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フローサイトメトリーによる不規則抗体スクリーニングの可能性

丸橋 隆行１） 北爪 洋介２） 田代 香奈３） 長岡 出４） 竹内紗耶香５）

相馬真恵美６） 須佐 梢１） 西本奈津美１） 石川怜依奈１） 岩原かなえ１）

横手 恵子７） 入内島裕乃１）８） 関上 智美１）８） 横濱 章彦１）

輸血前検査の不規則抗体スクリーニングの実施は，安全で迅速な輸血を行う上で極めて重要である．本研究では二
次抗体に Anti-Human IgG PEを使用し，フローサイトメトリーにて解析することで臨床的意義のある IgGクラスの
不規則抗体のみを検出する方法として開発した（FCM-SC）．結果はフローサイトメトリーによる検体（Sample）と
陰性対照（Negative）との平均蛍光強度の比（S/N比）によって評価した．FCM-SCのカットオフ値は，カラム凝
集法（CAT）で陽性かつ，PEG-IAT等による追加試験においても陽性であった最低値の S/N比 1.7以上を陽性値と
設定した．抗 Eや抗 Sなどの臨床的意義のある抗体では，CAT陽性 95例のうち FCM-SCで 83例が陽性，12例が
陰性であった．その 12例全例で FCM-SCと PEG-IATによる結果は陰性であり一致した．CATにて抗Mと抗 Lea

が陽性の 29例のうち FCM-SCが陰性であった 22例については反応増強剤無添加―間接抗グロブリン試験による追
加試験も陰性であり一致した．自己抗体，寒冷凝集など CATにて反応の特異性を認めなかった 33症例のうち，FCM-
SC陰性であった 9例については還元剤処理後の血漿を用いた PEG-IATによる追加試験も陰性であり一致した．以
上の結果より FCM-SCは臨床的意義のある IgGクラスの不規則抗体のみを検出する効果に優れており，不規則抗体
スクリーニングとして活用できる可能性が示唆された．
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はじめに
赤血球輸血を行う前に，溶血性副作用を防止する目
的で不規則抗体スクリーニングを実施することは極め
て重要である．間接抗グロブリン試験（Indirect anti
globulin test：IAT）は臨床的意義のある不規則抗体を
検出する上で最も信頼できる方法とされているため１），
不規則抗体スクリーニングは IATを含む方法で検査し
なければならない．一方，酵素法はカラム凝集法（Col-
umn Agglutination Technology：CAT）導入施設の約
2/3で併用されており２），Rh系抗体を感度良く検出でき
る反面，非特異反応や冷式抗体も数多く検出される欠
点があり不規則抗体スクリーニングにおける効果は限
定的とされている１）．不規則抗体スクリーニングで抗体

特異性を推定した後に追加検査において不規則抗体を
同定するため，不規則抗体スクリーニングに要求され
る条件としては高い感度と特異度を兼ね備えた方法が
望ましいとされている３）．
不規則抗体スクリーニングは臨床の場では CAT，試
験管法，マイクロプレート法で行われている１）．今回我々
は，従来の方法とは全く異なるフローサイトメトリー
を用いた方法での不規則抗体スクリーニングを試みた．
すなわち患者血漿と市販の不規則抗体スクリーニング
赤血球試薬との一次免疫反応を Polyethylene glycol
（PEG）で増強したのち，二次免疫反応に Anti-Human
IgG phycoerythrin（PE）を採用，フローサイトメトリー
にて IgGクラスの不規則抗体を特異的に捉える方法
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図 1-1　C-BSJ の作成法

（Flow cytometry Irregular Antibody Screening：
FCM-SC）である．CATによる不規則抗体スクリーニ
ングにて陽性または陰性となった検体を用いて FCM-
SCを実施し，CATと比較をすることで FCM-SCの検
査法としての有用性を評価したので報告する．

材料および方法
本研究は群馬大学医学部附属病院を中心とした 6施

設の多施設共同研究として行われた．当院（2016-001）
およびそれぞれの共同研究施設において臨床研究倫理
審査の承認を受けている．

1．材料
当院および共同研究施設で行われた CATによる不規

則抗体スクリーニング及び同定検査において特異性が
確定している陽性検体及び陰性検体を用いた．陽性検
体は目標検体数（180例）に達した段階で各研究施設に
出向き，冷凍保管しておいた検体をドライアイス入り
の搬送バッグにて当院に搬送，冷凍保管した．検査デー
タは個人情報の無い状態であることを確認後USBメモ
リーに保存・移送，当院のパソコンにて管理した．陽
性検体は，検体量不足や検体不良などの理由により研
究が出来なかった検体を除いた 157例とした．陰性検
体は冷凍保管してあった当院の検体 220例とした．検
体はその日に測定する分のみ解凍し，以下の CAT（保
管検体の反応性確認のため）及び FCM-SCを行った．

