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在神经变性疾病中，神经元按照一定

的组合脱落，同时在残留神经元的内外会

形成特征性纤维高聚物。其形态及构成蛋

白质虽然根据疾病的类型而定，但是越来

越多的报告表明，特别是在遗传性疾病中，

病因基因的产物蛋白质会发生凝集、沉积

的现象。例如CAG重复疾病的多聚谷氨酸
酰胺链、家族性阿尔茨海默病的 β淀粉状蛋
白等。这种现象会导致变异及蛋白质构像

异常，从而会使沉积起来的蛋白质获得毒 
图1．脑干型LB（A）及皮质型LB（B）的hematoxylin-eosin（HE）染色成像 

性或者在一些散发性病例中由于类似的变 
化而产生并沉积野生型蛋白质，最终导致 
神经细胞的死亡。现在，对于这种现象的 
关注与日俱增。为了了解变性疾病的病因， 
通常会采取一种“body chemistry”
（人体 化学）的方法对“封入体”
（即脑内不溶 性高聚物）进行提取及生
化分析。在这一 方面，井原等人通过对阿
尔茨海默病神经 元 纤 维变 化成分 进行提 
取以及 构成成 份 TAU蛋白的鉴定分析，
取得了迄今为止日 本国内的最好结果1)。 
 

除了阿尔茨海默病（AD）之外，以震  
颤、僵直、动作缓慢等运动障碍为症状的  
帕金森氏病（PD）也是一种成人神经变性  
多发疾病（common disease）。另外，路易 体
痴呆症（Lewy body dementia, DLB）2) 也

是继AD之后的一种多发性变性痴呆症。  
这种疾病的主要症状包括视觉性幻觉及变  
化较大的痴呆、精神症状，并且伴有PD及  
AD的病理学特征。在上述两种疾病中，均  
可 以 在  神 经  细  胞 中 看  到 被  称  为
“Lewy 小  体”（LB）的封入体。相
关文献表明，在  PD患者中，LB主要多发于
大脑的黑质、蓝  斑核以及迷走神经背核等
脑干神经细胞。 

下，可以看到在周围存在直径小于 10nm呈
放射状排列的纤维结构、颗粒状物质以及

膜状结构，而中心部的致密程度远高于这

些结构。在DLB患者的大脑皮质、带状回、
海马回、岛回等边缘系皮质会出现形态各

异的LB，可称为皮质型LB。与脑干型LB 
不同的是，皮质型LB不能形成 core，而 halo 
也不明显（见图1B）。虽然熟练的医生可
以通过HE染色识别皮质型LB，但皮质型
LB比脑干型LB更不容易识别。在电子显微
镜下，皮质型LB的中心部较疏松，而且纤
维结构也不规则。在免疫组织化学方面，

脑干型与皮质型没有很大的差别，其原因

在于两者的构成成份极为相似。 
 

相比于神经元纤维的变化数量，LB的  
数量极少，因此很少有人会采用生化提取  
的方法对其进行研究，其构成成份也主要  
根 据  免疫  组织化 学  实验  的结果 而加以  
鉴  定。最初，有研究者认为神经微丝是LB
的 主要成份。但是由于皮质型LB的阳性率
很 低，因此人们对于神经微丝是否是LB的
主  要成份产生了怀疑。随后，1988年葛
原等  人以及前些年的森、井原等人通过
确定神  经原质纤维变化，发现在LB中存
在高度染 

构成LB纤维结构的不溶性蛋白质的成份，
则一直是一个不解之谜。由于笔者对LB的
构成成份具有浓厚的兴趣，因此从DLB大
脑皮质出发，对直径 10微米左右的球状LB 
中所包含的泛素等已知成份进行了免疫荧

