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1. 序論 

 

 

1-1. HLAについて 

 

主要組織適合性複合体（major histocompatibility complex : MHC）は、自己・非自己

を決める、つまり移植の組織適合性を支配する遺伝子群としてマウスで 1930年、1940

年代に Gorer 1) と Snell 2) によって同定された。 

そして、1950年代に、Dausset 3) によりヒトの MHC は第 6番染色体短腕部 6p21.31

上に存在することが明らかにされ、ヒト白血球抗原（human leucocyte antigen : HLA）

と呼ばれるようになった 4) ~ 6) 。その後の研究で、ヒトの細胞や組織の自己・非自己

を決定する因子が HLA であることが分かり、T 細胞への抗原提示に関与することが

明らかにされた。 

 

1-2. HLAの構造・機能 

 

 HLAは T細胞受容体を介し、T細胞に抗原を提示する役割を担っている。T細胞受

容体は、HLA の一部と抗原を複合体として同時に認識し、細胞内へその情報を伝え

て T細胞を活性化させる。T細胞への抗原提示には HLAクラス Iと HLA クラス IIが

関与する 7) （図 1）。 

HLAクラス Iは、ほとんどの有核細胞の表面で発現し、内在性抗原を細胞傷害性 T

細胞へ提示する機能を持つ。内在性抗原とは、免疫細胞から攻撃を受けないようにす

るための自己ペプチド、または、ウイルスや細菌など細胞内に入り込み増殖する非自

己ペプチドである。HLA クラス Iは、細胞外領域が α1, α2, α3ドメインからなる α鎖

と、β2ミクログロブリン（β2m）からなる β 鎖が非共有結合したヘテロ二量体である。

α1, α2ドメインは細胞膜から最も外側に位置し、抗原が結合するペプチド収容溝を構

成する 7) , 8) （図 1）。 

HLAクラス IIは、マクロファージ、樹状細胞などの抗原提示細胞の表面に発現し、

外来性抗原をヘルパーT細胞へ提示する機能を持つ。外来性抗原とは、抗原提示細胞

により認識され取り込まれた細胞外に存在する非自己のペプチドである。HLA クラ

ス IIは、細胞外領域が α1, α2ドメインからなる α鎖と β1, β2ドメインからなる β 鎖が

非共有結合したヘテロ二量体である。α1, β1ドメインは細胞膜から最も外側に位置し、

抗原が結合するペプチド収容溝を構成する 7) , 8) （図 1）。 
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1-3. HLA遺伝子座と多型 

 

HLA クラス I において T 細胞への抗原提示に関与する遺伝子座として HLA-A, -B, 

-C が存在し、α 鎖をコードする。HLA クラス II において T 細胞への抗原提示に関与

する遺伝子座として、α鎖をコードする遺伝子座（HLA-DRA, -DQA1, -DPA1）と、β

鎖をコードする遺伝子座（HLA-DRB1, -DRB3/4/5, -DQB1, -DPB1）が存在する 5), 9) 。 

HLA 遺伝子はヒトの遺伝子のなかで多型性に富む遺伝子のうちのひとつである。

1999年にHLA遺伝子群の約 360万塩基対の塩基配列が決定された 10) 。それから様々

な集団の解析により、異なる塩基配列をもつ多くの HLA タイプが次々と同定され、

これまでに同定された HLA タイプは、配列情報と共に IMGT/HLA データベース

（http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）に登録されている（図 2）。 

 

 

 

 

図 1：HLAの構造と T 細胞への抗原提示 
HLAクラス I：α鎖（α1 ドメイン、α2 ドメイン、α3ドメイン）、β2m：β2 ミクログロブリン 

HLAクラス II：α鎖（α1 ドメイン、α2 ドメイン）、β鎖（ β 1ドメイン、 β 2 ドメイン） 

HLAクラス I, IIそれぞれで細胞膜貫通ドメインと細胞質ドメインを示す。 

図 2：IMGT/HLA データベースに登録されているアレル数 

IMGT/HLAデータベース（ver-3.26）に登録されている遺伝子座ごとのアレル数を示す。 
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当データベースは 3 ヶ月ごとに更新され、登録数は年々増加している 6) 。多くの

多型は抗原結合領域に集中する。つまり、HLA クラス Iでは、α1 と α2 ドメインをコ

ードするエキソン 2とエクソン 3内に、HLA クラス IIでは、α1と β1ドメインをそれ

ぞれコードするエクソン 2内に多型が集中する 8),  11) （図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：各ドメインをコードするエクソン 

HLAクラス Iの α鎖、HLAクラス IIの α鎖、β鎖の各ドメインをコードするエクソンを示した。 

TM：膜貫通ドメイン、CY：細胞質ドメイン、LP：リーダーペプチド 
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1-4. HLAタイプの命名法 

  

HLA タイプの命名法は世界保健機関の HLA 命名委員会において規定されており、

HLA 遺伝子座名の後にアスタリスクを挟み、コロンで区切られた 4 領域における数

字と最後に付記されるアルファベットを用いて HLAタイプは表される（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

第 1領域まででは血清型を表す。血清型は、レシピエントの血清中にドナーのリン

パ球と反応する抗体の種類を示す。第 2領域まででは、コーディング領域においてア

ミノ酸置換を伴う塩基置換によりタイプを区別する。つまり、4 桁タイプはコーディ

ング領域のアミノ酸配列を表している。第 3領域まででは、アミノ酸置換を伴わない

塩基置換によりタイプを区別する。つまり、6 桁タイプはコーディング領域の塩基配

列を表している。第 4領域まででは、コーディング領域外における塩基置換によりタ

イプを区別する。つまり、8 桁タイプはイントロン領域と非翻訳領域も含めた領域の

塩基配列を表している。 

最後に付記されるアルファベット「N」は Null アレル（HLA が発現されていない

アレル）を意味する。コーディング領域の途中で終止コドンとなる多型が存在するタ

イプである。アルファベット「G」は抗原結合領域の塩基配列が同じであるタイプグ

ループを表す。これまでの HLA タイピングでは抗原結合領域をコードする範囲のみ

の解析が多く行われてきた。しかし、HLA データベースへのタイプ登録数の増加に

伴い、抗原結合領域外でも多く多型が見つかってきており、4 桁以上の HLA タイピ

ングが困難になってきていた。そこで、抗原結合領域のアミノ酸配列が判定できるよ

うに、「G」で表されるグループ（「Gグループ」とする）が登録された 11) ~ 13) 。 

図 4：HLAタイプの命名法と HLAタイピングの解像度 

世界保健機関の HLA命名委員会において規定されている HLAタイプの命名法についてその例を示した。

また、HLAクラス Iのイントロン、エクソンの図を用いて、各桁において表される範囲と意味を示した。 
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1-5. HLAタイピングについて 

 

1-5-1. 移植分野における HLAタイピング 

 

HLAタイピングは父親、母親由来のアレルそれぞれの HLAタイプを決定すること

を意味し、主に臓器移植、造血幹細胞移植 14) ~ 17) などの移植分野において行われる。

また、感染症 18) 、自己免疫疾患 19) 、薬剤感受性 20) などの関連解析においても有用

な検査技術となっている。移植時の移植片と宿主の HLA タイプが不一致であると強

い T細胞免疫応答が生じ、移植成績が左右され、移植片対宿主病などの合併症が生じ

る事がある 5) 。 

抗原結合領域のアミノ酸配列レベル、つまり Gグループレベルの HLA タイプの一

致が移植分野において重要であることが報告されている 21) 。さらに、G グループレ

ベル HLA タイピングより 4 桁レベル HLA タイピングで HLA タイプを調べた方が、

移植成績が良い事も報告されている 22) ~ 24) 。また、造血幹細胞移植において HLAが

発現しているかどうかも移植成績に影響することが報告されている 25) 。そのため、

Null アレルの検出が重要となる。さらに、HLA の発現に影響する多型がプロモータ

ー領域において存在することが報告されおり、8 桁レベル HLA タイピングも重要と

されてきている 26) ~ 29) 。 

 

1-5-2. 従来の HLAタイピング 

 

現行の HLAタイピング手法には、SSP（Sequence Specific Primer）法 30), 31) 、SSOP

（Sequence Specific Oligonucleotide Probe）法 32), 33) 、 SBT（Sequence Based Typing）

法 34), 35) がある。SSP法（図 5A）は、各 HLA タイプ特異的なプライマーにより PCR

を行い、ゲル電気泳動により DNAバンドのパターンを検出することで HLAタイプを

判定する。SSOP 法（図 5B）は目的とする HLA 配列の PCR 産物に対し、各 HLA タ

イプ特異的なプローブを反応させ、そのプローブを検出することより HLA タイプを

判定する。SBT 法（図 5C）はサンガー法により直接配列を決定することによりタイ

プを判定する方法である 36), 37) 。   
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1-5-3. 従来の HLAタイピングの問題点  

 

SSP 法、SSOP 法では、年々同定される新規 HLA タイプに対応するためのプライマ

ー、プローブが不足している。SSP 法、SSOP 法による HLAタイピング精度を維持す

るためには、新規 HLA タイプに対応するためのプライマーやプローブを新たに更新

する必要があるが、多大なコストがかかってしまうため SSP 法、SSOP 法による HLA

タイピングの解像度は、2桁レベルもしくはGグループレベルまでにとどまっている。 

一方、SBT法は高解像度 HLAタイピング（4桁以上の HLAタイピング）が可能で

ある。しかし、HLA遺伝子領域の高度な多型性が影響するため、2つの染色体から増

幅された混合産物のシーケンシングでは、各多型部位が同一の染色体上（cis）、もし

図 5：従来の HLAタイピングの概要 

(A) SSP（Sequence Specific Primer）法の概要を図示した。 

コントロール：それぞれの PCR産物に対して、混合して泳動する DNA。 

(B) SSOP（Sequence Specific Oligonucleotide Probe）法の概要を図示した。HLAクラス IIのエクソン

2 の PCR産物に対して検出用プローブのハイブリダイゼーションにより検出する例を示す。 

(C) SBT（Sequence Based Typing）法の概要を示した。増幅プライマーにより解析領域を増幅し、シ

ーケンシング用プライマーで各エクソンの塩基配列を解析する例を示している。それぞれの塩

基で表された波形はサンガーシーケンシングによって得られた一部領域のデータを示す。 
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くは異なる染色体上（trans）に位置するのかというアレルの区別化ができない（phase 

ambiguity）。 

高解像度 HLAタイピングを目的とした SBT 法は、phase ambiguityを解消するため

に、クローニングによりアレルを分けたハプロイド配列のシーケンシングを行う必要

がある 37), 38) （図 5C）。その場合、検査工程が煩雑になり検査に要する時間と労力の

消費が大きくなり、また、多数検体を処理することも困難となることから、多くの

SBT 法による HLA タイピングでは G グループレベル HLA タイピングにとどまって

いる 35), 39) 。 

 

1-5-4. 次世代シーケンサーによる HLAタイピング 

 

近年、上記の問題を解決できる次世代シーケンサー（NGS：Next Generation 

Sequencer）が HLA タイピング分野に導入されつつある。NGS では、1 分子の DNA

配列由来の配列情報を得ることができ、従来の方法（項目 1-5-3 を参照）で問題にな

っていた phase ambiguityを解消できる。そのため、アレルごとの高解像度 HLAタイ

ピングが可能となる 37), 40), 41) 。また、サンガー法に比べて、NGS による配列解析は、

解析される配列数が膨大であることから、複数サンプルの異なる遺伝子座を一度に解

析することができる。以上の理由により、NGS を用いた HLAタイピングは従来の方

法よりも簡便で、かつ効率の良い手法になり得る 37), 41) 。 

 

1-5-4-1. 報告されている HLAタイプ判定プログラムについて 

 

2009年よりNGSを用いたHLAタイピング手法が報告されはじめた。当初は 454 GS 

FLX （Roche）による HLAタイピング手法の報告が主であったが、454 GS FLX より

も安価で多くのデータ量を出力できる MiSeq（Illumina）、Ion Torrent PGM（Thermo 

Fisher Scientific）のような次世代シーケンサーが登場、普及してからはこれらの機種

での HLA タイピング手法の報告が行われてきた。それぞれの機種で異なる長所や短

所があり 24) （表 1）、それぞれの長所を活かした HLAタイプ判定プログラムが考え

られている。 

 

 

 表 1：次世代シークエンサー（NGS）機種の特徴 
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以下に、各NGS機種によるHLAタイプ判定プログラムの報告をいくつか紹介する。 

 

・454 GS FLX 

 

Gabriel ら 42) 、Holcomb ら 43) が報告している 454 GS FLXを用いた手法では、配列

決定できる鎖長が長いという特徴を活かした解析プログラムになっている。読み取り

エラーが少なく、鎖長が長く、データ品質の高いデータを選択するという処理を行っ

た後に、IMGT/HLA データベース（http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）を調べ、完全一

致したタイプを選定するといった比較的シンプルな HLA タイプ判定プログラムにな

っている。 

 一方、MiSeq、Ion Torrent PGM は、454 GS FLX よりも本体価格が安価で、データ量

が多く、解析コストも低いため、これらの機種を用いた HLA タイピング手法の開発

が重要である。しかし、これらの機種には配列決定できる鎖長が短い（MiSeq：～300 

bp、Ion Torrent PGM：400 bp）という短所があり、短い配列データを用いた HLAタ

イプ判定プログラムが考えられてきている。 

 

・Illuminaシステム（MiSeq、HiSeq）  

 

Hosomichi ら 44) 、Cao ら 45) の方法は Illumina システムの出力データからアレルご

とにつなぎ合わせて解析領域全体のコンセンサス配列を作成し、IMGT/HLA データ

ベースとの類似性検索を行う。 

 

・Ion Torrent PGM 

 

Shiinaら 46), 47) は、SeaBass（Sequence Alignment Based Assignment Software）という

HLAタイプ判定プログラムを開発している。SeaBass では、アライメントツールを用

い、配列データと IMGT/HLA データベースとの類似性検索を行った後、候補となる

アレルを絞り込む。そして、その候補アレルに配列データをマッピングさせ、算出さ

れた被覆率を参考にし、HLAタイプの判定が行われる。   

 

