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研究成果の概要（和文）：AMPA受容体を構成し､Ca2+透過性を決定するサブユニット GluR2は､RNA

編集酵素 ADAR2が働くことにより､正常脊髄運動ニューロンでは編集型の GluR2のみを発現し、

未編集型 GluR2の発現はみられない。私たちは 29例の様様な表現型を持つ孤発性筋萎縮性側索

硬化症患者剖検脊髄を検討した結果､全例で未編集型 GluR2 を発現する運動ニューロンが出現

していることを見出し､その原因として ADAR2活性低下が起きていることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）： In humans, all GluR2 mRNAs in neurons are completely edited at 

the Q/R site and the majority of AMPA receptors have GluR2 in their composition, making 

AMPA receptors Ca2+-impermeable. RNA editing at this site is specifically catalyzed by 

adenosine deaminase acting on RNA 2 (ADAR2) in mammals including humans. We analyzed the 

expression levels of ADAR2 mRNA and its activity at the GluR2 Q/R site on laser-captured 

motor neurons from 29 cases with sporadic ALS compared with those from normal subjects. 

We demonstrate that inefficient GluR2 Q/R site-editing occurs in a significant proportion 

of motor neurons in all the ALS cases examined. Universal reduction of ADAR2 in motor 

neurons is likely a pathognomonic molecular change in sporadic ALS.  
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propionic acid）受容体を介する神経細胞死
のメカニズムが働くことを示唆する知見が
蓄積しており、特に運動ニューロンは AMPA
受容体を介する神経細胞死に脆弱であるこ
とが知られていた。AMPA受容体の Ca2+透過性
は編集型 GluR2 サブユニットの有無により
決まり、 GluR2 を１個以上含む AMPA受容体
は Ca2+非透過性だが、GluR2 を含む AMPA受容
体であっても GluR2 に転写後に生ずべき Q/R 
部位のRNA編集を受けない未編集型GluR2 を
含む AMPA 受容体は Ca2+透過性である。Kwak
らは、孤発性 ALS運動ニューロン組織での検
討から、GluR2 Q/R 部位に RNA編集が起こら
ない未編集型の GluR2増加が孤発性 ALS運動
ニューロンに疾患特異的、細胞選択的に生じ
ていることを見出し、しかも、GluR2 mRNA の
発現量には変化がないことから、孤発性 ALS
では、未編集型 GluR2 を含む AMPA 受容体割
合が増加することが運動ニューロン死の病
因に深く関連する分子変化であることを報
告した。この分子変化が AMPA 受容体チャネ
ルの Ca2+透過性亢進により神経細胞死を引き
起こす直接原因になり、しかも変異 SOD1 関
連家族性 ALSを含めた他の神経変性疾患には
生じない高い疾患特異性をもつことから孤
発性 ALSの運動ニューロン死を引き起こす直
接原因であると考えられる。 
 Ca2+透過性 AMPAが緩徐な運動ニューロン死
を引き起こす可能性は、人工的に作成した
Ca2+透過性 AMPA レセプター・サブユニット
GluR-B（N）ミニ遺伝子を導入した変異マウ
スは、痙攣などを起こさずに 12 ヵ月間生存
するが、脊髄運動ニューロンの減少を示すこ
とによっても示されている。とくに Ca2+透過
性 AMPA レセプターを介するニューロン死が
緩徐進行性であることは注目に値し、孤発性
ALSの運動ニューロンに見出された GluR2 の
分子異常を生ずる分子メカニズムの解明は
孤発性 ALSの病因解明に近づくものと考えら
れる。 
 GluR2 Q/R 部位の RNA編集は RNA編集酵素
adenosine deaminase acting on RNA 2 (以
下 ADAR2)により特異的に触媒されるため、孤
発性運動ニューロンでは ADAR2の活性が低下
していると考えられる。申請者らは、ADAR2
のコンディショナルノックアウトマウスを
新たに開発し、運動ニューロンにおける
ADAR2 欠損が、GluR2 Q/R 部位の RNA 編集異
常、緩徐な運動ニューロン死を引き起こすこ
とを見出している（Hideyama T, et al. Abstr 
Neurosci 2008; 745.17．）。したがって、孤
発性 ALS運動ニューロンでも ADAR2活性が低
下していると考えられるが、少数例の孤発性
ALS前角組織で、ADAR2 mRNA発現量が低下し
ていることを示すデータが得られたのみで
あった。最近、Kwakらにより、ADAR2の特異
的な基質が cytoplasmic FMRP interacting 

