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老年医学の展望

連続剖検例を用いたゲノム研究
―高齢疾患の全エクソン領域関連解析―

田中 雅嗣

要 約 東京都健康長寿医療センターの連続剖検 2,305 例において全エクソン領域に存在する 24 万個の非
同義置換を解析した．剖検例における全エクソン機能的多型解析は，心筋梗塞・脳梗塞・糖尿病などの加齢
性疾患のみならず，認知症・パーキンソン病・筋萎縮性側索硬化症などの神経変性疾患などの病因解明に貢
献できる．この連続剖検研究を百寿研究・長期縦断研究・疾患関連研究と統合することにより，高齢者が健
康長寿を達成するための方策を提案することができると期待している．
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はじめに

次世代シークエンサーの登場によって，単一遺伝子変
異に基づく疾患の病因解明が容易になった．家系内にお
いて発症者と非発症者を明瞭に区別することが可能であ
れば，数家系しか報告されていない希少疾病であっても，
表現型と遺伝子型の解析によって，病因遺伝変異を特定
することができるようになった．一方，多因子疾患は環
境要因と遺伝的要因（複数の遺伝子多型）の複合の結果
であるので，多数の疾患群と対照群を解析する必要があ
る．我々はエクソン全領域に存在する非同義置換に注目
して，加齢性疾患の関連解析を行っている．我々の最近
の取り組みについて紹介する．

次世代シークエンサーによる
全エクソン領域解析

我々は Life Technologies 社の半導体シークエンサー
Ion PGMおよび Ion Proton を導入した．これらの機器
は，ヌクレオチド鎖の伸長に伴って発生する水素イオン
を pHセンサーで検出し，DNAの塩基配列を決定する
ものである．我々はミトコンドリア病の遺伝子検査体制
を確立するために，次世代シークエンサーを用いてミト
コンドリアDNAと核DNAの病因変異の解析を行って

いる．一方，国内および海外のスポーツ選手の遺伝子解
析に取り組んでおり１），瞬発力・持久力に関与する遺伝
子多型を解明すると同時に，加齢性筋減弱症（サルコペ
ニア）の病態解明を目指している．

老化促進モデルマウスにおける
ミトコンドリア関連遺伝子変異

マウスではそれぞれの系統に特異的な死因がある．純
系マウスはヘテロ変異を考慮する必要がなく，ホモ変異
に注目して解析を進めることができる．このためヒトの
ゲノム研究よりマウスのゲノム研究は単純である．我々
は老化促進モデルマウスの中で，老化しやすい 6系統の
SMAP（senescence-prone）と老化しにくい 3系統の
SAMR（senescence-resistant）の全エクソンの塩基配
列を解析した２）． SAMP8 は認知症のモデル動物である．
我々は記憶・学習障害を呈する SAMP8�TaSlc において
Aifm 3 （ apoptosis-inducing factor ， mitochondrion-
associated 3）の p.K582N変異を見いだした．Aifm3 を
HEK 293 細胞において過剰発現させるとアポトーシス
が誘導される．Lys582 は種間で保存されているので
p.K582N変異がAifm3 の機能異常を惹起している可能
性がある．

