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研究成果の概要（和文）：我々は85の脳動脈瘤家系を用いた罹患同胞対ゲノムワイド連鎖解析により、染色体7q11領域
に疾患との連鎖を報告している。これら罹患同胞対家系の長期フォローにより、子の世代に新たに罹患者を生じた家系
が認められた。本研究ではこの家系を対象に次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子配列解析を行い、感受性遺伝子の
特定を目指した。大量の配列データから目的の変異を絞り込むため、本家系の連鎖解析も加え効率よく候補の絞り込み
を行った、その結果、染色体7q11近傍およびその他の新規連鎖領域から、有望な候補遺伝子が特定された。これらは脳
動脈瘤の成因としてかねてから予想されていた分子生物学的機序に関連する遺伝子であった。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in sequencing technologies, in particular the next generation sequ
encing (NGS), have led us to focus on rare variant mapping together with a renewed interest in a familial 
linkage analysis. In the present study, we successfully identified susceptibility genes for intracranial a
neurysms (IA) using NGS in combination with a linkage analysis of a large IA pedigree. These susceptibilit
y genes were associated with molecular causes of atherosclerosis or polycystic kidney disease, both known 
to be initiating IA formation.
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１．研究開始当初の背景 

 脳動脈瘤は頭蓋内の主幹動脈の分岐部に

生じる囊状の血管の病的な膨らみで、その破

裂によりクモ膜下出血を生じる。クモ膜下出

血を来した患者の転機は、その半数以上が死

亡または重大な後遺症を残す重篤なもので、

診断法•治療法が進歩した現在においても、

医療上重要な疾患のひとつと考えられてい

る。脳動脈瘤の成因としては、高血圧症、喫

煙、血行力学的要因などの環境要因と、家族

集積性•脳動脈瘤を合併しやすい遺伝性疾患

の存在から遺伝要因が想定され、これらの複

合的作用により発生すると考えられている。 

このような遺伝的背景の存在から、成因の解

明を目的に遺伝要因の解析が盛んに行われ

てきた。その解析手法として、かつては罹患

家系を用いた連鎖解析が行われ、我々も当時

は脳動脈瘤では前例がなかったゲノムワイ

ド連鎖解析を行い、第 5、7、14 番染色体に

連鎖領域を特定した（Onda et al. Am J Hum 

Genet. 69:804-819,2002）。これを皮切りに国

内外で多数の連鎖解析や関連解析が相次い

だが、サンプル数が少なく結果の信頼性が低

いものも多かった。現在では高密度マイクロ

アレイを用いた大規模コホートでのゲノム

ワイド関連解析（genome-wide association 

sutudy: GWAS）が主流となり、脳動脈瘤に

おいても我々とエール大学、フィンランド、

オランダの他施設共同研究により再現性•信

頼性の高い感受性領域がいくつか特定され

て い る （ Bilguvar et al. Nature Genet. 

40:1472-7, 2008、Yasuno et al. Nature Genet. 

42:420–5 2010）。いずれも機能的にも有望な

遺伝子座ではあるが、脳動脈瘤発生のメカニ

ズムとの分子生物学的関わりについてはほ

とんど検証されていないのが現状である。効

果サイズが小さく、リスクアレルによりもた

らされる生物学的効果が軽微であるのも一

因であろう。脳動脈瘤のような多因子疾患に

おいては、GWAS のアプローチでは頻度が低

く効果サイズが高いバリアント（いわゆる

rare variant）や、構造多型（structural 

variant: SV）検出し得ない問題も指摘されて

いる。近年、次世代型シーケンサーの登場に

より、個人の全ゲノム配列までをも決定する

ことが可能となった。これを利用して次々に

単一遺伝子疾患の原因遺伝子が特定されて

おり、多因子疾患においても GWAS では捉

えることのできない遺伝要因の同定にその

応用が期待されている。 

 

２．研究の目的 

 本課題では、非常に多数のサンプル数を解

析する GWAS のような大規模関連解析から、

今一度、遺伝的背景が濃厚な家系サンプルに

立ち返った。我々は先に行った罹患同胞対連

鎖解析において、ゲノム全域を対象としたマ

イクロサテライトマーカーの遺伝子型タイ

ピングを完了している家族性脳動脈瘤家系

を多数保有している。この中から、特に家系

内に多数の罹患者が認められ、かつ先の罹患

同胞対連鎖解析で特定された領域と連鎖し

ている家系に注目した。このような遺伝的背

景が濃厚で、既に疾患候補遺伝子領域がある

程度しぼり込まれているサンプルを対象に

して、次世代シーケンサーを用いた網羅的遺

伝子配列解析を行う計画を立案した。これに

より、病態解明や治療に直結するような新規

感受性遺伝子の特定を目指した。 

 

