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全 ゲ ノ ム 関連解析 （GWAS ）の 統計的手法

鎌 谷 　直 　之 ＊

Statistical　methods 　in　genome −wide 　association 　study

Naoyuki　Kamatani ＊

　ラ イ フ サ イ エ ン ス の 分野 で 近 年，膨大 な デ
ー

タ が 得 られ る よ う に な っ た．2003年 に ヒ ト ゲ

ノ ム の 全 配 列 が 発表 さ れ，SNP （single −nucleotide 　polymorphism ）な ど の 多型 デ ータの 収集 が

始 ま っ た．一入 当 た り 数十万の SNP 遺 伝子型 デ
ー

タ が 数于 人 か ら 収集 さ れ る よ うに な り，そ

れ を 用 い た遺伝的関連解析が行わ れ て い る （GWAS ： genome −wide 　association 　study と い う）．
GWAS に は タ イ ピ ン グ デ

ー
タ の 品質管理 ，多重比較問題，集団 の 構造化問題 な ど 困難 な 問題

も存在 し，そ れ らの 解決の た め に 統計的手法 が 必 要 で あ る．遺伝的 デ
ー

タ の 特殊性 は そ れ が 生

み 出 さ れ た過 程 の 確率 の 安 定 性 に あ る．そ の た め ，検定 ，推定や 予 測 の 結果 が 信頼 で き る，
GWAS で 多 く の 遺 伝的原因が わ か っ た の ち は そ れ ら を 用 い た 表現型 予 測 が 重要 に な る と 思 わ

れ る．

　In　the　field　of　life　science ，皿 assive 　high　throughput 　data　are 　being　acculn 艮laヒed ．　 Polymorphism
data　sllch 　as 　SNP （single −nucleotide 　polymorphism ）began　to　be　col 】ected ，　after 　human　whole −

gen  me 　sequences 　were 　released 　in　2003．　Geno 皿 e−wide 　assodation 　study （GWAS ）has　been　con −
ducted　based　on 　a　few　tbousands　of 　human 　samples 　with 　hulldreds　of　thousands　of　SNP 　genotype
data　per　person．　 GWAS 　has　some 　di丗 culdes ，　such 　as　quality　control　of　typing　data，　multiple　testing

problems，　and 　population　stnlcture 　problems．　In　order 　to　meet 　these 　problems，　statistjcal 　methods

are　being　required ．　 Peculia貢ty　of　geneUc　data　lies　in　the　stability　of　probabilities　in　the　process　of

producing　these 　data．　 Therefore，　sね tistical　testing，　inference　and 　predicti〔〕n 　can 　be　reliable ．　 Once
GWAS 　detects　the　gene恒c　causes ，　phenotype　prediction　bascd　on 　them 　wDu ！d　become 　even 　more

signi丘cant．

砌 WordS　and 　Phrctges： SNP ，　genome −wide 　association　study

1　ラ イ フ サ イ エ ン ス に お けるデ
ー

タ の 洪水

　 こ こ 10 年程 の 間 に ラ イ フ サ イ エ ン ス の 分野 で デ
ー

タ の 洪水が 押 し寄せ て 来た．更 に ， 最近

数年で デ
ー

タ の 規模が 加速 的に 増え て い る ，き っ か け は 1990 年 に 米国 で 立 て られ た ヒ トゲ ノ

ム 計面 で あ る． こ れ は約 30 億個存在 す る と考 え られ た ATCG の 4 つ の 文字で 書か れ た ヒ トゲ

ノ ム の 全配列をす べ て 解明す る と い う壮大 な計 画で あ っ た．それ に は ゲノ ム 配列をで きるだ け

速 く読 む機械 （シ
ーク エ ン サ ー

） の 開発 と ， 得 られ た配列 デ
ー

タ を コ ン ピ ュータ を用 い て 整理

し固定 して い く
．
技術 （ア セ ン ブ リ

ー
） の 開 発が重 要 で あ っ た．

　 ヒ ト ゲ ノ ム の ド ラ フ トは 2000年 に ク リ ン ト ン 大統領 と ブ レ ア 首相 に よ り解 明が宣言 され ，

ワ ト ソ ン ・ク リ ッ ク の DNA の 二重 らせ ん 構造の 発表か ら 50 年後 の 2003 年 に ヒ ト ゲ ノ ム の 全

解読が 宣言 され た．そ の 後， ヒ ト以外 の 動物，植物の ゲ ノ ム 配 列解明が な され た．ま た，個人

； 理 化学 研 究所 ゲ ノ ム 医 科学研 究 セ ン ター ：〒 jo88639 東京那港区内金台 4−6−1　東京大学医科学研 究所 内

　 ヒ トゲ ノ ム 解 析 セ ン ター3階
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個人 の ゲ ノ ム 配列に は大 きな違 い が あ り ，
そ れ が 人種 の 違 い や 容貌 ， 性格の 違 い