1-5-4-2. 報告されている HLAタイプ判定プログラムの精度について 

 

解析対象としている遺伝子座数（6~11遺伝子座）やサンプル数（20~336 サンプル）

が多く、NGS を用いて高解像度 HLAタイピング（4桁以上の HLA タイピング）を行

っている報告 43), 45), 50) ~ 52) の HLAタイピング正解率は 93~97 %代にとどまっている。

99%代の HLAタイピング正解率を示す報告 42), 46), 49), 53)もあるが、解析対象としている

遺伝子座数（2~8遺伝子座）やサンプル数（4~11 サンプル）は少ない。 

以上のように主要な HLA遺伝子座すべてを解析対象とし、高い HLA タイピング正
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解率を示しているような報告はまだない。各報告において 100 %の正解率とならなか

った理由として以下のような問題点が挙げられている。 

 

・不正確なアレルの区別化 

 

ゲノム DNA から個々のエクソンを増幅する方法を用いライブラリー作成を行

った場合、エクソン間の cis、trans 情報を得ることができないため、決定できな

いハプロタイプが存在する 5) 。 

 

・NGS による読み取りエラー 

 

   NGS を用いた配列解析では読み取りエラーが多いことが知られている 24), 55)。

各報告では NGS の多くの配列データよりコンセンサス配列を作成することで、

このようなエラーを克服する手法をとっているが、少なからず HLA タイピング

に影響するケースがある 5), 40) 。 

 

・PCR 増幅バイアス・片側対立遺伝子の欠落 

 

  一般に PCR ではアレル間において増幅バイアス 56) やアレルの一方のみが増

幅されない片側対立遺伝子の欠落（PCR dropout）が知られている。NGS を用い

た HLAタイピングにおいても、PCR の増幅バイアスや PCR dropout が原因で、

片アレルの HLAタイプの決定が行えないことが報告されている 5), 40), 52) 。  

 

1-5-4-3. 癌治療における HLAタイピングを行う意義 

 

HLA タイピングは腫瘍ペプチドワクチン療法を行う上でも重要である。腫瘍ペプ

チドワクチン療法 57) とは、腫瘍抗原であるペプチドを投与し、そのペプチド特異的

な細胞傷害性 T 細胞を活性化させ、腫瘍の増大を抑制させる治療方法である。腫瘍

ペプチドワクチン療法では、ある特定の HLA タイプを有する患者に効果を示すよう

に開発されるため、治療前に HLA タイピングを行っておく必要がある。  

 癌患者において、HLA の発現が低下または無い場合、抗原提示細胞の腫瘍抗原提

示能が低下する。その結果、細胞傷害性 T 細胞の活性が低下し、抗腫瘍作用が低下

する事が報告されている 58) 。HLA の発現量に関わるアレル（Null アレルなど）を

同定する HLA タイピングは腫瘍の免疫逃避機構に関する研究分野においても重要

になっている。 

 さらに、HLA の発現低下は、免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍の治療効果

にも影響し得る。免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍免疫療法は、細胞傷害性 T

細胞の活性化抑制に関与する免疫チェックポイント分子（Programmed death-1 : PD-1, 
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Programmed death ligand-1 : PD-L1，  Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 : 

CTLA-4）を阻害することにより、細胞傷害性 T 細胞を活性化させ、腫瘍を攻撃する

治療法である 59), 60) 。HLA の発現低下により抗原提示細胞の腫瘍抗原提示能が低下す

ると、細胞傷害性 T細胞は活性化せず、免疫チェックポイント阻害剤は意味をなさず、

治療効果を示さない事が報告されている 61), 62) 。免疫チェックポイント阻害剤は、一

部の患者では劇的な治療効果を示すが、治療効果のない患者も存在する。そのため、

免疫チェックポイント阻害剤の効果がある患者を選定するためのバイオマーカー開

発（HLA領域の Null アレルの同定など）が重要となっている。 

 

当研究では、1回の Ion Torrent PGM による配列解析で、最大 16人の RNAサンプ

ルから 11遺伝子座（HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3/4/5, -DQB1, -DQA1, -DPB1）それぞ

れのハプロタイプを自動的に決定できる HLA タイピングシステムを開発した。HLA

タイピングシステム中の解析プログラムは、① 配列ファイル作成プログラム、② ハ

プロタイプ候補配列作成プログラム、③ HLA データベース検索プログラム、④ HLA

タイプ決定プログラムから構成されている。Ion Torrent PGM の短所である読み取りエ

ラーを除去した上で構成されたハプロタイプの候補となる配列を使用し、IMGT/HLA 

データベースを調べ上げ、HLAタイピングを行う。当プログラムは、Ion Torrent PGM

のような鎖長が短い配列データからでも 6桁レベル（コーディング領域の塩基配列レ

ベル）での HLAタイピングが可能なプログラムとなっている。 
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2. 結果 

 

 

2-1. HLAタイピングシステムの開発 

 

当 HLAタイピングシステムは、「HLAタイピングプログラム用ライブラリー調製」、

「NGS による配列解析」、「HLA タイピングプログラム」で構成されている。当項目

では、HLA タイピングシステムの開発過程をその根拠と共に説明する。なお、NGS

の出力配列が短いため、通常のデータ処理では HLAタイピング不能な検体があった。

これらの検体に対応するため分子バーコード配列を利用して同一分子由来の配列を

統合する「補完 HLA タイピングシステム」を別途開発した。まず、主体となる HLA

タイピングシステムについて説明する。 

 

2-1-1. HLAタイピングプログラム用ライブラリー調製 

 

2-1-1-1. 一本鎖 cDNA 合成 

 

全 RNAからランダムヘキサマーを用いて一本鎖 cDNAを合成した。RNAを用いた

HLAタイピングではゲノムDNAを用いたHLAタイピングよりも解析領域が少なく、

エクソン間での cis、trans の多型情報を取得しやすい。HLA遺伝子座ごとのプライマ

ーセット（項目 2-1-1-2 を参照）を用いて、一本鎖 cDNAを鋳型とする PCR を行うの

だが、HLA遺伝子領域全体を解析対象とするため、一本鎖 cDNA合成では HLA特異

的なプライマーでなくランダムヘキサマーを使用した。詳細は材料と方法の項目

4-2-1において説明する。 

 

2-1-1-2. HLAプライマーの設計  

 

解析対象とした各 HLA 遺伝子座に対して特異的なプライマーの設計を行った。

HLA解析用のプライマーセットを各 HLA遺伝子座のコーディング領域をカバーする

ように設計した。IMGT/HLAデータベース（http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）にはコ

ーディング領域の塩基配列タイプを表すデータベース（「HLA cDNAデータベース」

とする）と、イントロン領域も含めたゲノム DNAの塩基配列を表すデータベース

（「HLA DNAデータベース」とする）が存在する。それらの配列データを用いて各

HLAタイプにおいて保存されている領域にプライマーを設計した。プライマー設計

時の HLAデータベースのバージョンは version 3.16.0（2014年 4月更新）である。各

HLA遺伝子座のコーディング領域をカバーするために HLAクラス I（HLA-A, -B, -C）

に対してそれぞれ 4領域、HLAクラス II（HLA-DRB1/3/4/5, -DQB1, -DQA1, -DPB1）

に対してそれぞれ 3領域を増幅するようなプライマーを 27セット設計した（表 2）。 
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 表 2：プライマー配列と保存率 
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各遺伝子座の両端に位置させたプライマー（HLAクラス I：1Fと 4R、HLAクラス

II：1Fと 3R）は、コーディング領域外（HLA cDNAデータベースに登録されている

タイプはコーディング領域内の配列データである）に設計した為、HLA DNAデータ

ベースの配列を用いて保存率 1、保存率 2（下記）を計算した。なお、各遺伝子座の

両端に位置するプライマー以外は HLA cDNAデータベースの配列を用いて保存率を

計算した。保存率 1はプライマー設計領域の配列が保存されているタイプの割合を表

し、保存率 2はアレル頻度（Allele Frequencies に登録されている人種）が 0.001以上

のタイプにおいてプライマー設計領域の配列が保存されているタイプの割合を表す。

アレル頻度は、各人種においてアレル頻度が調べられているデータベース Allele 

Frequencies（http://www.allelefrequencies.net/）を用いて調べた。改良前プライマー（以

下で説明）を除いたプライマーの保存率 1は、96.2 ～100 %、保存率 2は、98.5 ～100 %

となった。したがって、設計したプライマーは、アレル頻度の少ないタイプを除くと、

ほとんどの HLA cDNA データベースに登録されているタイプを特異的に増幅するこ

とができる。 

なお、設計した 3プライマーでバージョン 1（v1）とバージョン 2（v2）の 2種類

が存在しているが、v2 は v1の改良版である。v2は v1の設計段階において、一部の

タイプにおいて保存領域の見落としがあることが判明し HLAタイピングが行えなか

ったため、設計の見直しを行ったものである。したがって、一部のサンプルにおいて、

改良前プライマーではなく改良後プライマーから出力されたデータを使用している。

詳細な設計方法は項目 4-2-2において説明する。解析対象とした 11 遺伝子座における

各増幅領域と HLA cDNA データベースとの位置関係は図 6に示した。 
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図 6：PCRによる増幅領域と HLA cDNAデータベース/参照配列との位置関係 

(A) HLA-A, (B) HLA-B, (C) HLA-C, (D) HLA-DRB1/3/4/5, (E) HLA-DQB1, (F) HLA-DQA1, 

(G) HLA-DPB1, (H) HLA-DPA1 

青色バー： HLA cDNAデータベースに登録されている配列を長さの種類ごとに並べたもの。 

青矢印：設計したプライマー（表 2）による増幅領域を表す。 

数字（赤）： 開始コドン（ATG）の Aを 1 とした場合の各増幅領域の位置を表す。 

数字（緑）： マッピングに使用する参照配列の最初の塩基を 1 とした場合の位置を表す。 
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2-1-1-3. NGS 解析用アダプター配列の付加 

 

 調製した一本鎖 cDNA（項目 2-1-1-1 を参照）を鋳型とし、設計したプライマーセ

ット（項目 2-1-1-2 を参照）により PCR を行なった後、27 種類の PCR 産物をサンプ

ルごとで等量ずつ混合し、精製した。そして、混合 PCR 産物にアダプター配列を付

加した。このアダプター配列には、個人を識別するための配列と、NGS による配列解

析を可能とする配列が含まれている。個人を識別するための配列が含まれているアダ

プターを付加することで、複数サンプルを一回の配列解析で解析することができる。

詳細な方法は項目 4-2-3, 4において説明する。 

 

2-1-2. NGS による配列解析 

 

NGS により解析されたデータは、Torrent Server（Ion PGMTM Sequencer による解析

用サーバー）上でデータ品質のフィルタリングが行われ、個人識別配列により各サン

プルが識別され、各遺伝子座に対して 1種類ずつ用意した参照配列へのマッピングが

行われる。マッピングは解析された配列がどの遺伝子座のどの領域由来の配列なのか

を明らかにするために行う。参照配列データベースである NCBI Reference Sequence

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/）に登録されている各 HLA遺伝子座の cDNAの配

列から 1 種類選択し、各遺伝子座の参照配列とした（図 6）。詳細な方法は項目 4-2-5

において説明する。 

 

2-1-3. HLAタイピングプログラムの開発 

 

  NGS によるテストセット（12サンプル：健常人血漿由来 RNAサンプル 3例、乳癌

組織由来 RNAサンプル 9例）の配列解析を行なった出力データを用いて HLAタイピ

ングプログラムの開発を行なった。 

HLA タイピングプログラムは「配列ファイル作成プログラム」、「ハプロタイプ候

補配列作成プログラム」、「HLA データベース検索プログラム」、「HLA タイプ決定プ

ログラム」から構成されている。上記プログラムを順に実行させることにより自動的

に、各サンプルの遺伝子座ごとの HLAタイプを決定する。図 7に HLA タイピングプ

ログラムの全体像を示す。当項目では各プログラムの説明を行うと共に、そのような

解析方法にした根拠をテストセットのデータを基に行う。 
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図 7：HLAタイピングプログラムの全体像 

HLAタイピングプログラムは 4つのプログラム（配列ファイル作成プログラム、ハプロタイプ

候補配列作成プログラム、HLA データベース検索プログラム、HLA タイプ決定プログラム）か

ら構成されている。 

1F～4R：図 8で示す各解析領域のシーケンスデータを表している。 

緑線、赤線：各解析領域でハプロタイプ候補配列が完全一致した共通の HLAタイプを表す。 

フィルタリングパラメーター1及び 2：当プログラムで設定するパラメーターである。 
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2-1-3-1. 配列ファイル作成プログラム 

 

「配列ファイル作成プログラム」は、各解析領域（HLA クラス I：1F～4R、HLA

クラス II：1F～3R）の配列データを取得するプログラムである。NGS により生成さ

れた個々の配列データのことを「リード」と呼ぶことにする。図 8 は、増幅領域が 4

か所ある HLA クラス I の各リードが参照配列へマッピングした際のイメージ図であ

る。配列解析の開始を示すアダプターが各ライブラリーに対して両方向に付加し、配

列が読み取られるため、図 8 のように赤い矢印で示した右向きのリード（「フォワー

ドリード」とする）と青い矢印で示した左向きのリード（「リバースリード」とする）

が存在する。プライマー配列を除き、解析領域の長さの 55%もしくは 60%（遺伝子座

ごとに設定）までの配列領域（図 8の赤枠、青枠で示した領域）を解析対象配列とし

た。塩基読み取り精度によりデータとして出力されるリードの長さは様々であるが、

出力データを確認したところ、約 350 塩基以上のリードでは後半の塩基読み取りエラ

ーが多く見られる傾向にあり、以後の解析に悪影響が生じたため、途中までの配列を

使用した。詳細な方法は項目 4-3-1において説明する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8：マッピングイメージ（HLAクラス I） 

