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は じ めに

シ ョ ウジ ョ ウ バ エ の ゲ ノ ム 配 列 1 2 0 M b は ､ 全 ゲ ノ ム シ ョ ッ トガ ン 法 を用 い

て わず か 3 ケ 月 で そ の 概要 が 決 定 され ､
2 0 0 2 年 1 1 月 に ゲ ノ ム 配 列 完全版(第

3 版) が発 表さ れ た ｡ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ゲノ ム に は ､ ヒ ト の 約 半数 の 遺伝

子 が存在す る が ､ ゲ ノ ム サイ ズ は ヒ トの 1 / 2 0 と非 常に コ ン パ ク トで ある ｡

ヒ ト疾患遺伝子 の う ち の 7 4 % は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に 相同遺伝子 が存在す る ｡

遺伝学や分子 生物学 の 主 要 な モ デ ル 生 物 で ある と同 時に ､ 近年 は ､ 疾患発 症

の 機構や病理 学的過 程 を分子 レ ベ ル で 解 剖する た め の 疾患 モ デ ル と し て も

利 用 され て い る ｡ 本 研 究 で は ､
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 神 経 に パ ェ ル 受容 体

( p a e l - R : P a r k 1

'

n a s s o c 1
'

a t e d e D d o t h e l l
'

n r e c e p t o r - l l
'

k e r e c e p t o r) を強

制 発 現 し生 じる神 経変性 と運 動機 能 の 低下 を ､ チ オ レ ドキ シ ン が 抑制 する作

用 をも つ こ と を明 ら か に した ｡

パ ー

キ ン ソ ン 病(p D) は 進行性 の 運 動障害 を主症状 とする神経変性 疾患 で ､
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日本 で の 患者数 は 約 1 0 万 人 と 推定され る ｡ 神 経病理 学的に は 中脳 黒 質 の ド

ー パ ミ ン 作動 性神 経(D A) の 選択 的変性 が 特徴 で あ る ｡
P D の う ち ､ 約 5 % の 患

者 は 遺 伝 性 で あ り ､ 家族 性 P D の 原 因遺伝子 と して P a r k l か ら P a r k l l ま で マ

ッ プ され て い る ｡ P D の 病因 と して 酸化 ス ト レ ス や ユ ビ キ チ ン プ ロ テ ア ソ ー

ム 系 の 障害が考 え られ て い る ｡

常染色 体劣性 遺伝性若年性 パ ー キ ン ソ ニ ズ ム (A R - J P) は 4 0 才以 下 で 発 症

す る P D で あ る ｡ 原 因遺伝子 は ､
1 9 9 8 年 北 田 ら に よ っ て ､

エ ビ キ チ ン リガ -

ゼ で あ る P a r k l
'

D 遺伝子 ( P a r k 2) の 欠 損 と報告され ､ そ の 後 ､ P a r k l
'

D 結合

蛋 白と して 膜 蛋 白質 で あ る P a e l -ぜ が 同定 され た ｡ P a e l- 甥 は P a r k l
'

n に よ っ

て 分解 が 促進 され ､
ヒ ト P a e ト R を強制発 現さ せ た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い

