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著原

アルツハイマー病・病理ステージの進行に関連して変動する

血液マイクロ剛Aの同定

原 範和

新潟火'¥:脳研究所附帆生命科学リソースIﾘf究センター

バイオリソース川究部IIII 週伝子機能解析学分野

（指導：池内他教授）
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要 旨

マイクロRNAは， Ⅲl油や血漿といった体液中においても比較的安定した状態で存ｲlLてお

り定IMIll定が可能である．そのためマイクロRNAは，アルツハイマー病(AIzheimer's(lisease:

AD)に代表される神経変性疾患の1m液バイオマーカーの||"liとして期待されている．本研究

は,AI)の診断や病態を反映する血液バイオマーカーを|,1定することをIzI的に，神経病理学的に

診断されたAD患者27名および対照背18名（病理サンプルセット）から死亡前2週間以内に

採取されたIm滴をIM(､,マイクロRNAIitを次世代シークエンサーにより網羅的に解析した．そ

の結果， 3つのマイクロRNA(hsa-miR-501-3p,hsa-lel-7f-51),hsa-miR-26b-5p)が

AD僻と対照群との|ﾊlでｲ『恵に変動した． このうちhsa-miR-501-3I)は, |臨床的に診'断された

AD忠尚36名および認知機能正常打22名で樅成される|臨床サンプル七､ソトにおいても, lililli

I|!で有意に変動していることが定吸PCR解析により示された（感度53%,特異度100%,area

undel･thecurve=0.82)． IⅢ滴II!のhsa-miR-501-31) II(はAD患者群で減少しており，その減

少は認知機能評価の折|ﾘWであるMini-MelllalStateExamillfltionscoreの低下と有意に相|塊lして

いた． さらにhsa-miR-501-3pは, lil7i!i'l｣の減少とは反対に，脳内でば際しく増加しているこ

とが|司じ被験者の剖検脳サンプルを解析することによって|ﾘlらかにされた． このAD脳におけ

るhsa-miR-501-31)jW川の遺伝j亀発現への影響を1淵くるため，端従細胞SH-SY5Yに

hsa-miR-501-3pを過剰発現させたところ, 128個の辿伝fの発現鼓がｲ『意に減少した． これ
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らの変動した辿伝子はDNA椴型や細胞周期といった'k体|ﾉ1作用に関連していた. hsa-miR-

501-3pは,AD脳での病変の進行を反映する新規のlⅢ液バイオマーカーであることが示唆さ

れ,今後の実臨床の場での実lﾘl化が期待される．

キーワード：アルツハイマー満，バイオマーカー，マイクロRNA,次11t代シークエンサー，

miR-501-3p,BI･aakステージ

立されれば，多人数を効率良くスクリーニングで

きるであろう．晶近のテクノロジーの進歩により，

ADのli1液バイオマーカーの候補がぺう。チドや脂

髄代I淵物，核酸などさまざまな微埜分子から兇つ

かってきている･1).

マイクロRNAは, 1111液バイオマーカーとして

注'三|されている分子の一・つである． マイクロ

RNAは約22塩基の低分子非翻訳RNAで, |典的

mRNAの3'非翻訳髄域に配llを認識して結合す

る．結合したマイクロRNAは, RNA誘導型サイ

レンシング複合体を形成し,mRNAの不安定化や

脚l訳のlll l.害により標的辿伝子の遺伝子発現を抑制

する5)6)．マイクロRNAは, lil清や血漿のような

体液'l1ではエクソソームなどの小胞に包まれてい

るため．流血中でも比較的安定して存在してい

る7)．近年，複数のIII液マイクロRNA並を調べる

ことで,ADや軽度認知障審の患者を認知機能正

州な対照者から識別できる可能性が示されている

8)-1･1). ll'lえば，血漿'|1のmiR-132ファミリー

(miR-128,miR-132,miR-874)を解析すると，

年齢適合対照群から軽度認知障害群を高率（感度

84-94％，特異度96－98％）に判別することが

できたと報告されている12).マイクロRNAの変

肋は,AD脳においても報告されている15)-17)

H6bel1らは,miR-29a/b-lクラスターの発現雄

がAD脳で減少しており，その減少はAB潅生に

つながるBACE1タンパクの高発現とN1関してい

ることを明らかにした． これらのマイクロRNA

はBACE1の発現且を111:接的に制御していること

が示唆される’5)． このようにマイクロRNAの

ADWIII!への関与がlﾘlらかにされてきているが，

病変のあるlliM内と末|;i'illl'|!との間でマイクロ

RNAII(に関連があるかどうかについては不|ﾘlで

ある． そこで本研究では,ADの診断や病態を反

はじめに

アルツハイマー病(Alzheimer'sdisease:AD)

は，高齢者における認知症の中で雌も多い原|kl疾

忠である.ADを特徴づける神経柄理学的な変化

は， 糺||胞外に蓄枇するアミロイドB (amyloid-6:

AB)から成る老人斑と，神経細胞内に凝典する異

常リン樅化ダウから成る神経原線維変化(''eu-

ronbrillarytangles:NFr)である． これらの病変

は臨床症状が現れる以前より脳内に不可逆的に出

現する．現在のところADの治療は対症旅法のみ

が可能であり，病態の進行を阻止する根水滴療法

は米確立である.ADの発症および進行のメカニ

ズムを理解するためには,AD発症前の前駆段階

で病態の進行を捉えることが重要であると思われ

る.ADを早期段階で診断し治療介入することは，

認知症忠者やその家族にとって大きな意侭がある

と考えられる')．

ADの初期に認められる脳lﾉ1病理変化を検,'l}す

るため，分子イメージングや脳脊髄液II!および末

梢Ⅱil中バイオマーカーの開発が進められている．

例えば,PittsburgC()mpoundBを川いた放射|析届

搬彩法による分子イメージングは，脳|ﾉﾘでのAB

幣枇をADの臨床症状が現れる前の初!Ul段階から

生体lﾉ1で捉えることができる． しかしながら、分子

イメージング検査はf¥川が高価であり，かつ実施

III能な施設が限定される． また，脳脊髄液'l!のAB

およびタウタンパクの測定はADを商率に診断可

能なバイオマーカーとして確立されているが2)3)，

II災椎穿刺による脳存伽液の採取は忠:尚への負担が

比校的大きく，多激の忠行に検査を実施すること

は|ｲｨ雛である．一方で, III液の採取は忠行への負

担が少なく，非侵襲的な検査として広く睡旅現場

に没透している．有川な血液バイオマーカーが雌
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映するバイオマーカーとなりうる血液1'1マイクロ

RNAを同定することをI=|的に,ADの病理ステー

ジに{'f目してlll浦中マイクロRNAII(について次

世代シークエンサーによる網羅的解析を行った．

Spike-II1Control;QIAGEN)が各血浦サンプル

に添加され，標準化および収|,tの確認のために使

われた．血清RNAは，肢終的に14'"LのRNase

フリーの粘製水に浴出した．

総RNAは，凍結|11l1頭染皮'I'iの小片もしくは埖

挺細ll@よりTRIzoIPlusRNAPurificationKit

(ThermoFisherScientifiC,Waltham,MA,USA)

を川いて単離した．単離された総RNAは，アジ

レン1,2100バイオアナライザーによりRIN(RNA

integrilynumber)他を決定した.RINは,mRNA

のIYIT'1を表す指標で, 1点（悪）から10点（良）

で評llliする．

材料と方法

被験者

ADに対するlililliマイクロRNAバイオマーカー

を|両l定するために， 2つのサンプルセットをlll":

した．探索川サンプルセット (ROW)は， 日本神

経科学ブレインバンクネットワーク (JBBNNR)

から得た検体により樅成される. JBBNNRでは，

剖検脳は病理診断によりBraakステージの分煎

が行われる18)19)．血清は，被検者の死亡前2週|Nl

以lﾉﾘに採取された残余サンプルを使lllした．同じ

被験者から側頭雌皮質組織が剖検時に採取され，

解析に使用するまで－80℃で凍結保仔された．

検証サンプルセット (NIG)は，新潟大学医閑学

総合病院で集められた臨床診断された検体により

構成される.ADの臨床診'折は,Natiollal llIstitute

ofNeurologicalandCommllnicativel)iseasesan(1

theStroke-AIzheimer'sDiseaseall(IRelale(1

Disol･dersAssocialionの雅唯に準じて行われた2()).

被験者より採取されたlil油は，解析に使用するま

で－80℃で適切に保存された．被検椅もしくは

法定後見人からインフォームド・コンセントを取

得した．本研究は，新潟大学医学部および東京都

健康災寿医旅センターの|耐哩委員会により承認さ

れた．検体はすべて匿名化した状態で解析された．

SmallRNA-Seq

SmallRNAシークエンシング(RNA-Seq)ライ

ブラリーは,TnlSeqSmallRNASamplePrepKit

(Illumina,SanDicgo,CA,USA)を用いて, 1/4g

の総RNAもしくは5江Lの1ili,'iRNAより作製し

た． ライブラリーはイルミナ社の次世代シークエ

ンサー (GenomeAnalyzerllx:GAIIx)でシークエ

ンスを行い，各ライブラリー2000万以上のシン

グルエンドリードが得られた．シークエンスリー

ドは，アダプタ配列をcutadapt22)をlllいて除去

した後， ヒト参照配l1 (hgl9)にbovtie23)を川

いてマッピングした．マッピングされたリードの

数は,HTSeq24)を川いて,miRBaserelease2025)

に登録されているマイクロRNAごとにカウント

した． カウントされたリード激は,DESeq226)に

組み込まれているmedian-of-ratios法により標

準化した．低発現のマイクロRNAを除外するた

め，隙準化リード数の全検体における､|え均値が50

以1ざのマイクロRNAは解析から除外した．

DESe(12を用いて発現変動解析を行い,AD群と

対照群との間でｲ丁恵に変動するマイクロRNAを

同定した． また，此変11tに年齢および性別,APOE

遺伝型，溶血率またはRINを川lえ， これらの変数

を帥IIIした上で発現変動解析も行った. P値は，

Wal(1検定によって算IIIIされたのち, Benjamini-

Hochberg法27)を剛いて多lR検定補正のために

調整した．補正後のP値が0.05未満(5%false

discovelyrate:FDR)のマイクロRNAを統制･的

APOE遺伝型の決定

脳もしくは1m液サンプルからケノムDNAを単剛

し,既報の方法に従いAmE過伝型を決定した21).

