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研究成果の概要（和文）： レトロマーはVPS26-VPS29-VPS35 からなる三量体と、sorting nexin二量体が構成す
るタンパク複合体である。レトロマーは細胞内でエンドソーム小胞の膜上に付着し、積荷タンパクの認識、輸
送、エンドソーム小胞の切断などを制御している。VPS35 D620N変異陽性の患者由来iPS細胞を神経系細胞に分化
させ解析した。VPS35 D620N変異はエンドソーム機能障害を引き起こし、α-シヌクレイン蓄積、ドパミンニュー
ロン細胞死といったパーキンソン病にみられる病理所見を反映していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the Vacuolar protein sorting 35 (VPS35) gene have been linked 
to familial Parkinson’s disease (PD),PARK17. VPS35 is a key component of the retromer complex, 
which plays a central role in endosomal trafficking. We analyzed human induced pluripotent stem cell
 (iPSC)-derived neurons from PD patients with the VPS35 D620N mutation and addressed relevant 
disease mechanisms. In the disease group, dopaminergic (DA) neurons underwent extensive apoptotic 
cell death. The movement of Rab5a- or Rab7a-positive endosomes was slower, and the endosome fission 
and fusion frequencies were lower in the PD group than in the healthy control group. Furthermore, we
 found α-synuclein accumulation in TH positive DA neurons. Our results demonstrate the induction of
 cell death, endosomal dysfunction and α -synuclein accumulation in neural cells of the PD group. 

研究分野：神経内科学

キーワード： パーキンソン病　iPS細胞　エンドソーム　VPS35　レトロマー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究結果によりVPS35 D620N変異はエンドソーム機能障害を引き起こし、α-シヌクレイン蓄積、ドパミンニ
ューロン細胞死といったパーキンソン病にみられる病理所見を反映していることが明らかになり、VPS35が構成
するタンパク複合体であるレトロマーはパーキンソン病の治療標的となり得ることが示された。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病を始めとする細胞内に異常なタンパク質が蓄積する疾患では、異常タンパク質の細胞
内クリアランスが重要である。VPS35 は家族性パーキンソン病の原因遺伝子でありこの家族性パーキン
ソン病家系（VPS35 D620N変異）は PARK17 と呼ばれる。VPS35はレトロマーの構成因子であり、レトロ
マーは細胞内の種々のタンパク質を輸送するエンドソーム経路において、エンドソーム小胞の膜上に付
着し、積荷タンパクの認識、輸送、エンドソーム小胞の切断などを制御する役割を担っていることが明ら
かになっている１。しかし、VPS35 D620N変異がパーキンソン病の病態にどのように関与しているかは明
らかになっていない。 
 レトロマーは同じプロテイノパチーであるアルツハイマー型認知症においても治療標的として注目さ
れており、アルツハイマー型認知症剖検脳において海馬歯状回、嗅内野でレトロマーの構成タンパク質
である VPS35 と VPS26のタンパク発現量が大幅に低下していると報告された２。その後、レトロマーを安
定化させ機能を促進する小分子化合物、レトロマー薬理シャペロンが同定され、さらに、この薬理シャペ
ロンがアミロイド β の蓄積を低下させることが示された３。レトローマー機能改善はパーキンソン病のみな
らずアルツハイマー型認知症においても治療標的となり得る。 
 
２．研究の目的 

VPS35 はレトロマーを構成するタンパク質である。家族性パーキンソン病の原因遺伝子である
VPS35の細胞内輸送およびエンドソーム経路における役割を調査する。また VPS35 D620N変異
がパーキンソン病の病態にどのように関与しているかを調査する。 
 
３．研究の方法 
 家族性パーキンソン病 (VPS35 D620N変異；PARK17) 患者由来 iPS細胞を樹立し、パーキンソン病
で障害されるニューロンであるドパンミニューロンへと分化誘導した。健常コントロール由来 iPS細胞から
同様に分化誘導した細胞と比較検証した。蛍光マーカーを用いたライブイメージングにより細胞内のエ
ンドソーム小胞の動態を評価し、パーキンソン病の原因タンパク質である α-シヌクレインの細胞内蓄積
率、ドパミンニューロン細胞死といったパーキンソン病に見られる病理初見を反映しているか in vitro で
解析した。 
 
