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研究成果の概要（和文）：レヴィ小体型認知症の患者においては、αシヌクレイン（αSyn）の凝集体であるレ
ヴィ小体が見つかる。通常 αSyn は無毒な単量体として脳神経細胞内に存在しているが、αSynのオリゴマーお
よび不溶性線維が、神経毒性を示す。従来、aSynの構造解析は、試験管内の試料を対象として研究されてきたの
に対し、本課題では生理条件下の構造解析を視野にいれて、細胞内環境での解析系の構築に取り組んだ。その第
一歩として、In-cell NMRによる解析系の構築を実施した。HeLa細胞に対して、電気穿孔法利用してタンパク質
を導入するシステムを構築し、モデルタンパク質としてユビキチン変異体を導入した。

研究成果の概要（英文）：In the brain of patients with Lewy body dementia, the aggregates of 
alpha-synuclein(aSyn) are often found. aSyn normally exists as non-toxic monomer, but in 
pathological conditions it aggregates into toxic oligomers and/or fibrils. So far, studies of aSyn 
in terms of its structure have been performed in vitro. In this project, we worked on the 
establishment of In-cell NMR system towards studying the structure of the aSyn oligomer in vivo.  We
 established an in-cell NMR system in which target proteins are introduced into HeLa cells by 
electroporation.  

研究分野： 構造生物学

キーワード： 認知症　MRI
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、細胞内におけるaSynの解析システムを構築した。従来の認知症病原タンパク質の構造解析は試験管
内で行われてきたが、これらは生理条件における分子間相互作用やクラウディング効果を反映していない。生理
条件における病原タンパク質の構造情報を得ることで、認知症の発症機序の理解や病原タンパク質を標的とした
新規薬剤の開発の一助となることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）現在アルツハイマー型に次いて主要な認知症であるレヴィ小体型認知症の患者において
は、αシヌクレイン（αSyn）の凝集体であるレヴィ小体が見つかる（Neuron (1995) 14, 467-
75, Nat. Rev. Neurosci. (2013) 14, 38-48）。αSyn は、140 アミノ酸残基からなる蛋白質であ
る。通常 αSyn は無毒な単量体として脳神経細胞内に存在しているが、クリアランス異常等に
より蓄積すると、重合して可溶性のオリゴマーとなり、更に不溶性線維へと変化する。神経培養
細胞を用いた実験より、αSyn のオリゴマーおよび不溶性線維が、神経毒性を示す事が報告され
ている(Sci. Rep. (2015) 5, 9228; Nature Struct. Mol. Biol. (2016) 23, 409)。そのため、αSyn
オリゴマーおよび線維の立体構造の解明は、病態解明や創薬に向けて極めて重要な研究課題で
ある。αSyn の不溶性線維は、平行型βシートの立体構造をもつことが、固体 NMR 解析によ
って解明されている（Nature Struct. Mol. Biol. (2016) 23, 409)。一方、試験管内でαSyn オリ
ゴマーの生成が行われており、それらを解析した結果、不溶性線維と異なり、α へリックス構
造を形成することが、CD と 溶液 NMR を用いた解析に基づいて報告されている (Sci. Rep. 
(2015) 5, 9228)。しかし、生体内において in vitro と同様の様式で重合が生じているかは明ら
かでない。 
 
（２）哺乳培養細胞に単量体 αSyn を導入して NMR を用いて細胞内に存在する同タンパク
質を観測した報告例がある。本実験の結果に基づいて、αSyn は in vitro に比べてコンパクト
な単量体として存在するとの議論がなされている(Nature (2016) 530, 45-50)。この結果より、
αSyn の構造は周囲の生理環境の影響を受けることが示された。生きた個体内に存在する α
Syn の構造は、培養細胞内に置かれた状態とも異なる可能性がある。 
 
（３）研究代表者は、核磁気共鳴（NMR）および小動物用磁気共鳴イメージング（MRI）を用
いた研究に従事している。蛋白質の NMR 研究では、蛋白質由来の 13C シグナルの化学シフト
値を利用した二次構造解析法が汎用されている。そのため、in vivo でも蛋白質の 13C シグナル
を観測して帰属できれば、その二次構造を調べる事が可能となる。その観測手法として、MRI 法
の一つである磁気共鳴スペクトロスコピー（MRS）法が挙げられる。しかし、これまで生体内
においてMRSにより蛋白質由来のシグナルを検出した報告例はない。従来の 1H検出型の MRS 
実験では、蛋白質の信号は、周囲の組織に由来する膨大な数の 1H 信号に埋もれてしまうため、
特定の蛋白質を検出する事は難しい。一方、13C MRS 法は低分子量の代謝産物の検出に利用さ
れているが、MRS により蛋白質由来の NMR シグナルを in vivo で観測した例はない。その理
由として、細胞、個体内における蛋白質に由来する MR 信号の検出感度が低いことが挙げられ
る。 
 
