平成30年度活動報告書
抗リン脂質抗体部会　部会長　保田晋助（北海道大学　免疫・代謝内科）

抗リン脂質抗体部会では、測定法の標準化がかなりの所まで進捗してきており、抗リン脂質抗体の標準化を実臨床に生かすべく、抗リン脂質抗体プロファイルと臨床像の関連を見出し、最適の治療法を明らかにしてゆきたいと考えています。抗リン脂質抗体部会では、SPA (solid phase assay)部門, ループスアンチコアグラント（LA）部門, APS部門の3つの小グループがaPL測定方法の標準化、最適な治療法の検討を中心に、地道な活動と続けています。

1. 平成30年度の活動報告
a) SSC シンポジウム
抗リン脂質抗体 (aPL) 部会では、希釈ラッセル蛇毒時間（dRVVT）と活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）の2系統のループスアンチコアグラント (LA) に関するカットオフ値の設定を行っている。SPA(solid-phase assay) である抗カルジオリピン抗体 (aCL), 抗β2GPI抗体,抗ホスファチジルセリン/プロトロンビン抗体 (aPS/PT) の標準化については自動分析装置を用いた測定系を中心に行ってきた。APS部門では実臨床におけるAPS治療の後ろ向き検討がなされ、同時にバイオバンクの拡充を進めている。標準化された検査系を実臨床でvalidateすべく、活発な討議が行われた。
LA部門（北海道医療大学　内藤澄悦先生）では、これまでにdRVV系LA測定の標準化を検討し、常用カットオフ値として“>1.2”を提唱、こちらについてはほぼ定着してきている。今回標準化がやや困難とされるAPTT系検査の検討として、LAスクリーニング検査としての検討結果の確認と、LA確認検査として保険適用となっているヒーモスアイエルSCT（アイ・エル・ジャパン株式会社）について健常人カットオフ値の設定に向けた検討を行った。結果、①LAに対する感度は、試薬・機器との組合せによって異なり、測定機器を考慮、②多様なAPTT試薬の性能の設定、③多施設で一定条件で試薬性能を評価する方法の確立、が必要であることを再確認した。
SPA (solid-phase assay) 部門（金沢大学　關谷暁子先生）は、自動分析装置を用いた抗体価測定試薬によるaPL測定について、3施設で健常人検体の測定を実施し、得られた測定値の99%tileを健常人基準範囲上限値と定めた。また、設定した基準範囲を用いてAPS患者についてaCL（IgG，IgM）およびaβ2GPI（IgG，IgM）の陽性・陰性を判定し、ELISAによる抗体価の判定との一致率を検討した。一部測定系で低濃度域でのバラツキがみられたものの、実臨床で問題となる力価での測定には問題が無いと考えられた。
APS部門（北海道大学　藤枝雄一郎先生）からは、APS患者におけるDOAC（Direct Oral Anticoagulant）、DAPT (Dual Anti-Platelet Therapy)に関する単施設後ろ向き研究が紹介された。当科APS患者のうち10例がDOACを使用しており、同一患者におけるワーファリン使用期間とDOAC使用期間を比較したところ、有意にDOAC使用期間における血栓・出血イベントが多かった。ワーファリン内服群と比較した際にもDOAC群で有意にイベントが多かった。また、動脈血栓症を有するAPS患者において、DAPT群の血栓再発率は他の治療群と比較し有意に再発率が低かった。出血合併症他の治療群と有意差がなかった。DAPTの長期使用には懸念も持たれ、注意深い観察が必要と考えられた。

b) 研究成果
Solid Phase Assay (SPA) 部門:
　SPAグループでは， 3社の自動分析装置および専用試薬（①サーモフィッシャーダイアグノスティックス，ファディア100，aCL-IgG・aCL-IgM・aβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgM．②アイ・エル・ジャパン社，ACL AcuStar®，aCL-IgG・aCL-IgM・aβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgM．③医学生物学研究所（MBL），STACIA，aβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgM）を用いて，健常人基準範囲を設定するとともに臨床的有用性について多施設共同研究で実施した．
①ファディア100によるaCL-IgG・aCL-IgM・aβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgMについて，施設間差の検討・健常人基準値の設定・一般人およびAPS患者における陽性率の一致率について，山口大学・北海道医療大学・金沢大学の３施設で検討した．aCL（IgG，IgM）の測定値は，3施設間でr=0.98以上と非常に高い相関を示した．一方，aβ2GPI（IgG，IgM）の測定値は，低値検体の影響によりr=0.67～0.85と相関は若干劣ったがほぼ一致した結果が得られた．今回設定した健常人基準範囲を用いることにより試薬の添付のEliA基準における弱陽性例が陰性にシフトし，偽陽性症例が解消された．
②ACL AcuStar®によるaCL-IgG・aCL-IgM・aβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgMについて，健常人基準範囲を検討するとともに，SLE患者検体の測定を実施し，各種抗体価測定の臨床的有用性を検討した．今回設定した健常人基準範囲を用いることにより，SLE患者の動・静脈血栓症例で有意に高い陽性率を示した．
③MBL社の化学発光酵素免疫測定法によるaβ2GPI-IgG・aβ2GPI-IgMについて，健常人基準範囲を健常人検体の99%タイル値にて設定したところ，aβ2GPI-IgGでは測定下限以下となり，国際分類基準のカットオフ値を適応することが困難であった．そこで，APS疑いの類似疾患である膠原病患者（SLEを除く）を含めた群での99%タイル値を新たなカットオフ値候補とし，臨床検体を用いた検討にてその妥当性について評価した．
自動分析装置を用いることによりAPS国際分類基準に含まれる複数種の抗リン脂質抗体が同時に測定でき，全ての抗体で同時再現性および日差再現性に優れ，抗体価の施設間差も殆ど認められないことから，APS検査診断における有用なツールとなることが期待された．

