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研究成果の概要（和文）：ラットの慢性疼痛モデルにおいて miRNA の発現解析を行い、高発現

した miRNA を選定しそれらのターゲット遺伝子の選定を行った。ターゲット遺伝子に実際に

結合し得るかどうかルシフェラーゼアッセイで確 認し、結合し得ることが確認出来たマイク

ロＲＮＡを絞り込んだ。それらをターゲット遺伝子が実際に発現している細胞に作用させ、蛋

白の発現量が低下することを確認した。今回 miRNA の機能解析の実験的手法を確立できたの

で今後さらにターゲット遺伝子を多く設定し確認していく予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the current study, we investigated the function of multiple miRNAs, focusing on those 

that are considered potential targets for GABAA alpha 5 receptor (Gabra5) regulation. 

 The in silico approach identified six miRNAs that were candidates for Gabra5 regulation 

(miR 598-3p, miR541, miR378, miR219-2-3p, miR223, and miR346). Luciferase assays 

confirmed that the six miRNAs targeted specific sequences within Gabra5. We next examined 

whether these miRNAs reduced Gabra5 expression at the protein level. We found that only 

miR378 and miR541 negatively regulated Gabra5 protein in hippocampal neurons. 

Gabra5 plays an important role in cognition and memory. By increasing the expression 

level of Gabra5, we might be able to ameliorate the symptoms of patients with Alzheimer’s 

disease, who suffer from cognitive problems and memory dysfunction. Inhibitors of miR378 

and miR541 are potential targets for this putative new therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

痛みの起こる原因は様々で，そのメカニズ
ムの探求は古くから行われ，様々な薬が開発
されてきたが，人類は痛みを克服できたとは
言い難い．これまでの創薬はmechanism based 
medicineの概念に従い，個々の受容体や伝達
経路をターゲットになされてきた．しかし，
多岐に渡る痛みの原因を一度克服するような
決めてとなる薬はいまだに開発されていない
のが現状であり，痛みによって多くの患者が
苦しみ，社会活動を妨げられられることする
ある． 

我々のグループではRNA に着目した痛みの
メカニズムの解明に取り組んできた．慢性痛
モデルにおいてmRNA の塩基配列が変化する
ことによって，異なる蛋白質をコードし，受
容体の構造そのものを変化させることによっ
て制御されていることを明らかとした．
(Nakae et al.Neuroscience Meeting 2007 
abstract)  

人類のゲノムの解明がなされて久しいが，
このようにゲノムレベルでの解釈では説明で
きない事象が多くあることが知られるように
なってきておりRNA レベルでの探求が重要で
あると考え今回の着想に至った． 

miRNA は21 から23 塩基程度のそれ自身は
蛋白質をコードしない小さなRNA 分子で，蛋
白質への翻訳の阻害や，ターゲットとなるRNA
の安定性に関与する．ターゲットとなるRNA
の塩基配列と完全に一致していなくても機能
するため，ひとつのmiRNA が多くの遺伝子の
発現に影響を及ぼしていることが知られてい
る．(Zamore PD et al. Science 2005) 癌研
究の分野において，予後判定に遺伝子解析が
しばしば行われてきたが，数十個の遺伝子解
析でようやく割り出さすことができた5 年生
存率と同等の予後判定がわずか数種類の
miRNA の発現解析で行えたとする報告も散見
され(Chen Y et al. Cancer Research 2007) 注
目を集めている． 
近年神経科学分野においても，脳特異的に

発現するmiRNA が多く存在すること(Cheng 
LC etal. Neuron 2005)，さらにその中に神経
の発達や神経細胞の分化にかかわるものが存
在することが明らかとなってきている．
(Smirnova L et al. Eur J Neurosci 2005) 痛
みにかかわる分野においては幹細胞由来の神
経細胞においてmiRNA がサブスタンスP の生
成を制御することが報告されている．(Greco 
SJ et al. PNAS 2007) 

痛みの研究は今まで主に個々の受容体レベ

ルおよび伝達経路をターゲットに行われ，臨
床医は痛みの原因に配慮しつつ複数の鎮痛薬
を組み合わせて治療を行ってきた．しかしそ
の戦略では，個々の医師の技量の差が大きく，
効果にも差が生じてしまう．その理由の一つ
は痛みの原因が多様であり，痛みによって起
こる事象も多岐に渡るためである．たとえそ
のうちの一つを克服できたとしても，全体と
しては痛みの軽減に繋がるとは限らない．今
回の我々のグループのターゲットと考えてい
るmiRNA は１種類の小さなRNA 分子が多くの
遺伝子の制御に関与する．癌研究の５年生存
率予測と同様に，遺伝子レベルでは多岐に渡
っている疼痛のメカニズムも，ともすればわ
ずか数種類程度のmiRNA の発現解析で解明で
きる可能性を秘めている． 
２．研究の目的 
本研究の目的は疼痛に関与するmiRNA を見

