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研究成果の概要（和文）：NK細胞に発現し、HLAを認識する受容体であるKIRは個人ごとに各ハプロタイプのもつ
活性型と抑制型のKIRの遺伝子数は異なる。本研究は同種造血幹細胞移植成績向上を目指し、次世代シーケンサ
ーによる網羅的なHLAならびにKIR領域のリシーケンス法を確立することを目的とした。34のHLA遺伝子、17のKIR
遺伝子の全長をカバーするオリゴプローブをカスタムデザインし、シーケンスキャプチャー法による網羅的な解
析手法を確立した。また、データ解析手法として、データベースに基づくタイピング、コピー数多型および構造
多型検出によるハプロタイプ構造解析、網羅的一塩基置換および挿入欠失検出、の３つ解析法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) expressing on natural 
killer (NK) cells are ligands of human leukocyte antigen (HLA) class I molecules. The number of KIR 
genes is different among KIR haplotypes, therefore each individual has a different number of 
inhibitory and activating KIR genes. Here, we established high-throughput sequencing method to 
identify the haplotype structure of HLA and KIR genes. The method for KIR and HLA typing was based 
on sequence capture method with custom oligo probes and MiSeq. Sequence reads from seventeen KIR 
genes could be aligned. The alignment result of KIR genes has distinct depth indicating copy number 
variation (CNV). The single nucleotide variants were used to estimate KIR allele sequence. 
Combination of CNV and SNVs as KIR allele could be available to estimate KIR haplotype structure. 

研究分野：ゲノム情報学
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１．研究開始当初の背景 
 ナチュラルキラー細胞(NK 細胞)は、HLA を
認識する受容体であるキラー細胞免疫グロ
ブリン様受容体(KIR)を有する。KIR は約
150kb ほどの領域に遺伝子クラスターを形成
しており、活性型と抑制型に大別される 15
遺伝子と 2偽遺伝子でコードされ、遺伝子の
有無には個人差があることが知られている。
実際に複数のハプロタイプのゲノム配列が
決定され、ハプロタイプによって含まれる遺
伝子数が異なる(図 1)。ハプロタイプ間の機
能的差異として含まれる活性型と抑制型の
KIR の遺伝子数が個々で異なることから、こ
れらのバランスによって NK 細胞の抑制と活
性が調節されている(Yawata et al. Crit Rev. 
Immunol 2002)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 KIR ハプロタイプの遺伝子構造の多様性 
(Parham P et al. Nat Rev Immunol. 2013) 
 
