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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病の病態に深く関わるαシヌクレインの細胞内クリアランスを解明する
ため、オートファジー誘導因子であるBeclin 1のノックアウトマウスを用いて、αシヌクレインとオートファジ
ーの関係を検討した。Beclin 1ノックアウトマウスの初代大脳皮質神経細胞において、ラパマイシン刺激によっ
て誘発されるαシヌクレインの細胞外分泌が抑制されていることを見出した。また、野生型マウスと比し、５ヵ
月齢のノックアウトマウスヘテロ接合体の大脳、線条体において不溶性αシヌクレインが蓄積していることを認
めた。オートファジーは細胞外分泌を介してαシヌクレインの細胞内クリアランスに関与している可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Cell-to-cell transmission of α-synuclein aggregates seems to cause 
neurodegeneration of Parkinson’s disease (PD). We investigated the contribution of autophagy to α
-synuclein metabolism by using knockout (KO) mice of autophagy-inducer Beclin 1. Treatment with 
rapamycin facilitated extracellular secretion of α-synuclein in mouse primary cortical neurons. 
Rapamycin-induced α-synuclein secretion was significantly suppressed in primary neurons from Beclin
 1 heterozygous KO mice, as compared with those from wild-type littermates. Additionally, Beclin 1 
KO mice at 5 months of age accumulated detergent-insoluble α-synuclein in the cerebrum and 
striatum. These data suggest that autophagy affects intracellular clearance of α-synuclein by 
modulating α-synuclein secretion in neurons. The autophagy-based machinery of α-synuclein 
secretion could be a new target to suppress cell-to-cell transmission of α-synuclein in PD. 

研究分野：神経内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
αシヌクレインの細胞内クリアランスの異常が、パーキンソン病の神経変性を引き起こすαシヌクレインの凝集
体形成と細胞間伝播に関与していると考えられている。今回の研究結果は、オートファジーが従来考えられてき
たタンパク質分解のみならず、細胞外分泌を介してαシヌクレインの細胞内クリアランスに寄与していることを
示していた。オートファジーによる細胞外分泌の調節機構は、αシヌクレインの凝集体形成および細胞間伝播を
修飾するパーキンソン病進行抑制治療の新たな候補と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

オートファジー制御因子の欠損は神経細胞変性を惹起し、細胞内にタンパク質の異常凝集を

引き起こす。タンパク質の異常凝集過程を発症の基盤とする神経変性疾患の治療法として、オー

トファジー誘導による細胞内クリアランスの活性化が考えられている。オートファジー制御因

子 mTORC1 の阻害薬であるラパマイシンは、動物モデルにおいてポリグルタミンタンパク質およ

び不溶性タウタンパク質の細胞内クリアランスを促進し、神経毒性を緩和させることが示され

ている。しかし、mTORC1 阻害薬は、強い副作用のため臨床応用は難しい。 

パーキンソン病を病理学的に特徴づけるレビー小体は、αシヌクレインが異常に凝集した構

造物である。パーキンソン病の病変の拡がりを説明する仮説として、“αシヌクレインの細胞間

伝播”が考えられている。この細胞間伝播は、αシヌクレインの細胞外分泌、細胞内への取り込

み、異常凝集物が正常体を異常体に変換といったステップから構成されている。αシヌクレイン

の細胞間伝播過程は、パーキンソン病の進行を緩和させる標的と考えられている。αシヌクレイ

ンの細胞内分解はオートファジーによって行われるため、オートファジーを活性化することに

よって、細胞内で生じるαシヌクレインの異常凝集物の産生が抑制できるのではないかと考え

られる。しかし、どのようなオートファジー制御因子が、どの程度αシヌクレインの分解に寄与

しているか明らかでない。オートファジー制御因子の中で、class III phosphoinositide 3-

kinase と複合体を形成し、オートファゴソームの形成を開始させる働きをもつ Beclin 1 が注目

される。その理由として、培養細胞において Beclin 1 の過剰発現はオートファジーを誘導し、

αシヌクレインの細胞内クリアランスを促進させること、Beclin 1 コンディショナルノックア

ウトマウスでは神経細胞の変性・脱落が生じ、Beclin 1 は神経生存に必要であることが報告さ

れていることが挙げられる。Beclin 1 は、オートファジーを修飾することによってαシヌクレ

インの神経毒性を緩和させる可能性がある。この可能性を探るために、Beclin 1 はオートファ

ジーを介してαシヌクレインの凝集体形成および細胞間伝播に影響を及ぼすか明らかにする必

要がある。 

 
 
