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研究成果の概要（和文）：Long interspersed nuclear element-1 (LINE-1)は、ヒトゲノムの約17%を占めるレ
トロトランスポゾン配列の一種である。本課題では、体細胞レベルでLINE-1が新規に挿入したゲノム領域を決定
する技術の確立を目的とした。健常者前頭葉の神経細胞・非神経細胞を使用した解析の結果、LINE-1新規挿入は
1細胞あたり数十ヶ所程度検出され、また挿入されているゲノム部位は細胞種によって異なる特徴があった。今
後はこの技術を用いて、LINE-1コピー数が増大していることが報告されている統合失調症患者前頭葉のゲノム
DNAについて解析を行い、疾患発症における影響を検証していく。

研究成果の概要（英文）： We recently reported that the copy number of long interspersed nucleotide 
element (LINE-1) retrotransposon was higher in the neurons of patients with schizophrenia than in 
the neurons of healthy controls. The purpose of this study is to detect the somatic insertion sites 
of LINE-1 using human postmortem brains. We developed a new method to identify the brain-specific 
LINE-1 insertion genomic site. Using this method, we detected 83.8% (720/859) of LINE-1 found in the
 reference human genome sequence (hg38) and 30-80 of unknown non-reference somatic LINE-1 insertions
 in single neuronal nuclei from prefrontal cortex of a human without any psychiatric diseases.  We 
have been conducting a case-control study using postmortem brain samples from patients with 
schizophrenia and controls to clarify the role of somatic LINE-1 insertions in the pathogenesis of 
schizophrenia.
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１．研究開始当初の背景 
Long interspersed nuclear element-1 

(LINE-1 または L1)は、レトロトランスポゾ
ンの一種であり、ヒトゲノム中に約 50 万コ
ピーが散在しており、単独の配列としては最
大の領域 (約 17%)を占めている。全長 6kb
の配列であり、エンドヌクレアーゼおよび逆
転写酵素がコードされている。LINE-1 は核
内でゲノムから mRNA に転写され、細胞質
内へ移動後、コードされたタンパク質が翻訳
されたのち mRNA との複合体として核内に
戻り、ゲノムの他領域の切断・cDNA 合成・
ゲノム DNA への挿入という機構で、自らの
配列をゲノム中に増幅させることができる 
(図 1)。 

これまで、LINE-1 の増幅は生殖細胞や発生
初期にのみ限定的に起きており、頻度も稀で
あると考えられてきた。しかし 2009 年に成
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 (Coufal et al., 
2009)。さらにレット症候群や、毛細血管拡
張性運動失調症といった神経疾患患者死後
脳においても、健常者と比較すると LINE-1
コピー数の増幅が亢進している例が報告さ
れ、疾患の病因に関与している可能性も考慮
されるようになった。 
我々は精神疾患の病因にも LINE-1 の増幅

が関与している可能性を検証するために、統
合失調症・双極性障害・大うつ病患者の前頭
葉から得られた DNA を用いて、LINE-1 コ
ピー数の定量を行った。その結果、健常者と
比較して疾患患者群ではコピー数が増幅し
ていることが分かった。この LINE-1 増幅が
神経細胞・非神経細胞のいずれで起きている
かを検証するため、特に顕著な差が認められ
た統合失調症患者前頭葉サンプルをセルソ
ーターで神経細胞核・非神経細胞核に分画し
たのち、LINE-1 のコピー数を定量したとこ
ろ、神経細胞において LINE-1 の増幅が起き
ていることが示された (図 2, Bundo et al., 
2014)。 
さらに次世代シーケンサーを使用して、前

頭葉 DNA の全ゲノム塩基配列を解読したと
ころ、統合失調症の患者 (n=3)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た。
このような LINE-1 の挿入によって、近傍の
遺伝子の発現状態が変化したり、遺伝子構造
が破壊されて機能不全に陥ることによって、
疾患が発症する可能性が考えられる。しかし
この時の解析で得られた LINE-1 挿入部位の
ゲノム位置情報は、解像度が数 kb 程度と低
く、挿入部位を塩基配列レベルで決定するこ
とはできなかった。また全ゲノムをシーケン
スする方法は、多額の費用が必要となるため、
多サンプルの解析を行うことは困難である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、1. LINE-1 挿入部位の決定に

