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0. 要旨 

 

統合失調症の発症には遺伝的要因や環境要因が関与していることが知られて

いるが、確実な病因遺伝子や要因は同定されておらず、発症の分子メカニズム

は不明である。本研究は病態への microRNA（miRNA）の関与の可能性について検

討した。初回エピソード統合失調症患者及び健常対照者を対象とし、血漿中

miRNA の網羅的発現解析を行ったところ、hsa-miR-223-3p（miR-223）の上昇が

認められた。miR-223 は、統合失調症死後脳における上昇が示されていたこと、

また最近 NMDA 型グルタミン酸受容体 NR2B サブユニットの発現量を制御する可

能性が報告されたことから、病態に関与している可能性が考えられたため、ヒ

ト神経芽細胞腫由来の培養細胞による強制発現細胞株において標的因子の探索

を行った。INPP5B、RHOB、SKIL、SYNE1 を候補として見出したが、既報では SYNE1

の疾患への遺伝学的関与が示唆されているなど、miR-223 を介したカスケードが

統合失調症病態に関与している可能性が考えられた。 
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1. 序文 

 

1.1. 統合失調症の病態と疫学 

 統合失調症は、主に幻覚、妄想といった陽性症状、意欲低下、感情鈍麻など

の陰性症状、及び認知障害を特徴とする内因性精神疾患の一つで(van Os and 

Kapur, 2009)、アメリカ精神医学会の「精神障害の診断と統計の手引き第 5版」

（DSM-5）、あるいは、世界保健機構 (WHO)の「国際疾病分類第 10 版（ICD-10）」

を用いて診断される。 

一般人口における統合失調症の罹患率は約 0.5～1％であり、 (McGrath et al., 

2004)、世界中でほぼ一定であることが報告され (Saha et al., 2005)、人種や

社会背景の影響は低いと考えられている。発症年齢としては、男性は 20-28 歳

に対して、女性は 26-32 歳であるが (Castle et al., 1991)、男女間の有病率

については明らかではない (McGrath et al., 2004)。 

統合失調症の治療は、薬物療法を中心に精神療法やリハビリテーションなど

を組み合わせて行われるが、いまだ完治のための治療法が確立されておらず、

社会復帰のみならず、時には寛解も困難である。これまでの報告から、3分の 1

の患者は社会機能の回復が得られるが、3分の 1の患者は症状の改善が得られる

ものの社会機能は不十分であり、3分の 1の患者は改善が得られず、回復するこ
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とが困難である (Harding et al., 1987)。人生早期に発症し、本人の苦悩のみ

ならず家族の苦しみも甚大であり、その疾患によって早く終える生涯や、健康

を失った年数の指標として世界保健機構が制定した障害調整生命年においては、

非感染性疾患の 16 位にランクされるなど (Ustun et al., 1999, Okkels et al., 

2013)、医療経済的な損失を含めた社会的損失も非常に大きい。統合失調症の病

態解明は急務である。 

これまで解明のために、様々な手法により、数多くの研究がなされてきた。

現在では遺伝要因と環境要因による相互作用によって発症に至ると考えられて

いるが、いまだ病態は明らかではない。 

 

1.2. 初回エピソード統合失調症 

統合失調症は、生涯にわたる慢性の経過をたどるが、経過としては、大きく

以下の四段階に分けられる。 

①病前期（精神症状が出る前の時期） 

②前駆期（聴覚過敏、引きこもりなどの非顕性症状が出現する時期） 

③進行期（幻聴、妄想などの陽性症状が出現する時期） 

④安定・再発（残遺）期（意欲の低下などの陰性症状が出現する時期） 

最近の MRI を用いた脳画像研究では、統合失調症の初回エピソードにおいて
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既に前頭葉や側頭葉領域での灰白質体積の減少といった形態変化が観察されて

おり(Kasai et al., 2003a, Kasai et al., 2003b)、さらに疾患の進行ととも

に形態変化は進行することが明らかになった (Radua et al., 2012, Cahn et al., 

2006)。これらの所見と治療転帰との関連から (Hulshoff Pol and Kahn, 2008, 

Birchwood et al., 1998) 、発症期の早期治療の必要性の高さが認識されるよ

うになった。また、統合失調症は経過とともに病像が変化・進行するため、経

過の長い症例では発症にかかわる因子に加え、経過の中で生じる2次的な変化、

服薬の影響なども生体に加わりうる。そのため、発症要因を明らかにすること

を目的とした研究においては、発病後間もない初回エピソード統合失調症患者

を対象とした研究が重要であると考えられるている (Ota et al., 2014, Di 

Nicola et al., 2013, Guidotti et al., 2014)。 

 

1.3. microRNA(miRNA) 

近年、ノンコーディング RNA である miRNA の統合失調症病態への関与の可能

性が注目されており、以下に概説する。 

 

1.3.1. miRNA の発見 

1993 年、線虫のヘテロクロニック変異体から lin-4 というタンパク質をコー
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ドしない small RNA が RNA-RNA アンチセンスペアリングの作用によって lin-14

タンパク質の発現を低下させることが報告された (Lee et al., 1993)。当初、

ヒトなどの高等な種においてはlin-4のホモログが見つからなかったことから、

この現象は線虫特有のものと考えられていた。やがて、線虫において mRNA の塩

基配列の一部に結合するように設計した小さな二本鎖 RNA (siRNA）を導入する

と同じ遺伝子の翻訳阻害が生じることが発見され (Fire et al., 1998)、その 2

年後、哺乳類を含めたほかの生物種にもこの現象が存在することが明らかにな

った (Pasquinelli et al., 2000)。今日では、細胞増殖、分化、アポトーシス

等の多くの基本的細胞内プロセスにおいて、miRNA が重要な役割を果たしている

ことが明らかになっている (Ambros, 2004)。 

 

1.3.2. miRNA の生合成 

 現在データベースに登録されたヒト miRNA は約 2600 弱であり、そのターゲッ

トになる mRNA は全 mRNA の 1/3 以上を占めていると推測されている (Kozomara 

and Griffiths-Jones, 2014, Kozomara et al., 2014)。 

 miRNA の生合成経路について、まずは、DNA より RNA 合成酵素によってモノシ

ストロニック或いはポリシストロニック miRNA を含む長さ数千塩基長の 

primary miRNA (pri-miRNA)が転写される。核内において、pri-miRNA は RNA 合
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成酵素 III (Drosha）と dsRNA を結合するタンパク質 DGCR8 のタンパク質複合体

によって切断され、約 70 塩基のヘアピン状の miRNA 前駆体 pre-miRNA になり、

核膜輸送タンパク質 Exprotin-5 によって細胞質に輸送される。そこで、主に同

じ RNA 合成酵素 III である Dicer と補因子 TRBP によってループが除去され、約

22 塩基の二本鎖 miRNA となる。二本鎖 miRNA は乖離して、RNA-induced 

silencing complex （RISC）と呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれ、RNA-

タンパク質複合体を形成し、これが機能を発揮する (Khvorova et al., 2003, 

Schwarz et al., 2003)。 

活性型 RISC 複合体は miRNA と Argonaute タンパク質で形成され、ターゲット

mRNA の 3’UTR 領域に結合し、翻訳の開始や進行の阻害や、ポリアデニル化やキ

ャッピングの除去により翻訳を阻害する (Pillai et al., 2007, Meister et al., 

2004)。ターゲット mRNA の結合配列との相補性が高い場合には mRNA の切断を引

き起こすことも報告されている (Guo et al., 2010)。 

 

1.3.3. 分泌型 miRNA  

 核酸断片が細胞死等を介して老廃物質として血中に放出されることは古くか

ら推測されていたが、近年、miRNA や mRNA がエクソソームに内包され、細胞の

能動的分泌によって血液中に放出されることが明らかになった (Valadi et al., 
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2007)。そして、Argonaute2、High Density Lipoprotein (HDL)などが血清中の 

miRNA を運搬する複合体を形成することも報告された (Vickers et al., 2011, 

Pegtel et al., 2010)。また、エクソソームや HDL に内包された miRNA は他

の細胞に取り込まれ、細胞内で機能することも明らかになり、ある細胞から分

泌された miRNA が血中を移動して他の細胞に作用するメカニズムが解明されつ

つある (Lotvall and Valadi, 2007, Iguchi et al., 2010, Kosaka et al., 2010)。

なお、血漿中に分泌された miRNA は、温度変化、酸、凍結融解などの条件によ

っても安定性を保つことが報告されている (Ge et al., 2014, Mitchell et al., 

2008)。  

  

1.3.4. 統合失調症と miRNA 

現在、中枢神経系における miRNA の役割が非常に注目されている。脳に発現

する miRNA の数は miRNA 全体の約 50%であり、神経発達、ニューロン新生、分化、

シナプス可塑性など中枢神経系において重要な役割を果たすことが示されてお

り、統合失調症との関連が示されつつある (Ziats and Rennert, 2014, Cohen et 

al., 2011, Smalheiser and Lugli, 2009, Siegel et al., 2011, Olde Loohuis 

et al., 2012)。 

 死後脳における網羅的発現解析では、前頭前野 (BA9、BA10、BA46）、頭頂葉
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(BA7）、側頭皮質 (BA22）で、報告によって結果は様々であるが、多数の miRNA

