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研究成果の概要（和文）：多系統萎縮症(MSA)の病態モデルマウスを使って、MSAの発病に関わるタンパク質の蓄
積を抑制する方法を検討した。MSAモデルマウスでは、MSA脳に類するオリゴデンドロサイトに蓄積するアルファ
シヌクレインが起点となり、神経変性を誘導することを明らかにした。MSAの神経変性ではシグナル分子などを
介する間接的な伝播による発病を示唆し、オリゴデンドロサイトから発するシグナル誘導タンパク質の候補とし
て、シスタチンCをモデルマウス脳より樹立した初代培養細胞から単離した。さらに、マウス初代培養細胞によ
り、このシグナルを発するオリゴデンドロサイトでは、シグナル分子の放出はその分化の過程で異なる事を示し
た。

研究成果の概要（英文）：Multiple system atrophy (MSA) is a neurodegenerative disease caused by α
-synuclein (α-syn) accumulation in oligodendrocytes and neurons. Using a transgenic mouse model 
overexpressing human α-syn in oligodendrocytes, we demonstrated that oligodendrocytic α-syn 
inclusions induced neuronal α-syn accumulation, resulting in progressive neuronal degeneration. We 
previously identified cystatin C, an oligodendrocyte-derived secretory protein that triggers α-syn 
upregulation and insoluble α-syn accumulation in neurons of the mouse central nervous system (CNS).
 Cystatin C is released by mouse oligodendrocytes overexpressing human α-syn, and extracellular 
cystatin C upregulates the endogenous α-syn gene in mouse neurons, leading to the accumulation of 
insoluble α-syn and apoptosis. Here, we reveal that the oligodendrocytic maturation relates to the 
cystatin C release in the CNS of the MSA mouse model.

研究分野：神経内科学

キーワード： 多系統萎縮症　神経変性疾患　シヌクレイン　オリゴデンドロサイト　モデルマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
いまだに治療法が確立していない神経変性疾患の一つ、多系統萎縮症のモデルマウスを使って、その発病機構を
解明し神経変性に対する根本的な治療法の開発を目指した。同じアルファシヌクレインタンパク質の蓄積が原因
となって発病する神経変性疾患群には複数の疾患が存在するが、各々の疾患ごとに臨床症状が異なるように発病
様式が異なることが推測される。神経変性疾患では原因となるタンパク質蓄積から神経細胞が失われるが、神経
変性の特徴や進行にかかる時間は異なる為に、一律に同じタンパク質の蓄積機序とすることはできない。本研究
では神経変性疾患では疾患ごとの特異的な発病様式にあった治療法の開発が必要であることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン症候群では alpha-synuclein (Syn)が蓄積して神経細胞の脱落を起こす疾患群が
あり、遺伝性パーキンソン病では Syn 遺伝子の点変異や遺伝子重複等が神経変性の発病に関与
する。この疾患群では Syn が神経細胞に蓄積して神経変性を起こすことから synucleinopathy
と呼ぶ。抗パーキンソン病剤による症状の緩和も無効なことが多く、神経変性に対する根本的治
療法の開発が難しい。病理学的に synucleinopathy の脳を調べるとパーキンソン病脳の黒質で
は神経細胞の細胞質に Syn が蓄積して、レビー小体の特徴的な封入体を形成する。他方、多系
統萎縮症(MSA)脳では Syn のグリア細胞封入体(GCI)形成や神経細胞の軸索の Syn 蓄積が起こ
り、レビー小体を形成せずに神経細胞が脱落する。同じ Syn 蓄積が起こる 2つの疾患間では異
なる神経変性の機序が考えられ、応募者は以下に示すMSA発病機構を明らかにした。 
2005 年、オリゴデンドロサイト特異的に野生型ヒト Syn を強制発現する遺伝子改変マウス

