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研究成果の概要（和文）：poly(I:C)マウスモデルを用い、仔マウス神経前駆細胞の解析を行った。RNA-seq解析
では、免疫応答や炎症関連遺伝子群などで発現上昇を、神経発達に関連する遺伝子群で発現低下を認めた。
iTRAQ法による蛋白質解析からはウイルス活動に対し抑制的に働く因子の発現上昇を認めた。また、マウスで転
移活性を有する3種類のLINE-1サブファミリーについて個別にシトシン修飾状態を解析したところ、1種におい
て、メチル化状態の低下とハイドロキシメチル化状態の上昇を同定した。ハイドロキシメチルシトシンは転写活
性化に伴う修飾であると考えられ、転移活性化が選択的に生じている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using poly (I:C) mouse model, we analyzed fetal neural progenitor cells. 
RNA-seq analysis revealed increased expression of immune response and inflammation-related genes and
 decreased expression of genes related to neurodevelopment. Protein analysis by iTRAQ  showed 
increased expression of factors suppressing viral activity. In addition, analysis of the cytosine 
modification status for each of the three active LINE-1 subfamilies in mice identified subfamily 
dependent epigenetic changes. One subfamily showed decreased cytosine methylation and increased 
hydroxymethylation, suggesting the possibility of selective activation of retrotransposition 
activity.
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１．研究開始当初の背景 
 統合失調症の発症には遺伝要因と環境要
因双方が複雑に相互作用していると考えら
れているが、分子レベルでの病因・病態の大
部分は不明である。現在までに多くのゲノム
解析が行われてきたが、発症に確実に関与す
る遺伝要因の同定はされておらず、近年 DNA
メチル化状態など環境の影響を受けて変動
するエピジェネティックな要因の関与が注
目されている(Nishioka et al., 2013)。ま
た、脳神経系の細胞はトランスポゾンの挿入
変異やゲノムの微小欠失、染色体異数性など
様々な種類の体細胞変異が存在しており、体
細胞変異の頻度やパターンが、精神疾患の病
因や病態と密接に関係していると考えられ
ている(Insel et al., 2014)。特にトランス
ポゾン LINE-1 はヒトゲノム中に数十万コピ
ー存在し、そのうちの約 100 コピーが現在で
も転移活性を保持していると考えられてい
る。生殖系列以外の組織では転移活性は様々
な機構により抑制されているが、神経前駆細
胞において活性化され、結果として神経細胞
では LINE-1 のゲノムコピー数が増大してい
ることが知られている(Muotri and Gage, 
2006)。 
我々は最近、統合失調症患者前頭葉神経細

胞において健常者と比較しトランスポゾン
LINE-1 のゲノムコピー数が増大しているこ
とを見出した(Bundo et al., 2014)。患者死
後脳では、神経機能に重要な遺伝子に LINE-1
の新規挿入が認められ、患者 iPS 細胞を用い
た検討でもゲノムコピー数の増大が確認さ
れた。また、妊娠マウスを用いた poly(I:C)
投与モデルにおいて、仔の脳神経細胞で
LINE-1 コピー数の上昇が認められた。このモ
デルでは、ウイルス感染を模した 2 本鎖 RNA
ア ナ ロ グ で あ る
polyinosinic:polycytidylic acid 
(poly(I:C))を妊娠マウスに投与する。産出
した仔マウスは、神経新生の障害や、認知機
能および感覚情報処理能力の異常など統合
失調症様行動を示す(Meyer et al., 2008)こ
とが知られている。poly(I:C)動物モデルで
LINE-1 のコピー数増加が確認できたことか
ら、本モデルを用いて詳細な検討を加えるこ
とにより、転移活性上昇の分子メカニズムに
ついて飛躍的に理解が進むと期待された。 
 
２．研究の目的 

ウイルスゲノムである2本鎖 RNAを模した
poly(I:C)化合物投与マウスを利用し、1) 
LINE-1 転移制御機構とその破綻の分子メカ
ニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
poly(I:C)化合物投与マウスを利用し、妊

娠マウスへ様々な投与条件を試し、仔におい
て安定した LINE-1 転移増大条件を確立する。
確立した条件を用い、胎仔脳から神経前駆細
胞を単離する。単離神経前駆細胞から核酸を

抽出し、RNA-seq 法による遺伝子発現解析、
iTRAQ 法によるタンパク質発現解析、パイロ
シークエンシング法による LINE-1 プロモー
ター領域のメチル化解析を行う。 
 

４．研究成果 
 マウス妊娠個体への poly(I:C)投与条件に
ついて複数の投与条件の検討を行い、仔マウ
ス(生後一日目)前頭葉部位での LINE-1 ゲノ
ムコピー数が最も増大する条件を確立した。
この過程で、妊娠マウスのステージとして、
当初想定していた e9.5 の時期より後期のス
テージで低容量連続投与の投与条件の方が
安定した LINE-1 ゲノムコピー数の増大が認
められること、また、LINE-1 ゲノムコピー数
の増大は poly(I:C)化合物の投与総量に依存
して上昇することを確認した。 
 仔マウス胎生期の神経前駆細胞での
LINE-1 ゲノムコピー数上昇の分子メカニズ
ムを明らかにするため、確立した条件を用い
poly(I:C)化合物を投与した後の仔マウス脳
部位から、神経前駆細胞マーカーProminin-1
を指標とし、神経前駆細胞の単離条件を確立
した。単離した Promonin-1 陽性神経前駆細
胞から total RNA を抽出し、RNA-Seq 解析を
行った。また、iTRAQ 法によるタンパク質発
現解析を行った。その結果、RNA-seq 解析か
らは、免疫応答関連遺伝子群や炎症関連遺伝
子群、host defense 関連遺伝子群などにおい
て有意な発現上昇を認めた。一方、神経発達
関連遺伝子群や神経機能に関連する遺伝子
群では有意な発現低下を認めた。iTRAQ 法に
よるタンパク質発現解析からはレトロトラ
ンスポジションやウイルス活動に対し抑制
的に働くエピジェネティック制御に関わる
因子の発現上昇と、神経発達に関連する蛋白
質の発現減少を認めた。 
また、神経前駆細胞における LINE-1 転移

活性に関連するエピジェネティックな修飾
状態の解析を行った。ヒトでは転移活性を保
有する LINE-1 のサブファミリーは LINE-1Hs
の 1 種のみであるが、マウスでは MdA, MdGf, 
MdTfの3種類のサブファミリーが転移活性を
保有する。この 3 種の LINE-1 の 5'UTR に存
在するプロモーター領域について、パイロシ
ークエンサーを用いシトシン修飾状態を個
別に測定した。その結果、サブファミリー依
存的な修飾変化が認められ、興味深いことに、
3 種のうち、1 種において、シトシンメチル
化状態の低下とハイドロキシメチル化状態
の上昇を同定した。一般的にハイドロキシメ
チルシトシンは転写活性化に伴う修飾であ
ると考えられることから、この 1種の転移活
性の活性化がエピゲノム変化を介して選択
的に生じている可能性が示唆された。 
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