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学位論文の内容の要旨 

 

 イヌのスーパーオキシドジスムターゼ 1（SOD1）関連変性性脊髄症（DM）は高齢で発症す

る慢性進行性の致死性神経変性疾患である。日本国内ではペンブローク・ウェルシュ・コ

ーギー（PWC）での発症が多く，SOD1 遺伝子を変異型ホモ接合体で有することから，変異型

SOD1 蛋白が DM の病態に深く関与すると考えられている。変異型 SOD1 蛋白は酵素活性を有

しており，DM 症例の脊髄神経細胞内に SOD1 蛋白の凝集体を形成することから SOD1 蛋白の

Gain of toxic function disease であると考えられている。しかし，SOD1 遺伝子の変異型

ホモ接合体であっても DM を発症しない個体が存在することから，遺伝子検査だけでは DM

を診断することはできない。現在，DM の確定診断は病理組織学的検査によってなされてお

り，生前診断法は確立していない。また，DM 未発症の SOD1 遺伝子変異型ホモ接合体やヘテ

ロ接合体の個体でも脊髄の変性が起こることが示されており，DM の発症には SOD1 遺伝子

以外の要因の関与も示唆されているが，そのメカニズムは明らかになっていない。本研究

では，生体内に広く分布し，生体内環境を反映して発現プロファイルが変動することが知

られるマイクロ RNA（miRNA）に着目し，DM の生前診断バイオマーカーの開発と病態解明を

行なった。 

 第１章では，DM の生前診断バイオマーカーの開発を行なった。まず，DM 症例 4頭，野生

型コントロール 4 頭の PWC から血漿 miRNA を抽出し，マイクロアレイ解析およびパスウェ

イ解析により診断バイオマーカー候補 miRNA を選出した。続いて選出した miRNA の血漿中

相対発現量を DM 症例 18 頭，健常コントロール 46 頭および疾患コントロール 5頭の PWC で

測定し，受信者動作特性（ROC）曲線解析および多変量解析により各 miRNA の DM に対する

診断精度を評価した。また，各 miRNA の発現量と SOD1 遺伝子型および DM の臨床ステージ

との相関を解析した。マイクロアレイ解析により診断バイオマーカー候補 miRNA として，
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11 種類の発現上昇 miRNA および 7種類の発現低下 miRNA を選出した。臨床例における診断

バイオマーカー候補 miRNA の測定により，miR-26b，miR-98，miR-200c，miR-374a および

miR-454 の 5 種類の miRNA が DM の診断に有用であることを明らかにした。特に miR-26b は

単独での診断特異度が最も高く，DM の臨床ステージと正の相関を持ち，SOD1 遺伝子の発現

との関与が示唆されたことから，診断バイオマーカーとしての有用性が高いと考えられた。

これらの miRNA の測定を従来の DM の診断方法と組み合わせることにより，DM の生前診断

の精度の向上が期待される。 

 第 2 章では miRNA が関連する DM の病態メカニズムの解明を行なった。まず，DM 症例 4

頭，野生型コントロール 4 頭の脊髄 miRNA を抽出し，マイクロアレイ解析を実施した。続

いて，発現変動を認めた miRNA 群の機能を遺伝子オントロジー（GO）解析により推定した。

予測した機能に関して，イヌ SOD1 遺伝子導入細胞における免疫沈降法およびウエスタンブ

ロット，DM 症例の脊髄における免疫組織化学によりユビキチン蛋白と SOD1 蛋白との関連

を評価した。そして，DM 症例で発現上昇を認めた miRNA とイヌ SOD1 遺伝子を共導入した

培養細胞により SOD1 蛋白の凝集体形成に与える影響を評価した。マイクロアレイ解析によ

り DM 症例の脊髄において 3 種類の発現上昇 miRNA および 18 種類の発現低下 miRNA を検出

した。GO 解析により予測された miRNA 群の機能から，SOD1 蛋白のユビキチン化に着目し

た。遺伝子導入培養細胞においてイヌの変異型 SOD1 蛋白はポリユビキチン化を受け，プロ

テアソームにより処理されることが明らかになった。しかし，DM 症例の脊髄においてはユ

ビキチン化が亢進しているにも関わらず，神経細胞内の SOD1 蛋白の凝集体にユビキチン化

は認められなかった。一方，miRNA とイヌ SOD1 遺伝子導入培養細胞において DM 症例で発

現上昇を認めた miR-23a，miR-142 および miR-221 は SOD1 蛋白の凝集体形成を促進した。

したがって，miRNA の発現上昇が SOD1 蛋白のユビキチン化に異常を引き起こし，SOD1 蛋白

の凝集体形成を誘導すると考えられた。 

 本研究では，血漿 miRNA が DM の診断バイオマーカーとして有用であることを示し，慢性

進行性の DM に対して生前診断となるバイオマーカーの開発は DM の早期治療の開始に重要

であると考えられる。また，miRNA によるイヌ SOD1 蛋白の凝集体形成促進作用は，DM の病

態メカニズムにおいて重要な現象であると考えられ，新規治療戦略の標的となることが期

待される。 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 

 本研究はイヌのスーパーオキシドジスムターゼ 1（SOD1）関連変性性脊髄症（DM）の診断

バイオマーカーの開発と病態メカニズムの解明を目的とし，血漿および脊髄のマイクロRNA

（miRNA）のプロファイル解析，パスウェイ解析，遺伝子オントロジー（GO）解析，in vitro

モデルを用いた遺伝子導入実験，および摘出脊髄の免疫組織化学を行った。 

 第 1 章では，DM 症例の血漿 miRNA のプロファイル解析を行ない，DM 症例において発現変

動を認めた miRNA を示した。臨床例を用いて診断バイオマーカー候補 miRNA の診断精度を

評価した結果，miR-26b，miR-98，miR-200c，miR-374a および miR-454 の 5 種類の miRNA が

DM の診断に有用であった。特に miR-26b は単独での診断特異度が高く，DM の臨床ステージ

と正の相関を示し，SOD1 遺伝子の発現との関与が示唆されたことから，診断バイオマーカ

ーとしての有用性が高いことを明らかにした。 

 第 2 章では，DM 症例の摘出脊髄における miRNA のプロファイル解析を行い，発現変動を

認めた miRNA 群の機能を GO 解析により推定した。その結果，蛋白のユビキチン化に着目し

た。続いて，イヌ SOD1 遺伝子を導入した DM の in vitro モデルを用いて SOD1 蛋白がポリ

ユビキチン化され，プロテアソーム処理を受けることを示した。しかし，DM 症例の脊髄の



 

 

 

免疫組織化学では，脊髄においては SOD1 蛋白がユビキチンと共局在しないことが示され

た。一方，DM 症例で発現上昇を認めた miR-23a，miR-142 および miR-221 とイヌ SOD1 遺伝

子を培養細胞に共導入すると，SOD1 蛋白の凝集体形成が亢進した。これらの結果から，DM

症例では miRNA の発現上昇が SOD1 蛋白のポリユビキチン化に異常を引き起こし，SOD1 蛋

白の凝集体形成を誘導すると考えられた。この新たな病態メカニズムは DM の発症を誘発す

る可能性があり，DM の病態に重要な役割を果たすと考えられた。 

 本研究は DM の診断バイオマーカーを開発し，SOD1 蛋白の凝集体形成に関わる新たな病

態メカニズムを明らかにした。今後 DM の治療法を開発する上で，生前診断法の確立と凝集

体形成メカニズムの解明は重要であると判断される。 

 

 以上について，審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論 

文として十分価値があると認めた。 
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