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研究成果の概要（和文）：けいれん重積型（二相性）急性脳症(AESD)における脳脊髄液および血清エクソソーム
中マイクロRNAの発現解析について次世代シーケンスで検討した。AESD群5例および熱性けいれん症例群5例の脳
脊髄液および血清からエクソソームを抽出しエクソソーム中のsmall RNAを次世代シーケンサーにて判読、デー
タベースへ照合した。脳脊髄液からのべ176種類のマイクロRNAが症例あたり平均4,029リード検出され、
miR381-3pの発現が脳症群で有意に上昇していた。血清からのべ663種類のマイクロRNAが症例あたり平均599,470
リード検出されたが、2群間で発現に有意差のあるマイクロRNAはなかった。

研究成果の概要（英文）：Acute encephalopathy with biphasic seizures and late reduced diffusion 
(AESD) is one of severe complications of infection such as influenza, human herpesvirus 6 (HHV-6), 
rotavirus in immunocompetent children. To assess the possibility of biomarkers for AESD, we profiled
 the exosomal microRNA expression of cerebrospinal fluid (CSF) and sera of patients with AESD using 
next generation sequencing. CSF and serum samples were collected from five AESD patients and five 
febrile seizure patients (as control). Exosomes were isolated from 1 ml of CSF or 0.3 ml of sera 
respectively. Exosomal small RNAs were sequenced using a Miseq instrument. For CSF analysis, a total
 of 176 microRNAs were identified from patients and controls. Comparative analysis showed that 
miR-381-3p was significantly increased in AESD patients. For Serum analysis, more microRNAs were 
identified (663 microRNAs) than CSF, although there was no difference in micro RNA expression 
between the groups. 

研究分野：感染症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児の急性脳症の中でも頻度が多く神経学的予後の悪いAESDを早期に診断できるバイオマーカーの探索を目的と
してエクソソームに着目したマイクロRNAの次世代シーケンサーを用いたnon-targetな解析を行った。髄液や血
清からエクソソームを抽出しマイクロRNAを同定することができた。しかし、血清では発現が有意に変化してい
たマイクロRNAはみられず、髄液で有意に発現していたmiR-381-3pはリアルタイムPCRで用いた検証では結果の乖
離がみられた。本研究では目的とするバイオマーカーとなるマイクロRNAの同定には至らなかったものの、手法
としてはその他の疾患に応用ができると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 小児の急性脳炎脳症は、ウイルス等の感染を契機に発症する中枢神経障害である。発熱や感
冒症状の出現後、急激に痙攣や意識障害を引き起こし、中には重篤な後遺症を残し、致死的な経
過に至る症例も見られる。原因となる病原体はインフルエンザとヒトヘルペスウイルス 6 型
（HHV-6）が最も頻度が高いが、感染した患者の一部のみが脳炎脳症を発症することから、宿主
の免疫応答が発症のトリガーとなっていると考えられる。急性脳症の症候性の分類ではけいれ
ん重積型（二相性）急性脳症(AESD)が全体の 3 分 1 を占める。AESD は痙攣で発症後、その後数
時間から数日を経て再度痙攣してから診断に至るため、最初の痙攣時に単純性の熱性けいれん
なのか AESD なのか診断できないため脳症の治療を開始するまでに数日要することがある。 
したがって脳症の中でも頻度が多く、神経学的予後の悪い AESD を早期診断できるバイオマーカ
ーが望ましい。 
 
(2) エクソソームは細胞から分泌される直径 100nm 程度の小胞体で、中にマイクロ RNA 等を包
含しており、細胞間相互作用を担うと考えられる。髄液のエクソソーム中には脳組織由来のエク
ソソームが分泌されており、中枢神経の炎症や傷害を反映しうると考えられる。また、エクソソ
ームは脳血流関門を通過して血清からも検出されることが知られている。 
 
２．研究の目的 
 小児急性脳症患者の血漿及び髄液からエクソソームを分離し、エクソソーム中のマイクロ RNA
を抽出する。さらに抽出したマイクロ RNA を次世代シーケンスで網羅的解析し、急性脳症発症や
重症化と関連するバイオマーカー候補のマイクロRNAを探索する。さらにターゲットとなるmRNA
を予測して病態との関連を考察する。 
 
３．研究の方法 
 HHV-6 感染が証明された脳症(AESD)症例 5例と対照症例 5例を対象とした。単純性熱性けいれ
んで速やかに回復した症例を対照症例とした。保存血清および髄液からエクソソームを分離後、
small RNA を抽出した。抽出した small RNA は次世代シーケンサーで判読できるようにアダプタ
ー、インデックスを付加した（ライブラリ作成）。得られたシーケンスデータは CLC workbench
を用いてクオリティトリミング、アダプタートリミングを行い、得られた配列を small RNA のデ
ータベースへ照合した。症例毎に同定した各マイクロ RNA を、トータルの annotate されたマイ
クロ RNA から標準化して(RPAM: reads per annotated reads per million)、症例グループ間で
比較解析を行った。統計解析は edgeR を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 血清・髄液からのエクソソーム分離 
髄液 1000µl および血清 300µl から miRCURY Exosome 
Serum/Plasma Kit を用いてエクソソームを分離した。ウ
ェスタンブロットでエクソソームの分画を確認できた
(図 1)。 
 
(2) small RNA 抽出及びライブラリ作成 
分離したエクソソームからmiRCURY RNA Isolation Kit-
Cell and Plant および QIAGEN miRNeasy Micro Kit を
用いて small RNA の抽出をし、さらに NEBNext small RNA Library Set for Illumina を用いて
ライブラリを作成した。インプットの RNA が少なかったことから、プロトコールを改変し、十分
なライブラリができていることを bioanalyzer で確認した。 
 
(3) シーケンスデータ解析 
作成したライブラリを次世代シーケンサーMiseq にて判読した。髄液エクソソームからは各症例
平均 3,694,331 リードが得られ、うち 31,428 リードの small RNA が同定された（表 1）。血清エ

クソソームでは平均 3,309,024 リードが得られ、うち 1,127,482 リードの small RNA が同定さ
れた（表 2）。 



 
 
(4) マイクロ RNA の発現解析 
シーケンスデータをマイクロ RNA のデータベースである miRBase へ照合し、成熟 RNA によるグ
ループ分けを行った。髄液ではのべ 176 種類の、血清では 663 種類のマイクロ RNA が同定され
た。各マイクロ RNA をトータルの annotate されたマイクロ RNA から標準化して(RPAM: reads 
per annotated reads per million)、症例グループ間で比較解析を行った(表 3,4）。髄液では多
重検定で有意差はなかった(q value=0.184)が、mir381-3p が脳症群でのみ検出された。血清で
は発現に有意差のあるマイクロ RNA はなかった。 

 

 
 
（5）リアルタイム PCR によるマイクロ RNA 発現の検証 
髄液エクソソームで発現
に有意差あった miR381-
3p について Taqman micro 
RNA assay を用いて検証
した。髄液ですべての症
例で比較的発現の多くみ
とめた miR-204 を対照と
して、リアルタイムPCRを
行った。Ct 値は miR-381-
3p より miR-204 の方が高くいずれも 2群間で差がみられなかった（図 2.）。 
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