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研究成果の概要（和文）：本研究では、同一サンプル由来の3つの異なる脳領域から抽出したRNAを用いてロング
リード遺伝子発現解析を行った。従来のショートリードを用いた解析では、転写産物の全長を一度に解析するこ
とができず、そのアイソフォームは推定にならざるを得なかった。今回ロングリード法を用いて正確にアイソフ
ォームを同定することにより、3つの脳部位のうち2か所以上で発現しているアイソフォームに絞っても、その半
数以上がこれまでに登録のない新規のアイソフォームであることがわかった。その情報を用いて様々な解析を行
い、特に脳の部位間で異なるアイソフォームを発現する遺伝子には細胞突起の形成に関わるものが多いことなど
を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed long-read RNA-sequencing using RNA extracted 
from three different brain regions derived from the same sample. With conventional short-read 
analysis, it was not possible to analyze the full length of the transcripts at once, and the 
isoforms had to be estimated. By accurately identifying isoforms using the long-read method, we 
found that more than half of the isoforms expressed in at least two of the three brain regions were 
novel isoforms. Using this information, we conducted various analyses and found that genes 
expressing different isoforms between brain regions were often involved in the formation of cell 
projections.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果から、ロングリード法を用いて遺伝子発現解析を実施した場合、従来のショートリード法では同定
できていなかった多数のアイソフォームが検出可能であることが示され、今後の遺伝子発現解析におけるロング
リード法の有用性を示すことができた。また脳は部位によってその細胞組成が大きく異なるが、それに応じて部
位間で発現している主要なアイソフォームに違いがある遺伝子や、発現パターンが異なってくるメカニズムにつ
いての知見を得ることができた。このようなデータは今後の脳に関わる疾患研究のコントロールデータとなり得
るため、意義がある結果と考える。

※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 
神経疾患や精神神経疾患では、さまざまな脳領域が影響を受けるが、遺伝子発現パターンの違い
がこのメカニズムを説明できる可能性が示唆されていた。しかしながら、ヒトの脳の異なる領域
における遺伝子発現を正確に調べた研究は限られており、従来のショートリードシークエンス
を用いた遺伝子発現解析技術は、mRNA の全長を解析することができず、そのデータに基づく
スプライシングバリアントは推定にならざるを得ないという問題があった。本研究では、このよ
うな課題を克服するため、同一サンプル由来の小脳、視床下部、側頭皮質の 3つの異なる脳領域
から抽出した RNAを用いてロングリード遺伝子発現解析を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ロングリード法による遺伝子発現解析技術を用いて、脳の 3つの部位（小脳、
側頭葉皮質、視床下部）の遺伝子発現を調べることである。正確なアイソフォームの情報に基づ
き、各々の部位で発現しているアイソフォームのプロファイルを明らかにすると共に、部位間の
違いや、部位間で異なるアイソフォームが発現するメカニズムについて検討することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 

図 1. 研究の概要 
 
脳に影響を与える疾患で亡くなっていない 4例の日本人男性の死後脳から、小脳、側頭葉皮質、
視床下部を切り出し、そこから RNA を抽出した。RNA は逆転写を行い cDNA 化して、Pacific 
Biosciences のプラットフォームによるロングリード法にて遺伝子発現解析を実施した。得られ
たデータは適切に QC を行い、アーティファクトと推定されるアイソフォームを除外する、最低
2 サンプル以上で発現しているアイソフォームに限定するといった厳しいフィルタリングを行
った。また同じサンプルから抽出した DNA を用いて Illumina 社の EPIC アレイを用いて網羅的
な DNA メチル化データを取得した。上記データを用いて、「4.研究成果」に示す各々の解析を実
施した。 
 
 



４．研究成果 
（1）ロングリード法によって得られた遺伝子・アイソフォームの発現状況 
全サンプルあわせて66,860個のアイソフォ
ームが同定され、それらは 14,382 の既知の遺
伝子と52の新規の遺伝子に由来するものであ
った（図 2）。3 つの脳部位のうち 2 か所以上
で発現しているアイソフォームに絞っても、
その半数以上がこれまでに登録のない新規の
アイソフォームであった。また我々のデータ
では、発現しているアイソフォームの数は特
に小脳で大脳に属する他の 2 つの部位に比べ
て少なかった（小脳 vs 視床下部 P = 8.04E-
3, 小脳 vs 側頭葉皮質 P = 2.74E-4, 視床
下部 vs 側頭葉皮質 P = 0.33）。 
 
（2）脳部位間の遺伝子・アイソフォームの発現状況の比較 
 各々の部位で発現量が異なる遺伝子について検討したところ、小脳、側頭葉皮質で他の部位と
比較して発現量が多い遺伝子には、脳神経系の発達などに関わるものが多いのに対し、視床下部
では免疫関連遺伝子が検出された。さらに同じ遺伝子から転写されるアイソフォームの種類数
が部位間で異なる遺伝子についても検討したところ、小脳と側頭葉皮質では脳神経系に関わる
遺伝子が、視床下部では脳神経系に加えて免疫系の遺伝子が多くのアイソフォームを発現して
いることが明らかになった。 
 
（3）脳部位間で異なる主要なアイソフォームを発現する遺伝子の検討 
各々の脳部位において、遺伝
子全体の発現量は変わらなく
とも、発現している主要なアイ
ソフォームが異なる遺伝子に
着目して解析を行った。その結
果、このような傾向が最も強い
遺伝子は GAS7（Growth Arrest 
Specific 7）であり、3つの部
位でそれぞれ異なる主要なア
イソフォームを発現しており、
特に視床下部、側頭葉皮質では長いアイソフォームを、小脳では短いアイソフォームを発現して
いた（図 3）。GAS7 が大脳皮質では長いアイソフォームを、小脳では短いアイソフォームを発現
することは、すでにマウスの脳のウェスタンブロッティングを用いた研究などでも明らかとな

っており（1）、今回の結果はヒトで
も同じ現象が見られることを示して
いる。GAS7 は神経突起伸長に重要な
機能を持つことが報告されている
（2,3）。GAS7 以外にも同様に脳の部
位間で異なる主要なアイソフォーム
を発現する遺伝子について検討した
ところ、パスウェイ解析から細胞の
突起の形成に関わるものが多いこ
とが示唆された。 
 

（4）脳部位間で異なるアイソフォームが発現する機構と DNA メチル化 
 最後に私たちは、上述のように同じ遺伝子から脳の部位によって異なるアイソフォームが発
現するメカニズムに迫るため、DNA のメチル化に着目した解析を行った。ロングリード解析を行
ったサンプルで網羅的な DNA メチル化率のデータも取得し、発現データとあわせて解析するこ
とで、部位間で DNA のメチル化率が異なるメチル化部位が、異なるアイソフォームを発現する遺
伝子周辺に特に多いことを明らかにした。また特に転写開始点が異なるアイソフォーム同士の
転写開始点付近にメチル化率が異なる部位が多いことがわかり、異なるアイソフォームの発現
メカニズムに DNA のメチル化が関与している可能性が示唆された。   
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図 2. 遺伝子・アイソフォームの検出状況 

図 3. GAS7のアイソフォーム 

図 4. パスウェイ解析の一例（小脳 vs 視床下部） 
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