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研究成果の概要（和文）：これまで我々は、統合失調症患者の神経細胞ゲノムにおいて、レトロトランスポゾン
の一種であるLINE-1配列が、神経細胞の機能や構造に重要な遺伝子の近傍に挿入されていることを示している。
これらのデータをRNAレベルで検証するために、本研究ではヒト脳RNAの長鎖シーケンスデータから、LINE-1新規
挿入を検出するための技術開発を行った。統合失調症患者3名分の前頭葉を使用して、PacBioシーケンサーによ
るRNA-seqを行い、RNAに挿入された新規LINE-1挿入の検出を探索的に試みた結果、神経機能に関与する複数の遺
伝子において、LINE-1が挿入された転写産物を認めた。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that LINE-1 sequences, a type of retrotransposon, 
are inserted in the neuronal genome of patients with schizophrenia in the vicinity of genes 
important for neuronal function and structure. To validate these data at the RNA level, we developed
 a technique to detect novel LINE-1 insertions in human brain RNA long sequence data. Using the 
frontal lobes of three patients with schizophrenia, we performed RNA-seq on a PacBio sequencer to 
detect novel LINE-1 insertions in RNA and  LINE-1-inserted transcripts in several genes involved in 
neural functions.

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
本研究では、統合失調症患者の脳RNAから、神経機能に関わる遺伝子において、これまで報告のない新規のトラ
ンスポゾン挿入を見出した。これらの新規挿入は、遺伝子のコーディング領域やスプライシング部位に生じてい
るものも存在しており、これらの変異が引き起こす細胞の機能欠失が疾患病因の一つとなりうる。これらは現在
主流の疾患遺伝子解析であるGWASのような手法では見出せない変異であり、新たな統合失調症発症のメカニズム
の解明につながる可能性がある。

※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 
統合失調症は妄想・幻聴などを症状とする神経性疾患の一つであり、病因は未だ分かっていな

いが、ゲノムの変異が大きく関与していると考えられている。病因に関わるゲノム構造変異を引
き起こす要因の一つとして、レトロトランスポゾン転移があげられる。レトロトランスポゾンは、
ゲノムの中で自らの配列のコピーを増幅することができる配列であり、ヒトゲノム内には、現在
でも転移活性をもつ Long interspersed nuclear element (LINE-1 または L1)が存在している。
これまで LINE-1 の転移は、生殖細胞や発生初期で生じる、まれな現象と考えられてきた。しか
し近年になり、成体内においても、神経前駆細胞において LINE-1 の増幅が起きていることが示
され、ヒトの同一個体の脳以外の組織と比較すると、脳組織において LINE-1 のコピー数が増加
していることが報告された。申請者らはこれまでに、健常者と比較して統合失調症患者群では神
経細胞において LINE-1 の増幅が起きていること、前頭葉 DNA の全ゲノムシーケンシングか
ら、統合失調症の患者では、シナプス関連遺伝子など、神経機能に関連する遺伝子の近傍に
LINE-1 の挿入が多く認められることを示した。このような LINE-1 の新規挿入の一部は、遺伝
子のコーディング領域や、非翻訳領域、スプライシング部位に存在していることが確認されてい
る。このような構造変異を持った RNA は、そもそもタンパク質として翻訳されない可能性や、
機能喪失型のタンパク質・細胞にダメージを与えるような機能獲得型のタンパク質として翻訳
され、発症の原因となる可能性がある。しかしこれまでの解析では、このような大規模な構造変
異が転写産物に与える影響を検出することは困難であった。 
 
２．研究の目的 

RNA 発現を網羅的に解析する現行の方法としては、マイクロアレイ法やショートリード(50-
300 bp/リード)の次世代シーケンス法が主流である。しかしどちらの方法もトランスクリプト全
長の構造を解析することは不可能である。近年開発されたロングリード RNA-seq では、トラン
スクリプト全長の配列を決定することができるため、LINE-1 新規挿入のような、mRNA 内の
大規模な構造変異を検出することが可能であり、トランスクリプト内の LINE-1 新規挿入を同
定できる可能性がある。しかしながら解析パイプラインは充分に確立されておらず、また統合失
調症死後脳への適用例もない。本研究では、ヒト死後脳検体を用いてレトロトランスポゾンを中
心としたロングリード RNA-seq 解析パイプラインの構築を行い、統合失調症病態解明への手掛
かりを得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ロングリード RNA-seq データから LINE-1 挿入を検出するための技術開発 
 ロングリード RNA-seq データから、新規の LINE-1 挿入を検出する実験・解析方法を検討する
ために、ヒト神経芽細胞腫由来培養細胞である SK-N-SH から抽出した RNA を用いて、Oxford 
Nanopore Technologies 社の 3 種類の RNA-sequencing kit (Direct RNA Sequencing Kit, Direct 
cDNA Sequencing Kit, PCR-cDNA Sequencing Kit) を使用してライブラリ調製を行い、MINon を
使用してシーケンスデータの取得を行った。MinKNOW でベースコールを行い、先進ゲノム支
援（東大・鈴木慶彦先生）の協力を得てバイオインフォマティクス解析を行い、LINE-1 挿入を
含むトランスクリプトの検出を試みた。 
 