2．CAT

全自動輸血検査システムAuto Vue Innova（オーソ・
クリニカル・ダイアグノスティックス）による不規則
抗体スクリーニング（酵素法及び IAT）を行い CAT

の結果値とした．スクリーニング赤血球は 3本で 1セッ
トであるオーソバイオビュースクリーン J（BSJ：オー
ソ・クリニカル・ダイアグノスティックス）を用いた．
尚，抗 E陽性例については検体量の都合上，ホモ接合
体赤血球（BSJ RBC2赤血球）のみ検討を行った．

3．FCM-SC

染色方法及び測定方法を図 1-1，図 1-2に示す．スク
リーニング赤血球は CATと同一ロットのBSJを使用し
た．本研究で BSJを標識するために用いた carboxyfluo-
rescein diacetate（CFSE：Cayman Chemical）は励起
光が 492nmであることから，フローサイトメトリーに
て励起光がほぼ同じ波長の Fluorescein isothiocyanate
（FITC）と同様の蛍光色素として測定できる特長があ
る．CFSEを 3段階に希釈し 3本の BSJをそれぞれ染
色した後に混和した（混合標識赤血球：Cocktail-BSJ）．
このことで BSJを 3集団（RBC1～RBC3）に分離する
ことが可能となる（図 2）．今回の研究では二次免疫反
応で用いる標識抗体にAnti-Human IgG PEを使用して
いることから，検体中に IgGクラスの不規則抗体が存
在した場合には CFSEと PEのダブルポジティブとして
捉えることが可能となる．今回の研究では FCM-SC
における二次抗体の平均蛍光強度（MFI：mean fluores-
cence intensity），すなわち検体（Sample）と陰性対照
（Negative）の PE MFI Medianの比（S/N比）を求め，
FCM-SCの結果値とした．

4．FCM-SCのカットオフ値の設定
最小値は陰性対照より検体のMFIが大きいことを示
す S/N比 1.1とし，最大値は FCMの一般的なカットオ
フ値である S/N比 2.0とした．その間の値を示した検
体について PEG-IAT等の追加試験を行い，IgGクラス
の不規則抗体陽性と判断された最低値をカットオフ値
とした．

5．CATと FCM-SCの比較
CATは酵素法もしくは IATにおいていずれか一方で

も陽性を示した検体を陽性とした．本研究では I群：臨
床的意義があるとされている抗体（95例），II群：抗 Lea，
抗Mなど（29例）．これらの抗体は反応増強剤無添加―
間接抗グロブリン試験（60分―IAT）が陽性の場合には
臨床的意義があるとされている．III群：CAT―酵素法
で非特異反応を示すもの，特異性の無い反応および自
己抗体等の検体（33例），IV群：CAT陰性であった検
体（220例）に分け CATと FCM-SCの結果を比較した．
CATと FCM-SCで結果が不一致だった検体については
それぞれ I群，IV群：PEG―間接抗グロブリン試験（PEG-
IAT），II群：60分―IAT，III群：還元剤処理（0.05
Mジチオスレイトール 1容と血漿 9容を混和し 37℃
30分処理）血漿による PEG-IAT４）により再検査を行い，
臨床的意義の判断基準とした．
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図 1-2　FCM-SC の測定法

図 2　FCM-SC で測定したC-BSJ の 3 集団

結 果
1．FCM-SC（陰性対照及び特異性が確定している陽

性症例）
図 3-1～図 3-4で使用した C-BSJは，RBC1の表現型：
Dと Fyb抗原陽性，RBC2の表現型：Dと E抗原陽性，
RBC3の表現型：Fyb抗原陽性であった．図 3-1に陰性
対 照，図 3-2に RBC1と RBC2陽 性（抗 D），図 3-3
に RBC1と RBC3陽性（抗 Fyb），図 3-4に RBC2のみ
陽性（抗 E）を示す．陽性の 3症例とも C-BSJの表現
型と一致していた．

