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研究成果の概要（和文）：α-シヌクレイン（SNCA）はパーキンソン病（PD）の重要な関連遺伝子であり、その遺伝子
変異だけでなく過剰な遺伝子発現もPDの発病に関与している。本研究は、SNCAが過剰発現するPDに対して、中程度のRN
Aiノックダウン（ExCont-RNAiと名付ける）がその過剰発現を正常レベルに戻すことができることを証明した。さらに
、PDモデルショウジョウバエを用いた治療効果の検討からPDモデルショウジョウバエの運動機能の改善も観察した。今
回の研究成果は、ExCont-RNAiがSNCAの過剰発現によるPDに対して有望な治療戦略に成りえることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：The alpha-synuclein (SNCA) gene is a responsible gene for Parkinson’s disease 
(PD); and not only nucleotide variations but also overexpression of SNCA appears to be involved in PD. A 
specific inhibition against mutant SNCA genes carrying nucleotide variations may be feasible by an 
allele-specific RNAi; however, there is no method for restoring the SNCA overexpression to a normal 
level. In this study we showed that an atypical RNAi using siRNAs that confer a moderate level of gene 
silencing was capable of controlling overexpressed SNCA genes to return to a normal level; named 
‘expression-control RNAi’ (ExCont-RNAi). To further assess its therapeutic effects, PD-model flies that 
carried the human SNCA gene underwent an ExCont-RNAi treatment. The treated PD-flies demonstrated a 
significant improvement in their motor function. Our current findings suggested that ExCont-RNAi might be 
capable of becoming a novel therapeutic procedure for PD with the SNCA overexpression.

研究分野： 分子生命科学
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（PD）の原因遺伝子または

感受性遺伝子の探索は国内外で精力的に行
われていた。そして、α-シヌクレイン遺伝子
をはじめ多くの疾患原因（関連）遺伝子とそ
の変異が見つかっていた。本研究で注目する
α-シヌクレインは、PD 患者脳内でしばしば
観察されるレビー小体と呼ばれる封入体の
主要な構成タンパク質として知られていた。
そして、その遺伝子内には疾患と関連する塩
基変異の他に遺伝子自身が重複する変異も
見つかっていた。この様な遺伝子の重複は、
PD の他にアルツハイマー病（APP 遺伝子重
複）でも見つかっていた。 

 
２．研究の目的 
パーキンソン病（PD）の key 遺伝子であ

る α-シヌクレイン遺伝子は、その塩基配列変
化（変異）だけでなく、遺伝子の増幅（多重
重複変異）も PD の発症に関与している。本
研究は、その様な α-シヌクレイン遺伝子の多
重重複変異に起因する PD に対して、遺伝子
の発現量を正常化するRNAiノックダウン法
を開発し、それを用いた新しい治療戦略（治
療法）の道を開くことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
①遺伝子発現量補正型 RNAi 誘導のための
siRNA の設計とその評価： 
評価には正確な定量が要求されるため、以

前、対立遺伝子特異的 RNAi 研究で開発した
ルシフェラーゼレポーター遺伝子を用いた
アッセイ系を基に評価システムを構築した。
具体的には、ターゲットとなる α-シヌクレイ
ン遺伝子の様々な（領域）配列を含むオリゴ
DNA を合成し、それらをルシフェラーゼ遺
伝子の 3’UTR に挿入したレポーター遺伝子
を構築した。そして、それらのターゲット配
列に対して様々な siRNA を設計・合成し、
構築したレポーター遺伝子と共にヒト培養
細胞（HeLa 細胞）に導入して RNAi を誘導
した（コントロールとしてウミシイタケ・ル
シフェラーゼ遺伝子発現ベクターも一緒に
導入する）。そして、ルシフェラーゼレポー
ター遺伝子の発現量を指標に、どれだけの
RNAi ノックダウンを誘導できる siRNA で
あるかを量的に評価した。 
上記に加え、ショウジョウバエモデルを使

った遺伝子発現量補正型RNAiによる治療効
果の検討を行うために、まず、ショウジョウ
バエS2細胞を用いて同様の合成 siRNAの評
価実験を行った。 
 
②PD 患者線維芽細胞を用いた遺伝子発現量
補正型 RNAi の効果の検討： 

α-シヌクレイン遺伝子重複を有する PD 患

者の線維芽細胞を用いて、上記評価で有能と
判定した siRNA を導入し、過剰発現する α
‐シヌクレイン遺伝子が正常化するか否か、
そして、その他の遺伝子に対するオフターゲ
ット効果について検討を行った。 
 
