
  

 

 

 

 

 

 

 

博士論文 

                   

 

 

  論文題目    一卵性双生児不一致例を用いた 

統合失調症の分子遺伝学的解析 

        

                   

 

 

  氏  名    西村 文親 

  



2 

 

目次 

要旨 .................................................................................................................................. 6 

第一章 研究の背景と目的 ......................................................................................... 7 

１－１ 研究の背景 ................................................................................................... 7 

１－１－１ 統合失調症の概要 ........................................................................... 7 

１－１－２ 統合失調症の遺伝研究 ................................................................... 9 

１－１－３ 一卵性双生児不一致例研究 ......................................................... 13 

１－２ 研究の目的 ................................................................................................. 16 

第二章 既報に基づく研究：ADM, SEPX1 及び CD200 の解析 .......................... 17 

２－１ 背景 ............................................................................................................. 17 

２－２ 対象と方法 ................................................................................................. 20 

２－２－１ 配列解析 ......................................................................................... 20 

２－２－２ mRNA発現解析 ............................................................................ 26 

２－３ 結果 ............................................................................................................. 29 

２－３－１ 配列解析 ......................................................................................... 29 

２－３－２ mRNA発現解析 ............................................................................ 36 

２－４ 考察 ............................................................................................................. 39 



3 

 

第三章 新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致例の網羅的発現解析 42 

３－１ 背景 ............................................................................................................. 42 

３－２ 対象と方法 ................................................................................................. 43 

３－２－１ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 ............... 44 

３－２－２ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA解析 ................. 52 

３－３ 結果 ............................................................................................................. 54 

３－３－１ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 ............... 54 

３－３－２ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA解析 ................. 64 

３－４ 考察 ............................................................................................................. 66 

第四章 結語と今後の課題 ........................................................................................ 74 

謝辞 ................................................................................................................................ 76 

付録 1-1：TruSeq Custom Amplicon 配列（1 種類目） ............................................ 77 

付録 1-2：TruSeq Custom Amplicon 配列（2 種類目） ............................................ 78 

付録 2-1：用いた primer 配列と PCR 条件 ................................................................ 79 

付録 2-2：用いた primer 配列と PCR 条件 ................................................................ 80 

参考文献 ........................................................................................................................ 82 

 



4 

 

図表目次 

図 1 ADM, SEPX1, CD200の配列解析フロー ................................................. 31 

図 2 一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞における ADM, 

SEPX1, CD200 の発現量 ................................................................................ 38 

図 3 一卵性双生児統合失調症不一致例内と一卵性双生児健常一致例内で

mRNA発現量が 2倍以上の遺伝子の数 ...................................................... 59 

図 4 一卵性双生児統合失調症不一致例内と一卵性双生児健常一致例内で

mRNA発現量が 2倍以上のプローブの数 .................................................. 60 

図  5 一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞における

DPYD及び IGHMの発現量 .......................................................................... 63 

 

表 1 3遺伝子(ADM, SEPX1, CD200)の変異解析対象領域 ............................ 25 

表 2 直接塩基配列決定法によって確認された ADM, SEPX1, CD200 の変異

 .......................................................................................................................... 32 

表 3 3遺伝子での稀な非同義置換の変異保持者総数について統合失調症群

と健常対照群との比較 .................................................................................. 33 

表 4 配列解析から認めた頻度 5%以上の変異の関連研究結果 ................... 34 

表 5 頻度が 5%以下の変異における変異保持者総数の統合失調症群と健常



5 

 

対照群との比較 .............................................................................................. 35 

表 6 リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 ............................ 58 

表 7 一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組の遺伝子レベルから抽出され

たリスト .......................................................................................................... 61 

表 8 一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組のプローブレベルから抽出さ

れたリスト ...................................................................................................... 62 

表 9 リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA解析の結果 ................. 65 

 

  



6 

 

要旨 

 

統合失調症は生物学的病態の解明が急務な疾患であるが、現在までに遺伝要

因として同定されたものは一定せず、候補遺伝子は増大の一途を辿っている。 

本研究では、1. 既報の一卵性双生児統合失調症不一致例から示された候補遺

伝子 (ADM, SEPX1, CD200) の大規模集団における塩基配列解析並びに不一致

例における発現解析、及び、2. 新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致

例を用いた網羅的発現解析を行った。候補遺伝子解析からは CD200 の罹患双生

児における発現低下を認めた。網羅的発現解析では、不一致例内に分子生物学

的差異が存在する可能性を示し、さらに統合失調症の候補遺伝子として DPYD

と IGHMを見出した。 
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第一章 研究の背景と目的 

 

１－１ 研究の背景 

 

１－１－１ 統合失調症の概要 

 

統合失調症は、大きく分けて、陽性症状、陰性症状、認知機能障害の 3 つの

カテゴリーに分けられる症状を主体とする内因性の精神疾患である[1, 2]。陽性

症状として、妄想・幻覚・解体した会話や行動が代表的で、患者は病的体験に

左右され、問題行動を呈することがある。陰性症状としては、感情鈍麻・意欲

低下・自閉などがみられ、家に引きこもり、社会と交流を持つことが困難とな

ることがある。また、注意力の持続低下、記憶力の低下といった症状を中心と

する認知機能障害は、近年では統合失調症の中核症状の一つと考えられており、

社会的機能の低下に与える影響が甚大なことから、予後に影響を与える最たる

ものである。生涯有病率は 0.5-1.0%で[3, 4]、集団間の差は存在せず[4]、思春期

以降に発症することが多い。根治的な治療法は存在せず、生涯にわたって慢性

的な経過を辿ることから、当事者の苦悩は計り知れない。統合失調症患者が自

殺を図る割合は約 10%とも報告されている[5]。また、抗精神病薬の内服による
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副作用や合併症の多さなど身体的な問題をも抱えてしまう事も多く、平均寿命

は一般人口と比較すると 10-15 歳短い[6]。診断は操作的診断基準である米国精

神医学会 (APA: American Psychiatry Association) による「精神疾患の診断・統計

マニュアル (DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) 」もしく

は世界保健機構 (WHO: World Health Organization) による国際疾病分類 (ICD: 

International Classified of Diseases) に基づいて行われる。根治的な治療法は確立

しておらず、抗精神病薬を中心とした薬物療法ならびに精神療法を中心とした

心理社会的治療などが主体である[7, 8]。陽性症状に対しては抗精神病薬が効果

を発揮する場合があるが[7]、一方で陰性症状や認知機能障害への抗精神病薬の

効果は乏しい[9, 10]。未だ原因不明の疾患であり、後述のような遺伝的要因の他

に、周産期合併症[11]、出生地の緯度[12]、大麻の乱用[13]、都市部での出生[14]

などの環境要因も発症に関与することが知られている。また、統合失調症患者

の未就労な割合は 80-90%と報告されており[15]、疾患により就労が困難である

ことが知られており、発病以降に失われる労働力・医療資源といった社会経済

的な点においても損失は計り知れない。当事者のみならず家族にも多大な苦悩

を与え[16]、生物学的な病態の解明が急がれる疾患の一つである。 
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１－１－２ 統合失調症の遺伝研究 

 

家族研究や双生児研究や養子研究といった臨床疫学的研究から、統合失調症

に遺伝要因が現在までに関与することが示されてきた。これまでの報告による

と双生児のメタ解析では統合失調症の遺伝率は 80%と推定され[17]、その他の双

生児研究でも統合失調症の遺伝率は 64%と見積もられているが[18]、いずれの研

究においても統合失調症の遺伝性の高さが示されている。疾患頻度の高さから、

ありふれた変異が疾患に複数関与するという common disease-common variant 

(CDCV) 仮説をもとに[19]、連鎖解析[20, 21]、リスク遺伝子を想定した大規模集

団を対象とした候補遺伝子の関連研究[22]、近年では一塩基多型 (SNPs: Single 

Nucleotide Polymorphisms) を網羅的に解析する全ゲノム関連研究  (GWAS: 

Genome Wide Association Study) を中心とする研究がなされてきた[23-25]。 

連鎖解析は、統合失調症患者が複数いる家系を対象にして行われ、現在まで

のメタアナリシスで 2q と 5q においてゲノムワイドに有意であることが報告さ

れている[26]。しかし、連鎖解析からの候補領域は様々であり、ほとんど全ての

領域において報告が存在し、候補領域を絞り込むことが困難であった[27]。 

関連研究では、ドパミン仮説、NMDA 受容体仮説、神経発達仮説に基づくも

のなど 100以上の候補遺伝子が検討されてきた[27]。しかし、ほぼすべての候補
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遺伝子について、パブリケーションバイアスがあるにも関わらずその関連を否

定する報告がなされている。その中でも特に有望と考えられている COMT 

(catechol-O-methyltransferase)、DISC1 (Disrupted in schizophrenia 1) や DRD2 

(Dopamine receptor D2) など 14 の候補遺伝子についても大規模サンプルを用い

た研究で関連を否定する報告がされている[28]。 

近年のアレイ技術の進歩によりDNAマイクロアレイを用いた全ゲノム関連研

究が行われるようになった。アレイによっては一度に約 90 万の SNPs を解析可

能となり、盛んに解析が行われている。約 90 万の SNPs を一度に解析するため

に、厳しい多重補正を行うので、大規模集団を対象に研究を行う必要があり、

多数の研究グループが国際的なコンソーシアムを形成し研究を行っている。現

在までの全ゲノム関連研究では、サンプルサイズは疾患群において約 3 万人に

までおよび、100を超える領域において、ゲノムワイドに有意なものが示されて

いる[25]。いずれの疾患感受性遺伝子も、オッズ比 1.1-1.3 程と疾患への寄与は

小さく、現在までの報告を合わせると統合失調症遺伝率の 23%が説明できると

報告されている[29]。全ゲノム関連研究により、統合失調症遺伝要因の解明が大

きく進むことが期待され、ゲノムワイドに有意な領域を絞り出すことに成功し

たが、ありふれた変異だけでは統合失調症の遺伝要因を十分に説明することが

できず、そのことを指して、missing heritabilityと呼ばれた[30]。統合失調症の高
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い遺伝性を説明するため、ありふれた変異のみでは不十分と考えられ、近年で

は稀な変異が注目を集め、影響力の大きい稀な変異が統合失調症の病気に関与

するという common disease-rare variant (CDRV) 仮説をもとにした研究も行われ

るようになった[31]。 

CDRV 仮説に基づく研究の成功例としては、22q11.2 領域の欠失が報告されて

いる[32]。この欠失は、4000 人に 1 人が有し[33]、DiGeorge 症候群もしくは

velo-cardio-facial症候群として知られている 22q11.2欠失症候群を引き起こすが、

その 25%が統合失調症を合併すると報告されている[32]。その他にも、Trio解析

からかなりの数の de novo 変異が報告されつつあり[34, 35]、さらにごく最近の大

規模全エクソン解析においては多くの有力な候補遺伝子が示された[36]。以上の

ように稀な変異の探索では一定の成果をあげつつあるが、見出された稀な変異

の多くが、それぞれの患者での原因遺伝子であるかどうかを明らかにすること

は困難な状況であり、結果として統合失調症の候補遺伝子/変異の数は増大して

いるというのが現状である。 

このような状況の中で、現在までに報告されている候補遺伝子の中から、別

手法による研究により、疾患に真に関与する遺伝子/変異の絞り込みを行うこと

が、統合失調症病態解明の一助となる可能性がある。一卵性双生児統合失調症

不一致例や統合失調症多発家系を対象とした研究は、そのアプローチのための
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別手法の一つとなる可能性がある。特に、疾患以外の個人間差異を可能な限り

打ち消すことが想定される一卵性双生児統合失調症不一致例は、もし分子生物

学的な差異が存在するのであるならば、その差異は疾患に由来する差異である

可能性があり、病態解明の手段として有効と考えられる。 
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１－１－３ 一卵性双生児不一致例研究 

  

