
試験材料
本試験は IHWGリファレンスパネルの 72のサンプル（補足表 1：
IHWGサンプルおよびリファレンス）からの精製 DNAで行われ
ました 15。これらのサンプルは、よく用いられ、十分に立証され
ているもの（CWD）、稀なもの、さらに、ヌルアリル、アリルの
組み合わせ、ホモ接合体およびヘテロ接合体といった幅広いサン
プルを選定しました。72サンプルの内訳は以下のとおりです。

• 第 10回ワークショップで HLAホモ接合性家系であることが
同定された 48サンプルのうちの細胞株で構成される IHWG
血縁リファレンスパネルから 11サンプル

• 第 13回ワークショップ時点で使用可能であった高解像度法に
よりタイピングされた、51種の DNAサンプル（血縁リファ 
レンスパネル由来の 4サンプルを含む）の組合せである、
IHWGシーケンス多型（SP）リファレンスパネルのうちの 
37サンプル

• 世界の異なる地域に由来する 15サンプル（SPリファレンス
パネル由来の 10サンプルも含む）からなる IHWG人類学リ
ファレンスパネルのうちの 13サンプル

• 以上に加え、第 10回 IHWGワークショップから 1サンプル、
第 12回 IHWGワークショップから 4サンプル、第 13回
IHWGワークショップから11サンプル、および IHWGヌルサン
プルリポジトリから 2サンプルが選定されました。

72サンプルのこのパネルには、CWD 2.0.016 Gグループ（表 1）
の 87.5%（147中 128）に相当するアリルが含まれており、
287の固有なアリルのリファレンスおよび合計 959のリファレン
スアリルが含まれています（表 2）。

はじめに
ヒト白血球抗原（HLA）システムは主要組織適合複合体（MHC）
タンパク質をコードする遺伝子領域で、感染細胞、機能不全細胞
および外来細胞の存在を免疫系に警告する機能をつかさどりま
す。最も多様性に富んだゲノム領域であるため、遺伝子の他の
どのファミリーよりもヒト集団における固有の HLA配列が存在し
ます。この高度な配列変動性は適応性の高い免疫系を微調整す
るために重要です。2016年リリースの IPD-IMGT/HLA Data-
base（ヒトMHC複合体のシーケンスのための専門家向けデー
タベース）には、固有の HLAアリルシーケンス 14,473が含ま
れます 1, 2。

HLA領域のシーケンスは組織、骨髄および幹細胞の移植におけ
る移植拒絶反応を理解するためによく用いられます。HLA変異
は多くの自己免疫疾患にも関与しており、そこでは免疫系は自己
反応的になり、誤って健常な組織を攻撃してしまいます。こうし
た疾患には多発性硬化症、関節リウマチ、1型糖尿病、セリアッ
ク病、グレーブス病、ループス、クローン病、乾癬などが含まれ
ます 3-6。HLA系にはさらにHIVにおいても重要な役割があり、
HIVに対して防御的と考えられるHLAアリルもあれば、HIVを起
こしやすいと考えられるHLAアリルもあります 7。さらに、ある
種の HLAアリルを有する人々は、HIV抗レトロウイルス薬である
アバカビル 8に対して副作用があります。

HLAタイピングの結果、副作用が生じる薬剤はアバカビルに限り
ません。カルバマゼピン 9（発作、神経痛、および双極性障害の
治療用）、フルクロキサシリン 10（抗生物質）、キシメラガトラン 11 

（抗凝血薬）、βラクタム系 12（ペニシリン、アモキシシリンなど
の抗生物質）、オキシカム系 13（疼痛の治療用）、さらにアスピリン
は、特定の HLAタイプを有する人々に副作用を引き起こす場合
があります 14。

TruSight HLA v2シーケンスパネルは、イルミナ次世代シーケン
ス（NGS）テクノロジーを用いて 11の HLA遺伝子座の高解像
度シーケンス結果を生成します。一般的にタイピングされるHLA
遺伝子座はすべてカバーされ、さらに最近関連性が指摘されてい
る遺伝子座も対象としています。このホワイトペーパーでは以下
の内容を取り扱います。

• TruSight HLA v2シーケンスパネルを用いた、72の IHWG
リファレンスサンプルの HLAシーケンスデータの提示

• タイピングが割り当てられなかったためにリファレンスタイピン
グと不一致である、マニュアル確認が必要な 5つのアリルに
ついての詳細な考察

• MiSeqおよびMiniSeqのシステムでシーケンスされたリファ
レンスサンプル HLAタイピング結果の比較

TruSight® HLA v2シーケンスパネルを用いた
IHWGリファレンスサンプルの HLAシーケンス
MiSeq® およびMiniSeq™ システムによる国際組織適合性ワーキンググループ（IHWG）の 
72のリファレンスサンプルに対する複数回シーケンスの結果
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表 1： CWD 2.0.0Gグループのカバレッジ

遺伝子座 グループ数 カバー対象 比率 対象外のグループ

A 32 29 90.63%
02:22:01G, 24:05:01G, 
68:01:01G

B 43 34 79.07%

13:01:01G, 15:07:01G, 
15:11:01G, 15:18:01G, 
15:25:01G, 27:04:01G, 
27:07:01G, 35:43:01G

C 23 21 91.30% 01:03:01G, 18:01:01G

DRB1 14 11 78.57%
11:06:01G, 11:11:01G, 
11:13:01G

DRB3 4 3 75.00% 02:01:01G

DRB4 1 1 100.00%

DRB5 2 2 100.00%

DQA1 7 7 100.00%

DQB1 12 12 100.00%

DPA1 1 1 100.00%

DPB1 8 7 87.50% 23:01:01G

合計 147 128 87.50%

CWDアリルカタログは定期的に更新および公表され、よく知られる（共通の）
HLAアリルまたは十分に立証されているHLAアリルのサブセットを同定しています。
CWD 2.0.0には、147のGグループに割り当てられた1122のアリルが含まれます。
本試験で用いられる IHWGパネルの 72サンプルには、CWD Gグループ 147の
うちの 128に 1つ以上のアリルがありました。

