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報 文

電場下のマイクロ空間における赤血球細胞の挙動観察に

基づく血液型判定の可能性
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 Agglutinations with cross reactions between red blood cells and blood-tying antibodies 
in a short fused-silica capillary tubing (50  tm inner diameter and ca. 10 mm in  length) 

were observed by an optical microscope-CCD camera system. The total volume in the 
capillary was only about 20  nl. The cross reaction was induced by using of counter elec-
trophoretic migrations between red blood cells and the antibody under an applied elec-
tric voltage. Since the microscopic magnification was 1000 times, each red blood cell 
could be clearly observed. The blood typing procedure was as  follows: after 50-times 
diluted whole blood cells were introduced into a capillary, both ends of the capillary were 
sealed with  1% agarose gels in order to suppress any pressurized flow in the capillary. 
Then, a direct electric voltage was applied (24 V) to the capillary. The red blood cells 
migrate toward the positive electrode against electroosmotic flow, while the blood plasma 
migrated toward to the negative electrode. The blood antibody in the reservoir of the 

positive electrode was introduced through the stopper of the agarose gel, following a 
cross-reaction with the red blood cells. Agglutination of some of the red blood cells was 
observed with a CCD camera and recorded on video-tape. The operation period took 
only 5  min. This new blood typing was performed using whole blood of nl volume.

Keywords : blood typing;  agglutination  ; whole blood; cross reaction in capillary; fused-sil-

ica capillary; cell  electrophoresis  ; single cell.

1 緒 言

血液型判定及び一血液型クロスマッチの検査は,臨 床で

しばしば緊迫した場面(重 篤な場面,夜 間や休日の非日

常体制時)で 必要となり,迅 速な報告が求められる.

現在広 く用いられている試験管法の問題点は,煩 雑で

時間がかかる検査操作であること,弱 い血球凝集の際に

判定が困難なことがある,検 査を行うには熟練が必要で

ある,な どが挙げられよう.又,凝 集反応検査の前に血

しょうと血球 との分離が必要で,血 球は生理食塩水洗浄
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後に使用 している.

血 液型の検査を迅速化や自動化する試みには次の方法

が挙げられよう.Tatsumiら2)は,自 動血球計数装置を

用いて,抗 原抗体反応後の血球の凝集を血球のサイズ分

布から判定している.す なわち,凝 集した血球は2個

又は数個のサイズとして認識され,こ れらの集団による

新たなピークが生じる.

吉 田ら3)は,micro typing system ゲ ル遠心法による輸

血検査を報告 している.こ のmicro typing system ゲ ル

遠心法2)3)は,球 状アクリルア ミドデキス トリンゲル,

緩衝溶液,試 薬を含んだ小細管を用いて,通 常小細管の

上部に血球と血清 を滴下し一定時間反応させた後に遠心

すると,凝 集血球はゲルの上部に,非 凝集血球はゲルの

下部にたまることを利用している.同 様な手法としてカ

ラム凝集法(column agglutination technology,CAT)

があ る4)5).CAT法 で はゲルの代わりにガラスビーズを

用いている.こ れらの方法において,実 際にゲルやガラ

スビーズ上に供する血液を含んだ溶液量は100～40μl

程 度である.

血液型判定装置の開発の方向は,確 実 ・迅速で,か つ

できる限 りの微量血液での測定が可能になることであろ

う。

本報告では血液の前処理を行わずに全血をそのまま試

料 とし,nlレ ベ ルの血液を用いて,赤 血球1個1個 の

反応を観察 し,血 液型の判定ができるシステムを提案す

る.

2 理 論

2・1 全血 試料中の赤血球と血 しょう成分の電場によ

る分離

細胞が溶融石英キャピラリー管中で電気浸透流の流れ

(陰極に向かう)に 逆 らって陽極側へ移動 していく現象

を,神 経芽細胞において観察している6).赤 血球細胞の

表面は強く負の電荷を帯びているので,赤 血球の電場下

での移動速度が十分に早い.そ のため,全 血試料を細管

中に導入し,次 いで直流電圧を細管の管軸方向に印加し

て用いると,血 球成分と血しょう成分に自動的に分離さ

れる.す なわち血球成分は表面荷電が負であるので,陽

極へ向かって移動 し管中より溶出するが,一 方血しょう

成分(主 成分であるタンパ ク質など)の 電気移動度は,

溶媒が中性領域においては浸透流に比べてその絶対値が

小さいので,電 気浸透流によって運ばれていく.電 気浸

透流の大きさは溶融石英管の内壁の状態に依存するが,

内壁の性質を大きく変えなければ上記の実験状態を作り

出すのは困難ではない.す なわち,電 場を印加 した溶融

石英管中において,全 血試料から血球成分と血 しょう成

分を分離することができる.

2・2 血液型抗原と抗体のキャピラリー管内凝集反応

とその検出

キャピラリー管中に赤血球を注入し,キ ャピラリー管

の両端をゲルで封印した後,陽 極側の溶媒だめに血液型

抗体を導入する.次 いで直流電圧をキャピラリー管に印

加すると,赤 血球 と血液型抗体は管中で交差する.血 液

型抗原と抗体が合致すれば,赤 血球表面に血液型抗体

(二価抗体)が 付着する.感 作血球は互いに接触して凝

集する.こ の凝集を顕微鏡で観察できれば血液型の判定

ができる.

