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研究成果の概要（和文）：新規パーキンソン病 (PD) モデルマウスを開発するため、ミトコンドリア呼吸鎖複合体Iの
サブユニットで且つPD発症感受性遺伝子であるNdufv2ヘテロノックアウトマウスの表現型であるMPTP脆弱性亢進の責任
分子候補をプロテオミクス解析で17種同定した。
新規常染色体優性遺伝性パーキンソン病原因遺伝子であるCHCHD2は脱共役剤処理で有意に増加することを見出した。CH
CHD2ノックアウトSH-SY5Y細胞はミトコンドリア呼吸鎖複合体IVの構成タンパク質とその活性が著明に低下しているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To identify the molecules related vulnerability of dopaminergic neurons to 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) neurotoxicity of NDUFV2 heterozygous knockout mice, I 
performed high throughput molecular profiling using isobaric tags for relative and absolute quantitation 
(iTRAQ) and liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analyses. A total of 17 proteins 
were identified as statistically different between wild-type and NDUFV2 heterozygous knockout mice in the 
midbrain of 48 hours after the MPTP administration. This results raise the possibility of discovering 
novel proteins related the pathogenesis of Parkinson’s disease (PD).
To analyze molecular phenotypes of CHCHD2, which have been reported as a novel causative gene for 
autosomal dominant PD, I generated CHCHD2 knockout SH-SY5Y cells using CRISPR-Cas9 system. CHCHD2 
knockout SH-SY5Y cell was markedly decreased protein levels and activity of cytochrome c oxidase (Complex 
IV).

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ミトコンドリア　パーキンソン病　電子伝達系　呼吸鎖複合体　感受性遺伝子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病 (PD) は主に 50-60 歳代

で発症する進行性の神経変性疾患である。患
者数は平成 26 年度厚生労働省患者調査によ
ると約 16 万 3000 人と推計されており、発症
率が年齢と共に上昇することから超高齢化社
会を迎えた本邦において早急に克服しなくて
はならない疾病の一つである。しかしながら
その治療は薬物補充療法を主とした対症療法
がほとんどであり、進行抑制・根治 (完治) を
目指した治療は未開発である。 

1980 年代初め合成麻薬の不純物である
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyr
idine (MPTP) によってドーパミン神経細胞
死を伴う PD 様症状を呈することが発見され
た（Science. 1983）。MPTP はミトコンドリ
ア機能障害作用を有することが指摘されて
いる。また近年、遺伝性 PD の原因遺伝子で
ある parkin や PINK1 が共にミトコンドリア
品質管理を担う重要な分子であることが明
らかにされた (J Cell Biol. 2010)。このよ
うに臨床的観察から分子・細胞生物学による
実験的観察まで幅広い視点からミトコンド
リアは PD の発症機序を理解する上で重要な
オルガネラであると言える。 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
flavoprotein 2, 24kDa (Ndufv2) は核ゲノ
ムコードの遺伝子でミトコンドリア複合体 I
の 24kDa のサブユニットをコードしている。
Ndufv2 は PD 患者線条体で減少しており 
（BBRC. 1989）、さらに Ndufv2 が日本人の
みならず人種を越えて PD の発症感受性遺伝
子であることが複数の研究グループから報
告されている (Genomics. 1998、Hum Mol 
Genet. 2006, Parkinsonism Relat Disord. 
2010)。したがって、Ndufv2 は PD の病態を理
解する上で非常に重要な分子であると言え
る。 

このような背景から、我々は PD 発症に
おける Ndufv2 の関与を明らかにする目的で
Ndufv2 ノックアウトマウス (Ndufv2-/-) を
作出した。今までに (1) Ndufv2-/-マウスは
胎生致死であり、(2) Ndufv2 ヘテロノックア
ウトマウスは MPTP に対する脆弱性が亢進し
ていることを明らかにした。ミトコンドリア
複合体Iサブユニット遺伝子ノックアウトマ
ウスの類似先行研究ではNdufs4-KOマウスが
発表されているが (Cell Metab. 2008, PNAS. 
2008)、発生過程での影響度、ミトコンドリ
アストレスに対する感受性、PD との関連いず
れも本研究のマウスが重要であることは明
らかである。また Parkin-KO など既知 PD 原
因遺伝子ノックアウトマウスでも適切な PD
様表現型は見出されていない。 