表 2： 遺伝子座別リファレンスアリル数

遺伝子座 固有のリファレンスアリル リファレンスアリル合計

A 51 121

B 70 122

C 34 119

DRB1 45 114

DRB3 7 43

DRB4 6 31

DRB5 3 10

DQA1 18 90

DQB1 19 114

DPA1 12 80

DPB1 22 115

合計 287 959

本試験用に選定した IHWGパネルの 72サンプルには、固有の HLAリファレンスア
リル 287、リファレンスを有するアリル合計 959がありました。

手法

ライブラリー調製

IHWGから得た DNAは、TruSight HLA v2 Sequencing Panel 
Library Preparation Kitを用いてシーケンス用に調製しました
（図 1）。サンプル（HLA-A、-B、-C、-DRB1/3/4/5、-DQA1、
-DQB1、-DPA1、および -DPB1）毎にそれぞれ PCR反応（17.5
分のサイクルを 30サイクル、合計約 9時間）を行い、ロングレン
ジPCRを実施しました（ステップ 1）。PCRおよび PCRクリーン
アップ（ステップ2）が完了した後、サンプルをノーマライゼーション
しました（ステップ 3）。TruSight HLA v2 Kitでは、特別な装置
を必要としない、イルミナ独自開発のビーズベースのノーマライ
ゼーション手法を用いています。

このノーマライゼーションステップでは、各アンプリコンを一括で
ノーマライズすることができ、少数の数量化されたアンプリコン
の平均に基づいたノーマライゼーションとは異なります。これが
重要な理由は、増幅がサンプル毎、アリル毎に異なるためです。
そのため、各反応をノーマライズすることにより、ライブラリー
調製用の DNAインプット量を均一にすることができ、十分に表
現されないアリルやサンプルの漏れを防ぐことができます。

ノーマライズされたアンプリコンにイルミナ Nextera® テクノロ
ジーを用いたタグメンテーション反応を行い、HLAシーケンス用
に特異的に修飾し、各アンプリコンのフラグメント化とアダプター
のタグ付けを同時に実施しました（ステップ 4）。次に、タグ付き
の DNAをサンプル毎に単一ウェルにプールします（ステップ 5）。
限定した PCRサイクル数により、タグ付きDNAを増幅し、シー
ケンスインデックスを付加しました（ステップ 6）。TruSight HLA 
v2ライブラリーでは、テンプレートDNAの側面に 8塩基インデッ
クスバーコードを付加させるデュアルインデックスアプローチを用
います。PCR製品を精製し（ステップ 7）、個別サンプルライブ
ラリーすべてをプールしシーケンサーにロードしました（ステップ
8）。この手法およびプロトコールの詳細については、『TruSight 
HLA v2 Sequencing Panel Reference Guide』をご参照くださ
い。

同時に 12サンプルを調製、保管した後、シーケンス前にプール
しました。

図 1：TruSight HLA v2 Sequencing Panelライブラリー調製プロトコール 
通常、一日の終わりに TruSight HLA v2ライブラリー調製を始めることで、サン
プルの受け取り、アクセッション、および DNA抽出のために十分な時間を確保
することができます。DNAはサーマルサイクラーにロードし、オーバーナイトで
増幅します。1回の 12サンプルのランには、2日目のライブラリー調製が約 
5時間かかるため、シーケンサーには午後の早いうちにロードします。DNAか
らライブラリー調製、さらにはシーケンサーまでの時間は合計で約 16時間で、
そのうちのハンズオン時間は約 4時間です。

ステップ 総時間 ハンズオン時間 スケジュール

HLAアンプリコンの生成 11時間 30分 1日目 午後4：001
2
3
4
5
6
7
8

PCRクリーンアップ

ビーズベースのノーマライゼーション

タグメンテーション

プーリングおよびクリーンアップ

PCR増幅

PCRクリーンアップ

ライブラリープーリングおよびローディング

合計

30分 30分 2日目 午前9：00

1時間 30分 2日目 午前9：30

30分 15分 2日目 午前10：30

30分 30分 2日目 午前11：00

1.5時間 30分 2日目 午前11：30

15分 15分 2日目 午後1：00

45分 45分 2日目 午後1：15

16時間 4時間未満 2日目 午後2：00

White Paper: Sequencing

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。



シーケンス

ライブラリーは、MiSeqおよびMiniSeqシステムでそれぞれラン
を行いました。両システムとも、150 bp × 2のペアエンドの試
薬を用いました。MiSeqシステムでは、MiSeq Reagent Kit v2 
Micro（300サイクル）を用いて、24サンプルをプールして、
MiniSeqシステムでは、MiniSeq High Output Reagent Kit（300
サイクル）で、72サンプルすべてをプールしてランしました。
MiSeqシステムではラン 1回あたり平均 19時間、MiniSeqシ
ステムランではラン 1回あたり平均 24時間かかりました（表 3）。

表 3： TruSight HLA v2シーケンスパネルのためのMiSeq 
およびMiniSeqのシステム仕様

MiSeq System（4色ケミストリー）

試薬キット 最大 
クラスター

150 × 2 
Output

150 × 2 
ラン時間

最大 
サンプル数

v2 Nano 1M 300 Mb 17時間 6

v2 Micro 4M 1.2 Gb 19時間 24

V2 Standard 15M 4.5 Gb 24時間 96

V3 Standard 25M 7.5 Gb 39時間 144

MiniSeq System（2色ケミストリー）

試薬キット 最大 
クラスター

150 × 2 
Output

150 × 2 
ラン時間

最大 
サンプル数

中出力 8M 2.4 Gb 17時間 48

高出力 25M 7.5 Gb 24時間 144

データ解析

MiSeqおよびMiniSeqシステムからの fastq.gz圧縮ファイル 
（1サンプルあたり2ファイル、リード 1およびリード 2）出力は、
TruSight HLA Assign 2.0（v2.0.0.920）ソフトウェアに直接イン
ポートしました。IMGT/HLAバージョン 3.23および CWDバー
ジョン 2.0.0ソフトウェアを用いて、結果の解析およびタイピング
を行いました。Assign 2.0ソフトウェアを使って、各リードのコン
センサスリファレンスシーケンスへのアライメントを行いました
（HLA-DQB1用の 2つコンセンサスリファレンスシーケンスおよ
びHLA-DRB1用の4つのコンセンサスリファレンスシーケンス）。 