一卵性双生児不一致例は、片側のみが疾患罹患双生児であり、もう片側が疾

患非罹患双生児である一卵性双生児のことである。 

画像研究による一卵性双生児統合失調症不一致例の比較は現在までに報告さ

れており、MRI では罹患双生児において、島、上前頭回、内側前頭回、中心前

回及び中心後回、帯状回、上側頭回及び中心傍小葉の灰白質体積が非罹患双生

児に比べて減少していた[37]。1
H による核磁気共鳴スペクトロスコピーでは、

罹患双生児で、海馬におけるクレアチニン及びクレアチニンリン酸、グリセロ

リン酸コリン及びリン酸コリン、N-アセチルアスパラギン酸の上昇が確認され

た[38]。31
P による核磁気共鳴スペクトロスコピーでは、一卵性双生児不一致例

（統合失調症、統合失調症感情障害、統合失調症様障害）で、左小脳前葉と下

側頭皮質における ATP の上昇傾向を非罹患双生児で認めている[39]。 

統合失調症の双生児研究において、一卵性双生児の発症一致率は 48％、二卵

性のそれは 17%と報告されており[40]、一卵性双生児の一致率は二卵性双生児の

一致率よりはるかに高く遺伝要因の関与を示す。しかしながら、同一のゲノム

を持っていると想定される一卵性双生児における発症一致率は 100%とならず、

環境要因の影響も示唆されている。一卵性双生児不一致例は疾患以外の個人間
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差異が最も小さい 2 人と想定することが出来るため、一卵性双生児不一致例は

最も理想的なケースコントロール研究であると考えられる。一方で、一卵性双

生児不一致例内に本当に分子生物学的な差異が存在するかどうかという問題点

がある。精神疾患においては、一卵性双生児を用いた研究は以前より行われて

おり、統合失調症の一卵性双生児不一致例を用いた研究では、RLGS (restriction 

landmark genome scanning) 法によるゲノム DNAの制限酵素切断パターンに差異

が報告されたが[41]、一方で RDA (representational differential analysis) 法を用いた

不一致例研究では、DNA 配列並びにメチル化に差異を認めなかったとする報告

がある[42]。一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞を用いた

DNA マイクロアレイによる網羅的発現解析からは患者における ADM 

(Adrenomedullin) 及び SEPX1 (Methionine-R-sulfoxide reductase B1) の発現上昇と

CD200 (Cluster of Differentiation 200) の発現低下が報告されている[43]。血漿の脂

質を測定した研究では罹患双生児における有意な LDLとVLDLの上昇を認めて

いる[44]。また、双極性障害の一卵性双生児双極性障害不一致例では、リンパ芽

球様細胞を用いた DNA マイクロアレイによる網羅的発現解析で、罹患双生児に

おける XBP1と GRP78 の発現の低下[45]、WNTシグナルの経路に関与する遺伝

子の発現の変化が報告されており[46]、精神疾患の不一致例に差異がある可能性

はある。しかし、本当に差が存在するのか、また存在するならばその差は疾患
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由来の差なのか、ということは明瞭ではない。近年、精神疾患ではないが、一

卵性双生児多発性硬化症不一致例において、全ゲノム解析、網羅的発現解析、

網羅的 DNAメチル化解析を行い、一卵性双生児不一致例内に差異が認められな

かったと報告されている[47]。 

本研究では、上記背景より、一卵性双生児統合失調症不一致例を出発点とし、

病態解明のための手掛かりを得ることを目的とした。 
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１－２ 研究の目的 

 

本研究は、 

1. 一卵性双生児統合失調症不一致例の解析により候補遺伝子として示され

ている 3遺伝子 (ADM, SEPX1, CD200) について多数例を用いた全コーデ

ィング領域の配列解析及び mRNA発現検討 

2. 新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致例および健常一致例を対

象とした網羅的 mRNA発現検討、網羅的 microRNA発現検討 

を行い、一卵性双生児統合失調症不一致例に分子生物学的差異が存在するか

を検証し、統合失調症病態に関わりうる遺伝子の同定を試みる。 
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第二章 既報に基づく研究：ADM, SEPX1 及び CD200 の解析 

 

２－１ 背景 

 

かつて一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞を用いたDNAマ

イクロアレイによる網羅的mRNA発現解析から、患者において ADM及び SEPX1

の発現上昇と CD200 の発現低下が報告されている[43]。ADM及び SEPX1の統合

失調症における発現上昇は、既に報告があり[48-50]、このことから一卵性双生

児不一致例における分子生物学的差異の存在を示唆するものと考えられていた。 

ADM はカルシトニンスーパーファミリーに属し、52個のアミノ酸からなる分

子量約 6000のペプチドで、強い血管拡張による降圧作用を有している[51]。ADM

は副腎髄質で発現を多く認めるが、血管内皮・心臓・腎臓・肺など心臓血管系

を中心に、中枢神経を含む全ての臓器で発現している[52, 53]。当初、血管拡張

作用を有する物質として注目されてきたが、その後の研究から細胞の遊走、分

化制御、内皮細胞再生、抗炎症作用、抗アポトーシス作用など多彩な生理活性

を持つことが判明している[54, 55]。中枢神経における ADM の主な産生源は脳

血管内皮、グリア細胞および神経細胞であり[56]、これまでに、中枢神経系に存

在する ADM は、神経伝達物質、神経修飾物質、神経ホルモンとして活動してい
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る可能性が示唆されている[57]。ADM 過剰発現マウスでは、脳虚血後には血管

新生や神経新生が上昇することが示されており[58]、脳特異的な ADM ノックア

ウトマウスでは不安の亢進など行動異常がみられることから[55]、ADM は直接

的に行動に関わっている可能性が示唆されている。精神疾患との関連では、慢

性期の統合失調症患者で血漿ADM濃度が約 3倍に上昇することが繰り返し報告

されており[50, 59]、他に自閉症・躁うつ病、うつ病においても有意な上昇が報

告されている[60-62]。また、リンパ芽球様細胞を用いた研究では、ADMの mRNA

発現が男性の統合失調症患者で上昇していることが報告されている[49] 。さら

に、精神疾患の全ゲノム関連研究で初めてゲノムワイドに有意とされたのが、

双極性障害 II 型においてであるが、ADM の近傍の SNP においてであった[63]。

なお、統合失調症の合併と負の相関が報告されている慢性関節リウマチにおい

て[64, 65]、そのモデル動物の病変部位への ADM 投与により症状が改善するこ

とが示されている[66]。 

SEPX1 はセレノプロテインの一つであり、肝臓や白血球や膵臓に豊富に存在

する。SEPX1 がアクチン重合に必要な事が現在までに報告されている[67]。以前

の研究では、セレニウムに結合する SELENBP1 (selenium-binding protein1) が患者

の脳と末梢血の白血球で発現上昇を認め、統合失調症のバイオマーカーである

可能性が示されているが、その報告の中で SEPX1 の患者での発現の上昇が報告
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されている[48]。 

以上から、既報の一卵性双生児統合失調症不一致例の網羅的発現解析におい

て候補とされた ADM, SEPX1, CD200は統合失調症病態に関与している可能性が

考えられた。そこで、本研究では ADM, SEPX1, CD200の配列解析を統合失調症

の多数例において行い、疾患に関与し得る変異の探索を行った。さらに新規に

見出した一卵性双生児統合失調症不一致例において、ADM, SEPX1, CD200の定

量的リアルタイム PCR (polymerase chain reaction) 法による発現解析を行い、既

報と同様の結果を認めるかどうかの確認も行った。 
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２－２ 対象と方法 

 

ADM, SEPX1, CD200 の患者群及び健常対照群での配列解析及び新規に見出し

た一卵性双生児不一致例 3組の mRNA発現解析を行った。なお、本研究は、「精

神疾患発症にかかわる関連遺伝子の探索および解析」として、東京大学ヒトゲ

ノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会の承認に基づいて行われた（承認番号 639）。 

 

２－２－１ 配列解析 

 

対象 

東京大学医学部附属病院精神神経科で収集した統合失調症と診断された 474

名（男性 234名、女性 240名、年齢 43.1±15.1 歳）とそれに対して年齢及び性別

をマッチさせた健常対照者 475名（男性 240 名、女性 235名、年齢 41.6±12.5歳）

を対象とし、末梢血白血球由来のゲノム DNA を用いて研究を行った。患者は 2

名の精神科医が DSM-IV に基づき、診断を行った。健常対照者は、精神科医が

M.I.N.I. (精神疾患簡易構造化面接法) を用いて、あるいは非構造化面接により、

精神疾患の有無を評価し、現在並びに過去に精神疾患であると診断されなかっ

たものを対象とした。ゲノムDNAは標準的な手法を用いて白血球から抽出した。 
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方法 

対象 3 遺伝子 (ADM, SEPX1, CD200) の配列解析は次世代シークエンサー

Miseq (illumina, San Diego, CA, USA) を用いて行った。アンプリコンとして

TruSeq Custom Amplicon (illumina) を用いた。アンプリコン長は 250bpで、Design 

Studio (http://designstudio.illumina.com/) により設計し、参照配列は UCSC hg19 

(human genome 19) とした。対象となる 3遺伝子の各エクソン領域の上流と下

流 20bp を対象範囲として、既知の SNP が設計アンプリコン内に存在しないよ

うにした。なお、アンプリコンは 2種類存在している（付録 1）。 

実験は、250ngのゲノム DNA を使い、プロトコルに従い、ライブラリ作成を

行った。95 サンプル＋1 サンプル（インナーコントロールサンプル）のマルチ

プレックスサンプルに対して同時に実験を行った。解析はシークエンサー内に

搭載されているMiSeq Reporter v2.3.32 (illumina) により行い、出力された vcfフ

ァイルに対して、annovar (http://www.openbioinformatics.org/annovar/) を使用し、

annotation を行った。また、MiSeq Reporter から出力された bam ファイルに対し

て、SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) を用いて、3遺伝子のコーディング

領域並びにコーディング領域のエクソンの前後 2bp を splice siteとして、この領

域の depth の計算を行った。 
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直接塩基配列決定法 

1回毎の実験内で、サンプルの 20%以上がカバレッジ 10x 未満の領域について

は、サンガー法により可能な領域について塩基配列を決定した。また、解析か

ら得られた変異についての確認もサンガー法により行った。プライマーは

Primer3 v0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) を用いて設計し（付録 2）、

PCR 増幅を行い、ExoSAP-IT (affymetrix, Santa Clara, CA, USA) にて PCR 産物の

精製を行った後、BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) を用いて、伸長反応を行い、Applied Biosystems 3730xl DNA 

Analyzer (Life Technologies) により塩基配列を決定した。 

 

変異解析対象領域 

今回、3 遺伝子のコーディング領域並びにコーディング領域近傍の splice site 

2bpを変異解析対象とした（表 1）。 

 

解析（dbSNP132 に認めない非同義置換の変異探索） 

 MiSeq Reporter から得られた一塩基変異 (SNV: Single Nucleotide Variant) と微

小な挿入もしくは欠失 (indel: insertion or deletion) から、解析が困難であると考

えられる変異解析対象領域の平均 Depth 20x 未満のサンプルについては、サンプ
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ル不良として除外し、それに含まれていた変異も除外した。その後の解析を以

下に示す。 

① ADM, SEPX1, CD200 に関係する領域  (UTR (Untranslated Region), coding 

region, intron, promter) の SNV/indel を抽出 

② 変異解析対象領域のみの SNV/indel を抽出 

③ depth 10x 以上の SNV/indel を抽出 

④ 同義置換を除外 

⑤ 既知の SNP のデータベースである dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism 

Database) 132に存在する SNVを除外 

⑥ FilterにおいてPassを適用 (Locus GQX (Minimum of Genotype quality assuming 

variant position or Genotype quality assuming non-variant position) が 10以上、及

び、Low variant frequencyが 20%以上) 

