
Title 多系統萎縮症およびパーキンソン病における血漿中miRNA発現変化の検討

Author(s) 上床, 尚

Description 配架番号：2506

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第14043号

Issue Date 2020-03-25

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k14043

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/78273

Type doctoral thesis

File Information Hisashi_Uwatoko.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



 

学 位 論 文 

 

 

 

多系統萎縮症およびパーキンソン病における 

血漿中 miRNA 発現変化の検討 

 

(Study on plasma microRNA expression changes in multiple 

system atrophy and Parkinson's disease) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2020 年 3 月 

北 海 道 大 学 

上 床  尚  



  



 

学 位 論 文 

 

 

 

多系統萎縮症およびパーキンソン病における 

血漿中 miRNA 発現変化の検討 

 

(Study on plasma microRNA expression changes in multiple 

system atrophy and Parkinson's disease) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2020 年 3 月 

北 海 道 大 学 

上 床  尚  



  



目    次 

 

発表論文目録および学会発表目録 ・・・・・・・ 1 頁 

要旨 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 頁 

略語表 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 頁 

緒言 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 頁 

方法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 16 頁 

結果 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 21 頁 

考察 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 36 頁 

結論 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 47 頁 

謝辞 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 49 頁 

利益相反・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 50 頁 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 51 頁 

  



  



- 1 - 

  

発表論文目録および学会発表目録 

 

本研究の一部は以下の論文に発表した。 

 

Hisashi Uwatoko, Yuka Hama, Ikuko T. Iwata, Shinichi Shirai, 

Masaaki Matsushima, Ichiro Yabe, Jun Utsumi, Hidenao Sasaki 

 

Identification of plasma microRNA expression changes in multiple 

system atrophy and Parkinson’s disease. 

Molecular Brain, 12 (1): 49 (2019) 

 

本研究の一部は以下の学会に発表した。 

1. Hisashi Uwatoko, Yuka Hama, Ikuko Takahashi, Masaaki Matsushima, 

Takahiro Kano, Ichiro Yabe, Hidenao Sasaki 

 

Search for plasma microRNAs as diagnostic biomarkers of multiple 

system atrophy. 

The 23rd World Congress of Neurology, 京都, 2017 年 9 月 

 

2. Hisashi Uwatoko, Yuka Hama, Shinichi Shirai, Ikuko Takahashi, 

Masaaki Matsushima, Ichiro Yabe, Hideki Houzen, Kazufumi 

Tsuzaka, Hidenao Sasaki 

 

Expression change of plasma microRNAs in multiple system atrophy 

and Parkinson’s disease. 

The 71st AAN Annual Meeting, Philadelphia, 2019 年 5 月  



- 2 - 

  

要    旨 

 

 

【背景と目的】多系統萎縮症は成人に発症する神経変性疾患で自律神経障

害、小脳性運動失調症、パーキンソニズムを三大症候とし、病理学的には-

synuclein 陽性グリア細胞質内封入体や基底核、小脳、脳幹部を中心とした

神経脱落で特徴づけられる。多系統萎縮症は、小脳性運動失調症が前景に立

つ MSA-C (multiple system atrophy with predominant cerebellar ataxia)

と、パーキンソニズムが前景に立つ MSA-P (multiple system atrophy with 

predominant parkinsonism)に大別され、MSA-C は日本で多く、MSA-P は欧米

諸国や韓国で多いことが報告されている。多系統萎縮症の診断は、“The 

second consensus statement on the diagnosis of MSA”を用いて行うが、

その診断感度は十分に高いとは言えず、多系統萎縮症の正確な早期診断には

しばしば難渋する。パーキンソン病は安静時振戦、筋強剛、動作緩慢、姿勢

反射障害などの運動症状や多彩な非運動症状を呈する神経変性疾患であり、

病理学的には中脳黒質緻密部のドパミン産生ニューロン脱落や -

synuclein 沈着で形成される Lewy 小体が特徴とされる。パーキンソン病は

内服薬や深部脳刺激療法による症状改善が望めるが、多系統萎縮症の治療は

十分に開発されていない。多系統萎縮症とパーキンソン病は症状の進行速度

や治療反応性が異なり、長期予後が大きく異なるが、病初期には類似した症

状を呈し、両疾患の早期の鑑別が難しいことも少なくない。また、多系統萎

縮症およびパーキンソン病は多因子疾患と考えられ、遺伝的因子、環境因子、

エピジェネティクス因子などが複合的に関与していると考えらえるが、その

発症機転は充分に解明されていない。そのため、早期診断および早期鑑別に

有用なバイオマーカーの開発や病態を反映する因子の検索が望まれる。

microRNA は 18-25 nt の低分子 1 本鎖 RNA であり、標的遺伝子の messenger 

RNA に相補的に結合して、messenger RNA の分解促進や翻訳阻害を引き起こ

す。microRNA は転写後の遺伝子発現抑制の中心的な役割を果たし、microRNA

の発現や機能の障害が種々の病態に関与することが報告されている。また、

悪性腫瘍、感染症、神経変性疾患などにおいて、microRNA の発現量が変動

することが報告されており、診断バイオマーカーとしての有用性を期待され

ている。本研究では多系統萎縮症およびパーキンソン病の患者における、血

漿中 microRNA 発現量の変化を解析し、バイオマーカーとしての有用性や病

態との関連について検討した。 
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【対象と方法】北海道大学病院神経内科、帯広厚生病院神経内科、釧路労災

病院神経内科で神経内科専門医によって診断された多系統萎縮症患者、パー

キンソン病患者および健常対照者より血漿を採取し、血漿中の microRNA 発

現の比較を行った。まず、1 色法マイクロアレイ解析によって 1,720 種の

microRNA の発現量を網羅的に測定し、多系統萎縮症で発現が上昇している

microRNA、低下している microRNA を検索した。さらに、多系統萎縮症群(MSA-

C 群および MSA-P 群)、パーキンソン病群を対象に、SYBR グリーン法を用い

た逆転写リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(RT-qPCR)を施行することによ

って、マイクロアレイ法で同定された microRNA 発現量を定量し、群間比較

をおこなった。発現量変化が認められた microRNA の予測標的遺伝子を、

microRNA の標的予測ツールである miRmap を用いて 50 種ずつ抽出し、抽出

された標的遺伝子の enrichment 解析を施行することによって、同定された

microRNA に関与する Gene Ontology プロセスの検索を行った。 

【結果】マイクロアレイ解析では多系統萎縮症で有意に発現上昇している 4

種の microRNA と、有意に発現低下している 75 種の microRNA を同定した。

マイクロアレイ解析で同定された microRNA から 11 種の microRNA を選択

し、RT-qPCR 法による解析を行った。RT-qPCR では、hsa-miR-671-5p の発現

量が MSA-P 群、パーキンソン病群において健常対照群、MSA-C 群に対して有

意に低下していた。また、hsa-miR-19b-3p の発現量はパーキンソン病群に

おいて健常対照群、MSA-C 群、MSA-P 群より有意に上昇し、hsa-miR-24-3p の

発現量はパーキンソン病群において MSA-C 群より有意に上昇していた。さ

らに hsa-miR-19b-3pと hsa-miR-24-3pの発現量には強い相関が確認された。

一方で、これらの microRNA の発現量と各疾患の罹病期間や重症度との相関

は認められなかった。各 microRNA の予測標的遺伝子の検索を行い、

enrichment 解析でこれらの予測標的遺伝子と関連するプロセスを検索した

ところ、hsa-miR-671-5p が筋収縮や神経分化のプロセスと関与している可

能性が示唆された。また、hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p が神経伝達物

質の再取り込みやシナプス伝達に関与している可能性が示された。 

【考察】miRmap および enrichment 解析による in silico 解析では hsa-miR-

671-5p が筋収縮や神経分化などのプロセスに関連している可能性が示され、

hsa-miR-671-5p 発現量がパーキンソン病や MSA-P の症状を反映している可

能性や発症機序に関与している可能性が示唆された。hsa-miR-671-5p は中

枢神経に広範に分布する CDR1 遺伝子の発現を抑制することが報告されてお

り、今後 CDR1 遺伝子と多系統萎縮症、パーキンソン病の関連を解析する必

要があると考える。また、hsa-miR-671-5p は MSA-C 群と MSA-P 群の間で発



- 4 - 

  

現が異なることが示されたが、これまで MSA-C と MSA-P で発現の異なる

microRNA の報告はない。MSA-C と MSA-P は多系統萎縮症のサブグループで

あるが、地域によって多い病型が異なり、また、病理学的検討における神経

変性の分布や脳 MRI 所見が異なるなど相違点も多い。hsa-miR-671-5p は、

これらの相違点を反映している可能性があり、hsa-miR-671-5p の生体内で

の機能を解析することや、MSA-C と MSA-P で発現が異なる microRNA の更な

る検索を行うことが重要と考えられる。hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p

は、他検体を用いた既報でも多系統萎縮症やパーキンソン病で発現量が変化

することが報告されており、これらの疾患との関連が深いと思われた。

enrichment 解析では hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の予測標的遺伝子

が、神経におけるドパミン再取り込みやシナプス伝達と関連している可能性

が示唆され、特にパーキンソン病との関連が強いことが推察された。hsa-

miR-19b-3p、 hsa-miR-24-3p の発現量は強く相関しており、これらの

microRNA が同一の遺伝子の発現制御や同一プロセスに関与することによっ

て、パーキンソン病の発症に関与している可能性が推察される。本研究で同

定された microRNA は単独では診断バイオマーカーとして十分な感度・特異

度を得ることができなかった。今後、他のバイオマーカーとの組み合わせに

よる検討やバイオマーカー候補になる microRNA の更なる検索が必要と考え

る。  

【結論】本研究では、hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の

発現量が、多系統萎縮症群 (MSA-C 群、MSA-P 群)、パーキンソン病群で異な

ることが示され、診断バイオマーカーの候補になる可能性や、各疾患の病態

の違いをしている可能性が示唆された。今後、これらの microRNA の機能や

これらの発現量変化が生体に及ぼす影響などの解析が望まれる。また、多系

統萎縮症やパーキンソン病の診断バイオマーカーは十分に確立しておらず、

病態機序の解明も不十分である。多系統萎縮症とパーキンソン病の発症には

多数の因子が複合的に関与していることが考慮されるため、多系統萎縮症や

パーキンソン病における microRNA 発現量解析を継続的に行うことや、他検

体、他疾患での microRNA 発現量変化を行い、バイオマーカーの候補となる

microRNA の検索を行うことが重要と考える。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

  

