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研究成果の概要（和文）： 
① コンゴレッドは脊髄小脳変性症 14 型（SCA14）の原因となる変異γPKC の凝集体形成を

抑制し、変異γPKC の細胞毒性を減少させることを明らかにした。② 30％のタンパク質の分

解に関与するシャペロン介在性オートファジー(CMA)の活性を評価する新たな蛍光プローブを

開発し、SCA14 においては CMA が抑制されることを明らかにした。③ ケミカルシャペロン

の 4-phenylbutylate (4-PBA)がセロトニントランスポーター(SERT)のセロトニン取り込み活性を

上昇させることを明らかにした。その機序として、4-PBA がシャペロン効果を発揮し SERT の

膜輸送を促進することが考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
①  Congo red inhibited the aggregate formation of mutant PKC, which caused 
spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14), thereby, the cytotoxicity of SCA14 mutant PKC 
was reduced.  ②  It is believed that 30 % of  proteins are degraded by the 
chaperone-mediated autophagy (CMA). We developed the fluorescent-based probe, 
HaloTag-fused GAPDH, which can evaluate the cellular activity of CMA in single cell level. 
Using this probe, we demonstrated that CMA is inhibited in cells expressing SCA14 
mutant PKC. ③ We revealed that  4-phenylbutylate (4-PBA), a chemical chaperone, increased 
the serotonin uptake activity of serotonin transporter (SERT) probably by accelerating SERT membrane 
trafficking. 
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患に関する研究と背景 

様々な神経変性疾患の共通の分子機序と
して、ミスフォールドタンパク質の蓄積と
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オリゴマー形成、それに続く凝集体形成が
あげられる。神経変性疾患は、ミスフォー
ルディング病の代表と言える。申請者らは、
遺伝性脊髄小脳失調症（ SCA） 14 型
（SCA14）の原因タンパク質である変異
PKCに注目し、変異γPKCは神経細胞、
特にSCA14で細胞死を起こす小脳プルキ
ンエ細胞において凝集体を形成し、細胞死
を促進することがわかった。また、SCA14
変異γPKCの凝集体形成を抑制するトレ
ハロースが細胞死を抑制することも明ら
かにした、このことから、変異γPKCを用
いて、神経変性疾患に有効な薬物を検索可
能なことを着想した。 

虚血性脳疾患に関する研究と背景 
虚血時にはタンパク質のミスフォールデ
ィングが誘発され、熱ショックタンパクを
はじめとする分子シャペロンの発現が誘
導される。ケミカルシャペロンが虚血によ
り引き起こされる神経障害の改善に効果
があると予想した。 

感情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、抗う
つ薬の作用点である。SERTは、細胞膜を
12回貫通する複雑な構造を持ち、ミスフォ
ールドされやすいタンパクと考えられる。
ケミカルシャペロンがSERTの膜輸送を活
性化し、細胞膜に発現するSERT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。 
 

２．研究の目的 
・本研究課題の対象となる難治性神経疾患
は①神経変性疾患②虚血性脳疾患③気分
障害の 3 疾患である。 

・これらの疾患の共通の発症機構には、タ
ンパク質の折りたたみ異常（ミスフォー
ルディング）が関わっている。 

・正常細胞では分子シャペロンがミスフォ
ールディングを修復しているが、一方、
細胞内に取り込まれ、タンパク質の折り
たたみを助け、ミスフォールディングを
修復する低分子化合物は、ケミカルシャ
ペロンと総称される。ケミカルシャペロ
ンの 4-PB は、嚢胞性線維症、2 型糖尿病
治療薬としての臨床応用が検討されてい
る。 

・本研究課題では、①このケミカルシャペ
ロンの大規模検索につながるスクリーニ
ング法を開発すること と ②ケミカル
シャペロン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 が研究目

的となる。研究成果は高齢化社会、自殺
の増加といった、現在の日本が抱える医
療福祉問題の解決に寄与することにある。 

３．研究の方法 
1.コンゴレッドの SCA14 変異γPKC の細
胞毒性に対する影響 
変異γPKC 発現アデノウイルスベクター
を作製し、各種細胞に発現させ、変異γ
PKC の凝集体形成、変異γPKC の細胞内
での流動性を FLAP 解析で検討した。さ
らにプルキンエ細胞の樹状突起形成に対
するコンゴレッドの影響を検討した。 