光染色，并且确立了基于细胞分选器的离

析、提取方法 4)。考虑到成份的难溶性、多

样性以及LB的致密结构，我们认为对于LB 
直接进行蛋白化学分析是相当困难的。因

此，我们模仿神经元纤维变化的先例，以

提取的LB作为抗原，制作了单克隆抗体，
然   后   采    取   了   免   疫   化
学   方   法    
（ immunochemical  approach）来鉴定可以  
在脑可溶区域中识别LB染色阳性抗体的  
抗原。每进行一组免疫实验，需要进行上  
百次蔗糖密度梯度离心及细胞分类分离操  
作，因此研究工作极为艰辛。然而，马场  
美南等人并没有退却。经过努力，终于得  
到了一个单克隆抗体系——LB509。该抗  
体可以识别脑可溶区域中的约15kDa蛋白  
质  。  在  此  研  究  的  进   行  过  
程  中  ，  Polymeropoulos等人 于1997 年
发  现了 可导  致常染色体显性遗传的家
族性PD家系中  一个A53T氨基酸置换的α-
synuclein（突触 

5)，因此我们断定LB509所识 
这种呈典型分布的脑干型LB经HE染色后， 色的泛素。自此以后，泛素成为LB最有效 

核蛋白）变异 
6) 。在此之 

在光学显微镜下呈现为红色的同心圆状核 
（core）以及周围明亮的晕圈（halo）。即
使是神经病理学的初学者，也可以很容易

地鉴别这种结构（图1A）。在电子显微镜 

的生化标志并且得到了广泛应用。众所周

知，2004年诺贝尔化学奖就是与泛素有关。
泛素是一种可以通过蛋白质降解体导致蛋

白质发生降解的“修饰蛋白质”。然

而， 

别的LB中的抗原是α-synuclein 
后 ， 陆 续 发 现 了 其 它 家 族 性  PD 家
系 的  A30P、E46K等氨基酸置换。而在最
近，还  确  认  了  无  变  异  野  生  型
基 因  的  复 制  
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我 们 认 为 神 经 细 胞 变 性 的 机 制 在

于 ： α-synuclein 蛋白 质在 invitro 条 件 下
可  以沉  积成纤维状结构，该过程由于家族
性PD变 异而 被加 速 8) ， 该 蛋 白质在 散
发 性 PD 及 DLB由于某种原因导致发生构
象异常，并  且在神经细胞内逐渐沉积，
最终导致细胞  死亡。神经变性脑中沉积
的病因蛋白质如  果受到了特殊的翻译后
修饰，则此类修饰  可能是沉积的原因或
者成为特异性标志。 在确定 了 LB 的主
要 成份 是 α-synuclein 以 后，长谷川成人
先生开始指导我们实验室 的α-synuclein研
究活动。在他的指导下，  我们改变了提
取的基本方针，并且采用纯  生化学方法
对于脑中沉积的α-synuclein进 行了分析。
正常的α-synuclein可以被回收 

到Tris缓冲液的可溶区域，而DLB脑中沉积
的不溶性α-synuclein则被回收至 8M尿素可
溶区域。然而，不溶性 α-synuclein的表观
电 泳 度 与 正 常 α-synuclein 并 没 有 任 何
区 别，而且通过蛋白质印迹也不能判断是
否  存在翻译后修饰（图 2A）。针对这种现
象， 负责此项分析工作的藤原英雄先生使
用溴  化氰切断了从DLB脑中提取出来的不
溶性  α-synuclein，然后对分离、提取的断
片进 行了质量分析。结果发现，由C末端
13氨  基酸构成的α-synuclein的断片的质量
数比  正常值高出80（相当于一个磷酸的质
量数） 

（图2B）。通过串联质谱分析以及磷酸化 

部位特异性抗体分析，我们发现这种修饰 

实际上是第129个丝氨酸残基的磷酸化9)。

在正常玄鼠脑中也会发生α-synuclein的磷
酸化，但是其程度只是几个百分点。但是

在 PD、DLB等 synucleinopathy患者脑中的
α-synuclein磷酸化则相当高。即使在患者
死后，其脑中的α-synuclein磷酸化仍可达
到 90%以上。因此，可以认为在 α-synuclein 
沉积时，由于某种原因导致了Ser129特异
性的高度磷酸化。根据 in vitro实验的结果，
我们认为导致此部位发生磷酸化的激酶可