 
２．研究の目的 

本研究では Ndufv2-KO マウスを新しい
PD 動物モデルとして確立する目的で、（１）
KO マウスの ES 細胞をもちいてミトコンドリ
ア機能解析および MPP+などの薬剤投与試験
を行う、（２）Ndufv2 +/-マウスの MPTP 脆弱
性がどのようなメカニズムで起きているの
かを明らかにする、（３）Ndufv2 +/-マウス
と Parkin-KO および PINK1-KO マウスを掛け
合わせ表現型の有無を確認する、（４）上記
の結果および実験系を踏襲し、新規 PD マウ
スモデル系を確立することを目指す。 

これまで遺伝性 PD の原因遺伝子改変マ
ウスが数多く作出されてきた。しかしながら
これらのマウスのほとんどが定常状態での
表現系は野生型と変わらない (J Biomed 
Biotechnol. 2012)。したがって遺伝子改変
に加えて MPTP をはじめとする既に実験系が
確立されている神経毒ならびに加齢やその
他環境因子などを組み合わせた実験系によ
るモデルの確立が求められている (J Biomed 
Biotechnol. 2012)。 

Ndufv2 遺伝子は既に感受性遺伝子とし
て証明され、その遺伝子改変マウスは MPTP
という神経毒に対する脆弱性が明らかとな
っている。したがって、Ndufv2 マウスと既知
PD 遺伝子マウスを掛け合わせ、ミトコンドリ
アストレスなどを負荷することで新たな PD
モデルマウスを創出することが可能である。
Ndufs4-KO マウスなど、同じミトコンドリア
複合体Iサブユニット遺伝子のノックアウト
マウスであっても、その遺伝子が PD 患者を
対象とした科学的根拠がなければ PD モデル
とならないことは明らかであり、本研究の疾
患感受性遺伝子をターゲッティングした本
マウスがいかに PD のマウスモデルとして学
術的に緻密かつ独創的であるかを裏付けて
いる。 

本研究において、Ndufv2 遺伝子欠失によ
るミトコンドリアに対する影響と細胞死の
メカニズムや MPTP に対する脆弱性を引き起
こす分子メカニズムが証明されれば、見出さ
れた指標は PD関連因子や新規 PD治療薬並び
に治療法の開発を行う上で強力なツールと
して活用可能であり、未だ実現されていない
PD の根治療法へつながる研究へ革新的な寄
与が可能である。 

 
３．研究の方法 
1) MPTP 投与試験 

生理食塩水または生理食塩水に溶解し
た MPTP を野生型及びヘテロノックアウトマ
ウス (Ndufv2+/-) に 15mg/kg の量を 2 時間
おきに 4回腹腔内投与した。 

MPTP 最終投与 48 時間後に PBS を灌流し
脱血し脳を摘出した。脳は大脳皮質、線条体、
および中脳黒質部分を分画し種々の解析に



使用した。 
 

2) iTRAQ-LC-MS/MS 解析 
摘出・分画した野生型及びヘテロノック

ア ウ ト マ ウ ス 脳 を 抽 出 バ ッ フ ァ ー
[HEPES/KOH (pH7.4), 1% NP-40, 0.1% SDS] 中
でホモジナイズした。ホモジネートを
isobaric Tag for Relative and Absolute 
Quantitation (iTRAQ) 試薬 (AB SCIEX Pte. 
Ltd.、Foster City、CA) をもちいて各サン
プルをラベルした後 LC-MS/MS (TripleTOFTM 
5600 System、AB SCIEX) で質量分析を実施
した。データ解析は ProteinPilotTM (AB 
SCIEX) を使用した。 

