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中枢神経ゲノムでのCNR分子の体細胞レトロトランスポジション
の解析と生成機構の解明
●杉野英彦　　

大阪大学大学院生命機能研究科

〈研究の目的と進め方〉
CNR分子ファミリーは脳内で多く発現しているカドヘ

リン型接着分子ファミリーの一つである。cDNA解析の
結果、CNR分子は全部で16個あることが分かった。CNR
分子は大脳皮質神経細胞のシナプスで発現していること、
各神経細胞で複数のCNRが異なったコンビネーションで
発現していること、またカドヘリンスーパーファミリー
群の1つなので、ホモフィリックな結合が予想されること
等から、複雑な脳神経回路網の形成やその後の可塑性維
持に重要な役割を果たしているものと考えられる。ゲノ
ム構造の解析の結果、16個のCNR分子はそれぞれが異な
った細胞外ドメインを持ち、これらをコードする領域は
異なるエキソンとして存在する（染色体上で縦列に並ん
でいる）。一方膜貫通領域から細胞内ドメインをコードす
る領域は16個のすべてのCNR分子で共通のものが使われ
ている（染色体上では１ケ所しか存在していない）。すな
わち「可変領域」としての第１エキソンと、「定常領域」
としての第２～４エキソンが繋ぎ変わることで、16種類
の分子種を作り出していると考えられた。このような繋
ぎ変え（組替え）が起こっているとするのなら、イムノ
グロブリンのクラススイッチと酷似しており、免疫系の
イムノグロブリン以外では初めての知見である。そこで
の染色体上でのCNR分子の組替え体の検索と解析を行
い、脳における接着分子群の多様性獲得のメカニズムを
明らかにする。

〈研究開始時の研究計画〉
マウスの14個の可変領域エキソン内の共通配列と、全

てのCNRが共有する定常領域エキソン内の配列をプライ
マーとして、ゲノミックPCRを行うと、ゲノム上では最
短のものでも、100KB以上離れているので、組み換え体
CNRしか増幅されないと予想される。そこでマウス脳由
来のゲノミックDNAに対してゲノミックPCRを行い、そ
のPCR産物を解析する。さらに脳由来のゲノミックライ
ブラリーを構築し、定常領域エキソンをプローブでスク
リーニングするとことにより、組み替え体CNRゲノム分
子を得て、その詳細な構造、メカニズムを解明する。

〈研究期間の成果〉
2001年度

14個の可変領域エキソン内の共通配列と、全ての
CNRが共有する定常領域エキソン内の配列をプライマ
ーとして、ゲノミックPCRを行ったところ、およそ
1.2KbのPCR産物が得られた。これをクローニングしシ
ークエンス解析したところ、可変領域エキソンと、3個
の定常領域エキソンがきれいにスプライシングしてい
る、cDNAと酷似した配列であることが分かった。ま
た可変領域エキソンは、すべてのCNR分子種を有して
いた。次ぎに、組み替えがどのようなメカニズムで行
われたかを明らかにするために、その周辺配列、明ら
かにすることにした。方法は、脳組織、特にCNRを高
発現している、嗅球、大脳皮質、海馬、小脳からゲノ

ミックDNAを抽出し、λファージのゲノミックラブラ
リーを構築しスクリーニングを行う。脳組織における
神経細胞の存在頻度、さらにはその中でのCNRの発現
頻度を考慮すると、高密度のゲノミックライブラリー
が必要とされる。そこで30ゲノム相当(1.0 X 107 pfu)、
すなわち通常の10倍の密度のゲノミックライブラリー
を構築し、同数のスクリーニングを行った。その結果、
11個のCNRのゲノミッククローンが得られた。そのう
ちの２個は定常領域エキソンCP3周辺のものであり、
残りの１個も定常領域エキソンCP1、CP2周辺を含む、
非組み替え体であった。残りの１個はCNRv6と３個の
可変領域エキソンが連結している、組み替え体ゲノミ
ッククローンであった。興味深いことにこのクローン
は通常のCNR領域（マウス染色体12番 長腕21）に存在
するものではなく、マウスのゲノム上の数多く存在す
る、リボゾーマル遺伝子の28Ｓの５’側からおよそ
200bp下流に、CNRv6のcDNAが逆転写再挿入される構
造体であった。このクローンは、一度転写されたCNR
が逆転写され、その後、リボゾーマル遺伝子の28Ｓ中
に再挿入されたことを強く示唆する。

