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論  文  内  容  の  要  旨  

筋萎縮性側索硬化症（ALS）患者の約10％は家族性で，通常，常染色体優性遺伝を示す。さらに家族性ALS（FALS）  

の約20％の家系には，銅／亜鉛スーパーオキサイドジスムターゼ（SODl）遺伝子に変異があることが知られ，現在までに  

70種類以上の変異が報告されている。変異SODl蛋白が運動ニューロンに変性をもたらす機序は明らかでないが，トラン  

スジェニックマウスの研究結果等により，変異によるSODl酵素活性の低下は問題ではなく，変異蛋白自身が細胞に対し  

てなんらかの毒性を発揮し細胞死を惹起しているものと考えられている。   

変異SODl蛋白と細胞傷害の関係を明らかにするために，本研究では，モデル生物としてCαg乃Orゐαあd∠f∠∫g毎那（C  

gJ聯那）の有用性に注目し，ヒト変異SODl導入トランスジェニックC g毎乃∫を創製した。C g毎卯那は，発生・神経  

回路・遺伝子など，最もよく理解された多細胞生物であり，遺伝学的解析が容易で多数の個体を一度に検討できるなど，実  

験上多くの利点を有する。   

ヒト白血球より分離した野生型SODl遺伝子に，FALSとして報告されている3種類の点変異（A4V，G37R，G93A）  

をそれぞれ導入した。野生型および変異SODl遺伝子を，C g毎乃∫用熱ショック発現ベクターおよび体壁筋発現ベクタ  

ーにサブクローニングし，野生型Cβ毎乃∫に注入した。得られたそれぞれのトランスジェニック株について，ウエスタ  

ンブロツティング法およびネイティブゲル解析を行い，野生型および変異ヒトSODlがC g毎乃∫体内で発現し，どちら  

もSOD活性を有していることを確認した。ネイティブゲル解析では変異蛋白の泳動度はそれぞれ異なっており，変異によ  

る蛋白高次構造の変化を反映していると考えられた。   

ヒト変異SODl導入トランスジェニックCβ毎卯乃∫を顕微鏡下で詳細に観察したが運動異常や器官変異などの明らかな  

表現塑の変化は認めなかった。ALS患者脊髄では酸化生体分子が増加しているという知見などから，酸化ストレスがALS  

の病態機序に関与している可能性が指摘されている。そこで，得られた各トランスジェニック株の酸化ストレスに対する耐  

性を調べたところ，変異SODl導入株は野生型SODl導入株に比して，パラコート負荷で惹起される酸化ストレスに対し  

て脆弱性を示した。その機序を検索するため，次に，熱ショック後Cβ毎乃∫内で発現されたヒトSODl蛋白が，どのよ  

うに消長するか時間経過を迫った。すると，通常環境下では，変異蛋白は野生型に比べて速やかに消秘し，変異蛋白の不安  

定さが示された。一方，同様の実験を酸化ストレス下で行うと，変異蛋白の消槌が遅延することが判明した。これは，酸化  

ストレスによる蛋白処理機能の障害，もしくは，変異蛋白そのものが処理されにくい状態に変化したものと考えられた。不  

処理変異蛋白の構造変化を観察しやすいように体壁筋組織に変異SODl蛋白をGFPと共に発現させたトランスジェニック  

C e毎卯nSを，顕微鏡下で詳細に観察した。酸化ストレス下では，一部虫体の筋組織内でGFPがSODl蛋白を含む不均一  

な凝集体を形成し，その異常凝集体をもつ虫体の割合は，虫の加齢と共に増した。   

以上の結果より，酸化ストレスはFALS関連変異SODl蛋白の分解過程を障害し，その結果，変異蛋白を含む異常凝集  
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体が形成され細胞傷害を引き起こすことが示唆された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究では，家族性筋萎縮性側索硬化症（FALS）の病態解明のため，モデル生物としてCaenorhabditis elemns（C  

elegtms）の有用性に注目し，ヒト変異SODl導入トランスジェニックC elegtmsを作製した。FALSの原因として報告さ  

れている3種類の点変異（A4V，G37R，G93A）および野生型SODlを導入した各トランスジェニック株を確立した。まず  

FALS病態機序への酸化ストレスの関与を明らかにするため，各棟の酸化ストレス耐性を調べだところ，変異SODl導入  

株は野生型SODl導入株に比して脆弱であることを見出した。さらに，トランスジェニック体内における各SODl蛋白の  

時間的消長を追うと，変異蛋白は野生型に比べて速やかに消秘し，変異蛋白の不安定さが示された。一方，酸化ストレス下  

では変異蛋白の消槌が遅延することが判明し，酸化ストレスが変異蛋白処理機能を障害したものと考えられた。変異SODl  

をGFP蛋白と共発現した虫体を顕微鏡下で観察すると，酸化ストレス下では，筋組織内でSODl蛋白を含む不均一な凝集  

体を形成し，その異常凝集体をもつ虫体の割合は虫の加齢と共に増した。以上の結果より，酸化ストレスはFALS関連変  

異SODl蛋白の分解過程を障害し，その結果，変異蛋白を含む異常凝集体が形成され，細胞傷害を引き起こすことが示唆  

された。   

以上の研究はFALSの発症機序解明に貢献し，同疾患の病態理解ひいては治療法の発見に寄与するところが多い。した  

がって本論文は博士（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，平成15年2月3日実施の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のであ  

る。  
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