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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)や進行性核上性麻痺(PSP)を含めたパーキンソン症候群(PS)は，
原因不明な進行性の神経変性疾患であり，未だに有効な治療法はない．脳脊髄液を用いた網羅的な質量分析にて
PSPに特異的な変化を示すchromogranin B(CHGB)由来ペプチドであるbCHGB_6255を確認した．CHGBは翻訳後に小
分子が切り出され種々の活性を有することが知られており．CHGBからbCHGB_6255が産生され過程を含めたCHGBが
関連した分子カスケードが，PSP病態に関連していることが推測され，PSの病態解明のシーズとなることが示唆
された．

研究成果の概要（英文）：Parkinson's syndrome (PS), including Parkinson's disease (PD) and 
progressive supranuclear palsy (PSP), is a progressive neurodegenerative disease of unknown cause, 
and there is still no effective treatment. A comprehensive mass spectrometric analysis using 
cerebrospinal fluid confirmed bCHGB_6255, a peptide derived from chromogranin B (CHGB) that exhibits
 PSP-specific changes. It is known that small molecules of CHGB are excised after translation and 
have various activities. It was speculated that the CHGB-related molecular cascade, including the 
process by which bCHGB_6255 is produced from CHGB, is related to the pathophysiology of PSP, 
suggesting that it may be a seed for the pathological elucidation of PS.

研究分野： 脳神経内科学

キーワード： パーキンソン症候群　進行性核上性麻痺　大脳皮質基底核変性症　神経変性疾患　脳神経内科学　老年
医学　分子生物学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PSは原因不明で有効な治療法はなく，各疾患の関連や相違など疾患分類や位置づけについてこれまでにも多くの
議論がなされてきているが，未だ明らかにはなっていない．PSでは明確なバイオマーカーは確立されておらず，
臨床症状，形態画像，薬剤への反応性などから臨床診断するしかなく，病初期には臨床診断が困難な場合が少な
くない．脳脊髄液の解析から得られたPSPに特異的な変化を示すCHGBは，臨床診断におけるバイオマーカーとな
ることが示唆され，病態解明や治療法開発などにむけたシーズになることが期待された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（PD）は，振戦，筋強剛，無動，姿勢反射障害を四徴とした進行性の神経変性

疾患であるが，根治療法は確立されていない．パーキンソン症候群（PS）は，PDに加えて，パー
キンソンニズムとして四徴のいずれかを含めた神経徴候を呈する症候群であり，進行性核上性
麻痺（PSP），皮質基底核変性症（CBD），多系統萎縮（MSA）などの多くの神経変性疾患が含まれ
る．PS のなかでも PSP は，眼球運動障害，易転倒性，歩行障害，動作緩慢，嚥下障害，認知症な
どを呈し，CBD は，大脳基底核症状としてのパーキンソニズムと大脳皮質症状としての失行など
の高次脳機能障害を呈し，左右差のある神経徴候を特徴としている．MSA は自律神経症状，パー
キンソニズムと小脳症状を呈する神経変性疾患である．PS は中年以降に発症し，通常は孤発性
であり，原因不明であるが，高齢化とともに増加しており，老化との関連も推測されている．PSP，
CBD，MSA は，しばしば PDと類似した症状を示すが，治療法，予後も異なり，鑑別診断が重要で
あるが，臨床症状が非常に多彩であり，病初期には鑑別診断が困難であることが少なくない．病
理学的な知見からは，PDや MSA で認められる細胞内封入体にはαシヌクレインが含まれ，PSP や
CBD では異常タウの脳内への蓄積が指摘されており，これらのタンパクが病態に関与していると
考えられているが，αシヌクレインやタウに関する分子生物学的な解析では，これらのタンパク
のみで病態の全貌を解明するのは困難であると考えられる．各疾患の関連や相違など疾患分類
の位置づけに関しても多くの議論がなされてきており，臨床的，遺伝学的，病理学的，生化学的
な詳細な研究の推進が待たれている． 
PSP を含めた PS では明確なバイオマーカーは確立されておらず，臨床症状，形態画像，薬剤

