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検体に関するご質問

• DNA抽出の推奨キットはありますか？
‒ メーカー推奨キットはありませんが、メーカーではフェノール/クロロホルム抽出あるいは

Qiagen社のキットを使用しています

• DNA抽出の注意点はありますか？
‒抽出キット・手法に適した検体量を使用してください
‒DNA抽出前に検体を長期保存することは避けてください

‒保存温度にも注意（全血の場合は4℃）
‒最終的な溶出は滅菌蒸留水で行ってください
‒抽出したDNAは冷凍保存をお勧めします

• DNA濃度が推奨範囲外ですが検査・判定に問題ありませんか？
‒コントロールバンド or 陽性バンドが明確に確認できれば問題ありません
‒コントロールバンドが薄く陽性バンドも無い、または増幅していないウェルがあ
る場合は再検査をお願いいたします
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電気泳動、バンドに関するご質問

• ポジティブコントロールバンドが見えませんが問題ありませんか？
‒ネガティブコントロールウェルの場合は問題ありません

‒ SSP JPN以外にはネガティブコントロールウェルがあります（通常1H）
‒ バンドが無い＝コンタミネーションが無いことを確認できます

‒増幅ウェルで陽性バンドが明確に確認できる場合は問題ありません
‒陽性バンドが薄い・無い場合は増幅不良の可能性があります

• このバンドは陽性バンドでしょうか？
‒バンドサイズ・検出可能なアレルの情報をワークシートやHLA Fusionで確認してく
ださい
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複数ウェルに出現するバンド

• サイズが短い（ゲルの下方）
• バンドが薄い、不明瞭（ぼやけている）
• 不特定多数のウェルに出現

残存プライマー同士の結合（プライマーダイマー）
陽性バンドではありません
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参考）バンドサイズ・プライマー情報の確認

•ウェルごとにターゲットの抗原（アレル）、増幅産物のサイズは決
まっています

• ゲル画像の各ウェルにカーソルを合わせると情報が確認できます

ウェル#

プライマー認識領域 ターゲットのアレル

増幅産物のサイズ

対象ローカス
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利用例①

5B5C

5B：ターゲットサイズ 325 bp

5Bは陽性？

5Bの増幅産物のサイズは5Cより大きい＝陽性バンドであれば5Cよりも上部に出現
上の泳動図では5Cよりも下部にバンドがある
⇒5Bは陰性と判断できる

5C：ターゲットサイズ 225 bp
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利用例②

6Fは陽性？

バンドサイズはターゲットサイズと大きな違いはないが、ポジティブコントロールバンドより薄い
ターゲットバンドが薄い場合は、偽陽性の可能性

実際の検体はB52のホモアレル（6FがターゲットとするB52アレルではないが、非特異増幅した可能性）

6F：ターゲットサイズ 125 bp

ターゲットアレル：B7,B15,B18,B35,B39,B44,B51,B52,B53など
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解析に関するご質問

•古い早見表やカタログファイルなどを使って解析しても問題ありませんか？
‒アレルの情報は更新されるため、最新のファイルを使用するようにしてください

‒ワークシート・カタログファイル・血清型ファイルは年2回、早見表は年1回の更新

※HLA Fusion4.6.1からMSSP JPNは最新血清型ファイルでの解析・保存が可
能となりました

• HLA Fusionで解析しましたがNo solutionになります
‒まずはゲルの写真を再確認してください

‒ 陽性・陰性判定は間違いないでしょうか？異なるウェルにチェックを入れていないでしょうか？

‒ バンドが無い・薄いウェルは無いでしょうか？

‒解析条件も確認してください
‒ 製品と異なるカタログファイルを使用していないでしょうか？

‒（MSSP JPNの場合）日本人集団以外の検体か確認
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再検査の前にご確認ください