の発現変動が報告されている (表 1） (Perkins et al., 2007, Beveridge et al., 

2008, Beveridge et al., 2010, Mellios et al., 2009, Zhu et al., 2009, Kim 

et al., 2010, Mellios et al., 2012, Moreau et al., 2011, Santarelli et al., 

2011)。 

遺伝学的研究では、いくつかのmiRNA遺伝子において関連が示されている （表

2） (Hansen et al., 2007, Feng et al., 2009, Xu et al., 2010, Schizophrenia 

Psychiatric Genome-Wide Association Study, 2011)。中でも、国際的なコン

ソーシアムによる大規模な統合失調症のゲノムワイド関連解析で、最も強い関

連は miR137 のイントロン内に位置する SNPs (rs1625579) であった 

(Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study, 2011)。 

血液由来の miRNA においても統合失調症との関連を示す報告がなされている。

末梢血単核細胞では、Dlk1-Dio3 ドメインにコードされた複数の miRNA の発現

低下が示されている (Gardiner et al., 2012)。また、末梢血単核細胞内の

miR449a 発現と前頭葉機能検査法であるウィスコンシンカード分類課題の不正

解率が有意に相関をすることから、脳機能との関連が示唆されている (Lai et 

al., 2011)。 

このように、急速に miRNA の統合失調症病態への関与の可能性についての知
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見が集積しつつあるが、結果は様々で、今後さらなる解明をすすめていくこと

が必要な状況にある。 

 

上記背景をふまえ、本研究は、初回エピソード統合失調症の血漿における

miRNA に注目し、病態への関与について検討を行った。第２章では、初回エピソ

ード統合失調症患者及び健常対照者の血漿における miRNA 発現量のマイクロア

レイを用いた網羅的検討を行い、第３章では、候補と考えられた miR-223 につ

いて、神経系細胞における標的遺伝子の探索を行った。 
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表 1. 統合失調症死後脳研究で同定された miRNAs (Beveridge and Cairns, 

2012) 

Study Type 

Brain 

region Species Schizophrenia-associated miRNA 

Perkins et 

al. (2007) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA9) 

Human [Upregulated] miR-106b, miR-7 

[Downregulated] miR-26b, miR-30b, miR-29b, miR-195, 

miR-92, miR-30a, miR-30d, miR-20b, miR-29c, miR-29a, 

miR-212, miR-24, miR-30e, miR-9* 

Beveridge 

et al. (2008) 

Postmortem 

brain 

STG 

(BA22) 

Human miR-181b 

Beveridge 

et al. (2010) 

Postmortem 

brain 

STG 

(BA22) 

Human [Upregulated] let-7e, miR-107, miR-125b, miR-128a, 

miR-128b, miR-129, miR-130a, miR-133b, miR-138, 

miR-146b, miR-148a, miR-150, miR-152, miR-155, 

miR-15a, miR-15b, miR-16, miR-17-3p, miR-17-5p, 

miR-181b, miR-195, miR-197, miR-199a*, miR-19a, 

miR-20a, miR-222, miR-23a, miR-24, miR-26b, 

miR-26b, miR-27b, miR-28, miR-296, miR-328, 

miR-330, miR-335, miR-338, miR-339, miR-340, 

miR-373*, miR-381, miR-409-5p, miR-432*, miR-452*, 

miR-455, miR-484, miR-485-5p, miR-486, miR-487a, 

miR-489, miR-494, miR-499, miR-502, miR-517a, 

miR-517c, miR-518b, miR-519d, miR-520a*, miR-520 g, 

miR-9*, miR-99a 

Beveridge 

et al. (2010) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA9) 

Human [Upregulated] let-7d, miR-101, miR-105, miR-107, 

miR-126*, miR-128a, miR-153, miR-15a, miR-15b, 

miR-16, miR-16, miR-181a, miR-181b, miR-181b, 

miR-181d, miR-184, miR-195, miR-199a, miR-20a, 

miR-219, miR-223, miR-26b, miR-27a, miR-29c, 

miR-302a*, miR-302b*, miR-31, miR-33, miR-338, 

miR-409-3p, miR-512-3p, miR-519b, miR-7 

Mellios et 

al. (2009) 

Postmortem 

brain 

Frontal 

cortex 

(BA10) 

Human [Downregulated] miR-30e, miR-195 

Zhu et al. 

(2009) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA46) 

Human miR-346 



15 
 

Kim et al. 

(2010) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA46) 

Human [Upregulated] miR-132, miR-132*, miR-154*, miR-212, 

miR-34a, miR-544, miR-7 

Mellios et 

al. (2010) 

Postmortem 

brain 

Frontal 

cortex 

(BA10) 

Human [Downregulated] miR-30b 

Moreau et 

al. (2011) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA9) 

Human [Upregulated] miR-148b, miR-151 miR-27b, miR-301, 

miR-545, miR-639 [downregulated] miR-106b, miR-138, 

miR-193b, miR-210, miR-22, miR-324-3p, miR-338, 

miR-339, miR-425 

Santarelli et 

al. (2011) 

Postmortem 

brain 

DLPFC 

(BA46) 

Human [Upregulated] miR-105, miR-134, miR-148b, miR-150, 

miR-152, miR-154, miR-17-5p, miR-187, miR-193a, 

miR-199a*, miR-199b, miR-222, miR-25, miR-328, 

miR-382, miR-409-3p, miR-423, miR-425-5p, miR-433, 

miR-452*, miR-487a, miR-495, miR-502, miR-512-3p, 

miR-519c, miR-532, miR-542-3p, miR-548b, miR-590, 

miR-592, miR-652, miR-767-5p, miR-92b, 
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表 2 統合失調症と miRNA の遺伝学的関連 (Beveridge and Cairns, 2012) 

Study Type Species 

Schizophrenia-associated 

miRNA 

Hansen et al. 

(2007) 
miR-SNP Human miR-198, miR-206 

Feng et al. 

(2009) 
miR-SNP Human 

let-7f-2, miR-188-3p, 

pre-miR-18b, 

miR-325-3p, 

pre-miR-502, 

pre-miR-505, 

miR-509-3p, 

miR-510-3p, miR-660 

Xu et al. 

(2010) 
miR-SNP Human 

miR-24, pre-miR-30e, 

miR-30e 

Schizophrenia 

Psychiatric 

Genome-Wide 

Association 

Study, (2011) 

GWAS Human miR137 
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2. 初回統合失調症エピソード患者血漿における miRNA 

 

2.1. 目的 

 前章で述べたように、近年、統合失調症病態における miRNA の関与の可能性

が注目されている。一方、長期の服薬や急性期・安定期といった病相の違いな

どから、病態への関与を明らかにするためには、初回エピソード統合失調症患

者を対象とした研究が望ましいと考えられつつある。 

 そこで本章では、初回エピソード統合失調症患者及び健常対照者の血漿中

miRNA の発現をアレイを用いて網羅的に比較し、候補 miRNA の同定を試みた。 
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2.2. 対象と方法 

2.2.1. 対象 

 東京大学医学部附属病院精神神経科で収集された初回エピソード統合失調症

患者 17 名（男性 8名、女性 9名、24.90 歳±1.19、発症後年数 2.61 年±0.50）

及び年齢・性別をマッチさせた健常対照者 17 名（男性 8 名、女性 9 名、23.56

±1.63）を対象とした。 

初回エピソード統合失調症患者の定義は、 

①15 歳から 40 歳 

②発症後 5年以内 

③統合失調症に対する抗精神病薬治療が 16 週未満 

④精神疾患の診断統計マニュアル第 4 版（DSM-IV）で統合失調症と診断された

患者、 

である (Koike et al., 2014)。 

健常対照者は、精神疾患簡易構造化面接法（The Mini-International 

Neuropsychiatric Interview：M.I.N.I）を用いて、現在及び過去の精神疾患が

除外されたものを対象とした。 

病状が進行した統合失調症患者血漿中 miR-223 を測定するために、合計 38 名

の被験者を対象とした。内訳は、発症後 5 年以上経過している統合失調症患者
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19 名と年齢・性別を統制した 19 名の健常対照者を対象とした（表 4）。診断は、

精神疾患の診断統計マニュアル第 4 版（DSM-IV）に基づいて行って、統合失調

症と診断された患者を対象とした。なお、加齢や長期間の服薬の影響をできる

だけ避けるために、発症から平均 10 年強程度の 30 代患者を中心とした。健常

対照者について、精神疾患簡易構造化面接法（M.I.N.I）を用いて、精神疾患の

有無を評価し、現在及びに以前に精神疾患であると診断されなかったものを対

象とした。 

 

なお、本研究は、東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会及び医学部

ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会の承認に基づき行われた。すべて

の被験者に事前にヘルシンキ宣言に基づいた趣旨説明を行い、書面による同意

を得ている（承認番号：東京大学 2094-(6) 、639-(30)）。 

2094-(6) : 血液・唾液中のタンパク・アミノ酸解析による精神神経疾患の成因

に関する基礎的研究 

639-30: 精神疾患発症にかかわる関連遺伝子の探索および解析 

 

2.2.2. 臨床指標の測定 

初回エピソード統合失調症患者について、精神科医の面接により、下記の通
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り陽性・陰性症状評価尺度を用いた統合失調症の精神症状評価や、機能の全体

的評定尺度を用いた機能評価を行った。 

陽性・陰性症状評価尺度（(Positive and Negative Symptom Scale : PANSS)

