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研究成果の概要（和文）：脊髄筋萎縮症(SMA)患者の 95%以上に、SMN1 遺伝子のホモ接合性欠失
が認められる。このような SMA 患者では、SMN1 遺伝子とつよい相同性を有する SMN2 遺伝子が
残存していて、かなりの程度 SMN1 遺伝子の欠失を補償しているものと考えられている。実際、
SMN2 遺伝子のコピー数は、SMA の臨床的重症度と逆相関の関係が認められている。SMN1 遺伝子
と SMN2 遺伝子のプロモーター領域の塩基配列はほとんど同一であると報告されているが、
c.-318 GCC 挿入多型は SMN1 遺伝子プロモーター領域に特有のものであると考えられてきた。
今回の研究プロジェクトにおいて、私たちは、SMN2 遺伝子のコピー数が少ないことから重症で
あると予想されたのにもかかわらず、意外にも軽症であった SMN1 遺伝子欠失患者の SMN2 遺伝
子プロモーター領域を解析し、c.-318 GCC 挿入多型を見いだした。私たちは、この多型の SMN2
遺伝子転写に与える影響を解析し、脊髄性筋萎縮症治療法の開発を目指した。しかし、この
c.-318 GCC 挿入多型は SMN2 遺伝子プロモーターの転写活性を上昇させず、白血球中の SMN2 遺
伝子転写産物は他の 5 人の SMN1 遺伝子欠失患者より少なかった。c.-318 GCC 挿入多型を有す
るプラスミドを使ったレポーター遺伝子アッセイでも、この多型が転写効率に対してわずかで
はあるが負の効果を持っていることが明らかになった。結論として、SMN2 遺伝子プロモーター
の c.-318 GCC 挿入多型は、意外にも軽症であった臨床像には関係がなかったものと思われる。
また、このことは、非 SMN2 遺伝子関連症状修飾因子が SMA の重症度に関わっていることを示唆
している。また、c.-318 GCC 挿入多型は SMN2 遺伝子の転写活性を低下させることが明らかに
なった。このことは、SMA 治療の際には、SMN2 遺伝子の転写活性にかかわる薬剤の種類や量を、
c.-318 GCC 挿入多型の有無によって変える必要があることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：More than 95 % of spinal muscular atrophy (SMA) patients show homozygous deletion 
of SMN1. SMN2, a highly homologous gene of SMN1, compensates for the SMN1 deletion to some degree; copy number 
of SMN2 is inversely correlated to the clinical severity of SMA. Although the promoter sequences of the two 
genes are almost identical, c.-318 GCC insertion has been identified as a specific polymorphism to the SMN1 
promoter. In this study, we found c.-318 GCC insertion polymorphism in the SMN2 promoter of an SMN1-deleted 
SMA patient with milder phenotype than expected for low copy number of SMN2. However, transcript amount of 
SMN2 in the white blood cells was smaller than other five SMN1-deleted SMA patients, suggesting that the 
polymorphism did not increase the transcriptional activity. Besides, reporter gene assay using plasmid 
constructs with or without c.-318 GCC insertion polymorphism demonstrated that the polymorphism had a slightly 
negative effect on the transcription efficiency. In conclusion, c.-318 GCC insertion polymorphism in the SMN2 
promoter may not be associated with the milder phenotype of the patient, suggesting the presence of 
non-SMN2-related modifying factors of SMA severity. Our experimental data using plasmid constructs with or 
without c.-318 GCC insertion polymorphism suggested that in the case of medical treatment for SMA, it is 
necessary to change the kind and quantity of the SMN2 -activating medicine by the presence of c.-318 GCC insertion 
polymorphism. 
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SMN1 遺伝子のホモ接合性欠失が認められる。
このような SMA 患者では、SMN1 遺伝子とつよ
い相同性を有する SMN2 遺伝子が残存してい
て、かなりの程度 SMN1 遺伝子の欠失を補償
しているものと考えられている。実際、SMN2
遺伝子のコピー数は、SMA の臨床的重症度と
逆相関の関係が認められている。 
（２）SMN1 遺伝子と SMN2 遺伝子遺伝子のプ
ロモーター領域の塩基配列はほとんど同一
であると報告されているが、c.-318 GCC 挿入
多型は SMN1 遺伝子プロモーター領域に特有
のものであると考えられてきた。c.-318 GCC
挿入多型が転写活性に及ぼす影響について
は、いまだ報告がない。 
（３）今回の研究プロジェクトにおいて、私
たちは、SMN2 遺伝子のコピー数が少ないこと
から重症であると予想されたのにもかかわ
らず、意外にも軽症であった SMN1 遺伝子欠
失患者の SMN2 遺伝子プロモーター領域を解
析し、c.-318 GCC 挿入多型を見いだした。 
 
