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CD36抗体検出のための新たな検査方法の樹立

尼岸 悦子 林 智也 高 陽淑 松山 宣樹 石井 博之
松倉 晴道 保井 一太 平山 文也

背景と目的：CD36 抗体は，新生児同種免疫性血小板減少症，血小板輸血不応症，非溶血性輸血副作用などの疾患
や病態を引き起こす重要な抗体であるが，抗体検出に当たってはゴールドスタンダードといえる検査方法はない．
材料と方法：抗原捕捉原理に基づくがモノクローナル抗体を必要とせず，標的細胞としては遺伝子導入細胞を使

用する，CD36 抗体検出のための新たな検査方法を樹立することを目的とした．また，同法とMAIPA法とを感度と
特異性の 2点において比較した．
結果：今回の新たな検査法は，（1）血小板パネルの替りに遺伝子導入細胞を使用し，（2）HLA抗体の混在に影響

を受けず，（3）特異性を高めるために通常用いられるCD36 モノクローナル抗体が不要であるという 3点の特徴を持
つ．また，MAIPA法に比して，特異性，感度共に非常に良好な成績を示した．
結論：今回の新たな検査法は，CD36 抗体検出において感度，特異性共に優れた検査方法である．
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本論文内容は，Wiley-Blackwell Publishing 社の許可のもとVox Sanguinis 誌（第 106 巻第 4号 368―371, 2014）に最初に掲載された論
文に基づき作成したものである．（A new transfectant panel cell line-based MoAb-independent antigen capture assay system for detection
of CD36 antibody．）

はじめに
CD36 は GPIVとしても知られ，血小板細胞表面上に

発現する重要な糖タンパクであり，単球にも発現して
いる１）．CD36 の欠損は人種間で大きくその頻度が異な
り，アジア人で 3～11％，サハラ砂漠以南のアフリカ人
で 8％，白人で 0.4％以下と報告されている１）～３）．CD36
を欠損するヒトは輸血や妊娠により感作され，CD36
抗体，所謂Naka抗体を産生する可能性がある４）．CD36
抗体は新生児同種免疫性血小板減少症５）や血小板輸血不
応症４）の原因となりうる．稀ではあるが，CD36 抗体は
輸血関連肺障害などの命を脅かすような重篤な非溶血
性輸血副作用を誘発することも知られている６）７）．
血小板抗体を検出するための検査方法はさまざま報

告されている．代表的な方法としては，the platelet sus-
pension immunofluorescence test（PIFT法）８），mono-
clonal antibody-specific immobilization of platelet anti-
gens assay（MAIPA法）９），themodified antigen capture
enzyme-linked immunosorbent assay（MACE法）１０），
themixed passive haemagglutination test（MPHA法）１１）

等が挙げられる．しかし，これらの方法は広く使われ

ているものの，以下のような欠点が知られている．
まず，これらの方法は何れも標的細胞としてタイピ

ングされた血小板パネルを必要としている．しかし，
血小板抗原の種類によっては極めて低頻度にしか認め
られず，従ってそのようなタイプの血小板を標的細胞
として用意することは時に極めて困難である．次に，
検査試料にHLA抗体が混在する場合には，PIFT法や
MPHA法では目的の血小板抗体が検出できない．更に，
標的血小板抗原を捕捉する為にモノクローナル抗体を
使用するMAIPA法やMACE法では，使用したモノク
ローナル抗体が時に検出すべき血小板抗体と競合して
しまい，検査結果が偽陰性となることがある．MAIPA
法では，検出すべきヒトCD36抗体と同法で用いられる
CD36モノクローナル抗体がCD36分子上の抗原エピトー
プへの結合において競合し，結果的にCD36抗体が検出
できなくなる場合があることが広く知られている１２）．こ
のように，いずれの検査方法も問題点を抱えているの
が現状である．
ELISA法を原理とするGTI PakPlusⓇやルミネックス

法を原理とするLIFECODES_ Pak LxTMは今や市販検
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査キットとなっており，血小板抗体やCD36抗体の検出
に利用されている．これらの検査キットのバリデーショ
ンデータに関する論文も 2，3報告されているが１３）１４），い
ずれも血小板抗体検出に関してのみであり，CD36抗体
検出にかかるバリデーションデータの報告は未だされ
ていない．
我々は最近，遺伝子導入技術を用いて作成したCD36

発現細胞株（HP-CD36）とそのコントロールとなる細
胞株（HP-mock）を用いて PIFT法のようにフローサ
イトメーターを用いてCD36抗体を検出する検査法を樹
立した１５）．同細胞株の親株はHLA分子を発現しておら
ず，従って本法ではHLA抗体が混在する試料であって
も目的のCD36 抗体を検出することが可能である．HP-
CD36 細胞におけるCD36 の発現は強く，また安定的な
発現が細胞株樹立以降少なくとも 5年間継続して観察
されている．しかし，一方では，フローサイトメーター
は高価な機器であり，従って一部の施設でしか使用で
きないという欠点を本法は抱えている．そこで本研究
では，上記フローサイトメーターを用いる方法に一工
夫を加え，MAIPA法のように多くの施設で実施可能な
検査方法に改良した．HP-CD36 細胞を用いることで特
異性の担保が取れやすくなったことが功を奏し，MAIPA
法に似た検査方法ではあるが，はからずもCD36モノク
ローナル抗体の使用を不要とする検査法が樹立できた．