⑦ 抽出された変異についてサンガー法で確認 

サンガー法で使用したプライマー及び PCRプロトコルを付録 2に示す。 

直接塩基配列決定法によって確認されたそれぞれの遺伝子の変異保持者総数

について統合失調症群と健常対照群において Fisher’s exact test を行い、有意に稀

な変異保持者総数が多いかどうかの検討を行った。 
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解析（dbSNP132 に認めない非同義置換以外の変異探索） 

解析（稀な非同義置換の探索）で見出された変異以外で、dbSNP132 に含まれ

ない同義置換並びに dbSNP132 に含まれている同義置換及び非同義置換につい

ても解析を行った。解析の際に、変異の含まれる領域について、depth が 10x 以

上のサンプルについてだけ抽出を行い、解析を行っている。MiSeq から見出され

たこれらの変異についてはサンガー法で確認を行っていない。頻度が 5%以上の

変異については Fisher’s exact test を用いて関連解析を行い、頻度が 5%以下の変

異については変異保持者数による Fisher’s exact test を行った。 
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表 1 3遺伝子(ADM, SEPX1, CD200)の変異解析対象領域 

 

Gene Chr Start Stop 

ADM 11 

10327248 10327347 

10327494 10327647 

10327877 10328188 

SEPX1 16 

1993101 1993157 

1991256 1991408 

1990777 1990895 

1989113 1989146 

CD200 3 

112052060 112052073 

112054788 112054866 

112059747 112059832 

112063807 112064137 

112066403 112066679 

112068557 112068668 

112080388 112080397 
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２－２－２ mRNA 発現解析 

 

対象 

東京大学医学部附属病院精神神経科で収集した統合失調症と診断された新規

の一卵性双生児統合失調症不一致例 3組 (Twin Pair 1, Twin Pair 2, Twin Pair 3) に

対して定量的リアルタイム PCR 法で解析を行っている。3 組の詳細については

第 3章で後述する。 

 

細胞培養 

 リンパ芽球様細胞の細胞培養方法については、 第 3 章の細胞培養で後述す

る。それぞれの一卵性双生児不一致例内で、1組あたり 3回の独立した培養を行

った。各一卵性双生児をセットにして、同じ実験日に同手技で実験を行い、一

卵性双生児それぞれについて 3セットずつリンパ芽球様細胞を回収した。 

 

定量的リアルタイム PCR 法 

リンパ芽球様細胞から miRNeasy mini kit (QIAGEN, Hamburg, Germany) を用

いて total RNA を抽出した。RNA の開始用量は Qubit® 3.0 Fluorometer (Life 

Technologies) を用いて、各サンプルとも 50ngとした。SuperScript™ III First-Strand 
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Synthesis System for RT-PCR (Life Technologies) を用いて、cDNA の合成を行い、

その cDNA を用いて、TaqMan®法にて、Applied Biosystems 7900HT (Life 

Technologies) を用いて、測定を行った。PCRプロトコルは以下のとおりである。 

50℃ 2min 

95℃ 10min 

95℃ 15sec 

60℃ 1min  

対象遺伝子としては、ADM, SEPX1, CD200の 3遺伝子、並びに標準化時のコ

ントロールとして、GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) と ACTB 

(actin, beta) を用いている。一卵性双生児統合失調症不一致例 3組それぞれから

3セットのリンパ芽球様細胞を培養しており、それぞれのリンパ芽球様細胞から

抽出された total RNAから合成された cDNA に対して、同時に 4回発現量の測定

を行った。 

用いた TaqMan® Assay ID (Life Technologies) は以下の通りである。 

ADM : Hs00969450_g1 

SEPX1 : Hs00249482_m1 

CD200 : Hs01033303_m1 

ACTB : Hs01060665_g1 

40サイクル 
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GAPDH : Hs02758991_g1 

出力されたデータから以下のように解析をすすめた。 

① 出力された Ct 値から、各遺伝子毎の median Ct を求めた。 

② 解析対象遺伝子の median Ct 及び、コントロール遺伝子である GAPDHある

いは ACTBの median Ct から、ΔCt を求め、2の-ΔCt 乗で GAPDHあるいは

ACTBに対する相対発現量とした。 

③ 各遺伝子の相対発現量を各双子内のペア同士で、paired t 検定を用いて、統

計学的解析を行った。  
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２－３ 結果 

 

２－３－１ 配列解析 

 

解析（dbSNP132 に認めない非同義置換の変異探索） 

ADM, SEPX1 及び CD200 の全コーディング領域について次世代シークエンス

により、depth が 10x 以上でデータが取得出来た領域は、全サンプル全解析対象

領域の 94.8%（統合失調症群 96.9%、健常対照群 92.8%）であった。3 遺伝子の

変異解析対象領域の平均 depth が 20x 未満になるサンプルについては、カバレッ

ジ不良サンプルと判断し、統合失調症群では 10 サンプル、健常対照群では 12

サンプルを除外した。最終的に解析対象となったサンプルは、統合失調症群で

464サンプル、健常対照群で 463サンプルである。カバレッジ不良サンプル除外

後の統合失調症群における平均 depth は 363x で、健常対照群での depth は 328x

であった。変異解析対象領域内で 10x 以上の領域は全サンプルで 96.7%（統合失

調症群 98.6%、健常対照群 94.8%）となった。 

解析の流れに基づく、変異の数を図 1 に示す。直接塩基配列決定を行った後

に、最終的に見出された変異の一覧が表 2 の通りである。 

 それぞれの遺伝子毎に、統合失調症群と健常対照群について稀な変異の数につ
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いて、統計学的に検定を行ったが、3遺伝子とも稀な変異の数に有意な差を認め

なかった (ADM : p=0.50, SEPX1 : p=0.50, CD200 : p≒1.00 (Fisher exact test)) （表 

3）。 

 

解析（dbSNP132 に認めない非同義置換以外の変異探索） 

 dbSNP132 に認めない非同義置換以外の変異としては、頻度が 5%以上の変

異を 4 つ（非同義置換 2 つ、同義置換 2 つ）、頻度が 5%以下の変異を 4 つ（同

義置換 4つ）見出した。頻度が 5%以上の変異については Fisher’s exact test を用

いて関連解析を（表 4）、頻度が 5%以下の変異については変異保持者数による

Fisher’s exact test を行った（表 5）。頻度が 5%以上の変異におけるアレル頻度に

おける Fisher’s exact test の結果により、2箇所の変異において、p<0.05 以下を認

めたが、多重補正にて統計学的に有意差を認めなかった。 
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図 1 ADM, SEPX1, CD200の配列解析フロー 

 

 

次世代シークエンサーから得られた変異から解析対象領域のみに変異を絞り、

Depth>=10x 得られた変異を抽出、同義置換を変異の一覧から除いた。dbSNP132

により既知の変異を除いた後、次世代シークエンサーの変異コールの際に Pass

と分類されたものを抽出し、得られた変異について直接塩基配列決定法により

確認した。 

SNV: Single Nucleotide Variation 

indel: insertion or deletion 
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表 2 直接塩基配列決定法によって確認された ADM, SEPX1, CD200 の変異 

 

ADM 

Sample Chr Position Base call Amino Acid Change 

CT 11 10328182 T/G Missense_F184L 

 

SEPX1 

Sample Chr Position Base call Amino Acid Change 

SZ 16 1990779 C/T unknown 

SZ 16 1991399 G/C Nonsense_Y21X 

 

CD200 

Sample Chr Position Base call Amino Acid Change 

CT 3 112052062 G/A Missense_M1I,Missense_M1I 

SZ 3 112063833 G/A Missense_R40K,Missense_R65K 

CT 3 112066436 C/A Missense_F151L,Missense_F176L 

SZ 3 112066436 C/A Missense_F151L,Missense_F176L 

CT 3 112066653 A/A Missense_D224N,Missense_D249N 

CT 3 112066663 A/C Missense_Q227P,Missense_Q252P 

SZ 3 112068603 G/A Missense_V247I,Missense_V272I 

CT: 健常対照者 

SZ: 統合失調症患者 
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表 3 3 遺伝子での稀な非同義置換の変異保持者総数について統合失調症群と

健常対照群との比較 

 

  ADM SEPX1 CD200 

健常対照群 

（n=463人) 
1 0 10 

統合失調症群 

（n=464人) 
0 2 10 

P value 

（Fisher's Exact Test） 
0.50  0.50   ≒1.00 

 

  



34 

 

表 4 配列解析から認めた頻度 5%以上の変異の関連研究結果 

 

 

CT: 健常対照群 

SZ: 統合失調症群 

 

  

ref/ref ref/alt alt/alt

Hardy-

Weinberg

Equilibrium

ref/ref ref/alt alt/alt

Hardy-

Weinberg

Equilibrium

3 112059768 missense 30 168 266 0.62 30 155 183 0.72 0.09 0.03

3 112063850 missense 323 111 4 0.10 338 112 13 0.32 0.11 0.46

3 112064116 synonymous 442 2 0 0.96 448 7 0 0.87 0.18 0.18

3 112066562 synonymous 292 147 25 0.26 317 128 15 0.64 0.09 0.03

Fisher's

exact test

for allele

frequency

Chr POS
synonymous /

nonsynonymous

SZ CT Fisher's

exact test

for

genotyping
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表 5 頻度が 5%以下の変異における変異保持者総数の統合失調症群と健常対

照群との比較 

 

Variant SZ CT Fisher's exact test 

chr3: 112066667 0/464 1/463 p≒1.00 

chr3: 112068614 0/439 1/448 p≒1.00 

chr16: 1989125 1/461 0/463 p≒1.00 

chr16: 1991321 1/464 0/462 p≒1.00 

CT: 健常対照群 

SZ: 統合失調症群 

 

  



36 

 

２－３－２ mRNA 発現解析 

 

ADM, SEPX1 及び CD200 の GAPDH あるいは ACTB により補正した相対的発

現量を各一卵性双生児統合失調症不一致例において検討した。 

ADMと SEPX1については、3組いずれの一卵性双生児統合失調症不一致例に

おいても既報の所見を再現されなかった。 (ADM (GAPDH補正) : Twin Pair 1; 

p=0.007, Twin Pair 2; p=0.49, Twin Pair 3; p=0.08 (paired t 検定), ADM (ACTB補正) : 

Twin Pair 1; p=0.06, Twin Pair 2; p=0.64, Twin Pair 3; p=0.15 (paired t 検定), SEPX1 

(GAPDH補正) : Twin Pair 1; p=0.27, Twin Pair 2; p=0.76, Twin Pair 3; p=0.86 (paired 

t 検定), SEPX1 (ACTB 補正) : Twin Pair 1; p=0.02, Twin Pair 2; p=0.15, Twin Pair 3; 

p=0.60 (paired t 検定) )（図 2） 

CD200は、Twin Pair 1 と Twin Pair 2において有意な mRNA発現の低下を認め

(GAPDH 補正 : Twin Pair 1; 罹患双生児 0.00198±0.00002、非罹患双生児

0.00272±0.00060, p=0.00001 (paired t 検 定 ), Twin Pair 2; 罹 患 双 生 児

0.00108±0.00011、非罹患双生児 0.00246±0.00041, p=0.02 (paired t 検定),  ACTB補

正 : Twin Pair 1; 罹患双生児 0.00142±0.00018、非罹患双生児 0.00227±0.00045, 

p=0.045 (paired t 検定), Twin Pair 2; 罹患双生児 0.00104±0.00032、非罹患双生児

0.00256±0.00077, p=0.03 (paired t 検定) )、Twin Pair 3 でも低下している傾向がみ
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られた (GAPDH補正: Twin Pair 3; 罹患双生児 0.00327±0.00060、非罹患双生児

0.00390±0.00031, p=0.07 (paired t 検定), ACTB 補正: Twin Pair 3; 罹患双生児

0.00282±0.00057、非罹患双生児 0.00338±0.00062, p=0.11 (paired t 検定), Twin Pair 

2; 罹患双生児 0.00104±0.00032、非罹患双生児 0.00256±0.00077, p=0.03 (paired t

検定) )（図 2）。 
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図 2 一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞における ADM, 

