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【Summary】
【Objective】There may be a discrepancy in the results between the complement-dependent cytotoxic crossmatch
test（CDC-XM）and the flow cytometry crossmatch test（FCXM）for the detection of HLA antibodies（HLA-Abs）.
We investigated the cause of this discrepancy using the solid-phase assay method with the LABScreen single anti-
gen（LABScreen）and the LABScreen single C1q（C1qScreen）．
【Methods】Twenty-one candidates for renal transplantation who visited our outpatient clinic in 2011 were HLA-

Abs positive by FlowPRA. Their serums underwent the LABScreen test and the C1qScreen test. The specificity of
the Abs in these serums was determined using LABScreen and lymphocyte cells（LCCs）of a third party that had
the same antigen as the specified Abs that were selected. Then these LCCs underwent FCXM and CDC-XM. The
results of the tests were compared with each other. Moreover, we studied the clinical outcomes of 9 recipients that
had tested positive by FCXM and negative by CDC-XM preoperatively. We also studied 3 cases as references of
poor graft that had tested negative by FCXM and CDC-XM and developed rejection.
【Results】HLA-Abs that were positive by FCXM using LCCs exhibited 26 kinds of class� and � antibodies, and

the results of C1qScreen and CDC-XM showed significant correlation with them（p＜0.001）. Those of C1qScreen
and LABScreen, however, showed no significant correlation. In 12 recipients who were all CDC-XM negative be-
fore transplantation, 9 became LABScreen positive; postoperatively, 4 recipients became C1qScreen positive. Graft
loss and C1qScreen of chronic-AMR cases were all positive after transplantation.
【Conclusion】C1qScreen was not always positive, even when FCXM was positive and LABScreen detected a high

quantity of HLA-Abs, but C1qScreen was almost always positive when CDC-XM was. That indicates that discrep-
ancy in the results of CDC-XM and FCXM was caused to some extent by the dependency of HLA-Abs on comple-
ment. Furthermore, C1qScreen showed positive results in all chronic AMR and graft loss cases, suggesting that
complement-dependent donor specific antibodies were partially involved in chronic-AMR and graft loss.
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I．はじめに

