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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)原因遺伝子PINK1, Parkin, CHCHD2のモデル動物の解析から、ド
ーパミン神経の変性リスクとしてミトコンドリアの異常が挙げられ、ミトコンドリア機能を強化するとαシヌク
レインの凝集蓄積が抑えられることが示唆された。PD原因遺伝子VPS35, LRRK2の解析から前シナプスのエンドサ
イトーシスの異常が、ドーパミン神経変性のリスクとなることが推察された。さらにPD原因遺伝子PLA2G6の解析
から、リン脂質の異常がαシヌクレインの凝集リスクになること、脂質をコントロールした食事により、PD発症
のリスクが抑制できる可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：Analysis of Parkinson's disease-causative genes PINK1, Parkin, and CHCHD2 
using model animals indicated that mitochondrial dysfunctions are a risk factor for dopaminergic 
degeneration, and that enhanced mitochondrial function suppresses the aggregation and accumulation 
of alpha-synuclein. The study of VPS35 and LRRK2 suggested that abnormal presynaptic endocytosis is 
a risk factor for dopaminergic degeneration. In addition, analysis of the PD-associated gene PLA2G6 
suggested that alteration in phospholipid composition may be a risk factor for alpha-synuclein 
aggregation and that a lipid-controlled diet may reduce the risk of PD.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ミトコンドリア　αシヌクレイン　リン脂質　神経シナプス　シナプス小胞　ショウジョウバエ　iPS細
胞　創薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病(PD)では自律神経、嗅覚神経を含む複数の神経系統の変性が示唆されているものの、ドーパミン
神経の脱落は運動機能障害に直接関与し、その選択的脱落の背景の理解は臨床的に重要である。遺伝性PDモデル
動物の研究から、ミトコンドリアと神経前シナプスの活動異常がドーパミン神経脱落のリスクとなることを示し
た。
　一方PDでは、αシヌクレインの凝集がプリオンのように神経回路を伝搬することが臨床症状と相関し、その凝
集の機序の理解は重要である。本研究で、ミトコンドリアの強化、リン脂質アシル基の是正でαシヌクレイン凝
集リスクを抑えられる可能性が明らかとなり、これらがPDの創薬標的となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

多くの神経変性疾患の特徴として、特定の神経系統の脱落が挙げられる。例えば、アルツ

ハイマー病では海馬神経、筋萎縮性側索硬化症では運動神経の変性が見られる。アルツハイマ

ー病についで二番目に罹患率の高いパーキンソン病(PD)においても、特定の神経系統（中脳ドーパミ

ン神経、嗅覚神経、自律神経など）が選択的に変性欠落する。 

ドーパミン神経の選択的欠落をもたらすメカニズムを説明する仮説として、ドーパミン神経の特殊性

が指摘される。ドーパミン神経は神経ネットワークのペースメーカーとして自律的活動性であり、シナプ

ス入力がなくても持続的な活動電位を生成している。このペースメーカー能はカルシウムチャネルにより

維持されるが、細胞内カルシウムの動態制御に要するエネルギー消費により、常時、高い代謝能が必

要であると推察される。これによりドーパミン神経ミトコンドリアに特に高い負荷がかかり、活性酸素種の

増加、ミトコンドリアの機能障害とドーパミン神経の変性がおこる可能性が考えられる。 

 高い神経活動性は、前シナプスでの神経分泌と再取り込みにおいても強い負荷がかかる。メンブレン

ダイナミクス制御分子の異常は、シナプス小胞の精確な再生の障害の原因になると考えられる。また、ド

ーパミンは非常に酸化されやすく神経回路に酸化ストレスを与える性状を持つため、適時の膜コンパー

トメントによる隔離が重要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述のドーパミン神経の特性に着目し、ドーパミン神経特異的な PD 病態の背景にア

プローチすることを目的とした。具体的には、加齢依存的なドーパミン神経変性が再現できるハエ

で新規モデルを構築し、ドーパミン神経変性の病態背景に関わる分子群を同定する。次に病態に最も

近いと考えられるヒトドーパミン神経培養細胞（患者由来細胞を含む）をモデルとし、病態に関わる表現

型の同定と病態背景関連分子の表現型への効果の確認、表現型を指標とした創薬探索系の確立の３

点を本計画の目的とした。これらの関与の可能性を新規ハエモデルおよび PD 由来ドーパミン神経細胞

モデル(iPS 細胞より作製)で精査し、PD の特異的病態背景の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 加齢依存的なドーパミン神経変性が再現できるハエ、iPS 細胞での新規モデル構築 

