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自己免疫性出血症治療の「均てん化」のための実態調査と「総合的」診療指針の作成 
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天性フォンウィルブランド因子欠乏症（AVWD）の自己抗体検出および AHA の FVIII 抗原

量、活性、抗 FVIII 自己抗体量の経時変化の測定 
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研究要旨 

 自己免疫性凝固第XIII/13因子欠乏症 (AH13; 厚労省指定難病288-1) 疑い32症例 

(平成27年度11例、28年度15例、29年度6例) についてAMED研究費で作成したイムノクロ

マト法を用いて確定診断を行い、新たに11例 (平成27年度2例、28年度7例、29年度2例)

 を同定した。また、後天性血友病A (AHA; 厚労省指定難病288-2) 疑い17症例 (平成27

年度6例、28年度7例、29年度4例) について市販のELISA キットを用いて確定診断を行

い、新たに11例 (平成27年度5例、28年度4例、29年度2例) を同定した。一方、自己免

疫性後天性フォンウィルブランド因子（von Willebrand factor：VWF）欠乏症 (AVWD; 

厚労省指定難病288-3) 疑い5症例についてイムノクロマト法とELISA法を用いて自己抗

体の検出を行い、いずれも3例の陽性判定を得た。しかし、いずれもVWFを固相化して遊

離の自己抗体を検出する方法で抗VWF自己抗体-VWF複合体は認識しない。抗VWF抗体を作

製し、抗VWF自己抗体-VWF複合体を検出する測定系の確立が望ましい。 

 また、AHA 症例 5例について F8抗原量、F8 活性、および抗 F8自己抗体量の経時変化

を測定したところ、自己抗体が短期間で消失 (2 週間で半減) し、抗原量、活性が回復

した集団 (3 例) と自己抗体が長期間 (2 か月以上) 消失せず、活性が回復しなかった

集団 (2 例) に大別されることが判明した。 

 

Ａ．研究目的 

 自己免疫性後天性凝固因子欠乏症

は自己免疫性凝固第XIII/13因子欠乏

症 (AH13)、後天性血友病A (AHA)、自
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己免疫性後天性フォンウィルブラン

ド病 (AVWD) 、自己免疫性後天性凝固

第V/5因子欠乏症からなる難治性出血

性疾患である。それぞれ第XIII/13因

子 (F13) 、第VIII/8因子 (F8)、フォ

ンウィルブランド因子 (vWF) 、第V/5

因子 (F5) に対する自己抗体が原因

で出血傾向をきたす疾患である。これ

らの自己免疫性後天性凝固因子欠乏

症の総合的な診断基準・重症度分類、

診療指針等の作成を最終的な目的と

して、実態把握のためにAH13疑い32症

例 (平成27年度11例、28年度15例、29

年度6例) とAHA疑い17症例 (平成27

年度6例、28年度7例、29年度4例) に

ついてそれぞれAMED研究費で作成し

たイムノクロマト法、あるいはELISA

法によって確定診断を行った。また、

AVWD疑い5症例についてイムノクロマ

ト法、およびELISA法による自己抗体

検出法について検討を行った。一方、

AHAの予後を知るために、AHA症例5例

についてF8抗原量、F8活性、および抗

F8自己抗体量の経時変化を測定した。 

 

Ｂ．研究方法 

イムノクロマト法による抗 F13 自己抗体

の検出 

 イムノクロマト法は抗F13Aサブユニッ

ト (F13-A) モノクローナル抗体を塗布

したストリップ（キューメイ研究所）を

用いた。希釈血漿、洗浄液、金コロイド

標識抗ヒト Ig (G+M+A) 抗体希釈溶液を

順次展開した (直接法)。陽性コントロー

ルの吸光度を1とした時の吸光度0.18を

カットオフ値に設定し、判定を行った。

F13 抗原量が極端に少ない症例での偽陰

性を避けるために、健常人血漿と 37℃で

5 分間混合後の検体についてもイムノク

ロマト法を実施した (混合法)。 

ELISA キットによる F8 抗原量、および抗

F8 自己抗体の検出 

 市販のELISAキットを用いてF8抗原量

(VisuLize™ FVIII Antigen Kit; Affinty 

Biologicals Inc.)、および遊離の抗 F8

自己抗体量 (ZYMUTEST Anti-VIII IgG 

MonoStrip; HYPHEN BioMed) を測定した。

抗F8自己抗体の有無は説明書に従って判

定した。 

F8 活性の測定 

 F8 活性測定には合成基質法を原理とし

た市販の色素生成活性検査キット

BIOPHEN FVIII:C (HYPHEN BioMed) を用

いた。市販の標準血漿 (コアグトロール

N) の活性を 100%として算出した。 

抗 vWF 自己抗体の検出 

 精製 vWF を用いて遊離の抗 vWF 自己抗

体量の測定を行った。 

イムノクロマト法は vWF を塗布したスト

リップ（キューメイ研究所）を用いて AVWD

疑い症例 5 例、および健常対照 4 例につ

いて検討を行った。希釈血漿、洗浄液、

金コロイド標識抗ヒト Ig (G+M+A) 抗体

希釈溶液を順次展開後、テストラインの

強度を自動読み取り装置で数値化して、

健常対照 4 例の吸光度の平均+2SD をカッ
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トオフ値に設定して判定を行った。 

