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研究成果の概要（和文）：αシヌクレイン(αS)が病態関連オリゴマーを形成するメカニズムを明らかにするた
めに、安定なテトラマーを形成しにくいことが報告されているA53T変異型のヒトαSを過剰発現させたトランス
ジェニックフライでのトランスクリプトーム及びプロテオームの網羅的解析を行った。その結果、野生型のαS
を発現させた個体に比べてA53T変異型のαSを発現させた個体では、ミトコンドリアに局在し、家族性パーキン
ソン病原因遺伝子の一つであるPINK1のリン酸化標的でもあるTRAP1が顕著に減少することを明らかにした。この
結果から、TRAP1は変異型αSによるパーキンソン病のミトコンドリア異常に関与する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Although dysregulation of the conformation of α synuclein (αS) is supposed
 to underlie the pathogenesis of  α synucleinopathies, the mechanism is elusive. Therefore, the 
objective of the present study was to identify the molecule which might be involved in the formation
 of pathogenic αS oligomer. Based on the idea that differential expression profiles of transgenic 
animals bearing the wild type or PD-causing mutation A53T of αS, which is known to decrease a 
formation of physiological tetramer, may provide a clue regarding the mechanism of toxic oligomer 
formation, we performed both transcriptome and proteome analyses using transgenic flies. Notably, we
 found that TRAP1, a mitochondrial chaperone, was significantly reduced in the A53T fly as compared 
to the fly expressing wild type αS. Further analyses were performed by quantitative PCR and western
 blot. Taken together, these results suggest that TRAP1 might be involved in the mitochondrial 
dysfunction in the A53T type of PD.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

（１）生理的条件下での生体内因子の存在態

様は、その因子の細胞内での局在や生理的機

能を知る上で重要な手掛かりをもたらすも

のである。本研究で研究対象としたαシヌク

レインは１４０アミノ酸からなる蛋白で、シ

ナプス前終末に豊富に存在することが報告

されている。αシヌクレインはパーキンソン

病関連因子として多くの解析が進められて

きたが、その疾患機序は依然として議論の対

象であり、またそれ以前に生理的機能も明ら

かではない。この観点から、αシヌクレイン

の細胞内での生理的条件下での存在態様は、

パーキンソン病の疾患機序の解明を左右す

る重要な情報となる。 

（２）αシヌクレインは従来細胞内において

多くは soluble なモノマーとして存在すると

考えられてきた。またその構造解析から、N

末側に脂質二重膜への介入領域が存在する

ことが報告され、実際に一部は脂質ラフトに

局在することも報告されている。さらに、α

シヌクレインのモノマー、オリゴマーとそれ

ぞれ直接結合する因子も多数報告され、それ

らとの結合を介したミトコンドリア内膜や

SNARE 複合体等への局在を通しての機能発

現も行っていると考えられている。 

（３）このような状況下、米国の Selkoe ら

のグループにより、αシヌクレインは生理的

条件下で安定なテトラマーを形成して存在

するとの報告がなされた。 

 

２．研究の目的 

生理的条件下で安定な存在態様とされる、α

シヌクレインのテトラマーに対する特異抗

体を作製することを通して、αシヌクレイン

が疾患に関与する病態関連オリゴマーを形

成するメカニズムを明らかにすることを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）研究代表者の所属する研究室では赤血

球に αシヌクレインが豊富に存在することを

以前に報告しているが(2007)、テトラマーシ

ヌクレインを抗原として安定した態様で取

得するノウハウについては保有しておらず、

まずこの条件検討を行った。安定したテトラ

マーを構成させるために、Selkoeらの論文で

報告された架橋剤 Disuccinimidyl glutarate 

(DSG)を赤血球サンプルに混合して調整し、

ウエスタンブロットで検出する条件を検討

した。 赤血球サンプルの他、ドーパミン神

経で野生型または変異型のヒト αまたは βシ

ヌクレインを発現させたトランスジェニッ

クフライの頭部サンプルについても検討を

行った。 

（２）シヌクレインの検出にはヒト、マウス

の各αシヌクレインに反応する DB 社の抗 α

シヌクレイン抗体の他、Selkoeらの論文で使

用された 15G7抗体、抗リン酸化 αシヌクレ

イン抗体(#64)、重合したシヌクレインのみを

検出する 5G4抗体、 ネガティブコントロー

ルとして抗 β シヌクレイン抗体（BD 社）を

使用した。 

（３）野生型または変異型のαシヌクレイン

をドーパミン神経に特異的に発現させたト

ランスジェニックフライのマイクロアレイ

解析については Affymetrix 社の GeneChip 

Drosophila genome array を使用し、

GeneSpring ソフトウェアを用いて解析を行

った。 

（４）上記トランスジェニックフライの質量

分析による蛋白質発現の相対定量解析は、頭

部蛋白質を抽出して iTRAQ 試薬を用いて行

った。解析には AB sciex Protein Pilot ソフ

トウェアを使用した。 

 

４．研究成果 

（１）Selkoeらのグループはその後、分離ゲ

ル上でテトラマー蛋白を識別することはで

きても、立体構造を維持しつつ抗原蛋白とし



て精製するのは困難であり、シヌクレインテ

トラマーは精製段階でモノマーとなること

を報告した。本研究においても当初の計画を

一部見直して、抗原蛋白の抽出をゲルの切り

出しにより行うことを検討したが、テトラマ

ーサイズのバンドは主要バンドではなく、ス

メアともなるため単一抗原にするには適当

ではないと考えた。 

（２）そこで、本来の目的である疾患に関

与するαシヌクレインの病態関連オリゴマ

ーの形成メカニズムの解明に迫るべく、テ

トラマーを形成しにくいことが報告された

（Dettmerら、Nat. Commun. 2015）A53T

変異型のヒトαシヌクレインを過剰発現さ

せたトランスジェニックフライとその野生

型を過剰発現させたフライでのトランスク

リプトーム及びプロテオームの網羅的解析

を行った。 

（３）その結果、野生型のαシヌクレイン

を発現させた個体に比べて、A53T 変異型

のαシヌクレインを発現させた個体では、

ミトコンドリアに局在し、家族性パーキン

ソン病原因遺伝子の一つである PINK1 の

リン酸化標的でもある TRAP1 (TNF 

receptor associated protein 1) が顕著に

減少することを明らかにした。 

（４）興味深いことに、A53T 変異型シヌ

クレインをトランスジェニックフライで発

現させたときには TRAP1 の顕著な減少が

見られるのに対し、A30P 変異型αシヌク

レインを過剰発現させたときには TRAP1

の減少は観察されなかった。αシヌクレイ

ンの各変異により、ミトコンドリアの形態

異常にも差が見られることが知られており、

αシヌクレインの変異箇所による TRAP1

の発現差異と、ミトコンドリアの異常の違

いとの関係は今後さらに検討する必要があ

る。TRAP1 と同様に A53T の過剰発現で

は減少するが、A30P の過剰発現では減少

しないミトコンドリア因子として、パーキ

ンソン病患者脳でもその発現が減少してい

る TOM40が他のグループから報告されて

おり、TRAP1 についても、これと同様の

疾患メカニズムに関与する可能性が考えら

れ、今後さらに検討したい。 

（５）TRAP1は Hsp90ファミリーのシャ

ペロンであることから、A53T 変異型αシ

ヌクレイン発現個体では、シャペロン機能

の欠損によるテトラマー形成不全がミトコ

ンドリアのフラグメンテーションを始めと

する形態異常及び機能不全、そして酸化ス

トレスの促進を引き起こす可能性が考えら

れ、継続して研究を進めている。 
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