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研究成果の概要（和文）：本研究では、パーキンソン病などの神経変性疾患において神経の変性・脱落に関わる
αシヌクレイン凝集核について、これを標的とした治療薬の開発に向けた物性、形成メカニズム解析を実施し
た。結果として、1)疾患に関わるαシヌクレインのN末変異とC末領域断片化が凝集核形成を促進するメカニズム
を解明し、2)凝集核形成の制御を担うホットスポット残基としてS87残基を同定し、その制御メカニズムを明ら
かにした。さらに、3)凝集核の形成量を規定する要因としてタンパク質の疎水性度が重要な役割を果たすことを
見出した。これらの知見は、αシヌクレインの凝集核形成メカニズムの理解と凝集核形成制御分子の設計に貢献
する。

研究成果の概要（英文）：In this study, the structural feature of amyloid-nuclei of alpha-synuclein 
(aS), a Parkinson's disease-related intraneuronal protein, was estimated from its fibril formation 
kinetics. The significant results are 1) unraveling the mechanism of accelerated nucleation of aS by
 the Parkinson's disease-related N-terminal mutations and the C-terminal truncations, 2) 
identification of the role of S87 residue of aS as the hotspot residue for regulating fibril 
formation, and 3) elucidating the correlation between protein hydrophobicity and the amounts of 
nuclei formed during lag phase. These findings advance the understanding of the nucleation mechanism
 of aS and provide clues for developing nucleation inhibitors for Parkinson's disease therapy.

研究分野：生物物理化学

キーワード： αシヌクレイン　アミロイド線維　凝集核　パーキンソン病　シヌクレイノパチー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
αシヌクレイン凝集核はパーキンソン病の主要病原因子であるが、不安定な構造体であるために物性解析が難し
く、これを標的とした治療分子は設計できていない。本研究で得られたαシヌクレインの凝集核形成メカニズム
に関する知見は、凝集核の形成を制御する分子の設計基盤となりうる情報であり、凝集核形成阻害を機序とする
パーキンソン病根治薬の開発に貢献する。

