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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（Cu/Zn-SOD、以下 SOD1）は生体にとって有害なスーパ

ーオキシドを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役割を果たし

ている。本酵素の Cys111 残基の SH 基がスルフォン酸(SO3H)にまで酸化されることを質量解析

で同定した。さらに Cys111 の SH 基がスルフォン酸(SO3H)に酸化された酸化型 SOD1 を特異的に

認識する抗体が ALS モデルマウス脊髄の封入体と空胞の縁を特異的に染色することを見いだし

た。これは ALS の病態において酸化ストレスおよび酸化型 SOD1 が関与していることを示唆する

ものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Copper-zinc superoxide dismutase (SOD1) plays a protective role against oxidative stress.  On the 

other hand, recent studies suggest that SOD1 itself is a major target of oxidative damage and has its own 

pathogenicity in various neurodegenerative diseases, including familial amyotrophic lateral sclerosis 

(FALS).  Only human and great ape SOD1s among mammals have the highly reactive free cysteine 

residue, Cys111, at the surface of the SOD1 molecule.  The purpose of this study was to investigate the 

role of Cys111 in the oxidative damage of the SOD1 protein, by comparing the oxidative susceptibility 

of recombinant human SOD1 modified with 2-mercaptoethanol at Cys111 (2-ME-SOD1) to wild-type 

SOD1.  Wild-type SOD1 was more sensitive to oxidation by hydrogen peroxide generating fragments 

and oligomers compared with 2-ME-SOD1.  Moreover, wild-type SOD1, but not 2-ME-SOD1, 

generated an upper shifted band in reducing SDS-PAGE even by air oxidation.  Using mass 

spectrometry and limited proteolysis, this upper band was identified as an oxidized subunit of SOD1; the 

sulfhydryl group (Cys-SH) of Cys111 was selectively oxidized to cysteine sulfinic acid (Cys-SO2H) and 

to cysteine sulfonic acid (Cys-SO3H).  The antibody raised against a synthesized peptide containing 

Cys111-SO3H reacted with only the Cys111-peroxidized SOD1 by Western blot analysis, and labeled 

Lewy-body-like hyaline inclusions and vacuole rims in the spinal cord of human SOD1-mutated ALS 

mice by immunohistochemical analysis.  These results suggest that Cys111 is a primary target for 

oxidative modification and plays an important role in oxidative damage to human SOD1 including 

FALS mutants. 
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１．研究開始当初の背景 
 
家族性筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子が
SOD1であることが報告されて以来、現在まで
100 以上の変異が報告されている。変異 SOD1
が toxic な作用を有することは様々な実験
で明らかにされているが、その毒性の本体、
さらにはいかなるメカニズムで運動神経を
障害するかは全く不明である。また、FALS 患
者や変異 SOD1 トランスジェニックマウス、
および弧発性の ALS 患者では SOD1 免疫陽性
の封入体が観察されており、特に変異 SOD1
は生体内で構造変化を起こし、aggregation
を起こしやすいことが示唆されている。また
活性酸素種がaggregation を起こす可能性も
示唆されている。ヒト SOD1 は４個のシステ
イン残基を有している。そのうち Cys57 と
Cys146 はジスルフィド結合し、構造の安定化
に寄与している。一方、Cys6 と Cys111 はフ
リーのまま存在する。本研究においても証明
されたが、特に Cys111 は SOD1 分子の表面に
あり、非常に反応性が高いことが予想される。
また、ヒト SOD1 を酸化すると SDS-PAGE で上
にシフトするバンドが認められていたが、こ
のバンドの分子は不明であった。このバンド
が Cys111 に関与するのかどうかも明らかで
はなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
タンパク自身に及ぼす酸化ストレスの影響
を検討し、ALS への酸化ストレスの関与を明
らかにするための手段を探ることを目的と
した。特に、システイン残基の酸化と ALS の
関連性を検討するために、Cys111 の SH 基に
２-メルカプトエタノール（2-ME）を導入し

た 2-ME-SOD1 を用いて、SOD1 の酸化における
Cys111 の役割を検討した。さらに、Cys111
が酸化した SOD1 のみを特異的に検出できる
酸化 SOD1 特異抗体を新規に作製し、この抗
体を用いて、酸化型 SOD1 が ALS に関与する
かどうかを検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
2-ME を導入した SOD1 タンパク質は宇部興産
から供与していただいた。 
(1) Cys111 にのみ 2-ME が結合していること、
ほかの Cys には 2-ME が結合していないこと
をMALDI-TOF-MS解析で確認した。さらに2-ME
を加えて Cys111 の 2-ME がはずれて元の野生
型 SOD に戻るかどうかを検討した。20 mM の
2-ME で処理すると完全に 2-ME がとれた SOD
に戻ることが示唆されたため、その SOD をト
リプシン処理し、Cys111 を含むペプチドにも
2-ME が結合していないことを確かめた。そこ
で、2-ME がついた SOD を 2-ME-SOD、はずし
て元に戻したものをWT-SOD1 と呼ぶことにす
る。 
(2) この 2 つの SOD を用いて、酸化に対する
反応性を比較検討した。WT-SOD1 を酸化する
と SDS-PAGE で上にシフトした２本目のバン
ドが現れた。このバンドは酸化的修飾された
SOD1 と予想されたため、その分子を
MALDI-TOF-MS および LC-ESI-MSMS を用いて
同定を行った。 
(3) 2-ME-SOD1 および WT-SOD1 を酸化させ、
２次元電気泳動を行い、チャージアイソマー
生成について検討した。 
(4) スルフォン酸にした Cys111 を含むペプ
チド-KLH をウサギに免疫し、酸化型 SOD1 に
特異的な抗体を作製し、ALS モデルマウスで



