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研究成果の概要（和文）：　in vitro invagination assayでスクリーニングし、ATP13A2/PARKに関与するFYVE
タンパク質Aを発見した。ATP13A2と共局在し、免疫沈降法でも関連が確認された。ATP13A2の喪失でタンパク質A
の局在も変化した。この２つの機能的な関係について検討を進めている。
　Kufor-Rakeb症候群（KRS）の患者のドパミン細胞の分化初期よりエキソソーム分泌が低下した。 ALIXのshRNA
はエキソソームの分泌を亢進しαシヌクレイン蓄積、ミトコンドリア障害を軽減し、KRSの主病態がエキソソー
ムの分泌障害で、この経路の改善が他の細胞内小器官にも有益かもしれない。

研究成果の概要（英文）：By screening FYVE proteins through in vitro invagination assay, “Protein 
A”, which is associated with ATP13A2/PARK9 was discovered. It is co-localized with ATP13A2 on 
endosomes, and the association of two proteins was determined by immunoprecipitation analysis. The 
localization of Protein A is altered in ATP13A2-deficient cells. The functional association between 
two proteins is under investigation.

 At the early stage after the initiation of differentiation of dopaminergic neurons taken from 
patients with Kufor-Rakeb syndrome, the secretion of exosomes was already reduced. Lentiviral shRNA 
against ALIX enhanced the secretion of exosomes and attenuated alpha synuclein accumulation and 
abnormal mitochondrial respiration, suggesting that the main pathology of KRS involves the impaired 
exosome secretion, and therefore, improving this pathway would be beneficial to the issues observed 
in other intracellular organelles.

研究分野：神経変性疾患
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) パーキンソン病（PD）では中脳黒質
のドパミン細胞が変性、脱落するが、残存す
る神経細胞にレヴィ小体と呼ばれる細胞質
凝集体を認める。レヴィ小体の主要構成成分
が前シナプスに局在するαシヌクレインで、
シヌクレインが脳内に凝集体を形成する疾
患を総じてシヌクレオパチーと呼ぶ。αシヌ
クレインの点変異により家族性 PD が、二重
体、三重体変異により若年性、幼年性 PD が
発症することは、αシヌクレインが PD の病
態に深く関与し、発現量の小さな変化でも容
量依存性に神経細胞に毒性を呈することを
示している（Xu, Neurobiol Aging; 36, 2015）。 
(2) 長い研究によってαシヌクレイン
が脳内に蓄積する原因は少しずつ明らかと
なってきた。分解では、ユビキチンプロテア
ソーム経路、シャペロン介在性オートファジ
ー、エンドソーム経路、マクロオートファジ
ーなど多彩な経路によってαシヌクレイン
が分解されることが報告されてきた。このう
ちユビキチンプロテアソーム経路を除く全
てはライソゾームに終息する。近年はこのラ
イソゾームの機能障害が注目されている
（Tofaris, Mov Dis; 27, 2012）。ライソゾ
ーム内の分解酵素、ライソゾームに局在する
タンパク質の遺伝子変異は、６０を超えるラ
イソゾーム蓄積病の原因となっているが、そ
の患者のほとんどが神経発達障害、神経変性
を呈する。これらの神経症状にはパーキンソ
ン症状が含まれ（Coutinho, Mol Genet Metab; 
2015 Aug 18）、例えばゴーシェ病の中には典
型的なパーキンソン症状を呈する症例があ
り、原因遺伝子であるβグルコシダーゼは孤
発性PDのリスク遺伝子でもある（Sidransky, 
NEJM;361, 2009）。本研究ではもう１つのラ
イソゾームタンパク質の機能喪失によって
パーキンソン症状を呈するKufor-Rakeb症候
群（KRS）を対象とした。 
(3) KRS はライソゾームタンパク質であ
る ATP13A2/PARK9（以後 PARK9 と略す）の機
能喪失が原因で生じる若年発症の比較的急
性に進行するパーキンソン徴候を主体とし、
錐体路徴候、痴呆、核外性眼球運動障害を合
併する （Ramirez, Nat Genet; 38, 2006）。
PARK9 は中脳黒質に特に多く発現しており、
アミノ酸配列から２価イオンの輸送体と想
定されているが、基質は判明していない。興
味深いことに孤発性 PD 患者のドパミン細胞
で PARK9 の発現量が増加しており、様々なモ
デルでPARK9のαシヌクレインに対する神経

