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強い自己凝集を認めた低力価寒冷凝集素症に対するDTT処理の有用性
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低力価寒冷凝集素症（Low titer cold agglutinin disease：Low titer CAD）は，低力価の寒冷凝集素が 22％アルブ
ミンを用いた測定法により著明に上昇し，30℃以上でも活性を示す特徴を有する．本論文では 37℃条件下でも強い
自己凝集を認めた Low titer CADの症例を経験し，その解析法を検討した．寒冷凝集素が引き起こす赤血球の自己
凝集は，ABO血液型オモテ検査やRhD血液型検査を実施する上で障害となった．対処法として 37℃あるいはそれ
以上の加温条件下での検体管理や，温生食による血球洗浄を試みたが，自己凝集が強く自己凝集の抑制は困難であっ
た．そこで我々は 0.01M Dithiothreitor（DTT）を用いて IgM型抗体のジスルフィド（S-S）結合を還元的に切断し，
自己凝集を抑制し，A型 RhD陽性と判定した．Flow cytometry での解析にて患者赤血球上の IgM型抗体が不活化
されたことを確認した．また，輸血の際には同種抗体の有無も重要となるが，寒冷凝集素の作用温度域が広いため同
種抗体の有無を判定出来なかった．そこで，患者血漿をDTT処理し IgG 型の同種抗体は存在しないことを確認した．
以上より，強い自己凝集を誘導する寒冷凝集素への対処法としてDTT試薬は操作が簡便であり，管理しやすく有用
であると思われた．

キーワード：自己凝集，DTT処理，低力価寒冷凝集素症

はじめに
寒冷凝集素は健常者血清中にも低濃度ながら存在す
るが，体温条件では活性を示さず無害性である．臨床
症状の発現には，その力価よりも作用温度域や補体活
性化能が重要であり１）～３），凝集素価と溶血所見とは相関
が乏しい．凝集素価が低力価であっても体温で活性を
示す反応温度域の広い異常な凝集素であれば強い溶血
症状を起こす．このような病型を低力価寒冷凝集素症
（Low titer cold agglutinin disease：Low titer CAD）と
呼び１）４），低力価の凝集素が 22％アルブミンを用いた寒
冷凝集素価測定法（以下，アルブミン法）により著明
に上昇し， 30℃以上でも活性を示す特徴を有する１）５）．
今回，我々は37℃条件下でも強い自己凝集を認めたLow
titer CADの症例を経験した．この症例は一般的な自己
凝集の対処法である37℃条件下での検体管理や検査法６）

では対処出来ず，43～45℃条件下での検体管理でも対
処出来なかった．そこで，IgM型の抗体を不活化させ
るためDithiothreitor（DTT）処理を実施した．DTT
処理は極めて有用で，DTT処理を施すことで判定不能
であった検査結果を判定することが可能となり，IgG
型同種抗体の存在の有無も確認できた．

症例および方法
1．症例
患 者：64 歳，女性．
既往歴：特記すべきことなし．
妊娠歴：2回．
輸血歴/移植歴：無し．
経 過：気管支喘息にて近医通院加療中，20XX年
4月頃より咳嗽増加，両下肢のしびれ，筋肉痛，好酸球
の増多を認め，同年 5月精査目的で当院紹介となった．
初診時の検査所見（表 1）：末梢血液検査では赤血球
数 123×104/μl，Hb8.9g/dl，MCV119.5fl と検査結果に
乖離がみられ，採血管内では明らかな赤血球の凝集が
認められた．生化学検査では間接ビリルビン 0.6mg/dl，
LDH537U/l と明らかな溶血所見は認めなかったが，ハ
プトグロビンは 2mg/dl 未満と著明に低下していた．そ
こで自己凝集精査と貧血が進んだ場合の輸血に対応す
るため輸血関連検査が依頼された．

2．患者検体の採取
患者検体は自己凝集を認めていたため，37℃に加温
した採血管を用いて患者血液を採取し，直ちに遠心分
離後，温生理食塩液（37℃），温めた試薬を用いて直接
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表 1　初診時の検査所見

末梢血
WBC 18,300 /μl T.Bil 0.8 mg/dl
Seg 14 % D.Bil 0.2 mg/dl
Eo 71 % I.Bil 0.6 mg/dl
Ba 0 % CRP 0.08 mg/dl
St 0 % TP 7.4 g/dl
Lym 13 % Alb 3.6 g/dl
Mo 2 % IgG 2,023 mg/dl