2・3 凝集の判定

凝集とは,単 一赤血球がそれぞれ会合して一体となっ

たことをもって凝集とする.

3 実 験

3・1 ミ ク ロ観 察 判 定 装 置

nlレ ベ ル の 血 液 を 用 い,個 々 の 赤 血 球 の 反 応 を観

察 ・判 定 す る た め に シス テ ム を組 ん だ.本 シス テムは顕

微 鏡(POH光 学 顕 微 鏡,ニ コ ン製),自 製 したス ライ ド

ガ ラ ス 上 に 設 置 で きる 短 小 な キ ャ ピ ラ リー 管 を用 いた交

差 電 気 泳 動 シ ス テ ム,直 流 電 源 装 置(±36.5V,PLD-

36-1.2,松 定 プ レ シ ジ ョ ン 製),電 荷 結 合 素 子(CCD)

カ メ ラ(CCD-S-1,島 津 理 化 製),ビ デ オ(HF-F92,三

菱 電 機 製),ビ デ オ タ イ マ ー(最 小 単 位10ミ リ秒,

VTG-33型,For A)よ りな る.短 小 なキ ャ ピ ラ リー管を

用 い た電 気 泳 動 シ ス テ ム は,白 金電 極 を 設置 した溶媒だ

め(2個,1.0ml ポ リエ チ レ ンバ イ ア ル の キ ャ ップをそ

の ま ま使 用 した,溶 媒 量300μl),キ ャ ピ ラ リー管{内

径50μm,溶 融 石 英 キ ャ ピ ラ リー管,被 覆 付 き,ジ ーエ

ル サ イ エ ン ス 製)を 長 さ約10mmに カ ッ トして使用}

よ りな り,こ れ らを ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 設 置 した.Fig

1 に概 念 図,Fig.2に 用 い た キ ャ ピ ラ リー 管 と溶媒 だめ

の 写 真 を示 した.血 液 は キ ャ ピ ラ リー管 に導 入 し,電 場

下 で 泳 動 させ ま た反 応 を させ る.本 シ ス テ ムに よ りキャ

ピ ラ リー 管 中 に導 入 した個 々 の赤 血 球 の 凝 集 反応,試 薬

に よ る変 化 を追 跡 す る.

3・2 試 薬 の 調 製

コ ン ト ロ ー ル 血 清(DadaR Moni-TrolR I・X, Dade

International Inc.製,USA),生 理 食 塩 水(大 塚 製薬製),

0.7 mM硫 酸 ナ ト リウ ム 水 溶 液(和 光 純 薬 製)の3液 を
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1:2:1 に混合 した溶液で,全 血を50倍 程 度に希釈 し

試料溶液を調製する(こ の希釈に用いる溶液を以下混合

溶液Aと 記述する).コ ントロール血清の混合により赤

血球のキャピラリー管への吸着が抑えられた.抗A,B

血液型判定用抗体(イ ムコア抗A,Bモ ノクロ,三 光純

薬製)を 用い,抗 体試薬は混合溶液A(混 合比率約

1:4)で 希釈 した.ア ガロースゲル(ア ガロース M,

ファルマシア製)を 生理食塩水で溶かし1%ア ガロー

スゲルを調製した.

3・3 実験手順

内径50μm,長 さ約 10mm の短い溶融石英キャピラ

リー管に,試 料溶液(血 球を含む)を 毛管現象で満たす.

試料をキャピラリーに満たした後(こ のときキャピラリ

ー管中のすべての場所に赤血球が存在する) ,そ の両端

を1%ア ガロースゲルで封印する.

スライドガラス上に固定した溶媒だめ間に,試 料を満

たしたキャピラリー管を設置する.こ のとき,陰 極側の

溶媒だめには混合溶液Aを 満たし,陽 極側の溶媒だめ

には血液型判定用抗体を含む試薬(抗Aモ ノクロ,又

は抗Bモ ノクロ)を 混合溶液Aで 希釈した溶液を満た

す.次 いで電圧20～30Vを 印加する.キ ャピラリー管

内の赤血球はその負電荷により陽極へ と泳動する.又,

血液型抗体 を含む溶液は電気浸透流により陰極の方へ向

かう.こ れらの交差により抗体と血球表面の抗原の型が

合致すれば,血 球は感作されその後凝集する.こ の凝集

の有無を顕微鏡下で観察し,同 時にビデオで記録する.

4 結 果

溶融石英キャピラリー管(直 径50μm)の 内容積は,

管の長さが10mmの とき19.6 nl で あ る.こ のキャピ

ラリー管中の状態 をモニターのディスプレー上で約

1000倍 の倍率で観察するので,1個 の赤血球は約5～7

mmの 大 きさで観察される.本 実験では非常に希釈な血

液溶液を使用しているので,管 中では個々の赤血球が観

察できる.赤 血球はこの管内において,管 の長さに対 し

ての断面方向で数個並べることができる.顕 微鏡観察に

おいては平面の観察であるので重なった場合観察できな

いが,溶 液が希釈であるためこのようなことはあまり生

じなかった.

