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研究成果の概要（和文）：ヒト神経分化モデルとして、中脳由来神経前駆細胞株 (LUHMES)の分化段階における
プロモーターの活性変動の計測、エンハンサー領域の網羅的同定・活性変動の計測を行った。これにより、4万
以上のエンハンサー領域が神経分化段階で活性化していることが明らかとなった。さらに高次クロマチン構造解
析により、プロモーター・エンハンサーの相互作用も明らかにした。同定されたエンハンサー領域には神経・精
神疾患関連遺伝子多型が高密度に濃縮しており、神経発生・分化に関与する遺伝子の発現を制御することが示唆
された。これらの成果は現在、筆頭著者論文として国際誌に投稿中である。

研究成果の概要（英文）：Using a human mesencephalic neuronal cell differentiation model LUHMES, we 
measured the activities of promoters and enhancers and identified over 40,000 active enhancer 
regions. DNA conformation analysis further revealed the dynamics of promoter-enhancer interactions 
during neuronal differentiation. The identified enhancer regions showed a significant enrichment of 
neurological and psychiatric disease-associated polymorphisms, suggesting that they regulate the 
expression of genes related to neurological functions.　These results are currently being submitted 
to an international journal.

研究分野： トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムワイド関連解析(GWAS)により、多くの疾患関連一塩基多型(SNP)が同定されてきたが、疾患関連SNPによる
疾患発症の機序は殆どが明らかとなっていない。本研究により、神経分化段階で活性化するエンハンサー領域に
神経・精神疾患関連SNPが濃縮していることが明らかとなり、それらのエンハンサーの標的候補遺伝子の検出に
も成功した。本研究によって得られた知見は、これまで明らかとなっていなかった神経・精神疾患の病態解明や
治療開発に貢献できることが期待される。

※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 
 
ゲノムワイド関連解析(GWAS)により、これまで様々な疾患に対して疾患関連一塩基多型

(SNP)が同定されてきたが、その多くは遺伝子の非翻訳領域に存在し (Maurano et al. Science, 
2012)、生物学的解釈が困難となっている。このため、病態解明や治療開発には十分な成果が得
られていない。 
近年、これらの SNP がエンハンサー領域に濃縮していることが明らかとなった (Farh et al. 

Nature, 2015)。エンハンサーの同定手法としては、ヒストン修飾に対する Chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq)が主に用いられているが、高塩基解像度での同定
が困難である。一方、Cap analysis of gene expression (CAGE)法は、エンハンサー領域の両端
から双方向性に転写されるエンハンサーRNA (eRNA)の転写開始点を一塩基レベルで検出する
ため、高解像度に同定できる。我々は CAGE 法により同定されたエンハンサー領域に、疾患関
連 SNP が高密度に濃縮することを報告した (Murakawa, Yoshihara et al. Trends Genet, 2016)。
さらに、より高感度に新生鎖 RNA を検出する Native Elongating Transcript (NET)-CAGE 法
(Hirabayashi et al. Nat Genet, 2019) をヒト ES 細胞に適用し、数万の新規エンハンサー領域
を同定した (Vuoristo, Yoshihara et al. iScience, 2022)。 
エンハンサーは概して細胞種特異的であり、自己免疫疾患においては血球細胞を容易に入手

できるため、疾患関連 SNP の機能解析が進んでいるが、神経疾患においては未だ十分な検討が
なされておらず、疾患関連 SNP の機能解析が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、神経分化段階で活性化するエンハンサー領域に存在する神経疾患関連 SNP を網羅

的に同定し、これらのエンハンサーの標的遺伝子の同定を目指す。これにより構築されたデータ
は、未だ明らかとなっていない神経疾患の病態解明や治療開発の基盤となりうる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、ヒト神経分化モデルとして、ヒト中脳由来神経前駆細胞株 (LUHMES)を使用し