• バンドが不鮮明なウェルがある
‒ アガロースの種類、ゲルの作製方法
‒ TBEの状態や希釈濃度
‒ 電気泳動後の保存時間

• バンドが無い/薄いウェルがある
‒ DNA濃度や品質
‒ 試薬（Taq）の種類、D-Mixの状態
‒ サーマルサイクラーの設定、状態
‒ ゲルへの添加量

• 泳動時間が通常より遅い
‒ 1 x TBEが少ない
‒ ゲルボックスの電極の汚れ
‒ パワーサプライの不具合

過去同様のケースがあるかもご確認ください

• ホモアレルでの偽陽性バンド、特定ウェルの増幅不良など

• 不明な点があればお問い合わせください

バンドが無い

バンドが薄い

バンドが
不鮮明
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MSSP JPNに関するご質問

•早見表の連鎖と異なるハプロタイプになります
‒まずは陽性・陰性判定を再度確認してください
‒早見表に記載のない連鎖も存在する可能性があります

‒日本人推定アレル頻度の高い連鎖に基づいて作成されているため

‒HLA Fusionの解析でも確認してください

アレル頻度、ハプロタイプの確認方法

• 国内
‒ HLA研究所様ホームページ https://hla.or.jp/med/haplo_tools/

‒造血幹細胞移植情報サービス 骨髄バンク統計資料
https://www.bs.jrc.or.jp/bmdc/donorregistrant/m2_03_00_statistics.html

• 全世界
‒ Allele Frequency Net Database http://www.allelefrequencies.net/hla.asp
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MSSP JPNに関するご質問

• 2桁（抗原型）レベルでambiguityとなりますが正しいですか？
‒日本人推定アレル頻度が低いアレル、とくに近年追加されたアレルはambiguityと
なる可能性があります

‒両方の抗原型を報告してください

‒あるいは別キットや別法での確認検査を行ってください

•日本人以外の検体でもSSP JPNは使用できますか？
‒使用すること自体は可能です

ケーススタディでお示しします
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ケーススタディ

• アレル情報

ローカス A B C DRB1 DQB1

シーケンス結果
（論文参照）

A*03:01

A*30:01

B*42:01

B*44:03

C*04:01

C*17:01

DRB1*03:02

DRB1*09:01

DQB1*02:02

DQB1*04:02

【B*42:01、DRB1*03:02】
• アフリカ系集団で頻度が高い
• CWD、CIWDでは「Common」
• 日本人推定アレル一覧表には含まれない
（<0.001%）

Allele Frequency Net Database (AFND) 

http://www.allelefrequencies.net/default.asp

MSSP JPNを使った日本人以外の検体の検査

MSSP JPNを使用してタイピングを実施
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日本人フィルタ⇒CWDフィルタの変更方法

今日から始めるHLA Vol.3 MSSP入門

•海外の方のタイピングを行う場合はCWDフィルタの使用を推奨
‒血清型ファイルをインポートした際に自動でインポートされる

• CWDとは
‒Common Well-Documentedの略で世界的に頻度の高いアレルが登録されて
いる

解析結果画面の
Configより変更ができる
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ケーススタディ

CWDフィルタ使用
（G1のみ表示）

No Solutionはないが
候補アレル多数

日本人フィルタ使用
（G1のみ表示）

B、DRB1ローカスが
No Solution

MSSP JPNを使った日本人以外の検体の検査
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日本人以外の検体でもフィルターを変更することでG1の結果が得られます
ただしambiguityが多く生じる可能性があります

日本人集団以外の検体の検査の際はご注意ください
※別法での確認検査もお勧めします

ローカス A B C DRB1 DQB1

シーケンス結果
（論文参照）

A*03:01

A*30:01

B*42:01

B*44:03

C*04:01

C*17:01

DRB1*03:02

DRB1*09:01

DQB1*02:02

DQB1*04:02

日本人フィルタ使用 A*03:01/02

A*30:01/02/04

No solution C*04:01/03

C*04:01/04:01/17:01

No solution DQB1*02:01/02

DQB1*04:01/02

CWDフィルタ使用 A*03:01/03:02/03:05+

A*30:01/30:02/30:03+

B*42:01/02

B*44:03/07/29

C*04:01/04:03/04:04+

C*04:01/04:03/04:04+

DRB1*03:02/03:03/03:07+

DRB1*09:01/09:04/09:06+

DQB1*02:01/02/180

DQB1*04:01/02

ケーススタディ MSSP JPNを使った日本人以外の検体の検査

抗原レベルambiguity 抗原レベルambiguity 抗原レベルambiguity

•結果のまとめ
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最後に

•手技のポイント

•解析のポイント
‒各ウェルの判定を確実に

‒ハプロタイプと連鎖の確認を
‒ あてはまらない場合もあることに注意

‒HLAFusionでの確認・解析が便利です
‒ フィルターの切り替えで日本人以外の検体にも対応

DNAの

品質と濃度

試薬の

状態と量

DNAと試薬

の混合

PCR条件
ゲル作成・

アプライ

https://3.bp.blogspot.com/-JpaNNf64iA0/U1T3rpuZQlI/AAAAAAAAfVY/UC76cwR9ARg/s800/figure_presentation.png


ご清聴ありがとうございました。
ご質問があればお知らせください。
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