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健常人における試験管法とカラム遠心凝集法の抗 A/B抗体価測定の比較検討

松浦 秀哲１）２） 赤塚 美樹１）３） 松野 貴洋１）２） 杉浦 縁１）２） 荒川 章子１）２）

及川 彰太１）２） 吉田 純平４） 古杉 光明４） 恵美 宣彦３）

移植前後における抗 A/B抗体価を測定することは治療選択に有用である．現在，抗体価測定法は試験管法が推奨
されており，Dithiothreitol（DTT）は試験管法の抗体価測定において IgMを不活化するために使用されている．最
近，カラム遠心凝集法を原理とした全自動で抗体価を測定できる装置（auto-CAT）が開発され，1）抗 A/B抗体価
測定において試験管法と auto-CATを比較すること，2）auto-CATにおける DTT処理の影響を評価すること，3）auto-
CATにおける抗体価測定のカットオフ値を決定することを目的に本検討を実施した．
我々は，A型 10名，B型 10名，O型 10名の合計 30名の健常ボランティアを対象とした．対象から得た血液サン

プルを用い，同時に試験管法と auto-CATで抗体価を測定した．
全症例を対象にした場合，auto-CATは DTT処理血漿を用い，カットオフ値を w＋に設定すると，試験管法との
一致率は 45%，重み付け κ係数は 0.994となった．さらに，試験管法と auto-CATで測定した抗 A/B抗体価の間に
は有意な正の相関関係を認めた．また，auto-CATにおいて DTT処理に起因する偽陽性反応は認めなかった．
試験管法で使用しているカットオフ値 1＋は，auto-CATでは w＋に相当する．本検討は DTT処理を行い，カッ

トオフ値をw＋にした auto-CATにおける抗体価の結果が標準法である試験管法の結果と一致性が高まることを示し
た．我々は，auto-CATによる抗体価測定が日常検査に有用であると考える．
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この論文記事は，Vox Sanguinis誌（Vox Sanguinis，113（8），787-794，2018）に最初に報告された研究に基づくものである．（Com-
parison of the tube test and column agglutination techniques for anti-A/-B antibody titration in healthy individuals）（This article is based
on a study first reported in the Vox Sanguinis，113（8），787-794，2018.）

はじめに
ABO血液型抗原は，赤血球のみならず，血管内皮細
胞や肝臓，脾臓，腎臓など他の臓器にも発現している
ことが知られている１）．抗A/B抗体価はABO不適合臓
器移植において抗体関連拒絶と関係することが知られ
ている２）～４）．術前の IgG型抗A/B抗体価はABO不適合
生体腎移植の最もよい予後予測因子である４）．ABO不
適合移植を受ける患者で抗 A/Bの抗体価が高い場合，
移植前に血漿交換を実施したり，リツキシマブを使用
したりする．また，免疫抑制剤や脾臓摘出も抗体価を
下げるのに用いられる５）～９）．このように移植前に抗 A/
B抗体価を測定することは治療の選択に有用である．
現在，最も一般的で推奨されている抗体価測定法は

反応増強剤を使用しない試験管法による間接抗グロブ
リン試験である１０）．抗体価は，1＋の凝集強度を示す最
大希釈倍率の逆数と定義されている．Dithiothreitol
（DTT）は，IgM型抗体を不活化するために使用１１）され
ており，臨床検査室で日常的に使用することが推奨さ
れている１１）１２）．用手検査である試験管法の抗体価検査で
は検査者の主観が入りやすく，測定者間誤差や施設間
誤差を生じ１３），抗体価測定の標準化は困難とされてきた．
抗体価は，近年普及しているカラム遠心凝集法でも
測定することができる．カラム遠心凝集法は，客観性
と再現性に優れており１４），カラム遠心凝集法を原理とし
た全自動抗体価測定法（auto-CAT）が開発された．auto-
CATは，抗体価測定の標準化を可能にすると期待され
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Table　1　対象の背景

Sex
（male/female）

Age
（mean±SDa）

Parous women
（n）

A type  3/7  38.4±10.4  5
B type  3/7  41.5±11.6  5
O type  3/7 36.2±9.0  5
All cases 9/21  38.7±10.3 15
a Standard deviation

