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研究成果の概要（和文）：α-シヌクレインの分解活性を有するニューロシンの酵素学的特性お

よび活性に影響を与える因子を培養細胞を用いて検討した。ニューロシンは細胞内では主とし

て小胞体に局在し、培養上清中に分泌された。細胞外に分泌されたニューロシンには、セリン

プロテアーゼ活性が認められ、α-シヌクレイン分解活性を有していた。一方で細胞内に存在す

るニューロシンには酵素活性は認められなかった。ニューロシンは主として細部外プロテアー

ゼとしてα-シヌクレインの分解に関与している可能性が高いと考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated proteolytic activity and control factors of human 
neurosin using cultured cells. Heterologous expression of pre-pro-neurosin was localized 
to the endoplasmic reticulum and secreted. Extracellular neurosin had protease activity 
and can degrade α-synuclein. Meanwhile, intracellular neurosin did not have α-synuclein 
-degrading activity. These findings suggest that neurosin is involved in degradation of 
α-synuclein as an extracellular protease. 
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１．研究開始当初の背景 
 (1)近年の生化学的及び分子遺伝学的研究
によって、α-シヌクレインがパーキンソン
病の発症機序において重要な分子であるこ
とが示されている。(2)また、α-シヌクレイ
ン遺伝子の重複変異を有する家系の検討で
は、正常のα-シヌクレインでも過剰に発現
するとパーキンソン病の原因になり、    
α-シヌクレインの発現量が臨床的な重症度
を決定することが報告されている。(3)一方
で、パーキンソン病患者の大部分を占める孤
発性パーキンソン病患者ではα-シヌクレイ
ンの過剰産生は報告されておらず、その発症

にはα-シヌクレインの産生と分解の不均衡
状態が関与していると考えられる。(4)我々
はα-シヌクレインの分解過程とパーキンソ
ン病の発症との関連に注目し、従来からα-
シヌクレインの分解活性を有するセリンプ
ロテアーゼであるニューロシンの役割を試
験管内の実験で検討してきた。その結果、ニ
ューロシンは、試験管内で合成α-シヌクレ
イン蛋白とインキュベーションすると、α-
シヌクレインの重合中心である NACドメイン
を切断することを明らかにした。  
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 (1)ニューロシンの細胞内局在および細胞
内での動態をヒト・ニューロシンを発現させ
た培養細胞系を用いて検討した。 
 (2)当初はニューロシンは細胞内で機能す
ると考えていたが、(1)の研究の過程でニュ
ーロシンが主として細胞外に分泌されるこ
とが明らかになったため、細胞内に存在する
ニューロシンおよび細胞外に分泌されたニ
ューロシンのセリンプロテアーゼ活性を検
討した。 
 (3)細胞内および細胞外のどちらのニュー
ロシンがα-シヌクレイン分解活性を有する
のかを検討した。 
 
３．研究の方法 
 (1)培養細胞系におけるニューロシンの細
胞内局在および細胞内での動態の検討。
Pre-pro-ニューロシンおよび pre-pro-ニュ
ーロシンと EGFP の融合蛋白質発現ベクター、
さらにα-シヌクレイン発現ベクターを構築
した。これらの発現ベクターを HEK293T 細胞
にトランスフェクトして、ニューロシンおよ
びニューロシン-EGFP 発現細胞の細胞抽出液
および 12 時間後、24 時間後の無血清培養上
清を抗ニューロシン抗体(MAB2008)によるウ
エスタンブロッティングで検討した。ニュー
ロシン-EGFP 融合蛋白質を発現させた
HEK293T 細胞では、ニューロシンの細胞内局
在部位を蛍光顕微鏡で観察して解析した。 
 (2)ニューロシン発現細胞の培養上清のセ
リンプロテアーゼ活性の定量。培養上清を蛍
光試薬を付加したセリンプロテアーゼの基
質ペプチド(Boc-Gln-Ala-Arg-MCA、ペプチド
研究所)と反応させ、酵素反応によって遊離
した 7-アミノ-4-メチルクマリン(AMC)を蛍
光分光光度計を用いて励起波長 380nm、蛍光
波長 440nm で測定した。 
 (3)培養上清中のニューロシンによるα-
シヌクレイン分解過程の検討。合成α-シヌ
クレインを上清中に添加し、ウエスタンブロ
ッティングによって検証した。抗α-シヌク
レイン抗体は抗α/βシヌクレイン・ポリク
ローナル抗体 N-19(サンタクルーズ社)を用
いた。 
 (4)細胞内ニューロシンのセリンプロテア
ーゼ活性はゼラチン・ザイモグラフィーによ
って評価した。 
 (5)細胞内ニューロシンによるα-シヌク
レイン分解活性の検討。pre-pro-ニューロシ
ンとα-シヌクレインを HEK293T 細胞に共発
現させて、α-シヌクレインの分解断片の有
無をウエスタンブロッティングによって検
討した。 
 
