板凝集計を用い,血小板活性化を行う薬物とこれを阻害する薬物の効果と作用様式を検討する。

Ⅱ．方法
1. 多血小板血漿(platelet-rich plasma)の作製
50mlのプラスチック注射器に5mlの3.8%trisodium citrateを取る。これを用い19Gの翼状針を使用して,健常成人(2週間以上薬物投与の経歴のない者)の肘静脈より45mlの血液を採取する。採決中に血液と抗凝固薬をよく混和し,血液が凝固しないように注意する。採取した血液を15mlプラスチック遠心管に分注し,これを160×G(約900rpm),10分間遠心する。この時遠心機のブレーキはOffにする。この遠心で血球成分は2層に分かれ赤血球は沈み,白血球は界面に血小板は上層に残る。上層は血小板を多く含む血清成分であり,これを血小板血漿(PRP)と呼ぶ。実験の一部にはこれを用いる.残った下層を１500×G(rpm)で１0分間遠心し,上清を回収する。これを乏血小板血漿(PPP)と呼ぶ。

2. 血漿凝集測定法
a. 血小板凝集計の原理
上記のようにして調整したPRP及び洗浄血小板は肉眼的に濁って見える。これは,そこにある血小板の小さな粒子が光の当科を妨げるためである。血小板が刺激により凝集すると,多数の血小板凝集塊が生じるため懸濁液の透過度は増加する。凝集計はこれを光学的に測定するものである。

b. 血小板凝集計の使用方法
PRP,PPP各200μl(洗浄血小板の場合は血小板suspension,及びbuffer各200μl)をキュベットにとる。このときキュベット中に小さなマグネットバーを入れる。まずPRP(あるいは,洗浄血小板)をサンプルスロットに入れ,レコーダーの針が0にあることを確認する。これによりサンプルとコントロールの濁度の差が0から100にあることを確認する。これによりサンプルとコントロールの濁度の差が0から100%に検定されたことになる。凝集反応は,chart speed 1cm/minで10分間程度の観察を行う。

3．実験手順
キュベットにスターラーを入れたものを6つ曜意志、PPP200μlを１本に，PRP200μlを5本に入れる。（４人のものをそれぞれに入れる）

４人のPRPがそれぞれ以下の薬物でどのような凝集反応を示すか，血小板凝集計で計測する。（200μlに2μl入れるので最終的に濃度は百分の一になる）

一班　1-1  ADP  10mM  10μl  ( final  100μM )

1-2 U46619  100μM  2μl  ( final  1μM )

U46619  1mM    2μl  ( final  10μM )

      1-3  インドメタシン1mM 2μl ( final 10μM )+U46619 100μM 2μl (final 1μM)

      1-4  インドメタシン1mM 2μl ( final 10μM )+U46619 100mM 2μl(final 10μM )

二班　2-1  ADP  10mM  10μl  ( final  100μM )

2-2 U46619  100μM  2μl  ( final  1μM )

     U46619  1mM    2μl  ( final  10μM )

      2-3  S145  100μM 2μl ( final  1μM )+ U46619  100μM 2μl( final  1μM )

      2-4  S145  100μM 2μl ( final  1μM )+ U46619  100mM 2μl( final  10μM )
三班　3-1  ADP  10mM  10μl  ( final  100μM )

3-2 U46619  100μM  2μl  ( final  1μM )

     U46619  1mM    2μl  ( final  10μM )

      3-3  PGE1  1mM 2μl ( final  10μM )+ U46619  100μM 2μl( final  1μM )

      3-4  PGE1  1mM 2μl ( final  10μM )+ U46619  1mM 2μl( final  10μM )
四班　4-1  ADP  10mM  10μl  ( final  100μM )

4-2 U46619  100μM  2μl  ( final  1μM )

     U46619  1mM    2μl  ( final  10μM )

      4-3  PGE2  1mM 2μl ( final  10μM )+ U46619  100μM 2μl( final  1μM )

      4-4  PGE2  1mM 2μl ( final  10μM )+ U46619  1mM 2μl( final  10μM )

Ⅲ．実験結果及び考察

薬品の作用機序は次のページに書きます。

· ADPは1～3班ではほとんど凝集が見られなかったが、4班では、一回目かなりの凝集が見られたが、再度実験していみると今度は凝集しなかった。一回目の実験をしたのは私であるが、ひょっとしたら別の薬剤を間違えて使用したのかもしれない。このADPはかなり古くなっていたのではないかと思われる。

· U46619は低濃度ではあまり凝集が見られなかったが、高濃度では十分に凝集が見られた。

· インドメタシン＋U46619はU46619が低濃度の時はあまり凝集せず、高濃度になると、十分な凝集が見られた。これはインドメタシンがCOX阻害薬で二次凝集を抑制する働きがあることを証明している。

· S145はTXA2 antagonistでありU46619と競合阻害し凝集を阻害する。U46619が低濃度ではあまり凝集しないこと、高濃度では低濃度よりも凝集したことは理論と一致する。

· PGE1は図のようにPGI2に似るため、PGIRに結合してPGI2と同じ凝集の働きをする。実験でも、凝集は見られなかった。

· PGE2は構造上PGIRには結合できないため、凝集はほとんど抑制されない。この実験でもしっかりと凝集が見られた。

以下、考察の参考にした薬品の作用機序を書きます。

