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疾患感受性遺伝子とは？	

  遺伝子の型により、病気の罹り易さ（感受性）が変わる遺伝子 
  dystrophin (DMD; Xp21.1) 

  変異による短いタンパク質 → Duchenne 型筋ジストロフィー 
  hemoglobin, beta (HBB; 11p15.5) 

  Glu6Val → 鎌状赤血球貧血症、でもマラリアには罹からない 
  ABO (9q34.2) 

  O型 → 静脈血栓塞栓症に罹りにくい (OR=0.33) 

  疾患感受性遺伝子を見つける意義 
  病気の仕組みの解明 
  創薬のターゲットになる 
  個人の発症予測・至適治療法の選択（個別化医療） 

  疾患感受性遺伝子がそもそも存在するか？ 
  疾患感受性の素因は、遺伝と環境 
  家族集積性から遺伝が占める割合（遺伝率）が分かる 

  糖尿病  0.5 
  身長  0.8 



遺伝統計学を用いた疾患感受性
遺伝子探索	

  3万個の遺伝子を網羅的に調べ、疾患感受性遺伝子を統
計的に絞り込む 
  全ての遺伝子型について、疾患との相関を調べる 

  罹患者はA型が多い、健常者はB型が多い 
  統計的有意に相関しているなら、感受性遺伝子のはず	
  遺伝子型と疾患の中間は、ブラックボックスとしてよい 

  全ゲノム配列決定は、多数の人ではまだできない 
 ゲノムワイド関連解析が有効 
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ゲノムワイド関連解析（GWAS）	

  目標: ありふれた（頻度 ≥5%）の一塩基多型（SNP）の
全てについて、疾患との関連を検定する 

  染色体上で近傍のSNPsは相関しており（連鎖不平衡）、
冗長なもの（r2 >0.8）を省いて、106 SNPs をタイピング
できるマイクロアレイが市販されている（数万円） 

  ヒトゲノム配列決定、dbSNP、HapMap、アレイ技術
により実現 

  106 回の多重検定を行うので、擬陽性を抑えるために、
有意水準を 0.05/106 = 5x10-8 と厳しくしないといけな
い 

  検出力を上げるためには、罹患者・健常者を数千人タ
イピングする必要がある 

全ゲノムは
不要だが、
106 SNPs 
は調べる 
↓ 
有意水準を
厳しくする 
↓ 
多数のサン
プルが必要 



SNPsの相関（連鎖不平衡）	

  染色体19番の
200kbの領域
中の108 SNPs 

  日本人45人（染
色体90本）にお
ける遺伝子型	



GWASの成功	

  2007年頃から普
及 

  数百の形質と関
連する1913 
SNPsが報告され
ている 

  http://
www.genome
.gov/
gwastudies 



1.  ゲノムワイド関連解析（GWAS） 
  糖尿病; 人種差 
  検出力の限界 

2.  GWASのメタ解析 
  解像度の限界 

3.  GWASで見つかった染色体領域の精密マッピング 

 いずれも私が行ってきた研究を中心に…	



糖尿病のGWAS（方法）	
目的1. 日本人における感受性遺伝子の網羅的探索 

方法1. Hap550 (illumina) を用いたゲノムワイド関連解析 
1次: 482,625 SNPs、罹患519人 vs 健常503人+一般964人(GeMDBJ) 
↓P<0.0025 
2次: 1,456 SNPs、罹患1,110人 vs 健常1,014人 
↓P<7x10-5, 1+2次パネル 
3次: 17 SNPs、罹患4,000人(BioBank) vs 健常4,889人 
↓P<0.003 
4 SNPs 

目的2. 欧米人と日本人の遺伝素因の比較 

方法2. 既報17 SNPsを、上記パネル（罹患 1,629~5,629人 vs 健常 1,517~6,406人）で追試。 
さらに、日本人の既存研究とメタ解析を行った。 
Mori et al. (2001) Diabetes 50:891 

Hayashi et al. (2007) Diabetologia 50:980;  Horikoshi et al. (2007) Diabetologia 50:747;  Miyake et al. (2008) J Hum Genet 
53:174 