臓器移植では，移植前に donor specific alloantibody

（DSA）の有無を確認することが抗体関連型拒絶反応

antibody-mediated rejection（AMR）を回避することに

つながるため，この DSAを検出する検査精度および

感度が重要になる。

現在，臓器移植ネットワークでは，リンパ球クロス

マッチ検査の T cellが陰性であれば移植は可能とされ

ている。しかし，complement-dependent cytotoxic cross-

match test（CDC-XM）1-2）の T cellが陰性であっても flow

cytometry crossmatch test（FCXM）3-5）の T cellが陽性あ

るいは，ドナーリンパ球を使用しない panel reactive an-

tibody（PRA）法で HLA Class�抗体の DSAが陽性の

症例も存在する。

近年では，CDC-XMよりも FCXMの検出感度が高

いと考えられ普及してきている6）。しかし，CDC-XM

と FCXMの結果の乖離については検出感度の違い以

上に，捕らえている HLA-IgG抗体のサブクラスが異

なっていることも原因の一つと考えられている。

今回筆者らは，CDC-XMと FCXMの検査結果の乖

離について検証するため，solid phase assayを用いた

LABScreen single antigen（LABScreen, One Lambda）7）

および補体結合性 HLA抗体検出試薬 LABScreen sin-

gle C1q（C1qScreen, One Lambda）8）を使用し，HLA抗

体の補体結合性の有無を確認し結果の乖離について検

討を行った。

II．対象および材料

2011年に東京女子医科大学腎臓病総合医療セン

ター腎臓外科にて外来受診された腎移植希望患者のう

ち，flow panel reactive antibody（FlowPRA）が陽性で

ある 21名（男性 8名，女性 13名，年齢 49.9±11.1歳）

のレシピエントを対象とし，それらの血清の HLA抗

体の特異性と一致した HLA抗原を保有する第三者の

リンパ球を材料とした。また，移植予後の検討のため

移植前 CDC-XM陰性，FCXM陽性の 9症例と腎生検

所見より拒絶と診断された 3症例を対象症例とした。

III．方 法

FlowPRA Screening（FlowPRA, One Lambda）陽性

のレシピエント血清について LABScreenにて HLA抗

体の特異性を確認し，その特異性と一致する HLA抗

原（A，B，DR，DQ抗原）を保有する第三者のリン

パ球を用いて FCXMを実施した。

さらに，FCXMにて陽性判定が確認された検体に

ついて，同じリンパ球で CDC-XMを実施し，C1qScreen

の結果も合わせて比較検討した。

また，腎移植を施行した 12症例について移植前お

よび移植後の HLA抗体の推移と移植後の腎生検所見

などを基に C1qScreenと LABScreenによる DSAとの

関連性について検討した。

HLA抗体検査

1）CDC-XM

ドナーリンパ球および第三者のリンパ球は，ヘパリ

ン加末梢血液より EasySep法（StemCell Technologies）

を用いて，T cellまたは B cellに分離し，2×106 cells/

mlに調節した。

60穴の Terasaki tray（Greiner Bio-One）にレシピエ

ント血清および末梢血リンパ球を各 1 μl，流動パラフ

ィン（Wako Pure Chemical Industries）でカバーして，

37℃インキュベーターで 60分間静置反応した。ウサ

ギ補体（One Lambda）を加え 120分間室温にて静置

反応した後，エオジン染色液 Stain-Fix（One Lambda）

を加えカバーガラスをした。

判定は，位相差顕微鏡を使用し，negative control se-

rumを基準に原液血清による反応を平均死細胞割合

（%）として目視により 10%以上を陽性とした。

Negative control serumは，nomal human serum（NHS）

である AB型血清（DSファーマバイオメディカル）を

使用した。

Positive control serumには，Anti-T cell・B cell lym-

phocyte control serum（One Lambda）を使用した。

2）FCXM

FCXMに使用したリンパ球は，リンパ球分離液

SEPARATE-L（Muto pure Chemicals）を使用し，ドナー

のヘパリン加末梢血液から比重遠心法により分離し

た。

採取したリンパ球は，タンパク質分解酵素であるプ

ロテアーゼ protease type XIV（Sigma）を加え 37℃イ

ンキュベーターで 10分間静置反応し，2回洗浄後，2―

3×106 cells/mlに調節した。

BD Falcon Tube（Becton, Dickinson and Company）に

凍結解凍・遠心処理したドナー血清・AB型血清（DS

ファーマバイオメディカル）・レシピエント血清およ

び HLAClass�および�Positive control serum（One

Lambda）を 100 μl分注し，それぞれに調整した pro-
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tease処理済リンパ球 100 μlを加え9,10），室温にて 30

