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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
流路に血液を流して血小板凝集を誘発することにより血小板機能を測定するためのマイク
ロチップであって、
内部に設けられた流路を有し、
前記流路の少なくとも一部は血小板接着のためにコラーゲンがコーティングされており、
複数の壁が該流路におけるコラーゲンコート部が存在する位置に血液の流れる方向に沿っ
て延在し且つ該流路の幅を分割して流路分割部を形成し、該壁は表面粗さ（Ra）が１０～
２００ｎｍになるような処理が施されていることを特徴とする、マイクロチップ。
【請求項２】
表面粗さ（Ra）が１０～２００ｎｍになるような処理は、プラズマ照射、または紫外線照
射によるものである、請求項１に記載のマイクロチップ。
【請求項３】
流路のうち、流路分割部以外の部分の表面粗さは１０ｎｍ未満であることを特徴とする、
請求項１または２に記載のマイクロチップ。
【請求項４】
前記マイクロチップは、流路に血液を一定の速度で流して血小板凝集塊を形成させながら
血液の流入圧を測定したときに、耐圧性が80ｋPa以上である、請求項１ないし３のいずれ
か一項に記載のマイクロチップ。
【請求項５】
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さらに、流路分割部の上流に不純物流入防止部が設けられたことを特徴とする、請求項１
ないし４のいずれか一項に記載のマイクロチップ。
【請求項６】
請求項１ないし５のいずれか一項に記載のマイクロチップを含む、血小板機能検査装置。
【請求項７】
血液を収容するための容器と、血液を容器からマイクロチップ内の流路に送液するための
送液ポンプと、該ポンプにかかる圧力を測定する圧力センサーをさらに備えた、請求項６
に記載の血小板機能検査装置。
【請求項８】
マイクロチップ内部のコラーゲンコート部の下流にコラーゲンコート部を通過した血液廃
液を貯留する廃液貯留部を備えた、請求項６または７に記載の血小板機能検査装置。
【請求項９】
請求項１ないし５のいずれか一項に記載のマイクロチップまたは請求項６ないし８のいず
れか一項に記載の血小板機能検査装置の流路に血液を通過させ、流路分割部およびコラー
ゲンコート部において血小板凝集を惹起させつつ、該血液の流路への流入圧を測定するこ
とによって血小板の機能を検査することを特徴とする、血小板機能検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微量血液を用いて血液の血小板機能を調べるために用いられるマイクロチッ
プおよびそれを用いた検査装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
（血小板凝集検査の従来技術の問題点）
　動脈における血栓形成（白色血栓）又は一次止血において血小板の活性化及び凝集は中
心的機能を果たす。
　血小板は血管が障害を受けた場合に、血管内皮細胞下に存在するコラーゲンに対し、直
接的、非直接的に結合する。血流の緩やかな環境下（低ずり応力下）ではGPVIなどコラー
ゲン受容体により直接的な結合が主となり、血流の早い環境下（高ずり応力下）ではコラ
ーゲンにvWFが結合し、vWFに対し血小板のGPIbα受容体が結合することで間接的にコラー
ゲンに結合する。コラーゲンとの直接的、間接的相互作用は血小板を活性化し、この刺激
により濃染顆粒及びα顆粒からADP,セロトニンなど様々な血小板活性化物質が放出される
。
　これら放出された血小板活性化因子は自己の血小板及び周囲の血小板を活性化させる。
活性化を受けた血小板はフィブリノゲン受容体であるＧＰＩＩb、ＩＩＩａが活性化型に
構造変化を受け、フィブリノゲンに対し高親和性型となる。２量体であるフィブリノゲン
を介して活性化血小板が次々架橋を受け血小板凝集を形成する。
【０００３】
　しかしながら、従来の血小板凝集能測定装置の多くは、多量の血小板活性化試薬の刺激
による血小板の活性化及び凝集過程を測定する方法であった（非特許文献１）。
　その為、生理的血小板活性化条件とはかけ離れた、環境下での血小板活性化反応であり
、各受容体の先天的機能異常など明らかな機能の違いを測定することは可能であったが、
より生理的な血小板機能を測定することは困難であった。
【０００４】
　PFA-100（Platelet Function Analyzer：非特許文献２）は固層化されたコラーゲンへ
の接触、ずり応力、血小板惹起物質との接触による総合的な血小板の活性化により穴の閉
塞を測定する系であり、従来の単独の血小板活性化惹起物質の刺激による血小板凝集より
は生理的に近い環境下での測定系である。しかしながらデータのバラツキ、及び、穴を通
過する血液に含まれる惹起物質の濃度の調整が出来ず、血栓症発症により血小板が既に活
性化を受けている患者において見られる血小板活性化惹起物質が非常に低い濃度又は存在
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しない状況で惹起される血小板凝集及び、血小板機能不全患者の血小板機能測定の場合に
おける非常に高い濃度の血小板惹起物質の刺激による血小板凝集能を適切に測定すること
は出来なかった。
　また、特許文献１には、血液を毛細管中に通過させ、そして次に、仕切部材の開口部を
通過させ；そして仕切部材の開口部で、血栓の形成が開口部を閉止するまでに必要な時間
を測定することを特徴とする血小板機能の測定方法が開示されているが、この方法では、
血小板活性化試薬が大量に加えられており、生体内で血小板が活性化されているが血小板
数が減少している場合や、血小板数は正常であるが血小板機能が弱い場合など、生体を反
映した詳細な血小板機能を測定することが困難であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開2007-298511号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】「血小板凝集能検査」Thrombosis and Circulation, vol. 12, No.4, p
17-20, 2004
【非特許文献２】「PFA-100による血小板凝集能測定」Thrombosis and Circulation,vol.