2．FCM-SCのカットオフ値の設定
表 1に S/N比 1.1～2.0の結果を示す．PEG-IAT陽性
となった最低値は No．79の S/N比 1.7（抗 E）であっ
た．S/N比 1.7未満で CAT陽性となった症例について
はいずれも追加試験で陰性化していることから臨床的
意義の無い IgMクラスの不規則抗体であることがわか
る．これらのことから S/N比 1.7以上を陽性値と設定
した．

3．CATと FCM-SCの比較
I群 95例のうち，両法とも陽性であったものは 83
例，CAT陽性・FCM-SC陰性であったのは 12例であっ
た（表 2-1）．不一致だった 12例はいずれも CAT―酵素
法のみ陽性であったが，PEG-IATによる追加試験では
全て陰性であった（表 2-2）．表 2-3に CAT―酵素法のみ
陽性であった 27例の詳細を示す．
II群 29例のうち，両法とも陽性であったものは 7

例，CAT陽性・FCM-SC陰性であったのは 22例であっ
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図 3-1　陰性対照

図 3-2　陽性例（抗D）

図 3-3　陽性例（抗Fyb）

図 3-4　陽性例（抗E）

た（表 3-1）．これらの 22例について，臨床的意義の有
無を確認するために 60分―IATを実施したところすべ
てにおいて陰性であった（表 3-2）．

III群 33例のうち，両法とも陽性であったものは 18
例，CAT陽性・FCM-SC陰性であったのは 15例であっ
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表 1　カットオフの設定

検体No.
CAT FCM-SC

追加検査
酵素法 IAT S/N

117 抗M 0 W＋ 1.1 60 分 -IAT（－）
118 抗M 0 2＋ 1.1 60 分 -IAT（－）
148 該当抗体なし 1＋ W＋ 1.1 還元剤で（－）
149 該当抗体なし W＋ W＋ 1.1 還元剤で（－）
111 抗 Leb W＋ 2＋ 1.1 60 分 -IAT（－）
112 抗 Leb 1＋ 0 1.1 60 分 -IAT（－）
109 抗 Lea 2＋ W＋ 1.1 60 分 -IAT（－）
91 抗 E 2＋ 0 1.1 PEG-IAT（－）
84 抗 C W＋ 0 1.2 PEG-IAT（－）
150 該当抗体なし W＋ W＋ 1.2 還元剤で（－）
156 酵素非特異 2＋ 0 1.2 N.T.
106 抗 Lea W＋ W＋ 1.2 60 分 -IAT（－）
107 抗 Lea W＋ 0 1.2 60 分 -IAT（－）
108 抗 Lea W＋ 0 1.2 60 分 -IAT（－）
105 抗 Lea 1＋ 0 1.3 60 分 -IAT（－）
89 抗 E＋抗 c 4＋ 0 1.3 PEG-IAT（－）
92 抗 E 4＋ 0 1.3 PEG-IAT（－）
93 抗 E 2＋ 0 1.3 PEG-IAT（－）
144 寒冷凝集素 3＋ 0 1.3 60 分 -IAT（－）
85 抗 c 1＋ 0 1.4 PEG-IAT（－）
90 抗 E 1＋ 0 1.4 PEG-IAT（－）
94 抗 E 4＋ 0 1.4 PEG-IAT（－）
95 抗 E 4＋ 0 1.4 PEG-IAT（－）
124 抗M 0 1＋ 1.4 60 分 -IAT（－）
145 寒冷凝集素 4＋ 3＋ 1.4 還元剤で（－）
153 酵素非特異 3＋ 0 1.5 N.T.
143 自己抗体 2＋ 2＋ 1.6 還元剤で（－）
66 抗 E 2＋ 0 1.7 PEG-IAT（－）
79 抗 E 3＋ 0 1.7 PEG-IAT（＋）
11 抗 Dia W＋ W＋ 1.8 PEG-IAT（＋）
14 抗 Fyb 0 W＋ 1.8 PEG-IAT（＋）
97 抗 Lea 1＋ 0 1.8 PEG-IAT（－）
7 抗 C 2＋ 0 1.9 PEG-IAT（＋）
9 抗 c 2＋ 0 1.9 PEG-IAT（＋）
36 抗 E W＋ W＋ 1.9 PEG-IAT（＋）
51 抗 E 3＋ 0 1.9 PEG-IAT（＋）
125 抗Mi 0 2＋ 1.9 PEG-IAT（＋）
134 自己抗体 2＋ W＋ 1.9 PEG-IAT（＋）
138 DARA投与 0 2＋ 1.9 PEG-IAT（＋）
139 DARA投与 0 2＋ 1.9 PEG-IAT（＋）
18 抗 Fyb 0 W＋ 2.0 PEG-IAT（＋）
42 抗 E 2＋ W＋ 2.0 PEG-IAT（＋）
80 抗 E 2＋ 0 2.0 PEG-IAT（＋）

