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表面プラズモン共鳴原理を応用した IgG型抗A，抗B抗体価測定

―ABO不適合生体肝臓移植25症例について―
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IgG 型抗A�B抗体は，ABO不適合生体肝臓移植（肝移植）患者の移植成績に大きく影響を及ぼす．我々は，表面
プラズモン共鳴（surface plasmon resonance：SPR）原理の応用により，IgG型抗A�B抗体量を迅速・簡便に測定
可能な SPR法を開発した．今回，健常ボランティア血清からアフィニティーカラムクロマトグラフィーにより IgG
型抗A，抗 B抗体の精製を行い SPR法の検量線を作成した．この検量線より SPR法は測定値の濃度表示化（µg�ml）
が可能となった．また，25 例のABO不適合肝移植患者の測定値の推移を，標準的な方法である試験管での赤血球
凝集法（TT法）と SPR法，フローサイトメトリー法（FCM法）で測定した．その結果，SPR法と FCM法は高い
相関が得られたが，SPR法とTT法，FCM法とTT法の相関は低い結果となった．そして，測定値の推移について
TT法，SPR法，FCM法の 3法が一致した群と一致しなかった群に大別されるが，3法一致群で測定値が高値となっ
た症例では肝臓機能検査異常や病理組織像で液性拒絶が認められ術後 6カ月以内の死亡例が存在した．しかし，3
法不一致群でTT法のみ高値となった症例では液性拒絶例はなく，移植後早期死亡例も認められなかった．
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本論文の内容は，Blackwell Publishing 社の許可のもとTransfusion Medicine 17 巻 97―106, 2007 に最初に報告された研究に基づき作
成したものである．（Kimiko Yurugi, Shinya Kimura, Eiji Ashihara, Hiroaki Tsuji, Ari Kawata, Yuri Kamituji, Ryoko Takegawa, Rie Hishida,
Hiroto Egawa, Taira Maekawa Transfusion Medicine, 17: 1―10, 2007）．

はじめに
ABOメジャーミスマッチ肝移植では，患者が保有す

る抗A�B抗体価が患者の予後に大きく影響するため１），
抗A�B抗体価のモニタリングを行い 2重膜濾過（dou-
ble filtration plasmapheresis：DFPP）や 血 漿 交 換
（plasma exchange：PE）による抗A�B抗体の除去や，
Bリンパ球の抗体産生を抑制するなど適切な処置を行う
ことが肝要である２）．
表面プラズモン共鳴（surface plasmon resonance：

SPR）と呼ばれる光学現象を応用することで，抗原に結
合した抗体量を，蛍光や放射性の標識物質を用いずに
直接測定することが可能となる．我々は SPRの原理を
利用し，抗A�B抗体量を迅速・簡便に測定可能な方法
（以後，SPR法）を開発し報告した３）．既法では，抗体
量をレゾナンスユニット（resonance unit：RU）で表示
している３）．今回，健常ボランティアより精製した IgG

型抗A，抗 B抗体を標準物質として用いることで抗体
量の濃度表示化（µg�ml）を可能とした．さらにABO
メジャーミスマッチ肝移植患者 25 症例について，標準
的な検査法であるTT法４）と SPR法，第 3の方法として
フローサイトメトリー法（FCM法）５）の 3 法で術前術後
の抗体量の推移を測定し，抗体量と肝機能検査値，病
理組織像とを比較検討したので報告する．

材料と方法
1．測定装置および試薬
①精製 IgG型抗A，抗B抗体の作製：HiTrap Protein

GHPカラム（AmershamBiosciences, Uppsala, Sweden）
で IgG 型抗体を精製した．次にA抗原あるいはB抗原
トリサッカライド誘導体（Dextra Laboratories, London,
UK）を固定化したN-hydroxysuccinimide（NHS）-
activated HiTrap HP カラム（Amersham）で IgG 型抗
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Table 1 Profiles of the 25 ABO-unmatched LDLT patients

Survival＊＊＊
(months)

Rejection
Pathology ＊＊

GPT (IU/ml)Blood type
DiagnosisAgeSexGroupNo.