(CNP-Tg マウス)を作製して、マウス脳神経細胞では内因性のマウス Syn の蓄積が誘導される
ことを報告した(文献１)。CNP-Tgマウスでは 10ヶ月齢に運動機能の低下等の表現型が出現し、
脳萎縮と神経細胞の脱落が観察された。グリア細胞のヒト Syn封入体形成により、10ヶ月齢に
神経細胞の内因性マウス Syn の蓄積を認め、マウス脳の神経細胞変性は MSA 患者脳の病変に
類似した。CNP-Tg マウス脳から確立した初代培養系では神経細胞に蓄積するマウス Syn は微
小管タンパク質と結合して不溶化し、神経細胞の軸索に蓄積することを明らかにした(文献 2)。 
今日知られている、Synがプリオン病のように細胞間を伝播して神経細胞の変性を起こす伝播
仮説では、発病後約１年以内に死に至るプリオン病と synucleinopathy とでは罹病期間が異な
り、同じ機序で神経細胞の変性が起こるとは考えにくい。CNP-Tgマウス初代培養では発現する
ヒト Synと蓄積する内因性マウス Synとを区別して検討できる利点を有する。我々の過去の研
究において、オリゴデンドロサイトから神経細胞に誘導される Synは異なる Synであることを
示し、細胞間の直接伝播ではなくシグナル分子を介する間接的な伝播(Cystatin Cによる Syn蓄
積)であることを報告した(文献 3)。変性過程は 2次的に起こり、直接の変性に比べて時間がかか
ることを示した。さらに、CNP-Tgマウスの脳初代培養で Synが結合する Tubの結合部位をマ
ッピングし、同部位のリコンビナント Tub 断端をおとりペプチドとして Syn と結合させると、
Syn不溶化と蓄積が抑制され(文献 4)、Syn蓄積による神経細胞の変性が可逆性の変化であるこ
とを示した。 
本研究においては、CNP-Tgマウスの脳初代培養を使って、MSAの初期病態に関係するオリゴ
デンドロサイトの Syn 蓄積について検討した。特に、オリゴデンドロサイトの分化の過程に着
目して神経細胞の Syn蓄積に与える影響を検討した。 
[文献] 1. Yazawa I, et al, Neuron 2005  
2. Nakayama K, et al. Am J Pathol 2009 
3. Suzuki Y, et al. Am J Pathol 2014 
4. Suzuki Y, et al. J Biol Chem 2014 
 
２．研究の目的 
CNP-Tg MSAモデルマウスはヒトの病態を反映し、病態解明の手がかりになり、さらに治療法
開発や創薬へと展開できる。本研究の独自性は、第一に、治療標的をオリゴデンドロサイトに絞
り込み、その分化と Syn 動態をオリゴデンドロサイトと神経細胞それぞれについて検討して神
経細胞の変性を明確にすることである。第二に、Cys Cや神経細胞内因性マウス Syn等の指標
を明確にして神経変性の抑制効果を検討できる点である。神経細胞の変性について原因となる
マウス Synとその原因となるオリゴデンドロサイトのヒト Synとを区別して検討することによ
りオリゴデンドロサイトに起こる病変と神経細胞の Syn蓄積の病変を区別できる。したがって、
本研究の目的は以下の３点である： 
1．オリゴデンドロサイト分化と、Syn蓄積と Cys C産生との関係を明らかにする 
2．オリゴデンドロサイトを治療標的とする臨床応用可能な化合物を探索する 
3．リード化合物を投与開始する時期について、臨床的な特徴から検討する 
 
３．研究の方法 
本研究は 3年間の計画とする。1年目にはオリゴデンドロサイト分化と alpha-synuclein (Syn)
蓄積の関係、2年目以降にはオリゴデンドロサイト分化に関わる化合物の評価について神経変性



