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IgG-coated RBCs are routinely used to confirm appropriate procedures when negative hemag-
glutination occurrs in the indirect antiglobulin test（IAT）. We undertook this study after encounter-
ing a case of agglutination failure of IgG-coated RBCs by polyethyleneglycol（PEG）-IAT in a patient
with hyperglobulinemia.

We investigated whether IgG-coated RBCs could be agglutinated by anti-IgG using the PEG-
IAT technique after incubation with 143 sera, in which no irregular anti-red cell antibodies were pre-
sent, from patients with hyperglobulinemia.

Failure of agglutination（false negative reaction）was found more frequently（p＜0.001）with the
original PEG-IAT（4 drops in test mixture）（46�143 sera；32％）than the modified PEG-IAT（2 drops）
（15�143 sera；11％）. The rate of residual-IgG in the supernatant in the mixture of PEG and patient’s
serum was significantly（p＜0.01）higher with the modified than the original method, at 14.4％ vs. 3.0
％ in hyperglobulinemia patients and 28.5％ vs. 5.7％ in healthy controls.
The addition of anti-D alloantibody（final titer 1：4）in 3,000～5,000mg�dL of immunoglobulin con-

centration revealed that PEG could cause false-negative IAT results due to the neutralization of anti-
IgG through precipitation of immunoglobulins in testing tubes.
Albumin-IAT, low ionic strength solution-IAT or saline-IAT may assist in resolving interference

by PEG in cases of hyperglobulinemia.

hyperglobulinemia, polyethyleneglycol, indirect antiglobulin test, false negative
phenomenon
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はじめに