２．研究の目的 

本研究課題は、オートファジー制御因子 Beclin 1 とαシヌクレインの関係に焦点をあて、

Beclin 1 によるαシヌクレイン凝集体形成および細胞間伝播への影響を明らかにし、オートフ

ァジー修飾による新たなパーキンソン病の進行抑制療法の可能性を探求することを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 

Beclin 1 の効果を調べるため、Beclin 1 ノックアウトマウス（系統 C57B6/J、ストックナン

バー028796、ジャクソン研究所）を購入し、ヘテロ接合体マウス（ホモ接合体は胎生致死）の脳

を採取した。採取した脳は、大脳、線条体、脳幹、小脳に分けた。これらの組織に 1% Triton X-

100 を添加した緩衝液を加え、ポッター型ホモジナイザーでホモジナイズした。3,000g で 5分間

遠心し、粉砕されなかった細胞塊を除いた。次に、10万 gで 30 分間超遠心し、上清を 1% Triton 

X 可溶性画分とした。残った沈査は洗浄するため再度 1% Triton X-100 含有緩衝液中でホモジナ

イズし、同様に超遠心処理した。得られた沈査は、2%ドデシル硫酸ナトリウムに 8M 尿素を加え

た溶液でホモジナイズし、10万 gで 30 分間超遠心した。上清を 1% Triton 不溶性画分として保

存した。1% Triton 可溶性および不溶性画分をアクリルアミドゲルで電気泳動後、ウエスタンブ



ロッティングで解析した。また、αシヌクレインを安定発現する SH-SY5Y 細胞とマウス初代大脳

皮質神経細胞を用いてαシヌクレインの細胞外分泌メカニズムを解析した。初代培養は、妊娠 17

日の ICR マウスから、実体顕微鏡下で大脳皮質を採取し分散処理後、6ウエルプレートに 1.5×

106個となるように播種した。培養は無血清培地（B27 サプルメント添加 Neurobasal 培地）中で

行った。Beclin 1 ノックアウト妊娠マウスでは、胎児をジェノタイピングし、同様の方法で野

生型同腹子とヘテロ接合体子の初代大脳皮質神経細胞を作製した。αシヌクレイン細胞外分泌

の評価には、SH-SY5Y 細胞では一定時間タンパク質成分が入っていない Opti-MEM 培養液に置換

して培養し、初代神経細胞では人工脳脊髄液または B27 サプルメント不含有 neurobasal 培養液

中で培養した。これらの培養液は、回収後トリクロロ酢酸沈殿処理を行い、濃縮処理を施した。

沈殿を Laemmli サンプルバッファー中で溶解後、ウエスタンブロッティングで解析した。また、

トリクロロ酢酸沈殿を 1% Triton X-100 含有緩衝液中で超音波処理後、10万 gで 30 分間超遠心

し、1% Triton 可溶性画分と不溶性画分を得た。不溶性画分は Laemmli サンプルバッファー中で

溶解し解析に使用した。細胞抽出液の作製には、細胞塊を 1% Triton X-100 含有緩衝液中で超音

波処理後、氷中に 30分間静置し、12,000g で 30 分間遠心した。得られた上清を実験に使用した。

培養細胞の死滅に伴う影響を評価するため、LDH アッセイを行った。 

 
 