Post＊PreDo.Pt.

 0.5(＋) 4,166 63AOHCC with LC due to HBV51M 1
 0.5(＋) 2,867 25AOAIH (FHF)17F 2
1(＋)876 47ABAHCC with LC due to HBV58F 3
2(＋)204 32BOWilson’ s disease29F 4
2(－)481 20AOHCC with LC due to HBV39F 5
6(－)155 20AOHCC with LC due to HBV59F 6
＞12(－)135 28AOHCC with LC due to HBV39M 7
＞12(－) 1,388 57AOHCC with LC due to HBV61FI 8
＞12(－)119 26AOHCC with LC due to HCV67M 9
＞12(－)114312AOHCC with LC due to HBV57F10
＞12(－) 55 13BOalcoholic LC35F11
＞12(－)182 38AOHCC with LC due to HBV67F12
＞12(－) 69 36AOPBC64F13
＞12(－) 11211BOBA 1F14
＞12(－)229 27BAHCC (unknown reason)42F15

＞12(－)569205ABABA13F16
＞12(－) 52 16BOHCC with LC due to HBV53M17
＞12(－) 29 22ABBA 9M18
＞12(－)208 55BAHCC with LC due to HBV53MI Ia19
＞12(－)405 44ABAHCC with PBC57F20
＞12(－)201 36ABOHCC with LC due to HCV66M21
＞12(－)211834AOFHF69F22

＞12(－)594 41ABOPBC40F
I Ib

23
4(－)825 14BOPBC44F24

＞12(－)238 43BOHCC with LC due to HCV60MI Ic25

HCC, hepatocellular carcinoma; LC, liver cirrhosis; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; AIH, autoimmune hepa-
titis; FHF, fulminant hepatic failure; PBC, primary biliary cirrhosis; BA, biliary atresia; Pt., patient; Do., donor; Pre, pre-
liver transplantation; Post, post-liver transplantation, ＊ GPT levels of post-liver transplantation were the data obtained 
at the highest point within 2 weeks after transplantation; ＊＊Liver biopsies of each patient were done within 2 to 4 weeks 
after transplantation. ＊＊＊Survival months after each transplantation.

A，抗 B抗体をそれぞれ精製した．回収した IgG型抗
A，抗 B抗体の蛋白質量はプロテインアッセイ ®（Bio-
Rad，東京）を用いBradford 法によって測定した．精
製 IgG型抗A，抗 B抗体は使用直前まで－20℃で保管
し，溶解後使用した．
② SPR法による各抗体量の測定には，ビアコアX®

（Biacore International AB，Uppsala，Sweden）を用い，
センサーチップはCM5（Biacore）を選択した．Aまた
はB抗原のトリサッカライドアミン誘導体をCM5に固
定化し，標的抗原とした．ランニングバッファーはHBS-
EP バッファー（0.01M HEPES pH 7.4，0.15M NaCl，
3mM EDTA）を，2次抗体には抗ヒト IgG抗体（Mono-
san, Uden, Netherlands）を使用した．
③TT法では健常ボランティアより採取したA1およ

び B型赤血球を抗原とし，IgG型抗体測定の 2次抗体
には抗ヒト IgG抗体（Gamma Biologicals, Texas, USA）
を使用した．
④FCM法では新鮮なA1および B型血球に，赤血球

の凝集防止のためDMS（dimethylsuberimidate）（Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA）処理を行った後，患者血

漿を反応させた．2次抗体にはFITC標識ヤギF（ab’）2

抗ヒト IgG 抗体（Biosource, Camarillo, CA, USA）を使
用した．

2．患者検体
ABOメジャーミスマッチ肝移植患者 25 症例につい

て，PE前後の検体および術前術後に経時的に検体を採
取し十分なインフォームドコンセントを得て使用した．
24 名は Rho（D）陽性，残り 1名は Rho（D）陰性であっ
た．血漿は 1mlずつ分注し測定まで－20℃で保管した．
25 症例の内訳を（Table 1）に示す．

