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研究成果の概要（和文）：  α-synuclein(α-syn)の産生を低下させる低分子化合物のスクリーニングのため、α-syn
遺伝子及び発現調節領域を含むBACに分泌性ルシフェラーゼカセットを挿入したコンストラクトを作製し、これを安定
発現するSH-SY5Yを作製した。この細胞を用い主にFDA承認済みの化合物ライブラリーからスクリーニングを行い、α-s
ynの発現を低下させる化合物を複数得た。またその作用機序の一部を明らかにした。
　化合物の有用性の検証のためパーキンソン病を再現するモデル動物としてα-syn Tgマウスに対して酸化ストレスを
遺伝的に負荷した新しいモデルマウスの樹立を試みた。

研究成果の概要（英文）：To identify the small molecules that down-regulate alpha-synuclein (alpha-syn), we
 employed BAC clone that contains the alpha-syn genes and its expression regulatory regions, and inserted 
the secretory luciferase into this BAC clone. Next, we generated the stable SH-SY5Y cells that express the
 construct. By using these cell lines, we screened the FDA-approved small molecules and found the several 
hit molesules that down-regulate alpha-syn. We also revealed one of the molecular mechanism of alpha-syn d
own-regulation by these molecules. Finally, we tried to generate symptomatic PD mice models to verify the 
in vivo efficacy of these molecules. We created alpha-syn transgenic mice crossed with transgenic mice tha
t increase oxidative stress in neurons. These mice showed protease K-resistant alpha-syn aggregation that 
recapitulate some of PD features. Now we tried to administrate and confirm the efficacy of these drugs in 
newly created PD mice model.
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１．研究開始当初の背景 
α-シヌクレイン(α–syn)はパーキンソン
病（PD）の病理学的な指標であるレビー小
体の主要構成成分として知られており、ま
た家族性 PD の責任遺伝子でもある。加えて
genome-wide association study (GWAS)の
解析から、α–syn 遺伝子が PD のリスクフ
ァクターとなることが同定されている
(Satake et al, Nat. Genet., 2009)。以上
からα–syn は変異や重複による質的・量的
な変化を介して家族性 PD の原因となるだ
けでなく、一塩基多型による転写・発現量
の軽微な増加を介して孤発性 PD の発症に
重要な役割を果たしていると考えられる。 
(2) PD のモデル生物の確立を企図し、α–
syn を発現する様々なモデルマウスが作製
されている。しかし、ヒトの孤発性 PD を反
映するモデルマウスはこれまでに存在せず、
PD 発症の病態解明の大きな障害となって
いる。 
 
２．研究の目的 
(1) α–syn の発現量の低下が PD の発症の抑
制あるいは予防に繋がると考え、α–syn の発
現を低下させる低分子化合物の探索を行い、
PD の治療薬候補化合物の選抜を行う。 
 
(2) 治療薬候補化合物の in vivoでの効果を
検証するため、PD の病理や病態を反映する孤
発性 PD のモデルマウスを作製する。 
 
３．研究の方法 
(1) α–syn の遺伝子及び発現調節領域を含
む BAC (Bacterial artificial chromosome) 
の開始コドンの後に分泌性のルシフェラー
ゼカセットを挿入し、α–syn の発現をルシフ
ェラーゼ活性でモニターできるコンストラ
クトを作製した。このコンストラクトを安定
発現する SH-SY5Y 細胞を樹立した後、この細
胞に低分子化合物ライブラリーを添加して
HTS(High Through-put Screening)を行いα
–syn の発現を低下させる化合物をスクリー
ニングした。得られた化合物について、2次・
3次スクリーニングを行いα–synの発現低下
を検証した後、それぞれの化合物の作用点を
検討した。 
 
(2)α–syn の遺伝子及び発現調節領域を含む
約 190kb の BAC を発現するトランスジェニッ
ク(Tg)マウスを作製した。このマウスに対し、
神経細胞内で反応性に富んだ鉄(Fe2+)が増加
し酸化ストレスが増加するマウス(酸化スト
レスマウス)を交配することで、PD 発症の遺
伝的要因（α–syn の増加）と環境要因(酸化
ストレスの増加)をあわせ持った孤発性PDの
モデル Tg マウスを作製した。 
 
４．研究成果  
(1) コンストラクトの作製 
我々は既にα–syn の遺伝子及び発現調節領

域を含む約 190kb の BAC を有していた。そこ
で、相同組換え法により巨大遺伝子の改変を
容易に行うことのできる Red/ET (Gene 
Bridge 社)の技術を用い、分泌性のウミシイ
タケルシフェラーゼ遺伝子をα–syn 遺伝子
のATGの下流に挿入したコンストラクトを作
製した。このコンストラクトを発現する細胞
では、α–syn の発現を分泌性のルシフェラー
ゼの活性でモニターできることが期待され
る。 
 
(2)細胞株の作製 
(1)で作製したコンストラクトをヒト神経芽
細胞株である SH-SY5Y 細胞に Lipofection 法
及びエレクトロポレーション法でトランス
フェクトし、安定的に上記コンストラクトを
発現する細胞株(α–syn-Luc 細胞)を樹立し
た。この細胞では、分泌性ルシフェラーゼの
活性を有することを確認した（図 1）。またα
–syn の翻訳を抑制するという既報のあるス
ロロファンチジンの添加によりルシフェラ
ーゼ活性は低下した。 
 