 13, No. 3, p90-94, 2005
【発明の概要】
【０００７】
　例えば、敗血症、播種性血管内凝固症候群（DIC）などの疾患においては、血管内皮障
害及び血栓形成により血小板は活性化された状態にあり、さらに、血小板と白血球の複合
体なども形成される。さらには持続的な血栓形成により血小板は著しく消耗され生体内で
血栓が形成されるにも関わらず、同時に出血症状をきたすことがある。
　従来の血小板機能試験においては、このような症状を厳密に反映した検査を行うことは
困難であった。
　例えば、濁度法では、血小板数が減少していても、血小板惹起物質に対する反応性が亢
進しているならば、血小板機能亢進（強い）と判定された。また生体内の炎症反応などで
形成され血栓形成に大きな影響を与える血小板・白血球の複合体は多血小板血漿を作成す
るための遠心分離にて赤血球とともに沈殿してしまうので多血小板血漿には含まれない。
　また、PFA-100を用いた場合には、血小板の機能が強い患者においても弱い患者におい
ても同じ惹起物質の濃度で測定するので、惹起物質のないまたは非常に薄い状態で起こる
自然凝集惹起又は抗血小板薬投与患者に対し惹起物質濃度が非常に高い状態でその薬剤効
果を確認するような検査が適切に実施出来ない。また、PFA-100による測定で閉塞時間が
延長された場合においても血小板機能が弱い場合と血小板機能が亢進している（生体内で
活性化を受けている）が、血小板数が少ない場合のデータの比較等が困難であった。
【０００８】
　本発明は、上記事情に鑑みてなされたものであり、血流と同等環境下における血小板機
能を微量の血液を用いて効率よく正確に評価することのできる装置および方法を提供する
ことを課題とする。
【０００９】
　前記課題を解決するため、本発明は、流路に血液を流して血小板凝集を誘発することに
より血小板機能を測定するためのマイクロチップであって、内部に設けられた流路を有し
、前記流路の少なくとも一部は血小板接着のためにコラーゲンがコーティングされており
、複数の壁が該流路における血液の流れる方向に沿って延在し且つ該流路の幅を分割して
流路分割部を形成し、該壁は表面粗さ（Ra）が１０～２００ｎｍになるような処理が施さ
れていることを特徴とする、マイクロチップを提供する。流路分割壁は流路上の血小板易
接着面（コラーゲンコート部）が存在する位置に血液の流れる方向に沿って延在すること
が好ましい。なお、流路のうち、流路分割部以外の部分の表面粗さは１０ｎｍ未満である
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ことが好ましい。
　表面粗さ（Ra）が１０～２００ｎｍになるような処理は、プラズマ照射、または紫外線
照射によるものであることが好ましい。
　そして、前記マイクロチップは、流路に血液を一定の速度で流して血小板凝集塊を形成
させながら血液の流入圧を測定したときに、耐圧性が80ｋPa以上であることが好ましい。
　そして、前記マイクロチップはさらに、流路分割部の上流（該流路上の血液の流れる方
向を基準として該血栓形成誘発部の上流）に不純物流入防止部が設けられていることが好
ましい。
【００１０】
　本発明はまた、前記いずれかのマイクロチップを含む血小板機能検査装置を提供する。
　前記血小板機能検査装置は、血液を収容するための容器と、血液を容器からマイクロチ
ップ内の流路に送液するための送液ポンプと、該ポンプにかかる圧力を測定する圧力セン
サーをさらに備えたものであることが好ましい。
　前記血小板機能検査装置はまた、マイクロチップ内部のコラーゲンコート部の下流（該
流路上の血液の流れる方向を基準としてコラーゲンコート部の下流）にコラーゲンコート
部を通過した血液廃液を貯留する廃液貯留部を備えていることが好ましい。
【００１１】
　本発明はまた、前記いずれかのマイクロチップまたは前記いずれかの血小板機能検査装
置の流路に血液を通過させ、流路分割部およびコラーゲンコート部において血小板凝集を
惹起させつつ、該血液の流路への流入圧を測定することによって血小板の機能を検査する
ことを特徴とする、血小板機能検査方法を提供する。
【００１２】
［発明の効果］
　本発明の請求項１に係る血小板機能用マイクロチップによれば、マイクロチップ内部の
流路の一部に、コラーゲンコート部と、該流路における血液の流れる方向に沿って延在し
且つ該流路の幅を複数に分割する流路分割壁を備えた流路分割部とが設けられ、該流路分
割壁は表面粗さ（Ra）が１０～２００ｎｍになるような処理が施されているため、コラー
ゲン上において形成された血小板凝集塊が流路分割部で安定化され、より強く安定な圧力