Omori et al. (2008) Diabetes 57:791;  Horikoshi et al. (2007) Diabetologia 50:2461;  Horikawa et al. (2008) J Clin Endocrinol 
Metab 93:3136 

Yasuda et al. (2008) Nat Genet 40:1092;  Unoki et al. (2008) Nat Genet 40:1098   

Takeuchi et al. Diabetes 58:1690	



結果1. ゲノムワイド関連解析	

  4 SNPs がスクリーニングで見出さ
れた 

  CDKAL1, CDKN2A/B は欧米人
で既報 

  KCNQ1 は日本人で既報 
  PEPD (peptidase D) のみ新規。
ただし、ゲノムワイドな有意水準に
達せず、さらなる検証が必要。	

Takeuchi et al. Diabetes 58:1690	



結果2. 関連の強さの人種間比較	
  日本人でメタ解析を行い、ORとアリル頻
度を欧米人と比較した 

  ORが大きく、アリル頻度が0.5に近い
SNPは関連が強い 
  日本人では CDKAL1, CDKN2A/B, 

KCNQ1 
  欧米人では TCF7L2 

  日本人の方がORが大きい傾向がある: 
CDKAL1, CDKN2A/B, HHEX, 
SLC30A8 で有意に異なる 

  遺伝的浮動により、人種間でアリル頻度
は変化している 
→ 0 or 1 に近いと、関連が弱くなる 
  欧米人での KCNQ1 
  日本人での TCF7L2 

  両人種で再現性の高い7 SNPs, 
KCNQ1 

Takeuchi et al. Diabetes 58:1690	



結果3. 複数SNPsの組合せ的効果	
  個々の OR 1.15~1.3 のSNPsでも、組み合わ
せれば、糖尿病リスクがより正確に評価できる 

  全サンプルを用いて、有病率10%の一般
集団をシミュレーションで作成 

  両人種で再現性の高い7 SNPsについて 

  「リスクアリルを幾つ持つか」で各人を並べ、
20階層に分類した。 

  リスクが最大の群（5%) では、有病率が平均
の1.75倍 

  しかし 7 SNPs で説明できる割合はまだ小さい 
  分散の3% 

  ROC曲線のAUCが0.60 

  CDKAL1, CDKN2A/B, IGF2BP2, SLC30A8, 
HHEX, TCF7L2, KCNJ11	

Takeuchi et al. Diabetes 58:1690	



SNPの関連の検定	

  i番目の人のSNP 遺伝子型を xi = 0, 1, 2 
  例、アリルがA/Cのとき、0 (CC), 1 (AC), 2 (AA) 

  連続形質との関連の検定 
  i番目の人の形質の値を yi （例、血糖値） 
  線形回帰 

  誤差 εi ~ Normal(0, σ2) 
  帰無仮説： β = 0 

  疾患との関連の検定 
  i番目の人の表現型を yi = 1（罹患）, 0（健常） 
  ロジスティック回帰 

  yi ~ Binomial(pi) 
  帰無仮説： β = 0 

  尤度を最大化する　　　　　を求める	

€ 

log pi
1− pi

= α + β xi
€ 

yi = α + β xi +ε i

€ 

ˆ α , ˆ β 



SNPの関連の検出力	
  y の分散は、x で説明される部分（SR）と残差平方和（SE）に分解できる 

  検定に用いる統計量 SR/{SE/(N-2)} は 
  関連が無いとき（帰無仮説）は F1,N-2分布に従う 
  関連が有るとき（対立仮説）は非心度パラメータ N R2/{1-R2} の F1,N-2分布
に従う 
  連続形質 y の分散のうち、SNP遺伝子型 x で説明される割合を R2 とする（決定
係数）。 

  N はサンプルの人数 

  有意水準 5x10-8 のもとで、検出力が 80% となるのは、非心度パラメータ
が約40のとき 
  R2=0.1 なら N=360 
  R2=0.01 なら N=4000（例、日本人での糖尿病に対する KCNQ1） 
  R2=0.005 なら N=8000（例、同じく CDKAL1） 
  R2=0.001 なら N=40000 
  ざっくり N≒40/R2 
 弱い関連を検出するには多数のサンプルが必要 

