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Daratumumabの間接抗グロブリン試験および直接抗グロブリン試験に対する

異なる作用：K抗原の反応性を維持しDaratumumabの偽陽性反応を解消する0.01

mol/l DTTを用いた新たな対処法（大阪法）

細川 美香１） 柏木 浩和２） 中山小太郎純友１） 櫻木美基子１） 中尾まゆみ１）

森川 珠世１） 清川 知子１） 青地 寛１） 永峰 啓丞１） 柴山 浩彦２）

冨山 佳昭１）２）

【背景】Daratumumab（DARA）は CD38を認識する IgG1κモノクローナル抗体（MoAb）であり，再発/難治性
の多発性骨髄腫患者の治療薬として需要が増加している．しかし，DARAは間接抗グロブリン試験において汎反応
性の凝集を呈する．さらに，DARAの生体内での作用は不明な点も多い．
【対象および方法】DARAによる偽陽性反応への対処法として自動血球洗浄遠心機を用いた新しい方法を開発する
ために，様々な濃度の DTTを用いて赤血球膜上の CD38と Kell抗原に対する効果を検討すると共に，AABBの標
準的な方法と比較した．
【結果】0.01mol/l DTT処理赤血球および AABB処理赤血球（我々の方法では 0.15mol/l DTTに相当）では，PE
標識抗 CD38 MoAbや DARAとの反応性は著しく低下した．また，AABB処理赤血球では K抗原の反応性が消失
したが，0.01mol/l DTT処理赤血球では K抗原の反応性は減弱するもののその反応性は保持することが出来た．さ
らに，DARA感作赤血球においても 0.01mol/l DTT処理後で K抗原の解析は可能となった．一方，DARA投与中
MM患者の DATは弱陽性または陰性であった．さらに，イムノブロットにより DARAが in vivoでは CD38を消失
させることを示した．
【考案】今回，我々は Kell抗原の反応性は減弱するもののその反応性は保持したまま，DARAによる偽陽性反応
を解消できる簡便な方法（大阪法）を提示した．大阪法では DARA感作赤血球においても CD38抗原性を消失させ
ることが出来た．さらに DARAは in vitroでの IATと in vivoにおける DATに関して異なった影響を及ぼすことも
明らかにした．
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本論文内容は，Transfusion誌（第 58巻 p.3003-3013，2018）に最初に報告された研究に基づき作成したものである．（This article is
based on a study first resported in the Transfusion 2018; 58; 3003-3013: Distinct effects of daratumumab on indirect and direct antiglobulin
tests: a newmethod employing 0.01mol/L dithiothreitol for negating the daratumumab interference with preservingK antigenicity（Osaka
method））

はじめに
CD38は，20個のアミノ酸からなる短い N末端細胞

内領域と 256個のアミノ酸からなる長い細胞外ドメイ
ンで構成される 46kDaの II型膜貫通性糖タンパク質で
ある１）２）．多発性骨髄腫（MM）は，骨髄中で形質細胞が
腫瘍性に増殖する悪性疾患であり，MMの悪性細胞に
おいて CD38は高発現している．一方，正常なリンパ球

および骨髄細胞ならびに非造血起源のいくつかの組織
では CD38の発現が比較的低く，CD38がMMの治療
において優れた標的になる可能性を示している２）３）．実
際，CD38に対するヒト化 IgG1κモノクローナル抗体
（DARA，Darzalex TM，Genmab / Janssen）は，再発ま
たは難治性MM患者の治療薬として日本では 2017年
9月，米国では 2015年 11月に承認された４）～６）．
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CD38は赤血球膜上に弱く発現するため，DARA
および他の抗 CD38モノクローナル抗体（MoAb）は赤
血球膜上の CD38に直接結合し，不規則抗体スクリーニ
ングおよび交差適合試験などの間接的抗グロブリン試
験（IAT）において汎反応性の凝集反応をもたらす７）８）．
0.2mol/l Dithiothreitol（DTT）を用いた赤血球試薬の
処理は，CD38の三次構造を破壊することで DARA
による偽陽性反応を解消する有効な方法として実証さ
れている７）．さらに，DARAによる偽陽性反応を解消す
る方法として，トリプシン処理した赤血球，可溶性 CD
38または抗イディオタイプ抗体による DARAの中和，
臍帯赤血球の使用，さらには DARAの F（ab’）2の使用
など，多くの手法が提案されている７）～１０）．これらの方法
の中では，赤血球の 0.2mol/l DTT処理は簡単な方法で
国際的にもその有用性が示されている１１）．
しかしながら 0.2mol/l DTT処理の欠点は，赤血球膜

