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• 様々な細胞の表面に発現している抗原

• 病原体に感染したり、移植等により外来抗原
が入ってきた際に細胞外に外来抗原を提示

HLAの役割

HLA

HLA

HLA



• 第6染色体の短腕部に存在

• A, B, C, DR, DQ, DPなど多くの抗原で構成

• ヒト白血球抗原として発見されたが、現在は
多くの細胞に発現していることがわかってい
る

HLA(Human Leukocyte Antigen)
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Class IとClass IIの違い

Class I 項目 Class II

A, B, C 主な抗原（ローカス） DR, DQ, DP

ほとんどの有核細胞
（血小板等）

発現している細胞 抗原提示細胞

細胞内で合成された
タンパク質

抗原として提示するもの 細胞外から入ってきた
タンパク質

キラーT細胞 抗原を認識する細胞 ヘルパーT細胞

図はhttp://kusuri-jouhou.com/immunity/hijiko.htmlより抜粋

Class I：内在性のタンパク質（ペプチド）を提示 Class II：外来性のタンパク質（ペプチド）を提示
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http://kusuri-jouhou.com/immunity/hijiko.html


分子構造



移植・輸血検査学２００４年３月２０日より

タイピング領域(Class I)



移植・輸血検査学２００４年３月２０日より 9

タイピング領域(Class II)



HLAの表記方法

区域 呼称 表記例

第1区域 2桁、抗原型、血清型、HLA型 Cw7

第2区域 4桁、アレル型、DNA型 HLA-C*07:02

第3区域 6桁 HLA-C*07:02:01

第4区域 8桁 HLA-C*07:02:01:17N



HLAの特長①人種間差

Allele Japanese African American European 
Caucasian

1 A*24:02 36.1 2.5 8.4

2 A*02:01 11.4 11.5 27.5

3 A*02:06 9.2 0.1 0.1

4 A*11:01 9.0 1.4 6.0

5 A*31:01 8.6 1.0 2.7

• 人種により遺伝子頻度は大きく異なる

• HLAは多様性が高い遺伝子

– 膨大なアレルから頻度を参考に同定している

– 検体（人種）によってフィルタを変える必要がある
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• 親より受け継いだHLAの組み合わせがハプロタイプ

• ハプロタイプは維持されたまま親から子に遺伝する
– 兄弟でHLAが一致する確率は25%

HLAの特長②ハプロタイプ



HLAの特長③連鎖
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（HLA検査に必要なHLAの基礎知識中島様講演会資料）

HLA Class II DR 領域の遺伝子地図



• 昨年4月に開催いたしましたWeb講演会で詳
しく説明しておりますので是非ご覧ください

– https://www.veritastk.co.jp/products/reference_d
etail/suguyakuHLA1_1.html

動画のご紹介 -HLAとは
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https://www.veritastk.co.jp/products/reference_detail/suguyakuHLA1_1.html
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LABType試薬とは
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HLAタイピング検査法

タイピング
トレー

SSP法 RSSO法 SBT法 NGS
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RSSO(Reverse Sequence Specific 
Oligonucleotide)法