への反応性などから臨床診断するしかなく，確定診断には病理学的な検討に委ねられている．多
様な臨床像のために病初期には臨床診断が困難であることがある．これまでにも PSP のバイオ
マーカー候補として脳脊髄液のタウ，ニューロフィラメント軽鎖，YKL-40 などが報告されては
いるが，十分な検証には至っていない．申請者らは PSP，PD ならびに健常対象者の髄液を用いた
SELDI-TOF MS 法によるタンパク質発現プロファイリングを解析して，PSP において特異的に減
少する候補分子として Chromogranin B (CHGB)由来ペプチド（bCHGB_6255）を同定し，ROC 解析
では，感度 91.7%，特異度 66.7%であった．CHGB は神経細胞に広く分布する酸性可溶性分子であ
り，神経分泌タンパクのひとつである．神経変性疾患のひとつである筋萎縮性側索硬化症（ALS）
では，CHGBの遺伝子多型と家族性ALSにおける発症時期との相関について（Gros-Loiu F，2009），
精神疾患のひとつである統合失調症では髄液中の CHGB 低値や CHGB 遺伝子多型と疾患感受性と
の関連が報告されている．また，免疫学的機序の介在が想定されている神経脱髄性疾患である多
発性硬化症では，病初期に増加し，病期の進行とともに減少することが報告されている（Mattsson 
N，2007）．これらの知見から CHGB が，中枢神経疾患と関連を有することが推測され，PS の病態
について研究を推進する上で有力な研究候補分子であることが期待された． 
 
２．研究の目的 
CHGB について多数の PS症例の脳脊髄液を用いて CHGB について検討し，疾患特異的なバイオマ

ーカー候補となり得るかを検討すること，ならびに，bCHGB_6255 について分子生物学的な手法
を用いて PS の病態との関連について解析することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
（１）CHBG の測定 
PSP 53 例，PD 24 例，CBS 15 例，健常対象(CTL) 20 例の脳脊髄液について Enzyme-Linked 

Immuno Sorbent Assay (ELISA)法を用いて CHGB について測定し，検討した． 
 
（２）bCHGB_6255 の抗体作成 
質量分析の結果からbCHGB_6255に含まれると予想されるアミノ酸からなるペプチドを合成

し，ウサギに免疫することによって得られたポリクローナル抗体，あるいは，別の2種類の抗体
を用いたWestern blotting法による解析を行った． 
 

（３） bCHGB_6255の解析 
bCHGB_6255 についての生物学的な機能解析を行うために，①脳脊髄液を用いた de novo ペプ

チド配列解析法による解析，②脳脊髄液よりクロマト精製による単離・LC-MS による解析，③
質量分析のデータからアミノ酸配列候補を推定し，ペプチド合成を行い，HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography)法での解析を行った． 
 
４．研究成果 
（１）CHBG の測定 
脳脊髄液中の CHGB は，PSP 76.8±28.0μg/mL，PD 61.5±17.8μg/mL，CBS 61.2±22.1μg/mL，

CTL 68.2±25.2μg/mL であり，PSP において PD や CTL よりも統計学的に有意に高値であった
（図１）．ROC 解析では，Cutoff 値を 62.9μg/mL とすると感度は 62.3%，特異度は 66.1%であっ
た．CHGB は，PSP の診断バイオマーカーとなることが期待されるが，臨床亜型での相違，臨床経
過との相関など病理診断例を含めた更なる多数例での解析が望まれる． 