ている．auto-CATが開発される以前に，用手法による
カラム遠心凝集法と試験管法による抗体価の比較検討
が行われた１２）～１８）．これらの報告によると試験管法より
もカラム遠心凝集法による抗体価の方が僅かながら高
値を示した．ただし，その差は極僅かであった．一部
の研究者は，カラム遠心凝集法が試験管法と同等の性
能があると報告している．他方，試験管法と auto-CAT
を直接比較した研究はほとんど無い．2つの測定法は測
定原理が異なり，カラム遠心凝集法においても試験管
法と同様に 1＋をカットオフ値として使用することが適
切であるかどうかも明らかではない．さらに，血漿（血
清）の DTT処理がカラム遠心凝集法において目詰まり
などによる偽陽性反応を引き起こさないかは不明であ
る．
抗体価測定法を従来の方法である試験管法からカラ
ム遠心凝集法に変更することによって，抗体価測定の
結果に差を生じる可能性があり，カラム遠心凝集法の
抗体価測定結果が従来法よりも高値になった場合，血
漿交換などの必要の無い治療が行われ，低値になった
場合には必要な治療が施行されないかもしれない．
本研究の目的は，ABO抗体価測定における auto-CAT
と試験管法を比較することで，auto-CATにおけるDTT
処理の有効性を評価し，auto-CATにおける抗体価測定
のカットオフ値を検討し，auto-CATが日常検査に使用
できるか評価することである．

対 象
本研究は 30名の健常ボランティアを対象とした．全

ての対象者に本研究の目的と方法について説明し，書
面による同意を得た．本研究は藤田医科大学臨床研究
倫理審査委員会および利益相反委員会の審査を受け，
承認を得て実施した（承認番号 HM16-082，CI-16-036）．
対象の血液型は A型，B型，O型で各 10名，合計

30名．いずれの血液型も男性が 3名，女性が 7名であっ
た．対象の平均年齢は， 38.7歳（対象は 21歳～56歳，
Table 1）であった．
研究対象者から約 20ml の血液を EDTA採血管（BD
Vacutainer，Becton Dickinson，USA）に採血した．血
液検体は 1,400gで 10分間遠心分離し，血漿を得た．血

漿サンプルを用いて試験管法と auto-CAT（ORTHO
VISION Analyzer for BioVue，Ortho Clinical Diagnos-
tics，Tokyo，Japan）で同時に抗体価測定を実施した．

試験管法
試験管法による抗 A/B抗体価は AABBテクニカル

マニュアル１０）に記載されている方法に従って実施した．
段階希釈を行い試験管に各希釈血漿（100μl），50μl
の 4%赤血球浮遊液を添加した．抗体価は，1＋の反応
強度を示した最大希釈倍率の逆数とした．試験管法で
は IgM型と IgG型の抗A/Bを測定することができる．
IgM型抗体価は，生理食塩液法による直接凝集法で測
定する．段階希釈した検体と赤血球浮遊液を室温で 10
分間反応させ，1,000gで 15秒間遠心して凝集を判定し
た．IgG型抗体価は間接抗グロブリン試験で測定するが，
事前に 0.01Mの DTT（Wako Pure Chemical Corpora-
tion，Osaka，Japan）と等量の血漿を 37℃で 30分間
反応させ IgM型抗体を不活化させた検体を段階希釈し
た．

間接抗グロブリン試験
IgG型抗体価は，DTT処理血漿を用いた間接抗グロ

ブリン試験で測定した．段階希釈した検体と赤血球浮
遊液が入った試験管に反応増強剤を添加しないで 37℃
で 60分間反応させ，生理食塩液で 3回洗浄を行った．
そこに 100μl の抗ヒト IgG（Ortho Anti-IgG（Rabbit），
Ortho Clinical Diagnostics，Tokyo，Japan）を添加し，
1,000gで 15秒間遠心して判定した．
2人の検査者が 30名のサンプル（A型の抗 B，B
型の抗 A，O型の抗 Aと抗 Bで 40件の抗体価測定）を
それぞれの条件で 3回反復測定を行った．すなわちDTT
未処理血漿で 120回，DTT処理血漿で 120回の検査を
実施した．抗体価は，各条件において 2人の検者によ
る合計 6回の検査の最頻値とした．試験管法は，抗体
価測定に熟達した臨床検査技師が行った．
最も重要な検討事項は，auto-CATによる抗体価と標
準法である試験管法によって測定された IgG型抗体価
を比較することとした．

