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論文内容の要旨

特発性血小板減少性紫斑病 (ITP) は，抗血小板自己抗体により血小板が早期に破壊される自己免疫患

者と考えられている。抗血小板自己抗体の対応抗原については，乙れまで患者血清を用いて解析され，血

小板膜糖蛋白 (GP)IIb， illa あるいは Ib'が明らかにされてきた。しかし，血清を用いた方法では対応抗

原を検出し得ない症例も少なくなく，十分に解明されたとは言い難い。本研究は，治療のため摘牌を受け

た ITP患者の牌細胞を用いてヒト型抗血小板モノクロ一ナノレ (MoAb) を作製し， その対応抗原と生物

活性を解析する事により ITP の病態の一端を明らかにする事を目的とした。

【方法ならびに成績】

1 ) ヒト型MoAb の作製

ITP患者牌細胞とヒ卜・マウスヘテロ骨髄腫細胞をポリエチレングリコールを用いて融合し， HAT

(hypoxanthjne , amjnopterln , th戸njdjne) ・ ouadajn 培養液で選択した。血小板抗体のスクリー

ニングはO型プール血小板固相マイクロプレートに培養上清を加え 3 次l乙 ALP 標識抗ヒト IgG ある

いは IgM抗体を用いた Enzyme1 inked immunosorbent assay (EL 1 SA) によった。 2 症例の牌

細胞につき細胞融合を行ったところ，血小板抗体陽性ウェノレは平均 2.95ぢで，いずれも IgM 型のみで

あった。次に吸光度の最も高い抗体陽性ウェノレの細胞を，限界希釈法によりクローニングし，それぞれ

の症例につき 1 つの MoAb (HT7 F およびHT8C) 産生株を樹立した。

2) HT 7 F およびHT8Cの自己血小板と単球除去単核細胞に対する反応

両 MoAb の固相血小板および、単球除去単核細胞(リンパ球)への結合をELISAで検討した。 両
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MoAb は， 濃度依存性に固相自己血小板とリンパ球に結合し自己抗体である乙とが示された。

3) HT 7 F およびHT8Cの新鮮血小板に対する反応

血小板国相プレートに新鮮血小板あるいは赤血球を加え同時に MoAb を加えて固相血小板と浮遊血

球の間で competitive EL 1 SAを行った。両 MoAb とも浮遊血小板との聞に競合反応を認めたが，

赤血球では見られず新鮮血小板との特異的結合が確認された。

4) 吸着解離 MoAb の自己血球に対する反応

HT7F あるいはHT8C感作血小板より抗体をエーテノレで、解離し，その抗体の固相自己血小板とリン

パ球への結合を ELISAで検討した。解離された両 MoAb は血小板， リンパ球と結合した。結合の程

度は血小板でより強く認められた。

5) イムノフ、、ロットによる対応抗原の同定

血小板 lysate を 7.5% SDS -PAGE にて展開し，ナイロン膜に転写後，両MOAb と反応させた。

HT7Fは非還元および還元下で分子量 105 kD血小板蛋白と反応した。

一方， HT8C は，何れの血小板蛋白とも反応しなかった。

6) HT 7 F の α ーアクチニンに対する反応

HT7Fが反応した 105 kD血小板蛋白の同定を進めた。分子量が類似し，かっ非還元および還元下で

分子量の変わらない細胞骨格蛋白 α ーアクチニンに着目し， HT7F との反応をドットイムノプロット

にて検討した。ナイロン膜に α ーアクチニンあるいは牛血清アノレプミンを結合させた後， HT7 F ある

いはポリクロ一ナノレ IgM を感作し， ABC法にて判定した。 HT7F は α-アクチニンと特異的に結合

し，対応抗原であることが示された。なお， HT8C は α ーアクチニンと特異的な結合を認めなかった。

7) HT 7 F およびHT8Cのエピトープの差異

血小板回相プレートにHT7F あるいはHT8C感作血小板を加え，同時にHT7F を加えて，出相血

小板へのHT7F の結合が加えた MoAb 感作血小板lとより阻害されるか否かを EL 1 SA !c.て検討した o

HT7Fの固相血小板への結合は， HT7 F感作血小板添加時に比して未感作およびHT8C 感作血小板

添加時でより強く阻害され， HT7F と HT8C とはエピトープが異なる乙とが示された。

8) HT 7 F およびHT8Cの補体活性化能の検討

国相血小板に MoAb を感作し，補体として新鮮血清を反応させた後，血小板に結合した C3 量を EL

ISA !L.て測定した。血小板への C3 の結合はHT7F およびHT8Cを感作すると，それぞれのコント

ロールに比して 2 --3 倍に増加し，両 MoAb が補体活性化能を有する乙とが確認された。

【総括】

1 )慢性 1 TP 2 症例の牌細胞を用いて， 2 種類のヒト型抗血小板モノクローナル抗体 (HT7F および

HT8C) を作製した。

2) 両抗体は自己血小板と結合し，さらに補体活性化能を有することから，血小板減少の病態に関与して

いる乙とが示唆された。

3) HT 7 F の対応抗原は，乙れまで報告のない α ーアクチニンである乙とが示された。
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論文審査の結果の要旨

本研究は，特発性血小板減少性紫斑病( 1 TP )患者よりヒト型抗血小板モノクローナル抗体を作製し，

その対応抗原を解析する事を目的としている。方法として，治療のため摘牌を受けた慢性 ITP 患者の牌

細胞を用いてヒト型抗血小板モノクロ一ナノレ抗体を作製し，主として Enzyme- Iinked immunosorben 

tassay (EL 1 SA) およびイムノブロットを用いてその対応抗原と生物活性の有無につき検討している。

その成績によると，慢性 1 TP 2 症例から 2 種類のヒト型抗血小板モノクロ一ナノレ抗体 (HT7 FおよびH

T8C) 産生株を樹立したが， その抗体は自己血小板と結合し，補体活性化能を有する事より，産生され

た抗体は血小板減少の病態に関与している事が強く示唆された。さらに，本研究はHT7F の対応抗原が

乙れまで報告のない α ーアクチニンである事を証明した。

以上の成績は ITPの病態解析に関する新知見であり学位に値すると考える。
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