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研究成果の概要（和文）：嗅球へのフィブリル接種では、野生型マウスでは、嗅覚伝導路と辺縁系を中心に粗な
神経細胞内α-Syn凝集病変が観察されたのみであった。一方、α-Syn BAC Tgマウスでは、同様の分布でα-Syn
凝集病変の劇的な伝播が観察され、パーキンソン病の非運動症状である嗅覚障害、不安様行動、記憶保持の障害
を認め、本伝播経路でこれらの症状が惹起されると考えた（投稿準備中）。また、野生型マウス胃壁にフィブリ
ルを接種した際に、迷走神経を介して脳幹迷走神経背側核にα-Syn凝集病変が形成されることを論文として発表
した(Uemura N et al., Mol Neurodegener 2018)。

研究成果の概要（英文）：The WT mice injected with α-Syn PFFs into the olfactory bulb (OB) showed 
sparse α-Syn pathology along the olfactory tract and in the hippocampus. Meanwhile, α-Syn BAC Tg 
mice injected with α-Syn PFFs into the OB displayed similar distribution of α-Syn pathology but 
drastic pathology. These mice manifested smell loss, anxiety in new environments, deficit of memory 
retention at 7-8 months post-injection, which are seen as non-motor symptoms of patients with 
Parkinson’s disease (article in preparation). The WT mice injected with α-Syn PFFs into the 
stomach developed α-Syn aggregates in the dorsal motor nucleus of vagus nerve (dmX), a finding that
 was completely abolished when vagotomy was performed prior to inoculation of α-Syn PFFs. This 
suggests that the aggregates in the dmX were retrogradely induced via the vagal nerve (Uemura N et 
al., Mol Neurodegener 2018).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病（PD）のドパミン欠乏に基づく運動障害を主徴とする神経変性疾患で、病理学的特徴は神経細胞
内αシヌクレイン凝集病変と黒質緻密部ドパミン神経細胞脱落である。しかし、αシヌクレイン凝集病変は脳内
に広く観察され、また運動障害以外にも多様な非運動症状を呈する。これまで、多数の剖検解析から、αシヌク
レイン凝集病変は嗅球と消化管神経叢から起こるとされるという仮説が提唱されていたが、これら最初期病変に
由来する病理学的進展と症状発現については不明であった。本研究は、マウスの嗅球と消化管神経叢にαシヌク
レインフィブリルを接種して解析することにより、PDの病態進行について新たな知見をもたらした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（PD）は運動機能障害を主徴とする進行性の神経変性疾患であり、病理学的
にはαシヌクレイン（α-Syn）の凝集体であるレビー小体形成を伴う黒質緻密部ドパミン神経
細胞死を特徴とする。ドパミン補充療法にて一時的に症状が改善するが、長期的には緩徐に症
状が増悪する。加齢によって PD発症率は増加し、60歳以上の 1%程度が PDを発症するとさ
れている。現在、我が国の患者数は 15 万人以上で、超高齢化社会を迎えるにあたり更なる患
者数増加が予想され、予防法の確立と新規治療法開発が求められている。 
従来、PDの病理学的特徴は、α-Syn凝集病変を伴う黒質緻密部ドパミン神経細胞死とされ
てきたが、多数例の剖検解析より、Lewy 病理が嗅球または延髄迷走神経背側核から一定のパ
ターンに従って広がる可能性が報告された(Braak H et al., Neurobiol Aging 2003)。また、初
期から消化管神経叢にもLewy病理が認められるため、Lewy病理が消化管神経叢から出現し、
その後に迷走神経背側核に伝播する可能性が示唆された(Braak H et al., Neurosci Lett 2006)
（Braak仮説）。この病理解析結果は、ドパミン欠乏に基づく運動症状のみならず、PDの様々
な非運動症状（嗅覚低下、不安、うつ、認知機能低下、REM 睡眠行動異常症、便秘、疼痛な
ど）の発現と対応して理解され、PD の病態に対する理解は大きく変わった。しかし、剖検解
析から推測されるこの病態は実験的に検証されていない。 
申請者らは最近、人工細菌染色体(BAC)に広範なヒトα-Syn 遺伝子調節領域を導入したα

-Syn BACトランスジェニック(Tg)マウスを作出した。同 Tgマウスの外因性α-Synは生理的
な発現パターンを維持して発現しており、α-Syn 遺伝子の重複により起こる稀な家族性
PD(PARK4)を再現するモデルであり、PDの起始から進行を再現することが期待された。しか
し、同 Tgマウスは脳内α-Synが約 1.5–2倍に増加していたものの、18ヵ月齢までの観察で脳
内に PD特有の病理学的な変化を示さなかった(Taguchi T et al., in revision)。 
 
