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研究成果の概要（和文）：本研究ではオルガネラ特異的なFe2+蛍光プローブを活用し、Fe2+動態を可視化するこ
とで、PD原因遺伝子に起因する細胞内鉄動態の攪乱とPD発症機序の関係を解明し、新規の創薬基盤を創出するこ
とである。これまでに、PD原因遺伝子VPS35やATP13A2ノックダウン時において、それぞれに異なるFe2+動態の撹
乱を明らかにすることができた。また、VPS35ノックダウン時において生じるFe2+動態の撹乱は、レトロマー安
定化薬・R55を用いることで改善することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used the organelle-specific Fe2 + fluorescent probe to 
visualize Fe2+ kinetics and elucidate the relationship between the perturbation of intracellular 
iron dynamics caused by the PD causative gene and the PD pathogenesis mechanism in order to develop 
a new drug discovery platform for PD. We have been able to clarify the disruption of Fe2+ dynamics 
caused by VPS35 and ATP13A2 knockdown. Moreover, it was clarified that the disturbance of Fe2+ 
dynamics caused by VPS35 knockdown was improved by R55, a retromer stabilizer.

研究分野：神経薬理学

キーワード： パーキンソン病　鉄

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで不明であった細胞内の鉄動態に関して、新しいプローブをしようすることで可視化することに成功し、
パーキンソン病の病態の理解や創薬の関して新たな基盤を提供することができた。また、認知症を含む多くの神
経変性疾患においてVPS35や逆行性輸送経路が注目されており、本研究成果は、パーキンソン病のみならず神経
変性疾患全般に応用できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年のパーキンソン病（PD）研究は目覚ましく、複数のゲノム相関解析などから、幾つかの遺
伝子が PD の発症リスクに影響することがわかってきている。しかし、その同定された遺伝子が
PD の発症をもたらす分子機構、それらの相互関係については不明な点が多い。2011 年、家族性
PD患者よりvacuolar protein sorting-associated protein 35（VPS35）がPD原因遺伝子（PARK17）
として同定された。後に VPS35 は家族性のみでなく孤発性 PD患者からも報告された。VPS35 は、
逆行性輸送を制御するレトロマーと呼ばれるタンパク質複合体の 1 つである。逆行性輸送経路
は、細胞膜またはエンドソームを出発点としてゴルジ体へ、さらに一部の分子については小胞体
へと運ばれる輸送システムでオルガネラの恒常性維持を担っている。しかし、この輸送経路は比
較的近年に同定された経路であり、分子機構や疾患への関与など解析が遅れているのが現状で
ある。未だ VPS35 機能異常と PD 発症との因果関係を示す有力な説は少ないが、divalent metal 
transporter 1（DMT1）のミスソーティングという報告がある（Tabuchi et al, 2010）。DMT1 は、
2価鉄（Fe2+）の細胞内取込みおよびエンドソーム内の Fe2+をオルガネラへ輸送する際に重要な
役割を担っている。従って VPS35 機能異常による逆行性輸送の破綻、すなわち DMT1 のミスソー
ティングがおこり、細胞内 Fe2+動態が撹乱することでオルガネラの恒常性も破綻し、細胞死に
繋がることが推測されている（Tabuchi et al, 2010）。さらに、古くから PDでは鉄代謝異常に
伴う細胞内の鉄の過剰蓄積が黒質の変性に関連性や、PD 患者の中脳黒質では DMT1 の発現増加
や、DMT1 変異が PD の発症リスクを上昇させることが報告されている（He et al, 2011）。しか
し、Fe2+動態を詳細に可視化する方法・ツールがなく、鉄代謝異常と PD 発症とを結ぶ真の分子
機序は不明である。この分子機序の解明は大きく PD 創薬を前進させる可能性がある。近年、連
携研究者の平山らが新規に Fe2+に選択性の高い蛍光プローブを開発した（Van de Bittner et 
al, 2016）。さらにオルガネラ特異的な Fe2+蛍光プローブの開発にも成功している（Niwa et al, 
2014）。予備検討により、神経系細胞においても内因性 VPS35 ノックダウンにより、Fe2+動態の
異常が認められた。そこで、新規ツールである Fe2+動態を可視化できる Fe2+蛍光プローブと申
請者の PD研究を基盤にすれば、VPS35 や逆行性輸送経路の破綻と PDの発症機序に関する因果関
係を明らかにし、真の創薬基盤を創出できると考えた。さらに他の PD 原因遺伝子における Fe2+
動態と PD発症に関する新知見も得られると考えた。 
 
