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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)は病理組織学的に不可逆に進行する脳の変性疾患である。その病巣の
進行は、脳全体に沈着するアミロイド斑（SP）と解剖学的に連続した脳部位が侵されていく神経原線維変化(NFT)の2大
特徴がある。剖検時にSP とNFTの程度と拡がりによって病理学的にBraak分類された（SP；0, A, B,  C, および NFT: 
0, I, II, III, IV, V, VI）脳の３箇所（嗅内皮質、側頭葉、前頭葉）からRNAを抽出して解析した。AD病巣の伝搬に
関する分子としてexosome由来のmiRNAに注目して、脳部位別にBraak分類に伴って発現変動を見い出した。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is progressive neurodegenerative disorder characterized 
by two major pathological changes in expansion of senile plaques (SP) and neurofibrillary tangles (NFT) 
in the brain. Autopsy brains were diagnosed based on the degree of these two pathological findings 
defined by the Braak stage (SP: 0, A, B, and C, and NFT:0, I, II, III, IV, V and VI). We analyzed 
non-coding small RNA, especially miRNA, in the exosome as a candidate molecule of propagation of 
pathological lesion. Total RNA was isolated from three brain regions (entorhinal cortex, temporal cortex 
and frontal cortex) at several Braak stages. Over 20,000,000 single reads in each sample was determined 
by the next generation sequencing and statistically analyzed. We found differentially expressed miRNAs in 
the course of expansion of pathological lesion in each brain region.

研究分野：ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルツハイマー病(AD)も多くの病
気と同じように、個人ゲノム情報と環境
因子の相互作用によって発症する。しか
し、常染色体優性遺伝の若年発症ADでも
30歳以前に発症することは少なく、加齢
が最大の発症リスクと考えられる。大多
数を占める孤発性ADは70歳をこえて急
速に増加する。神経細胞が不可逆的に変
性脱落し、正常脳機能が20 年以上かけ
て緩徐に障害される脳の病気である。生
殖系列の個人ゲノム配列は不変である
ので、配列解析やコピー数多型だけでAD
発症の分子機序の解明には限界がある。
したがって、AD発症に影響するエピジェ
ネティックス効果の解析に注目が集ま
っている。 
 
（２）申請者らはヒト凍結脳(約 2000 
例のブレインバンク)をリソースとして
脳組織のmRNA発現解析(Exon array) を
行い、ADの進行に伴って脳部位によって
mRNA発現が特徴的に変化することを見
出した。この発現変動を制御する分子と
して、脳部位ごとの低分子RNA(miRNA)
を分取し、発現変動量の解析研究に着手
した。 
 
２．研究の目的 
（１）AD は不可逆に進行する脳の変性疾
患である。病理学的にみると細胞間に沈
着する不溶性アミロイドからなる老人
斑（SP）と神経細胞内に出現するリン酸
化タウタンパクによる神経原線維変化
（NFT）の 2 大変化がある。健康脳から
AD 発症〜中等度〜重症に至る臨床経過
を反映する病理変化は、脳全体に散在性
に沈着する SP 数の増加、および解剖学
的に隣接した脳部位に特定の方向性を
もって拡大する NFT が知られている。し
かしその分子機構はあまり解明されて
いない。 
 
（２）AD 脳は症例を超えて共通した病変
の解剖学的進展があるので、AD 病巣伝搬
に関連する分子が存在すると推測され
る。AD の時間的空間的病理学的変化を理
解するために、細胞外に分泌される
exosome が注目され、主として培養細胞
や動物実験が行なわれてきた。 
 
（３）脳部位別の exosome に含まれ病巣
伝搬分子として non-coding RNA（miRNA）
を仮定し同定することが本研究の目的
である 
 
３．研究の方法 
（１）研究対象として病理診断されたヒ
ト凍結脳（共同研究）を用いる。剖検時
に脳半球の病理組織学的検査を行う。AD

病理を特徴づける2大病変であるアミロ
イド沈着（SP：0、A、B、Cの４段階）と
神経原線維変化（NFT：0, I, II, III, IV, 
V, VIの７段階）の程度によって正常、軽
度AD、重度ADに分類(Braak stage)する。 
 
（２）残りの半球は7mm 厚さにスライス
し凍結保存する。（１）で診断された脳(同
一提供者)ごとに嗅内皮質、側頭葉、前頭
葉の3箇所から微小脳組織を切り出す(共
同研究)。本研究では、正常脳（SP＝0,A; 
NFT=0〜II）AD脳（SP=C; NFT=IV〜VI）と
定義して、SP＝BおよびNFT=IIIの症例は
AD病変の移行時期と考えて解析する。 
 
（３）凍結正常脳およびAD脳から
miRNeasy Serum/Plasma Kit（QIAGEN）を
用いて、トータルRNAを抽出し、次世代シ
ークエンサー(Genome Analyzer IIx：
GAIIx)用にTruSeq Small RNA Sample 
Preparation Kitを用いてサンプル調製し、
アクリルアミド電気泳動によって分画・
分取する。 
 
（４）GAIIx用にIndex標識されたサンプ
ルをシークエンサーにかけて、各サンプ
ルにつき2000万以上のGAIIxシングルリ
ード情報を網羅的に取得する。 
 
（５）GAIIxから得られた生データを加工
してFASTQJ形式およびBAMファイルに変
換してデータ・サーバーに保存する。低
発現（50以下のリード数）は誤差を生じ
るために解析に用いない。False 
Discovery Rate (FDR) を用いて多重検定
の補正した後、嗅内皮質、側頭葉、前頭
葉ごとに正常脳とAD脳に発現している
miRNAを個別的に比較して、病理像を反映
して統計学的に有意であるmiRNAを同定
する。 
 
