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研究成果の概要（和文）：α-シヌクレイン(α-syn)オリゴマー/線維作製方法として、高濃度(3 mg/mL)の合成α-syn
溶液を撹拌しつつ37℃で7日間incubateする方法を確立した。溶液中の合成α-synおよび髄液中のα-synはゲルろ過ク
ロマトグラフィーでは60-70kDaに溶出されたが、8Ｍ尿素存在下でも解離せず、溶液中で単量体として存在することが
明らかになった。培養細胞系では、α-synオリゴマー/線維の添加により細胞内に凝集体が形成され、この凝集体の分
解はオートファジーに依存していた。

研究成果の概要（英文）：We established the preparing method of alpha-synuclein (A-syn) oligomers and proto
fibrils by incubating high-concentration solution, 3 mg/mL, of recombinant A-syn with stirring for 7 days 
at 37 C. Although recombinant A-syn molecules and natural A-syn molecules derived from human CSF were elut
ed from gel-filtration chromatography at around fractions of 60-70 kDa, those molecules were not dissociat
ed with 8M urea, and accordingly have been demonstrated to exist as monomers in aqueous solution. In cultu
red cells, intracellular aggregates were formed by adding mixture of recombinant A-syn oligomers and proto
fibrils into the culture medium, and their degradation was dependent on the autophagy pathway.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病(PD)を代表とする神経変性
疾患は加齢によってその頻度が増加するた
め、急速な高齢化社会を迎えている我が国で
はその病態の解明及び治療法の開発が急務
となっている。最近の PD研究では、α-シヌ
クレイン(α-syn)が異常な凝集により最終的に
アミロイド様となった線維性 α-synよりも、
その凝集過程の中間体である可溶性 α-synオ
リゴマーこそが神経細胞毒性の主因である
と考えられるようになっている(Science 300: 
486-489, 2003)。また PDにおいては、α-syn
の異常な細胞内蓄積が脳内の神経線維連絡
を介して広がるプリオン病様の伝播現象
(prion-like expansion)が注目されており、その
発現機序として、可溶性 α-synオリゴマーが
神経細胞から分泌され別の神経細胞によっ
て取り込まれるという分子病態が考えられ
ている。以上からは、α-synオリゴマーは、
PDの発症(神経細胞毒性)及び進展(α-syn病理
の脳内進展)の両方の病的基盤となる重要な
分子と考えられている。 
 研究代表者の徳田は従来から、PD・アルツ
ハイマー病(AD)などの脳内に異常凝集蛋白
が蓄積する神経変性疾患の研究を行ってい
る。PDにおいては、疾患特異的なレビー小
体を構成する α-synの発現量及び凝集性とい
う観点から、世界で最初にヒト髄液中の α-syn
を定量し、PD患者では髄液中 α-synが対照と
比較して有意に減少していることを報告し
た(BBRC 349: 162-6, 2006)。さらに、前述した
可溶性オリゴマーの病態発現における重要
性に着目して、ヒト髄液中の α-syn及び Aβ
のオリゴマーを特異的に定量できる ELISA
系を世界に先駆けて開発し、PD及び AD患
者の髄液中ではこれらの可溶性オリゴマー
が増加していることを報告した(α-syn: 
Neurology 2010 in press; Aβ: FASEB J 24: 
2716-26, 2010)。また、科学研究費補助金(基
盤研究(C) : 20591007)の交付を受けた研究に
より、セリンプロテアーゼであるニューロシ
ンが細胞外で α-syn分解活性を有することを
明らかにした(Neurosci Res 67: 341–6, 2010)。 
 上記の国際的な研究状況及び自らの生体
内・培養細胞系での α-synの動態及び代謝の
検討から、可溶性 α-synオリゴマーが PDの
発症に果たす役割を解明し、その病態発現を
阻害する治療法を開発する上で、現状では、
PDの発症に重要な、ヒト細胞外液中に存在
して神経細胞毒性を有する α-synオリゴマー
の物理化学的性質(物性)・その分解過程・α-syn
オリゴマーの神経細胞毒性発現機序の解明
が未解決の課題であると考えている。 
 