 
 
 

  
         図１ 
 
(3)低分子化合物の 1次スクリーニング 
約 2600種類の低分子化合物ライブラリー（主
に FDA 承認の低分子化合物、及び作用点が既
知の化合物ライブラリー）を用いて、α–
syn-Luc 細胞に対し平均約 25μM で網羅的に
低分子化合物を暴露させ HTS を行った。低分
子化合物が細胞に毒性を与える可能性を考
慮し、ルシフェラーゼの活性と同時に細胞生
存（毒性）率を WST-8 の活性を指標に測定し
た。その結果、細胞生存活性に大きな影響を
与えないがルシフェラーゼの活性を低下さ
せる化合物を約 80 個同定した。 
 
(4)候補化合物の同定：2次スクリーング 
(3)で得られた化合物が真にルシフェラーゼ
の活性を低下させるかを確認する目的で、2
次スクリーニングを行った。薬剤を 0.02〜20
μM まで段階的に希釈して細胞に添加し、ル
シフェラーゼ活性の低下の濃度依存性、また
細胞の生存への影響を観察した。その結果、
濃度依存性が観察されたのは約 25 化合物で
あった。 
 
(5)化合物の作用の評価：3次スクリーニング 



(4)で得られた化合物について、野生型の
SH-SY5Y 細胞を用いてウエスタンブロット及
び RT-PCR 法により内在性のα–syn の発現を
低下させるかを確認した。その結果、化合物
Xと Yが両方の方法で内在性のα–syn の発現
を低下させた(図 2：ウエスタンブロット)。 

           図 2 
 
化合物 Xと Yはある転写因子の制御に関わる
可能性が示唆されていた。そこで、この転写
因子のノックダウンにより発現が低下する
かを確認したところ、preliminary なデータ
であるが、発現の低下がウエスタンブロット
及び RT-PCR 法により確認された。これらの
ことから、この転写因子を介してα–syn の発
現が制御されている可能性が示唆された。現
在、この転写因子の関与メカニズムを詳細に
検討するとともに、これらがα–syn の発現低
下に関与するリード化合物である可能性を
考え、この転写因子の制御に関連する低分子
のスクリーニングを継続して行っている。ま
た、下記の孤発性 PD モデルマウスへの投与
実験も投与方法や濃度などを中心に検討し
ている。 
 
(6)α–syn の BAC Tg マウスの作成 
前述したα–syn の遺伝子及び発現調節領域
を含む約 190kb の BAC をマウス受精卵にイン
ジェクションし、この BAC を 4〜6 コピー持
つ Tgマウスを作製した(BAC-SNCA Tg マウス)。
このマウスでは、ドパミン代謝や線条体にお
けるTH,VMAT等のタンパク質に変化は観察さ
れなかったものの、DAT や SERT が増加してい
た。また加齢と共に不安行動の低下が観察さ
れ、PD の一部の表現型を反映する可能性が示
唆された (文献 10)。 
 
(7)PD モデルマウスの作製 
(6)で作製したマウスが目立った孤発性PDを
反映する表現型を示さなかったことから、さ
らなる PD の発症要因を負荷することで孤発
性 PD を再現できるのではないかと考えた。
そこで、神経細胞内に Fe2+が増加し、酸化ス
トレスが増加するマウス（酸化ストレスマウ
ス、論文未発表）を入手し、遺伝的要因（α
–syn の増加）と環境要因(酸化ストレスの増
加)を組み合わせるような交配を行うことで、
孤発性 PD のモデルマウスが作製できるので
はないかと考え、交配を行った。孤発性 PD
と同じく加齢に伴い表現型が悪化すると考
え、いくつかの月齢経過ポイントを設定し、

以下の解析を行った。 
 
(8) 作製したマウスの行動解析 
当初、BAC-SNCA-Tg(+/-)x 酸化ストレス交配
マウス及び、BAC-SNCA-Tg(+/+)x 酸化ストレ
ス交配マウスを作製し、15-18 ヶ月齢で網羅
的な行動解析のバッテリーを行ったが、野生
型マウスよりも有意に異常が観察された行
動は見いだせなかった。しかしその後、
BAC-SNCA-Tg(+/+)x 酸化ストレスマウスに
絞り、9-12 ヶ月齢で解析を行った結果、オー
プンフィールドテストで野生型マウスより
も新規環境下での行動量の低下が観察され、
孤発性 PD における運動機能の低下を反映す
る可能性が示唆された。 
 
(9)作製したマウスの病理学・生化学的解析 
さらに作製した BAC-SNCA-Tg(+/+)x 酸化ス
トレス交配マウスに関して、12 ヶ月齢でα–
syn 代謝を観察したところ、黒質や皮質など
で Protenase K 耐性のある凝集したα–syn が
観察された。さらに生化学的な解析により界
面活性剤に不溶となるα–syn が黒質や線条
体などで増加していることを示す結果を得
た。これらの結果から、少なくとも PD の一
部の病理を反映したモデルマウスとなるの
ではないかと考えられた。現在、線条体のド
パミン代謝に注目してさらに生化学的な解
析を進め、孤発性 PD のどのような部分まで
が再現できているか、観察を続けている。さ
らにこれらのマウスに同定したヒット化合
物（FDA 承認化合物）を投与し、これらの PD
に関連した生化学的・病理学的異常が改善す
るかどうかを検討する予定である。 
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