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研究成果の概要（和文）：　本研究は遺伝子改変マウスを用いた解析を主軸としていたが、COVID19の影響を受
け、その飼育環境の制限により遂行が困難であった。
　そのため、解析手法であるナノポアシークエンスの解析プラットフォームの開発に主眼を置き、マッピング用
のminimap2をlong read用に調整、マッピング, FeatureCountsでリードカウント、補正後、edgeRで発現変動遺
伝子（FDR<0.01）を抽出した。これにより予備検討として用いた培養細胞での各遺伝子座での処理群で変動する
mRNAコピー数の変化ならびにExon-Intron構造の変化したスプライシングバリアント遺伝子を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：The main focus of this study was the analysis using transgenic mice, however
 due to the effects of COVID19 and the restrictions of their breeding environment, it was difficult 
to carry out the analysis.
　Therefore, I focused on the development of an analysis platform for nanopore sequencing, which is 
an analysis method, and adjusted minimap2 for mapping for long reads, mapped, counted reads with 
FeatureCounts, corrected, and extracted variable expression genes (FDR<0.01) with edgeR. This 
identified several splicing variant genes with altered mRNA copy number and Exon-Intron structure at
 each locus in the treatment groups in cultured cells used as a preliminary study.

研究分野：分子生物学

キーワード： 網羅的遺伝子発現解析　ナノポアシークエンス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノポアシークエンスはRNAをRNAのまま配列決定することが可能なバイアスを抑えたシステムでありより生理的
な状態の遺伝子発現変化を見るための優れた方法であるが、現在ナノポアシークエンス技術を用いたヒト組織を
対象とする網羅的遺伝子発現解析は国内外を通じて29報しか報告されていない。これは解析パイプラインが整っ
ていないこととコスト的な要因が大きいと考えられ、そのため我々は新規解析法を開発した。

