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研究成果の概要（和文）：APS検査診断指針の作成に関する研究では、自動分析装置を用いることによりaCL
（IgG/IgM）およびaβ2GPⅠ（IgG/IgM）の4項目が同時に測定でき、抗リン脂質抗体検査の標準化を進める上で
有用性が高いことを証明した。
動静脈血栓症発症機序に関する研究では、aCL/β2GPIとaPS/PTが共存することにより、活性化プロテインC系凝
固制御機構が抑制されること、単球からの組織因子およびTNF-α産生が増幅されることを明らかにした。さらに
APS患者では原発性・二次性に関係なく血中相対的酸化ストレス度が有意に亢進しており、相対的酸化ストレス
度の上昇と動静脈血栓症発症との間に強い関連性を見出した。

研究成果の概要（英文）：We evaluated two series of commercial ELISA kits and three automated aPL 
assays for aCL and aβ2GPI of IgG and IgM classes. The diagnostic utility of both aβ2GPI-IgG and 
aCL-IgG was sufficiently high in all assays. Spearman’s correlation coefficients of aβ2GPI-IgG 
test results between automated and manual assays were all >0.92. Compared to manual assays, the 
automated assays are of primary choice with equivalent clinical utility and the ease of simultaneous
 testing for multiple types of aPLs.
We investigated the thrombosis effect of antiphospholipid antibodies using IgG fractions containing 
aCL / β2GPI and/or aPS / PT. The present study found that the synergistic effect of aCL / β2GPI 
and aPS / PT strongly suppressed activated protein C and markedly promoted monocyte surface tissue 
factor expression and TNF-α production. These modes of thrombogenic action of aPLs could be an 
important target for developing a specific measure to prevent the complications.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： 抗リン脂質抗体症候群　抗カルジオリピン抗体　抗β2グリコプロテインI抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、自動分析装置により臨床的に有用性の高い抗リン脂質抗体を複数種測定し、陽性抗体の種類および抗
体価から患者毎に血栓性合併症の発症および再発リスクを予測できる新たなAPS検査診断法の確立に結びつく研
究である。さらに、我々が提唱したAPSの病態機序（仮説）に基づき、抗リン脂質抗体による血栓形成作用を動
脈血栓と静脈血栓の差異に着目して系統的に検討するという臨床と基礎の両面から病態を捉え、より的確なAPS
の診療を可能とする研究である。本研究の成果は、APS検査診断を大きく向上させるのみならず、APSの病態解明
や新しい治療法の開発への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）後天性血栓性素因の代表的疾患である抗リン脂質抗体症候群（APS）は、リン脂質に関連
する自己抗体である抗リン脂質抗体群の出現と、それに伴う多彩な合併症（脳梗塞・深部静脈血
栓症・肺塞栓症・習慣流死産など）を特徴とする。APS の検査診断には抗リン脂質抗体の検出が
必須であり、APS 診断基準では ELISA による抗カルジオリピン抗体（aCL）および抗 β2-グリコ
プロテイン I 抗体（aβ2GPI）が採用されている。しかしながら、各キットで測定される抗体価は、
同一の抗体を定量するキットであっても単位が統一されておらず、また明瞭な基準範囲も定め
られていないために、測定値の評価が難しい。さらに市販 ELISA は、測定の大部分がマニュア
ル操作であり、測定者の熟練度に依存した施設間差が大きい事が危惧される。そこで、臨床的に
有用性の高い抗リン脂質抗体を複数種・同時に測定できる自動分析装置による抗リン脂質抗体
検査の標準化を目指す研究の着想に至った。 
 
