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研究成果の概要（和文）： 
SCA14およびパーキンソン病の発症メカニズムに関する PKCの働きについて細胞レベル･個
体レベルでの解析を行った。その結果、①変異型 PKCはプルキンエ細胞内でアミロイド繊維
状の凝集を形成すること、これらアミロイド形成はトレハロースによりを抑制されることを見
出した。②PKCの機能低下がパーキンソン病発症に関与する可能性が示された。その原因とし
てドパミン遊離の抑制と黒質のドパミン細胞数の減少が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Functional involvement of PKCγ in the etiology of SCA14 and Parkinson disease was studied 

in cells and animals.  We found 1) mutant PKCγs form amyloid-like fibrils in Purkinje cells and 
the formation was inhibitied by trehalose, 2) dysfunction of PKCγ could cause Parkinson 
disease by the inhibition of dopamine release and the loss of dopaminergic neurons in the 
substantia nigra. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は、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
態を明らかにしようとしてきた。その研究の
中で小脳脊髄変性症（SCA）14 型の原因と
なる変異型 PKCγの細胞生物学・酵素学的解
析を行い、その発症メカニズムについて明ら
かにした。つまり、神経特異的なサブタイプ
である PKCγ変異体は恒常的なリン酸化酵素

活性を持つにも関わらず、細胞刺激時に細胞
膜に十分な時間留まることができないため、
TRPC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ことを見
出した。この遷延する Ca2+ 流入が小脳神経
細胞の変性を引き起こし、SCAを発症する原
因となりうることを示した（Adachi et al. 
2008）。 
さらに、上記のような PKCγの Loss of 
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function以外にも、PKCγ変異体によるGain 
of Functionが発症に関与すると考え、その
可能性についても検討した結果、PKCγ変異
体は、異常な二量体･多量体や細胞内凝集体
を形成し、神経細胞死を導くことを明らかに
した。同時に、初代培養 Purkinje細胞におい
ても、PKCγ変異体が凝集体形成や樹状突起
形成不全を起こすことなどを見出した。 
これらの現象を個体レベルで検証するた

めに、変異型 PKCγを小脳 Purkinje細胞特異
的に発現するマウスを作製し、SCAの病態モ
デルマウスの作製を試みた。しかしながら、
変異型 PKCγの発現のみでは、マウスの生存
期間内に SCA の症状を示すマウスを作製す
ることは不可能であった。この原因として、
我々は PKCγの変異のみでは神経細胞死を導
くには不十分である、また、本疾患は中年期
に発症する症例が多いことからも、加齢など
による別の因子と PKCγの機能破綻が複合的
に SCA14を発症させるのではないかと考え
るに至った。つまり、その複合因子を同定し、
変異型 PKCγとの機能関連を明らかにし、上
記の変異型 PKCγ発現マウスにおいてさらに
その複合因子に遺伝子変異を加えることに
より、はじめて SCA14 モデルマウスの作製
が可能となると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では PKCγの機能破綻による２つの疾
患、①小脳脊髄変性症、②パーキンソン病に
焦点を当て、１）これら疾患発症における
PKCγの役割、発症メカニズムを明らかにする
とともに、２）モデルマウスを作製し、病態・
病理学的な検討を行い、３）個体レベルでの
薬物スクリーニング系を確立することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
１） 小脳 Purkinje 細胞の変性を起こすため
に必要な複合因子の同定を行う。そのた
め、変異 PKCγ特異的リン酸化基質、結
合タンパク質の同定、および、加齢など
により Purkinje細胞で変化し、細胞死を
促進する因子の検討を行う 

