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第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―全体経過および QCWS試料の総合結果―

中島　文明1)

1) 日本赤十字社　血液事業本部　中央血液研究所

日本組織適合性学会　組織適合性技術者認定制度委員会　QCWS部会 #

1．ワークショップの経過

平成 29年 1月に第 21回 HLA-QCWSの開催および参

加案内を，学会誌および学会公式サイトに掲載し，平成

29年 2月までに 81施設からの参加申し込みがあった（表

1）。参加内容の詳細は DNA-QC：74施設，抗体 QC：57

施設，クロスマッチ（日本移植学会連携クロスマッチ含

む）：54施設である。また，QCWS参加希望施設からの

連絡およびデータ収集等については，電子メールで対応

した。

DNA-QCおよび抗体 QCに用いる試料の選択は，第

25回大会会期中に開催した QCWS部会で協議した基本

的な方針に従い行った。また，各施設から提出された結

果の解析は，検査法別と臨床部門別に解析を行うことと

し，臨床部門（以下 4部門，輸血，臓器移植，造血幹細

胞移植，その他（研究等））については，参加申込書の

記載に従った。

4月 10日付で参加施設宛てに試料の発送，QCWS結

果入力用のシートファイルをメール配信した。同時に

DNAタイピングと抗体検査の参考プロトコル集を学会

公式サイトに掲載した。結果提出の締切りを 5月 27日

に設定し，6～ 7月中に提出データの確認と生データの

集約作業を終了，7月 5日に各解析担当者に解析用デー

タを配布した。

8月中に各検査法別の解析を一旦締め切り，解析結果

の公表内容を統一化する目的で総合解析担当と各検査法

解析担当者間で解析結果の取り纏めについてメールでの

ディスカッションを行った。平成 29年 9月下旬までに，

最終報告データを作成し，解析結果を学会公式サイトに

公開し，参加者が必要に応じてダウンロード出来るよう

にした。同時にデータ集を CD-Rで配布した。また，解

析結果は QCWS集会での報告および本学会誌（MHC）

への掲載を行った。

この期間中，DNAタイピング結果の表記法ワーキン

ググループを 4名の部会員で立上げた。次年度からの導

入を目指し，アレル表記法改定について入念に協議を重

ね，改定案を QCWS集会で報告した。

2．QCWSのテーマおよび試料選択について

DNA-QCのテーマは，①正確な DNAタイピングが出

来ること，② DNAタイピング結果の表記を正しく記述

できること，③学会の表記法に従い正確に表記すること，

④ DNAタイピング結果に対応した HLA抗原型に正確

に読替えること，⑤日本人集団における ambiguityとな

るアレルの解説の 5点とした。DNA試料は，細胞バン

クから購入済の細胞について，前年度の QCWS部会で

協議した「日本人由来の細胞で高頻度に検出される

HLA型であること」，「日本人由来で稀な HLAアレルで
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あること」の要件に合う 4種類を選定した。これらを培

養した後，抽出した DNA を約 100 ng/μL の濃度で

100 μL（SSP実施施設は倍量）ずつ配布した。これとは

別に，SSOルミネックス法の陰性コントロール（DNase 

free water 50 μL）を配布し，各施設で陰性コントロール・

データの取得を必須とした。

抗体 QCのテーマは，①抗体検出が正確に行えること，

②エピトープと許容抗原により正確な抗体特異性解析が

行えること，③検査結果から導かれる総合判定結果を正

しく報告できることの 3点とした。抗体試料は，本学会

から提供依頼した日本赤十字社に保管してある献血者由

来の抗血清について，「日本人に通常検出される抗 HLA

抗体であること」，「一部の試料では，HLA-C座抗原に

対する抗体，IgM性抗体，HLA以外の非特異反応が含

まれる場合がある」ことを要件とし，ダイレクトクロス

マッチ，仮想クロスマッチおよび移植学会連携クロス

マッチを考慮し 4種類を選定した。これらを血清化処理

した後，各施設に 1 mLずつ配布した。

クロスマッチについては，本年も参加希望施設からの

募集参加として以下の 2通りで実施することを提示し，

それぞれ参加申込み時に受け付けた。

①配布検体の一部を使用しクロスマッチを正確に行える

ことをテーマとして，指定した抗体試料と各施設で準

備した細胞で HLAクラス Iを対象としたダイレクト

クロスマッチ

②抗体と DNAの結果から正しく適合判定が行えること

をテーマとして，指定した抗体試料と DNA試料の測

定結果による HLAクラス Iとクラス IIを対象とした

仮想クロスマッチ

また，日本移植学会連携クロスマッチでは，抗体 QC

で使用する試料を一部共用して実施した。

3．解析報告と担当者

解析担当者は前年度と同一の担当者に早期に再依頼し

た。解析結果の公表は，QCWS集会での報告，学会公

式サイトへの掲載，データ集（CD-R）の配布，学会誌

への掲載の 4通りとした。

QCWS集会では，DNAタイピング結果解析と抗体検

査結果解析に分け，それぞれ試料説明，検査方法別解析，

総合解析の順に報告し，最後に総合討論と質疑応答の時

間を設けた。報告内容の効率化を図るため，あらかじめ

担当者別に解析ポイントをとりまとめ，討論・質疑の時

間が多く取れるように努めた。DNA-QCでは，表記法

と評価点の解説後，カットオフ変更を討論・質疑のテー

表 1　第 21回 HLA-QCWS参加施設
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マとした。抗体 QCでは，部門別の動向分析と評価点の

解説後，抗体特異性の試薬間差，Igサブクラスの判定

意義などを討論・質疑のテーマとした。

各解析分担項目と解析担当者および所属は，以下のと

おりである。

1）DNAタイピング結果解析

・試料説明，総合解析

  九州ブロック血液センター　黒田ゆかり

・SSP法 大阪急性期・総合医療センター　高山　智美

・SSOルミネックス法①※ 東京女子医大　石塚　　敏

・SSOルミネックス法②※

  ジェノダイブファーマ　奥平　裕子

・SBT（Sanger，NGS）法 HLA研究所　小島　裕人

2）抗体検査結果解析

・試料説明，総合解析

  近畿ブロック血液センター　高　　陽淑

・FCM（FlowPRA）法 福岡赤十字病院　金本　人美

・抗体ルミネックス法① #

  関東甲信越ブロック血液センター　小林　洋紀

・抗体ルミネックス法② #

  帝京大学医学部附属病院　蟹井はるか

  前島理恵子

・その他，クロスマッチ

  帝京大学医学部附属病院　藤原　孝記

・移植学会連携全血クロス

  福岡赤十字病院　橋口　裕樹
※  SSO ル ミ ネ ッ ク ス 法 ① LABType， ② WAKFlow/

GenoSearch
# 抗体ルミネックス法①WAKFlow，② LABScreen

4．QCWS試料の総合結果

配布した DNAおよび抗体試料について，本ワーク

ショップで解析された総合結果を示す。DNA試料は，

Ambiguityの回避と NGSの phasing結果を検証する理由

で，HLA-A, B, C, DRB1, DQB1（H2902未実施），DPB1

アレルについて日本赤十字社中央血液研究所で 1本鎖

DNAに分離後，IMGT/HLA 3.28.0（2017-04）を参照ラ

イブラリーとして塩基配列をダイレクト・シークエンス

した。これらの結果と参加各施設の結果を合わせて総合

的にリアサインした。表記は本学会 HLA標準化委員会

のアレル表記法と結果報告の原則（2010年版　改訂 1.1

版）に従い記載した（表 2）。

表 2　第 21回 HLA-QCワークショップレポート：DNAサンプルの総合結果
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抗体試料は，参加各施設の総合判定結果を集計し，

