
阿曾

りｃＤＮＡを作製し、NestedPCR法を用いてcDNAの

GluR2Q/Ｒ部位を含む領域を増幅させた後、ＤＮＡ精

製を行い、制限酵素（ＢｂＶＩ）による酵素処理を行

なった。未編集型のGluR2が存在する場合、編集型

GluR2では出現しない切断断片が出現することを利用

し､その比を測定し､同部位のRNA編集率を算出した。

mRNA発現量の測定に関して、GluR2細集率の右意

な上昇を認めた薬剤に関して､Real-TimePCR法によっ

て、ADAR2酵素活性を意味する基質に対する酵素の

相対発現量比として､ADAR2/preGluR2比を測定した。

19）孤発性筋萎縮性側索硬化症における神経細胞死の

メカニズムの解析と新規治療薬の探索

研究代表者淫田潤

【研究成果の概要】

[研究目的］，

孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の脊髄運動

ニューロンでは、グルタミン酸受容体（GluR）のう

ちＡＭＰＡ受容体のサブユニットであるGluR2のグル

タミン（Q）／アルギニン（R）部位のＲＮＡ編集率が

疾患特異的・部位選択的に低下していることが報告さ

れた。ＡＭＰＡ受容体は４つのサブユニットからなる

4量体で、その構成サブユニットに少なくとも１つの

編集型GluR2が存在しなければ、ＣａZ+流入が上昇し、

細胞死に至ることが知られている。従って、GIuR2

Q/Ｒ部位のＲＮＡ編集率の低下がＡＬＳの運動ニュー

ロン死の病態へ深く関与していると考えられている。

GIuR2Q/Ｒ部位のＲＮＡ編集は主に、adenosinedeami‐

naseactingonRNAtype2(ADAR2）によって行なわ

れ、ADAR2活性を上昇させる薬剤はＡＬＳにおける運

動ニューロン死を阻止しうる可能性があると考えら

れる。現在まで、抗うつ薬がＧｌｕＲサブユニットの遺

伝子発現量及びRNA編集率を変化させることが報告

されている。そこで、ＧｌｕＲ２Ｑ/Ｒ部位の編集率測定系

を確立し、抗うつ薬の同部位のＲＮＡ編集率及びRNA

編集に関わる遺伝子の発現への影響を検討し、ＡＬＳ

治療薬となりうる薬剤のスクリーニングをすることを

目的とした。

[結果と考察］

１）GluR2編集率変化

ｌＯ似Ｍ以下のparoxetine、Huvoxamine，milnacip‐

ran，amitriptyline，desipramine、imipramineでcontrolに

対して有意なGluR2編集率の上昇を認めた（図ＬＡ；

paroxetineB;amitriptyline)。

２）ｍＲＮＡ発現量定量

ADAR2酵素活性を意味するADAR2のpreGluR2に

対するｍＲＮＡ相対発現量比に関して、milnacipran以

外の薬剤で、すべての濃度ではないが、その相対発現

AParoxe伽色負荷によるＧｉｕＲ２Ｑ/R部位のRNA纏集率変化
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[研究方法］

スクリーニングに用いる培養細胞として、スプライ

シングが行なわれる前のGluR2Q/Ｒ部位のみを含む

ミニ遺伝子（preGluR2）をHeLa細胞に導入し、人為

的に同部位のＲＮＡ編集率を５０％程度に調節したＴｅt‐

onHeLaG2m細胞を作成した。抗うつ剤は、選択的セ

ロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）はfluvoxamine・

Huoxetine・paroxetineの３種、セロトニン・ノルアド

レナリン再取り込み阻害薬（SNRI）ではmilnacipran・

reboxetineの２種、三環系抗うつ薬としてamitripty‐

line・desipramine・imipramineの３種を用いた。各薬剤

を１０似Ｍ以下の濃度で24時間負荷した。

ＧｌｕＲ２ＲＮＡ編集率の測定に関して、薬剤負荷後、

培養細胞からtotalRNAを抽出し、逆転写反応によ
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[まとめ］

Tet-onHeLaG2m細胞を用い、ＳSRI・SNR1．三環

系抗うつ薬によるGluR2Q/Ｒ部位のＲＮＡ編集率の変

化についてスクリーニングした。Fluvoxamine、Huox‐

etine、milnacipran，amitriptyline、desipramine、imipra‐

mineにGluR2Q/Ｒ部位のＲＮＡ編集率の上昇作用を

認めた。その機序については不明な点はあるが、ＡＬＳ

の治療薬としての臨床応用の可能性が考えられた。
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図２

量比の有意な上昇が認められた（図2.Ａ;paroxetineB；

amitriptyline)。

Tet-onHeLaG2m細胞のＧｌｕＲ２Ｑ/Ｒ部位の編集率を

上昇させた薬剤のうち、Huvoxamine、paroxetine、ami‐

triptyline、desipramine、imipramineで、すべての濃度で

はないもののADAR2/preGluR2のｍＲＮＡ発現比の有

意な上昇を認め、このうちparoxetine及びamitripty‐

lineでは濃度依存'性の傾向を示し、そのGluR2編集率

上昇作用は主に基質に対する酵素の発現量比の上昇が

関与していると思われた。その他の薬剤のGluR2編

集率上昇作用は基質に対する酵素の相対的発現量比の

みでは説明できないため、それ以外の要素が関与して

いる可能性が考えられた。
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