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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非遺伝性の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ていた。本研究ではオリゴデンドロサイトから放出され神経
変性を引き起こす因子の一つとしてシスタチンCを同定した。オリゴデンドロサイトから放出されるシスタチンCが神経
細胞のα-synucleinに及ぼす影響を解析した。

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 cystatin C as a neurodegeneration-inducing factor released from 
oligodendrocytes. Cystatin C triggers insoluble α-synuclein accumulation in neurons of the mouse central 
nervous system.

研究分野：生化学
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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 は難治性の神経変性疾患で、主な症

状は自律神経障害、運動失調及びパーキンソ

ン症候群であり、様々な中枢神経部位に神経

変性が起こるため「多系統萎縮症」と呼ばれ

る。MSA の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-synuclein が蓄積

す る 封 入 体  (GCI: Glial Cytoplasmic 

Inclusion) の形成と神経細胞内における

-synucleinの蓄積である。MSAでみられる

神経細胞での-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

られる神経細胞内の封入体であるレビー小

体の出現は稀である。以上の病理学的観察か

ら、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-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、オリゴデンドロサイトでの

-synuclein の蓄積が、神経細胞の変性を引

き起こすかどうかを検討してきた。MSAの

モデルマウスとしてオリゴデンドロサイト

特異的にヒト-synuclein を強制発現させる

トランスジェニック(Tg)マウスを作製し、Tg

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ヒト

-synucleinが蓄積した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

-synuclein の蓄積と神経細胞数の減少、及

び脳萎縮や進行性の運動機能障害が生じた

（文献１）。この結果から、MSAでは①オリ

ゴデンドロサイトでの-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誘導、③神経細

胞内の-synuclein の蓄積による神経細胞の

機能障害・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、我々の 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のメカニズム

について検討した。初代培養系でも、ヒト

-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-synucleinが神経細胞に蓄積し、MSA患

者脳と同様に-synuclein が不溶化していた。

そして、神経細胞内では、マウス-synuclein

は微小管タンパクの-III tubulinと結合して

蓄積することも示した（文献 2、3）。 

さらに、初代培養実験では神経細胞の変性

にオリゴデンドロサイトが関与しているこ

とを示す重要な知見が得られた。神経細胞の

変性を起こした Tg マウス脳初代神経系培養

細胞の培養上清を non-Tg マウス脳の初代培

養細胞の培地に加えて培養すると、non-Tg

マウス由来の神経細胞内に不溶化した

-synuclein の蓄積が観察された。この結果

から、Tgマウス脳において-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

と考えられた。そこで、Tgマウス脳と non-Tg

マウス脳由来のの神経系細胞培養の培養上

清を分画し、Tgマウス細胞で特異的に分泌さ

れている 7つのタンパク質を因子候補とした。

因子候補タンパク質は質量分析法により同

定した。 

 

２．研究の目的 

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

因子が神経細胞の変性の原因となる

-synuclein の蓄積と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 モデルマウスの解析により、

変性したオリゴデンドロサイトが放出する

因子の候補タンパク質のひとつであるシス

タチン Cが、神経細胞内の-synuclein発現

と不溶化に及ぼす影響を解析することによ

り、神経細胞死を引き起こすシグナル伝達機

構の一端を明らかにすることによって、MSA

の診断法・治療法の開発に役立てることを目

指した。 

 

３．研究の方法 

（１）MSAモデルマウス 

MSA モデルマウスとして、wild type のヒ

ト α-synuclein をマウス CNP プロモーターの

制御下でオリゴデンドロサイトに特異的に

発現させたトランスジェニック（Tg）マウス

を用いた（文献１）。 

 

（２）マウス脳由来ニューロン・グリア細胞

の共培養 

マウス脳由来のニューロン・グリア細胞は、

P0–P1 の non-Tg および Tg マウスの大脳皮

質から調製し、ポリエチレンイミンでコート

したカバーガラスおよび 75 cm2 フラスコに

調製した細胞を撒いた。細胞は 5% FBSを添

加した Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) + B27/neurobasal medium (1:1) で培

養した。培養後 36 日目の細胞の割合は、

non-Tg マウス由来細胞培養では、 Tuj1 陽性

ニューロン 10.4 ± 4.2% 、O4陽性オリゴデン

ドロサイト 23.5 ± 7.6%、 GFAP陽性アストロ

サイト 42.0 ± 6.5%、 Iba1陽性ミクログリア

4.3 ± 2.0% であり、Tg マウス由来細胞培養

では、Tuj1陽性ニューロン 10.3 ± 6.3%、O4

陽性オリゴデンドロサイト 23.4 ± 5.3%、 

GFAP陽性アストロサイト 44.0 ± 8.1%、 Iba1

陽性ミクログリア 4.7 ± 0.9%であった。 

 

