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研究成果の概要（和文）：レビー小体病ではαシヌクレインの異常蓄積が神経細胞の胞体、突起および前シナプスに認
められ、神経細胞の機能不全を誘発する。そこで、細胞内分解系であるオートファジーに着目し、異常αシヌクレイン
の蓄積を防止または軽減する方法について検討した。天然二糖であるトレハロースまたはマルトースを給水投与したマ
ウス脳を比較し、トレハロース短期投与（１週間）によって脳内オートファジーが効率的に活性化されることを見出し
た。さらに、ヒト培養細胞において小胞体関連分解を活性化すると細胞内凝集物の形成が有意に抑制された。以上より
、トレハロースは脳内において効率的にオートファジーを誘導することが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：In Lewy body disease (LBD), insoluble alpha-synuclein (AS) is widely deposited in 
the presynaptic terminals as well as in the neuronal cytoplasm. To test the possibility that activated 
autophagy can degrade abnormal molecules, we investigated the effect of trehalose on abnormal aggregation 
of AS in a model of LBD. Trehalose is a natural disaccharide composed of two glucose units. Trehalose 
increased level of the autophagosomal protein LC3, especially a lipidated form LC3-II in cultured cells 
and mice brain. Also, trehalose increased levels of several chaperon molecules, such as HSP90 and 
SigmaR1, in the brains of LBD model mice. Further studies revealed that level of detergent insoluble AS 
was suppressed in mice following oral administration of trehalose, despite an apparent alteration was not 
observed regarding abnormal aggregation of AS. These results suggest that oral intake of trehalose 
modulates propensity of molecules prior to aggregation formation.

研究分野： 神経病理学
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１． 研究開始当初の背景 
タンパク質は細胞内においてプロテアソ

ームやオートファジー・ライソソームにより
分解された後、再度アミノ酸としてリサイク
ルされる。神経変性疾患では、疾患特異的に
特定のタンパク質が異常に蓄積することか
ら「タンパク質蓄積病」としての側面を有す
る。特にレビー小体病では、タンパク質分解
酵素に不溶性の異常シヌクレインが前シナ
プスに多量に蓄積しており、シナプスの機能
低下ならびに症状発現に関与している可能
性がある。さらに、レビー小体病では、オー
トファジーシステムの初期に構成されるオ
ートファゴソーム膜の機能障害が示唆され
ている。そこで本研究では、「タンパク質分
解機能の活性化」がレビー小体病の治療戦略
として有用か否かを検証する。 
 
２．研究の目的 
(1)レビー小体病を含む神経変性疾患ではオ
ートファジーが障害されており、p62 や NBR1
などオートファジー基質の細胞内凝集が認
められる。そこで、ストレスセンサータンパ
ク質である Keap1 に着目し、種々の神経変性
疾患剖検脳におけるKeap1の局在を明らかに
する。 
 
(2)細胞内タンパク質分解系の異常は種々の
神経変性疾患に共通する病的機序の一つで
ある。そこでユビキチン依存性蛋白分解に関
与している Valosin-containing protein
（VCP）ならびにエンドソーム・リソソーム
系において細胞内小胞の移動に関与する脱
リン酸化酵素である Factor-induced-gene 4 
(FIG4) に着目し、レビー小体病を含む種々
の神経変性疾患剖検脳における両分子の局
在を明らかにする。 
 
(3)レビー小体病ではオートファジー基質
（p62、Keap1、NBR1 など）の細胞内蓄積が認
められ、オートファジーが障害されている。
また、p62 の機能不全や変異などがレビー小
体病の病態に影響している可能性が考えら
れる。そこで、p62 の欠損がレビー小体病の
病態に及ぼす影響を検証する。  
 
(4)レビー小体病に認められる前シナプスに
蓄積した異常シヌクレインは疾患重症度と
相関しており、病態と密接に関連することが
知られている。本研究ではタンパク質分解機
能を活性化するために、特に飢餓状態などで
活性化されるオートファジーシステムに着
目し、異常シヌクレインを除去することに
よってシナプス機能を回復するという新た
な治療戦略を提起することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1)パーキンソン病(PD)、レビー小体型認知
症(DLB)、アルツハイマー病(AD)、多系統萎
縮症 (MSA)、筋萎縮性側索硬化症 (ALS)、正

常対照から前頭葉、海馬、基底核、中脳、橋、
延髄、小脳および脊髄のホルマリン固定パラ
フィン包埋切片を作成。Keap1 に対する抗体
を用い、免疫組織化学的検討を行った。また、
DLB、AD および正常対照の凍結脳組織（側頭
葉皮質）を用い、ウェスタンブロット解析を
行った。 

(2)PD、DLB、MSA、AD、ピック病、進行性核
上性麻痺、大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒
性認知症、ALS、前頭側頭葉変性症、歯状核
赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（DRPLA）、ハンチン
トン病、SCA1、SCA2、SCA3、核内封入体病
（INIBD）、正常対照から病変部位を含むホル
マリン固定パラフィン包埋切片を作成。VCP
および FIG4 に対する抗体を用い免疫組織化
学的検討を行った。 
 