（２）抗リン脂質抗体は病原性を有する自己抗体であり、実際に高力価の抗体が複数種混在する
患者で，より血栓症発症のリスクが高くなることが知られている。特に aCL、aβ2GPⅠ、aPS/PT が
全て陽性の症例は、血栓症の発症（再発）率が際立って高い。しかし、APS の病態発症機序に関
する研究は、これまで β2GPⅠに対する抗体を中心に行われており、APS の多彩な合併症の多くを
説明できる血栓形成機序は未だ解明されていない。そこで我々は、APS 病態機序の仮説 ”Cell-
mediated coagulation induction” を提唱し、各種抗リン脂質抗体（aCL/β2GPⅠ、aPS/PT）の血栓形成
作用を動脈血栓と静脈血栓の差異に着目して詳細に検討する事により、特に APS で発症率の高
い脳梗塞および深部静脈血栓症を引き起こす抗リン脂質抗体の組み合わせ（相乗作用）を探索す
るという研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
（１）抗リン脂質抗体検査の標準化を目的に、各種市販 ELISA キットおよび自動分析装置を用
いた試薬による測定値の健常人基準値設定、市販 ELISA キットと自動分析装置による抗体価の
相関および陽性・陰性一致率を検討した。中でも自動分析装置による抗体価測定は再現性が良く、
施設間差もほとんど認めないことから APS 診断に有用性が高いことを確認した。そこで本邦で
市販されている 3 社の自動分析装置にて測定可能な抗リン脂質抗体価測定試薬について臨床的
有用性を検討した。 
 
（２）APS の病態発症機序の解明を目的に、我々が提唱してきた「APS 患者血中には多種多様
な抗リン脂質抗体が混在しており、各抗体の持つ血栓形成作用が複雑に絡み合って APS 特有の
多彩な合併症が生じる」という病態仮説に基づき、患者血漿より単離・精製した各種 IgG 抗体
を用いて、独自に開発したヒト血管内皮細胞（動脈・静脈）・単核球・血小板の共培養実験系に
より、抗リン脂質抗体よる血栓形成機序を動脈血栓と静脈血栓の差異に着目して系統的に検討
した。 
 
３．研究の方法 
（１）抗リン脂質抗体検査の標準化：各種患者血清 100 例（APS 20 例、SLE 合併 APS 30 例、
SLE 10 例および SLE 以外の膠原病 40 例）および健常人血清 400 例を対象に、3 社の自動分析
装置（【MBL 社】化学発光酵素免疫測定法（CLEIA）試薬を自動分析装置 STACIA（LSI メディ
エンス社）、【アイ・エル・ジャパン社】aPLs-EIA システム試薬を自動分析装置 ACL AcuStar®
（Werfen 社）、【サーモフィッシャー社】EliA 試薬をファディア 100）にて、aCL-IgG、aCL-IgM、
aβ2GPI-IgG、aβ2GPI-IgM の測定を実施し、①各種抗リン脂質抗体価の健常人基準値の設定、②市
販 ELISA キットと自動分析装置による抗体価の相関および陽性・陰性一致率の検証、③3 社の
自動分析装置による各種抗体価の相関および判定一致率の検証を実施し、自動分析装置による
抗リン脂質抗体価測定の臨床的有用性を検討した。 
 
（２）抗リン脂質抗体による動静脈血栓症発症機序の解明：代表的な APS 患者血漿から ProteinG
カラムにて IgG をアフィニティー精製し、各抗体に対応する抗原（リン脂質とエピトープ提供
タンパクの複合体）をリガンドとした抗原カラムクロマトグラフィーにて各種抗リン脂質抗体
を単離・精製し、IgG-aCL/β2GPI および IgG-aPS/PT による血栓形成作用について、活性化プロテ
イン C（APC）の抗凝固活性に対する抑制作用、単球表面組織因子（TF）発現に対する増幅作用、
単核球からの炎症性サイトカイン（TNF-α）産生に対する促進作用等を検討した。さらに、原発
性 APS 患者 20 例と二次性 APS 患者 38 例の血漿を対象に、酸化ストレス値と抗酸化力値のバラ
ンス比である相対的酸化ストレス度（oxidation stress index: OSI）の測定を実施し、APS の代表的
な合併症である脳梗塞、深部静脈血栓症、習慣流産との関連性を検討した。 
 
