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◆抄録

筋萎 縮性 側索硬化 症 （ＡＬＳ） は筋萎 縮と 筋カ低 下を特徴 とする 進行 性神経 変

性 疾患 で あ る。 近 年、 Ａ㎎ に お け る 酸化 ス ト レス と 炎 症 反 応 の 関 与 が注 目 さ れ

て い る。 一 般 に、 好 気 性 生 物 の 生 体 内 にお け る 酸 化 ス ト レス の 充 進 は、 脂 質 過

酸化や 蛋白糖酸化 を介 して反応性に富むアルデヒ 晴 （カ ルボニル） を生 じ、 炎 症

また は ア ポ トー シ ス の シ グ ナ ル を 活 性 化 す る こ と が 指 摘 さ れ て い る。 本 研 究 の

目 的 は、 ＡＬＳ の 動 物 モ デ ル で あ る Ｇ９３Ａ 変 異 ス ー パ ー オ キ シ ド ジス ム タ ー ゼ．１

遺 伝 子 導 入 マ ウ ス （Ｇ９３Ａ マ ウ ス） に お い て、 酸 化 ス ト レス と 炎 症 を 結 びつ ける

カ ル ボ ニ ル ス ト レス が 実 際 に 発 生 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る こ と で あ っ

た。 免 疫 組織化 学 的 に、 蛋 白糖 酸化 に由 来す るカ ル ボニ ル蛋 白付 加体 であ る

椎 （ｃａ曲ｏｘｙ鵬 鮎ｙ１）亘ｙｓ施 （ＣＭＬ）・
派（ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙ１）１ｙｓｉｎｅ， ａｒｇＰｙ正ｉ滅ｄｉｎｅ お よ び

ｐｙ亙正ａ１１鵬 、 脂 質 過 酸 化 に 由 来 す る カ ル ボ ニ ル 蛋 白 付 加 体 で あ る

ｃｒｏｔｏ狐ａ１幽ｈｙｄｅ４ｙｓｉｎｅ （ＣＲＡ－Ｌｙｓ）
お よ び 脂 質 過 酸 化 に 由 来 す る カ ル ボ ニ ル ＤＮＡ

付 加 体 で あ る 牛ｏｘｏ－２－ｍ ｎｅむａ１－２
ヨ
ーｄｅｏｘｙｇａ狐 ｏｓｉ鵬 （Ｏ ＮＥ－ｄＧ） は

、 Ｇ９３Ａ マ ウ ス 脊 髄

の 主 に 反 応 性 グ リ ア に 局 在 し て い た。 ＣＭＬ， Ｐｙｍ１ｉ鵬、 ＣＲＡ兆ｙｓ
お よ び ０ＮＥ－ｄＧ

は、 運 動 ニ ュ ー ロ ン に も 局 在 し て い た。 脊 髄 前 角 に お け る カ ル ボ ニ ル 化 合 物 含

有グリアの密 摩は加 齢ととも に上 昇した。 炎症性サイ トカイ ンである腫瘍壌 死

因 子 αや Ｆａｓ リ ガ ン 清 が受 容 体 に 結合 す る と細 胞 質 側 で 会 合 す る 臨ｓ．ａｓｓ㏄ｉａｔｅｄ

ｄｅ鮎 ｄｏｍａｉｎ（趾 ＤＤ） お よ び こ の シ グ ナ ル をカ ス パ ー ゼ ８介 在 性 アポ トー シス か

ら ＮＦ一だＢ 誘 導 性 炎 症 の活 性 化 に 転 換す る 細 胞 内因 子 ｃＦＬ肥 の 発 現 は、 加 齢 と と

も に Ｇ９３Ａ マ ウス 脊 髄 の 反 応 性 グリ ア で 上 昇 した。 Ｒ 卿 ＣＲ 解 析 とイ ム ノ ブ ロッ

ト解 析 は、 Ｇ９３Ａ マ ウス 脊 髄 申 の ＦＡＤＤ ㎜ＲＮＡ お よ びｃＦＬＩＰ 蛋 白 の 発 現 上 方 調

節 を 示 した。 以 上 の 結 果 は、 Ｇ９３Ａ マ ウ ス で はカ ル ボ ニ ル ス ト レス が グリ ア の 炎

症反応を介 して運動ニ ュー ロン死をもたらす可能性を示唆する。

◆キーワー ド

（１） 筋萎縮性側索硬化症

（２） ス ー パ ー オ キ シ ド ジス ム タ ー ゼ

（３） ト ラ ンス ジェ ニ ッ ク マ ウ ス

（４） 酸 化 ス ト レス

（５） カ ル ボ ニ ルス ト レ ス

（６） 炎症

（７） グリ ア

（８） ニ ュ … ロ ン



◆背景と目的◆

筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ＡＬＳ；ａ醐ｙｏ倣ｏｐｈｉｃ 腕ｅ棚 ｓｃ１ｅｍｓ三ｓ） は
、

上 位 な ら び に 下 位

運動ニュー ロ ンの変 性脱落にもとづいた 進行性の筋萎縮 と筋力 低下 を特徴 とす

る原因不明の神経変性疾患である 固 里文 鋤 。 Ａ鵬 は通常壮年期以降に発

症 し、 平 均 数 年 以 内 に 呼吸 麻 療 で 死 亡 す る。 Ｃ舳ｒｃｏ言に よ っ て 疾 患 概 念 が 確 立 さ

れ て 以 来 １００ 年 以 上 経 過 し た 現 在 も、 ＡＬＳ の 病 態 の 全容 は依 然 と して 闇 に 包 ま

れ た ま ま で あ る。ＡＬＳ は疫 学 的 に、 孤 発 性 （ＳＡ鵬；ｓ阿ａｄ１ｃＡ㎎）、 家 族 性 （臥ＬＳ；

ｆａ赫１ｉａ１ＡＬＳ） お よ び 地 域 性 （ＥＡ㎎；㎝ｄ棚 虻 Ａ㏄） の ３ 型 に大 別 さ れる。 全 ＡＬＳ

患 者 の う ち、ＳＡ鵬 患 者 は 約９０％ を 占め て お り、Ｆ 棚 患 者 は約 五〇％で あ り、ＥＡ 鵬

患 者 は残 り の 少 数 に 過 ぎ な い。

近年の研究 によ り、 Ａ㎎ の各病型に共通す る病態 として酸化ス トレス と興奮

性アミノ酸 毒性の関与が想定さ れている 固 埋 文猷」 ω 。 酸化ス トレスは、

脊 髄 前 角 に存 在 す る ア ス トロ サイ トの グル タ ミ ン酸 トラ ンス ポ ー タ ー一１（Ｇ㎜一亙；

ｇ１耐ａ測ａｔｅｔ醐ｎｓｐｏ 欄一１） の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ り
、

運 動 ニ ュ ー ロ ン に 興 奮 性

アミ ノ 酸 毒 性 を も た ら す。 興 奮 性 ア ミ ノ 酸 毒 性 は、 グル タ ミ ン 酸 受 容 体 と 共 役

するカ ルシウム チャ ンネルを持続的に開放 して運動ニュー ロン細胞質 のカ ルシ

ウム濃度を 上昇させ、 カ ルシウム依存性 のフリーラ ジカ ル産 生酵素群 を活性化

し て 酸 化 ス ト レ ス を も た ら す。 こ の よ う に、 酸 化 ス ト レス と 興 奮 性 ア ミ ノ 酸 毒

性 は 互 い に 増 強 し 合 う 関 係 に あ る。

今 か ら 五〇 年 ほ ど前、 多 国問 共 同 研 究 に よ り、 家 族 性 ＡＬＳ 患 者 の 約 ２０％カミス

ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼー１ （ＳＯＤ１；ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄ１ｓｍ 施ｓｅ－１） の 遺 伝 子 変 異 を