は、統合失調症の症状を総合的に把握するための評価尺度である(Kay et al., 

1987)。「妄想」、「幻覚による行動」といった陽性尺度 7 項目、「情動の平板化」、

「情動的ひきこもり」等の陰性尺度 7 項目 、「心気症」、「不安」、「緊張」等の

総合精神病理尺度 16 項目の合計 30 項目について、各項目を 7 段階 (「1. な

し」 「2. ごく軽度」 「3. 軽度」 「4. 中等度」 「5. やや重度」 「6. 重

度」 「7. 最重度」) に分けて患者の精神症状を評価した（表 5）。 

心理的、社会的、職業的機能については、機能の全体的評定尺度（Global 

Assessment of Functioning Scale : GAF Scale）を用いて、11 段階・100 点満

点で評価した(American Psychiatric Association., 2000)。一般的には 50 点

台で医療機関への受診につながることが多く、30 点以下は重度と考えられるこ

とが多い。 

 

2.2.3. 血漿分離 

書面及び口頭にて本人の同意を得て末梢静脈から抗凝固剤EDTAを含むスピッ

ツで採血を行い、検体採取後 30 分以内に 1200xg、10 分間室温での遠心分離に
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より血漿を取得し、使用するまで-80℃で冷凍保存した。 

なお、初回エピソード統合失調症患者群及び健常者群の採血については、最

終食事後 3 時間以上、水分以外の飲食を禁止し、午後の１時から 3 時までの採

血に統制した。病状が進行した統合失調症患者群では採血前日の午後 9 時以降

飲食を禁止し、朝食及び服薬前の、当日午前 7時に採血した。 

 

2.2.4. 血漿中 miRNA の抽出 

 網羅的 miRNA 発現解析 (後述)に供するための miRNA 抽出は、3D-GeneTM  RNA 

extraction reagent from liquid sample (東レ）を用いて以下の手順で行った。

なお以下の buffer はキットに含まれているものを用いた。 

①血漿 300μl と RNA extraction reagent 900μl を１分間ボルテックスミキ

サーにより混合 

②常温で 3分間、更に on ice で 3 分間静置 

③12000xg、10 分間 4℃での遠心分離により約 300μl の上清を採取 

④1.5 倍量のエタノールを混合 

⑤miRNeasy Mini Kit のスピンカラムにアプライし、室温で 8000xg、15 秒遠

心分離し、ろ液を廃棄 

⑥洗浄液 Buffer RWT 700 µl をスピンカラムに添加した後に、室温で、8000xg、
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15 秒遠心分離し、ろ液を廃棄 

⑦洗浄液Buffer RPE 500 µlによるスピンカラムの洗浄を二回（室温、16000xg、 

1 分間） 

⑧14000xg、2 分間遠心分離を行い、残存洗浄液を完全に溶出させスピンカラ

ムを乾かせた後、新しい 1.5 ml のコレクションチューブにセットし、30µl の 

RNase フリー水で miRNA の溶出 

 

定量的RT-PCR法 (後述)に供するためのmiRNAは、miRCURY™ RNA Isolation Kit 

– Biofluids（Exiqon）を用いて以下の手順で抽出した。なお、以下の buffer

はキットに含まれているものを用いた。 

①血漿 200μl と Lysis solution Buffer 60 µl を 5 秒間でボルテックスミキ

サーにより混和 

②常温で 3分間静置 

③20 μl Protein Precipitation Solution Buffer を加え、5秒間でボルテッ

クスミキサーで混和 

④常温 1分間静置 

⑤11000xg、3 分間で遠心分離を行い、上清を新しいチューブに移す 

⑥270μl のイソプロピルアルコールを加え、5秒間ボルテックスミキサーで混
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和した後に、スピンカラムにアプライ 

⑦室温で、11000xg、30 秒遠心分離し、ろ液を廃棄 

⑧Wash Solution 1 Buffer 100 µL をスピンカラムに添加 

⑨室温で、11000xg、30 秒遠心分離し、ろ液を廃棄 

⑩Wash Solution 2 Buffer 700 µl によるスピンカラムの洗浄 

⑪Wash Solution 2 Buffer 250µl をスピンカラムにアプライし、16000xg で 2 

分間遠心分離、残存洗浄液を完全に溶出させスピンカラムを乾かせた 

⑫スピンカラムを新しい 1.5 ml のコレクションチューブにセットし、50µl 

の RNase フリー水で miRNA の溶出 

 

なお、抽出したすべての miRNA サンプルは実験時まで-80℃で保管した。 

 

2.2.5. 網羅的 miRNA 発現解析 

 血漿中 miRNA 網羅的発現解析は、3D-Gene Human miRNA Oligo chips (miRbase 

v.19) (東レ)を用いて行った。なお、RNA の品質検定以降、スキャナによるマイ

クロアレイデータ取得まで東レ社への受託解析で行った。 

2.2.3 により 3D-GeneTM  RNA extraction reagent from liquid sample を用い

て抽出した miRNA は、Agilent 2100 Bioanalyzer と RNA LabChip により品質検
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定を行い、20～30 ヌクレオチドのサイズにピークが現れることを確認した。 

東レ社のプロトコールに従い、3D-Gene miRNA labeling kit (東レ）による RNA

の蛍光標識 (Cy5)を以下の手順で行った。 

①血漿由来の miRNA を 4 µl まで濃縮し、2µl をアプライし、本数分のマスタ

ーミックスを用意し、一本あたり0.4µl AP buffer、0.4µl AP、1.0µl Spike control、

0.2µl RNase フリー水の配合となるように混合 

②37℃で 30 分間、100℃で 5分間変性、その後、氷上で 2 分間静置 

③1.2µl LE buffer、3µl 3D-Gene® Fluorescent label、3µl RNase フリー水、

1.0µl Labeling enzyme をアプライし、16℃で１時間インキュベートの後、65℃

で 15 分間で反応を中止 

④標識反応物に 0.6µl Hybridization buffer A、0.8µl RNase フリー水、お

よび 52.5µl miRNA Hybridization buffer V3 を加えて、65℃、3分間加熱した

後 16000xg で 1 分間遠心分離 

⑤50µl の上清を 3D-Gene Human miRNA Oligo chips (miRbase v.19)（東レ）

へアプライし、32℃、16 時間ハイブリダイゼーションを行った。 

ハイブリダイゼーション後、洗浄を行った。3D-Gene Human miRNA Oligo Chips

を Staining Rack にセットし、持ち手を掴んで、1次洗浄は 30℃、5分間で、0.5X 

SSC と 0.1%SDS の洗浄液中に、垂直方向 5 回、左右方向 3 回の振とうを 1 分毎
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に 5分間い、2次洗浄として 30℃、10 分間で、0.2X SSC と 0.1%SDS の洗浄液中

に、垂直方向 5 回、左右方向 3 回の振とうを 1 分毎に 5 分間行った。3 次洗浄

は 30℃、10 分間で、0.05X SSC の洗浄液中に、垂直方向 5回、左右方向 3 回の

振とうを 1 分毎に 5 分間行った。スピンドライヤーでチップを遠心乾燥させ、

スキャンまで遮光してケースに保存した。 

蛍光強度は 3D-Gene Scanner（東レ）により測定した。固体レーザー光源によ

り励起波長 635nm、蛍光波長 650nm にて得られた画像データを 3D-Gene Scanner

に搭載した解析ソフトウェアによって数値化した。 

 取得したマイクロアレイデータは、GeneSpringGX ver 12.5 (Aglient) を用

いて解析した。アレイ間のデータのばらつきを補正するため、他の miRNA アレ

イ実験やバイオマーカー同定の研究等で一般的に施行されている通り、アレイ

ごとにそのアレイの全発現量の 75 percentile の値を用い、発現量からその値

を引き算する補正を行った(Fu et al., 2014, Sukata et al., 2011)。なお、

マイクロアレイデータの特性として、信頼性の低い低発現量のプローブが多数

存在する現象が知られている。75 percentile の値はそれらのプローブの影響を

排し、信頼性の高いプローブ間における実質 50 percentile (中央値)程度の値

とみなせ、精度の高い補正が可能になることが先行研究により明らかにされて

いる(Lockhart et al., 1996)。 
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2.2.6. 定量的 real-time PCR 

 網羅的 miRNA 発現解析の結果は、miScript Primer Assays (Qiagen)を用いた

定量的 real-time PCR 法により確認した。 

2.2.3 により抽出した miRNA から、まずは miScript II RT Kit（Qiagen）に

よる逆転写を行い以下の手順で cDNA を作成した。具体的には、1μl の miRNA、

2μl の 5x miScript HiSpec Buffer、1μl の 10x miScript Nucleics Mix 

(Oligo-dT primer を含む)、1μlの miScript Reverse Transcriptase Mix、1.1

μl の 外因性コントロール cel-miR-39 (1 x 108 copies/μl)と 3.9µl RNase フ

リー水を混合し、37℃で 60 分間インキュベートした後に、95℃、5 分間で 

miScript Reverse Transcriptase Mix を不活化させ、cDNA を得た。 

定量的 real-time PCR は、Applied Biosystems 7900 Realtime RCR system を

用いて行った。なお、本実験系では内因性コントロールが知られておらず、同

一の総 miRNA 量に対して、外因性コントロール（Syn-cel-miR-39-3p miScript 

miRNA Mimic（MSY0000010）、Qiagen）を等量(1 反応系あたり 1 x 108 copies)