， 更に は 病気

の 原因 に な っ た り，薬に 対す る効果や 副作用 に 関係 して い る こ とが わ か っ て き た．約 30億個

の ゲ ノ ム 配列の 個人間の 違 い （本当は配偶子間 の 違 い と考え る ほ うが正 しい ） を多型 （poly−

morphism ） と い う．多 型 の 種類 は い くっ かあ る が ，中で も
・
つ の 塩基 の 置換が 最 も多 く， こ

れ を SNP （single −nucleotide 　polymorphism ） と い う．

　 全部 で 数 白万 か ら
一干 万個程 度の SNP が 存在 す る こ とがわ か っ た た め， 3人種 （白人 ，黒

人，東洋 人） を対 象 と して SNP の 頻度や ハ プ ロ タ イ プ の 構造 を解明す るた め の HapMap プ ロ

ジ ェ ク トが始 ま っ た （日本人 は 45 人 の サ ン プ ル を提供 ）． こ れ は 3人種 の 基本的な多型 を解明

す る た め の 国際 プ ロ ジ ェ ク トで ある ．日本 は一施設 と して は 世界最 大の タ イ ピ ン グ デ ータ （全

デ
ー

タ の 24．3％） を供給 した （理 化学研究所遺伝 子多型 研究 セ ン タ
ー

，
セ ン タ

ー
長 ， 巾村祐

輔氏）．

　HapMap プ ロ ジ ェ ク ト の 開始以 前か ら極 め て 多数 （数万
一10数万） の SNP の 遺伝 子型 を解明

す る技術 が発達 して きた．特に，理化学研 究所遺伝 了多型研究 セ ン タ
ーが改良 した イ ン ベ ーダー

法は 高 い 精度を示 し，初期 の 研究を リー ドす る役割を果 た した， こ の 技術を用 い て 患者群 と対

照 群 の 遺伝子型や ア レ ル の 頻度 を比較 し ， 疾患 に関連す る SNP を発 見す る遺伝的関連研究 が

始 ま っ た． こ の 研 究 に よ り理 化学研究所遺 伝 f’多型研究 セ ン タ
ー

は 2002年 か ら心筋梗塞 や関

節 リ ウ マ チ に 関連 した 遺伝 r一を発表 して きた が ， 2007年 に な っ て 米国 の イ ル ミ ナ 社 の 開発 し

た ビ ーズ法， ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 の チ ッ プ法が 世界中 で 商用化 され ，海外で も大規模 な遺伝

的 関 連解析 の 結 果 が 発表 さ れ る よ う に な っ た ． こ の よ うな 研究 は ， 全 ゲ ノ ム 関連 解析

（Genome −wide 　association 　study ，　GWAS ） と 呼ば れ る よ う に な っ た ． 2007 年 の Science誌 が選

ん だ Scientific　breakthrough　of　the　yearは
“
Human 　genetic　variation （ヒ トの 遺 伝的多様性）

”

で あ っ た （iPS細胞は次点， 2006年の breakthroughは ボ ア ン カ レ 予想 の 証 明） が ， こ れ は ひ

とえ に こ の GWAS の 成功 に よ る もの で あ る．病 気の 原因 を解明 す る と い う作 業 は ，医学 の 研

究 に お い て 最 も重 要な 分野で あ る が ，お そ ら く数年以内に GWAS に よ り頻度の 高 い 重要な病

気 の 遺伝 的原因 の 多 くが 明 らか に な る で あ ろ う と考 え られて い る．GWAS の た め に は
一

つ の

疾患 で 数千人 単位 の デ
ー

タが得 られ る が，
一

人か ら得 られ る SNP の 数 は数十万で あ る． こ の

よ うな デ
ー

タの 洪 水が今起 き て い る，

　 しか もデ ー
タ の 増大 速度 は加速す る ば か りで あ る，数年 後に は個入の 30億個 の ゲ ノ ム 配列

を極 め て 短 い 時間 で 読む技術が実用化さ れ る見込 み で あ る，そ うな ると 1
，000 ド ル で 個 人 の ゲ

ノ ム す べ て を読 む こ とが で きる と い う．
．．一

人当た り 30 億 の デ
ー

タ ポ イ ン トを持 つ デ
ー

タが数

千 人，数万人か ら供給され る と い う事態に我々 は対処 しな ければな ら な い ．そ うな る と，最 も

重要に な る の は情報学，統計学 で あ る こ と は議論 の 余地 が無 い ．

　 デ ータ の 洪水 は ゲ ノ ム 以外 の ラ イ フ サ イ エ ン ス の 分野 で も起 きて い る．ゲ ノ ム と い う こ と ば

は， も と もと遺伝 r− （gene ） と染色体 （chromosome ）を結合 させ た造語 で あ る （ウ イ ン ク ラ
ー）．

しか し， 今で は個人 や種 の 遺伝 的全 デ
ー

タ の 一 セ ッ ト の こ とを さす． こ れ を転用 し ，
mRNA

，

蛋 白質，生体内小分子 の 個人 ご と の
一一

セ ッ トを取 り扱 う学 問分野 を オ ミ ッ ク ス （−omics ）研究

と い うよ う に な っ た ．Transcriptome（mRNA ），　 Proteome （蛋 白質），　 Metabolome （生 体 内小

分 予），あ る い は transcriptomics ，　 proteomics，　 metabolomics と い う言葉 も用 い られ る． こ れ ら

