
はじめに

ゲノム情報の個人差を手がかりとして個々の患者に最
適な治療法を提供する「オーダーメイド医療」を実現す
るために，現在様々な試みがなされている．ゲフィチニ

ブなどの抗癌剤の投与前に，あらかじめ重篤な副作用と
関連する遺伝子や治療効果を規定する遺伝子が同定でき
れば，重篤な副作用の事前の回避や抗癌剤が有効となる
患者を特定する事が可能となる．さらに，個々の患者の
体質に応じた投薬量の決定や最適薬剤の選定などの次世
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要旨━━目的．抗癌剤に対する副作用関連遺伝子探索のための一塩基多型（SNP）を用いたアソシエーション解析を
考察し，統計学的検出力の高い方法を検討する．方法．主要なハプロタイプの数を考慮し，SNP単位での解析手法とハ
プロタイプ単位での解析手法の比較検討を行う．さらにハプロタイプブロックを考察する事により，ハプロタイプの数
とアソシエーション解析における統計学的検出力との関係を調べる．結果．主要なハプロタイプの種類が 2種類の場
合は SNP単独の解析でも信頼性の高い結果を得られるが，主要なハプロタイプが 3種類以上の場合は重要な関連遺伝
子を見逃す可能性がある．副作用関連遺伝子の探索のためのアソシエーション解析で検出力を高めるためには，ハプロ
タイプブロックの適切な同定と，ハプロタイプの論理和モデルの利用が重要である．結論．抗癌剤の治療効果や副作
用に関連する遺伝子やマーカーの探索のための SNPを用いたアソシエーション解析における注意点と統計的検出力
の高い解析法を提示した．（肺癌．2006;46:253-258）
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ABSTRACT ━━ Objective. We discuss methodologies using SNPs to search for genes related with adverse effects of
anticancer drugs and introduce statistical methods which have high statistical power . Method . We compared
haplotype-based methods and separate-SNP-based methods according to the number of major haplotypes. Further-
more we examined relationships of the number of haplotypes and statistical power of association study by considering
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Figure 1. SNPs and Haplotypes.

代個別化医療や，医薬品を開発するゲノム創薬にも重要
な役割を果たすものと期待されている．
癌研究会ゲノムセンターでは，癌患者の遺伝学的体質

診断に向けた研究として，化学療法剤に対する薬剤感受
性に関連する遺伝子の探索・同定を試みている．その方
法は一塩基多型（SNP）を用いる候補遺伝子アプローチで
あり，各患者に対して副作用と関連すると思われる 507
遺伝子，計 3144 個の SNPを調べている．抗癌剤投与後の
各患者の副作用の有無と，事前に調べた SNP情報を結び
つける事により，副作用と相関の高い遺伝子を探索し，
これらの情報を基に患者毎の副作用予測システムや治療
効果予測システム，薬剤選択システムの構築を目指して
いる．
本報告では，抗癌剤の治療効果や副作用に関連する遺

伝子やマーカーの探索のための解析手法を検討し，アソ
シエーション解析において統計学的に検出力の高い手法
について検討する．

ゲノム多様性と副作用関連遺伝子探索アプローチ

ヒトの一塩基多型である SNPは，ゲノム中の塩基が 1
つ異なる遺伝子多型であり，1000 個の塩基中 1個の割
合，30 億塩基対に 300 万個も存在すると報告されてい
る．1 SNPは，病気の易罹患性，薬効や副作用の現れ方な
どといった個人の体質の違いに影響を及ぼすものと考え
られており，さらに表現型の原因変異のマーカーとして
も有用である．ヒトの SNPのデータベースについては世
界的には dbSNPが有名であり，日本人の SNPに関して
は遺伝子コード領域とその近傍の SNPs を主な対象とし
た JSNPがあり，日本人 SNPデータベースとして重要な
基盤情報として利用されている．また，国際ハップマッ
ププロジェクトでは欧州人，アジア人，アフリカ人につ
いてのハプロタイプ地図作成が目標とされ，合計 60 万
SNPが解析の対象となっている．
多型の種類が豊富なマイクロサテライトと異なり，