2. 蛍光標識プローブを用いた1細胞レベル
での CMA 活性の評価方法の開発。 
CMA の基質である Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)に
HaloTag を融合したタンパク質
(GAPDH-HT)を発現するアデノウイルス
ベクターを作製し、各種細胞に発現させ
た。CMA の活性の評価は、GAPDH-HT を
蛍光標識 HT リガンドで可視化させ、リ
ソソームに集積する GAPDH-HT のドッ
ト数、集積細胞数を計測することで評価
した。  

3.SERT のセロトニン取り込み活性に対す
るケミカルシャペロン 4-PBA の効果 
SERT を発現させた COS-7 細胞の単位タ
ンパク当たりのセロトニン取り込み量を
SERT 取り込み活性として計測し、4-PBA
の影響を検討した。また、SERT の膜輸送
は SERT の western blotting 解析により行
った。 
 

４．研究成果 
1.コンゴレッドの SCA14 変異γPKC の細
胞毒性に対する影響 

①コンゴレッドは、リコンビナントの変異
γPKC に対して直接オリゴマー形成を抑
制した。 
②SH-SY 5Y 細胞に発現させた変異γPKC
に対してコンゴレッドは有意に変異γPKC
の凝集体形成を抑制した 
③コンゴレッドは、初代培養プルキンエ細
胞に発現させた変異γPKC の凝集体形成
を抑制した。 
④さらに、コンゴレッドは、初代培養プル
キンエ細胞に発現させた変異γPKC の流
動性を増加させた、このことは、コンゴレ
ッドが変異γPKC のオリゴマー形成を抑
制していると考えられた。 
⑤ さらにコンゴレッドは変異γPKC に
よる初代培養プルキンエ細胞の樹状突起発
達障害を改善させた。（図１） 
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図１ 説明 小脳プルキンエ細胞に S119P
変異γPKC を発現させたところ、樹状突起
の発達不全が見られた（中段）。これは、コ
ンゴレッド 1 週間処置により改善が見られ
た（右段）。 
 
⑤最後にコンゴレッドは、変異γPKC によ
る初代培養プルキンエ細胞のアポトーシス
を抑制した。 
 
これらの結果から、コンゴレッド、あるい
はその派生体は SCA14 の治療薬として、ひ
いては神経変性疾患の治療薬として有用で
あると考えられた。 
 
2. 蛍光標識プローブを用いた1細胞レベル
での CMA 活性の評価方法の開発。 

①  HaloTag を 融 合 し た CMA 基 質
GAPDH-HT を HeLa 細胞に発現させ、これ
ら GAPDH-HT を蛍光物質で標識した HT
リガンドで蛍光ラベルし、その動態を経時
観察した。発現 21 時間後に GAPDH-HT は
ドット状に集積しそれらはリソソームのマ
ーカーであるリソトラッカーや CMA に必
須のタンパクである LAMP2A と共局在し
た(図２)。 
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図２説明 
GAPDH-HT を HeLa 細胞に発現させて 21
時間後の蛍光顕微鏡画像、オレゴングリー

ンで緑色ラベルされた GAPDH－HT はド
ット状に集積し、それらはリソソームのマ
ーカーであるリソトラッカーと共局在した
（上段）。TMR で赤色にラベルされた
GAPDH-HT はリソソームに局在し CMA に
必須のタンパクである LAMP2A と共局在
した（下段）。 
 
② 小脳プルキンエ細胞に GAPDH-HT を
発現させた際も①と同様の結果が得られた。 
③ LAPM2A を siRNA でノックダウンさ
せると GAPDH-HT の集積は減少した。 
④ CMA を増大させる処置（血清除去、
過酸化水素処置、MPA 処置）をしたところ、
GAPDH-HT の集積は増加した 
⑤ CMA を抑制する薬物（SB202190 サイ
クロヘキサマイド）を処置したところ、
GAPDH-HT の集積は減少した。 
⑥ 初代培養プルキンエ細胞に変異γPKC
を発現させたところ、GAPDH-HT の集積は
減少し、特に過酸化水素処置による
GAPDH-HT の集積増加がみられなかった。
このことから変異γPKC の発現は CMA を
減少させたと考えられる。 
 