３．研究の方法 

①解析対象の選定 

 我々は先のゲノムワイド連鎖解析でも使

用した家族性脳動脈瘤 90 家系のサンプルを

有している。このうち、非罹患同胞も含めて

サンプリングできている家系が 18 家系あっ

た。脳動脈瘤は中年期以降に発症してくる場

合も多いことから、注意深く家系追跡を行っ

たところ、子の世代に新たに脳動脈瘤患者を

生じた家系が観察された。我々の罹患同胞対



連鎖解析で最も強い連鎖を認めた染色体

7q11 とも連鎖している家系であり、渉猟しう

る限り家系内で 7 名の罹患者を有していた。

本研究課題に最も適した家系と考えられた

ので、子の世代の新たな罹患者からもサンプ

リングを追加し、解析に供した。家系図を下

に示す（図１）。 

図１.本課題で使用した脳動脈瘤家系 
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②次世代シーケンシング 

 世代Ⅲの 6姉妹と、その子の世代Ⅳ-1 から

サンプリングが出来た。これら 7検体につい

て本学のSOLiDsシステム（Lifetechnologies

社）を用いた次世代シーケンス解析を行った。

発端者Ⅲ-1 については全ゲノムシーケンス

と全エクソームシーケンスを、残りの 6検体

については全エクソームシーケンスを行っ

た。全ゲノムシーケンスでは、フラグメント

ライブラリに加え、Lifetechnologies 社が提

唱しているメイトペアライブラリの作成も

行い、比較的大きな欠失や挿入等 SV の検出

も行えるようにした。具体的な作成方法とし

ては、物理的に断片化しサイズ選択したサン

プル DNA 端に内部アダプターを結合する。両

端の内部アダプターを結合することにより

環状化し、次いで酵素反応により内部アダプ

ター両端にサンプルDNA端が均等に含まれる

よう切り出しを行う。このように切り出され

た DNA 断片の両端に P1、P2 アダプターをさ

らに結合させ、エマルジョン PCR により増幅

してメイトペアライブラリとする。全エクソ

ームについては、アジレント・テクノロジー

社の SureSelect ターゲットエンリッチメン

トシステムを用いて全エクソン領域をキャ

プチャーした。 

 さらに、本課題では次世代シーケンスデー

タのクオリティーコントロールと家系での

連鎖解析を目的に、次世代シーケンスに供し

た同一のサンプルで Omni1-quad SNP array

（イルミナ社）による全ゲノム領域およそ

100 万 一 塩 基 多 型 （ single nucleotide 

polymorphism: SNP）のジェノタイピングも

行った。 

 以上により、本家系においては全ゲノムに

わたって、一塩基置換（single nucleotide 

variant: SNV）、小さな欠失•挿入（small 

indel）さらに SV も含めて網羅的に解析が行

える体制を整えた。 

 

４．研究成果 

①家系情報より想定される遺伝様式 

 本家系は渉猟しうる限り血族婚はなく、優

性遺伝形式が想定される。脳動脈瘤はいわゆ

る common disease であり、不完全浸透や表

現模写も当然考慮に入れなくてはならない。

様々なパターンの組み合わせが考えられる

が、本課題では特に、最も考えうる次のパタ

ーンをまず想定して解析を進めた。1)Ⅲ-4 は

保因者で罹患者全員が同じ疾患リスクアレ

ルを共有している、2) Ⅲ-4 は疾患リスクア

レルのない非罹患者でⅣ-1 の遺伝的リスク

は父方由来。 

②第 7染色体連鎖領域の解析 

 先の罹患同胞対連鎖解析で最も高い連鎖

を認めたのは、染色体 7q11 を中心とした領

域であり、1 lod drop interval はマーカー

D7S2415 (7q11.22)から D7S657(7q21.3)まで

のおよそ 21Mb に相当する。本家系世代Ⅲの 3

姉妹は、この領域でハプロタイプを共有して

いた。まず、新たに罹患者Ⅳ-1 が加わったの

で、高密度 SNP データを用いて連鎖解析を行



った。連鎖不平衡にあるマーカーの pruning

を行い、第 7 染色体全体を 2199 個の SNP で

カバーした。浸透率 2/3（第Ⅲ世代の非罹患

者のうち 2名での不完全浸透を許容）の優性

遺伝形式でパラメトリック連鎖解析と、遺伝

形式を規定しないノンパラメトリック連鎖

解析を行い複雑な遺伝形式を検討できるよ

うにした。計算には MERLIN (Abecasis et al. 

