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研究成果の概要（和文）：ヒトをヒトたらしめる分子基盤の解明のために，ヒトと類人猿の脳内発現遺伝子のア
イソフォームレベルの比較解析を行った．解析の結果，(1)ヒトで2.5%，チンパンジーで7.6%の新規アイソフォ
ームを同定し，(2)チンパンジーの非翻訳領域の配列長が長いこと，(3)平均アイソフォーム数がヒトの方が多い
こと，(4)特定のエクソンがどちらかの種にしか存在しない遺伝子がヒトで571遺伝子，チンパンジーで791遺伝
子あること，(5)ゴリラを外群として用いた場合，ヒトおよびチンパンジー特異的エクソンを持つ遺伝子の数が
それぞれ428個，597個存在すること，などを明らかにすることができた．

研究成果の概要（英文）：Rapid growth in high-throughput genomic biology opens new directions for 
studies focusing on human evolution and search for the molecular basis of human uniqueness. In this 
study, we have performed comparative transcriptome analysis for quantifying isoform expression using
 post mortem human and ape brain samples. The results suggested that (1) 2.5% and 7.6% of newly 
identified isoforms in humans and chimpanzees, respectively, (2) longer UTRs in chimpanzees, (3) 
more isoforms in humans, (4) 428 and 597 genes that have species-specific exons in humans and 
chimpanzees, respectively.

研究分野：神経ゲノム科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトをヒトたらしめる分子基盤の解明に次世代シーケンサーを代表としたゲノム研究は大きな成果をあげてきた
が，残された課題のひとつは転写産物の多様性に関する理解が進んでいない点である．転写産物の比較を行うこ
とによりヒト特異的エクソンの同定が可能となり，それらがヒトの新規形質の分子基盤となる可能性を秘めてい
る．本研究では，既存のゲノム情報に依存しない方法でバイアスなく新規エクソンを同定する手法を開発するこ
とに成功した．それらの手法を用いることで新規エクソンやヒト特異的なエクソンを多数同定することができ
た．今後は，それらの遺伝子の機能解析などを行うことで，ヒトの進化に及ぼした影響を考察する．
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１．研究開始当初の背景 
「宇宙とは何か」「物質とは何か」「生命とは何か」という問いにならび「ヒトとは何か」と
いう問いは現代科学の根源的な問いである．2000年代初頭に参照配列としての最初のヒトゲノ
ムが明らかになって以来，塩基配列そのものの解読技術は革新的な技術進歩を遂げ，米国では
100万人，英国で 10万人，日本では 15万人規模のヒト全ゲノム配列解読プロジェクトが進行
している．しかし，いきものらしさを支える表現型の可塑性・多様性はゲノムというハードに
だけ組み込まれたものでないことは，もはや明らかである．ゲノムという一次元情報が最も基
本的な設計図となり，そこに書き込まれた情報がどのように時空間的に制御され発露されるか
を知ることが，今後の生物学の大きな課題である．また，「ヒトとは何か」という問いに答える
ためには，ヒトだけを研究対象とするのではなく，ヒト以外の生物（アウトグループ）から見
た視点が必要不可欠である．そこで，本研究は，ヒトをヒトたらしめている最も大きな特徴で
ある脳の発達・進化を「ヒトとは何か」という問いに迫るひとつの切り口として捉え，ヒトと
ヒトに最も近縁なチンパンジーを含めた類人猿を対象とし，各々の設計図であるゲノムが脳内
においてどう時空間的に制御され，種間の差となって現れるのか，その分子基盤を解明するこ
とを通して「ヒトとは何か」という問いを明らかにすることを目指す． 
遺伝子発現の多様化が表現型の多様化にと
って重要であると，キングとウィルソンは示唆
した（King and Wilson 1975, Science）（図 1）．
実際に，ヒトとチンパンジーのゲノムの差は約
1.3%であるのに対して，遺伝子発現の差は組織
によって異なるものの脳で約 10％，精巣で約
35％もの違いがある（Khaitovich et al. 2005, 
Science）．我々もヒトとチンパンジーの大脳・
小脳など異なる領域間で約 30％もの遺伝子に
両種間で発現差を示すことを見いだし，さらに
海馬を除いた皮質，線条体，小脳などの領域に
おいてヒトの系統で特異的な発現パターンを獲
得してきたことを明らかにしてきた． 
このように，ヒトとチンパンジー間のゲノム
差および遺伝子発現差に関する知見は次世代シ
ーケンサーによる発展の恩恵も受け，理解が深まりつつある．しかし，残された大きな課題の
ひとつは，転写産物（アイソフォーム）の多様性に関する比較がほとんどなされていない点に
ある．転写で合成された一次転写産物（pre-mRNA）からイントロンが除去される過程でおき
るスプライシング機構のうち，特定のエキソンをとばしてスプライシングを行う選択的スプラ
イシング（alternative splicing）機構と呼ばれるものにより，１つの遺伝子から複数の転写産
物やタンパク質を生成することが可能となる．つまり，遺伝子数に大きな変化がなくても，転
写産物・タンパク質の種類を増やすことによって，より多様で複雑な分子システムを作ること
が可能になると考えられている．実際に，進化の過程においてヒトを含めた霊長類は，マウス
などの他の哺乳類と比較して１つの遺伝子から転写される転写産物の数が 1.5倍から 2倍に増
加していることや，ヒトの 90％以上の遺伝子が少なくとも複数の転写産物を持つことなどが報
告され始めている． 
 