上昇が引き起こされてデータの再現性が向上する。強い圧力上昇が起こることによって、
血小板凝集塊の強固さ、または脆弱さ、およびその安定性（持続性）を評価する事が可能
である。
　本発明の請求項２に係る血小板機能用マイクロチップによれば、表面粗さ（Ra）が１０
～２００ｎｍになるような処理は、プラズマ照射、または紫外線照射によるものであるた
め、流路分割壁表面の物理的性状（表面の粗さ）だけでなく化学的性状（水酸基、イミド
基、アミド基などの官能基の導入）も血小板凝集に適した状態にすることができる。
　本発明の請求項３に係る血小板機能用マイクロチップによれば、流路のうち、流路分割
部以外の部分の表面粗さは１０ｎｍ未満であるため、血小板易接着面（コラーゲンコート
部）と流路分割部で特異的に血小板凝集塊の形成を促し、血小板凝集塊の形成を特異的に
解析することができる。
　本発明の請求項４に係る血小板機能用マイクロチップによれば、流路に血液を一定の速
度で流して血小板凝集塊を形成させながら血液の流入圧を測定したときに、耐圧性が80ｋ
Pa以上であるため、より感度の高い測定が可能である。
　本発明の請求項５に係る血小板機能用マイクロチップによれば、流路分割部の上流に不
純物流入防止部が設けられているため、試料中の不純物により測定誤差が生じにくく正確
な測定が可能である。
【００１３】
　本発明の請求項６に係る血小板機能検査装置は、本発明の請求項１～５のいずれかに係
る血小板機能用マイクロチップを備えるため、血小板凝集を効率よく促進し、血小板機能
を短時間で高感度に測定できる。
　本発明の請求項７に係る血小板機能検査装置によれば、血液を収容するための容器と、
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血液を容器からマイクロチップ内の流路に送液するための送液ポンプと、該ポンプにかか
る圧力を測定する圧力センサーを備えたものであるため、血小板機能を流入血液の圧力に
より定量的に評価できて好ましい。
　本発明の請求項８に係る血小板機能検査装置によれば、マイクロチップ内部のコラーゲ
ンコート部の下流にコラーゲンコート部を通過した血液廃液を貯留する廃液貯留部を備え
たものであるため、血液廃液を吸引して除去する必要がなく、簡便に検査を行うことがで
きる。
　本発明の請求項９に係る血小板機能検査装置によれば、前記いずれかのマイクロチップ
または前記いずれかの血小板機能検査装置の流路に血液を通過させ、流路分割部およびコ
ラーゲンコート部において血小板凝集を惹起させつつ、該血液の流路への流入圧を測定す
ることによって血小板の機能を検査するため、血小板凝集を効率よく促進し、血小板機能
を短時間で高感度に測定できる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本発明の血小板検査用マイクロチップの第１の形態例を示す図。
【図２】本発明の血小板検査装置の第１の形態例を示す図。
【図３】本発明の血小板検査用マイクロチップの第２の形態例を示す図。
【図４】分割流路部分がプラズマ処理されたマイクロチップ（Ａ）（試験例１）、紫外線
処理されたマイクロチップ（Ｂ）（試験例２）、または未処理のマイクロチップ（Ｃ）（
比較例１）を有する血小板検査装置を用いて流入血液の圧力を調べた結果を示す図。
【図５】流路分割壁がプラズマ処理されたマイクロチップを備えた血小板検査装置を用い
てアスピリンの血小板凝集効果を調べた結果を示す図（試験例３）。縦軸は圧力（kPa）
、横軸は時間（分）を示す。アスピリンを投与された被験者から採血された血液（アスピ
リン投与）とアスピリンを投与されない同一被験者から採血された血液（コントロール）
とを９μｌ／分および２７μｌ／分の流速で流して評価した。
【図６】流路分割壁がプラズマ処理されないマイクロチップを備えた血小板検査装置を用
いてアスピリンの血小板凝集効果を調べた結果を示す図（比較例２）。縦軸は圧力（kPa
）、横軸は時間（分）を示す。アスピリンを投与された被験者から採血された血液（アス
ピリン投与）とアスピリンを投与されない同一被験者から採血された血液（コントロール
）とを９μｌ／分および２７μｌ／分の流速で流して評価した。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　まず、図面を参照して本発明の血小板検査用マイクロチップおよび血小板検査装置を説
明する。ただし、本発明の血小板検査用マイクロチップおよび血小板検査装置は以下の態
様に限定されない。なお、本発明において、「血液」とは、全血及び多血小板血漿を含む
。
