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 研究要旨 

 レビー小体病 (Lewy body disease, LBD、 特発性自律神経障害、パーキンソン病 (PD)、

瀰漫性レビー小体病あるいはそれらの合併したもの)の病態は未解明な部分が多く、特に患

者の大多数を占める孤発性LBDは特定の遺伝子異常が原因となる家族性のものに比べその

ヘテロさゆえに研究は立ち遅れている。LBDの中でもPDに関してはL-DOPAやdopamine 

agonistによる対症療法が可能であるが、他の加齢に伴って生ずる神経変性疾患同様、神経

変性、神経細胞死の進行を抑制することはできない。こうした神経変性疾患の病因解明と

治療法の開発のためには疾患モデルの作製が必要急務である。PDの病態にはミトコンドリ

アの機能障害が関与し、ミトコンドリア呼吸鎖 complex１阻害剤である rotenoneを慢性投

与することで PDモデルを作製できること、孤発性および一部の家族性 PDの原因遺伝子が

ミトコンドリア機能障害を引き起こすことが知られている。一方、alpha-synuclein (α-syn)

はゲノムワイドの連鎖解析によって孤発性 PDの発症リスクに関与することが報告されて

いるだけでなく、LBDの病理学的特徴であるレビー小体の主要構成成分でもある。本研究

課題では、LBDの新たなモデルとして「神経老化」の役割に着目して研究を行っている。

老化／ストレス関連転写因子である FOXO3はヒト剖検脳でレビー小体に共存するとの報

告があり、LBD発症に何らかの役割を果たしている可能性がある。本年度は LBDマウス

モデル作成のための基礎研究として、α-synを過剰発現させた培養神経系を用いて、

FOXO3の RNAiによるノックダウンまたは rotenoneの投与による新たな LBDモデル創

出の妥当性を細胞レベルにて検討した。 

 また、α-synを過剰発現させた LBDモデル細胞に対し、細胞毒性の軽減効果および細胞

増殖性の改善効果を示す可能性のある低分子化合物をスクリーニングしたところ、数種類

の新規活性物質を得ることができ、その作用機構を解析中である。 
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Ａ．研究目的 

 レビー小体病(LBD)はアルツハイマー病に次いで頻度の高い神経変性疾患である。従来の

レビー小体病、特にパーキンソン病(PD)に関する研究は遺伝性 PDの解析による特定の遺

伝子変異に関するものが殆どであり、大多数を占める孤発性 PDの病因解明は未だ進んでい

るとは言えない。本研究課題は孤発性 PDの病因解明と治療法の開発に必須である疾患モデ

ル作成を目的とする。 

 従来のPD関連遺伝子を導入あるいはノックアウトした遺伝子改変動物(哺乳類)において

は、PDの特徴であるレビー小体の形成を伴う神経細胞死が再現できたものはない。一方、

ミトコンドリア呼吸鎖 complex Iの阻害剤である rotenoneあるいはMPTP投与により、ヒ

ト PDと類似の病像が得られることが報告されている。しかしながら、薬剤性の PDモデル

はヒト PDにおける細胞死の機序を完全に再現しているのかについては明らかになってい

ない。孤発性 PDあるいは LBDの病態には「脳神経の老化とそれに伴う脆弱性の増加」が

決定的な役割を果たしている。しかしながら、これまでの PDモデルには加齢という観点が

欠如している。 

 本研究では、老化の中心的なシグナルである PTEN/PI3K/Aktの下流に存在する転写因

子である Foxo3のノックアウトマウスに rotenoneを投与する。その結果神経系における老

化シグナルの LBD発症における役割を明らかとする。FOXO3がヒト LBD剖検脳のレビ

ー小体、Lewy neuriteに蓄積していることが報告されているが、その病態への関与は不明

である(Su B. et al., Mol. Neurodegener. 2009)。本研究課題はレビー小体形成あるいは細胞

死における FOXO3の役割についても検討する。初年度である今年は、LBDマウスモデル

作成のための基礎実験として、培養神経系、α-syn過剰発現細胞に対し rotenone投与や

FOXO3ノックダウンを施行し、LBDモデル細胞としての妥当性について検討した。 

 また、これら LBDモデル細胞の病態を改善する可能性のある低分子化合物をスクリーニ

ングし、LBD治療のための治療薬を創出し、その作用機序の解析により有効な治療ターゲ

ットの探索を行う。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 ヒト神経芽細胞腫である SH-SY5Yに rotenoneを投与することで LBD細胞モデルを作

製した。RNAiを用いて老化／ストレス関連転写因子である FOXO3をノックアウトし、以

下の点について検討した。Rotenoneに対する神経細胞の感受性（脆弱性）が変化するかど

うかを LDH assay、Cell viability assay などを用いた生化学的な検討、免疫細胞化学によ

る病理学的な検討。Rotenoneによるミトコンドリア障害、生体分子に対する酸化障害と
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FOXO3の活性化に及ぼす影響をウエスタンブロッティング、RT-PCRを用いた生化学的検