RBC 123×104 /μl IgA 230 mg/dl
Hb 8.9 g/dl IgM 72 mg/dl
Ht 14.70 % IgE 1,141.2 IU/ml
MCV 119.5 fl BUN 14 mg/dl
MCH 72.4 pg UA 5.5 mg/dl
MCHC 60.50 % Cr 0.73 mg/dl
Plt 37.2×104 /μl Na 140 meq/l
Reticulocytes 4.60 % K 4.3 meq/l
生化学 Cl 107 meq/l
GOT 25 U/l RF 199 IU/ml
GPT 20 U/l Fe 67 μl/dl
γGTP 25 U/l Feritin 271 ng/ml
ALP 268 U/l Vit-B12 756 pg/ml
LDH 447 U/l
LAP 66 U/l
ChE 258 U/l
CPK 269 U/l
Amylase 75 U/l

抗グロブリン試験（direct antiglobulin test：DAT）な
どを実施したが自己凝集は消失しなかった．そのため，
次の採血では 43～45℃に加温した採血管を用いて患者
血液を採取し，遠心分離中に温度が下がることを防ぐ
ため 43～45℃に加温しておいた試験管に分注後，900～
1,000G，1 分で遠心分離を行い，上清を別の加温してお
いた試験管に分注した．さらに同様の操作を 2回繰り
返し遠心分離を行った．分離後の血清，血漿は別試験
管に分注した．赤血球は温生理食塩液（40℃付近）で
3回洗浄後，3％患者赤血球浮遊液を作製した．

3．検体処理
1）DTT処理
患者赤血球，血漿，酸解離液は IgM型の抗体を不活
化させるためDTT処理を行った７）．
DTT粉末（和光純薬）はリン酸緩衝生理食塩液（PBS，

pH7.0）で 0.1Mに調製し，小分け分注後－40℃で凍結
保存し，使用時に PBSで 10倍希釈し 0.01M DTT/PBS
を調製した．
赤血球のDTT処理は，洗浄患者赤血球をPBSで50％
に調製後，50％患者赤血球浮遊液に等量の0.01MDTT/
PBS を添加し，37℃で 10～15 分加温後，3回洗浄し生
理食塩液に再浮遊させる手順で行った．
血漿と酸解離液のDTT処理は，患者血漿あるいは酸
解離液に等量の 0.01M DTT/PBS を加え，37℃で 30～
60 分加温する手順で行った．

4．輸血関連検査
1）血液型検査
ABO血液型検査，RhD血液型検査は試験管法で実施
した８）．赤血球は 43～45℃条件下で採血した未処理患
者赤血球とDTT処理患者赤血球，血漿は 43～45℃条
件下で採血した未処理患者血漿を用いた．試薬は全て
37℃に加温したものを用いた．
2）不規則抗体検査
不規則抗体スクリーニング検査はスクリーニング血
球（スクリーンサイトDia，カイノス）を用いて，生理
食塩液法（直後判定および 5分後判定）と PEG間接抗
グロブリン試験（PEG-indirect antiglobulin test：PEG-
IAT），また，追加検査として重合ウシアルブミン―IAT
（ALB-IAT）を試験管法で実施し，酵素 2段法はマイク
ロタイピングシステム（バイオ・ラッド）を用いたパ
パイン 2段法で実施した８）．検体は 43～45℃条件下で
採血した未処理患者血漿，DTT処理患者血漿を用いて
実施した．
また，DTT処理患者血漿は 2倍希釈となるため，対

照として生理食塩液を用いて 2倍希釈した患者血漿も
同様に検査した．
3）直接抗グロブリン試験（direct antiglobulin test：
DAT）
37℃，あるいは 43～45℃条件下で採血した血液の血
球沈渣を用いて 3％患者洗浄赤血球浮遊液を作製し，
各試験管に 1滴ずつ加え，3回洗浄後，それぞれの試験
管に多特異抗ヒトグロブリン試薬（ダイアクローンクー
ムス（グリーン），バイオ・ラッド），抗 IgG 試薬（抗
ヒト IgG 血清，オーソ），抗補体試薬として抗C3b，C3d
（バイオクローン抗C3b，C3d，オーソ），抗C3d（バイ
オクローン抗C3d，オーソ），陰性コントロールとして
生理食塩液を各 2滴ずつ滴下し，遠心後判定した．試
薬は全て 37℃に加温したものを用いた．また，37℃条
件下で採血した血球沈渣はDTT処理後も同様に実施し
た．
4）抗体解離試験
酸解離試薬（グリシン酸解離システム：イムコア）を
用いて患者洗浄赤血球から抗体を解離し，不規則抗体
スクリーニング検査を実施した．
5）Flow cytometry（FCM）を用いた血球表面結合抗

