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Development of luminex-based solid phase assays enables advanced measurement of HLA antibody with sensitivity, specificity, 

and increasing knowledge of unacceptable antigens. In this review, we described the principle of the luminex-based assay and 

its current applications for organ transplantation including C1q assay, calculated panel reactive antibody, and virtual cross-

matching. We also discussed the technical aspects and limitations for clinical utilization. The variables related to measurement 

of HLA antibody specificities and their clinical relevance remain unclear, therefore the interpretation of results requires compre-

hensive knowledge and clinical information in critical cases.
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서  론

장기이식 환자에서 HLA (human leukocyte antigen) 형

별시험과 HLA 항체검사는 이식의 예후판정과 거부반응

발생 예측 및 면역억제제 조절을 위해 중요하다. 신장이식 

실패의 주요기전인 항체 매개성 거부반응의 진단과 치료

를 위해서는 공여자 특이 HLA 항체(donor-specific HLA 

antibodies, DSA)의 적절한 검출과 해석이 요구된다(1-3). 

Luminex를 이용한 solid-phase assay (SPA)는 DNA probes

나 추출 또는 재조합 된 HLA 항원을 다중형광비드에 부착

하여 검체와 반응시킨 후 luminex 장비를 이용하여 HLA 

형별과 HLA 항체를 검출하는 방법이다. 이러한 다중비드 

면역측정법(multiplex bead immunoassay)은 검출 민감도

와 특이도가 높고 상품화된 시약을 이용할 수 있는 장점이 

있어, 최근 다양한 적용 보고와 함께 사용이 증가하고 있

다. 본 논문에서는 luminex를 이용한 이식면역검사의 원리

와 종류, 임상적 적용 및 결과해석 시 고려해야 할 점에 

대해 다루고자 한다.

1. 검사 원리

Luminex 장비를 이용한 다중비드 면역측정법의 원리는 

luminex 장비 내 2개의 레이저를 사용하여 비드와 검체 반

응을 각각 검출하는 것으로서 유세포분석기 원리를 이용

한다. Red laser (633 nm)를 이용하여 형광강도수준

(fluorescence intensity level)이 다른 100여 가지의 poly-

styrene microsphere beads를 구분하고, 각각의 비드에는 

DNA 염기서열이나 항원 등의 다른 표적물질들이 부착 가
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Table 1. Characteristics of three beads for luminex-based HLA antibody tests

Pooled antigen bead
Single patient phenotype 

(identification) bead
Single antigen bead

Clinical utility Screening Identification of antigen speci-

ficity, % PRA

Identification of allele speci-

ficity

Relative antigen density Low Intermediate High

Antigen composition per bead Class I or II phenotype of 

several individuals

Class I or II phenotype of one 

individual

Single allelic HLA antigen

Resolution − + +++

Result Positive/negative Identification

% PRA

Identification

Unacceptable antigen

% cPRA/ C1q binding

Abbreviations: PRA, panel reactive antibody; cPRA, calculated panel reactive antibody; HLA, human leukocyte antigen.

능하다. 검체 내 항원, 항체, DNA, 효소 등의 측정을 위해

서 상보적인 결합이 가능한 항체, 항원, DNA probe 등이 

부착된 luminex beads와 검체를 반응시키고 PE 

(phycoerythrin) 형광물질이 결합된 2차 항체를 이용하여 

검출 후 PE 형광 시그널을 green laser (532 nm)를 이용하

여 측정한다. Luminex 비드를 사용한 SPA는 적은 양의 검

체(혈청 50 L 이하)로 최대 100여 가지의 검사를 동시에 

시행할 수 있으며, 민감도가 높고, median fluorescence in-

tensity (MFI) 값으로 반정량 분석이 가능하며, 각 회사에

서 제공하는 개별의 고유 프로그램을 통해 검사 결과를 분

석한다. 

2. HLA 형별검사

Luminex를 이용한 HLA 형별검사의 원리는 MHC (Major 

Histocompatibility Complex) class I의 exon 2, 3, MHC class 

II의 exon 2 부위를 group specific primer로 증폭시킨 후 

luminex 비드에 부착된 sequence specific oligonucleotide 

probe와의 반응을 검출하여 HLA 형별을 결정하는 PCR-SSO 

(Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide) 

방법이다(4). PCR 증폭에 사용되는 primer에 biotin이 부

착되어 있고, probe와 증폭된 DNA의 hybridization 후 

Streptavidin-Phycoerytherin (SAPE) conjugate와 반응시킨 

후 luminex에서 검출한다. 현재 출시되는 luminex 키트는 

일부 HLA 유전자의 경우 고해상도 결과까지 보고 가능한 

저해상도-중등도 해상도 검사이며, 적은 양의 DNA를 사

용하여 대량 검체 검사가 가능한 장점이 있어 검사실에서

의 사용이 증가하고 있다. 

