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研究成果の概要（和文）：本課題は、ミトコンドリアと脂質の変調がα-Synucleinの凝集要因となる機序をiPS
細胞、ショウジョウバエモデルを用いて明らかにすることを目的とした。ミトコンドリア関連パーキンソン病
(PD)原因遺伝子CHCHD2変異モデルでは、リソソームの機能低下がα-Synucleinの凝集分解の障害となる可能性が
示唆された。一方、脂質代謝に関わるPD原因遺伝子PLA2G6とVPS13C、脳内鉄蓄積を伴う神経変性症候群の原因遺
伝子C19orf12のノックアウトハエを用いてオミックス解析を実施し、α-Synuclein凝集リスク脂質とその責任酵
素のスクリーニングを進め、候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project was to clarify the mechanisms by which 
mitochondrial and lipid alteration are factors in α-Synuclein aggregation using iPS cells and 
Drosophila models. In models of mitochondria-associated Parkinson's disease (PD) causative gene 
CHCHD2, lysosomal dysfunction is suggested to lead to α-Synuclein aggregation and degradation. On 
the other hand, omics analysis was conducted using mutant flies for PD causative genes PLA2G6 and 
VPS13C, which are involved in lipid metabolism, and C19orf12, a causative gene for neurodegeneration
 with brain iron accumulation, to screen for α-Synuclein aggregation risk lipids and their 
responsible enzymes. A candidate gene was successfully identified.

研究分野： 病態医化学

キーワード： α-Synuclein　パーキンソン病　脂質　ミトコンドリア　ショウジョウバエ　iPS細胞

  ２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の主要な原因はα-Synucleinの凝集が神経回路を伝播・拡大することであると考えられて
いる。従って、凝集の原因を明らかにし、疾患の予防に努めることがパーキンソン病克服の最良の方法である。
本課題で進めたα-Synuclein凝集の原因となるミトコンドリア遺伝子変異によるリソソーム機能の低下、リスク
脂質代謝遺伝子の同定、リスクとなる脂質膜の状態の理解は、疾患の予防手段を開発するために寄与すると考え
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)はドパミン神経変性による運動障害を主徴とし、α-Synuclein 陽性の神経

封入体・レヴィ小体が変性部位に蓄積する神経変性疾患であると考えられてきた。ところが、昨

今の大規模疫学調査から、運動症状の約 20 年発症前から非運動症状（便秘、睡眠障害、嗅覚低

下など）が前駆症状として現れていることが明らかとなってきた。さらに、非運動症状の責任神

経回路でレヴィ小体が陽性であること、病因α-Synuclein の種が神経回路を伝搬していくこと

が動物実験において再現できることから、PD ではα-Synuclein 凝集形成というイベントが神経

回路を上行して伝搬するプリオン病である、という概念が確立しつつある。この概念に基づき、

約 20 年から生じる病因α-Synuclein の種の形成を抑制することが、PD を最も効果的に防ぐ手

段になると考えられた。 

α-Synuclein の種の形成リスクを解析するためには、レヴィ小体が顕著にできる遺伝性 PDの

一群に注目すべきであると考えた。すなわち、PD 原因遺伝子変異によってもたらされる細胞環

境変化がα-Synuclein の種形成に及ぼす影響を分子レベルで解析することが適している。ミト

コンドリアタンパク質 CHCHD2 変異(PARK22)およびリン脂質ホスホリパーゼ PLA2G6 変異

(PARK14)PD 患者死後脳において、広範囲にレヴィ小体が蓄積している。これは、ミトコンドリ

ア機能異常と脂質代謝異常が、生成から分解系までを含めα-Synuclein の種の形成・増幅のリ

スク環境となることを示唆していた。 

CHCHD2およびPLA2G6変異モデルショウジョウバエはα-Synucleinの凝集・蓄積を再現する。

CHCHD2 モデルハエにおいて、CHCHD2 病因変異体とα-Synuclein は強い遺伝的相互作用を示し、

ドパミン神経脱落の増強、運動機能の低下、寿命の短縮という表現型を呈する。PLA2G6 モデル

ハエにおいては、リン脂質アシル基の短縮という表現型がα-Synuclein 凝集化のリスクになる。

これらモデル動物とヒト試料から、病因α-Synuclein の種の形成リスクの詳細な解明が可能で

あると考え、本課題の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究ではモデルハエ、培養細胞、iPS 細胞、臨床試料(死後脳、血液)を組み合わせて、ミト

