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FlowPRAⓇを用いた抗 HLA抗体検出における血清と血漿検体種間の

統計学的比較検討
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Flow cytometryを用いた抗 HLA抗体の検出法である FlowPRAⓇ法には，まだ標準化された検査方法がなく，使
用する検体も統一されてない．今回，血清および血漿の異なる検体種間での検査結果を比較検討した．55例の患者
及び健常人から血清，血漿を同時に採取し，抗 HLA抗体の測定を行なった．抗 HLA抗体と反応した陽性ビーズの
割合である％PRAは class I，IIともに両検体のあいだに強い相関が見られた（それぞれ r = 0.8570，p ＜ 0.0001，r
= 0.7529，p ＜ 0.0001）．抗 HLA抗体の有無の判定も，class Iでは 55例全例で，class IIでは 54例で一致した．し
かし，1例で，血清で陰性，血漿で陽性だった．一方，Mean Fluorescence Intensity値は class Iおよび IIともに血
漿検体で有意に高かった．また，2例で血漿検体に非特異反応が見られた．よって FlowPRAⓇ法による抗 HLA抗体
測定は血清でも血漿でもほぼ同等の結果が期待でき，血清で判定困難な例では血漿の測定が有用である可能性がある．
一方，血漿では高いバックグラウンドや非特異反応が見られる場合もあり，検体種の特性を考慮し検査する必要があ
る．
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はじめに
抗 HLA抗体は，過去の輸血や妊娠，移植により感作

されて検出され，急性拒絶の原因となる抗体である１）．
当院でも造血幹細胞移植，腎移植時に抗 HLA抗体測定
の必要があり，既存のFlow cytometerを使用して抗HLA
抗体を検出できる FlowPRAⓇ法の検査を導入した．本
法は HLA抗原を固相化したビーズを用いる抗体検出法
であるが，標準的な検査法がなく，結果の解釈も測定
者に一任されている．そのため，実際に測定を行って
みても判定に苦慮する症例があり，偽陰性や偽陽性と
判定される場合がある．FlowPRAⓇ法の添付のマニュア
ルでは血清検体を使用するように記載されているもの
の，組織適合性学会の提唱する標準法案では，使用検
体として血清でも血漿でも検査可能であるとされてい
る２）３）．しかし，我々の調べた範囲で検体種間の異同を
証明した報告はない．一方，同様の原理を利用してい
る LABScreen Single antigenⓇにて補体が関与して起こ
る阻害反応（プロゾーン現象）により偽陰性となる症
例があり，血清非働化の必要性が報告されている４）５）．
補体不活化剤として知られる EDTAを用いた血漿検体

を使えばこうした判定困難例の一助になる可能性があ
る．また，輸血部門では輸血検査の一部として血漿検
体を用いることも多く，血漿検体を用いることができ
れば輸血検査の一部として実施でき簡便である．そこ
で同一患者から同時に採血した血清と EDTAを添加し
た血漿検体を用いた検体種間の検査結果の比較検討を
したので報告する．

材料と方法
あらかじめ研究同意の得られた健常人 3例（平均年

齢 32±3歳），血小板輸血不応症 8例（平均年齢 50±14），
腎移植患者 5例（平均年齢 47±9），造血器腫瘍患者 39
例（平均年齢 59±16）を対象にし，同日に採取できた
血清と血漿を－30℃で凍結保管した（Table 1）．翌日
以降 FlowPRAⓇ Screening Test（FL12，One Lambda，
Mountview，CA）を用いて添付マニュアルに従って測
定を行なった．FlowPRAⓇ class I＆ class IIネガティブ
コントロール血清（FL-NC，One Lambda），FlowPRAⓇ

Class Iポジティブコントロール血清（FL1-PC，One
Lambda）と FlowPRAⓇ Class IIポジティブコントロー
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Table　1　Patient Characteristics

