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研究成果の概要（和文）：すでにヒトに対して効果のあることが知られている既知の化学合成シャペロンに着目
し、それら薬剤をパーキンソン病モデルマウスに投与してin vivoにおける凝集体抑制効果を判定した。5週齢以
上のマウスに合成シャペロンを投与しても減少は観察されず、凝集抑制効果に対 するタイムコース測定の結果
から、連続2週間において効果は飽和したことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Focusing on known chemically synthesized chaperones that are already known 
to be effective against humans, these drugs were administered to Parkinson's disease model mice to 
determine their in vivo aggregate inhibitory effect. No decrease was observed even when synthetic 
chapelone was administered to mice aged 5 weeks or older, and the results of time course measurement
 of the anti-aggregation effect revealed that the effect was saturated in 2 consecutive weeks.

研究分野：神経学

キーワード： パーキンソン病　Atg7　シャペロンタンパク　オートファジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は適正な高次構造の形成を補助する合成化学物質であるシャペロンタンパク質に着目し投与実験を行って
おり、マウスを使用した実験は新規性が高い。オートファジーの破綻によって形成された凝集体の神経細胞に対
する毒性効果が立証されれば、凝集体形成抑制による神経保護治療研究に展開できる可能性がある。

※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 
パーキンソン病は凝集体 (レビー小体) とよばれる不溶性タンパク質が神経細胞内に集積し、
病態に深く関与するとされている。凝集体の形成メカニズムとしてはいまだ不明な点が多いが、
タンパク質に病的な変異が加わった際に繰り返し配列を持つ折り畳み構造が形成され、それら
が重合することにより強固な不溶性の塊となることが知られている。パーキンソン病であれば
synuclein タンパク質がこれにあたり、病的変異 (A53T) が加わった synuclein 遺伝子がコー
ドする変異 synuclein タンパク質は凝集体を形成し神経細胞死の原因とされた 
(Polymeropoulos MH, et.al. Science 1997: 276: 2045-7) 。このような synucleinタンパク質
の凝集体は前述の遺伝性パーキンソン病だけではなく、多くを占める孤発性(遺伝性ではない)
パーキンソン病のドーパミン細胞内にも見られる。孤発性パーキンソン病では synucleinタン
パク質に病的変異が加わっていないのになぜ凝集体が形成されるのだろうか? その解を得るに
はタンパク質分解研究の発展が大きな影響を与えた。即ち、タンパク質は合成と分解を繰り返
すが、タンパク質分解系の破綻により、もともと繰り返し構造を持つタンパク質が蓄積・凝集
(例えば p62タンパク質)することが明らかになった (Komatsu M, Nature. 2006;441:880-4) 。
そこでドーパミン細胞特異的にオートファジーを欠損したマウス(Atg7 F/F: TH-Cre)を作製し、
封入体の形成過程を長期に観察した。その結果、ドーパミン細胞内で p62 が凝集の核(Seed)
となり、そこに synucleinが沈着することによりレビー小体類似の凝集体となることを発見し
た (Sato S, Uchihara T, Fukuda T, Noda S, Kondo H, Saiki S, Komatsu M, Uchiyama Y, 
Tanaka K, Hattori N. Loss of autophagy in dopaminergic neurons causes Lewy pathology 
and motor dysfunction in aged mice. Sci Rep. 2018;8:2813) 。この観察からパーキンソン病
の病態にオートファジーの破綻が深く関わることを立証でき、なぜ凝集体ができるのかという
問いには一定の答えが出た。そこでパーキンソン病の病態を考える上で次なる課題、『凝集体
の形成は神経細胞にとって毒なのか?』という問いが生じてくる。実際、開発したモデルでは
凝集体形成が神経細胞の脆弱性を高めドーパミン神経細胞死を誘導したかのように見える。し
かしこの結果は問いに対する必要条件であるが十分条件とは言えない。 
 
