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抄　　録

　血小板特異抗原（Human platelet specific antigen：HPA）に対する同種抗体

は，新生児同種免疫性血小板減少症（Neonatal alloimmune thrombocytopenia：

NAIT），輸血後紫斑病（Post-transfusion purpura：PTP），血小板輸血不応

答（Platelet transfusion refractoriness：PTR）を引き起こす。血小板糖蛋白

CD109上に存在するHPA-15（Gova/b）に対する抗体の本邦における報告例は

NAIT症例のみである。

　今回，我々は PTR 患者 568 例を対象に混合受身凝集法（Mixed passive 

hemagglutination：MPHA法）およびModified rapid monoclonal antibody 

specific immobilization of platelet antigens（MR-MAIPA）法を用いて，レト

ロスペクティブにHPA-15抗体の検出を試みた。その結果，HPA-15抗体が

４例に検出された。
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はじめに

血小板糖蛋白（Platelet glycoprotein：GP）上に

はHPA，HLAクラスⅠ，ABO血液型などの同種

抗原が存在する。HPAは現在，HPA-27まで報告

されている1)。HPAに対する同種抗体はNAIT，

PTP，PTRの原因となることが知られている2)。

H P A - 1 5 は 分 子 量 約 1 7 5 k D a の G P I

（glycosylphosphatidylinositol）アンカー結合型糖

蛋白であるCD109分子上に存在する。CD109蛋

白の703番目のアミノ酸がセリンかチロシンによ

りHPA-15a，HPA-15bが決定される3), 8)。欧米で

はNAIT，PTR，PTPの病態にHPA-15抗体の関

与が報告されている3), 4), 5)。本邦ではNAITから

HPA-15抗体を検出した報告6)はあるが，PTRで

のHPA-15抗体の報告例はない。今回，我々は

PTR患者からHPA-15抗体を検出したので報告す
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る。