Male Female Total

Healthy volunteer  1  2  3
Platelet transfusion refractoriness  3  5  8
Kidney transplantation  1  4  5
Hematologic malignancy 17 22 39

Total 22 33 55

ル血清（FL2-PC，One Lambda）を等量ずつ混合した
ポジティブコントロール血清，被検者の血清及び血漿
について，HLA抗原が固相化してある FlowPRAⓇI
ビーズ（class I用）および FlowPRAⓇIIビーズ（class
II用）に反応させて抗 HLA抗体を測定した．二次抗体
は FL12付属の fluorescein isothiocyanate（FITC）の
ラベルされた抗ヒト IgG抗体を使用した．FlowPRAⓇコ
ントロールビーズ（FLCNTBD，Veritas）を用いて非
特異的反応の指標とした．機器は FACS Canto II（BD
Biosciences，San Jose，CA）を使用した．解析ソフト
FACSDiva（version 2.1.1）にて以下の通り解析を行っ
た．
FlowPRAⓇの添付マニュアルでは．FlowPRAⓇ class

I＆ class IIネガティブコントロール血清と反応させた
ビーズのピーク終わりに cut-offポイントを置き，それ
より陽性側のビーズの比率を percentage of panel-
reactive antibodies（%PRA）として，10％を超えた場
合は陽性，それ以下では波形を参考に陽性か陰性か判
断することが記載されている．上記の cut-offポイント
で HLA抗原の固相化されていない FlowPRAⓇコント
ロールビーズを検体と反応させたときに%PRAが 7%
を超える場合非特異反応陽性とし，ピークの形や Flow-
PRAⓇIおよび IIビーズの反応性を参考に総合的に陽性，
陰性の判定を行った．今回測定結果は（1）血清と血漿
検体における％PRA値の比較，（2）血清と血漿検体に
おける判定基準を用いた結果の比較，（3）波形全体の
Mean Fluorescence Intensity（MFI）値の 3つの値を解
析した．また，4つ目の解析として，（4）非特異反応で
判断が難しい症例を示した．（1）上述のように％PRA
値の算出は，FlowPRAⓇ class I＆ class IIネガティブコ
ントロール血清のピークの終了ラインに cut-offを設定
した．（2）本法はヒストグラム波形からも抗 HLA抗体
の有無を判定するため，判定基準を以下のように定め
た．ヒストグラム波形が FlowPRAⓇ class I＆ class II
ネガティブコントロール血清と同様の波形（シングル
ピーク）の場合を陰性，それ以外を陽性（2峰性，多峰
性，右シフト，膨らんだシングルピーク）と判定した．
判定の中でも波形の形が何種類も観察されたため，そ
れぞれ比較するために便宜上，陰性同様のシングルピー
クを A，2峰性が観察された場合を B，多峰性が観察さ

れた場合を C，ABCに分類できないものを Dとし比較
検討した（Fig. 1）．（3）FSC-SSCプロットにてビーズ
集団をゲーティングし，その集団の PE蛍光強度の差に
より，FlowPRAⓇIビーズ，FlowPRAⓇIIビーズ，Flow-
PRAⓇコントロールビーズの領域を分けヒストグラムに
展開し，各ヒストグラム全体の FITC-MFI値を測定し
た（Fig. 2）．（4）FlowPRAⓇコントロールビーズのヒス
トグラムにて％PRA値が 7％を超える場合は非特異的
反応ありと判定した（Fig. 3）．

統計解析
連続変数の解析にはWilcoxon符号付き順位検定と
Spearmanの順位相関分析，Bland-Altman解析を行っ
た．判定基準を元にした結果については κ検定，Bowker
検定をそれぞれ行った．統計解析には JMP version 12
（SAS Institute Inc，Cary，NC）を用いた．
本研究は群馬大学医学部の疫学研究に関する倫理審
査委員会の承認を得て行った．

