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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、種々の神経変性疾患原因蛋白同士の相互作用、翻
訳後修飾、細胞内局在を検討することである。翻訳後修飾はユビキチン化とリン酸化を対象と
する。常染色体優性遺伝小脳失調症 14 型の原因遺伝子 protein kinase Cγが常染色体劣性遺
伝小脳失調症の原因遺伝子アプラタキシンのリン酸化を亢進し、核内輸送を妨げ、結果として
DNA 修復蛋白でもあるアプラタキシンの核内欠乏を来たすことで、DNA 損傷が蓄積し神経細胞の
障害が生じることを証明した(Hum Mol Genet 2009;18:3533)。また、X 連鎖性優性遺伝の筋萎
縮性側索硬化症(ALS)の原因蛋白として新たに ubiquilin2 を同定し、病理学的に、神経にこの
蛋白およびそのほかの ALS 原因蛋白である TDP43, FUS, Optineurin などと共に家族性あるいは
孤発性 ALS 患者の運動ニューロンにみられるユビキチン陽性封入体に凝集することを示した
(Nature 2011;477:211）。

研究成果の概要（英文）：The objective of this work is to investigate interaction, posttranslational
modification, and subcellular localization of proteins causative for neurodegenerative diseases.
Posttranslational modification includes phosphorylation and ubiquitination. In this study, we found
protein kinase C, the protein causative for autosomal dominant spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14),
phospholyated aprataxin, the protein causative for autosomal recessive ataxia. This phosphorylation
inhibited the nuclear transport of aprataxin that has a DNA repair activity, resulting in its deficiency in
the nucleus, accumulation of DNA damage unrepaired, and neuronal cell death (Hum Mol Genet
2009;18:3533). We identified ubiquilin2 as a novel protein causative for X-linked dominant
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). This protein co-aggregates with TDP43, FUS, and
optineurin, proteins causative for other types of ALS, in ubiquitin-positive inclusions of
motor neurons of patients with familial and even sporadic ALS (Nature 2011;477:211).
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１．研究開始当初の背景

ポストゲノム時代が到来し、蛋白の分解、

細胞内局在、シグナル伝達などに関与する翻

訳後修飾や蛋白相互作用は、今後益々注目を

浴びると考えられる。しかし、50を超える神

経変性疾患原因蛋白については未解明な点

が多い。翻訳後修飾を担うとされるパーキン

ソン病原因蛋白パーキンのユビキチン化や、

PINK1, LRRK2 および小脳失調症原因蛋白

protein kinase Cγ(PKC)のリン酸化に関し

ては、病原性に直結する基質が確定していな

い。一方、翻訳後修飾される蛋白として、小

脳失調症の原因ポリグルタミン蛋白と筋萎

縮性側索硬化症原因蛋白 SOD1 のユビキチ

ン化や、パーキンソン病関連蛋白 HtrA2のリ

ン酸化があるが、病態への貢献度について未

だ十分解明されていない。

２．研究の目的
種々の神経変性疾患原因蛋白同士の相互作
用、翻訳後修飾、細胞内局在を検討すること
である。翻訳後修飾はユビキチン化とリン酸
化を対象とする。

３．研究の方法

細胞内小器官局在化シグナルを有する蛋白と

の結合、あるいは、翻訳後修飾(ユビキチン化

やリン酸化)により、核、ER、ミトコンドリ

アへの局在や機能が変化する事は神経変性疾

患原因蛋白以外では、よく知られている(Cell

Death Differentiation 14;1350:2007;

Oncogene 23;6581:2004; J Am Soc Nephrol,

19;1342:2008; Cheng et al., Carcinogenesis

2008 in press)。
神経変性疾患として代表的なパーキンソ
ン病、運動ニューロン病、小脳失調症および
類縁疾患の原因蛋白を対象とし、樹立済みの
患者線維芽細胞や神経系モデル細胞でバイ
オアッセイを行う。ここでは核(アプラタキシ
ン,ataxin1,TDP1,ATM,XPA [小脳失調
症];TDP43[運動ニューロン病];senataxin [両
疾患]),ER(パーキン),ミトコンドリア
(PINK1,HtrA2[パーキンソン病]),細胞質や
その他に存在する蛋白
(SOD1,SMN1,alsin,ANG[運動ニューロン
病],LRRK2,PKC,atrophin1)について、酸化
ストレスと非ストレス下の局在を蛍光・共焦
点レーザー顕微鏡で定量し、正常細胞と比較
した。局在の異なる蛋白も、多くはパーキン
同様、一部分ミトコンドリア・核・細胞質に
存在し相互作用可能と思われる。