※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 
 シヌクレイノパチーと総称されるパーキンソン病やレビー小体型認知症などの神経変性疾患
では、神経内タンパク質であるαシヌクレイン(αS)が凝集したアミロイド線維が脳病変部位に
特異的に沈着する。また、αSの凝集性や分子間相互作用を変化させる変異は、シヌクレイノパ
チーの発症リスク因子である。これらの臨床的知見から凝集・線維化に伴って毒性を獲得した異
常型αSが神経細胞を死滅させることでシヌクレイノパチーが発症する、という病態モデルが広
く受け入れられている。 
αSは特定の立体構造をもたない天然変性
タンパク質であるが、凝集に伴ってβシート
に富む異常型構造に転移する。凝集の第一段
階では、自発的に異常型構造をとったαSモ
ノマーが会合して可溶性のアミロイド凝集
核が形成される。凝集核は不安定な会合体で
あるが、周囲のαSを自身と同じ異常型構造
に転換する構造伝播性を有する。凝集核が一
定量を超えて蓄積すると周囲のαSモノマー
を取り込んで不溶性のアミロイド線維に成
長する (図 1)。さらに近年では、アミロイド
線維の表面が凝集核を増幅させる触媒面と
して働く二次核形成機構の存在も示唆されている。生物学的にはアミロイド凝集核は強い神経
毒性とプリオン様の細胞間伝播能を併せ持つことから、シヌクレイノパチーの主要病原因子と
して注目されている。しかしながら、不安定な凝集核は単離が難しいために十分な物性情報が得
られておらず、これを標的とした神経変性疾患治療薬の設計・開発は進んでいない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、シヌクレイノパチー主要病原因子であるアミロイド凝集核の形成メカニズムと、凝
集核を構成する異常型αSの構造特性を物理化学的に解明することを目的とした。これらの知見
は、シヌクレイノパチーの発症機構の解明と診断・治療分子の設計・開発の進展に貢献する。 
研究代表者はアミロイド原性タンパク質の物性解析研究に従事しており、タンパク質改変技
術や種々の分光学的、免疫学的、生物物理化学的手法、さらには実験データの数理解析技術を応
用してタンパク質の凝集・線維化挙動を明らかにしてきた。これらの手法を応用すれば、アミロ
イド線維の形成挙動や線維化に伴うαS の物性変化から凝集核の形成メカニズムや構造特性を
推定できると考え、本研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
 αS とその改変体のリコンビナントタンパク質は大腸菌発現系を用いて作製した。αS溶液に
テフロンビーズを加えて振とうすることで凝集・線維化を誘起した。最終産物であるアミロイド
線維に特異的な蛍光色素のチオフラビン T (ThT)を反応系に加えておき、蛍光強度を経時的に測
定することで線維化を追跡した。得られた ThT 蛍光曲線データを線維化に関する理論式でフィ
ッティング解析して、凝集核形成と線維成長の速度定数を決定した。解析には、モノマータンパ
ク質が自発的に凝集核に転移する核形成過程と、凝集核が周囲のモノマーの線維化を触媒する
線維成長過程の 2つの過程を経て線維化が起こると仮定した Finke-Watzky の 2 段階凝集モデル
を使用した。 
 線維化速度のモノマータンパク質初濃度に対する依存性から、線維化における二次核形成の
寄与を推定した。また、Finke-Watzky モデル解析で決定した核形成と線維成長の速度定数の温
度依存性について Eyring プロット解析を行い、各反応過程の活性化エンタルピー、活性化エン
トロピー、および活性化自由エネルギーを求めた。これらのデータに基づいて、αSとその改変
体の線維形成および凝集核形成メカニズムを推定した。 
 種々濃度のシード線維存在下で ThT 蛍光測定を行って得られた線維化曲線をロジスティック
関数を用いてフィッティング解析し、線維化のラグタイムを決定した。ラグタイム-シード線維
濃度間の直線プロットにおいて、ラグタイムが 0になるシード線維濃度を推定し、これを臨界線
維核濃度 Cnucとした。 
 形成された線維の構造を電子顕微鏡を用いて観察した。また、線維化後の試料を超遠心および
限外ろ過に供して、モノマー、オリゴマーおよび線維を分画し、各分画中のタンパク質量を Lowry
法にて定量した。 
 αS の 129 番目残基をシステインに置換し、かつ任意の残基をトリプトファンに置換した改変
体を設計し、導入したシステインに蛍光色素であるアクリロダンを標識した。トリプトファン-
アクリロダン間の蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)効率を指標として、αS 分子内のドメイン間
相互作用を評価した。 

図 1. αシヌクレイン線維化とシヌクレイノパチー 



４．研究成果 
(1) シヌクレイノパチー関連 N末変異と C末領域欠損によるαSの凝集核形成促進機構の解明 
αSは正電荷に富む N末領域(1–60 残基)、疎水性の Non-amyloid β component(NAC)領域(61–
95残基)および負電荷に富むC末領域(96-140残基)から成る天然変性タンパク質である（図2A）。
αS 遺伝子変異は若年性シヌクレイノパチーのリスク因子として知られるが、そのほとんどは N
末領域に局在しており、αSの凝集を加速して神経毒性を亢進する。また、シヌクレイノパチー
脳内で特異的に活性化するカテプシンやアスパラギンエンドペプチダーゼによる切断で生じる
C末領域欠損型αSフラグメントは凝集性が高く、強い神経毒性と脳内伝播性を示す。本研究で
は、N末変異のうちで最も頻度が高い A30P および A53T 変異と、シヌクレイノパチー脳内で特異
的に亢進する C末 123–140 および 104–140 残基領域の欠損がαSの凝集核形成・線維化に及ぼす
影響について、これらαS 変異体のリコンビナントタンパク質を用いて物理化学的に解析した。 
野生型αS と比較して A30P 変異体の線維化速度は同等であったが、A53T 変異体とΔ123–140
およびΔ104-140 フラグメントはより短時間で線維化した(図 2B)。ThT 蛍光のプラトー相におけ
る線維化率は、野生型の 28.6%に対して A30P 変異体では 47.3%、A53T 変異体は 61.9%、Δ123-
140 フラグメントは 58.4%、Δ104-140 フラグメントは 79.7%といずれの変異体でも線維化率が
上昇していた。一方、オリゴマーはいずれのαSでも 10%程度の微量しか存在しなかった。野生
型、A30P および A53T 変異体はμmオーダーの長い線維を形成したが、Δ123-140 とΔ104-140 変
異体の線維は数百 nm 程度と短く、線維が束になってクラスターを形成していた（図 2C）。これ
らの結果から、今回調べたシヌクレイノパチー関連 N 末変異と C 末変異はいずれも線維化率は
向上させるが、A30P 変異は線維化速度や線維構造への影響が小さく、A53T 変異は線維構造を変
化させずに線維化を加速することがわかった。一方、C末 123-140 残基と 104-140 残基の欠損は
ともに線維化を著しく加速するとともに、線維構造も大きく変化させることが示唆された。 

