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Ⅰ．緒　言
日本では，腎臓移植の適応拡大を目的とし 1989 年か

ら ABO 血液型不適合生体腎臓移植 ABO-incompatible 

live renal transplantation （ABOI-RTx） が施行されるよう
になった 1）。

ABOI-RTx では，移植前に抗 A/B 抗体を除去する
二重濾過血漿交換療法 Double Filtration Plasmapheresis 

（DFPP） や血漿交換 Plasma Exchange （PE） など抗体
除去療法が行なわれている。また，以前はレシピエ
ントの脾臓摘出を余儀なくされてきたが，キメラ型
抗 CD20 モノクローナル抗体 （Rituximab：Genetech, 

San Francisco, CA, USA） を使用することで脾臓摘出を
行うことなく腎臓移植が可能となった 2）。そして，現
在では Rituximab 投与と抗体除去療法を併用すること
で ABO 血液型適合生体腎臓移植 ABO-compatible live 受付日：平成 28 年 3 月 10 日　受理日：平成 28 年 4 月 21 日
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Abstract
In ABO-incompatible live renal transplantation (ABOI-RTx), anti-blood type A/B antibody (anti-A/B Ab) depletion is 

performed before transplantation to avoid humoral rejection caused by anti-A/B Ab. In a quite rare case, so severe a 
hyperacute rejection occurs in ABOI-RTx as to result in graft loss, regardless of titer of anti-A/B Ab.

We newly developed a flow cytometry-based detection method of anti-blood type A/B IgG antibody (anti-A/B IgG Ab) 
that has complement-binding affinity using human complement C1q to elucidate immunological mechanism of humoral 
rejection caused by anti-A/B Ab in ABOI-RTx. This method revealed that positivity rate of C1q-binding affinity in anti-A/B 
IgG Ab was higher in patients of ABOI-RTx whose graft function was lost, while that rate was lower in those with stable 
renal function.

We, therefore, suggest that this method might have a possibility to become a useful test in ABOI-RTx to avoid 
humoral rejection.

Key words :  flow cytometry; ABO-incompatible live renal transplantation; complement-fixing 
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renal transplantation （ABO-RTx） よりも ABOI-RTx の方
が移植した腎臓の生着率が有意に良好であったとの報
告がなされるまでになっている 3）。しかし，移植直前
検査においてドナー特異的抗 HLA 抗体陰性症例で抗
A/B 抗体価が低くても稀に超急性拒絶反応により移植
した腎臓機能を喪失する症例が存在する。

筆者らは，ABOI-RTx において移植前に自然免疫抗
体である抗 A/B 抗体除去が完全な抗体除去療法では
ないにもかかわらず，免疫学的順応 Accommodation が
誘導されることについて，液性拒絶反応を引き起こす
免疫学的なメカニズムの違いは補体結合性を有する抗
A/B-IgG 抗体量が関与するのではないかと推察した。
そこで，本研究では補体結合性を有する抗 A/B-IgG 抗
体検出を目的として補体の第一成分であるヒト補体
C1q を用いた flow cytometry method for complement C1q 

test （FCM-C1q） を開発し，基礎的検討および臨床症例
による解析を行った。

Ⅱ．対　象
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 ABOI-RTx 目的で来院されたドナー （健常者 A

型・B 型・O 型）とレシピエント （透析患者 A 型・B

型・O 型） を対象とし， 抗 A/B 抗体測定法である flow 

cytometry method for IgG test （FCM-IgG）・FCM-C1q を
行なった。また，ABOI-RTx を施行した移植直前検査
にてドナー特異的抗 HLA 抗体陰性であった 2 症例を
対象とし，抗 A/B 抗体測定法である間接抗グロブリ
ン法 Indirect anti-globulin test （ID-AGT）・生理食塩水法

saline test・FCM-C1q を行なった。

Ⅲ．方　法
1）flow cytometry method for complement C1q test

Figure 1 に反応原理を示す。
被検血清および補体結合性を有する抗 A/B-IgG 抗体

陽性血清について抗 A/B-IgM 抗体を還元処理するた
め最終濃度 5mM dithiothreitol （DTT） 37℃，30 分静置
反応した 4, 5）。陰性コントロールとして AB 型ヒト血
清 （Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, United States），DTT 処
理した被検血清および補体結合性を有する抗 A/B-IgG