対　　象

医療機関からHLA抗体およびHPA抗体の検査

依頼のあった患者568例を対象とした。依頼時の

抗体検査はリンパ球細胞傷害試験（Lymphocyte 

cytotoxicity test：LCT）法7)，AHG-LCT（Anti-

human immunoglobulin-LCT）法，血小板抽出抗原

を 用 い た 抗 血 小 板 抗 体 キ ッ ト（anti-PLT・

MPHA・スクリーン，ベックマン・コールター社

製）でM-MPHA法を実施した。この依頼時の検査

結果をもとにHLAおよびHPA抗体陰性と判定し

た351例を抗体陰性群，HLAまたはHPA-15以外

のHPA抗体陽性と判定した217例を抗体陽性群に

今回分類し，抗体陰性群についてはMPHA法と

MR-MAIPA法 を， 抗 体 陽 性 群 に つ い て は

MR-MAIPA法を用いてレトロスペクティブに

HPA-15抗体の検出を試みた。

方　　法

1）HPA-15抗体検出用パネルの選択

①HPA-15遺伝子タイピング

HPA-15抗体を検出するためにインフォーム

ドコンセントが得られたボランティアドナーの

血液を対象としてHPA-15のタイピングを実施

した。EDTA加血液検体をQuick Gene DNA 

whole blood kit S（倉敷紡績社製）を用いてゲノ

ムDNAを抽出し，Andre8)らが報告したPCR-

SSP法用のプライマー（GovaおよびGovb特異

的アンチセンスプライマー，Gova/b共通センス

プライマー）を用いて井上らの方法9)に準じ，増

幅を行った。次に増幅産物を２％アガロースゲ

ルで電気泳動後，0.5μg/mLエチレンジウムブ

ロマイドで染色した。UV照射下でバンド（225 

base pair）の有無を観察し，HPA-15型の判定

を行った。

②発現量の確認

タイピングの結果よりHPA-15a/a，HPA-

15b/bで あ っ た 血 液 よ りPRP（platelet rich 

plasma）を採取し，これを血小板パネルとして

10mmol/L EDTA/phosphate-bufferd saline

（PBS）で３×104/μLに調整し，グルタールア

ルデヒド固定をした固相プレートを作製した。

この血小板固相プレートを用いてMPHA法10)を

行った。抗CD109マウスモノクローナル抗体

（clone：W7C5，MBL社製）を生理食塩液で2n

希釈し，血小板固相プレートに25μL分注した。

室温，湿潤で４時間感作後，抗マウスIgG抗体

結合ヒツジ血球（ベックマン・コールター社製）

を25μL分注し６時間以上静置後，凝集像を判

定した。被凝集価１×104倍以上を示したHPA-

15a/a，HPA-15b/bの血小板パネルを抗体陰性

群のスクリーニングおよびMR-MAIPA法用の

パネルとして使用した。

2）抗体陰性群のHPA-15抗体のスクリーニング

1）で選択したHPA-15a/a，HPA-15b/b血小板

パネルのグルタールアルデヒド固定した血小板固

相プレートを用い，抗体陰性群351例について，

MPHA法でHPA-15抗体のスクリーニングを実施

した。患者血清は生理食塩液で２倍希釈し，血小

板固相プレートに25μL分注した。室温，湿潤で

４時間感作後，抗ヒトIgG抗体結合ヒツジ血球（ベ

ックマン・コールター社製）を25μL分注し６時

間以上静置後，凝集像を判定した。

3）抗体陰性群のHPA-15抗体の確認

抗体陰性群の中で 2）のグルタールアルデヒド

固定した血小板固相プレートを用いたMPHA法

で陽性を示した症例は，松橋らの方法11)に準じ

MR-MAIPA法を行った。10mmol/L EDTA/PBS

で２×105/μLに調製したHPA-15a/aとHPA-

15b/bの血小板100μLをU底プレート内で患者血

清50μLと37 ℃，30分 間 反 応 さ せ た。Tris-

buffered saline（TBS）/BSAで２回洗浄後，5μg/

mLに希釈した抗CD109マウスモノクローナル抗

体40μLと37℃，30分反応させた。TBS/BSAで

３回洗浄後，0.5％ Nonidet P40で血小板を可溶

化し（４℃，30分），上清100μLを3μg/mLに希

釈したヤギ抗マウスIgG抗体（Jackson Immuno 

Research社製）を固相した平底プレートに加え，

４℃，90分で反応後，Tween/TBS/BSA buffer

（0.05 ％ Tween20，0.5 ％ Nonidet P40，0.2 ％ 
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BSA，0.5mol/L CaCl2）で６回洗浄した。6000倍

に希釈したperoxidase標識ヤギ抗ヒトIgG抗体

（Jackson Immuno Research社製）100μLと４℃，

90分反応後，６回洗浄した。OPD基質溶液（Dako

社製）で発色させ，室温30分後0.5MH2SO4で反応

を停止させ，マイクロプレートリーダーにて

490nm（対照波長655nm）で吸光度を測定した。判

定は陰性コントロール（HLAおよびHPA抗体陰性

血清）のOD値10倍以上を陽性とした。

ま た 今 回，2）のMPHA法 で 陽 性 と 判 定 し，

MR-MAIPA法で陰性を示した症例については，

蛍光マイクロビーズ法を用いたWAKFlow® HLA

抗体クラスⅠ（湧永製薬社製）を実施した。

4）抗体陽性群のHPA-15抗体の確認

依頼時の検査結果で陽性と判定された抗体陽性

群217例について，全例MR-MAIPA法を実施した。

結　　果

MPHA法およびMR-MAIPA法の結果を表１に，

HPA-15抗体検出結果を表２に示す。

１．抗体陰性群

抗体陰性群351例についてグルタールアルデヒ

ド 固 定 し た 血 小 板 固 相 プ レ ー ト を 作 製 し て

MPHA法を実施した結果，HPA-15a/aパネルの

み陽性を示したのは５例，HPA-15b/bパネルの

み陽性を示したのは２例，HPA-15a/aとHPA-

15b/bパネルの両方に陽性を示したのは１例であ

った。

MPHA法 で 陽 性 と な っ た ８ 例 に つ い て

MR-MAIPA法を実施した結果，８例すべて陰性

でHPA-15抗体は検出されなかった。また，この

８例についてWAKFlow® HLA抗体クラスⅠを用

いてHLA抗体検査を実施した結果，６例にHLA

表１　MPHA法，MR-MAIPA法の結果

MPHA法（グルタールアルデヒド固定） MR-MAIPA法＊2

15a/a 15b/b 15a/a 15b/b
（＋） （−） （＋） （−） （＋） （−） （＋） （−）

抗体陰性群
（n＝351）

6＊1 345 3＊1 348 0 6 0 3

抗体陽性群
（n＝217）

n.t. 2 215 2 215

n.t.：not tested
＊1：HPA-15a/a，HPA-15b/bパネル両方に反応した１例を含む。
＊2：抗体陰性群は，MPHA法（＋）の症例についてMR-MAIPA法を実施した。

