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研究成果の概要（和文）：　DNA構成塩基シトシンの修飾型の一つである5-ハイドロキシメチルシトシン(5-hmc)は、他
の組織に比べて、脳組織に多く存在すると報告されているが、詳しい機能は不明である。我々は5-hmcが精神疾患の病
因に関与する可能性を検証するため、ヒト死後脳を用いて5-hmcがゲノムのどの領域に多く含まれるか、ゲノムマッピ
ングを行った。ヒト健常者1名の死後脳前頭葉組織から神経細胞・非神経細胞由来のゲノムDNAを調製し、それぞれを解
析した結果、神経細胞において、LINE-1という反復配列の一部に5-hmcの蓄積が多く見られた。

研究成果の概要（英文）：Despite a huge number of studies, the etiology of psychiatric disorders has not 
been clarified. Recently, 5-hydroxymethylcytosine (5-hmc) was identified as a novel form of modified 
cytosine, and it is considered as an intermediate form in demethylation step of 5-methylcytosine (5-mc). 
As the content of 5-hmc in the brain tissues is higher than in any other tissues, it is expected to have 
the novel roles in the brains.
We have reported that the copy number of Long Interspersed Elements-1 (LINE-1), which has autonomous 
retrotransposition activity in human genome, increases genomic DNA derived from postmortem brains of 
patients with major mental disorders, but its mechanism remains unknown. In this study, we have studied 
the 5-hmc and 5-mc status at LINE-1 regions of genomic DNA from neurons and non-neuronal cells in a 
healthy human postmortem brain. We found that the content of 5-hmc is especially concentrated at 
evolutionarily young (active) LINE-1 region in neuronal cells.
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１．研究開始当初の背景 
主要な精神疾患である統合失調症や躁う
つ病は、発症原因がまだ良く分かっていない
が、遺伝要因と環境要因の双方が複雑に関与
していると考えられている。遺伝要因として
は、特殊な症例を除くと、発症に確実に関与
するような遺伝子群は同定されていない。一
方、外部の環境によって変動すると考えられ
ている因子に、DNA メチル化などのエピジ
ェネティックな修飾がある。これらは塩基配
列の変化をともなわずに長期的な遺伝子発
現変化を可能にする機構であり、脳組織の病
的な性質変化に密接に関わっている可能性
がある。 
近年、ヒトゲノムにおける新たな修飾塩基
として、5-ハイドロキシメチルシトシン 
(5-hydroxymethylcytosine, 5-hmc)が報告さ
れ た 。 5-hmc は メ チ ル 化 シ ト シ ン
(5-hydroxymethylcytosine, 5-mc)のメチル
基が酵素反応により水酸化されることによ
って生じ (下図)、脳神経系の組織に豊富に存
在することが報告されている。 

5-hmcの機能的意義は不明であるが、5-mc
が脱メチル化され、シトシンに戻る際の中間
産物であるという説が有力である。これまで
神経細胞での脱メチル化という現象の有無
自体が不明であったが、5-hmcの発見によっ
て、神経細胞でも能動的に脱メチル化が起き
ていることが示唆されることになった。この
ように、5-hmcは脳神経系における神経細胞
機能発現のための重要な因子の 1つである可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、5-hmc は脳組織において、
脱メチル化反応に関与していると考えられ
ており、精神疾患や高次脳機能との関連も疑
われているが、その機能的意義はほとんど明
らかにされていない。本研究では、我々が確
立したヒト死後脳からの神経細胞核単離法
及び、5-hmc解析技術を用いて、ヒト死後脳
由来の神経細胞・非神経細胞由来のゲノム
DNAにおける 5-hmcのマッピングを行い、
機能的意義を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 死後脳からの神経細胞・非神経細胞由来
核の分画 
 ヒト健常者の死後脳前頭葉 1検体より生化
学的な手法を用いて、全細胞核の分取を行っ
た。神経細胞の核に特異的に発現している
NeuNタンパク質に対する抗体を用いて、神
経細胞核の蛍光標識を行ったのち、セルソー
ターを用いて神経細胞、非神経細胞核の分画

