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Summary: Six monoc1onal antibodies(MoAbs)， NMじVIII/5-10，against factor VIII 

(F. VI目的weredeveloped and two-site solid phase enzyme同linkedimmunosorbent assays 

(ELISAs)for factor VIII antigen(F. VIII: Ag)were performed using three anti田F.VIII: Ag 

monoc1onal antibodies， NMC-VIII/5， VIII/10 and C 5(mono戸ELISAs). In these ELISAs， poly-

c10nal anti-F. VIll alloantibody(PolyAb)was used as a coating antibody and the peroxidase-

conjugated MoAb as the second antibody. MoAbs NMC-VIII/5-10 reacted with 80 kDa light 

chain and NMC-VIII/5 and 6 reacted with 72 kDa light chain fragment by immunoblotting. 

The IgG subc1ass of these MoAbs was all IgGj and anti-F. VIII inhibitory activity ranged from 

2 to 160 Bethesda U/mg. C 5 recognized the 54 kDa heavy chain fragment. 

The levels of F. VIII: Ag in 20 normal individuals were 93士21u/dl by VIII田5戸ELISA，91:t 18 

u/dl by VIII同10-ELISA，91:t21 u/dl by C 5-ELISA and 97土23u/ dl by the double polyc1onal 

ELISA (poly-ELISA). 

Forty-nine cases with hemophilia A were divided into three groups with F. VIII :Ag level by 

poly-ELISA ; Group 1C < 1 u/ dl)， Group 2 (1-49 u/ dl)， Group 3 (註50u/dl). F. VIll Ag was 
not detected by any mono-ELISA in 30 patients of Group 1. These patients were considered 

to lack F. VIII protein. In 9 cases out of 13 in Group 2， the level of F. VIII: C and F. VIII: Ag 

correlated well(Group 2-A). The other 4 cases had higher level of F. VIII: Ag than F. VIII: C 

(Group 2-B). These patients were considered to have abnormal F. VIll protein. Two cases 

out of 6 patients in Group 3 had extremely lower level of F. VI日:Ag by C 5-ELISA than of 

levels measured by other mono-ELISAs and poly-ELISA. These patients seem to have a 

molecular defect at or near the binding region of C 5. 

Index Terms 

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)， hemophilia A， factor VIII antigen(F.VIII: Ag)， 

monoc1onal antibody， polyc1onal antibody 
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緒 号室.

E 

ヒト第VII困子はX染色体長腕末端部Xq28上の第VIII

因子遺伝子の支配を受け，主として肝細胞内粗面小胞体

内で合成される分子量270，000の血祭糖蛋白である山).

本因子は血液凝固内因系に関与する因子として重要で，

その先天的合成障害症は血友病Aと呼ばれている.第VIII

因子はヒト血疑中50-100ng/mlと微量のため，長らく

純化が困難であったが， 1984年，第VII困子遺伝子が解明

され，その塩基配列と，それよりコードされる第四因子

蛋白は2，332個のアミノ酸で，ホモロジーより 3個のA

ドメイン， 1個の Bドメインおよび2個のCドメインよ

り構成されていることが明らかになった刑制171. 第VIII因

子は循環血築中で種々のプロテアーゼによる分解をうけ，

N末端の 90-210kDaのH鎖と C末端由来の 80kDa 

のL鎖の Ca+結合体として存在し，トロンピンにより B

鎖は遊離し， 90 kDaのH鎖となり， L鎖も 70kDaのポ

リペプチドに転換することが知られるようになった，).

第VIII因子の機能は従来，凝血学的方法にもとづいた第VIII

因子活性としてとらえられてきた9). 血友病A患者の出

血症状に対する第VIII因子製剤による補充療法中に発生す

るインヒピターも 1960年代後半は凝血学的方法による

インヒピター中和試験法によっていたが10)，インヒピタ

ーはポリクロ一ナノレな抗体で、あることが明らかになるに

つれ1970年代後半にはインヒピターを用いた固定免疫

放射能測定法(solidphase immunoradiometric assay， 

IRMA)により第VIII因子抗原量の測定が可能となった11)

一方，家兎に第VIII因子剤を注射した場合，第VII咽子に対

する抗体は作成されず，製剤中に共存する von Wille. 

brand因子による抗体のみ作成され，異種抗体による第

VIII因子抗原の検索は困難であった.

