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【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、Ca2+ 流入が上昇し、細胞死に至
ることが知られている。従って、GluR2 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。GluR2 Q/R 部
位の RNA 編集は主に、adenosine deaminase acting on 

RNA type 2 (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（図 1）。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、GluR2 Q/R 部位の編集率測定系を確立し、
抗うつ薬を含めた複数の薬剤の同部位における 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。

［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 GluR2 Q/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-on 

HeLa G2m 細胞を作成した（図 2）。抗うつ薬や降圧剤
や抗生剤、免疫抑制剤、抗てんかん薬などの複数の薬
剤を 10 μ M 以下の濃度で 24 時間負荷した。
　GluR2 RNA 編集率の測定に関して、薬剤負荷後、
培養細胞から total RNA を抽出し、逆転写反応によ
り cDNA を作製し、Nested PCR 法を用いて cDNA の
GluR2 Q/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 (BbV Ⅰ ) 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 編集率の有
意な上昇を認めた薬剤に関して、Real-Time PCR 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。 

図 1 図 2
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［結果と考察］

１）GluR2 編集率変化

　10 μ M 以 下 の paroxetine、fluvoxamine、
milnacipran、amitriptyline、desipramine、imipramine

で control に 対 し て 有 意 な GluR2 編 集 率 の 上 昇 を
認めた（図 3）。同様に、降圧剤では furosemide や
spironolactone、losartan、 抗 生 剤 で は suramine や 

lomefloxacin、cephalothin、 cloxacillin、 抗 真 菌 薬 で は
ciclopirox、 clotrimazole、免疫抑制剤では azathioprine、
抗 て ん か ん 薬 で は topiramate、 他 で は sparteine、 

hydrastinine、 mitomycin の投与で GluR2 編集率の有意
な上昇を認めた（図 5-8）。

図 3

図 5

図 6

図 4

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

図 7
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外の薬剤で、すべての濃度ではないが、その相対発現
量比の有意な上昇が認められた（図 4）。
　Tet-on HeLa G2m 細胞の GluR2 Q/R 部位の編集率
を上昇させた薬剤のうち、fluvoxamine、paroxetine、
amitriptyline、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 amitriptyline 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。

［まとめ］

　Tet-on HeLa G2m 細 胞 を 用 い、 抗 う つ 薬 や 抗 生
剤、降圧剤などによる GluR2 Q/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、
fluoxetine、milnacipran、amitriptyline、desipramine、
imipramine、furosemide、spironolactone、losartan、
suramine、lomefloxacin、azathioprine、topiramate、
sparteine、 hydrastinine、 mitomycin に GluR2 Q/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、今後 ALS の治療薬としての臨
床応用の可能性が考えられた。

16）半導体マイクロチップ型シーケンサー対応

original custom panel 導入による本邦ヘモクロマ

トーシス新規感受性遺伝子の探索研究

研究代表者　土岐　康通

［背景・目的］

　鉄過剰症は、本邦では大部分が輸血後鉄過剰症と考
えられてきた。平成 22 年（2010 年）度「ヘモクロマ
トーシスの実態調査および診断基準作成」班（班長：
高後裕）の全国調査１）から原因が特定できない鉄過
剰症が 1089 症例中 76 症例（7.0%）で、予想以上に
多いことが判明した。しかし、2011 年 11 月までに、
これまでに報告されてきた遺伝性ヘモクロマトーシ
ス（hereditary hemochromatosis：HH）の責任遺伝子群
である HFE、HFE2、HAMP、TFR2、SLC40A1、FTH1

のサンガー・シーケンス解析を実施した 12 例におい
ては、それら HH 責任遺伝子上に特徴的な変異は確認
されず、病態原因診断がついていないのが現状であ
る。このような原因不明のヘモクロマトーシスに対し
て、ゲノムワイドの探索を目的とした次世代シーケン
サーを用いた大規模解析は大変有望である。ただし、
膨大な情報量のゲノムからの読取り（whole genome 

sequencing:WGS）には大型次世代シーケンサー専用オ
ペレーターの常駐が必須であり、かつ 1 ランあたりの
高額な費用とデータ取得まで長時間を要するという問
題があり、これまで誰もが簡便に取り扱うことができ
なかった。そこでこの問題を克服すべく、近年開発さ
れたパーソナル・タイプの次世代シーケンサーを導
入し、WGS に代わる whole exon sequencing を行うこ
とで、蛋白質の機能や発現に影響を与える一塩基変異

（SNVs）や小さな挿入 / 欠損（InDels）を信頼性の高
いデータとして抽出することとした。さらに、次世代
シーケンサーのハイスループット能力を最大限に発揮
する手法として custom panel による ampli sequencing

が有効な解析手段であると考えられることから、本
研究では、鉄代謝関連遺伝子を含めた original custom 

panel による網羅的遺伝子解析法のパイプ・ラインを
構築し、原因不明のヘモクロマトーシス症例に対する
鉄過剰症関連新規感受性遺伝子を探索した。

［材料・方法］

1. 次世代シーケンサー

　センサーウェル数が 1.65 億ウェルの Ion Proton I 

図 8
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