有することが判明した 固 里文猷」 幽 。 その後、 それらの患者に検出され

る 変 異 Ｓ０Ｄ１ 遺 伝 子 を 導 入 した マ ウ ス （トラ ンス ジヱ ニ ッ ク マ ウ ス） は ＡＬＳ を

発症する 固 里 文越二触 一方で、 ＳＯ眺 ノック アウ トマウス は ＡＬＳを発症 しな

い 直 囲 文猷 迦 ことが判 明した。 野 生型 ＳＯＤ１分子がスーパーオキ シドラジ

カ ル （０５；ｓｕｐｃｒｏｘｉｄｅｒａｄｉｃａ１） を 不 均 化 分 解 に よ っ て 解 毒 す る の と 対 照 的 に、 変 異

ＳＯＤ１ 分 子 は ｏゴ、 過 酸 化 水 素 （Ｈ２０２； ｈｙｄｒｏｇ㎝ ｐｅｒｏｘｉｄｅ）、
水 酸 ラ ジ カ ル （・ＯＨ；

ｈｙｄｒｏｘｙけａｄ１ｃａ１） な ど に 代 表 さ れ る 活 性 酸 素 種 （Ｒ◎Ｓ；ｒｅａｃｔｉｖｃ 脳ｙｇ㎝ ｓｐ㏄ｉｅｓ） を

発生する 固 里文猷」エ 幽 という生化学的知見にもとついて、 現在では変

異 蛋 白 に 由 来 す る 酸 化 ス ト レス が ＡＬＳ の 発 病 に 関 わ る と 考 え られ て い る。 我々

は 以 前 に、ＳＯＤ１ 変 異 を 伴 う ＦＡＬＳ 患 者 と 変 異 ＳＯＤ１ 導
」
入マ ウ ス の 脊 髄 運 動 ニ ュ

ー ロ ン に 出 現 す る ｋ Ｗ 小 体 様 硝 子 様 封 入 体 （ＬＢＨＩ； Ｌｃｗｙ ｂｏｄｙ－１ｉｋｃ ｈｙａｌｉｎｅ

㎞ｃ１眺ｉ㎝） が ＳＯＤ１ 蛋 白 の 凝集 物 で あ る こ と を世 界 に 先駆 けて 報 告 した １豆 囲 文

敵 蝕 。 以上のような経緯で、 変異Ｓｏ◎玉導入マウスは ＡＬＳの優 れた疾



患 動 物 モ デ ル と し て の 地 位 を 確 立 し、 世 界 申 の 研 究 者 に よ っ て 繁 用 さ れて い る。

ＳＡＬＳ 患 者 に お ける 酸 化 ス ト レス 発 生 源 は 不 明 で あ る が、 変 異 ＳＯＤ１ 導 入 マ ウス

の ＡＬＳ 発 病 機 構 を 調 べる こ と は、 ヒ ト ＡＬＳ の病 態 解 明 の みな ら ず、 新 た な 治 療

戦 略 の 展 開 に 貢 献 す る も の と 期 待 さ れ て い る。

好 気 性 生 物 は 生 理 的 状 態 に お い て も、 ミ トコ ン ドリ ア、 小 胞 体 お よ びペ ル オ

キシソームでの電子伝達系のエラーの副産物 として Ｒ０Ｓ を産 生す る運命を脊負

っ て い る （図 １） 固 埋 文 猷 地 。 また、 Ｒ０Ｓ 産 生 量 は 発 生、 加 齢 あ る い は 病 的 過

程 で 増 大 す る こ と が 知 ら れ て い る （図２） 引 用 文 献 ９ １０ １１ １２ １３ １４・ 学

会 誌 等 業 績 ６ む 通 常 量 の Ｒ０Ｓ は Ｓ０Ｄ、 グル タ チ オ ンペ ル オ キ シ ダー ゼ （ＧｐＸ；

ｇ１ｕ㈱ｈｉ㎝ｅｐｅｒｏｘ１ｄａｓｅ）、 カ タ ラ ー ゼ な ど の 酸 化 ス ト レ ス 防 御 酵 素 に よ っ て 速 や か

に 分 解 さ れ る が、 過 剰 量 の ＲＯＳ は 分 解 し き れ ず に 生 体 内 に 残 り、 Ｆｅｎｔ㎝ 反 応 ま

た は Ｈａｂｅｒ－Ｗｅｉｓｓ 反 応 に よ っ て 毒 性 の 高 い・ＯＨ を 生 じ
、 核 酸、 蛋 白、 脂 質 な ど に

代 表 さ れ る 細 胞 の 主 な 構 成 成 分 を 攻 撃 す る。 そ の 結 果、 こ れ ら の 成 分 は 酸 化 的

に修飾 を受 け （図２）、蛋白糖 酸化と脂質過酸化の過程で種々 の産物が形成される

（図 ３） 引 用 文 献 １５ １６ １７ １８ １ｇ・ 学 会 誌 等 業 績 ８ ９ １０ １１ １２ １４ 。

今 回我々 が着目 したカ ルボ ニル化合物 は、 脂質過酸化や 蛋白糖酸化 の過程で生

じる 低 分 子 のア ル デ ヒ ドで あ る （図 ４－６） 引用 文 献 ２０ 。遊 離 カ ル ボ ニ ル は不 安

定 で反応性 に富 んでおり、 蛋白のアミノ 基や核酸の 塩基と強固 に結合して安定

な 付加体を形 成する過程で 細胞内の代 謝と情報伝達 を阻害し、 炎 症反応や細 胞

死 を 誘 導 す る。 こ の 状 態 はカ ル ボ ニ ル ス ト レス と 称 さ れ る。 生 体 組 織 内 で こ れ

ら の 付 加 体 を検 出 す る こ と は、 そ の 組織カ切 ル ボ ニ ル ス ト レス に 曝 さ れ て い た

証 拠 を 得 る た め の 有 効 な 手 段 で あ る。 我々 は 以 前 に、ＳＡＬＳ 脊 髄 の 残 存 運 動 ニ ュ

ー ロンと反応 性グリア に蛋白糖酸化や 脂質過酸化 に由来する種々 のカルボ ニル

蛋 白 付 加 体 や ＤＮＡ 酸 化 修 飾 産 物 （０Ｈ－ｄＧ；８－ｈｙｄｒｏｘｙ－２
’
一ｄｅｏｘｙ駅ａ■ｏｓｉｎｅ） が 検 出

されることを報告し 固埋 触 、 肌Ｓの発病機構における酸化ストレ

ス お よ び こ れ に 惹 起 さ れ る カ ル ボ ニ ル ス ト レス の 関 与 を考 察 し た。 我々 は ま た、

ア ル ツ ハイ マ ー 病 海 馬、 パ ー キ ンソ ン 病 脳 幹 お よ び メ ンケ ス 病 小 脳 の ニ ュ ー ロ

ンとクリアに種々のカルボニル蛋白付加体を検出している 固 里文猷 地

肇会監釜菱遼並 鑓 。
近 年、 酸 化 ス ト レス や カ ル ボ ニ ル ス ト レス に よ っ て 誘 導 さ れ る シク ロ オ キ シ

ゲ ナ ー ゼー２ （ＣＯＸ－２； ｃｙｃ１ｏｏｘｙｇ㎝ａｓｅ－２） や 誘 導 型 一 酸 化 窒 素 産 生 酵 素 （ｉＮ０Ｓ；

洲 ㏄ｉｂ１ｅ 淋ｉｃｏｘ雌 ｓｙ舳ａｓｅ） に 代 表 さ れる 炎 症 関 連 酵 素 の 発 現 が ＡＬＳ 脊 髄 申 で

上 方 調 節 さ れ て い る 事 実 を も と に、 本 疾 患 に お け る 炎 症 反 応 の 関 与 が 指 摘 さ れ

ている 固里文猷二 幽 。 一般に炎症反応は、 シクナル伝達酵素群 （Ｍ細Ｋｓ，

ｍ１ｔｏｇ㎝一ａｃｔ１ｖａｔｃｄ 岬ｔｃｉ糾１ｎａｓｃｓ） や こ れ ら に 関 連 す る 転 写 因 子 群 に 支 配 さ れ て い

る。 ＭＡＰＫ に 属 す る ｐ３８ と 転 写 因 子 に 属 す る 活 性 化 転 写 因 子 （Ａ服； 洲ｖａｔ１㎎



腕Ｒｓαｉｐｔｉ㎝ ｆａｃ耐）、 活 性 化 蛋 白 ４ （Ａｐ－１；ａｃｔｉ械ｏｒｐｒｏｔｅｉｎ－１）
お よ び 核 内 因 子 畑

（ＮＦ－ＫＢ；㎜ｃ１ｅ孤ｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ） は
・

酸 化 ス ト レ ス や カ ル ボ ニ ル ス ト レ ス よ っ て 活

性 化 す る と とも に 湊 出 性 炎 症 に 深 く 関 わ る （図 ７） 引 用 文 献 ３ ２０ ２７ 。 湊 出

性炎 症とは病理学的 に、 血管透過性の 充進にもとづく 血漿成分 また は血球 成分

の血 管外遊離ある いは組織固有の炎 症担 当細胞の活性化 によっ て生 じる現 象で

あ る 直 蝿 文 越 迦 。 活性化 した ｐ３８ や 服一ｘＢ な どによ り腫瘍 壌死 因子一α

（ＴＮＦα； 加獅ｏ ｍ ㏄ｒｏｓ童ｓｆａｃｔｏｒ－ａ１ｐｈ＆）、 Ｆａｓ リ ガ ン ド （胎ｓＬ）、 イ ン タ ー ロ イ キ ン４偉

（Ｉレ１偉；三ｎ倣亘閉ｋｉｎ４ｂｅｔａ） な ど の サイ トカ イ ン が病 巣構 成 細 胞 で 産 生 分 泌 さ れ、炎

症担 当細胞の表面にある 各受容体 に結合すると、その細胞膜の内側で 肋Ｓ関連細

胞 死 ド メ イ ン （眺 ＤＤ；Ｆａｓ－ａｓｓ㏄ｉａ宣ｅｄｄｅａｔｈｄｏ鮎ｉｎ） の 会 合 が 起 こ る。 跳１）Ｄ 会 合

シ グナ ル は、 細 胞 の 種 類 によ っ て 異 な る 二 通 り の 経 路 へ 受 け 継 が れ る。 一 方 は

カ ス パ ー ゼ．８ 介 在 性 の ア ポ トー シス 活 性 化 経 路 で あ り、 他 方 は ＮＦ一鯛 活 性 化 経

路 で あ る。 ＮＦ一細 は、 跳ＤＤ の基 質 で ある カ ス パ ー ゼー８ を 競 合 的 に 阻害 す る 細

胞 質 因 子 （ｃ肌ＩＰ；ｃｅ胴１孤 ＦＨＣＥｉｎｈｉ眺ｏＷ ｐｒｏｔｅｉｎ） の 存 在 下 で 活 性 化 さ れる 酎

里 文菌 幽 。 カ ル ボ ニ ル ス ト レス はま た、 ユ ビ キ チ ン・プ ロ テ ア ソ ー ム 系 （ＵＰＳ；

ｕｂｉｑｕｉｔｈ－ｐτｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍ） を 破 綻 さ せ て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る （図 ７） 固 毘

