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研究成果の概要（和文）：α－シヌクレインはパーキンソン病の原因遺伝子として注目されており､神経細胞外
にも存在することが知られていたが､その生理的・病理的意義は不明であった。今回の研究で､神経機能において
重要な機能を担っていることが知られているS1P受容体とGタンパク質との共役を細胞外α－シヌクレインが阻害
することが見いだされた。α－シヌクレインによる阻害作用はS1P1受容体に特異的なものであり､S1P2受容体とG
タンパク質の共役は全く阻害されなかった。今回の結果は､今まで不明であった細胞外α－シヌクレインの特異
的作用を初めて明らかにしたものであり、きわめて興味深いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Alpha-synuclein (ASN) is considered to be involved in the pathogenesis of 
Parkinson's disease.  ASN is know to be localized outside of neurons but its physiological and/or 
pathological relevance has not known.  In this study I showed extracellular ASN inhibits S1P1 
receptor-G protein coupling for the first time.  Interestingly the effect of ASN was specific to 
S1P1 receptor and S1P2 receptor-G protein coupling was not inhibited by extracellular ASN at all.  
Majority of S1P1 receptor is localized in raft fraction in the cells and extracellular ASN treatment
 cause "exit" of S1P1 receptor from the raft fraction.  These results are important because specific
 action of extracellular ASN has not been known and we already reported that S1P1 receptor plays 
important role in hippocampal neurons.  

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
α−シヌクレイン（ASN）は神経細胞に多く
発現している機能不明のタンパク質であり､
神経細胞内での凝集・蓄積はパーキンソン病
をはじめとする神経変性疾患の原因になる
と考えられている。最近､この ASNや Aβな
どの凝集性タンパク質がエクソソームと呼
ばれる小胞に乗って細胞より放出されて他
の細胞に取り込まれることで､プリオンの場
合のように異常凝集タンパク質伝播による
病変拡大が起こるというモデルが提唱され
ている。最近､申請者らはエクソソームが生
成する場であるmultivesicular body（MVB）
でのタンパク質ソーティングをスフィンゴ
シンキナーゼ２（SPHK2）が制御している
ことを世界に先駆けて報告した（Kajimoto, T. 
et al. (2013), Nat. Commun. 4, 2712）。すな
わち､SPHK2 をノックダウンした細胞では､
エクソソームの「積荷」になるはずのタンパ
ク質がエクソソームに入らなくなる。 
種々の疾患関連タンパク質はエクソソーム
の「積荷」タンパク質として注目されている
ことから､申請者らはいくつかの疾患関連タ
ンパク質のエクソソーム内ソーティングに
おける SPHK2の関与について解析を進めて
いたが､その過程で､細胞外に放出された
ASN が神経細胞の細胞膜に存在する S1P受
容体を機能的に遮断すること､そしてその作
用は受容体自身に対するものではなく受容
体と３量体型Ｇタンパク質との共役阻害（ア
ンカップリング）によるものであることを示
唆するデータを得た。神経細胞においては細
胞内で生成した S1Pが細胞外に放出され､オ
ートクライン的に S1P 受容体を刺激するこ
とが神経伝達物質放出において重要な役割
を果たしていることを､申請者らは以前に見
いだしている（Kajimoto, T et al. (2007) Mol. 
Cell. Biol. 27, 3429）（４ページ下の図参照）。
したがって､今回新たに発見したASNによる
S1P 受容体とＧタンパク質のアンカップリ
ング現象は､生理学的・病理学的に極めて興
味深い。 
 
２．研究の目的 
 α-シヌクレイン（ASN）はパーキンソン病
などの神経変性疾患の原因タンパク質であ
ると考えられている。申請者らは細胞外 
ASN の作用について検討する中で、スフィ
ンゴシン 1-リン酸（S1P）受容体と 3量体型 
Ｇタンパク質の共役が ASN により抑制され
る（アンカップリング）という極めて興味深
い現象を見いだした。一方で S1P 受容体は
海馬神経細胞における神経伝達物質放出お
よび長期増強（LTP）において重要な役割を果
たしていることを申請者らは最近報告して
いる。以上の背景から本研究では、ASN に
よる S1P受容体-Ｇタンパク質アンカップリ
ングの特異性を解析し、ASNが直接標的とす
るタンパク質について同定を試みるととも
に、神経活動および LTP における細胞外 

ASN の作用について、S1P 受容体の観点か
ら検討する。 
 
３．研究の方法 
S1P 受容体とＧタンパク質のカップリングに
ついて検討するため､S1P1-CFP あるいは
S1P2-CFP とＧγ−YFP を細胞に発現させ､S1P
での刺激を行った。S1P 刺激により活性化し
たS1P受容体はＧタンパク質を活性化して解
離させる。これによりＧγと受容体が接近す
ることになり､S1P1-CFP/S1P2-CFP とＧγ
-YFP と の 間 で Fluorescence Resonance 
Energy Transfer (FRET)が起こる。この FRET
を acceptor photobleaching 法により検出す
ることで､S1P 受容体によるＧタンパク質活
性化の程度について定量を行った。 
また S1P1 受容体のパルミトイル化に関する
検討では､S1P1 受容体を免疫沈降後にヒドロ
キシルアミンによりＳ−パルミトイル化結合
を切断させ､出現した遊離ＳＨ基を特異的に
修飾する試薬を用いてビオチン化すること
により ､ パ ルミトイル化を検出する
Acyl-biotin exchenge（ＡＢＥ）法を用いた。 
細胞膜上のラフト画分は常法に従って密度
勾配遠心法で単離し､S1P1 受容体の局在につ
いて検討した。また､ラフト画分に局在する
ことが知られている flotillin2 に YFP を融
合させた flotillin2-YFP と S1P1-CFP を細胞
に発現させ，両者の FRET を測定することに
より､S1P1 受容体の局在について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外 ASNが S1P 受容体とＧタンパク質
の共役を阻害する事から､これが既に検討し
ていたS1P1受容体に特異的なものか､あるい
は S1P2 受容体といった他の S1P 受容体の場
合にもあてはまるのかについて検討したと
ころ､細胞外 ASNの効果は S1P1 受容体に特異
的なものであり、S1P2 受容体によるＧタンパ
ク質の活性化は全く阻害されないことが明
らかとなった。（図１） 
 

