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研究成果の概要（和文）： パーキンソン病患者において脳脊髄液中においてアミロイド伝播機

序に中心的役割を果たしていると推測されている細胞外αシヌクレインオリゴマーが増加して

いることを示した。また中枢神経系に発現するセリンプロテアーゼであるニューロシンが主と

して細胞外に分泌され、in vitro において細胞外αシヌクレインに対する分解活性を有してい

ることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：We showed increased levels of extracelluar alpha-synuclein oligomer 
in CSF space of patients with Parkinson disease, which is supposed to play a role of 
amyloid propagation in alpha-synucleinopathy. We also demonstrated that Neurosin, a 
kind of serine proteases predominantly expressed in the central nervous system, secretes 
into extracelluar space and might play a role of extracelluar degradation of 
alpha-synuclein.  
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病に対する 分子遺伝学的お
よび生化学的研究は、1) 特異的な神経細胞封
入体(レヴィー小体)の主要な構成成分がα-
シヌクレインであること、2) α-シヌクレイ
ンは点突然変異が家族性 PD を引起すだけで
なく、正常なα-シヌクレイン遺伝子であって
も重複変異が家族性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、3) ユビキチン・プロ
テアソーム系を含む細胞内蛋白分解系に関

連する蛋白変異が家族性パーキンソン病を
発症することを示してきた。以上の知見は、
「パーキンソン病の病態発現には神経細胞
内のα-シヌクレインの産生過剰ないし分解
系の機能低下が重要である」ことを示唆して
いる。 
一方で、病理学的検討は、こうした単一細

胞レベルのα-シヌクレイン 代謝だけでは説
明困難な知見を報告してきた。例えば、Braak
らのパーキンソン病患者脳の検討からα-シ
ヌクレインの蓄積は、「迷走神経背側核と嗅
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球に最初に起こり、その後脳幹では延髄から
中脳へ上向性に進展し、大脳皮質では側頭葉
前内側部から他の皮質に広がっていく」こと
が示唆されており、また胎児中脳黒質細胞移
植を受けたパーキンソン病患者の剖検脳に
おいて、移植片神経細胞内にα-シヌクレイン
の蓄積が生じることが示されている。これら
の報告は細胞間においてα-シヌクレイン病
理の伝播(アミロイド伝播)が存在することを
示唆している。 
従来、α-シヌクレインはシグナルシークエ

ンスを持たないので細胞外には存在しない
と理解されていた。そのため上述の伝播機構
にα-シヌクレインが直接関与する可能性は、
これまでほとんど検討されていなかった。し
かし最近のα-シヌクレインに関する細胞生
物学的研究が提示する、細胞外α-シヌクレイ
ンの存在とその生理的意義についていくつ
かの重要な証拠として、具体的には a) α-シ
ヌクレインが培養上清中に分泌され、体液中
に微量ながら存在すること、b) 分泌されるα
-シヌクレインは易凝集性であり、細胞障害性
負荷によって分泌量が増加すること、最近で
はさらに c)易凝集性α-シヌクレインフィブ
リルおよびオリゴマーが受容体依存性エン
ドサイトーシスによって神経細胞内に取り
込まれ、細胞外環境からクリアランスされる
ことが報告されていた。申請者はこうした研
究経過から細胞外α-シヌクレインは何らか
の病的意義を有しているとの着想を持つに
至り、上述したこれまで報告と併せて「障害
された神経細胞から過剰かつ有害な易凝集
性α-シヌクレインが細胞外に分泌され、それ
を周辺細胞が取り込んで細胞障害が拡散す
ることがα-シヌクレイン病理の伝播の中心
的メカニズムである」との仮説をもって新た
に研究を開始することが必要であると考え
た。 

 
２．研究の目的 
1) 代表的な中枢神経における細胞外液サン
プルである脳脊髄液(CSF)において、易凝集
性α-シヌクレインに相当するα-シヌクレイ
ンオリゴマーを特異的に測定する検出系を
開発し、パーキンソン病患者と対照患者間で
の比較を行うこと。 
2) α-シヌクレインに対する分解活性を有す
るセリンプロテアーゼとして申請者が従来
から注目していたニューロシンが細胞外に
おけるα-シヌクレイン分解に関与している
可能性について検討すること。 
 
３．研究の方法 
1) ヒト髄液中α-シヌクレインの定量 
 孤発性のパーキンソン病患者 32 名脳病変
を有さない対照患者 28 名からなるグループ
(第 1 コホート)とパーキンソン病患者 25 名、