体の解析
未処理患者赤血球とDTT処理患者赤血球を3回洗浄
後，3％洗浄患者赤血球浮遊液を作製し，FITC―抗ヒト
IgG（Goat F（ab’）2 anti-human IgG fluorescein conju-
gate：Bio source）と FITC―抗ヒト IgM（Goat F（ab’）2
anti-human IgM FITC conjugate：Bio source）にそれ
ぞれ反応させ，フィルターを通し凝集を除いた後，FCM
を用いて測定し，抗ヒト IgG と抗ヒト IgMの平均蛍光
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表 2-I　ABO・RhD血液型検査結果

　
　
　

ABO血液型検査 RhD血液型検査

オモテ検査 ウラ検査 総合
判定 抗D Rh 

control 判定
抗A 抗 B 判定 A1cell Bcell 判定

未処理患者検体＊1 4＋ w＋ 保留 0 2＋ A 保留 4＋ w＋ 保留
DTT処理患者赤血球 4＋ 0 A 　 　 　 A 4＋ 0 陽性
＊143 ～ 45℃条件下で採血した患者検体

表 2-II　不規則抗体検査結果

　
　

未処理血漿（37℃条件下で採血した患者検体） DTT処理血漿

生食法
（RT，直後）

生食法
（RT，5分）

ALB-
IAT

PEG-
IAT 酵素法 生食法

（RT，直後）
生食法

（RT，5分）
ALB-
IAT

PEG-
IAT 酵素法

I 0 1＋ 4＋ 1＋ 4＋ 0 0 0 0 0
II 0 1＋ 4＋ 1＋ 4＋ 0 0 0 0 0
Dia cell 0 1＋ 4＋ 1＋ 4＋ 0 0 0 0 0
Oi cell 0 w＋ 4＋ 1＋ 4＋ 0 0 0 0 0
未処理患者赤血球 2＋ 2＋ 4＋ 3＋ N.T 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ N.T
DTT処理患者赤血球 N.T N.T N.T N.T N.T 0 0 0 0 N.T

生食法：生理食塩液法，RT：室温
Alb-IAT：アルブミン間接抗グロブリン試験，PEG-IAT：PEG間接抗グロブリン試験
I，II，Dia cell：スクリーニング血球
N.T：Not tested

強度（mean fluorescence intensity：MFI）を解析した．
コントロールとしてDAT陰性の正常人血球を用いた．
6）寒冷凝集素温度作動域の測定
生理食塩液で 2倍連続希釈した患者血清2滴と5％O
型赤血球 1滴を混和し，37℃で 30～60 分静置後，遠心
し凝集を観察した．凝集の認められた最高希釈倍率を
37℃での寒冷凝集素価とした．その後，室温（20～25℃），
4℃でも同様に寒冷凝集素価を測定した．
7）アルブミン法による寒冷凝集素温度作動域の測定
22％アルブミン液を用いて患者血清の 2倍連続希釈
を行い，寒冷凝集素温度作動域測定法（生理食塩液法）
と同様の方法を用いて実施した１）．

結 果
1）血液型検査（表 2-I）
i）未処理検体
43～45℃条件下で採血した未処理患者赤血球では
ABO血液型オモテ検査は抗Bに対する反応がw＋とな
り判定保留となった．RhD血液型検査ではRh control
が陽性となり判定保留となった．
ii）DTT処理検体
DTT処理患者赤血球がDAT陰性になったことを確
認し（“直接抗グロブリン試験”の項に後述），再度ABO
血液型オモテ検査とRhD血液型検査を実施するとオモ
テ・ウラ検査一致，Rh control 陰性でA型RhD陽性と
確定出来た．

