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研究成果の概要（和文）：CSPaのSer34リン酸化抗体(CSPa pS34抗体）を作製し、CSPa pS34抗体が 実際に特異
的にSer34リン酸化を同定できることを確認した。マウス全脳から抽出したCSPaにおいて、CSPa pS34抗体により
バンドが検出された。一方、免疫組織染色では本抗体は機能しなかった。rTHp promoter制御下にCSPa-WT, リン
酸化欠損（SA）, リン酸化模倣（SD）, H43Qの４つのAAV PHP.eBを作製した。眼窩静脈叢経由での投与により、
黒質線条体での発現を確認した。現在内在性のCSPとの発現比率を検証中である。

研究成果の概要（英文）：I generated antibodies against Ser34 phosphorylation of CSPa (CSPa pS34 
antibody) and confirmed that CSPa pS34 antibody can indeed specifically identify Ser34 
phosphorylation. In CSPa extracted from whole mouse brain, the CSPa pS34 antibody detected a band. 
On the other hand, this antibody did not work in immunohistochemistry. Four AAV PHP.eB were 
generated under the control of rTHp promoter: CSPa-WT, phosphorylation-deficient (SA), 
phosphorylation-mimicking (SD), and H43Q. We confirmed their expression in the substantia nigra 
striatum by administration via the orbital venous plexus. The ratio of expression to that of 
endogenous CSPa is currently being verified.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢社会を迎え、加齢とともに発症するパーキンソン病などの神経変性疾患の治療法を確立することは喫緊の課
題である。パーキンソン病はドパミン神経終末の変性に引き続き、ドパミン神経死を起こす病気である。シナプ
ス小胞に局在するシャペロンのa-synucleinの機能不全が発症に関与するが、病態は未解明で、細胞死を防ぐ方
法は確立していない。本研究ではCSPaのリン酸化に着目してパーキンソン病を治療しようとするものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢社会を迎え、加齢とともに発症するパーキンソン病などの神経変性疾患の治療法

を確立することは喫緊の課題である。パーキンソン病はドパミン神経終末の変性に引き

続き、ドパミン神経死を起こす病気である。シナプス小胞に局在するシャペロンの-

Synucleinの機能不全が発症に関与するが、病態は未解明で、細胞死を防ぐ方法は確立

していない。 

申請者は、PKC欠損マウスがパーキンソン症状を呈することを証明し、PKCのリン

酸化基質とパーキンソン病発症の関連を研究してきた。この研究の中で、PKCが CSP

をリン酸化することで神経終末での熱ショックタンパク質であるHSP70のシャペロン

活性を促進し、神経終末を防御し、神経細胞死を防いでいることを証明した。高齢では、

PKC-CSP-HSP70 経路は活性が低下するので、神経終末が脆弱化し、神経終末から

パーキンソン病が始まると考えた。そこで、CSPリン酸化変異体を用いて、神経終末

のHSP70シャペロン活性を制御し、神経終末を保護し、ドパミン神経細胞変性を防ぐ

ことができると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
CSPリン酸化変異体を用い、、in vivoでの PKCによる CSPリン酸化のドパミン神

経終末での働きを解明し、ドパミン神経終末変性を防ぐことに着目したパーキンソン病

治療を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
PKCによる CSPリン酸化低下が発症に関与するパーキンソン病に焦点を当て、動物

レベルで神経変性を防ぐ治療法を確立することをめざす。 

CSPの Ser10 のリン酸化はマウスの中枢神経系に存在することはすでに示していた

が、Ser34のリン酸化については細胞レベルで示されたもので in vivoでは存在を証明

されていなかった。 

そこで第１段階として、細胞レベルでの CSPの Ser34のリン酸を CSPSer34特異

的リン酸化抗体(CSP pSer34 抗体)を作製し、マウス中枢神経系の CSPを抽出して

調べる。その後、ドパミン神経特異的に CSPリン酸化模倣変異体（神経終末強化モデ

ル）、リン酸化欠損変異体（神経終末脆弱化モデル）を持つアデノ随伴ウイルスを作製

する。このアデノ随伴ウイルスをドパミン神経系に導入したマウスを作製し、リン酸化

欠損変異体のドパミン神経系での神経変性、SNAP25 蛋白質レベルポリユビキチン化

の程度の解析を行い、in vivoでの CSPリン酸化の働きを解明する。同時に、パーキン

ソン病モデルマウスへ CSPリン酸化模倣変異体を導入し、治療効果を確かめる。 
 
４．研究成果 
１．CSP pSer34抗体作製と in vivoでの CSP pSer34の存在の確認： 

CSP pSer34 抗体を作製し、immunoblot を用いて、CSP pSer34 抗体が 実際に特

異的に Ser34 リン酸化を同定できることを確認した。マウス全脳から CSP抗体を用

いて抽出した CSPにおいて、CSP pSer34 が実際に存在することを証明した。 in 

vivoでマウス脳の CSPa pSer34が存在していること、PKCによる CSPリン酸化、シ

ナプス終末の防御 の機構が in vivoで存在することを示唆する。 一方、CSPの pSer34

抗体を用いて免疫組織染色を行ったが、残念ながら、免疫組織染色では使えないことが

分かった。  



 

 

 

 

２．rTHp promoter制御下に CSP-EGFP WT, リン酸化欠損（SA）変異体,リン酸化

模倣 （SD）変異体, H43Qを発現するアデノ随伴ウイルス PHP.eBの作製とマウスへ

の導入： 

CSPのリン酸化欠損変異体、模倣変異体を持つ AAVを作製し、PC12細胞に発現させ

ることで、無事 CSP-EGFPが発現することを確認した。 

６週令の C57BL6Nの眼窩静脈叢経由での AAV投与により、黒質線条体系での CSP-

EGFPの発現を確認した。現在内在性の CSPとの発現比率を検証中である。 

十分な CSP-EGFP の発現が確認できた後、長期観察により黒質線条体系の変性を解

析する予定である。また、発現量が不十分な場合には AAVを用いて、黒質線条体系の

内在性 CSPを knockdownする予定である。これらの解析の後、パーキンソン病モデ

ルマウスへ CSPのリン酸化欠損変異体、模倣変異体を持つ AAV を導入して、ドパミ

ン神経系の神経変性を解析する。 
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