２．研究の目的 
上記の状況を踏まえ，本研究では，ヒトとチンパンジーを含む類人猿の死後脳の複数領域を
対象とし，その各々の場所で発現している転写産物の多様性（種類・スプライシングパターン・
転写量など）を一分子リアルタイムシーケンサーなどを用いて高精度に計測・定量化し，転写
産物の多様性という観点からヒト特異的な特徴を明らかにし，「ヒト化」に至る進化的な背景を
明らかにする．具体的には，(1)異なる特性を持った２種類の次世代シーケンサーを用いたヒト
とチンパンジーの脳内発現遺伝子の転写産物多様性の網羅的比較解析，(2)ヒト特異的新規発現
エキソンの同定とその生物学的意義の解明，を行うことにより，転写産物レベルの両種間の違
いを明らかにし，「ヒトとは何か」という問いを明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 (1)ロングリード型シーケンサーを用いた完全長 cDNA 配列の種類やスプライシングパターン
に関する網羅的同定（定性解析） 
ヒトとチンパンジーの死後脳８領域を対象とし，それらの領域からトータル RNA を抽出す
る．第一段階として，それぞれの種における脳内の発現産物の網羅的同定を目指し，８領域（前
頭葉（前頭前野背外側部・下前頭回・運動前野），後頭葉（一次視覚野），辺縁系（前帯状皮質・
海馬），基底核（線条体），小脳）から抽出した RNA をプールし，それらを用いて一分子リア
ルタイム次世代シーケンサー（Pacific Biosciences（PacBio）社 RSII）により，完全長 cDNA
配列を Iso-Seq法と呼ばれる手法により決定し，ヒト・チンパンジーにおける転写産物の種類
や選択的スプライシングのパターンなどの定性的な比較解析を行う． 



 
(2)ショートリード型シーケンサーを用いた発現データ取得と(1)で得た転写産物へのマッピン
グによる全転写産物の絶対発現量解析（定量解析） 
方法(1)により，長い配列を解読することのできるロングリード型 PacBio 社 RSII を用いた
定性的な解析を行うことで，ヒト脳・チンパンジー脳における１つの遺伝子から発現される遺
伝子発現転写産物（アイソフォーム）の種類やスプライシングパターンに関するプロファイリ
ングを行い，その結果を用いて以下の研究を行う． 
ロングリード型シーケンサーを用いて同定した完全長 cDNA配列に対して，ショートリード
型 Illumina 社 HiSeq シーケンサーで解読する配列（100bp）をマッピングする．異なるエキ
ソンにまたがる配列リード（Reads spanning splice junctions）の数やパターンに基づき，全
ての同定された転写産物の発現量の絶対定量解析を行う．Illumina 社 HiSeq シーケンサーは
PacBio社 RSIIに比べて１ランあたりの配列解読量が 100~150倍多い（PacBio RSII:約 8Gb，
Illumina HiSeq:約 800~1,200Gb）ため，シーケンスできる長さは短いもののその配列解読量
のために定量性に優れている．この方法は，ヒトとチンパンジーの参照ゲノム配列を用いるこ
となく，それぞれの種においてロングリード型シーケンサーを用いて同定した転写産物（完全
長 cDNA）に対してマッピングを行うために，ヒトとチンパンジー参照ゲノム配列や既存の転
写産物に関するデータベースの差に非依存的（human genome centricでない）かつバイアス
のない方法での比較解析が可能となる． 