HLAクラス Iにおいて各増幅領域のリードが参照配列へマッピングされた時のイメージ図。 

増幅領域 1のフォワードリードを 1F、リバースリードを 1Rとしている。増幅領域 2～4も同様に

2F～4Rとそれぞれのリードを表した。 

赤枠、青枠：それぞれフォワードリード、リバースリードにおける解析領域を表す。 
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2-1-3-2. ハプロタイプ候補配列作成プログラム 

 

 「ハプロタイプ候補配列作成プログラム」では、マルチプルアライメントツールで

あるMultiple Sequence Alignment：MUSCLE（http://www.drive5.com/muscle）63) を使用

し、2つのアレル上の HLA 配列の候補（「ハプロタイプ候補配列」とする）の作成と、

各候補配列の信頼性を示すスコア（「ハプロタイプスコア」とする）を付加する。ハ

プロタイプ候補配列作成過程において、読み取りエラーを除去し、かつ、アレルの区

別化を行う。 

当項目では、作成した配列ファイル（項目 2-1-3-1 を参照）を用い、NGS による読

み取りエラーを除去しつつ、ハプロタイプ候補配列を作成する過程と、ハプロタイプ

スコアの算出方法について説明する。 

まず、作成した配列ファイルをマルチプルアライメントツールにより整列化させ、

ポジションごとに各塩基の割合を計算する（「縦」の情報）（図 9）。2つのアレルを分

けた配列を作成するためには、「縦」の情報に加え、「横」の情報（各多型の組み合わ

せ）が必要である。「横」の情報を自動的に得るために、取得したポジションごとの

塩基割合情報から 2種類以上の塩基が存在するポジションを認識し、それらの塩基を

用いて考えられる全てのハプロタイプを羅列する。図 9の例の場合、アレル間で 3箇

所塩基が異なるので 8 パターン（2×2×2）のハプロタイプ候補配列（候補 1～8）が羅

列できる。そして、各ハプロタイプパターンを有する配列のリード数をマルチプルア

ライメントの出力データからカウントする。このリード数を「ハプロタイプスコア」

とする。図 9 の場合、候補 1 と候補 2 のハプロタイプスコアはそれぞれ 6、候補 3~8

のハプロタイプスコアは 0となる。図 9では、NGS による読み取りエラーが全くない

場合として図示しているが、実際のデータでは読み取りエラーが少なからず生じるた

め、候補 3~8 のようなパターンでも 1 以上のハプロタイプスコアとなる場合がある。

さらに、2 アレルで塩基が異なるポジションでの読み取りエラーにより 3 種類以上の

塩基が存在することも考えられるためハプロタイプの候補がさらに増える事もある。 
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図 9：ハプロタイプ候補配列作成プログラムの概要 

増幅領域 1に 6 箇所の多型が存在する配列例を示す。 

赤枠：1F解析領域を表す。 

青枠：1R解析領域を表す。 

候補 1~8：1R解析領域の配列データから考えられるハプロタイプ候補配列とハプロタイプスコア。 
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NGS による読み取りエラーにより生じたハプロタイプ候補配列を除去するために

パラメーター（「フィルタリングパラメーター1」とする）を設定した。例として図 10

に BC63 サンプルの HLA-Aで作成された 1F、1R 領域のハプロタイプ候補配列のハプ

ロタイプスコアを降順で示した。フィルタリングパラメーター1を「40」とした場合、

最も高いハプロタイプスコアの 1 / 40以下のスコアを有する候補配列を除去し、残り

の候補配列をハプロタイプ候補配列として選択する。フィルタリングパラメーター1

は遺伝子座ごとに設定した。各遺伝子座の設定値に関しては項目 2-1-3-4-3 において

説明する。ハプロタイプ候補配列作成の詳細な方法は項目 4-3-2において説明する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10：フィルタリングパラメーター1によるフィルタリング例 

BC63 サンプルの HLA-A の 1F、1R領域で作成された各ハプロタイプ候補配列 

（A-1F：Candidate-1~33、A-1R：Candidate-1~29）のハプロタイプスコアを示す。 

緑字：フィルタリングパラメーター1を用いたフィルタリングの計算例を示す。 
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2-1-3-3. HLAデータベース検索プログラム 

 

「HLAデータベース検索プログラム」ではアライメントツールを用いて、HLA cDNA

データベース（http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）への検索を行う。 

作成したハプロタイプ候補配列ファイル（項目 2-1-3-2を参照）を HLA cDNAデー

タベースに対してアライメントツールである BLAST-like alignment tool：BLAT

（http://genome.ucsc.edu/）を用い、アライメントさせた。配列の一致度からタイプを

選定するための指標として「MR（Matched Rate）」を設定した。MR はハプロタイプ

候補配列が HLA cDNA データベースの各 HLA タイプ配列と重なっている領域（「重

複領域」とする）中で一致した塩基数の割合である（図 11A）。 

 BLAT（http://genome.ucsc.edu/）は、連続した類似配列内の塩基置換、挿入欠失のみ

検出する。そのため図 11B の場合ハプロタイプ候補配列 Aはタイプ 1、タイプ 2とも

に塩基置換は 0、挿入欠失も 0 というアライメント結果になる。しかし、実際はタイ

プ 1の塩基配列に対しては 40塩基の完全一致、タイプ 2の塩基配列は 32塩基と部分

一致である。即ち BLAT の出力のみでは一致不一致を判定できない場合があるため、

MR を導入しMR = 1を完全一致の指標とした。タイプ 1はMR = 1、タイプ 2では

MR = 0.8となる。MR の計算方法の詳細は項目 4-3-3において説明する。 

 

 

 

 

 

 

図 11：MR（Matched Rate）について 

(A) 一致率の計算方法 

赤枠で示した領域：2配列（タイプとハプロタイプ候補配列）で塩基配列が一致している領域。 

(B) ハプロタイプ候補配列 Aのタイプ 1、2 それぞれへのアライメント例 

タイプ 1：不一致塩基数、欠失・挿入塩基数が 0 で、重複領域で全ての塩基が一致している例。 

タイプ 2：不一致塩基数、欠失・挿入塩基数が 0 であるが、重複領域で部分一致している例。 
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2-1-3-4. HLAタイプ決定プログラム 

 

「HLAタイプ決定プログラム」では、HLA データベース検索結果（項目 2-1-3-3を

参照）を用いて、全解析領域（HLA クラス I：1F~4R、HLA クラス II：1F~3R）にお

いて共通して完全に配列が一致した HLA タイプを選定する処理を先ず行う。大部分

のサンプルでは、全領域（HLA クラス I：1F~4R、HLA クラス II：1F~3R）で共通し

て完全一致したタイプ（MR = 1）を出力させると 2タイプの出力データとなり、ハプ

ロタイプを決定できた（図 12）。 

 

 

 

 

 

 

しかし、一部サンプルは、当処理のみではハプロタイプを決定できず、以下で説明

するような追加処理が必要であった。追加処理が必要なケースは以下のとおりである。 

 

1.  NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合。 

2.  NGS の読み取りエラーの中で特に欠失エラーのため MR ≠ 1になる場合。 

3.  別コンティグに多型がある場合。 

4.  HLA cDNAデータベースに登録された HLA配列が不完全な場合。 

 

2-1-3-4-1. NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合 

 

NGS の読み取りエラーのためフィルタリングパラメーター1（項目 2-1-3-2を参照）

による処理では、目的とするアレル以外のハプロタイプ候補配列が残ってくる場合が

ある。このようなケースに対し、フィルタリングパラメーター2を導入して解決した。 

ハプロタイプスコアは当該タイプと完全に合致したリード数になるため、ハプロタ

イプスコアが同一の場合、同じ配列を持っている（項目 2-1-3-2 を参照、もちろん非

常に低い確率で異なる配列である可能性はある）。ハプロタイプスコアが一致する領

域が多数を占める場合、一致しない領域は読み取りエラーによる可能性が高い。 

このようなケースを判別する方法を図 13 の例を用い説明する。BC92 サンプル

HLA-Aにおいて 1F~4Rで完全に一致したHLAタイプは、3つA*02:01:01、A*31:01:02、 

図 12：追加処理を必要とせずハプロタイプを決定できた例 

BC63 サンプルの HLA-A, -B において出力された共通タイプと各領域のハプロタイプスコア。 
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A*31:14Nである。A*02:01:01、A*31:01:02 は全領域に渡ってハプロタイプスコアが異

なるため、すべての領域の配列が異なっている。それに対し、A*31:01:02、A*31:14N

は 2R, 3F領域以外は同一スコアで、A*31:14Nの 2R, 3F領域はハプロタイプスコアが

低いことから NGS の読み取りエラーのため生じたと考えられる。 

A*02:01:01、A*31:01:02、A*31:14Nの 3タイプをマルチプルアライメントさせた結

果（図 14）をみると、A*02:01:01 と A*31:01:02 は 1F~4R の全領域に渡り、塩基が異

なる箇所が存在する。それに対し、A*31:01:02 と A*31:14N のマルチプルアライメン

トデータは、A*31:14N は、A*31:01:02 と比べ 2R、3F領域のうち、黄色の四角で示し

ている所にシトシンの挿入がみられた。 

 BC92 サンプル等の例から、領域数の半数以上が同一スコアである場合、同じグル

ープ（「アレルグループ」とする）とする規則を設けた。図 13 の場合、8 領域の半数

は 4 であるため、6 領域で同一スコアである A*31:01:02 と A*31:14N は同じアレルグ

ループとなる。アレルグループ内のフィルタリング処理のためフィルタリングパラメ

ーター2を設置し、項目 2-1-3-2-2と類似の操作を領域ごとで行い、ハプロタイプスコ

アが低いアレル（HLA-Aの場合、フィルタリングパラメーター2は「5」としたため、

最も高いハプロタイプスコアの 1 / 5以下のスコアを有するアレル）を除去した。 

 

 

 

 

 
図 13：NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合の例 

BC92 サンプルにおいてフィルタリングパラメーター2 による追加処理が必要な例を示す。 

A*31:14N は、フィルタリングにより除去されるタイプである。 
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図 14：マルチプルアライメントの結果例 

BC92 サンプル、HLA-A遺伝子座のマルチプルアライメントの結果。 

1 段目：A*02:01:01、2段目：A*31:01:02、3 段目: A*31:14N 

黄色枠：A*31:14N と A*31:01:02 とで配列が異なる箇所（シトシンの挿入）。 
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各遺伝子座のフィルタリングパラメーター1、2は、表 3で示した組み合わせごとに

正解率を算出し、最も正解率が高い組み合わせを採用した。正解率は、サンガー法（項

目 4-4 を参照）で決定した HLA アレル（212 アレル）の内、HLA タイピングプログ

ラムで決定できたアレル数の比率である。HLA-A では、フィルタリングパラメータ

ー1、2がそれぞれ 40、5である組み合わせ、HLA-B, -C, -DPA1では、フィルタリン

グパラメーター1、2がそれぞれ 100、10、HLA-DRB1/3/4/5, -DQB1, -DQA1 では、80、

10、HLA-DPB1では、40、10となった。 

 

 

 

 

 

2-1-3-4-2. NGS の読み取りエラーの中で特に欠失エラーのため MR ≠ 1になる場合 

  

 項目 2-1-3-1で述べたように NGS の出力データを確認したところ、約 350 bp以上解

析されたリードでは後半の塩基読み取りエラーが多く見られる傾向にあったが、図

15Aで示すように、フォワードリード、リバースリード相互排他的に配列ファイル作

成領域内で、欠失エラーが生じているサンプルがいくつか確認された（表 4）。タイプ

ごとで決まった位置に図 15A のような欠失が生じているため配列依存的なエラーの

可能性が高い。解析する各領域（HLA クラス I：1F~4R、HLA クラス II：1F~3R）で

1 領域でもこのような欠失エラーが生じると、全領域で共通に完全一致したタイプを

選定することはできない。 

このような欠失エラーに対応するために以下の処理（図 15B）を行なった。MR=1

で共通タイプ（図 15B、①）を出力できなかった場合は、MR≧0.99、欠失が 1 以下、

不一致塩基数が 0 で共通タイプを検索（図 15B、②）、この条件で 2 アレル決定でき

なければ、MR≧0.99、欠失が 2以下、不一致塩基数が 0で共通タイプを検索（図 15B、

③）、というように検索条件を順次変更することにより配列ファイル作成領域内の欠

失エラーに対応させる手法を考案した（図 15B）。テストセットの配列データを確認

したところ、このような欠失エラーが同じ領域内に 2箇所出現する例が確認されたの

で、（HLA-C*07:02:01、3F領域）、当 HLA タイピングプログラムでは欠失を 2つまで

許すこととした。 

        

表 3：2種類のパラメーターの組み合わせによる HLAタイピング正解率 
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図 15：NGS の読み取りエラーの中で特に欠失エラーのため MR ≠1になる場合 

(A) NGS で解析されたリードの中に欠失エラーが存在する際のイメージ図。 

赤枠、青枠：配列ファイル作成領域。 

(B) 欠失エラーが生じた場合の追加処理の流れ 

① MR=1 で共通タイプ。 

② MR≧0.99、欠失が 1以下、不一致塩基数が 0で共通タイプを検索。 

③ MR≧0.99、欠失が 2以下、不一致塩基数が 0で共通タイプを検索。 
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2-1-3-4-3. 別コンティグに多型がある場合 

 

 NGS で配列決定できる鎖長はおよそ 400 塩基であるため、2 つ以上の配列領域に

またがる多型の場合、関係のないハプロタイプが選択されてくる場合がある。図 16A

に一例を示す。この例の場合、318 番と 664 番の塩基に多型があったが、別々のコン

ティグにあったため、3 つの候補が残ってしまった。前項で述べたハプロタイプスコ

アが同一の場合同じ配列を持つ、という特徴をこの場合も活用した。 

各領域に 1 種類しかないハプロタイプスコアを下線で強調した（図 16B）。

DPB1*02:01:02、DPB1*04:02:01 は固有の配列を持つが、DPB1*105:01 は全 2者と共通

の配列しかもたない。従って DPB1*105:01 は DPB1*02:01:02、DPB1*04:02:01 の部分

配列から生成されたものと結論付けることができる。 

 

 

 

 