RNAの抽出

遊離RNAは，血清(200'"L)からmiRNeasy

Serum/PlasmaKit (QIAGEN,Hildel1,Germany)

を使川して単離した.NIG検証サンプルセッ |､で

は，定地PCR解析のため, 5.6×108コピーの合

成cel-IniR-39-3p (miRNeasySel･um/Plasma
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ニシリンーストレプトマイシン1％を添加した培

錐液で培挺した．細胞をディッシュ上で1日j鯛f

した後，終淡度50nMとなるようにhsa-miR-

501-3pmimic (MC12927;ThermoFisher

Scientific) またはscramblecontrol (mirVanaTM

miRNAMimic,NegativeCoI111･ol#1;Therm()

Fishel･Scientinc)を,NeuroMag(OZBiosciences,

SanDiego,CA,USA)を用いて細胞へ過伝子導入

した． 24時lHl後,TRIzol試薬を川いて細l胞を回収

し,RNA抽出を行った．

に,何意と判断した．

溶血の評価

lil滴サンプルの溶lilの度合いを検出するため，

遊離ヘモグロビン脳を分光光度計により測定し

た． Ⅲl"12/'Lを48/4Lのリン酸緩術生理食堀水

で希釈したのち，吸光度414nmと375nmの比

(溶lil率;AI14/375)を決定した．溶川率が高値な

陽介．溶Ⅲの度合いが高いことを意味する28)29)・

NIG検証サンブルセットでは溶lll率が2を超え

たlil滴サンプルは解析から除外した．

nlRNA-SeqおよびGeneOnt()I()gy解析

mRNA-Seqライブラリーは, TruSeqRNA

SamplePI℃I)Kitv2 (Illumina)を川いて500ng

の総RNAより作製した． ライブラリーはGAIIx

でシークエンスを行い，長さ751)pのシングルエ

ンドリードが約4,000万本，各ライブラリーより

得られた． シークエンスリードはSTAR3')を川

いてヒト参照配II (hgl9)にマッピングした．

DESeq226)を川いて遺伝子発現変動解析を行い，

衲正後のP値が0.05未満(5%FDR)の逆仏子

を統計的に有意とみなした． イi意に発現変動して

いた遺伝子僻に対し,DAVID6.832)33)を川いて

GeneOnt()logy解析を行った. GeneOntologyカ

テゴリーのGOTERMBPDIRECTを利用し, P

値0．05*ill'li (5%FDR)のGeneOntologyを統

iil･的に有意とみなした．

定量PCR

候補となるlmil'iマイクロRNAは, '胸qManMicm

RNAAssays (ThermoFishel･Scielllinc)を川いた

7EIItPCRにより1'I現性を確認した. 5"Lの血消

をTaqManMicl･0RNARevel･seTI･anscl･iptionkit

により逆転写を行った．逆転写反応は15，1Lの反

応系で行い， 3つの標的マイクロRNAプライマー

(hsa-miR-501-3p,hsa-let-7f-5p,hsa-miR-

26b-5p)と2つの標準化マイクロRNAプライマー

(Cel-miR-39-3p,hsa-miR-451a)を終淡度0.2x

となるように加えた．逆転jj:反応物のうち5ML

を使い, 'IYlqMallPreAmpMasterMixを用いて12

サイクルのPCRにより増幅した． このPCR反応

は25"Lの反応系で行い，上記5つのRNAプラ

イマーを終浪度0.03xとなるようにhllえた. jWIIM

されたPCR反応物は0.1xのTE100"Lで希釈し

た．希釈した反応物のうち5/2Lを使用して定lit

PCRを行った．定l,iPCR反応は, ABIPRISM

7900HT上で各マイクロRNAのTaqManMicl･0

RNAAssayを剛いて, 384穴プレーI､に20/4Lの
反応系で3亜測定を行った．マイクロRNAd)11I

対発現量を， 2－』』CT法30)によりcel-miR-

39-3p(スバイクイン） とhsa-miR-451a (内

在性コントロール）を標準化に川いて算出した．

結 果

ADに対する血清マイクロRNAバイオマーカー

候補の探索

ROW探索川サンブルセットを準備するため，

剖検脳サンプルと1i1滴サンプルのl'ij方が活川でき

る症例を選択した． さらにBraakステージ分顛に

従い18)'9), BI･aakNFrステージがⅣ,V,Ⅵのい

ずれかでかつBl･aakamyloidステージがCの症例

をAD,BraakNFrステージが0, 1, 11のいずれか

でかつBraakamyloidステージが0またはAの症

例を対照検体と定義した（図l)3')． この定義に

より，移行段階のｿIWI1 (例えばBraakNFrステ･一

細胞培養とマイクロRNA強制発現

上l､神経芽細胞I匝株SH-SY5Yは． minimum

essentialmediaおよびHam'sF12nutl･ientmix-

tureを等埜混合し， ウシ胎児liliili lO%およびぺ
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対照検体 BraakNFTステージ
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アルツハイマー病患者

図l ROW探索川サンプルセッ1,におけるBl･aakステージに韮づいた

アルツハイマー病患.儲と対照検体の選別

BraakNFrステージがⅣ,V,VIのいずれかでかつBraakamyloidステージがCの症例をアルツハイマー

病悠者（赤いセル),BraakNFrステージが0, 1,ⅡのいずれかでかつBl･aakamyloidステージが0または

Aの痂例を対照検体（青いセル）と定義した

hsa-miR-501-3p(怖正後P値=0.002, log2

fOldchange=-1.58),hsa-let-7f-5p (補正後

P値=0.026,log2foldchange=1.00),hsa-

miR-26b-5p (捕正後P値=0.026, log2Iold

change=0.93)が有意に変動していた.AD忠省

群においてhsa-miR-501-3pは減少し，

hsa-let-7[-5pおよびhsa-miR-26b-5pは墹

力||していた（図2A) .特にhsa-miR-501-31]Ij:,

死亡時年齢および性別,APOE遺伝型，溶血率を

袖正した校定でも有意な変動が認められた（柿正

後P値=0004, log2fbldchange=-2.07ｳ表2).