これらの結果から、GAPDH-HT の集積を評
価することにより、1 細胞レベルの CMA
活性を評価する方法が確立されたと考えた。
さらに SCA14 の原因となる変異γPKC は
プルキンエ細胞において CMA 活性を低下
させることがわかった。 
 
3.SERT のセロトニン取り込み活性に対す
るケミカルシャペロン 4-PBA の効果 

① SERT を発現させた COS-7 細胞にトリ
チウムセロトニンを取り込ませて SERT の
取り込み活性を計測した。4-PBA を 24 時
間処置したところ、4-PBA は濃度依存的に
SERT 取り込み活性を上昇させた。 
②  SERT のタンパク発現を western 
blotting で解析したところ、4-PBA は SERT
の不完全糖鎖修飾体を減少させ、完全糖鎖
修飾体を増加させた （図３） 
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図３ 説明  
FLAG-SERT 発現 COS-7 細胞を western 
blotting に供した。4-PBA の処置により細胞
膜に発現する完全糖鎖修飾型 SERT (矢印)
が増加し、小胞体に存在する不完全糖鎖修
飾型 SERT(矢頭)が減少した。 
 
③ 4-PBA は、SERT や SERT C 末端欠損変
異体を発現することにより誘発される ER
ストレスを軽減し、シャペロン効果を発揮
することがわかった。 
④ 4-PBA は、SERT C 末端欠損変異体の
取り込みも増加させた。 
⑤ 4-PBA は、SERT の膜発現を増加させ
た。 
 
これらの結果から、ケミカルシャペロン
4-PBA はそのシャペロン効果を発揮するこ
とにより、SERT の膜輸送を促進させ、そ
の膜発現を増加させることにより、SERT
のセロトニン取り込み活性を上昇させたこ
とがわかった。 
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会（2012 年 3 月 15 日 京都） 

13.田中茂 宮城達博 酒井規雄  低酸素
環境下におけるGs共役型受容体GPR3の神
経細胞保護作用 第85回日本薬理学会年会
（2012 年 3 月 14 日 京都） 

14. 宮城達博 田中茂 酒井規雄  齧歯類
脳における恒常的Gs活性化受容体GPR3の
発現と神経細胞内局在 第85回日本薬理学
会年会（2012 年 3 月 15 日 京都） 

15. 田中茂 酒井規雄  秀和泉 関貴弘 
Involvement of GPR3 against apoptotic 
neuronal cell death during cerebellar 
development. Neuroscience meeting (2011年１
１月１２日―１６日 アメリカ合衆国 ワ
シントン DC) 

16.土肥栄佑 田中茂 関貴弘 秀和泉 酒
井規雄 Contribution of chaperone-mediated 
autophagy to the survival of cells under 
hypoxic condition. Neuroscience meeting (2011
年１１月１２日―１６日 アメリカ合衆国 
ワシントン DC) 

17.酒井規雄 藤原雅幸 山本光 田中茂 
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代温泉 石川） 

19. 田中茂 宮城達博 土肥栄佑 秀和泉 
関貴弘 酒井規雄  Involvement of GPR3 
against apoptotic cell death during cerebellar 
development. 第３４回日本神経科学会 （２
０１１年 ９月１４-17 日横浜） 

20. 土肥栄佑 田中茂 秀和泉 関貴弘 
酒井規雄 低酸素環境下におけるシャペロ
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-17 日 横浜） 
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4-phenylbutylate(4-PBA)の効果 第１１９回
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24. 関 貴弘 変異 γPKCによる脊髄小脳失
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25. 関 貴弘、田中茂 隠地智也 秀和泉 
酒井規雄 新規活性評価法を用いたシャペ
ロン介在性オートファジー活性に対する脊
髄小脳失調症 14 型（SCA14）の原因となる
変異 γPKC の影響第 84 回日本薬理学会年会 
（2011.3.24 横浜市） 

