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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病の発症機序および治療法の開発を目指して、α-シヌクレイン凝集体の分解
と凝集体形成の解明を目的とし研究を行った。培養細胞内に線維化α-シヌクレインを導入、その分解過程を観察した
ところ、オートファジー分解に関与する蛋白質群が凝集体に局在していた。また、オートファジー関連蛋白質を阻害し
たところ、その分解が抑制された。
さらに、リソソーム蛋白質カテプシンBの機能の阻害により、線維化α-シヌクレインを核とした内在α-シヌクレイン
の凝集化が抑制されたことから、オートファジー等を通して切断された線維化α-シヌクレインがシードとなって新た
なα-シヌクレイン凝集体が形成されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the degradation and aggregate formation of 
α-synuclein associated with Parkinson's disease. α-Synuclein fibrils were introduced into cultured 
cells, and their degradation was examined immunocytochemically. Autophagy-associated proteins were 
colocalized to these aggregates. Their degradation was inhibited by knockdown of Atg-5. Moreover, the 
nucleation activity of α-synuclein fibrils was reduced by inhibition of the lysosomal protein cathepsin 
B, resulting in a decrease in α-synuclein aggregates. These results suggested that the cleavage of 
α-synuclein fibrils into lysosomes via autophagy and endocytosis was involved in α-synuclein-aggregate 
formation.

研究分野： 神経内科学

キーワード： α-シヌクレイン　オートファジー分解　凝集体形成　p62
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病やアルツハイマー病など
多くの神経変性疾患は、異常タンパク質や異
常オルガネラの蓄積により発症すると考え
られている。通常、異常タンパク質はタンパ
ク質分解機構（プロテアソームやオートファ
ジー）により分解されている。しかし、様々
なストレスや加齢などによる分解機構の破
綻は、これら異常タンパク質の蓄積を引き起
こし、最終的に疾患を発症する。 

家族性パーキンソン病の遺伝子解析から、
Lewy 小体の構成成分でもある α-シヌクレイ
ンのアミノ酸変異や遺伝子重複が原因であ
ることが報告された。このことから、α-シヌ
クレインの構造異常や細胞内レベルの増加
が疾患発症の原因の 1つであると考えられて
いる。これまでに、我々も含め複数の研究者
が α-シヌクレイン代謝に関する解析を行っ
ており、細胞内ではプロテアソーム系やオー
トファジー系などが、そして細胞外ではセリ
ンプロテアーゼNeurosinがその分解に関与し
ていることが明らかになった。Lewy 小体に
含まれる α-シヌクレインは Ub 化を受けてい
るが、Ub の付加は線維形成期から封入体形
成期と考えられている。さらに、α-シヌクレ
インの Ub 非依存的分解も報告されているこ
とから、α-シヌクレインの代謝過程には Ub
依存・非依存の２つの経路が存在すると考え
られている。多くの分解基質は、ユビキチン
(Ub)シグナルの付加によりプロテアソームや
選択的オートファジー系で分解される。しか
し、最近我々は Ub に依存しない選択的オー
トファジー分解経路も報告されており、α-シ
ヌクレインの分解機構を詳細に解析するこ
とは重要である。 

 
２．研究の目的 

 本研究は、α-シヌクレインの分解機構の解
明および疾患発症との関連性を明らかにす
ることを目的とする。特に、疾患発症と関わ
りのある線維化またはオリゴマーα-シヌクレ
インの分解にどのような因子が関わってい
るのかを解明する。選択的オートファジーに
関与する因子として p62やBAG3/HSP70複合
体を中心にさらに、細胞内 α-シヌクレインの
凝集体形成における α-シヌクレイン分解の
関わりについても解析を行う。 
 
３．研究の方法 

(1)線維化 α-シヌクレインの調製と培養細胞
への導入 

 6×His tag α-シヌクレイン（His-α-シヌクレ
イン）を大腸菌で発現させ、Ni カラムで精製
する。0.2 mg/mlの精製蛋白質を 500rpmで 2
週間撹拌することで線維化 α-シヌクレイン
を作製した。 
 培養細胞への導入のために、リポフェクト
アミン LTX と線維化 α-シヌクレインを混ぜ、
室温で 30分間インキュベートした。その後、
HEK293細胞へ添加した。 