€ 
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第1部のまとめ: 
GWASの成果、残る課題	

  まとめ 
  日本人での2型糖尿病のゲノムワイド関連解析により、感受性
遺伝子領域 CDKAL1, CDKN2A/B, KCNQ1, PEPD を同定し
た 

  欧米人で既報の関連の多くが、日本人でも再現、あるいは似
た傾向を示した 

  両人種に共通した疾患感受性SNPsでは、日本人のほうがOR
が強い傾向がある 

  関連解析として、残る課題 
  まだ検出できていない関連がある 

  数千人の規模のGWASが多数行われたが、同定できたSNPsは遺伝
的因子の数パーセントしか説明できていない。 

  未同定の多型は関連が弱いはず 
 ゲノムワイドメタ解析でサンプル数を増やす 



1.  ゲノムワイド関連解析（GWAS）。私の行ってきたもの 
  検出力の限界 

2.  GWASのメタ解析 
  解像度の限界 

3.  GWASで見つかった染色体領域の精密マッピング	



メタ解析による複数研究の統合	

  線形回帰 
  i番目の人のSNP 遺伝子型を xi = 0, 1, 2 
  i番目の人の連続形質の値を yi （例、血糖値） 
  誤差 εi ~ Normal(0, σ2) 
  連続形質に対するSNPの効果が β	


  複数の研究で推定された効果を統合する 
  ｊ番目の研究での効果の推定値が βj 、標準誤差が sj 

  1/sj
2 で重み付け 

  全体での効果の推定値 β 、標準誤差が s 

  利点： 個人の遺伝子情報は外に出さずに済む 

€ 

yi = α + β xi +ε i
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東アジア人大規模GWASメタ解析	

  目的 
  東アジア人で影響の強い高血圧関連遺伝子座の探索 

  方法 
  1次スクリーニング 

  東アジア人（日本・韓国・中国・台湾・シンガポール）ゲノム疫学コンソーシア
ム（AGEN）の約2万人を対象としたGWAS結果をメタ解析する。 

  ゲノムワイドに ~200万 SNPs を検定 

  2次スクリーニング 
  日本人1万人をタイピング 

  追試 
  日本人2万人をタイピング 

Kato, Takeuchi et al. Nature Genet 6:531	



血圧感受性領域の新規同定	

Kato, Takeuchi et al. Nature Genet 6:531	



GWASメタ解析で見つかった感受
性多型の強さ	

  R2=0.0005~0.0031 

  検出力80%となるのは、N=13,000~80,000	

Kato, Takeuchi et al. Nature Genet 6:531	



身長と関連する遺伝子多型	

  身長の遺伝率は ~0.8 

  2009年までに、欧米人で50
の遺伝子領域が同定された 

  全てが R2 < 0.003	

Takeuchi et al. J Human Genet 54:749	



身長と関連する遺伝子多型	

  2010年には、
欧米人183,727
人のGWASメタ
解析で、180の
遺伝子領域が
同定された	

Allen et al. Nature 467:832	



第2部のまとめ: 
GWASメタ解析の成果と課題	
  GWASメタ解析でサンプル数を積みましたために、関連が
弱いものも含め、数多くの関連SNPが同定できた 

  関連SNPは分かったが、原因変異・原因遺伝子は未同定 
  関連SNPの周辺の遺伝子のどれか絞り込めない 

  noncoding RNAなど、未知の遺伝子かもしれない 

  なるべく絞り込んで（精密マッピング）、次段階の機能解析を効
率的に行いたい 



1.  ゲノムワイド関連解析（GWAS）。私の行ってきたもの 
  検出力の限界 

2.  GWASのメタ解析 
  解像度の限界 

3.  GWASで見つかった染色体領域の精密マッピング	



GWASで見つかった染色体領域の精
密マッピング	

 ゲノムワイド関連解析により、形質と関連する
common（頻度 ≥5%）な一塩基多型（SNP）が多数
見つかったが、これらはマーカーであり、関連の元と
なる原因変異は同定できていない 