結 果
（1）血清と血漿検体における％PRA値の比較
Bland-Altman解析の結果，％PRAは，class Iにて血
清の結果と血漿の結果には有意差があり（p = 0.0031），
class IIでは有意差はなかった（p = 0.1904）（Fig. 4）．相
関分析では class I，IIともに血清，血漿の結果は強い相
関を示した（class I r = 0.8570，p＜ 0.0001，class II r
= 0.7529，p ＜ 0.0001）（Fig. 5）．
（2）血清と血漿検体における判定基準を用いた結果の
比較
FlowPRAⓇでは，%PRAとともにヒストグラムの形
で最終的な抗HLA抗体の存在を判定するとされており，
上記の判定基準を用いた抗 HLA抗体陽性，陰性結果が
重要である．Aから Dの 4つのカテゴリーの一致性，
Aを抗 HLA抗体陰性，それ以外を抗 HLA抗体陽性と
した時の定性検査としての一致性を検討した．設定し
た判定基準に従って判定した結果，κ係数は class I
で 1.000（p ＜ 0.0001），class IIで 0.9551（p ＜ 0.0001）
と血清と血漿の結果はいずれも良好な一致性であった
（Table 2）．一方，class IIの検査で結果が一致しなかっ
た 1例は血清で陰性，血漿で陽性であった．波形の判
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Fig.　1　Wave patterns of histograms derived from flow cytometric analysis of class I and class II anti-HLA antibodies
A: negative, B-D: positive
A: single peak, B: two peaks, C: multiple peaks, D: right-shifted pattern

Fig.　2　Flow cytometric analysis gating strategy
A: Gating strategy in FSC-SSC plot.
B: Among groups of P1, three populations were delineated according to the intensity of PE fluo-
rescence: FlowPRA® I＞control beads＞FlowPRA® ＞II beads

FlowPRA® beads

FlowPRA® beads

Control beads

Fig.　3　Non-specific reaction (2 cases)
(a) A negative control sample. (b-c) Cases that had non-specific reaction. The black histogram indicates data from 
FlowPRA®control beads, and the gray histogram indicates data from FlowPRA® I beads. The histograms from the control 
beads (black histogram) in (b) and (c) were shifted to the right compared to the histogram from the negative control sample 
(a). % PRA (P9) of (b) and (c) control beads were 25.0% and 10.6%, respectively, and these samples were considered to have 
non-specific reactions. However, these two cases were considered to be positive for class I antibodies accordimg to the his-
togram pattern of FlowPRA® I beads (gray histogram).

FlowPRA® I beads 

FlowPRA®control
beads 
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Table　2　κ test between serum andplasma samples

Plasma Plasma

Class I Positive Negative Class II Positive Negative

Serum
Positive 21  0

Serum
Positive 15  0

Negative  0 34 Negative  1 39

κ＝1.000, p＜0.0001 κ＝0.9551, p＜0.0001

Fig.　4　Bland-Altman analysis
Interspecimen differences between serum and plasma were significant for class I (n＝55) but not 
class II anti-HLA antibodies (n＝55).

Fig.　5　Correlation of %PRA between serum and plasma
%PRA of serum samples was strongly correlated with that of plasma samples for both class I (n＝
55) and class II anti-HLA antibodies (n＝55).

定基準では class Iで血漿は A 34例，B 9例，C 10例，
D 2例，血清は A 35例，B 7例，C 11例，D 2例という
結果になった（Table 3）．class IIでは，A39例，B5
例，C9例，D2例，血清は A40例，B4例，C9例，D
2例という結果になり，Bowker検定の結果，class I
では p = 0.8912，class IIで p = 0.9935ともにいずれに
も有意な差が認められなかった（Table 3）．
（3）波形全体のMean Fluorescence Intensity（MFI）
値
血清と血漿のMFIは，class I，class IIともに血漿の

