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研究成果の概要（和文）： 

野生型αシヌクレインと 129 番のセリン（S129）をアラニンで置換し同部位のリン酸化をブ

ロックした変異（S129A）体を培養細胞（SH-SY5Y）に導入し過剰発現させる細胞モデルを作成

しロテノンを低濃度長期間曝露後、αシヌクレイン凝集体形成や細胞死との関連を検討した。

その結果、ミトコンドリアの膜電位障害に先行して著明な小胞体ストレスの誘導が認められる

ことが明らかとなり、αシヌクレインを介した細胞死には 129S のリン酸化が必要であることが

示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 In wild-type α-synuclein cells treated with rotenone, induction of unfolded protein 
response (UPR) markers were evident several hours before the induction of mitochondrial 
disruption and caspase-3 activation. On the other hand, the S129A mutant failed to 
activate UPRs. It seems plausible that α-synuclein toxicity is dependent on the 
phosphorylation at S129 that induces the UPRs. 
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病・レビー小体型痴呆や多系
統萎縮症などのシヌクレイノパチーは、αシ

ヌクレインを主たる構成成分とする細胞内
封入体の形成を病理学的特徴とするが、一方
で、特に黒質や自律神経系などカテコラミン
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細胞の障害が目立つと言う共通点がある。通
常特定の高次構造を持たないαシヌクレイ
ンが、酸化的ストレスなどの存在下に
conformation 変化を生じ、複数分子からなる
protofibril と呼ばれるオリゴマーを形成、
この protofibrilオリゴマーが特に高い細胞
毒性を示し、神経細胞変性の中核を担ってい
る可能性が当時次第に示されて来ていた。更
に、ドーパミン酸化物であるドーパミン・キ
ノン誘導体がαシヌクレインに結合し、その
protofibril 生成を促進することが示され、
カテコラミン代謝とシヌクレイノパチーの
接点が分子レベルで明らかにされつつあっ
た。しかしこれらの病的代謝過程の詳細は明
らかでなかった。 
 我々は本研究課題以前の研究成果により、
αシヌクレインを過剰発現する細胞モデル、
及び同細胞にカテコール・キノン誘導体をテ
トラサイクリンにより発現誘導できる細胞
モデルを作成、αシヌクレインの病的代謝過
程とドーパミン酸化物、特にカテコール・キ
ノン体の細胞毒性を解析してきた。そしてそ
れまでの研究成果から、特にミトコンドリア
の機能障害が一連のプロセスで keyとなって
いることを明らかとしていた。 
 
 
２．研究の目的 
パーキンソン病や多系統萎縮症などのシ

ヌクレイノパチーにおける神経変性のメカ
ニズムを細胞レベルで解析する。またその細
胞治療法についての検討を進める。具体的に
は、本課題の期間内にシヌクレイン・オリゴ
マー形成と細胞膜、細胞内小器官膜の傷害機
序とその後の細胞死へ至るプロセスの解明
を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
シヌクレイノパチーの細胞モデルとして、α
シヌクレイン過剰発現細胞の他、カテコラミ
ン発現をコントロールできる細胞を作成し、
分子生物学的手技を用いて細胞死のメカニ
ズムを解析する。具体的には以下の様な実験
計画を立てた。 
 
(1) チロシナーゼまたはチロシン水酸化酵

素の発現誘導下の蛋白代謝を検討する。
生成・分解過程の変化、ニトロチロシン
化の様な酸化修飾などの異常修飾の有
無、コンフォメーション変化の有無を検
討する。更にカテコラミン酸化物による
化学修飾の有無を検討する。これらの検
討のため、免疫電気泳動や免疫沈降など
旧来の技術のほか、近年進展が著しいプ
ロテオミクスの技術も応用し、病態の
key molecule のスクリーニングを行う。

こうした解析を通じて、ドーパミン酸化
物を介した apoptosis のプロセスで key
となる蛋白分子を同定する。 

(2) 樹立したチロシン水酸化酵素、またはチ
ロシナーゼ発現調節細胞に、さらにαシ
ヌクレインの過剰発現（遺伝子導入）あ
るいは発現抑制（アンチセンス遺伝子導
入またはアンチセンスオリゴの添加）す
ることにより、cell viability の変化を
みる。 

