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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病は原因不明の難病であるが、脳内でαーシヌクレイン蛋白が異常に凝
集し蓄積することが神経障害の原因として注目されている。本研究ではマウスの髄液中のα-シヌクレイン凝集
体の蓄積量の評価と細胞モデルによる治療薬の探索を行った。マウスから回収した髄液ではパーキンソン病モデ
ルマウスでは通常型マウスよりもαーシヌクレイン凝集体量が多いことが確認できた。細胞モデルでは蛍光観察
によりαーシヌクレイン凝集過程をリアルタイムに観察し、特定の薬剤がαーシヌクレイン凝集抑制効果を示す
ことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Parkinson's disease is an intractable disease of unknown cause, but the 
abnormal aggregation and accumulation of α-synuclein protein in the brain has attracted attention 
as a cause. In this study, we evaluated the accumulation of α-synuclein aggregates in the 
cerebrospinal fluid of mice and explored therapeutic agents using cellular models. In cerebrospinal 
fluid collected from mice, we confirmed that the amount of α-synuclein aggregates was higher in 
Parkinson's disease model mice than in normal-type mice. In the cellular model, we observed the 
process of α-synuclein aggregation in real time by fluorescence observation and confirmed that 
certain drugs showed inhibitory effects on α-synuclein aggregation.

研究分野： パーキンソン病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はパーキンソン病の診断のための髄液検査法の改良に繋がるものである。現在はパーキンソン病は臨床医
による総合的な評価により診断されるが、精度は80－90％程度であり、診断可能となる時期は当然症状の発症後
である。本研究でも探索したαーシヌクレイン凝集抑制はパーキンソン病の根本的治療法として有望であるが、
この治療は早期に行う必要があり、髄液診断などの発症前診断が必要である。本研究の成果はこれらパーキンソ
ン病の早期診断法・治療法の開発・改良に有用である。

※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 
 
パーキンソン病の病態にα-シヌクレイン(αSyn)の凝集が関与することが示されて以来、α-syn
凝集の抑制が治療開発のターゲットとなってきた。しかし、脳内のαSyn 凝集体の蓄積を評価す
ることはできず、臨床的にパーキンソン病と診断される時期には相当にαSyn 凝集も神経脱落も
進行した状態にある。これではαSyn 凝集抑制治療の効果が最も期待される早期の治療介入が不
可能であり、αSyn 凝集抑制治療にはαSyn 凝集体量の評価方法と治療薬の開発が同時に必要で
ある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究はαSyn 凝集の進行度および抑制治療の効果判定のための髄液αSyn 凝集体増幅法の改良
ならびにαSyn 凝集治療の開発を行うことである。 
これまでのバイオマーカー研究は患者群と健常群の差異を検討するに留まり、真の疾患進行度
＝脳内のαSyn 蓄積の程度と直接的な相関を検討したものはない。本研究では培養細胞および実
験動物モデルを用いて凝集体蓄積の程度との増幅速度の直接の相関を示し、また凝集抑制治療
の効果判定の実証を行うことを目的とした。また細胞モデルを用いてαSyn 凝集を抑制する治療
薬の選定も行った。 
 
３．研究の方法 
(1) PD モデルマウスの髄液中α-syn 凝集体の評価：運動症状および病理学的変化を呈する遺伝

子改変 PDモデルマウス(A53T 変異αSyn 発現マウス) および Wild type マウス(WT マウス)
の髄液中α-syn 凝集体を評価する。 

(2) 細胞モデルを使用した凝集体の定量および治療効果判定：αSyn の凝集体を形成する stable 
cell line を樹立し、培養液と細胞体の凝集体の相関解析、および薬剤の治療効果判定を行
う。 

 
４．研究成果 
 
(1) マウスモデル：大後頭孔からの髄液回収

を実施し、A53T遺伝子変異マウスと野生
型マウスの髄液を横断的に回収し、αー
シヌクレイン凝集体量の評価を行った。
当初は血液のコンタミネーションが問
題となったが、技術の習熟とともにコン
タミネーションは軽減し、RT-QuIC 法に
よる髄液中の凝集体の増幅法により、そ
れぞれの髄液中のαSyn 凝集体の評価を
行った。その結果、変異型αSyn 発現マ
ウスは野生型マウスよりも髄液のαSyn
凝集活性が高い傾向を確認した。 

 
 
(2) 細胞モデル 
①培養液からのαSyn 凝集検出 
脳と脊髄液の関係をモデルとしてαSyn 凝集を誘導した細胞の培養液からのαSyn 凝集の検出を
行った。下図のようにフィブリル処理によりαSyn 凝集を誘導した細胞では有意にαSyn 凝集反



応が促進された。 
②αSyn 過剰発現細胞の確立とαSyn 凝集の促進・抑制因子の探索 
蛍光標識したαSyn 過剰発現細胞を樹立しαSyn 凝集過程の観察を行った。外来の凝集体が内在
の凝集を誘導する過程を超解像顕微鏡を用いてリアルタイムに可視化し、凝集が開始されやす
い細胞内分画を同定し、凝集の伝播を防ぐ機構も同定した。（未発表データ）この細胞を用いて
αSyn 凝集を抑制・促進する因子の探索を行った。 
またパーキンソン病の発症に関わると考えられる脂質を検証し、特定の脂質による凝集の誘導
を確認した。 
 下図：αSyn 過剰発現細胞への蛍光標識 Lipid-X の直接投与により、細胞内αSyn 凝集が増加 

 下図：Lipid-X 分解酵素阻害薬による処理で細胞内αSyn 凝集が増加 

 
これら技術を用いて薬剤スクリーニングに行い Tannic acid がαーシヌクレイン凝集抑制効果
を示すことを確認した。 
 下図：Tannic acid よる処理で細胞内αSyn 凝集が減少 
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