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Summary: Flow cytometry (FCM) has recently been used to determine the epitopes 

of mouse monoclonal antibodies against platelets glycoproteins (GP). However， the 

utilization of this technique to detect the autologous anti.platelet antibody has been limited， 

because a high frequency of non.specific reaction has been observed in serum from healthy 

individuals. One reason for this has been thought to be related to the surface bound HLA 

antigens. To overcome this problem 1 have used acid treatment of platelets. The platelet 

pellets prepared by albumin density gradient separation were first treated with 0.123 M 

citric acid-N a2HP04， pH 3.0 for 10 min. at OT followed by formalin fixation. Using these 

platelets， the percentage of fluorescence positive cells (%FPC) for HLA-A， B， C antigens 

markedly decreased from 97.0 to 21.3， whereas that for platelet surface IgG slightly 

decreased from 40.4 to 28.8. On the other hand， %FPCs of platelet GPlb and GPIIb/IIIa 

complex remained almost unchanged， suggesting that the respective epitopes remain intact. 

The level of platelet bound IgG (PBIgG) of healthy adults and the multi transfused patients 

were determined. For healthy adults (n二 10)，the %FPC was 46.5土10.7(mean士SD)before 

treatment， and 10.3士2.9after treatment. Thus the %FPC after acid treatment were 

significantly decreased. In multi transfused patients (n=5)， the %FPCs were almost 

unchanged before and after acid treatment， from 86.6士21.3to 84.3 i:: 25.6. 

The average %FPC value in 50 healthy adults (25 males and 25 females) was 12.6士6

6 and the cut off value was 20.0. 

These results clearly indicate that acid treatment of platelets increases the availability 

and specificity for the detection of allo and autologous anti-platelet antibodies. 



(412) 水 本 保 子

Index Terms 

acid-treatment， flow cytometry， anti-platelet antibody， %FPC 

緒 宮苦
E司

血小板組成に対する自己あるいは同種抗体の出現によ

り血小板減少が惹起されうることは特発性血小板減少性

紫斑病，全身性紅斑性狼癒，新生児血小板減少性紫斑病，

輸血後紫斑病などの観察で明らかにされてきたト4). こ

れらの疾患のうち特発性血小板減少性紫斑病を中心にし

た血小板抗体の検出は1960年代から血小板凝集試験，補

体結合試験，抗グロプリン試験，放出試験などが用いら

れてきたが，そのいずれも感度は低く，同種抗体の検出

率に比べ抗血小板自己抗体の検出率は低い欠点があっ

た5)-8). 近年， enzym巴linkedimmunosorb巴ntassay 

(ELISA)あるいは immunofluorescenc巴test(IFT) 

により，自己の血小板に結合している IgG (platel巴t

associated IgG， PAIgG)や，同種血小板に結合しうる

血清中の IgG(plat巴letbound IgG， PBIgG)の微量検

出法が開発されか円血小板抗体の解析は著しく進展し

た.

一方， Herzenbergら15)(1976)によって， fluorescence 

activated cell sorter (FACS)が開発され，細胞を特異

性の高い抗体を用いて鐙光標識し， FACSで解析するこ

とにより細胞表面抗原の状態を定量的に検討することが

可能となり，さらに最近， cell sorter なしの flow 

cytometry装置が作製され，各種細胞表面抗原の検討が

迅速に行えるようになった.

血小板膜表面の構成組成についてもモノクロ一ナノレ抗

体を用いFACSによる解析が進みつつある.血小板膜表

面には自己抗原をはじめとして， ABO式血液型，血小板

特有抗原および白血球抗原である HLAクラス I抗原

(HLA-A， BおよびC)も存在していることが知られて

いる 16). HLA抗原の不適合により生じた抗体は血小板

減少惹起の要因のーっと考えられている.Flow 

cytometryではその感度のよさから血小板特異抗体の

みならず， HLA-A， B， Cに対する抗体も検出している

可能性が大きし特異抗体の検出には血小板表面より

HLA】A，B，C抗原の除去が必要である.菅原ら川(1987)

はリンパ球を酸処理しその表面より HLA-A，B， C抗原

を除去し得たことを報告した.今回著者は血小板に酸処

理法を行い，酸処理の血小板に対する影響として主に血

小板表面の HLA-A，B， C抗原および血小板膜糖蛋白

(glycoprotein， GP) Ib，および GPHb/IIIacomplex 

と血小板膜表面の IgGの変化につき検討した.更にこの

酸処理血小板と flow-cytometricanalysisとを用いるこ

とにより，抗血小板抗体，特に PBlgGをより特異的に

検出する方法を開発したので報告する.