抗体陽性血清 50ul と赤血球浮遊液 DiaCell ABO A1-B 

（DiaMed AG, Switzerland） 50ul を加え，室温 30 分静置
反応した。反応させた赤血球を洗浄し，Complement 

component C1q from human serum （Sigma-Aldrich） 5ul を
加え，室温 20 分静置反応した。Dako REAL Antibody 

Diluent （Dako Denmark A/S Code：S2022） で Anti-Human-

C1q-FITC （Medical and Biological Laboratories Co. Ltd） 

× 400 倍 100ul を加え，室温遮光 20 分静置反応した。
反応させた赤血球を洗浄し，FACSCalibur HG （Becton 

Dicknson and Company, SanJose, CA, USA） にて測定し
た。FCM-C1q 判定は，陽性率 % で評価した。

2）flow cytometry method for IgG test
被検血清および抗 A/B-IgG 抗体陽性血清について

抗 A/B-IgM 抗体を還元処理するため最終濃度 5mM 

DTT 37℃，30 分静置反応した。DTT 処理被検血清
は，倍々希釈系列を作製した。AB 型ヒト血清を陰性

Figure 1　flow cytometry method for complement C1q test 反応原理
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コントロールとして DTT 処理倍々希釈被検血清およ
び抗 A/B-IgG 抗体陽性血清 50ul と赤血球浮遊液 ABO 

A1-B 50ul を加え，室温 30 分静置反応した。反応させ
た赤血球を洗浄し，fluorescein-isothiocyanate （FITC）
-conjugated anti-human IgG （Jackson Immunoresearch 

Laboratories, West Grove, Penn, United States） ×50倍
20ul を加え，室温遮光 20 分静置反応した。反応させ
た赤血球を洗浄し，FACSCalibur HG にて測定した。
FCM-IgG 判定は，反応した最終希釈系列で評価した 6）。

Ⅳ．統計学的処理
統計学的処理において，有意差検定は，JMP Pro11.2.0

を使用し Wilcoxon rank sum test で有意確率 5% 未満を
有意差有りと定義した。

Ⅴ．結　果
1） 健常者および透析患者の抗 A/B-IgG 抗体の基礎的

検討
健常者と透析患者の内訳は Table 1 に示す。
健常者と透析患者の A 型・B 型では，FCM-IgG 抗

体価・FCM-C1q 陽性率において個人差が若干認めら
れたが O 型と比べると統計学的有意差（5% 未満）を

持って FCM-IgG 抗体価・FCM-C1q 陽性率共に低かった。
また，健常者と透析患者の FCM-IgG 抗体価・FCM-C1q

陽性率は共にほぼ変わらない傾向であることが認めら
れた。

2）ABO 血液型不適合生体腎臓移植を施行した 2 症例
Figure 2 は，A 型ドナーから O 型レシピエントへ

ABOI-RTx を施行した移植後腎臓機能良好な症例であ
る。

移植前に DFPP を 4 回施行し，移植当日 ID-AGT8

倍で移植，その後急激に ID-AGT の上昇を認めたがク
レアチニン値 1.7mg/ dL 付近を推移し，FCM-C1q 陽性
率は移植前後において上昇を認めていなかった。