討を行った。 

 同時に、SH-SY5Yにα-synを強制発現させた LBDモデル細胞に対し、FOXO3をノッ

クアウトし、rotenone投与実験と同様の解析を行い新たな LBDモデル細胞としての比較検

討を行った。 

 さらに、上記のα-syn強制発現細胞モデルを用い、tetrehydrocurcuminなどの FOXO3

シグナルの活性に影響を及ぼす可能性のある低分子化合物や、神経細胞毒性の軽減作用の

期待できる新規化合物をスクリーニングし、新たなターゲット分子に対する神経保護薬開

発の可能性を探った。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究課題には利益相反の問題はない。 

 本年度においては、動物実験、臨床研究、ヒトサンプルを用いた研究は行わなかったが、

以下の配慮を念頭に置いた。 

i) 動物を使った実験系については各施設の動物実験倫理委員会、実験動物委員会の許可の

基に動物愛護上の配慮を行う。 

ii) 臨床研究については、各施設の臨床研究倫理委員会の許可と指導の基に行い、プライバ

シー保護には細心の注意を払う。 

iii) ヒトサンプルを用いた研究については各施設の臨床疫学倫理委員会の許可を受ける。 

 

 

Ｃ．研究結果  

SH-SY5Yにおける FOXO3の機能解析と rotenoneの与える影響  

 ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Yにおいてウエスタンブロットによる内在性FOXO3の同定が

可能であることを確認し、RNAiによる FOXO3ノックダウン下で rotenone投与が細胞に

与える影響を LDHassay, cell viability assay にて解析した。FOXO3ノックダウンの影響

は、rotenoneの濃度に応じて強く出ることが予想されたが、1~1000nMの rotenoneの濃

度を用いた本実験系では対照の siRNAと同じパターンを示した。一方、α-syn過剰発現

SH-SY5Yの FOXO3をノックダウンしその影響を解析したところ、対照 SH-SY5Yをノッ

クダウンした場合に比べて強い細胞毒性と cell viabilityの低下を示すことが判明した。

FOXO間の機能相補性が懸念されたため、FOXO1&3、pan FOXOについてもノックダウ

ンした実験を行ったが同様の結果であった。これらの現象が artifectではないことを確認す

るための RT-PCR, Westernblotting実験を現在施行中である。 

 また、FOXO3の機能を解析するため、FOXO3強制発現 SH-SY5Yを作製し、酸化スト

レスとして過酸化水素水を投与したところ耐性を示す結果を得た。 
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α-syn過剰発現 SH-SY5Yを用いた治療薬スクリーニング 

 レビー小体病細胞モデルであるα-syn過剰発現 SH-SY5Yを用いた予備実験中に、既存

の化合物ではあるがこれまでに報告のない系統の物質が本細胞の神経毒性を改善する作用

があることを見出した。３種類の化合物において細胞毒性、Cell viabilityの改善を認めて

いる。現在最も活性の強かった物質に対し、ELISA、Westernblotting、免疫細胞化学を用

いて予想される作用機序を検討中である。 

 

 

 

Ｄ．考察と結論 

 FOXO3は老化／ストレスに伴う遺伝子発現制御を行う転写因子である。FOXO3が LBD

におけるレビー小体形成と細胞死にどのような役割を果たすかを解明することで病因解明

に結びつく結果を得ることができる。本年度の結果から FOXO3は rotenoneや過酸化水素

のような酸化ストレス等の細胞傷害刺激に対して保護的に働く機能を持つことが神経系培

養細胞において確認された。また、FOXO3のノックダウンによる発現低下はα-syn強制発

現下の SH-SY5Yにとってより強い細胞毒性を呈することがわかり、LBD発症に FOXO3

の loss of function、ひいては「老化」が関与している可能性が示唆された。一方、FOXO3

には他にも細胞分化、増殖、細胞死などの細胞周期に働き細胞の生死を決定づける機能も

持ち合わせている。FOXO3の機能を今後さらに明らかとすることは加齢と神経変性の関係

を知る上で重要な意味を持つものと思われる。LBDにおいて変性に陥った神経細胞に特徴

的な病理所見であるレビー小体、Lewy neuriteの主成分は alpha-synuclein であるが、そ

こに FOXO3が共存するメカニズムについて、来年度に細胞モデル系で形態学的に明らかと

すべく実験を予定している。ポリグルタミン病のように、Lewy小体の凝集体中に FOXO3

が巻き込まれ機能低下を起こしている可能性がある。Foxo3ノックアウトマウスとα-syn

トランスジェニックマウスとの交配やFoxo3ノックアウトマウスへの rotenone投与による

PDモデルマウスの作製は、神経系培養細胞の実験の結果を基に、できるだけ効率の良い方

法で着手の予定である。 

 また本年度の成果として、α-synを神経系培養細胞に強制発現させた LBDモデル細胞に

対し毒性軽減作用を示す化合物を見出すことができた。これら化合物の薬理作用を解析す

ることにより、治療ターゲットを見出すとともに、本化合物を治療薬もしくはリード化合

物として新たな LBD治療薬の開発へと導きうる可能性がある。特許取得の可能性から詳述

できないが、他の神経変性疾患に対し共通の作用機序を有する可能性があり本研究の意義

は大きい。他にも、加齢健康脳科学研究部では、FOXO3の活性化を制御する天然物由来成

分(食品、生薬)について既に解析を行ってきており(Xiang L. et al., Ageing, 2011)、本研究

の成果を発展させ、LBDの予防介入に有用な低分子化合物の開発も進行中である。 
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