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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)は脳内にαシヌクレイン(AS)蛋白凝集体を形成する。PD患者の脳で小胞
体内カルシウム安定化機構であるTRPC1カルシウムチャネルの発現が低下していることが知られており、PDモデル細胞
にて解析を行った。培養細胞PC12を用いてヒトAS蛋白を過剰発現できる系を構築しTRPC1とASとの関連性を調査した。
まずミトコンドリア神経毒で細胞を刺激したところTRPC1蛋白の発現が抑制された。AS発現はこのTRPC1チャネルの発現
量に影響しなかったが、阻害剤にてTRPC1チャネルを抑制した条件ではAS関連性の細胞死が誘導されたためTRPC1チャネ
ルはASの上流シグナルにあると推察された。

研究成果の概要（英文）：The endogenous store-operated calcium entry (SOCE) mechanism via TRPC1 channel is 
important to the maintenance of endoplasmic reticulum function. In recent years, a decreased expression 
level of TRPC1 was shown in the autopsied brain of Parkinson's disease (PD) patients. In addition, 
α-synuclein (AS) is also known to have cytotoxicity to the dopaminergic cells in PD.
We investigated the association between SOCE mechanism and AS pathology. We constructed PC12 cell line 
which overexpressed human AS. The expression level of TRPC1 was decreased by stimulation of mitochondrial 
stressors. Overexpression of human α-synuclein did not affect the TRPC1 suppression seen in 
mitochondrial stressor exposures. Meanwhile, TRPC1 inhibitor increased α-synuclein cytotoxicity.
According to these results, it is considered that mitochondrial stressors causes dysfunction of SOCE by 
inhibition of TRPC1 expression, and TRPC1 inhibition may lead to enhance the α-synuclein cytotoxicity.

研究分野： 神経内科学、神経分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病は，動作緩慢，筋強剛，

振戦，姿勢反射障害などの症状を呈する
難治性の神経変性疾患である．少数の家
系に遺伝が確認されているが，大部分は
孤発例であり，高齢者に発症するために
加齢性変性との関連が考えられる．病理
所見として，黒質ドパミン神経や橋青斑
核などに封入体であるレビー小体が出現
し，神経細胞脱落がみられる特徴がある．
αシヌクレイン蛋白は常染色体優性遺伝
性パーキンソン病である PARK1 あるいは
PARK4 の原因遺伝子産物であり，同時に
レビー小体の主要構成成分であり，ドパ
ミン神経における細胞死へも関与してい
ることが報告されている． 
しかし，如何なる機序でレビー小体形

成が起こり，ドパミン神経細胞死が誘発
されるのか，その機序については未だ不
明な点が多い．ただ，パーキンソン病全
体では孤発例が多いこともあり，αシヌ
クレインに加齢や，飢餓，酸化ストレス，
ミトコンドリアストレス，小胞体ストレ
スといった細胞環境ストレスが２次的に
加わることによって，少量のタンパク質
であっても凝集しやすくなるものと考え
られてきている． 
申請者はこれまでに，パーキンソン病

モデルとして，ドパミン細胞である PC12
培養細胞に，野生型ヒトαシヌクレイン，
変異型αシヌクレイン，野生型ヒトβシ
ヌクレインを，それぞれテトラサイクリ
ン調節機構によって過剰発現できる細胞
系を構築してきた．その解析の結果，α
シヌクレイン過剰発現下では，長期培養
や小胞体ストレス，ミトコンドリアスト
レスなどの各種ストレッサーに脆弱にな
ることが確認された．また，小胞体スト
レス下ではαシヌクレインの重合化が促
進される現象も確認されたが，その一方
で，過剰なαシヌクレインは小胞体-ゴル
ジ輸送を阻害することも示した（S.Ito, 
et al. Neuroscience Research. 2010.）． 
パーキンソン病の病態において，ミト