高齢者連続剖検例における
エクソン全領域関連解析

我々は 1985 年から 2012 年までの 27 年間に東京都健
康長寿医療センターで 7,000 例以上の剖検データを蓄積
した３）．我々は 24 万個のアミノ酸置換を伴う機能的多型
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を探索するエクソン全領域関連解析を開始し，現在まで
に 2,305 例の解析を終えた．平均的な日本人が如何なる
疾患によって死亡したかを病理学的な所見に基づいて最
終診断し，その遺伝学的背景を明らかにするのが研究の
目的である．剖検時の平均年齢は 81 歳である．入院時
のカルテも保存されているので，喫煙・飲酒など生活習
慣や，高血圧・高脂血症・糖尿病などの有無も登録され
ている．肺気腫の程度，全身の動脈硬化度，臨床的に捉
えられなかった潜在癌の数もデータベース化されてい
る．また約 90％の症例で脳や脊髄など中枢神経系の組
織が保存されているので，病理学・生化学・遺伝学など
多様な研究手法を組み合わせて，認知症・パーキンソン
病・筋萎縮性側索硬化症などの病因解明に取り組むこと
ができる．近年，画像診断技術の発達によって各種の癌
や神経変性疾患の臨床診断が容易になった．しかし，癌
に対する治療法の選択には生検が必須である．癌細胞が
どのような顔をしているか顕微鏡で確認しなければ，治
療方針が定まらない．また，脳の中で如何なる異常蛋白
質が蓄積しているのか，あるいはどのように神経細胞が
死んだかを形態学的に確認する必要がある．実際に，ア
ルツハイマー病で脳に蓄積する βアミロイドを陽電子
放射断層撮影法（PET）で早期診断し，治療法・予防
法の開発に役立てようとする臨床研究 J-ADNI2 がある．
PETによる臨床画像診断が正しかったかどうかを確認
するためには，実際に脳組織において蓄積している蛋白
質を免疫染色し，神経病理学的診断によって裏付ける必
要がある．過去の生活習慣と形態学的に確認された病変
と遺伝子多型の三者の関連を網羅的に探索するこの研究
は世界的にも希有なプロジェクトである．

認知症の原因となる神経変性疾患の
全エクソン解析

2012 年の厚労省研究班の推計によると，65 歳以上の
高齢者のうち認知症の人は 462 万人（15％）で，軽度認
知障害（MCI）と呼ばれる「認知症予備軍」が 400 万人
である．厚労省は認知症施策の 5カ年計画「オレンジプ
ラン」を策定し，京都などでは「認知症予備軍」が認知
症に進むことを阻止するために「オレンジカフェ」の活
動が始まっている．認知症の発症を 5年遅らせることが
できれば，介護費および医療費の大きな削減が可能であ
る．運動習慣の導入効果を検証する介入研究の前には，
可能な限りAlzheimer 病，Lewy小体病，前頭側頭型認
知症，嗜銀顆粒性認知症などの鑑別をしておく必要があ
る．アミロイド PETによる画像診断ならびに死後脳に
おける神経病理診断で病型を確定するのが理想的であ

る．高齢期に発症する認知症に関しては，脳の加齢に伴
う生理学的老化と病的老化を明確に区別できるかという
根源的問題もはらんでいる．高齢疾患の発症に関与する
遺伝因子と環境因子の解明は多元連立方程式を解くこと
に喩えられる．性・年齢・遺伝子多型・環境因子・画像
所見・病理所見の情報を正確・詳細・大規模に収集する
ことは容易ではない．認知症を惹起する疾患群の発症を
予測する遺伝子多型が解明されれば，適切な予防法・介
入法・治療法を創出できる可能性がある．

剖検 2,305 例における網羅的全エクソン解析

近年，画像診断技術の発展により，剖検病理解剖の症
例数が減少しているが，CTあるいはMRI はマクロ解
剖のレベルであり，ミクロの病理組織診断の重要性は低
下していない．臨床診断と病理診断に基づいた高齢疾患
群の全エクソン解析は高齢者ブレインバンクと連動して
いる．本医療センターでは前方視的臨床縦断研究（認知
症パスおよびパーキンソン病パス）が実施されているの
で，臨床診断・画像診断・病理診断と最新のゲノム解析
結果が将来的には統合される．我々が利用しているのは
Illumina 社の HumanExome BeadChip である．このチッ
プで解析可能な 24 万個の機能的多型は約 12,000 人の全
エクソン塩基配列解析において少なくとも数人で検出さ
れた比較的頻度の低い多型である．欧米では数万人規模
で全ゲノム領域関連解析（genome-wide association
analysis; GWAS）が実施されているが，大規模なGWAS
によって発見される頻度の高い多型（common SNP）の
オッズ比は 1.2～1.5 程度であり，幾つかの多型を組み合
わせても各疾患の遺伝率の 10％程度を説明するにすぎ
ない．このため「失われた遺伝率」としてゲノム研究者
の間に失望感が漂っている４）．そこで登場したのが全エ
クソン領域関連解析（exome-wide association analysis;
EWAS）である．出現頻度は低いがアミノ酸置換を伴
う機能的多型（functional rare variant）を標的に選んで
いる．