材料および方法

1.血小板の分離，酸処理および固定:下記の順序で

行った.

1) 血小板の分離・ O型健常人男性10名より acid 

citrate dextros巴(ACD，pH 4.5)液と全血を各々 1

5の割合で採血し，続いて 2，300回転(1，000g)で40秒

間遠心し上清を採取した.同様の遠心を更に2回繰り返

しplateletrich plasma (PRP)をえた.採取したPRP

をWalshら18)のアルブミン勾配遠心法にて洗浄した.即

ち，平底試験管に下層より 290-320mOsmに調製した

仔牛血清アノレプミン原液 (bovine serum albumin 

(BSA)， Fraction V， Calbiochem， La J olla， CA) 0.3 

ml， Ca-free Tyrode's buffer (pH 6.5)にて2倍希釈し

た BSA0.3ml，および3倍希釈した BSA0.3mlを重

層し，上の 2層を静かに撹持した.その上に終濃度5U/

mlとなる Apylase(Sigma Chem， St. Mo)を添加した

PRPを静かに重層し， 2，300回転(1，000g) 15分間遠心

し上清を除去し血小板沈溢を得た.続いて得られた血小

板沈溢を CaイreeTyrode's buffer (pH 6.5)で再浮遊し

終濃度1U/mlとなるように Apylaseを添加し上記と

同様の遠心を行い血小板沈溢を得た.更に得られた血小

板沈溢を再び Ca-fr巴eTyrode's buffer (pH 6.5)に浮

遊し，終濃度0.2U/mlとなるように Apylas巴を加え，

同様の遠心操作を繰り返すことにより洗浄血小板沈溢を

えた.

2) 血小板酸処理方法および固定:氷槽中で，1)で得

られた洗浄血小板沈溢に0.236M citric acid と1%

BSAを含んだ0.123M N a，HP04を等量に混合したグ

エン酸リン酸緩衝液 (pH3.0) 1 mlを注入し， 10分間

ポリスチレンディスポーザフツレピペットでゆっくりと撹

梓し，その後0.1M citrat巴buffer(pH 6.4) 12 mlを

加え溶液の pHを6.4に上昇せしめた.次いで終濃度1

%となるようにホノレマリンを加え3TC30分間 incuba日

tion後4'cにて一夜保存固定した.翌日， 0.02% NaN3 

を含んだphosphatebuffered saline (PBS)にて3回洗

浄後，同様の溶媒にて再浮遊させ解析に用いるまで4'c 
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にて保存した.なお，対照血小板としては酸処理を行な を含んだO.lMTris-HCl buffer (pH7.3)にて2回洗

わずりの方法で得られた洗浄血小板をホノレマリン固定 浄後，更に0.02%.NaN3PBSにて l回洗浄し血小板沈

したものを用いた. 澄を得た.この血小板沈澄に2次抗体として20倍希釈し

2.血小板表面の HLA-A，B， C抗原および膜表面糖 たFITC標識抗マウス IgG(TAGO， Burlingame， CA) 

蛋白 GPlb，IIb!lIIa complexの測定:上記方法で酸処 を室温にて 30分間反応させた.上記と同方法にて3回洗

理後，ホルマリン固定した血小板，および酸処理をせず 浄後，得られた血小板沈涯を500μlのPBSに浮遊後，

ホノレマリン固定した血小板それぞれ10.個と HLA-A， FITC 蛍光陽性率(% of Fluorescence Positive 

B， Cに対するモノクローナノレ抗体で、あるc10neW6!32 Cells: % FPC)を FACScan (Becton Dickinson， 

(Serotec， Kidlington， Oxford)， GPlbに対するモノ Mountain View， CA)にて測定した.%FPCの検出方

クローナル抗体Ib1あるいは GPIIb!IIIacomplexに対 法の詳細は 5. に述べるが， HLA-A， B， Cおよび

するモノクロ一ナノレ抗体 CP 8 (Dr. Zimmerman. GPlb， GP IIb!IIIa complexの抗原量は %FPCとして

Scripps Clinic and Research Foundation. La Jolla， CA あらわした.

