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                                     略語 

 

PMD: Pelizaeus-Merzbacher disease 

PLP1: proteolipid protein 1 

ER: endoplasmic reticulum 

UPR: unfolded protein response 

ERAD: ER-associated degradation 

CACNA1A: Ca channel: α-1A subunit 

FOLR1: folate receptor family 1 

PEX16: peroxiosome biogenesis factor 16 

POLG: catalytic subunit of mt.DNA polymerase 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

msd: myelin synthesis deficient 

IRE1 α: inositol requiring enzyme 1 α 

IPA: ingenuity pathways analysis 
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１. はじめに 

	 遺伝子変異により、アミノ酸変異によりコードされる蛋白が構造不全（折

れたたみ不全）を生じ小胞体分解を受け、細胞内の適切な部位にターゲットで

きないために病原性を発揮する場合がある。その場合には、折れたたみ不全の

解消により蛋白機能を改善させる化合物の開発が可能である。このような化合

物のスクリーニング法としては受容体や酵素の場合には、受容体活性や、酵素

活性上昇などの機能評価を指標に用いることが可能である。しかし多くの疾患

の原因蛋白では簡便な機能評価系がなく、対応するスクリーニング法も確立し

ていない。折れたたみ不全による変異蛋白の中には本来局在する細胞膜や細胞

内小器官に到達できないものがあり、細胞内局在変化を指標としたスクリーニ

ングも方法の一つとして考えられる	 [1]。	 

ペリツェウス・メルツバッハ病（Pelizaeus-Merzbacher disease; PMD、Online 

Mendelian Inheritance in Man; OMIM#312080）は、原因遺伝子である

proteolipid protein 1（PLP1, OMIM*300401）のアミノ酸変異によって生じる

蛋白の局在変化が病態に関連する代表的な遺伝性神経疾患である [2]。 

	 PLP1 は 276 のアミノ酸塩基から構成され、中枢神経のミエリンを構成する

主要蛋白である [3—5]。PLP1 は、そのスプライシングバリアントである DM20

と共にオリゴデンドロサイト、及び末梢神経におけるシュワン細胞に発現する 

[6]。PLP1 蛋白は小胞体およびゴルジ体における合成・輸送を経て、適切な蛋

白の折れたたみ処理を受けた後にミエリン膜へ運ばれる [7、8]。また、その役

割として、ミエリン層密度の調節やオリゴデンドロサイト-軸索間の相互作用を
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介した軸索の統合作用が報告されている [9、10]。 

   PMD は、主に中枢神経のミエリン形成不全に関連した X 連鎖性遺伝の神経

疾患であり[11、12]、PLP1 遺伝子の過剰発現（重複、三重化）や欠失・ヌル変

異あるいはミスセンス変異によって生じる [13]。およそ半数を占める過剰発現

によるタイプでは、過剰な PLP1 蛋白がコレステロールや脂質とともに後期エ

ンドソーム及びリソソームに蓄積する結果、膜ラフトの構築が障害され、脱随

やニューロン欠損がもたらされる [14—16]。およそ 10％を占める機能喪失タイ

プは、中枢神経の軸索における Waller 変性によって、神経機能障害が生じる 

[17]。ミスセンス変異によるタイプはおよそ 30%を占め、重症度は PLP1 蛋白

変異に応じて様々である。一般的にアミノ酸変異によって折れたたみ不全が生

じると、蛋白は小胞体に留まり、小胞体ストレスを惹起する。小胞体ストレス

応答（unfolded protein response: UPR）には、新生蛋白質の翻訳抑制や、小胞

体分子シャペロンタンパク質の転写誘導、折りたたみ不全蛋白自体を分解する

小胞体関連分解（ER-associated degradation: ERAD）などがあるが、これらに

より対応できない場合には、アポトーシスが生じる [18]。PMD は小胞体スト

レスが病態と関連し、変異 PLP1 の多くは、小胞体関連分解により蛋白量が減

少し、 適切な局在に到達できない PLP1 蛋白は機能不全を生じ、ミエリン形成

不全、神経障害につながる [19]。 このように、ミスセンス変異によって生じる

PLP1 蛋白の発現量や細胞内局在の変化は、PMD の病態と関連することが知ら

れる [2]。近年報告された、異なるミスセンス変異を有する２名の PMD 患者の

iPS 細胞由来のオリゴデンドロサイトでは、PLP1 蛋白は細胞核周囲に留まり、
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蛋白量が低下する一方で、ミエリン構成蛋白の一つであるミエリン塩基性蛋白

（myelin basic protein）は細胞全体に発現していた [20]。本研究の主な目的は、

変異 PLP1 蛋白の発現量及び細胞内局在を指標とした薬剤スクリーニングを行

うことである。 

	 また、PLP1 以外に、脊髄小脳変性症（小脳失調）を有する小児 25 名の患者

の全エクソームシーケンスによって変異を認め、病原性を確認した遺伝子のう

ち  [21]、主に細胞膜に局在する Ca channel: α-1A subunit (CACNA1A, 

OMIM*601011) [22] および folate receptor family 1 (FOLR1, OMIM*136430) 

[23]、ペルオキシソームに局在する peroxiosome biogenesis factor 16 (PEX16, 

OMIM*603360) [24]、ミトコンドリアに局在する catalytic subunit of mt.DNA 

polymerase (POLG, OMIM*174763) [25] の４種における変異型蛋白の局在を

解析し、正常型と比較した際の局在差異がみられるか検証し、細胞内局在を指

標とした薬剤探索の応用可能性について検証した。 

  