表2　HPA-15抗体検出結果

抗体特異性 N
Anti

HPA-15a
Anti

HPA-15b
HLA
HLA＋HPA-5b
HLA＋GPⅡb/Ⅲa
HLA＋自己抗体
自己抗体
HPA-3b
HPA-5b
GPⅠb/Ⅸ
GPⅡb/Ⅲa
陰性

193
2
1
2
3
1
4
1

10
351

2 2

計 568 2 2
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抗体が検出された。

２．抗体陽性群

抗体陽性群217例についてMR-MAIPA法を実施

した結果，HPA-15a 抗体２例とHPA-15b抗体２

例が検出された。この４例はいずれもHLA抗体

陽性であった。

考　　察

抗体陽性群217例についてレトロスペクティブ

にMR-MAIPA法を実施した結果，HPA-15a抗体

２例とHPA-15b抗体２例を検出した。４例すべ

てにHLA抗体が確認された。この結果はHPA-15

抗体の症例の多くは，HLA抗体や他のHPA抗体

と複合しているとの欧米での報告12)と一致する。

この４例は依頼時の結果からはHPA-15抗体は検

出されず，HLA抗体のみ陽性と判断されていた

ので，濃厚血小板HLA-LR「日赤」が供給されてい

た。今回の検討で新たにHPA-15抗体の存在が確

認されたので，過去に供給された濃厚血小板

HLA-LR「日赤」のHPA-15タイピング結果の有無

と輸血効果について遡及調査したが，当該患者の

輸血前後の血小板数の算定や供給された濃厚血小

板HLA-LR「日赤」のHPA-15タイピング結果が不

明等により，どの程度HPA-15抗体が輸血効果に

関与したか不明であった。

諸外国ではHPA-15抗体はMAIPA法やRIAを用

いた免疫沈降法で検出されている3), 4), 12)。本邦で

の血小板抗体検査は血小板抽出抗原を用いた抗血

小板抗体キットが汎用されている。本キットで

HPA-15抗体が検出可能かを自験例により確認し

たところ，HPA-15抗体は検出できなかった。今

回対象としたPTR患者568例は検査依頼時に本キ

ットが用いられていたことから，HPA-15抗体は

検出できなかったと推測する。

一方，グルタールアルデヒド固定した血小板固

相プレートを用いたMPHA法，または未固定の血

小板固相プレートを用いたM-MPHA（magnetic-

mixed passive hemagglutination）法ではHPA-15抗

体は検出可能であると報告されている13)。今回，

我々はPTR患者568例中，抗体陰性群351例につ

いてHPA-15抗体を検出するためにグルタールア

ルデヒド固定した血小板固相プレートを作製し，

レトロスペクティブにスクリーニングをMPHA

法 で 実 施 し た が， 抗 体 陰 性 群351例 か ら は

HPA-15抗体は検出されなかった。

抗体陰性群351例中，MPHA法で陽性と判定し

MR-MAIPA法陰性となった８例について蛍光マ

イクロビーズ法を用いたWAKFlow® HLA抗体ク

ラスⅠを実施したところ，６例にHLA抗体が検

出された。WAKFlow® HLA抗体クラスⅠは，

LCT法およびAHG-LCT法と比較して高感度な

HLA抗体検出法であると考えられており14)，検

出された６例のHLA抗体は検査依頼時に実施し

たLCT法とAHG-LCT法では検出できなかったと

推測され，今回のMPHA法の反応はHLA抗体に

よるものと考えられた。またHLA抗体を保有し

ている場合，抗血小板抗体キットによるMPHA法

も陽性になる場合があるが，この６例は検査依頼

時の抗血小板抗体キットによるMPHA法の結果

は陰性であった。結果が乖離した原因は，今回

MPHA法に用いたグルタールアルデヒド固定し

た血小板パネルと検査依頼時の抗血小板抗体キッ

トに固相された血小板のHLA型の相違によるも

のと推測される。MPHA法で陽性，MR-MAIPA

法で陰性を示した８例のうち，蛍光マイクロビー

ズ法を用いたWAKFlow® HLA抗体クラスⅠが陰

性であった２例は，血清量が少なくMPHA法で陽

性を示した原因は確認できなかった。

前述のとおりHPA-15抗体の症例の多くはHLA

抗体や他のHPA抗体と複合することを前提に考

えると，MR-MAIPA法は煩雑な方法ではあるが

有用な確認検査である。血小板抽出抗原では

HPA-15抗体は検出できないことから，固定また

は 未 固 定 の 血 小 板 を 用 い たMPHA法 ま た は

M-MPHA法でスクリーニングを行い，陽性を示

したものについてMR-MAIPA法で確認検査を実

施するなど検査方法の組み合わせが重要であると

考える。

血小板上のCD109の発現には個人差があり8)，

特に低温保存では抗原性が減弱するという12)。こ

のような不安定な抗原性に対してはPCR法によ

るタイピング結果に加え，抗原の発現量を重視し

た血小板パネルの選択が抗体検出上重要であると
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考える。近年，分子生物学的手法により作製され

たHPA-15発現細胞はヒトの血小板に比べ発現量

が高く，保存に対しても長期間抗原性が減弱され

ないとの報告があり，MR-MAIPA法でも安定し

た結果を得ることができ有用であるという15)。今

回，我々はPTR患者からHPA15-抗体を検出した

が，HPA-15抗体はこれまでの既存の抗体とは異

なり，検出するための至適条件の検討が重要であ

ると考える。今後，本邦でもMR-MAIPA法が普

及し，PTR患者におけるHPA-15抗体の臨床的意

義が明らかにされることが期待される。
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