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研究成果の概要（和文）：髄液中の細胞外RNAの抽出法をTrizol法とカラム抽出法で比較し、Trizolを用いて
total RNAを抽出する方がより多くのRNA量を回収でき、その量は髄液1ml中には900pg程度であることを見出し
た。抽出したtotal RNAより既に同定している運動ニューロンに発現しADAR2依存性編集部位を持つmRNAの検出を
行った。そのうち、あるADAR2依存性編集部位では対照群でほとんどが編集型であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：I measured the total RNA levels of cerebrospinal fluid(CSF) using TRIzol 
Reagent and the total RNA levels of CSF were approximately 900pg. Moreover, I detected some mRNAs 
that were expressed in motor neuron and included ADAR2 dependent sites, and I measured the editing 
efficiencies at the ADAR2 dependent sites in CSF. I detected editing efficiency at one ADAR2 
dependent site were high in CSF derived from control patients.

研究分野：神経変性疾患

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　RNA編集　バイオマーカー　ADAR2　細胞外RNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究成果は、髄液中に存在するRNAの編集率を測定することで筋萎縮性側索硬化症の診断を可能にする。現
在このRNA編集異常を標的とした種々の治療法の開発が進んでおり、その治療と組み合わせることで筋萎縮性側
索硬化症が治療可能な疾患になる可能性がある。また、髄液中に存在するRNAの編集率測定法を確立すること
で、他のRNA編集異常が関与している疾患のバイオマーカーの確立にも応用できる。

※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 
 
(1) 孤発性 ALSのバイオマーカー 
孤発性 ALSの病態解明が進み、多くの治療候補薬が出てきている。しかしながら、in vitroや
動物実験レベルで得られた効果の確証に重要な、診断および治療モニタリングを可能にするバ
イオマーカーは存在しない。現在、ALS の診断には、神経学的診察と電気生理学検査を組み合
わせた El Escorial分類や Awaji基準が用いられ、種々の臨床治験で使用されているが、ALSと
診断されたうち 6〜10%が他疾患であった。また、臨床試験の治療評価に ALS 機能評価スケー
ル(ALSFRS-R)が用いられているが、治療評価をより鋭敏かつ正確に評価するには、新たな治療
モニタリングのバイオマーカーが必要である。 

 
(2) 孤発性 ALSの疾患特異的な分子異常 
孤発性 ALS の運動ニューロン死に、AMPA 受容体を介した異常な Ca2+流入が関与している

(Hideyama & Kwak, Front Mol Neurosci 2011)。この異常な Ca2+流入は受容体のサブユニット
の一つである GluA2 の Q/R 部位の RNA 編集の有無により決定
づけられる。正常状態では、運動ニューロンではその全てが編集
されており、Ca2+非透過性の AMPA受容体のみを発現している。
私たちは、孤発性 ALSでは未編集型の GluA2が発現しており、
その特異的編集酵素である ADAR2の発現量が低下していること
を世界で初めて発見した (Kawahara, et al, Nature 2004; 
Hideyama et al, Neurobiol Dis 2012)。そして、この分子異常は、
下位運動ニューロンに特異的に起こっており、他の神経変性疾患
では認められなかった。また、ALS の病理学的診断指標である
transactive response DNA/RNA binding protein of 43 kDa(TDP-
43)の細胞内局在異常は、ADAR2の発現量が低下した下位運動ニ
ューロンでのみ認められた (Aizawa et al, Acta Neuropathol 
2010)。以上より、ADAR2の発現量低下による Q/R部位未編集型
GluA2の出現を発端とする異常は、ALSに特異的な分子異常であ
るといえる(図 1)。 
 
(3) バイオマーカーの可能性を秘めた細胞外 RNA 
近年、細胞外に存在しながらも細胞内の環境を反映している細胞外 RNAはバイオマーカー候
補とされる。私は、in vitroで、細胞外 RNAの ADAR2依存性編集部位の編集率が、細胞内の
ADAR2発現量と相関することを世界で初めて発見した(Hosaka et al, Neurosci Res 2018)。孤
発性 ALSの疾患特異的分子異常である ADAR2の発現量低下を反映する細胞外 RNAは、疾患
特異的バイオマーカーとなり得る。 
 
 
２．研究の目的 
 
加齢が危険因子である ALSは、患者数の増加が予想され、根本的な治療法の開発が望まれる。
そのため、診断および治療モニタリングを可能にするバイオマーカーの開発は必須である。本研
究の目的は、採取可能な体液中に存在する RNA の ADAR2 依存性編集部位の編集率を測定し、
運動ニューロンでの ADAR2 の発現量低下を同定し、診断および治療モニタリングのバイオマ
ーカーを開発することである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 髄液中の細胞外 RNAの抽出 
髄液より total RNAを抽出し、DNaseI処理および RNA精製を行う。ALS患者と対照群の細
胞外 RNA量を、Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology, Santa Clara, CA, USA)を用いて評価
する。 
 
(2) 体液中の細胞外 RNAの編集率測定  
逆転写反応を行い、total RNA を鋳型とする cDNA を作製し、それをテンプレートとして

Polymerase Chain Reaction (PCR)反応を行う。また、一部のmRNAに関しては、RT-PCRを
行い逆転写の段階から目的のmRNAのみを増幅させる。PCR産物を DNA精製し、以下に記載
するように編集率の測定を行う。PCR 産物の制限酵素による切断部位が RNA 編集の有無で異
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なる場合は、Bioanalyzer 2100 を用いて、出現する目的の位置の DNA 量の比率から編集率を
測定する。制限酵素による切断部位が RNA編集の有無で変化しない場合は、サンガーシークエ
ンスを行い、グアノシンとアデノシンのピークの比率から編集率を測定する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 髄液中に存在する細胞外 RNA 

ALS は運動ニューロンが特異的に変性する疾患
であり、運動ニューロンでの編集率変化を細胞外
RNAで見出すことが重要である。つまり、中枢神
経由来である髄液中の細胞外 RNA中の、上記に示
した ADAR2 依存性編集部位の編集率変化は、運
動ニューロンでの ADAR2 発現量低下を反映する
バイオマーカーになり得る。 
種々の試薬を用いて髄液中から抽出できるRNA
量の比較を行い、最適な細胞外 RNAの抽出法を同
定し、その量を評価することに成功した。そして、
髄液 1ml から抽出した細胞外 RNA 量は 900pg程度
であり、非 ALS患者と ALS患者で有意な差は認めな
かった(図 2)。 
また、ALS群では髄液中の total RNA量と ALS機
能スケールである ALSFRS-Rとの間に相関は認めな
かった(図 3)。 
そして、非 ALS 患者の髄液中で上記の候補編集部
位を検出することに成功し、その編集率を測定したと
ころ、あるmRNAの ADRA2依存性編集部位の編集
率が全ての症例で高かった(図 4)。 

 
運動ニューロンで ADAR2 発現量が低下している孤発
性 ALS患者では、中枢神経由来である髄液中の ADAR2
依存性編集部位の編集率が低下している可能性が高く、
今後の検討に非常に期待がもてる。 
 
なお、これらの成果は、ポスター発表(第 61回日本神経学
会学術大会および第 62 回日本神経学会学術大会)で報告
している。また、孤発性 ALSと RNAメタボリズムの関
連、および ALSのバイオマーカー候補については種々の
論文で総説している(Hosaka et al, Int J Mol Sci 2019;  
保坂孝史、郭伸, 医学の歩み. 2020)。 
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