その後、このソフトウェアは個々のリードの下でペアリード内の塩
基位置を用いて、ヘテロ接合体位置をすべてフェージングしまし
た。多くの場合、直接フェージングできるように複数のリードペ
アを層にする必要があります。この方法により、最長のシーケン
ス断片（通常 1000~1300塩基）と同じぐらい離れたヘテロ接
合体位置をフェージングすることができます。こうしてフェーズさ
れたアライメントにより、遺伝子座あたりの平均カバレッジ深度が
100を超えるような各遺伝子座のコンセンサスシーケンスを生成
することができます。推奨のサンプルマルチプレックス法では、
平均カバレッジ深度は通常遺伝子座あたり200xを上回ります。
こうしたコンセンサスシーケンスが Assign 2.0ソフトウェア内に
構築された IMGT/HLAデータベースと比較され、各遺伝子座の
HLAタイプが生成されました。

結果：MiSeqシステム

リファレンスタイピングとの一致の評価

MiSeqシステムを使用した 72の IHWGサンプルのシーケンス
の結果、1294のアリルのコンセンサスシーケンスが得られ、そ
れらのうちの 959には比較用のリファレンスがありました。907
のアリル（94.58%）がリファレンスタイピングと一致しました。
リファレンス配列と一致しなかった 52のタイピング結果は、3つ
のカテゴリーに分類しました：42（リファレンスアリル合計の
4.38%）はリファレンスタイピングに変更が必要とされる不正確
または不十分なリファレンスタイピングを有しており（表 4）、5（リ
ファレンスアリルの合計の 0.52%）は新規のエクソン変異を有し
ており、5（リファレンスアリルの合計の 0.52%）にはタイプが
割り当てられず、マニュアル操作が必要でした。

結果が一致したリファレンスタイピングを有するアリル、リファレン
スタイピングが不正確と思われるアリル、および新規アリルを、
TruSight HLA v2シーケンスパネルの精度を算出するために用
いました（図 2）。5つのアリルは不正確であると考えられ、一致
させるために合計 9つの塩基の編集が必要でした。これら 5つ
のアリルは、不正なタイピングに割り当てられたのではなく、タ
イピングされませんでした。
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図 2：MiSeqシステムにおける TruSight HLA v2シーケンスパネルの精度  
精度はリファレンスである 959のアリルを用いて算出しました。TruSight HLA 
v2の結果が正確であると判断したのは、結果が完全に一致した場合（907アリル、
94.58%）、結果がリファレンスの最新版に一致した場合（42アリル、4.38%）、
およびアリルに新規変異が含まれていた場合（5アリル、0.52%）でした。これ
により正確にコールされたアリルは合計 954（99.48%）となりました。
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表 4： IWHGリファレンス最新版

サンプル ID 遺伝子座 リファレンスタイピング
TruSight HLA 
v2タイピング

注意

IHW01136 A 11:01 01:01:01 11:01の証拠なし。これは、11:01の証拠はないとしたWittigらの論文 17と一致します。

IHW09099 A 02:17:01 02:17:02
これは、Gがコールされた一塩基位置（315）のエクソン 1不一致であり、02:17:02と一致します。こ
の位置の Tは 02:17:01と一致します。200を超えるリードでの解析で、この位置に Tコールの証拠はあ
りません。Wittigら 17と一致。

IHW01040 B 39:06:01 39:06:02
これは、Tがコールされた一塩基位置（1028）のエクソン 3不一致であり、39:06:02と一致します。こ
の位置の Cは 39:06:01と一致します。200を超えるリードでの解析で、この位置にCコールの証拠は
ありません。Wittigら 17と一致。

IHW09388 B 40:01:01 40:01:02
エクソン 1の 356番目（G>C）で 40:01:01に対する一塩基の不一致。Cは CWDアリル 40:01:02と
一致。

IHW01040 C 07:01 07:18

これは、エクソン 6の一塩基位置（2857 C>T）で 07:01:01に対して不一致です。この位置での Tコー
ルはこの位置をカバーする 200を超えるリードのうちの 100を超えるリードで作成されました。この位置
の Tは 07:18と一致です。Wittigらは結果の可能性として 07:01/07:02および 07:02/07:18両方でこ
のアンビギュイティーを持つ遺伝子座をコールしました。

IHW01136 C 15:02 15:13
2008番目（G>C）で 15:02:01に対してエクソン 4の不一致があります。Cは 15:13と一致しており、
この位置をカバーする 200を超えるリードのうちの 80を超えるリードによってカバーされます。Wittigら 17

と一致。

IHW09114 C 02:02 02:10:01
02:02と2つの不一致があり、1つはエクソン 3（1150 A>G）、もう1つはエクソン 4（1954 A>G）で
す。両位置は 200を超えるリードよってカバーされており、すべてがGです。これらの位置でのGコール
は 02:10と一致しています。さらに、17:01はまだリファレンス内にはありませんが、明らかに存在します。

IHW09373 C 07:01 07:18

2857番目（CC>CT）で 07:01に対するエクソン 6の一塩基不一致があり、合計 200を超えるリードが
この位置をカバーしており、そのうち 80以上のリードが Tをカバーしています。この位置の Tは 07:18
と一致しています。Wittigら 17は、結果の可能性として、このアンビギュイティーを 07:01および 07:18
の両方でコールしました。

