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母親血清がインタクト血小板MPHA法において

プロゾーン現象を示したNAIT 症例について
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NAIT（新生児同種免疫性血小板減少症）は抗HPA抗体や稀に抗HLA抗体が原因で発症する．今回，母親血清
がインタクト血小板を用いたMPHA法において，プロゾーン現象を示したNAIT症例を経験した．患児は初産で，
出生時の血小板数は 11,000�µl．父親および母親間のリンパ球交差試験は陰性，血小板交差試験は母親の原血清で陰
性，2倍～8倍希釈で 1＋，16 倍～64 倍希釈で 2＋を示し，プロゾーン現象を観察した．
母親と患児の抗HLAクラス I抗体検査は，Luminex 法により実施し，陰性を示した．母親の抗HPA抗体は，血

小板抽出抗原MPHA法（n＝8）とMACE法で陰性を示した．また，患児の抗HPA抗体も血小板抽出抗原MPHA
法で陰性を示した．
母親血清の 18 種のインタクト血小板M-MPHA（magnetic-mixed passive hemagglutination）法による population

study は，18 種中 16 種が陽性でプロゾーン現象が観察され，残る 2種には陰性を示した．また，これらの陽性反応
はクロロキン処理により，減弱もしくは消失した．
今回の症例は，MPHA法において，インタクト血小板ではプロゾーン現象を示して反応するが，血小板抽出抗原

では反応を示さず，クロロキン処理により反応性が減弱する性質をもった抗原に対する抗体を，NAIT症例患児の母
親血清から検出し，この抗体がNAITの原因であるかもしれないと推察した．
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はじめに
血小板膜上にはABH，Lewis，P，Ii などの血液型抗

原，HLA-class I 抗原，HPA抗原などが発現している．
母児不適合妊娠では，母親が保有しない児の細胞上の
抗原に対して同種免疫が誘導されることがあり，母親
が産生した同種免疫抗体は，胎盤を通過して胎児に移
行し，児の血小板，或いは血球を破壊することがある．
この血小板を標的として発症する病態をNAIT（neona-
tal alloimmune thrombocytopenia：新生児同種免疫性
血小板減少症）という．NAITの原因抗体としては，抗
HPA抗体として抗HPA-1a，抗 HPA-1b，抗 HPA-2a，
抗 HPA-2b，抗 HPA-3a，抗 HPA-3b，抗 HPA-4a，抗
HPA-4b，抗 HPA-5a，抗 HPA-5b，抗 HPA-6bw，抗
HPA-7bw，抗HPA-8bw，抗HPA-9bw，抗HPA-10bw，
抗HPA-11bw，抗HPA-12bw，抗HPA-13bw，抗HPA-
14bw，抗HPA-15a，抗 HPA-15b，抗 HPA-16bw，そし

て抗Nakaが報告されている１）．また，稀に抗HLA抗体
による症例も報告されている２）．
本邦においては，抗HPA-4b 抗体が最も高頻度に検

出され，母児不適合の原因として特に重要なHPA抗原
であるとされている３）．
今回，我々はNAITと疑われる症例患児の母親血清

から，MPHA法４）においてプロゾーン現象を示した抗体
症例に遭遇したので報告する．

症 例
母親は 30 歳，Apgar score 9�9，初産．患児は在胎

38週 6日で出生．出生時の患児の血小板数は11,000�µl，
血液凝固因子は正常．出血斑なし，肝臓脾臓の腫大な
し，CRP陰性．γ-グロブリン点滴投与後の血小板数は
20,000�µl．その後，交差試験未実施のランダム濃厚血
小板50ccを輸血後，血小板数は137,000�µl に上昇．NAIT
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Fig. 1A HLA typing of the case family by the PCR-reverse-SSOP-Luminex method.

Fig. 1B HPA typing of the case family by the PCR-reverse-SSOP-Luminex method.

