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研究成果の概要：SOD1 タンパク質は内部にジスルフィド(S-S)結合を形成しうるシステイン残

基を 4 ヶ所(6, 57, 111, 146 番アミノ酸)有しており、これらのうち 57 番と 146 番が酸化され相

互に S-S 結合を形成して SOD1 分子を安定させている。我々は、6 番と 111 番のシステイン残

基の異常な酸化が変異 SOD1 特異的に脳幹・脊髄で生じてタンパク質凝集を促進し、高分子複

合体を形成することで運動ニューロンに毒性を発揮して、筋萎縮性側索硬化症(ALS)を引き起

こしていることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は成年期以降に
発症し、大脳の上位運動ニューロンおよび脳
幹・脊髄の下位運動ニューロンが選択的に変
性する神経難病の一つである。球麻痺・呼吸
筋麻痺・四肢麻痺が急速に進行するため、罹
患者の苦痛が極めて大きいばかりでなく、介
護者の負担も極めて大きいが、現在のところ
有効な治療法はなく、早急な原因究明と治療
法の開発が急務である。その特異な病像（極
めて急速な進行、運動機能のみの障害）や著
名人の罹患（Lou Gehrig ら）により社会に
おける ALS の認知度は非常に高く、病態解
明と有効な治療法の開発の与える社会的な

インパクトは大きい。1993 年に家族性 ALS
の原因の一つとして SOD1 遺伝子変異が同
定され、変異 SOD1 を導入した ALS モデル
マウスが確立されて以降 ALS の研究は大き
く前進したが、いまだ ALS の分子病態機序
は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 変異 SOD1 は、脳幹・脊髄ばかりではなく
肝臓などの一般臓器にも広く豊富に発現し
ているため、変異 SOD1 の存在だけでは ALS
における病変の選択性を説明できない。運動
ニューロン特異的な病変は ALS を最も特徴
づけるものであり、変異 SOD1 の病変部位選



 (5)Neuro-2a に、システイン残基を改変し
た野生型あるいは変異 SOD1 と我々が同定
した変異 SOD1 特異的ユビキチンリガーゼ
Dorfin を発現させ、免疫沈降法と Western 
blot を用いて、Dorfin による変異 SOD1 認
識とユビキチン化に及ぼすシステイン残基
置換の影響を検討した。 

択性に関わる分子機序は ALS 病態の中心的
な部分と密接に関連していると予想される。
従って、病変部位選択性の分子機序を明らか
にすることは ALS の病態解明および治療法
開発につながる重要な課題である。 

SOD1 遺伝子変異に伴う ALS の脳幹・脊
髄においては、症状の出現に先立って変異
SOD1 凝集体（高分子複合体）が出現し、経
過とともに増加してゆくことが報告されて
おり、ALS の分子病態解明のためには、変異
SOD1 タンパク質が脳幹・脊髄特異的に凝集
体を形成する機序を解明することが必要で
ある。我々は SOD1 タンパク質内部に存在し、
酸化されることによりジスルフィド(S-S)結
合を形成しうるシステイン残基に着目し、シ
ステイン残基を他のアミノ酸に置換するこ
とによりS-S結合の形成をコントロールする
ことで、変異 SOD1 の凝集体形成能や毒性に
及ぼす影響を検討した。 

 (6) Dorfinを脳および脊髄にて発現するTg
マウスを 2 系統確立し、変異 SOD1-Tg マウ
スと交配することにより、ALS に対する
Dorfin 高発現による改善効果を、経時的に運
動行動学的、免疫病理組織学的、生化学的に
解析した。 
 
４．研究成果 
 (1)SOD1 分子内の 6 番および 111 番のシス
テイン残基の酸化と非生理的 S-S結合形成が、
変異 SOD1 による病変部位選択的高分子複合
体形成および毒性発揮に重要である 