 

 

表 4：解析領域内の欠失エラー 

 

 

図 16：別コンティグに多型がある場合の追加処理が必要なサンプル例 

(A) 各増幅領域において共通にマッチした 3つの HLAタイプの多型の位置関係を示す。 

数字（緑）： マッピングに使用する参照配列の最初の塩基を 1 とした場合のの位置。 

(B) 出力された 3タイプと各領域のハプロタイプスコアを表す。 
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2-1-3-4-4. HLA cDNA データベースに登録された HLA配列が不完全な場合 

 

 HLA cDNA データベースに登録されている多くのアレルは調べられていない領域

を含む不完全な配列である。そのため、図 6 に示したように HLA cDNA データベー

スに登録されているデータの長さは様々である。2 アレルのうち、一方が長い配列を

有するタイプで、もう一方が短い配列を有するタイプである場合、解析領域 1F~4R

（HLAクラス I）もしくは 1F~3R（HLAクラス II）で共通のタイプを選択すると長い

配列タイプしかデータとして出力されないケースが想定される。そのため HLA クラ

ス Iでは 1F~4R で 2 アレル決定できなければ、1F~4F で共通のタイプを検索、1F~4F

で 2 アレル決定できなければ、1F~3R で検索、1F~3R で 2 アレル決定できなければ、

1F~3Fで検索、というように検索領域を順次縮小することにより HLA cDNAデータベ

ースに登録されている様々な長さの配列を有する HLA タイプに対応させる手法を考

案した。HLAクラス IIでも同様に、1F~3R で 2アレル決定できなかった場合、1F~2F

まで検索した。 

このような追加処理を必要としたハプロタイプ例を図 17に示した。図 17Aは、BC63

サンプルの HLA-DQB1 におけるタイプと各解析領域との位置関係を示している。こ

のサンプルの HLA-DQB1 のタイプは、長さが 786 bpである DQB1*05:02:01 と長さが

552 bp である DQB1*04:08 である。3F 領域、3R 領域のハプロタイプ候補配列は

DQB1*04:08 には重ならないため、1F~3R もしくは 1F~3Fで完全に一致したタイプを

検索すると、図 17B で示すように DQB1*05:02:01 は出力されるが、DQB1*04:08 は出

力されない。DQB1*04:08 をカバーする 1F~2R で共通のタイプを検索すると

DQB1*04:08 のデータが出力され、最終的にこのサンプルのハプロタイプは

DQB1*05:02:01 と DQB1*04:08 なる。 

 

 

 

 

図 17：HLA cDNAデータベースに登録された HLA配列が不完全な場合の例 
(A) BC63 サンプルの HLA-DQB1 のハプロタイプと、1F～3R領域の位置関係を表す。 

(B) BC63 サンプルの DQB1において出力された共通タイプと各領域のハプロタイプスコアを表す。 
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以上 4 つの追加処理を組み合わせた解析ラインを図 22（HLA タイピングシステム

と補完 HLA タイピングシステムを組み合わせた解析フローチャート）に示した。図

22の解析フローチャートのうち HLAタイピングプログラムを詳細に示したものが図

25であり、図 25に関する詳しい説明は項目 4-3-4で行う。 

  

2-2. 開発した HLAタイピングシステムの検証 

 

 設定したパラメーターによる HLA タイピング結果（テストセット）を表 5 に、正

解率を表 6 に示した。開発した HLA タイピングプログラムにより 6 桁レベルで決定

した全遺伝子座のアレル数は、211 アレル、サンガー法により決定した全遺伝子座の

アレル数は 212アレルであるため、正解率は 99.5 %となった。また、抗原結合領域（G

グループレベル）の HLA タイピング精度（表 6）も示した。G グループレベル HLA

タイピングを行う際は、HLAタイプ検索プログラム終了後、Gグループが存在してい

るタイプは、その G グループ名に置き換え、HLA タイピング決定プログラムを実行

させて出力させた。増幅バイアスが影響しサンガー法により決定した HLA タイプが

出力されず、決定できなかったアレルが 6 桁レベル、G グループレベル HLA タイピ

ング共に 1アレル存在した（S サンプル、HLA-DRB3/4/5遺伝子座）。 

 

 

 

 

 
表 5：設定したパラメーターでの HLAタイピング結果（テストセット） 
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次に、開発した HLA タイピングシステムの性能を評価するために、検証セット（30

サンプル：乳癌組織由来 RNA サンプル 9 例、大腸癌組織由来 RNA サンプル 21 例）

で HLA タイピングを行った。NGS による配列解析は 2 回（14 サンプルと 16 サンプ

ル）にわけて行った。表 7に、検証セットにおいて、サンガー法により決定した HLA

タイプを示した。そのうち、赤字で示した HLAタイプが開発した HLA タイピングプ

ログラムで決定できなかったタイプとなる。当結果より、正解率を計算した結果、HLA

タイピングプログラムにより 6 桁レベルで決定した全遺伝子座のアレル数は、516 ア

レル、サンガー法により決定した全遺伝子座のアレル数は 532アレルであるため、正

解率は 97.0 %となった（表 8）。Gグループレベルの HLAタイピングでは、523アレ

ル決定することができ、正解率は 98.3 %となった（表 8）。以上のように開発した HLA

タイピングシステムは、高い精度を示す方法であることを証明することができた。 

  

 

表 6：設定したパラメーターでの HLAタイピング結果（テストセット） 
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表 7：設定したパラメーターでの HLAタイピング結果（検証セット） 
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検証セットで決定きなかったアレル（6 桁レベル HLA タイピングでは 16 アレル、

Gグループレベル HLA タイピングでは 9アレル）に関して、HLAタイプの出力パタ

ーンを図 18に示した。 

6桁レベル HLAタイピングにおいて、サンガー法で決定した HLAタイプが出力さ

れなかったアレルは 12 アレルであり、そのうち、増幅バイアスが影響し、出力され

なかったアレルは 8アレル、NGS による読み取りエラーが原因で出力されなかったア

レルは 4 アレルであった（図 18A）。誤って出力されたアレルは 2 アレルで、NGS の

読み取りエラーに起因する。また、BC55 サンプルの HLA-DPB1 遺伝子座の 2アレル

は当システムでは決定不可能なハプロタイプ（補完 HLA タイピングシステムでは決

定できたハプロタイプ、項目 2-3 を参照）であった（図 18A、表 7）。BC55 サンプル

の HLA-DPB1遺伝子座以外の 6桁レベル HLAタイピングで、相同染色体の両アレル

とも、タイプが決定できなかったのは、CC38サンプルの HLA-DQB1 遺伝子座のみで

あった（表 7）。 

Gグループレベル HLA タイピングにおいて、サンガー法で決定した HLAタイプが

出力されなかったアレルは 7アレルであり、そのうち、増幅バイアスが影響し出力さ

れなかったアレルは 3 アレル、NGS による読み取りエラーが原因で出力されなかった

アレルは 4アレルであった（図 18B）。誤って出力されたアレルは 2アレルあり、NGS

による読み取りエラーが原因であった（図 18B）。 

 

表 8：開発した HLAタイピングシステムの精度（検証セット） 
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図 18：HLAタイピングシステムで決定できなかったアレルについて 

(A) 6 桁レベルタイピングで決定できなかった 16アレルの出力パターンの内訳を示す。 

(B) Gグループレベルタイピングで決定できなかった 9 アレルの出力パターンの内訳を示す。 

 



35 

 

2-3. 補完 HLAタイピングシステムの開発 

 

検証実験の結果、多型部位が複数のコンティグにわたって存在するためデータ解析

方法の改良では HLA タイピングが不可能な例があることがわかった（図 19）。この

検体の場合 DPB1*03:01:01、DPB1*05:01:01、DPB1*104:01、DPB1*135:01 の 4タイプ

が出力された。2 つのアレルのタイプ決定のためには 341 番と 726番の塩基を含む配

列データが必要で、鋳型 DNA の調整方法から新たに開発する必要があった。新たに

開発したシステムを「補完 HLAタイピングシステム」とする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

補完 HLAタイピングシステムのライブラリーを「補完 HLAタイピングプログラム

用ライブラリー」、補完 HLA タイピングシステムの解析プログラムを「補完 HLA タ

イピングプログラム」とした。原理を説明する。そして、各工程の詳細な方法は項目

4-5, 6で説明する。 

 

 

 

 

 

 

図 19：HLAタイピングシステムでは同定できなかったハプロタイプ 

（BC55サンプル、HLA-DPB1） 

HLAタイピングシステムにより出力された 4タイプの多型情報と位置関係を示す。 

数字（緑）： マッピングに使用する参照配列の最初の塩基を 1 とした場合の各多型の位置。 
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2-3-1. 補完 HLAタイピングシステムの全体像 

 

図 20に補完 HLAタイピングシステムの全体像を示した。下記工程を行うことによ

り、現在の次世代シークエンサーの読み取り配列長の限界（~400塩基）を越えた長さ

の配列を決定できる。 

 

1)  最初の PCR 増幅の際、分子バーコード配列を付加することで、各 DNA 分子を

固有の分子バーコード配列で標識する（項目 2-3-2-1を参照）。 

 

2)  増幅産物を細断、環状化する（項目 2-3-2-2 を参照）。断端側から塩基配列を決

定することにより解析対象領域のいろいろな領域と分子バーコード配列を含む

リードデータが得られる (項目 2-3-3を参照)。 

 

3)  分子バーコード配列を用いることにより、分子ごとに配列をグループ化、全体

の配列を決定する (項目 2-3-4を参照)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 20：補完 HLAタイピングシステムの全体像 
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2-3-2. 補完 HLAタイピングプログラム用ライブラリー調製 

 

2-3-2-1. 一本鎖 cDNA 合成とコーディング領域の PCR 

 

 図 21に示したオリゴマー（DPB1-R-adaptor）を用いて逆転写反応を行うことで一本

鎖 cDNA を合成した。DPB1-R-adaptor は 5’末端側から、スペーサー配列（26 塩基）、

バーコード配列（12塩基）、個人識別配列（5 塩基）、Aプライマーの相補的配列（30 

塩基）、HLA-DPB1 保存領域配列（23 塩基）から構成され、合計 96 塩基のオリゴマ

ーとなる。スペーサー配列は PCR の際に使用するプライマーのアニーリング配列と

して使用する。バーコード配列は、各分子を識別し、それぞれでコンセンサス配列を

作成する目的で使用する。Aプライマーは、Ion Torrent PGMによる配列解析で使用す

るプライマーのひとつである。DPB1-R-adaptor を用いて DPB1遺伝子座領域の一本鎖

cDNA の合成を行うため、DPB1 遺伝子座特異的にアニーリングできるような配列が

DPB1-R-adaptorには必要である。そのため、HLA-DPB1の HLA DNAデータベースに

登録されているタイプの非翻訳領域で保存されている配列を DPB1-R-adaptor の 3’末

端に配置させた。 

合成した一本鎖 cDNA を鋳型とし、DPB1遺伝子座のコーディング領域外に設計し

たリン酸化プライマー（P-DPB1-L）とビオチン化プライマー（Biotin-Spacer）を用い、

コーディング領域の PCR を行った（図 21）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 21：一本鎖 cDNA合成、コーディング領域の PCR 

一本鎖 cDNA合成の際に使用するオリゴマー（DPB1-R-adaptor)の構成とその塩基配列、そして

コーディング領域の PCR に使用するプライマー（P-DPB1-L、Biotin-Spacer）の構成とその塩基配

列を示した。 
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2-3-2-2. PCR産物の断片化と一本鎖 DNAの調製、環状化 

 

精製した PCR 産物（項目 2-3-2-1を参照）の断片化を ds DNA fragmentase（NEB）

を用い行った。当酵素による断片化は図 20 のようにランダムに生じる。

DPB1-R-adaptor 側の配列が含まれている断片化 PCR 産物を回収するために、ストレ

プトアビジンの付いた磁気ビーズと磁石を用い、断片化 PCR 産物を回収した。次に、

アルカリ変性により一本鎖 DNAを回収し、分子内の環状化を行った（図 20）。 

 

2-3-3. NGS による配列解析 

 

 環状化一本鎖 DNA（項目 2-3-2-2を参照）を鋳型にした PCR（PCR の方法について

は項目 4-5-7を参照）を行い、その増幅産物を基に Ion Torrent PGM による配列解析を

行なった。Torrent Serverから出力された配列データ（BC55サンプル、リード数165,205）

を用い、補完 HLAタイピングプログラムを開発した。 

 

2-3-4. 補完 HLAタイピングプログラムの開発 

 

まず図 22Aのように出力されたリードを分子バーコード配列ごとに分けた。リード

数が多い方から 100種類の分子バーコード配列を持つ配列を使用した。次に、分子バ

ーコード配列ごとでコンセンサス配列を作成する。 

図 22B は、HLA タイピングシステムの補完に必要な領域（黄色枠で示す）のリー

ドを DPB1遺伝子座の参照配列にマッピングさせた時のイメージ図である。まず、解

析に使用するリードを参照配列へマッピングし、リードの端のポジションが同じリー

ド集団をリードグループ（PCR による複製配列）とし、リードグループごとでコンセ

ンサス配列を作成した。当処理は、各 PCR 間の増幅バイアスを解消するため、また、

リードグループ内での PCR エラーを除去するために行った。 

このコンセンサス配列を再度、図 22Cのように参照配列へマッピングさせ、出力デ

ータから各ポジションの塩基の割合を計算し、各分子バーコード配列におけるコンセ

ンサス配列を作成した。 
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2-4. 補完 HLAタイピングシステムの検証 

 

 作成した分子バーコード配列ごとコンセンサス配列（項目 2-3-4 を参照）を HLA 

cDNAデータベースへアライメントさせた。項目2-1-3-3で説明したMatched Rate（MR）

を使用し、HLA タイピングシステムで絞り込んだ 4 タイプ（DPB1*03:01:01、

DPB1*05:01:01、DPB1*104:01、DPB1*135:01）（図 19）に完全一致したコンセンサス

数を勘定したところ、DPB1*03:01:01、DPB1*05:01:01、DPB1*104:01、DPB1*135:01

それぞれ 20、17、7、2 であった。 

結果、勘定したコンセンサス数が高い DPB1*03:01:01、DPB1*05:01:01 を選定し、

サンガー法により決定したタイプと一致することを確認した。 

 