能是酪蛋白激酶1,2或者G蛋白耦联受体激
酶（GRK）。在变性疾病的积累蛋白质过
度磷酸化中，最广为人知同时也最受瞩目

的是阿 尔 茨海 默病（ AD ）以 及 Tau 疾
病  

(Tauopathy)中的Tau蛋白过度磷酸化。但

是 ， 导 致  α-synuclein 磷 酸 化 的 却

是 与  GSK3β等牛磺酸氧化酶截然不同的

激酶。  两种酶导致产生不同的高聚物（见

图3F）， 这一点具有进一步探讨的价值。由

于磷酸 化与高聚物的形成之间的关系还没

有一个  最终的结论，因此不能单纯地将

PD或AD 的症状归结为“过度磷酸化症

状”。然而，  由于磷酸化α-synuclein特异

性抗体与正常  α-synuclein不发生反应，但

是 可 以 极 为 敏  感 地 识 别 沉 积 的 α-

synuclein， 因 此， 这 种  抗 体 可以 为 α-

synuclein沉积的神经病理学  研究带来新的

进展。 

图2.  磷酸化α-synuclein的生化分析 
A.  对于从DLB脑（D）及对照组脑（C）中分阶段提取出来的α-synuclein所进行的蛋白  
质印迹分析。正常的α-synuclein分布在Tris、Triton-X的可溶区域，但是DLB脑中沉  
积的不溶性 α-synuclein则被回收至尿素可溶区域（上图。抗人类 α-synuclein 抗
体  LB509）。磷酸化 Ser129特异性抗体与正常 α-synuclein不发生反应，但是可以与
DLB 脑中沉积的α-synuclein发生特异性反应（下图）。 

B.  使用溴化氰切断正常α-synuclein（上图）与DLB脑中不溶性α-synuclein（下图）后，
使用逆相高性 能液体色谱法 分离、提取 C 末端的两个肽 链（ a 与 b ）， 然后
使 用 MALDI-TOF-MS进行分析。可以看到由于DLB特异性峰值a'所导致的信号（质
量数 约为80）。 
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神 经 胶 细 胞 质 内 的 包 含 体 （  GCI ，
glial cytoplasmic  inclusion）（出现在少突
神经 胶质细胞，为散发性脊髓小脑变性的
代表  性疾病——多系统萎缩症（MSA，
multiple system atrophy）的典型特征（图
3D）以及 Hallervorden-Spatz病（症状为幼年
期痴呆、  锥体外系功能障碍等）的变性神经
突起（图 
3E）等均表现出α-synuclein阳性反应，因  
此 可 以 认 为 抗 磷 酸 化 α-synuclein 抗 体  
是  synucleinopathy病变的最有效标志。这与
磷  酸化Tau特异性抗体（例由长谷川等
人确 立、和光纯药开发并销售的pSer42210）

是 神  经 纤  维 病 理 学  <neurofibrillary 
pathology> 最灵敏的“指针”）的情
况极为相似（图 

图 3.  磷酸化抗 α-synuclein 抗体在 synucleinopathy 患者脑部的免疫组织化学作用 
 

A.    磷酸化非依存性抗体 LB509 可以染色 LB（箭头标志）、Lewy  neurite（箭
头）以 及在神经纤维网上呈细颗粒状分布的正常 α-synuclein（*不能染色神经细胞
体）。 B.   Ser129 磷酸化 α-synuclein 特异性抗体虽然可以高度染色 LB（箭头

标志）以及 Lewy 
neurite（箭头），但是神经纤维网正常的 α-synuclein 却表现出阴性。脑干型 LB（C）、 
多系统萎缩症的 GCI（D）以及 Hallervorden-Spatz 综合症的 dystrophic neurite
（E） 也对于磷酸化  α-synuclein  表现出阳性。F：DLB  大脑皮质的抗  
Ser129  磷酸化 α-synuclein 抗体（绿色）与抗磷酸化 Tau 抗体（红色）的双重荧光
染色像。磷酸化 α-synuclein 以 LB（中央）及 Lewy  neurite 等形态大量沉积（以
绿色描出）。与此 相对比的是，可在 AD 脑中看到 neuropil threads（箭头，以红

当初我们制作抗体时，是以中央部拥  
有磷酸化Ser129的合成肽链作为免疫原，  
然后使用重组α-synuclein蛋白质吸收磷酸  
化非依存型抗体成份，最后从渗滤液（ flow 
through）中提取抗体。使用这种方法的抗  
体生产量十分有限。后来，川岛晶子、长  
谷川等人使用同种抗原，得到了与affnity 
精制抗体具有同等选择性及敏感度的鼷鼠  
单克隆抗体PSer129#6411)。这种抗体对于  
病理材料在 synucleinopathy免疫化学及免  
疫组织化学方面的优点，已经由齐藤、村  
山等人11)加以证明（参照第5页图）。 
 

