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研究成果の概要（和文）： 
Cu/Zn スーパーオキシドジスムターゼ（SOD1）は生体にとって有害なスーパーオキシドを毒性

の弱い酸素と過酸化水素に変換する酵素で、酸化ストレスから生体を守る重要な役割を果たし

ている。しかし、SOD1 をノックアウト(KO)したマウスは一見正常に生育し、明らかな表現型を

示さない事実から、若齢の SOD1KO マウスでは SOD1 を代償するような防御機構が存在するので

はないかという仮説を立てた。そこで、SOD１KO マウスと野性型マウスの腎臓を用いて発現の

異なる遺伝子のスクリーニングを行ったところ、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ A4

（GSTA4）をコードする遺伝子が SOD１KO マウスの腎臓で有意に上昇していることを発見した。

つまり、SOD1KO マウス腎臓では、GSTA4 タンパク量が上昇していること、免疫組織染色によっ

て腎臓の近位尿細管に GSTA4 が過剰発現していること、さらに鉄が蓄積していることを見いだ

した。HEK293 細胞にマウス GSTA4cDNA を導入した GSTA4 過剰発現腎細胞ではスーパーオキシド

および HNE に対する細胞傷害性が低下しており、細胞内タンパクの過酸化脂質アダクト量も減

少していた。若齢の SOD１KO マウスでは GSTA4 が腎臓で誘導されることで酸化ストレスから身

を守っていることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Copper/zinc-superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD, SOD1) plays a protective role in cells by catalyzing the 
conversion of the superoxide anions into molecular oxygen and hydrogen peroxide.  Although SOD1 
knockout (KO) mice exhibit a decreased life span and an elevated incidence of dysfunctions in old age, 
young SOD1 KO mice grow normally and exhibit no abnormalities.  This fact leads to the hypothesis 
that other antioxidative proteins prevent oxidative stress, compensating for SOD1.  Differently 
expressed genes in 3-week-old SOD1 KO and littermate wild-type mice were explored.  The gene 
remarkably elevated in SOD1 KO mice kidneys was identified as the glutathione S-transferase alpha 4 
gene (Gsta4), which encodes the GSTA4 subunit.  The GSTA4 mRNA, protein level and activity were 
significantly increased in SOD1 KO mice kidneys.  The administration of an iron complex, a free 
radical generator, induced GSTA4 mRNA and protein expression in wild-type mice kidneys.  In 
addition, overexpression of mouse GSTA4 cDNA in human embryonic kidney cells led to a protective 
effect against cell death caused by both 4-hydroxynonenal and superoxide.  These findings suggest that 
compensatory induced GSTA4 plays a protective role against oxidative stress in young SOD1 KO mice 
kidneys. 
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１．研究開始当初の背景 
 腎臓は、排泄と再吸収の際に活性酸素の発
生源となる血液中の有害物質に曝されてい
るため、非常に酸化ストレスに暴露されやす
い臓器である。活性酸素は多くの疾患や病態
の形成・進行に関与することが知られており、
腎細胞を直接障害するだけでなくフリーラ
ジカル連鎖反応による細胞膜の脂質過酸化
を促進すると考えられている。酸化ストレス
から身を守るために、我々の生体には多くの
抗酸化酵素や抗酸化物質が存在する。中でも
Cu/Zn スーパーオキシドジスムターゼ（SOD1）
は生体にとって有害なスーパーオキシドを
毒性の弱い酸素と過酸化水素に変換する酵
素で、酸化ストレスから生体を守る重要な役
割を果たしている。しかし、SOD1 をノックア
ウト(KO)したマウスは一見正常に生育し、明
らかな表現型を示さない。週令の高い SOD1KO
マウスでは難聴や脂肪肝、貧血などが報告さ
れているが、若齢マウスでは目立った異常は
見つかっていない。特に腎臓は血流が大きく、
酸化ストレスに曝されやすい臓器で、SOD1KO
マウスでは虚血再還流により、腎機能障害が
出やすいことが報告されている。それでも目
立った腎疾患に陥らないのは、若齢の SOD1KO
マウスでは SOD1 を代償するような防御機構
が存在することが予想された。しかし、SOD
のアイソザイムである SOD2 や SOD3 の有意な
上昇は報告されておらず、代償機構は不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 若齢の SOD1KO マウスでは SOD1 を代償する
ような抗酸化酵素または抗酸化タンパク質
を見いだし、その防御機構を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ディファレンシャルディスプレイ法を

用いて、３週令の SOD１KO マウスと野性型マ
ウスの腎臓を用いて発現の異なる遺伝子の
スクリーニングを行った。 
(2)グルタチオン-S-トランスフェラーゼ A4
（GSTA4）をコードする遺伝子が SOD１KO マ
ウスの腎臓で有意に上昇していることを発
見したため、GSTA4 に特異的な抗体を作製し、
ウエスタンブロット解析や免疫組織染色を
行った。 
(3) GSTA4 の生体防御機構を調べるために、
ヒト腎細胞である HEK293 細胞にマウス
GSTA4cDNA を導入し、種々の酸化ストレスを
かけて細胞傷害に対する影響を検討した。 
 
４．研究成果 
 グルタチオン-S-トランスフェラーゼ A4
（GSTA4）をコードする遺伝子が SOD１KO マ
ウスの腎臓で有意に上昇していることを発
見した。 
 マウス GSTA4 を認識するポリクローナル抗
体を用いた免疫組織染色によって SOD1KO マ
ウス腎臓の近位尿細管にGSTA4 が過剰発現し
ていることを見いだした（図１）。また腎障
害を引き起こす Fe-キレート剤またはシスプ
ラチンを野性型マウスに腹腔内投与したと
ころ、GSTA4 遺伝子が有意に誘導された。ま
た SOD1KO マウス腎臓の近位尿細管には Fe が
蓄積していることを見いだした（図２）。 
 

図１.GSTA4 抗体による腎臓組織切片の免
疫組織染色（メス） 
 
 



 

図２.ベルリンブルーによる腎臓組織切
片の鉄染色（メス） 
 
 ヒト腎細胞である HEK293 細胞にマウス
GSTA4cDNA を導入した GSTA4 過剰発現腎細胞
では過酸化水素およびヒドロキシノネナー
ル（HNE）に対する細胞傷害性が低下してお
り、細胞内タンパク質の過酸化脂質アダクト
量も減少していた（図３）。 
 
図３.GSTA4 過剰発現細胞に対する HNE の
影響 

 
 GSTA4 は HNE などの脂質過酸化物に対する
親和性が高く、他の GST アイソザイムとは異
なった基質特異性を有する酵素である。以上
の結果は、SOD1KO マウスでは SOD1 欠損によ
る酸化ストレスで GSTA4 が誘導され、過酸化
物質から腎細胞を守る役割を果たしている
ことを示唆している。腎臓の疾患には酸化ス
トレスや鉄イオンの関与が報告されてきて
いる。GSTA4 の防御作用は今後の腎疾患治療
の開発に貢献できる可能性がある。 
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