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研究成果の概要（和文）：多系統萎縮症発症の遺伝的要因として見出されたCOQ2遺伝子変異について，ミトコン
ドリアの酸化的リン酸化機能を，フラックスアナライザーを用いて定量的に解析する方法を開発した．COQ2遺伝
子を欠損する酵母細胞に，変異ヒトCOQ2 cDNA を導入し，フラックスアナライザーにより，酸素消費を測定し
た．孤発性多系統萎縮症に関連する V393A変異，家族性多系統萎縮症で病原性変異として見出されているM128V
について，これらの変異が有意にCOQ2の機能障害をもたらすことを確認し，本疾患のsurrogate markerとして活
用できることを示した．

研究成果の概要（英文）：In our previous studies, we found that COQ2 mutations are associated with 
familial as well as sporadic multiple system atrophy (MSA). To quantitatively evaluate the altered 
functions of COQ2 coding for an enzyme in the biosynthesis of CoQ10, we measured oxygen consumption 
rates (OCR) of yeast harboring mutant human COQ2 cDNA employing a Flux Analyzer. We prepared mutant 
yeast with a deletion of yeast COQ2 gene. We then transformed the yeast with mutant human COQ2 cDNA,
 and measured the OCRs of these yeast strains. We demonstrated that OCRs of yeast harboring V393A, a
 susceptibility variant for sporadic MSA, or M128V, a causative mutation for familial MSA, are 
significantly decreased. The results suggest that OCR measurement may be utilized as a surrogate 
marker for MSA.  

研究分野：神経内科学，分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
多系統萎縮症 (multiple system atrophy, 

MSA) は自律神経症状に加えて，パーキンソ
ニズム，小脳失調等を呈する神経変性疾患で
ある．MSAは，オリゴデンドログリアに細
胞質内封入体(glial cytoplasmic inclusion, 
GCI) を認めることが本疾患に特異的な病理
学的所見として知られている．MSAは，大
部分孤発性であるが，一部に，多発家系が認
められる．  
 日本人においては，約 12,000人の患者が
いると推定され，平均発症年齢は 57歳程度
と考えられている．臨床病型はパーキンソニ
ズム主体のMSA-Pと小脳失調主体の
MSA-Cに分けることができる．欧米では
MSA-PがMSA-Cより 2.1-2.6倍程度多いと
考えられているが，日本ではMSA-Cが
2.1-2.8倍程度多いと考えられ，民族差が観察
されることが特徴である．このことはその発
症に遺伝的な背景が関連している可能性を
示している． 
 MSAの特徴的な病理学的所見である GCI
は，α-シヌクレインが主成分であることが見
出されている．α-シヌクレインは，シナプス
前末端に存在しており，シナプス小胞からの
神経伝達物質の放出に関与していると考え
られている．パーキンソン病とレビー小体病
ではこのα-シヌクレインがレビー小体とし
て神経細胞の細胞質内に蓄積し，MSAでは
GCIとしてオリゴデンドログリアの細胞質
内に蓄積する．α-シヌクレインの凝集や蓄積
がどのようにしてMSAの病態機序に関与す
るかについては，まだ十分に解明されていな
い． 
 上述したように，MSAは，大部分孤発性
であるが，われわれは，まれに，多発家系が
観察されることを見出してきた (Hara et al. 
Arch Neurol, 2007)．MSA多発家系の存在は，
その発症に，遺伝的な要因が関与し知ること
を強く支持しており，分子遺伝学的な解析に
より，MSA発症に関わる遺伝的な要因を解
明することにより，MSAの発症機構を解明
できる可能性が考えられる．これまでに，６
家系のMSA多発家系を集積し，６家系につ
いて，連鎖解析を実施し，候補領域を見出す
と共に，全ゲノム配列解析を実施し，候補領
域内に存在する病原性遺伝子の探索を進め
た．その結果，COQ2遺伝子に，ホモ接合性，
あるいは，複合ヘテロ接合性の変異を有する
家系として２家系を見出し，これらの家系で
は COQ2遺伝子が病因遺伝子として発症に
関与していると考えられることを報告して
きた (Mitsui et al. New Engl J Med, 2013)．  
 次に，孤発性MSA患者において COQ2変
異がMSA発症に関連しているかどうかにつ
いて COQ2遺伝子の関連解析を行った．その
結果，日本人孤発性MSA患者で最も高頻度
に認めた V393A変異 のアレル頻度は，は日
本人患者群で 4.8%，日本人コントロール群
では 1.6%と，MSA患者群で有意に多いこと

