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研究要旨 
AHAと診断において最も難しい鑑別診断は、出血傾向も有するループスアンチ
コアグラント（LA）、特にLA-hypoprothrombinemia syndrome (LAHPS)であ
る。その鑑別に有用であるのはAPTT交差混合試験（cross-mixing test: CMT）
である。CMTの検査方法は標準化されておらず、今回標準化を試みた。即時反
応（incubation時間なし）では患者血漿0, 10, 20, 50, 100%と５ポイント、遅延
反応（２時間incubation）では患者血漿0, 50, 100%の３ポイントでの検討が有用
であることを確認した。LAは遅延反応の10, 20%に表示されやすく、またAHA
では50%の混合血漿で即時反応と遅延反応に差異を認めることが確認された。ま
た、AHAの免疫抑制療法の中止時期は、Bethesda法による凝固第VIII因子イン
ヒビター(FVIII-INH)活性の消失（<1.0 BU/mL）のみで判断せずに、ELISA法
(Zymutest Anti-VIII IgG Mono Strip; Hyphen, France)によるインヒビター蛋
白量の低下を確認する必要があることが示唆された。 

 
 
Ａ．研究目的 

 後天性血友病A（AHA; 凝固第VIII因子自己抗
体）の正確な診断方法および有効な治療方法の確
立のため、AHA診断における交差混合試験(クロス
ミキシングテスト) 標準化およびAHA治療終了時
の判定における抗第VIII因子抗体量の測定意義を
確認する。 

 
Ｂ．研究方法 

１．後天性血友病 A(AHA) 治療終了時の判定にお
ける抗第 VIII因子抗体（FVIII-INH）量測定意義 
１）AHA患者血漿：当科に検査依頼のあったAHA
患者血漿をサンプルとした。 
２ ） FVIII-INH の 測 定 ： FVIII-INH 活 性 を
Bethesda法で、FVIII-INH（蛋白）量をELISA法
(Zymutest  
Anti-VIII IgG Mono Strip; Hyphen, France)で測
定した。活性は<1.0 BU/mL、また蛋白量は<12.0 
AU/mLをインヒビター陰性とした。 
３）凝固因子活性：目的凝固因子の欠乏血漿 
（Sysmex, Kobe）を用いて既存の方法に従って測
定した。 
２．HA診断における交差混合試験(クロスミキシ
ングテスト)の標準化 
平成29年度当科に検査依頼あった症例の2例が
Lupus anticoagulant hypoprothrombinemia 
syndrome (LAHPS) 、 お よび その 類似 疾患
(LAHPS like syndrome: LLS)であった。LAHPS 

及び LLS が時に出血症状をきたすこと、見かけ
上FVIII 活性低下や FVIII-INH 活性を示すこと
を考えれば、AHAとLA 症例の鑑別は極めて難し
い。サンプルを希釈処理し活性を測定し、希釈倍
数で掛け戻しても区別つかない例も少なくない。
交差混合試験 (クロスミキシングテスト:CMT)が
唯一判別可能と思われる。しかし、CMTは標準化
されておらず、患者血漿とコントロール血漿比率
やポイント数など明確でない。そこで、CMTの標
準化を試みた。 
１）AHA患者血漿：当科に検査依頼のあったAHA
患者血漿をサンプルとした。 
２）交差混合試験（CMT） 
（１）APTT試薬：APTT-TC, APTT-TC-SLA（以
上Sysmex社）, コアグピアAPTT-N（積水メディ
カル社）, PTT-LA（Roche社）を用いた。 
（２）コントロール血漿の検討：日本ミキシング
テ ス ト 研 究 会 の 検 討 結 果 よ り Precision 
Biological社製コントロール血漿、および健常人
10名より作成したHome-made血漿も用いた。 
（３）患者血漿混合比およびポイント数の検討：
患者血漿0, 10, 20, 50, 80, 90, 100%の混合血漿を
作成し、即時に測定する即時反応と２時間37℃イ
ンキュベーション後APTTを測定する遅延反応を
行なって、変化率（＝実測APTT/予想された混合
血漿のAPTT）を求めて、凝固因子欠損症（血友
病A）、AHAおよびLAで最も有用な混合比を求め
た。 
（４）判定方法：視覚的判定方法（上に凸および
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直線はインヒビターパターン、下に凸は因子欠損
パターン）と判断した。 
（倫理面への配慮） 
本研究は、北海道医療大学歯学部倫理委員会で承
認されている。 

