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研究�� 

 

シヌクレイノパチー（パーキンソン病、レビー小体型認知症、多系統萎縮症）を含む神経変性疾患

では、疾患特異的な異常分子の蓄積が認められる。その蓄積機序として細胞内分解システムの機能低

下や障害が示唆されており、実際にオートファジーの基質（p62、Keap1、NBR1 など）やプロテアソー

ム関連タンパク質（NUB1、TRIM9）が正常対照例と比較し質的および量的に異なることを報告してきた。

これらの知見を踏まえ、細胞内分解システムを活性化し、異常分子を分解する可能性について検討し

た。培養細胞および動物レベルで種々のオートファジー誘導剤をスクリーニングした結果、二糖のト

レハロースが安全かつ効率よく脳内オートファジーを誘導することを見出した。今後、in vivo にお

いて、より効率的に脳内オートファジーを誘導する投与方法を確立し、治療法へとつなげていきたい。 

 

 

A.研究目的 

シヌクレイノパチーの脳内では、αシヌクレイ

ンが神経細胞の胞体や突起（軸索および樹状突

起）に異常蓄積している。さらにレビー小体病で

は、αシヌクレインが前シナプスにも広範に蓄積

している 1)。異常蓄積の原因として、近年、細胞

内分解システムの活性低下や障害が明らかにな

ってきた。特に、レビー小体病はゴーシェ病やサ

ンフィリッポシンドロームなどのリソソーム蓄

積症との関連が示唆されている。またゲノムワイ

ドの一塩基多型解析では、LRRK2、ATP13A2 や

RAB7L1 といった細胞内分解・ソートシステムに関

与する分子の異常が見出されている。 

細胞内分解システムは、主にオートファジー・

リソソーム系とユビキチン・プロテアソーム系が

担っている。神経変性疾患では、この両系が障害

されており、実際に p62 や NBR1 などのオートフ

ァジー基質ならびに NUB1 などのユビキチン関連

タンパク質の細胞内凝集が認められる。以上の知

見を踏まえ、我々は細胞内分解システムに着目し、

オートファジー基質であるp62の結合分子を同定

することで分子レベルの病態メカニズム解明を

試みた。さらに治療へと結びつけるトランスレー

ショナルリサーチを目指すために、逆にオートフ

ァジーを活性化し、異常分子を分解する可能性に

ついて検討した。 

 

B.研究方法（倫理面への配慮を含む） 

１. p62 結合分子群の単離・同定 

p62 は選択的オートファジーに必須の分子であ

り、種々の神経変性疾患に認められるユビキチン

陽性封入体に認められる。我々は p62 特異抗体を

用いて p62 結合分子群を脳内よりすでに単離・同

定する技術を確立している。この技術を用いて、

シヌクレイノパチーおよび正常対照の凍結脳組

織から p62 結合分子を単離・同定し、同定された
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分子に対する抗体を購入または作製し、病理学的、

生化学的解析を進めた。 

 

２. 『オートファジー活性化』の検証 

細胞レベルの検討には培養HeLa細胞を用いた。

動物レベルの検討には正常マウス（C57Bl6J）お

よびレビー小体病モデルマウス（家族性の点突然

変異（A53T）を導入したαシヌクレイントランス

ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ）（ SNCA Tg 、 Jackson 

Laboratory)（20－50 週齢）を用いた。正常マウ

スにトレハロース（２％、５５mM 相応）を１、３

または２４週間給水投与した後、免疫組織化学

的・生化学的検討を行った。コントロールとして

は同じ二糖のマルトース（麦芽糖）とショ糖、お

よび水を用いた。 

本研究における動物実験計画は、弘前大学動物

実験委員会により承認され、弘前大学実験動物に

関する指針に遵って行った。遺伝子組み換え動物

使用に当たっての拡散防止処理を踏まえ、組み換

えDNA実験に関し弘前大学動物倫理委員会の承認

を得ている。 

 