を見出した (odds ratio = 3.05, 95% CI: 
1.65-5.85, P = 1.5x10-4) (Mitsui et al. New 
Engl J Med, 2013)．その後，台湾，中国で，
V393AがMSAに有意に関連することが示さ
れ，メタ解析で，V393AがMSAの発症に関
連することが改めて確認された(Zhao et al. 
Neurol Sci, 2015).一方，欧米では，V393A
は一般集団を含めて観察されず，人種差があ
ることも見出されている． 
 V393A以外は頻度が非常に低いため，個別
の変異の頻度比較で，統計学的有意性を示す
ことが困難であった．そのために，MSAの
発症に，COQ2の機能障害性変異が関連する
という仮説のもと，それぞれの変異について，
機能障害性であるかどうかを評価し，機能障
害性変異をまとめて，MSA群と control群と
の間で統計学的検定を行い，関連解析を実施
することとした．COQ2変異が，機能障害性
であるかどうかを評価するために，まず，酵
母を用いた機能解析を行った．酵母の COQ2
遺伝子をノックアウトした変異株を準備し，
ここに，野生型，あるいは，変異型のヒト 
COQ2 cDNA (hCOQ2)をトランスフォーメ
ーションにより導入し，欠損酵母の非発酵培
地における成長速度の比較を行った．この方
法は， COQ2変異が機能障害変異であった
場合には，ミトコンドリアの酸化的リン酸化
が障害され，成長速度が低下するという考え
に基づくものである．この機能解析により機
能障害性と評価された変異(P99H, S107T, 
R119H, I147T, P157S, S163F, T317A, 
S347C, R387Q)に限定してヘテロ接合性の
COQ2変異の頻度を，孤発性MSA患者群と
コントロール群で比較したところ，患者群で
0.53%，コントロール群で 0.05%と，有意差
を認め(odds ratio = 11.97, 95% CI: 
1.60-531.5, P = 0.004) (Mitsui et al. New 
Engl J Med, 2013), COQ2の機能障害性変異
が MSA の発症に関わっていると考えられた． 
 上述のように，日本人MSA患者で最も高
頻度に観察される COQ2変異は，V392A変
異であるが，上記の酵母を用いた成長速度の
測定では，V393A変異に関しては，野生型
COQ2を導入した場合と同様の成育速度を
示し，機能低下が示されなかった．そのため
に，患者から樹立した，lymphoblastoid cell 
line を用いて，parahydroxybenzoate- 
polyprenyl transferaseの活性を直接測定し
た．その結果，V393A変異については，
parahydroxy- benzoate-polyprenyl 
transferas 活性が軽度であるが，有意に低下
していることが証明された(Mitsui et al. 
New Engl J Med, 2013)． 
 COQ2の翻訳産物である parahydroxy- 
benzoate-polyprenyl transferaseは
coenzyme Q10 (CoQ10)の生合成に必要であ
り，CoQ10は好気呼吸の際，ミトコンドリア
内の電子伝達系における電子の運搬や活性
酸素種の解毒に関わっているとされている．
このことから，MSAの発症に，ミトコンド



リアの機能不全が関わる可能性が示される． 
 上述のように，軽度機能障害性変異につい
ては，lymphoblastoid cell lineを用いた
parahydroxybenzoate-polyprenyl 
transferase活性の測定が有用であるが，患
者から lymphoblastoid cell lineを樹立する
必要があり，酵素活性の測定に困難を伴う場
合が少なくない． 
  
