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Thesis

背　景

　ヒト疾患の多くの発症に，何らかの遺伝因子が関
与していると考えられている．ヒトの遺伝子総数は
約 22000と推定されているが 1)，疾患との関連が示さ
れている遺伝子は2000に過ぎない 2)．疾患遺伝子解析
は，疾患を有する大家系が使用可能な稀少疾患には
連鎖解析，よくある疾患（common disease）には全ゲ
ノム関連解析が使用される．前者は疾患遺伝子頻度が
高い疾患，浸透率が低い疾患，高齢で発症する疾患
には効率が悪い．後者は疾患遺伝子頻度が単塩基多型
(SNP)のマイナーアレル頻度より低い疾患（1％以下）
には効率が悪い．そのため，両法の適応が難しい疾患
は数多ある．疾患遺伝子の同定は，疾患原因の同定や
治療法開発に直接結びつく情報であるため，そのよう
な疾患に対して適応可能な疾患遺伝子同定法の開発
は重要である．
　Homozygosity mapping3)は，近親婚家系DNAサン
プルを用いて常染色体劣性遺伝疾患の疾患責任遺伝
子を同定する手法であり，いままで数多の成功を収め
て来た 4,5)．同手法は近親婚家系患者を用い，染色体上
の多型マーカーがホモ接合となる領域（homozygous 
segment:HS）を自己接合性断片（autozygous segment:
AS）6)の候補と考え，劣性遺伝疾患の責任遺伝子がAS

中に存在するとして遺伝子同定を行なう．同手法を適
応するためには，患者の両親に共通先祖が存在する，
すなわち患者両親が近親婚であることを家族歴から
確認する必要がある 3)．しかしながら，家族歴にはし
ばしば誤りがあり，また数代先の縁戚関係は忘れら
れてしまうことも多く，家族歴での検索には限界が
ある．近親婚の影響は，ASとして具現化されるため，
感度，特異度の明確なAS同定法を確立すれば，各個
人の近親婚の影響を客観的に評価でき，家族歴に関わ
らずHomozygosity mappingを適応できるはずである．
現在，HSのいずれをASと判断するかの判定は各研究
者が独自の指標で行なっており 7-9) 確立された客観的
な基準がない．
　本研究では，全ゲノムレベルのSNP遺伝型データを
用いて施行するための，偽陽性，偽陰性量の推定可能
なAS同定アルゴリズムを作成した．そして，常染色
体劣性遺伝疾患であるα1アンチトリプシン欠損症 6
症例（近親婚家系からの症例 4例，近親婚のない症例 2
例）のデータを用い，homozygosity mappingの拡張と
しての本アルゴリズムの使用法と応用とを検討した．

材料と方法

染色体交叉モデル
　本論文では，染色体交叉モデルとしてHaldaneの
Poisson過程モデル 10)を使用し，全ての計算をこの
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モデルに基づいて行った．このモデルは，1 cM遺伝
距離がある場合，1回の減数分裂で1％の確率でその
領域で交叉が起こるとする古典的なモデルである．
このモデルを用いた場合，交叉間の距離は指数分布
に従い，交叉の数はPoisson分布に従う．GeneChip 
Human Mapping 100K SetおよびGeneChips Mapping 
500K Array Set (Affymetrix社 ) で使用されているSNP
の染色体上での位置，相互の遺伝距離などのデータ
は，GeneChip annotation files (100 Kは 6/15/2006版，
500 Kは11/28/2007版 : Affymetrixのウェブサイトから
入手 )に記載されているものを使用した．このファイ
ルに記載の各SNPの各染色体単腕断端からの遺伝距離
は，deCODE genetics発表の，両性の平均データ 11)か
ら補間計算したものである．
自己接合性断片（autozygosity segment:AS）と近交係数
　近親婚家系では家系図に環が存在する．この環の弧
の両側を伝わって，両親の共通先祖（父親側でm世代
前，母親側でn世代前）の一本の染色体由来の断片（同
祖断片：segment identical by descent, IBD）が，特定
の個人でホモ接合になる（図 1），このホモ接合部分が
ASである．AS上に劣性疾患遺伝子がある場合，疾患
遺伝子はホモ接合となり遺伝疾患が発症する可能性
がある．近交係数 (inbreeding coefficient) Fは，個人の
一対のアレルが祖先の単一の染色体に由来する確率で
ある．よってFは，
F＝全てのASの遺伝長の合計/全常染色体の遺伝長の合計
で計算できる． 
ASの長さ
　被検者が共通先祖から父系をたどってm代目，母
系をたどってn代目の場合（図 1），HaldaneのPoisson 
modelを用い，染色体を無限長とすると， ASの長さは

