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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスに起因する細胞死を選択的に抑制する末梢血中neuronal apoptosis 
inhibitory protein（NAIP）に着目し、筋萎縮性側索硬化症（ALS）の診断や進行及び治療薬効果の分子指標と
なるバイオマーカーになりうる可能性があることを示してきた。次のステップとして、神経変性疾患（ALS、パ
ーキンソン病、アルツハイマー型認知症）患者ならびに健常者を対象に、末梢血中NAIPをタンパク質解析し、さ
らにNAIP-RNAの定量を行い、より簡便な方法を提示した。

研究成果の概要（英文）：We have focused on neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP) in 
peripheral blood, which selectively inhibits oxidative stress-induced cell death and may be a 
potential biomarker for diagnosis and progression of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), as well as
 a molecular indicator of therapeutic drug efficacy. We have shown that NAIP is a potential 
biomarker for the diagnosis and progression of ALS and for the efficacy of therapeutic drugs. As a 
next step, we have demonstrated a more convenient method for protein analysis of NAIP in peripheral 
blood and quantification of NAIP-RNA in patients with neurodegenerative diseases (ALS, Parkinson's 
disease, and Alzheimer's disease) and healthy subjects.

研究分野： 脳神経内科

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　バイオマーカー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NAIPがALSをはじめとした神経変性疾患の診断のバイオマーカーとして確立されれば、早期診断、早期治療介入
が可能になり、患者の生命予後延長のみならず、介護者を含めたQOLの向上に繋がると推測される。将来的には
治療ターゲットとしてNAIPの産生を誘導する化合物が重要になり、創薬分野への新たな方向性を示すことが可能
になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素種等による持続的な酸化ストレスは、筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic lateral 
sclerosis: ALS) をはじめパーキンソン病 (Parkinson’s disease: PD)、アルツハイマー型認
知症 (Alzheimer’s disease: AD) などの代表的な神経変性疾患の発症・進行の分子学的背景
として重要視されている。我々はこれまでの一連の ALS 分子病態研究において、酸化ストレスに
よって誘導される内在性因子 NAIP (IAP family proteins の founding protein) が、運動ニュ
ーロンの変性抑制と保護に重要な役割を演じていることを報告してきた。NAIP の産生を誘導す
る複数の低分子化合物 (新規化合物、既存 PD 治療薬ブロモクリプチン等) が ALS モデルマウス
薬効試験で顕著な薬効を示すことを明らかにし [Tanaka K et al. PLoS One, 2014]、さらに
ALS 患者を対象にした医師主導臨床治験 (Phase 2) では、ブロモクリプチンの有意な進行抑制
効果を報告した [Nagata et al. PLoS One, 2016]。ALS における運動ニューロンの変性は酸化
ストレスに起因し、さらに慢性炎症の蓄積であるという結果を ALS モデルマウス (mSOD1Tg マウ
ス) で報告した [Kano O (申請者) et al. Neurology, 2012]。また池田氏(連携研究者)との共
同研究により、①末梢血での NAIP 発現は単核球に限られていること、②発症初期 (確定診断時) 
ALS 患者群の末梢血単核球の NAIP 量 は健常者群のそれの約 50%であったこと、③12ヶ月間に渡
る経時的解析から、運動機能 (ALSFRS-R) の変化率と NAIP 量に有意な負の相関関係 (NAIP の発
現量が低いほど、ALS の運動機能悪化する) が認められることが明らかになった [Kano O (申請
者) et al. Sci Reports, 2018] 。これらの結果から、NAIP が ALS をはじめとした神経変性疾
患の診断や治療効果判定のバイオマーカーになりうる可能性があるとの発想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、調製保存した RNA 及び単核球を用い、それぞれ定量 NAIP-RT-PCR（NAIP-qPCR）と
NAIP-イムノドットブロット法の両方を行い、NAIP 量を測定する。NAIP のタンパク質と、NAIP の
RNA レベルの相関関係を示し、より簡便な NAIP 遺伝子レベルの検出系を確立する。 
 
