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研究成果の概要（和文）：脊髄性筋萎縮症（SMA）は、現在までのところ有効な治療法の開発までには至ってい
ない。本研究では、遺伝的背景の異なる多数のSMA患者の疾患特異的iPS細胞由来の神経細胞を用いて複数の試験
管内疾患モデルを構築し、SMAの標準的な治療法を開発することを目的とする。現在までに、遺伝的背景の異な
る計19名のSMA患者から線維芽細胞を作製し、さらには患者iPS細胞の樹立を行った。また、甲状腺刺激ホルモン
放出ホルモン類似薬（TRH）、フリーラジカルスカベンジャー（エダラボン）、ドコサヘキサエン酸、γ-セクレ
ターゼ阻害剤、ルフィナミドなどの治療効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal recessive neuromuscular 
disorder characterized by the degeneration of spinal motor neurons. This disease is caused by the 
deletion of the survival motor neuron protein. Currently, there are no curative agents for SMA, 
although some research groups have developed treatments based on the molecular pathophysiology of 
this disease. Our purpose in this study is to establish a number of human SMA with different genetic
 background-derived induced pluripotent stem cells (SMA-iPSCs) disease model and develop a standard 
treatment for SMA. Before now, we established SMA-iPSCs disease models derived from 19 SMA patients 
with different genetic background. In addition, we confirmed the therapeutic efficiency of 
thyrotropin-releasing hormone (TRH) analog, a free radical scavenger (edaravone), a docosahexaenoic 
acid, γ-secretase inhibitor, and rufinamide.

研究分野： 小児神経学、再生医療学

キーワード： 疾患モデル　iPS細胞　薬剤反応性　治療薬開発
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SMAは難治性の希少疾患ではあるが、背景にひそむ病態は多種多様である。本研究によって、薬剤の応答性の個
人差が解明されれば、希少疾患におけるテーラーメイド医療へのさらなる道筋を提示することになる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊髄性筋萎縮症（Spinal Muscular Atrophy, SMA）は、脊髄の運動神経細胞（脊髄前角細胞）

の変性による筋萎縮と進行性の筋力低下を主徴とする常染色体劣性遺伝病であり、難病の患者
に対する医療等に関する法律に規定される指定難病の一つである [1]。主たる原因は SMN1
（survival motor neuron 1）遺伝子と SMN2 遺伝子によってコードされる SMN 蛋白質の減少に
ある。SMN1 遺伝子と SMN2 遺伝子はともに第 5染色体長腕に位置し、SMN1 遺伝子は完全長 SMN 蛋
白質を、SMN2 遺伝子はエクソン 7 と 8 に座位する 5 塩基の違いによって大部分がエクソン 7 を
欠く不安定な短縮型 SMN 蛋白質を合成する。約 95％の患者ではこの SMN1 遺伝子が欠失し、SMN2
遺伝子のみによる不安定な短縮型 SMN 蛋白質と少量の完全長 SMN 蛋白質しか合成出来ないこと
で発症する [1]。 
SMA の治療手段として、これまでに多くの研究グループが、SMN2 遺伝子の転写活性やスプライ

シングの調節、SMN 蛋白質の安定化、欠失する SMN1 遺伝子の導入、神経保護などの方法を開発
してきたが、現在までのところ、全ての患者に確実に有効な治療法の開発までには至っていない 
[1]。現在、我が国で保険収載されている治療薬としては、アンチセンス核酸医薬品であるヌシ
ネルセン（スピンラザ®）、遺伝子治療薬であるオナセムノゲンアベパルボベク（ゾルゲンスマ®）、
経口治療薬であるリスジプラム（エブリスディ®ドライシロップ）の３つがある。ヌシネルセン
とリスジプラムは内因性 SMN2 遺伝子のスプライシング修飾剤であり、オナセムノゲンアベパル
ボベクはアデノ随伴ウイルスベクターを用いた外因性の SMN1 遺伝子補充治療薬である [2]。い
ずれも理論的には優れた治療薬であるが、進行した段階の患者においてはその治療効果が限定
的であったり、患者間で治療効果にばらつきがあったりと課題も多い [2]。 
疾患特異的人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell, iPS 細胞）を用いた研究は、

その問題点を解決する一つのツールと考えられている。これまでの患者の線維芽細胞や動物モ
デルを用いた研究では、種差や個体差、細胞株の違い等による薬物代謝•動態関連分子や薬物標
的分子の相違並びにそれらの発現に影響する環境要因などを詳細に解析することが困難であっ
た。このため、患者疾患特異的 iPS 細胞を用いた医薬品の開発や薬物動態の解明には大きな期待
が寄せられており、実際、これまでに SMA においても、バルプロ酸ナトリウムや N-アセチルシ
ステインなどの治療薬が実際に解析可能であることや細胞株間で薬剤の応答性に違いがあるこ
と等が報告されている。しかしながら、これまでに薬剤応答性の個人差の解明を目指して、多数
の患者 iPS 細胞を用いて薬剤の有効性を統計学的に解析した報告はない。 
本研究は、iPS 細胞技術を用いた疾患の治療制御事例に繋がる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝的背景や臨床的背景の異なる多数の SMA 患者の iPS 細胞由来の神経細胞を

用いて、複数の試験管内疾患モデルを構築し、薬剤応答性の個人差の要因を解明することなどに
よって、SMA の標準的な治療法を開発する
ことが目的である。最終的には SMA モデ
ルマウスを用いて非臨床試験を行い、医
師主導治験に繋げることを目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、SMA に対して確実に効

