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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病やレビー小体型認知症で、臨床症状が発現する以前から蓄積すると推定され
ている部分凝集αシヌクレインがもたらす発火特性について細胞電気生理学的に解析した。その結果、部分凝集αシヌ
クレインは、細胞内カルシウムやSK型Kチャンネルに依存して、スパイク後過分極を増強して発火頻度を抑制すること
が判明した。この結果は、部分凝集αシヌクレインが、神経活動を抑制すると共に、神経細胞内カルシウム動態を攪乱
して細胞機能障害を生じている可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We examined the action of alpha-synuclein oligomers on neuronal excitabilities by 
injecting protein into pyramidal neurons in mouse cortical slices through whole-cell patch pipettes.
Western blot analysis showed that the pipette solution including alpha-synuclein incubated with dopamine (
aS+DA), had higher order oligomer. Intracellular application of aS+DA suppressed spike firing during curre
nt injection. Nimodipine and apamin blocked the effect of aS+DA on spike firing. aS+DA prolonged the durat
ion of spike afterhyperpolarization (AHP) and increased the charge transfer carried by the current during 
AHP under current clamp, both of which were inhibited by apamin.
These results suggest that alpha-synuclein oligomers suppress spike frequency by enhancing AHP, and apamin
-sensitive SK-type calcium-activated potassium channel is involved with the enhancement. This mechanism ma
y cause the downregulation of neocortical activities in Parkinson's disease and dementia with Lewy bodies.
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病（PD）やレビー小体型認知

症（DLB）は、選択的神経細胞死とレビー小

体を特徴とする。このレビー小体は、αシヌ

クレインが重合して不溶化したフィブリル

として目に見える形をとっているが、近年の

研究では、むしろ部分凝集した可溶性αシヌ

クレイン、すなわち、見えない凝集体が神経

細胞死の原因となっている可能性が示され

ている。レビー小体は中脳ドパミン細胞だけ

でなく大脳皮質、扁桃体など神経回路網内で

広範に分布していることから、部分凝集した

αシヌクレインが、脳全体に共通したメカニ

ズムで神経細胞機能異常を生じて神経細胞

に脆弱性をもたらしている可能性があるが、

その作用点はまだ明らかになっていない。 

これまでに、申請者らは、サイズ排除クロ

マトグラフィーを用いることにより、αシヌ

クレインを過剰発現させた培養細胞内に可

溶性モノマーに加えて、少量の部分凝集した

2-3量体、4-10量体が存在すること、ドパミ

ン負荷によりこれらの部分凝集体が増大す

ることを証明した（Yamakawa, 2010）。さら

に、海馬や大脳皮質スライスにおける錐体細

胞に電気生理学的解析を適用して、アルツハ

イマー病(AD)の初期に神経細胞内から蓄積

する可溶性アミロイドβ(Aβ)がBKチャンネ

ルを抑制してCa2+流入を促進する機能異常を

生じ、homer1aがこの機能異常をレスキュー

することを、Aβをパッチピペットから細胞

内投与する手法やADモデルマウスを用いて

明らかにしてきた(Yamamoto, 2011)。これら

の結果や手法を用いることによって、臨床症

状が発現する以前から部分凝集を生じたα

シヌクレインが蓄積し、神経細胞の機能障害

やその後生じる細胞死を引き起こしうる未

知の作用点を見いだすアプローチが可能に

なる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに確立した手法を用い

て、PDやDLBにおいて重要とされている部分

凝集αシヌクレインをパッチピペットから

細胞内注入した細胞で電気生理学的解析を

行い、αシヌクレインが神経細胞の興奮性や

シナプス伝達に与える機能異常を調べる。 

この部分凝集体の形をとったαシヌクレイ

ンが引き起こす神経機能異常とその作用点

を明らかにする本研究により、細胞内凝集タ

ンパクがどのような仕組みで機能障害をも

たらし、神経細胞死を引き起こしていくかが

明らかにでき、神経変性の進行を防御する新

たな治療の足がかりを提供できる。 

 

３． 研究の方法 

(1) C57BL/6 マウス（P20-50）より作成した

前頭葉皮質スライスを用いた 

(2) 合成αシヌクレイン（aS）、ドパミン存在

下にて 37℃3 日間インキュベートした合

成αシヌクレイン（aS+DA）をウェスタン

ブロットにて解析した。合成αシヌクレ

インは、野生型（WT）、A30P 変異型、A53T

変異型の三種類について調べた。 

(3) Ⅱ/Ⅲ層、又はⅤ層錐体細胞 にパッチク

ランプを施行し、ドパミン（DA）、37℃3

日間インキュベートしたαシヌクレイン

（WT or A53T：aS or aS53）、 ドパミン

存在下にて 37℃3 日間インキュベートし

たαシヌクレイン（WT or A53T: aS+DA or 

aS53+DA）、又は両者を含まない内液

（Control）をパッチピペットより細胞内

投与した。 

(4) ホールセル、電流固定下で膜電位、脱分

極刺激時の単発スパイク、連発スパイク

を記録した。 

(5) ホールセル、電圧固定下で H 電流、AHP

電流を記録した。 

 

