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研究成果の概要（和文）：脊髄小脳失調症 14 型を引き起こす変異 γPKC により、小脳プルキン

エ細胞（PC）特異的な神経変性が引き起こされるメカニズムを解明するため、初代培養神経細

胞の PC と PC 以外の神経細胞に変異 γPKC を発現させた。他の神経と比較して、PC に発現さ

せた変異 γPKC の流動性が著しく低下していた。続いて、PC において変異 γPKC に強く結合す

るタンパクとして、heat shock cognate protein 70 (Hsc70)が同定された。変異 γPKC は PC におい

て Hsc70 と強く結合し、その機能を障害することにより PC 特異的神経変性を起こすと示唆さ

れた。 

 

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism how mutant γPKC causing spinocerebellar ataxia 

induces neurodegeneration specific to cerebella Purkinje cells (PCs), we investigated moleclular 

properties of mutant γPKC in PCs and in non-PC neurons of cerebellar primary cultures. Compared with 

non-PC neurons, the mobility of mutant mutant γPKC was prominently reduced in PCs. Moreover, we 

identified heat shock cognate protein 70 (Hsc70) as a preferable binding protein to mutant γPKC in PCs. 

These results suggest that mutant γPKC preferably binds to Hsc70 and impairs its functions, leading to 

PC-selective neurodegeneration.  
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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 protein 

kinase C（PKC）の神経特異的分子種の γPKC

であると同定された。現在までに、異なる
SCA14 家系から、様々なアミノ酸変異を伴う
γPKC 遺伝子変異が報告されている。しかし
ながら、変異 γPKC 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
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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。一方で、
マウス小脳初代神経培養において、SCA14 の
主要な病変部位である小脳プルキンエ細胞
（PC）に変異 γPKC-GFP を発現させると、凝
集体は形成されるものの、凝集体の見られな
い細胞でも樹状突起の縮小が観察された。こ
のような PC では、オリゴマーを形成した変
異 γPKC がトランスロケーション不良に陥る
ことにより、樹状突起における情報伝達異常
が起こり、その結果として樹状突起縮小を引
き起こすと考えられる。 

 

２．研究の目的 
神経変性疾患では疾患特異的にある特定

の神経系が侵される事が多いが、それを規定
する分子機序はまったく明らかにされてい
ない。SCA14 においても、γPKC は小脳では
PC に特異的に存在するものの、大脳皮質、
海馬などその他の部位の神経細胞にも強く
発現することが知られている。しかし、SCA14

患者で障害を受けるのは小脳 PC のみであり、
他の神経細胞の変性・脱落は確認されていな
い。これは変異 γPKC が小脳で特異的に相互
作用する分子が存在し、それが PC の脱落に
重要な役割を果たしている可能性も考えら
れる。そこで、そのようなタンパク質の同定
および変異 γPKC との機能的相関を検討する
ことにより、SCA14 において、γPKC の変異
が何故小脳 PC 選択的な細胞死につながるの
かの解明を試みることを目的とする。 

 

３．研究の方法 
 以上の目的を達成するために以下の 2 点に
ついて研究を行った。 

（１）初代培養神経細胞を用いた PC 及び PC

以外の神経細胞における変異 γPKC の分子特
性の違い。 

（２）初代培養小脳 PC において、変異 γPKC

に強く結合するタンパク質の同定。 

 

４．研究成果 
（１） 小脳初代培養にアデノウイルスベク
ターを用いて神経特異的プロモーターであ
る NSE プロモーターの支配下に野生型(WT) 

γPKC-GFP を発現させると、γPKC-GFP は発
達した樹状突起で特徴づけられる PC だけで
はなく、多数の突起を持つ神経様細胞にも発
現が観察された（図 1）。この両者はいずれも
神経特異的マーカーである β3-tubulin 抗体に
より免疫染色されることから、PC 以外の神
経様細胞も神経細胞であることが確認され
た（non PC neuron）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SCA14の原因となる変異 γPKC-GFPを同様
に発現させ、PC 及び non-PC neuron のいずれ
においても凝集体は形成された。また、凝集
体 を 有 さ な い 細 胞 に お い て 、 FRAP

（fluorescence recorvery after photobleaching）
解析を行い、PC 及び non-PC neuron における
WT 及び変異(S119P 及び G128D) γPKC-GFP

の流動性を解析した。その結果、PC 及び
non-PC neuron のいずれにおいても WT に比
べ変異 γPKC-GFP の流動性は低下していた。
しかしながら、PC の方が non-PC neuron より
も流動性の低下は有意に大きかった（図 2）。 
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図1 小脳初代培養細胞におけるNSEプロモー

ター下での野生型（WT） γPKC-GFP発現 

A. 退色部分の蛍光強度経時変化 

 
B. 蛍光回復の half time 

 
図2 小脳初代培養におけるPC及びnon PC 

neuron に発現させた γPKC-GFP の FRAP

解析 

Half timeの増大は γPKC-GFPの流動性が低

下したことを反映している。* p < 0.05, *** p < 

0.001 (unpaired t-test)。 



この流動性の低下は変異 γPKC-GFP のオリゴ
マー形成によるものであると考えていたが、
PC と non-PC neuron における流動性の違いか
ら、オリゴマーだけでなく、PC 選択的に変
異 γPKC-GFP に結合するタンパク質が存在す
ることが示唆された。 

