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Summary: In a previous paper， 1 have shown evidence that acid treatment of washed 

normal platelets followed by formalin-fixation serves as a suitable material to detect auto 

and allo antibodies to platelets by flow cytometry. The percentage of fluorescence positive 

cells (% FPC) was less than 20.0 for fifty healthy adults. In this paper， 1 determined the 

levels of platelet bound IgG (PBIgG) in 20 patients with chronic ITP and in 27 patients with 

SLE. The % FPC in chronic ITP ranged from 97.1 to 8.3 (44.7士29.4， mean士SD)，and that 

for SLE from 99.5 to 9.3 (38.8::1:23.9， mean士SD).In the patients with chronic ITP， a clearly 

inverted correlation was observed between platelet count and % FPCs (r= -0.6511， p<O. 

01). 

N ext， the captured enzyme liked sorbent assay (ELISA) and the immunoblotting assay 

were performed on these serum specimens. In captured ELISA， anti GPlb or IIb/IIIa 

complex， mouse monoclonal antibodies designed by Ibl and CP8 (provided by Dr. Zimmer-

man at Scripps Clinics)， were used as the solid phase antibody to micro plate and 1 % 
Triton X -100 soluble fraction of platelet lysate was used for epitope antigen to these 

MoAbs. Allo antibodies bound to respective antigens were detected ALP conjugated anti 

mouse IgG. By this procedure， in seven of 20 patients with chronic ITP and 4 out of 27 

patients with SLE anti GPIb antibody were detected. Similarly， in two patients with 

chronic ITP and in 4 patients with SLE， anti GPIIb/IIIa complex antibody were detected. 
Of these patients， only one patient with SLE had specific antibody against 45Kd 

fraction of platelet lysate which was shown by immunoblotting assay. 
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緒 冨

特発性血小板減少性紫斑病Cidiopathic throm 

bocytopenic purpura; ITP)は日常臨床でよく遭遇する

後天性出血性疾患の一つで、ある.Harringtonら(1951)1)

はITP患者血竣を正常人に輸注すると急激な血小板減

少が惹起されることを観察し，この血竣成分を血小板障

害因子と名付けた.その後， shulmanら(1965)2)により

この障害因子が 7Sγglobulin分画に含まれる抗体であ

ることが明かにされ， ITP.は自己抗体が関与する自己免

疫疾患ではないかとの見解が示されるようになった.

一方，全身性紅斑性狼療 (systemic lupus eryth-

巴matosus;SLE)は自己免疫の関与した代表的疾患で，

臨床症状のーっとして血小板減少を伴うこともあり，ま

た， ITPとして経過観察中に SLEが発症する症例も知

られている3)圃両疾患の血小板減少機序について，愚者血

清中の抗血小板抗体の検索が諸種の方法4)-8)でなされて

きたが，検出率はそれほど高くなく，感度，再現性に優

れた特異的検出法は未だ確立されていないのが現況であ

る.

著者は第一報9)で酸処理後ホノレマリン固定した正常ヒ

ト血小板を用いての flowcytometry (FCM)による血

清中の同種，あるいは自己抗ヒト血小板抗体の検出法を

開発したことを報告した.この際，健常成人血清の p巴r-

centage of fluorescenc巴positivecells (% FPC)で表

わした抗血小板抗体 (platel巴tbound IgG; PBIgG)の

cut off値を 20.0と設定し得ることを報告した.今回，こ

の方法を用い ITPおよびSLE患者血清中の PBlgGを

測定した.更に，これら患者血清中の抗血小板抗体が血

小板膜上の糖蛋白である GPlbあるいは GPIIb/IIIa

complexに対応した抗体活性か否かについてそれぞれ

のモノクローナル抗体を用いた captured-ELISA法で

検討した.また，これら，患者の抗血小板抗体に対応する

血小板膜上の抗原部位について Immunoblotting法で

検討したので、報告する.

