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研究成果の概要（和文）： 

シヌクレイン（S）はシナプス末端に局在し、神経伝達物質の貯蔵および放出の調節に関与
することが示唆されている。S はタンパク質分解酵素で容易に可溶化されるが、シヌクレイ
ノパチーでは、不溶性となり、本来の生理的機能が損なわれることが病因の一つとされている。
本研究において、新規ユビキチン様タンパク質 NUB1 の結合タンパク質の一つとして、不溶性
S を同定した。さらにシヌクレイノパチー患者でのみ認められる異常S の簡易な検出法を確
立した。 この検出法と病理学的手法を用い、①レビー小体病剖検例では、NUB1 および不溶性
S が早期から病態に関与していること、②海馬および大脳皮質の前シナプスなどにおいて共局
在していることを示した。以上の結果から NUB1 は不溶性S を認識している可能性を示してい
る。今後、作製した NUB1 遺伝子改変動物を用い、生体内における不溶性S の意義を明らかに
するとともに治療への道を模索する。 
 

 
研究成果の概要（英文）： 

-Synuclein is a major component of Lewy bodies in Parkinson’s disease (PD) and dementia with Lewy 

bodies (DLB), as well as of glial cytoplasmic inclusions in multiple system atrophy. NUB1 also 

accumulates specifically in these -synucleinopathy lesions. In this study, we established a method to 

detect abnormal -synuclein found in patients with -synucleinopathy. This system allowed us to 

identify abnormal -synuclein is one of NUB1-interacting proteins. Further examination revealed that 

abnormal -synuclein with proteinase K (PK) resistance exists in presynapses and involved in early 

stage of patients with PD and DLB. Surprisingly, endogenous NUB1 was also accumulated together 

with PK-resistant -synuclein in the presynapses in transgenic mice expressing human -synuclein with 

an A53T mutation. These findings suggest that NUB1 together with abnormal -synuclein are involved 

in pathobiology of Lewy body disease. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

神経変性疾患に認められる細胞内封入
体の主要構成成分の発見を発端として、神
経難病の病態解明に向けた研究が展開さ
れている。我々は２００６年に、細胞内封
入体の構成タンパク質のひとつ「NUB1」を
見出した。本研究では、タンパク質の結合
異常がシヌクレイノパチー（パーキンソ
ン病、レビー小体型認知症、多系統萎縮症
）の病態に関与しているとの仮説のもとに
、この新規ユビキチン様結合タンパク質「
NUB1」と結合している未知のタンパク質を
同定することを第一目標として研究を進
めた。 
 
２．研究の目的 
シヌクレイン(S)は正常脳ではシナプス

末端に局在し、タンパク質分解酵素で容易に
可溶化される。一方、シヌクレイノパチー
では、S は不溶性となり、細胞体、軸索およ
び樹状突起内に細胞内封入体として存在す
る。本研究では以下４点を明らかにすること
を目的とした。 
（1）不溶性S の存在と分布 
（2）レビー小体病脳の前シナプスに蓄積し

ている不溶性S と NUB1の役割 
（3）前シナプスの超微形態、 
（4）レビー小体病（凍結脳組織）における

シナプス画分の不溶性S と NUB1 との
相関 

 
３．研究の方法 
家族性の点突然変異（A53T）を導入したS 

Tg マウスならびにレビー小体病（パーキンソ
ン病およびレビー小体型認知症）剖検例を用
いた。解析方法は免疫組織染色および免疫電
顕に加え生化学的手法（ショ糖密度勾配遠心、
スロットブロット法、ウェスタンブロット
法）を用いた。本研究における動物実験計画
は、弘前大学動物実験委員会により承認され、
弘前大学実験動物に関する指針に遵って行
う。遺伝子組み換え動物使用に当たっての拡
散防止処理を踏まえ、組み換え DNA 実験の弘
前大学動物倫理委員会の承認を得ている。本
研究に使用するヒト剖検脳は新潟大学脳研
究所から書類による審査を経て、譲渡されて
おり、倫理上問題はない。 
 
４．研究成果 

（1）レビー小体の凝集性に着目し、密度

の違いを利用して分画後、スロッ

トブロット法を用いることによ

り正常対照例にはみられない高

密度な異常シヌクレイン（図１

★印）を検出できる手法を確立し

た。ここにはレビー小体、レビー

小体様突起、オリゴマー、その中

間産物さらには未知の分子を含

んでいる可能性が高い。興味深い

ことに高密度シヌクレインは、

全シヌクレイン量の 62%を占め

予想よりもはるかに広範囲で存

在していることが明らかとなっ

た（NIH Image による濃度定量化）。 

 
（2） Tg マウスおよびレビー小体病の脳

組織からパラフィン切片を作成し、
NUB1 に対する抗体を用い免疫染色
を行った。その結果、不溶性S と
NUB1 は海馬および大脳皮質の前シ
ナプスにおいて共局在していた。 

 
（3） Tg マウスの海馬 CA4 の電顕所見か

ら NUB1の蓄積はSの繊維性凝集が
始まる前からおこっていた（図２）。 

 
（4） レビー小体病（Braak PD stage VI）

の凍結脳組織（側頭葉皮質）を用い、
前述したショ糖密度勾配法による
分画を行った結果、不溶性S と同
様の分布様式を示した。 

 
NUB1 はユビキチン様タンパク質であり、

シヌクレイノパチー脳の病態に関与してい
ることを報告してきたが、詳細は不明であ
った。今回の一連の結果から NUB1の結合タ
ンパク質の一つとして、異常S が同定され
た。異常S は、シヌクレイノパチー脳にお
いて広範囲に分布し、主にシナプス部位に
おいて早期から病態に関与していることを
証明した。これまでの結果を踏まえ、今後、
in vivoにおける NUB1のSへの影響を NUB1 
Tg マウスを用いて、病理学的、生化学的に
明らかにすると同時に、生体での異常S の
意義を行動学的に検討する予定である。こ
れらの結果は孤発性シヌクレイノパチー
の病態解明にむすびつくと同時に治療への
標的ともなりえる。 
 
図１ 

抗シヌクレイン抗体(LB509)を用いシヌク
レインを検出  

 
 
 
 
 
 

 
 



DLBの脳組織ではほぼ全ての fraction にシ
ヌクレインが検出される。一方、対照例
(control)では低密度の fraction にだけ検出
される。他の抗シヌクレイン抗体でも同様
の結果を得た。 

 
 
図２ 海馬 CA4 の電顕所見 

 
 

異常シヌクレインが出現する以前に
NUB1 の蓄積が前シナプスに認められる。
（矢印）（Bar=500 nm） 
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