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蛍光ビーズ法を応用した高感度HLA・HPA抗体同時解析法の開発

藤原 孝記 島野 佳恵 田中 秀則 関根みゆき 柏瀬 貢一
内川 誠 佐竹 正博 中島 一格

背景：HLA・HPA抗体の検出は，血小板輸血不応症例において極めて重要である．しかし，信頼性が高くハイス
ループットなHLA交差適合試験法やHPA抗体検出法に関する報告はされていない．
方法：高感度HLA・HPA抗体同時解析法としてビーズアレイを応用した immunocomplex capture fluorescence

analysis（ICFA）法を開発した．患者血清と反応させた血小板を可溶化し，モノクローナル抗体結合蛍光ビーズを
反応させることにより，血小板膜糖タンパク質およびHLAクラス I分子のモノクローナル抗体エピトープを介して
抗原抗体複合物を特異的に捕捉した．フローサイトメトリー解析により蛍光ビーズが捕捉した免疫複合体を検出し，
抗体特異性を判定した．
結果：HLA抗体を含む血清 50 例およびHPA抗体を含む血清 20 例を用いて検討した結果，ICFA法はFlowPRA

（One Lambda）と同程度の検出感度でHLA抗体を検出することが可能であった．また，本法はMPHA法より高い
検出感度でHPA抗体を検出することが可能であった．
考察：ICFA法は，迅速・簡便かつ信頼性の高い，高感度HLA・HPA抗体同時解析法であり，AHG-LCT法に代

わるHLA交差適合試験の標準法として期待される．
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本論文内容は，Wiley-Blackwell 社の許可のもとVox Sanguinis 誌（第 96 巻 第 5号 244―251 2009 年）に最初に掲載された論文に基
づき作成したものである．（Fujiwara, K., Shimano, K., Tanaka, H., Sekine, M., Kashiwase, K., Uchikawa, M., Satake, M., Nakajima, K.: Appli-
cation of bead array technology to simultaneous detection of human leucocyte antigen and human platelet antigen antibodies. Vox Sangui-
nis. 96（5）：244―251, 2009）
第 55 回日本輸血・細胞治療学会総会推薦論文「Luminex システムを応用したHPA抗体解析法」

はじめに
血小板に対する抗体（HLA抗体を含む）は，母児血

小板型不適合による新生児血小板減少症や，血小板輸
血不応などの原因である１）．さらにHLA抗体は，輸血
関連急性肺傷害 transfusion-related acute lung injury
（TRALI）の主な原因と考えられている２）３）．HLA抗体
およびHPA抗体の検出は，この様な疾患に対する診断
や治療上，重要である．したがって，信頼性が高くハ
イスループットにこれらの抗体を検出する方法が必要
とされている．しかし，HLA抗体検出の標準法は lym-
phocyte cytotoxicity test（LCT：以下，LCT法）４）であ
り，2つの問題がある．：1）日常のHLA抗体検査に必
要となる厳選されたリンパ球パネルを確保するのは困
難である．2）non-HLA抗体，抗胸腺細胞グロブリン
（anti-thymocyte globulin：ATG）や CAMPATH-1H

（抗 CD52 モノクローナル抗体：alemtuzumab）などリ
ンパ球を抑制する抗体が患者に投与されている場合，
LCT法ではHLA抗体との判別が不可能である．一方，
HPA抗体を検出する方法として，わが国ではMixed
passive haemagglutination（MPHA：以下，MPHA
法）５）が主流であり，簡便かつ高感度にHPA抗体を検出
する方法として広く用いられている．しかし，HPA
複合抗体を保有している場合や同時にHLA抗体を保有
している場合など，MPHA法だけでは抗体の特異性を
判定することが困難な場合がある．
最近，HLA抗体の検出においてフローサイトメトリー

