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研究成果の概要（和文）：本研究ではパーキンソン病分子病態に関する知見を得るため、パーキンソン病原因遺
伝子CHCHD2欠損によるミトコンドリア機能障害、およびミトコンドリア機能障害を引き起こすMPP+添加モデル細
胞における細胞全体の代謝変化について明らかにした。また、エチルアンモニウム塩による、レビー小体の構成
成分α-シヌクレインのアミロイド凝集抑制効果を検討した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial dysfunction is a hallmark of Parkinson's disease. In this 
study, we showed mitochondrial dysfunction caused by loss of CHCHD2. We also revealed comprehensive 
metabolic disturbances including mitochondrial dysfunction in a cellular model of Parkinson’s 
disease. Further, we investigated the anti-amyloid effect of ethylammonium salts in vitro.

研究分野：生化学

キーワード： ミトコンドリア　パーキンソン病　α-シヌクレイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病の発症機序は十分に解明されていないが、ミトコンドリア機能障害やα-シヌクレイン凝集に端
を発するレビー小体形成が重要であると考えられる。本研究の成果は、パーキンソン病の病態解明、ミトコンド
リアやα-シヌクレイン凝集を標的にした新規治療薬開発への貢献が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病 (以下 PD) は主に 50~60代で発症し、静止時振戦、無動、筋固縮、姿勢反射
障害などを呈する進行性の神経変性疾患である。厚生労働省の統計によると平成 26年時点で患
者数は 16.3 万人であり、約 25 年で 2 倍に増加している。現在の治療は薬剤による対症療法お
よび外科手術であり、完治を実現する根治療法は開発されていない。 

PD発症機序は十分に解明されておらず、第 1の要因である加齢に加え遺伝的素因や環境有害
物質などが関与する多因子疾患と考えられているが、ミトコンドリア機能障害が PD の主原因
ではないかという説が有力である。そのきっかけは 1980年代初めに南カリフォルニアで発生し
た1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) によってドパミン神経細胞死を伴う
PD様症状を呈するという症例報告 (Science, 1983) である。1980年代半ばにはMPTPやロテ
ノンなどのミトコンドリア毒による PDモデル動物が次々に樹立され、また PD患者の剖検脳黒
質においてミトコンドリア機能低下が報告された。さらに 1997年以降遺伝性 PDの存在が明ら
かにされ、原因遺伝子産物の機能解析によりミトコンドリア機能不全や異常ミトコンドリア除
去機構 (マイトファジー) が PD発症機序に関与していることが報告された (J Cell Biol, 2008
など)。 
我々は 2015 年、常染色体優性遺伝性 PD の新規原因遺伝子 (PARK22) として coiled-coil-

helix coiled-coil-helix domain containing 2 (CHCHD2) を単離した (Lancet Neurol, 2015)。
CHCHD2はミトコンドリア移行配列を持ち、膜間腔に局在していた。さらには、移行配列の変
異が孤発性 PDの危険因子になることも判明した (Neurology, 2015)。また、CHCHD2変異陽
性患者の神経病理学的検討の結果、びまん性にレビー小体が出現していた。以上から、CHCHD2
はミトコンドリア機能不全と PD発症を繋ぐ重要な因子であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 遺伝性 PD原因遺伝子 CHCHD2の分子病態を明らかにする目的で、CHCHD2欠損細胞およ
びマウスのミトコンドリア機能を多面的に評価し、α-シヌクレイン凝集に端を発するレビー小体
形成など PD発症へと至るメカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ミトコンドリアの単離、解析 
 CHCHD2 欠損細胞は CRISPR/Cas9 法により作製した。培養した細胞を Dounce 
Homogenizerで破砕し、遠心分画によりミトコンドリアを単離した。CHCHD2欠損マウス全脳
からも同様にミトコンドリアを単離し、クラーク型酸素電極を用いて酸素消費量を測定した。単
離ミトコンドリアは、DDMまたは digitoninで可溶化して Blue Native PAGE、もしくは RIPA 
bufferに溶かして SDS-PAGEで分離し、Western Blottingに供した。 
 
(2) メタボローム解析 
ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Yにレチノイン酸を加えて、ドパミン神経様細胞へ分化誘導を行っ
た。その後 1-methyl-4-phenylpyridinium ion (MPP+: 0, 30, 300 μM)を添加し、24時間培養し
た。培養上清と細胞溶解物から代謝物を抽出し、CE-TOFMS (キャピラリー電気泳動・飛行時間
型質量分析装置)により分析した。m/z と泳動時間(MT)から代謝物を同定、Metaboanalyst 
(https://www.metaboanalyst.ca)を用いて解析した。 
 
