
イルミナ次世代シーケンサーによる
HLAタイピングの手引き
DNA配列の解読は、ほぼすべての生物学的研究の分野で不可欠です。キャピラリー電気泳動法（CE：Capillary 

Electrophoresis）ベースのシーケンス法の登場により、多くの生物体および生物システムの遺伝子情報を解明すること
が可能になりました。このテクノロジーは広く採用されるようになりましたが、スループット、拡張性、コスト、スピード
および解像度の面でそれぞれ固有の限界があり、必要なゲノム情報の取得が困難になることがあります。次世代シーケン
サー（NGS：Next Generation Sequencer）はこれらの課題を克服し、多数の革新的発見につながる道を開く、これま
でとは根本的に異なるゲノム研究アプローチです。NGSの導入により、生体から遺伝子情報を抽出してゲノム、トランス
クリプトームおよびエピゲノムの見識を深める方法が大きく変化しました。

イルミナは NGS革命のリーダーとして、最も広く採用されている実績あるNGSテクノロジーを提供しています。
MiSeq®システムはこの業界で最も精確かつ簡単に使用できるデスクトップ型シーケンサーです。これにより、あらゆ
る研究室でNGSテクノロジーが使用できるようになりました。300塩基のペアエンドリードと効率化されたワークフロー
により、MiSeqシステムを用いてあらゆる臨床検査室で高解像度 HLAタイピングを行うことができます。ここでは主に、
MiSeqシステムでの NGSを利用したHLAタイピングの利点をお伝えします。
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より明瞭な HLAタイピングを求めて
HLA遺伝子座は多型性が高く、遺伝子座間の配列相同性が高いため、高解像度で明瞭な HLAタイピングは難しい課題
です。従来の HLAタイピング法（血清学的検査、配列特異的オリゴヌクレオチド［SSO］、配列特異的プライマー［SSP］、
CE配列ベースタイピング［SBT］など）では、不明瞭さを軽減するためにサンプルごとに異なるアッセイとテクノロジー
で処理することが必要となり、多くの時間と労力を要する場合があります。

イルミナの NGSは HLAタイピングに新しいパラダイムをもたらします。多数のサンプルの複数の遺伝子座について、
ひとつのテクノロジー、そしてひとつのアッセイで明瞭な超高解像度タイピングを実現します。

重要な HLA遺伝子すべてを同時にシーケンス
ヒトの疾患から環境および進化の研究、さまざまな分野において NGSは科学を急速に進歩させています。中でも、
NGSはHLAタイピングに特に適していると言えるでしょう。NGSでは、複数座位の HLA遺伝子のシーケンスを、1ラン
で数サンプル同時に解析します。産出されるデータは従来の方法に比べ解像度が高いため、数千種類の HLAアリルに
対するHLA領域マッピングの全体で精確な結果が得られます。HLAと疾患との新たな関係が発見されたことから、より
広範囲の HLA領域を調査することがますます重要になりつつあります。このテクノロジーは包括性が高いことから、不
明瞭さを軽減するための追加試験を行わずに済むため、全体的な所要時間が短縮されます。

NGSの基本コンセプト
NGSの原理は、サンガー法（CEベース）シーケンスと類似しています。断片化し、NGS用に調製した DNAライブ
ラリーをテンプレートとし、蛍光色素のついた塩基で再合成するときに放出されるシグナルで配列を特定します。NGS

はこのプロセスをスケールアップしたものです。つまり、CEでは 1個から数個の DNAに対してこの反応を行いますが、
NGSでは何百万もの反応を大量並列的に行っています。この大量並列処理の進歩により、大量の DNAシーケンスを迅
速に行えるようになり、最新のシステムでは数千億塩基のデータを 1回のシーケンスランで得ることができます *。

このプロセスの仕組みを詳細に説明するために、一人から抽出したひとつのゲノムDNA（gDNA）サンプルを考えます。
まず gDNAをより小さいセグメントに断片化してライブラリーを調製し、NGSでシーケンスを行います。NGSで読み取っ
た塩基の鎖（リードといいます）を、既知のリファレンスゲノム（参照配列）を土台としてアセンブルし直すか（リシーケン
ス）、既知の HLA型のデータベースと比較します。アライメントしたリード全体から、もとのサンプルのゲノム配列全体
が明らかになります（図 1）。イルミナの NGSシステムでは、サンプルからライブラリーを調製した後、全シーケンス工
程および一次データ解析（ベースコール）までをひとつの機器で行えるため、所要時間を短縮し、ハンズオンタイムを
最小限に抑えます。

