
LAT試薬取り扱い説明書 研究用試薬

注：これはOneLambda社の英文マニュアルの部分訳です。補助用ですので、使用の際は必ず英文マニュアルを参考にして 
行ってください。

1. はじめに
LATは、ヒト血清中のHLA ClassⅠまたは ClassⅡに対する IgG抗体を ELISA法の原理で検出する試薬です。
テラサキトレーの各ウェルにアフィニティー精製されたHLA抗原が貼り付けてあり、サンプル血清を加えてイン
キュベーションしたあとに、ヒト IgG のみを認識するアルカリフォスファターゼ（AP）結合抗体で検出します。
OD値を測定し、抗体特異性を定量的に分析することができます。

2. キット構成

LAT LATM 
96-Well Trays—LAT140,
LAT140X2, LAT 240,
LAT1240, LAT1288,
LAT1HD

LATM10X5 LATM20X5 
LATM120 
LATM220 

試薬名 濃度 テスト数および試薬のVolume
Micro ELISA tray - 1 Test/トレー、20トレー入り

2Test/トレー、20トレー入り
10 Test/トレー 
5トレー入り 

20 Test/トレー 
5トレー入り 

Serum Control 10X Reconstitute後、0.2ｍL Reconstitute後、0.1ｍL 
Sterile Deionized Water
（Serum Control希釈用） 

- 1ｍL 1ｍL 

AP結合anti-human IgG抗体 100X 0.3ｍL 0.1ｍL 
Antibody Diluent 1X 50ｍL 12ｍL 
Wash Buffer 10X 125ｍL 30ｍL 
Colorimetric Enzyme 
Substrate AおよびB 

1X 各15ｍL 各3ｍL 

Stop Reagent 1X 25ｍL 6ｍL 

3. キットの他に必要な器具・試薬
・ テラサキトレーを読むことができる ELISAリーダー（コード：ELX800NB 品名：ELISA Tray Reader）
・ プリンター

・ 血清希釈用の 1.5ｍLマイクロ遠心チューブ
・ Wash buffer用のプラスチックボトル
・ 脱塩水（900ｍL）
・ ピペット（連続式の電動シングルピペットが便利）

・ チップ

4. キットの保存
・ 試薬は 2-5℃で保存してください。
・ 一度 Reconstituteした Serum Controlは、1ヶ月以内に使用する場合 2-5℃、長く保存したい場合は分注し

て-20℃に保存してください。
・ LATトレーは湿気を避け、2-5℃に保存してください。一度開封した使いかけのアルミバッグは、再度よく密

封して保存してください（中に入っている乾燥剤は捨てないで下さい）。

・ 清潔な器具を使用し、有効期限切れやコンタミが疑われる試薬は使用しないでください。
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5. 検 体
・ 検体血清は、採取後できるだけ早くテストしてください。

・ 検体血清は必ず付属のAntibody Diluentで希釈してください。EDTAを含む希釈液は使用しないでください。 
・ 熱処理した血清はバックグラウンドが高くなりますので使用しないでください。

6. 使用方法

A. 試薬の準備 
1. アッセイの少なくとも 20分前に、凍結乾燥の Serum Controlを 0.1ｍLまたは 0.2ｍL（ラベルに表示
されています）の Sterile Deionized Water（キットに入っています）で溶かしておく。

2. アッセイの直前に、検体血清を Antibody Diluentで希釈する（LATは 1：3、LATMは 1：2で希釈。た
だし LATでは、プレスクリーニングにより強い陽性を示す可能性が示唆された時は、必要に応じてより
希釈率を上げてもよい）

【検体血清の希釈方法】

Per Test Product NO. Dilution Factor 
検体血清 Ab Diluent 

LATM10X5 1：2 38μL 38μL 
LATM20X5 1：2 24μL 24μL 

1：3 400μL 800μL 
1：5＊ 240μL 960μL LAT1288、LAT1HD 
1：10＊ 120μL 1080μL 
1：3 200μL 400μL 
1：5＊ 120μL 480μL LAT1240、LAT240、 

LAT140、LAT140X2 1：10＊ 60μL 510μL 
＊オプション

3. 同じくアッセイの直前に、1.で作った 10X Serum Control をトレー1 枚あたり 8μL とって Antibody
Diluent 72μLで希釈する。

4. 最初の洗いのステップの直前に、100X AP結合 anti-human IgG抗体をトレー1枚あたり 10μLとって
Antibody Diluent 990μLで希釈する。

5. 10X Wash bufferをトレー1枚あたり 5ｍLとって、45ｍLの脱塩水で希釈する。
6. 2回目の洗いのステップの直前に、Colorimetric Enzyme Substrate Aおよび Bを等量ずつ混合する（ト