保護作用が示されているが、その機序は明確
ではない。研究代表者らは KRS 患者より採取
した線維芽細胞、PARK9 の発現を抑制した大
脳皮質細胞を用いてPARK9の機能低下により
ライソゾームのタンパク分解能が低下する
こと（Usenovic J Neurosci; 32, 2012）、PARK9
の発現をshRNAで抑制したマウス大脳皮質細
胞とPARK9のノックアウトマウスにてαシヌ
クレインが蓄積することを報告した
(Schulthesis HumMolGenet; 22, 2013)。さ
らに小胞体に集積するべき亜鉛がPARK9の機
能低下した細胞では低下しており、これによ
って酸性スフィンゴミエリナーゼの活性が
低下することがライソゾームの機能障害の
一 因 で あ る こ と を 報 告 し た (Tsunemi 
HumMolGenet; 23, 2014)。さらに PARK9 が
multivesicular bodies（MVBs）にも局在し、
intraluminal vesicles（ILVs, 胞内小胞体）
の生成を制御していること。PARK9 の機能低
下により exosome（エキソソーム）の放出が
低下すること。さらにエキソソームがαシヌ
クレインの細胞外放出に関与しており、この
経路の低下によりαシヌクレインが蓄積す
る可能性を発見した(Tsunemi, J Neurosci; 
34 2014)。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではこれまでの知見をさらに発展
させ、PARK9 の機能障害によるエキソソーム
の減少とαシヌクレインの蓄積のメカニズ
ムを解明し、ここをターゲットとした KRS の
みならずより一般的なシヌクレオパチーの
治療戦略を立てることを目的とする。具体的
な目的は以下の２つに集約される。 
１）亜鉛を介した ILVs 生成における PARK9
の役割を明らかとする。 
２）エキソソームとαシヌクレインの放出障
害が KRSの病態に与える影響を患者 iPS細胞
より分化したドパミン細胞をモデルに解明
する。 
 
３．研究の方法 
 亜鉛を介した胞内小胞体生成における
PARK9 の役割を明らかとする研究では、FYVE
タンパク質に注目した。FYVE ドメインは 60
〜70 アミノ酸からなる亜鉛結合ドメインで、
酵母からヒトまで300種類以上のタンパク質
で同定されている。FYVE ドメインはホスファ
チジルイノシトール 3リン酸（PI(3)P）と結
合する。エンドソームに局在する多くのタン
パク質は FYVE ドメインをもち、PI(3)P が豊
富なエンドソームへと集積するが、この結合



