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〈研究の目的と進め方〉
統合失調症（精神分裂病）を始めとする精神疾患は、

近代のストレス社会において、極めて多くの人が発症す
る難病である。現在、一部の遺伝性を呈する病系におい
て遺伝解析がなされているが、多遺伝子支配であり生活
環境に影響を受けている可能性が高く、病原遺伝子の特
定には至っていない。ヒトの全ゲノム配列が解読されよ
うとしている現在でも、その病態や診断基準を科学的に
定義できていない。本課題では、申請者らが保有する貴
重な死後脳検体や患者血液をゲノム資源として用い、多
因子疾患である精神疾患（うつ病、統合失調症）の遺伝
子病態変化をRNAレベルで評価できるシステムを、申請
者らの実績にもとづくDNAアレイ法により構築する計画
を立てた。更に、これら遺伝子発現の変動情報（分子プ
ロファイル）をデータベース化することは、各病態の総
合的解明につながるばかりでなく、当該精神疾患のゲノ
ム多型解析の標的遺伝子に関する情報も与えるものでと
考えられる。

精神疾患、中でも統合失調症や双極性障害、大うつ病
などは、ヒトに多発するきわめて社会的インパクトの大
きな疾患であるにもかかわらず、その生物学的理解や研
究は他の末梢性疾患と比べて、大きく立ち遅れている。
なかでも、大きな問題点の一つに、精神疾患の臨床学的
定義が、心理症候学に準拠して分類されていることで、
その定義や分類に生物学的根拠がどれほどあるか、はっ
きりしていないことである。研究者の中には、これら精
神疾患の一元論を提唱するひともいて、実際にも１つの
遺伝家系に統合失調症や双極性障害が重複して見られる
ことも少なくない。極論を言えば、同じ上皮性腫瘍を胃
癌、食道がん、十二指腸癌と分別しているのにも近いこ
となのかもしれないのである。このような問題を解決す
る一つの手段に、トランスクリプトーム解析がある。当
該組織のmRNA発現パターンの変化を捉えることにより、
同じような遺伝子変化をしているのならば、生物学的に
は同じ病気と定義できるかもしれないのである。特に
DNAアレイを使ったハイスループットのトランスクリプ
トーム解析を用いてこれまでの仮説に左右されない脳内
の遺伝子変化を捉えることにより、精神疾患を分子のレ
ベルで客観的に研究するアプローチは、今後、この研究
領域を変革する可能性を秘めている。

〈研究開始時の研究計画〉
精神疾患の死後脳を利用してRNAを抽出し、高品質の

サンプルを選別することで、高品位の遺伝子プロファイ
リングを実施した。得られた各遺伝子の発現レベル情報
は、qPCRで確認をするとともに、統計解析、クラスター
解析等にかけ、病歴、病形、薬物治療暦等に対してその
関連性を探る計画を立てた。加えて患者の末梢血からの
RNAについても同様の遺伝子発現プロファイリングを試
み、精神疾患の診断にも役立つかもしれない遺伝子プロ
ファイル実験も計画した。なお、多くの患者は抗精神病
薬を長期に服用しているため、この薬の影響を別途、評

価する必要があった。このためサルに対し抗精神病薬の
長期投与を実施し、その脳よりRNAを抽出、同様にDNA
マクロアレイを用いた遺伝子発現プロファイリングを実
施し、コントロールデータとした。当初計画した主なる
実験は以下の通りである。
１） 放射能ラベルを用いたDNAマクロアレイの感度と特
異性の検討
〉DNAチップや蛍光DNAマイクロアレイと感度、特異性
を比較し、脳内RNAのプロファイリングに適した手法を
評価した。
２） 保管されている統合失調症患者の死後脳の評価
〉どうしてもヒトの剖検組織を用いる場合には、死後変
化が不可避である。DNAアレイを用いた場合に許容され
るRNAの品質限界を検定した。
３） 統合失調症患者の脳における遺伝子発現プロファイ
リング
〉統合失調症における精神機能変化と関係するといわれ
ている脳部位、線条体と帯状回について遺伝子発現プロ
ファイリングを実施し、統計解析により変動する遺伝子
RNAの傾向を調べた。
４） 抗精神病薬（ハロペリドール）の脳内遺伝子発現へ
の影響
〉慢性患者サンプルでは、どうしても抗精神病薬の影響
を否定できない。そこでハロペリドール投与したサルの
脳から遺伝子プロファイリングを実施した。
５） 統合失調症の末梢血RNAの遺伝子発現変化
〉脳組織同様、患者の末梢血（単核球）よりRNAを抽出
し、精神疾患に伴い特異的に発現変化するRNAの同定を
試みた。
６） PCR法をもちいた精神分裂病・病態候補遺伝子の多
検体の検定
〉上記のDNAアレイからのデータを検定する目的で
qPCR法を用いて、各遺伝子からのmRNA量を定量した。
７） 統合失調症における遺伝子発現プロファイルのデー
タベース化と臨床精神症状の相関解析
〉上記のDNAアレイによる遺伝子プロファイル結果をデ
ータベースとして公表するとともに、クラスター解析や
相関解析を試みる計画であった。