SNPは通常，メジャーとマイナーの 2種類のアレルを有
す．特に医学的に興味ある SNPは遺伝子領域上（exon）
にある塩基の変異がアミノ酸のコードを変える cSNP
（coding SNP）である．実際の SNPのタイピングはイン
ベーダー法などにより行われ，2 インベーダー法から得
られたデータを基に各個体の SNPのアレルを統計学的
に自動判定する方法も開発されている．3

疾患関連遺伝子や薬剤感受性遺伝子を探索するアプ
ローチとして，マーカーとしての SNPを全染色体領域に
亘ってほぼ等間隔あるいは遺伝子の領域を中心に配置し
て調べるゲノムワイドアプローチと，表現型のメカニズ
ムに関連する機能を持つと予想される遺伝子に絞って調
べる候補遺伝子アプローチがある．4 ゲノムワイドアプ
ローチでは未知の遺伝子を探索する事が可能であるが，
全ゲノムを網羅するためには数十万個の非常に多数の
SNPをタイピングして関連解析を行う必要がある．一
方，候補遺伝子アプローチでは，疾患の発症メカニズム
に関連する機能を持つと予想される遺伝子を候補遺伝子
とし，それらの遺伝子についてアミノ酸置換あるいは遺
伝子発現に変化を及ぼすと推測される SNPを検索し患
者の表現型との相関を解析する．未知のメカニズムとの
関連は探索不可能であるが，コストを控え重要な遺伝子
を検討する事ができる．現在，癌研ゲノムセンターでは，
癌関連遺伝子として，薬物動態（146 遺伝子）, DNA損傷
修復（151），アポトーシス（63），細胞周期制御（31），
血管新生（11），炎症（105）の計 507 遺伝子について 3144
個の SNPを調べている．
ゲノムワイドと候補遺伝子のどちらのアプローチにお

いても，疫学的手法としてのアソシエーション解析を
個々の SNPとハプロタイプに対して行い，研究対象の表
現型と患者のジェノタイプとの関連性を統計学的に評価
する．ハプロタイプとは，父または母から由来する 1本
の配偶子上で比較的近隣に存在する遺伝子変異の組合せ
の事であり，従って各個体は父母由来の 2種類のハプロ
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Figure 2. Example of SNPs for inadequate markers.

In case of three haplotypes or more, SNP1 may not be able 

to identify the causal variant. We can identify the causal 

variant using  haplotype 1.

タイプを有し，その組み合わせをディプロタイプと呼ぶ
（Figure 1）． ハプロタイプ内に k個の SNPがある場合，
理論的には 2k 個のタイプが存在するが，実際には主要な
ハプロタイプの種類は種々の民族においても 2から 6種
程度と報告されている．次節でハプロタイプを用いた解
析の重要性を示す．

副作用関連遺伝子探索法における問題点

1．単独SNPとハプロタイプに基づく解析の比較

原因と考えられる要因としての遺伝変異と臨床結果と
の関連性を統計学的に評価するにはアソシエーション解
析が一般的に用いられている．SNPごとのアソシエー
ション解析では，特定のジェノタイプに対応して特定の
表現型が出現しているかどうかを調べる．関連が無けれ
ば，どのジェノタイプでも表現型の出現頻度はほぼ同じ
程度となる．従ってジェノタイプ間での副作用出現頻度
に差がない事を帰無仮説として独立性の検定を行う．1
つの SNPに対しては，患者が取り得るジェノタイプは 2
通りのホモ接合体と 1通りのヘテロ接合体の計 3種類で
ある．例えば，GとAを持つ SNPの場合，GGまたはAA
のホモとGAのヘテロである．また副作用などの表現型
を表すカテゴリーは 2値の場合が多く用いられ，従って
1つの SNPに対して 2×3の分割表が作製される．GG
かAAのどちらか片方のホモとGAのヘテロデータを
合わせた表現型頻度と，もう片方のホモの表現型頻度と
を比較すれば，SNPが優性か劣性に働いていることが調
べられる．さらに患者数の 2倍の数となるアレルを基に
2×2の分割表も構成できる．いずれの場合も独立性の検
定を行い，有意確率 p値を算出して評価を行なう．また

