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研究成果の概要（和文）：シャペロン介在性オートファジー（CMA）はタンパク質分解系の一

つであるが、簡便な活性評価法が存在せず、他の分解系に比べ生理機能や疾患発症への関与解

明が遅れている。本研究では、CMA を 1 細胞レベルで解析する新規活性評価法を確立し、神

経変性疾患の一つである脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）の原因である変異 γPKC が培養神経細

胞で CMA 活性を低下させることを解明した。また、別のタイプの SCA である SCA3 モデルマ

ウスの脳で CMA 関連タンパク質の発現量が変化していることをも解明した。本研究は 2 つの

タイプの SCA 発症に CMA が関与する可能性を示唆するものである。 
 
研究成果の概要（英文）：Chaperone-mediated autophagy (CMA) is one of the proteolytic pathways. 
Since there is no simple method to monitor CMA activity, the roles of CMA in physiological functions 
and pathogenesis of diseases have remained unknown. In the present study, I have established a novel 
method to monitor CMA activity in a single cell level. To utilize this method, I revealed that mutant 
γPKC which causes spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14) impairs CMA activity in primary cultured 
neural cells. In addition, I elucidated that the amounts of proteins related to CMA are altered in the brain 
of SCA3, another type of SCA, model mice. These findings suggest that CMA might be related to the 
pathogenesis of two different types of SCAs.  
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患の一つである脊髄小脳失調

症 14 型（SCA14）は PKC の神経特異的分子
種である γPKC のミスセンス変異が原因で
引き起こされる。しかしこの変異 γPKC が神
経変性を引き起こすメカニズムは不明なま
まである。最近、変異 γPKC が強く結合する
タンパク質の一つとして heat shock cognate 
protein 70 (Hsc70)が同定された。Hsc70 は分
子シャペロンとしてタンパク質のフォール
ディングに関与するが、オートファジー・リ

ソソーム系タンパク質分解系の一つである
シャペロン介在性オートファジー（CMA）に
も関与する（図 1）。CMA は長期間飢餓や酸
化ストレス負荷などにより活性化され、スト
レス環境下での細胞の生存に関与する。CMA 
は、① ターゲットとなるタンパク質が細胞
質タンパク質の約 30%を占める、② 他の分
解系と異なり、哺乳細胞でのみ存在する、と
いう点から、哺乳細胞の機能維持に不可欠な
タンパク質分解系であり、CMA の破綻が
様々な疾患発症に繋がる可能性は高い。しか
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し、CMA は簡便でかつ一細胞レベル・生細
胞レベルで行える活性評価法が開発されて
おらず、そのため。その活性制御機構や生理
的役割、疾患への関与はほとんど不明で治療
への応用もなされていないのが現状である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

２．研究の目的 
本研究では、最近開発された HaloTag 及び

HaloTag リガンドを用いた生細胞でのタンパ
クの蛍光標識システムを利用し、簡便でかつ
一細胞レベル・生細胞レベルで行える新規
CMA 活性評価系を確立すること、神経細胞
レベルで SCA14 を引き起こす変異 γPKC が
細胞内 CMA 活性に及ぼす影響を明らかにし、
治療への応用へと展開させること、さらには
SCA14 以外の神経変性疾患における CMA 
の関与解明を検討す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 3 点
について研究を行った。 
（１）CMA 活性を一細胞レベル・生細胞レ
ベルで簡便に評価可能な新規活性評価法の
確立 
（２）新規活性評価系を用いた SCA14 の原因
である変異 γPKC が CMA 活性に及ぼす影響
の解明 
（３）別のタイプの SCA である SCA3 のモデ
ルマウスにおける CMA 関連タンパク質の発
現量変化 
 
４．研究成果 
（１）CMA 活性を一細胞レベル・生細胞レ
ベルで簡便に評価可能な新規活性評価法の
確立 
 HaloTag（HT）システムは細胞透過性の HT
リガンドと HT が共有結合する性質を用いて、
HT リガンドに蛍光色素を融合させることに
より、細胞にタンパク質を発現させた後でも
蛍光標識が可能となるシステムである。この
HT リガンドに細胞質に発現する CMA 基質
（GAPDH）を融合させ、培養細胞に発現させ

た。HT とリガンドとの結合は酸性領域下で
は起こらないため、この結合はリソソーム内
では起こらず、細胞質にある GAPDH-HT の
みを標識することが可能である（図 2A）。し
かし一度結合してしまえば、酸性条件下でも
結合は保たれるため、標識された GAPDH-HT
のリソソームへの移行を観察することによ
り、CMA 活性を測定できるのではないかと
考えた（図 2B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 2 HaloTag システムを用いた CMA 活性
 モニタリングの原理 
 
