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〈はしがき〉

筋萎縮性側索硬化症(amyotrophiclateralsclerosis、 以下ALS)は 運動神経

細胞 が選択 的 に変性 脱落 し、全身の筋萎縮 と脱力を来た し、最終的には呼吸筋

麻痺に陥る致死性の進行性神経変性疾患である。ALSは 孤発性 が多 く、わず かに

5-10%が 遺伝性 であ る。1870年 代 にJean-MartinCharcotに よ り疾患概念 が提

唱 され て以 来、孤発性ALSの 病態 は不 明であ った。最近 、孤発性ALSに おいて

脊 髄 の 下 位 運 動 神 経 細 胞 の選択 的変性 にグル タ ミン酸受容 体サブユニ ッ ト

GluR2Q/Rsiteの 編集 率低 下が 関与 してい るこ と明らかに され、ALSに おけ る

運動神経細胞 死に よ うや く納得のい く説明が可能 となった。

グル タミン酸受容体サブタイプは、イオンチャネル型 と代謝調節型 にわけ ら

れ、イオンチャネル型は さらに ㎜A受 容 体、カイ ニ ン酸受容 体、A～PA受 容 体 に

分 け られ る。 この中で速 い シナプス伝達に関わる 崩PA受 容体 は、脊髄運 動神 経

細胞 の遅発性 興奮性細胞死に関与 していると考えられている。その分子メカニ

ズムとして,ALS脊 髄運動神経細胞 では、蝋PA受 容 体チ ャネル のCa2+透 過性 を充

進 させ る分子変 化が疾 患特異的、細胞選択的に起 こっていることがあきらかに

なった。

本研究では ㎜'A受 容体 チ ャネル のCa2+透 過性 を規定す る受容 体サ ブユ ニ ッ ト

GluR2Q/Rsiteの 編集 を司 る酵素ADAR2を ターゲ ッ トして、ALSの 病態 の解 明

と治療 への応 用 に関す る新たな知見を得た。
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研究成果

孤発 性 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症(ALS)の 病 態 に編 集 型GluR2の 減 少 が 関 与 して い る

こ と こ とが 明 らか に され て い る。GluR2のQ/R部 位 のRNA編 集 は主 にadenosine

deaminasesactingonRNA(ADAR2)に よ っ て行 わ れ る。 ヒ トADAR2遺 伝 子 に は4

っ のalternativesplicingisoformが 知 られ て い る が 、 そ の 発 現 お よび機 能 に

関 して は 未 だ 不 明 な点 が 多 い。ADAR2遺 伝 子 導 入 はGluR2サ ブ ユ ニ ッ トの 編 集 率

を促 進 し、1WPA受 容 体 をCa非 透 過 型 に して 運 動 神 経 細 胞 に保 護 的 に 作 用 す る こ

とが 予 測 され るが 、 そ の 検 討 は 未 だ な され て い な い。 以 上 の 背 景 か ら、 次 の 項

目を研 究 目的 と した。

① ヒトADAR2遺 伝子 の発現 お よび機 能 を解 明す るとともに、ALSに お けるADAR2

の疾患特異的変化 の有無 を明 らか にする。

②GluR2のQ/R部 位 の 即A編 集率 を上昇 す る薬剤 のス ク リーニング法を確立す る。

ADAR2遺 伝 子 の4つ のalternativeslicinisoformの 過 剰 発 現

ADAR2遺 伝 子 のC末 のalternativesplicingisoformの うち2L-2,2L-3,2S

を プ ラ ス ミ ドレベ ル で 培 養 細 胞(COS7)へLipofectamineを 用 い て 過 剰 発 現 で き

る こ と を 確 認(下 図)。

こ れ ら のalternativesplicingisoform(2L-1,2L-2,2L-3,2S)の うち2L-2

はADAR2活 性 が 高 く 、2L-3は そ の 活 性 が 低 い 。2L-1は そ の 機 能 が ま だ 明 ら か

に は な っ て い な い 。ADAR2活 性 を 上 昇 させ る こ と の で き る 、遺 伝 子 の 導 入 あ る い

は 薬 剤 の 投 与 はALSの 治 療 に応 用 可 能 と 考 え られ る 。

現 在 、 よ り 高 率 に 発 現 させ る た め に ヒ トADAR2遺 伝 子 のC末 の4種 類 の

alternativesplicingisoform(2L-1,2L-2,2L-3,2S)を ア デ ノ ウ イ ル ス ベ

ク タ ー に 組 み 込 み 中 で あ る。



GluR2のQ/R部 立のRNA編 率 を上 す る'・剤 の ス ク リー ニ ン グ法 の確 立

1.培 養 細 胞 のGluR2のQ/R部 位 のRNA編 集 率 測 定

培 養 細 胞 か らRNeasyMiniKit(foranimalcells,QIAGENcode:74104)を 用

い 剛Aを 抽 出 し、RT-PCRに よ っ てcDNAを 作 成 。GluR2Q/Rsiteを 含 む277bp

をnestedPCRに よ って 増 幅 。ZymocleanGelDNArecoverykitに よ っ てDNAを

精 製 。PCRproductを 制 限酵 素Bbvlで 処 理 し、泳 動 パ タ ン に よ り編 集 率 を算 出

した。

ラ ッ ト脊 髄 運 動 ニ ュ ー ロ ンの 初 代 培 養 、HeLa細 胞 、COS7細 胞 、SH-SY5Y細 胞

の な か でSH-SY5Y細 胞 のGluR2のQ/R部 位 のRNA編 集 率 が33-66%で あ り、薬 剤

ス ク リー ニ ン グ に使 用 可 能 と考 え られ た 。 そ の た め 、 以 下 の薬 剤 ス ク リー ニ ン

グ に はSH-SY5Y細 胞 を用 い た。

2.SH-SY5Y細 胞 を用い た薬剤 ス ク リー ニン グ

上記で確立 したGluR2のQ/R部 位 のRNA編 集 率測定法 を用い て興奮性 ア ミノ

酸 、抗 うつ薬のスクリーニングを行 った。

SH-SY5Y細 胞 に薬剤 を負荷 し、24時 間後 に細胞 を回収 し、GluR2のQ/Rサ イ ト

RNA編 集 率 を測定 した。

ス ク リーニ ング した薬剤の中で、2種 の薬剤 で(下 図)、10μM以 下のオー ダ

ー でGlu2Q/Rサ イ トのRNA編 集率 が有意 に上昇 した
。 これ らの薬剤はALSの 神

経細胞死 に抑 制的 に働 くと考 え られ、ALSの 特異的治療 に応 用で きる可能性が示

唆 された。


