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研究要旨 

Perry 症候群はパーキンソニズム，うつ，体重減少，低換気をきたす予後不良の遺伝性疾患であり，

2009 年に DCTN1 が原因遺伝子として報告されたが，更に解析が進み我が国の 5 家系を含む世界で 15
家系と極めて稀な疾患である．本疾患の分布や頻度，臨床像は明らかにされておらず，L-Dopa反応性

の症例もあり，パーキンソン病との異同が問題となる．そこで本研究は，本症候群を臨床疫学的，分

子遺伝学的に明らかにし，臨床診断基準を作成することを目的とする．研究代表者の施設にはパーキ

ンソニズムを中心とした国内外からの約3000例のDNAバンクが確立できており，大規模解析により変

異頻度を明らかにし，早晩疫学調査に繋げ得る点で意義がある． 

日本人パーキンソニズム973例中5家系24人と，日本にも少なからず症例が存在することが判明し

た．新規変異も 2つ同定した．ハプロタイプ解析から創始者効果が存在すること，九州地方一円に多

発していることを確認した．これら臨床症状を中心にMayo clinic の Wasolek らと診断基準を論文発

表する予定である．国際的な臨床診断基準を作成し，国内および国際学会会やインターネットを通じ

て，広くこの疾患の存在を啓蒙活動していく予定である．我が国の臨床症状の解析から中枢性呼吸障

害は必須であることが判明した．これまでの睡眠ポリグラフをまとめると全例に睡眠時の不規則呼

吸や呼吸停止がみられ、この疾患の診断における中核的所見と考えられた。よって突然死の予防

のためにも今後，早期診断と治療指針の確立の必要性があると言える． 

神経病理学的特徴としてはTDP-43の蓄積を示し，DCTN1変異はTDP-43プロテイノパチーとしての筋
萎縮性側索硬化症(ALS)を引き起こすことも知られ，その機能解析は封入体形成機構を明らかに出来る

可能性を秘めている． 

最終年度は，モデル動物の作製も進み，病態解明にその成果が得られた．実際野生型 dynactin は
alpha-tubulin と共局在し，微小管輸送に関与するが，変異型 dynactin の強制発現は dynactin 凝集物
を細胞質内に形成させ，オルガネラ（特にリソソーム）の分布を変化させ，内因性経路活性化によ

るアポトーシス，オートファジー不全状態を誘導することがわかった．更に DCTN1ショウジョウ
バエモデルも樹立できており，ドーパミン神経特異的に Glued をノックダウンしたハエは睡眠
覚醒リズムに異常が見られた．すなわち、夜間の活動量が増加し，睡眠量が減る傾向にあった。

Peryy症候群同様多くの神経変性疾患には睡眠障害を呈しており，ショウジョウバエモデルは
その解明に有効なモデルとなり得ることが明らかになった． 
 尚，本解析は順天堂大学倫理委員会の承認に基づき行った． 

研究代表者:   服部信孝 1),3) 

分担研究者:  坪井義夫 2），今居 譲 3），富山弘幸 1）3），波田野琢 1），斉木臣二 1） 
1)順天堂大学脳神経内科, 2)福岡大学神経内科， 

3)順天堂大学大学院医学研究科神経変性疾患病態治療探索講座 



                 
 

A.研究目的 
 
 Perry症候群はパーキンソニズム，うつ，体重減
少，低換気をきたす予後不良の稀な遺伝性疾患とさ
れる．2009年坪井らのグループによりDCTN1が原
因遺伝子として報告された(Farrer et al. Nat Ge
net)が，本邦5家系を含む世界で17家系のみの報告
で，分布や頻度、臨床像は明らかでない．L-Dopa
反応性の症例もあり，パーキンソン病との異同が問
題である． 
 このような背景の中，その診断基準を作成し，世
界及び本邦での疾患の分布，頻度およびその実態を
明らかにすることを本研究の主目的とした． 
最長寿国である日本においては，高齢化社会のなか
医療費公費負担も年々増加していくものと予想さ
れる．また介護保険制度改革の中，介護の人材不足
とともに介護保険もますます負担が増えるものと
予想され，さらにALSにおいては医療費公費負担と
ともに，24時間体制で介護が必要なことも多く，人
工呼吸器管理患者の療養先，高額医療がますます問
題となると予想される．臨床症状からは中枢性呼吸
障害のため突然死などの原因になることが予想さ
れるため早期診断の必要性がある．よって世界共通
した診断基準の必要性は焦眉の急と言える． 
 更に本研究は難病の医療費公費負担，介護保険制
度，療養型病床の利用など医療と介護の制度につき，
より広く発展した形で社会的成果をもたらし，厚生
労働行政の課題の解決の一助になる可能性をがあ
る．このように本研究は，医学の向上から，間接的
には行政及び国民の保健・医療・福祉の向上等社会
へ貢献することを究極の目的とした． 
 
B.研究方法 
 
 研究目的の達成のため，約3000例のDNAバンク
症例中，日本の973例に対し，DCTN1の変異解析
を行った．正常対照の解析も行い，解析可能な家系
では家系内での変異の共分離も確認し，病的変異と
しての意義を確認した．変異陽性家系については同
意を得た上で実地診療に赴き，変異陽性患者を実際
に診察の上，検査所見を検討，解析した． 
 その情報に基づき，臨床診断基準（案）を世界の
Perry症候群患者の担当医，世界のPerry症候群患
者の研究者とともに作成した． 
 また，機能解析は細胞をもちいた実験でDCTN1
の凝集の確認，凝集体の局在の確認，免疫組織化
学・生化学的検討を行った．DCNT1の野生型，変
異型を発現させたlineやDrosophilaのDNCT1のオ
ルソログであるGluedをノックダウンした各lineの
樹立を行い，睡眠のリズムの検討した． 
 運動神経細胞死・黒質神経細胞死の共通メカニズ
ムを解明すべく，初年度に同定した変異型p150glu
ed強制発現によって誘導されたアポトーシスの性
質について分子病態を検討した．凝集体形成とアポ
トーシス誘導との関係を詳細に解明すべく，変異型
p150gluedが十分に発現した細胞のみを評価する
必要があるため，全ての実験はフローサイトメータ
ーを用いて評価した． 
  
 
（倫理面への配慮） 
 本課題は，個人の遺伝情報を取り扱うので，  

DNA, RNA検体採取にあたっては研究対象者，研
究協力者の不利益・危険性が排除されるよう十分な
説明と同意を得た．各試料はランダマイズし，研究
者は個々人の特定ができないように配慮するとと
もに，得られた個人情報については人権擁護のため
法令等を遵守のうえ厳重に管理し，漏洩等のないよ
うに十分注意して研究を遂行した．遺伝子解析につ
いては順天堂大学倫理委員会の承認に基づいた．  
 本研究ではモデル動物として，ハエの作製を行っ
たが，動物実験計画に基づき研究を進めた．動物の
取り扱いについては学内倫理委員会の承認を得て、
SPF内でP2レベルの安全管理のもとに実験を行い、
実験が終了した動物は速やかに焼却処分し拡散の
防止に努めた． 
 
