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研究要旨 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）はその 90～95％が孤発性であるが、孤発性 ALSの病態関連遺伝子・分子を
同定し病態解析を進める道筋は未確立である。本研究では、SNPアレイデータを活用し、①ALS発症に関
わるエクソンSNPの探索、②ALSの病勢進行を評価する指標であるALS Functional Rating Scale-revised 
（ALSFRS-R）の経時変化に関連する SNP及び③ALSの発症から生存又は人工換気までの期間と関連す
る SNP近傍領域の連鎖不平衡解析と Imputation法による高密度探索をそれぞれ実施した。その結果、①
については、Quality controlが完了した。②、③については、ALSFRS-Rおよび生存期間のそれぞれと関
連する SNPについて、近傍領域の LDブロックを同定し、更に Imputation法によりその領域内で複数の
関連 SNPを同定した。 

 

A.研究目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）はその 90～95％が孤

発性であり、平均 3～4年で死に至る代表的な神経

難病である。治療法開発は喫緊の課題であり、病態

解明、治療法開発のためには疾患関連遺伝子、分子

の同定が必須である。しかし孤発性 ALSの病態関連

遺伝子・分子を同定し、病態解析を進める道筋は未

確立である。本研究は SNPアレイデータ解析によ

り孤発性 ALSの病態関連遺伝子を同定することを

目的とする。ALSの発症に関わる遺伝子を探索する

ために、ケース（ALS）－コントロールの関連解析

を実施する。さらに大規模前向き臨床像情報を生か

して、病像・経過・予後と関連する遺伝子多型を探

索同定することにより、病態解明や治療法開発の手

がかりとなる遺伝子・分子の同定を行う。 

 

B.研究方法 

本 研 究 で は 、 Japanese Consortium for 

Amyotrophic Lateral Sclerosis research（JaCALS）

と呼ばれるALSの前向きコホートを用いる。本コホ

ートは、2006 年2 月に症例登録が開始され、現在、

全国30施設において登録体制が整えられており、運

営事務局は名古屋大学に設置されている。臨床調査

票および血液検体は、すべて各研究参加施設内にお

いて連結可能匿名化を行ったうえで、血液検体は

DNA 抽出と細胞株化をおこない、名古屋大学内に

設置した臨床データベースおよびゲノム遺伝子保存

センターに保管されている。ALS であると本人に診

断告知された症例を対象とし、改訂版El Escorial 

診断基準への適合度は臨床調査票にて確認できるよ

うにしている。すべての登録患者から書面でのイン

フォームドコンセントを取得している。また、すべ

ての参加施設で倫理委員会の承認を得ている。 

2014年1月末時点で、JaCALSには905例の症例

が登録されている。登録症例の内、745例に対し、

SNPアレイ(Illumina HumanOmniExpressExome)

が測定されており、約70万のコモンSNPと約25万の

エクソンSNPのジェノタイプが決定されている。 

本研究における解析では、当該集団から、家族歴

のある症例、遺伝子異常が認められている症例、El 

Escorial 診断基準がsuspected の症例、登録時点で

人工呼吸器を導入している症例、データ欠測等によ

り解析に不適合と判断された症例等を除外した上で

実施した。また各症例では、ALSの病勢進行を評価
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する指標としてALS Functional Rating 

Scale-revised （ALSFRS-R）が測定された。

ALSFRS-Rは、言語・嚥下・構音・動作・歩行等の

機能を定量化した病勢進行に関する総合的指標であ

り、最も病勢が進行した状態は0点（最小値）、いず

れの機能にも症状がない状態であれば48点（最大

値）となる。このALSFRS-R は、3 カ月に一度、

臨床研究コーディネーターから患者もしくは主介護

者に対して電話インタビューにより収集される。 

 