 
Ｃ．研究結果 

１．後天性血友病 A(AHA)治療終了時の判定におけ
る FVIII インヒビター量の測定意義 

当科に AHA の検査依頼があった 5 例、17 検体につ
いて、Bethesda 法による FVIII-INH 活性と ELISA 
法による FVIII-INH 蛋白量を測定し比較した（表
１）。5 例中 1 例(H29-4)において、FVIII-INH 活性
が消失した(<1.0 BU/mL)にもかかわらず FVIII 活
性低下が持続し、FVIII-INH蛋白量は陽性であった。
軽度だが出血症状も出現しており、治癒とは言えな
い状況であった。 

 

 

2) 1)で用いた抗第 VIII 因子抗体量測定 ELISA kit 
性能評価 
Zymutest Anti-VIII IgG Mono Strip (Hyphen)で検
出される VIII-INH 性状を調べることを目的に、本 
ELISA kit 性能評価を行なった。表 H29-4 患者血
漿(0 日目+64 日目) を G200-Gel filtration column 
を用いて分子量で分画した。各 fraction を上記
ELISA で測定し、FVIII-INH 出現を確認した。分子
量約 150 Kd 付近に大ピーク(① ピーク)を、約 500 
Kd 付近に微小ピーク(② ピーク)を認めた。① ピー
は IgG(おそらく free FVIII-INH)で、② ピークは
FVIII- FVIII-INH 複合体である可能性が示唆され
た。  

3) AHA 診断における交差混合試験(クロスミキシン
グテスト)の標準化 
AHA と判別が難しいのは LA であり、LA の CMT
における特徴を確認した。患者血漿 10 および 20%
混合血漿で上に凸となる傾向が強く、LA の検出には
患者血漿 10 および 20%混合血漿が重要であった。
一方、AHA では混合血漿のインキュベーション時間

(0 分と 120 分)が重要で、AHA を最も顕著に示した
のは患者血漿 50%の混合血漿であった。 
CMT は視覚的に判断するが、最も判断が難しいのは
LA パターンで、同じ LA サンプルでも結果が直線に
なる試薬と上に凸になる試薬が存在した。視覚的判
断上は上に凸が明確である方が有用であり、APTT 
CMTで使用を推奨されるAPTT試薬はLAM感受性
の高い試薬（APTT-TC SLA やコアグピア APTT-N）
であった。 
また、コントロール血漿としてリン脂質残存血漿を
用いると LA パターンが不明瞭になることより、残
存血小板数の少ないホームメイドコントロール血漿
が最も有用であった。しかし、市販されているコン
トロール血漿も良好な結果であり、PB 社製のコント
ロール血漿も推奨できた。 

 
Ｄ．考察 

１．後天性血友病 A(AHA)治療終了時の判定におけ
る FVIII インヒビター量の測定意義 
AHA 症例で、FVIII-INH の活性と蛋白量に差があ
った症例では FVIII に対するクリアランス抗体型
FVIII-INH が残存しており、FVIII 活性低下を引き
起こしている可能性が示唆された。AHA における免
疫抑制療法の中止は FVIII-INH 蛋白量の消失を
ELISA にて確認した上で行うことが推奨される。 

２．抗第 VIII 因子抗体量測定 ELISA kit 性能評価 

保険等結果より、FVIII-INH のうちクリアランス抗
体は複合体を形成後速やかにクリアランスされる可
能性を考慮すると、FVIII-INH 蛋白量測定 Kit は
FVIII-INH でクリアランス抗体以外の FVIII-INH 
と FVIII の複合体を検出している可能性が示唆され
た。AHA 患者血漿中には、様々なタイプの
FVIII-INH が存在することが示唆された。 

３．AHA 診断における交差混合試験(クロスミキシ
ングテスト)の標準化 
APTT-CMT は、コントロール血漿としてホームメイ
ドコントロール血漿または市販コントロール血漿、
共に推奨できた。また、APTT 試薬は、LA 感受性の
良好な試薬が推奨できる。混合血漿の患者血漿比率
は、即時反応では 0, 10, 20, 50, 100%が、遅延反応
では 0, 50, 100%が推奨できた。この結果は、秘剣血
漿の量も少なく、標準化案として推奨できるものと
考えられる。 

 
Ｅ．結論 

１．APTT-CMTは、患者血漿比率0, 10, 20, 50, 
100%を用いて、即時反応は５ポイントで、遅延反
応は３ポイントで行うことが推奨できる。 
２．AHAの免疫抑制療法はFVIII-INH量をELISA
で確認した上で中止することが推奨できる。 
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Ｆ．健康危険情報 

 なし 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
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