•ビオチンで標識したプライマーを使
用して目的の遺伝子領域を増幅PCR増幅

•アルカリ性の条件の元で2本鎖を1
本鎖にする

アルカリ変
性

•プローブが結合しているビーズに1
本鎖にしたDNAを反応させる

ハイブリダイ
ゼーション

•ビオチンに蛍光標識をしたストレプ
トアビジンを結合させる

SAPEでの標
識

•LABScanシステム/LABScan3Dシス
テムで測定測定

HLA遺伝子

1 3

SA PE2

2
1 3

1 3
2

ビオチン標識
PCRプライマー

プローブが結合
しているビーズ

SA PE



試薬の種類と解像度

Locus
プローブ数

SSO CWD XR
A 83 204 954
B 119 210 1080
C 64 187 1180

DRB1 79 140 416
DQB1 68 - -
DQA1 34 - -
DPB1 225 - -
DPA1 29 - -

製品群 測定機器 解像度

LABType SSO LABScanシステムのみ 2桁

LABType CWD LABScanシステム/LABScan3Dシステム 4桁

LABType XR LABScanシステム/LABScan3Dシステム 4桁



タイピング領域の比較

ローカス SSO CWD XR

A Exon2-3 Exon2-5 Exon2-5

B Exon2-3 Exon2-5 Exon2-5

C Exon2-3 Exon2-7 Exon2-7

DR Exon2 Exon2 Exon2

DQ Exon2 - -

DP Exon2 - -



解像度の違い

XR

SSO

CWD



LABType製品一覧
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2桁タイピング

4桁タイピング
LABScan3Dシステム専用試薬

SSO,CWD,XRの3種類がある
DQとDPはα鎖とβ鎖を同時にタイピング可能



LABTypeキット内容

• Primer setとBeads Mixtureはローカスごとに異なる

• その他の試薬は全てのLABTypeキットで共通

試薬名 注意点

PCR前
Locus-Specific Primer Set 冷凍（-20℃以下）

Primer Set D-mix 冷凍（-20℃以下）、紫色の液体

PCR後

Bead Mixture 解凍後3か月以内に使用
開封後は冷蔵・遮光、再凍結禁止

Denaturation Buffer 25℃以下で保存
NaOHのため取扱い注意

Neutralization Buffer 25℃以下で保存、紫のキャップ

Hybridization Buffer 25℃以下で保存

Wash Buffer 25℃以下で保存

SAPE Buffer 冷蔵（2-8℃）保存



種類 商品名 メーカー

SAPE（標識試薬） PE-Conjugated Streptavidin ベリタス(One Lambda)LT-SAPE
精製水で溶解、冷蔵で6か月保存

PCRポリメラーゼ
AmpliTaq DNA Polymerase
Goldは不可

Applied Biosystems (Thermo Fisher 
Scientific) N8080160

キット以外に必要な試薬
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• SAPEはLABTypeキットに含まれない（別売）

• 粉末の試薬のため事前にラベルに記
載されている容量の精製水で溶解

• 溶解後は冷蔵で6か月保存可能



種類 商品名 メーカー

プレート PCRプレート(PCR用) Thermo Fisher Scientific AB0600

PCRプレート(ロープロファイル、測定用) Thermo Fisher Scientific AB0700

PCRシール Adhesive Sealing Sheet Thermo Fisher Scientific AB0558

SSP Tray Seals（ハイブリ用）
ベリタス (One Lambda) 
SSPSEA300/同等品でも可

キット以外に必要な消耗品
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PCR用(AB0600) 測定用(AB0700)



種類 商品名 メーカー

サーマルサイク
ラー

GeneAmp PCR System 9700シリーズ（ア
ルミヘッドは不可）
Veriti 96-Well サーマルサイクラー

Applied Biosystems (Thermo Fisher 
Scientific)

PCRパッド マイクロSSP PCR用パッド PE9700用 ベリタス （One Lambda）SSPPADTN

遠心機 プレート遠心機
96Wellプレートを1300g以上で遠心
ができる機器/メーカー不問

測定機器 LABScanシステム/LABScan3Dシステム ベリタス （One Lambda）

キット以外に必要な器具
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手技のポイント
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LABTypeの操作の流れ
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LABScanで測定

SAPE標識

ハイブリダイゼーション

アルカリ変性、中和

PCR

DNAの抽出

PCR終了から測定
終了まで1.5時間



DNAの抽出

• PCRに適した品質、濃度のDNAを抽出

• PCRを阻害する成分の混入を避ける
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抗凝固剤の
種類

ACD推奨、
EDTA可

ヘパリン不可

希釈溶媒

滅菌蒸留水を
推奨

EDTA含有
バッファーは

非推奨

濃度と
OD値

20 ng/µLが最
適

OD260/280：
1.6以上



PCR試薬の調整

• DNA検体、D-mix、Primer mixを解凍

• プレミックス液の容量(ローカス毎に調整)

– D-mix、プライマーはよくボルテックス

– Ampli Taqは使用直前に冷凍庫から取り出し、ピ
ペッティングでよく混ぜる(ボルテックス不可)

– 検体数が少ない場合は、D-mixとTaqのみを先に
混合する

Primer mix 4.0 μL

D-mix 13.8 μL

Ampli Taq 0.2 μL

合計(/1Well) 20.0 μL

黄色になったD-mixは使用不可



(1) DNA 2.0 µLをPCRト
レイの底部に分注

(2) プレミックス液 18 µLを分注
• D-mix (13.8 μL)
• Primer mix(4 μL)
• Ampli Taq (0.2 μL)

