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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病は神経変性疾患としてはアルツハイマー病に次いで有

病率の高い疾患である。症状の主体である運動症状の本態は黒質におけるドパミン神経細胞の

脱落であるが、なぜ選択的に細胞死が生じるかはわかっていない。一方でα-シヌクレインの病

的代謝がパーキンソン病の分子病理おいて極めて重要と考えられている。本研究では、ドパミ

ンの存在がα-シヌクレインの細胞毒性を増強する事を実験細胞を用いた手法により明らかに

した。  
 
研究成果の概要（英文）：Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative 

disorder. Motor deficits which are result of nigral cell death are main feature of 

Parkinson’s disease, but it is unclear the pathomechanisms of selective neuronal loss 

in substantia nigra. Previous studies revealed alpha-synuclein plays important role in 

molecular basis of Parkinson’s disease. This study figure out that intracellular 

dopamine facilitates the toxicity of alpha-synuclein. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 パーキンソン病はアルツハイマー病に次

いで多く、また 65 歳以上では人口 10 万人あ

たりの患者数が 100～150 人に達する、高齢

化社会において重要度を増している神経変

性疾患である。パーキンソン病の主たる症状

である錐体外路症状（無動、振戦、固縮）の

原因は中脳黒質におけるドパミン神経細胞

の変性脱落である。臨床的にドパミン補充療

法が症状をみかけ上改善しうるのだが、神経

変性そのものを遅らせる根本的治療法は存

在しないのが現状である。根本的治療法開発

のためにはパーキンソン病の分子病態の解

明が不可欠と思われるが、いまだ解明される

には至っていない。 

 とはいえ、数多くのパーキンソン病に関す

る基礎研究が行われてきた結果、いくつかの
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重要な事実が報告されてきている。パーキン

ソン病の病理を特徴づける構造物であるレ

ビー小体の主要構成成分がα-シヌクレイン

であり、さらにα-シヌクレインは家族性パ

ーキンソニズムの PARK1, PARK4 における原

因遺伝子であった。これらのことから、α-

シヌクレインがパーキンソン病の分子病態

を語る上でもっとも重要と考えられている。 

 しかしながら、α-シヌクレインは中枢神

経に広く高発現するタンパクであり、パーキ

ンソン病における選択的黒質変性をそれだ

けでは説明する事ができない。一方で、選択

的に脱落するのがドパミン神経細胞である

ことから、ドパミン自体の毒性が古くより研

究されてきた。しかし、多くの研究は大量の

ドパミンを細胞外より暴露することにより

毒性を論じているが、これは実際の脳とはか

けはなれた条件であった。また、ドパミンが

存在するのは細胞内であって、ドパミンが細

胞外に放出されるのは線条体である。このた

め、細胞外からのドパミン暴露は黒質の神経

細胞の再現にはなりにくいものと考えられ

る。細胞内のドパミン濃度を高める事ができ

れば、理想的な細胞モデルの実現が可能とな

る。さらに、ここでα-シヌクレインがどの

ように関わるを検討する事によってパーキ

ンソン病の分子病態の一端を明らかにする

ことができると思われる。 

 

 

２．研究の目的 

 

パーキンソン病における選択的黒質細胞

死のメカニズムには諸説あるがいまだ不明

である。より生体に近い自然なドパミン暴露

環境を作成し、ここで脳に広範に発現するα

-シヌクレインが、ドパミン存在下でより強

い毒性を発揮する事を証明する。 

 

 

３．研究の方法 

 

Tetracycline-responsible 

transactivator (tTA) 調節下に外来遺伝子

を発現調節できるベクターを用いて、チロシ

ン水酸化酵素を発現調節できる神経系細胞

株（SH-SY5Y 由来）を作成。チロシン水酸化

酵素を発現誘導した場合の細胞内外のドパ

ミン量を ELISA を用いて測定。さらに、前述

の細胞株にα-シヌクレインを過剰発現させ、

stable transfectant を作成。α-シヌクレイ

ン過剰発現細胞において、細胞内ドパミン増

加による酸化的ストレスをかけ、細胞死また

信号伝達経路における検討をウェスタン・ブ

ロット、蛍光基質を用いた 20S プロテアソー

ム活性測定、JC-1 染色を用いたミトコンドリ

ア活性、各種免疫組織化学を用いて検討を行

った。 

 

 

４．研究成果 

 

ド パ ミ ン 産 生 能 を 持 つ ヒ ト 由 来 の

neuroblastoma実験細胞SH-SY5Yに Tet-ONシ

ステムを導入し、チロシン水酸化酵素を発現

誘導する細胞株を樹立。細胞内および細胞外

にドパミンが産生・放出されることを確認し

た。チロシン水酸化酵素の過剰発現は細胞内

に過量のドパミンを産生するため、ドパミン

によってもたらされた酸化的ストレスによ

って細胞毒性が誘導されると考えたが、実際

にはチロシン水酸化酵素の過剰発現のみで

は細胞死を生じなかった。ELISA を用いて細

胞内および培地のドパミンを測定したとこ

ろ、細胞内のみならず培地にもドパミンの増

加が認められた。細胞外の低用量のドパミン

はドパミン受容体を刺激し、これが細胞保護

的に働くとする報告が多くされているが、本

実験系でも細胞毒性を導く細胞内ドパミン

を増加させる一方で、培地に放出されたドパ

ミンによりドパミン受容体が刺激されてい

る可能性を考えた。 

 

 

図：D2 受容体ブロックで細胞死が生じる 

 

 

そこで、培地にドパミン D1 および D2 アン

タゴニストを添加し、ドパミンの受容体への

結合を阻害した。チロシン水酸化酵素の過剰

発現と D1 アンタゴニストの添加では細胞死

は生じなかったが、D2 アンタゴニストである

エチクロプリドでは細胞死（アポトーシス）

が観察された（図）。 

 この結果はドパミン D2 受容体刺激が細胞

保護的に働いていることを示唆しており、確

認のため D2 アンタゴニストに加え、D2 アゴ

ニストを培地に添加すると、D2 アゴニストは

容量依存性にアポトーシス誘導を抑制した。 



 

 

同様の実験をα-シヌクレイン過剰発現下

で行った。SH-SY5Y ではα-シヌクレインの過

剰発現単独では細胞死は生じなかった。しか

し、α-シヌクレインを過剰発現にチロシン

水酸化酵素過剰発現＋D2 アンタゴニスト添

加条件下とすると細胞死が観察された。この

とき、caspase-3 の cleavage が認められたこ

とからアポトーシスを生じているものもと

考えられた。ERK, JNK, c-Jun に関しては有

意な変動を認めなかった。また、細胞内には

α-シヌクレインの凝集体が観察された。 

以上の事から、α-シヌクレインは細胞内ド

パミン過量条件下において細胞毒性を発揮

することが判明した。α-シヌクレインがど

のようなプロセスを経て細胞死をもたらす

かに関しては今後の研究の課題である。 
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