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研究成果の概要（和文）：孤発性ALSの運動ニューロン死には、未編集型GluA2をサブユニットに持つ異常なCa2+透過性
AMPA受容体の発現が深く関与していることから、Ca2+透過性AMPA受容体特異的RNA aptamerを用いてニューロンへの
Ca2+流入を正常化することによる治療法の可能性を探る。RNA aptamerはマウス脳室内持続投与により、脳脊髄ニュー
ロンの過剰なCa2+流入を有意に抑えるレベルで安定かつ安全に送達された。

研究成果の概要（英文）：Expression of abnormally calcium-permeable AMPA receptors that have Q/R 
site-unedited GluA2 subunit in their subunit assembly in the motor neurons is involved in the 
pathogenesis of sporadic ALS. We explored the possibility of stable RNA aptamers that effectively blocked 
Ca2+-permeable AMPA receptors as a drug for ALS using a mechanistic ALS mouse model. Using a 
subcutaneously placed mini-pump, the RNA aptamer was continuously infused intracerebroventricularly 
through an indwelling cannula. The RNA aptamer was safely delivered to brains and spinal cords without 
extensive degradation and effectively blocked abnormal Ca2+ influx into the cortical and spinal cord 
neurons. AMPA receptor-specific RNA aptamers may be a potential drug for ALS.

研究分野： 総合生物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）は成人
発症運動ニューロンでは最も頻度が高く、壮
年層を数年の内に死に至らしめる難病であ
るため有効な治療法の開発は社会的にも強
く望まれている。しかしながら、病因に繋が
る分子異常が未解明のため ALS の自然経過
を有意に改善する治療法は得られていなか
った。 

ALS の脊髄運動ニューロンでは、グルタミ
ン酸受容体である AMPA 受容体 GluA2 サブ
ユニットのグルタミン・アルギニン（Q/R）
部位の RNA 編集が低下し、この分子変化が
ALS 運動ニューロン死に関係していること
が解明されてきた。この GluA2 Q/R 部位の
RNA編集は adenosine deaminase acting on 
RNA 2 (ADAR2)というRNA編集酵素によっ
て特異的に触媒され、孤発性 ALS 脊髄運動
ニューロンでは ADAR2 の発現が低下してい
る。さらに、ADAR2 のコンディショナルノ
ックアウトマウス（AR2 マウス）では ALS
に特徴的な緩徐進行性の運動ニューロン死
が起こり、しかも ALS の病理学的指標であ
る TDP-43 病理も ADAR2 を缺損した運動ニ
ューロンに観察されることから、ADAR2 発
現低下に伴うRNA編集異常がALSの病因に
深く関わっている可能性が高い。このモデル
マウスでは Q/R 部位未編集の GluA2 をサブ
ユニットに持つ AMPA 受容体からの過剰な
Ca2+流入を抑えることで運動ニューロン死、
TDP-43 病理形成が完全に押さえられること
が分かり、Ca2+透過性の異常に高い AMPA
受容体をブロックすることが有望な治療戦
略になり得ると考えられた。 
 
２．研究の目的 

ALS 運動ニューロンで生じている AMPA
受容体からの過剰な Ca2+流入をブロックす
ることによる治療法の可能性を探る。そのた
め、Ca2+透過性 AMPA 受容体特異的 RNA 
aptamer を用いる。中枢神経内への送達度、
in vivo での安定性、有効局所濃度、マウスへ
投与した場合の安全性・有効性を評価する。 

 
３．研究の方法 
研究協力者の米国 Albany 大学化学教室の

Li Niu 教授より提供された、正常には発現し
ない未編集型 GluA2 を含む AMPA 受容体をブ
ロックする RNA aptamer を用いた。マウスへ
の投与法を確立した上で、この RNA aptamer
のマウス中枢神経ニューロンでの Ca2+透過性
AMPA 受容体ブロック効果、投与の安全性を解
析する。さらに、ALS の分子病態モデル動物
であるコンディショナルADAR2ノックアウト
マウス（AR2）に長期投与し治療効果を判定
する。 
(1) RNA aptamer の投与法の確立：ALS の治療
を想定して、長期間の中枢神経への投与のた
めに、ミニ浸透圧ポンプを用いての持続的脳
室内投与法を確立する。その際、RNA aptamer
のポンプ内、結合チューブ内など、脳室に入

るまでの安定性、手術法の確立、脳室へ投与
した後の中枢神経内分布（色素、及び 32P 標
識 RNA aptamer）、脳脊髄各部位における局所
濃度（32P 標識 RNA aptamer）、を検討・測定
する。 

 
(2) AMPA 受容体への in vivo 効果：RNA アプ
タマ−は in vitro 系での作用は確認されて
いるが、生体脳へ投与した場合の効果は検
討されていない。AMPA 受容体アンタゴニス
トとしての作用が in vivo でも得られるか
如何かを、マウス皮質ニューロンで観察す
る。 

 

(3) 長期投与：ALS の分子病態モデルマウス
に 2 週間以上持続投与して、運動ニューロ
ンの変性脱落、TDP-43 の細胞内局在異常に
対する抑制効果を形態学的・免疫組織化学
的に検討する。 

 
４．研究成果 
(1) 鮭由来 tRNAを RNA aptamer 溶液に添加す
ることにより、ミニ浸透圧ポンプに充填した
RNA が脳室内に達するまでにポンプ内壁や結
合チューブ内壁に付着することに依るロス
を回避することができた。 
 
(2) 長期間の RNA aptamer 投与のために脳室
内カニューラを頭蓋骨に固定し、皮下に埋設
したミニ浸透圧ポンプから結合チューブに
より投与する方法を確立し、数週間の持続投
与が可能になった。ポンプを用量固定型から
充填型に換えることによりポンプ内での RNA
の安定性にかかわらず、長期間の持続投与が
可能になった。 
 
(3) 確立した投与法により脳室に投与した
RNAアプタマ−は2日以内に腰髄まで到達する
ことが明らかになり、頸髄レベルまでは大脳
と比較しても遜色のない局所濃度が得られ
ることが明らかになった。また、3 日以上の
投与においても脳脊髄液中で RNA アプタマ−
は安定であった。 
 
(4) in vivo での AMPA 受容体アンタゴニスト
作用をカルシウム色素を発現した大脳皮質
ニューロンで確認した。100nM 以下の局所濃
度で効果がみられた。 
 
(5) 同様の方法で AR2 マウスに長期投与を行
っている。 
 
(6) 脳室内に投与した RNA aptamer は生物学
的反応性が低く、標的への特異性が高いこと
から、標的を絞った機能分子の調節に適して
おり、臨床応用へのハードルも低い。Niu 教
授の開発した,未編集型 GluA2 を標的とした
RNA aptamer は,未編集型GluA2の発現が病的
意義を持つ孤発性ALSの新たな治療法として
極めて有望である。 
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