を応用した高感度HLA抗体検査法が開発され，精製し
たHLA抗原をマイクロビーズに結合した試薬を用いた
間接蛍光抗体法６）７）や，LuminexⓇ（Luminex，TX，USA）
のような新技術の導入によりHLA抗体の検出が容易に
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Table　1　Human platelet antigens

System Antigens
Gene Frequencies (%)

Glycoprotein CD Chromosome Amino Acid 
SubstitutionCaucasian Japanese

HPA-1
HPA-1a 85.0 ＞99.0

GPIIIa CD61 17q
Leu33

HPA-1b 15.0 ＜0.1 Pro33

HPA-2
HPA-2a 93.0 87.9

GPIba CD42b 17p
Thr145

HPA-2b 7.0 12.1 Met145

HPA-3
HPA-3a 61.0 55.5

GPIIb CD41 17q
Ile843

HPA-3b 39.0 44.5 Ser843

HPA-4
HPA-4a ＞99.9 99.0

GPIIIa CD61 17q
Arg143

HPA-4b ＜0.1 1.0 Gln143

HPA-5
HPA-5a 89.0 95.4

GPIa CD49b 5q
Glu505

HPA-5b 11.0 4.6 Lys505

HPA-6
＞99.7 97.7

GPIIIa CD61 17q
Arg489

HPA-6bw ＜0.3 2.3 Gln489

Naka ＞99.9 95.0 GPIV CD36 7q

なった８）．しかし，信頼性が高くハイスループットなHLA
交差適合試験法やHPA抗体検出法についての報告はさ
れていない．本研究において我々は，迅速・簡便かつ
信頼性の高い，高感度HLA・HPA抗体同時解析法であ
る immunocomplex capture fluorescence analysis
（ICFA：以下，ICFA法）を開発した．ICFA法は，Lu-
minexビーズアレイにantigen capture法を応用した方
法で，被検血清と反応させた血小板を可溶化し，HLA
クラス I分子や血小板膜糖タンパク質に特異的なモノク
ローナル抗体を結合させた多色のLuminex蛍光ビーズ
を用いて，多種類の抗原抗体複合物を特異的に捕捉し，
LuminexⓇ100（Luminex，TX，USA）を用いたフロー
サイトメトリー解析によって各ビーズが捕捉した抗原
抗体複合物を同時に検出することにより，血小板上の
抗原に対する抗体の検出および特異性解析を行う方法
である．本法は，交差適合試験に適応することから anti-
human immunoglobulin lymphocyte cytotoxicity test
（AHG-LCT：以下，AHG-LCT法）に代わるHLA交差
適合試験の標準法として期待される．また，本法は使
用するモノクローナル抗体の種類を増やすことにより，
HLA抗体と同時に顆粒球抗原 human neutrophil anti-
gens（HNA）に対する抗体の解析を行うなど，幅広い
応用が可能な技術である．

方 法
1．被検血清
血小板輸血患者または新生児血小板減少症患者血清

より，HLA抗体を含む血清 50 例およびHPA抗体を含
む血清 20例を用いて ICFA法の有用性について検討し
た．HLA抗 体 は，AHG-LCT法，FlowPRAⓇ Class I
Screening（One Lambda，CA，USA，以下，FlowPRA），
LABScreenⓇ Class I Single Antigen（One Lambda，CA，

USA，以下，LABScreen）を用いて解析を行い，ICFA
法の解析結果と比較した．また，HPA抗体は，MPHA
法（anti-HPA MPHA Panel，Olympus，Tokyo，Japan）
および，National Institute of Biological Standards and
Control（NIBSC）の標準プロトコルに基づきmonoclo-
nal antibody-specific immobilization of platelet anti-
gens（MAIPA以下，MAIPA法）９）を実施して，ICFA
法の結果と比較した．
ICFA法によるHLA・HPA抗体の検出では，パネル

として血小板を用い，HLA抗体を含む血清 20例，HPA
抗体を含む血清20例を用いた．また，ICFA法のHLA・
HPA抗体検出感度は，MPHA法の検出限界まで希釈し
た8種類の検体を用いて検討した．抗HPA-5bと抗Naka

