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研究成果の概要（和文）： 

 

αＳは細胞毒性ドパミントランスポーター（DAT） によるドパミン取り込みを促進し、細胞死を引き起

こすことが報告されている（Lee FJS et al. FASEB J 2001）。そこでαＳの有無によりドパミンあるいは

ＤＡＴを介して細胞内に取り込まれる 6-OHDAによる細胞死を検討した。培養細胞は野生型αS inducible 

DAT恒常発現 PC12細胞、αＳ、ＤＡＴを恒常発現する SH-SY5Y細胞を用いた。 

野生型αS inducible DAT 恒常発現 PC12 細胞を用いてαＳの発現の有無でドパミンによる細胞死に差

があるかどうかを比較検討した。培養にあたってＮＧＦによりＰＣ１２を分化・誘導させた。αＳの誘導

はドキシサイクリンを添加しない培養液を用いた。αＳ非誘導細胞はドキシサイクリンを培養液に添加し

た。5日間の培養後、500ｍＭドパミンを 24時間添加しトリパンブルー染色で細胞死を比較した。ドパミ

ン添加により 20％程度の細胞死が確認されたが、αＳの発現の有無で差は見出せなかった。 

次に SH-SY5Y細胞を用いてＤＡＴを介した 6-OHDAの細胞死の比較検討を行った。αＳ恒常発現 SH-SY5Y

細胞、ＧＦＰ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y細胞、αＳ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y細胞を使用した。細胞播種後

48時間後に 6-OHDA（200μＭ）を 4時間添加してトリパンブルー染色で細胞死を評価した。αＳ恒常発現

SH-SY5Y細胞では優位な細胞死は生じなかったが、ＤＡＴを恒常発現するＧＦＰ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y

細胞、αＳ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y細胞では 40～50％程度の細胞死が確認された。しかし、αＳの有無

によって細胞死に優位な差は見出せなかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We studied the effect of alpha-synuclein (aS) on dopamine transporter (DAT)-mediated dopamine or 

6-hydroxydopamine (6-OHDA) toxicity using aS-inducible, DAT stably expressing PC12 cells or aS 

and DAT stably expressing SH-SY5Y cells.  To induce expression of aS, differentiated PC12 cells 

were incubated with or without doxycycline for 5 fays. Thereafter, PC12 cells were incubated with 

500 mM dopamine for 24 h and we assessed cell viability by trypan blue staining. No difference 

in cell viability was detected between doxycycline-induced and non-induced cells. Secondary, we 

studied the DAT-mediated 6-hydroxydopamine toxicity, DAT/aS or GFP/aS expressing SH-SY5Y cells 
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were incubated with 200 Ｍ 6-OHDA for 4 hours. No difference in cell viability was detected between 

DAT-aS and GFP-aS expressing SH-SY5Y cells. Therefore, we could not detect the effect of aS on 

DAT-mediated cell toxicity mechanism in our experimental system. 
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１．研究開始当初の背景 

αシヌクレイン（αS）は、パーキンソン病（PD）

患者脳で観察されるレビー小体の主要構成成分で

あり、Ser129-αSが高度にリン酸化されているこ

とが知られている。近年、αS がドパミン代謝に

関係することが報告され、PD発症とドパミン代謝

の異常との関連が注目されているが、Ser129-αS

のリン酸化がαSの生理機能あるいは PD発症にお

いてどのような意義をもつのかについてはほとん

ど検証されていない。 

 

また、αＳはドパミントランスポーター（DAT） 

によるドパミン取り込みを促進し、細胞死を引き

起こすことが報告されていた（Lee FJS et al. 

FASEB J 2001）。 

 

そこでαＳの有無によりドパミンあるいはＤＡ

Ｔを介して細胞内に取り込まれる 6-OHDAによる 

 

細胞死を検討した。培養細胞は野生型α S 

inducible DAT恒常発現 PC12細胞、αＳ、ＤＡＴ

を恒常発現する SH-SY5Y細胞を用いた。 

 

                           

２．研究の目的 

 

本研究ではαＳによるＤＡＴを介する細胞毒性の

影響、さらには Ser129-αSのリン酸化とドパミン

代謝に焦点をあてて研究をすすめ、孤発性 PDの病

態メカニズムの解明を目的とした。 

  

３．研究の方法 

 

本研究は既に利用可能な野生型および S129A変異

型αS安定発現 SH-SY5Y細胞、野生型および S129A

変異型αS inducible PC12細胞を用いて実験を行

う。DATを介するドパミンの取り込み実験を確立



することで解析を行った。 

 

４．研究成果 

 

野生型αS inducible DAT 恒常発現 PC12細胞を

用いてαＳの発現の有無でドパミンによる細胞死

に差があるかどうかを比較検討した。培養にあた

ってＮＧＦによりＰＣ１２を分化・誘導させた。

αＳの誘導はドキシサイクリンを添加しない培養

液を用いた。αＳ非誘導細胞はドキシサイクリン

を培養液に添加した。5日間の培養後、500ｍＭド

パミンを 24 時間添加しトリパンブルー染色で細

胞死を比較した。ドパミン添加により 20％程度の

細胞死が確認されたが、αＳの発現の有無で差は

見出せなかった。 

次に SH-SY5Y 細胞を用いてＤＡＴを介した

6-OHDAの細胞死の比較検討を行った。αＳ恒常発

現 SH-SY5Y細胞、ＧＦＰ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y

細胞、αＳ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y細胞を使用し

た。細胞播種後 48時間後に 6-OHDA（200μＭ）を

4 時間添加してトリパンブルー染色で細胞死を評

価した。αＳ恒常発現 SH-SY5Y 細胞では優位な細

胞死は生じなかったが、ＤＡＴを恒常発現するＧ

ＦＰ/ＤＡＴ恒常発現 SH-SY5Y 細胞、αＳ/ＤＡＴ

恒常発現 SH-SY5Y細胞では 40～50％程度の細胞死

が確認された。しかし、αＳの有無によって細胞

死に優位な差は見出せなかった。これらの結果か

らは、この実験系におけるＤＡＴを介した 6-OHDA

による細胞毒性において、αＳの有無による差が

見出せなかった。 

 

５．主な発表論文等 

なし 

 

６．研究組織 

 

(1)研究代表者 

 小山 信吾（KOYAMA SHINGO） 

 山形大学・大学院医学系研究科・助教 

 研究者番号：30436208 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


