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研究成果の概要（和文）：　神経変性疾患ポリグルタミン（PolyQ）病に対する異常伸長PolyQ蛋白質の選択的分解によ
る治療法確立を目指して、１）ショウジョウバエモデルを用いてPolyQ病病態におけるp62の役割を検討し、p62はオー
トファジー系分解を介して異常伸長PolyQ蛋白質、特に高分子量オリゴマーの分解に関与し、病態に防御的に働くこと
を明らかにした。２）異常伸長PolyQ鎖結合ペプチドQBP1を応用した選択的分解法を検討し、p62-QBP1キメラ蛋白質に
よる異常伸長PolyQ蛋白質選択的な分解誘導の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Toward developing a therapy for the polyglutamine (polyQ) neurodegenerative diseas
es by specific degradation of expanded polyQ proteins, 1) we showed that p62 plays an important role in th
e autophagic clearance of polyQ protein, especially its oligomers, resulting in protection against polyQ-i
nduced neurodegeneration in Drosophila. 2) We further designed the p62-QBP1 chimeric protein, which consis
ts of p62, an adaptor protein for selective autophagy and the expanded polyQ-specific binding peptide QBP1
, and demonstrated its therapeutic potential for the polyQ diseases by selective degradation of expanded p
olyQ proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病、パーキンソン病、ポリ
グルタミン（PolyQ）病など多くの神経変性
疾患において、いずれも異常蛋白質のミスフ
ォールディング・凝集が共通に神経変性を引
き起こすと考えられている。このような異常
蛋白質のミスフォールディング・凝集阻害に
よる治療法は発症予防には有効であるが、一
方で発症後からの治療介入を考えた場合、既
に凝集した異常蛋白質の分解促進による治
療法が有効であると考えられる。 
蛋白質分解システムは、主にユビキチン・
プロテアソーム系とオートファジー・リソソ
ーム系の２つの経路が知られている。凝集蛋
白質の分解除去を考えた場合、基質蛋白質の
アンフォールドが必要なユビキチン・プロテ
アソーム系分解よりも、大きな凝集体でもオ
ートファゴソーム膜で取り囲んで分解でき
るオートファジー･リソソーム系分解の方が
適していると考えられる。しかしながらオー
トファジー･リソソーム系分解は、これまで
基質蛋白質の選択性がないバルク分解シス
テムと考えられていた。 
研究代表者らは、以前に異常伸長 PolyQ鎖
を特異的に認識するペプチド QBP1 を同定
しており、最近理研・貫名博士との共同研究
により、QBP1を応用した異常伸長 PolyQ蛋
白質選択的な分解促進による PolyQ 病モデ
ルマウスの治療効果を明らかにした（Bauer 
et al. Nature Biotechnol, 2010）。さらに連携
研究者の小松博士らは、これまで非選択的と
考えられていたオートファジー･リソソーム
系分解において、ユビキチン化された標的蛋
白質をオートファゴソームへと運ぶアダプ
ター蛋白質として p62を同定し、p62を介す
る選択的なオートファジー経路の存在が注
目されている（Komatsu et al. Cell, 2007）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ミスフォールド・凝集蛋白質
の分解・除去による治療法という視点から、
異常伸長PolyQ鎖特異的結合ペプチドQBP1
を応用して異常伸長 PolyQ 蛋白質の選択的
な分解促進による PolyQ 病の治療法開発を
目指す 
 
３．研究の方法 
(1) PolyQ病病態における p62の役割の解明 

PolyQ 病モデルショウジョウバエ
MJD-Q78 FlyあるいはHtt-Q97 Flyと、p62
の遺伝子変異体ショウジョウバエ系統
p62def Flyあるいはp62に対するRNAiを発
現するショウジョウバエ p62-RNAi Fly、オ
ートファジー関連遺伝子 Atg12、Alfy、プロ
テアソームサブユニット Prosβ2 に対する
RNAi 発現を発現するショウジョウバエとの
遺伝学的交配を行った。次世代のショウジョ
ウバエの複眼変性に対する影響を、実体顕微
鏡観察により評価した。 
また、MJD-Q78 Flyにおける PolyQ蛋白