の検出感度については，MPHA法の検出限界より 4
倍希釈した 2種類の検体を用いて検討した．
ICFA法を用いたHLA交差適合試験におけるHLA

抗体の検出では，パネルとして白血球を用い，FlowPRA
にて低力価HLA-IgG 抗体が検出された患者血清 30
例を用いた．また，ICFA法のHLA抗体検出感度につ
いて，AHG-LCT法の検出限界より 4倍および 8倍希釈
した患者血清 7例を用いてAHG-LCT法と比較した．

2．モノクローナル抗体
Table 1 に主な血小板抗原を示す１０）．これらの血小板

抗原は各血小板膜糖タンパク質に局在していることか
ら，CD36（anti-GPIV，Clone：FA6-152，IMMU-
NOTECH，Marseille，France），CD49b（anti-GPIa�IIa，
Clone：Gi9，IMMUNOTECH，Marseille，France），
CD61（anti-GPIIb�IIIa，Clone：SZ21，IMMUNOTECH，
Marseille，France），CD41（anti-GPIIb�IIIa，Clone：
P2，IMMUNOTECH，Marseille，France），CD42b
（anti-GPIb�IX，Clone：SZ2，IMMUNOTECH，Mar-
seille，France），HLAクラス I（Clone：W6�32）に特
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Fig.　1　Overview of immunocomplex capture fluorescence analysis (ICFA). Six types of bead (Luminex 
bead Lot Nos. 121, 125, 126, 127, 132, and 137) were coupled with monoclonal antibodies specific for CD36
（GPIV), CD49b (GPIa/IIa), CD61（GPIIb/IIIa), CD41（GPIIb/IIIa), CD42b (GPIb/IX), and HLA class I, 
respectively. As references, two types of bead (Luminex bead Lot Nos. 138 and 139) were coupled with 
human IgG (positive control beads) and BSA (background beads), respectively. The bead mixtures were 
incubated with lysate and subjected to flow cytometric analysis. Platelet glycoproteins, HLA Class I 
molecules, or antigen-antibody complexes were obtained by solubilization of platelets that had been 
reacted with a patient’s serum.

異的な 6種類のモノクローナル抗体を用いた．
3．Luminexビーズ
8 種類の Luminex ビーズ（Luminex，TX，USA）を

用意し，CD36，CD49b，CD61，CD41，CD42b，HLA
クラスIに特異的なモノクローナル抗体を6種類の各ビー
ズ（Luminex bead Lot Nos. 121，125，126，127，132，
137）にそれぞれ結合させた．また，2種類のコントロー
ルビーズとして，2次抗体陽性コントロールビーズ（Lu-
minex bead Lot No. 138）にヒト IgG（ZYMED，CA，
USA），バックグラウンドビーズ（Luminex bead Lot
No. 139）に BSA（FrV Serologicals Proteins，IL，USA）
をそれぞれ結合させた．モノクローナル抗体およびコ
ントロールは，Luminex の添付マニュアルにしたがっ
てビーズに結合させた．
目的に合わせて 2種類のビーズミックスを作製した．

一方はHLA・HPA抗体検出用で，8種類のビーズをそ
れぞれ約1.2×106個�ml になる様に等量混合して調整し
た．もう一方はHLA抗体検出用（HLA交差適合試験
用）で，HLAクラス I分子に対するモノクローナル抗
体を結合させたビーズ，ヒト IgGを結合させたビーズ，
BSAを結合させたビーズをそれぞれ約 4×105個�ml
になる様に等量混合して調整した．

