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Amyoもrophielateralsclerosis(ALS)isaneurodegenerativedisorderthatinvolv粥

upperandlowermotorneurons.ThehighprevalenceorALSinthenativesortheKii

PeninsulaorJapanaswellasintheindigenousChamorropeopleofGuam havebeen

盈tも陀etin欝inもensiveatもe痛onastothepathogenesisofALS.SincetheTelaもivelyhigh

incidenceoffamilialonsetofthediseaseintheKiiPeninsulaandGuam wasreported,

aspecificgeneticbackgroundseemstobeassociatedwiththedevelopmentorALS.

Reeently,mtiもationsin洩eCulZnsuperoxidedismuもase(SOD)geneほOD丑)on

humanchromosome21q22.1havebeenidentifiedin-20% orcasesorfamilialALS,

mostcommonlyinheritedasanautosomaldominanttrait. Withthisbackground,I

investigatedmutationalanalysesofもheSOD1of23patients(3f蝕milialcasesand20

sporadiccases)wi汰 ALSfmm もheKi豆Peninsulaanditsvicinity.

Intwoofthe23patien晦 盈nidentiはlmissensemutation(substitutionofThyfor
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Ile113日ne濫on4watsdetectedasaheもerozygousstate.NeuTOpathiogicalexamination

oroneofthetwocaseswiththismutationrevealedthatalotorconglomerateinclu-

sions,which凱将geStSaCCumtllationofa且aTgeamountOfneurofilaments,intheTemaim -

ingneuronsinanteriorhornoft･hespinalcord.

Thelle113ThrmutationinSODlhasbeenidentifiedinsomefamilialaswellas

sporadiccaseswithALS,asamutationwithalow penetrance. Thismutationhas

beenreportedtobeassociatedwithformationorneuroribrillarytanglesinaEnglish

ramiユy,whichisacharacteristicfeatureorALSintheKitPeninsulaandGuam.These

resultssuggestthatthelle113Tわrmutationisrelativelyprevalentmutationinthis

area,andpotentiallyresultsinaccumulationofneurofilament. Sincethepenetrance

associatedwiththismutationislow,weshouldthoroughlyinvestigatethismutation

inthisareaincludingthosewithapparentlysporadicALS.Fothermore,themechanism

oraccumulationorneurorilamentsinmotorneuronscausedbylle113Thrmutation

maygiveacluethatcontributestotheelucidationofthemechanism ofneurodegen-

erationinALS.

Keywords:amyotrophiclateralsclerosis,highincidencearea,

Cu/Znsuperoxidedismutase,missensemutation,lowpenetrance,
neurorilament､

筋萎縮性側索硬化症.多発地帯,スーパーオキシドジスムターゼ,ミスセンス変異,

低浸透率,ニューロフィラメント

1. は じ め に

筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophiclateralsclero-
sis:ALS)は.上位運動ニューロン及び下位運動ニュー

ロンに選択的かつ系統的な変性を生じ,約3-5年の経

過で呼吸不全をきたす致死的な神経変性疾患であるが,

未だにその病因は不明である.ALSの有病率は10万人

良,紀伊半島.ニューギニアなどは本症の多発地帯とし

て有名であるl)2).紀伊半島は半島全体でも ALSの有

病率が数倍高いといわれているが,中でも古座川地区,

穂原地区で特に有病率が高く,古くから ｢足萎え病｣ と

して知られていた.穂原地区では遺伝形式ははっきりし

ないものの家族内発症も高率と言われ,また同一家系内

に ALSの他に Parkinsonism-denュentiacomplex
を認める家系が混在している.Guam 島の Chamorro

族でも同様にALSとParkinsonism-dementiacom_

plexの患者が同一家系内に認められることから紀伊半

島と Guam 島の ALSの類似性が指摘 されてきた.

さらに病理学的にも紀伊半島及び Guam 島の ALS

は---･一般的な ALSには認められない neurofibrillary

tangleや錐体外路系の変性を認めるなどの共通 した特

徴がある3).

これらの地域の ALSの成因については,多発地帯

ということで,環境要因の調査が行われ.土壌,飲水中

の低Ca,低Mg,高Al,高Mnなど金属イオン含有量

の異常などが指摘されているが末だ不明であると言わざ

るを得ない1).一方,両多発地域とも遺伝形式ははっき

りしないが,家系内発症が認められていることから何ら

かの遺伝負荷があることも考えられる.

近年.分子遺伝学的な研究により,常染色体優性遺伝

性家族性 ALSの15-20%は,21番染色体長腕に連鎖

し,ここに存在する Cu/Znsuperoxidedismutase
(SOD)遺伝子 (SODl)が原因遺伝子であることが発

見された.現在までに約60種類の変異が同定され,その

ほとんどは-塩基置換のミスセンス変異である4)5).本

研究では,以上のことを背景にして紀伊半島及びその周

辺地域における ALS患者について SODl変異の有無

を検討した.

2. 対 象

紀伊半島及びその周辺地域出身の ALS患者23例に
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図1ALS患者の出身地

ついて SODl変異の検索を行った.23例の内訳は互い

に関連のない家族性 AI.S患者 3家系 3例,孤発例20
例である.ALS患者の出身地を図1に示す.

