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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病（以下PD）の原因遺伝子の一つであるVPS35のヒト由来培養細胞への過剰発
現系で、ミトコンドリアは分裂傾向にあることが蛍光顕微鏡を用いたライブイメージングで観察された。しかし、VPS3
5とミトファジーとの関連は明らかにはできなかった。以上からVPS35がミトコンドリアを形態調節することよりミトコ
ンドリア機能を維持している可能性があり、ミトコンドリアの形態制御破綻によるPD発症メカニズムが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I observed that mitochondrial fission was induced by VPS35 gene, one of 
Parkinson's disease (PD) causative gene, over-expression into human derived cultured cells using a 
fluorescence microscope live-imaging. However, I was not able to elucidate association between VPS35 and 
mitophagy. Based on these, I can consider that VPS35 regulates mitochondrial morphology and disruption of 
mitochondrial morphological regulation could lead to onset of PD

研究分野： パーキンソン病

キーワード： パーキンソン病　ミトコンドリア

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（以下 PD）は、発症原因が

何らかのミトコンドリア異常であること以

外はほとんど解明されておらず、根本的な治

療はない。PDは加齢に伴い罹患率は上昇し、

また運動機能障害を呈するため、超高齢化が

進む我が国では更なる患者人口の増大およ

びそれに伴う医療費・介護関連費用の増大が

危惧されており根本治療の開発が待たれる

状況である。そのためには、まず原因の解明

が第１である。近年、原因遺伝子の parkin と

PINK1 がミトコンドリアの形態を制御する

分裂・融合メカニズムやミトコンドリア機能

をオートファジー機構により制御するミト

ファジーに関与することが明らかにされて

おり 1,2、PD 発症原因に大きくかかわる可能

性が示唆されている。しかし、詳細は不明の

ままである。 

私は、これまで PD とミトファジーについて

の研究業績を持ち 2、かつミトコンドリアの

分裂・融合のメカニズムに関して第一線の研

究を行なっている University of California Los 

Angeles (UCLA) の van der Bliek 研究室に

2011-2013 年に留学し、ミトコンドリアの分

裂・融合の分子メカニズムとミトコンドリ

ア・ライブイメージングについて学び、当研

究計画は十分に実行可能なものである状況

であった。 
 
２．研究の目的 
上記背景からミトコンドリアの分裂・融合の

メカニズムおよびミトファジーとの関連を

parkin と PINK1 以外の PD 原因遺伝子

（ α-synuclein 、 LRRK2 、 GIGYF2 、 DJ-1 、

ATP13A2、PLA2G6、FBXO7、HtrA2/Omi、

NUCKS、VPS35、EIF4G1、GBA）との関連

について明らかにすることで、ミトコンドリ

ア形態制御からミトファジーへの経路のメ

カニズムをより明確にさせ、遺伝性 PD のみ

ならず孤発性 PD の病態解明にせまり、根本

治療開発へつなげることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)  遺伝性 PD の原因遺伝子のミトコンドリ

アの形態への影響を検討 

PD原因遺伝子を発症様式から常染色体優性、

常染色体劣性、その他、にわけて、ヒト由来

培養細胞へ遺伝子導入を行うことによりミ

トコンドリアの形態変化が生じるかどうか、

そしてミトファジーを制御するかどうかを、

生化学的手法によりアプローチした。 

具体的方法：ヒト由来培養細胞である HeLa

細胞等に、原因遺伝子のプラスミドを常染色

体優性遺伝形式の場合は過剰発現系（リポフ

ェクション法）で遺伝子を導入した。 

常染色体劣性遺伝形式の場合は siRNA によ

るノックダウン法と過剰発現系（リポフェク

ション法）で遺伝子を導入した。 

遺伝形式が明らかでないものは過剰発現系

（リポフェクション法）と siRNA によるノッ

クダウン法で遺伝子導入した。 

それぞれ、その後に蛍光顕微鏡を用いてライ

ブイメージングで３００個の細胞のミトコ

ンドリアの形態を観察し normal、tubular（融

合）、fragmented（分裂）に分類して定量評

価をそれぞれ行った。 

 

