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は し が き

統合失調症にしろ疎密病にしろ共に遺伝性疾患であるoしかし､｢遺伝子｣のみで発

病を説明することは困難である｡精力的な遺伝子解析研究が為されているにもかか

わらず､明快な答えを得るに至っていない｡これらの疾患における遺伝要因と環境

要因の作用を一元的に説明するものとして､内在性レトロウイルス (HERV)と DNA

メチル化に代表されるエビジェネティクスに着目した｡そこから作業仮説を立て､

本研究課題では期間内達成目標に以下の三項目を設定した｡

1.脳での潜在的発現活性能を保持しているrtERVを探索し同定する0

2.それらのうち､脳の発育や機能に重要な遺伝子の近傍に存在するものについて､

異常な条件下で近傍の遺伝子の発現制御に干渉する可能性を検証する｡

3.以上によって絞り込んだ肥RVの健常者白血球DNAにおけるメチル化状態を明ら

かにし､統合失調症患者におけるメチル化異常の有無を検討する｡

結果は ｢研究成果｣の項で述べるが､満足に遂行できたのは､上の目標項目1のみ

で､2及び3は途中経過にとどまった｡原因は､研修医制度の変化によって臨床か

ら来ていた研究生が臨床に戻らざるをえなかったことと､改組に伴う ｢学部教育負

担｣による戦力不足である｡しかし､本研究課題の根幹である ｢機能性精神疾患-

のエビジェネティクスの関与の有無の検討｣は興味深い結果を着実に出していて､

今後の発展がおおいに期待される｡
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研 究 成 果

1.脳での潜在的発現活性能を保持しているHERVの探索 ･同定.

5つのHERVファミリーについてESTdatabase(dbEST)のBLAST検索を行い､

600個を回収した｡このうち､111個が脳と何らかの関連性がある組織 (または細

胞)から作製されたcDNAlibraryに由来するものであった(癌または株化細胞,77;

正常組織,34)｡これらから4つを抽出し､胎児脳 RNAを用いたRT-PCRのクロー

ン化産物の配列解析で確認を行った｡最終的に､脳での潜在的発現活性能を持つ

HERVとして同定されたのは22番染色体(22q12)の rlERV-Hと1番染色体(1q21-q22)

のrlERV-K102の2つだけであった.(J.HurTLGenet.2003)網羅的検索の必要性を

痛感し､データベースの包括的探索法を確立した｡約465万個のESTのうち脳関

連組織のmRNAから作製されたEST約44万個を選別し､12ローカスを期待できる

ものとして抽出した｡胎児脳RNAを用いてこれらの潜在的転写活性能を検討した｡

その結果､rlERVK9やMER61Aなどの肥RV配列をもつ6ローカス (3p22.1,5p15.3,

4p16.3,4q31.3,1p36.13)を新たに同定した｡(なお､このほか､正常組織におい

てノーザン解析で検出されるrtERVを新規に3つ同定した.Genomics2004)

2.上記HERVsによる近傍遺伝子の発現制御-の干渉の検証.

22q12のHERV-Hは､シナブシン3(Sm3)の約4kb下流に逆向きに存在する.

このHERV-Hからのread-through転写物によるRNAiを介したsyN3への干渉を､秩

化細胞を用いて検証することを試みた｡ルシフェラーゼ遺伝子の3'端にS肌3の

exon13(Ex.13)を組み込み､Ex.13の anti-sensestrandを発現するようにした

プラスミドと共トランスフェクションして40%の活性抑制が得られた｡HERV一日か

らのread-through転写物の存在とその効果を確認するため､これに必要な3種の

コンストラクトを作製した｡発現ベクターpGL3-basic(3.4kb)に､HERV-H3'LTR

からslW3のEx.13までのゲノム配列 (5.7kb)を挿入したもの､Ex.13を含まな

いもの (5.2kb)及び Ex.13を逆向きに挿入したもの (5.7kb)の3種である｡

現在､種々の細胞を用いて最も効率の良い細胞及び条件を検討中である｡

3.統合失調症患者におけるHERVメチル化異常の有無の検討

サザ-ン法により､HERVIKlociのメチル化の組織特異性および個人差の有

無の予備的検討を行った｡サンプルは､白血球､(胎児)脳 ･肝臓 ･胎盤のそれ

ぞれ3例ずつを用いた｡組織及び個人間でのメチル化の程度に差が認められた｡

強い順に､白血球>脳>肝臓>胎盤であった｡仮に3例の胎盤におけるメチル化

が､A>B≧Cとすると､この関係は肝臓でも成り立っていた｡このことは､個々

の遺伝子のメチル化状態が組織によって異なっていても､全体レベルにおいては



メチル化の個人差や患者と健常者間の相違を抹消白血球DNAで検出できる可能性

を示唆する｡

そこで､この研究課題で計画したものではないが､高速液体クロマトグラフ

ィー(HPLC)を用いて抹消白血球 DNAのメチルシトシン含有量 (mc)を測定し､統

合失調症と健常者で相違がないか比較検討することにした｡その前に､HPLCの感

度や精度が差を検出できるか､健常者におけるmCの加齢変化を指標に検討した｡

加齢変化はマウスや培養細胞で言われているほど大きくなく､DNA処理条件およ

び肝LC測定条件の改良を必要とした.この実験からnCの男女差が存在すること
を見出した (Ann.Hum.Genet.2004)0

東大 ･長大 ･琉大から集められた統合失調症患者 210例 (男性,124;女性,

86)及び健常対照者 237例(男性,108;女性,129)の白血球DNAについて､riPLC

によるmCの測定ならびに比較解析を行った｡その結果､以下の事柄を明らかにし

た｡(論文投稿中)

(1)男性患者のmCは健常男性に比べて低い (P=0.048)｡特に､この相異は若
年者に顕著であった (35才以下の比較で､P=0.019)｡

(2)一方､女性では患者および健常者の間に差は見られなかった.