顕性遺伝形式をとる PD 家系から同定された CHCHD2 は、ミトコンドリアタンパク質をコードする。

CHCHD2 変異 PDは晩発性であり典型的な PDの臨床症状を呈するため、PDモデルとして適してい

ると考えられ、CHCHD2 ノックアウトハエをゲノム編集により作製した。また、ヒト病因変異のトランスジ

ェニックハエも合わせて作製した。一方、CHCHD2 変異 PD 患者剖検脳、血液を入手できたため、その

病理評価と iPS の樹立と表現型解析を行った。 

PLA2G6 は若年性顕性遺伝形式をとる PD 原因遺伝子であるが、顕著なαシヌクレイン凝集が見ら

れる特徴をもつ。そこで、相同遺伝子のノックアウトハエをゲノム編集で作製した。また、ヒト病因変異のト

ランスジェニックハエも合わせて作製した。 

膜動態に関わる PD 原因遺伝子 VPS35 のモデルハエを作製し、既作出の LRRK2 モデルハエとの

遺伝的相互作用、電気生理的解析、前シナプスの形態的観察を行った。 

(2) ドーパミン神経核の Ca2+イメージング 

ヒト中脳ドーパミン神経核に相当する役割（運動制御、報酬応答）をもつPAM神経核にGCaMP6を導

入し、神経活動に関与するCa2+チャネルをRNAiにて阻害した。その条件で、PAM神経投射部位である

キノコ体を電気刺激し、PAM神経細胞質へのCa2+の流入をスクリーニングした。合わせて、Ca2+チャネル

阻害時の運動機能（刺激誘導による自発的登攀運動）に及ぼす影響を検索した。 

(3) オプトジェネティクスによるミトコンドリア強化ハエの作製 

高度塩好菌がもつデルタロドプシンを CHCHD2 ノックアウトハエに導入し、緑色 LED 光を日中照射

し、ドーパミン神経変性、α-Synuclein 凝集抑制への効果を評価した。 

(4) PD 患者由来ドーパミン神経、モデルハエによる創薬候補化合物の評価 

ミトコンドリア機能低下が見られる遺伝性（Parkin, PINK1, CHCHD2）PD患者、比較対照である健常

者のiPS細胞由来ドーパミン神経を用い、ハエで発見した事象を確認した。一方、Parkin活性化をモニタ

ーできるレポーター細胞を作製し低分子化合物のスクリーニングを実施、候補分子のドーパミン神経

Parkinへの効果を評価した（製薬企業との共同研究）。候補分子についてPINK1変異モデルハエで、ミ

トコンドリア機能の回復の有無を評価した。 



 

 

 

４．研究成果 

CHCHD2 モデルハエは、加齢依存的にミトコン

ドリアの機能低下・変性、ドーパミン神経脱落

が観察された。ミトコンドリアからは高度に

活性酸素種(ROS)が発生し、脂質酸化の亢進が

見られた。CHCHD2 の生理的機能を理解するた

め、結合分子の同定とスクリーニングによる

機能解析を実施した。その結果、MICS1とチト

クロム C が優位な分子として同定された。

CHCHD2 は、MICS1 とともに呼吸鎖複合体のチ

トクロム C を安定化し、電子伝達系の複合体

III と IV の間からの電子の漏洩を防ぐ働きが

あることがわかった(図 1, Meng et al. Nat 

Commun 2017)。 

 一方、CHCHD2 変異 PD剖検脳の解析から、広

範囲にαシヌクレインが蓄積することが明ら

かになった。αシヌクレインの蓄積は、CHCHD2

変異 iPS 細胞から樹立したドーパミン神経、

αシヌクレインを発現させた CHCHD2 ノックアウトハエでも認められた(図 2, Ikeda et al. Hum 

Mol Genet 2019)。 

 