２．研究の目的 
VPS35 をはじめとする PD 原因遺伝子における Fe2+動態異常をオルガネラ特異的な Fe2+蛍光プ
ローブを用いて明らかにするとともに、細胞内の Fe2+動態を指標にして、VPS35 や逆行性輸送を
標的にした神経変性疾患への創薬基盤を創出する。 
 
３．研究の方法 
研究の方法 
（1）細胞培養および siRNA によるノックダウン 
 本研究には細胞株としてヒト神経芽細胞腫 (SH-SY5Y)、ヒト肝がん細胞 (HepG2)、ヒト胎児腎
細胞 (HEK293FT) を用いた。10% FBS 含有 Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM) を用い
て、それぞれ37℃、5% CO2インキュベーターの下で培養を行った。SH-SY5Y細胞を6-well plate、
12-well plate、96-well plate または 3.5 cm 4 分割ガラスボトムディッシュにそれぞれ 4.0 x 
105 cells/well、1.0 x 105 cells/well、1.0 x 104 cells/well、6.0 x 104 cells/well で播
種した。24時間後に MISSION® esiRNA human VPS35、esiRNA human ATP13A2、または MISSION® 
siRNA Universal Negative Control を LipofectamineTM RNA®iMAX Reagentを使用して添付のプ
ロトコールに従いトランスフェクションした。48 時間後に各種処置または各種検討を行った。 
 
（2）細胞内二価鉄のイメージング 
3.5 cm ガラスボトムディッシュに HepG2 細胞を 3 x 104 cells/well、または SH-SY5Y を 6 x 
104 cells/well で播種し、siRNA を処置し 48時間培養した。その後、HBSS で細胞を洗浄し 5 µM 
MtFluNox、3 µM HM-RhoNox M、5 µM Si-RhoNox を添加した HBSS を加え 37℃、15 分間インキュ
ベートした。15 分後に Hoechst 33342 (1:1000) を培地に添加し、37℃、15 分間インキュベー
トした。HBSSで 3回洗浄した後、HBSSを満たした状態で共焦点レーザー顕微鏡 (LSM 700, Zeiss) 
にて観察・撮影した後、ImageJ を用いて蛍光強度を測定した。 
 
（3）原子吸光法による細胞内総鉄量測定 
 SH-SY5Y 細胞を 6-well plate に播種し、siRNA を処置し 48 時間後、D-MEM に培地交換しさら
に 24 時間培養した。その後、各 well の細胞数を計測し、細胞を 1.5 mL マイクロチューブに回
収した。500 µLの硝酸を加え、90℃、4時間の条件で湿式灰化を行った。その後、超純水を加え
合計 5 mL とした後に 0.45 µm PES Syringe Filterを用いて濾過し、サンプルとした。サンプ
ルは超純水で 10倍に希釈し、原子吸光分光光度計 (AA-7000, SHIMADZU Co.) でファーネス法
により吸光度を測定した。0.1, 0.5, 1, 2 ppb の鉄標準液を作成し、その吸光度を測定するこ
とで検量線を作成し、細胞 1.0 x 105 個当たりの細胞内総鉄量を算出した。 
 
  



