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研究成果の概要（和文）：免疫沈降法や免疫細胞化学法などの研究の結果、コレインは細胞骨格系タンパク質やオート
ファジー関連タンパク質と相互作用することが示唆された。ミトコンドリア膜電位を消失させマイトファジーを誘発す
る脱共役剤で細胞を処理すると、コレインと細胞骨格系タンパク質との相互作用が増強した。また、コレイン強発現細
胞ではコントロール細胞と比べてオートファジーを誘発する飢餓刺激やマイトファジーを誘発する脱共役剤刺激後の細
胞生存率が有意に高かった。これらの結果から、コレインはオートファジーやマイトファジーに関わる細胞死抑制機構
に関与しており、それらの機構の破綻が有棘赤血球舞踏病の分子病態である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Co-immunoprecipitation assay and immunocytochemical analysis using 
chorein-overexpressing cells showed interaction between chorein and cytoskeltal proteins and 
autophagy-related proteins. The chorein-cytosleltal proteins iteraction was increased in CCCP-treated 
cells. Cell viability was significantly increased in chorein-overexpressing cells compared with mock 
transfected control cells during nutrient deprivation and during CCCP treatment. These results suggest 
that chorein interacts with cytoskeltal proteins and autophagy-related proteins and may play protective 
roles in cell death mediated by autophagy- and mitophagy-related mechanisms. Their disruption may be one 
of the molecular pathogenic mechanisms of chorea-acanthocytosis.

研究分野：精神神経医学

キーワード： 有棘赤血球舞踏病　chorein　オートファジー　マイトファジー

  １版
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１．研究開始当初の背景 

 有 棘 赤 血 球 舞 踏 病 （ chorea 

acanthocytosis: ChAc）はハンチントン病類

似の精神神経症状と有棘赤血球症を呈する

稀な常染色体劣性遺伝性神経変性疾患であ

る。病因は VPS13A 遺伝子変異であり、遺伝

子産物 chorein の欠損／機能喪失を伴う。

C57BL6 と 129/Sv のハイブリッド種のマウス

モデルでは異常発現に差異を認めていた。

ChAc はうつ病、幻覚妄想、強迫性障害などの

精神症状を高率に呈する神経変性疾患であ

り、家系における変異保因者にも精神疾患が

多発する。chorein は脳などの臓器に発現が

豊富であることや GABA 受容体関連タンパク

質との関連性について報告されていたが、

chorein 欠損による神経変性の機構について

は未だ不明のままであった。近年、ミトコン

ドリア機能異常と神経変性疾患や精神疾患

との関連が報告されてきており、また、細胞

自己貪食作用（オートファジー）やミトコン

ドリアの自己貪食作用（マイトファジー）と

神経変性疾患との関連が報告されていた。 

 

２．研究の目的 

 Chorein の分子機能を明らかにするために、

chorein と分子的な結合を介して相互作用を

行っているタンパク質を見出す。生化学的に

chorein 結合タンパク質を同定し、並行して

ミトコンドリア膜電位消失刺激による細胞

死にchoreinが関わる分子的機構を詳細に検

討し、ミトコンドリア障害時や細胞飢餓刺激

時の chorein の機能を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) Chorein 安定発現細胞株の樹立と