3．測定方法
① SPR法
センサーチップにAまたはB抗原のトリサッカライ

ドアミン誘導体を固定化し，第一段階として 1％デキ
ストラン加ランニングバッファーで 2倍希釈した被検
血漿を，流路に 20µl�minの流速で 5分間流し，センサー
チップに抗Aまたは抗B抗体を結合させた．流路を洗
浄した後，第二段階としてランニングバッファーで 10
倍希釈した抗ヒト IgGモノクローナル抗体を 20µl�min
で 5 分間流し，AまたはB抗原に結合した IgG型の抗
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Aまたは抗B抗体に反応させた．第二段階で上昇した
測定値を SPR法測定値とした３）．測定値はRUで表示さ
れるが，標準物質で検量線を作成して検査結果を濃度
表示に換算した．
②TT法
IgM型抗体価は，2倍連続希釈した血漿に標準血球

（A1血球またはB血球）を添加し，室温で 15 分間反応
させた後に遠心して凝集の有無を判定し（生理食塩液
法），陽性となった血漿の最高希釈倍数を測定値とした．
IgG型抗体価の測定は，まず 0.2Mの 2-メルカプトエタ
ノール（2-ME）と血漿を 1：1の割合で混和し，室温で
1～2時間反応させて IgM型抗体を不活化後，2-ME
処理血漿の 2倍連続希釈を行い，間接抗グロブリン法
にて行った．すなわち，2-ME処理後に標準血球を加え，
37℃で 30 分間加温する．その後，3回洗浄を行い，抗
ヒト IgG抗体を添加して遠心し，凝集の有無を判定し
た．最終的に間接抗グロブリン試験（抗ヒト IgG抗体
による）で陽性となった血漿の最高希釈倍数を IgG
型抗A�B抗体価とした．
③FCM法
新鮮なA型およびB型赤血球にDMS処理を行い，

抗体が結合しても赤血球が凝集にないように処理した
後，被検血漿添加して氷上で 30 分反応させた．洗浄後，
2次抗体としてFITC標識ヤギF（ab’）2抗ヒト IgG抗体
を添加して氷上で 30 分反応させ再度洗浄を行った．フ
ローサイトメトリーにて赤血球に結合した蛍光色素量
を解析することにより抗A�B抗体量を測定した．標準
物質で検量線を作成して測定結果を濃度表示化した．

4．検討項目
①精製 IgG型抗A，抗B抗体を用いて蛋白濃度とTT

法，SPR法，FCM法測定値の相関を検討した．
② 25 例のABOメジャーミスマッチ肝移植患者につ

いて，術前術後に経時的に採取した検体を SPR法およ
びTT法，FCM法の 3法で測定して，TT法と SPR
法の相関およびTT法をFCM法の相関，SPR法とFCM
法の相関を検討した．
③ 25 例のABOメジャーミスマッチ肝移植患者につ

いてSPR法およびTT法，FCM法の 3法の測定結果の
推移と肝機能検査値，病理組織像の結果の関連につい
て検討した．

結 果
1）精製 IgG型抗 A�B抗体の測定結果
精製 IgG型抗A抗体は，TT法での抗体価が 32倍の

B型健常ボランティアドナー血清20mlより200µg精製
した．また，精製 IgG型抗 B抗体はTT法で抗体価 8
倍のA1型健常ボランティアドナー血清 130mlより 286
µg を精製した．精製 IgG型抗体を用いてTT法（Fig.

