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論　　文　　の　　要　　旨

　＜目　　的＞

　Decay－acce1erati㎎factor（DAF）は補体制御活性を有する膜蛋白で，補体の反応過程でできるC

3／C5分解合体酵素を解離失活させる。

　発作性夜間血色素尿症（paroxys㎜al　no伽ma1hae㎜og1obi㎜ria：PNH）は，その赤血球が補体に

対し強い感受性を有する後天性の溶血性貧血であり，赤血球膜におけるDAFの欠損がその原因であ

るとされている。

　本研究では，DAFの測定法として新たに開発した簡便な酵素免疫測定法（enzyme－1inkedi狐一

m㎜osorb㎝t　assay：ELISA）の詳細を記載し，健常人，PNH，他の貧血性疾患での測定結果を示し，

PNHにおけるDAF測定の臨床的意義について考察した。

＜対象及び方法＞

　対象：健常人30例，PNH8例，その他の貧血13例を対象とした。

　血球の分離：クエン酸ソーダ加血液25㎜1から血小板血漿を分離。続いて，赤血球を遠心分離によ

り得，さらに好申球と単核球に分離した。好中球分画に混入した赤血球は低張性溶血によって除去

した。
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　細胞抽出液作成　赤血球　2．10gの赤血球をユ％NP－40，50μ9／㎜1Suc（OMe）一A1a－A1a－Pro－

Va卜MCA（合成エステラーゼ阻害例），㎞MPMSFを含むPBS500川で抽出し高速遠心にて不溶物

を除き一80℃に凍結保存した。好中球：2－9，107の好中球を1％NP－40，50μg／聰1エラスターゼ

阻害剤，㎞MPMSF，5μg／㎜1ソイビントリプシンインヒビター，100U／m1トラジロールを含む

PBS150一で抽出，同様に凍緒保存。血小板：2一、108の血小板を1％．NP－40と蛋白分解酵素阻害

剤を含むPBS300μ1で抽出，同様に凍結保存。

　◎AFの純化：DAFはプールしたヒト赤血球膜よりNicho1s㎝一We11erらの方法を一部改変して純

化した。

　抗DAFモノクローナル抗体の作成13種の抗DAFモノクローナル抗体（1C6，4F11および5

B2；マウスIgG王）を使用した。

　抗DAF抗体（1C6）のビオチン標識1Bayerらの方法に基づいてビオチン標識しO℃に保存。

　酵素免疫測定法（匿LlSA）：96穴のプラスチックプレートを抗DAF抗体（4F1ユ十5B2：各10

μg／㎜1）ユOOμ1でコート，4℃終夜放置。洗浄用緩衡液（10狐M　EDTA，O．05％Tweer20を含

むPBS）でウェルを洗浄後，1％牛血清アルブミン溶液と37℃でユ時聞反応させた。洗浄後，11

6，1：ユO，ユ：ユ5に希釈した細胞抽出液50μ1をウェルに加え，37℃，2時間の反応後，洗浄し，

ビオチン標識王C6（500㎎／制）を100μ1加え，37℃でユ時聞反応させた。次に洗浄後，アビジン・

ビオチン複合体ユOOμ1を各ウェルに加え，30℃でユ時問反応，洗浄後，基質としてABTSを加え1

時間反応後，各ウェルの吸光度（414n狐）を測定した。標準線は純化DAF（ユ80μg／㎜1）を1：400

－114000の数段階に希釈したものにより得た。各実験はd叩1icateで行なった。

　DAF値の計算：各ウェルに加えた細胞数と標準線から求めたDAFの絶対量から細胞一箇当りの

DAF分子数を計算した。DAFの分子量を70kDaとして計算した。

　P湘一亙のOA戸値：分離前のPNH赤血球のDAF値と補体感受性試験で得たPNH－Iの比率から，

PNH一皿のDAF値を0として計算した。また，4例においては，酸溶血後の赤血球のDAF値を直

接ELISA法にて測定した。対照として正常人赤血球についても酸溶血後の赤血球のDAF値を測定

した。

＜結果と考察＞

　乱1SAの信頼性測定範囲：DAF2．25－11．25㎎の量の範囲で吸光度との間に直線関係が得られた。

　◎Aド値（単位：分子数／縄胞）

健常人：赤血球3110±960（㎜ean±SD，n＝30），好申球28000±13900（㎜e狐±SD，n＝15），血

小板3100±1370（弧ean±SD，n＝15）。

PNH：赤血球のDAF値は1390±900（鰍ean±SD，n＝8）。健常人に比べ有意な低値を示した（P

＜O．01）。好申球および血小板についても低値を示すものが多く認められた。

貧血症患者（PNHを除く）：赤血球DAFは3090±800（肌ean±SD，n＝13）で健常人と有意な差

を認めなかった（P＞O．05）。

　◎AF値と補体感受性：Ha鰯試験及び蕉糖水試験における溶血率の高いもの，PN肝皿赤血球の比
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率の高いものほどDAF値の低い傾向が認められた。

　剛汁亙赤血球の◎AF値：計算から求めたDAF値は低値を示すものが多く（7例中5例），酸溶

血後の赤血球DAF値も低値を示すものが認められた（4例中2例）。

　DAFの測定法としてはフローサイトメトリーや放射性同位元素を用いる方法などがあるが，それ

らに比べてEL工SAによるDAFの測定法は簡便である。DAFの測定はPNHの診断法としては必ず

しも敏感ではないが，血球膜に欠損を有する血球の増加の評価に有用な方法であると考えられる。

審　　査　　の　　要　　旨

　発作性夜問血色素尿症（PNH）患者の血球には種々の異常がみられる。補体反応の阻害因子とし

て赤血球膜上、に見出されたDAF，分子量7万の糖蛋白の欠損もその一つである。本研究は、この

DAFに対する単クローン性抗体を用いてDAF定量のための簡便な測定法を開発し，PNH患者など

の赤血球，好申球，血小板についてそのDAF量を測定したものである。PNH患者血球のDAF量は

予測通りに低下していたが，患者の赤血球のうち正常と考えられているI型の赤血球についてもそ

のDAF量が低下していた。これらの結果は，このDAF測定法の簡便さと相侯ち，臨床研究として

十分に評価できるものである。

　よって，著者は医学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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