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公募研究：2006 ～ 2009 年度

１ヒト疾患関連コピー数多型解析、２疾患関連コピー数多型解析
の基盤整備
●石川 俊平
 東京大学大学院医学系研究科

＜研究の目的と進め方＞
１．ヒトの疾患罹患性、薬剤応答性等を規定する遺伝子多型と

しては SNP が最もよく知られているが、最近になってヒトには
10Kbp ～ 1Mbp の領域に及ぶゲノムの構造的多様性、すなわちコ
ピー数の多型 CNV(copy number variation) が従来の予想よりも高
頻度に存在することが明らかになってきた。一般には細胞あたり
２コピーの遺伝子が存在するが、ある個人には３コピーもしくは
１コピーとなるような多型である。上記のような長い領域にわた
るコピー数の変異（多型）が糸球体腎炎の発症リスク、HIV の感
染効率等の原因となりうることが少数であるが知られているが、
多様な人種内、もしくは人種間における頻度、分布はほとんどが
未知である。CNV の詳細な解析が、従来型 SNP に加え、疾患等
のリスクの個性、薬剤応答性の個性の解明という点において新た
な可能性を引き出すことが期待される。今回の計画は①期間内に
日本人を含む多様な人種における CNV の分布、頻度、遺伝様式
を特定し②従来型の多型である SNP との関係、癌、生活習慣病
を含めたヒトの表現型への寄与をも明らかにすることを目的とす
る。

２．代表者の参画した国際コンソーシアムによる第一世代ヒト
ゲノムコピー数多型地図の作成によりこれまで未知であったコ
ピー数多型 (CNV) が多数見つかり、ヒトゲノムの少なくとも 1
割以上の領域を占めることが明らかになった。

今後 CNV を用いた疾患関連解析が加速するに従い大きな問題
になってくるのは、これまでの CNV の discovery と、実際の関
連解析に用いるのとでは解析アルゴリズムに要求される精度が全
く異なるが、現行のいずれの手法もそれを満たしているとは言い
難いということである。本研究ではこれらの問題を解決し、我が
国で行われる CNV 疾患関連解析の根本的基盤となるべき技術、
データベースの作成を目的とする。

具体的には標準的な CNV 解析のプラットフォームになると考
えられる高密度オリゴヌクレオチドマイクロアレイによる CNV
解析のアルゴリズムの世界標準を開発する。特に大規模関連解析
に対するアプリケーションの強化を重点的に行い国内の研究者が
使用しやすい環境をつくる。また現行の市販の Affymetrix や
Illumina のマイクロアレイプラットフォームは単に CNV 領域の
コピー数を見るのみでありアレルの解像度では見ることはできな
い。複雑なゲノム領域についてアレル情報とコピー数の情報を統
合した疾患関連解析を可能にする次世代技術、プラットフォーム
を開発する。

＜研究開始時の研究計画＞
１．全ゲノムで５０万箇所の情報が取れる高密度オリゴヌクレ

オチドマイクロアレイを用いて主に国際 HapMap project のサン
プルを中心に日本人の DNA サンプルを中心に情報を取る。数
Kbp 程度の小さな CNV も存在することが予想され、こうした小
さな変化を少数のプローブ数でより精確に見るためのアルゴリズ
ムの改良を行う。また検出された CNV について個々に確認実験

を行う。従来の定量的 PCR では１コピーの増加、減少を精確に
見ることは難しく FISH 法ではコストおよび時間がかかる。質量
分析器を用いれば迅速かつ精確に測定することが可能であるため
検証実験に用いる予定である。この検証実験の結果、および国際
共同機関における同一検体からの他のアッセイ法による結果と照
合し、アレイデータからの検出アルゴリズムの再確認と検証を行
う。

上記の過程で得られた CNV 情報について、日本人を中心とす
る多様な人種における頻度、分布、遺伝様式を始め、様々なゲノ
ム上の特徴との関連について詳細な解析を行う。特に i) 癌、生活
習慣病、薬剤感受性の関連遺伝子領域と CNV との関連、ii) 従来
の SNP による連鎖不均衡地図、関連解析の結果がどの程度 CNP
の存在によって訂正、補完されるかに重点をおいて詳細な解析を
行う。

