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研究成果の概要（和文）：HLA領域のエピゲノム多様性を解明し、エピジェネティックスの観点から疾患発症におけるH
LA領域の意義解明を目指した。HLAアレル特異的にDNAメチル化レベルが変化する領域を同定するために、A, C, B, DRB
1, DQB1, DPB1遺伝子座について網羅的な解析を進め、DPB1*05:01に特異的な低DNAメチル化CpGサイトをDPA1とDPB1の
プロモーター領域に同定した。また、Cw*07:02と有意に関連するCpGサイトをC遺伝子座領域内に複数同定した。これら
のHLAの発現量は他のアレルと異なっており、ゲノムのみならずエピゲノムにもHLAアレルとリンクした多様性が存在し
ていた。

研究成果の概要（英文）：We investigated a role of epigenetic variation in HLA genomic region for better 
understanding of the pathogenesis of HLA-associated diseases. Through the association analysis between 
HLA alleles in HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 and -DPB1 loci and DNA methylation levels of CpG sites located 
in 3.8 Mb of HLA region, we identified correlation of DPB1*05:01 or Cw*07:02 to the methylation levels of 
the sites around DPA1 and DPB1 promoter region or around Cw locus, respectively. In addition, the 
expression level of DPB1*05:01 was associated with the methylation levels. These results suggest that 
particular HLA alleles posses their own epigenetic status in HLA region.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
近年のゲノムワイド相関解析により、免疫
関連疾患と強く相関する遺伝子多型が HLA
領域内に同定され、免疫疾患と HLA との相
関があらためて確認された。しかし、HLA
領域の際立った遺伝学的特徴（多重遺伝子
族、高度の多型性、強い連鎖不平衡、高い
遺伝子密度）により、真の原因遺伝子が HLA
なのか、HLA と連鎖不平衡にある非 HLA 遺
伝子なのか、不明のまま解決すべき課題と
して残っている。  
 HLA 領域内の非 HLA 遺伝子の中には、非
コード RNA（non-coding RNA:ncRNA）が、
偽遺伝子に由来する高分子 RNA を含め存
在する。転写制御をはじめとするその多彩
な機能に鑑みれば、HLA 領域内 ncRNA の機
能と多様性を理解することは、本領域が掲
げる「 HLA の成り立ちの進化学的解明」お
よび「免疫応答関連疾患発症における HLA
の役割の解明と HLA を標的とした分子創
薬のための免疫抑制分子の解明」という目
的の達成に必須である。また、ncRNA のみ
ならず、HLA 領域エピゲノム多様性につい
ては不明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HLA 領域の ncRNA を含むエピ
ゲノム多様性を解明し、エピジェネティッ
クスの観点から疾患発症における HLA 領域
の意義解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
HLA 領域に位置する ncRNA の同定：ヒト不
死化 B 細胞株（LCL）14 検体について、定
法に従い、短鎖 ncRNA を標的としてトラン
スクリプトーム解析を行う。次世代シーク
エンサー（現有 GIIx）を用いる。用いる LCL
は既に HLA６遺伝子座のタイピングがなさ
れており、かつ、拡大 HLA 領域に位置する
約 6,000 個のコモン SNP のタイピングが終
了しており、これを活用して、マッピング
とともに HLA および SNP アレル間での発現
量の違いを解析する。 
long ncRNA DPB2 が制御する標的遺伝子の
同定：特に自己免疫性甲状腺炎との相関が
示唆される DPB2 に着目している。DPB2 を
クローニングし、そのエクソン構成を解析
したところ、多種多様なスプライシングが
生じていることを明らかにした。中でも、
細胞表面ドメインのみを発現するアイソフ
ォームに注目し、これが、DP 分子の機能を
阻害する可能性を作業仮説として、DP 分子
拘束性免疫応答との干渉を細胞生物学実験
にて証明する。具体的には、DP5 を介した
免疫応答の解析を A04 笹月と連携して実施
する。 

