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不規則抗体スクリーニング赤血球試薬の DTT処理後の赤血球抗原保存性の検討
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Daratumumab（DARA）は多発性骨髄腫の骨髄腫細胞に多く発現している CD38に特異的に結合し治療効果を認
める薬剤である．CD38はヒト赤血球表面上に発現しており，DARA投与後の血清を用いた不規則抗体スクリーニン
グや交差適合試験では汎凝集反応を呈することが判っている．今回の検討は DARAの非特異反応を回避し，かつジ
チオスレイトール（Dithiothreitol：DTT）により臨床的に問題となる抗原が変性しない至適濃度について検討した．
次いで，DTT処理したスクリーニング赤血球試薬の保存について併せて検討を行った．
方法：DTT濃度と DTTを溶解するリン酸緩衝生理食塩液（PBS）の pHを調整し，至適な条件を設定した．また

調製後の DTT処理赤血球の保存性について血清学的および光学的に抗原反応性を確認した．
結果：DTT濃度の至適濃度は 0.01mol/l，DTTを溶解する PBSは pH7.0以上であれば問題なく CD38の変性が確

認できた．同時に Kell血液型抗原についてはやや抗原性は低下するが検出は可能であった．DTT処理赤血球の保存
性については，DTT処理後 28日目であっても主要抗原の抗原性は確認できた．
考察：DTT処理赤血球試薬の調製は都度実施するのが煩雑である．不規則抗体スクリーニング赤血球試薬を DTT
処理後，保存が可能であれば，検査室で都度の DTT処理の作業が軽減でき，効率の良い検査が可能である．

キーワード：DTT，CD38，Daratumumab，間接抗グロブリン試験，スクリーニング赤血球の保存

はじめに
Daratumumab（DARA）は，ヒト化抗 IgG1κ型 CD
38抗体であり，多発性骨髄腫（MM）の治療薬剤であ
る１）～４）．CD38が比較的多く発現している骨髄腫細胞に
作用し，主に CDC（Complement-Dependent Cytotox-
icity：補体依存性細胞傷害），ADCC（Antibody-
Dependent-Cellular-Cytotoxicity：抗体依存性細胞傷
害），apoptosis誘導体等の機序により死滅させる１）～４）．
CD38は骨髄腫細胞以外にも，多くの組織や細胞に分布
し，赤血球上にも発現する５）～８）．DARA投与により，患
者血清中の抗 CD38がスクリーニング赤血球試薬または
提供者赤血球に感作し，間接抗グロブリン試験（IAT）
を用いた不規則抗体検査，交差適合試験において陽性
反応を生じることが判っている５）～８）．
この抗 CD38による陽性反応への対策として，0.2mol/
l ジチオスレイトール（Dithiothreitol：DTT）を用いて
赤血球を処理することで，赤血球上の CD38の三次元構
造が破壊され，上述の輸血関連検査が実施できる９）．一
方で，0.2mol/l DTTは，Kell抗原を変性させるため，
Kell血液型抗原に対する不規則抗体を検出することは

出来ない１０）１６）．Kell血液型抗原に対する不規則抗体は，
溶血性輸血反応を引き起こす原因となる抗体であるが，
日本人での K抗原発現率は 0.01～0.02%１１）であるため，
抗 Kについては重要視されていない．しかし，欧米の
K抗原の発現頻度は 9%に認められ，また溶血性輸血反
応の原因となるため，Kell血液型抗原に対する不規則
抗体の検出が重要になる１０）１２）．
Chapuy CIらは，DARAによる IATの影響を回避す