特化した次世代シーケンス解析の手法の開
発、2 健常者前頭葉を用いた細胞種ごとの
LINE-1 新規挿入ゲノム部位の解析、を目的
とした。また将来的に統合失調症患者前頭葉
における新規 LINE-1 挿入を 1 塩基レベルで
同定し発症における LINE-1 挿入の影響を検
証することを目的としている。 

 
３．研究の方法 
1. LINE-1 挿入ゲノム部位決定法の確立 
ヒトに特異的な LINE-1 配列 (L1Hs)の挿

入部位の決定を行うための実験手法である、
L1Hs-seq のプロトコールの最適化を行った。
この方法では L1Hs の 3' UTR に特異的なプ
ライマーを使用し、3’方向にプライマー伸長
反応を行った後、アダプターライゲーショ
ン・PCR を行うことによって、L1Hs の 3’
UTR とその 3’側に隣接するゲノム領域を増
幅する。この産物を次世代シーケンサーで解
析することにより、L1Hs の挿入部位を網羅
的に 1塩基レベルで解析することが可能にな
る。今回は、将来的にハイスループット化を
目指すことを考え、使用 DNA 量の減量化や
プロトコールの簡略化などの改良を行った。
得られたライブラリーは、illumina 社 MiSeq
を使用してシーケンスを行い、L1Hs 挿入部
位を検出するために必要なリード数などの
検証を行った。 
2. 健常者死後脳を用いた細胞種ごとの
LINE-1 新規挿入ゲノム部位の解析 
 健常者死後脳(n=1)の前頭葉から、細胞核画
分を調製し、それぞれのマーカー分子を蛍光
抗体で染色した後、神経細胞・オリゴデンド
ロサイト・活性型マイクログリア・その他の



非神経細胞由来の細胞核をフローサイトメ
トリーで分画した。フリューダイム社 C1 を
使用して、単一細胞核から全ゲノム増幅を行
った後、1.で確立した手技を使用して、
L1Hs-seq を行った。それぞれの細胞ごとに
L1Hs 挿入部位の決定を行い、細胞種特異的
な L1Hs 新規挿入ゲノム部位の解析を行った。 
 
４．研究成果 

1. LINE-1 挿入ゲノム部位決定法の確立 
 上記の方法で、健常者前頭葉(n=1)の神経細
胞由来バルク DNA から改良版ライブラリー
を作製し、MiSeq, v2, 500 bp ペアエンドの
キットで run を行い、データを検証した。リ
ードのクオリティーコントロールを行い、一
定のクオリティを持つリードを使用し、リフ
ァレンス配列に対するマッピングを行った。
その結果、クオリティーコントロール後の約
240 万リードから、ヒトリファレンス配列 
(UCSC human genome 38)に存在する 859
ヶ所の L1Hs のうち、720 ヶ所(83.8%)を検出
することが出来たため、十分な L1Hs の検出
感度があると考えられた。また新規 L1Hs 挿
入（ヒトリファレンス配列や既存の LINE-1
データベースに存在しないもの）を 10 ヶ所
同定することができた。 
2. 健常者死後脳を用いた方法の検証とデー
タ取得 
健常者死後脳(n=1)の前頭葉から、神経細

胞・オリゴデンドロサイト・活性型マイクロ
グリア・その他の非神経細胞由来の細胞核を
5 個ずつ単離し、それぞれの単一細胞核から
全ゲノム増幅を行った後、L1Hs-seq を行っ
た。その結果、クオリティーコントロール後
の約 80 万リードから、細胞によって異なる
ゲノム部位への新規 L1Hs 挿入が、1 細胞あ
たり 30-80 ヶ所検出された。また L1Hs 新規
挿入ゲノム部位は、細胞種によって異なる特
徴を示した。今後は統合失調症患者死後脳組
織を使用して、同様の解析を行っていく予定
である。 
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