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全自動輸血検査システムORTHO VISION™を使用した抗体価測定

加藤 千秋１） 渡邊 友美１） 遠藤比呂子１） 松下 正２）

抗A，抗 B抗体価は，メジャーミスマッチ移植における生着において，不規則抗体価は，胎児新生児溶血性疾患
の重症度予測において重要とされてきた．従来，抗体価測定は試験管法が用いられてきたが，希釈系列作成時の誤差
や，凝集判定の個人差など，標準化における問題点も存在した．今回，カラム凝集法を用いた全自動輸血検査システ
ムによる抗体価測定の自動化の有効性について検討した．
抗A，抗 B抗体価測定の生理食塩液法は，試験管法と比較し IgG 型優位のケースで高値に，IgM型優位のケース

で低値を示した．一方，間接抗グロブリン法は，検体の還元処理・未処理（DTT LISS-IAT・LISS-IAT）で非常に
強い相関がみられた．不規則抗体価では，LISS-IATにおいて IgM型抗体を含むケースで高値を示し，IgM型抗体
による直接架橋が考えられた．DTT LISS-IATでは血液型システムの違いにより異なる傾向を示した．
以上より，抗A，抗 B抗体価における間接抗グロブリン法の自動化は可能と考えた．また，不規則抗体価では血

液型システムや，免疫グロブリンクラスによる差異が生じる等，引き続き検討が必要と考えた．
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はじめに
抗A，抗 Bは，通常 Landsteiner の法則に従って存
在する．このため，メジャーミスマッチ臓器移植やメ
ジャーミスマッチ造血幹細胞移植の場合，抗A，抗 B
抗体価が問題となる１）～７）．特に高抗体価の場合，生着率
に影響を与えるため，血漿交換等の効果判定や術後の
経過観察として，抗体価測定が必要となる．また，妊
婦における臨床的意義のある不規則抗体は，胎児新生
児溶血性疾患に関与するため，不規則抗体価は，胎児
輸血や出産後の交換輸血の判断の一助となる８）～１１）．
従来，抗体価測定の標準法は試験管法（tube test：TT）
とされてきたが，希釈系列作成時の誤差や凝集判定に
おける個人差など，問題点もあった１２）～１４）．今回，カラ
ム凝集法（column agglutination technology：CAT）を
用いた自動希釈機能があり，客観的な凝集強度判定が
可能な全自動輸血検査システムによる抗体価測定の自
動化を検討したので報告する．

材料と方法
1 材料
1.1 検体
当院で 2014 年 1 月～2016 年 5月に，抗体価測定の依

頼があった患者血漿を使用した．

1.2 試薬
オーソⓇバイオビュー™リバースカセット（以下リバー
スカセット），オーソⓇバイオビュー™抗 IgG カセット
（以下抗 IgGカセット），オーソⓇオートビューⓇ用BLISS
（以下BLISS），オーソⓇオートビューⓇ用アファーマジェ
ンⓇ（以下オートビュー用アファーマジェン），オーソⓇ

抗ヒトIgG血清（ウサギ）（以下抗ヒトIgG血清），アファー
マジェンⓇ（以上オーソ・クリニカル・ダイアグノス
ティックス株式会社），クームスコントロール（弱）（株
式会社カイノス），（±）―Dithiothreitol（以下DTT）（和
光純薬工業株式会社），塩化ナトリウム（シグマアルド
リッチジャパン合同会社），インスタント燐酸緩衝液 4
（株式会社 LSI メディエンス），赤血球液―LR「日赤」お
よび照射赤血球液―LR「日赤」のセグメントチューブ
（日 本 赤 十 字 社），Orange G（Chroma Gesellschaft
Schmidt＆Corporation），Polyethylene Glycol（片山化
学株式会社）
1.3 測定機器
ORTHO VISION™（以 下 VISION），ORTHO™

WORKSTATION（以下WS）（オーソ・クリニカル・ダ
イアグノスティックス株式会社），THERMOLYNEDRI-
BATH（Thermolyne Corporation），日立自動血球洗浄
遠心機MC450 形（日立工機株式会社），免疫血液学用
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遠心機セロマチックIIKA-2200（株式会社久保田製作所），
7011 形臨床検査用分光光度計（株式会社日立サイエン
スシステムズ）

