
公募研究:2000年度、2002～2004年度

S N P の 数 理 解 析 と S N P 利 用 研 究 の た め の 新 規 統 計 解 析 手 法 の 開 発

●大橋 順

東京大学大学院医学系研究科

<研究の目的と進め方>

commondisease (ありふれた疾患)の感受性遺伝子変異の探索

法として、ゲノムワイドに膨大な数の多型マーカーを設定して行

なうゲノムワイド関連解析が注目されている。ゲノムワイド関連

解析でゲノム全体をもれなく解析するためには、ヒト集団の連鎖

不平衡構造から考えると、少なくとも数十万個のSNPマーカーを

調べる必要がある。 SNP数の増加は検討する帰無仮説数(検定数)

の増加を招き、不十分な研究デザインでは多くの偽陽性を許容す

ることになる。研究効率(検出力)を高め、さらに偽陽性を減ら

すためには、適切なサンプルサイズで有意水準を低く抑えて研究

を行うことが必要である。しかしながら、どの程度のサンプルサ

イズで研究を行うべきか、また、浸透率が低いと考えられている

ありふれた疾患の感受性変異をいかに同定するかについての議

論は十分になされているとはいえない。そこで、疾患感受性遺伝

子変異を効率的に探索するためのガイドラインを作成するとと

もに、実在集団の連鎖不平衡の程度を解析し、関連解析のための

基礎情報の収集を行うことを本研究の目的とした。具体的には次

の二点である。

(1) SNPマーカーを用いたゲノムワイド関連解析および候補

遺伝子アプローチにおける統計学上の問題点を分析し、疾患感受

性遺伝子を効率的に探索するためのガイドラインの作成(サンプ

ルサイズの計算や使用する各種マーカーの選択や配置も含む)お

よび新規統計解析手法の開発を行なう。

(2)実在集団におけるSNP間連鎖不平衡を調べ、実データと

理論予測との比較を行う。さらに、連鎖不平衡構造情報を利用し

て疾患関連変異を探索するモデル研究として、マラリア感受怪関

連変異の同定を試みる。

<研究開始時の研究計画>

(1)SNPマーカーを用いたゲノムワイド関連解析および候補遺伝子

アプローチにおける統計学上の問題点を分析し、疾患感受性遺伝子

を効率的に探索するためのガイドラインの作成および新規統計解析

手法の開発を行なうことを計画した。具体的には以下の通りである。

(i)候補遺伝子アプローチを行うための適切な研究デザイン(サ

ンプルサイズ)の設定

(ii)間接的ゲノムワイド関連解析を行うための適切な研究デザ

イン(サンプルサイズ)の設定

(iii)最も効率よく疾患感受性遺伝子を同定しうる(検出力の高

い) SNPマーカー数とサンプルサイズを求めるアルゴリズムの開

発

(iv)　骨髄移植後移植片対宿主病の原因となるマイナー組織適合

性抗原(mHa)を検出するための遺伝統計学的手法の開発

(2)ゲノムワイド関連研究を成功させるためには、基礎情報と

して解析対象集団におけるSNP連鎖不平衡構造が必要である。そ

こで、実在集団におけるSNP間連鎖不平衡構造の解析と疾患遺伝

子モデル研究も計画した。

<研究期間の成果>

(1) (i)候補遺伝子アプローチを行うための適切な研究デザイ

ン(サンプルサイズ)の設定

二種類の対立遺伝子Dとdを有する遺伝子座に対して、割合の差

の検定を利用してDとdの対立遺伝子頻度を、患者群と対照群と

で調べるとする。患者をn個体サンプルした場合に、遺伝子型

DD、遺伝子型Dd、遺伝子型ddの個体数が であり

、対照をm個体サンプルした場合に、遺伝子型DD、

遺伝子型Dd、遺伝子型ddの個体数が であったとする

と　、患者群中のD対立遺伝子の推定遺伝子頻

である(表1と表2)。

表1.遺伝子型頻度表

患者群　対照群

表2.遺伝子頻度表

患者群　対照群

帰無仮説Hoは「2群の遺伝子頻度 には差が無い 」

とし、対立仮説Hは「患者群の遺伝子頻度 は対照群の より

大きい 」とする。 が より増加しているかどうか

を検討するので、このような検定は「片側検定」とよばれる。 

より、平均の推定遺伝子頻度
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が集団全体での遺伝子頻度　　の推定値であると仮定