４．研究成果 



（１）各種抗リン脂質抗体価の健常人基準値の設定 
健常人血清 400 例を対象に各市販 ELISA キットおよび自動分析装置専用試薬にて抗体価の測

定を実施し、測定値の分布をべき乗変換にて正規化したのちに、APS 分類基準に則り、全体の 99
パーセンタイル未満を健常人基準値とした。その結果、表１に示すように、同一の抗体を検出す
るキットであっても統一された単位がないため健常人基準範囲の値には差が認められた。また、
今回算出した基準範囲値の中にはキットの添付文書に記載されている参考値と大きく異なるも
のも複数みられた。 

 
（２）市販 ELISA キットと自動分析装置による抗体価の相関および陽性・陰性一致率 
各種患者血清 100 例（APS 20 例、SLE 合併 APS 30 例、SLE 10 例および SLE 以外の膠原病 40

例）を対象に、市販 ELISA キットと自動分析装置による抗体価の相関および陽性・陰性一致率
を検討した結果、表２に示す如く、同一種類の抗体を検出する ELISA キットと自動分析装置に
よる測定試薬では、抗体価の相関はいずれも良好であり、陽性・陰性判定も 8 割～9 割以上の一
致率を示した。しかし、判定不一致となった症例の多くは基準値付近の抗体価を示したものの、
一部測定値が大きく乖離する症例も認められた。 

 

 
 
（３）3 社の自動分析装置による各種抗体価の相関および判定一致率 

aCL-IgG、aCL-IgM、aβ2GPI-IgG、aβ2GPI-IgM について、3 社間の自動分析装置を用いた抗体価
の相関は、スピアマン順位相関係数（rS）で 0.683～0.893 と一部に乖離した検体が認められたが、
概ね良好であった（表３）。同一種類の抗体を検出する ELISA キットと自動分析装置による測定
試薬では、抗体価の相関はいずれも良好であり、陽性・陰性判定も 83～95%と良好な一致率を示
した（表３）。しかし、判定不一致となった症例の多くは基準値付近の抗体価を示したものの、
一部測定値が大きく乖離する症例も認められた。各試薬の添付文書記載の参考値と本研究にて
設定した基準値を基に患者の抗体価を陽性・陰性判定すると、2 つの基準値による判定一致率は、
一部の ELISA キットにおいて 77％および 85％と乖離例が認められたが、その他の ELISA キッ
トならびに自動分析装置による測定試薬では、一致率は 89～100％であった（表４）。 

 

 
本研究により、専用の自動分析装置を用いることにより aCL（IgG/IgM）および aβ2GPⅠ（IgG/IgM）

の 4 項目が同時に測定でき、全ての抗体で同時再現性および日差再現性に優れており、抗体価の
施設間差も殆ど認められない。さらに従来の市販 ELISA キットと良好な判定一致率を示されて
おり、抗リン脂質抗体検査の標準化を進める上で自動分析装置による抗リン脂質抗体測定は非
常に有用なツールであることが確認できた。 
 
（４）IgG-抗リン脂質抗体による APC の抗凝固活性に対する抑制作用 
代表的な SLE 患者血漿からアフィニティー精製した 4 種類の IgG–抗リン脂質抗体：