材料と方法
1．血清試料
健常人血清は当血液センターの健康な職員から採取

した．HLA Class I 抗体含有血清は血小板輸血不応患者
由来血清を用いた．CD36 抗体含有血清は非溶血性輸血
副作用患者由来血清，血小板輸血不応患者由来血清，
新生児同種免疫性血小板減少症症例由来血清や献血者
由来血清を用いた．それぞれの血清試料中の抗体特異
性は，抗HPA抗体同定パネルキット（日本 オリンパ
ス製）を用いて，MPHA法により以前既に同定してい
る．

2．HP-CD36細胞を用いるがモノクローナル抗体を不
要とする検査法（HP cell-based MoAb-independent im-

mobilization of platelet antigens assay［HP-IPA］）
HP-CD36 細胞およびそのコントロールのHP-mock

細胞を 96 穴プレート（5.0×105�well）を用いて 37 度で
3,000g，1 分間遠心した．検査対象血清を 25μl 加えた
後に 37 度で 30 分インキュベートした．その後，0.2％
ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin：BSA）を
添加したトリスバッファー生理食塩水（Tris-buffered
saline：TBS）［以下TBS�BSAと呼ぶ］を用いて細胞を
洗浄し，細胞ペレットに peroxidase 結合マウス抗ヒト
IgGを添加し，37 度で 30 分間インキュベートした．細

胞を 3回，TBS�BSAで洗浄し，0.5％Triton-X 100 を含
む PBS（PBS�X-100）を 200μl 加え，室温で 15 分間イ
ンキュベートすることにより細胞を可溶化した．可溶
化後に 3,000g，15 分間の遠心でデブリスを除去し，予
めヤギ抗マウス IgGをコートしておいた96穴プレート
に可溶化上清を 150μl 加えた．洗浄後に peroxidase
基質を加え発色を促した後に，450nmの吸光度を日立
製MTP-120 で測定した．シグナル対ノイズ比（signal-
to-noise ratio：SNR）を下記のように算出した．HP-
CD36 細胞が入っていたウェルでの 450nmの吸光度
（signal）を HP-mock 細胞が入っていた対応するウェル
での 450nmの吸光度（noise）で除した値を SNRとし
た．

3．MAIPA法
用いた 3種類のモノクローナル抗体は 10.5（フランス

BioCytex 社 製），FA6.152（米 国 Beckman Coulter
社製）およびTR9（米国 Acris Antibidies 社製）であ
る．HP-CD36 細胞とHP-mock 細胞を用いたMAIPA
法を簡潔に以下に記す．HP細胞を 96穴プレート（5.0×
105�well）を用いて 3,000g，1 分間遠心した．検査対象
血清を 25μl 加えた後に 37度で 30分インキュベートし
た．TBS�BSAを用いた洗浄により血清を除去した後に
細胞ペレットを 10.5，FA6.152 あるいはTR9と 37度で
30 分間インキュベートした．細胞を 3回洗浄した後に，
PBS�X-100 を 200μl 加え 15分間インキュベートするこ
とにより細胞を可溶化した．可溶化後は遠心でデブリ
スを除去したうえで，150μl の可溶化上清を予めヤギ抗
マウス IgGをコートしておいた96穴プレートに加えた．
洗浄後に，プレートに捕捉されたヒト IgGをperoxidase
結合ヤギ抗ヒト IgG（米国 Jackson ImmunoResearch
Laboratories 社製）を添加することにより検出した．per-
oxidase 基質を加えた後に得られる発色を 450nmの吸
光度で捉えた．

結 果
CD36 抗体含有血清 9検体と健常人血清 24検体を用

いて，HP-IPA法および 3種のMAIPA法の適正なカッ
トオフ値を算出した．算出に当たっては，カットオフ
値を順次推移させて行った際に得られる感度（縦軸）と
［1－特異度］（横軸）をグラフに表した receiver operat-
ing characteristic（ROC）曲線を基にした（図 1）．ROC
曲線を描いた後に，感度が「1」，［1－特異度］が「0」
であるポイントからもっとも近いROC曲線上のポイン
トを計算式［（1―感度）2＋（1－特異度）2］が最小値となる
カットオフ値として求めた．この際のカットオフ値を
至摘カットオフ値とした．表 1に示したように，HP-IPA
法，モノクローナル抗体 10.5 を用いたMAIPA法，モ
ノクローナル抗体FA6.152 を用いたMAIPA法および
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表 1　CD36 検出のための新たな方法（IPA法）と MAIPA 法の比較