1980年代にはモノクロ一ナノレ抗体(MoAb)作成技術

が凝血学的分野にも導入され問，第VIII因子に対する

MoAbも作成されるようになった.第VIII因子に対する

MoAbとしては Rotblatら(1983)13)，Fulch巴rら

(1985) 14)の報告があり，当教室の嶋ら(1987)15)が作製し

たMoAbのNMC-VIII/1はL鎖80kDaのみを認識し，

抗第四因子活性作用(インヒピタ一作用〉をもたなかった.

第四l因子の構造と機能の解析のためには，その活性部位

を検索する必要があるが，インヒピタ一作用を持つ抗体

が作製されればその抗体は活性部位もしくはその近傍を

エピトープとしている可能性が高く，活性部位の解析の

ためにその抗体の有用性は高い， と考えられる.著者は

第VIII因子の構造と機能の解析を目的に第VIII因子に対する

インヒピタ一作用を持つ数種の MoAbを作製，それらの

免疫学的特性と，また，作成されたMoAbをもちいた数

種のELISA(巴nzyme.linkedimmunosorb巴ntassay)系

で血友病A患者血撲中の第VIII因子抗原量を測定し，患者

血築中の異常第四因子の検出を試みた.

材料および方法

1. 血媛:健康成人20例，および血友病A患者49例

より血援を得た.血援は全血に3.8%グエン酸ナトリウ

ムを 1/10容加えて混和後， 3，000回転10分間遠心して

得た.

2 第四因子活性(F.VIll: C)の測定:凝血学的方法16)

およびamidolytic法17)によった. Amidolytic法は

Rosen， S.らの方法に従い発色基質S-2222によるマイグ

ロタイタープレート法をもちいた.

3. 第VII悶子抗原(F.VIII: Ag)の調u定重症血友病A

患者に発生した高力価第VIII因子同種ポリクロ一ナノレ抗体

(以下PolyAb)を一次抗体および過ょう素酸酸化法叫に

準じたベルオキシダーゼ標識PolyAbを二次抗体にも

ちい7ニELISAによった.

4. 第VIII~悶翠子インヒピタ一力価の測定: Kas叩p巴ぽr白Gl叩0

の方法に準じてt測則定した.
5. ヒト第VIII因子の純化.嶋ら19)の方法によった.加

熱第VIII因子濃縮製剤を出発材料とし，得られた約2，700

unit/mgの純化第VIII因子を使用した.

6目 抗第VIII因子MoAbとその作成.純化第VIII因子を

免疫原として Kollerら12)の方法により作成した.上述し

た純化第VIII因子100単位を注射用蒸留水に溶解し同量の

Freund's complete adjuvant(Difco Laboratory， USA) 

に懸濁し Balb/cマウスの皮下に免疫した.さらに2週

間ごとに2回追加免疫をおこなった.3回目の免疫終了

後，マウス血清中の抗ヒト第VII悶子抗体の存在を確認、，

ブースターとして同量の純化第刊I因子を静注し， 3日後

Balb/cマウス牌細胞を採取した.免疫牌細胞2.1X10'

個と Balb/c myeloma MOPC-21由来である X-63

Ag 8-6.5.3の4.2X107個とを43%ポリエチレングリコ

ーノレ(PEG1540，和光純薬)15%ジメチノレスノレホオキサ

イド〔林純薬〉の存在下に2分間反応させ細胞融合をおこ

なった.その後，順次RPMI1640 (Roswell Park Memo悶

rial Institute 1640，ニッスイ〉にて希釈をおこない，融

合細胞(ハイブリドーマ〉を96穴プレート 7枚に0.1ml 

/wellとなるように(牌細胞として 5X 105/well)分注し

た.細胞融合後第1日目より hypoxanthine(KohjnCo 

Ltd目)， aminopterin (和光純薬)， thymidine(半井化学〉を

含有する RPMI培養液(HAT培地〉に順次交換し，ハイ

ブリドーマを選択培養した.さらに細胞融合後第8日目
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より HT培地に変更し最終的に RPMI培地にて培養を せ，最後にl吋標識抗マウス IgG抗体(第一化学工業株式

続けた.次に述べる 2種類の抗体スクリーユングにて陽 会社〉と反応後，オートラジオグラフィーを行った.