2 方法
2.1 カラム凝集法（CAT）
VISIONを使用し，検体はOV希釈トレイでリン酸緩
衝生理食塩液（PBS）による 2n自動希釈を行い，希釈
サンプルを作成後，各カラムに分注した．赤血球試薬，
検体，BLISS の分注量と反応時間は以下で検討し決定
した．反応終了後の遠心は，5分間実施（フェーズ 1：
55±5×g，フェーズ 2：199±5×g）し，凝集強度が 1＋
となる最終希釈倍数を抗体価として判定した．抗原と
して使用する赤血球は，抗A，抗B抗体価はオートビュー
用アファーマジェンを，不規則抗体価は赤血球液―LR
のヘテロ接合体のセグメントチューブを 2本以上プー
ルして洗浄後，PBSで 3％に調製し使用した．DTT
処理検体は，検体に同量の 0.01M DTTを添加し 37℃30
分加温したものを，2倍希釈液として使用した．
2.2 試験管法（TT）
検体は試験管でPBSを使用して100μl で 2n希釈系列
を作製し，各々の試験管に 3％赤血球 50μl を分注，室
温 15 分インキュベーション後 1,000×g，15 秒遠心し，
凝集強度を判定．凝集強度が 1＋となる最終希釈倍数を
生理食塩液法の抗体価とした．IATは輸血・移植検査
技術教本１５）に従い，生理食塩液法の判定後の試験管をそ
のまま 37℃60 分インキュベーション後， 3回洗浄し，
抗ヒト IgG 血清 2滴を添加後混和，速やかに 1,000×g，
15 秒遠心し，凝集強度を判定．凝集強度が 1＋となる
最終希釈倍数を抗体価とした．陰性の場合はクームス
コントロールを 1滴加え混和後，1,000×g，15 秒遠心
後凝集を確認した．赤血球液は，抗A，抗 B抗体価に
はアファーマジェンを使用し，不規則抗体価にはCAT
と同じものを使用した．DTT処理についてもCAT
と同様の方法で行った．
2.3 免疫グロブリンクラスの判定
免疫グロブリンクラスの判定は，TTの結果を使用し，
輸血・移植検査技術教本１５）に従いDTT処理により IAT
の低下がない場合を IgG 型，IATが 2倍未満の場合を
IgM型，IATが検出かつ低下した場合を IgG＋IgM
型とした．
本研究は名古屋大学医学部附属病院の疫学研究に関
する倫理審査委員会の承認を得て実施した（受付番号
1038-3）．

3 結果
3.1 希釈精度の評価
サンプルとしてオレンジGを用い希釈精度を評価し
た．オレンジGは 478nmにおいて，濃度と吸光度が比
例するため，サンプル原液の吸光度から計算される期

待値と実測された吸光度から，希釈精度が評価可能で
ある．オレンジGは 300mgを精製水 10ml で溶解後に
ろ過し，血漿の粘性と類似させるため 16.2％ポリエチ
レングリコール溶液で 60 倍に希釈し，サンプル原液と
した．VISIONではサンプル原液を検体として自動希釈
後，希釈トレイの各Well から試験管に 100μl をサンプ
リングし，精製水 1ml で希釈後，分光光度計を使用し
て 478nmの吸光度を測定した．
VISIONの 2n希釈系列は，期待吸光度が 0.010 以上を
示した 21～27まで期待値の 94～82％で，1管差となる
50％以上であり，良好な希釈精度が確認された．
TTにおいては，試験管の 100μl の 2n希釈系列を 1

ml の精製水で希釈し，21～27まで期待値の 101～94％
であり，対照法として許容可能な誤差であった．
3.2 抗 A，抗 B抗体価生理食塩液法測定条件の設定
3.2.1 反応時間
リバースカセットを使用し，検体 40μl，赤血球 10