２. 方法 

２.１	 薬剤スクリーニング対象遺伝子の決定 

	 	 薬剤スクリーニング対象遺伝子として、従来から研究を行ってきた PLP1

に加えて、代表的な遺伝性神経疾患を取り上げた。脊髄小脳変性症（小脳失調）

を有する小児 25 名の患者の全エクソームシーケンスによって変異を認め、病原

性を確認した遺伝子のうち、CACNA1A（患者変異 1 種: p.S1799L）、FOLR1

（患者変異 2 種: p.R125L、 p.W156G）、PEX16（患者変異 2 種: p.R227W、 
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p.R176*）, および POLG（患者変異 2 種: p.Q53_Q55dup、 p.R964C）を対象

とした （表 1）[21]。これらの正常型および変異型プラスミドを細胞に発現さ

せ、得られた細胞内の局在を比較し、薬剤スクリーニングへの適応可能性を検

証した。 

 

＜表 1＞	 脊髄小脳変性症を有する小児患者の全エクソーム解析から得られた

変異遺伝子４種の細胞内局在、および患者にみられた症状。AD; 常染色体優性、

AR; 常染色体劣性 

 

２.２ PLP1 プラスミドの構築 

	 緑色蛍光蛋白（EGFP）を融合させた PLP1 蛋白の正常型（pPLP1WT-EGFP）、

変 異 型 （ pPLP1W163L-EGFP, pPLP1A243V-EGFP ）、 及 び  FLAG 配 列

（3’-DYKDDDDK-5’）を付加したプラスミド（pPLP1WT-FLAG, pPLP1A243V-FLAG）

の構築を、文献 [26]を参照して行った。始めに、ヒト PLP1 遺伝子の全長 cDNA
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を RT-PCR 法で増幅させ、pAcGFP-N1 ベクター（Clontech Laboratories, Inc., 

Santa Clara, CA, USA）における制限酵素反応域: EcoRI 及び BanHI 間に組み入れ、

pPLP1-EGFP を作成した。pPLP1-FLAG の構築は pPLP1-EGFP を基に、FLAG

配列を PLP1 と EGFP 間に挿入することで合成した。pPLP1W163R-EGFP と 

pPLP1I187T-EGFP についても、同様の方法で作製した。変異合成に使用したプ

ライマーは、W163R 変異合成については 

5’-CCTGACCGTTGTGCGGCTCCTGGTG-3’、及び 

5’-CACCAGGAGCCGCACAACGGTCAGG-3’で、I187T 変異合成については 

5’-CCTGCCAGTCTACTGCCTTCCCCAGC-3’ 

及び 5’-GCTGGGGAAGGCAGTAGACTGGCAGG-3’である。それぞれのプラ

スミドのシーケンスは Biomek® 2000（Beckman Coulter Inc., Tokyo, Japan）で脱

塩処理後、3730 DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いて確認し

た。 

 

２.３ PLP1-EGFP 安定発現細胞株の作製 

	 Lipofectamine® 3000 Transfection Kit （ Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）を用いて、アンピシリン耐性遺伝子及び EGFP を融合さ

せた正常型プラスミド（PLPWT）、及び変異型プラスミド（PLP1A243V、 

PLP1W163R、 PLP1I187T、 PLP1W163L）をヒトオリゴデンドロサイト由来の

MO3.13 細胞にトランスフェクションさせた後、アミノグリコシドである G418

（Geneticin®）を用いて安定細胞株を作製した。コロニーの選定は、コロニー
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細胞の一部を８ウェルチャンバープレートに撒き直し、共焦点型顕微鏡

（LUOVIEW FV1000, Olympus, Tokyo, Japan）で EGFP の存在を確認するこ

とで行った。各プラスミドの安定発現細胞のコロニーを３つずつ選択し、この

うち最も発現の安定した細胞を解析に使用した。このうち、A243V 変異は PMD

において重症型を示し、同変異の自然発症型マウス（msd）が存在すること [27] 

から、薬理学シャペロンスクリーニングに用いる変異として A243V 変異を選択

した。 

 

２.４ 細胞全体における PLP1A243V-EGFP の蛍光強度解析	  

	 血液脳関門を透過する中枢神経作用薬剤ライブラリー（PerkinElmer, Inc., 

Waltham, MA, USA）を用いた薬理学シャペロンのスクリーニングを行った。

この薬剤ライブラリーは、投与承認を受けた薬剤 275 種類からなる（Prestwick 

chemical library®）[28]。薬剤を加える前後で、PLP1A243V-EGFP を安定発現

させた MO3.13 細胞の蛍光強度を比較解析した。解析にはモジュール式細胞内

イメージングシステムである In Cell Analyzer 1000® （GE Healthcare UK 

Ltd., Amersham, UK）を使用した。解析においては、一つの薬剤ウェルにつき

およそ 20 個の細胞を含むフィールドが、核（Hoechst）および EGFP を標識と

して５フィールドずつ自動的に選定され、撮影されるプロトコールを用いた。

それぞれのフィールド画像を、解析ソフトウェアである In Cell Analyzer 1000 

Workstation 3.4 software program（GE Healthcare）に適用させ、蛍光強度を

解析した [29]。始めに、PLP1A243V-EGFP を安定発現させた MO3.13 細胞を１
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ウェルにつき 1×104細胞ずつ、96 ウェルプレートに播種した。24 時間後、細胞

全体の蛍光強度を測定するプロトコールで、In Cell Analyzer 1000®を用いて、

それぞれのウェルにおける蛍光強度の基礎値を得た。その直後、275 種類の薬

剤を１つずつ、それぞれのウェルに 10 µM となるように加えた。それぞれの薬

剤は溶解性に応じて、Phosphate buffered salts（PBS）、Dimethyl sulfoxide 

（DMSO）、あるいはエタノールで溶解した。更に 24 時間後、同様のプロトコ

ールで細胞全体の蛍光強度を再解析した。同様の行程を 3 度繰り返し、薬剤添

加後の蛍光強度/添加前の蛍光強度比の平均値が 1.5 以上となった薬剤を抽出し

た。それぞれの薬剤における蛍光強度比は、同時刻に撮影した、薬剤を加えな

いコントロール（MO3.13 細胞）の蛍光強度比で補正した。 

 

