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緒緒  言言  

  
11..  孤孤発発性性筋筋萎萎縮縮性性側側索索硬硬化化症症ととRRNNAA編編集集異異常常  
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロンが選択的に変性し細胞死を起こす、致死性の神経変性疾患である。

現時点で根本的な治療法はなく、その開発には、診断および治療モニタリングを可能にするバイオマーカーの存在が必

須である。近年、50以上のALS関連遺伝子が発見され、それらは転写やスプライシングといったRNAメタボリズム

に関連した分子をコードするため、RNAレベルでの変化がALSの主要な病因と思われる［1］。 
ALS の病態メカニズムの一つとしてグルタミン酸による興奮毒性が考えられている。グルタミン酸受容体の一つで

あるAMPA受容体は、過剰なCa２＋の流入により引き起こされる緩徐な神経細胞死に関与しており、このAMPA受容

体のCa２＋透過性は、AMPA受容体のサブユニットの一つであるGluA2のグルタミン／アルギニン（Q/R）部位CAG
配列のアデノシン（A）がイノシン（I）へ置換されること（A-to-I RNA編集）によって決定づけられる。このRNA編

集活性が落ちると、未編集型GluA2を含む過剰なCa２＋透過性を持つAMPA受容体が発現する。我々はこれまでの研

究で、孤発性ALSの運動ニューロンにおいて、Q/R部位未編集型GluA2の発現とそのRNA編集を触媒するADAR2
の発現量低下を発見した［2］。これらの変化は、球脊髄性筋萎縮症患者や非ALS 患者の運動ニューロンでは認められ

ず、孤発性 ALS に特異的な分子異常であり［3］、運動ニューロン選択的に ADAR2 活性を欠損させた変異マウス

（ADAR2ｆｌｏｘ/ｆｌｏｘ/VAChT.Cre：AR2 マウス）の解析から、運動ニューロン死の一次的な原因となることが判った

［4］。また、孤発性ALSの病理学的診断指標である transactive response DNA/RNA binding protein of 43 kDa（TDP-
43）の細胞内局在異常は、患者脊髄のADAR2の発現量が低下した下位運動ニューロンでのみ認めた［5］。以上より、

ADAR2の発現量低下によるGluA2 Q/R部位のRNA編集異常を発端とする異常は、孤発性ALSに特異的な分子異常

であり、孤発性ALSの運動ニューロン死に関与している（図1）［6］。 
22..  RRNNAA編編集集異異常常をを標標的的ととししたたAALLSS治治療療法法のの開開発発ととババイイオオママーーカカーーのの可可能能性性  
孤発性 ALS に特異的である ADAR2 の発現量低下を発端とする分子異常は、孤発性 ALS の治療標的となり得るこ

とが判っている。先述したAR2マウスにペランパネルやRNAアプタマ−といったAMPA受容体拮抗薬を投与すると、

Ca２＋透過性 AMPA 受容体からの過剰な Ca２＋流入が抑制され、運動機能障害や脊髄前角細胞死の抑制を認めた      
［7，8］。また、AAV9ベクターを用いてADAR2 cDNAを投与しADAR2発現量を回復させたところ、運動ニューロ

ン死の抑制やALS様症状の進行停止効果を認めた［9］。ADAR2発現量低下を発端とする分子異常は、孤発性ALSで

病因的意義を有し、根本的な治療標的であることから、RNA 編集異常を体液中で検出できれば、診断・治療効果判定

に役立つ有力なツールとなり得る。近年、細胞外に存在しながらも細胞内の環境を反映する細胞外RNAは、神経変性

疾患のバイオマーカー候補である［1］。我々は、in vitro で細胞外RNAのADAR2 依存性編集部位の編集率が、細胞

内のADAR2発現量と相関することを発見した［10］。ALSは運動ニューロンが特異的に変性する疾患であり、中枢神

経でのRNA 編集率の変化を同定することが重要である。つまり、中枢神経由来のRNA を含んでいる髄液中の細胞外

RNA の ADAR2 依存性編集部位の編集率変化は、孤発性 ALS の疾患特異的バイオマーカーになり得る。そこで本研

究の目的は、髄液中に存在する細胞外RNAのADAR2依存性編集部位の編集率を測定することで、運動ニューロンで
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のADAR2 の活性レベルを想定し、孤発性ALS の診断および治療モニタリングのバイオマーカーを開発することであ

