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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）を引き起こす変異SOD1は、不安定で凝集しやすく野性型SOD1と
は構造やモノクローナル抗体(mAb)との反応性が異なる。変異SOD1に特異的な構造を認識する抗体はALS免疫療法に役立
つと考えられるが、どのような抗体が効果的で安全かは不明である。そこでSOD1の変異による構造変化の検出と効果的
なALS免疫療法の開発を進めるために、10種類のmAbを作製した。抗体によって変異体に対する反応性が異なっているこ
と、ALSモデルマウスの病変部位を免疫組織染色できることを見いだしている。これらの抗体は変異SOD1の微小構造の
解析やALS免疫療法の開発に利用できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Although mutations of Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD1) gene is one of causes of F
amilial Amyotrophic lateral sclerosis (FALS), the mechanism responsible for FALS remains unclear. Because 
mutant SOD1s are unstable and prone to aggregate, they would have different conformation and reactivity of
 monoclonal antibodies (mAbs) compared with wild-type SOD1. In this study, we made new various mAbs in ord
er to detect tiny conformational differences between mutant SOD1s and wild-type SOD1. Some mAbs exhibited 
the different reactivity against the different mutation of SOD1 and labeled Lewy-body-like hyaline inclusi
ons in the spinal cord of ALS model mice by immunohistochemical analysis. Therefore, these mAbs will be us
eful in detecting the conformational changes of SOD1 by mutation and developing a new ALS immunotherapy. I
n addition, we determined the crystal structure of SOD1, which will be also useful in determining the stru
cture of SOD1-mAb complex.
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１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は運動ニューロ

ンが選択的に障害される致死性の神経変性

疾患である。生体にとって有害なスーパーオ

キシドを消去する Cu,Zn-スーパーオキシド

ジスムターゼ（以下 SOD1）の遺伝子変異が

家族性 ALS の原因になることが明らかにな

っているが、その発症機構は未だ解明されて

おらず、有効な治療法も見つかっていない。

ALS を引き起こす変異 SOD1 は立体構造が不

安定で凝集体を形成しやすいことが数多く

報告されている。すなわち、変異 SOD1 が野

生型 SOD1 とは異なる構造を有していること

が示唆される。また SOD1 タンパクが凝集す

る前には必ず構造変化が起こっていると考

えられる。しかし、「変異 SOD1 と野生型 SOD1

とでは、どの部分の構造がどのように異なっ

ているのか？」や「どのような構造変化がき

っかけで凝集化を引き起こすのか？」という

本質的な疑問は未解決のままであった。申請

者らは、SOD1 のループ VI（102-115 番目の

アミノ酸残基）を認識するモノクローナル抗

体 (mAb-N6)に対し、変異型 SOD1 と野生型

SOD1 で反応性が異なることを報告している

（Fujiwara N et al, J. Biol. Chem. 2005）。

これは、モノクローナル抗体を用いることで

微小な構造の違いを検出できることを示し

ている。また抗体と結合させた変異 SOD1 の

X 線結晶解析を行うことで、より明らかな構

造の違いを解明できると考えている。さらに、

変異 SOD1 を特異的に認識する抗体や凝集体

形成を阻害する抗体は、ALS 免疫治療におけ

る利用価値が高いと考えられる。一方、申請

者らはループVI内に存在するCys111の反応

性が高く、スルフォン酸にまで過酸化される

ことを報告してきた（Fujiwara N et al, J. 

