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Summary: Measurement of Platelet Associated IgG CPAIgG) in patients with 

Idiopathic Thrombocytopenic Purpura CITP) has clinical significance in diagnosis of the 

disease and evaluation of the prognosis. The value of P AIgG in these patients has been 

described mostly using fresh washed platelets and enzyme linked immunosorbent assay in 

previous publications. In this paper， we compare the values using washed freezed-thawed 

platelets with those of fresh washed platelets in 20 normal individuals. The former value 

Cmean土SD)shows 14. 9i:4.5 ng/107 pl and the latter 8.0土5.9ng/107 pl. The correlation 

coefficient between them was 0.69. 

In 7 patients with acute ITP， the value of PAIgG was 124.6士94.3ng/107 pl and the 

value from 29 patients with chronic ITP was 68.6土113.7ng/107 pl. In both instances， there 

was a significant negative correlation between platelet counts and PAIgG values CY = 2.69 

-0.737 X， r= -0.70). 

This result indicates that washed freezed-thawed platelets can be conveniently used for 

the determination of PAIgG instead of fresh washed platelets. 
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緒言

Harringtonらリ:特発性血小板減少性紫斑病

(Idiopathic Thrombocytopenic Purpura : ITP)患者の

血清を健常人に輸注すると健常人の血小板減少が引き起

こされることを報告し，またこの物質が7SγglobuIin 

分画にあることが判明して以来， ITPは血小板構成成分

に対する，自己あるいは同種抗体により引き起こされる

自己免疫性疾患の一つであると考えられるようになった.

一方，これら血小板抗体の測定法は，従来より血小板凝
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集試験，補体結合試験，セロトニン阻止試験，セロトニ

ン放出試験，抗グロプリン試験などが用いられてきたが，

そのいずれもが感度の低さ，手技の煩雑さが問題とされ

てきた2)-5).

1975年 Dixonら吋'ITP患者の血小板表面免疫グロ

ブリ γ(Plat巴letAssociated IgG: PAIgG)量をヒツジ赤

血球溶血試験を用いて直接測定する方法を確立したが，

近年Enzym巴 LinkedImmunosorbent Assay(ELISA)， 

Radio Immunoassay(RIA)などを用いて PAIgGを微

量検出する方法が開発された7)-10)，

一方， ITP患者血清中の抗血小板抗体を正常人血小板

に吸着せしめ測定する血小板結合性IgG(PlateletBind-

ing IgG: PBIgG)量は血小板数との聞に良好な相関関係

なく，むしろ PAIgG量と血小板数との聞に強い相関が

認められるとの報告が多い.しかしながら，新鮮洗浄血

小板を用いての PAIgGの測定は，時間制約および検体

数の制限など， 日常検査として行なうには不備な点が多

い.今回われわれはmicroELISA法11)にて健常人 20名

の新鮮洗浄血小板および洗浄凍結血小板の PAIgGを比

較測定し，それぞれの正常値を決定するとともに ITP患

者の洗浄凍結血小板 PAIgG値を測定したので，その値

と血小板数との相関について報告する.

対 象

対象は昭和田年 12月初めから平成3年 3月末までに

当大学附属病院小児科または第二内科を受診した未治療

および加療中の ITP患者 36名，うち急性型7名〔男性6

名，女性 1名，年齢 5カ月から 63歳)，慢性型 29名(男

性 14名，女性 15名，年齢6歳から 66歳〉である.対照

としては健常成人 20名(男性 10名，女性 10名:年齢 22

歳から 45歳〉から得た血小板を用いた.なお， 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によ

る診断基準12)によった.なお，狽u定日を異にして複数回測

定している症例では，血小板数が最低値を示した時の

PAIgG値を統計試料として用いた.

方 法

方法は，椿尾ら')の原法を改変した林ら11)のmicro

ELISA法を用いた.

1)血小板浮遊液の調整:3.8 %クエン酸ナトリウム

と全血を 1 9の割合で患者の血小板数に応じ 10から

20ml採血し， 1，400 rpmで5分間遠心し plat巴letrich 

plasma (PRP)を得た.この PRPを更に 800rpmで5分

間遠心し，混入した赤血球，白血球を除去した.次に，

得られた上清の血小板浮遊液と同量の 9mMEDTA加

0.3 % Bovine Serum Albumin(BSA)-Phosphat巴 Buf-

fered Saline(PBS)pH 7.3を加え 3，000rpm 2分間遠

心し上清を除去した.続いて，得られた血小板沈i査に上

記緩衝液を注入し，ポリスチレンディスポーザブノレピペ

ットにて血小板沈潰を再浮遊させた.同様の操作を更に

5回繰り返すことにより血小板を洗浄し，最後に 0.1%

BSA-PBSに再浮遊させ，血小板数を 60-150x 10'/μI 

に調整し，血小板浮遊液を作製した.なお，検体は測定

まで 70'Cにて凍結保存した.今回，健常成人の PAIgG

に関しては凍結保存した血小板と新鮮な洗浄血小板の両

方で測定し，結果を比較検討した.

