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【はじめに】

ABO 血液型不適合肝移植は，グラフト上の血液型抗原とレシピエント血清中の抗血液型

抗体との抗原抗体反応による液性拒絶のために成績が著しく不良であった 1,2)。グラフトに

おける local DIC を制御するための門脈注入療法や抗血液型抗体を除去するための血漿交
換および脾臓摘出により，血液型不適合肝移植の成績は改善された 3-5)。しかしながら，血

液型一致および適合症例に比べるとその成績は劣っており 6)，新たな対策が講じられるべ

きである。

　液性拒絶は，抗原とその抗原に対する抗体が存在して初めて起こりうる。そのため，ABO
血液型不適合肝移植における液性拒絶を抑制するために，レシピエント血清中の抗 ABO
血液型抗体の除去および産生の抑制が行われている。しかしながら，グラフトの ABO 血

液型抗原を除去もしくは減弱化する試みは臨床応用されていない。そこで，われわれは血

液型抗原に対するモノクローナル抗体を用いることにより，血液型抗原の抗原性を抑制お

よび中和できるかを検討した。

 
【抗血液型 Fab 抗体による血液型抗原の中和】
1．抗 A 型 Fab 抗体の作製と意義
今回の実験で使用する抗 A 型モノクローナル抗体として K7508（マウス IgG；科警研の

大森毅先生と（株）特殊免疫研究所とが共同で作製した抗体を（株）特殊免疫研究所から

購入）7)を選択した。この抗体が A 型抗原に特異的に反応することを flow cytometry およ

び ELISA で確認した(図 1)。また，免疫組織染色の一次抗体としても使用することができた
(図 2)。
ここで抗体の一般的な構造について述べるが，抗体は大まかに分けると Fab (Fragment，

antibody binding)と Fc (Fragment，crystallizable)に分けることができる(図 3)。Fab は
抗原結合活性を有し，Fc はエフェクター分子や細胞と相互作用するという役割を持つ 8)。

ABO 血液型不適合移植では，抗原抗体複合体の Fc に C1q が結合し，補体反応が活性化さ
れ拒絶反応が起こ 9-11)。このとき抗体に Fc がなければ，補体の活性化が惹起されず液性拒



絶が起こらない可能性がある。そこで，K7508 をパパインで分解することで Fc を取り除
き Fab抗体(K7508Fab)を作製して，今回の実験に使用することとした。

K7508Fab が A 型抗原に特異的に反応するかどうかを flow cytometry，ELISA，および
免疫組織染色で検討したところ，K7508とほぼ同様の反応性を有することが示された(図 1)。
この K7508Fab と A 抗原を結合させることで抗 A 抗体と A 抗原の反応を阻害し，液性拒
絶を抑制することができると考えた。

2．A 型抗原の中和
まず，細胞上の A 型抗原を K7508Fab で中和できるかを検討した。A 型抗原を発現して
いる細胞として，A 型赤血球および A431(epidermoid carcinoma cell line，東北大学加齢
医学研究所医用細胞資源センターより入手)12)を使用した。これらの細胞に K7508 ではな
い抗 A 抗体(IgM 抗体)を一次抗体，抗マウス IgM-FITC を二次抗体として flow cytometry
を行うと吸光度のピークが右方移動する。これに対して，A 型赤血球もしくは A431 と
K7508Fab を反応させた後に，抗 A 抗体(IgM 抗体)を用いて flow cytometry を施行すると
吸光度のピークはほぼ移動しなかった(図 4)。この flow cytometry の結果は，K7508Fab
が細胞上の A抗原と抗 A抗体との反応を阻害したということを示している。
つづいて，組織上の A 型抗原を K7508Fab で中和できるかを検討した。組織は A 型の

ヒトの肝組織切片を使用した。この肝組織切片に対して抗 A抗体(ウサギ抗体)を一次抗体，
抗ウサギ HRP を二次抗体として免疫組織染色を施行すると，肝動脈，門脈，および赤血
球が染色される。ところが，肝組織切片を K7508Fab と反応させた後に同様の免疫組織染
色を施行すると，先ほどは染色されていた肝動脈，門脈，および赤血球がまったく染色さ

れなかった(図 5)。つまり，組織上の A 型抗原と抗 A 抗体の反応が K7508Fab によって阻
害されたといえる。

　次に，生体内において K7508Fab が A 抗原を中和できるかを検討した。A431 をグラフ
ト，マウスをレシピエントに見立て，A431 をマウスに腹腔内投与することで移植モデル
とした。ABO 血液型不適合移植において，抗ドナー血液型抗体価の上昇は液性拒絶の指標