血清
ナンバー

Condition
HP-CD36 を
用いた IPA法

HP-CD36 を用いたMAIPA 法＊

10.5 FA6.152  　TR9 TOTAL

Cutoff: 2.55 Cutoff: 1.25 Cutoff: 1.45 Cutoff: 1.45

＃ 1 NAIT 3.0 ＋ 1.3 ＋ 1.6 ＋ 2.8 ＋ ＋
＃ 2 NAIT 9.2 ＋ 1.1 － 1.6 ＋ 0.7 － ＋
＃ 3 NAIT 48.7 ＋ 1.9 ＋ 4.3 ＋ 3.7 ＋ ＋
＃ 4 NAIT 17.2 ＋ 0.9 － 1.0 － 1.5 ＋ ＋
＃ 5 PTR 6.8 ＋ 1.3 ＋ 1.5 ＋ 1.6 ＋ ＋
＃ 6 PTR 7.0 ＋ 1.7 ＋ 1.4 － 1.3 － ＋
＃ 7 PTR 34.8 ＋ 0.9 － 1.8 ＋ 1.2 － ＋
＃ 8 †NHTRs 10.2 ＋ 24.2 ＋ 21.4 ＋ 28.2 ＋ ＋
＃ 9 Donor 4.0 ＋ 0.8 － 1.1 － 1.5 ＋ ＋

感度
9/9 5/9 6/9 6/9 9/9
(1.00) (0.55) (0.66) (0.66) (1.00)

特異性
24/24 24/24 18/24 22/24 18/24
(1.00) (1.00) (0.75) (0.91) (0.75)

＊450nmにおけるHP-CD36 細胞 と HP-mock 細胞の吸光度の比率
†日本赤十字社中央血液研究所　中島文明先生より分与されたサンプル

図 1　ROC curve を用いた各検査法の評価

モノクローナル抗体TR9を用いたMAIPA法の至摘カッ
トオフ値，感度，特異度はそれぞれ，（2.55，1.00，1.00），
（1.25，0.55，1.00），（1.45，0.66，0.75），（1.45，0.66，
0.91）となった．この結果は，HP-IPA法が3種のMAIPA
法の何れよりも感度，特異度において明らかに優れて
いることを示している．HLA抗体を含有する 50種類の
血清試料をHP-IPA法で検査したところ，1検体のみ弱
陽性を示した（SNR＝3.8）．
CD36 分子上には，免疫した場合に特異抗体が産生さ

れ易い領域がある．アミノ酸配列で 155 番から 183 番
の領域で，多くのCD36抗体はこの領域を認識するが１６），
抗原エピトープは若干異なるようである１７）．CD36 モノ
クローナル抗体のうち少なくとも 10.5 と FA6.152 は異
なる抗原エピトープを認識すると報告されている１７）．異
なる抗原エピトープを認識するのであればそれぞれの
CD36モノクローナル抗体がヒトCD36抗体とエピトー

プ競合を起こす際のエピトープも異なるはずであり，
従って複数のCD36モノクローナル抗体を用いてMAIPA
法を行いその結果を総合的に判定すれば，ヒトCD36
抗体とのエピトープ競合の問題を回避することができ
る可能性が生まれてくる．この仮説が正しければ，
MAIPA検査においては複数のCD36モノクローナル抗
体を用い，その内少なくともひとつの系で陽性となれ
ば総合的に陽性とするという基準を設ければ，結果と
して感度が上昇するはずである．図 1で行った実験の
SNRの生データを表 1に示した．異なるCD36 モノク
ローナル抗体を用いたMAIPA法を個別に判定すると
その感度は 0.55（5�9）から 0.66（6�9）の間に位置した
が，上記の総合判断を採用するとその感度は一機に 1.00
（9�9）に跳ね上がった．しかし，その特異度は 0.75（18�
24）と低いままであり，HP-IPAの 1.00（24�24）と比
べると依然として劣っていた．
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考 察
我々は，CD36 抗体検出のための新たな検査法である

HP-IPA法を樹立した．本法は，（1）血小板パネルの替
りに遺伝子導入細胞を使用し，（2）HLA抗体の混在に
影響を受けず，（3）特異性を高めるために通常用いら
れるCD36 モノクローナル抗体が不要であるという 3
点の特徴を持つ．複数のCD36モノクローナル抗体を用
いて行ったMAIPA法に比して，より良好な感度と特
異度を示した．複数のCD36モノクローナル抗体を用い
て行ったMAIPA法について，少なくとも一つの系で
陽性であればその検体は陽性と判定するという総合的
な判定基準を導入すれば，MAIPA法の感度はHP-IPA
法と同程度に良好な結果を示したが，その場合にも特
異度は改善しなかった．
HP-IPA法にも 2点の解決すべき点がある．まず，パ

ネル細胞株の維持が必要であり，これにはコストと多
大な労力がつきまとう．第二に，新生児同種免疫性血
小板減少症，血小板輸血不応症や非溶血性輸血副作用
事例に於いてはCD36抗体以外にも検出すべき抗体があ
り，可能ならこれらの抗体も含めて全ての抗体を同一
の方法で検査できるようになれば実務的な運用への道
が開かれる．しかし，CD36 抗体以外の抗体検出には未
だHP-IPA法は開発できていない．今後はこの問題を解
決すべく，努力していく所存である．
著者のCOI 開示：本論文発表内容に関連して特に申告なし
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