 マーカーSNPと原因変異の関係は？ 
  Indirect association: マーカーSNPと頻度が同等で、強い
相関を示す（連鎖不平衡係数 r2 ≈ 1）原因変異が1つ有る 

  Synthetic association : マーカーSNPよりも頻度が低く、
相関が強くはない原因変異が（複数）有る [Dickson 他 
PLoS Biol 8:e1000294] 

 原因変異の同定には、大規模な塩基配列再解読・タ
イピングが必要で、手間が大変！ 

 遺伝統計から、少し見当をつけられないか… 





提案1: 遺伝子型間での異分散性から
synthetic associationを検出する	
  マーカーSNPと量的形質(QT)の関連がsyntheticかを統
計的に検出する 
  マーカーSNPの3つの遺伝子型間で、QTの分散が不均一な
らば、syntheticと判定する 

  異分散性は Bartlett’s test [Bartlett 1937] で検定する 

  QT全体の分布は予め rank-based inverse normal 
transformation [Blom 1958] で正規化しておく 

  原因変異が未知でも検出できる！ 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



低頻度原因変異に因る異分散性： 
モデルケース	

  SNPs and haplotypes 
  marker SNP with alleles A and a 
  causal variant with alleles B1 and b1 
  allele B1 (5% in frequency) is always linked to 

allele A (20% in frequency); thus existing 
haplotype classes are AB1, Ab1 and ab1 

  QT distribution 
  Normally distributed with the unit variance 

and the mean equal to 2, 1 and 0 within a 
subgroup of individuals having genotype 
B1/B1, B1/b1 and b1/b1, respectively 

  A: In the whole population, a mixture of the 
normal distributions combined according to 
the frequency of genotypes B1/B1, B1/b1 
and b1/b1  

  B: Individuals with A/A genotype at the 
marker SNP are enriched with the 
genotypes of B1/B1 and B1/b1 at the causal 
variant, which are minor in the whole 
population.  分散が大きい 

  C: Individuals with A/a genotype 
  D: All individuals with a/a genotype have 

b1/b1 genotype at the causal variant.  分散 
= 1	

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



低頻度原因変異に因る異分散性： 
APOE遺伝子とLDLコレステロール	

  APOE 遺伝子は LDL コレステロール (LDL-C) 量と関連する 
  3つの isoform が2つの原因変異 (MAF <10%) でコードされている 

  E3 (一般的) に対して、E2 (rs7412, Arg158Cys) では LDL-C 減少、
E4 (rs429358, Cys112Arg) では LDL-C 増加 

  マーカー SNP rs405509 (MAF >30%) では異分散性が有意
（4990人で検定）	

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



シミュレーションによる検出力の評価	

 ゲノムワイド関連解析で同定されるマーカー
SNPを仮定する（寄与率 R2=0.00592; 有意水準
5x10-8のもと、5000人で関連を検定したときの
検出力が0.5） 

 Synthetic association について4つのモデル
を仮定（次ページ） 

 シミュレーション（1000回） 
  マーカーSNPと原因変異の遺伝子型とQTをランダム
に生成（5000人） 

  Synthetic associationを検定して、検出力を評価 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



Synthetic association のモデル	
  SNPs and alleles 

  Marker SNP has alleles A and a  

  l causal variants each have alleles B1 and b1, B2 and b2, up to Bl and bl, where the causal (low-
frequency) allele Bi is linked to marker allele A 

  m other causal variants each have alleles C1 and c1, C2 and c2, up to Cm and cm, where the causal 
(low-frequency) allele cj is linked to marker allele a  

  Model 1 (マーカーの片方のアリルに、全ての低頻度変異アリルが連鎖している) 

  All causal alleles linked to marker allele A have identical effect-size 

  No causal allele linked to allele a  

  Model 2 (マーカーの両アリルに、低頻度変異アリルが均等に連鎖している) 

  Effect-size is uniform 

  Cumulative frequencies equal between causal alleles Bi and causal alleles cj 

  Model 3 

  Effect-size of causal alleles is uniform 

  Cumulative frequency of the causal alleles Bi is twice the cumulative frequency of causal alleles cj 

  Model 4 

  Cumulative frequencies are equal between causal alleles linked to the two marker alleles 