する。いま、データ数が大きく、 があまり小さくないとき、

が正しいとすると、 は平均　0、標準偏差

の正規分布に従う。したがっ

て、 2群の遺伝子頻度の差が　　となる確率は、それを次

式により標準化して(これを平均0、標準偏差1となるように調

整して)、標準正規分布表から求めることができる。

が　より大きいほど、 Zは0より大きくなる。　は標準正規分

布の右片側αの確率を与えるZの値であり、 　の下でZが　を越

える確率がαであるZの値のことである。有意水準αを0.05に

設定して片側検定を1回行なうとき、　よりもZ

が大きければ、 　の下で確率0.05以下でしか生じない稀なこと

が起きたことを示している。そこで、稀なことが起きたのではな

く、 　が間違っていると判断し、有意水準0.05で帰無仮説　を

棄却し、対立仮説　を採択する。すなわち、 Dは疾患と関連とし

ていると結論する。しかし、 Dとdのどちらが疾患感受怪対立遺

伝子であるかを、研究以前に通常は予想できないので、両方の対

立遺伝子に対して片側検定が2回行なわれると考えるべきであ

る。すなわち、患者群中のd対立遺伝子の推定遺伝子頻度　を

、対照群中のd対立遺伝子の推定遺伝子頻度　を

平均の推定遺伝子頻度は

として(表1と表2)、再度検定することになる。もし、有意水

準をαとして2度検定を行なえば、第一種の過誤が起こる確率は

2αとなってしまう。そのため、 1つの遺伝子座の2つの対立遺

伝子を調べる研究では、どちらかの対立遺伝子について計算した

Zの値が　を越えた場合に、有意水準0.05で当該対立遺伝

子が疾患と関連すると結論する。

・サンプルサイズの決定

の下で期待される　　を考える。 Dの集団内頻度をp、 d

の集団内遺伝子頻度を1-pとし、これらの接合体頻度は集団全体

でバーデイ・ワインバーグ平衡状態にあると仮定する(すなわち、

DDの頻度は　、Ddの頻度は 、ddの頻度は である)。

患者をn個体、対照をm個体サンプルしたとすると、  の下で

は、平均0、標準偏差

の正規分布に従う。次に、

の下で期待される  を考える。Dを感受性対立遺伝子と

する。遺伝子型ddの個体の浸透率(患者になる確率)を とし

(complex diseaseでは一般に  である)、遺伝子型DDの

個体および遺伝子型Ddの個体の浸透率をそれぞれ  および 

とおく(一般に  である)。集団の罹患率Kは　

であらわされる。患者群の中から一

個体を選び、その遺伝子型を調べたときに、その個体がDD、 Dd、

ddである確率は、それぞれ、

である。また、対照群の中から-個体を選び、その遺伝子型を調

べたときに、その個体がDD、 Dd、 ddである確率は、それぞれ、

の下で、患者群中でのDの頻度が

対　照　群　中　で　の　　D　　の　頻　度　が

となることに注意して、

の下で　　は、平均　　　,、標準偏差

の正規分布に従う。第

一種の過誤(有意水準) ・と第2種の過誤・に対して、

なる関係式が成り立つ。有意

水準・で片側検定を行なった場合に、1-・の検出力を達成するの

に必要なサンプルサイズDは、 m=knとおけば、以下の式で求

められる。
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Dとdの両方を検定するので、有意水準を0.05に設定するには、

z. =z......=1.96、検出力を0.8に設定するのであればz...

