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研究成果の概要（和文）：脊髄性筋萎縮症(SMA)は、SMN1遺伝子欠失で生じる遺伝性神経筋疾患である。最近、交感神
経作動薬のサルブタモールがSMA患者の症状を改善すると報告された。我々は、その機序を解明するためにSMN1遺伝子
欠失線維芽細胞にサルブタモールを投与したところ、SMN2遺伝子由来のSMN蛋白が増加した。PKA阻害剤、脱ユビキチン
化酵素阻害剤）を投与したときには、その効果は抑制された。また、HeLa細胞の実験で、サルブタモールがSMNのユビ
キチン化を阻害することが示された。以上より、同剤の「PKAシグナル伝達系を介してSMN蛋白のユビキチン化を阻害し
、SMN蛋白を増加させる」という機序が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Spinal muscular atrophy (SMA) is a genetic neuromuscular disorder. SMA is caused 
by the loss of the SMN1 gene. Although the SMN2 gene also produces SMN protein, it is not enough to 
compensate for the loss of the SMN1 gene. Salbutamol (adrenergic drug) was reported to improve SMA 
symptoms. To clarify the mechanism, we treated SMA fibroblasts lacking the SMN1 gene with salbutamol, and 
analyzed SMN2 mRNA and SMN protein levels. Salbutamol increased SMN protein levels in a dose-dependent 
manner, although SMN2 mRNA levels were not changed. The salbutamol-induced increase in SMN protein level 
was blocked by PKA inhibitor and deubiquitinase inhibitor. Immunoprecipitation assay using HeLa cells 
showed that salbutamol decreased ubiquitinated SMN protein levels, suggesting that salbutamol inhibited 
ubiquitination. These findings suggest that salbutamol increases SMN protein levels in SMA cells by 
inhibiting ubiquitin-mediated SMN degradation via activating β2-adrenergic receptor-PKA pathways.

研究分野： 小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）SMA の臨床像について 脊髄性筋萎
縮症（以下 SMA）は、頻度の高い小児運動
ニューロン病である。SMA は 3 つの臨床型
に分類される。1 型は生後 6 ヶ月までに発症
する急性・重症型である。2 型（中間型）は
生後 18ヶ月までに発症する中等症型である。
3 型は 18 ヶ月以降に発症する軽症型である。 
（２）SMA の責任遺伝子について SMA は
常染色体劣性遺伝疾患であり、5 番染色体上
の SMN1 遺伝子が責任遺伝子である。95％
以上の患者において SMN1 遺伝子の欠失、残
りの患者に SMN1 遺伝子内変異が認められ
る。現在、SMA は、SMN 蛋白の発現低下あ
るいは機能低下によって引き起こされる疾
患であると理解されている。 
（３）治療戦略について SMN2 遺伝子は
SMN1 遺伝子と相同で同じ蛋白をコードし
ているが、SMN1 遺伝子とはスプライシング
が異なり、エクソン 7 をスキップした転写産
物や、機能をもたない蛋白を産生することが
多い。そのため、SMN2 遺伝子が存在してい
ても、SMN1 遺伝子異常による SMA 発症を
阻止できない。近年、ＳＭＡの治療戦略とし
て SMN2 遺伝子の利用が考えられている。
SMN2 遺伝子転写産物の発現増加、スプライ
シング修正によって SMA が治療できると考
えられるようになったのである。 
 
 
２．研究の目的 
 

サルブタモールは気管支拡張剤としてよ
く用いられるβ２－アドレナリン作動薬で
ある。最近、サルブタモールが SMA 患者の
臨床症状を改善したという報告が出た。その
後、患者細胞において SMN 蛋白を増加した
という報告も出た。それらの報告では、その
機序として、SMN2 遺伝子転写産物の発現を
増加させ、かつスプライシングを修正するた
めと考えられている。しかし、この機序を確
かめる研究は少なく、我々は、これまでの実
験からそのような報告の根拠は弱いように
思われた。そこで、我々は、サルブタモール
が SMN 蛋白を増加させることを確認し、か
つその機序を解明するために、SMA 患者線
維芽細胞、HeLa 細胞を用いて実験を行った。 

 
 

３．研究の方法と結果 
 
（１）実験「サルブタモールは SMN 蛋白量
を増加させるか」 

 
SMA 患者線維芽細胞（SMN1 遺伝子は完

全に欠失し、SMN2 遺伝子が 3 コピー残存し
ている）に、各種濃度のサルブタモール
（0.005, 0.05, 0.5 µM）を添加し、36 時間経
過を観察したが、明らかな SMN2 遺伝子転写

産物の発現変動は認められなかった。 Fig.1
に完全長型 SMN2 遺伝子転写産物の発現レ
ベルを示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
しかし、サルブタモール用量依存的に、

SMN 蛋白量の増加が認められた(Fig.2)。こ
のことより、サルブタモールには、SMN2 遺
伝子転写産物の調節を介さないで、SMN 蛋
白量を増加させる機序が存在するものと思
われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

（２）実験「PKA 阻害剤は、サルブタモー
ルによる SMN 蛋白量増加を抑制するか」 

   
β２－アドレナリン受容体の下流蛋白で

ある PKA が SMN2 蛋白量に及ぼす影響を知
るために実験を行った。SMA 患者線維芽細
胞に、サルブタモール（0.5 µM）と PKA 阻
害 剤 (14 – 22 amide cell-permeable, 
myristoylated：1 mM)を添加したところ、サ
ルブタモールの効果は完全に抑制され、
SMN2 蛋白量の増加は認められなくなった
(Fig.2)。このことより、サルブタモールによ



る SMN 蛋白量の増加には、PKA の働きが必
須であることが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（３）実験「サルブタモールは、SMN 蛋白
ユビキチン化を抑制するか」 

 
HeLa 細胞にサルブタモール（20 µM）を

添加し、免疫沈降法を用いて、ユビキチン化
SMN 蛋白を検出した。この際、ユビキチン
化 SMN 蛋白の検出を容易にするために、プ
ロテオソーム阻害剤である MG-132 も用い
た。サルブタモールは HeLa 細胞のユビキチ
ン化 SMN 蛋白の割合を減少させていたこと
から、サルブタモールが SMN 蛋白ユビキチ
ン化を抑制する機序が考えられた。 

 
 
 

（４）実験「脱ユビキチン化阻害剤は、サル
ブタモールによるSMN蛋白量増加を抑制する
か」 

 
SMA 患者線維芽細胞に、サルブタモール

（0.5 µM）と脱ユビキチン化阻害剤（PR-619：
10 µM）を添加したところ、サルブタモール
の効果は有意に抑制され、SMN2 蛋白量の増加
が有意に抑制された(Fig.4)。このことより、
SMA 患者線維芽細胞におけるサルブタモール
による SMN 蛋白量の増加は、ユビキチン化の
抑制であることが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

４．研究成果 
（１）我々は、一連に実験で、サルブタモー
ルによる SMN 蛋白量増加の機序には、PKA 経
路を介してSMN蛋白ユビキチン化を抑制する
経路があることを見出した。 
（２）以上の成果より、ＳＭＡの治療戦略と
して、SMN 蛋白の分解を調節するという方向
性があることが示された。 
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