HLA遺伝子頻度 0.1%以上の抗原に対する反応について

記載した。スコア「8」は 3分の 2以上の参加施設が陽

性判定した抗原，スコア「1」は 3分の 2以上の参加施

設が陰性判定した抗原，スコア「4」はどちらも 3分の

2に達しない抗原として表示した。HLA遺伝子頻度は

日本赤十字社で公開されている造血幹細胞移植情報サー

ビスの統計資料を参照した（表 3）。

以上の総合結果で各施設の提出データを再確認いただ

き，今回の残余試料を今後の精度管理および技術向上に

活用していただきたい。

表 3　第 21回 HLA-QCワークショップレポート：抗体サンプルの総合結果
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―試料説明　DNA-QC―

黒田ゆかり1)

1) 日本赤十字社　九州ブロック血液センター

1．使用する試料について

日本組織適合性学会では，DNA-QCの試料として使

用する細胞を市販品あるいはバンクに寄託された匿名化

した細胞から入手しストックしている。また，その年に

使用する細胞は，HLA-A, B, C, DRB1のタイピングデー

タを基に QCWS集会でのアンケート調査結果を参考に

して選択している。

2．21stDNA-QC細胞選定時のポイント

今回使用した細胞は，以下に示す 3つのポイントから

選択した。

①低頻度アレル：QCWSのアンケートでは稀なタイプ

を希望するとの回答が増加傾向にあり，「稀なタイプを

判定できること」を課題とした。

②ハプロタイプ：日本人集団において典型的なハプロタ

イプを有するものを選択し，「ハプロタイプの確認」や「ハ

プロタイプの認識」を課題とした。

H2901 の A*24:02-C*12:02-B*52:01-DRB1*15:02 は， 日

本人集団においてハプロタイプ第 1 位，H2902 の

A*33:03-C*14:03-B*44:03-DRB1*13:02は第 2位，H2904

の A*02:07-C*01:02-B*46:01-DRB1*08:03は第 5位であ

る。H2903 の A*01:01-C*06:02-B*37:01-DRB1*10:01 は

稀なアレル A*01:01および DRB1*10:01を含むが高い連

鎖不平衡が見られるものである。

③ HLA型への読替え：遺伝子型の第 1区域と HLA型

が異なるタイプを有するものを選択し「HLA型の知識」

を課題とした。

3．配布サンプル

今回は DNA（100 ng/μL）4サンプルに加え，陰性コ

ントロールとして DNase free waterを配布した。陰性コ

ントロールは SSO法で用いるものであるが，20th QCWS

では配布せずにデータ提出も任意としていたが，今回は

陰性コントロールを配布し必須とした。なお，陰性コン

トロールのデータは，解析には使用するが評価の対象外

である。

4．新規アレル

前回は DPA1で新規アレルが判定されたが，今回のサ

ンプルからも NGS において DQB1 で新規アレル

DQB1*06:01:01V（codon 133 CGG→ TGG）が検出された。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―総合解析（表記含む）　DNA-QC―

黒田ゆかり1)

