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研究成果の概要（和文）：ヒト変異 SOD1（G93A、G127TGGG(G127X)、G85R、D90A）を有する

transgenic（Tg）マウスではいずれも脊髄銅濃度は対照よりも有意に高かった。G93A と D90A

は SOD1 活性部位において銅親和性が高く、G127X と G85R は親和性が低い。すなわち SOD1

活性に関与しない余剰な銅の存在が示唆された。銅取り込みに関与する Steap2、Ctr1、

Cox17、Atox1 はいづれの Tg マウス脊髄でも有意に増加、銅排泄に関与する Atp7a は有意

に低下していた。G93A マウスでは脊髄銅濃度は週齢依存的に上昇していた。変異 SOD1 を

有する ALS では銅イオンが疾病のバイオマーカーとして有用であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Using the mouse strains G127TGGG (G127X), G85R, D90A, and G93A, 
which express SOD1 mutants with different copper-binding abilities, we showed that copper 
dyshomeostasis is common to these SOD1 mutants.  Copper contents bound to the SOD1 active 
site varied considerably between SOD1 mutants: G93A and D90A SOD1 mutants have higher 
affinity to copper ions at their active site, whereas the affinity to copper ions are 
lower in G127X and G85R SOD1 mutants.  Irrespective of the affinity, all the SOD1 mutants 
upregulated Steap2, Ctr1, Cox17, and Atox1, and downregulated Atp7a, which resulted in 
copper accumulation in spinal cords of the mice.  We propose that copper dyshomeostasis 
is common to SOD1 mutation-linked ALS, and could be useful as a biological marker for 
the diagnosis. 
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1. 研究開始当初の背景  
筋萎縮性側索硬化症(ALS)は進行性四肢

麻痺、球麻痺・呼吸筋麻痺を来たし、発症
後 4～5年で死に至る神経変性疾患である。
1869年 Charcotによる報告から140年以上
が経過した現在でも治療法は見い出されて
いない。唯一、抗グルタミン酸薬 riluzole

が認可されているが、生存期間はおろか、
麻痺の進行も抑制できない。進行を続ける
医学の中で取り残された領域である。さら
に ALS に代表される神経変性疾患の診断は、
今なお臨床診断を主体としている。治療法
を見出すことはもちろん、早期発見・早期
治療のみならず疾患の客観的指標としても
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バイオマーカーは必須である。ALS のうち
Superoxide dismutase 1（SOD1）変異を有
する ALS についてはその原因として、SOD1
変異による SOD1 活性の低下ではなく変異
SOD1 が新たに獲得した未知の細胞毒性が
原因と考えられている。 
このような状況の中、研究代表者は家族

性 ALS モデルマウス(G93A SOD1)を用い、運
動麻痺出現以前の発症早期から責任病巣の
1 つである脊髄で、銅濃度と銅結合たんぱ
く 質 で あ る メ タ ロ チ オ ネ イ ン
(metallothionein,MT)の週齢依存的な増加
を見い出した。MT は生体内で銅、亜鉛とい
った微量元素の恒常性、重金属の解毒、抗
酸化作用を担っている。この知見に基づき、
細 胞 内 選 択 的 銅 キ レ ー ト 剤 の
Anmoniumtetrathiomolybdate(ATTM)投与と
MT投与のいずれもがALSモデルマウスに奏
効(生存期間が 24％延長)することをみい
出した。これは少なくとも G93A SOD1 変異
を有する ALS モデルマウスでは、細胞内へ
の銅取り込み機構は亢進、排泄機構が低下
していることを示唆する所見である。細胞
内に限局した銅イオン増加が生じ、銅結合
たんぱく質 MT が防御的・反応的に増加する
と考えれば、MT ならびに ATTM がこの状態
を改善したことが生存期間の延長につなが
ったと考えられた。さらに変異 SOD1 は細胞
内の銅代謝に係るたん白質群（銅シャペロ
ン）と凝集体を形成していた（J Neurochem 
2009 111:181-191）。以上から、我々は、
変異 SOD1 が獲得した未知の細胞毒性の本
態は細胞内銅代謝障害ではないかと考える
にいたったのである。 
そこで G93A SOD1 変異以外の ALS モデル

マウスを用いて、銅イオンのバイオマーカ
ーとしての有用性を検討した。ALS と銅に
関する纏まった研究はこれまでほとんど成
されてこなかった。古くは Gellein らがヒ
ト大脳皮質運動領野で銅濃度の上昇を報告
している（Biol Trace Elem Res 2003 
96:39-60）。また Domzal らはヒト末梢血で
銅濃度の低下を報告している（Neurol 
Neurochir Pol 281:343-346）。これらの知
見を鑑みれば、少なくとも SOD1 変異に起因
する ALS の背景には銅代謝の異常が存在す
ることが覗われる。しかし、ALS と銅をは
じめとする微量元素の関連についての研究
はここ数十年ほとんど顧みられていないの
が現実である。 
本研究では、上述した Gellein らと

Domzal らの知見に我々の知見を加味し、
我々が提唱している細胞内銅代謝異常の存
在をSOD1変異を有するALS診断のバイオマ
ーカーとして利用できないか、検討したも
のである。 
 

