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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病の発症原因は未だ解明されていないが、酸化ストレスが発症や進行に
深く関与していることが知られている。本研究では、毛の無い小ぶりなキウイフルーツに似た果実であるサルナ
シ(Actinidia arguta)の経口摂取が、パーキンソン病モデルマウスにおいて認められる運動機能障害およびドパ
ミン作動性神経細胞の減少を抑制できるかを検討した。その結果、サルナシ果汁の摂取がパーキンソン病の発症
予防に効果がある可能性を明らかにした。さらに、細胞傷害性の抑制に効果を示す天然物をサルナシ果汁から明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the
 progressive degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra. Oxidative stress-induced 
neuronal death has been identified as one of the major causes of nigrostriatal degeneration in PD. 
The fruit of Actinidia arguta (A. arguta), known as sarunashi in Japan, has been reported to show 
beneficial health effects such as antioxidant, anti-inflammatory, anti-mutagenic, and 
anticholinergic effects. In this study, we investigated the neuroprotective effects of A. arguta in 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropypridine (MPTP)-induced PD model mice. In addition, we 
identified the compounds contained in A. arguta juice that inhibit cytotoxicity. In conclusion, we 
suggested that A. arguta juice may contribute to preventing the onset and suppressing the 
progression of Parkinson's disease.

研究分野：衛生薬学

キーワード： サルナシ　パーキンソン病　プロテオミクス解析　天然化合物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会に突入した我が国において、パーキンソン病患者の増加が危惧されている。しかしながら、パーキン
ソン病の根本的治療法は未だ確立されていないため、発症を予防することは社会的要求度が高い重要な研究課題
である。近年、我が国では健康寿命への意識が高まり、パーキンソン病を含めた様々な疾病の一次予防の必要性
がより強調されるようになってきている。食を通した疾病の予防は我々が日常生活で最も取り組みやすい手段で
ある。本研究によって、サルナシ果汁の経口摂取がパーキンソン病の発症予防効果や増悪抑制に寄与する可能性
を見出した。

※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 
パーキンソン病はアルツハイマー病の次に多い進行性の神経変性疾患であり、我が国では 10 万
人以上の患者がいるといわれている。パーキンソン病の発症率は高齢になるに連れて上昇する
ため、超高齢社会に突入した我が国において、パーキンソン病患者の増加が危惧されている。パ
ーキンソン病は中脳黒質部でのドパミン作動性神経細胞の減少・消失による振戦、筋固縮、無動、
姿勢反射障害といった運動機能障害が長年にわたり進行する。発症原因は未だ解明されていな
いが、酸化ストレスが発症や進行に関与することが知られている。活性酸素種によって中脳黒質
部におけるドパミン作動性神経細胞中のタンパク質や DNA が酸化損傷を受け、機能不全を起こ
し、神経細胞死を引き起こすことが、パーキンソン病の発症機序の一つとして考えられている。 
サルナシは無毛にした小ぶりなキウイフルーツに似た果実であり、ビタミン C、ビタミン Eや
ポリフェノールといった抗酸化物質が豊富に含まれている。サルナシ果汁には活性酸素種の除
去作用に基づく抗酸化効果があることや細胞死の抑制効果やマウスでの記憶改善効果があるこ
とが報告されている。本研究では、サルナシ果汁の摂取がパーキンソン病の発症に対して予防効
果を示すかどうかをモデルマウスを用いて検討する。また、モデルマウスでの中脳黒質組織にお
けるタンパク質の網羅的発現量解析を行い、発症予防に関与しているタンパク質を明らかにす
る。さらに、神経細胞傷害性を抑制する有効物質をサルナシ果汁から精製・同定する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、サルナシ果汁の経口投与がパーキンソン病の発症予防に効果があることをモデル
マウスを用いて明らかにする。また、モデルマウスの中脳黒質組織からタンパク質を抽出し、プ
ロテオーム解析により、パーキンソン病発症予防に関与しうるタンパク質を同定することで予
防メカニズムを解明する。さらに、サルナシ果汁に含まれている有効成分を同定することでパー
キンソン病の発症予防法の確立に貢献する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) パーキンソン病モデルマウスを使用したサルナシ果汁による発症予防の評価 
パーキンソン病モデル動物として1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)誘導
型モデルマウスを作製した。MPTP は脳内で MPP+に代謝されるとドパミン作動性神経細胞に取り
込まれ、ミトコンドリアの電子伝達系複合体Ⅰの働きを阻害し、ATP 産生を阻害するとともに、
脳内の黒質線条体における活性酸素種が増加し、投与後 21 日までにパーキンソン病様症状が認
められる。本研究では、6 週齢の雄性 C57/BL6J マウスを 1 週間馴化後、コントロール群、MPTP
群、MPTP+サルナシ果汁投与群に分けた。MPTP+果汁投与群には飲み水の代わりにサルナシ果汁を
解剖日まで継続して自由飲水させた。果汁投与 10 日後に、MPTP 群と MPTP+果汁投与群に MPTP(30 
mg/kg)を 1 日 1 回、5日間連続して腹腔内投与した。MPTP 最終投与 21 日後にポールテスト、カ
タレプシーテスト、ビームウォークテストによる運動機能試験を行うことで、サルナシ果汁によ
る運動機能への効果を評価した。続いて脳組織を摘出し、パラフィン切片の作製と黒質周辺組織
部のタンパク質を抽出した。黒質組織におけるドパミン作動性神経細胞数をドパミン作動性神
経細胞のマーカーとして知られている tyrosine hydroxylase (TH)の抗体を用いた免疫組織化学
染色法とウェスタンブロッティング法によって評価した。 
 