を行い、それぞれの分画に対して DNA の抽
出を行った。 
 
(2) 5-hmcを含む DNA断片の濃縮  
 得られた DNAについて、100-500 bpほど
のサイズに断片化を行ったのち、5-hmcのグ
ルコシル化を行い、ビオチンを付加した。ビ
オチンを含む配列のプルダウンを行い、
5-hmcを含む DNA断片の濃縮を行った。 
 
(3) 次世代シーケンサーを用いたゲノムマッ
ピング 
 濃縮した DNA 断片について、次世代シー
ケンサー (Illumina 社 HiSeq)を用いてシー
ケンスを行った。得られたシーケンスがヒト
ゲノムのどこに相当するか、マッピングを行
い、5-hmcが濃縮しているゲノム部位を同定
した。以前の研究において同じサンプルで取
得していた 5-mc のデータと比較・統合し、
5-hmc の特異的パターンとその特性を解析
した。 
 
４．研究成果 
 今回の解析では、我々は特にレトロトラン
スポゾンの一種である LINE-1配列に着目し
た。LINE-1配列はヒトゲノムの約 17%を占
め、自らの配列にコードされたタンパク質だ
けを用いて、自らの配列をゲノム中に増幅す
ることが可能である。 このような LINE-1
配列のコピー数増加は、一般的には生殖細胞
や発生初期にしか起きないとされている。成
体の体細胞では LINE-1配列上流にある転写
制御領域のメチル化によって、転写・転移は
抑制されていると考えられている。 
 しかし近年、成体の神経前駆細胞でもこの
ような LINE-1の転移が起こることが示され
てきている。さらに我々は昨年、健常者と比
較すると、統合失調症患者の神経細胞では
LINE-1 配列のコピー数が増幅していること
を示した。この現象の機序は不明であるが、
LINE-1 上流配列のメチル化・ハイドロキシ
メチル化が関わる可能性も考えられる。そこ
で我々は、神経細胞・非神経細胞 DNA の
LINE-1 配列におけるメチル化・ハイドロキ
シメチル化状態の解析を行った。 
 
(1) 神経細胞・非神経細胞におけるメチル化
状態の比較 
 ヒトゲノムに含まれるLINE-1は進化的に
古いものから新しいものまで存在する。（下
図） 

我々は、全ゲノムバイサルファイトシーケン



ス法によって得られたデータを使用し、
LINE-1配列の29種類のサブファミリーに関
して、メチル化状態を解析した。その結果全
てのLINE-1配列において、非神経細胞に比べ
て、神経細胞でメチル化が亢進(～10%)してい
るという結果が得られた。また進化的な観点
では、新しいサブファミリーは神経細胞でメ
チル化率は低下している傾向が見られる一方、
非神経細胞ではどのLINE-1でもメチル化率
は一定である傾向が見られた。進化的に最も
新しく、唯一転移活性を保っているといわれ
ているL1Hsに関しては、神経細胞と非神経細
胞のメチル化率の差は1 %程度とわずかであ
った。 
 
(2) 神経細胞・非神経細胞におけるハイドロ
キシメチル化状態の比較 
 ハイドロキシメチル化について、メチル化
と同様の解析を行った。その結果、神経細
胞・非神経細胞ともに、進化的に比較的新し
い LINE-1配列に 5-hmcが多く検出された。
特に L1-Hsに関しては、非神経細胞と比較し
て、神経細胞で 20%ほどハイドロキシメチル
化が亢進している結果になった。また神経細
胞では、LINE-1の特に 5’側において 5-hmc
の有意な集積が見られた。 
 
 このように、ヒト死後脳の成熟神経細胞に
おいて、LINE-1 は進化的に新しいサブファ
ミリーほどメチル化率が減少する一方で、ハ
イドロキシメチル化は増加する傾向が見ら
れた。またハイドロキシメチルシトシンは
L1Hs の 5’端側に集積していることから、神
経細胞中で L1Hsの転写活性が上昇している
可能性があり、これらの現象が統合失調症患
者の神経細胞で亢進している可能性も考え
られる。今後は患者検体を使用して、同様の
解析を行う予定である。 
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