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研究成果の概要（和文）：α-synuclein（αsyn）のドパミン存在下における酸化修飾と細胞内安定性・細胞間
伝播の関係を検討した．ドパミン存在下でαsynは127番メチオニン残基が酸化修飾されており，主にオートファ
ジー／リソソーム系で分解されていた．αsynの細胞外放出はエクソソームを介したものと，介していないもの
両者が関与していたが，いずれの分泌においても，ドパミン代謝が存在している状態の方が，αsynは積極的に
放出されていた． 127番メチオニン残基が酸化修飾されたαsynを特異的に認識する抗体を作成し，ドパミン存
在下ではαsynの127番メチオニン残基が酸化修飾されていることを直接的に証明した．

研究成果の概要（英文）：The association between oxidative modification of α-synuclein under 
dopamine metabolism and intracellular stability or propagation of α-synuclein was investigated. α
-Synuclein was oxidatively modified at 127th methionine residue under dopamine existing condition 
and was controlled its stability by autophagy/lysosome system. Secretion of α-synuclein was 
dependent not only on exosome release but also on non-exosomal release. Secretion of α-synuclein 
was enhanced under dopamine metabolism. In order to detect oxidative modification of α-synuclein at
 127th methionine residue, specific antibody against α-synuclein including methionine sulfoxide was
 raised. Using this antibody oxidative modification of α-synuclein was successfully detected.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 パーキンソン病(PD)の分子病態における最重
要関連分子のひとつである α シヌクレイン 
(αsyn)はドパミン(DA)神経の細胞脆弱性に関わ
るだけでなく，Lewy 小体の主要構成成分として
知られている．また近年，αsyn がプリオン様の
細胞間伝播によりシヌクレイノパチーの病変拡
大に関係していることが注目されつつある．脳内
には様々な神経細胞が存在するが， DA に代
表されるカテコールアミン(CA)代謝に関わる神
経細胞は様々な特殊性を持ち，αsyn との関連
においても他の神経とは異なる挙動を示す．申
請者は DA(CA)と PD 病態の関連を解析するた
めに，αsyn 発現量と CA 代謝を同時にコントロ
ール可能で，DA 存在下においてのみαsyn 毒
性を示すモデル細胞 PC12-αsyn-TetOFF 細
胞を確立した(下図)． 
 

 
 
このモデル細胞（各種変異体細胞も含む）を用
い，これまでに(1)αsyn の CA 代謝依存的細胞
毒性，(2)CA 含有細胞におけるαsyn の 127 番
メチオニン残基(127Met)の酸化修飾，(3)CA 含
有細胞における αsyn 分解機構， (4)細胞内
αsynの安定性と127Met酸化修飾の関係，など
を継続的に研究している．さらにαsynの研究に
おいては，近年 Braak の仮説に端を発したプリ
オン様細胞間伝播に注目が集まっているが，申
請者はCA存在下におけるαsyn酸化修飾は，
αsyn 重合化・細胞毒性のトリガーとなるばかり
でなく，細胞間伝播にも関与している可能性が
あると考えている． 申請者のこれまでの初期検
討では，αsyn の細胞外放出に対しては CA の
影響は少なかったことから，細胞外からの侵入
に関して CA の影響を検討する必要があると考
えている． 
  これまでに述べたαsyn に関する DA（あるい
は CA）存在下における細胞毒性，タンパク質安
定性，細胞間伝播に Met 残基の酸化（スルホキ
シド化）が関与しているとすれば，それに対する
防御，治療の手段も考慮されるべきである．生

