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主要組織適合性複合体（Major Histocompatibility Complex, MHC）は、有

顎類以降の脊椎動物に出現し、進化の過程で保存されてきた分子である。ヒト

のMHC であるヒト白血球抗原（Human Leukocyte Antigen, HLA）は、HLA ク

ラスⅠ（HLA-Ⅰ）と HLAクラスⅡ（HLA-Ⅱ）に大別される。HLA-Ⅰの構造は、主

要な α鎖と HLA-Ⅰの構造を支える β2ミクログロブリン（β2m）から構成され

る。一方、HLA-Ⅱは、α鎖と β 鎖から構成される。これらの分子は、どちらも

細胞表面に発現し、なおかつ細胞膜の外側に溝（ペプチド収容溝）を持つ。こ

のペプチド収容溝にペプチドを挟み込み、T 細胞へ提示することで獲得免疫を

発動させる。この HLA-Ⅰと HLA-Ⅱの発現細胞と免疫機構での役割は大きく異な

る。まず HLA-Ⅰは、ほとんどの有核細胞の表面上に発現し、細胞内に由来する

抗原（細胞内在性抗原）の断片（抗原ペプチド）を提示する。生体内では、ウ

イルス感染細胞や腫瘍細胞などにおいて、HLA-Ⅰのペプチド収容溝にはウイル

スまたは腫瘍関連抗原由来の抗原ペプチドが挟み込まれ、細胞表面に発現され

る。この HLA-Ⅰと抗原ペプチドの複合体は、T 細胞レセプター（T cell receptor, 

TCR）を介して細胞傷害性 T 細胞（CD8陽性 T 細胞）に認識される。これによ

り活性化した細胞傷害性 T 細胞は、標的細胞のアポトーシスを誘導し、ウイル

ス感染細胞や腫瘍細胞などを排除する。次に HLA-Ⅱは、主に樹状細胞などの抗

原提示細胞や B細胞などの表面に発現し、細胞外に由来する抗原（細胞外来性

抗原）を提示する。生体内において、これらの細胞によって貪食された細菌や

寄生虫などの外来性因子は、細胞内での処理を経て抗原ペプチドとなり、HLA-

Ⅱのペプチド収容溝に挟み込まれ、細胞表面に発現される。この HLA-Ⅱおよび

抗原ペプチドの複合体は、TCR を介してヘルパーT 細胞（CD4 陽性 T 細胞）に

認識される。細菌や寄生虫に由来する抗原ペプチドを認識したヘルパーT 細胞

は活性化し、サイトカイン産生などを行うことにより、B細胞やマクロファー
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ジの活性化など免疫反応を誘起する。以上のように、HLA-Ⅰおよび HLA-Ⅱは獲

得免疫の発動を担うことから、免疫機構においてなくてはならない分子であ

る。 

ヒトゲノム内の HLAをコードする遺伝子（HLA遺伝子）は、第 6番染

色体上に集中しており、これを HLA 領域と呼ぶ。この領域には、複数の HLA

クラスⅠ遺伝子が位置する HLAクラスⅠ領域と、複数の HLAクラスⅡ遺伝子が

位置する HLAクラスⅡ領域が含まれる。また、この 2つの領域（HLAクラスⅠ

およびクラスⅡ領域）の間には、HLA 遺伝子ではなく補体や腫瘍壊死因子

（tumor necrosis factor, TNF）などの種々の免疫関連遺伝子が集中している領域

があり、これを HLAクラスⅢ領域と呼ぶ。これら 3つの領域のうち、HLAク

ラスⅠ領域には、HLA-Ⅰの α鎖をコードする 6個の HLAクラス I遺伝子（HLA-

A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F および HLA-G）が同定されている。一方 HLA-

Ⅰの β2m は、第 15 番染色体上に存在する。また、HLAクラスⅡ領域には、

HLA-Ⅱ DR、DQおよび DP分子の α 鎖をコードする 3個の HLAクラスⅡ遺伝子

（HLA-DRA, HLA-DQA1および HLA-DPA1）および β 鎖をコードする 3個の

HLAクラスⅡ遺伝子（HLA-DRB1, HLA-DQB1 および HLA-DPB1）が同定されて

いる(Mungall et al., 2003)。 

HLA遺伝子は、ヒトの遺伝子の中で、各人のゲノムによる塩基配列の

違い、すなわち多型性が最も大きい遺伝子であることが知られている。HLA多

型情報が公開されている Immuno Polymorphism Database (European Bioinformatics 

Institute, EBI)によると、HLAクラス I 遺伝子である HLA-A, HLA-B および HLA-

Cにおいては、それぞれ 3896, 4803および 3618種類の対立遺伝子（アレル）

が現在までに報告されている（IPD-IMGT/HLA Release 3.42.0 2020-10-15）。一

方 HLA-Ⅰの β2m における多型は認められていない。また、HLA-II において、β
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鎖をコードする HLA-DRB1, HLA-DQB1 および HLA-DPB1 は、それぞれ 1973, 

1273 および 1064 種類のアレルが報告されており、α鎖をコードする HLA-DRA, 

HLA-DQA1および HLA-DPA1 と比較して多型に富むことが知られている

(EBI)。これらの HLA遺伝子の多型は、ペプチド収容溝を形づくる領域に集中

している。つまり、HLA多型によってペプチド収容溝のアミノ酸配列に違いが

生じ、抗原ペプチドとの結合性に HLAアレルごとの差が生み出される(Dai et 

al., 2008)。さらに、同一染色体上の各座位におけるアレルの並びをハプロタイ

プと呼ぶが、HLA領域における各 HLA座位には、それぞれ数多くのアレルが

報告されていることから、HLAハプロタイプは膨大な数の組み合わせが生み出

される。また、この HLAハプロタイプは、父親および母親から 1セットずつ

遺伝されることから、子における 2つのハプロタイプの組み合わせによって

も、HLA の多様性が生み出されている。 

このように、免疫において重要であり、なおかつ多型に富む特徴を有

する HLA遺伝子と免疫反応の個人差との様々な関連解析は、今までに数多く

報告されてきた(Shiina et al., 2004;Shiina et al., 2009)。まず、ヒトに感染するレ

トロウイルスであるヒト免疫不全ウイルス（Human Immunodeficiency Virus, 

HIV）において、特定の HLAクラスⅠハプロタイプ（HLA-B*52:01-C*12:02）を

有する HIV感染患者は、このハプロタイプを持たない患者と比較して、血漿中

ウイルス量が低いことが明らかになっている(Chikata et al., 2017)。また、日本

人の関節リウマチにおいて、特定の HLAクラスⅠアレルである HLA-

DRB1*13:02 を保有する人は、この HLAアレルを持たない人と比較して発症す

るリスクが低いことが報告されている(Oka et al., 2014)。 

さらに、臓器移植の際にドナーとレシピエントとの HLAの違いによ

り、免疫拒絶が引き起こされることが知られている(Zinkernagel and Doherty, 
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1997;Nakamura et al., 2019)。このように、比類なき遺伝的多型性を有する HLA

は、感染症および自己免疫疾患の発症や重症化ならびに他家移植の際の組織適

合性といった免疫反応の個人差に深く関わっている。 

獣医学分野でもウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、イヌ、ニワトリお

よびサケ科魚類などのMHC 遺伝子解析が進められている(Ballingall et al., 

2018)。特に、産業動物であるウシ(Davies et al., 1997)およびブタ(Ho et al., 2009)

と、伴侶動物であるイヌ(Kennedy et al., 2001)におけるMHC 多型情報が蓄積さ

れてきた。また、これらの哺乳類において、MHC 多型と疾患との関連性も数

多く報告されている。具体的には、ウシに感染するレトロウイルスであるウシ

白血病ウイルスにおいて、特定の MHC クラスⅡハプロタイプ（DRB3*1101-

DQA1*10011）を有する感染牛は、このハプロタイプを持たない牛と比較し

て、プロウイルス量が低いことが報告され、飼育牛群の疾病対策に応用されて

いる(Lewin et al., 1988;Miyasaka et al., 2013)。また、ブタにおける MHC 領域と

メラノーマ発症との間に有意な相関性が認められ(Geffrotin et al., 2004)、ヒトの

腫瘍発症モデル動物として研究されている。さらに、イヌにおける関節リウマ

チ(Ollier et al., 2001)、炎症性腸疾患(Peiravan et al., 2016)、壊死性髄膜脳炎(Greer 

et al., 2010;Pedersen et al., 2011)などの疾患において、特定のアレルまたはハプロ

タイプとの疾患関連性が報告されている。加えて、イヌにおけるドナーとレシ

ピエント間の MHC の適合性と免疫拒絶反応との関連解析も行われている

(Miyamae et al., 2019;Sato et al., 2020)。イヌにおけるこれらの研究成果は、疾患

関連性因子を避けたブリーディングや拒絶反応が少ない移植医療を目的とした

ドナーとレシピエント間の組織適合性検査など、獣医療への応用が期待されて

いる。このようにウシ、ブタおよびイヌなどの MHC多型に関する研究成果は

数多く報告されている。また、そのMHC 多型情報は Immuno Polymorphism 
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Database に登録され、動物毎の MHC 多型情報が臨床および応用分野との関連

研究に活かされつつある。しかしながら、MHC 遺伝子解析の報告が少ないこ

とから、ネコのMHC の多型解析法は未だに開発されておらず、その情報も極

めて乏しいため、データベースすら存在していない状況である。 

本邦にて飼育される伴侶動物は、人気の高いイヌが長年にわたり飼育

頭数の最上位に位置していたのに対して、ネコは二番手の存在であった。しか

しながら、2019年に行われた調査によりネコは、その飼育頭数が 977 万頭に達

し、イヌの 879万頭を上回り、最も多い伴侶動物である(一般社団法人ペットフ

ード協会, 2019)。ヨーロッパ諸国やアメリカ合衆国でも日本と同様に、ネコは

イヌよりも飼育頭数が多い( The European Pet Food Industry, 2017; American 

Veterinary Medical Association, 2018)。獣医療の対象としても重要性が高まって

きたネコにおいて、乳腺腫瘍(Dagher et al., 2020)やリンパ腫(Paulin et al., 2018)に

加え、免疫の関与が疑われる歯肉口内炎(Harley et al., 2011)や全身性エリテマト

ーデス(Gorman and Werner, 1986)などの発症例が報告されている。これらの疾患

のほとんどは、ヒトにおいて HLAとの関連性が報告されている(Shiina et al., 

2009)が、MHC 情報が極めて乏しいネコにおいて、MHC との関連性が報告され

た例はない。また、獣医学分野では、古くからネコのレトロウイルス(Olmsted 

et al., 1992;Maruyama et al., 2003)や、コロナウイルス(O’Brien et al., 2006)などの

研究が進められてきた。これらのうち、レトロウイルス感染症に対する効果的

なワクチン開発を目指したネコ白血病ウイルスの抗原ペプチドと FLAクラスⅠ

分子との結合性の有無を観察した結晶構造解析などの研究が進められている

(Liang et al., 2018)。レトロウイルス感染症のような致死的なウイルス感染症の

中には、有効なワクチンや治療法が確立されていないものも多いが、ネコにお

いて、これらウイルス感染症と MHC との関連性が報告された例は数少ない。 
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ヒトにおける腎臓や肝臓などの他家移植では、拒絶反応を防ぐために

ドナーリンパ球に対するレシピエントの抗体の有無を調べるリンパ球クロスマ

ッチ検査に加えて、HLA検査（HLA 遺伝子の多型解析）によって、ドナーと

レシピエント間の HLA型の一致率を調べる(湯沢賢治, 2014)。この HLA型の一

致率は、移植片の長期生着に関わると考えられている(Everly and Terasaki, 

2009)。近年では、ネコにおける末期の慢性腎不全の治療法として、腎移植が臨

床分野で行われている(Mishina et al., 1996)。また、その他の難治性疾患に対す

る再生医療がネコにおいても求められてきているが、ネコのMHC 検査法が開

発されていないため、MHC型を一致させた移植を行うことはできない。この

ように、ネコの獣医療のさらなる発展のためには、ネコの MHC と感染症、自

己免疫疾患および移植の際の組織適合性などとの関連解析による新たな知見が

求められている。 

ネコは主要な伴侶動物であるにも関わらず、MHC 多型解析法が開発さ

れていないために、多型情報は極めて乏しい。この課題を解決するために、本

学位論文ではネコの MHC（Feline Leukocyte Antigen, FLA）遺伝子の多型解析法

の開発を試みた。そのために、まず、FLAクラスⅠ遺伝子の転写産物を同定

し、機能的な遺伝子を同定した（第 2章）。その後、FLAクラスⅠおよびクラ

スⅡ遺伝子における多型解析法を開発し、血縁関係の明確な個体群から、その

有用性と正確さを明らかにした（第 3章および第 4章）。最後に、様々な品種

のネコにおいて、FLAクラスⅡ遺伝子における多型解析から、ネコの品種と

FLA多型との関連性を検討した（第 5章）。本学位論文を通して、高度な獣医

療に必須である FLA遺伝子の多型情報を収集する新たな手法を開発した。これ

によって、臨床応用に向けた FLA遺伝子の研究基盤を築いた。   
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第 2章 

 

 

FLAクラス I遺伝子の転写産物の同定 
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2.1 序論 

 

MHC クラスⅠ領域のゲノム構造は、動物種によって違いが認められる。

ヒトは第 6番染色体に MHC クラスⅠ領域が存在し、6個の MHC クラスⅠ遺伝子

が同定されているが、イヌでは二つの染色体に分かれて MHC クラスⅠ領域が存

在し、第 18番染色体上に 1個、第 12番染色体上に 3個の MHC クラスⅠ遺伝子

が同定されている（Figure 1）。具体的には、ヒトの HLA-A, -Gおよび-F が位

置する領域（MHC-A/G/F 領域）は、イヌでは 1個のMHC クラスⅠ遺伝子

（DLA-79）が同定されている。次に、ヒトにおいて、HLA-E が位置する領域

（MHC-E 領域）は、イヌでは認めらない。さらに、ヒトにおいて HLA-B およ

び-C が位置する領域（MHC-B/C 領域）は、イヌでは 3個（DLA-88, DLA-88L/12

および DLA-64）が同定されている(Miyamae et al., 2018)。以上のように、ヒト

とイヌを比較すると MHCクラスⅠ遺伝子の数と、MHCゲノム構造に違いが認

められている。 

ネコは第 B2染色体に MHC クラスⅠ領域が存在し、そのゲノム配列は、

Yuhki ら（2008年）によって決定された。この報告では、ネコの MHC-A/G/F

領域が欠失し、MHC-E 領域に 2個（FLA-S および FLA-R）および MHC-B/C領

域に 17個（FLA-A〜FLA-Q）が同定された。このように、ネコは、ヒトやイヌ

と比較して極めて数多くの MHC クラスⅠ遺伝子が同定された(Yuhki et al., 

2008)。これら計 19個のうち FLA-E, -Hおよび-Kは、ヒトやマウスの MHC ク

ラスⅠ遺伝子と同様のエキソン構造を有し、且つ多くの臓器や細胞（心筋、腎

臓、リンパ節、肺、末梢血単核球、卵巣、空腸および脾臓）で転写産物が同定

された(Holmes et al., 2013)。加えて、FLA-E, -Hおよび-K それぞれに 10、11 お

よび 12種類の対立遺伝子（アレル）が報告され、多型性を有することから、



 14 

抗原提示の役割を担う主要な FLAクラスⅠと考えられている(Holmes et al., 

2013)。以上のように、計 19個のうち、FLA-E, -Hおよび-Kは転写産物および

多型性が認められているが、その他は、現在まで解析対象とされておらず、遺

伝子発現の有無などの詳細な報告はなかった。 

次世代シークエンス（Next Generation Sequencing, NGS）を用いたアン

プリコンシークエンシング法（アンプリコン法）は、mRNA（cDNA）を鋳型

とした PCRおよび NGSによる塩基配列決定を行う方法である。本解析法は、

NGSのハイスループットな解析能によって、遺伝子発現レベルが低いものから

高いものまで、網羅的な配列決定が可能であることが利点としてあげられる。

また、おおよその転写産物量が、NGSから出力されるリード数から評価できる

ことも利点である(Kita et al., 2012)。 

FLAクラスⅠ遺伝子の多型解析法を開発するためには、偽遺伝子をその

対象から除く必要がある。そこで本章では、FLAクラスⅠ遺伝子毎の転写産物

の同定を行った。そのために、まず、ネコの参照ゲノム配列のうち、FLA クラ

スⅠ領域に同定された計 19個の FLA クラスⅠ遺伝子の遺伝子構造を検討し、発

現遺伝子を推定した。その後のアンプリコン法による転写産物の解析によっ

て、発現遺伝子を同定した。 
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2.2 材料および方法 

 

2.2.1 参照ゲノム配列における各 FLAクラスⅠ遺伝子構造の検討 

ネコの参照ゲノム配列（アクセッション番号；EU153401）から、19個

の各 FLAクラスⅠ遺伝子の配列を取得した。これら 19個に対して、GeneScan 

(Burge and Karlin, 1998)の規定値設定にてエキソンの推定を行った。その後、8

つのエキソン様構造が認められた FLAクラスⅠ遺伝子に関して、Sequencher ver 

5.0.1（Gene Codes Co.）および GENETYX（株式会社ゼネティクス）を用いて

翻訳領域を推定した。推定された各 FLAクラスⅠ遺伝子翻訳領域のアミノ酸配

列は、GENETYXを用いて ClustalW によるマルチプルアライメントを行い、ヒ

トMHC である HLA-A*01:01:01:01（アクセッション番号；NM_001242758）、

マウス MHC である H2-K1（アクセッション番号；L23495）との比較解析を行

った。この推定翻訳領域の比較では、MHC 分子のペプチド収容溝をコードす

る塩基配列の長さを検討した。 

 

2.2.2 供試検体 

日本大学動物病院に来院した雑種のネコ 1個体（個体番号；A6）およ

びアビシニアン種のネコ 4個体（個体番号；A116, A165, A176 および A214）の

検査後の残余全血を使用した。全血は EDTA-2Kにより抗凝固処理を施したも

のを用いた。 

 

2.2.3 RNAの抽出および逆転写酵素反応による cDNAの合成 

TRIzol LS Reagent（Thermo Fisher Scientific 社）および Direct-zol RNA 

Kit（Zymo Research 社）を用い、製品添付のプロトコルに従って 5個体の全血
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から total RNAを抽出した。全血から抽出した RNAを DNase I（Thermo Fisher 

Scientific 社）で処理した後、ReverTra Ace（東洋紡株式会社）を用いて cDNA

合成を行なった。DNase I処理および cDNA合成はいずれも添付のプロトコル

に従った。 

 

2.2.4 アンプリコンシークエンシング法による FLAクラスⅠ遺伝子の PCR増幅 

NGSを用いたアンプリコンシークエンスによる FLAクラスⅠ遺伝子の

転写産物の同定（アンプリコン法）を行うにあたり、まずプライマーを設計し

た。このアンプリコン法のプライマーは、2.2.1にて遺伝子構造が認められた 8

個すべての FLAクラスⅠ遺伝子が増幅されるように設計する必要があった。ま

た、このアンプリコン法のプライマーは、増幅された領域の塩基配列の違いに

基づいて、いずれかの FLAクラスⅠ遺伝子に分類できるように設計する必要が

あった。これらを踏まえて、FLA-A, -E, -H, -J, -K, -L, -M および-Oすべてに共通

した配列部分であり、なおかつ、各遺伝子の分類が可能な特異性が高い領域

（エキソン 3〜4）を含むようにプライマーを設計した（Figure 2）。なお、

Figure 2 には、本解析により、遺伝子発現が認められた 7個の FLAクラスⅠ遺

伝子のみ記載している。このプライマーから予想される PCR増幅長は、290 bp

であった。また、プライマーの名称および塩基配列は Table 1Aに示した。さ

らに、このアンプリコン法では、NGS装置である Ion PGM（Thermo Fisher 

Scientific 社）を用いて、一度に複数サンプルの解析が可能なマルチプレックス

アンプリコンシークエンシングを適用した。今回の実験では、同時に 5個体の

解析を行うために、プライマーの 5`末端には、Ion Torrent adapters（Aアダプタ

ーおよび P1アダプター）および 5個体を識別するバーコード（10 bp）を付加

した計 5種類プライマーを設計した。 
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合成された cDNAを鋳型として、PrimeSTAR GXL（タカラバイオ株式

会社）と上述したプライマーを用いて PCR を行った。PCR 反応溶液は、cDNA

を 10 ng、PrimeSTAR GXL DNA合成酵素を 1単位、PCR バッファー（5 mM 

Mg+）を 4.0 uL、dNTP（2.5 mM）およびプライマー（0.4 uM）をそれぞれ 1.6 

uLを加え、総量 20 uLとした。PCR 反応条件は、最初に 96℃で 2分間の変性

を行なったのちに、98℃で 10 秒間、55℃で 15秒間、68℃で 30秒間の 3工程

を 1 サイクルとし、合計 35サイクル行なったのちに、さらに 72℃で 2分間の

伸長反応を行った。 

 

2.2.5 アンプリコン法の PCR 増幅産物の精製および定量 

増幅産物は Agencourt AMPure XP（Beckman Coulter, Inc.）を用いた精製

を行ったのち、PicoGreen（Thermo Fisher Scientific）および Fluoroskan Ascent 

micro-plate fluorometer（Thermo Fisher Scientific）を用いた DNA濃度の定量を行

なった。定量された DNA濃度に基づいて、5個体の PCR 増幅産物が等モル量

になるように一つのチューブへ混合し、プロトコルに従い希釈した。 

 

2.2.6 アンプリコン法のエマルジョン PCR、NGS によるアンプリコンシーク

エンシングおよびデータ処理 

希釈した PCR増幅産物を鋳型として、Ion PGM Template IA 500 Kit

（Thermo Fisher Scientific）および GeneAmp PCR system 9700（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて、エマルジョン PCR（emPCR）を行なった。emPCR 後、

ビーズと結合した一本鎖 DNAテンプレートを濃縮するために、Ion OneTouch 

Enrichment System（Thermo Fisher Scientific 社）をプロトコルに従って行なっ

た。その後、Ion PGM Hi-Q View Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific 社）お
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よび Ion 316 Chip Kit（Thermo Fisher Scientific 社）を用いてシークエンシングを

実施した。生データの情報処理、ベースコール、トリミング、クオリティフィ

ルターは、Torrent Suite 4.2.1（Thermo Fisher Scientific 社）によって処理され、5

個体の識別が可能なバーコードに基づいて 5つの fastq ファイルに分類され

た。 

 

2.2.7 アンプリコン法のリードの選別およびトリミング 

fastq ファイルには、一つの PCR増幅産物（290 bp）が 1本の配列（リ

ード）として塩基配列決定されたものが、10,000リード以上含まれていた。 

この fastq ファイルのリードは、配列のクオリティが低いものを除去

し、各リードのプライマー配列を除去する必要があった。まず初めに、リード

の中から、PRINSEQ ver. 0.20.3 lite (Schmieder and Edwards, 2011)を用いて、

quality values（QVs）が 9を下回るようなクオリティの低いリードを除去し

た。次に、リードには、PCRに用いたプライマーの配列が含まれていることか

ら、Sequencher ver 5.0.1（Gene Codes Co.）を用いたトリミングを行った。この

リードのトリミングにより、すべてのリードは PCR増幅長の 290 bpからプラ

イマー配列が除かれ、252 bpへトリミングされた。 

 

2.2.8 アンプリコン法の新規 FLAクラスⅠ配列の同定とリファレンスの作成 

リードの選別およびトリミング後の配列を用いて、新規配列の同定を

行った。具体的には、Sequencher ver 5.0.1 および AmpliSAS (Sebastian et al., 

2016)を用いて、リードの de novo アッセンブリー解析を行った。この de novo

アッセンブリー解析では、新規配列を同定するために各個体にて 10リード以

上から構成されたコンセンサス配列を作成した。次に、作成されたコンセンサ
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ス配列およびデータベースに登録されている FLAクラスⅠ配列に対するリード