ループスアンチコアグラント（LA）部門:
ループスアンチコアグラント（LA）部門では、昨年度まで行ってきたdRVVTの標準化に向けた検討と同様に、APTT系のLA測定について健常人参考値（カットオフ値）の設定とキット間の比較を含め検討を計画した。対象キットとして、保険適用のあるスタクロットLA（富士レビオ）とヒーモスアイエルSCT（アイエルジャパン）の2種類を想定したが、スタクロットLAは用手法による測定が前提となっており、かつ、自動分析装置へのアプリケーションが積極的に行われてこなかった背景を踏まえ、標準的な方法の提示が容易ではないことから、先ずはヒーモスアイエルSCTについて検討に着手することとした。本試薬は、専用機器との組み合わせでの測定が前提となることから、健常人検体を対象に2施設（徳島大学病院、聖マリアンナ医科大学病院）で測定を実施し、施設間差（機器間差）の比較と併せて実施した。結果として、健常人上限値（99%タイル値）および健常人におけるLA判定は2施設間で大きな差はなく、ほぼ一致した結果が得られた。但し、normalized ratio算出において、LA陰性コントロール（アイエルジャパン）を用いた場合と今回測定した健常人の平均値を用いた場合で若干の差が生じており、キット添付文書の参考値と併せ今後さらなる検証を要する。また、dRVVTと併せて、APS患者および類似疾患を含めた臨床検体を用いた評価検討が必要である。

APS部門:
　我が国におけるAPSの疫学・実臨床の基礎データを構築する目的で、
平成29年度より、疾患レジストリをEDC (electric data capture)システムで構築し、Japan Registry of Antiphospholipid Syndrome(J-RAPS)と名付けた。事務局は北海道大学病院内科IIにおき、血漿検体バイオバンクと連動させて検体の収集を行っている。抗リン脂質抗体標準化ワークショップ(APS-WS)（http://aps-ws.com）とも連携し、当面は100検体を目標として検体・患者情報の収集を行ってきたが、ほぼ達成に近づいている。
　APSの治療に関する後ろ向き解析として、動脈血栓症を来したAPS患者に対する二次予防としてワルファリン, 抗血小板剤, 両者の併用およびDAPT (Dual Anti-Platelet Therapy) 治療の有効性を比較検討した。結果、DAPT群で最も動脈血栓の再発が少なく、安全性の面では4群間で有意差は認めなかった (Ohnishi N, Fujieda Y, et al. Lupus 2019)。海外における、ハイリスク(triple-positive) APS 患者に対するリバロキサバンによる治療研究はリバロキサバン群における有害事象の多発により中止となったが、実臨床でのDOACによる治療効果は不明である。当科APS患者のうち10例がDOACを使用しており、同一患者におけるワーファリン使用期間とDOAC使用期間を比較したところ、有意にDOAC使用期間における血栓・出血イベントが多かった。患者背景を調整したワーファリン内服群と比較した際にもDOAC群で有意にイベントが多かった。

2. 令和元年度の活動計画
[bookmark: _GoBack]SPA部門では、施設間差の少ない自動分析装置を使用できる検査系を中心に、バイオバンクを生かして疾患コントロールも含めた臨床的カットオフ値を定める予定である。LA部門でも、APTT系LAで保険適応のある2キットについて同様な検討を実施し、dRVVT系と併せてLA測定の標準法として提案する。APS部門では、来年度中に200名程度のバイオバンクおよびEDC登録を目指し、疫学的解析をはじめとした臨床的な解析を行う。
これらの成果をあわせて、APS-WSとも共同して検査系・治療方針に関する低減を行う予定である。

