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研究成果の概要（和文）：全ゲノム配列が公開されているシロイヌナズナ８０系統を用いて植物GWAS解析を試みた。DN
A多型情報にはゲノム配列より抽出した１５０万SNPを用意した。表現型としては光合成活性に影響を与える環境ストレ
ス耐性をタイピングしGWAS解析に供与した。GWAS解析データから、グローバルな状況においては、単一の優良SNPタイ
プが拡散・展開していく、というよりは単一の遺伝子座における起源の異なる変異が多所的に発生し集積している、と
いう状況が観察され、シグナル検出及びシグナルの有意差検定の方法を新たに開発する必要性が示唆された。擬陽性シ
グナルが多数観察されたが、用いるSNPを選抜することで除くことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried GWAS mapping using Arabidopsis 80 accessions whose genome 
sequences have been published (Cao et al, 2011). DNA polymorphism data has been prepared from the genome s
equences, and 1.5 M SNPs have been extracted. As for the phenotyping, environmental stress resistance has 
been measured using photoinhibition as a parameter of resistance. Association mapping was done using TASSE
L (Bradbury et al, 2007) and STRUCTURE (Pritchard et al, 2000). Survey of the obtained GWAS signals reveal
ed some differences from human GWAS signals in the peak height and distribution, and the differences are s
uggested to be due to different population structures between human and Arabidopsis. These differences are
 to be considered for modification of the human GWAS calculation methods to fit with Arabidopsis studies. 
As expected, false-positive GWAS signals were observed in our GWAS calculations, and they could be removed
 by deletion of minority SNP loci from the calculation.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 表現型に多型を持つ二系統を交配し、分離
世代での表現型と DNA のタイピングを行い
相関関係を解析するのが QTL マッピングで
あるが、アソシエーションマッピングにおい
ては数百の（交配しない）系統を材料に系統
間の DNA の多型と表現型の多型データを用
いて解析を行う。近年ヒト SNP データの充
実を得てアソシエーションマッピングによ
り多因子性疾患（高血圧等）の原因遺伝子が
多数特定されており、解析スキームが整えば
極めて強力に表現型〜遺伝子の相関を特定
出来ることが示されている。シロイヌナズナ
研究においては、百程度のアクセションを用
いたアソシエーション解析でも単一遺伝子
まで特定できる場合があるが、擬陽性のシグ
ナルも相当得られてしまうという状況であ
る。 
	
 近年25万点のSNP情報（Clarkら（Science 
317: 338, 2007）のデータによる）に基づく
高密度タイピングの結果が360系統について
公開されており、このデータを用いれば原理
的 に は よ り 高 精 度 な Whole Genome 
Association (WGA) 解析が可能である。さら
にコレクションされている 1000 近くのアク
セションの全ゲノム配列を決定しようとい
うプロジェクトが現在進行中である
（Ossowskiら Genome Res 18: 2024, 2009）。
この膨大なゲノム配列情報が原因遺伝子の
特定にどのような形で利用できるのかは未
知数ではあるものの、マッピングの成功率や
方法が大きく進展するのは確実であると思
われる。 
	
 以上まとめると、数百のアクセションの表
現型タイピングを行うだけで原因遺伝子の
同定が行えるようになるということであり、
WGA 解析はシンプルかつ非常に強力な遺伝
子機能解析方法として期待されている。しか
し、克服すべき課題がまだいくつもあり、ス
トレートに解析が進むような解析環境が整
えられている訳ではない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 超高速 DNA シークエンサーの普及により
比較ゲノム研究が劇的に進展しつつある。シ
ロイヌナズナ研究においては種内変異系統
（アクセション）の DNA タイピングデータ
を参照することで、数百の系統における興味
の表現型をタイピングするだけで原因遺伝
子座を特定出来るという Whole Genome 
Association（WGA）解析の可能性が示唆さ
れている。このアプローチはまだ緒に就いた
ばかりで解析手段は整備されていない。本申
請研究では 360 系統の 250K 公開 SNP デー
タと、光ストレス応答に関わる表現型（in 
vivoクロロフィル蛍光を用いる）のタイピン