を抑制する具体的方法の検討を行った。 
（初年度の研究）オリゴデンドロサイト分化と Syn蓄積の関係 
オリゴデンドロサイトはその分化の過程において、PDGFR 陽性のオリゴデンドロサイト前駆細胞
(OPC)から成熟オリゴデンドロサイト(OLG)までに細胞内 Syn の発現が異なることが報告されて
いる。また、CNP-Tg マウスの脳初代培養では Non-Tg マウス脳初代培養に比べて OPC の減少が明
らかである。そこで、脳初代培養の OPC と OLG について経時的に Cystatin C (Cys C)および Syn
の発現量を免疫細胞染色法とイムノブロットにより比較検討した。次に、OPC を増加させる方法
（化合物による細胞増殖または直接の細胞移植）により OPC を増やし、神経細胞 Syn の蓄積量の
変化を調べる。さらに、CNP-Tg マウスの脳初代培養で起こることが確認されているアポトーシ
スについて、タネル法及び活性型 caspase3 タンパク質の定量法を用いて OPC 増加の与える影響
を検討した。また、ヒト患者脳における OPC の解析を行った。 
（２年度以降の研究）化合物による Syn蓄積の抑制方法の検討 
CNP-Tg マウスの脳初代培養を使って、オリゴデンドロサイトの分化を抑制し OPC を増やす化合
物について検討を行った。オリゴデンドロサイトが誘導する神経変性の評価方法として、オリゴ
デンドロサイト内に起こるヒト Synと神経細胞に起こる内因性マウス Syn を区別して、治療指
標として Syn 抑制の検討を行う。さらに、内因性 Syn の蓄積以外の指標として、オリゴデンドロ
サイト由来の Cys C と神経細胞に起こるアポトーシスについて検討した。 
1) 神経細胞の Syn 発現の解析：MSA モデルマウス脳から脳初代培養細胞（混合培養、オリゴデ
ンドロサイト培養）を作製する。培養中に化合物を投与し Synの発現量を測定した。 
① Synの解析：初代培養細胞について免疫細胞染色法及びイムノブロットにより、神経細胞及
びその軸索に蓄積する内因性マウス Syn蓄積（不溶性 Syn）を検討する。また、Real-time PCR
により Syn の発現誘導を検討し、Synの mRNA 量の解析を行った。 
② Cys C の解析：免疫細胞染色とイムノブロットにより経時的に変化を調べる。  
2) アポトーシスの評価：初代培養において化合物によるアポトーシスへの影響を調べる。 
①  DNA 断片化：タネル法により DNA の断片化を判定した。 
② Caspase の活性化：活性型 caspase 3 をイムノブロットにより定量化する。 
3) 遺伝子改変 MSA モデルマウスへの in vivo 化合物投与実験により、マウス脳重量の比較によ
る脳萎縮の検討や免疫組織染色法による神経細胞における内因性マウス Syn蓄積を検討した。 
 
４．研究成果 
CNP-Tgマウスの中枢神経は加齢とともに脳の萎縮が起こる（次ページ図参照）。そのマウスか
ら作製した脳初代培養では、non-Tgマウス脳初代培養に比べて、オリゴデンドロサイト前駆細
胞(OPC; PDGFR)の割合が減少する。28 日間の初代培養中に全細胞の中で OPC の割合が減少
し、OPC減少の時期に合わせて Cystatin C (Cys C)を過剰に産生された。免疫細胞染色法にお
いて Cys Cを産生するオリゴデンドロサイトは成熟した細胞(CNPase)であり、成熟オリゴデン
ドロサイトの割合は OPCとは逆に増加していた。 
本研究では、OPC の増加が神経細胞の Syn 蓄積に与える影響を検討した。神経変性疾患の一
つである多系統萎縮症(MSA)の病態モデルマウスを使って、発病機構とその発病に関わるタンパ
ク質の蓄積を抑制する方法を検討した。MSAでは中枢神経系の病理解剖所見から、中枢神経病
変部では、オリゴデンドロサイトに蓄積する Syn タンパク質が起点となり、周辺の神経細胞に
も Syn の蓄積により影響を与えて、神経変性を誘導することが明らかになった。Syn の蓄積で
は、他の神経疾患においても同タンパク質は細胞間を伝搬するとする仮説が知られている。しか
し、MSAの臨床経過として、緩徐に進行する神経変性の病態は、他の神経疾患、例えば、プリ
オンタンパク質の伝播の病態と異なることが推定される。故に、MSAにおける神経変性の過程
では Synの直接の伝播ではなく、シグナル分子などを介する 間接的な伝播による発病を示唆し
ていると考えた。近年我々は、オリゴデンドロサイトから発するシグナル誘導タンパク質の候補
としてシスタチン C を、マウス 脳初代培養細胞から見出した。実際に、Neuro2A 培養細胞に
ついてシスタチン C を暴露された細胞では、Syn が蓄積することを確認した。さらに、モデル
マウス脳組織から確立した初代培養細胞系を使って、このシグナルを放出するオリゴデンドロ
サイトでは、シグナル分子はその分化の過程では異なる事を示した。つまり、オリゴデンドロサ
イトの分化において OPC(オリゴデンドロサイト前駆細胞)などの未分化、幼弱な細胞は成熟し
たオリゴデンドロサイトとは異なるシグナルを放出することが予測された。今後、オリゴデンド
ロサイトの分化とシスタチン C、Synにおける相互の関係を明らかにし、Syn蓄積を抑制する方
法の検討を進める。 
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