溶血によってマイクロRNA量が変動する可能性

を考慮し29)，溶血率を共変敵に加えた．

ジ111の症例）を除外し，典型的なAD患者と病

理変化が明らかでない対照検体との差を検出でき

るように設定した．その結果，神経病1111学的に診

断されたAD忠者27名と対照者18名を解析対象

としたROW探索用サンプルセットは，死亡II#

年齢および性別，脳重埜,RIN値に関してADIIド

と対照群との間に有意な差(P<0.05)を認めた

(表1)．

被験者の死亡前2週間以内に採取された血満よ

り遊離RNAを単離した. lil清RNAを次世代シー

クエンサーをIWいて解析し,AD群と対照群との

間で変動するマイクロRNAを調べた． |票準化リー

ド数の平均値を利用して低発現マイクロRNAを

除外した結果， 148個のマイクロRNAが解析に

使用された． このうち3つのマイクロRNA
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えるllili,'iサンプルはZalll'ttoらに従い28)解析か

ら除外した．非溶llllII油サンプルから遊離RNA

をiii離し，定駄PCRによってマイクロRNA型を

定ITtした． その結果, 11sa-miR-501-3I)につい

てはイミ『愈な発現変肋がi淵められた(P=0.00002,

log2fol(lchange=-().54;図2B)． hsa-miR-

26b-5pは，有意には至らなかったが|両l様の増加

傾向を認めた(P=0.066, log2f()1(lchange=

0.20;図2B). さらに, llilil!ihsa-miR-501-3pfii

候補マイクロRNAの検証

3つの候illilil滴マイクロRNAの変肋を検祉す

るため，別のサンプルセッl、 (NIG)を解析した．

NIG検証サンブルセットは|臨床診断された36名

のAD思背と22橘の認知機能il雅な年齢適合対

照者で構成される （表l).各披検背よりlil油を採

取し，溶血率をROW探索サンプルセットとl,il様

に調べた．厳密にマイクロRNAlitを評価するた

め,NIG検証サンプルセットでは溶血率が2を超

表1 4xliⅢ究に川いた2つのサンブルセットの↑,'iWI

対照 アルツハイマー病ROW探索サンプルセット P

検体数

死亡時年齢(歳）

性別,％（女性：男性）

死後脳経過時間(時）

脳重量(グラム）

RIN

側頭葉皮質

溶血率

血清

"POE

遺伝型,%(E3｡3:c3*4:E4*4)

アリル,%(c3:E4)

27

84．5士8.0

63.0:37．0

13．4士1 1．6

1 l56±120

18

76．3士7.1

27.8：72．2

9．6士9．4

1268±127

0.001 1
う

0.033‐

0.1581

0.003 1

0.00617.9士0．8 7.1士1 ．2

0．1051l.910.6 1.7士0．5

0.5503

0.0693

55.6：44．4：0．0

77．8：22．2

44.4：25．9：29．6

57．4：42．6

NIG検証サンプルセット 対照 アルツハイマー病 P

検体数

検査時年齢(歳）

性別､％（女性：男性）

MMSE

溶血率

血清

"POE

遺伝型,%(c3*3:cZ4)

アリル,%(83:c4)

22

73．7士8.4

80.0：20.0

29.3±0．7

36

74．7士7.3

63.9：36．1

19.3士5.4

0．5561
勺

0.333‐

4.8.E-08'

0．31611.3士0，2 1.3士0．2

0.0563

0.0903

85.7: 14.3

92.9:7.l

４
２

４
２

４
う
↑

●
◆
●
●

６
８

■
●

５
７

５
７

略語:4POE,apolipoprolcinE;MMSE・mini-menlalsIaにcxamination;RIN,RNAintegrity
numbcr.

IManll-Whitncyの【ﾉ検定によりアルツハイマー病群と対照群との差を検定した。
2フイッシヤーの正確確率検定により男女比率を検定した。

3フイッシヤーの正確確率検定により』POEE4アリルの比率(E4保因者とc4非保因者)を検定し
た。

データは平均±標池偏差で表している。
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した. P価はAD僻と対熈群との差をMann-WhillleyのU検定により,ll･涼した. LFC, log2R)1(1

change.

(C)NIG検舩サンプルセットにおけるllli,li中のhsa-miR-501-3I)MとMini-MentalState

Examination (MMSE)スコアとの間の相関．定l,tPCRにより得られた州対発現l,tを縦lilllに，

MMSEを横軸にして散布IXIを作成した． rはスビアマンの順位棚関係数を表す．

(I))NIG械証サンプルセットにおけるlilii'ihsa-miR-501-31)のreceivel･-operatingcharacteristic

(ROC) IIII線解析.ROC曲線解析の結果，感度53%および特y4II100%,ROCIlll線ド而械(area

underthecurve:AUC)は0.82を示した．

表2 ROW探索サンブルセットにおいて同定された上位20IIMの血淌変助マイクロRNA

平均ﾘｰド数 log2fbldchange補正前P値補正後P値 順位マイクロRNA
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略語:マイクロRNA,miRBaserelease20に登録されている成熟マイクロRNAの名称;平均リード