3. HLA 항체검사

Luminex를 이용한 HLA 항체검사는 HLA 항원이 부착

된 비드와 혈청 내 HLA 항체를 반응시키고, 전용 장비와 

프로그램을 이용하여 HLA 항체를 검출하는 방법이다(5). 

Luminex 검사는 효소면역법이나 세포독성법을 이용한 HLA 

항체검사에 비해 민감도와 특이도가 우수하며(6), 소량의 

검체를 사용하고, 96 well microplate를 이용하여 검사할 수 

있으므로 대량검사가 가능한 장점이 있다. 국내에는 두 제

조사의 시약이 공급되고 있다(Tepnel/Lifecodes, Stamford, 

CT, USA and One Lambda, Canoga Park, CA, USA). 

비드에 결합된 표적항원에 따라 다음의 3가지 검사로 

구분할 수 있다(Table 1). 1) class I 또는 class II pooled Ag 

패널을 비드에 부착하여 환자 혈청 내 class I 또는 class 

II 항체 유무를 검출하는 HLA 항체 선별검사(pooled Ag 

bead, HLA antibody screen test), 2) 한 명의 HLA class I 

또는 class II 항원을 한 개의 비드에 부착하여 이용하는 

HLA 항체 동정검사(phenotype bead, HLA antibody identi-

fication test), 3) 재조합된 단일 항원이 부착된 단일 항원 

비드(single antigen bead, SAB)를 이용하는 단일 항원 

HLA 항체 동정검사(single antigen bead, HLA antibody 

specification). 이 중 단일 항원 HLA 항체검사는 정확한 

항체 특이성 동정이 가능하므로, 항체특이성 결과를 이용

하여 calculated panel reactive antibody (cPRA), virtual 

crossmatch 등에 적용 가능하다. 또한 HLA 유전자좌의 항

원을 추출 및 재조합 하여 사용하므로 HLA-DQ, HLA-DQA, 

HLA-DPA, HLA-DPB, MICA 항체도 검출 가능하다. 특히 

HLA-DQ 항체는 신장이식 환자의 33∼90%에서 검출되고

(7,8), de novo DSA의 주요원인으로서 이식손상과 관련이 

있다는 보고가 있으므로(9), 최근 HLA-DQ 형별 검사와 

함께 임상적 예후 판정을 위한 중요한 이식면역검사로 대

두되고 있다.

Luminex를 이용한 HLA 항체검사 키트는 정성검사로 
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허가되었으나, MFI 결과값을 이용한 HLA 항체의 반정량 

결과를 항체 역가의 모니터링과 치료 효과 판정에 이용할 

수 있다는 보고들이 있다(1-8,10). 그러나 이식 후 급성 거

부반응이나 이식 실패를 예측할 수 있는 MFI 값 기준에 

대해서는 1,500∼10,000 MFI 등으로 보고자 마다 범위가 

다양하므로(11-15), MFI의 정량적 모니터링은 임상정보

와 함께 고려되어야 하며, MFI 값에 영향을 줄 수 있는 

시약과 검사방법 차이에 대한 평가와 표준화가 선행되어

야 할 것이다.

이식 전 DSA 양성 또는 DSA 음성/high PRA (panel re-

active antibody) 양성환자에서 그렇지 않은 환자에 비해 

이식예후가 좋지 않다는 보고가 있고(11,16-19), 이식 후 

de novo DSA가 3.8∼68개월 사이에 6∼38%의 빈도로 검

출되며, 이는 급성거부반응과 관련 있는 불량예후인자로 

간주되지만, 적절한 검사기기와 간격에 대한 보고는 연구

자마다 다양하다. 신장이식 이전과 이후에 시행하는 HLA 

또는 non-HLA 항체검사와 관련된 최근의 권장지침에 대

한 요약은 다음과 같다(20).

<신장이식 전 항체검사>

ㆍ동정된 항체 특이성과 교차시험 결과에 따라 환자의 

위험 그룹을 분류한다.

ㆍ환자의 과거 병력(출산, 수혈, 과거 이식력)을 고려하

여 양성 결과를 해석한다. 