IHW01059 DPA1 01:04 01:03:01

エクソン 2の単一ヘテロ接合体位置（4284 AA>AC）があり、200を超えるリードおよび 50/50のアリ
ルバランスを伴っています。アンプリコンでコールされるその他 6つ（3’ UTR内に 4つおよびイントロン
1内に 2つ）のヘテロ接合体位置があります。これらの位置はエクソン 2のヘテロ接合体位置に対するカ
バレッジおよびアリルバランスと一致しています。

IHW09375 DPA1 02:02:03 02:02:02
4260番目（G>A）の 02:02:03に対するエクソン 2の一塩基不一致があります。Aは 02:02:02と一致
しており、100を超えるリードによってカバーされます。02:02:02はWittigら 17と一致しています。

IHW09381 DPA1 01:01 01:03:01 DPA1*01:01は現在、IMGT/HLAデータベース内で明らかにされていません。

IHW09040 DPB1 03:01 104:01
10163番目（G>A）の 03:01に対するエクソン 4の一塩基不一致があります。Aは 104:01と一致して
おり、200を超えるリードによってカバーされます。104:01ホモ接合体はWittigら 17と一致しています。

IHW09373 DPB1 03:01 104:01
10163番目（G>A）の 03:01に対するエクソン 4の一塩基不一致があります。Aは 104:01と一致して
おり、80を超えるリードによってカバーされます。Wittigらはこれを03:01と104:01双方を含むアンビギュ
イティー列でコールしました。

IHW09387 DPB1 13:01 133:01
5133番目（A>G）の 13:01:01に対するエクソン 2の一塩基不一致があります。Gは 133:01と一致し
ており、200のリードによってカバーされます。133:01はWittigら 17と一致しています。 

IHW09398 DPB1 03:01 104:01
10163番目（G>A）の 03:01に対するエクソン 4の一塩基不一致があります。Aは 104:01と一致して
おり、80を超えるリードによってカバーされます。Wittigらはこれを03:01と104:01双方を含むアンビギュ
イティー列でコールしました。

IHW09431 DPB1 03:01 104:01
10163番目（G>A）の 03:01に対するエクソン 4の一塩基不一致があります。Aは 104:01と一致して
おり、80を超えるリードによってカバーされます。Wittigらはこれを03:01と104:01双方を含むアンビギュ
イティー列でコールしました。

IHW01040 DQA1 05:01 05:05:01

これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3
の 5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一で
す。Wittigら 17と一致。 

IHW01093 DQA1 05:01 05:05:01
これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3の
5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一です。

IHW01141 DQA1 05:01 05:05:01
これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3の
5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一です。

IHW09009 DQA1 01:02:01 01:02:02
エクソン 3（5391 T>C）の 01:02:01に対する一塩基不一致があります。ヘテロ接合性の証拠も認めら
れません。Wittigら 17と一致。 

IHW09016 DQA1 05:01 05:05:01

これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3
の 5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一で
す。Wittigら 17と一致。 
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表 4： IWHGリファレンス最新版（続き）

サンプル ID 遺伝子座 リファレンスタイピング
TruSight HLA 
v2タイピング

注意

IHW09035 DQA1 05:01 05:05:01

これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3
の 5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一で
す。Wittigら 17と一致。

IHW09040 DQA1 05:01 05:05:01

これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3
の 5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一で
す。Wittigら 17と一致。

IHW09077 DQA1 03:01 03:02
03:01に対してエクソン 1および 3の 2つの不一致があります。03:02に対する完全一致があります。
Wittigら 17も同じコールをしました。

IHW09114 DQA1 05:01 05:05:01
これは、よくあるリファレンスに関する問題で、リファレンスが 05:01をコールし、NGS結果がより一般的
な 05:05をコールするものです。これらは、3つのエクソン位置（エクソン 1の 777番目、エクソン 3の
5580番目、およびエクソン 4の 6030番目）で互いに異なります。エクソン 2配列は 2者間で同一です。

IHW09388 DQA1 03:02 03:03:01
エクソン 1の 799番目（C>T）の 03:02に対する一塩基不一致があります。Tは 03:03:01への完全一
致です。

IHW01059 DQB1 02:01 02:02:01
5548番目（A>G）の 02:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Gは 02:02:01への完全
一致です。

IHW09040 DQB1 03:01 03:19
5698番目（C>T）の 03:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Tは 03:19への完全一致
です。03:19のホモ接合体コールはWittigら 17と一致しています。さらに、03:19の結果は、Etonラボ
において、エクソン 2のサンガーシーケンスにより別途検証されました。

IHW09047 DQB1 02:01 02:02:01
5548番目（A>G）の 02:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Gは 02:02:01への完全
一致です。02:02:01はWittigら 17によるものと同じコールです。02:02のタイピングは、ウィスコンシン
の BloodCenterがエクソン 3のサンガーシーケンスで検証しました。

IHW09114 DQB1 03:01 03:19
5698番目（C>T）の 03:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Tは 03:19への完全一致
です。

IHW09273 DQB1 02:01 02:02:01
5548番目（A>G）の 02:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Gは 02:02:01への完全
一致です。

IHW09367 DQB1 05:02:01 03:03:02
我々のシーケンスデータには 05:02:01の証拠は認められませんでした。Wittigら 17も 03:03:02ホモ接
合体をコールしました。03:03のタイピングは、ウィスコンシンのBloodCenterがエクソン2のサンガーシー
ケンスで検証しました。

IHW09398 DQB1 02:01 02:02:01
5548番目（A >G）の 02:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Gは 02:02:01への完全
一致です。02:02:01はWittigら 17によるものと同じコールです。 

IHW09398 DQB1 03:01 03:19
5698番目（C>T）の 03:01に対するエクソン 3の一塩基不一致があります。Tは 03:19への完全一致
です。Wittigらも 03:19をコールしました。03:19のタイピングは、ウィスコンシンの BloodCenterがエ
クソン 2のサンガーシーケンスで検証しました。