（4）免疫細胞染色 
 免疫染色 
乾熱滅菌したカバーガラスを敷いた 12-well plate に SH-SY5Y 細胞を播種し、siRNA を処置し
48 時間後、FBS を含まない D-MEM に培地交換しさらに 24 時間培養した。その後 1x PBS で洗浄
し、4%パラホルムアルデヒドを用いて、室温で 15 分間固定した。その後、1x PBS で希釈した
0.2% TritonX-100 を用いて、室温で 10分間膜透過処理を行った。その後、1x PBS で希釈した
2% normal goat serum を用いて、室温で 1時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、1x PBS
で希釈した 0.5%ウシ血清由来アルブミン (Albumin from Bovine Serum: BSA) (FujiFilm Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.) で 1次抗体を希釈し、4℃で一晩反応させた。翌日、1x PBS
で洗浄後、1x PBS で 2次抗体を希釈し、室温で 1時間反応させた。再度 1x PBS で洗浄し、Hoechst 
33342 (1:1000) で核染色を行い、VECTASHIELD Mounting Medium で封入したものをサンプルと
して保存した。サンプルを共焦点レーザー顕微鏡 (LSM 700, Zeiss) で観察・撮影した後、Image 
J を用いて蛍光強度を測定した。 
 
（5）qRT-PCR 
SH-SY5Y 細胞を 12-well plate に播種し、siRNA を処置し 48 時間後、DMEM に培地交換しさらに
24時間培養した。TRI Reagent® (SIGMA-ALDRICH, Co.)を用いて添付のプロトコールに従いtotal 
RNA を抽出した。得られた total RNA の濃度を SIMPLINANO™ SPECTROPHOTOMETER (Biochrom, 
Ltd.) で測定した後、total RNA の持ち込み量を 1 µgに揃え、Revertra Ace® qPCR RTMaster 
Mix (TOYOBO CO., LTD.) を用いて添付のプロトコールに従い逆転写反応を行い、相補的 DNA (以
下 cDNA) を生成した。1サンプル当たり、2x THUNDERBIRD SYBR ® pPCR Mix (TOYOBO CO., LTD.) 
を 10 µL、5 µM Forwardプライマーを 0.6 µL、5 µM Reverseプライマーを 0.6 µL、50x ROX 
reference dye を 0.4 µL、cDNA を 20 ng 混合し、滅菌水で 20 µLにメスアップした後、Applied 
Biosystems® StepOne™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) で反応を行った。それぞれの発現レ
ベルを、GAPDH を内部標準として比較 CT法により解析した。 
 
（6）生化学的検討 
 タンパク質を 7.5 %ポリアクリルアミドゲルにて 40 mA で 60 分間 SDS-PAGE 後、転写緩衝液
（25 mM Tris、192 mM glycine、20 % methanol、0.02 % SDS）中で、PVDF 膜（MILLIPORE）に
4 ℃、100 V で 90 分間転写した。その後、PVDF 膜は 5 %スキムミルクおよび 0.05 % Tween20 を
含むトリス塩酸緩衝化生理食塩水（10 mM Tris、150mM NaCl、pH 8.0）で 1 時間反応させ、非
特異結合を防止した。そして一次抗体を用いて室温で 1 時間反応させた。二次抗体にはそれぞ
れヤギ抗マウス抗体、ヤギ抗ウサギ抗体を用いて 30 分間反応させた。タンパク質の検出には
ECL（Enhanced chemiluminescent）キット（GE healthcare）を用いた。定量解析は ImageJ 画像
処理ソフトウェアを用いて行った。 
 
（7）統計学的解析 
 実験結果は平均値±標準誤差（standard error of mean, SEM）で表示した。比較群と対照群
の有意差検定には、分散分析法（analysis of variance, ANOVA）を用い、後検定には
Bonferroni/Dunn 検定法を行った。危険率は、統計学的に 5 %未満を有意差があると判定した。 
 
