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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト中脳由来細胞株LUHMES細胞を分化誘導することでドパミン神経細
胞様の表現型を示すことを確認し、本細胞におけるミトコンドリア神経毒MPP+の曝露条件を検討した。また、軽
度ミトコンドリア障害に対する感受性を制御するグルコース利用関連遺伝子特定の第一段階として、ドパミン神
経細胞において特徴的な発現パターンを示す遺伝子を抽出した。しかし、LUHMES細胞の培養に問題が生じ、評価
系の構築には至らなかった。一方、当初は計画していなかったが、ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞を用いた解析
から軽度ミトコンドリア障害とグルコース利用障害の両者による細胞死のメカニズムに関する知見も得られた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we confirmed that the human mesencephalic-derived cell line 
LUHMES cells exhibit dopaminergic neuron-like phenotypes by inducing differentiation, and examined 
the conditions under which these cells were exposed to the mitochondrial neurotoxin MPP+. As a first
 step in identifying glucose utilization-related genes that control sensitivity to mild 
mitochondrial dysfunction, we extracted genes that show characteristic expression patterns in 
dopaminergic neurons. However, problems with the culture of LUHMES cells arose, and the evaluation 
system could not be established. On the other hand, although not initially planned, analysis using 
human neuroblastoma SH-SY5Y cells provided insight into the mechanism of cell death caused by both 
mild mitochondrial dysfunction and impaired glucose utilization.

研究分野： 神経毒性学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、ゲノムワイド関連解析によりパーキンソン病（PD）の遺伝的素因（感受性遺伝子）が明らかになりつつ
あるが、PDの発症に強く寄与する決定的な環境要因（特に化学物質）はいまだ特定されていない。本研究では、
遺伝的素因を考慮した低濃度化学物質のPD誘発リスク評価系構築には至らなかったが、その第一段階としてドパ
ミン神経細胞において特徴的な発現パターンを示す遺伝子を抽出することができた。今後、抽出した遺伝子群の
中からミトコンドリア神経毒に対する感受性を制御するグルコース利用関連遺伝子を特定し、上述の評価系を構
築することができれば、PDの発症に関与する化学物質の特定につながることが期待される。

※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（Parkinson’s disease: PD）は、中脳の黒質に存在するドパミン神経細胞が長期
間かけて徐々に死滅する神経変性疾患であり、遺伝的素因と環境要因の相互作用により発症す
ると考えられている。近年、ゲノムワイド関連解析により PD の遺伝的素因（感受性遺伝子）が
明らかになりつつあるが、PD の発症に強く寄与する決定的な環境要因（特に化学物質）はいま
だ特定されていない。 
 1983 年に、合成麻薬の副産物である 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）がヒ
トにおいて PD 様症状を誘発することが報告されて以来、疫学研究を中心とした数多くの研究に
より PD の環境要因探索が行われてきた。しかし、化学物質の「低濃度・長期間曝露」による PD
誘発リスクを寿命が短いマウスを用いて評価するには限界があり、疫学研究により得られた知
見を実験的に検証するには低濃度化学物質の PD 誘発リスクを評価できる実験系が必須である
と考えられる。 
 MPTP の活性代謝物 1-methyl-4-phenylpyridinium ion（MPP+）は、ドパミン神経選択的毒性を示
すことから PD モデル細胞の作製に汎用されており、これまでにミトコンドリア呼吸鎖複合体 I
阻害をはじめとする様々な毒性メカニズムが報告されてきた。しかし、ほとんどの研究における
MPP+誘発 PD モデル細胞は高濃度曝露により作製されており、このようなモデルにおいて認め
られる急激な細胞内変化は長期間かけて徐々に進行する PD の細胞病態を再現できていない可
能性が考えられた。そこで我々は、MPP+をヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に従来よりも低濃度
で曝露することにより典型的な PD の細胞病態（α-シヌクレインの蓄積および緩徐性細胞死）を
再現する新たな PD モデル細胞を作製し、本 PD モデル細胞がリソソーム機能低下を介してオー
トファゴソーム分解抑制を示すことを明らかにした（Miyara et al., J. Neurochem., 2016）。また、
本 PD モデル細胞におけるオートファゴソーム分解抑制および細胞死は、「軽度ミトコンドリア
機能障害」および「グルコース利用障害（細胞内外グルコース枯渇）」の両条件が成立したとき
にのみ、認められる現象であることを発見した。そこで我々は、両条件のうちどちらか一方につ
ながる遺伝的素因を有する場合、もう一方を引き起こす化学物質は低濃度曝露でも PD の環境要
因になり得るのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、少なくとも
一部の PD は、図 1 の①ま
たは②により発症するので
はないか、という考えに基
づき、遺伝的素因を考慮し
た低濃度化学物質の PD 誘
発リスク評価系を構築する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト中脳由来細胞株 LUHMES 細胞の培養および分化誘導 
 LUHMES 細胞（ATCC, CRL-2927）は、ポリ-L-オルニチン/フィブロネクチンコートディッシ
ュまたはポリ-L-リジン/フィブロネクチンコートディッシュに播種し、増殖培地（1% N-2 
supplement、40 ng/mL b-FGF 含有 DMEM/F-12）を用いて培養を行った。また、分化誘導培地（1% 
N-2 supplement、1 µg/mL tetracycline、1 mM cAMP、2 ng/mL GDNF 含有 DMEM/F-12）を用いて 7
日間分化誘導を行った。 
 