　図１は、本発明のマイクロチップの第１の形態例を示す概念図である。以下、図１に基
づいて説明する。
【００１６】
　図１（Ａ）は、マイクロチップ１の流路１０１となる溝が表面に掘られた第１の基板１
００の平面図である。この溝の断面形状は、凹字状、Ｕ字状、Ｖ字状等任意である。血小
板凝集塊は脆いため、圧力上昇を測定するためには溝の深さは１０～２００μｍ以下であ
ることが望ましい。溝の幅は１０μｍ～３ｍｍであることが好ましい。
　そして、流路１０１となる溝の第１の端部（流入口側端部）と第２の端部（排出口側端
部）の間の一部には、血液の流れる方向に沿って延在する複数の流路分割壁１０２が設け
られ、該流路の幅を複数に分割する流路分割部１０３を形成する。
　また、流路分割壁１０２の間隔は200μｍ以下であることが望ましい。幅が200μｍ以下
であれば血小板凝集塊が形成された場合、高血流、高ずり応力下においても血流に飛ばさ
れず内部圧力を上昇させることが可能である。また、流路分割部１０３において、流路１
０１の幅は流路分割壁１０２によって５つ以上に分割されていることが望ましい。すなわ
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ち、流路の幅が５本以上に分割されていれば、各分割流路の閉塞が平均化され、バラツキ
の少ないデータが得られやすい。
　なお、流路分割壁１０２の形状は、流路１０１の幅を複数に分割できさえすれば特に制
限されない。
【００１７】
　流路分割壁１０２は、血小板凝集塊の接着性を向上させるため、表面粗さ（中心線平均
表面粗さ：Ra）が１０～２００ｎｍになるような処理が施されている。特に血小板のサイ
ズが１から２μｍ前後であることから、１０～２００ｎｍの凸凹を導入すると、分割流路
の形状を損なわず、血小板凝集塊の接着性が向上し好ましい。この処理はプラズマや紫外
線照射などによるものであることが好ましい。
　血小板凝集塊の流路分割壁への接着性は、流路分割壁表面の物理的性状（表面の粗さ）
だけでなく表面の化学的性状（水酸基、イミド基、アミド基などの官能基の導入）の双方
に依存すると考えられる。プラズマや紫外線照射によって処理することにより、表面粗さ
が大きくなるだけでなく、流路分割壁表面に官能基が導入されると考えられる。
【００１８】
　プラズマ処理としては、大気圧プラズマ、真空プラズマ、コロナ処理などが挙げられ、
紫外線処理としてはエキシマレーザー、水銀ランプなどを用いた処理が挙げられる。特に
大気圧プラズマであれば、安価な装置で連続的にプラズマ処理することができ好ましい。
プラズマは流路分割部（流路分割部）に特異的に照射し、血小板易接着面（コラーゲンコ
ート部）とその近傍に位置する流路分割部で特異的に血小板凝集塊の形成を促すことで、
血小板凝集塊の形成を特異的に解析することが好ましい。
【００１９】
　健常人の血液をマイクロチップの流路に一定の速度で流して流路分割部に血小板凝集塊
を形成させたとき、血液の流入圧は約８０ｋPaまで上昇する。よってマイクロチップの耐
圧性は８０ｋPa以上であることが好ましい。
【００２０】
　流路分割部１０３の上流、すなわち、流路分割壁１０２と第１の端部（流入口側端部）
の間の一部には、流路の幅方向に所定の間隔で複数の柱状体１０４が設置されており、こ
れが不純物流入防止部１０５となる。柱状体同士の間隔（隙間の長さ）は、血液は通過で
きるが、不純物は通過できない長さであればよいが、１０～２００μｍが好ましい。柱状
体の形状は特に制限されず、円柱、多角柱などが挙げられる。
【００２１】
　図１（Ｂ）は、マイクロチップ１の流入口１０６および排出口１０７となる貫通孔が掘
られた第２の基板１１０の平面図である。流入口１０６となる貫通孔および排出口１０７
となる貫通孔の位置は、第１の基板１００と積層されたときに、それぞれ、第１の基板１
００上の、流路１０１の第１の端部に相当する位置、流路１０１の第２の端部に相当する
位置となっている。また、第２の基板１１０の裏面の、第１の基板１００と積層されたと
きに第１の基板１００上の流路分割壁１０２に被せられる位置にコラーゲンをコーティン
グすることで血小板易接着面１０８（コラーゲンコート部）が形成される。具体的には、
コラーゲンは、図１（Ｃ）に示す様に、流路分割壁１０２に被せられる位置に、安全を見
て広幅に塗布される。
　なお、血小板易接着面（コラーゲンコート部）は流路の全長に及んでもよい。
【００２２】
　図１（Ｃ）は、第１の基板１００の溝と第２の基板１１０のコラーゲンコート部が内側
になるように、第１の基板１００と第２の第２の基板１１０が積層されたマイクロチップ
