
【症例報告】 Case Report

自己の I抗原が一過性に検出されず診断に苦慮した自己抗 I陽性の寒冷凝集素症
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患者は 70歳代の男性，O型 RhD陽性，輸血歴は無し．術前検査にて溶血性貧血を指摘された（2014年）．直接抗
グロブリン試験は抗 IgG及び抗補体ともに陽性．不規則抗体スクリーニングは自己対照及びスクリーニング用赤血
球試薬の全てが陽性であった．O型新生児赤血球とは反応せず自己抗 Iと同定した．4℃での寒冷凝集素価は 1：16,384
以上，反応温度域は 4℃～30℃であった．赤血球製剤の輸血が必要になり，交差適合試験は間接抗グロブリン試験で
完全溶血を認めた．Ii抗原検査では患者赤血球は抗 Iモノクローナル抗体と反応せず，I抗原が検出されなかった．
I抗原を決定する GCNT2 の遺伝子解析を 2016年に実施し，変異のない GCNT2*01 型であった．2017年に Ii抗原検
査を再度試みたところ I抗原および i抗原が検出された．寒冷凝集素価は 1：1,024に低下していた．I血液型特異性
を示す寒冷凝集素を検出したが，I抗原が検出されず，慎重な検査結果の判断が必要となったが，I抗原および i抗原
と貧血を経過観察することが有効と考えられた．

キーワード：寒冷凝集素症，自己抗 I，Ii抗原，GCNT2

はじめに
Ii血液型は，国際輸血学会認証血液型システムにおい
て 27番目に登録されている１）．胎生期ならびに生後直
後は i型であり，β1，6-GlcNAc転移酵素が i抗原にGlcNAc
を付加し I抗原が形成され，生後約 18カ月で I型にな
る２）．β1，6-GlcNAc転移酵素をコードする遺伝子領域
は，GCNT2 における Exon1C，2，3であり，これらに
変異や欠損を認めるアリルを有すると成人になっても
i型のままであると報告されている３）～５）．また日本人成
人の 99.99%以上が I型であり，I抗原陰性（i型）は 0.01%
未満とされている６）．
寒冷凝集素は，主に Ii血液型に特異性を示す冷式自
己抗体（自己抗 I）である．健常者でも微量に検出され
病的意義は無いが，4℃での寒冷凝集素価が 512倍また
は 512倍未満でも 30℃以上で凝集活性がある場合は病
的意義がある７）．なお，自己抗 Iは酵素処理赤血球を用
いると未処理赤血球に比べ反応性が増大する８）．また，
抗 Iには稀な成人 i型の人がもつ同種抗 Iも存在する９）．
今回我々は，溶血性貧血を呈する患者から自己抗 I

を同定したが，赤血球表面の I抗原が一過性に検出され
ず，その後 i抗原が検出され，貧血の改善と共に陰性化
した症例を経験したので報告する．

症 例
70歳代の男性．O型 RhD陽性．輸血歴は無．以前か
ら寒冷になると血尿や貧血症状があり，40歳代に他院
で原因不明の溶血性貧血と診断されていた．2014年 10
月に胸部不快で当院を受診し，発作性上室性頻拍と診
断された．血液検査で貧血と溶血所見を認め血液内科
紹介となり，精査を行った．

