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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)の責任病巣ではCu/Zn-superoxide dismutase(SOD1)タンパ
ク質の不溶性凝集体が異常蓄積している。病変部位は疾患の進行とともに、拡大していくことが知られている。
本課題では、ALSの病変部位拡大の分子メカニズムを、SOD1凝集体のシーディング現象の観点から明らかにする
ことを目的とした。SOD1トランスジェニック線虫にシードとしてSOD1凝集体を暴露し、生体内でシーディング現
象が誘導されるか検討した。しかしながら、体内でSOD1の凝集化は誘導されなかった。さらに、シードを導入し
ても線虫の生存期間および運動機能に変化は認められなかった

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common motor neuron disease.
 The disease begins focally and spreads contiguously, resulting in progressive paralysis. The 
pathological hallmark of ALS is the accumulation of insoluble protein aggregates containing 
Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1) in motor neurons. The aim of this project was to clarify a 
molecular mechanism underlying the spread of lesion sites in the disease from the viewpoint of 
seeding activity of insoluble SOD1 aggregates. I first established two different methods: oral 
intake of E.coli forming the aggregates by thermoregulation, and exposure of the purified 
aggregates. Although transgenic C.elegans harboring human SOD1 were fed with the aggregates, feeding
 with either E.coli forming the aggregates or the purified aggregates did not induce the aggregation
 of human SOD1 in C.elegans. Furthermore, these aggregates did not affect overall lifespan and motor
 function of C.elegans.

研究分野：生化学、病態生理学
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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、骨格筋萎
縮を主症状とする予後不良な神経変性疾患
である。ALSの臨床的な特徴は、発症直後の
病変部位は非常に局所的（例えば、片手の筋
力低下のみ出現）であるにも関わらず、病態
の進行とともに病変部位が急激に拡大して
いくことである。一方、病理学的な特徴とし
て、責任病巣である運動ニューロン内に
Cu/Zn-superoxide dismutase（SOD1）などの疾
患関連タンパク質の不溶性凝集体の異常蓄
積が挙げられる。タンパク質の不溶性凝集体
は構造的な鋳型（シード）として機能するこ
とで、さらなるタンパク質の線維化を爆発的
に促進することが知られている（シーディン
グ）。 
本課題を構想した段階で、このような不溶
性 SOD1凝集体のシーディング現象が、ALS
における病態の拡がりを制御していること
が提唱されていたが、それらを直接的に明ら
かにした知見は報告されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、ALSの病変部位拡大の分子メ
カニズムを、不溶性 SOD1凝集体のシーディ
ング現象の観点から明らかにすることを目
的とした。具体的には、以下の 2項目に焦点
を当てた。 

 
(1) SOD1 凝集体のシーディング現象を in 

vivoで簡便かつ評価/再現できる新たなモ
デル動物の構築。 

 
(2) 構築したモデル動物を用いて、不溶性

SOD1凝集体のシーディングが ALS様の
表現型（運動機能低下、致死性）を誘発
するかどうかの検証。 

 
３．研究の方法 
 
本課題では線虫（C. elegans）をモデル動物
として用い、以下の実験を遂行した。 
 
(1) 線虫体内への SOD1シードの導入 

 
線虫が大腸菌をエサとして食する特徴に
着目し、大腸菌内に不溶性 SOD1凝集体を形
成させ、大腸菌とともに凝集体を摂取させる
ことで、線虫体内にシードを導入させる方法
を構想した。 
ヒト野生型 SOD1 またはヒト変異型 SOD1
遺伝子を含むベクターを BL21 大腸菌にトラ
ンスフォームし、菌内に不溶性 SOD1凝集体
を形成させた。大腸菌内に形成した SOD1凝
集体が不溶化していることを確認するため、
界面活性剤 Triton X-100で溶菌後、不溶性画
分をウェスタンブロット法で解析した。 
さらに、大腸菌内に形成した SOD1凝集体