１の平面図である。波線は、流路１０１がマイクロチップ１の内部に存在することを示す
。
【００２３】
　なお、本発明のマイクロチップの第２の形態例では、図３に示されるように、図１のよ
うに第２の基板において流路の第２の端部に相当する位置に貫通孔を設けて排出口とする
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代わりに、第２の基板２１０において流路２０１の第２の端部に相当する位置に接続する
溝を設けて、第１の基板２００と貼り合わせることにより、血小板易接着面２０８（コラ
ーゲンコート部）を通過した血液廃液を貯留する廃液貯留部２０７としてもよい。廃液貯
留部２０７の容積を試験に用いる血液量よりも大きくすることにより、第１の形態例のよ
うに血液廃液を排出口からポンプ等で吸引して排出する必要がなく、より簡便な検査が可
能である。なお、廃液貯留部２０７には貫通孔を設けてこれを空気穴２０９としてもよい
。そして、マイクロチップ２の表面の空気穴２０９に相当する位置に血液吸収材を設置す
れば、血液サンプルの量が多い場合でもマイクロチップ外に血液廃液が飛散することがな
い。血液吸収材としては、例えば、スポンジや布などを貼り付けることができる。なお、
空気穴２０９に排出管を接続し、血液廃液を吸引除去してもよい。
【００２４】
　本発明のマイクロチップにおいて、血小板易接着面は、コーティングされたコラーゲン
を用いるが、コラーゲンと組織トロンボプラスチンを含むものでも良い。血小板易接着面
は血流によって流出しないようコラーゲンは血小板易接着面１０８，２０８に高い接着強
度でコーティングされている。
　コラーゲンのコーティングは、例えば、特開平０５－２６０９５０号公報やＢｌｏｏｄ
．１９９５　Ａｐｒ　１；８５（７）：１８２６－３５．に記載されているように、コラ
ーゲンを酸性溶液に溶解し、これを親水性が付与されたガラスやポリスチレン等の基板の
所定の位置に塗布し、洗浄、乾燥するなどの方法にて簡便に高い接着強度でコーティング
が可能である。
　疎水性の樹脂等にコートする場合には、樹脂表面を親水化処理した後、所望の領域にコ
ラーゲン溶液を塗布し、自然乾燥ないしは減圧下にて乾燥することでコーティングするこ
とが出来る。
　基材としてプラスチックを用いた場合は、表面を親水化処理し、所望の領域にコラーゲ
ン溶液をピペットやシリンジ等のディスペンサーで塗布し、自然乾燥または減圧下で乾燥
することでコラーゲンまたは組織トロンボプラスチンを含むコラーゲンを容易にコーティ
ングすることが可能である。
【００２５】
　マイクロチップの材質は、金属、ガラスやプラスチック、シリコーン等が好ましい。ま
た、血液観測（特に画像解析）に使用する観点からは透明な材質が好ましい。さらに、回
路を形成する観点からはプラスチックが好ましく、透明なプラスチックが特に好ましい。
材質をＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）等のシリコーン製とした場合には、基板同士
の密着性に優れるため、第１の基板と第２の基板を接着剤などで接着しなくても圧着する
ことで積層することが出来るが、マイクロチップの内部に高い圧力がかかる場合は、接着
剤を用いることが好ましい。また、ポリ２－メトキシエチルアクリレート（ＰＭＥＡ）に
よっても簡便かつ効果的に意図しない部位での血液凝固を抑制する事が可能である。なお
、マイクロチップの基板に設けられる溝や穴は、刃物やレーザー光線で堀ることもできる
が、マイクロチップの材質がプラスチックである場合は、射出成型で形成することもでき
る。射出成型で形成すると、一定した品質のマイクロチップが効率よく作成できるので好
ましい。
【００２６】
　本形態例のマイクロチップ１を用いた血小板機能検査の一例を図１（Ｃ）に基づき説明
する。第１の流入口１０６には図示しないチューブが接続され、チューブを介して図示し
ない血液リザーバー（血液収容部）及び送液ポンプが接続される。そして、接続されたポ
ンプより該ポンプ内の液体をリザーバーに注入することで、該リザーバー内の血液がマイ
クロチップ１の流路に注入される。
　送液ポンプの液体はミネラルオイル又は生理食塩水などの血液より比重の小さい液体と
し、送液ポンプで当該液体を血液があらかじめ充填されたリザーバーに導入し、該液体を
血液の上に重層し、該液体をポンプで押し出すことで、血液が流路へ導入されるようにし
てもよい。該液体の流入圧を測定することで血液の流路への流入圧を間接的に測定するこ
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とができる。なお、リザーバーに予め充填された血液には血小板活性化試薬が混合された