体内にはメチオニンスルホキシド(Met(O))を還元
する防御系として Met(O)還元酵素 A および B
（MsrA, MsrB）が存在する．これらのことから
MsrA, Bの発現を促進することがαsynのPD関
連毒性を軽減すると考えられ，有力な新規治療
ターゲットの候補である． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の前半では，主 PC12-αsyn-TetOFF
細胞モデルにおいて，DA(CA)と αsyn の共存
がどのようなメカニズムで細胞死や細胞内安定
性，凝集体形成，さらに細胞間伝播に関わるの
かを検討する．特に，申請者はDAの酸化産物
キノン体がαsynのC末端付近のMet残基を修
飾しMet(O)が形成されることによりDA神経特異
的な脆弱性が惹起されることを報告しており，こ
の現象をさらに詳細に検証する． 
（1）αsyn の特定のMet 残基がなぜMet(O)とな
りやすいのか，周辺アミノ酸配列の影響を検討． 
（2）Met(O)修飾されたαsyn が可溶性オリゴマ
ーを形成し，細胞脆弱性をもたらすメカニズムの
検討． 
（3）αsyn 細胞間伝播において，DA(CA)による
Met 残基酸化修飾の関与の検討． 
（4）Met(O)は，生体内ではMet(O)還元酵素によ
り可逆的に還元される．すなわち，αsyn の
Met(O)修飾は治療的介入の余地を残す翻訳後
修飾であると言える．この点に注目し，DA神経
におけるαsyn毒性を軽減するための治療法研
究． 
（5）Met(O)修飾αsyn を特異的に認識する抗体
を作製し，生化学的検討に加えて，剖検脳を用
いた病理学的検討（Lewy 小体の染色性など）． 
（6）線虫モデル，マウスモデルを用いた個体レ
ベルでのフェノタイプ解析，治療研究． 
 
これらを明らかにし，将来的に病態理解や新規
治療ターゲットとなるメカニズムを明らかにするこ
とを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
  本研究は「DA 神経特異的な αsyn 修飾と細
胞脆弱性・細胞間伝播と PD の病態」を明らかに
することであり，前半は細胞レベル研究，抗体作
製，モデル動物の準備を中心に行った．特に，
細胞レベルで(1)αsyn の Met(O)修飾詳細検討
（細胞毒性，易凝集性，細胞間伝播との関連），
(2)防御系に関する検討（MsrA・B 活性化，競合
ペプチド等による治療法開発の基礎研究），(3)
抗 Met(O)αsyn 抗体の作製，(4) モデル動物



（線虫，マウス）準備と初期検討に重点を置く．
後半は(5)モデル動物を用いた個体レベルでの
詳細検討と，(6) Met(O)αsyn 抗体による生化学
的・病理学的検討（剖検脳など）に重点を移す．
その際に，αsyn 遺伝子改変とレセルピン投与
による細胞内 DA 過剰状態，MsrA 欠失による
Met(O)蓄積による毒性の誘発，を組み合わせる
ことにより，本課題の主要テーマ「DA 神経特異
的なαsyn 修飾の病的意義」を検討する． 
 
４．研究成果 
 
 αsyn発現量およびCA代謝を調節することが
可能なPC12-TetOFF-αsyn細胞を用い，CA代
謝とαsyn分解・安定性および細胞外分泌・細胞
間伝播ついて検討を行った．αsynは本細胞モ
デルでは主にオートファジー/リソソーム系タンパ
ク質分解により細胞内分解が行われていることを
明らかにした．さらに，細胞内発現量の他の要因
であるαsynの細胞外分泌についても検討した．
αsynはCA代謝下では，細胞外への放出が活
発であった．分泌機構の検討として，エクソソー
ムを介しての分泌および，非エクソソーム性の分
泌を検討した．その結果，両分泌機構の関与が
確認されたが，量的には非エクソソーム性の分泌
が多かった，これらの挙動にはαsyn内の特定の
メチオニンMet残基の酸化修飾が一部関係して
いた．αsynの細胞内への取り込みについては
現在検討中である.  

 

 

 

 

 

 

 

形態学的な検討ではαsynを成分の一部とする
細胞内凝集体の構成成分としてMet(O)還元酵
素(酸化修飾Met残基を還元することができる)も
構成成分のひとつであることを明らかにした．さら
に，生化学的にCA存在下ではαsynとMet(O)還
元酵素と共局在していることを明らかにし，CA存
在下におけるαsynの細胞内蓄積にMet酸化が
関与している可能性が示唆された. αsynのCA
代謝下における毒性および細胞内安定性・蓄積

を検討するために，線虫モデルを用いた運動能,
病理形態学的検討を開始ししたが，有用なaysn
発現線虫を得ることができなかった．αsynの 
127番目のMet残基が酸化したαsynを特異的に
認識する抗体を作成した．この抗体により，CA存
在下においてMet(O)を含んだαsynが増加して
いることを直接的に証明した. 
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