のマッピングを GS Reference Mapper ver. 3.0（Roche Ltd）を用いて行った。こ

のマッピングでは matching parameter 98〜100%および minimum overlap length 

parameter 200〜252 bp に設定した。以上の解析から新規の FLAクラス I配列を

同定した。同定された新規および既知 FLAクラス I配列をリファレンスとし

て、続いてのマッピング解析に用いた。 

 

2.2.9 アンプリコン法の個体毎の FLA クラスⅠ配列の同定およびリード数の

算定 

FLAクラス I配列に対するリードのマッピングを GS Reference Mapper 

ver. 3.0 を用い、matching parameter 100%,および minimum overlap length 

parameter 150 bp に設定して行った。これにより、FLAクラス I配列のリードか

ら、各個体の FLAクラスⅠ配列を同定した。また、FLAクラスⅠ配列のリード数

の合計を、個体毎に 100,000リードに補正し、個体間での比較を行った。 

 

2.2.10 サブクローニング法による FLA-E, -Hおよび-K遺伝子の転写産物の解析 

FLAクラスⅠ遺伝子のうち、これまでの研究で遺伝子発現がすでに同定

されている FLA-E, -Hおよび-K において、サブクローニング法による塩基配列

決定を行うために、プライマーを設計した（Table 1B）。このプライマーは、

FLA-E, -Hおよび-Kに共通であり、かつエキソン 1〜8の PCR増幅が可能な位

置に設計した（Figure 2）。 

合成された cDNAを鋳型として、KOD FX（東洋紡株式会社）とプライ

マーを用いて PCR を行った。PCR反応溶液は、cDNAを 10 ng、KOD FX DNA

合成酵素を 0.4単位、PCRバッファー、dNTP（2.5 mM）およびプライマー
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（0.4 uM）を加え、総量 20 uLとした。PCR 反応条件は、最初に 94℃で 2 分間

の変性を行ったのちに、98℃で 10秒間、58℃で 30秒間、68℃で 1分間の 3工

程を 1サイクルとし、合計 35 サイクル行ったのちに、さらに 72℃で 2分間の

伸長反応を行った。 

PCR増幅産物は、プロトコルに従って pTA2 クローニングベクター

（東洋紡株式会社）へ導入した。遺伝子導入されたクローンは、サンガーシー

クエンス装置である ABI3130（Thermo Fisher Scientific）を用いた Big Dye サイ

クルシーケンシングによって、プロトコルに従い配列決定された。PCR および

シークエンス時のエラーを防ぐために、1個体あたり 21〜52クローンを配列決

定した。 

 

2.2.11 塩基配列の解析 

塩基配列および推定アミノ酸配列の相同性解析は、GENETYXおよび

Sequencher ver 5.0.1 を用いた。NCBIデータベースに対する塩基配列の相同性検

索には BLAST を用いた。 
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2.3 結果 

 

2.3.1 遺伝子構造が保存された FLAクラスⅠ遺伝子の推定 

ネコゲノムのMHC領域から、19個の FLAクラスⅠ遺伝子の塩基配列を

取得した。この 19 個のうち 10個（FLA-A, -E, -F, -H, -J, -K, -L, -M, -Oおよび-

Q）は、ヒトおよびマウスのMHC クラスⅠ遺伝子と同様、8つのエキソン様の

構造が認められ、翻訳領域が推定できた（Table 2）。その他（FLA-B, -C, -D, -

G, -I, -N, -P, -R および-S）は、一部のエキソンが欠失していたため以降の解析か

ら除いた。次に、翻訳領域が推定された 10 個のうち、FLA-F の推定アミノ酸

配列のエキソン 4 内に終止コドンが認められた（Table 3）。同様に、FLA-Qの

推定アミノ酸配列のエキソン 2内にも終止コドンが認められた。これらのこと

から、FLA-F および-Qは、ペプチド収容溝を有する MHC 分子の発現が不可能

であると考えられたため以降の解析から除いた。その一方で、8個（FLA-A, -E, 

-H, -J, -K, -L, -M および-O）は、エキソン 2〜4に終止コドンが挿入されること

なくアミノ酸配列が推定された。このうち FLA-A は、エキソン 5に終止コドン

が認められたが、エキソン 1〜4まではアミノ酸翻訳が可能であり、ペプチド

収容溝を有する MHC 分子の機能を有すると考えられた。以上のように本解析

から、8個（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -L, -M および-O）は FLAクラスⅠ遺伝子候補、

その他（FLA-B, -C, -D, -F, -G, -I, -N, -P, -Q, -R および-S）は偽遺伝子と定義し

た。以降の転写産物解析では、8個の遺伝子候補を対象とした。 

 

2.3.2 アンプリコン法による FLAクラスⅠ遺伝子の転写産物の同定 

アンプリコンシークエンスによる FLAクラスⅠ遺伝子の転写産物の同定

（アンプリコン法）では、8個それぞれの FLAクラスⅠ遺伝子（FLA-A, -E, -H, 
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-J, -K, -L, -Oおよび-M）のエキソン 3〜4配列の同定を試みた。これらの解析の

結果、計 20種類の FLAクラスⅠ遺伝子の配列（No. 01〜20）が決定された。計

20種類の配列は、FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-Oのいずれかの FLAクラスⅠ

遺伝子と 94〜100％の相同性を示した（Table 4）。しかしながら、FLA-Mと高

い相同性を示す配列は認められなかった。具体的には、計 20種類の FLAクラ

スⅠ遺伝子の配列のうち、5種類（No. 01〜05）が FLA-E に、3種類（No. 06〜

08）が FLA-Hに、4種類（No. 09〜12）が FLA-Kに、1種類（No. 13）が FLA-

A に、2種類（No. 14 および 15）が FLA-J に、1種類（No. 16）が FLA-Lに、4

種類（No. 17〜20）が FLA-Oに分類された。以上のことから、FLAクラスⅠ遺

伝子のうち、7個の遺伝子（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-O）の転写産物が同

定された。 

FLAクラスⅠ遺伝子の配列のうち No. 18 および No. 20 は、目的増幅長

である 252 bpよりも 38 bp短い配列（214 bp）であった（Table 4）。また、No. 

18と No. 17を比較して、No. 18 は、No. 17 の一部（38 bp）が欠失しており、

この欠失が認められた領域は、FLA クラスⅠ遺伝子のエキソン 3とエキソン 4

の境界であった。No. 20も同様に、No. 19 の一部（38 bp）の欠失が認められ

た。これらことから、No. 18および No. 20 は、選択的スプライシングによる変

異体と考えられた。これらの二つの配列が高い相同性を示した FLA-Oとの比較

を行ったところ、No. 18および No. 20 は、38 bpの短縮によるフレームシフト

が原因となり、アミノ酸配列の途中に終止コドンが認められる非機能的な配列

と考えられた。このため、No. 18 および No. 20 は、以降の解析から除いた。 
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2.3.3 アンプリコン法により同定された 5 個体の FLAクラスⅠ遺伝子 

アンプリコン法から、計 18種類の配列が同定され、それぞれ FLA-A, -

E, -H, -J, -K, -Lおよび-O遺伝子に分類された。この同定された配列の数や種類

は、個体毎に異なっていた（Table 5）。例えば、個体番号 A6 において、アン

プリコン法では 7 個の FLAクラスⅠ遺伝子（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-O）

の転写産物である計 13種類の配列（No. 01, 02, 05, 08〜10, 13 および 15〜20）

が同定された。具体的には、FLA-E に分類された No. 01, 02 および 03 が認めら

れた。同様に、FLA-Hに No. 08 が、FLA-K に No. 09および 10が、FLA-A に

No. 13 が、FLA-J に No. 15が、FLA-Lに No. 16 が、FLA-Oに No. 17および No. 

19が認められた。このように、アンプリコン法にて 5個体に同定された配列

は、少ないもので個体番号 A214の 9 種類、多いもので A165の 15種類であ

り、配列の種類も異なっていた。 

次に、FLAクラスⅠ遺伝子毎の配列数を比較したところ、配列数に違い

が認められた（Table 5）。特に、FLA-A, -J, -Lおよび-O遺伝子は、1個体に認め

られる配列数が 1 または 2種類であるのに対し、FLA-E, -Hおよび-K 遺伝子は、

3種類も認められた個体がいた。具体的には、FLA-E 遺伝子は、個体番号 A6に

3種類もの配列（No. 01, 02および, 05）が認められた。同様に、FLA-E 遺伝子は

A165, A176 および A214 に、FLA-H遺伝子は A116 に、FLA-K遺伝子は A116 お

よび A165に 3種類も配列が認められた。このように、FLA-E, -Hおよび-K遺伝

子は、同一の遺伝子に分類される 3 種類の配列が同定される個体がいた。この

ことが意味することは、1個体のゲノムを構成する 2つハプロタイプのうち、ど

ちらか片方のハプロタイプに、同一の遺伝子が 2 つ重複して存在するというこ

とである。つまり、この結果から、FLA-E, -Hおよび-K遺伝子の遺伝子重複が示

唆された。さらに、FLA-H および-A 遺伝子が認められない個体が存在した。具
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体的には、FLA-H 遺伝子は、A176 および A214 に配列が認められなかった。同

様に、FLA-A 遺伝子は、A214 に認められなかった。これらの個体では、FLA-H

および-A 遺伝子の欠失が示唆された。以上のように転写産物の解析から、個体

によって FLAクラスⅠ遺伝子の数に違いが認められたことから、遺伝子の重複

や欠失によるコピー数多型が考えられた。 

 

2.3.3 サブクローニング法により同定された各個体の FLAクラスⅠ遺伝子 

また、同 5個体をサブクローニング法でも解析した結果、FLA-E, -Hお

よび-K遺伝子の転写産物である計 11種類の配列（No. 01-05および 07-12）が

同定された（Table 5）。アンプリコン法の FLA-E, -Hおよび-K遺伝子の配列と

比較して、サブクローニング法では No. 06 は認められなかった。このアンプリ

コン法とサブクローニング法の間で、個体毎に同定された FLA-E, -Hおよび-K

遺伝子の配列を比較してみたところ、アンプリコン法では認められるが、サブ

クローニング法では認められない配列が存在した。例えば、個体番号 A6は、

アンプリコン法で同定された FLA-Kの No. 10 は、サブクローニング法では認

められなかった。その他の個体も同様に、A116 の No. 01, 06 および 09、A165

の No. 02 および 08、A176の No. 01, 02 および 09は、アンプリコン法で同定さ

れたが、サブクローニング法では認められなかった。  
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2.4 考察 

 

ゲノム上の MHC 領域は、進化の過程で遺伝子重複および偽遺伝子化が

頻繁に生じる領域であることが、ヒトやマウスなどの哺乳類、ニワトリ、カエ

ルおよびゼブラフィッシュ MHC 遺伝子の塩基配列を用いた系統解析によって

明らかにされている(Nei et al., 1997)。ネコゲノムの FLA領域に位置する FLA

クラスⅠ遺伝子群も、複数回の遺伝子重複によって形成されたと考えられている

(Yuhki et al., 2003)。しかしながら、FLA-E, -Hおよび-K以外の FLAクラスⅠ遺伝

子は今までに解析されていなかったため、それぞれの遺伝子の遺伝子発現が不

明であった。本章におけるゲノム配列の解析から、計 19 個の FLAクラスⅠ遺伝

子のうち、遺伝子構造が保存されたものは FLA-A, -E, -H, -J, -K, -L, -M および-O

の 8 個であった。次に、5個体における転写産物の解析によって、8個の FLA

クラスⅠ遺伝子のうち、転写産物が認められたものは FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lお

よび-Oの 7個であった。以上のことから、今まで報告されていた FLA-E, -Hお

よび-Kに加えて、新たに FLA-A, -J, -Lおよび-Oの遺伝子発現を同定した。こ

れにより、計 7個（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-O）を対象にした多型解析を

行う必要があることが明らかになった。この結果に基づいて、以後の FLA クラ

スⅠ遺伝子における多型解析法の開発では、これら 7個を実験の対象とした。 

本章の転写産物の解析から、発現された FLAクラスⅠ遺伝子の数が異

なる個体がいた。特に、FLA-E, -Hおよび-K 遺伝子が数多く認められる個体

や、FLA-A および-H遺伝子が認められない個体がいた。このように、個体レベ

ルで発現される遺伝子に違いが認められたことから、違いが認められた個体の

ゲノム中の FLAクラスⅠ領域において、FLA-E, -Hおよび-K遺伝子の重複と、

FLA-A および-H遺伝子の欠失が示唆された。このことから、FLAクラスⅠ遺
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伝子は、コピー数多型を示し、ハプロタイプ毎に遺伝子の数が多様であること

が考えられた。このような MHC 遺伝子のコピー数多型は、他の哺乳類にて報

告されている。カニクイザルの MHC クラスⅠ遺伝子がすでに同定されている

が、カニクイザルでは、ハプロタイプ毎に同定された MHC クラスⅠ遺伝子の数

は 3〜11個と多様であり、MHC クラスⅠ遺伝子のコピー数多型を有する動物種

として知られている(Shiina and Blancher, 2019)。 

本章の実験には、従来の方法であるサブクローニング法と、NGSを用

いたアンプリコンシークエンシング法（アンプリコン法）の 2種類の塩基配列

決定方法を適用した。これら二つの方法によって同定されたアレルの数に関し

て、アンプリコン法はサブクローニング法と比較し、より多くのアレルが同定

された。このことから、複数の遺伝子に対する網羅的な転写産物の解析には、

アンプリコン法の方がサブクローニング法よりも適していると考えられた。ま

た、本章のアンプリコン法から、複数個体の同時解析も可能と考えられた。こ

のため、アンプリコン法であれば、複数個体において同時に 7個の FLAクラス

Ⅰ遺伝子の多型解析が可能であり、サブクローニング法と比較して、必要な時

間および費用が削減できると考えられた。 

以上により、7個の遺伝子から生成される FLAクラスⅠ遺伝子の多型

は、遺伝子毎のアレルの多型に加え、コピー数多型によっても多様性が生み出

されていることが考えられた。FLA クラスⅠ遺伝子の多型解析を正確に行うた

めには、遺伝子毎のアレルの多型およびコピー数多型のどちらも同定できるよ

うな網羅的な方法の開発が必要と考えられた。   
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Table 1. Primer information used for this study 

  Primer name Primer sequence (5' to 3') 
Primer 

position 

Primer 

length 

Product 

length 

Analyzed 

length 

A. For FLA-I transcribed analysis 

  FLA-I_exp_F-1 RGATTACATCGCCCTGAAC Exon 3 19 bp 

290 bp 252 bp 
  FLA-I_exp_F-2 RGATTACATCACCCTGAAC Exon 3 19 bp 

  FLA-I_exp_F-3 RGATTACATCTCCCTGAAC Exon 3 19 bp 

  FLA-I_exp_R GCCAGGTYRGGGTGATCTC Exon 4 19 bp 

B. For sub-cloning of FLA-E/H/K genes 

  FLAI_CDS_F CTCCTGAGACTCACATTTCTCC Exon 1 22 bp 
1163 bp 1122 bp 

  FLAI_CDS_R CAGATCCTGCATCGCTCAG Exon 8 19 bp 
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Table 2. Characteristics of gene structure in FLA-class I loci 

Locus 
Conserved 

exon 
 Locus 

Conserved 

exon 

FLA-A exon 1-8  FLA-K exon 1-8 

FLA-B exon 3-7  FLA-L exon 1-8 

FLA-C exon 2-4  FLA-M exon 1-8 

FLA-D exon 7-8  FLA-N exon 1 

FLA-E exon 1-8  FLA-O exon 1-8 

FLA-F exon 1-8  FLA-P exon 4 

FLA-G exon 1-7  FLA-Q exon 1-8 

FLA-H exon 1-8  FLA-R exon 4 

FLA-I exon 1  FLA-S exon 1-5 

FLA-J exon 1-8    

This table shows the characteristics of gene structure based on FLA genomic sequence 

(EU153401). All FLA-I loci were compared to the exon structure with known MHC 

class I genes such as human and mouse in this study.  
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Table 3. GeneScan analysis of conservation of coding exons in the FLA-class I loci 

Locus 

Length of coding exon (bp)   
Total length 

of CDS 

exon 

1 

exon 

2 

exon 

3 

exon 

4 

exon 

5 

exon 

6 

exon 

7 

exon 

8 
  nt aa 

FLA-A 73 270 276 276 107*         1002 334 

FLA-E 73 270 276 276 108 33 48 5*   1089 363 

FLA-F 73 270 275 21*           (-) (-) 

FLA-H 73 270 276 276 108 33 48 5*   1089 363 

FLA-J 70 270 276 276 108 33 48 5*   1086 362 

FLA-K 73 270 276 276 108 33 48 5*   1089 363 

FLA-L 73 270 276 276 108 33 17*     1053 351 

FLA-M 73 270 273 276 108 33 48 5*   1086 362 

FLA-O 73 270 276 276 108 33 48 5*   1089 363 

FLA-Q 61 269*               (-) (-) 

Asterisk indicates the presence of the exonic terminator codon. Yellow background 

indicate the FLA-I gene candidate that were predicted by in-silico analysis. 
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Table 4. FLA-I allele sequences derived from the subcloning and amplicon 

sequencing methods using five unrelated cats and their nucleotide similarities 

Provisional 

sequence name 

Most similar FLA-class I 

locus 

Nucleotide similarity 

(bp) (%) 

No. 01 

FLA-E 

252/252 100 

No. 02 251/252 99 

No. 03 246/252 97 

No. 04 242/252  96 

No. 05 238/252 94 

No. 06 

FLA-H 

252/252 100 

No. 07 251/252 99 

No. 08 249/252 98 

No. 09 

FLA-K 

252/252 100 

No. 10 251/252 99 

No. 11 249/252 98 

No. 12 244/252 96 

No. 13 FLA-A 252/252 100 

No. 14 
FLA-J 

252/252 100 

No. 15 246/252 97 

No. 16 FLA-L 252/252 100 

No. 17 

FLA-O 

252/252 100 

No.18* 214/214 100 

No. 19 250/252 99 

No. 20* 212/214 99 

None FLA-M - - 

The nucleotide similarity was calculated by comparing with the FLA genomic sequence 

(EU153401). *No. 18 and No. 20 show splice variants of No. 17 and No. 19, 

respectively.  
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Table 5. FLA-I allele sequences and classified loci in five unrelated cats 

Provisional 

sequence 

name 

Classified 

FLA-I loci 

(Table 4) 

  A6   A116   A165 

  
Reads 

Num. 

Subclone 

Num. 
  

Reads 

Num. 

Subclone 

Num. 
  

Reads 

Num. 

Subclone 

Num. 

No. 01 

FLA-E 

  31540 16  186 0  28219 19 

No. 02   27349 1  0 0  4936 0 

No. 03   0 0  24738 8  0 0 

No. 04   0 0  0 0  15317 15 

No. 05   5928 1   0 0   0 0 

           

No. 06 

FLA-H 

  0 0   455 0   0 0 

No. 07   0 0  12669 2  0 0 

No. 08   12676 2   8652 2   11890 0 

           

No. 09 

FLA-K 

  11516 1   1097 0   14113 13 

No. 10   1515 0  0 0  19271 5 

No. 11   0 0  21941 6  726 0 

No. 12   0 0   24817 3   0 0 

           

No. 13 FLA-A   192 0   79 0   197 0 

           

No. 14 
FLA-J 

  0 0   1869 0   847 0 

No. 15   4339 0   0 0   64 0 

           

No. 16 FLA-L   414 0   434 0   592 0 

           

No. 17 
FLA-O 

  584 0   0 0   580 0 

No. 19   1072 0   1331 0   694 0 

Total Num.    100,000 21   100,000 21   100,000 52 

Total Seq. Num.    13  5   13  5    15  4  
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Table 5. Continued 

Provisional 

sequence 

name 

Classified 

FLA-I loci 

(Table 4) 

  A176   A214 

  
Reads 

Num. 

Subclone 

Num. 
  

Reads 

Num. 

Subclone 

Num. 

No. 01 

FLA-E 

  94 0   0 0 

No. 02   3305 0   40329 1 

No. 03   0 0   0 0 

No. 04   39084 21   18473 10 

No. 05   0 0   8575 6 

        

No. 06 

FLA-H 

  0 0   0 0 

No. 07   0 0   0 0 

No. 08   0 0   0 0 

        

No. 09 

FLA-K 

  188 0   0 0 

No. 10   46314 12   20404 4 

No. 11   0 0   0 0 

No. 12   0 0   0 0 

        

No. 13 FLA-A   431 0   0 0 

        

No. 14 
FLA-J 

  3137 0   1651 0 

No. 15   0 0   7164 0 

        

No. 16 FLA-L   1023 0   185 0 

        

No. 17 
FLA-O 

  0 0   0 0 

No. 19   2989 0   1548 0 

Total Num.    100,000 33   100,000 21 

Total Seq. Num.    10  2    9  4  
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Yellow and blue backgrounds indicate FLA-I allele sequences detected by both the 

subcloning and amplicon sequencing methods and by the amplicom sequencing method 

only, respectively.   



