
はじめに

わが国では臓器移植を必要とする患者に対し，

脳死ドナーからのグラフトの提供は圧倒的に少な

く，生体ドナーに頼らざるを得ない状況にある．

生体ドナーは血縁に限られ，いきおいABO不適

合移植となることが多い1）．京都大学医学部付属

病院では平成 16 年 10 月までに 1,051 例の生体部

分肝臓移植（以下，生体肝移植）が実施され，そ
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の内 143 例（13.6％）がABOメジャーミスマッチ

移植であった．生体肝移植の場合ABO不適合症

例は適応ではないとする施設もあるが，当院にお

ける最近 1年間の症例では，その割合が 20％にも

達しており，なお上昇傾向にある．ABO不適合生

体肝臓移植，とくにメジャーミスマッチ症例にお

いて，術前の IgM型抗A，抗 B（抗A�B）抗体価
が高い場合には胆管の合併症が多く，また IgG

型抗A�B抗体価が高い場合には肝細胞壊死を来
たしやすく，予後に大きく影響すると報告されて

いる2）．ABOメジャーミスマッチ移植を成功させ

るためには 2重膜濾過（DFPP）や血漿交換によ

り，レシピエントから抗A�B抗体を除去するとと
もに，Bリンパ球の抗体産生を抑制することが肝

要である3）．そして，ABO不適合移植の病態を把

握し，適切な治療法を選択するためには，抗A�B
抗体価の測定がきわめて重要である．

現在，抗A�B抗体価測定法として，試験管法で
行う赤血球凝集法（tube test：TT法）4），酵素抗

体法5）6），フローサイトメトリー法7）などが報告さ

れているが，いずれも測定に時間とコストがかか

り，自動化は困難である．当院では，標準的な検

査法であるTT法を採用しているが，TT法は

IgM型抗体の処理が不十分で IgG型抗体価を測

定できない症例があること，目視による判定のた

め客観性に欠けることなどの問題点が指摘されて

おり，新たな検査方法の開発が必要である．そこ

で，われわれは表面プラズモン共鳴（surface plas-

mon resonance：SPR）という光学現象を測定原

理とし，抗原に結合した抗体量を蛍光や放射性物

質の標識を用いずに測定できる装置により，抗

A�B抗体価を迅速・簡便に測定可能な SPR法を
開発したので報告する8）9）．

材料と方法

1．測定装置および試薬

SPR 法には，ビアコアX（Uppsala，Sweden）を

用い（Fig. 1），センサーチップはCM5（Biacore）

を選択した．CM5に固定化する抗原はAまたは

B抗原トリサッカライドアミン誘導体（Dextra

Laboratories，London，UK）を用いた．ランニン

グバッファーはHBS-EP バッファー（0.01M

HEPES pH7.4，0.15M NaCl，3mM EDTA）を使

用 し た．2次 抗 体 に は 抗 ヒ ト IgG抗 体

（MONOSAN，Uden，Netherlands），IgM型抗体

処理にはABO-index�（Inverclyde Biologicals，

Scotland，UK）を使用した．

2．測定検体

45 名の健常成人ボランティア（A，B，AB型各

10 名，O型 16 名）の血漿，および 2名のABO

メジャーミスマッチ生体肝移植患者の血漿を十分

なインフォームドコンセントを得て使用した．す

べてのサンプルはRho（D）陽性であった．血漿は

1ml ずつ分注し測定まで－20℃で保管した．

3．測定原理

ビアコアXの光学的検出部の概略図をFig. 2

に示す．センサーチップはガラス，金膜，デキス

トラン層（100nmの直鎖のカルボキシメチルデキ

ストラン）より構成されている．光源部から 760

nmの P-偏光脚注1 を，プリズムを介しセンサーチッ

プの金膜上に照射する．入射角が臨界角脚注2 よりも

Fig. 1 Biacore X.