C.研究結果 
 
１．新規変異，新規家系を複数同定し，世界の
中で本邦での疫学を明らかにした．その中で新規
家系を含み本邦家系症例の特徴は，平均発症年
齢が 48.5歳（範囲：35-70歳）、平均罹病期間が
5.4年（範囲 2-14年）で，孤発性パーキンソン病
より若年発症で経過が速い点では変わりがなか
った．治療効果はほぼ全例でみられ，早期の運
動合併症が見られる症例が散見された．体重は 1
～2 年以内に 10kg 以上の減少がみられる例が多
く，左右対称性の筋固縮、動作緩慢、姿勢反射
障害がみられた．不眠，中途覚醒は多くの頻度
でみられ，精神症状としては治療による衝動性
制御障害が多くみられた．検査所見では頭部
MRI は前頭萎縮を示すものと正常なものがあり，
脳血流 SPECT検査では前頭葉における血流低下
が特徴であり，レビー小体病とは異なった．肺
活量，胸部 CTなどの異常は見られず，睡眠ポリ
グラフでは検査を行った 6 例全例に中枢性の呼
吸異常が認められた．死因は突然死あるいは呼
吸不全が 5 例と最も多く，肺炎等の合併症や自
殺でなくなる例もみられた． 
世界の 17家系中 5家系が本研究によるものであ
り，本研究の国際的成果，影響力も大きなもので
あった．その中で新規家系を含み本邦家系症例の
特徴は，平均発症年齢が 48.5 歳（範囲：35-70
歳），平均罹病期間が 5.4 年（範囲 2-14 年）で，
孤発性パーキンソン病より若年発症で経過が速
い点では変わりがない。肺活量、胸部 CTなどの
異常は見られず、眠ポリグラフでは検査を行っ
た 6 例全例に中枢性の呼吸異常が認められた．
死因は突然死あるいは呼吸不全が 5 例と最も多
く，肺炎等の合併症や自殺でなくなる例もみら
れた． 
２．国際臨床診断基準を作成，公表した． 
 この結果が得られたことにより，臨床像の評価に
基づき，国際臨床診断基準を作成し公表することが
できた（国内外の７つの学会）．今後も，日本人の
みならず人種を超えた多数例での臨床症状，MRI，



                 
 

SPECT，MIBG心筋シンチ，電気生理学的所見，
認知機能やうつ病スケールなどの検査所見，経過な
どに基づき，診断基準の改定を繰り返し，よりよい
ものにupdateしていく必要がある． 
３．細胞実験により変異型dynactin細胞質内凝集物
形成からアポトーシス，細胞死に至る機序を確認し
た． 

 
 
以下に診断基準を示す． 
主要徴候： 
A). L-dopa反応性のparkinsonism（対称性の固縮， 
無動など）  
B). うつ，Apathy  
C). 中枢性低換気 
D). 体重減少  
に加え， 
支持項目： 
a). 家族歴（パーキンソニズム, うつ, 突然死）  
b). 急激な進行  
c). 50歳以前の若年発症  
d). 夜間呼吸困難/無呼吸  
e). 日中の過度な眠気  
f). 自殺年慮，企図  
g). 自律神経障害  
h). ポリソムノグラフィ:中枢性無呼吸/低換気,  
stage 3/4 とREM睡眠の減少  
を加え， 
 確実： A) の他に2つの主要症状，および2つ以
上の支持項目に加え，遺伝子診断もしくは病理診断
がされていること  
 疑い： A) の他に2つの主要症状，および2つ以
上の支持項目  
 可能性あり： A) の他に1つの主要症状，および
3つ以上の支持項目  
を満たすこととしている． 
 
 ただし，Perry症候群の症例数はまだまだ少ない
と言え，今後は，日本人のみならず人種を超えた多
数例での臨床症状，MRI，SPECT，MIBG心筋シンチ，
電気生理学的所見，認知機能やうつ病スケールなど
の検査所見，経過などに基づき，診断基準の改定を
繰り返し，よりよいものにupdateしていく必要があ
る．尚，PSGに関しては，検査そのものが一泊する
必要があるためQuestionareで対応できるようPost
umaらの論文によりスクリーニングする予定である． 

 
３．機能解析研究では運動神経細胞死・黒質神経細
胞死の共通メカニズムを解明すべく，病因変異を持
ったdynactinの強制発現による細胞死への影響が
検討できた．変異型dynactin細胞質内凝集物を形成
した細胞では細胞死が有意に高頻度で惹起されて
おり，cleaved caspase3陽性，核濃縮・核断片化が
進行しており，アポトーシスが誘導されていると考
えられた．同アポトーシスはcaspase阻害薬にて抑
制された．以上の結果より細胞質内凝集物が，細胞
死に対して重要な役割を果たすことが示唆され，誘
導される細胞死はアポトーシスであることから，ア
ポトーシス阻害（caspase-9、caspase-3のノックダ
ウン，抗アポトーシス剤の添加）などが有力な細胞
死抑制手段として候補に挙がると考えられた． 
４．ショウジョウバエモデル動物を作製し，解析を

行った．Perry症候群の変異型や野生型，或いはシ
ョウジョウバエのオルソログであるGluedをノッ
クダウンさせ睡眠のリズムを検討し，睡眠覚醒リズ
ムに異常が存在することが判明した． 
  
総じて研究結果は研究計画に沿って予定通

り出てきたといえる． 
 ただし診療指針の作製，治療法開発に至るまでの
成果は本研究期間では達成できなかったため，今後
解決されるべき大きな課題として残った． 
 
D.考察 
 
 日本人973例の解析で，本邦に少なくとも5家系2
4人の患者の存在が確認され，地域特異性，創始者
効果の有無，有病率，分布など疫学調査を進めるこ
とができたことは，これまで世界で他に12家系だっ
たことを考えると大きな進歩である．新規変異も2
家系で同定できていることは，変異例ごとの臨床像
の違いを検討しつつ，機能解析へ応用することにお
いても重要な意義をもたらしている．得られた結果
をもとに日本人での臨床症状，MRI，SPECT， 
MIBG心筋シンチ，電気生理学的所見，認知機能や
うつ病スケールなどの検査所見，経過など臨床像の
評価も進んできており，その知見に基づき，臨床診
断基準を作成することができてきている．2010年，
分担者の坪井らは起立性低血圧，自律神経機能異常
を呈し，MIBG心筋シンチの取り込み低下をきたす
症例が存在したことをParkinsonism Relat Disor
d誌に報告したが，Perry症候群とPDとの類似点が
さらに示された．このように当初の計画通りに順調
に研究は進み，実績が残せてきている一方，PDと
の異同，鑑別がますます重要になり，今後の研究の
重要性が増してきている．これまでMIBG心筋シン
チでの心筋への取り込み低下の結果は，synucleino
pathyのスペクトラムとしてLewy小体，α-synucl
einの蓄積の広がりを反映しているとも考えられて
きているが，本疾患の病理像としてはTDP-43プロ
テインノパチーを呈しており両蛋白凝集機構のメ
カニズムの類似点を示していると推定される．更に，
症例を獲得出来るようであれば，臨床病理学的診断
基準も付帯することも重要事項と考えられる．研究
代表者のグループの施設では海外からの症例も豊
富であるため，日本人以外の症例の解析を進め，全
世界的規模でPerry症候群の実態を明らかにしてい
く予定である．  
 平成23年度2月22-23日東京において国際シンポ
ジウムInternational Symposium on Motor Neu
ron Disease and Perry Syndrome in Tokyoで
の診断基準作成のための国際会議を開催し，本邦を
含めた国際的な診断基準を作成し，論文，日本神経
学会，ホームページなどを通じて広く発表していく
ことができた．この国際会議では，Perry症候群の
最初の変異家系群を発表したMayo Clinicのグル
ープをはじめとした世界の最先端の研究者や臨床
家が来日し，ALS/Motor Neuron DiseaseとPerry
症候群に共通な分子メカニズムであるTDP-43プロ
テイノパチーの最先端の研究者とともに，遺伝子，
分子レベルの発症機序の解明から，本邦発のiPSを
用いた治療の開発戦略にまで焦点をあてて議論し，
本研究の成果を確認するとともに，今後の方向性を
協議することができた．このことは研究計画以上に