検体とプレミックス液の分注

• PCRトレイはAB0600(Thermo Fisher
Scientific社製)を使用する

• PCRシールはAB0558 (Thermo
Fisher Scientific社製)を使用する

• プレミックス液は氷上で分注する
• プレミックス液を分注した後はでき

るだけ速やかにサーマルサイク
ラーへ入れる



PCR （約85分）

温度 時間 サイクル数

96℃ 3 min 1 cycle

96℃ 20 sec 5 cycles

60℃ 20 sec

72℃ 20 sec

96℃ 10 sec 30 cycles

60℃ 15 sec

72℃ 20 sec

72℃ 10 min 1 cycle

4℃ Forever

試薬がウェルの底
にあることを確認

PCR条件（Reaction volumeは20 uL）

パッド＆トレーで
蒸発防止
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• プラスチックトレー、パッドで蒸発防止
• 9600モードを使用
• ホットスタートを推奨



アルカリ変性、中和

• PCRトレイはAB0700(Thermo Fisher Scientific社製)を使用する

• PCR産物をサーマルサイクラーから取り出した際に、サーマルサイク
ラーを60℃に設定する

• PCRチューブの底にDenaturation Buffer 2.5 μLを分注しスピンダウン

• PCR産物 5 μⅬを8連ピペットで分注し、ピペッティングで混合

– 溶液が濃いピンクに変色することを確認

• 10分間室温で置く。反応の間にビーズ試薬を調整（次スライド）

• 10分後、Neutralization Bufferを5 μL加えピペッティングでしっかり混合

– 溶液が透明に変色することを確認

+ Denaturation
Buffer
2.5 μL

PCR産物 アルカリ変性

(室温、10 min.)

中和後

(氷上)

+ Neutralization
Buffer
5 μL



Beads試薬の調整

• アルカリ変性の反応中に調整

• Bead Mixtureは、ボルテックス後にスピンダウ
ンし、しっかりとピペッティングで混合

• Beads試薬はローカス毎に調整

• 調整後は氷上に置く

Bead Mixture 4.0 µL
Hybridization Buffer 34.0 µL
合計(/1Well) 38.0 µL



ハイブリダイゼーション

• 中和後のトレイを氷上に置き、氷上で分注す
る

• Beads試薬を38.0 µLずつ分注する

– ローカス毎に試薬は異なるので、分注間違いに
注意

– できるだけ速やかに分注

• 分注後、シールを貼り速やかにサーマルサイ
クラーへ入れる

• サーマルサイクラーで60℃、15分間反応

• 反応後は速やかに氷上に置く



洗浄操作（3回繰り返す）

• Wash Bufferを100 μL(1回目のみ70 μL、氷上で行
う)添加し、シールを貼る

• 1500g、3分間(1300g、5分間でも可)遠心
• フリッキングにより上清を除去
• キムタオルの上で軽く3回程度タッピングする

• ビーズのみの状態でボルテックス（ドライボル
テックス）

フリッキング タッピング ドライボルテックス



SAPE標識

• 3 回目の洗浄時に調整、調整後は遮光保存
– 2～3検体分多めに調整することを推奨

– 全ローカス共通

• SAPE溶液はLABTypeキットに含まれていない
– 事前に精製水で溶解

– 溶解後は冷蔵で6か月保存可能

• 50.0 µLずつ分注し、シールを貼りサーマルサ
イクラーで60℃、5分間反応

SAPE溶液 0.5 µL
SAPE Buffer 49.5 µL
合計(/1well) 50.0 µL



洗浄操作

• Wash Bufferを70 μL添加し、シールを貼る

• 1500g、3分間(1300g、5分間でも可)遠心

• フリッキングにより上清を除去

• キムタオルの上で軽く3回程度タッピングする

• ビーズのみの状態でボルテックス（ドライボル
テックス）

フリッキング タッピング ドライボルテックス



LABScanで測定

• 洗浄後、Wash Bufferを70 µL加え測定

• 測定用のテンプレートファイルはロー
カス毎に異なるため注意
– テンプレートファイルはベリタスのWebよ
りダウンロード可能

– https://www.veritastk.co.jp/hla/soft_file.h
tml

• 調製後のサンプルはシールを貼り冷
蔵&遮光で24時間保存可能
– 測定前によくピペッティングで混合してか
ら測定する

https://www.veritastk.co.jp/hla/soft_file.html
https://www.veritastk.co.jp/hla/soft_file.html
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