 
3) ミトコンドリア阻害剤処理 

SH-SY5Y 細胞に各種ミトコンドリア電子
伝達系阻害剤、脱共役剤、酸化ストレスを添
加 し 24 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、
Coiled-Coil-Helix-Coiled-Coil-Helix 
Domain Containing 2 (CHCHD2) のタンパク
量をウエスタンブロット法により解析した。
使用した薬剤およびその濃度はロテノン (2
μg/ml)、ミキソチアゾール(1μM)、オリゴ
マイシン(5μg/ml)、カルボニルシアニド-m-
クロロフェニルヒドラゾン（CCCP）(10μM)、
バリノマイシン(1μM)、過酸化水素 (250μ
M) である。 

 
4) CHCHD2 ノックアウト (CHCHD2 KO) 細胞
の作製 

HEK293 細胞および SH-SY5Y 細胞に
CHCHD2 遺伝子開始コドンを標的としたガイ
ド RNAと FokI-dCas9 (pSQT1601) の発現ベク
ターを Lipofectamine® 2000 Reagent (Life 
Technologies) をもちいたリポフェクショ
ン法、または 4D-Nucleofector™システム (ロ
ンザジャパン株式会社、東京)をもちいたエ
レクトロポレーション法で co-transfection
した。遺伝子導入 48 時間後 96 well プレー
トに 0.5 cells/well となるように播種した。
6 well プレートに 50-80% confluent になる
まで継代培養した。遺伝子変異の有無はサン
ガー法、リアルタイム PCR 法、ウエスタンブ
ロット法にて確認・検証した。 

 
5) ミトコンドリア呼吸鎖複合体活性測定 

野生型、SH-SY5Y CHCHD2 KO 細胞に加え、
SH-SY5Y CHCHD2 KO 細胞に CHCHD2 の野生型お
よび PD 患者から同定した変異型の発現ベク
ターを 4D-Nucleofector™システムをもちい
て遺伝子導入し 48 時間経過した細胞を
Complex I Enzyme Activity Dipstick Assay 
Kit および Complex IV Enzyme Activity 
Dipstick Assay Kit (Abcam、Cambridge、UK) 
をもちいて電子伝達系複合体 I および IV の
活性を測定した。 

 
４．研究成果 
1) MPTP 投与後の脳内タンパクのプロテオミ

クス解析 
これまでの研究成果から Ndufv2 ヘテロ

ノックアウトマウスは野生型マウスに比べ
MPTP に対する感受性が亢進していることが
明らかになっている。MPTP 投与後の行動試験
より感受性亢進は投与後 48 時間で最大とな
るためこの時点のタンパク質動態をプロテ
オミクス解析で検討した。その結果、バイア
ス補正後の MPTP 投与中脳で 17種のタンパク
質が著明かつ有意に低下していることが明
らかになった。これらのタンパク質は (1) 
イオンチャネル、 (2) ニューロフィラメン
ト、(3) エネルギー代謝、(4) アポトーシス、
(5) ドーパミン生合成、等に関与しており
個々のヒットタンパク質について今後詳細
に検討する必要がある。 

 
2) CHCHD2 の病態機能解析 

常染色体優性遺伝性 PD の新規原因遺伝
子として CHCHD2 を単離・同定した (H26 年度
新学術領域研究)。CHCHD2 はミトコンドリア
に局在し、電子伝達系に関与することが示唆
されている。本研究対象の Ndufv2 はミトコ
ンドリア複合体 Iのサブユニットであり、両
遺伝子が機能的に関与している可能性は高
いと考えられた。しかしながら CHCHD2 は遺
伝性 PD の原因遺伝子であり、Ndufv2 よりも
PD 発症に対する影響度は大きいことが明ら
かである。したがって CHCHD2 の病態機能解
析を進めることが新規 PD モデルマウスの開
発のために重要であると判断し、当初の計画
を変更し CHCHD2 およびその変異とミトコン
ドリア機能の関係を明らかにするため種々
の解析を進めた。 

 
2-1)ミトコンドリア阻害剤処理による
CHCHD2 タンパク質への影響 

これまでの報告から CHCHD2 はミトコン
ドリア電子伝達系に関与することが示唆さ
れているため、培養細胞にミトコンドリアに
対するさまざまな阻害剤を処理した後ウエ
スタンブロット法にて CHCHD2 タンパク質量
の変化を解析した。その結果、CHCHD2 タンパ
ク質は CCCP やバリノマイシンなどの脱共役
剤で処理すると著明に増加することが明ら
かとなった (図１)。 