文戯 地 。
このよう にして 強力 に活性化された Ｎ 脈 Ｂ は、 種々の炎 症関連物質を誘導す

る （図 ７） 引用 文 献 ３ ３１・ 出 版 書 籍 業 績 ２ 。 す な わ ち、 前 述 の サイ トカイ

ン 群 に 加 え て 単 球 化 学 走 化 性 因 子４ （ＭＣＰ一至；１ｍ ㎝ ㏄ｙｔｅｃｈｅｍｏａ鮒ａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ－１）１

マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 蛋 白一１α（ＭＩ円 α； 醐ｃｒ◎Ｐｈａｇｅｉ柵ａ㎜ｍａぬｒｙｐｒｏｔｅｉｎ－１α）・ イ

ン タ ー ロ イ キ ンー８（ＩＬ－８；ｉｎｔｅｒ１ｅｕｋｉ打一８）
な ど の ケ モ カ イ ン 群

、
細 胞 間 細 胞 接 着 分 子

一１ （１ＣＡ Ｍ－１； ｉｎｔｅｒ㏄１１ｕ１ａｒ ｃｅ１１ ａｄｈｅｓｉ㎝ ㎜ｏ１㏄ ωｅ－１）、
血 管 性 細 胞 接 着 分 子 ４

（Ｖ ＣＡ Ｍ－１；ｖａｓｃｕ１ａｒ ＣＡ Ｍ－１）、 神 経 細 胞 接 着 分 子一１（Ｎ ＣＡ Ｍ－１；ｎｅｕｒ㎝ ａ１ｃｅ１１ａｄｈｅｓｉ㎝

狐ｏ１㏄ｕ１ｅ－１） な ど の 細 胞 接 着 蛋 白 群、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ

（Ｍ ＭＰｓ；狐ａｔｒｉｘ ｍｅｔａ１１ｏｐｍｔｅ 施ｓｅｓ） な ど の 細 胞 外 基 質 分 解 酵 素 群 お よ びｉＮ０Ｓ、
細

胞 質 型 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ２（ｃＰＬＡ２；ｃｙｔｏｓｏ１ｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏ１ｉｐａｓｅ Ａ２）、 Ｃ Ｏ Ｘ－２， ５一リ ポ キ

シ ゲ ナ ー ゼ （５－Ｌ０Ｘ；５ 切ｏｘｙｇ㎝ａｓｃ） な ど の 炎 症 促 進 性 酵 素 群 が 産 生 さ れ る。

ｉＮ０Ｓ は 一 酸 化 窒 素 （ＮＯ； ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ） を
、 ｃｐＬＡ２

は ア ラ キ ド ン 酸 と ＲＯＳ を、

ＣＯＸ－２ は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン （ＰＧ妻ｐｒｏｓｔａｇ腕 ｄｉｎ） 類 と Ｒ０Ｓ を
、５－Ｌ０Ｘ は ロ イ コ

トリ エ ン （岨；１㎝ｋｏｔｒｉｅｎ） 類 と Ｒ０Ｓ を そ れ ぞ れ 過 剰 に 産 生 す る た め、 こ れ ら の 産

物 が 反 応 し あ っ て ペ ル オ キ シ ニ ト リ ト （ＯＮ◎σ； ｐｅｒｏｘｙ搬ｒｉｔｃ） や 二 酸 化 窒 素

（Ｎ０２； ｎ１ｔｒｉｃ ｄ１ｏｘ１ｄｃ） な ど の 活 性 窒 素 種 （Ｒ ＮＳ； ｒｅａｃｔ１ｖｅ 揃 ｒｏｇ㎝ ｓｐｅｃｉｃｓ） お よ び 最

も 生 体 毒 性 の 強 い・ＯＨ を 生 じ る （図 ２）。 こ れ ら の う ち、・ＯＨ は 核 酸、 蛋 白 お よ び

脂 質 を 酸 化 修 飾 な い し 断 片 化 して 細 胞 内 代 謝 を 阻 害 し、 ＯＮＯｏ一は蛋 白 の チ ロ シ

ン残 基 を ニ ト ロ 化 し て ニ トロ チ ０ シ ン構 造 体 を 形 成 す る こ と で チ ロ シ ン キ ナ ー



ゼ によ る リ ン酸 化 を介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る。 こ の よ う に、 酸 化 ス ト レ

スとカル ボニルス トレスは炎症反 応を通 じて細胞レベルの傷害 を誘導 する。 従

っ て、 こ れ らの 機 構 に つ い て 調 べ る こ と は Ａ鵬 の病 態 を解 明 す る 上 で 大 き な 意

義カミあ る と 考 え ら れ る。

以 上 を 踏 ま え て 我々 は、 Ａ 鵬 に お い て 酸 化 ス ト レス を 背 景 と した カ ル ボ ニ ル

ス ト レス と 炎 症 反 応 が 実 際 に 生 じ てレ）る か どう か を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と

し て、 ＡＬＳ の 疾患 動 物 モ デ ル で あ る 変 異 Ｓ０Ｄ１ 導 入 マ ウ ス を 用 い て 分 子病 理 学

的解 析を行っだ。 なお、 本研究 は東京 女子医科大 学動物 実験研究 倫理委員会 の

承 認 を受 けだ 後 に開 始 さ れた。

◆材料と方法◆

＜動物飼育法＞

Ｊａｃｋｓｏｎ 肋ｂｏ繍ｏ町 （Ｂａ 閉ａ曲ｏｒ，
ＭＥ

，
ＵＳＡ） か ら 購 入 し た 繁 殖 ペ ア ［雄 親 マ ウ ス：

Ｂ６ＳＪレＴｇＮ （ＳＯＤ１－Ｇ９３Ａ）１Ｇｕｒｈｅ羽①ｉｚｙｇｏｔｅ（ＪＲ券００２７２６）； 雌 親 マ ウ スｌ Ｂ６ＳＪＬＦ１／Ｊ

（ＪＲ＃１０００１２）］ を 同 山ケ ー ジで 飼 育 し、 誕 生 し た 子 供 の マ ウ ス を 得 た。 雌 親 （ＳＪＬ；

ｓｔｒａｉｎ ｏｆＪａｃｋｓ㎝ 肪ｂｏｒａ耐ｙ） マ ウ ス （ＳＪＬ マ ウ ス） は 全 く 遺 伝 子 導 入 さ れ て い な

い の に 対 し
・ 雄 親 （Ｇ９３Ａ； ｃ 狐 ｙｉ㎎ ａ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｆｏｒ ｈｕ㎜ａｎ ＳＯＤ１ ｗｉ迂ｈ ｇＩｙｃｉｎｅ ｔｏ

ａ１ａＲｉｎｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉ㎝ ａｔｃｏｄ㎝ ９３） マ ウ ス （Ｇ９３Ａ マ ウ ス） は ＳＪＬ マ ウ ス を 基 盤 に し

てヘテロ導入された変異ＳＯＤ王を過剰発現 する 直 囲 文 猷 並カ。 Ｇ９３Ａ マウスを

雌 親 に 選 ばな か っ た 理 由 は、 本 マ ウ ス が 生 後 １２ 週 齢 頃 に 発 症 しす る だ め、 歩 行

機 能 が 低 下 し て 出 産 や 授 乳 が 困 難 に な る か ら で あ る。 第 一 世 代 の マ ウス 群 は、
離乳 期 （生 後 ３ 週） 以 降 に ジ ェ ノ タイ ピ ン グき れた。 簡 潔 に ま と め る と、 個 体 識

別 のために採 取さ れた耳介皮 膚組織 中の総蛋白抽 出物をイ ムノ ブロッ ト解析す

る 際 に、 マ ウス 内 因 性 Ｓ０Ｄ１ 蛋 白 と 比 較 し て ヒ ト由 来 Ｓ０Ｄ１ 蛋 白 の 分 子 量 が 大

き く 泳 動度 が 異 なる こ と を考 慮 し て、 過 剰 発 現 ヒ ト ＳＯＤ１ が検 出 さ れ た 場 合 は

Ｇ９３Ａ マ ウス、 検 出さ れ な かっ た 場 合 はＳＪＬ マ ウ ス と 判 定 し た。

以 上 に 加 え て、 少 数 の マ ウ ス を 用 い て 予 備 的 な 投 薬 実 験 を行 っ た。 すな わち、
一 部 の Ｇ９３Ａ マ ウ ス と ＳＪＬ マ ウ ス を

