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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病を含めたパーキンソン症候群(PS)は，原因不明の進行性の神経変性疾
患であり，未だに有効な治療法はない．PSでは臨床的に鑑別診断が困難な場合が少なくない．脳脊髄液を用いた
プロテオミクス解析にてPSの一種である進行性核上性麻痺(PSP)のバイオマーカー候補としChromogranin B
（CHGB），アミロイド前駆タンパク(APP)などの分子を得た．また，microRNAアレイ解析によってPSP特異的
microRNA候補を得てきた．これらのバイオマーカー候補について検証研究を進め，PSに対する臨床研究推進のシ
ーズとなることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Parkinson's syndrome (PS), including Parkinson's disease, is a progressive 
neurodegenerative disease of unknown cause, and there is still no effective treatment. Differential 
diagnosis of PS is often difficult clinically. Proteomics analyzes of cerebrospinal fluid revealed 
molecules such as chromogranin B (CHGB) and amyloid precursor protein (APP) as candidate biomarkers 
for progressive supranuclear palsy (PSP), a type of PS. We have also obtained PSP-specific microRNA 
candidates by microRNA array analysis. Validation studies were conducted on these biomarker 
candidates, and it was suggested that these biomarkers could serve as seeds for the promotion of 
clinical research on PS.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PSは原因不明で有効な治療法はなく，各疾患の関連や相違など疾患分類や位置づけについてこれまでにも多くの
議論がなされてきているが，未だ明らかにはなっていない．PSでは明確なバイオマーカーは確立されておらず，
臨床症状，形態画像，薬剤への反応性などから臨床診断するしかなく，病初期には臨床診断が困難な場合が少な
くない．バイオマーカーの確立は，早期臨床診断，病態解明，治療戦略開発にむけたシーズになることが期待さ
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 
パーキンソン病（PD）は，振戦，筋強剛，無動，姿勢反射障害を四徴とした進行性の神経変

性疾患であるが，根治療法は確立されていない．パーキンソン症候群（PS）は，PD に加えて，
パーキンソンニズムとして四徴のいずれかを含めた神経徴候を呈する症候群であり，進行性核
上性麻痺（PSP），大脳皮質基底核変性症（CBD），多系統萎縮（MSA）などの多くの神経変性疾
患が含まれる．PSP，CBD，MSA は，しばしば PDと類似した症状を示すが，臨床症状が非常に多
彩であり，病初期には鑑別診断が困難であることが少なくない．神経変性疾患においては，こ
れまでの対症療法やリハビリテーションによる治療から抗タウ抗体などによる疾患修飾療法が
開発され，治験が進みつつある．早期からの正確な診断による治療介入が有用であることが望
まれる． 

PS は原因不明であるが，病理学的な知見からは PDや MSA で認められる細胞内封入体にはα
シヌクレインが含まれ，PSP や CBD では異常タウの脳内への蓄積が指摘されており，これらの
タンパクが病態に関与していると考えられている．しかしながらαシヌクレインやタウに関す
る分子生物学的な解析では，これらのタンパクのみで病態の全貌を解明するのは困難であり，
RNA 代謝異常，変性タンパク質の凝集・蓄積による神経細胞内のタンパク質分解，転写調整，
軸索輸送，ミトコンドリア，シナプスなどの機能障害，炎症・免疫など非神経細胞による細胞
非自立的な病態の関与も示されている．PSP を含めた PS では明確なバイオマーカーは確立され
ておらず，臨床症状，形態画像，薬剤への反応性などから臨床診断するしかなく，確定診断に
は病理学的な検討に委ねられている．多様な臨床像のために病初期には臨床診断が困難である
ことがある．これまでにも PSP のバイオマーカー候補として脳脊髄液のタウ，ニューロフィラ
メント軽鎖，YKL-40 などが報告されてはいるが，十分な検証には至っていない．各疾患の関連
や相違など疾患分類位置づけに関しても多くの議論がなされてきており，臨床的，遺伝学的，
病理学的，生化学的な詳細な研究の推進が待たれてい
る． 

