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研究成果の概要（和文）：本課題では、難治性神経疾患として神経変性疾患、虚血性脳疾患、気分障害を対象に、これ
らの共通の病態として膜輸送やタンパク質分解の異常に着目して新たな治療戦略を得ることを研究目的とした。神経変
性疾患については脊髄小脳失調症14型を引き起こす変異γPKCについて検討した。変異γPKCはアミロイド線維形成を引
き起こすこと、また、マクロピノサイトーシスを抑制することを明らかにした。虚血性脳疾患の治療ターゲットである
GPR3が突起先端に向けて動き、突起伸長を調節することを明らかにした。さらに、抗うつ薬のターゲットであるセロト
ニントランスポーターの膜輸送を調節する薬物としてシグマ1受容体リガンドを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we intend to develop novel strategies to treat intractable 
neuropsychiatric disease, including neurodegenerative disease, ischemic brain disease and mood disorders. 
For this purpose, we focused on the impairment of protein membrane trafficking and degradation as a 
common mechanism underlying the pathogenesis of these disease. Regarding the neurodegenerative disease, 
we analyzed mutant gamma PKC, which causes spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14). We clarified that 
mutant gamma PKC formed amyloid fibril and prevented macropinocytosis. G-protein-coupled receptor 3 
(GPR3), a therapeutic target of ischemic brain disease, was found to move to the tip of neurite, and to 
regulate neurite outgrowth. Furthermore, we identified that ligands of sigma 1 receptor could up-regulate 
the function of serotonin transporter, a target of antidepressant, by facilitating its membrane 
trafficking.

研究分野：薬理学

キーワード： protein kinase C　serotonin transporter　GPCR　microglia　neurite outgrowth　neurodegeneratio
n　macropinocytosis　heat shock protein
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、更に増加するアルツハイ
マー病などの神経変性疾患、国民病でもある
虚血性脳疾患、また、若年・壮年者の死因の
中心を成す自殺の原因となる気分障害、これ
ら 3疾患への新規治療戦略を確立し、克服す
ることは喫緊の課題である。 
（１）神経変性疾患に関する研究と背景 
遺伝性脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）はγ
PKC の遺伝子変異に起因する神経変性疾患
である。申請者らは、これまでの研究実績か
らシャペロン介在性オートファジー(CMA)を介し
て SCA14 の治療に寄与する薬物を検索可能で
あると考えた。 
（２）虚血性脳疾患に関する研究と背景 
脳虚血下では、不良タンパク質が分解系の障害
により蓄積し、細胞障害をさらに増悪させる。申
請者らは、これまでのリソソーム分解系と低酸素
負荷に関する研究実績から、CMA を活性化す
る薬物は脳虚血による神経障害を抑制し、治療
薬としての可能性があると考えた。 
（３）気分障害に関する研究と背景 
気分障害（うつ病）の鍵を握る分子、セロト
ニントランスポーター(SERT)は、小胞体で合
成され、細胞膜に膜輸送されて機能を発揮す
る。これまでの SERTの膜輸送と機能修飾に
関する研究実績から、SERTの膜輸送を活性
化し、細胞膜に発現する SERTを増加させれ
ば、セロトニン神経伝達が活性化し、抗うつ
作用が期待できると考えた。 
これらの背景から、難治性神経疾患の共通の
発症機構には、タンパク質の膜輸送や分解系
の異常が関わっていると考え、膜輸送とリソ
ソーム分解系を治療標的とした新たな神経
疾患の治療方策が見出されると考えた。 
 
２．研究の目的 
難治性神経疾患の共通の発症機構に関わる
タンパク質の膜輸送や分解系の異常に注目
し、①膜輸送・リソソーム分解を調節する薬
物の検索法を開発すること、②同定された薬
物を活用した難治性神経疾患の新規治療戦
略を構築すること を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）脊髄小脳変性症 14 型（SCA14）の原
因タンパク質である変異γPKC を用いた研
究：SCA14変異γPKCを神経系細胞株に発
現させ、電子顕微鏡による凝集体形成の形態、
凝集体数の変化、細胞の形態変化、変異γ
PKCのタンパク分解を観察した。 
（２）PKCγノックアウト(KO)マウスを用い
た研究：リン酸化プロテオミクスにて、PKC
γKO マウス線条体でリン酸化が低下してい
るタンパクを同定し、その中で、パーキンソ
ン病に関与する分子を、ドパミン遊離と PKC
によるリン酸化を指標に同定した 
（３）オルファン G タンパク質共役受容体
GPR3 に関する研究：GPR3KO マウス、野生
型マウスから単離した小脳顆粒細胞を実験

