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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病（PD）は、病理学的に中脳黒質ドパミン神経細胞の脱落と神経細胞内αシヌ
クレイン（α-syn）凝集体形成を特徴とする。最近、GBAの変異がPDの強いリスクとなることが報告されており、本研
究ではGBA欠失メダカを作製・解析した。同変異体は、他GBA欠失生物種と異なり、月単位で生存し病態の観察が可能で
あった。同変異体の脳にα-synの蓄積を認め、原因としてオートファジー・ライソソームの異常を考えた。さらに、α
-syn欠失メダカの作製と交配・解析、またヒトα-synトランスジェニックメダカの作製と交配・解析を行ったが、病態
に変化を認めず、α-synの病態への関与は明らかでなかった。

研究成果の概要（英文）：Parkinson’s disease (PD) is pathologically characterized by dopaminergic neuron 
loss and intraneuronal α-synuclein (α-syn) aggregates. Recent genetic studies have revealed that GBA 
mutations confer a strong risk for PD. In the present study, we generated and analyzed GBA nonsense 
mutant (GBA－/－) medaka. In contrast to the perinatal death in other species lacking GBA, GBA－/－ 
medaka survived for months, enabling analysis of the pathological progression. Pathological findings 
represented α-syn accumulation in their brains, which was caused by the impairment of autophagy-lysosome 
pathway. Furthermore, we generated α-syn deletion mutant medaka and human α-syn transgenic medaka. We 
crossed them with GBA mutant medaka respectively, but these double mutant medaka did not displayed any 
pathological changes. From these results, this study could not elucidate the pathological role of α-syn 
in GBA－/－ medaka.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病（PD）は運動機能障害を主徴
とする神経変性疾患であり、病理学的には神
経細胞内α-シヌクレイン（α-syn）凝集体（レ
ビー小体）の形成を伴う黒質緻密部ドパミン
神経細胞の脱落を特徴とする。ドパミン補充
療法で一時的な運動症状の改善が見られる
が、根治的治療法は無く、進行を抑制する治
療法も未だに無い。我が国の患者数は 15 万
人以上であり、今後、超高齢化社会を迎える
に当たって更なる患者数の増加が予想され、
病態解明と治療法開発には大きな社会的ニ
ーズがある。 

 PD 研究における大きな障害は、病態をよ
く再現するモデルが無いことである。げっ歯
類、霊長類を含めて、汎用されているモデル
は無い。これまで我々は、小型魚類のメダカ
を用いて PD 研究を進めてきた。直近では、
TILLING 法にて家族性 PD の原因遺伝子
PINK1とParkinナンセンスメダカを作製し、
二重変異体において、ミトコンドリアの機能
低下と進行性のドパミン神経細胞の進行性
脱落が見られることを報告した(Matsui H., 

et al. Hum Mol Genet. 2013)。また、同じく
家族性 PD の原因遺伝子 ATP13A2 スプライ
シング変異メダカを作製し、リソソーム機能
障害と進行性のドパミン神経細胞脱落が見
られることを報告した (Matsui H., et al. 

FEBS Lett. 2013)。メダカは PD 研究におい
て大きな可能性を秘めているモデル動物で
あると言える。 

 最近、疫学研究からゴーシェ病の原因遺伝
子GBA (Glucocerebrosidase)の変異がPDの
強いリスクとなることが報告された。我々は
TILLING 法にて GBA ナンセンスメダカを
作製し、解析を行った。GBA欠失(GBA-/-)メ
ダカは脳内にα-syn が蓄積することを見出
した。また、透過型電顕による解析で、リソ
ソーム内に異常構造物が蓄積し、軸索にオー
トファゴソームが蓄積していることを見出
した。 

 

２．研究の目的 

１で述べたように、GBA欠失メダカは PDの
特徴であるα-syn の蓄積を示し、PD の病態
解明に有用なモデルとなる可能性を秘めて
いる。同変異体をベースに、必要に応じて更
なる遺伝子改変メダカを作製し、GBA 変異
が PD 発症に繋がる機序を解明することを目
的とした。 

 