分間静置反応した。3回洗浄後 FITC conjugated goat

anti-human IgG（Jackson ImmunoResearch）・CD19―PE

（BD Biosciences）・CD3―PerCP（BD Biosciences）を加

え，4℃遮光にて静置反応した。2回洗浄後，フロー

サイトメーター FACS Calibur（Becton, Dickinson and

Company）にて測定した。

判定は，横軸を Linear Values設定で FITC conjugated

goat, anti-human IgGの蛍光強度 median fluorescence in-

tencityが陰性コントロールより 10.0以上のシフトを

示したものを T cell・B cellともに陽性とした11）。

3）FlowPRA

FlowPRA Class�・Class� Screening Beads12），nega-

tive control serum（One Lambda），HLAClass�・Class

� positive control serum（One Lambda），レシピエン

ト血清を各チューブに分注し，室温反応した。3回洗

浄後，FITC conjugated goat, anti-human IgG（One

Lambda）を加え，遮光室温反応して 2回洗浄後，フ

ローサイトメーター FACS Caliburにて測定した。

判定は，negative control serumから positive領域に 2

峰性または多峰性シフトを示したものを陽性とした。

4）LABScreen

LABScreen single antigen Class�・Class� Beads,

negative control serum（NC：One Lambda）・レシピエ

ント血清を各チューブに分注し，室温反応した。3回

洗浄後，PE conjugated anti-human IgG（One Lambda）

を加え，遮光室温反応した後，2回洗浄して LABScan

100にて測定した。

判定は，trimmed mean fluorescence intencity（MFI）

を用いて Normalized MFI＝（MFI sample No.bead－MFI

sample NC bead）－（MFI NC serum No.bead－MFI NC

serum NC bead）で Class�・Class�ともに 600以上を

示したものを陽性とした。

5）C1qScreen

Negative control serum（One Lambda）および非働化

したレシピエント血清 5 μl，C1q抗体溶液・LAB-

Screen single antigen Class�および Class� Beadsをチ

ューブに分注し，20分間室温反応した。PE conjugated

anti-human C1qを加え，20分間遮光室温反応し 1回

洗浄後 LABScan 100にて測定した。

判定は，trimmed mean fluorescence intencity（MFI）

を用いて Normalized MFI＝（MFI sample No.bead－MFI

sample NC bead）－（MFI NC serum No.bead－MFI NC

serum NC bead）で Class�・Class�ともに 300以上を

示したものを陽性とした。

IV．統計解析

結果は，すべて mean±SDで示した。有意差検定に

は，JMP 9.0.2を使用しWilcoxon signed-rank tests,

Fisher’s exact testで有意確率 5%未満を有意差ありと

判定した。

CDC-XMは，HLAClass�の弱い抗体を含めて検出
するため，Bwarmの判定を用いた。

V．結 果

1．HLA抗体が陽性であった 21症例について

LABScreenにて HLA抗体の特異性を確認した 21例

の血清から HLA Class�で 26種類，HLA Class�で 26

種類の HLA特異性を同定し，それぞれの検査法によ

る結果を症例ごとに表記した（表 1）。

FlowPRA・LABScreen・FCXMのいずれも陽性の

HLA抗体について LABScreen Normalized MFI平均値

は，HLA Class�では 10,238±3,545，HLA Class�で
は 9,022±4,469であった。

C1qScreen Normalized MFI平均値は，HLA Class�
では 9,911±6,510，HLA Class�では 12,351±7,358で

あった。

FlowPRA・LABScreen・FCXMのいずれも陽性で

あ っ た HLA Class�＆�抗 体 52種 類 中 24抗 体

（46.2%）が ClqScreen陽性であった。そのうち HLA

Class�抗体は 26種類中 9抗体（34%）が C1qScreen

陽性，HLA Class�抗体では 26種類中 15抗体（57%）

が陽性であった。

CDC-XM（Bwarm）ついて FlowPRA・LABScreen・

FCXMのいずれも陽性であった HLA Class�＆�抗体
52種類中 26抗体（49.9%）が CDC-XM陽性であり，

HLA Class�抗体 26種類中 10抗体（38%）が CDC-XM

（Bwarm）陽性，HLA Class�抗体 26種類中 16抗体

（61%）が CDC-XM（Bwarm）陽性であった。

C1qScreen陽性および陰性について LABScreen Nor-

malized MFIと比較したところ，HLA Class�抗体の
Normalized MFI平均値 10,238±3,545であるのに対

し，C1qScreen陽性では LABScreenが 10,407±3,811，

C1qScreen陰性では 10,348±3,504であり，LABScreen

の蛍光強度と C1qScreenの陽性・陰性との間には P＝

0.9570で有意差はなかった。HLA Class�抗体では，
Normalized MFI平 均 値 9,022±4,469に 対 し て C1

qScreen陽性では 9,880±4,151，C1qScreen陰性では
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表 1 21 症例の内訳

性別 年齢
FCXM陽性
HLA抗体

LABScreen
Normalized MFI

C1qScreen
Normalized MFI

CDC-XM
Twarm（%）

CDC-XM
Bwarm（%）

女 61 B44 5,147 ― ― ―
女 44 B61 8,871 ― ― ―
女 54 B48 5,467 ― ― ―

B44 5,242 ― ― ―
女 48 B51 14,258 ― ― ―

B52 13,767 ― ― ―
B62 12,915 ― ― ―

男 19 A2 6,644 7,331 100 100
DR8 11,939 771 ― 20

女 62 B54 5,085 ― ― ―
女 36 B61 16,059 4,515 ― 20

B62 11,881 4,839 ― 80
B44 16,386 4,209 100 100
B13 11,538 2,227 50 100
DR9 20,018 12,805 ― 100
DR12 15,180 12,805 ― 100
DR1 17,229 ― ― ―

女 64 B61 13,636 ― ― 80
B35 12,813 ― ― ―

男 46 B44 9,065 17,792 100 100
B39 7,356 14,699 100 100
B35 6,538 18,547 100 100
DR9 10,731 7,415 ― 100
DR1 10,452 3,391 ― 100
DR15 9,579 9,579 ― 100