こうした現象は生殖細胞中で極めて低頻度ながら生
成されてきたシュードジーンと酷似している。体細胞
でのこうした現象は始めてのものである。
2002年度

次ぎに、このようなイントロンを欠くCNR（イント
ロンレスCNR）が、全てのマウスの脳の、全ての領域
で普遍的に存在するか否かを27匹のマウス（P1から８
month）を用いて、検討した。27匹のマウス全てから、
嗅球、大脳皮質、海馬、小脳を個々分離し、前述のゲ
ノミックPCRを行ったところ、27匹中9匹のマウスでイ
ントロンレスCNRが出現した。週齢による差は無かっ
た （ P1:3, P10 :1, 4week:1, 10week:2 , 3month:1 ,
8month:1）。一方、脳の各領域では小脳領域が最も多
く（７個体）、次いで海馬（６個体）、嗅球（３個体）、
大脳皮質（２個体）の順であった。これはCNRの発現
頻度の順と一致する。これらのことより、イントロン
レスCNRは全ての個体で出現するのではなく、出現領
域も個体によりまちまちであるがCNRの発現している
領域との間に相関関係があることが明らかした。これ
らのイントロンレスCNRが機能しているのか否かを検
討するために、リボゾーマル遺伝子28Ｓ中に挿入され
ていた、イントロンレスCNRv6（プロモーター領域も
含むがpolyAシグナルは持たない）のトランスジェニッ
クマウスを作製したがその発現（mRNA、蛋白質）は
見出されなかった（未発表データ）。2002年度は同時に
ラットCNRのゲノムの全塩基配列の決定を行った。ラ
ットでは、マウスのようなイントロンレスCNRは出現
しなかった。ラットCNRはマウス、ヒトと高い相同性
を示し、特にマウスとの間では平均95%（アミノ酸）
と高い相同性を示した。興味深いことに、可変領域エ
キソンは94.8%だが、定常領域エキソンは99%と高い相
同性を示した。ラット/ヒト間でも、可変領域エキソ
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ンは82% だが定常領域エキソンでは98%と高い相同性を
示した。また最も長いものはマウスであり250Kb、次
いでラット(240Kb)、そしてヒト(230Kb)であった。マ
ウスの場合CNRv12とCNRc01の間に、完全なORFを有
するLINE-1レトロトランスポゾンの挿入が見られ、そ
れが原因である。ラットマウスでも多くのLINE-1の挿
入が見られるが、intactなLINE-1の挿入はマウスのみで
ある。 マウスゲノム中には、多種多数のLINE-1が存在
するが、マウスCNRゲノムで見出されたLINE-1はその
中でも、ごく最近になり増加し始め、逆転写・再挿入
活性の最も強い一つとされるL1Md-Tfgであった。
2003年度

2002年度までに、全てのマウスの全て脳領域におい
てではないが、イントロンレスCNRが出現することを
明らかにした。しかしその後、ゲノミックライブラリ
ーのスクリーニングを重ねても、ゲノム中に挿入され
たイントロンレスCNRは見出されなかった。そこでイ
ントロンレスCNRのすべてが、ゲノム中に挿入されて
いるのか、あるいは別の構造体として存在しているの
か否かを検討した。核内には多くの環状DNA が存在す
ることが知られている。そこでイントロンレスCNRも、
環状構造として存在すると予想し研究を進めた。マウ
ス全脳から抽出したゲノミックDNAを10―38%のシュ
ークロースの密度遠心勾配に供し、 DNAのサイズご
とに15画分に分集した。これらの画分に対してまず通
常のゲノミックPCR(14個の可変領域エキソン内の共通
配列（正方向）と、全てのCNRが共有する定常領域エ
キソン内の配列（逆方向）を行ったところ、ゲノム
DNA（>100KB）を最も多く含む画分と、ゲノムDNA
を含まない画分(でPCR産物(1.2Kb)が見出された。シ
ークエンス解析の結果、いずれもイントロンレスCNR
であった。次ぎにそれぞれのプライマーの逆配列を用
い、inverse PCRを各画分に対して行ったところ、ゲノ
ムDNA を含まない画分でのみ3.1KbのPCR産物が見出
された。これらをシークエンス解析した結果、予想通
り環状構造を形成しているイントロンレスCNRである
ことが明らかにされた。興味深いことに環状化する連
結ヶ所の配列はいずれも(CA)nリピートであった。こ
のリピート配列は、 マウスCNRのUTR中に数多く存在
する。このため一度転写され、逆転写されたCNRはこ
の配列を介し、(CA)nリピート同士で相同組み換えを
起こし環状化するものと予想される。現在までにマウ
ス脳神経細胞で、XRCC2, XRCC3, Rad51c, Rad52dの４
つの相同組み換え酵素が見出されていることが、この
考えを強く支える。以上の結果、イントロンレスCNR
はほとんどが環状構造をとり、その中の一部がゲノム
本体に挿入するものと予想される。2003年度は同時に
ニワトリCNRの全ゲノム配列の決定とその解析を行っ
た。ニワトリもラットと同様、イントロンレスCNRは
出現しなかった。ニワトリCNRの特徴は、

１)可変領域エキソンはマウス、ヒトと比べ相同性が
低い(53%)。一方、定常領域エキソンは高い(90%)。

２）可変領域エキソンはCG含有量が極めて高く
(Obs/Exp; 1.9)、哺乳類の２倍近い。また、各可変領
域エキソン間の相同性は92%と高く（マウス;77%, ヒ
ト;73%）、高いCG含有率から来るstop codon出現頻度の
低下のため、各エキソンはそれぞれ正方向に２種、逆
方向に２種の合計４種の1Kb以上のORFをコードして
いる。