26. 藤原俊輔、秀和泉 田中茂 関貴弘 酒
井規雄 Toll-like receptor 4 活性化ミクログ
リアからの TNF 遊離における P2X7 受容体
の関与：酸性 pH による制御  第 84 回日本
薬理学会年会 （2011.3.22 横浜市） 

27.隠地智也、関貴弘 秀和泉 田中茂 酒井
規雄 脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）の原
因となる変異 γPKC の細胞毒性に対するシ
ャペロン介在性オートファジーの影響 第
84 回日本薬理学会年会 （2011.3.23 横浜市） 

28. 藤原雅幸、山本光 田中茂 関貴弘 秀
和泉 酒井規雄  ケミカルシャペロン
4-Phenyl Butylate (4-PBA)のセロトニントラ
ンスポーター機能に対する効果 第84回日
本薬理学会年会 （2011.3.23 横浜市） 

29. 山本 光、藤原雅幸 田中茂 関貴弘 
秀和泉 酒井規雄  RN46A 細胞において
cAMP アナログの長期暴露はセロトニント
ランスポーターの取り込み活性を上昇させ
る第 84 回日本薬理学会年会 （2011.3.23 横
浜市） 

30. 関 貴弘、隠地智也、 秀和泉 田中茂 
酒井規雄 脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）
の原因となる変異 γPKC は heat shock 
cognate protein 70 （Hsc70）と結合し、その
リソソームへのトランスロケーションを抑
制する。BMB2010 2010.12.7 神戸市 

31. 隠地智也、関 貴弘 秀和泉 田中茂 
酒井規雄 脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）
の原因となる変異 γPKC の細胞毒性に対す
るシャペロン介在性オートファジーの影響 
BMB2010 2010.12.7 神戸市 

32.酒井規雄 関 貴弘 秀和泉 田中茂 
神経細胞株におけるニコチン誘発性 PKC 
トランスロケーションの観察 第 118 回日
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33.関 貴弘 隠地智也 秀和泉 田中茂 
酒 井 規 雄   Mutant γPKC causing 
spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14) 
preferably interacts with heat shock cognate 

protein 70 (Hsc70) and affects its translocation 
to lysosome  Neuroscience 2010  
2010.11.14  San Diego, USA 

34.田中茂 宮城達博 土肥栄佑 秀和泉 
関貴弘 酒井規雄  Neural expression of G 
Protein-coupled receptors GPR3 modulates  
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hypoxic conditions   Neuroscience 2010 
2010.11.14  San Diego, USA 

35.関 貴弘 隠地智也、秀和泉 田中茂 酒
井規雄 脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）の
原因となる変異 γPKC は heat shock cognate 
protein 70（Hsc70）と結合し、そのリソソー
ムへのトランスロケーションに影響を及ぼ
す Neuro2010 2010.9.2 神戸市 

36. 田中茂 宮城達博 土肥栄佑 秀和泉 
関貴弘 酒井規雄 神経細胞に発現する G
蛋白共役型受容体 GPR3 の低酸素下におけ
る神経細胞生存への関与  Neuro2010 
2010.9.2 神戸市 
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節 Neuro2010 2010.9.3 神戸市 

38. 山本和央、関貴弘 秀和泉 田中茂 酒
井規雄 遺伝性脊髄小脳失調症 14 型
（SCA14）の原因となる変異 γPKC はフォ
ルボールエステルによる中心体への局在変
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いた 第 117 回日本薬理学会近畿部会 
2010.7.8 徳島市 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
  酒井 規雄 （SAKAI NORIO  ） 

広島大学・大学院医歯薬保健学研究院・教授 

 研究者番号：70263407 

 
(2)研究分担者 
  秀 和泉   （HIDE IZUMI） 

広島大学・大学院医歯薬保健学研究院・助教 

研究者番号：20253073 

 

 田中 茂   （TANAKA SHIGERU） 
広島大学・大学院医歯薬保健学研究院・助教 

研究者番号：20512651 

 

 関 貴弘   （SEKI TAKAHIRO） 
広島大学・大学院医歯薬保健学研究院・助教 

研究者番号：50335650 

 

(3)連携研究者 
       （      ） 
 
 研究者番号： 

 