(2) 二次元電気泳動法を用いたタンパク質の発現量解析 
(1)で摘出した脳組織から黒質を含む周辺組織を用いてタンパク質を抽出した。蛍光色素(Cy2, 
Cy3, Cy5)を用いた蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳動(2D-DIGE)を行い、タンパク質
の網羅的発現変動量解析を行った。サルナシ果汁によって発現量が変動したタンパク質スポッ
トゲルを切り出し、質量分析装置(MALDI-TOF-MS/MS)を用いたペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法にてタンパク質の同定を行った。さらに同定したタンパク質の抗体を用いたウェスタ
ンブロッティング法を行った。 
 
(3)ドパミン作動性神経細胞死を抑制できる有効物質の精製と同定 
サルナシ果汁をヘキサン、酢酸エチル、メタノールを用いて有機溶媒抽出を行い、各抽出画分に
分画した。それぞれの抽出画分をドパミン作動性神経細胞である N27 細胞に 24 時間曝露した。
その後、0.1 mM 過酸化水素を 4時間曝露したのちに、細胞増殖アッセイ試験により、どの抽出
画分に細胞傷害性の抑制効果がみられるかを評価した。効果がみられた抽出画分について、アセ
トニトリル/水を移動相とした高速液体クロマトグラフフ(HPLC)により、さらなる分離とピーク
の分取を行った。分取したピーク画分を液体クロマトグラフ質量計(LC-MS/MS)を用いることで
解析し、データベースと比較することで化合物の同定を行った。 
 



 
４．研究成果 
(1) パーキンソン病モデルマウスを使用したサルナシ果汁による発症予防の評価 
MPTP 群では、コントロール群と比較して、ポールテスト、カタレプシーテスト、ビームウォー
クテストにおいて試験を完了するまでの時間が延長し、運動機能障害が見られた。一方でサルナ
シ果汁投与群では、MPTP 群と比較して有意に試験時間の延長が短縮され、コントロール群と同
程度になったことから運動機能の改善が認められた。また、TH 抗体を用いた免疫組織化学染色
法では、MPTP によって黒質組織における TH 陽性の細胞数が減少したが、サルナシ果汁の投与に
よって、MPTP 群と比較して TH 陽性細胞数が増加した。さらにウェスタンブロッティング法でも
TH の発現量は MPTP 群で減少し、MPTP+果汁投与群では、MPTP 群と比較して TH の発現量が増加
した。以上の結果より、サルナシを摂取することが MPTP が誘導する運動機能障害およびドパミ
ン作動性神経細胞の減少を軽減し、パーキンソン病の発症予防に効果を示す可能性が示唆され
た。 
 
(2) 二次元電気泳動法を用いたタンパク質の発現量解析 
コントロール群、MPTP 群、MPTP+サルナシ果汁投与群のマウスの脳組織から抽出したタンパク質
を 2D-DIGE 法によりタンパク質をスポットとして分離し網羅的発現量解析を行った結果、コン
トロール群と比較して MPTP 群で有意に発現量が変動したタンパク質スポットが 17 個あった。
このスポットのうちサルナシ果汁投与により発現量がコントロール群と同程度に改善されたス
ポットから3種類のタンパク質を同定した。同定されたタンパク質は、translation factor Guf1, 
mitochondrial (GUF1) 、 transcriptional activator protein Pur-alpha (PURA) 、
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）であった。さらに、これらのタンパク質
の抗体を用いたウェスタンブロッティング法での発現量変動解析においても、二次元電気泳動
の結果と同じ発現量変動の挙動を示したため、これらのタンパク質がパーキンソン病の発症予
防効果に関与する可能性が示唆された。 
 
(3) ドパミン作動性神経細胞死を抑制できる有効物質の精製と同定 
サルナシ果汁を有機溶媒によって抽出した画分を N27 細胞に投与し、過酸化水素による細胞傷
害性への抑制効果を評価した結果、酢酸エチル抽出、メタノール抽出、メタノール水抽出の画分
において、細胞死抑制効果が示された。このうち酢酸エチル抽出画分では、低濃度でも有効な抑
制効果がみられたため、HPLC にてさらなる分離・精製を行った。分離したピークを分取し、濃
縮後、細胞死抑制効果を検討したところ、複数のピーク画分で活性が認められた。これらのピー
ク画分を LC-MS/MS にて解析した結果、ポリフェノール類であることが明らかになった。さらに、
同定されたポリフェノール類の標準物質でも同様に細胞死抑制効果が示されたことから、これ
らの物質が、パーキンソン病の発症予防効果に関与する可能性が示唆された。以上の結果から本
研究によって、サルナシ果汁の経口摂取がパーキンソン病の発症予防効果や増悪抑制に寄与す
る可能性を見出し、その有効成分となりうる物質が明らかになった。 
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