の疑いで，以下の方法により検査を実施した．

方 法
患児と母親のHLA，HPAタイプはPCR-reverse-SSOP-

Luminex 法５）によるDNAタイピングを実施し，HLA
タイプはHLA-A，B，C，DRB1（MBL, Nagoya, Japan；
ジェノサーチHLA-A，B，C，DRB1），HPAタイプは
HPA-1～6，Naka（MBL, Nagoya, Japan；ジェノサーチ
HPA）６）について検査した．
父親および母親間の交差試験はリンパ球交差試験が

LCT法，AHG-LCT法，そして血小板交差試験はイン
タクト血小板を用いたMPHA法により実施した．MPHA
法の指示血球は抗ヒト IgGを使用した（OLYMPUS,
Tokyo, Japan）．
患児の日齢5日の γ-グロブリン投与前検体と母親の抗

HLA抗体検査は，精製HLA抗原を用いた Luminex
法７）（ONE LAMBDA, Calif. , USA；LABScreen PRA
Class I）を用いた．2次抗体は PE標識 IgG 抗体を用い
（ONE LAMBDA, Calif., USA），抗体の検出は解析ソフ
ト（Software Version3.0 ONE LAMBDA , Calif., USA）
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Fig. 2A Result of cross-matching testing of the father and mother by the MPHA method 
with intact platelets  at birth.

を用いて実施した．
また，抗HPA抗体検査については血小板抽出抗原

MPHA 法８）（OLYMPUS, Tokyo, Japan；Anti-HPA・
MPHAパ ネ ル），MACE（modified antigen capture
ELISA）法９）の原理を用いた PAKPLUS（GTI, Wisc.,
USA）を，そして 18 種のインタクト血小板を用いたM-
MPHA法１０）の 3 法により抗ヒト IgG抗体について測定
した．また，抗HLA抗体と抗HPA抗体の鑑別にはク
ロロキン処理法１１）を用いた．

結 果
出産時検査所見
1．父親および母親と患児のHLA，HPAタイプ
父親および母親と患児は，いずれもA型，Rho（D）

陽性で，HLA，HPAタイピングの結果をFig. 1A～Fig.
1B に示したが，HLAタイプは母親と患児の相違がCw
座とDRB1 座の 2カ所に認められた．A座，B座に関
してはアリルレベルにおいて母親と異なる抗原は認め
なかった．また，HPAタイプは母親と患児の相違がHPA-
3a のみに認められた．
2．交差試験
1）リンパ球交差試験（LCT法・AHG-LCT法）
母親血清と父親リンパ球の反応は陰性を示した．ま

た，母親血清と母親リンパ球との反応も陰性を示した．
2）血小板交差試験（インタクト血小板MPHA法）
父親のクロロキン未処理インタクト血小板と母親原

血清は陰性，2～8倍希釈血清は 1＋の陽性，16～64

倍希釈血清は 2＋の陽性を示し，プロゾーン現象を観察
した．また，父親自己対照として父親のクロロキン未
処理インタクト血小板と父親血清は，原血清～64 倍希
釈血清においてすべて陰性を示した．そして，母親自
己対照として母親インタクト血小板と母親原血清～4
倍希釈血清の反応は，クロロキン処理および未処理の
いずれも陰性を示した（Fig. 2A）．
なお，母親血清と患児血小板の反応については，血

小板数回復後の当該患児が他府県在住の理由により，
サンプル入手不能のため検査を実施していない．
3．母親，患児の抗HLA抗体スクリーニング
LABScreen PRA Class I を用いた結果，抗HLA-class

I 抗体は，母親および患児ともに陰性を示した．
4．母親，患児の抗HPA抗体検査
1）血小板抽出抗原MPHA法（n＝8）
クロロキン未処理パネルでは，母親および患児とも

に原血清と 4倍希釈血清で陰性を示した．さらに，母
親の 100 倍希釈血清において，クロロキン未処理およ
び処理後パネルの反応は，いずれも陰性を示し，血小
板交差試験で観察されたプロゾーン現象は観察されな
かった（Fig. 2B）．
2）インタクト血小板M-MPHA法（n＝18）
クロロキン未処理パネルでは，母親の原血清～16

倍希釈血清において，18種中 16種が陽性を示し血小板
交差試験で観察されたプロゾーン現象を認めた．残る
2種には陰性を示した．また，クロロキン処理後の反応
は減弱，または陰性化することから抗HLA抗体の可能
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Fig. 2B Result of anti HPA antibody examination of the patient and mother by the MPHA 
method with extracted  platelet antigen  at birth (n＝8)

