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研究成果の概要（和文）：分裂酵母を遺伝子改変して作成した「パーキンソン病モデル細胞」を用いた解析によ
り、抗てんかん薬として知られるバルプロ酸がパーキンソン病モデル細胞の細胞障害を顕著に増悪させることを
見出した。ヒト神経細胞由来のcDNAライブラリからαSyn凝集抑制因子を探索する試みについては良好な結果が
得られなかったが、抗真菌作用をもつ化合物のひとつがαSynの凝集化の抑制にはたらくことを見出した。さら
に、遺伝学的解析を通じて、エンドサイトーシスのプロセスがαSynの凝集化に深く関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Analysis using "Yest model of Parkinson's disease (PD)" created by 
genetically-modified fission yeast revealed that valproic acid, which is an anti-epileptic drug, 
markedly exacerbated cytotoxicity in PD model cells. Although the attempt to search for αSyn 
aggregation suppressors from a cDNA library prepared from human neuronal cells did not yield 
favorable results, we found that one of the antifungal reagents works to suppress αSyn aggregation 
in fission yeast. Furthermore, through genetic analysis, we found that processes of endocytosis are 
deeply involved in αSyn aggregation.

研究分野： 分子生物学

キーワード： シヌクレイン　synuclein　パーキンソン病　S. pombe
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化が進む日本社会において、パーキンソン病をはじめとする神経変性疾患の予防法・治療法の確立が喫緊の
課題となっている。本研究では、抗てんかん薬として使用されるバルプロ酸がパーキンソン病の進行を早める可
能性があることや、パーキンソン病の発症原因とされるαSynの凝集化過程にエンドサイトーシス機構が関与す
ること、抗真菌作用をもつ化合物のひとつがαSynの凝集化の抑制にはたらくことなどを見出した。これらの研
究成果により、発症メカニズムの理解、および予防法・治療法の開発がさらに進むと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 高齢化が進む日本社会において、アルツハイマー病やパーキンソン病をはじめとする神経変

性疾患の予防法・治療法の確立が、喫緊の課題となっている。 

 パーキンソン病患者の脳内には、αシヌクレインタンパク質（αSyn）を主成分とする特徴的

な凝集体が顕著に見られる。αSynは、健常者の脳内にも豊富に存在するタンパク質であり、正

常な細胞内では可溶性のモノマーとして存在するが、何らかの原因によってαSynがオリゴマー

化し、線維化した不溶性の凝集体へと成長することによって神経機能に障害がもたらされると

考えられている。そのため、αSynの凝集形成を防ぐことが、パーキンソン病の予防や治療にお

いて極めて重要であるが、そもそも、αSynが何故凝集をはじめるのか、その凝集形成のきっか

けとなる原因やメカニズムについては依然として多くの点が不明なままである。 

 これまでに我々の研究グループでは、分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）にヒト由来の

αSynを強制発現させることによって「パーキンソン病モデル酵母」を作成し、αSynの凝集体形

成メカニズムの解析や、凝集抑制因子の探索を行ってきた。分裂酵母を解析系に用いる大きな利

点の一つとして、哺乳類由来の培養細胞等と比べて、αSynの凝集体形成を容易に誘導できるこ

とが挙げられる（一般に哺乳細胞では、あらかじめin vitroで線維化させたαSynを凝集核とし

て導入する必要があるが、酵母ではこのような操作が必要ない）。そのため、これまでは利便性

が高い解析系として分裂酵母を用いてきたが、ここであらためて、「なぜ分裂酵母ではαSyn凝

集化が効率よくおこるのだろうか？」という疑問点に立ち戻ろうと考えた。言い換えれば、「な

ぜ哺乳類培養細胞ではαSyn凝集化が起きにくいのだろうか？」という疑問点である。 

 現在、国内外でパーキンソン病治療薬の開発を目指した研究が精力的に進められているが、そ

れらの多くは「なぜαSynは凝集するのか？」という問いが根幹にあり、そのメカニズムの解明

を通じてαSyn凝集阻害薬の探索に注力されていると思われる。これに対し私は、「αSynはそも

そも凝集しやすいタンパク質である」と捉えなおし、「なぜ健常者の細胞内ではαSynは凝集し

ないのか？」という逆転の発想が必要ではないかと考えた。 

 以上の背景から本研究では、分裂酵母と哺乳動物細胞におけるαSynの凝集形成効率の違いに

着目し、『哺乳動物の細胞には、αSynの凝集化を抑制する機構が基本ベースとして備わってい

るのではないか？（そして、その機構が老化などの過程によって破綻することをきっかけに、

αSynが凝集を始めるのではないか？）』との仮説を立て、αSynの凝集形成過程の解析を試みる

本研究計画の立案に至った。 

 

 
２．研究の目的 

 

 パーキンソン病の発症原因としてαSynの凝集化が深く関与すると考えられているが、健常者

の脳内では可溶性のモノマーの状態として豊富に存在するはずのαSynが、どのようなメカニズ

ムで凝集化を始めるかについては依然として不明なままであり、原因究明が急がれている。本研

究では、「哺乳動物細胞にはαSynの凝集化を抑制する内在機構が存在し、その機構が老化など

の過程によって破綻することをきっかけにαSynが凝集を始める」との仮説をたて、αSynの凝集

抑制機構の探索とメカニズムの解析を行う。 

 
 



