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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病はドパミン(DA)神経死を来す神経変性疾患である．しかし，なぜDA神経に病
態が生じるのかよく分かっていない．我々はDAとαシヌクレイン（asyn）の相互作用と細胞毒性について検討した．Te
tOFFシステムを用い，PC12細胞でasyn発現細胞（変異体を含む）を確立した．asynの発現は細胞脆弱性をもたらしたが
，チロシン水酸化酵素阻害をすると脆弱性が抑制されたことから，asyn毒性はDA代謝と関係があると考えられた．さら
にasynにはDA存在下にてMet酸化修飾があること，その主要ターゲットとして127番Metが重要と考えられ，周辺アミノ
酸配列はこの修飾を促進していると考えられた．

研究成果の概要（英文）：　Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the 
selective loss of dopamine (DA) neurons. However, it is not well understood why PD-related pathogenesis 
occurs in DA neurons. We investigated the interaction between DA and a-synuclein (asyn) with regard to 
cytotoxicity. We generated PC12 cells expressing human asyn, as well as several asyn mutants using a 
Tet-OFF system. Overexpression of wildtype asyn decreased cell viability in long-term cultures, while an 
inhibitor of tyrosine hydroxylase blocked this vulnerability, suggesting that asyn-related cytotoxicity 
is associated with DA metabolism. The vulnerabilities of all mutant cell lines were lower than that of 
wildtype asyn-expressing cells. Moreover, asyn containing DA-mediated oxidized methionine (Met(O)) was 
detected in our cell lines. Met(O) was lower in methionine mutant cells, especially in the M127A mutant 
cells. Moreover, Y125 and S129 may act as enhancers of this DA-related modification of asyn.

研究分野： 神経内科学

キーワード： パーキンソン病　α-synuclein　ドパミン　カテコールアミン　メチオニン
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１．研究開始当初の背景 
  PD の病態の最大の特徴として，（i）DA 神
経の選択的細胞死，（ii）DA 神経中 Lewy 小
体形成の 2 点が挙げられる．申請者はこれら
の特徴を解析し，これまでに DA 神経特異的
な分子病態として，DA 存在下におけるαsyn
発現細胞の潜在的脆弱性（Ito, Neurosci Res 
2010），タンパク質の易凝集性（Yoshimoto, 
FEBS Lett 2005，Nakaso, Brain Res 2004）
などの報告をしてきた．この一連の継続的な
研究の中で，後述する PC12-αsyn-TetOFF
細胞を確立した．この細胞はαsyn 発現量と
DA をはじめとするカテコールアミン代謝を
同時にコントロール出来るモデル細胞であ
り，PD 病態を研究するにあたって極めて有
用なツールである． 
αsyn は Lewy 小体の主要構成成分であり，
家族性 PD の原因遺伝子（PARK1,PARK4）
でもある．αsyn は DA 神経では毒性に，非
DA 細胞では保護的に働くという報告があり，
さらにαsyn は C 末端近くのリン酸化やニト
ロ化により可溶性オリゴマー形成が促進さ
れ，細胞毒性に働くことが知られ 
ている．実際，申請者が確立した PC12-α
syn-TetOFF 細胞でも DA 依存的な細胞毒性
を示しており，αsynがPDの病態の中で「DA
神経に特異的な細胞脆弱性」の特徴付けに重
要な役割を果たしていることはもはや疑い
のない事実である． 
 しかし，リン酸化など一般的なαsyn の翻
訳後修飾はよく研究されているにも関わら
ず，DA 神経特異的な翻訳後修飾についての
研究はほとんど行われていない．申請者はこ
れまでに，DA 存在下においてその酸化産物
であるキノン体が，αsyn の特定のメチオニ
ン残基を酸化（スルホキシド化）し，DA 神
経の脆弱性と極めて密接に関係しているこ
とを明らかにした．さらに最近の初期検討で，
この病的修飾がαsyn だけでなく種々のタン
パク質の易凝集性とも関与していることが
明らかとなりつつある． 
 αsyn の研究において，翻訳後修飾につい
てはこれまで，リン酸化，ニトロ化，糖鎖修
飾などが注目されてきた．しかし，これらは
DA 神経特異的な現象とは限らない．本研究
では PD 病態の最も重要な「DA 神経の選択
的細胞死，DA 神経における Lewy 小体形成」
という点に改めて注目し，DA 神経の持つ潜
在的特殊性とαsyn との接点（特に DA 酸化
産物キノン体によるαsyn の Met(O)修飾）を
明らかにするものである． 
 

２．研究の目的 
 パーキンソン病（PD）の病態の中で，選択
的細胞死や Lewy 小体形成がなぜドーパミン
(DA)神経特異的に生じるのか，いまだに十分
理解されてはいない．申請者は最近，DA 存
在下におけるαシヌクレイン (αsyn)の細胞
毒性・易凝集性誘発の機序として，αsyn 内
の特定のメチオニン残基が酸化修飾され，メ
チオニンスルホキシド(Met(O))となることが
重要であることを示した．本研究ではMet(O)
修飾αsyn 抗体を作製し，それを用いて DA
神経特異的な病態を生化学的・病理学的に解
析する．また Met(O)が可逆的である点に注
目し，既存薬剤や競合ペプチド，ポリフェノ
ール等による Met(O)修飾抑制に関する研究
を行い，DA 神経に特異的な細胞死を回避す
るための知見を蓄積し，PD 治療・予防の新
規ターゲットを確立する． 
 