〈研究期間の成果〉
１） 放射能ラベルを用いたDNAマクロアレイの感度と特
異性の検討

一般に現在トランスクリプトーム解析に用いられる
DNAアレイは大きく３種類に大別される。最初にスタン
フォード大学のブラウン博士ら中心となって開発された
sDNAや合成オリゴsDNAをガラス基盤に固層化した
cDNAマイクロアレイで、現在、Genome System社、
Imagene社、アジレント社など、多くの会社から販売さ
れている。もう一つは、これら遺伝子sDNAをナイロン
メンブレンに固定したDNAマクロアレイとも呼ばれるも
ので、放射化したcDNAやcRNAなどハイブリさせて、そ
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のシグナルを通常のイメージアナライザーで行うもので
ある。主にクローンテック社などから販売されいて、集
積率は低いものの、極めて高い感度と特異性が得られる
特徴を有する。集積回路作製技術を用いて、基板上に直
接オリゴsDNAを合成してあるアフィメトリクス社の
GENEチップは、最も高い集積度を有し、１遺伝子に対
し20-30個のsDNAプローブとその各ントロールが設定し
てある。DNAマイクロアレイは、通常、比較すべき２つ
のサンプルのmRNAからCy３やCy５の２色蛍光ラベルし
たcDNAやcRNAを競合的にDNAマイクロアレイ上のプロ
ーブにハイブリダイズさせるもので、一度に変化傾向が
定量できる特徴を有する。ただし、プローブsDNAの長
さは50-200ヌクレオチドと比較的長いため、クロスハイ
ブリダイゼーションのシグナルを拾っている可能性は否
定できない。一方、アフィメトリクス社のGENEチップ
では、このような競合反応はさせずに、１サンプルのシ
グナル強度を20-30個のプローブシグナルとコントロール
シグナルに対する差として特異性を高く検出している。
これを更に標準と外部標準のシグナル強度に基づいて
DNAチップ間で標準化することで、コンピューター上で
サンプル間のシグナル変化を検定するという特徴を有す
る。我々が脳内RNAサンプルを用いて試験したところ、
特異性はGENEチップが優れていて、逆に感度はDNAマ
クロアレイがもっとも勝っていて脳内でサイトカイン
mRNAなどもこの方法で検出できている（図１）。

２） 保管されている統合失調症患者の死後脳の評価
解析の対象となるRNAは、非常にタンパクに比べ、分

解が速いのでヒト由来の剖検サンプルの取り扱いには注
意が必要となる。患者の家族等への解剖の同意を取るな
ど最低でも数時間を要する。

しかし、脳死が先行していたかどうかや、死亡時の室温
などにより、必ずしも死後経過時間とRNAの品質は相関
するものではなかった（図２）。一般には1日以上室温で
経過してしまった死後脳サンプルは、分解が激しく、ト
ランスクリプトーム解析には適さない。実際にも図３に
示すように、サンプルRNAの品質は、DNAアレイのシグ
ナルパターンに重大な影響を及ぼすことが判った。