上の Kell抗原を完全に破壊すること，高濃度のために
取り扱いが困難なことである７）．DARAを含むヒト化
MoAbは様々な疾患でその使用は増加しており，DARA
による偽陽性反応を解消するための簡単で適切な方法
が必要である．今回，我々は Kell抗原の反応性は減弱
するもののその反応性は保持したまま，簡単に行える
方法（大阪法）を新たに開発した．大阪法は，0.01mol/
l DTTと自動血球洗浄遠心機を用いたルーチン検査に
適した容易な方法である．さらに，DARA投与MM
患者の直接抗グロブリン試験（DAT）を検討した．そ
の結果より，DARAは IATと DATで異なった影響を
及ぼすことを明らかにした．

対象および方法
対象
DARAを使用した難治性MM患者 3例を対象とした．

3例ともに DARA 16mg/kgの用量を週 1回 8週間投与
中の症例である．このMM患者 3人から得られた赤血
球あるいは血漿を用いた．また，対照として健常被験
者の血漿を用いた．
対象患者からは書面による同意を得ており，さらに
本研究は大阪大学機関審査委員会の承認を受けた．
この研究で使用したMM患者の赤血球以外は，赤血
球試薬（Ortho-clinical diagnostics，Tokyo，Japan）を
用いた．

DTT処理赤血球の作製方法
a）AABBの標準的な方法による DTT処理方法７）１２）

（AABB法）
pH7.3のリン酸緩衝生理食塩液（PBS）で洗浄した
packed cell 1溶に PBS（pH8.0）で溶解した 0.2mol/l
DTT（Wakunaga Pharmaceutical Co.，Ltd. Osaka, Ja-
pan）を 4溶添加し，その後 37℃で 30分間インキュベー

トした．処理した赤血球を PBS（pH7.3）で 4回洗浄後，
PBSで 3％～5％に再浮遊した．（AABB処理赤血球）
また，自己凝集を分散させるための AABB 0.01mol/
l DTT法も実施した１２）．AABB 0.01mol/l DTT法では，
50％の洗浄赤血球と等量の 0.01mol/l DTTを混合し，
37℃で 15分間インキュベートした．したがって，この
方法の DTT濃度は大阪法での 0.005mol/l DTTに相当
すると考えられる．
b）大阪大学医学部附属病院における DTT処理改良

法（大阪法）
自動洗浄は容易でありルーチン検査に適しているた
め，赤血球の洗浄は自動血球洗浄遠心機（himac MC
450，Hitachi Koki Co.，Ltd.，Tokyo，Japan）を使用す
ることとし，PBS（pH 8.0）の代わりに，PBS（pH 7.3）
を用いて DTTを溶解した．
まず，適切な DTT濃度を決定するために，種々の
DTT濃度の溶液（0.2mol/l，0.15mol/l，0.1mol/l，0.05
mol/l，0.01mol/l および 0.005mol/l）を作製した．自
動血球洗浄遠心機を用いるため，3～5％赤血球浮遊液
の量を 100μl にし，自動血球洗浄遠心機を用いて生理
食塩液で 3回洗浄した後，洗浄した packed cell（約 3
μl）に DTT溶液 50μl を加え，37℃で 30分間インキュ
ベートした．その後，自動血球洗浄遠心機を用いて生
理食塩液で 3回洗浄し，packed cellをそのまま検査に
用いた．（各濃度 DTT処理赤血球）
間接・直接抗グロブリン試験
未処理および各 DTT処理赤血球と DARA投与患者

