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公募研究：応用ゲノム

疾患関連変異探索のための遺伝統計学的解析法の開発とデング出
血熱関連解析への応用
●大橋　順
 筑波大学大学院人間総合科学研究科

＜研究の目的と進め方＞
本研究は、以下の 5 課題の解決を目的とする。(1) コピー数多

型（CNV; copy number variation）とは、約 1kb 以上の大きさを
もつゲノム領域のコピー数が個人によって異なる多型のことをい
い、ヒトゲノムの 10% 以上にあたる領域でコピー数多型が観察
されている。その中には、多型領域が遺伝子全体を含んでいるも
のもある。コピー数多型を調べる方法の一つに、DNA チップに
よって、PCR 産物とプローブとのハイブリダイゼーションのシ
グナル強度をゲノム全域にわたって調べ、シグナル強度の相対値
から、各コピー数多型領域におけるコピー数を推定する方法があ
る。しかし、このような方法では、各個体のコピー数の表現型（2
本の染色体のコピー数の和）を調べることはできても、コピー数
多型の遺伝子型（各染色体におけるコピー数）を知ることはでき
ない。そのため、ある CNV アリルが疾患と関連していても（質
的な関連、真の感受性変異との連鎖不平衡なども含む）、そのア
リルを遺伝統計学的に検出することは困難である。そこで、各
CNV アリルの頻度を推定し、CNV アリルの頻度をケースとコン
トロールで比較する統計学的手法を開発する。(2) ゲノムワイド
関連解析または候補遺伝子アプローチにより有意な関連が検出さ
れたゲノム領域について、その連鎖不平衡情報を HapMap データ
ベースから取得し、実際にはタイピングをしていない SNP につ
いても、その統計学上の関連を評価し、その領域をさらに解析す
べきか否かの判断を行うアルゴリズムを開発する。(3) SNP マー
カーにおいて関連が見出され、その SNP がハプロタイプブロッ
クに含まれていた場合に、系統樹理論に基き、系統発生上可能な
複数のハプロタイプの組合せを考えることで、検定の検出力を向
上させるアルゴリズムの開発を目指す。(4) 関連解析の候補遺伝
子が存在する場合、チンパンジーおよびゴリラとの配列比較から
ヒト系統における同義置換および非同義置換を同定するととも
に、ヒト集団中での非同義座位の多型における頻度スペクトラム
から、当該遺伝子に作用する負の自然選択強度を推定し、弱有害
変異の数や対立遺伝子頻度を推測することで、re-sequencing に
基づくその後の関連研究での最適戦略を提示するためのアルゴリ
ズムを開発する。(5) 候補遺伝子アプローチに基づくデング出血
熱感受性・抵抗性変異の探索を行うことも目標の一つとする。近
年、地球温暖化の影響でデングウィルスを媒介するネッタイシマ
カやヒトスジシマカの生息域が拡大しており、つい先日（平成 19
年 10 月）も台湾で集団感染が発生している。デング出血熱の死
亡率は 5% 程度にも達するが、その発症機序および原因（ウィル
ス側およびヒト側の因子を含めて）は未だ不明であり、治療とし
ては対症治療しかない。治療上特に重要なことは、デング熱から
デング出血熱への進行を予見し、重症化をくいとめることであ
る。血漿漏出と出血傾向がデング出血熱の主症状であるため、ヒ
トの過剰な免疫応答がその原因の一つと考えられる。過剰な免疫
応答がヒト側の遺伝因子によって規定されるとすると、デング出
血熱と関連する遺伝子多型を同定すれば、原因となる遺伝子が明
らかとなるだけではなく、その遺伝子産物をターゲットにした有

効な診断法・治療法の開発につながる可能性がある。免疫関連遺
伝子を中心に候補遺伝子アプローチによって、デング出血熱と関
連するヒト遺伝子多型を同定し、原因となる遺伝子を明らかにす
ることで、その遺伝子産物をターゲットにした有効な診断法・治
療法の開発にむけた基礎情報を得ることを目指す。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
2008 年度は、課題 (1)、(2)、(5) の研究を重点的に行う。それら