性を示した細胞群に対し 2度のクローニングを行うこと 11. 抗第VIII因子MoAbのベルオキシダーゼ標識

により， 目的とするハイプリドーマを得，あらかじめプ HRP(Horse Radish Peroxidase)を過ょう素酸酸化法18)

リスタン(2，6，10，14-tetra-methyl-pentadecane，Al- に準じて MoAbに標識した.

drich Chemical Company， Inc. USA)処理した 12-15週 12. ポリクロ一ナノレ抗体(PolyAb)/ベノレオキシダー

齢マウスの腹腔内に 4-10X 106個/匹を注射し，1-2週後 ゼ標識MoAbELISAよる F.VIII: Agの測定:血友病

に腹水を採取， 3.000 rpm 10分遠心後，上清を非働化し Aに発生した抗第VIII因子高力価同種抗体〔インヒピタ

飽和硫安をもちいて抗体を得た. ー〕をnカプリノレ酸(n-caprylicacid，和光純薬〕処理に

7. MoAbスクリーニング:ELISA法および培養上 てIgG分画を得た.予め純化第VIII因子をシアン化ブロマ

清と正常血疑混合反応後の残存第四因子活性を イド活性化セフアロース 4B (Pharmacia Fine Chemi-

amidolytic法川を用いて測定した.ELISA法は0.5-1 cals， Sweden)カラムに固相化し，上記IgG分画と反応

単位の純化第VIII因子をポリスチレン製96穴マイ Fロタ 後洗浄し， O.lMグリシン塩酸緩衝液(glycine-HCl

イクープレートに固相化し，順次ハイブリドーマの各 buff巴r，pH 2.5)にて溶出，特異的抗第VIII因子IgG分画

wellの上清，ベノレオキシダーゼ標識抗マウス IgG家兎血 〔以下，免疫純化IgG分画〉を得た.免疫純化したIgG分

清を加え，基質として oーフェニレン・ジアミン(O-PD) 画を 0.05M炭酸緩衝液(bicarbonat巴buffer，pH 9.6) 

を添加，発色させ O.D.492nmにてその吸光度を測定し にて 1B.U/mlに希釈し 100μl/wellをポリスチレン

た.Amidolytic法では， RPMI培地と正常血援の混和後 ELISAプレートに添加， 40Cにて 1晩静置し，一次固相化

の第Vl日因子活性を 100%として 60%以下に第VIII因子活 抗体とした.次いで， 4 % BSA加0.05M炭酸緩衝液に
性を抑制する wellを陽性とした. て3TC2時間にてブロッキング後， 0.05 % Twe巴n20 
8. 抗第VII困子モノクロ一ナノレ抗体の免疫グロプリン 加 0.15M塩化ナトリウム加 O.OlMリン酸緩衝液

サブクラスの決定・モノクローン化した各ノ、イブリドー (PBS/Tween)にて洗浄し，各血媛サンブ。ノレの倍数希釈

7 培養上清について市販の抗マウス IgGh 2， 3， 4， 列を添加し， 40Cにて一晩反応結合させた.抗原は正常プ

IgA， IgM抗体(MILES-YEDA L TD， USA)を用いた ーノレ血援を 1:10-1 : 1，280まで段階希釈したものをコ

Oucht巴rlonyにて行った. ントローノレとし， IE常成人サンプノレおよび血友病A患者
9. 純化第VIII因子に対する親和性.種々の濃度の第VIII サンフソレは 1:10希釈して使用した.次いで，二次抗体

因子を国相化し抗原過剰の条件下にて前述の ELISAを としてベノレオキシダーゼ標識モノクロ一ナノレ抗体を 500

おこない比色最高値の 1/2の吸光度を示す抗原濃度を 倍希釈後，添加し40Cにて一晩反応結合させた.その後，

mol表示し，簡易的に解離定数とした. 基質として oフェニレン・ジアミン(O-PD)を添加，発

10 イムノブロティング法およびオートラジオグラ 色させ O.D.492nmにて吸光度を測定し，第VIII因子抗原

フィーによる抗体認識部位の解析:Fu1cherら叫の方法 量債を得た.