質凝集体に対する影響を、３齢幼虫の複眼原
基の免疫染色により評価した。 
一方、Western blot解析により PolyQ蛋白
質の発現量に対する影響を評価した。PolyQ
蛋白質の分解に対する影響については、まず
GeneSwitch システムを用いて薬剤 RU486
によりMJD-Q78蛋白質発現を誘導できるコ
ンディショナルモデル ind-MJD-Q78 Flyを
樹立した。ind-MJD-Q78 Fly の発生期から
RU486 を投与して MJD-Q78 蛋白質の発現
を誘導し、羽化後に RU486 を除去した後の
パルスチェイス解析によりMJD-Q78蛋白質
の経時的な分解を評価した。 
(2) p62-QBP1 キメラ蛋白質による異常伸長
PolyQ蛋白質選択的な分解誘導 

p62配列の中で、ユビキチン結合活性を持
つUBAドメインを異常伸長 PolyQ鎖結合ペ
プチド QBP1（SNWKWWPGIFD）に置換し
たキメラ蛋白質 p62-QBP1 をデザインした。
培養HEK293細胞にてPolyQ-GFP蛋白質と
の一過性共発現実験を行い、PolyQ-GFP 蛋
白質の発現量を Western blot 解析により評
価した。 
次に p62-QBP1 キメラ蛋白質を発現する
トランスジェニックショウジョウバエ
p62-QBP1 Flyを作製し、PolyQ病モデルシ
ョウジョウバエ MJD-Q78 Fly あるいは
Htt-Q97 Flyとの遺伝学的交配を行った。次
世代のショウジョウバエの複眼変性に対す
る影響を、実体顕微鏡観察により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) PolyQ病病態における p62の役割の解明 
①p62はPolyQ病モデルショウジョウバエ病
態に防御的に関与する 
まず、PolyQ 病モデルショウジョウバエ

MJD-Q78 Flyにおける p62の関与を明らか
にするために複眼原基の免疫染色を行った。
その結果、p62は主に細胞質に局在し、細胞
質内のMJD-Q78蛋白質凝集体に共局在する
ことを明らかにした。核内のMJD-Q78蛋白
質凝集体への共局在は認めなかった。 
次に、p62の遺伝子変異体 p62def Flyある
いはp62に対するRNAi発現を発現するショ
ウジョウバエ p62-RNAi Fly と MJD-Q78 
Fly との遺伝学的交配を行った。その結果、
p62の機能喪失によりMJD-Q78 Flyの複眼
変性が有意に増悪することを明らかにした。
また別の PolyQ 病モデルショウジョウバエ
Htt-Q97 Flyにおいても同様に複眼変性の増
悪を認めた。 
これらのショウジョウバエの複眼原基の
免疫染色を行った結果、p62の機能喪失によ
り細胞質内のMJD-Q78蛋白質凝集体が著明
に増加することを明らかにした。核内凝集体
も軽度の増加を示したが、細胞質内凝集体の
増加の方がより顕著であった。 
以上の結果から、p62は PolyQ病病態に防
御的に働くと考えられた。 
②オートファジー系、プロテアソーム系蛋白



質分解は PolyQ 病モデルショウジョウバ
エ病態に防御的に関与する 
PolyQ 病モデルショウジョウバエ

MJD-Q78 Fly における、オートファジー・
リソソーム系あるいはユビキチン・プロテア
ソーム系蛋白質分解システムの関与を明ら
かにするために、オートファジー関連遺伝子
Atg12、Alfy、あるいはプロテアソームサブ
ユニット Prosβ2 に対する RNAi を発現する
ショウジョウバエとの遺伝学的交配を行っ
た。その結果、これらの遺伝子の機能喪失に
よりMJD-Q78 Flyの複眼変性が有意に増悪
することを明らかにした。 
続いて免疫染色を行った結果、Atg12の機
能喪失では p62 と同様に細胞質内の
MJD-Q78 蛋白質凝集体が著明に増加してい
た。Prosβ2の機能喪失では核内、細胞質内の
凝集体共に同程度の増加を示した。 
以上の結果から、オートファジー系、プロ
テアソーム系蛋白質分解はいずれも PolyQ
病病態に防御的に働き、p62はオートファジ
ー系分解と同様に細胞質内の PolyQ 凝集体
の除去に関わる可能性が考えられた。 
③p62はオートファジー系蛋白質分解を介し
て PolyQ 病モデルショウジョウバエ病態
に防御的に働く 
PolyQ 病モデルショウジョウバエ