の 分野 か らも膨 大 な デ
ー

タ が供 給 され る と P想 され て い る．既 に mRNA の 発現 を網羅 的 に 解

析す る transcriptomeの 技術 は実用化 され，海外 で は病気 の 予後判定な ど に も用 い ら れ る よ う

に な っ た ．
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2　遺伝的デ ータ の 特殊性

　遺伝的デ ータ は 特殊で あ る．金融や 気象，あ る い は心理 の デ ータ と異な っ た 取 り扱 い が 必要

で あ る．そ れが ，統計学者 の 遺伝統計学分野 へ の 参入 の 壁 を高 くして い る． しか し， もとも と

統計学は遺伝学 と歴史的に 深 い 関係 が あ る，Galton，　 Pearson，　 Fisher な ど の 初期 の 統計学者

は す べ て 遺伝学 の 大家で もあ っ た．者
：

者は ， 統計学が遺伝学 と の か か わ りの 中で ど の よ うな歴

史を経て 英 国で 成立 したか を知 る こ と は ，デ ータ を ど の よ うな哲学 の 下で 解析 する か を考え る

上で も重要で あ る と考え て い る．例え ば Galton，　 Pearson の 記述統計学 と Fisher の 推計統計学

の 違 い は ， メ ン デ ル の 法則 を信 じ る か 信 じ な い か が 大 き な 影響を与え て い る．

　遺伝的デ
ー

タ の 特徴は． それ を生 み 出す確率 の 安定性に あ る．そ の よ うな安定な確率を 記載

し た もの が メ ン デ ル の 法則 を初 め と した遺伝 継承法則 （laws　of　inheritance）で あ る．確率が

安定 と は ， 「大数 の 法則」「重 複対数 の 法則」 「中心極 限定理」 な どが 現実 に 成立 す る と い う意

味 で 安定 だ とい う こ と で あ る．それ に比 較 して 金融や気象 の デ
ー

タを生み 出す シ ス テ ム に お い

て は確率 が安定 して い な い ．統計的解析 は，そ れ らの 法則が成 り立 つ こ とを前提に して い る の

で
，

一
般に 遺伝的デ

ー
タを も と に した統計 的検定 ， 推定 ， 予測 は信頼で きる．生物種 は確実 な

過程 の 下 で は存続 で きな い ，長 い 時閤を考え る と，環 境 は常に 変化 し続 け るか らで あ る．不確

実な 過程 の 中で 自己 の 種 の 存続 を図 らざ るを得な い ．そ して ，安定 した確率を基礎 に し，信頼

で きる予 測が可能な シ ス テ ム こ そ長期存 続の 条件な の で あ る．安定 した確率は，生 物 が進化 に

よ り獲得 した もの で あ る ．我 々 も そ の
一

員で あ る生命 の根 源 に
，

こ の よ うな安定 した確率が存

在す る こ と は驚 きで もあ る．

3　全ゲ ノ ム か ら疾患 関連座位を抽出する手法

　形質関連座位 を全 ゲノ ム の 中か ら探索す る手法の 代表 は連鎖解析で あ る．Fisherが最初に 考

え た連鎖解析 は ， 統計 的に 遺伝子の 染色体 Lの 位置 を解明す る方法 で あ る．連鎖解析で は家系

情報と 表現型情報， お よ び ゲ ノ ム 多型情報を利用 して ，遺伝継承法則 に 当て は め形質 に連鎖 す

る座位 を探す，こ の 方法に よ り家系が 得 られ る人間 の ほ とん ど の 遺伝病 の 原因は解明 され た．

こ れ に 対 し ， 関連解析は主 と して 家系情報が な い 場合 に集 団の 個人 の 表現型 とゲノ ム 情報 の み

で 同様の 座位 を探す，連鎖解析 に は 家系が 必 要で あ る と い う制限の 他 に
，

マ
ーカ ー

の 数が少 な

くて すむ （300−500程度），陽性領域 の範囲が広 い qO　cM ＝ 1Mb 程度） など の 特徴 があ る．

　 メ ン デ ル 型遺 伝病 に対 して は連鎖解析は極 め て有効 な方法で あ るが，複雑な形質 （多因子形

質） に つ い て は有効性が 限 られ て い る こ とが知 られて い る．そ の 理由 は検出力 が低 い こ と と ，

陽性領域が 広す ぎて 更に 絞 り込 む こ とが しば しば困難 で あ る こ と で あ る．

　関連解析は それ らの 欠点の
一

部を補完す る ，関連解析 に も研究デ ザ イ ン な ど の 違 い に よ り コ

ホ ー ト研究，症 例 ・ 対照研究な ど が あ るが （鎌谷 （2007）），本稿で は症例 ・対照研究 に っ い て

の み 解説す る． こ れ は症例の 集団 と，対照 （コ ン ト ロ
ー

ル ） の 集団を別 々 に 集 め
， そ の 二 っ の

集団 の 間で ア レ ル 頻 度，あ る い は遺伝子型頻度が異 な るか ど うか を検討 す る方法で ある．そ れ

に よ り，そ の ア レ ル
， あ る い は 遺 伝 子が 形質 と関連 す る か ど うか ，お よ び関係あ る とす る と関

連 の 強 さ は ど の程度 か （効果 サ イ ズ ）を 検討 で き る ．

4　連鎖不 平衡構造 と タグ SNP

　関連解析 に は候補遺伝子 ア プ ロ ーチ と網羅的 ア プ ロ
ー

チが あ る．網羅 的ア プ ロ
ー

チ で は直接

の 原因座位を標的 に す る こ と は 困難 で あ る．SNP の 数 は 1千万個以上 ある と 考え られ る の で ，

［垠 られた数 の SNP の 検 査に よ り直接 の 原因を探索す る こ とは不可能 と考 え られ る， しか し，
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直接形質 と関連 して い る座位 だ け で は な く，染色体上 で そ の 近 傍 に あ る マ
ー