材料として主に用いて検討した。また
GPR3KOマウスの小脳、中大脳動脈閉塞モデ
ルの脳切片を用いて、in vivoレベルでも検討
した。 
（４）新生児ラットから単離したミクログリ
アを用いて、ミクログリアの長期生存につき
検討した。 
（５）セロトニントランスポーター（SERT）
を用いた研究： SERT あるいは、SERT の C
末端欠損変異体 (SERTΔCT)を発現させた
COS-7 細胞を用いて、SERT の取り込み活性
の測定、SERT タンパクの増減をイムノブロ
ット法などで検討した。 
 
４．研究成果 
（１）脊髄小脳変性症 14 型（SCA14）の原
因タンパク質である変異γPKC の凝集体形
成と細胞毒性と分子シャペロンである熱シ
ョックタンパク質 HSP70 との関連を解析し
た。神経系の培養細胞である SH-SY5Y細胞
に変異γPKC を発現させたところ、HSP70
の発現は上昇し、siRNAでHSP70をノック
ダウンすると、変異γPKCの凝集体形成は増
加し細胞毒性も上昇した。この結果から
HSP70 は SCA14 変異γPKC の凝集体形成
を抑制し、細胞毒性を阻害する役割を持つこ
とが明らかとなり、HSP70は SCA14の治療
標的であることが示唆された（BBRC (2013) 
440 : 25-30）。 
（２）SCA14変異γPKCがどのような機序で
神経細胞死や樹状突起の発育不良を引き起
こすか、その分子機序を解析した。細胞内の
γPKC はその活性化薬であるフォルボール
エステルの TPAを処置すると、一旦、細胞膜
に移動した後、マクロピノサイトーシスによ
り核近くに凝集する。しかしながら、SCA14
変異γPKCでは、TPAで処置してもそのよう
な現象が見られなかった。また、変異γPKC
はマクロピノサイトーシスに重要な
MARCKS のリン酸化を引き起こさないこと
がわかり、そのことが TPAによるマクロピノ
サイトーシス惹起を阻害する一因になるこ
とが解った。SCA14の発症原因にマクロピノ
サイトーシスの制御不全の関与が示唆され
た (Frontiers in Physiology (2014)5: 126.) 。 
（３）SCA14変異γPKCは凝集体を形成しや
すく、その性質が SCA14で見られるプルキン
エ細胞死に関与していると考えられる。そこ
で、γPKCの凝集体形成に注目した。γPKC
は野生型でも SCA14 の変異体でもともに細
胞内で凝集体を形成し、凝集体内部にはアミ
ロイド様の線維が観察された。また、変異γ
PKCは、野生型よりもアミロイド線維を形成
しやすい性質を持っていた。γPKC の C1A
ドメイン、キナーゼドメインの会合が凝集体
形成に重要な役割をすることがわかり、変異
γPKCでは、その会合が促進され、よりアミ
ロイド線維形成が促進されることが明らか
となった（Hum Mol Genet. 24 (2015) 525-39.）。 
（４）PKCγの発現が消失しているラットや



マウスでは線条体におけるドパミン遊離が
減少し、パーキンソン病に類似した病態が観
察されることを見出した。そこで、PKCγノ
ックアウトマウスにおいてリン酸化が減少
している PKCの基質を網羅的に同定した。こ
の中でβPIX をさらに詳細に検討した結果、
βPIX はドパミン遊離に重要な役割をもつ
PKCの基質であることがわかり、その機能が
PKC のリン酸化により調節されていること
が明らかとなった（J. Neuroscience. 34 (2014) 
9268-9280）。 
 
（１）から（４）の研究成果の国内外でのイ
ンパクト、今後の展望：SCA14変異γPKCを
神経変性疾患誘導性モデルタンパク質とし
て解析することにより、新たな神経変性疾患
の病態理解が得られ、治療標的が見出された。
さらに PKCγの基質を同定することで、新た
なパーキンソン病の治療戦略が見つかる可
能性がある。 
 