に準じた.終濃度 10uのトロ γ ピン処理およびトロンピ

ン未処理純化第VIll因子剤(2，700u/ mg)を非還元下で
成 績

SDS処理をした後， acrylamide(Bio凹RadLaboratories， 1. 抗第YIII因子MoAbの免疫学的特性

CA.)SDS(sodium dodecyl sulfate， Bio-Rad Labora- ヒト第YIII因子純化物をマウスに免疫し，マウスミエロ

tories， CA.)， BIS(Bio-Rad Laboratori巴s， CA.)， ーマ細胞との細胞融合後，抗体スグーニングにて抗第YIII

TEMED(N， N， N'， N'ーtetra日methylethylenediamine， 因子MoAbを得た.6種類の抗第YIII因子モノグロ一ナノレ

Bio-Rad Laboratories， CA目)，過硫酸アンモニウム〔和光 抗体(NMC-YIII/5，6， 7， 8， 9， 10)およびC.Fu1cher博

純薬〉よりなる 4-15% poly悶acrylamidegradi巴ntg巴1/3 士(ScrippsClinic & Research Foundation， USA)より
% stacking gel ~こ添加，電気泳動した.電気泳動後，ニ 提供をうけた C5について免疫的特性を検討した.

トロセノレロース膜に電気的に転写し 5% milkにて 1) 免疫グロプリンサブクラス:NMC-YIll/5， 6， 7， 

blocking後，第VII困子に対する MoAbおよびインヒピ 8， 9， 10(以下VIII-5，6， 7， 8， 9， 10)およびC5はすべて

ター患者血竣より精製したIgG分画(300B. U ./mg)と IgG，で、あった.

反応させた.後者はさらに抗ヒト IgG4(TAGO Inc目 2) 抗第YIII因子作用(インヒピター力価): VIII-5， 6， 7， 

Burlingame， CA)マウスモノクロ一ナノレ抗体と反応さ 8， 9， 10のインヒピター力価はそれぞれ81B.U ./mg， 
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160B.U./mg， 0 B.U./mg， 53B.U./mg， 24B.U. 

/mg，2B.U./mg，で， C5の力価は1，488B.U./mgで

あった.また，血友病Aインヒピター患者血祭より免疫

純化したIgG分画(polyAb)の力価は300B.U./mgで

あった(Table1). 

3) 抗第VIII因子モノクローナル抗体の認識部位:今回

の作成した6種モノクロ一ナノレ抗体はL鎮80kDaを認

識した.トロンピン処理第VIII因子に対しては， VsI-5， 6は

Table 1. Characterization of sev巴nmonoclonal 
antibodies to F. VIII 

Monoc1onal IgG c1ass rnL~nti，~F; ，~ll:_~ Binding 
antibodies 19lJ ClaSS CBethesda U/mg IgG) fragment 

N乱1C-YlIT/5 IgG， 81 72kDa 
NMC-Ylll/6 IgG， 160 72kDa 
NMC刊1/7 IgG， 。 80kDa 
NMC-V111/8 IgG， 53 80kDa 
NMC-Ylll/9 IgG， 24 80kDa 
NMC-Vlll/10 IgG， 80kDa 
C5 IgG， 1488 54kDa 

いずれも L鎮 72kDaに反応したが，一方VsI-7，8， 9， 10 

はトロンピン処理第VIII因子には反応しなかった.VII卜7は

VIII-8， 9， 10に比し反応は弱かった.高分子位にトロンピ

ン未処理，処理サンプノレともバンドがみられるが，第VIII

因子由来ではない非特異的なバンドと思われた.これら

VIII-7， 8， 9， 10の4抗体はL鎖N末端部分を認識してい

るものと考えられた.C5はトロンピン未処理第YIII因子

に対して H鎖90kDaおよび高分子位に200kDa前後

のmultimericなバンドがみられるが， トロンピン処理

第VIII因子に対しては高分子位のmultimericなバンドは

消失し 90kDaのパンドが増強し，日鎖由来の 54kDa 

が認められた(Tabl巴 1およびFig.1).