コンドリアと脂質の変調がいかにα-Synuclein の種の形成のリスク要因となるかを分子レベル

で明らかにすることを目的とした。 

 CHCHD2 変異ハエ、PLA2G6 変異ハエにα-Synuclein を異所性に発現させると、凝集化し神経毒

性を示す。また CHCHD2 変異 iPS 細胞から分化したドパミン神経においてもα-Synuclein の凝集

化が認められた。従って、ハエモデルと iPS 細胞を組み合わせてα-Synuclein 凝集に関連した

病態の詳細解析が可能であると考えた。 

一方 PLA2G6 変異ハエにおいては、リン脂質アシル基の短縮を是正するリノール酸の経口投与

で、α-Synuclein の種の生成を抑制できることを見出していた。しかし、ハエのリン脂質はヒ

トのそれと組成が異なるため、ハエで得られた成果に関して臨床試料での検証を進めることと

した。並行して、リン脂質アシル基の短縮に関与する Elongation of Very Long Chain Fatty 

Acids Protein 7 (ELOVL7, PD リスク遺伝子）について PLA2G6 とおなじ病態経路に位置するか、

ハエおよびヒト試料で解析することとした。 

 

３．研究の方法 

ミトコンドリア変異がα-Synuclein 凝集を引き起こす分子機序を探索するため、CHCHD2、Parkin、

PINK1 変異 iPS 細胞から分化したドパミン神経を用いて RNAseq を実施した。Parkin、PINK1 変

異を有する PDでは、ミトコンドリア機能低下は見られるが、α-Synuclein 凝集が認められない

特徴があるため陰性コントロールとなりうる。さらに、CHCHD2 変異でヒト、ハエ共通に発現変



動する遺伝子群を絞り込むため、CHCHD2 ノックアウトハエ脳を用いて RNAseq を実施した。 

 ELOVL7とPLA2G6との遺伝学的相互作用、ELOVL7機能阻害時のα-Synuclein 凝集への影響を、

ハエモデルにて評価した。 

 ハエモデルで見出した変化をヒトで確認するため、PLA2G6 変異を有する PD、孤発性 PD患者赤

血球リン脂質膜の脂質解析を進めた。 

 