SEPX1, CD200 の発現量 

 

 

 

 

相対的発現量をGAPDHもしくはACTBによる補正値として算出した平均値及

び分散を示す。不一致例内において、paired t 検定を行い、統計学的に有意であ

るかどうかの検討を行った (+ : p<0.10, * p<0.05, ** p<0.01, paired t 検定)。  
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２－４ 考察 

  

本章では、既報において一卵性双生児統合失調症不一致例の解析から候補遺

伝子として示されていた ADM, SEPX1, CD200 について、 

1. 統合失調症群および健常対照群に対して、次世代シークエンサーを用いた変

異の同定のための全コーディング領域の DNA 塩基配列解析 

2. 3 組の一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞に対して定量的

リアルタイム PCR 法を用いた mRNA発現解析 

を行った。 

DNA 塩基配列解析では、統合失調症群と健常対照群において、見出された非

同義置換及び同義置換の変異について 3 遺伝子とも統計学的な有意差は認めら

れず、変異が病態に関与している可能性は否定的と考えられた。 

mRNA発現解析においては、ADMと SEPX1 については、既報は再現されなか

ったが、CD200 については 2 組の不一致例で罹患双生児側において統計学的に

有意な発現の低下と、残りの 1 組の不一致例でも罹患双生児側において発現の

低下傾向を認めた。既報の 2 組とあわせ計 5 組の一卵性双生児統合失調症不一

致例において、CD200 の発現が統合失調症患者側で低下しており、発現低下の

病態への関与の可能性が示唆された。 
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CD200は 3q12-13 に存在し、神経細胞にも発現し、その受容体である CD200R1 

(CD200 receptor 1) とともにミクログリアの活動を抑制的に制御することが報告

されている[68, 69]。ミクログリアはグリア系細胞の一種であり、脳内細胞の

5-20%を占め[70]、炎症性サイトカインやフリーラジカルを産生し[71]、アルツ

ハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患に関与していることが報告さ

れている[72, 73]。統合失調症患者では血清サイトカインの濃度上昇などの報告

や PET 研究において脳内ミクログリアの活性が報告されており、統合失調症の

病態への慢性炎症の関与が示唆されている[74, 75]。また、抗精神病薬によりミ

クログリアの炎症サイトカイン産生が抑制されることも報告されている[76-78]。

今回みられた CD200 の発現低下により、ミクログリアの活性が上昇し、統合失

調症病態に関係している可能性が考えられた。一方、統合失調症の罹患と負の

相関があることが繰り返し示されてきた慢性関節リウマチ患者において[64, 65]、

単核細胞中のCD200発現細胞の増加ならびに滑膜中のCD200発現細胞の低下が

報告されており興味深いと考えられた[79]。 

本章の配列解析では、コーディング領域の変異についての解析を行っている

が、mRNA 発現量に影響を与える領域として、プロモータやエンハンサーが知

られており、今後も検討が必要であると考えられた。 

本章では、既報の双生児不一致例から候補遺伝子として提示されていた ADM, 
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SEPX1, CD200のゲノム解析から双生児不一致例間に差異が存在する可能性につ

いての傍証を得ることとともに、病態に関わりうる変異の同定を試みたが、ゲ

ノム解析ではいずれも得られなかった。一方、新規に見出した双生児不一致例

間においても罹患双生児で CD200の mRNA発現量低下がみられたことより、双

生児不一致例内での病態に CD200が関与している可能性があると考えられた。 
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第三章 新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致例の網羅的発現解析 

 

３－１ 背景 

 

 序論でも示したように、一卵性双生児統合失調症不一致例において、分子生

物学的差異が存在するかどうかは、示唆する報告はあるものの未だ不明瞭であ

る。 

そこで本章では、新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致例及び健常

一致例の解析から、分子生物学的な差異の有無を検討し、その上で病態に関わ

りうる候補遺伝子の同定を試みた。 
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３－２ 対象と方法 

 

新規に見出した一卵性双生児統合失調症不一致例及び健常一致例の網羅的解

析を、まずはリンパ芽球様細胞における網羅的 mRNA 発現解析から開始し、そ

の後、網羅的 microRNA発現解析も行った。なお、本研究は、「精神疾患発症に

かかわる関連遺伝子の探索および解析」として、東京大学ヒトゲノム・遺伝子

解析研究倫理審査委員会の承認に基づいて行われた（承認番号 639）。 
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３－２－１ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 

 

対象 

対象サンプルとして、一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組と一卵性双生児

妄想性障害不一致例 1 組および一卵性双生児健常一致例 3 組の計 7 組の一卵性

双生児を用いた。いずれの一卵性双生児も日本人である。 

一卵性双生児不一致例の概要は以下のとおりである。一卵性双生児不一致例

については、STR (short tandem repeat) 法を用いて一卵性双生児である事を確認

した。15 箇所の STR ローカスを検出し、4 組の一卵性双生児不一致例いずれに

おいても全てのローカスにおける STR 型は双生児内で一致し、一卵性双生児で

ある確率は 99.9999%以上となった。 

 

Twin Pair 1：精神科家族歴なし 

統合失調症罹患双生児：41歳、女性 

23歳で統合失調症を発症した。統合失調症の診断は 2名の精神科医が DSM-IV

に基づき行った。 

非罹患双生児：41歳、女性 

既往歴に乳がんがある。M.I.N.I. を用いて、精神疾患の有無を評価し、現在並
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びに過去に精神疾患であると診断されなかった。 

 

Twin Pair 2：精神科家族歴なし 

統合失調症罹患双生児：46歳、女性 

41 歳で統合失調症を発症した。統合失調症は 2 名の精神科医が DSM-IV に基

づき、診断を行った。 

非罹患双生児：46歳、女性 

M.I.N.I. を用いて、精神疾患の有無を評価し、現在並びに過去に精神疾患であ

ると診断されなかった。 

 

Twin Pair 3：精神科家族歴に父方いとこに精神疾患の可能性があるが、詳細不明 

統合失調症罹患双生児：28歳、女性、統合失調症 

25歳で統合失調症を発症した。統合失調症の診断は 2名の精神科医が DSM-IV

に基づき行った。 

非罹患双生児：28歳、女性 

M.I.N.I. を用いて、精神疾患の有無を評価し、現在並びに過去に精神疾患であ

ると診断されなかった。 
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Twin Pair 4：精神科家族歴としては、妹がパニック障害 

妄想性障害罹患双生児：60歳、女性 

既往歴に慢性関節リウマチがある。51 歳で発症の妄想性障害を発症した。妄

想性障害の診断は 2 名の精神科医が DSM-IV に基づき行った。 

非罹患双生児：60歳、女性 

M.I.N.I. を用いて、精神疾患の有無を評価し、現在並びに過去に精神疾患であ

ると診断されなかった。 

 

一卵性双生児健常一致例は 3組、41歳 (Twin Pair 5) 、40歳 (Twin Pair 6) 、

56歳 (Twin Pair 7) のいずれも女性であり、全員 M.I.N.I. を用いて、精神疾患の

有無を評価し、現在並びに過去に精神疾患であると診断されなかったことを確

認した。卵生診断は Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (affymetrix) を用いて一

卵性である事を確認した。 

 

細胞培養 

 リンパ球様細胞は、末梢血由来の白血球を EBウィルス (Epstein-Barr virus) で

形質転換することにより樹立した  (SRL) [80]。培養は RPMI1640 培 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ・20%FBS (fetal Bovine Serum) (GIBXO, 
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Carlsbad, California, USA) ・ペニシリン (50U/nl)・ストレプトマイシン (50μg/ml) 

(GIBCO)・Tylosin 溶液 (60μg/ml) (Sigma-Aldrich) により FALCON セルカルチャ

ーフラスコ内を用い、5% CO2インキュベーター内で行った。継代は培養中の細

胞から上清培地を取り除き、凝集した細胞をピペッティングにより懸濁し、そ

こに新しい培地を加えることにより行った。いずれも週三回のペースで最低 2

週間の継代を行っている。 

 細胞は 4℃、400×g、5 分間の遠心分離を行い、上清を取り除いた後、10ml の

PBS により洗浄した。再度 4℃、400×gで 5 分間遠心分離した後、上清を取り除

き回収し、実験に使用するまでは-80℃でリンパ芽球様細胞を保存した。 

 培養は各一卵性双生児内をセットとして揃え、それぞれの双生児について、1

組あたり 3回の独立した培養を行っている 

 

網羅的 mRNA発現解析の方法 

回収した細胞からmiRNeasy mini kit (QIAGEN) を用いて total RNAを抽出した。

発現解析は SurePrint G3 Human Exon マイクロアレイキット 2x400K (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて、exon arrayにより行った。Total RNA 

50ngから Cy3 標識されたターゲット RNAを作成した。作成された RNAを断片

化し、exon arrayにハイブリダイゼーションし、その後 DNA マイクロアレイス
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キャナ (DNA Microarray Scanner (G2565CA) (Agilent Technologies) ) を用いて、画

像の取得を行った。その画像から、Feature Extraction (Agilent Technologies) を用

いて、QC Report、データを取得した。ハイブリダイゼーションからデータ取得

まではタカラバイオ株式会社で行われた。 

なお、アレイには一度に 2 サンプルのハイブリダイゼーションを行うことが

できるが、位置による影響を低減するため、exon arrayを同一サンプルに対して、

ハイブリダイゼーションエリアを交換して 2 回行っている。すなわち、一卵性

双生児１組に対しては、培養を 3 回行い、それぞれから得られたサンプルに対

し exon arrayを 2回行うこととなり、一卵性双生児一組あたり計 12のエクソン

データが得られることとなる (3x2 ずつ 2 名分)。7組に対し同じ実験を行ったた

め、合計で 84の exon arrayのデータを取得した。 

出力された結果は、解析ソフト GeneSpring (Agilent Technologies) を用いて、

解析を行った。全サンプルの mRNA 発現量の 75 percentile でノーマライゼーシ

ョンを行い、以下の手順で遺伝子レベル解析とプローブレベル解析を行った。 

 

a) 遺伝子レベル解析 

① ノーマライゼーションのデータに対して、全サンプルで発現している

mRNAを抽出するため、flag filterとして、全 84サンプルで detected とな
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っている遺伝子についてのみ解析対象とした。 

② 解析対象となった遺伝子について、各々の一卵性双生児内において

mRNA発現量の差異がみられるものを統計学的に抽出した。 

本研究では、それぞれの一卵性双生児で、3 回の独立した実験とそれぞ

れの実験での exon array データが 2 回分存在する。そこで、同一個人内

の反復測定データを、各個人内にネストしている階層データとみなして、

マルチレベルモデル（階層データ）分析[81]の枠組みで t 検定を行った。

すなわち、データの階層性を考慮した階層線形モデルの枠組みで t 検定

を行っている。t 検定を行う際に、個人内の反復測定データの非独立性を

表す母数である個人内分散を推定しながら p 値を計算した。

Benjamini-Hochberg法により False Discovery Rate (FDR) を算出したが、

その際に有意水準を α=0.25として、m=14390 個の遺伝子対の下で上記の

分析を行った。マルチレベルモデルに基づく分析には統計ソフトRの lme

関数を利用した。なお、本統計解析は筑波大学人間系心理学域宇佐美研

究室との共同研究で行った。 

③ ②により各一卵性双生児内において有意に発現量が異なり、かつ 2 倍以

上の発現量の違いがある遺伝子を、各双生児内で発現量が異なっている

ものとして抽出した。 
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次に、各一卵性双生児内で抽出された遺伝子は、総数について統合失調