DARA：ダラツムマブ
N.T.：Not Tested

表 2-1　I 群：臨床的意義のある抗体
CATと FCM-SC の比較

CAT FCM-SC

酵素法（＋）
61 （＋）61

IAT（＋）

酵素法（－）
 7 （＋）7

IAT（＋）

酵素法（＋）
27

（＋）15
IAT（－） （－）12

た（表 4-1）．明らかに酵素法非特異反応と判定された
6例については追加試験を行っていないが，その他の
9例について還元剤処理後血漿を用いた PEG-IAT４）の追
加試験では全て陰性であったことから（表 4-2），寒冷
凝集素や何らかの IgMクラスの不規則抗体，もしくは
試薬に対する非特異反応であると判定されるため，い
ずれも臨床的意義はないものと考えられた．
IV群の結果を表 5に示す．CATによる不規則抗体検
査で陰性であった 220例のうち 8例が FCM-SC陽性で
あった．そのうち 1例が抗 Fyb陽性であったが，この症
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表 2-2　I 群：臨床的意義のある抗体
不一致検体の追加試験

検体No.

CAT FCM-SC 追加試験

酵素 IAT S/N PEG-IAT

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

84 抗 C W＋ 0 0 0 0 0 1.2 1.2 1.3 0
85 抗 c 0 1＋ 1＋ 0 0 0 1.0 1.4 1.2 0
86 抗 S 0 3＋ 2＋ 0 0 0 0.8 0.8 0.6 0
87 抗 S 0 1＋ W＋ 0 0 0 0.8 0.7 0.3 0
88 抗 S 0 1＋ 0 0 0 0 0.8 0.8 0.9 0
89 抗 E＋抗 c N.T. 4＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.3 N.T. 0
90 抗 E N.T. 1＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.4 N.T. 0
91 抗 E N.T. 2＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.1 N.T. 0
92 抗 E N.T. 4＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.3 N.T. 0
93 抗 E N.T. 2＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.3 N.T. 0
94 抗 E N.T. 4＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.4 N.T. 0
95 抗 E N.T. 4＋ N.T. N.T. 0 N.T. N.T. 1.4 N.T. 0

N.T.：Not Tested

表 2-3　I 群のうち CAT- 酵素法のみ陽性の 27 例

検体No.
CAT FCM-SC 追加試験

酵素 判定 S/N PEG-IAT

7 抗 C 2＋ （＋） 1.9 1＋
9 抗 c 2＋ （＋） 1.9 1＋
27 抗 E＋抗 c 1＋ （＋） 2.6 2＋
29 抗 E＋抗 c 2＋ （＋） 2.6 1＋
34 抗 E 2＋ （＋） 6.2 1＋
43 抗 E 2＋ （＋） 4.0 1＋
44 抗 E 1＋ （＋） 4.4 1＋
46 抗 E 2＋ （＋） 4.7 1＋
51 抗 E 3＋ （＋） 1.9 1＋
60 抗 E 2＋ （＋） 2.8 1＋
66 抗 E 2＋ （＋） 1.7 w＋
72 抗 E 1＋ （＋） 3.4 1＋
74 抗 E 3＋ （＋） 5.8 2＋
79 抗 E 3＋ （＋） 1.7 1＋
80 抗 E 2＋ （＋） 2.0 1＋
84 抗 C W＋ （－） 1.2 0
85 抗 c 1＋ （－） 1.4 0
86 抗 S 3＋ （－） 0.8 0
87 抗 S 1＋ （－） 0.7 0
88 抗 S 1＋ （－） 0.8 0
89 抗 E＋抗 c 4＋ （－） 1.3 0
90 抗 E 1＋ （－） 1.4 0
91 抗 E 2＋ （－） 1.1 0
92 抗 E 4＋ （－） 1.3 0
93 抗 E 2＋ （－） 1.3 0
94 抗 E 4＋ （－） 1.4 0
95 抗 c 4＋ （－） 1.4 0