1) 日本赤十字社　九州ブロック血液センター

1．概要

DNA-QC参加施設は，毎年少しずつであるが増加し

ている。今年は，昨年より 3施設増加し 74施設の参加

があり，部門別の参加施設数は，輸血部門 46施設

（52.7%），臓器部門 46施設（62.2%），造血部門 27施設

（41.9%）およびその他 6施設（8.1%）であった。評価

対 象 は 例 年 通 り HLA-A, B, C お よ び DRB1 と し，

DRB3/4/5，DQB1，DPB1，DQA1および DPA1は対象外

とした。

Luminex（SSO）法の参加施設には陰性コントロール

を必須としたが，データを提出した施設は 52施設中の

49施設（94.2%）であった。

詳細は，学会公式サイトの第 21回 QCワークショッ

プ報告集をご参照いただきたい。

2．評価

1）判定結果の評価

①各タイピング法での判定が正しいこと，②各タイピ

ング法の結果が総合判定と齟齬がないことの 2つを評価

項目とし，60点満点で評価した。全施設の評価平均点は，

58.48点と概ね良好な結果を示した。各方法別解析を参

考にしていただきたい。

2）結果表記の評価

HLAタイピング結果は，日本組織適合性学会で規定

されている「HLAタイピング結果のアレル表記法と結

果報告の原則（2010年度版）」に基づき，①アンビギュ

イティ（ambiguity）の表記，② HLA型への読替え，③

その他 DNAタイピング結果表記について 40点満点で

評価した。全施設の評価平均点は，39.78点と良好な結

果を示した。

3）タイピング結果の評価点（総合評価）

総合評価点は，判定結果の評価（60点満点）と結果

表記の評価（40点満点）の合計点であり，全施設の平

均点は 98.3点と良好であった。総合評価点 60点未満の

施設が 1施設あったが，結果の転記ミスであったため報

告前の最終確認を行うことで改善可能である。

4）試験結果の評価

試験結果の評価は，使用試薬での結果の妥当性を評価

項目とし，反応データについて A（不備無し），B（一

部の不備），C（全体的な不備）の 3段階で評価を行った。

C評価はなかったが，B評価が Luminex（SSO）で 5施設，

SSPで 7施設の計 12施設あり昨年より増加していた。

3．新規アレルについて

前回に続き今回も新規アレルが検出されていたが，検

査をしていく上で新規アレルに遭遇する機会は決して稀

ではなく誰でも遭遇する可能性がある。

SSPや SSOは既知アレルに対応するように製造され

た試薬であり，今回の新規アレルは検出されなかった。

今回は検出されなかったが，試薬のプライマーやプロー

ブ部分にバリエーションがあるアレルの場合は，既知の

反応パターンと異なることや弱い反応となることなども

あるため注意が必要である。

Sanger法では，class Iの Exon4，class IIの Exon3未登

録問題が浮き彫りになった。自動判定でミスマッチ 0

（Exon3未登録）のアレルの組合せが 1組あったが，こ

の問題を考慮し総合的に新規アレルの存在を示唆した施

設の HLAに関する意識の高さが見られたことは大変注

目した部分であった。
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4．まとめ

1）サンプル選定から見た結果

サンプル選定時のポイント①の稀なアレルについて

は，特に問題なく判定されていた。ポイント②のハプロ

タイプについては，転記ミスをしている施設が複数あり，

それらの施設ではハプロタイプを意識しながら最終結果

の確認をすることで対応できたと思われた。ポイント③

の HLA型への読替えでは，第 1区域と異なるスプリッ

ト抗原やアソシエート抗原が正しく読替えられていない

施設が多く，改善が見られなかった。

2）報告結果から見えた課題

これまでも，正しく結果を報告するためには，「安定

した技術」と「HLAに関する知識」が必要であること

を示してきた。「HLAに関する知識」にも「HLAその

ものに関する知識」と「使用試薬や解析ソフトに関する

知識」があり，今回の Sanger法と新規アレルの結果か

らは知識の重要性を十分に感じる回となった。

新規アレルは，いずれの方法いずれの施設でも遭遇す

る可能性がある。その時に専門の技術者としてどのよう

に考えて対応できるかを意識する機会になったと思われ

る。また，ambiguityには新規アレルの可能性も含むこ

とを念頭に置くことも重要であると考える。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査法別解析　DNAタイピング　SSP法―

高山　智美1)

1) 大阪急性期・総合医療センター

1．概要

1）参加状況

SSP法の参加施設は 25施設で，昨年と比べ 3施設増

加していた。このうち 19施設は臓器移植関連の施設で

あり，SSP法において臓器移植部門の参加が多い傾向は

続いている。また，25施設中 22施設は SSP法単独の参

加であった。

2）使用試薬

低解像度試薬を使用していた施設は 23施設で，Micro 

SSP JPNの使用が最も多く 20施設であった。中～高解

像度試薬を使用していた施設は 2施設で，すべて他法と

の併用であった。

2．解析方法

解析は以下の 4項目について行った。

1）反応データ

2）アレル判定

3）結果の表記法

4）SSP法の結果と総合判定の齟齬の有無

詳細な結果データについては，学会公式サイトの第

21回 QCワークショップ報告集をご参照いただきたい。

3．結果と考察

1）反応の不備（false negative）による判定ミスが 3施

設あった。このうち 2施設で false negativeが報告された

ウェルは昨年度の QCワークショップでも false negative

が報告されたウェルであり，陽性バンドの判読が難しい

ウェルであることが示唆された。SSP法は泳動像を目視

で確認するため，各ウェルの陽性バンドの位置や特徴を

知ることは正しい判読のために重要と考えられる。また，

判定が難しい場合には他の SSP検査キットや他法によ

る再検査も選択肢として重要であると考えられる。

インターナルコントロールバンドが出現しない反応が

検出されたまま判定を行った施設が 1施設あった。この

ような場合には誤判定や新規アレルの見逃しにつながる

ため再検査を実施する必要がある。また，反応データの

記載ミスが疑われる施設が 3施設あった。

2）アレル判定では解析ソフトで Ambiguityとして挙

がっていたアレルを見逃していた施設が 2施設あった。

解析ソフトでの判定方法の見直しが必要であると考えら

れる。

3）欠番や Nullアレルの表記について確認が必要な施

設が 2施設あった。

4）SSP法単独の参加施設で総合判定と齟齬のある施

設が 3施設あった。記載ミスが原因と考えられる。

4．新規アレルの検出について

H2904検体で報告された DQB1の新規アレルは，今

回報告のあったSSP法の検査キットでは検出されなかっ

た。検査キットは既知アレルに対応した試薬であり，既

存のプライマー設定では今回の新規アレルを区別できな

かったためである。プライマーの設定部位に変異があり，

既知の反応パターンとは異なる結果が得られるような場

合には「判定不能」となり新規アレルが疑われると考え

られる。

5．まとめ

明らかな反応の不備が 3施設，アレル判定のミスが 2

施設あり，検査手技や判定方法の見直しの必要があると

考えられる。また，判定の難しい反応があった場合には

他の SSP検査キットや他法を利用することも重要であ

ると考えられる。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査法別解析　DNAタイピング　SSO法（LABType）―

石塚　　敏1)

1) 東京女子医科大学　中央検査部　移植関連検査室

1．概要

1）参加状況

PCR-reverse sequence specific oligonucleotide（PCR- 

rSSO）である LABTypeの参加施設は，10施設であり部

門別内訳は，臓器移植分野 7施設，造血幹細胞移植分野

4施設，輸血関連分野 5施設，その他分野で 1施設であっ

た。（部門重複含む）

2）対象ローカス

試薬キットは，LABType SSO 6施設，LABType HD 4

施設，LABType XR 4施設であった。HLA-A, B, DRB1 

Locusは全施設で参加されていたが，HLA-DRB3, 4, 5 

Locus 1施設，HLA-C Locus 7施設，HLA-DQ Locus 5施設，

HLA-DP Locus 4施設の参加であった。また，H29Cは 8

施設の参加があった。

2．解析および結果

1）表記法

ambiguityの記載がない施設もあったが，今年度の新

たな試みとして使用された試薬のカタログファイルを報

告して頂き，日本人に限定した推定 4桁アレルだけでは

なく ambiguityも正確な解析が可能になった。

2）精度管理

各施設から提出して頂いた csvファイルから分析機器

の精度管理について確認した結果，Calibration・Verifica-

tionの有効期限が過ぎている施設を認めた。

3）カウント数および Control Beads

各施設から提出して頂いた CSVファイルを再解析し

カウント数および Control Beadsを確認した結果，H29C

（陰性コントロール）において反応性を示す施設を認め

たが，この施設では分析機器に取り込むビーズ数を 100

から 50カウントに設定変更していることを確認した。

4）cut-off値の変更状況

各施設から提出して頂いた CSVファイルを再解析し

cut-off値の変更状況を確認した結果，全ての locusで最

大 2箇所まで解析に cut-off値の変更を要していた。

3．新規アレルについて

基本的に LABTypeは，既知のアレルをタイピングす

るために設計された試薬である。そのため，新規アレル

には対応していないが変異ポジションによっては False 

negativeや False positiveのプローブが存在し判定不能の

場合にのみ新規アレルを疑うケースが存在する。今回の

HLA-DQ Locusは，変異箇所にプローブ設定がない新規

アレルのケースであった。

4．まとめ

DNA-QCでは ambiguityまで評価対象ではないが，臨

床現場において ambiguityまで結果報告している施設も

あることから今年度の新たな試みは正確な ambiguity解

析まで可能な有用な報告が出来たと考える。日頃から最

新のカタログファイルのバージョンと Nomenclatureの

databaseを確認して頂きたい。

今年度の詳細な報告結果については，学会公式サイト

に掲載されている「第 21回 QCワークショップ報告集」

を参照して頂きたい。

※ LABType SSO HLA DRB3, 4, 5の訂正

LABType SSO HLA DRB3, 4, 5 は，Exon2 の DRB3, 4, 

5遺伝子にのみ反応を示す Positive Controlであることが

判明しました。H2903の DRB3, 4, 5は，-/-であること

から Positive Controlビーズへの反応が無いことが正し
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く，QCWS集会で「増幅不良」と報告したことを訂正

