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研究成果の概要（和文）：孤発性ALSでは、RNA編集酵素 ADAR2の 発現が進行性に低下しており、AMPA受容体サ
ブユニットGluA2のRNA編集効率低下を引き起こすことにより運動ニューロン死を引き起こしている。本研究で
は、ADAR2 遺伝子の制御機構を明らかにし、ADAR2 発現低下の分子メカニズムを解明することを目的とした。
ヒト脊髄より単一運動ニューロンを切り出し、運動ニューロンに特異的に発現するエンハンサーRNA（eRNA）を
CAGE法により検出した。さらに、プロモーター領域のeRNA発現部位に作用する転写因子を同定し、新たに構築し
たルシフェラーゼ遺伝子によるレポーターアッセイ系で活性を測定した。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common and fatal adult-onset
 motor neuron disease. Deficient RNA editing resulting from down-regulation of RNA editing enzyme 
called adenosine deaminase acting on RNA 2 (ADAR2) is closely relevant pathogenic abnormality to 
sporadic ALS that accounts for more than 90% of ALS patients. Because how ADAR2 gene expression is 
regulated is not known, we investigated the transcription factors (TFs) that specifically regulate 
the ADAR2 gene expression in the human motor neurons in order to elucidate the mechanism underlying 
ADAR2 down-regulation in ALS. 
We dissected specific motor neuron tissue by laser-capture microdissection and conducted cap 
analysis of gene expression (CAGE) on the extracted RNA. We surveyed the TFs binding motifs in the 
regions expressing CAGE tags in the promoter regions of the ADAR2 gene. Several of the resulting TFs
 exhibited regulatory activity on the ADAR2 gene by luciferase reporter assay for the ADAR2 gene 
promoter. 
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１．研究開始当初の背景 

 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は進行性の運
動ニューロン変性により､健康な成年を数
年の内に死に至らしめる神経難病である。
治療に繋がる病因は未解明で、5-10％は家
族性に発症することから、遺伝子変異をも
つ ALS を標的とした研究が行われてきた
が、ALS患者の大多数を占める孤発性 ALS
との病因的相違が明らかになり、孤発性
ALS を対象とした研究の重要性が認識さ
れるようになってきている。 

 我々は、孤発性 ALS 脊髄運動ニューロ
ンでグルタミン酸受容体サブタイプである
AMPA 受容体の Ca2+透過性を決定するサ
ブユニット GluA2 に、本来行われるべき
RNA 編集が行われず、正常では発現しな
い未編集型 GluA2 が発現していることを
多数例の患者剖検脊髄を用いて明らかにし
てきた（Kawahara et al, Nature 427:801, 
2004）。GluA2の RNA 編集はアデノシン
をイノシンに変換する（ A-to-I RNA 
editing ） 酵 素  adenosine deaminase 
acting on RNA 2 (ADAR2) により特異的
に触媒され、未編集型 GluA2 の発現は
ADAR2 遺伝子発現の著明な低下によるこ
とを明らかにした（Hideyama et al, 
Neurobiol Dis 2012）。  

 さらに、この分子変化は AMPA受容体の
Ca2+透過性亢進させ、運動ニューロン死の
直接原因であることを ADAR2 遺伝子の
コンディショナルノックアウトマウスの
解析から明らかにし、ALSの病因に深く関
わる分子変化であることを示した
（Hideyama et al, J Neurosci 2010）。 

 ADAR2 発現低下は、孤発性 ALS の大
多数例に生じている分子変化であるのみ
ならず、孤発性 ALS 運動ニューロンの病
理学的指標である TDP-43病理を引き起こ
す原因であり（ Aizawa et al, Acta 
Neuropathol, 120:75-84, 2010; 
Yamashita et al、当時論文投稿中）、しか
もALSの責任遺伝子である変異 FUSをも
つ ALS 症例の運動ニューロンにも見られ
る分子変化であること(当時論文準備中)か
ら、amyotrophic lateral sclerosisの病因
に密接に関連していることが想定された。 

 このように、ADAR2 発現低下は、その
下流のみならず上流においても ALS 責任
遺伝子との分子連関をもち、ALSの発症に
重要な分子異常であることから、ADAR2
遺伝子の制御メカニズムの解明は ALS の
病因を理解する上に必須であると考えられ
る。しかし、ADAR2 発現の制御メカニズ
ムに関する知見は乏しく何故 ALS で
ADAR2 が低下しているかは未解明である。 
 

