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Alsin,the Product of ALS2 Gene, Suppresses SODl Mutant Neurotoxicity through

          RhoGEF Domain by Interacting with SODl Mutants

          (ALS2遺 伝子が コー ドする蛋 白AlsinはRhoGEFド メインを介 して

              SOD1変 異体が誘導す る神経毒性を抑制す る。)

内容の要旨

金 蔵

 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は 上位 下位 運動神 経細胞が進行性に脱

落す る神経変性疾患で、90%が 孤発性 、10%が 家族性 に発症す る。1993

年 、常染色体優性遺伝ALSの 原 因遺伝 子 として、 Superoxide dis〃zutasel

 (SODI)の 変異が報告 された。以降 、 SOD1変 異体が神経細胞死 を起

こす こと及 びSOD1変 異体 トランスジェニ ックマ ウスがALS様 の症状

を示す ことな どが明 らか にされたが、未 だにその神経毒1生機構の詳細

はほ とん ど解明 されてい ない。また、2001年 に常染色体劣 性遺伝ALS

の家系 か らalsin蛋白をコー ドす る新 規ALS原 因遺伝子ALS2が 同定 さ

れた。alsinはsmall G proteinのグアニ ン交換促進因子(GEF)と 相同部

位 を複数持 ち、何 らかのシグナル伝達 に関与す ることが予想 されてい

る。未 だその正確 な機 能は解 明 されていないが、少な くとも一部の症

例 にお いてはALS2の 遺伝子 変異 によ るalsinの機能損失 がALS発 症 に

いた る原因であ ると想像 されてい る。本研 究では、alsinが運動神経細

胞 の生存 を維 持す るシグナル伝 達機構 に関与 して い る分子 ではない

か とい う仮説 のも と、alsinがSOD 1変異 体の引き起 こす運動神 経細胞

死 に どの ような影響 をお よぼすか検討 した。

 まずALS2遺 伝子 の2つ のス プライ シ ングバ リア ン ト、 ALS210ng

form(ALS2LF)とALS2 shortノ�m(ALS2SF)を ヒ トcDNAよ りクロー

ニ ング し、SODl変 異 体 とマ ウス運動神経細胞株NSC34細 胞 に共発現

させ た ところ、ALS2LFが コー ドす るalsinLFはSOD 1変異体が惹起す る

神 経細胞死 を著明 に抑制す ることを見 い出 した。 注 目す べき ことに、

この神 経保護作用 はSOD1変 異体誘導性細胞死特異 的であ り、 アル ツ

ハ イ マー 病 関連 な ど他 の神 経変 性疾 患侵 害刺 激 に対 しては無 効で

あった。さらにalsinLFの神経保護 作用の責任 ドメイ ンがsmall G protein

のひ とつRhoを 活性 化す るRhoGEFド メイ ンで ある こ とを見い 出 し

た。 不完全 なRhoGEFを 持 つalsinLF変異 体では神 経保護作用が失われ

たこ とか ら、alsinLFの神経保護 作用にはRhoGEF活 性 が必要で あるこ

とが示唆 された。また、免疫染色 によって、両者の細胞内局在 を検討

した ところ、alsinとSODI変 異体の細胞 内局在が一致 した。 さらに、

alsinとSODIと を共発 現 させ た細 胞融解 液 を用 いて免 疫沈 降 を行 う

と、alsinLFがSOD Iと共沈す ることか ら、alsinLFとSOD 1とは直接結合

してい ることが示唆 された。最後 に、種 々の欠損alsinLF変 異蛋 白質 を

作 成 し、変異 型SODIと 種 々 の共 沈 実 験 を行 っ た 結 果、 alsinLFは

RhoGEFド メイ ンを介 してSODI変 異体 と結合 して いる ことが明 らか

となった。以上の実験結果 を総合す る と、alsinLFはRhoGEF領 域 を介 し