３．研究の方法 
  本研究の重要なテーマは「DA 神経特異的
なαsyn 修飾」の意義を明らかにすることで
あり，前半に DA 存在下におけるαsyn の毒
性機序の詳細検討，その知見に基づく細胞保
護の検討を中心に行う．特に，(1)細胞レベル
でのαsyn の Met(O)修飾詳細検討（細胞脆弱
性・易凝集性との関連を含めて）， (2) 競合
ペプチドやキノン消去物質による治療法開
発の細胞レベルでの基礎研究，(3)抗 Met(O)
αsyn 抗体の作製，の 3 点に重点を置く．後
半は（4）モデル動物を用いた個体レベルで
の検討を行う．その際に，遺伝子改変とレセ
ルピン投与による細胞内 DA 過剰状態の誘発
を組み合わせることにより，本課題の主要テ
ーマ「DA 神経特異的なαsyn 修飾」の意義
を検討する．さらに（5）Met(O)αsyn 抗体
による生化学的・病理学的検討（剖検脳など）
を行う． 
 
４．研究成果 
(1)細胞レベルでのαsyn の Met(O)修飾詳細
検討および細胞脆弱性・易凝集性との関連 
 まず in vitro で，(a) αsyn と DA(あるい
はその酸化体 DA キノン)が interaction する
こと，(b)αsyn と DA の interaction にはα
syn の C 末端付近 125YEMPS129 の配列が
重要であることが明らかとなった． 
 次にカテコールアミン代謝を有する PC12
細胞を用い，かつ薬剤（テトラサイクリン，
ドキシサイクリン）によりαsyn 発現を調節
できる PC12-αsyn-TetOFF 細胞を確率した．
野生型αsyn 発現株では DA 代謝存在下にお



いて細胞脆弱性を示したが，Met 残基の変異
体M127AおよびM116A/M127Aは脆弱性を
示さなかった（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 の説明 

A: αsyn 野生型，M116A，M127A，M116A/M127A 各

変異型発現株の確立．B-E: 野生型および M116A 変異型

発 現細胞は 細胞 生存率が 低下 するが， M127A, 

M116A/M127A 変異体発現株では生存率低下がみられ

ない． 

 
 また，DA 代謝存在下ではαsyn のメチオ
ニンが酸化されている事を見出した．M127A
変異体では Met(O)が激減することから，127
番 Met が酸化修飾の主要ターゲットであり，
Y125D，S129A 変異体でも Met(O)が減少す
ることから，125 番チロシン，129 番セリン
残基は 127 番 Met の酸化を促進すると考え
られた（図 2）． 
 
 

 
 
図 2 の説明 

αsyn 抗体を用いた免疫沈降，抗 Met(o)抗体を用いた酸

化 Met 含有タンパク質の検出．A: DA 存在下でαsyn は

Met(O)を含有しているが，DA 代謝抑制下では検出され

ない．B および C: M127A，Y125D, S129A 各変異体

では DA 存在下であっても Met(O)含有量が低下する． 

 

(2) 競合ペプチドやキノン消去物質による治
療法開発の細胞レベルでの基礎研究 
DA 代謝存在下におけるαsyn 毒性を，クロ
ロゲン酸，メラトニン，YEMPS ペプチドが

軽減することを見出した． 
この細胞保護効果はクロロゲン酸について
は DA キノンの消去，メラトニンは DA キノ
ン消去および受容体を介したシグナル伝達，
YEMPS は DA キノンをデコイ的に消費させ
るためにもたらされると考えられた． 
 
(3)抗 Met(O)αsyn 抗体の作製 
ファージディスプレイ法を用い，YEM(O)PS 配
列を得意的に認識するを抗 Met(O)αsyn 抗
体の作製を試みた．2 つの候補抗体クローン
が得られたが，その後の詳細な検討の結果，
今後の研究に使用できる条件を満たしてい
ないことが判明し，失敗に終わった． 
 
(4)個体モデルを用いた検討 
上記抗体が得られなかったため，検討の方針
を変更し，Met(O)の還元酵素 MsrA，MsrB
の脳内分布と，DA/αsyn の関係を検討した． 
ウエスタンブロッティング，免疫染色による
検討により，マウス黒質，線条体，嗅球など
DA 代謝が存在する領域における神経細胞に
MsrA，MsrB が高発現していることを見出し，
潜在的に DA 代謝存在下ではタンパク質中の
Met 残基が酸化されており，防御的に MsrA
やMsrBが高発現していることが予想された． 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
図 3 の説明 

TH 活性が高い（カテコールアミン代謝が活発な）脳部

位において MsrA，MsrB が高発現している 

 

 また，培養細胞 DA 存在下において，MsrA
とαsyn が結合しており，一方で DA 代謝抑
制時にはその結合が極端に減少することを
明らかにした．今後，患者脳における細胞内
αsyn/MsrA の共局在およびレビー小体の染
色性の検討を行う予定である． 
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