chorein と相互作用するタンパク質の同定 

 細胞に、c-Myc-tag と FLAG-tag を融合させ

た全長 VPS13A-cDNA を導入し、chorein を強

制発現させた HEK293 安定発現細胞株を樹立

する。その細胞株を用いて、chorein を強制

発現させた培養細胞を回収し、可溶化剤含有

の各種の濃度でchorein可溶化の程度や結合

タンパク質の回収率などを検定しつつ、最適

の可溶化条件を選択し、chorein をもっとも

含有すること確認した遠心上清画分を次の

段階への出発材料とする。同上清に対して

tag タンパク質の抗体を固定化したカラムで

全長 chorein を含む画分を回収し、この画分

を SDS-PAGE で展開し、タンパク染色で検出

される特異的バンドをゲルから回収し、トリ

プシン処理後に質量分析解析を行い、データ

ベースと比較して当該タンパク質を同定し、

ウェスタンブロット法を用いて免疫学的に

同定したタンパク質を確認する。 

 ChAc 患者、VPS13A 遺伝子変異保因者、健

常者の赤血球膜分画を用いて２次元電気泳

動を行い、タンパク染色後に患者—保因者−健

常者間で濃度差のあるスポットについてゲ

ルから回収し、トリプシン処理後に質量分析

を行い、データベースと比較して当該タンパ

ク質を同定し、ウェスタンブロット法を用い

て免疫学的に同定したタンパク質を確認す

る。またそれらのタンパク質について免疫沈

降を行い、chorein との相互作用の有無を検

討する。 

(2) ミトコンドリア膜電位消失刺激や細胞

飢餓刺激中にchoreinと相互作用するタンパ

ク質の同定 

chorein を強制発現させた安定発現細胞株を

用いて、脱共役剤である carbonyl cyanide 

m-chlorophenyl hydrazone (CCCP)を添加す

ることによりミトコンドリア膜電位消失刺

激を与え、対照と比較しながら、chorein が

相互作用するタンパク質がどのように変化

し機能するかを明らかにする。CCCP 刺激後の

細胞株と未刺激の細胞株を材料として、前述

の「(2) Chorein と相互作用するタンパク質

の同定」と同様の解析を行ない、相互作用す

るタンパク質の変化を捉え、変化したタンパ

ク質とchoreinについて免疫蛍光染色法を行



うことによってchoreinとの共在や局在の変

化を明らかにして、細胞死抑制の分子メカニ

ズムを明らかにする。 

また、同様に細胞飢餓刺激に関連し、chorein

と相互作用するタンパク質を同定する。 

４．研究成果 

(1) Chorein と相互作用するタンパク質の同

定 

ChAc 患者（VPS13A 遺伝子変異 2つ）、VPS13A

遺伝子変異保因者（同変異 1つ）、健常者（同

変異 0）の赤血球膜分画を用いて２次元電気

泳動で発現を行い、タンパク染色で差のある

スポットが 35 得られた。それらに対して質

量分析を行い、同定したタンパク質の中で

choreinを強制発現させたHEK293安定発現細

胞を用いた免疫沈降でchoreinと双方向的に

共沈したタンパク質はβ-adducin isoform 1

と β-actin であった。どちらのタンパク質

も ChAc 患者の赤血球膜でタンパク質レベル

での発現減少を認めた。β-adducin と

choreinについてchorein を強制発現させた

HEK293 安定発現細胞を用いて免疫蛍光染色

を行ったところ、どちらも顆粒状に染まり、

多くは共局在を示した。これらの結果から、

β-adducin と β-actin は chorein と相互作

用していることが示唆された。 

 

(2) ミトコンドリア膜電位消失刺激や細胞

飢餓刺激中にchoreinと相互作用するタンパ

ク質の同定 

chorein を強制発現させた安定発現細胞と

Mock 細胞を用いて、CCCP 刺激後にそれぞれ

の細胞の生存率を確認したところ、chorein

強制発現細胞の方が優位に生存率が高かっ

た。CCCP 刺激を与えた細胞と与えていない細

胞からタンパク質を抽出し、抗 chorein 抗体

を用いて免疫沈降し、共沈物について

SDS-PAGE を行った。CCCP 刺激後にタンパク

染色が強まったバンドについて質量分析を

行ったところ、myosin と β-actin が同定さ

れた。両タンパク質について、chorein を強

制発現させた HEK293 安定発現細胞を用いた

免疫沈降を行うとchoreinと双方向的に共沈

した。また、HEK293 安定発現細胞を用いて免

疫蛍光染色を行ったところ、CCCP 刺激によっ

て chorein と myosin、chorein とミトコンド

リアとの共在が強まった。CCCP 刺激によって、

不良ミトコンドリアを除去するマイトファ

ジーが誘導されることが知られており、マイ

トファジーに関連することが示唆された。ま

た、chorein を強制発現させた HEK293 安定

発現細胞では、飢餓刺激に対して耐性を持っ

ていた。chorein は飢餓刺激によって誘導さ

れる自己貪食作用（オートファジー）に関わ

るHDAC6やα-tubulinと免疫沈降法によって

共沈した。これらから、chorein は不良タン

パク質除去や不良ミトコンドリア除去に関

わるオートファジーやマイトファジーに関

与することが示唆され、これらの機構の破綻

が ChAc の病態機序の一つである可能性があ

る。 
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