表 3-1　II 群：60 分 -IATの反応性
を確認する抗体
CATと FCM-SC の比較

CAT FCM-SC

酵素法（＋）
 7

（＋）2
IAT（＋） （－）5

酵素法（－）
14

（＋）2
IAT（＋） （－）12

酵素法（＋）
 8

（＋）3
IAT（－） （－）5

例は元々，CAT-IATが陽性の既知の抗体保有者だった．
この時点では抗体価低下によってCAT-IAT陰性であっ
たが，FCM-SCでは陽性と判定された．その他の 7
例については PEG-IATの結果から IgG型の自己抗体で
あると判定された．

考 察
赤血球輸血を行う前には IATを含む不規則抗体スク

リーニングを行い，臨床的意義のある不規則抗体が検
出された場合には対応する抗原を持たない血液を輸血
する必要がある５）．その検査法としては，PEGや LISS
を反応増強剤として使用した CAT，試験管法，固相マ
イクロプレート法（総じて従来法）などの高感度な方
法が推奨されている１）．その中でも平成 29年度の日臨
技精度管理調査２）の結果から，CATを導入している施
設が 58.1％と最も割合が高く，年々その傾向は増して
いる．
不規則抗体検査法は臨床的意義のある不規則抗体を
感度良く検出するとともに臨床的意義のない不規則抗
体は検出しない方法が理想とされている３）．実際の不規
則抗体検査では，検査が陽性になった検体のうち 36％
が非特異反応であったとの報告もあり６），とりわけCAT―
酵素法において非特異反応が多いとされている６）～８）．不
規則抗体検査における酵素法の意義について，酵素法
のみ陽性であっても初期の Rh系不規則抗体に対しての
感度が優れていることから不規則抗体検査に必要であ



788 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 65. No. 5

表 3-2　II 群：60 分 -IATの反応性を確認する抗体
不一致検体の追加試験

検体No.

CAT FCM-SC 追加試験

酵素 IAT S/N 60 分 -IAT

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

103 抗 Lea 2＋ 0 0 w＋ 0 0 0.9 0.9 1.0 0
104 抗 Lea 0 0 1＋ 0 0 w＋ 0.5 0.4 0.5 0
105 抗 Lea 1＋ 0 0 0 0 0 1.3 1.2 1.3 0
106 抗 Lea w＋ 0 0 w＋ 0 0 1.2 0.9 0.9 0
107 抗 Lea w＋ 0 0 0 0 0 1.2 0.8 0.4 0
108 抗 Lea w＋ 0 0 0 0 0 1.2 1.1 1.1 0
109 抗 Lea 2＋ 0 0 w＋ 0 0 1.1 0.9 0.8 0
110 抗 Lea w＋ 0 0 0 0 0 0.8 0.8 0.8 0
111 抗 Leb 0 w＋ w＋ 0 2＋ 2＋ 1.1 1.0 0.9 0
112 抗 Leb 0 1＋ 1＋ 0 0 0 1.1 1.1 1.0 0
113 抗M 0 0 0 0 w＋ 2＋ 0.8 0.8 0.9 0
114 抗M 0 0 0 0 0 2＋ 0.9 0.9 0.8 0
115 抗M 0 0 0 0 w＋ 2＋ 0.8 0.8 0.9 0
116 抗M 0 0 0 0 0 2＋ 1.0 1.0 1.0 0
117 抗M 0 0 0 0 0 w＋ 0.9 1.0 1.1 0
118 抗M 0 0 0 0 w＋ 2＋ 0.8 0.9 1.1 0
119 抗M 0 0 0 0 0 w＋ 0.9 0.9 1.0 0
120 抗M 0 0 0 0 0 w＋ 0.9 0.9 0.9 0
121 抗M 0 0 0 0 0 1＋ 0.9 0.9 0.9 0
122 抗M 0 0 0 0 w＋ 2＋ 0.9 0.9 0.8 0
123 抗M 0 0 0 0 0 3＋ 1.0 1.0 0.9 0
124 抗M 0 0 0 1＋ 0 2＋ 1.4 0.5 1.4 0

表 4-1　III 群：意義の無い抗体
CATと FCM-SC の比較

CAT FCM-SC

酵素法（＋）
17

（＋）10
IAT（＋） （－）7

酵素法（－）
 9

（＋）7
IAT（＋） （－）2

酵素法（＋）
 7

（＋）1
IAT（－） （－）6

るとされる報告がある一方９）～１１），それらの抗体は臨床的
意義が少ないことが考えられるため，適切な条件で IAT
が行われていることを前提に省略可能であるとされる
報告があり１２）～１４）一定の見解は得られていない．酵素法
のみで同定される不規則抗体の 90％が IgMクラスであ
るとの報告１５）があることから IgMクラスが主体である
ものの，一部には IgGクラスも混在していることが示
唆されている．このことから酵素法は，欠点はあった
としても一部の IgG抗体の検出には有用性があると考
えるべきであろう．いずれにしろ輸血に際しては，血
管外溶血の原因となる臨床的に意義のある不規則抗体
は IgGクラスに属しているとされているため１６），適切な
輸血検査の絶対条件は IgGクラスの不規則抗体を確実
に捉えることである．
従来法とは異なる原理に基づき不規則抗体の臨床的