２．研究の目的 
近年、in vitroで作製したα-Synを重合・線維化（フィブリル化）して実験動物の脳に接種
することにより、α-Syn凝集病変が脳内に形成され、これが経時的に神経回路に沿って伝播す
ることが報告された(Luk KC et al., Science 2012; Masuda-Suzukake et al., Brain 2013)。こ
の現象は、α-Synの prion様伝播とも呼ばれ、PDの病態進行を説明できる可能性があり、広
く注目されている。しかし、野生型マウスにおける Lewy病理の伝播の程度は限定的である。
これまでの研究で、α-Syn KO マウス脳内にα-Syn フィブリルを接種しても伝播が起こらな
いことが報告されているが、申請者らはこの逆、すなわちα-Synを過剰発現させたマウスでは、
伝播が促進される可能性を考えた。さらに、申請者らのα-Syn BAC Tgマウスでは、外因性α
-Synは生理的な脳内発現パターンを維持しているため、Lewy病理の伝播パターンも同じく維
持されることが期待できる。 
本研究では、α-Syn BAC Tgマウスにα-Synフィブリル接種の技術を適用し、PDの最初期
病変とされる嗅球と消化管への接種により、PD の起始から病態の進行を再現し、病理学的な
病態進行と、運動・非運動症状発現の解明に有用なモデルを確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
既報告(Masuda-Suzukake et al., Brain 2013)に従い、大腸菌によるマウスα-Synの発現と
精製、精製α-Synを 1000 rpm, 37℃にて 10日間振盪培養することにより、α-Synフィブリ
ルを作製した。α-Synフィブリル化は、SDS-PAGE、WB、Thioflavin T assay、透過型電子
顕微鏡によって確認した（図１a–c）。 
 
① 嗅球へのα-Synフィブリル接種によるマウスモデルの作製 
 2 ヵ月齢のオスの野生型マウスの両側嗅球に脳定位的にα-Syn フィブリルまたは PBS の接
種を行い、1、3、7、12、18ヵ月後に病理学的解析を行い、α-Syn病理の分布を解析した。ま
た、7ヵ月後に Smell test、7、18ヵ月後に網羅的な行動解析(Wire Hang、Rotarod test、Light 
and Dark Test、Elevated Plus Maze、Open Field Test、Tail Suspension Test、Forced swim 
test、Y-Maze Test、Barnes Maze Test、Fear 
Conditioning Test、Hotplate Test)を行った。
また同様に、2ヵ月齢のα-Syn BAC Tgマウ
スの両側嗅球にα-Syn フィブリルの接種を
行い、1、2、4、6、10 ヵ月後に病理学的解
析を行い、2ヵ月後に Smell testを、7ヵ月
後に網羅的な行動解析を行った。 
 
② 消化管へのα-Syn フィブリル接種によ
るマウスモデルの作製 

 2 ヵ月齢のオスの野生型マウスの腹壁を切
開し、胃を露出させ、37G 針にてα-Syn フ
ィブリルまたは PBSを接種し、45日、4、8、
12 ヵ月後に病理学的解析を行い、α-Syn 病



理の分布を解析した。α-Syn BAC Tgマウス
も同様にα-Syn フィブリルの接種と病理学
的解析を行った。 
 
４．研究成果 
① 嗅球へのα-Syn フィブリル接種による
マウスモデルの解析 
まず、α-Synフィブリルがマウス嗅球に適
切に接種できているかを確認した。α-Synフ
ィブリルを嗅球に接種した 3時間後にマウス
を還流固定し、脳を矢状断にて薄切し、α
-Syn 免疫染色を行ったところ、α-Syn フィ
ブリルが嗅球に接種できていることが確認
できた（図 1d）。次に、野生型マウスについ
て解析を行った。α-Synフィブリル接種後 1
ヵ月では凝集α-Syn のマーカーであるリン
酸化α-Syn(p-α-Syn)陽性凝集体が嗅覚伝導
路と海馬 CA1 に認められた。接種後 3 ヵ月
には、分布はほぼ変わらないもののリン酸化
α-Syn 陽性凝集体の増加を認めた（図２）。
接種後 7ヵ月以降は、リン酸化α-Syn陽性凝
集体の増加は認めず、むしろ AON ではリン
酸化α-Syn陽性凝集体の減少を認めた。これ
はα-Syn 凝集体形成に伴う神経細胞死を反
映しているものと考えた(Osterberg VR et 
al., Cell Rep 2015)。接種後 12ヵ月では、新
規脳部位リン酸化α-Syn 陽性凝集体の出現
を認めたが、いずれの脳部位においても病変
は粗であった。PBS接種群ではいずれのタイ
ムポイントでもリン酸化α-Syn 陽性凝集体
の形成は認めなかった。接種後 7 ヵ月に
Smell testを行ったところ、α-Synフィブリ
ル接種群において、PBS接種群と比較してマ
ウスが好む匂いであるメスの尿や、ピーナツ
バターの匂いの識別が有意に低下している
ことが確認された。しかし、他の行動解析で
は、接種後 7 ヵ月と 18 ヵ月後において、α
-Synフィブリル接種群と PBS接種群でいず
れも有意差を認めなかった。 
一方、α-Syn BAC Tgマウスでは、接種 1
ヵ月後では野生型マウスとほぼ同様のリン
酸化α-Syn陽性凝集体形成を認めたが、経過
とともにリン酸化α-Syn 陽性凝集体は嗅覚伝導路と辺縁系を中心に劇的な増加を認めた（図
３）。海馬では特に CA1と歯状回にリン酸化α-Syn陽性凝集体形成を多数認め、接種後 6ヵ月
において腹側海馬の、接種後 10 ヵ月において背側海馬の神経細胞の高度の脱落を認めた（図
４）。また、それに伴って高度のアストロサイトとミクログリアの増生を認めた。海馬以外には、
側坐核や乳頭体、視床下部に多数のリン酸化α-Syn 陽性凝集体の形成を認めた。一方で、PD
の運動機能に関わる黒質緻密部ドパミン神経細胞や、認知機能低下に関わるとされるマイネル
ト基底核のコリン作動性神経細胞への伝播はほとんど認めなかった。PBS接種群ではいずれの
いずれのタイムポイントでもリン酸化α
-Syn陽性凝集体の形成は認めなかった。接種
後 2 ヵ月に Smell test を行ったところ、α
-Syn フィブリル接種群において、PBS 接種
群と比較して匂いの識別が有意に低下して
いることが確認された（図５）。接種後 7 ヵ
月に網羅的な行動解析を行ったところ、
Light and dark testにおいて、α-Synフィ
ブリル接種群で明箱に入るまでの時間が延
長していた。また、Open field testにおいて、
解析装置に入れた直後 10 分間の移動距離が
有意に低下していた（図５）。これらの結果
は、いずれもα-Synフィブリル接種群の新規
環境下における不安の亢進を反映している