検査方法
血清分離
EDTA-2K入り及び無添加採血管で採血した末梢血を
採血直後から 40℃で保温し，同様に保温したバケット
で遠心分離後，血漿及び血清を直ちに分離した．
直接抗グロブリン試験（DAT）
40℃に加温したリン酸緩衝生理食塩液（PBS）で患
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者赤血球を 3回洗浄した後，抗グロブリン試薬を添加
し混和後，遠心判定を行った．なお，抗グロブリン試
薬は多特異性（抗 IgG，抗 C3b・C3d），抗 IgG，抗 C
3b・C3d，抗 C3d，抗 IgA，抗 IgM，対照として PBS
を用いた．
不規則抗体スクリーニング
試験管法にて生理食塩液法（生食法）とポリエチレ
ングリコール添加間接抗グロブリン試験（PEG-IAT）を
一般的な方法で実施した．血漿中の寒冷凝集素の除去
には，寒冷凝集素吸収試薬（ウサギ赤血球ストローマ
由来）を用い，吸着除去した血漿で生食法と PEG-IAT
を実施した．また，血漿に等量の 0.01M-Dithiothreitol
（DTT）を混和させ 37℃，30分間加温させ DTT処理
した血漿と，対照として等量の PBSを加えた血漿（DTT
未処理血漿）を用いて PEG-IATを実施し，不規則抗体
における IgMと IgGの鑑別を行った．
寒冷凝集素検査
検査手順を図 1-Aに示した．患者血清を 7％ウシア
ルブミン液で 2倍連続希釈した．特異性を調べるため，
患者と ABO同型の成人赤血球（OI）と生後 4日以内の
新生児赤血球（Oi），Ficin酵素処理した OI（Ficin処理
OI）の 3種の赤血球を用意した．なお，Ficin処理はリ
ゾルブⓇパネル C付属の Stabilized ficin solution（Ortho）
を使用した．各希釈血清に OIを加えた系列を 4つ作製
し，4つの異なる温度（4，22，30及び 37℃）でそれぞ
れ 15分間反応させた．1,000g，15秒間遠心後，1＋以
上の凝集を示す最大希釈倍数を各温度での寒冷凝集素
価とし，1＋以上で凝集する温度範囲を反応温度域とし
た．Oi及び Ficin処理 OIについても，OIと同様に実
施した．

Donath-Landsteiner（DL）test

患者血清 250μl に健常者血清 250μl と 50％赤血球浮
遊液 50μl を加え，以下の 3条件で反応させた．条件 1）
0℃にて 30分間反応後，37℃にて 60分間反応，条件
2）0℃にて 90分間反応，条件 3）37℃にて 90分間反
応．陰性対照は，健常者血清 500μl と 50%赤血球浮遊
液 50μl を加え条件 1）で実施した．3条件の反応後は，
1,000g，15秒間遠心後，溶血の有無を判定した．

Ii抗原検査
抗 Iはヒト由来 IgMモノクローナル抗体（OSK14，
日本赤十字社製），抗 iはヒト由来 IgMモノクローナル
抗体（OSK28，日本赤十字社製）を用いた．患者赤血
球を 40℃加温 PBSで 3回洗浄した．I抗原検査は，抗
Iモノクローナル抗体と 3％赤血球浮遊液を混和させ，
20℃，20分間反応させた．i抗原検査は，抗 iモノクロー
ナル抗体と 3％赤血球浮遊液を混和させ，0.5％ブロメ
リン液を加え混和後，4℃，20分間反応させた．両検査
の反応後は 3,000rpm，30秒間で遠心判定した．

GCNT2 解析
使用したプライマーの一覧を図 1-Bに示した．末梢血
から抽出した genomic DNAをテンプレートとして，
GCNT2 の Exon1C，2，3領域を PCR法にて増幅した．
直接 DNAシーケンス法にて PCR産物の塩基配列を解
析した．なお，本検査は主治医より患者へ説明と同意
書を取得し，院内倫理委員会の承認を得た．

結 果
DAT

多特異性：3＋，抗 IgG：陰性，抗 C3b・C3d：3＋，
抗 C3d：3＋，抗 IgA：1＋，抗 IgM：1＋，対照：陰性
となり，陽性であった．
不規則抗体スクリーニング（表 1）
PEG-IATにおいて，寒冷凝集素未吸収血漿では完全

溶血を認め，寒冷凝集素吸収後の血漿では陰性であっ
た．DTT未処理血漿では部分溶血を認め，DTT処理
血漿では陰性となり IgMと判定した．
寒冷凝集素検査（表 2）
2014年 11月では，OIでの寒冷凝集素価（4℃）は 1：
16,384以上であった．30℃での凝集活性を認め，反応
温度域は 4℃～30℃であった．Ficin処理 OIでは寒冷
凝集素価は上昇し，反応温度域が 37℃まで拡大した．
Oiとは反応せず，I血液型特異性を示す自己抗 Iと同定
した．2016年以降は，寒冷凝集素価は低下し，反応温
度域も縮小した．

DL test

陰性対照を含め，すべて陰性であった．
Ii抗原検査（表 3）
2014年 11月では，患者赤血球は抗 Iモノクローナル
抗体と反応せず I抗原が検出されなかった．2017年で
は 3＋となり I抗原が検出された．2018年では陽性対照
の OIと同等の 4＋であった．抗 iモノクローナル抗体
に対する反応は，2014年 11月では弱く（w＋）反応し，
2017年 1月は 1＋, 3月は 2＋と増強したが，2018年 8
月には陰性化した．