血漿を用いてポリエチレングリコール（PEG）―IAT
を行い，未処理および各 DTT処理赤血球への DARA
の結合を調べた．PEG-IATはAABBの方法に従って実
施した１２）．
直接抗グロブリン試験（DAT）は多特異性抗グロブ

リン抗体（DiaClon Coombs Serum green, Bio-Rad Labo-
ratories, Inc., Tokyo, Japan）を用いて，DARA投与MM
患者の赤血球について実施した．
各種血液型抗原検査
未処理および各DTT処理赤血球の種々の抗原性につ
いて，試験管法にて各抗血清の添付文書に従って実施
した．

Flow cytometry（FCM）
未処理および DTT処理した packed cell（約 2.5μl）と
10倍希釈した PE標識抗 CD38モノクローナル抗体（抗
CD38 MoAb：BioLegend，SanDiego，CA）50μl を共
に 30分間インキュベートし，1回洗浄後，FCMで分析
した．PE―マウス IgG1を陰性コントロール（Beckman
Coulter K.K.，Tokyo，Japan）として使用した．
また，未処理および DTT処理した packed cell（約
2.5μl）と DARA投与MM患者の血漿 100μl（DARA
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投与前に不規則抗体を持たない事を確認）を 60分間 37℃
でインキュベートし，生理食塩液で 3回洗浄した後，
赤血球を320倍希釈したAlexa―ヤギ抗ヒト IgG（Thermo
Fisher Scientific KK，Tokyo，Japan）50μl と共に 30
分間インキュベートし，1回洗浄後，FCMで分析した．
対照血漿を陰性コントロールとして用いた．
同様に，未処理および DTT処理した赤血球を 37℃

で 30分間抗 K血清（Ortho）または抗 Fyb血清（Ortho）
と共にインキュベートし，洗浄後，Alexa―ヤギ抗ヒト
IgGを添加し，上記と同様に FCMで分析した．
DARA投与前，投与後 1日目および 7～8日目のMM

患者の赤血球を，Alexa―ヤギ抗ヒト IgGと共に 30分間
インキュベートし，1回洗浄後，FCMで分析した．

Immunoblotting

患者赤血球の凍結解凍を繰り返した後，上清が無色
になるまで 0.2％NaCl溶液で繰り返し洗浄することによ
り赤血球膜画分を得た．次いで，赤血球膜のペレット
を 2MEが入った Laemmliサンプル緩衝液（Bio-Rad，
Hercules，CA）で溶解し，タンパク質を SDS-PAGE
により 5～20％勾配ゲル上で分離した．CD38は，マウ
スモノクローナル抗 CD38抗体（AT1，Santa Cruz
Biotech，Santa Cruz，CA）によって検出した．ストリッ
ピング後，負荷量をマウスモノクローナル抗 β―アクチ
ン抗体（AC-15，Sigma，St Louis，MO）で評価した．

結 果
各 DTT処理赤血球における CD38抗原性の評価
各 DTT処理赤血球上の CD38抗原性について評価し

た．AABB法では 1容量の packed cellに 0.2mol/l DTT
を 4容量添加しているため，最終的な DTT濃度は改良
法においては 0.16mol/l に相当すると考えられる．Fig.
1に示すように，大阪法（0.01mol/l DTT処理）ならび
に AABB法（0.15mol/l DTT処理に相当）は，抗 CD
38 MoAbとの反応性を著しく低下させた．AABB処理
と比べて 0.005mol/l DTT処理では反応性の低下はわず
かであった．また，AABB 0.01mol/l DTT法を用いた
効果を調べたところ，AABB 0.01mol/l DTT処理法は
0.005mol/l DTT処理とほぼ同じ結果を示した（結果は
示さず）．したがって，AABB 0.01mol/l DTT法は 0.005
mol/l DTT処理と同様に，抗 CD38 MoAbの反応性を
消失させることが出来ないことが明らかとなった．ま
た，低濃度 DTTと比較して，高濃度 DTTが赤血球へ
の非特異的な IgG結合を有意に増加させたことは興味
深く，これは AABB法では赤血球膜に若干のダメージ
を与えていることが示唆された．事実，二峰性 FSC
分布を示す正常の楕円形の赤血球（未処理の赤血球）と
比較して，AABB処理赤血球では FSCでの二峰性分布
が消失し，FSC分布はより高い位置へと変化した１３）．し