ㆍ보체 의존성 세포독성 검사에서 DSA가 검출, 보체 의

존성 세포독성 교차시험이 양성인 경우, 항체 매개성 

거부반응이나 이식 실패와 강한 연관성이 있으므로 

이식은 금지되어야 한다. 

ㆍSAB를 이용한 항체검사에서 모든 HLA class I과 class 

II 유전자좌에 대한 항체가 음성인 경우, 교차 시험 없

이 신장이식을 시행 할 수 있다. 

ㆍ비록 정확한 양성기준치는 정해지지 않았지만, DSA

가 luminex 항체검사에서만 검출된 경우는 신이식의 

절대적 금기가 아니고, 상대적 위험요인이다. 

ㆍ고감작된 환자는 신장교환이식이나 탈감작 요법을 

고려할 수 있다. 

ㆍABO 혈액형 불일치의 경우, 항체 역가를 감소시키고 

이식이 가능하다. 

ㆍ이식 전 non-HLA 항체검사의 역할은 명확하지 않다.

<신장이식 후 항체검사>

ㆍ신기능(혈청 크레아티닌, 요단백)과 조직검사를 모니

터링한다. 

ㆍ이식 후 DSA 검사는 지속 시행되어야 한다. 

ㆍ이식 전 DSA가 이식 후 지속되거나 항체 역가가 증가

하는 경우는 불량한 예후와 관련이 있다.

ㆍ이식 후 de novo DSA 발생은 불량한 예후와 관련이 

있다. 

ㆍ대부분의 de novo DSA는 HLA class II 항체이다. 

ㆍ조직 검사로 항체 매개성 손상과 C4d 유무를 확인해

야 한다. 

ㆍHLA 항체검사와 조직검사의 시기는 위험도에 따라 

다르게 결정한다.

  ∘고위험군(이식 전 탈감작 치료를 받았거나 DSA 양

성/교차시험 음성인 환자군): 이식 첫 3개월 내에 

DSA 검사와 조직검사를 시행한다.

  ∘중등도 위험군(DSA 양성 과거력이 있으나 현재는 

음성인 환자군): 이식 후 1개월 이내 DSA 검사를 

시행하고, DSA 양성이면 조직검사를 시행한다. 

  ∘저위험군(감작력이 없고 첫 번째 이식을 받은 환자

군): 이식 후 3∼12개월 사이에 DSA 검사를 시행하

고, DSA 양성이면 조직검사를 시행한다.

ㆍ면역 억제제의 중단과 프로토콜 조직검사의 역할은 

불명확하다.

ㆍ이식 후 non-HLA 항체검사의 장점은 불명확하다.

4. Luminex를 이용한 검사결과에 영향을 주는 기술적 요인

Luminex를 이용한 HLA 항체검사는 여러 기술적인 요

인에 의해 MFI 값이 영향을 받을 수 있으므로 결과 해석에 

유의해야 한다. SAB에 부착된 HLA 항원의 양은 제조사에 

따라 다르고, 동일한 키트 내에서도 각 비드마다 다르기 

때문에, 측정된 HLA 항체의 MFI 값에 영향을 줄 수 있다

(20). 또한 정맥주사용 면역글로불린(IV immunoglobulin)

을 투여 받는 환자나 염증, 감염을 동반한 환자에서 비특

이적 물질에 의해 HLA 항체가 위양성으로 검출될 수 있다

(21). 이러한 비특이적 결합이 있는 경우에는 음성 대조

(negative control) 물질의 MFI 값도 함께 증가하기 때문에

(21), 결과 해석 시 음성 대조 물질의 결과를 유의해서 관

찰해야 한다. 반대로 고역가의 HLA 항체를 가진 환자에서 

C1 면역복합체 침착이 유발되어 비드에 결합하거나(22,23), 

면역글로불린 M (IgM)을 포함한 기타 혈청 물질이 항체 

대신 비드에 결합하여 위음성 결과를 초래 할 수도 있다

(24-26). 이런 전지대 반응(prozone effect)에 의한 위음성

이 의심될 경우 검체를 희석하거나 EDTA/dithiothreitol 또

는 열처리를 통해 문제를 해결할 수 있다(20,22,27). 비드 

내에 있는 각 항원들은 공통의 항원결정부위(epitope)를 
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공유하고 있기 때문에 혈청 내 HLA 항체가 여러 비드에 