GCNT2 解析
2016年 1月に実施し，Exon 1C，2, 3領域に変異を認
めず，GCNT2*01 型（I型）であった．
臨床経過（図 2）
2014年：10月に血液検査で溶血性貧血所見（Hb 5.8
g/dl，T-BIL 4.21mg/dl，I-BIL 4.04mg/dl，LD 558U/
l，ハプトグロビン 10mg/dl 未満）を指摘された．血清
蛋白分画にてMピークあり，免疫電気泳動にて IgM-
κ型M蛋白を認めた．患者は慢性特発性 CADと診断さ
れた．翌月にステロイド投与しつつ，赤血球製剤を 4
単位輸血した．なお，製剤は ABO，Rh，Duffy，Kidd，
Diego，S血液型が同型を選択し，交差適合試験は PEG-
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図 1 検査手順・方法
A：寒冷凝集素価測定方法．7%ウシアルブミンを用いて患者血清を 2倍連続希釈した（手順 1）．各赤血
球（OI，Ficin 処理 OI，Oi）を 3%浮遊液に調整し，各希釈血清と混合した系列を 4組ずつ作製した（手
順 2）．各組は，4つの反応温度（4，22，30，および 37℃）で 15 分間反応させた（手順 3）．遠心後，
1＋以上の凝集を示す最大希釈倍数をそれぞれの赤血球に対する寒冷凝集素価とした（手順 4）．
B：GCNT2解析に用いたプライマーの設定部位と塩基配列．GCNT2の 5’ 非翻訳領域，イントロンのス
プライシングサイトを含むエクソン 1C，2，3領域を PCR法で増幅した（上図）．使用したプライマー
配列を下図に示す． 

IATで完全溶血を認めた．輸血副反応は無く，Hbは
9.1g/dl に上昇し，その後 2016年にかけては 7g/dl
台を推移した．
2017年 9月：腰痛のため撮影したMRI・CT検査で

腹部リンパ節腫大を指摘された．生検を施行し，B細胞
性の悪性リンパ腫が確認され，R-COP療法を開始した．
2018年 5月以降：リツキシマブ単剤投与にて経過観

察中である．溶血性貧血も改善している．

考 察
本症例は初回検査（2014年）に患者赤血球の I抗原

が陰性を示し，その後 GCNT2 解析により I型を確認，
経過観察した Ii抗原検査で患者赤血球の I抗原を確認
した．初回検査で I抗原が陰性を示した原因は不明であっ
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表 1　不規則抗体スクリーニング結果

2014 年 11 月
生食法 PEG-IAT

寒冷凝集素 寒冷凝集素 DTT

赤血球 未吸収 吸収 未吸収 吸収 未処理 処理

Cell No. 1 2＋ 1＋ H 0 PH 0
2 2＋ 1＋ H 0 PH 0
3 2＋ 1＋ H 0 PH 0

自己対照 2＋ 1＋ H 0 PH 0

H：完全溶血　PH：部分溶血

表 2　寒冷凝集素検査結果

採血日
　　　　反応温度
赤血球　

4℃ 22℃ 30℃ 37℃

2014 年 11 月 OI ＞1：16,384 1：64 1：2 ＜1：1
Ficin 処理 OI ＞1：16,384 1：8,192 1：512 1：64
Oi（新生児血） ＜1：2 ＜1：1 ＜1：1 ＜1：1

2016 年 1 月 OI 1：1,024 1：128 1：4 ＜1：2
Ficin 処理 OI N.T. N.T. N.T. N.T.
Oi（新生児血） N.T. N.T. N.T. N.T.

2017 年 12 月 OI 1：2,048 1：4 ＜1：1 ＜1：1
Ficin 処理 OI N.T. N.T. N.T. N.T.
Oi（新生児血） N.T. N.T. N.T. N.T.

2018 年 2 月 OI 1：1,024 ＜1：1 ＜1：1 ＜1：1
Ficin 処理 OI N.T. N.T. N.T. N.T.
Oi（新生児血） N.T. N.T. N.T. N.T.