供与〕をそれぞれ3TC30分間反応させた.0.5 M LiCl 3 .血小板表面 IgG量の測定・血小板表面 IgG量に
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Fig. l. Th巴measurementof %FPC of HLA【A，B， C antigens， GPlb， 
GPIIb!IIIa complex and PBIgG. 
(a) (a'); Dot blots of plat巴letsstained with FITC-conjugated 
anti同mouseIgG (a) or anti-human IgG (a勺withFSC indicated 
on the x-axis. A r巴ctangulargate was setted. (b) (b'); Th巴
histogram of the gated plat巴lets. The relative fluorescence 
intensity (FLl) is indicated on the x-axis and cell number on 
the y【axis.A marker (straight line) was setted. (c) (c'); Th巴
histogram of the platelets stained with FITC-conjugated anti-
mouse IgG (c) or anti-human IgG (c') aft巴rincubation with a 
monoc1onal antibody (c) or tested serum (c')目 %FPCwas 
measured as % of cells that had higher fluorescence intensity 
than the setted mark巴r.
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ついて上記と同様，酸処理後ホルマリン固定血小板およ

び非酸処理ホノレマリン固定血小板を用いて検討した.そ

れぞれの血小板10.個と 20倍希釈した FITC標識抗ヒ

トIgG(F(abつ2，T AGO， Burlingame， CA)を室温に

てぬ分間反応させた後， 0.5 MLiCl Tris-HCl buffぽお

よび0.02% NaN3 PBSにて洗浄後，得られた血小板沈

潰を500μlのPBSに浮遊後， %FPCをFACScanにて

測定して，血小板表面 IgG量とした.

4.健常人血清中の抗血小板抗体 (PBIgG)の測定:

健常人男性10名，および頻回の血小板輸血歴のある血液

疾患患者5名について酸処理後ホノレマリン固定血小板お

よび非酸処理ホノレマロン固定血小板の両者に対して検討

した.酸処理後ホノレマリン固定血小板および非酸処理ホ

ノレマリン固定血小板5X10.個に， 56"C30分間にて非働化

させた被験血清20μlと， PBS 180μlを3TC30分間反

応させた.次いで0.5M LiCL. Tris-HCL bufferで2

回，更に 0.02% NaN 3 • PBSにて l回洗浄した.得ら

れた血小板沈澄に2次抗体として 20倍希釈した FITC

標識抗ヒト IgGを室温にて 30分間反応させた.上記と

同様に洗浄し，血小板沈溢を500μlの PBSに再浮遊

後， %FPCをFACScaniこて測定し PBIgG値として表

した.

更に，健常人男性25名，女性25名の血清について酸

処理後ホノレマリン固定した血小板を用いて PBIgGを測

定した.

5. FITC 蛍光陽性率 (%FPC)の検出方法:下記の

2方法によった.

1) 間接蛍光抗体法の場合.血小板表面の HLA-A，

。ωω

(a) 
拘 i (b) 

本 保 子

B， CならびにGPlb，GPIlb!IIIa complexの抗原量お

よび PBIgG値を表わす %FPCの検出方法は次の如く

である.まず 2次抗体である FITC標識抗マウス IgG

を反応させた血小板W1固につして Fig.ICa)に示すよう

なdotblotを描き，右上方に現われる血小板凝集塊及び

左下方に現われる血小板 deblisを除外し図の如く血小

板集団に gateを設定し，この gate内の血小板を解析

に用いた.同様に FITC標識抗ヒト IgGのみを反応さ

せた血小板について Fig.lCa')の如く dotblotを措いて

gat巴内の血小板を解析した.gate内の血小板について

Fig.1(b)(bつに示すように縦軸に度数を横軸には FITC

蛍光強度を対数で表したhistogramを作成し，常法によ

りこの %FPCが4-5となるところに markerを設定

した.Fig. 1 (b) (bつでは縦の実線として表わした.次い

で，モノクロ一ナノレ抗体および被験血清を反応させたの

ちに2次抗体を反応させた血小板10.個についても同様

に gateを設定後， gate内の血小板について Fig.l(c) 

(c')に示したような histogramを作成した. この histo-

gramにおいて Fig.lCb) (b')で設定されたmarkerより

高い蛍光を示す細胞の割合を %FPCとした.Fig. lCa) 

(b) (c)は血小板膜糖蛋白 GPlbによる血小板dotblot， 

及ひ'histogramを Fig.1 (a') (b') (cつは flowcytometry 

にて血清中の抗血小板抗体が強陽性を示した者の % 

FPCを検出した際の血小板dotblot及びhistogramを

実例として示した.