２.５	 細胞膜における PLP1A243V-EGFP 蛍光強度の解析 

	 蛋白の細胞内局在を反映する細胞膜の蛍光強度解析においては、より詳細な

解析のため、共焦点レーザー顕微鏡 （FLUOVIEW FV1000）で撮影した画像

を用いた。上述の、細胞全体の蛍光強度解析で蛍光強度比 1.5 以上を示した薬剤

を、それぞれ PLP1A243V-EGFP を安定発現させた MO3.13 細胞に 10 µM とな

るように加え、24 時間後に 4%パラホルムアルデヒドで細胞固定した（室温、

60 分間）。それぞれの薬剤に対して、共焦点レーザー顕微鏡で 5 枚ずつ画像を

撮影し、これらの画像を細胞膜の蛍光強度を認識するプロトコールに適用させ、

In Cell Analyzer 1000®で解析を行った。In Cell Analyzer 1000®で認識する細

胞膜領域の例を示す（図 1）。細胞膜の蛍光強度が有意に上昇した薬剤に対して
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は、他の変異 （PLP1W163R、 PLP1I187T、 PLP1W163L）についても同様の解析

を行った。 

  

 
＜図１＞In Cell Analyzer 1000®で認識される細胞膜領域  

	 MO3.13 細胞において、In Cell Analyzer 1000®で細胞膜として認識される領域が赤

色で示されている（200 倍）。 

 
２.６	 候補薬剤の添加による小胞体ストレスの解析 

	 上記２つの段階でいずれも蛍光強度を増加させた薬剤、すなわち蛋白発現量

および局在の改善が得られた薬剤において、小胞体ストレスに対する効果を検

証した。始めに、PLP1A243V-EGFP を安定発現させた MO3.13 細胞を 2×104細

胞ずつ 96ウェルプレートに播種した。抽出された piracetamと benserazideを、

それぞれ 10 µM となるように加えた。24 時間後、これらの細胞に、ルシフェラ
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ーゼを融合させた XBP1 遺伝子配列を含む小胞体ストレス検出試薬 （ERAI ER 

Stress Detector®, Cosmo Bio Co., Ltd., Tokyo, Japan）をリポフェクタミン法

でトランスフェクションさせた。トランスフェクションから 24 時間後、

Inositol-Requiring Enzyme 1 α（IRE1α）蛋白センサーを介した小胞体ストレ

スを惹起するツニカマイシン（5 µg/ml）を含む培養液に交換した。IRE1α は小

胞体に存在し、小胞体ストレスの大きさに応じて XBP1 遺伝子のスプライシン

グをもたらす膜透過性蛋白であり [30]、XBP1 遺伝子のスプライシングにより

ルシフェラーゼが翻訳・検出される。培養液交換から６時間後に、ONE-GloTM 

Luciferase Assay System® （Promega, Madison, WI, USA）を用いてルシフ

ェラーゼ活性を測定した。同様に、PLP1WT-EGFP を安定発現させた MO3.13

細胞に対してのルシフェラーゼ活性も行った。コントロール、および薬剤添加

の細胞における活性解析は、それぞれ 7 well ずつ行い、平均値を算出した。 

 

２.７	 PLP1 蛋白と小胞体の共染色による piracetam の効果検証 

EGFP 蛋白は、蛋白修飾の一種であるポリユビキチン化を阻害するという報

告などから [31]、EGFP を融合させた PLP1 蛋白は PLP1 本来の挙動を反映し

ない可能性が考えられた。方法２.６で有意にルシフェラーゼ活性を低下させた

piracetam によって、PLP1A243V 蛋白が小胞体を越えた局在の改善を示すことを

検証する目的で、PLP1A243V-FLAG と抗 KDEL 抗体の共染色を行った。始めに、

PLP1A243V-FLAG を安定発現させた MO3.13 細胞を 8 ウェルチャンバープレー

トに、各ウェル 2×105 細胞ずつ播種した。piracetam を 10 µM となるように加
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え、37℃で 24 時間インキュベートした後、4%パラホルムアルデヒドを用いて

室温で 60 分間、細胞固定を行った。PBS で３回洗浄し、ブロッキングバッファ

ー （5% スキムミルク、0.1% triton X-100 を含む PBS）を用いて室温で 60 分

間、ブロッキングを行った。次に一次抗体: マウスモノクローナル抗 FLAG 抗

体 （OriGene Technologies Inc., Rockville, MD, USA、200 倍）およびラビッ

トポリクローナル抗 KDEL 抗体 （Medical & Biological Laboratories CO., 

LTD, Nagoya, Japan、1000 倍）を加えて４℃で一晩静置した。翌日、PBS-T

（0.1% triton X-100 を含む）で３回洗浄後、二次抗体: ゴート抗マウス IgG 抗

体（Alexa Fluor® 488, Thermo Fisher Scientific , 250 倍）およびゴート抗ラビ

ット IgG 抗体（Alexa Fluor® 568, Thermo Fisher Scientific, 250 倍）を加えて

室温で 60 分間反応させ、免疫複合体を検出した。最後に、Hoechst を用いて核

染色を行った。また、 piracetam を加えない PLP1A243V-FLAG 及び

PLP1WT-FLAG についても同様の行程を行った。それぞれの蛍光染色を、共焦

点レーザー顕微鏡（FLUOVIEW FV1000, 600 倍）を用いて観察した。 

 

