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研究成果の概要（和文）：本研究では，神経難病における microRNA の役割の解明を目的とする．

特に microRNA によって調節されると推測される疾患関連遺伝子の 3'UTR の領域に候補をしぼり，可

能な範囲で患者での全配列の決定を進めた．多発性硬化症に関しては，IL7R, IL2RA など合計 14 種

類．筋萎縮性側索硬化症に関しては，FUS, Alsin など合計 16 種類の遺伝子を選択した．個々の遺伝

子での患者での有意な変異は見つからなかったが，その結果と他プロジェクトとのデータとを総合して

発表の予定とした． 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, it is aimed for the elucidation of the role of 
microRNA in the neurologic intractable disease. The 3'UTR of disease-related genes, 
which is estimated to be regulated by microRNA, were proceeded to determine the 
entire sequence in the patient to the extent possible. For multiple sclerosis, a total of 
14 genes, such as IL2RA and IL7R was selected. With respect to amyotrophic lateral 
sclerosis, we selected a total of 16 genes such as FUS and Alsin. The significant 
mutation by a patient by each gene was not found, but we assumed that I was planning 
to synthesize the result and data with other projects. 
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１．研究開始当初の背景 
   ゲノムは蛋白質をコードする部分以外に，

蛋白質をコードしない，すなわち non-coding 
RNA をコードする遺伝子が多数見つかって

いる．その中で micro RNA は，長い前駆体

である pri-miRNAから最終的に約 22ベース

にプロセッシングされた二本鎖 RNA であり，

主に遺伝子の転写後調節に関与している．そ

の転写後調節機構は多岐に渡るが，神経系な

らびに免疫系においても，その機能調節機構

としての役割が注目される．例えば遺伝性神

経変性疾患の一つである Huntington 病にお

いては，その原因蛋白は Ago2 と結合し, 転
写後調節に関与すること，Parkinson 病では

中脳ドーパミンニューロンに発現する

miR-133b が患者では発現せず，そのために

神経細胞の機能異常をきたす可能性が報告

されている．また精神発達遅滞をきたす脆弱

X症候群においてもmicroRNAとの関連が知

られている．免疫系に関しても多くの報告が

あり，例えば自己免疫を抑制するとされる調

節性 T細胞は Dicer 依存性にその機能を発揮

している．したがって，神経変性疾患や自己

免疫性神経疾患の病態に microRNA が関与

していることは容易に推測される． 
   近年のゲノム研究の進歩に伴い，神経難

病の中でも遺伝性が明確な病気に関しては

多数の原因遺伝子が同定されてきた．一方，

大多数を占める孤発性神経難病においても，

例えば MS ではゲノムワイド相関解析

(GWAS)を用いて，既知の HLA 領域の他に感

受性遺伝子として IL7RA が同定され，ALS
では同様に ITPR2が同定された．このGWAS
は，common variant 仮説，すなわち同じ疾

患の患者では同じ変異を持つという仮説の

下では有効であり，その仮説の正当性を示す

例であった．しかし一方，multiple rare 
variants 仮説，すなわち一つの疾患は，別々

の変異を持つさまざまな患者小グループの

集合体であるという仮説の下では，GWAS で

は目的とする遺伝子変異は検出困難とされ

る．実際に SLE での TREX1 変異のように

multiple rare variants 仮説に従うものも報

告されている．したがって現状ではどちらの

仮説とも正しい場合があり，どちらかが有利

ともいえない．したがって神経難病でも

common variant 仮説と multiple rare 
variants 仮説を適切に組み合わせた検討が

必要と考える． 
   ところで，これまでは主に蛋白質をコー

ドした領域を中心に解析が進められてきた

が，前述のように microRNA が各種の転写後

調節に関与している証拠があり，疾患の病態

にも関与することが予測されるため，この

microRNA に絞った解析が必要と考えた．解

析に際して，今回対象とする MS と ALS で

はすでに GWAS が行われており，一定の成

果を挙げていることより，本研究では

common variant 仮説，multiple rare 
variants 仮説を適宜採用し，個々の対象領域

を詳しく調べる方法での検討を考えた．  
 
２．研究の目的 
本研究では，神経難病における microRNA の

役割の解明を目的とする．神経難病のうちで
も，神経変性疾患では病気の進行を遅らせる
ことは現状では全く不可能である．また炎症性
神経疾患も，殆どが慢性で難治性の経過をた
どる．本研究で重点的な対象とする疾患は神
経難病の中でも特に問題の大きな炎症性/自
己免疫性神経疾患の代表である多発性硬化