添加することで代替した(Kroh et al., 2010)。 

384 well プレートを用い、1 well につき、反応液 8μl（2x QuantiTect® SYBR 

GreenPCR Master Mix 5μl、10x miScript Universal Primer 1μl、10x miScript 

Primer Assay 1μl、RNase フリー水 1 μl）に cDNA を 2μl 加え、混合した。 
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PCR 反応は、 

変性 95℃,15 分 

変性 94℃,15 秒、アニーリング 55℃,30 秒、伸長 70℃,30 秒 x 40 サイクル 

により行った。 

それぞれの miRNA 相対量は、cel-miR-39 をコントロールとして、各 CT 値及び

コントロールの CT 値からΔCT を算出し、2-⊿CTにて数値化した (Schmittgen and 

Livak, 2008)。なお、各実験は、全てのサンプルを triplicate で行い、CT 値は

それぞれの平均値を用いている。 

 miRNA アッセイ用プローブ (Qiagen)リストを以下に示す。 

Hs_miR-223_1 miScript Primer Assay （MS00003871） 

Hs_miR-6131_1 miScript Primer Assay （MS00045458） 

Hs_miR-16_2 miScript Primer Assay （MS00031493） 

Ce_miR-39_1 miScript Primer Assay （MS00019789） 

 

2.2.7. 統計学的解析 

各群間の統計学的有意性の解析法として、2群間の差の検定には student-t 検

定を、また、2変数間の相関係数の検定にはピアソンの相関係数を用いた。アレ

イの結果について、Benjamini-Hochberg FDR (False Discovery Rate)による多
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重比較の補正を行った。なお、得られた p値が 0.05 未満の時に統計的に有意と

判断した。 
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表 3 初回エピソード統合失調症患者群と健常者群における臨床指標 

 

 

 

表 4 慢性期統合失調症患者群と健常者群 

 

  健常者対照群 統合失調症患者群 

参加者数（男：女） 19（11：8） 19（11：8） 

年齢（年） 33.63±0.87 31.68±1.19 

発症年数（年）   12.42±1.00 

 

 

 

健常者対照群 初回エピソード統合失調症患者群

参加者数（男：女） 17（8：9） 17（8：9） 

年齢（年） 24.90±1.19 23.56±1.63 

発症年数（年） 2.61±0.50 

陽性症状尺度 15.06±1.16 

陰性症状尺度 18.59±2.15 

総合精神病理尺度 34.35±2.52 

機能の全体的評定尺度 37.53±2.49 

精神病未治療期間（日） 221.59±88.52 

統合失調症に対する薬物療法治療期間（日） 57.76±9.48 
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2.3. 結果 

2.3.1. 臨床指標 

各群における採血時点での臨床指標等を表 3にまとめた。 

17 人の初回エピソード統合失調症患者の内訳は男女比 8：9、平均年齢は 23.3

±1.3:24.0±1.8 に対して、17 人の健常対照者は男女比 8：9、平均年齢は 26.4

±1.9:23.0±2.7、年齢において、二群間での差がなかった（p=0.70 と 0.31）。 

発症年数については、発症から平均して約 2 年半弱（2.61±0.50 年）経過し

ていったことがわかった。 

PANSS のスコアによると、統合失調症の精神症状を評価する陽性症状尺度は平

均 15 点、陰性症状尺度は平均 18 点、総合精神病理尺度は平均 34 点だったこと

から、統合失調症の陽性・陰性症状としては重度ではないものの、精神機能の

全体的評定尺度の点数は平均 37 点（100 点満点）であったことから、社会生活

や日常生活には深刻な支障をきたしつつあったと思われる。精神病未治療期間

は平均半年強（221.59±88.52 日）、統合失調症に対する薬物療法治療期間は平

均 2ヶ月弱程度であった。 

 

2.3.2. 網羅的 miRNA 発現解析 

 17名の初回エピソード統合失調症患者と年齢性別を対応させた17名の健常対
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照者の血漿から 3D-GeneTM  RNA extraction reagent from liquid sample を用

いて抽出した miRNA について、3D-Gene Human miRNA Oligo chips を用いた網羅

的発現解析を行った。 

 アレイで検出可能な 2019 個 miRNA に対し、患者群では 785.8±27.85 個 (平

均±標準誤差)、健常者群では 719±22.7 個が検出され、群間差は認められなか

った (p=0.0725） (図 1)。 

 全プローブの 75 percentile median でノーマライゼーション後、全サンプル

で検出しえた miRNA について、相対発現量を unpaired t-test により比較した

ところ、p<0.05 のものは、106 個であった。Benjamini-Hochberg FDR 補正では、

hsa-miR-16-5p (miR-16) 、 hsa-miR-223-3p (miR-223) 、 hsa-miR-6131 

(miR-6131)の 3 つの miRNA の相対発現量が患者と健常対照者間で有意に異なっ

ていた。 
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図1 初回エピソード統合失調症患者群と健常者群におけるmiRNA検出数の比較 

健常者（CTRL●）または統合失調症患者（FEP■）の血漿から miRNA を抽出し、

3D-Gene Human miRNA Oligo chips を用いて、検出された miRNA のプローブ数を

示す。 
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2.3.3. 定量的 real-time PCR 法による確認 

 網羅的 miRNA 発現解析により候補として得られた miRNA (miR-223、miR-16、

miR-6131)の発現量は、定量的 real-time PCR により確認した。 

網羅的 miRNA 発現解析に用いた同一血漿より miRCURY™ RNA Isolation Kit – 

Biofluids を用いて miRNA を抽出した。血漿における明確な内因性コントロール

となる miRNA は知られていないため、外因性の線虫由来 cel-miR-39(miR-39)を

サンプル内に添加することにより、コントロールとして使用した。 

 それぞれの結果について、図 2に示す。 

miR-223 の定量的 real-time PCR の結果では、患者群 （2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39) 

0.033±0.005）、健常者群 (2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39) 0.019±0.0036）で、有意に患者

において発現量が高く（p=0.033、unpaired t-test）、網羅的発現解析結果と同

方向であった (図 2A,B)。一方、miR-16 (患者群（2-dCT=-(CTmiR16-CTmiR-39), 0.035±

0.0036）、健常者群（2-dCT=-(CTmiR16-CTmiR-39), 0.031±0.0048）、p=0.52）及び miR-6131 

( 患 者 群 （ 2-dCT=-(CTmiR6131-CTmiR-39), 0.000064 ± 0.000077 ）、 健 常 者 群 

(2-dCT=-(CTmiR6131-CTmiR-39), 0.000047±0.000067）、p=0.10))では、網羅的発現解析結

果は再現されなかった（図 2C 及び図 2D）。 
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図 2 血漿中 miRNA の発現 

 

A)初回エピソード統合失調症患者群と健常者群の miR-223 (網羅的 miRNA 解析) 

●：健常者（n=17）、■：患者（n=17）、平均値±標準誤差。*p<0.05、unpaired 

t-test、Benjamini-Hochberg FDR 補正。 

 

B)：初回エピソード統合失調症患者群と健常者群の miR-223 (定量的

real-time PCR)。縦軸：外因性 miR-39 に対する相対量。●：健常者（n=17）、

■：患者（n=15）、平均値±標準誤差。*p<0.05、unpaired t-test。 

 

C)：初回エピソード統合失調症患者群と健常者群の miR-16 (定量的 real-time 

PCR) 。縦軸：外因性 miR-39 に対する相対量。●：健常者（n=17）、■：患者（n=15）、

平均値±標準誤差。*p<0.05、unpaired t-test。 

 

D)：初回エピソード統合失調症患者群と健常者群の miR-6131 (定量的real-time 

PCR)。縦軸：外因性 miR-39 に対する相対量。●：健常者（n=17）、■：患者（n=15）、

平均値±標準誤差。*p<0.05、unpaired t-test。 
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2.3.4. 網羅的解析結果と定量的 real-time PCR 結果の相関 

miR-223 について、網羅的解析結果と定量的 real-time PCR 結果についてピア

ソンの相関係数を調べたところ、有意な相関がみられた（Pearson’s r=0.696, 

R2=0.48, ｐ<0.0001、図 3）。 
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図 3 miR-223 の網羅的発現解析結果及び定量的 real-time PCR 結果の相関
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2.3.5. miR-223 と臨床指標との相関 

 miR-223 の発現量と初回エピソード統合失調症の臨床指標との関係を調べる

ために、miR-223 の相対量と陽性・陰性症状評価尺度及び機能の全体的評定尺度

との相関を分析した。Person の相関係数をもとに検討したところ、miR-223 の

発現量(2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39))と統合失調症の症状を評価する陽性症状評価尺度、

陰性症状評価尺度及び総合精神病理尺度との間に有意な相関はなかった（図

4-6）。また機能の全体的評定尺度についても miR-223 の発現量との相関を認め

なかった（図 7）。 

初回エピソード統合失調症患者群において、精神病未治療期間（Duration of 

Untreated Psychosis: DUP）と miR-223 の発現変化(2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39))に負の

相関傾向が見られた(Pearson’s r=-0.48, R2=0.23, p=0.07、図 9)。また精神

病に対する薬物療法治療期間との有意な相関は認めなかった(図 8)。 

 本研究で使用したサンプルを男女二群に分けて解析したところ、男女ともに

おいて、miR-223 の有意な上昇を認め（男性 0.019±0.005 vs 0.030±0.008、 

女性 0.018±0.005 vs 0.034±0.007、p=0.048）、性差は認めなかった（p(性別

X病気)=0.702、図 10）。 
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図 4 初回エピソード統合失調症患者群における、陽性症状尺度(Positive 