                 
 

本研究が進んだことを示している．今後も世界最先
端の連携体制の中で情報交換を続けながら，Perry
症候群，ALS/Motor Neuron DiseaseそしてPD，
パーキンソン症候群といった神経変性疾患に対し
ての広い視点で，研究を進めていく体制をさらに確
立していくことは大変重要なことと考えられた． 
 国際臨床診断基準については，国際学会を含む７
つの学会，会議で発表したが，今後も講演，学会誌
上，インターネットなどを通じ広く公表を続けてい
く予定である．  
 機能解析において，これまでの培養細胞の実験で
は，Perry症候群の変異をもつp150蛋白はtubulin
との親和性がより低下することが判明しており，こ
れら変異をもつ動物モデルの作製は病態の解明に
必須である．これらの作製は容易であり，また中枢
神経に病変を持つモデル動物が生まれる可能性も
高いと思われ，今後の研究の成果が期待される．野
生型・変異型DCTN1をショウジョウバエに発現さ
せ，すでに各lineの樹立を完了したことは，本研究
において同モデルの行動学的解析（主にclibming t
estなどの運動機能），睡眠覚醒リズムおよび形態
的異常・病理学的異常の詳細な検討をし，一部結果
が得られており．モデル動物を用いたDCTN1の機
能解析として極めて重要な結果をもたらすものと
考えられ，各種運動機能評価や免疫組織化学による
凝集体の形成やドパミン細胞死の有無の検討，さら
にはp150と相互作用する蛋白質の網羅的な解析等
を行っている．PDにしてもよいモデルマウスが存
在しない現在，Perry症候群の変異を持つTgマウ
ス・ショウジョウバエは本疾患に限らず広く神経変
性疾患の凝集体形成やドパミン神経細胞死の病態
解析に有益となると予測される．同モデルの行動学
的解析（主にclibming testなどの運動機能）およ
び形態的異常・病理学的異常の詳細な検討を継続し
ていくことが必要であり，その結果が期待された．
更に我々のグループによりドパミン放出機構をlive
 imagingする技術を確立出来ており，様々な遺伝
性PDのドパミン放出機構をショウジョウバエで明
らかに出来るものと考えている． 
 また，それらの知見の臨床応用から，診療指針の
確立，国内さらには世界の患者の福利に役立ててい
くことを目指して研究を継続できた．このように医
療費，制度等に関し，厚生労働行政の課題の解決の
一助になる可能性をも広げてきており，遺伝診療，
遺伝カウンセリング，病名告知，人工呼吸器装着か
ら入院･介護など診療指針の検討･策定による行政
政策への提言を可能なものとしてきている． 
 
E.結論 
 
 DCTN1変異例はPDとの異同が問題になる臨床
症候を呈するとともに，TDP-43プロテイノパチー
としての筋萎縮性側索硬化症(ALS)を引き起こす
ことも知られ，動物モデルを含むDCTN1の機能解
析は封入体形成機構，神経変性機構を明らかに出来
る可能性を秘めている．本研究は，特殊と考えられ
ている疾患の研究から広く主要な神経変性疾患の
根本的病態解明に繋げることを究極の目標として
独創的で意義深い成果を生むことができてきた． 
 本研究から得られた多くのデータに基づき，今後
も遺伝子解析による診断のみならず蛋白機能解析，
免疫組織学的解析も並行し，分子遺伝学の知見，病

理学的知見も反映したより集学的に完成された形
での国際臨床診断基準，さらには診療指針の確立を
目指すとともに，難治性疾患，神経変性疾患の病態
解明，克服にむけて研究がさらに推進されることが
期待される． 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業） 
（分担）研究報告書 

 
 

Perry（ペリー）症候群の診断および治療方法の更なる推進に関する研究 
 

分担研究者：坪井 義夫 福岡大学医学部神経内科学・教授 
 

研究要旨 
  家族性パーキンソン病である Perry症候群は稀な疾患であるが、その原因として DCTN1
遺伝子内に変異が発見された。この疾患は臨床的にはパーンソニズム，うつ，体重減少を認

め、中枢性呼吸不全により死亡する予後不良の疾患である。病理学的に ALSあるいは前頭側
頭型認知症にみられる TDP-43蛋白の細胞質内封入体がみられ、Lewy小体パーキンソン病と
は異なる病態が考えられている。2009年の遺伝子変異発見以降に、新たな Perry症候群家系
の報告が多くなり、現在までに本邦の 5家系を含む、17家系が確認された。新規家系である
OMT家系はこれまでの家系に比べ、進行が緩徐で病初期は孤発性パーキンソン病に類似して
いた。しかし、例外なく中枢性呼吸障害は必発であり、これまでの睡眠ポリグラフをまとめ

ると全例に睡眠時の不規則呼吸や呼吸停止がみられ、この疾患の診断における中核的所見と

考えられた。今後早期診断と治療指針の確立を目指したい。 
 
A．研究目的 

1975年に初めて報告されたPerry症候群
は、パーキンソニズム，うつ，体重減少，

中枢性低換気をきたし，進行の速い予後不

良の疾患である。常染色体優性遺伝形式を

とり、2002年になり本邦にもその疾患の存
在が明らかにされた（1）。2009年にこの家
系を含む 8 家系の Perry 症候群家系発症者
から DCTN1 遺伝子変異が発見された(2) 、
病理学的に Lewy小体は認めず、TDP-43蛋
白細胞質内封入体が認められ(3) 、臨床、
病理そして遺伝学的にも独立した疾患であ

ることが判明した。 
DCTN1遺伝子変異の発見以降、新規家系
の報告が相次ぎ、本邦で FUK-1以外にも 4
家系が発見され、これらを含み 17家系の存
在が明らかになっている。この研究の目的

は、Perry症候群の疫学を明らかにするため
に、本疾患の臨床診断基準の作成を行い、

さらにこの疾患の発見と家系の分布，頻度 

 
を明らかにすることである。 

B．研究方法 

全 Perry症候群 17家系の臨床症状、検査
所見、病理所見の情報を収集し、同疾患の

疫学の確立及び、臨床症状、画像、生理検

査、経過をから感度、特異度の高い診断基

準の作成し、さらに標準的治療指針を確立

することを目的とする。 
 （倫理面の配慮） 
本研究の対象患者および患者家族に対し

て十分に説明を行い、理解を得た上で同意

された患者にのみ本治療研究は実施された。

本治療研究に対して同意を得る場合は人権

保護の立場から慎重に検討し、安全の確保

に充分配慮し、対象患者のプライバシー保

護には十全の配慮を行われた。同意が得ら

れない場合でも何ら差別なく疾患に対して

必要な治療を行うことを原則とし、患者の

個人情報については慎重に対応した。 
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C. 研究結果 
疫学的には本邦の Perry 症候群家系は 5
家系（FUK-1、FUK-4, OMT、MZK＋北海
道家系）存在することが明らかになった。

