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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis ; ALS）は治療法のない神経
変性疾患であり、一刻も早い創薬基盤の開発が望まれている。家族性ALSの原因遺伝子の一つであるSOD1は、遺
伝子変異により構造変化を起こして細胞毒性を発揮する。これまでに我々は野生型SOD1もストレス状況下では変
異型様構造をとることを見出していたが、その詳細な分子機構やALSへの関与は不明であった。本研究では、変
異型様SOD1に着目し、細胞内局在・結合因子探索・翻訳後修飾・分解系といった網羅的基礎研究を行うことによ
り、ストレス条件下でSOD1が構造変化する分子基盤を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease 
with no cure. SOD1, one of the causative genes in familial ALS, is structurally altered by 
ALS-linked genetic mutation and exerts cytotoxicity. We have previously reported that wild-type SOD1
 (SOD1 WT) also adopts a mutant-like conformation under stress conditions, but the detailed 
molecular mechanism and its involvement in ALS have not been clarified. In this study, we focused on
 mutant-like SOD1 and performed comprehensive studies on its subcellular localization, binding 
factors, post-translational modifications, and degradation systems. We elucidated the molecular 
basis of conformational alteration in SOD1 WT under stress conditions.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ALS　SOD1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変異型SOD1がALSの原因になることはよく知られているが、ストレス条件下で変異型様に構造が変化した野生型
SOD1のALSへの関与ついては不明な点が多い。本研究で明らかにした野生型SOD1の構造変化の分子基盤に関する
基礎的知見は、SOD1遺伝子変異によらない家族性ALSおよび孤発性ALSにおけるSOD1の病態生理学的意義の解明や
創薬ターゲットの発見につながると期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

 

１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis ; ALS）は病態分子機構に基づく根本

的な治療法の無い極めて重篤な進行性神経変性疾患である。常染色体優性遺伝形式を示す家族

性 ALS において、日本で最も高頻度に見られる原因は Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) の
遺伝子変異であり、この遺伝子変異によって産生される変異型 SOD1 タンパク質は、野生型 SOD1

とは異なる立体構造をとり、その獲得性細胞毒性によって運動神経細胞死を誘導する。これまで

に研究代表者は、野生型 SOD1 もストレス状況下では変異型様構造をとることを見出していたが、

その詳細な分子機構は全く解明されておらず、変異型様 SOD1 タンパク質の性質自体ほとんど不

明であった。そのため、ストレス条件下で変異型様に構造変化した野生型 SOD1 の ALS における

病態生理学的意義も明らかとなっていなかった。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、ストレス条件下で変異型様に

構造変化した野生型 SOD1 に着目し、細胞内

局在・翻訳後修飾・結合因子・分解系といっ

た網羅的基礎研究を行うことにより、ストレ

ス条件下で SOD1 が構造変化する分子機構の

詳細を明らかにし、SOD1 遺伝子変異によらな

い家族性ALSおよび孤発性ALSにおける変異

型様 SOD1 の病態生理学的意義を新規提唱す

ることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究では、「変異型様 SOD1」を SOD1 の新たな形態として捉え、その性質を解明するため以

下の(1)〜(3)の研究に取り組んだ。 

 

(1) 変異型様 SOD1 の細胞内局在解析 

これまでに研究代表者は、亜鉛欠乏ストレスにより野生型 SOD1 が構造変化することを生化学

的実験により明らかにしていた（Homma et al., Mol Cell, 52, 75-86, 2013）が、構造変化し

た SOD1 の細胞内局在については不明であった。そこで、亜鉛欠乏ストレス刺激依存的な SOD1 の

細胞内局在を、共焦点顕微鏡による観察と定量解析により検討した。 

 

(2) 変異型様 SOD1 の翻訳後修飾と結合因子の同定と解析 

変異型様 SOD1 の機能解析を行う上で、翻訳後修飾や相互作用タンパク質の情報を得ることは

重要である。これまで、遺伝子変異により産生される変異型 SOD1 の翻訳後修飾や結合因子につ

いては複数のグループにより解析が進められてきたが、ストレス依存的に構造変化した変異型

様 SOD1 の翻訳後修飾や結合因子については解析が進んでいなかった。そこで、質量分析法によ

り、亜鉛欠乏ストレス依存的に構造変化した変異型様 SOD1 に見られる翻訳後修飾と新規結合因

子の探索を行った。本研究は、産業技術総合研究所の夏目徹博士と八田知久博士との共同研究と

して実施した。 

 

