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研究成果の概要（和文）：HLA遺伝子型の決定は、低いdepthが原因となりWGSからは十分な精度が得られていな
い。我々は、ALPHLARDと名付けたHLA型決定のためのベイズモデルを構築した。この方法は、HLAをコードする各
遺伝子においてHLA型の組み合わせを6桁の解像度で決定する事が出来る。また、ALPHLARDは、データベースに登
録のない新規HLA型の発見や、がん細胞のHLA遺伝子に生じた体細胞変異も同定出来る。我々は、253WES、および
25WGSを用い、前者98.8%、後者98.5%の精度でHLA型を決定できることを示した。また、2,834のがんのWGSを解析
し、HLA遺伝子の体細胞変異を解析した。

研究成果の概要（英文）：Although human leukocyte antigen (HLA) genotyping based on amplicon, whole 
exome sequence (WES), and RNA sequence data has been achieved in recent years, accurate genotyping 
from whole genome sequence (WGS) data remains a challenge due to the low depth. We developed a 
Bayesian model, called ALPHLARD, that collects reads potentially generated from HLA genes and 
accurately determines a pair of HLA types for each of HLA-A, -B, -C, -DPA1, -DPB1, -DQA1, -DQB1, and
 -DRB1 genes at 6-digit resolution. Furthermore, ALPHLARD can detect rare germline variants not 
stored in HLA databases and call somatic mutations from paired normal and tumor sequence data. We 
illustrate the capability of ALPHLARD using 253 WES data and 25 WGS data from Illumina platforms and
 showed its high accuracy, 98.8% for WES data and 98.5% for WGS data at 4-digit resolution. We 
applied ALPHLARD to 2834 WGS data of PCAWG and showed somatic mutation landscape of HLA genes. 

研究分野： バイオインフォマティクス
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１．研究開始当初の背景 
第 6 染色体にコードされるヒト白血球型

抗原（Human Leukocyte Antigen; HLA）は、
自然免疫の制御、T細胞への抗原提示を担い、
自己と非自己（細菌、ウイルスなど）を識別
し、免疫反応において極めて重要な役割を担
っている。多様な「非自己」に対応するため
に、HLA をコードするゲノム配列には、ヒ
トの長い歴史の中で突然変異が蓄積され、極
めて多様性に富む領域となっている。HLA 
は、その変異の組み合わせにより、HLA 領
域 の  A 座  (HLA-A) で は 、 例 え ば 
A*24:02:01 や A*02:07:01 のように細分化
される（HLA 型とよばれる）（図１）。同様
に B 座 (HLA-B)、C 座 (HLA-C) の型もあ
わせると、HLA 型の組み合わせは数万通り
にものぼる。 

図１：SNPとHLA型 
 
近年のゲノムシークエンス技術の発展に

伴い、全エキソームシークエンス (WES) デ
ータから HLA 型の決定（HLAタイピング）
を行う研究が進められている。研究開始前年
（2013年）6月に米国 Broad Institute とワ
シントン大学のグループは、ATHLATES と
名付けた方法を提案した。我々は、
ATHLATES の性能を評価するために、19 
例の淡明細胞型腎細胞がん（ccRCC）WES
データから HLA-A の型の決定を行ったと
ころ、一定の性能を有することは確認できた
(31/38=82%の精度)。一方、10 例の全ゲノム
シークエンス (WGS) データ (約 30x) の解
析も試みたが、ATHLATES では、2 例で片
方の HLA-A 型を決めることができたのみ
であった。WGS データには全く対応できて
いないという状況であった。 
また、HLA 型の決定に加えて、我々は、

19 症例の腫瘍細胞の WES データを用いて
HLA 領域における体細胞変異について詳し
く調べた。この解析は、各症例の HLA 型を
正しく決定できて始めて可能となる。結果、
2 例で Loss of Heterozygosity (LOH) が起
こっていた。これらの症例は、生殖細胞系で
はヘテロの HLA-A 型 を有していたが、腫
瘍細胞では、その片方が機能を失ったものと
推察される。このように、免疫学的に重要と
思われる体細胞変異が HLA 領域にはみられ
るが、HLA 領域の多様性に正面から取り組
んだ体細胞変異同定手法は、十分な研究がな
されていない状況であった。 