 34 

 

Figure 1. Comparative genome map of FLA, HLA and DLA class 1 genomic 

regions. This map shows the approximate locations of MHC genes based on the HLA 

(NC_000006.12), DLA (CM000012.3 and CM000018.3) and FLA genomic information 

(EU153401 and Beck et al., 2001). White, striped and black boxes indicate transcribed 

genes, gene candidates and pseudogenes, respectively, after our classification in this 

study. In the HLA map, only the expressed genes are described. Gray highlights 

indicate orthologous genomic regions (E and B/C) where the number of MHC genes 
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differs between HLA, DLA and FLA. Bold letter of the gene name indicates a gene 

whose transcription was newly confirmed in this study.  
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(A) 
 
 a1 domain (Exon 2)  

FLA-E      1 GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCGCGGTGTCCCGGCCCGGCCTCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCG    100 

FLA-H      1 ......................................................A..............G..............................    100 

FLA-K      1 .................................A...................................G..............................    100 

FLA-A      1 ........T...T...T.......GG...................A................G.A.T.GGAA..C.................A.......    100 

FLA-J      1 ........................C........A...............G................................................T.    100 

FLA-L      1 .................................................G..................................................    100 

FLA-O      1 ............T...........C........A......................A............G..............................    100 

 

FLA-E    101 TGCGGTTCGACAGCGACGCCCCGAATCCCAGGGAAGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGAACACGCGGATTTA    200 

FLA-H    101 ............................G...ATG.............................................................ACGC    200 

FLA-K    101 ............................G...ATG..................G.........T....................A.G.G.......ACG.    200 

FLA-A    101 C...................T...G...G...ATG.....A..C.T..AT...T..A.........C.....G.........G.A.G.G......GGCGC    200 

FLA-J    101 ............C........T......G...TCT.............G..............T....T.C.............A.G.G.......ACGC    200 

FLA-L    101 ...................................................................................GA.C.G........GGT    200 

FLA-O    101 ............C.........A.....G...ATG............................T......A...............G.G........CGC    200 

 

 a2 domain (Exon 3) 

FLA-E    201 CTTGGACACCGCACAGATTTCCCGAGTGAACCTGAACACGTTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGTCC|GGGTCGCACAACATCCAGAGAATGTATGGC   300 

FLA-H    201 GAA.....A.............................................................|.....A....G...................   300 

FLA-K    201 GAA.A...A...........T.......G...........A.............................|..................T.G.........   300 

FLA-A    201 .AA..............C..T....C...G..........C...G.G...................AG..|.....T....C.......T.GC...C.TC.   300 

FLA-J    201 GAA.....A........AA.TT.......G....C.G.ACA...G.G...................T...|..A..A............T.G.........   300 

FLA-L    201 .AA....CA........C..T....C...G........ACC...G.G..........T.......T....|.A........G.C.................   300 

FLA-O    201 .AA..TGCA....G.....G.....CC.......C.G..CGCC...........................|.....A....G.............C.....   300 

 

 FLA-I_exp_F 

 

FLA-E    301 TGTGACGTGGACCCAGACCGGCGCTTCCTCCGCGGGTACAGTCAGGACTCCTATGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGA    400 

FLA-H    301 .................................................................................A..................    400 

FLA-K    301 ..........G........................A................................................................    400 

FLA-A    301 ..C..A....GG..C..TT.....C.......A..A...T.G...TT.G...........G..................................T....    400 

FLA-J    301 ......A.C.GA..GA..A.C...C.....................TG..............A...........................G.........    400 

FLA-L    301 ......A.C.GG..T...G.C...C.......................G....C......G..........................T............    400 

FLA-O    301 ......A.C.GG..T...G.A...C....................TTGG....C......GC......................................    400 

 

  

 

FLA-E    401 CCGCGGCGGACACCGCGGCGCAGATCACACGCCGCAAGTGGGAGGAGGCCGGTGTGGCGGAGCAGGAGAGGAACTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTG    500 

FLA-H    401 ............................C.....................T.......C..AG.CATC...............................C    500 

FLA-K    401 ....................................................................................................    500 

FLA-A    401 .............G..............C................CT.....A.CA..C.....TC.A......G.....C...T...A.....A.....    500 

FLA-J    401 ............................C....A..C........T....T...CT..A.....CT.C..................GT...........C    500 

FLA-L    401 .............................................T........A........GCTG.....................A.........G.    500 

FLA-O    401 ................T............................T........A.....C..GCT.T.C...G..........A.......T...C.G.    500 

 

                                                             a3 domain (Exon 4) 

FLA-E    501 GCTCGCCAAATACCTGGACATGGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCGCA|GAATCTCCCAACACACGCGTGACCCGCCACCCCATCTCTGACCGTGAGGTGACC   600 

FLA-H    501 ....A.G.......................................|.........C.A..G.AG.............GG..........A......A...   600 

FLA-K    501 ..............................................|......................................................   600 

FLA-A    501 ....CGG..G...T....G.G......CA..............A..|..CC.C..G..G....A.A.C....A.T......CT.......A...T..C...   600 

FLA-J    501 ....A.............G.............G.............|.........C.A.....G....................................   600 

FLA-L    501 ....C.............G...............T...........|........TG......AT.........................A..........   600 

FLA-O    501 ....CG..GG........G.......................T...|..G........A....A..............GG..........A..........   600 

 

 FLA-I_exp_R 

 

FLA-E    601 CTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACCCTGACCTGGCAGCGTGATGGGCAGGACCACACCCAGGACACAGAGCTTGTGGAGACCA    700 

FLA-H    601 ..........................................................................T......G..................    700 

FLA-K    601 ..............T..................................................................G..................    700 

FLA-A    601 ....A...............T.....T.................A..................G......TG.T......A..G...T.......C..T.    700 

FLA-J    601 ....................................................................................................    700 

FLA-L    601 ....................T...........A................................................G.............C....    700 

FLA-O    601 ...............T.......................................A..............................A...........G.    700 

 

 

 

 
  



 37 

 

Figure 2. Nucleotide alignment for FLA-I cDNA sequences and primer locations. 

(A) shows the nucleotide alignment of FLA-E/H/K genes and primer locations for sub-

cloning of FLA-I genes (Table 2B), (B) shows the nucleotide alignment of seven FLA-I 

genes and primer locations for FLA-I expression analysis (Table 2A). The nucleotide 

alignments were constructed by using the 2.98 Mb genomic sequence (EU153401). 

5’UTR, SP and 3’UTR indicate 5’ untranslated region, signal peptide and 3’ 

untranslated region, respectively. Locations of primers are indicated by boxes and red 

letters. Arrows shows direction of primers.  

(B) 
                                       FLA-I_CDS_F   

               5’UTR (Exon 1)                                            SP region (Exon 1) 

FLA-E      1 AGTTTCCGCACCCGCCTCCTGAGACTCACATTTCTCCTCAGACCCCGAGGATGCGGTTCGTGATGTCCCCAACTGTGCTCCTGCTGCTGTTGGGGGCCCT     100 

FLA-K      1 .....................................C.....................C.........G..............................     100 

FLA-H      1 ............G..............................................C.........G..............................     100 

  

 a1 domain(Exon 2) 

FLA-E    101 GGCCGCGCCCCAGACCTGGGCG|GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCGCGGTGTCCCGGCCCGGCCTCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGC   200 

FLA-K    101 ............A.........|.................................A...................................G........   200 

FLA-H    101 ......................|......................................................A..............G........   200 

 

FLA-E    201 TACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCCCCGAATCCCAGGGAAGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATT    300 

FLA-K    201 ..................................................G...ATG..................G.........T..............    300 

FLA-H    201 ..................................................G...ATG...........................................    300 

 

 a2 domain  

FLA-E    301 GGGACCGGAACACGCGGATTTACTTGGACACCGCACAGATTTCCCGAGTGAACCTGAACACGTTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGTCC|GGGTCGCA   400 

FLA-K    301 ......A.G.G.......ACG.GAA.A...A...........T.......G...........A.............................|........   400 

FLA-H    301 ..................ACGCGAA.....A.............................................................|.....A..   400 

 

(Exon 3) 

FLA-E    401 CAACATCCAGAGAATGTATGGCTGTGACGTGGACCCAGACCGGCGCTTCCTCCGCGGGTACAGTCAGGACTCCTATGACGGCAAGGATTACATCGCCCTG    500 

FLA-K    401 ..........T.G...................G........................A..........................................    500 

FLA-H    401 ..G.................................................................................................    500 

               **.*******.*.*******************.************************.****************************************** 

 

FLA-E    501 AACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCGCAGATCACACGCCGCAAGTGGGAGGAGGCCGGTGTGGCGGAGCAGGAGAGGAACTACC    600 

FLA-K    501 ....................................................................................................    600 

FLA-H    501 ...A..............................................C.....................T.......C..AG.CATC..........    600 

               ***.**********************************************.*********************.*******.**..*....********** 

 

 a3 domain (Exon 4) 

FLA-E    601 TGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCGCCAAATACCTGGACATGGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCGCA|GAATCTCCCAACACACGCGTGACCCGCCACCC   700 

FLA-K    601 ....................................................................|................................   700 

FLA-H    601 .....................C....A.G.......................................|.........C.A..G.AG.............G   700 

 

FLA-E    701 CATCTCTGACCGTGAGGTGACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACCCTGACCTGGCAGCGTGATGGGCAGGACCACACCCAG    800 

FLA-K    701 ....................................T...............................................................    800 

FLA-H    701 G..........A......A.............................................................................T...    800 

 

  

 

FLA-E    801 GACACAGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCGGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACGTGCC    900 

FLA-K    801 ...G....................................................A............T..............................    900 

FLA-H    801 ...G................................................................................................     900 

 

 Transmembrane domain (Exon 5) 

FLA-E    901 ATGTGCAGCACAAGGGGCTGCCCGAGCCCATCAACTTGAGATGG|GAGCCATCGTCTCTGCCCTTCATCACCATTCTGGGCATCATTGCTGGTGTGGCTGT  1000 

FLA-K    901 ...........G.........G...........C..........|........C....A.....C....C....C..........................  1000 

FLA-H    901 ...........G..........T..........C..........|..A...ATCC...A.....C....C....C.C...G..................A.  1000 

 

 Cytoplasmic domain (Exons 6-8) 

FLA-E   1001 CCTTGTGGTCACTGTGGTGGTTGGAGCTGTGATCTGG|AGGAAGAAGTGCTCAGGAGGAAAAGGACCAATCTATTCTCACGCTGCACGCGACGACAGTACC  1100 

FLA-K   1001 ...........T.........................|..........T............G......CG..................T..T........T  1100 

FLA-H   1001 ...........TG......A.................|..........T....................G...C.....T...........T.........  1100 

 

   FLA-I_CDS_R 

3’UTR (Exon 8) 

FLA-E   1101 CAGGGCTCTGATTCGTCTCTAATGGCTCCTAAAGTTTGAGACCCGCTGCCTGTGGAGAACTGAGCGATGCAGGATCTGTTCACACTCCCACTTGGTGACA   1200 

FLA-K   1101 ..................G................G........A....T.....T.G..........................................   1200 

FLA-H   1101 ....................C..............G...................T.C........................TG................   1200 
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第 3章 

 

 

FLA クラスⅠ遺伝子の多型解析の開発 

 

FLA クラスⅠアレルの同定およびハプロタイプの推定 
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3.1 序論 

 

現在までに、FLAクラスⅠ遺伝子の多型性に関する報告は、わずか 1報

のみである(Holmes et al., 2013)。その報告では、ゲノム DNAを対象として

FLA-E, -Hおよび-Kそれぞれに特異的な 3種類のプライマーを用いた PCR – 

sequence based typing （PCR-SBT）法が用いられた。この PCR-SBT 法により 12

個体のネコから、12種類の FLA-E アレル、11 種類の FLA-Hアレルおよび 10

種類の FLA-Kアレルが同定された。この計 33種類のアレルが、ネコの MHC

クラスⅠ遺伝子の多型情報であり、イヌの 205 種類(EBI;Miyamae et al., 2018)、ウ

シの 91種類(EBI)およびブタの 239種類(EBI)と比較して極めて乏しい。また、

ネコの各組織由来の RNAを用いた実験から、FLA-E, -Hおよび-K遺伝子に共通

の PCR プライマー（FLA-I_U_multiple_Fおよび R）を用いた組織発現解析が行

われた(Holmes et al., 2013)。その結果、FLA-E, -Hおよび-K遺伝子は、全身の各

組織に転写産物が認められた。このことから、FLA-E, -Hおよび-K遺伝子は、

抗原提示の役割を担う主要な FLAクラスⅠ分子をコードする遺伝子と考えられ

た。しかしながら、その他の FLAクラスⅠ遺伝子の転写産物は同定されておら

ず、多型の有無などの詳細は不明であった。第 2章より、今までに転写産物が

同定されていた FLA-E, -Hおよび-Kに加えて、FLA-A, -J, -Lおよび-Oの転写産

物が新たに同定された。つまり、FLAクラスⅠ遺伝子における多型解析法を開

発するためには、これら 7個全ての FLAクラスⅠ遺伝子の対立遺伝子（アレ

ル）を同定する必要があると考えられた。 

近年、哺乳類のアカゲザルやカニクイザル(Wiseman et al., 2009;Budde et 

al., 2010;Shiina et al., 2015)、ブタ(Kita et al., 2012)、鳥類のシロエリヒタキ

(Radwan et al., 2012)、魚類のグッピー(Herdegen et al., 2014)など様々な動物にお
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いて、MHC 遺伝子の多型解析の新たな手法であるアンプリコンシークエンス

法が適用されてきた。この手法は、NGSのハイスループットな解析能によっ

て、転写産物量が乏しいものを含め、網羅的な MHCアレルの配列決定が可能

であることが利点としてあげられる。 

本章では、NGSを用いたアンプリコンシークエンス法による FLAクラ

スⅠ遺伝子の多型解析法（アンプリコン法）の開発を試みた。また、開発した多

型解析法の正確性を明らかにするために、血縁関係の明確な 2家系の個体群を

実験に供した。すなわち、FLAクラスⅠ多型解析によって、各個体の FLA クラ

スⅠアレルの同定を行った。同定されたアレルの分子系統解析により、各 FLA

クラスⅠ遺伝子へ分類した。その後、個体毎に同定されたアレルの組み合わせ

と、個体間の血縁関係から、FLAクラスⅠハプロタイプの推定を行った。さら

に、Holmesら（2013年）によって報告された方法（Holmes法）を用い、同個

体群において再解析を行った。以上の実験を通して、FLAクラスⅠ遺伝子の多

型解析法の開発を試みた。  
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3.2 材料と方法 

 

3.2.1 供試検体 

実験動物生産販売施設（北山ラベス株式会社）から供された血縁関係

の明確な 2家系 20 個体のネコ（雑種）の全血を実験に用いた。供試されたネ

コは、2つの家系（Family 1 および Family 2）に属していた。この 2つの家系

は、それぞれ 10 個体が含まれ、3世代から成り立っていた。これら全 20個体

の家系図、個体名および性別は Figure 1 に示した。ネコ全血の採取は、株式会

社北山ラベス動物福祉委員会に定められた手順に従って行われた。全血は

EDTA-2Kにより抗凝固処理を施したものを用いた。 

 

3.2.2  RNAの抽出および逆転写酵素反応による cDNAの合成 

TRIzol LS Reagent（Thermo Fisher Scientific 社）および Direct-zol RNA 

Kits（Zymo Research 社）を用い、製品添付のプロトコルに従って 20個体の全

血から total RNAの抽出した。全血から抽出した RNAを DNase I（Thermo 

Fisher Scientific 社）で処理した後、ReverTra Ace（東洋紡株式会社）を用いて

cDNA合成を行なった。DNase I処理および cDNA合成はいずれも添付のプロ

トコルに従った。 

 

3.2.3 アンプリコンシークエンスによる FLAクラスⅠ多型解析の PCR 増幅 

NGSを用いたアンプリコンシークエンスによる FLAクラスⅠ多型解析

法（アンプリコン法）を開発するにあたり、まずプライマーを設計した

（Figure 2A）。このアンプリコン法のプライマーは、第 2章にて転写産物が認

められた 7個すべての FLAクラスⅠ遺伝子が増幅されるように設計する必要が
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あった。また、このアンプリコン法のプライマーは、7個の FLAクラスⅠ遺伝

子それぞれの対立遺伝子（アレル）を同定するために、多型の集中する領域の

上流と下流に設計する必要があった。これらを踏まえて、FLA-A, -E, -H, -J, -K, -

Lおよび-Oすべてに共通した配列部分であり、なおかつ、多型が集中する領域

（エキソン 2〜3）を含むようにプライマーを設計した。このプライマーから予

想される PCR増幅長は、353 bp であった。プライマーの名称、塩基配列および

設計位置は Table 1Aに示した。また、NGS装置である Ion S5（Thermo Fisher 

Scientific 社）による 20個体の識別可能なマルチプレックスアンプリコンシー

クエンシングを行うために、プライマーの 5`末端に Ion Torrent adapters（Aア

ダプターおよび P1 アダプター）および 20 個体が識別可能なバーコード（10 

bp）を付加したプライマーを 20種類設計した。 

合成された cDNAを鋳型として、KOD FX（東洋紡株式会社）とプライ

マーを用いて PCR を行なった。PCR 反応溶液は、cDNAを 10 ng、KOD FX 

DNA合成酵素を 0.4単位、PCR バッファー、dNTP（2.5 mM）およびプライマ

ー（0.4 uM）を加え、総量 20 uLとした。PCR 反応条件は、最初に 96℃で 2分

間の変性を行なったのちに、98℃で 10秒間、56℃で 30 秒間、68℃で 30秒間

の 3 工程を 1サイクルとし、合計 35サイクル行なったのちに、さらに 72℃で

2分間の伸長反応を行なった。 

 

3.2.4 アンプリコン法の PCR 増幅産物の精製および定量 

PCR産物は Agencourt AMPure XP（Beckman Coulter, Inc.）を用いた精製

を行なったのち、PicoGreen（Thermo Fisher Scientific 社）および Fluoroskan 

Ascent micro-plate fluorometer（Thermo Fisher Scientific 社）を用いた DNA濃度

の定量を行なった。定量された DNA濃度に基づいて、20 個体の PCR 増幅産物



 43 

が等モル量になるように一つのチューブへ混合し、プロトコルに従い希釈し

た。 

 

3.2.5 アンプリコン法のエマルジョン PCR、NGS を用いたアンプリコンシー

クエンスおよびデータ処理 

希釈した PCR増幅産物を鋳型として、Ion 520 & Ion 530 Kit-OT2 および

OneTouch 2 instrument（Thermo Fisher Scientific 社）を用いたエマルジョン PCR

（emPCR）を行った。emPCR 後、ビーズと結合した一本鎖 DNAテンプレート

を濃縮するために、Ion OneTouch Enrichment System（Thermo Fisher Scientific

社）をプロトコルに従い行なった。その後、Ion 520/530 Chip Kit（Thermo 

Fisher Scientific 社）を用いてシークエンシングを実施した。生データの情報処

理、ベースコール、トリミング、クオリティフィルターは、Torrent Suite 5.6.0

（Thermo Fisher Scientific 社）によって処理され、20種類の Ion Xpress Barcodes

に基づいて fastq ファイルに分類された。 

 

3.2.6 アンプリコン法のリード選別およびトリミング 

20個体の fastq ファイルからのリード選別およびトリミングは第 2章と

同様の方法を用いた。選別後の全てのリードは、PCR増幅長の 353 bp からプラ

イマー配列が除かれ、316 bpへトリミングされた。 

 

3.2.7 アンプリコン法の新規 FLA クラスⅠアレルの同定とリファレンスの作

成 

リードの選別およびトリミング後の配列を用いて第 2章と同様の方法

にて、各個体での新規配列を同定した。また、新規 FLAクラスⅠアレルのリフ
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ァレンス作成は、第 2章と同様の方法を用いた。なお、リファレンス作成に

て、マッピング解析の minimum overlap length parameter は、200〜316 bp に設定

した。 

 

3.2.8 分子系統解析による FLAクラスⅠアレルの分類 

FLAクラスⅠアレルの塩基配列および推定アミノ酸配列の NCBIデー

タベースに対する相同性検索には BLAST を用いた。推定アミノ酸配列に基づ

く分子系統解析には、MEGA7 ソフトウェア(Kumar et al., 2016)を用いた。

ClustalWを用いた新規および既知の FLAクラスⅠアレルの推定アミノ酸配列

（105 残基）のアライメントを行った。また、アウトグループとしてイヌの

MHC クラスⅠ遺伝子である DLA-88（アクセッション番号；NM_001014767）を

加えた。アライメント結果から、近接結合法を用いた系統樹を作成し、p距離

モデルおよびブーストラップ法（2,000回反復）で統計的支持値を算出した。 

 

3.2.9 アンプリコン法のマッピング解析によるアレルの同定およびリード数

の算定 

マッピング解析は第 2 章と同様の方法で行い、FLAクラスⅠアレルに

マッピングされたリードから、個体毎の FLAクラスⅠアレルを同定した。ま

た、個体毎に FLAクラスⅠアレルへマッピングされたリード数の合計を

100,000 リードに補正し、個体間でのリード数の比較を行った。 

 

3.2.10 Holmes法の PCR 増幅、増幅産物の精製および定量 

FLAクラスⅠ遺伝子の mRNAに基づく塩基配列決定方法は、現在までに

Holmes ら（2013 年）によって FLA-E, -Hおよび-K の共通プライマーを用いた
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方法（Holmes法）が報告された。そこで本実験では、この Holmes法の共通プ

ライマー（FLA-I_Umultiple_Fおよび R）を用いた PCRおよび NGSを用いた塩

基配列決定による再解析を行った。この FLA-I_Umultiple_Fおよび R は、FLA-

E, -Hおよび-Kの共通配列部分であり、なおかつエキソン 1〜4の PCR 増幅が

可能な位置に設計された（Figure 2B）。プライマーの塩基配列、設計位置およ

び予想される増幅長は Table 1B に示した。この再解析には、アンプリコン法を

行った 20個体のうち 4個体を用いた。この 4個体は、2 家系 20個体において

推定された全てのハプロタイプを網羅できるように選択された。この Holmes

法による再解析と、本章で開発したアンプリコン法との結果を照らし合わせ、

アンプリコン法の正確さを確認した。 

PCRは、合成された cDNAを鋳型として、KOD FX（東洋紡株式会

社）と Holmes法の FLA-I_Umultiple_Fおよび Rを用いて行った。PCR 反応溶

液は、cDNAを 10 ng、KOD FX DNA 合成酵素を 0.4単位、PCRバッファー、

dNTP（2.5 mM）およびプライマー（0.4 uM）を加え、総量 20 uLとした。PCR

反応条件は、最初に 96℃で 2 分間の変性を行なったのちに、98℃で 10 秒間、

58℃で 30秒間、68℃で 1分間の 3工程を 1 サイクルとし、合計 35サイクル行

なったのちに、さらに 72℃で 2分間の伸長反応を行った。その後の PCR 増幅

産物の精製および定量は 3.2.4 と同様の方法を用いて行った。 

 

3.2.11 Holmes法の NGSによるシークエンス、データの処理および解析 

再解析の PCRおよび精製した産物から、NGSライブラリを作成した。

既報のように、PCR 増幅産物の断片化およびバーコード付加によるライブラリ

作成、DNA断片長の測定、DNAの定量を行った(Ozaki et al., 2015)。その後、
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エマルジョン PCR、NGSによるシークエンス、データ処理およびデータ解析

は、3.2.5および 3.2.6と同様の方法を用いて行った。 

 

3.2.12 新規 FLAクラスⅠアレルおよびハプロタイプの命名方法 

多型解析において同定された新規 FLAクラスⅠアレルは、一時的な通し

番号として FLAI_001〜FLAI_014 と名付けた上で、Genbank/EMBL/DDBJ デー

タベースに登録された。推定された FLAクラスⅠハプロタイプは、ブタ MHC

である SLAのハプロタイプ命名法に従って命名した (Smith et al., 2005)。例え

ば、FLAクラスⅠ領域のハプロタイプ（ハプロタイプ 1）は Hp-1.0と表記し

た。  
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3.3 結果 

 

3.3.1 アンプリコン法によって同定された FLAクラスⅠアレル 

アンプリコンシークエンスによる FLAクラスⅠ多型解析法（アンプリコ

ン法）では、7個の FLAクラスⅠ遺伝子（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-O）そ

れぞれのアレルの同定を試みた。この結果、2家系 20個体から計 32 種類の

FLAクラスⅠアレルが同定された（Table 2）。これらのうち、18種類は既知の

アレルであったが、14種類は新規のアレルであった（Table 2 内の赤文字で示

したアレル）。これら新規アレルは FLAI_001 から FLAI_014 と命名した。ま

た、これら計 32 種類の FLAクラスⅠアレルのうち、FLAI_011 と FLAI_012

は、異なる塩基配列であったが、同一のアミノ酸配列に翻訳されたことから同

義置換のアレルであった。同様に、FLA-E*01601 と FLAI_009 および FLA-Lと

FLAI_013 も同義置換のアレルであった。 

 

3.3.2 アンプリコン法から同定された FLA クラスⅠアレルの分子系統解析 

計 32種類の FLAクラスⅠアレルを系統樹に基づいて分類した（Figure 3

および Table 2）。この系統樹から、計 32種類の FLAクラスⅠアレルのうち、

31種類を 5つの系統（FLA-E/H/K, FLA-O, FLA-J, FLA-Lおよび FLA-A）に分類

した。具体的には、18種類（FLA-E*01801, K*00401, K*00101, H003011, 

K*00303, E*00902, E*01401, E*00501, H*016:01, 008011, K*00701 および

FLAI_001〜007）を FLA-E/H/K 系統に分類した。同様に、4種類（FLA-O およ

び FLAI_010〜012）を FLA-Oに、6種類（FLA-J*01:18, J*01:16, J*01:14, 

E*01601, FLAI_008 および 009）を FLA-J に、2種類（FLA-Lおよび

FLAI_013）を FLA-Lに、および 1種類（FLA-A）を FLA-A に分類した。 
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このうち、FLA-E/H/K 系統に分類した 18種類のアレルのうち、FLA-H