３．研究の方法 

 

（１）はじめに、分裂酵母を遺伝子改変して作成した「パーキンソン病モデル細胞」を用いて、

αSynの凝集形成を誘導する培養条件を確立するとともに、αSyn凝集体がもたらす細胞毒性の

評価系を確立する。 

（２）つぎに、ヒト神経細胞由来のcDNAライブラリを作成し、上記のパーキンソン病モデル細胞

に導入することによって、αSynの凝集抑制作用を持つ因子を網羅的に探索する。 

（３）さらに、上記のスクリーニングによって得られた凝集抑制因子の機能解析を行い、αSyn

の凝集形成に至る一連のプロセスを解明する。 

 

 
４．研究成果 

 

（１a） αSyn凝集形成を誘導する培養条件の確立 

 分裂酵母内でαSyn凝集体を形成させる培養条件のうち、もっとも安定した結果が得られる培

養条件を検討した。結果として、thiamineの有無で発現誘導できるnmt1プロモーター下に

Synuclein遺伝子を置いた人工遺伝子を、ゲノム上に挿入するよりも、染色体外プラスミドの状

態で酵母に持たせる方が良いことや、培地の組成、発現誘導を開始する時点での酵母の菌体量が

結果に影響すること、などが明らかとなった。また、Syn凝集体が形成されるまでの様子を経時

的に解析し、スクリーニング等の際の比較基準を作成した。 
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（１b） 毒性評価系の確立：バルプロ酸感受性の発見 

 αSynを過剰発現させ凝集体を形成させた「パーキンソン病モデル酵母」は、野生株と比べて

やや生育が低下する。しかし、その差はわずかであり、生育遅延の回復を指標に毒性抑制因子/

凝集抑制因子のスクリーニングを行うのは極めて困難であった。そこで、αSynの毒性を増強さ

せる培養条件がないか検討した。培地中に、様々な薬剤や化合物を添加し生育を調べた結果、パ

ーキンソン病モデル酵母は、抗てんかん薬として用いられるバルプロ酸に対して極めて脆弱に

なることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



（２） αSyn凝集抑制因子の探索 

 ヒト神経芽細胞株SH-SY5YからRNAを抽出し、cDNAライブラリーを作成してパーキンソン病モ

デル酵母のバルプロ酸感受性をはじめとする各種表現型を軽減させる因子を探索しようと試み

たが、期待した結果は得られなかった。 

 

（３a）オートファジーとαSyn凝集形成との関わり 

 一般に、細胞内における異常なタンパク質凝集体の除去には、シャペロンタンパク質やオート

ファジーが関与すると考えられている。そこでまず、オートファジーとαSyn凝集形成との関わ

りについて解析を行なった。その結果、オートファジーに必須なAtg1を

欠損した細胞においても、野生株と同様のαSyn凝集体が観察された。ま

た、Atg1以外の他のオートファジー制御因子についての解析を行う過程

で、各ATG因子とPmk1 MAPK経路との間に遺伝学的関係性があることを見

出し、microPublication誌にて発表した。さらに、Atg1が、ミカファン

ギンや Ca添加培地において、細胞致死性の制御に関与することを見出

し、Microbial Cell誌にて発表した。 

 

 

（３b）分子シャペロンHsp90とαSyn凝集形成との関わり 

 上述のように、細胞内における異常なタンパク質凝集体の除去には、分子シャペロンが関わる

ことが多く知られている。そこで、分子シャペロンHsp90に焦点をあて解析を行なった。これま

で、Hsp90は熱ストレスによって発現上昇することが明らかにされていたが、局在変化等の詳細

については不明な点が多かった。本研究において、通常の培養温度30 C̊では、Hsp90は主に細胞

質に分散して分布するが、45 C̊ではストレス顆粒に局在すること、また、37 C̊ではストレス顆粒

の存在しない部位に凝集体を形成するなど、温度によって特徴的な局在様式を示すこと見出し

た。また、いずれの熱ストレス条件下においても約60分ほどで、Hsp90の核へ蓄積が生じること

を見出した。これらの知見は、microPublication誌にて発表した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



（３c）αSyn凝集形成を阻害する薬剤の発見 

αSynの凝集形成に影響を与える薬剤スクリーニングを実施し、抗真菌作用をもつ化合物のひと

つがαSynの凝集化の抑制にはたらくことを見出した。どのような作用機序でαSynの凝集抑制

に寄与しているかは現在解析を進めている途中である。 

 

（３d）エンドサイトーシスとαSyn凝集形成との関わり 

 膜染色試薬FM4-64でパーキンソン病モデル酵母を染色すると、αSyn凝集体も顕著に染色され

るようになることから、凝集体中には細胞膜成分が取り込まれている可能性が高いことが示唆

された。そこで、エンドサイトーシスに関与する因子のノックアウト細胞においてαSyn凝集体

の形成を観察したところ、顕著に形成抑制が見られた。これにより、αSynの凝集形成過程にお

いてエンドサイートシスが関与する可能性が見出された（未発表）。今後更なる解析を進めてい

く予定である。 
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