カ
ー座位に お い て

も形質 と の 関連 が存在す る こ とが 多い ． こ の よ う な考え に よ り理 研で 世界最初に開始され た網

羅的 ア プ ロ ーチ に よ る 関連解析は （Ozaki　et 　al，（2002），
Suzuki　et　al．（2003）），今や ，大規模 タ

イ ピ ン グ シ ス テ ム の 商 品化 に よ り LU界的 に 広 が っ て い る （Wellcome　 Trust　 Case　 Control

C 〔〕nsortium （20〔〕7））．直接 関連 す る座位の 近傍の マ ーカ ー座位 も疾患 に 関連す る理 山は，直接

関連す る座位と マ
ーカ ー

座位 の 間で ，連鎖不平衡が 存在す るか らで ある，

　連 鎖不平衡 と は 集団 に おい て （正確 に は配偶 子に っ い て ） 2 っ の 連鎖す る座位 の ア レ ル の 存

在が 独立で は な い こ と を言 う （鎌谷 （2007））， 2 っ の 座位の ア レ ル の 存在が 独立で あ る場合は

連鎖 平衡 と い う．　 っ の 座位が 形質 と直接 と関係 し， 連鎖す る もう
一

っ の マ
ーカ ー座位は直接

そ の 形質 とは関連 しな い とす る．集団 に お ける特定 の 疾患 の原因変異 を起こ した突然変 異が別 々

に起 き た も の で あ れ ば ，
マ

ー
カ

ー座位は疾患 と関連 しな い はず で あ る． しか し，特定 の 集団に

おい て そ の 疾患 の 原因突然変異が 同 じ突然変異 に 由来 する もの な らば， マ
ーカ ー座位も疾患 と

関連す る可能性が あ る ．疾患に 直接関連す る座位 （遺 伝子0）変異が 直接 の 原囚で 疾患 を来 た す

場合） と マ
ー

カ
ー座位の 間で ， ア レ ル の 存在 の 非独立性 （連鎖不平衡）が存在す るか らで あ る．

多 くの 集 団 に お い て ，あ りふ れた 疾患 の 原因突然変異 は共通 の 起 源を持 っ と い う仮説が ，com 、

mon 　disease　common 　variant 仮説 で あ る （鎌谷 （2007））． こ れ ま で 得 られ た 証拠 に よ る と，確

か に こ の 仮説 が 成 り立 っ 場 合 は比較的多 い よ うで ある．

　 Common 　disease　common 　variant 仮説 が正 しけれ ば，網羅的関連 解析 に よ り疾患原因 座位が

特定 で きる可能性が 高 い．即 ち
， 用 い る マ ーカ ー座位が疾患 と直接関係 しな くて も， 直接関係

す る座位 と連 鎖不平衡 の 関係に あ れ ば，関連解析で そ れ を検 出で きる．

　 問題 は ど の よ うな マ
ー

カ
ー

の セ ッ トを 用い れ ば効率的に 全ゲ ノ ム を カ バ ー
で き るか で あ る．

一
般に ゲ ノ ム 上 に は 連鎖不平衡の 強い領域 と比較的弱い 領域が あ る．強い 領域 は 数 kb一数 ユOkb

（場合 に よ っ て は 100kb以上）の 範 囲で 連続 して お り， こ れ を連鎖不平衡ブ ロ ッ ク （あ る い は

ハ プ ロ タ イプ ブ ロ ッ ク）と い う．全 ゲ ノ ム は 60−．70％ の 連鎖 不平衡ブ ロ
ッ ク とそ れ以 外の 領域

に 分か れ る ．連鎖不平衡 ブ ロ ッ ク の 領域 は 組み 換 え 割合が低 く，そ れ以外 は 高 い こ とが こ の よ

うな連 鎖不平衡 ブ ロ
ッ ク構造 が で き る理 由 の よ う で あ る．連鎖 不平衡 ブ ロ

ッ ク 構造 は SNP ベ

ア 聞の 連鎖 不平 衡 の 指標 （〆， また は D ’

） など を もとに 統計的 に 決 め られ る （鎌谷 （2007））．

連鎖不平衡 ブ ロ ッ ク内の SNP は比較的少数 の SNP に よ り代表され ，
こ れ を タ グ SNP （tagging

SNP ） と呼 ぶ （Clark　et　a1，（1998））． こ の タグ SNP を選択 す る手法，そ れ らの タグ SNP で 全

染色体 の 何 ％を カ バ ー
で き るか の 推定 な ど に 統計 的手法 が用 い られ る．

5　多型デ ータの 品質管 理 （QC）

　遺伝的関 連解 析 の 基本 デ
ー

タ は個人 の 遣伝子型 デ ー
タ で あ る．従 っ て ，遺伝子型が 正 し く判

定 さ れ る こ と は極 め て 重要で あ る ．しか し膨大 な数 の 遺 伝子型 タ イ ピ ン グ を 行え ば ，あ る 小 さ

な割合 の タ イ ピ ン グ エ ラ
ー

は必 ず 出 る．従 っ て ， 単
一
の 座位 の み を検討 す る場合 は もち ろ ん ，

多数 の 座位 の 検討 で は膨大 な デ ータ が 得 られ る た め 品質管理 （QC ： quality　contro1 ） が 欠 か せ

な い ．実際 の と こ ろ，全 ゲ ノ ム 関連解析 と は タ イ ピ ン グ エ ラ
ー

と の 格闘 で あ る ．更に ， こ れ は

タ イ ピ ン グ エ ラ
ー

と は言え な い が ，欠失 ア レ ル や CNV （copy 　number 　variation ） が あ る と ，
こ

の 座 位 に つ い て は通 常 の SNP 座位 に 関 す る法則 を 当て は め る こ と は で き な い ．従 っ て ， 欠 失

ア レ ル や CNV の 存在 も で き るだ け検 出 して ，通 常 の SNP を用 い た 関連解析か ら除外 す る こ と

が望 ま しい ．一連 の 手法 を用 い て 品質 の 高 い SNP の み を採 用す るが ， そ の 選 択に 用 い られ る

一
連 の 手法を 品質管理 フ ィ ル タ

ーと い う．

　遺 伝子型 測 定 の デ
ー

タ管理 に っ い て は特有 の f法が あ る。そ れ は，遺伝 的デ ータ に つ い て は
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遺伝継承法則が 適用 され るか らで あ る．

