
(52 ) 奈医誌. 0. Nara M巴d.Ass.) 42， 52-61，平3

ヒト proteinSに対するモノクロ一ナノレ抗体

NMC-PS/lおよびNMC-PS/2の免疫学的特性

奈良県立医科大学小児科学教室

奥 香世

CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES 

AGAINST HUMAN PROTEIN S; NMC-PSjl AND NMC-PSj2 

KAYO OKU 
Dψartment 01 Pediatrics， Nara Medical Univeγ幻ity

Received January 25， 1991 

Summary: Two monoclonal antibodies against human protein S CPS) were obtained. 

One CNMC-PS/l) belonged to IgM and the other CNMC-PS/2) was IgG1・NMC-PS/l did 

not interfere with the activity of PS but NMC-PS/2 did interfere. Both of the antibodies 

combined to PS， C4bp-PS， and thrombin modified PS with or without Ca and EDTA. But 

after SDS treatment they did not react with PS， C4bp-PS and thrombin-modified PS. 

About 50ml of PS deficient plasma was made from pooled plasma by immuno-depletion 

using 3mg of NMC-PS/2. 

Enzyme-linked immunosorbent assays CELISA) for total PS and PS antigen complexed 

with C4bp using NMC-PS/2 monoclonal antibodies were established. The detection limit 

was approximately O.4U/dl. 

Using ELISA method by NMC-PS/2， chronological changes of levels of total PS and 

C4bp-PS through the first 0-6 days of life were measured. On 0 day after birth the PS value 

was 24.68:t4.49U/dl and that of C4bp-PS antigen was 16.55:t14.02U/dl. Both antigens 

increased gradually day by day. 

Plasma of neonatal melena were examined by the same method and no differnce from 

plasma of nomal neonates was found. 

Index Terms 

protein S CPS)， C4b-binding protein CC4bp)， monoclonal antibody， enzyme-linked im. 

munosorbent assay (ELISA) 

緒言

Protein S (PS)はDiScipioら1) (1977)によって見

出され純化された凝固阻止作用を有する血媛蛋白である.

本因子は第3染色体3p 11. 1-p 11.2上の遺伝子の支配

下に肝でビタミンK存在のもとに合成される 2) 分子量

80，000で635のアミノ酸残基よりなり， N末端に10個

のy-carboxyglutamicacid (Gla)を有する Glaドメイ

ン，ついでトロンピン感受性ドメイン 4個の上皮成長

因子ドメイン， COOH末端ドメインの構造を示すことが

知られるようになった3)-5). PSは第II，V1I， IX， X，プ

ロテインCなどのビタミンK依存性因子と異なり，セリ

ンプロテアーゼ活性を持たず，血小板や血管内皮細胞上

で活性化プロテイン C(APC)のレセプターとして機能
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し， APCによる活性化第V因子(Va)及び活性化第四因

子 (VlIIa)の分解失活化反応を促進するコファクター蛋白

として作用することが明らかにされている6)-9).また，PS

はヒト成人血竣中では50-60%が補体系の調節蛋白であ

るC，b結合蛋白 (C，bp)と結合して存在し，残りの 40

50 %は遊離型PSとして APCの補助因子として抗凝

固能を示すことが知られている10)ー11)

教室の杉本らロ)はヒト新鮮凍結血媛より PSを純化し，

マウスおよび家兎に免疫し，自家製抗ヒト PSマウス血

清ならびに家兎血清を作製し，これらの抗体を用いて

PS 抗原の enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)を開発した13)，しかし，これらの抗体はポリク

ロ一ナノレ抗体であり， PSの構造および機能解析に用い

るためには限界があった.

そこで著者は， PSの単一ェピトープを認識するモノ

クロ一ナノレ抗体作製を試み 2種の抗体を得たのでその

免疫学的特性ならび、に若干の臨床応用例について検討し

た.

材料及び方法

1. 血援:1!10容3.8%クエン酸Naを加えて採血

したヒト全血を3000rpm， 10分間遠心し， -80oCで保存

した.正常プーノレ血援は健康人10人以上より得たものを

混和し，用に臨むまで 800Cで凍結保存した.また健康

成人20例〔男子10例，女子10例)，先天性PS欠乏症3

例叫，正常満期産新生児20例(男児10例，女児10

例)，新生児メレナ 12例より血疑サンフツレを得た.