また報告例および学会報告等の情報より全

部で 17家系の存在が確認されて、今後もそ
の認知により報告が増加することが予測さ

れる（表）。 
その中で新規家系を含み本邦家系症例の

特徴は、平均発症年齢が 48.5歳（範囲：35-70
歳）、平均罹病期間が 5.4年（範囲 2-14年）
で、孤発性パーキンソン病より若年発症で

経過が速い点では変わりがない。治療効果

はほぼ全例でみられ、早期の運動合併症が

見られる症例が散見された。体重は 1～2
年以内に 10kg 以上の減少がみられる例が
多く、左右対称性の筋固縮、動作緩慢、姿

勢反射障害がみられた。不眠、中途覚醒は

多くの頻度でみられ、精神症状としては衝

動性制御障害が多くみられた。検査所見で

は頭部 MRI は前頭萎縮を示すものと正常
なものがあり、脳血流 SPECT検査では前頭
葉における血流低下が特徴であった。肺活

量、胸部 CT などの異常は見られず、眠ポ
リグラフでは検査を行った 6 例全例に中枢
性の呼吸異常が認められた。死因は突然死

あるいは呼吸不全が 5例と最も多く、肺炎
等の合併症や自殺でなくなる例もみられた。 
1. Tsuboi et al. Neurology 2002 
2. Farrer et al. Nat Genet 2009 
3. Wider C, et al. Parkinsonism Relat Disord. 
2009 

D. 考察 
Perry症候群はまれな疾患であるが、臨床
的に興味深い症候を呈する。さらに DCTN1
遺伝子変異の発見は、パーキンソン病にお

ける神経変性の選択性、特に黒質に強い障

害をもたらす機序を解明するための新たな

分子の関与を示唆した。脳病理において

Lewy 小体の存在が認められず、TDP-43病

理を認める点は他の TDP-43 プロテイノパ
チーであるFTLD-UやALSなどの変性疾患
と病態を共有する可能性を示唆している。

今後さらに Perry 症候群の診断基準が固ま
りその論文化により、この疾患の認知を高

め新たな家系の発掘していくことと、基礎

研究との橋渡しの中からパーキンソン病の

病態解明および治療法の確立を目指す方向

性が次の段階として必要である。 
Ｅ．結論 

 Perry症候群の疾患概念が固まり、その臨床
像、検査所見、病理所見、そして遺伝子変異

の全体像が確立し、“Perry病“の概念を提唱す
る。 
Ｆ．研究発表 
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準の作成について / 坪井義夫 厚生労働科学

研究費補助金難治性疾患克服研究事業 Perry

症候群の診断および治療方法のさらなる推進

に関する研究 平成23年度～24年度総合研究

報告書 pp 5-6.  

4．Perry症候群の臨床遺伝学的検討及び診断基

準の作成について / 坪井義夫 厚生労働科学

研究費補助金難治性疾患克服研究事業 Perry

症候群の診断および治療方法のさらなる推進

に関する研究 平成24年度総括研究報告書 

pp 6-7.  

5．p150glued-Associated Disorders Are 
Caused by Activation of Intrinsic Apoptotic 
Pathway. / Ishikawa K, Saiki S, Furuya N, 
Yamada D, Imamichi Y, Li Y, Kawajiri 
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S,Sasaki H, Koike M, Tsuboi Y, Hattori N. 
PLoS One. 2014 Apr 10;9(4):e94645. 

 6. A Novel DCTN1 mutation with 

late-onset parkinsonism and frontotemporal 

atrophy. / Araki E, Tsuboi Y, Daechsel J, 

Milnerwood A, Vilarino-Guell C, Fujii N, 

Mishima T, Oka T, Hara H, Fukae J, Farrer 

MJ.Mov Disord. 2014 
 
 
 
 

 
 
 
表．Perry症候群家系: 2009年の DCTN1遺伝子変異発見以降、報告が増えている 
 

Authors year country DCTN1 mutations 

Perry et al. 1975 Canada G71R (c.211G>A) 

Purdy et al. 1979 Canada Unknown 

Roy et al. 1988 USA T72P (c.214A>C) 

Lechevalier et al. 1992 France G71E (c.212G>A) 

Bhatia et al. 1993 UK G71A (c.212G>C) 

Elibol et al. 2002 Turkey G71R (c.211G>A) 

Tsuboi et al. 2002 Japan (Fukuoka) G71A (c.212G>C) 

Farrer et al. 2009 USA (Hawaii) G71A (c.212G>C) 

Ohshima  2010 Japan (Fukuoka) Q74P (c.221A>C) 

Newsway et al. 2010 UK G71R (c.211G>A) 

Aji et al. 2013 UK G67D (c.200G>A) 

Araki et al. 2014 Japan (Fukuoka) F52L (c.156T>G） 

Caroppo et al. 2014 France G71E (c.212G>A) 

以上の 13家系に論文化されていない日本の 2家系（宮崎、北海道）および米国、コロンビア、ニ

ュージーランドに家系が存在する(personal communication) 
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 Perry（ペリー）症候群の実態、病因・病態の解明と治療法開発研究 

研究分担者 今居 譲 

順天堂大学大学院医学研究科神経変性疾患病態治療探索講座 先任准教授 

   研 究 要 旨 

 
 モデル動物を用いて DCTN1の疾患型変異による神経変性病態機序の解明を行うこと
を目的とする。DCTN1は逆行性微小管輸送を制御するダイニンモーター複合体の一つ
であるが、Perry症候群の変異により微小管との結合能が失われる。すなわち、逆行性
微小管輸送の機能異常が、本疾患の病態の原因となると考えられる。 
ショウジョウバエモデルによる本疾患の病態の再現と、病態の緩和を目的とした遺伝子
操作を試み、神経機能への影響を行動解析と組織化学的解析により検討した。 

 

 
   Ｃ．研究結果 

ハエに導入したヒト DCTN1は、DCTN1ノックアウ
トハエの致死性を抑圧できなかったことから、生理的
に機能しない可能性が考えられた。そこで、以降はハ
エの DCTN1 オルソログ Glued とその病因変異体を
用いて病態機序の解明を行った。 
 DCTN1の病的変異によりDCTN1の微小管結合能
が喪失するため、本疾患はハプロ不全に起因する可能
性が考えられ、ノックダウンショウジョウバエの解析
も同時に進めた。その結果、ドーパミン神経特異的に
Glued をノックダウンしたハエは睡眠覚醒リズムに
異常が見られた。すなわち、夜間の活動量が増加し、
睡眠量が減る傾向にあった（図１）。ハエ TDP-43 ホ
モログ TBPH をドーパミン神経特異的にノックダウ
ンしたハエにおいても日中の活動量が増加した（図
２）。また、ドーパミン神経特異的に DCTN1 の野生
型、Perry型変異（G50R）、MND型変異(G38S)を発
現したハエにおいても、日中の活動量が増加した（図
２）。TBPH のドーパミン神経特異的な強制発現は致
死となった。 
 Glued Perry型変異体、野生型TBPHを強制発現し
た神経筋接合部位において、神経終末の肥大・ボタン
の数の増加、ミトコンドリア分布の異常を認めた（図
３）。これは、正常な神経軸索輸送が阻害されたため
と考えられ、正常な神経伝達が行われていない可能性
が組織学的にも明らかとなった。また、Glued G50R
が内在性のGluedを阻害するドミナントネガティブ変
異体としても、病態機序に関与する可能性が示唆され
た。 
 
 
 