  57番および146番のシステイン残基が酸化
されて形成される分子内S-S結合がSOD1分
子の安定化に関わっていることはこれまで
に知られているが、我々は野生型および変異
SOD1 を発現させた培養神経細胞モデルにお
いて、ユビキチン-プロテアソーム系阻害に伴
い異常な S-S 結合を形成した難溶性の SOD1
高分子複合体が変異 SOD1 特異的に生じる
ことを見出した（図 1）。 

３．研究の方法 
 (1) 野 生 型 (WT) お よ び 変 異 (G85R, 
G93A)SOD1 タンパク質を哺乳動物細胞にて
発 現 す る コ ン ス ト ラ ク ト pcDNA3.1/ 
MycHis-SOD1 および pEGFP-N1-SOD1 を
作製し、site-directed mutagenesisを用いて、
SOD1 の 4 つの部位のシステイン残基を各種
の組み合わせでS-S結合を形成できないセリ
ン残基に置換（1 部位のみの置換、2 部位の
置換、4 部位全ての置換：全 11 種類）する変
異（C→S 変異）を導入した。 

 
 
 

 (2)上記発現ベクターをマウス神経芽細胞
腫由来の培養細胞 Neuro-2a に発現させ、レ
チノイン酸にて神経細胞へ分化させた。
SOD1 の凝集体形成を、SOD1 の融合タンパ
ク質として発現させた GFP の蛍光により蛍
光顕微鏡下で観察した。また、培養細胞より
タンパク質を抽出し、Western blot および
Filter Trap アッセイにより、S-S 結合を介し
た SOD1 の難溶性高分子複合体形成を生化
学的に解析した。さらに、MTS および WST-1
アッセイを用いて、システイン残基の置換が
変異 SOD1 による神経細胞毒性に及ぼす影
響を解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  (3)変異 SOD1 トランスジェニック(Tg)マ

ウスである B6SJLTgN(SOD1-G93A)1Gur
を用いて、ALS 発症後の大脳皮質・脳幹・脊
髄・肝臓など各種組織における S-S 結合を介
した高分子複合体形成の有無について
Western blot を用いて生化学的に解析した。 

 
 

 
図 1. プロテアソーム阻害に伴う S-S 結合を
介した変異 SOD1 特異的高分子複合体形成 

 (4) 培養細胞に FLAGタグで標識した野生
型および変異を強制発現させ、抗 FLAG 抗体
でコーティングしたビーズに結合したタン
パク質を高感度マス（MS/MS）スペクトロメ
ーターを用いて分析し、変異 SOD1 と特異的
に相互作用する神経特異的タンパク質の同
定を行った。 

 
変異 SOD1 特異的な難溶性高分子複合体

形成は、SOD1 分子の 6 番および 111 番のシ
ステイン残基を同時に置換することにより
著明に抑制され、4 か所全てのシステイン残
基をセリン残基に置換することで完全に抑
制された（図 2）。タンパク質非吸着性フィル



ターにトラップされる難溶性画分に含まれ
る高分子複合体も同様に、6 番および 111 番
のシステイン残基を同時に置換することに
より減少した。GFP を付加した変異 SOD1
を発現させた Neuro-2a を神経分化させると
核近傍に凝集体を形成したが、変異 SOD1 に
よる細胞質内凝集体形成も 6 番および 111 番
のシステイン残基の同時置換により著明に
抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 変異 SOD1 による高分子複合体形成に
おける、6 番、111 番のシステイン残基の重
要性 
 
 システイン残基置換に伴う変異 SOD1 の
細胞毒性に及ぼす影響を、C→S 変異体を発
現させ神経分化させた Neuro-2a において検
討したが、6 番および 111 番のシステイン残
基の同時置換により有意に変異 SOD1 の神
経細胞毒性が減弱した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 変異 SOD1 による神経毒性発揮には、6
番および 111番のシステイン残基が必要であ
る 
 