2) 直接蛍光抗体法の場合:血小板表面上 IgG値を

表わす %FPCの検出方法は以下に述べる如くである.

まず， Fig.2(a)に示した何とも反応させていない血小板

FSC 
10' 10' 10' 10・
FLI 

(c) 

10' 10' 10' 10' 
FしI

Fig. 2. The measurement of %FPC of platelet surface IgG 
(a); Dot blot unstained platelets目 Arectangular gate was 
setted. (b); The histogram of gated unstained plat巴lets. A 
marker was setted on th巴pointthat was th巴high巴stautofluor-
escence of platelets. (c); The histogram of the plat巴lets
stained with FITC-conjugated anti-human IgG. %FPC was 
measured as % of cells. that had high巴rfluorescence intensity 
than the setted mark巴r.
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10'個について 5. 1)と同方法にて Fig.2(b)に示した血 Fig. 4(a)に示した洗浄後ホノレマリン固定血小板の

小板 histogramを作成し，その autofluoresc巴nce(白 GPlbの %FPCは99.0で，一方， Fig.4(b)に示した酸

家鐙光〕にmarkerを設定した.ついで， Fig.2(c)に示 処理後ホノレマリン固定血小板では GPlbの %FPCは

した FITC標識抗ヒト IgGを反応させた血小板 histo. 98.3と差異を認めなかった.また， Fig.4(c)に示した非

gramを描き，この histogramで autofluorescenceよ 酸処理後ホノレマリン固定血小板中の GPIIb/IIIa com. 

り高い鐙光を示す細胞の割合を %FPCとした.なお plexの %FPCは98.5で，一方， Fig. 4(d)に示した，

検定は stud巴ntt testを用いた. 酸処理後ホノレマリン固定血小板の GPIIb/IIIacomplex 

の %FPCは98.7と差を認めなかった.
結 果

2.酸処理による血小板表面 IgG量

1.酸処理による血小板表面HLA:A，B， C抗原量 o型健常人男性10名の非酸処理ホノレマリン固定血小
GPlbおよび GPIIb/IIIacomplexの変化 板における血小板表面 IgG量を FITC標識抗ヒト IgG

0型健康成人より採取した1例の洗浄後ホノレマリン固 で標識後 flowcytometryで %FPCを求めたところ

定した血小板を抗日LA-A，B， Cモノクローナノレ抗体 38 .4:t10. 4であった.酸処理後ホノレマリン固定した血小

の cloneW6/32，次いで FITC標識抗マウス IgGと反 板を用いて求めた IgG量は25.8土5.6と軽度に減少し

応後， FACScanを用いた flowcytometric analysisで た.この血小板 histogramを Fig.5(a)(b)に示したが

FITC陽性率(%FPC)を測定したところそのhistogram (b)のhistogramは(a)のhistogramに比し僅かに左側

は Fig.3(a)の如くで %FPCで、求めた HLA-A，B， C へ偏位した.

は97.0であった 3.酸処理による血小板への血清 IgGの結合能

一方，洗浄後クエン酸処理を行いホルマリン固定した 正常人よりの plat巴letrich plasmaを洗浄後にホノレマ

血小板についての HLA-A，B， C抗原のhistogramは りン閏定した非酸処理血小板サンフソレに正常人10名よ

Fig. 3(b)の如く左に偏位し %FPCは21.3であった. り採取した血清を添加し，3TC30分反応後血小板を洗浄

0型健常人男性10名についての非酸処理ホルマリン し， FITC標識抗ヒト IgGを30分反応せしめた後，血

固定血小板による HLA-A，B， CのFITC鐙光陽性率 小板結合IgG(PBIgG)量を flowcytometryで測定し

(%FPC)は96.5:t8.7(mean土SD)であった.一方， た.この PBIgG値は39.4から 50.7(46.5土10.7)と高

酸処理後ホノレマリン固定血小板を用いて求めた %FPC 値を示した.一方，酸処理後ホノレマリン固定した血小板

は20.2:t3. 5と著明な減少をみとめた. を用いて求めた PBIgG値は7.8から 16.0(10.3:t2.9) 