4．ICFA：HLA・HPA抗体同時検出
Fig. 1 に ICFA法の原理を示す．HLA・HPAタイピ

ング済みのドナーより末梢血5ml をEDTA採血し，1,800
g で 5 分遠心した．上清（platelet-rich plasma：PRP，
多血小板血漿）50µl を 96 ウェルマイクロプレート
（Greiner，Frickenhausen，Germany：96 Well Polysty-
rene Microplates 300µl U-bottom）に加え，0.5％EDTA-
PBS（pH6.0），200µl にて 2,000g，2 分遠心による洗浄
を 2回行って洗浄血小板（血小板数，約 1×107個）を
調整した．被検血清・陰性コントロール血清を 25µl
ずつ加え，37℃で 30 分間反応させた．0.05％ Tween
20-PBS（以下 PBS-T），200µl にて 2,000g，2 分遠心に
よる洗浄を 2回行い，lysis buffer（0.005 M Tris，0.25％
TritonX-100，0.9％ NaCl，pH 7.4）を 50µl 加え，室温
で 10 分間振盪しながら可溶化した後，2,000g で 5 分遠
心した．HLA・HPA抗体検出用のLuminexビーズミッ
クスを 5µl および，あらかじめPBS-Tにて 50倍希釈し
た PE標識抗ヒト IgG抗体（Jackson ImmunoResearch
Laboratories，PA，USA）を 50µl 加えた 96 ウェルマ
イクロプレート（Whatman，NJ，USA：UNIPLATE
V-bottom，96 wells，250µl）に可溶化した検体の遠心
上清 30µl を加え，37℃で 30 分間反応させた後，室温
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Table　2　Reactivities determined by MAIPA, MPHA, 
and ICFA in 20 serum samples containing HLA 
antibodies and 20 serum samples containing HPA 
antibodies

MAIPA MPHA ICFA

Positive 39 40 40
Negative  1  0  0

Validation study shows that there were essentially no 
discrepancies among the results of these methods except for 
MAIPA. The specificity of antibodies undetectable by 
MAIPA was the HPA-3a.

で 10 分間振盪しながら反応させた．抗原抗体複合物を
捕捉した Luminex ビーズを PBS-T，200µl にて 2,000
g，2 分遠心による洗浄を 2回行い，PBSを 50µl 加えて
蛍光ビーズを再浮遊させ，LuminexⓇ100（Luminex，TX，
USA）にてフローサイトメトリー解析を行った．HLA・
HPA同時検出では，各ビーズを 1,000 イベントまでカ
ウントし，各ビーズの蛍光強度median 値を測定した．

5．ICFA：HLA交差適合試験
HLAタイピング済みのドナーより末梢血 5ml を

EDTA採血した．96 ウェルマイクロプレート（96 Well
Polystyrene Microplates 300µl U-bottom）にTris-NH4
Cl を 200µl 分注し，EDTA加全血 25µl を加え，混和後，
37℃にて 10 分間溶血させた．0.5％EDTA-PBS，200
µl にて 2,000g，2 分遠心による洗浄を 2回行い，被検
血清・陰性コントロール血清を 25µl ずつ加え，37℃で
30 分間反応させた．PBS-T，200µl にて 2,000g，2 分遠
心による洗浄を 2回行い，lysis buffer を 50µl 加え，室
温で 10 分間振盪しながら可溶化した後，2,000g で 5
分遠心した．HLA抗体検出用（HLA交差適合試験用）
の Luminex ビーズミックスを 5µl および，あらかじめ
PBS-Tにて50倍希釈したPE標識抗ヒト IgG抗体を50
µl 加えた 96 ウェルマイクロプレート（UNIPLATE
V-bottom）に可溶化した検体の遠心上清 30µl を加え，
37℃で 30 分間反応させた後，室温で 10 分間振盪しな
がら反応させた．抗原抗体複合物を捕捉した Luminex
ビーズを PBS-T，200µl にて 2,000g，2 分遠心による洗
浄を 2回行い，PBSを 50µl 加えて蛍光ビーズを再浮遊
させ，LuminexⓇ100（Luminex，TX，USA）にてフロー
サイトメトリー解析を行った．HLA交差適合試験では，
各ビーズを 100 イベントまでカウントし，各ビーズの
蛍光強度median 値を測定した．