る目的で，2015年に DTTを使用した国際サーベイを
実施した１３）．この方法では pHの調製が必要とする pH
8.0のリン酸緩衝液（PBS）を使用することや，赤血球
の洗浄作業が煩雑で，全作業時間がかかることが問題
点である．
2018年に Sigle JPらは，0.2mol/l 濃度のDTTを用い
た赤血球を保存液に浮遊することで赤血球の主要抗原
の保存性について報告している１４）が，0.2mol/l 濃度の
DTTを用いることは前記のごとくKell血液型抗原の変
性に繋がる１０）．
Branch DRらは DTTの濃度による Kell血液型抗原
の変性について検討している．0.01mol/l 濃度の DTT
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では K抗原の活性が 75%程度は担保できると報告して
いる１５）．また，HosokawaMら１７）は 0.01mol/l 濃度のDTT
を用いた赤血球の処理について報告している．本方法
は自動血球洗浄装置を用い，煩雑な操作を回避でき，
かつ CD38の変性と Kell抗原の保存性について述べて
いる．非常に簡便な手法として報告している．そこで，
我々は赤血球をDTT処理に使用するDTTの濃度をHo-
sokawa Mらの方法に準じ，0.01mol/l を基準として本
濃度が有効であることを検証するとともに，より低濃
度の DTT処理の有効性について検討した．更に，我々
は臨床的に重要である Kell血液型抗原に対する抗体を
適切に検出することが重要と考え，赤血球の DTT処理
に適した pHとDTT濃度を同定することを目的にした．
また，Hosokawa Mらは，DTT処理赤血球の保存性に
ついては言及していない．このため，本研究では不規
則抗体スクリーニング赤血球試薬のDTT処理後の保存
による各種赤血球の抗原性について血清学的に観察し，
0.01mol/l 濃度の DTT処理によるスクリーニング赤血
球は長期の保存においても不規則抗体検査に使用可能
であるかを検討した．

対象および方法
1）赤血球試薬および抗体試薬
不規則抗体検査で使用するスクリーニング赤血球試
薬は，納品直後のオーソサージスクリーンⓇ（オーソ・
クリニカル・ディアグノスティックス株式会社，東京），
DiaCell I＋II＋III，DiaCell Dia（Diego）Positive（バイ
オ・ラッド・ラボラトリーズ株式会社，東京）および
パノセル-16（株式会社イムコア，東京）を使用した．
また抗体試薬としては，ダイアクローン抗 E（バイオ・
ラッド・ラボラトリーズ株式会社，東京），オーソ抗 D
血清（オーソ・クリニカル・ディアグノスティックス
株式会社，東京），オーソ抗 K血清（オーソ・クリニカ
ル・ディアグノスティックス株式会社，東京），Anti-
Fyb human（バイオ・ラッド・ラボラトリーズ株式会社，
東京），オーソ抗 Dia血清（オーソ・クリニカル・ダイ
アグノスティックス株式会社，東京）を添付文書に則
り使用した．Daratumumab（DARA）は，Janssen Re-
search＆Development, LLCと東邦大学でMaterial
Transfer AgreementによりDARA20mg/ml の研究用
譲渡契約を結び，CD38の反応性の確認として使用した．
DARAを使用し検討を行うために，東邦大学医療セン
ター大森病院倫理委員会の承認（審査番号M18190）を
受けている．

2）0.2mol/l DTT溶液の調製
Dithiothreitol（DTT）（関東化学株式会社，東京）1
gを PBS 32ml で溶解し，セラムチューブ（2ml）容器
に分注し，使用時まで－80℃で凍結した．

3）DTT濃度における抗原性の変化および DTT調製
に使用するリン酸緩衝生理食塩液（PBS）の pHに関す
る検討
DTTの赤血球処理は AABBテクニカルマニュアル

の手法１６）に則り行った．0.2mol/l DTTを使用し，0.2
mol/l，0.01mol/l，0.005mol/l，0.0025mol/l，0.00125
mol/l 濃度に希釈し，DTT溶液に抗原が耐性である E
抗原，DTT溶液による変性する可能性のある K抗原お
よび CD38の反応を観察した．続けて DTTの至適濃度
を設定後，pH 8.0，7.2，7.0，6.0，5.0とした DTT溶液
を作成し，前記同様に E抗原，K抗原，CD38の抗原性
を血清学的に観察した．

4）DTT処理直後のK抗原および CD38のMFI値の変
化
光学的に抗原性を確認するために，10種類の K抗原
陽性の赤血球試薬を使用した．DTT処理直後および未
処理の赤血球について FACS CantoIIフローサイトメー
タ（ベックマンコールター株式会社，東京）で平均蛍
光強度（MFI）値を計測し評価を行った．一次抗体と
して，K抗原にはオーソ抗 K血清（オーソ・クリニカ
ル・ディアグノスティックス株式会社，東京），CD38
には最終濃度 5μg/ml 濃度の DARAを，K抗原は抗体
試薬の添付文書に則り反応させた．DARAは polyeth-
yleneglycol（PEG）を反応増強剤とし，添付文書の指
示に従い，37℃15分間反応させたのち生理食塩液で 4
回洗浄した．K抗原は反応後生理食塩液で 3回洗浄し
た．DARAの陰性対照は 0.2mol/l DTTで処理した赤
血球試薬，K抗原陰性の赤血球試薬をそれぞれ使用し
た．標識二次抗体試薬として，PE-anti-human IgG Fc
Antibody（Bio Legend社，San Diego）を使用し FCM
解析を実施した．

