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研究成果の概要（和文）：本研究は、神経難病ALSの早期発見に寄与できる血液診断法の開発に挑戦した。具体
的には、異常型タンパク質が普遍的に持つシーディング反応を利用し、ALS血液中の極微量な異常型タンパク質
を試験管内で増幅させる手法の開発を行った。ALS異常型タンパク質とヒト正常血清からALSモデル血液を調製
し、特定のホフマイスターイオン存在下でシーディング実験を行うと、シーディング反応に感度増強と反応特異
性を付与することができた。この実験条件では、0.1ピコmol/L濃度のALS異常型タンパク質であってもシードと
して機能し増幅可能であった。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study was to develop a hemodiagnosis for amyotrophic 
lateral sclerosis (ALS) that can contribute to the early detection of patients with ALS. In the 
development, we focused on the seeding reaction where a misfolded protein acts as a conformational 
template to indues the conversion of a folded protein into its misfolding. The reaction can amplify 
as little as a misfolded protein, which will be advantage in the development of an ALS 
hemodiagnosis. We found that the ALS-related misfolded protein was amplified with as little as 0.1 
pmol/L under the existence of a certain Hofmeister’s ion. 

研究分野： タンパク質科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　血液診断　早期発見　異常型タンパク質　シーディング　ホフマイスターイオン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経変性疾患の研究領域において、夾雑物質が豊富に含まれる血液中では、異常型タンパク質はシーディング
を誘発できないと考えられており、当該分野では、脳脊髄液を対象にバイオマーカー探索が行われてきた。本研
究では、既存のコンセンサスの打破に挑戦し、極微量な異常型タンパク質が血液の夾雑環境においても、シード
として機能できるアッセイ系の開発に成功した。本研究で開発したアッセイ系は、原理的には血中に存在する
様々な異常型タンパク質のシード機能の評価にも適応できると考えられ、汎用性が高く、幅広い学術分野に波及
効果のある手法と言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は筋萎縮や呼吸不全が急速に進展する神経難病である。現在、

ALS の病状進行を緩徐にする薬剤が開発されているが、その効果は「病初期」に限られる。

臨床所見と筋電図による従来の診断法では、確定診断まで年単位の時間を要するため、患者

は治療の恩恵が得られ難い。代表者は、ALS の脳脊髄液に Superoxide Dismutase-1 （SOD1）

タンパク質が異常型として存在することを発見した。しかし、脳脊髄液の採取は腰椎穿刺で

行われるため侵襲性が高く、繰り返しの採取が困難であり、診断応用への可能性は限定的で

ある。一方で、脳脊髄液は脳を循環し血液と合流するため、極微量な異常型 SOD1 が血中に

出現すると予想された。 

 シーディングとは、異常型タンパク質が普遍的に持つ性質のひとつで、異常型タンパク質

が構造的な鋳型（シード）となり、正常型タンパク質をシードと同じ構造に変換する現象で

ある。シーディングの最大の特徴は、シードが極微量であってもシーディングが繰り返され

ることで増幅され、検出可能になる点である。つまり、代表者の先行研究で示唆された「病

初期」の ALS 患者の血液に出現する極微量な異常型 SOD1 を試験管内でシーディングにより

増幅させることで、初期段階での診断が可能になると考えた。 

 

2. 研究の目的 

本研究では、異常型タンパク質が正常型タンパク質の構造異常を誘発する「シーディング」

を利用し、ALS の罹患が疑われた時点で採血した「病初期」の血液を用いた新規 ALS 診断法

の開発を目的とする。 

 

3. 研究の方法 

(1) 本研究で開発する診断技術の原理 

SOD1 タンパク質溶液を 96 ウェルプレートに加え、振とう撹拌し、溶液の濁度をモニター

すると、濁度変化のない一定期間が存在する。その後、SOD1 が構造異常を呈し濁度が増加

する。一方、異常型 SOD1 をシードとして、あらかじめ SOD1 溶液に添加しておくと、ラグタ

イムが短縮し濁度が爆発的に増加する。つまり、ALS または対照疾患の血液（=シード）を

SOD1 溶液（=基質）に添加し、ラグタイム短縮の有無を比較することで、異常型 SOD1 を含

む ALS であるかどうかを判断できる。 

 

(2) シーディングの基質となる SOD1 タンパク質の精製 

 大腸菌発現系を用いて、ヒト野生型 SOD1 タンパク質を合成し、アフィニティー精製、ア

フィニティータグの切断、タグ切断用プロテアーゼの除去、サイズ排除クロマトグラフィー

を行い高純度の SOD1 タンパク質を準備した。 



(3) 血中でも増幅可能なシーディング条件の探索  

代表者の先行研究から ALS の血中に存在する異常型 SOD1 量はピコ mol/L（10-12）以下で

あると推察された。そこで、ピコ、または、フェムト濃度の異常型 SOD1 タンパク質をヒト

正常血清（コスモバイオより購入）と混合し、シーディング実験を行うことで、極微量な異

常型 SOD1 がラグタイムを短縮させる条件を探索した。 

 

4. 研究成果 

極微量な異常型 SOD1 タンパク質がシードとして機能するためには、シーディング感度の

増強が必要と考え、タンパク質の塩析効果に着目した。塩析効果は、塩の種類や濃度によっ

て異なり、その効果を順位付けしたものを「ホフマイスター系列」と呼び、陽イオン 8 種

（Na+、NH4+など）と陰イオン 8種（Cl-、SO42-など）から構成される。従来のシーディング実

験は、低濃度（100 mM）の NaCl 溶液中で行われており、ホフマイスター系列に照らし合わ

すと、塩析効果は弱い。このため、他のホフマイスターイオンを利用することで、異常型

SOD1 のシーディング感度の増強が可能と考えた。そこで、ホフマイスターイオン 16種の中

で、異常型 SOD1 のシーディング感度を増強するイオン種を探索した。 

 本研究では、異常型 SOD1 とヒト正常血清を混合した試料を「ALS モデル血液」として使

用した。シーディングの基質となる SOD1 は、さまざまな濃度のホフマイスターイオン存在

下で調製した。ALS モデル血液をシードとして、基質溶液に添加し、振とう撹拌しながら、

溶液の濁度を定期的にモニターした。その結果、高濃度のイオン A存在下では、ALS モデル

血液を添加したウェルでのみ濁度の増加が見られ、特異度の高いシーディング条件を見出

すことができた。 

 次に、段階的希釈した異常型 SOD1 をヒト正常血清に添加し、極微量なシードでもイオン

A存在下では、シーディング反応を起こすか検証した。現時点で、10-13 mol/L 濃度のシード

でもシーディングの誘発が確認できており、今後、本アッセイの検出限界値を決定する予定

である。 
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