μl とし，室温で 2，5，10，20 分における反応時間の違
いを検討した．その結果，同一希釈倍数で 2分，5分で
w＋であったものが，10 分，20 分で 1＋となった．弱
い反応に対して 5～15 分の反応時間の延長で増強効果
があるとされていること１６），VISIONの不規則抗体スク
リーニングの反応時間が 10分であること，10分で凝集
強度が強くなったことから，反応時間は 10 分とした．
3.2.2 検体量
リバースカセットを使用し，赤血球 10μl，反応時間

室温 10 分，検体量を 20，40，60μl とし，WSを使用し
て検体量の影響を検討した．その結果同一希釈倍数に
おいて，20μl で w＋，40μl で 1＋，60μl で 2＋となり，
検体量が増加するに従い凝集強度は強くなったが，赤
血球・血漿比は 1：80 以上が望ましいとされ，オート
ビュー用アファーマジェンの赤血球濃度が3.5±0.5％で
あることから，赤血球量 0.35±0.05μl に対し少なくとも
32μl 以上が適切な量となる．また，CATは 5%濃度ま
での赤血球試薬を許容範囲とするため，血漿量 40μl
が妥当であると判断した．
3.3 LISS 添加間接抗グロブリン試験（low ionic
strength solution-indirect antiglobulin test ： LISS-
IAT）測定条件の設定
3.3.1 反応時間
抗 IgG カセットを使用し，検体 40μl，BLISS 50μl，
赤血球 10μl とし，37℃で 10，15，20，30，60 分にお
ける反応時間の違いを検討した．その結果，10，15，
20 分で 1＋であったものが，30，60 分でw＋となった．
VISIONの不規則抗体スクリーニングの反応時間が 10
分であること，時間の過度の延長は結合した抗体の解
離につながること１６），LISS 添加により反応時間は 10～
15 分に短縮可能であることから１７）１８），10 分が妥当と考
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図 1　抗A，抗 B抗体価相関図（生理食塩液法）
抗A：n＝21，抗 B：n＝17
グロブリンクラスは試験管法で判断
Neg（×），IgG（●），IgM（★），IgG＋IgM（▲）

図 2　抗A，抗 B抗体価相関図（生理食塩液法）
抗A：n＝21，抗 B：n＝17
A型（●），B型（▲），O型（★）

表 1　反応条件

生理食塩液法 LISS-IAT DTT LISS-IAT

カラム Reverse
カセット

抗 IgG
カセット

抗 IgG
カセット

BLISS 50μl 50μl
Sample 40μl 40μl 40μl
血球 10μl 10μl 10μl
反応時間 室温 10 分 加温 10 分 加温 10 分

えた．
3.3.2 検体量と BLISS 量
抗 IgG カセットを使用し，赤血球 10μl，BLISS 50

μl，反応時間は 37℃15 分（VISION 10 分相当）とし，
検体量 30，40，50，60μl で，WSを使用して検体量の
影響を検討した．その結果，30μl で w＋，40 と 50μl
で 1＋，60μl で 2＋となり，検体量が増加するに従い凝
集強度は強くなったが，生理食塩液法と同様，赤血球
との適切なバランスを考慮し血漿量は 40μl が妥当とし
た．
また，抗 IgG カセットを使用し，赤血球 10μl，検体

40μl，反応時間 37℃15 分（VISION 10 分相当）とし，
BLISS 量 25，50，75，100μl で，WSを使用してBLISS
量の影響を検討した．その結果，BLISS 量に関わらず，
凝集強度に変化はなかった．BLISS 量は赤血球浮遊液
量と血漿量の総量より少ない場合感度の低下が，多い
場合は非特異反応が増加する傾向にある１８）１９）．BLISS
量はメーカー指定の添加量に従うことで最適なイオン
強度 0.09Mに近くなり，赤血球浮遊液量 10μl と血漿量
40μl に対し BLISS 50μl とし，イオン強度は 0.094M
となった．
以上の検討より表 1に示す反応条件において以下の
検討を行った．