【目的1】 

研究目的 1は、ALSの発症に関わる遺伝子やエク

ソン SNP をケース（ALS）―コントロールの関連

解析を用いて同定する事である。 

ケース群には、JaCALSに登録され、SNPアレイ

が測定された 563例を対象とした。また、コントロ

ール群には、東京都健康長寿医療センター研究所

(Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology, 

TMIG)の協力の元、TMIGの保有する 2,360例を使

用した。これらのサンプルは、全てエクソン SNP

アレイ(Illumina HumanExome)が測定されており、

約 25万のエクソン SNPのジェノタイプが決定され

ている。この内、ALSが未発症であると確認された

2,082 例を以降の対象とした。本研究では、これら

ケース・コントロール両群の SNP アレイで共通し

て測定されている約 25万種類のエクソン SNPを用

いて、ALSと関連するエクソン SNPを探索する事

を目的とする。 

 本解析では、上記 SNP アレイデータの Quality 

Control (QC)を実施した。本 QCは右図の通り 2段

階のステップで実施した。最初のステップ 1 では、

サンプルの QCを実施した。具体的には、サンプル 

call rate (ジェノタイプが決定された割合)が低い者

を除外した後、SNPアレイデータに基づいた、SNP

の性別情報と登録時の性別情報の一致性チェック、

IBDスコアによる血縁関係個体のチェック、主成分

分析による集団構造のチェックを実施した。ステッ

プ 2では、ステップ 1のチェックで該当したサンプ

ルを除外して、SNP単位の QCを実施した。具体的

には、call rateが低い SNPと Hardy Weinberg平

衡(HWE)の逸脱が疑われる SNP を除外した。ケー

ス、コントロールで、測定している SNP アレイの

プラットフォームが異なっている事から、それぞれ

の群で QCを行った。 

ソフトウェアとして、主成分分析以外の処理を

PLINK v1.07、主成分分析を EIGENSOFT version 

4.2で使用した。  

 

SNPアレイデータ

Sam ple call rate ≧ 95%

Step 1に該当したSam pleを除外

IBDスコアによる血縁関係チェック

主成分分析による集団構造チェック

<1stSNP selection>
・挿入欠失多型でない多型
・SNP call rate ≧ 95%
・HW E P ≧ 1.0 x 10-6
・M inor allele frequency > 1%
・LD pruning (pair-w ise r2 < 0.20)

性別矛盾チェック

Step 1: Sam ple QC

Step 2: SNP QC

<2nd SNP selection>
・SNP call rate ≧ 95%
・HW E P ≧ 1.0 x 10-6

 

図：SNPアレイデータの QCの流れ 

 

【目的2】 

研究目的 2は、ALSFRS-Rの経時変化の類型を規

定しているコモン SNPやエクソン SNPを同定する

ことである。同研究分担者である平川が、JaCALS

に登録され、ALSFRS-Rと SNPアレイが測定され

た 459 例を用いて、類型と SNPの関連をロジステ
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ィック回帰分析で確認した結果、急降下型(発症から

2年以内にスコアが急激に減少する類型)と有意な関

連を示すSNPが7つ同定された。更にこれらのSNP

は同一座位に存在していた(以上、平川担当分)。本

解析では、これら 7 つの SNP 間の連鎖不平衡関係

と、ハプロタイプを明らかにするため、連鎖不平衡

解析とハプロタイプ解析を実施した。更に、急降下

型の類型と関連する SNP をより高密度に探索する

ため、同定された SNPを中心とした前後約 1.5Mbp

の領域に対して Imputation 法を実施した。

Imputation 法の reference として、1000 人ゲノム

プロジェクト フェーズ IIIのアジア人 286名の情

報を用いた。 

連鎖不平衡解析とハプロタイプ解析には

Haploview 4.2を使用した。Imputationソフトウェ

アには、mach 1.0.18、minimac-2013.07.17を使用

した。 

 

【目的3】 

研究目的3は、死亡又は気管切開をともなう人工

換気までの期間に関連しているコモンSNPやエク

ソンSNPを同定することである。同研究分担者であ

る平川が、JaCALSに登録され、SNPが測定された

522例のデータ（以下、GWASデータと呼ぶ）を用

いてCox回帰分析を実施した結果、有意な関連を示

す座位が同定された。また、本解析にはおいては、

独立した292例のALS症例（以下、Validationデータ

と呼ぶ）でも同系列のSNPアレイが測定済みである

事から、Validationデータを用いて、GWASデータ

で同定された座位を検証した所、Validationデータ

においても有意な関連が2座位確認された（以上平

川担当分）。本解析では、これらの座位におけるSNP

間の連鎖不平衡関係を明らかにするため、連鎖不平

衡解析を実施した。またSNP Imputation法を実施

する事で、これらの座位の中にある関連SNPをより

高密度に探索した。 

連鎖不平衡解析、Imputation法は【目的 2】と同

様の条件で実施した。 

 