4) 純化第四因子に対する親和性:VIII-5， 6， 7， 8， 9， 

10の親和性はそれぞれ2.0x 10-9M， 3.1 x 10-9M， 1.0 x 

10-9M， 8.4x10-lOM， 6.2x 1 0 -10M， 5.6xlO-10Mで

あった.

5) 抗第VIII因子ポリクロ一ナノレ抗体の認識部位:イン

ヒピター患者血竣より免疫純化して得たPolyAbはL

鎖80kDaを認識した. トロンピン処理第VIII因子に対し

Fig. 1. Immunoblot and autoradiography analysis of purified factot VIII pr巴parationwithout thrombin 
(Th-)or thrombin-tr巴at巴d(Th +， final concentration 10u/mI) using seven monoclonal 
antibodies and polyclonal alloantibody 



(618) 中 井 寛 明

ては， L鎖 72kDaに反応した. Tabl巴 2.Levels of F. VIII: C and F. VIII: Ag in th巴

2 ベノレオキシダーゼ標識MoAbを用いたELISA plasma of normal subjects 

法による正常ヒト血祭および血友病A患者血媛中の第 Cas巴 F.YIII: C F. VIIl: Ag 
No. (u/ dl) (u/dI) 

VIII因子抗原の測定
polyc1onal ELISA rnonoc1onal ELISAs 

一次抗体として血友病Aに発生した抗第VIII因子高力
NMC-YIII/5 NMC-Y1I1/l0 C5 

価同種抗体を，二次抗体として比較的抗体力価が高く第

VIII因子に対して親和性の強かった MoAb(VIll-5，10およ

びC5)をベルオキシターゼで標識し， ELISA法で血媛

中の第Vlllf!SI子抗原を測定した.検体は1:10-1・1，280

の範囲において希釈を行い，いずれの MoAbをもちいた

ELISAにおいても，測定限界はいずれも1.0 u/dlであ

った.また一次抗体および二次抗体にPolyAbをもちい

たELISA法でもほぼ同様の検量線が得られた(Fig.2，). 

健康成人20例について，一次抗体として PolyAbを，

二次抗体としてVIII-5をもちいた ELISA(VIII-5-ELISA) 

による F.VIII:Agは93士21u/dl， VIII-10-ELISAでは91

土18u/dl， C 5-ELISAでは91士21u/dlであった.一次

抗体，二次抗体とも抗第四l因子同種抗体〔インヒピター〕

をもちいた Poly-ELISAでは97士23u/ dlであった.

Poly-ELISAによる F.VIII:Ag量とVIII-5，10およびC5

-ELISAによる F.VIII・Ag量との相関はそれぞれrニ

E 
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8 90 82 76 
9. 88 91 100 
10 85 92 87 
11 100 104 86 
12. 95 106 118 
13. 118 114 106 
14 120 110 116 
15. 122 118 116 
16 106 120 110 
17. 128 122 98 
18 138 122 120 
19. 114 124 112 
20 122 132 118 

1:1280 1:640 1:320 1:160 1:80 1:40 1:20 1:10 

Plasma dilutions 
Fig. 2. A dos巴 respons巴 curvefor plasma F. VIII: Ag measured by 
mono-ELISA and poly-ELISA 
NMC-VIII/5-ELISA・(0-0)，NMC-VIll/10-ELISA: (企企)，

C5-ELISA: (・・)， poly-ELISA: (・・〉
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90 89 
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108 114 
112 116 



(619) 