Table 1 Anti HPA antibody examination of the mother by the MPHA method with intact platelets at birth (n=18)

maternal serum

Chloroquine-
treatedChloroquine-untreated

HLANaka
HPA6HPA5HPA4HPA3HPA2HPA1

Panel
×8×4×2×16×8×4×2×1babababababa

  +s++++++±        0+    ①

  +s++++++±        +0    ②

－－±++++0A24, 33B52, 62Cw90  0+0+0+0+0+③

－－±－－±±0A2, 24B35, 52Cw9+0 0+0+ 00   ④

－±±++++0A2, 24B51, -Cw-+  0+0+0+++0+⑤

－－－+++++++s0A2, 3B13, 51Cw6+0+++0++00+0+⑥

－±±+s+++++s0A2, 24B52, 54Cw1+  0+0+ 00   ⑦

－±±－+++0A24, -B54, 62Cw1, 9+0+++0+++0+0+⑧

－－±±+++0A11.1, 24B46, 75Cw1, 8+0 0+0+ 00   ⑨

－±+++++++++0A24, 26B46, 3901Cw1, 7+  0+0+ 00   ⑩

－－－++++s0A1, 11.1B37, 48Cw6, 8             ⑪

－－－－－±+0A26, 33B35, 58Cw9+0 0+0+ +0   ⑫

－－－++++++s0A11, 24B46, 59Cw1             ⑬

－－－++++++s0A24, 33B7, 44Cw7             ⑭

－±+w++++++++0A2, 24B51, 52Cw-+  0+0+ +0   ⑮

±±++s+s+++s0A2, 26B60, -Cw8, 10             ⑯

－－－－－－±0A2, -B51, 61Cw10             ⑰

－－－－－±+w0A2, 33B44, 51Cw-+  0+0+ +0   ⑱

性が示唆された．また，母親および患児間でHPAタイ
プが不一致となる抗原であるHPA-3aに対しては陰性を
示した（Table 1）．
なお，患児血清と上記パネルの反応については当該

患児のサンプル量不足のため，検査をしていない．
3）MACE法

母親血清の抗HPA抗体は陰性を示した．

考 察
今回，NAITの疑われる症例において，出産時のリン

パ球交差試験は陰性を示したが，インタクト血小板
MPHA法による血小板交差試験で陽性を示し，プロゾー
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ン現象を観察した．そして，出産時の抗HPA抗体検査
においても，血小板抽出抗原MPHA法は陰性を示した
が，インタクト血小板M-MPHA法は陽性を示し，プロ
ゾーン現象を観察した．プロゾーン現象とは，抗体過
剰状態での沈降反応，或いは凝集反応の抑制を意味す
る地帯現象の一種である．通常，被検血清を希釈測定
すると，本来の陽性反応を呈する．MPHA法と同様の
抗体検出法の原理であるELISA法においても，プロゾー
ン現象が報告されている１２）．本症例が，インタクト血小
板MPHA法において，プロゾーン現象を引き起こした
原因として，その抗体に対する血小板膜上の該当抗原
量が少ないために生じた可能性が推定される．インタ
クト血小板を用いた場合と血小板抽出抗原を用いた場
合との乖離については，以下のような推測が可能であ
る．例えば，血小板膜糖タンパクGPIbαは血小板内に
存在する自己融解酵素であるCa2＋依存性タンパク質分
解酵素（calpain）によって分解されてGlycocalicin とな
る１３）．そのため，血小板抽出抗原中にはGPIbα上に存
在するHPA-2 抗原９）が存在しにくい１１）１４）．また，この該
当糖タンパクは，MACE法が陰性を示したことから，
HPA抗原が存在する既知の血小板膜上の糖タンパク
（GPIa，GPIbα，GPIIb，GPIIIa，GPIV）は否定される
と考える．
一方，インタクト血小板M-MPHA法でクロロキン処