２．研究の目的 
 PDの発症及び進展の重要な責任分子と考

えられる細胞外の可溶性 α-synオリゴマーに
ついて、以下の未解決の課題を解明すること
を目的とした。 
(1) 神経細胞毒性を有する α-synオリゴマー
の作製と物理化学的性質(物性)の解明 
 どの様な物理化学的性質(物性)の α-synオ
リゴマーが神経細胞毒性を有するのかは未
だ明らかになっていない。本研究では、第 1
段階としてまず、リコンビナント(Rec) α-syn
を用いて、in vitroで α-synオリゴマーを作製
した。その上で、その分子量・形状などを検
討して、α-synオリゴマーの物性を明らかに
した。この過程で、近年 α-syn研究で大きな
問題となっている溶液中の α-synが、単量体
で存在するのか、それとも 4量体で存在する
のかという問題を Rec-α-synを用いて検討し
た。 
(2) ヒト体液中の α-synの存在様式の検討 
 ヒト髄液・血漿中の α-synについても、そ
れが単量体で存在するのか、それとも 4量体
で存在するのか、について検討した。また、
α-synオリゴマーを、髄液・血液から検出し、
結合するリポ蛋白の有無などを明らかにし
た。 
(3) α-synオリゴマーの神経細胞内蓄積・分解
機序および神経細胞毒性の検討 
 (1)で作製した α-synオリゴマーの細胞毒性
発現機序について検討した。α-synオリゴマ
ーは、神経細胞内に取り込まれて蓄積するこ
とにより細胞毒性を発現すると考えられる
ので、まずは α-synの神経細胞内での蓄積機
序および分解に関与する細胞生物学的機序
を検討した。また、培養神経細胞に対する毒
性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 合成 Rec-α-synによる神経細胞毒性 α-syn
オリゴマーの作成・分析 
 神経細胞毒性の強い α-synオリゴマーを同
定して、その分子量、高次形態を明らかにす
るための最初の段階として、Rec-α-synから
種々の分子量の α-synオリゴマーを作製する
ことを試みた。これには基盤研究((C): 
20591007; H20-22年度)で確立した α-syn遺伝
子(SNCA)導入大腸菌で作成したリコンビナ
ント Rec-α-synを用いることができた。作製
した種々の分子量の Rec-α-synオリゴマー混
合液を分子篩クロマトグラフィーで分取し、
それぞれの画分を原子間力顕微鏡で検討し
た。また溶液中での Rec-α-synの存在様式に
ついては、限外ろ過・分子篩クロマトグラフ
ィー・western blotting・8M尿素による解離実
験などによって検討した。 
 
(2) ヒト体液中の α-synの存在様式の検討 



 ヒトの髄液・血漿をゲルろ過クロマトグラ
フィーによって分画して、α-synオリゴマー
が存在する画分を解析した。このようにして
分離・精製したヒト髄液・血漿中の α-synオ
リゴマーを lipoabsorptionすることにより、体
液中での脂質との結合性を検討した。また、
ヒト髄液を(1)と同様の限外ろ過・western 
blotting・8M尿素による解離実験などによっ
て検討して、ヒト髄液中の α-synの存在様式
を検討した。 
 
(3) α-synオリゴマーの神経細胞内蓄積・分解
機序および神経細胞毒性の検討 
 (1)で作成した種々の分子量の Rec-α-synオ
リゴマー混合液を分子篩クロマトグラフィ
ーで分取し、それぞれの画分を培養細胞
(HEK293細胞) の培養液に添加して、α-syn
オリゴマーの細胞内蓄積を検討した。α-syn
の培養細胞への取り込みを効率化する目的
には、リポフェクタミン試薬を用いた。オリ
ゴマーの定量には申請者が確立した特異的
ELISA (Neurology 75:1766–1772, 2010)を用い
た。細胞内での α-synオリゴマー/凝集体の存
在部位は免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡
によって検討した。また、細胞内での α-syn
オリゴマーの分解機構を検討するために、
siRNAによりオートファジー関連蛋白である
Atg5のノックダウンを行った。 
 また、培養神経細胞に対する神経細胞毒性
は、マウス海馬由来の初代培養神経細胞の培
養液に、これらの α-synオリゴマーおよび
α-synモノマーを添加して培養神経細胞に対
する神経細胞毒性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 合成 Rec-α-synによる神経細胞毒性 α-syn
オリゴマーの作成・分析 
 Rec-α-syn (野生型 α-syn)による安定的な
α-synオリゴマー作製方法の確立を第一の目
標とした。研究開始前に予想されたとおり、
Rec-α-syn溶液を 37℃で incubateするだけで
は α-syn オリゴマーは殆ど生成されなかった。
そのため、まずは α-synオリゴマーを効率的
に作製する条件の検討を行うことにした。最
終的に、高濃度(3 mg/mL)の Rec-α-syn溶液を
スターラーで撹拌しつつ 37℃で 7日間
incubateすることにより、α-syn線維が形成さ
れることを原子間力顕微鏡で確認した。この
開始溶液(Rec-α-syn溶液)を様々な希釈倍率で
検討したところ、10倍希釈溶液を同様の方法
で incubateすることにより、球状から桿状の
α-synオリゴマーと考えられる分子を作製す
ることができた(図 1)。また、家族性パーキン
ソン病の原因となる A30P変異を有する
Rec-α-syn(A30P-α-syn)を同様の方法で検討し
た。A30P-α-synは、原子間力顕微鏡では、オ