その他、加齢の影響や性差、投薬の影響をうけている
ことも忘れてはいけないファクターであると考えられた。

３） 統合失調症患者の脳における遺伝子発現プロファイ
リング

当研究所保有の多数の貴重な統合失調症患者とコント
ロールの剖検脳（線条体）より高品質RNAを抽出し、
33Pを用いたcDNA合成によりプローブを作製し、DNAア
レイ約3000遺伝子の発現変化をプロファイリングした。
各群6例ずつの統計解析の結果、細胞表面分子・受容体群
の遺伝子群が14個、サイトカインとその受容体の遺伝子
群が10個、ハウスキーピング遺伝子群の１０個等々の遺
伝子発現量が有意に変動していることが判明した。DNA
アレイ上の遺伝子数に対する比で見ると、サイトカイン
とその受容体の遺伝子群が6.3％と最も高く、次いで、細
胞表面分子・受容体群の遺伝子群の5.7％、細胞骨格・細
胞内小器官遺伝子群の4.5％等々と続いた（図４）

上記の線条体でのプロファイリングと同様に、剖検脳、
帯状回より高品質RNAを抽出し、33Pを用いたcDNA合成
によりプローブを作製し、DNAアレイ約3000遺伝子の発
現変化をプロファイリングした。各群6例ずつの統計解析
の結果、フォスファターゼの遺伝子群が12.5％と最も高
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く、次いで、トランスポーター受容体チャンネル群の遺
伝子群の8.2％、神経細胞特異的タンパク遺伝子群の6.0％
等々と続いた。他の脳部位、線条体や前頭葉におけるプ
ロファイリング結果とは、そのRNAプロファイルがおお
きく異なり、統合失調症において帯状回は特異な脳病態

を示すことが判明した。これまでの統合失調症に伴う脳
内遺伝子発現変化率を、脳全体（前頭前野と線条体と帯
状回を合わせて）で、各遺伝子グループ間で比較してみ
た。図５にあるように、最も顕著な発現変化を示した遺
伝子タイプはサイトカイン・成長因子の関連遺伝子であ
った。調べた遺伝子全体の発現変化率分布と比較して、
これらの遺伝子mRNAの発現は、統合失調症に伴ってよ
り大きく変化していた。

さらに、プロファイルした3つの脳部位（前頭前野、線
条体、帯状回）間でも、その傾向も比較してみた（図６）。
有意変化と定義した遺伝子は、ここで1.5倍以上、もしく
はそれ以下の変化のもので、サンプル数（N＝６）づつ
のTテストで有意（P<0.05）を示したものである。最も大
きな遺伝子発現変化を呈したのは前頭葉であって、約
3000の既知遺伝子のうち約200遺伝子が発現変化を示して

いる。なかでも、この前頭葉で顕著な発現変化を呈した
グループはグリア細胞・神経細胞に特異的な遺伝子群で
あった。一方、帯状回での遺伝子発現変化は、この調べ
た脳３部位の中でもっとも緩和であった。この帯状回で
は、統合失調症に伴って蛋白リン酸化・脱リン酸化を担
う酵素類が、もっとも大きな遺伝子発現変化を示してい
ることが特徴的であった。

４） 抗精神病薬（ハロペリドール）の脳内遺伝子発現へ

の影響
サルの遺伝子とヒトのそれは、９０％以上の相同性が

あることが報告された。この事実から、ヒトのDNAアレ
イをもちいてサルの遺伝子プロファイリングを実施して
支障の無いことが判明した。そこでカニクイザルを用い
て、抗精神病薬の慢性作用を前頭葉において遺伝子プロ
ファイリングした。これにより上記の抗精神病薬の標的
遺伝子の同定と病態遺伝子の弁別を試みたのである。カ
ニクイザルのRNAに対しても、ヒト用のDNAマクロアレ
イは十分、交差シグナルを与えて、サル遺伝子のRNAプ
ロファイリングにも応用できることが判明した。

サルでの実験ではサンプル数（N）が3づつであったの
で、有意水準をP〈0.10まで緩くし、ヒト患者でのN＝６
比較での検出力と対応させた。カニクイザルへの抗精神
病薬の慢性投与においても、グリア細胞に関連する遺伝
子の発現変化が前頭葉で顕著であった。従って、前述の
患者前頭葉におけるグリア関連遺伝子の発現変化も、ド
パミン受容体D２の遮断薬（抗精神病薬）の影響を反映
している可能性を示唆していた。