3.方 法

SODlの点変異の有無を検索するために,まず 5つ

の全エクソンを各々の splicejunction を含むように

polymeraseehaimTeaehon(PC況)で増幅し,single

strandconfoTmaもiomaIpolymorphism (SSCP)
法6)で解析を行い,さらに移動度に異常が認められた

PCR産物についてはサイクルシークエンス法で直接シ-

クエンスを行い,全塩基配列を決定した.

1)SSeII法

患者由血球または凍結組織よりゲ}ム DNA を骨法

に従い単離した後,Figlewiezらの方法に準 じて SOD
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1の splicejunctionを含む5つのエクソン部分につ

いてゲノム DNA500mgをテンプレー トして,PCR

により増幅した.この際 [a-32p]dCTPを用い,in-

ternallabel法で PCR 産物 をラベ リング した 7).

PCRに用いたオリゴヌクレオチ ドプライマーはすでに

報告されているヒトSODlの塩基配列をもとに合成 し

た (E濫on:sense5′-GAGACGGGGTGCTGGTTT

G(i-3'.llntispnsp5ノーGCICCTTG(でTTCTG(TTC(i,A

A-3′.FjX(1n2:sense5′ -CAGCTGTTTT(1TTT(i,T

TCAG-3′,antisense5㌧CACCTGCTGTATTATC

TCCAA-3′,Exon3:se【1Se5′ -TATAAATAGGeTG

TACCA(iTG(｢-3'.antisense5'-TGGGA('TCACT(:,(i,

TTTCACATGA( 1713㌦ E)二on1:sensp5′-GG(JATG

TTCTGAGACTTC,GC.CA-3',antispnse5'-TGCTAT

CTTAGAATTCGCGAC-3′.Exon5:sense5′-GT
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図望 SODlexon4における SSCPの結果

2執 12番に移動度の変化を認める.

Cは positivecontrol

Å〔'TTGATTALITT(1ArAGLICCA13′,(lntispnsp5㌧

AÅCAGATG:＼G｢rT:lA(i.('TGL',('CT-3′占､

また,PCR装置はTaKaRaPCRThermalCyeleT

MP を,DNA ポ リメラ-ゼは TaKaRaTaqTM を

用いたやPCR の条件は薗初に変性94℃2分を行った後,

変性94℃1分,アニ-ル58℃1分,反応72℃1分 を32サ

イクル行い,最後に反応72℃6分を行った.

[α-32p]dCTP でラベ リングされた PCR 産物は

ATTO ジェ}ケンサ-を用いて, 5%ポリアクリルア

ミドゲル (10%ダリセオ-捗含)に4℃条件下で,low,

14時間電気泳動 L,コダック社 BioM二axを用いてオ-

トラジオグラフィ-を行った.

2) 塩基配列解析

SSCP法により移動度に異常が認められた DNA 断

､ ､ ､ ■ ､ ･

エ ンス法による直接塩基配列決定法で全塩基配列を決定

し,変異を同定 した.サイクルシークエンスには精製 し

た PCR 産物をテンプレー トして蛍光 (F王TC)ラベル

したオリゴヌクレオチ ドプライマー はxonl:5′-TTG

CGTCGTAGTCrrC(_'T('T('AG-3′.ⅠくXm12:5′-TTC

CACTCCCAAGTCTGGCTG-3′,Exon3:5′-TGA

ACTCCAGAAAGCTATCG-3′,Exon4:5㌦CGC

GACTAACAATCAAAGTGAAAG-3′,Exon5:

5′-TTGGGTATTGTTGGGAGGAGG-3')を用い,

DNA ポリメラ-ゼには TheTmOSeaqenase(アマ

シャムーブアルマシア社)を使用 した.塩基配列の解析

に,自動 DNA シークエ ンス解析横 目ヨ立 SQ3000)

を用い/+i.

-1.結 果

1) SOT)1変異

23例の ALS患者のうち,SSCP 法により営例でエ

クソン4の移動度の異常が認められ (図2),直接塩基

配列決定法の結果,113番イソE3イシンがスレオニ ンに

置換 用 eli3Thr)するヘテロ接合体の ミスセ ンス点

変異を同定 した (図師 .この変異は,機の地域の家族

性及び孤党性 ALS患者32例や正常対象30例 について

は認めなかった.

2) tlp113Thl･症例の臨床所見

症例日 図 4_級)は69歳男性,紀伊半島北部の三重県

名張市出身.幼少期に紀伊半島東部の津務 に転居 した.

2複歳時母方のいとこと結婚 し,その妻は48歳で ALSを

発症.56歳時,呼吸不全で死亡 している.家系内には母

方の祖母が痴呆 となり,94歳で死亡 した他は神経筋疾患

の患者はいない.彼 らの子供は41歳 と35歳だが,現在神

経及び筋に異常はなく,SODl変異の有無 については

解析 を行っていない,患者は68歳時に右上肢の筋萎縮及

び筋力低下で発症 し,針筋電図で四肢及び舌に神経原性

変化を認めた.その後症状は急速に進行 し,四肢 に筋萎

縮及び筋力低下を生 じて発症 1年後に呼吸不全で死亡 し

た.

