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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経細胞核内のゲノム動態をゲノム修飾と配列多様性の二つの側面から
検討を行ってきた。ゲノム修飾については様々なシトシン修飾状態について微量脳組織を用いた解析技術の確立
と共にその基本特性を明らかにしつつ、精神疾患患者死後脳に特徴的なパターンの抽出に成功した。また、配列
多様性については、トランスポゾンLINE-1の新規転移が、統合失調症患者死後脳神経細胞で増大していることを
明らかにした。また、ヒト死後脳試料に対し超高深度ゲノム解析を行い体細胞変異を同定すると共に、一卵性双
生児統合失調症関連障害不一致例において体細胞変異の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we performed genomic and epigenomic analyses of neuronal 
cells derived from patients with psychiatric disorders. We revealed cytosine modification status 
from a small amount of brain neuronal DNA, and identified genomic region showing altered cytosine 
modification status in patients. We also found the increased LINE-1 copy number in neurons of 
patients with schizophrenia. We performed ultra-deep sequencing in brain genomic DNA and developed 
efficient method for detecting somatic mutations. Finally, by applying the developed method, we 
successfully identified the somatic mutations in monozygotic twins discordant for 
schizophrenia-related disorder.

研究分野： 分子精神医学
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１．研究開始当初の背景 
脳神経系の細胞は、様々な神経細胞やグリア
系細胞から構成されており、細胞種ごとにエ
ピジェネティックな修飾状態が異なってい
ると考えられている。また、染色体の異数性
やトランスポゾン転移など様々な体細胞変
異が生じていることも知られている。しかし、
これらエピゲノムの状態や体細胞変異が、ど
のように精神疾患と関係しているかは明ら
かではなかった。申請者らは、ヒト死後脳か
ら神経細胞を単離する技術を有しており、本
技術を使ったゲノム・エピゲノム解析により、
精神疾患の病因・病態解析を着想するに至っ
た。 
 
２．研究の目的 
神経細胞の核内ゲノム動態として、エピゲノ
ム状態およびゲノム配列の状態を検討し、新
学術領域研究「マイクロエンドフェノタイプ
による精神病態学の創出」の達成目標である、
精神疾患のマイクロエンドフェノタイプと
しての確立が可能であるかどうかを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
健常者および精神疾患患者死後脳前頭葉神
経細胞核を神経細胞マーカーNeuN を用いた
セルソーティング法により単離した。単離神
経細胞核および非神経細胞核からゲノム DNA
を抽出し、エピゲノム解析およびゲノム解析
に用いた。 
 エピゲノム解析として、全ゲノムバイサル
ファイトシークエンシング解析(WGBS)およ
び Reduced Representation バイサルファイ
トシークエンシング解析(RRBS)を行い、シト
シンメチル化状態の解析を行った。またハイ
ドロキシメチル化状態をグルコース付加法
による濃縮法(hmC-Seq)を用いて解析した。 
 ゲノム解析として、トランスポゾン LINE-1
のコピー数測定を行い、関連する iPS 細胞 y
や精神疾患動物モデルを用いた解析を行っ
た。また、脳試料および肝臓試料を用いた全
ゲノム解析によりトランスポゾン挿入部位
の解析を行った。 
 さらに、一塩基変異を中心とする体細胞変
異解析のために、健常者死後脳試料や肝臓試
料由来ゲノムDNAを用いて高深度の全ゲノム
解析を行った。既に報告されている体細胞変
異検出アルゴリズムを使い、独自の評価法を
付加することにより最適な体細胞変異検出
法の確立を行った。この過程で、小型次世代
シークエンサーによる独立したアンプリコ
ンシークエンシングやパイロシークエンシ
グ法による検証実験を行った。確立した体細
胞変異検出および検証実験法を、健常者脳試
料に適用すると共に、一卵性双生児統合失調
症関連疾患不一致例のエクソームデータに
も適用し、双生児間で生じている体細胞変異
の検出を行った。 
 

