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研究成果の概要（和文）：レビー小体，グリア細胞内嗜銀性封入体 （GCI）はそれぞれパーキンソン病，多系統
萎縮症患者の脳内に見られる特徴的な凝集体であり，α-シヌクレインを主成分とする．最近，この凝集体がプ
リオンのように脳内を伝播すると報告されたが，これらの研究では人工的なアミロイド線維が用いられており，
同様の現象が体内で起こっているという証拠はない．そこで，我々はこれまで困難とされた剖検脳内の凝集体に
対する微細構造解析にSPring-8の放射光を用いることで挑んだ．
その結果，レビー小体がアミロイド線維を含んでいることを世界で初めて見出し，また，レビー小体とGCIにお
ける蛋白質レベルでの構造の違いが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Lewy body and glial cytoplasmic inclusion (GCI) are characteristic 
aggregates found in the brain of patients with Parkinson's disease and multiple system atrophy, 
respectively, and are mainly consist of α-synuclein. Recently, it has been reported that these 
aggregates are capable of propagating within the brain in a prion-like manner. However, in these 
study, artificial amyloid fibrils of α-synuclein are used and there is still no evidence that such 
propagation occurs in the patient's brain. Here, we challenged for ultrastructural analysis of 
aggregates in the autopsy brain using SPring-8 synchrotron radiation, which has been considered 
difficult until now.
As a result, it was found for the first time that Lewy body contains amyloid fibrils, and the 
secondary structural difference between Lewy body and GCI also was clarified.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果は，これまで行われてきた人工的なアミロイド線維を用いた実験の正当性を支持するものであ
り，すでに進められている臨床研究を後押しする重要な成果である．また，本研究成果はパーキンソン病がアミ
ロイドーシスの一種であるという新しい概念を提唱するものであり，革新的治療開発の手がかりとなり得るもの
である．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 レビー小体（LB），グリア細胞内嗜銀性封入体（GCI）はそれぞれパーキンソン病（PD），
多系統萎縮症（MSA）患者の脳内に見られる特徴的な蛋白凝集体であり，それらがα-シヌク
レインを主成分とすることがわかっている．一方で，α-シヌクレインの生理的な機能はよくわ 
かっておらず，特定の構造をとらない天然変性蛋白質としてもよく知られている．近年，この
α-シヌクレインの凝集体が脳内を伝播し，その構造（ストレイン）の違いで伝播能や毒性も異
なるとの報告がなされ，注目されている．しかしながら，これらの研究では根本的には in vitro
実験で作成した人工的なアミロイド線維を用いており，また，伝播したことの確認は一般的な
免疫染色法で行われているに過ぎない．このような状況下で，ごく最近，プリオンで著名な
Prusiner がヒトの剖検脳を使用した実験で LB と GCI の伝播能の違いを報告したことで，in 
vivo すなわち脳内や細胞内に実際に存在する蛋白凝集体の構造解析の重要性がさらに増して
きている． 
 生体試料に対する構造解析は光学顕微鏡や電子顕微鏡を用いた研究が主流であるが，これは
いずれも形態学的な観察手法であり，薬剤開発や分子生物学で重要となる蛋白質レベルの構造
（2 次または３次構造）情報をもたらさない．そこで，私はこれまでに大阪大学と大規模放射
光施設 SPring-8 を中心に医学と物理学を融合させた共同研究を行い，これまでにない手法を
用いた構造解析手法を作り上げてきた．その結果，SPring-8の放射光をうまく利用することで，
これまで困難とされた患者剖検脳内の凝集体に対する微細構造解析でいくつかの成果を上げて
きた． 
 一方，α-シヌクレインが最も多く発現しているのは赤血球内（厳密には赤芽球内）であるこ
とが分かっており，私はヒトの赤血球からα-シヌクレインを精製する手法も確立している．ヒ
トで発現されたα-シヌクレインは大腸菌リコンビナントとは異なり，N末端がアセチル化され
ており，それ以外にも翻訳語修飾の違いが存在するという報告もある．いずれにせよ，赤血球
内のα-シヌクレインの構造や機能が何らかの重要な鍵を握っていると推察されるが，赤血球と
α-シヌクレインをテーマとした研究は極めて少ない． 
 
２．研究の目的 
 PDやMSAの剖検脳内に実在する LBや GCIの微細構造解析を行い，それらの違いを明ら
かにすることで，それらの疾患の本質的な違いに迫り，発症機序の解明や画期的な治療法開発
の手がかりを得る． 
 