５）統合失調症の末梢血RNAの遺伝子発現変化
これまでに実施した統合失調症の死後脳３領域におけ

る病態遺伝子プロファイル結果から、いずれの脳部位で
も、サイトカインなどの液性分化因子mRNAの発現変化
が際立っていた。このことは、本疾患が単なる脳機能異
常に由来するのではなく、免疫系を含む全身性の疾患で
あることを示唆していた。

統合失調症の末梢血マーカー遺伝子を統合失調症患者
と健常者の単核球RNA発現プロファイルを比較すること
で同定する計画を実施した。ハイスループットの信頼性
の高い検索できるアフィメトリクス社のDNAチップを用
いて、約１２０００個の遺伝子発現プロファイリングを
既知遺伝子対象とした。サンプルは最終的に患者・家族
の同意のもと慢性統合失調症患者１４例、未治療の急性
統合失調症患者９名、健常者コントロール１２例の血液
を収集し、血球のRNAを用いた。その結果、各患者群と
健常者の比較で約１００種類mRNAが統計学的有意に2倍
以上の変化を呈した。そのうちの約半数の遺伝子が、慢
性患者群にのみ強い相関を示したことから、抗精神病薬
の下流遺伝子だと推定された。
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実施した統合失調症患者の末梢血球のプロファイリン
グによると、確かに患者の免疫系、血球系シグナルに機
能異常が存在することが確認できる。実際、患者血球で
変化していたサイトカインmRNAの一部は、確かにSNP
解析において統合失調症との有意な連鎖が報告されてい
たニューレグリン１遺伝子を含んでいた。しかし、これ
らmRNA変化が他の精神疾患等にもともなう心理ストレ
スなどの変化を反映している可能性、薬物治療の影響を
受けている可能性は依然として残る。そこで、更に感情
障害の患者を含めて弁別できるかどうかを、他の精神疾
患患者のRNAサンプルを含めて下記のように実施した。

候補遺伝子のなかから、急性期から慢性期の経過の中
で変動する遺伝子を中心に、病態との相関性及び個体間
差の少ない遺伝子を十個選別し、1次線形判別式を図9の
ように策定した。さらに統合失調症患者でみられた末梢
単核球内の遺伝子変化が、ストレスなどの一般的精神状
態を反映している可能性を検定するため、健常者に加え、
大うつ病患者や不安障害の患者のサンプルも追加的に検
定した。別途、同様の遺伝子プロファイリングを実施し、
これらの遺伝子のmRNA量を割り出し、この1次線形判別
式にかけた。６例中、5例は健常者領域の数値を得たので、
選別した１０遺伝子からなる遺伝子群は、統合失調症に
極めて特異性が高いと推察された。

８） PCR法をもちいた精神分裂病・病態候補遺伝子の多
検体の検定

統合失調症患者の脳内で変化した遺伝子について、他
のサンプルを加えてqPCR法によりmRNAを定量したが、
半分近くに遺伝子が、PCRと異なる結果を出した。実験
者の技量にもよるが、qPCRの定量限界は2倍以上の変化
しか正確に検出できないことが判明した（下記参照）。

９） 統合失調症における遺伝子発現プロファイルのデー

タベース化と臨床精神症状の相関解析
色々な種類の変数で順位付けしたデータを、所属機関

のWEB上に公開し、外部の利用を可能とした。残念なが
ら、高品質の剖検脳や未治療患者血液が２０例を越える
ほど収集できなかったために、臨床症状との相関解析は
実施できずに終わった（下記参照）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
現在、我が国では、300万人近い精神障害者がいて、35

万人が入院を余儀なくされている。また医療費の面から
も、社会的健全性からかかえている問題は計り知れない。
その意味で、本研究所所蔵のヒトゲノム資源を駆使して、
精神疾患の病態を遺伝子レベルで把握、分類できたこと
は有用な情報を与えたと考える。同定した末梢血内統合
失調症関連遺伝子には、アイスランドでの家系連鎖解析
で統合失調症との連鎖が報告されたニューレグリンー１
遺伝子が含まれていたことも、この解析がそれなりの精
度を有していたことを示唆している。

