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研究成果の概要（和文）：筋委縮性側索硬化症（ALS）/前頭側頭型認知症（FTD）の原因遺伝子の1つとして多機
能タンパク質p62が明らかになっている。本研究ではこのp62の変異と疾患発症機序の研究を行った。変異型p62
はストレスにより発現誘導を受けたプロテアーゼによってKeap1結合ドメインやLC3結合ドメインで切断される。
この切断は酸化ストレス応答の制御やユビキチン化タンパク質のオートファジー分解などの機能が障害されるこ
とを明らかにした。これらの障害がALS/FTDの発症原因の1つになっている可能性が示唆され、変異p62を切断す
るプロテアーゼの阻害剤は新たな治療法になる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Mutations in a multifunctional adaptor protein p62 are associated with 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTD). p62 is implicated in 
selective autophagy and oxidative stress response. To investigate the pathogenic mechanism of 
ALS/FTD by p62 mutations, we produced the stable cell lines expressing p62-WT, P392L and G425R. 
Interestingly, both p62 mutants were cleaved at specific positions under stress conditions. Next, we
 assessed oxidative stress response via the p62-Keap1-Nrf2 axis in p62 mutant cells. Heme 
oxygenase-1 expression was significantly suppressed in both p62 mutant cells. Furthermore, p62 
mutations decreased the binding of the UBA domain to ubiquitinated proteins. These results suggest 
that reduction of stress response and autophagic clearance of ubiquitinated proteins might be 
involved in the pathogenic mechanism of ALS/FTD by p62 mutations.

研究分野： 神経内科

キーワード： 筋委縮性硬化症　前頭側頭型認知症　p62　オートファジー　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では筋委縮性側索硬化症（ALS）/前頭側頭型認知症（FTD）の原因遺伝子の1つであるp62による疾患発症
機序の研究を行った。ALS/FTD変異p62はストレスにより異常な切断を受け、酸化ストレス応答やオートファジー
に障害を及ぼすことが明らかになった。今後、この異常切断を行うプロテアーゼを解明することで新たな治療法
の開発につながる可能性がある。

※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 
筋委縮性側索硬化症（ALS）/ 前頭側頭型認知症（FTD）は疾患ゲノム解析から複数の責任遺伝
子が明らかになっており，それらの幾つかは RNA 結合タンパク質やオートファジー関連タンパ
ク質であることが知られている．p62/SQSTM1 は複数のタンパク質と相互作用する多機能タン
パク質である．その機能は様々な細胞内情報伝達，オートファジーそして酸化ストレス応答制御
などが明らかになっている．p62 の変異は骨ページェット病や ALS/FTD の原因になることが報
告されているが，それらの発症機序はまだ明らかになっていない．研究代表者は本研究に先立ち，
p62 のユビキチン結合ドメイン（UBA）内の ALS/FTD 変異の解析を行ったところ，P392L お
よび G425R 変異では酸化ストレスやプロテアソーム阻害により p62 の内部で特異的な切断が
起きることを見出した． 
 
２．研究の目的 
本研究では p62 の ALS/FTD 変異が様々なストレスによって異常な切断を受け，p62 の機能に
どのような障害が起きるのかを明らかにする．そして，その機能障害と疾患発症との関連性を解
明する． 
 
３．研究の方法 
① ALS/FTD 変異 p62 の切断部位の決定 

P392L 変異 p62 を発現する培養細胞を亜ヒ酸で 12 時間処理した後，0.5% Triton X-100 を含
むバッファーに細胞をサスペンドしソニケーションした．遠心後，上清を回収して抗 p62 抗体
で免疫沈降を行った．Protein Gマグネットビーズで回収したサンプルをSDS-PAGEで分離し，
p62切断分子をゲルから切り出し，トリプシン処理後LC-MSで分析しMASCOTおよびPEAKS
で切断部位の解析を行った．また，質量分析の結果をもとにp62切断分子を作製し分子量をSDS-
PAGE で確認した． 
 
② ALS/FTD 変異 p62 の切断酵素の同定 
カルパイン阻害剤（ALLN）やカスパーゼ阻害剤（Z-VAD-FMK）による ALS/FTD 変異 p62

の切断阻害実験を行った．またパーキンソン病関連プロテアーゼ HtrA2 による切断も解析する
ために siRNA でノックダウンしてウエスタンブロットを行った． 
 
③ HSF1 パスウェイを介した ALS/FTD 変異 p62 の切断解析 

ALS/FTD 変異 p62 を切断するプロテアーゼの発現が HSF1 により制御されるか阻害剤を用
い解析した．細胞を亜ヒ酸と HSF1 阻害剤 KRIBB11 で処理した．その後，ウエスタンブロッ
トで切断分子の解析を行った． 
 