２．研究の目的 
 これまでの研究で，COQ2遺伝子の機能性
変異が，MSA発症の背景あり，ホモ接合性，
あるいは，複合ヘテロ接合性変異を有すると，
多発性家系の発症につながること，ヘテロ接
合性の機能障害性変異では，孤発性MSAの
発症リスクを高めることを明らかにした．以
上のことから， COQ2変異に見出される変
異について，機能障害，すなわち，CoQ10
合成機能の障害をもたらすかどうかの評価
をすることが，MSA発症のリスクの評価に
重要である． 
 COQ2変異の機能解析については，これま
での研究で，COQ2遺伝子を欠損する酵母株
を用いて，そこに，変異を有するヒト COQ2 
cDNAを導入して，酵母の成育速度を評価す
る方法，あるいは，患者から樹立した，
lymphoblastoid cell lineを用いて，
parahydroxybenzoate-polyprenyl 
transferaseの活性を直接測定する方法を用
いていた．これまでの研究結果から，酵母の
成育速度を評価する実験系では，軽度の機能
障害をもたらす変異の場合，酵母の成育速度
が野生型 human COQ2 cDNAを導入した場
合と差はなく，評価が困難であることが確認
され，軽度機能障害をもたらす COQ2変異の
評価には必ずしも適していないことが明ら
かになっている．また，lymphoblastoid cell 
line を用いて，parahydroxybenzoate- 
polyprenyl transferaseの活性を直接測定す
る方法は，測定感度は良いものの，患者から
lymphoblastoid cell lineを樹立する必要が
あり，通常診療において，酵素活性の測定に
困難を伴う場合が少なくない． 
 以上のことから，簡便で，COQ2変異の機
能を評価できる新たな測定方法の開発を検
討することとした． 

COQ2は，CoQ10合成系の酵素の一つをコ
ードしており，COQ2変異により，細胞内で
の CoQ10の低下をもたらすと考えられる． 
CoQ10は，ミトコンドリアにおける，
complex I, あるいは，complex II から，
complex IIIへの電子伝達において，電子の
キャリアとして作用しており， CoQ10の合
成低下は，ミトコンドリアの酸化的リン酸化
の低下をもたらすと想定される．すなわち，
ミトコンドリアによる好気的代謝における
酸素消費速度を測定することにより，変異
COQ2の機能を正確に評価できるのではな
いかと考えた．この考えに基づき，酵母の発
現系を用いて，Flux Analyzerを用いて，酸

素消費速度を測定することにより，COQ2変
異の機能障害を定量的に測定する方法の開
発を検討した．  

 
 
３．研究の方法 
機器として酸素消費速度 (oxygen 

consumption rate, OCR) を観察できる
XFe24 Extracellular Flux Analyzer 
(Seahorse Bioscience, North Billerica, MA)
を用いた．  
 本解析ではMSA患者において報告のある
COQ2変異M128V, S146N, L162F, V393A,を用
いた．M128Vは酵母の成長率比較にて機能障
害性と評価されている変異である．S146Nの
機能解析はこれまでに行われていないが，ホ
モ接合性に認めた場合，難治性てんかん，白
質脳症，腎不全など重篤な症状を呈する
primary CoQ10 deficiencyを発症することが知
られている．L162FはMSA一例で報告され
ているが，機能解析は行われていない．V393A
は酵母の成長速度の検討では機能障害性と
位置づけられなかったが，lymphoblastoid 
cell lineにおける COQ2活性の測定からは機
能障害性と考えられている． 
 酵母は発酵性培地であれば発酵のみで生
存が可能であり，COQ2欠損でも生存が可能
であるためモデル生物として選択した．変異
を導入する酵母として既報のCOQ2遺伝子を
欠損した BY4741Δcoq2株を使用した．COQ2
遺伝子を欠損する BY4741Δcoq2は好気呼吸
ができず，非発酵性培地では増殖することも
ATPを産生することもできない．hCOQ2 
cDNAの野生種あるいは変異種をプラスミド
に導入して BY4741Δcoq2 の形質転換を行い，
非発酵性培地を用いて OCRを計測した． 
 
hCOQ2 cDNA(wt) の調製と変異 hCOQ2 
cDNAの作成 
 hCOQ2 cDNA(wt)は，Human Placenta Total 
RNA (Clontech, Shiga, Japan)を用いて reverse 
transcript (RT)-PCRにより取得した．RT-PCR
産物を pTA2プラスミド(Toyobo, Osaka, 
Japan)にサブクローニングし，これを
pTA2-hCOQ2(wt)とした．この hCOQ2 
cDNA(wt)は全長 1266bpで最初の ATG codon
を含んでいる(NM015697.7)． 
変異 hCOQ2 cDNA (M128V, S146N, L162F, 

