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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病の病態を解析するためにはパーキンソン病の症状を忠

実に再現するモデルマウスの作製は不可欠である。しかし、これまでパーキンソン病の遺伝子

改変マウスにはそのようなモデルは存在していない。本研究期間で新たに作製したミトコンド

リア呼吸酵素のNDUFV2欠損マウスと家族性パーキンソン病の原因遺伝子PINK1欠損マウスはミ

トコンドリアの機能障害を呈しパーキンソン病モデル動物として今後の研究に有用である。 

 
研究成果の概要（英文）：To understand the pathology of Parkinson’s disease, mouse models that 
replicate Parkinson’s disease symptoms are indispensable. However, currently none of the models are 
able to meet the pathological demands.  The present study will attempt to create a novel NADH 
dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2,24kDa (NDUFV2) knockout mouse and familial Parkinson’s 
disease causative gene PINK1 knockout mouse that presents mitochondrial dysfunction, based on the 
cause of Parkinson’s disease, which will be useful for future studies.    
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１．研究開始当初の背景 
家族性パーキンソン病の中にあって Parkin
と PINK1を原因遺伝子とする若年発症パーキ
ンソン病はミトコンドリア機能異常がその
病態の中核をなす疾患として注目されてい
る。このような家族性パーキンソン病の遺伝
子産物は共通の分子作用機序をなす可能性
が高く、これまでの研究により Parkin と
PINK1 はミトコンドリア近傍で作用し、膜電
位の低下した不良ミトコンドリアの除去(ミ

トファジー)に関与することが判明した。こ
れまでにも孤発性パーキンソン病の病態と
してミトコンドリアの機能低下が指摘され
ていたが、このような事実が判明するにつれ
ミトコンドリア機能障害仮説は再び注目さ
れる研究領域となりつつある。そこで我々は
ミトコンドリア機能に関連した遺伝子や家
族性パーキンソン病の原因遺伝子 PINK1ノッ
クアウトマウスを作製し、パーキンソン病に
おけるミトコンドリア機能障害の詳細を明



らかにすることにより神経細胞死の機構を
明らかにすることをねらいとする。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリア電子伝達系複合体の機能不
全は様々な疾患の原因となることが知られ
ている．パーキンソン病では複合体 Iの活性
低下が報告されており，複合体 Iの機能低下
が重要な発症要因になると考えられている．
Hattori らは複合体 I 遺伝子の一つである
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
flavoprotein 2,24kDa (NDUFV2) がパーキン
ソン病の危険因子になることを見いだして
いる．一方，1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 
6-tetrahydropyridine (MPTP) は，複合体 I
に作用しミトコンドリア機能障害を引き起
こすと考えられており，NDUFV2 の機能を解析
することはパーキンソン病の病態の解明に
つながると考えられる．そこで，NDUFV2 のノ
ックアウトマウスを作製し，NDUFV2 の機能と
パーキンソン病発症の関係を明らかにする。 
その一方で、家族性パーキンソン病の原因遺
伝子産物 PINK１はミトコンドリアに局在す
ることが分かっている。しかしながら PINK1
自身がミトコンドリア機能にいかに関与し
ているかは未だ不明な点が多い。そこで我々
は PINK1 ノックアウトマウスから採取した
MEF 細胞を用いて呼吸鎖や膜電位への影響を
詳細に検討しミトコンドリア障害を有する
パーキンソン病のモデルマウスと細胞を作
製することを目的とする。 
さらに我々は MPTP マウスにおける運動学習
障害検出法を検討した。これまで、ロタロッ
ド試験は運動機能障害を検出する方法とし
て、げっ歯類を用いた実験に数多く用いられ
てきたが、MPTP（1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 
6-tetrahydroxypyridine）投与によるパーキ
ンソン病モデルマウスにロタロッド試験を
用いた試験では、運動機能障害は一過性にし
か検出ができなかった。そこで従来のロタロ
ッド試験を改変し、パーキンソン病モデルマ
ウスの運動学習機能障害が検出できるかを
検討した。 
 