対象ならびに方法

1. 対象・ 奈良県立医科大学付属病院第 2内科およ

び小児科で経過観察中の慢性型の ITP患者 20例と第2

内科，第 1内科および皮膚科にて経過観察中の SLE患者

27例を対象とした.ITPの診断は厚生省特発性血小板減

少性紫斑病調査研究班の診断基準10)，SLEの診断はアメ

リカリウマチ協会の SLE診断基準11)に従い行なった.

これらの血清は分離後， -80oCに凍結保存した.尚，対照

としては抗血小板抗体の測定に当たっては健常人 50名

〔男性 25名，女性 25名〉を，また抗 GPlb抗体，抗

GPIIb/IIIa complex抗体の検出時には上記 50名の内

25名〔男性 13名，女性 12名〉の血清を用いた.

2. Platelet lysat巴の作製・ O型健常人5名より既

報の方法にて血小板を採取し， Walshらのアノレブミン勾

配遠心法12)にて血小板を洗浄後，得られた血小板沈澄を

citric acid N a2HP04 buffer (pH 3.0)にて酸処理を行

なった.続いて，精製する血小板膜蛋白の分解を防ぐた

めに EDTA 50mM， PMSF 10mM， 1巴upeptin100μg/ 

ml にPBSを加えて全容 10mlとなる溶液を作成した.

洗浄後酸処理した血小板を 1010個/mlに調整し，この

血小板浮遊液 9mlに対し前述した蛋自分解防止溶液1

mlを加えた後，終濃度 1%となるように TritonX -100 

を加え 40Cで30分間放置することにより血小板を溶解

した. このサンブ.ノレを 40，000rpm (100，000 g)にて 60分

間遠心し，上清を採取し plateletlysateとした.保存

は 800Cにて行った.

3. 血清中の抗血小板抗体 (PBIgG)の測定・ Flow 

cytometryと酸処理血小板を用いた抗血小板抗体の測

定法によった.方法の詳細は第一報で述べたので省略す

る.

4. 抗 GPlb抗体および抗 GPIIb/IIIacomplex抗

体の検出: これら血小板膜糖蛋白に対する抗体の検出

には captured-ELISA法13)14)を用いて行なった.その概

略は以下に述べる如くである.まず96穴マイクロプレー

トに GPlbおよびGPIIb/IIIacomplex に対するモノ

クロ一ナノレ抗体である Ib1およびCP8(Dr. Zimmer-

man. Scripps Clinic and Research Foundation. La 

Jolla， CA供与〕を 5μg/mlの濃度に調整後40Cにて一

晩放置し固相化した.翌日 0.1%の bovines巴rumalbu-

min (BSA)を含んだ PBSにて 3回洗浄し， 2 % BSA 

PBSを200μl加え室温にて 1時間放置することにより

非特異的な結合を抑制した.続いて， O.01M Tris-buffer-

ed saline (TBS)にて 10倍希釈した plateletlysate 100 

μlを加え， rcにて 2時間反応させ GPlbおよび
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1. ITPおよび SLE患者血清中の抗血小板抗体

クエン酸処理後ホノレマリン固定した正常血小板浮遊液

と患者血清を反応させた.

次いで， FITC標識抗ヒト 19Gと反応せしめた後，洗

浄した血小板浮遊液について% of fluorescence posi-

tive cells (% FPC)をFACScanで測定した.

1TP患者 20例の%FPCは97.1から 8.3の値を示し

Flow cytometryによる同種および自己抗ヒト血小板抗体の解析

munoblotting法による検討を行なった.