、６ 週 齢 以 降
㌔

ピ オ グ リ タ ゾ ン （ｐｉｏｇ１ｉ晦 ㎝ｃ）

（ＴａｋｃｄａＰｈａ㎜ａｃｅ醐ｃａ１Ｃｏヨ
０ｓａｋａヨ

Ｊａｐａｎ） 直 囲 幽 の 原 末 を １
，
２００ ｐｐｍ に

調 整 し た 食 餌 を 投 与 す る 群 と 投 与 しな い 群 と に 分 け、 発 症 前 と 発 症 後 で 薬 物 の

効 果 を 分 子 病 理 学 的 に 判 定 し た。 ピ オ グ リ タ ゾ ン は、 炎 症 抑 制 転 写 因 子 ペ ル オ

キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 応 答 受 容 体一Ｙ （ｐｐＡＲγ； 阿ｏｘ１ｓｏｍｃ ｐｒｏｌｉｆｃ耐ｏｒｓ－ａｃｔｉ∀搬ｄ

ｒ㏄ｅｐｔｏｒ一γ） の 活 性 化 リ ガ ン ドで か つ 炎 症 促 進 転 写 因 子 ＮＦ一湖 の 阻 害 に よ り 消 炎

１０



効 果 を発 揮 す る チ ア ゾリ ジ ン系 薬 物 の う ち、 国 内 で の 入 手 が 容 易 な も の で あ る。

く組饒調整法＞

Ｇ９３Ａ マ ウス と ＳＪＬ マ ウ ス は、
生 後 ９ 週 齢、 １２ 週 齢お よ び １５ 週 齢 の 時 期 に 漸

次、 工 一 テ ル ア ル コ ー ル 吸 入 麻 酔 下 で 無 痛 的 に 屠殺 さ れ た。 こ れ ら の 週 齢 は、

Ｇ９３Ａ マ ウス で は そ れ ぞ れ、 発 症 前、 発 症期 お よ び 進 行 期 に 該 当 し て い る。 屠 殺

直 後 に 摘 出 さ れ た 脊 髄 か ら、 ４％パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ＰＦＡ；ｐａ細ｆｏ㎜ａＩｄｅｈｙｄｅ）

リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ｐＢＳ；ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂ 雌ｅｒｅｄ ｓａ１統
，ｐＨ ７

．
６） 溶 液 に よ る 灌 流 ま た

は 浸 漬 固 定 後 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 常 温 保 存 材 料 ま た は 凍 結 専 用 （ｏＣ乃 ｏｐｔｉｍ一

㎝鮒ｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕτｅ） コ ン パ ウ ン ド （Ｓａ㎞鰍 Ｆｉｎｅｔ㏄ 楡ｃａ１，
Ｔｏｋｙｏ，

Ｊａｐ狐） 包 埋 凍 結

保存材料、 ＯＣＴ コ ンパウ ンド包埋新鮮凍結材料および新鮮凍結材料が作製き れ

危。 新鮮凍結 材料は定量 的解析 に使用 され、 それ以外の 材料は形態 学的解析 に

使 用 さ れ た。

＜免疫租饒化学染色法＞

使用した一次抗体に関する情報を表至にまとめる 固里文猷 幽

３４ ３５ ３６ ３７・ 学 会 誌 等 業 績 １ ３ １０ １３・ 出 版 書 籍 業 績 ３ 。 こ れ ら が

認 識 す る 抗 原 の う ち
、

カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン ［ＣＭＬ；炉一（ｃ飢ｂｏｘｙ棚ｅｔｈｙ）亘ｙｓｉｎｅ】、

カ ル ボ キ シ エ チ ル リ ジ ン 圧ＣＥＬ； 炉一（ｃ班ｂｏｘｙｅｔｈｙ）蚊ｓｉｎｅ】、
ア ル ギ ピ リ ミ ジ ン

（ＡＰＭ；ａζｇｐｙｒ楡 糊 蝸） お よ び ピ ラ リ ン ⑫ｙｎａ１施） は 蛋 白 糖 酸 化 カ ル ボ ニ ル 蛋 白

付 加 体 で あ り
、

ク ロ ト ン ア ル デ ヒ ド リ ジ ン （ＣＲＡ－Ｌｙｓ；αｏｔ㎝ａ１ｄｅｈｙｄｅ－１ｙｓｉηｅ）、 マ

ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド リ ジ ン （ＭＤＡ北ｙｓ； 搬一㎝ｄ１ａ蝸ｅｈｙｄｅ－１ｙｓｉ鵬）、 ヒ ド ロ キ シ ヘ キ セ

ナ ー ル ヒ ス チ ジ ン （Ｈ 肥一Ｈｉｓ； 逐 切 ｄｒｏｘｙ－２－ｈｅｘｅｎａ１－ｈｉｓ胴ｉｎｅ） お よ び ヒ ド ロ キ シ ノ

ネ ナ ー ル ヒ ス チ ジ ン （ＨＮＥ 珊ｓ； 輔 ｙｄｒｏｘｙ－２－ｎｏｎ㎝ａ閉 ｓｔｉｄｉ㈹） は 脂 質 過 酸 化 カ ル

ボ ニ ル 蛋 白 付 加 体 で あ り、 オ キ ソ ノ ネ ナ ー ル デ オ キ シ グ ア ノ シ ン （ＯＮＥ－ｄＧ；

劣一〇ｘｏ－２－ｎｏｎ ㎝ａｌ－２
’
一ｄｅｏｘｙｇｕ勧ｎｏｓ楡ｅ） は 脂 質 過 酸 化 カ ル ボ ニ ル ＤＮ Ａ 付 加 体 で あ る

（図 逐一６）。 ま た、 炎 症 関 連 物 質 で あ る 胸ｓＬ、 賄ｓ、 船 ＤＤ お よ び ｃ肌ＩＰ に 対 す る 各

種 特 異抗 体 も用 いた。 以上 に加 え て、 グリ ア 線 維 酸 性 蛋 白 （ＧＦＡＰ；ｇ１ｉａ閉ｂ舳ａｒｙ

ａｃｉｄｉｃｐｍｔｅｉｎ） お よ び ＣＤ１ｌｂ は そ れ ぞ れ、 ア ス ト ロ サ イ ト と ミ ク ロ グ リ ア の 細 胞

マ ー カ ー と して 用 い た。

パ ラ フ ィ ン包 埋 材 料 お よ び ＯＣＴ コ ン パ ウ ン ド包 埋 凍 結 材 料 か ら 切 片 を 薄 切 し、

親 水 操 作 の の ち、３％ Ｈ２０２によ る 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダー ゼ 活 性 阻害、ｐＢＳ に よ る

洗 浄、 お よ び ３％非 免 疫 動 物 血 清 ｐＢＳ 溶 液 ま た は３％ス キ ム ミ ルク ｐＢＳ 溶 液 に よ

る 非 特 異 的 抗 体 結 合 反 応 阻 止 を経 て、４℃ で 一 晩、 一次 抗 体 と反 応 さ せ た。 免 疫

ｌｌ



反 応 産 物 は
・ 帖 ｃ晦ｓｔａｉｎ ＡＢＣ ｋｉｔ（ 晩 ｃ 耐 Ｌａｂｏｒａ 耐ｉｅｓ事

ＢｕｒＩｉ㎎ ａｍｅラ
Ｃ Ａ

ヨ
ＵＳＡ） ま た は

ｍ ㎝ｓｅ ㎝ ㎜ｏ篶ｓｅ（Ｍ
・
０
・
Ｍ
・） 鮒 （挑ｃ耐） を 用 い た ア ビ ジ ン ビ オ チ ン 複 合 体 法 （ＡＢＣ；

ａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏ愉一ｉ㎜卿 ㎜ｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏ狐ｐ１ｅｘ）
法 に よ り 可 視 化 さ れ た。 呈 色 反 応 は ジ ア

ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ＤＡ Ｂ； ３
，
３’一ｄｉａ㎜ｉｎｏｂ ㎝ｚｉｄｉｎｅ 鮒 ａｈｙｄｒｏｃｈ１ｏｒｉｄｅ） で、 対 比 染 色 は

ヘ マ トキ シリ ン （ｈｅ㎜ａｔｏｘｙ腕） によ っ だ。 以 上 の 染 色 行 程 の う ち 一 次 抗 体 反 応 を

省 略した手技で陰性反応対照標本 を作製 した。あらかじめ過剰な抗原 ［各カルボ

ニ ル で 飽 和 修 飾 さ れ 危 最 終 濃 度 王ＯＯ 蝦 ㎜Ｌ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ＢＳＡ；ｂｏｙｉｎｅ

