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研究成果の概要（和文）：本研究では、PARK17家族性パーキンソン病（PD）原因遺伝子VPS35異常によるPD病態
発症機序を明らかにする目的で細胞・動物モデルを用いた生化学的解析を行い、以下の事実を明らかにした。 
(1) 培養細胞におけるVPS35サイレンシングはCI-MPRの輸送異常を伴うレトロマー障害を来すのと同時に、(2) 
CTSDの成熟障害ならびにリソソーム内へのaSYN蓄積を誘発した。加えてヒト野生型aSYN Tgハエにおけるハエ
VPS35サイレンシングにより、(3) ハエ脳内に不溶性aSYNが蓄積し、神経細胞内のaSYN陽性凝集体が増加するこ
と、さらに (4) 複眼変性・加齢に伴う運動機能悪化を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we first showed that the silencing of VPS35 in cultured cells
 caused a reduction in the distribution of CI-MPR and impaired the maturation of CTSD. Second, we 
found that the amount of pro-CTSD was substantially increased not only in the culture medium of the 
VPS35-deficient cells but also in the CSF from sporadic PD patients. Third, we demonstrated that 
silencing VPS35 impairs the maturation of CTSD, which occurs concomitant with a striking 
accumulation of αSYN in lysosomes. Finally, we showed that the RNAi-mediated silencing of dVPS35 
not only induced the accumulation of the insoluble αSYN species in the brain but also exacerbated 
mild eye disorganization, as well as locomotor impairment in the flies expressing the human wt-α
SYN. Cumulatively, these data suggest that the retromer-dependent sorting machinery plays a role in 
αSYN catabolism by modulating the intracellular processing and activation of CTSD and might thereby
 contribute to the pathogenesis of PD.

研究分野：病態医科学
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１． 研究開始当初の背景 
 異常凝集タンパクの沈着を病理学的指標
とする神経変性疾患において、凝集性タンパ
クがプリオンの様に細胞間を伝播する現象
が示され注目を集めている。我々は異常タン
パク伝播の背景にある膜輸送・小胞輸送系に
早くから着目し、パーキンソン病 (PD) 患者
脳内に蓄積する凝集化αシヌクレイン
(aSYN)の吸収・分泌・分解に関与する細胞内
小胞輸送経路を詳細に渡って明らかにして
きた。一方、これまでに判明した神経変性疾
患の原因遺伝子の多くが、小胞輸送系の制御
に関与していることが相次いで明らかとな
ってきた。PD を例に述べると、aSYN は ER-
ゴルジ輸送系や神経伝達物質の放出に必要
とされるSNARE複合体の制御に関わっている
ことが示されている。また、若年性 PD 原因
遺伝子である parkin および DNAJC6 の異常は、
シナプスにおけるドパミン伝達を障害させ
る可能性が示唆されている。さらに最近同定
された家族性 PD 遺伝子 VPS35 はエンドソー
ムからゴルジへの積荷輸送（レトロマー）の
構成因子であり（AJHG, 2011）、他の家族性
PD 遺伝子（LRRK2、RAB7L1）異常もレトロマ
ー異常に関与することが示されている
（Neuron, 2013）。これらの事実は、小胞輸
送異常が遺伝性あるいは孤発性 PD 発症にお
いて重要な役割を有していることを示唆す
るばかりでなく、新たな治療標的となる可能
性を示唆している。これまでの PD を対象と
した病態研究は、凝集タンパクによる細胞毒
性、ミトコンドリア障害、酸化的ストレス、
ER ストレス、タンパク分解系障害などの観点
に立ったものが主であり、小胞輸送異常に着
目した研究は少ないのが現状である。本研究
は PD における神経変性過程を小胞輸送異常
の観点から解明しようとする独創的な内容
であり、神経変性疾患領域における新たな病
態理解ならびに治療ターゲット開発に貢献
出来ることが予想される。 
 