MRI magnetic resonance imaging 

MSA multiple system atrophy 

RT-qPCR reverse transcription quantitative polymerase chain  

 reaction 

SARA the Scale for the Assessment and Rating of Ataxia 

UMSARS the Unified Multiple System Atrophy Rating Scale 

UPDRS the Unified Parkinson’s disease Rating Scale 
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緒言 

1) 多系統萎縮症 

多系統萎縮症(multiple system atrophy: MSA)は孤発性脊髄小脳変性症

に分類される難治性神経変性疾患であり、主に 40 歳代以降の成人期に発症

する進行性の自律神経障害、小脳性運動失調症、パーキンソニズムが三大症

候である(Fanciulli and Wenning, 2015)。 

元 々 は 小 脳 性 運 動 失 調 症 を 呈 す る オ リ ー ブ 橋 小 脳 萎 縮 症 

(olivopontocerebellar atrophy: OPCA)、パーキンソニズムを呈する線条体

黒質変性症 (striatonigral degeneration: SND)、および、自律神経障害が

中核症状である Shy-Drager 症候群が別々の疾患として報告されていたが、

進行するとそれぞれの症状が組み合わさって出現することや類似した病理

所見が認められることより、これらを包括して多系統萎縮症の疾患概念が提

唱された(Graham and Oppenheimer, 1969)。 

多系統萎縮症では自律神経障害症状として起立性低血圧、陰萎、排尿障

害、排便障害など、小脳性運動失調症として失調様歩行、歩行障害、構音障

害、四肢運動失調などが認められる。また、パーキンソニズムとして動作緩

慢、筋強剛、振戦などが認められるが、パーキンソン病患者と比べてレボド

パによる治療効果が乏しいことが特徴的である(Fanciulli and Wenning, 

2015)。 

現在、多系統萎縮症の診断には“The second consensus statement on 

the diagnosis of MSA”(Gilman et al., 2008)が用いられ、小脳性運動失

調症が前景に立つ症例を multiple system atrophy with predominant 

cerebellar ataxia(MSA-C)、パーキンソニズムが前景に立つ症例を multiple 

system atrophy with predominant parkinsonism(MSA-P)の 2 病型に分類し

ている(Gilman et al., 2008)。 

MSA-C は日本で多い病型であり、日本の多系統萎縮症症例のおよそ 60 - 

80%を占めるが(Sakushima et al., 2015; Watanabe et al., 2002; Yabe et 

al., 2006)、アメリカ、ヨーロッパ諸国、韓国などからの報告では多系統萎

縮症症例のおよそ 60-70%を MSA-P が占める。 (Kim et al., 2011; 

Kollensperger et al., 2010; Low et al., 2015)。 

自律神経症状による起立・座位不耐、小脳性運動失調症やパーキンソニ

ズムによる歩行障害、嚥下障害などの症状は進行性に悪化し、嚥下障害、声

門開大不全などの症状も出現する。発症から中央値 5 年で移動に車いすを

要するようになり、6 - 8 年で寝たきり状態に至り、中央値 10 - 14 年で

死亡する予後不良な神経変性疾患である (Ben-Shlomo et al., 1997; 
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Sakushima et al., 2015; Watanabe et al., 2002)。また、MSA の死因とし

ては、誤嚥性肺炎や尿路感染症といった感染症や声門開大不全などに由来す

る突然死が多い(Papapetropoulos et al., 2007; Zhang et al., 2018a)。 

病理学的には、MSA はオリゴデンドロサイトで認められる-synuclein 陽

性のグリア細胞質内封入体 (glial cytoplasmic inclusions: GCI)に特徴

付けられ(Papp et al., 1989; Trojanowski et al., 2007)、その他、-

synuclein 陽性封入体が神経細胞やグリア細胞の細胞質内、核内などに認め

られる。また、基底核、小脳、脳幹部の脳萎縮、神経細胞脱落、グリオーシ

スが認められる。 

病理所見における脳萎縮、神経細胞脱落やグリオーシスは臨床所見を反

映し、MSA-C では小脳、橋を中心とした脳萎縮および橋核、下オリーブ核、

小脳皮質の神経細胞脱落やグリオーシスが目立ち、一方で、MSA-P では被殻

の萎縮および被殻背外側、黒質の神経細胞脱落やグリオーシスが優位となる

(Lantos, 1998)。 

神経変性の程度や分布は罹病期間や病型とも相関することが報告されて

おり(Wenning et al., 1994)、パーキンソニズムは線条体における神経変

性と相関し、小脳性運動失調症は小脳における Purkinje 細胞の減少や下オ

リーブ核・橋下部での神経細胞脱落と相関するとされている。(Wenning et 

al., 1997)  

各種脳画像検査でも病型に応じて病理所見を反映した画像所見が得られ

る。脳 MRI では、MSA-C では小脳、橋の萎縮や橋横走線維の変性を反映した

橋底部の十字状の T2 強調画像高信号域 “hot cross bun sign”(図 1a)が

認められる(Savoiardo et al., 1990)。一方、MSA-P では、被殻の萎縮や被

殻背外側の線状 T2 強調画像高信号域“hyperintense putaminal rim”(図

1b)が認められる(Kraft et al., 1999; Schulz et al., 1994)。これらは

病初期には認められない場合も多いが、症状の進行に伴って、MRI での所見

が明瞭となる場合が多い。また、MSA-C では、123I-IMP などを用いた脳血流

シンチグラフィで、小脳血流および脳幹の脳血流低下が認められ、診断の補

助として用いられる。 

しかし、hot cross bun sign や脳血流シンチグラフィでの小脳血流低下

は、遺伝性脊髄小脳変性症でも認められる場合があり、疾患特異性は高くな

く、画像診断を行うにあたって注意を要する。 
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図 1 多系統萎縮症の MRI 

a) MSA-C 患者の脳 MRI, b) MSA-P 患者の脳 MRI 

MSA-C患者の脳 MRIでは小脳・脳幹の萎縮および hot cross bun signが、

MSA-P 患者の MRI では被殻の萎縮および hyperintense putaminal rim が

認められる。 

 

 

実臨床においては、MSA の診断には前記 consensus statement(Gilman et 

al., 2008)を用い、症状、画像所見、病理所見などに基づいて definite MSA、

probable MSA および possible MSA と診断する。 

Definite MSA は、病理解剖で、-synuclein 陽性グリア細胞質内封入体

を中枢神経広汎に認めること、および、黒質線条体系もしくはオリーブ橋小

脳系の神経変性が確認されることによって診断される。 

Probable MSA は、成人発症で孤発性であること、進行性の経過であるこ

と、自律神経障害に加えて小脳性運動失調症もしくはレボドパによる治療効

果が乏しいパーキンソニズムが認められることによって診断される。

Probable MSA の診断基準では自律神経障害として、尿失禁もしくは立位 3

分以内に収縮期血圧 30 mmHg 以上ないし拡張期血圧 15 mmHg 以上の低下を

伴う起立性低血圧の証明が必要である。 

Possible MSA は成人発症で孤発性であること、進行性の経過であること、

パーキンソニズムもしくは小脳性運動失調症を認めること、自律神経障害

(他疾患で説明のつかない頻尿、尿意切迫、陰萎、MSA-P の基準を満たさな

い起立性低血圧)を認めることに加え、多系統萎縮症を示唆する附帯所見（錐

体路徴候、喘鳴、脳 MRI での被殻、中小脳脚、橋、小脳の萎縮など）がある

ことによって診断される。 

しかし、病初期には臨床症状が軽微であることや MRI などの画像所見で

a) b) 
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の異常が軽微もしくは確認されないことが多い。そのため、多系統萎縮症の

