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研究成果の概要（和文）：新たにde novo PD患者群血漿においてLC/CE-TOF-MSによる代謝産物変化を検証したと
ころ、健常者に比し、脂肪酸β酸化機能低下を捉えることができた。2017年までの成果と合せ、levodopaの骨格
筋への分布が脂肪酸β酸化機能に影響すると結論した。さらにこの脂肪酸β酸化機能低下が、抗パーキンソン病
薬であるゾニサミド内服により改善することを報告した（Cells 8:14, 2019）。またPD患者脳MRIにて検出され
る白質変化と相関するジアセチルスペルミジンを同定した(Ann Neurol 86:251, 2019)。

研究成果の概要（英文）：Based on the plasma metabolome analysis of Parkinson's disease patients, we 
have already identified fatty-acid beta-oxidation insufficiency in 2017. Additional metabolome 
analysis with de novo PD patients showed insufficient beta-oxidation consistent with the previous 
study, suggesting of the influence of levodopa medication on the metabolic changes.Likewise, 
metabolic changes in polyamine, which correlated with axonal changes detected by cranial MRI, were 
identified in this study.  

研究分野： 神経内科学

キーワード： パーキンソン病　メタボローム解析　代謝産物　脂肪酸β酸化　カフェイン代謝　ポリアミン代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、パーキンソン病患者血液を用いた確定診断（カフェイン代謝変化、早期症例における脂肪酸β酸
化機能低下）、病状把握（ポリアミン代謝変化）、薬剤の影響（levodopa代謝産物）を判断することが出来るた
め、侵襲の低いバイオマーカー研究に道を拓いた点に意義があると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は種々のパーキンソン病(以下 PD)特異的代謝異常に加え(J Neurol Neurosurg 
Psychiatry 87:295, 2016; Neurology 90:e404-e411, 2018)、carnitine palmitoyltransferase-
1B(CPT1B)機能低下による骨格筋脂肪酸酸化低下が PD 早期例に生じ、これを反映する長鎖ア
シルカルニチン群の低下が早期診断バイオマーカーとして有用であることを報告した(Sci Rep 
7:7328, 2017)。PD 臨床症状として骨格筋機能変化による諸症状(振戦・無動・筋固縮)が特徴的
とされるが、その約 30 年前から上腕二頭筋力・握力の低下が検出されるなど(Neurology 84:1862, 
2015 他)、発症前・早期症状としての骨格筋機能異常の存在が明らかとなっている。また申請者
は早期PD症例血漿にてmyocytokineの一つであるBrain-derived neurotrophic factor (BDNF)
低下を明らかにしており、骨格筋内分泌機能低下による中枢神経細胞への影響の端緒を得てい
るが、骨格筋代謝機能異常と黒質ドパミン神経細胞との相互作用については殆ど報告が無い。 
 
２．研究の目的 
 上述の背景から、脂肪酸酸化変化に由来する骨格筋放出分子の中から黒質ドパミン神経細胞
に直接作用するものを特定できれば、骨格筋そのものまたは血中分子を治療標的にすることが
可能となると考え、本研究の目的として、本研究の目的は「脂肪酸酸化異常による骨格筋機
能異常が黒質ドパミン神経細胞に与える分子を(myo)cytokine・(myo)exosome・(myo)metabolite
に着目して特定すること」とした。骨格筋は体重の 40%を占める最大臓器であり、血流が豊富
で薬剤到達が容易であることから、臨床応用しやすい新規治療薬に繋がりやすいと考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) CPT1B KO 細胞作製(進行中) 
① CPT1A/1B 阻害薬（エトモキシル）添加 NRS-1 細胞（横紋筋肉腫細胞）作製： 本細胞に
10 M エトモキシル添加後 24 時間を経過した培養細胞を、共培養系システムに用いる。 
② NRS-1 細胞・iPS 細胞由来骨格筋細胞に CRISPR/Cas9 にて CPT1B をノックアウトした細
胞作製： CPT1B ヘテロ/ホモノックアウト細胞を樹立し、共培養系システムに用いる。 
(2) PD-iPSC ドパミン神経細胞作製 
 既に遺伝性 PD の各種タイプ PARK1/2/6/9/12/22 由来 iPS 細胞は樹立済みで、必要に応じ分
化誘導を行い、共培養系システムに用いる。 
(3) 共培養システム作製 
 非接触型(Alvetex®Scaffold 潅流プレート)を用いて作製する。神経細胞モデル(分化型 SH-
SY5Y 細胞、PD-iPSC ドパミン神経細胞)と脂肪酸酸化障害骨格筋細胞モデル(エトモキシル添
加 NRS-1 細胞、CPT1B-KO NRS-1 細胞、PD-iPSC 骨格筋細胞)を用いて作製する。長鎖アシル
カルニチンの一部は骨格筋と神経筋接合部で接触する後根神経を活性化するとの報告(Exp 
Physiol 102:48, 2017)があるため、非接触型に加え、神経筋接合部を介した神経細胞への直接作
用を解析するため接触型共培養システム(CytoSelect 24-well システム)も構築する。 
 