(2)免疫細胞・組織化学 
 4%PFA で固定した細胞もしくは固定後ミ
クロトームで作製した切片は PBS で洗浄さ
れた。0.1％Triton X-100処理を行った後、正
常ヤギ血清でブロッキング、1次抗体を 25℃、
12時間反応させた。PBSで洗浄後、蛍光 2次
抗体を反応させ（25℃、4時間）、洗浄・封入
した。LSM 510 METAレーザー共焦点顕微鏡
で観察した。 
(3)マウス脳内への線維化 α-シヌクレインの
インジェクション 
 マウス線条体へ線維化 α-シヌクレイン
(5mg/ml) を麻酔下でインジェクション
（0.5µl/min）を行った。6 ヶ月後、作製した
マウスは免疫組織化学解析に使用した。なお、
これら動物実験を実施するに当たって、京都
府立医科大学動物実験委員会の承認を得て
行った（承認番号：M25-216）。 
 
４．研究成果 
(1)オートファジーによる線維化 α-シヌクレ

インの分解機構の解析 
in vitro で線維化した α-シヌクレインをト

ランスフェクション試薬で HEK293細胞内へ
導入した。そして、その細胞におけるユビキ
チン（Ub）、p62、LC3の局在性を免疫細胞化
学的に解析した。導入された線維化 α-シヌク
レインはリン酸化を受け、細胞内で大きな凝
集体を形成する（図１, P-αSyn）。これらの凝
集体に Ub、p62や LC3は共局在を示した（図
1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

この結果から、α-シヌクレイン凝集体はオ
ートファジーにより分解される可能性が示
唆された。そこで、この凝集体の蓄積がオー
トファジーの抑制や促進の影響を受けるか
検討した。オートファジー関連蛋白質 Atg-5
のノックダウンによりオートファジーを抑
制すると、24時間後の凝集体蓄積が増加した
（図 2A）。また、Rapamycinでオートファジ
ーを促進すると、凝集体蓄積が減少した（図
2B）。以上の結果から、細胞内へ導入した線

 
図 1 α-シヌクレイン凝集体(P-αSyn)とユビキチン

(Ub), p62, LC3 の共局在 
HEK293細胞へ線維化α-シヌクレインは導入され、抗

リン酸化 αSyn抗体、Ub抗体、p62抗体、LC3 抗体で

染色された。 



維化 α-シヌクレインはオートファジーによ
り分解されることが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 オートファジーアダプターp62 は基質の選
択的分解に関与している。そこで、p62 が線
維化 α-シヌクレインの分解に必要であるか
を確かめた。p62 をノックダウンすると、オ
ートファゴソームマーカーLC3に取り囲まれ
た α-シヌクレイン凝集体は減少し、凝集体の
蓄積は増加する（図 3）。このことから、p62
が線維化 α-シヌクレインのオートファジー
による選択的な分解に関わっていることが
分かった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)α-シヌクレイン凝集体と BAG3/HSP70 複
合体の共局在性の解析 

 in vitro で作製した線維化 α-シヌクレイン
をマウス線条体へマイクロインジェクショ
ン（5µg）することでパーキンソン病モデル
マウスを作製した。このマウスの線条体にお
ける α-シヌクレイン凝集体と Ub、p62、HSP70
そしてBAG3との共局在性を免疫組織化学的
に解析した。その結果、これらすべてのタン
パク質が α-シヌクレイン凝集体に存在して
いた（図 4）。また、培養細胞モデルでも、導
入した線維化 α-シヌクレインを粗精製する
と、その不溶性画分に BAG3や p62が含まれ
ていた（図 5）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 さらに、α-シヌクレイン凝集体が認められ
る領域でのオートファジー動態を観察する
ために、オートファゴソームマーカーLC3の
免疫染色を行った。その結果、線条体へ線維
化 α-シヌクレインをインジェクションした
マウス脳内では、広範囲に伝播し、リン酸化
α-シヌクレイン陽性の新たな凝集体が認めら
れる。そして、その領域では LC3蛋白質の発
現増加や凝集体への共局在が観察された（図
6）。 
 