(3) アミロイド構造転移の解析 
新規抗アミロイド剤の基礎知見を得るために、幅広い濃度範囲(x = 0～27 mol%)における常温
下でのエチルアンモニウム塩 EAX (X= NO3, Cl, Br, I) 水溶液中の α-シヌクレインの構造転移を
フーリエ変換赤外分光法およびラマン分光法により in vitroで検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) CHCHD2欠損ミトコンドリア 
 筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子であるCHCHD10は、CHCHD2遺伝子のパラログであり、
細胞内では両タンパクがミトコンドリア内で複合体を形成していると報告された(Hum Mol 
Genet, 2018)。そこで Blue Native-PAGE により CHCHD10 の複合体形成を調べたところ、
CHCHD2 欠損細胞では、いずれのクローンも複合体が消失していた。したがって作製した
CHCHD2 欠損 SH-SY5Y 細胞は、CHCHD2 のミトコンドリアにおける機能を理解し、パーキ
ンソン病における CHCHD2 遺伝子変異の病態生理を明らかにするのに、有用なモデルになる
と考えられた。 



一方、CHCHD2欠損マウスは加齢により p62凝
集体形成とドパミン神経の減少が認められるが、
高齢CHCHD2欠損マウスのミトコンドリアでは、
内膜融合因子の OPA1の long formの切断 and/or
減少が促進されていた（図１）。一方で、外膜融合
因子のMfn1およびMfn2、分裂因子の Drp1（総
量およびリン酸化状態）には変化は認められなか
った。さらに、CHCHD2 のパラログである
CHCHD10が欠損マウスでは減少しており、強い
関連性が示唆された（図２）。 

 
 
(2) MPP+添加 SH-SY5Y細胞のメタボローム解析 
ミトコンドリア機能障害が引き起こす代謝変化を包括的に解析するため、呼吸鎖複合体 I阻害
剤でヒトや実験動物が摂取するとパーキンソン病様症状を引き起こす MTPT の代謝物、MPP+

を培養細胞に添加し、メタボローム解析を実施した。細胞外（培養上清）において、MPP+添加
による顕著な乳酸濃度の上昇（図３）、それに伴うピルビン酸濃度の減少が認められ（図３）、ミ
トコンドリア酸化的リン酸化から解糖系へ代謝がシフトしていると考えられた。細胞内（細胞溶
解物）においては、ピルビン酸濃度に変化はなかったものの乳酸濃度は同様に上昇していた。ま
たクエン酸回路の中間代謝物がMPP+添加により一様に減少していたことも、酸化的リン酸化か
ら解糖系への代謝シフトを示唆していた。また ADP/ATP比の増加（図３）から、MPP+添加に
よりエネルギー不足に陥っていることが考えられた。このことは、AMP濃度の上昇やクレアチ
ンリン酸濃度の減少からも推測された。以上から、MPP+によりミトコンドリア呼吸鎖が阻害さ
れ、代謝が解糖系へシフトしたものの十分なエネルギーを作り出せていない状況であると考え
られた。 
また、細胞外において最も顕著に増加していたのがコリンであった（図３）。コリン代謝の異
常はパーキンソン病患者でも報告があり (Exp Biol Med, 2006)、細胞外コリンが早期診断バイ
オマーカーとなる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
図３ MPP+添加による代謝物の変化 (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001) 
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図１ OPA1の切断 

 

図２ CHCHD10の減少 



(3) 新規抗アミロイド剤の検討 
アミロイド凝集体の安定化因子の 1 つである静
電相互作用を標的にした抗アミロイド剤の知見を
得るために、エチルアンモニウム塩 EAX (X=NO3, 
Cl, Br, I) 水溶液中の α-シヌクレインの構造転移を
評価した。その結果、EANO3 中では、高塩濃度領
域(x > 20)でアミロイド凝集体が形成されたものの
（図４）、ハロゲンを持つ EAX中では、全濃度領域
で形成されないことが分かった。また、EABrとEAI
中では、アミロイド形成過程の中間体である helix
構造を形成することも明らかになった。EAX―アミ
ノ酸残基間の相互作用解析から、アニオンサイズが
大きく、アニオン－解離性アミノ酸残基間の静電相
互作用が強くなるほど、アミロイド形成を抑制でき
ることが示唆された。 

 
図４ EANO3中の 

フーリエ変換赤外分光スペクトル 
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