全自動抗体価測定法（auto-CAT）
検討にはビーズカラム遠心凝集法の原理を利用して
いる ORTHO VISION Analyzerを使用した．この分析
装置は，段階希釈系列の作成，検体の分注，遠心，判
定および結果の解釈を自動で行うことができる．本検
討では，すべての工程で初期設定値を使用した．
検査には Anti-IgGカセット（Ortho Clinical Diagnos-

tics，Tokyo，Japan）を用い，希釈検体 40μl と 10μl
の 3～5%赤血球浮遊液と 50μl の低イオン強度溶液（Or-
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Table　2　測定法による抗A/B抗体価への影響

Blood type Test method Cut-off value IgG anti-A titer IgG anti-B titer

Type A TT 1＋ ---- 2（＜2-16）

auto-CAT 1＋ --- 2（＜2-4）

w＋ --- 2（＜2-8）

Type B TT 1＋ 4（＜2-128） ---

auto-CAT 1＋ 2（＜2-64） ---

w＋ 4（2-128） ---

Type O TT 1＋ 256（64-2,048） 64（4-512）

auto-CAT 1＋ 128（16-1,024） 32（2-256）

w＋ 256（32-2,048） 64（4-256）

Data expressed as the median（minimum-maximum）

tho BLISS，Ortho Clinical Diagnostics，Tokyo，Japan）
を分注した．
auto-CATにおける抗体価測定に用いる凝集強度の

カットオフ値は試験管法と同様に 1＋とし，さらに過去
の報告１９）を基に w＋にした場合についても検討した．検
討に使用した同一のカセットを 1＋とw＋の両方のカッ
トオフ値で判定した．我々は，auto-CATにおける DTT
処理の影響を自動判読および臨床検査技師による目視
で評価した．各抗体価は 3回の多重測定を行った．試
験管法と同様，合計 240回の抗体価測定（DTT未処理
血漿で 40件を 3回，DTT処理血漿で 40件を 3回）を
行い，auto-CATにおいても最頻値を抗体価とした．

統計解析
試験管法と auto-CATの抗体価の一致率は κ係数（Co-

hen’s Kappa）と重み付け κ係数（weighted κ）で評価
した．さらに試験管法と auto-CATの相関関係は単回帰
分析で評価した．単回帰分析は，全ての抗体価を対数
に変換して行った．
危険率 5%未満を統計学的に有意とし，統計解析は

JMP（Version12.2.0 for Mac, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA）を使用した．

結 果
Table 2にDTT処理血漿を用いた試験管法およびauto-
CATによる IgG型抗 A/B抗体価を示す．IgG型抗体
価は試験管法で 2倍未満から 2,048倍の範囲であった．
auto-CATでも同様の結果が得られ，特にカットオフ値
を w＋に設定した場合に試験管法と結果が近似してい
た．
Table 3と Table 4には試験管法と auto-CATで測定

した IgG型抗体価の分布を示した．Table 3は DTT
処理血漿を試験管法で実施し，DTT未処理血漿を auto-
CATで実施したものである．Table 4は，試験管法と

auto-CATの両方で DTT処理血漿を実施した結果であ
る．
全症例において auto-CATで DTT処理を行い，カッ

トオフ値をw＋にした場合，試験管法との一致率は 45%，
κ係数 0.386，重み付け κ係数 0.994であった．重み付け
κ係数は全ての条件で 0.9より大きかった（Table 5）．
これに加えてDTT処理血漿を用いた auto-CATにおい
てカットオフ値を w＋に設定した場合，全ての血液型
で試験管法との間に有意な正の相関関係を認めた（Ta-
ble 6）．
auto-CATにおいて，血漿の DTT処理に起因する偽

陽性反応は観察されなかった．我々は，DTT処理の効
果を確認するため，試験管法と auto-CATの抗体価の差
を比較した（Fig. 1）．その結果，DTT処理はカットオ
フ値に関わらず，2法の抗体価の差を減少させた．

考 察
ABO不適合臓器移植では，現時点の抗体価レベルだ

けでなく抗体価の経時的な変動も重要である．したがっ
て，抗体価測定では測定のばらつきを抑えること，再
現性が重要である．カラム遠心凝集法は再現性と客観
性に優れた方法であり，試験管法の問題点である測定
者間誤差や施設間誤差を減少させることができるかも
しれない．それに加え，Shireyらは２０），カラム遠心凝集
法を使用することで分析時間を短縮できることを示し
た．しかし，カラム遠心凝集法を用いると抗体価を過
大評価してしまう可能性があるため，標準的な抗体価
測定には推奨されていなかった１４）２１）．
AcBuchonらは，試験管法とカラム遠心凝集法の両方
のカットオフ値を w＋にすることで抗体価のばらつき
が減少すると報告した１９）．我々は auto-CATのカットオ
フ値を 1＋から w＋に変更することで試験管法と auto-
CATの抗体価の一致率が改善することを見出した．抗
体価測定のカットオフ値である 1＋の反応強度は，試験
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Table　3　DTT処理血漿を用いた試験管法とDTT未処理血漿を用いた auto-CATによる抗体価の比較
（A）auto-CATのカットオフ値を 1＋に設定した場合

