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研究成果の概要：脊髄小脳変性症 14 型の発症メカニズムとして、変異型 PKCには細胞膜に十

分な時間存在する能力が欠如しTRPCチャネルをリン酸化することができないため細胞外から

の Ca2+ 流入を抑制する機構が働かないことを示した。この過剰な Ca2+ 流入が神経細胞死が

招くと推測された。また他の要因として初代培養プルキンエ細胞において変異型 PKCは凝集

体の形成・樹状突起の伸展・シナプス形成異常を引き起こす事を示した。 
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１．研究開始当初の背景 

プロテインキナーゼ C（PKC）は 1977 年

に発見されたリン酸化酵素であり、多岐にわ

たる細胞機能に関与し、細胞内シグナル伝達

機構における重要な酵素であることはすでに

よく知られている。また、PKC には 10 種類

に及ぶサブタイプが存在し、それぞれが異な

る細胞機能に関与することが示唆されて来た

が、各サブタイプの基質特異性が低いことな

どから生化学的にサブタイプ特異的な機能を

解析することは困難であった。申請者らは

PKCのサブタイプの特異的な機能を解析する

ために、PKC が「いつ」、「どこで」、「ど

のように」活性化されて、どのような蛋白質

と共存するかを PKC の細胞内動態を指標と

して解析することによって、PKC サブタイプ

の特異的機能を明らかにしようとしてきた。

その結果、PKC サブタイプにより、「いつ」、

「どこで」、「どのように」活性化されるか

（ターゲティング機能）が異なっており、ま
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た、同一のサブタイプでもターゲティングの

