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研究成果の概要（和文）：レヴィ小体型認知症の特徴として、病原蛋白質であるαシヌクレイン（αSyn）が脳
内に蓄積することが挙げられる。αSyn は無毒な単量体として脳神経細胞内に存在しているが、クリアランス異
常等により蓄積すると、重合して可溶性のオリゴマーとなり、更に不溶性線維へと変化する。これら、オリゴマ
ーが、神経毒性を示す事が報告され、認知症治療の標的となるが、実際生体内に生じるオリゴマー、線維の構造
情報が得られていない。本課題では、αSynを導入した神経細胞をマウスの脳に移植してMRIにより観測する展望
の元、その基盤となるタンパク質の細胞導入、細胞内タンパク質のNMR,MRI観測システムの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Lewy Body Dementia is characterized by the deposition of alpha synuclein 
(aSyn) in the brain. Normally, aSyn exists as non-toxic monomer, but under pathological conditions, 
it aggregates into insolbule fibril, via the solubule oligomer, which is reported to be toxic.  
Thus, the oligoemr is the therapeutic target and information on the strucuture is valuable, but the 
in vivo structure is yet to be elucidated.  With a vision that neuronal cells delivered with a-Syn 
is transplanted to the brain of mouse for MRI detectoin, we explred delivering aSyn into cells and 
establishing NMR/MRS system for observing proteins in cells.

研究分野： 構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症の患者数は増加の一途を辿っており、喫緊の解決すべき課題となっている。現状、認知症の治療は対症療
法が主であり根源的な治療法は開発されていない。認知症の治療において、病原タンパク質の毒性オリゴマーを
標的とする戦略は有望視されているが、実際に生体内に生じるオリゴマーの構造情報が無い点が問題となってい
る。本課題は、生体内オリゴマーの構造解明にむけた第一歩となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）認知症の患者数は増加の一途を辿っている。近年注目されているレヴィ小体型認知症の特
徴として、病原蛋白質である シヌクレイン（Syn）が脳内に蓄積することが挙げられる（Neuron 
(1995) 14, 467-75, Nat. Rev. Neurosci. (2013) 14, 38-48）。Syn は、パーキンソン病、レ
ヴィ小体型認知症患者の脳神経細胞内に見られるレヴィ小体の主成分であり 140 アミノ酸残基
からなる蛋白質である。通常 Syn は無毒な単量体として脳神経細胞内に存在しているが、ク
リアランス異常等により蓄積すると、重合して可溶性の
オリゴマーとなり、更に不溶性線維へと変化する（図
１）。神経培養細胞を用いた実験より、Syn のオリゴマ
ーおよび不溶性線維が、神経毒性を示す事が報告されて
いる(Sci. Rep. (2015) 5, 9228; Nature Struct. Mol. 
Biol. (2016) 23, 409)。そのため、Syn オリゴマーお
よび線維の立体構造の解明は、病態解明や創薬に向けて
極めて重要な研究課題である。Syn の不溶性線維は、
平行型シートの立体構造をもつことが、固体 NMR 解析によって解明されている（Nature Struct. 
Mol. Biol. (2016) 23, 409)。一方、Syn オリゴマーは、不溶性線維と異なり、α へリックス
構造を形成することが、CD と 溶液 NMR を用いた解析に基づいて報告されている (Sci. Rep. 
(2015) 5, 9228)。しかし、生体内において in vitro と同様の重合が生じているかは明らかで
ない。最近、神経細胞内に導入された単量体 Syn の in-cell NMR 観測が報告され、Syn は疎
水性コアを内部とするコンパクトな単量体に近い状態で存在する事が報告されている (Nature 
(2016) 530, 45-50)。in vivo において Syn の構造を捉える事ができれば、Syn の構造情報
に関する決定的な知見となることが期待される。 
 