(式 1)
の指数分布に従う．染色体長は有限なので，実際の
値は式 1よりわずかに異なるが，通常の解析ではAS 
cutoffは染色体長より十分に短いので，式1を使用して
近似する．
RHS(ホモ接合 SNP連続領域：run of homozygous 
SNPs)，偽陰性，A型偽陽性，B型偽陽性
　RHSをSNPが連続してホモ接合であり，遺伝長が閾
値 (RHS cutoff)以上の長さの領域と定義する．ASでは
SNPは全てホモ接合となるため，RHSはASを同定する
手がかりとなる．ここで我々は3種の過誤を定義する 
(図 2)．偽陰性：ASにも関わらず，RHSに含まれてい
ないもの．A型偽陽性：RHSでASを含んでいないもの．
B型偽陽性：RHSと，それが包含するASとの間隙．こ
れらの3種の過誤は，以下のように計算できる．
(i) 偽陰性の全AS長に対する割合 (Rfalse negatives)
　式1より ASカットオフ値cに対するRFalse negativesは

 で与えられる．
(ii) A型偽陽性の，全常染色体領域に対する割合 
(RType A false positives)
　NSNPを型決定を行いえた全 SNP数とし，Pnと　nをn
番目のSNPのメジャーアレルとマイナーアレルの存在
比率とする．メジャーアレルとマイナーアレルの平均
存在比率 (Fmajor allele) および(Fminorr allele) は

そして遺伝子型が不一致なSNPの数 (NheterozygousSNP) は，
概算

となる．ヘテロ接合SNP間の距離は，NSNPが大きいと，
ハプロタイプブロックや染色体各領域のSNP頻度の
違いの影響を受ける可能性がある．この影響は，患者
と同様の遺伝背景を有する健常対照者を用い，染色体
の各部分がRHSを有する頻度を用いて補正することで
軽減できると考えられる（後述）．よって，ここではハ
プロタイプブロックの影響を考えない場合の計算を行
なう．ヘテロ接合 SNPが，全染色体にランダムに分布
していると仮定すると，Lautosomeを常染色体の全遺伝長
として，2つのヘテロ接合 SNP間の距離は，確率密度
関数

の指数関数に従う．よって，カットオフ値cについて，

となる．
(iii) B型偽陽性の，全常染色体長に対する割合
(RType B false positives)
　ASを含むRHSは，両端にそれぞれ平均カットオフ
値 /2の長さのB型偽陽性を有する．ASを含むRHSと
ASを含まないRHS(すなわちA型偽陽性 )を区別する
ことは不可能である．よって，我々は全てのRHSは
ASを含むとしてRType B false positivesを計算した．この場合，
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RType B fasle positivesの値は過大評価となるが，適切なRHS
カットオフ値を決定するためには過大評価の方が過小
評価よりも適切であると考えた．
被験者
　常染色体劣性遺伝疾患であるSiiyama型α1アンチト

リプシン欠損症 12)患者，および健常対照者のDNAサン
プルは，順天堂大学倫理委員会によって承認された手
順に基づきインフォームドコンセントを取得した後
に，被験者の末梢血を採取し，精製した．患者 1から
患者 6は，いずれも親戚関係がない．また居住地区も

図 1. 近親婚と自己接合性断片 (AS)．近親婚家系で見られる家系内の環を太線
で示す．疾患遺伝子を有する祖先の単一染色体の一部分がホモ接合となったも
のが ASである．

