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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、パーキンソン病患者 (PD) 脳脊髄液で増加傾向に

ある 1BnTIQ がβチューブリンに結合し、parkin によるユビキチン化を阻害することを明ら

かにしてきた。本研究では、PD 関連神経毒 MPP+を用いて、βチューブリンのユビキチン化

に与える影響を調べたところ、 これまでに毒性に関する報告が殆どない 10 M MPP+がβチ

ューブリンのユビキチン化を阻害した。また、これに伴って Nonidet P-40 不溶性画分におけ

るβチューブリンも増加した。このようなチューブリンのユビキチン化阻害とそれに伴う蓄積

は、PD におけるドパミン神経細胞死に関与している可能性が考えられる 
 
研究成果の概要（英文）：We have reported that 1BnTIQ, which is increased in parkinsonian 
cerebrospinal fluid, binds to -tubulin and inhibits its ubiquitination. In this study, we 
examined the effect of MPP+ on -tubulin ubiquitination. MPP+ (10 M) reduced the 
content ubiquitinated -tubulin. Consistent with this, -tubulin in 1% Nonidet 
P-40-insoluble fraction was accumulated in a time-dependent manner. Thus, the inhibition 
of tubulin ubiquitination and its accumulation may involved in neuronal cell death in 
Parkinson’s disease. 
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病 (PD) は、中脳黒質から線

条体に投射するドパミン神経が選択的に細

胞死を起こすことを最大の特徴とする代表

的な運動系神経変性疾患であり、神経難病に

指定されている重篤な疾患として位置付け

られている。PD患者のうち1割弱は、特定の

遺伝子異常に起因すると考えられる家族性
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（遺伝性）PDであるが、残りの9割強は遺伝

子異常との関係が認められない孤発性PDで

ある事が知られている。 

ある種の家族性 PD の原因は、parkin 遺伝

子がコードする parkin タンパク質の機能不

全であることが明らかとなっている。Parkin

はユビキチン E3 リガーゼであり、様々な基

質にユビキチンを付加することによりプロ

テアソームで分解されるようにする機能を

担っている（右図）。家族性 PD では parkin

に変異があるため、parkin の基質となるタン

パク質が分解されずに細胞内に蓄積される。

現在までに十数種類のタンパク質が parkin

の基質として報告されている。また、parkin

自身も parkin の基質となることが報告され

ている。このいずれかのタンパク質が細胞内

に蓄積されることが、家族性 PD 発症の鍵を

担っている可能性が考えられ、また家族性の

みならず孤発性 PD の解明の手掛かりとなる

可能性がある。 

一方、孤発性 PD についてはある種の遺伝的

素因が発症に関与することは認められてい

るものの、その影響は大きくなく、発症に環

境因子が大きく関与していると考えられて

いる。今から約 25 年前に MPTP という合成麻

薬の副産物が PD に酷似した病理学的、生化

学的、行動学的変化をもたらすことが明らか

にされて以来、MPTP に化学構造や作用の似た

化学物質が孤発性 PD の原因物質として考え

られるようになったが、脳内濃度付近におい

ても毒性を発現し発症を引き起こす化合物

の特定には至っていない。 

我々は脳に存在するテトラハイドロイソ

キノリン (TIQ) 骨格を有する低分子化合物

の神経毒性と PD との関連について長年研究

を行ってきた。例えば 1-ベンジル-TIQ 

(1BnTIQ) は、PD 患者脳脊髄液中濃度が他の

神経疾患患者と比較して約３倍高いことを

報告している (Kotake et al., J. Neurochem. 

