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研究成果の概要（和文）：α-Synucleinは可溶性タンパク質であるが、シヌクレイノパシーと呼ばれる一群の神
経変性疾患では、本タンパク質を主成分とする凝集体が形成され、神経細胞内やグリア細胞内に蓄積する。近
年、様々なリソソーム病において、中枢神経系にα-synucleinが蓄積することが報告されている。したがって、
リソソームの機能低下がα-synucleinの蓄積に関与すると考えられる。本研究では、α-synucleinを分解するリ
ソソーム・オートファジー系とα-synucleinの蓄積との関連を調べた。その結果、リソソーム酵素のカテプシン
の活性低下がα-synucleinの不溶化に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：α-Synuclein is a 140-amino acid protein and abundant in presynaptic 
terminals of neurons. Intracellular aggregation of α-synuclein is a pathological feature of 
neurodegenerative diseases, such as Parkinson’s disease (PD). Lysosomal dysfunction and α
-synuclein accumulation are considered as the major pathogenic features in PD. For instance, 
mutations in β-glucocerebrosidase (GBA) gene, responsible for Gaucher disease, are known as a risk 
factor for PD. Recent studies demonstrate that deficiency of lysosomal enzymes causes lysosomal 
dysfunction and α-synuclein accumulation; however, the molecular mechanism of α-synuclein 
accumulation remains unclear. In this study, we investigated the effects of reduced activity of 
lysosomal enzymes GBA and cathepsins B and D on α-synuclein accumulation. Our study suggested that 
dysfunctions of cathepsins B and D are more critical role in accumulation and insolubilization of α
-synuclein than the GBA dysfunction.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
シヌクレイノパシーはパーキンソン病
（PD）、レビー小体型認知症、多系統萎縮症
などの神経変性疾患群の総称であり、これら
の疾患に共通する病理学的所見は、神経細胞
内やグリア細胞内に見られる-synuclein を
含む凝集体の形成である。さらに、ニーマン
ピック病などの小児の疾患においても
-synuclein の蓄積が見られ（Saito et al., 
2004）、本タンパク質の蓄積は多くの神経変
性疾患の病態に関与していると考えられる。
-synuclein の凝集体が細胞に及ぼす影響に
ついては、細胞毒性と細胞保護の両面から議
論されている（Spillantini et al., 1997; 
Winner et al., 2011; Wan and Chung, 2012）。
PD の神経細胞にみられるレビー小体と呼ば
れる凝集体にはリン酸化された-synuclein
が含まれていることが明らかにされ
（Fujiwara et al., 2002）、また-synuclein
はニトロ化によってその凝集が促進される
とも報告されており（Paxinou et al., 2001）、
-synuclein の翻訳後修飾と凝集との関係も
結論は得られていない。一方、-synuclein
遺伝子（SNCA）の重複がみられる家系では
PD を発症することが報告されている。すな
わち、SNCAの gene dosageが増えるほど、
PDは若年に発症し、症状の進行が速くなり、
より重篤化する (Singleton et al., 2003)。さ
らに、本患者の脳では-synuclein の凝集体
形成が見られており、-synuclein 量の増加
がシヌクレイノパシーに関与することが明
らかになった。しかし、様々な神経変性疾患
に見られるシヌクレイノパシーの病態は未
だ十分には解明されていない。 
 我々は、オリゴデンドロサイトに特異的に
ヒト-synuclein を強制発現させた多系統萎
縮症モデルマウスを用いた研究により、変性
したオリゴデンドロサイトの放出する液性
因子が神経細胞内の-synuclein 量を増加さ
せることを報告した（Nakayama et al., 
2009）。そこで、オリゴデンドロサイトから
放出される液性因子の同定に着手し、シスタ
チン Cが神経細胞の-synuclein発現の誘導
に関連する因子であることを初めて明らか
にした（Suzuki et al., 2014）。野生型マウス
脳由来の初代培養細胞にシスタチン C を投
与すると、神経細胞内の-synuclein量が約 3
倍に増加することもわかった。 
 