図 2. 偽陰性，A型偽陽性，B型偽陽性．（A）ホモ接合 SNP連続領域（RHS）の検出． 
RHSはカットオフ値より長い遺伝長を有する．（B）RHSと ASの関係．ASを濃
い灰色で，RHSを薄い灰色で示す．3種の過誤を定義している．
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日本の中で異なっている．患者 1から患者 4までは両
親がいとこ同士の近親婚である．患者 5と患者 6では，
家族歴から近親婚は認められなかった．GeneChip 
Mapping 500K Array Setを用いて解析した，互いに親
戚関係にない日本人 45名のデータは，Affymetrix社の
ウェブサイトより入手した
（http://www.af fymetrix.com/suppor t/downloads/
data/500K_HapMap270_DM.zip）．
SNP 型の決定
　α1アンチトリプシン欠損症患者の全ゲノムレベル
のSNP型の決定は，GeneChip Human Mapping 100K 
Setを使用して行った．以前の解析によりconfidence 
value 0.02以下の測定値は信頼性が高いと考えら
れたため 13)，confidence value が0.02以下のSNP解析
データのみを使用して以後のデータ解析を行った．
一般対照群を用いた解析
　RHSを共有する被験者の数を「α1アンチトリプシン
欠損症患者群」と「健常対照者群」とで比較した．ここ
ではx1をRHSを共有する「α1アンチトリプシン欠損症
患者群」被験者数，x2をRHSを共有する「健常対照者群」
被験者数

とした場合，

が標準正規分布に従うものとしてP値を計算した．P
値は，

で算出した．
モンテカルロ法解析
　患者より，両親の共通先祖までの世代数（m，n）が
m＋ n＝ 4からm＋ n＝ 20の範囲について，常染色
体上に出現するASの平均長と平均個数，出現したAS
の最大長の分布とそれから算出した最大長の95％存
在区間（片側）を，モンテカルロ法を用いた数値計算
により算出した．そこでは，ASがいずれかの常染色
体上に出現する事象が500000回に達するまで試行を
繰り返した．モンテカルロ法に使用した疑似乱数は
Mersenne Twister法で発生させた 14)．各常染色体の遺
伝長は，Affymetrix社のannotation fileに記載された値
を使用した．

コンピュータプログラム
　プログラムはANSI標準C言語で作成した．プログ
ラムはGNU C compilerでコンパイルし，MacOS X（Ver. 
10.5.2）を搭載したMacBookPro（CPU: 2.16 GHz Intel 
Core Duo, 2 GB RAM）上で走らせた．

結　果

1．α1アンチトリプシン欠損症患者の解析
RHS cutoff 値の設定
　まず解析を開始する前に，RHS cutoff値を0.1 cMよ
り0.1 cM刻みに変化させ，全常染色体長に対する偽陰
性，A型偽陽性，B型偽陽性の割合を計算した（図 3）．
そして，これらの過誤の影響が最小となるRHS cutoff
値を以後の解析に使用した．本研究では少なくとも4
名の患者がいとこ婚両親の子供である（m＋ n＝ 6）．
できるだけ偽陽性を押さえながらしかも偽陰性が少な
くなる値として，2 cMをRHS cutoffとした．
各患者のRHS，および複数の患者で共有されている
RHSの計算
　RHS cutoff値 2.0 cMを用いて各患者のRHSを求めた
（図 4）．家族歴から近親婚が明らかな患者 1-4（図 4a-d）
と近親婚が明確でない患者 5-6（図 4e, 4f）に分けて示
してある．患者 4a-dでは長いRHSが認められ，近親婚
の影響が明確である（RHSの長さと近親婚に関しては
後述）．いとこ婚両親の子供ではm＋n＝6であるため，
図 4a-dには， A型偽陽性 0.000，B型偽陽性 0.002，偽陰
性 0.007（図 3参照）で，いとこ婚が原因であるASを推
定した領域が示されていることになる．しかし，全て
の領域がいとこ婚が原因で生じているか否かは不明で
ある．なぜならば患者両親は，その祖父母以外にも，
より昔の世代に共通先祖を有している可能性があるか
らである．

図 3. 偽陰性，A型偽陽性，B型偽陽性の割合．各 RHS値
での偽陰性，A型偽陽性，B型偽陽性．
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ASに関する計算
　図 4で得られたデータからさまざまな推定を行な
うために，ASに関するいくつかの性質を検索した．偽
陰性，A型偽陽性，B型偽陽性の定義（図2）より，短い
ASはそれらの影響を受けやすいが，長いASは受けに
くいことが分かる．よって， 22対の常染色体上で最長
のRHSは，最長のASに対応している可能性が高い． 
m＋ nの値を変え，ASの最大値がどのような分布を
取るかをモンテカルロ法で計算した（表 1）．この分布
を用いれば，RHSの最大長から共通先祖までの距離
（m＋ n）を区間推定できる．また，2名（1対）の共通先
祖由来のASが常染色体上に存在する個数の分布も計
算し，共通先祖人数の目安が得られるようにした．
　図 4で示した6名の患者の各種計算値を表 2に示す．
両親がいとこ婚の場合のFの理論値は0.0625(1/16)で