1 u/dl-39 u/dl， VIll-10-ELISA値は， 1 u/dl-34 u/dl， C 5 

-ELISA値は 1-16u/dlであった〔症例31-43).そのうち

9例(症例31-39)は3種の MoAb-ELISAの系でもほぼ

同程度に低下していた.他の 4例〔症例 40-43)はF.VIll: 

CがF.VIll:Ag値に比し明らかに低下しており， VIll-5-

ELISA値は24u/dl-39 u/dl， VIll-10-ELISA値25u/dl 

34 u/ dl， C 5-ELISA値9.0-16u/ dlで，各MoAb間の

F.VIll: Ag値に一部discrepancyが認められ，特にC5-

ELISA値がやや低下していた.また， Poly-ELISAで

F.VIll: Agが50u/dl以上認められたのは6症例(症例

44-49)であった.各MoAb聞の F.VIll:Ag値に一部dis.

抗第四因子活性を有する数種抗第VIll因子モノクロ一ナノレ抗体を用いた
血友病A患者血築中の第四l因子抗原量の測定

0.92， rニ 0.93，r = 0.93であった(Table2および

Fig.3). 

血友病A息者 49例(F.VIll・ Cが1%以下の重症型36

例， 1-4 %の中等症6i71J， 5 %以上の軽症型7例〉につい

てF.VIll:Ag量を Poly-ELISA，および3種の MoAb

ELISAの系で比較検討した.Poly-ELISAでF.VIll:Ag 

量が1u/dl以下で、あったのは重症型36例中30例であった

〔症例 1-30).これらの例は3種の MoAb-ELISAの系で

もF.VIll:Ag量は検出感度以下で，また第VIll因子活性も

<1%であった.Poly-ELISAでF刊1:Ag量が 1u/dl 

<50 u/dlと低下していたのは13例でVIll-5-ELISA値は

(u/dQ入
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(620) 中井寛明

cr巴pancyが認められC5-ELISA値は他の2者に比し Tabl巴 3.Levels of F. VIII: C and F目VIII:Ag in th巴

低下の傾向を示した.特に症例47ではC5-ELISA値は plasma of 49 patients with hemophilia A 

他の2種の MoAb値に比し<1 u/dlと著しく低下し，症

例46もC5-ELISA値が低下していた.症例48，49は第

VII困子活性はそれぞれ3u/dlであったが， VIII-5-ELISA 

値はそれぞれ62u/dl，65u/dl， VIII-10-ELISA値は56u 

/dl， 60 u/dlと正常値を示し， C 5-ELISA値は42u/dl， 

45 u/dlとやや低値を示したが，明らかな第四因子異常症

と考えられた(Table3およびFig.4).

考察

近年，凝固第VIII因子蛋白の一次構造はDNAレベルお

よびアミノ酸レベルで、明らかにされたが制5)，第VIII因子

蛋白の構造と機能を知る上で，モノ Fロ一ナノレ抗体

(MoAb)は有力な分析方法として利用されるようになっ

た.教室では嶋ら(1987)1引が抗第VIII因子活性を有しない

MoAbのVIII-1を作成したが，今回，著者は抗第VIII因子活

性を有する MoAbの作成を意図し，得られたMoAbの

免疫学的特性と， MoAbをもちいた数種のELISA系で

血友病A患者血築中の抗原量を比較検討した.

6種の MoAb(VlIl-5，6， 7， 8， 9， 10)はいずれも IgG1

に属し，VIIト7を除いて，いずれも抗第VII悶子活性を示す

MoAbであった.これら6種の MoAbの第VIII因子蛋白

認識部位を純化第vm因子剤の SDS-PAGE泳動後に，
MoAbを添加し，イムノブロット法で検討したところ，

いずれも第VIII因子蛋白のC末端L鎖80kDa(Glu1附-

Tyr2332部位を認識する抗体であった.

第VIII因子の L鎖はトロンビンにより Arg1689-Serl690

が切断され72kDa (Ser1690-Tyr2332)に転換する. トロ

ンピン処理した第VIII因子製剤jに対してはVIII-5および6

は72kDaのバンドと反応したが，刊1-7，8， 9， 10では72

kDaのパンドの出現は認められなかった.従ってVIII-7，

8， 9， 10は第VIII因子L鎖のN末端の酸性領域(Glu1649

Arg1689)を認識しているものと考えられた.

