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研究成果の概要（和文）：Omi/HtrA2 の標的蛋白質である XIAP の免疫活性が、パーキンソン病

患者脳内の Lewy 小体に存在し、Omi/HtrA2 と共存していることを確認した。さらにパーキン

ソン病患者脳内における apoptosome 関連蛋白質の免疫組織化学的検討にて、cytochrome c、
Apaf-1、caspase-9 が Lewy 小体に存在し、パーキンソン病患者脳内で caspase-9 が切断され、活

性化していることを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：We confirmed that Lewy bodies were immunoreactive for XIAP, 
which is negatively regulated by Omi/HtrA2, and that XIAP and Omi/HtrA2 
immunoreactivity were co-localized to Lewy bodies. Our research focused on 
apoptosome-related proteins demonstrated the immunohistochemical localization of 
cytochrome c, Apaf-1 and caspase-9 in Lewy bodies. We also found that cleaved caspase-9 
immunoreactivity was localized to Lewy bodies, suggesting that caspase-9 may be activated 
in brains from patients with Parkinson’s disease.    
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
22 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 
23 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 
24 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    
  年度    

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 
 
 
研究分野：医学 
科研費の分科・細目：神経科学 
キーワード：Omi/HtrA2、パーキンソン病、ミトコンドリア、アポトーシス、XIAP 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 神経変性疾患は、特定の神経細胞が緩徐
進行性に変性・脱落していく未だ原因不明の
神経難病である。パーキンソン病は、中脳黒
質のドーパミン作動性ニューロンの選択的
な脱落と残存神経細胞内に形成される封入
体（Lewy 小体）を特徴とし、アルツハイマ
ー病と並ぶ代表的な神経変性疾患である。パ
ーキンソン病は、特有の運動障害に加え、認

知機能低下や自立神経障害など多彩な症状
を呈し、有病率も比較的高いために、高齢化
社会を迎えたわが国において、その病態解明
と根本的治療法の確立は焦眉の急な課題と
なっている。 
 
(2) Omi/HtrA2の399番目のアミノ酸の点変異
が孤発性パーキンソン病の一部の患者で観
察され、141 番目の多型がパーキンソン病発
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症のリスク因子であることが確認され
（Strauss KM, et al. Hum Mol Genet 14:2099- 
2011; 2005）、Omi/HtrA2 は、パーキンソン病
の 13 番目の原因遺伝子（PARK13）として注
目されている。パーキンソン病類似の症状を
呈する自然発症マウス mnd2 が、Omi/HtrA2
の蛋白分解活性を喪失する点変異によるこ
とが判明し（Jones JM, et al. Nature 425:721- 
727; 2003）、さらに Omi/HtrA2 ノックアウト
マウスにおいて、線条体ニューロンの特異的
な変性を生じ、パーキンソン症状を呈して死
亡することが確認された。（Martins LM, et al. 
Mol Cell Biol 24:9848-9862; 2004）これらの事
実から、Omi/ HtrA2 は、ミトコンドリア外で
は細胞死を誘導するが、ミトコンドリア内で
は細胞の生存維持に必要な蛋白質であり、パ
ーキンソン病脳内においては、Omi/HtrA2 の
機能異常が生じているものと推測されてい
るが、不明な点が多い。我々は、Omi/HtrA2
に特異的な抗血清を用いた免疫組織化学的
解析にて、パーキンソン病患者剖検脳の残存
神経細胞内の Lewy 小体における Omi/HtrA2
の 強 い 免 疫 活 性 の 存 在 を 確 認 し た 。
（Kawamoto Y, et al. J Neuropathol Exp Neurol 
67:984-993; 2008）これはパーキンソン病脳内
の重要な封入体にOmi/HtrA2が異常に蓄積し
ていることを意味し、Omi/ HtrA2 がパーキン
ソン病の病態に重要な関わりを持っている
ことを示唆する実験結果である。 
 