かし，この形態学的変化は，0.01mol/l DTT処理（大
阪法）赤血球ではわずかに認められるのみであった（Fig.
1）．
次に，DARA投与MM患者の血漿を用いた各 DTT
処理赤血球への DARA結合能より，各 DTT処理の効
果を調べた．抗 CD38 MoAbを用いたデータと同様に，
DARAとの結合に関しても基本的に同じ結果が得られ
た（Fig. 2）．Fig. 2Bに示すように，FCMにて 0.01mol/
l DTT処理（大阪法）後に DARAとの結合がわずかに
検出されたため，残存している結合が PEG-IATにおい
ても陽性となるかを調べた．未処理の赤血球を陽性対
照（1＋）として使用した．0.01mol/l 以上の濃度の DTT
処理赤血球では PEG-IATにて陰性を示したが，0.005
mol/l DTT処理赤血球では弱陽性反応（w＋）を示し
た（Fig. 2D）．これは FCMにおいて DARAおよび抗
CD38 MoAbとの結合の平均蛍光強度（MFI）が低値で
あったため，PEG-IATにおいて陰性になったと考えら
れた．これらの結果より，我々は 0.01mol/l DTTが不
規則抗体検査や交差適合試験においてDARAによる偽
陽性反応を十分に解消出来る最も低い濃度であると判
断した．
各種血液型抗原に対する DTT処理の影響
0.2mol/l でのDTT処理ではいくつかの血液型抗原が
壊されることが示されている７）１２）．これらの血液型抗原
の中でも，K抗原は特に重要である．抗 Kは米国にお
いて一般的に遭遇し，DTT感受性抗原の中で唯一臨床
的意義のある抗体であるためである７）．そのため，大阪
法（0.01mol/l DTT処理）ならびに AABB法（0.15
mol/l DTT処理）が Kellおよび Duffy血液型の抗原性
に及ぼす影響について，FCMおよび試験管法を用いて
調べた．FCMでは大阪法（0.01mol/l DTT処理）およ
びAABB法のどちらの処理においても Fybの抗原性に
影響を与えなかったが，K抗原の反応性は著しく減少
することが示された．しかしながら，AABB法と比較
して大阪法（0.01mol/l DTT処理）では充分量の K
抗原の反応性が保持されていることが示された（Fig.
3）．次いで，試験管法によって K抗原の被凝集価を調
べたところ，Table 1に示すように，0.01mol/l DTT
処理（大阪法）赤血球の被凝集価は未処理血球に比べ
4倍低下した程度にとどまり，K抗原の反応性は減弱す
るものの，その反応性は保持できることが示された．
しかし，AABB法では K抗原の反応性は完全に消失し
た．Table 2に示す他の血液型抗原に関しては，AABB
法または大阪法（0.01mol/l DTT処理）において，そ
の抗原性に影響を及ぼさなかった．
大阪法（0.01mol/l DTT処理）は DARAとの結合を消
失させるが，K抗原性は保持する
次の段落で示すように，DARA投与MM患者におい
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Fig.　1　Effects of various concentrations of DTT on PE-mouse anti-hu-
man CD38 MoAb binding.
(A) Scattergrams of RBC fraction obtained from nontreated RBCs, 
RBCs treated with the AABB procedure, and RBCs treated with 
0.01mol/l DTT are shown. Gated area was analyzed for antibody 
binding. (B) Binding of PE-mouse anti-human CD38 MoAb and PE-
mouse IgG1 (negative control) are indicated as black and gray lines, 
respectively. (C) Amounts of PE-mouse anti-human CD38 MoAb 
binding ( ) and PE-mouse IgG1 binding ( ■ ) are shown as MFI 
(mean±SD, n＝4). Comparison between PE-anti-CD38 and PE-IgG1 
binding by paired t test; ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01, ＊＊＊p＜0.001. Compari-
son of PE-IgG1 binding between nontreated RBCs and DTT-treated 