2）不規則抗体検査（表 2-II）
i）未処理血漿
スクリーニング血球（1，2，3）との反応は，生理食
塩液法の即判定で全て陰性，室温 5分後判定では 1＋，
PEG-IATでは 1＋，ALB-IATでは 4＋，酵素 2段法で
は 4＋であり，全ての血球で反応強度は同程度であり抗
原特異性は認められなかった．未処理患者赤血球との
反応は生理食塩液法（即判定，室温 5分後）では 2＋，
PEG-IATでは 3＋，ALB-IATでは 4＋であった．さら
に，Ii 特異性を検討したが，OI 血球とOi 血球では反応
強度にほぼ差を認めず特異性は認められなかった．
ii）DTT処理血漿
スクリーニング血球（1，2，3）との反応は全ての方
法で陰性となった．未処理患者赤血球との反応は酵素
法を除く全ての方法で 2＋となり，DTT処理患者赤血
球との反応は酵素法を除く全ての方法で陰性となった．
DTT処理にて患者血漿は 2倍希釈されるため，生理

食塩液で 2倍希釈した患者血漿を用いた不規則抗体検
査を施行したが，未処理患者血漿とほぼ同様の結果で
あり，DTT処理患者血漿が希釈されたことで陰性になっ
たのではないことが確認された．

3）直接抗グロブリン試験（表 3-I）
i）未処理赤血球
37℃条件下で採血をした未処理患者赤血球を用いた
検査では陰性コントロールが陽性となり判定保留となっ
た．一方，43～45℃条件下で採血をした未処理患者赤
血球を用いた検査では，抗C3b，C3dと抗C3dのみw＋
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表 3-I　直接抗グロブリン試験結果

　 多特異 抗IgG 抗 C3b，C3d 抗 C3d Control

37℃条件下で採血した患者赤血球 2＋ 1＋ 2＋ 1＋ 1＋
40 ～ 43℃条件下で採血した患者赤血球 0 0 w＋ w＋ 0
DTT処理患者赤血球 0 0 N.T N.T 0

N.T：Not Tested

表 3-II　抗体解離試験結果

　
　

抗体解離液 DTT処理後解離液

　生食法
（RT，直後）

ALB-
IAT

PEG-
IAT

生食法
（RT，直後）

ALB-
IAT

PEG-
IAT

1 0 1＋ 3＋ 0 0 0
2 0 1＋ 3＋ 0 0 0
3 0 1＋ 3＋ 0 0 0

生食法：生理食塩液法，RT：室温
Alb-IAT：アルブミン間接抗グロブリン試験，PEG-IAT：PEG間接抗
グロブリン試験
1，2，3：スクリーニング血球

となり，その他は陰性コントロールを含め全て陰性と
なった．
ii）DTT処理赤血球
陰性コントロールを含め多特異，抗 IgG 血清は全て
陰性となり，ABO血液型オモテ検査やRhD血液型検
査にDTT処理血球を用いることが出来ると判断した．

4）抗体解離試験（表 3-II）
i）未処理抗体解離液
患者血球から得られた抗体解離液で不規則抗体検査
と同様の検査を実施したところ，生理食塩液法の室温
5分後判定では陰性，37℃15 分後判定では 1＋，PEG-
IATでは 3＋，ALB-IATでは 1＋であり，全ての血球
で反応強度は同程度であった．
ii）DTT処理抗体解離液
不規則抗体検査と同様の検査を実施したところ，全
ての方法で陰性となった．

5）FCMを用いた血球表面に結合している抗体の解析
（図 1）
37℃条件下で採血した血球表面に結合していた抗IgM
のMFI の平均はコントロール：9.71，未処理患者赤血
球：35.67，DTT処理患者赤血球：8.99 であった．未処
理患者血球のみ蛍光強度の山が右にシフトしておりIgM
型の抗体が検出された．一方，DTT処理患者赤血球の
蛍光強度はコントロールとほぼ同等であり，IgM型の
抗体は失活したことが示された．また，抗 IgG のMFI
の平均はコントロール：10.72，未処理患者赤血球：9.71
であり，IgG 型の抗体は検出されなかった．

6）寒冷凝集素温度作動域の測定結果（表 4）
生理食塩液法での寒冷凝集素価は 37℃で 1倍，室温
で 2倍，4℃で 1倍であったが，アルブミン法による寒
冷凝集素価は 37℃で 256 倍，室温で 1,024 倍，4℃で