（６）（４）で得られたmiRNAがNFTのBraak 
stageに伴って変動するかを、クラスター
解析によって分類し、変動の程度を解析
する。 
 
４．研究成果 
（１）AD も遺伝素因が強く関与している。
生殖系列の個人ゲノム情報は、生まれてか
ら死ぬまで不変と考えられるが、AD は老化
に連れて有病率・罹病率ともに増加する。
また正常発達して一旦は獲得した高次脳
機能が不可逆的かつ段階的に失われてい
くことはゲノムの塩基配列やコピー数多
型では説明がつかない。ADの症状（表現型）
に影響するエピジェネティックス解析が
重要であることを支持する結果が得られ
た。 
 
（２）エピジェネティックス機構には DNA



メチル化や核内転写調節因子の寄与が
知られている。また転写後の調節として
タンパク一次構造に関わらないイント
ロンや遺伝子間に存在するノンコーデ
ィングRNAによる制御が見つかっている。
これらのエピジェネティックスと考え
られる機構は、特に細胞分裂を停止した
神経細胞における多彩な機能を説明す
る上で重要な機構と推測され、それを担
う分子の同定は本質的であることが判
った。 
 
（３）AD については、2大特徴である SP
とNFTの量的空間的時間的変化が病勢に
深く関連することが判ってきた。AD の本
体は脳組織にあるので、SP と NFT を指標
とした脳部位ごとに病理変化の程度
(Braak ステージ分類)に伴う遺伝子発現
mRNA 量の変化を全 Exon array 法で測定
した。有意な増減が認められた 8種類の
mRNA についてクラスター解析を行った
結果、脳部位ごとに NFT Braak ステージ
と関連する mRNA が４群に分かれた。 
①RELN, GRB14：Braak 0 から IV まで高
発現して V-VI で急激に減少。 
②PTGS2, NPAS4：Braak 0 で高発現し、I
で急激に減少して VI まで低発現。 
③DCHS2: Braak I で一過性に増加。 
④MYO5C, PHYHD, TRIL: Braak 0 で低発
現、その後 I-VI まで高発現。 
 これらの４群は各脳部位で類似の発
現変動を示したが、嗅内皮質がもっとも
明瞭に変化していた。公開データベース
によると、8種類の mRNA がコードするタ
ンパクは、全体が塊となってタンパクー
タンパク相互作用がみられること、並び
に連続的な Braak ステージの進行に伴
って変化していることから病巣が伝搬
する分子の本体を反映しているのかも
しれない。その遺伝子群の発現調節機は
今後の課題である。 
 
（４）神経病理学的に診断された剖検脳
を用いて、ADの初期脳病変部位である嗅
内皮質に焦点を当ててmiRNAの解析をし
た。対象とした全miRNA（2.576種類が知
られている）のうち、50以上のリード数
（発現量）があって多重検定をパスした
475 miRNAについて、有意差検定を行った。
その結果、嗅内皮質で有意（P＜0.01）に
発現量が変動する158個のmiRNAを同定し
た。これらのmiRNA発現変動パターンに特
徴があるかをNFT Braakステージを指標と
してクラスター解析を行った。その結果、
４群に分けることができた。 
①クラスター1（51 miRNA）：NFT Braak
ステージに連れて増加。 
②クラスター2（40 miRNA）：NFT Braak
ステージに連れて減少。 
③クラスター3（23 miRNA）：NFT Braak

ステージ 0 から III まで減少し、IV から
VI にかけて増加する V字変化。 
④クラスター4（44 miRNA）：NFT Braak ス
テージ II, III に若干増加して その後 IV
から VI にかけて減少。 
 miRNAはmRNAに結合してmRNAの安定性や
翻訳抑制をしていると考えられている。
miRBaseやTargetScan等の公開データベー
スを参考に、上記の miRNA がターゲットに
する mRNA を探し（３）の Exon array で同
定したmRNAとの関連を調べた。その結果、
直接的な強い関連性は見出されなかった。
この点について、mRNA の安定性だけでなく
病理変化（病巣の伝搬）は、翻訳後の発現
タンパクを含めた解析が必要なのかもし
れない。 
 
（５）NFT病変の進行に伴ってmRNA発現量の
増加または減少を（３）で検討した。次に
タンパク発現に置き換えて解析する方法を
考案した。Exon arrayで得られるエクソン
の発現量をタンパクドメインの発現と仮に
定義して解析を試みた。異なるタンパクド
メインが共発現した場合、それらは相互作
用すると考え、各脳部位で共発現するドメ
イン間相互作用ネットワークを構築した。
Braakステージの進行に伴うタンパク機能
ドメインードメインネットワークの変化を
観察した結果、すべての脳部位でドメイン
間ネットワークは崩壊する傾向があった。
また、Braakステージの進行（病巣伝搬）と
ともに多くの相互作用を失うタンパクとし
てRAC1を同定した。  
 
（６）（４）または（５）で同定された miRNA
をヒト神経細胞由来の培養細胞に導入し
て、ターゲット mRNA の変動を観察した。
ターゲット mRNA やそれらと相互作用する
mRNA の転写後の量的変動を確認するため
に、NGS で発現量データを網羅的に取得し
た。  
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