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研究成果の概要（和文）：神経特異的Ubqln2 CKOマウスでは、Wire-hang testにおいて、運動機能低下を示唆す
る有望な所見を得たが、表現型が軽微であった。そのため、機能 喪失仮説をさらに検証する目的でTamoxifen誘
導によるThy1.2プロモーター下（Thy1-cre/ERT2,-EYFP）にCreを発現するマウスとUbqln2-floxマウスの交配を
おこない、成長発達期を過ぎた後でUbqln2発現を神経特異的に停止するモデルマウスの系統を樹立し、運動機能
評価を行っている。

研究成果の概要（英文）：In nerve-specific Ubqln2 CKO mice, the Wire-hang test showed promising 
findings suggestive of hypokinesia, but the phenotype was minor. Therefore, for the purpose of 
further testing the hypothesis of loss of function, mice expressing Cre under the Thy1.2 promoter 
(Thy1-cre / ERT2, -EYFP) induced by Tamoxifen were mated with Ubqln2-flox mice, and the growth and 
development phase was passed. After that, we established a strain of a model mouse that arrests 
Ubqln2 expression in a nerve-specific manner, and evaluated motor function. 

研究分野： 神経内科

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　ノックアウトマウス　UBQLN2

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究では筋萎縮性側索硬化症の病態は不明な点が多く、現時点では進行を止める治療法は見いだされ
ていない。本研究では、家族性筋萎縮性側索硬化症の原因として明らかとなっているUBQLN2に着目し、神経特異
的なノックアウトを作成することにより、Loss of functionの観点からUBQLN2の病態を明らかにすることを目的
としている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

家族性 ALS の原因遺伝子の中で C9orf72 のイントロン領域のリピート伸長、TARDBP
（TDP-43 遺伝子）、FUS（FUS/TLS 遺伝子）、MATR3（Matrin3 遺伝子）変異などに基づ
く RNA 代謝に関連した分子の異常が多い中、ユビキチン-プロテアソーム系（UPS）の
構成タンパク質としては初めて FALS 責任遺伝子であることが示された UBQLN2 
（Ubiquilin2：UBQLN2 遺伝子）に関する研究が増えてきていた。UBQLN2 は、 UBQLN2
変異 FALS 患者のみならず、C9orf72 変異患者、さらには SALS 患者の病理組織におい
ても、TDP-43 や FUS/TLS と同様に封入体への蓄積が認められ、UBQLN2 が RNA 結合
タンパクの TDP-43、FUS/TLS と並ぶ ALS/FTLD 病態形成のキープレイヤーであること
を強く示唆していた。UBQLN2 は UPS におけるポリユビキチン化タンパクのプロテア
ソームへのシャトル機能のほか、小胞体関連分解（ERAD）、飢餓誘導性オートファジー
の活性制御に関わるとともに、FALS 関連分子である RNA 結合タンパク質の hnRNPA1
と結合することも報告され、RNA 代謝への関与も示唆されている。UBQLN2 のこのよ
うな多彩な機能が明らかになる一方、ALS の病態形成において UBQLN2 変異が果たす
役割は不明であった。2015 年に初めて発表された Ubqln2 P497H 変異導入トランスジェ
ニックラットでは 20 日齢で神経細胞凝集体形成、130 日齢で高次機能障害、神経細胞
脱落をきたす一方で、Ubqln2 ノックアウトラットは 300 日齢でも表現型も神経細胞脱
落も呈さないと報告されたことから、凝集性獲得による神経障害説が強く示唆された。
以降、Ubqln2 P497H 変異導入トランスジェニックマウス、野生型 Ubqln2 トランスジェ
ニックマウスでも同様の報告が続いている。しかしながら、そもそも UBQLN2 は UPS
経路の重要な分子であるにも関わらず、過剰発現下ではむしろプロテアソーム活性を阻
害することが知られており、過剰発現モデルは必ずしも疾患病態を反映していない可能
性がある。実際、2016 年に UBQLN2 は野生型、変異型とも、過剰発現では同じように
凝集し、変異によって凝集能を獲得するわけではないこと、UBQLN2 P506T 変異によ
り、HSP70 への結合が阻害されること、P506T に相当する Ubqln2 P520T 変異ノックイ
ンマウスでもやはり HSP70 への結合、凝集体処理能が低下することなどから、機能喪
失が病態に非常に強く関与する所見が得られていた。 
 
