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研究成果の概要（和文）：本研究では、日本人集団ならびにヨーロッパ人集団に高頻度なHLAハプロタイプにおけるHLA
領域のリシークエンシング、それに続くゲノム多様性解析により、ハプロタイプ間ならびに同一ハプロタイプ内におけ
るHLA遺伝子や非HLA遺伝子の多型性を明らかにした。またHLA遺伝子全領域における次世代シークエンサーを用いた超
高解像度多型解析法を開発し、その方法を用いて、HLA関連疾患における多型・変異の検出を試みた。さらには、本領
域の他計画研究にて得られる膨大な測定結果のデータベースを構築した。

研究成果の概要（英文）：Efficient resequencing of the entire 3.8 Mb HLA region was performed by the 
long-range PCR and sequence capture methods followed by next generation sequencing. The HLA sequences 
derived from seven HLA haplotypes were characterized among the different HLA haplotypes and also among 
the same HLA haplotypes. A field 4 level super high resolution single molecule - sequence based typing 
(SS-SBT) method was developed for HLA 11 loci using next generation sequencers. Polymorphism analysis on 
some HLA associated diseases such as Narcolepsy, AIP and PBD were performed at the field 4 level without 
phase ambiguity by the SS-SBT method. An HLA integrated database (HLA Information Resource; HLA-IR) was 
constructed as a public database. They will also contribute to the foundation for a refined knowledge of 
variation and its haplotype structure throughout the extremely polymorphic and gene-rich HLA maps, 
providing important information on the process of molecular evolution in the HLA region.

研究分野： 免疫遺伝学

キーワード： HLA　次世代シークエンサー　ゲノム多様性　ゲノタイピング　疾患感受性
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１．研究開始当初の背景 
1967年のHLA-B5とホジキン病との相関の

報告以来、550 種以上の疾患について初期に
は血清学的タイピング、1990 年以降は DNA
タイピングにより精力的に調べられ、約 100
種の疾患について HLA 多型との相関が確認
されている。また 1987 年の HLA 抗原の高次
構造の解明により、HLA 抗原はその多型に応
じて多種多様の細菌やウイルスなどの外来タ
ンパクまたは自己タンパク由来ペプチドと結
合し、それらをＴ細胞に抗原提示することに
より免疫応答を誘導することが解明された。
さらに、最近の我々の知見により、HLA 多型
と疾患との相関の成因は次の 3 つに分類され
る。すなわち、(1) HLA 型：特定の HLA 抗原
多型それ自身による免疫応答の異常、(2) 非
HLA 型：相関する HLA 遺伝子の近傍に位置
する不明の遺伝子（非 HLA 遺伝子）の機能
の異常、(3) 混合型：HLA 型と非 HLA 型の病
因の混合、である。したがって、HLA 型、す
なわち HLA 自身が発症に関わる分子機構は、
特定の多型 HLA 分子と病因ペプチドとの結
合が異常であり、それゆえ正常の免疫応答が
誘導されないため、と理解される。しかしな
がら現時点でこの分子機構により発症が説明
できる疾患は、自己タンパクがインスリンで
あることが明らかなインスリン自己免疫症候
群のみで ある。また非 HLA 型についても、
IkBL と SEEK1 がそれぞれ真の感受性遺伝子
であることが同定されたリウマチと尋常性乾
癬など、少数の疾患を除き明らかにされてい
ない。このように HLA と 疾患との相関の
分子機構は解明すべき点が多い。 

1999 年の我々が貢献した HLA 全ゲノム領
域 3.8 Mb の塩基配列の決定と明らかにされ
たこれらのゲノム配列にもとづく 7,500 個の
SNP および 127 個のマイクロサテライトの収
集により、より詳細な疾患との相関解析によ
り真の疾患感受性遺伝子同定が試みられた。
しかしながら、最近のゲノムワイドな相関解
析（GWAS: genome-wide association study）に
より、多因子性疾患の感受性遺伝子はありふ
れた多型ではなく、稀少多型（変異）である
可能性、すなわち common disease-common 
variant説に代わる、common disease-rare variant
説が提唱されている。したがって、疾患との
相関解析のモデル領域である HLA 領域につ
いても、リシークエンシングによる common 
disease-rare variant 説の検証、すなわち徹底的
な稀少多型（変異）の検出、それらの疾患と
の相関解析が急務の課題となりつつある。こ
のような研究動向から、本課題「リシークエ
ンシングによる HLA ゲノム多様性解析」の
着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1) 日本人主要 HLA ハプロタイプにおける
HLA 領域のゲノム多様性解析：日本人集団な
らびにヨーロッパ人集団に高頻度な HLA ハ
プロタイプにおける HLA 領域のリシークエ
ンシング、それに続くゲノム多様性解析によ
り、ハプロタイプ間ならびに同一ハプロタイ
プ内における HLA 遺伝子や非 HLA 遺伝子の
多型性（個人差）を明らかにする。 
(2) 次世代シークエンサーを用いた HLA 遺
伝子全領域の超高解像度多型解析法の開発