させて頂きます。LABType SSO HLA DRB3, 4, 5におけ

る増幅不良との鑑別には，DRB1 Locusの結果を必ず併

用確認して頂く必要があります。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査法別解析　DNAタイピング　SSO法（WAKFlow, GenoSearch）―

奥平　裕子1)

1) ジェノダイブファーマ株式会社

1．概要

1）参加状況

全参加施設 77施設中，Luminex法での参加施設は 53

施設（68.8%）であった。このうち，キットについては，

WAKFlowを使用していた施設が 38施設（Luminex法参

加施設の 71.7%），GenoSearchを使用していた施設が 6

施設（Luminex法参加施設の 11.3%）であった。そのう

ち 1施設はWAKFlowと GenoSearchの両方を実施して

いた。またWAKFlow，GenoSearchを使用していた 43

施設のうち，陰性コントロールのデータは 42施設にお

いて提出されていた（参加施設の 97.7%）。陰性コント

ロールのデータ提出が任意であった昨年の 58.8%に比

べ 38.9%増加した。

2）対象ローカス

WAKFlow，GenoSearchで参加していた 43施設のうち，

HLA-A, -B遺伝子座の解析は全施設で実施されており，

次いで HLA-DRB1座は 40施設，HLA-C座は 39施設で

解析されていた。

2．解析方法

実験操作，解析，報告の 3項目について以下の様に細

分化し，事例を挙げて注意点を示した。

1）実験操作

・陰性コントロールの蛍光値

・陽性コントロールビーズの反応性

・各プローブの陽性，陰性の比

2）解析

・ミスアサイン

・判定に迷うケース

・クロスプローブ

3）報告

・表記について

4）新規アレルについて

3．解析結果および考察

1）実験操作

・ 陰性コントロールの蛍光値については，多くのプ

ローブが誤反応していた施設があり，コンタミが疑

われた。原因究明と，汚染防止のためフィルターチッ

プを使用し，増幅 DNAを扱うエリアを物理的に分

ける等，対策を行うことが望まれる。

・ 陽性コントロールビーズの反応性については，施設

間の反応性を比較出来るよう，各陽性コントロール

ビーズの蛍光値の平均とばらつきをグラフ化した。

陽性コントロールビーズの蛍光値が低いという事は

PCRの増幅不良，ハイブリ効率の低下を意味して

おり，陽性コントロール以外のプローブの蛍光値も

低下する。その結果，多くのプローブのカットオフ

値変更が必要となり，ミスアサインを招きやすいこ

とから，PCR操作，ハイブリ操作の見直しが必要

であることが示唆された。

・ 各プローブの陽性，陰性の比については，プローブ

の Pmin/Nmax（陽性の最小値と陰性の最高値の比）

が 50以上，10以上 50未満，3以上 10未満，3以

下に分けてグラフで示した。DRB1で Pmin/Nmax

の比が 3以下であるプローブが他施設より多い施設

では，陽性，陰性の反応が明瞭でないため，ミスア

サインがみられた。このような事例では，ハイブリ，

洗浄操作の見直しが必要であると考える。

2）解析

・ ミスアサインについては，クロスプローブが高く反
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応したことによりミスアサインしていた施設があ

り，意図的なカットオフ値変更は誤判定に繋がる事

が示された。無理にアサインせず，再検査や他法で

の判定を行うことが望まれる。

・ 判定に迷うケースについては，1プローブの陽性，

陰性でタイプが変わる例を挙げ，ミスアサインの

ケースと同様，無理な判定はしないという判断の重

要性を示した。

・ クロスプローブについては，DRB1の D#37TG（ク

ロスプローブ）は H2902検体で 35施設中，14施設

でカットオフ値の変更（FP）をおこなっており，

判定の難しさが示唆された。しかし，21施設につ

いては変更せずにタイプ出来ていたことから，施設

間差も原因の一つではないかという事が見出され

た。細部までプロトコルに添った実験操作を行うこ

とで，施設間差が埋められる可能性が考えられる。

3）報告

・ 表記については，転記ミスをしていた施設があった。

反応データに問題はなくても，誤判定と同様に誤っ

た結果となってしまうため，ダブルチェックを行う

などの対策が望まれる。

4）新規アレル（2904検体 DQB1*06:01:01の新規）に

ついては，Luminex法（WAKFlow）では，検出されて

いなかった。検出されなかった理由として，置換部位と，

プローブ設定位置の関係が考えられる。置換部位にプ

ローブが設定されていなかったため，検出できていな

かった。しかし，プローブ設定位置に置換がある新規ア

レルの場合には，既知の反応パターンと一致せず「判定

不能」となることがあると考えられる。（GenoSearchは，

DQB1のキット販売はない。）

4．まとめ

今年度から配布された陰性コントロールで，プローブ

の誤反応が見られた施設があった。これは，実験そのも

のの信憑性に関わる重大な事態である。また，プローブ

の陽性，陰性の差が明瞭でないと，ミスアサインに繋が

る。実験環境や操作の見直しを行い，タイピングの精度

の向上に努めることが望まれる。さらに，解析で迷った

際は無理にアサインせず，再検査や他法による検査を考

える必要がある。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査法別解析　DNAタイピング　SBT法―

小島　裕人1)