Biol. Chem. 2007）。この Cys111 に 2-メル

カプトエタノールを結合させた 2-ME-SOD1

（宇部興産からの供与）は酸化剤やアルキル

化剤に対して強い耐性を示すが、その安定性

の原因は未解明であった。 

 
２．研究の目的 

本申請研究では免疫療法の開発と微小構造

の違いを解析することを目的に新たなモノ

クローナル抗体の作製および抗体特性の検

討を行った。さらに、2-ME-SOD1 の安定性の

原因解明と抗体と結合する前の SOD1 の構造

解析を目的として 2ME-SOD1 の X 線結晶解析

を行った。また酸化型 SOD1 の溶液 17O-NMR 測

定に挑戦した。 

 
３．研究の方法 

(1) 変異 SOD1 と野生型 SOD1 を大腸菌で発現

させ、精製したものを抗原としてモノクロー

ナル抗体を作製した。抗体の作製は北山ラベ

ス社に抗原を送付し、ハイブリドーマの作製

を依頼した。そのハイブリドーマの上清を送

り返してもらい、野生型 SOD1 と変異型 SOD1

を用いたELISA でハイブリドーマの選別を行

った。 

(2) 選別したハイブリドーマを RPMI 培地で

培養し、その培養液からモノクローナル抗体

をカラムクロマトグラフィにて精製した。 

(3) 変異 SOD1 と野生型 SOD1 と精製抗体の反

応性をELISA およびウエスタンブロットにて

解析した。 

(4) ALS モデルマウスである G93A トランスジ

ェニックマウスの脊髄切片を用いて精製抗

体の免疫組織染色を行った。 

(5) ヒト SOD1 遺伝子の deletion mutant を

作製し、大腸菌で発現させて精製した

deletion mutant を用いてエピトープマッピ

ングを行った。 

(6) X 線結晶構造解析には Cys111 を 2-メル

カプトエタノール (2ME) で 修飾された

2ME-SOD1 を用いた。これは宇部興産から供与

されたものである。結晶の作製と構造解析は、

高エネルギー加速器研究機構(KEK)との共同

研究で行った。 

(7) 真空ポンプで脱気した還元型SOD1に 17O2

ガスにて SOD1 を酸化した。溶液 17O-NMR 測定

は理化学研究所との共同研究で行った。 

 

４．研究成果 

(1) 新規モノクローナル抗体の作製と反応

性について 

本年度までに 5種類のマウスモノクローナル

抗体と 5種類のラットモノクローナル抗体を

得ている。これらの抗体の特性を調べるため

に、精製したリコンビナントタンパク質の野

生型(WT)および各変異SOD1 (A4V, G37R, H46R, 

G93A)に対する反応性の違いを検討した。そ

の結果、マウスモノクローナル抗体の 18B25、

2A2、8H11 は、A4V に強く反応し、H46R に弱

く反応するという特徴が見られた。一方、



19G6は他の変異体よりもH46Rに、9D3は G93A

に比較的強く反応した。エピトープマッピン

グより、9D3 は 90-110 残基部分に、19G6 は

60-90 残基部分にエピトープがあることを明

らかにした。18B25、2A2、8H11 はどのペプチ

ド部分にも反応せず全長の SOD1 にのみ反応

したことから、SOD1 の立体構造を認識してい

ると考えられる。9D3 と 18B25 は ALS モデル

マウスの脊髄切片の病変部位を免疫組織染

色することがわかった。ラット mAb は作製し

たばかりであり、変異 SOD1 に対する反応性

やエピトープマッピングについて現在検討

中である。今後、これらのモノクローナル抗

体を用いて変異 SOD1 の微小構造の解析およ

び抗体療法の開発を続けていきたい。 

 