症(MS)とその類縁疾患の視神経脊髄炎

(NMO)，それに神経変性疾患の代表である筋

萎縮性側索硬化症(ALS)を重点的な対象疾患

として，microRNA コード領域およびその周

辺の調節領域の SNP，各種変異，それに

mRNA のターゲット領域を患者と対照群で

比較検討する．その後，疾患関連 microRNA
を基に，in vitro, in vivo での解析につなげる． 
 
３．研究の方法 
本研究での対象疾患は筋萎縮性側索硬化症

(ALS)と多発性硬化症(MS)としている．それらに

おいて，microRNA のコード領域およびその周

辺の調節領域の SNP，それに，microRNAによっ

て調節される疾患感受性遺伝子の microRNA タ

ーゲット領域を患者と対照群で比較検討した．

特に microRNA，および microRNA によって調節

されると推測される疾患関連遺伝子の 3'UTR の

領域に候補をしぼり，可能な範囲で患者での全

配列の決定を進めた． 

具体的には，これまでに報告された大規模スタ

ディーに基づいた疾患感受性遺伝子，家族性

ALS の原因遺伝子，それに病態に関与すると推

測された遺伝子を重点的に，MS に関しては，

IL7R, IL2RA, CD58など，合計 14種類の遺伝子．

ALS に関しては，IFNK, C9orf72, UNC13A, 

TDP-43, FUS, ANG, Alsin, など合計 16 種類の

遺伝子を選択した，それら遺伝子の 3'UTR の領

域の，特に既知の microRNA の標的となり得る

領域を重点的に，PCRでDNAを分離増幅し，そ

れをダイレクトシーケンシング法にて ABI PRISM 

3100 Genetic Analyzer を用いて可能なかぎり

3'UTR の全配列の決定を進めた．  



 

この時に，ヘテロで変異があるものは，それがシ

ーケンサーからの塩基配列の出力を見ただけで

はわかりにくいため，シーケンサーの元データを

手動で参照し，さらに逆方向からの配列も参考

にして，変異を確認した．その作業が大部分を

占めた． 

 

 

シーケンサーからの塩基

配列の出力だけでは，実

際の配列がわかりにくい

例． 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

一部の増幅困難領域を除くほぼすべての領域

について増幅と配列決定のためのプライマー設

計が完了し，患者での遺伝子配列決定がほぼ

完了した．残念ながら遺伝子個々において患者

での有意な変異は見つかってないが，それぞれ

の遺伝子変異の組み合わせと他プロジェクトと

のデータ(これまでに行なってきたサイトカインの

データ，並行して行なっていた他の疾患関連遺

伝子との複合解析など)とを総合して発表の予定

としている． 

 

 
YK0305-1D       TTCTAAGACAGTTGGGGAGCTCCAGGAGCTGTTTTAAGTTGGGGAGAGACTGGATTCCAG 

YK031B-34       TTCTAAGACAGTTGGGGAGCTCCAGGAGCTGTTTTAAGTTGGGGAGAGACTGGATTCCAG 

YK031B-36       TTCTAAGACAGTTGGGGAGCTCCAGGAGCTGTTTTAAGTTGGGGAGAGACTGGATTCCAG 

YK031B-38       TTCTAAGACAGTTGGGGAGCTCCAGGAGCTGTTTTAAGTTGGGGAGAGACTGGATTCCAG 

YK031B-40       TTCTAAGACAGTTGGGGAGCTCCAGGAGCTGTTTTAAGTTGGGGAGAGACTGGATTCCAG 

                ************************************************************ 

 

YK0305-1D       CCTGCAAAAGCTGTTTTGTGAAGACTAAAACCAGTGAGGAGAGGTGGAGGTGCTTTGGGG 

YK031B-34       CCTGCAAAAGCTGTTTTGTGAAGACTAAAACCAGTGAGGAGAGGTGGAGGTGCTTTGGGG 

YK031B-36       CCTGCAAAAGCTGTTTTGTGAAGACTAAAACCAGTGAGGAGAGGTGGAGGTGCTTTGGGG 

YK031B-38       CCTGCAAAAGCTGTTTTGTGAAGACTAAAACCAGTGAGGAGAGGTGGAGGTGCTTTGGGG 

YK031B-40       CCTGCAAAAGCTGTTTTGTGAAGACTAAAACCAGTGAGGAGAGGTGGAGGTGCTTTGGGG 

                ************************************************************ 

 

YK0305-1D       ACACTGAAATGGATTCTTGGAAAGATTCTGAAGGCTGTGTTGAAAAGACACCTATAGCTG 

YK031B-34       ACACTGAAATGGATTCTTGGAAAGATTCTGAAGGCTGTGTTGAAAAGACACCTATAGCTG 

YK031B-36       ACACTGAAATGGATTCTTGGAAAGATTCTGAAGGCTGTGTTGAAAAGACACCTATAGCTG 

YK031B-38       ACACTGAAATGGATTCTTGGAAAGATTCTGAAGGCTGTGTTGAAAAGACACCTATAGCTG 

YK031B-40       ACACTGAAATGGATTCTTGGAAAGATTCTGAAGGCTGTGTTGAAAAGACACCTATAGCTG 

                ************************************************************ 

 

ある遺伝子での 3'UTR の配列．最上段が参照

配列．それ以外の 2-4段が患者での配列．こ

の例では患者配列は参照配列に一致してい

た． 
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