病理学的検索では脊髄前角の萎縮 と高度の運動ニュー

ロンの脱落を認めた,また,後索の変性が軽度存在 した,

さらに脊髄前角の残存運動ニュ-ロンには,いわゆる

conglomt汀iltt-inelusic'n を多数認め,叩h什Oi(1 も

多数認めるなど,著明な neuTOfilamentの蓄積を示唆

する所見 を認めた (図5),しか し,neuTOfibrillary

tallgleはなく,Bu11irla小体も認めなか.･沈 .
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図3 直接塩基配列決定法で認めた SODlexon4の Heli3Thr変異

aHlel13(ATT上 すThr(ACT)変異.

野生型アリルの T̀hymine'とともに変異アリル 丘Cyもosine'のど-夕を認める.

t))nortlla1し､Ont.l･Ol

症例 2(図4-b)は60歳男性.紀伊半島周辺の寝屋川

市で生まれた,詳細な家系調査を行ったが,同-家系内

に ALS患者はおらず,孤発例と考えられた.患者は左

下肢の筋萎縮と筋力低下にて発症 し,徐々に四肢に拡丸

発症2年後には四肢の筋力低下のため歩行不能となった

四肢筋力低下がさらに進行 し,67歳時,肺炎のため死亡

した.全経過 7年であった.剖検は行われなかった.
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5.考 察

今回互いに関連のない 2家系 2症例 日産例は孤発例)

で発見 した mel13Thr･変異は,本邦では初めての報告

であるが,外国では過去に報告例があ り1)10)-13),最軌

北米カナダ,スコットランド,バングラデシュなど様々

な人種のいくつかの家系 と孤発例で も認め られている

LT.Siddique.ppI･SOnalcommuneationL Suthers
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症 例 2

図4 mel13Thr変異を有する2症例の家系図.累塗は発症者

a)症例 1の家系乳 b)症例 2の家系図

図5 腰髄前敷 著明な神経細胞の脱落と con欝もomeTaもeinclusionを認める.

(Hematoxy且in-eosin染色×160)
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らは.Ilel13ThI･変異が低浸透率を示す ことを報苦 し

でお り輔,-方,Jonesらはスコッ トラン ドの孤発性

ALS症例56例中3例にこの変異を認めたことを報告 し

ていが 1).これらの事案は,iiell3Thr変異は,浸透

率の極めて低い変異であることを示 している.症例1の

いとこで ALS を発症 した妻は,SODl解析 を行って

いないものの.おそらく症例 1と同じ変異が存在してい

たと考えられる.しかし,症例1,2双方の家系はそれ以

外に ALS 患者はおらず,日本人において も Ile113

Thr変異は同株に浸透率が低い変異であると考えられ

る.

症例1において碍存した脊髄前角細胞にニューロフィ

ラメントの大壷の蓄橋 を示唆する多数の ConglomeT-

ateinclusionを認めたが,興味深いことに,Rouleau

らも Ile113Thr変異を有する家族性 ALS の症例で

同様にニューロフィラメントの著 しい蓄積を認めたこと

を報告 している12),また,OrTellらほ,Ilel13Thr変

異を有する家族性 ALS の女性患者において淡蒼球,

異臥 す.)-ナ 下桟のニューロンに neurofibrillary

もangle棟の所見を認めていが 3).これらの tan冨le は

AIzheimer病や紀伊半島 ALS患者で観察される特徴

的な tan夢leとは少 し異なり,直鎖状の構造をとり,ユ

ビキチン反応性の封入体を認めた.これらの報告は,令

回発見した Ile113Thr変異がニューロ7 イラメン ト

の蓄積に関与 しうる,特徴ある変異である可能性を示唆

している.また,11el13Thr変異が低浸透準であるこ

と,すなわち低頻度で家系内発症 を認め,病理学的に

neuroribrillary tangleを認めうることは,紀伊半島

や Gaum 島の ALS と合致する所見であ i)興味深い.

さらに,紀伊半島及びその周辺地域において,全 く関

連のない家系の ALS患者が Ile113Thr変異を有 し,

この地域の多くの ALS患者を解析 して も他の変異は

認めなかったという結果から.この Ilel13Thr変異は,

日本の他の地域に比 してこの地域では比較的高額度の変

異である吋能性を示唆 している.

以上のことから,Ile113Thr変異は,孤発例の ALS

患者であっても,出身地がこの地域に含まれる症例では

特に注意 して検索すべき変異であると思われる.また,

通常の孤発性 ALSでは運動ニューロンの変性初期懐

として,軸索近位部に spheroid と呼ばれる構造物が

出現するとされるが,その本態はリン酸化ニューロフ ィ

ラメントの蓄積であり,Ile113Thr変異によるニュー

ロフ ィラメントの蓄積のメカニズムが解明されれば孤発

性 ALSの運動ニューロンの変性 メカニズムの解明に
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も寄与する可能性がある.
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