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１． 研究のねらい 

従来の生物学では、同一個体内のすべての細胞や組織は、免疫系細胞など一部の例外を

除いて、同一のゲノム配列を持つと考えられてきた。しかし近年のゲノム解析技術の急速な進

展により、ゲノム配列はすべての細胞において同一ではなく、一塩基変異(SNV)やコピー数変

異(CNV)など、様々な種類の体細胞変異を含んでいることが明らかになりつつある。脳神経系

細胞のゲノム DNA ではこれらに加えて染色体異数性やレトロトランスポゾンの新規挿入など、

脳神経特異的な体細胞変異が生じることが知られており、高次脳機能や精神神経疾患の病

因・病態と密接に関連していると考えられている。これらの現象は稀な頻度で、かつ単一細胞

レベルで生じると考えられることから、体細胞変異の研究には単一細胞ゲノム解析が必須で

ある。しかし脳組織では、1) 機能・構造・形態の異なる多様な神経系細胞、グリア系細胞が混

在していること、また、2) 脳神経系細胞に特化した高精度の単一細胞ゲノム解析技術が存在

しないこと、の 2 点の制約から特殊な例を除き詳細はほとんど明らかにされていない。本課題

では、これらの問題を克服する技術開発に取り組み、脳神経系単一細胞ゲノム解析のための

基盤技術の確立を行い、生理条件下のさまざまな脳細胞種における体細胞変異のランドスケ

ープを明らかにすることを目指した。 

また我々は統合失調症患者の神経細胞において、レトロトランスポゾンの一種である

LINE-1 のゲノムコピー数が健常者より増大していること、患者脳における LINE-1 の新規挿入

部位はシナプス関連遺伝子など、神経機能に重要な遺伝子の近傍に多いことを見出している。

本成果は脳神経系における体細胞変異と統合失調症との関連を初めて示したものである。こ

の結果は多数の細胞を使用して得られたものであったが、単一神経細胞ゲノム解析による詳

細な解析を行うことにより、細胞種ごとに細胞の形態・機能を変化させるゲノム変異を同定す

ることが可能になり、統合失調症の病因・病態理解のための新たな視点を示すことができると

考える。本課題では、確立した脳神経系単一細胞ゲノム解析技術をもとに、統合失調症患者

のさまざまな脳細胞における LINE-1 新規挿入部位の決定を行い、疾患との関連について詳

細に明らかにすることを目的とした。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

ヒトの脳組織を構成しているさまざまな種類の細胞から、シングルセルレベルのゲノム解析

を可能にするため、ヒト死後脳前頭葉組織から神経細胞・オリゴデンドロサイト・活性化型マイ

クログリア・アストロサイト由来のそれぞれの細胞核を分画する手法の確立を行った。 

単一細胞核に含まれる DNA は超微量であるため、ゲノム解析を行うためには DNA を増幅

する必要がある。そこで上記の方法で得られたヒト脳由来の単一細胞核から、均一な全ゲノ



 

ム増幅を行うための条件の最適化を行った。 

健常者前頭葉由来の単一神経細胞核から、上記の方法で全ゲノム増幅した DNA を使用

し、次世代シーケンサーを使用して全ゲノムシーケンスを行い、体細胞一塩基変異(SNV)の検

出を行った。その結果、ヒトの単一神経細胞核から、1500-3000 個程度の体細胞 SNV が検出

された。これらの変異は細胞腫・部位特異的であり、神経細胞分画に数 10％程度の頻度で検

出されたが、ほかの細胞種や位置が離れた組織片では検出されなかった。 

また増幅した単一脳細胞核由来の全ゲノム増幅 DNA を用いて、ヒト特異的な LINE-1 であ

る L1Hs の新規挿入位置を決定するための技術である L1Hs-seq 法の開発を行った。健常者

前頭葉の神経細胞・オリゴデンドロサイト・マイクログリア由来の単一細胞核から L1Hs-seq を

行い、新規 L1Hs 挿入位置の解析を行った。その結果、どの細胞種においても 1 個の細胞当

たり数 10 ヶ所程度の新規 L1Hs 挿入が見られ、細胞ごとに挿入位置は異なっていた。このよう

に、健常者の脳細胞でも、さまざまな体細胞変異が検出されており、ゲノム配列は 1 細胞ごと

にわずかに異なっていることが示された。 

このような体細胞変異が統合失調症の病因に関与している可能性を検討するため、統合

失調症患者前頭葉の単一神経細胞核 DNA を用いて、L1Hs 新規挿入の位置の解析を行っ

た。その結果、これまで統合失調症患者で変異が報告されている遺伝子に L1Hs 挿入が検出

された。このような神経細胞の一部で生じている L1Hs 挿入が疾患に関与する可能性が示さ

れた。 

（２） 詳細 

1. 健常者死後脳を用いた多種細胞核の分画技術の確立 

 ヒト死後脳組織からさまざまな細胞腫由来の細胞核を調製する方法の確立を行った。前頭

葉組織をホモジナイズし、パーコール密度遠心勾配法を用いて粗細胞核画分を生化学的に

調製したのち、神経細胞・オリゴデンドロサイト・活性化型マイクログリア・アストロサイトの細

胞核に特異的に発現しているマーカー分子に対する抗体で蛍光染色を行い、セルソーターで

分画を行った。その結果、それぞれの陽性画分の細胞核を安定して得ることが可能になった 

(Fig.1)。 

 

