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研究成果の概要（和文）：SENDA責任遺伝子WDR45について、表現型を満たす28例の変異を検討し7例に病因変異
を認めた
進行性黒質神経細胞死・呼吸不全を呈するPerry症候群責任遺伝子産物p150glued変異型により、オートファジー
不全・アポトーシス誘導を確認するなど、オートファジー機能不全と神経変性との関連をより強固にした。家族
性PD原因遺伝子CHCHD2（同遺伝子産物はミトコンドリアに局在）に変異を持つPARK22患者より疾患iPS細胞の樹
立を終えた。黒質神経細胞選択的にオートファジー不全を呈するマウスの病理学的表現型解析を進め、黒質・縫
線核・青斑核のTH陽性神経細胞内封入体が形成されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：According to mutation screening of the WDR45 gene responsible for SENDA, we 
identified high prevalence of the disease in patients with characteristic phenotype.
We revealed that Dynactin mutant, with pathogenic mutant of Perry syndrome, one of the parkinsonian 
disorders, has inhibiting effect on autophagic flux by decreased autophagosome-lysosome fusion step,
 resulting in apoptosis. Also, CHCHD2, a novel gene responsible for autosomal dominant Parkinson's 
disease, was identified and now its molecular function is investigated within the mitochondria. 
Using TH neurons selective autophagy deficient mice, intraneuronal inclusions have been detected in 
the affected lesions. 

研究分野：神経内科学

キーワード： オートファジー　神経内科学　ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（以下 PD）は有病率 150 人
/10 万人の我が国で 2 番目に多い神経変性疾
患で、中脳黒質の進行性神経細胞死を特徴と
する。PD 病態では-synuclein(以下Syn)な
どの異常蛋白蓄積、ミトコンドリア機能異常
が深く関与するため、それぞれオートファジ
ー、マイトファジーが重要な役割を果たすこ
とが確立されつつある。本領域発足直前に領
域代表者らは鉄沈着を伴う進行性黒質神経
細胞死によるパーキンソニズムを一症状と
する SENDA の責任遺伝子 WDR45 を同定し(Nat 
Genet 2013)、進行性黒質神経細胞死におけ
るオートファジー不全の一端を明らかにし
たため、研究代表者らは臨床的に SENDA と考
えられる日本人症例において同遺伝子変異
を検索し高頻度であることを報告した
(Neurobiol Aging 2015)。さらに新規家族性
PD 責任遺伝子 CHCHD2 を同定し、同遺伝子産
物のミトコンドリア局在を確認しており
(Lancet Neurol 2015)、オートファジー/マ
イトファジー分子機構との関連解明のため
疾患 iPS 細胞樹立・分化誘導・病態解明を進
めている。さらにオートファジー基質でもあ
る1-antitrypsin(以下 AAT)(認知症を伴う
PD 髄液中で有意に高値とされる。PLOS ONE 
2012)がSyn からなる中脳黒質神経細胞質内
のレビー小体構成成分であることを確認す
るなど、本計画研究 4 プロジェクトの一つ
(1)PD 黒質神経細胞死へのオートファジーの
関与の検討、を推進し、成果を上げている。
また根本的治療法が確立されていない PD で
は、経年的なミトコンドリア機能不全状態が
示唆されるため、オートファジー調節機構に
立脚した新規治療法は、発症/進行予防によ
る先制医療に繋がる可能性を秘める。代表者
は遺伝性 PD原因遺伝子産物 PINK1/parkin に
よるミトコンドリア機能・マイトファジー制
御（JCB 2010, FEBS Lett 2010, Neurosci Lett 
2015）、リソソームの空間的制御によるオー
トファジー調節機構（Nat Cell Biol 2011）、
小分子化合物を用いたオートファジー調節
による神経変性疾患治療薬開発（Autophagy 
2011, Nat Chem Biol 2008, HMG 2008）を一
貫して研究しており、 (2)PINK1/parkin 介在
性マイトファジー特異的促進化合物の探
索・同定、(3)オートリソソーム形成特異的
に作用する化合物の薬効評価を行い、(2), 
(3)にて同定した化合物（既存薬 26 個、新規
化合物 2種、生体内小分子化合物・その誘導
体など）は(4)PD 特異的 iPS 細胞由来神経細
胞での標的・薬効評価を完遂することにより、
オートファジー分子機構に基づく臨床応用
に繋がりうる化合物の特定を目指す。 
２．研究の目的 
本研究の目的は上記の 4つのプロジェクト
を並行して進め、PD 病態におけるオートフ
ァジーの役割を明らかにすると共に、それ
を制御する化合物を同定することを目的と
する。  