1) 公益財団法人　HLA研究所

1．概要

1）NGS法

参加施設は，2施設であった。使用キットは 2施設で

異なり，それぞれ ScisGo HLA，NXType NGS HLAであっ

た。NXType NGS HLA は Long Range PCR を，ScisGo 

HLAは Short Range PCRを原理としている。測定機器に

関しては，ScisGo HLAを使用した施設では MiSeq，

NXType NGS HLAを使用した施設では IonPGMであっ

た。

2）Sanger法

参加施設は，6施設であった。使用キットは SeCore

を用いた施設が 4施設であり，他の 2施設は Allele 

SEQRであった。判定ソフトは，SeCoreを用いた 4施設

が uTYPE，AlleleSEQRを用いた 2施設はそれぞれ，

Assign，SBTengineであった。

対象領域については，Class Iは 1施設のみ A, B座が

exon 2～ 4，C座が exon 2～ 6であり，その他の 5施設

は A座，B座，C座ともに exon 2～ 4であった。Class 

IIのうち，DRB1座は 2施設が exon 2のみ，4施設が

exon 2, 3と相違があった。

2．結果および考察

1）NGS法

2施設で使用キットが異なり，伴って対象領域が異な

るために結果の評価はできなかった。

2）Sanger法

①　要改善項目

・Ambiguityの見落とし

H2901の A座，H2903の C座でそれぞれ 2施設，1

施設が Ambiguityとなる候補アレルが抜けていた。ダブ

ルチェックなどの方法によって，判定結果を確認するこ

とが必要である。

・塩基配列の挿入 /欠失多型の判定

2施設について，塩基配列の挿入 /欠失多型が Ambi-

guityとなる候補から除外されていなかった。両施設が

共に使用していた判定ソフトである uTYPEでは，塩基

配列の挿入 /欠失多型が結果のMM欄に「0*」が表示

され，ダブルクリックで除外の操作をすることができる。

・DRB1座 codon 86の Ambiguity

2施設について，付属プライマーを使用しているにも

かかわらず，codon 86に関連する Ambiguityが解消でき

ていなかった。両施設が共に使用していた判定ソフトで

ある uTYPEでは，Sample欄の「Filter」ボタンを押すこ

とで結果に反映することができる。

②　要確認項目

・最新アレル抜け

H2901の DRB1座で，Ambiguityとなる候補アレルに

DRB1*15:140 を 含 ん で い な い 施 設 が あ っ た。

DRB1*15:140は，2017/1/20に IMGTに登録されたアレ

ルであり，参照配列を古いバージョンで使用している施

設では，近々で登録されたアレルが Ambiguityに含まれ

ていなかった。

3．新規アレルについて

H2904の DQB1座は，NGS法で検査を実施した 2施

設で新規アレルと判定され，DQB1*06:01の codon 133

（exon 3）が CGGから TGGに置き換わっていた。Sanger

法では，反応パターンから DQB1*05:09, *06:56の組み

合わせが判定され，新規アレルを見逃す可能性がある。

今回，Sanger法を実施した 5施設のうち 3施設は，

DQB1*06:01もしくは新規アレルの可能性を判定してお
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り，DQB1*05:09および DQB1*06:56が日本人にまれな

アレルであることを加味していた。判定された結果がま

れなアレルである場合は，再検査や他法での確認が必要

である。

4．まとめ

NGS法は，各施設における使用キットが異なるため，

施設間差を評価できなかった。

Sanger法は，各施設において検査結果を得るまでの技

術的な問題点は無く，施設間の結果の違いは，判定時の

ミスがほとんどであった。新規アレル判定の例にみられ

るように，判定者の HLAに対する知識レベルの向上は，

ミスタイプを減らす一つの方法である。また，塩基配列

の挿入 /欠失多型や DRB1座の codon 86の判定について

は，ソフトウェアの使用方法とともに，HLAの特徴を

知っておくとよい。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―試料説明　抗体 QC―

高　　陽淑1)

1) 日本赤十字社　近畿ブロック血液センター

サンプルは，学会から日本赤十字社への譲渡依頼に基

づいて保管している抗血清の中から，目的に応じた 4種

類を複数名で検討し選択した。選んだ抗血清は，トロン

ビン処理，防腐剤（チッ化ソーダ）および着色料の添加，

フィルターによる清浄化を実施し参加施設に配布してい

る。ちなみに，従来からの抗体 QCのサンプルの要件と

しては，①日本人に通常検出される抗体であること，②

一部の試料では，HLA-C座抗原に対する抗体，IgM性

抗体，HLA以外の非特異反応が含まれる場合など，が

あげられる。今年度は，クラス I抗体で IgGと IgMで

異なる特異性を保有するもの（SH2901），DQ1および

DPA1の特異性を保有するもの（SH2902），DQ234の明

確な特異性を保有するもの（SH2903），C, DRローカス

の明確な特異性を保有するもの（SH2904）を選定した。

一方，クロスマッチについては，ダイレクトクロスマッ

チ対象のサンプル（SH2901）は，特異性が限局されて

いること，各施設でのパネルの準備が比較的容易である

こと，抗体検査結果とクロスマッチの測定結果の違いに

興味深い点があることが選定理由であった。また，仮想

クロスマッチ対象のサンプル（SH2904）は，クラス I

抗体について，Cローカス抗体の検出がクロスマッチの

結果に影響すること，クラス IIでは DRB345に対する

考え方，などが再確認できる組合せを選定した。

このように抗体 QCのサンプルは，限られた選択肢の

中から，参加施設の精度管理や抗体検査の基礎知識の復

習，さらには現状に応じた問題提起の材料となることを

期待して選定している。参加施設はそのことを意識して

検査に取り組み，学会公式サイト掲載の方法別解析結果

および，事務局から送付される全解析データ（CD）に

目を通して，日常検査の水準維持に役立てて頂きたい。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―総合解析　抗体 QC―

高　　陽淑1)

1) 日本赤十字社　近畿ブロック血液センター

1．総合解析（部門含む）

1）参加施設の構成

今年度の抗体検査への参加は，輸血部門 31施設，臓

器移植部門 36施設，造血細胞移植部門 24施設（重複あ

り）の 57施設（初参加は 2施設）であった。施設別では，

病院・大学に属する施設が 70%以上を占めていて，検査・

血液センターおよびそれ以外の施設の参加率を大きく上

回っていた。また部門別の参加構成を調査したところ，

複数部門への参加は 25施設（全部門 11，いずれか 2部

門 14）単独部門への参加は 29施設（輸血 10，臓器 19，

造血部門 0）と，割合としては同程度であった。

2）抗体検出および抗体特異性同定結果

全部門での抗体検出（抗体有無）結果の一致率は全検

体（4サンプルのクラス I＆クラス II）において 98.2%

の一致率であった。今回は 4サンプル中の 1本（SH2904）

が高バックグランドを示すサンプルであり，その処理が

功を奏さず判定保留となった施設が 1箇所あった。この

サンプルの検体処理の効果には施設間差を認めたが，そ

の原因を究明するには至らなかった。今後の QCWSで

も高バックグランド検体への対処法については継続的に

調査する予定である。

抗体特異性同定検査については，検査を実施した 43

施設中，42施設が LABScreenやWAKFlowなど Luminex

で測定する蛍光ビーズ法を用いて結果判定を行ってお

り，スクリーニングと特異性同定を段階的に実施する施

設は 33施設（76.7%）と例年同様に検査の目的を意識

した進め方を実践する施設が大半を占めていた。

2．結果評価

1）評価結果の比較について

日本人 HLA遺伝子頻度 0.1%以上の HLA抗原につい

て，基準値（0.67）以上の構成比率を示す抗原のみを対

象として評価点を算出した（評価点の計算方法は学会公

式サイトに掲載）。その結果，参加施設 57施設のうち抗

体検出については A評価が 98.2%で，抗体特異性同定

については，検査を実施した 42施設中，評価 Aが 36

施設（83.7%），評価 Bが 7施設（16.3%）であり評価 C

は無かった。

今年度は全体的に昨年を下回る結果であったが，総合

判定の結果報告シートを大幅に改訂したことによる理解

不足も一因であると考えられるため，次年度に向けて改

良する予定である。

2）総合判定結果比較について

各施設が提出した総合判定結果を集計し，サンプル毎

にその一致度を確認した。その結果，SH2901のクラス

I抗体は IgGと IgMで特異性が異なっていた為，Igクラ

ス別に検査を実施した施設としなかった施設での判定結

果に齟齬があった。IgM性抗体検出の必要性は，検査目

的に依存すると考えるが，43施設中，4施設（9.3%）

の参加では比較検討することも難しく，データ収集をす

るに留まるのが現状である。また，SH2902および

SH2903については，特徴的な点は認めなかったが，反

応性が比較的弱い特異性が含まれていた SH2904の一致

率が低い傾向にあった。

次に，判定結果の施設別一致率を比較すると，4サン

プルの平均値が 70%以下となる施設はクラス I抗体で

は 4施設，クラス II抗体では 6施設であった。このう

ち 3施設はクラス Iと IIで重なっており，その原因は特
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異性同定検査には適さない試薬の使用や，判定の考え方

