
 氏 名(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の条件

研究科専攻

学位論文題目

わたなべみき

 渡 邉 美 紀(宮城県)

 博 士(医学)

 医博第 1649 号

 平成12年3月23日

 学位規則第4条第1項該当

東北大学大学院医学系研究科

 (博士課程) 内科学系専攻

 血管内皮細胞 AT皿結合性ヘパリ ン糖鎖に対する

 自己抗体:新たな血栓症診断の標識抗体と しての

有用性

論文審査委員

  (主 査)

教授伊藤貞嘉

 教授佐々木 毅

教授佐藤靖史

 一 273 一



論文内容要旨

               ζ研究目的】

  自己免疫の関与する血栓症と して抗リン脂質抗体症候群 (APS) が知 られている。 しか し抗リ

 ン脂質抗体が陰性であるにもかかわらず血栓症を発症する自己免疫性疾患症例 も少なく な く,

 APS とは異なるメ カニ ズム の存在が推定される。 血管内皮細胞上の糖蛋白であるヘパラ ン硫酸

 プロテオグリカンは, その糖鎖上にアンチトロンビン皿 (AT皿) と特異的に結合する五糖体配

 列 (heparin polysaccharide;HPS) を有しており, HPS が流血中の AT皿と結合し, 血管内皮

 表面の抗凝固性を維持している。 よって HPS に対する目己抗体 (抗 HPS 抗体) が存在すると,

 抗体が HPS に結合することにより血管内皮細胞上の抗凝固活性が阻害され血栓症が誘導される

 可能性がある。 本研究は, 抗 HPS 抗体が, 抗リ ン脂質抗体を含む既知の血栓症関連抗体とは異

 なった新たな血栓症・流産 の指標となり得るか否か を検証することを目的と した。

               【研究結果】

 ① 抗 HPS 抗体検出法の確立:市販のヘパリ ンを AT皿カラムで吸着し AT In 結合部位を多く含む

 分画を精製 し, HPS 抗原として用いた。 さらに後述するモノク・一ナル抗 HPS 抗体を標準とし

 て血中抗 HPS 抗体価の定量化を計った。

 ② ヒ トモノクローナル抗 HPS 抗体の採取:抗 HPS 抗体陽性患者か ら得た末梢血B細胞を EBV

 でトランスフォーム し, 抗 HPS 抗体陽性細胞を選択しSHM-D33 と細胞融合した。 抗 HPS 抗体

 産生性ハイ ブリ ドーマを選択 し, 培養上清からモノクローナル抗 HPS 抗体を精製した。

 ③ 各疾患における抗 HPS 抗体出現有無の検討:抗 HPS 抗体は血栓症患者 86 人のうち 18 人

 (20.9%) (抗リ ン脂質抗体症候群 27例のうち 10 例, その他の自己免疫疾患9例のうち4例, 動

 脈硬化症および基礎疾患をもたない 51 例のうち3例), 習慣性流産患者 30 人のうち 14 人

 (46、7%) (抗リン脂質抗体症候群7例のうち2例, その他の自己免疫疾患4倒のうち2例, 糖尿

 病1例のうち0例, 基礎疾患をもたない患者 !8例のうち 10 例), 血栓症の既往がない患者 111

 人のうち3人 (2.7%) (自己免疫疾患 50 例のうち3例, 健常人 61 例のうち0例) で認められた。

 つまり抗 HPS 抗体陽性患者のうち血栓症では 18人のうち8人, 習慣性流産では 14 人のうち 12

 人が, 抗リン脂質抗体陰性であった。

 ④ 抗HPS 抗体陽性例の検討:抗 HPS 抗体単独陽性患者は抗リン脂質抗体単独陽性患者 (APS

 例) に比較し習慣性流産の頻度が多く, 脳硬塞と腎梗塞の頻度が少なかったが, 血栓症の部位は

 APS と同様であった。 また抗 HPS 抗体単独陽性患者では抗核抗体が高率に陽性 (16例のうち 14
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 例) であったが, 自己免疫疾患に特有な症状をもつのは3例のみであった。 抗リ ン脂質抗体症候