 このゲノム領域は医学的に重要な領域の
一つであり、急性骨髄性白血病（AML）に対
する治療のうち同種造血幹細胞移植(HSCT)
の成否と関連することが報告されている。同
種 HSCT で適合性を決定するも最も重要な遺
伝子としてはHLAが知られている。すなわち、
同種 HSCT や臓器移植では、自分の HLA のタ
イプに合わないものはすべて非自己と認識
して攻撃を始めてしまうため、HLA の適合性
が重要であり、移植において HLA 型を適合さ
せることが必須である。この HLA 型の決定に
ついては次世代シーケンサー(NGS)を用いた
タイピング法の開発が進んでおり、申請者ら
は新規HLAアレルの遺伝子配列も検出可能な
短時間かつ低コストな物理的相決定に基づ
く タ イ ピ ン グ 手 法 を 確 立 し て い る
(Hosomichi et al. BMC Genomics 2013)。 
 近年 HLA型に加え KIR型を適合させること
が移植の成功の鍵であることが明らかとな
っている(Venstrom et al. N Engl J Med. 
2012)。同種 HSCT は NK 細胞の反応性に対す
る感受性が高く、ドナー由来の活性化 KIR 
遺伝子は AML に対する同種 HSCT での再発を
予防や死亡率の低下と関連する。同種 HSCT
の成功のもう一つの鍵となるKIRについても
NGS を用いた迅速なタイピング手法の開発が
求められているが、KIR 領域のゲノム配列決
定やそれに基づく多型解析法の開発のニー
ズは高いにも拘わらず、現在のところ全く報
告がないのが現状である。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題は、NGS を用いた KIR ハプロタ
イプのタイピング手法の確立を一つの基盤
とする。手法開発は NGS ライブラリ調整法、
解析アルゴリズム開発、タイピング結果の精
度確認の 3段階で進め、特に NGS ライブラリ
調整法と解析アルゴリズムは相互に最適化
しながら進めた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) NGS を用いた KIR ハプロタイプのタイピ
ング手法の確立 
 KIR ハプロタイプのタイピング手法のため
のライブラリ調整にはシーケンスキャプチ
ャー法を用いた。すなわち、すでに決定され
ている複数のKIRハプロタイプのゲノム配列
に相補的な配列のプローブを設計し、ハイブ
リダイゼーションによる KIR 領域のゲノム
DNA 断片を回収した。KIR 領域は類似配列が
重複した特有の構造を有することから、シー
ケンスリードは MiSeq による 350bp と 250bp
のペアエンドまたはこれらを結合したロン
グリードによる解析を行った。必要に応じて
ロング PCR 産物の PacBio によるロングリー
ドを併用してゲノム配列を決定し、ゲノム断
片濃縮プローブデザインを改良した。 
 シーケンス後のハプロタイプの決定には
相の決定(Phasing)が不可欠であるが、KIR ハ
プロタイプは遺伝子の有無も含めた多型が
存在するため、CNV 検出法による倍数性の検
出も必要である。CNV 検出と Phasing の 2 種
類のアルゴリズムを組み合わせた解析手法
によるタイピングの為の解析パイプライン
を構築した。 
 
(2) 臨床応用を目指した KIR型および HLA型
と同種 HSCT 成績との関連解析 
 KIRと HLAによって制御されるドナー由来
の NK 反応性は，同種 HSCT を受ける AML 患
者に有益な効果をもたらすことが期待され
る。HLA 適合の非血縁ドナーから造血幹細胞
の移植を受けた AML 患者を対象に，KIR 型に
よる臨床的影響を評価する。移植予後良好例
群と不良群についてKIR遺伝子全領域の多型
と移植成績との関連解析し、レアバリアント
も含めた KIR 領域における同種 HSCT の成否
決定因子を検索した。 
 
４．研究成果 
 
(1) NGS を用いた KIR ハプロタイプのタイピ
ング手法の確立 
 Immuno Polymorphism Database (IPD)の
IPD-KIRならびにIMGT/HLAに多型として登
録がある 17 の KIR 遺伝子、34 の HLA クラ
ス I、クラス II ならびに非 HLA 遺伝子を対
象に遺伝子全長をカバーするオリゴプロー
ブを設計した。KIR 遺伝子についてアライ



メントされたシーケンスリードの量的情報
よりコピー数多型を含めたタイピングが可
能であった。また、34 の IMGT/HLA 遺伝子
についてデータベース登録配列へ検索する
ことで登録配列により 6または 8桁でのタ
イピングが可能であった。本 HLA-KIR タイ
ピング手法により多型解析を実施した。研
究期間内にさい帯血移植ペア 829 検体のシ
ーケンスを実施した。829 検体のシーケン
ス解析の結果、全ての検体において 97.2%
以上のシーケンスリードがヒトゲノム標準
配列にアライメントされ、その平均リード
depth は 84.5x、平均して 94.5%の領域が少
なくとも 10 リード以上でカバーされてい
た。 
 
