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研究成果の概要（和文）： 

多系統萎縮症（MSA）は中枢神経系に発症する神経変性疾患である．MSA の発症機序は十

分に解明されておらず，神経変性に対する根本的な治療法がない．これまでの研究で，MSA
モデルマウスにおいて，変性したオリゴデンドロサイトの放出する因子が神経細胞内の

α-synuclein の発現を促進し，神経細胞の変性の原因となるα-synuclein の不溶化を誘導するこ

とが示唆された．本研究ではオリゴデンドロサイトから放出され神経変性を誘導する因子の同

定とその機能解析を行った． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Multiple system atrophy (MSA) is a neurodegenerative disease in which oligodendrocytes 
and neurons in the central nervous system are affected. To clarify how oligodendrocytic 
α-synuclein inclusions cause neuronal degeneration, we generated a transgenic mouse for 
an MSA model in which human wild-type α-synuclein was overexpressed selectively in 
oligodendrocytes. We established primary culture cells derived from the brain of transgenic 
mice, and revealed that insoluble mouse α-synuclein was progressively accumulated in 
neurons, leading to neuronal dysfunction and degeneration. In this study, we identified 
neurodegeneration-inducing factor released from oligodendrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）多系統萎縮症（MSA）について 

MSA は中枢神経系に発症する難治性神経

変性疾患で，主な症状は自律神経障害，運動

失調及びパーキンソン症候群である．神経変

性に対する根本的な治療法はなく，一日も早

い治療法の開発が待たれている．MSA の神

経病理学的所見の特徴は，オリゴデンドロサ

イトにα-synuclein が蓄積する封入体 (GCI; 
Glial Cytoplasmic Inclusion) 形成と神経細

胞内におけるα-synuclein の蓄積である．神

経細胞でのα-synuclein の蓄積は主に軸索と

終末に認められ，パーキンソン病に認められ

る神経細胞体に出現するレビー小体は稀で

ある．以上の神経病理学的観察より，MSA
ではパーキンソン病とは異なる神経変性の

機序により発病し，オリゴデンドロサイトと

神経細胞の両方にα-synuclein が蓄積する特

徴的な病態を有することが明らかになって

いる． 
（２）本研究開始までの研究 
我々はまず，オリゴデンドロサイトの

α-synuclein 蓄積が神経細胞の変性を引き起

こすと仮説を立て検討した．MSA モデルマ

ウスとしてオリゴデンドロサイトにヒト

α-synuclein を特異的に強制発現させるトラ

ンスジェニック(Tg)マウスを作製し，マウス

の脳に起こる神経変性を観察した．Tg マウス

脳のオリゴデンドロサイトでは GCI 類似の

封入体が形成され，神経細胞では加齢ととも

にマウスα-synuclein の蓄積と神経細胞数の

減少，および脳萎縮や進行性の運動機能障害

が生じた（Yazawa et al., 2005）．この結果か

ら，MSA では①オリゴデンドロサイトでの

α-synuclein 蓄積による GCI 形成，②変性オ

リゴデンドロサイトから神経細胞に対する

神経変性の誘導，③α-synuclein の神経細胞

内の蓄積による神経細胞の機能障害および

細胞脱落の３つのプロセスにより発病する

と考えられた． 
次に，MSA モデルの Tg マウスの脳から初

代神経系細胞培養系を構築し，オリゴデンド

ロサイトが引き起こす神経細胞変性につい

て検討した．初代培養系でもヒトα-synuclein 
を発現する Tg マウスのオリゴデンドロサイ

ト と の 共 培 養 に よ り ， 内 因 性 マ ウ ス

α-synuclein が神経細胞に蓄積し，MSA 患者

脳と同様にα-synuclein が不溶化を起こすこ

とが観察された．さらに，神経細胞内でマウ

ス α-synuclein は微小管タンパクの β-III 
tubulin と結合して蓄積しており，この蓄積

は微小管重合阻害剤により抑制できること

を示した（Nakayama et al., 2009, 2012）．
ま た ， 初 代 培 養 実 験 で は 神 経 細 胞 の

α-synuclein 蓄積メカニズム以外にも，神経

細胞変性に関するオリゴデンドロサイトの

重要な知見が得られた．神経細胞の変性を起

こした Tg マウス脳初代培養細胞の培養液を

non-Tg マウスの初代培養細胞に加えて培養

すると，神経細胞変性が引き起こされた．以

上の結果から， Tg マウス脳において

α-synuclein を発現するオリゴデンドロサイ

トから神経細胞変性を誘導する液性因子が

放出されている可能性が示された． 
 
２．研究の目的 
 多系統萎縮症（MSA）は中枢神経系に発症

する神経変性疾患である．その発症機序は解

明されておらず，明確な診断方法や治療法が

ない．これまでの研究で，MSA モデルマウ

スにおいて，変性したオリゴデンドロサイト

の放出する液性因子が神経細胞内での

α-synuclein の発現を促進させ，神経細胞の

変性の原因となるα-synuclein の不溶化を誘

導する可能性が示唆された．オリゴデンドロ

サイトから放出される液性因子は治療戦略

を立てる場合の直接的なターゲットになり

得る．そこで本研究では，MSA の診断法・

治療法の開発を目指し，オリゴデンドロサイ

トから放出され神経細胞でのα-synuclein の

蓄積を引き起こす因子を同定し，その

α-synuclein 誘導能の解析を行う． 
 
３．研究の方法 
（１）オリゴデンドロサイトの変性に伴い放

出されるタンパク質の精製 
 オリゴデンドロサイトの変性に伴い放出

される因子の精製のため，MSA モデルマウ

ス（Tg マウス）および non-Tg マウス脳の初

代培養細胞を用いてコンディションド培地

（conditioned medium）を調製した．Tg マ

ウス，non-Tg マウスのコンディションド培

地はそれぞれ分子量分画およびイオン交換

クロマトグラフィーによりいくつかの画分

に分けた． 各画分は SDS-PAGE によって比

較分析し，Tg マウス由来培地に特異的なタン

パク質の含まれる画分を得た． 
（２）ペプチドマスフィンガープリンティン



 