MJD-Q78 Flyに対する p62の防御的な役割
に対して、オートファジー・リソソーム系あ
るいはユビキチン・プロテアソーム系蛋白質
分解システムが関与するかどうかを検討し
た。遺伝学的交配により、PolyQ病モデルシ
ョウジョウバエMJD-Q78 Flyに p62に対す
る RNAi と両分解系関連遺伝子に対する
RNAi を共に発現させた。その結果、p62 に
加えて Atg12、Alfy の機能喪失では、
MJD-Q78 Fly の複眼変性の相乗的な増悪効
果は認めなかった。一方、p62 に加えて
Prosβ2機能喪失では、MJD-Q78 Flyの複眼
変性は相乗的な増悪効果を示した。以上の結
果から、p62の防御的な働きにオートファジ
ー系分解が関与する可能性が示唆された。 
次に、p62の機能喪失によるMJD-Q78蛋
白質への影響を明らかにするために
Western blot解析を行った。その結果、p62
の機能喪失では、可溶性MJD-Q78蛋白質量
には顕著な影響を認めなかった。続いて、
MJD-Q78 蛋白質の分解を評価するために、
薬剤 RU486 により MJD-Q78 蛋白質発現を
コントロールできるコンディショナルモデ
ル ind-MJD-Q78 Flyを用いたパルスチェイ
ス解析を行った。その結果、p62の機能喪失
により可溶性MJD-Q78蛋白質の経時的な分
解が有意に遅延し、さらにMJD-Q78蛋白質
の高分子量オリゴマーはむしろ蓄積傾向を
示した。オートファジー関連遺伝子 Atg6 の
機能喪失によっても、同様に可溶性
MJD-Q78 蛋白質の分解遅延、高分子量オリ
ゴマーの蓄積を認めたことから、p62はオー
トファジー系分解を介して、異常伸長 PolyQ

蛋白質、特に高分子量オリゴマーの分解に寄
与し、PolyQ病病態に防御的に働くと考えら
れた。 
 
(2) p62-QBP1 キメラ蛋白質による異常伸長
PolyQ蛋白質選択的な分解誘導 
①p62-QBP1キメラ蛋白質のデザイン 
異常伸長 PolyQ 蛋白質特異的な分解誘導
を目指して、p62 の UBA ドメインを異常伸
長 PolyQ 鎖結合ペプチド QBP1 に置換した
キメラ蛋白質 p62-QBP1をデザインした。 
まず、培養細胞実験系にて p62-QBP1を発
現させ、異常伸長 PolyQ蛋白質の分解促進効
果を検討した。その結果、正常鎖長の
Q19-GFP 蛋白質の発現量には有意な影響を
認めず、異常鎖長の Q81-GFP蛋白質のみ選
択的に発現量の有意な低下を認めた。p62や
QBP1 の発現では、Q81-GFP の発現量には
明らかな影響を認めなかった。 
②p62-QBP1キメラ蛋白質によるPolyQ病モ
デルショウジョウバエ病態に対する影響 
さらに p62-QBP1 キメラ蛋白質による in 

vivo での PolyQ 病病態に対する治療効果を
検証するため、p62-QBP1キメラ蛋白質を発
現するトランスジェニックショウジョウバ
エ p62-QBP1 Flyを作製した。次いで PolyQ
病モデルショウジョウバエMJD-Q78 Flyあ
るいはHtt-Q97 Flyと p62-QBP1 Flyとの遺
伝学的交配により、p62-QBP1が複眼変性に
与える影響を検討した。その結果、p62-QBP1
発現によりMJD-Q78 Fly、Htt-Q97 Flyいず
れの複眼変性も軽度ながら抑制された。しか
し、この治療効果が異常伸長 PolyQ鎖蛋白質
の分解促進によるものか、あるいは QBP1自
身の凝集阻害作用によるものかは断定でき
なかった。 
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