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研究成果の概要（和文）：ストレス顆粒は、ストレス状況下で、RNAとRNA結合タンパク質によって細胞質に形成
される。神経変性疾患においてRNAからタンパク質への翻訳過程を制御することで、異常たんぱくの産生ならび
にタンパク質の異常凝集を防ぐとされる。本研究では、多系統萎縮症患者ならびに正常対照の剖検脳組織、αシ
ヌクレイノパチーの細胞モデル、さらに、シヌクレイントランスジエニックマウスを用いて、ストレス顆粒なら
びに細胞内分解系に関連するタンパク質の動態を検討した。多系統萎縮症のαシヌクレイン封入体の形成過程、
神経細胞死との関連を明らかにすることで、多系統萎縮症の予防治療戦略の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Stress granules are cytoplasmic messenger ribonucleoprotein particles that 
form dense aggregations in the cytosol composed of RNAs and RNA binding proteins that appear when 
translation is impaired under stress conditions. Stress granuless are thought to play an important 
role in the pathogenesis of neurodegenerative diseases by acting as seeds for pathological 
inclusions. To elucidate the significance of formation of stress granule and protein aggregates in 
the disease process of multiple system atrophy, we examined dynamic changes of stress 
granule-related proteins and protein degradation systems using tissue samples from multiple system 
atrophy patients and normal controls and cell and animal models for alpha-synucleinopathy. These 
results suggested that stress granules marker proteins and protein degradation systems may be 
therapeutic targets to prevent multiple system atrophy.

研究分野： 神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
 多系統萎縮症（multiple system atrophy, 
MSA）ではオリゴデンドログリアの細胞質内
封入体（GCI）に加え、グリア核内（GNI）、
神経細胞質内（NCI）、神経細胞核内（NNI）、
神経突起内（swollen neurites）にリン酸化
α シ ヌクレ イ ンの蓄 積 が認め ら れ る 
[Neuropathol Appl Neurobiol 30:546, 2004]。
MSA の早期例では神経細胞におけるαシヌ
クレインの蓄積は、核内では核膜内側面
（NNI）に、細胞質では核膜外側面（NCI）
に局在している [Neuropathology 33:667, 
2013]。αシヌクレインは生理的に細胞質と
核内に存在し、核膜孔を通過できることを考
えると、核膜内外におけるαシヌクレインの
蓄積は、封入体形成の初期において、核と細
胞質の間で RNA 並びに RNA 結合タンパク
質の輸送障害、αシヌクレインの翻訳や修飾
の異常が生じていることを示唆している。 
ストレス顆粒（stress granule, SG）は、

ある一定のストレス環境下で RNA と RNA
結合タンパク質によって細胞質内に形成さ
れ、膜に囲まれることなく小胞体に随伴する
構造体であり、RNA を酸化ストレスなどの
異常状態から防御する役割を有する。SG の
持続的な出現はタンパク質の翻訳ならびに
修飾の異常を意味する。神経変性疾患に出現
する TDP-43、FUS、タウなどから成る神経
細胞内封入体は、酸化ストレスに応答し SG
関連経路を介して形成されると考えられて
いる。実際、酸化ストレスに応答して細胞防
御因子の放出を制御する Nrf2-Keap1 経路の
Keap1 が、MSA の GCI と NCI に発現して
いる  [J Neuropathol Exp Neurol 72:18, 
2013]。さらに最近、家族性 MSA の原因遺伝
子として、抗酸化作用に関わるコエンザイム
Q10 合成酵素の遺伝子 COQ2 が同定された
[BBRC 452: 221, 2014]。これらの所見は
MSA の封入体形成に酸化ストレスが関与し
ていることを示唆する。また、GCI および
NCI の形成には微小管システムが関与して
おり、GCI には微小管構成タンパク質である
β-III tubulin も認められる。最近、β-III 
tubulin を含有する神経細胞内封入体（MSA
の NCI に類似）が SG マーカー陽性となるこ
とを見出した。さらに、MSA 剖検脳を用い、
SGマーカーで免疫染色を行ったところ、GCI、
NCI、swollen neurites が陽性を示す知見を
得た。これらの所見は MSA の封入体形成に
SG が関与していることを示唆する。以上の
知見から、MSA に出現する封入体も酸化ス
トレスに反応した SG 関連経路を介して形成
されると考えるに至った。そこで本研究では、
酸化ストレスが MSA の病態に果たす役割を
明らかにし、抗酸化剤などの化合物による治
療戦略を検討することとした。 

