
 23

 
 

厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 
分担研究報告書 

 
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 

に関する研究 
 

分担研究課題  実験の実施（主に von Willebrand 因子抗体症例）、研究的精密検査： 
(特に免疫学的自己抗体検出法）の改良 

 
研究分担者 横山 智哉子 山形大学大学院理工学研究科 助教 

                             惣宇利 正善 山形大学大学院医学系研究科 准教授 
                             尾崎 司   山形大学大学院医学系研究科 助教 
 

研究要旨 

自己免疫性von Willebrand因子（VWF）欠乏症（AiVWD）、自己免疫性凝固第V/5
因子（F5）欠乏症（AiF5D）、後天性血友病A（AiF8D）および自己免疫性後天性凝
固第XIII／13因子（F13）欠乏症（AiF13D）などの診断および治療効果判定に用い
る免疫学的自己抗体検出法を改良し、維持するために抗ヒト血液凝固因子モノク
ローン抗体を作製し、抗原量測定、自己抗体検出に使用するための解析を実施し
た。また、前年度までに作製した抗VWFラットモノクローン抗体を用いた研究結果
を学術論文としてまとめた。 

 
Ａ．研究目的 
 AiVWD、AiF5D、AiF8DおよびAiF13Dの診断および
治療効果判定には、それぞれの抗原量の測定や自
己抗体の検出が不可欠である。これらの疾患の診
断基準・重症度分類、診療指針等に必要で、確定
診断の基準となる精密検査の一般化に必須なモノ
クローン抗体の作製と安定供給を目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
  前年度までに作製した抗ヒトF5ラットモノクロ
ーン抗体を用いたサンドウィッチ ELISA 法による
抗原の検出系を確立した。また、抗ヒト F8ラット
モノクローン抗体について、サンドウィッチ ELISA
法による抗原の検出系を確立した。さらに、リコ
ンビナントヒトF13Aタンパク質を抗原としてラッ
トに免疫し、腸骨リンパ節法により、モノクロー
ン抗体産生ハイブリドーマ細胞を樹立した。作製
したモノクローン抗体産生ハイブリドーマ細胞ク
ローンのスクリーニングは、ELISA 法およびウェス
タンブロット法を用いた。 
 （倫理面への配慮） 
 山形大学医学部の倫理委員会より研究実施の承
認を得た。また、動物実験は山形大学動物実験セ
ンターより研究実施の承認を得た。 
 
Ｃ．研究結果 
  ① 抗 F5 モノクローン抗体を用いた ELISA 法に
よる抗原の検出 

 これまでに作製したモノクローン抗体 4 クロー
ンのうち、3クローンの組み合わせによるサンドウ
ィッチ ELISA 法の改良により、この中で最も高感
度な検出法を確立した。現在、これらを学術論文
としてまとめており、来年度投稿する予定である。 
 
② 抗 F8 モノクローン抗体を用いた ELISA 法によ
る抗原の検出 
 前年度作製したモノクローン抗体を用いたサン
ドウィッチ ELISA 法により、6クローンが半減期延
長型遺伝子組換えF8製剤アドベイトを認識するモ
ノクローン抗体として得られた。しかし、ヒト正
常血漿中の F8の検出には至っておらず、さらなる
検出系の改良を実施する必要がある。 
 
③ 抗F13Aモノクローン抗体の作製 
 抗F13A抗体の安定供給のためラットモノクロー
ン抗体を作製し、10以上のクローンを得た。来年
度より、性状解析を実施する予定である。 
 
④ 抗F13Bモノクローン抗体の活用 
 ラット抗F13Bサブユニットモノクローン抗体を
作製し、AMEDプロジェクトで開発した抗F13Bサブ
ユニット自己抗体検出ELISAシステムを高感度化
する実験に提供した。 
 
Ｄ．考察 
 樹立した抗F5モノクローン抗体を用いたサンド
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ウィッチ ELISA 法の改良により、抗原の検出感度
を高めることに成功した。今後、患者血漿を用い
た診断基準に用いられると期待される。また、抗
F8 モノクローン抗体については、血漿中の F8 抗原
量が非常に少ないため、樹立した抗体の評価系の
確立が必要である。 
  
Ｅ．結論 
 本年度は、抗F5、F8、F13Aモノクローン抗体を
作製した。抗F5モノクローン抗体について、抗原
および自己抗体の検出のためのELISA法を改良し
た。モノクローン抗体は、半永久的に均一な品質
の抗体が安定供給できる。したがって、正確で確
実な診断および治療効果判定において、これらの
モノクローン抗体は非常に有用であると考えられ
る。 
 また、本年度はこれまでに実施した抗ヒトVWFラ
ットモノクローン抗体の樹立とこれらを用いた検
出系の確立を学術論文としてまとめた。この成果
により、AVWDおよびAiVWFDの検出系の一般化に貢
献すると期待する。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
 
Ｇ．研究発表 
I.  論文発表 
１）原著 
 1.○ Yokoyama C, Ikeda S, Osaki T, Souri M, 
Ichinose A. Generation and Application of 
Rat Monoclonal Antibodies Specific for a 
Human Blood Coagulation Protein: von 

Willebrand Factor. Monoclon Antib 
Immunodiagn Immunother. 2019; 
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２）総説・著書 
 なし 

   
Ⅱ.学会発表 

1) 特別講演等 
なし 

 
2) 一般演題 
なし 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
 1) 特許取得 
 なし 
 
 2) 実用新案登録 
なし 
 

 3) その他 
なし 
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