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研究成果の概要（和文）：私達はこれまでにV-1/CP複合体の形成が何らかの刺激で活性化しドパミン作動性機能
を強力に賦活化することを明らかにしてきた（KAKENHI23790594, 25860389）。本研究ではV-1/CP複合体の活性
化機序と同複合体を活性化する新規化合物を明らかにしその治療効果を検証した。同複合体はNMDA受容体および
ニコチン受容体により活性化され、強力な神経保護作用によりドパミン機能を賦活化する分子機序を明らかにし
た。さらに加齢や実際のパーキンソン病において同複合体形成が低下することを明らかにした。また同複合体を
標的とする新規化合物の同定に成功し、ドパミン機能を回復可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：V-1/CP complex formation is essential to maintain dopaminergic function, and
 the complex promotes dopamine biosynthesis by some stimulation (KAKENHI23790594, 25860389).  In 
this study, we approached the mechanism to activate V-1/CP complex and screened novel compounds 
targetting V-1/CP that facilitate the complex formation then verified their therapeutic effects. We 
revealed that the complex is activated by NMDA receptors and nicotinic acetylcholine receptors to 
potentiate dopaminergic function and neuroprotective abilities to enhance cell survival. 
Furthermore, we found the complex formation of V-1/CP was attenuated by aging and in the postmortem 
brain of human with Parkinson's disease (PD). We also successfully identified natural compounds 
targetting V-1/CP complex and revealed the compounds could activate the complex to recover 
dopaminergic function and cell survival in aged or PD model. Thus, the therapeutics targetting 
V-1/CP complex is useful for PD and anti-aging treatment.

研究分野： 神経科学、神経薬理学

キーワード： V-1/CP complex　tyrosine hydroxylase　Nurr1　dopamine　aging　Parkinson's disease　nicotine r
eceptor　NMDA receptor
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本では超高齢化が進み、高齢者で多発するパーキンソン病患者の数が増加している。パーキンソン病の対症療
法薬はあるものの、これまで根本治療薬は開発されていない。私たちはV-1/CPという新しいタンパク質複合体に
着目し、そのドパミン機能の強力な賦活化作用を明らかにしてきた。本研究では同複合体がNMDA受容体やニコチ
ン受容体により活性化される新しい機序を明らかにし、同複合体を標的とした新たな化合物のスクリーニングに
成功した。またパーキンソン病や加齢によって同複合体が減少し、新規化合物により回復可能であることを明ら
かにした。これらの成果から、同複合体を標的としたドパミン疾患治療薬の開発が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化社会に伴い増加するパーキンソン病（以下 PD）の根本治療法開発が期待されている。

PD は中脳黒質線条体のドパミン作動性神経が選択的に変性し、産生ドパミン量の低下により運
動障害が現れる。申請者はこれまでに PD でドパミン神経が選択的に変性する分子機構を明ら
かにしてきた（Kawahata et al., 2009a,b, 2014, 2015）。一方、変性するドパミン神経を保護し
減少するドパミン量を回復させる因子や、その作用機構は未知であり、新たなドパミン神経を移
植する以外の PD の根本治療法は知られていなかった。遺伝子治療においてはこれまでに線条
体への複数のドパミン生合成酵素群の遺伝子導入による PD 治療が試みられているが、後述す
る V-1/CP 遺伝子機能を利用すれば単一遺伝子による単純な遺伝子治療、または V-1/CP 複合体
を標的とした新規化合物による簡便な根本的治療が期待できる。 

 
２．研究の目的 
 これまでの研究成果から、V-1/CP 複合体が RhoA/Rac1 を活性化すること、同複合体がドパ
ミン作動性機能、具体的にはドパミン生合成酵素群の遺伝子発現およびドパミン生合成量を強
力に賦活化すること、V-1 と CPのいずれかが消失するとドパミン作動性機能が低下することを、
明らかにしてきた。これらの成果から、V-1/CP 複合体が何らかの生理刺激により活性化され
RhoA 依存的アクチン重合を促進し、ドパミン生合成酵素群の発現とドパミン産生を増強してい
ることが想定される。また、実際に V-1/CP 複合体の創薬ターゲットとして有効を明らかにし、
V-1/CP 複合体を活性化する新規化合物のスクリーニングにより同複合体の活性化が実際にドパ
ミン機能を亢進させ、神経保護作用を発揮するかどうかを検討する必要がある。 
 そこで本研究では、培養ドパミン神経細胞およびマウス生体レベルで、私達が独自に作成した
V-1 遺伝子多型に基づく変異型 V-1 発現ウイルスベクターを用い、V-1/CP 複合体形成の消失が
ドパミン神経の生存維持、ドパミン産生能にどのような脆弱性を与えるのを明らかにすること
を目的とした。また、V-1/CP 複合体形成を制御する上流機構を見出し、同複合体を活性化する
内在性因子と新規化合物を明らかにすることを目的とした。さらに、スクリーニングされた新規
化合物が実際に PD モデルや老化によるドパミン機能の低下に有効であるのか、その薬効と安
全性を明らかにすることを目的とし、V-1/CP 複合体を標的とした新たな PD 治療法の確立を最
終目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット初代培養中脳ドパミン神経細胞の培養 
 妊娠 16 日目の Wistar rat から、イソフルラン深麻酔下にて腹部正中切開により無菌的に子
宮を摘出し、胎仔中脳を摘出後、神経細胞分散液で組織を分散させ、遠心した細胞ペレットを
EMEM 培地中で縣濁、ポリ-L-リジンでコーティングしたプレートまたはディッシュに播種した。 