４．研究成果 

疾患 iPS 細胞由来ドパミン神経のトランスクリプトーム解析から、CHCHD2, Parkin, PINK1 に

変異を有するドパミン神経では、共通して統合的ストレス応答関連シグナルの活性化が見られ

た。CHCHD2 変異特異的には、NAD+代謝酵素の変動が観察された。一方、CHCHD2 ノックアウトハ

エ脳においては、ミトコンドリア呼吸鎖複合体I, III, VIの幾つかのサブユニットの発現上昇、

リボゾームサブユニット、プロテアソームサブユニットの発現上昇が見られた。プロテアソーム

サブユニットの発現上昇は、CHCHD2 ノックアウトハエでみられたプロテアソーム活性の上昇を

支持する観察であった。一方、ATG1 の発現が低下しており、オートファジー経路の活性の低下

が疑われた。タンパク質レベルにおいても、SQSTM1/p62, 脂質結合型 ATG8 の蓄積がみられ、オ

ートファジー経路の活性低下を支持するものであった。リソソームにおいては、V 型 H+ ATPase

の発現が低下し、リソソーム pH の上昇が示唆された。pHluorin によりドパミン神経のリソソー

ム pH を測定の結果、pH の上昇が確認できた。これらの結果から、リソソームの機能低下がα-

Synuclein の凝集の分解の障害になっていることが考えられた。しかしながら、CHCHD2 変異 iPS

細胞由来ドパミン神経と、CHCHD2 ノックアウトハエで共通で変動する分子群は、極めて少ない

という結果であった。これは、CHCHD2 のパーキンソン病変異が、機能喪失変異と毒性獲得変異

の両方の性質を持ち合わせていることから生じると考えられた。今後は、ノックインマウスを用

いて、ミトコンドリアに特化した解析を進める計画である。 

 PLA2G6 ノックアウトハエは、成虫として生存可能である。一方、ELOVL7 と PLA2G6 は強い遺

伝的相互作用があり、ELOVL7 のヘテロノックアウトにより、PLA2G6 ノックアウトハエは致死と

なる。この結果は、PLA2G6 ノックアウトにより、アシル基の短縮が起こるという観察を支持す

るものであった。一方、ヒト ELOVL7 は ELOVL7 ノックアウトハエの致死性を抑制できないことか

ら、ヒト ELOVL7 による PLA2G6 ノックアウトの表現型の改善を評価することは困難であると判

断した。網羅的リピドーム解析の結果、PLA2G6 ノックアウトハエはリン脂質以外に、中性脂肪、

スフィンゴ脂質にも異常が見られたことから、より広範囲にα-Synuclein の凝集に関与するリ

スク脂質を探索する必要性を考えた。VPS13C、C19orf12 は、ハエモデルにおいて、PLA2G6 と強

い遺伝的相互作用がある。さらに、共通してα-Synuclein の顕著な凝集病理を示す。これらの

研究背景に基づき PLA2G6 ノックアウトハエ、脂質輸送に関連する PD原因遺伝子 VPS13C ノック

アウトハエ、脳内鉄蓄積を伴う神経変性(NBIA) 症候群の原因遺伝子 C19orf12 ノックアウトハ

エのオミックス解析（リピドーム解析、トランスクリプトーム解析）によるα-Synuclein 凝集

リスク脂質とその責任酵素のスクリーニングを進めた。具体的には、オミックス解析で検出した

リスク脂質関連酵素群について、α-Synuclein との遺伝的相互作用をハエの網膜電位によるス

クリーニング、免疫染色による凝集性評価にて解析した。絞られた 5遺伝子については、さらに

α-Synuclein 伝搬モデル哺乳類細胞で表現型を評価し、最終的に１つの遺伝子を同定した。 

α-Synuclein V15A 変異を有する PD患者家系を同定し、V15A 変異がリン脂質膜への親和性へ

及ぼす影響、凝集性に及ぼす影響を解析した。α-Synuclein V15A は既知の A30P と同様にリン

脂質膜への親和性が低下していた。一方、試験管内での自己凝集性およびヒト培養細胞(SH-

SY5Y)での凝集の伝播性は共に増強していた。V15 はα-Synuclein が有する両親媒性ヘリックス



のリン脂質との界面に位置し、疎水性の性質が低下することによりリン脂質膜から遊離し、凝

集化リスクが高まることが示唆された（Daida,Mov Disord.2022）（図 1）。 

LRRK2 は、α-Synuclein と共に PDの重要なリスク遺伝子である。LRRK2 がコードするキナー

ゼ活性の亢進が PD 発症に関与する。アジア人に多い PD のリスク SNP である p.G2385R の世界初

の剖検脳を研究期間内に入手できたため、病理解析と生化学解析を進めた。病理解析ではレヴ