RBCs by paired t test; †p＜0.05, ††p＜0.01, †††p＜0.001. (D) Amounts 
of specific binding of PE-mouse anti-human CD38 MoAb are shown 
as MFI (mean±SD). Comparison between nontreated and DTT-treat-
ed RBCs; ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01, ＊＊＊p＜0.001.
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Fig.　2　Effects of various concentrations of DTT on DARA binding.
(A) Binding of DARA and control plasma (negative control) are indicated as black and gray 
lines, respectively. (B) Amounts of DARA binding ( ) and control IgG binding ( ■ ) are 
shown as MFI (mean±SD, n＞5). Comparison between DARA binding and control IgG 
binding by paired t test; ＊＊＊p＜0.001. Comparison of control IgG binding between nontreat-
ed RBCs and DTT-treated RBCs by paired t test; ††p＜0.01, †††p＜0.001. (C) Amounts of 
specific DARA binding are shown as MFI (mean±SD). Comparison between nontreated 
and DTT-treated RBCs; ＊＊＊p＜0.001. (D) Results of PEG-IAT tube testing for each RBC 
sample.
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Fig.　3　Effects of DTT treatment on K and Fyb antigenicity.
(A and D) Binding of anti-K (A) and anti-Fyb antibody (D) to nontreated RBCs, RBCs treated with the AABB procedure, 
and RBCs treated with 0.01mol/l DTT are indicated. Gray line indicates control IgG binding. (B) Amounts of anti-K binding 
( ) and control IgG binding ( ■ ) are shown as MFI (mean±SD, n＝6). Comparison between anti-K binding and control 
IgG binding by paired t test; ＊＊＊p＜0.001. (C) Amounts of specific anti-K binding are shown as MFI (mean±SD). Compari-
son of anti-K binding between nontreated and DTT-treated RBCs by paired t test; ＊＊＊p＜0.001. (E) Amounts of anti-Fyb 
binding ( ) and control IgG binding ( ■ ) are shown as MFI (mean±SD, n＝6). Comparison between anti-Fyb binding and 
control IgG binding by paired t test; ＊＊＊p＜0.001. (F) Amounts of specific anti-Fyb binding are shown as MFI (mean±SD). 
Comparison of anti- Fyb binding between nontreated and DTT-treated RBCs by paired t test; ＊＊＊p＜0.001.
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Table　1　Effects of 0.01mol/l DTT and the AABB procedure on K antigen※