２.８ piracetam による遺伝子発現変化の解析 

  piracetam による MO3.13 細胞の遺伝子発現変化を検証するため、MO3.13

細胞から抽出した RNA を用いたマイクロアレイ解析を行った。始めに、同様の

条件で培養した MO3.13 細胞の安定発現細胞株 3 種： 1）PLP1A243V、2）

PLP1A243V に piracetam を 10 µM で加えた 24 時間後、3）PLP1WT から１つず

つ細胞株を選択し、RNeasy® Mini kit（QIAGEN N.V., Venlo, Netherlands）



 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 11 

を用いて RNA を抽出した。これらの RNA を用いて、タカラバイオ株式会社

（Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan）にマイクロアレイ解析を依頼した。解析

は、1）ラベリング、2）ハイブリダイゼーション、3）スキャニング、4）デー

タ処理の４行程で行われた（Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA）。

マイクロアレイの遺伝子プローブ（Platform: SurePrint G3 Human GE V3 

8x60k、Agilent Technologies Inc., およそ 28,000 プローブ）から、piracetam

を加えることで発現が２倍以上になった遺伝子群（increased group）及び半分

以下になった遺伝子群（decreased group）を抽出した。解析データは Gene 

Expression Omnibus （GEO） database に登録した（GEO Accession Number: 

GSE 124034）。次に、これらの遺伝子群を Ingenuity Pathways Analysis （IPA）

software（version 44691306, QIAGEN N.V.）に適用し、これらの遺伝子群が

発現変化に有意に寄与するパスウェイ上位 5 つを検出した。 

 

２.９ msd マウスに対する piracetam の投与 

	 piracetam の in vivo での治療効果検証のため、msd マウスを用いた生存解析

を行った。マウスに投与する piracetam（CAS No. 7491-74-9）は Sigma-Aldrich 

Co. LLC （Saint Louis, MO, USA）から購入した。piracetam 投与群 （N=14）

では、PBS に 60mg/ml で溶解させた piracetam を 200mg/kg で腹腔内投与し

た。投与は P3 から開始し、連続した週５日間の投与を継続した。コントロール

群（N=24）では、同量の PBS を同様の方法で投与した。piracetam の投与量

は過去の文献を参考に決定した [32—34]。	 動物実験における動物の取り扱いお
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よび薬剤投与は、国立精神・神経医療研究センター神経研究所の動物実験委員

会の承認に基づいて行われた（承認番号: 2017010）。 

 

２.10	  CACNA1A、FOLR1、PEX16、POLG プラスミドの構築 

  EGFP を融合させた４種遺伝子のプラスミド（pCACNA1AWT-EGFP:	 

RG214314、pFOLR1WT-EGFP: RG212291、pPEX16WT-EGFP: RG201115、

pPOLGWT-EGFP: RG204456）を OriGene 社（OriGene Technologies Inc.）か

ら 入 手 し 、 変 異 型 7 種 の プ ラ ス ミ ド （ CACNA1AS1799L-EGFP 、 

FOLR1R125L-EGFP 、  FOLR1W156G-EGFP 、 PEX16R227W-EGFP 、 

PEX16R176*-EGFP、 POLGQ53_Q55dup-EGFP、 POLGR964C-EGFP）の変異導入

をタカラバイオ株式会社（Takara Bio Inc.）に依頼した。EGFP は分子量が大

きく、蛋白そのものの動態を反映しない可能性が考えられたため、制限酵素を

用 い て EGFP 配 列 を 切 断 し 、 代 わ り に FLAG タ グ

（5’-GATTACAAGGATGACGACGATAAG-3’）を挿入した。具体的には、制限

酵素として CACNA1A および POLG については Mlu I（5’側） と Pme I（3’

側）、FOLR1 と PEX16 については Mlu I （5’側）と Sac II（3’側）を 37℃、

６時間反応させ、フェノール・クロロホルム処理を行い切断された EGFP 配列

を除去した。そこに、制限酵素処理配列に合わせて作成した FLAG 配列プライ

マーを、DNA Ligation kit <Mighty Mix>® (Takara Bio Inc.)を用いて 16℃、

30 分間反応させた。終止コドンを有する PEX16R176*-EGFP については、PEX16

配列の終止コドンから 3’側〜EGFP 配列を制限酵素で除去し、終止コドン直後
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に FLAG 配列を挿入することで、PEX16R176*-FLAG を作製した。それぞれの

プラスミドのシーケンスは Biomek® 2000（Beckman Coulter Inc., Tokyo, Japan）

で脱塩処理後、3730 DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いて確

認した。 

 

２.11 CACNA1A、FOLR1、PEX16、POLG 発現細胞の画像解析 

	 CACNA1A、FOLR1、PEX16 および POLG の４種の蛋白の画像評価につい

ては、細胞が大きく、局在解析が容易なヒト子宮頸癌由来の HELA 細胞を用い

た。FLAG 配列を付加した正常型（pCACNA1AWT、 pFOLR1WT、 pPEX16WT、

pPOLGWT-FLAG ）、及び変異型プラスミド 7 種（ pCACNA1AS1799L 、 

pFOLE1R125L 、  pFOLR1W156G 、  pPEX16R227W 、  pPEX16R176* 、 

pPOLGQ53_Q55dup、 pPOLGR964C-FLAG）を、それぞれのプラスミドの主要局在

と 一 致 す る 局 在 マ ー カ ー （ CACNA1A お よ び FOLR1 ：  細 胞 膜 、

pDsRed-Monomer-Mem-vector（Takara Bio USA Inc., Mountain View, CA, 

USA)、 PEX16： ペルオキシソーム、peroxisomal membrane protein 2-RFP 

（OriGene Technologies Inc.）、 POLG： ミトコンドリア、pDsRed-Mito vector 

（Takara Bio USA Inc.））と合わせて Lipofectamine® 3000 Transfection Kit

（Thermo Fisher Scientific）で HELA 細胞に共トランスフェクションさせた。

トランスフェクション後、37℃下で 48 時間インキュベートさせ、４％パラホル

ムアルデヒドで細胞固定、PBS で洗浄後、ブロッキング液 （5% スキムミルク、

0.1% triton X-100 を含む PBS）で 60 分間ブロッキングを行った。その後、FLAG
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を染色する目的で、一次抗体（mouse monoclonal anti-DDK, Origene、200 倍） 