診断は、症状が進行してから確定する場合も多く、早期診断に難渋すること

が多い。 

また、病理解剖症例を用いて consensus statement の有用性を評価した

研究では、初回診察時の possible MSA の診断基準の感度は 41%、probable 

MSA の診断基準の感度は 18％と診断感度は充分ではないことが報告されて

いる(Osaki et al., 2009)。最終診察時には possible MSA の診断基準で感

度 92%、probable MSA の診断基準で感度 63%と経時的に診断感度が上昇する

ことも報告されているが、consensus statement をもってしても発症早期の

多系統萎縮症の正確な診断が難しいことが示されている。 

多系統萎縮症患者の多くは孤発性に発症するが、極めて稀に家族性に発

症する。家族性 MSA および孤発性 MSA 患者の一部に COQ2 遺伝子変異を認め

られること(Multiple-System Atrophy Research, 2013)、MSA 患者における

(src homology 2 domain containing)-transforming protein 2 (SHC2)遺

伝子のコピー数多型現象が認められること(Sasaki et al., 2011)が報告さ

れており、さらに、genome-wide association study (GWAS)の結果、FBXO47

遺伝子、ELOVL7 遺伝子、EDN1 遺伝子,MAPT 遺伝子など複数の遺伝子は疾患

関連遺伝子として同定されている(Sailer et al., 2016)。疾患関連遺伝子

が複数同定されてきていること、地域によって MSA-C と MSA-P の割合が大

きく異なることなどは、多系統萎縮症の発症には、環境因子、遺伝的因子、

エピジェネティック因子が関与することを示唆する所見である。 

上記のように、多系統萎縮症は多因子疾患と考えられており、環境因子、

遺伝的因子、エピジェネティック因子が複合的に関与していると考えられて

いるが、その発症機序はいまだ十分解明されていない。そのため、多系統萎

縮症の発症に関与する因子の更なる検索を進めていくことが極めて重要で

ある。 
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2) パーキンソン病 

パーキンソン病は、1817 年に James Parkinson による著書 “An Essay 

on Shaking Palsy”で初めて報告された疾患であり、後に Jean Martin 

Charcot によってパーキンソン病と名付けられた。パーキンソン病は、世界

的にアルツハイマー型認知症についで２番目に多い神経変性疾患であり、安

静時振戦、筋強剛、動作緩慢、姿勢反射障害などの様々な運動症状がよく知

られるところであるが、嗅覚障害、自律神経症状、認知症、精神症状、睡眠

障害などの多彩な非運動症状を呈することも知られてきている(Kalia and 

Lang, 2015)。 

パーキンソン病は、病理学的には中脳黒質緻密部のドパミン産生ニュー

ロン脱落が一つの特徴とされ、ドパミン産生ニューロン脱落とパーキンソニ

ズムの重症度に相関があることが示されている(Dickson et al., 2009)。

また、-synuclein が神経細胞に沈着して形成される Lewy 小体もパーキン

ソン病の重要な特徴とされる(Goedert et al., 2013)。Lewy 小体が末梢神

経や迷走神経から脳幹、基底核、大脳皮質へと伝播する Braak 仮説が提唱さ

れており、パーキンソン病発症機序の研究が進んでいるが、Braak 仮説のみ

ではパーキンソン病の進行を説明できない症例も多い。また, -synuclein

の蓄積や Lewy 小体が神経細胞脱落に及ぼす影響や-synuclein が神経細胞

内に蓄積する機序なども充分には解明されておらず、いまだ発症機序が病態

については未解明な部分が多い。 

パーキンソン病に対してはレボドパ製剤の開発以降、ドパミンアゴニス

ト製剤、アマンタジン、カテコール-O-メチル基転移酵素(COMT)阻害薬、モ

ノアミン酸化酵素 B(MAO-B)阻害薬、ゾニサミド、抗コリン薬、アデノシン

A2A 受容体阻害薬など多くの治療薬が開発され、実臨床で使用されている

(Kalia and Lang, 2015)。また、薬物療法のみならず、深部脳刺激療法

(Schuepbach et al., 2013)も実臨床で応用されるようになり、パーキンソ

ン病の治療選択肢は年々広がっている。 

パーキンソン病は進行性の変性疾患であり、進行期には動作緩慢、嚥下

障害、認知機能障害などが目立つようになり寝たきり状態に至る可能性もあ

るが、多系統萎縮症などパーキンソニズムを呈する他の神経変性疾患と比較

すると、その進行は一般に緩徐である。そのため、他の変性疾患との鑑別を

早期に行い、適切な治療介入を行うことによって長期間にわたって日常動作

の維持が図ることがパーキンソン病診療で重要となる。 

  パーキンソン病の診断は病歴、神経症状、レボドパ製剤の治療効果な

どに基づいて行われる。また、123I-meta-iodobenzylguanidine (MIBG)心筋
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シンチグラフィでの集積低下(Braune et al., 1998; Orimo et al., 2005)

や 123I-Ioflupane を用いた dopamine transporter single-photon emission 

computed tomography (DaT-SPECT)での基底核への集積低下(Catafau et al., 

2004)の検出なども診断の補助として活用されるが、パーキンソン病におい

ても DaT-SPECT での集積低下を認めない SWEDDs (scan without evidence 

of dopaminergic deficits) の概念も提唱されており、画像検査のみでの

正確な診断は難しい。 

パーキンソン病の診断においては、多系統萎縮症、進行性核上性麻痺、

皮質基底核変性症、本態性振戦、脳血管性パーキンソン症候群、薬剤性パー

キンソン症候群など類似した症状を呈する疾患の鑑別も極めて重要である。

しかし、これらの鑑別疾患においてもレボドパによる治療効果を一部認める

場合や核医学検査で類似の所見を呈する場合があり、正確な鑑別診断が難し

い症例も多い (Adler et al., 2014)。 

パーキンソン病の診断基準としては、”The Movement Disorder Society 

Clinical Diagnostic Criteria for Parkinson’s Disease”が用いられる

(Postuma et al., 2015)。この診断基準はパーキンソニズムを有する患者

に対して使用され、パーキンソン病を支持する支持的基準、他疾患の可能性

を示唆する 2 種類の除外基準(絶対的除外基準および相対的除外基準)によ

って構成される。支持的基準にはドパミン補充療法の有効性、レボドパ誘発

性のジスキネジア、安静時振戦、嗅覚低下、123I- MIBG 心筋シンチグラフィ

の集積低下が含まれる。一方、除外基準には小脳性運動失調症、核上性眼球

運動障害、高度の自律神経障害、呼吸障害、ドパミン遮断薬使用歴など、他

病態を示唆する項目が含まれている。同診断基準は、パーキンソニズムを呈

する患者における支持的基準、絶対的除外基準、相対的除外基準を組み合わ

せによって、特異度が 90%以上となる clinically established Parkinson’

s disease の診断基準と、感度、特異度がそれぞれ 80%以上となる clinically 

probable Parkinson’s disease の診断基準から構成される。しかし、発症

早期においては、この診断基準を用いてもパーキンソン病と他のパーキンソ

ン症候群の鑑別が難しい場合も多い。 
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3)パーキンソン病と多系統萎縮症の鑑別 

特に多系統萎縮症とパーキンソン病は、ともに-synuclein 蓄積が病理

学的特徴とされる-synucleinopathy に分類される疾患であるが、いずれも

発症機序が十分には解明されていない。 

多系統萎縮症とパーキンソン病は、一般的には孤発性・進行性の神経変

性疾患であり、パーキンソニズムや自律神経障害を呈すること、進行期に寝

たきり状態となり嚥下障害や感染症などが大きな問題となることなど類似

する点が多い。 

一方で、パーキンソン病の進行は多系統萎縮症と比較すると緩徐であり、

また、レボドパ製剤などの抗パーキンソン病薬や深部脳刺激療法での症状緩

和が望める疾患である。そのため、パーキンソン病と多系統萎縮症では治療

方針、神経症状の長期的な予後、生命予後が大きく異なる。 

したがって、これらの疾患の診療においては、臨床経過、診察所見、MRI

や核医学検査といった画像検査、レボドパ治療の有効性などを考慮しながら、

各疾患のガイドラインを用いて早期鑑別、早期治療を行い、長期予後を推察

しながら治療方針を決定したり、療養体制を構築したりことが極めて重要で

ある。 

しかし、パーキンソン病と多系統萎縮症は、病初期において、診察所見、

画像所見、治療反応性などが非常に似通う場合もあり、両者の鑑別は必ずし

も容易ではない。そのため多くの施設で、多系統萎縮症およびパーキンソン

病の早期診断や早期鑑別に有用なバイオマーカーの検索が行われているが、

これまで早期診断・早期鑑別に有用なバイオマーカーは確立していない。 
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3) microRNA 

microRNA は 18-25 nt の低分子１本鎖 RNA であり、Ambro らによって存

在が報告された。Ambro らは線虫幼虫の発達過程を対照する lin-4 遺伝子の

研究において、同遺伝子がタンパク質へ翻訳されない 22 nt の non-coding 

RNA (ncRNA)をコードしていることを発見し、さらに lin-14 遺伝子の 3’非

翻訳領域に lin-4 RNA 配列と相補的な配列が複数含まれことを報告した

(Lee et al., 1993)。その後、lin-4 RNA によって LIN-14 タンパク質の発

現が抑制されること、LIN-14 タンパク質発現抑制には lin-14 messenger 

RNA の発現量低下が伴わないことが報告され、lin-4 RNA が lin-14 遺伝子

の転写後の発現調整に関与していることが示された(Wightman et al., 

1991; Wightman et al., 1993)。ヒトにおいても同様の機能を持つ ncRNA が

発見され、2001年にこれらの RNAが microRNAと命名された(Lagos-Quintana 

et al., 2001)。 

多くの microRNA 遺伝子はイントロン領域に分布し、単独もしくはクラス

ターを形成して存在する。microRNA 遺伝子は RNA ポリメラーゼ II (Pol II)