３．研究の方法 
(1) PD黒質神経細胞死へのオートファジーの
関与解明 
a) PARK22、SENDA 疾患 iPS 細胞の解析： 既
に患者由来 iPS 細胞の樹立を終えており、分
化誘導後に細胞外フラックスアナライザー
XFe24 によるミトコンドリア機能評価および
オートファジー活性を評価する。同定された
機能障害に対し種々のミトコンドリア毒・各
種オートファジー調節化合物添加による検
証を加え、必要であれば CHCHD2/WDR45 KO マ
ウスでの検証を行い、黒質神経細胞死への
CHCHD2 および WDR45 の寄与を評価する。 
b) 黒質神経細胞死における AAT の役割につ
いて： 精製 AAT を定位脳手術にて中脳黒質
に注入したモデルマウスを独自に樹立した
モノクローナル抗体を用いて病理学的・生化
学的に解析しオートファジー不全状態をよ
り詳細に評価し、Syn 凝集機構分子メカニズ
ムとの関連を明らかにする。 
c) Atg7flox/flox TH-IRES Cre マ ウ ス
（tyrosine hydroxylase発現神経細胞特異的
オートファジーノックアウトマウス）にて神
経細胞内封入体を確認しており、27 年度以降
は同マウスの行動解析・寿命などの評価を行
う。 
(2) PINK1/parkin介在性マイトファジー特異
的調節化合物の探索・同定 
既存薬ライブラリースクリーニングを約
1000 種まで継続し、1st スクリーニングでの
オートファジー誘導作用を持つヒット（現時
点で 26 個）、オートファジー誘導作用を持つ
内因性小分子化合物（ポリアミンの一部）・
その誘導体のマイトファジーへの薬理作用
を Mito-monomeric Keima Tet-on 安定発現
HeLa 細胞に、parkin を強制発現した状態で
添加し、マイトファジー誘導効果を評価し、
同定されたヒット化合物の分子薬理作用を
化合物結合蛋白同定及びその結合部位など
を中心に解明する。 
(3) オートリソソーム形成促進化合物 SO286
の PD 疾患モデルでの薬効評価 
SO286 およびその誘導体（最もオートファジ
ー誘導効果の高いもの）を MPTP 添加型モデ
ルマウス・A53T Syn モデルマウスへ投与し、
薬理作用を行動学的・病理学的・生化学的に
評価する。 
(4) PD 特異的 iPS細胞由来神経細胞でのヒッ
ト化合物の標的・薬効評価 
(2)にて同定されたマイトファジー制御化合
物、(3)にて SO286 およびその誘導体の中か
ら最も薬効が期待できるものについて、
PARK2/6/9および孤発性PD患者由来iPS細胞
由来神経細胞に添加し、薬効を評価する。 
４．研究成果 
 当初計画の(1)-(4)について進展状況をま
とめる。（下図参照。下線文献は本計画研究
による成果を示す。） 
(1) PD黒質神経細胞死へのオートファジーの
関与の検討 