Figure 3 は，A 型ドナーから O 型レシピエントへ
ABOI-RTx を施行し移植後腎臓機能が喪失した症例で
ある。

移植前に DFPP を 4 回施行し，移植当日 ID-AGT 32

倍で移植，その後 27 日目付近から徐々に FCM-C1q 陽
性率の上昇を認め 50 日目で ID-AGT128 倍，FCM-C1q

陽性率 40.5% で腎生検を施行した結果，急性抗体関
連型拒絶反応 Acute antibody-mediated rejection （acute-

ABMR） と診断され 51 日目に Graft loss となった。

Table 1　健常者と透析患者の内訳
健常者 A 型，B 型では，FCM-IgG 抗体価と FCM-C1q 陽性率において個人差が若干認められたが O 型と比べると抗 A/B-IgG 抗体
価と補体結合性を有する抗 A/B-IgG 抗体陽性率は共に統計学的有意差をもって低かった。
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Figure 3　ABO 血液型不適合生体腎臓移植を施行し移植後腎臓機能喪失症例
A 型ドナーから O 型レシピエントへ ABOI-RTx を施行し移植後腎臓機能が喪失した症例である。ヒストグラムの赤線は陰性コン
トロールを示す。ID-AGT は移植後上昇を認めていたが，FCM-C1q は上昇していた。

Figure 2　ABO 血液型不適合生体腎臓移植を施行した移植後腎臓機能良好症例
A 型ドナーから O 型レシピエントへ ABOI-RTx を施行した移植後腎臓機能良好な症例である。ヒストグラムの赤線は陰性コント
ロールを示す。ID-AGT は移植後上昇を認めていたが，FCM-C1q は上昇していなかった。
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Ⅵ．考　察
ABOI-RTx では，血液型抗原に対する抗 A/B 抗体価

を移植前後において確認することが重要であると考え
られている。しかし，抗 A/B 抗体価に関係なく免疫
学的順応 Accommodation が誘導される症例または稀
に超急性拒絶反応により移植後腎臓機能を喪失する症
例が存在する。

抗 A/B 抗体のうち補体結合性を有する自然免疫抗
体である IgM 抗体価が液性拒絶反応の判断基準とし
て明確に書かれた文献は見当らなかったが，急性抗体
関連型拒絶反応は自然抗体によって引き起こされるの
ではなく，移植してから de novo の抗 A/B 抗体によっ
て引き起こされること，そして，IgG 抗体価に関して
は抗体除去療法の移植基準とした研究報告 7）がなさ
れている。

筆者らは，この抗 A/B-IgG 抗体のうち血中補体蛋
白が関与する補体結合性を有する抗 A/B-IgG 抗体量と
液性拒絶反応との関連性について解析するにあたり，
FCM-C1q 測定法の開発を行なった。

FCM-C1q は，本研究において補体結合性を有する
抗 A/B-IgG 抗体の定性試験を目的とし % 陽性率によ
る結果判定を採用したが，本来定量評価するのであれ
ば血清を希釈する抗体価を採用する必要があると考え
る。また，ヒト補体 C1q は補体結合性を有する抗 A/

B-IgG・IgM 抗体の両方と反応するため，DTT による
還元処理を行なうことにより抗 A/B-IgG 抗体を的確
に検出出来るようにした。しかし，DTT 処理された
単量体もしくは半量体の IgM 分子は赤血球膜上抗原
に反応することも考えられるが，本研究結果ではフ
ローサイトメトリー法の赤血球ゲートにおいて Anti-

Human-C1q-FITC には反応しないことを確認した。
FCM-C1q の基礎的検討として健常者と透析患者の血

液型別による FCM-C1q 陽性率の比較解析を行なった
結果では， 健常者 A 型と B 型では FCM-IgG 抗体価と
FCM-C1q 陽性率において個人差が若干認められたが O

型と比べると抗 A/B-IgG 抗体価と補体結合性を有する
抗 A/B-IgG 抗体陽性率は共に統計学的有意差をもって
低かった。また，透析患者においても健常者とほぼ変
わらない傾向であることが認められた。

抗 A/B 抗体の大部分は IgM 抗体であると今まで考
えられてきた。しかし，本研究結果から抗原刺激によ
りクラススイッチが起こり産生される IgG 抗体は，健
常者や透析患者において特に O 型が実際には抗体産
生が少なくないことが確認出来た。

IgM 抗体は，補体結合性を有する抗体であるが IgG

抗体はサブクラスにより補体結合性に違いがある。一
般にヒト血清中のサブクラス比率は，およそ IgG1：
60%，IgG2：29%，IgG3：7%，IgG4：4%，その中で
古典的経路の補体結合能は，IgG1, IgG3 が強く　IgG2