2. PS活性の測定:Suzuki et al15)の方法によった.

後述の人工的PS欠乏血竣O.lmlにサンフソレ血竣0.02

mlおよびProtac骨 (Pentapharm)(5U!mI) 0.01 ml 

を加え， 370Cで1分加温ののち， Actin @ CDade) 0.1 ml 

を加え，さらに3TCで1分加温し，次に1!40容の CaCI，

O.lmlを加えて凝固時聞を測定した.正常プーノレ血竣希

釈列による検量線より被検血援の凝固活性値を読み取っ

た.

3. 全PS抗原量の測定.自家製の特異的抗ヒト PS

家兎血清を用いて el巴ctroimmunoassay(EIA; Laurell 

法)'6)を施行した.

4. ヒト PSの純化・杉本ら叫の方法に準じ，新鮮凍

結血援を，硫酸バリウム吸着， 20-70 %飽和硫安沈澱，

DEAE-s巴phacel漏過， blue s巴pharoseCL6B糠過し，

rr巴ePS純化物を得た.

5. 抗PSモノクロ一ナノレ抗体の作製:Mishell & 
Shiigiら川の方法に準じた.上述した純化PSを等量の

Freund compl巴teadjuvant (Difco Laboratories)に懸
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濁し，生後8週のオス Balb!cマウス腹腔に注射し，つい

で2週 6週後に同量の追加免疫を行った.マウス血清

中の抗ヒト PS抗体陽体の有無をカウンター免疫電気泳

動法で確認後，最終免疫として同量の PS分画を静注し

た. 3日後，免疫牌細胞2.0X10'個と， X63..ウスミエ

ローマ細胞7.0X10'個とを42.5%ポリエチレングリコ

ーノレ非4000(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，細胞融合を行っ

た.反応は， RPMI 1640 (Roswell Park M巴morial

Institute 1640， 日水製薬〕の添加による希釈にて停止さ

せた.融合後，細胞は計6枚の 96穴マイPロタイタープ

レートに分注し， 1日後より hypoxanthine-aminopter-

ine-thymidine (いずれも Sigma)を含むRPMI培養液

(HAT培地〉に変更し，求めるハイブリドーマを選択培

養した.さらに8日後にHT培地に変更した.次に述べ

る抗体スクリーニングにより陽性を示した細胞をさらに

選択培養し，得られたノ、ィブリドーマを，プリスタン注

射で前処置をした 12週齢メスマウスの腹腔内に細胞数

2-8 X 106個!1匹となるように注射し， 1-2週間後に得ら

れた腹水を遠心して不純物を取り除き，上清を非働化し

て抗体を得た.

6. 抗体スグリーニ γ グ:Enzym巴一linked im-

munosorbentassay (ELISA)によった.一次 coating

抗体として，前述した自家製特異的抗ヒト PS家兎血清

を， 0.05M炭酸緩衝液 (pH9.6)で1000倍に希釈して

ポリスチレン製96穴マイクロタイタァプレートに0.2

ml/wellずつ添加し， 40C一昼夜静置して固相化させた.

そののち， 4 % BSAを含む炭酸緩衝液0.2ml/wellで4

℃一昼夜静置して blockingを行った.次いで0.05% 

Twe巴口 20加0.02M PBS pH 7.2 (以下PBS!Tw巴巴n)

で2回洗浄後，抗原として PSを含むプロトロンピン複

合体製剤の Proplex骨 (Baxt巴r)を4%BSA加PBS!

Tweenで300倍希釈し， 0.1 ml/wellずつ添加し，3TC 

2時間静置した.PBS!Tweenで2回洗浄後，二次抗体

として各培養上清を0.1ml/well添加した.陽性対照と

しては4%BSA加PBS!Tw巴巴nで段階希釈した抗ヒト

PSマウス血清を，陰性対照としては正常マウス血清を

用いた.プレートは3TCで 2時間静置した. PBS! 