　同
一
集団か ら得 ら れ た遺 伝子型 デ ー

タ に つ い て は ， 濃厚な近親婚 ， 分集団化 ， 最近 の 複数の

分集 団 の 混合 な ど，特殊 な場 合を除 き Hardy−Weinbergの 法 則が 適用 され る．Hardy−Weinberg

法則 に従わ な い 遺伝子型 デ
ータ は タイ ピ ン グ エ ラ

ー
の 結果で あ る可能性が あ る．こ の 手法 は タ

イ ピ ン グ エ ラ
ーの 検 出法 と して 極 め て 有効 で あ る が， また 欠失 や CNV を検 出す る方法 と して

も有効で あ る （こ れ らを 更に 敏感 に 検出す る ソ フ トウ ェ ア と して PennCNV が あ る） （Wang 　et

a1．（2007））．多数 の 検体 の 遺伝子型 デ ー
タが Hardy−Weinberg法則 に従 っ て い るか ど うかの 検

定法 に は正 確法 ， 適合度検定 ， 尤度比 検定な ど が あ るが 具体的な 手法 は （鎌谷 （2007），

Wigginton　et　al，（2005）） を参照 して ほ しい 。

　関連 解析全 体 の 問題点 を 把 握す る た め に Hardy −Weinberg 平 衡 テ ス トの QQ−plot（quantile−

quantile　plot）が 有用で あ る． こ れ は期待 さ れ る統計量 （観 察さ れ た統計量 の 順位か ら計算で

き る ） と観察 さ れ た 統計量 の 関係 を示 す，す べ て の SNP の 検定結果 の プ ロ ッ トで あ る ． これ

が g ・＝x の 関係か らず れ た場合は それ を説明す る何 らか の 要因 を考え る必要が あ る． タ イ ピ ン

グェ ラ
ーが多い 場合 ， 集団に構造化が 大きい場合， 多 くの 関連 SNP が あ る場合な ど に QQ −plot

がず れ る．

6　集団の構造化 （層別化） とその 修正

　例え ば ， 米国の よ う に 各人種が混合 した集団で 関連解析を行 う時 に は注意 が 必要 で あ る ．も

と もと異 な っ た入種間の ア レ ル 頻度 は 異 な る の で ，患者群 と対照群が異 な っ た割合 で 各人種 を

含む と問題が 起 き る． 日本人集団 に っ い て は どれ だ け均
一・

とみ なせ る で あ ろ うか．一
般に 日本

人 は比較的均
一で あ る こ と は 想像で きる が，そ の 程度と 関連解析に 与え る影響 ， さ ら に は問題

が あ る場合の 解決法に つ い て は知 っ て お く必要が あ る．

　集団の 構造化の 解析 と， 構造化 を前提 と した 関連解析の 手法 は い くっ か 発表さ れ て い る

（Pritchard　et　al．（2〔｝00）， Nakamura　et　al．（2005））． しか し，極 め て 多数 の SNP と個体を対象と

す る に は適 当 で はな い ．全ゲ ノ ム 関連解析 に お い て 極め て 有効 な 人 口 の 構 造化解析 の 手法 は

geno皿 ic　 contrDl の 概 念 （Devlin　and 　 Roeder （1999）） を用 い る方 法 ， 及 び 「E成 分 分析 と

Multidimensional　scal ｛ng （MDS ） 法で あ る． こ こ で は主 成分分 析 を用 い る方 法 を 紹介 す る．

MDS 法 は PLINK と い うプ ロ グ ラ ム で 実彳
．
」
：

で きる．　 PLINK は MDS 法以 外 に も，　 GWAS の デ ー

タ解析 の さま ざま な 手法を サ ポ ー トして い る （Purcell　et　a1．（2007））．

　多数 の 個 体か ら得 ら れ た 1万 以 上の SNP 遺伝予型 デ
ー

タ を用 い て 主 成分分析 や MDS 法 に

よ りク ラ ス タ リ ン グを行 う と，驚 くほ ど明確 な ク ラ ス タ リ ン グ の 結果 が得 られ る こ とが 多い ．

遺伝以外の 領 域で は こ れ ほ ど明確 な結果が得 られ な い ．そ の 理 由は，前述 の よ うな 確率 の 安定

性に あ る ．遺 伝的 デ ー
タは他 の 分野 と異な っ て確率 が極 めて 安定 して い る た め明確 な結果が得

られ る の で あろ る。主成 分分析 に よ り集団 の 構造 化を 分析す る方法と して EIGENSTRAT と い

う ソ フ ト ウ ェ ア を用 い る 方法が ある （Price　et　a1．（2006））．目的 は個人 の ク ラ ス タ リ ン グ で あ

る．

　主成分分析 は多次元空 闇で ， そ の 直線 へ の 射影 の 分散 が 最大 と な る よ う に 直線を 引 く手法 で

あ る．そ の た め に は ， 多次元 空 間 の 多数 の 点 の 間の 分散共分散行列 を計算す る必要 が あ る．そ

し て ， そ の 行列 の 固有 ベ ク トル を計算す れ ば よ い ．例え ば ， 1000 人か ら 100，000個 の SNP の

遺伝子 型 デ
ー

タが得 られ た とす る ． 1000 人 の 個体 を ク ラ ス タ リ ン グす るた め に， そ れ ぞ れ の

SNP を 次 元 と し 100
，
000次元 空 間 に お け る 1000個 の 点 を考

’
え る ． しか し ， そ の た め に は

100，000× 100
，
000 の 行列 の 共 分散 行列 を計算 す る必 要が あ る． こ れ は そ れ ぞ れ が 1000 個 の 点

を含 む 50億個の 共分散 の 計算が必 要 な こ とを意 味 し，現在 の 計算機で は計算 が困難で あ る．
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発想 を逆 に し，人 を次元 に ，点 を SNP に して 考 え る．1000 次元 の 空間で 100
，
000個 の 点 を想

