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Although the question whether oral contraceptives are casually involved in 
thromboembolic disorders remains a very contested issue, a growing number of
studies show that a state of hypercoagulability does exist in users of oral contra-
ceptives, and there seems to be general agreement that factors II, VII, X and 
fibrinogen are increased and antithrombin III (AT III) decreased. Reduction in 
the level of this inhibitor in this case has been repeatedly confirmed both by 
coagulant and immunological methods. Many familial cases of thromboembolic 
disorders due to AT III deficiency have been reported and one of authers showed 
hyper sensitivity of platelet to thrombin. The recent observation by Fukutake 
and Nagasawa et al. showed the reduction of AT III measured by coagulant and 
immunological methods after the addition of estrogen to the plasma in vitro. 
 Our test system was consisted with platelet, AT III and thrombin. It was set 
up as next; Platelet was suspended in Ca-free Tyrode buffer and platelet aggre-

gation was induced by vovine thrombin (0.01 NIH unit) containing lowest acti-
vity which can produce 100% aggregation. And this 100% aggregability of 

platelet was supressed to 0-5% by the addition of AT III with lowest concent-
ration (0.06u) 2 min prior to thrombin. Platelet aggregation was measured as
optical transmission based on Born's method, and purified in highest degree
materials were used. This aggregation curve as a control for the next study
almost nothing in aggregability. 
 When 17/3 estradiol desolved in Tyrode buffer containg 0.05% ethanol was 
added to platelet suspension previously, platelet aggregation was increased up to
100% in a dose dependent manner. This effect was observed by the addition 
of estrogen 1.25 x 10-7-1.25 x 10-10M in final concentration. 
 The same effect was also observed by the addition of estradiol, progesteron, 

＊東 京 医科 大 学 臨 床 病 理 〔〒160東 京 都新 宿 区西 新 宿6-7-1〕, Department of Clinical Pathology, Tokyo Medical

College, Tokyo, Japan.

＊＊Division of Hematologic Resurch, Brown University, Phode Island, U . S. A.



Blood & Vessel 1979 10: 293

testosterone, cortisone and cholesterol which are all clasified as a steroid group. 

There seemed to be no difference in the effect between these steroides. Not only 

estrogen but also all other samples could not produce any platelet aggregation in 

another system consisted with only platelet nor platelet and thrombin. 

 Our in vitro test system is similar to the mechanism of hemostasis on the blood 

coagulation in the body. The results interprete the mechanism of thromboembo-

lic disorders due to the administration of oral contraceptives through the inhibi-

tion of neutralizing activity in AT-III against thrombin, and this phenomenon 

produce predominance of thrombin resulting platelet aggregation.

は じ め に

経 口避 妊 薬 服 用 者 に 血 栓症 が多 発 す るこ とが

1969年Po1lerら1)に よ り始 め て 統計 的 に 明 らか

に され て 以 来Fagerhol2), Von Kaulla3)を 始

め多 くの 研 究 者 に よ りestrogenと 血 液 凝 固 充

進 状 態 との 関 連 に つ いて 究 明 が 続 け ら れ て き

た.し か し まだ 明解 な結 論 を 得 る に至 らず 多 く

の 議 論 が な され て い るが, 経 口避 妊 薬 服 用 者 で

はAntithrombinIII(ATIII)レ ベ ル は 一 般 に

低下 し て い る2～5)とい う点 で は 意 見 の 一 致 を み

て い る.

 一 方, 先 天 的AT皿 欠乏 家 系 に血 栓症 の多 発

が み られ るこ とが 報 告 され て お り6～10), さ らに

CarValho10)ら は この患 者 にthrombinに よ る

血 小 板 凝 集 能 が 充 進 して い る こ と を み い だ し, 

ATIIIの 低下 がthrombinに よ る血 小 板 凝 集 の

充 進 を 招 くこ とを示 した.

また, 1975年 福 武 ら11)は試 験 管 内 に て 脱 プ ィ

ブ リン血 漿 にestrogenを 添 加 した 時ATIIIの

凝 固活 性 と免 疫 活 性 が と もに 消失 し, estrogen

が直 接ATIIIを 中和 す る こ とを報 告 した. そ こ

で われ われ は服 用 し たestrogenが 血 中 のAT

IIIを中和 しATIIIレ ベ ル を 低下 させthrombin

優 位 の状 態 が 容 易 に形 成 され 血 小 板 凝 集 が 引 き

起 こ され るの で は な いか と考 え, ATIII, throm-

binお よび 血 小 板 が 存在 す る反 応 系 にestrogen

を 試 験 管 内 で添 加 しその 血 小 板 凝 集 に 及 ぼ す影

響 を調 べ た.