IHW09056 DRB1 14:01 14:54:01
これはよくあるリファレンスエラーで、14:54に影響されて 14:01がコールされるものです。これらのアリ
ルはエクソン 3の一つの塩基位置 11292（T>C）で異なります。これは 14:54への完全一致です。これ
はWittigら 17によるものと同じコールです。 

IHW09061 DRB1 14:01 14:54:01
これはよくあるリファレンスエラーで、14:54に影響されて 14:01がコールされるものです。これらのアリ
ルはエクソン 3の一つの塩基位置 11292（T>C）で異なります。これは 14:54への完全一致です。

IHW09077 DRB3 03:01:01 03:01:03
エクソン 3（10946 A>G）およびエクソン 4（11705 T>C）における 03:01:01に対する 2つの不一致
があります。これらの変化は両方とも 03:01:03と一致しています。

IHW09253 DRB3 03:01:01 03:01:03
エクソン 3（10946 A>G）およびエクソン 4（11705 T>C）における 03:01:01に対する 2つの不一致
があります。これらの変化は両方とも 03:01:03と一致しています。

IHW09029 DRB4 01:01 01:03:01
01:01および 01:03アリルはエクソン 3の 13110番目において互いに異なります。01:01は Aをコール
し、01:03はGをコールします。Gは、Gコールに起因する 200を超えるリードによってコールされます。

IHW09114 DRB4 01:01 01:03:01
01:01および 01:03アリルはエクソン 33の 13110番目において互いに異なります。01:01は Aをコー
ルし、01:03はGをコールします。Gは、Gコールに起因する 200を超えるリードによってコールされます。

IHW09377 DRB4 01:01:02 01:01:01
DRB4*01:01:02アリルは現在、IMGT/HLAデータベース内で明らかにされていません。これは
01:01:01への完全一致です。

IHW09388 DRB4 01:01 01:03:01
01:01および 01:03アリルはエクソン 3の 131110番目において互いに異なります。01:01は Aをコー
ルし、01:03はGをコールします。Gは、Gコールに起因する 200を超えるリードによってコールされます。

このタイピングが行われた際に、エクソン外がシーケンスされなかったか、当時利用可能な従来手法で調査されなかったために、このリファレンス不一致の大半（42中 33）が
発生した可能性があります。これらは白色で強調表示されています。
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新規エクソン変異の発見

5つのアリル（リファレンスアリル合計の 0.52%）には新規のエ
クソン変異がありました（図 3）。

IHW09220および IHW09378：DPA1*02:01:01とDPA1*02:02
のためのリファレンスアライメントは両方とも 4314（エクソン 2
の 107番目）に Aを予測しています。IHW09220サンプルコン
センサス配列は 200を超えるリードから構成されており、これら
のリードのうち約 55%がG、約 45%がAを示します。Aはフェー
ジングされ 02:01:01にアライメントされ、Gはフェージングされ
2番目のアリルにアライメントされました。この位置での Gを含
め、このシーケンスとの IMGT/HLA内での一致はないことから、
新規変異であることが示されます。IHW09378には 02アリルと
同じ新しい配列があります（図 3A）。

IHW09266：DQB1* 03:01:01とDQB1*05:01:01のためのリ
ファレンスアライメントは両方とも 612（エクソン 1の 81番目）
に Cを予測します。IHW09266サンプルコンセンサス配列は
250を超えるリードから構成されており、これらのリードのうち約
50%が C、約 50%が Tを示します。Cはフェージングされ
03:01:01にアライメントされ、Tはフェージングされ 2番目のア
リルにアライメントされました。この位置での Tを含め、このシー
ケンスとの IMGT/HLA内での一致はないことから、新規変異で
あることが示されます（図 3B）。

IHW09369：B*15:26Nのためのリファレンスアライメントは 295
（エクソン1の 11番目）にTを予測します。この遺伝子座のリファ
レンスタイピングは 15:26Nホモ接合体です。IHW09369サン
プルコンセンサス配列は 300を超えるリードから構成されており、
すべてのリードのこの位置で Cを示します。この位置での Cを
含め、このシーケンスとの IMGT/HLA内での一致はないことか
ら、新規変異であることが示されます（図 3C）。

タイピング結果がない場合のマニュアル確認

5つのアリル（リファレンスアリルの合計の 0.52%）には TruSight 
HLA Assign 2.0による解析中にタイピングされず、タイピング
を生成するためのマニュアル確認および配列の編集が必要でした
（図 4）。5ケースのうちの 4ケースで、ホモ接合体の遺伝子座
には 1~3の低頻度ベースコールが含まれていました。5番目の
ケースではヘテロ接合体の遺伝子座に単一の低頻度ベースコー
ルが含まれていました。ケースすべてでタイピングされず、不正
確なタイピングの例も作成されませんでした。

IHW01040 HLA-DRB3：この遺伝子座のリファレンスタイピン
グは実際には 01および 01です。08:01が DRB3/4/5とはめっ
たにペアにならないため、DRB1タイピングが 13:03:01と
08:01である可能性は低いと考えられます。したがって、
01:01:02アリルのみが予測されます。この場合、最高位のアリ
ルは 01:01:02および 01:01:02であり、単一のヘテロ接合体塩
基位置を伴い、01:01:02に対して不一致です。この Tはリード
の約 11%に表示され、誤ってコールされていると思われます。
この位置での 2つのオプションは Tコールを除外し、01:01:02
ホモ接合体タイピングとするか、同じ01:01:02ホモ接合体の結
果の位置でノーコールとするかです。

IHW09021 HLA-C：この遺伝子座のリファレンスタイピングは
17:01です。この場合、最高位のアリルペアは 17:01:01と
17:01:01であり、完全一致に対する不一致として 3つのヘテロ
接合体塩基位置を伴います。これらのコールはリードの約 11%
に存在し、誤ってコールされていると思われます。これらの位置
でのオプションは 2つあり、低頻度コールを除外するか、これら
の位置をすべてノーコールにするかで、両ケースを 17:01:01ホ
モ接合体タイピングとします。