6．Cut-off Index

判定方法は，LABScreen Single Antigen にて使用さ
れている計算式および判定基準を用いた．Cut-off Index
は，各ビーズの蛍光強度median 値を用い，検体と陰性
コントロール血清における実測値とバックグラウンド
の比率から Index（以下の計算式）を算出し，2.0 以上
の場合を陽性とした．
（検体実測値÷陰性コントロール血清実測値）÷（検
体バックグラウンド÷陰性コントロール血清バックグ
ラウンド）

結 果
1．HLA・HPA抗体同時検出
被検血清とパネル血小板が反応している場合，血清

の特異性に対応する抗原を捕捉するビーズが抗原抗体
複合物を捕捉しているため，高い蛍光強度が認められ
た．ICFA法によるHLA・HPA抗体同時検出の検討で

は，パネルとして血小板を用い，HLA抗体を含む血清
20 例，HPA抗体を含む血清 20 例を用いた．ICFA法
によるHPA抗体特異性の確認では，HPA-1a，-2b，-3a，
-3b，-4a，-4b，-5a，-5b，-6b，Nakaに対する抗体につ
いて検証した．HPA-15 システムに対する抗体を検出す
るためにCD109（Clone：B-E47）に特異的なモノクロー
ナル抗体を結合させたビーズを作製したが，抗HPA-
15a および抗HPA-15b を入手することは困難であり，
確認することができなかった．ICFA法によるHLA・
HPA抗体の検出精度を確認するため，ICFA法による
検出結果をMAIPA法，MPHA法による検出結果と比
較したところ，MAIPA法において 40 例中 1例が陰性
と判定された以外，各方法の結果において相違は認め
られなかった（Table 2）．MAIPA法で検出できなかっ
た抗体の特異性は抗HPA-3a であった．
Fig. 2に希釈した検体を用いたICFA法によるHLA・

HPA抗体検出感度の検討結果を示した．MPHA法の検
出限界まで希釈した検体を用いてHLA抗体およびHPA
抗体の検出を行った結果，ICFA法は全ての特異性の
HLA抗体およびHPA抗体を検出することが可能であっ
た．予備的な検討において，CD41（Clone：P2）に特
異的なモノクローナル抗体を結合させた抗GPIIb�IIIa
結合ビーズは抗HPA-3aに対する検出感度が低いことが
分かった（Fig. 2）．抗HPA-3a の検出感度を上げるため
に，CD61（Clone：SZ21）に特異的なモノクローナル
抗体を結合させた抗GPIIb�IIIa 結合ビーズを追加する
ことにより，高感度に抗HPA-3a を検出することが可能
になった（Fig. 2）．ICFA法は抗HPA-5b および抗Naka

を除く全ての特異性のHPA抗体をMPHA法と同程度
の感度で検出することが可能であった．抗HPA-5b
および抗Nakaの検出感度を確認するため，MPHA法の
検出限界より 4倍希釈した検体を用いて検討した結果，
ICFA法はMPHA法と比較して 4倍以上検出感度が高
いことが確認された（Fig. 3）．

2．HLA交差適合試験
ICFA法によるHLA抗体検出の検討では，FlowPRA

にて低力価HLA-IgG 抗体が検出された患者血清 30



720 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 56. No. 6

Fig.　2　Detection of HLA and HPA antibodies by ICFA using antiserum samples diluted below the detection limit 
of MPHA. ICFA was capable of the specific detection of all the relevant HLA and HPA antibodies with a high 
fluorescence value. A cut-off index of more than 2.0 was used to identify samples positive for the antibodies.