(2) レポータージーンアッセイ 
 培養した中脳ドパミン神経細胞は、各種遺伝子の転写活性測定を目的とし、エフェクトプラス
ミドとウミシイタケ内部コントロールプラスミド（Promega）を、リポフェクタミン 3000
（Invitrogen）を使用して遺伝子導入した。翌日、各種濃度の化合物で処置し、24 時間処置を
行った。PBS で 2 回洗浄後、95 µL の passive lysis buffer（Promega）を添加し細胞溶解液を
作成後、デュアルルシフェラーゼアッセイキット（Promega）を用いてレポーターアッセイを行
った。取得した値は、内部標準コントロールとして使用したウミシイタケコントロールプラスミ
ドの値で割り標準化した。またすべてのサンプルにおいて n=4 で試験し平均化した。 

(3) V-1/CP 複合体形成変化の免疫沈降実験およびウェスタンブロット解析 
 各種発現ベクター導入、または化合物で処置を行った後、細胞溶解液 mammalian lysis buffer
（Promega）で溶解後、遠心上清を細胞抽出液として回収し、抗 V-1 抗体を結合させた免疫沈降
用磁気ビーズ Dynabeads Protein G（Veritas）と混和し 4℃で 16 時間転倒混和し反応させた。
その後、溶出バッファー（50 mM Glycine pH 2.8）で抗 V-1 抗体結合タンパク質を溶出、回収し
た。この免疫沈降物を、12%ポリアクリルアミドゲルで泳動分離し、抗 CPα抗体を用いてウェス
タンブロット法で分析した。 

(4) PCR 法を用いた mRNA レベルの定量解析 
 PCR 法を用いた各種化合物および V-1/CP 遺伝子による mRNA レベル変化の定量解析では、養中
脳ドパミン神経細胞から、RNeasy mini kit (Qiagen)を用いて RNA を回収・精製した。鋳型 cDNA
合成には、ReverTra Ace qPCR RT Kit (東洋紡)を用いて行った。 各種 mRNA レベルの変化解析
には定量的 PCR 法を用いた。PCR にはリアルタイム定量 PCR 解析装置 LightCycler Nano（Roche）
を用い、CyberGreen 法を用いた 2 ステップ PCR（95℃ 15 秒、60℃ 30 秒を 50 サイクル）によ
って定量的に解析した。 

(5) 細胞内 ATP 量の定量解析 
 各種化合物および V-1/CP 遺伝子による細胞内 ATP 量変化の定量解析では、養中脳ドパミン神
経細胞に 48 時間の各種発現ベクター導入または 24 時間の薬物処置の後、培地を破棄後、ATP 抽
出試薬（東洋ビーネット）を添加した。5 分間の静置により細胞から ATP を抽出後、キュベット



に検体 100μL を移し、
発酵試薬である L/L 試
薬 100μlと混合した後、
キュベットを 3 回振っ
て各藩し、ルミノメー
ターで 1 検体ごとに測
定を行った。生データ
値はコントロール群を
１として変化率を算出
した。 

(6) 免疫組織化学的解
析 
 マウス脳組織は還流
固定後、リニアスライ
サーを用いて 50μm の
厚さで薄切切片を作成
し（堂阪イーヱム）、免
疫染色を行った。切片
は 0.3% Triton-X/PBS
で膜透過処理を行い、
5% goat serum でブロ
ッキング後、各種抗体
で一晩反応させた。そ