相関係数 (rs) 判定一致率

aCL IgG

AcuStar vs. MESACUP 0.734

AcuStar vs. QUANTA Lite® 0.706

EliA vs. MESACUP 0.725

EliA vs. QUANTA Lite® 0.701

aCL IgM

AcuStar vs. MESACUP 0.582

AcuStar vs. QUANTA Lite® 0.694

EliA vs. MESACUP 0.670

EliA vs. QUANTA Lite® 0.760

aβ2GPI IgG

AcuStar vs. QUANTA Lite® 0.838

EliA vs. QUANTA Lite® 0.803

CLEIA vs. QUANTA Lite® 0.814

aβ2GPI IgM

AcuStar vs. QUANTA Lite® 0.613

EliA vs. QUANTA Lite® 0.722

CLEIA vs. QUANTA Lite® 0.602 91%

89%

88%

94%

88%

89%

90%

93%

91%

96%

74%

82%

86%

90%

表２ 市販ELISAキットと自動分析装置による抗体価の相関および陽性・陰性一致率

相関係数 (rs) 判定一致率

aCL IgG AcuStar vs. EliA 0.772

aCL IgM AcuStar vs. EliA 0.725

aβ2GPI IgG

AcuStar vs. EliA 0.838

AcuStar vs. CLEIA 0.918

EliA vs. CLEIA 0.794

aβ2GPI IgM

AcuStar vs. EliA 0.734

AcuStar vs. CLEIA 0.683

EliA vs. CLEIA 0.759 89%

89%

95%

90%

91%

83%

91%

84%

表３ 3社間の自動分析装置を用いた抗体価の相関および陽性・陰性一致率



aCL/β2GPI(−)・aPS/PT(−)、aCL/β2GPI(+)・aPS/PT(−)、aCL/β2GPI(−)・aPS/PT(+)、aCL/β2GPI(+)・
aPS/PT(+)を用い、APC の抗凝固活性に対する抑制作用を検討した。その結果、図１に示す如く、
aCL/β2GPI(−)・aPS/PT(−)の IgG 添加時に比較して aCL/β2GPI(+)・aPS/PT(−)、aCL/β2GPI(−)・
aPS/PT(+)、aCL/β2GPI(+)・aPS/PT(+)の IgG の添加時で有意な APC-sensitivity ratio の低下が認め
られ、APC の抗凝固活性に対する抑制作用を確認した。抑制作用の度合いは aCL/β2GPI(+)・
aPS/PT(+)の IgG でより顕著であった。 

 

 
（５）IgG-抗リン脂質抗体による単球表面 TF 発現に対する増幅作用 

6 人の健常人ボランティアから分離した末梢単核球（PBMC）を IgG–抗リン脂質抗体：
aCL/β2GPI・aPS/PT double negative IgG、aCL/β2GPI single positive IgG、aPS/PT single positive IgG、
および non-APS—IgG にて刺激し、6 時間後の単球表面 TF の発現量をフローサイトメトリーに
て解析した。TF の発現量は、コントロールを 1 とし、その比率を算出した。解析の結果、図２
に示す如く、コントロールに比較して IgG-抗リン脂質抗体刺激で単球表面 TF の発現が有意に増
加することを確認し、TF 発現の増加は aCL/β2GPI・aPS/PT double negative IgG でより顕著であっ
た。対称的に non-APS–IgG では有意な TF の発現増加は認められなかった。 
 

 
（６）IgG-抗リン脂質抗体による単核球からの TNF-α産生に対する促進作用 

6 人の健常人ボランティアから分離した PBMC を IgG–抗リン脂質抗体：aCL/β2GPI・aPS/PT 
double negative IgG、aCL/β2GPI single positive IgG、aPS/PT single positive IgG、および non-APS—
IgG にて６時間刺激後、採取した培養上清中の TNF-α産生量を ELISA キットにて定量した。そ
の結果、図３に示す如く、コントロールに比較して aCL/β2GPI・aPS/PT double negative IgG 刺激
で TNF-αの有意な産生増加が認められたが，aCL/β2GPI single positive IgG、aPS/PT single positive 
IgG、および non-APS—IgG 刺激では有意な TNF-α産生の増加はみられなかった。 
 

aCL/β2GPI － ＋ － ＋
aPS/PT － － ＋ ＋

図１ 抗リン脂質抗体による活性化プロテインCの抗凝固活性に対する抑制作用

図２ 抗リン脂質抗体による単球表面組織因子（TF）発現に対する増幅作用



 
（７）APS 患者における相対的酸化ストレス度と脳梗塞、深部静脈血栓症、習慣流産との関連 

APS 患者 58 例（原発性 20 例と二次性 38 例）および健常人 312 名の血漿を対象に、相対的酸
化ストレス度（OSI）の測定を実施し、APS の代表的な合併症である脳梗塞、深部静脈血栓症、
習慣流産との関連性を検討した。その結果、図４に示す如く、健常人に比較して APS 患者では、
原発性、二次性に関係なく相対的酸化ストレス度が有意に高かった。さらに、合併症別に相対的
酸化ストレス度を比較した結果、習慣流産に比較して脳梗塞および深部静脈血栓症を発症した
患者で明らかに高く、血中相対的酸化ストレス度の上昇は血栓性合併症発症に強く関連してい
る可能性を見出した。 
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