HumanExome BeadChip の特徴

Illumina 社は搭載されている SNPプローブ数が異な
る複数のBeadChip を提供している．このうちHuman-
Exome BeadChip は最も安価であり，その購入価は 1試
料あたり約 7,000 円である．これに解析委託費 1,000 円
を加えると，全エクソン多型の解析単価は 8,000 円とな
る．24 万個所の多型を分析するならば，1多型あたりの
分析費は 0.03 円である．TaqMan 法や Luminex 法と比
較してBeadChip の費用対効果は高い．HumanExome
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BeadChip は機能領域のエクソン上の多型を集中的にカ
バーしている．このBeadChip に搭載されている 24 万
個のエクソン領域の多型は，ヨーロッパ・アフリカ・中
国・ヒスパニック集団に属する 12,000 人以上の全エク
ソーム塩基配列および全ゲノム塩基配列から選抜された
ものである５）．2 型糖尿病・癌・代謝疾患・精神疾患に
関心をもっている研究者集団がこれらの多型を選択した
（http:��genome.sph.umich.edu�wiki�Exome_Chip_Desi
gn）．HumanExome BeadChip はエクソーム領域に存在
する 219,612 個の非同義置換に加えて，5,158 個の主要
組織適合遺伝子複合体（major histocompatibility com-
plex; MHC）の多型および 2,061 個のヒト白血球型抗原
（human leukocyte antigen; HLA）の多型を解析できる．
また母系祖先の系統を明らかにするための 177 個のミト
コンドリアDNA多型と父系祖先の系統を明らかにする
ための 101 個の Y染色体上の多型を解析することがで
きる．さらに特筆すべき点として，過去の全ゲノム領域
関連解析で有意差が報告された 4,762 個の多型を解析可
能である６）．このため LDLコレステロール・HDLコレ
ステロール・中性脂肪などの血中脂質レベルに影響を与
える多型が，高齢者における心筋梗塞・脳梗塞の発症に
関与しているかどうかを検証できる．

全エクソン多型解析の手順

BeadChip による SNP検出は 2段階で行う．まず，
試料DNAを増幅・断片化した後にビーズ上の 50 塩基
のDNAプローブとハイブリダイズさせる．次に，酵素
による 1塩基伸長反応を行い，蛍光標識されたヌクレオ
チドを取り込ませる．チップを解析装置 iScan に挿入し
蛍光画像を得る．特定のビーズが緑色あるいは赤色の蛍
光を発すれば，野生型ホモあるいは変異型ホモであると
し，そのビーズが緑と赤の両方の蛍光を発し黄色を呈す
ればヘテロと判定する．これらの蛍光データを
GenomeStudio で解析しAA，AG，GGなど遺伝子型デー
タに変換する．それぞれのビーズのアドレスは，それぞ
れのゲノム多型の染色上の位置とアミノ酸置換と紐付け
されている．GenomeStudio からの出力データについて
最初に品質管理を行う．判定不能率が高いサンプルと他
のDNAが混入しているサンプルを除外する．試料の取
り違えを検出するために，X染色体を 1本しか持たない
男性とX染色体を 2本有する女性を判定し，これらが
試料リストの性別と一致するかどうかを確認する．また，
野生型ホモ・ヘテロ・変異型ホモの頻度分布がHardy-
Weinberg 平衡から逸脱していないかどうかを検証し，
遺伝子型判定の信頼性を確保する．