1. 試 剤 お よ び方 法

1) 血 小 板 浮 遊 液 は 少 な くと も2週 間以 上 薬

剤 投 与 の既 往 の な い 健 康成 人 よ り クエ ン酸 ナ ト

リウ ム血 と して 採血 し遠 心 にて 多 血 小 板 血 漿 を

得, 3回 洗 浄 した 後Caプ リーTyrode buffer

に 再 浮遊 させ40×104/μZに な るよ う調 製 した.

2) ATIIIはAbildgaad12)法 に よ り 加 熱 脱

フ ィブ リン血 漿 よ り分 離 し さ らに等 電 点 分 画 カ

ラムを 用 いて 単 離 し0.15M NaClを 含 む0.1M

phosphate buffer, pH 7.4に て 透 析 を 行 い2

unit/mg Protainの 活性 を もつ 試 剤 を 得 た.こ

の試剤 はpolyachrilamide gel, SDS gelお よ び

免 疫 電 気 泳 動 に て1本 の バ ン ドを 示 した.

3)thrombinはPark Davis 社 の bovine

thrombinよ りdundblad法13)を 用 い て2度 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 い最 後 に得 た2つ の

thrombin活 性 を 持 つ ピー クの う ち強 い活 性 を

示す 分 画 を 集 め0.15M NaC1 加 0.1M Tτis

buffer pH 7.4に て 透 析 した.こ の 試 剤 はSDS

gel 電 気 泳 動 に て1本 の バ ン ドを 呈 し, 2, 200

NIH unit/mg Protainの 活 性 を 示 し, -20C

に て保 存 し使 用 直 前 に 溶 解 し用 い た.し か し こ

の製 剤 は 使用 直 前 の検 定 に て390NIH unit/mg

protainの 活 性 を 示 した.

4)estrogenお よ び そ の 他 のSteroidは

Sigma社 の 合 成 製 剤 を 用 い, 沸 騰ethanolに

て 溶 解 した 後Caフ リーTyrode bufferに て 希

釈 した.希 釈 溶 液 中に 含 まれ るethanolは 常 に

0.05%に な るよ う調製 した.

5) 研 究 に用 いたtest systemはAT皿 に よ

り抑 制 され たthrombin誘 発 血小 板 凝 集 を対 照

と し これ にestrogen溶 液 を 添 加 した 時 そ の凝

集 能 に 及 ぼ す 影 響 をBorne14)の 方 法 に 基 く血

小 板 凝集 計 を用 い て 測 定 した.用 い たAT皿 と

thrombinの 濃 度 は次 の よ うに 決定 した.始 め

に0.4mZの 血小 板 浮 遊 液 と各 種 濃度 のthrombin

溶液10μZを 用 意 し100%の 血 小 板 凝 集 を 得 る

thrombinの 最 少 必 要 量 を 求 め た と と ろ0.01
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NIH unitと の 結 果 を 得 た.次 に10μZの 各 種

濃 度 のAT皿 溶 液 を0.01単 位 のthrombin添 加

の2分 前 に血 小 板 浮 遊 液 に 加 え 凝 集 能 を0～5

%に まで 抑 制 す る最 少 必 要 量 を 求 め た と こ ろ

0.06単 位 との 結果 を 得 た.す な わ ち血 小 板 凝 集

の ほ とん ど欠 除 したAT皿, thrombin, 血 小 板

を 含 む 反応 系 を 用 意 し対 照 と した(図1-E).

こ の反 応 系 にestr0gen溶 液 を添 加 し(図1の

矢 印1)凝 集 能 の 変 化 よ りestrogenの 影 響 を

測 定 した.

II. 成 績

1) 図1に 示 す ご と く17βestradi0lを 血小

板 浮 遊 液 に 添 加 した 時 で は 対 照Eに 比 し著 明 な

血 小 板 凝 集 の 増 大 が み られ, この時 の血 小 板 凝

集 に対 す る増 大 効 果 は添 加 したestrogenの 終

濃 度1.25×10-10M～1.25×1r7Mに み られ, 血

小 板 凝 集 の増 大 とestrogen濃 度 と の間 にdose

responseの あ る こ とが観 察 され た.

2) ethinyl estradiol, progesterone, testo-

sterone, cortisone, cholesterolの 各 溶 液 を 終 濃

度1.25×1r7Mに な る よ う調 製 し血 小 板 浮 遊

液 に 添 加 した と ころ 図2に 示 す ご と く全 例 に 血

小 板 凝 集 の 増 大 が み られsteroidの 種 類 に よ る

差 は ほ とん どみ られ な か った.