の安定化のために亜鉛が必要と考えられて
いる。この FYVE タンパク質のエンドソーム
への集積を亜鉛のキレーションと PARK9 の
shRNA を用いた発現抑制、PARK9 変異を有す
る ド パ ミ ン 細 胞 モ デ ル で in vitro 
invagination assayを用いて定量的に測定す
る。その結果 FYVE タンパク質をスクリーニ
ングし、PARK9 の病態と関連している同定す
る。さらに PARK9 が亜鉛を通じて MVBs 内の
ILVs を生成する分子生物学的なメカニズム
を解明する。 
 続いてエキソソームとαシヌクレインの
放出障害が PD の病態に与える影響の研究で
は、研究代表者らが確立した iPS 細胞から分
化したドパミン細胞の長期培養モデルを用
いる。このモデルでは、分化後 40 日にてエ
キソソームの放出低下が、分化後 60 日より
ライソゾームの機能障害が、分化後 90 日よ
り不溶化αシヌクレインの蓄積が、分化後
120 日にミトコンドリア呼吸の低下と、継時
的な細胞内の様々な器官の異常を認めた。つ
まりエキソソームの障害がKRSの病態におけ
る主症状である可能性を示唆している。本研
究では、健常人と Kufor-Rakeb 症候群患者か
ら分化したドパミン細胞でエキソソームの
産生をコントロールした影響を観察する。ま
た、近年 PD を含む神経変性疾患では、変性
した異常タンパク質が細胞間を伝播して病
態が拡散するプリオン病のような機序が提
唱されている。エキソソームは伝播を介在す
る１つの因子として注目されている。本研究
ではエキソソームがαシヌクレインの脳内
伝播に与える影響を解明する。 
  
４．研究成果 
目的１：PARK9 の病態と関連する FYVE タンパ
ク質を同定する。 
 エンドソームの膜形成における EEA1、
rabenosyn-5、phafin2、ESCRT 経路における
Hrs、ホスファチジルイノシトールリン酸の
転換における PIKFYVE、MTMR4 などのタンパ
ク質は FYVE ドメインを有し、 FYVE タンパク
質と総称されている（Raiborg, FEBS J; 280, 
2013）。本研究では in vitro invagination 
assay を確立して、FYVE タンパク質をスクリ
ーニングし、PARK9 による胞内小胞体形成異
常に関与するタンパク質（タンパク質 A）を
発見した。 
 グリセロリン脂質に分類されるホスファ
リジルイノシトール（Ptdlns）はタンパクを
細胞膜やエンドソームへ集積させることに
より細胞骨格や小胞体輸送、受容体シグナル

を制御している。タンパク質 A は Ptdlns を
リン酸化することにより様々な細胞内活動
に影響を与えている。タンパク質 Aは細胞質
の他、後期エンドソームにも位置する。FYVE
タンパク質はエンドソームへ集積する
（Kutateladze, Biochim Biophys Acta; 1761, 
2006）にあたり、FYVE ドメインと PI(3)P が
結合するが、この結合を安定化するのに亜鉛
が必要である（Gaullier, Nature; 394, 1998）。 
まず亜鉛をキレートすることによって、細胞
質から後期エンドソームへの局在の偏移が
消失した。共焦点レーザー顕微鏡による観察
では、正常細胞では PARK9 と後期エンドソー
ムで共局在していることが観察され、免疫沈
降法で物理的な相互作用が確認された。一方、
shRNA による PARK9 のノックダウン細胞、KRS
患者由来のドパミン細胞などPARK9の機能が
低下した細胞では、タンパク質 Aの細胞内局
在も変化して後期エンドソームへの局在が
低下し、それにつれて MVB 内の ILVs も減少
し、エキソソームの放出も低下した。一方、
タンパク質 Aの過剰発現は PARK9 のノックダ
ウン細胞の表現形を部分的ではあるが改善
した。 KRS のエンドソームでは亜鉛が低下し
ているが（Tsunemi, HumMolGenet; 2014）、
過剰発現のみでは完全には回復しないと考
えられた。しかし亜鉛負荷ではタンパク質 A
の細胞内局在は改善せず、むしろ細胞毒性が
増した。PARK9 の機能障害では、エンドソー
ムの亜鉛が減少するとともに細胞質の亜鉛
は増加する結果が得られており、亜鉛の細胞
内局在が変化している。つまり病態が単純で
はないことを示唆している。PARK9 のノック
ダウン細胞、KRS 患者のドパミン細胞ではタ
ンパク質 A の発現は亢進しており、PARK9 と
タンパク質Aの機能的な補完関係が示唆され
た。タンパク質 A の変異はヒトでは眼病変、
多彩な先天奇形とともに末梢神経障害の原
因遺伝子であり、ノックアウトマウスは中枢
神経変性が生じることが知られており、神経
細胞の機能に重要な役割を果たしている。 
 現在、このタンパク質 Aの機能喪失によっ
て生じる神経障害の機序、蓄積するタンパク
質について、また PARK9 との直接的な結合の
有無についてさらに検討を進めている。 
 このように本研究では当初の予定通り
PARK9の病態に関連するFYVEタンパク質を同
定し、機能解析を行った。 
  