 
 
 

 

図 3 α-シヌクレインの分解は p62 依存的である 

 
図 4 パーキンソン病モデルマウス脳における α-シヌ

クレイン凝集体と BAG/HSP70 複合体の共局在 
Ub、p62、HSP70そして BAG3 とα-シヌクレインの局

在をパーキンソン病モデルマウスで解析した。 

 
図 5 α-シヌクレイン凝集体不溶性画分への BAG3
や p62 の結合 
コントロール(C)または線維化 α-シヌクレイン導入

細胞(F)の Triton X-100不溶性画分をウェスタンブ

ロットで解析した。 

 
図 2 線維化 α-シヌクレインのオートファジーによ

る分解 
各処理をした細胞における α-シヌクレインの蓄積を

測定した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)線維化 α-シヌクレインのカテプシン B に

よる切断と α-シヌクレイン凝集化活性 
 ECFP-α-シヌクレインを発現する HEK293
細胞へ線維化 α-シヌクレインを導入すると、
それを核として細胞内の ECFP-α-シヌクレ
インは凝集化する。これにより線維化 α-シヌ
クレインのシード活性を定量的に測定する
方法を確立した。そこで、α-シヌクレインの
リソソームにおける分解とシード活性との
関係を調べるために、塩化アンモニウムや
Bafilomycin A1処理でリソソーム機能を抑制
した時のシード活性を測定した。その結果、 
20mM塩化アンモニウムや 10nM Bafilomycin 
A1 処理下では、線維化 α-シヌクレインの導
入にも関わらず ECFP-α-シヌクレインの凝
集化はほとんど起きなかった（図 7A）。さら
に、システインプロテアーゼ阻害剤 E-64dや
カテプシン B 阻害剤 CA-074Me処理、siRNA
によるカテプシン B 発現の抑制によって、そ
のシード活性は抑制された（図 7B）。このこ
とから、導入した線維化 α-シヌクレインのカ
テプシン B 切断産物が核となって新たな
ECFP-α-シヌクレインの凝集化を促すと考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)マウスニューロンにおける α-シヌクレイ

ン発現分布の解析 
 マウス海馬由来初代培養神経細胞を用い、
抑制性ニューロンおよび興奮性ニューロン

における α-シヌクレイン発現を調べた。抑制
性ニューロンは glutamic acid decarboxylase 
(GAD)、parvalbumin、somatostatinで、興奮性
ニ ュ ー ロ ン は vesicular glutamate 
transporter-1 (vGluT-1)で検出した。その結果、
抑制性ニューロンでは α-シヌクレイン発現
は非常に低く、興奮性ニューロンではシナプ
ス前終末ボタンや細胞体に強く発現してい
た（図 8）。この観察はマウス海馬 CA1 領域
における α-シヌクレイン発現解析でも同様
の結果を得た（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)α-シヌクレイン凝集体への S349 リン酸化

p62 の蓄積 
 培養細胞およびマウス脳内で α-シヌクレ
イン凝集体を形成させ、S349リン酸化 p62の
蓄積を免疫染色で解析した。 
 図 10、11に示すように、培養細胞（図 10）
やマウス脳内（図 11）のリン酸化 α-シヌクレ
イン陽性凝集体に S349リン酸化 p62が共局
在している。そして、神経線維では局在性は
低いが、細胞体では非常に高いことが明らか
となった。 

 
図 7 カテプシン B 阻害による線維化α-シヌクレイン

のシード活性の抑制 

 
図 8 ニューロンによる α-シヌクレイン発現の異なり 

 
図9 マウス海馬CA1領域におけるα-シヌクレイ

ンの発現分布 

 
図 6 パーキンソン病モデルマウスにおける LC3 発現

分布 の観察（線条体 CPu, 大脳皮質 Cx） 
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