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研究成果の概要： 
パーキンソン病（PD）のレビー小体を構成するαシヌクレイン（αS）の 129番目セリン残基
のリン酸化が、αS の毒性を促進させる可能性がある。本研究課題はαS リン酸化反応を検討
し、１）SH-SY5Y 細胞で GRK3、GRK5、GRK6、CK2 がリン酸化に関与、２）αS の細胞
内局在により寄与するキナーゼが異なる、３)AAV ウイルスでαS とキナーゼをラット中脳黒
質に共接種しドパミン神経細胞死を生ずる系の作製に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（PD）の治療法の開発には、
本態である中脳ドパミン神経細胞の変性機
構を解明し、治療標的候補を探さなくてはな
らない。私たちは、PD の疾患感受性遺伝子
として G タンパク質共役型キナーゼ 5
（GRK5）を見出し、GRK5は PDを特徴づ
ける異常構造物レビー小体を構成するαシ
ヌクレイン（αS）の 129 番目セリン残基を
リン酸化することを報告した。この知見から、
セリン 129のリン酸化がαSの異常重合・凝

集化を促進し、神経細胞毒性をもたらすとい
う「リン酸化αS 仮説」を考えている。この
仮説を検討するためには、このリン酸化反応
を司るキナーゼの内因性レベルでの同定お
よびその制御機構の存在を調べる必要があ
る。また、リン酸化されたαS を過剰に発現
するげっ歯類モデルの開発が必要である。こ
れらの点は、未だ明らかではない。 
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２．研究の目的 
孤発性パーキンソン病の病因にαシヌク

レイン(DS)の異常凝集過程が関与している
と考えられている。本研究課題はDSのセリ
ン129をリン酸化するキナーゼの解析を行
う。DSのリン酸化制御機構及びリン酸化DS
の生物学的役割の検討、さらにげっ歯類モ
デルを用いてリン酸化DSの神経毒性につい
て検討する。具体的な研究目標は以下の３
点である。 
（１）DSのセリン129をリン酸化するキナー
ゼの同定。 
（２）Gタンパク質共役型受容体キナーゼ
(GRK)ファミリーによるDSセリン129リン
酸化の制御機構の解明。 
（３）リン酸化DS セリン 129 のモデルマウ
スの作成 
 
 
３．研究の方法 
（１）非神経系培養細胞である HEK293 細
胞、ヒトドパミン神経細胞の形質をもつ神経
系培養細胞である SH-SY5Y細胞を用いて、
RNA 干渉により標的キナーゼをノックダウ
ンして、DSのリン酸化反応に及ぼす効果を観
察した。 
 
（２）各標的キナーゼをノックダウンした
SH-SY5Y 細胞を材料として、生化学的に細
胞分画を行い解析した。 
 
（３）ラット中脳にステレオタキシックにア
デノ関連ウイルス（AAV）に組み込んだαS
とキナーゼを共接種した。 
 
４．研究成果 
（１）非神経系細胞である HEK293 細胞で
は、GRK3と GRK6が、内因性レベルでαS 
Ser129 のリン酸化に寄与している（図１、
２）。ヒト神経系 SH-SY5Y細胞ではGRK3、
GRK5、GRK6に加え、α’サブユニットから
成るカゼインキナーゼ（CK）2が内因性レベ
ルでαS Ser129 のリン酸化に寄与している
ことを認めた。 
 
（２）SH-SY5Y 細胞において、細胞膜と関連
して存在するαシヌクレインのリン酸化に
は、GRK3、GRK5、GRK6に加え、α’サブ
ユニットから成るカゼインキナーゼ（CK）2
が寄与し、細胞質にあるαシヌクレインのリ
ン酸化には CK2が寄与していることを見出
した。 
 
（３）AAVウイルスによってαSとキナーゼ
をラット中脳黒質に共接種し、ドパミン神経
細胞死を引き起こす系を作製した。 
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図１：HEK293 細胞における siRNA による
ノックダウン効果を示す。Aは、各標的キナ
ーゼ（GRK）を siRNA でノックダウンした
ときの、それぞれの発現をウエスタンブロッ
トで解析したものである。Bは、バンド強度
をグラフで示したものである。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２A 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２B 

 
図２：siRNAノックダウンによるシヌクレイ
ンリン酸化反応を示す。HEK293細胞を用い
た。Aは、各標的キナーゼ（GRK）を siRNA
でノックダウンしたときの、リン酸化シヌク
レインをウエスタンブロットで解析したも
のである。Bは、リン酸化シヌクレインのバ
ンド強度をグラフで示したものである。 
 
（４）AAVウイルスによってαSとキナーゼ
をラット中脳黒質に共接種し、ドパミン神経
細胞死を引き起こす系を作製した。 
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