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研究成果の概要（和文）：脊髄性筋萎縮症（SMA)は原因遺伝子SMN1の翻訳産物survival motor neuron (SMN)蛋
白質の減少により病態が生じる。本研究では、SMN蛋白質発現量の異なるSMA患者由来皮膚線維芽細胞を網羅的に
遺伝子発現解析を行った結果、神経分化や細胞骨格系の遺伝子発現変化を同定した。さらに、SMN蛋白質の減少
とヒト脊髄由来神経幹細胞から分化誘導した運動神経細胞の形態変化について考察する。

研究成果の概要（英文）：Spinal muscular atrophy (SMA) is caused by the reduction of survival motor 
neuron (SMN) protein from the SMN1 gene variations. In this study, we analyzed the exhaustive gene 
expression of two SMA patients-derived fibroblasts with the different amount of the SMN protein 
expression. Moreover, we discuss the phenotype of the motor neuron cells  from human spinal-derived 
neural stem cells and the reduction of SMN protein expression.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 脊髄性筋萎縮症　運動神経細胞　SMN蛋白質

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄性筋萎縮症(SMA)は原因遺伝子SMN1の変異による常染色体劣性遺伝性疾患であり、脊髄前角細胞の変性によ
る筋萎縮と進行性筋力低下を特徴とする下位運動ニューロン病である。近年、本疾患は新規な治療法が開発され
注目を浴びている。本研究では、SMN1変異によるSMN蛋白質の発現減少から生じるSMAの病態を分子細胞生物学に
解析することによって、個別化医療への学術的な意義と社会的意義に貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多細胞生物において、セントラルドグマ一連の流れにある選択的スプライシングや翻訳機構は、
一つの遺伝子転写産物から発生段階や組織依存的に多様な成熟 mRNA を産生し、最終遺伝子産
物（蛋白質）を産生させる重要な生命機構である。RNA の多様性が、細胞内で時・空間的に制
御されていることが近年明らかにされてきたが、様々な遺伝子の mRNA 前駆体が臓器やその発
生プロセスに応じて各々特異的・選択的にプロセシングされていく過程は複雑で実態が解明さ
れていないことが多い。このような複雑で巧妙な選択的スプライシング制御や翻訳制御機構の
破綻は様々な疾患を引き起こすことが知られている。遺伝性疾患の一つである脊髄性筋萎縮症
(SMA)は原因遺伝子が(Survival Motor Neuron 1) SMN1 の変異で生じ、脊髄前角細胞の変性、
神経筋接合部の脆弱そして進行性筋力低下を伴う下位ニューロン病である。SMN1 の変異によ
る原因遺伝子産物の Survival motor neuron (SMN)蛋白質の発現低下と内在性のホモログ遺伝
子である SMN2 のスプライシング制御及び翻訳制御による SMN 蛋白質発現量の差異が病態を
起因していることが知られている。しかし、SMN 蛋白質の発現量の差異による SMA の病態メ
カニズムは明らかにされていない。近年、SMA はスプライシング制御による新規な治療法や遺
伝子治療も開発され、SMN 蛋白質の発現量を補う治療法が注目をされている。 
 
