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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
 伝子産物CHCHD2の関連因子として同定したCHCHD8の解析を行った。CHCHD8欠損ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Yは、顕
著な呼吸鎖複合体IV活性低下が認められた。またミトコンドリア銅含有量の低下などから、CHCHD8はMTCO1サブ
ユニットのCuB中心へCuを搬入する過程に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial dysfunction is a hallmark of Parkinson's disease. To gain 
insight into the molecular pathogenesis of Parkinson's disease, we analyzed CHCHD8, which has been 
identified as a factor associated with the Parkinson's disease causative gene product CHCHD2. 
CHCHD8-deficient human neuroblastoma SH-SY5Y showed significantly reduced respiratory chain complex 
IV activity. Based on decreased mitochondrial copper content and other factors, it was suggested 
that CHCHD8 is involved in the process of Cu delivery to the CuB center of the MTCO1 subunit.

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
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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が重要なファクターであると
考えられている。パーキンソン病原因遺伝子産物とミトコンドリア機能障害との関係の一端を明らかにした本研
究の成果は、パーキンソン病の病態解明およびミトコンドリア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 
 パーキンソン病は主に 50~60代で発症し、非運動症状（嗅覚低下・睡眠障害・自律神経障害）
および運動症状（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。この運動症状を呈する原因として中脳黒質のドパミン神経細胞変性が有力視されて
いるが、なぜドパミン神経細胞が特に脆弱なのか不明である。ドパミン神経細胞の変性は、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多因子が関与していると考えられてい
るが、ミトコンドリア機能障害が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 MPTPによってドパミン神経細胞死を伴うパーキンソ
ン病様症状を呈するという症例報告 (Science, 1983) である。その後、MPTPやロテノンなどの
ミトコンドリア毒によるパーキンソン病モデル動物が次々に樹立され、またパーキンソン病患
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年以降遺伝性パー
キンソン病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) がパーキンソン病発症機序に関与している
ことが報告された (J Cell Biol 183:795, 2008など)。 
我々は 2015 年、常染色体優性遺伝性パーキンソン病の新規原因遺伝子 (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。CHCHD2の解析
の過程で、関連因子として酵母の複合体 IV会合因子 COA4のホモログ CHCHD8を同定した。
CHCHD8欠損は、CHCHD2と同様にドパミン神経前駆細胞であるヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y
特異的にミトコンドリア機能障害を引き起こした。パーキンソン病は中脳黒質のドパミン神経
細胞変性が原因とされており、CHCHD2-CHCHD8 の機能を明らかにすることがパーキンソン
病発症機序の解明に繋がると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒト神経芽細胞腫における CHCHD8 欠損によるミトコンドリア障害の分子機構を解析する
ことで、CHCHD8の機能および CHCHD2との関連を明らかにする。また、パーキンソン病ゲ
ノムバンクで CHCHD8 遺伝子変異スクリーニングを行い、遺伝性パーキンソン病との関連を
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 
 CHCHD8 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。単離したミトコンドリア
を用いて、酸素消費量（クラーク型酸素電極）や呼吸鎖複合体の酵素活性（分光光度計）などを
測定した。呼吸鎖複合体の酵素活性は、クエン酸回路の鍵酵素であるクエン酸合成酵素の活性も
同時に測定し、規格化した。また、ミトコンドリアを 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。含有金属量は、ICP-MSを用いて測定した。さらにレンチウイルスベクターを用いて、レ
スキュー実験を行った。 
 
(2) CHCHD8遺伝子変異スクリーニング 
順天堂大学パーキンソン病ゲノムバンクから、既知原因遺伝子には変異のない遺伝性パーキ
ンソン病症例 (約 450) を対象に CHCHD8 遺伝子のタンパク質コード領域を含む Exon 2 を
PCR法で増幅し、サンガー法で変異解析を行った。 
 

  



４．研究成果 
(1) CHCHD8欠損ミトコンドリア 
 CHCHD8 欠損ミトコンドリアは、野
生型と比べて酸素消費量が低下してい
た。そこで、ミトコンドリア呼吸鎖複合
体 I ～ IV の酵素活性を測定した（図
１）。CHCHD8欠損により、複合体 IVの
酵素活性が顕著に低下しており、
CHCHD8が複合体 IVに重要な因子であ
ることが判明した。一方で複合体 IIIは、
CHCHD8 欠損により少し活性が上昇し
た。その原因として、複合体 IVの会合中
間体が複合体 III（および複合体 I ）との
超複合体構造の安定化に寄与しているた
めだと推測された。また、このことから CHCHD8が複合体 IVの会合の初期ではなく、比較的
後期の過程に関与していることが考えられた。しかしながら、Blue Native PAGEの解析では、
極端な複合体 IV 会合中間体の蓄積は認められず、CHCHD8 が複合体 IV の会合の過程でどこ
に関与しているのかまでは判明しなかった（図２）。また、レンチウイルスベクターを用いたレ
スキュー実験を実施したところ、複合体 IVの回復が認められた（図３）。 

 

 
 
さらに単離ミトコンドリアの含有金属量を測定したとこ
ろ、CHCHD8欠損細胞でCuが有意に低下していた（図４）。
呼吸鎖複合体 IVには、Cu (CuAと CuB中心) と Fe (heme 
aと a3) が含まれており、電子伝達に重要な役割を担ってい
る。これまでに複合体 IVの会合の過程で Cuを搬入する会
合因子が幾つか報告されており、これらのタンパク質を
Western blotting で解析した（図５）。CHCHD8 欠損細胞
では COX11 および COX19 が顕著に減少していたことか
ら、CHCHD8はMTCO1サブユニットの CuB中心へ Cuを
搬入する過程に関与していると考えられた。 

 
 
 

  

 
図１ 呼吸鎖複合体酵素活性 

 

図２ Blue Native PAGE 

(0.5% DDM) 

 
 

図３ レスキュー実験 

(1.0% digitonin) 

 

図４ 単離ミトコンドリアの含有金属量 
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(2) CHCHD8遺伝子変異スクリーニング 
今回調べた日本人の遺伝性パーキンソン
病患者 (約 450 症例) の CHCHD8 遺伝子
のタンパク質コード領域は、全てが野生型
と同じ配列であり、多型すら認められなか
った（図６）。このような遺伝子は珍しく、
CHCHD8 が非常に重要な役割を担ってい
ると考えられた。 

 
図６ CHCHD8遺伝子変異解析 
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