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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)脳におけるエピジェネティクス効果に注目して、マイクロRNA 
(miRNA)を介する遺伝子発現機構を解析した。miR-501_3P miRNAが、ADの脳病巣進展に関連して増加することを
見出した。神経系培養細胞SH-SY5YにmiR-501_3Pを導入し過剰発現させると、208遺伝子の発現が有意に変化し、
その内128遺伝子が減少していた。mRNAと相補的な結合に重要な塩基配列の２番目～８番目のseed配列に変異を
入れ、SH-SY5Yにトランスフェクションすると、miR-501_3PのターゲットmRNAの発現に明らかな変化が生じてい
た。

研究成果の概要（英文）：To determine the epigenetic effects on the progression on Alzheimer’s 
disease (AD), the gene expression through microRNA in the brain was analyzed. All autopsied brains 
are systematically diagnosed with Braak staging based on the density of amyloid deposition and 
neurofibrillary tangles in the brain. The temporal cortex tissues were carefully dissected and 
stored at －80 °C until use. The expression of miR-501_3P was remarkably upregulated in the AD 
brains related to the pathological progression. 
  The overexpression of miR-501-3p in the neuroblastoma derived cultured cells (SH-SY5Y), which 
mimicked the miR-501-3p upregulation in the AD brains, resulted in the significant changes in the 
expression levels of 208 genes in which 128 genes were downregulated. Mutation in the seed sequence 
at the position 2 to 8 nucleotide of the miR-501_3P induced the significant alternative expression 
of the target mRNA in the SH-SY5Y cells.

研究分野：ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）超高齢社会に突入し、高齢者の「健康
寿命をのばす」取り組みは喫緊の課題となっ
ている。なかでも認知症は、世界規模では 3
秒に一人が発症し、本人のみならず家族、介
護者、医療経済にとっても重大な問題である。
認知症の大多数を占める孤発性アルツハイ
マー病(AD)は、70 歳を超えて罹病率が急増す
る晩期発症型の神経変性疾患である。原因遺
伝子変異による家族性若年発症でも 40〜50
歳までは無症候である。ADの神経病理学的２
大特徴である脳内アミロイド蓄積（SP）や神
経原線維変化（NFT）は 40歳以前には観察さ
れない。 
 
（２）AD の最大のリスクは加齢と考えられる
が、高齢者全員が AD を発症しない。なりや
すい家系となりにくい家系が存在するので、
家族歴は一つの発症因子と考えられ、発症者
と未発症者の全ゲノム関連解析が行われた。
多くのリスク遺伝子が同定されたが、APOE 遺
伝子に相当する強いリスク遺伝子は見つか
っていない。個人ゲノム情報は大きな発症要
因であるので、ゲノムをベースとした遺伝子
発現の調節機構並びに複数遺伝子間の相互
作用解析が重要分野となってきた。 
 
２．研究の目的 
（１）研究の位置付け：普通に機能していた
脳が、ある時点から段階的かつ不可逆的に喪
失することから、〜両親から受け継いだ体細
胞ゲノム配列情報は一生涯不変であるので
〜、脳ゲノムをベースとした遺伝子発現が生
体内外の環境変動を受けて発症すると考え
られる。脳の部位別に機能分化した多種多彩
の神経細胞が脱落・変性する機構として、脳
内発現タンパクの種類と量的変動、タンパク
ータンパク相互作用が発症と AD 病勢の進行
を左右すると推測できる。したがって、ゲノ
ム情報だけでなく、エピジェネティクスによ
る遺伝子発現調節機構を解明することに着
眼した。 
 
（２）脳mRNA変動：AD病理は、神経細胞自体
の機能不全と神経ネットワークの破綻が不可
逆的に進行する神経変性疾患である。さらに、
病巣の進展は、無秩序には起こらず一定の方
向に脳内SPとそれに続くNFT病変が拡散して
いくので、この２大病理変化の程度を指標
(Braakステージ分類)として、病勢が評価でき
る。剖検時にBraakステージ分類された脳部位
（嗅内皮質、側頭葉、前頭葉）の遺伝子発現
の変化を全Exon array法でmRNAを網羅的に測
定した。その結果、脳部位と病勢の進行に伴
って、8種類のmRNAを同定した（Miyashita A. 
et al, 2014, Genes associated with the 
progression of neurofibrillary tangles in 
Alzheimer’s disease. Transl Psychiatry, 4
巻, e396）。これらのmRNA発現と翻訳制御の解
明は、AD病態を理解するために、意義がある

と考え、解析を進める方針を立てた。 
 
（３）mRNA発現制御：多くの病気は個人ゲノ
ムの表現型と捉えることができる。表現型で
ある病態の基本は、ゲノムにコードされたタ
ンパクの構造変化に加えて、連続する生理活
性の代謝の乱れと考える。病態を担うタンパ
クの発現変動について、本研究では転写後の
mRNAの安定性および翻訳効率に注目し、タン
パク高次構造（アミノ酸一次配列）に直接変
化をもたらさないノンコーディングRNAの機
能解析を行う。これまでに、イントロンや遺
伝子間に存在するノンコーディングRNAによ
るエピジェネティックス制御が見つかって
いる。 
 
（４）意義：ノンコーディング RNA によるエ
ピジェネティックス機構は、特に細胞分裂を
停止した神経細胞では大きな意義がある。成
熟した神経細胞のような非分裂細胞では、遺
伝子組み換えを引き起こすことが難しい。分
化した神経細胞には相同組換え修復の仕組
みがない。したがって、分裂中にゲノムの再
構築による多彩な機能を獲得するのではな
く、転写後に mRNA 分解や翻訳効率に関わる
機構は重要な視点であり、それを担う分子の
同定は本質的課題である。 
 