3 課題の当初の研究計画は以下の通りである。(1) サンプルされた
検体が属する集団におけるハーディ・ワインバーグ平衡を仮定し
て、集団中のコピー数多型の遺伝子型頻度やコピー数アリル頻度
（または全検体中の各コピー数アリルの染色体数）を推定する
EM（expectation-maximization）アルゴリズムを開発する。次に、
EM アルゴリズムによるコピー数アリル頻度推定と並べ替え検定
とを組み合わせた疾患関連解析手法を開発する。(2) HapMap のリ
ファレンス集団（日本人集団の関連解析であれば JPT 集団）に
おける SNP-A のアリルと SNP-B のアリルとから構成されるハ
プロタイプの頻度情報を取得する（2 つの SNP の連鎖不平衡の
程度は高い方がよい）。ゲノムワイド関連解析または候補遺伝子
解析によって、SNP-A のみが調べられたとする。ケース集団中
およびコントロール集団中での SNP-A の各アリル頻度から、
SNP-B が強く疾患と関連すると仮定した条件下での、SNP-B の
各集団中でのアリル頻度を推定し、サンプル数を乗じて擬似的な
カイ 2 乗検定を行う（なお、HapMap データベースのハプロタイ
プ頻度は真の値であると仮定する）。カイ 2 乗検定の結果を参考
に、SNP-B を実際に解析すべきかどうかを判断するアルゴリズ
ムを開発する。 (5) トール様受容体遺伝子（TLR）ファミリー、
各種サイトカインを候補遺伝子群として、デング出血熱関連解析
を行う。有意な関連が見出された場合には、 課題 (2) で開発した
手法などを適用し、感受性変異の絞り込みを試みる。

＜ 2008 年度の成果＞
課題(1)　EMアルゴリズムによって、集団中のコピー数多型の遺
伝子型頻度やコピー数アリル頻度（または全検体中の各コピー数
アリルの染色体数）を推定することができる。そこで、コピー数
多型の遺伝子型頻度やアリル頻度をケース群とコントロール群の
それぞれについて推定し、並べ替え検定によって各CNVアリルに
対してケース・コントロール関連検定を行う方法を確立した。さ
らに、本手法の検出力についても考察し、中間のコピー数をもつ
CNVアリルを検出することが比較的困難であることを見出した。
課題(2)　連鎖する2つのSNP-AとSNP-Bがあるとし、HapMapの
リファレンス集団（日本人集団の関連解析であればJPT集団）に
おけるSNP-Aのi番目のアリルとSNP-Bのj番目のアリルとから構
成されるハプロタイプの頻度をpijとする。ここで、iもjも1か2で
ある。ゲノムワイド関連解析または候補遺伝子解析によって、
SNP-Aのみが調べられたとする。N人のケース集団中での1番目
と2番目のアリル頻度がそれぞれxA1とxA2であり、M人のコント
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ロール集団中での1番目と2番目ののアリル頻度がそれぞれyA1と
yA2であったとする。このとき、リファレンス集団のハプロタイプ
頻度が真の頻度だとすると、SNP-Bのケース集団中での1番目と
2番目のアリル頻度は、xA1 (p11/p11+p12) + xA2 (p21/p21+p22)とxA1 (p12/
p11+p12) + xA2 (p22/p21+p22)と推定される。また、SNP-Bのコント
ロール集団中での1番目と2番目のアリル頻度は、yA1 (p11/p11+p12) + 
yA2 (p21/p21+p22)とyA1 (p12/p11+p12) + yA2 (p22/p21+p22)と推定される。推
定値に対して、2Nと2Mを乗じて、期待されるアリル数を求め、
カイ2乗検定を行えば、SNP-Bにおける関連（またはallelic OR）
を評価することが可能となる。本手法を用いれば、SNP-Bが疾患
感受性変異であった場合に、SNP-Bを実際にタイピングした場合
の検出力と、SNP-Aのみに対して検定を行った場合との、ほぼ
中間程度の検出力を達成できることが確認された。これにより、
一義的に関連するSNPの位置を予測可能となるだけではなく、
replication studyでの費用軽減を図ることができる。

課題 (5)　インターロイキン遺伝子クラスターが存在する 5q31
を候補領域として、デング出血熱と 47 SNP との関連を評価し
た。二地域（Lampang と Ratchaburi）の結果を統合したところ、
IL13 領域の SNP とデング出血熱との有意な関連を見出した。さ
らに、関連する SNP またはハプロタイプが存在しうるハプロタ
イプブロック領域を連鎖不平衡解析によって限定した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
本研究で開発を目指す統計解析手法は対象疾患を選ばないた

め、国内外の関連研究をサポートすることができる。また、新規
の統計解析手法の開発を行うため、国内外を問わず当該分野の進
歩・発展に貢献しうるものである。デング出血熱関連解析につい
ては、本研究ほどのサンプルサイズ（約 1000 検体）をもって研
究を行っているグループは稀であり、世界的にも信頼される成果
をあげることができると期待している。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
ほぼ計画通りに研究を遂行することができている。

＜今後の課題＞
2008 年度は、デング出血熱と関連するヒト遺伝子多型の同定

を目指し、5q31 領域および toll like receptor 遺伝子群を候補領
域および候補遺伝子として関連解析を行う。5q31 領域の SNP に
ついては、目的 (2) で開発した手法を用いて周辺の未タイピング
SNP における関連 P 値の推定を行い、さらなる絞込み（追加
SNP タイピング）の必要性を検討する。目的 (1) および目的 (2)
の研究成果については、論文として発表することを目指す。2009
年度は、上述の関連解析を続けるとともに、目的 (3) と目的 (4) に
ついて重点的に研究を行う。
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