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研究成果の概要（和文）：本研究では、電気生理学的、免疫化学的手法を用いて、部分凝集αシヌクレインが活
動電位依存性カルシウム恒常性不全にどのような機能不全を生ずるかを検討した。その結果、細胞内部分凝集α
シヌクレインは、IP3受容体の開口を制御するcalcium binding protein 1と結合し、IP3受容体から引き離すこ
とによって、連発発火時にIP3受容体からの異常カルシウム遊離を引き起こすことが判明した。この病的カルシ
ウム遊離がパーキンソン病やレビー小体型認知症でカルシウム恒常性不全を生じて、選択的神経細胞脆弱性やα
シヌクレイン病理の拡がりをもたらす分子的基盤となっている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：α-Synuclein oligomers and dysregulated activity-dependent Ca2+ homeostasis 
play pivotal roles in the selective neuronal damage occurring in Lewy body disease. The current 
study used electrophysiological and immunochemical analyses to evaluate how intracellular α
-synuclein oligomers act on the neuronal excitability and Ca2+ dynamics in neocortical pyramidal 
neurons. Intracellularly applied higher-order α-synuclein oligomers directly capture 
calcium-binding protein 1, a negative regulator of inositol trisphosphate receptor (IP3R) gating, 
and cause the aberrant form of Ca2+-induced Ca2+ release from IP3R during multiple spikes. This is a
 non- physiological action in neocortical neurons and is blocked by L-type Ca2+ channel blockers. 
This oligomeric α-synuclein-mediated mechanism may cause intracellular Ca2+ dysregulation and could
 be the molecular basis for neuronal vulnerability in Lewy body disease.

研究分野： 神経内科学

キーワード： αシヌクレイン　パーキンソン病　レビー小体型認知症　IP3受容体　カルシウム遊離　カルシウム結合
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１．研究開始当初の背景 
LBD(Lewy body disease; PD/DLB)の病理学

的特徴であるレビー小体は、重合した α シ
ヌクレイン(αS)が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、部分凝集した可溶性 αS（見えない
凝集体）が、レビー小体を形成する以前に、
神経細胞機能異常や神経細胞死の原因とな
っている可能性が示されている。LBD では、
自律神経・迷走神経背側核・縫線核・青斑核・
マイネルト基底核・黒質緻密部から扁桃体、
大脳皮質へ、レビー小体病理が広がって、パ
ーキンソニズムのみならず、精神症状や認知
症を生じ、患者の QOL を低下させる 
αS は、通常神経終末に発現してシナプス

小胞放出の制御に関わっているとされてお
り、αS 凝集は、一般には神経終末から始ま
ると考えられている。しかし近年の研究では、 
αS オリゴマーが、レビー小体や pale body
といったLBDの病理学的特徴が出る前から細
胞体に出現、蓄積していることが分かってき
た。αSオリゴマーは、ミトコンドリア負荷、
小胞体ストレス、オートファジー・ライソゾ
ーム経路による蛋白恒常性の異常、神経細胞
間の αS 病理の伝搬を生じて、LBD での神経
脆弱性やLBD病理の拡がりをもたらす。また、
LBD 発症・進行リスクを高めるαS変異・GBA
変異等の遺伝的要因や酸化ストレス、炎症な
どの環境要因と、LBD における神経細胞脆弱
性とを繋げる重要な pathogenic pathway と
もなっている。 
 さらに Ca2+恒常性不全もまた、αS オリゴ
マー凝集形成、ミトコンドリア・小胞体スト
レス、オートファジー・ライソゾーム異常を
生じて、LBD での選択的神経細胞脆弱性を担
っていることから、αS オリゴマーと Ca2+恒
常性不全の密接な関連がLBD病理に重要であ
ることが推察される。 
 DLB で脆弱性をもつ黒質緻密部（SNc）ドパ
ミン神経・縫線核・青斑核・マイネルト基底
核の神経細胞は、膜興奮性が高い、スパイク
幅が広い、Ca2+結合蛋白発現が少ない、とい
った Ca2+負荷がかかりやすい性質持つ。一方、
大脳皮質錐体細胞はそのような性質を持っ
ておらず、αS オリゴマーが大脳皮質錐体細
胞で神経活動や Ca2+動態にどのような機能異
常をもたらすのか、また、これらの LBD で脆
弱性をもつ神経に共通した機能異常がある
のか、その詳細はこれまで不明であった。 

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）。また、

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、シナプス足
場蛋白であるhomer1aの発現下、乃至は細胞
内投与下では、シナプス伝達抑制（Sala 2003）、
錐体細胞の過分極（Sakagami 2005）、Ca2＋

スパイク発射促進（Yamamoto 2005）に働く
ことを報告してきた。また、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)。 
  