症不一致群と健常一致例群との比較を χ 二乗検定で行った。その後、３

組の不一致例で、共通、かつ、疾患と発現量の方向性が一致している遺

伝子（いずれの双生児内でも罹患双生児が非罹患双生児より発現量が多

い、あるいは、少ない）を病態に関わりうる候補遺伝子として抽出した。

さらに、候補遺伝子として抽出された遺伝子数が疾患の有無に関与して

いるかの検定は、χ二乗検定により行った 。 

b) プローブレベル解析 

遺伝子レベル解析と同様の解析を行った。ノーマライゼーション後のデ

ータに対して、flag filterとして、全 84サンプルで detected となっている

プローブについてのみ解析対象とし、統計処理では α=0.25 の設定で、

m=145919個のプローブ対に対して解析を行った。 

 

定量的リアルタイム PCR 法 

Exon arrayにより候補遺伝子として抽出されたDPYD及び IGHMは第 2章と同

様の定量的リアルタイム PCR 法により発現量の確認を行った。 

用いた TaqMan® Assay ID は以下の通りである。 

DPYD: Hs00559279_m1 
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IGHM: Hs00941538_g1 

ACTB: Hs01060665_g1 

GAPDH: Hs02758991_g1  
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３－２－２ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA解析 

 

対象 

３－２－１－１で示した一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組 (Twin Pair 1, 

Twin Pair 2, Twin Pair 3) を対象とした。 

 

方法 

３－２－１－１で示したリンパ芽球様細胞から抽出された total RNA に対し、

microRNA発現は miRCURY LNA™ microRNA Array (Exiqon, Vedbaek, Denmark)

を用いて行った。Array解析は、miRCURY LNA™ microRNA Array Kit (Exiqon)

を用い、Exiqon 社マニュアルに従って、1 色法での解析を行った。具体的には、

miRCURY LNA™ microRNA Hi-Power Labeling Kit (Exiqon) を用いて、 total 

RNA750ngから microRNA を蛍光標識し、miRCURY LNA™ microRNA Arrayへの

ハイブリダイゼーションを HS 4800™ Pro Hybridization Station（Tecan, Männedorf, 

Switzerland）を用いて行った。SureScan Microarray Scanner System (G4900DA) 

(Agilent Technologies) により蛍光画像を取得し、ImaGene® 9 と Nexus Expression 

(BioDiscovery, CA, USA) により各スポットのシグナル強度を数値化した。出力

された結果について GeneSpring を用い、解析した。ノーマライゼーションは
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quantile normalizationにより行った。なお、蛍光標識からシグナル値の取得まで

タカラバイオ株式会社で行われた。 

ノーマライゼーション後、flag filter として、全 24 サンプルで Present となっ

ている microRNAについてのみ解析対象とした。 

解析対象となった microRNAについて、双生児内における発現の違いは、paired 

t 検定を施行した。FDR Benjamini-Hochberg 法により、α<=0.25 となるものを抽

出した。 
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３－３ 結果 

 

３－３－１ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 

 

Exon array による解析はそれぞれのエクソンレベルでのプローブレベルでの

発現量及びその平均の遺伝子レベルでの発現量について行った。 

 

a) 遺伝子レベル解析 

アレイに搭載されている遺伝子総数は 25308 個でありで、flag filer により、最

終的に解析対象となった遺伝子は、14390 個であった。 

各一卵性双生児内での統計学的解析の結果、双生児内で有意に変動していた

遺伝子の数は Twin Pair1 で 5896個、Twin Pair 2 で 4734個、Twin Pair 3 で 3387

個、Twin Pair 4で 0 個、Twin Pair 5で 759 個、Twin Pair 6で 4773 個、Twin Pair 7

で 1579個の遺伝子であった。 

その中で、各双生児内で、mRNA発現量が 2倍以上異なる遺伝子は Twin Pair1

で 129個、Twin Pair 2 で 44個、Twin Pair 3で 107個、Twin Pair 4で 0個、Twin Pair 

5で 36個、Twin Pair 6 で 66個、Twin Pair 7 で 43個であった（表 6）。 

変動していた遺伝子数について、統合失調症一卵性双生児不一致例 3組 (Twin 
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Pair 1 , Twin Pair 2, Twin Pair 3) と健常一致例 3組 (Twin Pair 5、Twin Pair 6、Twin 

Pair 7) で比較したところ、統合失調症不一致例では多い傾向であった (p=0.09, t

検定、片側検定）。 

3組の一卵性双生児統合失調症不一致例の共通の遺伝子数は 8個で、3組の一

卵性双生児健常一致例における共通の遺伝子数は 1個であった（図 3）。 

統合失調症患者において、発現が同方向に変化している遺伝子は 3個 (DPYD 

(Dihydropyrimidine dehydrogenase), IGHM (Immunoglobulin Heavy Constant Mu), 

LOC100290146) であり、いずれも罹患双生児において mRNA発現量が低下して

いた（表 7）。 

本研究の２－３－２から統合失調症罹患双生児において発現の低下を認めた

CD200について、本章における網羅的 mRNA発現解析の結果を見てみると、遺

伝子レベルでの解析において、3組の一卵性双生児統合失調症不一致例内で有意

に発現が変動しており、いずれの双生児不一致例においても罹患双生児におけ

る CD200 の発現低下を認め、TaqMan 法による発現解析と同様の結果が再現さ

れた。 
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b) プローブレベル解析 

アレイに搭載されているプローブ数は、233316 個であり、flag filer により、

最終的に解析対象となったプローブ数は、145919 個であった。各一卵性双生児

内で有意に発現量の違いがみられたプローブ数は Twin Pair1 で 23427 個、Twin 

Pair 2 で 26809個、Twin Pair 3 で 25464個、Twin Pair 4 で 1個、Twin Pair 5 で 2

個、Twin Pair 6で 27806 個、Twin Pair 7で 1個であった。 

その中で、一卵性双生児内で、mRNA発現量が 2倍以上異なるプローブは Twin 

Pair1で 474個、Twin Pair 2 で 1555個、Twin Pair 3 で 1138個、Twin Pair 4 で 0

個、Twin Pair 5で 2 個、Twin Pair 6 で 862個、Twin Pair 7で 1個であった（表 6）。 

 変動していたプローブ数について、統合失調症一卵性双生児不一致例 3 組

(Twin Pair 1 , Twin Pair 2, Twin Pair 3） と健常一致例 3組 (Twin Pair 5、Twin Pair 6、

Twin Pair 7) で比較したところ、統合失調症不一致例では多い傾向であった 

(p=0.08, t 検定, 片側検定)。このことは統合失調症不一致例において mRNAレベ

ルでは差異が存在する可能性を示唆した。 

3 組の一卵性双生児統合失調症不一致例の共通のプローブ数は 63 個で、3 組

の一卵性双生児健常一致例における共通のプローブは認められなかった（図 4）。 

統合失調症罹患双生児において、発現が同方向に変化しているプローブ数は

40個であった（表 8）。 
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3組の統合失調症不一致例で共通に変動していたプローブの数は63個であり、

その中で統合失調症罹患双生児において発現が同方向に変化しているプローブ

数は 40個であり、同方向を示すプローブ数の期待値は 

63 ×
1

2
×
1

2
=
63

4
個 

と比べ、有意に多かった (p=3.04×10
-5

, χ二乗検定）。このことも、不一例群と健

常一致群のプローブ数比較結果とともに、mRNA レベルでは分子生物学的差異

が存在し、本リストの中に候補遺伝子が含まれている可能性を示唆する。 

 遺伝子レベルの解析並びにプローブレベルの解析の両方において、発現が変

化し、統合失調症罹患双生児で同方向の変化を認めた遺伝子は DPYD及び IGHM

の 2つであった（表 7、表 8）。DPYD及び IGHMの mRNA発現量は、定量的リ

アルタイム PCR 法で確認し、不一致例 3 組いずれにおいても罹患双生児側にお

ける発現の低下を認め、exon arrayの結果は再現された（図 5）。 
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表 6 リンパ芽球様細胞に対する網羅的 mRNA発現解析 

 

 

上段は遺伝子レベル解析の結果 

下段括弧内はプローブレベル解析の結果 

 

  

Twin Pair 1 Twin Pair 2 Twin Pair 3 Twin Pair 4 Twin Pair 5 Twin Pair 6 Twin Pair 7

統合失調症
不一致例

統合失調症
不一致例

統合失調症
不一致例

妄想性障害
不一致例

健常一致例 健常一致例 健常一致例

アレイに存在する全遺伝子数
(プローブ数)

Flag filter後の解析対象遺伝子数
（プローブ数）

統計解析後FDR α <=.25の遺伝子数
（プローブ数）

5896
(23427)

4734
(26809)

3387
(25464)

0
(1)

759
(2)

4773
(27806)

1579
(1)

発現変化2倍以上の遺伝子数
（プローブ数）

129
(474)

44
(1555)

107
(1138)

0
(0)

36
(2)

66
(862)

43
(1)

3組共通の遺伝子数
（プローブ数）

患者群で同方向の遺伝子数
（プローブ数）

25308
(233316)

14390
(145919)

8
(63)

1
(0)

3
(40)
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図  3 一卵性双生児統合失調症不一致例内と一卵性双生児健常一致例内で

mRNA発現量が 2倍以上の遺伝子の数 

 

  

統合失調症一卵性双生児不一致例 3組 (Twin Pair 1 , Twin Pair 2, Twin Pair 3) 

と健常一致例 3組 (Twin Pair 5、Twin Pair 6、Twin Pair 7) の発現変化量 2倍以上

の遺伝子数についてのベン図で示した。統合失調症一卵性双生児不一致例 3組

の発現変化量 2倍以上の共通遺伝子は 8個、健常一致例 3組の発現変化量 2倍

以上の共通遺伝子は 1個であった。 
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図  4 一卵性双生児統合失調症不一致例内と一卵性双生児健常一致例内で

mRNA発現量が 2倍以上のプローブの数 

 

  

統合失調症一卵性双生児不一致例 3組 (Twin Pair 1 , Twin Pair 2, Twin Pair 3) 

と健常一致例 3組 (Twin Pair 5、Twin Pair 6、Twin Pair 7) の発現変化量 2倍以上

のプローブ数についてのベン図で示した。統合失調症一卵性双生児不一致例 3

組の発現変化量 2倍以上の共通プローブは 63個、健常一致例 3組の発現変化量

2倍以上の共通プローブは 0個であった。 
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表 7 一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組の遺伝子レベルから抽出されたリ

スト 

 

罹患双生児/非罹患双生児では、発現量の比較において罹患双生児＞非罹患双

生児ならば up、罹患双生児＜非罹患双生児ならば downとした。 

  

Chr Gene Symbol
Twin Pair 1

p value

Twin Pair 2

p value

Twin Pair 3

p value

罹患双生児 /

非罹患双生児

1 DPYD 1.86×10
-6

1.79×10
-3

3.47×10
-3 down

14 IGHM 8.70×10
-5

4.23×10
-3

1.31×10
-3 down

14 LOC100290146 1.61×10
-3

3.08×10
-2

7.52×10
-4 down
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表 8 一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組のプローブレベルから抽出された

リスト 

 

