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研究成果の概要（和文）：①シャペロン介在性オートファジー（CMA）の活性を細胞レベルで評価可能な蛍光プローブ
を開発した。このプローブを用いて、神経変性疾患の脊髄小脳失調症１４型（SCA14）のモデル細胞ではCMA活性が低下
していることを明らかにした。CMAは神経変性疾患の治療ターゲットであることを示した。
②SCA14の原因となる変異γPKCの細胞毒性の代償に分子シャペロンのHSP70が関与していることを、変異γPKC-GFPのイ
メージングを用いて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：1. We developed novel fluorescence-based probe that can access the activity of cha
perone-mediated autophagy (CMA) in a single cell level. Using this probe, we identified the decreased leve
l of CMA in a cellular model of spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14), indicating that CMA is a novel the
rapeutic target for neurodegenerative disease. 
2.Imaging analysis using SCA14 mutant gamma PKC,-GFP elucidated that HSP70, a member of molecular chaperon
e, is involved in the compensation of cytotoxicity induced by SCA14 mutant gamma PKC.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患の治療戦略の構築は喫緊の

医療課題であるが、病因に基づいた根治的薬
物療法は、いまだ存在しない。申請者らは、
遺伝性脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）の原
因となる変異 γPKC の性質に着目し、①変異
γPKC は細胞内で凝集体を作り、細胞死を誘
導する。②変異 γPKC 凝集体形成を抑制する
薬物は神経細胞死を抑制する。 ③変異 γPKC
の発現は、シャペロン介在性オートファジー
(CMA)を抑制する。 ことを明らかにしてき
た。 

これらのことから、①SCA14 の原因には
凝集体形成が関わっており、他の神経変性疾
患との共通性が見られる。すなわち、SCA14
に対し治療効果がある薬物は、神経変性疾患
全般に効果を持つことが期待できる。②変異
γPKC-GFP を使って神経変性疾患治療薬のス
クリーニングが可能である。③神経変性疾患
では変異不良タンパク質の蓄積により CMA
が抑制され、神経細胞死が誘導されることが
予想される。すなわち、CMA 活性化薬は、
神経変性疾患治療薬としての可能性がある
ことが示唆される。 ことが解った。 

そこで、SCA14 の原因となる変異γPKC
と GFP の融合タンパク質(γPKC-GFP)と
CMA 基質である Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase(GAPDH)と HaloTag との融合タ
ンパク質（GAPDH-HT）を用いた神経変性疾
患モデルの評価と治療法の検索を考えるに
至った。 

 
２．研究の目的 
遺伝性脊髄小脳失調症 14 型（SCA14）の原因
となる変異γPKC に関する研究成果から、変
異γPKC－GFP と GAPDH-HT を用いた神経
変性疾患の原因の解明と神経変性疾患治療
薬の開発に繋げることを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) SCA14 変異γPKC-GFP を用いた細胞毒性
に対する影響 
変異γPKC-GFP 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γPKC
の凝集体形成を蛍光顕微鏡で解析した。 
(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の基質であるに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、集積細胞数を蛍光顕微鏡で計測
することで評価した。  
 
４．研究成果 
(1) 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と神経変
性疾患モデル細胞での評価 

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１)。このことから、
GAPDH-HT は、CMA の活性を評価可能な蛍
光プローブであると考えられた。 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、SCA14 のモデル細胞である変異γ
PKC-GFP 発現プルキンエ細胞において、
GAPDH-HT を発現させ、細胞レベルで CMA
活性を評価した。変異γPKC-GFP を発現した
細胞（S119P、G128D）では GAPDH-HT のリ
ソソームへの集積が野生型を発現させた細
胞(WT)より明らかに抑制されていた。その定
量解析をしたところ、変異γPKC-GFP を発現
した細胞では有意にドット数が減少してお
り、過酸化水素処置によるドット数の増加も
見られなかった。このことは、SCA14 のモデ
ル細胞では CMA 活性が低下していることを
示している。 
図２ 
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これらの結果から、GAPDH-HT の CMA 評価
系の妥当性が明らかとなり、さらに CMA の
活性化剤は神経変性疾患の新たな治療薬と
なる可能性が示された。このように本研究で
は、CMA の神経疾患の新たな関わりを明ら
かにした点で意義深いと考えられる。 
 
(2) SCA14 変異γPKC の細胞毒性に対する分
子シャペロン HSP70 の関与 
分子シャペロンは、様々な細胞ストレスによ
り発現が増加し、細胞ストレスの原因となる
ミスフォールドタンパクを減少させる働き
がある。SCA14 の発症原因、治療標的を探る
ことを目的に、変異γPKC を発現させた神経
細胞株 SHSY-5Y 細胞において、代表的な分
子シャペロンである、HSP40、HSP70、HSP90
の発現量を解析した。変異γPKC－GFP 発現
細胞では、HSP70 の発現量が増加していた。
HSP70 の免疫染色を施すと、HSP70 の免疫反
応は、変異γPKC-GFPを発現した細胞（S119P,、
G128D）で野生型(WT)に比較して増加してい
た(図４)。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、siRNA で HSP70 を減少させた際の、変
異γPKC-GFP の凝集体形成と細胞毒性につ
いて検討した。siRNA で HSP70 を減少させた
細胞では、変異γPKC-GFP の凝集体形成は促
進した(図５A B)。その際の細胞毒性を LDH
アッセイで評価したところ、HSP70 を減少さ
せた細胞では、細胞毒性が上昇していた（図
５C）. 
図５ 
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これらの結果から、HSP70 は変異γPKC に
より引き起こされる細胞ストレスを補償す
るために発現上昇するものと考えられる。本
研究成果から変異γPKC-GFP のイメージン
グによる細胞毒性評価の妥当性と神経変性
疾患の治療ターゲットしての HSP70 の重要
性が明らかとなったことは意義深いと考え
られる。 
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