３．研究の方法 
1) NDUFV2 マウス 
遺伝子トラップ法によって NDUFV2 遺伝子破
壊ヘテロマウスを得た．NDUFV2 発現量の検討
はリアルタイム RT-PCR 法およびウエスタン
ブロット法をもちいた．MPTP は 15mg/kg を 2
時間おきに 4回腹腔内投与し，最終投与 24，
48，72 時間後および 7日後にロータロッドテ
ストおよび自発運動量の測定を行った．さら
に最終投与 48 時間後と 7日後に線条体およ
び中脳を摘出し tyrosine hydroxylase (TH) 
および dopamine transporter (DAT) のタン
パク量をウエスタンブロット法で検討し，免

疫染色で形態観察を行った． 
 
2)PINK1 ノックアウト MEF 
PINK1 ノックアウトマウス胎児由来の MEF 細
胞を不死化し、PINK1 ノックアウト株と野生
株をグルコース培地とガラクトース培地で
培養することによりミトコンドリア呼吸依
存的な増殖率を比較検討した。さらにミトコ
ンドリアを抽出し Oxygen Meter と Mitocell 
MT 2000 により単位細胞当たりの酸素消費を
定量することにより呼吸能を比較した。MEF
からミトコンドリア分画を抽出し単位ミト
コンドリア当たりの呼吸機能を Modular 
Kinetic Analysis により測定した。MEF の単
位細胞あたりの ROSの産生とプロトンリーク
を測定し比較した。また免疫染色によるミト
コンドリアの形態や膜電位の変化を観察し
た。 
3) MPTP マウスにおける運動学習障害検出法
の検討 
23匹のＭＰＴＰを皮下投与した C57 BL/6J マ
ウスを用いた（control 群 30 匹）。従来のロ
タロッド試験は直径 2.5ｃｍ程度の rod を用
いて回転速度は 12 rpm であったが、我々の
実験では直径９ｃｍの rod を使用し 、回転
速度を 10 rpm とした。 
 
４．研究成果 
1) NDUFV2 マウス 
NDUFV2 ノックアウトマウスは胎生 10.5 日前
後に致死となることが明らかとなった。この
ことから，NDUFV2 は胎児の発生初期段階にお
いて重要な役割を果たしていることが明ら
かとなった。MPTP 処置群では，投与 48，72
時間後においてヘテロマウスで運動協調性
ならびに自発運動量の有意な低下が認めら
れた。MPTP 処置群のマウス脳内における TH
および DATの発現量は未処置群と比較して著
明かつ有意に減少したが，MPTP 処置群の野生
型とヘテロマウスでは同程度の減少であっ
た。残念ながら NDUFV2 のホモノックアウト
ではミトコンドリア障害が強いためか胎生
致死となってしまうがヘテロマウスでは優
位な運動障害を呈するモデルとして今後の
病態研究に有用である。 
 
2)PINK1 ノックアウト MEF 
PINK1 ノックアウト MEF はガラクトース培地
中で明らかに増殖率が低下する。ガラクトー
ス培地中ではミトコンドリア呼吸依存的な
呼吸が必要になってくるため、このような結
果は PINK1 ノックアウト MEF がミトコンドリ
ア呼吸能に障害をもつことを示唆している。
実際に細胞当たりの呼吸能を詳細に検討す
ると基質酸化能の低下が認められるために
二次的に膜電位が低下していることが考え
られた。このような膜電位の低下した異常ミ



トコンドリアは本来であればミトファジー
によって除去される運命にある。その結果と
して細胞内環境が健全に保たれるはずであ
るが、PINK1 自身の機能が十分でない場合は
ミトファジーを誘導できなくなるため、異常
なミトコンドリアを除去できずに結果とし
て細胞内に蓄積する。この悪循環による異常
ミトコンドリアの蓄積が若年発症の原因の
一因であると推測される。 
 
3) ＭＰＴＰマウスにおける運動学習障害検
出法の検討 
Control 群では初日から 4 日目にかけ急峻な
時間依存性の運動学習の獲得(学習能力曲線
の増加)が得られたのに対し MPTPマウスでは
control 群に比べ学習曲線の低下が認められ
た(p=0.009 two-way ANOVA)。従来の運動機
能を主に評価する方法と異なり、今回用いた
新たなロタロッド試験では運動学習の獲得
が要求される方法であったため、MPTP マウス
で差が見られたと考えられる。この新たな学
習運動障害の検出法は表現系のないモデル
であってもドパミン欠乏に依存すると考え
られる。よって表現系のないパーキンソン病
モデルにおいてシナプス間隙におけるドパ
ミン欠乏を検出する方法として他のパーキ
ンソン病モデルマウスへの応用が可能であ
る。 
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