成 績

GPIIb/IIIa complexを固相化させた.0.1 % BSA.PBS 

にて 6回洗浄した後， PBSにて 5倍希釈した血清 100μl

を添加し室温にて 1時間反応させた.0.1% BSAおよび

0.05 % Tween 20を含んだ PBSにて 6回洗浄し 3，000

倍希釈したアノレカリホスファターゼ CALP)標識抗ヒト

19G抗体 100μlを反応させた後ALP量を Kind-King

法にて測定し opticaldensity (OD)として表した.尚，

対照の ODはplateletIysatε の代わりに 0.1% Triton 

X-100を含んだ 0.01M TBS 100μlを用いて同様の操

作を行い得られた ODとした.抗 GP1b抗体，抗 GPIIb/

IIIa compl巴X 抗体の活性は以下の式lこより求めた.
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Fig.1. Th巴 levelsof %FPC in patients with 
chronic ITP and SLE 
The 1巴velsof %FPC in 50 healthy controls， 
20 patients with chronic 1TP and 27 
patients with SLE. Th巴 %FPCin 20 
pati巴ntswith chronic 1TP ranged from the 
value 97.1 to 8.3 (mean:tSD: 44.7 :t29.4). 

、 The%FPC in 27 patients with SLE ranged 
from the value 99.5 to 9.3 (mean+SD: 38 
8:t:23.9). 

尚，測定はtriplicateで行い，検定は studentt testを用

いた.

5. 1mmunoblotting法による血小板膜上の対応抗原

の検索・ 2.の方法にて作製した platelet Iysate (0.4 

mg/ ml) 0.5 mlにSDS-ポリアクリノレアミド電気泳動

(SDS-PAGE) -Ij-ンフ。ノレバッファー〔蒸留水 4.7mI/0.5

M Tris-HCL， pH6.8， 1.0 ml/100 %グリセローノレ1.0

ml/10 % SDS 1.0 ml)を 0.5ml加え， 560C， 30分間放

置し，スラブゲノレ 1枚分の試料とした. SDS-PAGEは

Laemmliの方法15)に準じ， 7.5 %スラフ。ゲノレを用いて行

なった.SDS-PAGE施行後， Burn巴tteの方法16)により

40C 250 mA， 18-20時間にてニトロセノレロース膜 (BIO

RAD社〉に electroblotした. このニトロセノレロース膜

を5%のスキムミノレクを含んだ PBS(pH7.5)に室温で

1時間浸すことにより非特異的蛋白結合をブロックした

後 7-8mmの短冊に切断した.それぞれの短冊に被験血

清 30μ1，羊血清 30μlと5%スキムミノレク PBS3mlを

室温にて 2時間反応させた後 0.05% Tween 20を含ん

だ PBSにて 2回洗浄した.ついでピオチンアピジンシ

ステム (VectastainABC kit， Vector社〉によりニトロ

セノレロース膜上の血小板膜蛋白を同定した.すなわち，

被験血清を反応させたそれぞれの短冊とピオチン化抗ヒ

ト19G3μ1，羊血清 30μ1，5%スキムミノレク PBS3mlを

室温にて 1時開放置した後， 0.05 % Tween 20.PBS にて

2回洗浄後， 0.05 % Tween 20.PBSにて 500倍希釈した

ホースラディッシュベノレオキシダーゼ試薬と室温で、更に

30分間反応させた. 0.05 % Tween 20.PBSにて 3回洗

浄後，発色基質 (PBS100 ml， diaminobenzidine 60 mg， 

H2025μ1) 5 mlを加え diaminobenzidineを酵素反応に

より発色させ，血小板膜上の対応抗原を検出した。

更に，同方法にて血小板膜上の対応抗原を検出し得た

症例では患者自身の platelet Iysateを用いて 1m-

(%) 被検血清の OD 対照の ODx100 
対照の OD
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た.第一報で報告した健常人 50名より求めた%FPCの

cut off値である 20.0以上の陽性値を示した者は 11例

であった.また，その m巴an:tSDは44.7士29.4であり健

常人の %FPCに比し有意の高値を示した (p<O.01)

(Fig.l.). 

SLE患者 27例の %FPC値は 99.5から 9.3の間にあ

り20.0以上の陽性値を示した者は 21例であった.また，

その mean:tSDは38.8士23.9であり健常人の値に比し

有意の上昇を認めた (pく0.01)(Fig.l.). 