例について，特異性であるHLA抗原を持つパネルを用
い，ICFA法にて交差適合試験を実施した結果，30
例全てが陽性であった（Table 3）．一方，同一パネルを
用いてAHG-LCT法を実施した結果，30 例中 6例が抗
κのみに弱い反応が認められた（Table 3）．AHG-LCT
法にて抗 κのみに反応が認められた 6例は，ICFA法に
おいて比較的高いCut-off Index を示す検体であった．
また，特異性であるHLA抗原を持たないパネルとの反
応は，ICFA法，AHG-LCT法いずれの方法でも全て陰

性であった．この患者血清 30 例について，FlowPRA
および LABScreen にて HLA抗体検査を行った結果，
30 例全てが陽性であった（Table 3）．
Fig. 4に ICFA法の検出感度についてAHG-LCT法と

比較した結果を示した．AHG-LCT法の検出限界より
4倍および 8倍希釈した患者血清 7例を用い，特異性で
あるHLA抗原を持つパネルと交差適合試験を実施した
結果，AHG-LCT法の検出限界より 8倍希釈した患者血
清 7例全てに対して陽性反応が認められたことから，
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Fig.　3　Sensitivity for the detection of anti-HPA-5b and anti-Naka by ICFA.Antiserum 
samples were diluted from the detection limit of MPHA to a fourfold dilution and 
subjected to ICFA. The sensitivity of ICFA for anti-HPA-5b and anti-Naka was verified to 
be >fourfold higher than that of MPHA. A cut-off index of more than 2.0 was used to 
identify samples positive for the antibodies.

Table　3　Reactivities determined by AHG-LCT, FlowPRA, 
LABScreen, and ICFA in 30 serum samples containing HLA 
antibodies

AHG-LCT FlowPRA LABScreen ICFA

Positive  0 30 30 30
Weakly positive  6  0  0  0
Negative 24  0  0  0

ICFA was validated using 30 serum samples containing HLA antibodies 
that were detectable by FlowPRA Class I Screening. There were no 
discrepancies among the results by FlowPRA, LABScreen, and ICFA.

ICFA法はAHG-LCT法より 8倍以上検出感度が高く，
FlowPRAと同程度の検出感度であった．

考 察
最近，HLA抗体の検出においてフローサイトメトリー

を応用した高感度HLA抗体検査法が開発され，精製HLA
抗原をマイクロビーズに結合した試薬を用いた間接蛍
光抗体法や，LuminexⓇのような新技術の導入によりHLA
抗体の検出が容易になった６）～８）．しかし，信頼性が高く
ハイスループットなHLA交差適合試験法やHPA抗体
検出法についての報告はされていない．

HPA抗体を検出する方法として，わが国ではMPHA
法５）が主流であり，簡便かつ高感度にHPA抗体を検出
する方法として広く用いられている．しかし，HPA
複合抗体を保有している場合や同時にHLA抗体を保有
している場合など，MPHA法だけでは抗体の特異性を
判定することが困難な場合がある．MAIPA法は，HPA
抗体の解析に広く用いられており，その原理は，モノ
クローナル抗体を用いて血小板膜糖タンパク質をマイ
クロプレートに固定し，酵素抗体法にてHPA抗体を検
出する方法である９）．MAIPA法は，検出感度が高く幅
広い特異性のHPA抗体を解析することが可能であるが，
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Fig.　4　Detection of HLA antibodies in diluted antiserum samples by ICFA. Serum samples 
containing HLA antibodies were diluted to a level not detectable by AHG-LCT and were 
tested by ICFA. The sensitivity of ICFA was verified to be >eightfold higher than that 
of AHG-LCT, which is comparable to that of FlowPRA Class I Screening. A cut-off index 
of more than 2.0 was used to identify samples positive for the antibodies.