男 51 A33 8,204 15,047 ― 100
DR12 9,795 16,889 ― 20

男 53 B61 13,706 ― ― ―
B7 12,700 ― ― ―

B60 12,166 ― ― ―
A33 11,275 ― ― ―
A2 12,846 ― ― ―

DR14 13,901 ― ― 100
DR13 9,346 2,505 ― 100
DR8 8,157 20,740 ― 100

男 51 A26 8,752 ― ― ―
B61 7,277 ― ― ―
DR8 12,987 ― ― ―

男 48 DQ6 3,354 ― ― ―
女 61 DQ4 8,528 ― ― ―

DQ8 9,461 ― ― ―
DQ9 10,157 ― ― ―

男 68 DQ4 12,921 1,745 ― 20
女 36 DQ6 8,450 1,906 ― 10
女 47 DR9 7,702 20,636 ― 100

DR4 4,843 13,520 ― 100
女 58 DR12 4,312 ― ― ―

DR13 5,653 ― ― ―
男 47 DQ7 5,855 13,678 ― 50
女 47 DQ6 3,234 7,082 ― 20
女 46 DQ4 2,855 ― ― ―

DQ8 2,812 ― ― ―

FCXMと CDC-XMは，それぞれ LABScreenにより検出した HLA抗体の特異性と一致した HLA抗原を保有する第三
者のリンパ球を用いた。―は陰性を示す。
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8,295±4,950であり，LABScreenの蛍光強度と C1

qScreenの陽性・陰性との間には P＝0.4063で有意差

はなかった（図 1）。

CDC-XM陽性および陰性について LABScreen Nor-

malized MFIを比較したところ，HLA Class�抗体の
Normalized MFI平均値 10,238±3,545であるのに対

し，CDC-XM陽性では LABScreenが 10,730±3,735，

CDC-XM陰性では 10,142±3,511であり，LABScreen

の蛍光強度と CDC-XMの陽性・陰性との間には P＝

0.7719で有意差はなかった。HLA Class�抗体では，
Normalized MFI平均値 9,022±4,469に対して CDC-

XM陽性では LABScreenが 10,131±4,134，CDC-XM

陰性では 7,734±4,836であり，LABScreenの蛍光強度

と CDC-XMの陽性・陰性との間には P＝0.1790で有

意差はなかった（図 2）。

CDC-XM（Bwarm）と C1qScreenで比較すると CDC-

XM（Bwarm）陽性の HLA Class�抗体 10種類中 9抗

体（90%）が C1qScreen陽性であった。HLA Class�
抗体では，16種類中 15抗体（93%）が C1qScreen陽

性であった。また，CDC-XM（Bwarm）と C1qScreen

の HLA Class�と Class�ではともに有意な相関性が
みられた（P＜0.001）（図 3）。

2．腎移植を施行した 12症例ついて

症例 1から 12は，移植前検査においてすべて CDC-

XMは陰性であり，そのうち症例 1から 9は，術前
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FCXMがすべて陽性症例で脱感作療法を施行してい