 目的２：PARK9 の機能障害によるエキソソー
ムとαシヌクレインの放出障害が神経細胞
に与える影響を解明する。 



 健常人４名と Kufor-Rakeb 症候群（KRS）
患者２名のiPS細胞から分化したドパミン細
胞の長期培養を行い、分化 40 日目よりエキ
ソソームの分泌が低下していることを観察
した。ESCRTIII 関連タンパク質で胞内小体生
成に重要な役割を果たしている ALIX はエキ
ソソームの源である ILVs に抑制性に作用し
ていることが知られている。ALIX に対する
shRNAを発現してALIXの発現を低下させるこ
とに成功した。ALIX の発現抑制によって H4 
細胞ばかりでなくドパミン細胞でもエキソ
ソームの分泌が亢進し、αシヌクレインの蓄
積を軽減した。ALIX の発現抑制は Pulse 
chase 法によって測定したライソゾームタン
パク質分解には影響を与えなかったが、エキ
ソソームを介した細胞外放出は増加させた
ことからαシヌクレインの発現低下は細胞
外放出亢進によると結論づけた。 
 中性スフィンゴミエィナーゼ（nSMase）の
投与はESCRT経路非依存的にエキソソーム放
出が増加することが報告されていた
（Trajkovic, Science; 319, 2008）が、実
際、H4 細胞でもドパミン細胞でも nSMase を
細胞外液に加えたところ、エキソソームの分
泌が亢進した。しかしαシヌクレインの放出
量は変化せず、よって細胞内蓄積量も軽減し
なかった。これらの結果は、エキソソームの
産生、分泌の刺激方法によってエキソソーム
が含有するタンパク質の組成も変わり、細胞
内のタンパク量にも影響を与えることを意
味する。 
 さらに KRS患者のドパミン細胞では分化初
期にはミトコンドリア呼吸能は上昇し、後期、
120 日目からミトコンドリア呼吸が低下する
か、このミトコンドリア機能の変化も、ALIX
の発現抑制により改善した。以上の結果は
KRS の細胞障害の大きな原因の１つがエキソ
ソームの分泌障害であり、この経路を改善す
ることで細胞内の他の細胞内小器官の障害
も改善し得ることを示唆している。 
 更にレンチウイルスを用いた PARK9 の長期
的な発現回復により、エキソソームの分泌低
下、αシヌクレインの細胞内蓄積、ミトコン
ドリア機能異常等の一連のイベントは正常
化し、PARK9 の機能喪失が直接の原因となっ
ていることを確認した。また shRNA を用いた
αシヌクレインの発現抑制でも、エキソソー
ムの分泌低下は改善し、ミトコンドリア機能
異常多くの機能は回復したが、PARK9 の過剰
発現ほどではなかった。これらの結果は、エ
キソソームの放出低下が一連のイベントの
根本の原因である可能性を示唆している。 