実際、これまでに実施した統合失調症の死後脳３領域
における病態遺伝子プロファイル結果から、いずれの脳
部位でも、サイトカインなどの液性分化因子mRNAの発現
変化が際立っていた。このことは、本疾患が単なる脳機
能異常に由来するのではなく、免疫系を含む全身性の疾
患であることを示唆していた。これまでに実施した統合
失調症患者の末梢血球のプロファイリングによると、確
かに患者の免疫系、血球系シグナルに機能異常が存在す
ることが確認できる。加えて、本成果は各種精神疾患を
末梢血レベルで診断しうる可能性を与えた。これらの結
果に基づいて、医療検査会社が精神疾患の末梢血プロフ
ァイリングにより分子診断する試みが現在進行している。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
１）遺伝子発現変化のみられた数百遺伝子に対してその
検証を試みた。変化率が大きい遺伝子については、この
リアルタイムPCR法で追試が効いたが、変化率の小さな
ものは出来なかった。これは、本来qPCRでの変化定量限
界が2倍以上必要であり、DNAアレイの定量検定検出感
度の方が勝っているためだと考えられる。今後発現変化
率の小さいRNAについてどの様に追試してゆくか、課題
を残している。
２）本プロジェクト発足当初は、遺伝子倫理規定の概念
も曖昧であって、自由度も高かったが、以後の遺伝子倫
理規定の発布に伴い、遺伝子プロファイリングはその規
定での境界研究とみなされ、本学では、その審査を余儀
なくされた。審査の結果は、「該当せず」との結論であっ
たが、相当な時間、研究がとどこうってしまった。コン
トロールとする対象群の剖検組織についても確保がむつ
かしく、法医学の教室の協力を要請した。しかし自殺者
の法医解剖例の利用は、同意のないものであり法医学会
自身もその結論を先送りしていることもあって、結局、
遺伝子倫理審査にも掛けられなかった。過去の経緯を考
えるとなかなか微妙な問題であるが、当該学会において
統一的な見解、方針がいち早くでることが望まれた。
３）認知障害などを伴う統合失調症の患者本人に詳細な
研究目的とプライバシーなどの詳細を正確に理解しても
らうことは容易ではなかった。統合失調症を含め対象と
した病気が精神疾患であったこともあり、血液サンプル
の採取も、結局、病型との相関解析が出来るほどサンプ
ル数が確保できなかった。
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〈今後の課題〉
上記の統合失調症患者における遺伝子発現変化とは何

を意味しているのであろうか。我々が捕らえた遺伝子発
現変化は、①統計学的ノイズや②死後変化を含め、③統
合失調症の患者さん脳内の病態を反映する遺伝子群や④
病原を反映する遺伝子群、⑤それらの感受性変化を規定
する遺伝子群、⑥抗精神病薬の下流遺伝子群、⑦その副
作用を担う遺伝子群などの複数トランスクリプトーム群
の変化傾向を反映していたと考えられる。

これら各トランスクリプトーム群を弁別するためにも
今後、投薬のトランスクリプトーム解析の他、死後経過
時間の異なるサンプルの解析などを実施して、各トラン
スクリプトームとその変化要因を識別していくことが重
要に成るであろう。また、ゲノム創薬という観点でも、
これらの各トランスクリプトームを創薬分子ターゲット
として設定することも考えられる。たとえば、③の統合
失調症の病態トランスクリプトームの発現変化や機能変
化を逆転させうる薬は、治療薬としての可能性を秘めて
いる。このように総合失調症に関連する各トランスクリ
プトームを見つけ出すことで③は対処薬、④根治治療薬、
⑤予防薬、⑦副作用防止薬を開発できるかもしれないの
である。このように、精神疾患であっても、末梢組織の
トランスクリプトーム解析が病態や診断マーカーの候補
遺伝子の情報を与える可能性がある。

これまで、統合失調症の治療薬の分子標的といえばド
パミンやセロトニンの受容体や代謝に関連するものがほ
とんどであった。しかし、この分子標的は３０年来、変
わっておらず画期的な新薬の開発は行き詰っているのが
現状である。しかし、このようなトランスクリプトーム
解析が進めば、新規の分子標的をターゲットとして開発
された新薬を口にする日もそう遠くないかもしれない。
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