Nat Genet.30:97-101,2002)を用いた。単一

の家系で、サンプルは近親者に限られている

ため、高いロッド値は期待できない。そこで、

次世代シーケンスデータと組み合わせると

きにはロッド値が正の領域を採用すること

が一般的であるが、さらに精度を高めるため、

IBD（identity by descent）セグメント推定

も加えて行っている。本家系７例の SNP アレ

イデータを国際 HapMap プロジェクト 

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)で公開

されている日本人 89 人分の全ゲノム SNP 遺

伝子型データ(Phase III)と結合して相決定

を行うことにより、家系内でどのメンバーが

領域のハプロタイプを共有しているかがわ

か る 。 計 算 に は BEAGLE version3.3.2

（ http://faculty.washington.edu/brownin

g/beagle/beagle.html）を用いた。ゲノム全

域にわたって検討してみると、パラメトリッ

ク連鎖解析で正の連鎖を示した領域は、すべ

て罹患者全員でIBDセグメントが共有されて

いる領域であった。第 7染色体における連鎖

解析の結果を次にに示す（図 2）。 

図２.第 7染色体連鎖解析 

 

 ノンパラメトリック解析では、先の罹患同

胞対連鎖解析での 1 lod drop interval に一

致して正の連鎖がみられた。しかし、パラメ

トリック解析の方では 1 lod drop interval

に連鎖のシグナルはない。このことから、本

家系は第 7染色体において、世代Ⅲの罹患同

胞はアレルを共有しているが、子の世代の罹

患者には伝達されていないことが明らかに

なった。 

 そこで、この連鎖領域において世代Ⅲ姉妹

罹患者で共有される病的変異を次世代シー

ケンスデータにより検索した。その結果、明

らかに pathogenic な遺伝子変異（フレーム

シフト変異）が、マイクロサテライトマーカ

ーによるハプロタイプ共有パターンと完全

に一致して観察された。これはサンガー法に

よるバリデーションでも正しく確認され、そ

の他の家系からも同一の変異が検出された。

この変異は db SNP ID が付与されていない、

1000 人ゲノムプロジェクト等でも検出され

ていない稀な変異であった。論文未発表であ

るため、ここで遺伝子名は述べられないが、

この変異遺伝子は血管内非細胞にも発現が

認められており、動脈硬化の形成において重

要な役割を果たすことが明らかにされてい

る。近年、肥満や冠動脈疾患との関連も報告

されており、非常に有望な候補遺伝子である

と考えられた。 

③先行連鎖解析の枠をこえた網羅的検討 

 第 7染色体の検索と並行し、先行研究の結

果に限定せず、その他の領域にも可能性を広

げて検索を行った。その際、よりインパクト

の高い成果が期待される「Ⅲ-4 は保因者で罹

患者全員が同じ疾患リスクアレルを共有し

ている」というパターンを想定して検索を進

めた。膨大な領域とデータの検討になるが、

前出のIBDセグメント解析とパラメトリック

連鎖解析の組み合わせが有用であった。先に

も述べたように、全ゲノム領域のパラメトリ

ック連鎖解析でLOD値が正の連鎖領域は、IBD



セグメント解析により罹患者および保因者

全員が同一のハプロタイプを共有していた。

次世代シーケンスデータで非罹患2名も含め

て参照し、IBD 共有パターンと矛盾なく観察

される変異を抽出することで、高精度なフィ

ルタリングを行うことが出来た。いくつかの

有望なミスセンス変異がサンガー法による

検証を経て検出された。SVについても検索を

行ったが、精度の高いものは同定されなかっ

た。これらの有望な候補ミスセンス変異のう

ち、多発嚢胞腎症関連分子の結合パートナー

として同定された遺伝子が存在した。さらに

この遺伝子は、他施設からの脳動脈瘤連鎖解

析により特定された連鎖領域に存在してい

た。多発嚢胞腎症は高率に脳動脈瘤を合併す

る疾患として知られ、かねてより脳動脈瘤発

症機序解明の糸口になりうると考えられて

きた。この変異は 1000 人ゲノムデータベー

スではアジア人特有にごく低頻度観察され

る変異であるが、我々の非脳動脈瘤コントロ

ール 244 例では観察されず、種々のバイオイ

ンフォマティクスツールにより高い機能障

害性が予測されている。さらに他の脳動脈瘤

家系からも同一の変異や別の変異も検出さ

れている。こちらの遺伝子についてもあわせ

て論文未発表のため詳細は述べることはで

きないが、病態解明のための非常に有望な候

補遺伝子と考えられた。 

④総括 

 GWAS が盛んに行われる以前は家系による

連鎖解析が盛んに行われ、有望な遺伝子座が

複数報告されていたが、検出される連鎖領域

は数十メガ塩基におよぶこともあり、その後

の遺伝子やその変異の特定は困難を極めた。

しかし、近年の次世代シーケンサー登場によ

り病因変異そのものを直接検出することが

可能となり、その膨大なデータを効率よくフ

ィルタリングしていくために連鎖解析の手

法が再び注目されている。興味深いことに、

過去の連鎖解析と GWAS 得られる座位はほと

んど一致していない。GWAS では捉えることの

出来ない遺伝要因を捉えるためには、やはり

小さなサンプルサイズであっても遺伝的背

景が濃厚な家系解析が有効であると考えら

れる。本課題でも、このような家系に注目し

た解析により有望な候補遺伝子を特定する

に至った。かねてより、脳動脈瘤発生の初期

段階に深く関わるとされていた動脈硬化、さ

らに分子生物学的発生機序の重要な一端を

担うと考えられていた多発嚢胞腎関連分子、

これらに関連する遺伝子であったことは意

義深いといえる。 
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