２．研究の目的 
 PD をはじめとする神経変性疾患の病変
部位に蓄積する異常タンパクの分泌・吸
収・分解には細胞内小胞輸送系が重要な役
割を担っている。また別の観点からの研究
からも、変性疾患の原因遺伝子の多くが小
胞輸送系の制御に関与していることが相次
いで判明している。これらの事実は、小胞
輸送異常が遺伝性あるいは孤発性 PD 発症
において重要な役割を有していることを示
唆するばかりでなく、新たな治療標的とな
る可能性を示唆している。本研究では
PARK17 家族性 PD 原因遺伝子として同定さ
れたエンドソームからトランスゴルジ網へ
の逆行輸送を司る VPS35 に着目し、小胞輸
送異常を背景とした PD の発症メカニズム
を解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 VPS35 およびその他のタンパク複合体から
なるレトロマーは、エンドソームからトラン
スゴルジ網（TGN）への積荷タンパクの逆行
性輸送を担う小胞輸送系マシナリーである。
レトロマーの代表的な積荷タンパクとして
は、マンノース 6 リン酸受容体（MPR）が知
られている。レトロマー機能が障害されると、
MPR のエンドソームから TGN へのリサイクリ
ングが抑制され、 MPR 依存性にリソソームへ
ソーティング・活性化されるカテプシン D
（CTSD）の輸送・成熟障害が生じることが知
られている。一方、CTSD は凝集αSYN のリソ
ソーム分解に重要であることが知られてい
る。これらを踏まえ、本研究では最近同定さ
れた発症機序未解明の PD 原因遺伝子 VPS35
に着目し、小胞輸送異常を背景とした PD 発
症メカニズムを解明することを目的とする。
具体的には、レトロマー異常に起因したリソ
ソーム中での aSYN 分解障害・蓄積、神経細
胞傷害の可能性に着目し、培養細胞（HEK293
細胞）を用いた生化学・免疫組織科学的解析
を行う。VPS35 は酵母からほ乳動物まで幅広
く保存されており、ショウジョウバエにもそ
のホモログが存在する。そこで本研究では
VPS35（dVPS35）RNAi ハエと、複眼および神
経特異的 elav プロモーター下に aSYN を発現
させたトランスジェニックバエを交配させ
ることで (1) 複眼形態の病理学的評価 (実
体顕微鏡・走査型電子顕微鏡による観察およ
び免疫染色)を行うとともに、(2) climbing 
assay による運動症状の影響を評価する。 
 
４．研究成果 
 本研究では以下の事実を確認した。（1）
HEK293細胞によるVPS35サイレンシングはレ
トロマー障害を反映する CI-MPR 発現異常と
ともに CTSD の成熟障害を来した。（2）VPS35
欠損細胞ではリソソーム中において
mature-CTSD減少と同時にaSYN蓄積を認めた。
さらに、ヒト aSYN Tg ハエにおける内在性
VPS35 のノックダウンにより、（3）ハエ脳内
において界面活性剤不溶性 aSYN の凝集・蓄
積とともに、（4）複眼変性ならびに加齢に伴
う運動機能低下が観察された。以上の結果を
総括すると、レトロマー機構は、CTSD プロセ
シング・活性化の制御を介し、細胞内特にリ
ソソームにおける aSYN 代謝・神経変性過程
に寄与している可能性が推測された。 
 一方、VPS35 ミスセンス変異が如何にして
レトロマー機能異常を誘発し、神経変性を引
き起こすのか、そのメカニズムには不明な点
が残されている。脳内 VPS35 発現量は PD 患
者、アルツハイマー病患者・動物モデルで有
意に減少していると報告されており、VPS35
に関連する小胞輸送機構の障害とそれに引
き続く神経変性は loss of function が原因
である可能性が示唆されている。本研究で得
られた結果では Vilarino-Guell らの既報告
と同様、変異型 VPS35（D620N および P316S）
と他のレトロマーのサブユニット（VPS26・