IHW09044 HLA-DQA1：この遺伝子座のリファレンスタイピン
グは 05:01です。この場合、最高位のアリルペアは 05:01:01
と 05:05:01であり、05:01に対する複数の不一致があります。
見かけ上、実際のタイピングは 05:05:01ホモ接合体であり、唯
一のヘテロ接合体のコールとしてこの一塩基位置を伴います。こ
の Cコールはリードの約 11%に存在し、誤ってコールされてい
ると思われます。この位置でのオプションは 2つあり、低頻度コー
ルを除外するか、ノーコールとするかで、両ケースで 05:05:01
ホモ接合体タイピングとします。

IHW09058 HLA-DRB1：この遺伝子座のリファレンスタイピン
グは 13:01です。この場合、最高位のアリルペアは 13:01:01
と13:01:01であり、3つのヘテロ接合体塩基位置を持ち、完全
一致に対する不一致があります。これらのコールはリードの約
11%に存在し、誤ってコールされていると思われます。これらの
位置でのオプションは 2つあり、低頻度コールを除外し、
13:01:01ホモ接合体のタイピングとするか、これらの位置をす
べてノーコールにし、13:01:01/13:121ホモ接合体タイピング
およびアンビギュイティーにするかです。

IHW09378 HLA-B：この遺伝子座のリファレンスタイピングは
41:02:01および 51:01:01.です。リードでの約 11%の頻度の
Tは、誤ってコールされたと考えられます。この位置でのオプション
は2つあり、低頻度コールを除外するか、ノーコールにするかして、
両方ともアンビギュイティーのない 41:02:01および 51:01:01
タイピング結果とすることです。
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A B C03:01:01との一致 05:01:01との不一致

50/50アリルバランス

約250倍のカバレッジ

02:01:01との一致 02:02との不一致

55/45アリルバランス

200倍超のカバレッジ

15:26Nとの不一致

300倍超のカバレッジ

01:01:02ホモ接合体 17:01:01ホモ接合体 05:05:01ホモ接合体 13:01:01ホモ接合体 41:02:01との不一致51:01:01との一致

= 11%の頻度のベースコール

A B C D E

図 3：新規エクソンの変異 各図内の上から 1あるいは 2つ目の行（白色）は、特定のアリルのためのリファレンスアライメントであり、予測されるベースコールは黄
色で強調表示された特定の位置にあります。2つ目あるいは 3つ目の行（灰色）は数百ものリードから構成されたサンプルコンセンサス配列です。（A）IHW09220
および IHW09378 HLA-DPA1 DPA1*02:01:01のためのリファレンスアライメント（行 1）とDPA1*02:02のためのリファレンスアライメント（行 2）は両方とも
4314番目（エクソン 2の 107番目）に Aを予測します。このサンプルコンセンサス配列（行 3）は 200を超えるリードから構成されており、これらのリードのうち
約 55%がG、約 45%が Aを示しています。Aはフェージングされ 02:01:01にアラインされ、Gはフェージングされ 2番目のアリルにアラインされました。（B）
IHW09266 HLA-DQB1 DQB1*03:01:01のためのリファレンスアライメント（行 1）および DQB1*05:01:01のためのリファレンスアライメント（行 2）は両方とも
612番目（エクソン 1の 81番目）にCを予測します。250を超えるリードから構成されるサンプルコンセンサス配列（行 3）は、約 50%のリードでC、約 50%のリー
ドで Tを示しています。Cはフェージングされ 03:01:01にアラインされ、Tはフェージングされ 2番目のアリルにアラインされました。（C）IHW09369 HLA-B この
遺伝子座のリファレンスタイピングは 15:26Nホモ接合体です。B* 15:26Nのためのリファレンスアライメント（行 1）は 295番目（エクソン 1の 11番目）で Tを
予測します。300を超えるリードから構成されたサンプルコンセンサス配列（行 2）は、すべてのリード内のこの位置でCを示しています。

図 4：タイピングのない結果のマニュアル確認および編集 TruSight HLA Assign 2.0ソフトウェアでの解析中に、5つのアリルがタイピングなしとなり、マニュアル確
認および編集が必要になりました。すべてのケースで、コールはリードの約 11%に存在する（赤色の逆三角形の印）ように表示され、誤ってコールされたと思われま
す。オプションとしては、低頻度コールを除外するか、そのような位置すべてをノーコールにするかです。（A）IHW01040 HLA-DRB3 この遺伝子座のリファレンス
タイピングは実際には 01および 01です。この場合、最高位のアリルは 01:01:02および 01:01:02であり、単一のヘテロ接合体塩基位置を伴い、01:01:02に対し
て不一致です。（B）IHW09021 HLA-C この遺伝子座のリファレンスタイピングは 17:01です。この場合、最高位のアリルペアは 17:01:01と 17:01:01であり、
完全一致への不一致としてこれらの 3つのヘテロ接合体塩基位置があります。（C）IHW09044 HLA-DQA1 この遺伝子座のリファレンスタイピングは 05:01です。
この場合、最高位のアリルペアは 05:01:01と05:05:01であり、05:01に対する複数の不一致があります。見かけ上、実際のタイピングは 05:05:01ホモ接合体で
あり、唯一のヘテロ接合体のコールとしてこの一塩基位置を伴います。（D）IHW09058 HLA-DRB1 この遺伝子座のリファレンスタイピングは 13:01です。この場合、
最高位のアリルペアは 13:01:01と 13:01:01であり、完全一致への不一致としてこれらの 3つのヘテロ接合体塩基位置があります。（E） IHW09378 HLA-B この
遺伝子座のリファレンスタイピングは 41:02:01および 51:01:01であり、41:02:01アリルにはタイピング結果はありません。
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HLAタイピングのアンビギュイティーの解消