ハーディーワインベルグ平衡の検定4はアレル型測定の
誤りのチェックにも用いられている．
SNPのゲノム上の位置が近い場合，2つの SNPの分割

表が非常に似た結果を示す場合がある．これは連鎖不平
衡によるもので，2つの SNPの間で組み替えの起こった
頻度が低いことを示す．組み替えの強さは種々の連鎖不
平衡係数で測られ，この係数が 1の時には 2つの分割表
は完全に一致する．従って，連鎖不平衡の強い領域の
SNPを多数調べても有用な情報はあまり得られない．
ここでは，SNP毎の解析だけでは原因変異の探索にお

いて重要な SNPを見逃す可能性を示す．Figure 2 に原因
変異を特定しやすい例と特定しにくい例を示す．ここで
は主要なハプロタイプが 3種類であるとし，その 1本の
ハプロタイプ 1の上に副作用と関連する原因変異がある
と仮定し，その他 2本のハプロタイプ 2と 3には変異が
ないものとする．さらに SNP1 と SNP2 は原因変異の近
傍に存在して連鎖不平衡が強いものと仮定する．SNP1
ではアレルのAが原因変異と同じハプロタイプ 1上に
存在し，さらにアレルのGは原因変異が無いハプロタイ
プに存在している．従って，原因変異の有無と SNPのア
レルの型とが 1対 1に対応し，SNP1 は原因変異を探索
するマーカーとして適切に働く事がわかる．しかしなが
ら SNP2 では，アレルのAでは原因変異と同じハプロタ
イプ 1の上に存在しているが，ハプロタイプ 2のアレル
Aでは原因が存在しない．従って，同じアレルAが 2
種類の結果と対応しており，1対 1の関係が満たされず，
SNP2 で原因変異を同定する事は困難である事がわか
る．各 SNPが原因変異のマーカーとして適切かどうかは
データを収集する前には不明である．確実に原因変異を
同定するには，SNP1 と SNP2 を組み合わせて両者がア
レルAを持つ場合のみ，すなわちハプロタイプ 1であれ
ば原因変異に対応することを利用する．なお，ハプロタ
イプの種類が 4種以上の場合に単独 SNPだけで原因変
異を特定できるのは，片方のアレルだけが原因変異あり
の場合に対応し，もう片方のアレルの全てが原因変異の
ないハプロタイプ上に乗っている場合だけである．なお，
主要なハプロタイプの種類が 2種の場合には，単独 SNP
を用いてもアレルの種類が 2通りのため，原因変異を持
つハプロタイプと原因変異を持たないハプロタイプと 1
対 1の対応関係が保持でき，原因変異の探索が容易とな
る．
別な角度からの注意点として，主要なハプロタイプの

定義が問題となる．例えば累積ハプロタイプ頻度を 90％
までとした場合，10％のマイナーなハプロタイプが無視
されるので，副作用頻度が 20～30％の小さい場合は問題
となる．また，原因変異があっても副作用が出現するか
どうかの浸透率の問題があるが，浸透率が非常に低い場
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合はどのような方法を用いても統計学的には判定が困難
である．
2．ハプロタイプブロック同定の重要性

本節では，解析すべきハプロタイプの領域の範囲とア
ソシエーション解析における統計学的検出力の関係につ
いて検討する．ここでの検出力とは，統計学的検定問題
において真に差のある場合に差があると正しく判定する
確率である．
ハプロタイプはハプロタイプブロックと呼ばれる領域

が複数繋がって構成されており，隣り合うハプロタイプ
ブロックは組み換えが起こりやすい境界領域によって分
けられる．5,6 この組み替えが起こりやすい箇所をホット
スポットと呼ぶ．1つの遺伝子は単一あるいは複数のハ
プロタイプブロックで構成されており，遺伝子毎に表現
型との関連を解析する場合は，ハプロタイプブロックの
同定が重要となる．
まず仮想的な例を考察する．1つの遺伝子がAと B

