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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病治療薬の開発を目指し、線条体におけるPKCgの基質の同定を行った。
その結果PKCリン酸化モチーフを持つタンパク質、Connexin-43,  Disk1, MADD, CSPa, Calnexin, Stathmin, bPIX, No
goA, Adducinを同定した。さらに、①bPIXはPKCgによりSer583, Ser340がリン酸化を受けDA遊離に関与すること②Conn
exin-43, MADD, Calnexin, Adducinもそのリン酸化がドパミン遊離の調節に関与すること③PKCgによるCSPaのSer10リ
ン酸化は細胞生存について重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We identified substrate proteins for PKCg as a new drug target for Parkinson 
disease. Nine substrate proteins were identified: Connexin-43, Disk1, MADD, CSPa, Calnexin, Stathmin, 
bPIX, NogoA, Adducin. Furthermore, 1) Phosphorylation of Ser583, Ser340 of bPIX is involved in DA 
release, 2) Phosphorylation of Connexin-43, MADD, Calnexin and Adducin is also related to DA release, 3) 
Phosphorylation of Ser10 of CSPa is important for cell viability.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病のモデルラットとされる
AS/AGUラットの研究から、PKCKOマウスが
パーキンソン病のモデルになることを我々は
提唱し、PKCKOマウスにおいても、刺激に
よるドパミン遊離が優位に減少すること、生
後12週には黒質ドパミン細胞死が起こること
も見出した。しかしながら、PKCKOマウス
は、黒質線条体系以外でも多くの神経情報伝
達機構の異常をもたらしているため、
PKCKOマウスをパーキンソン病のモデルと
して、薬物スクリーニングに使用することに
は問題があった。そこで、このPKCシグナル
カスケードの異常によって発症するパーキン
ソン病モデルマウスを作製するために、まず、
リン酸化プロテオームの手法を用いて、野生
型とPKCKOマウスの線条体におけるリン酸
化蛋白質について網羅的にスクリーニングを
行った。その結果、野生型にのみで見つかっ
た26個のリン酸化蛋白質は、パーキンソン病
様症状を示す原因となるPKCの基質タンパ
ク質である可能性が高いと考えるに至った。  
本研究では、このようにして見出された候
補蛋白質のリン酸化による調節機構とパー
キンソン病との関連を明らかにし、孤発性
パーキンソン病のモデルマウスを作製し、
治療薬を開発することを目的とした。 

 
２． 研究の目的 
本研究ではリン酸化プロテオームを用いて
PKCKO マウスの線条体で明らかにリン酸
化が低下したタンパク質として見出された
候補蛋白質の中で、特に伝達物質遊離に関連
する１）CSP cysteine string protein、
２）MADD(MAP kinase-activating death 
domain protein)、3）PIX(Rho guanine 
nucleotide exchange factor 7） に着目し、
解析を行った。つまり、これらのタンパク質
が PKCによってリン酸化されることにより、
どのような機能修飾を受け、その結果、線条
体においてドパミン細胞の生理機能にどの
ような変化があるのかを解析することを目
的とした。 
本研究によって、これら新規 PKC基質タ
ンパク質が新しいパーキンソン病治療薬の
標的としての可能性を検討し、薬物スクリー
ニング系を確立し、新しい治療法を開発する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 

PKC KO マウスでのリン酸化プロテオー
ムで見出された線条体における PKCリン酸

化基質タンパク候補物質未発表のうち、
CSP , MADD , PIX がパーキンソン病治療
薬標的タンパクとして最も有力であると考
え、これらの蛋白質に関して、①PKC による
リン酸化部位の決定と機能調節、②リン酸化
によるドーパミン（DA）遊離機構の解明、③
各分子のリン酸化による DA 遊離の制御メカ
ニズムの解明、④リン酸化による DA 神経変
性機構の解明、⑤リン酸化抗体を用いた個体
レベルでの確認とパーキンソン病治療薬の
スクリーニング系の確立、⑥新規パーキンソ
ン病モデルマウスの作製と表現型解析を行
う。これらの実験により、PKCシグナル経路
が関与するパーキンソン病発症機構の解明
とその創薬への応用を目指す。 
 
４．研究成果 
黒質線条体のPKCの基質がリン酸化され
なくなることがパーキンソン症状の原因であ
るという仮説をたて、PKCKOと野生型(WT)
のマウス線条体を用い、PKCの基質の同定を
目的として、リン酸化プロテオーム解析を行
った。 
まず、Ion intensityを用いた半定量的解析に
より、PKCリン酸化モチーフを持つ９個のタ
ンパクを同定した。それらの中から、まず、
このうちPIXに着目して研究を行った。 
PIXは、Ser583はin vitro, in vivoで、Ser340
はin vivoでPKCによりリン酸化された。また、
PC12細胞でのDA遊離測定では、PIXノック
ダウンによるDA遊離低下をPIX WTで回復
できたのに対して、PIX Ser340Ala, 
Ser583Ala変異体では、DA遊離は回復しなか
った。この事実はPIXのSer340,Ser583の
PKCリン酸化がDA遊離を調整することを示
した。これらの結果は、PIX が黒質線条体に
おけるPKCの基質であり、DA遊離に関与す
ることを示唆している。 
さらに、Connexin-43, MADD, Calnexin, 

Adducinもそのリン酸化がドパミン遊離の調
節に関与することを見出した。 

CSPについても検討を行い、１）CSPの
Ser10, 34はPKCによりリン酸化を受ける。
２）CSPのSer10リン酸化はDA release
（PC12細胞）には影響しない、３）CSPの
Ser10リン酸化はPC12細胞での細胞生存に重
要であることを見出した。 

 
この研究の成果の意義 
 本研究のもっと意義深い点は、PKCのリ
ン酸化基質タンパク質がパーキンソン病発
症機序に関与する可能性を示唆した点であ



り、これらのタンパク質の機能制御がパーキ
ンソン病の治療法の開発につながる可能性
があることを示した。
 
今後の検討課題 
１）PIX などのリン酸化基質タンパク質の
リン酸化部位に変異（非リン酸化型）を持つ
ノックインマウスがパーキンソン症状を示
すかどうかを解析する。 
２）CSPのリン酸化の下流の検討および
CSPのリン酸化と細胞死の関連の検討。 
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