モノクローナル抗体が認識する血小板膜糖タンパク質
のエピトープとアロ抗体が競合してMAIPAが成立し
ない場合や，モノクローナル抗体エピトープとアロ抗
体の認識部位が近接しているため結合力の弱い抗HPA-
3a などの抗体が検出できない場合がある．また，MAIPA
法は操作が煩雑で検査に時間を要する上，習熟した検
査技術が必要である．Campbellらは最近，modified rapid
MAIPAについて報告している１１）．この方法は，従来の
MAIPA法の検出感度を低下させることなく，検査所要
時間を短縮させ，操作を簡便にするために改善された
方法であるが，検査所要時間は約 5時間で習熟した検
査技術が必要である．一方，ICFA法は迅速かつ簡便な
方法であり，その手順は 2つのステップのみで：1）血
清中の抗体と反応させた血小板を可溶化し，2）可溶化
物中の抗原抗体複合体をビーズにて特異的に捕捉する
と同時にPE標識抗ヒト IgG抗体にてHPA抗体を標識
する．ICFA法では，MAIPA法において必要ないくつ
かの感作や洗浄のステップを省略することが可能であ
ることから，MAIPA法と比較して検査所要時間が短か
く，約 2時間で全ての工程が終了する．ステップの簡
略化は，検査所要時間の短縮だけでなく，洗浄などの
影響により捕捉した免疫複合体がビーズから剝離する
頻度を減少させることになり，ICFA法において高い検

出感度が得られる要因であることが示唆される．最近，
遺伝子導入による組み換え型抗原を用いたHPA抗体検
査法が報告されている１２）１３）．この方法は，従来のMAIPA
法やMPHA法と異なり，HPAタイピング済みの血小
板パネルを必要としないことや，ICFA法のようにフロー
サイトメトリー解析に適用する可能性があることから
有望な方法である．この組み換え型抗原を用いた方法
よりも ICFA法が有用な点は，HLAや HPAの交差適
合試験に用いることが可能な点である．
我々は，希釈した患者血清を用いてICFA法とMPHA

法のHPA抗体検出について比較し，2つの方法の検出
感度が一部の特異性を除いて同程度であることを確認
している．また，MPHA法とMAIPA法のHPA抗体
検出感度について比較した結果は，抗HPA-3a を除いて
ほぼ同程度であり抗HPA-3a の検出感度は，MPHA
法がMAIPA法より高いことを確認している．以上の
結果は，ICFA法のHPA抗体検出感度が，欧米諸国で
一般的に用いられるMAIPA法と同程度以上であるこ
とを示している．Campbell らは，MAIPA法とmodified
rapid MAIPAを比較するために抗HPA-1a モノクロー
ナル抗体：CamTran007 を用いている１１）．モノクローナ
ル抗体を用いた検出感度の分析は，安定した定量性の
高い結果につながることから有用であるが，患者由来
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の血清を用いた検出感度の分析では，より臨床に関連
した結果をもたらす可能性がある．このような目的で，
我々の研究では特異性の異なる 8例の希釈した患者由
来の血清を用いて ICFA法とMPHA法の検出感度を比
較し，一部の特異性を除いて同程度の検出感度が得ら
れている．
HPA抗体の解析では，ほとんどの特異性において1,000

イベントまでビーズを測定する必要があったが，抗HPA-
5a および抗Nakaでは，血小板上の発現量が他の血小板
抗原よりもHPA-5a およびNakaでは低いにもかかわら
ず 100 イベントまで測定することで解析することが可
能であった．明確な理由は解っていないが，リガンド
となる抗原量が少ないため形成される免疫複合体が少
なく，ビーズの捕捉効率が上がることにより少量のビー
ズで解析することが可能であったと考えられる．同様
に明確な理由は解っていないが，HLA交差適合試験で
はビーズのカウントを 100 イベントまで測定すること
で解析することが可能であった．
現在，HLA交差適合試験は，AHG-LCT法を標準法