ITP患者血清中の%FPCと血小板数については両者

の聞に有意な負の相関を認めた (r=-0.6511， p<O.01) 

(Fig.2.入図には示さないが SLE患者血清中の%FPC

と血小板数の聞には何らかの相関も認めなかった.

2 . ca ptured -ELISA法による抗 GPlb抗体および抗

GPIIb/IIIa complex抗体の検出

ITP患者 20例， SLE患者 27例および健常人 25名に

ついて captured-ELISA法で抗 GPlb抗体および抗

GPIIb/IIIa complex抗体の活性を測定した. GPlb抗

体活性では， ITP患者は 29.8 %から 33.6%で， SLE患

者は-29.8%から 15.4%であった.健常人 25名の

mean+2SDは， -10.1十15.4(%)で，すなわち 5.3%以

PLT 
(xl03/μ') 

Y=6.254-0.052X 
R=-0.6511 (PくO目。1)

•• • • 
E2T5 ---

50 75 100 
%FPC 

Fig. 2. Anti.GPlb antibodies in patients with ITP 

and SLE. 

The levels of anti-GPlb antibodies in 25 

healthy controls， 20 patients with chronic 
ITP and 27 patients with SLE. The aver. 
age value of 25 healthy controls was -10. 

1+15.4 (m巴an+2SD)%.Thus， the cut off 
value was 5.3%. Sev巴nof 20 patients with 

chronic ITP and 4 of 27 patients with SLE 

had anti-GPlb antibcidies 

Tabl巴1. Th巴 levelsof %FPC， anti-GPlb and anti-GPIIb/IIIa coplex 
antibodies in 20 patients with chronic ITP 

Anti】 Anti- PLT 
Case Name Sex Age %FPC GPlb GPIIb/IIIa 

(%) (% (x 10' /μ1) 

l Y.U F 24 76.2 12.6 9.7 10.0 

2 A.S M 8 89.0 16.1 11.2 30目。

3 Y.M. F 20 61.5 8.3 3.2 27.0 

4 H.O. M 62 57.2 24.3 -0.1 21.0 

5 S.N M 45 97.1 33.6 0.1 20.0 

6 K.Y M 15 68.1 17.3 14.4 16.0 

7 M.T. F 5 50.8 11.2 -14.3 48.0 

8 H.S M 39 43.7 5.0 -5.0 53.0 

9 R.T. F 36 24.8 7.7 -13.4 90目。

10 H.F. M 40 30目5 9.6 28.9 55.0 

11 H.N. M 58 20.3 -29.8 -19.5 76.0 

12 T.Y M 35 11.1 -15.5 17.4 61.0 

13 H.O F 42 11.7 1.3 6.0 29.0 

14 E.K. F 27 16.0 。目4 -12.3 25.0 

15 Y.K目 M 67 11.7 25.3 -22.3 80.0 

16 Y.I. F 34 10.5 10.3 -4.3 73.0 

17 K.S. F 48 11.3 。目。 0.5 75.0 

18 S.A. M 36 8.3 ← 20.9 -18.7 73.0 

19 Y.M. F 27 11.9 25.6 22.7 58.0 

20 Y.O. F 25 16.1 -5目4 -15.1 50.0 
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4， case 5， case 9， case 10)が抗 GPIIb/IIIacomplex 

抗体活性陽性者であった (Table1.， Tabl巴2.，Fig.4.). 

ITP患者の 2例 (case2， case 6)， SLE患者の 1例

(case 5)は抗GPlb抗体，抗GPIIb/IIIacompl巴X抗体

の両者ともに反応陽性であった.

captured-ELISA法にて抗 GPlb抗体活性または抗

GPIIb/IIIa complex抗体活性が陽性であった者は，い

ずれも %FPCで表した PBIgG値が 20.0以上の陽性値

を示した者で、あった.