意義の有無を調べる検査法として単球貪食試験が挙げ
られる１７）．この検査法を用いて不規則抗体における酵素
法の意義を検証した報告１８）や，さらに発展させてフロー
サイトメトリーにて行った報告があり１９），生体内での
IgGクラスの不規則抗体と単球が関連する血管外溶血と
の評価する方法として有用性が高いとされている．し
かしながらいずれの方法も赤血球と結合した不規則抗
体を単球が認識して貪食する反応であり，従来法とは
原理が根本的に異なる．大橋らの報告１８）では，PEG-IAT
やCAT-IATが陽性の群であっても単球貪食試験の 76％
は陽性と判定されていないことから，IATがもつ意義
と同じ基準で比較することはできない．
本研究では，これら現在の不規則抗体検査の現状を
鑑み，最も普及している CATにて陽性または陰性と判
定された検体を収集し FCM-SCを実施した．一般的に
汎用されている市販の不規則抗体スクリーニング赤血
球試薬を用い， PEGにて一次免疫反応を増強した後，
二次抗体として Anti-Human IgG PEを用いることで，
仮に IgMクラスの不規則抗体が存在していても反応せ
ず，IgGクラスの不規則抗体のみを特異的に検出するこ
とを目指した．そして FCM-SCが臨床的意義のある不
規則抗体のみを効率よく検出できるか評価することを
最大の目的とした．
まずは FCM-SCのカットオフ値を設定することを試
みた．一般的に，フローサイトメトリーを輸血検査に
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表 4-2　III 群：意義の無い抗体
不一致検体の追加試験

検体No.

CAT FCM-SC 追加試験

酵素 IAT S/N 還元剤

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

143 自己抗体 1＋ 2＋ 1＋ 2＋ 2＋ 2＋ 1.5 1.4 1.6 0
144 寒冷凝集素 3＋ 3＋ 3＋ 1＋ 0 w＋ 1.0 1.3 1.0 0
145 寒冷凝集素 4＋ 4＋ 4＋ 4＋ 3＋ 3＋ 1.3 1.4 1.3 0
146 寒冷凝集素 0 0 0 3＋ 4＋ 0 0.8 0.7 0.7 0
147 該当抗体なし 0 0 0 w＋ w＋ w＋ 0.4 0.4 0.3 0
148 該当抗体なし 1＋ 1＋ w＋ w＋ 0 0 1.0 1.1 1.0 0
149 該当抗体なし w＋ w＋ w＋ 0 w＋ 0 1.0 1.0 1.1 0
150 該当抗体なし w＋ w＋ w＋ w＋ w＋ w＋ 1.1 1.1 1.2 0
151 該当抗体なし 4＋ 4＋ 4＋ 3＋ 3＋ 3＋ 0.8 0.8 0.9 0
152 酵素法非特異 3＋ 3＋ 3＋ 0 0 0 0.9 1.0 0.8 N.T.
153 酵素法非特異 3＋ 3＋ 3＋ 0 0 0 1.5 1.5 1.3 N.T.
154 酵素法非特異 2＋ 2＋ 2＋ 0 0 0 0.9 1.0 0.9 N.T.
155 酵素法非特異 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.9 1.0 0.9 N.T.
156 酵素法非特異 0 2＋ 2＋ 0 0 0 1.2 1.1 1.1 N.T.
157 酵素法非特異 w＋ 1＋ w＋ 0 0 0 1.0 1.0 1.0 N.T.

N.T.：Not Tested

表 4-3　III 群：意義の無い抗体
一致検体の詳細

検体No.