ｓｅｒｕｍａＩｂ汀ｍｉｎ）ＴＢＳ 溶 液］ と常 温 で１ 時 問反 応 さ せ た 一 次 抗体 溶 液 の 遠 心 上 清 を

用いて免疫吸収試験標本を作製した。

カルボ ニル蛋白付加 体に対する 免疫 反応産物 の局在 は、 隣接切片のヘマ トキ

シ リ ン・エ オ ジ ン （Ｈ＆Ｅ；ｈ嚇ａｔｏｘｙ１楡一ｅｏｓｉｎ） 染 色 標 本 と ア ス ト ロ ザ イ ト の マ ー カ

ーＧ 趾Ｐ お よ びミ ク ロ グリ ア の マ ー カ ーＣＤ１五ｂ の 免 疫 染 色 標 本 と の 比 較 によ り

概 括 的 に 評 価 さ れ、 さ ら に、 同 一 切 片 に お ける ＧＦＡＰ また は ＣＤ１１ｂ の 再 免 疫 染

色標本により厳密に吟味同定された 固 里 文鼓 地 。 再免疫染色の際、 第一 抗体

に よ る 免 疫 反 応 産 物 の 検 出 に は ア ミ ノ エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル （ＡＥＣ；
’

３－ａ㎜ｉｍ－９－ｅｔｈｙ１ｃａ正ｂａｚｏＩｅ） を 呈 色 色 素 と す る ＡＢＣ 法 を 用 い、 光 学 顕 微 鏡 写 真 撮 影

後
、 １００％ エ タ ノ ー ル に よ る 細 Ｃ 色 素 の 除 去 と ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅ夏，ｐＨ

６，ｏ） 中 で の マイ ク ロ ウ ェ ー ブ （９５℃
，

１０ 分） 処 理 に よ る 免 疫 複 合 体 解 離 操 作 を

経 て、 第 二 抗 体 を 反 応 さ せ た。 免 疫 反 応 産 物 の 検 出 は ＤＡＢ を 呈 色 色 素 と し

臨ｖｉｓｉ㎝ 嚇 （肪ｋｏ Ｃｙｔｏ醐ａｔｉｏｉ，
Ｋｙｏｔｏ，

Ｊ３ｐａｎ）
を 用 い た ポ リ マ ー 免 疫 複 合 体 （ＨＣ；

ｐｏ１ｙｍｅｒ一楡狐㎜ ㏄ｏｍｐ１ｅｘ） 法 に よっ 危。 第 一 抗 体 に よ る 染 色 結 果 と 第 二 抗 体 に よ

る 染 色 結 果 を 同 一 部 位 で 比 較 す る こ と によ り、 免 疫 反 応 産 物 の 局 在 を 特 定 し た。

く細胞教計測法＞

免疫組織化学 染色標本 上でカ ルボニ ル蛋白付加 体に対する 免疫反応産物 が検

出されるグリア細胞の個数を光学顕微鏡下で計測 し、 単位面積 （１㎜醐
２
） 当たり

の 細 胞 数 を 陽性 細 胞 密 度 と 定 義 し た。 Ｇ９３Ａ マ ウス お よ び ＳＪＬ マ ウス の ９ 週 齢、

五２ 週 齢 お よ び １５ 週 齢 の 各 群 に お け る 陽 性 細 胞 密 度 を 平 均 ± 標 準 偏 差 （ｍｅａｎ ±

ＳＤ） で 表現 し、 異 な る 群 問 でｔ検 定 のρ 値 を 算 出 し た。 統 計 学 的 にρくｏ．０５ の 場

合、有意差ゐりと判定した直哩文猷 鍵 。

＜ 師・ＰＣＲ 法 ＞

組 織 の 総 ＲＮＡ を 専 用 キ ッ ト （ｌＳ０ＧＥＮ；Ｎｉｐｐ㎝ Ｇ㎝ｅ，
Ｔｏｙａ狐ａヨ 切 刺 で 抽 出 し、

逆 転 写 酵 素 処 理 （ＲＴ；ｒｅｖｅｒｓｅｔ臓ｎｓｓｃｒｉｐｔｉ㎝） に よ り ｃＤＮＡ を 得 危。 ＦＡＤＤ 遺 伝 子

１２



に 特 異 的 な プライ マ ーセ ッ ト を 設 計 し、ｃＤＮＡ を鋳 型 に し て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反

応 （ＰＣＲ；ｐｏ１岬ｅ郷ｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉ㎝） 法 に よ り 増 幅 産 物 を 得 た
。

こ の Ｒ Ｈ ＣＲ 産 物

を １％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し、 エ チ ジ ウ ム ブ 囚 マイ 清 （ｅ伽ｄｉｕ狐 ｂｒｏｍｉｄｅ）

法 によ り 可視 化 し、 跳ＤＤ ｃＤＮＡ 増 幅 シ グ ナ ル を Ｘ 線 フィ ル ム に感 光 さ せ た。

フ ィ ル ム 上 の シ グ ナ ル を ス キ ャ ナ ー と 専 用 ソ フ ト （ＮＩＨ ｉｍａｇｅ ＆ Ａ 町０

Ｄｅｎｓｉｔｏｇ獺ｐｈ） を 用 い て パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュー タ ー に 取 り 込 み、 シ グナ ル の密 度

を測 定 し た。

＜イ ムノ ブ回ツ ト法＞

組織総蛋自抽出物を得るのに当た１っ ては、 新鮮凍結脊 髄材料を１０倍量のホモ

ジ ェ ネ ー ト緩 衝 液 の 中 で ソ ニ ケ ー タ ー を用 いて 破砕 した 後、 五２，
５００ ｘｇ で ヱ５ 分

間遠心 分離して上清を 分離した。 ホモジェネー ト緩衝液 の組成 は、 蛋白分解酵

素 阻 害 剤 カ ク テ ル Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｍ 油ｉ（Ｒ ㏄ｈｅ，
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，

Ｔｏｋｙｏ，
Ｊａｐａｎ） を 玉３％ 相 当 添

加 した 放 射 性 免 疫 沈 降 測 定用 （Ｒ１ＲＡ；ｒａｄｉｏ楡ｍ㎜ｏｐｒ㏄三ｐｉ鮒ｏｎａｓｓａｙ） 緩 衝 液 江２０

㎜Ｍ ト リ ス 塩 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ＴＢＳ； 疵ｉｓ－ｂｕ脆ｒｅｄｓａ１虹ｅ，ＰＨ ７．５）；１０％ グ リ セ ロ

ー ル； １％ Ｔｒｉ言㎝ Ｘ一互ｏｏ； ｏ．１％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ＳＤＳ； ｓｏｄｉｕ楓 ｄｏｄ㏄ｙＩ

ｓｕ１ｆ説ｅ）； Ｏ．５％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ｄｅｏｘｙｃ胴 搬）；５ 獺Ｍ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸

（ＥＤＴＡ； 紬ｙ１ｅｎｅｄｉａ測ｉｎｅ 鮒 ａａｃｅｔａｔｅ）１ で あ っ た。 核 内 蛋 自 抽 出 物 を 得 る の に 当 た っ

て は、 専 用 の キ ッ ト Ｎ彫ＰＥＲ（Ｐ１飢㏄、
Ｒ㏄ｋｆｏｒｄ，

ＩＬ
，

ＵＳＡ） を 用 い た。 蛋 白 濃 度 は マ

イ ク ロ プ レー トリ ー ダー を用 いた Ｂ正ａｄｆｏｒｄ 法 で測 定 さ れ た。

各 抽 出 物 を 同 量 の サ ン プ ル 緩 衝 液 ［６２．５ｍＭ トリ ス 塩 酸 緩 衝 液 （πＢ）；１０％グ リ

セ ロ ー ル （ｇ亘ｙｃｅｒｏ１）；２％ ＳＤＳ；６１１２５％ １
ラ
傘ｄｉ倣ｅ１ｔｏｌ）］ と 混 和 し

、 １００．Ｃ で １０ 分 問

加 熱 し、 １ レー ン 当 た り ２０ ψｇ を １０％ ＳＤＳ ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲル で 電 気 泳 動

（ＳＤＳ－ｐＡ ＧＢ；ＳＤＳ－ｐｏ１ｙａｃｒｙ１ａ狐ｉｄｅ ｇｅ１ｅＩｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ） し た 後
、

ニ フ ッ 化 ポ リ ビ ニ リ

デ ン （ｐＶＤＦ；ｐｏ１ｙｖｉｎｙ胴 ㎝ ｄ胴ｕｏｒｉｄｅ） ブ ロ ッ ト 膜 に 電 気 的 に 転 写 し た。
ブ ロ ッ ト

膜 は、５％ス キ ム ミ ル ク ま た は５％ ＢＳＡ の 閉Ｓ 溶 液 を 用 い た 室 温 一 晩 処 理 によ る

非 祷 異 的 抗 体 結 合 反 応 阻 止 と １％ Ｔｗｅｅｎ－２０ 添 加 ＴＢＳ（｝ＴＢＳ） に よ る 入 念 な 洗浄

を 経 て、一 次 抗 体 と室 温 で 一 時 間反 応 き せ た。使用 し た 一 次 抗 体 は、ｃＦＨＰ，Ｐ脳Ｒγ、

ＮＦ－ＫＢ お よ び 陣ｃｔｉｎ に 対 す る も の で あ る （表 １）。 免 疫 反 応 産 物 は、 西 洋 ワ サ ビ

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ＨＲｐ；ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）
標 識 二 次 抗 体 ［ロ バ 由 来 抗 ウ サ

