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研究要旨 認知症は大きく、アルツハイマー型、脳血管性、レビー小体型、前頭側頭型に

分けることができる。近年、様々な薬剤の臨床治験が進められているが未だ成果が上がっ

ていないのが現状であり、根本的な疾患の原因を突き止めてエビデンスに基づく創薬やド

ラッグリポジショニング、早期予知による発症の阻止を目指すことが必要となる。認知症

は環境と遺伝因子が複雑に関与して発症することが知られているが、近年の疫学研究によ

り遺伝因子の重要性が強く浮かび上がってきている。このような背景のもと、これまでに

欧米において認知症のゲノムワイド関連解析（GWAS）が大規模に施行され疾患関連座位

群が同定されているが、日本人において再現されたのはわずか数座位にとどまってお

り、ほぼ未解明であると言っても過言では無い。このギャップは欧米人と日本人のゲノ

ム構造の違いに依存すると考えられ、日本人ゲノム構造に特化した解析が疾患の根本的

な原因を探るには重要になるとともに、臨床情報等も加味してその機能的な側面を解明

することがエビデンスに基づく診断、治療の開発に必要になる。本研究では認知症のサ

ブタイプおよび様々な臨床情報に着目し、日本人、アジア人に特化した全ゲノムジェノ

タイピングプラットフォームによる大規模ゲノムワイド関連解析（GWAS）やそのメタ解

析、全エクソーム、全ゲノム解析による網羅的な疾患感受性遺伝子の同定を出発点とし

て、次世代シークエンサーを駆使した全RNA配列解析からの遺伝子発現、バリアント（ス

プライシング等を含む）情報等といったオミックス解析情報を遺伝統計学的に統合する

ことによる疾患の真の遺伝的バリアント、ゲノム領域、関連機能の同定、解析を進める。

さらに、これら真の疾患関連分子情報を用いた機械学習、人工知能等によるin silico

での疾患感受性分子生体内パスウェーイの解明を進め、既存の薬剤のターゲットとなる分

子パスウェーイと相互比較することにより、ドラッグリポジショニング等の迅速な治療薬、

予防薬の発見に繋がる解析を目指す。また、これらのオミックス情報と年齢、性別や血

圧等の一般臨床データはもとよりMMSE等の認知機能の指標や磁気共鳴画像（MRI）やPET

画像といった情報を含む臨床情報を統合して遺伝統計学的なアルゴリズムと機械学習、

人工知能を駆使することにより正確な疾患発症予知、予測および正確な診断を目指した

バイオマーカーの探索、開発に繋げる狙いがある。 
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A．研究目的 