と HLA 関連疾患解析：HLA 多型と疾患との
相関の成因を明らかにするために、HLA 遺伝
子全領域における次世代シークエンサーを
用いた超高解像度多型解析法を開発する。そ
の方法を用いて、HLA 関連疾患における多
型・変異の検出を試みる。さらには、非血縁
間造血幹細胞移植ドナーと患者ペアにおい
ても多型・変異を検出し、移植成績との比較
解析を行う。 
(3) HLA 統合データベースの構築：本領域の
他計画研究にて得られる膨大な測定結果の
データベースを構築する。具体的には、国内
外の HLA 関連分子情報の統合化を行い、さ
らにヒト全タンパクを対象とした HLA 結合
自己ペプチドレパートリー解析を行うため
の情報プラットフォームを構築することに
より、全計画・公募研究間の積極的な情報交
換を促し、HLA の統合的理解の礎を築く。 
 
３．研究の方法 
(1) 日本人主要HLAハプロタイプにおける
HLA領域のゲノム多様性解析：日本人集団に
高頻度な上位5種類のHLAハプロタイプ
（HLA-A24-B52-DR15、HLA-A33-B44-DR13、
HLA-A24-B7-DR1、HLA-A24-B54-DR4および
HLA-A2-B46-DR8）ならびにヨーロッパ人集
団に高頻度な2種類のHLAハプロタイプ
（HLA-A1-B8-DR3、HLA-A3-B7-DR15）のホ
モ接合体由来ゲノムDNAを収集し、HLA領域 
3.8 Mb を網羅するDNA断片をLong-ranged 
PCR法とSequence Capture法の併用により回
収した。それらのDNA断片のゲノム塩基配列
をNGSやそれに続くゲノム情報の編集によ
り決定した。その後、得られるゲノム配列よ
りSNP、Indel、コピー数多型および構造多型
などのゲノム多様性情報、ハプロタイプ情報
を収集した。 
(2-1) 次世代シークエンサーを用いたHLA遺
伝子全領域の多型解析法の開発： HLA-A, -B, 
-C, -DRB1/3/4/5,-DQA1, -DQB1, -DPA1および
-DPB1遺伝子についてエンハンサーやプロモ
ーター領域を含む遺伝子全領域（5～11 kb）
をそれぞれ特異的にPCR法によりDNA増幅
させるプライマーを設計した。また、本法の
迅速化や簡略化のために、HLA-A, -B, -C, 
-DRB1/3/4/5, -DQB1および-DPB1遺伝子の多
型に富むエクソンを含む遺伝子領域（5～7 
kb）に新たにプライマーを設計した。PCR産
物の塩基配列はNGSにて決定し、既知アリル
と比較することによりHLAアリルを判定し
た。 
(2-2) HLA 遺伝子全領域の多型解析法を用い
た HLA 関連疾患解析： 前項にて開発した超
高解像度多型解析法を用いて、HLA 関連疾患
であるナルコレプシー、自己免疫性膵炎(AIP: 
autoimmune pancreatitis）、原発性胆汁性肝硬変 
(PBC: primary biliary cirrhosi)における疾患に
関連する多型・変異の検出を試みた。さらに
は、非血縁間造血幹細胞移植ドナーと患者ペ
アにおける HLA 遺伝子多型を検出し、移植
成績との比較解析を行った。 
(2-3) 次世代シークエンサーを用いたヒトの
エクソームおよび全ゲノム配列データから
HLA アリルを推定するソフトウエアの開
発：個人のエクソームや全ゲノム解析の大量
配列データを用いて HLA アリルを推定する