 
図１ 
FRET法を用いて測定したS1P受容体とＧタン
パク質のカップリングに対する細胞外ASNの
効果。左:S1P1 受容体､右:S1P2 受容体。S1P1
受容体､S1P2 受容体共に S1P 刺激でＧタンパ
ク質とカップリングしているが､S1P1 の場合
のみASN(α-Synおよびα-Syn(A53T))で阻害
されていることがわかる。 
 



(2) ASN がどのようなメカニズムで S1P1受容
体とＧタンパク質のカップリングを阻害す
るのかを検討する中で､細胞膜上でラフト画
分に局在している S1P1 受容体が ASN 処理に
よりラフトから「追い出される」という現象
を見いだした。S1P2 受容体もラフト画分に局
在しているが､これについては ASN 処理で局
在は全く変化しなかった。（図２､３） 
細胞膜上の様々な受容体はラフトに局在し､
それが円滑な情報伝達において重要である
ことが知られていることから､ASN は何らか
のメカニズムで S1P1 受容体をラフトから追
い出すことにより､Ｇタンパク質とのカップ
リングが阻害されるというメカニズムが想
定された。 
 

 
図２ 
S1P1-YFP を発現した細胞より密度勾配遠心
法を用いてラフト画分を分画した（Fraction 
2 がラフト画分）。Control に対して ASN 処理
細胞（斜線の棒）ではラフト画分での S1P1
受容体量が減少した。コレステロールを引き
抜くことによりラフト構造を破壊する MBCD
でもラフト画分の S1P1 受容体量は低下して
いる。 
 

 
 
 
図３ 
図２と同様の実験を S1P2 受容体で行ったも
の。MBCD では図２と同様にラフトでの S1P2
受容体が減少しているにもかかわらず､ASN
処理ではラフト画分における S1P2 量は全く
変化しなかった。 
 
 

(3) S1P1受容体のＧタンパク質とのカップリ
ングやラフトへの局在においては､脂質修飾
の一種であるパルミトイル化が重要である
ことが知られている。S1P1 受容体がパルミト
イル化されていることは既に報告されてい
たが､23 種類あるパルミトイル化酵素(DHHC)
のうちどれが S1P1 受容体をパルミトイル化
するのかは知られていなかった。しかし各種
DHHC の局在を調べた論文によると､形質膜に
局在する DHHC は DHHC5, DHHC20, DHHC21 の
３種のみであった。そこでこれら３種の DHHC
酵素のどれかが S1P1 受容体をパルミトイル
化すると考え､検討を行ったところ､DHHC5 が
S1P 受容体を特異的にパルミトイル化するこ
とを初めて見いだした。（図４､５） 
 

 
図４ 
ABE法によりS1P1受容体のパルミトイル化を
検出した。Pal-S1P1R がパルミトイル化を示
している。またこのアッセイでは NH2OH(-)
はネガティブコントロールとして用いてい
る。この結果より､DHHC5 siRNA により S1P1
受容体のパルミトイル化は強く抑制され､一
方で DHHC20 や DHHC21 の siRNA では全く阻害
されていないことがわかる。 
 

 
図５ 
DHHC5 siRNA によって阻害された S1P1受容体
のパルミトイル化はsiRNA認識配列にsilent 
mutationを導入したDHHC5を発現させること
でレスキューされた。一方で､DHHC20 や
DHHC21 を発現させても S1P1 受容体のパルミ
トイル化はレスキューされなかった。 
 
 



(4) S1P1受容体のパルミトイル化がＧタンパ
ク質とのカップリングに必須であることを
見いだした。（図６） 

 
図６ 
野生型 S1P1 受容体は S1P 刺激によりＧタン
パク質とカップリングしたが､S1P1 受容体の
パルミトイル化部位として知られている３
カ所の Cysteine を Alanine に置換した変異
体（S1P1R(3CA)）では､S1P 刺激を行ってもＧ
タンパク質とカップリングしていない。 
 
(5) S1P 刺激により S1P1受容体パルミトイル
化に変化が生じるかどうか検討したところ､
S1P刺激により２時間以内にS1P1受容体のパ
ルミトイル化がほぼ完全に阻害されるとい
うきわめて興味深い現象を発見した（図７）。 
 
すなわち､S1P で刺激された S1P1 受容体は急
速に脱パルミトイル化されることでＧタン
パク質とのカップリングがオフになるとい
う､これまで知られていなかった受容体−Ｇ
タンパク質間情報伝達制御が明らかとなっ
た。 
 

 
図７ 
ABE法により測定したS1P1受容体パルミトイ
ル化を定量した。S1P 刺激後６０分後にはパ
ルミトイル化の大きな低下が認められ､１２

０分後にはほぼ完全にパルミトイル化が阻
害された。 
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