老年病、特に認知症の患者数は全世界で増加

の一途をたどっており、本邦においてもその

患者数は500万人（2013年、厚生労働省研究

班推計）に達する勢いである。大部分の認知

症は、糖尿病や虚血性心疾患と同様に生活習

慣病と捉えることができ、環境因子と遺伝因

子が複雑に絡み合って発症すると考えられ

る。これまでの双子疫学研究による認知症、

特に孤発性アルツハイマー病（Late-onset 

Alzheimer’s disease; LOAD、本文中ではAD

と略す）の発症に与える遺伝因子の割合は

58%～79%であることが証明されており、その

大部分を遺伝因子が占めていることが明ら

かとなっている。したがって、遺伝因子群を

同定し、分子マーカーとして使用することや、

その役割を精査することから疾患の分子メ

カニズムが解明でき、エビデンスに基づく予

防法や治療法の開発に大きく貢献できる。一

方、これまでに欧米において認知症のゲノム

解析が大規模に施行され20個程度の関連座

位が同定されているが、日本人において再検

証されたのはこの中のわずか4座位にとどま

っている。このような違いは欧米人と日本人

のゲノム構造の根本的な違いに大きく依存

すると考えられ、日本人ゲノムに特化し大規

模ゲノム解析が必要になる。また、欧米の解

析で同定された疾患座位のどの遺伝子がど

のように疾患に関わるかといった疾患の原

因もほとんど明らかになっていないのが現

状である。本研究では日本人、アジア人特有

のゲノムに特化したジェノタイピングアレ

イによるGWASと次世代シークエンサーを駆

使した全RNA解析を統合することによる、疾

患に直接的に関連した遺伝的バリアント、遺

伝子機能、遺伝子発現、スプライスバリアン

トの同定、解析から真の疾患分子を同定およ

び詳細な解析と共に、統計、機械学習的なア

ルゴリズムを用いた疾患の予知法や創薬の

ターゲットとなる分子パスウェーイを探索

することを目的とする（図1）。これまでに

日本人を基盤として、大規模GWASおよびそれ

と同一サンプルを用いた大規模RNA配列解析

等のオミクス解析を統合したスタディーデ

ザインによる研究が行われた例は他になく、

世界的に見ても独創的かつ画期的である。 

Ｂ．研究方法 

国立長寿医療研究センター・メディカルゲノ

ムセンター・バイオバンク（NCGGバイオバン

ク）によりリクルートされた認知症及びコン

トロールサンプルを用いて解析を行った。

7,132例のDNAについては東北メガバンク機構

にて開発されたジャポニカアレイ（東芝への

外注）によるジェノタイピングを施行し、東

北メガバンク機構にて構築された日本人

3,500人の全ゲノム配列を基に作製されたイ

ンピュテーションパネルを用いたインピュテ

ーション解析を施行した。試験的なADを対象

としたGWAS（AD 2,357例 vs CO 3,174例）の

統計解析はplinkソフトウェアにより施行し

た。APOEジェノタイプについては、1000ゲノ

ムデータ 

（http://www.internationalgenome.org/）よ

りアフリカ人、アメリカ人、ヨーロッパ人、

東アジア人（日本人を除く）、日本人rs429358、

rs7412 SNP多型を取得し、それぞれの4アレ

ル頻度について、NCGGデータと比較した。イ

ルミナ社アジアスクリーニングアレイを用い

たジェノタイピングは200ngのDNAを用いて全
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ゲノム増幅を行い、断片化DNAをアレイにハイ

