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研究成果の概要（和文）：　SOD1は遺伝子変異によりタンパク質凝集体を形成し、神経細胞特異的に細胞障害を引き起
こし、ALSの主要な原因とされている。しかし、細胞死に至る詳細なメカニズムには不明な点が多い。申請者は、凝集
するSOD1に相互作用するアクチンとそのモータータンパク質であるMyosin1bについて解析を行った。
　Myosin1bを培養細胞に変異型SOD1と共に過剰発現すると、通常はアグリソームと呼ばれる封入体を形成する変異型SO
D1は、細胞内に分散した。また、生化学的な解析により凝集体の量が減少したことが確認できたことから、Myosin1bが
変異型SOD1の細胞内分解に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：SOD1 or superoxide dismutase 1 is one of the major incident of ALS (Amyotrophic 
Lateral Sclerosis). Genetically mutated SOD1 causes its protein aggregation specifically in neuron and 
eventually induces cell death. Detail in molecular mechanisms, however, in cell death induced by SOD1 
aggregation. Biochemical and morphological analysis of interaction of aggregated SOD1 and actin and its 
motor protein Myosin1b was performed.

Overexpression of Myosin1b with mutant SOD1 in cultured cells revealed that mutated SOD1, which generally 
forms inclusion body (called aggressome), dispersed in whole cytoplasm. Furthermore, biochemical analysis 
indicated that ratio of aggregated SOD1 was decreased by the overexpression. These result suggest that 
Myosin1b participates the clearance of aggregated mutant SOD1 through intracellular degradation 
mechanism.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ALS　SOD1　タンパク質凝集体　神経変性疾患　アグリソーム　脱凝集　Myosin1b

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

 筋萎縮性側索硬化症(以下 ALS)は、筋肉の

動きを制御するニューロンが死滅すること

で全身の筋力が低下し、呼吸や飲食に支障を

きたす疾患である。発症から 3~5 年で死に至

り、現在までに有効な治療法は確立されてい

ないため、難病に指定されている 1)。 

 ALSの原因遺伝子の一つであるSuperoxide 

dismutase 1 (以下 SOD1)は、遺伝子変異によ

りタンパク質凝集体を形成することが知ら

れており、ALS の発症と強く関連すると考え

られている。しかし、タンパク質凝集体の形

成や、その細胞毒性に関する分子メカニズム

は不明な点が多く、なかでも、細胞内で形成

された凝集体がどのようにタンパク質分解

系に認識され分解処理されているのかは不

明である。 

 

２．研究の目的 

 

 田村の所属する研究室では、変異型 SOD1

に特異的に相互作用する細胞由来因子とし

て、アクチンと Myosin1b をはじめとしたア

クチン結合タンパク質を複数同定した。変異

型 SOD1 の細胞内分解にアクチン繊維とその

モータータンパク室が寄与している可能性

を検討するために、細胞にこれらの因子を過

剰発現し、変異型 SOD1 の凝集や細胞内局在

を解析する目的で研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 

 大量培養が比較的容易である、ヒト子宮頸

癌由来HeLa細胞を主な実験系として用いた。

変異型 SOD1 などをコードしたプラスミド発

現ベクターをリポフェクション法により

HeLa 細胞に導入し、目的タンパク質を発現さ

せた。タンパク質の動態解析は、界面活性剤

を含むバッファーでタンパク質を抽出し、ウ

エスタンブロッティング法により、定量的に

検出した。界面活性剤に対する可溶性によっ

て、タンパク質の凝集性を評価した。GFP な

どの蛍光タンパク質を融合した目的タンパ

ク質を HeLa 細胞に発現させ、固定後の免疫

染色や生細胞を共焦点顕微鏡による観察を

行い、細胞内局在の解析を行った。 

 

４．研究成果 

 

(1)変異型 SOD1 の凝集体形成における

Myosin1b の効果 

 