Score)と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と陽性症状尺度(Positive Score)

について有意な相関は認めなかった(p=0.165)。 

 

図 5 初回エピソード統合失調症患者群における、陰性症状尺度(Negative 

Score)と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と陰性症状尺度(Negative Score)

について有意な相関は認めなかった(p=0.747)。 
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図 6 初回エピソード統合失調症患者群における、総合精神病理尺度(General 

Psychopathology Score)と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と総合精神病理尺度(General 

Psychopathology Score)について有意な相関は認めなかった(p=0.747)。 

 

図 7 初回エピソード統合失調症患者群における、機能の全体的評定尺度(GAF)

と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と機能の全体的評定尺度(GAF)に

ついて有意な相関は認めなかった(p=0.449)。 
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図 8 初回エピソード統合失調症患者群における、統合失調症に対する薬物療法

治療期間(DTP)と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と統合失調症に対する薬物療法治

療期間(DTP)について有意な相関は認めなかった(p=0.920)。 

 
図 9 初回エピソード統合失調症患者群における、精神病未治療期間(DUP) 

と miR-223 の発現変化の相関関係図 

miR-223 の相対発現量（2-dCT=-(CTmiR-223-CTmiR-39)）と精神病未治療期間(DUP) につい

て相関する傾向があった (p=0.07)。 
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図 10 初回エピソード統合失調症患者群と健常者群の男女間における miR-223 

定量 realtime PCR の結果 

miR-223 の発現量は外因性 miR-39 によって補正され、健常者(CTRL 黒色、男

性 8名、女性 9名) および初回エピソード統合失調症患者（FEP 灰色、男性 6名、

女性 9名）の平均値（±標準誤差）をグラフ化した。*は p<0.05、two-way anova

を行ったところ性差は認めなかった（p(性別 X病気)=0.703。 
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2.3.6. 発症後 5年以上経過している統合失調症患者における血漿中 miR-223 変

化 

 これまで述べてきた発症期患者の結果と比較するため、年齢と性別をマッチ

ングさせて、血漿中の miR-223 の発現量に関するケースコントロール研究を行

った。まず、発症後 5年以上経過している統合失調症患者 19 人（男女比 11：8、

平均年齢 31.68±1.19 歳、平均発症年数 12.42±1.00 年）と 19 人健常対照者（男

女比 11：8、平均年齢 33.63±0.87 歳、）とで性別構成と年齢をマッチングさせ

（性別, P=1.0、年齢, P=0.194）、ケースコントロール研究を行った(表 4)。血

漿から miRNA を抽出し、miR-223 を定量 realtime PCR で解析し、外因性の miR-39

を用いてノーマライズしたところ、健常者群において miR-223 の相対量は 0.069

±0.018 と、初回エピソード統合失調症患者群は 0.101±0.024 との間に、有意

な差異は認めなかった（p=0.29、図 11）。 



45 
 

 

図11 発症後5年以上経過している統合失調症患者群と健常者群の miR-223 定

量 realtime PCR を miR-39 でノーマライズした結果 

発症後 5 年以上経過している統合失調症患者（Chronic SZ■、19 人）または

年齢とマッチした健常者(CTRL●、19 人)の血漿から miRNA 抽出し、miR-223 の

定量realtime PCRを行い、miR-223の発現量は外因性miR-39によって補正され、

平均値（±標準誤差）をグラフ化した。慢性期患者における miR-223 の有意な

上昇を認めなかった（p=0.29）。 
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2.4. 考察 

本章では、初回エピソード統合失調症患者及び健常対照者の血漿中 miRNA の

マイクロアレイによる網羅的発現解析及び結果の定量的 real-time PCR 法によ

る確認から、miR-223 の患者における上昇を見出した。 

今回の研究では、患者・対照群の血漿を用いた。理由としては、血漿であれ

ば侵襲度の低い方法で患者・対照群からの採取が可能であると考えられること、

また血漿を用いた研究であれば、仮に重要な因子が明らかになった場合には、

将来の臨床応用につながりやすいことも考えられたからである。 

 miR-223 は破骨細胞分化に関与することや、血幹細胞，前駆細胞の動態変化に

影響すると報告されているものの、中枢神経系への関与はまだ報告が少なく、

機能は十分に明らかにされていない (Fazi et al., 2005, Johnnidis et al., 

2008)。最近の miR-223 ノックアウトマウスを用いた研究から、NMDA 型グルタミ

ン酸受容体 NR2B サブユニット及び AMPA 型受容体 GluR2 サブユニット 4 の発現

量ならびに機能を制御しうることが報告され、miR-223 と中枢神経系との関連の

一端が明らかになり、また miR-223 が神経保護的に働くことが示唆された  

(Harraz et al., 2012)。miR-223 は統合失調症死後脳で上昇しているという報

告があり （Beveridge et al. (2010)）、本研究結果とあわせ、病態に何らかの

関与をしている可能性が考えられた。 
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一方、本研究においては方法論的制約について慎重に検討する必要がある。 

本研究では miRNA のマイクロアレイ解析の結果をリアルタイム RT-PCR 法によ

り検証した。マイクロアレイ解析は、プローブとの特異的なハイブリダイゼー

ションを基本とした検出原理をとり、多くの遺伝子について一度の実験で情報

が得られるものの、厳密な定量性に欠ける欠点があり、データの解釈は探索的

なものと留めるべきである。特に miRNA は 22nt 程度の短い配列 1種のプローブ

あるいは前駆型に設計された少数のプローブで識別されるため、遺伝子発現解

析マイクロアレイのように多数のプローブのハイブリダイゼーションシグナル

の組み合わせによる解析ができない。そのため、さらに特異性や定量性に欠け

ることが知られている。 

一方、定量的 RT-PCR による解析は、RNA を cDNA に逆転写し、目的領域を PCR

法にて 増幅するもので、マイクロアレイ解析と比べて高感度で高い定量性、再

現性があることが知られているが、多種の分子種の測定には不向きである。 

発現変動が再現ができなかった miRNA や miR-223 における低い相関係数は、前

述した miRNA のマイクロアレイ技術の原理的欠陥に由来することに加え、調べ

たmiRNAが細胞内でもともと低発現を示していることに起因すると考えられる。

細胞内で高発現を示すような miRNA については、アレイと定量 PCR の相関につ

いては、本研究と同様に相関係数がｒ＝0.7 程度であるが(Morey et al., 2006, 
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Chen et al., 2009)、低発現量の miRNA の相関係数は両者間で 0.1～0,4 と極め

て低くなっている(Chen et al., 2009, Git et al., 2010)。 

 他のより少ない可能性として、2つの手法についてそれぞれに異なる RNA 抽出

方法を選んだため、抽出方法の変更に伴う誤差も原因の一つとなっている可能

性が考えられる。実際、抽出方法によって、miRNA の結果が変動する報告もある

(Monleau et al., 2014)。 

本研究では、miRNA のマイクロアレイ解析の結果を探索的な候補遺伝子の同定

と位置付け、定量的 RT-PCR 法による発現変動が再現できた miR-223 についての

み着目した。しかし、独立したサンプル集団でさらに確認する必要があり、ま

た、本研究で対象としえたサンプル数が少ないことから、今後本研究の妥当性

をさらに検証するためには、症例を集積していく必要がある。今後は初回エピ

ソード患者が来院しやすいことを考え、地域医療機関との連携体制を強化する

ことにより、症例の集積を進めていく方針である。 

また患者においては、完全な未服薬状態ではないため、今回の結果について

服薬の影響が排除できない。向精神病薬の投与によって、中枢神経系における

miRNA のプロファイリングが変動するという報告はあるが (Santarelli et al., 

2013)、血中も含め miR-223 についての報告はない。本研究で患者群における薬

物の治療期間と miR-223 の発現量は相関関係がなかった（図 8）ことからは、血
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漿中 miR-223 への抗精神病薬による影響が少ない可能性を示唆するが、今後は

服薬の前後における miR-223 の発現変化といった検討が必要である。 

また、発症後 5 年以上経過している統合失調症患者のサンプル数の少なさも

本研究の制約である。統計的パワーを考慮すると今回の発症後 5 年以上経過し

ている統合失調症患者数が少ないと言わざるを得ない。慢性期に血漿中の

miR-223 が変動しないと結論づけるには、数百人単位でのバリデーションを要す

ると考えられ、今後の課題である。 

統合失調症の臨床症状評価として、陽性症状尺度、陰性症状尺度、総合精神

病理尺度、機能の全体的評定尺度とは相関がなかった(図 6-9)。しかし、本結果

は独立サンプルによる再現性が確認されておらず、現時点では慎重に解釈され

るべきである。 

そして、血漿を用いた miRNA 研究による結果と脳組織での挙動との相関はこ

れまでの研究でも十分には明らかにされておらず、今回の結果がいかに統合失

調症と関連するかについては不明な部分が大きい。また、本研究では miR-223

以外の死後脳研究で報告された miRNA について再現が得られなかった。この原

因として、発症期と死後脳の中心と思われる老齢期とでは疾患の状態自体が異

なることが考えられるが、文献的にはさらに以下の理由が挙げられる。 

①死後脳研究においては、薬の影響で脳内の miRNA の発現プロファイルが
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変わることがある(Santarelli et al., 2013)。 