* HiSeq® 2500システムを使用した場合。MiSeqシステムでは 1回のシーケンスランで数百億塩基のデータが得られます。
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迅速で簡単なライブラリー調製
TruSight® HLAシーケンスパネルを使用することで、迅速で簡単な 2ステップの手順でライブラリー調製を行えます。
まず高度に特異的なロングレンジ PCR増幅を行い、次にHLA領域の高い多様性と配列相同性を利用して、改変
Nextera®プロトコールでNGS用のライブラリーを調製します。Nexteraワークフローでは研究室の標準的な機器を使用し、
断片化と配列アダプターのタグメンテーションを同時に行います。調製されたライブラリーのシーケンスはMiSeqシステ
ムでそのまま行えます。

拡張性のある解析に適したマルチプレックス
イルミナのMiSeq NGSシステムは、拡張性が高いため、研究室で求められるスループットに対応します。1台のシステム
でNGS解析を実施するため、トレーニンングやサポートも行いやすく、担当者は技術的専門知識をすぐに獲得できます。
またMiSeqはさまざまな数のサンプルに簡単に対応できるため、機器のダウンタイムを抑え、研究室のスループットを
増大します。

ゲノムのターゲット領域、たとえば特定の遺伝子座や目的の遺伝子のシーケンスを行うときには、低アウトプット設定を
使用して 1ランで処理するサンプル数を減らせます。または、マルチプレックス化して多数のサンプルを処理する設定も
選べます。マルチプレックス化により多数のサンプルのシーケンスを 1回で同時に行えます（図 2）。その場合、「バーコー
ド」配列を各サンプルに加えて、データ解析中にサンプルの区別を行えるようにします。

NGSは、マルチプレックスをうまく活用することで、多数のサンプルからHLAタイピングデータを得るまでの時間を大
幅に短縮します。CEベースのシーケンス法で数百のアンプリコンについて HLAタイピングと解析を行う場合、数週間
かかることがありますが、NGSを使用すればシーケンスと解析を数日で完了させることができます。高度に自動化された、
扱いやすいプロトコールにより、サンプルから超高解像度データの取得、そしてタイピングを行うまでのプロセスが、
かつてないほど迅速で簡単になります。

A. ゲノムDNAの抽出
B. ゲノムDNAを断片化してアダプターを付加し、ライブラリーを調製
C. ライブラリーの DNA断片は同時並列にシーケンス
D. 各シーケンスリードをリファレンス配列（リファレンスゲノムまたは既知遺伝子など）にアライメント
E. アライメントされたリードの共通配列が生成され、その後の多型コールに使用

図 1：次世代シーケンサーの原理

配列データgDNA ライブラリー調製 並列シーケンス アライメント 配列データ
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フェージングが明瞭な HLAタイピング
イルミナのNGSテクノロジーは、ペアエンドシーケンスをサポートします。これは、他に類のない特徴で、明瞭なHLAタイ
ピングを成功させるうえで極めて重要です。ライブラリー中のDNA断片の末端（各末端で最大300bp）をシーケンスする
ことで、高品質のベースコールが得られます。2つのリード（クローン増幅した同じライブラリーDNA断片に由来）は物理
的に結合しているため、各リードペア（ハプロタイプ）について多型との関連を評価できます。ライブラリーの断片生成プ
ロセスはランダムに生じることから、ペアリード間の距離はさまざまです。これにより、1 kb以上離れている2つの多型の
フェージングを直接決定することができます（図3）。

A B C D

サンプル 1

サンプル 2

A.  2種類の異なるサンプルから得られた DNA断片それぞれに、サンプルの由来を明らかにする固有のバーコード配列を付加します
B.  各サンプル由来のライブラリーをまとめ、同時にシーケンスを行います。得られるそれぞれのリードには、DNA断片の配列とサンプルの由来を明らかに
するバーコード配列の両方が含まれます

C. バーコード配列を使いリードをサンプルごとに区別
D.  各リードセットをリファレンス配列に対してアライメントします

図 2：マルチプレックス法の概要

リード 1

ペアエンドリード ハプロタイプ決定

ハプロタイプ

リード 2

ペアエンドシーケンス法により、クローン増幅した DNA断片の両末端についてシーケンスを行えます。同じリードペアから複数の多型が検出された場合には、
これらの多型は同じ染色体に由来するものだと判断できます。ライブラリー調製プロセスがランダムであるため、ペアリード間の距離にはばらつきをもたせて
います。HLA遺伝子は多型性が高いことから、長い断片と短い断片の両方を組み合わせることで、フェージングの不明瞭さの軽減において重要な役割を果
たします。MiSeqシステムは、ランをスタートさせれば、ユーザーの介入を必要とせずペアエンドシーケンスを自動で行います。このイルミナ独自の利点は、
現時点ではどの競合品も持ち合わせていません。