0 
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(a) 

%FPC: 97.0 %FPC: 21.3 

101 102 103 104 

FLI 
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Fig. 3. The change of platelet surface HLA-A， B， C antigens by 
acid.treatment. 
The histogram of NATFFP (Not Acid Treated， Formalin 
Fixed Plat巴let)(a) and ATFFP (Acid Treated， Formalin 
Fix巴dPlatelet) (b) stained with FITC.conjugat巴danti.mouse 
IgG aft巴rincubation with W6/32目
The histogram of A TFFP was markedly shifted to left and % 
FPC was d巴creasedfrom97.0 to 21.3. 

103 104 
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Fig. 4. The change of platelet surface GPlb and GPIIb/IIIa complex 
by acid-treatment. 
Gr巴巴nf1uoresc巴ncehistograms display of NATFFP or ATFFP 
incubated with Ib1 and CP8. (a); NATFFP incubat巴dwith Ibl. 
(b); ATFFP incubated with Ibl. (c); NATFFP incubated with 
CP8. (d); ATFFP incubated with CP8. %FPC of GPlb and 
GPIIb/IIIa complex r巴main巴dalmost no chang巴d.

(a) (b) 

%FPC: 40.4 
%FPC: 28.8 
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Fig. 5. The change of plat巴letsurface IgG by acid-treatrnent. 
The histogram of NATFFP (a) and ATFFP (b) stained with 
FITC-conjugaed anti-human IgG. The histogram of ATFFP 
was slightly shifted to left and %FPC of IgG was slightly 
decreased after acid-treatment 
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Fig. 6. The change of PBIgG by acid-treatment 
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Green fluorescence histograms of NATFFP or ATFFP in 
cubated with t巴stedserum of a healthy adult or of a patient 
with several transfus巴dof plat巴lets.(a) (b): NATFFP (a) and 
ATFFP (b) incubated with tested serum of a healthy adult. 
(c)(d); NATFFP (c) and ATFFP (d) incubated with tested 
serum of a patient. %FPC of PBIgG in healthy adults were 
decreas巴daft巴racid-treatment. 
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と酸処理をしない血小板を用いた時に比し有意の減少を その典型的な l例を Fig.6(c) (d)に示した.

10'" 

10'" 

みとめた (p<O.Ol).その典型的な1例を Fig目6(a)(bう 更に，健常人1名，前述の血液疾患患者1名について，

に示した. 酸処理後ホルマリン固定血小板を用いて 5日閣の日差変

しかし，頻回の血小板輸血歴があり lymphocytotox 動を検討したところ，それぞれ10.2土l.2， 96.3士5.4と

ity t巴st(LCT)あるいは mixed passive haemag- 良好な再現性をみとめた.

gulutination (MPHA)陽性で血小板輸血効果のみられ 4.健常成人の PBIgG値

ない血液疾患患者5名については，その PBIgG値は， 酵処理後ホノレマリン固定血小板を用い上記の如く

非酸処理および酸処理血小板のどちらを用いてもとめて flow cytom巴tryで求めた健常成人男性25名，女性25名

も，それぞれ98.5から 69.5(86.6士21.3)，また98.7か のPBIgG値は Fig.7に示した如くであり，男性は7.2

ら59.8(84. 3:t25. 6)と差をみとめなかった. から 13.6の間にあり，平均では10.2士l.7，女性では8.6



子保本水(418) 

近年，特異性の高い抗体を用いて細胞を蟹光染色し，

flow cytometry装置により細胞表面の抗原解析が比較

的容易に且つ迅速に行えるようになった.血小板膜表面

の抗原巴pitope，構成組成の解析もモノクロ一ナノレ抗体

を用いた flowcytometryで進められている.

また，血小板膜表面に結合している免疫蛋白(Im-

munoglobulins， Igs)についても flowcytometryによる

検討がなされている同叫.著者も，洗浄後ホノレマリン固定

正常血小板を用い，これに結合する自己あるいは同種抗

血小板抗体を有すると思われる患者血清中の IgG即ち，

Platel巴tbound IgG (PBIgG)をflowcytometryで測

定することを試みた.しかし，予備検討段階で正常血清

を用いた場合も明かな鐙光陽性像を示すことを観察した.