C.研究結果 

目的 1について、ケース群・コントロール群それ

ぞれでQC作業を完了した。マイナーアレル頻度 1%

未満のエクソン SNP が 15 万種類以上確認された。

現在は、両群の QC で残ったエクソン SNP につい

て、ケース・コントロール間の関連解析を進めてい

る。 

目的 2について、ALSFRS-Rの急降下型を規定し

ている SNP について、連鎖不平衡解析を実施した

結果、7つの SNPが存在する周辺領域全体で連鎖不

平衡ブロックを形成している事が確認できた。更に

ハプロタイプ解析の結果、観測された全ハプロタイ

プの内、これら7つのSNP全てがマイナーアレル(急

降下型へ寄与するアレル)であるハプロタイプが約

30%、全てメジャーアレル(急降下型へ寄与しないア

レル)であるハプロタイプが約 60%と全体の 90%以

上を占めている事が確認できた。また、Imputation

法により推定したジェノタイプと急降下型と関連す

る SNPを探索した所、recessive modelで 10-8オー

ダーの P値を持つ SNPが更に 37種類確認された。

現在は、Imputation法の referenceとして 1000人

ゲノムプロジェクトの最新データ(SHAPEIT によ

るタイピングデータ )を使用する事で、より

Imputation精度を高めた関連解析を実施中である。 

目的 3について、連鎖不平衡解析を実施した結果、

2座位それぞれのSNPを中心としたLDブロックを

特定できた。2 種類の SNP アレイデータに対して

Imputation法により推定した結果、片方の座位にお

いて、強い連鎖不平衡にある SNPを更に同定した。

現在は、目的 2 と同様の方法で、より Imputation

精度を高めた関連解析を実施中である。 

  

D.考察 

目的 1 について、エクソン SNP アレイを使用し

た、ALSの関連解析研究は、世界的にも初の試みで

ある。今後、関連解析を進める事で、これまで報告

されていないALS関連 SNP又は遺伝子が同定され

ることが期待される。ケース・コントロール両群に

おいて、マイナーアレル頻度(MAF)が 1%未満のエ
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クソン SNP が非常に多く存在した。アミノ酸変異

を伴う SNPの頻度は、他の領域の SNPと比べて低

頻度である事、同様の傾向がエクソンアレイを使用

した他の表現型に注目した研究でも報告されている

事(Atherosclerosis 2013; 229(1): 155-160)から、本

データの信頼性を裏付けている。 

目的 2について、ALSFRS-Rの急降下型と関連し

ている 7 種類の SNP について、これらが同一の連

鎖不平衡ブロックに存在している事が確認された。

また、これら 7つの SNPのハプロタイプは、7つの

SNP 全てがマイナーアレル(急降下型へ寄与するア

レル)であるハプロタイプと全てメジャーアレル(急

降下型へ寄与しないアレル)であるハプロタイプが

全ハプロタイプの 90%以上を占めていた。更に、

Imputation法により推定した SNPの関連解析を進

めた所、同一 LD ブロック内で更に多くの SNP が

同定された。これらの結果は、これら全ての SNP

が急降下型へ寄与しているのではなく、この LDブ

ロック内に急降下型の原因となる SNP が少数存在

していると考えられる。 

目的 3について、生存又は人工換気までの期間と

関連している 2か所の座位について、連鎖不平衡関

係を明らかにできた。今後より最新の reference デ

ータを使用する事でより高精度な関係が明らかにな

ると期待される。 

 

E.結論 

本研究では、①ALS発症関連エクソン SNPの探

索のための Quality control(QC)、②ALSFRS-Rの

経時変化の中で発症から 2年以内にスコアが急激に

減少する類型と関連するコモン又はエクソン SNP

及び、③生存又は人工換気までの期間に影響するコ

モン SNP 又はエクソン SNP の連鎖不平衡解析と

Imputation 法による高密度探索をそれぞれ実施し

た。いずれの解析においても、最新のゲノムワイド

関連解析研究で使用されている遺伝統計学的解析手

法を適用している事から、本解析で得られた結果の

妥当性は高いと言える。今後、①については、関連

解析を進めていく事で、有用なエクソン SNP が得

られることが期待される。②、③については、近年

のゲノム研究の目覚ましい発展により、新しい情報

が日々公開されている事を鑑み、最近公開された

1000 人ゲノムプロジェクトの最新データ

(SHAPEITによるタイピングデータ)を referenceと

した Imputation 法の実施により、より高精度な結

果が得らえると期待される。 
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