レー1枚あたり各 500μL）。ストック液がコンタミしないよう、ピペットチップはその都度かえてくだ
さい。

B. プロトコール 
注 1：どこのウェルに何を加えたらよいかはキットによって異なります。詳細は英文添付文書 1ページ目の表やWorksheet

でよく確認して行ってください。

注２：ウェルの底には抗原がコーティングされていますので、チップの先端等でウェルの底にタッチしないようにしてください。 

1. ウェルに 10μLの希釈済み検体血清を入れる。
2. トレーにフタをし、20-25℃で 1時間インキュベートする（以下インキュベートの際は、ゆっくり振とうする
シェーカーを使用しても可）。

3. フリック操作で液を捨て、ペーパータオル上でトレーを伏せてたたきつけるようにして、さらに液を落とす（1
μL程度液が残った状態になる）。ウェルを乾燥をさせないよう、次の試薬を加えるまでトレーを伏せたまま
にしておくとよい。

4. すべてのウェルが液でかぶる程度に 1X Wash bufferを流し込み（あるいはマルチチャンネルピペットで、す
べてのウェルに 15-20μLを加え）、軽くゆすったあと、3.と同様の方法でBufferを除く。

5. 4.をもう一度繰り返す。
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6. 10μLの希釈済み AP結合 anti-human IgG抗体をすべてのウェルに分注する。（→残った試薬は廃棄）
7. トレーにフタをし、20-25℃で 40分間インキュベート。
8. 3.と同様の方法で AP結合 anti-human IgG抗体を除く。
9. 4.の洗いの操作を 2回繰り返す。
10. 10μLの酵素基質をすべてのウェルに分注する。（→残った試薬は廃棄）
11. トレーにフタをし、遮光をして 37℃で 10-15分間インキュベート。

注：インキュベーションの時間はいつも一定にすることをおすすめします（15分以上はインキュベートしないでください）。
また酵素反応のため 37℃は正確に守ってください。最終的に Positive Controlウェルは濃い青色、Negative Control
ウェルは透明であることを確認してください。

12. 5μLの Stop Reagentをすべてのウェルに加えて反応を止める。
13. テラサキトレーに対応した ELISAリーダーで 1時間以内に測定する（測定時はフタをとること）。フタをし
て 2-5℃で保存すれば反応を停止させてから 3日間は再測定をすることができます。ただし、OD値は全体的
に若干低くなり、弱い反応は消えてしまうことがあります。

7. 結 果
A. No Antigen Control（NAC）ウェルの OD値の平均を出し、他のすべてのウェルの OD値から差し引

く（これで血清由来のノンスペや試薬由来のバックグラウンドを差し引いたことになります。洗いの操

作がきちんとできていれば、Antibody Diluent を用いた場合の NACの平均 OD値は通常 0.25以下にな
るはずです）。

B. Negative HLA serum control ウェルと Positive HLA serum control ウェル（とオプションで QA
controlウェル）の平均 OD値をそれぞれ出す。その値で Pos. HLA value/Neg. HLA value（Pos/Neg
Ratio）を求める。この時もし、NACの値が Negative HLA valueよりも大きいかまたはほぼ同じ場合
は、Negative HLA（Negative HLA-NAC ）valueの値を代わりに用いる（Pos/Neg Ratioが、0や数
千という値にならないようにするため）。輸血歴のない男性 200パネルについて LATアッセイを行った
ところ平均値が 50であったことから、これをデフォルト値とする。

C. 確実なアッセイ結果を得るため、下記の最適値を確認する。

パラメータ 最適な値 下限

QA OD＞2.0 OD=1.0
Pos. HLA OD＞1.5 OD=0.8
Pos/Neg HLA Ratio＞10.0 Ratio＞5.0 

Positive controlウェルには、抗原の安定性と反応性を確認する目的があります。Pos/Neg Ratioが 20
のとき“2”も Positiveととることができ、それ以下の時は通常“4、6、8”を Positiveとします。Pos/Neg 
Ratio が＜10.0 になる原因として、洗いの操作がきちんとできていないなどが考えられ、こういったケ
ースでは“6、8”だけが確実にバックグラウンドを越えている反応としてみることができます。これ以
下の弱い反応は、実際反応している可能性もあるものの、信頼性が低いので Positive とみなしません
（LATMアッセイでは、カットオフ値に近いところの結果についてはさらなる検討が必要）。 

D. A.でバックグラウンドを差し引いた後、Positive serum controlの平均 OD値に 0.2をかける（これが
Positiveカットオフ値となる）。この値より OD値が大きい試験ウェルが Positiveと考えられます。

E. Ｄ.で計算した値を従来の細胞毒性のデータに変換するため、以下のカットオフ値に沿って各試験ウェ
ルの Reaction code（1、2、4、6、8）を決める。

0-10％＝1（Negative reaction）
11-20％＝2（Weak positive reactionまたは Negative reaction）
21-50％＝4（Positive reaction）
51-80％＝6（Strong positive reaction）
81-100%=8（Very strong positive reaction）