低頻度アミノ酸置換の統計解析法

症例―対照比較による全ゲノム関連解析では，検出力
を高めるために，アレル頻度のカイ二乗検定が用いられ
る．我々はアミノ酸置換の出現頻度が低いことを考慮し
てFisher の直接確率検定も併用している．個々の多型
について，劣性・優性・加算の 3モデルを仮定して，統
計学的確率・オッズ比・95％信頼限界などを自動計算
している．また，特定の遺伝子において複数の異なるア
ミノ酸多型が病態に関与しているモデルを想定し，疾患
群と対照群の間でアミノ酸置換の分布が異なるかどうか
を，Fisher の直接確率法とMonte Carlo 法によって検
定している．通常，野生型アミノ酸が変異型アミノ酸に
置換されるとその蛋白質に機能低下が生じる．アミノ酸
置換数が対照群よりも疾患群において有意に高ければ，
その遺伝子が病態に関連していると推定できる．

高齢疾患発症における遺伝子型と
性差・生活習慣の交絡

蛋白質にアミノ酸置換が生じると機能的変化が生じ
る．代表的な例はアセトアルデヒド脱水素酵素ALDH2
の E504K変異である．剖検例での解析から，ALDH2
E504K変異を有する男性（お酒に弱い）は心房細動の
リスクが低いことが明らかになった．対照群では野生型
ホモEE＝421，ヘテロ EK＝338，変異型ホモKK＝60
の頻度分布であったのに対し，心房細動群ではEE＝82，
EK＝34，KK＝5であった．優性モードで計算すると，
p＝0.000851，オッズ比＝0.503（95％信頼限界 0.336～
0.754）であった．504 番のアミノ酸がグルタミン酸であ
る野生型ホモの男性は飲酒しても顔が赤くならないが，
習慣性飲酒に陥ってしまうために，高齢期になって心房
細動のリスクが高まると推定された．一方，女性では野
生型ホモでも習慣性飲酒をしない人が大部分であるの
で，ALDH2 E504K変異の有無によって心房細動のリス
クに差が認められなかった．このように，遺伝子多型は
性別や生活習慣と交絡しながら，高齢者疾患の発症に関
与している．

癌と遺伝的体質

癌の頻度は加齢と共に上昇する．細胞において癌遺伝
子や癌抑制遺伝子の変異が重積することによって臨床的
に検出される癌となる．欧米では家族性乳癌の原因とな
るBRCA1 および BRCA2 の遺伝子変異が同定されてい
るが，日本ではその頻度は高くない．一般に，どの癌に
なるかは予測不能であり，交通事故に遭うのと同じだと
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言われている．一方，お酒を飲むと赤くなる体質の人が，
大量飲酒と大量喫煙をすると食道癌のリスクが何十倍に
も高くなることが知られている．どの癌に罹りやすいか
を知ることができれば，それに対応して，健診を重点的
に受ける，あるいは禁煙するなど，適切な対策を講じる
ことができる．

剖検ゲノム解析と長期縦断研究の連携

加齢によって癌・心筋梗塞・脳梗塞などの疾患リスク
が上昇する．年齢別死因統計を見ると，若年層では不慮
の事故と自殺が目立つ．癌による死亡は 60～65 歳が最
も高くその後は漸減する．70 歳以降には心疾患・脳血
管障害の割合が増える．さらに 80 歳以降には肺炎・老
衰の割合が増える．このように死因には年齢依存性があ
る．癌・心疾患・脳血管障害に罹らなかった人が認知症
になり，転倒・骨折・肺炎で死亡する．剖検輯報にはヒ
トの一生が凝縮された最終診断が記録されている．剖検
録には生前のカルテに基づいて臨床診断ならびに生活習
慣が記録されているが，環境要因の記載は十分とは言え
ない．我々の研究所では草津町・中之条町・鳩山町・板
橋区の住民 3,000 人を対象とする長期縦断研究が実施さ
れている．生活習慣・活動量・血液生化学などの膨大な
表現型データと全エクソン多型の関連解析が必要であ
る．大府市を中心に実施されている長期縦断研究では，
2,000 人の地域住民を対象として 10 年から 20 年にわ
たって栄養・運動能・認知能などを調査し，この間に発
症した疾患が記録されている．この長期縦断研究に全エ
クソン解析が導入された．