数,全検体における標準化リード数の平均値; log21bldchange,アルツハイマー病(AD)患者群
と対照群との発現量の差.正の値はAD群で高いことを,負の値はAD群で低いことを示す;補正

前P値,多重検定補正前のP値；補正後P値,多重検定補正のためBenjamini-Hochberg法によ
り調整されたP値;順位,補正後P値による順位．
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図3 1剛一被検者における脳内病理ステージに符|-lした脳内hsa-miR-501-3pの発現変助

ROW探索用サンプルセットにおいて11sa-miR-501-31)はAD患者の脳Iﾉ1で静しく増加していた．

側頭染皮質におけるhsa-miR-501-3pを次llt代シークエンサーにより解析した次世代シーク

エンサーより得られた標唯化リード激を1092スケールに変換後，箱ひげ図を川いてAD群と対照

群ごとに図示した. CT,対･照群;LFC, log2fbl(lchange;R多砿検定ili正のためBenjamini-

Hochberg法によりI淵盤された後のPI!t'i.

(A)
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(B)R()W探索IIIサンプルセットにおいてBI･aakNFrステージと有意に相関する1ilii'i!|!もしくは脳内

のhsa-miR-501-3plit. lililli中のhsa-miR-501-3p城はBI･aakNFrステージと負の|111AI関係

にある一方（スピアマンのllli!位#1関係数r=-0.355,P=0.017),脳内のhsa-miR-501-3pfi

は11ﾐの相関股l係を示した（スピアマンのIIIi位相IMI係数r=0.436,P=0.003).次世代シークエン

サーより得られた標準化リード数をlog2スケールに変換後,BraakNFrステージを横軸にしてIXI

示した．太線は各BraakNFl､ステージにおけるhsa-miR-501-31)品の平均lllliを表す．エラーバー

はそのステージにおけるhsa-miR-501-3pliiの95%信頼区|ﾊIを表す．

(C)ROW探索サンブルセットにおけるinl ･検体内のllili,'i'1!と脳|ﾉ1のhsa-miR-501-3pl,tのIM1係同

＝被検者のlili,'iと脳糺l縦との|ﾊlに11sa-miR-501-31)は，有意ではなかったが負の棚|111ui向を示

した（スピアマンのIIII位NIIMI係数I･=-0.17,P=().25).次世代シークエンサーより得られた隙

雌化リード激をlog2スケールに変換後，敞布lxlをlllいてIXI示した．機軸および縦軸はそれぞれ血

i,'i1|'または脳Iﾉﾘのhsa-miR-501-3I) 1,tを示す．

別,APOE辿伝型,mNの#lli正をした検定でもイィ

恵に変動していた（ lli旺後PIIII=0.0008, log2

ibl(lchange=1.33,順位=25;表3)． さらに,hsa-

miR-501-3p脳はBraakNFTステージとイi恵に

llll#lしていた（図3B).AD病理が進行するにつ

れて脳内の11sa-miR-501-3P職は増加していく

･"(I==0.436,P=0.003) , lil浦中のhsa-

miR-501-3I)趾は減少していく|唄向が認められ

た (r=-0.355,P=0.017). また, hsa-miR-

501-3plitは, |司一検体の脳内とⅢ1滴中との|ﾊlに，

統計学的なｲ丁意差には至らなかったが負の#I I IMI傾

向を示した (I･=-0.17,P=0.25;図3C).これ

らの結果を合わせると, hsa-miR-501-3pはAD

の脳内病理の進行に伴い|前'一被検荷においてIIM

' |'だけではなく脳内においても変肋していること

が示唆された．

は，認知機能評価の指標であるMini-Mental

StateExaminationscol･eと有意に州関した(I･=

0.375,P=0.007;図2C). hsa-miR-501-3pの

receiver-operatingcharacteristicllll線解析による

診'桁効率は，感度53％および特異度100％であ

った(areaunderthecurve=0.82;図2D). これ

らの結果から, hsa-miR-501-31)がADの臨床

診'断に応川できる新規のlil清バイオマーカーとな

る可能性がボ唆された．

脳内におけるhsa-miR-501-3pの変動

lil消中のhsa-miR-501-3plitの変動が脳|ﾉ､lの

hsa-miR-501-3pの発現飛と関連するか否かを

i淵くるため， ，1[滴採取された同一披検尚の|脳lﾉ1で

のhsa-miR-501-3pl,tを解析した. ROW探索

川サンプルセットの被検者の(!!ll顕雄皮質より総

RNAを単離した． |!!ll頭梁皮質はADの病理ステー

ジ後半で強く傷害される脳部位である18). iii雛

された総RNAは次枇代シークエンサーを川いて

解析し,AD群と対照腓との間で変肋するマイク

ロRNAを調べた． その結果，解析された472IIN

のマイクロRNAのうち187111がｲｧ意に変肋して

いた (#lli正後Pilil<0.05). 18711/ilの中にhsa-

miR-501-3pも含まれており, hsa-miR-

501-3pはAD群で苦しく増加し，かつ3番11に

倣い有意兼(PIIIJI)を示した（ lli正後PIII![=

2.9.E-08, log2fOldChange=1.98,順位=3;図

3A). hsa-miR-501-3pは，死亡ll*年齢および性

培養細胞を用いたhsa-miR-501-3pの機能解

析実験

AD脳におけるhsa-miR-501-31)墹加の影稗

をlﾘlらかにするため, SH-SY5Y細胞に合成

hsa-miR-501-3pを辿伝子導入し強制発現させ

た. SH-SY5Y細胞より単離した総RNAを次世

代シークエンサーにより解析し, hsa-miR-

501-3pによって制御されている過伝子の|両l定を

試みた． その結果, hsa-miR-501-3pの強ilill発

現により20811Mの過伝子が対照(sc,･amblecontrol)