1292のシーケンスアリルには 41のアンビギュイティーがありま
した（図 5）。これらのデータには 3種類のアンビギュイティーが
あります（表 5）。

アンプリコンのアンビギュイティー：こうしたアンビギュイティー
はアンプリコン外で解消されており、DPB1*13:01:01/107:01
（13:01:01Gグループ）、DRB1*12:01:01/12:10（12:01:01G
グループ）および DRB1*08:01:01/03などがあります。これ
らのアンビギュイティー 3つはすべて、それぞれの遺伝子座
のエクソン 1および DPB1のエクソン 1で解消されており、
DRB1はTruSight HLA v2の対象外です。アンプリコンのアン
ビギュイティーは、41のアンビギュイティーのうちの 8つ
（19.51%）を占めました。アンプリコンのアンビギュイティー
は青色で強調表示されています。

条件付きのアンビギュイティー：このアンビギュイティーは、
アリルの組み合わせに基づいて表示され、通常はアリル間の
ホモロジーが、フェージング用のヘテロ接合体塩基位置の大
きなギャップになるため発生します。1 Kb以上のギャップによ
り、フェーズが失われ、フェーズのアンビギュイティーとなり
ます。これは、イントロン 2が 4500塩基長の DPB1で最も
多く発生し、ある組み合わせでは（例：DPB1*04:01:01が
DPB1*04:02:01とペアになっている場合）、4 Kb以上の
ギャップが見られます。こうした条件付きのアンビギュイティー
はこのようなアリルが互いに結び付けられる場合に常に表示さ
れますが、このアリルが異なる組み合わせの場合には必ずし
も発生しません。条件付きのアンビギュイティーが 41のアン
ビギュイティーのうちの 28（68.29%）に生じており、
13:01:01/107:01を除いた DQB1アンビギュイティーおよび
DPB1のアンビギュイティーのすべての原因となっています。
条件付きのアンビギュイティーは緑色で強調表示されます。

1. フェーズのアンビギュイティー：このアンビギュイティーは稀に
発生し、シーケンスランに特異的です。言い換えれば、同じサン
プルとアリルの組み合わせでは、通常アンビギュイティーのな
いシーケンスが行えますが、時として、フェーズを解消するた
めの適切なリード構造を持たない場合があります。3つの遺
伝子座（41アリル中 5アリル、12.20%）でこうしたランで
発生しており、ピンク色で強調表示されています。
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図 5：MiSeqシステムでの TruSight HLA v2シーケンスパネルのアンビギュ
イティー率 アンビギュイティー率は 1292のシーケンスアリルを用いて算出し、
これらのデータはリファレンスとは無関係に算出しました。アンビギュイティーを
伴うアリルが合計 41ありました。

表 5： MiSeqシステムにおける TruSight HLA v2シーケンス
パネルのアンビギュイティー

サンプル ID 遺伝子座 アンビギュイティー

IHW01018 DRB1 08:01:01/03

IHW01040 DPB1
03:01:01/124:01

04:01:01/350:01

IHW01040 DRB1 08:01:01/03

IHW01093 DPB1
04:01:01/105:01

04:02:01/126:01

IHW01137 DPB1
04:01:01/105:01

04:02:01/126:01

IHW01141 DPB1
04:01:01/105:01

04:02:01/126:01

IHW01141 DRB1 12:01:01/12:10

IHW01174 DPB1
03:01:01/124:01

04:01:01/350:01

IHW09044 DPB1
02:01:02/105:01

04:02:01/416:01

IHW09045 DPB1
02:01:02/105:01

04:02:01/416:01

IHW09045 DRB1 12:01:01/12:10

IHW09056 DPB1 13:01:01/107:01

IHW09013 DPB1
02:01:02/106:01

19:01/414:01

IHW09114 DRB1 13:01:01/107:01

IHW09267 DQB1
06:03:01/06:39

06:04:01/06:41

IHW09273 DRB1 12:01:01/12:10

IHW09267 DQB1
06:03:01/06:39

06:04:01/06:41

IHW09273 DRB1 12:01:01/12:10

IHW09366 DQB1
06:02:01/06:39

06:04:01/06:84

IHW09378 DQB1
06:03:01/06:41

06:09:01/06:88

IHW09388 DPB1
04:01:01/105:01

04:02:01/126:01

IHW09398 DRB1
08:04:01/08:20

13:03:01/08:40

IHW09417 DPB1
04:01:01/105:01

04:02:01/126:01

IHW09501 DPB1
04:04:01/133:01

13:01:01/107:01/350:01

IHW09502 A
02:05:01/02:22:01

02:01:01/02:14

IHW09502 DPB1
03:01:01/124:01

04:01:01/350:01
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結果：MiniSeqシステム

リファレンスタイピングとの一致の評価

MiniSeqシステムでの 72の IHWGサンプルのシーケンスの結
果、1292アリルでコンセンサスシーケンスとなり、そのうち
959には比較用のリファレンスがありました。906（94.47%）は
リファレンスタイピングと一致しました。リファレンス配列と一致
しなかった 52のタイピング結果は、3つのカテゴリーに分類しま
した：42（リファレンスアリル合計の 4.38%）はリファレンスデー
タベースの更新が必要とされる不正確または不十分なリファレン
スタイピングを有しており（表 4）、5（リファレンスアリルの合計
の 0.52%）は新規エクソン変異を有しており、6（リファレンスア
リルの合計の 0.63%）では、マニュアル操作が必要でした。
TruSight HLA v2シーケンスパネルのタイピングに基づいて強
調表示されたリファレンスの最新版（表 4）に変化はありません。
これはMiSeqシステムによるシーケンスからのリファレンスタイ
ピングが不正確または不完全なものがすべて、MiniSeqシステ
ムからのデータと同一であるためです。