方が有意に高かった（Wilcoxon符号付き順位検定，class
I p ＜ 0.0001，class II p = 0.0005），（Table 4）．一方，
相関分析では class I，IIとも血清，血漿検体の結果の間
に強い相関を示した（class I，r = 0.7945，p ＜ 0.0001，
class II，r = 0.8336，p ＜ 0.0001）（Fig. 6）．
（4）非特異反応で判断が難しい症例
非特異的反応ありと判定した 2例はともに血漿検体
であった．1例は，FlowPRAⓇコントロールビーズの
%PRAが 25.0％であり，非特異反応ありと判定したも
のの FlowPRAⓇIビーズでは 2峰性のピークが見られ陽
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Table　3　Classification according to the wave pattern in histograms de-
rived from flow cytometric analysis of class I and class II anti-HLA 
antibodies

Class I Plasma Serum Class II Plasma Serum

A 34 35 A 39 40
B  9  7 B  5  4
C 10 11 C  9  9
D  2  2 D  2  2

p＝0.8912 p＝0.9935

Table　4　Statistical comparison of Mean Fluorescence Intensity 
(MFI) between serum and plasma

MFI median Range p

Class I
Serum 2.476 2.140 - 4.372 ＜0.0001
Plasma 2.662 2.260 - 4.510

Class II
Serum 2.427 2.045 - 4.250 　0.0005
Plasma 2.662 2.260 - 4.510

Fig.　6　Correlation of Mean Fluorescence Intensity (MFI) between serum and plasma
MFI of serum samples was strongly correlated with that of plasma samples for both class I (n＝55) 
and class II anti-HLA antibodies (n＝55).

性と判定し，FlowPRAⓇIIビーズの%PRAが4.2%でFlow-
PRAⓇコントロールビーズよりも低く，かつシングルピー
クであったことより class IIに対する抗体は陰性と判断
した．2例目は，FlowPRAⓇコントロールビーズの%
PRAが 10.6％であり，やはり非特異反応ありと判定さ
れたが，FlowPRAⓇIビーズでは 2峰性のピークがあり
陽性，FlowPRAⓇIIビーズの%PRAが 7.7%とFlowPRAⓇ

コントロールビーズよりも低かったことより class II
に対する抗体は陰性と判断した（Fig. 3）．

考 察
抗 HLA抗体は，過去の輸血や妊娠，移植の際に抗原

に感作されることにより産生されるもので１），急性拒絶
の原因となる抗体である．Terasakiらの報告によれば，
腎移植においては，抗 HLA抗体陽性例の生着率は 58％

