
イントロダクション
プロトカドヘリン遺伝子は、脳の発達中における神経回路の組み立てに関与する神経表面のアイデンティティコードを確
立するうえで不可欠であり、この遺伝子は確率的な転写活性化を示すことが知られています。コロンビア大学、イエール
大学、ホワイトヘッド生物医学研究所、ニューヨークゲノムセンターおよびUCSFの研究者らは、Pcdhの確率的なプロ
モーター選択の背後にあるメカニズムを解明にするために協力して取り組みました（1）。しかしながら、Pcdh遺伝子の
発現レベルが低いため、標準的なRNA-seqライブラリでそれらを検出するためには、多大なコストとバイオインフォマ
ティクスの課題が生じました。この課題を克服するために、研究者はシーケンス前にRNA-Seq NGSライブラリから
Pcdh転写物を濃縮するための効率的かつ費用効果の高いソリューションとして、Arbor Biosciencesのカスタム設計さ
れたmyBaits®ターゲットキャプチャキットを使用しました。このソリューションにより、研究者は標準的なRNA-Seqの
シーケンススループットの10％のみを使用して、Pcdh転写産物を45倍以上濃縮でき、Pcdh発現の検出感度が劇的に向上
しました。

Pcdh遺伝子の転写調節の重要性
脳の発生段階において、個々のニューロンの神経突起が互
いに選択的に回避する能力は、神経回路の組み立てにおい
て重要な役割を果たします。自己回避と呼ばれるこのプロ
セスは、アイデンティティコードとして機能する細胞表面
のホモフィリックな認識分子のユニークな組み合わせに
よって媒介されます（2）。哺乳類では、このアイデンティ
ティコードは、クラスター化されたプロトカドヘリン
（Pcdh）遺伝子によって生成されます。これらの遺伝子
は、3つのタンデムに配列されたα、β、およびγサブクラス
ターで構成され、ゲノムのほぼ1 Mbにまたがっています
が、確率論的かつコンビナトリアルなプロモーター選択の
メカニズムはあまり理解されていません（3、4）。Pcdhα
遺伝子のこれらの選択的なエンハンサー/プロモーターの相
互作用には、CTCF/cohesinタンパク質複合体が、交互のエ
キソン上の二つの結合部位（CBS）に結合することが必要
であることが以前観察されていました。（5）。 CBSの
DNAメチル化も確率的Pcdhαプロモーター選択のメカニズ
ムで重要な役割を果たす可能性があります（5）。しかしな
がら、Pcdh遺伝子プロモーターのDNAメチル化とプロモー
ターの選択の間の一時的な関係は不明です。

技術的課題
確率的なプロモーター選択のメカニズムを読み解くため
に、Canzioと同僚（1）がCellに発表した研究では、さまざ
まな実験条件下でのPcdhαプロモーターDNAのメチル化状
態と対応する転写状態が調べられました。

この研究の主要な技術的課題の1つは、発現レベルが低い
ため、発現を正確に検出し、Pcdh遺伝子の転写状態の変
化を評価することでした。カリフォルニア大学サンフラ
ンシスコ校の神経学UCSFウェイル神経科学研究所の准教
授であるDaniele Canzio博士は、次のように説明してい
ます。

解決法
研究チームは、神経細胞において低発現のPcdh転写産物を
手頃な価格でシーケンスするために、RNA前駆体（pre-
mRNA）およびメッセンジャーRNA（mRNA）からcDNA
をキャプチャする、RNAプローブベースの濃縮戦略を採用
しました。彼らはArbor Biosciencesを選択して、Pcdhαお
よびγクラスターの約90％をカバーする合計16,357個のビ
オチン化RNAプローブとポジティブコントロールCBX5遺
伝子座を含むカスタム設計のmyBaits®ターゲットキャプ
チャキットを作成しました。

myBaits®RNA-Seq Captureを利用して低発現遺伝子の
転写活性を明らかにする 
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「Pcdh遺伝子の発現レベルは一般に非常に低く、トランス
クリプトーム全体のRNA-Seqを使用するとコストが高くな
り、稀な転写産物を検出する感度が低くなります。 また
Pcdh遺伝子座はゲノムの1 Mbに及ぶため、RT-qPCRなど
のレガシー技術を使用することは現実的ではありませんで
した。 したがって、Pcdhトランスクリプトを検出および定
量化するための効率的で信頼性が高く、費用対効果の高い
方法が必要でした」– Dr. Canzio
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結果
Canzioと同僚はmyBaits®キャプチャプロトコル（図1）に
従い、直接ショットガンシーケンスのシーケンススループッ
トの10％で、45倍を超えるPcdh RNAトランスクリプトシー
ケンスリードの濃縮を達成しました（スループット正規化
後、470倍を超える濃縮 、図3）。 驚くべきことに、この濃
縮により、SK-N-SH細胞で、デュアルCBSを含むPcdhα選択
的エクソンの高レベルのアンチセンスRNA転写が明らかにな
りました（図2）。

「Arbor Biosciencesは、卓越した顧客サービスと専門的
な科学的サポートを提供してくれたため、プロジェクトを
迅速かつ円滑に進めることができました」– Dr. Canzio

結論
CanzioらはLong non-coding RNAの転写とDNA脱メチル
化が組み合わせられることで、クラスター化されたPcdhα
遺伝子の確率的プロモーターの選択が確実になることを明
らかにしました。 この研究は、確率的なプロモーター活
性化の一般的なメカニズムを初めて明らかにし、それに
よって、確率的な遺伝子発現が起こる他のクラスター化さ
れた遺伝子ファミリーのさらなる研究の基礎を築きまし
た。

「RNA-Seqキャプチャの進歩により、RNA-Seqを対象
のゲノム領域のみにターゲティングできる安価なカスタ
ムアッセイを設計できるようになり、低発現のPcdhα転
写産物が濃縮されました。myBaits® RNA-Seqキャプ
チャは、これらの注目に値する発見に到達するための貴
重なツールであり、Pcdh遺伝子の転写調節の理解をさ
らに深めることができると確信しています。」
– Dr. Canzio

図1.　myBaits®RNA-Seq
キャプチャのワークフローの
概要
トータルRNAの分離から
シーケンスまでを示してい
ます。 青、赤、紫のサンプ
ルは、それぞれPcdhα, β, γ
遺伝子クラスターからの
RNAを示しています 灰色
は残りのゲノムからのRNA
を示しています。

図3.　標準的なRNA-SeqとmyBaits®RNA-Seqキャプチャ間のマッ
ピングされたリードカウントの比較 myBaits®RNA-Seqキャプチャを
使用することでPcdhトランスクリプトが3桁まで濃縮が行われたことを
示しています。

%Pcdhα 
Mapped Reads

%Pcdhγ
Mapped Reads

%CBX5 
Mapped Reads

Standard RNA-Seq 0.01 0.02 0.005

myBaits® RNA-Seq Capture 4.7 10.9 2.8

Fold Enrichment 470 545 560

Canzio博士は、「myBaits®は、カスタム設計におけ
る柔軟性と信頼性、優れたキャプチャパフォーマン
ス、およびインテリジェントなコスト削減を提供す
る、私たちが望んだ選択肢でした」と述べています。

図2. PcdhαオルタナティブエクソンのアンチセンスRNAの高レベル
な転写がmyBaits®RNA-Seqキャプチャによって明らかになりまし
た。オレンジ色のバー︓PcdhαおよびγクラスターのmyBaitsプローブ
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