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研究成果の概要（和文）：トランスポゾン活性と精神疾患の分子病態との関連を検討するため、１）転移因子の
活性をモニターできるレポーターマウスの構築を行い、精神疾患関連ストレス条件下における転移因子の動態を
検討した。特にEGF投与マウスモデルにおける新規転移集積脳領域を同定した。また、２）エクソームデータの
解析により、トランスポゾン新規転移ゲノム領域を検出する方法および、トランスクリプトームデータからトラ
ンスポゾン発現量を測定するバイオインフォマティクスパイプラインを確立した。３）母体免疫活性化による仔
脳神経系におけるエピゲノムおよびトランスクリプトーム解析を行いその特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the relationship between transposon activity and the
 molecular pathogenesis of psychiatric disorders, 1) we constructed reporter mice that can monitor 
the activity of transposable elements, and examined the dynamics of transposable elements under 
stress conditions related to psychiatric disorders. Specifically, we identified novel 
retrotransposition-enriched brain regions in the EGF-treated mouse. In addition, 2) by analyzing 
exome data, we established a bioinformatics pipeline for detecting novel retrotransposed genomic 
regions and measuring transposon expression levels from transcriptome data. 3) we performed 
epigenome and transcriptome analyzes in the fetal brain of maternal immune activation models.

研究分野：分子精神医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動く（転移する）遺伝因子であるトランスポゾンは、脳内での転移により脳神経系の機能や精神神経疾患に影響
を与えると考えられている。本研究では、脳内での転移の分子メカニズムの解明と精神神経疾患との関連を明ら
かにするため、転移現象を追跡できるレポーターマウスの作製やゲノム情報解析技術の確立を行った。また、胎
仔期における様々な環境要因負荷により脳内の転移を活性化させ、影響を受ける脳領域の同定と遺伝子発現への
影響などの解析を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの約 17%を占める動く（転移する）遺伝因子であるレトロトランスポゾン LINE-1は、
生殖系列細胞以外に、主に神経発達期において転移活性を示すことが明らかにされている。我々
は、LINE-1 の転移活性が統合失調症患者死後脳神経細胞や精神疾患動物モデルにおいて上昇す
ることを明らかにしてきた。しかし、転移活性上昇の分子メカニズムや精神病態との関係につい
ては多くは不明であった。 
 
２．研究の目的 
トランスポゾン LINE-1と精神疾患分子病態との関連を明らかにし、必要な基盤技術を開発する。
主目標として、動物モデルにおいてトランスポゾン LINE-1の転移活性を操作し、精神疾患との
関連を検討する。また、LINE-1 動態（新規転移領域・転写量）を明らかにするためのバイオイ
ンフォマティクス技術を開発する。また、転移活性が上昇する環境要因下でのマルチオミックス
解析を実施する。 
 
３．研究の方法 
（１）LINE-1新規転移モニターマウスの評価 
共同研究先より提供を受けたトランスポゾン転移モニターマウス（L1-EGFPマウス）を維持・繁
殖し、脳神経系での新規転移細胞（EGFP陽性細胞）の検出を行う。 
 
（２）LINE-1新規転移モニターマウスの再作製 
後述するように、提供を受けた L1-EGFPマウスは不活性化されていたため、新たに L1-EGFPマ
ウスの再作製を行った。この際、不活化の影響を受けにくい、ROSA26座位への挿入や、脳神経
系細胞での不活性化を免れるとされる 5’UTR 欠失タイプである、trL1-EGFP マウスの作製など
を行い、成体マウスでの陽性細胞の検出を行った。 
 
（３）仔マウス EGF投与モデルでの評価 
我々の先行研究により、仔動物への EGF投与により、成長後の前頭葉の LINE-1コピー数が増加
していることを明らかにしている。再作製した L1-EGFPマウスに対して EGF投与を実施し、陽
性細胞の分布を検討した。 
 
（４）LINE-1動態解析法（MORE法）の確立 
次世代シークエンシングのデータ解析により、LINE-1 の新規転移部位や転写量を測定するため
のバイオインフォマティクスパイプラインである（MORE法）を開発した。 
 
（５）MORE法の適用による新規転移部位解析 
ヒト死後脳高深度エクソーム解析データ、およびマウスエクソーム解析データに適用し新規
LINE-１転移ゲノム領域の同定を行った。 
 
（６）MORE法の適用による LINE-1転写量の解析 
妊娠マウスに母体免疫活性化を惹起する polyI：C化合物を投与し、脳試料の RNA-Seqデータを
取得、LINE-１転写量の解析を行った。 
 
（７）母体免疫活性化条件における仔脳神経細胞でのマルチオミックス解析 
polyI:Cモデルに加え、妊娠マウスへのインフルエンザウイルス直接感染モデルを利用し、RNA-
seq解析および DNAメチル化解析、一部試料においてプロテオミクス解析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
（１）LINE-1新規転移モニターマウスの評価 
国外研究機関より提供を受けた L1-EGFPマウスを個体化後、成体マウスの脳試料において EGFP
陽性細胞の検出を実施したが、陽性細胞の確認はできなかった。また、妊娠 L1-EGFP マウスに
対して polyI:C処理を行い、転移活性を増大させた条件下で同様の検出を実施したがやはり確認
できなかった。これは、宿主に組み込まれた LINE-1配列を含むレポーター遺伝子が急速に不活
性化されたためであると考えられた。polyI:C 投与による陽性細胞の誘導も認められなかったこ
とから、本マウスの使用を断念し、新たなレポーターマウスの作製を実施した。 
 