5）DTT処理赤血球の保存のための調製方法について
DTT処理済み赤血球抗原の保存のための調製方法に
ついて検討した．使用する赤血球は不規則抗体スクリー
ニングに用いる赤血球試薬を使用した．赤血球試薬は
3%濃度および 0.8%濃度について検討を行った．DTT
処理済み 3%および 0.8%赤血球浮遊液の調製法は Fig.
1に準じて調製を行った．
操作手技を以下に示す．
（1）清潔なチューブに 3%濃度の赤血球を 1ml 分注
する．
（2）3,000回転，5分間遠心する．
（3）遠心後の上清（保存液）を清潔なチューブに一
時保存する．（0.8%浮遊液調製の場合は上清を廃棄）
（4）赤血球沈渣（30～50μl）に対し，pH7.2 0.01mol/
l DTT溶液を 120μl 添加し，良く混和する．
（5）37℃，30分間反応させる．その際適宜攪拌する．
（6）3,000回転，5分間遠心し上清を除去する．
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Fig.　1　Adjustment method (3% and 0.8% suspension) for screening of RBC reagents using DTT treatment

（7）赤血球沈渣に対し，生理食塩液 1ml を加え洗浄
を行う．（3,000回転，5分間遠心し，4回繰り返す）
（8）3%赤血球浮遊液を調製する場合は，赤血球沈渣
に（3）で一時保存してある上清（保存液）を移し調製
する．
0.8%赤血球浮遊液を調製する場合は，赤血球沈渣に

0.8%RCD（オーソ・クリニカル・ダイアグノスティッ
クス株式会社，東京）または Cell Stab（バイオ・ラッ
ド・ラボラトリーズ株式会社，東京）を 3.5ml 添加し調
製した．

6）DTT処理済み 3%および 0.8%赤血球浮遊液の保存
による各種抗原の変化
3%および 0.8%スクリーニング赤血球の反応性につ
いて，3%DTT処理赤血球は試験管法（TT），0.8%DTT
処理済み赤血球はカラム凝集法（CAT）にて実施した．
抗原の確認は，D抗原，K抗原，Fyb抗原，Dia抗原お
よび CD38の反応性を確認した．それぞれの抗原は抗体
試薬の添付文書に従い反応させた．また CD38に関して
は，DARAを最終濃度 5μg/ml に調製し試験管法で
Polyethyleneglycol-indirect antiglobulin test（ PEG-
IAT）にて実施した．調製済みのスクリーニング赤血球
は 2～6℃で保管し，使用時には室温に戻してから使用
した．観察期間は，処理日（Day0），14日目（Day14）
および 28日目（Day28）とした．

結 果
1）DTTの濃度における抗原性の変化および DTT

調製に使用する PBSの pHに関する検討
0.2mol/l DTTでは，E抗原の反応態度は 4＋を呈し
たが，K抗原の反応は陰性化した．
0.01mol/l から 0.00125mol/l 濃度のDTT処理赤血球
の E抗原は DTT処理赤血球，DTT未処理赤血球とも
に 4＋の反応性を示した．K抗原はすべての DTTの濃
度で DTT処理赤血球および DTT未処理赤血球ともに
3＋の凝集態度を示した．
CD38は 0.01mol/l DTTで処理した赤血球は陰性を示

したが，それ以下の濃度の DTT処理赤血球ではW＋
の反応を示した（Table 1）．
以上の結果から DTTの至適濃度は E抗原および K
抗原の反応性が確認でき，CD38が陰性化する 0.01mol/
l 濃度と推定した．
また，DTTを溶解する PBSのそれぞれの pHにおい
て E抗原，K抗原に DTT処理赤血球および未処理赤血
球の反応性に変化は認められなかった．
CD38は，pHが 6.0以下に低下することで DTTの還
元作用効果は低下し，1＋程度の凝集反応が認められた
（Table 2）．以上の結果からDTTを溶解に使用する PBS
の pHは 7.0以上であれば良いことが推測された．以降
の検討は一般の検査室でも入手しやすい pH7.2の PBS
を用いて施行した．
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Fig.　2-1　MFI of K antigen and CD38 after treatment with pH 7.2 0.01 mol/l DTT
The antigenicity of K antigen decreased after DTT treatment according to the MFI, while no significant difference 
was observed compared to un treated K antigen.
CD38 was treated with DTT and control, and significant differences were observed according to the MFI.

