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研究成果の概要：脊髄小脳失調症（SCA）の新規治療薬の探索を目的として、変異 γPKC の凝

集体形成・細胞毒性に対する薬物スクリーニングを行う系を構築した。二糖類トレハロースと

アミロイド抑制化合物コンゴーレッドが、この系において変異 γPKC の凝集体形成・細胞毒性

を抑制した。これらの薬物は SCA の病変部位である小脳プルキンエ細胞の初代培養でも変異

γPKC の凝集体形成・細胞毒性を抑制し、新規 SCA 治療薬として期待できる。 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学 神経化学・神経薬理学 
キーワード： 精神・神経疾患の病態と治療、脊髄小脳失調症、ミスセンス変異、γPKC、

 薬物スクリーニング、トレハロース、コンゴーレッド 
 
１．研究開始当初の背景 
 脊髄小脳変性症は小脳または脊髄性の運

動失調を主症状とし、小脳や脊髄の神経核や

伝導路に病変を持つ神経変性疾患の総称で

ある。全体の約40％は遺伝性であり、同定さ

れた原因遺伝子座の順に脊髄小脳失調症

（SCA）１型、２型と分類されている。近年、

SCAの14型（SCA14）の原因遺伝子がプロテ

インキナーゼC（PKC）の神経特異的分子種

のγPKCであると同定された。しかしながら、

γPKC遺伝子変異がSCAを発症させる詳細な

分子機序は明らかになっていない。 
 申請者らはγPKCとgreen fluorescent protein 
(GFP) との融合タンパク質 (γPKC-GFP) に
SCA14の原因として特定された遺伝子変異を

導入し、培養細胞に発現させたところ、変異

γPKC-GFPは細胞質で凝集し、細胞死を誘発

しやすいことが明らかとなった。さらに、変

異γPKCの凝集体が見られる細胞では、ユビキ

チン・プロテアソーム系（UPS）の機能低下
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や小胞体ストレスが誘発されていることが

明らかとなり、それが神経細胞死の原因であ

ると推測している。このような変異タンパク

質の凝集体形成やそれによるUPS異常や小胞

体ストレスは、パーキンソン病やアルツハイ

マー病などの他の神経変性疾患の多くでも

報告されている現象であり、神経変性疾患に

おける神経細胞死には共通の分子メカニズ

ムが存在することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 変異 γPKC の凝集体形成により細胞死が誘
発されたため、このような凝集体形成を抑制
する薬物及び凝集体による細胞死を抑制す
る薬物は SCA の治療薬として有用であると
考えられる。このような薬物を in vitro でスク
リーニングする系を確立し、新たな SCA の治
療薬となりうる候補化合物を探索すること、
及び疾患モデルとなりうるトランスジェニ
ックマウスを作製し、候補化合物が in vivo で
も有効かどうかを検討すること、以上２点を
研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
 以上の研究目的を達成するために、以下の

４点について、検討した。 
（１）In vitro薬物スクリーニングを行うため

に、変異γPKC-GFPの凝集体形成や細胞死が

誘発される培養細胞系を確立する。 
（２）変異γPKC-GFP発現細胞を用いて、凝

集体形成や細胞死を抑制する薬物をin vitro
でスクリーニングする。 
（３）SCA14のモデル動物として、変異

γPKC-GFP発現トランスジェニックマウスを

作製する。 
（４）In vitroスクリーニングにより効果の見

られた薬物がin vivoでも効果を示すかを、変

異γPKC-GFP発現トランスジェニックマウス

を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
（１）変異 γPKC-GFP の凝集体形成や細胞死
が誘発される細胞系を確立するため、アデノ
ウイルスベクターを用いて、神経モデル細胞
株である SH-SY5Y 細胞へ変異 γPKC-GFP の
遺伝子導入を行った。その結果、発現１～２
日という短い期間で変異 γPKC-GFP の凝集体
形成が多くの細胞で観察され（図１）、発現
３日後には核のクロマチン凝縮やカスパー
ゼ 3 の活性化などを伴うアポトーシスが観察
された。アデノウイルスベクターにより
SH-SY5Y 細胞に変異 γPKC-GFP を発現させ
る系は in vitro 薬物スクリーニング系として
利用可能であると考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）この培養細胞系を用いて、凝集体形成
抑制作用や細胞死抑制作用を持つ薬物の in 
vitro スクリーニングを行った。その結果、ポ
リグルタミンなどの凝集体形成抑制作用を
持つトレハロースが変異 γPKC-GFP の凝集体
形成及びアポトーシスを抑制することが明
らかとなった（図２）。トレハロースは変異
γPKC-GFP 発現細胞ライセートにおいても凝
集体形成抑制作用を示し、また、トレハロー
スが SH-SY5Y細胞内へと取り込まれたため、
トレハロースは変異 γPKC-GFP に直接的に作
用して安定化させることにより、凝集体形成
や細胞死誘発を抑制するのではないかと考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、アミロイド抑制化合物の一つである
コンゴーレッドも変異 γPKC-GFP 凝集体形成
抑制作用を有していた。この結果により、変
異 γPKC の凝集体がアミロイド構造を取る可