以上のように、HLA タイピングシステムの結果を補完することでサンプル BC55 の

HLA-DPB1のハプロタイプを決定できた。 

 

図 22：コンセンサス配列作成方法の概要  

(A) 分子バーコード配列ごとにリードを分類する。 

(B) リードの端のポジションが同じリード集団（リードグループ）ごとに色分けし、参照配列へマ

ッピングした時のイメージ 

(C) リードグループごとにコンセンサス配列を作成し参照配列へマッピングした時のイメージ 

オレンジ色の枠：BC55の HLA-DPB1 のハプロタイプを決定するために補完すべき領域 
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2-5. HLAタイピングシステムと補完 HLAタイピングシステムを統合させた 

解析フローチャート 

 

 開発した HLAタイピングシステム（項目 2-1, 2を参照）と補完 HLA タイピングシ

ステム（項目 2-3, 4 を参照）を統合させた解析フローチャートを図 23 に示す。解析

チャートに沿って、各サンプルの各遺伝子座の 2アレルの HLAタイプを決定する。 

 

 

 

 

 

図 23：HLAタイピングシステムと補完 HLAタイピングシステムを統合させた 

解析フローチャート 

追加処理 1：NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合の処理。  

追加処理 2：NGS の読み取りエラーの中で特に欠失エラーのため MR ≠ 1 になる場合の処理。 

追加処理 3：NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合の処理。 

追加処理 4：HLA cDNAデータベースに登録された HLA配列が不完全な場合の処理。 

黄色で示したタイプ数：各段階で行った処理により、絞り込まれた HLAタイプの候補 

赤字：解析領域の範囲を表す。 

なお、上記の解析を経て、1 タイプしか決定できなかった場合、そのサンプルはホモ接合体とし

て判定した。 
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3. 考察 

 

 

3-1. HLAタイピングシステムについて 

 

3-1-1. HLAタイピングシステムの特徴 

 

開発した HLAタイピングシステムは RNAから 11遺伝子座（HLA-A, -B, -C, -DRB1, 

-DRB3/4/5, -DQB1, -DQA1, -DPB1）のライブラリー調製を行った後に、Ion Torrent PGM

による配列解析を行い、その出力データを基に HLA タイピングプログラムによる解

析により 6 桁レベル（コーディング領域の塩基配列レベル）で HLA タイプを自動的

に決定するものである。 

ゲノム DNA からタイピングを行っている論文は多くあるが、RNA から HLA タイ

ピングを行っている論文は少ない 50), 64) 。ゲノム DNA から個々のエクソンを増幅す

る方法を用いライブラリー作成を行った場合、エクソン間の cis、trans 情報を得るこ

とができないため、決定できないハプロタイプが存在する 5) 。RNAを用いた HLAタ

イピングでは、各エクソンをまたいだ塩基配列データを用いるため、エクソン間での

cis、trans の多型情報を得ることができる利点がある。当手法では、少なくとも 2 エ

クソンを含む PCR 産物よりライブラリーを作成している。また、6 桁レベルまでの

HLA タイピングを行う場合、RNA を用いた方がゲノム DNA よりも解析領域が小さ

く、ライブラリー調製が簡便である。 

 

我々は HLA タイピングプログラム用ライブラリー調製時に使用するプライマーを

11遺伝子座に対して 27 セット設計した。IMGT/HLAデータベースを調べ、アレル頻

度が高いタイプのうち、ほとんどの HLA タイプ（98.9 %以上）において保存された

配列領域に設計したため、汎用性の高いプライマーセットである。また、確実に解析

領域の配列情報を得るため、そして増幅領域間の cis、trans の多型情報を得るため、

それぞれの増幅領域が重複するように設計した。また、27プライマーセットでのアニ

ーリング温度をすべて同一の温度に設定したため、PCR の実験操作が簡便である。 

 

 開発した HLAタイピングプログラムは「配列ファイル作成プログラム」「ハプロタ

イプ候補配列作成プログラム」「HLA データベース検索プログラム」「HLA タイプ決

定プログラム」の 4段階で構成されており、この 4つのプログラムを順に実行させる

ことで自動的に個々人の HLAタイプレポートを出力させることができる。 

 「配列ファイル作成プログラム」では、両方向のリード（フォワードリード、リバ

ースリード）ごとの配列ファイルを作成することで、各解析領域全体の塩基情報を確

実に取得できる手法をとった。当プログラムは、各プライマーの設計位置情報を基に

SAM形式ファイルより各解析領域の配列ファイルを作成するので、他の NGS 機種で
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も解析可能であり、汎用性が高い。 

 「ハプロタイプ候補配列作成プログラム」は、これまでの NGS による HLAタイピ

ングの報告において問題とされていた「不正確なアレルの区別化」や「NGS による塩

基読み取りエラー」（項目 1-5-5を参照）に対処できる手法である。 

「HLA データベース検索プログラム」では、BLAT（http://genome.ucsc.edu/）の出

力ファイルから、完全に配列が一致した HLA cDNA データベース中のタイプを選定

することができる数値（MR）を自動的に計算できる手法を開発した。HLA cDNA デ

ータベースの配列の長さに対して、アライメントする配列が長い場合は MR の計算は

必要ないが、当手法のように HLA cDNA データベースの配列の長さに対して、アラ

イメントする配列が短い場合は完全に配列が一致した HLA タイプを選定するには

MR を計算する必要があり、当手法において特徴的な処理のひとつといえる。 

 HLA cDNA データベースに登録されている多くのアレルは完全な参照配列ではな

く、長い HLAタイプもあれば、その半分以下といった長さの HLAタイプも登録され

ている。このような HLA cDNA データベースの現状にも「HLA タイプ決定プログラ

ム」は対応している。 

 

3-1-2. HLAタイピングシステムと他研究との比較 

 

3-1-2-1. 他研究の HLA タイプ判定プログラムとの比較 

 

Gabriel ら 42) 、Holcomb ら 43) は、454 GS FLX を用いた HLAタイプ判定プログラ

ムを作成している。454 GS FLX は配列決定できる鎖長が長いという長所を持つが、

塩基の読み取りエラーが多い、解析時間が長い、データ量が少ない、解析コストがか

かるといった短所をもつ（表 1）。Gabriel ら 42) 、Holcomb ら 43) のプログラムは、長

い鎖長のリードデータが出力可能な454 GS FLXを活かしたHLAタイプ判定プログラ

ムとなっており、複雑な前処理を行うことなく IMGT/HLA データベースとの類似性

比較を行い、HLAタイプを判定している。 

 

一方、短い鎖長のリードデータしか出力できない Illumina システムや Ion Torrent 

PGMを用いた HLAタイピングでは、IMGT/HLA データベースとの類似性比較を行う

前後で、正確な HLA タイピングを行うための複雑な処理が必要となる。Illuminaシス

テムは、解析時間は他機種より長いが、データ量が多いため解析コストが安く、読み

取りエラーが他機種に比べて少ないという長所をもつ（表 1）。一方、Ion Torrent PGM 

は、他機種よりも解析コストが安く、さらに解析時間も短いため、迅速さが求められ

る HLA検査には適している機種といえる。しかし、Ion Torrent PGM には読み取りエ

ラーが多いという短所があるため、Ion Torrent PGM からのリードデータから HLAタ

イピングを行うためには短いリードデータ、塩基の読み取りエラーを克服しなければ

ならない。 
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Hosomichi ら 44) 、Caoら 45) の方法では、Illumina システムからのリードデータを使

用し、アレルごとにつなぎ合わせて解析領域全体のコンセンサス配列を作成する（配

列アセンブリング）といったように IMGT/HLA データベースとの類似性比較を行う

前の処理に重点を置いている。また、Shiina ら 46), 47) は、Ion Torrent PGM を用いた

HLA タイピング手法を開発している。彼らが開発した HLA タイプ判定プログラム

SeaBass では、IMGT/HLA データベースとの類似性比較を行った後の処理に重点をお

き、最終的に、候補アレルに対するマッピングデータから被覆率を参考に HLA タイ

プを判定している。 

 

我々の HLA タイピングプログラムは、同じ領域にマッピングされたリード集団ご

とでハプロタイプの候補となる配列を構成する「ハプロタイプ候補配列作成プログラ

ム」を作成し、IMGT/HLA データベースとの類似性比較を行った後、「HLA タイプ決

定プログラム」で各領域のデータベースへの検索結果を統合させるといった方法であ

る。このように、我々の「HLA タイピングプログラム」では、IMGT/HLA データベ

ースとの類似性比較の前後両方に重点を置いた手法となっており、解析領域全体の配

列アセンブリングを行う事とほぼ同等の意味合いを表すような処理方法といえる。ま

た、我々の手法では、最終的な HLA タイプ判定を、被覆率を参考に決定した Shiina

ら 46), 47) とは異なり、ハプロタイプスコア（各 HLA タイプ各領域の完全一致リード数）

を参考にして行っている。ハプロタイプスコアは、各候補配列の信頼性を表すだけで

なく、スコアが同一の場合同じ配列を持つという特徴をもち、その特徴を活かした

HLAタイプ判定プログラムとなっている。 

 

3-1-2-2. 他研究との HLA タイピング精度比較 

 

6桁レベルの NGS を用いた HLAタイピングを行っている報告（Ozaki ら 51) 、Nelson

ら 52) 、Lank ら 50) ）との HLA タイピングの精度比較を行った。使用した NGS の機

種、サンプル形態（ゲノム DNAもしくは RNA）、サンプル数、解析した遺伝子座数、

と共に HLA タイピング正解率を表 9 に示した。各報告の HLA タイピング正解率は

Ozaki ら 51) では論文中の「Table S2」、Nelson ら 52) では論文中の「Table S2」、そして

Lankら 50) では論文中の「Table S6, 7」を参考にして記載した。 

なお、それぞれの報告におけるデータセットは異なるサンプルである。 
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まず、Ozaki ら 51) の報告との比較である（表 9A）。当システムの HLA タイピング

正解率（97.0 %）と比べ、Ozaki ら 51) の報告では 97.3 %であり、ほぼ同等であるが、

当システムで行った HLA-DQA1, -DPA1は解析対象としていない。 

 次に Nelson ら 52) の報告（表 9B）と比較した。解析対象としている遺伝子座数は

当システムと同一である（11 遺伝子座）。この報告では決定できたアレル数ではなく

ハプロタイプ数で表示しているため、当システムの結果もハプロタイプ数で表示させ

て比較した。当システムの HLAタイピング正解率（94.8 %）と比べ、Nelson ら 52) の

報告では 95.4 %であり、ほぼ同等であった。 

次に Lank ら 50) の報告（表 9C）と比較した。当報告では当システムと同じ RNA

サンプルから 6 桁レベルの HLA タイピングを行っている。HLA タイピング正解率

（89.4 %）も解析対象としている遺伝子座数（7遺伝子座）も当システムの方が上回

っており、我々の HLA タイピングシステムの方が優れている。 

 我々が開発した HLA タイピングシステムは他機種より解析時間が短く、解析コス

トが低い Ion Torrent PGM を用いている。HLAタイピングを行うにあたり、短所とい

える短い鎖長のリードデータとNGSによる塩基の読み取りエラーをHLAタイピング

プログラムで克服し、他の研究と比較しても、11遺伝子座すべてにおいてバランス良

く高い精度で HLAタイピングが行えているといえる。 

 

 

 

 

 

表 9：他研究との HLA タイピング精度比較 
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3-1-3. HLAタイピングシステムの改善点 

 

 HLA タイピングシステムの検証（項目 2-2 を参照）において NGS による読み取り

エラーが原因で決定できなかったアレル、増幅バイアスが影響し決定できなかったア

レル、当システムでは決定不可能なハプロタイプ（補完 HLA タイピングシステムで

は決定できたハプロタイプ）が存在した。NGS を用いた HLAタイピングで問題とな

っている読み取りエラー、増幅バイアス（項目 1-5-5 を参照）の影響が少なからず生

じた結果となった。当システムにおいてハプロタイプを決定できる条件は、全解析領

域（HLAクラス I：1F~4R、HLAクラス II：1F~3R）において、増幅バイアスがなく、

読み取りエラーが少ない必要がある。また、新規 HLA タイプの同定により年々

IMGT/HLAデータベースの登録数が増える中、設計したプライマー配列領域に、プラ

イマーのアニーリングが正確にできず増幅が行えない多型をもつタイプが同定され

ることも考えられる。 

これらを踏まえ、当 HLA タイピングシステムの改善点について考察したい。当シ

ステムの解析プログラムの中で最も重要な工程は、マルチプルアライメントツールを

用い 2アレルの HLA 配列の候補を作成する「ハプロタイプ候補配列作成プログラム」

と考える。マルチプルアライメントツールである MUSCLE を使用し、配列を整列化

させるのだが、正確に整列化が行われないと正しい HLA タイピングができない。実

際に、読み取りエラーが多い領域から作成した候補配列では正確な HLA タイプを導

き出せなかった。このような場合、マルチプルアライメント結果の適当な修正過程の

導入、もしくは当解析にさらに合うようなマルチプルアライメントツールの選択など、

改善の余地はある。また、当システムの配列解析においては使用していなかったが、

読み取りエラーを減少させることができる新しいプロトコール（Ion PGMTM Hi-QTM 

Sequencing kit）が Thermo Fisher Scientific 社より市販されている。今後の試薬キット

等のバージョンアップにより読み取りエラーはさらに改善されていくことが期待で

きる。 

他に、HLA タイピング検査に要する時間をさらに短縮し、システムの簡略化を図

ることもできる。ライブラリー調製段階において、27 プライマーセットによる PCR

をマルチプレックスで行うことができれば作業時間の短縮につながる。これは、近年

多く開発されている NGS 用ライブラリーの全自動作成装置にも作業工程を組み込み

やすくなり、自動化にもつながる。当 HLA タイピングプログラムでは、Intel® Xeno® 

CPU E5420 @ 2.50 GHz のスペックをもつコンピューターを使用し、1サンプルずつ解

析を行った。解析時間は 1 サンプルあたり約 40 分であった。さらに高スペックのコ

ンピューターの使用、そして複数サンプルの並列解析を行えば、解析時間の短縮につ

ながる。 

また、当システムではすべてのプライマーセットでアニーリング温度を同一の

50 ℃に設定しているが、増幅バイアスがさらに少なくなるようなアニーリング温度

がプライマーセットごとに存在する可能性がある。上記で記したマルチプレックスで
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の PCR は行なうことはできないが、プライマーセットごとでアニーリング温度を設