３．研究の方法 

メダカは頻用されるモデル動物では無く、使
用可能な遺伝子改変体や抗体が少ないなど、
解析に不利な点もある。必要に応じてオート
ファゴソームやリソソーム等に蛍光タンパ
クを発現するトランスジェニック(Tg)メダカ
を作製し、GBA 欠失体の解析を進める。ま
た、同モデルですでに見出されているα-syn

の蓄積が病態にどのように関わっているか

解析するため、α-syn 欠失メダカを作製し、
GBA 変異メダカと交配することにより、表
現型がどのように変化するかを解析する。さ
らに、ヒトα-syn Tg メダカを作製し、これ
らメダカそのものの解析に加えて、GBA 変
異体と交配することにより、表現型がどのよ
うに変化するかを解析した。 

 

４．研究成果 

まず、TILLING 法にて作出した GBA欠失メ
ダカの表現型解析を行った。GBA 欠失マウ
スは出生間もなく致死的となり解析が困難
であるのに対し、GBA 欠失メダカは月単位
で生存し、病態の観察が可能であった。GBA

欠失メダカは 2 ヶ月齢で行動異常を示し、5

ヶ月齢までに死亡した。メダカを用いた研究
では、利用可能な抗体が乏しいことが問題と
なるが、メダカα-synに対する抗体を作製し、
免疫染色にて脳内にα-syn が蓄積すること
を見出した（図１）。また、オートファゴソ
ームとリソソームを検出可能な抗体を発見
し、これらの異常を免疫組織学的・生化学的
に観察した（図１）。これらは、透過型電顕
による解析で、リソソーム内に異常構造物が
蓄積し、軸索にオートファゴソームが蓄積し
ている所見と矛盾しなかった（図２）。また、
メダカα-syn 抗体を用いた免疫電顕を行っ
たところ、オートファゴソームが蓄積した軸
索に一致してα-syn が蓄積していることが
確認できた（図２）。この所見に関しても、
LC3 抗体とメダカα-syn 抗体を用いた蛍光
二重染色にて、オートファゴソームとα-syn

の蓄積部位が一致することが確認できた（図
３）。さらに、免疫組織染色と in situハイブ
リダイゼーションにて非選択的な神経細胞
死とミクログリアの増生を見出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．GBA-/-メダカ脳免疫染色像。 

図２．（左）GBA-/-メダカ脳電顕像。軸索の腫脹と内部

にオートファゴソームの蓄積を認める。オートファゴ

ソーム内部に時にミトコンドリアを認める。（右）GBA-/-

メダカα-syn 免疫電顕像。軸索腫脹部に一致してメダ

カα-synの蓄積を認める。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、α -syn 欠失 (α -syn-/-)メダカを
TALENsにて作製した。同変異メダカは翻訳
開始部位の直後に 11 塩基欠失を持ち、フレ
ームシフト変異によってα-syn を欠失して
いる（図４）。この変異メダカを GBA変異メ
ダカと交配し、GBA/α-syn 二重欠失メダカ
を解析したが、生存期間、神経細胞脱落の程
度は変化せず、本モデルにおけるα-syn蓄積
の病態への関与は確認できなかった（図５）。
一因として、GBA 欠失メダカにおいてはゴ
ーシェ病としての表現型が強く、α-syn 蓄積
毒性が確認しにくくなっている可能性を考
えた。GBA欠失メダカと GBA/α-syn 二重欠
失メダカを解析した成果は論文として発表
した(Uemura N, et al. PLoS Genetics 2015)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、神経細胞特異的なメダカ GAP43

プロモーター下にヒトα -syn(WT, A30P, 

A53T)を発現するトランスジェニックメダカ
を作製した。それぞれ複数ラインを作製し、
α-syn の発現量が多いラインを選別し、その
ラインそのものの解析に加えて、GBA 欠失
メダカと交配・解析を行った（図６）。しか

し、9 ヵ月齢まで観察したが、いずれのライ
ンにおいても寿命、ドパミン神経細胞脱落は
変化せず、さらにヒトα-syn凝集体形成も認
めなかった（図７）。以上から、GBA欠失メ
ダカにおけるα-syn の病態への関与は明ら
かでは無かった。 
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