４．研究成果 
（１） VPS35 D620N変異陽性の家族性パーキンソン病患者由来 iPS細胞から分化誘導したドパミンニ
ューロンでは、アポトーシスが優位に誘導される 
パーキンソン病は運動障害としてパーキンソニズムを呈するが、その責任病巣は中脳黒質のドパミンニ
ューロンの脱落である。VPS35 D620N 変異がパーキンソン病の病態に及ぼす影響を調査するために、
本研究ではパーキンソン病群（PD 群）、コントロール群（Control 群）いずれも iPS 細胞からドパミンニュ
ーロンへと分化誘導した。DIV42 の段階で Control 群ではニューロンのうち約 20％が TH 陽性のドパミ
ンニューロンであった。一方で PD 群では 5％程度であり、この結果から PD 群では ドパミンニューロン
の分化効率が低いか、もしくはドパミンニューロンが培養過程で細胞死を生じやすくなっている可能性
が考えられた。ドパミンニューロンをアポトーシスのマーカーである cleaved caspase-3 で染色すると、
cleaved caspase-3陽性率は PD群で上昇を認めた。これらの結果よりパーキンソン病患者から分化誘導
したドパミンニューロンは細胞死を生じやすい傾向にあることがわかった。 
 

 
 
 

図１ VPS35 D620N変異陽性の家族性パーキンソン病患者由来 iPS細胞から分化誘導したドパミンニ
ューロンでは、アポトーシスが優位に誘導される 
 
 
（２） レトロマーと初期および後期エンドソーム小胞は近接し細胞内を移動する 
 レトロマーの動きを可視化するために、レトロマーのレポーターとしてレトロマーを構成する VPS29 の
下流に YFPをタグ付けした VPS29-YFPを HeLa細胞に遺伝子導入した。レトロマーとエンドソームの関
係を可視化するためにVPS29-YFPと同時に初期エンドソームのマーカーとして RFP-Rab5a、後期エン



ドソームのマーカーとして RFP-Rab7a をそれぞれ遺伝子導入し、ライブイージングで観察した(図 2)。
VPS29 陽性のレトロマー（緑）は、常に Rab5a 陽性のエンドソーム小胞（赤）を取り囲むように隣接し、一
緒に回転するように動きながら細胞質内を移動していた(図 2 左)。VPS29 陽性のレトロマー（緑）は、
Rab7a陽性のエンドソーム小胞（赤）とは重なり合い、動きを一致させて動いていた(図 2右)。重要なこと
は、常にレトロマーは Rab5a または Rab7a 陽性のエンドソーム小胞とほとんど挙動を同じくし、ぴったり
と近接、もしくは重なりあって細胞質内を移動しているという点であった。VPS29-YFP と同時にゴルジ体、
リソソーム、ミトコンドリアのマーカーを遺伝子導入した HeLa 細胞もライブイメージングで観察したが、い
ずれの細胞内小器官局在ともレトロマーは独立しており、この結果からレトロマーとエンドソームの密接
した関係性を確認できた。 

 

 
 
図２ レトロマーと初期および後期エンドソーム小胞は近接し細胞内を移動する 
タイムラプス蛍光イメージングで観察した HeLa 細胞。VPS29-YFP (緑、レトロマーのマーカー)、Rab5a 
(赤、初期エンドソームのマーカー)、Rab7a (赤、後期エンドソームのマーカー) 
 
 
（３） VPS35 D620N変異により初期エンドソーム小胞の移動速度は低下する 
 VPS35 D620N 変異のエンドソームにおける影響を調べるために、初期エンドソームのマーカーである
Rab5a を iPS 細胞由来ニューロン(iNeuron)に遺伝子導入し、ライブイメージングで観察した。神経突起
における赤色の蛍光タンパク質を目印とし蛍光タイムラプスイメージングで観察し、初期エンドソーム小
胞のひとつひとつの粒の動きを 1分間観察しその最大速度、平均速度を算出した。初期エンドソーム小
胞の最大及び平均速度はいずれも Control群に比し PD群で低下していた。 

 
図３ VPS35 D620N変異により初期エンドソーム小胞の移動速度は低下する 



初期エンドソーム小胞のひとつひとつの粒の動きを 1分間観察しその最大速度、平均速度を算出した。
a.神経突起内の初期エンドソーム小胞を矢印で示す。b, c. 神経突起内における初期エンドソーム小胞
の最大速度および平均速度のばらつきをグラフ化した。d, e. 初期エンドソーム小胞の最大及び平均速
度はいずれも Control群に比し PD群で低下していた。 
 
 
（４） VPS35 D620N変異により後期エンドソーム小胞の移動速度は低下する 
前述(3)の実験と同様に後期エンドソームのマーカーである Rab7a を iNeuron に遺伝子導入しライブイ
メージングで観察した。神経突起において後期エンドソーム小胞のひとつひとつの粒の動きを観察し、
その最大速度、平均速度を算出したところ、いずれも Control群に比し PD群で低下していた。（結果詳
細のグラフは 2020年報告論文参照） 
  