アルツハイマー病(AD)患者 35 名、進行性核
上性麻痺(PSP)患者 18 名および対照患者 43
名からなるグループ(第 2 コホート)を対象と
した。今回我々が新たに開発したα-シヌクレ
インオリゴマーを特異的に定量する ELISA
系を用いて対象者の髄液中α-シヌクレイン
オリゴマーを定量して比較した。 
我々が用いた ELISA 系は、ヒトα-シヌクレ
インの 121-125 残基を抗原とする抗ヒトα-
シヌクレインモノクローナル抗体 (C211, 
Santa Cruz Biotech.) をキャプチャー抗体
に、またこの同じ抗体をビオチン化したモノ
クローナル抗体をレポーター抗体に用いて
いる。この ELISA 系はα-シヌクレインモノ
マーがキャプチャー抗体と結合しても、抗原
認識部位が既に占拠された状態になってい
るためレポーター抗体が結合できないため
シグナルを検出しないが、α-シヌクレインオ
リゴマーがレポーター抗体と結合した場合
は残存する抗原認識部位にレポーター抗体
が結合することによってシグナルを生じる
ことを原理としており、実際にこれまでの検
討においてオリゴマー を特異的に検出する
ことを確認している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(倫理面への配慮) 
対象とした患者全員からは京都府立医科大
学倫理委員会で承認された方法により説明
および同意を得た上で、髄液を今回の研究に
使用した。 
 
2) α-シヌクレイン分解酵素であるニューロ
シンの細胞内および細胞外における酵素活
性の検討 
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。ニューロシンおよびニューロシン
-EGFP 発現ベクターを HEK293T 細胞にト
ランスフェクトし免疫染色および蛍光顕微
鏡によってニューロシンの局在を観察した。
さらにニューロシン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
清をウエスタンブロッティングで検討した。
抗ニューロシン抗体は MAB2008(B&D 
systems)を用いた。また、発現細胞の培養上
清のセリンプロテアーゼ活性を定量する目
的で、培養上清を t- Butyloxycarbonyl- L- 
Glutaminyl- L- Alanyl- L- Arginine 4- 



Methyl- Coumaryl- 7- Amide 
(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-amino-4-methylcoumarin (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。培養上清中のニューロ
シンにようるα-syn 分解過程はリコンビナ
ント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
抗体 N-19(Santa Cruz Biotechnology)を用
いた。細胞内ニューロシンの酵素活性の有無
はゼラチンザイモグラフィーによって評価
した。細胞内ニューロシンによるα-シヌクレ
イン分解については、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)  
 脳脊髄液中の細胞外α-シヌクレインオリ
ゴマー は、第 1 コホートにおいて PD 患者
群において対照患群に比較して有意に高い
ことが示された(P<0.001, マンホイットニー 
U 検定)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また第 2 コホートにおいても同様に PD 患者
群が、AD 患者(p<0.001, Dunn の多重比較検
定, n=35)、PSP 患者(p<0.05, n=18)および対
照患者(p<0.05, n=43)のいずれと比較しても、
CSF 中α-シヌクレインオリゴマーが有意に
増加していることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果はパーキンソン病において細胞
外α-シヌクレインオリゴマーが増加してい
ることを示した最初の報告である。PD の生
化学的診断にも応用できる可能性があると
考 え 、 Neurology 誌 (Neurology 
16:1766-1772,2010)に報告した。 
 
2)  
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局在を蛍
光顕微鏡によって観察したところニューロ
シンは ER マーカーと局在性が一致していた
が、ミトコンドリアマーカーとは局在が一致
しなかった。ライソソームマーカーとニュー
ロシンは一部で局在性の一致が認められた。 
ニューロシン発現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
グを図 2 に示す。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:矢印)が検出
され、さ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: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 1,四角
枠)。細胞抽出液中にはニューロシンの分解産
物と推測されるニューロシン抗体陽性の断
片ペプチドが検出された(図: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 ER に局在し、細胞外に分泌される
ことが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 培養上清におけるセリンプルテアーゼ活
性の検討では、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おいてプロテ
アーゼ活性が検出された。ニューロシン発現
細胞の培養上清中に添加したリコンビナン
トα-シヌクレインは経時的に減少した(図 2)。
以上の結果より、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存在
し、α-シヌクレインに対する分解活性を有し
ていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 



細胞内ニューロシンのプロテアーゼ活性を
検討する目的で行ったゼラチンザイモグラ
フィーの結果を図に示す。培養上清中のニュ
ーロシンに相当するバンドにおいてゼラチ
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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、ニューロシンおよび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においてもニ
ューロシン発現細胞の細胞抽出液中にα-syn
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にはプロテアーゼ活性
はなく、α-シヌクレイン分解活性も有してい
ないと考えられた。 
以上の結果を Neurosci Res 誌 (Neurosci 
Res67:341-346, 2010)に報告した 
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