Fig. 2 Schematic view of the optical unit in the BiacoreX.
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大きくなると入射光は総べて反射することにな

り，この現象を全反射と呼ぶ．全反射が起こった

ときでも透過光がまったくないわけではなく，誘

電率の高い金の表面に全反射の条件で光を当てる

と，フローセル方向にエバネッセント波脚注3 と呼ば

れる微弱なエネルギー波を生じる．また，誘電

体脚注4 に接触した金膜表面では疎密波（表面プラズ

モン脚注5）が発生し両者の波数が一致したときに共

鳴して反射光が減衰する現象が生じる（表面プラ

ズモン共鳴現象脚注6）．ビアコアでは，抗原分子の固

定化されていない側の金薄膜に光を全反射するよ

うに当てると，反射光の一部に，反射光強度が低

下した部分が観察される（SPRシグナル発生）．こ

の光の暗い部分の現れる角度（＝屈折率の変化）は

センサーチップ上での質量に依存する．センサー

チップ表面に固定化された抗原に抗体が結合する

と質量変化（＝質量増）が生じ，光の暗い部分が

Iから II にシフトする．逆に解離により質量が減

少すれば，II から I にその分だけ戻る．ビアコアの

センサーグラムは，センサーチップ表面での質量

変化を縦軸にとり，質量の時間変化を測定データ

として表示している．

測定値はレゾナンスユニット（RU）で表され，

消失角度 0.1 度の移動は 1,000RUと定義されてお

り，1,000RUは 1ng�mm2 の質量変化に相当す
る10）．

4．センサーチップの活性化とリガンドの固定

0.05M N-ヒドロキシスクシイミド（NHS）と

0.2M 3-ジメチルアミノプロピルカルボジイミド

ヒトロクロリド（DEC）の等量混合溶液でデキス

トラン層のカルボキシル基を活性化する．次いで

1mg�ml のAまたはB型抗原トリサッカライド

アミン誘導体をフローセル 2の活性化カルボキシ

ル基にアミンカップリング法で固定する．固定後

1Mエタノールアミンでフローセル 1および 2の

残存活性化エステルを不活化する．

5．検体測定とセンサーチップ再生

1％デキストラン加HBS-EP バッファーで 2倍

希釈した被検血漿 120µl を注入して，フローセル

1および 2を 20µl�min の流速で 5分間通過させ
る．5分後，自動的に流路はランニングバッファー

に切り替わり，非結合抗体は洗浄除去される．抗

原を固定化していないフローセル 1の測定値はセ

ンサーチップ自体に対する非特異的バックグラン

ド（リファレンス）とし，“抗原を固定化したフロー

セル 2測定値－フローセル 1測定値”を検体の測

定値とした．次に 10 倍希釈抗ヒト IgGモノク

ローナル抗体 120µl を注入して，同様に 5分間反

応させる．各検体の測定終了後，50mM NaOH

でセンサーチップ上の抗原に結合した抗体を解離

させ再生する．センサーチップは約 1,000 回の再

使用が可能である．

測定結果であるセンサーグラムのシェーマを

Fig. 3 に示す．ベースライン（a）から被検血漿を

流し終えた時点の測定値（b）の上昇分（b－a）A

値は，IgM型，IgG 型抗A�B抗体＋α（固定化抗
原に対する少量の非特異的反応）であり，抗ヒト

IgG抗体添加時点（c）から抗体添加終了時（d）ま

での上昇分（d－c）B値は，IgG型抗A�B抗体＋
αと考えられる．

1 p-偏光：光の電気ベクトルが入射面に平行な成分．

2 臨界角：光が屈折率の高い材質から低い材質へ伝播す

る時，入射角によって透過する場合と全反射する場合があ

る．臨界角とは，この透過と全反射の境になる角度である．

つまり，入射角度が臨界角に満たないと透過屈折し，臨界

角を超えると全反射する．

3 エバネッセント波：屈折率が異なる界面に入射した光

は，反射と屈折を起こし，その屈折率はスネルの法則［光

線が平面（屈折率の異なる媒質の境界）に入射した場合の

入射角と出射角，および媒質の屈折率との関係を示す法

則］を満たす．特に，屈折率が高い側から低い側へと光が

入射し，且つ臨界角以上の角度で入射した場合，すべての

光は入射側に反射され全反射を起こす．このとき低い屈折

率側では非伝搬光であるエバネッセント波が形成され境

界面に垂直方向に対して指数関数的に減衰する．その減衰

定数は屈折率と入射角に依存する．

4 誘電体：静電場を加えるとき，電気分極を生ずるが，直

流電流を生じない物質である．電気的絶縁体と同義．

5 表面プラズモン：一般に光は電子波（プラズモン）とは

カップリングしないが，表面ではその特殊性から光と共鳴

する電子波のモードが生じる．電子波と光の分散関係よ

り，エバネッセント波のみが表面プラズモンと共鳴する．