  Effect-size of causal alleles Bi is twice the effect-size of causal alleles cj	

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



結果1:遺伝子型間での異分散性から 
synthetic associationを検出する	

検出力をシミュレーションで評価した 

  Model 1 
  マーカーの片方のアリルに、全ての低
頻度変異アリルが連鎖している場合 

  （マーカーアリルの頻度） ≥ 45% なら検
出可能 

  （マーカーアリルの頻度） = 25% で、
（低頻度変異アリルの合計頻度） < 3% 
なら検出可能 

  Model 2 
  マーカーの両アリルに、低頻度変異ア
リルが均等に連鎖している場合 

  マーカーアリルの頻度~50%では検出
できない！	

• 星（＊）の領域で synthetic association が検出可能
（検出力 >0.8） 
• 黒塗りの領域は原因変異が存在し得ないので無視 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



提案2: 異分散性と歪度から
synthetic associationを検出する	

  Model 2（マーカーの両アリルに、低頻度変異アリルが
均等に連鎖している）については、 
  異分散性が生じないが 

  各遺伝子型でのQT分布は歪んでいる 

  各遺伝子型でのQT分布の歪度もsynthetic 
associationの検出指標になる 

  提案2：異分散性と歪度を（Fisherの方法で）組合せて
synthetic associationを検定する 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



結果2:異分散性と歪度から
synthetic associationを検出する	
検出力をシミュレーションで評価した 

  Models 1, 3, 4 
  （マーカーアリルの一方に連鎖する変
異アリルの合計頻度） ≤ 2% なら検出
可能	

  Model 2 
  マーカーの両アリルに、低頻度変異ア
リルが均等に連鎖している場合 

  （マーカーアリルの一方に連鎖する変
異アリルの合計頻度） ≤ 1% なら検出
可能 

  いずれの場合も 
  （変異アリルの合計頻度） ≤ 3% なら
検出可能	 • 星（＊）の領域で synthetic association が検出可能

（検出力 >0.8） 
• 黒塗りの領域は原因変異が存在し得ないので無視 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



第3部のまとめ	
  ゲノムワイド関連解析で見つかったSNPの関連が低頻度変異に由
来する（synthetic）かは、QT分布の遺伝子型間の異分散性と歪
度により統計的に検出できる 

  低頻度原因変異の合計頻度 < 3% の場合、検出力 >80%（有意
水準5%、5000人で検定） 

  synthetic な関連が検出されたときは、低頻度多型の探索により、
原因変異の同定が期待できる 
 精密マッピングの方針決定に役立つ 

Takeuchi et al. Genome Res Epub	



今日のまとめ	

1.  GWASにより、多数の疾患感受性遺伝子が同定できた。これ
は今後の疾患解明の手がかりとなる 

2.  GWASにおいては、106 SNPs を多重検定することから、真の
関連を見つけ出すには多数のサンプルが必要になる 
  サンプルサイズを大きくするためには、多数のGWASのメタ
解析が有効である 

3.  GWASあるいはそのメタ解析で同定される関連多型はあくま
でもマーカーであり、原因多型を同定するための精密マッピン
グが必要 
  そのための新たな統計手法が必要。その一つとして、遺伝子
型ごとの表現型の分散を調べる手法が有効である。 



展望	

  今後数年 
  数十人の全ゲノム（あるいは全exon）配列解読はお手頃 

  メンデル型遺伝病の原因遺伝子同定が進みつつある 

  稀だけど重篤 

  原因遺伝子が数個 

  特定領域なら数千人の配列解読も可能 
  GWAS領域の精密マッピングが進む 

  10年後 
  全ゲノム配列解読が普通になり、GWASは不要になる 

  入手できるデータに対応した統計・情報解析の手法が必要 



私の今後の研究	

  3月から国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究セン
ターに着任 

  次世代シーケンサを用いた感染症研究なら何でも 
  病原体（ウィルス・細菌・真菌・寄生虫）のゲノム 

  不明病原体の解読 
  感染症らしいが、従来法では病原体が分からない 

  ヒトの感染症感受性・ワクチンの副作用 

  病原体とヒトの遺伝子型の相互作用、共進化	