に比べてｲ『意に発現変勅していた（衲正後P値く
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表3 ROW探索サンプルセットにおいて同定されたl:1f3()佃の|!!ll砿蛇皮f'〔変肋マイクロRNA

マイクロRNA 平均リード数 log2ibldchange補正前P値補正後P値 順位

hsa-miR-1180-3p

hsa-miR-378a-3p

hsa-miR-1249

hsa-miR-140-3p

hsa-miR-204-3P

hsa-miR-92b-5p

hsa-miR-23a-3p

hsa-miR-885-3p

hsa-miR-23b-3p

hsa-miR-28-3p

hsa-miR-7704

hsa-miR.877-5p

hsa-miR-5100

hsa-miR-504-3p

hsa-miR-1247-5p

hsa-miR-1343-3p

hsa-miR-146b-5p

hsa-miR-1908-5p

hsa-miR-223-3p

hsa-miR-409-5p

hsa-miR-45IO

hsa-miR-744-5p

hsa-miR-485-5p

hSa-miR-532-Sp

hsa-miR-501-3P

hsa-miR-132-3p

hsa-miR-99a-3P

hsa-miR-6747-3p

hsa-miR-766-3p

hsa-miR-4787-3p

8,753

6,537

6.632

37,1 15

106

284

35,336

268

48,666

13,920

528

1,268

244

54

I,124

407

17,013

258

518

490

378

28,353

5.420

l,490

1,81 1

14,406
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68

1,381
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略語：マイクロRNA,miRBaserclcasc20に登録されている成熟マイクロRNAの名称;平均リード

数,全検体における標池化リード数の平均値; log2ibldchangc,アルツノ､イマー病(AD)患者群
と対照群との発現量の差.正の値はAD群で高いことを,負の値はAD群で低いことを示す;補正

前P値,多重検定補正前のP値；補正後P値,多重検定補正のためBcIjilmini-HocI1bcrg法によ
り調整されたP値;順位,補正後P値による順位．

0.05;表1).そのうち128辿伝rは発現1ltが減少

しており, hsa-miR-501-3p発現との|腱l連が示

唆された． これら128側の辿伝子がhsa-miR-

501-3pによって直接的に発現が仰ilillされている

かどうか調べるためTargetScal17.1をIIIいた解析

を行った.TargetScanは，マイクロRNAの配列

からアルゴリズムにより|郷lり遺伝子を推測し，各

マイクロRNAの標的遺伝イを集枝したデータベー

スである35)．発現減少している12811州の遺伝］'・

のうち, 123逆伝子については'RlrgetScan7.1に

収級されており， そのうち71遺伝j皇はhsa-

miR-501-3pが結合することが予測された
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表1 峅侭細胞におけるhsa-miR-501-3pの強制発現で変動した上位20側の辿伝子

平均logZibld 補正前 補雛TargetSca。 ﾏｲｸﾛRNAPr唇diclioo遺伝子 scOreリード数 change P値

availablehsa-miR-501-3p

availablehsa-miR-501-3p

available NA

availablehsa-miR-501-3p

availablehsa-miR-501-3p

available NA

NA NA

av(lilablehsa-miR-501-3p

availablehsa-miR-50i-3p

available NA

availablehsa-miR-501-3p

availablebsa-miR-501-3p

availablehsa-miR-501-3p

availablchsa-miR-501-3p

available NA

available NA

availablehSa-miR-501-3p

available NA

available NA

availablehsa-miR-501-3p

-0.458

-0.376

NA

-0.469

-O.108

NA

NA

-O. 192

-0.255

NA

-0.184

-0.766

-O.195

-0.328

NA

NA

-0.532

NA

NA

-O．121

l.70E-23

9.41E-18

4.82E-IO

1.43E-09

l.55E-09

3.40E-08

5.57E-08

2.00E-07

2.57E-07

7．5IE-07

9.01E-07

9. llE-07

l.02E-06

3.92E-06

8.29E-06

l.56E-05

l.57E-05

2.03E-05

2.03E-05

2.03E-05

1.34E-27

1.48E-21

1.14E-13

4.50E-13

6.10E-13

1.61E-1 1

3.07E-l1

1.26E-10

1.82E-10

5.92E-10

7.8IE-I0

8.62E-10

1.04E-09

4.32E-09

9.80E-09

1.97E-08

2.10E-08

3.23E-08

3.27E-08

3.01E-08

-1.030

-0.607

0.534

-0.566

-O.460

-0.477

-0.549

-0.375

-0.437

-0.440

-O.410

-O.497

-0.462

-0.560

-0.483

0.359

-0.354

0.466

-0.413

-0.295

4,627

6,525

18,819

6,984

4,791

3，010

1，719

9,714

3,257

10,855

5,509

1,937

2,250

999

1,612

9,878

4,784

9,457

3,004

23,750

CDK6

M)'BL2

7DMM20

C〃Cギ

DMP〃ノ

MIPK6

Z,OC22〃ﾉO

BCfi7､ノ

P〃7次2

RRM2

4D4M71S9

7MSBﾉﾀA

GX)'Z,7､ノ

NX7．

αⅣ6

G38P2

84GIZ'"