２．研究の目的 
部分凝集したαSをパッチピペットから、大
脳皮質錐体細胞内に投与して電気生理学的
解析を行い、神経細胞の発火特性や細胞内
Ca2+にもたらす機能的異常を解析し、LBD で細
胞死に先駆けて生じる神経機能異常の仕組
みを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの前頭葉新皮質スライス（P20-50）
を作成した。 
(2)2/3 層、又は 5層錐体細胞にパッチクンプ
し、whole-cell 記録を行った。 
(3)種々の recombinant αS をピペット内か
ら投与した。これらの溶液の凝集状態解析は
イムノブロットによって行った。また、αS
オリゴマーと他の蛋白との結合状態は免疫
沈降法にて解析した。 
(4)電流固定記録にて静止膜電位、に脱分極
刺激により単発スパイク、連発スパイクを記
録した。電圧固定記録で SK(AHP)電流、Ca2+

電流を測定した。 
(5)各受容体・チャンネルの阻害剤や関連蛋
白とその抗体を細胞内外に投与して発火・
Ca2+動態の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) αS オリゴマーの細胞内投与は、連発発
火の発火頻度を低下させた。 
ドパミン(DA)存在下で3日間インキュベー

トすることで、αSは、野生型、A53T 型のい
ずれも、SDS-resistant な安定したオリゴマ
ーを形成した。DA なしでは、野生型（WT）αS
はモノマー・ダイマーのみ形成し、A53T型αS
はモノマー・ダイマー・凝集体（フィブリル）
を形成したが、いずれもオリゴマーは含まれ
なかった。 
 オリゴマーを含む WTαS＋DA(αSNo)、
A53TαS＋DA(αSN53o)を細胞内投与した際
には、オリゴマーを含まない WTαS(αSN)、
A53TαS(αSN53)、DA、および Control(αS



も DA も含まない)に比べて、連発発火時の発
火頻度が有意に低下した（A53T 型でできた凝
集体・フィブリルはフィルターで除去したも
のを細胞内投与に使用。αS、又は DA を含む
各溶液は、3日間 37 度でインキュベートした
ものを使用）。単発スパイク時のスパイク幅、
スパイク後過分極、及び膜電位にはオリゴマ
ーの有無は影響しなかった。また、V 層錐体
細胞での H電流、微小後シナプス電流もαSN
とαSNo で差を認めなかった。 
 
(2) αS オリゴマーは、連発発火後のスパイ
ク後過分極（AHP）の持続時間を延長し、AHP
電流を増強した。 
αSNo はαSN、DA、Control に比べて、連

発発火後のAHP振幅には変化をもたらさなか
ったが、AHP 持続時間が有意に延長し、AHP
電流を増強した。 
これらの結果から、αSオリゴマーはSK（SK

型 Ca2+依存性 K+チャンネル）電流を増大させ
ることが判明し、発火時の細胞内 Ca2+増加を
大きくする機序が働いていることが示唆さ
れた。 
 

(3) αS オリゴマーは、L 型電位依存性 Ca2+

チャンネル(L-VDCC)と SK チャンネルとカッ
プリングした IP3受容体からの Ca2+遊離によ
って AHP 電流を延長させた。 
αSNo による発火頻度低下と AHP 電流の増

強は、細胞内 Ca2+キレーター、L-VDCC 阻害、
SK 阻害だけでなく、IP3受容体（IP3R）阻害、
小胞体 Ca2+貯蔵枯渇剤によっても打ち消され
た。一方、P/Q 型および N 型 VDCC、BK 阻害、
リアノジン受容体阻害、ミトコンドリア Ca2+

ユニポーター阻害では、αSNo の効果はその
まま持続した。 
過去の大脳皮質や扁桃体における研究で、

VDCC、IP3R、SK の三者のカップリングが VDCC
からの Ca2+流入が引き金となって生ずる Ca2+

誘発性 Ca2+遊離（CICR）と、その遊離した Ca2+

によって生ずる SK 増大をもたらすことが知
られている（Yamamoto,2000, 2002; Yamada 
2004）。以上の結果から、αSNo は連発発火時
に IP3R からの CICR を生ずること、この型の
CICR は、大脳皮質細胞では発火頻度低下と
AHP 電流の増強で検出できることが判明した。 
 

(4) αS オリゴマーは、IP3受容体の Ca2+依存
性不活性化を阻害して、連発発火時の異常
CICR 誘発する。 
 IP3R からの CICR そのものは新皮質や扁桃
体に限らず、IP3R が分布する神経細胞内の細
胞体や樹状突起で広く生じうる。また、IP3R
は、生理的には IP3 と Ca2+の両者と結合して
効果的に Ca2+遊離を生ずる。αS オリゴマー
が、IP3R からの CICR を生ずるメカニズムの