２．研究の目的 
（１）SMA 患者における重症度と SMN2 遺伝子
量との関係を明らかにする。 
（２）c.-318 GCC 挿入多型の一般集団におけ
る頻度、SMA 患者集団における頻度を明らか
にする。 
（３）c.-318 GCC 挿入多型の SMN2 遺伝子転
写に与える影響を解析し、脊髄性筋萎縮症治
療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）症例： 2 歳の男児で、定頚は生後４か
月、座位は生後 8カ月で達成したが、伝い歩
きは生後 18 カ月と遅く、2歳の時点で独歩不
能であった。臨床型は SMA3 型に近い SMA2 型
と判断した。 
（２）SMN1 遺伝子欠失試験：PCR-RFLP 法を
用いて、SMN1 遺伝子欠失を判定した。 
（３）SMN2 遺伝子量測定：リアルタイム PCR
法を用いて、SMN2 遺伝子コピー数を測定した。 
（４）SMN2 遺伝子プロモーター領域解析：
SMN2 遺伝子プロモーター領域のダイレクト
シーケンスを行った。 
（５）白血球中 SMN2 遺伝子転写産物測定： 
リアルタイム PCR 法を用いて、Total SMN2 
mRNA、FL SMN2 mRNA を測定した。 
（６）レポーター遺伝子アッセイ：c.-318 GCC
挿入多型を有する SMNプロモーターを挿入し
たルシフェラーゼ遺伝子ベクター、GCC 挿入
多型を有していない SMNプロモーターを挿入
したルシフェラーゼ遺伝子ベクターを用い
て、ルシフェラーゼアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（１）症例の遺伝子型：SMN1 遺伝子欠失を認
めた。SMN2 遺伝子量は２コピーであった。 

（２）症例における重症度と SMN2 遺伝子量
との関係：当研究室で遺伝子解析を行った
SMN1 遺伝子のホモ接合性欠失を認める患者
８９名に関して、SMN1 遺伝子欠失を認める
SMA患者の表現型とSMN2遺伝子量の関係を調
べた。SMN2 遺伝子量が２コピーの症例は 35
例あった。そのうち３３例（９４%）が重症
（SMA1 型）であり、本症例は例外的に軽症で
あった。 
（３）症例の SMN2 遺伝子プロモーター領域
の塩基配列：症例の一方の SMN2 遺伝子プロ
モーター領域に c.-318 GCC 挿入を認めた。
（４）c.-318 GCC 挿入の頻度：SMN1 遺伝子
欠失患者 50 例（症例は含まれていない）、健
常対照 50 例について、c.-318 GCC 挿入の頻
度を調べた。c.-318 GCC 挿入を有する人は、
SMN1 遺伝子欠失患者群にはいなかったが、健
常対象者群には 12 人（24％）いた。この結
果は、c.-318 GCC 挿入は、従来、SMN1 遺伝
子プロモーター領域に特有のものであると
考えられてきたことと一致する。また、症例
の SMN2 遺伝子プロモーター領域に c.-318 
GCC 挿入は例外的なことであることが分かる。 
（５）白血球中 SMN2 遺伝子転写産物測定：
それでは、症例の臨床症状が軽症であったこ
とと、SMN2遺伝子プロモーター領域に c.-318 
GCC 挿入が生じたこととは関連があるのか。
このことを検証する目的で、白血球中 SMN2
遺伝子転写産物の測定を行った。SMN1 遺伝子
欠失患者 5 例（臨床的には SMA2 型、SMN2 遺
伝子量は３コピー）と比較すると、Total SMN2 
mRNA 量、FL SMN2 mRNA 量は最も少なかった。
このことから、症例の白血球中 SMN2 遺伝子
転写産物は、症状軽減を期待できるほどに十
分には発現していなかった。 
（６）レポーター遺伝子アッセイ-1：作成し
たコンストラクトを培養神経芽細胞に導入
し、転写活性を比較した。その結果、c.-318 
GCC 挿入を有するコンストラクトの転写活性
は、有していないコンストラクトの転写活性
よりも低いことが明らかになった。 
（７）レポーター遺伝子アッセイ-2：c.-318 
GCC挿入多型領域近辺にはCREBサイトが存在
することから、cAMP に対する反応性の検討が
重要であると考えられた。cAMP に対する反応
性を検討するために、Bt2cAMP、フォルスコ
リンを添加したが、上記の傾向は変わらなか
った。すなわち、c.-318 GCC 挿入を有するコ
ンストラクトの転写活性は、有していないコ
ンストラクトの転写活性よりも低かった。 
（８）結論：SMN2 遺伝子プロモーターの
c.-318 GCC 挿入多型は、意外にも軽症であっ
た臨床像には関係がなかったものと思われ
る。また、このことは、非 SMN2 遺伝子関連
症状修飾因子が SMAの重症度に関わっている
ことを示唆している。 
また、c.-318 GCC 挿入多型は SMN2 遺伝子



の転写活性を低下させることが明らかにな
った。このことは、SMN2 遺伝子の転写活性に
かかわる薬剤の種類や量を、c.-318 GCC 挿
入多型の有無によって変える必要があるこ
とを示唆している。 
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