
はじめに

血小板特異抗原（HPA：Human platelet anti-

gens）に対する同種抗体は血小板輸血不応答

（PTR：Platelet transfusion refractoriness）や 輸

血後紫斑病（PTP：Post-transfusion purpura），新

生児血小板減少性紫斑病（NAITP：Neonatal allo-

immune thrombocytopenic purpura）の原因とな

ることが知られている1）．したがって，HPAタイ

ピングはこれらの病態の診断や輸血用血液のド

ナータイピングに重要である．HPAは主に血小板

膜糖蛋白（GP：Glycoprotein）上に存在し，現在

までにHPA-1，HPA-2，HPA-3，HPA-4，HPA-5，

HPA-6w（Caa�Tua），HPA-7w（Mo），HPA-8w
（Sra），HPA-9w（Maxa），HPA-10w（Laa），HPA-11w

（Groa）など 20 種類以上の抗原系が認められてい

る2）．主なHPA抗原系はそれぞれ a型と b型の

優劣のない対立抗原を認め，1つのアミノ酸変異

によって対立抗原が存在する．この抗原性を決定

するアミノ酸変異は，それをコードする遺伝子の

1塩基置換で生じていることが知られている．

これらの抗原のうちGov 抗原は血小板膜蛋白

CD109 に存在している同種抗原系である3）4）．CD

109 蛋白の 703 番目のアミノ酸がチロシン又はセ

リンに変異することで，それぞれGova 型と Govb
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型となり，これをコードする遺伝子の 2108 番目の

1塩基置換（アデニン及びシトシン）により多型性

が決定されている5）．Gov 抗原型の判定方法には

分子生物学的な方法と血清学的な方法が用いられ

ており，両者の判定結果はほぼ一致しているもの

の，一部では不一致となる症例も存在している4）．

Andre ら5）はこの不一致の原因として，血小板に

おけるCD109 の発現量が血清学的な検出方法の

検出限界以下であったためと推定し，PCRを用い

た分子生物学的な判定方法がより確実であるとし

ている．Gov 抗原に対する同種抗体による PTR

や NAITPの報告3）6）7）もあり，Gov 抗原型のタイピ

ングは既知のHPAと同様，臨床上重要であると

考えられる．これまで日本人におけるGov 抗原頻

度は不明であったが，我々は日本人献血者におけ

るGov 遺伝子型を分子生物学的方法（PCR-SSP

法）で測定し，遺伝子頻度を求めたので報告する．

対 象

無作為に選んだ献血者血液 217 例（男性：112

名，女性：105 名）を対象とした．

方 法

�ゲノムDNAの抽出：抗凝固剤としてCPD
又は EDTAを加えた血液検体 500µL を赤血球溶
血液（0.32M Sucrose，1vol％TritonX-100，5mM

MgCl2，12mM Tris-HCl（pH7.5））で溶血処理後，

スマイテストEX R&D（ゲノムサイエンス社）を

用いてゲノムDNAを抽出した．得られたゲノム

DNAは滅菌水 100µL で溶解し，約 100µg�mLに
調製後，測定まで 4℃で保存した．

� PCR：Andre らが報告5）した PCR-SSP 法用

の 3種類のプライマー（Gova 及び Govb 特異的ア

ンチセンスプライマー，Gova�b 共通センスプライ

マー）を作製した．PCR-SSP 法は 1検体につき 2

本（Gova 判定用及びGovb 判定用）の PCRチュー

ブを用いた．各 PCRチューブあたりに滅菌水

13.16µL，10×PCR Buffer 2µL（MgCl2 終濃度 1.5
mM：PERKIN ELMER 社），dNTP MIX 2mM

each（PERKIN ELMER 社）0.5µL，5U�µL Am-
pliTaq DNA Polymerase（PERKIN ELMER 社）

0.28µL，100µM Gova 又は Govb 特異的アンチセン
スプライマー 0.1µL（終濃度 0.5µM），100µMセン

スプライマー 0.1µL（終濃度 0.5µM），100µg�mL
ゲノムDNA4.0µL を加える．GeneAmp PCR Sys-
tem 9600（PERKIN ELMER社）で，96℃60 秒，