2)ヒト IgGのマイクロプレートへのコーティング:

ヒト IgGを0.2M carbonate buffer pH 9.6，にて 2.5

μg/mlの濃度に調整し，各 wellに100μlずつ分注し，

4 'c over nightにて wellに吸着せしめた.次に， IgG溶

液を捨て， 0.1 % BSA-PBSでwellを3回洗浄した後，

非特異的な蛋白の吸着を防ぐために 1% BSA-PBS 200 

μlを加えて室温で2時間静置した.その後 0.1% BSA-

PBSで3回洗浄した.なお，マイクロプレートは使用時

まで 4'cにて保存した.

3) PAIgG量の測定:ヒト IgGを固相化したマイク

ロプレートを使用前に 0.1% BSA-PBSで3回洗浄し

た.次に各 W巴11に1)の方法にて調整した洗浄血小板浮

遊液 50μlを加え，同時に0.1% BSA-PBSで2，000倍

に希釈したアノレカリフォスファターゼ(ALP)標識抗ヒ

トIgG血清(LIFESCIENCE社， USA)50μlを加え37

℃で 2時間反応させた.次に， 0.1 % BSA.JpBSで7回

洗浄後， well側に結合した ALP量をフェニノレリン酸， 4 

アミノアンチピリンを含んだ ALP基質液CIATRON，

日本アルカリフォスファターゼ測定用試液S)100μl

を加え 37'Cで60分間反応させ，更に過ヨウ素酸カリウ

ムを含んだ ALP発色液CIATRON，日本)100μlを加え

て室温で 10分間放置後，波長 492nmで吸光度を測定し

た.PAIgG量は三重測定し，血小板 10'個当りの IgG量

(ng/l0' plat巴let)で示した.また，標準曲線は，洗浄血

小板浮遊液の代わりに 0.1% BSA-PBSで段階的に希

釈した既知濃度のヒト IgG50μlを加え，以下同様の操

作を行い得られた吸光度より作製した.

成 績

1)標準曲線

ヒト IgG濃度が 0.5ng以下，及び500ng以上では標

準曲線は片対数グラフではほぼ横ばい状態となったが，

0.5-500 ngの間ではやや右方に突出した弧を描いた.こ

れより，検量線は比較的直線性がよく保たれている1.0-
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Fig. 2. Distribution of P AIgG value determined by 
fresh washed platelets (top) and freezed 
-thawed platelets (bottom) in 20 normal indi-
viduals. 
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250ngの範囲の値のものを用いた(Fig.1). 

2) PAIgGの正常値

健常成人20名の洗浄凍結血小板を使用した際の

PAIgG値は 14.9土4.5ng /107plであり，これより

Mean+2SDの範囲 23.9ng/107pl以下を正常値とし

た(Fig.2).更に，新鮮洗浄血小板を使用した場合の

PAIgG値は8.0土5.9ng/107plであった.この PAIgG

値は洗浄凍結血小板使用時の測定値に対し1.0倍から

0.2倍，平均で 0.4倍の値であったが，両者の相関関係は

回帰式でY=10.47+0.533 X (r =0.6のであった(Fig.

3).以後， ITP患者血小板の PAIgG値は洗浄凍結血小板

を用いて算出した.

3) ITP患者における PAIgG値

ITP患者 36例の PAIgGの平均値は79.5::t:ll1.9ng

/107plであり，うち 22例 61%がPAIgG高値を示し

た.この 36症例を急性および慢性ITPに分けてみると，

急性ITP患者では7例全例に PAIgG高値を認め，測定

値は124.63土94.27ng/107plと平均値に比し，より高

い値を呈した.慢性ITP患者では， 29例中 15例， 52%

がPAIgG高値であり，測定値は68.55::t:113. 74 ng/107 

plであった.また， ITP患者はPAIgGの平均値も急性
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Fig. 3. Relationship between the P AIgG values det巴r-
mined by fresh washed platelets (X【 axis)and 
freezed-thawed platelets (Y -axis). 
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型，慢性型ともにE常人の PAIgG値に比し有意の高値

を示bた(p<O.OI).急性型の値は慢性型よりも高値の傾

向にあったが両者の間に有意の差は認められなかった

(Fig. 4). 

4) ITP患者における血小板数と PAIgG値との関係

ITP患者全例において，血小板数と PAIgG値との相

関を見てみると Fig.5に示す如く有意の負の相関を認

めた(y二 2.69-0.737X， r =-0.70).急性型における

血小板数と PAIgG値との相関係数もほぼ同値であった.

考 察

従来， ITP患者における血小板数と PAIgG値の間に

は強い相関が認められないことが示唆されていたが，近

年，洗浄後酸処理した正常血小板と患者血清を用いた

flow cytometryによる解析にて両者聞には負の相関が

認められることが判明した叩4) 一方， 1975年 Dixonら6)

が全ての ITP患者の PAIgG値が高値を呈すること，ま

た，これら患者の血小板数と PAIgG値との聞に有意の

負の相関が認められることを発表した.これより PBIgG

およびPAIgGの測定は病態を知る上で重要な検査であ

るが，検査をより簡単に行なうには後者が有用である.