（２）申請者は、核磁気共鳴（NMR）および小動物用 MRI を用いた研究に従事している。蛋白質
の NMR 研究では、蛋白質由来の 13C シグナルの化学シフト値を利用した二次構造解析法が汎用
されている。そのため、in vivo でも蛋白質の 13C シグナルを観測できれば、その二次構造を調
べる事が可能となる。その観測手法として、MRI 法の一つである磁気共鳴スペクトロスコピー
（MRS）法が挙げられる。これまで生体内において MRS により蛋白質由来のシグナルを検出した
報告例はない。従来の 1H 検出型の MRS 実験では、蛋白質の信号は、周囲の組織に由来する膨大
な数の 1H 信号に埋もれてしまうため、特定の蛋白質を検出する事は難しい。申請者は、13C 標識
を施した蛋白質を動物の脳に導入し、蛋白質に由来する 13C シグナルを観測することで、in vivo 
での蛋白質の二次構造情報を得る事が出来ると着想した。本課題では 13C 標識αSyn をマウス
の脳に移植・注入し、MRS 法によりαSyn 由来の 13C シグナルを検出する事で、in vivo におけ
るαSyn のオリゴマー形成を検出し、その二次構造情報を得る事を目的とする。13C MRS 法は低
分子量の代謝産物の検出に利用されているが、蛋白質に適用するには検出感度の向上が必要不
可欠である。本課題では、通常の検出プローブに比べて測定感度が２－３倍向上する 13C 極低温
検出器を利用して、高感度かつ選択的な蛋白質由来 13C シグナルの検出を図る。 
 
２．研究の目的 
（１）Syn ファントム（標準試料）実験による MRI 測定感度の解析 
生理的濃度で調製した 13C 標識 αSyn 溶液のファントムを利用して、αSyn の 13C シグナルが
MRS により検出できるか、測定感度の点から検証する。13C 極低温検出器と、蛋白質試料の 13C 標
識法とを利用して、検出感度の向上を図る。神経細胞内におけるαSyn の生理的濃度は 5～50 M
であり、αSyn の半減期は５０時間と報告されている（Nature (2016) 530, 45-50)。本項目で
は、10 M のαSyn ファントムを用いて１０時間以内に 13C シグナルを検出する事を目標とす
る。 
 
（２）細胞に導入した 13C 標識 Syn の 13C MRS 検出システムの構築 
脳にαSyn の溶液を直接注入しても神経細胞内に移行せず希釈される可能性があるので、第一段
階として、αSyn を神経培養細胞に導入し(Nature (2016) 530, 45-50)、その神経細胞を脳に移
植して MRS 測定を行うことを計画した。そのため、培養細胞に対するαSyn の導入方法を検討す
る。導入法を確立した後、安定同位体標識を施したαSyn を導入した培養細胞を調製して、NMR 
による観測を行い、細胞内におけるαSyn 観測について検証する。次段階として、αSyn タンパ
ク質を導入した培養細胞を、MRI 装置にセットして MRS 観測するシステムを構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）Syn ファントム（標準試料）実験による MRI 測定感度の解析：神経内のαSyn の濃度は
5～50 M で、また半減期は約 50 時間と報告されている（Nature, 530, 45-50 (2016))。大腸菌
を利用して均一 13C 標識αSyn を発現させて精製を行い、50 mM リン酸バッファー (pH 7.4) に
溶解した 1０μＭのαSyn 溶液を調製する。調製試料 1 ml を細胞凍結保存用のチューブに詰め
てファントムとした。MRI 装置は、７テスラ小動物用 MRI 装置 (Bruker Biospin) を用いた。作
製したサンプルを、13C 極低温検出器の検出部に取り付けて空間選択を行わずに 13C MRS 測定を
行った。測定は４時間にわたり積算測定を行った。また、細胞内に近い緩和を生む擬似媒体とし

図１ Syn の重合 



て、温度可変性ゲルであるメビオールゲルおよびカルシウムによりゲルゾル転移を制御できる
アルギン酸ゲルを用いたファントムも調製した。13C 標識 α-Syn を埋包したゲルと埋包しない
ゲルの MRS 差スペクトルを測定して、α-Syn の検出を図った。 
 
