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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)の発症・進展の分基盤として、細胞外に分泌されたα-シヌクレ
イン(A-syn)のオリゴマーが重要である。ゲルろ過クロマトグラフィーによる分析では、ヒト血漿中のA-syn分子
は主として60kDa(monomer)と約2000kDaに相当する画分に検出された。さらに、脂質分子を血漿から吸着するカ
ラムを用いた解析では、脂質分子とassociateしているA-synは主としてHDL領域に存在し、ApoA1、ApoE、ApoJと
共存しており、一部はオリゴマー化していた。ヒト血漿中のA-Syn分子がHDLとassociateしており、一部はオリ
ゴマー化していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is known that extracellular α-synuclein (A-syn) oligomers are important 
as a pathogenic agent in Parkinson’s disease. In this research project, we first analyzed A-syn 
molecules in human plasma using gel-filtration chromatography. A-syn molecules in plasma were found 
in fraction with a molecular mass of 60 kDa and ~2,000 kDa. Furthermore, analyses of human plasma 
using lipid-adsorption columns demonstrated that A-syn molecules associated with lipids exist in the
 fractions corresponding to HDLs, and co-exist with ApoA1, ApoE, and ApoJ molecules. Some of those 
HDL-associated A-syn molecules were detected as oligomers. Our studies revealed that A-syn molecules
 in human plasma are mainly associated with HDL particles, and at least some part of them are 
oligomerized.

研究分野：神経内科学、蛋白化学
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１．研究開始当初の背景 
 近年のパーキンソン病(PD)研究では、細胞
内で異常凝集して蓄積した線維性
α-synuclein (A-syn)よりも、その凝集過程の
中間体である可溶性A-synオリゴマーこそが
神経細胞毒性の責任分子であると考えられ
ている(Science 300: 486-489, 2003)。また
PDでは、A-synの異常蓄積が脳内に順次広
がっていくプリオン病様の伝播現象
(prion-like transmission)が注目されており、
その分子基盤として、細胞外へ分泌された
A-synオリゴマーが神経線維連絡を介して次
の細胞に取り込まれる病的機序が考えられ
ている。以上からは、A-synオリゴマーは、
PDの発症(神経細胞毒性)及び進展(α-syn病
理の脳内進展)という二つの基本的な病理過
程の両方の分子基盤となっていると考えら
れる。申請者は、ヒト体液中の A-synオリゴ
マーを定量することができる ELISA系を世
界に先駆けて開発し、PD患者では髄液中
A-synオリゴマーが増加していることを報告
した(Neurology 2010)。しかしながら、実際
のヒトの血液・髄液中に存在する A-syn分子
がどのような存在様式をとっているか、すな
わち単量体あるいはオリゴマーとして存在
するのか、また、体液中の A-synと associate
している分子については十分明らかにされ
てはいなかった。 
 
２．研究の目的 
以下を目的として研究を行った。 
(1) 対照患者および PD患者の体液中に存在
する A-synオリゴマーの同定 

(2) ヒト体液中の A-synオリゴマーの存在様
式・蛋白化学的性質及び関連分子の解明 

(3) A-synオリゴマーの神経細胞毒性発現機
序の解明 

３．研究の方法 
(1) ヒト体液中の A-synの分子量の分析. 
本研究では、まずは、PDではない対照患者

(頭蓋内圧亢進症、正常圧水頭症)の血漿およ
び髄液をゲルろ過クロマトグラフィーで分
画して、どの画分に A-syn分子が存在するか
を、Western blotting(WB)および我々が自己
開発した A-syn特異的 ELISAで検討した。 
また、対照患者の髄液を同様に分画して、
解析した。ヒト髄液中に存在する A-syn分子
は、量的に非常に少なく、ゲルろ過クロマト
グラフィーなどの解析には不十分であった。
したがって、我々は、まずは、ヒト血漿中の
A-syn分子について検討する方針を採用した。 
(2) ヒト血漿中の A-syn分子と脂質との
associationの分析. 
 A-synおよびそのオリゴマーと脂質画分と
の associationを検討した。脂質画分の調整
には、NaBrによる浮上分画遠心法と
Superose6カラムをタンデムで連結して高分
子領域の分取を可能にしたゲルろ過クロマ
トグラフィーの 2つの方法を用いた。これら
の方法により、VLDL・LDL・HDLの各画

分が分取できていることをコレステロール
およびトリグリセリド濃度と抗アポタンパ
ク抗体によるWBで確認した。分取した脂質
画分は、脱塩後に抗 A-syn抗体による免疫沈
降と複数のA-syn抗体によるWBで解析した。 
(3) 脂質吸着カラムによるヒト血漿中 A-syn
分子およびその結合分子の解析. 
 ヒト体液中の脂質結合型A-syn分子をより
効率的に抽出・分析する手法として、脂質分
子を血漿から吸着する特殊なカラムを用い
て血漿から脂質を分離し、WBで分析して、
脂質成分からA-synを検出する方法を開発し
た。この方法により、ヒト血液中の脂質結合
型A-syn分子のより詳細な分析が可能になっ
た。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト体液中の A-synの分子量の分析. 
ゲルろ過カラムを用いた分子篩クロマトグ
ラフィーによる分析では、血漿においては、
A-syn は主として〜60kDa と〜2000kDaに
相当する画分に回収された。これらについて
は、〜2000kDaの画分は LDL画分にほぼ相
当し、従来想定されていたエクソソームが存
在する画分よりも分子量の小さい画分であ
った。また、これまでの報告から、A-synモ
ノマーは分子篩クロマトグラフィーでは〜
60kDaに溶出することが報告されているの
で、〜60kDa画分に存在する A-synはその
モノマーであると考えられた。 
 ヒト髄液中のA-syn分子の同様の分析では、
A-synの収量が少なくその同定に難渋したが、
startingの髄液を 5 倍濃縮することにより〜
60kDaでの A-synの存在は確認できたが、
高分子画分におけるA-synの存在は確認でき
なかった。 
(2) ヒト血漿中の A-syn分子と脂質との
associationの分析. 
 NaBrによる浮上分画遠心法とタンデム
Superose6カラムによる分子篩クロマトグラ
フィーという 2つの方法のいずれによっても、
分取した脂質画分のA-syn抗体による免疫沈
降とWBによる解析では、A-synは LDLお
よびHDL画分に存在することがわかった。
このような検討により、A-synは血漿中では
主としてリポ蛋白パーティクルである
LDL,HDLと共存していることが明らかにな
った。 
(3) 脂質吸着カラムによるヒト血漿中 A-syn
分子およびその結合分子の解析. 
 この方法によるヒト血漿中の A-syn分子の
分析では、脂質分子と associateしている
A-synは主としてHDL領域に存在しており、
ApoA1、ApoE、ApoJと同じ画分に存在した。
またWBでは脂質結合型A-syn分子は単量体
が主体であったが、一部高分子領域にもバン
ドが認められた。本研究により、ヒト血漿中
の A-Syn分子が、従来報告があったエクソソ
ーム画分とは異なり、主としてHDLと
associateして存在しており、また、そのよう



な脂質結合型A-syn分子の一部はオリゴマー
化していることが明らかになった。 
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