Tw巴enで2回洗浄後，4%BSA加PBS!Tweenで1500

倍に希釈したベノレオキシンダーゼ標識抗マウス IgG家

兎血清 (Sigma)0.1 mlを加え，室温で1時間反応させ

た.PBS!Tweenで5回洗浄後， 0.2Mリン酸-!lエン

酸緩衝液 (pH5.0)にて 0.8%に溶解した.o-phenylene 

-diamine (OPD， Sigma)と0.25% H，O，混合液O.lml

を加えた.肉眼的に反応が進んだことを確認して，約10
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-20分後に2.5M H，S040.1 mlを加えて反応を停止さ 兎ポリクロ一ナノレ抗体を用い， 1500倍希釈ベノレオキシダ

せ， O. D. 492nmにおける吸光度を測定した. ーゼ標識抗家兎IgG抗体を加えたのちOPDにて発色，

7. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の免疫グロプリンサブ O.D.492 nmで吸光度を測定した.

クラスの検定 :31ローン化した各ノ、イプリドーマ培養上

清サンフツレにつき，特異的マウス IgG"G加 G'b'G" 

およびIgM，IgA抗体 (MILES-YEDA)を反応させて

Oucht巴rlony法を行った.

8. 抗PSモノクロ一ナノレ抗体の抗PS活性.正常血

殺と，各モノクロ一ナノレ抗体を含むマウス腹水を容量で

10: 1の割合で混合し 3TCで1時間 incubateしたもの

をO.lml，人工的PS欠乏血援0.1ml， Actin @ 0.15 ml 

を混合し，3TCで1分間incubateしたのち， Protac@ 

(0.5U/ml) 0.05mlを加え，さらに 3TC1分間incu巴

bateし， 50mMCaCl，を0.05ml加え，凝固時間を測定

しTこ.

9. 抗PSモノクロ一ナノレ抗体の PS分画との結合

性:自家製の PS純化物，あるいはPS純化物を a

thrombin 25 U/mg と3TC2時間反応させて得られた

thrombin modified PSをマイクロタイタープレートに

それぞれ固相化し，抗PSモノクロ一ナノレ抗体，ベノレオキ

シダーゼ標識抗マウス IgGまたは抗マウス IgM抗体，

発色基質の順に加え， ELISA法で、結合能を測定した.

10. 人工的PS欠乏血授の作製抗PSモノクロー

ナル抗体 (NMC-PS/2)を含むマウス腹水より 45%硫

酸アンモニウム沈澱法で IgG分画を得た.PBSで透析

後，この IgG3mgを1.0gのシアン化ブロマイド活性化

セフアロース 4B (Pharmacia Fine Chemicals)に常法

通りカップリングせしめ， 0.2Mグリシン トリス緩衝

液 (pH8.0)でブロッキングしてゲノレを作製した. この

抗PSモノクロ一ナノレ抗体IgGセフアロース 4Bゲル

を0.38%グエン酸ナトリウム加生理的食塩水に懸濁し，

脱気後 wetgell. 5 mlを直径1cmのプラスチックカラ

ムに充填した.新鮮正常ヒトクエン酸血援を，ベリスタ

ノレポンプを用いて 5ml/hの一定流速で添加し， 1mlご

とに採取した.血衆採取後，カラムを3Mチオシアン酸

ナトリウム加生理的食塩水で十分洗浄し，再使用に供し

た.

11. 抗PSモノクロ一ナノレ抗体を用いた ELISA法

による PS抗原量の測定:抗体スクリーニングの項で前

述したのと同様にして， ELISA法による PS抗原量の測

定法を開発した.一次抗体に1000倍希釈したNMC-PS

/1または3000倍希釈したNMC-PS/2を用い，抗原は

正常血援を40倍 20480倍まで2倍ずつ段階希釈したも

のをコントローノレとし，サンプノレは80倍-320倍の間で

希釈したものとした.二次抗体には1000倍希釈抗PS家

成 績

1. 抗PSモノ Fロ一ナノレ抗体NMC-PS/1および

NMC-PS/2の免疫学的特性

ヒト血媛よりの PS純化物を幼若Balb/cマウスに免

疫後，その牌細胞と X63マウスミエローマ細胞を融合

せしめた後，得られたハイブリドーマを選択培養し，メ

スマウス腹腔内でFローン化された抗体陽性ノ、イブリド

ーマ 2種を得た.これらの NMC-PS/1とMNC-PS/2

について免疫学的特性について検討した.

1) 免疫グロプリンサブクラス:NMC-PS/1は

IgM， NMC-PS/2はIgG，であった.