HLA 領域の DNA メチル化解析：HLA６遺伝子
座タイピング、拡大 HLA 領域に位置する約
6,000 個のコモン SNP タイピングが終了し
た LCL92 検体について、DNA メチル化チッ
プにより HLA 領域約 14,000 サイトの DNA
メチレーションレベルを取得した。HLA 遺
伝子座固有、HLA アレル固有の DNA メチル
化レベルを解明し、顕著に関連があるもの
については、発現量との関連を解析する。 
HLA 領域のヒストン修飾解析：上記 LCL24
検体に関して、ヒストン H3K9 メチル化修飾
に特異的に結合する HP1 分子を用いて、
H3K9 メチル化ヌクレオゾームを単離した。
そのヌクレオゾーム DNA の配列決定を行い、
HLA 領域における上記ヒストン修飾の分布
を解明する。H3K9 修飾は主に転写抑制に関
わっている。本解析の後に、抗ヒストン H3
および H4 アセチル化抗体を用いた
Chip-seq により、転写活性化修飾の分布を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１） HLA 領域に存在する ncRNA を同定
するために、日本人由来 LCL 細胞 7株につ
いて RNA を抽出し、RNAseq を行った。その
結果、H-Inv データベースに登録されてい
るもの以外の新規の ncRNA は同定出来なか
った。また発現量も低く、個別の ncRNA の
機能の検討を継続することは困難であった。
発現は細胞種によって異なることから LCL
株以外の細胞株を実験に利用することも考
慮したが、HLA 多様性の観点から研究を進
めるためには、一定規模の異なる個体由来
の細胞が不可欠であり、ncRNA の検討を通
して、HLA 領域のエピゲノム多様性を解明
する研究手法は平成 24 年度までとした。 
（２） 日本人由来 LCL 細胞株 92 検体を用
い、HLA-A, C, B, DRB1, DQB1, DPB1 座の
各アレルと拡大 HLA 領域約 8Mb に位置する
6,502 個の日本人コモン SNP との連鎖不平
衡について詳細に解析し、各アレルと強い
連鎖不平衡にある SNP 座位ならびに SNP ハ
プロタイプを同定した。これにより、HLA
と相関する疾患において考慮すべき非 HLA
遺伝子や SNP 遺伝子型からの HLA 遺伝子型
予測が可能となり、この成果を、Genes 
Immune 誌に報告した。 
（３） HLA 領域 DNA メチル化の多様性解
析： HLA アレル特異的に DNA メチル化レベ
ルが変化する領域を同定するために、A, C, 
B, DRB1, DQB1, DPB1 遺伝子座について網
羅的な解析を進め、DPB1*05:01 に特異的な
低 DNA メチル化 CpG サイトを DPA1 と DPB1
のプロモーター領域に同定した。アレル特
異的な定量 PCR により、DPB1*05:01 の転写
産物が他に比して高い事を証明し、DP5 が



他の DP と比較して高発現である可能性を
示唆した。また、Cw*07:02 と有意に関連す
る CpG サイトを C遺伝子座領域内に複数同
定した。主成分分析において、Cw*07:02 を
有する個体は他の個体と明確に判別できた。
これは、Cw*07:02 がアレル特異的に特有の
DNA メチル化レベルを遺伝子領域内に有す
ることを示している。Cw*07:02 は他のアレ
ルと比較して低発現であることが知られて
おり、本研究が明らかにした特有のエピゲ
ノム状態が Cw*07:02 の発現を規定してい
る可能性がある。 
（４） 領域内研究者と連携してゲノム解
析を推進し、HLA と疾病との関連研究を進
めた。A04 笹月班との共同研究を実施し、
グレーブス病と橋本病の遺伝要因の差異を
解明するために、ゲノムワイドでの相関解
析を、グレーブス病 547 名、橋本病 446 名
に対して二段階スクリーニングにて実施し、
最終的に、P = 3.90 × 10(-8); OR = 1.77; 
95%CI = 1.44-2.17 の有意差を示す SNP を
VAV3 遺伝子座に同定した（rs7537605）。コ
ントロール群 1363 名との比較から、VAV3
遺伝子座は橋本病に特異的な感受性遺伝子
であることを明らかにした。 
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