申請者らは PSP，PD，ならびに，神経変性疾患を伴わ
ない疾患対照群（CTL）の髄液を用いた SELDI-TOF MS 法
によるタンパク質発現プロファイリングを解析して，
PSP において特異的に減少する候補分子として
Chromogranin B (CHGB)由来ペプチド（bCHGB_6255）を
同定し（図 1），ROC 解析では，感度 91.7%，特異度
66.7%であった．一方，脳脊髄液中の全長 CHGB について
ELISA 法によって解析したところ PSP においては，PDや
健常対象者と比較して有意に高値であり，
bCHGB_6255/CHGB と比を取ることによって分別能が向上
することを示してきた（図 2）．bCHGB_6255 に含まれる
と予測されるペプチドを抗原としたポリクローナル抗体
を作成し，脳脊髄液に対する Western blotting（WB）
による半定量による検証研究を進めてきたが，
bCHGB_6255 が極めて微量であるために WBによる検出は
困難であった．また，ショットガンプロテオミクス解析
においては CHGB だけではなく，Amyloid precursor 
protein (APP)など 36 種類のペプチドが，PSP に特異的
な変化を認めることを確認した．さらに，血清より抽出
した microRNA (miRNA)を用いて PSP，CTL の 2 群間で比
較したアレイ解析にて 8種類の miRNA に発現量の差を確
認してきた．これらの候補は PSP の早期診断，病態解
明，治療戦略開発のシーズとなることが期待される． 
 
２．研究の目的 
本研究では，先行研究によって得られているバイオマーカー候補について多数例での検証研

究，ならびに，分子生物学的な解析を行うことによって，バイオマーカーとしての有用性，各
神経変性疾患との関連性を解き明かし，PS の早期診断，病態解明，治療戦略開発のシーズとな
る礎を築くことを目的としている． 
 
３．研究の方法 
（１）bCHBG_6255 に関する解析 
CHGB ではバリアントのひとつである bCHGB_6255 を同定するために CHGB が存在することが明

らかとなっている神経系培養細胞 SH-SY5Y から抽出したライセートに対して bCHGB_6255 への特
異的結合が予想されるペプチドを抗原とするポリクローナル抗体を用いた免疫沈降法（IP）を
行い，bCHGB_6255 の濃縮精製を試みた．精製されたサンプルを SDS-PAGE による電気泳動にて



分離し，銀染色によってバンドを検出した．bCHGB_6255 と予測されるサイズのバンドを切り出
し，質量分析による解析を行った． 
 
（２）バイオマーカー候補に関するパスウェイ解析 
脳脊髄液サンプルを活用したショットガンプロテオミクスプロファイルの結果より得られた

PSP に特異的に変化する 36種類の候補分子について，これまでの知見を考慮しながら，ウェブ
上に公開されているデータベースを用いたパスウェイ解析を行った． 
 
（３）APP に関する検証研究 
タンパク質発現プロファイリングを解析にて得られた PSP に特異的な変化を認めた APP は，

複数のバリアントの存在が知られている．PSP 23 例，PD 24 例，CBS 13 例，アルツハーマー型
認知症（AD） 16 例，CTL 7 例の脳脊髄液に対して APP の N 末側，C末側に対する抗体を用いた
WB によって得られたバンドについてバンド輝度を定量化し，PSP に特異的な変化を示すバリア
ントについて解析した． 
 
（４）候補 miRNA に関する検証研究 
血清より抽出した miRNA を用いたアレイ解析によって PSP において CTL と比較して発現量に

差を認めた 8個の miRNA について，検証研究を行った．PSP 20 例，CTL 20 例の血清より抽出し
た miRNA について qPCR 法による発現量の比較を行った．また，PSP 5 例，CTL 5 例の凍結剖検
脳より抽出した miRNA に対する qPCR 法を行い，発現量を比較した．さらに，PSP 剖検脳組織標
本に対する In situ hybridization（ISH）を行い，脳組織内における候補 miRNA の局在を検討
した．  
 