protein 2 (CYFIP2) mRNAの K/E部位に見出
され、しかも CYFIP2 mRNA の発現が運動ニュ
ーロンを含む中枢神経に豊富であることが
報告された。したがって、この RNA編集部位
は ADAR2活性を in vivoで測定するための有
用なツールになると考えられる。  
 
２．研究の目的 
 上述した Kwak らによる研究成果から、私
たちは，GluR2 Q/R 部位の RNA編集異常は孤
発性 ALS運動ニューロンに生じている特異的
分子異常であり、この分子異常は ADAR2の酵
素活性が低下しているためであると考えた。
この仮説を検討するために、疾患特異性の検
討として、孤発性 ALSの病型を問わず、GluR2 
Q/R 部位の RNA 編集異常が認められるのかど
うか検討する。さらに，GluR2 Q/R 部位の RNA
編集に特異的に関わる ADAR2活性低下の有無
を検討するために、ADAR2 mRNA発現量、GluR2 
Q/R部位以外の ADAR2 基質の編集率を測定す
る。 
 この検討により、様々な表現型を取る孤発
性 ALSに GluR2 Q/R部位の編集異常という共
通の分子異常が生じているかどうか、その原
因が GluR2 Q/R 部位を特異的に編集する RNA
編集酵素 ADAR2の活性低下によるものかどう
か、を明らかにすることができる。 
 
３．研究の方法 
 前述したように、少数例の ALS脊髄前角組
織、単一脊髄運動ニューロンでの検討で AMPA
受容体サブユニット GluR2 Q/R部位の RNA編
集率が低下していることが分かった。 
 未解決である以下の 2点 
（1）この分子変化は ALS with dementia を
含む、様々な表現型をとる孤発性 ALS全てに
共通するのか、 
（2）GluR2 Q/R部位の編集異常は RNA編集酵
素である ADAR2活性低下によるものか、 
について検討した。 
 
 （1）については、多数例の孤発性 ALS 症

例の検討により、病型や罹病期間、発症年齢

を問わず孤発性 ALSと診断された症例全てに

共通する分子変化かどうかを明らかにする。

組織として凍結剖検脳脊髄組織 5例（正常対

照群）から脊髄前角組織（10mg前後）を切り

出し、 Trizol に保存し回収する。同様にし

て、凍結剖検孤発性 ALS 脊髄組織 29 例（四

肢型 18 例、球麻痺型 8 例、ALS-痴呆 2 例、

Basophilic inclusion body が出現する若年

発症例 1 例）の脊髄前角組織を切り出し、

Trizolに保存し回収する。回収したサンプル

から、total RNAを取り出し、RT-PCR法を用

い、逆転写することによって 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  Q/R部位をcDNA 10μl用いてPCR