３）哺乳類のCNRゲノム領域の約70%はLINE-1レト
ロトランスポゾンによって占められているが、ニワト

リのCNRゲノム領域にレトロトランスポゾンは全く存
在しない。さらに他のリピート配列も極めて少ない

（15%以下）であった。
2004年度

最後にイントロンレスCNR生成、すなわちCNRの逆
転写・再挿入に関わる原因遺伝子をLINE-1の持つ逆転
写酵素、インテグレースと考え、その脳における発現
を検討した。前述の様にマウスLINE-1は種々のサブタ
イプが存在するので、それらの中から代表的な4個のサ
ブタイプ（L1Md-V, L1Md-F, L1Md-A, L1Md-Tf型）に
着目して、共通のプライマーを設計し、脳４領域（嗅
球、大脳皮質、海馬、小脳）、肺、心臓、肝臓、腎臓で
RT-PCRを行うと、脳４領域で他の組織よりも強い発現
が見られた。更にノーザンブロットでも同様の結果が
得られた。RT-PCR産物の60個をシークエンス解析した
結果、Ｔf型が34個でありその中で33個がORFを保持し
ていた。次いでA型が13個であり、これも12個がORF
を保持していた。Tf型とA型はいずれもマウスの進化
の過程で最近になり出現したものであり、とくにTf型
は自らの転写・逆転写・再挿入（レトロトランスポジ
ション）する能力が高いとされているものである。さ
らに詳細の発現頻度を調べるために、脳組織由来の
cDNA ライブラリーをTf型とA型の共通配列でスクリー
ニングしたところ、脳組織での全転写産物のうち2000

個に１個がLINE-1ポジティブであった。こららの中か
らランダムに12クローンを選び、全塩基配列を決定し
たところ、10クローンが全長鎖のLINE-1であり、5ク
ローンがORFを保持していた。この５クローンはいず
れもTf 型であった。この結果はRT-PCRの結果に準ず
るものである。最後にin-situ ハイブリダイゼーション
を行った。その結果、P4 week のマウス脳では嗅球、
大脳皮質（2～3層、海馬(CA1～3、DG)、小脳顆粒細
胞にて強い発現を見出した。これらの発現領域は、
CNRと酷似しており、イントロンレスCNR生成の原因
遺伝子がLINE-1であり、その中でもL1Md-Tf型である
可能性が高いことを明らかにした。

〈国内外での成果の位置づけ〉
脳神経細胞での特定遺伝子の転写・逆転写再挿入（レ

トロトランスポジション）を見出したのは、内外共に始
めてのことである。また脳神経細胞でのLINE-1の発現の
詳細な解析（サブタイプ、頻度、発現場所）も始めての
ことである。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
イントロンレスCNR（環状、ゲノム挿入体）の機能に

ついての解明。前述のように、28Sリボゾーマル遺伝子
中に挿入されたイントロンレスCNRv6は、発現しなかっ
たが、まだ多数のイントロンレスCNRが存在しており、
その生体での機能の解明、解釈がほとんど出来なかった。
現在のデータからは、「LINE-1の脳での強い発現による
副産物」としか言及できない。予想外の困難はLINE-1の
発現を検討する際のゲノムDNAの混入である。LINE-1は
マウスゲノム中に全長鎖のものでも数千コピー存在する。
さらにLINE-1はイントロンを含まないので、RT-PCR、ノ
ーザンブロット、in-situハイブリダイゼーションを行う
際必ず、バックグランドとして、ゲノム由来のものが混
入する。そのため、徹底したDNAase処理、sense, anti-
sense 鎖との比較に時間を費やした。最終的には、cDNA
ライブリーのスクリーニングとそこから得られたクロー
ンのシークエンス解析の結果が、LINE-1の脳神経細胞で
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の高発現を強く支持するデータとなった。

〈今後の課題〉
今回のイントロンレスCNR の原因遺伝子と予想された

LINE-1が脳神経細胞での高発現していることを見出し
た。そこでLINE-1の脳神経細胞での機能の解明が待たれ
る。最近になり、培養細胞の系で強制発現させたLINE-1
は、再度ゲノムに逆転写再挿入することで宿主ゲノムの
大規模な欠失、転座、逆位といった再編成を引き起こす
ことが報告された(Cell,2002,110,277-280)。2005年には、
ヒト活性型 LINE-1のレトロトランスポジションが、神経
前駆細胞の分化に関わっている可能性を示唆する論文が
発表された(Nature,2005,435,903-910,)。この論文では、
LINE-1のトランスジェニックマウスは、中枢神経細胞で
のみ、低頻度ではあるがレトロトランスポジションする
と報告されている。これらの報告と我々の実験結果を重
ね合わせて考えると、LINE-1による、嗅球、大脳皮質２
～３層、海馬、小脳顆粒細胞での神経細胞ゲノムの大規
模な再編成の可能性が強く予想される。こうした再編成
が行われているのなら、どのような役割(遺伝子の発現変
化、ゲノムの修復等)に関わっているのか明らかにされる
ことが待たれる。
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