あるが，計算される推定値は全員がこれより高い．患
者 5，6では，共通先祖までの世代数が不明なため，
RHSの最大長を用いて，両親の最も近い共通先祖ま
での世代数の片側区間推定を行なった．95％の確率
で，この両者の共通先祖はm＋n≥ 8（両親ははとこか，
またはそれより遠い関係にある）である．表 1より，
m＋n≥ 8ではAS数は共通先祖1ペアあたり平均9個未
満であるが，図 4e-fに見られるRHSの数はこれより遥
かに多い．患者 5，6の両親にはm＋ n≥ 8の複数ペア
の共通先祖がいると考えられる．
複数患者でのAS 共通領域
　Homozygosity mappingでは複数患者に共通のAS領
域（AS領域の積集合）に疾患遺伝子が存在すると考
える．図 4で得られたASを用いて，α1アンチトリプ
シン遺伝子の同定が行なえるか検討した．

図 4. AS同定．Siiyama型α1アンチトリプシン欠損症各患者の AS．ASは黒で，他の常染色体
領域は灰色で示してある．各図の横の番号は染色体番号である．
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　患者 1と2（図 5A）の2名だけでも，共通領域はかな
り狭いものとなる． 1-3（図 5B），患者 1-4（図 5C:両
親がいとこ婚の患者全て）と共通領域は徐々に減少
する．患者 1-6（図 5D全患者）のAS共通領域の合計は
合計 24.5 cM．矢印で示した2.7 cMの領域にα1アンチ
トリプシン遺伝子が存在する．この領域は遺伝子重複
によって生じたと思われるα1アンチトリプシン遺伝
子類似遺伝子のクラスターがあり，22の遺伝子を含ん
でいた（表3）．

　本手法を用いての疾患遺伝子同定には，いくつかの
欠点がある．（1）図3に示したように，本手法では偽陰
性は0ではなく，わずかだが検出できないASもある．
その場合，積集合を求める方法では，疾患遺伝子を含
むASを除外してしまう可能性がある．（2）図 5Dに示
したように，AS共通領域は他にも存在する．特にテ
ロメア付近に数多く認められ，これらはSNP array上
のSNPの位置やホモ接合頻度の不均一さが原因となっ
ている可能性が考えられる．（3）最終的に得られたAS

表 1. 各m＋ n値における ASの統計量

表 2. α 1アンチトリプシン患者情報
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の共通領域（図 5D）でも22の遺伝子を含んでおり，こ
れらの遺伝子は個別に検索しなければならない．（3）
は本手法ではこれ以上改善できないが，（1），（2）の問
題は，健常対象者のSNPデータを用いて軽減できる可
能性がある．
コントロールを用いたAS 共通領域
　前記（1）の影響を軽減するため， ASの積集合の代わ
りに，ASの累積頻度を使用した（図 6A）．この手法な
らば累積頻度が最も高い領域が最も疾患遺伝子の存在
する可能性が高く，また偽陰性は問題となりにくい．
（2）は，健常対象者 31名のSNP型データとの比較を行
なうことで軽減した．染色体を，検索した全てのSNP
で区切られる小領域の集団と考え，各領域に関し，患
者および健常対象者がASを持つ比率を計算し，両者
の差を− log10P値を用いて表した（図 6B）．これにより
バックグラウンドが減少した．α1アンチトリプシン
遺伝子を含む領域（図 5D矢印と同一）は最も− log10P
値の高い領域だった．
集団の近交係数とhomozygosity mapping
　α1アンチトリプシン欠損症の解析結果は，家族歴
から近親婚が明確でないサンプルにも本手法を適応で
きる可能性を示している．単純なモデルとして，遺伝
子異常が疾患Aを引き起こす遺伝子aを考える．aの変