のアレル（FLA-H*003011）と FLA-Kのアレル（FLA-K*00303）が同一の系統

枝に分類され、同様に FLA-E のアレル（FLA-E*01801）と FLA-Kのアレル

（FLA-K*00401）も同一の系統枝に分類された。これらのことから、本解析で

は FLA-E, -Hおよび-Kの相同性が極めて高いために混合した一つの系統（FLA-

E/H/K 系統）とした。 

計 32種類の FLAクラスⅠアレルのうち、1種類（FLAI_014）は、FLA-J

系統と FLA-L系統の間に分岐し、他の配列と系統枝を形成しないアレルであっ

た。この FLAI_014 の BLAST 検索および分子系統解析を詳細に行ったところ、

2つの異なる配列に由来するキメラ様構造を示していた（Figure 4A）。具体的

には、316 bpからなる FLAI_014 の塩基配列のうち 5`末端側の 124 bp は

BLAST 検索の結果、FLA-E アレルを含む 12 種類と同一の配列であった。同様

に 3`末端側の 191 bp は、FLA-Kアレルを含む 2種類と同一の配列であった

（Figure 4Cおよび 4D）。この 2つの断片の間に存在する 1塩基は、いずれの

配列とも異なっていた（Figure 4B）。これらの理由から、FLAI_014 は、FLA-

E および-Kのキメラであることが考えられた。このため FLAI_014 が分類され

る新たな系統を、FLA-E/H/K_Rec 系統と命名した。 

 

3.3.3 アンプリコン法により各個体に同定された FLAクラスⅠアレル 

計 32種類の FLAクラスⅠアレルに対して、個体毎にマッピング解析を

行った（Table 3）。この結果、少ない個体で 7種類、多い個体で 14種類の

FLAクラスⅠアレルが同定された。例えば、Family 1 の個体番号 01におい

て、FLA-E/H/K 系統の FLA-E*00501, H*003011, K*00401, K*00701 および

FLAI_006 が同定された。同様に、FLA-A 系統の FLA-A、FLA-J 系統の FLA-
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E*01601 および J*01:14、FLA-L系統の FLA-Lおよび FLA-O系統の FLA-Oおよ

び FLAI_012 が同定された。このように個体番号 01は、これら計 11種類の

FLAクラスⅠアレルが同定され、同様のマッピング解析から、計 20個体の

FLAクラスⅠアレルが同定された。 

 

3.3.4 FLAクラスⅠハプロタイプの推定 

各個体に同定された FLAクラスⅠアレルの組み合わせと、個体の血縁

関係に基づいて、ハプロタイプ推定を行った（Table 4）。Family 1 の個体番号

05と、05の父と母である 01と 02に同定された FLA-E/H/K系統のアレルを例

にして説明する。まず、子である個体番号 05には、FLA-E/H/K 系統の 5種類

のアレル（E*00501, E*01801, K*00701, FLAI_004 および FLAI_005）が同定され

た。これら 5種類のうち、2種類（E*00501 および K*00701）は父である個体

番号 01に認められ、残る 3種類（E*01801, FLAI_004および FLAI_005）は母

である 02に同定された。同一染色体上のアレルの組み合わせであるハプロタ

イプは、父および母から子へ 1セットずつ遺伝されることから、E*00501 およ

び K*00701 は、ハプロタイプ（Hp-1.0）として父から遺伝し、同様に、

E*01801, FLAI_004 および FLAI_005 は、ハプロタイプ（Hp-4.0）として母から

遺伝したと考えられた。個体番号 05のその他の系統のアレルや、その他の個

体においても同様に、FLAクラスⅠハプロタイプが推定された（Figure 5）。

以上のようにハプロタイプ推定を行った結果、2家系 20 個体から、計 7種類の

FLAクラスⅠハプロタイプ（Hp-1.0〜Hp-7.0）が推定された（Figure 6）。 
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3.3.5 推定された FLAクラスⅠハプロタイプの比較 

推定された計 7種類のハプロタイプを比較すると、ハプロタイプ毎に含

まれる FLAクラスⅠアレルの数が異なっていた（Figure 6）。例えば、Hp-1.0 は

FLA-E/H/K 系統の 2種類（E*00501 および K*00701）、FLA-J 系統の E*01601 お

よび FLA-O 系統の FLAI_012 の計 4 種類のアレルから構成されていたハプロタ

イプであった。同様に、Hp-5.0 は 5 種類、Hp-6.0 は 6 種類、Hp-2.0 は 7 種類お

よび Hp-3.0, Hp-4.0 および Hp-7.0 は 8 種類のアレルから構成されていた。この

ハプロタイプ毎のアレル数の違いは、特に FLA-E/H/K 系統に集中していた。具

体的には、Hp-1.0, -3.0 および-5.0 に推定された FLA-E/H/K 系統のアレルは 2 種

類であった。その一方で、Hp-2.0, -4.0 および-6.0 が 3 種類、Hp-7.0 が 4 種類で

あった。同様に、FLA-J および FLA-O 系統のアレルにおいても、ハプロタイプ

に推定されるアレルが 1 または 2 種類であり、ハプロタイプ毎のアレル数に違

いが認められた。 

FLA-A 系統において、ハプロタイプ毎にアレルの有無があった。具体的

には、Hp-2.0, -3.0, -4.0および-7.0において、FLA-Aアレルが同定されたのに対

して、Hp-1.0, -5.0 および-6.0には認められなかった。同様に、FLA-L系統におい

ても、ハプロタイプ毎のアレルの有無があった。つまり、FLA-A および FLA-L系

統において、ハプロタイプによってはアレルの欠失が示唆された。 

 

3.3.6 FLAクラスⅠアレルおよび系統毎のリード数比較 

推定されたハプロタイプ、系統分類およびリード数に基づいて、FLAク

ラスⅠ系統の平均リード数を算出した。この結果、FLA クラスⅠ系統のリード

数を比較すると、系統による転写産物量の違いが明らかとなった（Table 5）。

例えば、FLA-E/H/K 系統には、18種類のアレルが分類された。これら 18種類の



 51 

アレルが全 20 個体のハプロタイプ（2n=40）に認められた回数（アレルの出現

回数）は、少ないアレルで 1 回、多いアレルで 15 回であり、合計すると 95 回

であった。この計 95回のリード数を平均すると、16,444 リードであった。この

ようにして、すべての系統のリード数を算出したところ、FLA-E/H/J_Rec 系統は

11,820 リード、FLA-A 系統は 210、FLA-J 系統は 5,069、FLA-L系統は 248、FLA-

O 系統は 878 であった。この平均リード数を系統間で比較したところ、大まか

に FLA-E/H/K > FLA-E/H/K_Rec > FLA-J > FLA-O > FLA-L = FLA-A の関係性にあ

ることが考えられた。 

次に、FLA-E/H/K_Rec 系統の FLAI_014 アレルの平均リード数（11,831リ

ード）は、FLA-E/H/K 系統のアレルの平均リード数（16,444 リード）との間に有

意差（P =0.06）は認められなかった。その一方で、FLA-E/H/K_Rec 系統のアレル

の平均リード数は、FLA-J 系統（5,071リード）と比較して有意に多かった（P = 

1.2 × 10-9）。このようなリード数の違いから、FLA-E/H/K_Rec 系統は、FLA-E/H/K

系統に含まれることが示唆された。 

また、FLA-E/H/K および FLA-E/H/K_Rec 系統の平均リード数は、その他

の FLA-A, -J, -Lおよび-O系統の平均リード数と比較して有意に多かった（16,095

リード vs 2,201 リード）。特に、FLAクラスⅠ遺伝子毎の平均リード数が最も少

ない FLA-A 系統の平均リード数は、最も多い FLA-E/H/K 系統のおよそ 1/80であ

った。以上のようなリード数の違いから、FLA クラスⅠ系統によって転写産物

量が大きく異なることが示唆された。 

 

3.3.7 Holmes法とアンプリコン法との結果の比較 

本実験で開発したアンプリコン法による FLAクラスⅠ多型解析と、既

報の解析方法である Holmes法による再解析の結果を照らし合わせ、アンプリ
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コン法の正確さを確認した（Table 6）。この Holmes法には、推定された全て

の FLAクラスⅠハプロタイプを網羅する 4個体（個体番号 01, 02, 07および

13）を用いた。この結果、Holmes 法においてもアンプリコン法と同様に 4個体

から 18種類の FLAクラスⅠアレルが同定された。具体的には、個体番号 01 に

おいて、多型解析において、5 種類の FLA-E/H/K 系統のアレル E*00501, 

K*00701, H*003011, K*00401 および FLAI_006 が同定されたが、再解析におい

ても同一の 5種類が同定された。また、Holmes法にて新たなアレルが同定され

ることはなかった。他の 4個体も同様に、2 つの解析結果に違いは認められ

ず、Holmes法にて新たにアレルが同定されることはなかった。  
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3.4 考察 

 

NGSを用いたアンプリコンシークエンシング法（アンプリコン法）

は、様々な動物種において、MHC 遺伝子の多型解析に適用されてきた(Radwan 

et al., 2012;Herdegen et al., 2014)。この方法は、DNAまたは RNA（cDNA）のど

ちらをテンプレートとしても多型解析が可能である。本研究では RNAをテン

プレートとして実験を行った。RNAを用いたアンプリコン法の利点として次の

二つが挙げられる。一つは、プライマー領域が類似した偽遺伝子の PCR 増幅を

避けて、mRNAへ転写された MHC 遺伝子のみを標的にできる点である。二つ

目は、MHC アレルのおおよその転写産物量が、NGSから出力されるリード数

から評価できる点である(Kita et al., 2012)。このような特徴を有するアンプリコ

ン法を、FLAクラスⅠ遺伝子に適用した結果として、筆者は、計 32種類の FLA

クラスⅠアレルを同定した。同定されたアレルの分子系統解析から、5 つの異な

った FLAクラスⅠ系統（FLA-E/H/K, -A, -J, -Lおよび-O）に分類した。このこ

とより、FLA-E/H/K, -A, -J, -Lおよび-Oの各アレルを網羅的に解析できた。ま

た、同定されたアレルのうち、43.8%ものアレルは、本解析で新たに同定され

た。第 2章に記したように、ネコ MHC 領域には数多くの偽遺伝子が存在す

る。本章で開発したアンプリコン法によって、これら偽遺伝子の PCR 増幅を避

けて、効率的に FLAクラスⅠ遺伝子の多型解析が可能となった。以上のことか

ら、ネコにおいて初めて FLAクラスⅠ遺伝子の網羅的な多型解析法が開発さ

れ、今後も本解析を行うことでより数多くのアレルが同定されることが期待で

きる。 

本解析において、ネコにおいて初めて FLAクラスⅠハプロタイプが推定

され、その推定結果は、個体間の血縁関係と矛盾が無かった。これらのハプロ
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タイプを比較すると、ハプロタイプに含まれるアレルの数に違いが認められ

た。また、ハプロタイプによっては遺伝子の欠失が認められた。以上のことか

ら、FLAクラスⅠ遺伝子のコピー数多型が示唆された。今後、血縁関係が明確

な個体群の解析を行うことで、数多くの FLAクラスⅠハプロタイプが推定され

ることが考えられる。 

RNAをテンプレートとしたアンプリコンシークエンシング法は、MHC

アレル毎に転写産物量の差が大きいために、DNAをテンプレートとしたとき

よりも多くのリード配列が必要となる点が欠点として挙げられる。このような

欠点を踏まえて、本解析では、1個体あたり 10,000以上のリード配列から、ア

レルの同定を行った。その結果、FLAクラスⅠ系統間でのリード数に差が認め

られ、リード数の乏しい系統（FLA-Aおよび-L）が認められた。また、これら

の 2 つの系統において、ハプロタイプ特異的なアレルの欠失が認められた。し

かしながら、このアレルの欠失は、解析に用いたリード数が少ないために、マ

ッピング解析によって同定されなかったことが原因として考えられる。本章で

解析した個体のうち、個体番号 04および 12 から、FLA-A 系統のリードは認め

られなかった。また、個体番号 04においては、FLA-L系統も確認されなかっ

た。これらの個体のマッピング解析に用いた総リード数は、個体番号 04が

46,589 リード、12 が 45,490リードであり、全個体の平均総リード数（42,696

リード）を上回るものであった。つまり、これらの個体に FLA-A および FLA-L

系統のアレルが認められなかったことは、解析に用いたリード数の不足による

ものではなく、ハプロタイプ毎の遺伝子の欠失であると考えられた。しかしな

がら、FLA-A および FLA-Lにおいて、リード数の不足およびハプロタイプ特異

的なアレルの欠失の原因には、プライマーの特異性が不足している可能性も考

えられる。このような、ハプロタイプ特異的な FLAクラスⅠ遺伝子の情報を明



 55 

らかにするためには、本研究のような NGSによる多型解析法を用いた詳細な

解析に加えて、各 FLAクラスⅠ遺伝子特異的なプライマーを用いた発現解析を

行うことが必要となる。 

ヒトにおいて、HLAクラスⅠ分子のうち、HLA-A, -Bおよび-Cは、抗

原提示が主要な役割であり、古典的 HLAクラスⅠ分子と呼ばれる。その一方

で、HLA-E, -Fおよび-Gは、NK細胞に対する免疫抑制のシグナル伝達などに

関わり、非古典的 HLAクラスⅠ分子と呼ばれる。これらの古典的 HLA分子を

コードする古典的 HLA遺伝子は非古典的と比較して多型に富むこと、全身の

各組織において遺伝子発現が認められること、各組織にて高い転写産物量を示

すことなどが挙げられる(黒木喜美子 et al., 2016)。本解析でも、FLAクラスⅠ

アレルのおおよその転写産物量は、NGSから出力されるリード数から評価でき

た。このリード数を FLAクラスⅠ系統毎に比較すると、FLA-E/H/K > FLA-

E/H/K_Rec > FLA-J > FLA-O > FLA-L = FLA-A のように、系統による転写産物量

の違いが明らかとなった。これに加えて、FLA-E, -Hおよび-Kは、他の FLAク

ラスⅠ遺伝子（FLA-A, -J, -Lおよび-O）よりも多型に富むことが示唆された。こ

れらのことから、FLA-E, -Hおよび-Kは、転写産物量が多く、多型に富む古典

的 FLAクラスⅠ遺伝子であることが考えられた。また、古典的 FLAクラスⅠ

遺伝子との転写産物量と多型性の違いから、FLA-A, -J, -Lおよび-Oが非古典的

クラスⅠ遺伝子であると考えられた。今回明らかとなった、ネコの古典的および

非古典的 FLAクラスⅠ遺伝子に関して、リアルタイム PCR などを用いた各遺

伝子における転写産物レベルの測定などを行うことで、各遺伝子の特徴がより

詳細に明らかになる。今後、ネコの免疫機構の解明に向けて、FLAクラスⅠ遺

伝子においても、古典的および非古典的遺伝子の機能の違いが明らかにされる

ことが求められる。  
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Table 1. Primer information used for this study 

  Primer name 
Primer sequence 

(5' to 3') 

Primer 

position 

Primer 

length 

Product 

length 

Analyzed 

length 
Reference 

A. For genotyping of FLA-I genes 

  FLA-I_F2 
GTSGGCTACGT

RGACGACA 
Exon 2 19 bp 

353 bp 316 bp 

This study 

  FLA-I_R2m 
ATCTGCGCHG

CSGTGTCC 
Exon 3 18 bp This study 

B. For confirmation of genotyping data in FLA-E/H/K genes 

  
FLA-I_ 

Umultiple_F 

GTGCTCCTGCT

GCTGTTG 
Exon 1 18 bp 

827 bp 789 bp 

Holmes et 

al. 2013 

  
FLA-I_ 

Umultiple_R 

TGGCACGTGT

ATCTCTGCTC 
Exon 4 20 bp 

Holmes et 

al. 2013 
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Table 2. Identified FLA-class I alleles and lineages of FLA-class I loci for 

phylogenetic analysis 

FLA-I allele name Accession number FLA locus lineage in Figure 3 

FLA-E*00501 KC763048 FLA-E/H/K 

FLA-E*00902 KC763019 FLA-E/H/K 

FLA-E*01401 KC763050 FLA-E/H/K 

FLA-E*01801 EU915360 FLA-E/H/K 

FLA-H*003011 KC763028 FLA-E/H/K 

FLA-H*008011 KC763034 FLA-E/H/K 

FLA-K*00101 EU153401 FLA-E/H/K 

FLA-K*00303 KC763039 FLA-E/H/K 

FLA-K*00401 KC763049 FLA-E/H/K 

FLA-K*00701 KC763047 FLA-E/H/K 

FLAI_001 LC534228 FLA-E/H/K 

FLAI_002 LC534229 FLA-E/H/K 

FLAI_003 LC534230 FLA-E/H/K 

FLAI_004 LC534231 FLA-E/H/K 

FLAI_005 LC534232 FLA-E/H/K 

FLAI_006 LC534233 FLA-E/H/K 

FLA-H*016:01 MK644232 FLA-E/H/K 

FLAI_007 LC534234 FLA-E/H/K 

FLAI_014 LC534241 FLA-E/H/K_Rec 

FLA-A EU153401 FLA-A 

FLA-E*01601 EU915358 FLA-J 

FLAI_008 LC534235 FLA-J 

FLA-J*01:18 MK737915 FLA-J 

FLAI_009 LC534236 FLA-J 

FLA-J*01:16 MK737902 FLA-J 

FLA-J*01:14 MK737908 FLA-J 

FLA-L EU153401 FLA-L 

FLAI_013 LC534240 FLA-L 

FLA-O EU153401 FLA-O 

FLAI_010 LC534237 FLA-O 

FLAI_011 LC534238 FLA-O 

FLAI_012 LC534239 FLA-O 
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Table 3. Read information for genotyping of FLA-class I genes in the two cat 

families 

Family 1 

FLA locus lineage 
in Figure 3 

FLA-I sequence 
name 

Family 1 

01 02 03 04 05 

FLA-E/H/K 

FLA-E*00501 12179  0  0  31332  28084  

FLA-E*00902 0  0  0  18333  0  

FLA-E*01401 0  0  0  0  0  

FLA-E*01801 0  7504  0  0  11645  

FLA-H*003011 20171  0  0  0  0  

FLA-H*008011 0  0  0  0  0  

FLA-K*00101 0  0  7503  0  0  

FLA-K*00303 0  0  0  0  0  

FLA-K*00401 4628  0  0  0  0  

FLA-K*00701 12897  0  0  29436  8973  

FLAI_001 0  29099  20896  0  0  

FLAI_002 0  4647  6977  0  0  

FLAI_003 0  0  24315  0  0  

FLAI_004 0  31513  0  0  24697  

FLAI_005 0  12292  0  0  12557  

FLAI_006 39954  0  0  0  0  

FLA-H*016:01 0  0  14883  0  0  

FLAI_007 0  0  8604  0  0  

FLA-E/H/K_Rec FLAI_014 0  0  0  14090  0  

FLA-A FLA-A 369  16  511  0  483  

FLA-J 

FLA-E*01601 7483  474  0  6466  7975  

FLAI_008 0  5161  5798  0  0  

FLA-J*01:18 0  3609  4260  0  0  

FLAI_009 0  0  3202  0  0  

FLA-J*01:16 0  0  0  0  0  

FLA-J*01:14 229  1293  0  0  3256  

FLA-L 
FLA-L 41  682  236  0  0  

FLAI_013 0  364  0  0  154  

FLA-O 

FLA-O 1527  1963  1448  209  1644  

FLAI_010 0  1383  1366  0  0  

FLAI_011 0  0  0  0  0  

FLAI_012 523  0  0  134  532  

Total  sequence number 11  14  13  7  11  
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Table 3. Family 1 continued  

FLA locus lineage 
in Figure 3 

FLA-I sequence 
name 

Family 1 

06 07 08 09 10 

FLA-E/H/K 

FLA-E*00501 26666  0  0  0  28269  

FLA-E*00902 0  15585  15263  15923  0  

FLA-E*01401 0  0  0  0  0  

FLA-E*01801 0  0  0  0  0  

FLA-H*003011 0  0  0  0  0  

FLA-H*008011 0  0  0  0  0  

FLA-K*00101 0  8222  7780  0  6874  

FLA-K*00303 0  0  0  0  0  

FLA-K*00401 0  0  0  0  0  

FLA-K*00701 8850  19177  19956  23379  8280  

FLAI_001 29111  0  0  25226  0  

FLAI_002 8131  0  0  7592  0  

FLAI_003 0  16509  18921  0  20260  

FLAI_004 0  0  0  0  0  

FLAI_005 0  0  0  0  0  

FLAI_006 0  0  0  0  0  

FLA-H*016:01 0  12992  11959  0  11901  

FLAI_007 0  8240  8757  0  10546  

FLA-E/H/K_Rec FLAI_014 0  12972  12564  9328  0  

FLA-A FLA-A 482  371  287  129  471  

FLA-J 

FLA-E*01601 6803  835  886  676  8283  

FLAI_008 10092  0  0  8185  0  

FLA-J*01:18 6061  0  0  6272  0  

FLAI_009 0  3613  2495  0  4101  

FLA-J*01:16 0  0  0  0  0  

FLA-J*01:14 0  0  0  0  0  

FLA-L 
FLA-L 139  479  319  472  196  

FLAI_013 0  0  0  0  0  

FLA-O 

FLA-O 1481  1004  813  1327  332  

FLAI_010 1584  0  0  1491  0  

FLAI_011 0  0  0  0  0  

FLAI_012 599  0  0  0  486  

Total  sequence number 12  12  12  12  12  
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Table 3. Family 2 continued 

FLA locus lineage 
in Figure 3 

FLA-I sequence 
name 

Family 2 

11 12 13 14 15 

FLA-E/H/K 

FLA-E*00501 0  27281  0  0  32844  

FLA-E*00902 0  0  14386  0  0  

FLA-E*01401 0  28739  21472  0  0  

FLA-E*01801 0  0  0  0  0  

FLA-H*003011 0  0  0  0  0  

FLA-H*008011 0  10619  10161  0  0  

FLA-K*00101 0  0  0  0  0  

FLA-K*00303 0  13133  10876  0  0  

FLA-K*00401 0  0  0  0  0  

FLA-K*00701 0  8127  24780  0  9686  

FLAI_001 50725  0  0  54450  28380  

FLAI_002 15354  0  0  15737  7485  

FLAI_003 0  0  0  0  0  

FLAI_004 0  0  0  0  0  

FLAI_005 0  0  0  0  0  

FLAI_006 0  0  0  0  0  

FLA-H*016:01 0  0  0  0  0  

FLAI_007 0  0  0  0  0  

FLA-E/H/K_Rec FLAI_014 0  0  11328  0  0  

FLA-A FLA-A 205  0  0  79  170  

FLA-J 

FLA-E*01601 0  5637  788  0  5825  

FLAI_008 17388  0  0  14284  7628  

FLA-J*01:18 11558  0  0  10565  4711  

FLAI_009 0  0  0  0  0  

FLA-J*01:16 0  4942  4567  0  0  

FLA-J*01:14 0  0  0  0  0  

FLA-L 
FLA-L 503  128  385  304  180  

FLAI_013 0  0  0  0  0  

FLA-O 

FLA-O 1337  0  481  1281  693  

FLAI_010 2930  0  0  3301  1437  

FLAI_011 0  782  776  0  0  

FLAI_012 0  611  0  0  960  

Total  sequence number 8  10  11  8  12  
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Table 3. Family 2 continued 

FLA locus lineage 
in Figure 3 

FLA-I sequence 
name 

Family 2 

16 17 18 19 20 

FLA-E/H/K 

FLA-E*00501 0  0  0  0  0  

FLA-E*00902 0  15681  15539  0  16352  

FLA-E*01401 23411  0  0  23881  0  

FLA-E*01801 0  0  0  0  0  

FLA-H*003011 0  0  0  0  0  

FLA-H*008011 10520  0  0  8902  0  

FLA-K*00101 0  0  0  0  0  

FLA-K*00303 11741  0  0  11518  0  

FLA-K*00401 0  0  0  0  0  

FLA-K*00701 0  23677  24124  0  23005  

FLAI_001 23536  23101  21507  23886  22439  

FLAI_002 8708  8031  6918  7031  6991  

FLAI_003 0  0  0  0  0  

FLAI_004 0  0  0  0  0  

FLAI_005 0  0  0  0  0  

FLAI_006 0  0  0  0  0  

FLA-H*016:01 0  0  0  0  0  

FLAI_007 0  0  0  0  0  

FLA-E/H/K_Rec FLAI_014 0  10335  11959  0  11987  

FLA-A FLA-A 226  112  100  213  182  

FLA-J 

FLA-E*01601 0  809  832  0  972  

FLAI_008 8652  7465  8830  8925  8002  

FLA-J*01:18 5418  7504  7409  7125  7299  

FLAI_009 0  0  0  0  0  

FLA-J*01:16 3756  0  0  5468  0  

FLA-J*01:14 0  0  0  0  0  

FLA-L 
FLA-L 517  326  273  258  245  

FLAI_013 0  0  0  0  0  

FLA-O 

FLA-O 593  1150  1054  868  913  

FLAI_010 1758  1809  1454  1196  1613  

FLAI_011 1163  0  0  727  0  

FLAI_012 0  0  0  0  0  

Total  sequence number 13  12  12  13  12  
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The read numbers are normalized per 100,000 reads per cat. Novel FLA-class I 

sequences and their accession numbers are indicated by red letters.  
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Table 4. Estimated FLA-I haplotypes 