CAT FCM-SC

酵素 クームス S/N

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

125 抗Mi 0 0 0 2＋ 0 0 1.9 1.2 1.1
126 抗Mi 0 0 0 w＋ 0 0 34.7 0.9 1.1
127 抗Mi 0 0 0 2＋ 0 0 7.2 0.9 1.1
128 抗 JMH 0 0 0 1＋ w＋ w＋ 4.0 3.3 2.9
129 自己抗体 1＋ 0 0 1＋ 0 0 10.2 24.2 19.7
130 自己抗体 4＋ 3＋ 4＋ w＋ w＋ w＋ 3.4 5.7 5.2
131 自己抗体 1＋ 1＋ 1＋ 2＋ 2＋ 2＋ 5.5 5.6 4.8
132 自己抗体 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 2＋ 23.8 85.4 50.1
133 自己抗体 1＋ 1＋ 1＋ 1＋ w＋ w＋ 2.6 2.7 2.3
134 自己抗体 3＋ 2＋ 2＋ w＋ w＋ w＋ 1.7 1.9 1.6
135 自己抗体 4＋ 1＋ 1＋ 0 0 0 2.1 2.0 2.5
136 自己抗体 4＋ 3＋ 4＋ 1＋ w＋ w＋ 1.9 1.7 2.2
137 自己抗体 1＋ 0 1＋ w＋ 0 w＋ 5.4 1.5 4.7
138 DARA投与 0 0 0 2＋ 2＋ 2＋ 1.8 1.9 1.2
139 DARA投与 0 0 0 2＋ 2＋ 2＋ 1.8 1.9 1.3
140 DARA投与 0 0 0 2＋ 2＋ 2＋ 2.1 2.2 2.1
141 PEG 非特異 4＋ 4＋ 3＋ w＋ w＋ w＋ 4.3 5.7 2.1
142 抗リン脂質抗体 w＋ w＋ w＋ w＋ w＋ w＋ 3.9 3.3 5.9

DARA：ダラツムマブ

応用した報告１８）２０）ではカットオフ値を S/N比 2.0に設定
する場合が多いが，必ずしも根拠は示されていない．
本研究では表 1の検討から S/N比 1.7以上を陽性値と
設定して I群～IV群を評価した．
PEG-IATは他の反応増強剤を用いた IATより感度が
高いとされているため２１），I群の追加検査は PEG-IAT
を採用し臨床的意義の判断基準とした．CAT陽性全体
95例のうち，CAT―酵素法のみ陽性の 27例についての

結果では（表 2-3），FCM-SC及び PEG-IATの結果が陽
性と陰性が混在しているが，両検査法の結果は一致し
たことから FCM-SCは酵素法を含まない方法であって
も，臨床的意義のある不規則抗体を効率よく検出でき
ると考えられる．以前より CAT―酵素法のみ陽性の不
規則抗体のうち PEG-IATを実施すると陽性と判定され
る症例は報告されているが１０）２２），本研究でも同様の結果
となった．
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表 5　IV 群：CAT陰性 220 例中 FCM-SC
が S/N1.7 以上の追加試験

FCM-SC 追加試験

S/N PEG-IAT

① ② ③

2.5 2.0 1.3 陽性だが特異性なし
2.0 2.4 1.3 陽性だが特異性なし
1.6 1.7 1.3 陽性だが特異性なし
0.9 1.9 1.0 陽性だが特異性なし
1.7 2.3 1.5 抗 Fyb

1.6 1.8 1.4 陽性だが特異性なし
2.8 4.3 2.2 陽性だが特異性なし
2.1 2.3 2.3 陽性だが特異性なし

II群，特に抗Mについて，大半は IgMクラスの自然
抗体で臨床的意義が少ないとされている２３）．しかし，IAT
陽性の場合には臨床的意義があるとされており，とり
わけ IgGクラスの抗Mは重篤な胎児新生児溶血性疾患
や造血抑制の原因となるときがある２３）．抗 Leaについて
も同様で，自然抗体が多いとされているが，IgGクラス
の抗 Leaでの溶血性副作用の報告もある２４）．これらの不
規則抗体の臨床的意義を鑑別する方法として 60分―IAT
が有用とされているため２５），本研究でも追加試験として
採用し臨床的意義の判断基準とした．その結果，今回
検討した 29例のうち，CAT，FCM-SCともに陽性であっ
た検体は 7例のみであった（表 3-1）．結果が不一致の
22例は CAT陽性・FCM-SC陰性であったがそのすべ
てが 60分―IATも陰性で（表 3-2），臨床的意義はなかっ
た．
III群は試薬に対する非特異反応，自己抗体，同定を