3) 一 方 図3のcontrolに 示す ご と く, AT

IIIを加 え る こ とな く低 濃度 のthrombinの み を

用 いて 前 述 の 対 照(図1のE)と 同 様 な 血 小 板

凝 集 曲線 が 得 られ るが, この反 応 系 にestrogen

を添 加 した と こ ろ血 小 板 凝 集 の増 大 は全 くみ ら

れ なか っ た. ま たestrogen溶 液 の み を血 小 板

浮遊 液 に添 加 した時 に も同 様 に血 小 板 凝 集 はみ

Fig. 1 Effect of 17(3 estradiol on antithrom-
bin f-mediated inhibition of throm-
bin-induced platelet aggregation. To 
0.4m1 platelet suspension (4x 105/pl), 
were added at 1 10p1 17p estradiol
solution, at 2 lOpl antithrombin III

(0.06 unit absolutely) and at 3 1011
thrombin (0.01 NIH unit absolutely).
The concentration of 17/3 estradiol
varied, A; 1.25 x 10-7M, B; 1.25x
10-8M, C; 1.25 x 10-9M, D; 1.25x
10-10M and E; buffer (final concent-

 ration).

Fig. 2 Effect of various steroid compounds 

 on antithrombin f inhibition of th-

 rombin induced platelet aggregation. 

 See Fig. 1 for arrows of 1, 2, 3. 

 A; ethinyl estradiol, B; progeste-

 rone. C; testosterone, D; cortisone, 

 E; cholesterol, F; solvent only, each 

 at a concentration of 1.25 x 10 7M

Fig. 3 Effect of estrogen on thrombin in-

 duced platelet aggregation without 
antithrombin Ill. To 0.4ml platelet 
suspension were added at 1 10p1 of 
17j3 estradiol solution of the follow-
ing concentration : 1.25 x 10-7, 1.25X
10-8, 1.25x 10-9M in final concentra-
tion, at 2 lOpl of thrombin (0.002 
unit absolutely).
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られ な か った.

III.考 察

 本 研 究 に 用 い たtest systemはAT皿 と

thrombinの 量 的 バ ラ ンス に よ り 血 小 板 凝 集 が

起 き な い状 態 を 対 照 と して お り血 液 凝 固 に おけ

るhomeostasisに 似 た 状 態 をin vitroに て 表

現 しよ う と した もの で あ る. 図1の 対 照Eは

ATIIIがthrombinを ほ とん ど即 時 的 に 中和 し

て い るがATIIIの 代 りにalbumin溶 液 を 添 加

した 時 に は 中和 作 用 はみ られ ず 非 特 異 的 反 応 に

よ る もの で は な い と思 わ れ, ATIII: thrombin

の 比 が0.06u: 0.01uとAT皿 がthrombinに 対

し て量 的 に過 剰 な た め 即 時 反応 に 近 い 中和 態度

を呈 した もの と思 わ れ る.ま た こ の反 応 態 度 は

Eike14)の 報 告 と一 致 して い るが 微 量 のthrom-

binが 形 成 され るよ うな局 所 の障 害 を考 え る時

AT皿 のthrombinに 対 す る 中和 態 度 と して は

興 味 深 い.

 図1の 成 績 は17βestradiolがATIIIの

thrombinに 対 す る 中和 作 用 を 阻 害 して い る こ

とを 示 して お り, ま た血 小 板 凝 集 に影 響 を 与 え

るestrogen濃 度 はestrogenを 含 む 経 口避 妊薬

服 用 時 の血 中濃 度 に近 似 して い る.図2の 実験

に用 い た各 種 の試 剤 はsteroid groupに 属 し全

て 化 学 構 造 が類 似 して い るが い ず れ も同 程度 の

血 小 板 凝 集 の増 大 を 起 す こ とを 示 して い る.こ
Fの成 績 は

progesterone単 体 に よ る 経 口避 妊 薬

ま た男 性 用 避 妊 薬 と して のandrogeneの 投 与

も血 栓 形 成 を招 く危 険が あ る こ と, ま たcortico

steroid投 与 時 に 経 験 す る 出 血 傾 向 を 軽 減 させ

る効 果 の 原 因 を も示 唆 して お り興 味 深 い. 一 方

ATIIIを 含 ま な い反 応 系 で あ る図3で は 血小 板

凝集 の増 大 は み られ な い. この成 績 はestrogen

がATIIIを 中和 す る こ とに よ り反応 系 にthrom-

bin優 位 の 状 態 を形 成 し血 小 板 凝 集 を増 大 せ し

めて い る こ とを 示 唆 して い る.

結 論

estrogenはATIIIのthrombinに 対 す る 中和

作 用 を 阻 害 し結 果 と してthrombin優 位 の 状 態

が血 小 板 凝 集 を誘 発 させ る もの と 思 わ れ る.こ

の血 小 板 凝 集 の 増 大 効 果 は終 濃 度1.25×10-7～

1.25×10-10Mのestrogenに て 観 察 さ れ た.同

様 の 効 果 はsteroid groupに 属 す る ほ と ん ど 全

て のsteroidに み ら れ た.
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