1-A and B），SPR法（Fig. 1-C and D），FCM法（Fig.
1-E and F）の検量線を作成した．また，SPR法におい
て精製 IgG型抗A抗体および抗B抗体はセンサーチッ
プに固定化したB抗原およびA抗原に結合しないこと
をFig. 1-C and Dにそれぞれ示している．この結果は
SPR法で IgG 型抗A，抗 B抗体の交差反応性がないこ
とを示す．SPR法では 60µg�ml以上の高濃度の精製抗
体で測定値が頭打ちとなった．FCM法では精製抗体の
濃度が 200µg�mlまで直線性が得られた．FCM法での
IgG型抗A抗体，抗B抗体の蛋白濃度と測定値の相関
係数はそれぞれ 0.9895，0.9566 であった．FCM法では
FITC標識ヤギF（ab’）2抗ヒト IgG抗体を 2次抗体とし
て使用したが，抗B抗体の蛍光強度の中央値が抗A
抗体よりもかなり低い結果となった．データは示して
いないが，フィコエリスリン標識ヤギF（ab’）2抗ヒト
IgG 血清においても同様の結果であった．

2）ABO不適合肝移植患者における TT法，SPR法，
FCM法の相関
25例のABO不適合肝移植患者についてPE前後や移

植後に経時的に採取した血漿について，TT法，SPR
法，FCM法の 3法で IgG 型抗A�B抗体の測定を行い，
それぞれの相関を検討した．SPR法とTT法の IgG
型抗A，抗B抗体の相関係数はそれぞれ 0.2598，0.3074
（Fig. 2-A and B）となり，FCM法とTT法の相関係数
は 0.347，0.228（Fig. 2-C and D）と低い結果となった．
対照的にFCM法とSPR法の相関係数はそれぞれ0.8479
と 0.9601（Fig. 2-E and F）となり非常に高い相関が得
られた．

3）3法による経時的な IgG型抗 A�B抗体の測定結果
の比較
3 法による測定値の推移パターンにより 25 症例を I

と II の 2 グループに分類した（Table 2）．グループ I
に示す 15例は 3法の測定値の変動が一致しており（Ta-
ble 2，Fig. 3），PEやDFPPの治療による変化を 3法が
同様にとらえている．症例 10 と症例 12 の 2 例を除い
た 13 例でTT法による測定値が IgM型抗体価よりも
IgG型抗体価が高い症例であった．しかし，残り 10
例（症例 16～25）は 3法の測定値の推移が一致しない
グループ II となり，推移のパターンにより IIa，IIb，
IIc（Table 2，Fig. 4）の 3つのサブグループに分類し
た．IIa は SPR法と FCM法が一致しTT法測定値が非
常に高い（TT＞SPR＝FCM）症例 16～22 の 7 例であ
る（Fig. 4A～D）．そして 7例中 5例がTT法で IgM
型抗体価が IgG型抗体価よりも高い症例であった．IIb
はTT法とFCM法が一致し，SPR法測定値が低い（SPR＜
TT＝FCM）症例 23，24 の 2 例であった（Fig. 4E）．IIc
は TT法と SPR法が一致しFCM法測定値が非常に低
い（TT＝SPR＞FCM）症例 25 の 1 例であった（Fig.
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Fig. 1 SPR and FCM standard curves generated with purified anti-A/B IgG
The purified anti-A IgG (A, C, E) and anti-B IgG (B, D, F) were diluted to vari-
ous concentrations and measured by TT (A, B), SPR (C, D) or FCM (E, F). 
The solid and dotted lines in (C) and (D) indicate data obtained using the A-
Ag- and B Ag-immobilized sensor chips, respectively.

4F）．
グループ Iの 3法が一致した群では，測定値が高い症

例において肝臓機能検査異常や病理組織像での液性拒
絶像が認められ，15 例中 6例が移植後 6カ月以内に死
亡していた．死亡 6例の内 4例は肝機能障害と肝生検
において急性拒絶反応と診断され，残り 2例は伝染性
胆管炎が疑われた．一方，グループ II では術後TT
法で高値となった症例 16（Fig. 4A）と症例 18（Fig.
4B）では肝機能検査で異常が認められず PEは実施さ
れなかった．症例 21（Fig. 4C）と症例 23（Fig. 4E）に
おいては，TT法で IgG型抗体が高値となっていても液
性拒絶反応を起こすことなく 1年以上の生存が確認さ
れている．