図 3：ペアエンドシーケンスとHLAハプロタイプアライメント
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データの解析、保存および共有
HLAシーケンスデータの解析は困難を伴い、HLA特異的配列アライメントアルゴリズムおよび IMGTデータベースにあ
る数千のリファレンスとの比較が必要です。さらに、解析ソフトウェアは、次々と発見される新しい HLAアリルに遅れを
取らないようにしておく必要があります。イルミナは HLAタイピングソフトウェアのトップクラスの専門家と協力して
TruSight HLAシーケンスパネルとイルミナMiSeqシステムに使用できるように最適化した解析ソフトウェアを提供します。
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MiSeqシステム：最も精確な NGSベースの
HLA解析システム

実績ある性能
イルミナのMiSeqシステムは、現在あるシステムのうち、最も精確で、使用しやすいデスクトップ型シーケンサーです。
設置面積が小さく（幅×奥行き×高さ：68.6cm × 56.5cm × 52.3cm）、ほぼすべての研究室環境に容易に設置でき
ます（図 4）。MiSeqシステムの NGS原理は、最も広く使用されていて高い実績を誇るイルミナの 1塩基合成反応
（SBS）テクノロジーが使用されています。この SBSテクノロジーを使ったイルミナ次世代シーケンサーからは、今日ま
でに 4,000報を超える論文があります。HLA解析へのMiSeqシステムの使用に言及した文献のリストについては、
www.illuminakk.co.jp/hlaseqをご覧ください。

他に類を見ないデータ品質
MiSeqシステムを使用することで、HLA遺伝子全体について高解像度かつ高精度にシーケンスを行えることから、精確な
HLA解析とフェージングが可能です。1ランで大きい領域のシーケンスを行えるため、コストや労力をかけることなく、得ら
れたデータから新しいアリルの発見などの掘り下げた解析を実施することができます。この圧倒的なデータ品質は、
250bp×2のリード長、100xを超えるカバレッジ深度、99.999%のコンセンサス精度によってもたらされるものです。
各サイクル時のシグナル強度測定値を用いてベースコールが行われるため、他の手法1–5に比べてリードエラー率が大幅
に低くなります。その結果、塩基ごとのシーケンスを極めて精確に行え、反復配列領域やホモポリマーについてもゲノム配
列に依存するような特異的エラーがほぼ排除されます。イルミナのシーケンステクノロジーを使うことで、貴重なサンプル
についても、エラーのないデータが最大の収率で生成されます。

イルミナのMiSeqシステムは、高解像度でコスト効率的な HLAタイピングを行える理想的な次世代シーケンサーシステムです。

図 4：MiSeqシステム
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最適な製品をお選びください
TruSight HLAパネルおよびMiSeqシステムは、1回のアッセイ、ひとつのワークフロー、ひとつの機器で、多数のサン
プルに対して同時に、8種類の遺伝子座をシーケンスし、明確なフェージングを行うことで、サンプルからレポート作成
が可能な HLAタイピングを行えます。すべての遺伝子座についてサンプルごとに不明瞭さを軽減する作業を行っていた
時代は終わります。TruSight HLAパネルによって、初めて超高解像度タイピングの結果が得られるようになります。 

詳細についてはwww.illuminakk.co.jp/hlaseqをご覧ください。
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精確でフェーズが明瞭化された HLAタイピング
K Hosomichiら 6は、MiSeqシステムと Nextera DNAサンプル調製キットを使用することで、精確でフェーズが明瞭な

HLA遺伝子のシーケンスを行えることを明らかにしました。6つの全長 HLA遺伝子を含む PCRアンプリコンを使用して

ライブラリーを調製し、このライブラリーのシーケンスをMiSeqシステムで行いました。ペアエンドリードが長いため、

新しいアリルを発見するだけでなく、フェージングを決定することができました。これは従来の HLAタイピング法には

ない利点です。



TruSight HLAパネルとMiSeqシステムで、精確でフェーズが明瞭な
HLAタイピングを行えます。
詳しくは、www.illuminakk.co.jp/hlaseqをご覧ください。
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