に他施設との乖離があるためと推測された。

3）総合判定結果不一致の原因について

Scoreの一致率がクラス I抗体では 90%以下，クラス

II抗体では 85%以下の場合について，各施設が提出し

た検査方法ごとの測定結果と総合判定結果（アレル別判

定含む）から不一致となる要因について推測すると，以

下の 4点に纏められた。

① LABScreen single antigen（LSSA）で測定した際に得

られる nMFIが 1,000～ 3,000の領域に含まれる場合。

②用いる試薬に含まれる抗原（アレル）ビーズの種類に

依存する場合。

③特定の施設の反応性が他施設と大きく異なる場合。

④抗原ビーズのアレルによって反応が異なる場合。

3．まとめ

今回のサンプルでは，明確な HLA特異性は全施設で

概ね検出できていたが，試薬の性能に影響される特異性

（HLA-C, HLA-DQ, HLA-DP）や，LSSA Supplementなど

の抗原ビーズ追加に起因する最終判定の施設間差を認め

た。これらの現象は，抗体 QCの最近の特徴である。参

加する施設が使用する試薬の種類（解像度）や陽性カッ

トオフ値が概ね同等の反応帯に入っていることを前提に

考えると，蛍光シグナルのみに依存する判定ではなく，

抗体のエピトープを意識した判定方法やその考え方を参

加施設に対して啓蒙して行く必要があると考える。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査法別解析　抗体検査　FCM（FlowPRA）法―

金本　人美1)

1) 福岡赤十字病院　検査部　移植検査課／輸血細胞治療部

1．参加状況

今回の QCWSで OneLambda社 FlowPRAを使用した

施設は，スクリーニングで Class Iが 18施設，Class II

が 17施設であった。シングルアンチゲンの参加施設は

なかった。参加施設数は，年々減少傾向である。

2．測定機器と試薬ロット

測定機器，および試薬ロットの詳細は学会公式サイト

の解析資料を参照して頂きたい。

3．解析方法

各施設からヒストグラム，および RAWデータを提出

頂き，解析ソフト Flow Jo，Kaluzaを用いて再解析を行い，

取り込みビーズ数，%PRAなどを確認した。

4．解析結果

判定スコアの一致率は Class I，IIともに 100%と良好

だった。しかし，数施設においてはビーズの取り込み数

が少なく，十分なカウント数に達しておらず，昨年度と

の連結比較を行っても改善が認められない点も見受けら

れた。

%PRAに関しては，マーカー設定が依然各施設により

異なっているため，数値は収束していない。取り込み数

も同様に，昨年度との連結比較を行ってみたが，改善が

認められない施設も見受けられた。詳細は，学会公式サ

イトを参照して頂きたい。

5．まとめ

FlowPRA試薬を用いた検査の判定スコアの一致率は，

100%と良好な結果であり，問題は認めなかった。今回，

取り込みビーズ数や %PRAを昨年度のデータとの連結

比較を行うことで，改善ができているか否かを確認した。

メーカーが推奨している取り込みビーズ数や，マーカー

の設定を再度学会公式サイトで確認し，参考にしていた

だきたい。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査方法別解析　抗体検査　ルミネックス（WAKFlow）法―

小林　洋紀1)

1) 日本赤十字社　関東甲信越ブロック血液センター

1．はじめに

QCWS抗体部門参加の 57施設においてWAKFlow MR

（以下 MR）の参加施設は Class Iが 15施設（26.3%），

Class IIが 8施設（14.0%）であり，どちらも昨年より 1

施設減少していた。WAKFlow HR（以下 HR）の参加施

設は 12施設（21.1%）であり，昨年より 1施設増加し

ていた。なお，解析結果の詳細は学会公式サイトの第

21回 QCワークショップ報告集をご参照いただきたい。

2．解析項目，試薬ロット

1）MR（Class I・Class II）

解析項目は，①バックグラウンドビーズ（BB）およ

び陽性コントロールビーズ（PB）の施設間差，②各施

設間のMedian値の比較，③各施設間のMedian値およ

び Index値の 2SDにおける比較について行った。試薬

ロットは，Class Iでは全施設同一（T0B）であり，Class 

IIでは 2種類の試薬ロット（T0A, T0B）が使用されていた。

2）HR（Class I）

解析項目は，①バックグラウンドビーズ（BB）およ

び陽性コントロールビーズ（PB）の施設間差，②Medi-

an値および Calmed値の施設間差，③サンプルごとの反

応性の比較について行った。試薬ロットは，全施設同一

（T0A）であった。

3．解析結果

1）MR（Class I・Class II）

SH2901のバックグラウンドビーズ（BB）において，

非特異反応吸着処理の有無でMedian値に施設間差が見

られた。各施設間のMedian値および Index値の比較では，

2SDから外れるデータも散見されたが，Index値ではほ

ぼ問題なく，抗体有無の判定結果に影響することは無

かった。Class IIでは，1施設のみ試薬ロットが異なっ

ていたがロット間差は見られず，Median値のばらつき

が少なく良好な結果であった。血清処理方法や洗浄操作，

装置の状態などによって施設間差はある程度見られる

が，日常的にMRを使用されている施設が多いと思われ，

洗浄や手技的な操作に問題はないと考えられた。

2）HR（Class I）

Median値および Calmed値共に高い傾向が認められた

施設（29S44，29S56）があり，明らかに他施設と乖離

する反応性が認められた。SH2901の IgM抗体の特異性

とほぼ一致することから，使用した二次抗体はキット添

付品ではなくMRの二次抗体と推測された。精度管理

を目的としている QCWSでは，キット添付品での実施

を推奨する。また，HRと LABScreen Single Antigen（以

下 LS-SA）の反応性において，サンプルによる違いもあ

るが，弱い反応（nMFI：3000以下，Calmed：2000以下）

での乖離は生じることが多かった。

4．まとめ

問題点として，MRで血清処理試薬を使用した場合に，

陰性コントロールを適正に使用していない施設があっ

た。QCWS参考プロトコルや試薬メーカーの使用方法

を確認いただくことを推奨する。また，抗体特異性判定

において 2法の検査を実施した場合，どちらかの結果を

優先する施設と，2法合わせた結果で総合判定している

施設があった（HRを実施した 12施設中の 8施設が

LS-SAも実施していた）。入力方法やアレル特異性抗体

の判定などは今後の課題と考えられる。また，MR・HR

共通の問題点として，測定データが Sample Empty（ビー

ズカウント不足）となっていた施設があった。判定結果

に影響する可能性があるため，装置や試薬の状態を確認

し，再検査基準など自主的な管理の実施を推奨する。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査方法別解析　抗体検査　ルミネックス（LABScreen）法―