考 察
ABO適合肝移植例に比べ，ABO不適合症例の移植

成績は悪く，移植 1年後および 2年の移植片生存率は
ABO不適合肝移植症例では 66および 30％と報告され
ている（ABO適合移植では 76％）．さらに，5年生存
率は 20％を下回る６）～８）．抗A�B抗体は移植臓器の急性
拒絶を引き起こすため，ABO不適合肝移植患者の血漿
から抗A�B抗体を除去することが重要とされている９）～１１）．
抗A�B抗体は，一般的には試験管での赤血球凝集法

で測定されており，赤血球の凝集を起こす抗体は主に
5量体の IgM型抗体である１２）．そして，IgG型抗体の測
定は 2MEまたはDTTで IgM型抗体の不活化を行う．
この不活化には 1～2時間を要し，完全に IgM型抗体が
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Table 2 Classification of the LDLT patients on the basis of how well the three methods detect par-
allel changes in anti-A/B IgG levels

Death within 
12 monthsTotal

Relative proportions of anti-A/B IgMs 
and IgGs as measured by the TT method

IgM＞IgGIgM＜IgG

615213TT＝SPR＝FCMI
0 75 2TT＞SPR＝FCMI Ia
1 21 1TT＞SPR＜FCMI Ib
0 11 0TT＝SPR＞FCMI Ic

TT, test tube: SPR, surface plasmon resonance: FCM, flow cytometry.
In the results, I Ib is expressed as SPR＜TT＝FCM.

Fig. 2 Correlations between the TT, FCM and SPR measurement of the 
anti-A/B IgG levels in the LDLT patient samples
 The ant-A (A, C, E) and ant-B (B, D, F) IgG levels in 128 and 68 LDLT pa-
tient plasma samples, respectively, were measured by the SPR, TT and 
FCM methods. The correlations between the SPR and TT values (A, B), 
the FCM and TT values (C, D), and the SPR and FCM values (E, F) are 
shown.

処理されているか確認することは困難である．これら
のことから，我々は IgG型抗A�B抗体を測定するため
に SPR原理に基づく新しい方法を開発した．既報では，
センサーチップの上に固定化した抗原と結合する IgG
抗体の量をRes. Diff.と呼ばれている単位で示した３）．本

単位は SPR技術に特有なものであり，SPR法測定値を
濃度表示（µg�ml）すべきと考えた．そこで，健康なボ
ランティアから IgG型抗A，抗 B抗体を精製して検量
線を作成した．
FCM法では抗A，抗B抗体ともに 200µg�mlまでは
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Fig. 3 Representative LDLT cases showing parallel trends determined by the TT, FCM and SPR 
methods
 The plasma exchange-induced or double filtration plasmapheresis-induced changes in the anti-A/B 
IgG levels in cases 1 (A), 6 (B), 11 (C) and 12 (D), as measured by TT (dotted line), SPR (solid line), 
and FCM (dashed line) methods, are shown. The arrows indicate the plasma exchange or double fil-
tration plasmapheresis treatments.

直線性がえられた（Fig. 1E and F）．しかし，SPR法で
は（Fig. 1C and D）高濃度域で測定値が頭打ちとなり，
高濃度の抗体により抗原が飽和されたと考えられる．
FCM法で使用するRBCsの上の抗原に比べSPR法にお
いてセンサーチップ上に固定化した抗原量が少ないと
考えられることから，抗体の高い症例では血漿を希釈
して測定することで対応している．
FCM法ではFITC標識ヤギ抗ヒト IgG抗体を2次抗