（５）目的：多くの病気についてノンコーデ
ィングRNAを介するエピジェネティクスの解
析行われてきたが、ADに関しては、脳組織を
直接研究の対象とするため、従来のゲノム解
析を補完するノンコーディングRNAの系統だ
った解析はなかった。 
本研究では、1）AD 発症前、発症、発症後
の病勢をモニターできる臨床診断価値の高
い血清マイクロ RNA（miRNA)の同定、2）血
清で見出された miRNA を神経病理学的に診
断された脳組織で確認、3）神経系培養細胞
における miRNA の機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）研究対象として剖検時に脳半球が病
理診断されたヒト凍結脳（共同研究者から
提供）を用いる。AD病理を特徴づける2大病
変であるSP（0、A、B、Cの４段階）とNFT（0, 
I, II, III, IV, V, VIの７段階）の程度に
よって正常、軽度AD、重度ADに分類する。
本研究では、正常脳（SP＝0, A; NFT=0〜
II）、AD脳（SP=C; NFT=IV〜VI）と定義し、
正常脳（18例）、AD脳（27例）を解析する。
解析精度を上げるため、SP＝Bおよび
NFT=IIIの症例はAD病変の移行時期と考え
て用いない。 
 
（２）凍結正常脳およびAD脳からmiRNeasy 
Serum/Plasma Kit（QIAGEN）を用いて、ト
ータルRNAを抽出する。次世代シークエンサ
ー(Genome Analyzer IIx：GAIIx)用に、
TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit
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を用いてサンプル調製し、アクリルアミド
電気泳動によって低分子cDNAを分画・分取
する。 
 
（３）GAIIx用にIndex標識されたサンプル
をシークエンサーにかけて、各サンプルに
つき2000万以上のシングルリード情報を網
羅的に取得する。生データはFASTQJ形式お
よびBAMファイルに変換して、データ用サー
バーに保存する。 
 
（４）低発現（リード数50以下）は誤差を
生じるために解析に用いない。False 
Discovery Rate (FDR) の多重検定補正した
後、正常脳とAD脳におけるmiRNA発現量に差
があるかを統計学的に検定する。有意差の
あるmiRNAについて病気進行（Braak stage
評価）との関連性を確認する。 

 
（５）miRNA は mRNA に結合して mRNA の安定
性や翻訳抑制をしていると考えられている。
miRBaseやTargetScan等の公開データベース
を参考に、上記の miRNA がターゲットにする
mRNA と AD との関連を調べる。 
 
（６）miRNA の機能を調べるために、ヒト神
経細胞由来の培養細胞(SH-SY5Y)に miRNA を
導入し過剰発現させて、miRNA のターゲット
mRNA 発現量の変動を確認する。 
 
（７） miRNA は複数の mRNA と部分相補的に
結合して mRNA の安定性と遺伝子発現制御に
関わっている。mRNA の相補的な結合に重要な
seed配列（miRNA塩基配列の２番目〜８番目）
に変異を入れる。野生型と変異型の miRNA を 
SH-SY5Yに導入してmRNA発現の変化を観察す
る。 
 
４．研究成果 
（１）血清 miRNA 変動：mRNA 発現変動を制御
する分子として、ノンコーディング RNA のエ
ピジェネティクス効果に注目した。AD 発症と
進行をモニターするために、血清中の全低分
子 RNA(miRNA)を網羅的に解析した。各 miRNA
の発現変動量は次世代シークエンサーによ
るリード数で評価した。ADの血清 miRNA を対
照群と比較したところ、miR-501-3p は有意に
低下し、let-7f-5p と miR-26b-5 は有意に増
加していることを見出した。 
 
（２）上記３種類の miRNA の再現性の確認：
臨床診断された AD(36 例)と年齢を揃えた健
常者（22 例）の血清を用いて、RT-PCR 法に
よる miRNA 定量を行った。その結果、
let-7f-5pと miR-26b-5は有意差が見られな
かったが、miR-501-3p は有意（P=0.00002）
に減少し、fold change は 0.54 であった。 
 
（３） AD 脳における miR-501-3p の発現量： 
AD と対照群（CT）の側頭葉（TC）から低分子

RNA を抽出し、同様に次世代シークエンサー
を用いて解析した。リード数 50 以上の発現
量のある 472 miRNA について解析した結果、
CT 脳と比較して 187 miRNA が AD 脳で有意
（P<0.05）に変化していた。そのなかで、AD
血清で見つかった miR-501_3P が有意に増加
していることが解った（図 1）。 
 
図1 側頭葉におけるmiR-501_3Pの発現比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）miR-501_3P と AD の進行：AD 病巣の進
行を Braak Stage で評価し、各段階におけ
る血清と側頭葉の miR-501_3P を測定した。
その結果、 ADの血清中miR-501_3Pは減少し、
脳では逆に増加することを見出した（図 2）。 
 
図 2 AD 病勢と miR-501_3P の発現 
 
 

 
 
 
 
 
 
（５）神経系由来の培養細胞における検討：
miR-501_3Pを SH-SY5Y にトランスフェクシ
ョンし、12,688 遺伝子を解析したところ、208
遺伝子が有意に変化していることがわかっ
た。その内 128 遺伝子は減少していた。  
 
（６）miR-501_3P の seed 配列に変異を入れ
ると部分相補的結合が不完全となり、変異を
入れない野生型の発現パターン（５）と異な
る遺伝子群の発現が観察された。このトラン
スフェクション実験によって、miR-501_3P 
は特定のmRNAと部分相補的に結合して、mRNA
の安定性と遺伝子発現制御に影響を与える
と思われた。これらの研究成果によって、AD
発症と病巣進展の研究に、miRNA を介したエ
ピジェネティクス機構が、新しい有効なアプ
ローチとなる可能性が示された。 
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