を加え、４℃で一晩保存した。翌日、PBS-T（PBS with 0.1% triton X-100）で

洗浄し、二次抗体（goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488, Thermo Fisher 

Scientific, 250 倍） を加え、室温で１時間静置した。PBS 洗浄を行った後、

Hoechst で核染色を行い、それぞれの画像を共焦点レーザー顕微鏡

（FLUOVIEW FV1000）で撮影し、正常型と変異型それぞれにおける、蛋白と

局在マーカーの細胞内局在を比較した。 

 

３. 結果 

３.１	 PLP1-EGFP 安定発現 MO3.13 細胞の画像評価 

	 PLP1WT-EGFP、PLP1A243V-EGFP、PLP1W163R-EGFP、PLP1I187T-EGFP、

及び PLP1W163L-EGFP プラスミドを MO3.13 細胞にトランスフェクションさせ、

作製した安定発現細胞株を共焦点レーザー顕微鏡で撮影した図を示す（図２、

600 倍）。PLP1WT-EGFP は細胞質および細胞膜に広く局在した（図２A）のに

対し、重症型を示す PLP1A243V-EGFP 及び PLP1W163R-EGFP	 は殆どが核周囲

に留まっていた（図２B、C）。軽症型を示すPLP1I187T-EGFPとPLP1W163L-EGFP

は重症型より広い範囲に局在を示した（図２D、E）。 
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＜図２＞	 PLP1-EGFP を安定発現させた MO3.13 細胞  

	 EGFP を融合した正常型及び変異型 PLP1 蛋白（４種）を安定発現させた MO3.13

細胞を示す。融合 EGFP 蛋白は緑色で、細胞核は青色（Hoechst）で示されている。そ

れぞれの画像は共焦点レーザー顕微鏡で撮影した（600 倍）。正常型では細胞質、細胞

膜に PLP1 が分布するのに対して、変異型では重症型であるほど核周囲に留まり、発現

が弱い。 

 
３.２	 細胞全体の EGFP 蛍光強度解析 

	 MO3.13 細胞に発現させた PLP1A243V-EGFP について、275 種類の薬剤それ

ぞれを加えた後/加える前の細胞全体の蛍光強度比（薬剤を加えないコントロー

ル細胞の蛍光強度比により補正）を In Cell Analyzer 1000®で解析した。同様

の解析を 3 度繰り返し、蛍光強度比の平均値を算出した結果、９種類の薬剤; 

#101, apomorphine; #271, vincamine; #297, benzydamine; #317, 

guanethidine; #329, tacrine; #343, desipramine; P, piracetam; B, 
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benserazide;	 #1104, clonixin lysinate が添加後/添加前の蛍光強度比 1.5 以上

を示した（図３）。  

 
＜図３＞	 275 種類の薬剤添加後 /添加前の細胞全体の EGFP 蛍光強度比  

  PLP1A243V蛋白を安定発現させた MO3.13 細胞における、275 種類の薬剤添加後/添加

前の細胞全体の EGFP 蛍光強度比を示す。３度の解析の平均値において、蛍光強度比

が 1.5 以上を示した薬剤を赤色で示す。#101, Apomorphine; #271, Vincamine; #297, 

Benzydamine; #317, Guanethidine; #329, Tacrine; #343, Desipramine; P, 
Piracetam; B, Benserazide; #1104, Clonixin Lysinate 

 
３.３	 細胞膜の EGFP 蛍光強度解析 

	 結果３.２で蛍光強度比 1.5 以上を示した 9 種類の薬剤を、PLP1A243V-EGFP

安定発現 MO3.13 細胞にそれぞれ 10 µM となるように添加し、24 時間後にそ

れぞれの細胞の画像を５枚ずつ共焦点レーザー顕微鏡で撮影し、In Cell 

Analyzer 1000®で細胞膜の EGFP 蛍光強度を解析した結果を示す（図 4）。9

種類の薬剤のうち、piracetam と benserazide において、統計学的有意に細胞
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膜の蛍光強度が増加した（図 4A、student-t test）。また、同解析で得られた細

胞膜の蛍光強度 /（細胞膜＋細胞質）比を示す（図 4B）。細胞膜と細胞膜＋細胞

質）の比においても、piracetam および benserazide を投与した場合に、コン

トロールと比較して有意に上昇がみられた。また、この２つは PLP1W163R にお

いても細胞膜の蛍光強度が有意に増加したが、PLP1I187T及び PLP1W163Lについ

ては有意差を認めなかった（図 4C）。 

	  
＜図４A＞	 ９種類の薬剤添加による細胞膜の EGFP 蛍光強度の比較  

	 細胞全体の蛍光強度比 1.5 以上を示した 9 種類の薬剤を、PLP1A243V蛋白を安定発現

させた MO3.13 細胞に添加した際の、細胞膜における EGFP 蛍光強度を示す 。

piracetam（P=0.01）と benserazide（P=0.009）において、EGFP 蛍光強度が統計学

的有意に上昇した。*P<0.05, student-t test 
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＜図４B＞	 ９種類の薬剤添加による細胞膜/（細胞膜＋細胞質）の蛍光強度比	 

細胞全体の蛍光強度比 1.5 以上を示した９種類の薬剤を、PLP1A243V蛋白を安定発現させ

た MO3.13 細胞に添加した際の、細胞膜	 /	 (細胞膜＋細胞質)の蛍光強度比を示す。	 

piracetam（P=0.0005）と benserazide（P=0.005）において、細胞膜	 /	 (細胞膜＋細胞

質)の蛍光強度比の有意な上昇がみられた。*P<0.05,	 student-t	 test	 

 
 