F. LAT140, LAT 240, LAT1240, LAT1288, LAT1HDに関して

1. ％PRAを計算するには、カットオフ値を超える OD値を与えたウェルの数を Totalの抗原ウェル数で
割る（注：LAT1HDでは、この計算は行いません）。
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％PRA＝＃ of positive wells ×100 
n 

小数点以下は切り捨て。検出下限はキットのパネル数による（e.g. ClassⅠでｎ＝40 のとき 2.5％
PRA、ClassⅡでｎ＝32のとき 3％PRAなど）。OneLambdaでは、1：3で希釈した血清の場合“４”
をカットオフ値とすることをすすめています。

2. 抗 HLA 抗体特異性の決定：E.で求めた Reaction code をワークシート（または解析ソフト）に記
入し、反応パターンを解析する。従来の細胞毒性試験と同様、各血清はそれぞれ異なる力価を持つ。

それにあわせて“８”あるいは“6、8”あるいは“4、6、8”を Positiveとする、などの対応が考
えられます。逆に力価の弱い血清では“2”であっても Positive の場合もあります。このようなケ
ースでは、希釈率を下げて再検することをおすすめします。

3. 特異抗体を同定する Strength Index（S.I.）は、従来の細胞毒性試験と同様“4、6、8”の反応を
示したウェルの総数中に占める“8”の割合（％“8”Reaction）で求めることができる。

4. オプション：非特異および多特異を示す血清の Avarage Positiveは、Positive反応（“4、6、8”）
を示したウェルの Reaction codeの平均値を計算することによって求められる。

5. 陽性検体なのか陰性検体なのかの判断に用いられる Overall Reactivity Score（O.R.S.）は、すべ
てのテストウェルの平均 OD値を Positive controlの平均 OD値で割ることで求められる。この値
（Max＝1.0）を求めることで、％PRAの計算に用いた Positiveカットオフ値とは独立して、血清
の反応性を補正することができる。

G. LATMに関して

N＝2 の試験ウェルの平均 OD 値が、Positive カットオフ値を超えた場合 Positive と考えられます。実
際の計算の流れは英文添付文書をご参照ください。

8. その他
・ この製品は、IgG抗体のみを検出し、抗 HLA応答の初期段階に見られるとされる IgMは検出できません。な
お、検出対象となる HLA抗原パネルについてはWorksheetをご参照ください。

・ ％PRA 検査の位置付けは、最初のスクリーニングであって、これ単独で治療方針が決定されるものではあり
ません。移植においては、最終的なクロスマッチテストが常に必要です。

・ 拒絶を抑えるための薬剤として用いられる Rabbit anti-globulin（ATG）の投与により、患者の血清に 100μg/
ｍL以上の ATGが含まれている場合、非特異的バックグラウンドが高くなることがあります。このようなケ
ースでは、AP結合 anti-human IgG抗体を 10％ウサギ血清を含む Antibody Diluentで希釈するとバックグラウ
ンドを抑えることができます。

・ ％PRA（0-100％）は、HLA抗原への感作の度合いを表します。頻回輸血や血小板輸血を受けた患者では、％
PRA が高い値を示します。抗体の力価は時間の経過とともに低下していきます。また、従来の細胞毒性試験
と感度を相関させるために 1：3に希釈した血清を使用します。

・ 輸血歴のない健康な男性は、LAT アッセイにおいて PRA％は 0％となります。妊娠歴のある女性では、より
高い％PRAを示したり、子供のパネル HLAに対し特異性を示すことがあります。

・ LATは従来の細胞毒性試験と比べて 10倍以上高感度で、LATと LCTは非常によく相関していることが確認
されています。

・ LATは従来の細胞毒性試験とは異なるパラメータを測定している（すなわち LATは IgG特異抗体のみ、細胞
毒性試験は補体活性と細胞毒性）ので、結果が一致するとは限りません。こういったケースでは LATの結果
の方が臨床的にはより的確と言えます。
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・ この製品は IgG 抗体を検出するようデザインされていますが、研究用途には AP 結合 Anti-IgA あるいは IgM
二次抗体と組み合わせることで IgA抗体や IgM抗体も検出することができます。

・ LATMにおける混合抗原の感度は、個々の抗原の感度よりも若干低くなります。そのため、LATMでは血清の
希釈率を下げて試験をすること、また、すべての“2”の反応は Positiveの可能性を含んでいます。追って LAT
で試験をすることで、反応の特異性を確認することができます。
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