4・1 全血 中の血球と血 しょうの自動分離

全血を混合溶液Aで 希釈 し,こ れを短小なキャピラ

リー管に注入 し,次 いでアガロースで両端を封印する.

アガロースゲルによる封印は,キ ャピラリー管中の圧力

差流を防止するために行った.又,溶 媒だめに入れた抗

体試薬は,こ のアガロースゲルの内部を通過 してキャピ

ラリー管中へ自由に導入できた.

このキャピラリー管をミクロ電気泳動装置に設置して

電圧を印加すると,管 中の赤血球は陽極に向かって泳動

するのが観察 された.又,抗 体試薬(抗A又 は抗B)

Fig. 1 Optical microscope-CCD system for blood 

typing in  nl scale

Fig. 2 A photo for the apparatus of a set reservoirs 

and a capillary tube for cross-electro migration
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を陽極側の溶媒だめに入れて電圧を印加すると,そ れぞ

れ対応 した血球では,い ずれも抗原抗体反応に基づいた

凝集が認められた.こ れらの事実より試料の全血中の血

しょうに含まれる二価抗体は陰極側に溶出している.す

なわち血L球と血しょう(主 として血液型抗体)の 自動分

離がキャピラリー管中でできる.

4・2 抗原抗体反応に基づ く感作血球の凝集による血

液型の判別

血液(血 球)にA型 血球を用い,試 薬にA型 抗体を

用いた ときは凝集す る.こ れをFig.3,4に 示 した.

Fig. 3は 希釈 した全血を ミクロキャピラリー交差電気泳

動管に導入し,次 いで電圧を印加 した直後の赤血球の状

態を示している.す なわち,ま だ抗体に交差 していない

ので,空 試験の泳動図である.Fig.4に は陽極側の溶媒

だめに入れたA型 抗体が,電 圧の印加に伴いキャピラ

リー管に導入され,A型 血球と交差し,こ れにより凝集

が生じている状態が示されている.A型 抗体は 二価抗体

であるので,血 球間の凝集が生じる.A型 血球がB抗

体 と交差しても凝集は生 じなかった.こ のようにして赤

血球に関 してA,B,AB,O型 の判別が,nlの 全血試

料で可能なことが分かった.又,操 作時間は約5分 で

測定できた。

5 考 察

5・1 ミクロキャピラリー交差電気泳動装置を用いて

の血液型判定

提案した方法による血液型判定は,表 試験において成

立した.同 様に裏試験においても予備試験結果では成立

している.実 際に適用するには,全 血クロスマッチの表,

裏両試験の成立が必要である.原 理的にこれらは問題な

く適用可能である.

5・2 凝集の判定について

提案した方法のシステム面での問題点は凝集の判定に

ある.Fig.4に 示 したのは判定 しやすい例であるが,検

体により凝集の弱い場合における判定が確実にできるか

が最も大切なことである.又,非 特異的凝集が空試験で

認められる場合に,そ の後の交差反応によって生じた凝

集の区別が必要である.こ れらの点について,現 在は目

視により判定しているが,コ ンピュータを用いた画像処

理を行えば,更 に確実性が高まるであろう.

凝集の判定について,も う 一つの可能性は赤血球のブ

ラウン運動を利用することである.顕 微鏡観察により,

個 々の赤血球はブラウン運動をしていることが認められ

た.凝 集した場合には凝集体 としてのブラウン運動を行

うので,凝 集体かそれとも単なる重なりかの判定に,こ

のブラウン運動の動 きを利川すれば有効な方法となろ

う.

本実験においてはすべて列乍業で行った.こ れは将来

自動化するのが適 当であろう.操 作時間は5分 と非常

に短時間である.20nlの 極微量全血試料を川いて,抗

原抗体反応による血液型判定方法が町能になったのは,

キャピラリー管の使用による安定なミクロ場の利用によ

る.

本実験に当たり中谷研究助成財団よりの研究助成,及 び

東亜医川電 子(株)松本英淋氏の資料の提供に感謝します.
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要 旨

短い溶融石英キャピラリー管(内 径50μm,長 さ10mm)中 に全血を入れて電場(20～30V)を 印加

すると,血 球成分と血しょう成分に分離で きる.分 離された血球成分に赤血球抗体試薬を向流により会

合させると,抗 原抗体反応が生 じない場合には血球成分の凝集は認められず,抗 原抗体反応が生 じると

血球の凝集が認められる.こ れにより血液型の判定ができた.こ れらの観察は顕微鏡下で行われるので

凝集のレベルは数個の血球集団が生 じるかによって判定できた.検 査に供 された希釈された全血を含む

溶液は約20nlの 極微量であ り,操 作時間は約5分 で,顕 微鏡での観察はCCDカ メラ,ビ デオ記録を

併用した.本 法は迅速,極 微量の全血を用いる新たな血液型判定法として用いることができる.