ギ ＩｇＧ （ＧＥ Ｈｅ 搬ｈｃａ犯 Ｂｉｏ－Ｓｄ ㎝ｃｅ
，

Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，
ＮＪ

，
ＵＳＡ； １：１ｏ

，
ｏｏｏ）； ウ サ ギ 歯 来 抗

ヤ ギ １９Ｇ （Ｓａｎ楡 Ｃｍｚ Ｂｉｏｔ㏄ｈ ｍ１０ｇｙヨ
Ｓａ 漁 Ｃ 棚 ，

ＣＡ
，

ＵＳＡ； １：１０
ヲ
ｏｏｏ）］ と

ＥＣＬ嘔Ｃレ 凶ｓｋ１ｔ（ＧＥ） を用 い た 化 学 発 光 法 によ り 可 視 化 し、 免 疫 反 応 シ グナ ル

Ｘ 線 フ ィ ル ム に 感 光 さ せ た
。 フ ィ ル ム

．
上 の シ グ ナ ル を ス キ ャ ナ ー と 専 用 ソ フ ト

（Ｎ 旧 １ｍａｇｃ ＆ Ａπ ｏ ｏ㎝ｓ１ｔｏｇｒａｐｈ） を 期 い て コ ン ピ ュ ー タ ー に 取 り 込 み
、

シ グ ナ

可３



ル 密 度 を 測 定 し、 同 一 レー ンの 陣Ｃｔ赫 密 度 で 補 正 した。

◆詰果◆

＜免疫租饒化学的艀析所見＞

Ｇ９３Ａマウスでは加齢に伴って脊髄に組織学的変化が生じた 固毘文 幽 。

９ 週 齢 で は、 明 ら か な 変 化 は み ら れ な か っ だ。 １２ 週 齢 で は、 運 動 ニ ュ ー ロ ン や

ニ ュ ー ロ ピ ル に空 胞 が 出現 し、 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 体 と 軸 索 に ＬＢＨＩ が観 察 さ

れ、 脊 髄 前角 に はス フ ェ ロ イ ド と 索 状 腫 大 軸 索カ撒 見 さ れ だ。 １５ 週 齢 で は、 運

動 ニ ュ ー ロ ンの 脱 落 と反 応 性 グリ ア の 増 加 が 明 ら か に なっ た。ＳＪＬ マ ウ ス で は 加

齢に伴う形態学的変化 は顕著で なかっ た。

陰性反応対照標本 と吸収試験 染色標本 （図８下段） では免疫反応産物カミ全く 検

出さ れなかった ことから、 一次 抗体と二次 抗体の特異性 が確認さ れた。 解 析の

対象 としたカ ルボニル化合物 の免疫活性は、 低倍 で観察する と、Ｓ凡 マウス では

脊 髄 横 断 面 全体 に 概 ね 不 明瞭 で あっ た の に 対 し、Ｇ９３Ａ マ ウ ス で は脊 髄 灰 自 質 に

集 積 す る 傾 向 を示 じた （図８ 上段；９Ａ羽）。 高 倍 で 観 察 す る と、ＣＭＬ ピ ラ リ ン、

ＯＮＥ－ｄＧ お よ び ＣＲＡ－Ｌｙｓ の 免 疫 活 性 は
、Ｇ９３Ａ マ ウ ス の 運 動 ニ ュ ー ロ ン と 反 応 性

グリ アに局在 して おり、 その他 のカルボ ニル化合物 は主 に反応 性グリア に局 在

して い 危 （図９Ｅ
ラ
Ｆ；１０；１五）。 細 胞 内 に お い て は、 ０Ｎ 闘 Ｇ は 核 と細 胞 質 の 両 方 に

存 在 し て い た が、 そ の ほ か の カ ル ボ ニ ル 化 合 物 は細 胞 質 に 限 局 し て い た。 同 一

切 片 上 再 染 色 法 に よ れ ば、 これ ら の 付 加 体 含 有 グリ ア は 反 応 性 アス トロ サ イ ト

と 活 性 化 ミ ク ロ グリ ア で あ り （図 １２）、 形 態 学 的 に は変 性 に 陥 る と いう よ り も む

し ろ 活 発 に活 動 して い る よう に 見 え た。 ＣＭＬ 免 疫 活 性 はま た、 変 性 運 動 ニ ュ ー

ロ ンの ＬＢＨＩに お い て ＳＯＤ１お よ びリ ン酸 化 ニ ュ ー ロ フィ ラ メ ン ト蛋 白 ⑫一Ｎ醍；

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ１ａｔｅｄ ｎｅｕｒｏ剛ａｍ ㎝ｔｐτｏｔｅｉｎ）
の 免 疫 活 性 と 共 存 し て い た （図 １３） 固 里 文

薗； 幽 。 ＣＲＡ北ｙｓ 免疫活性は、 とく に空胞形成 ニューロ ンの細胞質、 スフ

ヱ ロ イ ド お よ び 索 状 腫 大 軸 索 に （図 １１） 引 用 文 献 ３７・ 学 会 誌 等 業 績 １ ，

ＨＮＥ 珊ｓ免 疫 活 性 はス フ ェ ロイ ドと 索 状 腫 大 軸 索 に、ＯＮＥ－ｄＧ 免 疫 活 性 は 空 胞 形

成 ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 質 に も 局 在 し てレ 涜 。 ＭＤＡ 曲 ｓ， ＨＨ彫Ｈｉｓ お よ び ＨＮＥ－Ｈｉｓ

の 免 疫 活 性 は 全 般 的 に 軽 度 で あ っ た
。 Ｇ９３Ａ マ ウ ス に お け る ＦａｓＬ， Ｆａｓ， ＦＡＤＤ

お よ び ｃＦＨＰ の 免 疫 活 性 は、 発 症 前 に は 主 に 運 動 ニ ュ ー ロ ン に局 在 し て い た の

に 対 し、 発 症 後 に は主 に反 応性 グ リ ア に 局 在 して い た （図 王４；五５）。

＜細胞数計測解析所見＞
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カ ル ボ ニ ル 蛋 白 付 加 体 を含 有 す る 脊髄 前角 グリ ア は、ＳＪＬ マ ウス と Ｇ９３Ａ マ ウ

ス の い ず れ に お い て も、 加 齢 に 伴っ て増 加 す る 傾 向 を 示 し た。 ま た、 Ｇ９３Ａ マ ウ

ス に お け る カ ル ボ ニ ル 蛋 白 付 加 体 含 有 脊 髄 グリ ア の密 度 は、 ｇ 週 齢 群、 １２ 週 齢

群 お よ び１５ 週 齢 群 の い ず れ に お い て も、 年 齢 一 致 ＳＪＬ マ ウ ス 群 と 比 較 して 有 意

に 上 昇 して い た （図 １６） 引用 文 献 ３７・ 学 会 誌 等 業 績 １ 。

＜Ｒ正ＰＣＲ 艀析所見＞

ＦＡＤＤ 狐ＲＮＡの Ｒ脾 ＣＲ 産 物 は、ＳＪＬと 比 較 し て Ｇ９３Ａ マ ウス で 増 加 し て お り、

そ の変化は発症前か ら発症後 にかけて観察された （図１７）。

＜イ ムノ ブ回ツ ト艘析所見＞

細 胞 質 蛋 白 のイ ム ノ ブ ロ ッ トで は、 Ｇ９３Ａ マ ウス に お け る ｃ旺 旺 （ｃ肌ＩＰＬお よ

び ｃＦＬＩＰＹ）
免 疫 反 応 シ グナ ル は、ＳＪＬ マ ウ ス と 比 較 し て 統 計 学的 に有 意 に増 加 し

て お り、 そ の 変 化 は 発 症 前 か ら 進 行 期 に 至 る ま で 観 察 さ れ た （図 １８）。 少数 例 で

実 施 しだ 核 内 蛋 白 のイ ム ノ ブロ ッ トで は、ＳＪＬ マ ウス と 比 較 し て Ｇ９３Ａ マ ウ ス で

ＮＦ．ｘＢ の 核 内 移 行 が 促 進 し て お り、ＳＪＬ マ ウ ス お よ び Ｇ９３Ａ マ ウス の い ず れ に お

い て も、 ピオ グリ タ ゾ ン投 与 に よ り ＰＰ蛆γ免 疫 反 応 シ グ ナ ル は増 加 し、 Ｎ正一ＫＢ

免 疫 反 応 シ グ ナ ル は 減 少 し た （ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）。

◆考寮と詰論◆

本 研 究 に お い て、 Ａ鵬 の 動 物 モ デ ル で あ る Ｇ９３Ａ マ ウ ス の 脊 髄 にカ ル ボ ニ ル

蛋白付加体と ＤＮＡ 付加体が検出されたことは特筆に値する。 免疫活 性が顕著で

あ っ た カ ル ボ ニ ル 蛋 白 付 加 体 は、 ＣＭＬ， ＣＥＬ、 細 Ｍ、
ピ ラ リ ン、 ＣＲＡ－Ｌｙｓ

お よ

び ＯＮＥ，ｄＧ で あ り、 我 々 が こ れ ま で に ＡＬＳ 脊 髄 で 検 出 した も の と 概 ね 一 致 す る

引 用 文 献 ２１ ２２ ３３ ３５ ３６ ３７ ３９・ 学 会 誌 等 業 績 １ ３ １０ １３ 。 以 上

の 結 果 は、 当 該 組 織 が、 こ れ ら の 付加 体 の 前 駆 体 で 細 胞 毒 性 を 有 す る グリ オ キ

サ ー ル （ｇ１ｙｏｘａ１）、
メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル （ＭＧ； ㎜ｃｔｈｙ１ｇＩｙｏｘａ１）、 ３一デ オ キ シ グ ル