 ②発症間もない状態と発症10年経過した状態で必ず一致しないことである

(van Haren et al., 2008)。 
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3. SK-N-SH 細胞を用いた miR-223 の標的遺伝子解析 

 

3.1. 目的 

 第 2 章において、初回エピソード統合失調症患者における、血漿中 miR-223

の上昇が見出され、疾患病態に関与している可能性が考えられた。 

 血中に分泌された miRNA は、血液脳関門を通過することから中枢神経系を含

めた体内の各組織に対して作用するが、特に神経の発生過程において、同じ

miRNA が異なるターゲットを制御することから、中枢神経系での複雑な情報伝達

に積極的に関わっていることが示唆されている (Shenoy and Blelloch, 2014, 

Hua et al., 2009, Sood et al., 2006)。miR-223 における中枢神経系での機能

的なターゲット因子は直接的には解明されておらず、その同定は、病態の解明

に寄与する可能性がある。 

そこで、本章では成熟ニューロンにおける miR-223 のターゲット因子の同定

を目的とし、miR-223 の安定発現株を作成したうえで、レチノイン酸により分化

した成熟ニューロンを用いて、網羅的遺伝子発現解析及び in silico ターゲッ

ト予測によって、標的候補遺伝子の同定を試みた。 
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3.2. 材料と方法 

3.2.1. 細胞培養 

 ヒト神経芽細胞腫由来細胞株である SK-N-SH 細胞（American Type Culture 

Collection, NO. HTB-11）を、10％ Fetal bovine serum (FBS)を添加した

Dulbecco's Modified Eagle Medium : Nutrient Mixture F-12（DMEM/F12）(Wako 

Chem)で培養した。培養は 10cm ディッシュを用い 3日おきに培地交換を行った。

細胞がほぼコンフルエント状態に達した際、TrypLE（Life Technologies）を用

いて継代を行った (Split Ratio=1:5)。 

 

3.2.2. 遺伝子導入、安定発現細胞株の作成、成熟ニューロンへの分化誘導 

 miR-223 前駆体を CMV プロモーターにより発現するプラスミド（MI0000300)

と、対照として miRNA 配列を持たないブランクプラスミド（pCMV-MIR）（いずれ

も Origene 社）を用いた。Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いた標準的

な方法により、SK-N-SH 細胞に miR-223 の前駆体を発現するプラスミドと

pCMV-MIR のそれぞれについて遺伝子導入を行った。遺伝子導入の 24 時間後、800

μg/ml の G418（Geneticin、Wako Chem）を含む培地に交換し、以後 2日おきに

培地交換を行い、計 2 週間の生存クローンの選択を行った。選別したクローン
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維持の際には、200μg/ml の G418 を含む培地を使用した。 

 成熟ニューロンへの分化誘導は先行研究に従い行った(Pizzi et al., 2002)。

樹立した安定発現細胞を、10μM レチノイン酸と 200 μg/ml の G418 を含む培地

に、5X105細胞/dish の密度で 10cm ディッシュに播種した。以後 2 日おきに培

地交換を行い、計 10 日間培養を行った。 

 

3.2.3. 細胞中 miRNA と全 RNA 抽出 

 miRCURY™ RNA Isolation Kit – cell&plant (Exiqon）を用いて、miRNA を含

む全 RNA の抽出を以下の手順で行った。なお以下の buffer とスピンカラムはキ

ットに含まれているものを用いた。 

①細胞培養液を完全に吸引後、PBS で細胞洗浄 

②10６個細胞に対して、350μl の Lysis Solution を細胞に加え、5分間静置 

③新しいチューブに移した後に、200μl エタノールを加え、10 秒間ボルテック

スミキサーで混和 

④スピンカラムにアプライし、室温で 3500xg、1 分間遠心し、ろ液を廃棄 

⑤400 µL の Wash Solution をスピンカラムに添加した後に、室温で 14000xg、1

分間遠心し、ろ液を廃棄 

⑥同じ洗浄を合計 3回 
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⑦14000xg、2 分間遠心を行い、残存洗浄液を完全に溶出させスピンカラムを乾

かせた 

⑧スピンカラムを新しい 1.5 ml のコレクションチューブにセットし、50µl の 

RNase フリー水で miRNA の溶出 

 

RNA 濃度は Nanodrop (N-1000, Thermo Sci) 或いは Dropsense 96 (Trinean)

にて測定した。すべての mRNA サンプルは実験時まで-80℃で保管した。 

 

3.2.4. miRNA の定量的 real-time PCR 

 miRNA の定量的 real-time PCR については、miScript Primer Assays (Qiagen）

を用いた。3.2.3 により抽出した total RNA 500ng から、miScript II RT Kit 

(Qiagen）を用いて逆転写により cDNA を合成した。具体的には、500ng の total 

RNA、2μl の 5x miScript HiSpec Buffer、1μl の 10x miScript Nucleics Mix 

(Oligo-dT primer を含む)、1μl の miScript Reverse Transcriptase Mix、と

RNase フリー水（トータル容量が 10μl になるように加える）を混合し、37℃

で 60 分間インキュベートした後に、95℃、5 分間で miScript Reverse 

Transcriptase Mix を不活化させ、cDNA を得た。 

定量的 real-time PCR は、Applied Biosystems 7900 Realtime RCR system を
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用いて行った。384 well プレートを用い、1 well につき、反応液 8μl（2x 

QuantiTect® SYBR GreenPCR Master Mix 5μl、10x miScript Universal Primer 

1μl、10x miScript Primer Assay 1μl、RNase フリー水 1 μl）に cDNA を 2

μl 加え、混合した。PCR 反応は、 

変性 95℃,15 分 

変性 94℃,15 秒、アニーリング 55℃,30 秒、伸長 70℃,30 秒 x 40 サイクル 

により行った。 

それぞれの miRNA 相対量は、RNU6B をコントロールとして、各 CT 値及びコン

トロールの CT 値からΔCT を算出し、2-⊿CTにて数値化した (Mi et al., 2007)。

なお、各実験は、全てのサンプルを triplicate で行い、CT 値はそれぞれの平均

値を用いている。 

miRNA アッセイ用プローブリスト (QIAGEN)を以下に示す。 

Hs_miR-223_1 miScript Primer Assay（MS00003871） 

Hs_RNU6-2_11 miScript Primer Assay（MS00033740） 

 

3.2.5. タンパク質の抽出とウェスタンブロットによる検出 

 細胞培養液を完全に吸引後廃棄し、PBS で洗浄を行ったあと、proteinase 

inhibitor（Protease Inhibitor Cocktails, Sigma）を含む細胞溶解用バッフ
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ァー（哺乳動物細胞用 Cell Lysis Buffer, Wako Chem）を用いて、タンパク質

の抽出を行った。 

 タンパク質の濃度定量は、Qubit Protein Assay Kit（Life technologies）

を用いて行った。定量後、細胞溶解用バッファーでサンプル間の濃度を揃えた

後、4X Laemmli サンプルバッファー（βメルカプトエタノール添加済み）（Wako 

Chem）を添加し、95℃5 分間で熱変性させた。サンプルは実験に供するまで-20℃

で保存した。 

 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

は、4－15%の TGX ゲル（Bio-rad）を用いて、150ｖ定電圧にて 30 分間

Tris-Glycine-SDS バッファー（Takara）で泳動した。Polyvinylidene difluoride 

(PVDF)膜（Immobilon-P、Millipore)への転写は Trans Blot Cell（Bio-Rad）を

用いて、100v 定電圧で 60 分、Tris-Glycine バッファー（Takara）で行った。

転写後、メンブレンは 5％スキムミルクを添加した 0.1% tween-20 含有

Tris-buffered saline (TBS)によって室温で 1 時間のブロッキング反応を行っ

た。メンブレンは、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution(Toyobo)

で希釈した 1次抗体液と 4℃で一晩反応させた。その後、horseradish peroxidase 

(HRP)を結合した抗 IgG 抗体（1：5000）と室温で 1 時間反応させ、Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)を用いて LAS4000 (GE 
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healthcare)で測定した。 

使用した 1次抗体のリストと希釈率を以下に示す。 

抗 GAPDH 抗体：Anti-GAPDH mAb-HRP-DirecT（MBL）（1：1000） 

抗 NES 抗体：Anti-Neuron-specific enolase (NSE) pAb（MBL）（1：1000） 

抗 GFAP 抗体：Anti-GFAP antibody（Sigma）（1：1000） 

 

3.2.6. 細胞中遺伝子発現のプロファイリング解析 

 抽出した total RNA は、NanoDrop （Thermo Sci）及び Agilent 2100 Bioanalyzer

を用いた品質検定を行い、SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 Microarray を用い

た網羅的遺伝子発現解析を行った。なお、RNA の品質検定以降、スキャナによる

マイクロアレイデータ取得までタカラバイオ社への受託解析で行った。概略す

ると、Agilent 社のプロトコールに従い Low Input Quick Amp Labeling Kit 

(One-Color)（Agilent）を用いて、マイクロアレイ解析用のプローブ調整を行

った。100ng の total RNA を使用し、キットに添付されたオリゴ dT に T7 プロモ

ーターを付加したプライマーを用いた逆転写反応を行いcDNA合成をおこなった。

その後、T7 RNA ポリメラーゼによる in vitro transcription 反応で Cy3 で標識

された cRNA を作製した。次に Gene Expression Hybridization Kit 及び Gene 

Expression Wash Buffers Pack（Agilent）を用い、SurePrint G3 Human GE 8x60K 
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v2 Microarray にて cRNA のハイブリダイゼーション反応及び洗浄を行った。そ