定することで増幅バイアスの改善が見込める。 

 

3-2. 補完 HLAタイピングシステムについて 

 

 分子バーコード技術、PCR 産物の断片化環状化による解析領域全体の配列を作成す

る方法は Hongら 65) （B型肝炎ウイルスゲノム）、Stapleton ら 66) （HIV 外被糖蛋白質

遺伝子）によって報告されている。当補完システムでは、この技術を HLA タイピン

グに応用している。 

 補完 HLA タイピングシステムは、400 塩基以上のコンセンサス配列を作成できる

だけでなく、分子バーコード配列を利用して分子ごとの配列を作成できるので、HLA

タイピングシステムの問題として残った増幅バイアスの影響を軽減することが期待

できる。また、補完 HLA タイピングシステムのライブラリー調製は、工程数が多く

煩雑であるため、調製方法の改良を行うことでさらに有用な HLA タイピング手法に

つながることが期待できる。 
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  4. 材料と方法 

 

 

4-1. 材料 

 

 健康な日本人男性 3 人から血液サンプルを採取し、Ficoll-Paque PLUS（GE 

Healthcare）によりヒト末梢血単核球の分離をプロトコールに従い行った。TRIzol RNA 

Isolation Reagent（Thermo Fisher Scientific）を用い、ヒト末梢血単核球より全 RNAの

抽出をプロトコールに従い行った。また、大阪府立病院機構大阪府立成人病センター

により外科切除が行われ、マイナス 80℃で凍結保存されていた乳癌組織 19症例、大

腸癌組織 20症例を用い、全 RNAの抽出を行った。凍結ミクロトーム CM1900（Leica）

を用い、20 μm の厚さで凍結組織の切り出しを行った後、TRIzol RNA Isolation Reagent

を用い、切り出した約 10 枚の組織切片からの全 RNAの抽出をプロトコールに従い行

った。 

 

4-2. HLAタイピングプログラム用ライブラリー調製手法 

 

4-2-1. 一本鎖 cDNA合成 

 

100 ngの全 RNA（項目 4-1を参照）を用いて一本鎖 cDNAを合成した。5 μl の全

RNA、3 μl の Nuclease-Free water、4 μl の 2.5 mM dNTP（Takara bio）、1 μl の 10 μM ラ

ンダムヘキサマーを混合し、65 ℃で 5分間インキュベートした後、2分間氷上で静置

した。続いて、4 μl の 5 x 1st strand buffer（Invitrogen）、1 μl の 0.1 M DTT（Invitrogen）、

1 μl の RNase Out ribonuclease Inhibitor（Invitrogen）、1 μl の Super Script III Reverse 

Transcriptase（Invitrogen）を混合し、13 μl のランダムヘキサマーとアニーリングした

全 RNAに加え、25 ℃で 5分間、50 ℃で 60分間、70℃で 15分間インキュベートし

た後、氷上で冷却した。以上操作を 1サンプルあたり 2チューブで実施し計 40 μl の

一本鎖 cDNAを合成した。 

 

4-2-2. HLAプライマーの設計 

  

 各遺伝子座に対して HLA cDNAデータベースに登録されている各 HLAタイプの配

列をマルチプルアライメントツール MUSCLE（http://www.drive5.com/muscle）を用い

てマルチプルアライメントを行い、各 HLA タイプで保存されている配列領域を探し、

その領域に Primer3（http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/）を用いプライマー設計

を行った（表 2）。 
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4-2-3. HLAプライマーを用いた PCR  

 

1 μl の一本鎖 cDNA反応液（項目 4-2-1を参照）、4 μl の 5 x Q5 buffer（NEB）、1.6 μl

の 2.5 mM dNTP、2 μlの設計したそれぞれ 5 μM であるプライマーペア（項目 4-2-2

を参照）、11.2 μl の Nuclease-Free water、0.2 μl の Q5 Hot Start High-Fidelity DNA 

Polymerase（NEB）を混合し、20 μl の反応系で PCR を行った。Veriti® サーマルサイ

クラー（Thermo Fisher Scientific）を用い、98 ℃で 30秒間インキュベートした後、98 ℃

で 10秒間、50 ℃で 10 秒間、72 ℃で 30秒間というサイクルを 30回行った後、72 ℃

で 2分間インキュベートした。 

 そして、27 種類の増幅産物の濃度を Quanti-iTTM dsDNA Assay Kit, Broad range 

（Invitrogen）を用いてプロトコールに従い測定した。次に、測定した濃度を基に 27

種類の増幅産物を等量混合し、AMPure XP kit（Beckman Coulter）を用いて、プロトコ

ールに従い精製を行った。そして、Quanti-iTTM dsDNA Assay Kit, または Qubit dsDNA 

HS Assay Kit（Invitrogen）を用いて、精製した増幅産物混合液の濃度をプロトコール

に従い測定した。 

 

4-2-4. NGS テンプレート調製 

 

 精製した増幅産物混合液のうち 20 ng もしくは 50 ng を使用し、Ion Xpress Plus 

Fragment Library Kit（Thermo Fisher Scientific）と Ion Xpress barcode Adaptors 1-16 Kit

（Thermo Fisher Scientific）によりシークエンス解析用のライブラリー調製をプロトコ

ールに従い、行った。調製したライブラリーの濃度を Agilent High Sensitivity DNA 

Assay kit（Agilent Technologies）を用いて、プロトコールに従い測定した。 

 

4-2-5. NGS による配列解析 

 

 調製した各サンプルのライブラリーを等量ずつ混合した後、そのライブラリーの混

合液 2.5 μl を使用し、Ion OneTouch™ 2（Thermo Fisher Scientific）と Ion OneTouch™ ES

（Thermo Fisher Scientific）を用いプロトコールに従いシークエンステンプレートを調

整した。Ion PGMTM Sequencing 400 Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて 318v2 chip

解析用のプロトコールに従い Ion Torrent PGM による配列解析を行った。そして、

Torrent Server（Ion PGMTM Sequencerによる解析用サーバー）上でデータ品質のフィル

タリングを行い、BAM 形式ファイルとしてデータを出力した。 
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4-3. HLAタイピングプログラムによる HLAタイプ判定方法 

 

4-3-1. 領域ごとの配列ファイルの作成 

 

 マッピングの結果情報が格納されている BAM 形式ファイルをマッピングファイル

処理ツールである SAMtools 67) を用いて SAM 形式ファイルに変換後、各遺伝子座の

配列ファイルを作成した。設計領域の 55%もしくは 60%の長さ以上の配列のうち、プ

ライマー設計領域の塩基配列を除去した配列を配列ファイルとした。なお、リード数

が 10,000を超える領域の場合、ランダムに 10,000リードを選択した。 

 

4-3-2. ハプロタイプ候補配列ファイルの作成 

 

4-3-2-1. MUSCLE によるマルチプルアライメント 

 

マルチプルアライメントツールである MUSCLE により、マルチプルアライメント

を各配列ファイル（項目 4-3-1 を参照）に対して行い、配列の整列化を行う。解析時

間を短縮させるため、アライメントの反復操作を最小に設定した。図 24A は配列 1

と配列 2由来の 100リードがマルチプルアライメントされた結果を示している。 

 

4-3-2-2. 各ポジションの塩基文字情報の取得 

 

 当項目では、アレル間において違いがある塩基のポジションを「ヘテロポジション」、

アレル間において同じ塩基であるポジションを「ホモポジション」とする。 

まず、MUSCLEにより整列化（項目 4-3-2-1 を参照）させた各ポジションの塩基文

字（A、T、C、G、ハイフン）の割合を図 24B のように計算した。各ポジションで計

算された塩基文字の割合が 1%以下であれば、NGS による読み取りエラーとみなし、

その塩基文字を除外した。図 24B の例では、ポジション 3の T、ポジション 9のハイ

フン、ポジション 17の C の存在割合が 1 %であるので、それら塩基文字を除く。 

1%以下である塩基文字を除去した後に、各ポジションの残りの塩基文字数を調べ、

塩基文字が 2種類以上であれば「ヘテロポジション」、1種類であれば「ホモポジショ

ン」とみなした。図 24B の例ではポジション 7 が 3 種類、ポジション 14 が 2 種類、

ポジション 23が 2種類となるため、これらポジションは「ヘテロポジション」、他の

ポジションは「ホモポジション」となる。 

 

4-3-2-3. ハプロタイプパターン候補配列とハプロタイプスコアの取得 

 

 取得した各ポジションの塩基文字情報を元に、考えられる組み合わせのハプロタイ

プパターン（候補 1~12）を図 24Cのように作成した。 
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「ホモポジション」では、取得した塩基文字をそのポジションに配置させる。次に、

ヘテロポジションでの塩基文字の種類数をもとに、考えうるすべてのハプロタイプの

組み合わせを羅列する。図 24Cの場合、12パターン（= 3×2×2）のハプロタイプとな

る。次に、各ハプロタイプパターンを有するリード数（ハプロタイプスコア）をマル

チプルアライメントデータの「ヘテロポジション」を調べることで勘定した。図 24C

の場合、ハプロタイプスコアは候補 1と候補 8 でそれぞれ 50、48となる。候補 12を

除いた残りの候補配列ではハプロタイプスコアは 0 となる。図 24A のポジション 7

に塩基置換エラーが生じているリードが 2 つ存在するため、候補 12 のハプロタイプ

スコアは 2 となる。次に、項目 2-2 において設定したフィルタリングパラメーター1

を用いてハプロタイプスコアが高いハプロタイプ（候補 1 と候補 8）を HLA データ

ベース検索プログラム（項目 2-1-3-3を参照）で使用する。 

 

 

 
 

 

 

 

図 24：ハプロタイプ候補配列ファイルの作成  

(A) 2 アレル（配列 1, 2）由来の 100リード（25bp）をマルチプルアライメントさせた例を示す。 

(B) 各ポジションにおける塩基文字の種類と割合を示す。オレンジで示したポジションは塩基文字

の存在割合が 1%以下である文字を除去しても、2つ以上の文字が残存するポジション。 

(C) ハプロタイプ候補配列の 12 パターンの配列とそれぞれのハプロタイプスコア。 
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4-3-3. HLAデータベース検索ファイルの作成 

 

 当項目では、項目 4-3-2 において作成した各領域のハプロタイプ候補配列が完全に

一致する HLAタイプを検索する方法を以下に示す。 

作成した各領域のハプロタイプ候補配列をアライメントツールである BLAT

（BLAST-like alignment tool）により、HLA cDNA データベース（version 3.26.0、2016

年 10 月更新）に対してアライメントを行った。そのうち、不一致塩基数、リードの

挿入エラー数が 0であるアライメントデータのみを選択した。HLA cDNA データベー

スとハプロタイプ候補配列が重複している領域において完全に一致しているタイプ

を正確に選定するために MR を計算した。 

 

MR を計算する際の分母として使用する重複領域の長さの計算方法を説明する。重

複領域の長さを計算するための情報（①～⑨）を、① ハプロタイプ候補配列の参照

配列上でのスタートポジション（Mapped Start Position of Query ; MSPQ）、② ハプロタ

イプ候補配列の参照配列上でのエンドポジション（Mapped End Position of Query ; 

MEPQ）、③ ハプロタイプ候補配列の長さ（Length of query; Lq）、④ ハプロタイプ候

補配列のアライメントスタートポジション（Query Start ; QS）、⑤ ハプロタイプ候補

配列の欠失エラー塩基数（Tgap）、⑥ HLA cDNA データベースの参照配列上でのスタ

ートポジション（Mapped Start Position of Target ; MSPT）、⑦ HLA cDNA データベース

の参照配列上でのエンドポジション（Mapped End Position of Target ; MEPT）、⑧ HLA 

cDNAデータベースの長さ（Length of target; Lt）、⑨ HLA cDNAデータベースの被ア

ライメントスタートポジション（Target Start ; TS）とした（図 25A）。①、③、④、⑤、

⑧、⑨は BLAT出力ファイルの中に存在するデータであるが、②、⑥、⑦に関しては

BLAT出力ファイルに含まれないため、それぞれ以下のように計算した。 

 

ハプロタイプ候補配列の参照配列上でのエンドポジション（②、MEPQ）： 

ハプロタイプ候補配列が参照配列にマッピングさせた際のエンドポジションを

MSPQ（①）、Lq（③）、Tgap（⑤）のデータを用い、以下のように計算した。 

MEPQ（②）＝ MSPQ（①）＋ Lq（③）＋ Tgap（⑤）－1 

 

HLA cDNAデータベースの参照配列上でのスタートポジション（⑥、MSPT）： 

HLA cDNA データベースとハプロタイプ候補配列の重複領域の長さを算出するた

めには、HLA cDNA データベースとハプロタイプ候補配列の位置関係を一致させる必

要がある。仮に HLA cDNA データベースを参照配列にマッピングさせた場合のスタ

ートポジション（⑥、MSPT）を取得できれば、HLA cDNAデータベースとハプロタ

イプ候補配列の位置関係を一致させることができる。MSPT（⑥）は、MSPQ（①）、

QS（④）、TS（⑨）のデータを用い、以下のように計算した。 

MSPT（⑥）＝ MSPQ（①） ＋ QS（④） － TS（⑨） 
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「MSPQ（①）＋QS（④）」で、ハプロタイプ候補配列における HLA cDNAデータ