異遺伝子a’がホモ接合となると浸透率pで疾患が発症
する．a’の遺伝子異常頻度をm，集団構成員の平均の
近交係数をFとすると，
　近親婚が原因で疾患Aが起こる確率P（inbreeding）
　　＝a’がAS内にある確率 
　　＝m×F×p
近親婚と無関係に疾患Aが起こる確率は，
　P（by chance）＝m×m×p
であるから，両者の比は
　P（inbreeding）/P（by chance）＝F/m
これは，目的とする疾患の集団内の遺伝子頻度よりF
が大きければ，半数以上の症例でAS中にaが存在する
ことを示している．
　集団の平均近交係数を推定するには，適切なRHS 
cutoffで各個人のRHS長を求め，その平均を取るのが1
つの方法であろう．Affymetrix社が提供している日本
人 45名の500k SNP解析結果を用いて，RHS長の平均
を求めてみた．図 2と同様に偽陰性，A型偽陽性，B型
偽陽性のグラフを作成する．偽陽性を出来るだけ少な
くするため，RHS cutoffを2.0 cM（A型偽陽性 0.0000，
B型偽陽性 0.0000）で計算すると，RHS長 /全常染色
体長の平均値は0.032となる．集団内の疾患遺伝子頻
度がこの値以下の疾患は，浸透率に関わらず，本法を

図 5. 疾患遺伝子解析．複数の患者の ASの積集合を示す．矢印の部分にα1アンチトリプシン
遺伝子が存在する．
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図 6. 累積頻度を用いた解析と，健常対照者との比較による解析．（A）ASの累積頻度，（B）健常対照者との
比較による P値．矢印の部分にα1アンチトリプシン遺伝子が存在する．

表 3. 図 4D候補領域に存在する遺伝子

α1アンチトリプシン欠損症は，SERPINA1の変異によって起こることが分かっている．
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適応してみる価値があろう．m＝0.032，F＝0.032の場
合，患者，健常対象者各 30例 , 患者，健常対象者各 60
例の解析で，aの場所にそれぞれ− log10P値が4.4，8.2
のpeakが期待できる．

考　察

　Homozygosity mappingは強力な疾患遺伝子同定手
法であるが，家族歴から近親婚が明確にできる症例は
限られている．近親婚の家族歴の明確でない症例にも
適応を広げることができれば，その応用範囲は広いも
のとなる．
　Homozygosity mappingでは，多型マーカーが全て
ホモ接合になる領域を検索する．しかし，ある領域が
autozygosity segmentであるか否かの検討は，統計的
手法を取る以外はない．本稿のように偽陽性，偽陰性
を計算できる定義を使用すれば，客観的な判断が可能
となる．高密度 SNP  arrayを用いることで，古い近親
婚の痕跡も捉えることが可能となる．
　ASでは，全ての遺伝子異常がホモ接合となる．AS
に劣性遺伝疾患遺伝子が存在すれば，その疾患が発症
する可能性がある．よって，図 3のように個人のRHS
を描出し，RHS中に存在する遺伝子を列挙すること
により，各個人がかかる可能性が高い劣性遺伝疾患の
リストが作成できることになる．このリストは疾患遺
伝子が偶然にホモ接合となる場合は考慮されていない
が，個人の疾患罹患傾向を考慮する上で有用なものと
なろう．
　AS長を用いて計算した日本人の近交係数は0.032で
あった．A型偽陽性，B型偽陽性が小さくなるように
RHS cutoffを大きめに取ったが，それでもSNPのアレ
ル頻度，染色体上の不均一が原因となって偽陽性が
生じているのかもしれない．しかしながら，近交係数
の計算は，家系図を用いて行なったものが多く，実際
の近交係数は家系図から計算されるものよりかなり
高いのかもしれない．近親婚が多いアラブの近交係数
は同程度の高いものがある 15)．日本も近年まで近親婚
は普通の結婚形態であった 16)．集団の個体数が限られ
ている場合は必然的に近親婚が生じ，集団構成員の平
均近交係数は上昇する．世代 kでの集団の有効な個体
数がNkの時，近交係数を計算する漸化式

17)

を用いて計算すると，Nkが300，20世代で近交係数は
0.03となる．Nkは実際の個体数よりかなり少なくなる
ことが多いため，ほぼ400年，人の移動の少ない社会
的背景を有した日本の歴史を考えれば，集団の近交係
数は0.03程度になっても良いかもしれない．より多く
のSNPの遺伝型測定，また，近年現実化して来ている

全ゲノムシークエンスを用いれば，より正確な推定値
が得られると思われる．
　多くの国は，政治的，地理的に人々の動きを制限
してきた歴史を有している．また，近親婚の多い地方
は現在でも多数ある．特に近交係数の高い集団におい
て，その集団で他集団より多く認められる疾患を標的
にすることで，本論文で示したHomozygosity mapping
の拡張法は，疾患遺伝子同定の有力な方法となると思
われる．
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