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研究成果の概要（和文）：ヒト人工多能性幹細胞(iPS細胞)を用いた病態モデリングにより、先天性筋無力症候
群(CMS)のインビトロ病態モデル構築に成功した。また、脊髄性筋萎縮症(SMA)の骨格筋病変のモデルを構築し、
SMAの原因遺伝子SMNが欠損した細胞では筋分化過程でミトコンドリアの機能異常が生じ、エネルギー代謝異常と
活性酸素の過剰産生により筋分化が損なわれることを見出した。また、SMNが筋分化過程で核内に移行し、ゲノ
ムに結合してmiRNAを含む複数の筋分化関連因子の転写制御に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in constructing an in vitrol model of congenital myasthenia 
syndrome (CMS) by using human induced pluripotent stem cells (iPS cells). We also constructed a 
model of skeletal muscle lesions in spinal muscular atrophy (SMA) and found that cells lacking SMN, 
the gene responsible for SMA, have abnormal mitochondrial function during muscle differentiation, 
resulting in impaired muscle differentiation due to abnormal energy metabolism and excessive 
production of reactive oxygen species. We also found that SMN localizes into the nucleus during 
muscle differentiation, binds to the genome, and is involved in the transcriptional regulation of 
several muscle differentiation-related factors, including miRNAs.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 脊髄性筋萎縮症　SMN　iPS細胞　骨格筋　miRNA　ミトコンドリア　転写制御　先天性筋無力症候群

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、CMSの病態モデル構築に成功した。また、SMAの骨格筋病変の発症機構の１つが明らかになった。
SMNの新しい機能として、SMNがゲノム上で特定の転写因子と相互作用し、その標的遺伝子の発現調節に関与して
いる可能性を示した。これらの成果は、ヒト体細胞における細胞種特異的な遺伝子転写制御の一端を明らかに
し、骨格筋を標的としたSMAの新規治療法の可能性を提示するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

神経筋接合部(Neuromuscular junction:NMJ) は運動神経終末と筋組織の接合部であり、シナ

プスが形成されている。NMJ では神経終末からアセチルコリンが放出され、筋収縮が引き起こ

される。NMJ 構成分子の構造的・機能的異常は筋力低下を主徴とする様々な疾患を引き起こす

が、ヒトにおける解析手法は in vivo の電気生理学的解析や病理学的解析に限られている。ヒト

NMJ の細胞生物学的な機能解析のためには、in vitro で NMJ を構築させる系が必要である。 

先天性・遺伝性の NMJ 疾患として、先天性筋無力症候群(congenital myasthenic syndrome: 