最近，我们认为在  synucleinopathy 病
患者的脑内沉积的  α-synuclein 不仅发生了
磷酸化，同时也有可能发生了单泛素化  13)。

明确神经变性中的此类翻译后修饰的机制 

在确定了  α-synuclein 是 LB 的构成
成 份之后，众多的研究报告均表明在各种
神  经变性疾病的脑病变中， α-synuclein 
呈现  出  阳 性  反  应  。 这  些  疾  病 
被  统  称 为  
“synucleinopathy”（α-synuclein 沉积病）。
虽然可以使用一般的  α-synuclein 抗体识别
这些病变，但是由于  α-synuclein 是一种在
脑内大量存在的蛋白质，因此使用一般的

α-synuclein  抗体时，神经  纤维网正常
的 α-synuclein  会被高度染色，从而会掩盖
病  变（ 图  3A） 。 而使 用 磷酸 化  α-

特异性抗体进行染色时（特别是对于 DLB 
脑），可以清楚地识别细胞内的  LB  以
及  神经纤维网上存在的  α-synuclein 阳性
变性  神经突起（图  3B）。这些神经突起
被称为 
“Lewy neurite”或“Lewy thread/dot”
等。 在以前，通过使用泛素或磷酸化非依
存型 α-synuclein  抗体，我们已 经知道
在海马  CA2/3  区域存在此类突起。但是
在使用磷  酸化  α-synuclein 抗体后，首次
发现在大脑  皮质也广泛存在此类突起。除
了  LB  之外 

以及  α-synuclein 沉积的意义，直接关系
到  对于  PD 等  synucleinopathy 疾病的
早期诊  断以及完全治疗，而作为  α-
synuclein 有效  标志的磷酸化  α-synuclein
抗体一定会在相  关研究中发挥重要的作
用。 
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抗磷酸化α-突触核蛋白抗体对于帕金森氏病等疾病研究的意义 

在帕金森氏病、Lewy小体痴呆症（DLB）等神经疾病中特异性出现的Lewy小体含有在丝氨酸129残基受到特异性磷酸化
的α-突触核蛋白。由于本品不会与正常的α-突触核蛋白发生反应，但是可以识别沉积的磷酸化α-突触核蛋白，因此可用于
Lewy小体相关疾病的免疫组织化学及生物化学研究。 

克隆No.：pSyn#64 
亚类：小鼠IgG1 特异性：与丝氨酸129残基受到特异性磷
酸化的α-突触核 蛋白发生特异性反应。与正常α-突触核蛋
白不发生反应。 实用稀释倍率：1:1,000～1:10,000 
（蛋白质印迹、免疫组织染色） 

〔参考文献〕 
１ )    Fujiwara, H., Hasegawa,  M., Dohmae, N., Kawashima, A.,

Masliah, E., Goldberg, S. M., Shen, J., Takio, K. and Iwatsubo, T.  
Nature Cell Biol, 4, 160（2002）. 

２)    Saito, Y., Kawashima, A., Ruberu, N. N., Fujiwara, H., Koyama, S., 
Sawabe, M.,  Arai, T.,  Nagura, H., Yamanouchi,  H.,  Hasegawa,
M., Iwatsubo, T. and  Murayama, S.  ： J. Neuropathol. Exp.
Neurol., 62, 

A：DLB  侧头叶皮质。除了皮质形  LB（大箭头）之外，无
数 的丝状异常纤维（Lewy neurite，小箭头）也被染色。B：帕
金 森氏病中脑黑质的脑干型  LB。C：DLB 大脑皮质（D）与
正常  脑（C）的尿素可溶组份的   pSyn#64  蛋白质印迹。
pSyn#64  只 可以识别 DLB 脑中的磷酸化 α-突触核蛋白（箭
头）。 
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014-20281 Anti Phosphorylated α-Synuclein, Monoclonal Antibody 免疫化学用 50微升 
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