×1 ×2 ×4 ×8 ×16 ×32 ×64 ×128

No treat 3＋ 2＋ 2＋ 1＋ 1＋ w＋ 0 0
0.01mol/l DTT 2＋ 1＋ 1＋ w＋ 0 0 0 0
AABB 0 0 0 NT NT NT NT NT

※　 Anti-K antiserum was serially diluted and examined regarding its activity for RBC 
agglutination by tube testing.

NT＝not tested.
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Table　2　Effects of 0.01mol/l DTT and the AABB procedure on other RBC antigens in tube testing※

D C c E e Jka Jkb Fya Fyb M N S s Lea Leb P1 Dia

No treat 4＋ 4＋ 4＋ 4＋ 3＋ 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 3＋ 3＋ 2＋ 3＋ 1＋ 2＋ 2＋ 2＋
0.01mol/l DTT 4＋ 4＋ 4＋ 4＋ 3＋ 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 3＋ 3＋ 2＋ 3＋ 1＋ 2＋ 2＋ 2＋
AABB 4＋ 4＋ 4＋ 4＋ 3＋ 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 3＋ 3＋ 2＋ 3＋ 1＋ 2＋ 2＋ 2＋

※　Indicated RBC antigens were examined by specific antisera by tube testing.

Fig.　4　DTT at 0.01mol/l treatment abolishes DARA binding but preserve K antigenicity.
(A) K－ or K＋RBCs were incubated with plasma DARA samples. DARA-treated RBCs were then incubat-
ed with 0.01mol/l DTT for 30 minutes at 37 , and anti-K binding was examined by employing Alexa-goat 
anti-human IgG before (DARA treat) and after DTT treatment (DARA treated＋0.01mol/l DTT, bold black 
line). K＋RBCs incubated with control plasma are used as a negative control. (B) Results of tube testing for 
K antigenicity against K－ and K＋RBCs.
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て DATが陽性となる可能性があるため，DARA感作
赤血球においても大阪法（0.01mol/l DTT処理）で K
抗原の表現型を決定出来るかを調べた．具体的には，
DARA投与中MM患者の血漿とK＋またはK－の赤血
球をインキュベート後，自動血球洗浄遠心機を用いて
生理食塩液で 3回洗浄し，DARA感作血球を作製した．
Fig. 4に示すように，K－赤血球でさえ DARAによる
偽陽性反応のために抗 K血清との反応が陽性となった
が，0.01mol/l DTT処理（大阪法）後赤血球では K
抗原は DARAによる偽陽性反応の影響を受けずにK－
と明確に同定された．従って，DARA投与後のMM
患者においても大阪法（0.01mol/l DTT処理）を行う
事で，DARAによる偽陽性反応をなくし，Kell抗原表
現型の判定が可能であることが示された．

MM患者における赤血球の CD38発現に対するDARA

投与の影響
DARA投与前，1日目および投与 7日目または 8

日目に試験管法によって 3人のMM患者のDATを行っ
た．1日目には，3人のMM患者のうち 2人がw＋となっ
たが，7日目には 3人の患者すべてが DAT陰性となっ
た（Fig. 5）．次に，これらの赤血球を FCMにて調べる
と，症例 2，3においては，1日目には DARAとの結合
が明瞭に検出されたが，7日目および 8日目にはDARA
との結合は著しく減少した．症例 1においては，FCM
において DARAの結合は，投与前赤血球と比較して 1
日目でも増加しなかった（Fig. 5）．これらの成績は，FCM
の結果と試験管法の結果は一致する．
この 3人の患者の血漿検体と赤血球試薬との反応で
は，毎回 PEG-IATで陽性（1＋）を示したが（結果は
示さず），DATにおいては 7日目（または 8日目）で
陰性であった．この結果の不一致をさらに調べるため
に，DARA投与後の各患者赤血球に PE―抗 CD38MoAb
または DARA投与患者血漿を加えた．DARA投与前赤
血球と PE―抗 CD38 MoAbとの結合量は，症例 2およ
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Fig.　5　Effects of DARA administration on RBC CD38 expression in MM patients.
(A) Amounts of DARA binding to RBCs obtained from three MM patients (Patient 1, 2, and 3) with 
DARA treatment were detected by Alexa-goat anti-human IgG and are shown as MFI (mean±SD, n＝
3). Results of tube testing for DAT are indicated below. Comparison of DARA binding between pre-
treatment and after DARA treatment; ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01, ＊＊＊p＜0.001. (B) Amounts of specific PE-
mouse anti-human CD38 MoAb binding to RBCs obtained from each MM patient are shown as MFI 
(mean±SD, n＝3). Comparison of PE-anti-CD38 MoAb binding between pretreatment and after DARA 
treatment; ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01. (C) Amounts of specific DARA binding to RBCs obtained from each 
MM patient after incubation with plasma DARA samples in vitro are shown as MFI (mean±SD, n＝3). 
Comparison of DARA binding between pretreatment and after DARA treatment; ＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01.
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び症例 3と比較して症例 1では比較的低値であった．
この成績は症例 1の赤血球 CD38の発現が少ないことを
示している．症例 1では赤血球 CD38が低発現であった
ため，1日目の DATが陰性になったと考えられた．さ
らに，各患者において，7日目または 8日目では PE―抗

