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I．はじめに 

 

 同種造血幹細胞移植は、難治性の造血器疾患・先天性免疫不全症・一部の先天

性代謝性疾患等の治療に不可欠の医療技術であり、最近の我が国におけるその

実施数は年間 3,500 件以上に及んでいる 1)。近年、少子高齢化の進行により健康

な血縁ドナーを得られる機会が減少する一方、臍帯血を含む非血縁者間造血幹

細胞移植の実施機会はますます増加しており、我が国の骨髄バンクでは 1992年

の事業開始から 2016年 8月末日まで、のべ 19,834件の移植の機会を提供してき

た。また臍帯血移植は世界で類を見ない程に増加した。このような背景から、

2014年 1月に「移植に用いる造血幹細胞の適切な提供の推進に関する法律」（以

下、造血幹細胞移植推進法）が施行され、非血縁者に由来する骨髄・末梢血幹細

胞提供あっせん事業者および臍帯血供給事業者には、移植の円滑かつ適正な実

施を行う体制を整備することが義務付けられている。 

 周知のように非血縁者間造血幹細胞移植、特に非血縁者間骨髄移植の成績は、

患者とドナーの間における HLAの適合性に大きく依存している 2-5)。実際、これ

までも、骨髄バンクでは患者とドナーの HLA確認検査に、常に各時代において

もっとも精度の高い HLAタイピング技術を導入してきた。現在は、HLA-A, -B, -

C, -DRB1 の 4 座位を対象として、それぞれのローカスに存在するアリルを第 2

区域まで決定するために、患者登録時検査およびドナーの確認検査には多色蛍

光ビーズを用いた reverse SSO 法(以下、ルミネックス法)、患者の確認検査時に

はサンガー法による PCR-SBT 法（以下、SBT 法）を利用してタイピングが行わ

れている。これらの方法は、既存の HLA タイピング技術としては正確性・効率
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性・経済性のいずれも優れているが、その一方で、以下のように原理的に解決不

能な問題が内在していることが大きな課題である。 

 

(1) 多型が集中する特定のエクソンのみを対象にタイピングを行うため、それ

ぞれの HLA遺伝子のコード領域すべてを決定することができず、一意的なアリ

ル判定ができない。また、HLA 分子の発現量に影響を及ぼす他のエクソン、エ

ンハンサー・プロモーター領域、イントロン、3’側非翻訳領域などの多型を検出

することができず、一部の非発現アリル（Null アリル）や低発現アリル（Lowア

リル）を同定できていない可能性がある（「部分タイピング問題」）。 

(2) HLA 遺伝子の一本鎖 DNA としての配列を決定できず、2 つ以上の多型部

位が同じ染色体上に位置するのか（cis位）、異なる染色体上に位置するのか（trans

位）を区別できないため、それらの多型によって決定される複数種類のアリルの

ペアが生じる場合がある（「phase ambiguity問題」）。 

 

(1)については、複数個存在する候補アリルの中から、日本列島においてもっと

も高頻度に存在するアリルを代表アリル（「高頻度アリル」、「参考アリル」、「み

なしアリル」）として用いているため、低頻度ではあるが、実際には患者・ドナ

ー間で不適合となっているアリルの組み合わせを適合と誤判定してしまうリス

クを回避することができない。また、従来の HLAタイピング法で同定可能なも

のに限っても、骨髄バンクにおけるドナー登録者 5,000名あたり 1名以上の割合

でNullアリルが検出されていることから 6)、まだ検出できていないNullアリル、

Low アリルを保有する登録者がさらに存在し得るという問題がある。特にドナ
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ー側の HLA アリルが実際には Null アリルであるにもかかわらず、発現アリル

として判定された場合、そのドナーから移植が行われる患者に対しては移植片

対宿主病（GVHD）の発症リスクを高める危険性を生じるため、Null アリルの正

確な同定技術の開発は喫緊の課題である。 

(2)については、良く知られているように患者側あるいはドナー側のいずれにお

いても一定の頻度で誤判定または判定不能事例が生じる原因となっており、

ambiguity を生じている HLA 遺伝子座のクローニングを行わない限り、既存の

タイピング技術による解決は原理的に困難である。 

 