の 2つのブロックから構成され，Aのブロックには 2
種類のタイプが，Bのブロックには 3種類のタイプが存
在すると仮定する．原因変異はAのブロックの片方のハ
プロタイプに存在すると仮定する．いまブロックの判定
（またはホットスポットの検出）に失敗し，これら 2つの
ブロックAと Bを合わせて 1つのブロックCと判定し
たとしよう．この場合，Cのハプロタイプの種類は 2つの
ブロックの組み合わせにより，2×3＝6通りになる．ハプ
ロタイプ頻度により，実際は 6通りより少ない可能性も
あるが，Aと Bを別々に調べるよりも調べるべきハプロ
タイプの数が多くなってしまい，統計学的検出力が低下
する．しかもAのブロックの片方に原因変異が存在して
いるため，Cの 6通りのハプロタイプの内の 3通りの型
に原因変異が存在してしまい，単独のハプロタイプの寄
与度が小さくなり，これらを個別に検出する事が困難と
なる．
ハプロタイプブロックを同定する方法として，Gabriel

らが提案した 2つの SNP間の連鎖不平衡係数の信頼上
限，信頼下限を用いて組み換えの生起を判定する方法が
ある．7 この方法は現在一般的に用いられているが，多数
の組み合わせの結果を総合的に判定するため，個々の判
定結果と矛盾する場合が多くなる．新しい方法として，
Anderson and Novembre はハプロタイプブロック構造
をモデル化する方法を提案している．8 しかしながら，こ
の方法で判定されたブロックでは，実際のアソシエー
ション解析で得られた SNP毎の解析結果と矛盾する事
が多い．そこで我々は先祖ハプロタイプの概念を取り入
れた新たな手法を提案した．9

ハプロタイプを大きく取りすぎると，本来分離すべき
ホットスポットを含んだハプロタイプが含まれるため，

メジャーなハプロタイプの数が増え，従って検定の数が
増えてしまい検出力が低下する．ハプロタイプブロック
を小さくとりすぎると原因となるハプロタイプを分離で
きず検出力が低下する．このようにハプロタイプブロッ
クを正しく同定する事が検出力を上げるために重要とな
る．
この新手法を用いた我々の最新の研究ではゲフィチニ

ブの副作用と相関の高い遺伝子が幾つか確認されてい
る．詳細については別途報告される予定である．

ハプロタイプを用いたアソシエーション解析

ハプロタイプ情報を用いて実際に副作用と関連する遺
伝子を探索するには，前節で示した方法を用いて，各々
の SNPのタイピング結果から各遺伝子内のハプロタイ
プブロックを同定する必要がある．以下では，1つのブ
ロックが同定されたものとして，そのブロック内でのア
ソシエーション解析の方法を記述する．
（1）ハプロタイプ別のリスクの解析を行う前準備とし
て，対象集団中の各患者のディプロタイプを推定する事
が必要となる．実際のディプロタイプの推定には，
SNPAlyze10 や Haplotyper11 のプログラムを用いる事が
できる．ここで一部の患者についてはディプロタイプの
推定が困難な場合があるが，推定した各々のハプロタイ
プの信頼度が低い場合は解析の対象から外すか，あるい
は最も確率の高いハプロタイプを割り当てて解析してお
き，その後，解析の対象から外した場合の結果と比較検
討して対処する．
（2）次に，ディプロタイプ推定において対象者中に 1
例あるいは数例に割り付けられた稀なハプロタイプの処
理を行う．分割表を用いた解析では稀なハプロタイプを
1つのカテゴリーとしても解析に問題はないが，ロジス
ティックモデルのような多変量モデルを用いると分散共
分散行列が算出できない場合がある．この問題を避ける
ためには，このデータを削除するか，あるいは，稀なハ
プロタイプをメジャーな先祖ハプロタイプに置き換える
と統計学的検出力が向上するという最近報告された考
え12 に基づき，稀なハプロタイプをメジャーな先祖ハプ
ロタイプに置き換える．ただし，この方法は置換するメ
ジャーなハプロタイプと稀なハプロタイプ間で原因変異
の有無が同じであれば生物遺伝学的に意味を持つが，そ
うでない場合は解析結果にバイアスを与えるので，置換
する前の解析結果と置換後の解析結果を確認する必要が
ある．
（3）ブロック内に原因変異が存在している場合，各ハプ
ロタイプは原因変異を有する場合とそうでない場合に分
類される．従って，ロジスティックモデルにおける変数
xのパラメトリゼーションにおいては，複数のハプロタ
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イプを原因変異の有無に対応する 2群にまとめる方が，
解析すべき次元が少なくなり統計的検出力が向上する．
一般のCommon disease common variant の仮定13 の下
では，ある 1つの特定のハプロタイプの型に原因変異が
存在していると考えられている．そこで全てのハプロタ
イプをモデル化し，その中から有意なハプロタイプが存
在しないか調べる．ハプロタイプが複数ある場合は，有
意なハプロタイプだけモデル内に残し，他はモデルから
外して再解析を行いモデルの適合度を検討する．統計学
的に有意でなければ，そのブロックは副作用と相関が認
められないと判定して次のブロックを調べる．複数のハ
プロタイプが最終的に有意性を示す場合，ハプロタイプ
の論理和を取り 1つの変数にまとめ再解析し，適合度で
最終モデルを判定する．適合度が落ちれば rare variant
仮説が成立する可能性や，あるいはブロックがさらにサ
ブブロックに分離する可能性も考えられる．
上記の手順によって解析を行えば，連鎖不平衡の強い