Antibody titration in TT with DTT treated plasma

A
nt
ib
od
y 
tit
ra
tio
n 
in
 a
ut
o-
CA
T
 w
ith
ou
t D
T
T
 p
re
tr
ea
tm
en
t ＜2 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1,024 2,048 Total

＜2

2 1 3 1  5

4 1 2  3

8 3 2 2 1  8

16 1 1 2  4

32 1 2 1  4

64 2 3  5

128 1 5  6

256 3  3

512 1  1

1,024 1  1

2,048

Total 3 7 6 2 1 4 3 4 5 3 1 1 40

（B）auto-CATのカットオフ値をw＋に設定した場合
Antibody titration in TT with DTT treated plasma

A
nt
ib
od
y 
tit
ra
tio
n 
in
 a
ut
o-
CA
T
 w
ith
ou
t D
T
T
 p
re
tr
ea
tm
en
t ＜2 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1,024 2,048 Total

＜2

2

4 3  3

8 2 2 1  5

16 2 3 2  7

32 1 2 2  5

64 1 2 1  4

128 2 3  5

256 1 3  4

512 2 3  5

1,024 1  1

2,048 1  1

Total 3 7 6 2 1 4 3 4 5 3 1 1 40

管法で「小さな凝集塊」が観察される場合をいい，結
果判定が必ずしも同時ではないため凝集塊の検出があ
いまいとなる w＋に関してはカットオフ値として扱わ
ない．他方，カラム遠心凝集法においては，カセット
上のマイクロチューブが同一の条件下で判定されるた
め w＋を「小さな凝集塊」として扱うことができる可
能性がある．このようにカットオフ値の違いは，試験
管法と auto-CATの測定原理の違いによるものだと推察
している．
試験管法による IgG型抗体価の測定において DTT
処理が推奨されている．それは DTTが IgM分子の 5
量体構造を維持するジスルフィド結合を切断すること
で IgMを不活化し，IgM型抗 A/Bの影響を排除でき
るからである．我々は auto-CATにおける DTT処理の

影響について検討した．DTT処理血漿と DTT未処理
血漿で得られた抗体価を比較すると，DTT処理を行っ
た方が試験管法の結果との差が小さかった．DTT未処
理血漿を使用した auto-CATの抗体価と試験管法の抗体
価との差が大きかったのは，IgM型抗 A/Bの影響と考
えられた．IgM型抗体が，間接抗グロブリン試験にお
けるカラムチューブ内で直接凝集を生じ偽高値を呈し
たと考えられる．DTT処理がカラム遠心凝集法におい
て目詰まりなどの偽陽性反応の要因となることが懸念
されたが，そのような反応は我々の検討では観察され
なかった．本検討の結果は，IgG型抗体価の測定精度を
高めるために，auto-CATにおいても DTT処理血漿を
使用することを支持するものであった．
一致性の検討に用いる κ係数は，全ての不一致を等
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Table　4　DTT処理血漿を用いた試験管法とDTT処理血漿を用いた auto-CATによる抗体価の比較
（A）auto-CATのカットオフ値を 1＋に設定した場合

Antibody titration in TT with DTT treated plasma

A
nt
ib
od
y 
tit
ra
tio
n 
in
 a
ut
o-
CA
T
 w
ith
 D
T
T
-tr
ea
te
d 
pl
as
m
a ＜2 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1,024 2,048 Total

＜2 2 2  4

2 1 5 4 1 11

4 1 1 1  3

8 1  1

16 4 1  5

32 2 1  3

64 3  3

128 5 1  6

256 2  2

512 1  1

1,024 1  1

2,048

Total 3 7 6 2 1 4 3 4 5 3 1 1 40

（B）auto-CATのカットオフ値をw＋に設定した場合
Antibody titration in TT with DTT-treated plasma

A
nt
ib
od
y 
tit
ra
tio
n 
in
 a
ut
o-
CA
T
 w
ith
 D
T
T
-tr
ea
te
d 
pl
as
m
a ＜2 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1,024 2,048 Total