４．研究成果 
（１）bCHBG_6255 に関する解析 
 SH-SY5Y 細胞より抽出したライセートに対する IPを行い，bCHGB_6255 と予想されるバンドを
検出し，質量分析による解析を行ったが，精製量が少なく bCHGB_6255 のアミノ酸配列を同定す
ることは出来なかった．ライセートの量を増やし，限外ろ過を用いた濃縮，複数の抗体を用い
て IP など条件検討を繰り返したが，いずれにおいても十分量のタンパク質を濃縮精製するには
至らなかった．そこで bCHGB_6255 の精製効率を改善するた
めに CHGB の N末側に FLAGx3，C末側に GFP を付加した発現
ベクターを作成し，SH-SY5Y 細胞への十分なトランスフェク
ションを得るための条件検討を行い，強制発現系を確立し
た． 
今後は，強制発現した SH-SY5Y 細胞より抽出したライセー

トに対して抗 CHGB 抗体，抗 FLAG 抗体，抗 GFP 抗体を用いた
IP を行い，検出されるバンドパターンより bCHGB_6255 の範
囲を狭め，アミノ酸配列の同定を試みる予定である．
bCHGB_6255 の正確なアミノ酸配列を決定することは，ペプ
チド合成による標準品の作成，HPLC による定量化，バイオ
マーカーの確立，bCHGB_6255 に特異的な抗体作成，分子機
能解析，関連分子，カスケードの解析など多くの知見をもた
らすことが期待される． 
 
（２）バイオマーカー候補に関するパスウェイ解析 
パスウェイ解析を行ったところ 4種類のパスウェイ，12

種類に分子について統計学的な有意差を認めていた（図
3）．候補パスウェイは，タンパク質の翻訳後リン酸化や細
胞骨格や細胞接着分子に関するパスウェイであった．前者は
PSP の病態仮説として考えられている異常リン酸化タウタン
パクの凝集・蓄積との関連したものであり，後者は中枢神経系機能や恒常性の維持に関連が推
定された．これまでに AD，PSP などの神経変性疾患に対する疾患修飾療法として凝集タンパク
質に対する自己抗体やワクチン療法の開発が進められているが，有効な治療薬の開発には至っ
ていない．このことから凝集タンパク質のみを標的とした治療戦略だけでは不十分であり，中
枢神経系機能や恒常性の維持を含めたパスウェイが新たな治療標的となる得ることが期待でき
る． 
 
（３）APP に関する検証研究 
APP の N末側の抗体を用いた WB によって 9種類のバリアントが検出された．内在性タンパク

としてのβ-actin との比を計算し，各群間で比較したところ 2種類のバリアントについて統計
学的に有意に PSP に特異的な変化を示した．これらのバリアントにおける PSP に関する ROC 解
析では，感度：約 40%，特異度：約 90%であった．今後，更に多数例での検証を進めると共に重
症度や予後など臨床的な解析が望まれる． 



 
（４）候補 miRNA に関する検証研究 
  血清より抽出した miRNA を用いた qPCR によって 8種類の候補 miRNA について検証したとこ
ろ 1種類の miRNA においては，CTL と比較して PSP では有意に高発現であった．しかしなが
ら，剖検脳より抽出した miRNA を用いた qPCR では，PSP と CTL に発現量に有意差を認めなかっ
た．一方，剖検脳の前頭葉を用いた ISH では，本 miRNA が中枢神経系に広く存在することが示
された．このことは PSP においては神経変性によって本 miRNA が放出され，細胞外への分泌が
亢進していること，あるいは，脳組織以外からの発現量の増加による影響などが考察された． 
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