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研究成果の概要（和文）：様々な原因遺伝子で発症する神経変性疾患である脊髄小脳変性症(SCA)に対し、共通
に有効な治療薬・予防薬候補化合物の探索を行った。その結果、小脳選択的に硫化水素産生を誘導する
D-cysteineが複数のSCA原因タンパク質を発現させた初代培養小脳プルキンエ細胞における樹状突起形態異常を
共通に改善すること、及びD-cysteineの慢性投与がSCA1モデルマウスにおける運動障害発症を遅らせることを明
らかにした。以上の結果から、安全性の高いD-cysteineはSCA共通の発症予防薬として有用である可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the novel candidates of the therapeutics or preventives 
commonly for spinocerebellar ataxias (SCAs), which are neurodegenerative disease caused by various 
causal genes. We revealed that D-cysteine, which produces hydrogen sulfide in a cerebellar specific 
manner, alleviates the aberrant dendritic morphology of primary cultured Purkinje cells caused by 
the expression of SCA-causing mutant proteins and that long-term treatment of D-cysteine delays the 
onset of motor impairment in SCA1 model mice. These findings suggest that D-cysteine could be a 
novel preventive for various types of SCAs.

研究分野： 神経科学、神経薬理学

キーワード： 脊髄小脳失調症　D-Cysteine　プルキンエ細胞　シャペロン介在性オートファジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SCAは常染色体優性性の神経変性疾患であり、患者の子供は1/2の確率でSCA原因遺伝子を保有する。しかしなが
ら、SCAの有効な治療法・発症予防法は存在せず、患者の子供は発症しないことを願うことしかできないのが現
状である。D-Cysteineは安全性の高いアミノ酸であるため、SCA原因遺伝子保有者が発症前からD-cysteineを慢
性的に服用することで、SCAの発症を予防できる可能性が考えられ、社会的意義も大きい。また、D-cysteineは
世界初の神経変性疾患予防薬となることも期待でき、学術的意義も大きい。

※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 

 

脊髄小脳変性症（spinocerebellar degeneration, SCD）は小脳の萎縮と小脳性の運動失調を特徴と

する進行性の神経変性疾患である。SCD は他の神経変性疾患に比べ、約 30％と遺伝性で発症す

る割合が高いという特徴を持つ。遺伝性 SCD の大部分を占める常染色体優性遺伝性のものを脊

髄小脳失調症（SCA）と呼び、原因遺伝子座の違いにより SCA1-46 に分類されている。早期に

同定された SCA1,2,3 などは CAG リピートの伸長が原因のポリグルタミン病の一種である。伸

長ポリグルタミン鎖を有するこれらの原因タンパク質は凝集しやすい性質を持ち、この特性が

神経変性に繋がると考えられている。しかし、その後の遺伝子解析により、過半数の SCA はミ

スセンス変異が原因で発症することが報告されている。 

 我々は過去にミスセンスへ変異が原因で発症する SCA14 及び SCA21 に関する研究を行って

きた。SCA14 の原因タンパク質である変異プロテインキナーゼ Cγ (PKCγ) は野生型 PKCγ より

も凝集しやすい性質（易凝集性）を持つことを解明した (Seki T et al, J Biol Chem, 280:29096-106 

(2005))。しかし、SCA21 の原因である変異 transmembrane protein 240 (TMEM240) は野生型と比

べて局在の変化もなく、凝集しやすい性質は持たなかった (Seki T et al, Neurobiol Dis, 120:34-50 

(2018))。一方、ウイルスベクターを用いてこれらの変異タンパク質を小脳神経細胞に発現させる

と、運動失調という SCA 患者同様の表現型を示すため、異常タンパク質の易凝集性だけが SCA

の発症に関与するということではない、ということが示唆された。 

 SCA は小脳の萎縮に伴う運動失調が共通の症状として観察されるため、様々な原因遺伝子で

発症する SCA も共通の発症機序が存在すると示唆される。SCA 発症の共通の分子機序解明は

様々な SCA に有効な治療薬の創生に有用な知見となることが期待される。しかし、SCA の原因

遺伝子に由来するタンパク質の機能は多種多様であり、共通の機能は見出せておらず、そのため

SCA の有効な治療薬が存在していないのが現状である。 

 小脳機能に重要な役割を果たす小脳プルキンエ細胞（PC）は小脳皮質に存在し、発達した樹

状突起を持つ神経細胞である。SCA 患者や SCA モデル動物において、PC の脱落や樹状突起萎

縮に伴う分子層の縮小が観察されている。申請者は SCA14 及び SCA21 の原因である変異 PKCγ

及び変異 TMEM240 を培養小脳 PC に発現させると、いずれも PC の樹状突起発達を低下させる

ことを解明した(Seki T et al, Neurobiol Dis, 33:260-73 (2009), Seki T et al, Neurobiol Dis, 120:34-50 