コンドリアや小胞体機能不全，ユビキチ
ン・プロテアソーム機構（UPS）破綻など
のそれぞれが原因のひとつとして考えら
れるが，それらの関連性についての明確
な結論はついておらず，一連の障害を結
び付ける病態の解明は必須であると考え
る．近年，パーキンソン病における小胞
体機能障害において Transient receptor 
potential channel 1 (TRPC1)カルシウム
チャネル機能不全からの endogenous 
store-operated Ca2+ entry (SOCE)機構
破綻が存在することが報告されている
(Selvaraj S, et al. J Clin Invest. 
2012)．ただ，SOCE 機構破綻とαシヌク
レイン蛋白との関連については未だ解明

されていない状況である． 
 
 

２．研究の目的 
 
SOCE 機構は Ca2+透過型イオンチャネ

ルであるTRPC1チャネルを介したCa流入
の調節により小胞体内 Ca 蓄積の安定化
に働く機構である．この SOCE 機構は，神
経毒の刺激により TRCP1 チャネルのダウ
ンレギュレーションを介してその機能低
下を起こすとされている．SOCE とαシヌ
クレイン蛋白との関連については未だ解
明されていない状況であり，本研究では
αシヌクレイン重合と SOCE 機能障害と
の関連に注目し，研究を行うこととした．  
 
 
３．研究の方法 
 
1)MPTPやロテノンといった薬剤性パーキ
ンソン病モデルに使用される薬剤を用い
て，細胞死の評価と，薬剤の条件設定を
行う．αシヌクレイン蛋白はテトラサイ
クリン過剰発現系で調節発現が可能であ
るため，αシヌクレインの発現/非発現時
において MPTP やロテノンなどの細胞死
誘導薬剤の投与条件も決定する． 
 
2)その条件下での SOCE 機構の評価を行
う．また，細胞内 Ca 流入に伴い，細胞内
pHの変化などが影響することが予想され
るため，細胞内 Ca 流入，細胞内 pH の動
態を各条件下にて経時的に検討する． 
 
3)各オルガネラ障害，SOCE 機構などにつ
いてαシヌクレイン過剰発現下での変化
を観察し，αシヌクレイン重合化との関
連を調べる． 
 
4)TRPC1 チャネルアゴニストなどの細胞
保護効果を検討し，細胞内 Ca 流入や細胞
内 pH 変化といった観点から細胞死抑制
効果をもつ物質を探索する．  
 
 
４．研究成果 
 
1)テトラサイクリン調節系にαシヌクレ
インを過剰発現する PC12 細胞を用いて
検討した。パーキンソン病モデルとして
使用される MPTP やロテノン，レセルピン，
6-OHDAなどの神経毒と培地投与した状況
での細胞死を MTT 法にて検討した.その
結果，いずれの神経毒を投与した場合で
も，αシヌクレインを過剰発現している
状態のほうが有意に細胞死を誘導してい
た(図 1)． 



 
 
2)同様の神経毒を投与した条件において，
ウェスタンブロット法にて TRPC1 タンパ
クの発現を確認したところ，Rotenone と
MPTPではTRPC1の発現が抑制されていた
(図 2)．しかし、Reserpine では TRPC1 発
現は抑制されなかった。また、Rotenone
とMPTPでみられたTRPC1の発現抑制につ
いて，ヒトαシヌクレインの過剰発現は
影響を与えていなかった． TRPC1 が抑制
される病態はヒトαシヌクレインが毒性
をもつ病態の上流にある病態であると推
察された． 

 
 
3)TRPC1 の抑制がαシヌクレイン毒性の
上流にある病態かどうかを検討するため，
次にTRPC1の阻害剤であるSKF96365を投
与した状態でαシンクレインの関連性を
MTT 法にて評価した．その結果，5μM と
20μM の SKF96365 を投与した条件では，
αシヌクレインの非発現条件(Tet-On)に
比較して発現条件(Tet-Off)で，それぞれ
7.2%，10.2%の生存率低下が確認された
(図 3)．この細胞死解析の観点からは，
TRPC1 阻害はαシヌクレインに関連した
細胞障害性を増強させていることが予想
された．この機序の詳細はまだ不明であ
るが，細胞内 Ca や酸塩基平衡，αシヌク
レインの重合化などの病態が関与してい
ることが推測されるため，現在解析を進
めている状況である．  
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