2. ヒト死後脳由来の単一神経細胞からの全ゲノム増幅 

単一細胞核に含まれる DNA は超微量であるため、ゲノム解析を行うためには全ゲノム増

幅 (Whole Genome Amplification; WGA)する必要があるが、単一細胞からの全ゲノム増幅で

は、2 つのアレルのうち 1 つのアレルが増幅しないアレルドロップアウトと呼ばれる現象など、

不均一な増幅が起きやすい問題が指摘されている。そのため均一な全ゲノム増幅を行うため

の条件の最適化を行った。マイクロ流路デバイスであるフリューダイム社のC1装置を使用し、

単一細胞核から全ゲノム増幅を行った。その結果、単一細胞核に含まれる約 6 pg の DNA を

約 100 ng に増幅することが可能になった。得られた全ゲノム増幅産物について、96 カ所の 

SNP のタイピングを行い、ヘテロ SNP のコール率からアレルドロップアウト率の算定を行い、

均一に増幅している産物を得ることが可能になった。 



 

 

3. 健常者前頭葉由来単一細胞核の全ゲノムシーケンス 

健常者死後脳由来の単一神経細胞核から全ゲノム増幅した DNA を使用し、次世代シーケ

ンサーNovaSeq を使用して全ゲノムシーケンスを行い、体細胞一塩基変異(SNV)の検出のパ

イプラインの構築などを行った。その結果、ヒトの単一神経細胞核において、1500-3000 個程

度の体細胞 SNV が検出された。元の組織片由来 DNA における変異頻度を調べたところ、こ

れらの変異は細胞腫・部位特異的であり、神経細胞分画のみで 13-64%の頻度で変異が検出

され、ほかの細胞種や組織では検出されなかった。これらの変異は神経細胞に分化する前駆

細胞の段階で生じていることが予測された。 

 

4. 健常者・統合失調症患者前頭葉単一細胞の LINE-1 新規挿入部位の決定 

 単一脳細胞核由来の全ゲノム増幅産物を用いて、ヒト特異的な LINE-1 である L1Hs の新規

挿入位置を決定するための技術である L1Hs-seq の開発を行った。健常者前頭葉の神経細

胞・オリゴデンドロサイト・マイクログリア由来の単一細胞核から L1Hs-seq を行い、新規 L1Hs

挿入位置の解析を行った。その結果、どの細胞種においても、1 個の細胞当たり 40-60 個程

度の新規 L1Hs 挿入が見られ、細胞ごとに挿入位置は異なっていた。またいずれの細胞種に

お い て も 、 神 経 関 連 遺 伝 子 の 近 傍 に 新 規 挿 入 が 多 く 検 出 さ れ た (Fig.2) 。



 

 

 このような体細胞変異が統合失調症の病因に関与している可能性を検討するため、統合失

調症患者前頭葉 (n=1)の単一神経細胞核由来 DNA (n=6)を用いて、L1Hs が新規挿入したゲ

ノム領域の同定を行った。その結果、1 つの神経細胞において、統合失調症患者で変異が報

告されている遺伝子の 3’UTR に L1Hs 新規挿入が検出された。この神経細胞ではこの遺伝

子の発現などに異常があったと考えられ、神経細胞の機能や形態が変化していた可能性が

ある。このような神経細胞の一部で生じている L1Hs 挿入が、疾患の発症に寄与する可能性

が示された。 

 

３． 今後の展開 

今回の研究において、ヒト前頭葉の単一細胞からさまざまな体細胞変異が検出され、これらの

変異の一部が脳神経疾患の病因に関与している可能性が示された。しかし今回の解析では、脳

組織片をホモジナイズして細胞核を調製しているため、組織内における細胞の位置情報を失っ

てしまっている。脳神経疾患の病因解明においては、体細胞変異が生じた細胞の位置情報は重

要であり、変異を持つ細胞が含まれる神経回路を同定することが必要になると考えられる。今後

は、脳組織内における細胞の位置関係を保ったまま、体細胞変異解析を可能にするための技術

開発を検討し、疾患に関与する神経回路の同定などにつなげていきたい。 

 

４． 自己評価 

脳組織由来のさまざまな種類の単一細胞核から一塩基変異や LINE-1 挿入などの体細胞変

異を検出する手法の開発、その技術を使用した健常者・統合失調患者由来脳細胞の体細胞変

異解析など、当初予定していた研究計画について一通りの結果が得られた。研究実施体制につ

いても当初の計画通りであり、研究費執行も適切に行った。今回開発した手法は、脳神経疾患

に限らず、体細胞変異の関与が疑われている他の疾患 (例えばがんなど)の病因解明に寄与す

る可能性があり、将来の医療に貢献するものと考える。 
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