ベースへのアライメントがスタートする参照配列上でのポジションが求められる。TS

（⑨）は HLA cDNA データベースの配列上において、ハプロタイプ候補配列のアラ

イメントがスタートしたポジションを表しているため、「MSPQ（①）＋QS（④）」で

求めたポジションから TS（⑨）を引けば、HLA cDNA データベースの参照配列上に

おけるスタートポジションを算出することができる。 

 

HLA cDNAデータベースの参照配列上でのエンドポジション（⑦、MEPT）： 

MSPT（⑥）、Lt（⑧）のデータを用い、以下のように計算した。 

MEPT（⑦）＝ MSPT（⑥）＋ Lt（⑧）－1 

 

以上の計算方法により得られたデータ（①～⑨）を用い、HLA cDNA データベース

とハプロタイプ候補配列の重複領域を計算する。ハプロタイプ候補配列は各領域

（1F~4R）において、HLA cDNA データベースとの位置関係は様々であり重複領域の

計算方法も異なる。したがって、HLA cDNA データベースとハプロタイプ候補配列の

位置関係の場合分けを以下のように行い、重複領域を計算した（図 25B）。 

 

I：MSPQ（①）≦MSPT（⑥）かつMEPT（⑦）≦MEPQ（②）  

（ハプロタイプ候補配列領域に HLA cDNA データベース登録配列領域が完全に含

まれる場合） 

 

II：MSPQ（①）≦MSPT（⑥）かつMEPT（⑦）＞MEPQ（②） 

（HLA cDNA データベース登録配列領域にハプロタイプ候補配列領域の右側だけ

が含まれる場合） 

 

III：MSPQ（①）＞MSPT（⑥）かつMEPT（⑦）≦MEPQ（②） 

（HLA cDNA データベース登録配列領域にハプロタイプ候補配列領域の左側だけ

が含まれる場合） 

 

IV：MSPQ（①）＞MSPT（⑥）かつMEPT（⑦）＞MEPQ（②） 

（HLA cDNA データベース登録配列領域にハプロタイプ候補配列領域が完全に含

まれる場合） 
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図 25：HLA cDNAデータベース登録配列とハプロタイプ候補配列の重複領域 

の長さの計算方法 

(A) HLA cDNAデータベース登録配列とハプロタイプ候補配列がアライメントしたときのイメージ

と重複領域の長さを求めるための情報を示す。 

重複領域の長さを求めるための情報。 

 MSPQ：ハプロタイプ候補配列の参照配列上でのスタートポジション。 

 MEPQ：ハプロタイプ候補配列の参照配列上でのエンドポジション。 

 Lq：ハプロタイプ候補配列の長さ。 

 QS：ハプロタイプ候補配列のアライメントスタートポジション。 

 Tgap：ハプロタイプ候補配列の欠失エラー塩基数 。 

 MSPT：HLA cDNAデータベースの参照配列上でのスタートポジション。 

 MEPT：HLA cDNAデータベースの参照配列上でのエンドポジション。 

 Lt：HLA cDNAデータベースの長さ。 

TS：HLA cDNAデータベースの被アライメントスタートポジション。 

(B) 重複領域の長さの計算方法の場合分け 

I：MSPQ≦MSPT かつ MEPT≦MEPQ  

II：MSPQ≦MSPT かつ MEPT＞MEPQ 

III：MSPQ＞MSPT かつ MEPT≦MEPQ 

IV：MSPQ＞MSPT かつ MEPT＞MEPQ 
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4-3-4. HLAタイプ決定プログラムの解析フローチャート 

   

 当項目では、HLA タイプ決定プログラムの具体的な解析の流れを図 26の解析フロ

ーチャートを用いて説明する。図 26 は「NGS の読み取りエラーのため正解となる配

列を絞り込めない場合（項目 2-1-3-4-1を参照、「Program X」とする）」、「NGS の読み

取りエラーの中で特に欠失エラーのためMR ≠ 1になる場合（項目 2-1-3-4-2を参照）」、

「別コンティグに多型がある場合（項目 2-1-3-4-3を参照、「Program Y」とする」、「HLA 

cDNAデータベースに登録された HLA配列が不完全な場合（項目 2-1-3-4-4を参照）」

を組み込んだ HLAタイプ決定プログラムの解析フローチャート（「タイプ決定条件 1」

～「タイプ決定条件 12」）である。 

 

「タイプ決定条件 1」と「タイプ決定条件 2」の各ステップ（①～⑩）について以

下に説明する。 

 

①：項目 2-1-3-4-1で説明した方法により、2アレルグループを区別する。「Allele 1」

はアレルグループ 1、「Allele 2」はアレルグループ 2を表す。 

②：各アレルグループに含まれるタイプ数を表す。 

③：各アレルグループに含まれるタイプ数が 2 タイプ以上である場合、Program X を

実行する。 

④：③までの処理により、候補として残ったタイプ数とその場合分けを表す。4 タイ

プ以上の場合、HLA タイプ決定プログラムでは 2アレルの HLA タイプを決定で

きなかったサンプルとなる。3タイプである場合、Program Yを実行させる。2タ

イプである場合、その 2 タイプを決定する。1 タイプである場合、まずそのタイ

プを 1アレルのタイプと決定する。0タイプである場合、MR = 1では決定できな

いサンプルと判断し、⑦- 1の処理へ移行する。 

⑤：Program Yにより出力されたタイプ数を表す。そのタイプ数が 3タイプである場   

  合、HLAタイプ決定プログラムでは 2アレルの HLAタイプを決定できなかった

サンプルとし、2タイプである場合、その 2タイプを決定とする。 

⑥：1 アレルのタイプは決定し、もう片アレルのタイプを決定するために調べる次の

条件 MR ≧ 0.99、DEL 1 を表す。この場合、もう片アレルのタイプが追加処理

を必要とするタイプである可能性を考慮して⑦- 2の処理へ移行する。 

⑦- 1： MR ≧ 0.99、DEL 1の 1段目はMR = 1において判定したタイプ数が 0であ

る場合（④の 0タイプの場合）のルートを表す。そのため、最高 2 タイプを決定

するためのルートになる。 

⑦- 2： MR ≧ 0.99、DEL 1 の 2段目はMR = 1において判定したタイプ数が 1であ

り、1 タイプ既に決定できた場合（⑥）からのルートになる。そのため、最高 1

タイプを決定するためのルートになる。 

⑧：既に決定したタイプが存在していない方のアレルグループを選択する。 
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⑨：⑧で選択したアレルグループに存在しているタイプ数とその場合分けを表す。⑧

で選択したアレルグループに存在しているタイプ数が 2 タイプ以上である場合、

Program X を実行する。1 タイプである場合、そのタイプをもうアレルのタイプ

として決定する。0タイプである場合、MR ≧ 0.99/ DEL 2 を調べる。 

⑩：Program X により出力されたタイプ数とその場合分けを表す。2 タイプ以上であ

る場合、欠失を許すと決定できないタイプだと判断し、残りの追加処理である

「HLAタイプの長さがアレル間で異なる場合の追加処理」を実行する。1タイプ

である場合、そのタイプをもうアレルのタイプとして決定する。 

 

以上①～⑩と同様の処理をタイプ決定条件 3～12 においても図 26 に示すチャート

に従い実行する。最後まで調べて 1タイプしか決定できなかった場合、ホモ接合型の

サンプルとして判定した。 
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図 26：HLAタイプ決定プログラムの解析フローチャート（HLA クラス I） 

それぞれの大枠はそれぞれの条件（タイプ決定条件 1～12）での解析フローチャートを示す。

当フローチャートはHLAクラス I用のHLAタイプ決定プログラムの解析フローチャートであり、

HLAクラス II の遺伝子座を調べる場合は、4R→3R, 4F→3F, 3R→2R, 3F→2F とし、解析する。  

Common Allele1, 2：調査対象とする各領域（1F～4Rなど）で検索された共通 HLAタイプリスト

を項目 2-1-3-4-3.の方法で区別した 2つのアレルグループを意味する。 

Select allele group：既に 2アレル中 1アレルの HLA タイプを決定できた場合、決定できたタイプ

が含まれていないアレルグループを選択することを意味する。  

青色で示した条件：2 アレル中 1 つのタイプを決定でき、もう 1 アレルのタイプを決定するため

に調べる次の条件。  

水色で示した条件：2 アレルどちらのタイプも決定できなかったため、2 アレルのタイプを決定

するために調べる次の条件。  

灰色で示した「Program X」： NGS の読み取りエラーのため正解となる配列を絞り込めない場合

の追加の処理する。 

橙色で示した「MR≧0.99 DEL1 / DEL2」：NGS の読み取りエラーの中で特に欠失エラーのため

MR ≠ 1 になる場合の追加の処理をする。  

緑色で示した「Program Y」：別コンティグに多型がある場合の追加の処理をする。 

黄色で示した部分： HLA cDNAデータベースに登録された HLA配列が不完全な場合の追加の 

処理をする。  

2 alleles Determined：2 アレルの HLAタイプを決定した事を意味する。 

1 alleles Determined：2 アレル中 1アレルの HLAタイプを決定した事を意味する。  

Not Determined：HLAタイプ決定プログラムでは 2アレルの HLAタイプを決定できなかった事を

意味する。  

なお、上記の解析を経て、1 タイプしか決定できなかった場合、そのサンプルはホモ接合体と

して判定した。 
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4-4. サンガー法による HLAタイプの決定 

 

4-4-1. コーディング領域の PCR  

 

設計した 27 ペアの HLAプライマー（表 2）のうち、最も外側同士のプライマーペ

ア（HLAクラス I：1F と 4R、HLAクラス II：1Fと 3R）を用いてコーディング領域

の PCRを行った。1 μlの一本鎖 cDNA反応液（項目 4-2-1を参照）、4 μlの 5x Q5 buffer、

1.6 μlの 2.5mM dNTP、2 μlの 10 μM HLAプライマーペア、11.2 μlのNuclease-Free water、

0.2 μlのQ5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymeraseを混合し 20 μlの反応系で PCRを行

った。Veriti® サーマルサイクラーを用い、98 ℃で 30秒間インキュベートした後、

98 ℃で 10秒間、50 ℃で 10秒間、72 ℃で 30秒間というサイクルを 30 回行った後、

72 ℃で 2分間インキュベートした。 

 

4-4-2. PCR産物のリン酸化  

 

作成した PCR 産物（項目 4-4-1 を参照）とサブクローニング用のベクターDNA を

ライゲーションさせるために、PCR 産物のリン酸化を行った。6.8 μl の PCR 産物、1 μl

の 10 x T4 PNK Reaction Buffer（NEB）、1 μl の 10 mM ATP（NEB）、0.2 μl の T4 PNK

（NEB）を混合し、10 μl の反応液量において 37 ℃で 30秒間インキュベートし、65 ℃

で 20分間、酵素を不活化させた。 

 

4-4-3. サブクローニンング 

 

4-4-3-1. T4 DNA ligase によるライゲーション 

 

10 fmolの pCR-Blunt（Invitrogen）、30 fmolのリン酸化 PCR産物（項目 4-4-2を参照）、

1 μl の 10x T4 DNA Ligase Buffer（NEB）、0.5 μl の 400 units/μl T4 DNA Ligase（NEB）、

Nuclease-Free waterを合計 10 μl の液量となるように混合し、室温で 2時間インキュベ

ートした後、65 ℃で 10 分間、酵素を不活化させた。 

 

4-4-3-2. 形質転換 

 

 形質転換には、MAX Efficiency DH5α Competent Cells（Invitrogen）を用いた。0.1 x 

TEを用いて 5倍希釈したライゲーション産物（項目 4-4-3-1を参照）1 μl を 50 μl の

コンピテントセル溶液へ加え、混合した後、氷上で 30分間静置させ、42℃で 45秒間

ヒートショックさせた。氷上で 2分間静置させた後、900 μl の SOC培地を加え、15 ml

チューブへ移し、温度 37℃の条件下において 1 時間攪拌させた。その後、カナマイシ

ン含有 LBプレート上で 37℃16時間インキュベートさせた。 
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4-4-3-3. 各コロニーを鋳型とした PCR 

 

項目 4-4-3-2で培養した大腸菌のそれぞれのコロニーを鋳型とし、インサートの外

側に位置するプライマーを用いて PCR を行った。 

1 μl の 10x High Fidelity PCR Buffer（Invitrogen）、0.8 μl の 2.5 mM dNTP、0.1 μl の 10 

μM seqF primer（5’-GCCAGTGTGCTGGAATTCA-3’）、0.1 μl の 10 μM seqR primer

（5’-CCAGTGTGATGGATATCTGCAGA -3’）、7.36 μl の Nuclease-Free water、0.04 μl の

Platinum Taq DNA Polymerase, High Fidelity（Invitrogen）の混合液 10 μl に、各コロニー

を溶解させ、PCR を行った。Veriti® サーマルサイクラーを用い、98 ℃で 30秒間イ

ンキュベートした後、94 ℃で 15秒間、60 ℃で 30秒間、68 ℃で 60秒間というサイ

クルを 40回行った。 

 

4-4-3-4. Exo I / SAP処理 

 

 1 μl の 10x SAP Buffer（Takara bio）、0.32 μl の 1 unit/μl SAP（Takara bio）、0.16 μl の

5 unit/μl Exo I（NEB）、作成した 10 μl の PCR 産物（項目 4-4-3-3を参照）、8.52 μl の

Nuclease-Free waterを混合し、20 μl の反応液量で 37 ℃で 30分間インキュベートした

後、90 ℃で 10分間酵素を失活させた。 

 

4-4-3-5. シーケンス反応 

 

設計した 27の HLA プライマーペア（項目 4-2-2を参照）のうち、最も外側のプラ

イマー（HLAクラス Iでは 1Fと 4R、HLA クラス IIでは 1Fと 3R）を用いてシーケ

ンス反応を行なった。 

1 μl の Big Dye v3.1（Applied Biosystems）、0.16 μl の 5 x sequencing buffer（applied 

biosystems）、0.32 μl の 10 μM HLAプライマー、10 μl の Exo I /SAP 処理 PCR 産物（項

目 4-4-3-4を参照）、8.52 μl の Nuclease-Free waterを混合し、96 ℃で 30 分間インキュ

ベートした後、96 ℃で 10秒間、55 ℃で 5秒間、60 ℃で 2分間というサイクルを 30

回行い、反応させた。 

 