実際に、GAPDH-HT を発現し、蛍光 HT リ

ガンドで標識した直後では、GAPDH-HT は細
胞質に均一に局在したが、さらに培養すると
細胞質で点状に集積した（図 3）。この集積は
リソソームのマーカーである LAMP1 や
LAMP2A と共局在したこと、CMA の活性化
薬及び阻害薬でその集積がそれぞれ促進お
よび抑制されたこと、siRNA による LAMP2A
のノックダウンによりその集積が抑制され
たこと（図 4）から、GAPDH-HT の点状の集
積は CMA 活性依存的に GAPDH が細胞質か
らリソソームへ移行したことが示唆された。
このように HT システムを利用することによ
り、細胞内 CMA 活性を蛍光観察で簡便に評
価可能な新規 CMA 活性評価法の開発に成功
した。 
 また、同様のリソソームへの以降は
GAPDH-HT を発現させた初代培養小脳プル
キンエ細胞でも観察された（図 5）。このこと
より、この新規活性評価法は神経細胞で一細
胞レベルでの CMA 活性観察にも応用可能で
あることが示された。 
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図 1 シャペロン介在性オートファジーの模式図
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図 3 HeLa 細胞における GAPDH-HT 集積 
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（２）新規活性評価系を用いた SCA14 の原因
である変異 γPKC が CMA 活性に及ぼす影響
の解明 
 SCA14 の原因である変異 γPKC は野生型に
比べ Hsc70 と強く結合するため、変異 γPKC
が CMA に及ぼす影響を確立した新規活性評
価法を用いて検討した。初代培養神経細胞
（小脳プルキンエ細胞）において、変異 γPKC
は GAPDH-HT のリソソーム移行を有意に抑
制した（図 5）。この抑制は変異 γPKC の凝集
体の観察されない細胞でも観察され、SCA14
の原因である変異 γPKC は凝集体の形成に関
係なく、CMA 活性を低下させることが明ら
かとなった。CMA はストレス時に活性化さ
れ、変性タンパク質の分解に関与するため、
変異 γPKC による CMA 障害が神経細胞のス
トレスへの脆弱性を増大させ、神経変性に繋
がるのかもしれない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  γPKC-GFP 発現初代培養小脳プルキン
 エ細胞細胞体における GAPDH-HT のリ
 ソ ソ ー ム 移 行 （ WT: 野 生 型 、 S119P, 
 G128D:変異体, bar = 5 μm） 

（３）別のタイプの SCA である SCA3 のモデ
ルマウスにおける CMA 関連タンパク質の発
現量変化 
 SCA3 （ 脊 髄 小 脳 失 調 症 3 型 、
Machado-Joseph 病）は ataxin-3 をコードする
遺伝子の変異が原因で発症する。Ataxin-3 遺
伝子は CAG repeat を含み、健常人では 12~44
であるが、SCA3 患者ではこの repeat が 60~90
に異常伸長する。CAG repeat の異常伸長はハ
ンチントン病、SCA1, SCA2 などでも共通に
見られ、タンパク質として伸長ポリグルタミ
ン鎖をコードするため、ポリグルタミン病と
総称される。異常伸長した CAG repaet を有す
る ataxin-3 のトランスジェニックマウスは
SCA3 モデルとして使われ、SCA3 様の運動失
調を示し、生存期間も短縮する。そこで、Q84
（84 個の CAG repeat）を有するヒト ataxin-3
のトランスジェニックマウスの小脳におい
て、CMA 関連タンパク質がどのように変化
するかを検討した。SCA 様症状が見られる 40
週齢において Q84 トランスジェニックマウ
ス（ヘテロ及びホモ）において、CMA 関連
タンパク質である Hsc70 及び LAMP2A の発
現量は非トランスジェニック（Non）及び
Q15-ataxin-3（正常 ataxin-3）トランスジェニ
ックマウスと比較して、僅かながらもいずれ
も有意に増大していた（図 6）。これは SCA3
モデルマウスの小脳で CMA の活性化が見ら
れることを示唆するものである。これは症状
の見られない 24 週齢では観察されなかった
ため、症状の進行に伴い、CMA が活性化さ
れることを示しており、CMA が SCA 様症状
の発症に関与する可能性を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6  Q84 及び Q15 ataxin-3 トランスジェニック
 マウス小脳（40 週齢）における Hsc70
 及び LAMP2A の発現 
 * p < 0.05, ** p < 0.01 (unpaired t-test) 

  

図 4 Control-siRNA ( 左 ) 及 び LAMP2A
 –siRNA (右)導入 HeLa 細胞における

 GAPDH-HT のリソソーム集積 
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 （２）～（３）の結果より、異なる 2 種類
の SCA において、CMA 活性の異常が観察さ
れ、CMA はその他の SCA の発症メカニズム
にも関与する可能性が示唆された。今後は本
研究で開発した新規 CMA 活性評価法を用い
て、様々な SCA 及び他の神経変性疾患におけ
る CMA の関与を解明することが期待される。 
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処置によるセロトニントランスポーター
（SERT）の機能変化 第 15 回活性アミン
に関するワークショップ 2011 年 8 月 11
日（徳島市） 

26. 酒井規雄、関 貴弘、他 ケミカルシャペ
ロンがセロトニントランスポーター機能
に及ぼす影響第 15 回活性アミンに関する
ワークショップ 2011 年 8 月 11 日（徳島
市） 

27. 酒井規雄、関 貴弘、他 セロトニントラ
ンスポーター機能に対するケミカルシャ
ペロン 4-phenylbutylate(4-PBA)の効果 第
119 回薬理学会近畿部会 2011 年 7 月 8
日（名古屋市） 

28.  土肥栄佑、関 貴弘、他 低酸素ストレス
環境下における LAMP-2A 陽性リソソー
ムの関与と役割 第 52 回日本神経学会       
2011 年 5 月 19 日（名古屋市） 

29. 酒井規雄、関 貴弘、他 遺伝性脊髄小脳
失調症１４型(SCA14)の発症原因となる
変異γPKC の分解にオートファジーが関
与する 2011 年 5 月 19 日（名古屋市） 
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ホームページ等 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
関 貴弘（Takahiro Seki） 
広島大学・大学院医歯薬保健学研究院・助教 
研究者番号：50335650 
 
(2)研究分担者 
      （  ） 
研究者番号： 
 
(3)連携研究者 

   （  ） 
 研究者番号： 