128 倍とアルブミン法で著明に上昇した．

考 案
本症例は自己凝集が強く，ハプトグロビンも 2mg/
dl 未満に低下しており，不規則抗体検査ではALB-IAT
と PEG-IATで特異性を示さず患者赤血球（自己対照）
を含め全ての血球で凝集し，酸解離液においても PEG-
IATで特異性を示さず凝集が強かったことから自己免
疫性溶血性貧血（Autoimmune hemolytic anemia：
AIHA）を考えた．AIHAは自己抗体の至適反応温度に
よって，温式と冷式に分類されるが，その大多数が体
温付近で最大活性を示すIgG型の抗体による温式AIHA
である．一方，体温以下の低温で反応し，通常 4℃で
最大活性を示す冷式抗体によるAIHAがあり，IgM
寒冷凝集素によるCADと発作性寒冷血色素尿症（Par-
oxysmal cold hemoglobinuria：PCH）が存在する１）９）．
ときに温式抗体と冷式抗体の両者が検出されることが
あり，混合型AIHAと呼ばれる．混合型AIHAの診断
基準は明確になっていないが，赤血球に IgG と C3d
の両方が検出され，血清中の寒冷凝集素は 37℃でも活
性を示す広域性で，血清中の IgG 抗体は温式であるも
の，との報告がある１）１０）１１）．我々の症例も自己凝集が強
いことから IgM型抗体が存在し，その IgM型抗体は至
適温度が 37度域まで広がっていると考えた．また，37℃
温度域で活性を示す IgG 型の抗体の存在も疑い混合型
AIHAを考えた．しかし，患者血漿や酸解離液をDTT
処理することで全ての検査法での反応が陰性化し，DAT
では補体のみが陽性となった．また，FCMを用いて患
者血球表面に結合している免疫グロブリンクラスを調
べると IgM型の抗体のみが結合していた．以上の結果
より，患者血漿中の抗体や患者血球に結合していた抗
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図 1　FCMを用いた血球表面に結合している抗体の解析
未処理患者赤血球とDTT処理患者赤血球を 3回洗浄後，3%洗浄患者赤血球浮遊液を作製し，FITC- 抗ヒト
IgG と FITC- 抗ヒト IgMにそれぞれ反応させ，フィルターを通し凝集を除いた後，FCMを用いて測定し，抗
ヒト IgG と抗ヒト IgMのMFI を解析した．
MFI：Mean fluorescence intensity

表 4　寒冷凝集素温度作動域の測定結果

　 37℃ RT 4℃

生理食塩液法 1倍 2倍 1倍
アルブミン法 256 倍 1,024倍 128 倍

RT：室温

体は反応温度域の広がった IgM型の抗体であると判断
し，混合型AIHAは否定的であると考えた．
寒冷凝集素はそのほとんどが IgM型の抗体である．
IgM型の抗体は低温条件でもC1q を結合し，再加温で
IgM型の抗体は赤血球から遊離する．しかし古典経路
による補体の活性化は続き，C4b や C3b，C3d は赤血
球から遊離しないため，DATでは補体成分のみ陽性と
なることが多く，我々の症例もこの結果と一致してい
た．
また，寒冷凝集素は凝集素価が 1,000 倍以上，または
1,000倍未満でも30℃以上で活性がある場合には病的意
義があるとされている１）．寒冷凝集素価の上昇が軽度で
ある場合や，正常範囲内の場合でも，22％アルブミン
液を用いて血清（血漿）の希釈を行い寒冷凝集素価の
測定を行うアルブミン法において，生理食塩液法より