３．研究の方法 
細胞内や脳内の蛋白凝集体の構造解析を実験室レベルの装置で行うことは不可能なため，我々
は大型放射光施設 SPring-8 を利用することとした．細胞内や脳内の蛋白凝集体は画期的な測定
技術を必要とするが，我々は 2013 年度からそのような測定法の開発を行っており，脳切片の測
定についてはすでにほぼ確立させていることから，測定試料の準備とビームタイムの確保がで
きれば，速やかに研究を開始できる．BL43IR の顕微赤外分光法，BL40XU のマイクロビームを用
いた X線回折実験により，クロスβ構造の有無，ストレインの評価を中心に構造解析を行う． 
 
大型放射光施設 SPring-8 
 構造解析実験は兵庫県の播磨科学公園都市にある大
型放射光施設 SPring-8 で行う．顕微赤外分光法は
BL43IR，マイクロビームを用いた X 線回折実験は
BL40XU で行う． 
  
 
クロスβ構造を確認する方法 
 クロスβ構造が存在すれば，その特徴的な 4.7Å
の周期構造を X 線回折や電子線回折にて確認するこ
とができる．また，蛋白の２次構造解析に有用な赤
外分光法ではβシート構造の割合を評価することが
可能であり，その割合から間接的にクロスβ構造に
ついての考察が可能である．  
 
 
脳切片試料の調整 
 PD 患者または実験動物の脳の適切な部位から，顕微赤外分光法では厚さ 10μm，X 線回折で
は厚さ 40μm の切片を切り出し，パラフィン切片は脱パラフィン後，凍結切片はそのまま，抗
α-シヌクレイン抗体にて免疫染色し，顕微赤外分光法ではフッ化カルシウム基板上，X線回折
ではマイラ―膜上にマウントする．いずれの測定も基本的には試料を乾燥した状態で行う． 



顕微赤外分光法 
 測定は SPring-8 の BL43IR にて行う．調整した試料を可動式の測定ステージにのせ，ビーム
ラインに常設された FTIR 装置にて測定を行う．アパーチャーは 5μm程度とし，3μmステップ
で凝集体を含む領域の２次元スキャンを行う．我々は，これまでに典型的なレビー小体におい
て，βシート構造の割合が中心部分（コア）ではなく，周囲（ハロー）に多いことを確認して
いる．このような脳切片に対する測定手法は我々がすでに確立しており，試料さえ準備できれ
ば，ビームタイムの許す限りの測定が可能である． 
  
マイクロビームを用いた X線回折実験 
 測定は SPring-8 の BL40XU にて行う．調整した試料を測定ステージにマウントし，直径 5μm
程度のマイクロビームを用いた測定を行う．露光時間は 1-2 秒程度とし，凝集体を含む領域の
２次元スキャンを行う． 
  
赤血球内のα-シヌクレインの解析 
 ヒトの赤血球から精製したα-シヌクレインに対する構造解析や赤血球における機能解析を
行う．構造解析については，SPring-8 の BL45XU にて，限外ろ過カラムを連結した X 線小角散
乱(SEC SAXS)を行う． 
 
４．研究成果 
患者剖検脳内のレビー小体がアミロイド線維を含んでいることを世界で初めて確認 
 SPring-8 の BL40XU におけるマイクロビーム X 線
回折で，パーキンソン病患者の剖検脳内のレビー小
体が 4.7Åと約 10Åのクロスβ構造，すなわちアミ
ロイド線維に特徴的な回折像を示すことを確認した．
本研究成果は，人工的なα-シヌクレインアミロイド
線維を用いた多くの実験の正当性を支持するもので
あり，パーキンソン病がアミロイドーシスの一種で
あるとする新たな疾患概念を支持するものである． 
  
LB と GCI の蛋白質レベルでの微細構造の違い 
 SPring-8の BL43IRにおける顕微赤外分光でLBと
GCI の微細構造の違いを見出した．具体的には，LB
におけるβシート構造の含有率（54.9 ± 4.5%）は，
GCI のβシート構造含有率（38.2 ± 3.3%）よりも
有意に高いことがわかった（P < 0.01）．また，スペ
クトルの形状より，LB はアミロイド線維を含み，GCI
はオリゴマーの可能性が高いことがわかった． 
 
 
ヒト赤血球から精製したα-シヌクレインは特定の構造をもたない単量体である 
 SPring-8 の BL43IR における X線小角散乱で，ヒト由来のα-シヌクレインに対する構造解析
を行うことで，やはり特定の構造をもたない単量体であることを示し，一時期注目を浴びた四
量体仮説を否定する報告を行った． 
  
α-シヌクレインは赤血球膜の安定化や脱核に関与する可能性がある 
 秋田大学との共同研究で，α-シヌクレインが赤血球膜の安定化や脱核に関与する可能性があ
ることを報告した．最近になって，α-シヌクレインと脂質の関係が注目されており，本成果は
すでに複数の論文に引用されている． 
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