Cﾉ‘o'y732

CDC6

GⅣβノ

略語:遺伝子､UCSChgl9gtfファイルに記載されていた遺伝子名;平均ﾘｰド数,全検体におけ
る標準化リード数の平均値;log2fbldchange.hsa-miR-501-3p過剰発現群とscramblecontrol群と
の発現量の差.正の値はhsa-miR-501-3p過剰発現群で高いことを､負の値はhsa-miR-501-3P過
剰発現群で低いことを示す;補正前P値,多重検定補正前のP値:補正後P値,多重検定補正の

ためBeIjamini-Hochberg法により調整されたP値;TargetScan,TargetScan7.lにおいて解析され
ていたか否かを表す;マイクロRNA,TargetScan7.1においてhsa-miR-501-3pのその遺伝子への
結合が予測されていたか否かを表す;Predictionscore,TargelScan7.1によって計算された
CumulatiVcwcightcdcontcx(++score､このスコアが低いほどマイクロRNAが結合する可能性が高
いことを示す.計4つのmRNA-Seqライブラリー(各条件において2サンプル)をシークエンスし、
hsa-miR-SOI-3pにより制御されている遺伝子を同定した.平均ﾘｰド数が50以下の遺伝子は解析
から除外し, 12,688遺伝子を検定した結果,208遺伝子が有意となった(補正後P値<0.05).

した辿伝子の生体内機能をmlらかにするため，

DAVID6．8を用いたGeneOntology解析をおこな

った．その結果，発現が減少していた128個の辿

伝子群には,DNA複製や細胞A'illllといった生体

内作川に|腱|連する辿伝イ･が有意に多く存在してい

た（表5)．一方，発現が上昇していた80個の辿

伝子群には有意なものは見出されなかった．

(71/123 （58％))． この削合は,mRNA-Seqで解

析対象となった全辿伝了・における削合よりもｲ『意

に高かった(1788/11483 (16%),Fisher'sexac[

test,P<9.7.E-16). この結果は，陪従細胞実験

でみられた遺伝子の発現変動が, hsa-miR-501-

3pの強制発現により誘導されたことを支持する．

次にhsa-miR-501-3pの強制発現により変肋
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表5 hsa-miR-501-3I)の導入により打意に発現が減少した12811,'ilの辿伝子におけるGcI1(9()ntology解析

正前 補正後
遺伝子数遺伝子TennID

P値 P値

M℃MZGﾉⅣSJ,PCMI,

POM2,Aにﾙ〃，

MCM5,FEⅣノ
GO:000627! RM澗柵淵釧i｡｡

●

7 9.9E-08 8.9E-05

BOi7､/,CDC6,MCM7,

RRM2,PCMI,CDK6,

POL"2,CDC45,

Aにﾙ〃,MCM5

GO:0000082 GI(Slransilionofmiioticcel! IO

cycle
1.2E-06 5.5E-04

CDCdMCM7,GﾉMS4,

POLJI2,MCﾙ〃,MM5 !.3E-06 0．00046GO:0006270 DNArcplicationinitiation

RECgL4,CDC6,

AにM7,RRM2.

KIルfOﾉ0ﾉ,POL"2,

MCA","CAf5,FEⅣノ

3.8E-06 0.0009GO:0006260 DNAreplication 9

CDC6,Gﾉ凡34,CDK6,

"URKB,POL"2,

jV>'BI,2,MCMM4,

AfCAf5,MCM7,RRM2,

PCWF1,FJIR4〃ﾉβﾉ，

CDC45,FEM

9.4E-06 0．0017GO:0000278 mitoticccllcyclc 14

positiveregulationoi､

transcriptioniromRNA

polymerascllpromoにrin

responsetoendoplasmic
reticulunlsIress

4 '1W47w,ABPﾉ' 7．OE-05 0．0106
ノfSP,ｲ

GO:1990440

intrinsicapoptoticsignaling

pathwayinrcsponsclo

cndoplasmicreticulumstress

/17F4,XBPﾉ,C〃"Cﾉ，
5

刈丹IFﾉ,Pﾙ耐ﾉPノ
7.IE-05 0.0091GO:0070059

略語: ID,GencOntologylD;Tem､GeneOniologyのカテゴリーGOTERMBPDIRECTにおける生体内
作用の名前;遺伝子.発現変動していた128個の遺伝子のうち､その生体内作用に関係していた遺伝子；
補正前P値,多重検定補正前のP値:補正後P値,多重検定補正のためBenjamini-Hochberg法により調整
されたP値.補正後P値が0.05未満の有意な生体内作用を記載した．

おり，脳rr伽液II!のAβおよびタウタンパク測定

は,ADの臨床診断にｲl.川なバイオマーカーとなっ

ている．本研究において, hsa-miR-501-31)と

AI)に|兇|述する幾つかの知兇が得られた． まず，

hsa-miR-501-3p(*ADの進行に伴って変動し，

考 察

脳|ﾉ1における老人斑および神経腺線維変化の形

成と, lli硴髄液'|!におけるAβおよびタウタンバ

クの変助とには密接な関係があることが知られて
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ROW探索川サンプルセッ1,における次世代シー