 
２．研究の目的 

	 上記の状況を踏まえ、本研究課題では、生
殖細胞系・腫瘍細胞の全ゲノムシークエンス
データから、HLA 型の決定を行う統計モデ
ルの構築を行うことを目的とした。また、
HLA 領域に生じた体細胞変異についても、
高精度に同定を可能とする統計モデルを構
築することを目的とする。構築した統計モデ
ルを用いて国際がんゲノムコンソーシアム
や The Cancer Genome Atlas (TCGA) に登
録されているがんゲノムシークエンスデー
タを解析し、HLA型同定を行い、HLA遺伝
子に生じ、HLA 遺伝子の抗原提示機能を喪
失させる可能性のある体細胞変異のランド
スケープを構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 シークエンス技術の世界的な盛衰を鑑み、
現在多くの研究機関において利用されてい
る	Illumina	社のシークエンサー	HiSeq	シ
リーズの生成するショートリードシークエ
ンスデータを念頭に置き手法は開発するこ
ととした。これにより、これまでに蓄積され
た膨大なシークエンスデータを解析対象と
することが出来る。	
	 まず、HLA 遺伝子からのシークエンスリー
ドの生成モデルを構成し、どの HLA 型の配列
が最も適切か選択できる方式を構築する。し
かしながら、現在、データベースには登録の
ない未知のHLA型が発見される可能性もある
ため、サンプルの HLA 遺伝子の DNA 配列もシ
ークエンスデータから再構築できるモデル
へと拡張する。	
	 HLA 型としては、HLA-A 遺伝子には 3000 以
上、HLA-B 遺伝子には4000 以上、HLA-C 遺伝
子には 2700 以上の型が存在する。この中か
ら例えば、HLA-A 遺伝子の遺伝子型の同定は、
3000 以上の型から２つの型の組み合わせを
決定するプロセスとなり、その候補数は膨大
な数となり、全探索は計算時間として現実で
はない。そこで、マルコフ連鎖モンテカルロ
法を用いたモデルの学習を試みる。	
	 開発する手法の精度は、日本人肝臓がん２
０例と大腸がん５例の全ゲノムシークエン
スデータを用いて検証する。これらのサンプ
ルについては、サンガーシークエンスに基づ
き HLA 型を決定する	Sequence-Based	Typing	
(SBT)法によって HLA 型が決定されている。
また、一部のサンプルについては、HLA 遺伝
子領域のアンプリコンシークエスを用いて
より高精度に HLA 型を決定した。SBT とアン
プリコンシークエスとの結果に差異が生じ
た場合には、アンプリコンシークエスの結果
を正しいとして手法は評価することとした。	
	 	
４．研究成果	
	 （１）まず、次世代シークエンスデータに
基づきHLA型決定を行うために提案された既
存手法(ATHLETES、PHLAT)を、日本人大腸が
ん 5例、	肝臓がん20例の全ゲノムシークエ
ンスデータを用いて、その性能を評価した。

…ACTCACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGC…
…ACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGC…
…ACTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGC…
…ACTGACCGAGAGAACCTGCGGATCGCGCTCCGC…
…ACTGACCGAGCGAACCTGGGGACCCTGCGCGGC…

HLA-A*02:01:01:01
HLA-A*03:01:01:01
HLA-A*11:01:01:01
HLA-A*24:02:01:01
HLA-A*26:01:01

HLA-A ����� HLA-A ���� DNA ��

SNP



その結果、ATHLETES は、正解率が数%、PHLAT
は約 5	0%程度であることを確認した(Class	I	
のA,	B,	C遺伝子において、6桁同定の精度)。
そこで、階層ベイズの理論に基づき、全ゲノ
ムシークエンスデータからHLA型を推定でき
る手法	ALPHLARD	を開発した。手法の概略を
図２にあげる。	

図２：構築した	HLA 型決定のための手法	
ALPHLARD	の概念図	
	
	 ALPHLARD では、読み取ったシークエンスリ
ードを	HLA の各遺伝子特異的なものかどう
かを判定する（図２a）。例えば、HLA-A 遺伝
子の型の決定には、HLA-A 遺伝子特異的と判
定されたシークエンスリードのみが用いら
れる。これは、HLA-A,	HLA-B,	HLA-C 遺伝子
がそれぞれ相同性が高く、また、HLA-A と
HLA-B の間の非遺伝子領域にも相同性の高い
配列が存在するため、できる限り曖昧性を排
除したもので型の決定を行うための工夫で
ある。	
	 図２b に、構築したベイズモデルの概略を
記した。x	はシークエンスリードであり、HLA
遺伝子の配列（S1,	S2）から生成されている。
S1	と	S2	は、サンプルの	DNA シークエンス
となり、これはシークエンスリードから再構
成するものである。R1,	R2	は HLA 遺伝子の
参照配列となり、これを決定することが目的
となる。R1	と	S1、および	R2	と	S2	の齟齬
は許容しながらもその差が小さくなるよう
に	S1,	S2	は推定され、R1	と	R2	は選択さ
れる。R1,	R2	の選択に関しては、マルコフ
連鎖モンテカルロ法にパラレルテンパリン
グを組み合わせた方法を構築し、効率的に
HLA 型の空間を探索できるように工夫されて
いる。	
	 図２b	下段左図は、R1 と R2 の組み合わせ
に対して事後確率が付与されて出力された
例である。目安としては、トップランクに組
み合わせに対する事後確率が２位のものの
１０倍を超える際にユニークに決定できて
いるというルールを用いた。図２b	下段右図
は、推定されたサンプルの HLA 遺伝子の DNA
配列と参照配列の食い違いを表している。棒
グラフが高いポジションの塩基は、参照配列
と異なる確率が高いという事を表し、新規の
HLA 型の発見に利用することが出来る。	