体とした場合，IgG型抗 B抗体は，抗A抗体よりもか
なり弱い蛍光強度となった．この現象はFCM法による
測定において赤血球上のB抗原はA抗原よりも少ない
ためと推測された１３）．我々は，45 人の健康なボランティ
アから得られた血漿ではSPR法とTT法は高い相関を
示したと報告したが３），肝移植患者では SPR法および
FCM法はTT法と相関が認められなかった．血漿の由
来によりこの相違が生じたと考えている．実際，ABO
不適合肝移植患者では健常ボランティアに比べ，非常
に多くの IgM型抗体高値を示す検体が存在した．25
例のABO不適合肝移植患者では IgM型抗体価が 256
以上の症例が抗A抗体で 14％，抗 B抗体で 19％を占
めたのに対し，45 名の健常人では 5.8％と 7.6％であっ
た３）．TT法による IgG型抗体測定値が IgM型抗体の影
響を受け過大評価されている現状では，より信頼でき
る方法を取り入れる必要があると考える．また，TT
法の既知の欠点として，生理食塩液法で観察される赤

血球の凝集には IgM型抗A�B抗体が大きく関与してお
り，生理食塩液法での力価を IgM型抗体価としている
が，IgG型抗体が凝集に全く関与していないわけではな
い．高濃度の IgG型抗A�B抗体では生理食塩液法にお
いても赤血球の凝集を起こしうる１４）１５）．そして，赤血球
凝集を目視判定するため，主観的で検査者に依存する
ところが大きいことが上げられる．TT法の信頼性につ
いて最近興味深い論文が出された．本邦の 29 施設で実
施された抗A�B抗体測定のコントロールサーベイでは
最低値と最高値の差が IgM型抗体で 32倍，IgG型抗体
で 256 倍の差を示しており，TT報の結果を診断治療に
生かす場合注意が必要である１６）．
ABOメジャーミスマッチ肝臓移植患者について 3

法が平行して推移したものが 25 例（Table 1）中 15
例あり，PEや DFPPによる IgG 型抗A�B抗体量の変
化が一致していた（Fig. 3）．残りの 10 症例では，1
法がその他の 2法と一致しなかった．10 症例中 7例
（全症例の 28％）はFCM法とSPR法が一致しTT法が
他の 2法より非常に高い値となり，うち 5症例はTT
法において IgG抗体価よりも IgM抗体価が高く，IgM
抗体が IgG抗体測定の妨げになっていると考えられる．
高力価の IgM抗体の影響は長い間，TT法を実施して
きた技師間で漠然と認識されていた現象であるが，適
切な標準物質がないため完全に調査されてこなかった．
我々の前の研究では，未処理の血漿とABO-INDEX
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Fig. 4 Representative LDLT cases in which the trends measured by the TT, FCM and SPR meth-
ods do not correlate well with each other
 The PE- or DFPP-induced changes in the anti-A/B IgG levels in cases 16 (A), 18 (B), 21 (C), 22 (D), 23 
(E) and 25 (F), as measured by TT (dotted line), SPR (solid line), and FCM (dashed line) methods, are 
shown. The arrows indicate the plasma exchange or double filtration plasmapheresis treatments.

（Inverclyde Biologicals, Scottland, UK）を用いて IgM
抗体を除去した同一血漿で SPR法による IgG型抗A�
B抗体測定の結果，SPR法は IgM抗体の影響を受けな
いことを示した３）．このように，IgM抗体価の高い血漿
において，SPR法は真の IgG抗体濃度の測定が可能で
あり，グループ IIa の IgM抗体価が IgG抗体価より高
い 9症例中 7症例で，TT法測定値よりも SPR法測定
値が，FCM法と相関したことに一致する（Fig. 4）．
グループ Iの 15例中 6例が12カ月以内に死亡してい

る．一方，グループ IIa（TT＞SPR＝FCM）では 1
年以上生存しており，グループ Iの急性拒絶症例と同程
度にTT法による測定値が高値であった症例において
も拒絶は認められなかった．

結 語
SPR 法による IgG型抗A�B抗体測定方法は，迅速・

簡便に定量的な測定が可能であり，今後TT法に代わ
りうる可能性が示唆された．
（本論文の要旨は平成 19 年 6 月 2 日，第 55 回日本輸血細胞治

療学会総会（名古屋）で発表した）．
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