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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病治療標的としてα-シヌクレインの発現抑制が有効であるか調べるために、
アデノ関連ウイルスにTet-offシステムを組み込み、外部から目的遺伝子の発現を制御できる動物モデルの樹立を試み
た。ひとつのベクターにTet-offシステムを組み込んだものを３種類作製した。培養細胞上で、各ベクターのα-シヌク
レイン発現抑制効率を比較した。その結果、有意に抑制する新規ベクターを見出した。このベクターを含むウイルスを
作製した。このようなベクターの情報が少ないため、適するものを同定するまでの予備実験に時間を費やした。動物実
験まで至らなかったが、今後目標を達成するための基盤を作ることができた。

研究成果の概要（英文）：To investigate whether suppression of the a-synuclein expression level has a poten
tial for Parkinson's disease therapy, this study was aimed at making an animal model that is capable of ex
ternally controlling the target gene expression by using a Tet-off system-based adeno-associated viral vec
tor. We constructed three different vectors, which collectively contained Tet-off and target gene expressi
on elements. We assessed the suppressive efficiency of these vectors on the a-synuclein expression in cult
ured cells. We found that one newly developed vector significantly reduced the expression of a-synuclein b
y the Tet-off system. We then obtained the viral particles containing this vector. It took a considerable 
time to select this vector, because there is a little information on this kind of vectors. Unfortunately, 
we did not reach the experimental step to see the effect of this vector in the animal. However, we could p
repare the basic materials to perform in vivo study in the future.   
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病（PD）は、運動障害を主と

した神経変性疾患であり、神経変性疾患の中

ではアルツハイマー病に次いで多い。PDは、

病理学的に中脳黒質のドパミン神経細胞の

変性・脱落を認め、レビー小体と呼ばれる異

常細胞質内封入体の出現を特徴とする。臨床

的に PD の運動障害は、ドパミン補充療法で

軽減される。しかし、根本的な治療法は未だ

ない。PD 患者は約 10 数年の経過で寝たきり

の状態になってしまう。根本的治療法の開発

が重要な課題である。 

α-シヌクレイン遺伝子の点変異と重複が、

家族性 PD を引き起こす。さらに、α-シヌク

レインは、レビー小体として凝集するタンパ

ク質の主要分子である。これらは、α-シヌク

レインが PD の発症に関与していることを示

す。α-シヌクレインの神経毒性メカニズは未

解明であるが、有力な説として α-シヌクレイ

ン重合化仮説がある。これは、正常では可溶

性である α-シヌクレインが、何らかの作用で

異常に重合・凝集し、この異常重合過程で生

じる中間的重合体が神経毒性を発揮すると

いうものである（Lee VM, and Trojanowski 

JQ. Neuron 2006）。この仮説に従えば、α-シ

ヌクレインの発現を抑制すれば、その神経毒

性を軽減させると考えられる。これに関連し

て、Tet-off システムを組み込んだトランスジ

ェニックマウスにおいて、α-シヌクレインの

発現を途中から抑制すると認知機能が回復

することが報告されている（Lim Y, et al. J 

Neurosci 2011）。これは、α-シヌクレインの神

経毒性が可逆的である可能性を示唆してい

る。しかし、α-シヌクレインの発現抑制が、

凝集体の形成と神経細胞の変性を停止・緩和

させるか明らかではない。また、どの程度 α-

シヌクレイン神経毒性が進行したときまで、

緩和効果をあらわすことができるか全く不

明である。 

 

２．研究の目的 

パーキンソン病治療標的として、α-シヌク

レインの発現抑制が有効であるか動物モデ

ルを用いて調べる。 

 

３．研究の方法 

アデノ関連ウイルス（AAV）に Tet-off シス

テムを組み込み、外部から目的遺伝子の発現

を制御できる動物モデルの樹立を試みた。一

般的に Tet-off システムは、テトラサイクリン

制御性トランス活性化因子（tTA）発現ベク

ターとテトラサイクリン応答因子（TRE）を

含む発現ベクターの２種類を別々に導入し

なくてはならない。この方法では、ウイルス

を２回接種する必要があり、組織に対する侵

襲が大きい。この問題を回避するため、Tet-off

と α-シヌクレイン発現の要素をひとつのベ

クターに組み込むことを考えた。この方法は

異なる目的遺伝子で成功例があるが、効率的

な配列の一般的法則は知られていない。よっ

て、いくつかのベクターをデザインし、コン

ストラクトを作製した上で、ベクター間の

Tet-off 効率を比較評価するところから始めた。

このようなベクターを３種類作製した。培養

細胞上で、各ベクターの α-シヌクレイン発現

抑制効率を比較した。 

 

４．研究成果 

Tet-offシステムによる α-シヌクレイン発現

抑制を比較するため、はじめに形質転換効率

の高い非神経系培養細胞である HEK293 細胞

に作製したベクターを導入した。形質転換か

ら 48 時間後に、Tet-off を誘導するためドキ

シサイクリンを添加した。その後、経時的に

細胞を回収し、細胞抽出液をウエスタンブロ

ットで解析した。その結果、全てのベクター

において、形質転換 48 時間で α-シヌクレイ

ンの発現が認められたが、ひとつのベクター

でのみ有意な発現抑制が認められた。次に、

神経系培養細胞である SH-SY5Y 細胞を用い



て検討を行った。その結果、HEK293 細胞と

同じベクターで有意な α-シヌクレインの発

現抑制が認められた。次に、このベクターを

組み込んだ AAV 粒子の作製を行い、ウイル

ス粒子の精製と濃縮を、密度勾配遠心法とア

フィニティクロマトグラフィーで行った。得

られたウイルスの粒子数を ELISA で定量し、

ゲノムコピー数を RT-PCR で定量した。実験

に使用できるウイルス粒子が得られたこと

を確認した。このように Tet-off システムを導

入した α-シヌクレイン AAV が作製済みであ

り、動物実験にとりかかる準備がなされた。 

 本研究期間中に、AAV をベースにしたラッ

トモデルを用いて、α-シヌクレインの神経毒

性に関する論文を J Neuorsciに 2011年発表し、

薬物の効果を評価した研究を PLoS One に

2014 年発表した。また、α-シヌクレインの生

理的役割についてドパミントランスポータ

ー機能の調節機能を 2013 年に Moll Biol Cell

に論文発表した。 
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