罹患双生児/非罹患双生児では、発現量の比較において罹患双生児＞非罹患双生

児ならば up、罹患双生児＜非罹患双生児ならば downとした。  

ProbeName Chr Start End GeneSymbol
Twin Pair 1

p value

Twin Pair 2

p value

Twin Pair 3

p value

罹患双生児 /

非罹患双生児

A_37_P345692 1 22200899 22200958 HSPG2 1.18×10
-3

1.06×10
-4

5.28×10
-4 down

A_37_P338744 1 23107914 23107973 EPHB2 9.82×10
-3

1.37×10
-4

6.58×10
-4 down

A_37_P130636 1 28286754 28286813 XKR8 2.30×10
-3

1.28×10
-3

3.76×10
-4 down

A_23_P135548 1 97543900 97543959 DPYD 1.67×10
-5

9.21×10
-4

2.01×10
-3 down

A_37_P120927 1 97547886 97547945 DPYD 1.45×10
-4

4.33×10
-4

7.52×10
-4 down

A_37_P344625 1 98015116 98015175 DPYD 3.49×10
-5

2.25×10
-3

1.81×10
-3 down

A_37_P344624 1 98039337 98039396 DPYD 3.79×10
-5

3.09×10
-3

4.17×10
-4 down

A_37_P344622 1 98060615 98060674 DPYD 1.21×10
-4

1.98×10
-3

1.91×10
-3 down

A_37_P124594 1 202719787 202719846 KDM5B 1.45×10
-3

7.04×10
-3

1.55×10
-2 down

A_37_P124587 1 202733177 202733236 KDM5B 9.52×10
-4

1.14×10
-2

3.12×10
-2 down

A_37_P124585 1 202742253 202742312 KDM5B 2.15×10
-4

4.92×10
-3

1.84×10
-2 down

A_37_P124584 1 202743741 202743800 KDM5B 4.75×10
-4

9.66×10
-3

1.45×10
-2 down

A_37_P124582 1 202777234 202777293 KDM5B 6.32×10
-4

2.52×10
-3

2.72×10
-2 down

A_37_P265703 2 95613859 95613918 3.48×10
-4

2.68×10
-2

7.11×10
-4 down

A_37_P042951 2 204594436 204594495 CD28 1.64×10
-3

1.21×10
-3

3.67×10
-3 down

A_23_P113793 3 111311845 111311904 ZBED2 4.16×10
-3

6.21×10
-4

7.38×10
-3 up

A_37_P003225 5 180017600 180017659 SCGB3A1 4.26×10
-3

1.49×10
-3

8.12×10
-4 down

A_37_P392515 8 59872502 59872561 TOX 1.70×10
-3

2.21×10
-5

5.01×10
-4 up

A_37_P394261 8 120605992 120606051 ENPP2 4.01×10
-4

5.72×10
-3

1.55×10
-2 down

A_37_P170549 8 120612927 120612986 ENPP2 1.50×10
-3

3.68×10
-3

8.18×10
-3 down

A_33_P3431595 8 144134801 144134860 C8orf31 5.99×10
-4

1.31×10
-3

6.91×10
-5 down

A_37_P422041 10 134020996 134021055 STK32C 4.48×10
-4

6.01×10
-4

4.81×10
-4 down

A_37_P209849 11 48134471 48134530 PTPRJ 1.40×10
-3

2.95×10
-3

3.13×10
-3 down

A_23_P162171 11 119180002 119180061 MCAM 5.32×10
-4

9.66×10
-5

2.98×10
-3 up

A_37_P281032 12 52307075 52307134 ACVRL1 4.87×10
-3

6.26×10
-4

1.24×10
-4 down

A_33_P3326767 13 49141734 49141793 LOC100129597 6.13×10
-4

2.21×10
-3

1.84×10
-2 down

A_37_P330426 14 106204111 106204170 IGHG1 4.62×10
-4

1.85×10
-3

7.10×10
-4 up

A_37_P447221 14 106320349 106320408 IGHM 2.40×10
-4

5.83×10
-3

3.70×10
-3 down

A_37_P223510 14 106321144 106321203 IGHM 5.30×10
-5

4.51×10
-3

1.31×10
-3 down

A_37_P223509 14 106321645 106321704 IGHM 6.68×10
-5

3.52×10
-3

8.68×10
-4 down

A_37_P447218 14 106322011 106322070 IGHM 1.73×10
-4

3.87×10
-3

1.10×10
-3 down

A_37_P259408 14 106610313 106610358 IGHV3-15 1.61×10
-3

3.08×10
-2

7.53×10
-4 down

A_33_P3331228 14 106610324 106610383 IGHV3-15 4.39×10
-4

4.61×10
-4

5.57×10
-4 down

A_37_P035697 14 106610701 106610760 1.64×10
-4

9.42×10
-3

3.71×10
-3 down

A_37_P447169 14 106725383 106725442 IGHV3-23 8.61×10
-4

2.81×10
-2

2.61×10
-4 down

A_37_P173208 15 78423592 78423651 CIB2 1.67×10
-3

3.37×10
-3

6.32×10
-4 down

A_23_P501822 17 39911150 39911209 JUP 2.68×10
-3

6.71×10
-4

9.40×10
-3 up

A_23_P153390 19 7793904 7793963 CLEC4G 6.18×10
-5

2.93×10
-3

6.08×10
-4 down

A_23_P39364 19 19040027 19040086 HOMER3 3.19×10
-4

1.16×10
-4

2.41×10
-3 up

A_23_P218675 20 44108669 44108728 WFDC2 3.08×10
-2

2.53×10
-4

1.64×10
-4 down
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図 5 一卵性双生児統合失調症不一致例のリンパ芽球様細胞における DPYD 及

び IGHM の発現量 

 

 

 

相対的発現量をGAPDHもしくはACTBによる補正値として算出した平均値及

び分散を示す。不一致例内において、paired t 検定を行い、統計学的に有意であ

るかどうかの検討を行っている (* p<0.05, ** p<0.01, paired t 検定)。  
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３－３－２ リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA解析 

 

３－３－１の mRNA発現解析結果から、統合失調症不一致例に mRNA発現に

おいて差異がみられ、共通して罹患双生児で低下している遺伝子として DPYD

及び IGHMが見出されたことから、不一致例双生児内で mRNA発現の違いをも

たらしうる可能性のあるものとし、統合失調症不一致例 3組について microRNA

の網羅的発現解析を行った。 

アレイ上に存在する全 microRNAは 3098 個であるが、flag filter により解析対

象となった microRNAは 1605個であった。各不一致例内において統計解析を行

ったが、FDR α<-0.25 でいずれの不一致例でも差異はみられなかった（表 9）。 
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表 9 リンパ芽球様細胞に対する網羅的 microRNA 解析の結果 

 

 

 

  

Twin Pair 1 Twin Pair 2 Twin Pair 3

全microRNA

Flag filter後の

解析対象microRNA

paired t検定

FDR α<=0.25
0 0 0

3098

1605
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３－４ 考察 

 

本研究では、一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組と一卵性双生児健常一致

例 3 組のリンパ芽球様細胞における網羅的 mRNA 発現解析において、①変動し

ている遺伝子数及びプローブ数が不一致例では健常一致例に比して多い傾向で

あり、なおかつ、②不一致例で共通して変動しているプローブの分布はランダ

ムでなく、疾患の有無と発現の増減が有意に関連していた、ことから、統合失

調症不一致例において mRNA 発現レベルでは差異が存在する可能性が示唆され

た。さらに、統合失調症罹患双生児における DPYD 及び IGHM の発現低下を認

め、統合失調症病態に関わりうる候補遺伝子であることを示した。mRNA 発現

に差異をもたらす原因として、microRNAを網羅的に探索したが、双生児内で違

いは見出されなかった。 

本研究では、リンパ芽球様細胞を用いて研究を行っている。中枢神経系の疾

患と考えられる統合失調症において、脳組織にアクセスし、解析を行っていく

のが本来ならば望ましいと考えられる。しかし、脳組織は死後脳でなければア

クセスはほぼ不可能であり、死後脳でさえ、入手は困難な状況である。その中

で、末梢血は侵襲が少なく、比較的アクセスしやすいサンプルの一つである。

幸い統合失調症病態に免疫系が関与している可能性は現在までに度々報告され
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ており[25]、更に末梢リンパ球と脳組織との比較において遺伝子発現について類

似性が報告されている[82]。そのため、比較的アクセス可能である末梢血を用い

た研究を行う事により、統合失調症病態に関与しうる発現変化を検出出来る可

能性があると考え、本研究では、リンパ球を EBウィルスにより形質転換するこ

とにより樹立し、不死化したリンパ球様細胞を用いて、研究を行っている。リ

ンパ芽球様細胞を培養することにより、無制限にサンプルを収集可能であり、

さらに統合失調症患者の解析において、絶えず問題となる内服薬の影響を除去

することが出来る可能性があると考えられた。現在入手しやすいサンプルの中

でも、リンパ芽球様細胞は比較的アクセスしやすく、有用であると考え、研究

を進めた。 

今回新たにに見出した一卵性双生児不一致例のリンパ芽球様細胞の mRNA 発

現解析を行うにあたって、以下の点を工夫している。手技による影響を低減す

るために、各一卵性双生児をペアとして培養を行い、さらに統計学的解析によ

り双生児内で発現の異なっている遺伝子を見出すために各一卵性双生児に対し

3回の独立した培養を行った。また、exon arrayによる実験においては、ハイブ

リダイゼーションの位置による結果への影響を低減する目的で、ハイブリダイ

ゼーションエリアを交換し、同じサンプルに対して 2 回のアレイ実験を行って

いる。解析においてもそれに即した統計学的手法を用い、確度の高いデータを
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取得できたと考えられる。 

先行研究において示唆はされてきたものの、そもそも一卵性双生児不一致例

に分子生物学的な差異が存在するかどうかが明らかではなかったが、本結果は、

健常一致例との変動している遺伝子総数及びプローブ総数の比較で不一致例に

おいて多い傾向であったこと、また統合失調症不一致例で共通して変動してい

る遺伝子が疾患の有無と発現の増減が有意に関連していたこと、さらに、後述

するが、DPYDが現在までの統合失調症候補遺伝子リストに何度も含まれていた

ことから、差異が存在することを強く支持するものと考えられる。一方、妄想

性障害不一致例(pair4) において、変動しているプローブ数は認めなかった。妄

想性障害罹患双生児は慢性関節リウマチも合併しており、慢性関節リウマチ不

一致例でもある。慢性関節リウマチと統合失調症の非合併はよく知られており、

症候学的に統合失調症と共通する部分のある妄想性障害と慢性関節リウマチの

両方の不一致により、発現量の変動が双生児内で少ないという影響を与えてい

ると考えられ、今後の検討が必要と考えられた。また、健常一致例の変動して

いるプローブ数においては、pair5、pair7 ではそれぞれ 2 個、1 個であったもの

の、pair6 では 862 個と極端な差がみられ、疾患ではないものの何らかの差を有

しているものも存在していると考えられ、健常一致例と考えられるものでもさ

らなる注意深い検討が必要と考えられた。 
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様々な種類の変異により結果として統合失調症という症候群を呈している可

能性が考えられ、本研究ではタンパク生成を通じ、生体機能により近いと考え

られる mRNA 発現量の解析から開始した。候補遺伝子を抽出するにあたり、統

合失調症不一致例 3 組で共通に変動している遺伝子もしくはプローブとしたこ

とは、それぞれの不一致例における原因は異なる可能性がある中で妥当であっ

たと考えられる。遺伝子レベル及びプローブレベルともに有意に発現の変化が

みられた遺伝子は、今回の基準では DPYD 及び IGHM の 2 つであった。DPYD

の mRNA 発現低下については定量的リアルタイム PCR 法により確認している。

DPYD は本アレイでは 23 プローブが搭載されているが、5 プローブにおいて有

意に発現の違いを認め、いずれも罹患双生児において発現が低下していた。

DPYD のプローブレベルでの発現量を改めて再確認したがそれぞれのプローブ

における違いははっきりせず、全体量が低下していると考えられた。IGHMはア

レイ上に 4 プローブが搭載されており、全 4 プローブにおいて罹患双生児にお

いて発現の低下を認めた。 

本研究で見出された DPYD は統合失調症との関連においてすでに報告されて

いる遺伝子であった。最初の報告は 2011 年の全ゲノム関連研究においてなされ

ている[23]。第 1段階で 21856人、第 2段階で 29839人を用い、その統合解析か

ら、統合失調症とゲノムワイドに有意な関連を示す 7 座位が得られ、このうち
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最も強い関連（ P =1.6×10
−11）は、MIR137 (microRNA 137) の近傍の rs1625579