た。 
我々はこれまでの研究で、LUHMES の分化段階における遺伝子発現変動が、生体内の神経発

生段階を模倣することを示した (Lauter, Yoshihara et al. J Cell Sci, 2020)。そこで、分化誘導
後 1 日目、3 日目、6 日目の細胞を回収し、CAGE 法ならびに NET-CAGE 法を用いた解析によ
り、プロモーター・エンハンサー領域の網羅的同定・活性定量を行った。ただし、エンハンサー
領域を同定できても、その標的遺伝子は何万塩基対も離れた位置に存在することもあるため、そ
の同定は困難である。そこで、プロモーター・エンハンサーの相互作用の同定を目指し、Capture 
Hi-C 法による高次クロマチン構造解析を行った。最後に、同定されたエンハンサー領域と標的
候補遺伝子について、ゲノム編集技術(CRISPR 遺伝子活性化システム)を用いた検証実験を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）NET-CAGE 法を用いた神経分化段階で活性化するエンハンサー領域の網羅的同定 
まず、LUHMES の分化段階に NET-CAGE 法を適用することで、これまで同定されていなか

った新規エンハンサー領域を含む、47,350 もの活性化エンハンサー領域の同定に成功した。
FANTOM5 データベースを参照したところ、既知のエンハンサー領域は脳特異的に活性化する
エンハンサー領域が濃縮しており、一方、新規に同定されたエンハンサー領域は神経前駆細胞で
高発現する転写因子である NEUROD1 の結合モチーフが有意に濃縮していた。FANTOM5 デ
ータベースには神経前駆細胞や分化段階の神経細胞が含まれてないことから、新規に同定され
たエンハンサー領域の多くは、神経分化段階に特異的に活性化するものであることが示唆され
た。 
 
（２）神経分化段階で活性化するエンハンサー領域と神経疾患関連 SNP の統合解析 
次に、既報のエンハンサー領域および本研究で同定された神経分化段階で活性化するエンハ

ンサー領域における疾患関連 SNP の分布を検討した。既報のエンハンサー領域としては、i) 多
種多様な正常組織・細胞に CAGE 法を適用して同定された FANTOM5 プロジェクトの 65,423
領域 (Andersson et al. Nature, 2014; Arner et al. Science, 2015) および ii) 5 種のがん細胞株
に NET-CAGE 法を適用して同定された 20,363 領域 (Hirabayashi et al. Nat Genet, 2019) を
使用した。 



その結果、Parkinson 病や統合失調症、双極性障害などの神経・精神疾患関連 SNP は本研究
で同定された神経分化段階で活性化するエンハンサー領域に有意に濃縮していた。一方、多発性
硬化症や関節リウマチといった自己免疫疾患関連 SNP は既報のエンハンサー領域、特に
FANTOM5 プロジェクトで同定されたエンハンサー領域に高密度に濃縮していることが明らか
となった。 
 

 
（図）上：神経・精神疾患関連 SNP、下：自己免疫疾患関連 SNP の各エンハンサー領域にお

けるエンリッチメント解析 
FANTOM5: FANTOM5 プロジェクトで同定された 65,423 領域、NET_dev: NET-CAGE 開発

プロジェクトで同定された 20,363 領域、LUHMES_all：本研究で同定された 47,350 領域。 
 
（３）神経分化段階におけるプロモーター・エンハンサーの相互作用の同定 
最後に、同定されたエンハンサー領域とプロモーター領域の相互作用を確認するため、

LUHMES の分化段階に Capture Hi-C 法を適用することで、高次クロマチン構造解析を行った。

同定されたエンハンサー領域と相互作用する領域には神経発生・分化に関連する遺伝子が有意

に濃縮していた。 
ここでは 2 つの相互作用に着目した。i) Parkinson 病関連 SNP を含むエンハンサー領域と

SNCA 遺伝子のプロモーター領域の相互作用、および ii) 統合失調症関連 SNP を含むエンハン

サー領域と POU6F2 遺伝子のプロモーター領域の相互作用である。これらについて、CRISPR
遺伝子活性化システムを用いてプロモーター・エンハンサー領域を活性化させたところ、それぞ

れ、標的遺伝子である SNCA 遺伝子、POU6F2 遺伝子の発現が有意に上昇した。以上の結果か

ら、同定されたエンハンサー領域がこれらの標的遺伝子の発現を制御することが示された。 
 
本研究により、ヒト神経分化段階で活性化するエンハンサー領域が網羅的に同定され、それら

の標的候補遺伝子の同定にも成功した。同定されたエンハンサー領域には神経・精神神経疾患関

連 SNP が高密度に濃縮していたことから、これらの疾患関連 SNP がエンハンサーの標的遺伝

子の発現に影響し、疾患発症に関与することが示唆される。本研究によって得られた知見は、未

だ明らかとなっていない神経・精神疾患の病態解明や治療開発の基盤となることが期待される。 
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