2) 抗PS活性作用.正常血援と NMC-PS/1ある

いはNMC-PS/2を10:1で混合後， PS欠乏血竣を基質

とし， PS活性を測定した.NMC-PS/1の凝固時聞は68

秒でコントローノレの 65秒に比し短縮効果は認められな

かったが， NMC-PS/2は45秒と短縮し，抗PS活性を示

した.

3) PS， G.bp-PSおよびトロンピン処理PSに対す

る結合性:NMC-PS/1および NMC-PS/2を1: 1か

ら1: 104まで希釈し，PS純化物(0.1μg/ml)， C4bp-PS 

純化物 (0.24μg/ml)およびトロンピン処理PS(0:-

trombin 25 U /mg にて処理したPSとして 0.1μg/

ml)との結合性について ELISA法にて検討した.NMC 

-PS/1では各抗原に対して 10'倍希釈， NMC-PS/2では

各抗原にたいして 104倍希釈まで反応がみられた (Fig

1). 

4) Ca. EDTAの影響:Caイオンの存在，非存在

下での抗体の結合性を検討する目的で bufferにPBS-

Tweenのかわりに 5mMCaCl，加0.02M Tris-HClを

使用した場合と，5mMEDTA加PBS-Tweenを使用し

た場合を施行した.抗原には PS純化物 (0.1μg/ml)，

G.bp-PS純物 (0.24μg/ml)， トロンピン処理PS(0:-

thrombin 25U/ml にて処理したPSとして 0.1μg/

ml)を使用し， 0.1 ml/w巴11添加した.抗体の希釈は

NMC-PS/1は1000倍， NMC-PS/2は3000倍とした.

どちらも ELISA法による結合性は変化せず， NMC-PS 

/1もNMC-PS/2も影響を受けなかった (Table1). 

5) SDS による可溶化による結合能・ 2ーメノレカプ

トエタノーノレによ還元した，あるいは非還元の PS純化

物を蛋白量10μg/lane添加し， 7.5 % SDS-PAGEにて

泳動し，ニトロセノレロース膜に転写し， NMC-PS/1ある
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81ank X 106 X 105 X 104 X 103 X 102 81ank X 106 X 105 X 104 X 103 X 102 

Dilution of antibody Dilution of antibody 

Fig. 1. Dose-response curves obtained with an ELISA for mous巴 anti-PSantibody (NMC-PC/l) (Ieft) and 
mouse anti-PS antibody (NMC-PS/2) (right). 
• : PS， ... : C4bp-PS， 0 : Thrombin-modified PS 

Table 1. Binding abi1ity of monoc1onal antibodies toward PS， thrombin-modified 
PS and C4bp-PS complex immobi1ized on microtitre-plate 

Antigen 
NMC-PC/1 (IgM) antibody NMC -PC / 2 (IgG，) antibody 

Ca2十 EDTA Ca2+ EDTA 

PS 
Thrombin-modified PS 
C4bp-PS 

X10' 
X10' 
x 10' 

いはNMC-PS/2をそれぞれ200倍， 1000倍にうすめた

ものを重層して反応させたものを，酵素標識の Im-

munoblotting法 (ABC法〉により検討した.その際，

SDS-PAGE後 Sudanblack染色を行った染色バンドと

比較した.SDS存在下の各純化物は両抗体に対して Im

munoblot法では還元，非還元ともに染色性を示さなか

った (Fig.2). しかし， SDS非存在下，すなわち可溶化

されていない抗原をニトロセノレロース膜に転写しておこ

なった Dot-blot後の抗原に対しては陽性の反応をみた.

2. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の PS吸着能 (PS欠乏

血援の作製〉

抗PSモノクロ一ナノレ抗体(NMC-PS/2)セフアロー

ス4Bゲノレカラム〔抗体量約3mg， wet gel 3 mJ)に新

鮮正常ヒトクエン酸血援をベリスタノレポンプにより 5

X10' 
X10' 
X10' 

X104 

X104 

X10' 

x10' 
x 10' 
X 104 

Table 2. Values of cagulation factors in 

normal human plasma after im-

munoadsorption of PS 

Fibrinogen 220 mg/dl 
Factor II 90 % 
Factor V 100 % 
Factor VII 105 % 
Factor VIII 90 % 
Factor IX 100 % 
Factor X 95 % 
Factor XI 100 % 
Factor XII 110 % 
Protein C 96 % 
Protein S activity < 5 % 
Protein S antigen <10 % 

ml/hの流速で添加し，5mlごとに採取した.採取各tube 前後保存されていた (Table2). 

