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研究成果の概要（和文）： 

神経変性疾患では特定の蛋白質の分解の異常が封入体の形成と神経細胞死に関係している

と考えられている。パーキンソン病においては Synphilin-1 が Lewy 小体（封入体）を構

成する蛋白質の一つである。われわれは細胞内膜輸送の観点から封入体の形成を解析し、

ESCRT 経路が Lewy 小体の形成に関与している可能性を明らかにした。この経路は他の

神経変性疾患でも封入体形成への関与が示唆された。また培養細胞を用いて Synphilin-1

の Siah-1 によるユビキチン化が ESCRT 経路へ至るシグナルであることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Impairments in the proteolytic process of disease-specific proteins have been assumed 

to be the cause of the formation of neuronal inclusions and subsequent neuronal cell 

death. In Parkinson’s disease, Synphilin-1 is one of the constituents of Lewy bodies 

that characterize Parkinson’s disease pathologically. We hypothesized that the 

perturbation of intracellular vesicle trafficking is the underlying cause which leads to 

the formation of neuronal inclusion, and elucidated that ESCRT (endosomal sorting 

complex required for transport) pathway is implicated in the Lewy bodies formation. 

We also demonstrated that ubiquitination of Synphilin-1 by Siah-1 is a signal that 

recruit Synphilin-1 to ESCRT pathway. 
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１．研究開始当初の背景  
α-synuclein 結合蛋白質として同定された
Synphilin-1 は、α-synuclein とともにパー
キンソン病を病理学的に特徴付ける Lewy 小
体の構成蛋白である（α-synuclein が Lewy
小体の周辺部=ハローに存在するのに対して、
Synphilin-1 は Lewy 小体の中心部＝コアに
存在する）。α-synuclein、Synphilin-1 両者
の代謝（分解）の異常が、両蛋白質の蓄積凝
集すなわち Lewy 小体形成の原因と考えられ
ている。本研究に先駆けて、我々はユビキチ
ンリガーゼのSiah-1がSynphilin-1のユビキ
チン化ならびにそれに引き続く分解に関与
していることを明らかにしていた。また
Siah-1とSynphilin-1の共発現系細胞モデル
を用いて Siah-1/Synphilin-1 が autophagic 
vacuole に類似の空胞を培養細胞内に形成す
ることを見出していた。 
２．研究の目的 
本研究では Siah-1 によりユビキチン化され
た Synphilin-1 が細胞内小胞輸送過程を経て
分解されるという仮説に基づき、特に Lewy
小体について ESCRT（Endosomal sorting 
complex required for transport）経路の関与
を病理学的に検討し、細胞生物学的に検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
3-1. Lewy 小体の免疫組織学的検討 
 パーキンソン病患者剖検脳を対象に、
ESCRT 経路に関与する各蛋白質複合体( 
ESCRT 0~III）のサブユニット蛋白質の免疫
染色を行い、Lewy 小体形成に ESCRT 経路
が関与するのか検討した。疾患対象として同
じくα-synuclein が封入体を形成する神経変
性疾患である多系統萎縮症の剖検脳でも同
様に検討した。またα-synuclein が封入体の
基本的な構成要素とならないアルツハイマ
ー病、筋萎縮性側索硬化症についても検討し
た。 
3-2. 細胞モデルを用いた Lewy 小体の分子
生物学的検討 
 Siah-1/Synphilin-1を HEK293T細胞にト
ランスフェクトしたのちプロテアーゼイン
ヒビターの MG-132 存在下で２日間培養す
ると、多房性の空胞が観察され、この空胞は
Siah-1、Synphilin-1 両者が陽性である。
Synphilin-1 をα-synuclein に置き換えた場
合でも同様の構造物が観察されることから
in vivo での検討では Siah-1/Synphilin-1 強
制発現系を用いた。4%パラホルムアルデヒド
で細胞を固定した後、エンドソーム、ESCRT
経路、autophagy に関与する蛋白質を認識す
る抗体で免疫染色を行った。 
  
４．研究成果 

4-1. Lewy 小体の免疫組織学的検討 
 ESCRTIII 複合体のサブユニット蛋白質の
CHMP （ charged multivesicular body 
protein）2B ならびに CHMP4B がパーキン
ソン病患者の中脳黒質ならびに青斑核の
Lewy 小体（ハロー）において、α-synuclein
と共存していた。また延髄迷走神経背側核に
は未知の CHMP2B 陽性の顆粒状構造物が観
察された。本構造物は Lewy 小体の増加とと
もに減少する傾向があり、Lewy 小体の前駆
体である可能性が示唆された。多系統萎縮症
においても CHMP2B はα-synuclein で構成
される glial cytoplasmic inclusion にて陽性
であった。 
 一方、その他の神経変性疾患であるアルツ
ハイマー病では顆粒空胞変性が、筋萎縮性側
索硬化症では skein like inclusion が免疫染
色にて CHMP2B 陽性であった。 
 以上のことから Lewy 小体の形成過程に
ESCRT 経路が関与していることが示唆され
た。またその他の神経変性疾患でも同様に一
部の封入体に ESCRT 経路が関与している可
能性があり、ダイナミックな細胞内膜輸送が
普遍的に神経変性疾患に関与しているもの
と考えられた。 
4-2. 細胞モデルを用いた Lewy 小体の分子
生物学的検討 
 今回 Lewy 小体の in vivo モデルとした
Siah-1/Synphilin-1 強制発現系で観察される
空胞の形成にも細胞内膜輸送の異常が関与
していることが考えられたため、細胞免疫学
的検討によりその本態を解析した。本空胞は
p62 、 ユ ビ キ チ ン （ k48 、 k63 ）、
valosin-containing protein (VCP1)、early 
endosomal antigen 1(EEA1)が陽性であり、
LAMP3、CHMP2B、HDAC6、LC3 陰性は
陰性であった。ドミナントネガティブ 
CHMP2B の CHMP２BΔ10 をトランスフ
ェクトさせた場合でも空胞の数、大きさに変
化は認められなかった。これらの結果は本モ
デルの空胞が実際には Lewy 小体と異なり初
期エンドソームに関連した構造であること
が示された。つまり今回の実験系では Lewy
小体の本態と考えられる late endosome にま
では至らなかったが、Synphilin-1 が ESCRT
経路へ recruit されるためのシグナルがユビ
キチン化であることが示された。 
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