２．研究の目的  
研究の背景に述べたように、我々は、SOD1

変異を有する ALS の背景に「細胞内銅代謝
の障害」の存在という新たな病態概念を提
唱した。すなわち、銅ならびに細胞内銅代
謝にかかわるシャペロンが変異 SOD1 を有
する ALS の診断ならびに病態を客観的に把
握するバイオマーカーとして有用ではない
かと考えに至ったのである。 
SOD1 変異は数多くが知られているので

そのすべてについて銅代謝との関連を検証
することは現実的ではないし、不可能であ
る。そこで、代表的な4種類のヒト変異SOD1
（G93A、G127TGGG (G127X)、G85R、D90A）
を有するトランスジェニックマウス（Tg）
を用い、野生型 SOD1 マウス（WT）（変異 SOD1
の対照）と C57BL/6 マウス（変異および WT 
SOD1 の過剰発現に対する対照）を対照とし
て、これらマウスにおいて責任病巣の 1つ
である脊髄で、銅イオン濃度、細胞内に銅
を取り込む前段階で銅イオンを還元する
Steap2（Six trans-epithelial antigen of 
prostate)、細胞内に取り込む Ctr1（Copper 
transporter）、細胞内銅シャペロンの１つ
である Cox17（cytochrome c oxidase copper 
chaperone）、Atox1（Antioxidant）、細胞内
からの銅排泄にかかわる Atp7a の週齢依存
的な変化の有無について検討した。 
 

３．研究の方法  
4 種類のヒト変異 SOD1（G93A、G127X、G85R、

D90A）を有するトランスジェニックマウス
（Tg）を用いた。対照には野生型 SOD1 マウ
ス（WT）（変異 SOD1 の対照）と C57BL/6 マ
ウス（変異および WT SOD1 の過剰発現に対
する対照）を用いた。各群 3匹ずつを用い
た。この動物実験は、本学動物実験委員会
の承認を得て行った。 
脊髄において、ICP-MS（Inductively 

coupled plasma mass-spectrometry）法に
より銅濃度を週齢ごとの変化を検討した。
同じく脊髄において、細胞内への銅取り込
みに関与する Steap2)、 Ctr1（ Copper 
transporter）、細胞内銅シャペロンの
Cox17 （ Cytochrome C oxidase copper 
chaperone）、Atox1（Antioxidant）、細胞内
からの銅排泄に関与する Atp7a のたん白質
発現量をウエスタンブロット法で検討した。 
 また、研究の背景の項で記した、中枢神
経移行性に優れ、細胞外のみならず細胞内
の銅も除去できる選択的銅キレート剤であ
る ammonium tetrathiomolybdate（ATTM）
を G93A マウスを対象として、ALS 症状発生
後から 5 mg/kg/日で腹腔内投与し、その効
果を検証した。ALS に代表される神経変性
疾患の治療の実際は、早期診断・早期治療
に有用なバイオマーカーがない現状を鑑み



 

 

れば、診断確定後に治療が開始されるのが
現実だからである。 
 
４．研究成果  
Steap2、Ctr1、Cox17、Atox1 は 4 種類の

ヒト変異 SOD1（G93A、G127TGGG (G127X)、
G85R、D90A）を有する Tg マウス脊髄で有意
に増加、Atp7a は有意に低下していた。そ
して脊髄銅濃度も、週齢依存的に上昇して
いた。細胞内銅代謝異常は SOD1 変異に共通
する細胞毒性であることが強く示唆される。
これは、SOD1 変異を有する ALS では、細胞
内銅代謝異常が存在することを強く示唆す
るものであり、銅ならびにその輸送体タン
パク質である Steap2、Ctr1、Atox1、Cox17、
Atp7a は診断に有用なバイオマーカーとな
ることを示唆する知見である。 
また、中枢神経移行性に優れ、細胞外の

みならず細胞内の銅も除去できる選択的銅
キ レ ー ト 剤 で あ る ammonium 
tetrathiomolybdate（ATTM）を G93A マウス
を対象として ALS 症状発生後から 5 mg/kg/
日で腹腔内投与をしたところ、脊髄銅濃度
は対照（B6SJL マウス）と同レベルに低下
し、生存期間は対照薬（PBS）投与に比し
11%延長（平均 120 日 vs 134 日）、罹病期
間は 40%延長した（平均 27 日 vs 39 日）。
脊髄前角の神経細胞と軸索の減少を有意に
抑制し、筋線維の減少も有意に軽減させた。
さらに脊髄前角でヒト変異 SOD1 の凝集を
抑制し、これは不溶性画分を有意に減少さ
せた結果であることがin vitroでの検討か
ら明らかとなった。これらの知見は、ヒト
変異 SOD1 の凝集には細胞内への過剰な銅
の蓄積が関与する可能性を強く示唆するも
のである。銅は元来必須微量元素であるが、
過剰に存在すればアポトーシスや酸化スト
レスを惹起することで細胞毒性を発揮する。
治療効果の点からも、細胞内銅代謝異常が
変異SOD1を有するALSの病態に強くかかわ
ることが示唆された。 
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