４．研究成果 
 まず、SH-SY5Y 細胞において鉄負荷時の細胞内鉄動態を特異的プローブを用いて検討した。そ
の結果、ゴルジ体において 30 microM と低濃度の鉄負荷において、プローブシグナルの上昇を確
認することができた。一方リソソームにおいては、300 microM おいて急激なプリーブシグナル
の上昇が確認することができた。続いてレンチウイルスを用いて VPS35 ノックダウン細胞を作
成した。GFP と VPS35 のマイクロ RNA を導入したベクターを使用した。ウエスタンブロット法お
よび蛍光免疫染色により VPS35 のノックダウンを確認した VPS35 ノックダウン細胞において、
イメージングを行った。その結果、ゴルジ体においてプローブシグナルの低下と、リソソームに
おいてプローブシグナルの増加を確認した。原子吸光法を用いて細胞内鉄量を定量した。その結
果、VPS35 ノックダウンによって細胞内総鉄量は変化しないことが分かった。これらの結果より、
VPS35 機能低下は細胞内鉄量に影響を与えず、二価鉄イオンの局在変化が生じていることが示唆
された。VPS35 は、VPS29 などと結合しレトロマーを形成することで、逆行性輸送を制御してい
る。そこで、レトロマー安定化剤・R55 を用いることで、VPS35 ノックダウン細胞における鉄動
態異常を改善できないかと考え、実験を行った。R55 を 48 時間処置した際では、無処置のノッ
クダウンと比較して、蛍光強度がコントロールレベルまで増加した。次にリソソームにおいて、
無処置のノックダウン細胞と比較して R55 処置により、プローブシグナルがコントロール程度
まで減少した。以上の結果から、レトロマー安定化により、VPS35 ノックダウンによる鉄動態異
常が改善されることを明らかにした。R55 の VPS35 ノックダウン細胞に対する作用について検討
した。ウエスタンブロット法、real-time PCR の結果より、R55 は VPS35 の遺伝子発現に影響を
与えず、レトロマー安定化によって VPS35 の発現を保っていることが示唆された。また、VPS35
ノックダウンにより DMT1 のミスソーティングが報告されているので、R55 処置による DMT1 の細
胞内局在を検討した。ゴルジマーカー・TGN46 との共染色により、R55 処置によって DMT-1 の局



在がコントロール程度に回復した。次に、リソソームマーカー・LAMP2 との共染色を行い、こち
らにおいても R55 の処置によりコントロールと同程度の回復が見られた。以上をまとめると、
VPS35 ノックダウンによって細胞内の鉄量に影響なく、ゴルジ内 Fe2+の減少、リソソーム内 Fe2+
の増加といった細胞内鉄動態異常が生じていることを明らかにした。また、その異常はレトロマ
ー安定化によって VPS35 を安定化させ、DMT1 の局在変化を修正することにより改善することが
分かった。 
 さらに他のパーキンソン病原因遺伝子 Cation-transporting ATPase 13A2 (ATP13A2)について
も、ノックダウン時における細胞内鉄動態を検討した。ATP13A2 ノックダウンを確認後、各プロ
ーブを用いて細胞内鉄動態を検討したところ、ミトコンドリアとリソソームにおいてプローブ
のシグナルが増加した。ゴルジ体でのプローブの増加は確認することができなかった。このこと
は、VPS35 ノックダウンにおける細胞内鉄動態とは異なる鉄動態を示した。従って、今後さらに
PD 原因遺伝子と鉄動態に関して検討する必要はあるが、各原因遺伝子ごとに鉄動態が変化する
可能性を明らかにすることができた。 
 以上より、これまで細胞内の鉄動態に関して不明であったが、Fe2+蛍光プローブを活用するこ
とで、一部ではあるがその撹乱機序を解明することができた。また、その撹乱を薬剤を用いて改
善できる可能性も明らかにすることができた。今後、細胞内鉄動態の撹乱と PD 発症に関する基
盤的な知見を集積することで、あらたな創薬基盤の創出に繋がると考える。 
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