（2）タンパク質の抽出および発現量解析 
 細胞内タンパク質は、1% Nonidet P-40 含有 TNE バッファーを用いて可溶化した。タンパク質
可溶化液は、SDS サンプルバッファーと混合後、熱処理を行い、SDS-PAGE によるタンパク質分
離および PVDF 膜への転写を行った。PVDF 膜は、ブロッキング後、各種一次抗体および二次抗
体反応を行い、Chemi-Lumi One L（Nacalai Tesque, 07880-70）または Chemi-Lumi One Super（Nacalai 
Tesque, 02230-30）と反応させた。化学発光シグナルは、ケミルミイメージングシステム（FUSION 
SOLO.7S.EDGE, Vilber Lourmat）を用いて検出した。 
 
（3）細胞生存率の測定 
 細胞生存率は、Cell Counting Kit-8（Dojindo, CK04）およびマイクロプレートリーダー（MultiSkan 
Go, Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。 
 
（4）ヒト iPS 細胞由来分化神経細胞の培養 

FUJIFILM Cellular Dynamics 社の iCell ドパミン神経細胞（C1028）および同一ドナー由来の iCell



グルタミン酸作動性神経細胞（C1033）は、ポリ-L-オルニチン/ラミニンコートディッシュに播種
し、同社の iCell Nervous System Supplement（M1010）および iCell Neural Supplement B（M1029）
を添加した iCell Neural Base Medium 1（M1010）を用いて 14 日間培養を行った。 
 
