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Salbutamol inhibits ubiquitin-mediated survival motor neuron protein 

degradation in spinal muscular atrophy cells 

サルブタモールは，脊髄性筋萎縮症細胞における，ユビキチンを介した

SMN蛋白分解を阻害する

【背保】

脊髄性筋萎縮症（以下SMA)は、頻度の高い小児迎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。 SMAは常染色体劣性迫伝疾

患であり、 5番染色体上の SMNl迫伝子が責任遺伝+である。 95%以上の患者において SMNl迫伝+

の欠失、残りの患者に SMNl迫伝＋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。

SMN2迫伝子はSMNl迫伝＋と相同で同じ蛋白をコードしているが、 SMNl迫伝＋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迫伝＋が存在していても、 SMNl迫伝＋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迫伝子の利用が考えられている。 SMN2迫伝＋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ている。
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［目的】

SMA治療薬候補としてサルプタモールが報告されている。サルプタモールは気管支拡張剤としてよ

く用いられるB2ーアドレナリン作動薬である。サルプタモールが SMA患者細胞において SMN蜃白を

増加させる。その機序としては、 SMN2姐伝千転‘引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きた。しかし、この機序を確かめる研究は少なく、その研究報告の根拠は弱いよ

うに思われた。そこで、本研究では、サルプタモールが SMN蛋白を増加させる機序を解明することを

目的とした。

（要旨は 1, 0 0 0字-2, 000字程度）

［方法・結果］

［サルプタモールは SMN蛋白益を増加させる］

SMA患者椋維芽細胞 (SMNl迫伝＋は完全に欠失し、 SMN2迫伝子が 3コピー残存している）に、

各種沿度のサルプタモール(o.005,0.05, 0.5μM)を添加し、 36時間経過を観察したが、明らかなSMN2

迎伝＋転写産物の発現変動は認められなかった。しかし、サルプタモール用証依存的に、 SMN蛋白紐

の増加が認められた。このことより、サルプタモールには、 SMN2迫伝＋転写産物の間節を介さないで、

SMN蜃白伍を増加させる機序が存在するものと思われた。



[PKA阻害剤は、サルプタモールによる SMN蛋白益増加を抑制する）

~2 ーアドレナリン受容体の下流蛋白である PKA が SMN2 蛋白凸に及ぼす影智を知るために実験を

行った。SMA患者線維芽細胞に、サルプタモール(0.5μM)とPKA阻害剤(14-22amide cell・permeable, 

myristoylated: 1 mM)を添加したところ、サルプタモールの効果は完全に抑制され、 SMN2蛋白伍の

増加は認められなくなった。このことより、サルプタモールによる SMN蚕白伍の増加には、 PKAの働

きが必須であることが明らかになった。

［サルプタモールは、 SMN蛋白ユピキチン化を抑制する］

HeLa細胞にサルプタモール (20μM)を添加し、免疫沈降法を用いて、ユピキチン化SMN蛋白を

検出した。この際、ユピキチン化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。サルプタモールはHeLa細胞のユピキチン化SMN蛋白の割合を減少させていたこ

とから、サルプタモールが SMN蛋白ユピキチン化を抑制する機序が考えられた。

［脱ユビキチン化阻害剤は、サルプタモールによる SMN蛋白益増加を抑制する］

SMA患者線維芽紐胞に、サルプタモール (0.5μM)と脱ユピキチン化阻害剤 (PR-619: 10μM) 