定 し ，
1000 × 1000 の 共分散行列を 計算 す れ ば よ く， 計算が 冂」能 と と な る． こ の 場合は

， 通常

の 主成分分析 の よ うに ，固有 ベ ク ト ル を 含む 直線 へ の 射影 に よ りク ラ ス タ リ ン グを行 う の で は

な く （そ れ だ と SNP の ク ラ ス タ リ ン グに な る），固 有ベ ク トル の 因子 によ り ク ラ ス タ リ ン グを

行 うの で あ る （こ れ に よ り個人 が ク ラ ス タ リ ン グ さ れ る ）．

　ま た ，
こ れ は構造 化と は少 し異 な るが ，

サ ン プ ル 中に 近縁関係 の 個体 ， ある い は極端 な場合

同
一
個体か ら の サ ン プ ル が 含 ま れて い る 場合 は ，そ れ を平均 IBS （identity　by　state ） （Rioux　et

a1．（2007））， ま た は IBD （identity　by　descent） （Milligan（20e3）） の 惰i定に よ り検出 し ，

一
方

を除外す る こ とが望 ま しい ．

7　関連 解析の 手法

　各 SNP を 単点 と し た 質的形 質 と SNP 座位 と の 関連 の 検定 の 為 に は 三 っ の 遺伝子型 と 二 っ の

表現型 （例え ば疾患 あ り，な し） の 分類に よ る 3× 2 の 偶現表 （contingency 　table）が 基礎に な

る． こ の 表 を用 い た検定 は Cochrane−Armitage検定 （傾 向検定） （Ammitage（1955））， ある い

は 自由度 2 の X2 分布を 用 い た Pearson の 独立性 の 検定が しば しば用 い られ る ．さ ら に こ の 表

を基 に し，2× 2 の 表を作成 し自由度 1 の κ
2
分布を用 い た ，ア レ ル 頻度，優性 モ

ー ド，劣性 モ
ー

ド に よ る検定 も しば しば行わ れ る （鎌谷 （2007））．

　
一一

っ の 研究 で 数十万 も の 検定を 行 うの で ， そ の 結果 の 表示は大変で あ る．P 値の 結果 を第
一

染色体 か ら第 22染 色体 （場 合 に よ っ て は X 染色体 も含め） まで ，短腕か ら長腕方向 に 並 べ て

表示 す る．縦軸 は
一log1。P の 値 の 点 と して 表示 す る こ とが 多い （HaploViewと い うプ ロ グ ラ

ム で 効率的に 表示 で き る） （Barret　et　al．（2005））． こ の よ う な プ ロ
ッ トに 加え

，
　 QQ −plotの 図

を作成 す る こ とが 望ま しい （鎌 谷 （2007），Weir　et　al．（2004）） （図 1）。

　Genomic　control （gc）研 既念 は集団の 構造化な どに よ る統計量の 増大 を調べ るた め に重要で

ある．多 くの SNP の 情報 を 用い て （ほ とん ど の SNP は 表現型 と関連が無 い は ずで あ る）例 え

ば Cochrane −Amlitage検定 に よ り統計量 を計算す る． す べ て の SNP に 関す る統計量 の 分布か

ら帰 無仮説の 下で の 分布 （Cochrane−Annitage 検定の 場 合 は 自由度 ユの κ
2
分布） と比較 し，ど

の 程度 統計量が 膨張す るか の 比 率 （variance 　inflation　factor）を λで 表す （Devlin　and 　 Roeder

（1999））．

8　何十万 もの多重比較 に どう対処す るか

　多重 比較 の 問題 は GWAS で 大 きな 問題で あ る．即 ち，数 10万 もの SNP を用 い て そ れぞ れ

の SNP に つ い て 検定を行え ば ，低い P 値 を示す SNP が 多数 出現 す る ．す べ て の SNP が疾 患

と関連無 ければ （帰 無仮説） P 値 は ［O，
1］の

一
様 分布 に 従 う．従 っ て

， 例え ば 50万個 の SNP

に つ い て 検定 を 行 え ば，P ・
≦0．05 と な る SNP は平 均 0．05× 500，000＝25，000個あ る と考 え られ

る． こ れ が 多重 検定 の 問題で あ る．そ れ を避 け る た め に 最 も厳 し い 補 IL 法 は Bonferroniの 補

lE 法で あ る ． こ れ は 全体 の 有意 水準 （例 え ば，α
＝ 0．05） を検定 の 数で 除 す る方法で あ る ．即

ち，50 万個 の SNP で 単点解析を 行 う場合 は ，

．一
つ の SNP の 有 意水準 を 0．05／500，

000＝10
−7

と

す る 方 法で あ る． しか し， こ の 補 正 法 は個 々 の SNP の 検定 の 棄却域が す べ て 互 い に 排他の 時

の み 正 し い 補正法 で あ る ．す べ て の 検 定が 独立 で あ り ， しか も個 々 の 検定 の 有意 水準 が小 さ い

と き は近似 的に 正 し い 補正法で ある （鎌 谷 （2007））．もし ， 通常 の 関連解析 で 用 い られ る SNP

の 様 に
．
部 に連 鎖不平 衡が 存在す る場合は 検定が 独立で は な く，Bonferroniの 補正 は 過乗1亅に保

守 的 で あ る （有意 で あ る も の を落 とす 傾向が あ る）． こ の よ うな 問題 に い くっ か の 対策 が取 ら

れ て い る．
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図 1　関連解析 の 結果 を示 す P 値 の 分布 （上 ） と期待 さ れ る P 値 の 一log（又 は 統 計 量 ） と観察 され た 値