Family 1 

Simplified name  01    02   03 

FLA-class I Hp. Hp-1.0 Hp-2.0   Hp-3.0 Hp-4.0   Hp-3.0 Hp-7.0 

FLA-E/H/K 

E*00501 H*003011   FLAI_001 E*01801   FLAI_001 K*00101 

K*00701 K*00401   FLAI_002 FLAI_004   FLAI_002 FLAI_003 

  FLAI_006     FLAI_005     H*016:01 

              FLAI_007 

FLA-E/H/K_Rec                 

FLA-A   FLA-A   FLA-A FLA-A   FLA-A FLA-A 

FLA-J 
E*01601 J*01:14   FLAI_008 E*01601   FLAI_008 FLAI_009 

      J*01:18 J*01:14   J*01:18   

FLA-L   FLA-L   FLA-L FLAI_013   FLA-L FLA-L 

FLA-O 
FLAI_012 FLA-O   FLA-O FLA-O   FLA-O FLA-O  

      FLAI_010     FLAI_010   

 

Table 4. Family 1 continued 

Simplified name 04   05 

FLA-class I Hp. Hp-1.0 Hp5.0   Hp-1.0 Hp-4.0 

FLA-E/H/K 

E*00501 E*00902   E*00501 E*01801 

K*00701 K*00701   K*00701 FLAI_004 

        FLAI_005 

          

FLA-

E/H/K_Rec 
  FLAI_014       

FLA-A         FLA-A 

FLA-J 
E*01601 E*01601   E*01601 E*01601 

        J*01:14 

FLA-L         FLAI_013 

FLA-O 
FLAI_012 FLA-O   FLAI_012 FLA-O 
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Table 4. Family 1 continued 

Simplified name 06   07   08 

FLA-class I Hp. Hp-1.0 Hp-3.0   Hp5.0 Hp-7.0   Hp5.0 Hp-7.0 

FLA-E/H/K 

E*00501 FLAI_001   E*00902 K*00101   E*00902 K*00101 

K*00701 FLAI_002   K*00701 FLAI_003   K*00701 FLAI_003 

        H*016:01     H*016:01 

        FLAI_007     FLAI_007 

FLA-

E/H/K_Rec 
      FLAI_014     FLAI_014   

FLA-A   FLA-A     FLA-A     FLA-A 

FLA-J 
E*01601 FLAI_008   E*01601 FLAI_009   E*01601 FLAI_009 

  J*01:18             

FLA-L   FLA-L     FLA-L     FLA-L 

FLA-O 
FLAI_012 FLA-O   FLA-O FLA-O    FLA-O FLA-O  

  FLAI_010             

 

Table 4. Family 1 continued 

Simplified name 09   10 

FLA-class I Hp. Hp-3.0 Hp5.0   Hp-1.0 Hp-7.0 

FLA-E/H/K 

FLAI_001 E*00902   E*00501 K*00101 

FLAI_002 K*00701   K*00701 FLAI_003 

        H*016:01 

        FLAI_007 

FLA-

E/H/K_Rec 
  FLAI_014       

FLA-A FLA-A       FLA-A 

FLA-J 
FLAI_008 E*01601   E*01601 FLAI_009 

J*01:18         

FLA-L FLA-L       FLA-L 

FLA-O 
FLA-O FLA-O   FLAI_012 FLA-O  

FLAI_010         
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Table 4. Family 2 

Simplified name 11   12   13 

FLA-class I Hp. Hp-3.0 Hp-3.0   Hp-1.0 Hp-6.0   Hp5.0 Hp-6.0 

FLA-E/H/K 

FLAI_001 FLAI_001   E*00501 E*01401   E*00902 E*01401 

FLAI_002 FLAI_002   K*00701 H*008011   K*00701 H*008011 

        K*00303     K*00303 

                

FLA-

E/H/K_Rec 
            FLAI_014   

FLA-A FLA-A FLA-A             

FLA-J 
FLAI_008 FLAI_008   E*01601 J*01:16   E*01601 J*01:16 

J*01:18 J*01:18             

FLA-L FLA-L FLA-L     FLA-L     FLA-L 

FLA-O 
FLA-O FLA-O   FLAI_012 FLAI_011   FLA-O FLAI_011 

FLAI_010 FLAI_010             

 

Table 4. Family 2 continued 

Simplified name 14   15 

FLA-class I Hp. Hp-3.0 Hp-3.0   Hp-1.0 Hp-3.0 

FLA-E/H/K 

FLAI_001 FLAI_001   E*00501 FLAI_001 

FLAI_002 FLAI_002   K*00701 FLAI_002 

          

            

FLA-

E/H/K_Rec 
          

FLA-A FLA-A FLA-A     FLA-A 

FLA-J 
FLAI_008 FLAI_008   E*01601 FLAI_008 

J*01:18 J*01:18     J*01:18 

FLA-L FLA-L FLA-L     FLA-L 

FLA-O 
FLA-O FLA-O   FLAI_012 FLA-O 

FLAI_010 FLAI_010     FLAI_010 
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Table 4. Family 2 continued 

Simplified name 16   17   18 

FLA-class I Hp. Hp-3.0 Hp-6.0   Hp-3.0 Hp5.0   Hp-3.0 Hp5.0 

FLA-E/H/K 

FLAI_001 E*01401   FLAI_001 E*00902   FLAI_001 E*00902 

FLAI_002 H*008011   FLAI_002 K*00701   FLAI_002 K*00701 

  K*00303             

                

FLA-

E/H/K_Rec 
        FLAI_014     FLAI_014 

FLA-A FLA-A     FLA-A     FLA-A   

FLA-J 
FLAI_008 J*01:16   FLAI_008 E*01601   FLAI_008 E*01601 

J*01:18     J*01:18     J*01:18   

FLA-L FLA-L FLA-L   FLA-L     FLA-L   

FLA-O 
FLA-O FLAI_011   FLA-O FLA-O   FLA-O FLA-O 

FLAI_010     FLAI_010     FLAI_010   

 

Table 4. Family 2 continued 

Simplified name 19   20 

FLA-class I Hp. Hp-3.0 Hp-6.0   Hp-3.0 Hp5.0 

FLA-E/H/K 

FLAI_001 E*01401   FLAI_001 E*00902 

FLAI_002 H*008011   FLAI_002 K*00701 

  K*00303       

            

FLA-

E/H/K_Rec 
        FLAI_014 

FLA-A FLA-A     FLA-A   

FLA-J 
FLAI_008 J*01:16   FLAI_008 E*01601 

J*01:18     J*01:18   

FLA-L FLA-L FLA-L   FLA-L   

FLA-O 
FLA-O FLAI_011   FLA-O FLA-O 

FLAI_010     FLAI_010   

Red letter indicates novel allele.  
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Table 5. Average read numbers in each allele and lineage 

Red letter indicates novel allele.   

Allele 

For each allele     
FLA 

lineage 

For each lineage 

Allele 
frequency 
(2n=40)  

Average 
reads 

±SD   
Sequence 

Num.  
Sequence 
frequency  

Average 
reads 

±SD 

E*00501 7 26,665 6,265   

FLA-
E/H/K 

18 95 16,444 8,136 

E*00902 8 15,883 1,066   

E*01401 4 24,376 2,676   

E*01801 2 9,575 2,071   

H*003011 1 20,171 0   

H*008011 4 10,050 685   

K*00101 4 7,595 489   

K*00303 4 11,817 823   

K*00401 1 4,628 0   

K*00701 15 16,290 6,350   

I_001 14 25,168 2,639   

I_002 14 7,400 909   

I_003 4 20,001 2,830   

I_004 2 28,105 3,408   

I_005 2 12,425 132   

I_006 1 39,954 0   

H*016:01 4 12,934 1,206   

I_007 4 9,037 892   

I_014 8 11,820 1,403   
FLA-

E/H/K_Rec 
1 8 11,820 1,403 

A 21 210 152   FLA-A 1 21 210 152 

E*01601 17 3,220 2,636   

FLA-J 6 56 5,069 2,648 

I_008 14 7,886 1,253   

J*01:18 14 5,842 1,159   

I_009 4 3,363 589   

J*01:16 4 4,683 624   

J*01:14 3 1,593 1,254   

L 23 247 144   
FLA-L 2 25 248 142 

I_013 2 259 105   

O 30 671 351   

FLA-O 4 54 878 475 
I_010 14 1,523 159   

I_011 4 862 175   

I_012 7 550 225   
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Table 6. Comparison of the FLA-E/H/K genotyping results between the two 

primer pairs designed in different locations 

Simplified name 01  02 

FLA-I haplotype Hp-1.0 Hp-2.0  Hp-3.0 Hp-4.0 

Primer pair C E C E   C E C E 

FLA-E*00501 13558 31728         

FLA-K*00701 14357 22362         

FLA-E*00902                   

FLA-H*003011   22455 19304       

FLA-K*00401   5152 5529       

FLAI_006     44477 21077            

FLAI_001      34212 14833    

FLAI_002           5464 9117      

FLA-E*01801        8822 12619  

FLAI_004        37050 47536  

FLAI_005               14452 15895  

FLA-H*016:01          

FLA-K*00101          

FLAI_003          

FLAI_007                   

FLA-E*01401          

FLA-H*008011          

FLA-K*00303          
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Table 6. continued 

Simplified name 07  13 

FLA-I haplotype Hp-5.0 Hp-7.0  Hp-5.0 Hp-6.0 

Primer pair C E C E   C E C E 

FLA-E*00501          

FLA-K*00701 23756 28257     30340 27838    

FLA-E*00902 19307 16750        17614 14005      

FLA-H*003011          

FLA-K*00401          

FLAI_006                   

FLAI_001          

FLAI_002                   

FLA-E*01801          

FLAI_004          

FLAI_005                   

FLA-H*016:01   16093 26590       

FLA-K*00101   10185 19900       

FLAI_003   20451 7498       

FLAI_007     10207 1005            

FLA-E*01401        26290 26074  

FLA-H*008011        12440 24505  

FLA-K*00303        13317 7579  

The read numbers are normalized per 100,000 reads per cat. "C" and "E" indicate read 

numbers obtained from amplicons using FLA-I primer pairs for genotyping of FLA-I 

genes (Table 1A) and for conformation of the FLA-I genotyping results (Table 1B), 

respectively. Relationships between the simplified names and FLA-I haplotypes are 

shown in Figures 5 and 6.  
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Figure 1. Genetic and biological information of the 20 cats. (A) shows pedigree 

charts of 20 cats from two families used for this study. Circles and squares indicate 

females and males, respectively, and numbers in the circles and squares indicate the 

cat’s ID number. Question marks indicate individuals with unknown FLA genotypes. 

(B) shows individual and cat ID number and gender.  
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(A) 
FLA-I_F2 

 a1 domain (Exon 2)  

FLA-E      1 GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCGCGGTGTCCCGGCCCGGCCTCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCG    100 

FLA-H      1 ......................................................A..............G..............................    100 

FLA-K      1 .................................A...................................G..............................    100 

FLA-A      1 ........T...T...T.......GG...................A................G.A.T.GGAA..C.................A.......    100 

FLA-J      1 ........................C........A...............G................................................T.    100 

FLA-L      1 .................................................G..................................................    100 

FLA-O      1 ............T...........C........A......................A............G..............................    100 

 

FLA-E    101 TGCGGTTCGACAGCGACGCCCCGAATCCCAGGGAAGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGAACACGCGGATTTA    200 

FLA-H    101 ............................G...ATG.............................................................ACGC    200 

FLA-K    101 ............................G...ATG..................G.........T....................A.G.G.......ACG.    200 

FLA-A    101 C...................T...G...G...ATG.....A..C.T..AT...T..A.........C.....G.........G.A.G.G......GGCGC    200 

FLA-J    101 ............C........T......G...TCT.............G..............T....T.C.............A.G.G.......ACGC    200 

FLA-L    101 ...................................................................................GA.C.G........GGT    200 

FLA-O    101 ............C.........A.....G...ATG............................T......A...............G.G........CGC    200 

 

 a2 domain (Exon 3) 

FLA-E    201 CTTGGACACCGCACAGATTTCCCGAGTGAACCTGAACACGTTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGTCC|GGGTCGCACAACATCCAGAGAATGTATGGC   300 

FLA-H    201 GAA.....A.............................................................|.....A....G...................   300 

FLA-K    201 GAA.A...A...........T.......G...........A.............................|..................T.G.........   300 

FLA-A    201 .AA..............C..T....C...G..........C...G.G...................AG..|.....T....C.......T.GC...C.TC.   300 

FLA-J    201 GAA.....A........AA.TT.......G....C.G.ACA...G.G...................T...|..A..A............T.G.........   300 

FLA-L    201 .AA....CA........C..T....C...G........ACC...G.G..........T.......T....|.A........G.C.................   300 

FLA-O    201 .AA..TGCA....G.....G.....CC.......C.G..CGCC...........................|.....A....G.............C.....   300 

 

 

FLA-E    301 TGTGACGTGGACCCAGACCGGCGCTTCCTCCGCGGGTACAGTCAGGACTCCTATGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGA    400 

FLA-H    301 .................................................................................A..................    400 

FLA-K    301 ..........G........................A................................................................    400 

FLA-A    301 ..C..A....GG..C..TT.....C.......A..A...T.G...TT.G...........G..................................T....    400 

FLA-J    301 ......A.C.GA..GA..A.C...C.....................TG..............A...........................G.........    400 

FLA-L    301 ......A.C.GG..T...G.C...C.......................G....C......G..........................T............    400 

FLA-O    301 ......A.C.GG..T...G.A...C....................TTGG....C......GC......................................    400 

 

 FLA-I_R2m 

 

FLA-E    401 CCGCGGCGGACACCGCGGCGCAGATCACACGCCGCAAGTGGGAGGAGGCCGGTGTGGCGGAGCAGGAGAGGAACTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTG    500 

FLA-H    401 ............................C.....................T.......C..AG.CATC...............................C    500 

FLA-K    401 ....................................................................................................    500 

FLA-A    401 .............G..............C................CT.....A.CA..C.....TC.A......G.....C...T...A.....A.....    500 

FLA-J    401 ............................C....A..C........T....T...CT..A.....CT.C..................GT...........C    500 

FLA-L    401 .............................................T........A........GCTG.....................A.........G.    500 

FLA-O    401 ................T............................T........A.....C..GCT.T.C...G..........A.......T...C.G.    500 

 

                                                             a3 domain (Exon 4) 

FLA-E    501 GCTCGCCAAATACCTGGACATGGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCGCA|GAATCTCCCAACACACGCGTGACCCGCCACCCCATCTCTGACCGTGAGGTGACC   600 

FLA-H    501 ....A.G.......................................|.........C.A..G.AG.............GG..........A......A...   600 

FLA-K    501 ..............................................|......................................................   600 

FLA-A    501 ....CGG..G...T....G.G......CA..............A..|..CC.C..G..G....A.A.C....A.T......CT.......A...T..C...   600 

FLA-J    501 ....A.............G.............G.............|.........C.A.....G....................................   600 

FLA-L    501 ....C.............G...............T...........|........TG......AT.........................A..........   600 

FLA-O    501 ....CG..GG........G.......................T...|..G........A....A..............GG..........A..........   600 

 

 

FLA-E    601 CTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACCCTGACCTGGCAGCGTGATGGGCAGGACCACACCCAGGACACAGAGCTTGTGGAGACCA    700 

FLA-H    601 ..........................................................................T......G..................    700 

FLA-K    601 ..............T..................................................................G..................    700 

FLA-A    601 ....A...............T.....T.................A..................G......TG.T......A..G...T.......C..T.    700 

FLA-J    601 ....................................................................................................    700 

FLA-L    601 ....................T...........A................................................G.............C....    700 

FLA-O    601 ...............T.......................................A..............................A...........G.    700 
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Figure 2. Nucleotide alignment for FLA-I cDNA sequences and primer locations. 

(A) shows the nucleotide alignment of seven FLA-I genes and primer location for 

genotyping of FLA-I genes (Table 1A), (B) shows the nucleotide alignment of FLA-

E/H/K genes and primer location for confirmation of the FLA-I genotyping results 

(Table 1B). The nucleotide alignments were constructed by using the 2.98 Mb genomic 

sequence (EU153401). 5’UTR, SP and 3’UTR indicate 5’ untranslated region, signal 

peptide and 3’ untranslated region, respectively. Locations of primers are indicated by 

boxes and red letters. Arrows shows direction of primers.  

(B) 
                                                  FLA-I_Umultiple_F 

               5’UTR (Exon 1)                                            SP region (Exon 1) 

FLA-E      1 AGTTTCCGCACCCGCCTCCTGAGACTCACATTTCTCCTCAGACCCCGAGGATGCGGTTCGTGATGTCCCCAACTGTGCTCCTGCTGCTGTTGGGGGCCCT     100 

FLA-K      1 .....................................C.....................C.........G..............................     100 

FLA-H      1 ............G..............................................C.........G..............................     100 

  

 a1 domain(Exon 2) 

FLA-E    101 GGCCGCGCCCCAGACCTGGGCG|GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCGCGGTGTCCCGGCCCGGCCTCGGGGAGCCCCGCTTCATCTCCGTGGGC   200 

FLA-K    101 ............A.........|.................................A...................................G........   200 

FLA-H    101 ......................|......................................................A..............G........   200 

 

FLA-E    201 TACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCCCCGAATCCCAGGGAAGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATT    300 

FLA-K    201 ..................................................G...ATG..................G.........T..............    300 

FLA-H    201 ..................................................G...ATG...........................................    300 

 

 a2 domain  

FLA-E    301 GGGACCGGAACACGCGGATTTACTTGGACACCGCACAGATTTCCCGAGTGAACCTGAACACGTTGCTCCGCTACTACAACCAGAGCGAGTCC|GGGTCGCA   400 

FLA-K    301 ......A.G.G.......ACG.GAA.A...A...........T.......G...........A.............................|........   400 

FLA-H    301 ..................ACGCGAA.....A.............................................................|.....A..   400 

 

(Exon 3) 

FLA-E    401 CAACATCCAGAGAATGTATGGCTGTGACGTGGACCCAGACCGGCGCTTCCTCCGCGGGTACAGTCAGGACTCCTATGACGGCAAGGATTACATCGCCCTG    500 

FLA-K    401 ..........T.G...................G........................A..........................................    500 

FLA-H    401 ..G.................................................................................................    500 

               **.*******.*.*******************.************************.****************************************** 

 

FLA-E    501 AACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCGCAGATCACACGCCGCAAGTGGGAGGAGGCCGGTGTGGCGGAGCAGGAGAGGAACTACC    600 

FLA-K    501 ....................................................................................................    600 

FLA-H    501 ...A..............................................C.....................T.......C..AG.CATC..........    600 

               ***.**********************************************.*********************.*******.**..*....********** 

 

 a3 domain (Exon 4) 

FLA-E    601 TGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCGCCAAATACCTGGACATGGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCGCA|GAATCTCCCAACACACGCGTGACCCGCCACCC   700 

FLA-K    601 ....................................................................|................................   700 

FLA-H    601 .....................C....A.G.......................................|.........C.A..G.AG.............G   700 

 

FLA-E    701 CATCTCTGACCGTGAGGTGACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACCCTGACCTGGCAGCGTGATGGGCAGGACCACACCCAG    800 

FLA-K    701 ....................................T...............................................................    800 

FLA-H    701 G..........A......A.............................................................................T...    800 

 

 FLA-I_Umultiple_R 

 

FLA-E    801 GACACAGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGCGGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACGTGCC    900 

FLA-K    801 ...G....................................................A............T..............................    900 

FLA-H    801 ...G................................................................................................    900 

 

 Transmembrane domain (Exon 5) 

FLA-E    901 ATGTGCAGCACAAGGGGCTGCCCGAGCCCATCAACTTGAGATGG|GAGCCATCGTCTCTGCCCTTCATCACCATTCTGGGCATCATTGCTGGTGTGGCTGT  1000 

FLA-K    901 ...........G.........G...........C..........|........C....A.....C....C....C..........................  1000 

FLA-H    901 ...........G..........T..........C..........|..A...ATCC...A.....C....C....C.C...G..................A.  1000 

 

 Cytoplasmic domain (Exons 6-8) 

FLA-E   1001 CCTTGTGGTCACTGTGGTGGTTGGAGCTGTGATCTGG|AGGAAGAAGTGCTCAGGAGGAAAAGGACCAATCTATTCTCACGCTGCACGCGACGACAGTACC  1100 

FLA-K   1001 ...........T.........................|..........T............G......CG..................T..T........T  1100 

FLA-H   1001 ...........TG......A.................|..........T....................G...C.....T...........T.........  1100 

 

   3’UTR (Exon 8) 

FLA-E   1101 CAGGGCTCTGATTCGTCTCTAATGGCTCCTAAAGTTTGAGACCCGCTGCCTGTGGAGAACTGAGCGATGCAGGATCTGTTCACACTCCCACTTGGTGACA   1200 

FLA-K   1101 ..................G................G........A....T.....T.G..........................................   1200 

FLA-H   1101 ....................C..............G...................T.C........................TG................   1200 
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Figure 3. Amino acid sequence-based phylogenetic trees of FLA-I sequences by the 

Neighbor joining method. The trees were constructed by the neighbour-joining 

method. Numbers at branches indicate bootstrap values over 50. FLA-I tree based on 40 

amino acid sequences, deduced from 32 FLA-I translated from the nucleotide sequences 

that were identifiedgenerated in this study, seven FLA-I reference sequences 

(EU153401) (bold letters) and DLA-88 (NM_001014767) that was used as an outgroup 

sequencewere used for constructing the tree. The FLA-I_014 in FLA-E/H/K_Rec 

lineage that shows a unique phylogenetic relationship is indicated by a black 

background and white letters.   
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Figure 4. Gene structure of the recombinant FLA-I_014 sequence. (A) Schematic 

diagram showing the PCR region used for genotyping and the location of the 

recombination hotspot. Blue and red bars indicate nucleotides that support the FLA-
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E*00902 (KC763019) and K*00801 (KC763045) sequences, respectively. (B) 

Nucleotide sequence of FLA-I_014. Arrow indicates estimated recombination hotspot. 

(C) Phylogenetic analyses using FLA-E/H/K and FLA-I_014 sequences. The FLA-E 

Ref., FLA-H Ref. and FLA-K Ref were obtained from the cat genome reference 

sequence (EU153401). Numbers showing on the branches are bootstrap values. (C1) 

The 316 bp alignment for the PCR region was used. (C2) The 124 bp alignment for the 

exon 2 was used. (C3) The 191 bp alignment for exons 2 and 3 was used. (D) List of 

FLA-I alleles identical to FLA-E*00902 and K*00801.  



 76 

Figure 5. A summary for the inheritance of FLA haplotypes in two cat families. 