アルブミン法の方が凝集素価が上昇する場合，または
30℃以上での凝集が認められる場合はLow titer CAD
と分類されている１）５）．今回の我々の症例も，生理食塩
液法では寒冷凝集素価が低値であったが，アルブミン
法では全ての温度域で生理食塩液法よりも明らかに高
い値を示し，温度作動域も 37℃付近まで広がっていた
ことから，今回の症例は Low titer CADであると考え
られた．一方，Low titer CADとの鑑別が非常に難しい
が，極めてまれに IgM型の温式自己抗体も報告されて
おり，関与する抗体が IgM型の抗体で寒冷凝集素価が
低値の場合は考慮する必要がある１３）１４）．
Low titer CADが溶血を起こす機序については以下の
ように考えられている．CADに関与する寒冷凝集素は
症例によって赤血球と結合する至適温度に差異があり，
その作用温度の広いものでは体温より少し低い温度に
おいても赤血球に結合しうる．また，抗原特異性をも
たない場合はより多くの赤血球に結合する．したがっ
て作用温度域が広く，抗原特異性のない寒冷凝集素が
産生されれば，低力価であっても強い溶血を生じると
考えられる．言い換えると，CADの発症には単に凝集
素価の上昇のみならず，その作用温度域の拡大という
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質的な異常が重要な意義をもつと考えられる４）１５）．
CADの治療は保温がもっとも基本的とされ，輸血の
際の温度管理も重要である１）．CADに対する副腎皮質
ステロイド薬の有効性は温式AIHAに比べ，はるかに
劣るとされるが，Low titer CADではステロイド薬が温
式AIHAに劣らぬほど有効であると報告されてい
る３）４）１５）１６）．本症例ではハプトグロビンが著明に減少した
が，その他の溶血所見で目立ったものはなく貧血も進
まなかったためステロイド薬を含め治療せず経過観察
とされた．
IgM型の冷式自己抗体である寒冷凝集素が引き起こ
す試験管内での赤血球の自己凝集は，輸血を行う際に
重要となるABO血液型オモテ検査，RhD血液型検査
を実施する上で障害となる．対処法として，37℃条件
下で検体を管理することや，温生食による血球洗浄が
用いられるが６），自己凝集が強い場合にはこの対処法だ
けでは血球表面への IgM型の抗体の感作を防ぐことが
難しく自己凝集を起こしてしまうことがある．今回，
提示した Low titer CADでも自己凝集が強く，上記の
ような対処法では自己凝集を抑制することが出来ず，
43～45℃条件下での検体管理でも抑制することが出来
なかった．
そこで，我々は操作が簡便であり，比較的安価で保
存期間も長く管理しやすいDTT試薬を用いて，IgM
型抗体のジスルフィド（S-S）結合を還元的に切断する
ことで不活化させ，自己凝集を抑制させることを試み
た．DTT処理患者赤血球はDAT陰性となり，IgM
型抗体を不活化することで自己凝集を抑制出来たと考
え，ABO血液型オモテ検査やRhD血液型検査にDTT
処理血球を用いることが出来ると判断した．また，FCM
を用いて赤血球表面の抗体を解析したところ，DTT
処理にて IgM型抗体が不活化されることが確認された．
一方，輸血を行う際には同種抗体の存在の有無も重
要となるが，IgM型の寒冷凝集素の作用温度域が広がっ
ていたことで同種抗体の有無が不明であった．そこで
2倍希釈検体にはなるが，患者血漿をDTT処理するこ
とで不規則抗体検査は全て陰性となり，IgG型の同種抗
体は存在しない可能性が示された．以上より寒冷凝集
に対しDTT処理は極めて有用であると考えられた．

結 語
自己凝集の強い Low titer CADの症例で輸血検査に
苦慮したが，患者赤血球に結合した IgM型の寒冷凝集
素をDTT処理することで血液型検査の判定が可能となっ
た．また患者血漿をDTT処理することで同種抗体の存
在を否定出来た．輸血検査に影響を及ぼす寒冷凝集素
への対処は重要である．DTT試薬は取り扱いが容易で
あり，安価で管理しやすいことから，本症例の様な自

己凝集の強い症例に有用であると思われた．
著者のCOI 開示：本論文発表内容に関連して特に申告なし．
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DTT TREATMENT FOR STRONG AUTOAGGLUTINATION OBSERVED IN A

PATIENT WITH LOW-TITER CAD
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Abstract:

Low-titer cold agglutinin disease (CAD) is a hemolytic disorder characterized by low-titer cold agglutininwith in-
creased thermal amplitude in the presence of albumin. Autoagglutination often occurs in CAD, and is usually re-
versed by warming to 37℃. In this study, we showed strong autoagglutination even at 37℃ in a patient with low-titer
CAD, which prevented ABO and RhD typing. To reverse the autoagglutination, we first tried to perform every step
at or above 37℃, which was ineffective. Flow cytometric analysis revealed that IgM, but not IgG, was detected on the
patient’s erythrocytes. Next, we applied 0.01M dithiothreitol to disrupt the disulfide bonds of the IgM antibodies on
the patient’s erythrocytes. DTT successfully prevented autoagglutination, which enabled us to perform ABO and
RhD typing. In addition, the patient’s plasma interfered with alloantibody screening because of the cold agglutinin.
Again, DTT treatment of the plasma was effective for inactivating IgM cold agglutinin. Our data suggest that DTT
treatment is easy and effective for preventing IgM-mediated strong autoagglutination.
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Autoagglutination, DTT treatment, Low titer cold agglutinin disease
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