  Ａ．研究目的 
これまでにドーパミン神経特異的に Perry 症候
群の病因変異体 DCTN1 を発現するトランスジ
ェニックショウジョウバエおよび DCTN1 のノ
ックダウンハエを作製し、活動リズムの異常、入
眠障害を検出していた。この観察は、DCTN1の
病因変異体がドーパミン神経機能に影響を及ぼ
すことにより生じると考えられた。 
 病因変異体 DCTN1 が神経機能に及ぼす影響
を行動レベル、分子レベルで明らかにするため
に、睡眠覚醒リズムの測定、幼虫運動神経の神経
軸索および神経筋接合部位を用いての神経終末
の形態変化、オルガネラ、神経分泌顆粒の分布の
変化を明らかにすることを目的とした。 
 さらに TDP-43 の蓄積が神経変性の本態であ
るかどうかを遺伝学的に解明することを目指し
た。 
 
Ｂ．研究方法 
ヒトおよびハエDCTN1の野生型および病因変異
体のトランスジェニックショウジョウバエを作
製した。ヒトDCTN1がハエで生理的に機能する
かどうかは、DCTN1のノックアウトハエにヒトD
CTN1を導入し、その致死表現型を抑制するかど
うかで評価した。 
 ショウジョウバエの活動リズムは、Drosophila
 activity monitoring systemを用いて、３日分の
平均値として計測した。 
 ショウジョウバエ三齢幼虫の神経筋接合部位
の免疫組織学的解析により、病因変異発現ハエの
ミトコンドリア、エンドソーム、リソソームの局
在変化の有無を観察した。 
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図1.DCTN1のハエホモログであるGluedのドーパ
ミン神経特異的なノックダウンは、睡眠の低下
および活動量の増加を導く。 
上段：５分以上活動がない状態を睡眠と定義しそ
の総時間を縦軸として示す。下段：測定容器内の
赤外線を横切る回数を活動量とし、縦軸に示す。 
***, p < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図2. ハエTDP-43ホモログTBPHノックダウンおよ
び野生型および疾患型Gluedのドーパミン神経特 

異的な発現による明期の活動量の変化 
測定容器内の赤外線を横切る回数を活動量とし、
縦軸に示す。***, p < 0.001; **, p < 0.01 vs. 
Control. 
 

図3.神経筋接合部位（NMJ）における神経終末ボ
タンの形態とミトコンドリアの分布 
ハエDCTN1病因変異体(Glued G50R)およびハエ
TDP-43（TBPH）の強制発現により、ボタンの肥大
(Glued G50R)およびボタンの異常増殖（TBPH）が
観察された。ボタンの形態異常とともにミトコン
ドリアの分布異常も観察された。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究ではモデル動物としてハエを作製したが、動
物実験計画、動物愛護上の配慮に基づき研究を進め
た。動物の取り扱いについては学内倫理委員会の承
認を得て、P1Aレベルの安全管理のもとに実験を行
い、実験が終了した動物は速やかにオートクレーブ
処分し拡散の防止に努めた。 
 
Ｄ．考察 
ショウジョウバエモデルを解析することにより、培
養細胞だけでは明らかにすることが困難であった、
行動解析、神経組織学的、遺伝学的解析が可能とな
った。DCTN1病因変異体を導入した培養細胞の結
果から、神経軸索輸送の障害は、ミトコンドリアの
みならずリソソーム、後期エンドソームの分布異常
とオートファジー不全を引き起こす可能性が考え
られる。現在、この可能性を検討するためにリソソ
ーム、後期エンドソームの分布とオートファジー異
常、TDP-43の蓄積との関係性に関して、ショウジ
ョウバエモデルの神経組織学的、分子遺伝学的解析
を進めている。 
 
Ｅ．結論 
 
ハエDCTN1病因変異体を導入したハエにより、行
動異常、神経機能異常など病態を反映する表現型を
観察した。ハエTDP-43オルソログは、遺伝子の発
現を増大・減少、いずれの場合も神経機能に重篤な
影響を及ぼすことが明らかとなった。遺伝学的に
TDP-43がDCTN1と相互作用をするかどうか、相互
作用する場合は遺伝学的な位置関係を明らかにす
る必要がある。 
 

GluedRNAi 

GluedRNAi 

** 
** 

*** 



  
 
Ｆ．研究発表 
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研究要旨 

 
Perry 症候群はパーキンソニズム，うつ，体重減少，低換気をきたす予後不良の遺伝性疾患であり，2009
年にDCTN1が原因遺伝子として報告されたが，世界で 9家系のみの報告と極めて稀な疾患である．本疾患
の分布や頻度，臨床像は明らかにされておらず，L-Dopa反応性の症例もあり，パーキンソン病との異同が
問題となる．そこで本研究は，本症候群を臨床疫学的，分子遺伝学的に明らかにし，臨床診断基準を作成
することを目的とした．研究代表者の施設にはパーキンソニズムを中心とした国内外からの 3000例を超え
るDNAバンクが確立できており，大規模解析により変異頻度を明らかにし，早晩疫学調査に繋げ得る点で
意義があると考えられた． 
これまでの研究で，日本人パーキンソニズム 978例中 5家系 24人と，日本にも少なからず症例が存在す
ることが判明した．新規変異も 2 つ同定した．本年度までに，さらに未報告の新規変異をもつ九州地方の
１家系および他地域の１家系の情報を追加で得ることができたが，これまでの Perry症候群の臨床像と若干
異なる部分もあり，臨床像のまとめを行ってきている．家系は九州に集中していたが，他地域でも患者が
同定され，地域性，創始者効果が存在することが確認でき，論文を修正投稿予定である．世界の研究者と
共に国際会議を開催，本邦のみならず国際的な臨床診断基準を作成できてきており，これまで７つの国内
外の学会，国際会議で発表したが，今後も講演，学会誌上，インターネットなどを通じ広く公表していく
予定である．また，Perry症候群の遺伝カウンセリングにも焦点を当てて学会発表を行ってきた． 

Perry症候群は，うつや L-dopaの反応性のパーキンソニズムで発症し，数年から 5年前後のうちにも急激
に低換気となり突然死に至る臨床経過から，その診断，治療法の確立のための研究の意義は極めて高い．
これまで同定された Perry症候群の数十症例の検討から，30-50歳くらいの比較的若年発症で，パーキンソ
ン病と同様の症状を呈しながら，短い経過の中で認知症も合併しにくい中，突然呼吸障害から突然死に至
ることがわかったので，臨床診断基準に基づき早期診断をし，ALS と同様，病名告知をして人工呼吸管理
をするか否か選択していく必要性も考慮されるべきであると考えられた．その際，遺伝カウンセリングの
果たす役割が大変大きなものであり，診断および治療の選択においても大変重要であると考えられた． 

Perry症候群は低換気を呈するとともに TDP-43の蓄積を示し，その凝集蓄積機構からも新しい TDP-43プ
ロテイノパチーであるという概念が示唆されてきている．DCTN1 変異はパーキンソン病と似た Perry 症候
群とともに，TDP-43 プロテイノパチーとしての筋萎縮性側索硬化症(ALS)を引き起こすことも報告されて
いるため，その機能解析から封入体形成機構，神経変性機序を明らかに出来る可能性がある．最近，新規
変異家系が同定されてきており，臨床診断基準から病理学的診断基準，さらには診療指針の策定に繋がっ
ていくことが期待された．また，細胞実験に加えモデル動物の作製および解析もできてきており，病態解
明にその成果が期待された． 
以上のように本研究は，特殊と考えられている疾患の研究から広く主要な神経変性疾患の根本的病態解明
に繋げることを究極の目標とする独創的で意義深いものとすることができてきた．また医療費，制度等に
関し，厚生労働行政の課題の解決の一助になる可能性を広げることができてきた．今後も本研究で得られ
た成果を生かし，発展させることで，パーキンソニズム，ALS，TDP-43プロテイノパチーの病態解明，治
療法の開発から難治性神経変性疾患に苦しむ人々の福利に繋がることが期待される． 
尚，本解析は順天堂大学倫理委員会の承認に基づき行った． 