(1995))。また最近、光親和性標識プローブ

を用いて 1BnTIQ 結合タンパクの１つがチュ

ーブリンβであり、PD 患者脳脊髄液中に存在

する濃度の 1BnTIQ によりチューブリンβの

ユビキチン化が起こりにくくなっているこ

とを示唆するデータを得た。チューブリンは

parkin の基質となることが報告されており 

(Ren et al., J. Neurosci. (2003))、この

ことはすなわち遺伝性疾患のタンパク質の

異常と同じ現象（ここではチューブリンのユ

ビキチン化阻害）が環境因子によって引き起

こされる可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえて本研究の目的は、PD

関連神経毒 MPP+による、チューブリンのユビ

キチン化に与える影響を明らかにし、このよ

うな環境因子によるチューブリンのユビキ

チン化阻害がドパミン神経に及ぼす影響と、

パーキンソン病発症との関連について調べ

ることである。 

 

３．研究の方法 

 (1) MPP+がチューブリンおよび parkin の

ユビキチン化に与える影響を調べるため、神

経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に 48 時間までの短

期間曝露を行い、以下の方法により検討した。 

 

① SH-SY5Y細胞に MPP+を曝露し一定時間経

過後、1% Nonidet P-40 含有 TNE バッファー

にて細胞を回収した。抗チューブリン抗体で

免疫沈降し、抗ユビキチン化抗体でウエスタ

ンブロッティングを行い、ユビキチン化チュ

ーブリン量の変化を調べた。また、Parkin 自

身のユビキチン化についても調べるため、抗

parkin 抗体で免疫沈降し、抗ユビキチン化抗

体でウエスタンブロッティングを行い、ユビ

キチン化 parkin についても調べた。 

 

② チューブリンおよび Parkin タンパク質

の蓄積を調べるため、SH-SY5Y 細胞に MPP+を

一定時間添加した後、1% Nonidet P-40 含有

TNE バッファーで可溶化したものを TNE 可溶

性画分、TNE 不溶性画分を 2% SDS 含有 tris

バッファーで可溶化したものを TNE不溶性画

分とし、各画分の時間と濃度による変化をウ

エスタンブロッティングにより調べた。 

 

(2) MPP+について長期暴露による影響を調

べるため、10 M MPP+を最大1ヶ月間曝露し、

(1) ②と同様の方法により、チューブリンお

よび parkin の蓄積について調べた。 

 



(3) (2)と関連して parkin の蓄積による細

胞生存率への影響を調べるために、MPP+の長

期曝露による細胞生存率を調査した。細胞生

存率は、生細胞のミトコンドリア還元能を指

標にした WST-1 assay により測定した。細胞

に MPP+を曝露した後、WST-1 試薬を加え、3

時間インキュベーションし吸光度を測定し

た。 

 

(4) MPP+によるチューブリンのユビキチン化

阻害メカニズムを調べる目的で、in vitro ユ

ビキチン化アッセイを構築し、MPP+によるユ

ビキチン化阻害が直接的であるか否かを調

べた。 

 

４．研究成果 

10 M MPP+によりユビキチン化チューブリン

量は時間依存的に増加した。この際、チュー

ブリンタンパク質蓄積について調べたとこ

ろ、1% Nonidet P-40 不溶性画分においてチ

ューブリンの増加が認められた。更に 10 M 
MPP+を最大 1 ヶ月間曝露したところ、1% 

Nonidet P-40 不溶性画分において、更に顕著

なチューブリンタンパク質の蓄積が認めら

れた。チューブリンのユビキチン化を行う

Parkin タンパク質自身も、チューブリンと同

様にユビキチン化阻害や蓄積が認められた。

細胞生存率を調べたところ、最初の数日間は

変化がなかったものの曝露期間とともに

徐々に減少し、4 週間曝露により細胞生存率

は約 40%に減少した。 

最後に in vitro ユビキチン化アッセイにお

いても、10 M MPP+はチューブリンのユビキ

チン化に対して弱い阻害作用を示したこと

から、MPP+はチューブリンあるいは parkin

に直接作用し、ユビキチン化を阻害している

可能性が考えられる。 

本研究で用いた 10 M MPP+はこれまでに毒性

報告のない濃度であり、ミトコンドリア呼吸

鎖阻害を引き起こす濃度より低濃度 MPP+に

より起こるチューブリンのユビキチン化阻

害はパーキンソン病発症に繋がるかもしれ

ない現象として注目される。 
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