最近，著者は嶋らとともに抗第VIII因子活性を示すVIII-8，

9および10の認識部位について， L鎖N末端付近のシ

ーグエンスにもとづいた 15アミノ酸残基からなる合成

ベプタイドによる競合試験およびリコンビナントフラグ

メントをもちいたイムノプロット法で，これら 3MoAb 

の第VIII因子結合部位〔エピトープ〉はGlu1675-Glul闘で

ある成積を得た21).第VIII因子L鎖の N末端の酸性領域は

リガンド結合に適した第四因子の表面構成を形成してい

ると考えられる.また，血液中では第VIII因子はvonWille. 

brand因子(vWF)と複合体を形成して循環しているが，

vWFとの結合部位は第VIII因子L鎖N末端部であるこ

Case F. YIll: C 
No. (u/dJ) 
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抗第VII困子活性を有する数種抗第VIII因子モノクロ一ナノレ抗体を用いた
血友病A患者血築中の第VIII因子抗原量の測定 (621) 

とがl鳴ら21)，Fosterら22)，Leyteら同tこより観察されてい Ag量 1u/dl以下の症例で， 50例中30例が〔症例1-30)

る.従って，この部位を認識するVIII-8，9，10はF目VlIl/vWF がこれに属していた.いずれも第VIII因子活性CF.VIII:C) 

の結合および第VIII因子活性の安定などの機能およびその も1%以下の重症型であった.Group 2はF.VIII:Ag量

異常状態の検索に有用な抗体と考えられる 1-49u/dlの低下例で， 13例〔症例31-43)がこれに属して

一方，VIII-5および6はトロンピン添加第刊l因子のL鎖 いた.F.VIII: CとF.VIII:Ag量がほぼ一致して低下して

分解産物である 72kDaに反応した.血友病A患者に発 いた例CGroup2-A)は9例(症例31-39)で，またF目VIII: 

生する第VII困子抑制物質〔インヒピター〕の認識部位は第 CがF.VIs:Ag量に比し明らかに低下した例CGroup2 

VIII因子の H鎖54kDa，あるいは44kDaとL鎮72kDa B)は4例〔症例40-43)であった.Group 3はF.VIII:Ag 

のそれぞれ単独または両者のものが存在することが知ら 量50u/dl以上の正常例で6例(症例44-49)存在したが

れている20).このうちL鎖認識インヒピターはL鎖C末 F.VIII: Cは15%以下に低下していた.

端の C2ドメインに主要なエピトープが存在すると報告 Group 1の30例は第VlIl因子蛋白のL鎖C末を認識す

されている 24) また，嶋らはDr.D. Scandellaより供与 るMoAbVIII-5， L鎖N末を認識するVllI-10およびH鎖

されたリコンビナントフラグメントをもちいた結合試験 54 kDaを認識する MoAb C5のいずれをもちいた

にてVIII-5および6認識部位はC2ドメインに，また，も ELISAでも 1u/dl以下で，従ってこの Groupは第VlIl因

ちいた PolyAbもC2ドメインのVlIl-5および6より広 子蛋白欠如症と考えられた.Group 2の13例ではVIIト5-

い範囲を認識することを報告している25).今回，著者の作 ELISA値は1-39u/dl， VIII-10-ELISA値は1-34u/dl， C 

成した第Vlll因子に対する 6種の MoAbは第VlIl因子蛋白 5-ELISA値は1-16u/dlであった.F.VlIl目 CとPoly

L鎮 N端を認識するもの4種CVlIl-7，8， 9および10)とL ELISAによる F.VlIl:Ag値のほぼ一致したGroup-2-A

鎖C末端の C2ドメインを認識するもの2種CVlIl-5およ 9例は， VlIl-5-ELISAでは1-9.0u/dl， VlIl-10-ELISAで

び6)であり， H鎖上のエピトープを認識する MoAbは は1-13u/ dl， C 5-ELISAでは1-4.6u/dl認められた.