候補として、①VDCC からの Ca2+流入の増強、
②IP3 産生の増強、③IP3R の開口制御不全の
三者が挙げられる。 
この中で①の可能性については、αSNo が

Ca2+電流に影響を及ぼさなかったこと、②に
ついても、IP3産生を担う PLC の阻害薬を投与
してもαSNo の作用が持続したことから、除
外された。一方、IP3の細胞内投与は、αSNo
の効果を模倣してさらなる上積みの効果を
及ぼさなかった。(3)で IP3R 阻害がαSNo の
効果をブロックしたことと合わせると、αS
オリゴマーの効果は、③IP3Rの開口制御不全、
つまり本来 Ca2+細胞内が高濃度になった作動
すべき Ca2+依存性という開口制御機構が働か
なくなったために生じた病的な CICR である
と考えられた。 
 

(5)αS 高次オリゴマーは、calcium binding 
protein 1 (CaBP1)と結合し、CaBP1 が担って
いる IP3 受容体の不活性化を解除して、IP3

受容体からの異常 CICR を誘起する。 
 αS オリゴマーが、異常 CICR を生ずる作用
点を同定するため、これまでの結果を踏まえ
て、①IP3R の開口制御（Ca2+依存性不活性化）
に関わり、②αS オリゴマーと結合し、③神
経細胞内に発現している蛋白を文献的に検
索した。その結果、CaBP1 が、唯一その条件
を満たした。また、CaBP1 とアミノ酸配列に
相同性をもつ calmodulin が、αSとの結合が
オリゴマー特異的ではない点、IP3R との親和
性が CaBP1 の約 1/100 である点を除けば、そ
の条件に近い蛋白として挙げられた。そこで、
この両者、及びその抗体をαSNo、又はαSN
と同時に細胞内投与した際のαSNo の効果を
検証した。 
 その結果、CaBP1 抗体はαSNo の効果を模
倣してさらなる上積みの効果を及ぼさなか
った。逆にCaBP１はαSNoの効果を阻害した。
一方、calmodulin、及び calmodulin 蛋白は
αSNo の効果に影響しなかった。CaBP1 抗体 
の効果は、L-VDCC 阻害、IP3R 阻害にて打ち消
された。さらに、免液沈降による検討では、
CaBP１が 100ｋDa以上のαSオリゴマーと結
合した。 
以上のことから、IP3R の Ca2+依存性不活性

化を担っている CaBP1 にαS 高次オリゴマー
が結合して Ca2+依存性不活性化が作動しなく
なることによって、IP3R 異常 CICR が生ずる
と結論付けられた。 
 

 本研究では、細胞内αSオリゴマーによる
異常 CICR 機構を詳細に検討し、作用点を同
定した。生理的に生ずる Ca2+流入や IP3 の上
昇を介さない点、IP3R の Ca2+依存性不活性化
を担う CaBP1 をオリゴマーが捉え、 Ca2+上昇
時に作動すべき IP3R 制御が働かないために



生ずる点で、今回見出したαSオリゴマー誘
発性 CICR は、病的な Ca2+放出機構であるとい
える。L-VDCC、IP3R は細胞体・樹状突起で、
CaBP1 は細胞体・樹状突起・軸索で、神経細
胞内に広く発現していることから、異常 CICR
は、大脳皮質錐体細胞に限らず、主として細
胞体・樹状突起でオリゴマーが出現した時に、
高頻度発火時に Ca 制御不全を発生・伝搬す
ると考えられる。 
 IP3R とミトコンドリアは IP3R が存在する
小胞体とミトコンドリアの生理的連結
（mitochondria associated ER membrane：
MEM）で強くリンクしており、ER から IP3R を
介したミトコンドリアへの Ca2+流入は、オー
トファジーを抑制する。αS は MEM に存在し
て、ミトコンドリア内 Ca2+を増加させ（Cali 
2012, Guardia-Laguarta 2014）、αS オリゴ
マーは Ca2+誘発性ミトコンドリア機能不全を
生ずる（Luth 2014）。我々の結果から、αS
オリゴマーはミトコンドリアに対する急性
の Ca2+流入を促さなかったが、連発発火時の
異常 CICR を頻発させることで、長期的には
ミトコンドリア Ca2+負荷をもたらすと考えら
れる。また、Ca2+恒常性不全はミトコンドリ
ア機能異常のみならず、蛋白恒常性の攪乱や
αS 凝集促進、αS の細胞間伝搬にもかかわ
る。今回見出した異常 CICR が、αSオリゴマ
ーが出現した神経に、こうした多様な Ca2+制
御不全がもたらす pathogenic pathway を活
性化させて、LBD で Ca2+恒常性破綻が生ずる
神経脆弱性とαS病理拡大を引き起こす分子
的基盤となっている可能性が推察された。 
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