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研究成果の概要：孤発性 ALSの運動ニューロン死に深く関わる RNA編集酵素 ADAR2 活性を in 

vitroで評価するシステムを開発した。その系を用い ADAR2活性に影響を与えた 3種の

microRNAsを同定した。1種はADAR2活性を賦活したが、2種のmicroRNAsはADAR2 活性を抑え

る作用があった。後者2種のmicroRNAsはADAR2 mRNA対GluR2 ミニ遺伝子転写物比（酵素対

基質量比）依存的に ADAR2活性を抑制したが、ADAR2活性賦活の分子メカニズムは明らかにで

きなかった。microRNAsは ADAR2 活性に効果を与えることが明らかとなり、ADAR2活性の賦活

による孤発性ALSの治療戦略のツールとして、有用であることが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）に対して、現在
有効な治療方法はなく、根本的な治療方法の
開発が急務である。 
孤発性ALSの患者では、脊髄運動ニューロ
ンで選択的にグルタミン酸受容体サブユニ
ットであるGluR2のRNA編集効率が低下して
おり、これが神経細胞死の一次原因であると
考えられるので、GluR2 Q/R部位のRNA編集を
正常化することにより根本治療が可能にな
ると考えられる。 
GluR2 Q/R 部位のRNA編集は編集酵素であ

るadenosine deaminase acting on RNA typ
e 2(ADAR2) により特異的に触媒され、ADAR2
の酵素活性が低下するとGluR2 のRNA編集が
障害され、神経細胞死に陥る。したがって、
ALS運動ニューロンでは、ADAR2 活性が低下
していると考えられる。ADAR2 活性の調節機
構は未解明の部分が多いが、ADAR2には複数
の選択的スプライシングヴァリアントが存
在し、その発現を通じて酵素活性を調節して
いる可能性が論じられているなど、ADAR2遺
伝子発現レベルとスプライシングヴァリア
ントなどの発現を通じた酵素活性レベルの
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調節機構によりADAR2の酵素活性は調節され
ている可能性が高い。 
他方、microRNAs（miRNAs）の研究は近年
目覚しい速度で進んでおり、日々新しいmiRN
Asが報告されている。しかし今回の研究でタ
ーゲットとするADAR2の基質であるGluR2 Q/
R 部位に関連したmiRNAsに関しては、GluR2 
Q/R、R/G部位に結合する人工的に作成したmi
RNAsを用いて、それらの部位の編集効率を低
下させることが培養細胞系において示され
ているが、in vivo で同様の機構が作用して
いるかに関する更なる研究が必要である。 
同様に、small nucleolar RNA(snoRNA)が、
セロトニン2CレセプターmRNAの選択的スプ
ライシングを制御すること、トゥレット症候
群において、hsa-miR-189と呼ばれるmiRNAが
疾患関連遺伝子の3’UTR領域に結合して遺伝
子発現調節を行っていることが示唆されて
いる。ADAR2 mRNAには多数の選択的スプライ
シングヴァリアントが存在し、その一部のみ
が活性型の蛋白に翻訳されるメカニズムが
知られているが、ADAR2の活性型ヴァリアン
トの発現を制御するメカニズムにこれらsno
RNAs, miRNAs による選択的スプライシング
の制御や遺伝子発現調節機構が関わってい
る可能性が高いと考えられる。 
以上のことから機能性RNAとして働くmiRN
AsがADAR2の酵素活性を制御する因子として
機能するのではないかと考え、RNA編集機構
までを視野に入れてADAR2活性を修飾するmi
RNAの同定とその機能解析を行いたい。 
 
２．研究の目的 
ADAR2の酵素活性を修飾しうる因子として
最も可能性の高い、GluR2Q/R 部位のRNA編集
を特異的に修飾するmicroRNAsを検索するこ
とである。したがって、ADAR2活性測定のた
めの培養細胞系を開発した上で、ADAR2 の
untranslated region (UTR) やGluR2のQ/R部
位 , GluR2 の  exon complementary 
sequence(ECS)に結合しうるmicroRNAsを予
測し、そこから見つかってきたmicroRNAsを
培養細胞に遺伝子導入してADAR2のGluR2 Q/R 
部位に対する活性に影響を与えるか検討を
行なう。 
 