２．研究の目的 
-synucleinは 140個のアミノ酸からなる
可溶性タンパク質である。しかし、シヌクレ
イノパシーと呼ばれる一群の神経変性疾患
では、本タンパク質を主成分とする不溶性の
凝集体が形成され、神経細胞内やグリア細胞
内に蓄積する。我々の研究から、神経細胞に
システインプロテアーゼインヒビターであ
るシスタチン Cを投与すると-synucleinの
蓄積が亢進することが明らかになっている。
さらに、近年の研究によってリソソーム病の

ひとつであるゴーシェ病の原因遺伝子であ
るβ-グルコセレブロシダーゼ（GBA）遺伝
子の変異が PD の危険因子であることや、
様々なリソソーム病において中枢神経系に
-synuclein が蓄積することが報告されてい
る。したがって、リソソームの機能低下が
-synuclein の蓄積を引き起こすと考えられ
る。そこで、-synuclein の分解系のひとつ
であるリソソーム・オートファジー系に関わ
る酵素の機能低下と-synuclein の蓄積との
関連を調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
本研究では、HEK293細胞、SH-SY5Y細
胞、HeLa 細胞を用いた。培養細胞は 10% 
fetal calf serum を添加した Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) で培養
した。SH-SY5Y 細胞の神経細胞様の分化誘
導には 20 mM レチノイン酸を添加した。プ
ラスミドベクターのトランスフェクション
には、Lipofectamine 2000を用いた。 
 
（２）タンパク質溶液の調製 
培養細胞は phosphate buffered saline 

(PBS)で２回 washし、lysis buffer (1% SDS   
in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4)で懸濁後、超音
波破砕したものを whole cell lysateとした。
α-Synuclein の不溶化解析のため、細胞を
extraction buffer (1% Triton X-100 (TX) in 
PBS with protease inhibitor)に懸濁し、氷上
で 10分間静置した後、15,000 x g で 30分間
遠心した。遠心上清を TX可溶性画分とした。
沈殿は lysis bufferで懸濁し、超音波でホモ
ジェナイズして、TX 不溶性画分とした。各
タンパク質溶液はウエスタンブロット解析
に用いた。 

 
（３）リソソーム酵素のノックダウン細胞株
の樹立 
 リソソーム酵素のノックダウンには
pSUPER RNAi systemを用いた。pSUPER
にハイグロマイシン耐性遺伝子を導入した
ベクター（pSUPER-h）に、カテプシン B、
カテプシン D、GBAの siRNA配列を組み込
んだ。pSUPER-hベクターをトランスフェク
ションしたHeLa細胞はハイグロマイシンで
セレクションを行い、shRNA を安定発現す
る細胞株を樹立した。 
 
（４）免疫細胞染色 
 培養細胞は、コラーゲンコートしたφ12
のカバーグラス上に撒いて培養し、4%パラホ
ルムアルデヒド処理後、冷メタノールで固定
をした。そして、0.5% TX で透過処理して、
5% BSAでブロッキングした。固定した細胞
は、-synuclein 抗体 Syn1（1:200）で反応
させ、Alexa Flour 488で標識した二次抗体
で可視化した。核は DAPIで対比染色した。 
 



４．研究成果 
（１）リソソーム酵素阻害剤による
-synucleinの蓄積 
 -synuclein を発現させた HEK293 細胞
に、リソソームの pHを上昇させることによ
ってその機能を阻害するクロロキン、GBA
の特異的阻害剤である Conduritol B 
Epoxide (CBE)、-synucleinを分解すること
が報告されているカテプシン B の阻害剤
CA-074 Me を投与した。細胞は whole cell 
lysate およびTXの溶解度による画分を調製
し、ウエスタンブロット解析を行った。クロ
ロキンを投与した細胞ではいずれの画分に
も-synuclein の増加は認められなかったが、
GBA阻害剤では TX可溶性画分、カテプシン
Bの阻害剤では TX不溶性画分で増加が確認
された。一方、リン酸化-synuclein は主に
TX 不溶性画分で検出されたが、いずれの阻
害剤でも変化が認められなかった。 
さらに、免疫細胞化学的解析では、