て は ､ D A ニ ュ
ー

ロ ン 特 異的な神 経変性 が P a r k l n の 強制 発 現 に よ っ て 抑制 さ

れ る こ と が 報告 され て い る ｡
P a e l - R は ､ 脳 の オ リ ゴ デ ン ドロ グリ ア 細胞 に

強く発 現 し ､ 特 に A R -J P の 病変部位 で あ る中脳 異質 の D A で は 例外 的に 強く

発 現 して い る ｡
A R -J P で は フ ォ

ー ル デ ィ ン グに 失敗 した P a e l - R の 異常蓄積

に よ り ､
D A が 選 択 的 に細胞 死 に 陥 っ て 発 症に 至 る と考 えられ て い る ｡

一

方 ､

P D の 発 症機構 に 関 して は ､ 酸化 ス ト レ ス の 関与 も強く示 唆 され て い る ｡ こ

れ ら の こ と は ､ 抗酸化 活 性や シ ャ ペ ロ ン 活 性 をも つ 物質 は P D を効率的に 抑

制する 因子 と なりう る と考 えられ る ｡

チ オ レ ドキ シ ン ( T R X) は ､ 約 1 0 5 ア ミ ノ 酸残 基 か らな る抗酸化タ ン パ ク

質 と して 知 られ て い る ｡ そ の 活 性部位 に は C y s - G l y - P r o - C y s - L y s の 配列 を も

つ
｡ 細胞 増殖 ､ 分化 ､ が ん 化 ､ 細胞 死 な ど ､ 多様 な細胞機能 に 関 わ っ て お り ､

こ れ らは T R X タ ン パ ク 質 の レ ドッ ク ス 作用 ､ す な わ ち ､ シ ス テ イ ン 残 基 上 の

チ オ ー

ル 基 が可逆 的構 造変化 に より ､ 他 の 分子 を酸化還 元す る機 能 に 基 づ く

も の と考 え られ て い る ｡ ま た ､ 大 腸菌 T R X に お い て は ､
シ ャ

ペ ロ ン活 性 を持

つ こ と が報告 され て い る ｡
T R X の 神 経保護作用 を証 明 した 報告も あ り ､ 抗酸

化作用 と シ ャ
ペ ロ ン 活 性 を併 せ 持 つ T R X は P D の 抑制作用 を示 す こ と が期待

され る が ､ 生 体内の 実験系で 証 明 され て い な い
｡

シ ョ ウ ジ ョ ウバ エ の ゲ ノ ム に は T R X フ ァ ミ リ
ー タ ン パ ク 質 を コ ー

ドす る

3 つ の 遺伝子 が 存在す る ｡ し か し ､ それ ら の 生化 学的 な性 状 に つ い て は ､ 十

分 明ら か に され て い な い ｡ 本研 究で は ､
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ T r x T に つ い て ､

試 験 管内 で抗酸 化 活 性 ､ お よ び シ ャ ペ ロ ン 活性 に つ い て 明 ら か に す る と とも

に ､ P a e l - R の 異常蓄積 を起 こ す シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ i n v i v o に お い て ､ 神経
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変性 を抑制 す る作用 が あ る か どう か を検討 した ｡

方 法

T R X 蛋 白 の 酸化還 元 を担う レ ドッ ク ス 活 性 の 測 定に は ､ I n s u l i n d l s u l f l d e

r e d u c t i o n a s s a y 法 を ､ シ ャ ペ ロ ン 活 性 の 測定 は C l t r a t e s y n t h a s e a s s a y

法 を用 い て 行 な っ た ｡ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の T R X は ､ す で に 報告され て い る 3

種類 ( D h d , T r x - 2 , T z
I

X 7) を用 い
､ 強制発 現 系 を作成 し ､ h u m a n P a e l

-

H と

p a r k l
'

D の ハ エ は B . L u , R o c k e f e l l e r U n i v e r s i t y よ り譲与 され た も の を用

い た ｡ レ ド ッ ク ス 機 能欠 損変異体と し て ､ 3 5 番 目 の シ ス テ イ ン をア ラ ニ ン

に 置換 した T r x T [C 3 5 A] ､ お よ び 2 6 番 目 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 と 5 7 番 目 の リ ジ

ン をそ れ ぞ れ ア ラ ニ ン とイ ソ ロ イ シ ン に 置換 した T r x T[ D 2 6 A / K 5 7 Ⅰ] を作製

した ｡ 野 生型 ､ お よ び 変異体 T r x T を大 腸菌 で 発 現 させ て ､ 精製 した も の を

生 化 学的実験に 用 い た ｡ ま た ､ 野生型 ､ お よ び変異体 T r x T 遺伝 子 を導入 し

た形 質転換個体 を作製 し て ､ 運 動機能解析 ､
D A ニ ュ

ー ロ ン の 免疫 組織学的

解析 ､ お よ び寿命 の 実 験に 用 い た ｡

シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 運動 機能 は ､ C l i m b i n g a s s a y ( 直径 2 c m ､ 長 さ 2 0 c m

の ガ ラ ス 瓶 を 1 8 秒 間 で 底 か ら登 る 高さ) を用 い た ｡ 免疫 組織学的解析 に お

い て は ､
- エ の 脳 を解剖 し ､ 抗 T H ( T y r o s i n e H y d r o x y l a s e) 抗体 で 染色 し ､

数 が安定 して い る と い われ て い る d o r s o m e d i a l c l u s t e r s 内 の D A ニ ュ
ー

ロ ン

数 をカ ウ ン ト した ｡ 寿命 は ､ 2 5 ℃ で 3 0 匹/ 本 を 3 本飼育 し ､
エ サ を 2 日 お き

に 交換 し て ､ 死 亡 し た ハ エ の 個体数 を数 えて 生存 曲線 を求め た ｡

培養 細胞 に お ける酸化 ス ト レ ス 耐性 を測定 する た め に ､
S 2 培養 細胞 に

P U A S - T T X T , p u 且s
-

T r x T { C 3 5A j , P U A S
-

T r x T{ D 2 6A /
/ 解 7Zj を形 質転 換 し ､

2 0 m M

の 過酸 化 水 素で 1 6 時間処 理 して ､ 酸 化 ス ト レ ス を負荷 した ｡ 相対 的 な細胞

の 生存度 は ､ 遠心 で 得られ た 上清 の ガラ ク ト シ ダ ー ゼ 活性 に 基 づ い て 算 出 し

た ｡

結果

･ P a e l - R を神 経系 に 強 制発 現 す る と 2 5 日齢 に お い て C l i m b i n g a s s a y で

7 ± 1
. O c m し か登 ら な い の に 対 し ､

P a e l - R と T r x T を共 発 現 させ た 2 つ の 系

統 で は ､ そ れ ぞれ 1 3 . 8 ± 1 . 2 c m
､

1 7 . 0 ± 2
.
8 c m と有意 に 高 い 位置 ま で 登

る こ とが で き た ｡
ユ ビ キ チ ン リ ガ - ゼ p a r k l

'