=z...= -0.84 (z..=0.84であることに注意されたい)を

採用する。なお、サンプルサイズが決まっている場合の研究の検

出力は、 であらわされ

(ii)間接的ゲノムワイド関連解析を行うための適切な研究

デザイン(サンプルサイズ)の設定

浸透率の低い多因子疾患の感受性遺伝子を同定する方法の一つ

に、ゲノムワイドに多数の多型マーカーを調べる連鎖不平衡検定

法がある。患者一対照関連研究における連鎖不平衡検定法とは、

ある多型マーカーと疾患感受性遺伝子とが連鎖不平衡状態にあ

る場合には、患者群と対照群の当該マーカー対立遺伝子頻度に差

が生じるという原理に基づいている。連鎖不平衡の強さは、世代

の経過とともに減衰し、その減衰率はマーカーと疾患感受性遺伝

子座との間の遺伝距離(組換え率)に比例するため、できるだけ

多くのマーカーを設定して(疾患遺伝子との期待遺伝距離を小さ

くして)研究を行なう必要がある。しかし、多数のマーカーにつ

いて統計検定を繰り返せば多くの偽陽性が起こるため、検定した

回数で有意水準を調整するBonferroniの補正が一般的に行われ

る。 Bonferroniの補正を行なうと、マーカー数を増やせば必ず

しも連鎖不平衡(マーカーと疾患との関連)が検出されるとは限

らず、調べるべき最適なマーカー数(最適なマーカー密度)が存

在する。また、ゲノムワイドに行なう連鎖不平衡検定法では、SNP

マーカーやマイクロサテライトマーカーが用いられる。こららの

要因を考慮に入れ、決定論的方程式を用いて世代の経過に伴う連

鎖不平衡の減衰をモデル化し、疾患感受性遺伝子とマーカーとの

間の連鎖不平衡が、カイ2乗検定によって検出される確率、すな

わちゲノムワイド連鎖不平衡検定の検出力の計算を行なった。

・遺伝学的モデルの構築

疾患感受性遺伝子座には、高リスク対立遺伝子Dと低リスク対立

遺伝子dの2個が存在し、それぞれの対立遺伝子頻度をpと1-P

とおく。マーカー遺伝子座にはm個の対立遺伝子(i番目の対立

遺伝子を　と呼ぶ)が存在し、 　の頻度を　とおく。集団は

バーディー・ワインバーグ平衡状態にあり、これらの対立遺伝子

頻度は世代の経過により変化しないものとする。疾患感受性遺伝

子座とマーカー遺伝子座との間の組換え率は・とする。世代　t

においてDと　から構成されるハプロタイプ頻度を　　とお

く。同様に、世代tにおいてdと　から構成されるハプロタイ

プ頻度を　とおく。したがって、 　　が常に

成立する。世代当たりの突然変異率は、マイクロサテライトマー

カーの場合が　　であり、 SNPの場合が　　と

考えられるため、本研究ではマイクロサテライトマーカーについ

てのみ突然変異を考慮する。なお、疾患感受性遺伝子座での突然

変異は考慮しない。マイクロサテライトマーカーの突然変異に関

しては1段階ステップ突然変異モデル(SSM)を採用し、 　は、

次に大きい　または次に小さい　にそれぞれ確率　で突然

変異すると仮定する(図1)。　最も小さな　は、確率　で一つ

大きな　にのみ突然変異し、最も大きな風は、確率　で一つ小

さな　にのみ突然変異する。

以上の仮定より、ハプロタイプ頻度変化に関する次の決定論的方

程式(頻度変化の漸化式)がえられる。詳細は記さないが、初期

頻度(t=0)さえ与えれば、任意の世代におけるハプロタイプ

頻度を計算することが可能である。SNPマーカー(m=2および

が成立)に対しては、漸化式は以下のようになる。

ここでqt+q2=1である。

マーカー遺伝子座における対立遺伝子の平衡頻度分布

マーカー遺伝子座における対立遺伝子頻度はマーカー毎に大き

く異なるが、3734個のリピートマーカーの対立遺伝子頻度

分布から、平均的な対立遺伝子頻度分布(これを平衡頻度分布と

みなす)が明らかにされている

(http://www.well.ox.ac.uk/~mfarrall/microsatellite.html

においてデータが公開されている)。1段階ステップ突然変異モ

デルにおいて、マイクロサテライトマーカーの対立遺伝子数およ