で増幅し、mRNAの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）

で算出する。正常対照群と孤発性 ALS群間の

GluR2  Q/R 部位の編集率について比較検討

する。同サンプルから ADAR2 mRNA 発現量を

real-time PCR法（Lightcycler 480、ロシュ

社）で定量する。 

  （2）については、GluR2 Q/R 部位の RNA

編集に特異的に関わる ADAR2活性低下の有無

を検討するために、まず、組織として凍結剖

検脳脊髄組織 5例（正常対照群）から脊髄運

動 ニ ュ ー ロ ン を 1 個 ず つ 、 Laser 

microdissection system (ライカ社製)を使

って、切り出し、シングルセルサンプルとし

て Trizol 保存し回収する。回収したシング

ルセルから、total RNA を取り出し、RT-PCR

法を用い、逆転写することによって cDNA を

20μl作成する。特異的プライマーを作成し、

各サンプル中の GluR2  Q/R 部位を cDNA 10

μl用いて PCRで増幅し、mRNAの編集率を制

限酵素を利用した系（バイオアナライザー､

アジレント社）で算出する。残った cDNA を

プールし、ADAR2 mRNA発現量を real-time PCR

法（Lightcycler 480、ロシュ社）で定量す

る。 同様にして、平成 20 年度の組織の検

討でシングルセルサンプルとして使用可能

と判断された凍結剖検孤発性 ALS脊髄組織10

〜15例を予定（四肢型、球麻痺型、痴呆を伴

う ALS（ALS-D）、Basophilic inclusion body

を含む若年発症例のそれぞれを含む）から脊

髄運動ニューロンも 1個を単位として切り出

し、回収する。 ALS運動ニューロンに発現し

ている GluR2 mRNA の Q/R部位編集率も同様

に RT-PCR 法を使って cDNA を作成し、PCR で

増幅、制限酵素による断片の定量を利用した

系で編集率を算出。ADAR2 mRNA 発現量も

real-time PCR法で定量する。 
 
４．研究成果 
 グルタミン酸受容体サブユニットである
GluR2 の RNA編集異常が疾患特異的に生じて
いることが、少数例の孤発性 ALS例と疾患対
照、正常対照例の剖検組織の検討から明らか
にされている。孤発性 ALSの運動ニューロン
死を引き起こす分子メカニズムを明らかに
するため､GluR2 Q/R部位の編集異常の疾患特
異性を、様々な孤発性 ALS の病型で検討し、
この分子変化の上流の分子異常と考えられ
る、RNA編集酵素 adenosine deaminase acting 
on RNA 2 (ADAR2)の活性低下の有無を、脊髄
運動ニューロン（シングルセル）を用いて検
討した。 
 平成 20 年度の組織の検討でシングルセル

サンプルとして使用可能と判断された凍結
剖検正常対照群 5 例及び孤発性 ALS 群約 20
例（四肢型､球麻痺型､ALS-D､Basophilic 
inclusion bodyを含む若年発症例のそれぞれ
を含む）から脊髄運動ニューロン 1個を単位
として切り出し､ GluR2 Q/R 部位編集率を算
出した．それぞれの群についてプールした運
動ニューロンを用いて ADAR2 mRNA 発現量も
real-time PCR 法で定量した。その結果，正
常対照群では 100個以上の全ての運動ニュー
ロンで編集率は 100％に保たれていたが､孤
発性 ALSと診断された症例においては，全症
例で編集率が 100％未満に低下した運動ニュ
ーロンが認められ，ADAR2 mRNA発現量も正常
対照に比し、有意に低下していた。 
 以上から､GluR2 Q/R 部位の RNA 編集異常
は様々な表現型をとる孤発性 ALS全てに共通
することが、明らかになり、ADAR2 活性低下
が原因である可能性が示唆された。本研究か
ら，ADAR2 活性低下を回復させることにより
ALS の特異的治療の開発につながることが期
待される。 
 GluR2 Q/R 部位の RNA 編集異常という観点
から ADAR2活性低下が孤発性 ALSの病因であ
ることを主軸に研究をしているのは、世界中
でも私たちのグループに限られ、高いオリジ
ナリティがある。 
 このように、患者組織に見出された、病因
と直結する活性分子の異常を生ずるメカニ
ズムを解明することは、治療の標的を特定す
ることで、運動ニューロン死の阻止、機能回
復につながる薬剤、遺伝子治療など特異的な
分子治療の開発につながる可能性が高い。運
動ニューロン特異的にどうして選択的な神
経細胞死が起こるのか、の分子メカニズムの
解明は他の神経変性疾患の治療法の開発に
繋がる可能性がある。同時に、共通した現象
であれば、この RNA編集酵素の異常をバイオ
マーカーとして用いることも期待できる。 
 また、RNA 編集異常という分子変化は私た
ちのグループが孤発性 ALS に特異的に生じ
ていることを示したパイオニアであるが、
RNA 編集が中枢神経を中心として広汎に行わ
れている生物現象であることを考えると、他
の RNA編集部位の異常が ALS以外の疾患の原
因となっている可能性があり、原因不明の疾
患解明に応用できる可能性が高い。 
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