V393A)は KOD -Plus- Mutagenesis Kit 
(TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて部位特異的
変異導入により作成した． 

 
pAUR123-hCOQ2の作成 
 pTA2-hCOQ2(wt, mutant)を酵母の複製起点
と蛋白質発現用プロモーターを搭載してい
る pAUR123 (Takara Bio Shiga, Japan)の SmaI
と XhoI制限酵素切断末端にサブクローニン
グした．この pAUR123は大腸菌の複製起点
oriと S. cerevisiaeの複製起点ARSの両方をも
っているため，どちらの生物でも複製が可能



である．また，ARSに加えて CENを持って
いるために一酵母あたり安定して一個のプ
ラスミドが維持される．S. cerevisiaeの蛋白質
発現用プロモーターとしてADH1遺伝子のプ
ロモーターが含まれている．大腸菌の選択マ
ーカーとしてアンピシリン耐性遺伝子，S. 
cerevisiaeの選択マーカーとしてオーレオバ
シジン A耐性遺伝子をもっている． 
 
酵母の形質転換 
 pAUR123-hCOQ2(wt/mutant)で BY4741Δ
coq2を形質転換した．形質転換には Quick & 
Easy Yeast Transformation Mix (Takara Bio, 
Shiga, Japan)を使用した． 
酵母が目的のプラスミド，pAUR123- 

hCOQ2 (wt/mutant)で形質転換されているこ
とを確認するために酵母からプラスミドを
抽出，直接塩基配列決定法で COQ2の全塩基
配列を確認した． 
 
Basal oxygen consumption rate (OCR)の測定 
 COQ2変異 (M128V, S146N, L162F, V393A) 
が導入された pAUR123-hCOQ2で形質転換さ
れた酵母の OCRを観察する目的で XFe24 
Flux Analyzerを用いて OCRを測定した． 
 測定する酵母は YPGA培地(グリセロール
3%，ペプトン 2%，酵母エキス 1%，寒天 2%，
オーレオバシジン A 1 g/mL)で 30℃にて早
期対数期まで増殖させた．この YPGA培地は
発酵のできない培地であり，ATP産生は好気
呼吸に依存する．酵母はグルコースからグリ
セロール等に炭素源を切り替える際に代謝
に必要な酵素を合成する時間(diauxic lag)が
かかってしまう．炭素源を切り替えたばかり
の数時間は好気呼吸の本領を発揮できない
可能性があるため，増殖から計測まで一貫し
て培地に YPGAを使用した． 
 増殖した酵母から 1.0 × 105 個の酵母細胞
を新しいYPGA培地 600 lに移し変え，XF24 
Cell Culture Microplate (Seahorse Bioscience, 
North Billerica, MA)の wellに培地ごと植菌し
た．Microplateの wellは酵母を粘着させるた
めに前もって poly-ʟ lysineでコーティングし
た．Microplateの wellに poly-ʟ lysineを 50 μL 
(50 g/mL) (Wako, Osaka, Japan)入れ，30分静
置，poly-ʟ lysineを除去してから室温で 30分
乾燥させた．植菌された酵母を wellに粘着さ
せるために 50 ×gで 1 分の遠心を行った．
Seahorse Sensor Cartridge (Seahorse Bioscience, 
North Billerica, MA)は前もって Calibrant 
(Seahorse Bioscience, North Billerica, MA) 1 
mL/wellを注入，30°Cで 24時間静置し，水
和した． 
 Flux Analyzerの温度を 30℃，混合時間 1 
min，待機時間 1 min，測定時間を 2 minに設
定した．それぞれの酵母を 4 wellずつ測定し
た．Sensor Cartridgeのセンサースポットに塗
布されている蛍光物質が酸素に接触すると
蛍光を発する仕組みになっており，これによ
り間接的に OCRを測定している．532nmの