  
＜図４C＞   piracetam と benserazide を添加した際の各変異における細胞膜

の蛍光強度変化  

	 それぞれの PLP1 変異型において piracetam と benserazide を加えた際の、細胞膜

の EGFP 蛍光強度を示す。PLP1A243V および PLP1W163R において、いずれの薬剤も有
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意に細胞膜の蛍光強度が上昇したが、他の変異では差がなかった。*P<0.05, student-t 

test 

 
３.４	 候補薬剤による XBP1 遺伝子スプライシングの変化 

	 PLP1 蛋白の発現量及び細胞内局在の改善が、PMD の病態の一つである小胞

体ストレスの軽減 [35]と関連するか検証した。小胞体ストレスの程度に応じて

生じる、 XBP1 遺伝子スプライシングにより得られるルシフェラーゼ活性解析

において、piracetam は PLP1A243V 安定発現 MO3.13 細胞のルシフェラーゼ活

性を統計学的有意に減少: 小胞体ストレスを減少させた（student-t test）。また、

benserazide も小胞体ストレスを減少させる傾向を示したが、統計学的有意差は

なかった（図５A）。そのため、この先の解析は piracetam につき行った。 

 
＜図５A＞	 piracetam および benserazide による小胞体ストレスの変化  

PLP1Wtおよび PLP1A243V蛋白を安定発現させた MO3.13 細胞、また PLP1A243V蛋白を

安定発現させた MO3.13 細胞に piracetam 及び benserazide を加えた際のルシフェラ

ーゼ活性： 小胞体ストレスの変化を示す。CPS は XBP1 遺伝子スプライシングによっ

て生じたルシフェラーゼ活性の指標である。piracetam は小胞体ストレス活性を統計学

的有意に減少させた（P=0.04）。また、benserazide も小胞体ストレスを減少させる傾
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向がみられたが、統計学的有意差はなかった（P＝0.22）。*P<0.05. #P=0.22, student-t 

test 

 
３.５	 PLP1A243V と小胞体の共染色による piracetam の効果検証 

	 piracetam による PLP1A243V の細胞内局在の改善を画像で検証する目的で、

PLP1A243V–FLAG プラスミドを用いた細胞内局在を検証した。PLP1 変異蛋白

は小胞体に留まることが報告されていることから [36]、PLP1A243V-FLAG と小

胞体の共染色における評価を行った（図５B）。抗 KDEL 抗体を用いた画像解析

では、PLP1A243V-FLAG は正常型と比較して発現が弱く、主に小胞体に留まっ

ていたが （a-c	 vs. g-i）、 piracetam を加えた場合、PLP1A243V-FLAG は小胞

体のみならず広く細胞質内に局在した（d-f）。この結果から、piracetam は

PLP1A243V 蛋白を正常の局在に近づける効果を有すると考えられた。 
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＜図５B＞  piracetam による PLP1A243V-FLAG の局在変化  

	 PLP1A243V-FLAG を安定発現させた MO3.13 細胞、これに piracetam を 10μM で添

加し 24 時間経過した細胞、及び PLP1WT-FLAG を安定発現させた M03.13 細胞に対す

る抗 FLAG 抗体及び抗 KDEL 抗体の共染色画像を示す。PLP1A243V-FLAG は緑色 （b, 

e, h）、 小胞体局在を反映する KDEL は赤色（c、f、i）、細胞核は青色（Hoechst）で

示す。a-c: PLP1A243V、 d-f: PLP1A243V with piracetam、g-i: PLP1WT 

  
３.６	 マイクロアレイによる遺伝子発現解析結果 

	 piracetam を加えた際の、PLP1A243V 発現 MO3.13 細胞における遺伝子発現の

変化を調べる目的で、RNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析を行った。

始めに、PLP1WT安定発現 MO3.13 細胞と PLP1A243V安定発現 MO3.13 細胞に

おける遺伝子発現を、発現強度の log 2 比を用いて比較した（表 2; log2=4 であ
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れば 16 倍の上昇、log2=-4 であれば 1/16 の減少に相当する）（表 2）。次に、

PLP1A243V 安定発現 MO3.13 細胞に piracetam（10 µM）を添加した際の遺伝子

発現を、添加しない細胞と比較した（表 3）。結果、PLP1A243V 変異において発

現低下がみられた遺伝子の多くが、piracetam によって発現増加した（表 3、左、

下線部）。一方で、PLP1A243V 変異によって発現上昇がみられた遺伝子のいくつ

かは、piracetam によって発現減少した（表 3、右、下線部）。すなわち、PLP1WT

と比較した PLP1A243V における遺伝子発現の動きを逆転させる遺伝子変化が

piracetam によってもたらされ、このような変化は piracetam によって変動し

た遺伝子 3890 種中 1549 種（39%）にみられた。また、IPA では piracetam に

よって発現上昇した遺伝子群、あるいは発現低下した遺伝子群が、その発現変

化に有意に寄与したパスウェイ上位５つを抽出した（表 4）。 
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＜表 2＞ PLP1A243V安定発現 MO3.13 細胞における発現遺伝子で、PLP1WTと比較して

発現量が少ない、あるいは発現量が多い上位 20 種の遺伝子を示す。左側が発現量の少

ない遺伝子群、右側が発現量の多い遺伝子群である。 
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＜表 3＞  PLP1A243V安定発現 MO3.13 細胞において、piracetam を加えた場合に発現

増加、あるいは発現減少した上位 20 種の遺伝子を示す。左側が増加を示した遺伝子群、

右側が減少を示した遺伝子群である。下線を引いた遺伝子は、PLP1WT と比較した

PLP1A243Vにおける遺伝子発現の差異と逆方向に増加あるいは減少を示した遺伝子であ

る。 
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＜表 4＞ Ingenuity Pathways Analysis（IPA）において、piracetam による発現増加遺伝子、

