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研究成果の概要（和文）：神経細胞に生じている体細胞変異の生理的・病理的意義を評価するには、様々な脳神
経系細胞において単一細胞レベルでの解析を精密に行い、頻度やパターン情報を取得する必要がある。本研究課
題では、単一脳神経細胞における体細胞変異解析に必要な、脳試料の前処理、単一神経細胞核の取得、全ゲノム
増幅、データ解析に至る一連の解析パイプラインの確立を行った。精神疾患の病因・病態との関連解明に向けて
有用な技術であると期待される。

研究成果の概要（英文）：In order to evaluate the physiological and pathological significance of 
somatic mutations occurring in brain cells, it is necessary to analyze frequency and pattern at the 
single cell levels in various types of brain cells. In this research project, we have established a 
series of analytical pipelines from pretreatment of brain samples, isolation of single neuronal 
nuclei, whole genome amplification, and data analysis of whole genome sequencing. These will be 
useful for clarifying the role of somatic mutations in the psychiatric disorders.
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１．研究開始当初の背景 
近年、ヒトの神経細胞は一塩基多型（SNP）、

コピー数多型（CNV）、染色体異数性、微小決
失、核酸含有量、トランスポゾン転移などに
ついて、一部の細胞で多型性が生じているが
他の神経細胞や組織では生じていないとい
った体細胞変異が認められることが明らか
になっている(Muotri and Gage, Nature 2006, 
Poduri et al., Science 2013)。体細胞変異
の機能的意義は明らかではないが、AKT 遺伝
子の体細胞変異により片側巨脳症が生じる
こと、また染色体異数性の異常が精神神経疾
患で観察されていること、トランスポゾン
LINE-1 の神経細胞におけるコピー数がレッ
ト症候群患者の死後脳で増大していること
など、精神神経疾患と密接に関与している可
能性が報告されている。申請者らも過去の挑
戦的萌芽研究での課題が端緒となり、統合失
調症患者神経細胞で LINE-1 のゲノムコピー
数が増大していることを見出し、LINE-1 の新
規挿入が神経機能に重要な遺伝子群に生じ
ていることを明らかにした(Bundo et al, 
Neuron 2014)。したがって体細胞変異を評価
するにあたっては、様々な脳神経系細胞にお
いて単一細胞レベルでの解析を精密に行い、
頻度やパターン情報を取得する必要がある
と考えられる。現在、脳神経系の単一細胞レ
ベルでのゲノム研究は、海外において数例予
備的な報告がなされており、トランスポゾン
測定とCNV測定が行われているが厳密な品質
管理下で包括的な検討や精密な頻度測定は
行われておらず、新規細胞単離技術と高品質
な細胞核単離技術を利用した本研究課題の
着想に至った。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、精神疾患の病因・病態と
の関連解明に向けて、単一脳神経細胞におけ
る体細胞変異解析技術を確立する。 

 
３．研究の方法 
ヒト死後脳単一神経細胞での体細胞変異

解析技術の確立を主眼として、高品質の単一
核を神経細胞(NeuN 陽性)より取得し、単一細
胞全ゲノム増幅反応と品質管理後、全ゲノム
解析を行う。検体は米国スタンレー財団より
入手した健常者死後脳前頭葉試料を使用す
る。 
 

４．研究成果 
ヒト死後脳からの単一神経細胞核の単離

と全ゲノム増幅の条件検討を行った。ヒト死
後脳試料は米国スタンレー財団より入手し
た健常者前頭葉試料を使用した。凍結死後脳
前頭葉試料から粗細胞核成分を調整し、蛍光
標識を行った NeuN 抗体、Olig2 抗体で処理を
行った。NeuN 陽性/Olig2 陰性群を神経細胞
核、NeuN 陰性/Olig2 陽性群をオリゴデンド
ロサイト核、NeuN 陰性/Olig2 陰性群をその
他非神経細胞群とした。 

 単一細胞核取得システムとして、AS One 社
のセルピッキングシステムおよび、フリュー
ダイム社の C1 装置双方の利用を検討した。
AS One 社のセルピッキングシステムは、展開
した単一細胞核を個別に可視化・数値化した
上で、高品質核の選択と取得を行うことが可
能であり、一方、C1 装置はハイスループット
で連続した化学反応が可能なため、下流の全
ゲノム増幅反応まで装置内で進めることが
可能である。双方とも良質な全ゲノム増幅反
応産物を得ることができた。 
全ゲノム増幅は、Qiagen 社、GE 社および

他数社のシングルセル全ゲノム増幅用に商
品化されているキットを用いて条件検討を
行った。最終収量に加え、SNP ジェノタイピ
ングによるヘテロSNPコールの正答率を基に
検討を行ったところ、GE 社の Genomiphi を基
にした増幅キットが最も良好な成績を示し
た。 
また、C1 装置でのプロトコールが既に確立

している一般的な Taqman プローブを用いた
RT-PCR 法による遺伝子発現解析を、単一神経
細胞核に対して行った。単離した RNA は、品
質評価が困難であり、収量が細胞全体を使用
した場合よりも大幅に減少すると見込まれ
るが、解析した単一神経細胞核のほとんどで
良好な遺伝子発現が確認された。また、体細
胞変異解析の補助情報になると考えられる
遺伝子発現定量データを取得できることを
確認した。 
ゲノム解析には、最終的にフィリューダイ

ム社の C1装置と GE社の Genomiphi を基にし
た増幅キットの組み合わせを選択し、全ゲノ
ム解析に進んだ。 
健常者死後脳前頭葉サンプル（N=1）から

単離した神経細胞核を出発試料として、確立
した C1 装置での増幅系を用い、ヘテロ SNP
コールの保存状態を指標として、良好な増幅
が認められた8サンプルについて全ゲノム解
析を行った。また、同時に同じ検体の核ソー
ティングを行っていない凍結脳試料から抽
出したゲノム DNA（バルク DNA)の全ゲノム解
析を行った。 
全ゲノムシークエンスの結果、バルク DNA

および全ての単一神経細胞サンプルから良
好なシークエンスリードが得られた。また、
単一神経細胞のシークエンスリードに顕著
な品質の差異は認められなかった。通常法に
従い、ヒトリファレンスゲノムへのマッピン
グを行った。GATK アルゴリズムにより、バル
ク DNAでの SNPコールを行いリスト化した後、
単一神経細胞のサンプルごとに変異コール
を行い、パターンをバルク DNA と比較した。
その結果、それぞれのサンプルにのみ見られ
る変異や細胞間で共通しているがバルク DNA
では認められない変異を検出した。 
最終的なデータに関しては、アリールドロ

ップアウトや全ゲノム増幅時の複製エラー
を考慮するなどの検討を通して、得られた体
細胞変異候補から偽陽性を除くフィルタリ



ングの精度を上げる必要があると考えられ
た。一連の研究を通して、試料の前処理、単
一神経細胞核の取得、全ゲノム増幅、データ
解析に至る一連の解析パイプラインの確立
に成功した。 
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