(2) 患者サンプル RNA-seq データを使用した新規 LINE-1 挿入の検出 
統合失調症患者 3 名分の死後脳前頭葉組織から抽出した total RNA を使用して、PacBio 社の

シーケンサーによる RNA-seq を行い、患者脳の mRNA に存在する新規 LINE-1 挿入の検出を
探索的に試みた。 
 
４．研究成果 
(1) ロングリード RNA-seq データから LINE-1 挿入を検出するための技術開発 
培養細胞 SK-N-SH から抽出した mRNA に対し、Oxford Nanopore Technologies 社の 3 種類

の kit を使用して、ロングリード RNA-seq のライ
ブラリを作製した。MinKNOW により得られた、
それぞれの fastq ファイルから、マッピングツール
である minimap2・BLAST を使用して、ヒト特異的
な LINE-1 サブタイプである L1Hs 配列をリファレ
ンスとしたマッピングを行い、 L1Hs 配列を含む
リードを抽出し、kit 間やツール間での比較を行っ
た。その結果、23-285 個の L1Hs を含むリードが検
出された（これらのリードには、もともとリファレ
ンスに存在する L1Hs も含まれている）。またリー



ド当たりの L1Hs 検出数
は、mRNA から cDNA に逆
転写した産物をそのまま
シーケンシングするキッ
トである cDNA Sequencing 
Kit を使用した時が最も多
かった。また 2 つのマッピ
ン グ ツ ー ル の う ち 、
minimap2 のほうがより多
くの L1 を検出していた。 
また、マッピングツールによる検出部位の違いを Fig. 1 に示した。その結果、2 つのマッピン

グツールから検出された L1Hs はその多く（約 60-70%）が共通していた。この後の解析には、
L1 検出率の高さから、minimap2 を使用した。 
 
 
(2) 患者サンプル RNA-seq データを使用した新規 LINE-1 挿入の検出 
統合失調症患者の脳で発現し

ている L1Hs 新規挿入を含むト
ランスクリプトを検出するため
に、統合失調症患者 3 名分の死
後脳前頭葉組織から抽出した
total RNA から、PacBio 社のシ
ステムを使用して、ロングリー
ド RNA-seq (Iso-seq)を行った。
今回使用した RNA は死後脳から抽出を行ったもので
あるため比較的品質が低く、3 件検体のうち 2 検体は
Iso-seq に不適と判定された (Table 2)が、そのまま実
験を進めた。 
 Table 3 にシーケンス結果のサマリーを示す。通常
の Iso-seq では 320-540 G 程度のデータが取得できる
ところ、今回取得されたデータ量は通常の 1/10 程度
にとどまったが、解析を続行した。 

L1Hs 新規挿入の検出パイプラインは(1)で使用
したものを改変したものを使用した (Fig. 2)。主な
改変点は、L1Hs を含むリードをヒトリファレンス
ゲノムにマッピングさせたのち、もともと L1Hs と
してリファレンスに存在する部位にマッピングさ
れたリードを除去することにより、新規に起きた
L1Hs 挿入のみを検出する、というステップを加え
たことである (Fig. 2, ステップ 2-4)。 
その結果、 1 検体につき、2-11 ヶ所の新規 L1Hs

挿入が含まれるトランスクリプトが検出された。
その中には、脊髄小脳変性症に関与する SEC14L5、統合失調症での発現低下が報告されている 
SOD1、シナプス形成に関与する DLGAP2 など、精神神経疾患や神経機能との関与が報告され
ている遺伝子由来の RNA が含まれていた。またそのいくつかは、エキソンや、エキソン-イント
ロン境界に L1Hs 挿入が検出されており、これらの挿入がタンパク質の発現にも大きな影響を
与え、脳機能を変化させることによって、発症につながる可能性が考えられた。 
  
本研究の方法で検出された L1Hs の新規挿入を含むトランスクリプトは、通常の RNA-seq で

は検出が不可能であり、また GWAS などの遺伝子研究からも見落とされる変異であるが、脳機
能に大きな影響を与える可能性があることから、今後の疾患研究で検証されるべき課題の一つ
であると考えられる。 
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