３．研究の方法 
(1)TetHeLaG2m細胞の開発 
ヒトGluR2の遺伝子の一部、エクソン１１、
イントロン１１の一部、エクソン１２、をPCR
で増幅後、Tet-on システムの遺伝子発現ベク
ターであるpTRE-Tightに組み込む。その遺伝
子コンストラクトとピューロマイシンセレク
ションマーカーをテトラサイクリンの発現を
抑えた培養細胞株（HeLa Tet-On Cell Line）
に遺伝子導入し、ピューロマイシンを用いセ
レクションを行い、クローン細胞を作成する。

クローンから目的とする編集率をもつ細胞を
選択する。細胞からtotal RNAを抽出しRT-PCR
法を用いcDNAを作成する。特異的プライマー
を作成し、各サンプル中のGluR2 をPCRで増幅
し、GluR2のQ/R 部位のRNA編集率を、制限酵
素を利用した系（バイオアナライザー：アジ
レント社）で算出しGluR2のQ/R 部位の編集率
を測定する。編集率が約50％となる細胞株を
選択する。 
培養 24時間後に、0.1μＭから 100μＭの
濃度のドキシサイクリンを付加し、48時間後
に回収する。Total RNAを回収し、上記と同
様に編集率を測定する。ドキシサイクリンに
より GluR2 ミニ遺伝子の発現量が増加する
ことを定量PCRにより確認し、あわせてADAR2 
mRNAの発現量を測定する。 
ADAR1およびADAR2 のsiRNAを遺伝子導入
し、GluR2のQ/R 部位の編集率を測定する。 
 
(2)ADAR2活性を修飾しうるmicroRNAの検討 
データベース（miranda）を用い、ADAR2の
発現に影響しうる microRNAsを検索する。
検索した microRNAsを合成し、TetHeLaG2m
細胞に遺伝子導入し、GluR2 Q/R 部位のRNA
編集率を測定することで ADAR2活性に影響
を与えるmicroRNAsを同定する。ＡＤＡＲ2
活性に影響を与えた microRNAsを上記と同
様の方法で、GluR2 ミニ遺伝子の発現量が
増加することを定量 PCRにより確認し、あ
わせてADAR2 mRNAの発現量を測定する。 
 
４．研究成果 
(1)in vitroにおける ADAR2活性測定システ
ムの開発 
培養細胞を用いた in vitroにおける ADAR2
活性の測定システムを開発した（TetHeLaG2m
細胞）。この細胞が発現するミニ GluR2 遺伝
子産物の Q/R部位における RNA編集率が
ADAR2活性を反映することを、ADAR2ノック
ダウン、ADAR2遺伝子導入、活性のない変異
ADAR2遺伝 子導入 により 確かめ た。
TetHeLaG2m細胞はヒト由来の細胞であり、
ADAR2活性賦活を目的とした孤発性 ALSの治
療薬のスクリーニング系としても適してい
る。 
 
(2）ADAR2活性を修飾しうるmicroRNAの検索
と同定 
データベース（miranda）を用い ADAR2 の
untranslated region (UTR) やGluR2の Q/R 
部 位 , GluR2 の  exon complementary 
sequence(ECS)に結合しうる microRNAsを検
索し、24種の候補microRNAsを得た。その検
索した microRNAsを合成し、RNA編集率測定
培養細胞株 TetHeLaG2mに遺伝子導入し、編
集率の変化を測定した。3種の miRNAsで
GluR2 Q/R部位の RNA編集率が変化した。



 

 

ADAR2の酵素活性を変化させた分子メカニズ
ムの検討のために、ADAR2 mRNA、GluR2 ミニ
遺伝子転写物の発現レベルの定量を行なっ
た。2種の miRNAsは ADAR2 活性を抑える作
用があり、その分子メカニズムが、ADAR2 mRNA
対GluR2 ミニ遺伝子転写物比（酵素対基質量
比）依存的であることを明らかにした。1種
の miRNAsには ADAR2 活性賦活作用があった
がADAR2 mRNA、GluR2 ミニ遺伝子転写物の発
現レベルに変化は無かった。このことから
ADAR2 活性には報告されている ADAR2 mRNA
の発現量以外にもADAR2活性を制御する因子
があることが示唆された。 
miRNAsにADAR2活性賦活作用があることが
明らかとなり、孤発性ＡＬＳの治療に繋がる
と考えられた。今後はこの系を用いADAR2の
酵素活性を上昇させた miRNAsの効果につい
てin vivoでの検討を行う必要がある。 
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