た（表 2）。また，症例 1から 5は，腎移植後経過良

好群で，腎生検所見では症例 6から 8は Acute-AMR，

症 例 9と 10は Chronic-AMR，ま た 症 例 11と 12は

graft lossであった。

LABScreenによる移植前の DSAは，症例 1から 9

まですべて陽性であったが，移植後では症例 1と 5と

9以外 DSAは陰性化していた。

症例 1から 8は，移植前および移植後の DSAは C1

qScreenですべて陰性であったが，Chronic-AMRおよ

び graft loss症例の 9から 12までは移植後 C1qScreen

はすべて陽性であった。

VI．考 察

今回 solid phase assayである LABScreenおよび C1

qScreenを用いて CDC-XMと FCXMの結果の乖離に

ついて検証を行った。

FCXMの蛍光強度については反応条件など多くの

要因により施設間差が大きく標準化が難しい現状にあ

る。そのため，今回筆者らは，LABScreen Normalized

MFIを基準に比較検討した。

筆者らは，検出結果の乖離について各検査法の検出

感度の違い以上に捕らえている HLA IgG抗体のサブ

クラスが異なっていることが原因の一つと考えてい

る。HLA IgG抗体のサブクラスについてはまだ検証

できていないが，今回 C1qScreenを使用することによ

り HLA抗体の補体結合性を確認することが可能に

なった。

CDC-XMは，ウサギ補体を使用する検出法であり

補体結合性抗体を検出するが，一方，FCXMは，ヒ

トリンパ球の細胞膜表面抗原との反応を検出し，Flow-

PRA，LABScreenはヒトリンパ球を使用せずに抽出

HLA抗原や精製 HLA分子などとの反応を検出する測

定法であるため，補体結合性および非結合性抗体の両

方が検出可能である。それらに対し，C1qScreenは，

HLA抗体に C1q抗体を反応させ，anti-human C1q抗

体によって検出する方法であるため，補体結合性抗体

を特異的に検出できる。

検証に用いた FlowPRA・LABScreen・FCXM陽性の

HLA抗体は，LABScreen Normalized MFIにおいて

HLA Class�・Class�抗体ともに高い蛍光強度であっ
た。そのため，本来なら CDC-XMでも十分陽性反応

を示すと予想されるが，そうではなかった。つまり，

HLA Class�・Class�抗体ともに LABScreen Normal-

ized MFIの強弱は CDC-XMとは一致しない結果で

あった。

同じく FlowPRA・LABScreen・FCXMのいずれも陽

性の HLA抗体に対しては，HLA Class�・Class�抗
体ともに C1qScreenの方が陽性検出率が低かった。し

かしながら，CDC-XMと C1qScreenとでは，一部に

結果の乖離を認めたものの HLA Class�・Class�抗体
ともに陽性反応が 90%以上一致していた。一部乖離

を生じた原因として測定法による検出感度の問題また

は自然抗体，自己抗体，Lewis抗体など non-HLA抗

体が関与したと考えられる13-14）。

今回の結果から，移植前および移植後に CDC-XM

や C1qScreenで検出される HLA-IgG抗体のうち補体

結合性抗体は 50%以下であると考えられた。
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一般に，ヒト血清中 IgG抗体の補体結合能につい

ての IgGサブクラス比率は，IgG1：60%，IgG2：29%，

IgG3：7%，IgG4：4%であるといわれているが，古

典的経路の補体活性は，IgG1，IgG3が強く，IgG2は

中間，IgG4はないとされていることから，今回確認

された補体結合性のない HLA抗体は IgG4が多く含

まれると推察される。しかし，補体結合性および非結

合性 HLA抗体が産生されるメカニズムはまだ解明さ

れていない。また，これらの HLA抗体の蛍光強度に

ついて同一検体の LABScreenと C1qScreenとで Nor-

malized MFIを比較してみると，C1qScreen陽性の Nor-

malized MFIは LABScreen Normalized MFIの 2倍以上

を示す抗体から 5分の 1程度の抗体まであり，さらに

LABScreen Normalized MFIが 10,000以上でも C1

qScreenが陰性，または LABScreen Normalized MFIが

5,000以下でも C1qScreenが陽性を示す抗体が検出さ

れた。そして，LABScreen Normalized MFIを C1qScreen

陽性と陰性で比較すると HLA Class�・Class�抗体と
もに有意差はなかった。

Clifford Chinらは，C1qScreenと LABScreenの結果

を分析することで移植後の AMRを予測するマーカー

になりうると報告している15）。本研究において腎移植

を施行した 12症例について検討した結果では，抗体

陽性 9例のうち，5例が Acute-AMRを引き起こし，

そのうち 4例は C1qScreenが陰性であり，AMRを予

測するマーカーとはならない結果であり，Clifford Chin

らの報告とは整合しなかった。また，LABScreen陽性

と腎生検所見との関連は認められなかったが抗体陰性

移植の維持期の腎生検病理組織検査で Chronic-AMR

および graft lossの 3例では移植後 C1qScreenはすべ

て陽性であり補体結合性 HLA抗体の DSAが関与し

ている可能性が示唆された。

移植後の抗体関連拒絶反応は一般に HLA抗体に補

体が関与すると考えられていることから，HLA抗体

の補体結合性を確認することは重要であると考えられ

る。

今後，移植後モニタリングとして補体結合性抗体を

検出する際は CDC-XMではドナーリンパ球確保の点

で困難な場合があるため，C1qScreenモニタリングは

有用になると考えられる。さらに，C1qScreenは HLA

Class�・Class�抗体の判定も可能であることから
FCXMに加えて，より検出精度が向上すると期待さ

れる。また，FlowPRA，LABScreenなども併用できれ

ば，それぞれの検出法の特性から HLA抗体の補体結

合性の有無だけでなく non-HLA抗体であるか否かを

判断することも可能になると思われる。

VII．結 語

LABScreeenで検出される HLA抗体（DSA）量が多

くても，CDC-XMが陽性とならない症例も存在する。

これは，ClqScreenで検出されない補体非結合性 HLA

抗体であることか推測され，CDC-XMと FCXMの結

果のかい離の原因の一つとして考えられた。さらに，

臨床症例の検討では，LABScreen陽性と腎生検所見と

の関連は認められなかったが，Chronic-AMRの 2症

例および graft lossの 2症例では移植後 C1qScreenは

すべて陽性であり，補体結合性 HLA抗体の DSAが

関与している可能性が示唆された。

本研究に関して関連企業との利益相反はありませ

ん。
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