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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病（PD）の髄液中エクソソームに含有されるmiRNAの解析を行った。対照3例お
よびPD5例の新鮮髄液10mlをAgilent社のmiRBase ver19.0で網羅的解析したところ、対照に対し有意に発現増加・減少
がみられたmiRNAを複数得た。次いで、これらのmiRNAがターゲットとする遺伝子を解析したところ、miR-1xxxがTarget
Scan, miRDB, DIANA LABの3種の解析アルゴリズムで同一の遺伝子を標的とすることが判明した。この遺伝子はαシヌ
クレインの翻訳後修飾において極めて重要な役割を果たす事が知られており、PDの分子病態との関連が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed miRNAs in exosome fractions of human cerebrospinal fluid (CSF). The CS
F was collected from five cases with Parkinson disease (PD) and three control cases. The samples were anal
yzed by using the miRBase ver19.0 (Agilent) and several miRNAs were identified to be significantly increas
ed or decreased. By using the three algorithms, TargetScan, miRDB and DIANA LAB, gene X was revealed to be
 a target gene of the miR-1xxx. The protein product of gene X is known to play a key role in the post-tran
slational modification of alpha-synuclein, suggesting the changes of miRNA levels in CSF are reflecting pa
thophyisiological processes in PD brain.
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１．研究開始当初の背景 
応募当時知られていたヒトの miRNA は

1,424 種（2011 年 10 月 14 日）であったが、
うち 1,223 種が解析可能となっており、疾患
関連 miRNA スクリーニングを行うための好
条件が揃いつつあった。パーキンソン病（PD）
で の miRNA 先 行 研 究 と し て は 、
FGF20(fibroblast growth factor 20) の
miR-433結合部位の点変異がαS発現量を増
加させること(Am J Hum Genet 2008)、PD
剖検中脳で miR-133b が低下していること
(Science 2008)が報告されていた。miRNA は
転写調整も行うとされるが、転写後調整が主
であることが知られている。一般的に転写後
調整では miRNA は siRNA に類似した挙動
を示すため、miRNA の低下は対応するタン
パク発現量の増加に繋がる可能性が高く、こ
うして増加したタンパクが細胞毒性を発揮
する可能性がある。一方、疾患関連 miRNA
が増加することにより、特定のタンパク発現
量が減少し神経変性をもたらす可能性もあ
る。この結果例えばαシヌクレインの転写抑
制因子が減少したり、他の神経保護的に作用
するタンパク発現が低下したりする可能性
もある。miRNA 研究が進んでいる癌・免疫
分野ではこの様な現象が実際に確認されて
おり、例えば miR-21 は多くの癌で発現の亢
進が確認されている。 
 
２．研究の目的 

PD と多系統萎縮症（MSA）は細胞内にお
ける異常凝集化したαシヌクレイン沈着を
共通の病理学的特徴とする神経変性疾患で
ある。近年これら疾患の病態進展に関して、
αシヌクレイン病理が細胞から細胞へ伝達
される現象が相次いで報告され注目されて
いる。応募者は細胞外分泌顆粒（エクソソー
ム）を介した miRNA による細胞間情報伝達
が、αS 病理進展に重要な役割を果たすので
はないかという仮説を立てた。即ち、外来
miRNA が細胞に取り込まれた後ターゲット
となる遺伝子発現に影響を与え、細胞内環境
を変化させることで、αS 病理が誘導され変
性が進展する可能性を考えている。髄液・血
清 miRNA の網羅的解析が病態解明の一端に
結びつき、また miRNA が新たなバイオマー
カーとなる事を予想して本研究を着想した。 
具体的には PD、MSA の髄液由来の

miRNA を健常人と比較解析することにより、
病的環境下で細胞間を伝播する miRNA 情報
を知る事ができる。これらの疾患に共通して
発現変化を生じる miRNA を同定し新たなバ
イオマーカーとしての応用可能性を検討す
るとともに、そのターゲット遺伝子の発現変
化が、シヌクレイノパチーの分子病態に関係
している可能性を考えて、in vitro での病態
解明を進める。 

 
３．研究の方法 
PD、MSA、および年齢を合わせた健常人の

髄液からキットを用いてエクソソーム分画
を単離し、その中に含まれている miRNA を抽
出・精製した。得られた miRNA をマイクロア
レイに供して網羅的に解析し、疾患特異的に
発現変化のあるmiRNAを同定し、続いてmiRNA
マイクロアレイ解析で絞り込まれた候補
miRNA に対して個別にプローブを作製し、
RT-PCR 法でよりより多数例において発現変
化が認められる事を確認すると共に、病期の
異なる症例間でも発現量を比較し早期診断
のバイオマーカーとしての有用性を検討し
た。以上のプロセスを経て確認同定された疾
患関連 miRNA の生理的機能について、培養細
胞モデルを用いた検討を行い、αシヌクレイ
ン凝集沈着から細胞変性に至る病的代謝過
程への関与を解析した。 
 
４．研究成果 
パーキンソン病（PD）の髄液中エクソソー

ムに含有される miRNA の解析を行った。対照
3例および PD5例の新鮮髄液 10ml を Agilent
社の miRBase ver19.0 で網羅的解析したとこ
ろ、対照に対し有意に発現増加・減少がみら
れた miRNA を複数得た。次いで、これらの
miRNA がターゲットとする遺伝子を解析した
ところ、miR-1xxx が TargetScan, miRDB, 
DIANA LAB の 3 種の解析アルゴリズムで同一
の遺伝子を標的とすることが判明した。この
遺伝子はαシヌクレインの翻訳後修飾にお
いて極めて重要な役割を果たす事が知られ
ており、PD の分子病態との関連が考えられた。
さらに、miR-1xxx の細胞内における機能を解
析するために、本 miRNA の発現コンストラク
トおよび、内在する miR-1xxx を効率よくノ
ックダウンするコンストラクトを作製し、
SH-SY5Y への導入を行った。現在のところ、
期待されるαシヌクレインの翻訳後修飾に
対する変化は検出できていないが、観察時間、
導入効率等の条件を設定し検討を継続して
いる。 
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