今回用いる患者細胞あるいは変異PKCを

発現させた神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞は酸

化ストレスにより細胞死が生じやすい。以前

の研究で、アラジン変異細胞ではアプラタキ

シンの核内輸送障害が生じるが、強力な核局

在シグナルmstNLSを融合したアプラタキシ

ンは核内に移行し、細胞死は抑制された

(Biochem Biophys Res Commun

374;631:2008)。そこで、上記aで局在変化が

ある時は、それを戻すように、（必要であれ

ば複数個）細胞内小器官局在化シグナルを融

合した蛋白を発現させて、ストレス反応(ER

ストレス、ミトコンドリア・核DNA損傷修

復)・細胞死抑制効果を検討する。

アプラタキシンの細胞内小器官局在化シグ

ナル周囲にあるリジン、セリン／スレオニン

残基を置換することで局在変化を観察し、ユ

ビキチン化あるいはリン酸化部位を特定する。

さらにペプチドを用いたin vitro実験で修飾

部位を確認する。リン酸化を受ける蛋白また

はアプラタキシンのリン酸化ペプチドを用い

て、リン酸化蛋白特異的抗体を作製する。こ

の抗体を用いてヒト脳・脊髄を染色し、神経

組織における生理的・病的リン酸化蛋白の局

在を検討した。

リン酸化・脱リン酸化・脱ユビキチン化阻

害による細胞死抑制効果の検討として、優性

遺伝に関与し、機能亢進が推定されるPKCに

はリン酸化阻害物質を、パーキンは脱ユビキ

チン化阻害薬を用いてリン酸化やユビキチン

化を維持し、局在変化やストレス反応・細胞

死抑制効果を検討した。

４．研究成果
SCA14 の原因遺伝子 protein kinase Cγが
常染色体劣性遺伝小脳失調症の原因遺伝子
アプラタキシンのリン酸化を亢進し、核内輸
送を妨げ、結果として DNA 修復蛋白でもある
アプラタキシンの核内欠乏を来たすことで、
DNA 損傷が蓄積し神経細胞の障害が生じるこ
とを証明した(Hum Mol Genet 2009;18:3533)。
さらに、アプラタキシンの複数のリン酸化部
位をアラニン（不活性化）やグルタミン（擬
似リン酸化）に置換したタンパクの局在を観
察した。アプラタキシンの核内移行はリン酸
化部位の不活化により促進され、擬似リン酸
化により阻害されることを確認した。また、
リン酸化アプラタキシンに対する特異的抗
体を作製・解析した。線維芽細胞のウエスタ
ンブロットにおいて、軽度高分子側にシフト
したバンドが観察された。リン酸化アプラタ
キシンに対する特異的抗体を作製・解析した。
線維芽細胞のウエスタンブロットにおいて、
軽度高分子側にシフトしたバンドが観察さ
れた。神経様 SH-SY5Y 細胞におけるリン酸化
蛋白の局在を検討した。この結果、リン酸化
蛋白は核内にも存在することが判明した。一
方、正常の小脳組織における染色では、
Purikinje 細胞では、主として細胞質が染色



され、一方顆粒神経細胞では核が染色された。

ユビキチン E3リガーゼである Parkin 関連

パーキンソン病患者線維芽細胞において、酸

化ストレス下で細胞死が誘導されること、そ

れが DNA損傷蓄積を伴うことを見出し報告し

た (Biochem Biophys Res Commun

2010;391:800 )。 リン酸化酵素であり、

家族性パーキンソン病の原因である PINK１

に注目した。この蛋白はミトコンドリア異常

に伴う細胞障害に関して、パーキンの上流に

位置するが、PINK１の量的変化がパーキンの

量的変化と平行することをパーキンの患者

細胞において発見した。

家族性筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺
伝子の UBQLN2 の同定に携わった(Nature
2011;477:211）。この遺伝子がコードする蛋
白 ubiquilin2 はユビキチン様ドメインとユ
ビキチン関連ドメインを有し、変異蛋白は、
ユビキチンープロテアゾーム系の障害を生
じる。この ubiquilin2 は家族性 ALS のみな
らず、遺伝子異常のない孤発性 ALS の脊髄運
動ニューロンにも凝集を生じるが、その凝集
には別の ALS 原因蛋白である FUS, OPTN,
TDP43, SOD1 などとも共在する。すなわち、
これら原因蛋白との相互作用が推定される。
実際に family 蛋白である ubiquilin1 は
TDP43 蛋白の毒性を緩和することが指摘され
ており、今後はこういった、機能的な関連を
証明する予定である。
また、蛋白分解に関する proteasome
subunit beta type 8 (PSMB8)が免疫性の神
経筋疾患である中条病の原因遺伝子である
ことを発表した(Proc Natl Acad Sci U S A.
2011;108:14914)。
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