※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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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳視床下部外側野に存在するオレキシンニューロンは覚醒を制御し、慢性過眠症ナルコレプシ
ーの原因となる。近年われわれはオレキシンニューロンがヒト感冒時の食欲の低下・体重の減
少・疲労感・うつ・気分の落ち込み等の複合症状（Sickness behavior）へも関与することを見
出した。しかしながら視床下部での末梢免疫賦活への反応に際し、オレキシンニューロンがグリ
アの上位か下位であるかは不明であった。その解明には刺激後のオレキシンニューロンの単離
解析をおこなう必要があるが、分散培養、スライス培養、幹細胞からの分化ニューロン、ならび
に遺伝子改変動物を用いた解析では、オレキシンニューロンの脆弱性もあり、思わしい結果が得
られていない。本研究ではこの課題を解決するためにバキューム方式を用いて、末梢免疫賦活化
後の未固定マウス脳スライスからオレキシンニューロンのみを単離し、バイアスのかからない
ナノポアシークエンスによる網羅的解析を組み合わせ、オレキシンニューロンで起こる変化を
解析し、覚醒機構の解明ならびにナルコレプシー発症機序の解明につなげることを当初の目的
としていた。 
２．研究の目的 
しかしながら、初年度、研究機関での感染事故が発生し、全ての遺伝子改変マウスを殺処分とし
たため、目的となる ORX-GFP マウスからのオレキシンニューロンの単離は行えてなかった。その
ため、代わりに細胞ピッキング装置にて野生型の視床下部外側野から未染色の細胞を単離し、細
胞数と抽出される RNA 量を検討した。さらに次年度には COVID19 の影響を受け、その飼育環境の
制限により昨年度感染事故にて凍結した本研究にて必要となる ORX-GFP マウスを起こすことが
出来なくなった。そのため、本研究では、将来的な単一細胞解析のための、①細胞単離方法の条
件検討、②得られた細胞での遺伝子発現解析のためのナノポアシークエンス解析のプラットホ
ームの開発、を目的とした。②で得られた遺伝子群に関して、機能解析も行った。 
３．研究の方法 
オレキシンニューロンの単離 
バキューム方式の単一細胞ピッキング装置にて 8週齢のオス ORX-GFP マウスから脳を取り出し、
ビブラトームにて 100μm厚みの脳スライス切片を作成後、EGFP の蛍光を発するオレキシンニュ
ーロンのみを単離した。オレキシンニューロンが散在する視床下部外側野から 100 個程度のオ
レキシンニューロンを単離し、セパゾールにて total RNA を抽出した。ナノドロップにて RNA 濃
度を測定した結果、検出感度以下（1ng 以下の判定）だったため、短時間での細胞数の取得技術
と解析感度を上げる必要があった。しかし、前述のように感染事故ならびに COVID により、これ
以上の ORX-GFP マウスの取得が不可能となってしまったためこれ以上の解析は不可能となった。 
そこで解析手法であるナノポアシークエンス解析方法の解析に着手した。ナノポアシークエン
スの解析にあたり十分量の RNA が必要となり、以下に示す培養細胞を用いて検討を行った。 
ヒト子宮内膜間質細胞（Endometrial Stromal cells: ESC）の分離培養 
患者への説明は口頭と文書で行い、各患者から文書でインフォームドコンセントを得た。本研究
は、関西医科大学の審査委員会の承認を得て実施された（プロトコル番号 2006101）。また、本
研究はヘルシンキ宣言の原則を遵守している。42～50 歳の月経周期が規則的な 11 名の患者から
ヒト子宮内膜組織を入手した。すべての子宮内膜標本は、組織学的に正常であることが確認され
た。子宮内膜組織からヒト ESC を精製し 37℃、5％CO2 で培養した。さらに内因性ステロイドホ
ルモンの影響を除去するため、フェノールレッドを含まない DMEM/F12 培地とデキストランコー
トしたチャコールストリップのウシ胎児血清を使用した。ESC の脱落膜化を誘導するために、エ
ストロゲン（10-8 mol/L）および酢酸メドロキシプロゲステロン（MPA）（10-7 mol/L）で 12 日間
処理した。未処理の細胞はコントロールとして使用した。 
Nanopore Sequencing 
RNeasy Mini kit を用いて、12日間 E2+MPA 処理を行った/行わなか
った培養 ESC から Total RNA を抽出した。各 3例程度の RNA をそれ
ぞれ 50μg となるようプールし、そこから Poly(A)+を精製した。
説明書に従い mRNA にモータータンパクを付加したのち、各サンプ
ルをナノポアシークエンスに供した。48 時間～72 時間のシークエ
ンスを行い、得られた配列を long read 用に modify した Minimap2
を用いてヒトゲノム DNA 配列にマッピングした。図 1 にマッピング結果の一例を示す。次いで
FeatureCounts にてリードカウントを行った。群間での読まれた mRNA に差があるため、Reads 
per Gene per 10k reads で補正を行った。このようにして得られた結果を edgeR で処理し、発
現変動遺伝子を抽出（FDR<0.01 のものを有意とした）した。 
siRNA による転写因子 Hのサイレンシング 
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ESC は刺激 0日目に Lipofectamine RNAiMAX 試薬を用いて、ヒト転写因子 H遺伝子または非サイ
レンシング RNA を標的とした 2種類の siRNA を 10nmol/L でトランスフェクトし、その後 5日間
培養された。転写因子 Hのノックダウンは、RT-qPCR およびウェスタンブロッティングにより確
認された。実験は、異なる 4名の患者から採取したサンプルを用いて検討した。 
定量 PCR 
培養 ESC から total RNA を抽出した。gDNA remover ReverTra Ace™ qPCR RT master mix を用い
て逆転写した。その後、Rotor-Gene プラットフォームと Thunderbird qPCR Mix を用いて定量
PCR を実施した。ハウスキーピング遺伝子として Elongation factor-1α (EF1A)を用い、2-ΔΔ
Ct 法を用いて相対的な標的遺伝子発現量を算出した。 
イムノブロット解析 
12 日間培養したヒト ESC から可溶性タンパクを精製した。10％SDS-PAGE ゲルにロードし、PVDF
膜に転写後、ブロッキングした。この膜を TBS-0.1% Tween-20+5%BlockingOne で希釈した Rabbit 
Anti-GeneX 抗体またはβ-アクチンマウス抗体に 4℃で一夜インキュベートした。二次抗体に
は、ヤギ抗ウサギ HRP 標識 IgG (H+L)または羊 HRP 結合抗マウス IgG 抗体が使用された。ECL 
Prime Western Blotting Detection Reagent を用いて、得られた複合体を可視化した。LAS 4000
を用いてバンドを検出し、タンパク質バンド強度を ImageJ を用いて解析し、GeneX タンパク量
をβ-アクチンレベルで補正した。 
４．研究成果 
未処理群を 48時間、処理群を 72 時間シークエンスにかけた
結果、得られた配列は未処理群で 271,432、処理群で 585,299
であった。そのうち、マッピングされなかった配列は未処理
群で 23,390、処理群で 138,734、何らかの遺伝子名が付いた
ものが未処理群で 281,659、処理群で 471,971 となった。最
終的なマッピング率はそれぞれ 91.4％と 76.3％である。
minimap2 の設定上、1 つのリードが複数箇所にされうるた
め Assigned リード数は Total リード数を上回る場合が出
た。edgeR を用いて未処理群と処理群とを比較した結果を図 2に
示す。報告されていないものの中で、処理群により有意に減少が
みられた GeneX と有意に上昇がみられた GeneY に関して機能解
析を進めた。定量 PCR による確認を行った結果、GeneX と Y とも
にナノポアシークエンスにて得られた結果と同様の結果が得ら
れた（図 3）。そこでイムノブロット解析により GeneY のタンパ
ク量の変化を検討した結果、処理群において遺伝子発現量と同
様、有意に増加していることが確認された（図 4）。プロゲステロン受
容体（PGR）は GeneY が所属するファミリーの別の遺伝子のゲノム遺伝
子座に結合し、処理時の別の遺伝子の発現を制御することが知られて
いるが、処理時の GeneY の転写制御についてはよく分かっていない。
そこで、GeneY の転写を制御していると考えられる転写因子を ChIP-
Atlas データベースで検索した。その結果、脱落膜化 ESC で発現が上昇
する転写制御因子 Hが、GeneY 遺伝子座の上流領域に結合する可能性を
見出した。さらに、GeneY は転写リプレッサーである SNAI1 によって制
御されており、SNAI1 は心臓において転写因子 H によって
制御されている。そこで、GeneY の発現制御への関与を理
解するために、脱落膜化 ESC における転写因子 H および
SNAI1 の遺伝子発現変化を調べた。E2 + MPA 処理した ESC
では、転写因子 Hの発現がコントロール群に比べ有意に上
昇した（図 5）。一方、SNAI1 の発現は、E2 + MPA 処理した
ESC で有意に抑制された（図 5）。そこで、siRNA を用いた
転写因子 H サイレンシングサンプルにおいて、SNAI1 およ
び GeneY の発現を検討した。その結果、転写因子 H がサイレンシングされると GeneY の発現が
上昇することがわかり（図 5）、ESC における GeneY 発現のベースラインを制御する上で転写因子
Hが重要な役割を果たすことが示唆された。しかし、SNAI1 発現は転写因子 H発現の減少に影響
されず（図 5）、ESC における SNAI1 発現は転写因子 Hとは無関係であることが示唆された。 
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