の 関連 を 示す QQ −plot （下）．

　Benjaminiと Hochbergに よ る false　disc。very 　rate （FDR ）の概念を用 い る手法 もしば しば取

り入れ られ る． こ れ は個 々 の 検定 の 偽陽性 の 確率 を有意水準で調整 する と い う従来の 方法 で は

な く， 陽性 と報告 され た検定 の 中 の 誤 っ て 陽性と報告さ れ る SNP の 割合 を一定 に （例え ば

O．05，0．1な ど）調製す る手法で あ る．詳細 に つ い て は他の 文献を参照 して ほ しい （鎌谷 （2007），

Benjamini　and　Yekutieli（2005））．

　ま た Permutation法 も しば しば 用 い られ る． こ れ は症例 ・対照 の 表現型 を ラ ン ダ ム に 入れ換

え ， そ の よ うに作 成 され た サ ン プ ル に っ い て 多 く の SNP に っ い て 検定 を行 う方法 で あ る，表

現型を ラ ン ダ ム に 入 れ換 え る こ と に よ り表現型 と遺伝的多様性が関連 の 無い （帰無仮説）状態
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が得 られ る． こ の よ うな 状態で 得 られ た最小 P 値 ，あ る い は 最大統計暈 （全 SNP の 中で ） の

分布 か ら帰無仮 説 の ドで の P 値，あ る い は統計量 の 分布を調 べ る ．そ の 上 で
， 観察デ ー

タか

ら得 られ た P 値， あ る い は統計量が ，有意水準 （例え ば α ニ
ーe．05）に 照 ら して 有意か ど うか に

よ り検 定 を行 うの で あ る （鎌谷 （2007），Sladek　et　al．（2007））． しか し， 帰無仮説 に お け る信

頼で き る分布 を得 る た め の
，

シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ り生 成 され る べ きサ ン プ ル の 数が膨大 に な

り，計算 に 時間 が か か る こ と で あ る． こ れを補 うた め，importance　sampling 法 を用 い た RAT

（rapid 　association 　test）法が 発表 されて い る （鎌 谷 （2007），　 Kimmel　and 　Shamir（2006）），

　さ ら に 多重比較 の 補正法 と して Bayes 的手法 もあ る．　 WTCCC の GWAS で は Bayes 法 を用

い ，50万 SNP に つ い て ，数 千 の サ ン プ ル サ イ ズ で 検定 を行 っ た場合，α
＝5 × 107に 設定 して

い る （Wellcome　Trust　Case　Control　Consortium（2007）），

　 こ れ ま で の 検定 で はす べ て 個々 の SNP ご と の 単点解析を 行 っ た場合 の 方法を示 した．そ れ

以外 に も ハ プ ロ タ イ プ を基 礎 に した 色 々 の 検定法が 発表 さ れ て い る が，標準的な 方法 は定 ま っ

て い な い （鎌谷 （2007）， Epstein　and 　Satten（2003），
Furihata　et　al．（2006），

Sh三bata　et　aL （2004））．

　 また，複数の 遺伝 子 に存在す る SNP の 相彑作用を仮定 した検定 法 も発表 されて い る （Hahn

et　a1，（2003），
Zhang 　and 　Lin （2007））． しか し ， こ れ に っ い て も標準的な方法は 確定 し て い な い ．