N.T.：Not Tested

表 3　Ii 抗原検査結果

ヒト由来
モノクローナル抗体

　　　　採血日
赤血球

2014 年 2017 年 2018 年

11 月 1 月 3 月 8 月

抗 I（OSK14） 患者 0 1＋ 3＋ 4＋
陽性対照（OI） 4＋ 4＋ 4＋ 4＋
陰性対照（Oi） 0 0 0 0

抗 i（OSK28） 患者 w＋ 1＋ 2＋ 0
陽性対照（OI） 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
陰性対照（Oi） 0 0 0 0

たが，推測として，①患者赤血球に感作した寒冷凝集
素により抗 Iモノクローナル抗体の反応が阻害された，
②I抗原の減弱が考えられた．①については，患者赤血
球に感作した自己抗体は血液型検査を妨害する報告１０）が
あり，確認のため，患者血清中の自己抗 Iを OI赤血球
に感作させた後，I抗原検査を同様の手順で試みたが，
抗 Iモノクローナル抗体との反応は阻害されず，否定的
であった．②については，血液疾患による ABH抗原減
弱の報告１１）や，フローサイトメトリー法により血液疾患
による I抗原の減弱を確認した報告１２）がある．本症例で
は，M蛋白が検出された初回検査時から悪性リンパ腫
が潜在していた可能性が考えられ，貧血および網状赤
血球の増加に伴い，一過性に I抗原が陰性化し，i抗原

を検出した可能性が推察された．その後，貧血の改善
および網状赤血球の正常化により，i抗原が消失した．
その他には，赤血球膜上の Kell系１３）や Kidd系１４）抗原

が一時的に陰性化した例が報告されており，前者は微
生物由来の因子が原因とされ，後者は否定的で原因不
明であった．双方は血漿中の自己抗体あるいは高頻度
抗原に対する抗体の消失に伴い自己の抗原が検出され
た．本症例では，細菌感染による可能性は低く，寒冷
凝集素価の低下を認めた後に I抗原が検出された点にお
いて類似していた．
I血液型特異性を示す反応温度域の広い高力価の寒冷

凝集素を検出した．本症例では I抗原が一過性に検出さ
れず，慎重な検査と製剤選択が必要になった．寒冷凝



520 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 67. No. 4

図 2 臨床経過
2014 年初診時から約 4年間の治療歴，輸血歴，血液検査（Hb，Reticulocyte，T-BIL，LD）所見の推移を示す．診
断時よりステロイドが開始となったが，反応性は乏しかった．2017 年 9 月に悪性リンパ腫が確認され，R-COP（リ
ツキシマブ，シクロホスファシド，ビンクリスチン，プレドニン）療法（計 6コース）とリツキシマブ維持療法が施
行された．それに伴いT-BIL，LDの低下，Hbの上昇を認めた．

集素検査や Ii抗原の検索と貧血を経過観察することが
有効と考えられた．
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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A CASE OF HARD-TO-DIAGNOSIS COLD AGGLUTININ DISEASE WITH AUTO

ANTI-I DUE TO TRANSIENTLY UNDETECTABLE I-ANTIGEN ON THE PATIENT’S

RED BLOOD CELLS

Kazuki Ishiyama１）, Takayuki Nakayama１）２）, Reiko Niwa１）, Ayumi Kozono１）, Emi Fujita１）,

Tomohito Matsuo１）, Takanori Ando１）, Siqiang Gao１）, Megumi Hayashi１）, Akiko Katai１）, Shizuho Kato３）,

Mitsunobu Tanaka４）, Junko Takahashi５）and Hidefumi Kato１）
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Abstract:

Aman in his 70s was referred for further examination because a preoperative laboratory screen showed hemo-
lytic anemia (2014). His blood type was O, Rh positive and he had no history of transfusion. Direct antiglobulin tests
were positive. The polyethylene glycol-potentiated indirect antiglobulin test (PEG-IAT) showed that the patient’s se-
rum reacted with adult O-type red blood cells (RBCs), but not neonatal RBCs, suggesting that cold agglutinin was
caused by auto anti-I. The titerwas greater than 1:16,384 at 4℃, and activity remained at 30℃. He required transfusion
of 4 units (two bags) of RBCs, and a cross-match test using PEG-IAT showed hemolysis. Auto anti-I was detected. In-
terestingly, however, the patient’s RBCs did not react with an anti-I IgMmonoclonal antibody (mAb). Analysis of the
patient’s DNA showed no mutation in GCNT2 . The patient’s RBCs became reactive towards anti-I IgM mAb (2017).
Thus, examination of I-antigen, i-antigen, and anemia were effective for diagnosing cold agglutinin in this patient.
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Cold agglutinin disease, Auto anti-I, Ii-antigen, GCNT2
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