(2018))。この樹状突起発達低下を改善する化合物を同定することは、SCA 共通の治療薬の開発

に有用な知見となることが期待される。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は培養 PC の樹状突起発達低下が SCA に共通な表現型の一つと想定し、これを指標に

SCA 共通の治療薬の候補化合物を探索することを目的とし、以下の 3 点の解析を行った。 

① SCA 原因タンパク質を発現させた培養小脳 PC を in vitro SCA モデルとし、PC の樹状突起

 縮小を改善する化合物を同定する。 

② In vivo SCA モデルので観察される運動機能障害や組織異常に対して、in vitro SCA モデル

 で有効であった化合物の治療効果を確認する。 

③ 化合物の SCA に対する発症予防・治療効果におけるシャペロン介在性オートファジー 

 (CMA) の関与解明 

 

３．研究の方法 

 

(1) 3 種類の SCA 原因タンパク質による in vitro SCA モデルの確立とそれに対する化合物の影響 

 ポリグルタミン鎖の伸長を原因遺伝子とする SCA1、SCA3 及びミスセンス変異を原因遺伝子

とする SCA21 のモデルを作製するため、それぞれの野生型及び変異タンパク質を発現させるア

デノ随伴ウイルス (AAV) ベクターを作製した。培養 1 日後のラット胎児由来小脳初代培養に

AAV ベクターを感染させることで、PC に遺伝子導入を行った。培養 21 日後に細胞を固定し、

PC マーカーである calbindin の蛍光免疫染色を行った。共焦点顕微鏡観察により PC の形態を解

析することにより、樹状突起発達に対する SCA 原因タンパク質の影響を解析し、3 種類の in vitro 

SCA モデルを確立した。 



 In vitro SCA モデルで観察される樹状突起縮小を改善する化合物を探索するため、培養 14 日目

から 21 日目の 7 日間の間、いくつかの化合物の処置を行った。培養 21 日後に細胞を固定し、前

述の方法で PC 樹状突起の定量解析を行った。 

 

(2) In vivo SCA1 モデルマウスの作製と化合物の効果解析 

 神経細胞選的に SCA1 原因タンパク質(HA-ATXN1(Q141))を発現させる AAV ベクターを 4 週

齢 ICR マウス小脳に微量注入することで小脳神経選択的に SCA1 原因タンパク質を発現させ、

SCA1 モデルマウスを作製した。対照群としては野生型タンパク質(HA-ATXN1(Q28))を発現させ

る AAV ベクターを投与したマウスを用いた。マウスの運動機能は長さ 1.1 m、直径 15 mm、高

さ 50 cm の丸い棒の上を歩かせる beam walking test により解析した。棒を渡る間に後肢を滑らせ

た割合 (fault rate)により、運動機能を定量解析した。また、運動機能障害発症直後である AAV ベ

クター投与 8 週間後、及び運動障害が進行した AAV ベクター投与 16 週後のマウス小脳組織を

還流固定後摘出し、蛍光免疫染色を行うことで小脳組織の解析を行った。 

 In vitro SCA モデルで効果を示した化合物について、in vivo SCA1 モデルの運動失調発症前か

ら慢性投与を行い、運動障害や組織異常に対する効果を検討した。 

 

(3) 効果を示した化合物が CMA 活性に及ぼす影響の解析 

 In vitro 及び in vivo SCA モデルにおいて治療効果を示した化合物の作用機序を解明するため、

CMA に注目して解析を行った。我々は過去に CMA 基質である GAPDH と多機能ラベリングタ

ンパク質 HaloTag を融合させた GAPDH-HT を CMA 活性マーカーとし、そのリソソーム集積を

指標に CMA 活性を簡便に評価可能な独自の活性評価系を確立した  (Seki T et al, PloS ONE, 

7:e31232 (2012), Sato M et al, Genes Cells, 21:861-73 (2016))。この評価系を用いて、化合物の CMA

活性に及ぼす影響を検討した。 

 

４．研究成果 
 
① 3 種類の in vitro SCA モデルにおける PC 樹状突起縮小を共通に改善する化合物の同定 

 我々は最近、小脳選択的に硫化水素を産生させる D-cysteine が初代培養 PC の樹状突起発達を

促進することを解明した (Seki T et al, Mol Cell Neurosci, 93:36-47 (2018))。そこで、この D-cysteine

が in vitro SCA モデルの PC 樹状突起縮小を改善するかについて、SCA1, SCA3, SCA21 の 3 種類

の in vitro SCA モデルを用いて検討した。D-Cysteine は過去の報告で有意な樹状突起発達促進効

果を示さなかった 0.2 mM という濃度で用いた。SCA1, SCA3, SCA21 それぞれの原因となる変異

タンパク質を発現する PC では野生型タンパク質発現細胞と比較して、PC 樹状突起の縮小が観

察された (図 1)。D-Cysteine (0.2 mM) の処置は 3 種類の in vitro SCA モデルのいずれにおいても

PC 樹状突起の発達を顕著に改善した（図 1）。以上の結果から、D-cysteine は様々な SCA に共通

して有効である可能性が示された。 

 