ものでもよい。血小板活性化試薬を乾燥又は液体状態でリザーバー内に予め入れておき、
血液と混合することも可能である。
【００２７】
　血液は抗凝固処理されたものであることが好ましい。ここで、抗凝固処理に用いる抗凝
固処理剤としては、クエン酸ナトリウムまたはカリウム、シュウ酸ナトリウムまたはカリ
ウム、ＡＣＤ（Ａｃｉｄ　Ｃｉｔｒａｔｅ　Ｄｅｘｔｒｏｓｅ）、エチレンジアミンテト
ラ酢酸（ＥＤＴＡ）塩などを挙げることができる。このような抗凝固処理剤は、粉末、凍
結乾燥品、水溶液などの溶液として使用することができる。これらの抗凝固処理剤のうち
、一般的な３．２％クエン酸ナトリウムが容易に入手できることから好ましい。この場合
、血液９容に対してこの抗凝固処理剤１容とするのが好ましい。
　その他の抗凝固処理剤としてはへパリン、ヒルジン、トロンビンアプタマー、コーン由
来トリプシンインヒビター（１９７７．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ　２５２．８１０５）等
の利用が可能である。なお、抗凝固処理剤は、複数用いられてもよい。用いる抗凝固剤が
ヒルジンの場合には、クエン酸による抗凝固処理の場合に比べ、血小板活性化試薬の処理
が無くとも、より強固な血小板凝集が引き起こされるので、ずり応力依存的な血小板機能
を測定するのに適している。クエン酸による抗凝固処理血液の場合には、血小板活性化試
薬の刺激依存的な血小板機能測定が精度良く測定でき、抗血小板剤の評価などにより適し
ている。
【００２８】
　抗凝固処理された血液を得る方法としては、シリンジまたは真空採血管に予め上記の抗
凝固処理剤を入れて採血を行うか、または、採血直後の血液に抗凝固処理剤を速やかに加
える等の方法で抗凝固処理した血液を得ることができる。
　さらに、ヘパリンを含む真空採血管等で採血した後、へパリナーゼと検査目的に適した
抗凝固処理剤を加え、ヘパリナーゼでヘパリンを分解させ、測定目的に適した抗凝固処理
剤と置き換えることも可能である。
【００２９】
　抗凝固処理された血液と血小板活性化試薬を混合する場合、用いられる血小板活性化試
薬としては、ＡＤＰ、コラーゲン、トロンビン、アラキドン酸およびリストセチン等が挙
げられる。この場合、血小板活性化試薬の血小板活性化能の評価を行うこともできる。血
小板活性化試薬は、微弱な血小板活性化が起こるような濃度で抗凝固処理された血液と混
合する。微弱な血小板活性化が起こるような濃度とは、静止状態では不可逆的血小板凝集
（血小板二次凝集）を引き起こさないような濃度、例えば、ＡＤＰの場合、０．００１～
５μＭであり、アラキドン酸の場合、０．００１～１ｍＭである。但し、血小板機能の異
常及び抗血小板剤の投与によりこれら血小板活性化試薬に対する反応性が明らかに低下し
ている場合には、その低下具合を測定する場合には、これらの濃度を超えた血小板活性化
試薬を加えて測定することが望ましい。
【００３０】
　流入口１０６から導入され、流路１０１を通過した血液は、流路分割部１０３を通過す
ることで、ずり応力が生じ、血小板の活性化が増強され、血小板易接着面（コラーゲンコ
ート部）にて粘着・積層される。これにより、血液の流入圧が上昇するため、血液の流入
圧をモニターすることで血液中に含まれる血小板の機能評価を行うことができる。また、
流路分割部１０３を通過する血液の流速や性状を観測することによって、血小板機能の検
査を行うことができる。
　なお、血液サンプル中の不純物は、不純物流入防止部１０５に留まり、流路分割部１０
３に流入しないため、血小板凝集反応を阻害しない。
　検査に供した血液は、流路１０１の終端に設けられた排出口１０７から排出される。
【００３１】
　次に、マイクロチップ１を用いた本発明の血小板検査装置について説明する。
　図２は、マイクロチップ１を透明な基板で構成して組み込んだ本発明の血小板検査装置
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の第１の形態例である血小板検査装置Ａの模式図である。以下、図２に基づいて第１の形
態例を説明する。
【００３２】
　マイクロチップ１の流入口１０６には、抗凝固処理された血液が収容されたリザーバー
１０９（血液収容部）が倒立して接続されており、リザーバー１０９にはミネラルオイル
を供給する送液ポンプ１１１が接続されている。送液ポンプ１１１には図示しない圧力セ
ンサーが接続されている。
　そして、送液ポンプ１１１から、ミネラルオイルがリザーバー１０９内に圧入され、血
液の上に重層され、血液をマイクロチップ１の流路１０１内に押し出す。血液は流路１０