る。 
 

 
図1．孤発性ALSのADAR2仮説 

孤発性ALS患者の脊髄運動ニューロンでは、ADAR2の発現量低下を発端とする特異的

な分子異常を認める。孤発性ALSの運動ニューロン死のカスケードは、①ADAR2の発

現量低下、②GluA2 mRNAのQ/R部位の編集率低下、③Ca２＋透過性AMPA受容体の

出現、④細胞内への異常なCa２＋流入、⑤TDP-43の局在異常、⑥細胞死である。 
 

方方  法法  

11．．患患者者髄髄液液のの採採取取  
患者髄液を採取するにあたり、筑波大学附属病院、茨城県西部メディカルセンター、東京医科大学の倫理委員会にて

承認を受けた。入院及び外来で診療の為に採取した、髄液検体の残検体を使用した。採取した検体は、室温、3,000 gで

15分間遠心したのち上清を採取し、RNA抽出時までは－80℃で保存した。 
22．．髄髄液液中中のの細細胞胞外外RRNNAAのの抽抽出出とと細細胞胞外外RRNNAA量量のの測測定定  
髄液1 mlよりTrizol LS Reagent（Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を用いて total RNAを抽出し、RNase-

free DNase Set（QIAGEN、Venlo、Netherlands）を用いてDNaseI 処理を行い、RNeasy MinElute Cleanup Kit 
（QIAGEN）を用いてRNA精製を行った。引き続き、RNA pico kit（Agilent Technology, Santa Clara、CA、USA）
を使用しBioanalyzer 2100を用いてRNA量を測定し、孤発性ALS患者および対照群で統計学的比較を行った。 
33．．髄髄液液中中ののAADDAARR22依依存存性性編編集集部部位位  ssiittee  AAのの編編集集率率のの測測定定  
上記で採取した total RNA を鋳型として、ADAR2 依存性編集部位 site A を含むmRNA に特異的なプライマーを

用いて、One step RT-PCR Kit（QIAGEN）を使用し、RT- first PCRを行った。その後、KOD-plus-ver.2（TOYOBO、

Osaka、Japan）を使用し、nested PCR、third PCRを行い、site A を含むmRNAを増幅させた。増幅したPCR産

物は、MinElute Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いてDNA精製した。制限酵素による切断部位がRNA編集の有

無で異なることを利用し、DNA 1000 kit（Agilent Technology）を使用しBioanalyzer 2100を用いて、出現する目的

の位置のDNA量の比率から編集率を測定し、孤発性ALS患者および対照群で統計学的比較を行った。 
44．．AALLSSのの臨臨床床パパララメメーータターーととのの相相関関  

ALS機能評価スケール（ALS Functional Rating Scale-Revised：ALSFRS-R）や呼吸機能検査（％VC）などの臨床

パラメーターとの相関を統計学的に検討した。 
55．．統統計計解解析析  
統計学的には、孤発性ALS患者と対照群の編集率や total RNA量の比較はMann-Whitney U-testで検討し、編集

率や total RNA 量と臨床パラメーターとの相関はSpearman の順位相関係数で検討した。P＜0.05 を統計学的有意差

ありとして判定した。統計解析ソフトは IBM SPSS Statistics version 26（IBM、Armonk、NY、USA）を用いた。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

 
11..  髄髄液液中中のの細細胞胞外外RRNNAA量量のの比比較較  
細胞外RNAは神経変性疾患のバイオマーカー候補であり、ALS患者の体液中で発現量が変化する細胞外RNAも報

告されている［1］。そこで、髄液中に存在する細胞外RNAの総量をALS群と非ALS群で比較した（図2A）。ALS群

と非ALS群で、年齢に有意差はなかった（ALS群：63.7±4.6歳、非ALS群：62.1±4.1歳、Mann-Whitney U-test, 
P＝0.738、平均±標準誤差で表記）（data not shown）。髄液中に存在する細胞外 RNA の総量は微量であり（444～
1,584 pg/ml）、ALS群（N＝10）と非ALS群（N＝13）で有意な差は認めなかった（ALS群：504～1,368 pg/ml、非

ALS群：444～1,584 pg/ml、Mann-Whitney U-test、P =0.208）。次に、ALS群で髄液中に存在する細胞外RNAの総

量と ALSFRS-R の相関を調べた（図 2B）。ALSFR-S が低下すると細胞外 RNA の総量は増加傾向にあったが、有意

な相関は認めなかった（Spearmanの順位相関係数、R２=0.0053、P＝0.524）。運動ニューロンが特異的に変性するALS
では、中枢神経由来のRNA の変化を検討する必要があるが、中枢神経由来である髄液中の細胞外RNA の総量は微量