② In vivo SCA1 モデルの確立 

 D-cysteine の in vivo SCA モデルにおいて効果検討のため、まず、AAV ベクターを用いてマウ

ス小脳神経に SCA1 原因タンパク質を発現させることで、in vivo SCA1 モデルの作製を試みた。

図 1 野生型及び SCA 変異型タンパ

ク質を発現する初代培養小脳 PC 細

胞の calbindin 免疫染色画像。上から

SCA1, SCA3, SCA21 の原因である

ATXN1, ATXN3, TMEM240の野生型、

変異型をそれぞれ発現させた細胞を

示す。左端は野生型、真ん中は変異型

発現細胞を示し、右端は D-cysteine 

を処置した変異型発現細胞を示す。

Scale bars = 50 μm。 



Ataxin-1 (ATXN1)という RNA 結合タンパク質内に存在するポリグルタミン鎖が、健常人では 25-

35 個であるのに対し、SCA1 患者では 39 以上に伸長している。本研究では神経選択的プロモー

ターである synapsin I promoter の下で 141 個に伸長したポリグルタミン鎖を持つ ATXN1 の N 末

端に HA タグを付加したタンパク質 (HA-ATXN1(Q141)) を発現させる AAV ベクターを小脳実

質に投与することで、SCA1 モデルマウスの作製を試みた。コントロールマウスとしては、健常

人の範囲である 28 個のポリグルタミン鎖を有する HA-ATXN1(Q28)を同様に神経細胞選択的に

発現させる AAV ベクターを小脳に投与したマウスを用いた。 

 4 週齢の雄性 ICR マウスに AAV ベクターを投与し、2 週間ごとに beam walking test を行い、

運動機能を評価したところ、AAV ベクター投与 6-8 週目から SCA1 モデルマウスにおいて、fault 

rate の上昇傾向が観察され、投与後 12 週目で有意に fault rate が上昇した（図 2）。以上の結果か

ら、AAVベクターの小脳実質投与による SCA1原因タンパク質の小脳神経細胞への発現により、

進行性の運動障害を伴う SCA1 モデルマウスの作製ができたことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ In vivo SCA1 モデルにおける D-cysteine の発症予防効果 

 続いて、D-cysteine が in vivo SCA1 モデルに及ぼす影響を検討した。D-Cysteine は 100 mg/kg

の投与量で 1 日 1 回腹腔内投与を毎日行うことで、慢性投与した。投与ははっきりとした運動障

害が観察される前の AAV ベクター投与後 6 週目から開始し、10 週間慢性投与を行った。投与は

コントロールマウス、SCA1 モデルマウスの両者に行い、対照群として同じ容量の生理食塩水 

(saline) を慢性投与した。 

 Saline もしくは D-cysteine 投与直前の AAV ベクター投与 6 週目から投与修了時の 16 週目まで

の beam walking test の結果を図 3に示す。Saline 投与 SCA1 モデルマウスでは saline 投与コント

ロールマウスと比較し、AAV ベクター投与 12 週目以降に有意な fault rate の上昇が観察された。

一方、D-cysteine 投与 SCA1 モデルマウスでは、観察期間中の有意な fault rate の上昇は観察され

ず、運動障害が観察される前からの D-cysteine の慢性投与は運動障害発症を抑制することが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 さらに、SCA1 モデルマウスにおける小脳組織異常に対する D-cysteine 慢性投与の影響も検討

した。結果の詳細を表 1 にまとめる。まず、saline 投与 SCA1 モデルマウスで運動障害がかなり

進行した AAV 投与 16 週目での組織観察を行ったところ、saline 投与 SCA1 モデルマウスでは PC

数の減少、PC 樹状突起が投射している分子層の萎縮、分子層における mGluR1 の発現低下、登

上線維のプレシナプスマーカーである VGluT2 の分子層での減少、ミクログリア及びアストロサ

イトの活性化が観察された。D-Cysteine 投与 SCA1 モデルマウスではこれらの組織異常がいずれ

も抑制されていた。続いて、運動障害発症初期の AAV ベクター投与 8 週後で同様の検証を行っ

たところ、saline 投与 SCA1 モデルマウスでは PC 細胞数に有意な変化は観察されなかったもの

の、分子層の萎縮、mGluR1 の発現低下、及びグリア細胞活性化が観察された。すなわち、SCA1
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SCA1モデルマウス (Two-way ANOVA, followed by 

post hoc Bonferroni test, n = 11-13) 