 次に、ミトコンドリアを賦活化することにより、PD の症状・αシヌクレインの蓄積が改善す

るかどうかを明らかにするため、光で駆動するプロトンポンプであるデルタロドプシン(dR)を、

CHCHCD2 ノックアウトハエミトコンドリアに導入した。その結果、ドーパミン神経脱落、ミトコ

ンドリア ROS の発生、αシヌクレインの蓄積の抑制効果が認められた。ミトコンドリアからの

ROS の発生の除去には、脱共役してプロトンをマトリクスに流入させる UCP4 の関与が考えられ

た。CHCHD2 モデルの結果から、ミトコンドリア

が PD の治療標的になることが強く示唆された

(図 3, Imai et al. Commun Biol 2019)。 

 

 

 

図1. CHCHD2変異による神経変性の分子機序. 
CHCHD2 の変異により、チトクロム C の遊離、電子

の漏洩が起こる。その結果、酸化ストレスと細胞死

が起こる。抗酸化ストレスタンパク質4E-BPは、神

経保護作用を示した。 

図 3. 光駆動型プロトンポンプ(dR)によるミ
トコンドリア変性の抑制とαシヌクレインの
蓄積の抑制. 
30 日に加齢したハエドーパミン神経にて、ユビキ

チンとαシヌクレインの蓄積を観察した。プロト

ンポンプ機能を喪失した変異体 dR D104N/K225A

をコントロールとした。 

 

図 2. CHCHD2 変異 PD脳の
病理解析. 
CHCHD2の変異により、ヒト脳

で広範囲にレヴィ小体およ

びレヴィ神経突起の蓄積が

みられた。これは一般的な PD

よりも顕著な蓄積であった。

ハエにおいてもαシヌクレ

インの蓄積がみられ、PDモデ

ルとしての有用性を確認し

た。 



 

 

典型的な PD病理の特徴であるレヴィ小体は、αシヌクレインが高度に凝集した神経封入体で

ある。レヴィ小体が顕著にみられる PLA2G6 変異 PD モデルハエを作製し、キャラクタライズし

た。PLA2G6(iPLA2ß)はリン脂質リパーゼであり、生体膜のリモデリングに関与すると考えられる。

PLA2G6 ノックアウトハエ、病因変異モデルハエでは、広範囲に神経変性が起こること、αシヌ

クレインが高度に凝集することを観察した。リン脂質解析の結果、リン脂質アシル基の短縮が認

められた。アシル基の短縮は、シナプス小胞のサイズの低下、リン脂質の隙間（packing defects）

の増加をもたらし、αシヌクレインの膜からの解離と天然変性状態の増加を促進した。この分子

機序が、αシヌクレインの一因と考えられた。重要なことに、リン脂質アシル基の短縮を是正す

るためにリノール酸を投与すると、αシヌクレインの凝集が抑制できた。本結果は、食事により

PDリスクが制御できることを示唆している(図 4, Mori et al. PNAS 2019)。 

  

我々および国内外の研究者の一連の研究から、若年性潜性 PD 原因遺伝子 PINK1 と Parkin が、

損傷ミトコンドリアのマイトファジーや輸送の停止に関与することが示唆されている。iPS 細胞

から分化させたドーパミン神経においても、PINK1-Parkin によるマイトファジーやミトコンド

リア輸送の停止が観察された。一方、PINK1 や Parkin に変異のあるドーパミン神経では、ミト

コンドリア膜電位低下時にマイトファジーや軸索輸送の停止が観察されないことを確認した。

重要なことに、リン酸化ユビキチンシグナルを指標とした PINK1-Parkin の活性は、ドーパミン

神経で高いことが分かった（図5, Shiba-Fukushima et al. Hum Mol Genet 2017）。 

 

 