４．研究成果 

(1)-① エトモキシル添加により脂肪酸酸化機能を低下
させたモデル細胞を NRS-1 細胞にて作製を試みた。
NRS-1 細胞の増殖速度が極端に遅く、非常に大量に培養
細胞を要する本実験（1 回の実験に必要な細胞数＝70%コ
ンフルエントで 10 cm ディッシュ×20枚程度）に必要十
分な細胞数を得て、再現性のある実験を実施することが
困難と判断し、C2C12 細胞（マウス筋芽細胞）に変更し
た。C2C12 細胞にエトモキシルを添加した実験系を防衛
大学校天羽拓と共に構築した（左図）。本実験を用いて、
palmitoyl-CoA と carnitine を 添 加 し 、 carnitine-

palmitoyltransferase1 によって palmitoyl-
carnitine +CoA-SH が産生される反応が開始
され、続いて脂肪酸酸化により産生された Ac-
CoA がクエン酸回路を経て、呼吸鎖によって酸
化される代謝産物をアウトプットとして計測
した様々な薬剤投与による呼吸鎖の変化を定
量することで、十分な脂肪酸酸化機能低下を
確認した（左表） 

 
(1)-② 次にヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞の樹立を、myoD 遺伝子導入により作製を試みた。 



詳 細 な tet-responsive 
element を持つ myoD 組み
込みベクターを左図に示す
（左図 a）。これをエレクト
ロポレーションにより iPS
細胞ゲノムに組込み(b)、発
現を doxycycline 添加時に
確認した（左図 c の緑色発
現）。図 d, e に示すように、
短時間で均一な骨格筋細胞
の分化誘導が可能であるこ
とを確認した。 
 しかし、筋芽細胞から更
に骨格筋細胞に誘導した場
合に、培養ディッシュ上へ
の接着が不十分となり、そ
れに対してエトモキシルを

添加すると大半の細胞が剥脱してしまうことが判明した。コラーゲンファイバー塗布ディッシ
ュなども使用して、接着の改善を試みたが十分な負荷に対する耐性を持つ培養条件を設定でき
なかった。以上から、ヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞を用いた実験の継続を断念した。 
(2) iPS 細胞由来ドパミン神経細胞の樹立は、本研究開始時には完了していた。 
(3) 脂肪酸 β酸化機能低下を呈する骨格筋細胞モデルとして上述の「エトモキシル添加型 C2C12
細胞」を用いることと決定し、骨格筋-脳連関の影響因子としてエクソソーム由来 miRNA に着

目し、網羅的アッセイを行った。まず、C2C12 細
胞ライセートから miRNA のライブラリー化に
必要な RNA 量が十分に得られるかの予備実験
を行った。左表に示すように、エトモキシル添加
サンプル（E1-E3）とコントロール（C1-C3）の
合計 6 サンプルで平均 11.0 ng/ml の total RNA
が得られた。その中で miRNA の占める割合は、
60-71%であり、全サンプルで 5 ng/ml 以上得ら
れたことからライブラリー化に十分であると判
断し、RNAseq による発現量解析に進むことと

した。 
 次に、RNAseqを実施したところ、
左表に示すように miRNA のリード
数はエトモキシル添加サンプル・コ
ントロールサンプルの何れでも 100
万リード以上のリード数が得られ
た。その中で miRNA として 10 リ
ード以上の読み込みが可能だった
miRNA は概ね 400 以上を超えてお
り、十分な網羅的解析が可能と判断
した。 
 次に、エトモキシル添加時に発現
が有意に変化したmiRNAを左図に
示す。このようにコントロールに比
し 発 現 量 が 低 下 す る も の が
17miRNA 存在したため、これらが
神経細胞に与える影響を、現在検証
している。 

 
 
追記事項（その他の成果）： PD 患者特異的バイオマーカー候補として、ポリアミン代謝産物
（Ann Neurol 86:251-263, 2019）、鑑別診断マーカーとしてのカフェイン代謝産物（Neurology 
90:e404-e411, 2018; Mov Disord 35:1438-1447, 2020）、脂肪酸酸化機能がゾニサミドにより保
持される可能性があること（Cells 8:14, 2018）などを報告した。 
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