（４）申請者の所属機関である熊本大学が管理する動物用 MRI 装置には、13C 極低温検出器が
備えられている。本プローブを利用すると通常の検出プローブに比べて 13C シグナルの検出感
度が２－３倍向上する。また、近年タンパク質の位置選択的同位体標識技術の進歩により、タン
パク質に含まれる特定の標的炭素のシグナルの検出感度を向上させることも可能となってきた。 
 
２．研究の目的 
我々は 13C 標識 αSyn をマウスの脳に移植・注入し、13C MRS 法により αSyn 由来のシグナ
ルを検出することで、生理条件下における同タンパク質の二次構造情報を得ることを最終目標
としている。しかし、生きた動物個体の脳にαSyn の溶液を直接注入しても神経細胞内に移行せ
ず希釈される可能性があるので、第一段階として、αSyn を哺乳培養細胞に導入し NMR 測定を
行うシステムを構築する。そのための解析基盤として、細胞内に導入したαSyn の磁気共鳴法を
利用した観測を行う。次段階として、その神経細胞を脳に移植して MRS 測定を行う。 
長時間測定に耐えうる培地潅流システムの構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）細胞内へのタンパク質導入法の検討：研究代表者は、タンパク質の細胞内への導入法とし
て、膜孔形成毒素であるストレプトリジンＯを用いた導入（J. Am. Chem. Soc. 131, 10834 (2009)）
および NEPAGENE 社のエレクトロポレーターを用いた電気穿孔法（Nature, 530, 45-50 
(2016)）のシステムを確立している。各導入法について細胞の密度、導入時のタンパク質の濃度
などの最適化を行い、タンパク質の細胞内への導入効率の最適化を図ることとした。本課題では、
子宮頸がん細胞である HeLa 細胞あるいはその亜種で浮遊性細胞である HeLa S3 細胞に対
して導入を試みた。導入効率の評価は、蛍光標識したリゾチームタンパク質を導入してフローサ
イトメトリーによる導入率の評価、および、15N 標識したユビキチン変異体(Ub3A)を導入して、
導入効率を評価した。Ub3A は、天然のユビキチンタンパク質に含まれる 3 残基のかさ高い疎
水性残基をアラニンに置換しており、細胞内に導入した際に細胞内因子との相互作用が抑えら
れることで NMR での検出が可能となるようにデザインされたモデルタンパク質である。Ub3A



を HeLa 細胞に導入後、細胞を破砕して得られた上清の 1次元 SOFAST-HMQC 測定を行うこと
で、そのピーク強度から、HeLa 細胞内に導入された Ub3A の濃度を評価した。神経細胞内の
αSyn の濃度に相当する 10 µM を目標値とした。 
 
（２）In-cell NMR システムの構築: 15N 標識した Ub3A を HeLa 細胞に導入して NMR 
SOFAST-HMQC スペクトルを取得した。測定は、極低温検出プローブ（クライオプローブ）
を備えた 600 MHz NMR マシン（Bruker Biospin）を用いて実施した。測定は 37 度で実
施した。5 時間にわたり測定を行ったのち、上清を回収して細胞内の Ub3A が細胞外に漏
れ出ていないか確認した。 
 