 
(3)ヒト特異的新規エキソンの同定とその生物学的意義の解明 
研究(1)および(2)により得られた結果より，ヒト特異的に獲得された新規発現エキソンの同定
を行い，その生物学的意義を考察する．ショートリード型の遺伝子発現データを用いたいくつ
かの先行研究では，ヒト特異的な新規エキソンの同定に関する報告があるが（e.g. Blekhman 
2012, Nature Proceedings），それらはいずれも参照ゲノム配列にマッピングして得られた結果
であるため，それぞれのゲノム配列の質に強く依存する．例えば，本来はゲノムに存在するは
ずの DNA 配列が，アセンブルの質の低さによってデータベース上の参照ゲノム配列内に存在
していない場合，本来であれば正しくマッピングされる遺伝子発現リードの帰属先がないこと
になり，本当は発現している遺伝子またはエキソンが発現してないという結果になってしまう．
よって，バイアスなく比較解析を行うためには，ゲノム配列の質に差のある（ヒト参照配列が
最も質が高い）参照ゲノム配列にマッピングするのではなく，同じ条件で同定した各々の種由
来の全転写産物に対してマッピングを行った上で，ヒト特異的に獲得された新規発現エキソン
の同定を行う必要がある． 
上記の理由をふまえて，ヒトとチンパンジーの両種間の比較において，ヒトのみ発現が認め
られるエキソンの同定を全ゲノム規模で行う．同定されたエキソンがヒト特異的に獲得された
ものかどうかを判断するために，アウトグループとしてゴリラおよびテナガザルを用いた当該
遺伝子の完全長 cDNA配列の決定を PacBio社 RSIIを用いて行う． 
さらに，同定された新規発現エキソンの組織特異性や，挿入位置周辺のモチーフ検索による
スプライシング制御ネットワークの進化的動態なども加味し、その生物学的意義を考察する． 
 
４．研究成果 
研究の初年度（平成 28年度）と 2年度（平成 29年度）に，ヒトとチンパンジーそれぞれ 1
検体の死後脳 8領域（前頭前野背外側部，下前頭回，運動前野，一次視覚野，前帯状皮質，海
馬，線条体，小脳）を用いてアイソフォーム解析用ライブラリー（Iso-Seq 法）の作製，およ
び，ロングリード型シーケンサー（PacBio 社 RSII）による完全長 cDNA 配列決定を行った．
また最終年度（平成 30年度）にアウトグループとしてゴリラの完全長 cDNA配列決定をPacBio
社 Sequel(RSIIの上位機種)を用いて行った． 
ヒトとチンパンジーで得た配列データを用いて解析を行ったところ，高品質な完全長アイソ
フォームをそれぞれ 12,744 個，9,923 個同定することができた（表 1）．同定したアイソフォ
ームの中でヒトとチンパンジーの参照ゲノムにその配列がないエキソンを含むアイソフォーム
をヒトで 20個，チンパンジーで 113個同定した． 

表 1. ヒトとチンパンジーのアイソフォームの比較結果 

Species Human Chimpanzee 

High quality number of isoforms 12,744 9,923 

Mean length isoforms (bp) 2,398 3,119 

Number of loci# 6,356 4,941 

Mean number of isoforms per locus# 2.0 2.0 

Mean number of exons per isoforms* 8.5 11.0 

Mean length of exon (bp)* 280 282 



# best hit to human (hg38) and chimpanzee (panTro5). 

* coverage <= 90%, identity <= 90% to the reference genome 

 
ヒトとチンパンジーで相同なアイソフォーム(3,768個)を比較した結果，チンパンジーのアイ
ソフォームの長さの方が長い傾向にあり（表 2），タンパク質コーディング領域（CDS）が同じ
長さの相同アイソフォーム（1,588個）の比較をした結果，チンパンジーの非翻訳領域（UTR）
の配列長が 5’末端（327 bp vs 354 bp），3’末端（1,263 bp vs 1,346 bp）とも長いことを明らか
にした（表 3）． 
表 2. 相同なアイソフォームの長さの比較 

Number of orthologous isoforms 3,768 

# isoforms (human > chimpanzee) (length) 1,620 

# isoforms (human < chimpanzee) (length) 2,097 

# isoforms (human = chimpanzee) (length) 51 

Mean isoform length (human) (bp) 2,848 

Mean isoform length (chimpanzee) (bp) 3,087 
 

表 3. CDS長が同じ相同アイソフォーム(1,588個)の長さの比較 

Species Isoform (bp) CDS (bp)  5'-UTR (bp) 3'-UTR (bp) 

Human 2,763 1,173 327 1,263 

Chimpanzee 2,873 1,173 354 1,346 
 
次に，ヒトとチンパンジーで 1対 1の相同遺伝子を 3,305個同定し，その相同遺伝子から転
写される平均アイソフォームの数を求めたところ，ヒトの方が有意にアイソフォーム数が多い
ことを見出した（ヒト：2.74個，チンパンジー：2.19個）．また，相同遺伝子において 300bp
以上（100アミノ酸以上）の長さのエキソンが片一方の遺伝子にしか存在していない遺伝子（種
特異的エキソン保有遺伝子）の数がヒトで 571遺伝子，チンパンジーで 791遺伝子あること，
アウトグループとしてゴリラで得られた結果から，祖先系を推定すると，ヒト特異的エキソン
を持つ（チンパンジーとゴリラには当該エキソンがない）遺伝子が 428個，チンパンジー特異
的エクソンを持つ（ヒトとゴリラには当該エキソンがない）遺伝子が 597個存在することを明
らかにした． 
現在，上記で同定した遺伝子の機能や進化的な意義などに関して考察を加え論文を投稿準備
中である． 
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