A. 研究目的 
 
 Perry症候群はパーキンソニズム，うつ，体重減
少，低換気をきたす予後不良の稀な遺伝性疾患とさ
れる．2009年TsuboiらのグループによりDCTN1が
原因遺伝子として報告された(Farrer et al. Nat 
Genet)が，本邦2家系を含む世界で9家系のみの報
告で，分布や頻度、臨床像は明らかでない．L-Dop
a反応性の症例もあり，パーキンソン病（PD）との
異同が問題である．DCTN1は筋萎縮性側索硬化症
（ALS）の原因遺伝子であることも報告されていた． 
 このような背景の中，その診断基準を作成し，世
界及び本邦での疾患の分布，頻度およびその実態を
明らかにすることを本研究の主目的とした． 
 最長寿国である日本においては，高齢化社会のな
か医療費公費負担も年々増加していくものと予想
される．また介護保険制度改革の中，介護の人材不
足とともに介護保険もますます負担が増えるもの
と予想され，さらにALSにおいては医療費公費負担
とともに，24時間体制で介護が必要なことも多く，
人工呼吸器管理患者の療養先，高額医療がますます
問題となると予想される． 
 そのため本研究は難病の医療費公費負担，介護保
険制度，療養型病床の利用など医療と介護の制度に
つき，より広く発展した形で社会的成果をもたらし，
厚生労働行政の課題の解決の一助になる可能性を
秘めている．このように本研究は，医学の向上から，
間接的には行政及び国民の保健・医療・福祉の向上
等社会へ貢献することを究極の目的とした． 
 
B. 研究方法 
 
 研究目的の達成のため，DNAバンク症例中，家
族歴や臨床像を考慮し，日本の978例に対してDCT
N1の変異解析を行った．正常対照の解析も行い，
解析可能な家系では家系内での変異の共分離も確
認し，病的変異としての意義を確認した．変異陽性
家系については同意を得た上で実地診療に赴き，変
異陽性患者を実際に診察の上，検査所見を検討，解
析した．G71A変異についてはジェノタイピングを
行い推定ハプロタイプから創始者効果の有無を検
証した． 
 その情報に基づき，国際臨床診断基準（案）を世
界のPerry症候群患者の担当医，世界のPerry症候
群患者の研究者とともに作成した．新規家系の情報
も調査を行い，追加検討した． 
 業務は研究分担者が分担し遂行した． 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究では個人の遺伝情報を取り扱うので，DN
A, RNA検体採取にあたっては研究対象者，研究協
力者の不利益・危険性が排除されるよう十分な説明
と同意を得た．各試料はランダマイズし，研究者は
個々人の特定ができないように配慮するとともに，
得られた個人情報については人権擁護のため法令
等を遵守のうえ厳重に管理し，漏洩等のないように
十分注意して研究を遂行した．遺伝子解析について
は順天堂大学倫理委員会の承認に基づいた（H22.2.
1承認、第21081号）．  
 
C. 研究結果 
 
 DCTN1の直接シーケンス解析結果により日本に

少なくとも5家系24人の患者が存在することが明
らかとなり，地域特異性，創始者効果の有無，有病
率，分布など疫学調査を進めることができてきた．
新規変異も2家系で同定できた．5家系とも九州に存
在したが，G71A変異についてはジェノタイピング，
推定ハプロタイプの解析により共通祖先からの創
始者効果であることが推定された．実地診療に基づ
く臨床dataの蓄積もできてきた． 
 これらの結果が得られたことにより，臨床像の評
価に基づき，臨床診断基準の作成・再検討を行った． 
 また，今年度までに，さらに新規変異をもつ九州
地方の１家系および他地域出身の１家系の情報を
収集することができたが，これまでのPerry症候群
の臨床像と若干異なる部分もあり，診断基準に反映
していくよう，診断基準に関する論文を修正中であ
る． 
 
 国際臨床診断基準としては， 
４主要徴候： 
A). L-dopa反応性のparkinsonism（対称性の固縮， 
無動など）  
B). うつ，Apathy  
C). 中枢性低換気 
D). 体重減少  
に加え， 
支持項目： 
a). 家族歴（パーキンソニズム, うつ, 突然死）  
b). 急激な進行  
c). 50歳以前の若年発症  
d). 夜間呼吸困難/無呼吸  
e). 日中の過度な眠気  
f). 自殺年慮，企図  
g). 自律神経障害  
h). ポリソムノグラフィ:中枢性無呼吸/低換気,  
stage 3/4 とREM睡眠の減少  
を加え， 
 確実： A) の他に2つの主要症状，および2つ以
上の支持項目に加え，遺伝子診断もしくは病理診断
がされていること  
 疑い： A) の他に2つの主要症状，および2つ以
上の支持項目  
 可能性あり： A) の他に1つの主要症状，および
3つ以上の支持項目  
を満たすこととしている． 
 
 ただし，Perry症候群の症例数はまだまだ少ない
と言え，今後は，日本人のみならず人種を超えた多
数例での臨床症状，MRI，SPECT，MIBG心筋シ
ンチ，電気生理学的所見，認知機能やうつ病スケー
ルなどの検査所見，経過などに基づき，診断基準の
改定を繰り返し，よりよいものにupdateしていく
必要がある． 
  
D. 考察 
 
 これまでの日本人978例の解析で，本邦に少なく
とも5家系24人の患者の存在が確認され，地域特異
性，創始者効果の存在，有病率，分布など疫学調査
を進めることができてきていることは，これまで世
界で他に7家系だったことを考えると大きな進歩で
ある．G71A変異については，これまでハワイの日
系人からも同定されているが，おそらく同じ創始者
効果である可能性が考えられる．新規変異も2家系