（２）LINE-1新規転移モニターマウスの再作製 
先行研究と同じ手法で L1-EGFP マウスを作製すると、やはり急速な不活性化を受ける可能性が
考えられた。そこで再作製にあたり、不活性化の影響を受けにくいとされる ROSA26 座位への



組み込みを行った。また、LINE-1の 5’UTRの転写活性化因子 YY１結合部位を欠損する truncate
型の LINE-1 は低活性であるがヒト成体脳神経系で不活性化を免れていることが報告されてい
る。このため、YY1 結合部位を欠損している、trL1-EGFP を ROSA 部位に組み込むマウスの作
製も行った。組み換えマウス樹立後、脳神経系細胞での EGFP陽性細胞を検出したところ、様々
な脳領域の神経細胞、および、グリア系細胞での発現を認めた。先行研究ではグリア系細胞での
新規転移は報告されていない。少なくとも 3 世代安定して陽性細胞の検出ができることを確認
し、動物実験に供した。なお、trL1-EGFPマウスにおいては、予想通り脳領域全体で、L1-EGFP
マウスと比較して陽性細胞数の減少を認めた。 
 
（３）仔マウス EGF投与モデルでの評価 
領域内共同研究により、組み換え EGF を仔マウスに投与するサイトカイン増大モデルを利用し
た評価を行った。出生後の仔マウスへの EGF 投与により開眼と歯の萌出の促進が確認できた。
少数検体を用い全脳に対し陽性細胞の検出を一次スクリーニングとして実施した結果、一部の
脳領域での陽性細胞数の増加を観察した。このため、該当脳領域に対して包括的に脳スライスを
作製し網羅的な検討を行ったところ、統計学的に有意な増加を認めた。仔動物 EGF 投与モデル
では既に LINE-1ゲノムコピー数増大を認めていること、また様々な行動異常が同定されている
ことから今後病態と関連する脳領域の同定が期待される。 
 
（４）LINE-1動態解析法（MORE法）の確立 
ヒトゲノムに数十万コピー存在する LINE-1のうち、転移活性を持つものはおよそ 150個であり、
これらは完全長（6Kb）を有し、有害な変異を内部に持たない。これまで転移活性を持つ LINE-
１に特異的なゲノム解析・発現量解析法は確立されていなかった。今回、完全長 LINE-1配列１
１個１個を精査し、cleaningを行ったあと、LINE-1 referenceセットを構築した。また、ヒトと同
様にマウスゲノムの完全長LINE-1約 2500個に関しても同様に配列を精査後LINE-1 reference セ
ットを構築した。新規転移領域解析の場合は、エクソームデータや全ゲノム解析データを LINE-
1 referenceセットに対しマップさせ、シークエンスリード中の LINE-1配列を含むリードを抜き
出し、その後ヒトあるいはマウスゲノムに対して精密なゲノムマッピングを実施する。発現量解
析の場合は、RNA-seqデータを同様に処理する。この方法を mobile element-originated-read enrich 
method（MORE法）とした。 
 
（５）MORE法の適用による新規転移部位解析 
ヒト死後脳神経細胞および非神経細胞ゲノム DNAの高深度エクソーム解析データ、およびマウ
ス脳および尻尾試料から抽出したエクソーム解析データに MORE 法を適用し、新規 LINE-1 転
移ゲノム領域の同定を行った。ヒト死後脳では、神経細胞ゲノム、非神経細胞ゲノム共に、1エ
クソームあたり約 4個の新規転移を同定した。また、同様にマウス脳試料においても尻尾試料に
存在しない脳特異的な転移を同定した。 
 
（６）MORE法の適用による LINE-1転写量の解析 
妊娠マウス個体への polyI:C 投与モデルにおいて、poly I:C 最終投与 1 日後の胎仔脳試料から神
経前駆細胞を単離後、mRNAを取得、RNA-seq解析を行った。また、蛋白質を抽出後、iTRAQ法
によるプロテオーム解析を行った。RNA-seq 解析データに対して MORE 法を適用したところ
LINE-1発現量の上昇は認めなかった。そこで、polyI:C最終投与後 30分後の胎仔脳試料で RNA-
seq解析を行ったところMORE法にて顕著な LINE-１発現量上昇を認めた。さらに細かくタイム
コースを設定し、qPCR法にて LINE-1の発現量を測定したところ、LINE-１発現量は polyI:C投
与直後に一過性に上昇し、その後ベースラインに戻ることを見出した。また、このとき LINE-1
プロモーターのエピジェネティックな状態が変動していることを見出した。 
 
（７）母体免疫活性化条件における仔脳神経細胞でのマルチオミックス解析 
（６）での RNA-seq 解析の結果、神経発達に関連する遺伝子群の発現減少、免疫応答関連遺伝
子群の発現上昇を認めた。また、蛋白レベルで発現変動を示す遺伝子を同定した。インフルエン
ザウイルス直接感染モデルにおいては、出生直後群の個体で神経発達に関連する一部の遺伝子
群の発現上昇を認めた。RRBSによる網羅的 DNAメチル化解析の結果、これらの発現上昇には
該当遺伝子のメチル化状態の変動が有意に関連していた。直接感染モデルの仔マウスは成長後、
性差特異的な精神疾患関連行動異常を示した。また、前頭葉試料の RNA-seq 解析の結果、出生
直後の発現変動を維持している例を見出した。 
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