２．研究の目的 
先行研究において、様々な組織由来の細胞株による SMN1 及び SMN2 の mRNA 発現量を調べ
たところ、SMN1 に変異のない細胞株では、SMN2 mRNA の発現量が低下していることが明ら
かになった。さらに、SMN1 を欠失している SMA 患者由来皮膚線維芽細胞 2 株について SMN2 
mRNA の発現量が異なることが明らかになった (基盤研究(C) 「脊髄性筋萎縮症原因遺伝子産
物による mRNA 前駆体制御機構の解析」研究代表者 荒川正行 2014-2016) 。これらの研究
結果を基に、SMA 患者由来の皮膚線維芽細胞２株の SMN 蛋白質の発現量を調べたところ、
SMN2 mRNA 量と相関して蛋白質量が異なることが明らかとなった。そこで、本研究では、こ
れら２つの患者由来の細胞を用いて、SMN2 コピー数及び SMN 蛋白質の発現量の違いによる
SMA 病態に関連する因子を同定する。さらに、SMN 蛋白質量の変化に及ぼす因子とヒト脊髄
由来神経幹細胞を分化誘導した運動神経細胞の解析により SMA の病態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1) 細胞培養  
正常ヒト皮膚線維芽細胞及び脊髄性筋萎縮症(SMA)I 型患者由来皮膚線維芽細胞２株に対して、
20%FBS-DMEM(1g/L glucose)の培地で維持し、継代数は 9以下のものを使用した。ヒト脊髄由来
神経幹細胞（hNSC,タカラバイオ社）は、ラミニンコートしたフラスコを用いて増殖培地(RHB-A
含 20 ng/ml ヒト EGF,20 ng/ml ヒト FGF-2)で増殖させた。継代数３の細胞を 3-4x104 cells/cm2

の密度で播種し、分化誘導培地（DMEM 含 BDNF, GDNF 等）により、神経分化誘導を行い、培養１
５日目、３０日目による分化誘導能について評価を行った。 
 
2)トータル RNA 精製と qRT-PCR 法分析 
各細胞を PBS 洗浄後、トータル RNA を RNeasy キット(キアゲン)を用いて精製し、逆転 写反応
(PrimeScript RT Master Mix:タカ ラ)を 500 ng/10μl の反応系で行った。 RT 産物を定量的 
PCR 法(リアルタイ ム PCR:CFX96 Real –Time System, Bio-RAD) を行った。各サンプル 12.5 
ng/well に 調 整  し た  25μl の 系 で 行 っ た 。 特 異 的  primer (cSMN7F;5’-
GAAGGTGCTCACATTCCTTAAAT-3 ’cSMN8R:5’-ATCAAGAAGAGTTACCCATTCCA-3 ’)PCR 40 サイクル
(95°C, 30s,95°C, 5s, 60°C、10s)で 増幅した。  
 

3)RNAseq 解析（理研ジェネシス） 
上記の細胞から得られたトータル RNA の品質評価を行い、TruSeq Stranded mRNA Library Prep
により得られたライブラリを次世代シークエンサーにより解析を行った。  
 
4)ウエスタンブロット分析 
正常ヒト皮膚線維芽細胞及び脊髄性筋萎縮症 I 型患者由来皮膚線維芽細胞２株に対して、増殖
培地で 2 日間培養後、PBS で洗浄し、蛋白質抽出液で抽出後、遠心上清をサンプルとする。SDS-
PAGE 電気泳動後、PDVF 膜に転写したメンブレンをブロッキング室温１時間、１次抗体として抗
SMN 抗体(mouse monoclonal human SMN antibody, BD 社)を用いて 4℃ overnight でインキュベ
ートした。メンブレンを 0.01%Tween20 in PBS で洗浄後、２次抗体で室温１時間インキュベート
し、0.01%Tween20 in PBS で洗浄後、検出した。 

5)免疫染色 
➀各細胞を PBS で 2 回洗浄後、4%パラホルムアルデヒド-PBS 溶液で固定し、0.2% Triton-
X100 in PBS を用いて室温、10 分で 膜透過処理を行い、➁10%馬血清または 10%ヤギ血清 in 
PBS にて室温 60 分ブロッキングを行った。➂一次抗体(mouse monoclonal human SMN 
antibody BD 社 , anti-human gemin 2 antibody , human antibody Abcam 社, anti-FMN1 



antibody,anti-FMN2 antibody, anti-FHOD3 antibody MBL 社)を 用いて各希釈液(ブロッキン
グ溶液)で調整し、室温、60 分インキュベーションを行 った。➃二次抗体 anti-mouse IgG 
conjugated Alexa 488 antibody, anti-rabbit IgG conjugated Alexa 594 antibody を用いて
室温 60 分で染色した。 ➄染色後、PBS で洗浄後、ヘキスト 33342 を用いて核染色を行って
蛍光顕微鏡観察を行った。  

