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研究成果の概要（和文）：α-シヌクレイン（α-syn）の遺伝子とその発現調整領域を含むBAC cloneを用いて、孤発性
あるいはPARK4をモデルとするトランスジェニックマウス・ラットを作製した。α-synの凝集性や発現量を増加させる
目的で、A53T変異の導入やRep1領域の改変、PDにおけるリスク一塩基変異（SNP）の導入を2か所に行い、BAC cloneを
改変した。作製したモデルマウス・ラットを解析中であり、グルコセレブロシダーゼ（GBA）変異モデルとの交配モデ
ルは、孤発性PDのよいモデルとなると期待される。

研究成果の概要（英文）：We created the alpha-synuclein  BAC transgenic mice and rats harboring alpha-syn g
ene and its expression regulatory regions. To obtain symptomatic model, we introduced A53T mutation, risk 
SNPs and modified Rep1 region to alpja-syn BAC clone by Ret/ET recombination system. Now we are analyzing 
these transgenic animals, and speculates alpha-syn BAC Tg mice/rats crossed with glucocerebrosidase mutant
 are promising animal model for PD.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) パーキンソン病(PD) とα-Syn 

α-Syn は家族性 PD の責任遺伝子として同

定されたが、その後点変異のみならず正常遺

伝子の多重複でも孤発性 PD に非常に類似し

た家族性 PD を発症することが判明した。孤

発性 PD においては、α-Syn はレビー小体の

主要構成成分であり、さらに最近のゲノムワ

イド関連解析(GWAS)においては、α-Syn 遺伝

子が最も影響力のある感受性遺伝子として

同定された。このように、α-Syn は変異や重

複による質的・量的な変化を介してまれな家

族性 PD の原因となるだけでなく、一塩基多

型による発現量の軽微な増加を介して孤発

性 PD の発症に重要な役割を果たしている事

が証明されており、この点で最も重要な孤発

性 PD 関連遺伝子といえる。 

 

(2) PD 脳におけるα-Syn 発現量の変化 

α－Syn はレビー小体に蓄積してはいるが、

α-Syn の発現量が PD 発症に関連しているか

については議論があった。しかし最近ではマ

イクロダイセクションやリアルタイムPCRの

結果などからは、PD 患者の中脳黒質ドパミン

細胞ではα-Syn の蛋白量・mRNA とも増加し

ているという報告が多い。また他の炎症性神

経疾患でも増加しているという報告がある。

α-Syn の蓄積は細胞死に至る過程ではある

が、タンパク質のみならず mRNA が増加して

いるという事実からは、α-Syn 発現量の増加

が封入体形成・細胞死に影響している可能性

が想定される。 

 

(3)PD モデル動物と孤発性 PD 研究の現状 

現在、これまで孤発性 PD マウスモデルと

して様々な promoter を用いたトランスジェ

ニック（Tg）マウスが作製された。Prion 

promoter モデルでは、脊髄にα-syn の凝集

や細胞死が生じ、運動ニューロン病の様な表

現型が、Thy-1 promoter モデルでは、広範な

α-syn 凝集とともに認知症や末梢神経障害

の様な表現型を認めている。いずれも、α

-syn の異所性強制高発現のため、α-syn の

凝集メカニズムの解明には一定の貢献があ

ったが、カテコラミン細胞特異的な細胞死、

α-Syn を主成分とする Lewy 小体の存在、は

再現できていない。この様にモデル動物がな

いことが、特に孤発性の PD 研究を推進する

上で大きな障害となっていた。 

 
 
２．研究の目的 
 
孤発性 PDあるいは PARK4 をモデルとする、

α-syn をベースとしたモデル動物を作製し、

ドパミン細胞死やα-syn 凝集の分子メカニ

ズムの解明、あるいは将来的には新規薬剤投

与の in vivo モデルとすることが本研究の目

的である。 

 

３．研究の方法 

 

α-syn の発現量を確保するために、

Cre/loxPシステムを使用したα-syn/Cre BAC 

Tg マウスの作製を予定した。この手法におい

ては、ヒトα-syn BAC 内で、Ret/ET system

を用いて、α-syn 遺伝子の開始コドン以下を

Cre recombinase cDNA に改変する。改変され

た Cre/BAC から Tg construct（約 190kb）を

精 製 し 、 B6 マ ウ ス の 受 精 卵 へ の

microinjection 法により、Tg マウスを作製

する。Tg constructは巨大であり、かつα-syn

遺伝子発現制御領域を十分に含むため、この

マウスでは Creは transgene 挿入部位の周囲

のゲノムの影響を受けず、α-syn 発現部位に

忠実に発現することが最大の利点である。 

一方、BAC への Cre の挿入に技術的な困難

さも想定され、その場合は他にα-syn の発現

や凝集性を亢進させる方法として、A53T 変異

や孤発性 PD の GWAS で同定されたリスク SNP

の導入も考慮した。 



 

４．研究成果 
 

時間的・予算的な制限から、Cre/loxP システ

ムを使用したモデル作製から、α-syn BAC

の改変を主としたモデル作製に計画を変更

した。この際、孤発性 PD のリスク因子と

して同定された SNP はα-synの発現を増

加させると考えられるが、我々の α-syn 

BAC clone はリスクが減少する type の

SNPを持っていることが判明した。このた

め、孤発性 PD のリスク因子として同定さ

れた二つの alleleに対して、rs11931074(T

→G)と rs3857059 (G→A)変異を Ret/ET 

改変システムを用いて導入した。また、α

-syn遺伝子の上流約 10kbにある Rep１繰

り返し配列に関しても、リスク因子となる

繰り返し配列数(Rep 259bp→261bp)を導

入した。さらに、α-synの凝集性を高める

ために、A53T 変異も同システムを用いて

導入した。これらの改変 BAC cloneを精製

し、C57BL/6 マウス受精卵に injecton し、

トランスジェニックマウスを作製した。さ

らに、BACトランスジェニックモデルにお

いては、マウスよりラットの方がより高コ

ピー数の lineを得られることが分かり、同

コンストラクトを用いて、BACトランスジ

ェニックラットも同様に作製した。現在、

作製したモデルマウス・ラットを解析中で

あり、グルコセレブロシダーゼ（GBA）変

異動物との交配モデルは、孤発性 PDのよ

いモデルとなると期待される。 
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