（５）オルファン G タンパク質共役受容体
GPR3 は、中枢神経に豊富に発現し、恒常的
に cAMPを上昇させる機能を持つユニークな
受容体である。これまでに、GPR3 が小脳の
発達、小脳顆粒細胞の突起伸長に関与するこ
とを報告してきた。今回、GPR3 の神経細胞
生存に対する影響を検討した。GPR3 ノック
アウト（KO）マウスは、ヘテロマウスに比し、
小脳発達時の小脳顆粒細胞のアポトーシス
が促進された。また単離した小脳顆粒細胞で
は、GPR3 のノックダウンによりアポトーシ
スが促進され、GPR3 の過剰発現によりそれ
が回復し、GPR3 は小脳顆粒細胞において細
胞生存を正に制御すると考えられた。また、
細胞生存促進効果の発揮には、PKA、ERK、
PI3 キナーゼが関与していた。さらに、
GPR3KOマウスにおいては、中大動脈閉塞に
よる脳梗塞領域の拡大が見られた。これらの
結果から、GPR3 は低酸素時などのアポトー
シスが誘導される状況下において、神経細胞
を生存に導く役割があることが明らかとな
った(Neurobiol. Dis. 68 (2014) 215–227)。 
（６）GPR3 の中枢神経系での機能を考える
上で重要な情報となる、脳における発現形式、
あるいは細胞内での局在は明らかではなか
った。本研究にて、GPR3 は海馬 CA3 領域、
内側手綱核、小脳顆粒細胞に強く発現してい
ることが明らかになった、さらに細胞内では、
形質膜、ゴルジ体、エンドソームに局在して
いることを明らかになった。また、GPR3は、
小脳顆粒細胞において細胞体から突起先端
に輸送され、突起先端部での細胞内ｃAMP
を上昇させ突起伸長に寄与することを明ら
かとなった( PLoS One. 11 (2016) e0147466)。 
 
（５）（６）の研究成果の国内外でのインパ
クト、今後の展望：GPR3 が虚血性脳疾患の
発症と進展、さらに虚血からの回復を担う再
生にも関与する分子であることが明らかと

なった。今後、GPR3 を治療標的とした同疾
患の治療法開発が期待できる。 
 
（７）ミクログリアは中枢神経の免疫を担う
マクロファージ様の細胞であり、神経細胞傷
害的にも保護的にも働くことが報告されて
いる。我々は以前の検討で、Toll 様受容体４
をリポポリサッカライド（LPS）で刺激した
ところ、ほとんどの細胞が数時間以内に死滅
するのに対し、3 日以上長期にわたり生存す
る細胞集団があることを見出した。今回、LPS
誘発性長期生存ミクログリアの性質につき、
さらに検討した。その結果、Toll 様受容体４
を活性化したミクログリアの一部は、顆粒
球・マクロファージコロニー刺激因子
（GM-CSF）を自己産生することがわかった。
また、GM-CSF産生の下流で JAK/STAT系が
活性化しており、この系の活性化が長期生存
を引き起こすメカニズムとして重要である
ことを明らかとなった。また、神経細胞と LPS
誘発性長期生存ミクログリアの共培養の結
果から、これらミクログリアは神経保護的に
働くことを明らかとなった。この長期生存ミ
クログリアの応用により、様々な神経免疫が
関与する疾患の治療戦略の構築が期待でき
る（Neurochem. Int. 93 (2016) 82-94）。 
 
（８）セロトニントランスポーター(SERT)の
C 末端欠損体(SERT ΔCT)の取り込み活性を
指標に膜輸送を活性化させる薬物としてシ
グマ受容体リガンドに着目した。シグマ受容
体リガンドの一部、特にアゴニストの
SKF10047はSERT ΔCTの取り込み活性を上
昇させたが、その効果は、シグマ受容体をノ
ックダウンさせた細胞でも観察された。この
ことから、これらリガンドの SERTΔCTに対
する取り込み促進効果はシグマ受容体を介
さず発揮していることが予想された。これら
薬物の膜輸送促進効果の機序を明らかにす
ることで、新たなシャペロン系が見出される
可能性がある。 
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