シヌクレイノパチー関連 N 末変異と C 末領域欠損が核形成に及ぼす影響を調べるために ThT
蛍光曲線を Finke-Watzky モデルにて解析したところ、野生型αSでは核形成速度定数 k1 (=1.9
×10-3 h-1)が線維成長速度定数 k2(=7.7×10-3 μM-1 h-1)よりも低値であったことから、核形成が
線維化の律速過程であることが示唆された。これに対して、A53T 変異体の k1は 1.9×10-2 h-1、
k2は 8.5×10-3 μM-1 h-1であり、核形成のみが顕著に加速されていた。一方、Δ123-140 変異体
の k1は 1.7×10-2 h-1、k2は 1.5×10-2 μM-1 h-1、またΔ104-140 変異体の k1は 6.4×10-3 h-1、k2
は 2.1×10-2 μM-1 h-1であり、2種類の C末領域欠損体はともに核形成と線維成長の両過程を加
速した。この結果から、A53T 変異と C 末領域欠損では線維化の加速メカニズムが異なることが
示唆された。 
N 末変異と C 末領域欠損の線維化加速メカニズムを推定するため、Finke-Watzky モデルで決
定した核形成と線維成長の速度定数に対して、モノマー初濃度依存性を Half time プロットに
て、温度依存性を Eyring プロットにてそれぞれ解析した(図 3)。Half time プロット解析の結
果、野生型αSではモノマー初濃度が 100 μM を超えると線維化が急激に加速された (図 3A)。
このような高濃度域での線維化の急加速は、線維表面で核形成が触媒されて凝集核が増幅する
二次核形成の特徴である。これに対して、A30P および A53T 変異では高濃度域での線維化の加速
は認められず、Δ123-140 変異体では野生型と同様に 100 μM 付近で線維化が急加速し、Δ104-
140 変異体では 10 μM を超えると線維化が急加速した。また Eyring プロット解析から、A30P お
よび A53T 変異はαS の核形成における活性化エンタルピーを低下させる一方で、Δ123-140 お
よびΔ104-140 変異体の核形成はエンタルピー駆動で進行することが示唆された（図 3B）。さら
に、Δ104-140 変異体では線維成長のエントロピー障壁も消失していた（図 3C）。αS では正に
帯電した N 末領域と負に帯電した C 末領域の間の分子内相互作用が、中央にある疎水性 NAC 領

図 2. パーキンソン病関連N末変異と C末領域欠損がαシヌクレイン線維化に及ぼす影響.  
A) αシヌクレインのドメイン構造と電荷分布．青線: 正電荷アミノ酸 (Lys), 赤線: 負電荷アミノ酸 
(Asp/Glu)．B) チオフラビン T 蛍光アッセイによるαシヌクレインとその変異体の線維化の追跡．C) 
αシヌクレイン線維の電子顕微鏡画像． データは Sci. Rep. 288, 1496, 2021 から引用． 