高頻度な CNV 領域については当初の想像以上にオリゴヌクレ
オチドアレイのプローブが抜け落ちていることが明らかになっ
た。CNV の領域ではアレル数の不均衡による call rate の低下、
Mendel Inheritance エラーや H-W エラーによってアレイの開発
段階で多くのプローブが抜け落ちていることがわかった。こうし
た従来のマイクロアレイではカバーできない CNV 領域が多数見
られたという事実を踏まえ、CNV カバーのより良い高密度なア
レイプラットフォームの開発を行う。

２．全ゲノムで 100 万箇所の情報が取れる高密度オリゴヌクレ
オチドマイクロアレイを用いて、アルゴリズム開発におけるシグ
ナルのトレーニングを目的として、主に計 50 検体程度の DNA サ
ンプルについて情報を取る。ここでは異なる施設、設備、実験条
件などから生まれる様々な特有のシグナルパターンを学習させる
為、様々な抽出法、温度、時間などの実験条件でデータを取得す
る。数 Kbp 程度の小さな CNV、非常にわずかなシグナルの差の
CNV も安定して検出するためのアルゴリズムの改良を行う。ま
た検出された CNV について個々に確認実験を行い、いくつかの
家系サンプルを用いても検証する。この検証実験の結果、および
国際共同機関における同一検体からのシグナルファイルや他の
アッセイ法による結果と照合し、アレイデータからの検出アルゴ
リズムの再確認と検証を行う。また現行のアレイにいては複雑な
CNV 領域のアレル情報を取り出すことができないという現状を
踏まえアレル別のコピー数を解析可能な次世代マイクロアレイ、
もしくはフォーカスアッセイ法の開発を行う。

＜研究期間の成果＞
１．世界の 7 つの研究機関、企業が国際コンソーシアムを結成

し、日本人を含む多様な人種の CNV の全貌を解明するプロジェ
クトを立ち上げた。我々は合成オリゴヌクレオチドゲノタイプア
レイを用いて、癌、遺伝病、または個人間などにおけるゲノムコ
ピー数測定をアレル別に精確に決定する方法を樹立している。こ
の手法は、ノイズを含むデータの中から統計的手法で有意な領域
を推定するという一般的手法ではなく、サンプル調整からデータ
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取得までの過程で生じる様々なノイズの原因となりうる実験的パ
ラメーターを数値的に設定し、それを補正することによりノイズ
そのものを除去するというユニークな手法である。今回は
Affymetrix 社と共同で全ゲノムで５０万箇所の情報が取得可能な
500K mapping のシグナル値から上記アルゴリズムを使って CNV
を特定した。その結果 HapMap で使われた 3 系統 270 人のサンプ
ルの中に、約 1500 箇所、ヒトゲノムの 12％以上という、従来考
えられていたよりもはるかに広い領域にコピー数多型が見られ、
従来知られていた SNP 以上の個人間塩基多様性を生み出してい
る可能性が示された。また約 3000 個の遺伝子が含まれておりこ
れらの個人差に大きく寄与している可能性が示された

高頻度な CNV 領域については当初の想像以上にオリゴヌクレ
オチドアレイのプローブが抜け落ちていることが明らかになっ
た。我々が Affymetrix と共同で開発したオリゴヌクレオチドア
レイは全ゲノムで 130 万 (1.3M) のデータポイントと従来の 500K 
array の倍以上の情報が取得可能である。CNV 領域のカバー率も
良く、次世代ゲノムアレイ　SNP6.0 array のプロトタイプとなっ
た。 このアレイに GIM/GEMCA アルゴリズムを実装した。先天
性腫瘍性疾患 Gorlin 症候群のゲノム DNA の解析では PTCH を
含む最小 165Kbp の欠失が見つかりいずれの症例にも break 
point( 切断点 ) が同定可能であった。

２. Real-time PCR は特定の領域において CNV を検出するため
に通常使われるが、複雑なゲノム領域において 1 コピーの差を正
確に測定することは難しい。この問題を解決するために集積流体
回路によるデジタル PCR を試みた。ゲノムのサンプルを段階的
に希釈して、TaqMan の試薬とともにそれぞれ 6 nL の容量をも
つ約 10000 個の微小区画に流し込む。テンプレートが入った区画
のみ PCR 後シグナルが得られるため、シグナルの得られる微小
区画の数によってテンプレートの濃度がデジタルカウント可能で
ある。重要な薬剤の代謝遺伝子であり、コピー数多型の見られる
CYP2D6 について集積流体回路を使ったデジタル PCR によりコ
ピー数を測定し、高密度オリゴヌクレオチドマイクロアレイとの
比較を行った。デジタル PCR は、高密度オリゴヌクレオチドマ
イクロアレイに比して定量性にすぐれ配列の類似した CYP2D7
とも明瞭に区別して測定できた。またゲノムワイドにおける正確
な絶対コピー数探索を可能な技術を確立するために、並列型シー
ケンサーによる配列 Tag の出現頻度を計測することによりコピー
数のデジタルカウントを試みた。大腸がん細胞株のゲノムを断片
化し、Tag の配列を 3Kbp 間隔で集計すると、従来の SNP6.0 
array に比して高解像度のコピー数情報が得られ、マイクロアレ
イでは検出できなかった微小な増幅、欠失が観測された。