 小脳においては、γPKC は PC 特異的に発現
している。PC では内在性に発現する野生型
γPKC と変異 γPKC-GFP が結合することによ
り、変異 γPKC-GFP の流動性が non PC neuron

より低下した可能性が考えられる。そこで、
PC 同様に内在性に γPKC を発現する大脳皮
質神経細胞に γPKC-GFP を発現させ、同様の
FRAP 解析を行った。その結果、小脳の神経
細胞同様に大脳皮質の神経細胞でも変異
γPKC-GFP の流動性は低下していた。しかし、
その低下の程度は小脳 PC での低下に比べれ
ば小さいものであった（図 3）。内在性に γPKC

が発現している大脳皮質神経細胞でも流動
性の低下が小さかったことより、小脳 PC で
は内在性 γPKC とは異なる別のタンパク質と
選択的に結合し、複合体を形成することによ
り、流動性がさらに低下したと示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２） HaloTag（HT）システムを用いた pull 

down assay により、初代培養小脳 PC におい
て、変異 γPKC に強く結合するタンパク質の
同定を試みた。γPKC に HT を融合させたタ
ンパク質（γPKC-HT）を初代培養小脳 PC に
発現させ、回収した cell lysate から γPKC-HT

を HT ligand と融合させたレジンを用いて回
収した。HTとHT ligandが共有結合するため、
回収後熱処理を行っても γPKC-HT はレジン
から遊離せず、結合タンパク質のみが遊離す
るため、結合タンパク質の解析を効率的に行
うことができる（図 4）。回収した結合タンパ
ク質を SDS-PAGE で分離後、銀染色により可
視化し、変異 γPKC と強く結合するタンパク
質が存在するかどうかを検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、95 kDa と 70 kDa の分子量マーカ
ーの間に変異 γPKC-HT と強く結合するタン
パク質と思われるバンドが検出された（図 5）。
質量分析によりこのタンパク質は heat shock 

cognate protein 70 (Hsc70)であると同定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 続いて、cell lysate ではなく、生きている
PC内で変異 γPKCとHsc70が結合しうるかを
蛍光観察により検討した。HT システムでは、
生細胞に発現させたタンパク質を蛍光色素
が融合した HT ligand と反応させることで、
蛍光標識することが可能である。そこで、初
代培養小脳 PC に γPKC-GFP と Hsc70-HT を
共発現させ、Hsc70-HT を HT ligand を用いて
赤色蛍光 TMR で標識し、GFP 蛍光と TMR

蛍光を生細胞で観察した。変異 γPKC-GFP が
凝集体を形成するPCではHsc70-HTも凝集体
に共局在していた（図 6）。また、変異
γPKC-GFP の凝集体を有さない細胞について
は、 2-color FRAP を行うことで、変異
γPKC-GFP と Hsc70-HT の相互作用を検討し
た。変異 γPKC-GFP と Hsc70-HT が結合し複
合体を形成すると Hsc70-HT の流動性が低下
するはずである。2-color FRAP により、WT  

 
図 3  大脳皮質神経細胞に発現させた

γPKC-GFPの FRAP解析結果 

変異 γPKC-GFPの half timeはWTよりも有

意に増大していたが、それでも 1 sec未満であ

り、小脳 PCでの half time （約 2 sec）よりは

明らかに小さかった。** p < 0.01, *** p < 

0.001 vs WT (unpaired t-test)。 

 
図 4 γPKC-HT 発現細胞 lysate からの pull 

down assayの模式図 

 
図 5 γPKC-HT初代培養小脳PCからの pull 

down assayの結果 

WT よりも変異 γPKC と強く結合するタンパク

質が 95 kDaと 70 kDaの分子量マーカーの間

の大きさに存在した（矢印）。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

及 び 変 異 γPKC-GFP と 共 発 現 さ せ た
Hsc70-HT の流動性を検討すると、WT 共発現
時と比べ、変異 γPKC-GFP の共発現により
Hsc70-HT の流動性が有意に低下することが
明らかとなった（図 7）。以上の結果より、変
異 γPKC は生きている PC においても Hsc70

と相互作用することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hsc70 は小脳 PC に特異的に発現するタン
パク質ではないが、小脳においては PC にも
っとも豊富に存在することが報告されてい
る。また、Hsc70 は分子シャペロンとしてタ
ンパク質のフォールディングを助ける作用
だけでなく、タンパク質分解経路の一つであ
るシャペロン介在性オートファジーに関与
することも知られている。Hsc70 のシャペロ
ン機能及びタンパク質分解機能が変異 γPKC

との結合により影響を受けることで、小脳 PC

選択的な神経変性が引き起こされるのでは
ないかと考えられる。 
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Hsc70-HTは HT ligandにより蛍光色素 TMR
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図 7  小脳 PC における γPKC-GFP と

Hsc70-HTの 2-color FRAP解析結果 
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