(2) ヒト 2ME-SOD1 の結晶構造解析 

まず構造解析で明らかになった興味深い現象

は、2-MEが結合したままの2-ME-SOD1を結晶化

するには硫酸イオンが必須であることがわか

った。他のリン酸イオンやクエン酸イオンで

も結晶はできるが、なぜか硫酸イオン以外の

陰イオンを用いた結晶では2-MEを観測するこ

とができなかった。最終的に、硫酸イオンを

用いて作製した2-ME-SOD1結晶の構造を、1.8

オングストロームの高分解能で解析すること

に成功した(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ダイマーを形成するサブユニット同士の主

鎖を重ね合わせてみたところ、ループ VI

（102-115 残基）の一部（108-111 残基）が

重ならないことを見いだした（図２）。 

この部分の側鎖は違う方向を向いており、ホ

モダイマーであるSOD1の一部は非対称になっ

ていることを示している。そこで、この非対

称性の原因を探ったところ、A鎖ではSer105

のNHとHis110のCOが直接水素結合をしている

が、B鎖ではSer105のNHとHis110のCOがそれぞ

れ水分子と水素結合をしているために、構造

が異なっていることを見いだした（図３）。

直接水素結合をしているA鎖をH型

（Hydrogen-bonded-type）、B鎖をF型

（hydrogen-bond Free type）と名づけた。PDB

内の種々のSOD1構造を解析したところ、このH

型とF型の構造は、2ME-SOD1以外のSOD1にも見

つかり、野生型のヒトSOD1ではH型とF型がダ

イマーを形成する非対称型が多く、ALS変異

SOD1ではHH型の対称型が多く見つかった。 

さらに、アミノ酸配列が異なる他の生物の

SOD1もループVI構造はH型とF型の2種類に分

類することができ、種を越えた普遍性を見い

だすことができた。構造解析が多く報告され

ているウシのSOD1はすべてHH型であるが、過

酸化水素処理をしたSOD1の構造はHF型に変化

しており、この2つのタイプの構造は互いに変

換が可能であると考えられる。酵母のSOD1は

ALS変異体も含めすべてFF型であった。 

このようなSOD1の微小構造の解析は将来変異

SOD1の構造解析や免疫療法の開発の一助にな

ると考えられる。 

 

(3) 17O-NMRにおける酸化型SOD1の検出 

SOD1の酸化修飾を直接17O-NMRで検出できるか

どうかを検討した。酸素には３つの安定同位

体があるが、NMRでシグナルを観測できるのは

存在比が0.037%の17Oのみである。その存在比

の低さから、これまでタンパク質の構造解析

に17O-NMRはほとんど活用されておらず、シグ

ナルの帰属データも少ない。我々は、脱気し

た還元型SOD1に17O2ガスを吹き込んで空気酸

化を行い、17OでラベルされたCys111-SO2Hと



Cys111-SO3HがSOD1に導入されたことをHPLC

および質量分析で確認した。さらに1H-NMRに

よって、銅イオンの価数はCu2+であることを確

認した後、溶液17O-NMR測定を行なった。その

結果、化学シフト値165 ppmに線幅が広い(線

幅: 470 Hz)Cys111-SO3Hのシグナルを得た。

Cu2+は常磁性を有するため、NMRシグナルを妨

害する可能性がある。そこで、酸化型SODにア

スコルビン酸を加えて銅イオンを還元し、Cu+

型にすると、164 ppmにCys111-SO3Hのシャー

プなシグナル(線幅: 130 Hz)を得ることがで

きた。この結果は、SOD1内の銅イオンの酸化

還元状態(Cu2+とCu+の違い)によって、

Cys111-SO3H付近の構造や酸素分子付近の環

境の変化が起こることを示している。また、

140 ppm付近に出現するはずのCys111-SO2Hの

ピークを観察することはできなかった。溶液
17O-NMR測定では、Cys-SO2HはCys-SO3Hよりも

検出がしにくいと考えられる。溶液17O-NMRに

よる酸化修飾タンパク質の新規検出方法は、

SOD1だけではなく種々のタンパク質の酸化修

飾や構造の動的変化の研究に貢献できると期

待している。 

 

(4) TDP43に関する研究 

連携研究者との共同研究として、ALSを引き起

こす別のタンパク質であるTDP43に関する研

究を行った。TDP-43には2つのRNA結合部位、

RRM1とRRM2が存在する。RRM1が易凝集性を示

すこと、RRM1に存在する2つのシステイン残基

（C173とC175）がフリー状態でない（変異や

修飾がある）と、凝集体形成が促進されるこ

とを見いだした。一方、RRM2においては、246

番目のグルタミン酸(E246)と247番目のアス

パラギン酸(D247)がその構造維持に重要であ

ることを突き止めた。E246やD247に変異を加

えたTDP-43は病的な可溶性オリゴマーを形成

し、細胞内では核内や細胞質で凝集体を作る

ことを明らかにした。この現象は、E246の変

異体よりもD247の変異体でより著明に認めら

れた。つまり、これらのアミノ酸残基がTDP-43

の正常な構造維持に重要な役割を果たし、正

常ではタンパク内部で存在するものが、病的

状態になると外部に露出すると考えられる。 

以上のSOD1およびTDP-43の構造と病態に関す

る研究は、ALSの発症機構の解明と治療法開発

に役立つと考えられる。 
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