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研究成果の概要（和文）：本研究は、筋萎縮性側索硬化症[ALS]の原因蛋白ubiquilin2やp62/SQSTM1に関する研究であ
り、ALS患者と対照者iPS細胞由来の神経細胞を用いた。免疫染色の結果、p62遺伝子変異のある患者細胞の細胞質内に
、p62の凝集が認められた。このような細胞質内凝集はALS病理像に特徴的所見である。一方、遺伝子変異のないALS患
者細胞には軽度のみ、対照細胞には認められなかった。凝集に、ubiquilin2や他のALS原因蛋白は共局在しなかった。i
PS細胞由来神経細胞において、オートファジー促進剤や抗酸化剤の一部により、凝集の形成抑制が見られた。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to clarify ubiquilin 2, a novel amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS)-related protein that the research manager helped to identify, and p62 of which mutations 
in the first Japanese patients were found by the manager. We used pluripotent stem (iPS) cells of 
patients with ALS and controls. We found neurons derived from iPS cells of a patient with a p62 mutation 
had aggregations of p62, a pathological hallmark of ALS. However, the aggregates were not positive for 
ubiquilin 2 or valosin-containing protein (VCP). Control neurons were negative for p62. Cells of a 
p62-negative patient had mild aggregations. Treatment of an autophagy-inducer and an antioxidant reduced 
aggregation.

研究分野： 神経内科

キーワード： p62
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１． 研究開始当初の背景 
研究代表者は家族性筋萎縮性側索硬化

症（ALS）の新規原因蛋白 ubiquilin2 の発見

に携わった(Nature 2011;477:211）。この蛋

白は、蛋白分解に直接関与する初めての

ALS 原因蛋白である。その後、欧米では孤

発性 ALS にも変異が確認されたが、残念な

がら日本では現在に至るまで変異の報告は

ない。 

p62はSQSTM1遺伝子にコードされる蛋白

であり、2011 年孤発性や家族性 ALS の一

部に遺伝子変異が同定され(Arch Neurol. 

2011)、私たちの研究により、日本にも本遺

伝子異常を有する孤発例が存在することが

明らかとなった(Neurology 2013;80:458)。

ubiquilin2 同様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ており、ユビ

キチンープロテアソーム系およびオートフ

ァジ系の蛋白分解に関与している。p62 は

ALS、アルツハイマー病、パーキンソン病、

多系統萎縮症など種々の神経変性疾患の病

理組織において、凝集体中に蓄積すること

が以前より報告されているため p62 は凝集

のマーカー蛋白とされていたが、遺伝子変

異の同定により、単なるマーカーではなく、

病態に本質的な関与をしていると考えられ

るようになった。しかし、その病態機序に

ついて、不明な点が多い。 

神経変性疾患はパーキンソン病、ALS、

多系統萎縮症等に分類されるが、中間的な

病像を示すこともあり、例えば ALS では自

律神経障害や(J Neurol Sci 2007; 254:78)、

パーキンソニズムの合併例も存在する

(Neurology 2002;58:90)。病理学的にも、p62

陽性細胞質内の封入体形成という共通点が

ある。以上から共通する病態機序の存在が

予想されるが、それに関する研究は乏しい。 
 

 
２． 研究の目的 

本研究の目的は、細胞 (人工多能性幹 

[iPS] 細胞を含む)を用いて、ubiquilin2 と

p62 という ALS や認知症の原因であり、蛋

白蛋白分解に関する２つの鍵分子の機能や

相互作用を明らかにし、異常蓄積蛋白の除

去を促進することで ALS の病態解明と治療

薬候補の探索を目的とした。 

 
３． 研究の方法 
複数の ALS 患者(p62 変異陽性患者と変異

陰性患者)および対照から線維芽細胞を樹立

し、それらから iPS 細胞の作製、さらに分化

誘導による神経細胞を作製した。神経細胞で

あるかは Tuj１陽性であるかで判断した。さ

らに細胞障害の定量、形態変化変化、神経突

起の進展障害などを ALS と対照を比較した。

p62 はオートファジーに関与するので、オー

トファジー促進剤を負荷する。また、酸化ス

トレスで増加し、Keap1 や Nrf2 と関連する

とされるので、抗酸化剤などにより、細胞モ

デルに対する治療的介入を行う。iPS 細胞由

来神経細胞を用いて、ALS 蛋白 ubiquilin2、

p62 や valosin-containing protein (VCP)の

発現の検討や、オートファジーの活性化、抗

酸化剤による変化について免疫染色により

評価した。また、本研究では種々の異なる原

因で生じている孤発性 ALS や認知症疾患も

対象としており、できるだけ多くの患者 iPS

細胞を樹立し、数種の iPS 細胞で確認された

知見を他の iPS細胞で確認する作業が必要で

あると考えられたため、線維芽細胞の樹立を

試みた。 

 

４． 研究成果 

複数の ALS 患者および複数の対照由来

の iPS 細胞を神経幹細胞さらに神経細胞へ

分化誘導は成功した。細胞形態、突起進展

などは明らかな異常がなかった。免疫染色

で検討した結果、細胞質に p62 の凝集が、

p62遺伝子変異陽性ALS患者由来細胞にみ

られた。一方変異陰性孤発例では、凝集は



見られるが少量であった。凝集を他の ALS

関連蛋白に対する抗体で染色したが、残念

ながら、ALS 原因蛋白 Ubiquilin2 や VCP

は共局在していなかった。また、p62 は酸

化ストレスにより発現が増加するとされ、

この時に関連するストレスマーカーである

Nrf2 や Keap1 の免疫染色も検討したが凝

集への共局在は見られなかった。更に、p62

は変異により NF-ｋB の活性化を生じると

されているが、凝集のみられた細胞におい

ても活性化 NF-ｋB のマーカーである核内

移行は増加していなかった。 

p62 凝集をマーカーとして、iPS 細胞由

来神経細胞における、凝集の形成抑制がオ

ートファジー促進剤や抗酸化剤により、可

能かを検討した。その結果、オートファジ

ーの促進薬である薬剤 X や抗酸化作用を有

する薬剤Yを培養液に添加することで、p62

の凝集は減少した。一方、別の抗酸化剤レ

チノイン酸には凝集抑制効果がなく、オー

トファジー促進作用のあるバルプロ酸では

細胞形態の変化などを来し、凝集の評価が

困難であった。 

本研究ではできるだけ多くの患者 iPS細

胞樹立を目指したが、認知症を伴う ALS 患

者や新たな原因蛋白変異例を含む 15 例分

の線維芽細胞を樹立した。iPS 細胞作製中

である。また、iPS 細胞も新たに２例分(別

の ALS 遺伝子陽性例を含む)について樹立

し、染色体異常のないことを確認した。こ

れらは公的バンクへの供与を行う。 
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