VPS29）との結合親和性は維持されており、
VPS35変異はVPS26/29との複合体生成へ影響
している可能性は低いと推定された。一方、
酵母を用いた検討において、N 末端の VPS26
結合部位であるPRLYLモチーフにおける変異
VPS35（p.R98W）過剰発現は、VPS26 との結合
を不安定化させ積荷タンパクのエンドソー
ムへのソーティングやTGNへの回収を阻害す
るとの報告がある。同様にラットインスリノ
ーマ細胞において、酵母の R98 変異に相当す
るヒトR107W 変異型VPS35を過剰発現させる
と、ゴルジ体より下流における小胞輸送障害
が誘導される。さらに、ラットモデルにおい
て D620N 変異型 VPS35 を過剰発現すると、ド
パミン神経細胞数が有意に減少したとの報
告もある。これらの結果は、一部の VPS35 変
異は dominant-negative 効果により細胞傷
害性をもたらす可能性を示している。このこ
とは、VPS35 変異型 D620N 患者由来線維芽細
胞を用いた検討において、レトロマー機構破
綻が引き起こされたとの報告からも支持さ
れる。本研究においてもHEK293細胞を用い、
D620N および P316S 変異型 VPS35 過剰発現実
験を行ったが、予想と反し野生型・変異型
VPS35 何れを過剰発現させた細胞においても、
同程度に CI-MPR 分布異常と CTSD 成熟障害が
誘導された。レトロマーが正常に機能するた
め に は 、 各 構 成 サ ブ ユ ニ ッ ト の
stoichiometry が重要であることが知られて
いる。よって、野生型 VPS35 でも、過剰発現
条件下ではレトロマー機能を抑制する可能
性が示唆された。 
 CI-MPR は中枢神経系で豊富に発現し、aSYN
分解を担う CTSD のリソソームソーティング
に不可欠な分子である。実際、CTSD ノックア
ウト動物モデルでは、脳内において不溶性
aSYN の著しい蓄積が認められる。これまでの
報告によると aSYN 分解にはユビキチン・プ
ロテアソーム系とリソソーム・オートファジ
ー系の両者が関与するとされてきたが、最近
の知見では、後者がより積極的に関与してい
るとの説が有力である。このことは、孤発性
PD 患者脳の黒質神経細胞において、CTSD 活
性は正常コントロールの50 %程度まで低下し
ているという結果や、先天的 CTSD 欠損症で
ある成人型 neuronal ceroid lipofuscinosis
（NCL）をはじめとする各種リソソーム病患
者においてもパーキンソニズムが認められ
るという事実からも支持される。CTSD 欠損は
オートファゴソームの最終分解を停滞させ、
オートファジー系における基質タンパクの
分解にも深く影響する。また、オートファジ
ー制御因子として最近注目を集めている
WASH complex が、エンドソーム膜上でレトロ
マー/VPS35 と結合し、オートファジー実行に
不可欠なATG9Aのオートファゴソームへの輸
送を仲介する役割を担っていることも示さ
れている。D620N 変異型 VPS35 では WASH 
complex との結合が障害され、オーファジー
を介した異常伸長ハンチンチンタンパクや

A53T 変異型 aSYN 分解が抑制されることも最
近報告されている。リソソーム・オートファ
ジー系の破綻が、如何にして選択的な aSYN
蓄積につながるのかに関しては複数の可能
性が考えられる。一つ目としてシャペロン介
在性オートファジーの関与が挙げられる。
aSYNはCMA認識モチーフに相当するペンタペ
プチド連続配列（KTKEG）を含んでおり、同
配列が aSYN のリソソームへの移行・分解に
必要不可欠であることが確認されている。他
の可能性として、aSYN の選択的ユビキチン修
飾が挙げられる。細胞質の aSYN はユビキチ
ン E3 リガーゼの一つである Nedd4 の作用に
より K63 ポリユビキチン化され、後期エンド
ソーム/リソソームへ輸送・分解される。培
養細胞において野生型Nedd4を過剰発現させ
ると神経系組織の aSYN 蓄積が減少し、ハエ・
ラットモデルにおいて神経変性と運動機能
障害が軽減されることが判っている。この結
果は N-aryl benzimidazole（NAB）誘導体に
よる aSYN 毒性の抑制が、酵母の Nedd4 ホモ
ログである Rsp5 を介したものであることか
らも支持される。 
 本研究では世界に先駆けてVPS35欠損ヒト
aSYN Tg ハエモデルを作製し、VPS35/レトロ
マー機能が aSYN 蓄積、神経変性ならびに運
動症状発現を誘導することを示した。この結
果はヒト aSYN 発現ハエを用いた検討におい
て、CTSD 欠損がハエ網膜細胞の変性を増悪さ
せたとの既報に合致するものと考えられる。
dVPS35 欠損ハエ脳において、Triton 不溶性
aSYN オリゴマーが増加する一方で Triton 可
溶性 aSYN モノマーが減少していることを確
認した。これは、CTSD 欠損マウス脳において、
不溶性 aSYN オリゴマーの増加とともに可溶
性 aSYN が減少したという既報の結果と良く
一致していた。CTSD 欠損ハエでは網膜の空胞
変性と菲薄化が加齢に伴い著しく進行する
との結果であったが、これと比較すると
dVPS35 欠損ヒト aSYN Tg ハエの複眼変性は比
較的軽度であった。また dVPS35 欠損ハエは
正常ハエと比較しても生存期間に有意な差
がなかったが、dCTSD ノックダウンハエの生
存期間は明らかに短縮することが示されて
いる。以上の結果より、CTSD の残存酵素活性
と疾患の重症度の間には逆相関の関係があ
ると推測され、dVPS35 欠損ヒト aSYN Tg ハエ
では CTSD 欠損モデルに比較し部分的な酵素
活性低下に留まるため、より軽度な
phenotype を呈した可能性が考えられた。
dVPS35 欠損ヒト aSYN Tg ハエにおける複眼変
性や運動障害の詳細な発現機序は定かでな
いものの、過去の報告でも指摘されている通
り、神経細胞内に蓄積した細胞毒性を有する
aSYN オリゴマーが神経変性過程に影響して
いることが推定される。 
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