 ELISA 法は vWF を固相化した 96 ウェル

プレ－トを用いて AVWD 疑い症例 5例、お

よび健常対照40例について検討を行った。

ブロッキング後、希釈血漿、HRP 標識抗ヒ

ト Ig (G+M+A) 抗体を順次反応し、TMB で

発色を行って 450 nm の吸光度を測定した。

健常対照 40 例の吸光度の平均+2SD をカ

ットオフ値に設定して判定を行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究は、山形大学の倫理委員会の承認

を得ており、検体使用に関しては、各主

治医が症例あるいはその家族から文書に

よる同意を得ている。 

 

 

Ｃ．研究結果 

AH13 の確定診断 AH13 疑い 32 症例につ

いて直接法、混合法で測定を行ったとこ

ろ、21 例は直接法、混合法いずれも陰性

であったが、1例は混合法でのみ陽性、10

例は直接法、混合法いずれも陽性であっ

た。 

AHAの確定診断 AHA疑い17症例について

市販のELISAキットを用いて測定を行った

ところ、11例は陽性、6例は陰性であった。 

抗VWF自己抗体の測定 

 イムノクロマト法ではAVWD疑い5症例の

うち3例陽性、2例陰性判定であった。また、

健常対照は4例すべて陰性判定であった。 

 一方、ELISA法でもAVWD疑い5症例のうち

3例陽性、2例陰性判定であった。また、健

常対照は40例のうち2例陽性判定、38例陰

性判定であった。 

AHA症例のF8抗原量、F8活性、抗F8自己抗

体量の経時変化の測定 

 AHA症例5例のF8抗原量、F8活性、抗F8

自己抗体量の経時変化を測定したところ、

3例は比較的早期に自己抗体が消失 (2週

間で半減) し、抗原量、活性も回復したの

に対して、2例は長期間 (2か月以上) 自己

抗体が消失せず、活性も全く回復しなかっ

た。 

 

Ｄ．考察 

AH13 疑い 32 症例のうちイムノクロマト

陽性だった 11 例は、抗 F13-A 自己抗体検

出のための ELISA 法、ドットブロット法

でも陽性だったので、迅速診断に有用で

あると考えられる。しかし、抗 F13-B 自

己抗体陽性の 1 例は検出できなかった。

AHA 疑い 17 症例のうち、11 例は自己抗体

が検出されたが、6例は検出されなかった。

この6例遊離の抗F8自己抗体は存在しな

いと考えられるが、抗 F8 自己抗体-F8 複

合体については存在する可能性も考えら

れる。 

 抗 VWF 自己抗体検出については症例を

増やして検証する必要があるが、健常対

照のイムノクロマト法は3例すべて陰性、

ELISA法は40例中38例陰性だったことか

ら無病正診率は高いといえる (100%と

95%)。一方、AVWD 疑い 5 症例はイムノク

ロマト法、ELISA 法いずれも 3 例陽性、2

例陰性だったことから感度を向上させる

必要があると考えられる。今回用いた測



 34

定系は遊離抗 VWF 自己抗体を検出するも

ので、抗 VWF 自己抗体-VWF 複合体は検出

しないことから、今後は抗 VWF 自己抗体

-VWF 複合体を検出する系の確立が望まれ

る。 

 AHA 症例 5例の F8 活性、F8 抗原量、抗

F8 自己抗体量の経時変化を調べたところ、

自己抗体が短期間で消失し、抗原量、活

性が回復した集団と自己抗体が長期間消

失せず、活性が回復しなかった集団に大

別されることが判明した。免疫抑制療法

などの治療が有効な症例と自己抗体の消

失が困難な症例の違いについては今後検

討する必要がある。 

 

Ｅ．結論 

AH13 疑い症例の自己抗体の検出について

は現行のイムノクロマト法が有用である

と考えられる。 

 遊離の抗 F8 自己抗体検出には市販の

ELISA キットが有用であると考えられ、遊

離の抗 VWF 自己抗体検出は今回確立した

イムノクロマト法と ELISA 法で可能であ

ると考えられる。しかし、今後は抗 F8自

己抗体-F8 複合体、および抗 VWF 自己抗体

-VWF 複合体を検出できる測定法の確立が

望まれる。 
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