6 表面プラズモン共鳴現象：エバネッセント波と表面プ

ラズモン波の波数が一致したときに共鳴して反射光が減

衰する現象．
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6．検討項目

1）10～1,000 倍希釈した同一ドナー由来のO

型血漿について，SPR法を用い抗A�B抗体価を
測定した．

2）45 名の健常人ドナー由来血漿を SPR法お

よびTT法の 2法で測定して，相関の有無を検討

した．

3）2名のABOメジャーミスマッチ生体肝臓移

植患者の血漿を経時的に SPR法とTT法の 2法

で測定して，臨床上の変化を適切に反映するかを

検討した．

4）AB-index�を用い IgM型抗体を除去した血

漿と未処理の血漿（抗A，抗B抗体各 5検体）を

SPR法で測定して，IgM型抗体が IgG型抗体測定

におよぼす影響を検討した．

結 果

�同一ドナー由来のO型血漿を段階希釈した
検体の測定値（SPR法）は，サンプルの抗体濃度

に比例した（Fig. 4）．本検体において SPR法と

TT法での測定値は，IgG型抗A�B抗体ともによ
く相関した（Fig. 5）．

� 45 名の健常人ドナー由来の血漿について，
SPR法とTT法による IgG型抗A�B抗体測定値
の相関を示した（Fig. 6）．2法による相関係数は

IgG型抗A抗体では 0.7029，IgG 型抗 B抗体で

は 0.5808 であった．

� ABOメジャーミスマッチ生体肝臓移植患者
2名の抗体価の変化を（Fig. 7）に示す．患者A

およびBはいずれもO型，ドナーはB型のため，

IgG型抗 B抗体価の測定を行った．TT法ととも

に SPR法も，血漿交換やDFPPによる抗体除去

後で抗体価の低下が検出された．患者Aでは術後

TT法による抗体価が上昇し（Fig. 7A），患者B

では抗体価は低レベルで維持されていた（Fig.

7B）．これらの抗体価の変化は，SPR法でもほぼ同

様に検出された．

� IgM型抗体除去血漿と未除去血漿の SPR測
定値は，ほぼ同様であり SPR法での IgG型抗体価

Fig. 3 Depiction of the SPR method used to detect anti-

A�B IgG Abs.

Fig. 4 Overlaid sensorgrams obtained for thman plasma antibodies of different con-

centrations using sensor chip surfaces bearing A or B antigen.
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測定値は IgM型抗体により影響を受けないこと

が明らかとなった（Fig. 8）．

考 察

われわれは増加傾向にあるABO不適合移植に

対応するために，IgG型抗A�B抗体価を迅速・簡
便に測定できる SPR法の開発を行った．従来の

TT法では，血漿の 2倍連続希釈を 10 段階行い，

それぞれに試薬を添加し凝集強度を判定しなけれ

ばならず，操作が煩雑で約 3時間を要する．一方，

SPR法は 1検体の所要時間 15 分，血漿の希釈は 1

段階のみと迅速・簡便であり，さらに試薬コスト

はTT法と比較し SPR法は約 2�3 と廉価であっ

Fig. 5 Calibration curves of the anti-A and anti-B IgGs.

Fig. 6 Correlation between values measured by the SPR and TT methods using

plasma specimens from normal subjects.
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た．精度面では，TT法が目視判定であるため客観

性および定量性に乏しいのに対し，SPR法は定量

検査に優れた方法であった．SPR法は，IgG型抗

A�B抗体価を定量的にRU単位で測定可能であ
り，さらに精製 IgG型抗A�B抗体で検量線を作
成することにより抗体量を血漿の希釈倍数である

抗体価ではなく µg�ml と濃度で示すことも可能

である．現在，精製抗A�B抗体は市販されていな
いが，カラムクロマトグラフィーで精製は可能で

あり11），すでにわれわれは精製抗体を作成し SPR

法の完全定量化に成功している（投稿準備中）．

また，TT法では IgM型と IgG 型抗体をそれぞ

Fig. 7 Changes in anti-B IgG titers in ABO-unmatched LDLT patients before and af-

ter PE�DFPP and the LDLT operation.