ため、相同性検索による解析を実行した。相
同性検索のソフトウエアとしては BLAST を
使用し、相同性の評価には bit-score を使用し
た。計算には並列計算機（PC クラスタ）を
使用した。 
(3) HLA 統合データベースの構築： 公開デー
タベースを構築するため、公開に用いるサー
バやソフトウエア類を整備するとともに、各
データベースの内容とファイル形式の説明、
権利関係などについて文書を整備した。また、
各種のデータを作成するにあたり、必要な計
算機解析を実施した。例えば、「HLA 結合ペ
プチド」データベースについては、主要な
HLA 分子に関する自己結合ペプチドの推定
のために並列計算機を用いた計算を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 日本人主要 HLA ハプロタイプにおける
HLA 領域のリシークエンス解析：計 7 検体を
用いて、次世代シークエンサー  GAIIx 
(illumina) にてHLA領域3.8 Mbのゲノム配列
の決定を試みた結果、ゲノムカバー率は
91.1%～99.2%、ゲノム重複度は 63.5～1135.4
であったことから、質の高い HLA 領域のゲ
ノム配列を決定する技術開発に成功したと
言える。また、それら配列間におけるゲノム
多様性解析から、同一の HLA アリルの HLA
遺伝子の起源は同一であり、遺伝子内には多
型や変異はみられないこと、同一の HLA ハ
プロタイプの起源は同一であり、その多型や
変異は異なる HLA ハプロタイプ間に比べて
少ないこと、異なる HLA ハプロタイプ間で
は、HLA 遺伝子近傍に hitch-hiking 効果の結
果と思われる多くの variation（塩基配列の違
い）が、HLA 遺伝子の他に遺伝子間配列にも
集積していることが明らかになった（図１）。 
 

 
 
図１、HLAハプロタイプ間と内におけるゲノ
ム多様性の比較 

（図の説明）複数のHLAハプロタイプにおけ
るHLA領域3.8 Mbのゲノム塩基配列を決定し、
それらゲノム塩基配列間にて比較解析したも
のである。(A)はA24-B52-DR15と異なる検体
由 来 の A24-B52-DR15 と の 比 較 、
A24-B52-DR15と異なるHLAハプロタイプ間
における多様性プロファイルを示す。(B)は異
なる3検体（Sample 1～Sample 3）由来の
A24-B52-DR15間における多様性プロファイ
ルを示す。横軸は各領域（左側からクラスⅠ、
クラスⅢ、クラスⅡの順）を示し、縦軸は100
塩基あたりの塩基置換数を示した。(B)のプロ
ファイルでは、Sample 2とSample 3の間の多様
性が、Sample 1とSample 2の間、Sample 1と
Sample 3の間よりも小さいことを示す。これ
は、A24-B52-DR15をさらに分類することが可
能であることを示す。 

 
本課題では、日本人に最も頻度の高い HLA

ハプロタイプ（HLA-A24-B52-DR15）のゲノ
ム塩基配列の完全決定も試みた。ロシュ社の
次世代シークエンサーGS Junior system を用
いて、HLA 領域 3.8 Mb を網羅する 393 か所
の PCR 産物ならびに HLA-DR 亜領域を網羅
する 10 個のコスミドクローンを用いてドラ
フト配列 3,755,360 bp を決定した。この配列
は、GRCh38 Primary Assembly リファレンス
配列よりも 59,220 bp 短いことが明らかとな
り、最も大きな塩基数の違いは HLA-A 遺伝
子近傍の約 50 kb に観察された。今後は、こ
の塩基配列に基づく Sequence Capture 用のプ
ローブの設計など、同ハプロタイプに焦点を
絞ったゲノム多様性解析のためのリファレ
ンスとして活用されることが期待される。 
 (2-1) 次世代シークエンサーを用いたHLA
遺伝子全領域の多型解析法の開発：HLA-A, 
-B, -C, -DRB1/3/4/5,-DQA1, -DQB1, -DPA1お
よび-DPB1の遺伝子全領域をそれぞれ特異的
に増幅させるPCR条件の設定から、各種次世
代シークエンサー（GS Junior system（Roche
社）、Ion Torrent PGMsystem（life Technologies
社）、MiSeq system（illumina社））を用いた次
世代シークエンシング（NGS）、塩基配列の
編集およびアリル判定までの一連の過程の
long-range 系超高解像度 DNA タイピング 
(Super high resolution Single molecule-Sequence 
Based Typing; SS-SBT) 法を開発した。（図２）。
この際、NGSにより得られるリード配列を用
いた正確なアリル判定が要求されることか
ら、次世代シークエンス用アリル判定プログ
ラム  (Sequence Alignment Based Assigning 
Software：SeaBass)も開発した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２. SS-SBT法の概略 



このSeaBassを用いて1222アリルのエクソン
領域について解析した結果、他研究機関が開
発したソフトウエアでは74.1%～96.3%の正
解率であったのに対して、SeaBassでは100%
であった。よって、アリル判定の際にSeaBass
を使用することにより、極めて精度の高いア
リル判定が実現すると考えられた。 
一方、SS-SBT 法を用いたルーチンタイピ