の後、DNA マイクロアレイスキャナ(Agilent DNA Microarray Scanner (G2565CA))

を用い画像を取得した。 

 取得したマイクロアレイデータは、GeneSpringGX ver 12.5 (Aglient) を用

いて解析した。アレイ間のデータのばらつきを補正するため、前章同様にアレ

イごとにそのアレイの全発現量の 75 percentile の値を用い、発現量からその

値を引き算する補正を行った。 

 

3.2.7. in silico miRNA ターゲット予測 

miRNA の タ ー ゲ ッ ト mRNA 予 測 プ ロ グ ラ ム miRWalk 

(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/)(Dweep et al., 2011)

を利用し、ターゲット mRNA 候補の同定を行った。予測アルゴリズムとして、

Diana-microT (ver.3.0) (Maragkakis et al., 2009)、miRanda（August 2010）

(Betel et al., 2008)、miRDB（April 2009）(Wang, 2008)、PICTAR（March 2007）

(Krek et al., 2005)、PITA (August 2008) (Kertesz et al., 2007)、RNA22 (May 

2008)(Loher and Rigoutsos, 2012)、RNAhybrid (ver. 2.1)(Rehmsmeier et al., 

2004)、Targetscan (ver.5.1) (Lewis et al., 2005)を利用し、全遺伝子の 3’UTR

を対象とした検索を行った。括弧内の記載は各アルゴリズムについて解析に使
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用したバージョンを示す。どれか 1 つの予測アルゴリズムでも有意な検出がで

きた mRNA を、候補標的遺伝子とした。 

 

3.2.8. 候補標的遺伝子の遺伝子発現解析 

 候補標的遺伝子の発現解析の結果は、KAPA SYBR Fast qPCR Kit（NIPPON 

GENETICS)を用いて定量 real-time PCR 法により確認した。 

 3.2.3 により抽出した total RNA 500ng から、miScript II RT Kit (Qiagen）

による逆転写を以下の手順でcDNAを合成した。具体的には、500ngのtotal RNA、

2μl の 5x miScript HiFlex Buffer、1μl の 10x miScript Nucleics Mix 

(Oligo-dT primer を含む)、1μl の miScript Reverse Transcriptase Mix、と

RNase フリー水（トータル容量が 10μl になるように加える）を混合し、37℃

で 60 分間インキュベートした後に、95℃、5 分間で miScript Reverse 

Transcriptase Mix を不活化させ、cDNA を得た。 

定量的 real-time PCR は Applied Biosystems 7900 Realtime RCR system を

用いて行った。384 well プレートを用い、1 well につき、反応液 8μl（KAPA SYBR® 

FAST qPCR Master Mix (2X) 5μl、sense Primer(5μM) 0.4μl、antisense Primer 

(5μM) 0.4μl、RNase フリー水 3.2μl）に cDNA を 1μl 加え、混合した。PCR

反応は、 
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変性 95℃,3 分 

変性 94℃,3 秒、アニーリングと伸長 60℃, 30 秒、x 40 サイクル 

により行った。 

 得られた結果は GAPDH の発現量を内因性コントロールとして用い、2-⊿CT法で

比較定量した(Barber et al., 2005)。全てのサンプルを triplicate で測定を

行った。実験に供したプライマーのリストを表 5に示す。 

 

 

表 5 定量 real-time PCR に用いたプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene  primer sequence 

GAPDH 
sense AAAGGGTCATCATCTCTG 

antisense GCTGTTGTCATACTTCTC 

INPP5B 
sense AATGTCTTCCACTACTTG 

antisense CTTCTTCTTCTCTGTCATA 

RHOB 
sense TAGCATTCTGACCACACT 

antisense GCCACATTCTTCAAGGAA 

SKIL 
sense CCTCAATATAGATACCTCACTT 

antisense AAGACTACTATGTTGGCTTAA 

SYNE1 
sense GTCTACGATTCCTGTAACTC 

antisense TGTGCTTCTCTATGTCTCT 
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3.2.9. 統計学的解析 

 2 群間の差の検定には Student t 検定を用い、得られた P 値が 0.05 未満の時

に統計的に有意と判断した。 
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3.3. 結果 

3.3.1. miR-223 安定発現細胞株の作成と成熟ニューロンへの分化 

 miR-223前駆体をCMVプロモーターにより発現するプラスミドと対照ブランク

プラスミドをヒト神経芽細胞腫由来の細胞株 SK-N-SH に導入し、G418 添加培地

を用い 14 日間選択を行った。miR-223 安定発現細胞株と対照細胞株からランダ

ムに各 4 クローン選択し、良好な増殖が認められた各 3 クローンをその後の実

験に供した。 

10μMレチノイン酸と低FBS培地によってニューロンへの分化誘導を行った結

果、樹状突起の進展など神経細胞特有の形態学的変化が確認された。代表例を

図 12 に示す。その後、細胞株のタンパク質を抽出し、2 つのマーカータンパク

質についてウェスタンブロッティングを行った。その結果、成熟ニューロンの

マーカーである神経特異エノラーゼ（NSE）発現が誘導されたのに対し、グリア

細胞のマーカーであるグリア細胞線維性酸性タンパク質（GFAP）は変化しなか

ったことが確認された。代表例を図 13 に示す。すなわち、レチノイン酸により

SK-N-SH 細胞が成熟ニューロンへの分化が示されたと考えられた。 

 分化誘導後の miR-223 の発現量を定量 realtime PCR 法により測定すると、安

定発現群の miR-223 の発現量は、コントロール群と比較し約 4000 倍強に上った

ことを確認した（1.186e-5±2.6e-6 vs 0.051±0.016, p=0.03、図 14）。 
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3.3.2. miR-223 安定発現細胞株における遺伝子発現のプロファイリング解析 

 細胞内 miRNA の過剰発現によってターゲット mRNA の分解が促進すると想定さ

れることから、mRNA 発現量を網羅的に解析することで、ターゲット mRNA を予想

しうると考えられる。そこで、レチノイン酸で分化誘導した miR-223 の安定発

現細胞株 3 つとコントロール細胞株 3 つについて、Agilent 社の SurePrint G3 

Human GE 8x60K v2 Microarray を用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。 

今回は miRNA のターゲット mRNA 探索を目的としたので、miR-223 の過剰発現

により発現低下したものを中心的に解析を行った。まず、二群ともに検出され

たプローブ（23401 個）に限定し、Unpaired t-test 検定を行い、p<0.05 のプロ

ーブ（減少した 724 個、増加した 316 個）を抽出し、更に発現量の fold change

が 1.5 倍以上減少した 114 個プローブを後述の検討に用いた。 

 

3.3.3. miR-223 の in silico ターゲット mRNA 予測 

miRNA ターゲット mRNA の予測プログラムである miRWalk を利用し、全遺伝子

の 3’UTR を対象とした検索を行い、miR-223 の予測結合サイト 994 個を抽出し

た。その結果、表 6 に示したように、 inositol-1,4,5-trisphosphate 

5-phosphatase （INPP5B）、ras homolog family member B (RHOB)、SKI-like 

proto-oncogene（SKIL）、spectrin repeat containing, nuclear envelope 1 
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(SYNE1)について miR-223 の結合サイトが in silico で予測され、遺伝子発現解

析においても有意な減少を示した。また、RHOB については、文献上にも miR-223

との関連が示唆された(Sun et al., 2010)。 

 

3.3.4. 定量 real-time PCR による発現量変化の検証 

miR-223 の候補ターゲット mRNA の中から、INPP5B、SKIL、SYNE1、RHOB の 4

遺伝子を選択し、定量 real-time PCR による発現解析を行った。改めて miR-223

の安定発現細胞株とコントロール細胞株をレチノイン酸で分化誘導し、total 

RNA を抽出し実験に供した。結果は図 15 に示したように、miR-223 の安定発現

細胞株ではコントロール細胞株と比較して、表 6 の通り SYNE1、SKIL、INPP5B、

RHOB の発現量はそれぞれ mRNA レベルで Fold change -1.37、-1.64、-1.39、-1.45

倍に有意な発現減少を示した。 
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図 12 レチノイン酸処理前後の細胞形態変化 

miR-223 安定発現細胞株(miR-223 OE)と対照細胞株(control)を 10日間正常培

地(Normal)あるいは分化誘導培地(RA induced：10μM レチノイン酸(RA)を含む

3％FBS、DMEM/F12 培地で 10 日間培養)で培養した結果。実験は樹立した 3 クロ

ーンずつそれぞれについて行い、位相差顕微鏡での観察を行った。典型的な実

験例を示す。 
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図 13 ニューロン分化における、マーカータンパク質のイムノブロッティングの