４．研究成果 

 (1)αシヌクレインオリゴマーは、神経細胞

の発火頻度を低下させる 

ウェスタンブロットによる解析では、合成α

シヌクレインは、野生型、A30P 変異型、A53T

変異型の三種類でいずれにおいても、ドパミ

ンとインキュベートした場合に、αシヌクレ

イン単独と比較して高次オリゴマーのバン

ドを検出した。αシヌクレイン＋ドパミン溶

液におけるオリゴマーの検出は、同条件で調

べられた過去の報告に合う結果であった。 

αシヌクレイン＋ドパミン溶液の細胞内投

与で、連発スパイクにおけるスパイク頻度が

有意に減少した（図１）。つまり、αシヌク

レインオリゴマーの細胞内投与により、神経

細胞の発火頻度が抑制されることが判明し

た。 

 



 

 

 
図１ α シヌクレイン＋ドパミン（aS+DA、
aS53+DA）の細胞内投与によりスパイク頻度が
減少した。ここでは、パッチピペットからの
脱分極通電で生ずるスパイク発火の実例と周
波数比較を示した。 
 
(2) αシヌクレインオリゴマーによる発火抑
制へのスパイク後過分極の関与 
高次オリゴマーを含むαシヌクレイン＋ドパ
ミン溶液（aS+DA）と、含まないαシヌクレイ
ン溶液（aS）を用いて、単発スパイクに伴う
静止膜電位、スパイク幅、スパイク後脱分極、
H 電流を比較したが、両者で差を認めなかっ
た。一方、aS+DA によるスパイク抑制効果は、
電位依存性 Ca2+チャンネル阻害薬である
nimodipine、SK 型 Kチャンネル阻害薬である
apaminの投与によって打ち消された（図２）。 

 

 
図２ nimodipine、apamin 投与下では α シ
ヌクレイン＋ドパミン（aS+DA）による発火抑
制が阻害された。 
 
SK 型 Kチャンネルの特徴として、①スパイク
後過分極（AHP）を担い、スパイク間隔が長く
なることで、発火抑制に寄与すること、②Ca2+
依存性と電位依存性の両者を持つこと、③大
脳皮質錐体細胞で電位依存性Ca2+チャンネル
とカップリングしていること、があげられる。
よって、aS+DA 投与下では、スパイク連発時
に AHP が増強している可能性が示唆された。 
そこで、５連発スパイク後の AHP を aS+DA と
aS で比較したところ、AHP 振幅に有意差は認
めなかったが、AHP 持続時間は、aS+DA の方が
有意に延長しており、aS+DA による AHP の増
強が実際に確認された（図３）。 

 
図３ α シヌクレイン＋ドパミン（aS+DA）
では連発スパイク後の AHP の持続時間が 
有意に延長した。 
 
(3) αシヌクレインオリゴマーによる発火抑
制への SK型 Kチャンネルの関与 
電圧固定モード（-55ｍV）で５発の脱分極通
電を加えた後の tail current は、apamin の
投与でブロックされることから、電流固定時
における５連発スパイク後の AHP に対応する
電流（IAHP）と考えられる。この IAHPによる電
荷量（IAHP charge）を比較したところ、aS+DA
ではaSに比べてIAHP chargeが増加していた。
これらの結果からは、αシヌクレインオリゴ
マーが、SK 型 Kチャンネルに依存する AHP を



増強することによって、スパイク間隔が延長
して発火頻度を低下させることが明らかにな
った（図４）。 

 
図４ α シヌクレイン＋ドパミン（aS+DA）
では連発スパイク後の AHP による電荷量（IAHP 
charge）が有意に増加した。 
 
 SK型 Kチャンネルがカルシウム依存性をも
つことを考慮すれば、以上の結果は、部分凝
集したαシヌクレインが、神経活動を抑制す
ると共に、神経細胞内 Ca2+動態を攪乱するこ
とによって細胞機能障害を生じている可能性
を示唆している。αシヌクレインンオリゴマ
ーが AHP を増強するメカニズムとして、①細
胞外からの Ca2+流入の増加、②小胞体やミト
コンドリアからの Ca2+放出、または取り込み
阻害、③SKチャンネルへの直接作用、などが
候補に挙げられる。αシヌクレインは膜親和
性があることから、αシヌクレインが、これ
らを担う Ca2+チャンネル、Ca2+ポンプ、Na+/Ca2+

交換輸送体、又は SK 型 Kチャンネルに作用す
ることによって、大脳皮質錐体細胞の膜興奮
性を抑えて活動性を低下させている可能性が
推定された。 
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