２． 研究の目的 
 UBQLN2 変異による神経変性機序については、凝集性獲得説から機能喪失説まで様々
な機序が想定されており、不明な点が多かった。哺乳類において UBQLN は 1-4 のアイ
ソフォームが存在し、特に UBQLN1 との相同性が高いことから、我々はこれまでのト
ータルノックアウトモデルでは Gene redundancy のため表現型が出現しなかった可能性
もあると考えている。機能喪失の視点に立って、神経特異的ノックアウトマウス、アダ
ルトマウスでのノックアウトの表現型を解析していくことによって、UBQLN2 を介す
る神経変性機序は明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究の方法 
UBQLN2 と Hsc71 の結合低下の評価 
UBQLN2 P479H 変異では Hsc71 との結合性低下は軽度であったため、単純な結合能低
下のみではなく、ADP 結合状態、ATP 結合状態の差、変異がリフォールディング活性に
与える影響などを in vitro での結合実験を行い評価する 

 
Ubqln2 ノックアウトマウスの運動機能、認知機能、病理学的解析 
成長発達期を過ぎた後で Ubqln2 の発現を停止することで神経症状を発症する可能性が
あると考えており、神経特異的ノックアウトマウス、アダルトマウスでのノックアウト
の運動機能、認知機能、病理学的解析を行う。 
 
Ubqln2 ノックアウトマウスの初代培養神経細胞を用いた UBQLN2 の役割の解析 
Ubqln2 ノックアウトマウスから初代培養細胞を作成し、飢餓、ヒートショック、H2O2

など種々のストレス下においてユビキチン陽性凝集体が認められるか確認する。また、
Hsc71 の refolding 活性や、オートファジー阻害薬による脆弱性、シャペロン介在性オー
トファジー基質 MEF2D の増加の有無を解析する。 
 
４. 研究成果 
UBQLN2 と Hsc71 の結合低下の評価 
UBQLN2 の変異体と Hsc71 との in vitro での結合実験では、 ATPγS 存在下では、
UBQLN2 WT、UBQLN2 P479H、UBQLN2 P506S で結合の差は認めなかった。一方、ADP



存在下では、UBQLN2 WT、UBQLN2 P479H はいずれも Hsc71 との結合に差が見られな
かったが、UBQLN2 P506S では Hsc71 との結合の低下を認めた。 
 
Ubqln2 ノックアウトマウスの運動機能、認知機能、病理学的解析 
Tubb3-Cre マウスとの掛け合わせにより神経特異的 Ubqln2 CKO を作成し、Wire-hang test
を行ったところ、運動機能低下を示唆する所見を得たが（図 1）、表現型が軽微であっ
た。そのため、申請者らは機能喪失仮説をさらに検証する目的で Tamoxifen 誘導による
Thy1.2 プロモーター下（Thy1-cre/ERT2,-EYFP）に Cre を発現するマウスと Ubqln2-flox
マウスの交配をおこない、成長発達期を過ぎた後で Ubqln2 発現を神経特異的に停止す
るモデルマウスの系統を樹立した（図 2）。このように、これまでの一般的なマウスモデ
ルと異なる新規の戦略に基づく ALS モデルマウスを用いて、ALS の病態を解明するこ
とをめざしている。 
 
Ubqln2 ノックアウトマウスの初代培養神経細胞を用いた UBQLN2 の役割の解析 
まず、UBQLN2 WT、UBQLN2 P479H、UBQLN2 P506S をそれぞれ培養細胞 HEK293T に
大量発現し、シャペロン介在性オートファジーへの影響をみた。飢餓、H2O2 など種々の
ストレス下において、シャペロン介在性オートファジー基質 MEF2D の増加を認めた。
Ubqln2 ノックアウトマウスの初代培養細胞でも、MEF2D の増減を確認する。 
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