赤血球輸血による溶血性副作用，特に遅発性溶

血を防止するためには，高感度の検査法が必須で

ある．そのひとつに，メディウムを用いた間接抗

グロブリン試験（IAT法）の中でもより感度が良

いとされるポリエチレングリコール間接抗グロブ

リン試験（PEG-IAT）がある1）～5）．IAT法では凝集

が陰性の場合，IgG感作O型血球を滴下し，それ

が凝集することにより陰性の試験結果を確認する

ことが標準となっている．

1999 年，高免疫グロブリン血症患者の血清が

PEG-IAT法によって，IgG感作O型血球確認凝

集陰性となった現象を経験した．これを機に，高

免疫グロブリン血症が PEG-IAT法に与える影響

について検討した．

対 象

M蛋白血症 23 例含む，高免疫グロブリン血症

血清 143 検体を対象とした．正常対照には健常人

血清 4検体を用いた．なお，これら患者血清と健

常人血清中には不規則抗体は存在しなかったこと

をアルブミン間接抗グロブリン試験（Alb-IAT）に

て確認した．

方 法

1．Polyethyleneglycol（PEG）溶液滴下量による

PEG-IAT法の比較

PEG-IAT法は患者血清，パネル血球（サージス

クリーン，Ortho Clinical Diagnostics 社）および

PEG溶液を混和し，37℃15 分間インキュベートし

た後，生理食塩液で 4回血球を洗浄し（日立MC

400），ウサギ由来抗ヒト IgG血清（Ortho Clinical

Diagnostics 社）を 2滴滴下後，遠心判定する．こ

の時，陰性判定の時のみ IgG感作O型血球を滴下

し，凝集することで試験結果を確認することとし

ている（Fig. 1）．

PEG滴下量による PEG-IAT法の比較をおこな

う目的で，PEG滴下量を 4滴で行う原法1）4）6）と 2

滴で行う福島医大の変法（半量法）を並行して行

い，IgG性抗 E抗体感作O型血球の凝集が陰性化

した検体数を算出した．なお，先の報告により7）

PEG添加量 4滴（原法）と 2滴（半量法）による

IAT法の不規則抗体検出率に有意な差は見られ

ず，我々はルーチンとして半量法を用いてきた．

対照検査法として，重合ウシアルブミン（Ortho

Clinical Diagnostics 社）を用いた，アルブミン間接

抗グロブリン試験（Alb-IAT）を行った．

2．PEG濃度差による上清 IgG残存率

血清 IgGの沈殿が PEG添加によって差がみら

れるかどうか，10 例の高免疫グロブリン血症患者

と健常人血清 4例を用い，PEG添加前の血清 IgG

量と PEG添加後 37℃15 分インキュベーション

後， 遠心した検体の上清 IgG残存量を測定した．

IgG濃 度 は Behring Nephelometer AnalyzeruII

（デイドベーリング社）にて測定した．

また，血清と PEGを 1：2（原法），1：1（半量

法）の割合で混和し，37℃15 分インキュベーショ

ン後，遠心（3,000rpm，34 秒）した検体の上清 IgG

残存率を調べた．なお，IgG残存率は 37℃15 分イ

ンキュベーション後の上清 IgG濃度の値を，イン

キュベーション前血清の IgG濃度に対する割合

で示した．

3．PEG-IAT法による抗体検出に及ぼす高免疫

グロブリン血清の影響

高濃度の IgG蛋白が不規則抗体の検出法に与

える影響を明らかにするために，免疫グロブリン

製剤（献血ヴェノグロブリン－IH；Welfide 社）を

PBSで希釈し，IgG濃度勾配系列（3,000～5,000

mg�dL）を各 1,000µL 作成した．そこへ力価 4,000
倍のヒト由来抗D抗体を 1µL ずつ添加して，最終
力価約 4倍の不規則抗体（抗D抗体）を含む擬似

高免疫グロブリン血清を作成した．また，PBS

1,000µL に抗D抗体を 1µL 添加した抗D抗体陽
性対照，および IgG 5,000mg�dL 免疫グロブリン
製剤のみの抗D抗体陰性対照を作製した．

上記の擬似高免疫グロブリン血清各 100µL を
用いて，O型 CcDEe 血球を標的細胞とした PEG-

IAT（原法および半量法），Alb-IATを施行し，抗

D抗体検出の可否および IgG感作O型血球凝集

の強弱を観察した．

4．ポリエチレングリコール溶液

Polyethylene Glycol（Sigma 社；MW3350）を

PBS（pH7.3）にて，20％（w�v）に溶解し，防腐
剤として 0.05％（w�v）Sodium Azide（和光純薬）

日本輸血学会雑誌 第48巻 第 4号 343



2 drops of patient’ s serum＋ 1 drop of 3―5% RBC

＋ 4 drops（original）or 2 drops（modified）of 20% PEG solution

↓

Incubate at 37℃ for 15 minutes

↓

Wash RBCs 4 times with saline

↓

Add 2 drops of antihuman globulin

↓

Centrifuge at 3,400 rpm for 15 seconds and observe agglutination

↓

Add 1 drop of IgG coated RBCs

↓

Centrifuge at 3,400 rpm for 15 seconds and confirm the procedure by positive agglutination

（when negative）

Table 1　Rate of false negative agglutination of IgG-coated RBCs

False negative

M-protein serumHypergammaglobulinemia serum

9/23（39.1%）46/143（32.2%）PEG-IAT: Original method ＊1

4/23（17.1%）15/143（10.5%）PEG-IAT: Modified method ＊2

0/23（ 0 %） 0/143（ 0 %）Albumin-IAT

＊1: Addition of 4 drops of PEG to test mixture
＊2: Addition of 2 drops of PEG to test mixture

