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学位論文題目 特発性血小板減少性紫斑病の血小板抗体に関する研究

論文審査委員 教(主査授) 垂井清一郎
教(高Ij査授) 岸本

進 教授木谷照夫

論文内容の要旨

(目的)

特発性血小板減少性紫斑病 (1 T P) の成立機序として自己免疫学的機作の関与が考えられ. 1 T P 

患者血清中に血小板減少を起こさせる因子" ITP factor" の存在が報告されて以来，患者血清中の抗

血小板抗体の検出法が数多く報告されてきた。しかし，これらの検出法は特異性，陽性率および疾患の

重症度との相関などの点でなお多くの問題点を残しており確立された検査法とは言い難い。近年，血小

板表面 IgG (platelet-associated IgG , PAIgG) の微量測定法が報告され， ITPの診断ならびに

その病態解析に用いられつつある。本研究では， PAIgG測定のために感度，再現性に秀れ，簡便に施

行できる enzyme immumassay (E 1 A) を用いた測定法を開発し，それが ITP の診断ならびにその病

態解析に重要な手段になり得ることを証明した。さらに， ITP の血小板減少に主要な役割を演ずると

されている網内系における血小板の貧食をモテソレ化した in vitro での血小板貧食法を用いて ITP 血小

板の被貧食性について検討し，そして，この血小板の被貧食性と PAI gG の関係についても分析を加え

7こ。

(方法ならびに成績)

PAIgG測定法( competitive &olid-phase E 1 A) : �olystyrene tube (1 x 7 cm) に至適量の 1 g 

Gを固相し，非特異的反応を避けるために 1 % bovine serum albumin 加 PBS で処理した。 2.5x 10' 
/'lT1i の洗浄血小板浮遊液 0.2 'lT1i と至適濃度に希釈されたペルオキシダーゼ標識坑 IgG 血清 0.1 'lT1i を

tuCeに入れ 4oC over night で反応させた。同時に standard curve 作成のために段階希釈した既知濃

度の IgG と抗血清を入れた tube を作成した。反応後， tube を洗浄し， tube 側に結合したペルオキシ
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ダーゼ量を測定した。 standard curve から PAIgG量を求め，血小板 1 0 7個当たりの IgG 量 (ng/

10
7 
pl )で表わした。

in vitro 血小板貧食測定法:貧食細胞として正常人 (0型)からのACD-A 加末梢血を Dextran 法

および遠沈lとより得た白血球を用いた。好中球と単球数を 5x 1 0~0.4mi に調整した。 ITP 患者から

得た血小板に 1 検体当たり 6tr を約 50μCi 加え，室温で 3 0 分間混和し，残っている RBC を 1% 

ammonimn oxalate で溶血させた。 2 回洗浄し血小板数 5 x 1 O~O.4 mi'乙 Hanks'balanced salt soluｭ

tion (HBS S) で調整した。 ITP血清による O型正常人血小板の感作は，血小板を 5tr で標識した後，

その 1 x 10ラ/0.4mi と BaS 04 処理した血清 0.4mi を混和し洗浄後HBSS で 0.8 m1 とした。測定法は，

調整された血小板と白血球を各々 3 7 ocで preincubation した後，混和し 1 0 分間振醤した。同時に血

小板のみの control tube も作成した。反応終了後，直ちに氷冷中に移し各 tube ，乙 1 mM  EDTA saｭ

line 1 0 m1 を加え， 150G ， 10 分間遠沈する操作を 2 回繰り返えしだ。 tube内沈澄の放射活d性

(c pmWBC) を測定した。測定量はcpmWBCー cpm Platelet control/cpm Total count で求めた。

そして測定毎に正常人の平均で sample の測定値を除した値 (phagocytosis ratio) を求め，正常人の

2SDを正常範囲とした。

正常人の PAIgG は 2 1. 6 土 6.6 (SD) ng/1 07 pl で， 2 S Dの範囲を正常範聞とした。血小板数 15

x10て/m7t 以下の'慢性 ITP 2 9 例の PAIgG は 2 7 例 (9 35ぢ)に高値をしめした。その範囲は 25 '""""-' 

1300 ，平均は 205.5 土 323.0 であった。血小板数 10x10て/m7t以下の症例は全例高値で、あった。 再

性不良性貧血 5 例は正常範囲で，血小板減少を伴う SLE 2 例は高値であった口 ITP患者血小板数と P

AIgGは高い逆相関をしめした。 (r =一 0.84， P <0.00 1)。摘牌例の検討では，摘牌直後血小板数

が正常になった時， PA 1 gG も正常値まで減少した。乙の乙とは，牌臓の役割が障に血小板の貧食のみ

でなく，血小板抗体産生の場であることもしめしている。

ITP患者の血小板を用いた貧食測定法( direct assay) の結果は，血小板数 1 0 x 1 04/ m7t 以下の

1 3 例中 1 2 例 (92幼に陽性で， phllgocytosis rll tio は 3.03 土1. 10 (SD) であった(正常範聞く

1. 83) 。血小板数が 10x 1 O~m7t 以上の 7 例では 3 例に軽度の上昇がみられた。次に正常血小板を I

TP 血清で感作した貧食測定法 (indirect assay) では血小板数 10x10ベ/m7r 以下の 1 5 例中 1 0 例

に phagocytosis ratio の上昇がみられた(正常範囲< 1.88) 。血小板数 10x10て/が以上の 2 例は正

常範囲であった。患者血小板数と direct assay の phagocytosis ratio 聞に r =ー 0.8 ， P<O.OOl と

高い逆相関が得られた。

Vincristine 投与により血小板数の増加した ITP症例において治療前後の PAIgG と direct assayの

phagocytosis ratioをみると，両者とも治療後の方が低値をしめした。乙の乙とより， Vincristineの作

用機序として血小板坑体産生の抑制か，血小板への抗体の結合抑制が考えられた口

(総括)

1) 1 TP の診断ならびに病態の解明を目的として， competitive solid-phase E 1 A を用いた PAIgG

測定法を考案した。本法は，感度，再現性に秀れ，簡便に施行できる特徴を有する。

2) 1 TP症例の PAI gG は 93%に高値を示し，患者血小板数とは高い逆相関が認められた。 乙のこ
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とは PAIgGが ITP の重症度を反映し，免疫性血小板減少性の診断に有用である乙とをしめしている。

3) in vitro 血小板貧食法 (direct assay) において， ITP症例の 92%に phagocytosis ratio の

高値が認められ，患者血小板数とは高い逆相関をしめした。このととから ITP の血小板減少は， PA 

IgGの結果とも関連して immunophagoc ytosis の冗進による乙とが示唆された。

4) PAI gG および in vitro 血小板貧食法は， ITP における種々の治療法の作用機序，並びにその病

態解析に有用であることがしめされた。

論文の審査結果の要旨

本研究では，血小板表面 IgG(PAIgG) の微量測定法として感度，再現性l乙秀れ，簡便に施行で

きる enzyme lmmunoassay の開発がなされた。

特発性血小板減少性紫斑病( 1 TP) の PAI gG値は，本症の重症度を良く反映し，さらに陽性率も高

い乙と等より，本法は ITP の診断，病態解析に重要な手段になりえることが明らかにされた。

さらに， In vitro 血小板貧食法を用いて ITP 血小板の被貧食性について検索し，その結果， PAI gG 

の成績とも関連して， 1 TP の血小板減少は immunophagocytosis の克進によることが示された。

以上の諸所見により，本研究は学位に値すると考える。
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