　 こ れ らの 複雑な解析法 の 慓準 化が こ れか ら重要に な る で あろ う．

9　再確認 研究 とメ タ解析

　初期 の 遺伝的関連研究 で は ，統計解析 に よ り抽 出 され た 遺伝 了の 産物 で あ る蛋 白質 の レ ベ ル

で ， 疾患 と関連の あ る分 了的証 拠が 発見 され る こ とが望 ま し い と考 え られ て い た． しか し，慢

性疾患 の 場合 ， 何十年 もか け て 疾患が 発生す る の で あ る．それ を短時間の 試験管内 の 実験で 再

現 で き る の は困難か も しれ な い ．最近で は，最 初の サ ン プ ル とは独立 の サ ン プ ル で 統計 的検定

結果が再確認 され る こ と の 方が重要で あ る と 考え られ るよ う に な っ た．今や，遺伝的関連研究

の 世界 は統 計学 者の 洗練 された 解析手法無 くて は不可能 な 時代 に 入 っ て きた，

　ま た，複数 の 研究に よ る統計的証拠を統合す る メ タ解析に よ る検討 も重要視され て い る ．そ

の よ うな再確認研究 で は必 ず しも最初の 研究 の 結果が 再現 され る とは限 らな い， しか し ， 注意

深 く十分 の サ イ ズ の サ ン プ ル を用 い て 行 われた GWAS の 結 果 は再現 され る こ と も多 い こ とが

わ か っ て きた．人種を超え て ， 例え ば ， 自人 と 口本人 で 同 じ遺伝子 の 同じ ア レ ル が リス ク とな っ

て い る こ と もあれ ば，口本人だ け，あ る い は 自人だ けで 関連 が証 明され る こ と もあ る．

　 こ の よ う に最 初 に 得 られ た 遺伝 的多様性 と表現型 と の 関連 を ， 独立 の サ ン プ ル で 可確認 す る

こ とは ， そ れ を 臨床応用す る た め の 重要 な 条件で ある ． こ の よ う な ス テ ッ プ は clinical　validity

（臨床 的妥 当性） を 確認 す る不可欠 の 過 程 と して 推奨され て い る．

10　表現型 の 予測 シ ス テ ム

　近年 ，GWAS が 大規 模に 行 わ れ るよ う に な り，信頼で きる結果が か な り蓄積され て きた．

一般 的に 自己免疫疾患 な どで は オ ッ ズ 比 の か な り高 い
， 即 ち効果 ザ イ ズ の 大 き な遺 伝子 が抽出

され る こ とが 多 い ．ま た，別 の 自己免疫疾患 の 聞で 関連遺伝子 を共有す る こ と も多 い ， しか し，

糖尿病 や高血圧症 な ど の 頻度 の 高い 疾患 で は 個々 の 関連遺伝子 の 効果サ イ ズ は それ ほ ど高 くな

い こ とが 多 い ．以 前か ら予測 さ れ て い た 通 り，頻度 の 低 い 変異 ほ ど効果サ イ ズ が大 き い こ とが

多 く，頻 度の 高い 変異 ほ ど効果 サ イ ズ が 小 さ い こ とが 多 い ．効果 サ イズが 低い か ら と い っ て 重

要で な い わ けで は な い ．そ れ ら の 遺伝 予は頻度が高 い 傾向が あ り ， 集団全体 に 与え る影響は 高

い 傾 向が あ るか らで ある ．そ の 因子 が集団 全体 の 特 定の 疾 患 に寄与 して い る割合を population

attributable 　risk （PAR ）　と い う．
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　多 くの 頻度 の 高 い 疾患に つ い て ，GWAS に よ り次 々 に 遺伝 的原 因が解 明 され て い くで あ ろ

う．ま た薬の 反応性に つ い て も関係す る多型が 発見され るで あろ う．そ れ らを用 い て 表現型 を

予測す る シ ス テ ム を構築で き る で あ ろ うか ．

　多 くの 予測 は 質的形質 に 対 して の もの で ある．例え ば，糖尿病 に な る か ど うか ，特定の 薬 が

効 くか ど うか の f測で あ る． メ ン デ ル 型 の 遺伝病で は特定 の 遺伝予が 表現型 を決め る． しか し，

般 の 複雑 な形質 で は 遺伝子 は表現型 を取 る確率 を変 化さ せ る に 過 ぎな い ．遺伝子や 環境要 因

と質的表現型 の 関係に つ い て は Fisher の 提唱 した
一

般化線形 モ デ ル が しば しば用 い られ る．

即 ち，特定 の 座位 の 遺 伝子型 を数 値化 し遺伝 子型値 とい う変数 に す る， また環境要 因 も変数

（環境値） に し て ， そ れ らを線形結合 した変数 が疾患に な りやす さ （liability） を決め る と考え

る，Liabilityの 値 と ， 疾患 に な る確率 と の 関係 は ， 例え ば正規分布の 累積分布 関数を 考え る．

　最近 で は，liabilityの 値 と，疾 患 に な る確率 と の 関係 を ロ ジ ス テ ィ ッ ク モ デ ル で 解析 す る こ

とが 多い ．即 ち ， 個人が疾患に な るか な らな い か の オ ッ ズ の 対数 （ロ ジ ッ ト関数 ）が遺伝 了型

f直や環 境値 （あ る い は姓別や年齢な ど の 共変数）の 線形結合で 表 され ると考え ， 多 くの 患者や

対照群か ら得た デ
ー

タを用 い て ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回帰分析を行 う の で あ る．得 られ た推定係数 を

用 い て ， 新た な個人 の 疾患 に な りや す さ （liability）を計算で きる．　 Liabilityが特定の 閾値を超

え れ ば疾患，超え な ければ疾患 と予測す る．こ の 予測法 は閾値 を変化 させ る こ とで 変わ る．閾

値を変化させ 感度 ， 特異度の 変化を ：次元 グ ラ フ で 表 した もの が ROC 曲線で あ る，　 ROC 曲線

の ドの 面積 （AUC ） が大 きい ほ ど良 い 診断法 と結論 で きる．

　 こ こ で ，複数 の 遺伝 子型 の デ ータ を変数 と して 取 り扱 う場合に 注意が 必要で ある．ハ ーデ ィ
ー ・

ワ イ ン バ ー
ク平衡 を仮定すれ ば ， 異 な っ た染色体上 の 多型 は必 ず独立 で あ り，同 じ染色体上 の

多型 は連鎖不平衡 の 程度 に 応 じて 関連 す る．解析上，優先す る の はそ れ らの 遺伝法則で あ り，

統計的モ デ ル に よ る結論で はな い ． こ の あ た りも遺伝的デ
ー

タ を取 り扱 うた め に は重要な要素

で あ る．

　 こ れ らの 表現型 予測 モ デ ル に つ い て は，予 測精度を示す指標を考慮す る必要が あ る．例え ば，

感度 ， 特異度 ， 陽性的 中率，陰性的中率を精度良 く推定 した り ， ROC 曲線を描 い て AUC （area

under 　the　curve ） を 計算す る必 要が あ る．そ の よ うな解析 に よ り，
こ の モ デ ル を臨床に 用い る

こ と の 是非を判断す る必 要が あ る。 こ の ス テ ッ プ は clinical 　utility （臨床的有用性） の 判断 と し

て 重 要な ス テ ッ プ と考え られて い る，
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