(3) 以前我々の研究グループは、パーキンソ
ン病や Lewy 小体型認知症の Lewy 小体に 14- 
3-3 蛋白が存在することを免疫組織化学的に
発見し、その後の研究にて、他施設の研究成
果も含まれるが、14-3-3 蛋白が家族性パーキ
ンソン病の原因遺伝子産物である α-synuclein 
（PARK1）と Parkin（PARK2）の両方に結合
し、両者を機能的に結び付ける重要なシャペ
ロン蛋白であるという事実の解明にまで発
展することができた。今回は、Lewy 小体に
存在することが明らかとなったOmi/HtrA2に
注目し、Omi/HtrA2 のパーキンソン病におけ
る役割を明らかにするために、研究計画を立
案した。 
 
２．研究の目的 
(1) パーキンソン病以外にも、Lewy 小体型認
知症や多系統萎縮症のニューロンおよびオ
リゴデンドロサイトの封入体に広範囲に α- 
synuclein が蓄積している。我々は、これらの
封入体に Omi/HtrA2 が集積し、α-synuclein と
共存していることを免疫組織化学的に確認
した。この結果より、ミトコンドリアの機能
異常が生じ、ミトコンドリアから細胞質に放
出された Omi/HtrA2 が、α-synuclein に結合し
て、その凝集を促進し、封入体形成に関与し
ている可能性がある。Omi/HtrA2 は、アポト

ーシス阻害蛋白質を基質として切断する機
能も報告されているので、α-synuclein に単に
結合するだけではなく、切断する可能性もあ
る。この場合は、Omi/HtrA2 によって切断さ
れた α-synuclein の凝集性が亢進し、オリゴマ
ーとして集積し、その結果として Lewy 小体
形成が促進しているという仮説も考えられ
る。これらの仮説を立証するために、パーキ
ンソン病患者剖検脳、α-synuclein 発現培養細
胞、α-synuclein トランスジェニックマウスを
用いて、α-synuclein と Omi/HtrA2 の相互作用
に関して、免疫組織化学的よび生化学的に解
析することを計画した。 
  
(2) 家族性パーキンソン病の原因遺伝子産物
である PINK（PARK6）の存在下で、Omi/HtrA2
がリン酸化されることが報告され、PINK1 が
Omi/HtrA2 の上流に位置することが示唆され
ている。（Plun-Favreau H, et al. Nature Cell Biol 
9:1243-1252; 2007）一方、PINK1 は、Parkin
の上流に位置していることも示され（Park J et 
al. Nature 441:1157-1161; 2006, Clark IE, et al. 
Nature 441:1162-1166; 2006）、最近では、Omi/ 
HtrA2 が Parkin の E3 ユビキチンリガーゼ活
性を不活化することも報告されている。（Park 
HM, et al. Biochem Biophys Res Commun 
387:537-542; 2009）これらの結果より、パー
キンソン病脳内で機能異常を生じたミトコ
ンドリアより細胞質に放出された Omi/HtrA2
が、Parkin のユビキチンリガーゼ活性を阻害
し、異常蛋白質の蓄積を促進している可能性
がある。この仮説を立証するために、パーキ
ンソン病患者剖検脳における両蛋白質の局
在、Parkin ノックアウトマウス脳における
Omi/HtrA2 の変化、Parkin の基質である Pael
受容体過剰発現培養細胞における Parkin と
Omi/HtrA2 の共発現の影響を免疫組織化学的
および生化学的に検討することを計画した。 
 
(3) 細胞質内で産生された Omi/HtrA2 はミト
コンドリア内に転送されるが、Hax1 と Parl
がミトコンドリア内で共同して、Omi/HtrA2
の活性化に関与していることと、Omi/HtrA2
が正常に活性化されなければ、ミトコンドリ
ア外膜に Bax が蓄積し、アポトーシスによる
細胞死が誘導されることが報告されている。
（Chao JR, et al. Nature 452:98-102; 2008）これ
らの事実より、パーキンソン病患者脳内では、
ミトコンドリア異常により、Omi/HtrA2 がミ
トコンドリア内で Hax1 と Parl により正常に
活性化されず、アポトーシスによる神経細胞
死が生じている可能性がある。この仮説を立
証するために、パーキンソン病患者剖検脳に
おける Hax1 や Parl と Omi/HtrA2 の位置的関
係やOmi/HtrA2ノックアウトマウス脳内にお
ける Hax1 や Parl および Bax など他のアポト
ーシス関連蛋白質の局在と変化を免疫組織