図 1. ミトコンドリア阻害剤に対するCHCHD2
タンパク質量の変化 

 
Parkin や PINK1 など常染色体劣性遺伝



性 PD の原因遺伝子は脱共役剤処理によって
機能低下したミトコンドリアを特異的に分
解する反応 (マイトファジー) に関与して
いることが報告されているが、この反応は脱
共役剤処理処理後数分から数時間の短時間
で起こる反応として知られている。CHCHD2 の
脱共役剤処理による反応 8 時間から 24 時間
で起こるためマイトファジーが終息した後
に反応しているか、脱共役によるミトコンド
リア膜電位低下に間接的に関与しているた
め反応に時間がかかることが考えらた。 

 
2-2) CHCHD2 ノックアウト細胞作製 

CHCHD2 の機能を明らかにするため
CRISPR-Cas9システムによるCHCHD2ノックア
ウト細胞を作製した。作製したノックアウト
細胞および野生型細胞について CHCHD2 発現
量を qPCR およびウエスタンブロットで確認
したところ、野生型に比べ著しく発現量が低
下していることが明らかとなった (図 2およ
び 3)。 

 

図 2. 野生型 (WT) およびノックアウト細胞 
(KO) における CHCHD2 遺伝子発現量 (N=3) 

 
さらに CHCHD2 ノックアウト SH-SY5Y 細

胞ではミトコンドリア呼吸鎖複合体 IV の構
成タンパク質である COX II と COX IV タンパ
ク質量が野生型に比べ著明に減少している
ことが明らかになった (図 3)。 

 

 
図 3. 野生型 (WT) およびノックアウト細胞 
(KO) におけるCHCHD2およびミトコンドリア
関連タンパク質のウエスタンブロット 

 
2-3) CHCHD2 ノックアウト細胞の呼吸鎖複合

体活性の検討 
CHCHD2 ノックアウト細胞においてミト

コンドリア呼吸鎖複合体 IV のサブユニット
タンパク質量が減少していることからその
活性についても検討した。さらに CHCHD2 ノ
ックアウト細胞に野生型 CHCHD2 および PD患
者から同定された変異を導入した CHCHD2 を
48 時間強発現させた細胞のミトコンドリア
呼吸鎖複合体活性についても測定した。 

その結果、呼吸鎖複合体 I はどのモデル
細胞も野生型と同等の活性を有していたが、
呼吸鎖複合体 IV はノックアウト細胞で明ら
かな活性低下を見出した。しかしながらその
活性低下は野生型 CHCHD2 を強発現しても回
復しなかった (図 4)。 

 

図 4. CHCHD2 ノックアウト細胞の呼吸鎖複合
体 Iおよび IV の活性 

 
ヒト線維芽細胞において CHCHD2 遺伝子

をノックダウンすると呼吸鎖複合体 IV の構
成タンパク質およびその活性が低下するこ
とが報告されており (PLoS Genet 2009)、本
研究において再現されたと同時にパーキン
ソン病細胞モデルとしてしばしば使われて
いる SH-SY5Y 細胞において CHCHD2 ノックア
ウトに成功したことは in vitro、in vivo を
含めパーキンソン病モデルを作製する一助
となることが期待される。 

ノックアウト細胞に野生型 CHCHD2 を一
過性に発現させても機能回復が観察されな
かったことはミトコンドリア呼吸鎖複合体
のアセンブリに 48 時間以上必要である可能
性が高く、今後長期発現可能なレンチウイル
スベクター等を構築し機能回復可能か否か
を再度詳細に検討する必要がある。 

研究実施期間中に非常に重要な新発見
があったことから、本研究は研究開始当初の
計画から大きく変更せざるを得なかったが、
ミトコンドリア電子伝達系を中心に据えた
パーキンソン病の新規モデル作製という目
的を達成するために多くの知見を得た。今後
は本研究で得られた知見をさらに発展させ、
新規パーキンソン病モデルマウスを開発す
ることが重要である。 
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