 

  
 
図１ 野生型（WT）及び変異（S119P）γPKC-GFP を

発現する SH-SY5Y 細胞。アデノウイルスベクター感染

２日後の細胞の GFP 蛍光を共焦点レーザー顕微鏡で観

察（bar = 20 µm）。 

WT γPKC-GFP γPKC(S119P)-GFP 

No treatment Trehalose 10 µM

A

Trehalose 100 µM

0

20

40

60

80

100

* *
* *

0 10 50 100 500

Trehalose (µM)

B

0

10

20

30

40

50

A
po

pt
ot

ic
ce

lls
(%

of
G

F
P-

ex
pr

es
si

ng
ce

lls
)

A
gg

re
ga

te
 f

or
m

at
io

n
(%

 o
f 

G
F

P
-e

xp
re

ss
in

g 
ce

ll
s)

C

0 10 50

Trehalose (µM)

* *

 
図２ 変異 γPKC-GFP による凝集体形成・アポトーシ

ス誘発に対するトレハロースの効果 
(A) γPKC (S119P)-GFP を SH-SY5Y 細胞に発現させて 2
日後の GFP 蛍光画像（bar = 20 µm）。 (B) ウイルス感

染 2 日後の SH-SY5Y 細胞における γPKC(S119P)-GFP
の凝集体形成とそれに対するトレハロースの効果（* 
p<0.05 vs no treatment (paired t-test)）。(C) ウイルス感染

3 日後の γPKC(S119P)-GFP 発現 SH-SY5Y 細胞におけ

るアポトーシス誘発とそれに対するトレハロースの効

果の定量的解析。アポトーシスは核のクロマチン凝縮

を指標に判定した（* p<0.05 vs no treatment (paired 
t-test)）。 



能性があること、変異 γPKC により発症する
SCA14 は他の神経変性疾患と共通発症メカ
ニズムを持つことが示唆される。 
（３）変異 γPKC-GFP を小脳プルキンエ細胞
に発現するトランスジェニックマウスの作
製を試みたが、完成には至らなかった。そこ
で、より疾患に近いモデルとして、マウス胎
仔小脳由来初代培養を作製し、変異 γPKC が
SCA14 の病変部位である小脳プルキンエ細
胞に及ぼす影響を検討した。変異 γPKC-GFP
は小脳プルキンエ細胞においても凝集体を
形成し、アポトーシスを誘発することが明ら
かとなった。また、小脳プルキンエ細胞は非
常に発達した樹状突起を持つが、変異
γPKC-GFP 発現により樹状突起の縮小や樹状
突起上のスパインの減少が観察された。樹状
突起の縮小は変異 γPKC-GFP の凝集体が見ら
れる細胞、見られない細胞の両者で観察され
ており、凝集体形成に依存せず、変異 γPKC
により引き起こされていた（図３）。凝集体
の見られない細胞でも変異 γPKC-GFP はオリ
ゴマーを形成しており、細胞内流動性が低下
し、刺激依存性の細胞膜への translocation を
あまり示さなくなっていた。オリゴマー形成
による変異 γPKC の translocation 能低下によ
り、細胞内シグナル伝達に異常が生じ、プル
キンエ細胞の樹状突起縮小に繋がる可能性
も考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）SH-SY5Y 細胞において、変異 γPKC の
凝集体形成・細胞毒性を抑制効果を示したト
レハロースやコンゴーレッドが初代培養小
脳プルキンエ細胞においても同様の効果を
示すかを検討した。トレハロース、コンゴー
レッドの両者ともに初代培養小脳プルキン
エ細胞における変異 γPKC-GFP の凝集体・オ
リゴマー形成を抑制し、細胞死も抑制するこ
とが明らかとなった。 
 また、トレハロースは変異 γPKC-GFP によ

る樹状突起の縮小などの形態的な異常も改
善した（図４）。しかし、この効果は変異
γPKC-GFP の凝集体の見られないプルキンエ
細胞のみで観察され、凝集体を有するプルキ
ンエ細胞では樹状突起を改善する効果は見
られなかった。この結果より、トレハロース
は SCA14 の治療、特に疾患初期の治療に有効
ではないかということが示唆された。 
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図３ 初代培養小脳プルキ

ンエ細胞における野生型

(WT) 及 び 変 異 (S119P) 
γPKC-GFP 発現の影響。培

養 14 日目にアデノウイル

スベクターによりプルキン

エ細胞に γPKC-GFP を発現

させ、さらに 14 日間の培養

の後に GFP 蛍光を観察（bar 
= 20 µm）。 

γPKC(S119P)-GFP 
   No treatment          Trehalose 100 µM 

   
 
図４ 初代培養小脳プルキンエ細胞での変異(S119P) 
γPKC-GFP 発現に対するトレハロースの効果。培養 14
日目にプルキンエ細胞に γPKC-GFP を発現させると同

時にトレハロース（100 µM）処置を行い、さらに 14
日間の培養の後に GFP 蛍光を観察（bar = 20 µm）。 
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