96℃25 秒―70℃45 秒―72℃30 秒×5サイクル，

96℃25 秒―65℃45 秒―72℃30 秒×20 サイクル，

96℃25 秒―51℃45 秒―72℃30 秒×8サイクル，

72℃5 分間増幅を行った．

�検出：増幅産物を 2％アガロースゲルで電気
泳動後，0.5µg�mLエチジウムブロマイドで染色
した．UV照射下でバンド（225 base pair）の有無

を観察し，判定を行った．なお，測定毎にGov

型既知の対照（Gova�a，Gova�b，Govb�b）を同時に判

定し，対照の結果が適正でない場合は判定を無効

とした．

結 果

Fig. 1 に Gova�a，Gova�b，Govb�b 型を用いた電気

泳動のバンドを示した．検体 1（Gova�a 型）は Gova

特異的プライマーにのみバンドを認め，Govb 特異

的プライマーにはバンドを認めない．検体 2

（Gova�b 型）は Gova 特異的プライマー及びGovb

特異的プライマーの両者にバンドを認めた．検体

3（Govb�b 型）は Govb 特異的プライマーにのみバン

ドを認め，Gova 特異的プライマーにはバンドを認

めない．この電気泳動のバンドの有無により，Gov

遺伝子型検査を実施したところ，Gova�a51 例

（ 23.5％），Gova�b113 例（ 52.1％），Govb�b53 例

（24.4％）であった（Table 1）．Gov 遺伝子型頻度

から算出したGova と Govb 遺伝子頻度は 0.495 及

び 0.505 であった．

考 察

Gov 抗原は血小板膜蛋白CD109 に存在してい

る同種抗原系である3）4）．これまで，日本人におけ

るGov 抗原（遺伝子型）頻度の報告はない．そこ

で我々は PCR-SSP 法を用いてGov 遺伝子型頻度

を求めたところ，Gova と Govb 遺伝子頻度はそれ

ぞれ 0.495，0.505 とほぼ同頻度で，偏りは認められ

なかった．Kelton らが報告3）したカナダ人献血者

33 名から算出した遺伝子頻度は 0.532，0.468 であ

り，我々の求めた遺伝子頻度と有意な差は認めら

れなかった．

Tanaka ら8）は日本人のHPA-6aw（Ca�Tub）につ
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Table 1　Genotype frequencies of Gov antigen

TotalFemaleMale
Gov genotype

%n%n%n

23.55121.02225.929a/a

52.111354.35750.056a/b

24.45324.82624.127b/b

100.0217100.0105100.0112total

いて，抗原性を決定しているGPIIIa の 489 番目の

アルギニンをコードする 2つのコドン（CGG，

CGA）が存在することを報告している．Gov 抗原

の多型性を決定しているCD109 蛋白 703 番目の

アミノ酸，チロシン及びセリンに対応するコドン

として，TAC及びTCCが報告5）されているが，こ

れら以外にチロシン及びセリンをコードするコド

ンが存在するかは今後の検討が待たれる．

我々は血清学的にMo，Sra，Vaa 抗原について

抗原検査を行ったところ，Mo抗原陽性者は 1,000

人中 2人（0.2％）に認められたが，Sra，Vaa 抗原

では陽性者を認めず9），これらの抗原による不適

合の発生頻度は極めて低いのに対し，Gov 抗原系

はGova 抗原と Govb 抗原が各々高頻度で分布し

ているため，妊娠や血小板輸血によるHPA不適

合の発生頻度が高いことが判明した．このため，

NAITP症例における母児間等，HPA不適合が問

題となる場合では，Gov 遺伝子型判定は有効であ

ると考えられた．

Gov 同種抗体は PTRと関連し，NAITPや PTP

の原因となることが報告3）6）7）されているが，本邦で

の報告例はなく，日本人における遺伝子頻度も不

明であった．Gov 同種抗原系が存在しているCD

109 の血小板における発現量は非常に少なく10），

また個人差も大きい5）ことから，本邦での血小板抗

体検出の標準的な方法であるMPHA法で検出さ

れるか否かは興味深いところである．谷上ら11）は

NAIT症例の約半数にHLA又はHPA抗体が存

在していたが，残りの半数には抗体を認めていな

いとしている．このように臨床的に抗原感作が強

く示唆されるが，抗体が検出されないNAITP症

例において，Gov 抗原抗体系が関与している可能

性があると推察する．我々が開発した磁性粒子を

応用したMPHA法（M-MPHA法）12）13）は，従来の

MPHA法の感度と同等，あるいはそれ以上である

ことから，Gov 抗原のような発現量の少ない抗原

系の検出に有効と考えられる．現在M-MPHA法

を用いたGov 抗体の検出を検討しているところ

である．

我々は血清学的な型判定に使用できるGov 抗

体を入手できず，Gov 同種抗原の多型性頻度につ

いては検討できなかった．しかし，今回報告した

PCR-SSP 法を用いたGov 遺伝子型判定による

Gov 抗原パネルの確立が，Gov 抗体の特異性同定

や血清学的な型判定に必要な抗血清の収集に有用

であると考えられた．
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