の一つである。そこで，マウス血清中の抗 A 抗体価を ELISA にて測定し，その推移を検
討した。A431 を腹腔内投与されたマウスの抗 A 抗体価は投与後一週で急激に上昇し，そ
の後も上昇を続けた。それに対して，K7508Fab と反応させた A431 を腹腔内投与された
マウス血清中の抗 A抗体価は投与後一週で上昇するものの，その値は有意に低値であった。
また，投与後二週以降は抗体価の上昇を認めなかった(図 6)。この結果より，A431 を
K7508Fab と反応させることで，A 型抗原を中和しマウスの抗 A 抗体産生を抑制すること
ができたと考えられる。

【考察】

　ABO 血液型不適合肝移植において問題となるのは，抗原抗体反応による補体の活性化お

よび凝固系の亢進とその結果として起こるグラフト不全である 1-3,8)。抗体の Fc が欠如し



ていると補体の活性化が起こらないことが知られているため 8-10)，put in 前にグラフトの
血液型抗原を Fab 抗体で中和することで液性拒絶を防ぐことができると考えた。抗血液型
Fab 抗体による血液型抗原の中和の特徴は，①血液型抗原に特異的に作用すること，②グ
ラフト灌流中に施行できることである。

現在行われている血漿交換による抗体の除去，脾摘，および抗 CD20 モノクローナル抗
体は血液型抗原に対して特異的な治療ではなく，感染症などの観点からはデメリットもあ

る。それに対して，抗血液型抗体は血液型抗原に特異的であるため過度の免疫抑制が必要

なくなり，その結果として感染症のリスクを軽減できる可能性がある。また，今回の中和

実験は 4℃で施行しており，冷保存中のグラフトに抗血液型 Fab 抗体を灌流させることに
よって血液型抗原を中和することができると考えられる。

【おわりに】

今回の実験の問題点は，移植モデルとして細胞とマウスを使用しており臓器を用いてい

ないこと，および，抗体価の上昇を見ているだけで拒絶の有無に関しての検討をしていな

いことである。今後の研究課題としては，ABO 血液型不適合臓器移植モデルの確立とその

モデルにおける中和療法の効果を検討することである。

これらの課題を検討し良い結果を得ることができれば，抗血液型 Fab 抗体による血液型
抗原の中和は ABO 不適合肝移植の新たな補助療法として有用となる可能性があると考え

られた。

【Figure legends】
図 1．K7508 および K7508Fab の反応性を flow cytometry(A-H)および ELISA(I,J)で確認
した。Flow cytometry において，K7508 と K7508Fab は A 型赤血球および A431 とは反
応したが(A,B,G,H)，B 型赤血球および O 型赤血球とは反応しなかった(C-F)。ELISA に
おいても，K7508 と K7508Fab は A 型抗原に特異的に反応した(I,J)。また，IgG 抗体で
あることも確認された。

図 2．ヒト肝組織切片の免疫組織染色である。K7508 により A 型の肝動脈，門脈，および
赤血球が染色された(A)。K7508Fab でも同様に A 型の肝動脈，門脈，および赤血球が染
色された(B)。B型および O型の肝組織は染色されなかった(C,D)。

図 3．(A) 抗体の構造。抗体は，抗原結合性を持つ Fab と，エフェクター分子と相互作用
する Fc に分けることができる。(B) 抗原抗体反応では抗原抗体複合体の Fc に C1q が結合
し，補体反応が活性化され拒絶反応が起こる。(C) Fab 抗体で抗原をブロックすると C1q
が結合しないため，補体の活性化が惹起されず液性拒絶が起こらない可能性がある



図 4．Flow cytometry による細胞の中和実験。A 型赤血球と K7508Fab を反応させること
で，他の抗 A 抗体との反応を阻害することができた（A）。A431 を用いた実験でも同様の
結果を得ることができた（B）。太線エリアは K7508Fab による中和を行った細胞。濃灰
色エリアは中和を行っていない細胞。薄灰色エリアはネガティブコントロール。

図 5．肝組織切片の中和実験。A 型ヒト肝組織切片を抗 A 型ウサギ抗体で免疫組織染色を
すると，肝動脈，門脈，および赤血球が染色された(A)。しかし，K7508Fab を用いて A
型抗原を中和することにより，肝動脈，門脈，および赤血球が染色されなくなった (B)。

図 6．マウス生体内での中和実験。A431 をマウスの腹腔内に投与し，血清中の抗 A 抗体
価を ELISA で測定した。A431 を単独で投与した群に比べて，K7508Fab で A 型抗原を
中和した A431を投与した群では抗 A抗体価が有意に低値であった。
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