出し，疼痛メカニズムの解明，さらに新しい
視点での創薬に繋げることである．以上の目
的を達成するために 
(1). ラットにおいて眼窩下神経結紮モデル
を作成し，その延髄と大脳の１次知覚野を含
むサンプルでmiRNA アレー，cDNA アレーを行
い，痛みに関与するmiRNA をしぼり込む． 
(2). miRNA データベースを利用し，1 で絞り
込んだmiRNA のターゲットとなる遺伝子を探 
索し，cDNA アレイの結果を利用して更なる絞
り込みを行う． 
(3). モデルラットを用いたmiRNA 発現解析
を行い，実際に変動するかを確認する． 
(4). (2) で絞り込んだmiRNA がターゲット
となる遺伝子の発現をコントロールするかど

うかinvitro での確認実験を行う． 
(5).(4) で確認されたmiRNA に対し，モデル
動物を用いた抑制実験を行い，そのmiRNA と
動物の疼痛行動の関連を明らかにする． 
(6). (5) で見出されたmiRNA をターゲット
にした創薬の可能性を探る． 
３．研究の方法 
(1)眼窩下神経絞扼モデルを用いたマイクロ



(2)で結合の確認がなされたマイクロＲＮＡ
をＧＡＢAα５サブユニットが実際に発現し
ているＢ５０細胞に作用させ、たんぱく質の
発現量を解析した結果、GABA 受容体たんぱく
質 の 発 現 は ２ 種 類 の マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ
（miR-541, miR-378）を作用させたもので低
下した。 
【考察】当初の計画であった一つのマイクロ
ＲＮＡが多数の遺伝子を制御し得るという
結果を得るための、別のもう一つのターゲッ
ト遺伝子については分析できなかった。しか
し、実際にたんぱく質の発現抑制を確認する
ことができたので今後、今回ターゲットとし
たマイクロＲＮＡについて順次他のターゲ
ット遺伝子について検討する予定である。
GABA受容体α5サブユニットは痛みばかりで
なく、最近認知機能障害に対する有力なター
ゲットである。GABA 受容体はその機能を増す
と抗けいれん作用、抗不安作用が見られ、そ
の作用を増強させる薬は多く存在する。しか
しそういった薬は物忘れが強く、眠気が強く
なる欠点があった。一方α5 サブユニットは
その機能を抑制すると認知機能を改善させ

る。よって明らかになった GABA 受容体α5サ
ブユニットに対して作用するマイクロＲＮ
Ａも、認知機能を障害するようなアルツハイ
マーのような病気の原因となっているのか
もしれない。 

ＲＮＡアレーとｃＤＮＡアレー 
痛みの動物モデルである眼窩下神経絞扼

モデルを用いて、その疼痛行動を von Frey 
Filament を用いて評価した。その疼痛行動が
出現した個体と外科的刺激のみを加えた個
体、何もしない個体に対して、マイクロＲＮ
Ａアレー、ｃＤＮＡアレーを行った。 
(2)in silico でのターゲット遺伝子の予測、

ターゲットとするマイクロＲＮＡの絞り
込み 
(1)のアレーで痛みモデルで高発現であっ

た数種類をピックアップした。その miRNA が
作用し得る潜在的なターゲット遺伝子を、デ
ータベースを用いてピックアップした。その
中からまずターゲット遺伝子として GABA 受
容体α5サブユニットを選定した。 
(3)ターゲット遺伝子が本当に miRNA と結合

するかの確認実験 
その遺伝子が本当に miRNA と結合し得るか

どうかルシフェラーゼという色素を用いた
分析で調べた。 
(4). (3)で結合が確認されたマイクロＲＮＡ
が実際に蛋白の発現に影響するか確認実験 

５．主な発表論文等 結合するマイクロＲＮＡをさらに絞り込
んで、6種類のマイクロＲＮＡを GABA 受容体
α5 サブユニットが発現しているＢ５０（海
馬由来のがん細胞）に実際にリポフェクトア
ミン 2000 を用いて作用させ、たんぱく質の
発現が実際に減るかどうかをウエスタンブ
ロッテイングを用いて調べた。コントロール
にはマイクロＲＮＡが結合しないことが確
認されているものを用いた。 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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４．研究成果 
(1)眼窩下神経絞扼モデルの疼痛行動の解析 
 眼窩下神経絞扼モデルの疼痛行動は術後
14日目から顕著になり28日目まで持続する。 
(2)Luciferase assay 解析結果 

マイクロＲＮＡ６種類について検討を行
った結果、ターゲット遺伝子配列を入れない
ものに比べ、導入したプラスミドにおいて有
意に活性の低下を認めた。このことから、６
種類のうち５種類に結合して作用する可能
性があることが明らかになった 
(3)ウエスタンブロッテイングの結果 
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