C.研究結果 

１. p62 結合分子群の単離・同定 

質量分析により p62 の結合分子として、Keap1

および EAAT2 が同定された。Keap1 については既

に報告があり、レビー小体病のレビー小体や MSA

の神経細胞内封入体が Keap1 陽性であった。さら

に我々は Keap1 と p62 の結合部位に着目し研究を

進めた。特にリン酸化 p62 抗体を作製し、Keap1

との関連を検討した。EAAT2 に関しては、グルタ

ミン酸トランスポーターとして知られており、特

にグリア細胞での発現が報告されている。実際に、

免疫染色では大脳皮質のアストロサイトが陽性

であったが、さらに今後の検討を必要とする。 

 

２. 『オートファジー活性化』の検証 

オートファジーでは、最初にオートファゴソー

ム膜が形成され、膜内に分解する分子を取り囲ん

だ後にリソソームと融合し、内部の分子を分解・

リサイクルする。本研究ではオートファゴソーム

の膜構成タンパク質であるLC3を蛍光標識するこ

とでオートファゴソームを培養細胞レベルで可

視化した。培養 HeLa 細胞を飢餓状態（アミノ酸、

血清飢餓にするために培養液をEarle’s balanced 

salt solution に交換した）にすることで、オー

トファジーが活性化されることを２４時間のタ

イムラプスおよび生化学的解析により確認した

（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 培養細胞（HeLa）におけるオートファジー活性化 

オートファジー活性化剤（ラパマイシン、Rap）および

トレハロース（Tre）を培養細胞に添加し、経時的に細胞

を観察した。オートファゴソーム膜構成タンパク質 LC3

（黄色もしくは赤の蛍光強度はRapおよびTreともに経時

的に増強した。また、細胞内で LC3 の凝集体が観察される。 

 

次に、このシステムを用いて、種々のオートフ

ァジー誘導剤をスクリーニングした結果、二糖の

トレハロースが効率よくオートファジーを誘導

すること、さらに異常分子の蓄積を抑制すること

を見出した。 

次に、正常マウスにトレハロースを給水投与し

たところ、１週間の給水投与で脳内オートファジ

ーの活性化が認められた。しかし、３週間および

２４週間の長期投与例ではこの効果は認められ

なかった。そこで、トレハロースの短期給水投与

（３日間）によるレビー小体病モデルマウスへの

効果について検討した。結果として、トレハロー

ス投与群では、マルトースおよびショ糖投与群と

比較して、脳内オートファジーの活性化が認めら

れたが、ヒトαシヌクレインの発現量および発現

部位に差は認められなかった。 

 

D.�察 

今回、オートファジー基質 p62 の結合分子を複

数同定した。p62 はシヌクレイノパチーの細胞内

封入体に局在すると同時に、in vivo レベルの研
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究から封入体の形成に深くかかわっている。

Keap1 は酸化ストレスセンサー分子として、EAAT2

はグルタミン酸を介したニューロン・グリア細胞

のネットワークに深く関与することが知られて

いる。今後、これらの分子に着目することで新た

なシヌクレイノパチーの病態が明らかになると

思われる。 

一方、二糖のトレハロースにより脳内の細胞内

分解システムが活性化されることが細胞および

動物レベルで示された。また、レビー小体病モデ

ルマウスでも同様に脳内オートファジーの活性

化が認められたことから、シヌクレインの過剰発

現状態でも細胞内分解システムは機能不全では

なく、活性化されうることが示唆された。トレハ

ロースの脳内への移行は不明であるが、同じ二糖

のマルトースではオートファジーの活性化は認

められなかったことから消化管からの吸収だけ

では説明がつかず、今後の検討を必要とする。 

 

E.�� 

シヌクレイノパチーを含む神経変性疾患の治

療法を視野に入れ、細胞内分解システムを活性化

する手法を試みた。In vivo で脳内オートファジ

ーを活性化する物質を見出した。病理学的および

生化学的解析に加え、行動学的解析を考慮するこ

とで、より有効な活性化剤をスクリーニングする

必要がある。 
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