３．研究の方法 
患者ならびに健常者より採取した血液は同日中に RNA 用と血球分離用に分け処理 (単核球分離
用採血管を用いて単核球を分離) し、−80 ℃で保存する。そして NAIP-RNA と NAIP タンパク質
量との相関関係を明らかにする。 
＜被験者選択基準＞ 
すべての対象被験者は 20歳以上 80歳未満とし、同意取得後、採血 15ml を行う。 
＜末梢血 NAIP タンパク質量及び NAIP-RNA の定量＞ 
NAIP タンパク質量の定量：単核球分離用採血管を用いて単核球を分離する。全細胞抽出試薬を
用いてタンパク質を抽出し、一定タンパク質濃度に調製したサンプルを PVDF 膜にブロットし、
抗 NAIP 抗血清によるドットブロット・蛍光強度測定法で NAIP タンパク質量を定量する (NAIP
リコンビナントタンパク質を標準品とする)。 
NAIP-RNA の定量：全血から RNA 精製キット (NucleoSpin® RNA blood) を用い RNA を抽出する。
RNA 画分中の NAIP-RNA をインターカレーター法 (SYBR Green Ⅰ検出) − ワンステップ qPCR で
定量する。 
 
４．研究成果 
＜NAIP タンパク質量＞ 
抗NAIP抗血清を用いたドッドブロット法の結果を図
1に示す。 
＜RNA 抽出の検討＞ 
RNA抽出キットを用いて凍結ヒト血液試料からRNA抽
出を行い、RNA の品質チェックを Agilent 4200 Tape 
Station（アジレント・テクノロジー株式会社）で確
認した。 
RNA 抽出試薬添加後凍結保存されていた全血 (C1～
C11)、検討及び検量線作成用に採取した健常人全血
（凍結品 Blood#3 及び RNA 抽出試薬添加後凍結品
Blood#5DL）約 0.4 mL から 1.91～4.79 μg の total 
RNA が抽出できた（製品情報による収量：1.2～
8 μg）。また、RNA の品質の指標である RINe値が C-
1 で 4.4 と低値であったが、それ以外では 6.7～8.5
と高い値を示し RNA 分解の影響を受けておらず、qPCR
の実施に影響ないと判断した。 
 
 