CHGB の測定値は，質量分析で得ら
れた bCHGB_6255 値とは逆相関の結
果 で あ っ た ． CHGB を 含 め た
chromogranin 遺伝子族においては，
翻訳後に種々のペプチドが切り出さ
れることによって，糖代謝やホルモ
ン産生，免疫系などに独自の生理活
性を発揮することが報告されている
（Bartolomucci, 2011）．bCHGB_6255
は CHGB から切り出される新規のペ
プチドであると推定されるが，その
機能は明らかではない．CHGB と
bCHGB_6255 が逆相関にあったこと
は，PS の病態において bCHGB_6255 そのものの生物学的な機能だけではなく．CHGB から
bCHGB_6255 が代謝され，活性をもつ一連のカスケードに病態に関連した分子機構が存在する可
能性を示唆するものであり，詳細な検討が今後の課題である． 
 
（２）bCHGB_6255 の抗体作成 
質量分析による結果からは，bCHGB_6255 は，CHGB の aa500-530 を含む m/z6255 の分子である

と推定された．aa500-530のなかから抗原に適切と思われる領域から13アミノ酸（GDLQDTKENREEA）
のペプチド合成を行い，これを抗原としてウサギに免役することによってポリクローナル抗体
を作成した．血清での十分な抗体価の上昇が確認された．作成した抗体ならびに，bCHGB_6255 周
辺の 2 種類の抗体を用いて，Western blotting 法による bCHGB_6255 の検出，定量化を試みた
が，十分な抗原抗体反応を得ることが出来ず，定量に適した検出は得られなかった．bCHGB_6255
の分子量が小さいこと，脳脊髄液中での含有量の少ないことが検出を困難とさせた可能性が推
測され，高感度デジタル ELISA による測定などを検討していく必要がある． 
 将来的な脳組織での免疫組織学的な解析や免疫沈降法を用いた bCHGB_6255 との関連タンパク
を探索する実験を進めるためにはより特異度の高い抗体の作成が望まれるが，bCHGB_6255 のア
ミノ酸配列を決定し，その断端を抗原としたモノクローナル抗体を作成することが今後の課題
である． 
 
（３）bCHGB_6255の解析 
bCHGB_6255は，CHGBから切り出され，生物学的な活性を有する分子であると推定されるが，

詳細は明らかではない．脳脊髄液を用いたde novoペプチド配列解析法によるアミノ酸配列の決
定を試みたが，十分なタンパクを検出することが出来ず，アミノ酸配列の決定には至らなかっ
た． 
脳脊髄液をイオン交換固相抽出カラム，逆相固相抽出カラム（Q Sepharose Fast Flow 固相抽

出カラム，及び，C18）を用いて精製し，LC-MS により脳脊髄液中の bCHGB_6255 と思われる
m/z6255 のピークの検出と同定を試みた．しかしながら精製した試料では該当する目的物の検
出及びアミノ酸配列の決定には至らなかった．質量分析法は非常に高感度な分析手法ではある
が，今回の前処理法では精製度が不十分であり,試料中の不純物が目的物のイオン化を阻害する
ことで，目的成分が検出されていない可能性が示唆された。よって精製方法の改善は今後の重
要な検討課題であると考えられた． 
以前の質量分析の結果より，bCHGB_6255 は CHGB（aa500-530）を含む m/z6255 と推測され，

CHGB のアミノ酸データより bCHGB_6255 のアミノ酸配列を予想し
（HHRVQENQMDKARRHPQGAWKELDRNYLNYGEEGAPGKWQQQGDLQDTKENR），ペプチド合成を行った．合成し
たペプチドについて HPLC 測定を行い，ピークを検出することが出来た（図２）． 
 
 



今後は合成ペプチドを対照コントロールとして bCHBG_6255 定量システムを構築することが望
まれる．すなわち脳脊髄液試料の HPLC クロマトグラムにおいて，合成ペプチドの溶出時間に相
当する部分を選択的に分取・濃縮することで目的成分の検出・同定が可能となると推察され
る． 
bCHGB_6255 の正確なアミノ酸配列を決定することは，分子の機能解析，抗体の作成，関連分

子，カスケードの解析など多くの知見をもたらし，PSの病態との関連を含め生物学的な機能解
析を行うことが期待される． 
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