コ ソ ン （３－ＤＧ；３－ｄｅｏｘｙｇ１㏄ｏｓ㎝ｃ）、ＣＲＡ お よ び ＯＮＥ（図 ４－６） に 強 く 曝 露 さ れ て い

た こ と を 表 現 して いる。 こ れ ら の 構 造 体 は、 い ず れ も 灰 白 質 を 申 心 に広 い 範 囲

に 亘っ て 反 応 性 グリ ア の 細 胞 質 と ニ ュ ー ロ ピ ル に検 出 さ れ た。 ニ ュ ー ロ ピ ル は

主 に ニ ュ ー ロ ン の 樹 状 突 起 と 原 形 質 性 ア ス ト ロサ イ トの 突 起 で 構 成 さ れ るこ二と
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が 知 ら れ て い る。 さ ら に、 ＣＭＬ は ＬＢＨＩ に も
、 ＣＲＡ－Ｌｙｓ は 空 胞 化 運 動 ニ ュ ー ロ

ン の 細 胞 質、 ス フ ェ ロ イ ドお よ び索 状 腫 大 軸 索 に も、 Ｈ 蝸 珊ｓ はス フ ェ ロイ ド

と索状腫大 軸索にも局 在していた。 カ ルボニ ル蛋自付加体含有 グリ ア は加 齢と

と も に 増 加 し、 そ の 密 度 は ＳＪＬ マ ウ ス と 比 較 し て Ｇ９３Ａ マ ウ ス で 有 意 に 上 昇 し

てサ）た。 こ れ ら の 結 果 は、 カ ル ボ ニ ル ス ト レス お よ び そ の 源 で あ る 酸 化 ス ト レ

ス が、 加 齢 の み な ら ず Ｓ０Ｄ１ 変 異 によ っ て もた らさ れ る こ と を 意 味 して お り、

フ リ ー ラ ジカ ル が加 齢 と密 接 に 関 連 す る 事 実 引 用 文 献 １０ １１ １２ １３ と

変 異ＳＯＤ玉 蛋 白 が 種々 の Ｒ０Ｓ を 産 生す る 事 実 引 用 文 献 １ ２ ３ に よ っ て 説

明 が 可 能 で あ る。

棚 脊髄 中のアス トロサイ トは、 脂質過酸化カ ルボニルである ＨＮＥ に修飾さ

れた Ｇ唖一１および蛋白糖酸化カルボニル蛋白付加体 ＣＭＬを含有 している 直 蝿

文重 蛆 日また、ＨＮＥとＣＭＬの前駆体であるグ
リ オ キ サ ー ル （ｇ１ｙＯＸａｌ） は、 ラ ッ ト培 養 アス ト ロサ イ ト の グ ル タ ミ ン酸 取 り 込 み

を阻害する固埋 雌 。電子顕微鏡を用いた研究に
よ れ ば、 Ｇ９３Ａ マ ウス の 運 動 ニ ュ ー ロ ン に 出 現 す る 空 胞 は、 腫 大 し た ミ トコ ン ド

リ ア、 小胞体な らびにペル オキシソ ームである ことが判明 して いる 囲 里文猷

幽 。 これら病的な細胞内小器官は多量のＲＯＳを発生するので、 空胞

化 運 動 ニ ュ ー ロ ン に お け る ＣＲＡ－Ｌｙｓ の 集 積 はそ の結 果 と理 解 さ れ る。 ス フ ェ ロ

イ ド と 索 状 腫 大 軸 索 は リ ン 酸 化 ニ ュ ー ロ フィ ラ メ ン ト が 凝 集 し た も の で あ る

固 毘 文猷ユ血。 脂質過酸化カ ルボ ニルのうち、 最もよく 調べら れている ＨＮＥ

はニューロ フィ ラメ ントや微小管 関連蛋白 を修飾して凝集さ せる性質 を有する

固 埋 文猷 迦 。 従って、 ＨＮＥ と同様に ＣＲＡ は、 細胞骨格蛋自を修飾する

こ と に よ っ て、 こ れ ら の 異 常 構 造 物 の 形 成 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る。 細 胞 骨 格

蛋 白のカル ボニル修飾 は、 細胞内 物質輸送や 細胞形態保持の 障害を介 して運動

ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 毒 性 を 発 揮 しう る 引 用 文 献 １ ３ 。 ヒ ト ＳＡＬＳ 脊 髄 で 大

量 に 検 出 さ れ る ＭＤＡ北ｙｓ，Ｈ 肥一Ｈｌｓ お よ ひ ＨＮ朕Ｈ１ｓ 引 用 文 献 ２１ ２２ ３５・ 学

会鐘螢 業獲 地 カミＧ９３Ａ マウス にお いて 必ずしも多く 存在していなかった こ

と は、 動 物 種 に よ るカ ル ボ ニ ル 代 謝 機 構 の 違 いや ＳＡＬＳ と 変 異 Ｓ０Ｄ１ 導 入 マ ウ

スモテルでの酸化ストレスの程度の違い 固里文重 蛆 を反映している

の か も し れ な い。

今回、 カル ボニル蛋 自付加体 が検 出された 反応性 グリア が変性に 陥ることな

く む し ろ 活 動 性 を 保 持 し て い る よ う に み え た 観 察 結 果 は、 グリ ア にお い て 抗 酸

化機構が有効に作動してφ渇ことを窺わせる 固理 触 。一方、
カル ボニル蛋 白付加体 が灰白質全体 に分布 していたにもかか わらず 運動ニュー

ロ ン が 選 択 的 に 変 性 し て い た 事 実 は、 抗 酸 化 物 質 の 一 種 グ ル タ チ オ ン （ＧＳＨ；

ｇ１晩 洲 ㎝ｃ） に 依 存 す る 神 経 保 護 機 構 が 脊髄 に お い て は非 運 動 ニ ュ ー ロ ン と 比 較
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して運動ニューロンではもともと不完全であること 固 埋 触 に起因す

る と 理 解 さ れ る竈 こ れ に関 連 して、 ＣＭＬ や ＣＲＡ－Ｌｙｓが 検 出 さ れ た 運 動 ニ ュ ー ロ

ン の 多 く が 変 性 に 陥っ て いた 点 は 興 味深 い。
一 般に、 カ ルボニル類が保有するアルデヒド基 は細胞内 の抗酸 化物質 ＧＳＨ を

消 費する ため、 細胞 内の酸化ス トレス を高め るといわ れて いる 固 里 文 幽

幽 刎。 細胞 内環境 が酸化ス トレスに曝されると、Ｐ３８ＭＡＰＫ が活性化 して炎

症 シ グ ナ ル が 生 じ る。 そ の 結 果、 炎 症 反応 の 最 も 早期 に は ＴＮＦαや ＦａｓＬ な どの

サ イ トカ イ ン が 産 生 分 泌 さ れ、 各 受 容 体 に結 合 す る とそ の 細 胞 質 側 に ＥＡＤＤ を

会 合 さ せ る。 ＦＡＤＤ は通 常 カ ス パ ー ゼ ８ を 活 性 化 す る が、 ｃＦＨＰ は こ れ を 阻害 す

る こ と に よ り ア ポ トー シス を 抑 制 す る ばか り で な く、 ＮＦ孤Ｂ を 活 性 化 して 炎 症

反応を増強する 固埋 幽 。 今回、 発症前から Ｇ９３Ａ マウスの主に運動ニ

ュ ー ロ ン に ＦａｓＬ、 臨ｓ、 跳 ＤＤ お よ び ｃ肌ＩＲ が 検 出 さ れ た こ と は、 こ の 時 期 に グ

リ ア は 活 性 化 し て お ら ず、 運 動 ニ ュ ー ロ ン のカ ス パ ー ゼ ８ 介 在 性 ア ポ ト ー シス

が 抑 制 さ れ て い る こ と を 示 し て い る。 ま た、 発 症 後 の Ｇ９３Ａ マ ウ ス で こ れ ら の

物 質 が 主 に 反 応 性 グリ ア に 発 現 して い た 事 実 は、 こ の 時 期 に お け る グリ ア の ア

ポ トー シス 抑制 と炎 症活 動促進およ び運動ニューロ ンのアポ トーシス の解除が

起 こ っ て い る こ と を 示 唆 す る。 炎 症活 動 は、 サイ トカ イ ン、 ケ モ カイ ン、 細 胞

接着分子、 細胞外基質分解 酵素およびラジカ ル産 生酵 素の産生をもたらすので、

運動 ニューロ ンを様々 な角 度か ら攻撃して細胞死 に追いやる ことが予 想される

固埋文越 地 。 核内蛋白のイムノブロットの結果は、 Ｇ９３Ａ マウスで

ＮＦ－ｘＢ 依 存 性 炎 症 反 応 の 充 進 お よ び ピオ グリ タ ゾ ンに よ る 冊ＡＲＹの 核 内 移 行 促

進 と ＮＦ－ＫＢ の核 内移 行 抑 制 を 示 し てお り、 炎 症 抑 制 治 療 が ＡＬＳ の 改 善 に効 果 を

発揮する可能性を窺わせる固埋文猷 蝿 。
我 々 は ＤＮＡ のカ ル ボ ニ ル 修 飾 産 物 に つ い て も 検 討 を 加 え た。 我 々 は こ れま で

