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論文内容の要旨

筋書室縮性御j索硬化症他国〕は、選択的運動ニュー口ン死をもた§す神経変性疾患であり、進行性の脅格筋萎縮及び麻療

によ哲通常 1-5年で致命的な呼吸筋麻停を来す。AI.Sの多くは狐発性であるが、 ALSの約 10%を占める遺伝性AI.Sの中

ではCulZ皇制.pel'oxide出息盟utase(SODI)の優位変異が最も頻度の高く、孤発性ALSとほぼ同様の鎮床症状がみられる。

変異自OD1を発現するマウスでは進行性の運動ニューロン変性がみられるが、呂OD1を欠失したマウスでは神経変性がみら

れないことから、変異SOD1が、機能喪失ではなく新たに毒性を獲得することにより運動ニューロン死を惹起すると考えら

れている。変異品OD1による毒性の機序については、(1)構造の不安定性に由来する蚤白質の凝集、 (2)ミトコンドザア緯

害、 (3)グルタミン駿興奮毒性、(4)軸索輸送の央一常、(晶〕酸化1トレス等の仮説が提唱されているが、依然として不明な

点が多い。したがって変異somの結合蛋白を同定することは、変異呂OD1毒性を解明lALSの治療方法を開発するよで
重要である。これまでにHeatshockp開祖n(HsplHsc70、Hsp40、a-B-出oyst.臨n、Hsp27)ゃ、 E3ユピキチンワガーゼ

等が変異som結合蛋白として報告され、病態との関連で研究されているが、変異SOD1毒性発現の機序は未解明である。
そ己で変異som結合蛋白を免疫沈降法にで検索し、新たに同定した蛋自について解析を行った。
まずマウス神経芽細胞腫由来の培養細胞である Neuro2AIこ一過性に野生型または変災型呂OD1を発現し、免疫沈降法と

質資分析法を用いることにより変異 SOD1特巣的に結合する蛍白として heatぬock∞富田tep田抽出 70と heatshock 

pro陣隅〔日sp)105を特定した。 Hspl05と変異30D1との結合はζれまでに報告されておらず、また変異呂OD1のように

ミス7宏一ノレドした資自質の品質管理を行う heatshoc盈pro加盟は重要と考えられるため、引き緩いてHsp105と変異昌OD1

との関連について検討ll::。培養細胞 (Neuro2A)及びALSのモデルマウスである変異国omトランスジヰニッタマウス
の脊髄において変，w:30D1と内夜性問sp105の給合告磯認した。またマウス脊髄の免疫染色では、 H暗 1慌の発現i立、 A捕

の障害部伎である軍事髄灘動ニューロンを含む脊髄ニューロンに認めた。

次に変異SOD1'"ウ又脊髄を用いて、経時的にHspl05の蛋白震を検討したところ、疾患の進行につれて増加する Hsp70

やHsp27とは対照的1;::，運動麻揮発症前よ号 Hsp105が紘bしはじめ、発疲中期#、ら終末期にか'1て有意な減少を示した。

サ Yプルの溶解に強力な界面活性海jである呂DSを使用しても同じ結果であったととより、Hspl邸の大部分は難請書性分画へ

移行したわけではなく、変異30D1によち消費されたと考えられた。

さらに培養細胞を用いた検討では、 Hsp105Iま変巣SOD1の誕祭を著明に抑制Lた。変異自OD1の凝集と疾患の遂行には

止の相関があるととは既に報告されており、 Hsp105は変異30D1の凝集を抑制するととにより毒性を軽減していると考え

られた。

以上のことから、 Hspl05を増加させることにより変異昌OD1毒性を軽減できる可能性が示された。また主要なシャベロ

ンである Hsp7自の過剰発現では変異30D1マウスの治療効果告認めなかったという報告と、政唖105がHsp7申のヌタレオ
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チド交換図子として機能するという報告告考慮すると、ミスフ渇-}レドしたタンパタの毒性を軽減するのには Hsp7由と

Hsp105を問時に増加させることが必要である可能性がある。

論文審査の鯖県の粟'i!i'

選択約運動ニュー口ン死をもたらす筋萎縮性側索硬化症 (ALS)の多くは孤発性であるが、遺伝性ALSの中では CuJZn

superoxide必息聴ut醐.CSOD1)の優性変異が最も頻度が高い。変異SOD1の結合蛋白安同定することは、米安日の部分が多

い変異SOD1の毒性の機序を解明lALSの治療方法を開発するとで重姿であるため、変異SOD1結合資自を検索した。

免疫沈降法と質量分析法を用いることにより変異SOD1特異的に結合する蛋白としてこれまでに報告のある heatぬock

cogna加 F即 tei且苅と、新規にheatぬpckpro加盟 CHsh占105を特定した。培裳細胞及び変異呂OD1トランスジぷニック

マウスの脊髄において変異SODlと内在性Hspl05の結合を確認した。また7"ス脊艇の免疫染色では、H昭 105の発現は、
AL自の障害部位である脊鎚運動ニューロン告含む草子鎚ニューロンに認めた。次i己変異SODlマウ1脊髄告用いて、経時的に

Hspl05の蛋白量を検討したところ、運動麻療発fiF.前より Hspl05が減少しはじめ、発液中期から終末期にかけて有意な減

少を示した。このことは変異SOD1による Hsp105の消費を反映していると考えられた。さらに培養細胞を用いた検討では、

Hsp105は変異呂OD1の凝集を抑制した。変異SOD1の凝集と疾患の進行には正の相関があることは耳去に報告されており、

Hsp105は変異SODlの凝集を抑制することによ暫毒性を軽減していると考えられた。最後に、 Hspl05はプ口テアソーム

阻害薬によるカスパーゼ3の活性化を抑制した。

これらの結巣よ号 Hspl05を増加させることによ号変呉昌OD1毒性を桜減できる可能性が示された。

以ょの研究は蛋白質の品質管理機構む破綻が病態の一因と考えちれている AL自の嬢国の解明に貢献し、その治療・予防

法の開発iこ事寄与するところが多いロ

したがって、本論文は博f:C医学)の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学位授与申請者は、sp.成 19年畠月 5日実施む論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもむで

ある。