 

グ解析 
 Tg マウス培地に特異的なタンパク質を含

む精製画分は SDS-PAGE によって分離した

後，銀染色を行った．Tg マウス培地に特異的

に出現するバンドをゲルから切り出し，トリ

プシンによってゲル内消化を行った．得られ

たトリプシン消化産物は，マトリックス支援

レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析

法（MALDI-TOF MS）によって質量分析を

行った．この質量分析データは MASCOT に
よりデータベース解析を行い，タンパク質を

同定した． 
（３）Tg マウス培地由来タンパク質の発現系

構築 
 Tg マウス脳で発現しているタンパク質の

遺伝子クローニングのため，Tg マウス脳から

RNA を抽出した．抽出した RNA を用いて

RT-PCR 法によって，同定したタンパク質の

遺伝子クローニングを行った．得られた

cDNA には FLAG-tag 配列を融合させた後，

発現用ベクターpcDNA3.1 に組み込んだ．発

現ベクターは FuGene6 によって，アフリカ

ミドリザル腎臓由来 COS-7 細胞にトランス

フェクションし，α-synuclein 発現誘導因子

の候補となるタンパク質を発現させた． 
 （４）因子候補タンパク質のα-synuclein
発現誘導能の解析 
 因子の候補タンパク質の発現細胞からコ

ンディションド培地を調製した．コンディシ

ョンド培地は凍結乾燥と限外ろ過により濃

縮した後，ゲルろ過クロマトグラフィーによ

って分画し，精製されたリコンビナントタン

パク質を得た． 
精製された因子の候補タンパク質は分化

誘導した神経芽細胞および Non-Tg マウス脳

の初代培養細胞に投与し，免疫細胞染色，定

量 PCR により詳細に解析を行った． 
 

４．研究成果 

 オリゴデンドロサイトにα-synuclein を強

制発現させたMSAモデルマウス（Tgマウス）

の 中 枢 神 経 で は ， 神 経 細 胞 に 不 溶 化

α-synuclein の蓄積が経時的に起こり，

α-synuclein の蓄積が神経細胞の減少や脳萎

縮を引き起こすことを我々は証明した．さら

に，変性したオリゴデンドロサイトから放出

され神経細胞の変性を引き起こす因子が存

在する可能性を示した．Tg マウス脳において

神経細胞での不溶化α-synuclein の蓄積を引

き起こす因子を探索するため， Tg マウス脳

および non-Tg マウス脳の初代培養細胞を用

いてコンディションド培地を調製した．Tg
マウス，non-Tg マウスのコンディションド

培地は分子量分画を用いて粗分画を行った．

この画分を SDS-PAGE によって比較検討し

たところ，20k~100k のサイズに Tg マウス

培地に特異的なバンドがいくつか認められ

た．質量分析に向け各タンパクの精製度をさ

らに高めるため，ゲルろ過クロマトグラフィ

ーおよびイオン交換クロマトグラフィーを

用いて精製を行い，神経細胞でのα-synuclein
の蓄積を誘導する因子の候補となるいくつ

かの単一のバンドを得た．得られたバンドは

ゲルから切り取り，ゲル内消化によりフラグ

メント化し，MALDI-TOF MS を用いてペプ

チドマスフィンガープリンティング(PMF)分
析を行い，７種の因子候補タンパク質を同定

した．これらはいずれも機能未知のタンパク

質であった． 
因子の候補となるタンパク質は COS-7 に

より発現系を構築した．7 種の発現系のうち，

発現タンパク質が細胞外に分泌された 4 種類

について，細胞培養液から発現タンパク質を

精製し，その精製標品を得た．精製した 4 種

類の分泌タンパク質は，分化誘導した神経芽

細胞と Non-Tg マウス脳の初代培養細胞に投

与し，免疫細胞染色，定量 PCR などにより

神経細胞の変性の原因となるα-synuclein 発

現誘導能を調べた．その結果，4 種の分泌タ

ンパク質のうち 3 種は投与するによって

α-synucleinのmRNAレベルが上昇すること

がわかった．そのうちの 2 種では neurite に

おいてα-synuclein が蓄積することが免疫細

胞化学的解析により明らかになった． 
以上の結果から，本研究で解析を行った分

泌タンパク質は神経細胞でのα-synuclein の

発現を誘導し，蓄積させることが確認できた．

このことから，オリゴデンドロサイトの変性

に伴い放出される因子が神経細胞の変性を

引き起こすと考えられる．この成果は MSA
の発症メカニズムの本質に迫るものであり， 
MSA の診断法・治療法の開発に向けた第一

歩として意義あるものである．今後はオリゴ

デンドロサイトから放出される因子がどの

ような機構で神経細胞に影響を及ぼすのか

を解明するとともに，その因子の影響を阻害

する方法の開発を目指す． 
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