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研究成果の概要（和文）： 過去の報告より、PKC活性増加がSCAの小脳プルキンエ細胞に共通する神経保護機構
であることが示唆される。
本研究で小脳プルキンエ細胞におけるPKC基質として、VCP, PLEKHG4を同定した。PKCリン酸化部位がそれぞれ、
Ser770とSer27, Ser677であることを確認した。
PLEKHG4のリン酸化変異体とRAC1, CDC42との相互作用を解析し、リン酸化が相互作用に重要であった。PLEKHG4 
S27とS677リン酸化はRAC1, CDC42の機能を介して小脳プルキンエ細胞保護作用を示すことが示唆される。一方、
VCP S770リン酸化が細胞死に関与するデータは得られなかった。

研究成果の概要（英文）： Previous reports suggest that increased PKC activity is a common 
neuroprotective mechanism in cerebellar Purkinje cells in SCA.
In the present study, we identified VCP and PLEKHG4 as PKC substrates in cerebellar Purkinje cells, 
with PKC phosphorylation sites at Ser770 and Ser27, Ser677 respectively.
The interaction of PLEKHG4 phosphorylation mutants with RAC1 and CDC42 was analysed and 
phosphorylation was critical for the interaction, suggesting that PLEKHG4 S27 and S677 
phosphorylation exerts cerebellar Purkinje cell protection via RAC1 and CDC42 function. In contrast,
 no data were obtained on the involvement of VCP S770 phosphorylation in cell death.

研究分野： 病態神経学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小脳プルキンエ細胞にPLEKHG4, VCPともに発現するので、小脳プルキンエ細胞保護作用のあるPKC活性化の基質
が解明された。また、PLEKHG4については、RAC1/CDC42との結合がリン酸化で調整されることが解明された。
これらのことは小脳プルキンエ細胞でのPKCリン酸化シグナルの一端が解明されたことになり、SCAの病態解明、
治療法開発に資するものである。

※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脊髄小脳変性症（SCA）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。SCA は主にポリグルタミン伸長や遺伝子変異などの病因が

あるが、結果的に小脳プルキンエ細胞変性をひき起こし、変性を防ぐ方法は確立していない。

SCA 研究は病因に着目したものがほとんどであり、SCA を横断的・統合的に理解する研究はな

く、病因でなく小脳プルキンエ細胞の細胞保護因子に着目した治療法も存在しない。共同研究を

行っているミシガン大学の Shakkottai 博士らが 2018 年に SCA1, 2, 14 のマウスモデル、ヒト患者

において、小脳で Protein kinase C (PKC)リン酸化亢進が共通して起こり、神経保護的に働くこと

を解明した（Hum Mol Genet 2018 27(8): 1396-1410, Acta Neuropathol Commun. 2018; 6(1): 99）。

SCA1,2 はポリグルタミン伸長、SCA14 は遺伝子変異に伴う SCA であるので、病因が異なる SCA

小脳で共通して PKC リン酸化が亢進している。PKC 活性増加は様々な原因の SCA に直面した

小脳プルキンエ細胞に共通して備わる神経保護機構であり、SCA の病因による神経毒性に対抗

するが、加齢とともにバランスが崩れ、小脳プルキンエ細胞変性を発症することが示唆される。

SCA の病因へのアプローチによる治療でなく、小脳プルキンエ細胞が持つ PKC リン酸化を介した

防御因子を解明し、神経保護作用のあるシグナル経路をターゲットにした新規治療法が開発でき

ると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 

様々な病因による SCA マウス小脳を用いてプロテオームにより横断的・統合的な解析を行い、

PKC リン酸化を介した小脳プルキンエ細胞保護シグナルを解明し、小脳プルキンエ細胞が持つ

防御因子に着目した新規 SCA 治療法を開発することを目的とする 
 
３． 研究の方法 
１． 小脳プルキンエ細胞における PKC 基質の同定： 

当初はリン酸化プロテオームを用いる予定だったが、文献や過去のデータから小脳プルキンエ

細胞に発現して、かつ SCA 発症に関与する可能性がある蛋白質を対象にして解析を行った。具

体的には Pleckstrin homology and RhoGEF domain containing G4 (PLEKHG4), Elongation of Very 

Long Chain Fatty Acids Protein 5 (ELOVL5), Golgin A5 (GOLGA5), Mitochondrial Fission Regulator 