結果 

miR-223 安定発現細胞株(miR-223 OE)と対照細胞株(CTRL)を 10μMレチノイン

酸(RA)含有培地によってニューロンへの分化誘導後、全タンパク質を抽出し、

ウェスタンブロットにて検出した。実験は樹立した 3 クローンずつそれぞれに

ついて行い、典型的な実験例を示した。成熟ニューロンのマーカーである神経

特異エノラーゼ（NSE）が大量に誘導されたのに対し、グリア細胞のマーカーで

あるグリア細胞線維性酸性タンパク質（GFAP）が変化しなかったことが確認さ

れた。 
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図 14 レチノイン酸によって分化誘導後の SK-N-SH 細胞の miR-223 の定量

realtime PCR 結果 

miR-223 安定発現細胞株(miR-223 OE)と対照細胞株(CTRL)を 10μMレチノイン

酸（RA）含有培地によってニューロンへの分化誘導後、total RNA を抽出し、

miR-223 の定量 realtime PCR を行った。miR-223 の発現量は内因性 miRNA であ

る RU6B によって補正を行った。実験は樹立した 3クローンについて行い、平均

値（±標準誤差）をグラフ化した。分化誘導後 miR-223 安定発現細胞株におけ

る miR-223 の有意な上昇を認めた（*p<0.05、n=3）。 
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表 6 miR-223 の標的候補遺伝子 

 

 

 

 

 

in silico での miR-223 のターゲット mRNA 予測結果と miR-223 安定発現株に

おける遺伝子発現解析を照合した結果を示した。Fold change は、コントロール

細胞株と比較した際の、miR-223 安定発現株における遺伝子発現量の変化を示す。 

 

 

 

Probe Name 
Fold change 

(microarray) 

Fold change 

(qPCR) 

Gene 

Symbol 

A_33_P3335910 -1.91 -1.37 SYNE1 

A_23_P351215 -1.78 -1.64 SKIL 

A_23_P85640 -1.60 -1.39 INPP5B 

A_33_P3398862 -1.55 -1.45 RHOB 
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図 15 定量 real-time PCR による miR-223 安定発現細胞株における標的候補遺伝

子の発現量測定 

miR-223 の安定発現細胞株(miR-223 OE)と対照細胞株(CTRL)をレチノイン酸

（RA）で分化誘導を行い、INPP5B（A）、RHOB(B)、SKIL(C)、SYNE1(D)の遺伝子

発現量を定量 real-time PCR により測定した。本実験はマイクロアレイ実験と

は独立して行った。各遺伝子の発現量は、GAPDH 発現量により補正を行い、樹立

した 3 クローンずつについて測定したデータを平均値（±標準誤差）でグラフ

化した（**, p<0.005、***, p<0.001、 n=3）。 
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3.4. 考察 

 miR-223 は統合失調症患者死後脳前頭葉での発現上昇が既に報告されており

(Beveridge et al., 2010)、統合失調症との病因・病態との関わりが注目され

るものの、中枢神経系における生理的機能については不明である。本章では、

miRNA の遺伝子発現制御機能に着目し、miR-223 のターゲット mRNA の同定を試

みた。 

miR-223 の安定発現神経系細胞株とコントロール株の網羅的遺伝子発現解析

の結果、多数の遺伝子発現変動が確認された。この発現変動が miR-223 の過剰

発現による直接的な作用か,間接的な効果なのかは不明である。また、過剰発現

量が約 4000 倍と非生理条件下にあるため、多くの間接的・人為的な発現変動を

含んでいると考えられる。しかしながら、発現量が低下した遺伝子群の一部に

ついては、miR-223 による直接作用の結果によるものが含まれると推定される。

過剰発現系を利用することにより、生理的条件下では同定困難な現象について

効果的に検出できることも一方で期待できるであろう。網羅的遺伝子発現解析

により、本研究では、724 個の発現が減少した遺伝子を同定した。これらの候補

遺伝子と、in silico で予測された miR-223 標的遺伝子との照合を行った結果、

4つの分子（INPP5B、RHOB 、SKIL、SYNE1）が確度の高い候補標的遺伝子として

予測された。INPP5B、RHOB、SKIL、SYNE1 については、定量 real-time PCR 法に
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よる独立した実験によっても、安定発現細胞株での低発現が確認された。 

 これら 4 つの分子はいずれも神経系と強く関与することが知られている。

INPP5B はタイプ II イノシトールポリリン酸 5 一ホスファターゼと分類され、

LOWE 症候群の原因遺伝子 OCRL と約 44％の配列と一致し、細胞内輸送機構に関

する機能も部分的に重なることが報告されている(Tresaugues et al., 2014, 

Williams et al., 2007, Bohdanowicz et al., 2012)。 

 RHOB はエンドソームに局在する低分子グアノシン三リン酸（GTP）結合タンパ

ク質である。神経系においては、発生段階で神経堤の遊走に関与することや、

神経の形態異常及びシナプス可塑性に関与することが報告されている(McNair 

et al., 2010, Liu and Jessell, 1998)。重要なことに、RHOB の 3’UTR に miR-223

の結合サイトが 2 つあることが既に報告されており(Sun et al., 2010)、本研

究の細胞実験および in silico 解析による標的遺伝子同定アプローチの妥当性

を支持するものと考えられる。 

 SKIL は、TGF-βシグナルを転写の段階で負に調節しているコ・リプレッサー

として知られている(Deheuninck and Luo, 2009)。SKIL を介して軸索伸長を特

異的に阻害することで、顆粒細胞の軸索の伸長、分岐及びニューロンの配置に

関わることが報告されている(Stegmuller et al., 2006, Ikeuchi et al., 2009, 

Stegmuller et al., 2008)。 
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SYNE1 は、細胞遊走に必要なアクチンフィラメントに結合し、Linker of 

Nucleus and Cytoskeleton（LINC）複合体を介して細胞核の形態維持に関与す

ると報告されている(Mellad et al., 2011)。SYNE1 は RNAhybrid によって、

miR-223 との結合サイトの存在が予測され(Rehmsmeier et al., 2004)（図 8A）、

結合エネルギーは PITA による計算にて安定的結合すると予測されている

(Kertesz et al., 2007)(図 8B)。更に、miR-223 KO マウスの好中球において、

SYNE1 の mRNA 及びタンパク質ともに上昇を認めたことから、SYNE1 は miR-223

の直接のターゲットであることが示唆されている(Baek et al., 2008)。 

 最近の大規模エクソーム解析によって、統合失調症患者における SYNE1 のミ

スセンス突然変異が見つかり、また躁うつ病や大うつと SYNE1 の関連も多数報

告されている(Fromer et al., 2014, Green et al., 2013, Xu et al., 2014, 

Costas et al., 2013, Psychiatric, 2011, Guipponi et al., 2014)。統合失

調症では以前から錐体細胞の配列不整など、神経細胞の遊走異常が示唆されて

いる(Jakob and Beckmann, 1986, Kovelman and Scheibel, 1984)。最近でも統

合失調症の候補原因遺伝子である Disrupted-in-Schizophrenia 1（DISC1）は細

胞の微小管細胞骨格の形成を障害することで、神経細胞の遊走を阻害し、神経

発達異常に至ることが知られているなど(Kamiya et al., 2005, Steinecke et 

al., 2012, Ishizuka et al., 2011)、統合失調症の発症機序には細胞遊走が関
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与する可能性が指摘されている。本研究からは統合失調症の発症期に miR-223

の上昇によって SYNE1 が減少し、細胞遊走に何らかの欠陥が生じる可能性が考

えられる。但し、現時点では、発症期の miR-223 の上昇が病態に関わる変化か、

あるいは何らかの発症機序に対する代償的な変化かは十分に明らかにされてお

らず、SYNE1 と統合失調症発症の関連については新たなアプローチを加えた更な

る検討が必要である。 

細胞実験の制約として、今回の研究では機能解析の一環として miR-223 が結

合する mRNA を検索するため、発現倍率の高い過剰発現細胞を用いたが、精神疾

患の病態については血漿中の miR-223 の生理的な濃度に還元した in vivo レベ

ルの検証が必要になり、動物モデルを用いた検証等も含めて今後の大きな課題

である。 
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A) 

hsa-miR-223-3p:  3' CCCCAUAAACUGUUUGACUGU 5' 

                    |||| |    |||||| |||| 

SYNE1:       5' GGGGGA----ACAAACAGACA 3' 

B) 

Gene microRNA Seed dGduplex dGopen ddG 

SYNE1 hsa-miR-223-3p 8:1:0 -17.4 -5.34 -12.05 

 

図 16 SYNE1 の mRNA における miR-223 の結合部位 

A) RNAhybrid によって、SYNE1 の 3’UTR に miR-223 の不完全相補的な結合部位

が予測された。 

B)  結合エネルギーは PITA による計算にて安定的結合すると予測された。 
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4. 結語 

 

 本研究は病態への miRNA の関与の可能性について検討したものである。初回

エピソード統合失調症患者及び健常対照者を対象とした、血漿中 miRNA の網羅

的発現解析から、miR-223 の患者における発現上昇を見出した。miR-223 のヒト

神経芽細胞腫由来の培養細胞による強制発現細胞株において標的因子の探索か

ら、神経細胞におけるターゲットとして INPP5B、RHOB、SKIL、SYNE1 を候補と

して見出した。本結果は miR-223 を介したカスケードが統合失調症病態に関与

している可能性を示唆するものである。 

 本研究では独立サンプルによる再現性が確認できておらず、いずれの結果の

解釈も慎重に行うべきであると考えられるが、今後さらなる検証を続けていく

ことにより統合失調症の発症機序が明らかにされることが期待される。 
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