としているが，検出感度が低く，最終的な確認検査と
して十分な検出感度が得られていない．また，AHG-
LCT法は検査の工程が煩雑で 3時間以上要するため，
高感度かつハイスループットな検査法の開発が望まれ
ている．近年，HLA交差適合試験にフローサイトメー
ターを用いたリンパ球間接蛍光抗体法 lymphocytes in-
direct immune fluorescence test（LIFT：以下，LIFT
法）を用いる施設が増えている１４）１５）．LIFT法は，AHG-
LCT法と比較すると約 4倍検出感度が高く，検査所要
時間が 1時間以上短いなどの利点がある１６）１７）．本研究に
おいて我々が開発した ICFA法は，AHG-LCT法より
8倍以上検出感度が高く，精製HLA抗原を用いた高感
度HLA抗体検査法であるFlowPRAと同程度の検出感
度であった．さらに本法は，全ての工程を 96 ウェルマ
イクロプレートによる処理が可能であることから大量
検体に適応し，検査所要時間が約 2時間でハイスルー
プットな方法である．以上の結果から ICFA法は，確
認検査法として日常検査におけるHLA交差適合試験に
用いることが可能である．ICFA法は，患者血清中の
HLA抗体を白血球と反応させた後に白血球を可溶化し，
蛍光ビーズを用いて抗原抗体複合物を特異的に捕捉・
濃縮して抗体を検出する方法である．一方，LIFT法は，
患者血清中のHLA抗体をリンパ球と反応させ，リンパ
球に結合した抗体をフローサイトメーターで直接検出
する方法である．この可溶化および抗原抗体複合物の
精製・濃縮のプロセスの違いにより ICFA法は，LIFT
法と比較して 2倍以上高い検出感度が得られている．
また，LIFT法で認められる非特異的な反応は，1次反
応で非特異的に結合した抗体が 2次反応において検出

されるために生じるが，ICFA法では 1次反応後の可溶
化物中にHLAクラス I分子とHLAクラス I抗体によ
る抗原抗体複合物が形成されていなければ 2次反応に
おいて抗体が蛍光ビーズに捕捉されないため非特異的
な反応は認められない．さらに ICFA法は，LIFT法や
AHG-LCT法と異なり，パネル細胞の生存率による影響
を受けにくい特徴があり，メリットとして極めて大き
い．また，精製HLA抗原結合ビーズを用いたビーズア
レイに対する ICFA法の原理的アドバンテージとして，
患者抗体が目的とする抗原と結合した後に白血球を可
溶化することである．FlowPRAなど精製HLA抗原結
合ビーズを用いた方法では，リンパ球の可溶化とHLA
分子をビーズに結合する手順において，HLA分子の立
体構造が変化している可能性が高いが，ICFA法におい
て精製されるHLA分子は，患者血清中の抗体と結合し
た後，モノクローナル抗体で捕捉するため，よりイン
タクト白血球に近い状態でHLA分子の立体構造を維持
していると考えられる．したがって，FlowPRAでは検
出できない臨床的意義の高いHLA抗体を ICFA法では
検出する可能性がある．また，FlowPRAは，HLA
様の抗原に対する抗体との反応や，実際に抗体が反応
を示すエピトープと部分的にアミノ酸配列が共通であ
る抗原との過剰反応（インタクト白血球との反応が認
められない臨床的意義の低い抗体）を示す可能性があ
る．しかし，この理論は，交差適合試験や臨床成績に
関する多くのデータの蓄積により確認する必要がある．
本研究において我々は，迅速・簡便かつ信頼性の高

い，高感度HLA・HPA抗体同時解析法を開発した．ICFA
法は，AHG-LCT法に代わるHLA交差適合試験の標準
法として期待される．また，本法は使用するモノクロー
ナル抗体の種類を増やすことにより，HLA抗体と同時
にHNA抗体の解析を行うなど，幅広い応用が可能な技
術である．既に我々は，ICFA法を用いたHLAクラス
II 抗体，HNA抗体の検出法を開発している．
日本赤十字社では，濃厚血小板HLA「日赤」の出荷

可否を判定する交差適合試験の標準法として本法の導
入準備を進めている．
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