 

 

化学的および生化学的に解析することを計
画した。 
 
３．研究の方法 
パーキンソン病脳内でミトコンドリアの機
能障害が生じ、(1)ミトコンドリアから過剰に
放出されたOmi/HtrA2が α-synucleinの凝集と
蓄積および Lewy 小体の形成に関与している
という仮説、(2)ミトコンドリアから過剰に放
出されたOmi/HtrA2が Parkinのユビキチンリ
ガーゼ活性を阻害し、異常蛋白質の蓄積を促
進させ、神経細胞死を誘発しているという仮
説、(3)ミトコンドリア内でOmi/HtrA2がHax1
と Parl により正常に活性化されず、ミトコン
ドリア外膜における Bax の蓄積を生じ、アポ
トーシスによる神経細胞死を誘発している
という３種類の仮説を立て、ヒト剖検脳・培
養細胞・モデルマウスを用いて、免疫組織化
学的および生化学的に解析を進めていくこ
とを計画した。 
 
(1) α-synuclein と Omi/HtrA2 に関する研究 

我々は、パーキンソン病患者剖検脳内の
Lewy 小体における α-synuclein と Omi/HtrA2
の共存を、免疫組織化学的に蛍光二重標識法
にてすでに確認しているが、さらに免疫電顕
法を用いて解析を進めていく。この手法を用
いて、Omi/HtrA2 が、Lewy 小体のどの部分に
存在し、Lewy 小体内において α-synuclein と
どのような位置関係になっているのかを、超
微形態的に明らかにする。次に、標識した
α-synuclein と Omi/HtrA2 を培養細胞に発現さ
せて、細胞内における両者の局在の相違や封
入体様の構造物の形成の有無を、蛍光標識し
た抗体を用いて共焦点レーザー顕微鏡下で
観察する。そして、培養細胞における両蛋白
質の結合の有無を、免疫沈降法にて確認する。 
さらに、野生型およびA53T変異型α-synuclein
を過剰発現させたトランスジェニックマウ
ス脳内の Omi/HtrA2 の変化を、免疫組織化学
的手法を用いて解析する。マウス脳内におい
て、α-synuclein が蓄積している構造物に、内
在性のマウスOmi/HtrA2が共存しているかど
うかに注目しながら、症状発症前の早期から
発症後の末期まで継時的に検討していく予
定である。 
 
(2) Parkin と Omi/HtrA2 に関する研究 
すでに Parkin が Lewy 小体に存在すること

は報告されているが、パーキンソン病脳内に
おける ParkinとOmi/HtrA2の解剖学的な位置
関係は不明である。蛍光二重標識法にて、パ
ーキンソン病患者剖検脳の中脳と線条体に
おける両者の局在を、免疫組織化学的に比較
検討する。次に、Parkin ノックアウトマウス
脳におけるOmi/HtrA2の局在と変化を免疫組
織染色法にて検討し、量的な継時的変化を

Western blot 法にて解析する。ユビキチンリガ
ーゼである Parkinの基質蛋白質の一つにパエ
ル受容体があり、パエル受容体を過剰発現さ
せた培養細胞の細胞死が、Parkin の過剰発現
で抑制されることが報告されている。このよ
うな培養細胞に、Omi/HtrA2 をさらに過剰発
現させて、パエル受容体の蓄積を伴う小胞体
ストレスによる細胞死が誘導されるどうか
も検討する 
 