＜国内外での成果の位置づけ＞
3 系統 270 人のサンプルのなかに約 1500 箇所、ヒトゲノムの

12％以上という、従来考えられていたよりもはるかに広い領域に
コピー数多型が見られ、従来知られていた SNP 以上の個人間塩
基多様性を生み出している可能性が示された。また約 3000 個の
遺伝子が含まれておりこれらの個人差に大きく寄与している可能
性が示された。この事実はサイエンスのコミュニティーに大きな
イ ン パ ク ト を 与 え た (Nature2006 に 発 表、 ま た 2007 年 の
Science's breakthrough of the year のトップに選ばれた )。また遺
伝子の数の個人間の違いがたくさんあるという事実は、一般の
人々からも興味を持たれ世界のマスコミ ( 日本５大紙の他、ABC
ニュース、BBC ニュース、ニューズウイーク誌、ワシントンポ
スト紙、ニューヨークタイムズ紙等 ) に取り上げられた。また我々
の開発し、国際コンソーシアムで使われたオリゴヌクレオチドア
レイのコピー数推定アルゴリズム GIM/GEMCA の基本コンセプ

トは様々なアルゴリズムに受け継がれコピー数多型のスタンダー
ド手法となっている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
１．高頻度な CNV 領域については当初の想像以上にマイクロ

アレイのプローブが抜け落ちていることが明らかになった。CNV
の領域ではアレル数の不均衡による call rate の低下、Mendel 
Inheritance エラーや H-W エラーによってアレイの開発段階で多
くのプローブが抜け落ちていることがわかった。その結果、高頻
度な CNV 領域では数百 Kbp の間隔があくこともあり、こうした
領域の正確な境界の決定、コピー数の決定は課題を残した。これ
らの領域を正確に測定するには CNV 領域内にプローブを設計し
た次世代アレイ、もしくは別の platform 等による targeted 
approach が必要と考えられた。

＜今後の課題、展望＞
並列型シーケンサーによる配列 Tag を用いたコピー数のデジタ

ルカウントのデータは、実験条件、解読エラー、マッピングアル
ゴリズムによって大きく変わることが判明した。これらの問題を
克服し、関連解析、臨床検査に用いる精度のアルゴリズム、実験
手法の改良を図る。また配列を利用して、アレル情報、パラログ
情報を取得しながら、複雑なゲノム領域についてアレル情報とコ
ピー数の情報を統合した解析技術を開発する。

またデジタル PCR についてはコピー数変化の程度が小さい場
合、また変化のあるゲノムの割合が少ない場合（組織中の腫瘍、
末梢血中の腫瘍、胎児 DNA）などを想定し実際に検査に用いら
れるレベルまでの精度を達成することを目的とする

2006 年に第一世代の CNV ドラフト地図が作成されて以来、多
くの CNV の報告がなされ、様々な性質や関連解析の報告なども
された。最近の解析によると SNP やそこから推定される
haplotype の系統樹と、CNV のそれとは様子が異なり、CNV の
系統樹ではおそらく実際の伝播とは異なると思われるパターンが
見られる。コピー数がダイナミックに増減を繰り返している、同
祖でない CNV が発生しているなどの様々な理由が考えられるが
いずれにせよ CNV を周辺の SNP でタグする（マーキングする）
という発想は単純には成功しないことを示唆している。疾患関連
解析においては CNV 領域内の情報を直接測定するプラット
フォームが必要とされると考えられるようになってきた。

近年 CNV を直接測定するために、多数の高密度アレイが市販
されているにも関わらず、アレイのデータは実験条件やサンプル
状態の影響を受けやすく、CNV を推定することは単純ではない。
大規模関連解析を含めた様々な解析に対してより高感度で安定し
た新しい手法、アルゴリズムの開発が求められる。
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