The family charts with the FLA haplotype information were summarized based on the 

FLA haplotype structures described in Figure 6 and Table 3. Circles and squares 

indicate females and males, respectively, and numbers in the circles and squares 

indicate the identification number of the 20 cats. Question marks indicate individuals 

with unknown FLA genotypes.  
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Figure 6. Haplotype structures of the FLA-I subregions. The haplotypes that are 

composed of the different types of transcribed FLA-I loci and alleles. The lineage of the 

FLA-I sequences were classified and inferred from the phylogenetic analyses. Novel 

sequences identified in this study are indicated by red letters and a yellow background. 
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第 4章 

 

 

FLAクラスⅡ遺伝子の多型解析の開発 

 

FLA クラスⅡアレルの同定およびハプロタイプの推定 

 

  



 79 

4.1 序論 

 

MHC クラスⅡ領域のゲノム構造は、動物種によって違いが認められ

る。ヒトは第 6番染色体に MHC クラスⅡ領域が存在し、13個のMHC クラス

Ⅱ遺伝子が同定された（Figure 1）。一方イヌは、第 12 番染色体にMHC クラ

スⅡ領域が存在し、8個のMHC クラスⅡ遺伝子が同定された(Lindblad-Toh et 

al., 2005)。具体的には、ヒトの HLA-DRA, -DRB1 および-DRB5が位置する領域

（MHC-DR 領域）には、イヌでは 2個のMHC クラスⅡ遺伝子（DLA-DRA およ

び-DRB1）が同定された。次に、ヒトにおいて、HLA-DQA1, -DQB1, -DQA2 お

よび-DQB2が位置する領域（MHC-DQ領域）には、イヌでは 2個のMHC クラ

スⅡ遺伝子（DLA-DQA1および-DQB1）が同定された。また、ヒトにおいて

HLA-DOB, -DMB, -DMA および-DOA が位置する領域（MHC-DM/DO領域）に

は、イヌでも同様に 4個（DLA-DOB, -DMB, -DMA および-DOA）が同定され

た。さらに、ヒトにおいて HLA-DPA1 および-DPB1 が位置する領域（MHC-DP

領域）には、イヌでは、欠失している。以上のように、ヒトとイヌを比較する

とMHC クラスⅡ遺伝子の数と、MHC ゲノム構造に違いが認められている。 

ネコは第 B2染色体に MHC クラスⅡ領域が存在し、そのゲノム配列

は、Yuhki ら（2008 年）によって決定された。現在までに、ネコ 1個体の 2種

類のハプロタイプ（ハプロタイプ 1とハプロタイプ 2）が報告されている。こ

れらのうち、ハプロタイプ 1は MHC クラスⅡ領域全長の配列が公開された

が、ハプロタイプ 2は、MHC-DR 領域のみの配列が公開された。 

このネコとヒトのMHC クラスⅡ領域を比較すると、ヒトの MHC-DQ

領域に相当する領域は、ネコでは欠失していた。また、ネコの MHC-DP 領域に

2個（FLA-DPA および-DPB）が同定されたが、どちらも偽遺伝子であった。そ
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の一方で、ヒトの MHC-DR 領域に相当する領域は、ネコでは拡大しており、ヒ

トやイヌと比較して数多くの MHC-DR 遺伝子が同定されている。具体的には、

ハプロタイプ 1では 7個の遺伝子（FLA-DRA1, -DRA2, -DRA3, -DRB1, -DRB2, -

DRB3 および-DRB4）、ハプロタイプ 2では 8個（FLA-DRA1, -DRA2, -DRA3, -

DRB1, -DRB2, -DRB3, -DRB4 および-DRB5）が同定された。このことからハプロ

タイプ 1とハプロタイプ 2との間で MHC-DR 遺伝子の数が異なっており、コピ

ー数多型を有することが明らかにされた。また、ヒトの MHC-DM/DO領域に相

当する領域には、ネコでは 4個の遺伝子（FLA-DOB, -DMB, -DMA および-

DOA）が同定された。このように、ネコは、MHC-DR および MHC-DM/DO 領

域に同定された遺伝子のみが機能的であった(Yuhki et al., 2008)。 

ネコの MHC-DR および MHC-DM/DO 領域には、機能的な遺伝子が同定

されている。このうち、MHC-DM/DO領域の MHCクラスⅡ遺伝子は、ヒトに

おいて多型が乏しいことから、ネコの MHC-DM/DO領域の MHC クラスⅡ遺伝

子も多型は期待されなかった。また、ネコの MHC-DM/DO領域に同定された 4

個の遺伝子は研究の対象となっていない。その一方で、ネコの MHC-DR 領域の

MHC クラスⅡ遺伝子のうち、1個の FLA-DRA遺伝子（FLA-DRA1）および 4

個の FLA-DRB遺伝子群（FLA-DRB1, FLA-DRB3, FLA-DRB4 および FLA-

DRB5）の転写産物が同定された。さらに、これらの遺伝子のうち、4 個の

FLA-DRB遺伝子群は、FLA-DRA遺伝子と比較して、多型に富むことが明らか

にされている(Yuhki and O’Brien, 1997)。以上のことから、ネコのMHC クラス

Ⅱ遺伝子のうち、遺伝子発現が認められ、多型を有するのは FLA-DRB遺伝子

群のみであった。以上のことから、ネコの MHC クラスⅡ遺伝子のうち、FLA-

DRB遺伝子群が多型解析を行う対象である。 
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現在までに報告された FLA-DRBアレルは、149 個体の多型解析から

70種類のみであり、他の動物種と比較して、多型情報が極めて乏しい

(Kuwahara et al., 2000;Kuwahara et al., 2001;Kennedy et al., 2002;Kennedy et al., 

2003a)。また、これらの塩基配列のほとんどは、サブクローニング法によって

塩基配列決定が行われてきた。しかし、サブクローニング法による塩基配列決

定は、必要な時間および費用が膨大であるため、数多くの個体の多型解析には

適していなかった。本章にて、FLA-DRB遺伝子群における多型解析法を開発

するためには、4 個（FLA-DRB1, FLA-DRB3, FLA-DRB4 および FLA-DRB5）す

べての FLA-DRB遺伝子における対立遺伝子（アレル）を同定する必要があっ

た。そこで、第 3 章と同様にアンプリコンシークエンス法が、FLA-DRB遺伝

子の多型解析法に適していると考えられた。そこで本章では、NGSを用いたア

ンプリコンシークエンシング法による FLA-DRB遺伝子群を対象とした多型解

析法の開発を試みた。また、開発した多型解析法の正確性を明らかにするため

に、第 3章同様、血縁関係の明確な個体を実験に供した。同定されたアレルの

分子系統解析により、各 FLA-DRB遺伝子へ分類した。さらに、血縁関係に基

づいたハプロタイプの推定を行った。  
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4.2 材料と方法 

 

4.2.1 供試検体 

第 3章で作成した血縁関係の明確な同 20個体のネコ（雑種）の cDNA

を用いた。 

 

4.2.2 アンプリコンシークエンスによる FLA-DRB多型解析の PCR増幅 

アンプリコンシークエンスによる FLA-DRB多型解析法を開発するにあ

たり、まずプライマーを設計した。このプライマーは、今までの報告にて転写

産物が認められた 4個の FLA-DRB遺伝子に基づいて設計した（Figure 2）。具

体的には、4個の FLA-DRB遺伝子（FLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 および-DRB5）

に共通した配列部分であり、なおかつ、遺伝子毎のアレルを同定するために、

多型が集中するエキソン 2（270 bp）を含むようにエキソン 1および 3にプラ

イマーを設計した。プライマーの名称、塩基配列、設計位置および予想される

増幅長は Table 1 に示した。また、NGS装置である Ion S5（Thermo Fisher 

Scientific）による 20 個体の識別可能なマルチプレックスアンプリコンシークエ

ンシングを行うために、プライマーの 5`末端に Ion Torrent adaptersおよび個体

識別バーコードを付加したプライマーを 20 種類設計した。 

PCRでは、合成された cDNAを鋳型として、PrimeSTAR GXL（タカラ

バイオ株式会社）とプライマーを用いて行った。PCR反応溶液は、cDNAを 10 

ng、PrimeSTAR GXL DNA合成酵素を 1単位、PCRバッファー（5mM Mg+）を

4.0 uL、dNTP（2.5 mM）およびプライマー（0.4 uM）をそれぞれ 1.6 uLを加

え、総量 20 uLとした。PCR反応条件は、最初に 96℃で 2分間の変性を行なっ

たのちに、98℃で 10秒間、55℃で 30 秒間、68℃で 30 秒間の 3工程を 1サイ
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クルとし、合計 40 サイクル行なったのちに、さらに 72℃で 2分間の伸長反応

を行なった。 

 

4.2.3 PCR増幅産物の精製および定量 

PCR産物の精製および定量は、第 3 章と同様の方法で行った。 

 

4.2.4 エマルジョン PCR、NGSのシークエンスおよびデータ処理 

Ion 520 & Ion 530 Kit-OT2 および OneTouch 2 instrument を用いたエマル

ジョン PCR（emPCR）、emPCR 後の濃縮、Ion 520/530 Chip Kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いたシークエンシング、生データの情報処理、ベースコール、

トリミング、クオリティフィルターは、第 2章と同様の方法で行った。 

 

4.2.5 リード選別およびトリミング 

20個体の fastq ファイルからのリード選別およびトリミングは第 2章と

同様の方法を用いた。選別後のリードは、エキソン 2配列の 270 bpへトリミン

グされた。 

 

4.2.6 新規 FLA-DRBアレルの同定とリファレンスの作成 

リードの選別およびトリミング後の配列を用いて、各個体での新規配

列の同定およびリファレンスの作成を行った。新規 FLA-DRBアレルの同定と

リファレンスの作成は、第 2章と同様の方法を用いた。なお、リファレンス作

成にて、マッピング解析の minimum overlap length parameter は、200〜270 bpに

設定した。 
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4.2.7 マッピング解析によるアレルの同定およびリード数の算定 

マッピング解析は第 2 章と同様の方法で行い、個体毎にリファレンス

へマッピングされたリードから、FLA-DRBアレルの有無を判定した。また、

個体毎にマッピングされたリード数の合計を 100,000リードに補正した。この

補正リード数は、各アレル毎の平均リード数および系統樹によってアレルが分

類された系統毎の平均リード数を算出した。この平均リード数から、FLA-DRB

系統間でのリード数の比較を行った。 

 

4.2.8 塩基配列の解析および分子系統解析による FLA-DRBアレルの分類 

塩基配列および推定アミノ酸配列の NCBIデータベースに対する相同性

検索には BLAST を用いた。推定アミノ酸配列に基づく分子系統解析には、

MEGA7 ソフトウェア(Kumar et al., 2016)を用いた。ClustalWを用いた新規およ

び既知の FLA-DRBアレルのエキソン 2の推定アミノ酸配列（90残基）のアラ

イメントを行った。アライメント結果から、近接結合法を用いた分子系統樹を

作成し、p距離モデルおよびブーストラップ法（2,000回反復）で統計的支持値

を算出した。 

 

4.2.9 新規 FLA-DRBアレルおよびハプロタイプの命名方法 

多型解析において同定された新規 FLA-DRBアレルは、一時的な通し番

号として FLA-DRB_001〜FLA-DRB_007 と名付けた上で、

Genbank/EMBL/DDBJ データベースに登録された。推定された FLA-DRBハプ

ロタイプは、第 3 章と同様に命名した。例えば、FLAクラスⅡ領域のハプロタ

イプ（ハプロタイプ 1）は Hp-0.1と表記した。  



 85 

4.3 結果 

 

4.3.1 多型解析によって同定された FLA-DRBアレル 

FLA-DRB多型解析では、4個の FLA-DRB遺伝子（FLA-DRB1, FLA-DRB3, 

FLA-DRB4 および FLA-DRB5）それぞれのアレルの同定を試みた。この結果、2

家系 20個体から、計 16 種類の FLA-DRBアレルが同定された（Table 2）。これ

らのうち、9 種類は既知のアレルであったが、7 種類は新規のアレルであった

（Table 2 内の赤文字で示したアレル）。これら新規アレルは、FLA-DRB_001 か

ら FLA-DRB_007 と命名した。また、これら 16 種類の FLA-DRBアレルのうち、

FLA-DRB_n06 と FLA-DRB_001 は、異なる塩基配列であったが、同一のアミノ

酸配列に翻訳されたことから同義置換のアレルであった。 

 

4.3.2 同定された FLA-DRBアレルの分子系統解析 

計 16種類の FLA-DRBアレルを系統樹に基づいて分類した（Figure 3

および Table 2）。この系統樹から、計 16種類の FLA-DRBアレルを、4つの

系統（FLA-DRB1, FLA-DRB3, FLA-DRB4 および FLA-DRB5）に分類した。具体

的には、3種類（FLA-DRB*040101, DRB*n05 および DRB_004）を FLA-DRB1

系統に分類した。同様に、6種類（FLA-DRB*n06, DRB_001-003, DRB*0203 お

よび DRB_006）を FLA-DRB3 系統に、6種類（FLA-DRB*0301, DRB1-rr6, 

DRB_007, DRB1-rr7, DRB*0107 および DRB*0103）を FLA-DRB4 系統および 1

種類（FLA-DRB_005）を FLA-DRB5 系統に分類した。 
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4.3.3 各個体に同定された FLA-DRBアレル 

計 16種類の FLA-DRBアレルに対して、個体毎にマッピング解析を行

った。この結果、少ない個体で 2種類、多い個体で 6種類の FLA-DRBアレル

が同定された（Table 3）。例えば、Family 1 の個体番号 01において、FLA-

DRB1系統の FLA-DRB*n05、FLA-DRB3 系統の FLA-DRB*0203、DRB*n06 およ

び DRB_001および FLA-DRB4 系統の FLA-DRB*0107 が同定された。このよう

に個体番号 01は、これら計 5 種類の FLA-DRBアレルが同定された。他の個体

も同様に、FLA-DRBアレルが同定された。 

 

4.3.4 FLA-DRBハプロタイプの推定 

各個体に同定された FLA-DRBアレルの組み合わせと、個体の血縁関係

に基づいて、全 20 個体のハプロタイプ推定を行った（Table 4）。Family 1 の

個体番号 05と、05の父と母である 01と 02 に同定されたアレルを例にして説

明する。まず、子である 05には、5種類のアレル（DRB*n05, DRB*n06, 

DRB*0107, DRB_004 および DRB_001）が同定された。これら 5種類のうち、3

種類（DRB*n05, DRB*n06 および DRB*0107）は父である 01に認められ、残る

2種類（DRB_004 および DRB_001）は母である 02に同定された。同一染色体

上のアレルの組み合わせであるハプロタイプは、父および母から子へ 1セット

ずつ遺伝されることから、DRB*n05, DRB*n06 および DRB*0107 は、ハプロタ

イプ（Hp-0.1）として父から遺伝し、同様に、DRB_004 および DRB_001 は、

ハプロタイプ（Hp-0.4）として母から遺伝したと考えられた。その他の個体に

おいても同様に、ハプロタイプが推定された。以上のようにハプロタイプ推定

を行った結果、2 家系 20個体から、計 8種類の FLA-DRBハプロタイプ（Hp-

0.1〜Hp-0.8）が推定された。 
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4.3.5 推定された FLA-DRBハプロタイプの比較 

推定された計 8種類のハプロタイプを比較すると、ハプロタイプ毎に構

成される FLA-DRBアレルの数が異なっていた（Figure 4）。具体的には、Hp-0.1

は、FLA-DRB1 系統の FLA-DRB*n05、FLA-DRB3 系統の DRB*n06 および FLA-

DRB4 系統の DRB*0107 の計 3 種類のアレルから構成されていたハプロタイプ

であった。同様に、Hp-0.2〜0.4 は 2 種類、Hp-0.5〜0.8は 3種類のアレルから構

成されていた。また、推定された FLA-DRBハプロタイプは、ハプロタイプ特異

的なアレルの欠失やハプロタイプ毎のアレル数の違いが認められた。これらの

ことから、FLA-DRBハプロタイプ毎のアレル数の違い、つまり、コピー数多型

が認められた。 

また、Hp-0.1と Hp-0.8 は、どちらも 3つのアレルが含まれていたが、そ

のうち DRB1および DRB4系統の 2種類のアレル（DRB*n05および DRB*0107）

は、どちらのハプロタイプにおいても認められた。しかし、DRB3系統は異なっ

ており、Hp-0.1は DRB*n06 が、と Hp-0.8は DRB_006 が含まれていた。 

 

4.3.6 FLAクラスⅠ領域から FLA-DRB領域までのハプロタイプ構造 

第 3 章と本章にて同一の 2 家系 20 個体を実験に用いたことから、FLA

クラスⅠから FLA-DRB 領域まで（FLA 領域全体）のハプロタイプが推定された

（Figure 5）。本研究に用いた 20 個体から、計 8 種類の FLA クラスⅠ - DRB ハ

プロタイプ（Hp-1.1, Hp-2.2, Hp-3.3, Hp-3.8, Hp-4.4, Hp-5.5, Hp-6.6および Hp-7.7）

が推定された。このハプロタイプのうち Hp-3.3は、個体番号 11にて、ホモ接合

体と推定された。また、計 8種類の FLAクラスⅠ - DRBハプロタイプのうち Hp-

3.3 と Hp-3.8 は、同一の FLA クラスⅠハプロタイプ（Hp-3.0）を共有していた。
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その一方で、これら 2つのハプロタイプは、異なる FLA-DRBハプロタイプ（Hp-

0.3または Hp-0.8）から構成されていた。 

 

4.3.7 FLA-DRB系統毎の平均リード数の比較 

推定されたハプロタイプ、系統分類およびリード数に基づいて、FLA-

DRB系統の平均リード数を算出した。この結果、FLA-DRB系統のリード数を比

較すると、系統による転写産物量の違いが明らかとなった（Table 5）。例えば、

FLA-DRB1系統には、3種類のアレルが分類された。これら 3種類のアレルが全

20個体のハプロタイプ（2n=40）に認められた回数（アレルの出現回数）は、少

ないアレルで 2 回、多いアレルで 13 回であり、合計すると 19 回であった。こ

の計 19 回のリード数を平均すると、25,228 リードであった。このようにして、

すべての系統のリード数を算出したところ、FLA-DRB3 系統は 14,701 リード、

FLA-DRB4 系統は 14,340 リード、FLA-DRB5 系統は 41,605 リードであった。こ

の平均リード数を系統間で比較したところ、大まかに DRB5 > DRB1 > DRB3 = 

DRB4 の関係性であることが考えられた。このうち、FLA-DRB 遺伝子毎の平均

リード数が最も少ない FLA-DRB4 は、最も多い FLA-DRB5 のおよそ 1/3 であっ

た。  
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4.4 考察 

 

本研究における多型解析法では、今までに多型を有することが明らか

であった FLA-DRB遺伝子（FLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 および-DRB5）に共通の

プライマーを設計した。このプライマーと NGSによるアンプリコンシークエ

ンシング法を用いて、FLA-DRB遺伝子の網羅的な多型解析を試みた。その結

果、20個体の解析から 16種類の FLA-DRBアレルが同定され、そのうち 7 種

類（43.8％）は新規アレルであった。このことから、アンプリコンシークエン

シング法によって、より効率的な FLA-DRB多型解析が実現された。 

本解析において、FLA-DRBハプロタイプが推定された。なおかつ、各

個体のハプロタイプ推定結果は、個体間の血縁関係と矛盾が無かった。今後、

様々なネコの品種にて血縁関係が明確な個体の解析を行うことで、数多くの

FLA-DRBハプロタイプが推定できると考えられる 

MHC 遺伝子は、進化の過程で、正の自然選択の影響を受けてきたため

に、相同組換え（乗換えや遺伝子変換）によって遺伝子が重複や欠失、または

新たな遺伝子が生成されてきたと考えられている(Nei et al., 1997)。本章で推定

されたハプロタイプを比較すると、ハプロタイプに含まれるアレルの数に違い

が認められた。また、ハプロタイプによっては遺伝子の欠失が認められた。以

上のことから、FLA-DRB遺伝子はコピー数多型を有することが考えられた。

また、本章で推定されたハプロタイプの中には、DRB3系統アレルのみ異な

り、他の 2つの系統（DRB1 および DRB4 系統）のアレルが共通した 2種類の

ハプロタイプ（Hp-0.1および Hp-0.8）が認められた。この 2つのハプロタイプ

は、FLA-DRB領域の相同組換えによって、DRB3 系統のアレルが遺伝子変換ま

たは組換えを起こし、生み出されたと推測できた。 
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前章と同様に、解析によって各アレルのリード数から推定される転写

産物量を、FLA-DRB系統毎に比較すると、DRB5 > DRB1 > DRB3 = DRB4 の関

係性が明らかになったが、前章で解析した FLAクラスⅠにおける系統と比較

し、DRB系統によるリード数の差は小さかった。このことから、FLA-DRB系

統による遺伝子発現レベルの違いは少なく、いずれの遺伝子も類似した MHC

クラスⅡ分子の機能を有すると考えられる。将来的に各 FLA-DRB系統に特異

的なプライマーなどを用いたより詳細な遺伝子発現量の解析などが必要である

が、本解析法が FLA-DRB遺伝子においてもアレルの同定および転写産物量の

推定にも有用であると考えられる。 

第 3 章および本章での実験によって、20 個体から計 8 種類の FLA クラ

スⅠ - DRB ハプロタイプが推定された。これらのうち Hp-3.3 と Hp-3.8 は、同

一の FLAクラスⅠハプロタイプである Hp-3.0 を共有していた。しかし、FLA-DRB

ハプロタイプは Hp-0.3 または Hp-0.8 と異なっていた。このことから、以下の仮

説が考えられる。本解析に用いたネコの祖先個体は、Hp-3.3 と Hp-8.8 のヘテロ

接合体であった。この祖先ネコの体内において、減数分裂の際に FLAクラスⅠ

領域と FLA-DRB 領域との間で相同組換えが起きた。この相同組換えの結果、

Hp-3.8 と Hp-8.3 の 2 種類のハプロタイプが生成された。このうち、Hp-3.8 が、

本解析に用いたネコに遺伝された。また、この減数分裂にて、Hp-8.3も生成され

ているはずであるが、本解析では認められなかった。今後、FLA-DRB多型解析

を続けていく中で、Hp-8.3が推定されることが考えられる。 

本章から、FLA-DRB遺伝子のアレルの同定およびハプロタイプの推定

は、第 3章で開発した FLAクラスⅠ遺伝子と比較して、一つのハプロタイプに

含まれるアレルの数が少なく、アレルの同定にかかる時間や解析の作業量が少

なかった。このことから、FLA-DRB 遺伝子の多型解析は、FLAクラスⅠ遺伝
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子と比較して容易である。具体的には、ハプロタイプに含まれるアレルの数

は、FLA-DRB ハプロタイプは 2, 3種類であり、FLAクラスⅠハプロタイプの

4〜8 種類と比較して少ない。このため、FLA-DRBハプロタイプ推定は、少な

い数のアレルの組み合わせであるために容易である。この理由から、不特定多

数の個体を対象にする際は、まず初めに FLA-DRB遺伝子のアレルの同定およ

びハプロタイプの推定を行うことが適切であると考えられる。  
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Table 1. Primer information used for this study 