3. Immunoblotting法による血小板膜上対応抗原部

位の検出

Flow cytometry による同種および自己抗ヒト血小板抗体の解析

上を示した者を抗 GPlb抗体活性陽性者とした.ITP患

者 20例の内， 7例(case2， case 3， case 4， cas巴5，case 

6， case 7， case 10)に，また SLE患者 27例の内， 4例

(case 1， case 5， case 13， case 15)に抗 GPlb抗体陽性

値を認めた (Table1.， Tabl巴2.，Fig. 3.). 

抗GPIIb/IIIacomplex抗体活性では， ITP患者は-

28.9 %から 14.4%で， SLE忠者は 27.5%から 18.6% 

であった.健常人 25名の mean+2SDであるー7.4+17.6 

(%)より求めた 10.2%以上の債を示した者を抗

GPIIb/IIIa complex抗体活性の陽性者とした.ITP患

者の 2例 (case2， cas白 6)，また SLE患者の 4例 (case
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Fig. 4. The %FPCs of 20 patients with chronic 
ITP were plotted against platelet count 
and there was an inverse correlation 
betw巴巴nthe two parameters (r = -0 
6511， p<O.Ol). 

Fig. 3. Anti-GPIIbjIIIa complex antibodies in 
patients with chronic ITP and SLE. 
The I巴velsof anti-GPIIbjIIIa complex 
antibodies in 25 healthy controls， 20 
patients with chronic ITP and 27 patients 
with SLE. The average value of 25 healthy 
controls was -7.4+17.6 (mean+2SD)%. 
Thus， the cut off value was 10.2%. Two of 
20 patients with chronic ITP and 4 of 27 
patients with SLE had anti-GPIIbjIIIa 
complex antibodies. 
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前述の方法にて ITP患者 20例， SLE患者 27例に対 じ患者の血清を用いて求めた PBIgG値は， 0型健常人

して Immunoblotting法を施行し， SLE患者 l例の血清 血小板を用いて求めた%FPCは77.2であり，一方酸処

(caseのには血小板膜上の分子量約 45Kdの蛋白バンド 理した患者血小板を用いて求めた%FPCは40.3であ

抗原に対応して生じた抗体が検出された(Fig.5).更に， り， ともに 20.0以上の陽性値であった (Fig.7).これら

この患者の自己血小板を用し、 Immunoblotting法を施 の事より，患者の血清中には同種のみならず自己に対す

行したところ，自己血小板に対しても同部位に抗体活性 る血小板抗体をも含んでいると考えられた.なお， ITP 

を認め，自己抗体であることを確認し得た (Fig.6). 同 患者では Immunoblotting法にては対応抗原を検出で

Table 2. The levels of %FPC， anti司GPlband anti.GPIIb/IIIa complex 

antibodies in 27 patients with SLE 

Anti Anti目 PLT 
Case Name Sex Ag巴 %FPC GPlb GPIIb/IIIa 

(%) (% (x 10' /μ1) 