③ショウジョウバエモデルの作出と表現型
解析： 

P 因子（トランスポゾン）を使ってヒト α-
シヌクレイン遺伝子（cDNA）をショウジョ
ウバエゲノムに導入した（従来法に従って作
業を行った）。得られたトランスジェニック
ショウジョウバエについて表現型解析を行
なった。導入されたヒト α-シヌクレイン遺伝
子の発現量を RT-qPCR 法やウエスタンブロ
ット法を用いて解析し、次に行動試験（クラ
イミングテスト）、そして寿命について解析
を行った。 
 
④ショウジョウバエモデルを用いた遺伝子
量補正型 RNAi による治療効果の検討： 
 上記で設計した siRNA またはそれに基づ
く shRNA 発現 DNA 断片（p 因子による導
入）をショウジョウバエモデルに導入した。
導入後、RT-qPCR 法、ウエスタンブロット
法を用いて α-シヌクレイン遺伝子発現量の
変化を解析した。発現量の減少が確認された
ショウジョウバエモデルは、さらに、行動試
験を実施し、行動障害の改善そして延命が認
められるか否かを検討した。 
 
４．研究成果 
過剰発現する α-シヌクレイン遺伝子の発

現量を補正するRNAiノックダウンのために、
siRNA の設計と評価を（ヒト HeLa 細胞を用
いて）行い、目的とする中程度の発現抑制を
誘導する（複数の）siRNA を決定した。さら
に、それらの siRNA をショウジョウバエ S2
細胞にも導入して評価を行った。その結果、
ほとんどの siRNA でヒト細胞よりも強い発
現抑制が観察された。ショウジョウバエ細胞
でも遺伝子発現量補正型RNAiを誘導するた
めに、ショウジョウバエ RNAi に特化した
siRNA さらに shRNA の設計を行い、目的と
する siRNAそしてshRNAを得ることができ
た。 
上記で評価した siRNA を用いて α-シヌク

レイン遺伝子の多重重複変異を有する PD 患
者線維芽細胞に遺伝子発現量補正型RNAiを
誘導した。その結果、α-シヌクレイン遺伝子
の発現量の正常化を実現することができた。
さらに、α-シヌクレイン遺伝子以外の遺伝子
に対するオフターゲット効果について DNA
マイクロアレイによる解析を行ない、オフタ
ーゲット効果がほとんど無いことも観察し
た。 



 PD モデルショウジョウバエを使った実験
については、ヒト α-シヌクレイン遺伝子を発
現する PD モデルショウジョウバエと
shRNA を発現するショウジョウバエを交配
し、F1 モデルショウジョウバエに α-シヌク
レイン遺伝子発現量補正型RNAiを誘導する
ことに成功した。そして、その結果、α-シヌ
クレイン遺伝子の発現量（または、発現抑制
の程度）と PD モデルショウジョウバエの運
動能力との間に有意な相関が観察された。 
 今回の研究成果をまとめると、遺伝子発現
量補正型 RNAi ノックダウン（ExCont-RNAi
と名付ける）が α-シヌクレイン遺伝子の過剰
発現に起因する PD に対して有望な治療戦略
に成りえることが示唆された。 
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発明者：大木伸司、北條浩彦、三宅幸子、山
村 隆 
権利者：財団法人ヒューマンサイエンス振興
財団 
種類：特許 
番号： 5098033 
出願年月日： 
取得年月日：2012 年 10 月 5 日 
国内外の別： 国内 
 
名称：「優性アレル発現抑制剤」 
発明者：北條浩彦、高橋理貴 
権利者：国立研究開発法人国立精神・神経医
療研究センター 
種類：特許 
番号： US 8,946,185 B2 
出願年月日：2011 年 6 月 17 日 
取得年月日：2015 年 3 月 3 日 
国内外の別： 国外 
 
名称：「長鎖繰返し配列を含有する遺伝子又
は遺伝子産物の選択又は優先的回収方法」 
発明者：北條浩彦、高橋理貴 
権利者：財団法人ヒューマンサイエンス振興
財団  
種類：特許 
番号： 5716217 
出願年月日：2009 年 12 月 15 日 
取得年月日：2015 年 3 月 27 日 
国内外の別： 国内 
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