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研究成果の概要（和文）：精神疾患関連遺伝子として見出したSHATIの末梢血中DNAのメチル化率の測定が、精神疾患の
マーカーとなる可能性を探ることを目的として行った。
メタンフェタミン連投により作成した統合失調症様モデルマウスにおいて脳内および血中Shati遺伝子のメチル化率に
有意な減少が確認された。さらに、統合失調症、双極性障害、気分障害の末梢血からDNAを抽出した後、メチル化率を
測定したところ、健常者に比べて各精神疾患患者の間では、特定部位のメチル化率の低下が観察された。これらのこと
より末梢血から採取したDNA中のSHATI遺伝子のメチル化率の解析が精神疾患の診断マーカーとしての有用である可能性
が示された。

研究成果の概要（英文）：We have identified Shati and the regulation system of Shati is expected as 
therapeutic or diagnostic tools. In this study, we focused DNA methylation. To analyze the DNA 
methylation, mice were treated with METH or saline. Mice genomic DNA was extracted from NAc tissue and 
peripheral blood followed by bisulfite treatment. In METH treated mice, the methylation level of Shati 
promoter specific region prepared from NAc was lower than that of saline treated mice. Moreover, same 
domain from peripheral blood in METH treated mice was less methylated compared with saline treated mice. 
Furthermore, the methylation level of the specific region of SHATI obtained from peripheral blood of 
schizophrenia subjects were significantly lower than that of healthy subjects.
These results indicate that expression of Shati might be regulated by DNA methylation, and to analyze the 
blood level of methylation at Shati specific genomic region could help a diagnosis of psychiatric 
disorders in clinical field.

研究分野： 神経精神薬理学

キーワード： 統合失調症　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症は人口の 1%が思春期に発症す

る疾病である。また一旦発症すると完治は難
しく、薬物治療を受けながら、一生病気と関
わっていかなければならない。病気の診断に
ついても、熟練した臨床医の技術が必要で、
画期的な治療薬の開発も難航しているのが
現状である。さらには病状を反映した動物モ
デルの作成が困難であることも治療薬開発
の遅延につながっている。 
統合失調症の発症には特定の遺伝子の修飾
すなわちエピジェネティクな要因が重要な
役割を果たしていることが報告されつつあ
る。例えば、統合失調症患者死後脳において、
SOX10のDNAのメチル化が誘発されている
といった報告や (Iwamoto et al., J Neurosci. 
25, 5376-81 (2005))、A 型(MAOA)および B
型モノアミン酸化酵素(MAOB) 遺伝子のメ
チル化が誘発されていることが報告もされ
ており (Abdolmaleky et al., Methods Mol 
Biol., 448, 187-212 (2008))、その他多数の精
神疾患患者において多数の DNA のメチル化
の報告がなされている。このように、統合失
調症において、死後脳の遺伝子発現変化を調
べることにより、鍵となる遺伝子の DNA メ
チル化変化によって統合失調症の発病やそ
の原因が説明できる可能性が示唆されてい
る。 
２．研究の目的 
統合失調症は人口の 1%が罹患する患者数

の多い疾患である。しかし、原因が明確にな
っておらず、切り札となる治療法も存在しな
い。現在までに、定型および非定型の治療薬
が開発されてきているが、いずれの治療薬が
患者にとって奏効があるかどうかは服用し
てみないとわからないというのが現状であ
る。我が国でも最近、難治性統合失調症患者
に対するクロザピンでの治療が開始された
が、患者個々が難治性か否かを見極めるには、
1 年以上の歳月をかけて複数の薬を試さざる
をえず、その期間の患者や家族の苦悩は非常
に大きい。申請者はこれまでの研究において、
メタンフェタミン連続投与により統合失調
症モデルマウスを作成し、cDNA サブトラク
ション法により関連する 3つの遺伝子を見出
している。そこで本研究では、精神疾患関連
遺伝子として見出したこれら 3つの新規分子
の発現変動が DNA メチル化に起因すると仮
定し、その検証と臨床応用への可能性につい
て検証し、病因の解明を目指す。 
３．研究の方法 
メタンフェタミンを連続投与することで作
成した統合失調症モデルマウスおよびコン
トロールマウス脳内における3つの遺伝子の
発現について、in situ ハイブリダイゼーシ
ョンや免疫染色により部位ごとに検証する。
さらに脳部位ごとのゲノム DNA を抽出し、各
遺伝子におけるメチル化の状態についてエ
ピジェネティックな解析を試みる。さらにメ
タンフェタミンを連続投与したマウスより

血液を回収した後、上記 3遺伝子の血中タン
パク質濃度について測定するとともに、ゲノ
ム DNA を抽出後、血中におけるメチル化の状
態についても検討し、脳内と血液中のゲノム
DNA のメチル化との関係、および脳内発現や
血中の解析との関連について検討を行う。さ
らに、それらの結果を元に、富山大学附属病
院の精神科と共同で臨床研究を行い、統合失
調症患者の血液を採取し上記遺伝子のタン
パク質濃度および、DNA メチル化を測定し、
各患者の臨床症状や病状と血中DNAメチル化
との関係について明らかにする。 
（1） 統合失調症モデルマウス脳内および
血中における Shati、Piccolo、Tmem168 のエ
ピジェネティック解析 
統合失調症モデルマウスを用いて各種遺伝
子の発現パターンについて解析を行う。現在
のところこれら遺伝子は側坐核で発現上昇
することしか解っていない。これら遺伝子脳
内での重要性を確認するために、脳部位にお
いての発現パターンを解析することが必須
となる。 
【①: モデル動物の作成および評価】メタン
フェタミンを繰り返し投与するにより、統合
失調症モデル動物の作成を行う。さらに、上
記遺伝子群の改変マウスを用いて解析を行
う。遺伝子改変動物は、本年度中に実験に使
用できる予定である。作成したモデル動物で、
ロコモーターアクティビティや恐怖条件付
け試験、高架式十字迷路試験、プレパレスイ
ンヒビーション（PPI）、強制水泳試験等の行
動実験により統合失調症モデルとしての評
価を行う(図 1)。 