	 日本人 25 名の全ゲノムシークエンスデー
タを用いた HLA 型決定の精度について、表１
にまとめた。比較した手法は、OptiType,	
PHLAT,	および	HLA-VBSeq	の３つである。
HLA	class	I	の３遺伝子、および、class	II	
の５遺伝子の型決定を行った。表１から分か
るように、我々が開発した	ALPHLARD	は、ど

の	HLA 遺伝子においても最
も高い精度を示した。評価し
た全遺伝子を通しての精度
は、4-digit	で 98.5%	に達
した。OptiType	は、class	I	
のみにしか対応していない
ものの	4-digit	の精度は、
92.6%	と比較的高かった。
PHLAT	は、4-digit	では、精
度は	57.5%,	HLA-VBSeq	は	
78.1%	と実用上課題が残る
結果であった。本実験を通し
て 、 我 々 の 開 発 し た	

ALPHLARD は、既存手法よりも高精度に HLA 型
決定を行えることが示された。	

表１：ALHLARD の性能評価（WGS）	
	
	 また、全エキソームシークエンスデータ
（WES）を用いた評価についても行った。WES
は WGS に比べデータの	depth	が厚いため、
ダウンサンプリングして、データが薄くなっ
た際にどの程度の性能低下があるかを確認
した。その結果を図３に示す。	

図３：ALHLARD の性能評価（WES によるダウ
ンサンプリング）	



	 図３の結果から分かるように、我々が開発
した	ALPHLARD	はデータが薄い状況下でも
高い精度を保持することが分かった。	
	 この	ALPHLARD	を用い、正常細胞からのゲ
ノムシークエンスから HLA 型を決定し、HLA
遺伝子の DNA 配列を予測する。また、腫瘍細
胞からのゲノムシークエンスからHLA型を決
定し、HLA 遺伝子の DNA 配列を予測する。こ
の２つのDNA配列を比較することによりがん
細胞で起こっている体細胞変異を同定する
ことが出来る。日本人２５症例の WGS データ
を解析したところ、２つの一塩基置換と１つ
の一塩基の挿入を同定した。それらは全てサ
ンガーシークエンスによって評価し、正しい
ことを確認した。	
	 我々は、この開発した HLA 遺伝子解析の技
術を、国際がんゲノムコンソーシアムと The	
Cancer	Genome	Atlas	との共同プロジェクト	
PanCancer	 Analysis	 of	 Whole	 Genomes	
(PCAWG)	の	2834 症例のがん全ゲノムデータ
に適用した。全ての症例の HLA 型を決定し、
HLA 遺伝子に生じた体細胞変異を同定した。	

図４：PCAWG のがん 2834 症例に生じている
HLA 遺伝子、B2M 遺伝子の体細胞変異	
	
	 図４に結果を示す。HLA	class	I	遺伝子に
は、フレームシフトを生じる	Indel	のホッ
トスポットが存在する。この変異により	HLA
は機能を欠失し、がん細胞が生じる変異型ペ
プチドを T-細胞に提示することが出来なく
なると考えられる。すなわち、免疫システム
によるがん細胞の排除機構が機能しなくな
る可能性があり、がんの免疫回避機構の 1つ
になっていると考えられる。	
	 本研究により、高精度に	HLA 型を決定する
ためのベイズモデル	ALPHLARD	を構築し、
98%以上の精度で全ゲノムシークエンスデー
タから	HLA型を4-digitで決定することに成
功した。また、構築した手法を用いて、PCAWG
プロジェクトにおいて活用されている	2834
症例のがん全ゲノムシークエンスデータを
解析し、HLA 遺伝子に生じている体細胞変異
のランドスケープを構築した。	
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