ングのためには、本法の簡略化や迅速化を考
慮する必要がある。そこで HLA-DRB1 と
-DQB1 において多型に富むエクソンとその
間のイントロンを含むプライマーを新たに
設計し、前述の HLA-A, -B, -C および -DPB1
を含めた middle-range 系 HLA9 座マルチプレ
ックス PCR 法を開発した。日本人に検出され
るアリルの 99.5％以上を網羅する 46 検体を
用いた検証実験から、得られたアリル情報は、
いずれの HLA 座とも既知アリル情報と矛盾
しないことを確認した。また、平均 depth や
リード数おける座位間の比較から、各 HLA
座がほぼ均一に増幅していることも確認し
た。従来では、各 PCR 産物を定量し、必要量
を pooling する操作が必要であったが、本法
の開発にてこれらの操作が必要なくなり、そ
の結果、労力、時間、操作ミスおよびコスト
が大幅に軽減される。よって本法は、
ambiguity を排除したルーチンタイピングに
有用な方法であると考えられた（図３）。 

 

 
 

図３. Middle-range 系 HLA 9 座マルチプレッ
クス法の概略 
（図の説明）左側に従来の SS-SBT 法、右側
に新規に開発した HLA 9 座マルチプレック
ス法における PCR の工程を示した。従来の
SS-SBT 法では、各 PCR 産物を定量し、必要
量を 1 本のチューブに回収する操作が必要で
あったが、本法の開発にてこれらの操作が必
要なくなり、その結果、労力、時間、操作ミ
スおよびコストが大幅に軽減される。 

 
 本課題にて開発した DNA タイピング法を
活用することにより、解析した 1,222 アリル
の内、6 アリルは翻訳領域に変異を持つもの
であり、それらの内の 4 アリルは非同義置換

を伴うものであった。また、遺伝子発現を抑
制する null アリル、１検体 1 座に 3 種類のア
リルが観察されるトリアリルの検出、白血病
などの腫瘍細胞における片側アリルの欠失
（LOH; loss of heterozygosity）についても検出
しうることを確認した。とりわけ LOH につ
いては、LOH の起きたアリルを特定できるた
め、腫瘍細胞が免疫細胞からの攻撃を回避す
るメカニズムの解明が期待される。 
 (2-2) HLA遺伝子全領域の多型解析法を用い
た HLA 関連疾患解析：通常 HLA アリルはク
ラスⅠでは、多型に富むエクソン 2 と 3 部位
をクラスⅡではエクソン 2 の塩基配列情報を
基に決定されている。そこで我々は、これま
で HLA 遺伝子全領域の多型情報を得ること
ができなかった HLA アリルにおける疾患感
受性に特徴的な多型・変異の有無を前述の
SS-SBT 法を用いて、32 例の AIH、32 例の PBC
について解析した。その結果、計 64 検体の
SS-SBT 法を用いた DNA タイピングでは、
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 アリルについ
て第 3 区域以上の詳細なアリル情報が得られ
た。特にイントロン領域の多型構造を示す第
4 区域において、HLA-A 座に 6 種類、HLA-B
座に 3 種類、HLA-C 座に１種類、HLA-DRB1
座に 10 種類、HLA-DQB1 座に 6 種類の
IMGT/HLA データベースに登録されていな
い新たな塩基配列が見いだされた。なお、こ
れらの新規アリルと疾患感受性との相関は
認められなかった。また、日本人において
DRB1*04:05 と非常に強い連鎖不平衡を示す
DQB1*04:01 アリルは、解析したホモ接合体、
ヘテロ接合体すべての検体において、
IMGT/HLA に登録されているアリル配列と
は異なっていた。すなわち、DQB1*04 のエク
ソン１は codon 6 が Thr (T/A)、エクソン２は
codon 23 が Leu(L/R)であり、エクソン１は
DQB1*04:02 の 配 列 で 、 エ ク ソ ン ２ は
DQB1*04:01 の配列を示していた。本解析で
見いだされたアリルが DQB1*04 の新規アリ
ルであるか否かを検討する必要がある。今回
SS-SBT 法を用いた解析では、AIH や PBC に
特徴的な塩基配列構造（indel、STR やアミノ
酸配列）は検出されなかった。 
ナルコレプシーについては、34 例の HLA11