ブリダイズした。iScanを用いて傾向を測定し、

イルミナ社GenomeStudioソフトウェアを用い

てクラスタリングを行った。全RNA解析につい

てはNCGGバイオバンクのバフィーコートより

高純度のRNAを抽出し、全RNA配列解析用ライ

ブラリ作製キット（TruSeq Stranded Total RNA 

Sample Preparation Kit；イルミナ社）を用

いて、高精度のRNAライブラリを構築した。全

RNA配列解析については外注（ジーンウィズ株

式会社、タカラバイオ株式会社）にてデータ

を得た。RNA発現量との発現quantitative 

traits loci (eQTL)解析はplinkソフトウェア

により行った。全エクソーム解析は202例の

APOE 4 ADリスクアレルを持たないAD患者由

来DNAについてHiseq2500（イルミナ社）を用

いて配列決定をおこなった。エクソーム解析

のパイプラインについては図2に示した。エク

ソーム解析により同定したバリアントの機能

解析として、正常、バリアントタンパクでの

細胞内局在の違いはHEK293細胞にmyc tag配列

を付加した正常及びバリアントタンパクを強

制発現し、myc tag抗体を用いた免疫染色によ

り蛍光顕微鏡を用いて行った。また、炎症の

中心的なメディエーターであるNuclear 

factor kappa B (NFkB)の活性に与えるバリア

ントの影響については、安定的にルシフェラ

ーゼ遺伝子を発現するHEK293細胞を構築し、

この細胞に正常およびバリアントタンパクを

強制発現することにより行った。 

（倫理面への配慮） 

本研究は、「人を対象とする医学系研究に関

する倫理指針」および「ヒトゲノム・遺伝子

解析研究に関する倫理指針」に則り、国立研

究開発法人国立長寿医療研究センター倫理・

利益相反委員会の承認を得て施行されている。

すべての検体において書面による同意を取得

していると共に、研究対象者個人の尊厳と人

権の尊重、個人情報の保護等について倫理的

観点から十分に配慮しながら研究を遂行して

いる。研究参加者のプライバシーを尊重し、

結果については秘密を厳守し、研究の結果得

られるいかなる情報も研究目的以外に使用さ

れることは行わない。また、ゲノム情報を保

存するサーバ等の記憶媒体に個人を特定でき

るような情報を一緒に格納していない。国立

研究開発法人国立長寿医療研究センターの定

める「保有する個人情報の保護に関する規程」

に基づき、個人情報保護管理者が厳格に守秘

する。 

C. 研究結果 

認知症を含むDNA検体7,132例（サンプル内訳

は図3に示した）についてジャポニカアレイに

よりジェノタイピングを行った。このジェノ

タイピングデータを用いてインピュテーショ

ン解析後、図4に示したクオリティーコントロ

ール解析を施行した。試験的な解析として約

775万SNPを用いたAD（2,357例）と対照コント

ロール（3,174例）のGWASを進めたところ、図

5に示したようにAPOEバリアントによるイン

フレーションが認められたがgcは1.00であり、

集団の階層化は認められない結果であった。

この解析でゲノムワイド有意性を示したロー

カスは染色体19番長腕のAPOE座位のみであり、

既報のAPOEジェノタイプがこの集団において

も最も強いADとの関連を示すことが再確認で

きた。また、ゲノムワイド有意性は獲得でき

なかったが、示唆的な統計値（p < 10-5）を示

し、東アジア人にしかアレル頻度を持たない

いくつかの疾患候補座位を同定することもで

きている。一方、近年欧米諸国のGWASにより

同定された座位群（APOE座位を除く）でこの

日本人集団においてADと明らかな関連を認め

た座位は第8番染色体CLU座位、第11番染色体

PICALM座位、第19番染色体ABCA7座位および第

11番染色体のSORL1座位になる。図6にAPOE 4 
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アレル頻度について、1000ゲノムデータ、NCGG

データを用いて比較した。NCGGのAD（NCGG AD）

サンプルにおける4頻度が日本人コントロー

ルJPT（1000ゲノムデータ、東京在住日本人）

およびNCGGコントロール(NCGG CO)に比べて有

意に高いことが認められるが、1000ゲノムデ

ータより得られたアフリカ人の4頻度がさら

に高いことが印象的である。 

遺伝的因子（ジェノタイプ）と遺伝子発現量

（フェノタイプ）の関係について精査し、疾

患発症に重要な遺伝子の絞り込み（発現

Quantitaive Trait Loci; eQTL、図7）や分子

機能を解明することを目的として、末梢血バ

フィーコート（主に白血球細胞）からのRNA抽

出、全RNA配列解析について次世代シークエン

サーを用いて進めてきている（1,000例～を目

標）。これまでに約600検体について高品質RNA

を抽出、全RNA配列解析ライブラリを作成し全

配列解読を進めており、240例についてはパイ

ロット的に発現解析、eQTL解析を行った。240

サンプルを用いたeQTL解析では21,793遺伝子

中1,393遺伝子がcis-eQTL（Permutation test; 