前島理恵子1)，蟹井はるか1)，藤原　孝記1)

1) 帝京大学医学部附属病院　輸血・細胞治療センター

1．はじめに

抗体 QC参加 57施設のうち LABScreenを実施した施

設は 40施設（70%）であった。LABScreen実施施設の

うち，スクリーニングのみ行っている施設は 2施設で

あった。Single Antigen（LS-SA）を行っている施設のス

クリーニング法の内訳は，Mixedが 9施設，PRAが 7施

設，Multiが 1施設，LABScreen以外が 13施設であり，

そのほとんどがWAK Flow MRを実施していた。LS-SA

を実施しているが，スクリーニング法の記載のない施設

が 8施設あった。supplement beadsを使用している施設

は 24施設あった。部門別による検査方法に偏りは見ら

れなかった。

2．結果解析

LS-SA 実施施設が 38施設と多数であったため，

LS-SAのデータについて解析を行った。

1）抗体の有無

Class I, II共にすべての検体で陽性と判定しているが，

非特異反応が改善しなかった S31は SH2904を判定保留

としていた。

2）検体の処理方法

QCWSプロトコルで必須とされている凍結融解およ

び遠心を行っている施設は 10施設であったが，データ

シートへの記載漏れが考えられた。NCビーズ値が高い

場合に行う非特異反応吸着処理は 16施設で行っており，

PCビーズ値が低い場合に行う DTT処理は 5施設で行っ

ていた。

3）コントロールビーズの施設間差

再検基準となる NCビーズ値 500以上の施設は，

SH2903および SH2904で多数存在したが，PCビーズ値

3000以下の施設は存在しなかった。再検基準を超える

施設は多数存在するが，ほとんどの施設で再検に関する

コメントがなく，再検基準を超えているのに再検してい

ないのか，非特異反応吸着などの処理を行っているが

NCビーズ値が高いのかが不明であり，データシートへ

再検の有無を記載する必要があると感じた。

4）検体前処理法による PC/NCの比較

SH2903および SH2904において，PC/NC値 10未満の

施設が存在したが，検体前処理法による差は認められな

かった。

5）カットオフ値

ほとんどの施設が nMFI≧ 1000をカットオフ値とし

ており，これに CREGやエピトープを考慮した判定を

行っている施設が多数存在した。S09,41はカットオフ

値の記載がなく，S06,20,33,38,45はカットオフ値と記載

していた。自動判定の Rxn>6を陽性としていると考え

られるが，データシートへの記載は明確にしてもらいた

い。

6）nMFI：1000を中心とした各ビーズの反応

① Class I

他施設と比較して nMFIが高い施設，低い施設があっ

たが特定の施設に限定されているわけではなかった。

SH2901–2904全ての検体において，nMFIが Averegeか

ら大きく外れる施設が存在した。SH2903では nMFIが

低値集団と高値集団に分かれるビーズが存在した。

SH2904は全ビーズの 1/3にバラつきがあり，nMFIが

0-7814と大きく離れるビーズも存在した。

② Class II

SH2901–2903では nMFIが大きく離れているビーズは

存在しなかったが，SH2904では Averageより低いビー

ズが複数存在した。
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SH2904は Class I, IIともにビーズの値にバラつきが見

られたが，NCビーズの値が高いことによる非特異反応

が考えられた。

3．エピトープ解析

Single Antigenを実施した施設を対象に抗体特異性の

エピトープ解析を行った。個別ビーズに対する反応が

nMFI>1000を示す施設の割合が 2/3以上を Consensusと

して評価し，nMFIの平均値と比較し，解析した。エピトー

プの存在する場所（αへリックス，βシート），認識する

アミノ酸の数と位置（単一のアミノ酸，離れた数か所の

アミノ酸）などにより，反応に差が認められた。

SH2903や SH2904のようにバックグラウンドが高いこ

とにより，nMFIに影響が出る場合，抗体特異性の判定

が難しくなるが，エピトープを考慮すると抗体特異性を

見逃さずに判定ができる。Class IIでは同じビーズに

DQA1とDQB1，DPA1とDPB1のアレルが存在するため，

エピトープを考慮することでどちらの反応であるか，推

測することができる。
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第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
―検査方法別解析　抗体検査　その他検査法およびクロスマッチ―

藤原　孝記1)2)