座における DNA タイピングを進めており、
10 例を終えた時点では、本症に関連する塩基
配列は得られていない。 
非血縁間造血幹細胞移植ドナー/患者 15 ペ
アの計 30 検体を用いた SS-SBT 法による
DNA タイピングを実施した結果、5 個の変異
（HLA-C: 1 個、-DQB1: 2 個、-DPA1: 3 個）が
検出された。これらのうち、1 個はプロモー
ター領域に位置し、4 個はイントロン領域に
位置した。現時点では移植予後と関連しうる
変異は認められていないが、今後、これらの
変異と移植予後との関連について、検体数を
増して検討する必要がある。 
 (2-3) 次世代シークエンサーを用いたヒト
のエクソームおよび全ゲノム配列データか
ら HLA アリルを推定するソフトウエアの開
発：HLA アリルには過去に組換えにより生じ
たものがあり、さらには重複遺伝子や偽遺伝
子の存在のため、HLA アリルの判定は一般に
容易でない。最近は次世代シークエンサーを
用いたエクソーム解析や全ゲノム解析が普



及しており、これらのデータを用いた HLA
アリルが判定されれば、疾患研究等に大いに
役立つ。そこで本研究では、次世代シークエ
ンサーによる大量のショートリード配列を
用いて、HLA アリルを推定するソフトウエア
の開発を行った。まず、個人のエクソームや
全ゲノム解析によるリード配列をクエリと
して用いて、IMGT/HLA データベースに登録
されている HLA アリル配列、Sanger センタ
ーによる MHC ハプロタイプのゲノム配列、
ヒトのリファレンスゲノム配列の全てに対
して相同性検索を実行した。これにより、
個々のリード配列をゲノム配列上の特定の
場所に正確にマッピングした。次に、遺伝子
座ごとに、既知の HLA アリルに対する相同
性スコアの合計を計算することにより、その
個人について支持されるアリルの特定を行
った。以上の単純な解析手法ではあるが、ク
ラス I およびクラス II の各遺伝子座について、
2 桁レベルの対立遺伝子では 90%以上、4 桁
レベルでも 74%以上の正解率を得ることが
できた。今後はさらなる精度の向上を目指す
ために、さらなる改良が必要であるが、エク
ソームおよび全ゲノム配列データから HLA
アリルを推定する方法に目途がついた。 
(3) HLA 統合データベースの構築：新学術領
域研究「先端技術を駆使した HLA 多型・進
化・疾病に関する統合的研究」による研究成
果を発信することを主目的として、HLA 統合
データベースを構築し、一般に公開した。デ
ータベースの名称は「The HLA Information 
Resource（HLA-IR）」とした。アドレスは
http://dbhla.jp/である（図４）。 
 HLA-IR では多数のコンテンツを提供した
が、これらを大きく HLA 研究のためのデー
タベースと HLA 研究のためのソフトウエア
に分類した。HLA 研究のためのデータベース
としては、 
・HLA 遺伝子とタンパク質 
・HLA の遺伝子頻度とハプロタイプ頻度 
・HLA の配列データ 
・日本人 HLA 領域 SNP データ 
・HLA の構造データ 
 

 
 

図４．HLA-IR のトップページ 

・HLA 結合ペプチド 
・HLA に関連する疾患 
・ヒト以外の生物の MHC 
 
を提供した（図５）。これらのうち日本人 HLA
領域 SNP データは、日本人由来の EB-LCL に
対する HLA 領域 8Mb の SNP タイピングデー
タである。イルミナ社の 1M チップによる
9705 ヶ所の SNPs を対象として、連結不可能
匿名化を施した 92 検体のタイピング結果と、
HLA遺伝子6座位のタイピング結果付きで提
供 し て い る 。 公 開 ア ド レ ス は 、
http://dbhla.jp/db_japsnp.html である。 
 

 
 

図５．HLA-IR に掲載のデータベース群 
 
 HLA 研究のためのソフトウエアとしては、
ハプロタイプ頻度推定ソフトウエア HFES
（Haplotype Frequency Estimation System）を提
供している。これは、HLA のように多数の対
立遺伝子を持つ遺伝子座が連鎖している場
合に、集団中のハプロタイプ頻度を推定する
ためのプログラムである。2 遺伝子座から最
大で 5 遺伝子座までのハプロタイプ頻度を、
EM アルゴリズムによって求めることができ
る。C/C++言語で書かれたソースプログラム
の他に、Windows と Linux 環境でコンパイル
した実行ファイルを取得できる。公開アドレ
スは、http://dbhla.jp/sw_hfes.html である。 
 なお、HLA-IR では、各データベースとソ
フトウエアについては、その名称、略称、解
説、利用条件（クリエイティブ・コモンズ形
式による）、参考文献、データ提供者などの
情報を記載している。本データベースでは、
研究成果データの追加公開を今後も引き続
き行う予定である。 
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