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研究成果の概要（和文）：  
SOD1 は酸化ストレス軽減に関わるタンパク質だが、変異が生じると凝集体を形成し、筋萎縮性
側索硬化症(ALS)の原因となる。しかし、SOD1 凝集体の分子構造は明らかでない。そこで、質
量分析法によるタンパク質凝集体の構造解析手法を開発し、SOD1 凝集体の分子構造が変異の種
類に依存することを明らかにした。罹病期間などの ALS 病態は変異の種類に依存することから、
凝集体構造の相違は疾患表現型の制御因子の一つではないかと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
ALS-causing mutations facilitate aggregation of SOD1, upon which significant 

structural changes of SOD1 have been assumed; however, a structure of protein 

aggregate remains obscure.  Here, by utilizing mass spectrometry, I have 

identified a protease-resistant core in wild-type as well as ALS-causing mutant 

SOD1 aggregates.  SOD1 aggregates exhibit mutation-dependent structural 

polymorphism, which further regulates biochemical properties of aggregates such 

as solubility.  Based upon these results, I propose a new pathomechanism of fALS 

in which mutation-dependent structural polymorphism of SOD1 aggregates can 

affect disease phenotypes. 
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１．研究開始当初の背景 
 

SOD1 遺伝子に変異を有する家族性 ALS 患
者において、変異 SOD1 タンパク質を含む凝集
体の病巣への蓄積が主要な病理変化として観
察することができる。神経細胞内に不溶性の
SOD1 凝集体が形成することで、様々な細胞機
能が阻害され、神経細胞死につながるのでは
ないかと考えられている。通常、SOD1 は銅・
亜鉛イオンを結合し、さらに分子内 S-S 結合
を形成することで安定化する。しかし、SOD1
に変異が生じると、上記の翻訳後修飾プロセ
スが阻害され、SOD1 タンパク質の三次元構造
が不安定化し容易に変化するために、凝集体
が形成する。 

そこで、変異 SOD1 が原因となって発症す
る ALS の治療法開発の一つのストラテジーと
して、変異 SOD1 の凝集体形成を抑制すること
が考えられる。しかし、凝集抑制に効果的な
薬剤等を合理的に分子設計するためには、こ
れまでの研究成果に加えて、SOD1 タンパク質
のどの領域が凝集に関わっているのか、その
部位を特定する必要があると考えた。つまり、
凝集に関わる部位を特定することができれば、
例えば、それらを特異的に認識する抗体を作
製し結合させることで、凝集を引き起こす分
子間相互作用を阻害し、SOD1 の凝集を抑える
ことが可能ではないかと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 

ALS の発症要因とされる SOD1 タンパク質
凝集を抑制する手法を確立するために、SOD1
凝集体の分子構造に関する知見を得る。具体
的には、SOD1 を構成するアミノ酸配列のうち、
凝集に関与する領域を実験的に特定する。本
課題で得られるSOD1凝集体の構造情報を基に
して、凝集抑制剤の合理的な分子設計を目指
すことが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 

本課題では、精製した SOD1 タンパク質を
用いることで、その凝集プロセスを試験管内
にて再現し、SOD1 凝集体を作製した。また、
凝集体の構造情報を、質量分析法を用いて明
らかにする新たな手法を開発することで、
SOD1 のアミノ酸配列のうち凝集に関与する領
域を特定した。具体的には、約 10 種類の変異
SOD1 タンパク質を大腸菌に発現させることで

大量合成し、クロマトグラフィー等を用いて精製
した。さらに、精製した変異 SOD1 タンパク質を 37 
oC で振とうすることで、凝集を再現し、SOD1 凝集
体を得ることに成功した。 
 
 
４．研究成果 
 

SOD1 は生体内酸化ストレスの軽減に関わる
タンパク質だが、アミノ酸変異が生じると神経難
病の一つである ALS の原因となる。現在までに同
定されたSOD1のアミノ酸変異は100種類以上にの
ぼり、それらは共通して、不溶性の SOD1 凝集体の
形成を促進する。さらに、SOD1 凝集体が神経細胞
内に蓄積することでさまざまな細胞機能が低下し、
ALS が発症するのではないかと考えられている。
これまでの研究において、アミノ酸変異による
SOD1 の構造安定性の低下が凝集の引き金になる
ことが示唆されてきた。しかし、凝集に伴う SOD1
の構造変化、あるいは凝集体の分子構造について
は明らかとなっていない。 

タンパク質は、ある特定のアミノ酸配列（コ
ア領域）を相互作用部位として分子間で会合を行
い凝集する。一般に、コア領域は凝集体構造の内
部に埋もれ、プロテアーゼによる分解を受けにく
いことが知られている。そこで、SOD1 凝集体にお
けるプロテアーゼ耐性の領域を質量分析法により
同定し、SOD1 が凝集する際に重要となるコア領域
を決定した。同様の実験を、10 種類の変異 SOD1
を用いて行い、比較検討を行った。その結果、SOD1
のアミノ酸配列において３つの領域が凝集体のコ
ア形成に関与しており、それらは変異体によって
異なっていることが分かった。さらに、異なる変
異SOD1を発現する三種類のALSモデルマウスの脊
髄から抽出・精製した SOD1 凝集体についても同様
の実験を行うことで、凝集に関わるコア領域を同
定し、それらは変異の種類に依存していることを
明らかにした。 

次に、タンパク質凝集体は界面活性剤の存在
下で可溶化されるが、その可溶化の条件、特に温
度は凝集体構造の安定性を評価する指標としてみ
なすことができる。そこで、10 種類の変異 SOD1
を用いて、各々の凝集体が可溶化する温度を電気
泳動法により定量化した。その結果、凝集体の可
溶化温度は、変異の種類によっては約 20oC も異な
ることが明らかとなり、さらに、凝集体のコア形
成に関わる領域の相違と相関することが分かった。 

以上のように、SOD1 凝集体の分子構造は変異
の種類に依存しており、SOD1 凝集体の形態や生化
学的性質の相違を生む要因であることが示唆され
た。実際、ALS 患者において、罹病期間や発症部
位といった病態は変異の種類に依存していること



を考慮すると、SOD1 凝集体の分子構造は疾患
表現型の制御因子の一つになりうるのでは
ないかと考えている。今後、本課題で得られ
た SOD1 の構造情報を基にして、凝集抑制手
法の合理的分子設計を行う計画である。 
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