ブロック内でハプロタイプ数を減少させ，解析すべき次
元の縮小化が図られているために統計学的検出力が向上
し，実際の原因変異がある場合に探索が容易となる．
副作用の有無など 2値的な表現型（y＝0,1）で y＝1

となる確率は，ロジスティック回帰モデル
P（y＝1）＝1�｛1＋exp（－b0－b1x1－b2x2－・・・－bkxk）｝

で与えられる．biは未知パラメータであり（0≦ i≦k），
xiはハプロタイプ iに対応する説明変数である．説明変
数のコード化やモデリングは種々可能である．最も単純
なモデルは，推定した個体がハプロタイプの i番目と j

番目を持てば xi＝1，xj＝1とし，他は全て xh＝0（h≠i，j）
とコード化する．型 iをホモで持つ場合は xi＝1とし，他
の変数は 0とする．このモデルでは特定のハプロタイプ
のホモの効果とヘテロ単独の効果が等しいと仮定された
モデルになる．別のモデルとして，型 iをホモで持つ場合
は xi＝2，他の xは 0とコード化する事もできる．このモ
デルでは，型 iの単一ハプロタイプ当たりの表現型への
効果が，他のある特定の型と比較して相対リスクが exp
（bi）倍だけ変化するように仮定されている．ただし，こ
のモデルの場合，各患者の説明変数の和が常に 2となり
説明変数行列の階数が落ちるため，1つのハプロタイプ
を除外してモデルを構成する必要がある．
関連した研究として最近 Stramら14 は推定したハプ

ロタイプの不確定性を考慮したハプロタイプ別リスクの
オッズ比をロジスティックモデルで推定する方法を開発
し，Multiethnic Cohort Study の乳癌症例の CYP17の研
究に応用している．一般にロジスティックモデルを用い
る事の長所は，性や年齢などの交絡要因を調整してリス
ク評価を行う事ができ，得られたモデルで予測モデルを
構築でき有用性が高い．

さいごに―臨床応用に向けて―

本稿では副作用に関連する遺伝子を探索する統計学的
な方法を提示したが，1つの遺伝子内でも有意となるブ
ロックとそうでないブロックに分けられるため，探索し
た遺伝子をマーカーとして臨床応用する場合は，有意と
なったブロックの SNPに対して独立なデータを収集し
バリデーションを行う必要がある．新規の患者に対する
治療応答性予測を行うには十分に検証されたモデルを用
いる必要がある．なお予測システムの構築には，同定さ
れたブロックに対応するタグ SNPを利用して効率的な
診断キットが作成可能となる．複数の遺伝子が副作用に
関連している場合は，探索した遺伝子を組み合わせて予
測システムを構築する事も可能である．
本報告では，今後の個別化医療に向けての具体的な副

作用関連遺伝子の同定における問題点と統計学的検出力
の高い解析法の 1例を示した．単独 SNPの解析のみで結
論を出されている報告を見かけるが，ハプロタイプに基
づく解析を行えば統計学的有意性を検出できる可能性が
あるため再解析をお勧めする．
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