l S.L F 36 34.4 15.4 19.1 220.0 

2 K.I目 F 42 38.2 1.4 6.0 180.0 

3 T.K. F 66 92.0 5.1 21.2 209.0 

4 M目K目 F 40 39目9 20目4 13.0 164.0 

5 T目K. F 45 77.2 12.2 14.7 89.0 

6 M.Y F 53 76.2 13.4 16.7 189.0 

7 Y.K. F 30 50.1 20.4 5.4 288.0 

8 ].M F 46 46，2 26.2 3.6 162.0 

9 A.H F 41 99.5 6.4 18.6 223.0 

10 S.F F 34 39目8 10.6 13.2 35.0 

11 C.M F 29 35.0 20.6 -15.3 186.0 

12 S.K. F 36 42.4 7.5 16.4 256.0 

13 Y.F. F 28 30.6 7.9 20.6 165.0 

14 N.T. F 64 59.1 16.8 -22.8 174.0 

15 K.O. F 42 31.3 6.8 -24.5 365.0 

16 K.K. F 52 33.8 0.1 27.5 110.0 

17 K.M. F 60 35.0 -16.8 -20.7 199.0 

18 T.K. F 60 28.1 21.3 25.9 236目。

19 LN目 M 47 29.7 -10目5 17.2 180.0 

20 T.K F 45 30.2 20.3 19.7 328目。

21 E.S. F 36 22.3 3.3 0.9 360.0 

22 C.M F 34 10.9 21.9 6.0 220.0 

23 Y目U目 F 22 9目3 6.3 17.8 288.0 

24 T.Y. F 46 13.8 17.9 22.1 185目。

25 E.S F 52 9目6 18目9 7目6 245.0 

26 ].K. F 48 14.5 29.8 29.2 213.0 

27 Y.N. F 46 19目1 16.9 5.0 246.0 
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4‘園圃

Fig. 5. Immunoblotting pattern using pooled 0 
platelets目

The antibody from one patient with SLE 
was reacted with platelet membrane 
antigen， protein of molecular weight 45 
kd. C: Reaction with serum of a healthy 
control R: Reaction with s巴rumof the 
patient 

きなかった.

考 案

血清中の抗血小板抗体の検出法は 1960年代より多数

のものが報告されている4)叫が，近年本邦における代表

的検出法は enzyme linked Immunosorbent assay 

(ELISA)'7)およびplateletsuspension immunofluor目

escence test (PSIFT)法18)によるものである.特に，

PSIFT法のなかでもその感度のよさから flow

cytometerを用いた検出法19)が開発されより精度の高

い測定が可能となった.しかし， flow cytometerを用い

た場合，血小板表面に付着した HLA-A，B， C抗原に対

...... 

Fig. 6. Immunoblotting pattern using patient's 
own platelets. 
The antibody from the patient with SLE 
was also reacted with patients own 
platelets. This data indicated that this 
patient with SLE had autologous anti. 
platelet antibodies. C: Reaction with 
serum of a healthy control R: Reaction 
with 田 rumof the patient 

する抗体を中心にした非特異的抗体をも測定するため，

この方法では血小板の処理方法が必要であった.著者は

すでにこの血小板の処理方法として血小板に酸処理制

を行い，血小板表面の HLA-A，B， C抗原を除去するこ

とにより特異的な抗血小板抗体を測定する方法を開発し

報告している.更に，健常人 50名の血清を用いて%FPC

で表した PBIgG値の cutoff値を設定し報告した.今回

著者は前回報告した酸処理血小板と flow cytometry 

(FCM)を用いて ITP患者 20例と SLE患者 27例の

PBIgG値を測定し，またこれら抗血小板抗体の血小板膜

上の対応抗原部位を検察した.

著者は ITP患者 20例のうち 11例 (55%)に血清中の
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Fig目 7.The %FPC in this one patient with SLE目

The %FPC in this one patient with SLE measured using pooled 0 acid-treated 
platelets by FCM was 77.2 and the %FPC using patient's own acid-treated 
platelets by FCM was 40.3. Green fluorescence histogram of pooled 0 acid-
treated platelets incubated with FITC conjugated anti-human IgG (1)， with 
S巴rumof a healthy control (2)， with serum of this patient with SLE (3). Gre巴n
fluorescence histogram of patient's own acid司treatedplatelets incubated with 
FITC conjugated anti-human IgG (1')， with serum of a healthy control (2')， 
with serum of this patient with SLE (3') 

抗血小板抗体陽性を認め，更に，この患者の血小板数と 中で血小板数が 100X103/μl以下の血小板減少を示し

PBIgGの間に有意の負の相関を認めた. PBIgGと血小 た例は 2例にすぎず， SLE)患者における抗血小板抗体と

板減少に関しては免疫の関与している血小板減少患者の 血小板減少との関わり，またこれらに加えて血小板回転

血清中の PB-IgGは，免疫の関与がないと考えられる血 についても今後の検討が必要であると思われた.