４．研究成果 
健常者前頭葉由来神経細胞と非神経細胞の
WGBS 解析の結果、非 CpG 部位の神経細胞での
高メチル化や、神経細胞・非神経細胞特異的
なDNAメチル化状態を明らかした。また、WGBS
解析を行った検体を用いたhmC-Seq解析の結
果、神経細胞での hmC レベルの濃縮が確認さ
れ、細胞種特異的遺伝子発現パターンとの一
致が認められた。また、トランスポゾン
LINE-1 配列に着目したエピゲノム状態を調
べたところ、進化的に新しい LINE-1 サブフ
ァミリーである L1PA や L1HS において低メチ
ル化が認められると共に高いハイドロキシ
メチル化率の集積が認められた。これらは神
経細胞特異的に生じており、公共データベー
スから利用した肝臓データの解析では認め
られなかった。 
 患者群の解析においては、統合失調症およ
び双極性障害患者神経細胞においてはプロ
モーター領域の全体的な低メチル化傾向が
認められた。また、神経機能に重要な遺伝子
における DNA メチル化変化が同定された。疾
患に依存して変動しているDNAメチル化状態
については、RRBS 法により確認できることを
明らかにした。 
 ゲノム解析として、トランスポゾン LINE-1
のゲノムコピー数を患者試料の前頭葉と肝
臓で RT-PCR 法を用いて測定し、肝臓で補正
した値を算出したところ、精神疾患患者群
（統合失調症、双極性障害、大うつ病）で有
意なコピー数上昇を認めた。特に統合失調症
患者群で顕著なコピー数上昇を認めたため、
統合失調症患者前頭葉の独立した脳サンプ
ルセットを用い追試を行ったところ、神経細
胞で有意なコピー数増大を確認することが
できた。 
 本所見に基づき、LINE-1 コピー数上昇につ
いて、動物実験による確認実験を行った。
Poly(I:C)化合物が投与された妊娠マウスか
ら生まれた仔マウスについて、前頭葉部位の
LINE-1 コピー数を測定したところ有意な上
昇を再現できた。また、EGF を投与したマカ
クモデルにおいても有意な上昇を観察する
ことができた。 
 次に 22q11 欠失を有し、統合失調症を発症
した患者から樹立したiPS細胞を用いた実験
を行った。iPS 細胞を神経細胞に誘導し、神
経細胞核を単離した後に LINE-1 コピー数を
測定したところ、健常者から同様の実験を行
った場合と比べて有意なコピー数の上昇を
認めた。 
 また、健常者 3名、統合失調症患者 3名に
ついて前頭葉と肝臓試料について全ゲノム
解析を行い、LINE-1 の脳での新規挿入部位の
同定と比較を行った。新規挿入部位について
は、ゲノムの場所および遺伝子の位置との対
応関係について群間で有意差は認められな
かった。しかし、新規挿入が生じた遺伝子を
比較したところ、患者群では統合失調症に関
連していると考えられている遺伝子群や神



経機能に重要な遺伝子群への挿入が認めら
れた。 
 一塩基変異の体細胞変異の解析のために、
健常者の大脳皮質、小脳、大脳皮質由来神経
細胞、非神経細胞、肝臓など多様なソースの
ゲノム DNA を用いて、イルミナ社次世代シー
クエンサーによる高深度の全ゲノム解析を
行った。シークエンスリードについて厳密な
QC を行い、ヒトゲノム参照配列にマッピング
したところ、それぞれのサンプルにおいてお
おむね X100 の深度が得られた。 
既に癌研究などで体細胞変異検出の実績

が報告されている Mutect および Strelka を
用い、体細胞変異の候補を抽出した。候補抽
出時に、体細胞変異が検出されたシークエン
スリードの品質評価を個別に行った。得られ
た候補について独立したシークエンスライ
ブラリー調整によるアンプリコンシークエ
ンシングを、小型次世代シークエンサー
MiSeq を用いて行った。約 2 万リードの深度
で体細胞変異候補の頻度計算を行い、全ゲノ
ム解析から得られたデータの追試を行った。
追試の成否をフィードバックしながら、体細
胞変異候補の抽出法の改善を行い、最終的に、
体細胞変異検出パイプラインの確立に成功
した。 
 確立したパイプラインを用い脳試料のデ
ータに適用したところ、合計 31 ヶ所の体細
胞変異の同定に成功した。これらは全てアン
プリコンシークエンシングにて追試が可能
であった。脳試料における体細胞変異は、ア
ミノ酸置換を伴わないものが多く、生理学的
条件下では、細胞機能に大きな影響を与える
ものは少ないと考えられた。一方で、神経細
胞で発現している遺伝子群において集中し
て生じており、精神神経疾患との深い関連性
を有することも示唆された。 
 また、確立したパイプラインを一卵性双生
児統合失調症関連疾患不一致例に適用した。
検討には4組の不一致例の血液試料における
エクソーム解析データを使用した。結果、1
組（妄想性障害不一致例）において、合計 6
ヶ所の体細胞変異の同定に成功した。これら
はアンプリコンシークエンシングにより確
認された。また、アレル頻度が 3%以上と高い
ものに関しては、パイロシークエンシング法
による確認にも成功した。体細胞変異のうち
1 ヶ所は罹患者側においてアミノ酸置換を伴
う変異であった。今回同定された変異は血液
試料におけるものであるが、アレル頻度の高
い変異に関しては、発生初期に生じ、脳を含
む様々な臓器で共有されていると推定でき
ることから、双生児における表現型差異との
関連が示唆された。 
 本研究全体を通して、精神疾患患者の神経
細胞核内ゲノムは、エピゲノム変異と共に
LINE-1 コピー数上昇など体細胞変異の蓄積
が生じていることを明らかにした。このこと
から神経細胞核内ゲノム動態は精神疾患の
マイクロエンドフェノタイプとして捉える

ことができ、今後の病因・病態解析に有用で
あると考えられた。 
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