差により、異なる機能を持ちうることを明ら

かにした。この事実は細胞機能の調節におけ

る情報伝達因子のターゲティング機構の重要

性を示すものであった。 

一方、PKC シグナル伝達系路の異常と疾患

との関連が報告されるようになり、PKC がこ

れらの疾患の治療薬の標的となりうることが

示唆されてきた。本研究では、これらの疾患

の発症メカニズムを PKC のターゲティング

機構の観点から解析し、その病態を明らかに

するとともに、ターゲティングの観点から見

た新しい治療薬の標的を見出そうとするもの

である。 
 
２．研究の目的 

本研究では ① PKCのターゲティング機

構と細胞応答について検討するとともに、② 

PKCシグナル系路の異常による疾患の発症メ

カニズムを解明し、③ 疾患治療薬の開発 を

目指した。 

そのために、PKC の機能異常との関連が報

告されている脊髄小脳変性症、虚血性神経障

害、糖尿病性腎症 という、現代の最も治療

法が求められている３疾患（血管障害、神経

障害、糖尿病）に着目し、それぞれの病態に

おける PKC の機能異常について分子レベル

で明らかにし、薬物の分子標的を見出し、治

療薬の開発につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

１）変異PKCのin vitroでの機能解析 

各変異型PKCについて、酵素学的特性の

解析、神経細胞死を導くメカニズムの細胞

生物学的な解析を行った 

２）変異PKCのモデルマウス神経細胞での機

能解析 

SCA14モデルマウスからの初代培養小

脳プルキンエ細胞を用いて、各変異型PKC

の動態と細胞死との関連について検討した。

３）脊髄小脳変性症モデル動物の作製と解析 

既にSCA14発症との関連が明らかにさ

れた以下のPKC分子を発現するトランス

ジェニックマウスを作製した。作製に当た

ってはCre-lox法を用い、L7-Creマウスと交

配させる事により、GFP融合変異PKCを小

脳プルキンエ細胞に発現させた。このトラ

ンスジェニックマウスをもちいて、その病

態を行動学的に検討した。

４）神経保護作用を持つエストロゲン受容体

の同定

虚血による神経細胞死に対して保護

作用を示すエストロゲン受容体の同定

を行った。 

５）PKC作用薬の開発 

Phorbol ester の誘導体から見出された

PKC サブタイプ特異的作用薬の合成とト

ランスロケーションを指標とした特異性

検討を行った。 
 
４．研究成果 

１）変異 PKCの in vitro での機能解析 

SCA14型の原因となる変異型PKCの酵素

学的機能を検討した。野生型 PKC発現細胞

では、非発現細胞に比べ、刺激後、一過性に

上昇した細胞内 Ca2+ は酵素活性依存的に速

やかに減少する。一方、SCA14 変異体は、in 

vitro 活性測定において高い酵素活性能を有

したが、細胞外からの Ca2+ 流入時間は延長

したままであった。このCa2+ 流入には TRPC

チャネルの関与が考えられたため、TRPC3

チャネルを基質として in vivo 酵素活性測定

を行った結果、野生型 PKCはチャネルをリ

ン酸化するのに対し、変異体では有意なリン

酸化は確認できなかった。そこで、全反射顕

微鏡を用いて、PKCの一分子における細胞

質膜上での動態を観察したところ、変異体の

膜滞在時間が野生型に比べて有意に短縮し

ていた。これらの結果より、野生型 PKCで

は刺激後、TRPC チャネルをリン酸化し、細

胞外からの Ca2+ 流入を止めるのに対して、

変異体は細胞膜に十分な時間存在できない

ため、チャネルのリン酸化ができず、細胞内

の Ca2+ 濃度を適切に調節できないと考えら

れた。このような過剰な Ca2+ 流入が SCA14

において神経細胞死を引き起こす１つの原

因になっている可能性が示唆された（論文



 

 

⑨）。これらの成果は、moonwalker mice の

プルキンエ細胞死が TRPC3 のリン酸化部位

の変異によるものであるというその後の論

文（PNAS, 106:6706-11, 2009）の結果とも

一致するものであり、重要な論文として引用

された。 

また、PKCのトランスロケーションにつ

いて、免疫電顕法を駆使して検討した。その

結果、光学顕微鏡では一見同じと思われた

PKC のトランスロケーションも、電子顕微鏡

で観察すると、Ca2+のみによる刺激による

PKC の活性化は、受容体刺激による活性化と

異なり、細胞膜との十分な結合が得られない

ことを示している。この事実は、上記の

SCA14 発症機構を裏付けた（論文⑬）。 

２）変異 PKCのモデルマウス神経細胞での

機能解析 SCA14変異体のPKCを初代培養

プルキンエ細胞に発現させたところ、凝集体

の形成とともに、プルキンエ細胞の樹状突起

の伸展やシナプス形成において異常が認め

られた（論文）。

３）脊髄小脳変性症モデル動物の作製と解析 

複数の SCA14 変異体（G128D,G360S な

ど）を発現するマウスを作製し、その行動異

常を観察したが、生後６ヶ月までには明らか

な行動異常を認めなかった。また、プルキン

エ細胞の変性なども認められなかった。今後

は、老化に伴う変化、環境因子などの影響を

本マウスを用いて検討を行う予定である。 

４）神経保護作用を持つエストロゲン受容体

の同定

 細胞膜型エストロゲン受容体の候補とし

て、GPR30 に着目し、その神経細胞死にお

ける役割とＰＫＣシグナル系路への影響を

検討した結果、本受容体はPKC を活性化し、

神経保護作用を示す受容体である可能性は

低いことが分かった。 

５）PKC作用薬の開発 

nPKC 特異的な活性化剤の合成およびそ

の特性について報告した。（論文①、⑭）今

後、これらのＰＫＣ作用薬を遺伝子操作マウ

スに投与し、PKC 系路の以上により発症する

疾患の治療薬の可能性を検討する。 

６）その他 

さらに、新規蛍光蛋白質 monometric 

Kusabira Green システムを用いて、p40phox

の分子内結合ドメインの同定を行うととも

に、p67phox が Phagocytosis において

p47phox から p40phox に順番に結合パート

ナーを替え、異なる細胞内部位で活性酸素を

産生することを示した。（論文⑪） 
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