図 1 NAIP タンパク質量 



＜NAIP プライマーの特異性の検討＞ 
NAIP 遺伝子の情報を基に、NAIP1 プライマー（NAIP-EX4F_TM/NAIP-EX5R_TM、増幅サイズ：85 bp）、
NAIP2 プライマー（NAIP-EX5F_ncbi/NAIP-EX7_8R_ncbi、増幅サイズ：191 bp）、NAIP3 プライマ
ー（NAIP-EX16F_SR/NAIP-EX17R_SR、増幅サイズ：300 bp）、NAIP4 プライマー（NAIP-
EX16F_ncbi/NAIP-EX17R_ncbi、増幅サイズ：138 bp）の 4種類を作成した。 
標準物質 NAIP plasmid を鋳型とし、KAPA SYBR Fast Universal を用いた 2-step qPCR を実施
し、NAIP プライマーの特異性を検討した。その結果、NAIP plasmid に対して NAIP1～NAIP4 プラ
イマーはすべて増幅し、直線性が確認できた。また、プライマーダイマーの増幅は認められなか
った。先に実施した予備検討のヒト全血由来 total RNA を鋳型とした 1-step qPCR において、
NAIP2 及び NAIP3 プライマーの増幅効率が低かったことから、血液から得られた RNA を鋳型とし
て実施する qPCR には最適ではないと判断し、以降の試験には NAIP1 及び NAIP4 プライマーを使
用することとした。なお、NAIP1 プライマーは exon 4 から exon 5、NAIP4 プライマーは exon 16
から exon 17 の位置にプライマーを設定していることから、NAIP1 プライマーにより NAIP 遺伝
子の前半部分（N 末端領域）、NAIP4 プライマーにより NAIP 遺伝子の後半部分（C 末端領域）を
検出することができる。2つの NAIP プライマーセットで qPCR を実施することで、分解を受けて
いない完全長の NAIP 遺伝子の発現解析が可能となり、データの採用の際に RNA 分解による影響
を排除できることが期待された。 
＜Reference 遺伝子プライマーの特異性の検討＞ 
論 文 検 索 に よ り 、 ヒ ト 血 液 で 最 適 な reference 遺 伝 子 を 検 索 し 、 hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)、
phosphoglycerate kinase 1 (PGK1)の 3種類の遺伝子についてプライマーを作成した。 
ヒト全血由来 total RNA を鋳型とし 1-step qPCR を実施し、reference 遺伝子プライマーの特異
性を検討した。その結果、ヒト全血由来 total RNA に対して HPRT1、GAPDH、PGK1 プライマーは
すべて増幅し、直線性が確認できた。また、プライマーダイマーの増幅は認められなかった。検
討したすべての reference 遺伝子プライマーは効率よく増幅することが確認されたことから、
ヒトの血液で効率よく増幅できるとの報告のある PGK1 を reference 遺伝子プライマーに採用し
た。 
＜total RNA の最適な鋳型量の検討＞ 
先に実施した予備検討において、ヒト全血由来 total RNA を 20 μL反応系あたり 0.08～80 ng
の（0.08～80 ng/reaction、以下 ng/rxn と略す）のレンジの鋳型量で NAIP1 及び NAIP4 プライ
マーを用いて 1-step qPCR を実施した結果、最高用量の 80 ng/rxn において増幅阻害が認めら
れた。血液中には PCR の増幅を阻害する物質が数多く含まれていることが報告されていること
から、最適な鋳型量の検討が必要であると判断した。 
ヒト全血由来 total RNA を 10～1.25 ng/μL まで公比 2で希釈した鋳型を用いて 1-step qPCR
を実施し、NAIP1、NAIP4 及び PGK1 プライマーの増幅効率を検討した。その結果、2.5～20 ng/rxn
の範囲の鋳型量であれば阻害の影響は受けず、効率よく増幅することが確認できた。 
＜NAIP-qPCR＞ 
本試験として、予備試験で設定した以下の条件で 1-step qPCR を実施し、解析した。 
• 健常者全血由来 total RNA (10 ng/rxn)を鋳型 
• NAIP1 及び NAIP4 プライマー 
• Reference 遺伝子として、PGK1 プライマー 
• 各サンプルは 3重測定 
• 健常者全血由来 total RNA (Blood#3)を鋳型として検量線を作成、Quantity を算出、PGK1

で補正後、検体 C-3 の値を 1として NAIP 発現量を比較 
• ΔΔCt法により NAIP 発現量を比較（検体 C-3 の発現量を 1とした場合） 
本試験の結果を表 1に示す。qPCR のデータを検量線法及びΔΔCt法で解析したところ、ほぼ同
様の結果が得られた。また、NAIP1 プライマーで得られた NAIP 発現量の値をそれぞれ 1 とした
場合の NAIP4 プライマーで得られた NAIP 発現量を解析した結果、ΔΔCt 法で評価した方が、検
量線法に比べ NAIP1（N末端領域）及び NAIP4（C末端領域）プライマーの検出感度が 1:1 である
ことが確認された。 
本試験で検討した健常者の
単核球中の NAIP タンパク
質量はドットブロット法に
よりすでに定量されている
ことから、NAIP の発現量に
ついてタンパク質と遺伝子
レベルで比較可能である。 
本試験の結果から、NAIP の
発現量はタンパク質と遺伝
子レベルで一部相関性が認
められる挙動を示した。 

表 1 NAIP タンパク質量ならびに NAIP-RNA 量 
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