グデータを用意し、シロイヌナズナWGA解
析に必要な情報環境を整備しつつ原因遺伝
子の推定を行う。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
	
 in	
 vivo クロロフィル蛍光を指標に光合成
活性に影響を与える環境ストレス耐性に関
わる表現型をタイピングする。材料には全ゲ
ノム配列決定が行われ、配列データが公開さ
れているシロイヌナズナのエコタイプ８０
系統（ヨーロッパ・北アフリカ・中央アジア
原 産 、 Cao	
 et	
 al,	
 Nat.	
 Genet.	
 43,	
 
956-963,2011）を用いる。	
 
	
 公開されている配列データから SNP 情報を
抽出し、GWAS の計算に用いる。	
 
	
 擬陽性シグナルの出方に注意し、GWAS の計
算方法を改良する。	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）テスト解析	
 
	
 光ストレス耐性、低温耐性、そして両者の
複合ストレス耐性について全エコタイプの
表現型解析を行った。耐性の評価にはクロロ
フィル蛍光測定による光阻害（Fv/Fm の低下）
の程度、そして、ストレス応答のひとつであ
るアントシアニンの蓄積量を指標として用
いた。また、馴化の有無による効果も解析に
含めた。	
 
	
 ８０系統の公開ゲノム配列より SNP 情報を
抽出したところ、約 140 万 SNP を検出するこ
とができた。この情報と上記の表現型多型の
情報を GWAS 解析ソフト TASSEL	
 (Bradbury	
 et	
 
al,	
 Bioinformatics	
 23,	
 2633-2636,	
 2007)
を用いて相関解析（遺伝子座のマッピング）
を行った。	
 
	
 
（２）解析結果の傾向と解釈	
 
	
 本研究により得られた GWAS 解析データか
ら、グローバルな状況においては、単一の優
良 SNP タイプが拡散・展開していく、という
よりは単一の遺伝子座における起源の異な
る変異が多所的に発生し集積している、とい
う状況が観察された。この状況は凍結耐性の
主要決定因子である CBF2 遺伝子座のナチュ
ラルバリエーションに関する文献情報とも
一致する。観察されたシロイヌナズナの併
発・集積を特徴とする GWAS スコアの性質は
シロイヌナズナが野外環境において他殖性
を失っていることに起因するものと解釈さ
れた。	
 
	
 上記のような状況によりシロイヌナズナ
の集団遺伝学的な特性はヒトの場合とは異
なっていることが強く示唆されており、従っ
てヒト GWAS 研究において確立されている解



析の方針の中にはシロイヌナズナ研究には
適合しない部分がある、と考えられた。具体
的には以下の２点についてヒト GWAS 解析手
法からの修正が必要となるはずである。すな
わち、①検出すべき遺伝子座の GWAS シグナ
ルの分布形状（ヒトでは高スコアな単一 SNP
を探せばよいが、シロイヌナズナでは中程度
のスコアのものがクラスター化しているよ
うな遺伝子座を検索する）、②検出された遺
伝子座の有意性の検定法（シロイヌナズナで
のひとつひとつの SNP の GWAS スコアはヒト
と比べると低くなるので、単独 SNP ローカス
の有意性をヒトの基準で評価するとほぼす
べての SNP は有意性なしとして却下されてし
まう。シロイヌナズナの場合はクラスター化
の確率値を指標に加えた統計診断手法を用
いるのがよい）。	
 
	
 研究開始時の課題のひとつに擬陽性の問
題があった。解析結果から、マッピングされ
た SNP ローカスの分布状況から見て明白な擬
陽性シグナルが予想どおり多数検出された。
解析結果を検討したところ、マイノリティ
SNP 型を持つエコタイプが中央値から大きく
外れた表現型を持つ場合にこのタイプの擬
陽性シグナルが現れることが分かった。そこ
で、マイノリティ SNP は相関解析から除く、
ということでこのタイプの擬陽性シグナル
を除くことができた。他のタイプの擬陽性シ
グナルについては出現理由等検討中である。	
 
	
 
（３）成果	
 
①	
 140万 SNP情報を利用した植物GWAS解析
を行うことができた。	
 
②	
 多量に出現する擬陽性シグナルを除去
することができた。	
 
	
 
（４）今後の課題	
 
	
 自殖性生物（シロイヌナズナやバクテリア
など）に適合する GWAS 計算プログラム（シ
グナル検出及びシグナルの有意性検定）の開
発。	
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