１を通過し、血小板易接着面１０８を有する流路分割部１０３に到達する。一方、血液サ
ンプル中の不純物は不純物流入防止部１０５に留まる。
　流入圧力を送液ポンプ１１１に接続された圧力センサーによって測定することでより定
量的な血小板機能検査が可能となる。また、流路分割部１０３における血小板の活性化（
血小板の粘着・凝集など）やそれに伴うキャピラリーの閉塞をカメラ１１３で観察するこ
とで血小板機能の検査を行うことができる。さらに、血液の流路１０１の通過時間または
通過量を測定することによっても血小板機能検査を行うことができる。
　カメラ１１３は画像解析装置１１５に接続されており、それによって血小板活性化の様
子を画像化したりすることができる。内部の血小板活性化を撮影することにより視覚的評
価及び圧力上昇による血小板活性化の定量的検査の併用は、患者血液の状態を総合判断す
る上で非常に重要である。例えば、DIC等の病態において血小板が生体内で既に活性化を
受けるとともに血小板が消耗し著しく減少しているケースにおいては、圧力上昇や閉塞時
間は遅延される。そのようなケースにおいても、内部をカメラにより撮影することで検査
開始直後から血小板易接着表面（コラーゲンコート部）への血小板の粘着及び凝集の上昇
などを確認することができ、患者の血小板の状態を総合的に判断することが可能となる。
カメラ１１３は流路１０１の血流方向に沿って移動可能なものでもよい。
　なお、キナクリン等によって血小板を蛍光標識して解析することもでき、その場合、蛍
光発色による単位面積あたりの輝度を画像解析で観測することで観測結果を数値化し、デ
ータとして取得することが可能である。
【００３３】
　なお、マイクロチップ１はステージ状のヒーター１１２の上に設置されており、ヒータ
ー１１２によって３７℃に加温することでより生体内に近い条件で測定を行うことができ
る。
　流路分割部１０３を通過した血液混合液は、排出口１０７から排出管１１４により円滑
に排出される。
【実施例】
【００３４】
　以下に、具体的な実施例を挙げて本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれに限定
されるものではない。
【００３５】
〔マイクロチップおよび血小板機能検査装置の作成〕
　図１（Ａ）に示す第１の基板１００および図１（Ｂ）に示す第２の基板１１０の２枚の
透明な基板（株式会社リッチェル製射出成型品）を用意した。
　第１の基板１００においては、流路１０１の長さは20ｍｍ、深さは40μｍ、幅は2ｍｍ
とし、流路分割部１０３には、長さ1.5ｍｍ、幅40μｍ、高さ40μｍの流路分割壁１０２
を40μｍの等間隔で設置し、この部分を流路分割部１０３とした。さらに、第１の端部よ
り7.5ｍｍの位置に直径50μｍの円柱を100μｍ間隔で13本設置し、不純物流入防止部１０
５とした。
　そして、流路分割部１０３をウェッジ株式会社　PS-601SW大気中プラズマ照射表面改質
装置にて3.5mmの高さに照射ヘッドを設置し、コンベア(12.5mm/sec)を用いて4回プラズマ
照射処理及びセン特殊光源株式会社製　PL2002N-18光表面処理装置によって紫外線ランプ
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より30mmの距離から５分間紫外線照射した。
【００３６】
　未処理、プラズマ処理後、紫外線照射処理後のそれぞれの櫛領域の平滑性をZygo社製Ne
wView6200非接触表面形状測定機によって解析した結果を表1に示す。
【表１】

ＰＶ：0.14×0.105mm中の最大－最小の段差（単位ｎｍ）
Ｒａ：平均からの高さの解離／測定ポイント数（単位ｎｍ）
　以上よりプラズマ処理、UV照射処理によって10～200nｍのレベルでの表面の粗さが形成
されていることがわかる。
　なお、下記の実験では流路分割部がプラズマ処理されたマイクロチップと、紫外線照射
処理、未処理のマイクロチップを用いて行った。
【００３７】
　第２の基板１００においては、流入口１０６および排出口１０７となる穴は内径２ｍｍ
深さ２ｍｍの断面円形の貫通孔とした。また、第２の基板１１０の、第１の基板１００の
流路分割部１０３と重なる位置に0.75ｍｇ/mlのコラーゲンタイプI（新田ゼラチン製）を
塗布し真空乾燥して血小板易接着面１０８とした。
【００３８】
　第１の基板１００の流路１０１となる溝が開口する面と第２の基板１１０の血小板易接
着面１０８を有する面を対向させてシランカップリング剤及び60℃3時間の熱圧着により
貼り合せ、図１（Ｃ）に示すマイクロチップ１とした。