によって、ヘアピン構造を持つ primary microRNA (pri-microRNA)へと転写

される。Pri-microRNA が DiGeorge critical region 8 (DGCR8) dimer と、

RNase III の Drosha によって構成される microprocessor によって切断され

ることによって、precursor microRNA (pre-microRNA)が産生され、Exportin 

5 によって核外へ輸送される。pre-microRNA が、別の RNase III である Dicer

によって切断されることによって二本鎖 RNA (microRNA duplex)が形成さ

れ、一方の RNA (microRNA)が Argonaute (AGO)タンパク質に取り込まれる。

microRNA を取り込んだ AGO タンパク質は、Dicer および trans-activation-

responsive RNA-binding protein (TRBP)と複合体を形成し、RNA-induced 

silencing complex (RISC)を構成する。RISC は microRNA の標的となる mRNA 

3’非翻訳領域の相補的な配列に結合し、messenger RNA の分解促進や翻訳

阻害を引き起こす(Treiber et al., 2018)。(図 2) 
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図 2. microRNA のよる RISC 形成、標的 messenger RNA 結合の模式図 

 

 

microRNA は、転写後の遺伝子発現抑制によって細胞増殖、分化などを制

御する重要な役割を果たすと考えられ(Bartel, 2004)、microRNA の発現や

機能の障害が、固形癌、血液悪性腫瘍、感染症、冠動脈疾患など種々の疾患

の病態に関与することが示唆されている(Rupaimoole and Slack, 2017)。 

また、悪性腫瘍、ウイルス感染症、糖尿病、代謝性疾患、冠動脈疾患、

精神疾患などを含む多彩な疾患において、特定の microRNA 発現量が変化す

ることが報告されており、これらの microRNA が診断バイオマーカーおよび

病態を反映したバイオマーカーになる可能性が報告されている。(Issler 

and Chen, 2015; Wang et al., 2016)。 

近年、アルツハイマー型認知症、筋萎縮性側索硬化症、パーキンソン病、

多系統萎縮症、多発性硬化症、てんかんなどの神経疾患においても、血清、

血漿、髄液、組織中の microRNA 発現が変化することが報告され、疾患バイ

オマーカーとしての有用性が期待されていている(da Silva et al., 2016; 

Takahashi et al., 2015; Van Giau and An, 2016; Vistbakka et al., 

2017)。一方で、パーキンソン病と多系統萎縮症における microRNA 発現量の

比較や多系統萎縮症のサブタイプ (MSA-P、MSA-C) 間の microRNA 発現の比

較をした報告は少ない。 

本研究では、microRNA が様々な疾患で病態に関与している可能性がある

点や、診断バイオマーカーとしての有用性が示されてきている点に着目した。
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そこで、多系統萎縮症とパーキンソン病患者を対象に、血漿中の microRNA

発現量をマイクロアレイ解析および逆転写定量ポリメラーゼ連鎖反応

(Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction; RT-

qPCR)で測定し、多系統萎縮症、パーキンソン病の病態を反映した microRNA

や診断バイオマーカー候補となりうる microRNA の検索を行った。 
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方法 

1. 対象 

本研究は北海道大学病院神経内科、帯広厚生病院神経内科および釧路労

災病院神経内科で神経内科専門医により診断された MSA-C 患者、MSA-P 患者

およびパーキンソン病患者を対象に施行した。MSA-C および MSA-P は、”The 

second consensus statement on the diagnosis of MSA” (Gilman et al., 

2008)で probable MSA の診断基準を満たす症例を対象とし、診断時にパー

キンソニズムが優位であった症例を MSA-P 群、小脳性運動失調症が優位で

あった症例を MSA-C 群とした。また、年齢・性別に有意差が生じないよう調

整した 50 - 75 歳の健常ボランティアを健常対照群とした。 

悪性腫瘍、精神疾患、膠原病、内分泌疾患、感染症は microRNA 発現量を

変化させることが報告されているため、これらの既往症、併存症がある対象

者は健常対照群より除外した。 

患者背景として、性別、発症年齢、併存症、血液採取時の年齢、罹病期

間、臨床評価スケールを診療記録より抽出した。臨床評価スケールは、多系

統萎縮症症例では the Unified Multiple System Atrophy Rating Scale 

(UMSARS) (Wenning et al., 2004)、the Scale for the Assessment and 

Rating of Ataxia (SARA) (Schmitz-Hubsch et al., 2006)、Barthel Index 

(Mahoney and Barthel, 1965)を用いて症状および重症度の評価を行った。

UMSARS は広く使用されている多系統萎縮症の症状評価スケールであり、

Part 1 で病歴聴取による日常動作の評価、Part 2 で診察によるパーキンソ

ニズムおよび小脳性運動失調症の評価、Part 3 で自律神経障害の評価、Part 

4 で全体の障害度評価が行い、それぞれの点数から重症度を評価する。また、

SARA は小脳性運動失調症を診察に基づいて点数化するスケールである。い

ずれも多系統萎縮症の重症度評価に有用なスケールであり(Matsushima et 

al., 2016)、日常診療で使用される。また、パーキンソン病症例で the 

Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) (Fahn S, 1987)を

用い、症状および重症度の評価を行った。UPDRS は問診、診察所見よりパー

キンソン病の重症度を評価するスケールであり、Part 1 で精神機能、行動

および気分、Part 2 で日常動作の問診、Part 3 で診察によるパーキンソニ

ズムの評価、Part 4 で治療に伴う合併症を評価する。全てで 42 の評価項目

があり、それぞれ 0 – 4 の 5 段階で評価し、重症度を数値化する。 

本研究に際し、我々は北海道大学倫理委員会に対して倫理審査を受け承

認を受けた。(北海道大学大学院医学研究科 医 13-0335「難治性疾患発病

素因解析のための比較対照群血液・ゲノムバンク構築に関する研究」、北海
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道大学大学院医学研究科 医 14-004「多系統萎縮症の発症素因に関する遺

伝子解析および分子バイオマーカーに関する研究」、北海道大学大学院医学

研究科 医 14-039 「筋萎縮性側索硬化症および多系統萎縮症のマイクロ

RNA 解析」、北海道大学病院 自 009-0316 「神経疾患の診断及び進行度評

価に役立つバイオマーカーの探索に関する研究」、北海道大学病院 自 010-

0199「比較対照群としての神経疾患在非保有者血漿、血清、尿試料バンク」、

北海道大学病院 自 015-0268 「小脳失調における時間認知課題の多施設

前向き観察研究」) 

 

2. 検体選択および検体採取 

血清内の microRNA 発現量を検討した既報が多いが、凝固過程が

microRNA 発現量に影響を及ぼす可能性が報告されている(Wang et al., 

2012)。本研究では、血液凝固による microRNA 発現量への影響を避けるた

め、血漿中の microRNA 発現量の比較検討をした。 

血液検体採取はエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム溶液 (disodium 

ethylenediaminotetraacetic acid; Na2EDTA)入り採血管を用いて行った。

採取した血液は 4 oC 、3,000 x g の遠心分離を 30 分施行し、上清を血漿

として取り出し、RNA 抽出までは-80 oC で保存した。また、溶血や乳びによ

る microRNA 発現変化(Max et al., 2018) や他病態による microRNA 発現変

化を避けるため、溶血、乳びがある血液や一般血液検査データに異常値を認

めた血液は解析対象から除外した。 

MSA-C 患者、MSA-P 患者においては、多系統発症後早期の microRNA 発現

量変化を解析するため、probable MSA の診断基準を満たした時点、もしく

はそれ以前に採取・保存された凍結血漿を用いて、microRNA 解析を施行し

た。 

 

3. マイクロアレイ解析 

マイクロアレイ解析は、MSA 症例 11 例 (MSA-C 8 例、MSA-P 3 例)およ

び 6 例の健常者を対象として施行した。 

300 L の保存血漿から 3D-Gene® RNA extraction reagent (TORAY 

Industries, Inc., Tokyo, Japan)を用いて、トータル RNA を抽出し、Exiqon 

miRCURY LNATM microRNA Array Power Labeling kit (Exiqon Inc.,Woburn、

MA、USA) を用いて標識した。1,720 種の microRNA の検出用オリゴ DNA プロ

ーブが搭載された 3D-Gene® Human microRNA oligo chip (Ver.17.0) (TORAY 

Industries、Inc., Tokyo, Japan)を用いて、microRNA の一色法マイクロア
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レイ測定を施行した。マイクロアレイ法で得たシグナルからバックグランド

ノイズの補正を行い、シグナル強度の中央値が 25 となるように global 

normalization を施行し、統計解析を施行した。 

 

4. 逆転写定量ポリメラーゼ連鎖反応(RT-qPCR) 

miRNeasy Serum/Plasma Kit (QIAGEN Inc. Valencia, CA, USA)を用い

て、200 L の凍結血漿より total RNA を精製した。凍結保存血漿を氷上で

融解し、細胞成分（buffy coat など）の混入を避ける為、使用前に 4 oC 、

3,000 x g で 15 分間の遠心分離を施行し、上清を使用した。血漿 200 l

にチオシアン酸グアニジン、フェノール含有溶液 1,000 l を加えたのち、

spike-in control として、Caenorhabditis elegans miR-39-3p (Cel-miR-

39-3p) 合成ヌクレオチド RNA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 

USA)を 400 atto mol 追加した。次にクロロホルム 200 l を追加し、4 oC 、

12,000 x g 、15 分の遠心分離を行い、total RNA 含有相を抽出し、シリカ

メンブレンを用いて total RNA の精製を行った。 

抽出した精製 total RNA は、Bioanalyzer 2100○R  および Agilent RNA 

6000 pico kit (Agilent Technology Inc. Urdorf, Switzerland)を用いて, 

濃度測定、品質確認を行った(図 3a)。Agilent RNA 6000 pico kit による

泳動結果で不整形ピークやコンタミネーションを示唆するピーク(図 3b)を

認めた検体は解析から除外し、血漿から RNA 再抽出の上、再度品質確認を行

った。RNA 再抽出後も不整形ピークやコンタミネーションが認められた検体

は対象から除外した。 

Agilent RNA 6000 pico kit による濃度測定結果に基づき total RNA が

1 ng/20 l となるよう調整し、miScript II RT kit (QIAGEN Inc. Valencia, 

CA, USA)を用いて相補的 DNA (complementary DNA; cDNA)へ逆転写を行っ

た。 
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 図 3 Agilent RNA 6000 pico kit による泳動結果 

a) microRNA のピークのみを認める。 

b) 不整形ピーク(実線)、2000nt、4000nt の(点線)コンタミネーショ

ンのピークを認める。 

 

