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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病（PD）のバイオマーカーにαシヌクレイン（αS）が検討されてい
る。本研究ではウェスタンブロットで、pαSと非リン酸化αS（non-pαS）の量比を検討した。血漿、脳脊髄液
ではpαSは微量で検出が困難であった。その為、pαS、non pαS、総αSをPD患者および疾患コントロールの赤
血球を用いて解析した。赤血球中総αSは両群で有意差はなかった。pαS、pαS/non-pαS比、pαS/総αS比はPD
患者で有意に低値で、その差はpαS/non-pαS比で最も顕著であった。赤血球中pαSの減少はPDで減少している
可能性が示唆された。検体数を増やし再現性が得られるか確認する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Alpha-Synuclein (aS) is studied as a candidate for a biomarker of Parkinson 
disease (PD). We analyzed the ratio of phosphorylated aS (paS) to non-phosphorylated aS (non-paS) in
 western blot analyses to improve the performance as a marker of PD. It was difficult to detect paS 
in serum or CSF in western blot (WB). We analyzed paS, non-paS, and total aS in red blood cells 
(RBC) in WB in 15 patients with PD and 13 control patients with various neurologic disorders. There 
was no significant difference in total aS level in PD and disease control. The levels of paS, the 
ratio of paS to non-paS and the ratio of paS to total aS were reduced in PD. The difference of the 
ratio of paS to non-paS between PD and disease control was larger than those of paS or the ratio of 
paS to total aS. It is implicated that pαS is reduced in RBC in PD. It is needed that the 
reproducibility of this study should be checked.
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１． 研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（以下、PD と略す）は病
理学的に、1）中脳黒質ドパミン神経細胞の
変性・脱落、2）レビー小体（LB）（タンパク
質異常凝集構造物）の出現、を特徴とする。
さらに、1）LBの主要構成成分は α シヌクレ
イン（αS）である、2）家族性 PD の原因に
αS 遺伝子の変異、重複がある、3）LB に存
在する凝集した αS の約 90%は Ser129 でリ
ン酸化されている (1)、ことが明らかにされた。
αS の凝集過程、 Ser129 リン酸化 αS
（p-αS）が PD の病態に深く関与していると
考えられている。PD では、運動症状が出現
し臨床診断が可能となる時点で、既に LB は
広範囲に出現し、黒質ドパミン神経細胞は
50%以上が脱落している。神経保護薬が開発
された際に神経変性を抑制する為には、変性
過程が進行していない早期に診断すること
が重要である。しかし、PD 発症早期の臨床
診断や多系統萎縮症等との鑑別は難しく、診
断を助ける生物学的マーカーの開発が求め
られる。PD の生物学的マーカーは αS を中
心に検討されてきた。PDでは、1）髄液 αS 低
下、2）髄液・血漿 p-αS 上昇、3）髄液 p-αS/
総 αS 量比の上昇、4）αS oligomer 上昇が
報告されている(2)。問題点として、①p-αS 値
は PD 患者とコントロールで重なり合う部分
が多く、感度が低い (3)、②髄液 p-αS、髄液
p-αS/総 αS 量比の検討で質量分析器を用
いた報告があるが (4)、操作に専門性が要求さ
れ、多検体処理が困難である、等の点が挙げ
られる。より望ましい生物学的マーカーの特
徴として、①簡便性、②PD 患者を正常者と
感度よく識別可能なこと、③他のパーキンソ
ン症候群（多系統萎縮症など）との鑑別が可
能なこと、が挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、当初 Phos-tag SDS-PAGE 
を用いて血液、髄液中のリン酸化 αS /非リ
ン酸化 αSの量比を求め、PD の新規診断法を
開発することを目標とした。具体的には、
Phos-tag SDS-PAGE で総 αS をリン酸化 αS 
(p-αS)と非リン酸化αS (non-p-αS)に分離
し、p-αS /non-p-αS 量比を PD 患者とコン
トロールの血漿、髄液で検討する予定として
いた。既報告では血液・髄液 p-αS、髄液 p-αS 
/総 αS 量比が PD で上昇することが指摘さ
れている。しかしこれらの方法では正常者と
の重なりが大きい。この問題を解決する為、
従来 ELISA で検出できなかった non-p-αS 
に対する p-αS の量比を検出する。この方法
により p-αS の変化を検出し易くなる利点
がある。PD を正常者や他のパーキンソン症
候群から高感度に鑑別でき、簡便かつハイス
ループットな検査法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）リコンビナント αSの精製 

大腸菌で発現させた αS タンパク質は、Q 

sepharose を用いて精製した。 
（2）リコンビナント α の Ser129 リン酸化 
 精製したリコンビナントαSタンパク質に
Casein kinase2 を添加し、37℃でインキュベ
ーションした。 
 