を添加した7）．

5．IgG 感作O型血球の作製

1993 年に当部にて採取し，－80℃に凍結保存し

ておいた母児不適合産婦血清（Alb-IAT抗体価

1,024 倍の抗 E抗体）とO型 CcDEe 血球に 37℃

で 60 分間感作後，Alsever’s Solution（Gamma

社）を用いて 3％血球浮遊液とした8）．

6．抗D抗体（母児不適合産婦血清）

1987 年に当部にて採取し，－80℃に凍結保存し

ておいた血清を用いた．抗体価は，O型 CcDEe

血球を標的細胞として，Alb-IATにて 4,000 倍，

PEG-IAT（半量法）にて 6,400 倍であった．

なお，抗D抗体陽性対照検体は，PBSを用いて

最終力価 4倍となるよう調整した．

統 計

PEG原法と PEG半量法の陰性化率比較検討に

は，母比率の差の検定を用いた．PEG添加後 37

℃15 分インキュベーション後に遠心した検体の

上清 IgG残存率の比較は t検定を用いた．なお，

p＜0.05 の場合に統計的有意差があるとした．

結 果

1．PEG滴下量による PEG-IATの比較

PEG原法では 46�143 例（32.2％），PEG半量法
では 15�143 例（10.5％）に IgG 感作O型血球凝集
の偽陰性化が認められた（p＜0.001）．

M蛋白を含んでいる 23 血清のうち，PEG原法

では 9検体（39.1％），PEG半量法で 4検体（17.4

％）に IgG 感作O型血球凝集の偽陰性化を認めた

が，有意差は無かった．

なお，対照検査法であるAlb-IATでは，高免疫

グロブリン血症血清 143 検体全てに，IgG感作O

型血球に凝集を確認した（Table 1）．

2．PEG濃度差による上清 IgG残存率

血清に PEGを加えて混和し，PEG-IATと同等

条件のインキュベーション，遠心を行うことによ

り，血清は沈殿反応を生じた．

Fig. 1 Procedures of original and modified PEG-IAT methods

344 Japanese Journal of Transfusion Medicine, Vol. 48. No. 4



Table 2　Percentage of residual IgG remaining in the mixture of PEG and sera of 

patients with hypergammaglobulinemia

Concentration of IgG in supernatant serum

Original method ＊2Modified method ＊1Concentration of
IgG in serum（mg/dL） %mg/dL%mg/dL

0.4 31  2.6205 7,740Patient  1

1.5 53 13.7470 3,440Patient  2

3.7 91 19.7482 2,450Patient  3

2.9 97 14.6487 3,330Patient  4

4.5 24 12.0 64  532Patient  5 ＊3

2.9 96 14.0465 3,320Patient  6

2.1 78  9.9365 3,680Patient  7

3.0105 14.5509 3,520Patient  8

3.6 81 17.5396 2,260Patient  9

5.7 48 25.2214  849Patient 10 ＊4

3.0 70.414.4365.7Patients mean

5.2 84 24.1390 1,620Control 1

4.9 66 28.4380 1,340Control 2

6.0 91 28.7436 1,520Control 3

6.5111 32.8558 1,700Control 4

5.7 88 28.5441 Healthy control mean

＊1 Modified method: Addition of 2 drops of PEG to test mixture
＊2 Original method: Addition of 4 drops of PEG to test mixture
＊3 IgA gammopathy（IgA, 3,770mg/dL）
＊4 IgM gammopathy（IgM, 1,870mg/dL）

Fig. 2 False negative agglutination by anti-D on original PEG-IAT in high concentra-

tions of intravenous immunoglobulin
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上清中に残存する IgGは，健常人では PEG半量

法では平均 28.5％，PEG原法では 5.7％であった

（p＜0.01）．高免疫グロブリン血症患者では PEG

半量法では平均 14.4％，PEG原法では平均 3.0％

で有意に原法のほうが，上清残存 IgGは少なかっ

た（p＜0.01）（Table 2）．

3．PEG-IATによる抗体検出に及ぼす擬似高免

疫グロブリン血清の影響

力価 4倍に調整した抗D抗体を含む擬似高免

疫グロブリン血清は，Alb-IATでは一律に 2＋の

強さでD陽性血球を凝集し，5,000mg�dL の IgG
高濃度でも抗D抗体を検出できた．

PEG半量法ではD陽性血球の凝集が観察され

た．免疫グロブリン製剤を含まない抗D抗体（力

Fig. 3―1 Mechanism of false negative agglutination of positive control cells in hyper-

gammaglobulinemia sera with no irregular antibody
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価 4倍に調整）陽性対照では 4＋であったが，IgG

濃度 3,000mg�dL 以上ではやや減弱 3＋傾向を認
めた．PEG原法では抗D抗体陽性対照以外に凝集

がみられず，擬似血清中の抗D抗体を検出できな

かった．さらに IgG感作O型血球を滴下後遠心し

てもその凝集は認めず，判定保留となった（Fig.