について Laur巴11法により PS抗原測定を行ったところ 3. 抗PSモノクローナノレ抗体を用いたELISA法に

50mlまでの分画はPS抗原量は測定限界の 5%以下で， よる PS抗原の測定

以後PS抗原が検出され100ml溶出tub巴では約25% マイクロタイタープレート上一次抗体として NMC

の抗原が検出させた(Fig.3).従って， 50mlまでの溶出 PS/1あるいはNMC-PS/2を，二次抗体に抗PS家兎血

分画をPS欠乏血援としてプーノレした.この PS欠乏血 清を用い，正常プーノレ血撲の 40倍希釈より順次倍数希釈

媛中には， II， VII， IX， X，及びProteinC等のピタミ したサンフ.ルをPS抗原とし， ELISAでdose-r巴spons巴

ンK依存凝固因子をはじめ他の凝固因子活性は100% curv巴を作製した.PSの検量線はNMC-PS/1を用いた
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Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 

Fig. 2. SDS-polyacrylamide gel (7.5%) electrophor巴sisof PS and C4bp-PS 
Lane 1-4 were stained with Sudan-black. Lane 5-8 were immuno-
blotted with NMC-PS!2 monoclonal antibody. 
Lanes 1 & 5: non reduced PS samples， Lanes 4 & 8: reduced C4bp-PS 
samples 
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Fig. 3. Levels of PS : Ag by ELISA after absorption 
onto an anti-PS sepharos巴column.5ml each 
was co11巴cted.

場合，血撲の 80倍より 2560倍までの間ほほ濯線関係を

示し， NMC-PS!2の場合，血援の 80倍より 20480倍希

釈でほぼ直線関係を示した.抗PS家兎抗体アフイニテ

ィーカラムにより作製した工的PS欠乏血援による検量

線はNMC-PS!1では320倍から 2560倍まで， NMC-

PS!2では320倍から 20480倍までの間，平坦であった.

従って NMC-PS!1を使用した場合の測定限界は3U!

dl， NMC-PS!2では0.4U!dlであった(Fig.4).C4bp 

PS complex抗原について，一次抗体は前述と同様で二

次抗体として自家製の抗 Cbp家兎血清を用いて，正常

プーノレ血撲の dose-responsecurveを作製したところ，

検量線はNMC-PS!1では40倍から 1280倍の間，NMC

PS!2では160倍から 40960倍の聞いずれもほぼ直線

関係を示した.従って NMC-PS!1を使用した場合の測

定限界は3U!dl， NMC-PS!2を使用した場合の測定限

界は0.4U!dlであった (Fig.5).

4. 健康成人，先天性PS欠乏症，成熟新生児および新

生児メレナ血衆中の PS抗原量

前述のま日く，一次抗体として NMC-PS!1を用いた場

合の ELISAによる測定限界は3U!dlで， NMC-PS!2 

を用いた場合の 0.4U!dlに比べて不良であった.従って

数種臨床サンフ。ノレの ELISAによる PS抗原量の測定に

ついては一次抗体として NMC-PS!2を用いたもので行

った.健康成人20例のELISAによる PS抗原量は

86.85:t15.22 U!dlで，また， 自家製抗 PS家兎血清を

用いたEIAによる PS抗原量は88.90:t23.23U!dlで

両者の相関はr=0.87で良好であった.教室で観察した

先天性PS欠乏症の 3例では ELISA法で40，40，40U! 

dl， EIAで40，40，38U!dlでいずれの方法でも著しく低

下していた.

在胎38-42週，生下時体重2501-4000gの成熟新生児

20例〔男児10例，女児10例〉について日令o(生後12
時間以内)，日令1-6まで経目的にPS抗原量ならびに

Cbp-PS complex抗原量を ELISA法で測定した.PS 

抗原量は日令3で38.35士11.52U!dl，日令4で43.90士
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19.39 U / dl， 日令 5で44.73:t23.47 U / dl， 日令 6で

49.00:t20.62 U/dlであった.C4bp-PS compl巴X抗原量

は日令0では16.55:t14.02U/dl，日令1では20.65土

9.35 U/dl， 日令2では26.38土11.34U/dl，日令3では

32.13土16.62U/dl， 日令4では34.35土15.74U/dl， 日

令5では38.23士17.88U/dl， 日令6では38.40:t16.36 

U/dlであった.