Fig. 8 Comparison of anti-A�B IgG Ab measured by SPR method between Crude
plasma and IgM-free plasma in healthy volunteers.
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れ正確に測定することに限界がある．その理由は，

未処理の血漿による赤血球の凝集は IgM型抗体

によるものだけでなく，正確には IgG抗体も凝集

に関与していること11）12），また 2-メルカプトエタ

ノールなどでの IgM抗体の破壊が不完全で，IgG

抗体が測定不能の場合があることである．しかし

SPR法による IgG型抗体測定値は，IgM型抗体の

影響を受けず，より信頼度の高い測定方法と考え

られた（Fig. 8）．45 名の健常人ドナーのサンプル

を SPR法とTT法で測定すると 2法に若干の解

離を認めたが，同一患者の手術前から術後経過の

抗体価の変化を 2法で測定すると，ほとんど平衡

しており，血漿交換や二重膜濾過による抗体除去

効果をよく反映していた．これらの結果は SPR

法がTT法に代わりうる検査法であることを示唆

している．

抗A�B抗体測定方法として，酵素抗体法やフ
ローサイトメトリー法が開発されている5）～7）．

SPR法と比し酵素抗体法は抗原抗体反応に時間

を要し，抗原を固定化したプレートの再使用がで

きない．また，フローサイトメトリー法は検査を

行う度にAおよびB型赤血球の調整が必要であ

り，洗浄操作が繰返し必要で，約 2～3時間を要す

る．ABO不適合移植例の抗体価測定は血漿交換の

適応決定時など至急にデータを必要とされる場合

が多く，SPR法のような迅速・簡便な方法が臨床

的により有用であると期待される．

このように SPR法は有用な検査法であるが，問

題点として現状では IgM型抗体の測定が困難な

ことが挙げられる．理論上は，Fig. 3 におけるA

値は IgM型と IgG 型抗体の合計であり，B値は

IgG型抗体を反映しているため，IgM抗体量は

A－Bで求められるが，このようにして得られた

IgM値とTT法で得られた値との相関性に乏し

かった．また抗ヒト IgG抗体の代わりに抗ヒト

IgM抗体を用いて IgM型抗体の検出を試みたが，

安定した結果は得られなかった．これらの原因は，

IgG型抗体に比して IgM型抗体の抗原からの解

離速度がきわめて大きいためと考えられた13）．今

後 IgM型および IgG型抗体の今回作成した抗原

固定化センサーチップにおける解離速度を詳細に

求め，SPR法の測定結果から数学的解析により

IgM型抗体量を算出することが可能かどうか検

討中である．

また SPR法のもう一つの問題点は，検査法自体

は 1検体 15 分と迅速であるが，1検体ずつしか測

定できないことである．この点においては，一度

に多数のサンプルを測定できる酵素抗体法やフ

ローサイトメトリー法に劣る．しかし，今回使用

したビアコアXの上位機種（ビアコア 2000 また

は 3000）を用いることで，結果の解析まで含め全

自動・連続的に 96 検体まで測定可能であり，処理

速度の問題も解決できると考えている14）．

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．
＊本論文内容は，Blackwell Publishing 社の許可のもと

Transfusion 45 巻第 1号 56―62, 2005 に最初に掲載された

論文に基づき作成したものである．（Kimura, S., Yurugi, K.,

Segawa, H., Kuroda, J.,Sato, K., Nogawa, M. , Yuasa, T. ,

Egawa, H., Tanaka, K., Maekawa, T.：Rapid quantitation

of IgG antibodies specific for blood group antigens A and B

by surface plasmon resonanse. Transfusion, 45（1）：56―

62, 2005.）．

第 52 回日本輸血学会総会推薦論文

（本論文の要旨は平成 16 年 5 月 30 日，第 52 回日本輸血学

会総会（札幌）で発表した）．
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