  Primer name Primer sequence (5' to 3') 
Primer 

position 

Primer 

length 

Product 

length 

Analyzed 

length 

For genotyping of FLA-DRB genes 

  FLA-DRB_F YCTKGATGRCAGCTCTGATG Exon 1 20 bp 
412 bp 372 bp 

  FLA-DRB_R GAGCAGACCARGAGGTTGTG Exon 4 20 bp 
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Table 2. Identified FLA-DRB I alleles and lineages of FLA-DRB loci for 

phylogenetic analysis 

FLA-DRB allele name* Accession number FLA locus lineage in Figure 4 

FLA-DRB*0401* U51527 FLA-DRB1 

FLA-DRB*n05 EU916196 FLA-DRB1 

FLA-DRB_004 LC534245 FLA-DRB1 

FLA-DRB*0203* U51498 FLA-DRB3 

FLA-DRB*n06 EU916197 FLA-DRB3 

FLA-DRB_001 LC534242 FLA-DRB3 

FLA-DRB_002 LC534243 FLA-DRB3 

FLA-DRB_003 LC534244 FLA-DRB3 

FLA-DRB_006 LC534247 FLA-DRB3 

FLA-DRB*0103* U51483 FLA-DRB4 

FLA-DRB*0107* U51487 FLA-DRB4 

FLA-DRB*0301* U51514 FLA-DRB4 

FLA-DRB1-rr6* AJ428211 FLA-DRB4 

FLA-DRB1-rr7* AJ428212 FLA-DRB4 

FLA-DRB_007 LC534248 FLA-DRB4 

FLA-DRB_005 LC534246 FLA-DRB5 
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Table 3. Read information for genotyping of FLA-DRB genes in the two cat 

families 

Family 1 

FLA locus lineage 

in Figure 4 

FLA-DRB  

allele name* 

Family 1 

01 02 03 04 05 

FLA-DRB1 

FLA-DRB*0401* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB*n05 19746  23726  20467  18568  24202  

FLA-DRB_004 0  13859  0  0  6994  

FLA-DRB3 

FLA-DRB*0203* 39908  0  0  0  0  

FLA-DRB*n06 16105  0  0  14127  22868  

FLA-DRB_001 11542  24149  0  0  19322  

FLA-DRB_002 0  0  0  13138  0  

FLA-DRB_003 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_006 0  8051  32123  0  0  

FLA-DRB4 

FLA-DRB*0103* 0  0  0  7309  0  

FLA-DRB*0107* 12700  30215  11432  7659  26615  

FLA-DRB*0301* 0  0  2006  0  0  

FLA-DRB1-rr6* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB1-rr7* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_007 0  0  33972  0  0  

FLA-DRB5 FLA-DRB_005 0  0  0  39199  0  

Total  sequence number 5  5  5  6  5  
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Table 3. Family 1 continued 

FLA locus lineage 

in Figure 4 

FLA-DRB  

allele name* 

Family 1 

06 07 08 09 10 

FLA-DRB1 

FLA-DRB*0401* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB*n05 43502  0  0  18136  22276  

FLA-DRB_004 0  0  0  0  0  

FLA-DRB3 

FLA-DRB*0203* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB*n06 17103  0  0  0  17357  

FLA-DRB_001 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_002 0  12916  12737  13842  0  

FLA-DRB_003 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_006 15650  13464  13327  12958  15438  

FLA-DRB4 

FLA-DRB*0103* 0  8702  7273  9911  0  

FLA-DRB*0107* 23745  0  0  7672  13708  

FLA-DRB*0301* 0  1394  2784  0  3569  

FLA-DRB1-rr6* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB1-rr7* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_007 0  23735  24796  0  27651  

FLA-DRB5 FLA-DRB_005 0  39788  39084  37481  0  

Total  sequence number 4  6  6  6  6  
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Table 3. Family 2 

FLA locus lineage 

in Figure 4 

FLA-DRB  

allele name* 

Family 2 

11 12 13 14 15 

FLA-DRB1 

FLA-DRB*0401* 0  40942  40767  0  0  

FLA-DRB*n05 0  21414  0  22137  24011  

FLA-DRB_004 0  0  0  0  0  

FLA-DRB3 

FLA-DRB*0203* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB*n06 0  13763  0  0  18845  

FLA-DRB_001 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_002 0  0  8013  0  0  

FLA-DRB_003 0  12579  6083  0  0  

FLA-DRB_006 0  0  0  18892  0  

FLA-DRB4 

FLA-DRB*0103* 0  0  10949  0  0  

FLA-DRB*0107* 0  9194  0  11277  12321  

FLA-DRB*0301* 0  2108  2922  0  0  

FLA-DRB1-rr6* 81776  0  0  36757  36075  

FLA-DRB1-rr7* 18224  0  0  10937  8748  

FLA-DRB_007 0  0  0  0  0  

FLA-DRB5 FLA-DRB_005 0  0  31266  0  0  

Total  sequence number 2  6  6  5  5  
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Table 3. Family 2 continued 

FLA locus lineage 

in Figure 4 

FLA-DRB  

allele name* 

Family 2 

16 17 18 19 20 

FLA-DRB1 

FLA-DRB*0401* 40982  0  0  62614  0  

FLA-DRB*n05 0  14994  0  0  0  

FLA-DRB_004 0  0  0  0  0  

FLA-DRB3 

FLA-DRB*0203* 0  0  0  0  0  

FLA-DRB*n06 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_001 0  0  0  0  0  

FLA-DRB_002 0  7712  11005  0  7439  

FLA-DRB_003 14556  0  0  10668  0  

FLA-DRB_006 0  9464  0  0  0  

FLA-DRB4 

FLA-DRB*0103* 0  10961  12658  0  9073  

FLA-DRB*0107* 0  12783  0  0  0  

FLA-DRB*0301* 2322  0  0  1772  0  

FLA-DRB1-rr6* 35246  0  18537  18371  22485  

FLA-DRB1-rr7* 6893  0  7825  6575  9040  

FLA-DRB_007 0  0  0  0  0  

FLA-DRB5 FLA-DRB_005 0  44086  49975  0  51963  

Total  sequence number 5  6  5  5  5  

The read numbers are normalized per 100,000 reads per cat. Novel FLA-DRB 

sequences and their accession numbers are indicated by red letters. Asterisks show the 

allele sequences with 237-238 bp of exon 2 in FLA-DRB gene.  
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Table 4. Estimated FLA-DRB haplotypes 

Family 1 

Simplified 

name  
01    02   03 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.1 Hp-0.2   Hp-0.8 Hp-0.4   Hp-0.8 Hp-0.7 

FLA-DRB1 DRB*n05     DRB*n05 DRB_004   DRB*n05   

FLA-DRB3 
DRB*n06 DRB*0203   DRB_006 DRB_001   DRB_006 DRB_006 

  DRB_001             

FLA-DRB4 
DRB*0107     DRB*0107     DRB*0107 DRB*0301 

              DRB_007 

FLA-DRB5                 

 

Table 4. Family 1 continued 

Simplified 

name 
04   05 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.1 Hp-0.5   Hp-0.1 Hp-0.4 

FLA-DRB1 DRB*n05     DRB*n05 DRB_004 

FLA-DRB3 
DRB*n06 DRB_002   DRB*n06 DRB_001 

          

FLA-DRB4 
DRB*0107 DRB*0103   DRB*0107   

          

FLA-DRB5   DRB_005       
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Table 4. Family 1 continued 

Simplified 

name  
06   07   08 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.1 Hp-0.8   Hp-0.5 Hp-0.7   Hp-0.5 Hp-0.7 

FLA-DRB1 DRB*n05 DRB*n05             

FLA-DRB3 
DRB*n06 DRB_006   DRB_002 DRB_006   DRB_002 DRB_006 

                

FLA-DRB4 
DRB*0107 DRB*0107   DRB*0103 DRB*0301   DRB*0103 DRB*0301 

        DRB_007     DRB_007 

FLA-DRB5       DRB_005     DRB_005   

 

Table 4. Family 1 continued 

Simplified 

name 
09   10 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.8 Hp-0.5   Hp-0.1 Hp-0.7 

FLA-DRB1 DRB*n05     DRB*n05   

FLA-DRB3 
DRB_006 DRB_002   DRB*n06 DRB_006 

          

FLA-DRB4 
DRB*0107 DRB*0103   DRB*0107 DRB*0301 

        DRB_007 

FLA-DRB5   DRB_005       
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Table 4. Family 2 

Simplified 

name 
11   12   13 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.3 Hp-0.3   Hp-0.1 Hp-0.6   Hp-0.5 Hp-0.6 

FLA-DRB1       DRB*n05 DRB*0401     DRB*0401 

FLA-DRB3 
      DRB*n06 DRB_003   DRB_002 DRB_003 

                

FLA-DRB4 

DRB1-

rr6 

DRB1-

rr6 
  DRB*0107 DRB*0301   DRB*0103 DRB*0301 

DRB1-

rr7 

DRB1-

rr7 
            

FLA-DRB5             DRB_005   

 

Table 4. Family 2 continued 

Simplified 

name 
14   15 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.3 Hp-0.8   Hp-0.1 Hp-0.3 

FLA-DRB1   DRB*n05   DRB*n05   

FLA-DRB3 
  DRB_006   DRB*n06   

          

FLA-DRB4 

DRB1-

rr6 
DRB*0107   DRB*0107 

DRB1-

rr6 

DRB1-

rr7 
      

DRB1-

rr7 

FLA-DRB5           
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Table 4. Family 2 continued 

Simplified 

name 
16   17   18 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.3 Hp-0.6   Hp-0.8 Hp-0.5   Hp-0.3 Hp-0.5 

FLA-DRB1   DRB*0401   DRB*n05         

FLA-DRB3 
  DRB_003   DRB_006 DRB_002     DRB_002 

                

FLA-DRB4 

DRB1-

rr6 
DRB*0301   DRB*0107 DRB*0103   

DRB1-

rr6 
DRB*0103 

DRB1-

rr7 
          

DRB1-

rr7 
  

FLA-DRB5         DRB_005     DRB_005 

 

Table 4. Family 2 continued 

Simplified 

name 
19   20 

FLA-DRB 

Hp. 
Hp-0.3 Hp-0.6   Hp-0.3 Hp-0.5 

FLA-DRB1   DRB*0401       

FLA-DRB3 
  DRB_003     DRB_002 

          

FLA-DRB4 

DRB1-

rr6 
DRB*0301   

DRB1-

rr6 
DRB*0103 

DRB1-

rr7 
    

DRB1-

rr7 
  

FLA-DRB5         DRB_005 

Red letter indicates novel allele.  
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Table 5. Average read numbers in each gene and lineage 

Red letter indicates novel allele.  

FLA 

Allele 

For each  Allele     

FLA 

lineage 

For each lineage 

Allele  

frequency 

(2n=40)  

Average 

reads 
±SD   

Sequence 

Num.  

Sequence 

frequency  

Average 

reads 
 ±SD 

DRB*0401 4 46,326 9,404   

DRB1 3 19 25,228 12,376 DRB*n05 13 21,014 2,527   

DRB_004 2 10,426 3,433   

DRB*0203 1 39,908 0   

DRB3 6 33 14,701 6,085 

DRB*n06 7 17,167 2,861   

DRB_001 3 18,338 5,193   

DRB_002 8 10,850 2,539   

DRB_003 4 10,972 3,139   

DRB_006 10 13,937 3,082   

DRB*0103 8 9,605 1,763   

DRB4 6 49 14,340 10,954 

DRB*0107 13 13,794 6,528   

DRB*0301 8 2,360 654   

DRB1-rr6 8 31,156 9,080   

DRB1-rr7 8 8,530 1,312   

DRB_007 4 27,538 3,981   

DRB_005 8 41,605 6,353   DRB5 1 8 41,605 6,353 
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Figure 1. Comparative genome map of FLA, HLA and DLAgenomic regions. This 

map shows the approximate locations of MHC genes based on the HLA 

(NC_000006.12), DLA (CM000018.3) and FLA genomic information (EU153401 and 

Beck et al., 2001). The genomic structure of the DR haplotypes 1 is based on the 

genomic sequence EU153401, whereas the DR haplotype 2 is based on the description 
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of a published report (Yuhki et al., 2008) because its nucleotide sequence has not been 

published as yet. White, striped and black boxes indicate transcribed genes, gene 

candidates and pseudogenes, respectively, after our classification in this study. In the 

HLA map, only the expressed genes are described. Gray highlights indicate orthologous 

genomic regions where the number of MHC genes differs between HLA, DLA and 

FLA.   
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Figure 2. Nucleotide alignment for FLA-DRB cDNA sequences and primer 

locations. Figure shows the nucleotide alignment of seven FLA-DRB genes and primer 

locations for genotyping of FLA-DRB genes (Table 2). The nucleotide alignments were 

constructed by using the 2.98 Mb genomic sequence (EU153401). 5’UTR, SP and 

3’UTR indicate 5’ untranslated region, signal peptide and 3’ untranslated region, 

respectively. Locations of primers are indicated by boxes and red letters. Arrows shows 

direction of primers.  

 FLA-DRB_F 

                  SP region (Exon 1) 

FLA-DRB1      1 ATGGTGTGCCTGTGTTTCATGGGAGGCTCCTGGATGACAGCTCTGATGTTGATATTGATGATGCTGAGCCCTCCCCTGGCTTGGGCCAGGGACACCTCAC    100 
FLA-DRB3      1 ..................C.........................................G...................................C...    100 

FLA-DRB4      1 ....CA........G...CCTA....T.T..T....G...........G.A..GC.....G...............................T...C...    100 

 b1 domain (Exon 2) 

FLA-DRB1    101 |CACATTTCTTGCTCCTGTGGAAGGGCGAGTGCCATTTCACCAACGGGACGGAGCAGGTGCGATTCCTGGAGAGACACTTCTATAACGGGGAGGAGTTTGT   200 

FLA-DRB3    101 |..........AAC.A........TT......T....ATC...............G........A.....TC...T.T.........C..........A.C   200 

FLA-DRB4    101 |..........AAATA...T.....C............................................TC...TGT...................A...   200 

 

FLA-DRB1    201 GCGCTTCGACAGCGAAGTGGGGGAGTACCGGGCGGTGACGGAGCTGGGGCGGCCTGCTGCCAAGTACCGGAACGAGCAGAAGGACTTCATGGAGCGGAAG    300 

FLA-DRB3    201 T.........................T...........................A.AC.........T......G.........GG..C...........    300 

FLA-DRB4    201 ..........................T.............................A..........T.................CA.C......A.GC.    300 

 

 b2 domain (exon 3) 

FLA-DRB1    301 CACGCCGAGGTGGACACCGTCTGCAGACACAACTACGGTGTTTTTGACAGCTTCACGGTGCAGCGGCGAG|TTGAGCCGACAGTGACCGTGTTCCCCTCGA   400 

FLA-DRB3    301 ......................................................CT......C.......|..............................   400 

FLA-DRB4    301 .GGA.A.C.......CGGA.......................GG...G......................|..............................   400 

 

 FLA-DRB_R 

 

FLA-DRB1    401 AGACGCAGCCCCTGCAGCACCACAACCTCCTGGTCTGCTCCGTGAATGGTTTCTATCCAGGCCACATTGAGGTCAAGTGGTTCCGGAACGGCCAGGAGGA    500 

FLA-DRB3    401 ....................................................................................................    500 

FLA-DRB4    401 ....................................................................................................    500 

 

FLA-DRB1    501 GGAGACTGGGGTCGTGTCCACAGGCCTGATCCGTAATGGAGACTGGACCTTCCAGACCCTGGTGATGCTGGAAACAGTTCCTCAGAGTGGAGAGGTCTAC    600 

FLA-DRB3    501 ....................................................................................................    600 

FLA-DRB4    501 ....................................C...............................................................    600 

 

FLA-DRB1    601 ACCTGCCACGTGGAGCATCCAAGTCGCACGAGCCCTATCACCGTGGAGTGGA                                                              652 

FLA-DRB3    601 ....................................C...............                                                              652 

FLA-DRB4    601 ...............................................A....                                                              652 

 

 

 

 

Supplementary figure 3. Nucleotide alignment for FLA-I and FLA-DRB cDNA sequences and primer 

locations. (A) shows the nucleotide alignment of FLA-E/H/K genes and primer locations for sub-cloning of FLA-

I genes (Table 2B) and for confirmation of the FLA-I genotyping results (Table 2E), (B) shows the nucleotide 

alignment of seven FLA-I genes and primer locations for FLA-I expression analysis (Table 2A) and for 

genotyping of FLA-I genes (Table 2C), and (C) shows the nucleotide alignment of seven FLA-DRB genes and 

primer locations for genotyping of FLA-DRB genes (Table 2D). The nucleotide alignments were constructed by 

using the 2.98 Mb genomic sequence (EU153401). 5’UTR, SP and 3’UTR indicate 5’ untranslated region, signal 

peptide and 3’ untranslated region, respectively. Locations of primers are indicated by boxes and red letters. 

Arrows shows direction of primers.  
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Figure 3. Amino acid sequence-based phylogenetic trees of FLA-DRB sequences by 

the Neighbor joining method. The trees were constructed by the neighbour-joining 

method. Numbers at branches indicate bootstrap values over 50. FLA-DRB tree based 

on 21 amino acid sequences, 16 FLA-DRB translated from nucleotide sequences that 

were identified in this study, five FLA-DRB reference sequences (EU153401 and 

U51506) (bold letters) and a DLA-DRB1 sequence (NM_001014768) that was used as 

an outgroup. 
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Figure 4. Haplotype structures of the FLA-DRB subregions. The haplotypes that are 

composed of the different types of transcribed FLA-DRB loci and alleles. The lineage 

of the FLA-DRB sequences were classified and inferred from the phylogenetic 

analyses. Novel sequences identified in this study are indicated by red letters and a 

yellow background.  
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Figure 5. A summary for the inheritance of FLA haplotypes in two cat families. 

The family charts with the FLA haplotype information were summarized based on the 

FLA haplotype structures described in Chapter 3, Figure 5 and Table 4. Circles and 

squares indicate females and males, respectively, and numbers in the circles and squares 

indicate the identification number of the 20 cats. Question marks indicate individuals 

with unknown FLA genotypes.  
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第 5章 

 

様々な品種における FLA-DRB遺伝子の多型解

析 

 

 

－ネコの品種と FLA クラスⅡハプロタイプとの関連性の検討－ 
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5.1 序論 

 

ネコのMHC クラスⅡ遺伝子である FLA-DRB遺伝子の多型解析は、現

在までに 149個体のネコに対して行われてきた(Kuwahara et al., 2000;Kuwahara 

et al., 2001;Kennedy et al., 2002;Kennedy et al., 2003b)。この結果、70種類の FLA-

DRBアレルが報告されている。これは、イヌの MHC クラスⅡ遺伝子が約 2500

頭から 200以上のアレルが同定されていることと比較して、乏しい(EBI)。ネコ

の獣医臨床分野にて、アレルやハプロタイプなど FLA-DRB遺伝子の情報は、

疾患関連性の解析および移植獣医療の際のドナーとレシピエント間の組織適合

性検査に必要である。第 3章にて筆者が開発した FLA-DRB多型解析法から、

アレルやハプロタイプなど FLA-DRB 遺伝子の情報を収集することが可能とな

った。 

第 3章と第 4章にて、筆者は FLAクラスⅠおよびクラスⅡ遺伝子の多

型解析法を開発した。どちらの多型解析もアンプリコンシークエンシングの手

法（アンプリコン法）を用いたものであった。アンプリコン法は、個体毎のリ

ードを用いてアレルを同定するため、リード数が多いほど容易に解析ができ

る。このため、より多くのリード数を取得し、多型解析を行うことが求められ

るが、NGS装置から一度に出力される総リード数には限りがある。これまでの

結果から、FLA-DRB遺伝子と FLAクラスⅠ遺伝子のアレルの数を比較する

と、1個体あたり FLA-DRBアレルは 2〜6種類であり、FLAクラスⅠアレルの

7〜14種類と比較して少ない。つまり、個体毎のリードのうち、1つのアレル

の同定に用いることができるリード数は、FLA-DRB遺伝子のアレルの同定の

ほうが FLAクラスⅠ遺伝子よりも多い。このことから、FLA-DRBアレルの同定

は、FLAクラスⅠアレルと比較して容易である。加えて、FLA-DRB遺伝子群と
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FLAクラスⅠ遺伝子群は、同一染色体上の近傍に位置していることから、連鎖

する遺伝子領域と考えられる。このことから、FLA-DRBハプロタイプから、

FLAクラスⅠハプロタイプを推定することも容易である。 

そこで本章では、アレルおよびハプロタイプなど FLA-DRB遺伝子の情

報を収集することを目的とした。また、本邦にて飼育されてきた雑種と欧米で

系統が確立された洋品種ネコの比較解析を通して、FLA-DRBアレルおよびハ

プロタイプとネコの品種との関連性を明らかにした。  
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5.2 材料と方法 

 

5.2.1 供試検体 

ANMEC およびマーブル動物医療センターから供された雑種ネコおよび

様々な洋品種ネコ 150個体の全血由来 RNA（cDNA）を用いた。供試されたネ

コは、品種に従って雑種群と洋品種群の二つに分類した（Table 1）。具体的に

は、87個体の雑種ネコ（Domestic short hair, DSH）は雑種群（DSH group）とし

た。また、63個体の洋品種ネコを洋品種群（Purebred group）に分類した。

Table 1 に示したように、計 11 品種を洋品種群に分類した。 

 

5.2.2 アンプリコンシークエンス法による FLA-DRB多型解析の PCR 増幅 

  計 150個体を全 4回に分けて、マルチプレックス PCRを行った。この

マルチプレックス PCRに用いたプライマーは、第 4章と同様に、FLA-DRB多

型解析用プライマーの 5`末端に個体識別用のバーコードを付加し、設計され

た。 

 

5.2.3 PCR増幅産物の精製および定量 

PCR産物の精製および DNA濃度の定量は第 4章と同様の方法で行っ

た。 

 

5.2.4 エマルジョン PCR、NGSのシークエンスおよびデータ処理 

FLA-DRB多型解析の emPCR、シークエンシングおよびデータ処理は第

4章と同様の方法を用いて行った。NGSから出力されたリードデータは、個体

毎に fastq ファイルに分類された。 
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5.2.5 リード選別およびトリミング 

個体毎の fastq ファイルからのリード選別およびトリミングは第 4章と

同様の方法を用いた。 

 

5.2.6 新規 FLA-DRBアレルの同定 

選別およびトリミング後のリードを用いた新規 FLA-DRBアレルの同定

は、第 4章と同様の方法を用いた。 

 

5.2.7 配列の相同性検索と分子系統解析による FLA-DRBアレルの分類 

塩基配列および推定アミノ酸配列の相同性検索および分子系統解析

は、第 4章と同様の方法を用いた。 

 

5.2.8 マッピング解析による各個体の FLA-DRBアレルの同定 

マッピング解析は第 4 章と同様の方法で行い、各個体の FLA-DRBアレ

ルを同定した。 

 

5.2.9 FLA-DRBハプロタイプの推定 

 同定された各個体の FLA-DRBアレルの組み合わせに基づいて、FLA-

DRBハプロタイプの推定を行った。具体的には、Figure 1に示すように、ある

特定のハプロタイプ（Hp-A）のホモ接合個体（Cat-1）のアレルの組み合わせ

と同一のアレルの組み合わせが、他の個体（Cat-2および-4）にて認められる。

Cat-2および-4に認められるアレルのうち Hp-A以外のアレルの組み合わせは、

他のハプロタイプ（Cat-2の Hp-Bおよび Cat-4の Hp-C）と推定される。このよ
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うに、2個体以上に認められる共通のアレルの組み合わせに基づいて、FLA-

DRBハプロタイプを推定した。加えて、第 4章で認められた FLA-DRBハプロ

タイプも参照し、各個体のハプロタイプを推定した。 

 

5.2.10 新規 FLA-DRBアレルおよびハプロタイプの命名方法 

多型解析において同定された新規 FLA-DRBアレルは、系統樹の分類、

アミノ酸および塩基配列に従って命名した。具体的には、アレル名のうちアン

ダーバー（_）よりも前には、系統樹から分類した DRBの系統名を示した。例

えば、DRB5 系統に分類された DRB5_00101 アレルでは、“DRB5”を表記し

た。また、アンダーバー（_）より後ろの 5 桁の数字のうち、前半 3桁はアミ

ノ酸配列の違いに基づいて通し番号を付した。また、同一アミノ酸に翻訳され

るが、異なる塩基配列（同義置換）のアレルが認められた場合、後半 2桁は塩

基配列の違いに基づいて通し番号を付した。加えて、推定された FLA-DRB ハ

プロタイプは、第 4章の命名法に従って、一時的な通し番号を付した。 
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5.3 結果 

 