理後の反応が減弱，または陰性化することから抗HLA
抗体の可能性が示唆されたが，クロロキン処理はHLA-
class I抗原以外に顆粒球膜抗原のCD11bも不活化する１５）．
LABScreen PRA Class I を用いた抗HLA抗体スク

リーニングと，インタクト血小板MPHA法の反応性の
乖離が認められたことから，本症例のプロゾーン現象
を起こした抗体に対応する血小板膜抗原上の抗原は，
HLA-class I 抗原ではないと考える．以上の結果から，
本症例のNAITの原因は，抗HLA同種抗体ではなく，
血小板膜上に存在する抗原に対する抗体であるが，そ
の抗原が分布する糖タンパクは，血小板内に存在する
自己融解酵素で分解されやすいと考えるならば，血小
板抽出抗原を用いた反応は，陰性を示すと推論される．
また，その抗原は，HLA-class I 抗原やCD11bのように，
クロロキン処理によって不活化されるのではないかと
考える．よって，今回，NAITの原因抗体に対する対応
抗原は，患児の血小板と母親血清との交差試験は実施
出来なかったため，母親血清と父親血小板の交差試験
結果からの推論であるが，血小板抽出抗原MPHA法で
陰性，インタクト血小板MPHA法でプロゾーン現象が
観察され，クロロキン処理により反応性が減弱する抗
原であるかもしれない．また，患児に交差試験未実施
のランダム濃厚血小板の輸血効果が有効であったこと
については，児の血清中の血小板同種抗体は，既に児

の血小板によって吸着され，陰性もしくは僅かしか残
存しなかったのではないかと推測される１６）．

結 語
今回の，NAIT症例患児の母親血清から，血小板抽出

抗原MPHA法で陰性，インタクト血小板MPHA法で
プロゾーン現象が観察され，クロロキン処理により反
応性が減弱する抗体を検出した．この母親の抗体がNAIT
の原因であるかもしれないと推察された．
本論文の要旨は第 55 回日本輸血・細胞治療学会（愛知）にお

いて発表した．
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FALSE-NEGATIVE REACTION DUE TO THE PROZONE PHENOMENON

IN PLATELET CROSS-MATCH TESTING BY THE MPHA METHOD:

A CASE OF NEONATAL ALLOIMMUNE THROMBOCYTOPENIA (NAIT)

Chie Nishimura１）, Hiroyuki Inaba１）, Hiroshi Minami１）, Nobuo Araki１）, Shion Imoto１）, Osamu Mabuchi１）,

Susumu Inoue２）, Syouji Morita２）, Hideaki Mizoguchi２）and Shinji Maeda３）

１）Hyogo Red Cross Blood Center
２）Saitama Red Cross Blood Center
３）Department of Pediatrics, Hyogo Prefectural Tsukaguchi Hospital

Abstract:

Neonatal alloimmune thrombocytopenia (NAIT) mainly results from anti-HPA antibodies, and occasionally from
anti-HLA antibodies. We present a NAIT case in which the mother’s antibody showed the prozone phenomenon by
MPHA with intact platelets.

The patient, the mother’s first child, had a platelet count of 11,000�µl at birth. Lymphocyte cross-matching tests
between parents was negative. Platelet cross-matching of themother’s serumwas negativewithout dilution, but posi-
tive with a score of 1＋ after 2 to 8 times dilution, and with a score of 2＋ after 16 to 64 times dilution, thus showing
the prozone phenomenon.

Anti-HLA-Class I antibodies by Luminex assay were negative for both mother and infant. Anti-HPA antibodies
in the mother was negative by MPHAwith extracted platelet antigen (n = 8) and theMACEmethod. Anti-HPA anti-
bodies in the infant were negative by MPHA with extracted platelet antigen (n = 8). When the mother’s serum was
tested byM-MPHAwith 18 types of intact panel platelets, 16 of the 18 panels showed a positive reactionwith the pro-
zone phenomenon. The other 2 panels showed a negative reaction. The positive reactions were attenuated or disap-
peared by chloroquine treatment.

These results suggest that the antibody which may be a cause of NAIT is reacting with platelet antigens which
show the prozone phenomenon on intact platelet surface but are lost by the extraction process, and are denatured
by chloroquine treatment.
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