び対立遺伝子頻度は変化しないように仮定するため、対立遺伝子

の平衡頻度分布と突然変異率との間に以下のような関係式が成

立する必要がある。

ここで、の平衡頻度分布は、マーカー遺伝子座における総

突然変異率はuである。これより、の突然変異率は

と設定される。 　リピートマーカーの

中で最も多く観察されるものは対立遺伝子を6個含むものなの

で、本研究では、マイクロサテライトマーカーは6個の対立遺伝

子を有し、それぞれの対立遺伝子平衡頻度は、、

とする。SNPマーカーは淘汰上中立であり、SNP

マーカーでは再突然変異が起こらないと仮定すると、あるSNP

対立遺伝子の頻度がqからq+dgの間にある確率を、

で表すことができる。ここで、 は規格化
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定数であり、 である。これをSNPマー

カーでの平衡頻度分布とみなす。ゲノムワイドな連鎖不平衡検定

研究では、マイナー対立遺伝子頻度が高いSNPが使用されるので、

その頻度のカットオフ値をQとおく。 Q以上の対立遺伝子頻度を

有するSNPがマーカーとしてランダムに選ばれると仮定すると、

あるSNPマーカーの対立遺伝子頻度がqからg+dgの間にある確

率は、 で表すことができる。ここで、

・疾患モデル

患者一対照研究により、疾患遺伝子探索を目的とする連鎖不平衡

検定を行なうとする。遺伝子型DD,Dd,ddに対する浸透率を,

とおく(一般的に、が成立する)。

患者または対照という表現型が与えられた条件下での各遺伝子

型頻度は、

で与えられる。ここで、eは疾患の罹患率

を示している。ベイズの定理

より,世代tにおいて患者が,という遺伝子型をとる確率は

、世代tにおいて患者が(ここで,I≠j)という遺伝子型

をとる確率は

である。

・検定統計量

患者一対照研究で連鎖不平衡検定を行なう場合は、あるマーカー

遺伝子座における対立遺伝子頻度分布を患者群と対照群とで比

較することになる。m個の対立遺伝子を有するマーカーを調べれ

ば、表3のようなm×2の分割表がえられる。

表3.m個の対立遺伝子を有するマーカー

から選られる分割表

case control

もし患者と対照とをNi固体ずつサンプルするとすると、 　統計

を用いて、帰無仮説「毎-カー対

立遺伝子頻度に関して患者群と対照群との間に差は無い(調べた

マーカーと疾患感受性遺伝子との間に連鎖不平衡は存在しな

い)」を検定することができる。ここで、 　と　はそれぞれ

case群とcondtrol群で観察された　の頻度を表す。帰無仮説下

で、 　は近似的に自由度m-1の　分布に従うと期待される。対立

仮説「マ-カー対立遺伝子頻度に関して患者群と対照群との間に

差がある(調べたマーカーと疾患感受性遺伝子との間に連鎖不平

衡が存在する日　の下では、 　は近似的に非心パラメタが

、自由度m-1の　分布に従う

と　期待　さ　れる。　t世代後の非心パ　ラ　メ　タ　は

で表され、 

である。同様に、世代tにおいて対照が　　という遺伝子型を

と　　　　　　る　　　　　　確　　　　　　率　　　　　　は

世代tにおいて対照が　　,ここで, I ≠ j)という遺伝子型

を　　　　と　　　　る　　　　確　　　　率　　　　は

と　　　　　は
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簡単のため、 t=0においては,マーカー対立遺伝子薬のみがハ

イリスク対立遺伝子Dと正の連鎖不平衡状態にあると仮定する。

数学的には、 、

で表される。当然、  は より大きい必要

がある。したがって、本研究はハイリスク対立遺伝子が比較的低

頻度で存在する場合のみしか扱えないことになる。t=0におい

て、あるマーカー対立遺伝子がハイリスク対立遺伝子と正の連鎖

不平衡状態にある確率は、そのマーカー対立遺伝子頻度に比例す

ると仮定すれば( が と正の連鎖不平衡にある確率は に比

例すれば)、マイクロサテライトマーカーの場合の の期待

I・-.:

値は  で表される。ここで はt-0

において がDと正の連鎖不平衡にある場合のt世代後の の

値である。 SNPマーカーでも同様に、ハイリスク対立遺伝子と正

の連鎖不平衡にある確率がマーカー対立遺伝子頻度に依存する

とすると、頻度がQ以上のSNPマーカー中からランダムに選ばれ

たマーカーが、 t=0において対立遺伝子頻度がqとq+dqの間

の値をとり、ハイリスク対立遺伝子と正の連鎖不平衡状態にある

確率は、  で表される。ここで、

ち のみがDと正の連鎖不平衡にあると仮定しても一般性を失

わないので、   が成

立する。

・検出力の計算

ゲノムワイド連鎖不平衡検定では、多数の遺伝マーカーで検定が

行なわれる。ここで問題となるのが検定の多重性である。検定を

多数回行なうことで第一種の過誤が起こる確率が上昇するため、

一般的には、 Bonferroniの補正を行なう必要がある。いまn個

の遺伝マーカーを調べるとすると、言い換えれば、 n回の独立な

検定を行うすると、研究の有意水準.は0.05/nに設定されるべ

きである。 n個の遺伝マーカーをゲノムのLcM上に均等に配置

させたとすると(例えば、ゲノム全体であればLは3000である)、

疾患感受性遺伝子とそれに最も近接した遺伝マーカーとの間の

遺伝距離はせいぜいL/2n cMである(図2)。

図2.疾患感受性遺伝子座と遺伝マーカーとの間の遺伝距離

遺伝マーカー間にも連鎖不平衡は存在するため、検定の独立性は

成り立たないが、その点についてはここでは考慮しない。また本

研究では、患感受性遺伝子に最も近接するマーカーで期待される

検出力のみを解析対象とし、他のマーカーでの検出力については

考察しない。有意水準・で検定を行なった場合の検出力1- ・は、

近似的に  により計算される。以上の

成果は、論文として発表した[1, 4, 6]。

(iii)最も効率よく疾患感受性遺伝子を同定しうる(検出力の

高い) SNPマーカー数とサンプルサイズを求めるアルゴリズムの

開発

Saito and Kamatani (2002)が開発した2段階による段階的絞込

み法を応用し、研究予算が限定されている中で、もっとも高い検

出力を達成するための、表現型タイピング数と遺伝子型タイピン

グ数を算出した。第1段階で必要なサンプルサイズと有意水準を

および  とし、第2段階で必要なサンプルサイズと有意水準

を および  とする。また、ゲノム中の候補SNP総数をnとし、

実際に調べるSNP数をmとする。第1段階の検出力を 、第2

段階の検出力を とする。さらに、遺伝子タイピングコスト、

サンプル収集コスト、研究の総資金を、それぞれCg、 Cp、 Bとお

く。このような状況下では、  を最大化することが研

究の最大効率となる。そこで、研究全体の有意水準を0.05に保

ち、 Qが最大となるように、

(1)

(2)