(3) Hax1 や Parl と Omi/HtrA2 に関する研究 
パーキンソン病患者脳における Hax1 と

Parl の局在と変化に関しては今のところ報告
がない。パーキンソン病患者剖検脳内の中脳
と線条体における Hax1 と Parl の免疫組織化
学的局在を、正常例と比較して検討する。そ
して、同部位での Hax1・Parl と Omi/HtrA2
との関係を蛍光二重標識法にて解析する。さ
らに、Omi/HtrA2 ノックアウトマウス脳内の
おける Hax1 と Parl の局在と変化を免疫組織
染色にて検討し、量的な継時的変化を Western 
blot 法にて解析する。 
 
(4) その他の研究  
 神経変性疾患脳内に形成される封入体は、
異常な蛋白質を閉じ込めることによって、細
胞に対して防御的に働いているという考え
方もある。ミトコンドリアから細胞質に放出
された Omi/HtrA2 は、アポトーシスの進行を
促進するので、Lewy 小体が積極的に Omi/ 
HtrA2 を取り込んで、細胞死を防いでいると
いう可能性も考えられる。この場合は、Omi/ 
HtrA2 と同様に、ミトコンドリアから放出さ
れるアポトーシス誘導因子である Smac/ 
DIABLO も取り込まれている可能性が高く、
Lewy 小体における存在の有無をパーキンソ
ン病患者の剖検脳を用いて、免疫組織化学的
に検討する。そして、これらのアポトーシス
誘導因子の標的となる XIAP などのアポトー
シス阻害蛋白質および細胞死の実行に関わ
る cytochrome c、Apaf-1、caspase-9 など
apoptosome の構成成分やその下流の caspase
経路の変化を、パーキンソン病患者剖検脳を
用いて免疫組織化学的に解析する。さらにパ
ーキンソン病患者剖検脳のホモジェネート
を用いて、これらのアポトーシス関連蛋白質
の量的な変化を、Western blot 法で検討する。 
 
４研究成果 
(1) 我々は、パーキンソン病・Lewy小体型認
知症・多系統萎縮症の患者脳で、α-synuclein
陽性の封入体にOmi/HtrA2が存在しているこ
とを確認したが、Omi/HtrA2とα-synucleinの相
互作用に関しては今のところ不明である。
Omi/HtrA2とparkinとの関係も新たな知見は今
のところ得られていない。A53T変異型α- 
synucleinトランスジェニックマウスやparkin



 

 

ノックアウトマウスの脳内のOmi/HtrA2の変
化の解析は継続中である。 
 
(2) 次に我々は、Omi/HtrA2の標的蛋白質であ
るXIAPに注目し、パーキンソン病患者脳内に
おけるXIAPの局在を免疫組織化学的に解析
し、Lewy小体おいてOmi/HtrA2とXIAPが共存
していることを確認した。XIAPがOmi/HtrA2
とともにLewy小体に取り込まれることによ
り、XIAPの抗アポトーシス作用が抑制されて
いるという仮説を立てた。 
 
(3) この仮説を立証するために、cytochrome c、
Apaf-1、caspase-9に対する各種抗体を用いて、
パーキンソン病患者脳内のカスパーゼ依存性
アポトーシスの変化を免疫組織化学的に検討
した。抗cytochrome c抗体、抗Apaf-1抗体、抗
caspase-9抗体でパーキンソン病患者の中脳黒
質のLewy小体が強く染色された。Apaf-1と
caspase-9 の免疫活性は主として halo に、
cytochrome cの免疫活性は主としてcoreあるい
はその周辺部に観察された。2種類の抗体を用
いて、cleaved caspase-9免疫反応もLewy小体に
存在することを確認した。さらにパーキンソ
ン病患者の中脳において、cleaved caspase-9免
疫活性は、CD68陽性のミクログリアにも存在
することも確認した。活性化されたcaspase-9
は、下流のエフェクターであるcaspase-3や
caspase-7を活性化し、アポトーシスを促進す
ることが知られている。パーキンソン病患者
の中脳黒質では、イニシエーターである
caspase-9がニューロンやミクログリアで活性
化され、ドパミン作動性ニューロンの細胞死
に関与している可能性がある。 
 
(4) 正常例とパーキンソン病患者の中脳黒質
におけるHax-1やParlの免疫活性に相違ははっ
きりせず、現在解析を継続中である。 
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