④ ALS/FTD 変異 p62 の Keap1-Nrf2 酸化ストレス応答への影響解析 

WT，P392L，G425R 変異 p62 を発現する細胞を亜ヒ酸処理した後，細胞から RNA を精製し
て cDNA を合成した．そしてリアルタイム PCR で抗酸化遺伝子 HO-1 の発現レベルを測定し
た．また，これら細胞を用い HO-1 タンパク質のウエスタンブロットも行った．Keap1 の細胞
なでの動態を観察するために，これらの細胞に GFP-Keap1 を発現し，酸化ストレス時の局在性
を観察した． 
 
⑤ ALS/FTD 変異 p62 の Ub 化タンパク質のオートファジー分解への影響 

WT と G425R 変異 p62 を発現する細胞を亜ヒ酸処理した後，細胞抽出液を抗 p62 抗体で免
疫沈降した．そして p62 に結合する Ub 化タンパク質の量をウエスタンブロット（抗ポリ Ub 抗
体）で測定した． 
 
⑥ ALS/FTD 変異 p62 によるストレス顆粒動態への影響 
ストレス顆粒の動態を観察するために，細胞を亜ヒ酸で 30min 処理した後，通常の培養液に

戻しさらに培養した．1，2，4 時間後に細胞を固定して，ストレス顆粒のマーカーである G3BP
の免疫染色を行った． 
 
⑦ ALS/FTD 変異 p62 による TDP-43 病態への影響 

WT，P392L，G425R 変異 p62 を発現する細胞を亜ヒ酸処理した後，抗 TDP-43 抗体と p62
抗体で免疫染色を行った．酸化ストレスによる TDP-43 の動態を観察した． 
 
 
４．研究成果 

P392L 変異 p62 を発現する細胞に亜ヒ酸で酸化ストレス負荷を行った．細胞抽出液に抗 p62



抗体を加え免疫沈降を行い，SDS-
PAGEで分離後ゲルを回収し質量分
析で切断部位の同定を行った．その
結果，N330，Q357，P359 が切断部
位の候補として明らかになった．そ
こで，それぞれの断片を人工的に作
製した．p621-330， p621-357， p621-

359 を p62KO-HeLa 細胞で発現し，
ウエスタンブロットで分子量を比
較した（図１）．その結果，変異 p62
の切断は主に Q357 もしくは P359
で僅かに N330 でも起きていること
が分かった．これらは Keap１結合
ドメイン（KIR）や LC3 結合ドメイ
ン（LIR）に位置していた． 

次に，変異 p62 を切断するプロテアーゼを検索するためにカルパイン阻害剤（ALLN）および
カスパーゼ阻害剤（Z-VAD-FMK）による切断阻害実験を行った．P392L および G425R を発現
する細胞に亜ヒ酸処理を行うと同時に ALLN または Z-VAD-FMK を添加した．その後 p62 のウ
エスタンブロットで切断を確認したところどちらの阻害剤も効果が無かった．その他の候補プ
ロテアーゼとして HtrA2 に着目した．HtrA2 はパーキンソン病に関連するセリンプロテアーゼ
である．siRNA を用いて HtrA2 発現をノックダウンして同様に阻害実験を行ったが，コントロ
ール siRNA と同様に変異 p62 の切断は起きたことから，HtrA2 も関与しないことが分かった．
そこで，プロテアーゼを特定するために近位依存性ビオチン化法(BioID)を利用して検索するこ
とにした．ベイトタンパク質として MAC タグを用い MAC-変異 p62 融合タンパク質を構築し
た．この融合タンパク質でもストレス依存的に切断が起きるか確かめたが特異的な切断は認め
られなかった．本研究期間内ではプロテアーゼを特定することができなかったが，今後新しい方
法で特定する予定である． 