４．研究成果 
 (1)培養細胞系におけるニューロシンの細
胞内局在および細胞内での動態の検討。 

①ニューロシンおよびニューロシン-EGFP 発
現細胞におけるニューロシンの細胞内局在
を蛍光顕微鏡によって観察したところ(図 1)、
ニューロシンは ER マーカーと局在が一致し
ていたが、ミトコンドリアマーカーとは一致
せず、ライソソームマーカーとは一部で局在
性の一致が認められた。 

②これらの細胞の細胞抽出液および無血清
培養上清のウエスタンブロッティング(図 2)
では、細胞抽出液中にはニューロシンの全長
に相当するバンド(図 2,矢印)が検出され、さ

 
図 1. Hela 細胞に発現させたニューロシン
(a-i)およびニューロシン-EGFP(j-l)。ニュ
ーロシン抗体(a-c)、小胞体マーカー(d,j)、ミ
トコンドリアマーカー(e,k)、ライソゾームマ
ーカー(f,l)で細胞を染色。g-lはそれぞれのオ
ルガネラマーカーと抗ニューロシン抗体染
色像の重ね合わせ。 

 
図 2. ニューロシン(hNS)を発現させた
HEK293T 細胞の細胞抽出液(cell extract)
および培養上清(medium)のウエスタンブロ
ッティング 



らにニューロシンが糖鎖修飾を受けたもの
と推測されるやや分子量の大きいバンドが
検出された(図 2,四角枠)。培養上清中では後
者のバンドのみが検出された(図 2,四角枠)。
細胞内にはニューロシンの分解産物と推測
される抗ニューロシン抗体陽性の断片ペプ
チドが検出された(図 2，アスタリスク)。以
上の結果より、ニューロシンは細胞内では主
として小胞体に局在し、細胞外に分泌される
ことが確認された。 
 (2)ニューロシン発現細胞の培養上清のセ
リンプロテアーゼ活性の定量。ニューロシン
をトランスフェクトした細胞の培養上清中
にはセリンプロテアーゼ活性が検出された。
一方、ニューロシン-EGFP をトランスフェク
トした細胞では培養上清中にプロテアーゼ
活性が検出できなかった。 
 (3)培養上清中のニューロシンによるα-
シヌクレイン分解過程の検討。ニューロシン
発現細胞の培養上清中に添加した合成α-シ
ヌクレインは経時的に減少した(図 3)。すな
わち、細胞外に分泌されたニューロシンはα
-シヌクレイン分解活性を有していることが
確認された。 

 (4)細胞内ニューロシンのセリンプロテア
ーゼ活性。ゼラチン・ザイモグラフィーによ
って検討した結果では、培養上清中のニュー
ロシンに相当するバンドではゼラチンに対
する分解が認められるのに対し、細胞抽出液
中のニューロシンにはゼラチンに対する分
解反応は認められなかった(図 4)。 
 (5)細胞内ニューロシンによるα-シヌク
レイン分解活性の検討。ニューロシンとα-
シヌクレインを共発現させた HEK293T 細胞の
ウエスタンブロッティングによる検討(図 5)
においても、細胞抽出液中にα-シヌクレイ
ンの分解産物は検出できなかった。以上から

細胞内のニューロシンはα-シヌクレイン分
解活性も有していないと考えられた。 
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図 3.ニューロシン発現細胞(hNeurosin)の
培養上清に添加したα-シヌクレインの経
時的変化。ニューロシン発現細胞の培養上
清では合成α-シヌクレインのバンドは経
時的に減少した。 

 
図 4. ニューロシン発現細胞の細胞抽出液お
よび培養上清のゼラチン・ザイモグラフィ
ー。 

 
図5.α-シヌクレインとニューロシンの共
発現細胞の細胞抽出液のウェスタンブロ
ッティング。 
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