及び発現減少遺伝子が発現に寄与するパスウェイのそれぞれ上位５つを示す。ここでの

発現増加遺伝子、及び減少遺伝子とは、piracetam によって発現が２倍以上あるいは 1/2

以下に変化した遺伝子である。()内の数値は、発現変化を示した遺伝子が、パスウェイ

の発現変化に対する寄与度において contorol との比較で得られた P 値である（IPA 

software, version 44691306, QIAGEN N.V. で算出）。 

 

３.７	 piracetam 投与による msd マウスの生存解析 

	 piracetamによってmsdマウスの生存期間に改善が得られるか検証した。msd

マウスの生存解析結果を示す（図６）。結果、piracetam 投与群とコントロール

群で生存期間に統計学的な有意差はなかった。平均生存期間は、投与群で 23.5

日、コントロール群で 21.5 日（P=0.38, Gehan-Breslow-Wilcoxin test）だった。 
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＜図６＞  piracetam による msd マウスに対する生存解析  

	 piracetam を投与した msd マウスの生存解析結果を示した。piracetam 投与群（N=14）

とコントロール群（N=24）との間に、生存期間の統計学的な有意差はなかった（P=0.38, 

Gehan-Breslow-Wilcoxon test）。平均生存期間は、投与群で 23.5 日、コントロール群

で 21.5 日だった。 

 
３.８	 CACNA1A、FOLR1、PEX16、POLG の蛋白局在の比較 

	 FLAG 配列を付加した正常型プラスミド４種（pCACNA1AWT、 pFOLR1WT、 

pPEX16WT、 pPOLGWT-FLAG）、及び変異型プラスミド 7種（pCACNA1AS1799L、 

pFOLE1R125L 、  pFOLR1W156G 、  pPEX16R227W 、  pPEX16R176* 、 

pPOLGQ53_Q55dup、 pPOLGR964C-FLAG）を、それぞれのプラスミドの主な局在

と 一 致 す る 局 在 マ ー カ ー （ CACNA1A お よ び FOLR1 ：  細 胞 膜 、
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pDsRed-Monomer-Mem-vector , Takara Bio USA Inc.、PEX16： ペルオキシ

ソーム、peroxisomal membrane protein 2-RFP , Origene Techonologies Inc.、 

POLG： ミトコンドリア、pDsRed-Mito vector , Takara Bio USA Inc.）と共

に発現させた HELA 細胞の画像を示す（図７A）。殆どのプラスミドは、FLAG

（緑色）と局在マーカー（赤色）が重なって観察され、正常型と変異型の局在

差異がなかったが、 POLG において、 POLGR964C は、正常型および

pPOLGQ53_Q55dup と異なり、FLAG とミトコンドリアマーカーの局在に乖離が

みられた（図 7B）。 
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＜図 7A＞  HELA 細胞における CACNA1A、FOLR1、PEX16、POLG の蛋白

局在  

	 正 常 型 プ ラ ス ミ ド ４ 種 （ pCACNA1AWT 、  pFOLR1WT 、  pPEX16WT 、 

pPOLGWT-FLAG）、及び変異型プラスミド 7 種（pCACNA1AS1799L、 pFOLE1R125L、 

pFOLR1W156G、 pPEX16R227W、 pPEX16R176*、 pPOLGQ53_Q55dup、 pPOLGR964C-FLAG）

を HELA 細胞で発現させた画像を示す（600 倍）。核（青色）、FLAG（緑色）、局在マ

ーカー（CACNA1A および FOLR1：  pDsRed-Monomer-Mem-vector、PEX16: 

peroxisomal membrane protein 2-RFP、 POLG: pDsRed-Mito vector、赤色）。 
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＜図 7B＞  R964C 変異における FLAG とミトコンドリアマーカーの局在  

POLG の R964C 変異では、POLGR964C蛋白の局在を反映する FLAG（緑色）とミトコ

ンドリアマーカー（赤色）の局在に乖離がみられた。 

 

４.	 考察 

４. １ 本研究の成果 

	 現在、PMD に対しては、UPR を減少させる化合物のスクリーニングによる

治療研究が進められている [40]。われわれは今回、PLP1 蛋白の細胞内局在を

可視化した薬剤スクリーニングで piracetam を見出した。piracetam は、PMD

で重症型を示す PLP1A243V 及び PLP1W163R において、蛋白発現の増加および細

胞内局在改善効果を示した。また、脊髄小脳変性症の小児患者から得られた変

異遺伝子４種７変異に対して、蛋白の主要局在と一致する局在マーカーを用い
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て正常型および変異型蛋白の細胞内局在を比較した結果、ミトコンドリアに主

要局在をもつ POLG の R963C 変異において、蛋白と局在マーカーの乖離がみ

られた。 

 

４ . ２  piracetam の薬理作用と PLP1 変異蛋白に対する機序  

	 piracetam は GABA  (gamma-Aminobutyric acid)の派生構造物であり、コリン作

動性、グルタミン酸作動性を含む伝達システムにおいて、神経伝達の調整、神

経保護、抗痙攣作用を有する [38]。臨床上の効果は様々な神経疾患で報告され、

皮質ミオクローヌスの薬剤として承認されている [39]。その他、piracetam はリ

ン脂質 2 重膜に作用し、細胞膜の流動性を改善させ、膜融合を減少させる役割

（流動特性）があるとの報告がある [40]。加齢脳組織では、飽和脂肪酸の増加

によってコレステロール/リン脂質比が上昇した結果、細胞膜の流動性（fluidity）

が低下しており [41]、加齢マウスに piracetam を長期投与すると、もともと低下

していた細胞膜の流動性が改善した [42]。 変異 PLP1 を有する細胞では、変異

PLP1 蛋白に結合したコレステロールが蓄積した結果、小胞体およびゴルジ体の

膜における流動性の低下が予想される。以上により、piracetam は流動性の改善

により、PLP1 変異蛋白の細胞膜への輸送の改善と、小胞体関連分解の抑制効果

を示した可能性があると考えられた。 

   遺伝子発現レベルでは、piracetam は正常型から PLP1A243V への変化に伴う遺

伝子発現変化を逆転させる遺伝子変化（特に、変異によって発現増加を示した

遺伝子に対して）を示した（表３）。特に、変異によって発現増加する遺伝子を
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抑制する方向に発現変化をきたし、これらは変異蛋白による、局在変化や小胞