市民参加による遺伝的体質研究

前述したように高齢者疾患は生活習慣の過去から現在
までの積分値と遺伝的要因が複合した結果である．心理
学研究の手法として「複線経路等至性モデル」がある．
我々は人生の軌跡において色々な局面で進路を決めてき
た結果，現状に辿り着いた．ある時点で別の選択をして
いたならば，現在の自分とは異なる自分になっていたか
もしれない．人生は二度と後戻りできないが，自分の遺
伝的体質を十分に知ることによって，生活習慣を改善し，
疾患リスクを軽減し，自分の「人生の終え方」を変える
ことは可能である．ただし自分ひとりで自分の未来を予
測しようと考えても答えは得られない．人々がどのよう
に生き，どのように亡くなっているのかを分析する必要
がある．数学では多元連立方程式を解くためには未知数
と同じだけの等式が必要である．遺伝子と多様な疾患発
症の間の関連を分析するには少なくとも 2万人から 3万

人の協力が必要である．剖検 2,500 例の遺伝子解析では
疾患関連性の検出力が不足している．一人の遺伝子多型
解析の原価はDNA抽出費を含めると 1万円である．自
分の未来を知りたい人が 2万円を出資し，1万円で自分
自身のDNAを分析し，残りの 1万円で一般高齢者ある
いは超百寿者の分析をさせて頂く．そうすれば，10～15
年後には自分と同じ遺伝子多型を有する高齢者がある疾
患で世を去ったか，健康長寿を享受しているかが判明す
る．それから自分の生活方針を変更しても十分に間に合
うだろう．

網羅的な全エクソン非同義置換解析に基づく
症例―対照研究

我々は全国の研究機関と共同して全エクソン多型解析
を実施している．慶応義塾大学との共同研究として 741
人の百寿者（男性 120 人と女性 621 人）の全エクソン多
型解析を開始した．健康長寿の遺伝的要因を解明するの
がその目的である．三重大学では 5,000 人を対象にして
心筋梗塞・脳梗塞・糖尿病・メタボリック症候群などに
関する症例―対照研究が開始された．名古屋大学では筋
萎縮性側索硬化症の病因遺伝子探索のために全エクソン
塩基配列解析と全エクソン多型解析を組み合わせてい
る．順天堂大学では家族性パーキンソン病に関する家系
研究に加えて全エクソン多型解析を導入した．福井県立
大学を拠点として収集された橋本脳症および橋本病に関
与する病因遺伝子の探索が開始された．東京都医学研究
機構との共同研究では喫煙・飲酒・薬物依存症に焦点を
当てている．剖検例の網羅的ゲノム研究は，最終的な臨
床診断・病理診断が確定しているので，如何なる疾患に
関しても約 2,000 例の対照群を提供できる．共同研究者
が 400 万円ないし 800 万円の研究予算を投入すれば，500
例ないし 1,000 例の疾患群について全エクソン多型解析
を行うことができる．2,000 例の対照群と 1,000 例の疾
患群を比較すれば，全エクソン機能的多型解析よって
p＜1×10－7の有意水準に達する多型を捕捉できると期待
している．スポーツ研究・百寿研究・連続剖検研究・長
期縦断研究，疾患関連研究を統合することによって，高
齢者の健康長寿の達成を支援し，加齢性疾患の病因解明
を大きく前進させることができる．
なお，この全エクソン多型解析は，東京都健康長寿医
療センターの新井冨生部長・森聖二郎部長・村山繁雄部
長，東京医科歯科大学の沢辺元司教授・村松正明教授，
三重大学の山田芳司教授，名古屋大学の祖父江元教授，
福井県立大学の米田誠教授，名古屋学芸大学の下方浩史
教授，慶応義塾大学の廣瀬信義老年内科長，順天堂大学
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の服部信孝教授，国立遺伝学研究所の井ノ上逸朗教授と
の共同研究として遂行されている．
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