 さらに、エキソソームの分泌促進が、周囲
の細胞に与える影響について検討を行った。
蛍光標識したαシヌクレイン（Alexa555-α 
-syn）を細胞に取り込ませた後にエキソソー
ムを回収して蛍光顕微鏡で観察し、エキソソ
ーム内にαシヌクレインが存在しているこ
とを確認した。このエキソソームは他の細胞
に取り込まれ、含有しているαシヌクレイン
が細胞質内に取り込まれることを確認した。
以上の結果は、エキソソームの分泌促進によ
って分泌する細胞ではαシヌクレインが軽
減するため有益であるが、αシヌクレインの
細胞間の伝播を促進して病態を拡散する可
能性があることを示している。 
 αシヌクレインが神経細胞間を伝播する
か解明するために micro fluidics を用いた。
ここでは左右のチャンバーに別々にiPS細胞
から分化した神経細胞を培養して、チャンバ
ーをつなぐグルーブを通る軸索のみで接触
させることができる。これを用いてαシヌク
レインの細胞間伝播を実験した。まず、
Alexa555-α–syn を培養液に投与したところ、
健常人由来でもKRS患者由来のドパミン細胞
でもαシヌクレインの取り込みに変わりは
なく、取り込まれたαシヌクレインは軸索を
伝って輸送され、放出されることを観察した。
さらに放出されたαシヌクレインは対側の
細胞に取り込まれることを観察した。さらに
レンチウイルスを用いてPARK9の発現を亢進
したところ、細胞体からのエキソソームを介
したαシヌクレインの放出が亢進され、軸索
輸送されて対側のチャンバーに放出される
αシヌクレインの量は変化なかった。これら
の結果はPARK9の発現の変化はαシヌクレイ
ンの神経細胞間の伝播には影響を与えない、
ということを意味する。 
 脳内のαシヌクレインの伝播には、グリア
細胞が大きな影響を与えていると考えられ
る。グリア細胞は神経細胞の１０倍以上多く
存在して、神経細胞の機能を助けているばか
りでなく、近年の研究からはより積極的に神
経細胞活動に影響を与えていることがわか
ってきている。このグリア細胞の果たす役割
を解明するため、研究代表者らはプロトコー
ルに沿って健常人と KRS患者の iPS細胞から
星状細胞へ分化させた。これらの細胞は星状
細胞のマーカーである S100、GFAP が同様に
発現していた。まず、星状細胞から放出され
るエキソソームを測定したところ、単位細胞
あたり神経細胞よりはるかに多くのエキソ
ソームが測定された。定常状態では星状細胞
にαシヌクレインは発現していないが、細胞



外液にαシヌクレインを加えたところ、星状
細胞に素早く吸収されることを観察した。星
状細胞は神経細胞よりタンパク分解能に優
れているとともに、細胞外への分泌能も高か
った。これらは PARK9 の変異細胞では低下し
ていたが、神経細胞ほどではないことが観察
された。さらに神経細胞と星状細胞を共培養
したところ、星状細胞は培養液に放出された
αシヌクレインを吸収することのみならず、
神経細胞のαシヌクレイン量に影響を与え
ることを観察した。すなわち、星状細胞の共
培養により神経細胞のαシヌクレイン蓄積
が軽減した。さらに、神経細胞間のαシヌク
レインの伝播に抑制性に機能することを観
察した。以上の結果は、エキソソームの過剰
発現によりαシヌクレインの放出を促進し
ても、周囲に存在する星状細胞が吸収して、
脳内でαシヌクレインの伝播は促進しない
可能性を示唆している。現在 PARK9 のノック
アウトマウスの線条体に繊維化したαシヌ
クレインを注入し、３ヶ月後のリン酸化αシ
ヌクレイン病理を検討し、PARK9 の発現量が
αシヌクレインの脳内伝播に影与える響を
検討している。 
 本研究では、当初の目的であるエキソソー
ムとαシヌクレインの放出障害がKRSの神経
変性の発端であることを示した。そしてエキ
ソソームの放出促進により様々な細胞障害
を改善することに成功した。以上の結果は、
KRS のみならずαシヌクレインの蓄積を呈す
るシヌクレイノパチーの新たな治療戦略を
示している。さらに神経細胞から放出された
αシヌクレインの行方の解明や、星状細胞が
神経細胞に与える保護的効果の解明など、新
たな研究テーマを提示している。 
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