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研究成果の概要（和文）：レビー小体病は病原性 α-シヌクレイン (α-Syn) が凝集・伝播することで進行する
脳アミロイドーシスである。その全容は未だに不明であり、根本的な治療薬はない。申請者は α-Syn が核酸高
次構造である RNA グアニン四重鎖 (G4RNA) に強く結合することを見出した。In vitro において、G4RNA は α
-Syn の液－液相分離 (LLPS)、および凝集体形成を促進した。α-Syn 凝集を誘導する内因性 RNA の存在を明ら
かにした。また、G4 作用薬の薬効を評価した。本研究から、G4RNA による α-Syn 凝集と神経変性機構の一端
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neurodegenerative disorders with Lewy bodies are progressive brain 
amyloidosis caused by the aggregation and propagation of pathogenic α-synuclein (α-Syn). The 
mechanism underlying neurodegeneration by α-Syn aggregation is still unknown, and then there is 
currently no fundamental cure. We demonstrated that α-Syn binds specifically to RNA G-quadruplex 
(G4RNA), and that G4RNA promoted liquid-liquid phase separation (LLPS) and aggregate formation of α
-Syn in vitro. We also identified endogenous G4RNAs that contribute to the induction of α-Syn 
aggregation in mouse neurons. We investigated effects of G4 ligands on aggregated α-Syn-induced 
neurodegeneration. Taken together, we revealed a part of the mechanism of α-Syn aggregation and 
neurodegeneration induced by G4RNA.

研究分野：神経薬理学、神経科学、分子生物学

キーワード： RNA グアニン四重鎖　α-Synuclein　液－液相分離　ゾル－ゲル相転移　神経変性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳神経病態における G4RNA の挙動・役割は良く分かっておらず、本研究により、G4RNA の病態生理学的意義の
一部が明らかとなった。また、超高齢化社会である本国において、レビー小体病は増加しており、新規治療法や
予防医学の発展が急務である。本研究は G4 構造が新たな治療標的になる可能性を示唆しており、ドラッグ・リ
ポジショニングによる臨床開発や創薬研究への発展ができる。