を満たすパラメタ範囲で、マーカー数およびサンプルサイズを求

めるアルゴリズム開発を行った。以上の成果は、論文として発表

した[8]。

(iv)骨髄移植後移植片対宿主病の原因となるマイナー組織適合

性抗原(mHa)を検出するための遺伝統計学的手法の開発

骨髄移植ペアのHLA遺伝子のタイプを完全にマッチさせた場

合であっても、骨髄移植後移植片対楕主病が起こることがある。

この要因の一つとして、HLA遺伝子によって提示される自己抗原

に多型が存在し、その抗原提示能が移植ペア間で異なることが知

られている。このような自己抗原は、マイナー組織適合性抗原

(mHa)とよばれ、これまでに多数のmHaが同意されている。し

かしながら、それらの多くは分子生物学的手法によって同定され

たものであり、統計遺伝学的手法によってものは少ない。そこで、

骨髄移植後移植片対宿主病を起こしたペアと起こさなかったペ

アの遺伝子型を比較し、 mHa抗原を同定するための新規統計解析

手法の開発を行った。以上の成果は、論文として発表した[5, 7]。

(2)実在集団におけるSNP間連鎖不平衡構造の解析と疾患遺

伝子モデル研究

タイ人集団でのCD36遺伝子領域の連鎖不平衡構造を明らかにす

るとともに、 CD36遺伝子多型とマラリア重症化との関連を見出し報告

した。具体的には、以下の通りである。 CD36遺伝子の多型スクリーニ

ングによって14種類の多型を見出した。イントロン3内にあるTGマイ

クロサテライトの12回繰返しアリルが、もっとも強く脳性マラリア抵抗性
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と関連することを見出し、さらにこの12回繰返しアリルを有する個体

では、 CD36遺伝子のエクソン4と5を欠くアイソフォームが産生されな

いことを見出した。これらのエクソンは、マラリア感染赤血球との接着

に必須のアミノ酸をコードすることが知られている。以上より、我々は

「完全なCD36分子を発現することがマラリア原虫の排除に重要な役

割を果たし、その効率的な発現と関連する12回繰返しTGマイクロサ

テライトアリル自体、もしくはそのアリルと同一のハプロタイプ上にある

未知の変異アリルが、脳性マラリアに対する抵抗性と関連する」という

仮説を提唱した。以上の成果は、論文として発表した[3]。

<国内外での成果の位置づけ>

本研究の成果として発表した論文8編は、これまでに合計して

70回以上他の国際誌上の論文に引用されており、特に、 SNP関連

研究の研究デザインに関する論文の被引用回数が高いことから、

国内外において評価されており、十分な成果をあげられたと考え

ている。

<達成できなかったこと、予想外の困難、その理由>

集団遺伝学理論に基き、復帰突然変異の非存在下における、

2SNP間連鎖不平衡の程度を予測する理論式を解析的に導くこと

ができなかった[文献4]。そのため、研究の検出力を計算するた

めに、連鎖不平衡の期待値を用いることができず、計算時に与え

る必要が生じてしまった。これは、ともに2対立遺伝子を有する

2SNP間の連鎖不平衡を理論予測するためには、 4種類の染色体の

集団内頻度変化を記述する必要があるが(変数としては3つ)、遺

伝的組換えと機会的遺伝子浮動の影響によって、染色体の種類数

が3種類しか存在しない場合と4種類存在する場合とがあり、その

両者を同時に扱う理論を構築することが困難であったためであ

る。

<今後の課題>

統計解析手法の開発に関しては、case-controlデータに対する

新規尤度比検定法の開発を行う。特に、感受性候補領域内の多数

のSNPを調べる場合に、当該領域の連鎖不平衡の程度を考慮した

尤度比検定法の開発を試みる。

連鎖不平衡の予測式に関しては、 SNPサイト間の連鎖不平衡を

把揺するために、 2遺伝子座2対立遺伝子モデルを、拡散方程式

を用いて数理的に解析する。数値解を求め、シミュレーションに

よって結果を確認する。重要なことは、 2つのサイトがともに多

型的であるという条件下で解を与えることと、 T=0での各ハプロ

タイプの初期頻度も確率的に与えることである。事前情報が全く

無い条件下で、マッピングできる必要があるからである。さらに、

ヒト集団で実際に観察される連鎖不平衡を再現しうるコン

ピュータ・シミュレーションを行い、連鎖不平衡の程度や遺伝距

離との関係についてさらに詳細に解析する。

日本人を含めた複数の集団において、様々なゲノム領域のSNP

を多数解析し、集団間の連鎖不平衡の差を理解し、さらに、日本

人集団との比較から、日本人集団を対象に設定される連鎖不平衡

検定用SNPマーカーの他集団における利用可能性について検討す

る。

<研究期間の全成果公表リスト>
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