＜2 1  1

2 1 4  5

4 1 3 3 1  8

8 2 1 1  4

16 1 1  2

32 1 1  2

64 2 2 1  5

128 3 3  6

256 1 2  3

512 1 1  2

1,024

2,048 1 1  2

Total 3 7 6 2 1 4 3 4 5 3 1 1 40

しく扱う．また重み付け κ係数は，不一致の程度に応
じて重み付けを行い評価する２２）．我々が日常検査で行う
試験管法を用いた抗体価検査では，肉眼的に凝集強度
を判定するためにばらつきが生じることがあり１０），1
管差については有意なものとはみなさない．そのため，
重み付け κ係数を用いて試験管法と auto-CATの抗体
価測定結果を比較することが最も適した統計解析手法
と考えた．我々の結果では，全ての条件で重み付け κ
係数は 0.9以上であった．重み付け κ係数が 0.81から
1.00は，2つの方法が「ほぼ完璧」に一致していること
を示している２３）．したがって，試験管法と auto-CAT
は抗体価測定において優れた一致性を示し，auto-CAT
が抗体価の日常検査においても使用できることを示唆
している．本検討より，我々は auto-CATによる抗体価

測定では DTT処理血漿を用い，カットオフ値をw＋に
設定することを推奨する．これにより，auto-CATを使
用しても，試験管法を用いた場合と同等の結果を得る
ことができると考えられる．
本研究には，いくつかの課題が残っている．まず，
対象が 30名の健常者という小さな標本集団であったこ
とである．今後，より多くの健常者や患者からサンプ
ルを得て追加検討する必要がある．さらに本検討では
担体にガラスビーズを使用した ORTHO VISIONで検
討を行ったが，ゲルを使用した他のカラム遠心凝集法
の機器も存在している．ビーズカラムとゲルカラムで
は結果に違いを生じる可能性があることが指摘されて
おり２４），カラム遠心凝集法による抗体価測定の標準化の
可否判断をするにはゲルカラムについても検討する必
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Fig.　1　DTT処理の有無による auto-CATと試験管法の抗体価の差
箱ひげ図は，DTT処理の有無による auto-CATと試験管法の抗体価の差を示している．中央の四角形
は第 1四分位数から第 3四分位数を示しており，上下にある線は最小値（下側）と最大値（上側）を
示している．DTT処理を行うとカットオフ値に関わらず auto-CATと試験管法の抗体価の差が小さく
なる．

TT, tube test; CAT, column agglutination technique; DTT, dithiothreitol

Table　5　DTT処理血漿を用いた試験管法とDTT処理血漿および未処理血漿を用いた auto-CATで得られた抗
体価の一致性

Cut-off value Concordance rate Cohen’s kappa Weighted kappa

Auto-CAT With DTT-treated plasma 1＋ 23% 0.131 0.990

W＋ 45% 0.386 0.994

Without DTT pretreatment 1＋ 33% 0.257 0.985

W＋ 30% 0.241 0.972

Table　6　DTT処理血漿を用いた試験管法と auto-CATによる抗A/B抗体価の相関関係

Cut-off value 1＋ Cut-off value w＋

Correlation 
coefficient P Correlation 

coefficient P

All cases Without DTT pretreatment 0.92 ＜0.0001 0.91 ＜0.0001

With DTT-treated plasma 0.98 ＜0.0001 0.97 ＜0.0001

A type Without DTT pretreatment 0 1 －0.29 0.41

With DTT-treated plasma 0.87 0.001 0.84 0.002

B type Without DTT pretreatment 0.78 0.008 0.80 0.005

With DTT-treated plasma 0.96 ＜0.0001 0.95 ＜0.0001

O type Without DTT pretreatment 0.97 ＜0.0001 0.96 ＜0.0001

With DTT-treated plasma 0.95 ＜0.0001 0.93 ＜0.0001

要があると考える．

結 語
auto-CATで抗体価を測定する場合，DTT処理血漿

を用い，カットオフ値を w＋に設定することで抗体価
は試験管法と高い一致性を示した．したがって，我々

は auto-CATが抗体価測定に有用であると考える．将来，
auto-CATが試験管法よりも抗体価測定で信頼性の高い
ものになる可能性がある．
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