(3)レビー小体病モデルとしてシヌクレイン
トランスジェニックマウス（Syn-TG）を用い
た。p62 ノックアウトマウス（p62-KO）と交
配 を 行 い 、 p62 の 欠 損 し た Syn-TG
（Syn-TG/p62-KO）を作製した。病理学的お
よび生化学的検討には HE 染色、各種免疫染
色に加え、ウェスタンブロット解析を行った。
空間認知記憶を調べるためにモリス水迷路
テストを、ストレス下での行動評価は強制水
泳テストで行った。 
 
(4)正常マウスに加え、レビー小体病のモデ
ルとしてシヌクレイン TG マウスを用いた。
正常および TG マウスおよびコントロールマ
ウスにオートファジー活性化剤（２％トレハ
ロース）または２％マルトース、水を１週間、
1 か月、４か月給水投与した。その後、脳か
らタンパク質を抽出し、異常シヌクレイン
および各種オートファジー関連分子をウェ
スタンブロット法およびフィルタートラッ
プ法により定量した。 
 
４．研究成果 
(1)免疫組織化学的に、正常対照脳では神経
細胞の胞体が Keap1 抗体で淡く、びまん性に
染色された。PD および DLB では脳幹型および
皮質型レビー小体のほとんどが、さらに、MSA
でも神経細胞内封入体の多くがKeap1強陽性
を示した。一方、MSA のグリア封入体は弱陽
性であった。AD に認められる神経原線維変化、
ALS のスケイン様封入体は一部が Keap1 陽性
であった。凍結脳組織を用いたウェスタンブ
ロット解析の結果、DLB および AD の Keap1 量
は正常対照と比較して有意な変化は認めら
れなかった。一方、AD の p62 量は正常対照と
比較して約２倍と有意に増加しており、いく
つかの Nrf2 関連遺伝子の発現亢進も認めら
れた。DLB にはこのような変化は認められな
かった。 
ADではp62量およびいくつかのストレス防

御関連遺伝子の発現亢進が認められたこと
から、Keap1-Nrf2 経路が機能していることが



示唆される。一方、DLB では病理学的に p62
および Keap1 の凝集は確認されたが、 
Keap1-Nrf2 経路を活性化するためには不十
分、もしくは機能不全の可能性も考えられる。 
 
(2)正常対照では神経細胞の細胞質が VCP お
よび FIG4陽性であった。神経変性疾患では、
PD および DLB のレビー小体、DRPLA、ハンチ
ントン病、SCA1、SCA2、SCA3、INIBD の神経
細胞核内封入体、正常対照のマリネスコ小体
が VCP 陽性であった。さらに、PD および DLB
のレビー小体、ピック小体、DRPLA、SCA3、
INIBDの神経細胞核内封入体がFIG4陽性であ
った。 
VCP は種々の神経変性疾患において神経細

胞の細胞質内および核内封入体の形成・分解
に関与しているが、グリア封入体には関与し
ていない。さらに、FIG4 が神経変性疾患に認
められる種々の封入体に局在することを初
めて示した。このことは、FIG4 が複数の神経
変性疾患の封入体形成に共通の役割を担っ
ていることを示唆するものである。 
 
(3)① p62-KOおよびSyn-TG/p62-KOではコン
トロールマウスに比べ加齢とともに体重が
有意に増加した。② 病理組織学的に Syn-TG
および Syn-TG/p62-KOではリン酸化シヌクレ
インの異常蓄積が認められたが、封入体の数
は Syn-TG に比べ Syn-TG/p62-KO で有意に多
かった。③生化学的に Syn-TG に比べ
Syn-TG/p62-KO では Triton X-100 に不溶性の
リン酸化シヌクレインが増加していた。④ 
行動学的に p62-KO および Syn-TG/p62-KO で
はモリス水迷路テストでも強制水泳テスト
でも無動状態が長く続き、空間認知記憶の評
価は困難であった。 
今回の病理学的および生化学的解析から、

p62 が欠損するとレビー小体病モデルマウス
における異常シヌクレイン蓄積の病態が増
悪することが明らかにされた。さらに行動学
的解析から、p62 欠損では強制水泳テストに
て無動状態を示し、ストレス下での意欲の低
下など運動異常以外の要因が作用している
と推測された。p62 の機能不全や変異などが
レビー小体病の病態に影響している可能性
が考えられる。 
 
(4)天然二糖であるトレハロースまたはマル
トースを給水投与したマウス脳を比較し、以
下の結果を得た。①トレハロース短期投与
（１週間）によって脳内オートファジーが効
率的に活性化される。②複数のシャペロン分
子（HSP90、SIGMAR1）の発現が亢進する。
③シヌクレイントランスジェニックマウス
では脳内αシヌクレインの全体量に変化は
みられないが、 Triton X-100 に不溶性のα
シヌクレインが減少する。さらに、ヒト培養
細胞およびレビー小体病剖検脳組織を用い
て、以下の結果を得た。④細胞内の小胞体関
連分解を活性化すると細胞内凝集物の形成

が有意に抑制される。⑤レビー小体病の患者
脳内ではオートファゴソーム形成を調節す
る分子群の異常が認められる。 
 今回、トレハロースは培養細胞およびマウ
ス脳内において効率的にオートファジーを
誘導することが明らかにされた。 
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