モデルマウスでは PC の神経変性よりも先にグリア細胞活性化が誘導されることが明らかとな

った。D-Cysteine投与 SCA1 モデルマウスでは、分子層の萎縮は抑制されなかったものの、mGluR1

の発現低下及びグリア細胞活性化は有意に抑制された。以上の結果から、D-cysteine は SCA1 モ

デルマウスで初期に観察される PC 樹状突起上の mGluR1 発現低下及びグリア細胞活性化を抑制

することで、運動障害発症を遅らせることが明らかとなった。 

表 1 SCA1 モデルマウスの小脳組織異常に対する D-cysteine の効果 

(Saline投与コントロールマウスと比較し、有意に低下したものを⬇、低下したものを⬆で示す) 

観察時期 処置 PC細胞数 分子層の厚さ mGluR1 VGluT2 
ミクログリア

活性化 

アストロ 

サイト活性化 

AAV投与

8週目 

Saline ⮕ ⬇ ⬇ ⮕ ⬆ ⬆ 

D-Cysteine ⮕ ⬇ ⮕ ⮕ ⮕ ⮕ 

AAV投与

16週目 

Saline ⬇ ⬇ ⬇ ⬇ ⬆ ⬆ 

D-Cysteine ⮕ ⮕ ⮕ ⮕ ⮕ ⮕ 

 

④ D-Cysteine が小脳 PC の CMA 活性に及ぼす影響 

 D-Cysteine は小脳選択的な硫化水素産生を介して、培養小脳 PC の樹状突起伸長を誘導する

(Seki T et al, Mol Cell Neurosci, 93:36-47 (2018))。しかし、D-cysteine 及び硫化水素がどのような分

子機序で樹状突起に影響するかは不明なままである。一方、我々は SCA14 及び SCA21 モデル細

胞において、リソソーム系タンパク質分解の一経路である CMA の活性が低下することを報告し

た(Seki T et al, PloS ONE, 7:e31232 (2012), Seki T et al, Neurobiol Dis, 120:34-50 (2018))。また、予備

検討により、他のいくつかの SCA モデル細胞でも同様の CMA 活性低下が観察されることを確

認している。以上の背景より、D-cysteine 及び硫化水素は CMA 活性化を介し、SCA 発症予防効

果を示すのではないかと推測した。 

 この仮説を検証するため、CMA 基質と多機能ラベリングタンパク質を融合させた GAPDH-HT

を活性マーカーとする CMA 活性評価法を用いて、初代培養小脳 PC における D-cysteine 及び硫

化水素ドナー (Na2S) の CMA 活性に及ぼす影響を検討した。D-Cysteine (1 mM) 及び Na2S (10 

μM) 処置は CMA 活性を反映する GAPDH-HT のドット状集積を有意に増大させた (図 4A)。ま

た、小脳とは異なり、D-cysteine からの硫化水素産生に関与する D-amino acid oxidase が発現しな

い AD293 細胞では、Na2S は CMA 活性を増大させるものの、D-cysteine は CMA 活性化を引き起

こさなかった (図 4B)。以上の結果は、D-cysteine から小脳選択的に硫化水素が産生され、その

硫化水素により CMA 活性が増大することが D-cysteine の SCA 発症予防効果に関与することを

示唆している。 

 

図 5 初代培養小脳 PC 細胞体 (A) 及び AD293 細胞 (B) における GAPDH-HT のドット状集

積を指標とした CMA 活性評価。Scale bars = 10 μm。 

 

 以上の結果より、本研究で以下の 2 点が明らかとなった。 

① 小脳選択的に硫化水素を産生させる D-cysteine が複数の in vitro SCA モデルと in vivo SCA1

 モデルにおいて有効であり、SCA に共通の発症予防薬候補となりうる。 

② D-Cysteine は硫化水素産生を介して、小脳 PC の CMA 活性化を誘導することで、SCA 発症

 予防効果を示す。 

 SCA は常染色体優性遺伝性であり、両親のうちの一方が発症すれば、1/2 の確率でその子供も

原因遺伝子を保有する。このような状況でも、SCA 発症を防ぐ方法がないのが現状である。本

研究結果は安全性の高いアミノ酸である D-cysteine を予防的に服用することで、SCA 原因遺伝

子保有者の SCA 発症を防ぐことができる可能性が高く、今後は世界初の神経変性疾患予防薬と

しての応用が期待される。 
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