 
（２）培養細胞へのSyn 蛋白質の導入するため、膜孔形成毒素ストレプトリジン O を用いた導
入法（J. Am. Chem. Soc. (2009)131, 10834-10835）および電気穿孔法を用いた導入法を試し
た。培養細胞として、ストレプトリジン O を用いてタンパク質が導入された実績を持つ、浮遊性
細胞 HeLa S3 細胞を用いた（J. Am. Chem. Soc. (2009)131, 10834-10835）。ストレプトリジ
ン Oを用いた導入検討では、1.0 x 108 個の HeLa S3 細胞を 5-20 ng/ml の毒素で処理して細
胞に膜孔を形成させた後、5 uM の FITC標識リゾチームを混合して濃度勾配により細胞内にFITC
標識リゾチームを導入させた。導入後、カルシウムで処理することで膜孔を閉じさせた。その後、
細胞の生存率、タンパク質の導入効率を、フローサイトメトリーにより評価した。電気穿孔法を
用いた導入検討では、NEPAGENE 社のエレクトロポレーターを用いた。NEPAGENE 社の推奨値に従
い電気パルスを与え、FITC 標識リゾチームタンパク質を HeLa S3 細胞に導入した。電気パルス
を与えたのち、３時間インキュベーションしてパルスによる損傷を回復させた。フローサイトメ
トリーにより、生存率と導入効率を評価した。 
 
（３）In-cell NMR 測定は、15N 標識した導入したαSyn を導入した HeLa S3 細胞を用いた。シ
ゲミ管に細胞を詰めて、TCI 極低温検出プローブを備えた ６００ MHz NMR マシン（Bruker 
Biospin）を使用し１０℃で測定を行った。1H-15N HSQC 測定を行い、細胞に導入したαSyn に由
来するシグナルを観測した。測定後、細胞懸濁液を遠心して、上清を回収し測定を行うことで、
細胞外にα-Syn が漏れていないことを確認した。また、回収した細胞を破砕して細胞内のαSyn
を回収して測定した。 
 
（４）MRI を用いた培養細胞の観測
システムの構築は、HeLa S3 細胞
を５ｍｌのテルモシリンジに詰め
たものを、１３C 極低温検出器の検出
部に張り付けた。培養細胞は、培地
中の栄養分を消費するため養分が
枯渇すると死んでしまい、導入さ
れたタンパク質が細胞外へと放
出されてしまう。そのため、バイ
オリアクターを利用して測定中
の培地を新しい培地で灌流させ
る形にする(Angew. Chem. Int. Ed Engl. (2013)52,1208-1209)。具体的には、細胞を入れたシ
リンジの片側に新鮮な DMEM 培地を入れたシリンジポンプを取り付け、もう一方は廃液ラインへ
と繋げた（図２）。この場合、細胞を可変性の水和ゲルに埋包することで、灌流により細胞が流
れていかないようにする。また、灌流により生存率が改善するか調べるため、2.0 x 107 個の 
HeLa S3 細胞を 200 l の DMEM 培地に懸濁した状態、および同密度であるが、細胞をアルギ
ン酸ゲルに埋包して培地を灌流させた状態とで、室温でインキュベーションして、６時間、およ
び２４時間の時点でそれら生存率を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）Syn ファントム（標準試料）実験による MRI 測定感度の解析 
大腸菌を利用して発現させ精製した均一 13C 標識αSyn を、神経細胞内濃度に相当する５０μＭ
にて調製した。同試料を MRI 用ファントム（標準試料）として、13C 極低温検出器を備えた７テ
スラ小動物用ＭＲＩ(Bruker Biospin)に取り付けて、13C MRS 測定を行った。その結果、１時間
の積算でαSyn に由来する 13C シグナルを検出できた。生体内におけるα-Syn の半減期は５０時
間と報告されているので、αSyn が分解を受けずに信号を観測することが可能と考えられる。得
られたシグナルの線幅は、溶液ＮＭＲのスペクトルと比較して広幅化していた。２次構造解析に
用いるα位、β位のシグナルも観測されたが、１４０残基のシグナルが互いに重なり観測された
ため、アミノ酸選択標識を利用して、個別のシグナルを分離観測することで解消できると考えら
れる。次に、生体内環境に近い状態を模倣するため、αSyn をゲルに埋包したファントムを調製
した。ゲルの種類として、不可逆的にゲル化するアガロースに加えて、カルシウム濃度によりゲ
ル化が可逆的に制御できるアルギン酸ゲル、および温度によりゲル化を制御できるメビオール
ゲルを試した。いずれも、信号を観測する事ができて、その線幅は溶液中よりもさらに広幅化し
ていた。しかし、化学シフト変化は見られず、ゲルとの間の相互作用は認められなかった。細胞
に導入しない状態のシヌクレイン溶液を DEME 培地に溶解してメビオールゲルとともに測定した
が、ゲルおよび培地 MRS 測定したシグナルがバックグラウンドノイズとして観測されて、目的の
αSyn の信号を検出出来なかった。そこで、αSyn を含まない状態にて測定を行い、αSyn 存在
下とのスペクトルから差し引く、差スペクトル処理をおこなった。その結果、バックグラウンド