CMS)が知られている。CMS は NMJ の構成分子の変異により、NMJ の形成が妨げられて発症

する疾患であり、患者さんは筋力低下を主徴とする様々な症状に悩まされる。現在までのところ、

29 種の遺伝子の変異によって CMS が発症することが知られており(Engel AG, Curr Neurol 

Neurosci Rep 2018)、根本的な治療は存在せず、有力な治療法が存在しない疾患も多い。疾患の

病態解析や治療シーズ探索にはマウスなどのモデル動物などを用いた研究も精力的に実施され

ているが、そもそもヒトとマウスの NMJ の形態は異なっており、またヒト細胞を用いた in vitro

のアッセイ系の構築も進んでいない。このため、CMS の病態とヒト NMJ の発達における分子

生物学的な機構については不明な部分が多く残っている。 

また、脊髄性筋萎縮症(Spinal muscular atrophy: SMA)や筋萎縮性側索硬化症などの、従来は

運動神経の変性疾患と考えられていた疾患において、NMJ の病変が先行することが知られてお

り、synaptopathy という概念が提唱されている (Fogarty MJ, Neural Regen Res. 2019)。従っ

て、これらの運動神経疾患においても、NMJ の病態生理の理解と NMJ を標的とした治療法開

発は重要な課題である。Synaptopathy のうち、SMA は、Survival motor neuron (SMN)タンパ

クをコードする SMN1 遺伝子の機能喪失型変異によって発症する。最重症型の I 型では、乳児

期に呼吸不全によって死亡する。最近運動神経を標的にした新薬(ヌシネルセン)や遺伝子治療薬

(ゾルゲンスマ)が上市された。これらの治療薬は本疾患の予後改善に寄与する可能性が高い。し

かし、SMN 分子の機能はいまだに不明な部分が多く、他の神経筋疾患の病態への関与も示唆さ

れていることから、SMN の機能解析と SMA の病態解析は依然として重要な課題である。近年

SMA における NMJ・筋病変の関与が疑われているが、NMJ・骨格筋における SMN の機能は

ほとんど解明されていない。 

研究代表者らは、2019 年度までの科研費基盤 B において、多能性幹細胞から運動神経、骨格

筋、シュワン細胞を同時に誘導し、機能的・形態的に NMJ を構築する系を構築した。また、こ

の系を用いて、SMA の NMJ 病変をモデリングし、NMJ の機能評価を行うことに成功した(Lin 

CY, JCI insight 2019)。本申請では、これまでの科研費による成果を活かし、研究代表者らが構

築したヒト NMJ 分化系を用いて、NMJ 疾患の疾患モデル構築及び病態解析を実施し、これら

の疾患に苦しむ患者さんの診断治療に貢献することを目指す。特に CMS と SMA を対象疾患と

して研究を進める。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は以下の通りである。 

(1) CMS 及び SMA を対象とした筋病変、NMJ 病変の疾患モデルを構築する。 

(2) (1)の疾患モデルを利用し、筋病変、NMJ 病変の病態生理を解明する。 



研究代表者らは、ヒト多能性幹細胞のみに由来する、機能的に成熟した NMJ の構築に成功し

た。この系は完全に研究代表者のオリジナルであり、同様の報告は世界的に見ても存在しない。

研究代表者らの系は、既報の in vitro NMJ 分化系に比して、①異種細胞の混合を要しない、②

セルソーティングなどの煩雑な手技を要しない、③形態的・分子生物学的に成熟した NMJ を得

ることができる、④NMJ 依存性の筋収縮を定量的に観察できる、という利点を有する 

そこで、確立した SMA の NMJ ないし骨格筋モデルを用いて、筋肉における SMN の機能を

解明する。 

 

３．研究の方法 

 まず疾患モデルを構築するための多能性幹細胞株を構築する。疾患 iPS 細胞のほか、既に安

定して NMJ や骨格筋細胞が形成されることがわかっている野生型 iPS 細胞株を対照として用

い、CMS や SMA に関連した遺伝子をノックアウト、ノックダウンすることによって病態モデ

ルを構築する。CMS については、樹立した iPS 細胞の性状評価を行い、MYOD1 遺伝子を導入

し、NMJ への分化を開始する。NMJ の分化効率は免疫染色(Synaptic vesicle 2+αBTX)を用い

て行う（すでに手法は確立）。効率が安定していることを確認の上、後述の NMJ の機能評価を

実施する。SMA については、骨格筋モデルでの解析を主として行い、並行して NMJ の機能評

価を行う。 

 

４．研究成果 

CMS について 

ACRE (アセチルコリン受容体 ε サブユニット)を CRISPR/Cas システムによってノックア

ウトした iPS 細胞を作製し、ジェノタイピングを行ったところ、フレームシフト変異が導

入されており、確かにノックアウトが出来ていることを確認した。これを研究代表者らが開

発した方法によって神経筋接合部に分化誘導したところ、神経筋接合部形成能の著明な低

下を認めた。また神経細胞を光遺伝学的手法で興奮させ、筋収縮を見たところ、筋収縮能の

低下を認めた。以上より、病態モデルの構築、再現に成功したと考え、現在論文投稿準備中

である。 

 

SMA について 

筋病変モデルを中心に記述する。ま

ず、健常者由来 iPS 細胞（WT-iPS）

に SMN を標的とする shRNA を導入

し SMN をノックダウンした SMN 欠

損 WT-iPS 細胞を作製した。また、

SMA 患者由来 iPS 細胞（SMA-iPS）

に SMN を補充した SMN 補充 iPS 細

胞を作製た。次に、これらの細胞に対

して、骨格筋分化に重要な転写因子で

ある MYOD1 を人工的に発現させる

ことで、骨格筋細胞へ分化誘導した。

その結果、SMN 欠損 WT-iPS 細胞お

よび SMA-iPS 細胞由来骨格筋細胞、 図 1 SMA 関連の成果の概要 



つまり、SMN を欠損している２種の細胞において、分化開始の 6 日目にミトコンドリアの

酸素消費量が低下することを確認した（図 2A）。さらに、SMN を持たない上記２種の細胞

について、骨格筋分化の過程におけるミトコンドリアの機能制御に重要な MYOD1、miR-

1 および miR-206 の発現量が低下していた（図 2B、2C）。 

図 2 SMN 欠損骨格筋細胞におけるミトコンドリアの酸素消費量低下と MYOD1、 

miR-1 および miR-206 の発現量低下 

A. 分化開始 6 日目のヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞のミトコンドリアの酸素消費量 

B. 分化開始 3 日目のヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞における内因性 MYOD1 の発現量 

(分化誘導のために導入した外因性 MYOD1 と区別して解析) 