と考えた。また、Fear conditioning testにお
いて、電気刺激直前に音を聞かせることで条
件付けを行い、音のみを聞かせたところ、
PBS 接種群では音を聞かせた直後に
Freezing time が有意に延長するのに対し、
α-Syn フィブリル接種群においては延長せ
ず、恐怖記憶の保持が障害されていることが
示唆された（図６）。以上の結果は、α-Syn 
BAC Tgマウスにおいて嗅球を起点としたα
-Syn 凝集病変の伝播が嗅覚伝導路と辺縁系
を中心に起こり、行動異常として PDの非運
動症状である嗅覚低下、不安の亢進、認知機
能低下が起こることが示唆された（論文投稿
準備中）。 
 
② 消化管へのα-Syn フィブリル接種によ
るマウスモデルの解析 
まず、α-Synフィブリルがマウス胃壁に適
切に接種できているかを確認した。α-Synフ
ィブリルを胃壁に接種した 45 日後にマウス
を還流固定し、胃を薄切してα-Syn免疫染色
を行ったところ、α-Synフィブリルが胃壁の
筋層や粘膜下層へのα-Syn の沈着が確認さ
れ、適切に接種できていることが確認できた
（図７）。接種後 45日に野生型マウスの解析
を行ったところ、迷走神経背側核に一致して
リン酸化α-Syn 陽性凝集体の形成を認めた
（図８）。PBS を接種したマウスでは、リン
酸化α-Syn 陽性凝集体の形成は認めなかっ
た。解剖学的に、胃壁に接種したα-Synフィ
ブリルが迷走神経背側核に逆行性にリン酸
化α-Syn 陽性凝集体の形成を引き起こした
と考えたが、これを確認するため、迷走神経
切断術を行った直後に胃壁にα-Syn フィブ
リルを接種した。迷走神経切断術を行うと、
経時的に迷走神経背側核の神経細胞が脱落
するため、接種後 45日に加えて 23日にも病
理学的解析を行った（図９）。迷走神経切断
後に経時的な神経細胞が脱落が認められた
ものの、切断側の迷走神経背側核にはいずれ
のタイムポイントでもリン酸化α-Syn 陽性
凝集体の形成を認めなかった。この結果は、
胃壁に接種したα-Syn フィブリルが迷走神
経背側核に逆行性にリン酸化α-Syn 陽性凝
集体の形成を引き起こすことを示すと考え
た。最後に、α-Synフィブリル接種後 12ヵ
月まで経時的にリン酸化α-Syn 凝集病変の
形成を解析した。意外なことに、リン酸化α
-Syn陽性凝集体は経時的に減少し、迷走神経
背側核以外への脳部位におけるリン酸化α
-Syn 凝集病変は認めなかった（図 10）。α
-Syn BAC Tgマウスの胃壁にもα-Synフィ
ブリルを接種し、経時的な病理学的解析を行
ったが、野生型マウスと比較して、迷走神経
背側核のリン酸化α-Syn 陽性凝集体の数は
多く認めたが、これは経時的に減少し、脳他
部位への伝播も認めなかった。以上の結果は、
脳幹から他脳部位へ伝播するためには、何ら
かの遺伝要因や環境要因が必要であると考
えられた。本研究結果は国際学術誌に報告し
た (Uemura N et al., Mol Neurodegener 
2018)。 
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