４．研究成果 

（１）細胞外分泌による不溶性αシヌクレイン細胞内クリアランスへの効果。はじめに、細胞内

伝播を構成する細胞外分泌が不溶性αシヌクレインの細胞内クリアランスに与える効果を検討

した。αシヌクレインを安定発現する SH-SY5Y 細胞を用いて解析したところ、モノアミンオキシ

ダーゼ-B（MAO-B）活性阻害は、αシヌクレインの細胞外放出を促進すること、この放出は ABC

トランスポーターを含む経路を介していること、MAO-B 阻害はライソゾーム機能障害を引き起こ

すクロロキン処理によって生じる不溶性αシヌクレインを優先的に細胞外へ放出し細胞内の不

溶性αシヌクレインの蓄積を抑制することを見出した。これらの結果は、細胞外分泌を刺激する

ことによって、αシヌクレインの細胞内クリアランスを促進させ、不溶性αシヌクレインの細胞

内蓄積を抑制することを示していた。 

（２）Beclin 1 によるαシヌクレイン細胞外分泌への影響。次に、マウス初代大脳皮質神経細

胞において、αシヌクレイ

ンの細胞外分泌が見られ

ることを確認した。この生

理的なαシヌクレイン細

胞外分泌とオートファジ

ーとの関係について検討

した。mTORC1 を阻害するラ

パマイシンで初代神経細

胞を処理すると、細胞内で

はオートファジーの活性

化を示すp70S6キナーゼの

リン酸化の低下および

LC3-II の産生亢進が認め

られた（図１A）。オートフ

ァジーの選択的基質受容



体である p62 分子の細胞外分泌は、ラパマイシン非処理の場合と比べ、ラパマイシン処理によっ

て亢進していた。αシヌクレインの細胞外分泌は、p62 と同様にラパマイシン処理によって亢進

していた。このラパマイシンによって誘導されるαシヌクレインと p62 の細胞外分泌は、Beclin 

1 ヘテロ接合体ノックアウトマウスに由来する初代神経細胞では、野生型より有意に減少してい

た（図１B）。SH-SY5Y 細胞において、オートファジー誘導因子である Atg5 の発現をノックダウ

ンしたところ、コントロールと比しαシヌクレインの細胞外分泌は抑制されていた。これらの結

果は、αシヌクレインの細胞外分泌にオートファジーが関与していることを示し、オートファジ

ーの促進によって、αシヌクレインの細胞外分泌が亢進する可能性を示唆していた。 

（３）神経細胞におけるαシヌクレインのオートファジーを介した細胞外分泌の調節機構。初代

神経細胞において、グルタミン酸刺激による神経活動の上昇は、αシヌクレインの細胞外分泌を

促進させ、この促進現象は細胞内カルシウム濃度に依存していることを見出した。グルタミン酸

刺激およびカルシウムイオノフォア A23187 処理は、細胞内 LC3-II の産生を亢進させ、細胞内

p62 の発現を低下させていた。これらの所見は、神経活動の上昇はオートファジーを刺激し、α

シヌクレインの細胞外分泌亢進を引き起こすことを示していた。 

（４）オートファジーを介したαシヌクレインの細胞外分泌における ABC トランスポーターの

関与。さらに、オートファジーによるαシヌクレインの細胞外分泌経路を調べるため、ABC トラ

ンスポーター阻害薬であるプロベネシドを用いて検討した。プロベネシドで初代神経細胞を処

理すると、グルタミン酸刺激によって惹起されるαシヌクレインの細胞外分泌は抑制された。ま

た、培養液をエクソソームリッチな画分と非エクソソーム画分に分けて検討したところ、プロベ

ネシドは、両方の画分でαシヌクレインの分泌を抑制していた。これらの所見は、エクソソーム

及びエクソソームを内包する膜状構造物（後期エンドソームに相当）に ABC トランスポーターが

発現している可能性を示唆していた。 

（５）Beclin 1 ノックアウトマウス脳におけるαシヌクレインの変化。野生型マウスと比し、

５ヵ月齢のノックアウトマウスヘテロ接合体の大脳、線条体において不溶性αシヌクレインが

蓄積していた。LC3-II の産生亢進は観察されなかった。Beclin 1 ノックアウトマウス由来の初

代神経細胞において、ラパマイシン刺激によって細胞内 LC3-II およびαシヌクレインの細胞外

分泌に変化が見られたことより、刺激によって誘導されるオートファジーの反応性低下が、不溶

性αシヌクレインの蓄積に影響を与えている可能性が考えられた。 

 以上より本研究課題では、αシヌクレインの細胞間伝播に必須ステップである細胞外分泌に

新たな知見を加えた。神経細胞において、αシヌクレイン細胞外分泌の経路としてオートファ

ジーがあること、この細胞外分泌は神経活動によって細胞内カルシウム濃度依存性に調節され

ること、この分泌経路に ABC トランスポーターが含まれること、生体において Beclin 1 の発現

欠損は不溶性αシヌクレインの蓄積を引き起こすことを明らかにした。これらの結果は、オー

トファジーを操作することによって、αシヌクレインの細胞内クリアランスをタンパク質分解

だけではなく細胞外分泌によって調節できる可能性を示していた。パーキンソン病におけるα

シヌクレインの細胞間伝播を修飾する治療標的として、オートファジーによる細胞外分泌があ

ることを示した。（１）の結果について、Journal of Neuroscience（Nakamura Y, Arawaka S, 

et al. Journal of Neuroscience 41 (35); 2021, 7479-7491）で論文発表した。（２）から

（５）の内容は、国際学会 Neuroscience 2021 (2021, November 8-11, Online)で発表した。 
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