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Neuroprotective Effect of Activity-Dependent Neurotrophic Factor Against Toxicity

     From Familial Amyotrophic Lateral Sclerosis-Linked Mutant SODl
                     In Vitro and In Vivo.

    (in vitroお よびin vivoに お け る家族 性 筋萎縮 性側 索硬 化 症変 異型SODIの 神経 毒性 に対 す る

             Activity-dependent neurotrophic factorの 神経 保 護作 用)

内容の要旨

千 葉

 筋萎縮性 側索硬 化症(Amyotrophic lateral sclerosis:ALS)は 中年

以 降 に発 症 す る最 も頻度 の 高 い致死 性 の運動 神経 疾患 で あ る。現

在 、ALSに 対す る根治療 法 は存在 しない。 多 くの研 究 によって、家

族性ALS(FALS)変 異型 スーパーオ キサイ ドデ ィス ミュー テース1

(SOD1)の アポ トーシス誘導 活性 がFALSの 病 態 において重 要な役

割 を果たす こ とが支持 されて きた。 我々は元 々、抗 アル ツハ イマー

病 作用 を持っ もの として 同定 され たActivity-dependent neurotrophic

factor(ADNF)が 、3種 のFALS変 異 型SOD I(A4T-, G85R-,お よ

びG93R-SODl)に 起 因す る神経細胞 死 を用量依 存的に抑制す る こと

を発 見 した。SOD 1変異体 が誘 導す る神経 細胞死 に対す るADNFの 神

経保護 作用 は、100fMと い う極 めて低 い濃 度 で完 全 に発 揮 され る。

また、 このADNFの 神 経保 護 作用 は1nM以 上 の濃 度 で も維 持 され

る。 この発 見 はADNFが アル ツハ イ マ ー病 関連 神 経毒 性 に対 して

は、1nM以 上の高濃度 にお いて神経 保護作用 を失 うとい うこれまで

に発見 され た特徴 とは明 白に異 なる。 さらに我 々は、SODl変 異体が

誘 導す る細胞死 に対す るADNFの 神 経保 護作用 は、 Ca2+/Calmodulin-

dependent protein kinase IV(CaMKIV)と 特定のチ ロシンキナーゼが

ADNFに よって媒介 され る ことを明 らか に した。 ALS動 物モ デル、

G93A-SODIト ラ ンス ジ ェニ ック マ ウス を用 い た検 討 か ら、合 成

ADNFペ プ チ ドの脳 室 内投 与 に よ って生 存期 間 の延 長 はわ ず かで

あった もの の運 動機 能 を向上 させ る ことを明 らかに した。 この よ う

に、本研 究は、ALS治 療 薬 開発 にお いて新 たな知見 を提 供す る もの

と考 えられ る。

知 宏

論文審査の要旨

 筋 萎縮性側 索硬化症(ALS)は 中年 以降 に発 症す る最 も頻度 の高

い致 死性 の運動神 経疾患 で あ り、有効 な治療薬 は存在 しない。本研

究 では、家族性ALS(FALS)変 異型SODIの 誘 導す る神経 毒性 に対

す るActivity-dependent neurotrophic factor(ADNF)の 効 果 を検 討 し

た。ADNFは3種 のFALS変 異型SOD I(A4T-, G85R-,お よびG93R-

SOD I)の 起 因す る神経細胞 死 を用量依 存的に抑制 し、このADNFの

神 経 保 護 作 用 が、Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase IV

(CaMKIV)と 未 同定のチ ロシ ンキナーゼ に よって媒介 され るこ と

を明 らか に した。 さらに、in vitro実験結果 に基づ いて、 ALS動 物モ

デ ル で あ るG93A-SODIト ラ ンス ジ ェ ニ ッ クマ ウス を用 い て合 成

ADNFペ プチ ドの脳室内投与実験 を行 なった結果 、 ALSモ デル マ ウス

の運動機能が有意 に改善 され ることが示 され た。

 審 査で はまず、ADNFの 受 容体 にっ いての質 問が な された。それ

に対 して、現在の とこ ろ受容 体が同定 され てい ないが、膜 表面の分

子 を想定 して現在探 索中であ ると回答 され た。次 に、変異型SODI遺

伝子 の導入効率 と導入後 の神経 細胞死比 率に関す る質 問がな され 、

これ に対 しては60-70%の 安 定 した導 入効率結 果 を得 てい るこ と、

細胞 死の判 定 にはtrypan blue dye exclusion testが用 い られ てい るが

WST-8 testと併用 した場合 にも同様 のデー タが得 られ てい るこ と、導

入効率 と細胞死率 か ら変異体 が導入 され た細 胞 にお いて高率 に細胞

死が誘導 されて いる と想定 されてい るが今 後その直接 的証明 を行 い

たい な どの回答 がな され た。 さらに、Aβに対す るADNFの 神 経保護

作用 とSODI変 異体 に対す る神 経保護作用の違い に関 して質 問がな さ

れ、Aβに対す る神経保護 作用 を媒 介す るHSP60の 機能 を抑制 しても

SODI変 異体 に対す る神経 保護作 用が抑 制 され ない こ とが 回答 され

た。ま た、ADNFを モデル マ ウスに投 与 した際 に顕 著な寿命 延長 が

み られ ない こ とに関す る議論 が なされ 、運動機 能 に対す る効果 と寿

命 に対す る効果 は別 個 に考 察 され るべ きで あるこ と、運 動機能 の指

標の他 に体重 の変化 を観察す ること、お よび経 時的 に組織 学的 な変

化 を観 察す る こと との助言 が な され た。投与 したADNFの 体 内動態

に関す る質問 もな され、今後 血中、脳 脊髄液 中での濃度 を測定す る

系 を確 立す るこ との重要性 が議論 され た。最後 に、臨床 上は孤発性

のALSが 大部分で あ り、今回得 られ たSODI変 異 体に対す るADNFの

抗ALS作 用 をも とに孤発例 に応用す る ことが重 要で ある との助言が

な された。

 以 上の よ うに、現 在有効 な治療法 が存在 しないALSに 対 して新規

の治療薬 シーズ となる分子 を同定 した本研 究は今後 の発展 に よ り臨

床 応用 に結びつ く可能性 が高い有意義 な研 究で あ り、博 士論文 と し

て妥 当な ものであ るもの と認 め られ た。
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