に、 ＳＡＬＳ 脊 髄 の 運 動 ニ ュ ー ロ ンと 反 応 性 グリ ア の 核 と 細 胞 質 に ＯＨ－ｄＧ お よ び

０ＮＥ．ｄＧ が集 積 す る の みな らず、 脂 質 過 酸 化 カ ル ボ ニル の 一種 ＯＮＥ が培 養 神 経

細 胞 の ア ポ トー シ ス を 誘 導 し、 そ の 際 に 核 と 細 胞 質 に ＯＮＥ－ｄＧ が 集 積 す る こ と

を報告してきた固埋文猷 雌 。今回Ｇ９３Ａマウス脊髄
の 運 動 ニ ュ ー ロ ン と グ リ ア に ＯＮＥ－ｄＧ が 検 出 さ れ た こ と は、 これ らの 細 胞 が酸

化 ス ト レス とカ ル ボ ニ ルス ト レス に 曝さ れ て い た こ と を 表 して お り、 運 動 ニ ュ

ー ロ ンの ア ボ トー シ ス に お け る ＯＮ彫ｄＧ 形 成 の 関 与 を 示 唆 す る。 ＯＮＥ－ｄＧ 含 有

グ リ ア が形 態 学 的 に よ く 保 存 さ れ て い た こ と は、 他 のカ ル ボ ニ ル ス ト レス に 対

す る の と 同 様 に、 ０ＮＥ に 対 し て も グ リ ア が 耐 性 を 有 す る 可 能 性 を 示 す。 ＯＮＥ を

含 む カ ル ボ ニ ル 類 は、 直 接 的 ま た は 小 胞 体 ス ト レス を 介 して 間 接 的 に ユ ビ キ チ

ン・プ ロ テ ア ソ ー ム 系 （ＵＰＳ； 沁 軸ｉｌｉｎ－ｐｒｏｔｅａｓｏｍｃｓｙｓ紀ｍ） を 破 綻 さ せ る こ と が 知

られている固珪 蝕 。ＵｐＳの破綻は、

ユ７



活性型 のリ ン酸化 ｐ５３ 蛋 白の分解 を遅延させてカスパーゼ ９ 介在性アポ トーシ

ス を誘導するだ けでなく、 細 胞内に変性蛋白 を蓄積きせ て小胞体ス トレス を惹

起 することによりカス パー ゼ １２ 介在性アポ トーシス を誘導 する と理 解される

（図７》

◆詰論と展望◆

本 研 究 で は、 ＡＬＳ の 動 物 モ デ ル と し て周 知 さ れ て い る Ｇ９３Ａ 変 異 ヒ ト Ｓ０Ｄ１

導入マ ウス の脊髄組織 内に、 蛋 白糖 酸化 およ び脂質過酸化 に由来するカ ルボニ

ル 化 合 物 が 検 出 さ れ た。 ま た、 カ ル ボ ニ ル ス ト レス に も と づく グリ ア の 炎 症 反

応 と 運 動 ニ ュ ー ロ ンの ア ポ トー シス に 関 連 す る 証 拠カミ得 ら れ た。 運 動 ニ ュ ー ロ

ン の ア ポ ト ー シス は、 グ リ ア に 由 来 する 炎 症 性 メ ディ ー 工一 タ ー に よ る 間 接 的

細胞傷害 またはニュー ロン構成成分 のカ ルボニル 修飾による直 接的細胞傷 害に

も と づく と 考 察 さ れ た。 以 上 か ら、 Ｇ９３Ａ マ ウス の Ａ狐 に お け るカ ル ボ ニ ル ス

ト レス の 関 与 が 明 ら か に なっ た。 カ ル ボ ニ ル ス ト レス の 消 去 な ら び に こ れ に も

とづく 炎症反応の抑制 は ＡＬＳ にお ける運動ニュー ロン死の抑制 ないし予 防に繋

が る と期 待 さ れ、 こ の 分 野 で の 研 究 の 一 層 の 発 展 が 望 ま れる。
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表１、 免疫組織 化学染色に使用 した一次抗 体
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◆図の説明◆

図 １、
定 常 状 態 に あ る 好 気 性 生 物 に お ける ラ ジカ ル 発 生 機 構。

図 ２． 炎 症 状 態 に あ る 好 気 性 生 物 に お け る ラ ジカ ル 発 生 機 構鉋

１図 ３． 細 胞 構 成 成 分 のカ ル ボ ニ ル 修 飾 機 構。

図 ４． 蛋白糖酸化カルボニルとその蛋自付加 体の分子構造。

図 ５． 脂質過酸化カルボニルとその蛋白付加体の分子構造。

図 ６， ＤＮＡ の 酸 化 およ びカ ル ボ ニ ル 修 飾 産 物 の 分 子 構 造。

図 ７． カ ル ボ ニ ル ス トレス によ る 炎 症 と ア ポ トー シス の 誘 導 機 構鉋

図 ８． マ ウ ス 脊 髄 前 角 にお ける ＣＲＡ北ｙｓ の 免 疫 組 織 化 学 的 解 析。 酵 素 抗 体 法；

Ｂａに 五〇〇μ㎜（Ａ，
Ｂ），

５０岬ｍ（Ｃ，
Ｄ）

図９， マ ウス脊 髄 における 蛋白糖 酸化カ ルボ ニル 蛋自付加 体の 免疫組 織化 学

的 解 析。 矢 印 ＝ 反 応 性 グリ ア； 酵素 抗 体 法；Ｂ３に ５００ 岬 （Ａ羽），５０ 岬 （Ｅ，
Ｆ）

図１０。 マ ウス 脊髄前角 にお ける脂 質過 酸化カ ルボ ニル付加 体の 免疫組 織 化学

的 解 析。 矢 印 ＝ 反 応 性 グリ ア； 酵素 抗体 法；Ｂ孤＝５０ 岬

図 椚． マウ ス 脊髄 前角 に お ける ＣＲＡ－Ｌｙｓ の 免 疫 組 織 化 学 的局 在 の加 齢 性 変 化。

黒 矢 印 ご 空 胞 変 性 ニ ュ ー ロ ン
，

白 矢 印 ＝ 単 純 萎 縮 ニ ュ ー ロ ン
亭

矢 尻 票 反 応 性

グ リ ア； 酵 素 抗 体 法；Ｂａｒ＝２０ 岬

図 １２。 同 一切 片 再 免 疫 染 色 法 に よる マ ウ ス 脊 髄 前角 に お け る ＣＲＡ北ｙｓ 含 有 グ

リ ア の 同 定。 黒 矢 印 ＝ 反 応 性 ア ス トロ サイ ト
，

白 矢 印 一 活 性 化 ミ ク ロ グリ ア；

酵 素 抗 体 法；Ｂａｒ＝２０ 岬

図 １３， Ｇ９３Ａ マ ウ ス 脊 髄 運 動 ニ ュ ー ロ ン に 出 現 する ＬｅＷ 小 体 様 硝 子 様 封 入 体

の 免疫組織化学的解析。 矢印 ４ＢＨＩ； 酵素抗体法； 眈 ＝２０ 岬

２５



図１４． マ ウ ス 脊 髄 前角 に お ける ＦａｓＬ お よ び Ｆａｓ の局 在。 矢 印 ＝ 反 応 性 グリ

ア； 酵 素 抗 体 法；Ｂａｒ：５０ 岬

図 １５． マ ウ ス 脊 髄 前角 に お け る 臥ＤＤ お ま び ｃ乱１Ｐ の 局 在。 矢 印 二 反 応 性 グ

リア； 酵素抗体法；晩 に ５０ 岬

図 １６． Ｇ９３Ａ マ ウ ス と ＳＪＬ マ ウ ス の 脊 髄 前 角 に お ける ＣＲＡ－ｋｙｓ 含 有 グ リ ア の

密 度 の 比 較 と 加 齢 に 伴 う 変 化
。

＊
ｐくＯ．〇五

図 １７、 マ ウ ス 脊 髄 総 ＲＮＡ 抽 出 物 中 の 戸ＡＤＤ ｍＲＮＡ の ＲＴドＣＲ 解 析、 エ チ ジ ウ

ム ブロマイ ド法

図 １８． マ ウ ス 脊 髄 細 胞 質 蛋 白 抽 出 物 中 の ｃ戸ＬｌＰ の イ ムノ ブロ ッ ト解 析。 化 学発

酵 法
；勿 ＜Ｏ

．０１
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