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【目的】

Baka 抗原は ， 1980年 von dern Borne らにより初めて報告された血小板特異抗原で，その対立抗原

の Bakb とともに血小板膜糖蛋白 (GP)llbα 鎖に局在する乙とが知られている。血小板特異抗原は，

その不適合が新生児血小板減少性紫斑病，輸血後紫斑病および血小板輸血不応状態を引き起乙すため，臨

床上重要な抗原と考えられている。

近年， Baka 抗原と Bakb 抗原では ， G P II bα 鎖の 843位のアミノ酸の異なる乙とが報告されたが，実

際に同種免疫を引き起乙す Baka および Bakb抗原のエプトープについてはほとんど知られていない。

本研究では ， Baka 抗原のエピトーフ。を免疫化学的に解析する目的で， 4 種類例克 Baka血清と GPll

b/illa 複合体， S D S 処理GPllb およびノイラミニダーゼ処理GPllb との反応性を検討したu

【方法】

使用した抗 Baka血・清は ， 'Yarn, Lin, Kl およびMOの 4 種類で， すべて IgG型の抗 Baka抗体を含

み ， Kl のみが抗HLA抗体も含んでいた。免疫沈降法は 131 1 標識した血小板に抗血清感作後，可溶化

し， Staphylococcus aureus!éて沈降させた蛋白を SDS -PAGE!éて解析した。 Flow cytornetry 

は，洗浄血小板に抗血清感作後， F 1 TC標識抗ヒト IgG血清を反応させ， F AC S!乙て解析した。

イムノブロッテインク守は，可溶化した血小板蛋白を非還元あるいは還元下で SDS-PAGE にて展開後，

ニトロセルロース (NC) 膜lζ転写し，抗 Baka 血清およびピオチン化抗ヒト IgG 血清を反応させ， AB

C 法で発色した。ノイラミニダーゼ処理は， NC膜上の血小板蛋白の処理( 0.2 U / ."J室温， 18時間)，精

製GPII b/illa 複合体および洗浄血小板の処理( 0.5 U / ml, 37 oC , 3 時間)の 3 通りを施行し，イムノ
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プロッテイングあるいは flow cytometry ~cて解析した。

【成績】

1) GPII b/illa 複合体との反応:各抗 Baka血清と血小板膜上の GPII b/，皿a 複合体との反応性を免疫沈

降法および flow cytometry ~cて検討した。免疫沈降法では， 4 種類の抗 Baka 血清すべてが，非還

元下では分子量 145 kD の GPIIb と 90 kD の GP 血 a を，還元下では 125 kD の GPIIbα と 100 kD 

の GP 皿 aを沈降させたが，各血清iとより沈降した GPIIb と GP 皿 a の比率が異なり， Yam では GP 皿

a ~ζ比べ GPIIb が著明に沈降した。乙の成績より各抗血清と GPIIb/皿 a 複合体との反応性は同一で

はなく，各抗 Baka 血清の認識するエピトープが異なることが示唆された。また flow cytometry 

により各抗 Baka血清の titer を検討した結果， Lin が最も強い titer を示し，以下 Yam， MO の順

であった (Yam:Lin:MO = 8: 32: 1) 。

2) SDS処理 GPII b との反応:イムノプロッティングを用いて各抗 Baka 血清と SDS処理GPIIb との

反応性を検討した結果，非還元，還元下とも Yam ， Lin および Kl はGPIIb と結合したがMOはGP

IIb と結合しなかった。また， f low cytometry による成績と異なり，乙の系では Yam が Lin の 16

倍以上の非常に強い titer を示した。乙の成績からも Baka 抗原のエピトープには heterogeneity の

存在する乙とが示唆された。

3) ノイラミニダーゼ処理GPIIb との反応: Baka 抗原のエピトープにおけるシアノレ酸の関与を明らかに

するため，抗 Baka 血清とノイラミニダーゼ処理GPllb との反応性を検討した。 NC膜上l乙転写した

GPllb をノイラミニダーゼ処理した結果， Yam と Lin は GPllb~ζ結合しなくなったが， Kl は結

合した。 次にシアル酸の除去を確認するため，まず精製GPllb/illa 複合体をノイラミニダーゼ処理

し，その後イムノプロッテイングを施行した。 GPllb の分子量は 145 kD から 138 kD ~c減少したが，

Yamはノイラミニダーゼ処理GPllb とは結合せず， Kl は結合した。 また洗浄血小板をノイラミニダ

ーゼ処理した結果も同様であった。さらに SDSの影響を除くため，ノイラミニダーゼ処理した血小板

との反応性を flow cytometry ，cて検討したが， Yam, Lin はシアル酸除去血小板とは結合しなか

った。 以上の成績より， Baka 抗原のエピトープにはシアノレ酸を含むものと含まないものがあり，

heterogeneityの存在する乙とが明らかになった。

【総括】

4 種類の抗 Baka血清と GPll b/皿 a複合体， SDS処理GPll b およびノイラミニダーゼ処理GPllb

との反応性は各抗血清iとより異なった。すなわち Baka 抗原のエピトープには heterogeneity の存在す

る乙とが示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は， Baka 抗原のエピトープを詳細に解析する乙とを目的としているo 分析方法として，免疫沈
降法， f low cytometry およびイムノプロッティングを用い， 4 種類の抗 Baka 血清と種々の条件下で
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の GPllb との反応性を検討した。

その結果， GPllb/llla 複合体， SDS処理GPllb およびノイラミニダーゼ処理GP1 1 b ~C対す

る反応性は， 4 種類の抗 Baka 血清間で異なり ， Baka 抗原のエピトープには heterogeneity の存在す

る乙とが示された口また Baka 抗原のエピトープは GPllb のアミノ酸の一次構造だけで決定されるので

はなく，シアル酸を含めた糖鎖もそのエピトーフ.o ~c関与する乙とが示された。

以上の成績は，従来知られていなかった新知見であり，本研究は学位lζ値すると考える。
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