 このような従来の HLAタイピング技術の欠点の克服を目指して、近年、次世

代 DNA シーケンサーを用いた新規の HLA タイピング技術が開発され、その移

植医療への導入に大きな期待が寄せられている 7-9)。NGS を用いた HLA タイピ

ング法は、(i) 標的遺伝子配列の PCR 増幅、 (ii) PCR 産物の大量並行シーケン

シング、(iii) シーケンシングデータに基づくアリル判定の 3 つのプロセスによ

って構成されており、PCR 産物の長さの違いによって、Long-range 系あるいは

Short-range/Middle-range系タイピング法に大別される。Long-range 系は、エンハ

ンサー・プロモーター領域からすべてのエクソン・イントロン・3’側非翻訳領域

を含む遺伝子全領域を増幅させる方法であり、従来は知られていなかった多型

や変異の検出を可能とするとともに、DNA 一本鎖の遺伝子配列の情報からアリ

ルを決定することができるため、ほとんどの phase ambiguity の解消を可能とす

る究極的なタイピング法である 10)11)。一方、Short-range/Middle-range系は、おお

むね長さが 1 kb 以内の PCR 産物を用いて、従来のように多型が集中する特定の
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エクソンを組み合わせて増幅する方法であり、大量・多検体・多遺伝子座のタイ

ピングに適しているとともに、多型が集中するエクソン間のイントロンを含む

遺伝子領域も増幅させることにより（Middle-range 系）、phase ambiguity の解消

も可能である 12-14)。 

 このように NGS 法による HLA タイピング技術は多くの利点を有しているた

め、現在、米国の NMDP、ドイツの DKMS, イギリスの BBMR、中国の CMDP

など海外の主要な骨髄バンクにおいて、ドナー登録や患者の確認検査を行うた

めに NGS 法の積極的な導入が進められており 15-18)、すでに臨床検体を用いた

NGS 法によるタイピングによって、ルミネックス法や従来の SBT 法では同定さ

れていなかった非同義塩基置換を伴う新規アリル（Null アリルを含む）が多数

見出されることが報告されている 18)。また、最近の研究により、我が国の非血

縁者間造血幹細胞移植では、従来は一般的な適合性の判定に用いられてこなか

った HLA-DQB1 や HLA-DRB3/4/5 座におけるアリル不適合や、HLA 遺伝子の非

翻訳領域における遺伝子多型が非血縁者間造血幹細胞移植の成績に有意な影響

を与えていることが報告されている 5)19)20)。NGS 法はこれらのマイナーな HLA

遺伝子座や非翻訳領域の多型の情報も網羅的に決定することが可能であり、今

後のさらなる移植成績の向上のため、きわめて高い費用対効果を有する技術と

考えられる。 

 このような観点から、日本赤十字社 HLA 委員会（以下「HLA委員会」）では、

本年の 3月下旬から 8月上旬までの期間にわたり、国内ですでに NGS 法による

HLA タイピングを実施している民間 HLA 検査機関 2 施設を訪問し、使用して

いるシーケンサーの性能、データの保存方法、タイピングキットの特性、アリル
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判定プログラムの精度等にかかわる実地調査を行うとともに、実際の検体を用

いて両機関におけるNGS法タイピングの精度を検定するための模擬的な認証試

験を行った（別添資料）。このたび、HLA 委員会ではそれらの結果を踏まえた審

議を行い、今後の我が国における非血縁者間造血幹細胞移植の患者およびドナ

ーの HLA 確認検査は NGS 法を用いて行うことが強く推奨されるという結論に

到達したので、下記の通り提言する。 

 

 

Ⅱ．提 言 

  

 上記の検討結果を踏まえ、HLA 委員会は今後の我が国における非血縁者間造

血幹細胞移植の患者・ドナー候補者の適切な HLAタイピング法に関して、以下

の提言を行う。 

 

提言 1： 

 今後の骨髄バンクにおける患者 HLA確認検査およびドナーの HLAオプショ

ン検査は現在のサンガー法による SBT 検査から、HLA-A, -B, -C, -DRB1, -

DRB3/4/5, -DQB1, -DPB1 の 7 座位を含む NGS 法によって実施することを強く

推奨する。 

（理由） 現在用いられている SBT 法に対する NGS 法の有益性は今回の検討

から明らかであり、我が国における非血縁者間造血幹細胞移植のさらなる成績

の向上のため、骨髄バンクの患者 HLA 確認検査およびドナーの HLA オプショ

ン検査として可及的早期にNGS法を導入することが必要と考える。また、今後、
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NMDP を含む海外の骨髄バンクにおける HLA タイピングの標準法は NGS 法と