3.4 同時再現性
患者プール血漿を使用し，抗A，抗 Bの低抗体価と
高抗体価の4件を生理食塩液法とLISS-IATでそれぞれ
連続 5回測定した．その結果，全ての測定において 5
回同一または 1管差に収束した．
3.5 抗 A，抗 B抗体価の相関
3.5.1 生理食塩液法
TTと CATにおいて抗A21 件，抗 B17 件で相関関
係を検討した．図 1は TTの結果から予測されたグロ
ブリンクラス別で，図 2は血液型別に示した．その結
果，TTに比較しCATは，IgG 型で高力価に IgM型で
低力価となる傾向が見られた．血液型別では，通常 IgG
型の抗ABを保有するとされるO型で高力価になる傾
向を示し，A型，B型とは異なる傾向であった．原因
として，凝集塊形成における抗体の親和性と判定方法
の違いによるものが考えられた．TTは遠心力により凝
集塊を形成させ，試験管を揺り動かして凝集強度を判
定するため，親和度の低い IgM型抗体でも，凝集塊の
ほぐれ具合から凝集の検出が可能である．一方，IgG
型は抗体サイズの関係から直接架橋に関与しにくいが１３），
抗体量が多い場合には凝集が生じる２０）～２２）．他方，CAT
はフェーズ 1の遠心中に生じた凝集塊を，フェーズ 2
の遠心でカラムにより篩い分ける２３）～２５）．そのため，自
然抗体とされる親和性の低い IgM型抗体は，一旦生じ
た凝集塊がほぐれカラム管底に沈降する傾向が現れる．
加えて，リバースカセットを用いるCATにはPolyeth-
ylene glycol（PEG）が含まれており，PEGによる凝集
塊形成効果は，抗体の親和性の高い IgG 型でより高く
なる２３）．このように，TTと CATでは IgG 型と IgM
型抗体による凝集塊形成に差異があるために乖離が生
じたと考える．
3.5.2 LISS-IAT
TTの IATと CATの LISS-IATにおいて抗A21



588 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 63. No. 4

図 3　抗A，抗 B抗体価相関図（LISS-IAT）
抗A：n＝21，抗 B：n＝17
グロブリンクラスは試験管法で判断
Neg（×），IgG（●），IgM（★），IgG＋IgM（▲）

図 4　抗A，抗 B抗体価相関図（DTT LISS-IAT）
抗A：n＝21，抗 B：n＝17
グロブリンクラスは試験管法で判断
Neg（×），IgG（●），IgM（★），IgG＋IgM（▲）

図 5　不規則抗体価相関図（LISS-IAT）
Rh系：n＝15，その他：n＝8
グロブリンクラスは試験管法で判断
Neg（×），IgG（●），IgM（★），IgG＋IgM（▲）

図 6　不規則抗体価相関図（DTT LISS-IAT）
Rh系：n＝15，その他：n＝8
グロブリンクラスは試験管法で判断
Neg（×），IgG（●），IgM（★），IgG＋IgM（▲）

件，抗 B17 件の相関関係を図 3に示した．その結果TT
と CATはほぼ 1管差の範囲内であるが，60.5％（23/
38）で CATが TTより低力価となった．LISS-IAT
では IgG 型と IgM型の両者を測定することになるが，
TTでは IgM型の抗体による影響が強めとなることか
ら，TTに比較しCATで低抗体価の傾向があったと考
える．
3.5.3 DTT LISS-IAT
DTT処理したTTの IATとCATのLISS-IATにお
いて抗A21 件，抗 B17 件で測定した相関関係を図 4
に示した．その結果，TTと CATの結果の差異はすべ
て 1管差の範囲内であり，良好な相関関係が得られた．
DTTで還元処理を行ったことで，IgM型の影響を除き
主に IgG 型を測定することで，TTとCATで同等の抗
体価が得られた．
3.6 不規則抗体価の相関
3.6.1 LISS-IAT
TTの IATとCATのLISS-IATにおいてRh系抗体

15 件，抗 Fyb1 件，抗 Jka2 件，抗Dia2 件，抗 Jra2 件，
抗M1件で測定した相関関係を図5に示した．その結果，
TTと CATは，抗 Eと抗Mの各 1件以外は 1管差の
範囲内であった．TTに比較しCATで高抗体価となっ
た抗Eと抗Mは IgM型であり，抗MはTTでは陰性
であった．これは糖鎖抗原であるABOと異なり，ペプ
チド抗原であるRh/MNにおいては，IgM型抗体によ
るカラム内の直接架橋が発生し，凝集塊を形成したと
考えられる１６）．
3.6.2 DTT LISS-IAT
DTT処理したTTの IATとCATのLISS-IATにお

