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研究成果の概要（和文）：PD-1ノックアウトマウス、ヒトα-シヌクレイン（AS） トランスジェニックマウス、
野生型（WT）、グルコセレブロシダーゼ（GBA）遺伝子 L444Pノックインマウスにおいて、脳内におけるASの伝
播や凝集やチロシンハイドロキシラーゼ陽性神経細胞の脱落、行動解析など検討したが、いずれも群間における
有意差は認めなかった。一方、炎症性サイトカインはPD-1ノックアウトマウスやGBA L444Pノックインマウスの
脳内で増加する傾向にあり、PD-1ノックアウトに対してASシードを脳内へインジェクションしたがWTと比較し明
らかな変化はなく、今後GBAノックインマウスでの検討を進める。

研究成果の概要（英文）：In PD-1 knockout mice, human α-synuclein (AS) transgenic mice, wild type 
(WT), and glucocerebrosidase (GBA) gene L444P knock-in mice, there were no significant differences 
in propagation or aggregation of AS in the brain, shedding of tyrosine hydroxylase positive neurons,
 or behavioral analysis.  On the other hand, inflammatory cytokines tended to increase in the brains
 of PD-1 knockout mice and GBA L444P knockin mice. Injection of AS seeds into the brains of PD-1 
knockout mice did not show any significant change compared to WT mice, and further studies will be 
conducted in GBA knock-in mice.

研究分野： 脳神経内科学

キーワード： パーキンソン病　Programmed cell death-1　　制御性T細胞　α-シヌクレイン（AS)　腸脳関連
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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）の原因タンパクとして考えられているα-シヌクレイン(AS)は、全身炎症により凝集が引き
起こされることが想定され、免疫チェックポイント分子であるProgrammed cell death-1(PD-1）阻害により全身
炎症が惹起し、さらにPDのリスク遺伝子であるグルコセレブロシダーゼ(GBA)遺伝子変異を有することで脳内で
の炎症は増加する傾向にありAS凝集が促進する可能性がある。

※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（PD）はドパミン神経細胞のみならず、腸管粘膜や心臓の交感神経節後線維にも

レヴィ小体の主要構成成分であるα-シヌクレインが蓄積することが分かってきた。このことは、

PD は中枢神経系の疾患から全身性疾患として捉える必要があると言える。近年、腸内細菌叢の

病態への関与が指摘されており、進行に腸内細菌叢が免疫学的機序を介して脳へ影響を与えて

いるとする腸・脳連関現象が指摘されている。マウスモデルでの腸内細菌叢の関与を明らかにし

た研究は、緒に就いたばかりであるが、腸内環境が神経炎症に寄与すると考えられている。また、

α-シヌクレインの伝播は、腸から脳へ伝播するとされており、腸から脳への伝播機序の 1 つに

腸内細菌叢や神経炎症の関与が想定されている。これまでの疫学調査からも非ステロイド性抗

炎症薬の服用は PD 発症のリスクを軽減すること、剖検脳では、以前よりマイクログリアの増生

やサイトカインである IL-βや TNF-αの上昇が報告されている。血漿や血清のデータでも IL-6

の上昇、TNF-α、TNF-α-receptor1 の上昇、更には CRP の上昇が進行と相関する報告もある。

これら知見は、PD の進行期のみならず早期から神経炎症及び神経免疫の関与が推定されている。

また、PD のリスク遺伝子としてこれまで HLA 抗原の DRB5*01 及び DRB1*15:01 型 MHC-II が特定

されており、最近では、PD にも自己抗体が測定され、免疫学的機序の関与が指摘されている。

2017 年には、PD 患者の T 細胞はレヴィ小体の主要構成成分であるα-シヌクレイン由来ペプチ

ドを認識することが報告された。以上のことから、“PD における直接的免疫学的機序の関与”を

想定した。 

 