小板減少患者の血清中 PBIgGに比し有意の上昇を示し 近年の血小板表面結合 IgG(PAIgG)および血小板に

たという Courtら21)の報告以外にはみられず，今回著者 結合する血清 IgG(PBIgG)の測定法の進歩に比べて，

の得た PBIgGと血小板数の聞の有意の逆相関の成績は これらの抗体が認識する血小板側の対応抗原に対する研

新しい知見と思われる.これは酸処理血小板と FCMを 究の報告は極めて少ない.Van Leeuwenら(1983)22)は

用いることにより，より感度よく，さらにより特異的な ITP患者血清中に正常血小板とは結合するが血小板無

抗血小板抗体を測定し得たためと考えられた. 力症患者血小板とは結合しない抗体の存在することを観

SLE息者血清中の抗血小板抗体が種々の方法により 察し，この抗体は GPIIbまたは GPIIIaに対する抗体で

報告されているが，著者の成績でみられたように SLE患 あると推察し， ITP患者の自己抗体の対応抗原の多くは

者の 27例中 21例に抗血小板抗体陽性を認めたというよ GPIIbもしくは GPIIIaであろうと報告した.その後，

うな高率の陽性値の報告は殆どみられなかった.これも Woodsら13)14)，村上ら悶，富山ら24)によって ITP患者血

著者の開発した抗血小板抗体測定法の感度のよさによる 清中に低頻度ながら抗GPlb抗体，抗 GPIIb/IIIacom目

ものと考えられた.しかし，抗血小板抗体陽性例 21例の plex抗体活性の認められるものが存在することが報告
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されている.著者は ITP患者について captured-ELISA 

法で抗GPlb抗体，抗GPIIb/IIIacomplex抗体を検索

し， ITP患者 20例中 7例， 35 %に，また%FPCが20.0

以上の陽性値を示した患者のみについてその比率を求め

ると 11例中 7例，即ち 67%に抗GPlb抗体を認めた.こ

の成績は諸家の報告に比し高率であったが，その原因と

して 1) 使用したモノクロ一ナノレ抗体Ib1がGPlbに

強い affinityを持っている の血小板処理中の血小板

膜上の GPlbの分解を抑えた などのことが考えられ

る.また抗 GPIIb/IIIacomplex抗体について検討した

結果 ITP患者 20例のうち 2例に陽性値を認め，これは

諸家の報告した成績と一致するものであった.今回の成

績では ITP患者血清中の抗血小板抗体は GPIIb/IIIa

complexよりも GPlbを特異抗原にしている場合の方

が多いと考えられるが，今後さらに症例数を増やし検討

する必要があると思われた.

SLE患者についての血小板膜上の対応抗原部位に関

する成績についての報告はさらに少なく殆どみられな

い.著者は SLE患者 27例のうち 4例に抗 GPlb抗体を，

さらに 4例に GPIIb/IIIacompl巴X抗体を認めた.この

うち l例は両者ともに陽性であった.抗 GPlb抗体を認

めた 4例中 2例に，また抗GPIIb/IIIacomplex抗体を

認めた 4例中 1例(この 1例は抗 GPlb抗体も陽性〉に血

小板減少を認めた.この事よりこれら両者の抗体が SLE

の部分症としての血小板減少に深く関与している可能性

があると考えられた.

ITP患者， SLE患者ともに抗GPlb抗体陽性者，抗

GPIIb/IIIa complex抗体陽性例は%FPCが20.0以上

の陽性値を示した例であった.この事からも，著者が開

発した酸処理血小板と FCMを用いた血清中の抗血小板

抗体の測定法は，抗血小板抗体をより特異的に検出し得

ることが示唆された.

血小板膜上の対応抗原部位を検出する方法としてさら

にImmunoblotting法にて検討した.降旗ら25)はこの方

法にて ITP患者 46例中 20例に分子量 15-160.0Kdの

対応抗原を同定している.しかし，著者が ITP患者 20例

について検討したところでは 1例も同定し得ず， SLE患

者 27例についても 1例に分子量約 45Kdのところに同

定し得たのみである. Immunoblotting法にて抗原部位

を同定し得た SLEの1例は captured-ELISA法にでも

抗GPlb抗体，抗 GPIIb/IIIacomplex抗体ともに陽性

で，血小板数は 100x 103/μl以下の減少を示した症例で

あり，複数の抗原に対する抗体を有していると思われた.

