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論文内容の要旨
●

申請者氏名 瀬川 秀伸

第6染 色体短腕 （p21．3）上に存在す るHLA遺 伝子領域 は、 ヒ トの遺伝子 の 中で最
ニ

も多型 に富み、現在 まで に10，000種 類 を超 えるHLAタ イ プ （ハ プ ロタイプ） が明 ら

かに されてい る。HLAS・ イ ピング とは1父 親 と母親 由来 の2ア レルそれぞれ のHIA

タイ プを決 定す るこ とを言 う。且皿 タイ プの異 なる個体 間での移植 では強 い免疫応答

が生 じ移植成績 を左 右す るこ とになるた め、臓器移植分野等 ではHIAタ イ ピングは必

須 の事項 であ る。且LAタ イ プが多型性 に富む ことか ら、臓器移植 の適合者 を得 ること

は容易 ではな く、HLAタ イ プが決定 され た ドナーを数多 く登録す ることに加 えて、よ

り正確 で よ り簡 便 なHIAタ イ ピン グ法 の開発 が望 まれて い る。 現在標 準 とされ る

・HLAタ イ ピングは、サ ンガー法 （DNA配 列決 定法）に根 ざしたSBT（SequencOBased

Typing） 法で あるが、HLAタ イ プの相決 定のためには、クローニ ングの過程 を含むた

め時間 と労力 の消費 が大きい。 一方で、近年 開発 され た次世代 シー ケ ンサー を利用す

る方法 では、1分 子 のDNA断 片 由来 の配列情報 を大量 に得 るこ とが でき、SBT法 よ

りも簡便 で、かつ解析効率 が良いが、精度 の点 でまだ ゴールデ ンスタ ンダー ドとな り

うるまで には至 ってい ない。 そ こで、本研究 では塩基 の読み取 りエ ラー を除去 し、正

確 な相決定 が行 え る次世代 シーケ ンサー によるHLAタ イ ピングシステムの開発 を行

った。

12人 のテス トサ ンプル を用 いて、シー ケ ンスライ ブ ラ リー調製法 、HLAタ イ ピン

グプログラムに よる解析手法 をそれ ぞれ確 立 させ 、1回 の配列解析 に よ り最大16人 の

HLA遺 伝 子座 （A、B、c、DRB1、DRB3／4／5、DQB1、DQA1、DPB1） のハ プ ロタ

イ プをcDNAか ら決定す るこ とが可能 なシステ ムを開発 した。 まず、既知HLAタ イ

プの大部分 を解析で きるよ うに、各 タイプで保存 されてい る配列領 域 にPCRプ ライ マ

ー を設計 し、高精度 な解析 を可能 とす るシーケ ンス ライ ブラ リー調製 法の条件検討 を

重ねた。次 に、HLAタ イ ピングプ ログラムで、塩基 の読み取 りエ ラー を除 いて構成 し
’た

ハ プ ロタイプ配列 とそれ らに付加 した信頼性 を示す ス コアを基 に既知HLAタ イ プ

を参 照 しタイプ を決 定す る方 法 とした。 これ を用いて、テ ス トサ ンプル を解析 した と

ころ、サ ンガー法 に よって決 定 した212ア レル の うち、211ア レル を決定す る ことが

でき、正解 率 は99．5％ であった。検証セ ッ ト （30サ ンプル） を用 いた場合 で も、正解

率が97．0％ （516／532ア レル） とな り、高 い性能 であ ることを確認 した。

検証セ ッ トを解析す る途 中で、上記HLAタ イ ピングプpグ ラムでは決 定で きない タ

イプが存在す るこ とが判 明 したため、 この欠点 を補完す るシステ ムの開発 も行 った。

この補 完HLAタ イ ピングシステムで は、ライ ブ ラ リー調整 時に分子 バー コv－‘一一ド配列 を

DNA断 片 に付加 し、分子バー コー ド配列 を持つ短 い配列デ ータの解析 か ら解析領域全

体のハプ ロタイ プ を決 定す る方法 とした。 これ に よ り本 システムの性能 を更 に向上 さ

せ るこ とがで きた。



論文審査結果の要旨

申請者氏名 瀬川 秀伸

第6番 染 色体上 に位 置す るHLA遺 伝子領域 は、 ヒ ト遺伝子 の 中で も最 も多型 に富

んでお り、公共 のHLAデ ー タベース には、10，000種 類 を超 えるHLAタ イプが登録 さ

れてい る。異 な るHLAタ イ プを持つ個体 間での移植 では強 い拒絶反応 が生 じ、移植成

績 を左右 す る ことな どか ら、且LAタ イプの同定、即 ち、HLAタ イ ピングは移植 医療

の分 野で は必須 の事項 である。且LAタ イ ピングには、HLAタ イ プの多型性 と医療 に

お ける重要性 か ら、簡便性 と正確性 が求 め られ るが、現行 の標 準法はサ ンガー 法 を使

ったSBT（SequenceBasedTyping） 法で、HLAタ イ プの決 定には、多 くの時間 と労

力が必 要 とされ る。現在 、近年 開発 され た次世代 （超並列）シーケ ンサー をHLAタ イ

ピングに導入す るこ とで、簡便 かつ解析 効率の良い方法 の開発 が精 力的 に試み られ て

い るが、残念 なが ら、 ゴールデ ンスタ ンダー ドとなるよ うな精度 を示す ものはまだ存

在 しない。 これ らの背景 を踏 まえて、 申請者 は超 並列 シー ケ ンサー を用い た高精度 の

HLAタ イ ピングシステムの開発 を行 った。

本研 究で は、且LA遺 伝子 のエ キ ソン間でのシス、 トランス多型情報 が得易 いcDNA

か らHLAタ イプを解析す るために、既知 タイプで保 存 されてい る配列領 域 にPCRプ

ライマー を設 計 した。 これ は現デー タベー スの既知 タイプの96％ 以上、ア レル頻度 が

0．1％以上 の ものに限 ると、98％ 以上 に対応 していた。高精度 な解析 を可能 とす るシー

ケ ンス ライブ ラ リー調製法 の条件 検討 を重ね て、4つ のモ ジュール か ら成 る超並列 シ

ーケ ンサーか らのHLAシ ー ケ ンスデー タの解析 プ ログラムが開発 され た
。各モ ジュー

ル では、独 自に考案 したアル ゴ リズ ムに よ り、塩 基の読み取 りエ ラー の処理、信 頼性

を示す ス コア を保 持 した候補ハ プ ロタイプ配列の構成 、既知HLAデ ー タベース の検索、

HLAタ イ プの決定 が行 われ ていた。開発 したシステ ムの性能 は、サ ンガー法 によって

決 定 したHLAタ イ プ との一致具合 を見 て評価 してお り、システム構築 に用 いた12人

のテ ス トサ ンプル での正解 率は99．5％ 、システムの検証セ ッ ト （30人） を用いた場合

では97．0％ で あった。他 の既 存 の開発研 究 と比較 して も、解析対象 とした11遺 伝 子座

全て におい てバ ランス良 く高い精度 でタイ ピングが行 われ ていた。

以上 のよ うに、本論文 は、多型性 に富んでい るた めタイ ピングが困難 なHLA遺 伝 子

座 につい て、簡便 で効率 良 く高精度 にハプ ロタイ プを決 定す るシステ ムを開発 した も

ので、人類遺伝 学や 医療分野 な どの、学術 上、応用上貢 献す る ところが少 な くない。

よって審査員一 同は、本論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス）の学位 論文 として価値 あ る

もの と認 めた。