 
４．研究成果 
脊髄性筋萎縮症(SMA)は原因遺伝子産物 SMN 蛋白質の発現量の低下によることが知られている。

本研究では、SMN2 由来の SMN 蛋白質の発現量が異なる SMA 患者由来皮膚線維芽細胞 2 株を用い
て、SMN 蛋白質の発現量とそれと相関する因子の探索を行った。まず、SMN 蛋白質の発現レベル
をウエスタンブロット分析で確認した（図 1） 
その結果、SMA 患者由来皮膚線維芽細胞の 2株 P1
と P2 の SMN 蛋白質の発現量を比較した所、コン
トロールの正常ヒト皮膚線維芽細胞と比較して
両株は減少傾向であるが、SMN2 由来の SMN 蛋白質
の発現量は P1<P2 であった。この発現量は、先行
研究で MLPA 法に基づいた遺伝子コピー数の結果
と相関できる結果であった。 
次に、各細胞のトータル RNA を用いて、SMN 蛋白
質の発現量の違いによる遺伝子発現を網羅的に
調べるために、次世代シーケンサーを用いた
RNAseq 解析によるトランスクリプトーム解析を行った。その結果、網羅的なトランスクリプト
ーム解析によっても SMN2 遺伝子の発現量も相対的
にコピー数と同様の結果を得た（図 2）。 
次に、網羅的なトランスクリプトーム解析を 
行った結果、SMA 患者由来皮膚線維芽細胞の２株と
正常ヒト皮膚線維芽細胞との比較解析で、SMA 患者
由来細胞において神経分化関連因子の発現減少及
び細胞骨格系遺伝子群の高発現が確認された。神
経分化関連因子の mRNA の発現では、SERPINF1, 
DAB1, SEMA3D, SEMA3A が２株で共通に減少してい
た。また、細胞骨格系関連因子では、アクチン制御
及び Rho/ROCK signal 系の因子である FHOD3 (+3.5
〜4.6 倍),FHOD1(0.98〜+1.44 倍増),FMN1(+4.3〜5.0 倍),FMN2(+1.3〜1.4 倍),PLS3(+1.3〜2.8
倍) の変化が見られた。 
これらの結果を確かめるために、蛍光免疫染色法を用いて、顕著に高発現していた FMN1 と FMN2
について細胞内発現と局在を調べた。その結果、正常ヒト皮膚線維芽細胞では、細胞質に発現が
見られた。SMA 患者由来細胞では、SMN 蛋白質の発現量の違いによる解析では、発現量の低い患
者由来細胞で FMN1 の発現が、高く、細胞質及び核内で発現が蓄積していることが確認された。 
一方、FMN2 の発現は、違いが見られなかった。現在、
他の発現の異なる蛋白質の解析を行っている。 
次に、SMA 患者由来皮膚線維芽細胞から得られた

因子について解析するために、ヒト脊髄由来神経幹
細胞（hNSC）の増殖及び運動神経細胞への分化条件
の検討を行なった。その結果、hNSC を増殖培地で 2
〜3 継代したものを凍結ストックして、起こし直し
分化誘導実験を行った。その結果、基本的な分化誘
導培地よりも増殖培地で、２日置きに培地交換した
場合のほうが、神経様細胞に分化することが明らかとなった（図 3）。 
現在、研究の進行が遅れていて、現在、siRNA を用いて SMN1 をノックダウンして、分化誘導に
対する神経分化誘導及び運動神経用細胞に対して影響を調べているが、SMN1 siRNA の影響は、
神経分化には影響を及ぼさない結果が示されている。今後、再現性の検討が必要である。 
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