リゴマーは形成するが線維は形成しにくい
傾向があった。 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 1. 作製した(Rec) α-synオリゴマー 
 
 また、近年、溶液中の α-syn分子が 4量体
であるのか単量体であるのかという論争が
巻き起こっている。この問題(4量体 vs単量
体問題)は、我々の研究の目的が溶液中の
α-synオリゴマーの神経細胞毒性の分子機構
を解明することであるので、本研究にとって
も非常に根本的な問題である。したがって、
我々もまず、溶液中の α-synの分子形態を明
らかにする研究に取り組んだ。溶液中の
Rec-α-synはゲルろ過クロマトグラフィーで
は 60-70kDaに相当する画分に溶出された。
Rec-α-syn溶液を、タンパク質変性剤である 8
Ｍ尿素存在下で限外ろ過法で分析した。溶液
中の α-synは 8Ｍ尿素を加えても 100kDaの限
外ろ過膜は通過したが30kDaの限外濾過膜は
通過しなかった。生理的条件下では 4量体で
存在するトランスサイレチン(TTR)は、8Ｍ尿
素存在下では単量体に解離して30kDa膜を通
過した(図 2)。以上からは、α-synは溶液中で
は単量体として存在するが、分子のストーク
ス半径が大きく、15kDaのタンパク質であり
ながら、ゲルろ過クロマトグラフィーや限外
ろ過のような分子の大きさに依存する分画
法では 60-70kDaのタンパク質のように振る
舞う特異な分子であることが明らかにされ
た。 
 
(2) ヒト体液中の α-synの存在様式の検討 
 ヒトの髄液・血漿をゲルろ過クロマトグラ
フィーによって分画して、α-synオリゴマー
が存在する画分を解析した。ヒトの髄液・血
漿中の α-synは 60-70kDaに相当する画分と約
2000kDaの画分に存在した。2000kDaの画分
に存在する高分子 α-synオリゴマーは
lipoabsorptionによる影響を受けず、リポ蛋白
との結合している可能性は低いと考えた。 
 また、(1)と同様の 8Ｍ尿素存在下での限外
ろ過法で分析したところ、髄液から得られた
α-synでも、Rec-α-synの場合と同様に α-syn



は 8Ｍ尿素を加えても 100kDaの限外ろ過膜
は通過したが30kDaの限外濾過膜は通過しな
かった。 

図 2. Rec-α-syn及び TTRの 8M尿素下での分
子量の変化 

 
(3) α-synオリゴマーの神経細胞内蓄積・分解
機序および神経細胞毒性の検討 
 外部からのα-syn凝集体(すなわち細胞培
養液に添加した Rec-α-syn凝集体)によって
細胞内にα-syn凝集体を作製するモデル系の
確立を行った。当初は2週間 incubateしたRec-
α-syn (fibril/oligomer混合物)を HEK293細胞
の培養液に添加していたが、凝集体の形成効
率が悪くかつ不安定であったために、リポフ
ェクタミン試薬とともにα-syn fibril/oligomer
混合物を培地に添加したところ、添加 4時間
後には細胞内にα-syn免疫染色陽性の凝集体
が形成された。この方法により、細胞内に効
率よくα-syn凝集体を形成することができた
が、この凝集体は正常細胞では細胞内のタン
パク分解系で効率よく分解され、添加 24時
間後では 80％減少することがわかった。また、
このように凝集体が効率よく処理された細
胞では細胞死は見られなかった。そこで、こ
の分解系について検討した。オートファジー
関連蛋白である Atg5をノックダウンすると
α-syn凝集体のオートファゴソーム内への取
り込みおよび分解が阻害された。一方、ラパ
マイシン処理によりオートファジーを活性
化すると凝集体の分解が促進された(図 3)。以
上の結果から、α-syn凝集体の分解系はオー
トファジーに依存することが明らかになっ
た。 
 また、上記(1)の方法で作成した野生型
α-synオリゴマーおよび A30Pα-synオリゴマ
ーの神経細胞毒性については、マウス海馬由
来の初代培養神経細胞の培養液に、これらの
α-synオリゴマーおよびα-synモノマーを添加
して培養神経細胞に対する神経細胞毒性を
検討した。その結果、α-synモノマーの添加
では培養神経細胞に明らかな形態的変化は

認められなかったが、α-synオリゴマーでは
培養神経細胞の胞体の扁平化および神経突
起の短縮が観察された。これらの形態学的変
化およびMTT assayでの細胞毒性は、野生型
α-synオリゴマーと A30Pα-synオリゴマーと
の間で有意な差は認めなかった。 

図 3. α-Syn凝集体のオートファジーによる 
分解 
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