Table　1　Effect of DTT concentration on RBC antigens

E-Antigen K-Antigen CD38

0.2 mol/l DTT※ 4＋ 0 0
0.01 mol/l DTT 4＋ 3＋ 0
0.005 mol/l DTT 4＋ 3＋ W＋
0.0025 mol/l DTT 4＋ 3＋ W＋
0.00125 mol/l DTT 4＋ 3＋ W＋
Control No DTT 4＋ 3＋ W＋

DTT concentration in pH 8.0 PBS
※Method using the AABB standard
DTT denatured CD38 at concentrations of 0.01 mol/l or greater.
DTT did not denature the K antigen.

Table　2　Changes in RBC antigens by pH of DTT 
treatment

0.01 mol/l 
DTT E-Antigen K-Antigen CD38

pH 8.0 4＋ 3＋ 0
pH 7.2 4＋ 3＋ 0
pH 7.0 4＋ 3＋ 0
pH 6.0 4＋ 3＋ 1＋
pH 5.0 4＋ 3＋ 1＋

The effect of the pH of PBS used to dissolve DTT was 
examined 0.01 mol/l DTT. 
CD38 was denatured at pH values above 7.0.

2）pH7.2 0.01mol/l DTT処理直後のK抗原および CD

38のMFI値の変化（Fig. 2-1～3）
DTT処理済みの K抗原陽性の平均MFI値は 266.5

であった．未処理の K抗原陽性の平均MFI値は 273.9
であり，DTT処理赤血球について約 10%程度のMFI
値の低下は認められたが，Student’s T-testの有意差検
定の結果，MFI値からは有意な差は認められなかった
（P＝0.61）．
CD38は DTT処理済み赤血球の平均MFI値は 61.5，

未処理赤血球は 73.9であり有意差を認めた（P＜0.01）．
CD38が変性する pH8.0 0.2mol/l 濃度のDTTを用い
た赤血球を陰性対照とした．同様に測定した結果，平
均MFI値が 52.5を呈し，有意な低値を示した（P＜0.01）．
続けて，0.01mol/l DTT処理および未処理の赤血球
の K抗原および CD38の血清学的な反応について測定
した．

K抗原は抗 K試薬の添付文書に則り測定した．K
抗原は未処理赤血球ですべての赤血球で 3＋を示したが，
0.01mol/l DTT処理済みの赤血球では 2＋～3＋の反応
態度であった．
CD38は最終濃度5μg/ml濃度のDARAを用いてPEG-
IATにて測定した．CD38は未処理赤血球でW＋～2
＋の反応であった．0.01mol/l DTT処理済みの赤血球
はすべて陰性を呈した．

3）3%および 0.8%DTT処理赤血球の保存による各種
抗原の変化
3%赤血球では，Day14より Dia抗原の反応性に低下
が認められた．DTT未処理赤血球に関しても同様に反
応性の低下が認められることから抗Diaの検出に際して
は DTT処理による赤血球の保存性に問題はないと判断
した．またその他の抗原反応性に有意な低下は認めら
れなかった（Table 3）．
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Fig.　2-2　MFI of K antigen and CD38 after treatment with pH 7.2 0.01 mol/l DTT and the results of agglutination 
using the tube test, and result of agglutination by the tube test
The K antigen was measured using the method described on the package insert of the anti-K reagent.
Approximately equivalent responses were obtained immediately after treatment of RBCs with and without 0.01 
mol/l DTT.
CD38 was reacted with PEG-IAT in vitro. Denaturation was negative in 0.01 mol/l DTT treatment RBCs.

Fig.　2-3　Change in the MFI of K antigen-negative RBCs after 0.01 mol/l DTT treatment and comparison of the 
MFI of CD38 after treatment of RBCs with and without 0.2 mol/l and 0.01 mol/l DTT．
MFI of K antigen-negative RBCs increased after treatment with 0.01 mol/l DTT.
Treatment of RBCs with 0.2 mol/l DTT served as a negative control for CD38.
The MFI of RBCs following treatment with and without 0.01 mol/l DTT was FCM.