これは血清蛋白が非特異的に血小板膜表面に吸着ないし

結合することによると考えられ，血清中の抗血小板特異

抗体の検出にあたり，このような血清中蛋白の非特異的

吸着ならび、にすで寸こ血小板膜表面に非特異的に吸着され

ている抗原，あるいは蛋白の影響を除去するために血小

板膜表面の処理方法の検討が必要と思われた.

血小板膜表面には粘着，凝集惹起物質に対する受容体

機能をもっ諸種の糖蛋白 (GPla，Ib， IIb/IIIa com-

plex， IVなど〉が固有成分として存在しているが，血小

板特有抗原，自己抗原および白血球抗原である HLA-A，

B， Cなども存在している.菅原ら17)(1987)はcytotoxic

T リンパ球 (CTL)や Natural Killer (NK)細胞など

の機能的特異性を知る目的でリンパ球を酸処理すると，

これら細胞表面の HLA-A，B， C抗原が殆ど除去しう

ることを報告した.著者は血小板表面の非特異的吸着抗

原あるいは蛋白を除去し，自己あるいは同種抗体をより

特異的に検出することを目的とし，血小板をクエン酸リ

ン酸緩衝液で、処理後ホルマリンで固定し，この処理血小

板表面上の同種抗体の主な抗原となる HLA-A，B， C抗

原，血小板膜糖蛋白 GPlb，GPIIb/IIIa complexおよび

血小板膜表面IgGについて検討した.酸処理後ホルマリ

γ固定血小板浮遊液を抗 HLA-A，B， Cモノクロ一ナ

ノレ抗体を反応後，二次抗体の FITC標識抗マウス IgGで

反応せしめ， FITC 鐙光陽性率 (%FPC)を flow

cytometryで測定し， HLA-A， B， C抗原量として表現

した.0型健常人男性10名についての非酸処理ホルマリ

ン固定血小板の %FPCは96.5士8.7であったが酸処理

後ホルマリン固定血小板では20.2::1=3.5と著しく減少し

た.これに対し，血小板膜固有の組成である GPlbおよ

び GPIIb/IIIacomplex抗原の酸処理による影響を抗
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Fig. 7. %FPC of PBIgG in 25 males and 25 
females 
The %FPC in 50 healthy adu1ts were det巴r司
min巴dusing A TFFP 
The mean士SDwas 10.2土1.7for male， and 
l3.8土3:4for female. Th巴%FPCof female 
was significant1y higher than that of male 
The average value was 12.0土6.6. Thus， 
the cut off value was 20.0. 
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から 19.5の値を示し，平均では13.8士3.4であった.ま

た，女性の PBIgG値は男性に比し有意の上昇をみとめ

た(p<O.Ol).これら健常人50名の PBIgG値は12.0士

3.3であった.健常人50名の PBIgG値の平均十2SDと

女性25名の上限値を考えあわせ20を cutoff値と設定

しTこ.
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GPlbモノクロ一ナノレ抗体ならびに抗 GPIIb/IIIacom-

plexモノクロ一ナノレ抗体を用い， flow cytometryによ

る %FPCを検討したところ非酸処理ならびに酸処理の

ホノレマリン固定血小板表面の %FPCは両者ともに全く

変化を認めなかった.これは酸処理にても ADP，

collag巴n，ristocetinによる血小板凝集能には変化を認

めなかったという 1988年の倉田ら19)の報告と一致する

ものである.また，非酸処理あるいは酸処理血小板に

FITC標識抗ヒト IgGを反応させた直接蛍光抗体法に

より血小板表面上の IgG量を %FPCで求めたところ，

酸処理血小板での IgG量は非酸処理血小板でのそれよ

り軽度減少することを認めた. この減少は非酸処理血小

板に非特異的に結合していた IgGの除去によるものと

推察された.これらの所見から正常血小板膜表面固有の

糖蛋白量は酸処理によって影響をうけないが，膜表面上

の HLA-A，B， Cおよび特異的抗血小板抗体ではなく

て非特異的に吸着ないし結合した IgGの多くは酸処理

で除去されるものと考えられた.従って血清中に生じた

抗血小板抗体の測定にあたり，酸処理血小板は非酸処理

血小板に比して血清蛋白の非特異的吸着の影響がより少

なく，かつ，血清中の特異的抗血小板抗体の吸着，結合

がより高められうる可能性が想定された.