２） 変異 PKCγを発現するマウスにおいて、
上記因子についてさらに遺伝子操作し、
SCA モデルマウスとしての可能性を検
討する。 

３） 黒質－線条体系ドパミン神経における
PKCγのリン酸化基質の同定、PKCγ欠損
によるドパミン遊離抑制の分子メカニズ
ムの解明 

４） モデルマウスを用いた2つの神経変性疾
患治療薬の有効性の検討、スクリーニン
グ系の確立    

 
４．研究成果 

２１年度にはまず、SCA14の発症メカニズ
ムに関するPKCγの働きについて細胞レベル
での検討およびパーキンソン病の発症メカニ

ズムに関する細胞レベル･個体レベルでの検

討を行った。 
その結果、①SCA14に見られた変異型PKCγ
を過剰発現させると、繊維芽細胞、神経由来

培養細胞、培養小脳プルキンエ細胞内で凝集

体を形成し、その凝集には、PKCγのC1ドメ
インおよびキナーゼドメインの相互の結合が

関与することを示した。またこの凝集体を電

子顕微鏡下で観察するとアミロイド繊維状の

凝集を形成していることが明らかとなった。

さらにこの凝集はシャペロンであるHsp70の
発現により、その形成が抑制された。また、

SCA14モデルマウスでは、生後1年以上で、
プルキンエ細胞内に凝集体を持つようになっ

た。これらの所見はSCA14発症メカニズムを
解明する点、また治療薬の標的を見出す観点

において非常に重要と考えられた。 
②PKCγノックアウトマウスでは、明らかにメ
タアンフェタミンによるドパミン遊離が抑制

され、12ヵ月後には黒質のドパミン細胞数が
有意に減少していた。これらの所見は、パー

キンソン病モデルラットであるAS/AGUラッ
トの所見と極めて似ていた。しかしながら、

ノックアウトマウスではドパミン含量、ドパ

ミン代謝物の変化は認められなかった。PKCγ
の機能低下がパーキンソン病発症に関与する

可能性が示された。 
２２年度には、①SCA14モデルマウスを作

製し、生後1年半以上観察したが、小脳失調症
状、プルキンエ細胞脱落などの病理的所見は

見られなかった。しかし、生後1年後より、プ
ルキンエ細胞内に凝集体を観察した。このよ

うな凝集体は、変異型PKCγを過剰発現させた
繊維芽細胞にも認められ、電子顕微鏡下で観

察するとアミロイド繊維様の凝集を形成して

いることが明らかとなった。また変異型PKCγ
を精製し、37度にて放置するとthioflavin染色
でも電子顕微鏡観察でも、アミロイド様線維

を形成することが明らかとなった。これらの

所見はSCA14の発症に、変異型PKCγのアミロ
イド形成が関与することを示しており、治療

薬の標的を見出す観点において非常に重要と

考えられた。同時にこれらアミロイド形成を

抑制する物質の検討を行い、候補物質として

トレハロースを見出した。 



 
図1  SCA14モデルマウスのプルキンエ細胞内の

凝集体  

上段：GFP標識した変異型PKCg 

下段：Calbindin = Purkinje cell marker 

②PKCγノックアウトマウスが、パーキンソン
病モデルマウスとなりうることを報告した。

また、PKCγの機能低下がパーキンソン病発症
に関与するメカニズムを明らかにするために

、リン酸化プロテオーム解析を行い、PKCγ
の線条体ドパミン神経における生理的な基質

の探索を行った。 
２３年度には、①SCA14モデルマウスとし

て、変異型PKCγをレンチウイルスを用いて、
小脳に感染させたマウスを作製することを試

みた。小脳失調症状、プルキンエ細胞脱落な

どの病理的所見は見られなかったが、プルキ

ンエ細胞内およびその樹状突起内に凝集体を

観察した。このような凝集体を電子顕微鏡で

観察したところ、アミロイド繊維様の凝集を

形成していることが明らかとなった。また、

変異型PKCγを精製し、37度にて放置すると
thioflavin染色でも電子顕微鏡観察でも、アミ
ロイド様線維を形成したことなどからも、

SCA14の発症に、変異型PKCγのアミロイド形
成が関与することが示された。これらの所見

は、治療薬の標的を見出す観点において非常

に重要と考えられた。 
②PKCγの機能低下がパーキンソン病発症に
関与するメカニズムを明らかにするために、

リン酸化プロテオーム解析を行った。その結

果、10種類のPKCγ基質蛋白質を同定し、その
リン酸化部位、ドパミン遊離に与える影響な

どを調べ、これらの蛋白質のリン酸化が、パ

ーキンソン病治療薬の標的となる可能性を検

討した。 
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