(2) ミトファジーとの関連の検討 

ミトコンドリアの分裂もしくは融合を生じ

させた遺伝子は候補遺伝子としてミトファ

ジーとの関連の有無を明らかにした。 

具体的方法：ヒト由来培養細胞である HeLa

細胞等に候補遺伝子を過剰発現後（リポフェ

クション法）にミトファジーの上流であるミ

トコンドリアの膜電位低下の有無を JC-1 染

色した後に蛍光顕微鏡を用いて100個の細胞

のミトコンドリアを定量評価した（ミトコン

ドリアが赤色の場合は膜電位低下なし、緑色

の場合は低下ありと評価した）。同様に候補

遺伝子導入と同時に EGFP-parkin のプラス

ミドも導入して parkin のミトコンドリアへの

移行の有無を 100 個の EGFP-parkin ポジテ



ィブ細胞を蛍光顕微鏡で観察し定量評価を

した。 
 
４．研究成果 

(1) PD の常染色体優性遺伝形式で発症する

原因遺伝子（α-synuclein, LRRK2, GIGYF2）す

べてにおいて、コントロールと比べどれもミ

トコンドリアの分裂をはじめとした形態変

化は見られなかった (図 1)。 

 

図 1 (単位は細胞の個数) 

 Normal Tubular Fragmented 

control 198 51 51 

α-synuclein 190 46 64 

LRRK2 210 44 46 

GIGYF2 194 50 56 

 

次に常染色体劣性遺伝形式で発症する原因

遺伝子（DJ-1, ATP13A2, PLA2G6, FBXO7）に

ついては siRNA によるノックダウン法のた

めの siRNA オリゴの質がどれも低く評価の

対象にすることができなかった。過剰発現系

においては、すべてにおいてコントロールと

比べミトコンドリアの分裂をはじめとした

形態変化は見られなかった (図 2)。 

 

図 2 (単位は細胞の個数) 

 Normal Tubular Fragmented 

control 186 66 48 

DJ-1 190 50 60 

ATP13A2 186 64 50 

PLA2G6 201 50 49 

FBXO7 193 52 55 

 

次に遺伝形式が明らかでない原因遺伝子

（HtrA2/Omi, NUCKS, VPS35, EIF4G1, GBA）

については siRNA によるノックダウン法の

ための siRNA オリゴの質がどれも低く評価

の対象にすることができなかった。過剰発現

系では VPS35 でコントロールと比べミトコ

ンドリア分裂を生じさせる傾向が確認され

た。VPS35 以外の遺伝子ではコントロールと

比べミトコンドリアの形態変化は見られな

かった (図 3,4)。 

 

図 3 (単位は細胞の個数) 

 Normal Tubular Fragmented 

control 210 43 47 

HtrA2/Omi 193 47 60 

NUCKS 217 51 33 

VPS35 177 21 102 

EIF4G1 201 52 47 

GBA 183 54 63 

 

図 4 (代表図) 
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以上から VPS35 はミトコンドリアを分裂さ

せる候補遺伝子と想定し次のステップを試

みた。 

 

（２）VPS35 の過剰発現によるミトコンドリ

アの膜電位低下 の有無をJC-1染色後に蛍光

顕微鏡で行ったが、コントロールと比べミト

コンドリアの膜電位低下は観察できなかっ

た (図 5)。 

 

 



図 5 (単位は細胞の個数) 

 赤（膜電位低

下なし） 

緑（膜電位低

下あり） 

Control 78 22 

Positive control 

(CCCP 投与後) 

25 75 

VPS35 73 27 

（CCCP: carbonyl cyanide  m-chlorophenyl- 

hydrazone は脱共役剤でミトコンドリア膜電

位を低下させる薬剤） 

 

次にVPS35の過剰発現によるparkinのミトコ

ンドリアへの移行の有無を蛍光顕微鏡で観

察したが、parkin の移行はコントロールと比

べても見られなかった (図 6)。 

 

図 6 (単位は細胞の個数) 

 parkin の 

移行あり 

parkin の 

移行なし 

Control 0 100 

Positive control 

(CCCP 投与後) 

84 16 

VPS35 0 100 

 

以上の結果から PD の原因遺伝子の一つであ

る VPS35 はミトファジーにまでは強く関連

しないものの、ミトコンドリアの分裂・融合

メカニズムの特に分裂を制御する分子であ

ることが明らかになった。よって孤発性にお

ける PD 発症のメカニズムにもミトコンドリ

アの形態制御機構の破綻が関わっている可

能性が示唆された。VPS35 は小胞輸送に関連

する分子と想定されており、また近年、小胞

輸送とミトコンドリアとそれらの品質管理

の関連も数多く報告されていることから、今

後も着目し更なる詳細なメカニズムの解明

が重要であり課題であると考えた。VPS35 と

ミトコンドリア分裂および神経細胞死まで

の経路の詳細なメカニズムを培養細胞レベ

ルで明らかにできた後はマウスモデルを用

いた実験系までつなげられ、PD 根本治療開

発へもつながる可能性があると考えた。 
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