波長で励起，650nmの波長で検出をしている． 
 予備実験として Basal OCRの測定の精度を
確認するために pAUR123-hCOQ2(wt)で形質
転換された酵母を様々な個数(0.5×105から
4.0×105)で測定した．それぞれの個数の酵母
を 4 wellずつ測定した． 
 次の予備実験として basal OCRが好気呼吸
による酸素消費速度を反映していることを
確認するため，COQ2を搭載していない
pAUR123-hCOQ2(null)で形質転換した
BY4741Δcoq2の basal OCRを測定した．比較
として pAUR123-hCOQ2(wt)で形質転換した
BY4741Δcoq2を同一条件で basal OCR測定
した．pAUR123-hCOQ2(null)で形質転換され
た BY4741Δcoq2はYPGA培地では増殖しな
いので，この予備実験では YPDA培地で早期
対数期まで増殖，その後 diauxic lagを乗り越
えるのに必要な時間を YPGA培地で 30℃に
て incubateした．1.0×105 cell/wellで basal OCR
を測定した．それぞれの酵母を 4 wellずつ測
定した．Diauxic lag時間の測定には
pAUR123-hCOQ2(wt)で形質転換された
BY4741Δcoq2を使用し，微量なグルコース
0.08%，微量なグリセロール 0.08%,ペプトン
2%，酵母エキス 1%，オーレオバシジン A 1 
g/mLによる培地 40 mLを使用，30℃で
OD600により成長を記録した．OD600の計測
には ODSensor-S (TAITEC, Saitama, Japan)を
使用し，OD600 0.1から測定を開始，10分お
きに計測した．OD600は 4つのフラスコの平
均とした． 
 pAUR123-hCOQ2(mutant)で形質転換され
た酵母の basal OCRを pAUR123-hCOQ2(wt)
で形質転換された酵母の basal OCRの平均と
比較した．酵母の数は1.0×105 cells/well使用，
4 wellずつ測定した．平均値の比較には
one-way ANOVAとTukeyの方法を用いた．P < 
0.05を有意差有りとした． 
  
４．研究成果 
 まず，予備的検討として，酵母の細胞数を
0.5×105から 4.0×105 cells/wellの範囲で，
OCRを測定した．その結果．酵母の数と basal 
OCRは良く相関することが確認された
(R2=0.999)．  
 wild-type, M128V, S146N, L162F, V393Aで
形質転換された酵母 1.0×105 cells/wellの
basal OCRはそれぞれ 137.1±21.8, 85.2±13.9, 
62.3±13.0, 99.0±24.2, 87.5±18.0 pmol/minで
あった(平均値± SD)．Basal OCRの平均値は
M128V, S146N, L162F, V393Aにおいて
wild-typeと比較して有意に低下していた．特
に S146Nがもっとも低下していた． 
 Basal OCR測定の結果はV393Aの変異が機
能障害性であることを示し，成長速度の比較
では検出できなかった wild-typeと V393Aに
おける差を検出することが可能だった．酵母
の成長率比較に対して酵母の basal OCR比較
は CoQ10が作用している経路をより直接評
価しているため検出力が高い可能性を考え



られる．S146Nをホモ接合性に認めると難治
性てんかん，白質脳症，腎不全などを呈する
primary CoQ10 deficiencyを発症することが知
られている．一方で V393Aをホモ接合性に認
めたMSA患者は primary CoQ10 deficiencyと
比較すると臨床像は軽症である．有意差は認
めなかったが，本実験で S146Nの basal OCR
が V393Aよりさらに低下していたことは臨
床像と相関している可能性がある．S146Nは
L162Fより有意に OCRが低下していたが，
L162Fの臨床像が不詳なため，その意義に関
しては今後さらなる検討が必要である． 
本実験によりM128V, S146N, L162F, V393A
が機能障害性であることを示すことができ
た．本実験により Flux Analyzerによる COQ2
の新たな機能解析系を確立することができ
た．この結果は，lymphoblastoid cell lineの
酵素測定をしなくても，患者で見出された
COQ2変異を酵母を用いた発現系で OCRを
測定することにより，その機能障害性を正確
に評価できることを示しており，患者で見出
された変異の評価に有用であると考えられ
る． 
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