で同定できていることは，変異例ごとの臨床像の違
いを検討しつつ，機能解析へ応用することにおいて
も重要な意義をもたらしている．得られたdataをも
とに日本人での臨床症状，MRI，SPECT，MIBG
心筋シンチグラフィー，電気生理学的所見，認知機
能やうつ病スケールなどの検査所見，経過など臨床
像の評価も進んできており，その知見に基づき，臨
床診断基準を作成することができてきている．201
0年，Tsuboiらは起立性低血圧，自律神経機能異常
を呈し，MIBG心筋シンチの取り込み低下をきたす
症例が存在したことをParkinsonism Relat Disor
d誌に初めて報告したが，この知見によりPerry症候
群とPDとの類似点がさらに示された．このように
当初の計画通りに順調に研究は進み，実績が残せて
きている一方，PDとの異同，鑑別がますます重要
になり，今後の研究の重要性が増してきている．こ
れまでMIBG心筋シンチでの心筋への取り込み低
下の結果は，synucleinopathyのスペクトラムとし
てLewy小体，α-synucleinの蓄積の広がりを反映
しているとも考えられてきていたため，本年度以降，
病理像も得られるようであれば，臨床病理学的診断
基準も付帯することも重要事項と考えられる．研究
代表者のグループの施設では海外からの症例も豊
富であるため，日本人以外の症例の解析を進め，全
世界的規模でPerry症候群の実態を明らかにしてい
く予定である．同時に，その臨床的特徴や診断基準
に沿って全国の医療機関にどれだけ患者が存在し
ているのか関連施設の実地調査が可能になること
が望ましい． 
 当初の研究計画が順調に進み，平成23年度2月22
-23日東京において開催されたInternational Sym
posium on Motor Neuron Disease and Perry 
Syndrome in Tokyoでの診断基準作成のための国
際会議を通じ，国際診断基準を作成し，国内外の学
会などを通じて発表することができた．今年中には
論文を通じても発表の予定である．この国際会議で
は，一緒にNature Genet誌にPerry症候群の最初
の変異家系群を発表したMayo Clinicのグループ
をはじめとした世界の最先端の研究者や臨床家が
来日し，ALS/Motor Neuron DiseaseとPerry症候
群に共通な分子メカニズムであるTDP-43プロテイ
ノパチーの最先端の研究者とともに，遺伝子，分子
レベルの発症機序の解明から，本邦発のiPSを用い
た治療の開発戦略にまで焦点をあてて議論し，本研
究の成果を確認するとともに，今後の方向性を協議
することができた．今後も世界最先端の連携体制の
中で情報交換を続けながら，Perry症候群，ALS/
Motor Neuron DiseaseそしてPD，パーキンソン
症候群といった神経変性疾患に対しての広い視点
で研究を進めていく体制をさらに確立することは
大変重要なことと考えられた． 
 Perry症候群は，うつやL-dopaの反応性のパーキ
ンソニズムで発症し，数年から5年くらいのうちに
も急激に低換気となり突然死に至る臨床経過から，
その診断，治療法の確立のための研究の意義は極め
て高い．これまで同定されたPerry症候群の数十症
例の検討から，30-50歳くらいの比較的若年発症で，
PDと同様の症状を呈しながら，短い経過の中で認
知症も合併しにくい中，突然呼吸障害から突然死に
至ることがわかったので，早期診断し，ALSと同様，
病名告知をして人工呼吸管理をするか否か選択し
ていく必要性も考慮されるべきであると考えられ
た．その際，遺伝カウンセリングの果たす役割が大

変大きなものであり，診断および治療の選択におい
ても大変重要であると考えられた． 
 Perry症候群は低換気を呈するとともにTDP-43
の蓄積を示し，その凝集蓄積機構からも新しいTD
P-43プロテイノパチーであるという概念が示唆さ
れてきている．DCTN1変異はPDと似たPerry症候
群とともに，TDP-43プロテイノパチーとしての筋
萎縮性側索硬化症(ALS)を引き起こすことも報告
されている．したがってその機能解析は広く封入体
形成機構，神経変性機序を明らかに出来る可能性を
秘めている．実際，本研究グループでハエの動物モ
デルの作製・評価ができており，興味深い結果も出
てきているため，その可能性は具体化されてきてい
るともいえる． 
  
E. 結論 
 
 DCTN1変異例はパーキンソン病との異同が問題
になる臨床症候を呈するとともに，TDP-43プロテ
イノパチーとしての筋萎縮性側索硬化症(ALS)を
引き起こすことも知られ，動物モデルを含むDCTN
1の機能解析は封入体形成機構，神経変性機構を明
らかに出来る可能性を秘めている．したがって特殊
と考えられている疾患の研究から広く主要な神経
変性疾患の根本的病態解明に繋げることを究極の
目標とする本研究は，疾患に対する臨床的，分子遺
伝学的観点から独創的で意義深い成果を生むこと
ができてきている． 
 これまでに本研究から得られた多くのdataに基
づき，今後も遺伝子解析による診断のみならず蛋白
機能解析，免疫組織学的解析も並行し，分子遺伝学
の知見，病理学的知見も反映したより集学的に完成
された形での国際臨床診断基準，さらには診療指針
の確立を目指すとともに，難治性疾患，神経変性疾
患の病態解明，克服にむけて動物モデルも含めた研
究をさらに進めていく必要がある．  
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 分担研究報告書 

 

ペリー症候群責任遺伝子産物によるアポトーシス制御機構 

研究分担者： 波田野 琢 順天堂大学医学部神経学 准教授 

 

研究要旨 

 本分担研究では、運動神経細胞及びドパミン神経細胞の選択的な細胞死を呈するペリー症候群の分子病

態を解明するため、2種類の培養細胞ライン（HeLa細胞、SH-SY5Y細胞）へのペリー症候群責任遺伝子

産物 p150gluedの細胞死への影響を検討した。 

 まず、ペリー症候群責任遺伝子 p150gluedをコードした野生型及び変異型プラスミド DNA（哺乳類細

胞発現ベクター使用）を作製し、培養細胞に導入し、核形態およびトリパンブルーexclusion試験により細

胞死を検討し、ウェスタンブロッティングにて各種アポトーシス関連蛋白の活性化を評価した。同様の実

験を p150glued siRNAノックダウン条件下でも施行した。以上の実験から、変異型 p150glued強制発現

では、caspase-9/caspase-3の活性化および Annexin V/propidium iodide陽性細胞の増加を認めたことか

ら、内因性カスケードの活性化によるアポトーシス誘導を確認した。また p150glued siRNAノックダウン

では、caspase-8の活性化を認め、同現象は pan caspase inhibitorである zVADおよび caspase-8 inhibitor

にて著明に抑制されたことから、外因性アポトーシス経路の活性化が示唆された。さらに同条件を同時に

施行したところ、変異型 p150gluedの単独過剰発現に比し、更なるアポトーシスの増加を認めたことから

本疾患では gain-of-toxic functionおよび loss-of-functionの両者が関与していることが示唆された。 

 

 

Ａ．研究目的 

 p150gluedの野生型、変異型遺伝子をコードす

るプラスミドを培養細胞に導入し、細胞死を評価

することにより、ペリー症候群の病態生理を明ら

かにすることを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

I. 蛍光顕微鏡観察による細胞死評価 

 変異型 GFP-p150glued constructを作製し、

HeLa細胞への導入を行う。細胞死は下記に示す

様々な方法で行った。まず、野生型 p150glued、

変異型 p150glued (G59S、G71R)を 6-well plate

に播いたHeLa細胞に、lipofectamine 2000 (1 

ul/1ug plasmid DNA)を用いて遺伝子導入した。

24時間後にトリプシン処理し、トリパンブルー

染色を施行しトリパンブルー陽性細胞を細胞死

陽性とカウントした。さらに GFP陽性細胞の中

で、核型の変化により細胞死を評価した。 

II． フローサイトメーターによる細胞死評価 

 GFPでタグされた変異型 p150gluedを HeLa

細胞に導入し、24時間後に Annexin V/PI染色

を用いてアポトーシスの評価を行った。 

III.  