(2) KIR 遺伝子群の解析 
 IPD-KIR に多型が登録されている 17 の
KIR 遺伝子 (KIR3DL3, 2DS2, 2DL2, 2DL3, 
2DL5B, 2DS3, 2DP1, 2DL1, 3DP1, 2DL4, 3DL1, 
3DS1, 2DL5A, 2DS5, 2DS1, 2DS4, and 3DL2) 
についてシーケンスのアライメントを実施
し、CNV を検出既報の KIR ハプロタイプを
リファレンスに用いて、CNV に基づく KIR
ハプロタイプのタイピングを実施した。KIR
遺伝子群のうち 4 つの遺伝子(KIR3DL3, 
3DP1, 2DL4 および 3DL2)は全ての KIR ハプ
ロタイプにおいて CNV は認められず、共通
して認められた。一方、残りの 13 遺伝子
(KIR2DS2, 2DL2, 2DL3, 2DL5B, 2DS3, 2DP1, 
2DL1, 3DL1, 3DS1, 2DL5A, 2DS5, 2DS1 お
よび 2DS4)は KIR ハプロタイプ間の構造多
型に起因する CNV がリード数の違いとして
認められた。コピー数が 1であることは遺
伝子内の SNV の遺伝子型がホモ接合である
ことでも検証した。その結果、解析可能で
あった 829 検体の全ての検体においてコピ
ー数は 0、1または 2と分類することが可能
であった。 
 
(3) HLA 遺伝子群の解析 
 得られたデータ解析手法として、① 
IMGT/HLAデータベースに基づくHLAタイピ
ング、②コピー数多型および構造多型検出
による HLA ハプロタイプ構造解析、③網羅
的一塩基置換(SNV)および挿入欠失(Indel)
検出、の異なる 3種類の手法による解析法
を確立した。 
① IMGT/HLA データベースに基づく HLA タ
イピング 
 IMGT/HLA データベース登録配列へ検索
することで、計 34 遺伝子、3個の古典的 HLA
クラス I 遺伝子(HLA-A、-B および-C)、5
個の非古典的 HLA クラス I遺伝子(HLA-E、
-F、-G、MICA および MICB)、6 個の HLA ク
ラス I偽遺伝子(HLA-H、-J、-K、-L、-V お
よび-Y)、9 個の古典的 HLA クラス II 遺伝
子(HLA-DRA、-DRB1、-DRB3、-DRB4、-DRB5、
-DQA1、-DQB1、-DPA1 および-DPB1)、4 個の
非古典的 HLA クラス II 遺伝子(HLA-DMA、

-DMB、-DOA および-DOB)、5 個の HLA クラス
II 偽遺伝子(HLA-DRB2、-DRB6、-DRB7、-DRB8
および-DRB9)、およびトランスポーター遺
伝子である TAP1 および TAP2 について 6ま
たは 8桁でのタイピングが可能であった。 
②コピー数多型および構造多型検出による
HLA ハプロタイプ構造解析 
 HLA-H、-K、-Y における遺伝子の有無、
および HLA-DRB2、-DRB3、-DRB4、-DRB5、
-DRB6、-DRB7、-DRB8、-DRB9 の DR 領域に
ついて、リード数と既知ハプロタイプ構造
の情報から解析が可能であった。 
③網羅的一塩基置換(SNV)および挿入欠失
(Indel)検出 
 HLA 領域における検出された 1 検体あた
りの平均 SNV ならびに Indel 数は 4720.6
ならびに 261.2 ヶ所であった。829 検体で
は17,575のSNVと1,322のIndelが認めら
れた。これらのSNVの 81.7%、Indelの 89.6%
は遺伝子領域であり、さらにこのうちのそ
れぞれ 10.2%および 3.4%がエクソン領域の
多型・変異であり、SNV の 69.9%がアミノ酸
の違いを伴うミスセンスおよびナンセンス
変異であった。本シーケンスから得られた
多くの多型変異のうち、多数のアミノ酸置
換を伴う SNV が認められたが、これらのア
ミノ酸置換のうち、184 ヶ所は dbSNP デー
タベースに登録の無い、新規の SNV であっ
た。これら新規の SNV も含め、同種造血幹
細胞移植成績との関連を精査しており、移
植成績と関連する多型・変異を同定するこ
とでクリニカルシーケンス実用を目指して
いく。 
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