D を共 発 現さ せ た ハ エ で は ､
1 4 . 0
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± 2 . 2 ｡ m と高く ､ n e g a t i v e c o n t r o l と して G F P を共発 現 さ せ た場合 ､ 神 経

毒性 の 抑制 は 見 られ な か っ た ｡
T r x T だ けで なく ､ 他 の m X フ ァ ミ リ ー ( db d ､

T r x 1 2) で も 同様 の 回復 が 見 られ ､
T R X 自体 の 機能 で P a e l - R 強制 発 現 に よ る

加 齢 に 伴 う運動機能低下 が 抑制 す る こ とが わ か っ た ｡

･ D A の 細胞 数 は 5 日齢 に 平均約 1 8 個 見 られ た ｡
2 5 日齢 に お い て ､ P a e l - H

強 制発 現 系 で は 平均 4 . 3 個ま で 減 る が ､ T r x T と P a r k 1
'

D を共 発 現 さ せ た 場合 ､

8 . 2 - 1 3 . 8 個ま で 有意 に数 の 減少 を防 ぐ こ とが で き た ｡

･ T r x T が レ ドッ ク ス 作用 と シ ャ ペ ロ ン 活 性 の 両方 を持 つ こ と を ､ 蛋 白実験

で 証 明 した ｡ ま た ､ T R X の 活 性 部位 で あ る レ ド ッ ク ス 作用 を欠損 さ せ た 蛋 白

は ､ 抗酸化 作用 は 持 たず ､ シ ャ ペ ロ ン 活性 の み も つ こ と も証 明 した ｡
レ ドッ

ク ス 欠 損系 統( ハ エ ) ､ タ ン パ ク( T r x T [ C 3 5 A] ､ T r x T [D 2 6 A/ K 5 7 Ⅰ]) を作成 し ､

こ れ ら の 変異体 の 強制発 現 が p a e ト R 強制発 現 系 の 表現型 に ど の よ うな影響

を与 える か 検討 し た ｡ そ の 結果 ､
こ れ ら の 変異タ ン パ ク 質は ､ 野 生 型 T r x T

と 同様 に P a e l - R 強制 発 現 系 の 神 経保護 作用 を示 した ｡

･ 類似 の 結果 は ､ 培養細胞 系 で も確認 され た ｡ 培養細胞 に レ ドッ ク ス 作用 が

なく な っ た蛋 白 T r x T [ c 3 5 A] ､
T r x T[ D 2 6 A / K 5 7 Ⅰ] を形質転換 し ､ 過酸化水 素

に よ る 酸化 ス ト レ ス を加 えた場合で も ､ 野生 型 T r x T と 同様 に 細胞 生 存率の

上昇が み られ た ｡ こ の こ と は ､ T r x T に よ る神 経保 護作用 に は ､
レ ド ッ ク ス

機能 は あ ま り重 要 で は なく ､ シ ャ ペ ロ ン 活 性 を含 む 他 の 機 能が 重 要 な役割 を

も つ こ と を示 唆 して い る ｡

･ T r x T を単独 で 神経 に発 現 さ せ た場合 ､ 加齢 に 伴う運 動機能 の 低下 は改善

され ､ 寿命 も 3 9 . 1 ± 0 . 6 ､ 3 6 . 7 ± 0 . 7 日 と コ ン ト ロ
ー

ル ( 3 3 . 9 ± 1 . 1 日) に 比

べ 8 . 0 - 1 5 . 3% 延長 し た ｡

ま と め

P a e l - R 強制発 現 系 に T R X を作用 させ る と ､
D A ニ ュ

ー ロ ン の 消失 が 抑制 し ､

運動機能低 下 も抑制 す る こ とが わ か っ た ｡ 驚く こ と に レ ドッ ク ス 機能欠 損変

異体 T r x T で も 同様 の 作用 が認 め られ た ｡ こ れ は T ‡
.

X T の 抗酸化物 質と し て の

機能 が あま り重 要 で なく ､ シ ャ ペ ロ ン 活 性 を含む ほ か の 機能が 重 要 で あ る こ

と を示 唆す る結果 で あ っ た ｡
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