を、精製 SOD1タンパク質を含む溶液に添加
し、溶液濁度の増加を指標とすることで、シ
ードとしての機能も評価した。 

 
(2) ヒト SOD1を発現した線虫の作製 

 
線虫は大腸菌を経口的に摂取し、腸管で消
化・吸収する。すなわち、シード（大腸菌内
に形成させた不溶性 SOD1凝集体）は、まず
初めに腸管に到達することが想定される。そ
こで、腸管特異的にヒト SOD1発現させたト
ランスジェニック線虫の作製し、シードによ
り腸管のヒト SOD1の不溶性凝集化が引き起
こるか検証した。具体的には、腸管特異的な
発現を可能にするため ges-1 プロモーターを
利用し、緑色蛍光タンパク質（GFP）融合さ
せたヒト野生型 SOD1 またはヒト変異型
SOD1 遺伝子を線虫にマイクロインジェクシ
ョンした。プラスミド DNA インジェクショ
ン後、線虫寒天培地に移し、線虫が産卵する
まで 2-3日間飼育した。蛍光顕微鏡を用いて、
次世代（F1）の線虫から GFP-SOD1を発現し
ている線虫を探索した。このような線虫を
ges-1::GFP-SOD1線虫と名付けた。 

 
(3) 線虫の ALS様症状の解析 
 
シーディングによる凝集体形成に伴って、
線虫に ALS 様の表現型が出現するのかを検
討した。具体的には、不溶性 SOD1凝集体を
形成した大腸菌を食餌として与えることで、
線虫の生存期間や運動機能に現れる変化を
解析した。運動機能の指標としては、スラッ
シング運動（線虫のクネクネとした全身運動
の回数）の回数を測定した。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 大腸菌内に形成される不溶性 SOD1 凝集
体 

 
まず、ヒト野生型 SOD1またはヒト変異型

SOD1 を導入した大腸菌内に不溶性 SOD1 凝
集体が形成されるか明らかにするために、抗
ヒト SOD1抗体を用いたウェスタンブロット
法を行った。ヒト SOD1を導入した大腸菌を
界面活性剤で溶菌し、可溶性および不溶性画
分を得た。各画分に発現するヒト SOD1タン
パク質のパターンを解析したところ、野生型
SOD1 は可溶性および不溶性 SOD1 の存在比
がほぼ等量であった。一方、変異型 SOD1は、
可溶性には存在せず、すべて不溶性 SOD1凝
集体として観察された。 
 
(2) 線虫生体内の SOD1シーディング現象 

 
次に、不溶性 SOD1凝集体を形成した大腸
菌をシードとして、ges-1::GFP-SOD1 線虫の
体内に導入し、腸管内のヒト SOD1の不溶性
凝集化が引き起こるかどうか検討した。



SOD1 凝集体をまたはコントロールベクター
を発現した大腸菌を ges-1::GFP-SOD1線虫に
給餌し、1 週間、飼育した。回収した線虫か
ら可溶性および不溶性タンパク質を抽出し、
抗 SOD1抗体を用いたウェスタンブロット法
で解析した。その結果、ges-1::GFP-野生型
SOD1線虫および ges-1::GFP-変異型 SOD1線
虫のどちらにおいても、腸管 SOD1の不溶化
は観察されなかった。 
 
(3) 線虫の生存期間および運動機能への影響 

 
不溶性 SOD1凝集体を形成した大腸菌を食
した ges-1::GFP-SOD1線虫の生存期間を解析
した。不溶性 SOD1凝集体を食しても、コン
トロールベクターのみを発現した大腸菌を
食した線虫の生存期間と同程度であった。さ
らに、スラッシング運動の回数にも変化は観
察されず、運動機能の低下も認められなかっ
た。 
 
今後の展望 
 
 不溶性 SOD1凝集体の運動ニューロン内へ
の蓄積は、ALSの主要な病理学的特徴である。
ALSにおける SOD1凝集体の蓄積が初めて報
告されてから約 25 年経過するが、その間、
不溶性 SOD1凝集体は運動ニューロンに対し
て、有毒であると考えられてきた。しかしな
がら、本課題で得られた成果は、これまでの
概念を覆すものであると考えられ、非常にイ
ンパクトのある結果であると自負している。
すなわち、不溶性 SOD1凝集体は、ALS病理
における毒性の本体ではなく、むしろ毒性を
緩和させるために運動ニューロン内に蓄積
している可能性が示唆された。 
 In vitroの実験系において、不溶性 SOD1凝
集体は、未成熟な SOD1を前駆体として調製
することができる。おそらく、この未成熟な
SOD1 こそが SOD1 毒性の本体であると考え
ている。今後は不溶性 SOD1の前駆体である
未成熟な SOD1を線虫の体内に導入し、毒性
の有無を検証する予定である。 
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