クエンサー解析によれば， 脳lﾉﾘのhsa-miR-

501-3pl'(はBraakNIJTステージの進峻に伴い単

純に噌DIIしていくわけではない．例えば, Bl･aak

NFrステージvで一時的な減少|剛liilが兄られる

(図3B). したがって， どのBI･aakNFrステージ

をADまたは対照群として活川するかによって，得

られる結果が変化する可能性がある．その・方で，

本研究の次llt代シークエンサー解析は，過去に報

(liされているマイクロRNAの変肋と一致した結

果も得られている （例えばmiR-10739), miR-

125b40),miR-132/212クラスタ－･'')-43)). Lau

らが示唆しているように41), BraakNFrステー

ジごとのマイクロRNAの変動パターンについて，

さまざまなlliM部位にlll来する剖検l脳サンプルを多

救解析しIﾘ|らかにしていく必要があるだろう．

脳内におけるhsa-miR-501-31) litのjW加は

AI)病即にどういった影稗を17．えているのであろ

うか．本{iﾙ究の暗i"ll胞を川いた'ﾉﾐ験結果によれ

Ijf, hsa-miR-501-3pの噌力llはADI悩における

細胞IIIj期の災術に関与.しているIII能性が示唆され

る．培従細胞にhsa-miR-501-31)を導入した結

果、 12811ilの辿伝1'･の発現量が抑制された． これ

ら128遺伝子のII!には,DNA機製や細胞間期と

いった生体内機能に関5．する過伝j'･がイィ通に多く

ｲ〃I§していた（表5)． イi糸分裂後の神経制||胞にお

ける刑llllul,'illOlの異常はアポトーシスによる糺ll胞タピ

をリ|き起こし，老人班や神経原線維変化の形成よ

りも先行するADlliMにおける初期イベン|､である

ことが既報の研究により指摘されている.l.1)-,19)

また．別の機序も考えられる.Huらはラットの

lli絲ll縦を使川し，神経細胞の樹状突起において

AMPA受容体サブユニットGluAlの活励依存的

な発現調節をmiR-501-3pが媒介していること

を実証し， 1氾悩や学渕などの認ill機能にIMIわるシ

ナプスのIIIW』性にmiR-501-3I)が|腱l｣j.すること

を鞭告している50)．

本lilf究によりADに対する新AHのlll滴バイオマー

カー候袖となりうるhsa-miR-501-3pを同定し

た. lili,li! |!のhsa-miR-501-3plitの減少はAD

lli鮒での杵しい墹加とIMI連しており， このjW加は，

そのi,t的変肋は同一検体の脳内と緋i'ilil'l!との間

で関連していることを兇出した. ROW探*lllサ

ンプルセッ l､のAD群において, liliili! |!のhsa-

miR-501-31)l,tが減少している一〃, lliMIﾉ､lでは苦

しく哨加していた． 2つ|=lに, lilii'i'l!とlliMIﾉ､lのIIj方

ともhsa-miR-501-3p品はBI･aakNFrステー

ジと有意にN1関していた. 3つIIに, |而'一検体内

においてiTIIj帝のllllに負のNI関がみられた．雌後に，

血浦hsa-miR-501-3I)の量的変動は，臨床診断

により構成されるNIG検証サンプルセットでも

再現性が｛!｝られた． これらの結果から, liliilihsa-

miR-501-3I)はADの侮望なバイオマーカーで

あり，そのl,t的変動は脳内でのAI)ﾙ秘|!の進鵬に

対応していることが示l唆された. lllし, ROW探

索川サンプルセットの血清採取と剖検施行までの

|ﾊlには最大2週|&lの時|ﾊl差があるため，採lil時の

容態などllli,'iのマイクロRNAに及ぼす交絡|kl寸'・

が存/fする可能性には翻意が必要と思われる．

Mi'illl'l'におけるhsa-miR-501-31)の変肋は

ADを含めた神経変jl'|§疾忠ではWI告されていな

い．おそらくこれは,RNA抽出時の手法の速いや

36)37)，定It〃法の述い38),抽出試料の述い(III漿

かlll滴か全Ⅲか）などの技術的兼災に由来してい

ると琴えられる．例えば，血球より得られるマイ

クロRNAの収飛は, llil球成分のないlll漿やlllilli

の収i,iよりもはるかに多い38). したがって, jEIII

サンプルや浴lilによりlil球成分が混入しているサ

ンプルを川いた場合には，異なるマイクロRNA

が変動する可能性がある． 本研究において

hsa-let-7f-5pおよびhsa-miR-26b-5pはAD

池者のlili,'i'l!で墹加していたが，全血サンプルを

川いたIai(lingel･らの解析では，それらのマイク

ロRNAはAI)忠者で減少していた1･1).解析する

試料の速いにより 一致しない結果が導かれるiiI能

性がある．マイクロRNAバイオマーカーのl '}現

性を得るためには，統一化されたプロトコルに唯

じて試料を収集することが重要であろう．

一方, lliMIﾉ1においてもhsa-miR-501-3I)の脳

疾患に関述した変釛は報告されていない． これは，

使川した剖検脳サンプルのBI･aakNFTステージ

の述いに旭lklしていると思われる. j:li)f'先の
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神経細胞における細胞1IW期の変i淵などのAI)光り,ii

機序に関与しているIII能性が′l〈唆された． しかし

ながら, hsa-miR-5()1-3pがAD病態に及ぼす

影襟については不明な点が多く残されておI),今
後さらなる解析が必要である．
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