また新生児メレナ 12例，すなわち生後1日 4日で吐

血を主訴とし，ヘパプラスチンテスト 10%以下で，周産

期にビタミ γKを投与されていない症例では TotalPS 

抗原量は23.44土13.16，C4bp-PS抗原量は15.67:t6.28

と正常範囲にあった〔図省略).
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考按

Kδ]巴r& Milstein (1975)叫によって確立されたハイ

ブリドーマ産生技術は従来のポリグロナーノレ抗体と比べ，

より抗原特異性の強い，単一の抗原エピトープに対応す

るモノクロ一ナノレ抗体の作製を可能にした モノクロー

ナノレ抗体は血竣蛋白，細胞表面抗原および細胞内物質，

微量活性物質，微生物抗原などの免疫学的測定，精製な

どに広く応用されている.血液凝固因子についても各種

のモノクロ一ナノレ抗体が作製され，各因子の純化，高感

度微量測定法に利用され，又各因子の機能と構造の解明

にも有用な手段として用いられている川 21).教室でも

von Willebrand因子，第四因子，第IX因子，第X因子に

対するそれぞれ数種のモノクロ一ナノレ抗体を作製し，そ

の免疫学的特性および臨床応用についての報告を行って

きた叫一明.Protein Sのモノクロ一ナノレ抗体の作製につ

いては Litwilleret al'O)， Mitchell etal31)，鈴木ら32)の

報告があるにすぎない.著者は今回， 2穫の抗PSモノク

ロ一ナノレ抗体を作製した.そのうち NMC-PS/1はIgM

に属し， NMC-PS/2はIgG1に属していた.ELISA法に

よる NMC-PS/1の純化PSに対する結合力は1X 103倍

で，NMC-PS!2の1X 104倍に比し弱かった.2種の抗体

はそれぞれ， PS純化物， C4bp-PS純化物，トロンピン処

理PS純化物に対して，同様の結合性を示した.また

Ca， EDTAの存在による電気的影響や構造変化に対し

ての反応をみるためにbuff巴rにCa，EDTAを入れて行

った ELISA法でも力価はNMC-PS/1では1X 103倍，

NMC-PS/2では1X 104倍と同様の結果を得た.従って

両抗体とも PS，C4bp-PS，トロンピン処理PSに対し同

じように結合し，また Ca，EDTAの存在にも影響され

ないことより，これらの抗体は C4bpとの結合により影

100 
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Fig. 7. The levels of Total PS: Ag and C4bp-PS: Ag in n巴wborn children. 
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響される領域とは異なる部位を認識し，またトロンピン

による切断は， Gla -domain内であることより， Gla-

domainより C末端側を認識している可能性が強いと考

えられた.また NMC-PS/2はAPC-cofactor活性作用

を阻害することより， PSのAPCとの interactionに重

要な領域を認識することが推定されるので，より詳細な

解析のため， SDS-PAGE後，ニトロセルロース膜に転写

したPSに対する結合性をみたが，両抗体とも結合せず，

PSのSDSによる可溶化により，結合性を失うものと考

えられた.

Litwi1l巴rら30)はCa，EDTAの存在が結合に影響する

抗体を作製し，それらを用いて PSの純化を試みている.

Mitchellら31)は IgG，に属するモノクロ一ナノレ抗体を用

いてアフイニティーカラムにより PSの純化を試みたが，

作製で、きたのは PSiこAPC-independentな抗凝固作用

が加わった modifiedform PSであったと報告している.

鈴木ら3川土， 12種の抗PSモノクロ一ナノレ抗体を作製し，

その免疫学的特性について検討している.そのうち SDS

PAGE後にニトロセノレロース膜に転写された還元およ

び非還元PSiこ結合せず， Ca， EDTAの存在に影響され

ず，APCの補酵素活性を阻害するというわれわれの作製

したNMC-PS/2と類似した抗体についての報告もされ

ている.