 

逆転写で得た cDNA を 5 倍希釈し、miScript SYBR® Green PCR Kit 

(QIAGEN Inc. Valencia, CA, USA)と、それぞれの対象 microRNA に対応す

る miScript primer Assays (QIAGEN Inc. Valencia, CA, USA)を使用して、

リアルタイム PCR 施行し、対象 microRNA の定量測定を行った。リアルタイ

ム PCR には Applied Biosystem® StepOnePlusTM real time PCR system 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用した。マイクロアレ

イ解析結果より hsa-miR-15b-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p、hsa-miR-

371b-5p、hsa-miR-663a、hsa-miR-671-5p、hsa-miR-920、hsa-miR-3622b-5p、

hsa-miR-4708-3p、hsa-miR-4722-5p および hsa-miR-4736 を RT-qPCR によ

る定量解析対象とした。 

各検体は 1 種の microRNA 毎に２回ずつ qPCR を施行し、再現性の乏しい

a) 

b) 
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ものは qPCR 再施行した。qPCR 再施行後でも再現性が乏しい場合には、RNA

再抽出もしくは解析対象から除外した。マイクロアレイ解析結果より hsa-

miR-4516 を internal control 選択し、各 microRNA の threshold cycle (CT)

と internal control の CT を比較するCT 法を用いて、microRNA 発現量の

定量を行った。 

 

5. Enrichment 解析による各 microRNA に関連する Gene Ontology プロセス

の検索 

microRNA の標的予測ツールである miRmap (https://mirmap.ezlab.org) 

(Vejnar and Zdobnov, 2012)を使用し、マイクロアレイ法および RT-qPCR で

同定された各 microRNAの予測標的遺伝子を検索した。標的遺伝子 messenger 

RNA と microRNA の相補性および結合の熱力学的解析、標的遺伝子の配列保

存性、AU 含有量などから算出される miRmap score が高い順に 50 種抽出し、

予測標的遺伝子とした。次に MetaCoreTM from Clarivate Analytics 

(Philadelphia, PA, USA)を使用し 、 Gene Ontology term を用いた

enrichment 解析を行い、各 microRNA の予測標的候補遺伝子に関連する Gene 

Ontology プロセスの検索を行い、統計学的有意差に基づき上位 15 プロセス

を抽出した。 

 

6. 統計処理 

統計解析は JMP® Version 14 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 1987-

2007)を用いておこなった。microRNA 発現量の群間比較には Kruskal-Wallis

検定および Welch の t 検定、患者背景データの群間比較には Welch の t 検

定、microRNA 発現量と患者背景データの相関解析は Spearman の順位相関係

数を用い、p < 0.05 を統計学的有意とした。 
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結果 

1. マイクロアレイ法による発現量変化のある microRNA のスクリーニング  

1) 患者背景 

多系統萎縮症群の平均年齢は 62.6 歳、平均罹病期間は 2.7 年、健常対

照群の平均年齢は 60.7 歳であり、両群の年齢・性別の分布には有意差は認

められなかった(表 1)。多系統萎縮症群には MSA-C 症例および MSA-P 症例が

含まれていたが、症例数が少ないため、多系統萎縮症(MSA-C + MSA-P)群と

健常対照群間で施行した統計解析に基づき、多系統萎縮症で発現量が上昇あ

るいは低下している microRNA の検索を行った。 

 

2) 発現変化のある microRNA の抽出 (図 4) 

3D-Gene® Human miRNA oligo chip (Ver. 17.0) で測定可能な 1,720 種

の microRNA のうち、279 種の microRNA が全ての検体で検出された。これ

らの 279 種の microRNA を対象として Welch の t 検定および Kruskal-

Wallis 検定による統計解析を施行し、健常対照群と比べて MSA 群で発現量

が有意に増加している microRNA (up-regulated microRNAs) を 4 種、有意

に減少している microRNA (down-regulated microRNAs) を 75 種同定し

た。(p < 0.05) (表 2) 

RT-qPCR による解析対象とする down-regulated microRNAs をさらに絞

りこむため、Welch の t 検定および Kruskal-Wallis 検定でより強い統計学

的有意差 (p < 0.01)を示し、さらに、平均信号強度が 80 以上であった

down-regulated microRNA 13 種を抽出した。(表 3) 

  

3) RT-qPCR 解析の対象および internal control の選択 

上記で抽出した microRNA のうち、4 種すべての up-regulated 

microRNA (hsa-miR-371b-5p、hsa-miR-4708-3p、hsa-miR-4736、hsa-miR-

663a)と発現量の群間差が大きかった 7 種の down-regulated microRNA 

(hsa-miR-15b-5p、hsa-miR-3622b-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-920、

hsa-miR-671-5p、hsa-miR-4722-5p、hsa-miR-24-3p)を RT-qPCR による解析

の対象とした。 

また、internal control としては、マイクロアレイ解析で多系統萎縮

症群、健常対照群で発現量が多く、発現量の群間差が少なく、各群内の分

散も小さかった hsa-miR-4516 を選択した。ALS を対象として当教室で施行

した microRNA 解析研究においても hsa-miR-4516 の発現は同様の傾向を示

し、internal control として使用している(Takahashi et al., 2015)。 
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図 4 マイクロアレイ解析による 多系統萎縮症で発現量変化を認める

 microRNA 検索の流れ 

 

 

 

 

表 1 マイクロアレイ解析対象の臨床的背景 
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表 2  

マイクロアレイで同定された up-regulated および down-regulated microRNA 
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表 3 マイクロアレイで抽出された RT-qPCR 解析対象候補 microRNA  
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2. RT-qPCR による microRNA 発現量の定量評価 

1) 患者背景 

RT-qPCR法による解析では MSA-C症例 31 例、MSA-P症例 30例、パーキンソ

ン病症例 28例、健常対照 28例を対象として解析を行った。MSA-C 群、健常対

照群は MSA-P群、パーキンソン病群と比べてわずかであるが、有意に若かった。

また、MSA-C群、MSA-P群の罹病期間は同様であったが、パーキンソン病群の罹

病期間は MSA-C群、MSA-P群と比較して有意に長かった。(表 4)  

UMSARS parts 1、part 2 および part 4のスコアは MSA-C群と比較して、

MSA-P 群でわずかであるが有意に高く、Barthel Index はパーキンソン病群で

MSA-C群、MSA-P群と比較して有意に高かった。 

 

2) RT-qPCRでの各 microRNA発現量の定量 

対象とした microRNA 11種の qPCRは、同一のプロトコルで施行したが、5種

の microRNA (hsa-miR-371b-5p、hsa-miR-4708-3p、hsa-miR-3622b-5p、hsa-miR-

920、hsa-miR-4722-5p)でプライマーダイマーの形成や増幅不良が認められ、こ

れらの microRNAは測定不可能もしくは測定値に正確性がないと判断し、測定対

象から除外した。 

 

2-1) hsa-miR-671-5p 

hsa-miR-671-5p は、パーキンソン病群において、健常群 (p = 0.0280) お
よび MSA-C群 (p = 0.0459)と比較して有意に発現が低下していた。また、MSA-

P群においても、健常群 (p = 0.0146) および MSA-C群 (p = 0.0187)と比較し

て有意な発現低下を認めた。(図 5a) 

 

2-2) hsa-miR-19b-3p 

hsa-miR-19b-3p は、パーキンソン病群において健常対照群 (p = 0.0080)、
MSA-C群 (p = 0.0015)、および MSA-P群 (p = 0.0247)に対して有意な発現量増

加を認めた。(図 5b) 

 

2-3) hsa-miR-24-3p 

また、パーキンソン病群においては、hsa-miR-24-3pの発現量も MSA-C群と

比較して有意に上昇していた。(p = 0.0381)(図 5c) 

 

2-4) その他の対象 microRNA 

RT-qPCRによる解析を施行した他の 3種の microRNA (hsa-miR-15b-5p、hsa-

miR-663a、hsa-miR-4736)は群間で発現量に有意な差は認められなかった。(図 6) 
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表 4 RT-qPCR 対象の臨床的背景  
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図 5  hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の-ΔCT 値の比較 
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図 6 hsa-miR-15b-5p、hsa-miR-663a、hsa-miR-4736 の-ΔCT 値の比較 
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RT-qPCR法による解析では、MSA-Cと健常対照群、多系統萎縮症群 (MSA-

C + MSA-P)と健常対照で発現量に有意差がある microRNAは同定できず、マイ

クロアレイ解析の結果を再現することは出来なかった。また、RT-qPCR を施行

した各 microRNAと患者背景 (年齢、性別、罹病期間、臨床評価スケール)と

の相関は認められなかった。 

一方で、hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量には強い相関 (r = 
0.8207、p < 0.0001)が認められた。(図 7) 

 

 

 

 

 

 

図 7  hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量の相関 
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microRNA は、年齢によってそのプロファイルが変化する可能性が報告さ