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験については順天堂大学倫理

委員会より承認を得、行った。 

 



Ｃ．研究結果

 結果１：

 

上図 Aのように変異型

り、24時間後の細胞核の変形に基く細胞死の著

明な増加を認める。

フローサイトメーターによる評価。上図は

Annexin V/PI

G71Rの強制発現により著明なアポトーシス陽

性細胞を認めるが、

される。さらにアポトーシスの有無を確認するた

め、cleaved caspase

GFP陽性細胞での

Ｃ．研究結果 

結果１：  

のように変異型

時間後の細胞核の変形に基く細胞死の著
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Annexin V/PI染色結果であり、
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性細胞を認めるが、zVAD
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時間後の細胞核の変形に基く細胞死の著

フローサイトメーターによる評価。上図は
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zVAD投与により有意に抑制

さらにアポトーシスの有無を確認するた

3-Alexa594染色を行い、

cleaved caspase

p150glued過剰発現によ

時間後の細胞核の変形に基く細胞死の著

フローサイトメーターによる評価。上図は

G59Sまたは

の強制発現により著明なアポトーシス陽

投与により有意に抑制

さらにアポトーシスの有無を確認するた

染色を行い、

cleaved caspase-3の平均蛍

過剰発現によ

時間後の細胞核の変形に基く細胞死の著

または

の強制発現により著明なアポトーシス陽

投与により有意に抑制

さらにアポトーシスの有無を確認するた

染色を行い、

の平均蛍

光強度を測定したところ、変異型

入細胞にて有意な上昇を認めた。

 

 

 

上図は

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

siDCTN1(p150glued)

level

さらに

ている。

 

光強度を測定したところ、変異型

入細胞にて有意な上昇を認めた。

 

 結果２： 

 

上図は p150glued siRNA

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

siDCTN1(p150glued)

levelが減少し、

さらに cleaved caspase

ている。 

 結果３:  

光強度を測定したところ、変異型

入細胞にて有意な上昇を認めた。

  

p150glued siRNA

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

siDCTN1(p150glued)により有意に

が減少し、cleaved PARP

cleaved caspase-

 

光強度を測定したところ、変異型 p150glued

入細胞にて有意な上昇を認めた。 

p150glued siRNAノックダウンによるア

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

により有意に

cleaved PARPが上昇している。

-8 levelが著明に上昇し

p150glued導

 

ノックダウンによるア

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

により有意に caspase-3 

が上昇している。

が著明に上昇し

導

ノックダウンによるア

ポトーシス関連蛋白の活性化を評価したもの。

が上昇している。

が著明に上昇し



図のように siRNAと p150glued強制発現を同時

に施行した場合、siDCTN1条件下での G59Sま

たは G71Rの強制発現により、Annexin V/PI陽

性細胞数が著明に増加した。 

 

Ｄ. 考察 

 変異型 p150glued強制発現により内因性アポ

トーシス経路の活性化が確認された。過去の報告

では変異型 p150glued強制発現により生じた凝

集物が、ミトコンドリアを巻き込んで存在すると

いう報告もあり、本研究でも膜電位の低下したミ

トコンドリアの増加を認めたことから、同現象に

続く内因性経路の活性化が示唆された。さらに

p150glued siRNAノックダウンにより、

caspase-8を含む外因性経路の活性化も確認され

たため、本疾患分子病態において、両者が併存し

てアポトーシスを誘導している可能性が考えら

れた。 

 

Ｅ．結論 

 ペリー症候群分子病態において、

gain-of-functionおよび loss-of-function両者の

アポトーシスへの関与が示唆された。 

 

Ｆ．健康危険情報 

分担研究者報告書のため記載の必要 

なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等克服研究事業） 

 分担研究報告書 

 

ペリー症候群責任遺伝子産物によるオートファジー調節機構についての検討 

研究分担者： 斉木臣二 順天堂大学医学部神経学 准教授 

 

研究要旨 

 本分担研究では、ペリー症候群の分子病態を解明するため、2種類の培養細胞ライン（HeLa細胞、SH-SY5Y

細胞）を用いて、オートファジー調節機構への影響を検討した。 

 まず、ペリー症候群責任遺伝子 p150gluedをコードした野生型及び変異型プラスミド DNAを作製し、培

養細胞に導入し、フローサイトメータにより p150glued導入細胞のみを抽出し、ウェスタンブロッティング

にて検討したところ、LC3-II/actin ratioの上昇、p62レベルの上昇を認めたため autophagic fluxが抑制さ

れていると判断した。さらに免疫細胞染色を行ったところ、変異型 p150glued導入細胞では、細胞内小器官

の分布変化が認め、特にリソソームが核周囲から細胞膜直下に移動する傾向が顕著であった。またmTOR染

色でもmTOR陽性リソソームが細胞膜直下に移動していることから、PI3K/mTOR経路の活性化による

autophagosome形成抑制が生じていることが考えられた。以上から p150gluedはリソソームの分布を変化さ

せ autophagic fluxを変化させると同時にmTOR活性化による autophagosome産生を抑制すると考えられ

た。 

 

Ａ．研究目的 

 p150gluedの野生型、変異型遺伝子をコードす

るプラスミドを培養細胞に導入し、オートファジ

ー機能の変化を評価することにより、ペリー症候

群とオートファジー機能の相関を評価することを

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

I. autophagic fluxの生化学的評価 

 変異型p150gluedのautophagic fluxにおける役

割を正確に評価する為に、GFP-p150glued 

constructを作製し、HeLa細胞への導入を行う。

さらに GFP陽性細胞を抽出し、ウェスタンブロッ

ティングにて検討することで p150gluedの影響を

より正確に評価できると考えた。 

 まず、野生型 p150glued、変異型 p150glued 

(G71R)を 6-well plateに播いたHeLa細胞に、

lipofectamine 2000 (1 ul/1ug plasmid DNA)を用

いて遺伝子導入した。24時間後にトリプシンを添

加し培養細胞を回収し、FACSAria (BD社製)を用

いて、GFP陽性細胞のみを回収し RIPA bufferを

用いて蛋白を回収した。 

 Western blotting法にて上記細胞抽出蛋白中の

p62、LC3-II、actin発現量を定量し検討した。 

II． 細胞生物学的検討 

 昨年度報告したように、培養細胞内に変異型

p150gluedを導入した場合、5－15％程度の遺伝子

導入された細胞に p150glued凝集体を認めた。同

細胞でのオートファジー機能変化を評価するため、

免疫細胞染色にて各種オルガネラマーカーを用い

て、細胞内小器官の分布変化を検討した。またオ

ートファジー調節機構として最も解明が進む

PI3K/mTOR経路を評価するため、mTORの免疫

染色を併用した。 



 

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験については順天堂大学倫理委

員会より承認を得、行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 結果１：  

 

上図 Aのように変異型 p150glued過剰発現により、

p62の増加と LC3Bの増加を認める。図 B、Cは

定量画像である。 

 

 結果２：  

 

 

図 Gのように変異型 p150glued (G59Sまたは

G71R)過剰発現により LAMP2陽性顆粒が細胞膜

直下に移動し、autophagosome（LC3陽性）との

共局在が減少する。また LAMP2陽性顆粒（リソ

ソームと考えられる）は同様にmTOR陽性である。 

 

Ｄ. 考察 

 autophagosomeと lysosomeは主にmicrotubule 

organizing centre (MTOC)周辺で融合し、

autophagic fluxを最終段階で調整しうる（Nat 

Cell Biol 2011 13:453）。変異型 p150glued強制発

現により、autophagosomeの分布もややMTOC

から離れ、diffuseに存在する傾向を持つが、

lysosomeは顕著に細胞膜直下に移動する。現在同

現象を 3次元的に定量化する softwareを用いて、

詳細に検証を進め、より広い意味での lysosomeに

よるautophagic flux制御機構を解明したいと考え

ている。 

 

Ｅ．結論 

 p150glued変異型は、リソソーム分布を核周囲

から細胞膜直下に移動させることにより、MTOC

周囲での autophagosome-lysosome融合が障害さ

れることにより autophagic fluxが阻害される。同

時に PI3K/mTOR経路が活性化されることにより

autophagosome産生が抑制されることにより、

flux自体の阻害量はそれほど大きくならないと考

えられる。 

 

Ｆ．健康危険情報 

分担研究者報告書のため記載の必要 

なし。 
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