C. 分化開始 3 日目と 6 日目のヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞における miR-1 

および miR-206 の発現量 

 

 次に、SMN の骨格筋分化過程における機能に着目して解析を進めた。ヒト iPS 細胞を骨

格筋細胞に分化する過程における SMN の発現量と細胞内での局在を調べたところ、分化開

始前と比べて、分化 3 日目において SMN の発現量が増加しており、細胞核内に一様に分布

をすることを見出した（図 3A、3B）。この結果より、骨格筋分化過程に、SMN がゲノム上

で何らかの機能を持つ可能性を考えた。また MYOD1 の転写は、タンパク質である MYOD1

がゲノム上の自己の MYOD1 遺伝子の転写調節領域に結合することで制御されており、

SMN 欠損下では MYOD1 の発現量が低下することが知られていることから、SMN が転写

調節領域において MYOD1 の転写制御へ関与している可能性を調べた。結果、ChIP-qPCR

法により、MYOD1 遺伝子の転写開始点上流において SMN がゲノムに結合していることが

明らかになった（図 3C）。さらに、共免疫沈降法注による解析の結果、SMN と MYOD1 が

物理的に相互作用していることが確認された（図 3D）。 

 また、これまでに miR-1 および miR-206 の転写についても、転写調節領域に MYOD1 が

結合することで、制御されていることが知られていた。そこで、miR-1 および miR-206 に

ついても、SMN がこれらの miRNA の転写調節領域に結合しているかを ChIP-qPCR 法に

よって調べたところ、同様に SMN の結合が認められた（図 3E）。 



 これらの結果を合わせると、SMN は骨格筋分化の特定の時期に、MYOD1、miR-1 およ

び miR-206 の転写調節領域に結合することによって、転写活性の制御に関与していること

が示唆された。 

図 3 MYOD1、miR-1 および miR-206 の転写開始点上流への SMN の結合 

A. 分化開始 0 日目と 3 日目のヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞における SMN タンパク質の発

現量 

B. 分化開始 0 日目と 3 日目のヒト iPS 細胞由来骨格筋細胞における SMN の細胞核におけ

る分布 

C. MYOD1 の転写開始点上流における SMN の結合 

D. SMN と MYOD1 の物理的相互作用 

E. miR-1 および miR-206 の転写開始点上流における SMN の結合 

 

 最後に、SMA において発現量の低下している miR-1 および miR-206 を骨格筋へ導入す

ることが、SMA の治療法として有効かを検証した。SMA モデルマウスより単離した骨格

筋幹細胞に、miR-1 または miR-206 もしくはその両方を導入後、筋管細胞へ分化誘導し、

疾患表現型が改善するかを評価した。その結果、miR-1 および miR-206 の導入によって、

ミトコンドリアの酸素消費量の上昇と筋管細胞の形成能の改善が認められた。さらに、miR-

1 と miR-206 の導入によって、筋管細胞の収縮機能が改善するかを、筋管細胞の収縮加速

度を解析することで検証した。その結果、miR-1 と miR-206 を導入した SMA モデルマウ

ス由来筋管細胞の収縮加速度が、野生型マウス由来筋管細胞と同程度の値まで回復した。 

以上より、miR-1 と miR-206 の遺伝子導入は、SMA モデルマウス由来の筋管細胞の疾患

表現型を改善することが明らかになった。この結果は、miR-1 と miR-206 が SMA の骨格

筋を標的とした治療に有効な因子であることを示唆している(Ikenaka A, Life Science 

Alliance 2023)。本研究により、SMA の骨格筋病変の発症機構の１つが明らかになった。

また、SMN の新しい機能として、SMN がゲノム上で特定の転写因子と相互作用し、その

標的遺伝子の発現調節に関与している可能性を示した。これらの成果は、細胞種特異的な遺

伝子転写制御の一端を明らかにし、骨格筋を標的とした SMA の新規治療法の可能性を提示

するものである。 
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