【００３９】
　図２のように、作製したマイクロチップ１を、ステージ状のヒーター１１２（３７℃に
加温）の上に設置し、マイクロチップ１の流入口１０６にリザーバー１０９を接続し、リ
ザーバー１０９にはチューブを介してポンプ１１１を接続し、ポンプにかかる圧力を図示
しない圧力センサーで測定した。排出口には排出管１１４を接続し、解析終了後の血液を
排出できるようにした。また、マイクロチップ１の流路分割部１０３の上方には画像解析
装置１１５が接続したカメラ１１３を設置し、流路分割部１０３における血小板活性化の
様子を観察できるようにした。
【００４０】
試験例１、２および比較例１
　健常人より採血した血液をヒルジン（25μｇ/ml）によって抗凝固処理した。この抗凝
固処理された血液を流路分割部がプラズマ処理されたマイクロチップ（試験例１）、紫外
線照射されたマイクロチップ（試験例２）及び未処理のマイクロチップ（比較例１）の流
路に流した。具体的には、リザーバー１０９に抗凝固処理された血液を充填し、ポンプ１
１１にミネラルオイルを充填し、ポンプ１１１とリザーバー１０９を接続し、リザーバー
１０９の先端はマイクロチップ１の流入口１０６に接続した。ポンプ１１１からミネラル
オイルを１８μl/分の流速でリザーバーに注入して血液の上に重層することで、リザーバ
ー内の血液を同様の流速にてマイクロチップ１に押し出して注入し、図示しない圧力セン
サーによってミネラルオイルの流入圧力（すなわち、血液の流入圧力）をそれぞれ3回ず
つ測定した。
　結果をそれぞれ図４A、B及びCに示す。
　分割流路部分をプラズマ処理（図４Ａ）、紫外線処理したマイクロチップ（図４Ｂ）は
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ーンのばらつきも少なかった。分割流路部がプラズマ処理及び紫外線照射処理によって血
小板凝集塊の接着性が向上していることに起因するものと予測された。
【００４１】
試験例３
　アスピリン１００ｍｇ服用前後の検体から採血を行い、得られた血液をヒルジン（25μ
ｇ/ml）によって抗凝固処理した。この抗凝固処理された血液を流路分割部がプラズマ処
理されたマイクロチップの流路に流した。具体的には、リザーバー１０９に抗凝固処理さ
れた血液（アスピリン１００ｍｇ服用前後）を充填し、ポンプ１１１にミネラルオイルを
充填し、ポンプ１１１とリザーバー１０９を接続し、リザーバー１０９の先端はマイクロ
チップ１の流入口１０６に接続した。ポンプ１１１からミネラルオイルを２７μl/分及び
9μｌ/分の流速でリザーバーに注入して血液の上に重層することで、リザーバー内の血液
を同様の流速にてマイクロチップ１に押し出して注入し、図示しない圧力センサーによっ
てミネラルオイルの流入圧力（すなわち、血液の流入圧力）を測定した。
【００４２】
比較例２
　流路分割部がプラズマ処理されないマイクロチップを用いた以外は試験例３と同様の操
作を行い、ミネラルオイルの流入圧力を測定した。
【００４３】
　試験例３と比較例２の結果をそれぞれ図５および６に示す。流路分割部がプラズマ処理
されないマイクロチップを用いた場合は、圧力上昇が不十分でアスピリンの効果がほとん
ど判別できなかった。これに対し、流路分割部がプラズマ処理されたマイクロチップを用
いた場合は、低流速で約５０ｋＰａ、高流速で約８０ｋＰａまで圧力上昇が起こり、アス
ピリンの効果は十分判別できた。
　以上より、プラズマ照射により、より高い圧力上昇が起こり高流速の条件下での血小板
凝集塊の安定性をより解析することが出来た。抗血小板作用を有するアスピリンは血小板
凝集塊の形成速度よりも寧ろ形成された血小板凝集塊の安定性を低下させる効果を有する
ことが分かる。
【産業上の利用可能性】
【００４４】
　本発明のマイクロチップによれば微量血液を用いて血液の血小板機能を調べることがで
きるので、医療、診断、検査、研究などの分野において有用である。
【符号の説明】
【００４５】
Ａ…血小板検査装置；１、２…マイクロチップ；１００，２００…第１の基板；１０１，
２０１…流路；１０２、２０２…流路分割壁；１０３、２０３…流路分割部；１０４，２
０４…柱状体；１０５，２０５…不純物流入防止部；１０６，２０６…流入口；１０７…
排出口；２０７…廃液貯留部；１０８，２０８…血小板易接着面（コラーゲンコート部）
；１０９…リザーバー；２０９…空気穴（排出口）；１１０，２１０…第２の基板；１１
１…ポンプ；１１２…ヒーター；１１３…カメラ；１１４…排出管；１１５…画像解析装
置
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