CD38MoAbとの結合量は著しく減少した（Fig. 5）．次
に，DARA血漿を各患者の赤血球に加えたが，DARA
投与 7日目（または 8日目）では DARAの結合はほと
んど増加しなかった．この成績は，DARAが赤血球表
面上の CD38の発現を減少させている可能性を示唆して
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Fig.　6　Immunoblotting for CD38 expression in RBCs ob-
tained from patient 3.
Pellets of RBC membranes were lysed with Laemmli 
sample buffer with 2-mercaptoethanol and separated 
on a 5% to 20% gradient gel by SDS-PAGE. CD38 was 
detected by a mouse anti-CD38 MoAb. Shown is a rep-
resentative result of two independent experiments. 
RBCs obtained from a healthy control and THP-1 cells 
were used as positive controls. MWM＝molecular 
weight marker.
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いる．この可能性を調べるために，MM患者の赤血球
をイムノブロット法にて解析した．Fig. 6に示すように，
DARA投与後 1日目および 7日目赤血球中の CD38
の量が著しく減少することが明らかとなった．これら
の成績は，DARAが in vivoでMM患者の赤血球のCD38
の発現を消失させることを示している．

考 案
DARAおよび他のヒト化抗 CD38 MoAbはその高い

有効性により再発/難治性MM患者の治療薬としてそれ
らの需要が増えている．また，DARAの投与が中止さ
れてからも最大 6カ月間，DARAによる偽陽性反応が
持続する可能性がある８）．したがって，輸血検査の観点
からは DARAによる偽陽性反応を解消するため，ルー
チン検査に取り入れやすい簡単で適切な方法の開発が
必要である．そこで，AABB法の代わりとなる方法と
して，0.01mol/l DTTと自動血球洗浄遠心機を用いて
Kellの抗原性を保持し，DARAによる偽陽性反応を解
消する大阪法をルーチン検査の簡便な方法として提示
した．
ヒト CD38の細胞外ドメインは，タンパク質構造に重
要な 6つのジスルフィド結合（S-S結合）を持ち，CD38
の構造は DTTのような還元剤に対して非常に感受性が

高いことが示されている１４）１５）．0.01mol/l DTTは，IgM
抗体活性を壊すためのスルフヒドリル試薬として日常
的に使用されている１２）１６）．そこで我々は，低濃度の DTT
が Kell血液型の抗原性を保持したまま，S-S結合を切断
することで CD38の三次構造を壊し，DARAによる偽
陽性反応を解消出来るか検討した．0.005mol/l DTT
では DARAによる偽陽性反応が残ったが，0.01mol/l
DTT（大阪法）では試験管法において DARAによる偽
陽性反応を解消できることを示した．さらに，AABB
0.01mol/l DTT法では DARAによる偽陽性反応を解消
できないことも明らかとなった．また，0.01mol/l DTT
（大阪法）は FCMにおいて K抗原性の約 25％を保持
し，この発現レベルは試験管法によって K抗原を検出
するのに十分な抗原量であることを示した．Kell抗原
が保持出来る要因の一つとして，CD38と比較してその
高い発現レベル（ヘテロ接合体で 2,500～3,000分子/
赤血球）に起因することが考えられる１７）．大阪法と比較
して AABB法では K抗原は完全に壊され，また赤血球
がより強いダメージをうけるために非特異的な IgG
結合が増加した．さらに，大阪法の技術的な利点とし
て， AABB法とは違い自動血球洗浄遠心機を使用し，
PBS pH8.0を作製する必要がないことが挙げられる．大
阪法では 3％の血球試薬 100μl を自動血球洗浄遠心機
で 3回洗浄し，packed cellを 0.01mol/l DTT溶液の 50
μl と共にインキュベート後，自動血球洗浄遠心機で再
び 3回洗浄するのみであり，60分以内に終了すること
ができる．
DARAおよび他のヒト化抗 CD38 MoAbは，抗体依
存性細胞傷害（ADCC），抗体依存性細胞貪食（ADCP）
および補体依存性細胞傷害（CDC）を含む古典的な Fc
依存性免疫エフェクター機序を有している．DARA
は他のCD38MoAbと比較して，MM細胞に対してCDC
を誘導する能力がより高度である．また，DARAの認
識エピトープはユニークであり，CD38の 2つの β鎖に
含まれる 233～266アミノ酸および 267～280アミノ酸
に存在する４）．しかし，赤血球に結合した抗 CD38 MoAb
に対する DTT処理の効果は，基本的には DARAと市
販のマウス抗ヒト CD38で同じであった．DARAおよ
びマウス抗ヒト CD38 MoAbの認識エピトープは両者
とも大阪法で消失したことより，CD38の全ての抗原性
が大阪法によって著明に減弱することが示唆された．
我々の結果とは対照的に，HL60上に発現された CD38
の抗原性は 0.005mol/l DTT処理に対して消失する７）．
HL60上に異所的に発現させた CD38は，DTT処理に
対してより脆弱である可能性が考えられる．
また，大阪法は赤血球に DARAが感作している場合
でさえも，DARAによる偽陽性反応を解消し，Fig. 4
に示すように Kell抗原表現型を決定することが出来た
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ことは注目に値する．したがって，大阪法により DARA
投与後のいつの時点においても，MM患者の Kell抗原
表現型を決定することが可能であると考えられる．
Berthelierらは CD38リガンドであるNAD＋によって誘
導される CD38の構造変化のために，NAD＋の存在下で
は CD38と抗 CD38 MoAb結合は 0.01mol/l DTTにて
減弱しなかったことを示している１５）．しかしながらDARA
の場合は異なっており，我々は DARA結合時において
も CD38上のエピトープは，Fig. 4に示すように大阪法
にて消失することを示した．
我々はさらに，DARA投与MM患者の赤血球上のCD38