結果が一致したリファレンスを有するアリル、リファレンスが不正
確と思われるアリル、および新規アリルはすべて、TruSight 
HLA v2シーケンスパネルの精度の算出に用いました（図 6）。6
つのアリルが、不正確であると考えられました。MiniSeqシステ
ムでの TruSight HLA v2シーケンスパネルによるタイピングは、
MiSeqシステムの場合と比較して、類似した精度となりました 
（図 6）。
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図 6：MiniSeqシステムにおける TruSight HLA v2シーケンスパネルの精度 
精度はリファレンスを有するアリル 959を用いて算出しました。TruSight HLA 
v2シーケンスパネルが正確であると判断されたのは、結果が完全に一致した場
合（906アリル、94.47%）、結果がリファレンスの最新版に一致した場合（42
アリル、4.38%）、およびアリルに新規変異があった場合（5アリル、0.52%）で、
合計で 953のアリルが（99.37%）が正確にコールされました。したがって、不
正確と考えられるアリルが6つありました。MiniSeqシステム（橙色 /緑色のバー）
およびMiSeqシステム（灰色 /青色のバー）間の総精度および各アリルの精度
の差異が示されます。

図 7：MiniSeqシステムでの TruSight HLA v2シーケンスパネルのアンビギュ
イティー率 アンビギュイティー率は 1292のシーケンスアリルを用いて算出し、
これらのデータはリファレンスと無関係に算出しました。アンビギュイティーを伴
うアリルが合計 42ありました。MiniSeqシステム（橙色 /緑色のバー）および
MiSeqシステム（灰色 /青色のバー）間の総アンビギュイティーおよび各アリ
ルのアンビギュイティーの差異を示します。

MiniSeqシステムでの HLAタイピングの 
アンビギュイティー

1292のシーケンスアリルには 42のアンビギュイティーがありま
した（図 7）。MiniSeqシステムでの TruSight HLA v2シーケン
スパネルによるアンビギュイティーは、MiSeqシステムの場合と
概ね一致しています（表 5）。MiniSeqとMiSeqのシステム間で
異なる遺伝子座が 8つありました（表 6）。

+0.08

-0.70

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

90.0

100.0

合計 A B C DPA1 DPB1 DQA1 DQB1 DRB1 DRB3 DRB4 DRB5
ア
ン
ビ
ギ
ュ
イ
テ
ィ
ー
率
（

%
）

アンビギュイティー率

+1.39

MiSeq

MiniSeq

White Paper: Sequencing

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。



表 6： MiSeqとMiniSeqのシステム間の TruSight HLA v2シーケンスパネルの差異

サンプル ID 遺伝子座 リファレンス 
タイピング

MiSeqシステム 
タイピング

MiniSeqシステム 
タイピング

タイピングが正しい 
システム 注意

IHW01040 DRB1
08:01 08:01:01/03 08:01:01/03

13:03 13:03:01 13:55 MiSeqシステム

IHW09058 DRB1
13:01:01 --:-- 13:01:01 MiniSeqシステム この遺伝子座はMiSeqシステムで

のシーケンスで三塩基の編集を必
要としました。--:-- X

IHW09084 DRB1
16:01 16:01:01 --:-- MiSeqシステム この遺伝子座にはMiniSeqシステ

ムデータでは結果としてタイピング
がありませんでした。X --:--

IHW09084 DRB5
02:02 --:-- MiSeqシステム この遺伝子座にはMiniSeqシステ

ムデータでは結果としてタイピング
がありませんでした。X --:--

IHW09378 B
41:02:01 --:-- 41:02:01 MiniSeqシステム この遺伝子座はMiSeqシステムで

のシーケンスで一塩基の編集を必
要としました。51:01:01 51:01:01 51:01:01

IHW09459 DRB3
02:02:01 02:02:01 --:-- MiSeqシステム この遺伝子座はMiniSeqシステム

でのシーケンスで一塩基の編集を
必要としました。X --:--

IHW09501 DPB1
04:04:01/133:01 04:01:01 両方 この遺伝子座にはMiSeqシステム

でのシーケンスでフェーズのアンビ
ギュイティーがありました。13:01:01/107:01/350:01 13:01:01/107:01

IHW09502 A
02:01:01/02:14 02:01:01 両方 この遺伝子座にはMiSeqシステム

でのシーケンスでフェーズのアンビ
ギュイティーがありました。02:05:01/02:22:01 02:05:01

White Paper: Sequencing

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。



結論
TruSight HLA v2シーケンスパネルは高解像度の HLAタイピン
グのための迅速で正確な手法です。この手法により、ラボでは
HLAシーケンスを生成することができ、サンプルの入手から 48
時間未満で対応するタイピングが特定できます。タイピングの結
果は、高精度（99.47%）かつ低アンビギュイティー率（3.17%）
で、1サンプルあたり最大 11遺伝子座に対して提供されます。
このレベルの性能が配列のマニュアル編集なしで得られます。さ
らに、TruSight HLA v2ライブラリーの性能は、MiSeqシステ
ムとMiniSeqシステムとの並列で評価され、4色および 2色ケ
ミストリーで比較しました。これらのシステム間に有意差はなく、
MiSeqおよびMiniSeqシステムはいずれも高精度かつ低アンビ
ギュイティー率で性能を発揮します。

追加リソース
HLA Sequencing of International Histocompatibility Working 
Group (IHWG) Reference Samples with TruSight HLA v2 
Sequencing Panel Supplementary Tables（オンラインで利用
可能）

TruSight HLA Assign 2.0 72-Sample Panel on MiSeq System 
Project File

TruSight HLA Assign 2.0 72-Sample Panel on MiniSeq  
System Project File

TruSight HLA v2 Sequencing Panel Reference Guide

TruSight HLA Assign 2.0 Reference Guide

詳細について
TruSight HLA v2シーケンスパネルおよび TruSight HLA As-
sign 2.0ソフトウェアについて詳しくは、http://jp.illumina.com/
clinical/hla-sequencing.html?scid=2014247PR1をご参照く
ださい。
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