 
２．研究の目的 
（１）ヒト剖検脳組織における SG の組織分
布および細胞内局在を明らかにする。MSA

における GCI、GNI、NCI、NNI、swollen 
neurites と SG の関連について検討する。 
（２）αシヌクレイノパチー並びに MSA モ
デルにおける SG 形成の動態を明らかにする。
これらのモデルへの酸化ストレスの負荷が
封入体形成や細胞死に及ぼす影響を検討す
る。 
（３）モデルマウスに抗酸化剤などの化合物
を投与し、その効果の有無を明らかにする。 
モデルマウスへの化合物投与が及ぼす効果
を病理学的、行動学的に検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト剖検脳組織における SG の組織分
布および細胞内局在を明らかにするために、
MSA の病変部位（橋および基底核）から薄切
したパラフィン切片を用いHE染色を行った。
ま ず 、 バ ー チ ャ ル ス ラ イ ド シ ス テ ム
（VS110-L100,オリンパス）で各標本を取り
込んだ。脱色後、リン酸化αシヌクレイン並
びに SG マーカー（eIF3, eIF4G, G3BP1, HuR, 
PABP-1, Staufen, TIA-1, TIAR, XRN1)免疫
染色（DAB 発色）を行った。再度、バーチャ
ルスライドシステムで各標本を取り込み、同
期化し、これにより、グリア細胞と神経細胞
ごとの封入体形成、SG マーカーの免疫染色性
を検討した。さらに、MSA の封入体形成に関
与するストレス顆粒のマーカーである
Hu-antigen R 、 eukaryotic translation 
initiation factor 3 お よ び 
poly(A)-binding protein 1 を正常対照の剖
検脳組織を用いて検討した。 
 
（２）MSA 患者ならびに正常対照の剖検脳
組織を対象に、細胞内のタンパク質分解系、
特にオートファジーを調節している分子群
に対する抗体を用い検討した。MSA 患者
ならびに正常対照の剖検脳組織を用い、免
疫染色とウェスタンブロット（WB)解析を
行った。HEK293 細胞に、AMBRA1、正
常型αシヌクレインと変異型αシヌクレイ
ンを遺伝子導入し、免疫沈降法（IP）なら
びに proximity ligation assay (PLA)で評
価した。MSA、正常対照の凍結脳組織を用
い、IP を行った。 
 
（３）レビー小体病モデルとして開発したシ
ヌクレイントランスジエニックマウス（TG)
を用いた。2%トレハロースまたは対照として
2%マルトースを１週問自由摂取させた。病理
組織学的（HE 染色、免疫染色)、生化学的（ウ
ェスタンブロット解析）および行動学的（モ
リス水迷路テスト）に検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト剖検脳におけるαシヌクレインな
らびにストレス顆粒の組織分布および細胞
内局在を明らかにするために、MSA 患者なら
びに正常対照の剖検脳組織を検討した。その
結果、GCI、NCI、swollen neurites は、SG



マーカーのうち、eIF3 は陽性を示したが、他
の SG マーカー, eIF4G, G3BP1, HuR, PABP-1, 
Staufen, TIA-1, TIAR, XRN1は陰性であった。 
MSA の軟膜下アストロサイトにリン酸化α

シヌクレインの蓄積を認めた。これらは p62、
ユビキチンまたはGallyas-Braak染色に陰性
であり、線維性凝集を形成していないという
点で、MSA における既知の封入体（グリア細
胞および神経細胞）とは組織学的に異なって
いることを見出した。 
 
（２）剖検脳組織を用いた免疫染色では、正
常対照において神経細胞の細胞体が ULK1、
ULK2、VPS34 で淡く陽性を示した。AMBRA1 で
は神経細胞に加え、オリゴデンドログリアの
胞体も淡く陽性に染まった。MSA では、AMBRA1
でグリア細胞質内封入体、神経細胞質内封入
体が強陽性を示した。凍結脳のWB解析では、
MSA で ULK1、ULK2、AMBRA1 が有意に増加して
いた。一方、オートファジーの抑制を示唆す
るリン酸化 AMBRA1 も MSA において有意に増
加していた。HEK293 細胞を用いた IP では、
AMBRA1 に正常αシヌクレインが結合してお
り、PLA で可視化された。さらに、凍結脳組
織を用いた IP でも、AMBRA1 と正常αシヌク
レインが結合していた。以上の結果は、MSA
の病態においてオ一卜ファジー上流に何ら
かの異常が生じていることが示唆された。
HEK293 細胞および凍結脳組織を用いた IP か
ら AMBRAI は正常型αシヌクレインと結合し
ていることが確認された。 
 
（３）トレハロース投与により脳内オートフ
ァジーの活性化が認められた。トレハロース
群とマルトース群で、TG に認められるリン酸
化シヌクレイン陽性封入体の数に有意な差
は認められなかった。また、タンパク質分解
酵素耐性のシヌクレイン蓄積も差は認めら
れなかった。生化学的に不溶性シヌクレイン
の量はトレハロース群で有意に減少してい
た。モリス水迷路テストにおいて、トレハロ
ース群では空間認知記憶の改善が認められ
た。以上の解析から、トレハロースによる脳
内オ一トファジーの活性化はすでに凝集し
た異常分子を除去するには不十分であった。
一方、TritonX-100 に不溶性を示すシヌクレ
イン量が約 50%にまで減少していたことや複
数のシャぺロン分子が亢進していたことか
らトレハロース投与は脳内の代謝系に影響
を及ぼしている可能性が示唆され、シヌクレ
イノパチーの予防治療戦略の重要な候補で
ある。 
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