（３）培地潅流システムの構築：神経細胞内におけるαSyn のクリアランスの時間は約 50時間
と報告されている（Nature, 530, 45-50 (2016)）。In-cell NMR 実験では、細胞を～2.0 x 107 
cells/300 µl と高密度の状態で培地に懸濁して測定を行う。そのため、培地内の栄養分が１２
時間程度で枯渇して細胞内の ATP 濃度が減少してくる（Angew. Chem. Int. Ed., 52, 1208 –1211
（2013））。生きた状態を保ちながら NMR により捉えるため、培地を灌流させるバイオリアク
ターシステムを採用する（Angew. Chem. Int. Ed., 52, 1208 –1211（2013））。カルシウムにより
ゲル化するアルギン酸ゲルを用いて細胞を保持しつつ培地を灌流して置き換えることで長時間
にわたり細胞を生きたまま観測可能とする。細胞の寿命として７０時間を目標とする。 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞内へのタンパク質導入法の検討：膜孔形成毒素を用いた導入法と電気穿孔法を利用し
た方法について、蛍光標識リゾチームの導入効率をフローサイトメトリーによる評価を行い比
較した。同じ濃度のリゾチーム溶液を利用すると、導入率は電気穿孔法の方が ２～５倍程度高
い結果となった。いずれの方法においても、リゾチームの濃度を高めることで導入される濃
度を高めることができた。ただし、電気穿孔法の場合、導入率が細胞とタンパク質の混合溶
液の電気伝導度に依存し、電気伝導度が高すぎると死滅する細胞の割合が増えて、逆に電気
伝導度が低いと導入効率が悪い結果となった。続いて、電気穿孔法を用いて 15N 標識した 
Ub3A を導入して導入率を評価した。当初、得られたシグナルの強度は、過去に報告された
同タンパク質の In-cell NMR 観測の結果に比べて１０分の１程度しかなかった。原因とし
て、タンパク質導入操作の過程において、多くの細胞が容器に吸 着あるいは死滅するなど、
全体の細胞数がロスしてしまい、試料管に封入した細胞の数が少なくなってしまうことが
挙げられる。αSyn タンパク質試料の精製度を向上させるとともに、電気パルスを与える
際の電気伝導度の調整を進めた。細胞へのタンパク質導入についてノウハウを持つ研究者
と意見交換をしながら条件検討の見直しを行い、そのため、濃度、電気穿孔法パルスの電圧
値の最適化を進めた。最終的に Ub3A を 50 マイクロモルのオーダーで導入する条件を確
立した。この結果は、先行研究と比較して同程度であり、妥当な値と考えられた。また、神
経細胞内の αSyn の濃度は 20～40 マイクロモル と報告されている（Nature, 530, 45-50 
(2016)）。αSyn についても、同様の操作で生理条件下に近い濃度レベルの細胞内導入状態の
NMR 解析が可能と考えられる。 
 
（２）In-cell NMR 実験：電気穿孔法を用いて 15N 標識した Ub3A を HeLa 細胞に導入
して NMR SOFAST-HMQC スペクトルを 5 時間にわたり取得した。得られたスペクトル
は、試験管内と比べて各シグナルは顕著に広幅化していたが、シグナルの位置は概ね変わら
ず細胞内においても試験管内と同様の 3 次元立体構造が保持されていることが確認できた。
続いて、細胞を回収して上清を測定した結果、細胞が死んで細胞膜が壊れることで細胞外に
漏出した Ub3A が検出限界以下のレベルでしか存在しないことを確認した。回収した細胞
を破砕して得た溶液の SOFAST-HMQC 測定を実施した結果、試験管と似たスペクトルが
得られたが、Ｃ末端のAsp77 の信号が消失して、Gly76のシグナルもシフト変化していた。
これは、細胞内において、ユビキチンヒドラーゼにより、Ｃ末端の Gly76-Asp77 の切断が
起きたためと考えらえる。 
 
（３）培地潅流システムの構築：NMR あるいは MRS による培養細胞内のタンパク質の測定に
おいて克服すべき課題として、細胞の生存状態の維持が挙げられる。細胞は絶えず栄養素を球種
しつつ生きているため、孤立した状態で長時間にわたる測定を続けても、細胞が死滅してしまう。
一方で、ＭＲＳ測定には数時間程度の細胞の生存が必要となる。そのため、細胞をゲルに埋包し
て培地を潅流させるバイオリアクターシステムの構築を試みた。細胞埋包ゲルとして、メビ
オルゲルおよびアルギン酸ゲルの使用が報告されている。メビオルゲルは 25 度以上でゲル
化し低温ではゾル化する特性を持つ。αSyn は高温でＭＲ測定をしても、構造揺らぎのた
め、信号が検出できない。そのため、今回は、アルギン酸ゲルを利用することとした。HeLa



細胞をアルギン酸ゲルに埋包して DMEM 培地を潅流させた。ゲルに埋包せず潅流しない状
態に比べて、ゲルを利用して培地を潅流させた状態では細胞の生存率が 1.5 倍改善する結
果が得られた。細胞を長時間にわたり測定することが可能になることで、NMR に加えて
MRI 装置にセットした細胞に対する MRS 測定も可能となる。細胞内に導入したタンパク
質の MRS 測定は、生きた個体に注入したタンパク質の MRS 測定への重要な中間ステップ
となることが期待される。タンパク質の MRS 検出は、非臨床 MRI の分野において極めて新
規性の高い内容となる。また、構造生物学の観点から見ると、従来の in vitro から in vivo へ
と研究の幅を広げる第一歩となり、大きな意義を持つ。また、in vitro の研究を通じてこれまで
得られてきた構造学的知見が、実際の in vivo の構造を反映しているのかを検証する上で、本研
究から得られる in vivo の二次構造情報は大変有用である。創薬の観点から見ると、生体内に生
じる病原タンパク質のオリゴマーの構造情報は、それを標的とした治療薬の開発に利用できる。
また、本申請課題の内容は、病原タンパク質の代謝分解などの解析にも展開出来る。 
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