1) 帝京大学医療技術学部臨床検査学科　免疫検査学
2) 帝京大学医学部附属病院　輸血・細胞治療センター

1．はじめに

その他検査法とダイレクトクロスマッチは，扱う抗体

試料が異なるだけで検査法はほぼ共通であるため，昨年

と同様に定義し，参加状況を分類した。

その他検査法は，FlowPRA, LABScreen, WAKFlow以

外の抗 HLA抗体検査において，SH2901～ SH2904の 4

種類を対象としている施設で，LCT法（0施設），AHG-

LCT法（1施設），MPHA法（3施設），FCM法（0施設），

ICFA法（1施設）の参加であった。

ダイレクトクロスマッチは，LCT, FCM, ICFAなどク

ロスマッチ可能な検査方法において，SH2901/HLA Class 

Iを対象とし，クロスマッチ入力シートに記入されてい

る施設で，LCT法（6施設），AHG-LCT法（1施設），

FCM法（7施設），ICFA法（13施設）の参加であった。

仮想クロスマッチは，Class Iのみ（2施設），Class 

I+Class II（22施設）の参加であり，昨年より若干の増

加であった。

2．結果解析

1）その他検査法・ダイレクトクロスマッチ

その他検査法を単独で解析することは検査件数が少な

いため困難であり，ダイレクトクロスマッチと共に解析

した。解析方法は測定値，スコア，判定基準にて解析を

行い，LCT・AHG-LCTは総合判定の特異性を基にスコ

アを解析，MPHAは同一パネルをまとめてスコアを解

析，FCMは FCSファイルを再解析，ICFAは Class I-1ビー

ズ，Class I-2ビーズをそれぞれ解析した。

①抗体の有無：Class Iは，31施設中 30施設が，Class II

は，全 28施設において抗体ありと判定した。Class I

を実施した 1施設が判定保留としていた。

② LCT・AHG-LCT：AHG-LCTでは反応しているが，

LCTでは期待通りの反応を示さない例があり，検出

感度の違いによるものか，手技的な問題によるものか

は不明であった。また，凍結細胞を用いた AHG-LCT

で期待通りの反応を示さない例があった。細胞の状態

や，ウサギ補体，反応時間・温度などの点が統一され

ていないものの，今回の結果は想定していた範囲内で

あった。

③ MPHA：SH2904では予測されていた Cw7に対する

反応が陰性であった。また，SH2903および SH2904

において施設間差が認められたが，使用したロットの

違いによるものか，手技的な問題によるものかは不明

であった。本来，血小板特異抗原に対する抗体を検出

する方法であり，HLA特異抗体の検出や同定に用い

ることは難しい。

④ FCM：統一した抗原細胞を使用していないため，一

概に結果の比較評価はできないが，各ヒストグラムの

形状や S/N比に基づく判定結果を見る限り大きな問

題点はなかった。測定細胞数が不十分な例があったが，

今回の結果としては問題なかった。測定細胞数が不足

するとサンプルに偏りが生じやすく，特にカットオフ

に近いヒストグラムにおいて測定結果が不正確になる

可能性があることから 10,000個以上，測定すること

を推奨する。

⑤ ICFA：バックグラウンドの高いケースもなく，概ね

期待通りの結果が得られていた。操作手順および判定

規準が統一されているため，結果の整合性は高いとい

えるが，SH2904では予測されていた Cw7対する反応

が弱いものも認められた。原因として，抗原側の検体
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に血小板が含まれている影響が示唆された。

⑥まとめ：LABSceen Single Antigen（以下，LS-SA）の

結果から反応が予想される抗体特異性と，各検査方法

の結果との乖離をどの様に解釈すべきかが問題点とし

てあげられる。LS-SAの nMFIが比較的高い場合でも

インタクト細胞との反応が認められない場合があり，

単に検出感度が低いために反応しなかったのか，イン

タクト細胞との反応が認められない臨床的意義の低い

抗体なのかを判断することは難しい。

2）仮想クロスマッチ

仮想クロスマッチは，抗体試料（SH2904：移植患者）

と DNA試料（H2902：ドナー）を指定した。抗体試料

および DNA試料の詳細な検査データは，学会公式サイ

トを参照していただきたい。

①仮想クロスマッチ結果：24施設すべてが仮想クロス

マッチ陽性と判定した。

②反応が予想される特異性：DNA試料の HLAタイプ，

抗体検査部門の総合判定および LS-SAの平均 nMFIか

らクロスマッチ陽性となる抗体特異性を解析した。

C*07:02（ 平 均 nMFI：18,399），DRB1*13:02（ 平 均

nMFI：14,379），DRB3*03:01（ 平 均 nMFI：14,620）

との反応が予想された。Class I+Class IIを実施した 22

施設中 9施設において反応が予想される特異性を

Cw7，DR13，（DR52） と 報 告 し て い た。 ま た，

B*39:02との反応は，平均 nMFIが 1,644で B3902，

Cw7，DR13，（DR52）と報告した施設が 4 施設，

B39，Cw7，DR13，（DR52）と報告した施設は 1施設

であった。抗体検査部門の総合判定において，B39の

陽性判定一致率は 81.3%であったが，B3902に対する

反応は，LS-SAで nMFIが 1,000以下も多く，極めて

弱い反応であった。B3902は，DSAになりうる抗原

ではあるが，仮想クロスマッチでは判定保留とし，イ

ンタクトセルを用いた方法で確認することが望ましい

と考える。

 ドナーの DRB3/4/5タイピングが未実施の場合，DRB

遺伝子領域の構造を考慮しないと，ドナーの DRB1に

対する抗体が陰性であっても，DRB3/4/5に対する抗

体が陽性になることがあり，仮想クロスマッチで見逃

す恐れがある。昨年の解析結果を踏まえ，ドナーの

DRB3/4/5タイピングが未実施で DR52に対する反応

を予測した施設が 8施設あった。



33

第 21回 HLA-QCワークショップレポート

第 21回 HLA-QCワークショップレポート 
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橋口　裕樹1)2)

1) 福岡赤十字病院　検査部移植検査課／輸血細胞治療部／事務部医療連携課
2) 日本移植学会　移植関連検査委員会　委員

1．概要

平成 25年 4月より日本組織適合性学会と日本移植学

会が連携し，全血サンプル由来のリンパ球を用いたクロ

スマッチの精度管理を実施する事となり，今回で 5回目

の実施となった。

2．経過

今年度は 43施設の参加があり，参加施設内訳は，臓

器移植ネットワークの検査施設が 27施設，移植関連病

院が 9施設，検査センター 2施設，血液センター 3施設，

試薬メーカー 1施設，研究所 1施設であった。日本移植

学会移植関連検査委員会で採血したドナー用の全血の発

送は，4月の QCWS試料配布の翌週に，参加施設に配

布した。ACD-A液入全血の発送には，東京より宅配便（常

温）で発送，全国の参加施設には翌日，翌々日には到着

し，細胞の生存率も概ね良好であった。8月末に集計結

果を各施設にメールで送信，9月に開催された第 53回

日本移植学会総会（旭川市），10月に開催された第 21

回 QCWS（広島市）にて報告を行った。尚，30年 2月

に開催される第 51回日本臨床腎移植学会（神戸市）で

も報告予定である。

3．試料選択および検査方法

ドナー全血は，日本移植学会移植関連検査委員会で採

血した ACD採血 7.5 mlを準備した。ドナー HLAタイ

プは，日本人に高頻度に発現しているものを選択した。

血清は，QCWS部会で準備された SH2904を選択した。

SH2904の DR12抗体（DRB1*12:01）MFI=18,078がドナー

特異的抗体 Donor Specific Antibody; DSAとなる想定で選

択した。

検査方法は各施設で日常的に行っている方法を選択可

とした。方法別にみると，フローサイトクロスマッチ

Flow Cytometry Cross match；FCXM法が参加施設の 34

施設（79%）と最も多く，次いでリンパ球細胞傷害試験

Complement dependent cytotoxicity；CDC 法 が 18 施 設

（47%），Immunocomplex capture fluorescence analysis；

ICFA法が 14施設（35%）であった。

4．結果

DRローカスが DSAになるため，B細胞を材料とし

た方法の結果は陽性，T細胞は陰性となった。結果につ

いては各方法で高い一致率であったが，FCXMにおい

て乖離した施設が目立ち，カットオフに起因するもの，

機器設定に起因するものを認めた。CDCにおいては，

陽性細胞を顕微鏡下で目視し，カウントする %死細胞

に差を認め，弱陽性サンプルの判定に不安が残る。詳細

な各方法の一致率は，学会公式サイトを参照して頂きた

い。

5．まとめ

これまでの 5回の開催は，各施設が日常使用している

プロトコルでの参加であり，ある程度の結果の一致率は

達成しているものの，一部の施設においては問題となる

判定も散見した。これらを解決する一つのツールとして，

クロスマッチの参考プロトコルの準備が整い，学会の

ホームオページに公開することとなった。来年度は，こ

の参考プロトコルでの参加を呼びかけて，どの程度収束

するか確認する予定である。