いて Rh系抗体 15 件，抗 Fyb1 件，抗 Jka2 件，抗Dia2
件，抗 Jra2 件，抗M1件の相関関係を図 6に示した．
その結果，TTとCATは，すべて 1管差の範囲内であっ
たが，Rh系抗体はTTに比較しCATで高抗体価の傾
向，抗 Jraで低抗体価の傾向があった．抗 Jraは高力価低
凝集力（high titer-low avidity：HTLA）の抗体であり，
凝集力（親和性）に起因するTTと CATの凝集塊形成
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図 7　相関図

原理の違いが影響したと考える１６）２１）２６）．また，LISS-IAT
において乖離が確認された抗Eと抗Mは1管差に収束
し，IgG の評価には IgMの影響を回避するためにDTT
等の還元処理が必須であった２７）．
3.7 相関係数
TTと CATによる抗A，抗B抗体価と不規則抗体価
の相関図を図 7に示し，指数近似による相関係数 rを求
めた．生理食塩液法による抗A，抗 Bと LISS-IAT
による不規則抗体価では，rはそれぞれ 0.877，0.867
であり強い相関関係が認められた．また，LISS-IAT
と DTT LISS-IATによる抗A，抗 B抗体価と，DTT
LISS-IATによる不規則抗体価では，rはそれぞれ0.920，
0.919，0.944 と非常に強い相関関係が認められ，CAT
を用いた自動化は可能と考えた．

4 結論
今回我々は，希釈系列作成誤差のない自動希釈機能
を持ち，客観的な凝集強度判定が可能な全自動輸血検
査システムを使用したCATによる抗体価測定の自動化
を検討した．
抗A，抗 B抗体価測定の生理食塩液法では，IgG
型と IgM型抗体による凝集塊形成の差異により，CAT
において IgG 型で高抗体価に，IgM型で低抗体価にな
る傾向があり，TTとの相関には乖離が見られた．LISS-
IATとDTT LISS-IATではTTとCATで非常に強い
相関関係があった．
不規則抗体価では，LISS-IATでは IgM型で CAT
が高い抗体価となり，IgMによるカラム内の直接架橋
が考えられた１６）．DTT LISS-IATでは，血液型システム
の違いにより異なる傾向を示した２６）．
以上より，抗A，抗B抗体価におけるLISS-IAT，DTT

LISS-IATの自動化は可能と考えた．また，不規則抗体
価では血液型システムにより異なる傾向があること，

LISS-IATで IgM型でTTと大きな乖離が生じることが
あるため，臨床的意義の高い IgG 型抗体の力価を適切
に測定する意味で，還元処理による測定を必ず行う注
意が必要と考えた９）２７）．
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Abstract:

Measurement of the ABO antibody titers in anABO-incompatible transplant and the unexpected antibody titers
in hemolytic disease of the fetus and newborn are critical for clinical management.
Conventionally, antibody titers have been measured by a test tube method. However, there are many problems

associated with this method, including errors at sample preparation and individual differences in the detection of ag-
glutination. We evaluated the effectiveness of a fully automated pre-transfusion testing system using CAT for anti-
body titration.

ABO titers measured by the saline method using CAT were high for IgG and low for IgM antibodies compared
with a tube test. A discrepancy was observed between the 2 methods. Measurement by the indirect antiglobulin
method produced good correlation between the methods.

In unexpected antibody titers, CAT showed a high titer of IgM type antibodies in LISS-IAT. It was predicted that
this may be due to direct agglutination between IgM antibodies. LISS-IAT using DTT treatment samples showed a
different tendency depending on the blood type system.

Our results indicate that the automated IATmethod is comparable to the test tubemethod for determiningABO
titers and extra examination is necessary for unexpected antibody titers.

Keywords:

Titer, Column agglutination technology (CAT), Automatic serial dilution,
Fully automated pre-transfusion test system, Indirect antiglobulin test
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