行っても特異性が見当たらずに精査の結果，該当抗体
無しとして報告した症例である．不規則抗体スクリー
ニングにおいて不規則抗体陽性と判定された 2.7％のう
ち，臨床的意義のある不規則抗体は 0.95％との報告が
あり２６），特異性のない反応が多く検出されている現状が
ある．これらの反応は多岐にわたっており厳密にそれ
らの原因を特定することは困難で，臨床的意義を見極
めるために多くの労力とコストがかかっていることは
事実である．そのため本研究では CAT陽性・FCM-SC
陰性の不一致 15例のうち（表 4-1），酵素法非特異反応
が明らかであった 6例を除いた 9例について還元剤処
理後血漿にて PEG-IATを行い４），IgGクラスの不規則
抗体か否かの鑑別を行うことで臨床的意義の有無を判
断することにした．その結果，この 9例については IgG
クラスの不規則抗体が否定されており（表 4-2），臨床
的意義が無い抗体であった．一方，表 4-3に CAT・FCM-
SCとも陽性の結果を示す．臨床的意義が無いとされて
いる抗Mi，抗 JMHの他に IgGクラスの自己抗体と判
定された抗体などが含まれている．FCM-SCが陽性で

あるならば IgGクラスの抗体の可能性を考慮し，同定
検査等の精査を行った上で臨床的意義を判断する必要
があることが示唆された．
その他，CATにて陰性と判定された 220症例につい

て FCM-SCを実施したところ，8例で FCM-SCが陽性
であった（表 5）．特異性を認めなかった 7例は表 4-3
と同様に IgGクラスの自己抗体の可能性が高いと考え
られる．また，抗 Fyb陽性の 1例は既知の症例であり，
CATで時に陽性，時に陰性の，検出限界感度の症例で
ある．一般的に LISS-IATよりも PEG-IATの感度が優
れているとされているため２７），PEGにて増強を行って
いる本法は IgGクラスの不規則抗体に対してCATと同
等以上の感度が得られる可能性が示唆された．
本研究のコストについても検討した．当院の検体数
での試算では CAT法では約 1,400円だが，FCM-SC
では約 450円と 1/3程度である．これは高価であるカ
ラムを使わないこと，C-BRCJの使用量が 1テストあた
り 2μl であることによる効果が大きい．さらに，IgG
クラスの不規則抗体を選択的に検出する効果に優れて
いるため，従来法において臨床的意義の有無を調べる
目的で行われていた精査に費やしていた多くのコスト
と労力の削減効果は計り知れない．
一方，FCM-SCの短所はそもそも FCMが必要である

こと，用手法による操作が必要であること，緊急時に
は対応しにくい，などが挙げられる．用手法に関して，
分注操作については汎用の分注装置を，測定操作につ
いては FCMにオートローダーを採用するなどして対応
が可能である．それらの条件が整えば緊急検体以外の
大量検体の処理には適性があると考えられるものの，
現時点では研究的な要素が強い方法であり引き続きの
検討が必要だと考えている．

ま と め
CAT検査後の検体にて FCM-SCを実施し，FCM-SC

の不規則抗体スクリーニングとしての有用性を評価し
た．その結果，臨床的に意義のある IgGクラスの不規
則抗体を高い特異度で捉える一方，IgMクラスと考え
られる不規則抗体や非特異反応など，臨床的意義の無
い症例については陰性と判定された．費用対効果のみ
ならず追加検査に費やす労力の削減効果にも優れてお
り，FCM-SCは不規則抗体スクリーニングとして活用
できる可能性が示唆された．
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Abstract:

It is very important to perform irregular antibody screening to ensure safe and efficient red blood cell transfu-
sion. In this study, we developed a newmethod to detect IgG class irregular antibodies by flow cytometry using anti-
human IgG as a secondary antibody (Flow Cytometry Irregular Antibody Screening: FCM-SC). The mean fluores-
cence intensity ratio of the patient sample to negative sample (S/N)was estimated. The result was considered positive
if S/N was greater than 1.7. For clinically significant antibodies like anti-E and anti-S, 12 out of 95 cases with Column
Agglutination Technology (CAT) positive results were FCM-SC negative, and additional testing by PEG-IAT con-
firmed the negative results. 22 out of 29 cases that were anti-M and anti-Lea antibody positive by CATwere FCM-SC
negative, and additional testing by IAT without enhancement media revealed that all cases were negative. 9 out of
33 cases that did not show reaction specificity by CAT, such as by autoantibody and cold agglutination, were FCM-
SC negative, and additional testing by PEG-IAT using plasma that had been treated with a reducing agent also
showed negative results. These results suggest that FCM-SC is a useful method for detecting IgG class irregular an-
tibodies and may be suitable for antibody screening.
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