※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 
α-Synuclein (α-Syn) はレビー小体病 (パーキンソン病、レビー小体型認知症など) 患者
脳の特徴的な病理所見である細胞封入体の主要構成タンパク質である。α-Syn は正常な神経細
胞ではシナプス前終末に局在しているが、レビー小体病患者脳内ではクロス β シート構造に
富むアミロイド凝集封入体として細胞体にみられる (病原性獲得)。近年、病原性 α-Syn がプ
リオン同様に細胞間を伝播し、正常型 α-Syn を病原性に変換することで病態を進行させるこ
とが示唆されている。実際に、マウスまたはラット脳内に超音波破砕した α-Syn アミロイド線
維 (preformed fibril; PFF) を注入すると、レビー小体様の α-Syn 凝集体が注入部位に形成
され、時間経過に伴い α-Syn 病変が脳全体に拡大し、運動および学習障害を呈する (Yabuki 
Y et al., 2020. Int J Mol Sci.)。つまり、レビー小体病では α-Syn が凝集し、細胞間を伝
播することで脳全体に病巣が拡がり、病態が進行すると考えられる。根本治療薬開発のために、   
α-Syn 凝集・伝播機構の解明は必要急務である。 
一般的な DNA は右向き二重らせん構造であるが、細胞内の分子環境に応じて左巻きらせん Z 
型やグアニン四重鎖 (G4) 構造など多様な高次構造を形成する。RNA も G4 構造、ヘアピンル
ープなど多様で複雑な高次構造を形成する。これら高次構造はタンパク質が核酸に結合すると
きの目印であり、複製、転写、翻訳等の極めて重要な生命現象に大きな役割を果たす。特に、G4RNA 
は遺伝性神経疾患への関与が示唆されている。実際に、家族性の前頭側頭型認知症患者の一部で
は G4RNA の凝集体 (RNA foci) が観察される。RNA foci は、RNA 結合タンパク質を集積させ、
RNA 毒性を呈する。これは、G4RNA が RNA 結合タンパク質の凝集体形成を促進することを示唆
している。 
プロテオミクス解析から、α-Syn 凝集および伝播に関与するタンパク質が多数報告されてい
るが、未だその全容は明らかではない。また、これまで α-Syn の核酸結合性は不明であった。
申請者は、α-Syn が RNA に結合すること、特に G4RNA への結合性が非常に高いことを見出し
た。さらに、G4RNA は α-Syn LLPS 形成を促進し、ゾル-ゲル相転移を誘導した。これらの結果
は、G4RNA が足場となり、凝集体形成を促進し、α-Syn 病原性獲得に寄与すること示唆してい
る。しかしながら、その詳細や生体内における G4RNA の α-Syn 凝集・伝播における役割につ
いては解明できていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、α-Syn 凝集・伝播機構における G4RNA 機能を解明し、レビー小体病新規治療候
補薬としての G4 結合性リガンドの可能性を追求することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 電気泳動移動度シフト解析 (EMSA) により、変異 α-Syn をもちいて G4RNA 結合領域を検
討する。ランダム配列合成 RNA を用いた RNA Bind-n-Seq (Lambert N et al., 2014. Mol 
Cell.) により α-Syn に結合する RNA 配列を網羅解析し、配列情報から高次構造を予測する。 
培養神経細胞に α-Syn PFF 注入し、RNA 免疫沈降シーケンス (RIPseq) 解析により生体内
で α-Syn に結合する RNA を同定する。得られた RNA の高次構造を予測し、バイオインフォ
マティクス解析、円偏光二色性 (CD) スペクトル測定により G4 構造を組む RNA を検討する。 
 蛍光ラベル化した α-Syn と RNA を合成し、蛍光退色後回復測定 (FRAP) による LLPS、ゾ
ル-ゲル相転移解析を行う。また、電子顕微鏡により、凝集体の構造を解析する。更に、申請者
は光刺激により会合する Cry2 分子を用い、細胞内において α-Syn LLPS 形成を促進し、凝集
体形成を誘導する実験系を確立した (Opto-α-Syn)。光刺激により exosome に Opto-α-Syn が
取り込まれるか解析する。また、AAV-Opto-α-Syn を作製し、初代培養神経細胞を用いてより詳
細な検討を行う。 
 5-ALA および PpIX により α-Syn LLPS および凝集体形成が抑制されるか in vitro で検討
する。さらに、両側線条体 α-Syn PFF 注入モデルマウスに 5-ALA (3.0 mg/kg, p.o.) を投与
し、リン酸化 α-Syn を指標に伝播抑制作用を検討すると共に、運動機能および神経機能障害改
善作用についても評価する。 
 
４．研究成果 
 EMSA により、G4RNA は α-Syn N 末端に結合することが分かった。また、RNA Bind-n-Seq 解
析により、α-Syn はグアニンが豊富かつ連続した１次配列を持つ RNA に結合することが分か
った。RIP-seq 解析により、α-Syn 凝集体にはシナプス関連タンパク質をコードする mRNA が
含まれること、これら mRNA 上には G4 構造を形成しうるグアニン連続配列が存在することが
わかった。CD スペクトル解析から、カリウム依存的な G4 スペクトルが観測され、今回エンリ
ッチされた RNA 上で G4 構造が形成されることが分かった。mCherry ラベルした α-Syn (mCh-
α-Syn) と FAM ラベルした G4RNA が in vitro において共凝集することを確認した。また、
FRAP により、 mCh-α-Syn 単独液滴では退色した蛍光が改善するが、G4RNA によって円形が崩



れた mCh-α-Syn ではブリーチ後の蛍光回復がみられなかった。つまり、G4RNA によって α-
Syn ゾル－ゲル相転移が誘導されていることが分かった。透過性電子顕微鏡を用いて構造を見
るとアモルファス状の凝集体が形成されていることが分かった。Opto-α-Syn を培養細胞に発
現させ、光を照射し、エクソソームを回収した。エクソソーム内に Opto-α-Syn が含まれ、伝
播活性があることを細胞で確認した。PpIX が G4RNA による α-Syn ゾル－ゲル相転移を抑制
すること、5-ALA により両側線条体 α-Syn PFF 注入モデルマウスの運動機能障害と神経変性
が抑制されることを確認した。 
 本研究結果から、G4 構造を形成する RNA が α-Syn 凝集を誘導し、細胞間伝播の起点とな
ることが示唆された。今後、神経変性メカニズムについて詳細な解析を継続する予定である。 
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