【②: 脳部位ごとの各種遺伝子の発現】上記
①により作成したモデル動物の各脳部位に
おける遺伝子発現を視覚的に明らかにする
目的で、in situ ハイブリダイゼーションお
よび免疫染色を行う。 
【③: 脳部位ごとの各種ゲノムDNAのメチル
化解析】上記により作成したモデル動物の各
脳部位を回収後、ゲノム DNA を抽出し、バイ
サルファイトシークエンスを行う。バイサル
ファイト処理を行なうとメチル化シトシン
は変換されず、非メチル化シトシンのみがウ
ラシルに変換される。シーケンス反応として
ウラシルはチミンとして表現されるので、バ



イサルファイト処理前後で生じるシトシン
とウラシルの差異を配列データとして得る
ことができる。これら解析において、疾病の
原因遺伝子の解析を含めた一次構造解析で
は分からない調節機構の解明につながる。 
【④: 各遺伝子のプロモーター解析】メチル
化部位の特定ができた後、どの転写因子によ
り発現が促進あるいは抑制されているのか
を解析するため、deletion mutant および、
メチル化されたプロモーターをレポーター
ベクターに組み込み、ルシフェラーゼアッセ
イにより解析を行う。さらにメチル化が確認
された部位に対してメチル化シトシン結合
タンパクである MeCP2 の抗体を用いて、クロ
マチン免疫沈降法を行いメチル化による遺
伝子の制御を確かめる。 
（2） 病態モデルマウス血中における Shati、
Piccolo、Tmem168 の解析 
主に病体モデルマウスを用いて血中におけ
る各種遺伝子の発現パターンについて解析
を行う。本研究課題においては、各遺伝子の
病態の診断・早期治療へ応用展開する予定で
あるため、病態時における血中での発現パタ
ーンを解析することが必須となる。 
【①: 血中での各種ゲノムDNAのメチル化解
析】血中よりゲノム DNA を回収し、メチル化
解析を行う。これらのことより統合失調症患
者の血液を用いた病態との関連解析や診断
等への応用を目指す。 
（3） 統合失調症患者血中における Shati、
の DNA メチル化解析 
統合失調症患者血中における上記遺伝子の
DNA メチル化および、各種遺伝子の発現パタ
ーンについて解析を行う。本研究課題におい
ては最終目標として、臨床における病態の診
断・早期治療へ発展させる予定であるため、
病態時における血中での発現パターンを解
析することが必須となる。血液サンプルは、
本学 IRB や倫理委員会の承認を得た上で、患
者に研究目的や方法などを十分に説明し、文
書による同意を得た上で協力をお願いする。
なお本研究に関連した研究は「富山大学遺伝
子解析研究に関する倫理審査委員会の審査」
において承認を獲得済みである。（遺 24-3 
課題名：統合失調症、双極性障害およびうつ
病患者における精神疾患関連遺伝子の修飾
に関する研究） 
【①: ヒト血中での各種ゲノムDNAのメチル
化解析】血中でのゲノム DNA でのメチル化解
析を行い臨床における早期診断になり得る
か評価する。 
 
４．研究成果 
メタンフェタミン（MAP）を連続投与した

マウスおよびコントロールとして生理食塩
水（saline）を投与したマウスを用いて行動
解析を行ったところ、MAP 連続投与群におい
て。統合失調症様の症状である行動量の上昇
ならびに PPI の抑制が確認された。これらの
マウスより脳部位および末梢血よりゲノム

DNA を抽出し、メチル化率をバイサルファイ
トシークエンス法により確認したところ
SHATI 遺伝子プロモーター上の特定の CpG ユ
ニットにおいてメチル化率の低下が確認さ
れた。一方 TMEM168、Piccolo については著
明な変化が観察されなかった。Shati 遺伝子
のメチル化の減少は同マウスにおける血中
においても同位置のCpGユニットの減少が確
認された。このことより血中のメチル化の測
定が脳内のメチル化を反映する可能性が示
唆された（図 2）。さらに、Shati プロモータ

ーの deletion construct を作成し、ルシフ
ェラーゼベクターに組み込みレポーターア
ッセイを行ったところ、上記でメチル化の変
化が観察された部位を欠損したベクターに
おいて、転写活性の有意な減少が確認された。 
次いで、本学精神科に通院中の統合失調症

患者と健常者について末梢血DNA中のメチル
化率について検討したところ、統合失調症患
者において著明な減少が確認された（図 3）。
これらのことより、末梢血から採取した DNA
中の SHATI遺伝子のメチル化率を解析するこ
とは、精神疾患の診断マーカーとして有用で
ある可能性が示された。現在これらの結果を
元に、他大学精神科とも共同してさらに多く
の臨床サンプルを収集中である。 
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出願年月日：2014 年 2月 18 日 
国内外の別： 国際出願 
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