発現を調べた．これまでの報告１８）と同様に，DARA
投与中で血漿中に DARAが存在しても，DARA投与患
者では明らかな溶血所見を認めなかった（結果は示さ
ず）．各患者の赤血球と DARAとの結合は，投与後 1
日目には DAT陽性となったが，7日目または 8日目に
は DATは陰性化した．イムノブロット法では赤血球の
CD38量は 1日目でも減少し，7日目にほとんど検出さ
れなくなった．従って，DARA投与によって in vivo
では赤血球 CD38が消失することが，MM患者におい
て DARAによる溶血所見を認めない理由として考えら
れた．DARAによる赤血球 CD38の消失メカニズムの
詳細は不明であるが，いくつかのメカニズムが提唱さ
れている１７）．マウスモデルでは，典型的には Fcγ受容体
経路を介して抗体結合により標的抗原が消失すること
が示されている１８）．また，骨髄腫細胞で示されている
trogocytosisのように赤血球上のDARA-CD38複合体が，
単球および顆粒球に能動的に移動することに起因する
かもしれない１９）．正確なメカニズムを解明するためには
さらなる研究が必要である．
今後の課題として，大阪法を用いてDARA投与中MM

患者から得られた抗Kまたは抗 kの臨床検体を用いて，
DARAによる偽陽性反応解消後に抗Kまたは抗 kが検
出できるかどうかを確認しなければならない．また，
AABB法は Kell血液型抗体の検出が出来なくなるが，
K抗原が壊れることでDTT処理が行われた品質管理指
標を有する．しかし，大阪法を用いることで Kell血液
型抗体を検出出来るようになる反面，Kell抗原が壊れ
ることでの DTT処理が行われたかどうかの品質管理指
標を失うことになる．
本研究では，Kell抗原の反応性は減弱はするものの
その反応性は保持したまま，DARAによる偽陽性反応
を解消する，日常ルーチン検査として簡単で適切な方
法（大阪法）を提示した．また，赤血球に DARAが感
作している状態でも，大阪法により CD38は抗原性を消
失させることが出来る．我々の方法は，日々の輸血検
査で DARAを含む血漿を処理する簡単な方法であると
考えられた．
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