DTT処理済み 0.8%スクリーニング赤血球および未
処理赤血球の CATにおいて赤血球の保存による明確な
反応性の違いは認められなかった（Fig. 3-1～3）．

考 察
DARAは，多発性骨髄腫の新たな治療薬として開発
されその効果は広く評価されている１）～３）．一方，DARA
は赤血球上に発現している CD38に対し特異的に結合す
ることから，輸血検査で最も重要な IATにおいて汎凝
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Fig.　3-1　Stability of RBC antigens after treatment with pH 7.2 0.01 mol/l DTT by CAT. (Day 0).
K antigen in 0.8% Cell Stab RBCs and 0.8% RCD RBCs showed decreased reactivity after DTT treatment.

Table　3　Study of RBC antigens after treatment with pH 7.2 DTT

3% Bio-Rad Scr-Cells 
(DTT/no treatment) Anti-D Anti-Fyb Anti-K Anti-Dia DARA

 Day0 4＋/4＋ 3＋/3＋ 3＋/4＋ 3＋/3＋ 0/2＋
Day14 4＋/4＋ 1＋/1＋ 2＋/3＋ 1＋/1＋ 0/1＋
Day28 4＋/4＋ 2＋/2＋ 2＋/3＋ 1＋/1＋ 0/1＋

3% Ortho Scr-Cells 
(DTT/no treatment) Anti-D Anti-Fyb Anti-K DARA

 Day0 4＋/4＋ 2＋/3＋ 3＋/3＋ 0/1＋
Day14 4＋/4＋ 2＋/1＋ 2＋/3＋ 0/1＋
Day28 4＋/4＋ 2＋/2＋ 2＋/3＋ 0/w＋

Dia and K antigens became less reactive over time. 
In addition, it has been confirmed that the reactivity of the K antigen 
weakens after treatment with DTT.

集反応を呈する１）～４）１３）１７）．この汎凝集反応を回避する目
的で，Chapuy CI４）１３）らは検査に使用する赤血球を DTT
処理することで細胞表面上に発現しているCD38を変性
させる検討として，国際サーベイを実施し報告した．
Chapuy CIらの方法とAABBの DTT処理赤血球に用
いる DTT濃度は 0.2mol/l であるため，国際的に問題
となる K抗原に対する抗体の検出が出来ない４）１０）１３）１６）．
また 0.2mol/l の DTTを調製するにあたり，pH8.0の
PBSは pHの調整が必要である．そのために，入手が容

易な pH7付近の市販の PBSを用いることとした．
DTTの活性を担保するために，溶解に用いる pH
はアルカリ側が良いとの報告がある１８）．そこで我々は
Branch DRらの報告１５）を基に，DTT濃度の検討並びに
DTTを溶解する pHの限界について併せて検討した結
果，0.01mol/l 濃度の DTTと PBSの pHが 7.0以上を
使用し DTT処理することで，赤血球上の CD38は変性，
K抗原はやや反応性は低下するが抗原性が保たれてい
ることが判った．
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Fig.　3-2　Stability of RBC antigens after treatment with pH 7.2 0.01 mol/l by CAT. (Day14)
Reactivity of the Dia antigen decreased over the 14-day storage period.

DTT処理赤血球の保存については，従来の 0.2mol/
l DTT処理赤血球において，赤血球保存液下では 12
から 14日間保存できると報告されているが１９）２０），0.01
mol/l DTT処理赤血球において，検討されたデータが
ない．そこで，今回 0.01mol/l DTT処理赤血球の長期
的な保存が可能かの検討を行った．DARAを投与され
た多発性骨髄腫で，繰り返し輸血が必要な患者または
多くの DARA投与患者のいる施設においては不規則抗
体検査時の DTT処理赤血球が長期的に保存できること
は大変有意義なことである．そのため Sigle JPらの報告１４）

に準じ，赤血球保存液を用いて主要抗原の保存性につ
いての検討を行った．Sigle JPらは，DTT濃度を 0.2
mol/l で検討したが，我々は 0.01mol/l 濃度として K
抗原の保存性についても併せて経時的観察を行った．
3%および 0.8%スクリーニング赤血球試薬の抗原の保
存性について D抗原，K抗原，Fyb抗原，Dia抗原につ
いて観察した．DTT処理した赤血球と未処理赤血球の
抗原性について，3%スクリーニング赤血球では DTT
処理後 14日目以降に Dia抗原の反応性に低下が認めら
れたが抗Diaの検出感度については問題ないと判断した．
したがって，3%スクリーニング赤血球試薬は DTT
処理後，再び保存液を添加しても実験開始から 28日目
までは問題なく判定が可能と判断した．また 0.8%スク