ィ小体、リン酸化タウの蓄積がみられた。生化学解析においても、レヴィ小体を反映するリン

酸化αSynuclein の蓄積が認められた。LRRK2 の基礎研究において、p.G2385R がキナーゼ活性

に及ぼす影響について一致した結果が得られていないという研究背景があったが、LRRK2 のリ

ン酸化基質である Rab10 のリン酸化レベルから判断して、LRRK2 のキナーゼ活性は明らかに亢

進していた。一方、Rab10 のリン酸化の分布は、リン酸化α-Synuclein の分布と相関がなかっ

た。これら観察から、LRRK2 のキナーゼ亢進はα-Synuclein の凝集化に直接関与するのではな

く、脳内環境の悪化に関係すると考えられた（Tezuka,NPJ Parkinsons Dis.2022）（図 2）。 

PLA2G6 変異を有する PD(PARK14)が 3名、孤発性 PDが 10 名、年齢をマッチさせた健常コント

ロール 10名で赤血球膜の脂質質量解析を行った。リン脂質を「アシル基が長い群(C18 のみか

ら構成される群)」と「アシル基が短い群(C16 のアシル基を含む群)。」の二群に分けたとき、

PARK14 群ではアシル基が短い群が増加していた。、孤発性 PDにおいても、PARK14 群より差は

小さいものの同様の傾向がみられた(2021 年、日本神経学会総会にて報告)（図 3）。現在、症

例数を増やし、結果の確認を進めている。 

ELOVL7 については、次世代シーケンシング（Ion Torrent 法により、エクソンとエクソン-イ

ントロンのジャンクションを解析）を実施したが、期間内に PD 発症者で変異を有する症例を見

つけることはできなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. α-Synuclein V15A はαSynuclein の凝集能を高める 
(左)ヒト培養細胞（SH-SY5Y 細胞）に、野生型(WT),V15A,既知の病因変異 A53T を過剰発現
し、WT, V15A, A53T をシードとして導入した。凝集を示すリン酸化α-Synuclein (Phospho-
α-Syn)の形成量を定量グラフで示した。（右上）リポソームで作製したリン脂質膜への結合
能。既知の病因変異 A30P と V15A は、リン脂質膜への結合能が低下していた。（右下）V15A
により、α-Synuclein 凝集性をもつ機序。α-Synuclein はシナプス小胞膜上でヘリックス
構造をとり安定化している。いったんシナプス小胞膜から乖離すると、天然変性状態
(Disordered form)になり、線維（Fibrils）化する。この線維が種となり神経回路を伝搬す
る。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２. LRRK2 p.G2385R によるαSynuclein の蓄積 
(a,b) 脳のサルコシル不溶画分(Insoluble)・可溶画分(Soluble)の総αSynuclein(αS)とリ
ン酸化αSynuclein(p-αS)のウエスタンブロット(a)と定量(b)。(c,d) 脳の Tris バッファ
可溶性(Ts)、Triton-X100 可溶性画分(Tx)における総 Rab10 とリン酸化 Rab10(pRab10)のウ
エスタンブロット(c)と定量(d)。(e,f)脳の各部位の p-αS,αSのウエスタンブロット(e)と
定量(f)。* p < 0.05. (g)脳の各部位の Rab10 と pRab10 のウエスタンブロット。(h) αS 
で標準化した p-αSの量と Rab10 で標準化した pRab10 の量との脳部位においての相関。 

図 3. PLA2G6 変異を有する PD の赤血球では、リン脂質のアシル基が短縮している 
(左)リン脂質の親水基（Head group）の種類の円グラフ。PC, ホスファチジルコリン; PE, 
ホスファチジルエタノールアミン; PG, ホスファチジルグリセロール; PS, ホスファチジ
ルセリン。PLA2G6 変異 PD（PARK14）では、アシル基（Acyl-chain）は、C16 を含むリン脂質
の割合が C18 を含むものに較べ増加していた（円グラフの暖色の部分）。孤発性 PD(中央)に
おいても同様の傾向がある。(右)C16 および C18 を含むアシル基の定量グラフ。CTR は PD と
年齢を合わせた健常コントロール。PDは孤発性 PDを示す。* p < 0.05. 
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