の後蛍光二次抗体で標識、封入後観察を行った（Keyence BZ-710）。また V-1/CP 複合体の可視化
解析には DuoLink 法を用いた。 
 
４．研究成果 

 これまでに V-1/CP 複合体がドパミン作動性機能に必須であり、同複合体が in vitro, in vivo
においてドパミン機能を強力に賦活化することが明らかになったことから（KAKENHI 23790594, 
25860389）、V-1/CP 複合体は何らかの生理刺激により活性化を受けている可能性が示唆されてき
た。本研究において同複合体の上流を解析した結果、NMDA 受容体またはニコチン性アセチルコ
リン受容体の生理的刺激により、V-1/CP 複合体の形成が促進されることを明らかにした。具体
的には、NMDA 刺激またはニコチン刺激により、V-1/CP 複合体の可視化解析、および免疫沈降解
析において、同複合体の形成数の増加が観察された。また NMDA 刺激または智子珍刺激が同複合
体依存的な血清応答因子（SRF-RE）依存的転写活性、
チロシン水酸化酵素（TH）および芳香族アミノ酸脱
炭酸酵素（AADC）の転写活性、mRNA およびタンパク
質発現レベルを上昇させることを明らかにした。さ
らに実際に NMDA 受容体のサブユニット NR2D のノ
ックアウトマウスを使用し、V-1/CP 複合体形成と
ドパミン生合成酵素群、V-1/CP 複合体依存的カス
ケードを解析した結果、NMDA 受容体ノックアウト
により V-1/CP 複合体形成が減弱し、各種ドパミン
作動性マーカーの発現レベルが低下することを明
らかにした。 
 一方で、パーキンソン病は高齢者に多発すること
から、加齢による V-1/CP 複合体の形成変化を検討
した。老齢マウスを用い、マウス高齢モデルにおけ
る V-1/CP 複合体形成を解析した結果、生後７週齢
の成体マウスと比較し、生後７４週齢のマウスでは
V-1/CP 複合体形成が大きく低下していた。また V-
1/CP 複合体形成の低下と、TH の発現レベルの低下
に相関性が認められた。実際にマウス中脳に、CP に
結合できない V-1 変異体を導入した結果、TH およ
び AADC、Nurr1, VMAT2, DAT, GTPCH1 などの各種ド
パミン作動性マーカーの発現が低下した。さらに実
際のパーキンソン病患者剖検脳を用いた V-1/CP 複
合体の可視化解析を行った結果、パーキンソン病の
進行とともに同複合体形成が低下していることを
明らかにした。また MPP(+)処置パーキンソン病モ
デル細胞において、V-1/CP 複合体形成が阻害され
ることを明らかにした。 

（図１）野生型または変異型VSV-G/V-1によるマウス中脳におけるV-
1/CP 複合体の形成変化とチロシン水酸化酵素（TH）の遺伝子発現レ
ベルの変化、およびその拡大図. V-1/CP 複合体は赤、 TH を緑、HA-
tag を青色で示した。スケールバーは 50μm. 

（図２）生後 49 日および 512 日齢のマウス
（C57BL6/N）における V-1/CP 複合体
（赤）の形成変化および TH（緑）の遺伝子
発現の低下. スケールバーは 50μm. 



 また上記で明らかになった V-1/CP 機能を標的と
し、V-1 遺伝子導入または新規化合物による V-1/CP
複合体形成の促進が、実際に神経保護作用を有する
のか、検証を行った。まず、免疫沈降法およびレポ
ータージーンアッセイを用い、V-1/CP 複合体の形
成促進作用を持つ化合物のスクリーニングを行っ
た結果、同複合体の形成促進活性を持つ複数の化合
物の同定に成功した。また、V-1/CP 複合体の活性
化がどのようにして神経保護作用を発現するのか
具体的に解析した結果、PD モデル細胞において減
少した神経突起数の回復、細胞生存率の上昇、ドパ
ミン生合成酵素群の発現レベル低下の抑制神経変
性が抑制された。さらに詳細に抗神経変性作用のメ
カニズムについて検討したところ、低下したミトコ
ンドリア構成タンパク質レベル、アデノシン三リン
酸量、およびグルタチオン生合成酵素群の発現の賦
活化が認められた。実際に老齢マウスにおいて、V-
1/CP 複合体の活性化を促進する同定化合物を投与
したところ、ドパミン生合成酵素群の発現レベル、
およびドパミン量が回復した。 
 これらの成果から、V-1/CP 複合体の活性化、お
よび同複合体を活性化する化合物は、疾患モデルお
よび老化によって低下したミトコンドリア構成タ
ンパク質レベル、アデノシン三リン酸量、およびグ
ルタチオン生合成酵素群の発現を賦活化し、強力な
抗神経変性作用および抗加齢障害作用を有するこ
とを明らかにした。また摂取による運動障害、記憶
認知障害等は認められなかった。これらの研究成果
により、新たな化合物群および同化合物を高含有する生薬の摂取による V-1/CP 複合体の活性化
は、加齢および神経疾患によるドパミン機能の低下を強力に回復可能であることが明らかとな
り、同複合体を標的とした創薬の有効性および安全性を見出すことができた。 
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