変異 p62 の切断はストレス時に起きることから，このプロテアーゼはストレス依存的に発現
すると予想された．そこで，
ストレス応答のマスターレギ
ュレーターである HSF1 依存
的に発現制御を受けているか
確かめた．変異 p62 発現細胞
を亜ヒ酸処理するとともに
HSF1 阻害剤 KRIBB11 を添
加した．その後，ウエスタン
ブロットで変異 p62 の切断を
確 か め た ． そ の 結 果 ，
KRIBB11 で阻害すると変異
p62 の切断は抑制された（図
２）．このことから，このプロ
テアーゼは HSF1 により発現
制御を受けていることが明ら
かになった． 
 変異 p62 はストレス暴露により KIR ドメインや LIR ドメインで切断される．この切断により
p62 の機能へどのような影響を及ぼすのか検討した．p62 は KIR ドメインを介して酸化ストレ
ス応答因子 Keap1 と結合し，Nrf2 の抑制は解除され抗酸化遺伝子群の発現が上昇する．そこ
で，p62 の酸化ストレス応答への影響を調べた．野生型または変異 p62 発現細胞を亜ヒ酸処理
し，細胞から RNA を調製して cDNA を合成した．そして抗酸化遺伝子の１つである HO-1 の
発現をリアルタイム PCR で測定した．その結果，P392L や G425R を発現する細胞では HO-1
の発現レベルが約 50%近くまで減少した（図 3A）．さらに HO-1 のウエスタンブロットでも発
現を解析したところ，50%近くまで HO-1 タンパク質の発現は減少していた（図 3B）．そして，
Keap1 の細胞内局在性を観察したところ，野生型 p62 発現細胞では p62 と GFP-Keap1 は酸化
ストレスにより凝集体を形成したが，変異 p62 発現細胞ではどちらも変化なかった（図 4）．こ
のことから，変異 p62 は酸化ストレスにより切断されるため Keap1 との結合ができなくなり，
Nrf2 の活性化を阻害した結果酸化ストレス応答が抑制されることが明らかとなった． 

 次に，オートファジーレセプター活性を調べた．p62 は LIR と UBA ドメインを介して LC3
や Ub 化タンパク質と結合することで，Ub 化タンパク質のオートファジー分解に関与する．野

生型もしくは G425R 変異 p62 を発現する細胞を亜ヒ酸処理し，細胞抽出液を抗 p62 抗体で免

疫沈降した．そして，共沈殿したポリユビキチンをウエスタンブロットで解析した．野生型 p62
では多くの Ub 化タンパク質の結合が観察されたが，G425R では減少していた．このことから，

変異型 p62 はオートファジーレセプター活性が減少していることが分かった（図 5）． 

 
図 1 p62 切断部位の決定 

 

図２ HSF1 阻害による変異 p62 の切断抑制 



 

 

ALS/FTD の発症にストレス顆粒の形成や消失が関与

することが明らかになりつつある．そこで，変異 p62 発現細胞におけるストレス顆粒の形成と

消失を観察することにした．細胞を 30 分間亜ヒ酸処理し，除いた後さらに通常の培養液でイン

キュベートした．ストレス顆粒の観察のために抗 G3BP 抗体で免疫染色を行った．亜ヒ酸処理

により野生型や変異 p62 細胞ではストレス顆粒が形成された（図 6）．そして，通常培地に戻し

て 2 時間後には同様にストレス顆粒は消失したことから（図 6），変異 p62 細胞ではストレス顆

粒に大きな違いはなかった． 
 次に，ALS/FTD の病理学的特徴の TDP43 病態を観察した．野生型および変異 p62 発現細胞を亜

ヒ酸で処理し，TDP43 および p62 の局在性を免疫染色で観察した．いずれの場合も TDP431 は核

内に存在しており，核外で凝集体を形成することはなかった（図 7）． 

 以上の結果より，ALS/FTD 変異 p62 はストレスにより発現誘導されたプロテアーゼにより切断

され，その結果オートファジーレセプター活性や酸化ストレス応答に障害が起きてしまうこと

が明らかになった．これらの障害が ALS/FTD 発症に関与している可能性が示唆される．今後，

ALS/FTD 患者の神経細胞内でも同様の現象が起きているのか観察する必要があり，もし同様であ

れば p62 の切断を抑制する薬剤が治療に効果的であるかもしれない． 

 

 

 

  

図 3 酸化ストレス応答の解析 
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図 4 酸化ストレスによる変異 p62 と Keap1 の 

局在性の変化  

図 5 Ub 化タンパク質の結合 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 6 ストレス顆粒の形成と消失の観察 

 
図 7 TDP43 病態の解析 
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