を添加したところ、サルプタモールの効果は有意に抑制され、SMN2蛋白伍の増加が有慈に抑制された。

このことより、 SMA患者線維芽細胞におけるサルプタモールによる SMN蛋白伍の増加は、ユビキチ

ン化の抑制であることが明らかになった。

【結語】

本研究により、サルプタモールがPI{A経路を介してSMN蛋白のユビキチン化を抑制することを明ら

かにした。本研究成果は、 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

を示唆しており、新しいSMA治療法の開発につながる重要な基礎的知見になると考えられる。

本研究は、サルプタモールが脊髄性筋萎縮症紅胞の SMN蛋白伍を増加させる機序を研究したもので

あるが、従来、ほとんど知られていなかったサルプタモールと SMN蛋白ユピキチン化との関連につい

て重要な知見を得たものとして価値ある集租であると認める。よって、本研究者は、博士（医学）の学

位を得る資格があると認める。



学位論文の内容要旨

Salbutamol inhibits ubiquitin・mediated survival motor neuron 

protein degradation in spinal muscular atrophy cells 

サルプタモールは，脊髄性筋萎縮症細胞における，ユビキチンを介した SMN蛋白分解を阻害する

NUR IMMA FATIMAH HARAHAP 

神戸大学大学院医学系研究科医科学専攻

疫学

指導教員：西尾 久英教授

且一殷

[SMA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。

［責任逍伝子： SMNI迫伝子について] SMAは常染色体劣性追伝疾患であり、 5番染色体上

のSMNI迫伝子が買任迫伝子である。 95%以上の患者においてSMNI追伝子の欠失、残りの患

者に SMNI追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。

［相同逍伝子： SMN2迅伝子を利用する治旅戦略について] SMN2迫伝子はSMNl追伝子と

相同で同じ蛋白をコードしているが、 SMNl追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、機能をもたない斑白を在生することが多い。そのため、 SMN2迫伝子

が存在していても、 SMNl迫伝子異常による SMA発症を阻止できない。近年、 SMAの治叙戦

略として SMN2迫伝子の利用が考えられている。 SMN2迫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が治旅できると考えられるようになったのである。

[SMA治旅薬候補：サルプタモールについて］ サルプタモールは気管支拡張剤としてよく用

いられる/32ーアドレナリン作動薬である。これまでに、サルプタモールがSMA患者細胞にお

いてSMN班白を増加させることが報告されている。その機序としては、 SMN2迅伝子転写産物

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きた。しかし、この機序を

確かめる研究は少なく、その研究報告の根拠は弱いように思われた。そこで、研究者らは、サル

プタモールがSMN斑白を増加させる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。

方法・結果

［サルプタモールは SMN蛋白量を増加させる] SMA患者線維芽細胞 (SMNl迫伝子は完全

に欠失し、 SMN2迅伝子が3コピー残存している）に、各種裟度のサルプタモール (0.005,0.05, 

0.5μM)を添加し、 36時間経過を観察したが、明らかなSMN2迅伝子転写産物の発現変動は認

められなかった。しかし、サルプタモール用伍依存的に、 SMN蛋白屈の増加が認められた。こ

のことより、サルブタモールには、 SMN2迫伝子転写産物の調節を介さないで、 SMN蛋白伍を

増加させる機序が存在するものと思われた。



[PKA阻害剤は、サルプタモールによる SMN缶白岳増加を抑制する] /3 2ーアドレナリン

受容体の下流蚕白である PKAがSMN2蚕白屈に及ぽす影唇を知るために実験を行った。 SMA

患者線維芽細胞に、サルプタモール (0.5μM)と PKA阻害剤(14-22amide cell・permeable, 

myristoylated : 1 mM)を添加したところ、サルプタモールの効果は完全に抑制され、 SMN2班

白最の増加は認められなくなった。このことより、サルプタモールによる SMN蚕白屈の増加に

は、 PKAの働きが必須であることが明らかになった。

［サルプタモールは、 SMN班白ユピキチン化を抑制する] HeLa細胞にサルプタモール (20

μM)を添加し、免疫沈降法を用いて、ユピキチン化 SMN蚕白を検出した。この際、ユピキチ

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・I32も用いた。サ

ルプタモールはHeLa細胞のユピキチン化SMN班白の割合を減少させていたことから、サルプ

タモールがSMN蛋白ユピキチン化を抑制する機序が考えられた。

［脱ユピキチン化阻害剤は、サルプタモールによる SMN斑白伍増加を抑制する] SMA患者

線維芽細胞に、サルプタモール (0.5μM)と脱ユピキチン化阻害剤 (PR・619: 10μM)を添加

したところ、サルプタモールの効果は有意に抑制され、SMN2蛋白屈の増加が有、意に抑制された。

このことより、 SMA患者線維芽細胞におけるサルプタモールによる SMN蛋白屈の増加は、ユ

ピキチン化の抑制であることが明らかになった。

紐

［サルプタモールは、 PKA経路を介してSMN班白ユビキチン化を抑制する］ 研究者は、サ

ルブタモールによる SMN蚕白増加の機序には、 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。

［新しい SMA治旅戦略の方向性を示す］ この発見は、 SMAの治旅戦略として、 SMN班白

の分解を調節するという方向性があることを示唆している。