であり，抗 HLA抗体陰性例の 81％に対して有意に低
い結果となっている６）．腎移植が拒絶された患者の血清
中には抗HLA抗体が高率に認められている報告もあり，
移植前後に行う抗 HLA抗体スクリーニング検査が重要
である７）．Terasakiらの報告以来40年以上もcomplement-
dependent cytotoxic（CDC）assayが抗 HLA抗体の検
出法のゴールデンスタンダードであったが，近年抗原
固相化技術の進歩により抗HLA抗体をより高感度に簡
便に検出することが可能になった．その方法は，一般
に solid phase assay（SPA）と呼ばれているマイクロプ
レートに固相化したEnzyme-linked immunosorbent as-
say（ELISA）やマイクロビーズに固相化した Luminex
technologyや本研究の FlowPRAⓇ法である．その簡便
さからか Luminex technologyを用いた研究が多く見ら
れるが，その結果は FlowPRAⓇ法と同等とされている８）．
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こうした検査法で抗 HLA抗体を検出した腎移植，心移
植ではCDC assay陰性かつ SPA陽性症例はCDC assay
のみ陽性症例と比べて，移植片生存や生命予後が同等
か悪いことが報告された９）１０）．このことは，SPAが CDC
assayよりも検出感度が高いことを示唆している．いず
れにしても後方視的な研究であり臨床的な妥当性の検
証は十分とは言えないが，FlowPRAⓇ法を含む SPA
は移植時に行うべき検査としてすでに標準的な検査法
になりつつある１１）．
本法の添付文章では，血清での測定を標準としてい
るが，組織適合性学会標準法（案）では，FlowPRAⓇ測
定の使用検体として血漿と血清どちらの使用も可能と
している．このように現在まだ統一された標準的な検
査法が存在しないのが現状であるため，今回我々は抗
HLA抗体の保有率が高いと想定されるグループでの血
清と血漿検体を同時に測定することにより，検体種に
よる違いがあるのか，判定困難な場合に検体種を変え
ることは有用なのかといった視点から解析を行った．
同一条件で測定したため，蛍光強度は当然同じ値がで
ることを予想していたが，MFI値は class I，IIともに
有意に血漿検体で高かった．非特異反応の影響が原因
とも考えられたが，FlowPRAⓇコントロールビーズに非
特異反応を示したのは，2例だけであり，血清に比べて
血漿検体ではバックグラウンドが高いのではないだろ
うか．他の検査においても血漿中に含まれる抗凝固剤
により検査値に影響がでた報告もあるが１２），今回の検査
で何が影響したのかは分からなかった．%PRAに関し
ては，class Iで Bland-Altman解析で有意差を認めた．
FlowPRAⓇ法では，判定者がその波形を判断し，％PRA
値の算出のピーク終了ラインを設定しなおすために，
仮にバックグラウンドが高めでも％PRA値はMFIに比
べて差は出にくいと考えた．しかしながら相関分析で
は両クラスの結果とも強い相関を示しており，2つの検
体間で全く同じ値を示さないまでも定性としての結果
はほぼ同等と考えた．
最終的な抗 HLA抗体の有無に関する結果も 1例を除

き一致した．一致しなかった 1例は，血清では陰性と
判定したが，血漿で陽性と判定されたものだった．残
念ながら残余検体はなく他の方法で抗HLA抗体の有無
を確認することはできなかった．検出方法は異なるが，
同様の原理を使用している LabScreen Single antigen
法では，血清中の補体成分が抗 HLA抗体検出の測定系
を阻害する可能性があることが報告されている４）５）．今
回の研究での乖離例についても同様の機序で阻害され

た可能性はあり，血清検体では検出できないときは検
体種を変えることが有用である可能性がある．
今回の検討から，血清と血漿の％PRAは全く同じ値
にならないものの，結果を総合的に判断した場合には，
血清と血漿のどちらを使用した場合でも，影響は少な
いことがわかった．一方，血漿では高いバックグラウ
ンドや非特異反応が見られる場合もあり，検体種の特
性を考慮し検査する必要がある．
著者の COI開示：本論文発表内容に関連して特に申告なし
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INTERSPECIMEN STATISTICAL COMPARISON OF ANTI-HLA ANTIBODIES

USING THE FLOW CYTOMETRIC METHOD, FlowPRAⓇ
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Abstract:

Flow cytometric detection of anti-HLA antibodies has yet to be optimally standardized. There is no consensus
on whether serum or plasma specimens should be used. We studied interspecimen differences in anti-HLA antibody
levels between serum and plasma using the flow cytometric method FlowPRAⓇ. We simultaneously examined the
serum and plasma of a total of 55 cases that were positive or negative for anti-HLA antibodies. The percentage of class
I and class II beads that reacted with plasma was significantly correlated with those that reacted with serum (class
I: r = 0.8570 p ＜ 0.0001, class II: r = 0.7529 p ＜ 0.0001). Plasma and serum, samples that were positive for anti-HLA
antibodies were identical in all 55 cases for class I and in 54 cases for class II. In one case, class II anti-HLA antibodies
were detected in plasma but not in serum. Mean fluorescence intensity in plasma samples was significantly higher
than that in serum. Non-specific reaction due to high background intensity was seen in 2 plasma specimens out of 55
cases. Therefore, both serum and plasma specimens are useful for detecting anti-HLA antibodies using Flow PRAⓇ,
although the features of each specimen should be considered.
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