 SOD1 は、細胞内に生じた活性酸素を無毒化

する活性を持つ。しかし、遺伝子変異により

タンパク質がミスフォールドし、凝集体を形

成する。ALS 罹患者の残存神経細胞からは、

Lewy 小体と呼ばれる構造が観察され、異常タ

ンパク質を標識するユビキチンなどが検出

されることから、タンパク質凝集体による封

入体であると考えられている。Lewy 小体が形

成される過程で、異常タンパク質が細胞毒性

を発揮することでALS発症に至るとする説が

広く受け入れられているが、詳しい分子メカ

ニズムは不明なままである。 

 変異型 SOD1 の細胞内分解過程を明らかに

するために、HeLa 細胞に Flag タグを付加し

た変異型 SOD1 を発現させ、界面活性剤を含

むバッファーにより抽出し、抗 Flag 抗体に

よるウエスタンブロッティングにより凝集

体の形成を解析した。通常、凝集した変異型

SOD1 は細胞内のタンパク質分解系によって

分解される(data not shown)。しかし、MG132

などのプロテアソーム阻害剤で処理すると

凝集体が検出されることから、変異型 SOD1

の凝集体がプロテアソームで分解されてい

ることを確認した(図 1)。この時、GFP を付

加した Myosin1b を共発現させると、凝集体

(P)の割合が減少した(図 1)。よって、

Myosin1b が変異型 SOD1 の凝集体形成を抑制



させるか、もしくは凝集体の解体(脱凝集)を

促進している可能性が示唆された。 

 

 

(2) 細胞内における変異型 SOD1 凝集体の

Myosin1b による構造変化 

 

 変異型 SOD1 は、プロテアソーム阻害条件

下で、培養細胞内に Lewy 小体に相当するア

グリソームを形成する(図 2A)。Myosin1b の

アグリソームに対する効果を検証するため、

変異型 SOD1 に赤色蛍光タンパク質である

mRFP を 付 加 し た 発 現 ベ ク タ ー と

GFP-Myosin1b を共発現し、24 時間後に MG132

を添加した。16 時間後に細胞を固定し、それ

ぞれのタンパク質の細胞内局在をレーザー

共焦点顕微鏡で解析した。 

 コントロールとしてGFPを共発現した変異

型 SOD1 は、細胞核の近傍に凝集体を形成し

た(図 2A-C)。一方、GFP-Myosin1b を発現さ

せると、凝集体が細胞質に拡散されることが

観察された(図 2D-F, F inset)。Myosin1b は

アクチン繊維上を移動するモータータンパ

ク質であり、野生型ではなく変異型の SOD1

と相互作用することから、ミスフォールドし

た SOD1 をカーゴとし、アクチン繊維上を移

動する機能があると推測される。 

 

(3) Myosin1b の機能的ドメインの解析 

  

 Myosin1b は、アクチン結合、可変領域およ

びカーゴである脂質結合部位に区分できる

(図 3)。 

 

 変異型 SOD1 の凝集体抑制効果を担う領域

を同定するため、図 3に示したようなミュー

タントを作成し、発現を試みた。野生型はア

クチンに富んだ細胞膜に強いシグナルが観

られた他、細胞質にも局在が観察された。し

かし、脂質結合部位に変異を導入した K966A

は細胞質にのみ局在が観察された(data not 

shown)。 

 また、これらの発現を抗 GFP 抗体によるウ

エスタンブロッティングで確認したところ、

optineurin結合モチーフであるRRLを欠失し

たΔRRL は他のコンストラクトと比較して、

顕著に凝集する傾向を示した(図 4, レーン 7

および 8)。 

 

 optineurinはALSの原因遺伝子の一つであ

り、ミスフォールドしたタンパク質のオート

ファジーへの輸送に関与している。Myosin1b

が optineurin と相互作用できない状況で凝

集することは、Myosin1b がオートファジーへ

カーゴである凝集体を、optineurin を介した



提示や受け渡しが阻害されている可能性が

考えられる。今後は、optineurin との連携を

考慮したMyosin1bの解析を行い、変異型SOD1

の分解経路の詳細が明らかにされることで、

ALS への治療に役立つ知見が得られることが

期待される。 
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