は中間，IgG4 はないと報告されている 8）。しかし，腎
臓疾患関連では IgG4 サブクラスが高値を示す報告も
あり疾患特異性が報告されている 9, 10）。透析導入の腎
不全患者でも筆者らは，A 型と B 型の抗 A/B 抗体に
ついてほとんどが IgG4 優位ではないかと推察した。
しかし，補体結合性を有する抗 A/B-IgG 抗体陽性率と
IgG サブクラスを解析してみると必ずしも一致した結
果ではなく，現時点で乖離する原因が究明できないこ
とから今後，FCM-IgG サブクラス測定系の確認を含め
継続再検討を考えている。（data not shown）。

血液型抗原は，赤血球のみならず多くの上皮細胞に
も発現がある 11）。特に A 型抗原は B 型抗原よりも抗
原数が多く抗原性も強いとされているが ABOI-RTx に
おいて統計学的有意差は認められないとの報告がなさ
れている 12）。また，抗 A/B 抗体は，腸内細菌の糖鎖
などに対して産生された自然免疫抗体であると考えら
れているが，特に O 型は，A 抗原・B 抗原を保有しな
いため抗 A/B 抗体産生に対する抑制機構が減弱して
いるのか A 型，B 型と比較すると抗 A/B 抗体をより
多く産生している可能性が示唆される。また，ABOI-

RTx の脱感作療法において O 型は A 型，B 型の透析
患者と比較すると有意差をもって脱感作後のリバウン
ドの頻度が高く，O 型は免疫応答の感受性に相違があ
るのではないかと推測した報告もある 13）。

ABOI-RTx を施行した A 型ドナーから O 型レシピエ
ントへの 2 症例による解析では，2 症例とも抗 A-IgG

抗体価と抗 A-IgM 抗体価はほぼ同じ推移を示してお
り，この 2 法では的確に液性拒絶反応を見極めるのは
難しいのではないかと考えられる。しかし，抗 A-IgG

抗体価と補体結合性を有する抗 A-IgG 抗体陽性率を比
較すると，2 症例とも抗 A-IgG 抗体価は移植後上昇を
認めていたが，補体結合性を有する抗 A-IgG 抗体陽性
率が低い症例では移植後の腎臓機能は良好であり，陽
性率が高い症例では移植した腎臓機能を喪失してい
た。この結果から液性拒絶反応の免疫学的なメカニズ
ムには，補体結合性を有する血液型抗体の関与が示唆
されると共に，補体結合性を有しない抗 A-IgG 抗体の
上昇は必ずしも液性拒絶反応と関連しない根拠である
と考えられ，抗血液型抗体除去を完全に行なう必要性
がないことを疫学的研究 14）から近年明らかにされた
ことと一致すると考えられる。
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現在使用されている抗 A/B-IgG 抗体検出法には，試
験管法 tube technique （TT 法）・ゲルカラム遠心凝集
法 DiaMed-ID Micro Typing System （MTS法, DiaMed AG, 

Switzerland）・ビーズカラム遠心凝集法 BioVue Columm 

Agglutination Technology （CAT法,  Ortho-Clinical-

Diagnostics, Tokyo, JPN），そして flow cytometry 法など
が用いられている。しかし，これらは IgG サブクラス
抗体 （IgG1-4） を区別なくすべて検出する方法である。
そのため，今回筆者らが開発した FCM-C1q は補体結
合性を有する抗 A/B-IgG 抗体検出法として移植前後の
抗体除去療法の確認や液性拒絶反応の診断に有用であ
ると考えられる。

Ⅶ．結　語
今後，FCM-C1q 陽性率ではなく抗体価としての定

量評価を含め症例検討を重ねる必要性はあるが，補体
結合性を有する抗 A/B-IgG 抗体検出法は ABOI-RTx の
新たな臨床判断の一つとして有用になる可能性が示唆
される。
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