れている(Margolis et al., 2017; Noren Hooten et al., 2013)。本研究で

は年齢に群間での有意差が認められているため、多系統萎縮症やパーキンソ

ン病の好発年齢である 50 - 75歳の症例のみを対象としたサブグループ解析

も施行した。この解析においても、hsa-miR-671-5pの発現量が健常対照群と

比べ、MSA-P群 (p = 0.0410) とパーキンソン病群 (p = 0.0359)で有意に低

下していることが示された。MSA-C 群と比較した場合には統計学的有意に達

さなかったが、発現量が低下している傾向が認められた。また、hsa-miR-19b-

3pの発現量はパーキンソン病で健常対照群 (p < 0.05)、MSA-C群 (p < 0.05)
および MSA-P群 (p < 0.05)と比較して、有意な発現量の増加が確認された。

(図 8) 
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図 8 50-75 歳を対象とした hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の 

 -ΔCT 値の比較 
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3. Enrichment 解析による Gene Ontology プロセスの検索 

miRmap を用いて hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の予

測標的遺伝子をそれぞれ 50遺伝子ずつ抽出した。(表 5)  

Enrichment解析によって、hsa-miR-671-5pの予測標的遺伝子に関連する

Gene Ontologyプロセスの上位 15プロセス抽出したところ、筋収縮、神経分

化、神経系発達などに関与する複数のプロセスが含まれていることが確認さ

れた。(表 6) 

 hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の予測標的遺伝子についても同様の検

討を行ったところ、hsa-miR-19b-3pとの関連が示唆されるプロセスには神経

伝達物質のエキソサイトーシス、hsa-miR-24-3p との関連が示唆されるプロ

セスにはシナプス伝達や神経伝達物質の再取り込みに関与するプロセスが複

数含まれていることが判明した。(表 7、8) 

 

また、hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現に強い相関が認められた

ことより、これらの microRNA の予測標的遺伝子に共通する Gene Ontologyプ

ロセスの検索を行ったところ、ドパミンやカテコラミン再取り込みやドパミ

ン分泌に関与する Gene Ontology プロセスが含まれることが分かった。(表 9) 

 

また、それぞれの microRNA の予測標的遺伝子にはパーキンソン病や多系

統萎縮症の発症との関連が示唆されている遺伝子や遺伝性パーキンソン病の

原因遺伝子などが複数含まれていた。しかし、miRmapによる標的予測の上位

50種には含まれていなかったため、enrichment 解析の対象としなかった。具

体的には hsa-miR-19b-3p の予測標的遺伝子には FMR1 (miRmap score: 

94.89)、LRRK2 (miRmap score: 84.55)、COQ2 (miRmap score: 42.68)が含ま

れ、hsa-miR-24-3p の予測標的遺伝子には HIP1R (miRmap score: 98.20)、
ATP13A2 (miRmap score: 85.30)、SYT11 (miRmap score: 79.01)、RAB39B 
(miRmap score: 78.96) が含まれ、hsa-miR-671-5p の予測標的遺伝子には

CHCHD2 (miRmap score: 93.34)、LRRK2 (miRmap score: 95.15)、PLA2G6 
(miRmap score: 79.87)、EDN1 (miRmap score: 90.26)、SNCA (miRmap score: 
71.44) が含まれていた。 
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表 5 miRmap を用いて抽出した各 microRNA の予測標的遺伝子 (上位 50 種) 
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表 6 hsa-miR-671-5p との関連が示唆された Gene Ontology プロセス 

 

 

 

 

 

 

 

表 7 hsa-miR-19b-3p との関連が示唆された Gene Ontology プロセス 
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表 8 hsa-miR-24-3p との関連が示唆された Gene Ontology プロセス 

 

 

 

 

 

 

表 9  

hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p との関連が示された Gene Ontology プロセス 
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考察 

本研究では多系統萎縮症群、健常対照群を対象としたマイクロアレイ解

析によって広範囲の microRNA の発現量変化を比較し、 up-regulated 

microRNA および down-regulated microRNA の検索を行った。さらに、マイ

クロアレイ法で発現量変化が認められた microRNA のうち、4 種の up-

regulated microRNA、７種の down-regulated microRNA の発現量を qPCR 法

で定量し、MSA-C 群、MSA-P 群、パーキンソン病群、健常対照群での比較を

行った。qPCR 法による解析では、hsa-miR-671-5p 発現がパーキンソン病群、

MSA-P 群において MSA-C 群、健常対照群より低下していること、hsa-miR-

19b-3p の発現がパーキンソン病群において他群より上昇していること、

hsa-miR-24-3pの発現量がパーキンソン病群において MSA-C群より上昇して

いることが判明した。マイクロアレイ法による発現の増減を、RT-qPCR 法で

再現することができないものもあり、RNA 抽出法の違いや microRNA のラベ

リング法の違い、測定方法の違い、サンプルサイズの違いなどが結果の乖離

に影響を与えたと思われる。しかし、RT-qPCR では定量評価が可能であるこ

とや、サンプルサイズが大きかったことより、RT-qPCR 結果を中心に in 

silico 解析や考察を行った。 

 

1)各 microRNA 発現量変化の意義 

①hsa-miR-671-5p 

マイクロアレイ解析では多系統萎縮症群における hsa-miR-671-5p 発現

低下を認めた。qPCR 法による解析では、MSA-P 群、パーキンソン病群で健常

対照群、MSA-C 群より hsa-miR-671-5p の発現が低下していたが、MSA-C 群と

健常対照群との比較、MSA 群 (MSA-C 群と MSA-P 群を統合した群)と健常対

照群との比較では発現量変化は認められなかった。 

hsa-miR-671-5p 遺伝子は、7 番染色体長腕に存在し、hsa-miR-671-5p の

発現量が、乳癌、膠芽腫、川崎病で変動することが報告されている

(Barbagallo et al., 2016; Malgulwar et al., 2017; Tan et al., 2016; 

Zhang et al., 2018b)。一方で、これまで神経変性疾患における hsa-miR-

671-5p の発現量変化の報告はない。 

本研究では microRNA 標的遺伝子の予測ツールである miRmap を用いて、

hsa-miR-671-5p の予測標的遺伝子を検索し、miRmap score の高い 50 遺伝

子を抽出した。抽出された 50 遺伝子に関連する Gene Ontology プロセスの

検索するため、MetaCoreTMを用いた enrichment 解析によって統計学的有意

が強かった上位 15 プロセスを抽出したところ、hsa-miR-671-5p に関連する
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可能性がある Gene Ontology プロセスとして、”positive regulation of 

smooth muscle contraction” 、 ”positive regulation of muscle 

contraction”、”regulation of muscle contraction”といった筋収縮に関す

るプロセスが同定された。 

一部の microRNA の発現量が運動負荷によって変化することや運動習慣

によって変化することが報告されている(Baggish et al., 2011; Dufresne 

et al., 2018)。本研究において MSA-P 群とパーキンソン病群で認められた

hsa-miR-671-5p の発現低下は、パーキンソニズムにともなう日常動作量、

運動量の低下やパーキンソニズムで認められる筋トーヌスの亢進(Marusiak 

et al., 2011)などの症状を反映している可能性がある。しかし、hsa-miR-

671-5p が運動負荷、運動習慣や日常活動量によってどのように変化するか

検討された報告はなく、また、本研究でもパーキンソン病や多系統萎縮症の

重症度と hsa-miR-671-5p の発現量に相関は認められなった。そのため、運

動負荷や運動習慣が hsa-miR-671-5p 発現量にどのように影響を及ぼすか、

また、MSA-P 患者、パーキンソン病患者で hsa-miR-671-5p の発現量が経時

的にどのように変化していくかを検討していく必要がある。 

また、enrichment解析で得られた Gene Ontologyプロセスに”regulation 

of neuron differentiation” 、 ”positive regulation of neuron 

differentiation”といった神経分化に関与するプロセスも含まれており、こ

れらのプロセスやプロセスの障害が、パーキンソン病や多系統萎縮症のおけ

る神経細胞脱落やグリオーシスなどに可能性も考えられる。 

miRmap による hsa-miR-671-5p の標的遺伝子検索では、上位 50 種には入

らなかったが、LRRK2 (miRmap score: 95.15)、CHCHD2 (miRmap score: 

93.34)、EDN1 (miRmap score: 90.26)、PLA2G6 (miRmap score: 79.87)、

SNCA (miRmap score: 71.44) など、パーキンソン病や多系統萎縮症との関

連が報告されている遺伝子が複数含まれていた。 

LRRK2 遺伝子は常染色体優性遺伝性の家族性パーキンソン病の原因遺伝

子として報告されており(Funayama et al., 2005)、家族性パーキンソン病

の 3 - 6%を占めるとされる。また、LRRK2 遺伝子変異は孤発性パーキンソン

病の 1%の症例でも認められ、孤発性パーキンソン病のリスク遺伝子になる

ことも報告されている(Healy et al., 2008)。 

CHDHD2 遺伝子も常染色体優性遺伝形式の家族性パーキンソン病の原因

遺伝子の 1 つとして同定されており(Funayama et al., 2015)、孤発性パー

キンソン病症例の一部でも CHCHD2 遺伝子変異の関連が報告されている 

(Yang et al., 2016)。 



- 38 - 

  