２．研究の目的 
パーキンソン病の病理学的特徴である凝集体の形成が神経細胞にとって保護的に働くのか、毒
性に作用するのか謎である。その解決のために病態を忠実に表現するモデル動物が必須と考え、
ドーパミン細胞特異的にオートファジーを欠損するマウスを作製し、パーキンソン病類似の凝
集体を形成するモデルマウスを樹立してきた。そこで本研究ではモデルマウスを応用し、凝集
体の形成が神経細胞死につながる(毒性)との病態仮説に解を得る。本研究により、オートファ
ジーの破綻によって形成された凝集体の神経細胞に対する毒性効果を立証し、凝集体形成抑制
による神経保護治療研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
すでにヒトに対して効果のあることが知られている既知の化学合成シャペロンに着目する。そ
れら薬剤をパーキンソン病モデルマウスに経管を用いて直接胃に投与して in vivo における凝
集体抑制効果を判定する。具体的には 1) synuclein 抗体を用いた免疫染色や電子顕微鏡観察
により凝集体の形状を定量する。2) ドーパミン細胞を TH 抗体にて特異的に染色し、ドーパ
ミン神経細胞死の有無を評価する。 3) 行動試験(ビーム課題、ロタロッド試験)による薬剤効
果を判定する。 
 
４．研究成果 
樹立したパーキンソン病モデルマウスを利用して凝集体形成抑制効果の判定を実施し、こ
れまでの研究過程で確立したパーキンソン病モデルマウスの評価基準である、行動試験 
(ビーム課題等)、ドーパミン染色による細胞カウント、ドーパミン定量の組み合わせによ
る独自のパーキンソン病判定を行った。凝集体形成の初期段階である離乳直後の若齢マウ
スを用いて選択したタウロウルソデオキシコール酸 (TUDCA) を 1日 1回、250ul/g (体重）
で 10 日間連続経口投与を行った。無治療群にも同様に生理食塩水を 10 日間連続経口投
与した。その結果、行動試験では変化はみられなかったが、ドーパミン染色による細胞カ
ウントでは変化がみられた。細胞カウントは、単位面積当たりそれぞれ 10 ヶ所カウント
し、単位面積内の p62陽性顆粒の面積を測定した。生理食塩水投与の無治療群（n=191）
の顆粒面積平均と有用薬剤 TUDCA投与の治療群（n=303）の顆粒面積平均を比較し検定
を行った。検定結果、治療マウスの黒質の p62 陽性細胞数は増加し、細胞あたりの p62
凝集体数は増加しており、p62 陽性凝集体面積は減少していた。つまり、有用薬剤
TUDCAによる治療により p62凝集体が細切れに増加し、細胞あたりの p62凝集体の数が
減り、しかも面積が小さくなっていることが分かった。初年度に凝集体形成の初期段階で
ある離乳直後の若齢マウスを用いてタウロウルソ デオキシコール酸(TUDCA)を 1 日 1 回、
250ul/g(体重）で 10 日間連続経口投与し結果を得たことより、最終年度ではさらに効果を高



めるために経口投与期間を 3 か 月に延長し、ドーパミン染色による細胞カウントを行った。
さらに、マウスの腰椎髄腔内に直接投与する方法を検討した。マウスの腰椎髄腔内に TUDCA
を 1ショッ ト(1日 1回)最大で 5ul、1投与を 4日間連続で 4ショット行い、中脳黒質におけ
る p62 凝集体の細胞カウントを行った。結果として、5 週齢以上のマウスに合成シャペロン 
TUDCA を投与しても減少は観察されず、また投与期間も連続 3か月や連続 2か月よりも連続
2 週間投与した方が減少傾向にあった。これらの凝集抑制効果に対 するタイムコース測定の
結果から、連続 2週間において効果は飽和したことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究は適正な高次構造の形成を補助する合成化学物質であるシャペロンタンパク質に着目し
投与実験を行っており、マウスを 使用した実験は新規性が高い。オートファジーの破綻によ
って形成された凝集体の神経細胞に対する毒性効果が立証されれば、凝集体形成抑制によ
る神経保護治療研究に展開できる可能性がある。 
 

  

（左図 1)凝集体を形成するパーキ

ン ソ ン 病 モ デ ル マ ウ ス (Atg7 

F/F:TH-Cre) に合成シャペロン

TUDCA を投与し細胞あたりの凝

集体数を観察したところ、処理群

では凝集体の減少が観された。NT: 

TUDCA なし  TX: TUDCA あり

(右図 2)凝集体(矢印)の染色例 
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