PAIgGの測定法としてこれまでにcomplementlysis 

inhibition assay， Fab-anti-Fab法， plat巴letsuspension 

immunofluor巴scenc巴(PSIFT)法やradioactive anti-

immunoglobulin testなどが報告されているが，今回わ

れわれは測定が比較的簡便である林らの micro ELISA 

法11)をもちいて PAIgGを定量的に測定した.

健常成人の PAIgG値の測定にあたり，新鮮洗浄血小

板と洗浄凍結血小板を用いて比較検討した.測定実測値

では，洗浄凍結血小板を用いた方が他方に比し平均で

2.5倍と高値であった.これは，血小板を凍結融解するこ

とにより，血小板の α頼粒などから内因性の IgGが放出

されるためではないかと考えられた15).しかし， Kelton 

ら1同は， "intact"な血小板と"total "の血小板で PAIgG

の測定値を比較したところ両者に有意の差は認められな

かったと報告している.われわれの成績においても，正

常ヒト新鮮洗浄血小板と洗浄凍結血小板の間に一定倍数

の量的関係は認められなかった.今回， ITP患者におい

ては両測定値の比較は行なっていないが，内因性の IgG

の値が一定であることを想定し，全ての患者血小板

PAIgG値は一度に大量の検体を処理し得る利点を考慮

し，洗浄凍結血小板を用いた.

1981年 McMillanら17)はこれまでの報告を集計し，慢

性型 ITP患者 299例のうち 278例， 93%で PAIgG値が

高値であると報告した.また， Luiken181， McMillanl7)ら
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Fig. 5. Relationship betw巴巴nthe platelet counts and 
PAIgG values in 36 patients with acute and 
chronic ITP. 

は小児の ITPにおいて，その PAIgG値は慢性型が急性

型に比し有意に低値で、あり， PAIgGが病型の判定にも有

用である可能性を報告した.

今回のわれわれの成績では， PAIgGの高値を呈する率

は急性型，慢性型でそれぞれ 100%， 52 %で慢性型での

比率は諸家の報告に比し低値であったが，両者ともに

PAIgG値は正常人の値に比し有意の高値を示した.急性

型では慢性型に比し PAIgG{i直は高い傾向にあったが，

両者間に有意の差は認められなかった.また，急性型，
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慢性型の両型でPAIgG値と血小板数との聞に有意の負 idiopathic thrombocytopenic purpura and system 

の相関を認めた.急性型では全例で PAIgG値が 50ng/ lupus巴rythematosus. B100d 33: 795-812， 1969. 

107plを越すものが多かった.これより，今回のわれわれ 4) McMillan， R. J.， Smith， R. S.， Longmire， R. L.， 

の成績からも， Luiken， McMi11anらが指摘した如く Velenosky，R.， Reid， R. T. and Craddock， C. 

PAIgGの測定が両病型の鑑別にも一部有用であること G. : Immunoglobulins associated with human 

が示唆された platelets. Blood 37 : 316-322， 1971. 

PAIgGはITP以外にも，敗血症，癌，白血病，活動性 5) Hirschman， R. J. and Shulman， N. R. : The us巴

肝炎，即ち血小板減少が免疫的機序で起こらない疾患で of platelet serotonin rel巴aseas a sensitivemethod 

も上昇すると報告されている1叩叫が，今回われわれの成 for detecting anti platel巴tantibodies and plasma 

績でも ITPの病態に強く PAIgGが関与している事が 、antiplatelet factor in patients with idiopathic 

示唆された.micro ELISA法は再現性がよく，操作が比 thromboctopenic purpura. Br. J. Haemato1. 24: 

較的簡単であるという利点をもっており PAIgGの測定 793-802， 1973. 

に適していると考えられる.今後，症例数を増やし更に 6) Dixon， R. H.， Rosse， W. and Ebbert， L.: 

検討を重ねていきたい.

結 語

1)洗浄凍結血小板および新鮮洗浄血小板を用いて正

常人20名の PAIgG値を測定した.前者を用いた場合の

PAIgG値(mean::!:SD)は14.9::!:4.5 ng/I07pl，後者で

は8.0::!:5.9ng/107plであり，両者の相関係数は 0.69

であった.これより，洗浄凍結血小板を用い得られた

PAIgG億の mean+2SD，即ち 23.9ng/107pl以下を正

常値と定めた.以下の PAIgG値の測定には洗浄凍結血

小板を用い行なった.

2)急性型ITP患者の PAIgG高値を呈するものは

100 %，慢性型は52%であった.また，測定値はそれぞ

れ124.63::!:94.27 ng/I07plおよび， 68.55士113.74ng/ 

107plであり両者ともに正常人に比し有意の高値を示し

た(p<0.05). 

3)急性型，慢性型ともに ITP患者の PAIgG値と血

小板数は負の相関を示した(Y=2.69一札74X， r =-

0.70). 
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