得られなかった. これら 9症例は第VIII因子活性中和能の有無で分類した

著者はこれらの MoAbをもちいて ELISAで第四因 cross reacting material r巴duc巴dCCRMR)例で、ある.F. 

子抗原の測定を試みた.この際，一次抗体として血友病 VlIl: CがF.VlIl:Ag値に比し明らかに低下していた

A患者に発生した高力価インヒピター IgG分画より得 Group-2-B 4例はVlIl-5-ELISAでは24-39u/dl， VlIl-10 

たPolyAbをもちいて被検血築中の第VIII因子を捕捉し ELISAでは25-34u/dl， C 5-ELISAでは9.0-16u/dl認

二次抗体として反応ドメインの明らかなMoAbをもち められ各MoAb聞にも不一致例が存在するが，いずれも

いればドメイン内の構造あるいは機能を反映した F. 第VlIl因子蛋白異常症と推察される.

四1:Ag量を測定し得ると考えた.L鎖N末端を認識す Group 3はF.VlIl:Ag量が正常なCRM+CAつ病型で

る4種の MoAbのうち親和性の高いVllI-10を， L鎖C末 あり 6例存在した.そのうち， VlIl-5およびVIII-10-ELISA

端C2ドメインを認識するものとして刊1-5を，またH 値がそれぞれ48，47 u/dlにかかわらずC5-ELISA値が

鎖を認識する MoAbとして ScrippsClinic & R巴search 1 u/ dl以下と著しく低下していた症例47は， C 5の認識

FoundationのC目Fulcher博士より H鎖54kDa中の エピトープCThr351-Ser365)およびその近傍の異常症と推

Thr351-S巴r365にエピトープを有する C5の提供をうけ使 察された.症例46もC5-ELISAにて F.VIII:Agは検出

用した26). また，これら MoAbによるVls-5-ELISA，VlIl されたが， VlIl-5およびVIII-10-ELISA値に比し著しく低

一10-ELISA，C 5-ELISAの対照として二次抗体に一次 下しており，同様の異常症と推察された.また症例48，

抗体
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により第VlII因子抗原量は明らかに高値であった.このう

ち4例は50u/dl以下で CRMR，6例は50u/dl以上で

CRM+(Aつ病型であったが，活性・抗原比からみて第VIII

因子の構造異常症と考えられる.

CRM+(A+)病型6例では刊1-5およびVIII-I0-ELISA系

による第VIII因子抗原量はPoly-ELISA値とほぼ相関し

たが， C 5-ELISAでは著しく低下する例が 2{:9~ (症例

46， 47)存在した.C5はH鎖Thr35'-Ser365間のエピトー

プを認識する MoAbであり，症例46，47はこの領域の構

造異常症と推察されるが，今後，第VlII因子の立体構造の

解明，また遺伝子的手法をもちいることによるアミノ酸

レベノレの解明が待たれる.また症例48，49は兄弟例で，

子抗原量は測定限界以下であり，第VIII因子欠如症と考え

られた.第VIII因子抗原低下 13例(Group2)のうち F

VIII: CとPoly-ELISAによる F.VIII:Ag値のほぼ一致

した9例CGroup2-A)は， CRMR例であった.F.VlII: C 

がF.VIII:Ag値に比し明らかに低下していた4例

(Group 2-B)は第VlII因子蛋白異常症と推察された.第四I

因子活性が 15%以下にもかかわらず第VlII因子抗原正常

例6例(Group3)が存在した.この中にはC5-ELISA 

値が他の MoAb-ELISA値およびPoly-ELISA値に比

し著しく低下した症例があり， C5認識部位の異常が示

唆された.

本論文要旨は第 91回日本小児科学会総会にて発表し

Poly-ELISA値， VlII-5-ELISA値， VIII-I0-ELISA値およ た.

びC5-ELISA値は正常であったが，当教室の嶋らによ

りH鎖トロンピン開裂部位の異常を認め， Arg372のCys
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