 

 

ある G93Atg マウスの脊髄切片の免疫組織染
色を行った。 
 
４．研究成果 
Cys111 にのみ 2-ME が結合していること、も
う 1 つのフリーのシステインである Cys6 に
は 2-ME が 結 合 し て い な い こ と を
MALDI-TOF-MS 解析で確認した。さらに 20 mM
の 2-ME とインキュベートすることで、Cys111
の 2-ME がはずれて元の SH 型のシステインに
なることを確認した。 
次に種々の濃度の過酸化水素を両SOD に加え
20 分間インキュベート、希釈した後、
SDS-PAGE を行った。過酸化水素の濃度が 1 mM
以上になると、WT-SOD1 では主に 2 本のバン
ドになり、時間がたつと SOD が分解され、バ
ンドの色が薄くなっていく様子が見られた。
一方、2-ME-SOD も分解はされたが、その程度
は低く、2本目のバンドは認められなかった。
従って、この 2 本目のバンドは Cys111 に由
来することが予想された。回転式撹拌器でゆ
っくり撹拌させる空気酸化によっても、
WT-SOD1 のみ 2 本目のバンドを出現させるこ
とがわかった。この空気酸化WT-SOD1をMonoQ
カラムにかけると、２本のピークに分かれた。
MS 解析によって、２本目のピークには元の
SOD1 の質量と約 45 大きい質量の２種類の
SOD1 が存在することがわかった。また、それ
ぞれのピーク部分を SDS-PAGE すると、１本
目のピーク(a)は１本の SOD1 バンド、２本目
のピーク(b)は２本のバンドが観察された
（図１）。 

 
図１ 2-ME-SOD1 の空気酸化後(s)およ
び WT-SOD1 の空気酸化後に MonoQ で分離
した後の SDS-PAGE 
 
  
そこで、図１の SDS-PAGE で分離した２本の
バンドのそれぞれを切り出し、トリプシン処

理し、Cys111 を含むペプチドの質量を調べた
ところ、上のバンドからはペプチドの質量＋
32 および＋48 の質量数が得られた。さらに
２本バンドのMonoQ カラム画分をリジエンド
ペプチダーゼ処理して得られたペプチドを
MSMS 解析することで、Cys111 はスルフィン
酸（SO2H）およびスルフォン酸（SO3H）に酸
化されることを証明した。さらに、隣の
His110 や酸化されやすいと報告されてきた
His120 は酸化されていないことを証明した。 
 次に 2-ME-SOD1 および WT-SOD1 を酸化させ、
２次元電気泳動を行い、チャージアイソマー
生成について検討した。図２に示すように、
2-ME-SOD1およびWT-SOD1は pI5.15のメイン
スポットの他に３つの小さなスポットを有
する。両者を過酸化水素で酸化させると、
2-ME-SOD1 では、pI 5.15 のメインスポット
と pI 5.8 のスポットの間に３つのスポット
が新たに生成されることがわかった。一方、
WT-SOD1 では、上記３つのスポット以外に、
メインスポットよりも酸性側に大きなスポ
ットが２つ、そしてそれぞれのスポットの上
にシフトしたスポットが６つ生成した。また
WT-SOD1 を空気酸化した場合は pI 5.15 のメ
インスポットよりも酸性側に上下４つの新
たなスポットが生成したが、メインスポット
の塩基性側には小さなスポットが１つ生ま
れただけであった。従って、pI 5.15 のメイ
ンスポットよりも酸性側にできたスポット
は Cys111 の酸化に依るものであると考えら
れる。アルツハイマー病患者の病変脳からも
SOD1 のチャージアイソマーの存在が報告さ
れており、これらのアイソマーが ALS に関わ
っているかどうか、今後の検討課題である。 

 



 

 

図２ 2-ME-SOD1 および WT-SOD1 の酸化、
未酸化状態における二次元電気泳動 

 

Cys111 をスルフォン酸にした合成ペプチド
を免疫し、酸化型 SOD1 に特異的な抗体を作
製した。本抗体はウエスタンブロットで、酸
化型 SOD1 の上バンドのみを強く認識するこ
とを確認した。本抗体を用いて、ALS モデル
マウスの脊髄切片の免疫組織染色を行った
ところ、病変部にできた封入体と空胞の縁が
この抗体によって特異的に染色されること
を見いだした（図３）。 
これらの結果は、ALS の病態において酸化

ストレスおよび酸化型 SOD1 が関与している
ことを強く示唆するものである。本抗体は
ALS への酸化ストレスの関与の解明に役立つ
と期待できる。また変異 SOD1 の Cys111 の SH
を特異的に保護する薬剤または抗体の開発
は、FALS の治療にもつながる可能性があると
考えられる。 
 

図３ G93Atg マウス脊髄切片の酸化型
SOD1 特異抗体による免疫組織染色 
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