図２ 灌流下での培養細胞の MRS 観測システム 



ノイズが取り除かれ、ゲルに埋包された αSyn 由来の 13C シグナルが検出された。本手法を用
いることで、細胞に導入したαSyn の信号も検出することが可能になると期待される。 
 
（２）浮遊細胞である HeLa S3 細胞に対して膜孔形成毒素ストレプトリジン Oを用いて、FITC 
標識リゾチームを導入した。ストレプトリジン Oを用いて HeLaS3 細胞に形成させた膜孔を介
して、FITC 標識リゾチームを導入後、フローサイトメトリーによる生存率および導入効率の評
価を行った。その結果、生きたままαSyn が導入された細胞を確認できたが、その割合は全体の
１０％以下であった。次に、電気穿孔法を用いた導入を行った。その結果、生きたまま FITC 標
識リゾチームが導入された HeLa S3 細胞の割合は、１０－４０％となった。以上から、電気穿
孔法を利用してαSyn タンパク質の導入を行うこととした。 
 
（３）15N 標識したαSyn を HeLa S3 細胞に導入後、600 MHz の NMR マシンを用いて１０℃に
て、細胞内に導入されたαSyn の 1H-15N HSQC 測定を行った。細胞内のαSyn の NMR スペクトル
は、溶液およびゲルのファントム実験と異なり、広幅化だけでなく、化学シフト変化も生じてい
た。これらは、細胞内分子との相互作用に由来すると考えられる。また、測定に用いた導入細胞
の上清の測定も行い、観測したシグナルが細胞内に存在するαSyn に由来したものであることを
確認した。また、細胞を破砕して取り出したαSyn のシグナルを観測すると、細胞内では広幅化
して観測出来なかった、Ｎ末端、C 末端のシグナルが観測され、N末端のアセチルメチオニンに
由来するシグナルも観測された。 
 
（４）標識タンパク質を導入した培養細胞の MRI 観測システムを構築した。ゲルを詰めたシリン
ジに詰めて、極低温検出器に取り付けた。シリンジを MRI にセットして培地を灌流させることが
できることを確認した。また、アルギン酸ゲルに HeLa S3 細胞を埋包して灌流させた結果、６
時間の時点では、生存している細胞の割合は、灌流なし、有りの場合とも３割であった。しかし、
２４時間の時点では、灌流なしの場合生存細胞は１割以下に減少したのに対して、灌流有りの場
合は３割が生存した状態が保たれていた。 
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