果のある治療法の開発を目指して、まず
は患者 iPS 細胞を用いた SMA の試験管内
疾患モデルを構築し、SMA の病態や薬剤の
有効性を検証する。次に、遺伝的背景の異
なる多数の患者 iPS 細胞から複数の試験
管内疾患モデルを構築する。このモデル
を用いて、既報の開発候補薬剤や独自に
開発中の薬剤等を添加することによって
薬剤応答性の個人差を確認する。その後、その薬剤応答性の個人差の要因の解明や各種薬剤の添
加条件を検討することなどによって、SMA に対する汎用性の高い治療法を確立する。研究計画を
図 Aに示す。 
 
４．研究成果 
① SMA の患者からエピゾーマルベクターによる初期化誘導 6因子（OCT3/4. SOX2, KLF4, L-



MYC, LIN28, p53shRNA）の遺伝子導入にて患者 iPS 細胞を樹立した （図 B）。 
② 既報の無血清凝集浮遊培養法による分化誘導法を改良し、SMA 患者 iPS 細胞由来の脊髄運動

神経細胞及び星状膠細胞を試験管内で作製した。 
③ 正常コントロールの iPS 細胞として 201B7 株[3]を用いて比較検討したところ、患者 iPS 細

胞由来の神経系細胞において、⑴SMN 蛋白質の減少、⑵運動神経突起の伸長の低下、⑶星状
膠細胞数の増加、⑷脊髄運動神経細胞の細胞死の増加、⑸脊髄運動神経細胞数の減少が認め
られ、試験管内で SMA の病態が模倣出来ることを確認した（図 C）。 

④ 構築した SMA の試験管内疾患モデルの有用性を確認する目的で、申請者らが臨床試験等で
開発を進めてきた甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン類似薬（Tyrotoropin-releasing 
hormone analog, TRH）の薬効評価を行ったところ、TRH が患者 iPS 細胞由来の運動神経細
胞の完全長の SMN 蛋白質を増加するだけでなく、神経突起の伸長にも寄与することを見出
した（図 D）。 

⑤ TRH の完全長 SMN 蛋白質の上昇
メカニズムは SMN2 遺伝子の転
写活性の上昇とGSK-3βのリン
酸化によるSMN蛋白質の安定化
が寄与していることを多方面
からの解析で見出した。 

⑥ 試験管内へのTRH添加では効果
を示さなかった脊髄運動神経
細胞の細胞死の抑制について
も、フリーラジカルスカベンジ
ャー（エダラボン）に着目して
薬効評価を行ったところ、同薬
剤に脊髄運動神経細胞の細胞
死の抑制作用があることを確
認した（図 E）。 

⑦ エダラボンの細胞死の抑制効果は、エダラボンがミトコンドリア内の酸化ストレスを抑制
していることにあることを見出した（図 F）。さらに、エダラボンは、酸化ストレスの抑制
を介して核内の SMN 蛋白質を増加させ、神経保護作用や神経突起の伸長作用を有すること
も見出した。 

⑧ 臨床現場で抗てんかん薬として用いられているレベチラセタムについても SMA の試験管内
疾患モデルを用いて解析を行ったところ、核内の SMN 蛋白質は増加させないものの、レベ
チラセタムはミトコンドリア機能の回復を介して神経保護作用や神経突起の伸長作用を有
することも見出した。 

⑨ SMA モデルマウス（mSmn−/−, SMN2+/+, SMNΔ7+/+）（図 G）を用いて、酸化ストレスの抑制
作用により強い神経保護作用を有する新規ドコサヘキサエン酸誘導体について、その薬効
を評価したところ、同薬剤によって SMA モデルマウスの運動機能が改善することを確認し
た。 

⑩ SMA 病態の一つである星状膠細胞の増加についても SMA の試験管内疾患モデルや SMA モデ
ルマウスを用いて検討を行った。結果、星状膠細胞は脊髄中心管周囲に増加していることが
見出され、この星状膠細胞の増加・局在はγ-セクレターゼ阻害剤により改善され、さらに
γ-セクレターゼ阻害剤がSMAモデルマウスの運動機能の改善に繋がることを世界で初めて
見出した（図 H）。 

⑪ 同様に、SMA 病態における希突
起膠細胞の役割についてもこ
れまで不明のままであったが、
希突起膠細胞の分化・増殖が
SMA 病態で障害され、γ-セクレ
ターゼ阻害剤によりその病態
が回復することをこれも世界
で初めて見出した。 

⑫ 薬剤応答性の個人差の要因等
を解明するために、遺伝的背景
や臨床的背景の異なる計 19 名
の SMA 患者から線維芽細胞及び iPS 細胞の樹立を行った。臨床病期分類は、0型 0名、Ⅰ型
5名、Ⅱ型 9名、Ⅲ型 5名、Ⅳ型 0名で、遺伝学的には SMN 遺伝子のエクソン 7,8 の欠失及
び NAIP 遺伝子のエクソン 5,6 の欠失 3 名、SMN 遺伝子のエクソン 7,8 のみの欠失 12 名、



SMN 遺伝子のエクソン 7 のみの欠失 2 名、SMN 遺伝子のエクソン 7,8 及び NAIP 遺伝子のエ
クソン 5,6 ともに欠失なし 2名である。 

⑬ I 型 3 名と III 型 2 名の線維芽細胞にルフィナミドを添加したところ、ルフィナミドがⅢ型
の患者の SMN 遺伝子を上昇させることを確認した。また、ルフィナミドは、Ⅲ型の患者 iPS
細胞由来の運動神経細胞の神経突起を伸長させることも確認した（図 I）。 

⑭ 遺伝的背景や臨床的背景の異なる計 19 名の SMA 患者の線維芽細胞を用いて、各種抗てんか
ん薬の完全長 SMN 遺伝子の転写活性を網羅的に調べたところ、ルフィナミドがⅡ型やⅢ型
の患者の SMN 遺伝子を上昇させることを見出した。 
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