域の溶媒露出を防ぐことで線維化の抑制に寄与することや、A30P や A53T 変異はこの分子内相互
作用を変化させることが示唆されている。したがって、A30P および A53T 変異における活性化エ
ンタルピーの低下は、これらの変異が N 末-C 末領域間相互作用を減弱させてモノマーから凝集
核への自発的転移を促進することを反映していると考えられた。一方、Δ123-140 およびΔ104-
140 変異体におけるエンタルピー駆動の核形成は、線維表面にモノマーが吸着して不安定な核形
成遷移状態が安定化されることを反映していると思われる。さらに、Δ104-140 変異体の線維成
長におけるエントロピー的有利性は、二次核形成において線維表面に生じた凝集核が解離して
線維伸長の新たな起点となることを反映していると考えられた。これらの結果は、C末領域欠損
体の線維がクラスターを形成するという電子顕微鏡観察結果とも一致する(図 2C)。 
以上の結果から、シヌクレイノパチーに関連した N末変異はαSの分子内相互作用を変化させ
てモノマーから凝集核への転移を促進する一方で、C末領域の欠損は既存線維による自己触媒的
な核形成である二次核形成を促進することが示唆された。 

 
(2) αS の凝集核形成を制御するホットスポット残基の同定と制御機構の解明 
 ヒトとマウスのαSのアミノ酸配列は 95%同一であるが、両者の線維化速度は著しく異なるこ
とから、ヒト-マウス間のミスマッチ残基が線維化を制御するホットスポット残基であると予想
した(図 4A)。αS の線維化制御におけるヒト-マウス間ミスマッチ残基の役割を調べるため、ヒ
ト-マウスキメラαS改変体を作製して線維化挙動を解析した。 
 マウスαS線維化の Finke-Watzky モデル解析から、ヒトαSに比べてマウスαSでは核形成と
線維成長の両方が促進されていた。さらに、Eyring プロット解析の結果、マウスαSでは核形成
のエンタルピー障壁が消失していることがわかった（図 4B）。これらの結果から、ヒト-マウス
間のミスマッチ残基がαSの核形成を制御する相互作用を減弱させることが示唆された。 
 N 末ドメイン内のヒト-マウス残基置換はシヌクレイノパチー関連変異である A53T 変異に相
当する。先述のように、この変異はヒトαSの線維化を加速するが、マウスαSに比べると線維
化は遅い。一方、NAC ドメイン内のヒト-マウス残基置換である S87N 変異はヒトαSの線維化を
マウスαS と同等まで加速した（図 4C）。また、ヒトαS において線維化を顕著に加速した C 末
104-140 残基の欠損は、マウスαS線維化においてはほとんど影響しなかった。以上の結果より、
マウスαS では C 末領域の線維化抑制効果が減弱していること、この効果の減弱には S87N 残基
置換が関与していることが示唆された。 
 これまでの結果を踏まえて、S87N 残基置換が線維化抑制に寄与する N末-C 末領域間の分子内
相互作用を減弱させるという仮説を立て、分子内 FRET 測定実験にてこれを検証した。C末 S129
残基をシステインに置換し、かつ N 末端の F4 残基、pre-NAC 領域内の A56 残基、あるいは NAC
領域内の A90 残基のいずれかをトリプトファンに置換したヒトおよびマウスαS 改変体を作製
した。導入したシステイン残基に蛍光色素であるアクリロダンを標識し、アクリロダン-トリプ
トファン間の FRET 効率を指標として、C 末領域とトリプトファン導入領域の間の分子内相互作
用を推定した。その結果、ヒトαSで認められた C末領域と 56 番目および 90 番目残基との間の
相互作用がマウスαS では減弱していること、ヒトαS の S87N 変異はこの相互作用を有意に減
弱させることが確認できた（図 4D）。 
以上の結果から、NAC 領域内の S87 残基がαSの線維化制御を担うホットスポット残基である
ことを新たに見出し、pre-NAC～NAC 領域と C 末領域との間の分子内相互作用が凝集の抑制に寄
与することを明らかにした。 