また，自己血小板を用いて行った Immunoblotting法お

よびFCMを用いた方法にて検討した結果， これらの抗

体の一部は自己抗体である事が示唆され，これら抗体が

患者の血小板減少に少なからず関与していると考えられ

た.今回の著者の検討において抗原部位を同定し得た症

例が少なかったことの原因としては検討した患者の症例

数が少ないことに依るところが大きいと思われる虫、著

者の開発した方法で求めた抗血小板抗体の特異性をさら

に確実にするためには，今後さらに患者の症例数を増や

すとともに， Immunoprecipitationなどの比較的血小板

膜抗原が温存される方法で検討を加える必要があると思

われた.

結 言書

著者の開発した酸処理血小板と flowcytometryを用

いて ITP患者 20例およびSLE患者 27例について血清

中の抗血小板抗体を測定した.さらに， これら抗体の血

小板膜上の対応抗原部位について captured-ELISA法

およびImmunoblotting法にて検討し以下の結果を得

た.

1) ITP患者 20例， SLE患者 27例の PBIgG値はそ

れぞれ 44.7:t:29.4， 38.8:t 23.9 (M士SD)であり，ともに

健常人に比し有意の上昇を示した (p<O.Ol).また ITP

患者 20例中 11例が， SLE患者では 27例中 21例が抗血

小板抗体陽性者であった.

2) ITP患者 20例の PBIgG値と血小板数は有意の

負の相関を示した (p=-0.6511， p<O.Ol). 

3) Captured-ELISA法にて健常人 25名の抗 GPlb

抗体活性，抗GPIIb/IIIacomplex抗体活性を測定し，

cut off 値をそれぞれ 5.3%， 10.2 %と決定した.

4) Captured -ELISA法にて患者血清中の抗 GPlb

抗体および抗GPIIb/IIIacomplex抗体の活性を求め

たところ， ITP患者 20例中 7例に， SLE患者 27例中 4

例に抗 GPlb抗体活性陽性を認めた.また ITP患者の 2

例に， SLE患者の 4例に抗 GPIIb/IIIacomplex抗体活

性陽性を認めた.これら患者の内 ITP患者の 2例， SLE 

患者の l例は両抗体ともに陽性であった.

5) Immuhoblotting法にて SLE患者の l例に分子

量約 45Kdの血小板膜部位を対応抗原と認識する抗体

を証明した.更に，患者の自己血小板を用いて Immuno

blotting法を行いこの抗体が自己抗体であることを証明

した.

尚，本論文の要旨は第 11回日本血栓止血学会総会

0988年 12月，東京〉および第37回日本輸血学会総会

0989年 5月，神戸〉において発表した.

稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を戴いた第 2内

科学教室成田亘啓教授，御校聞を賜った小児科学教室
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福井弘教授，法医学教室贋回忠臣教授に深謝申し上げ 抗ヒト血小板抗体の解析 1 .酸処理後ホルマリン

ます.また研究の遂行について細部にわたり御指導戴い 固定血小板を用いての抗体調u定法の開発.奈良医学

た輸血部藤村吉博助教授，第 2内科学教室西川潔助 雑誌印刷中

手に心から感謝いたします.また，症例を御貸与戴いた 10)安永幸二郎・特発性血小板減少性紫斑病の診断基

本学皮膚科宮川幸子助教授，第 1内科土肥和紘講師に厚 準.特発性血小板減少性紫斑病調査研究班，昭和 50

く御礼申し上げます.なお，種々御援助いただし、た輸血 年度業績報告書. p 461-463， 1976. 

部部員および第2内科学教室の諸兄姉に感謝いたしま 11) Dubois， E. L.: Differential diagnosis. Criteria 

す fordiagnosis and c1assification of systemic lupus 
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