て変 異SODIと 結合 し、変異SODIの 引き起 こす神 経毒性を抑制す ると

結論 された。この結果 は、alsinLFが運動神経 細胞 の生存を維持す る機

能 を持っ ことを示唆す るのみな らず、従 来全 く異な る機 序でALSを 引

き起 こす と考え られていたALS2とSODIの 遺伝子異 常が実は密接に機

能的相 互作用 してい ることを示唆 してい る。今後、両者の関与す る神

経 細胞死 シグナル伝 達経路や 生存 シ グナル伝 達経路 の解 明 がALSの

原 因解 明お よび治療法開発 に大 きく貢献す ると考 え られ る。

孝 介

論文審査の要旨

 筋萎縮 性側 索硬 化症(ALS)は 進 行性 に運動神 経細胞 が脱 落 して

い く神経 変性疾患 であ り、そ の選択 的運動神 経細胞死機構 は未 だ不

明 のま ま であ る。本 研究 で は 常染 色体優 性 遺伝ALSの 原 因遺伝 子

SODI変 異体 の持つ神経毒1生に対 し、新規 に同定 され た常染色体劣性

遺伝ALS原 因遺伝 子ALS2が コー ドす る蛋 白alsinの示す神経保 護作用

について検討が な され た。 運動神経細胞株NSC34細 胞 にSOD1変 異体

を発現 させ る と顕著 な神経 細胞 死が惹 起 され るが、alsin long form

(alsinLF)は それ を抑制 した。 さ らにalsinLFの神 経保護 作用に は疾

患特異性が見 られ た。神経保護 作用の責任 ドメイ ンはalsinのRhoGEF

ドメイ ンで あった。次 いで、神 経保護 作用機構 検討 の結果、alsinと

SODI変 異体の細胞 内にお ける局在 が一致 し、 さらに細胞内で結合 し

てい ることが示 され た。 この結合 の責任 ドメイ ンもRhoGEFド メイ ン

であ り、変異SODIの み と特異的 に結合す るこ とが示 され た。

 審査 に当た り、まずSOD 1変異体の毒性機構お よびalsinの神経保護

作用機 構の詳細 につい て質 問があ り、現在知 られてい る変異SODIの

毒性 に関す る諸仮説 につい て説 明がな され 、 さらに発表者 らが見 い

だ したalsin/R.ac l/PI3K/Akt3抗 アポ トーシ ス系路 に関す る説 明がな さ

れ る とともに、それ に関 してAkt3特 異的 にシグナル を伝 え る分子 の

介在 を考慮 に入れて現在scaffold蛋 白な どを含 め探 索中であ る と回答

され た。次 にakinの 生体 内での発現 お よび その役 割 に対 す る質 問で

は、全身性 に発 現 してい るこ と、そ の役割 に関 してはin vitroでの検

討 のみ でin VIVOに お いて は未知 であ る こ との 回答 がな され た。 ま

た、in vivoに お け る神経保 護作用 の検討 の必要性 も議 論 され 、現在

alsinLF高発 現マ ウス とSOD I変異体マ ウス交配実験 中である との回答

がな され た。 なお、ALS2の 変異 に起因す る症例 では上位運動神経優

位 に障 害 され るこ とか ら、上位運動 神経細胞 を用い た検討 の必要性

が助言 され る と ともに、運動神経細胞 と他 の細胞 との比較検 討 を行

うこ とに よ り、ALSの 病態解 明へっ なが るの ではない か との助言 が

な され た。 最後 に家族性ALSと 孤発 性ALSと の類似 お よび相 違 につ

いて の質疑が あ り、今後家族性ALSの 研 究成果 を孤発例 に応 用す る

重要性 についての助言が あった。

 以上 よ り、本 論文 は家族性ALSに お け る病態 の中心 であ る神経細

胞死 に関 してAlsinの果 たす機序 とその意義 につ いて先駆的な知見 を

表 した もので あ り、今後 の 同疾 患の病態解 明研 究 と治療 法開発 に大

きな影響 を与 えるもの と して、その内容 は学位 論文 と して十分 に値

する ものであ ることが認 められ た。
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