に認められた。この SNP の LD block内に DPYDも存在していたが、その後はむ

しろ MIR137 への注目が集まり、研究がすすめられていた。しかし、2013 年に

行われた全ゲノム関連研究（5001人の統合失調症群と 6243人の健常対照群）と

それに以前に報告されていた全ゲノム関連研究（8832人の統合失調症群と 12067

人の健常対照群）の結果のメタ解析、さらに独立した検体（7413 人の統合失調

症群と 19762 人の健常対照群、及び 581 組のトリオ）における 168 個の SNP で

の確認実験から、ゲノムワイドに 22 座位が有意と見出され、この中に、DPYD

が含まれていた[24]。さらに、2014年に統合失調症患者群 36989人と健常対照群

113075 人について、多段階の全ゲノム関連研究が報告され、108 座位の 128 個

の SNP がゲノムワイドに有意であったが、この中で、2 位(rs1702294)と 107 位

(rs76869799) に有意であった SNPが含まれた LD block内に DPYDが存在してい

る[25]。また、両親と弧発例統合失調症発端者の 231トリオと非罹患の両親と子

の 34トリオについて全エクソン解析を行った研究では、アフリカ系白人（オラ

ンダ系）における missense de novo 変異とアメリカ系白人（北欧系）における

nonsense de novo 変異が DPYDに見出されている[34]。以上のように、DPYDは

近年の統合失調症の大規模全ゲノム関連研究で相次いで報告され、トリオ研究

からは非同義置換の de novo 変異の報告が異なる集団で報告されるなど、統合失
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調症との関連が強く疑われる。一方、統合失調症の罹患と負の相関があること

が繰り返し示されてきた疾患である慢性関節リウマチにおいて、DPYD が関連研

究において有意な関連が報告されていることも興味深い[83]。本研究で、DPYD

が見出されたことは、DPYDが統合失調症病態に関与していることをさらに支持

するとともに、このこと自身も一卵性双生児統合失調症不一致例に分子生物学

的差異が存在への傍証であると考えられる。 

DPYDは DPYD (Dihydropyrimidine dehydrogenase) をコードする遺伝子であり、

ピリミジンの異化に関与する律速酵素として同定された[84]。5-FU の体内投与

後の分解の主要な経路であることから、DPYD の活性が低下している場合、5-FU

の投与は重大な副作用を起こすため癌研究の分野での報告が多い[85]。DPYDは

β アラニンの産生に関与しているが、β アラニンは統合失調症の病態に関与する

可能性が示されているグリシンと GABA (γ-Aminobutyruc acid) の構造上の中間

型をとっており、GABA 受容体に結合して、受容体を活性化すること[86]、なら

びにNMDA受容体グリシン結合部位へのグリシンの結合阻害をすることが報告

されている[87, 88]。また、近年の研究で EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition)

には DPYD が必要であり、DPYD により分解された産物であるジヒドロピリミ

ジンの蓄積により EMT が起こることが示された[89]。EMTは神経堤細胞の発達

分化に関与していることが知られているが[90]、興味深いことに神経堤細胞の発
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達分化と統合失調症を高率で合併する 22q11.2 症候群の関係が報告されている

[91]。DPYDの中枢における機能の探索は統合失調症病態の解明への端緒になる

可能性があると考えられる。 

IGHM は IgM の定常領域の μ 重鎖をコードする遺伝子である。免疫グロブリ

ンは 2 つの固有の重鎖と軽鎖からなり、それらは、ジスルフィド結合で結びつ

いている。免疫グロブリンの重鎖には、抗原結合部位を含む N端の可変領域と、

C 端の定常領域があり、C 端定常領域が μ 重鎖であるものは IgM のアイソタイ

プとなる。最新の統合失調症患者の全ゲノム関連研究において報告されている

候補遺伝子が、免疫系特に B 細胞系において有意に発現している事が報告され

ており、本研究も B 細胞系である IgM の重鎖の定常領域をコードする遺伝子の

発現の変化を認めており、B細胞系の免疫と統合失調症の関連が示唆されたと考

えられた[25]。さらに、未服薬初発統合失調症患者の血漿を用いたプロテオミク

ス解析において Igμ の低下が報告されており、統合失調症の診断を補助するバイ

オマーカーとしての役割が期待されている[92]。また、統合失調症と同様に中枢

神経疾患である考えられているアルツハイマー病と軽度認識障害(MCI)のプロ

テオミクス解析において、Igμ の上昇が認められた[93]。以上のように、Igμ の中

枢神経系への関与、ひいては統合失調症病態への関与の可能性が示唆されたと

考えられる。 
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 本研究では、mRNA発現の差異をもたらす原因として、microRNAを想定し網

羅的解析を行ったが、明らかな差異は見出せなかった。今後は、mRNA 発現の

差異をもたらすエクソン配列解析、コピー数多型解析、DNA メチル化解析など

を含めたその他想定されうる機序も検討する必要があり、見出し得た場合は、

疾患の原因にさらに直結しうることから、今後の引き続きの探索が必要である

と考えられた。 
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第四章 結語と今後の課題 

 

本研究では、既報において候補遺伝子とされていた ADM, SEPX1, CD200 の配

列解析及び発現解析を行い、一卵性双生児統合失調症不一致例 3 組において

CD200 の統合失調症罹患双生児での発現の低下傾向を見出した。新規に見出し

た一卵性双生児統合失調症不一致例及び健常一致例のリンパ芽球様細胞におけ

る網羅的 mRNA 発現解析から、双生児不一例における分子生物学的な差異の存

在を示すとともに、DPYDと IGHMの罹患双生児における発現の低下を見出し、

DPYDと IGHMが統合失調症の有力な候補遺伝子であることを示した。 

近年の研究では、ゲノム解析技術の革新的な進歩に伴い、多数例の全ゲノム

関連研究、多数例や家系を用いた全ゲノム解析や全エクソン解析が盛んに行わ

れつつある。従来仮説をもとにした探索からは見出されえなかった候補遺伝子

が次々と示され、有力なものが含まれていることは確かと考えられるが、一方

で、もたらされる候補遺伝子の数は増加の一途をたどっており、むしろ動物モ

デルへの適用といったさらなる検討への選択が困難になっていると考えられる。

そのような中で、本研究により一卵性双生児統合失調症不一致例に分子生物学

的差異が存在し、DPYD がより注目すべき遺伝子として見出されたことは、より

機能的な検討に移行するための一助を提示できたものと考えられる。 
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 今後は双生児不一致例研究を進め、結果を蓄積していくとともに、日本人症

例での DPYD の遺伝学的解析ならびに機能的解析、また新規の候補遺伝子であ

り得る IGHM の解析を行い、統合失調症病態解明のために研究を進めていきた

い。 
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付録 1-1：TruSeq Custom Amplicon 配列（1種類目） 

 

 

  

Taeget Gene Chr Start Position End Position ULSO Sequence DLSO Sequence Expected Amplifed Region Size(bp)

ADM 11 10326622 10326796 AGTTTAGGGCCTTGGCAAGCACTGCCC CCAGCTCTGGTTCCTGTGCTTTATAAG 253

ADM 11 10327207 10328943 TGTCAGCGCCTAGGAAGGCGAGCGAAC TCAGACGCTTATCTCCCTCCGCGCAGA 227

ADM 11 10327207 10328943 ATGAAGCTGGTTTCCGTCGCCCTGAT CTGAACGCACGCGAATCGGGTCTGCTT 237

ADM 11 10327207 10328943 AGGGCGTAGTTACCTGTCTTCGG TGACGCCCAGGCCTGTCCCTGCTCC 227

ADM 11 10327207 10328943 ACATGAAGGGTGCCTCTCGAAG GGTGTTGGGGCCAAAGCTCTGCTTGAT 225

ADM 11 10327207 10328943 TGAACTGGTAGATCTGGTGTGCCAG GAACGGGAGCCATTCTAGAGCC 227

ADM 11 10327207 10328943 GCTTCGGGACGTGCACGGTGCAGAA CGAGTGGAAGTGCTCCCCACTTTCTTTA 226

ADM 11 10327207 10328943 AAGCGAAGCCCCCAGAAGGAGGGGCC GGGGCTGGAGCCCCGTGTGCTT 240

ADM 11 10327207 10328943 GGCGGCGAGCTCTGGCTTTGCAA ACGGCGTGTCACCCCACCAGGG 230

ADM 11 10327207 10328943 ACCTCGCTGAGACATTCACGTCTTAA AGAAATCAGTTTGTGGGCGAGCA 272

ADM 11 10327207 10328943 AAAAGCAATTATATTGTCCTCCCCTAT GCTCTCACGTCTAGGAAGGGAGG 257

SEPX1 16 1988214 1989164 AGGGGAGAAACCTAAACCCTGTTTC CCCCATCTTAAGTAATTACTTTCTGGAGTA 249

SEPX1 16 1988214 1989164 AGGCAAGCTACTTCCGCACAGATT ATTCTGTCTCCTAAGCAGCCTGGGAGAT 230

SEPX1 16 1988214 1989164 CTGACTTAGCCCCCTGCTCACT AAACGGAGGCCGCCCCTGCCAGCCGC 228

SEPX1 16 1988214 1989164 CCAGGGCTCACCTCCTGGAGGCACCTA GACGCCCAGGGTTCCAACTCCAA 229

SEPX1 16 1988214 1989164 AGTGACTTGCTTTCTGCCCCTACC AGACAGGAAGGCAGGGCGCAGTGGTTG 258

SEPX1 16 1990759 1990913 ATAGGCGTGTGGGAAGAAACACCATCT TGGGGCCAGGCCTGTTGGCCTTT 261

SEPX1 16 1991238 1991426 ACTCGTCTCCATGGCCGGCGTTCACC CCTGTTGCCTCTGCCAGGGAGC 230

SEPX1 16 1991238 1991426 GCCACGCTGTCGGCGTGAATGGTCT GCCACGGGAGGCGCTGTGCTGAGCTCA 275

SEPX1 16 1993083 1993314 TCAGTTGGCAGCGGCAAGCGCGCTGCG TGCCGGGGAGAAGCGAACAGGGG 237

SEPX1 16 1993083 1993314 AGAACGACATGGCGCCACCGGAA ACGTTGACTCCTTGGGACCACT 234

CD200 3 112051896 112052091 TCTGCTAGGCAGGCGGGAGGAGC GGGGAAACTGACAAAGTGTTTGGAAAA 227

CD200 3 112051896 112052091 AGGTGCGGCAGGGGCACAGGTGA GCGGAGCTTCGGCTCTTGCCACAATCT 225

CD200 3 112054770 112054884 TGAGGGAAATTTCAAGAGGAAGTACCA AAAAATTAGAGCCAATATTGTCTCAGC 273

CD200 3 112059729 112059850 CTCCTCCAGGCAGATTACATGCTTAAA CAGAAATGGGGGTTTGGATTTGGACA 267

CD200 3 112063789 112064155 TTCCTGGGCATTTTGCAGAGAGC AGAAAACATTTATTTACATTCCTACGTGA 229

CD200 3 112063789 112064155 CAGCTGTACACACCTGCTTCCTTAAA AATATCACCCTGGAGGATGAAGGGT 229

CD200 3 112063789 112064155 AGACAAGAAAGGCTATCTTCTCATGAC CAGAAGGTGATGGTTGAGTTTTGGAGT 255

CD200 3 112066385 112066697 CTGTACTATTTTCAATCCCTGACCGAGG ATGGCATATCCTACCCAAACTGGGG 274

CD200 3 112066385 112066697 GCCCCCATGGTCTTCTGGAAGGT TGTGTGCATGGACCTGGAAGGCAGTGAAT 261

CD200 3 112068539 112068686 CAGACAAAACACATTGTTGCCATTCCC AAGGAAAATGACATCACATGAGGAAAT 271

CD200 3 112080370 112081678 CCTCCTGCTTTTCTCTTGTGTCAAATT CATTGGCAAAGATAAAGAAGTAGACATTTC 225

CD200 3 112080370 112081678 ACAGCACCCTGAAAGTGATTCCCT TGTAGGACTTGATTTTGTAAAGCAATGCC 231

CD200 3 112080370 112081678 TCTTCCCCCTTTGCTTATTCCCTTTT AGACCTGAGAGGTAAACTGACTTCCT 270

CD200 3 112080370 112081678 CCAAATAATTTACCACATAGCTCTAAAACT CAGTTCCTGCTTACTGCTTTGCTAATAG 234

CD200 3 112080370 112081678 AAAAATGTGAGCTATTGTCTAAGACTAAC CTAGATACCAAATGATGGGGAAACAGAC 237

CD200 3 112080370 112081678 GTAACATTGGCAATCTTAACTTATTCATTT TCATATGCTTTGTCTCTGCTGGCTTC 254

CD200 3 112080370 112081678 CTTACACTTTAATTCCTAGGCCACTGGA TGGCTGACTGCTATACAGGAAATCTC 240

CD200 3 112080370 112081678 TCAGTATCTTCTGCTTTGTCTGTGTCT CTTGTCTTTTCCCATCATATGTAAAACCC 259
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付録 1-2：TruSeq Custom Amplicon 配列（2種類目） 