EDN1 遺伝子は、多系統萎縮症患者を対象としてゲノムワイド関連解析で

多系統萎縮症のリスク遺伝子と報告されている(Sailer et al., 2016)。 

PLA2G6 遺伝子は常染色体劣性遺伝性の家族性パーキンソン病の原因遺

伝子として報告されているほか、乳児神経軸索ジストロフィーの原因遺伝子

でもあることが報告されている(Ferreira and Massano, 2017)。 

SNCA 遺伝子(Polymeropoulos et al., 1996)も家族性パーキンソン病の

原因遺伝子であり、また、GWAS 解析では孤発性パーキンソン病においても

リスク遺伝子となることが報告されている。SNCA 遺伝子は-synuclein を

コードする遺伝子であり、多系統萎縮症のリスク遺伝子になることも報告さ

れている(Scholz et al., 2009)。 

前記のように、パーキンソン病や多系統萎縮症との関連が報告されてい

る遺伝子が、hsa-miR-671-5p の標的遺伝子候補として挙がっており、これ

らの遺伝子の発現量の調整がパーキンソン病や多系統萎縮症の発症に関与

している可能性がある。 

また、hsa-miR-671-5p が Cerebellar Degeneration-Related protein 1

遺伝子 (CDR1 遺伝子)の発現を抑制することが報告されている。Hansen ら

による HEK 297 細胞を用いた研究では、hsa-miR-671-5p が CDR1 遺伝子のナ

チュラルアンチセンス RNA の発現を抑制し、その結果、CDR1 messenger RNA

発現量低下が引き起こされることを示している(Hansen et al., 2011)。

Barbaggalo らによる研究では、神経膠芽腫細胞において CDR1 遺伝子発現量

が低下すること、CDR1 遺伝子発現量と hsa-miR-671-5p 発現量に負の相関が

あることが示されている(Barbagallo et al., 2016)。これらの研究結果か

ら、hsa-miR-671-5p が CDR1 遺伝子の発現量調整において重要や役割を果た

していることが考えられる。 

Cerebellar Degeneration-Related protein 1 は、Dropcho ら研究で発

見された蛋白質であり、傍腫瘍性小脳変性症のおける自己抗体の標的タンパ

ク質として発見された(Dropcho et al., 1987)。健常者では中枢神経、特に

小脳で強く発現し、心臓、肺、腎臓などでは発現が少ないことが報告されて

いる。一方で、神経芽腫細胞では CDR1 遺伝子発現が低下していること、ア

ルツハイマー型認知症では CDR1 遺伝子発現が上昇すること(Bosco et al., 

2014)が報告されており、これらの中枢神経疾患の発症と関与している可能

性が示唆されている。 

多系統萎縮症患者やパーキンソン病における CDR1 遺伝子の発現量変化

を検討した研究はこれまでない。しかし、CDR1 遺伝子が中枢神経に特異的

かつ広汎に分布していること、一部神経変性疾患での発現量変化が報告され
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ていること、本研究の RT-qPCR において MSA-P 群およびパーキンソン病群

で hsa-miR-671-5p の発現低下が認められたことを考慮すると、多系統萎縮

症やパーキンソン病の発症に CDR1 遺伝子や hsa-miR-671-5p が関与してい

る可能性があり、今後の検討が望まれる。 

また、RT-qPCR 法を用いた研究で、MSA-C 群と MSA-P 群で発現量が異な

ることが示された microRNA はこれまでない。多系統萎縮症は MSA-C と MSA-

P に大別され、臨床症状、疫学、病理所見などにおいて異なる点が多い。MSA-

C は日本で多いサブタイプであり、病理学的には神経細胞脱落とグリオーシ

スが橋核、下オリーブ核、小脳皮質を中心に認められ (Lantos, 1998)、脳

MRI でも橋、小脳を中心とした脳萎縮がみとめられる。一方で、MSA-P はア

メリカやヨーロッパに多いサブタイプで、病理学的には被殻背外側、黒質の

神経変性およびグリオーシスが優位になり、脳 MRI でも被殻の萎縮および

背外側の T2 強調画像高信号が目立つ(Kraft et al., 1999; Schulz et al., 

1994)。多系統萎縮症は多因子疾患と考えられており、MSA-C と MSA-P にお

ける臨床所見、病理学的所見、疫学所見などに相違点が多いことは、MSA-C

と MSA-P の発症や病態には異なる遺伝性因子、エピジェネティクス因子、環

境因子が関与している可能性を示唆している。hsa-miR-671-5p 発現量変化

はこのような相違点を反映している可能性があり、今後、hsa-miR-671-5p の

標的遺伝子の更なる検索や生体内での機能の解析を行うことが重要と考え

らえる。また、MSA-C と MSA-P で発現量が異なる microRNA は複数存在する

ことが推察されるため、MSA-C、MSA-P 間で発現量異なる microRNA の更なる

検索を行うことも非常に重要であると考える。 
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②hsa-miR-19b-3p 

hsa-miR-19b-3p の発現量はマイクロアレイ解析では多系統萎縮症群で

発現が低下していた。この結果は RT-qPCR 法では確認できなかったが、RT-

qPCR 法による解析ではパーキンソン病群において MSA-C 群、MSA-P 群、健常

対照群と比較して発現が有意の増加していた。 

hsa-miR-19b-3p の発現量が多系統萎縮症患者やパーキンソン病患者の

血清や脳脊髄液において、変動していることが既に報告されている。Botta-

Orfila らは TaqMan LowDensity Array と TaqMan RT-qPCR を使用し、特発性

パーキンソン病および LRRK2 G2019S 変異を持つ遺伝性パーキンソン病患者

の血清中での hsa-miR-19b-3p 発現量が低下していることを報告している

(Botta-Orfila et al., 2014)。Cao らは PrimeScript microRNA cDNA 

Synthesis Kit (Takara Biotechnology)による RT-qPCR 法を用いた解析で、

同様に特発性パーキンソン病患者の血清中での hsa-miR-19b-3p 発現量が低

下していることを報告しており(Cao et al., 2017)、Schulz らによる meta-

analysis でもパーキンソン病患者の血清において、hsa-miR-19b-3p が低下

することが報告されている(Schulz et al., 2019)。Marques らは TaqMan 

MicroRNA primer を用いた研究で、多系統萎縮症患者の脳脊髄液中 hsa-miR-

19b-3p の発現量が低下していることを報告している(Marques et al., 

2017)。 

しかし、パーキンソン病患者、多系統萎縮症患者の血漿を用いて

microRNA 解析を行った報告はない。 

既報による血清内の hsa-miR-19b-3p 発現量変化と本研究における血漿

内の hsa-miR-19b-3p の発現量変化の結果には乖離が認められる。microRNA

の発現量は血液凝固過程で変化することが報告されており、今回の結果の乖

離の一因である可能性が考えらえる。 

miRmap を用いた予測標的遺伝子の検索、enrichment 解析による Gene 

Ontology プロセスの検索を施行したところ、hsa-miR-19b-3p に関連する

Gene Ontology プロセスに神経伝達に関与するプロセス(”fast, calcium 

ion-dependent exocytosis of neurotransmitter”)が含まれた。 

また、miRmap での候補遺伝子には FMR1 (miRmap score: 94.89)、LRRK2 

(miRmap score: 84.55)、COQ2 (miRmap score: 42.68)が含まれるなど、パ

ーキンソン病や多系統萎縮症との関連が示された遺伝子が含まれた。 

FMR1遺伝子は脆弱 X症候群および脆弱 X随伴振戦/失調症候群 (Fragile 

X-associated tremor/ataxia syndrome(FXTAS))の原因遺伝子である。FXTAS

は FMR1 遺伝子の 3 塩基(CGC)繰り返し配列の延長によって発症し、成人発
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症性の小脳性運動失調症、パーキンソニズム、精神症状を呈する疾患であり、

パーキンソン病や多系統萎縮症との類似した経過を辿る場合がある

(Hagerman and Hagerman, 2015)。 

COQ2 遺伝子は、日本における家族性多系統萎縮症患者で病原性変異があ

ることが示され、その後孤発性多系統萎縮症においても COQ2 遺伝子変異が

危険因子になることが示された (Multiple-System Atrophy Research, 

2013)。 

上記のように hsa-miR-19b-3p の予測標的遺伝子にも、パーキンソン病

や多系統萎縮症および類似する疾患に関与するものが含まれていた。 

一方で hsa-miR-19b-3p 遺伝子は、13 番染色体長腕に他の microRNA 

(hsa-miR-17, hsa-miR-18a, hsa-miR-19a, hsa-miR-20a, hsa-miR92a)とク

ラスターを形成して存在し、このクラスターは、miR-17/92 クラスターと呼

ばれ、B 細胞性悪性リンパ腫発症への関与が示唆されている他、白血病や乳

癌、膵癌、骨肉腫などで発現量が変化することが示されている。(Mogilyansky 

and Rigoutsos, 2013)。さらに hsa-miR-19b-3p は加齢によっても発現が低

下することが示されている(Hackl et al., 2010)。 

このように hsa-miR-19b-3pの変化は神経疾患に特異的なものではなく、

様々な疾患や状態において変化する。そのため、hsa-miR-19b-3p の変化量

の疾患特異性は低い可能性が高く、パーキンソン病における変化の意義につ

いては他の microRNA との組み合わせなど、他の因子も含めて検討する必要

がある。 
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③hsa-miR-24-3p 

hsa-miR-24-3p はマイクロアレイ解析では多系統萎縮症群で発現が低下

していたが、RT-qPCR 法による解析では健常対照群と多系統萎縮症群で発現

量に有意差は認められなかった。一方で、RT-qPCR 法による解析で hsa-miR-

24-3pがパーキンソン病群において MSA-C群と比較して有意に発現量の増加

を認めた。 

hsa-miR-19b-3p と同様に, パーキンソン病や多系統萎縮症のおける

hsa-miR-24-3p 発現量の変化は他の研究者によっても報告されている。

Vallelunga らは TaqMan LowDensity Array と TaqMan RT-qPCR を使用した研

究で、パーキンソン病患者および多系統萎縮症患者の血清中 hsa-miR-24-3p

の発現量が増加していることを報告している(Vallelunga et al., 2014)。

Marques らは TaqMan MicroRNA primer を用いた研究で、多系統萎縮症患者

の脳脊髄液中 hsa-miR-24-3p の発現量が低下していること、パーキンソン

病患者の脳脊髄液中 hsa-miR-24-3p の発現量が低下していることを報告し

ている。(Marques et al., 2017) 