 群に特徴的な血小板減少, APTT 延長は抗 HPS 抗体単独陽性患者では認められなかった。

 ⑤ 抗 HPS 抗体特異性の検討:モノクローナル抗 HPS 抗体, および血清中の抗 HPS 抗体の,

 HPS・血管内皮細胞・カルジオリ ピン・ プロ トロンビン・β2GP1・DNA などに対する結合特異

 性を調べた。 モノクローナル抗 HPS 抗体。血清抗 HPS 抗体とも HPS および血管内皮細胞に特

 異的に結合したが, その他の抗原には結合しなかった。 また抗 HPS 抗体の HPS および血管内皮

 細胞に対する結合は, HPS および AT皿によってのみ抑制された。

              【研究の意義・独創的な点】

 ① 簡便で感度の高い抗 HPS 自己抗体測定系を確立した。

 ② ヒトモノクローナ ル抗 HPS 抗体およ び血中抗 HPS 抗体の特異性解析によりこれらが HPS お

 よび血管内皮細胞に特異的な新 しい自 己抗体であることを明 らかと した。

 ③ 抗 HPS 抗体は, 抗リ ン脂質抗体症候群とは異なる血栓症・流産例に検出でき, 本病態診断の

 指標と して有用であることを示した。

  以上は国内外で初めての知見であり, 臨床的にも有用で意義深い。
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 審査結果の要旨

  自己免疫の関与する血栓症として抗リン脂質抗体症候群 (APS) が知られている。 しか し, 抗

 リン脂質抗体が陰性であるにもかかわらず血栓症を発症する自己免疫性疾患症例も少なくなく,

 APS とは異なるメカニズムの存在が推定される。 血管内皮細胞上の糖蛋白であるヘパラン硫酸

 プロテオグリカンは, その糖鎖上にアンチ トロンビン 皿 (AT 皿) と特異的に結合する五糖体配

 列 (heparin poiysaccharide:HPS) を有しており, HPS が流血中の AT I皿と結合 し, 血管内皮

 表面の抗凝固性を維持している。 よって, HPS に対する自己抗体 (抗 HPS 抗体) が存在すると,

 抗体が HPS に結合することにより血管内皮細胞上の抗凝固活性が阻害され, 血栓症が誘導され

 る可能性がある。 本研究は抗 HPS 抗体が, 抗リン脂質抗体を含む既知の血栓症関連抗体とは異

 なった新たな血栓症・流産の指標となり得るか否かを検証することを目的とした。 その結果, 以

 下の知見を得た。

  ① 抗 HPS 抗体検出法の確立:市販のヘパリンから精製した HPS 抗原を用い, 抗 HPS 抗体

 ELISA を確立 した。 ② ヒ トモノクローナル抗 HPS 抗体の採取:抗 HPS 抗体陽性患者から得た

 末梢血B細胞を EBV で トランスフォーム し, 抗 HPS 抗体陽性細胞を選択 し, SHM-D33 と細胞

 融合した。 抗 HPS 抗体産生性ハイブリ ドーマを選択 し, 培養上清からモノクローナル抗 HPS 抗

 体を精製した。 ③ 各疾患における抗 HPS 抗体出現有無の検討二抗 HPS 抗体は血栓症患者 86 人

 のうち 18 人, 習慣性流産患者 30 人のうち 14 人, 血栓症の既往がない患者 111 人のうち3人で

 認められた。 抗HPS 抗体陽性患者のうち血栓症では 18 人のうち8人, 習慣性流産では 14 人の

 うち 12 人が抗リ ン脂質抗体陰性であった。 ④ 抗 HPS 抗体陽性例の検討:抗 HPS 抗体単独陽性

 患者では抗核抗体が高率に陽性 (16 例のうち 14 例) であったが, 自己免疫疾患に特有な症状を

 持つのは3例のみであった。 抗リン脂質抗体症候群に特徴的な血小板減少, APTT 延長は抗

 HPS 抗体単独陽性患者では認められなかった。 ⑤ 抗 HPS 抗体特異性の検討:モノクローナル抗

 HPS 抗体, 及び血清中の抗 HPS 抗体の結合特異性を調べた。 モノクローナル抗 HPS 抗体・血

 清抗 HPS 抗体とも HPS 及び血管内皮細胞に特異的に結合したが, その他の抗原には結合 しなかっ

 た。 また, 抗 HPS 抗体の HPS及び血管内皮細胞に対する結合は, HPS 及び AT 皿によっての

 み抑制された。

  以上の結果より, 簡便で感度の高い抗 HPS 自己抗体測定系を確立した。 また, ヒトモノクロー

 ナル抗 HPS 抗体及び血中抗 HPS 抗体の特異性解析により, これらが HPS 及び血管内皮細胞に

 特異的な新 しい自己抗体であることを明らかにした。 さらに, 抗 HPS 抗体は, 抗リン脂質抗体

 症候群とは異なる血栓症・流産例に検出でき, 本病態診断の指標と して有用であることを示 した。

 これらのことは国内外で初めての知見であり, 臨床的にも有用で意義深い。 よって, 十分学位に

 値するものと思われる。

 一 276 一