体ストレスへの抑制効果をもたらした可能性がある。IPA では、piracetam によ

って発現が変化した経路のいくつかは、小胞体ストレスに関連していた（表 4）。

第一に、piracetam はプロリン分解経路の活性を下げたことから、結果として細

胞内プロリンの増加をもたらすと考えられた。遺伝学的にプロリン合成能が喪

失した場合、小胞体ストレス活性に対する耐性低下を示し、プロリンが小胞体

ストレス下における細胞内の酸化還元環境の維持に重要な役割を担うことが報

告されている [43]。第二に、細胞質ホスホリパーゼ A2αが小胞体ストレス誘導

の調整機能を有するという報告があり [44]、piracetam によって活性が上昇した

ホスホリパーゼ経路も小胞体ストレス調節に関わると考えられる。第三に、

piracetam によってビタミン C による抗酸化作用経路の活性が増加した。ビタミ

ン C は、IRE1α 関連の小胞体ストレスを阻害することでカドミウムに侵された

マウス生殖細胞のアポトーシスを減少させたことが報告されている [45]。以上

より piracetam による小胞体ストレスの軽減にはこれらの経路が関係している可

能性がある。 

 

４ .３	 PLP1 の変異型による細胞内局在と小胞体ストレスの関連  

	  小胞体ストレス及び、引き続き生じる UPR は嚢胞性線維症、網膜色素変性

症、シャルコー・マリー・トゥース病、ファブリー病、そして PMD など、ヒト

における多くの遺伝性疾患での関連が報告されており [35、37]、PMD は UPR

の程度と重症度の相関が報告された最初の疾患である [46]。変異型 PLP1 のうち、
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重症型を示す PLP1A243V 蛋白は小胞体に蓄積し、強い UPR を引き起こす [35]。

また、この変異は代謝回転が遅く、小胞体ストレスに加えて小胞体シャペロン

の持続的な輸送障害を起こすことが報告されている [36]。一方で、軽症型変異

である PLP1I187T、PLP1W163L は、蛋白構造不全も軽微でより広い範囲に蛋白が分

布し惹起される小胞体ストレスが軽度である [26]。これが今回、piracetam によ

る細胞内局在の有意な改善が軽症型変異で得られなかったことに関連すると考

えられた。 

   小児期発症の脊髄小脳変性症の原因蛋白の検討では、POLG の R964C 変異で

蛋白とミトコンドリアマーカーに局在の乖離がみられたことから、変異による

ミトコンドリアへの蛋白輸送障害が示唆された。遺伝子変異による蛋白局在の

変化は病原性を示す根拠の一つであり [47]、R964C 変異の病原性を裏付けると

ともに、この蛋白局在の変化を指標にした薬剤スクリーニングが可能と考えら

れた。このように、局在変化により病原性を証明でき、それを利用して薬剤ス

クリーニングが適応可能な遺伝子変異は、PMD のみならず遺伝性神経疾患にお

いて相当数存在すると考えられる。 

 

４ .４	 本研究の制約と利点   

	 	 本研究の制約の一つとして、スクリーニング解析に EGFP 融合蛋白を用い

たことが挙げられる。上述したように、EGFP 融合蛋白は本来の蛋白と異なる挙

動を示す可能性がある [31]。今回は薬剤添加前後の評価から、未固定細胞にお

ける蛋白発現のライブイメージングでの比較が必要であり、EGFP の融合蛋白を
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用いた。しかし、分子量が少なく、蛋白の挙動に影響が少ないと考えられる FLAG

付加蛋白を用いた解析においても、EGFP を用いたスクリーニングで得られた

piracetam は PLP1A243V 蛋白の局在改善を示した。モデルマウスを用いた生存解析

では、piracetam は生存期間の改善を示すことはできなかったが、piracetam の投

与による神経学的所見および脳の組織学的評価、また piracetam が標的とする分

子の解明や、piracetam の誘導体化によって PMD へ有効な効果を示すことが期待

できると考えられる。第二に、本研究で扱った PLP1 の変異蛋白は多くのうちの

数種類のみであった。また null mutation、重複といった他の病因に対しては、薬

剤スクリーニングにおいて異なる方法が必要である。例えば重複変異について

は、extracellular signal-regulated kinase（ERK）及び MAP kinase 1/2（MEK1/2）

を含むパスウェイを阻害することにより、PLP１遺伝子の過剰発現によるミエリ

ン分化異常の改善が得られるかも知れない [48]。本研究の利点としては、PLP1

蛋白の解析にオリゴデンドロサイト由来の MO3.13 細胞を用いたことである。ヒ

トの研究においては患者脳組織のオリゴデンドロサイトを用いることは困難で

あるが [49]、MO3.13 細胞は PMD において主な病態の場であるオリゴデンドロ

サイトの生態を反映すると考えられる。 

	  

５.	 おわりに 

	 本研究では、PLP１蛋白の発現量、細胞内局在、および小胞体ストレスを指

標とした、PMD に対する薬剤スクリーニングを行った。結果、PLP1A243V の蛋

白発現および細胞内局在を改善させる piracetam を見出した。piracetam はま
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た、PLP1A243V の小胞体ストレスを軽減させたが、in vivo 解析での効果は示せ

なかったため、標的とする分子の解明や誘導体化等、更なる検討が必要である。

また、ミトコンドリアマーカーとの局在乖離がみられた POLGR964C については、

局在の改善を指標とした薬剤スクリーニングが可能であり、細胞内局在を指標

とした薬物スクリーニングの他疾患への適応可能性を示すことができた。 
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