1 (MTFR1L), NSFL1 cofactor p47 (NSFL1C), Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane 70 

(TOMM70), phospholipase D family member 3 (PLD3),  interferon related developmental regulator 

1 (IFRD1)を対象とした。FLAG 融合した plasmid を作製し、COS7 細胞に発現させ、PKC 刺激薬

TPA を処置し、その後、IP:FLAG を行い、IB pSer PKC 抗体（PKC による Ser リン酸化を認識する）

をもちいた。 

 

２． リン酸化部位の決定： 

PLEKHG4, VCP の PKC リン酸化候補部位を PhosphoSitePlus を用いて決定し、それぞれ SA 変

異体のプラスミドを作製した。COS7 細胞に発現させ、PKC 刺激薬 TPA を処置し、その後、

IP:FLAG を行い、IB pSer PKC 抗体（PKC による Ser リン酸化を認識する）をもちいた。 

 

３． 機能解析、表現型への影響解析： 

・VCP はすでに S770 が ATPase 活性に重要との報告があり、タウ凝集をへらすとの報告もある

ので、S770 リン酸化が SCA のプルキンエ細胞死に重要である可能性を考え、アポトーシスに与



える影響を調べた。 VCP のリン酸化欠損変異体(S770A)、模倣変異体(S770D)を作製して、細胞

に発現させ、IB: c.caspase7, c.PARP, poly Ub, GDF15 などを行った。また、SCA では ER ストレス

亢進するので、Thapsigargin、Tunicamycin などの ER ストレス誘発薬も用いた。 

・PLEKHG4 は RAC1，CDC42 の guanine nucleotide 

exchange factors (GEF)なので、RAC1. CDC42 との結合が

リン酸化により変化するかを調べた。リン酸化欠損変異体

(S27A/S677A)、リン酸化模倣変異体(S27D/S677D)を作製

して、細胞に FLAG-PLEKHG4 WT, MT と RAC1/CDC42-

GFP を発現させ、IP: FLAG を行い、IB: GFP、FLAG を行っ

た。 
 
４．研究成果 

１．小脳プルキンエ細胞における PKC 基質の同定： 

PLEKHG4, ELOVL5, GOLGA5, MTFR1L, NSFL1C, 

TOMM70, PLD3, IFRD1 のなかで、PLEKHG4 と NSFL1C

のサンプルで pSer PKC のバンドを認めた。PLEKHG4 は

大きさが一致したが、NSFL1C のレーンでは NSFL1C の

大きさよりも大きいバンドであった。詳細な解析により、こ

れは NSFL1C と相互作用する VCP であることが分かっ

た。 

以上のように、小脳プルキンエ細胞の PKC 基質候補とし

て PLEKHG4 と VCP を同定した。 

 

2. PLEKHG4, VCP のリン酸化部位の同定 

PLEKHG4 では S27 と S677，VCP では S770 が PKC のリン酸化部位であることを解明した。 

 

 

 

 

 

3. リン酸化変異体の機能確認 

①PLEKHG4 S27+S677：PLEKHG4 は

CDC42/RAC1 の GEF なので、これらのリン酸

化により相互作用が変化するか否かを確認し

た。結果としては、SA 変異体で結合が低下し、

SD 変異体では結合が回復した。 

 

 



②VCP S770：VCP は ATPase であり、ER ストレスを軽減する方向へはたらくので、SA 変異体で

ER ストレスが亢進し、アポトーシスが促進すると考え、IB で調べた。KD＋ER ストレス薬では  c. 

caspase7, cPARP, polyUb, GDF15 増加を確認できたが、リン酸化変異体ではこれらに大きな変化

を認めなかった。 

 

まとめると、小脳プルキンエ細胞における PKC 基質として PLEKHG4, VCP を同定した。 

また、PLEKHG4 においては S27，S677 リン酸化が RAC1, CDC42 との相互作用を変化させること

を解明した。VCP においては、S770 はアポトーシス・細胞死には大きな影響を認めなかった。 

SCA における細胞保護的な PKC のはたらきのターゲットとしてこれらの蛋白質が重要である可

能性が示唆される。 

ヒト SCA 小脳組織における PKC による PLEKHG4, VCP リン酸化の解析は今後の課題である。 
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