（3）血漿、脳脊髄液、赤血球中 αSの検出 
 通常のウェスタンブロットにおいて、患者
検体を用いて p-αS の検出を試みた。血漿、
脳脊髄液中の p-αS の検出は、検体の濃縮、
PDVF膜を 4％パラフォルムアルデヒド（PFA)、
グルタールアルデヒドにより固定するとい
った検出感度を向上させる方法を用いたが、
検出が困難であった (5)。赤血球中 αSのサン
プル調整は既報を参考とした(6)。赤血球中
αSは p-αS、non-p-αS、総 αSともに検出
可能であった。その為患者検体は、赤血球中
αSを用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）Ser129 リン酸化 αS と非リン酸化 αS
を分離して検出する方法の検討 
・Phos-tag SDS-PAGE による検討：当初の研
究計画では Phos-tag SDS-PAGE を用いて
p-αS と non-p-αS に分離することを目標と
していた。しかし、Phos-tag 濃度、Acrylamide
濃度等の条件を複数検討したが、αS をリン
酸化体と非リン酸化体に分離することは出
来なかった。 
・その他の方法の検討：尿素 PAGE、等電点電
気泳動、Native PAGE の方法を検討した。そ
の結果尿素 PAGEで、Casein kinase 2 によっ
てリン酸化したリコンビナント αS を p-αS
と non-p-αSに分離することが出来た。しか
し、赤血球中 αSを尿素 PAGE で分離すると、
p-αS 以外にも多数のバンドが現れ、p-αS
のみを分離することが不可能であった。 
 
（5）抗 p-αS 特異抗体、抗 non-p-αS 特異
抗体、抗総αS抗体による p-αS、non-p-αS、
総 αSの検出 
上述の経緯から赤血球中 αS を p-αS と
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non-p-αS のバンドに分離することが困難と
判断した。市販されている抗 αS抗体を用い
て、p-αS、non-p-αSに対する特異性を免疫
沈降法にて検討した。その結果、市販されて
いる抗 Ser129 抗体が p-αS に特異的である
ことを確認した。また、non-p-αS を特異的
に認識する抗体を見出した。p-αS および
non- p-αS のいずれも認識可能な抗体は総
αSを認識する抗体として使用した。 
 
（6）患者赤血球中 p-αS、non-p-αS、総 αS
の定量 
PD 患者 15名（70.8±10.6 歳 平均＋SD）、コ
ン ト ロ ー ル と し て 非 PD 患 者 13 名
（69.2±11.3 歳）の赤血球中 αSを SDS-PAGE
で電気泳動した。抗 Ser129 リン酸化 αS 特
異抗体、非リン酸化特異抗体、総 αSを認識
する抗体でウェスタンブロットを行った。ウ
ェスタンブロットで得られたバンドの相対
的なバンド強度は、Quantity One ソフトウェ
ア（version4.5.2、Bio-Rad）を用いて定量
的に解析した。 
 
４．研究成果 
（1）赤血球中総 αS 
PD 群と non-PD 群で、総 αS 量に差は認めな
かった（p=0.84）。 
（2）赤血球中 p-αS 
PD 群は non-PD 群に比して p-αS 量は有意に
減少していた（p=0.46）。 
（3）赤血球中 non-p-αS 
PD 群と non-PD 群で、non-p-αS 量に有意差
は認めなかった（p=0.48）。 
（4）赤血球中 p-αS/non-p-αS比 
PD 群は non-PD 群に比して p-αS/non-p-αS
比は有意に減少していた（p=0.001）。 
（5）血球中 p-αS/総 p-αS 比 
PD 群は non-PD 群に比して p-αS/non-p-αS
比は有意に減少していた（p=0.009）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（6）ROC 曲線 
赤血球中 p-αS/non-p-αS 比の ROC 曲線の
AUC は 0.941、赤血球中 p-αS の ROC 曲線の
AUCは 0.767 であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、赤血球中 p-αS は PD 患

者で減少していることが示唆された。既報告
で赤血球中の p-αS を検討したものはなく、
新 規 の 所 見 で あ る 。 p-αS に 比 べ て
p-αS/non-p-αS 比は、PD 患者を non-PD 患
者からよく識別できる可能性が示唆された。   
当初予定していた Phos-tagを用いてαSを

リン酸化体と非リン酸化体に分離して、その
比を測定することはできなかったが、通常の
ウェスタンブロットでリン酸化体特異的な
抗体、非リン酸化体特異的な抗体を用いて、
測定を行った。 
 本研究は少数例の検討であるため、データ
の再現性の確認が必要である。今後症例数を
増やして検討したいと考えている。また、PD
患者において赤血球中 p-αSが減少している
メカニズムは不明であるためその機序を明
らかにすることが PD の病態の理解につなが
る可能性があると考える。 
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