4-4-3-6. ゲル濾過 

 

シーケンス反応液（項目 4-4-3-5を参照）を精製するために、Sephadex G50 溶液を

用いたゲル濾過を行った。Sephadex G50 溶液は 400 ml の Nuclease-Free water と 20 g 

Sephadex G50（GE healthcare）を混合し、121 ℃で 20分間オートクレーブしたもので

ある。96-microplateの上に置いた Multiscreen HV plate（Merck）のウェルに 300 μl の

Sephadex G50溶液を分注し、2500 rpm の回転速度で 1秒間遠心した後、さらに 100 μl

の Sephadex G50 溶液を加え、2500 rpmの回転速度で 5分間遠心し、ゲル濾過用のプ
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レートを作成した。シーケンス反応液に 10 μlのNuclease-Free waterを加えた合計 30 μl

の反応液をゲル濾過用のプレートに添加し、2500 rpm の回転速度で 5分間遠心し、精

製されたシーケンス反応液（濾液）を回収した。 

 

4-4-3-7. キャピラリー電気泳動 

 

精製したシーケンス反応液（項目 4-4-3-6 を参照）を 90 ℃で 30秒間インキュベー

トした後、ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）によりキャピラリ

ー電気泳動を行い、Bio Edit（http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html）を用い、

塩基配列の決定を行った。 

 

4-5. 補完 HLAタイピングプログラム用ライブラリー調製 

 

4-5-1. 分子バーコード配列を含むオリゴマーによる一本鎖 cDNA合成 

 

100 ngの全RNAを用いて一本鎖 cDNAを合成した。1 μlの 100 ng/μl 全 RNA（10 ng）、

7 μl の Nuclease-Free water、4 μl の 2.5 mM dNTP、1 μl の 10 μM DPB1-R-adaptorプライ

マー（項目 2-3-2-1 を参照）を混合し、65 ℃で 5 分間インキュベートした後、2 分間

氷上で静置した。 

次に、4 μl の 5 x 1st strand buffer、1 μl の 0.1M DTT、1 μl の RNase Out ribonuclease 

Inhibitor、1 μl の Super Script III Reverse Transcriptase を混合し、13 μl の DPB1-R-adaptor

プライマーとアニーリングした全RNAに加え、25 ℃で 5分間、50 ℃で 60分間、70 ℃

で 15分間インキュベートした後、氷上で冷却した。 

 

4-5-2. HLA-DPB1 遺伝子座領域の PCR 

 

 当項目では 2回の PCR を行った。1 μl の一本鎖 cDNA（項目 4-5-1を参照）、16.99 μl

の Nuclease-Free water、2.5 μl の 10x High Fidelity PCR Buffer、2.2 μl の 2.5 mM dNTP、

1.2 μl の 50 mM MgSO4（Invitrogen）、0.11 μl の 5 unit/μl Platinum Taq、0.5 μl の 10 μM

の DPB1-Fプライマー（項目 2-3-2-1を参照）、0.5 μl の 10 μM の biotin-Spacerプライ

マー（項目 2-3-2-1 を参照）、合計 25 μl を 94 ℃で 30 秒間インキュベートさせた後、

94 ℃で 30秒間、65 ℃で 30秒間、68 ℃で 1分間という反応を 30サイクル行い、Veriti® 

サーマルサイクラーを用い、PCR を行った。PCR 反応液は AMPure XP kit を用いて、

プロトコールに従い精製を行った。2 回目の PCR は、1 ウェルあたり精製した PCR

産物 1 μl を鋳型とし、リン酸化したプライマー（p-DPB1-Fプライマー）を用いて、8

ウェルにおいて PCRを行った。PCR 反応液は AMPure XP kit を用い、8 ウェル分（200 

μl）まとめて精製し、Qubit dsDNA HS Assay Kit を用いて濃度測定を行った。 
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4-5-3. ビオチン化 PCR産物の断片化 

 

 項目 4-5-2で精製した PCR 産物（84.2 ng/μl）200 ngの断片化を行った。2.4 μl の PCR

産物、2 μl の 10x Fragmentase Reaction Buffer v2（NEB）、13.6 μl の Nuclease-Free water

の合計 18 μl を混合した後、氷上に静置していた 2 μl の ds DNA fragmentase（NEB）

を加え、合計 20 μl とした後、37 ℃で 5分間インキュベートさせた。酵素の不活化を

行う為、20 μl の反応液に、0.5 M EDTAを 7.5 μl 加えた。反応液は AMPure XP kit を

用いて、プロトコールに従い精製を行った（20 μl の Nuclease-Free waterにより断片化

されたビオチン化 PCR 産物を回収）。 

 

4-5-4. 一本鎖 DNAの調製 

 

10 mg/ml の Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1（Thermo fisher Scientific）溶液を

用い、断片化 PCR 産物（項目 4-5-3を参照）から一本鎖 DNAを調製した。 

30秒間攪拌させたDynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 溶液 10 μlを 1.5 ml低吸着チ

ューブへ分注した。分注した Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 溶液を 1 x B&W 

Buffer （5 mM Tris-HCL pH 7.5、0.5 mM EDTA、1 M NaCl）10 μl を用い 3 回洗浄した。 

洗浄後、20 μl の 2 x B&W Buffer と 20 μl の断片化されたビオチン化 PCR 産物を加

えた。攪拌を 3 分おきに行いながら 15 分間室温でインキュベートした。

Dynal Invitrogen Bead Separator（Invitrogen）に 3 分間静置させ、上清を除去した。そ

の後、100 μl の 1 x B&W Buffer を用い 3回洗浄した。 

次に、ビオチンが付いていない一本鎖 DNA を回収するためにアルカリ変性を行っ

た。100 μl のアルカリ溶液（0.1 M NaOH, 1 mM EDTA）と 1 μl の 10% Triton X-100を

Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1により固定化されたビオチン化PCR産物に加え、

2分おきに攪拌を行いながら室温で 10分間インキュベートした。上清（ビオチンが付

いていない一本鎖 DNA が含まれている）を 2 ml 低吸着チューブへ分注した。1回の

回収では回収しきれなかった一本鎖 DNAを回収する目的で、再度アルカリ溶液、10% 

Triton X-100を加える工程から繰り返した。合計で 200 μl のビオチンが付いていない

一本鎖 DNAが含まれているアルカリ溶液を回収した。 

次に、そのアルカリ溶液を中性化させるために 20 μlの 1 M HCLを加え、攪拌させ、

NEB Monorch PCR DNA clean up kit（NEB）を用いて、一本鎖 DNAを精製するプロト

コールに従い一本鎖 DNA の精製を行った。 
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4-5-5. リアルタイム PCR による一本鎖 DNAの濃度測定 

 

精製した一本鎖 DNA（項目 4-5-4 を参照）の濃度をリアルタイム PCR により測定

した。リアルタイム PCR で使用したプライマー（DPB1-RT-F, DPB1-RT-R）について

図 27 に示した。DPB1-R-adaptor の配列がすべて含まれているような断片化一本鎖

DNAを測定するために、リアルタイム PCRの解析領域は DPB1-R-adaptor の配列に近

い領域とした。DPB1-RT-F, DPB1-RT-R はそれぞれ DPB1 遺伝子座で保存されている

領域に設計した。 

濃度測定用の検量線は、項目 4-5-2で作成した PCR 産物（断片化する前の二本鎖

DNA）を用いて作成し、一本鎖DNAの濃度を測定した。1ウェルあたり 10 μlの SYBR® 

Premix Ex Taq II （Tli RNaseH Plus）（Takara bio）、1.6 μl の 10 μMの一本鎖 DNA濃度

測定用プライマーセット（DPB1-RT-Fと DPB1-RT-R）、0.4 μl の Rox Reference Dye II

（Takara bio）、1 μl の鋳型 DNA、7 μl の Nuclease-Free waterを混合し、合計 20 μl の液

量とした。Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System を用い 95℃で 30秒間行った

後、95 ℃で 5秒間、60 ℃で 34秒間というサイクルを 40回繰り返し、産物量の定量

を行った。 

 

 

 

 

4-5-6. 一本鎖 DNAの環状化 

 

 T4 RNA Ligase 1（NEB）を用いて、一本鎖 DNA（反応液中の DNA 濃度：10 amol/μl）

を環状化させた。1本の 0.2 ml PCR tubeにつき、2 μlの 10 x T4 RNA Ligase Buffer（NEB）、

0.4 μl の 10 mM ATP、4 μl の 50 % PEG8000（NEB）、0.2 μl の T4 RNA Ligase 1、3.7 μl

の Nuclease-Free water、10 μl の 20 amol/μl 一本鎖 DNA（項目 4-5-4を参照）を混合し、

37 ℃で 16時間インキュベートした後、65 ℃で 15分間、酵素の不活化を行った。 

次に、環状化しなかった一本鎖 DNAを除去するため、20 μl の反応液に 3 μl の 10 x 

図 27：リアルタイム PCRによる一本鎖 DNAの濃度測定 

リアルタイム PCRによる濃度測定に使用するプライマーの配列情報と解析領域（緑の点線）位置 
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Exonuclease I Reaction Buffer（NEB）、1 μl の 20 units/μl Exonuclease I（NEB）、6 μl の

Nuclease-Free waterを加え、37℃で 60分間インキュベートさせた後、酵素の不活化の

ために 80℃で 20分間反応させた。当反応を 8 つの 0.2 ml PCR tube で行い、反応液量

は合計で 240 μl となった。 

NEB Monorch PCR DNA clean up kit を用いて、環状化一本鎖 DNAを精製するプロト

コールに従い、240 μlの環状化一本鎖 DNA の精製を行った。 

 

4-5-7. 環状化 DNAを鋳型にした PCR 

 

12種類の DPB1遺伝子座特異的プライマーと Aプライマー（表 10，図 28）を用い、

精製した環状化 DNA（項目 4-5-6を参照）を鋳型とした PCR を行った。 

1 μl の精製した環状化 DNA（項目 4-5-6を参照）、16.99 μl の Nuclease-Free water、

2.5 μl の 10x High Fidelity PCR Buffer、2.2 μl の 2.5 mM dNTP、1.2 μlの 50 mM MgSO4、

0.11 μlの5 unit/μl Platinum Taq、1 μlの5 μMずつのプライマーペアの合計 25 μlを94 ℃

で 30秒間インキュベートさせた後、94 ℃で 30 秒間、65 ℃で 30秒間、68 ℃で 1分

間という反応を 40サイクル行い Veriti® サーマルサイクラーにより PCR を行った。 

各 PCR 産物を混合し、200～500 bp の範囲でゲル切り出しを行った。MinElute Gel 

Extraction Kit（Qiagen）により切り出したゲル切片中 DNA の精製を行った後、

Quanti-iTTM dsDNA Assay Kit, Broad rangeを用いて、精製した PCR 産物混合液の濃度

をプロトコールに従い測定した。Ion PGMTM Sequencing Hi-Q kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用い項目 4-2-5で説明した同様の方法で Ion Torrent PGM による配列解析

を行った。 

 

 

 

 
表 10 ： 環状化 DNAを鋳型とした PCRで使用するプライマーセット 
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4-6. 補完 HLAタイピングプログラムによる解析方法 

 

 配列解析が行われたリードデータに対し、各リードの分子バーコード配列情報を基

に、分子バーコード配列あたりのリード数を取得した。そして、解析領域において、

分子バーコード配列あたりのリード数が大きい 100種類の分子バーコード配列を選択

した。その後、以下のような方法で各分子バーコード配列グループのコンセンサス配

列を作成した。 

 

4-6-1. リードグループごとのコンセンサス配列の取得 

 

DPB1遺伝子座の参照配列に対し、マッピングツールである BWA-ver 0.7.15

（http://bio-bwa.sourceforge.net/）を用いてマッピングを行ない、選択した分子バーコ

ード配列を持つリードの SAM形式ファイルを出力した。 

マッピングポジションごとの塩基の数をカウントするためのツールである

IGVtools（https://software.broadinstitute.org/software/igv/igvtools）を用い、リードの端の

ポジションが同じリード集団をリードグループとし、そのコンセンサス配列を作成し

た。当処理は、各 PCR 間の増幅バイアスを解消するため、また、リードグループ内

での PCR エラーを除去するために行う。IGVtools の出力データを用い、ポジション

ごとの塩基の割合を計算し、最も割合の高い塩基をそのポジションの塩基と決定して

いくことで解析領域全体のコンセンサス配列を作成した。 

 なお、各リードグループを作成するためのスタートポジション、マッピングエンド

ポジションは項目 4-3-1 と同様にして取得した。 

図 28：環状化 DNAを鋳型にした PCR 

P1-DPB1-No1～12 それぞれのプライマーが断片化していない時の環状化 DNA へ、アニーリン

グする様子を示した。各数字は、アニーリングした時の Aプライマーからの塩基長を表す。 
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4-6-2. 解析領域のコンセンサス配列作成 

 

 リードグループごとのコンセンサス配列ファイル（項目 4-7-1を参照）を、DPB1

遺伝子座の参照配列に対し、BWA-ver 0.7.15 を用いてマッピングを行ない、SAM形式

ファイルとして出力した。そして、IGVtools を用い、解析に使用する領域のコンセン

サス配列を作成した。ここまでの処理を分子バーコード配列ごとに行い、100分子バ

ーコード配列分のコンセンサス配列を作成した。 

 

4-6-3. HLA cDNAデータベース検索 

 

 作成した各コンセンサス配列（項目 4-7-2を参照）がどの HLA タイプに完全一致す

るかどうかを調べた。解析の流れは HLA タイピングプログラムで開発した方法（項

目 4-3-3を参照）と同様であり、HLA-DPB1 の HLA cDNAデータベースに対するアラ

イメントを行なった後に、MR を計算し、MR = 1であるものを完全一致タイプとして

出力した。そして、各タイプと一致したコンセンサス配列数を勘定し、HLA タイピ

ングシステムのアライメントデータと統合し、HLAタイプを決定した。 
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