２．研究の目的 

患者剖検脊髄組織を用いた検討から，ALS
運動ニューロンでは、ADAR2 mRNAの発現
レベルが著明に低下し、それが未編集型
GluA2の発現を通じて運動ニューロン死
を引き起こしていることが明らかになっ
た。本研究では、その上流の分子変化を
明らかにするため、 ADAR2 遺 伝 子
（ADARB1）発現の制御機構の分子病態を
解明する。ヒトADARB1遺伝子の転写因
子・制御因子を同定し、孤発性ALS患者
運動ニューロンにおけるそれらの因子
の発現変化・変異、ADARB1遺伝子の作用
部位の変異の有無を抽出する。得られた
分子病態を反映する実験系において､
ADAR2 発現に及ぼす影響を確認し、病的
意義を検討すると同時に、適切な培養系、
開発済みの病態モデルマウスを用いて
分子病態の正常化による孤発性ALSの治
療法としての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 

遺伝子制御機構が組織特異性に富むこ
とから、ヒト運動ニューロンにおける
eRNA発現を解析する必要性がある。その
ため、レーザーミクロディセクターで脊
髄運動ニューロンを切り出し(計算上
25,000〜30,000個必要)、運動ニューロ
ン組織から総RNAを抽出し、リボゾーム
RNAを除去したサンプルにつき、cap 
analysis of gene expression(CAGE)解
析を行う。対照として脊髄後角灰白質、
脊髄白質からサンプルを抽出する。CAGE
解析は理化学研究所ゲノムネットワー
ク解析支援施設に委託する。 

ADARB1 遺 伝 子 に お け る promoter ・
enhancer部位の同定のため、ADARB1遺伝
子のヒストン修飾を、ADAR2高発現系、
および低発現系で比較検討する。 

CAGE解析と、ヒストン修飾パターンの解
析から、ヒトADARB1遺伝子のプロモータ
ー領域を想定し、ヒト由来培養細胞を用
いてレポーターアッセイ系を構築する。 

CAGE 解析より eRNA 発現がみられた
ADARB1遺伝子プロモーター領域で転写
因子結合モチーフを解析し、ADARB1遺伝
子発現に関わる転写因子を推定する。 

候補転写因子に付きレポーターアッセ



イで転写活性を制御するかどうかを確
認する。 

絞り込まれた候補転写因子の発現レベ
ルをALS患者運動ニューロン、健康対照
者運動ニューロンで比較し、ALSで発現
低下が観られる転写因子を特定する。 

転写因子の遺伝子変化、ADARB1遺伝子の
転写因子結合部位のゲノム変化をALSと
対照群で比較する。 
 
４．研究成果 

ヒト ADAR2 遺伝子の制御に関わる因子の
同定のために、ヒストン修飾などから割り
出したプロモータ領域にルシフェラーゼ
遺伝子をつなげたレピーターアッセイ系
を構築した。レポーターアッセイ系および
転写因子の siRNA によるノックダウンを
用いて、ADARB1 遺伝子発現を制御する転
写因子のスクリーニングを行い、有意な制
御活性を持つ転写因子を数種類同定した。 

本研究開始後、RIKEN より FANTOM5 のデー
タが公開されたため、従来の予測方法に加
え、エンハンサーRNA（eRNA）の発現を指
標としたヒト ADARB1 遺伝子感受性部位の
解析を進めた。ADARB1 のプロモーターと
近傍のエンハンサーRNA（eRNA）の発現量
について，相関関係（Spearman の相関係
数ρ=0.52）を持つ eRNA を検索した。 

ADARB1 近傍の CAGE タグの分布や強度が運
動ニューロンと対照組織では大きく異な
っており、予想通り組織特異的な遺伝子発
現制御機構が働いていることが示唆され
た。 

運動ニューロンでは対照組織との比較で、
プロモーター領域に二カ所、それ以外の領
域に少なくとも 3 カ所の特異的 CAGE タグ
が観察された。また、ADAR2 発現レベルの
異なる組織における ADARB1 のヒストン修
飾、DNase1 感受性領域、CpG アイランドの
比較から、プロモーター領域が 3’側 5kb
弱に想定された。この領域全体および個々
の CAGE タグ発現部位に相当するプロモー
ター領域に対応するリポーターアッセイ
系を構築した。 

さらに、CAGE タグの発現している部位に
おける転写因子結合モチーフを運動ニュ
ーロンに発現している転写因子の中から
抽出して候補転写因子とした。 

また、ADARB1 遺伝子の発現量は細胞種に
より異なることを利用して，ADAR2 レベル
が高い、または低い組織トップ 10 を各々

選び出し、計 1673 個の中から ADARB1 遺伝
子の発現との間に相関関係が高い転写因
子を、グレードを付けて選定した。  

上記の方法で抽出した候補転写因子に付
き生物活性を確認している。絞られた候補
遺伝子について運動ニューロン組織を用
いて ALS 群と対照群との発現の比較を行
う。 
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