5.3.1 150個体から同定された FLA-DRBアレルの分子系統解析 

150個体から、計 43種類の FLA-DRB アレルが同定された。これら計

43種類のアレルの相同性検索の結果、35種類は既知のアレルであったが、16

種類は新規のアレルであった（Figure 2）。この新規の FLA-DRBアレルは

Figure 2内の赤文字で示す。 

これら計 43種類のアレルを、系統樹に基づいて分類した。作成した系

統樹から、大きく 7つの系統（FLA-DRB5系統, DRB6系統, DRB4 系統, DRB7系

統, DRB8系統, DRB1系統および DRB3系統）が認められた。このうち、4つの

系統は、第 4章で分類した 4つの系統（FLA-DRB5系統, DRB4系統, DRB1系統

および DRB3系統）と同一であった。しかしながら、3つの系統（FLA-DRB6

系統, DRB7系統および, DRB8 系統）は、第 4章では認められなかった新たな系

統であった。この新たな 3つの系統には、Figure 2 内の下線を付す。 

これら 7 つの系統に基づいて、計 43種類の FLA-DRBアレルを分類し

た。具体的には、DRB5 系統に 8種類（DRB5_00101, DRB5_00102, 

DRB5_00201, DRB5_00301, DRB5_00401, DRB5_00501, DRB5_00601 および

DRB5_00701）のアレルを分類した。同様に、DRB6系統に 5種類、DRB4系統

に 8 種類、DRB7 系統に 3種類、DRB8系統に 3種類、DRB1系統に 6 種類およ

び DRB3系統に 10種類を分類した。 

各 FLA-DRB系統に分類された 43種類の FLA-DRBアレルのうち、

DRB5_00101と DRB5_00102は、異なる塩基配列であったが、相同なアミノ酸

配列に翻訳されたことから同義置換のアレルであった。同様に、DRB6_01901

と DRB6_01902および DRB1_02601 と DRB1_02602も同義置換のアレルであっ
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た。以上のことから、150個体から同定されたアミノ酸配列は計 40種類であっ

た。このため、以降のアレルの同定およびハプロタイプの推定は、計 40種類

の FLA-DRBアレルとして解析を行った。 

 

5.3.2 同定された FLA-DRBアレルの頻度 

計 40種類のアレル毎の出現頻度は、アレルによって異なっていた

（Table 2）。具体的には、DRB5_001 は、雑種群で 19個体に、洋品種群で 16

個体に、計 35個体に同定されたアレルであった。このように、40種類のアレ

ルの出現頻度は 1〜80個体であり、アレル毎に様々であった。このうち、最も

出現頻度が高いアレル（主要アレル）は DRB4_019 であり、150個体中 80 個体

（53.3％）に認められた。その一方で、最も出現頻度が低いアレルは

DRB6_010 および DRB1_030 の 2種類であり、わずか 1個体から同定された。 

また、雑種群と洋品種群の間で、出現頻度が大きく異なるアレルも認

められた。特に、DRB5_003は、雑種群の 21個体に認められ、洋品種群の 1個

体と比較して出現頻度が高かった。その一方で、DRB8_024 は、洋品種群の 24

個体に認められ、雑種群の 7個体と比較して出現頻度が高かった。 

 

5.3.3 推定された FLA-DRBハプロタイプ毎の比較 

各個体に同定されたアレルの組み合わせに基づいて FLA-DRBハプロタ

イプの推定を行った。このハプロタイプ推定では、少なくとも 2個体に認めら

れたアレルの組み合わせをハプロタイプとした。この結果、150個体中 139 個

体から計 41種類の FLA-DRBハプロタイプが推定された。残る 11個体は、他

の個体と共通したアレルの組み合わせが認められず、ハプロタイプの推定がで
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きなかった。このことから、以降の解析は、139個体の計 41種類の FLA-DRB

ハプロタイプを用いた。 

推定された計 41種類から、ハプロタイプに含まれるアレルと、アレル

が分類された系統を Table 3 に示した。例えば、Hp-0.1は、DRB5 系統の 001

アレル、DRB4系統の 019アレルおよび DRB1系統の 027 アレルの計 3種類の

アレルが含まれていた。同様に、各 41種類のハプロタイプには、様々な種類

のアレルが含まれていた。これら 41種類のうち、11種類のハプロタイプに

は、主要アレルの DRB4_019が含まれていた（Table 3 にて下線を付したハプ

ロタイプ）。 

これら 41 種類のうち、第 3章と同一のハプロタイプ（既知ハプロタイ

プ）は、7種類（Hp-0.1, Hp-0.2, Hp-0.3, Hp-0.4, Hp-0.5, Hp-0.7および Hp-0.8）認

められた（Table 3 にてハプロタイプ名を赤文字で示した）。その一方で、第 3

章の Hp-0.6と同一のハプロタイプは、本章では認められなかった。以上のこと

から、計 41種類のうち 34種類は新規ハプロタイプであった。これら新規ハプ

ロタイプの名前は、本章で認められたものとして 2桁番号の 11番から始まる

通し番号を付した（Hp-0.11〜Hp-0.44）。 

これら 41 種類のハプロタイプを比較すると、ハプロタイプに含まれる

アレルの数に違いが認められた。具体的には、ハプロタイプに含まれるアレル

の数が 4個であるハプロタイプは、Hp-0.18 の 1種類であった。また、3個であ

るハプロタイプは 18種類、2 個であるハプロタイプは 22種類であった。この

ことから、FLA-DRBハプロタイプのコピー数多型が認められた。 

 



 118 

5.3.4 雑種群と洋品種群間の FLA-DRBハプロタイプ出現頻度の比較 

計 41種類のハプロタイプの出現頻度は、ハプロタイプが推定できた計

139 個体中 2〜23 個体と大きな差が認められた（Table 4）。このうち、最も出

現頻度が高いハプロタイプは、Hp-0.40 であり、23個体に認められた。その一

方で、最も出現頻度が低いハプロタイプは、Hp-0.39, Hp-0.30および Hp-0.3 で

あり、2個体に認められた。また、計 41種類のハプロタイプと品種群との関連

性を検討したところ、品種群に基づいて 3つに分類された。すなわち、雑種群

に認められ、洋品種群には認められないハプロタイプが 12種類（Table 4 の 1

行目から 12行目）であった。同様に、洋品種群に特異的な 9種類（Table 4 の

13行目から 20行目）と、両群が共有する 21 種類（Table 4 の 21行目から 41

行目）に分類された。このように、ハプロタイプは品種に基づいて雑種特異

的、洋品種特異的または両群共有の 3つのグループに分類された。  
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5.4 考察 

 

本章では、本邦にて飼育されてきた雑種ネコと欧米で系統維持されて

きた洋品種ネコの計 150個体の FLA-DRB多型解析を行った。その結果、同定

された 43種類の FLA-DRBアレルのうち新規アレルは 16 種類であった。この

同定されたアレルのうち新規アレルが占める割合が 39.0％と高率であった。本

章で用いたサンプルは、すべて神奈川県内の動物病院に来院したネコから採取

されたものである。このため、様々な都道府県や異なる国で飼育されているネ

コを今後の実験の対象とすることで、さらに多くの FLA-DRBアレルが収集さ

れると考えられる。 

また本章にて、主要アレルの DRB4_019 は、150 個体から 53.3％と高率

に同定され、雑種群と洋品種群のどちらのグループにおいても認められた。ま

た、DRB4_019アレルは、最も多くのハプロタイプ間で共有されていた。これ

らのことから、DRB4_019 は品種形成の過程で保存された祖先 FLA-DRBアレ

ルであると考えられた。 

ヒトにおいて、HLA遺伝子群は、アジア、ヨーロッパおよびアフリカ

など様々な地域にて多型解析が行われており、極めて多型に富むことから遺伝

的な指標となる。このことから、HLA遺伝子のアレルおよびハプロタイプは、

人類集団の比較解析に用いられた。この結果、HLAアレルやハプロタイプの分

布は、東北アジア集団、東南アジア集団およびインド人など地域差・集団差が

認められた(Tokunaga et al., 2001)。さらに、この HLAアレルやハプロタイプの

違いに基づいた集団遺伝学的解析から、日本人の成立過程が推定された(徳永勝

士, 2014)。本章から、雑種群や洋品種群に特異的な FLAハプロタイプが推定さ

れた。これより、日本に土着している雑種ネコと欧米で系統維持されてきた洋



 120 

品種ネコとの間に遺伝的な隔たりが示唆された。その一方で、日本の雑種ネコ

と洋品種ネコが共有するハプロタイプも数多く推定された。これらの要因とし

て二つの理由が考えられる。一つは、ネコの家畜化、世界への拡散および洋品

種ネコの系統管理の歴史が浅いために、日本のネコとの遺伝的な隔たりが小さ

いという考えである。二つ目は、近代になって日本へ洋品種ネコが移入され、

野に放たれた結果として、日本に土着しているネコと交雑したという考えであ

る。これらを明らかにするためには、世界中の様々な地域で飼育されているネ

コや様々な洋品種において、より多くの個体数を用いたハプロタイプ解析が必

要である。今後の様々なネコの比較解析によって、ネコの家畜化、品種の形成

過程および日本に移入された過程の解明が期待される。  
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Table 1. Breeds and the number of cats  

Breed Group Breed 
Number of 

cats 

Domestic Short Hair (DSH) 

Group 
Domestic Short Hair 87 

Purebred Group 

Scottish Fold 15 

63 

American Short Hair 12 

Abyssinian and Somali 8 

Russian Blue 8 

Norwegian Forest 7 

Munchkin 6 

Ragdoll 3 

American Curl 1 

Bengal 1 

Persian 1 

Egyptian Mau 1 

 Total 150 
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Table 2. FLA-DRB alleles identified in the DSH and Purebred Groups 

Phylogentic 

Group 
Allele 

Number of cats 

DSH Purebred Total 

DRB5 

001 19 16 35 

002 2 0 2 

003 21 1 22 

004 5 13 18 

005 2 11 13 

006 2 0 2 

007 4 2 6 

DRB6 

008 9 3 12 

009 7 0 7 

010 0 1 1 

011 18 3 21 

012 4 5 9 

DRB4 

013 3 9 12 

014 3 7 10 

015 3 3 6 

016 3 8 11 

017 2 1 3 

018 14 10 24 

019 56 24 80 

DRB7 

020 3 3 6 

021 6 14 20 

022 10 2 12 

DRB8 

023 7 5 12 

024 7 24 31 

025 13 5 18 
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Table 2. continued 

Phylogentic 

Group 
Allele 

Number of cats 

DSH Purebred Total 

DRB1 

026 8 3 11 

027 3 0 3 

028 10 5 15 

029 4 3 7 

030 1 0 1 

DRB3 

031 29 15 44 

032 6 2 8 

033 7 22 29 

034 10 25 35 

035 10 22 32 

036 9 0 9 

037 7 1 8 

038 4 2 6 

039 9 5 14 

040 6 9 15 
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Table 3. FLA-DRB alleles estimated in haplotypes 

Haplotype 

FLA-DRB Phylogenic Group 
Number of 

alleles 

DRB 

5 
 

DRB 

6 
 

DRB 

4 
 

DRB 

7 
 

DRB 

8 
 

DRB 

1 
 

DRB 

3 
 

Hp-0.1 001         019               027       3 

Hp-0.4 001                         028       2 

Hp-0.2 001                             035   2 

Hp-0.11 001 008       016                       3 

Hp-0.12 001 008                               2 

Hp-0.13 001                 022               2 

Hp-0.14 001                     025           2 

Hp-0.5 002 006       018                       3 

Hp-0.15 003         019                       2 

Hp-0.16 004                     024       033   3 

Hp-0.17 004                     024       034   3 

Hp-0.18 005         016           024       033   4 

Hp-0.19 005                     024       033   3 

Hp-0.20 007                 022               2 

Hp-0.21       008   019                   036   3 

Hp-0.22       009   018                   031   3 

Hp-0.23       009                       031   2 

Hp-0.24       011   019                   031   3 

Hp-0.25       011                       031   2 

Hp-0.26       012   019                   031   3 
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Table 3. continued 

Haplotype 

FLA-DRB Phylogenic Group 
Number 

of alleles 

DRB 

5 
 

DRB 

6 
 

DRB 

4 
 

DRB 

7 
 

DRB 

8 
 

DRB 

1 
 

DRB 

3 
 

Hp-0.3           013 015                     2 

Hp-0.27           013 018                     2 

Hp-0.28           013 018 019                   3 

Hp-0.29           014                   040   2 

Hp-0.30           014 016                 040   3 

Hp-0.7           014       020           040   3 

Hp-0.31           014           025           2 

Hp-0.32           015               030       2 

Hp-0.33           015           023           2 

Hp-0.34           018           025       037   3 

Hp-0.35           019               026   039   3 

Hp-0.8           019               027   040   3 

Hp-0.36           019                   031   2 

Hp-0.37           019                   036   2 

Hp-0.38           019                   039   2 

Hp-0.39                   020   023       032   3 

Hp-0.40                   021           034 035 3 

Hp-0.41                   022           038   2 

Hp-0.42                           026   039   2 

Hp-0.43                           027   040   2 

Hp-0.44                               034 035 2 
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Table 4. Frecuency of FLA-DRB haplotypes estimated in two Breed Groups 

No. Haplotype 
Number of cats 

DSH Purebred Total 

1 Hp-0.15 21 0 21 

2 Hp-0.24 13 0 13 

3 Hp-0.37 4 0 4 

4 Hp-0.13 4 0 4 

5 Hp-0.43 3 0 3 

6 Hp-0.42 3 0 3 

7 Hp-0.31 3 0 3 

8 Hp-0.21 3 0 3 

9 Hp-0.5 2 0 2 

10 Hp-0.23 2 0 2 

11 Hp-0.32 2 0 2 

12 Hp-0.39 2 0 2 

13 Hp-0.18 0 6 6 

14 Hp-0.28 0 3 3 

15 Hp-0.38 0 3 3 

16 Hp-0.33 0 3 3 

17 Hp-0.7 0 3 3 

18 Hp-0.17 0 3 3 

19 Hp-0.14 0 2 2 

20 Hp-0.30 0 2 2 
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Table 4. continued 

No. Haplotype 
Number of cats 

DSH Purebred Total 

21 Hp-0.40 10 13 23 

22 Hp-0.16 5 12 17 

23 Hp-0.44 5 10 15 

24 Hp-0.35 8 2 10 

25 Hp-0.25 6 2 8 

26 Hp-0.26 3 5 8 

27 Hp-0.34 7 1 8 

28 Hp-0.29 2 4 6 

29 Hp-0.36 3 5 8 

30 Hp-0.19 2 4 6 

31 Hp-0.1 4 1 5 

32 Hp-0.11 5 1 6 

33 Hp-0.12 3 2 5 

34 Hp-0.8 2 3 5 

35 Hp-0.22 3 1 4 

36 Hp-0.2 1 3 4 

37 Hp-0.41 2 2 4 

38 Hp-0.27 1 2 3 

39 Hp-0.20 2 1 3 

40 Hp-0.4 1 2 3 

41 Hp-0.3 1 1 2 
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Figure 1. Introduction of methods for estimating FLA-DRB haplotype 
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Figure 2. Amino acid sequence-based phylogenetic trees of FLA-DRB sequences by 

the Neighbor joining method. The trees were constructed by the neighbour-joining 

method. Numbers at branches indicate bootstrap values over 50. FLA-DRB tree based 

on 21 amino acid sequences, 43 FLA-DRB translated from nucleotide sequences that 

were identified in this study, five FLA-DRB reference sequences (EU153401 and 

U51506) (red letters) and a DLA-DRB1 sequence (NM_001014768) that was used as an 

outgroup.  
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ネコは、主要な伴侶動物であるが、MHC遺伝子の多型解析法は開発さ

れていなかった。このために、ネコの MHC 遺伝子と、感染症や自己免疫疾患

との関連性および移植の際の組織適合性に関する研究報告は、他の哺乳類と比

較し極めて乏しかった。そこで本学位論文では、ネコの MHC 遺伝子の多型解

析法の開発を研究の課題とした。そのためにまず、遺伝子発現する FLAクラス

Ⅰ遺伝子を同定し、FLAクラスⅠおよびクラスⅡ遺伝子の多型解析法の開発を

試みた。また、様々な品種のネコ 150個体から FLA遺伝子の多型性を解析し

た。これらの研究の結果、FLAクラスⅠおよびクラスⅡ遺伝子の多型解析法が

世界で初めて開発された。また、FLAクラスⅠおよびクラスⅡ遺伝子のコピー

数多型や、ネコの品種特異的なハプロタイプが認められたことから、FLA 遺伝

子の多型の特徴が明らかにされた。 

 

第 2 章 FLAクラス I遺伝子の転写産物の同定 

MHC は、細胞表面に発現される分子であり、T 細胞への抗原提示を行

うことから、獲得免疫の発動に重要な役割を担っている。このMHC をコード

する MHC 遺伝子は、比類なき多型を有することが知られている。この特徴か

ら、MHC は感染症および自己免疫疾患の発症や重症化といった免疫反応の個

人差に深く関わっている。また、臓器移植の際にドナーの HLAがレシピエン

トの T 細胞に非自己と認識され免疫拒絶が引き起こされることが知られてい

る。ネコでは、先行研究において FLAクラスⅠ領域のゲノム配列が明らかにな

っており、19個の FLAクラスⅠ遺伝子（FLA-A〜FLA-S）が同定されていた。 

第 2章では、個々の遺伝子の塩基配列解析によって、これら 19個のう

ち 8 個（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -L, -M および-O）が機能的な遺伝子構造、すなわ

ち遺伝子発現が期待できることをつきとめた。また、ネコ 5個体の RNA
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（cDNA）の PCR 増幅および NGSを用いた解析から、7 個の FLAクラスⅠ遺

伝子（FLA-A, -E, -H, -J, -K, -Lおよび-O）の配列が同定され、ネコのMHC クラ

スⅠ遺伝子として機能することが証明された。また、ハプロタイプ毎に FLA-I

遺伝子組成が異なるコピー数多型が示唆された。 

 

第 3 章 FLAクラスⅠ遺伝子の多型解析法の開発 

－FLAクラスⅠアレルの同定およびハプロタイプ推定－ 

第 2章にて、機能的な FLAクラスⅠ遺伝子が同定されたことから、

FLAクラスⅠ遺伝子の多型解析法の開発を試みた。血縁関係の明確な 2家系 20

個体のネコの RNA（cDNA）の PCR 増幅および NGSを用いて解析した。PCR

では、遺伝子発現が認められた 7個すべての FLAクラス I遺伝子の多型が集中

する領域（エキソン 2とエキソン 3）を増幅した。また、各個体のアレルの組

み合わせと、個体の血縁関係に基づいて FLAクラスⅠハプロタイプを推定し

た。その結果、計 32種類の FLAクラスⅠアレルが同定され、計 7種類の FLA-

Iハプロタイプ推定された。このアレルおよびハプロタイプは、血縁関係との

矛盾がなかったことから、多型解析は正確であったと考えられた。また、計 7

種類ハプロタイプはそれぞれ 4〜8種類の FLAクラスⅠアレルを含んでいたこ

とから、FLAクラスⅠ遺伝子のコピー数多型が認められた。 

 

第 4 章 FLAクラスⅡ遺伝子の多型解析法の開発 

－FLAクラスⅡアレルの同定およびハプロタイプ推定－ 

HLA-Ⅱは、3種類（HLA-DR, HLA-DQおよび HLA-DP）に分類され、

それぞれをコードする遺伝子領域は、ヒトゲノムの HLA-Ⅱ領域に同定されて

いる。一方、ネコゲノムの FLAクラスⅡ領域は、HLA-DQおよび DP領域に相
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当する領域が欠失しており、DR 領域のみから構成されている。ネコの DR 領

域に同定された遺伝子のうち、4個の FLA-DRB遺伝子（FLA-DRB1, -DRB3, -

DRB4 および-DRB5）は遺伝子発現が認められ、多型を有することも知られて

いる。しかしながら、FLA-II 遺伝子の多型解析法は確立されていない。本研究

では、FLA-DRB遺伝子の多型解析法の開発を試みた。 

第 4章では、第 3章の同 20個体の cDNAを用い PCR増幅後、NGSを

用いて解析した。PCRでは、4 個すべての FLA-DRB遺伝子の多型が集中する

領域（エキソン 2 を増幅した。また、各個体のアレルの組み合わせと、個体の

血縁関係に基づいて FLA-DRBハプロタイプを推定した。その結果、計 16種類

の FLA-DRBアレルが同定され、計 8 種類の FLA-DRBハプロタイプ推定され

た。このアレルおよびハプロタイプは、血縁関係との矛盾がなかったことか

ら、多型解析は正確であったと考えられた。また、計 8 種類ハプロタイプに

は、遺伝子重複、欠失および遺伝子組換えの結果、生成されたと考えられるハ

プロタイプも認められた。 

 

第 5 章 様々な品種における FLA-DRB遺伝子の多型解析 

－ネコの品種と FLAクラスⅡハプロタイプとの関連性の検討－ 

前述のように、FLAクラスⅡ遺伝子である FLA-DRB遺伝子の多型情

報の収集が可能となった。そこで我々は、FLA-DRB遺伝子において、雑種お

よび洋品種ネコ計 150個体を対象にした多型解析を行い、FLA-DRB多型とネ

コの品種との関連性を解析した。 

ANMEC およびマーブル動物医療センターに来院した計 150個体のう

ち、雑種ネコ 87 個体は雑種群、洋品種ネコ 63個体は洋品種群の二つの品種群

へ分類した。これらのネコの RNA（cDNA）を鋳型とし、第 4章の FLA-DRB
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遺伝子の多型解析法による FLA-DRB アレルの同定および FLA-DRBハプロタ

イプの推定を行った。 

150個体から計 43種類の FLA-DRB 配列が同定された。推定された

FLA-DRBハプロタイプは計 41種類であり、いずれも 2～4種類の FLA-DRBア

レルから構成されていた。さらに、推定された 41種類のハプロタイプのう

ち、12種類は雑種群に、8種類は洋品種群に特異的であったものに加え、21種

類は両群が共有するハプロタイプへ分類された。 

 

本学位論文によって開発された多型解析法は、FLAクラスⅠおよびク

ラスⅡ遺伝子を網羅した世界初の方法である。本研究の対象としたネコは、イ

ヌなどとは異なる過程でヒトによって家畜化され、世界中に拡散し、近年にな

って品種の管理が行われ始めた伴侶動物である。その一方で、ネコは、ヒトに

依存しない生活も可能であるために、様々な地域で自由に繁殖し、複数の世代

を経てきた動物である。このような家畜化の過程および現在の生息状況の哺乳

類は、ネコの他にはいない。このため、ネコは、動物の進化および家畜化や集

団遺伝学的な研究の対象として、興味深い動物種である。本研究で解析した

FLA遺伝子およびハプロタイプには、FLA遺伝子の重複と欠失に加えて、FLA

クラスⅠ遺伝子のエキソン 2内、FLA-DRB遺伝子および FLAクラスⅠ-DRB

領域間における DNA組換えが認められた。これら FLA遺伝子の多型性や FLA

ハプロタイプの多様性の生成に関わるような、興味深い結果を多数認めること

ができた。また、日本のネコと洋品種のネコを比較した結果、2つの集団間の

遺伝的な隔たりを示すハプロタイプ頻度の違いも認められた。これら本研究の

成果によって、ネコの遺伝学的研究の発展に有用な FLA遺伝子の情報基盤が構

築された。 
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他の哺乳類にて、MHC 遺伝子は、感染症および自己免疫疾患と関連

し、移植の際の組織適合性においても重要であることが明らかとされている。

今後ネコにおいても、他の哺乳類と同様に FLA遺伝子との関連解析が行われ、

ネコの臨床分野への応用が期待される。以上のことから、本研究にて開発され

た FLA遺伝子の多型解析法および明らかにされた FLA遺伝子の多型情報は、

ネコの獣医学および獣医療の発展に大きく寄与すると考えられる。  
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