 

 

  

Taeget Gene Chr Start Position End Position ULSO Sequence DLSO Sequence Expected Amplifed Region Size(bp)

ADM 11 10326622 10326796 AGTTTAGGGCCTTGGCAAGCACTGCCC CCAGCTCTGGTTCCTGTGCTTTATAAG 253

ADM 11 10327207 10328943 TGTCAGCGCCTAGGAAGGCGAGCGAAC TCAGACGCTTATCTCCCTCCGCGCAGA 227

ADM 11 10327207 10328943 CAGGGTCTGCGCTTCGCAGCCGGGATGAA TGAATGGGAGCAGGGACAGGCCT 225

ADM 11 10327207 10328943 AATAAGGGTCTGGGCAGGCCCGGCCT TTCCCCTTGCCTGCCAGGTACCAGCA 230

ADM 11 10327207 10328943 GGAAGAGGGAACTGCGGATGTCCA GGCCCGGGGGATCGTCGGGGCTGGA 225

ADM 11 10327207 10328943 GGCATCCGGACTGCTGCGGGCG ACACCTTCCTTCCCTCCCGTCCCTGG 226

ADM 11 10327207 10328943 GGCCAAAGCTCTGCTTGATGGG GGACAAGGACAACGTCGCCCCCA 225

ADM 11 10327207 10328943 CTAAATCCTAAAGAAAGTGGGGAGCACT AGCTTCTGCACCGTGCACGTCC 228

ADM 11 10327207 10328943 TCGGACTCTGGTGTCTTCTAAGCCACAA GTCCGGGAGGCACCGTCCGGCGGCGAGCT 227

ADM 11 10327207 10328943 GGTCTCAGCATTCATTTCTCAGTTTCTC GTCCCCACACCGCTCGGGAAGT 226

ADM 11 10327207 10328943 AAGTGCCCCAGGGGGCGGGGTGCAGAAGAA AGGAAAAGTGCAATGCGTGTTGTAC 225

ADM 11 10327207 10328943 ACCTCGCTGAGACATTCACGTCTTAA AATAGTGAGGCTTGCGCCCTGGTGGGGTGA 240

ADM 11 10327207 10328943 AAAAGCAATTATATTGTCCTCCCCTAT GTCTCAATGCTGATTCATTCTCTCGG 230

ADM 11 10327207 10328943 TTCTGCGCGCCCCACACAGAGAACAGA GTTTATTGGTTTGCTGTTCGCATATCA 225

SEPX1 16 1988214 1989164 TCACTTCTGCTTAGGAAAGCGGC GTAATCAGGTGGAAATCCATAGACAAATG 225

SEPX1 16 1988214 1989164 AGGTGTGCACTGCAGGCCTCAG CTGGAAGGGTTTGACCAGAGCGGATCAT 230

SEPX1 16 1988214 1989164 TTTTCCTGGCCCTGTCTCTGGACTCTCCC TGTGACCTGCTGGGAAGGCAGGCTGA 233

SEPX1 16 1988214 1989164 GGGCCTAAGCTTCGGTGAGGACGAGA TGTCCCAGCAGAAGGCATGAACCATCA 225

SEPX1 16 1988214 1989164 ACACGTTGGCCATTCCACCTTG TGACTTAGCCCCCTGCTCACTCTAGGT 226

SEPX1 16 1988214 1989164 CCTGTCTCGACGCCCAGGGTTCCAACT CGGTGGAAAGCCAGGGTAGGGGCAGAAA 228

SEPX1 16 1990759 1990913 TAAGGGCCTTCACTGTGGCTGTATCAT GGCCAGGCCTGTTGGCCTTTGA 225

SEPX1 16 1991238 1991426 ACTCGTCTCCATGGCCGGCGTTCACC CCTGTTGCCTCTGCCAGGGAGC 230

SEPX1 16 1991238 1991426 TGGCCACGCTGTCGGCGTGAATGGTCT GACAGCGCTGCCCCCGTTCCGAGGGTA 225

SEPX1 16 1993083 1993314 AGCGGCAAGCGCGCTGCGGTTCCG TGCCGGGGAGAAGCGAACAGGGG 228

SEPX1 16 1993083 1993314 AGCTGCAGAACGACATGGCGCCA CTTCCCAGCTGGCCCCGCCCACGTTGA 225

CD200 3 112051896 112052091 TCTGCTAGGCAGGCGGGAGGAGCGT GGGGAAACTGACAAAGTGTTTGGAAAA 227

CD200 3 112051896 112052091 GGCGGGAGGTGCGGCAGGGGCACAGGT AGGCGCGGAGCTTCGGCTCTTGCCACAAT 229

CD200 3 112054770 112054884 TGAGGGAAATTTCAAGAGGAAGTACCA AAAAATTAGAGCCAATATTGTCTCAGC 273

CD200 3 112059729 112059850 CTCCTCCAGGCAGATTACATGCTTAAA CAGAAATGGGGGTTTGGATTTGGACA 267

CD200 3 112063789 112064155 CTGGGCATTTTGCAGAGAGCATTTTAAG AGAAAACATTTATTTACATTCCTACGTGA 226

CD200 3 112063789 112064155 CATAGTGCAAGTGGTGACCCAGGATGAAA GCTGGGACTCCAAAACTCAACCAT 228

CD200 3 112063789 112064155 GGCTATATTCCAAACATTCTTGCAAATAGT GGGTAATGTTTATCTTGTCCTTATAGGCA 226

CD200 3 112066385 112066697 GCTGGGCGGGCAGTGGCAGAGC ATGGCATATCCTACCCAAACTGGGGAC 226

CD200 3 112066385 112066697 ACAGCCCATAGTATCCCTTCACTACA GAAGGAGGTGATCTGCCAGGTGCT 228

CD200 3 112066385 112066697 CCTTATTTGCCCCATTCTTTCTCCAAATAG CCACCTGATTCTTAGGGTCTTTGATATGG 226

CD200 3 112068539 112068686 CAGACAAAACACATTGTTGCCATTCCC AAGGAAAATGACATCACATGAGGAAAT 271

CD200 3 112080370 112081678 GAAATGTCTACTTCTTTATCTTTGCCAATG AATTTGACACAAGAGAAAAGCAGGAGG 225

CD200 3 112080370 112081678 CAACAGACCTGAGAGGTAAACTGACTTC CTGTGTGACTTATTTAGGGCTCTGGATA 228

CD200 3 112080370 112081678 AGGATCCCACGACTTTTTACTGCCAT CTCTGTTAGTCACTTTACCTCATCCAAAG 227

CD200 3 112080370 112081678 AGGTAAGCTCTCTGTATTCTTTCTTCT GTGAGCTCAGTGCTCCTGATACTAACTA 225

CD200 3 112080370 112081678 AAAAGGGAATAAGCAAAGGGGGAAGA TTTCACTGCTGTTCTTCATGTGCTTC 226

CD200 3 112080370 112081678 ACAGGGAGGGCATGCTTCTCAAAA AAAGCAGTAAGCAGGAACTGGACTAG 234

CD200 3 112080370 112081678 AATATTGTTAGTCTTAGACAATAGCTCACA CTTCTTTTTCCATGCGTTAACTTTTCCC 226

CD200 3 112080370 112081678 ATTCCTAGGCCACTGGATAGACACAGA TGGCTGACTGCTATACAGGAAATCTC 229

CD200 3 112080370 112081678 AACCATAATTAGTTGCTTTTTCAGTATCT TGATATTCTCTTGGGAAATGTGGAAATG 240
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付録 2-1：用いた primer配列と PCR条件 

 

次世代シークエンサーでは読めなかった領域について、直接塩基配列決定法で

の用いた PCR 条件と Primer 

 

TaKaRa Ex Taq® (Takara)を用いての PCR 条件と Primerは以下の通りである。 

98℃: 10 sec 

57℃: 30 sec   40 サイクル 

72℃: 30 sec 

ADM-ex3F 5’- CGGAGTTTCGAAAGAAGTGAG -3’ 

ADM-ex3R 5’- ATTCTAGAGCCAGAGGGAGCTG -3’ 

ADM-ex4F 5’- GGAGGAGTTCTCTGTCTCCACTC -3’ 

ADM-ex3R 5’- CCTTGTCCTTATCTGTGAACTG -3’ 

SEPX1-ex3F 5’- TTTTTGGGACAGTCATGATCAA -3’ 

SEPX1-ex3R 5’- ACAAAGGTCAACCTCTTATGTC -3’ 
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付録 2-2：用いた primer配列と PCR条件 

 

次世代シークエンサーから見出された変異についての、直接塩基配列決定法で

の用いた Primerと PCR 条件 

 

TaKaRa Ex Taq® (Takara)を用いての PCR 条件と Primerは以下の通りである。 

98℃: 10 sec 

57℃: 30 sec   40 サイクル 

72℃: 30 sec 

SEPX1-Variant-1F 5’- TTTTTGGGACAGTCATGATCAAC -3’ 

SEPX1-Variant-1R 5’- GTGATCTTTCCAGGTGTCCTGT -3’ 

SEPX1-Variant-2F 5’- GATCAACCAAGCGAGGAAG -3’ 

SEPX1-Variant-2R 5’- TGTGGGAAACAGGACAGGT -3’ 

SEPX1-Variant-3F 5’- GCAACAGGCCTGGAATAGAC -3’ 

SEPX1-Variant-3R 5’- AAGTGTGGCTATGAGCTGTTCTC -3’ 

SEPX1-Variant-4F 5’- GCAACAGGCCTGGAATAGAC -3’ 

SEPX1-Variant-4R 5’- CAAGGAGATAATTGTGAAAGGTGA -3’ 
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ADM-Variant-1F 5’- CACCAGATCTACCAGTTCACAGA -3’ 

ADM-Variant-1R 5’- ACCTGAGCAAGGCTAAGGAAG -3’ 

CD200-Variant-1F 5’- TTGAAAAGGGAAAAATGTCTGA -3’ 

CD200-Variant-1R 5’- AATTGGAATGGAGAATCTGGA -3’ 

CD200-Variant-2F 5’- ATATTTCTCTGGCATCACGTAG -3’ 

CD200-Variant-2R 5’- GACCCTTTCTGTGGTTAAAATC -3’ 

CD200-Variant-3F 5’- TTTGTACTAGGCCAGTCTCCAT -3’ 

CD200-Variant-3R 5’- CCCCATTCTTTCTCCAAATAGA -3’ 

CD200-Variant-4F 5’- ACCTTGGCTATCCCATTTGTTA -3’ 

CD200-Variant-4R 5’- CGACGCATTTTAAAACAGTATC -3’ 
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