（5）RNA の抽出 

total-RNA は、ReliaPrep RNA Cell Miniprep System（Promega, Z6012）を用いて抽出した。 
 
（6）RNA シークエンス解析 

RNA シークエンス解析は、Novogene 社の受託解析サービスを利用して行った。 
 
４．研究成果 
（1）「軽度ミトコンドリア機能障害」に対する感受性を制御する遺伝子の探索 
①LUHMES 細胞の培養・分化条件の検討 
 本研究では、これまで我々が PD モデル細胞の作製に使用してきた SH-SY5Y 細胞と比較して
よりドパミン神経細胞を反映することが期待される分化誘導後の LUHMES 細胞を実験に用いる
ことにした。LUHMES 細胞をポリ-L-オルニチン/フィブロネクチンコートディッシュに播種し、
増殖培地を用いて培養後、分化誘導培地を用いて分化誘導を行った。その結果、分化誘導後 5～
7 日目において顕著な神経突起伸長が認められた（図 2A）。また、神経細胞マーカーβIII-tubulin
およびドパミン神経細胞マーカーtyrosine hydroxylase（TH）の顕著な発現増加も認められた（図
2B）ことから、LUHMES 細胞の培養・分化条件を決定できたと思われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②LUHMES 細胞におけるミトコンドリア神経毒 MPP+曝露条件の検討 
 LUHMES 細胞をポリ-L-オルニチン/フィブロネクチンコート 96 ウェルプレートに播種したと
ころ、細胞の接着が弱く凝集塊を形成するなどの問題が生じたため、様々な検討を行い、コーテ
ィング剤をポリ-L-リジン/フィブロネクチンに変更した。MPP+（1～500 µM）を LUHMES 細胞
に 72 時間曝露し、細胞生存率を測定したところ、200 および 500 µM MPP+曝露により有意な細
胞生存率の低下が認められた（図 3A）。また、顕著な細胞死を引き起こさない 10 および 100 µM 
MPP+を曝露した細胞において、エネルギーセンサータンパク質 AMP-activated protein kinase
（AMPK）とその基質タンパク質 acetyl-COA carboxylase（ACC）のリン酸化が認められた（図 3B）
ことから、我々が以前に SH-SY5Y 細胞を用いて作製した PD モデル細胞と同様に軽度ミトコン
ドリア機能障害による ATP 産生量の低下が引き起こされていることが示唆された。 



③ドパミン神経細胞において特徴的な発現パターンを示す遺伝子の抽出 
 iCell ドパミン神経細胞および同一ドナー
由来の iCell グルタミン酸作動性神経細胞を
14 日間培養後、両細胞から total RNA を抽出
し、RNA シークエンスによる網羅的遺伝子
発現解析を行った。その結果、グルタミン酸
作動性神経細胞と比較してドパミン神経細
胞において高発現する遺伝子を 1,218 種類、
低発現する遺伝子を 1,225 種類確認するこ
とができた（図 4）。ドパミン神経細胞にお
いて高発現が認められた遺伝子の上位に
は、ドパミン神経細胞の分化や生存に重要
であることが報告されている遺伝子が多く
含まれていたことから、目的通りの遺伝子
を抽出できたと考えられた。 
 研究開始当初は、抽出した遺伝子群の中
から PD との関連性などを考慮して主にグ
ルコース利用（取り込み・代謝など）に関与
する遺伝子を絞り込み、さらにその中から
ノックダウンすることによって MPP+誘発
細胞死を著しく増強する遺伝子を特定する
ことを計画していた。しかし、突如 LUHMES
細胞がディッシュに接着しなくなり、細胞や試薬一式を再購入・再調製するなどあらゆる可能性
を検討したものの改善には至らなかった。 
 
（2）「軽度ミトコンドリア機能障害」と「グルコー
ス利用障害」の両者による細胞死のメカニズム解明 
 LUHMES 細胞の培養に問題が生じたため、当初は
計画していなかったが、SH-SY5Y 細胞を用いて「軽
度ミトコンドリア障害」と「グルコース利用障害」
の両者による特徴的な細胞死のメカニズム解明を進
めることにした。低濃度 MPP+曝露により軽度ミト
コンドリア障害を誘発し、小胞体ストレス応答関連
タンパク質を中心とした数種類のタンパク質の発現
量を評価したところ、細胞死が認められない早期か
ら統合的ストレス応答に関与する eIF2α のリン酸化
が認められた（図 5）。 
 
（3）まとめ 
 本研究では、遺伝的素因を考慮した低濃度化学物質の PD 誘発リスク評価系構築には至らなか
ったが、その第一段階としてドパミン神経細胞において特徴的な発現パターンを示す遺伝子を
抽出することができた。また、軽度ミトコンドリア障害による eIF2α のリン酸化がグルコース利
用障害に対する脆弱化に関与する可能性が示唆された。今後、LUHMES 細胞の培養条件を改善
した後、軽度ミトコンドリア障害に対する感受性を制御するグルコース利用関連遺伝子を特定
することで上述の評価系を構築し、PD 誘発リスクを有する化学物質の特定につなげたい。 
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