リーニング赤血球試薬には，DTT処理後に 0.8%RCD
または Cell Stabに再浮遊し保管しても同様に抗原性は
保てるとし，判定可能と判断した．0.01mol/l DTTで
処理した赤血球のK抗原についてMFI値で解析した結
果，DTT未処理の赤血球と比較し，3%赤血球では 10%
程度の活性の低下が認められた．これは Branch DR１５）ら
の報告にもあるように，10mM（0.01mol/l）濃度の DTT
において，K抗原の活性がおよそ 25%程度低下する結
果が得られている．我々の検討したMFI値から同程度
またはそれ以下の抗原の変性が起きていることが推測
された．
交差適合試験に用いる赤血球製剤の試験用チューブ
の処理においては赤血球浮遊液の保存の必要性が無い
ため，Hosokawa Mらの方法１７）は迅速で簡易に DTT
処理が可能と考えられる．問題は輸血を前提に多くの
DARA投与患者がいる医療施設や，DARA投与後に繰
り返しの輸血が施行される患者の不規則抗体検査であ
る．そのためには DTT処理済みの不規則抗体スクリー
ニング赤血球が長期間保存できることが望ましいと考
える．
本論文では，DARA投与の患者検体は使用しておら
ず，DARA原末を希釈して検討を実施した．不規則抗
体スクリーニング赤血球については，DTT処理後最大
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Fig.　3-3　Stability of RBC antigens after treatment with pH 7.2 0.01 mol/l by CAT. (Day28)
We confirmed that the quality of antigens was conserved after storage of DTT treated RBCs for up to 28days. The K anti-
gen showed decreased reactivity just after DTT treatment.
The Dia antigen had decreased antigen reactivity after both treatment with and without DTT over time.

28日間までの抗原性を確認した結果である．各施設で
DTT処理を行い主要抗原（Rh，Kidd，Duffy，Diego
など）の抗原性の確認を行い，保存液や使用するスク
リーニング赤血球およびパネル赤血球に関しては，メー
カー指定の使用期限を遵守し，使用期限範囲内で用い
ることが必要である．
今後は DARA投与患者において，保存性の担保され
た不規則抗体スクリーニング赤血球で不規則抗体検査
を検討することで，本法が実臨床の場で有用である事
を検討する必要がある．
著者の COI開示：本研究に際し，Janssen Research＆Develop-

ment，LLCと東邦大学でMaterial Transfer Agreemenより Da-

ratumumab 20mg/ml の試料提供を受け研究しました．
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RED BLOOD CELLS ANTIGEN STABILITY AFTER DTT TREATMENT OF

RED BLOOD CELL REAGENTS USED FOR IRREGULAR ANTIBODY SCREENS

Makoto Okuda, Tamotsu Machida, Tomoko Kuribayashi, Yukari Yamada, Yoko Hidaka, Takashi Yusa,

Kouki Sobue, Miri Tanaka, Harumi Sezaki, Mizuki Ishibashi, Kohei Saito,

Yuki Tateno and Noritsugu Shiono

Division of Blood Transfusion, Toho University of Omori Medical Center Hospital

Abstract:

Introduction: Daratumumab (DARA) is a drug that specifically binds to CD38, which is abundantly expressed in
myeloma cells, and has a therapeutic effect. CD38 is expressed on the surface of human red blood cells (RBCs), Irregu-
lar antibody screening and cross-matching using serum obtained after DARA administration have demonstrated pa-
nagglutination. In this study, we avoided the nonspecific reaction of DARA and studied the optimal concentration at
which dithiothreitol (DTT) does not denature the clinically problematic antigen. Next, we studied storage of DTT
treated cell reagents for screening.
Method: The DTT concentration and pH of phosphate buffered saline (PBS) used to dissolve DTTwere adjusted, and
the optimal conditions were set. In addition, serological and optical confirmation of the antigen reactivity of DTT
treated RBCs were preformed after the preparation.
Result: The optimum concentration of DTTwas 0.01 mol/l . When DTTwas dissolved in PBS at pH 7.0 or higher, de-
naturation of CD38 was detected. At the same time, the Kell blood group antigen was also detectable, although its an-
tigenicity was slightly reduced. With regard to the preservation of DTT treated RBCs, the antigenicity of the main
antigen was detectable even at 28 days after DTT treatment.
Discussion: Preparation of DTT treated RBC reagents is too complicated to perform before each use. If RBC reagents
for irregular antibody screening can be stored after DTT treatment, the work required in the laboratory for each
DTT treatment can be reduced and efficiency of the test can be increased.
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