 
（５） VPS35 D620N変異は初期および後期エンドソーム小胞の分離、融合を阻害する 
 細胞内でエンドソーム小胞はチューブ伸張、小胞の分離、融合しながら積荷タンパク質を目的の場所
へと輸送しているが、レトロマーはWASH complex と直接接触してエンドソーム小胞のチューブを伸張、
分離させていることが明らかになっている１。また HeLa 細胞などの細胞株を使った研究で VPS35 
D620N 変異により WASH complex との接触が阻害されることも明らかになっている。本研究では、
VPS35 D620N 変異のエンドソーム小胞の分離、融合における影響を調査するために、iNeuron の神経
突起内でのエンドソーム小胞の分離、融合の頻度を解析した。初期および後期エンドソーム小胞の 1分
間の分離、融合頻度を定量化すると、分離、融合頻度共に Control群に比し PD群で低下していた。 

 
図 4 VPS35 D620N変異は初期および後期エンドソーム小胞の分離、融合を阻害する 
a.エンドソーム小胞の分離 (fission)、融合 (fusion)のシェーマ。b. iPS 細胞由来ニューロンの神経突起
内で観察される RFP-Rab7a 陽性の小胞が分離、融合する様子。 c.初期エンドソーム（RFP-Rab5a陽性）
小胞の 1 分間の分離、融合頻度を定量化したグラフ。d.後期エンドソーム （RFP-Rab7a 陽性）小胞の 1
分間の分離、融合頻度を定量化したグラフ。分離、融合頻度共に Control群に比し PD群で低下してい
る。 
 
 
（６） VPS35 D620N変異によりグリア細胞では CI-MPRの輸送障害が生じる 

CI-MPR (cation-independent mannose 6-phosphate receptor; カチオン非依存性マンノース 6 リン酸受
容体) はカテプシン D等のリソソーム酵素を輸送する受容体であり、レトロマーの代表的な積荷タンパク
として知られ、過去より様々なレトロマー研究に用いられてきた。過去の研究では CI-MPR はカテプシン
D の輸送に必須であり、CI-MPR 輸送障害が-シヌクレイン代謝にも影響を及ぼすことが示唆されてい
る。本研究では iPS細胞由来グリア細胞における CI-MPRの局在を調べた。PD群ではゴルジ体近傍で
の輝度値上昇が Control 群に比し顕著であり、ゴルジ体領域と、細胞質(ゴルジ体領域を除く)での CI-
MPR 輝度値を比較すると PD 群では有意にゴルジ体領域での輝度値上昇を認めた。この結果より、



VPS35 D620N 変異によりグリア細胞では CI-MPR の輸送障害が生じることが示唆された。尚、ニュー
ロンでのゴルジ体領域は極めて微小で輝度値を測定し比較することが困難であったため本項目で
はグリア細胞を用いて検証した。 
 
 
（７） VPS35 D620N変異により iPS細胞由来ドパミンニューロンではシヌクレインが蓄積する 
パーキンソン病の病理学的特徴は神経細胞内の-シヌクレインの異常蓄積である。TH陽性ドパミンニ
ューロンの細胞質における-シヌクレイン輝度値を測定し、Control、PD両群で比較したところ、PD群で
はドパミンニューロンの細胞質内で-シヌクレイン輝度値の上昇を認めた。この結果により、VPS35 
D620N 変異陽性患者の脳内ではドパミンニューロンにおける-シヌクレインの蓄積が亢進しており、パ
ーキンソン病の病理像を呈している可能性があることが示唆された。 
 

 
図 5  iPS細胞由来ドパミンニューロンにおけるシヌクレインの蓄積 
iPS細胞由来ドパミンニューロンの-シヌクレイン染色。TH；ドパミンニューロンのマーカー。ドパミンニュ
ーロンの細胞質内での-シヌクレイン輝度値を定量化した。PD群では-シヌクレインが蓄積している。 
 
 
まとめと今後の展望 
 本研究により VPS35 D620N 変異はエンドソーム機能障害を引き起こし、さらに-シヌクレイン蓄積、ド
パミンニューロン細胞死といったパーキンソン病にみられる病理所見を反映していることがわかった。上
記報告に続く研究では、VPS35 D620N 変異を持つ iPS 細胞から分化誘導したトパミンニューロンでは
新規オートファジー障害が存在し、女性ホルモンであるエストロゲンが同細胞においては神経保護作用
を有することを確認している(2024年の報告論文参照)。本研究で確立させたツールを用いてさらにパー
キンソン病の治療法開発へとつながる研究を進めたい。 
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