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研究成果の概要（和文）：FOXP2遺伝子は転写因子をコードしており、その機能は言語に関わる非常に興味深い遺伝子
である。FOXP2の標的遺伝子を単離するため、FOXP2 transgene細胞を作成しマイクロアレイ法で検出した。この網羅的
スクリーニングにより、多数抽出された。
今回は、2way ANOVA解析により、ヒトFOXP2で２個、FOXP2 isoformで３１個、chimp FOXP2で６個の遺伝子が変化した
ところまで、候補を絞った。次に神経芽細胞腫由来Tg FOXP2の細胞を作製し、再現性を解析した。両者の細胞で発現促
進された遺伝子群が数個が認められ、グリア細胞由来やマトリックス形成に関するものであった。

研究成果の概要（英文）：Mutations of the FOXP2 gene have been reported in families of specific language im
pairment in human. Two amino acid changes occurred in the FOXP2 genes during evolution from primate lineag
es to human being. Thus, the FOXP2 have been focused as an attractive gene to elucidate molecular mechanis
ms of language development.
We have previously performed a screening to isolate the associated genes with FOXP2 over exogenous express
ion in hek293 cell, using micro array techniques. 
We performed again statistical comparisons for the data using 2way ANOVA. In this screening, positive gene
s were only 2 genes affected by Tg Human FOXP2, 31 genes by Tg Human FOXP2 isoform, and 6 genes by Tg chim
panzee FOXP2. The neuroblastoma cell lines with each randomly stable integrated Tg FOXP2 were generated. T
he common feature of the gene expression affected exogenous Tg in both hek293 and neuroblastoma cell were 
observed in several genes. These genes were associated with extracellular matrix and glia cell.
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１．研究開始当初の背景 
  ・FOXP2 遺伝子は転写因子をコードし

ており、その機能は言語に関わる非常に興味
深い遺伝子である。この遺伝子の突然変異は
ヒトでは特異的言語障害を起こすことが知
られている。また、ヒトとチンパンジーとで
は２つのアミノ酸の違いしかない。このアミ
ノ酸の違いがヒトで言語が発達した理由の
一つとも推測される。我々は過去に言語を分
子遺伝学的に解析するために、ヒト FOXP2
とチンパンジーFOXP2 の標的遺伝子の単離
を試みた。ヒト FOXP2、ヒト FOXP2 isoform
とチンパンジーの FOXP2 発現ベクターを作
成し、別々に細胞内にトランスフェクトさせ、
遺伝子導入細胞における全遺伝子の発現変
化を検索した。解析する細胞の挿入染色体部
位・発現時期などを厳密にそろえるために、
フリップインリコンビナーゼ法および Tet 
ON OFF システムを用いた。テトラサイクリ
ン添加による外部 FOXP2 遺伝子発現誘導の
有無下で hek293 細胞の全 RNA サンプルを
抽出し、全 RNA の発現の増減をマイクロア
レイ法で検出した。その結果、ヒト FOXP2
を発現することで有意差を持って変化した
遺伝子数は 1,671 個で、そのうち促進された
遺伝子が 641 個、抑制された遺伝子が 1,030
個であった。チンパンジーFOXP2 を発現す
ることで有意差を持って変化した遺伝子数
は 1,562 個で、そのうち促進された遺伝子が
794 個、抑制された遺伝子が 768 個であった。
ヒトの FOXP2 とチンパンジーの FOXP2 を
比較すると、2,836 個が有意に変化し、1,433
個が促進、1,403 個が抑制されていた。また、
FOXP2 isoform においては、より多くの発現
の違いが検出された。これらのデーターは遺
伝子発現アレイで網羅的に解析しただけで
あった。また、これらの一次スクリーニング
結果は、過去の報告書で報告した。 
 
２．研究の目的 
網羅的にスクリーニングされた有意差を持
って発現の違いが認められる遺伝子群から、
言語関連に関連すると思われる遺伝子を拾
いあげ、再現性を確かめる。言語の発達にお
ける分子遺伝学的機能を推測する。 
 
３．研究の方法 
  ・前回までの網羅的解析では、Tet ON OFF
システムで、ON３群、OFF３群の student-T
解析の結果であった。これでは、多数の遺伝
子候補が上がり、変化率で拾い上げても有意
義な遺伝子群は拾い上げられなかった。
Human (Hum), Human isoform (Iso), 
Chimpanzee (Chimp) FOXP2 と、コントロ
ール遺伝子 CAT の、それぞれ ON, OFF 合計
８群、２４サンプルを partek のプログラム
を利用して、2way ANOVA 解析を行い p を
厳しく取り、標的細胞のスクリーニングを少
数に絞り、ターゲットを明らかにした。 
また、アレイのスクリーニング結果を確認す

るために、Tg Hum, Iso, Chimp, (-)を安定的
に neuroblastoma 由来細胞株 GOTO 細胞に
挿入し、GOTO 細胞から RNA を抽出し、ア
レ イ デ ー タ ー で 変 化 し た 遺 伝 子 群 の
real-time PCR により、その再現性を解析し
た。 
 
４．研究成果 
2way ANOVA 解析により、有意差を 10-5以下、
さらに1.5倍以上の変化をきたした遺伝子群
を抽出した。そこで抽出された既知の遺伝子
として登録されている遺伝子数は、ヒト
FOXP2より変化した遺伝子は２個、ヒトFOXP2 
isoform で変化した遺伝子は３１個、chimp 
FOXP2 で変化した遺伝子は６個であった。 
多群間の分散分析により、ヒト FOXP2 遺伝子
の挿入で動いた遺伝子は、少ないことが明ら
かになった。これは、hek239 というヒト細胞
を使用しており、その細胞からの FOXP2 の発
現が、新たに加えられた exogenous な FOXP2
の遺伝子は、その遺伝子のわずかの量的変化
による影響しかないと思われた。Hek239 細胞
は胎児腎臓由来細胞と言われているが、神経
特異的遺伝子の発現もみられ、神経やグリア
に特徴的な遺伝子発現が認められる細胞で
あるとの解析の報告がある。 
新たにヒト由来細胞である hek239 に挿入さ
れた chimp FOXP2 は、より大きな遺伝子群の
動きが認められるはずであった。しかし、ヒ
ト FOXP2 isoform の exogenous な発現による
影響が、最も多数の遺伝子を抽出した。 
ヒト FOXP2 isoform は、ヒトの多組織 cDNA
ライブラリーで、その発現を確認した。チン
パンジーの組織は入手することができなか
ったが、ヒトの脳では FOXP2 isoform が発現
が見られるのに対し、マウス脳では FOXP2 の
alternative transcript は認められず、１種
類の FOXP2 の発現であった。 
次に neurobalst 由来 GOTO 細胞ゲノムに、ラ
ンダム挿入による Tg FOXP2 の影響を解析し
た。Hek239 において exogenous な FOXP2 によ
り変化した遺伝子を、この Tg FOXP2 isoform
を含む GOTO 細胞で解析した。Hek239 のアレ
イスクリーニングとGOTO細胞におけるFOXP2 
isoform の影響で上昇した遺伝子群が数個が
認められた。この発現が上昇した遺伝子は、
グリア細胞由来や脳マトリックス形成に関
するものであった。 
この遺伝子群の言語への関わりは、まだ決定
的な結果を得ていないが、今回の解析で、ぐ
リアや脳マトリックス形成が関与している
ことが示唆された。 
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