図 3. パーキンソン病関連N末変異と C末領域欠損の線維化加速メカニズムの解析.  
A) Half timeプロット解析による線維化加速メカニズムの推定．B, C) Finke-Watzky速度定数の温度
依存性から決定した核形成（B）と線維成長（C）の活性化エンタルピー（赤）、活性化エントロピー（青）
および活性化自由エネルギー（黒）． データは Sci. Rep. 288, 1496, 2021から引用。 



 
(3) タンパク質の疎水性度と凝集核形成挙動の相関関係の解析 
 凝集核依存性線維成長モデルでは、核形成過程において一定濃度（臨界線維核濃度 Cnuc）以上
の凝集核が蓄積すると線維成長過程に転じて凝集核が線維へと成長する。線維形成曲線のラグ
タイムは核形成過程に相当し、反応系にシード線維を加えるとラグタイムが短縮される（図 5A）。
したがって、ラグタイムが完全に消失するシード線維濃度から Cnucが推定できると考えた。実際
に、種々濃度のシード線維存在下での ThT 蛍光曲線のラグタイムをシード線維濃度に対してプ
ロットすると、図 5B に示すような直線性が認められた。 
 Cnucの決定に寄与するタンパク質の物性を同定するため、αS と全身性アミロイドーシスに関
わるアポリポタンパク質 A-I(アポ A-I) 1-83 フラグメント、及びそれらの改変体の Cnucと各種
物性との相関を調べたところ、Cnucの対数値がタンパク質の疎水性度の指標であるGrand average 
of hydropathy (GRAVY)スコアと良い相関を示した（図 5C）。古典的核形成理論では Cnucの対数
値が凝集物内部でのモノマー間相互作用エネルギーと相関することから、タンパク質の疎水性
度が凝集核内での相互作用エネルギーを決定してラグタイム中に形成される凝集核量を規定す
る主な要因であることが示唆された。αSとアポ A-I 1-83 フラグメントはともに特定の立体構
造をもたない天然変性タンパク質であるが、古典的核形成理論は立体構造を形成するタンパク
質では成立しないことから、球状タンパク質では他の要因も凝集核形成に関わりうる。 

  
 以上、本研究において 
1) シヌクレイノパチーに関わる N 末変異はモノマーから凝集核への構造転移を促進する一方、
C末領域断片化は凝集核が自己触媒的に増幅する二次核形成を促進すること 
2) ヒトαS の S87 残基が N 末-C 末領域間の分子内相互作用を介して凝集核形成を制御するホ
ットスポット残基であること 
3) αSの凝集核形成量の決定要因として疎水性度が重要な役割を果たすこと 
を見出し、αSの凝集核形成メカニズムの理解と制御方法の開発に有益な知見が得られた。 

図 4. ヒト-マウスαS改変体を用いた線維化制御のホットスポット残基の同定.  
A) ヒト-マウスαSのアミノ酸配列の比較. B) ヒト-マウスαSの核形成 (左)および線維成長（右）の活性
化エンタルピー（赤）、活性化エントロピー（青）および活性化自由エネルギー（黒）．C) ヒト-マウスαS
キメラ改変体の ThT蛍光曲線．D) 129番目残基に標識したアクリロダンと 4, 56または 90番目残基に導
入したトリプトファン残基の間の FRET効率．図は Biophys. Physicobiol. 21, e210005, 2024から引用。 

図 5. 臨界線維核濃度の推定とタンパク質疎水性度との相関解析.  
A) シード線維存在下でのヒトαSの ThT蛍光曲線. B) 線維化のラグタイムとシード線維濃度の相関． 
C) αSおよびアポ A-I 1-83フラグメントとその改変体の臨界線維核濃度（Cnuc）と GRAVYスコアの
相関．図は Biophys. Physicobiol. 21, e210005, 2024から引用。 
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