（３）シスタチン Cの発現系構築と精製 

 シスタチン C 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、シ

スタチン C の遺伝子クローニングを行った。

得られた cDNAには3′側にFLAG-tag配列を

連結させ、哺乳動物細胞発現用ベクターであ

る 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、シスタチン Cを発現させた。細胞外に分

泌されたシスタチン C を得るため、シスタ

チン Cを発現させた COS-7細胞のコンディ

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。 

 

（４）シスタチン Cの α-synuclein発現誘導

能の解析 

 シスタチン C が及ぼすニューロンへの影

響を調べるため、精製したシスタチン Cを終

濃度が 1 µg/mlとなるように培地に添加し、

non-Tg マウス脳の初代神経系培養細胞に培

養 8 日目から 28 日間投与した。免疫細胞染

色のために、細胞は 4%パラホルムアルデヒ

ドで固定し、染色に用いた。また、シスタチ

ン C投与による神経細胞での α-synuclein発

現の変化を解析するため、mRNA 量は

real-time PCR法で，タンパク質はイムノブ

ロッティング法で 定量化を行った。 

 

４．研究成果 

本研究開始までの研究で、Tg マウス脳と

non-Tg マウス脳の初代神経系細胞培養の培

養上清を分画したフラクションを比較し、質

量分析法により Tg マウス脳由来細胞の培養

上清で特異的に存在していた 7種のタンパク



質を同定した．このうち 4種が分泌性タンパ

ク質であることがわかった．そこで、同定さ

れた 4種の分泌性タンパク質について哺乳動

物細胞で発現系を構築し、細胞外に分泌され

たタンパク質をマウス神経芽細胞腫由来

Neuro2a細胞に投与して解析を行った。その

結果、解析した 4種の分泌性タンパク質のう

ち、神経細胞の-synuclein 発現を誘導し、

神経細胞の変性の原因となる-synuclein の

不溶化を引き起こす分子のひとつの候補と

して、シスタチン Cを同定した。 

本研究では、まず、Tgマウスの経時的な解

析を行った。3 ヶ月齢マウス脳で外来性ヒト

-synucleinの発現が確認され、6ヵ月齢の脳

ではオリゴデンドロサイトに GCI 様

inclusionが認められるとともに、シスタチン

Cの発現上昇が確認されたが、内在性マウス

-synucleinの発現に変化はなかった。12ヵ

月齢の脳では外来性ヒト-synuclein の発現

に加え、シスタチン C および  内在性

-synuclein の両方で発現上昇が認められた。

以上のことから、MSA モデルマウス脳にお

いて、シスタチン Cの発現上昇は神経細胞内

の-synuclein 発現上昇に先だって起こり、

オリゴデンドロサイト内の-synuclein 凝集

体形成によって誘導されていることが示唆

された。Tgマウス脳において、シスタチン C

を発現している細胞を特定するために、マウ

ス脳由来のオリゴデンドロサイト単離培養

を行ったところ、Tgマウス由来のオリゴデン

ドロサイトのみでシスタチン C の発現が確

認され、オリゴデンドロサイトで-synuclein

の凝集体が形成されることにより、シスタチ

ン Cの発現が誘導されていると考えられた。 

次に、精製したシスタチン Cを non-Tgマ

ウス脳初代培養細胞に投与し、-synuclein

発現量と溶解度の変化を調べた。-synuclein

の mRNA量は投与したシスタチン Cの濃度

依存的に増加が認められた。また、終濃度 1 

µg/mlのシスタチン C投与によって、神経細

胞内の-synuclein タンパク質の量が約 3 倍

に増加することがわかった。さらに、シスタ

チン Cを投与した non-Tgマウス由来のニュ

ーロンでは、Tgマウス由来のニューロンと同

様に、-synuclein の不溶化が確認された。

また、免疫蛍光染色による解析によって、シ

スタチン C の投与によって神経細胞の主に

軸索で-synuclein の蓄積が引き起こされる

ことが明らかになった（図 1）。 

 

 
図 1. マウス初代神経系細胞へのシスタチン
C投与 
Non-Tg マウス脳から神経系細胞を培養し、
その培養液にシスタチン Cを投与した。神経
細胞の免疫蛍光染色により、シスタチン C投
与によって、-synuclein の蓄積が認められ
た（矢印）。 

 

以上より、オリゴデンドロサイトから放出

されるシスタチン C の増加は、神経細胞の

-synuclein 量 を 増 加 さ せ 、 そ し て

-synuclein の不溶化と蓄積を引き起こすこ

とにより、神経変性疾患の発症に関与してい

る可能性が明らかになった。 
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