２．研究の目的 

PD の神経病理学的検討において、ミクログリアの増生が観察されるなど、発症に免疫介在性機

序の関与が考察されている。マウスモデルで IL-1β、TNF-α、IL-6 などサイトカインによる長

期的な刺激により、ミクログリアの増生や、チロシンハイドロキシラーゼ（TH）陽性細胞の脱落

がみられると報告され、慢性炎症の状態が病態の一因として考えられている。また、ゴーシェ病

の原因遺伝子であるグルコセレブロシダーゼ遺伝子（GBA）変異のヘテロ接合体は、PD のリスク

遺伝子として知られ、マウスモデルにおいて GBA 遺伝子変異を有することで、PD の原因産物で

あるα-シヌクレインの凝集がより増幅されることが示されている。このモデルでは、蓄積した

グルコシルセラミド（GlcCer）に対する自己抗体の生成から補体活性化が生じ、炎症を惹起する

ことや、GlcCer が、ミンクル受容体に直接結合し、自然免疫系を賦活することが原因であると

指摘されている。これら知見は、PD の進行期のみならず早期から神経炎症が関わるとするもの

である。また、PD のリスク遺伝子としてこれまで HLA 抗原である DRB5*01 及び DRB1*15:01 型

MHC-II が特定されている。最近では、PD 患者の T細胞はレヴィ小体の主要構成成分であるαシ

ヌクレイン由来ペプチドを認識することが報告された。そして PD において腸内細菌叢の影響も

指摘されており、その免疫機序に制御性 T細胞の関与が指摘されており、制御性 T細胞の機能障

害が PD の発症に影響を及ぼす可能性を考案した。免疫チェックポイント阻害剤である抗

programmed cell death-1（PD-1）抗体及び PD-1 ノックアウトマウスに注目して、インターフェ

ロンγ（IFN-γ）を介した制御性 T細胞を抑制することで免疫系の変化が生じることで PDへの

病態への関与を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 



本研究では、PDモデルマウスとして知られている GBA 遺伝子変異マウス及びヒトα-シヌクレイ

ン過剰発現マウスに対して、1）免疫チェックポイント阻害剤 (抗マウス PD-１抗体)の投与と、

2）PD-1 ノックアウトマウスを用い、制御性 T 細胞の抑制から脳内免疫の変化、α-シヌクレイ

ンの蓄積、神経細胞死までに至るメカニズムを生化学的、免疫組織学的に検討した。また、上記

に加えて、3）GBA 遺伝子変異マウス及びα-シヌクレイン過剰発現マウスと PD-１ノックマウス

を掛け合わせ、4）さらに PD-1 ノックアウトマウスと GBA 遺伝子変異との掛け合わせたモデルに

対しα-シヌクレインを脳内へ投与したモデルでの表現系の変化や神経病理学的変化の有無を検

討した。 

 

４．研究成果 

1）野生型マウスに対して、抗 PD-1 抗体を腹腔内に投与した状態で脳内、胃壁内へα-シヌクレ

インシードをインジェクションし、脳内でのα-シヌクレインの凝集・伝播を 6週から 12週で生

化学的・免疫組織学的に検討したが、マウス脳内でのα-シヌクレインの凝集や伝播に有意な変

化を認めなかった。さらに上記モデルに対して腹腔内へリポポリサッカライドやフロイントア

ジュバントを用いて炎症を惹起したモデルでのα-シヌクレイン伝播・凝集の程度を観察したが、

いずれも明らかなα-シヌクレインの凝集や伝播に有意な変化を認めなかった（図 1、2）。 

 

2）PD-1 ノックアウト（KO）マウスとヒト ASトランスジェニック（BAC Tg-SNCA）マウスを交配

し PD-1KO/BAC Tg-SNCA を作成した。野生型（WT）、PD-1KO、BAC Tg-SNCA、PD-1KO/ BAC Tg-SNCA 

の 4群で検討として、40週齢程度までの加齢マウスについて行動解析、脳内におけるα-シヌク

レインの蓄積、チロシンハイドロキシラーゼ陽性（TH）神経細胞の脱落など観察したが、4群い

ずれも群間における有意差は認めなかった（図 3）。また運

動症状の観察するためロータロッドでの運動機能評価も行

ったが、各群で有意差は得られなかった。さらに PD におい

て関連がある炎症性サイトカイン IL-1β、IL-6、TNF-αに

ついて免疫染色では確認できなかった。一方、マウス脳ホモ

ジネートを用いて ELISA での検討を行ったところ、IL-1βが

WT と比較し、PD-1KO では約 1.3 倍、PD-1KO/ BAC Tg-SNCA

では約 2 倍程度に増加する傾向があった。PD-1 を阻害する

ことに加え、AS が存在することで、脳内における炎症が惹

起される可能性が示唆された。 図 3 

図 1 図 2 



 

3）PD-1 と GBA 遺伝子ヘテロ変異（L444P/WT）ノックイン（KI）マウスを掛け合わせ、より炎症

を惹起することが想定されるマウスの

飼育に成功した(図 4)。PD-1 を阻害する

ことで制御性T細胞による免疫寛容が破

綻し、さらに GBA 遺伝子変異によりグル

コシルセラミドの蓄積に伴い補体を介

した免疫異常が生じることで脳内にお

けるα-シヌクレイン凝集促進の可能性

を検討した。まず 2ヶ月齢マウスで、WT、

PD-1KO、PD-1KO/ BAC Tg-SNCA、GBAKI/PD-

1KO/BAC Tg-SNCAにおいて明らかなASの

蓄積や TH の脱落は認めなかったが（図

5）、脳ホモジネートサンプルでサイトカ

イ ン を ELISA で 測 定 し た と こ ろ

GBAKI/PD-1KO/BAC Tg-SNCA において IL-1βの上昇を認めた。 

 

4）WT, PD-1KO マウスに対して

α-シヌクレインシードをマウ

ス脳線条体へインジェクショ

ンし、α-シヌクレイン凝集や

炎症細胞を免疫組織学的に評

価を行った。少なくとも可視範

囲内ではリン酸化 AS の凝集や

免疫介在を示唆する Iba1 や GFAP、MCP-1 などでの際は認めなかった（図 6）。今後は GBAKI/PD-

1KO/BAC Tg-SNCA に対するα-シヌクレインインジェクションモデルでの凝集伝播の抑制メカニ

ズムについて検討をすすめる。そしてサイトカインなど炎症の評価については ELISA による定

量的な評価と、Iba-1 や GFAP、CD68、CD163 など活性型ミクログリアマーカーと併せて免疫組織

学的評価を行う予定となっている。 

図 4 

図 5 
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