次に抗PSモノクローナノレ抗体の臨床的応用のーっと

して，まずPSとの結合性の強い NMC-PS/2を使用し，

免疫吸着法を用いたPS欠乏血援の作製を試みた.抗体

IgG分画3mgを用いて 1固に約50mlのPS欠乏血援

を得ることができた.欠乏血媛中の PS:Agは5%以下

であった.先天性PS欠乏症血援の入手は制限されるの

で，この免疫吸着法による人工的PS欠乏症血撲はPS

活性の測定の基質として日常ルーチンに使用されうる利

点をもっている.なお著者は吸着カラムより 3M

NaSCNにて蛋白を溶出し，ゲル源過にて PSの精製を

試みたが， ELISA法で測定したところ， C4bp-PSと考え

られる分画は検出できた.一方，free-PSと考えられる分

画は検出できなかった.これは， Mitchellらの報告した

ようなPSのmodifiedformが関係している可能性が推

察されるが，明らかではない.

PS抗原量の測定には，従来ポリクローナル抗体を用

いて Laurellの免疫電気泳動法(EIA)16)が用いられて

きた.教室の杉本らは抗PS家兎ポリクロ一ナノレ抗体を

用いて enzyme-linkedimmunosorbent assay (ELISA) 

について報告した同.著者は，一次抗体にモノク口一ナノレ

抗体，二次抗体に抗PS家兎ポリクロ一ナノレ抗体を用い

てELISAsystemを開発した.NMC-PS/l， NMC-PS 
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/2ともに使用可能であったが，結合強度のより強い

NMC-PS/2を3000倍希釈して使用した.二次抗体，標

識抗体などの条件はポリグロ一ナノレ抗体を用いた

ELISA法に準じた.本法による測定限界は0.4U/dlで

従来の方法に比してより高感度の測定系と考えられた.

正常血援についての ELISA法と Laurell法の相関は相

関係数0.87と良好であった.さらに抗PS家兎抗体より

得られた人工的PS欠乏血竣，ならびに先天性PS欠乏

症家系の 3例も測定可能であった.また，抗PS家兎抗体

のかわりに抗C4bp家兎抗体を使用することにより

C，bp-PSの測定も可能であった.

正常新生児の PS，C4bp-PS抗原量については，当教室

の橋本叫をはじめとして数カ所からの報告がある

が州問， ¥，、ずれも出生時はtotal-PSは20-50%程度と

成人よりやや低値なのに比べ， Cbp-PSは10-30%と

より低値であり，そのため相対的にfree-PSが優位とな

っているとしている.今回の著者の測定した20例におい

ても同様の傾向がみられ， 日令が大きくなるにつれて漸

増していくことが観察された.新生児メレナの PS，C4bp 

PS抗原量については当教室の三上ら36)の報告があるが，

今回の著者の成績もそれと類似しており， total-PS， 

Cbp-PS抗原量ともに同時期の新生児の正常範囲にあ

った.

以上の如く，著者の作製した抗PSモノクローナノレ抗

体は人工的PS欠乏症血竣を容易に作製することができ，

PS活性の測定基質として利用しえるのみならず，又， PS 

抗原量の測定に極めて有用な試剤であった.

車吉 言書

ヒト prot巴inSに対するマウスモノクローナル抗体を

2種作製した. (NMC-PS/1，及びNMC-PS/2)

1. NMC-PS/1はIgMに属し， PS活性を阻害しな

かったが， NMC-PS/2はIgG，iこ属し，抗PS活性を示

した.

2. NMC-PS/1， NMC-PS/2ともにPS，Cbp-PS， 

トロンビン処理 PSすべてに結合した.Ca， EDTAの

存在には影響されなかったが， SDSによる可溶化により

結合性は失われた.

3. NMC-PS/2を用いた免疫吸着法により，抗体量3

mgで約50mlのPS欠乏血撲を作製した.

4. NMC-PS/2を用いて ELISAによる PS抗原測

定法を確立した.測定下限は0.4u/dlであった.

5. ELISA法による正常新生児(日令0-6)のtotal

PS抗原量は日令Oで24.68:t4.49U/dl， Cbp-PS抗原

量は16.55士14.02U/dlで以後漸増していた.新生児メ



ヒト proteinS i;こ対するモノクロ一ナノレ抗体
(60 ) NMC-PS/1および NMC-PS/2の免疫学的特性

レナではtotalPS抗原量は23.44土13.16U/dl， C4bp 

PS抗原量は15. 67::!:6 . 28と正常児とほぼ差がなかった.

本論文要旨は第30回日本臨床血液学会総会で発表し

た.
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