 2013年4月に領域代表者水島らにより黒質
神経細胞死によってパーキンソニズムを呈
しオートファジー機能不全が病態に関与す
る static encephalopathy of childhood with 
neurodegeneration in adulthood (SENDA)の
責任遺伝子 WDR45 が同定されたため、我が国
での罹患率を検証すべく精神発達遅滞を伴
い、10 歳以降にパーキンソニズムを発症し、
中脳黒質に鉄沈着を認める症例群(28 例)の
WDR45 変異を検討し、7 例（すべて女性）に
病因変異を認めた(Neurobiol Aging 2015)。
さらに進行性黒質神経細胞死・呼吸不全を呈
する Perry 症候群責任遺伝子産物 p150glued
変異型により、オートファジー不全・アポト
ーシス誘導を確認するなど（PLOS ONE 2014、
未発表データ）、オートファジー機能不全と
神経変性との関連をより強固にする報告を
行った。また SENDA 患者に加え、新規同定し
た家族性 PD 原因遺伝子 CHCHD2（同遺伝子産
物はミトコンドリアに局在し、呼吸機能に関
与する）に変異を持つ PARK22 患者より疾患
iPS 細胞の樹立を終え(Lancet Neurol 2015)、
オートファジー・マイトファジー・ミトコン
ドリア機能評価を行うため神経細胞への分
化誘導・解析を進めている。さらに PD 病理
変化のメルクマールとされるレビー小体構
成成分である1-antitrypsin（以下 AAT。患
者血清・血漿でも中等度重症度群において減
少傾向を確認）を新たに同定し、PD 剖検脳で
は黒質神経細胞脱落に比例し発現量が低下
していることを突き止め、現在 MPTP 投与型
マウスモデル・A53T-Syn トランスジェニッ
クモデルでのオートファジー不全状態への
影響を解析している。また研究分担者佐藤は
Atg7flox/flox tyrosine hydroxylase 
(TH)-IRES Cre マウスの病理学的表現型解析
を進め、黒質・縫線核・青斑核の TH 陽性神
経細胞内封入体（ユビキチン陽性・p62 陽性）
が形成されることを確認しており、現在寿
命・行動解析を行い、オートファジー不全状
態によるレビー小体形成を再現することが
できた(Sci Rep 2018)。 
(2) PINK1/parkin介在性マイトファジー特異
的促進化合物の探索・同定 
化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 必 要 な
parkin-Keima コンストラクトを用いた
Tet-on安定発現HeLa細胞の樹立を試みたが、
Keima のリーク発現の毒性を回避できず同モ
デル細胞樹立を断念し、従来の GFP-LC3 安定
発現 HeLa 細胞による 1st スクリーニングを
経て、mito-Keima コンストラクトを用いた
Tet-on 安定発現 HeLa 細胞による 2nd スクリ
ーニングを用いる方法に切り替えた。1st ス
クリーニングでは既に既存薬ライブラリー
（600 強の化合物を含む）から 26 個のオート
ファジー促進化合物を同定し、それぞれの作
用機序解明を進めている。さらに分化した
MPP+添加型 SH-SY5Y 細胞の 24 時間後におけ
る細胞ライセート・培養上清中の代謝産物の
網羅的解析（capillary electrophoresis 

mass spectrometry による）を行い、小分子
化合物であるポリアミンの一部が細胞ライ
セート・培養上清いずれにおいても上昇し、
オートファジー誘導に働くことを確認し、そ
のうちの一部が神経細胞特異的に mTORC1 阻
害効果などを持つことを確認している。 
 また、マイトファジーレセプターである
NDP52 が、ミトコンドリアマトリクス蛋白と
相互作用し、マイトファジーを誘導するメカ
ニズムを解明した（EMBO Rep (in revision)）。 
(3) オートリソソーム形成特異的に作用す
る化合物の薬効評価  
連携研究者井本正哉らと共同で in-house ラ
イブラリーから新たな2つのオートファジー
誘導剤（mTORC1 経路の新たな作用点を持つ化
合物、オートリソソーム産生促進化合物）を
同定した。その一つである SO286 は HeLa 細
胞及び分化型PC12D細胞においてオートリソ
ソーム形成促進による細胞保護効果を示し
た。作用機序探索のためビオチン化誘導体を
作製し、HPLC を用いて同化合物の結合蛋白を
2 種同定し、さらに deletion mutant を用い
たアッセイにより2つの結合蛋白との結合部
位同定を終えた。現在 SO286 誘導体を 20 以
上作製し構造活性相関の検証を行っており、
より薬効の高い誘導体の作製・開発を進めて
いる（特許取得完了）。 
(4) PD 特異的 iPS 細胞由来神経細胞での標
的・薬効評価 
既に PARK2/6/9 疾患 iPS 細胞の樹立を終え、
GFP トランスポーターを分化誘導過程で発現
させ、60％程度の純度で神経細胞を誘導する
ことに成功している。現在は孤発性 PD 患者
由来iPS細胞のライブラリー樹立を進めてお
り、同 iPS 細胞を 96-well プレート上で神経
細胞に分化誘導する技術を、岡野栄之（慶大
生理学）・赤松和土（順天堂大学ゲノム・再
生医療センター）らと共同で開発済みである。
上記に加え、オートファジー・マイトファジ
ー機能に着目した創薬スクリーニングに利
用可能なiPS細胞の性質を検証するためには、
十分な評価系樹立が必要であることから、一
過性 mRFP-GFP-LC3 強制発現 HeLa 細胞を用い
た In Cell Analyzer 2100 による解析、フラ
ックスアナライザーによる PD モデル細胞で
のミトコンドリア評価のバックグランドデ
ータ収集を進めた。特に PINK1-/- マウス胚
性線維芽細胞（MEF）およびオートファジー
機能異常が報告されている家族性 PD 原因遺
伝子産物 VPS35 ノックダウン条件下での
SH-SY5Y 細胞での機能変化を報告した
（Neurosci Lett 2015、FEBS Lett 2015） 
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