なっていく可能性が高く、骨髄バンクの国際協調・国際連携の観点からも NGS

法を早期に導入することは有益である。また、NGS 法を導入することによって、

HLA 遺伝子 1 座あたりのタイピング費用を減少させることが可能であり、確認

検査の対象とする HLA遺伝子座に関しては、現在の HLA-A, -B, -C, -DRB1に加

え、すでに国内外の研究により、非血縁者間骨髄移植後の GVHD 発症率・生存

率に有意な影響を与えることが報告されている HLA-DRB3/4/5, HLA-DQB1, HLA-

DPB1も含めることが合理的である 5)21)22)。 

（付言） 採用する NGS 法の条件としては、(i) HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3/4/5, 

-DQB1, -DPB1の 7座位を第 3区域まで決定できること、 (ii) phase ambiguityの

解消を可能とするために、多型が集中するエクソンの間に存在するイントロン

領域の配列も決定できることを必須とし、可能であれば、(iii) HLA 遺伝子の発

現量に影響を与える非翻訳領域の多型を同定できること、(iv) 1検体あたりの検

査費用が現在の骨髄バンクにおける HLA 確認検査の費用を超えないこと、が望

ましい。 

 また、今回の認証模擬試験に参加した 2機関で実施された NGS 法によるタイ

ピングは、いずれも上記の(i)(ii)の条件を満たしており、今後、この 2 機関にお

いて実施されたタイピング結果が患者登録データとして用いられた場合には、

従来の SBT法による確認検査は省略してよい。 

 

提言 2:  

 今後の骨髄バンクにおける新規ドナー登録者の HLA 検査は、NGS 法によっ
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て実施することを強く推奨する。 

（理由）すでに述べてきたように NGS 法の導入によって、ドナー側の Null アリ

ルや Low アリルの検出頻度が高まり、患者とのより正確な適合性の評価を行う

ことが可能となる。また、現在、患者登録後のドナー選定にあたってはドナー候

補者のHLA確認検査および確認検査後にミスマッチが判明し新規の候補者を選

定する過程に一定の期間を要しているが、あらかじめドナー登録者が精度の高

い HLAアリルのデータを所有することにより、不要なコーディネートを回避す

ることが可能となるとともに、コーディネート期間の短縮が実現することが期

待される。さらに、NGS 法の利点である高い多検体処理能によってドナー登録

者の HLAタイピングコストの減少に寄与することも期待される。実際、NMDP

ではリクルート時のタイピングとして HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3/4/5, -DQB1, -

DPB1の 7座が対象とされており、今後の我が国におけるドナー登録時にタイピ

ングの対象とする HLA遺伝子座に関しても、患者との効率的なコーディネート

を促進させる観点から、患者確認検査と同様に 7 座位とすることが合理的であ

る。 

 

提言 3:  

臍帯血バンクにおける公開臍帯血ユニットのHLA検査に関しても、今後はNGS

法を導入することを推奨する。 

（理由）今後、非血縁者間造血幹細胞移植の実施を検討する患者が NGS 法によ

る HLA データを保有する機会が増加した場合、患者との HLA 適合性を評価す

る上で、公開臍帯血ユニットも NGS 法による HLA データを所有していること
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が合理的である。また、骨髄バンクのドナーと同様に、臍帯血ユニットに関して

も、従来の HLA タイピング法では判明していない Null アリルや Low アリルの

正確な同定が移植成績の向上に寄与する可能性がある。 

 

提言 4:  

非血縁者間造血幹細胞移植にかかわる患者・ドナー登録者・臍帯血ユニットの

NGS 法を含む HLA タイピング結果を保存・管理する組織が必要である。 

（理由）NGS 法によって得られた膨大な HLA 遺伝子配列の管理方法について

は、現在国際的な検討が進められており、Histoimmunogenetics Markup Language

など、取り扱いに高度な生命情報科学の知識を要する共通言語の使用が提案さ

れている 23)。これらの国際標準に対応し、国内における NGS 法による HLA タ

イピングデータの的確な管理を実現するべきである。 

 

 なお、以上のように造血幹細胞移植にかかわる HLA タイピング法をすべて

NGS 法で実施することは、検査費用の増大につながる可能性を内包しているた

め、新規の Null アリルが見つかる頻度や、NGS 法タイピングの導入によって実

際の移植成績にどの程度の影響が及ぶか等については、リスクとベネフィット

のバランスをできうるかぎり正しく評価するために、さらに多数の検体を用い

たNGS法タイピングデータの蓄積とそれらの科学的分析を継続していくことが

必要である。 
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