であり、ALS 群で有意な変化はなかった。つまり、ALS の病態に基づかず、微量にしか存在しない中枢神経由来の細

胞外RNAの量的な変化を調べるのみでは、バイオマーカーの確立は困難と思われた。 
 

 
図2．髄液中に存在する total RNA量の比較とALSFRS-Rとの相関 

A) 髄液中に存在する total RNA量（ALS群：N＝10、非ALS群：N＝13）。平均±四

分位間範囲で表している。丸印は個々の細胞外RNA量をプロットしたものである。 
B) total RNA量とALSFRS-Rの相関（ALS群：N＝10）。波線は近似直線を表してい

る。丸印は個別の細胞外RNA量をプロットしたものである。 
 

22..  髄髄液液中中ののAADDAARR22依依存存性性編編集集部部位位  ssiittee  AAのの編編集集率率  
RNAの量的な変化ではバイオマーカーの確立が困難と思われたため、孤発性ALSで特異的な分子異常に基づき、今

まで検討されていないRNA編集という質的な変化に着目した。我々は、培養細胞系を用いた先行研究で、運動ニュー

ロンに発現しADAR2依存性編集部位を含むmRNAを同定し、それらが細胞外RNAとして分泌されていることを発

見した［10］。そこで、バイオマーカー候補であるそれらの ADAR2 依存性編集部位を持つ mRNA が、髄液中に存在

する細胞外RNAから検出できるか検討した。髄液中に存在する細胞外RNAの総量は微量であり、全てのADAR2依

存性編集部位を持つ mRNA を検出することは出来なかった。検出できた mRNA の中で、非 ALS 群で編集率が高い

site A に注目した。ALS 群と非ALS 群で site A の編集率を比較したところ、ALS 群で有意に編集率が低下していた

（ALS 群：82.4～100％、非ALS 群：95.0～100％、Mann–Whitney U -test、P＝0.024）（図 3）。興味深いことに、

非ALS群の全ての症例で編集率が95％以上であり、特異度の高い診断バイオマーカーになる可能性が示唆された。 
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図3．髄液中のADAR2依存性編集部位 siteAの編集率 

ALS 群：N＝9、非 ALS 群：N＝9 である。丸印は個々の細胞外 RNA 量をプロット     
したものである。平均値±標準誤差で示す。*P＜0.05、Mann-Whitney U-test。 

  
33..  孤孤発発性性AALLSS患患者者ににおおけけるる髄髄液液中中のの ssiittee  AAのの編編集集率率とと臨臨床床パパララメメーータターーととのの相相関関  
髄液中の ADAR2 依存性編集部位 site A の編集率が疾患特異的な診断バイオマーカーとなる可能性を示したが、

ALSFRS-R や％VC といった臨床パラメーターとの相関を調べることで疾患の進行モニタリングマーカーとなるか検

討した。髄液中のsite Aの編集率とALSFRS-Rの間には、有意な相関は認めなかったが、編集率が低下するとALSFRS-
Rが低下する傾向にあった（Spearmanの順位相関係数、R２＝0.144、P＝0.111）。編集率と％VCの間にも同様に、編

集率が低下すると％VCが低下する傾向にあった（Spearmanの順位相関係数、R２＝0.1225、P＝0.383）。どちらも有

意差はないものの、今後症例を蓄積することで有意な相関を示す可能性が高く、髄液中の site Aの編集率が疾患の進行

モニタリングマーカーとなる可能性を示唆した。 

図4．site Aの編集率とALSFRS-Rおよび％VCとの関連 
A) 髄液中のsite Aの編集率とALSFRS-R（ALS群：N＝9）。波線は近似直線を表し

ている。丸印は個別のsite Aの編集率をプロットしたものである。 
B) 髄液中のsite Aの編集率と％VC（ALS群：N＝7）。波線は近似直線を表している。

丸印は個別のsite Aの編集率をプロットしたものである。 
 

以上の結果より、髄液中 site Aの編集率は運動ニューロン内のADAR2発現量を反映する可能性が高く、運動ニュー

ロンでADAR2発現量が低下している孤発性ALSの疾患特異的なバイオマーカーとなり得る。現在開発されつつある、

孤発性ALSのADAR2発現量低下を標的とした新たなALS治療薬が開発された暁には、治療可能な孤発性ALSを判
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別する診断バイオマーカー及び治療効果判定を可能とするバイオマーカーとなるだろう。今後症例数を増やすことで、

この予測の妥当性を明らかにしたい。 
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