분산되어 결합하면 실제보다 낮은 MFI 값을 보일 수도 있

다(28). 환자가 가진 HLA 항체가 비드의 해당 HLA 항원

뿐만 아니라 교차반응군(Cross reactive group, CREG)에 

속한 항원과 결합하는 경우 MFI 값이 낮게 측정 될 수 

있다. 따라서 결과 해석시 CREG 항원에 대한 항체의 가능

성을 염두에 두고 판독해야 한다. 감작력이 없는 신장 이

식 대기자들에서 특정 HLA 항체들이 검출된다는 보고가 있

는데, 이는 비드의 항원과 HLA 항체가 결합하는 과정에서 

단백질의 삼차원적 구조적 변화로 인해(29-31) 정상적으

로 관찰되지 않는 neoepitopes 항원결정기가 노출되어 발

생하는 위양성 결과로 알려져 있으며(32-35), 이 항체들은 

‘natural’ HLA 항체로 분류되었다(33,34). ‘Natural’ HLA 

항체는 흔하지 않은 HLA 항원에 대한 항체들로 이루어졌

고(33) 1,000∼5,000 사이의 낮은 MFI 값을 보이는 것이 

특징이나(21), MFI 5,000 이상인 환자에서도 약 25%에서 

관찰된다는 보고가 있으므로(32), 검사 결과 해석 시 염두에 

둘 필요가 있다. 이러한 natural HLA 항체들의 정확한 기

전은 아직 밝혀지지 않았지만 바이러스, 박테리아 항원에 

대한 항체로서 발생한 것으로 예상되고 있으며(29), 임상

적인 의미에 대한 추가연구가 필요하다(36,37). 마지막으로, 

luminex를 이용한 SPA는 제품 번호(lot to lot) 간 비드 구

성에 차이가 있을 수 있으므로 환자의 임상적인 경과에 따른 

HLA 항체의 MFI 값의 변화를 관찰할 시 염두에 두어야 

한다(38-40). 따라서, Luminex 방법의 HLA 항체검사 결과의 

정확한 해석을 위해서는 환자의 감작력 정보와 함께 다른 

검사결과(교차시험, luminex-screen)와의 비교가 필요하다.

신장이식에서 HLA 또는 non-HLA 항체검사 방법과 관

련된 최근의 권장지침에 대한 요약은 다음과 같다(20).

ㆍ보체의존성 세포독성 교차시험은 초급성 거부반응을 

일으킬 수 있는 항체를 검출한다. 

ㆍ유세포 분석법을 이용한 교차시험은 림프구에 결합

하는 항체를 검출한다.

ㆍSPA는 microtiter plate (ELISA) 또는 polystyrene bead

에 결합된 항원을 유세포 분석기나 luminex로 검사하

는 방법을 포함한다. 

ㆍ검사 예민도를 비교하면, Luminex＞ELISA/유세포 분

석＞보체의존성 세포독성 순이다.

ㆍCw, DQA, DPA, DPB를 포함한 HLA 모든 유전자좌

에 대한 항체를 검사하기 위한 이식 전 검사에 SPA를 

사용한다.

ㆍ세포 기반 검사(보체의존성 세포독성, 유세포 분석법

을 이용한 교차시험)와 SPA를 함께 실행하여 두 검사

법의 상관성을 비교하거나 양성 교차시험 결과를 예

측한다.

ㆍLuminex 방법에서는 검사결과와 임상적 해석에 영향

을 줄 수 있는 기술적인 측면(예, 비드에 부착된 항원 

양의 차이나 항원의 변성)을 고려해야 한다.

ㆍ비드를 이용한 검사는 정성 또는 반정량 검사이다.

ㆍ검사실 간 검사방법과 양성 결정값에 차이가 있다.

5. Luminex를 이용한 HLA 항체검사의 확대 적용 

1) C1q assay

C1q 검사는 luminex의 SAB를 환자 혈청과 반응시킬 때 

정제된 C1q 보체를 첨가하여 반응시키고, 형광이 부착된 

항 C1q 항체와 반응시켜 HLA 항체 중 C1q가 결합하는 

‘complement-fixing’ HLA 항체를 검출하는 검사법이다

(29,41). C1q+DSA+ 환자군에서 C1q−DSA+인 대조군에 

비해 C4d 양성, 항체 매개성 거부반응, 신소실 등의 불량

한 예후와 관련이 있고(42,43), MFI 역가와 C1q 반응은 관

련이 없다는 보고가 있다(44). 그러나, C1q+ 항체는 IgG1/3

의 아형인 고역가의 HLA 항체에서 검출된다는 보고들도 

있으므로(13-15,43,45), C1q 검사의 임상적 적용에 대한 

추가연구가 필요하다.