 培養細胞モデルにおいて SOD1 のシステ
イン残基が変異 SOD1 の凝集体形成および
細胞毒性に強く関与することが示されたが、
さらに、ALS を発症した変異 SOD1-Tg マウ
スを用いて、実際に in vivo でも変異 SOD1
が病変に関連した異常なS-S結合を形成して
いるかどうかを検討したところ、病変の存在
する脳幹および脊髄特異的に難溶性の異常
なS-S結合を形成した変異SOD1高分子複合

体形成が生じていた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 変異 SOD1-Tg マウスにおける S-S 結
合を介した病変特異的 SOD1 高分子複合体
形成 
 
 以上の結果から、SOD1 タンパク質は分子
内 S-S 結合を 57 番と 146 番のシステイン残
基間で形成することにより分子を安定化さ
せているが、6 番および 111 番のシステイン
残基により分子内ではなく分子間で誤った
S-S 結合を病変選択的に形成することが、変
異 SOD1 の凝集体形成および細胞毒性に強
く関与していると考えられた。 
異常なS-S結合を介した変異SOD1の高分

子複合体形成は、細胞モデルを用いて簡便か
つ安定して再現できるため、高分子複合体形
成の抑制を指標とすることにより、我々の構
築した細胞モデルは ALS 治療薬のスクリー
ニングにも応用可能である。 

 
(2)変異 SOD1 と相互作用する神経特異的タ

ンパク質の新規同定 
異常なS-S結合形成は病変部位選択的に生

じており、SOD1 の S-S 結合形成に神経特異
的に関与する因子の存在が示唆される。そこ
で、我々は、マススペクトロメトリーを用い
た高感度ハイスループットプロテオーム解
析を用いて、変異 SOD1 特異的に結合するタ
ンパク質を網羅的にスクリーニングするこ
とで、神経細胞特異的核タンパク質(X)を新た
に同定した。X は、野生型 SOD1 とは結合せ
ず、培養神経細胞モデルにおいて高発現させ
ることで変異 SOD1 の毒性を軽減した。 

TDP-43 や FUS/TLS などの核タンパク質
が、孤発性・家族性 ALS の病態機序へ密接
に関与することが近年明らかにされつつあ
り、今回同定された X も核タンパク質である



 (4)結論 ことから、X の生理的機能や変異 SOD1 によ
る運動ニューロン選択的な障害発現に果た
す役割を今後さらに研究する必要がある。 

本研究により、変異 SOD1 の病変選択的高
分子複合体形成および毒性発揮に、SOD1 分
子内の 6 番および 111 番アミノ酸であるシス
テイン残基が変異 SOD1 特異的に非生理的
酸化を受け、分子間で異常な S-S 結合を形成
することが必要である明らかとなった。我々
が同定したユビキチンリガーゼ Dorfin は、
この変異 SOD1 特異的な 6 番、111 番のシス
テイン残基の異常な酸化を認識することが
でき、Dorfin の高発現により変異 SOD1 に
よる運動ニューロン障害を緩和させること
ができた。 

 
 (3)ユビキチンリガーゼ Dorfin は、異常な
S-S結合を生じた変異SOD1を特異的に認識し、
分解を促進することで変異 SOD1 の神経毒性
を緩和する 
 Dorfin は、我々が同定したユビキチンリガ
ーゼで、ubiquitous に発現しているタンパク
質である。生理的ユビキチン化の基質につい
ては現時点では判明していないが、変異
SOD1 や synphilin-1 と結合し、ユビキチン
化することでそれらの分解を促進し、神経毒
性を緩和する機能を有している。Neuro-2a
に変異 SOD1 の各種 C→S 変異体を Dorfin
と共発現させ、免疫沈降法を用いて Dorfin
の変異 SOD1 結合能を検討したところ、
Dorfin の変異 SOD1 結合能およびユビキチ
ン化能は、6 番および 111 番のシステイン残
基を置換することで消失した（図 5）。 

 今後、変異 SOD1 の非生理的な分子間 S-S
結合形成に関わる神経特異的因子の同定・解
析研究が、変異 SOD1 による ALS のさらな
る病態解明と治療法開発に必要である。 
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