hsa-miR-24-3p に関連する Gene Ontology プロセスには、”positive 

regulation of dopamine uptake involved in synaptic 

transmission”、”positive regulation of catecholamine uptake involved 

in synaptic transmission”、”regulation of dopamine uptake involved 

in synaptic transmission”、”positive regulation of neurotransmitter 

uptake”など、神経伝達物質の再取り込みやシナプス伝導に関するプロセス

が多く含まれる。特にドパミン再取り込みなどについてのプロセスも複数含

まれることから、パーキンソン病の病態を反映している可能性がある。 

また、miRmap を用いた hsa-miR-24-3p の予測標的遺伝子には HIP1R 

(miRmap score: 98.20)、ATP13A2 (miRmap score: 85.30)、SYT11 (miRmap 

score: 79.01) が含まれた。 

HIP1R 遺伝子および SYT11 遺伝子はパーキンソン病のゲノムワイド関連

解析で、パーキンソン病のリスク遺伝子として報告されている。 

ATP13A2 遺伝子は Kufor-Rakeb 症候群の原因遺伝子として報告されてい

る。Kufor-Rakeb 症候群は、亜急性、若年性に発症するパーキンソニズム、

錐体路徴候が認められる常染色体劣性遺伝性の疾患であり、若年性パーキン

ソン病との鑑別を要する疾患である。 

hsa-miR-24-3p の標的遺伝子にも、パーキンソン病との関連が示唆され

る遺伝子が複数ふくまれており、今後 hsa-miR-24-3p の in vitro での機能

の解析が望まれる。  



- 43 - 

  

2)hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p 発現量の相関の意義 

本研究では hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量に強い相関(r = 

0.8207、p < 0.0001)を認めた。 

hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量が相関することは、Marques

らによるパーキンソン病および多系統萎縮症を対象とした研究でも報告さ

れている(Marques et al., 2017)。hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p をコ

ードする遺伝子は別々の染色体に存在しており、発現量の相関はクラスター

形成などによるものではないと考えられる。 

microRNA による遺伝子発現制御においては、１種の microRNA が複数の

遺伝子発現の制御を行うこと、１つの遺伝子が複数の microRNA によって発

現調整を受けることが知られている(Bartel, 2004)。 

今回の研究で hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量に強い相関が

認められたことからは、これら 2 つの microRNA が同一遺伝子の発現制御に

関連する可能性や同一のプロセスに関与する可能性が示唆される。そのため、

hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の候補遺伝子を 100 種抽出し、enrichment

解析により、それらの遺伝子の両方に関連する Gene Ontology プロセスを

検索した。その結果、これらの microRNA に同様に関与するプロセス

に ”regulation of dopamine uptake involved in synaptic 

transmission” 、 ”regulation of catecholamine uptake involved in 

synaptic transmission”という神経伝達物質およびシナプス伝導に関与す

るプロセスが含まれることが判明した。パーキンソン病ではドパミン産生ニ

ューロンの脱落やシナプス機能障害が認められることが知られており、パー

キンソン病の発症にこれらのプロセスの障害が関連する可能性が考慮され

る。 

本研究では in silico の解析による予測標的遺伝子で解析を行ったが、

各組織に hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量変化や、生体内での機

能の研究を行うことによって、これらの microRNA がパーキンソン病発症に

及ぼす影響を解析する必要がある。 
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3) 各 microRNA の診断バイオマーカーとしての有用性 

本研究では hsa-miR-671-5p の発現量がパーキンソン病群、MSA-P 群と他

群で、hsa-miR-19b-3p の発現量がパーキンソン病群と他群で、hsa-miR-24-

3p の発現量がパーキンソン病群と MSA-C 群で異なることが示された。 

そのため、各 microRNA の診断バイオマーカーとしての有用性を検討す

るため、発現量の有意差が認められた各 microRNA 群間で Receiver 

Operating Characteristic analysis (ROC)解析を施行した。（図 9） 

しかし、この解析では充分な Area Under Curve (AUC)を得ることができ

ず、これらの microRNA 単独での各疾患の診断や鑑別を行うことは困難であ

った。 

この一因として、パーキンソン病や多系統萎縮症は多因子疾患と考えら

れており、個々の microRNA の発現量変化が発症や疾患進行に及ぼす影響が

小さいことが推察される。そのため、既知の疾患関連遺伝子や画像所見など

他の指標と microRNA 発現量の変化を組み合わせることによって、診断バイ

オマーカーとして活用できる可能性があり、今後複数の microRNA の発現変

化の組み合わせや他の疾患バイオマーカー、診断指標との組み合わせによる

診断能を検討していく必要がある。 
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図 9 hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19-3p、hsa-miR-24-3p 発現量による 

 MSA-C 群、MSA-P 群、パーキンソン病群、健常対照群間の ROC 解析 
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4) 今後の課題 

本研究では単独で診断に有用なバイオマーカーの同定には至らず、パー

キンソン病や多系統萎縮症が多因子疾患と考えられていることが一つの要

因と思われる。しかし、多系統萎縮症やパーキンソン病で変化を認める

microRNA を複数組み合わせることによって診断や病態解明に至る可能性が

あり、今後も各疾患で発現が異なる microRNA の検索を継続し、バイオマー

カーとしての有用性を検討していくことが重要と考えられる。 

多系統萎縮症が希少疾患であり、本研究で対象とした多系統萎縮症の症

例数が比較的少ないことも診断バイオマーカーの同定を困難にした一因と

思われる。また、本研究の多系統萎縮症患者はすべて probable MSA 患者で

あり、病理解剖によって証明された definite MSA の症例は含まれなかった。

多系統萎縮症の正確な生前診断が困難な事を考慮すると、definite MSA を

対象とした大きなコホートを用いて、本研究の結果の再現性や他の

microRNA 発現量の変化を検討していく必要がある。 

また、今回研究に含まれたパーキンソン病患者の多くは既に内服治療を

受けている状態で血液検体採取が行われており、抗パーキンソン病薬が

microRNA の発現量に変化を与えた可能性は否定できない。そのため、各パ

ーキンソン病薬が血漿 microRNA 発現量に及ぼす影響について検討していく

必要がある。 
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結論 

 

本研究から以下の新しい知見を得た。 

‑ マイクロアレイによる解析で、多系統萎縮症で発現量が有意に増加して

いる microRNA を 4 種、有意に低下している microRNA を 75 種同定した。 

‑ RT-qPCR による解析で、hsa-miR-671-5p の発現量が MSA-P 群、パーキン

ソン病群で他群より有意に減少、hsa-miR-19b-3p の発現量がパーキンソ

ン病群で他群より有意に増加、hsa-miR-24-3p の発現量がパーキンソン

病群で MSA-C 群より有意に増加していた。 

‑ hsa-miR-19b-3p と hsa-miR-24-3p の発現量に強い相関を認めた。 

 

 

hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の予測標的遺伝子の検

索および enrichment 解析では、hsa-miR-19b-3p が神経伝達に関するプロセ

ス、hsa-miR-24-3p が神経伝達物質の再取り込みやシナプス伝達に関するプ

ロセス、hsa-miR-671-5p が筋収縮や神経発達に関連するプロセスに関与し

ていることが示唆された。さらに hsa-miR-671-5p、hsa-miR-19b-3p、hsa-

miR-24-3p の予測標的遺伝子には、パーキンソン病や多系統萎縮症との関与

が指摘されている遺伝子が複数含まれ、これらの microRNA がパーキンソン

病や多系統萎縮症の病態を反映している可能性が示唆された。 

本研究では hsa-miR-671-5p の発現量が MSA-C と MSA-P で有意に異なるこ

とが示され、MSA-C と MSA-P における病態や症状の違いを反映している可能

性がある。これまで MSA-C と MSA-P で発現量が異なる microRNA の報告はな

く、これら二つの多系統萎縮症サブタイプ間で発現が異なる microRNA をさ

らに検索していくことが望まれる。 

健常者、多系統萎縮症患者、パーキンソン病患者で、hsa-miR-671-5p、hsa-

miR-19b-3p、hsa-miR-24-3p の経時的変化を評価することや、他疾患や他検

体での発現量変化を評価することによって、本研究で認めた microRNA の発

現量変化の疾患特異性、発現量変化に寄与する因子やバイオマーカーとして

の有用性を検討する必要がある。 

また、本研究では microRNA が関与する病態やプロセスを in silico で検

討したが、今後、in vivo、in vitro でも microRNA の機能解析、microRNA

の標的遺伝子の検索、標的遺伝子の機能の評価を行うことによって、本研究

で見いだされた microRNA 発現量変化の意義が明確にされることが期待され

る。  
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本研究で同定されたそれぞれの microRNA 単独では、診断バイオマーカー

として有用性が低いが、複数の microRNA を組み合わせることによって有用

な診断バイオマーカーになる可能性があり、多系統萎縮症、パーキンソン病

で発現量が変化する microRNA を継続的な検索を行っていく必要がある。 
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