-synuclein を発現させた HEK293細胞にカ
テプシン Bの阻害剤を投与すると、細胞質に
-synuclein の凝集体様の集積が観察された
（図 1）。また、-synuclein発現ベクターを
トランスフェクションした後にレチノイン
酸で分化誘導した SH-SY5Y細胞に、阻害剤
を投与して観察を行った。分化誘導した
SH-SY5Y細胞でも、カテプシン B阻害剤の
投与群のみで-synuclein の凝集体様の集積
が観察された。また、-synuclein の凝集体
様集積は neuriteや細胞質に局在が見られた
（図 1）。 
 
（２）リソソーム酵素のノックダウン細胞で
の-synucleinの蓄積 
リソソーム酵素の量的低下が-synuclein
の不溶化に及ぼす影響を調べるため、
-synuclein の分解への関与が報告されてい
るカテプシン B（CTSB）とカテプシン D
（CTSD）、そしてその機能低下が PDの危険
因子と考えられている GBA を標的とした
siRNA 配列をいくつか設計した。siRNA 配
列は shRNA 発現プラスミド pSUPER に導
入した。ノックダウン効率を算出するため、
標的配列を含む 600-800bp の cDNAをサブ
クローニングした siCHECKベクターを作製
し、各々の pSUPER ベクターと共に
HEK293 細胞にトランスフェクションした。
その結果、それぞれで最も有効な配列のノッ
クダウン効率は CTSB が 79.1%、CTSD が
64.4%、GBAが 94.0%であった。 
そこで、ノックダウン効率の高かったベク
ターを-synucleinを過剰発現する HEK293
細胞にトランスフェクションし、 shRNAの
一過性発現による-synuclein の不溶化を
TX の溶解度によって分画し、ウエスタンブ
ロットによって検討した。その結果、いずれ
の shRNA 発現も、Total および TX 不溶性
-synuclein 量に明確な変化が認められなか
った。 

そこで、それぞれの酵素のノックダウン効
率の高かった pSUPER ベクターを用いて
HeLa 細胞で shRNA 安定発現細胞株を樹立
した。shRNA 安定発現細胞株の判定は、ウ
エスタンブロットおよび siCHECKベクター
を用いた評価系で行った。得られた shRNA
安定発現細胞に-synuclein 発現ベクターを
トランスフェクションした。72時間後に回収
した細胞で TX分画し、ウエスタンブロット
で-synuclein の不溶化を検討した。その結
果、CTSBと CTSDの shRNA安定発現株で
は TX 不溶性画分で-synuclein の増加傾向
が認められたが、GBAの shRNA安定発現株
では TX 可溶性画分、不溶性画分ともに
-synucleinの増加は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、-synuclein の不溶化に
はリソソーム全体の機能低下ではなく、カテ
プシン B およびカテプシン D の活性低下が
強く影響していることが示唆された。一方、
PD の危険因子として知られる GBA の活性
低下が-synuclein の不溶化や蓄積に及ぼす
影響は本研究では確認できなかった。GBA
が PDの危険因子となるメカニズムの解明に
は更なる解析が必要である。 
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図 1. α-synuclein を発現した培養細胞に対するリ
ソソーム阻害剤の影響  
阻害剤を投与した α-synuclein 過剰発現細胞を
α-synuclein 抗体である Syn1 で可視化した
（Green）。核染色は DAPI を使用した（Blue）。矢頭
はα-synuclein の集積を示す。Scale bar = 10 μm。 
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