(3) 変異型様 SOD1 の分解機構の解析 

変異型様 SOD1 の蓄積は ALS 病態発症の一因である可能性が報告されていることから、正常細

胞においては何らかのクリアランス機構があると想定される。そこで、変異型様 SOD1 の蓄積を

指標としたゲノムワイド RNAi スクリーニングを行い、変異型様 SOD1 がクリアランスされる分

子機構の検討を行った。 
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図1 本研究の概要図
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４．研究成果 

(1) 変異型様 SOD1 の細胞内局在解析 

まずはじめに、HEK293A 細胞に FLAG-SOD1 を発現させ、抗 FLAG 抗体を用いた細胞免疫染色実

験により、亜鉛欠乏ストレス依存的な SOD1 の細胞内局在の検討を行った。その結果、通常、細

胞全体に局在していた SOD1 が、亜鉛欠乏ストレス状況下では細胞質に局在することが明らかと

なった。また、このとき、研究代表者らが独自に作製した抗変異型 SOD1特異的抗体（Fujisawa 

et al., Ann. Neurol., 72, 739-749, 2012）により細胞免疫染色を行ったところ、構造変化し

た SOD1 が細胞質に存在することもわかり、SOD1 が亜鉛欠乏ストレスに応答して細胞内で局在変

化することが明らかとなった。また、本研究成果については、第 42 回日本分子生物学会年会に

てポスター発表を行った。 

 

(2) 変異型様 SOD1 の翻訳後修飾と結合因子の同定と解析 

まず、SOD1-FLAG を恒常的に発現する HeLa 細胞株を作製した。その細胞株を用いて、無刺激

または亜鉛欠乏ストレス時の SOD1 を抗 FLAG 抗体により免疫沈降し、翻訳後修飾と結合因子に

ついて質量分析法により検討した。 

 翻訳後修飾については、亜鉛欠乏ストレス依存的に複数のリン酸化とアセチル化が変動して

いることが明らかとなった。現在、翻訳後修飾のダイナミックな変動が SOD1 の構造変化を制御

する可能性について検討を進めている。 

 また、結合因子については、亜鉛欠乏ストレス依存的に SOD1 と結合する複数のタンパク質を

同定することに成功した。そのうち、特に顕著に結合増強が見られたタンパク質については、共

免疫沈降実験により亜鉛欠乏ストレス依存的な SOD1 との結合について確認した。さらに、野生

型 SOD1 においては立体構造上内部に隠され、亜鉛欠乏ストレス依存的に露出してくる N 末端側

領域が、新規因子との結合に必要であることも明らかにした。本研究成果については、第 44 回

日本分子生物学会年会と第 94 回日本生化学会大会にて学会発表を行った。 

 

(3) 変異型様 SOD1 の分解機構の解析 

 変異型様 SOD1 のクリアランス機構を

明らかにするため、変異型様 SOD1 の蓄

積を指標としたゲノムワイド RNAi スク

リーニングを行った。まず、構造変化し

た SOD1 を特異的に認識する抗変異型

SOD1 特異的抗体を用い、蛍光共鳴エネ

ルギー移動(Fluorescence Resonance 

Energy Transfer: FRET)を用いたスク

リーニング系を構築し、約 18,000 遺伝

子の中から 30 種類のヒット遺伝子を得

た(図 2)。その中で、これまで SOD1 と

の関連が報告されていなかった DDB1- and CUL4-associated factor 4 (DCAF4)に着目し、詳細

な解析を行った。その結果、DCAF4が ALS の原因遺伝子の一つでもある optineurin (OPTN)とも

相互作用することで、構造変化型 SOD1 のオートファジー依存的な分解に関与することが明らか

となった。本研究成果は論文発表を行った(Homma et al., J. Biol. Chem., 295, 3148-3158, 
2020)。 
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図2 ゲノムワイドsiRNAスクリーニングの方法と結果
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