(3) αシヌクレインの病的修飾過程を詳細
に分析する。導入するαシヌクレインに
ついては A30P、E46K、A53T などの家族
性パーキンソニズムに関連した変異体
の他、病的リン酸化に関連することが知
られている 129 番のセリン変異体 S129A
も用意し、リン酸化の影響も調べる。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) パーキンソン病の神経変性メカニズム

を解明する目的で、チロシナーゼを過剰
発現させ細胞内にカテコラミン酸化物
質を過剰似産生させることにより、細胞
死を誘導する独自の培養細胞系を用い
て以下の結果を得た。 
① チロシナーゼ過剰発現により、ミト

コンドリアを介したアポトーシス
が誘導される培養細胞モデルを確
立した。 

② 上記細胞死の過程において、ガング
リオシドGD3の形質膜から細胞質内
（一部ミトコンドリア）への局在変
化がみられた。 

③ チロシナーゼ発現誘導後、初期より
GD3 合成酵素（ST8）の発現増加と分
解酵素（NEU4L）の発現低下が確認
された。本細胞モデルでは、細胞死
に先立ってミトコンドリア内GD3の
増加が生じていることが示唆され
た。 

④ NEU4L はヒト中脳で高発現している
ことが確認された。GD3 およびその
合成・分解酵素は、ミトコンドリア
を介した黒質神経細胞変性に関与
している可能性がある。 

 
以上の結果は、黒質神経細胞の変性脱落にミ
トコンドリアの機能障害が関与している可
能性が高いことを改めて示唆するとともに、
特に黒質神経細胞に強く発現する新規のシ
アリダーゼである NEU4Lは黒質細胞の機能維
持に深く関わっていることを強く示唆する。 
 
(2) パーキンソン病の神経変性メカニズム

を解明する目的で、野生型αシヌクレイ



ンと 129 番のセリン（S129）をアラニン
で置換し同部位のリン酸化をブロック
した変異（S129A）体を培養細胞
（SH-SY5Y）に導入し過剰発現させる細
胞モデルを作成した。さらにこの細胞に
ロテノンを低濃度長期間曝露し、αシヌ
クレイン凝集体形成や細胞死との関連
を検討し以下の結果を得た。 
① ロテノン曝露下、野生型αシヌクレ

イン過剰発現細胞ではS129A変異型
に比し高い凝集体形成を認めた。 

② 野生型αシヌクレイン過剰発現細
胞では S129A に比し高い caspase-3
陽性率が認められた。 

③ 野生型αシヌクレイン過剰発現細
胞においては著明な小胞体ストレ
スの誘導が認められたが、これはミ
トコンドリアの膜電位障害に先行
していた。 

 
以上から、αシヌクレインを介した細胞死に
は 129S のリン酸化が必要であり、また細胞
死の経路として小胞体ストレスが重要な役
割を果たしていることが強く示唆された。 
 
(3) ゲノムワイド関連遺伝子研究により、パ

ーキンソン病に於けるリスク遺伝子と
してαシヌクレイン遺伝子における変
異を検出した。またパーキンソン病にお
ける脳代謝異常について検討し、シヌク
レイノパチーとしてのパーキンソン病
の臨床像について、その病態基盤の一端
を解明した。 
① パーキンソン病に関連したリスク

遺伝子としてαシヌクレイン、
LRRK2、その他の複数の遺伝子座を
検出した。 

② αシヌクレインの細胞毒性と家族
性パーキンソン病の原因遺伝子で
ある LRRK2 の相互作用を検討し、両
者の共在下にミトコンドリア毒性
が増強される事、その際にαシヌク
レインのリン酸化が関連している
ことを示唆する結果を得た。 

③ 軽度の認知症を伴うパーキンソン
病患者に於いて、脳代謝異常の分布
を検討し、側頭・頭頂・後頭葉の隣
接域、頭頂葉内側域、側頭葉下方域
等の代謝低下を認めた。 

④ パーキンソン病における性格変化、
特に欺瞞行動をし難いと云う特徴
について脳代謝異常の面から検討
を加え、その基盤として前頭前野に
おける糖代謝の低下と有意に相関
していることを示した。 

⑤ パーキンソン病の嗅覚低下が広範
な認知機能の低下と関連している

ことを解明し、それがαシヌクレイ
ン病理の脳内での拡がりと関連す
ることを示唆する結果を得た。 
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