PINK1, Parkin によるミトコンドリア制御不全が、PDの原因になると考えられることから、

Parkin を活性化する薬剤同定を実施した。Parkin の活性化をモニターできるレポーター細胞を

作製し（特許 6814991）、約4.5 万の低分子化合物ライブラリーをスクリーニングした。ヒッ

トした２化合物について、iPS細胞から分化させたドーパミン神経、骨格筋芽細胞にて Parkin

図 4. PLA2G6 変異によるαシヌクレイン凝集の機序. 
PLA2G6の活性喪失により、リン脂質アシル基の短縮が進む。その結果、シナプス小胞の曲率が上昇

し、リン脂質の間隙が増加した。この現象がαシヌクレインの膜からの乖離を進めると考えられ

た。リノール酸の経口投与は、脳内のリン脂質アシル基の短縮を是正し、ドーパミン神経変性、α

シヌクレイン凝集を抑制した。ハエにおいて、リン脂質アシル基の短縮は、加齢によっても進む傾

向がみられ、加齢によるαシヌクレイン凝集の一因である可能性も推察された。 

図 5. ドーパミン神経では PINK1-Parkin シ
グナル活性が高い. 
膜電位低下時に、iPS 細胞より分化したチロシ

ン水酸化酵素(TH)陽性ドーパミン神経では強い

リン酸化ユビキチン(phospho-Ub)シグナルが観

察された（緑の矢印）。一方、TH陰性の神経で

は、リン酸化ユビキチンは弱い（黄色の矢

印）。ßIII tubulin は、神経一般のマーカーと

して使用。 



 

 

の活性化を確認した。さらに、PINK1ノックダウンハエが示すミトコンドリア変性に対する抑

制効果を確認した（図 6, Shiba-Fukushima et al. iScience 2020）。 

 

 

 

 

 

 

 

PD 遺伝子のうち少なからぬ分子がメンブレンダイナミクスに関与する。VPS35 はレトロマー複合体の

構成分子として知られているが、神経での役割については不明であった。そこで、VPS35 ノックアウトハ

エ、病因変異ハエを作製し、ドーパミン神経を含めた神経での機能を解析した。VPS35 は細胞体の他、

前シナプスにも存在し、Rab5 などの初期エンドソーム関連分子と部分的に共局在した。VPS35 遺伝子

の病因変異により、前シナプスのエンドサイトーシスが低下した。先行文献で LRRK2 が前シナプスのエ

ンドサイトーシスに関与することが報告されており、VPS35 と LRRK2 の分子関係を解析した。その結果、

VPS35 と LRRK2 は遺伝的相互作用を示すこと、前シナプスにおいて Rab5, Rab11 を介したシナプス小

胞のリサイクリングに関与することを見出した(図 7, Inoshita et al. Hum Mol Genet 2017）。 

 

 

 

本研究をまとめると、遺伝学的な証拠から、ドーパミン神経の変性リスクとしてまずミトコンドリアの異

常が挙げられ、ミトコンドリア機能を強化するとαシヌクレインの凝集蓄積も抑えられることが分かった。

その分子機序の実体の解明はつぎの課題である。前シナプスのエンドサイトーシスの異常は、αシヌク

レインの伝搬に影響する可能性が考えられ、今後、さらなる解析を進める必要がある。ドーパミン神経の

脆弱性として考えられた Ca2+チャネルに関しては、T 型チャネル(Ca-α1T)が運動機能と Ca2+レスポン

スに一致した関係が見られた（図 8）。T型 Ca2+チャネル阻

害薬ゾニサミドは作用機序が完全には理解されてい

ないものの、臨床において PD の運動症状の改善に寄

与していることを考えると、興味深い結果である。 

図6. Parkin活性化薬剤の同定. 
(A) Parkinの活性をモニターでき

る培養細胞にて化合物をスクリー

ニングし、２候補を同定。(B)ドー

パミン神経での Parkinの活性化を

評価。(C)PINK1モデルハエ幼虫に

て、ドーパミン神経のミトコンド

リア変性への保護効果、(D)運動機

能の改善を確認した。 

図 7. 前シナプスにて VPS35 と LRRK2 は作用する. 
LRRK2 は Endophilin A (Endo A)と共同してRab5依存

的なシナプス小胞(SV)膜の回収に関与する。VPS35は

Rab5 の下流、Rab11 の上流で SVの再生に関与すること

が示唆された。 

図 8. PAM ドーパミン神経に関与する Ca2+チャネル
のスクリーニング. 

PAM ドーパミン神経に、GCAMP6 と L, P/Q, T 型 Ca2+チャネ

ルに対する shRNA(RNAi)を発現させた。神経終末の電気刺

激後の細胞内 Ca2+流入は 5-10 日齢（各系統間での日齢分

布に差はないようにした）にて、運動機能は２週間齢にて

測定した。コントロール(LacZ RNAi)との比較で有意差が

あるグループを赤と青のドットで示す（Dunnett test）。 
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