adjusted p-value < 0.05）を示した。これら

の遺伝子群の中でADとコントロールで発現に

差があり（10個）、かつGWASでのp値が0.05未

満であったバリアントが存在する遺伝子は2

個存在しており、有力なAD関連候補遺伝子で

あると考えることができる。 

GWASでは比較的頻度の高いコモンバリアン

トを対象とした解析になるため、頻度の低い

（アレル頻度 > 0.005）、いわゆるレアバリ

アントの同定には向かない。そこで、本研究

ではAPOEリスクバリアントを持たないADサン

プルを用いたエクソーム解析からのレアバリ

アントの同定を試みた。その結果、図2に示す

パイプラインによりアミノ酸の置換を伴う炎

症関連分子内のバリアントがADに強く関連す

ることを同定した（オッズ比 6.1、P = ～10-5)。

In vitro 解析の結果、このバリアントは炎症

に中心的な役割を果たす転写因子であるNFkB

の活性を制御することが判明した。 

D．考察 

ジャポニカアレイによる7,132例のジェノタ

イピング、インピュテーションにより得られ

たバリアント数は775万個であり、他の標準的

なジェノタイピングアレイと同等の結果と考

えられる。ADとコントロールを用いたGWASで

は、我々の使用したサンプルに集団の階層化

がほとんど認められず、擬陽性は少ないと考

えられたが、ゲノムワイド有意性を超えた染

色体座位はAPOE座位のみであり、現段階では

新規の疾患感受性バリアント群の同定には至

っていない。今後さらなるサンプルの増加、

欧米人を含む既報GWASとのメタ解析により新

たな疾患感受性座位が同定できるものと考え

ている。日本人（NCGG）約7,000例におけるAPOE

のリスクアレル頻度については、4アレルがAD

で非常に高く、既報通り疾患との関連が非常

に強く示唆される。一般アフリカ人における4

アレル頻度の高さには目を引くものがあるが、

人種的に他のプロテクティブな遺伝的因子あ

るいは環境因子が存在するのかもしれない。

全RNA解析についてはバフィーコートからの

RNA抽出後のRIN値（RNA Integrity Number；

RNAの品質の指標）は概ね7を超えており全RNA

ライブラリ調整には適しており、600例につい

てライブラリを作成、配列解析を行い、問題

なくリファレンスの配列にマッピングできる

ことが確認できている。240例の試験的なeQTL

および発現差異検定の結果いくつかの遺伝子

がADに関連する可能性を得ており今後の検証

が期待される。エクソーム解析からはこれま

でに同定されていないレアバリアントを同定

し、そのバリアントが炎症、免疫系の制御に

関連している可能性が浮かび上がっている。

海外でADと関連するとして同定されたTREM2
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遺伝子内のレアバリアントについても同様に

脳における炎症、免疫系での制御がADに関連

すると報告されていることから、今回同定し

た分子の詳細な解析からADの病態解明の一助

になる可能性が大きい。 

E．結論 

日本人に特化したジェノタイピングアレイに

よる日本人認知症を含む約7,000例のジェノ

タイピングを施行し、ADのGWASを試みた結果、

APOE座位のみがゲノムワイド有意性を示した

が、示唆的な統計値（p < 10-5）を示す東アジ

ア人にしかアレル頻度を持たないいくつかの

疾患候補座位も同定しており、今後のサンプ

ル数増加による解析やメタ解析による検証が

期待される。全RNA配列解析及びその統合解析

においても同様に大規模化することによる真

の疾患感受性パスウェーイの同定、分子機能

の解明へと発展させることができると共に、

全ゲノムやエクソームシークエンス解析によ

る疾患に強く寄与するレアバリアントの同定

とこれらの統合解析から認知症の予知診断に

有用なポリジェニックリスクスコアの探索、

さらにはドラッグリポジショニングを含む創

薬へと発展させることが可能になる。 

F.健康危険情報 

本研究集団ではAPOE 4アレルを一つ持つ場合、

ADに対するオッズ比は2.57程度となる。95%信

頼区間は2.21～2.99。 
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図１ 大規模ゲノム・オミックス情報の収集と解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ エクソーム解析による LOAD 関連レアバリアントの同定パイプライン 
（CADD；Combined Annotation Dependent Depletion = 変異の有害性の検定法、VCF；変異情
報ファイル、NC subjects；認知機能正常サンプル） 
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図３ ジェノタイピングサンプルの分類 
（MCI；軽度認知障害、VaD；血管性認知症、FTD；前頭側頭型認知症、DLB；レビー小体型認知
症） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ クオリティーコントロール（QC） 
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図５ AD vs control による Quantile-Quantile plot  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 APOE 2, 3, 4 の各人種および日本人 AD、control における頻度 
  （NCGG_AD、CO 以外は 1000 ゲノムデータベースより抽出） 

（Hap_JPT;東京在住日本人、EAS；東アジア人、EUR；ヨーロッパ人、AMR；アメリカ人、   
AFR；アフリカ人） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 発現量に関連する遺伝的バリアントの同定（eQTL 解析） 
 
 
 
 
 