2) Calculated PRA (cPRA)

SAB를 이용한 HLA 항체검사의 도입으로 정확한 항체 

특이성 동정이 가능해 짐에 따라, 동정된 항체특이성 결과

를 이용하여 cPRA 결과를 얻을 수 있다. cPRA는 특정 인

종, 국가 등 집단의 HLA 항원 빈도를 이용하여, 동정된 

항체와 반응이 예상되는 항원의 빈도를 산출하는 것이다

(46). 미국장기이식관리 기구인 United Network for Organ 

Sharing (UNOS)에서는 cPRA 80% 이상을 보이는 환자를 

고위험군으로 간주하고 있으나, 국내에서는 일부 검사실

에서 자체 개발하여 사용 중에 있고(46), 국내 장기이식관

리센터에서는 cPRA의 도입과 적용을 검토 중에 있다. 

cPRA는 이식 전 환자의 감작 정도를 간접적으로 알 수 있

는 객관적 지표이므로, 향후 장기 이식분야에 유용하게 쓰

일 것으로 생각된다.

3) Virtual crossmatch

Virtual crossmatch는 SAB를 이용한 HLA 항체검사에서 

동정된 항체 특이성 결과를 이용하여 unacceptable HLA 

antigen을 결정하고 제공자의 HLA 형별 결과와 대조하여, 

실제 교차시험을 시행하지 않고 결과를 예측하는 가상의 

교차시험 방법이다. 이식 대기자에서 검출된 HLA 항체가 
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결합 가능한 HLA 항원을 가진 제공자를 virtual cross-

match를 통해 미리 배제할 수 있으므로, 이식 제공자 선택

에 이용되거나(21), high-PRA (＞85%) 환자에서 탈감작 

치료 후 DSA 항체가 음성 전환 또는 역가가 감소됨을 확

인하고 이식을 시행하는데 이용될 수 있다(47,48). 그러나, 

HLA 항체검사에서 검출되지 않는 항체에 의한 교차시험 

양성이 있을 수 있고, 교차시험 음성인 낮은 역가의 HLA 

항체 검출로 인해 이식의 기회가 줄어들 수 있으므로

(49,50), 올바른 임상적 적용을 위한 HLA 항체특이성 검

사방법의 표준화와 MFI cut-off 설정이 필요하다.

6. 표준화 및 정도관리

Luminex를 이용한 HLA 항체검사는 결과 해석에 중요

한 MFI 값의 기준치가 검사실 간 다르게 설정될 수 있고, 

각 검사실마다 프로토콜에 차이가 있을 수 있다(28,51,52). 

최근 국내 5개 병원을 대상으로, 동일 로트 제품을 사용하

고 동일한 프로토콜로 시행한 검사실 간 비교 연구에서는

(53), HLA class I과 class II 항체 검출에 대한 일치율이 각

각 96.0%, 97.2%였고, MFI 값은 0.947∼0.991 (HLA class 

I 항체), 0.992∼0.997 (HLA class II 항체)의 높은 상관성을 

보였다. MFI 값의 정밀도 평가에서는 1,000 미만의 MFI 

값에서 그 이상의 MFI 값들보다 높은 변이계수 값을 보였

다. 향후 여러 제조사에서 제조된 제품을 통한 검사실 간 

비교 연구가 필요할 것으로 예상되며, 임상적으로 유용한 

cut-off의 공유 및 정확한 결과 해석을 위해 검사실 간 표

준화와 지속적인 외부 정도관리가 필요할 것이다.

결  론

HLA형별과 HLA항체검사에 이용되는 Luminex-SPA는 

민감도와 특이도가 높은 우수한 검사법이다. Luminex 항

체검사의 MFI 결과값을 이용하여 HLA항체 역가의 모니

터링이 가능하고, 항체특이성 결과를 이용하여 C1q assay, 

cPRA, virtual crossmatch 등에 적용 가능하므로 장기 이식

검사로서의 임상적 유용성은 더욱 증가할 것이다. 그러나, 

결과에 영향을 줄 수 있는 여러 기술적 요인을 고려하고 

환자의 임상정보와 다른 검사 결과와의 비교를 통한 적절

한 결과 해석이 필요하며, 검사방법과 결과보고의 표준화 

및 지속적인 외부정도관리가 요구된다.
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