そこで著者は，健常人男性10名と頻凹の血小板輸血歴

のある血液疾患患者5名について非酸処理および酸処理

後ホルマリン固定血小板を用いてこれらの PBIgGを測

定し %FPCとして表わしたところ，患者5名では非酸

処理血小板を用いた場合は86.6:1:21.3，また，酸処理血

小板を用いた場合には84.3士25.6とほとんどその差を

みとめなかった.一方，健常人10名においてはその%

FPCはそれぞれ46.5士10.7および10.3土2.9と酸処理

血小板を用いて求めた %FPCは非酸処理血小板を用い

て求めたものに比し著しく減少した.酸処理血小板を用

いることにより %FPCが減少したことについては以下

のことが考えられる.1)酸処理により血小板上HLA-

A， B， C抗原量が著しく減少した， 2)血小板上IgG量

が減少した. 3)血小板上でおこる非特異的な免疫反応

を抑制した，などである.酸処理血小板を用いることに

より健常人の PBIgG値を減少させた一方において，特

異的免疫反応(真の PBIgG値〕には変化をみとめなか

った.以上より flowcytometric analysis を用いた

PBIgGの測定において酸処理ホルマリン固定血小板は

優れた基質になり得ると考えられる新しい知見を得た.

この酸処理後ホノレマリン固定血小板を用いて健常人男性

25名，女性25名の PBIgG値を測定したところ，女性が

男性に比し有意の上昇をみとめた.女性が男性に比し有

意の上昇をみとめた原因については，1)妊娠歴がある，

2)血清中IgG債が男性に比し高い，などが考えられる

が，今回の検討では妊娠歴のない女性を対象にしている

ためまず1)は否定できる.また，同ーの対象を用いて

血清中IgG値を測定したところ男性では1617.9土189.5

mg/dl，女性では1502.7士453.1mg/dlで両者に差はみ

とめられず2)についても考えられず，現在のところ女

性により高い PBIgG値をみとめたことの原因は不明で

あり，今後の検討が必要であると考える.

結 量五
悶ロ

血小板に酸処理を行い，この酸処理法の血小板に及ぼ

す影響として血小板表面の HLA-A，B， C抗原，

GPlb， GPIIb/IIIa complexおよび IgG量の変化につ

いて検討した.

更に，酸処理後ホノレマリン固定正常ヒト血小板を用い

ての flowcytometryによる血清中の同種あるいは自己

抗ヒト血小板抗体の検出方法を開発し，以下の結果を得

た.

1) 酸処理を行なった血小板表面上の HLA-A，B， C 

抗原量は著滅した.

2) 酸処理を行なっても血小板の膜表面糖蛋白 GPlb

および GPIH】/IIIacomplexは変化しなかった.

3) 酸処理を行なった血小板表面上の IgG量は軽度

減少した

4) 酸処理後ホノレマリン固定した血小板を用いて

PBIgGを測定したところ，頻回血小板輸血歴のある血液

疾患患者5名については非酸処理後ホルマリン固定血小

板を用いた時に比し，その %FPCは変化しなかったが，

健常人男性10名においては，その %FPCは著減した.

5) 酸処理後ホノレマリン固定血小板を用いて求めた健

常人50名の PBIgG値は平均12.0:1:3.3であった.ただ

し男性は10.2士l.7，女性は13.8:1:3.4と女性が有意に

高値を示した (p<O.01).従って， 50名の mean:l:2SD

および女性の上限値を考えあわせ健常人PBIgG値の cut

off値を20.0と設定した.

以上より，酸処理した血小板は血清蛋白の非特異的吸

着などの影響を少なくしうると想定され， flow 

cytometryを用いての抗血小板抗体の検出に有用な素

材であると考えられた.更に，それを用いて健常人の

PBIgG値の cutoff値を設定することができた.

尚，本論文の要旨は第 11回日本血栓止血学会総会〔昭

和63年 12月，東京〉にて発表した.
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