2）．

考 察

PEGは，エチレングリコールを直鎖状に結合し

た高分子ポリマーで，溶液中での免疫複合物質の

形成促進剤として用いられる．赤血球周囲のゼー

タ電位を減じ，PEG分子の周囲に赤血球を引き寄

せ，抗体の結合を増強させる効果があるといわれ

る．また，赤血球膜表面上に存在する水分子を除

Fig. 3―2 Mechanism of false negative agglutination of positive control cells in hyper-

gammaglobulinemia sera with an irregular antibody
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去することにより，隣接する二つの赤血球の表面

が一斉に集結し，反応体の衝突回数を増し，赤血

球が密接に重なり，抗体の架橋を容易にする．こ

の脱水作用は「立体的排他現象」といわれ，PEG

はこの機序によって凝集反応を増強させてい

る3）9）．

PEGやアルブミンなどの反応増強剤を用いて

間接抗グロブリン試験を行う場合，洗浄によって

余分な免疫グロブリンを除去する事が特に重要で

ある10）．しかし，PEGは免疫グロブリンに重合お

よび変性をおこさせ，その添加量を増やすと，さ

らに沈殿を起こしやすくさせる（Table 2）．

一般的に，不規則抗体スクリーニングでは，自

動血球洗浄遠心機を用いる．この際，適正な洗浄

が行われたか，IgG感作O型血球を用いて確認す

る11）．しかし，高免疫グロブリン血症では，PEG

の添加によって免疫グロブリンは変性し，ゲル化

した免疫グロブリンは遠心するとペースト状に試

験管底に沈殿し，自動血球洗浄機では充分な洗浄

が不可能になる12）．特に，高 IgG血清は変性を起

こしやすく，沈殿した IgGがクームス血清中の抗

IgG抗体を中和してしまうため，IgG感作O型血

球は凝集できなくなってしまう（Figs. 3―1，3―2）．

高免疫グロブリン血症における低力価不規則抗

体を検出する上で，擬似検体を用いてAlb-IAT

は高免疫グロブリンの影響を受けずに検出するこ

とができた．また，我々が用いている PEG試薬は

市販品ではなく，自家調整したものである6）．原法

では PEGを 4滴で使用するが，PEGの添加量が

多いと，免疫グロブリンが沈殿しやすくなってし

まうことが明らかとなった（Table 2）．その影響を

受けにくくするために，PEG添加量を 2滴に減じ

ることにより免疫グロブリンの沈殿を抑えられる

ことがわかった（Fig. 2）．なお，PEG半量法でも

不規則抗体の検出感度に影響を与えないことを確

かめている7）．

まとめ

1．血清に PEGを加えて遠心を行うと，PEG

の添加量が多いほど血清 IgGの沈殿反応を促進

した．

2．IgG 濃度 3,000～5,000mg�dL の擬似高免疫

グロブリン血清に抗D抗体を添加すると，原法

（PEGU4 滴）では抗D抗体（最終力価 4倍）を検

出することができなかった．また，IgG感作O

型血球でも凝集を認めなかった．このことから，

不規則抗体を有する高免疫グロブリン血症に

PEG-IATを用いると，抗体スクリーニングや交差

適合試験で，偽陰性化が生じる可能性がある．

3．PEG-IATで IgG 感作O型血球が陰性であ

る場合，M蛋白血症など免疫グロブリンの質的・

量的異常を考慮し，Alb-IATや，37℃60 分感作

IAT等で再検査するのが望ましい．

4．福島医大変法（PEG半量法）は，先の報告7）

において PEG原法と半量法を用いた IATでは，

不規則抗体の検出率に有意な差は見られず，また

原法に比し高免疫グロブリン血清の影響を受けに

くいというメリットがあり，日常の抗体スクリー

ニング検査として有用である．
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