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略語 

 

4-HNE 4-Hydroxynonenal 
6MP 6-mercaptopurine 
a.a. amino acid 
ADMA asymmetric di-methyl arginine 
ALS amyotrophic lateral sclerosis 
APS ammonium peroxodisulfate 
CIAP Calf Intestine Alkaline Phosphatase 
CPT camptothecin 
DCL Dehydrocostus lactone 
DMF Dimethyl fumarate 
DMSO dimethylsulfoxide 
DW deionized water 
EA ethacrynic acid 
FBS fetal bovine serum 
FBS fetal bovine serum 
HCMF HEPES buffer, Ca2+-and Mg2+-free 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
MAO Monoamine Oxidase 
mRNA messenger RNA 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PFA paraformaldehyde 
PMA phenylmercuric acetate 
PML promyelocytic leukaemia 
Puro Puromycin Dihydrochloride 
PVA poly-vinyl alcohol 
PVDF polyvinylidene difluoride 
RNA ribonucleic acid 
SA sanguinarium chloride 
scaRNA small Cajal body-associated RNA 
SDMA symmetric di-methyl arginine 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SIM structured illumination microscopy 
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SMA spinal muscular atrophy 
SMN1  survival motor neuron 1  
snoRNA small nucleolar RNA 
snRNA small nuclear RNA 
snRNP small nuclear ribonucleoprotein 
SSC saline sodium citrate 
TDE 2,2’-thiodiethanol 
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

  



 

 

6 

 

 

序論 

 
非膜オルガネラとその機能 
細胞内には様々な細胞小器官 (オルガネラ) が存在している。よく知られているオル

ガネラはミトコンドリア、ゴルジ体、葉緑体などがあるが、これらは二重の脂質膜に囲

まれた特徴をもつ構造体である。しかし、脂質膜を持たないオルガネラである非膜オル

ガネラも多数存在し、これらの構造体はタンパク質や mRNA などの高分子が混み合っ

て存在する細胞内で、機能的に関係する分子を濃縮することで様々な生理機能を発揮す

る。非膜オルガネラには核小体、カハール体、核スペックル、PML ボディなどが挙げら

れる。核小体はリボソーム RNA の転写やプロセシングの場、カハール体はスプライシ

ングを触媒するスプライソソームのサブユニットである snRNP と呼ばれる核内低分子

RNA (snRNA) とタンパク質複合体の成熟化、核スペックルはスプライシング因子の集

積、PML ボディは DNA の複製や転写、エピジェネティック制御に関わるなど、それぞ

れの構造体が遺伝子発現に必要な機能を提供するための重要な場となっている。 
非膜オルガネラの構成因子には RNA やアミノ酸の組成が偏った天然変性領域を持つ

タンパク質が含まれていることが特徴である。非膜オルガネラの形成機構は、構成タン

パク質や RNA の多価の相互作用による液-液相分離によると考えられているが 1, 2、こ

のような形成原理が提唱されたのは最近であり、個別の構造体でその形成や消失が円滑

に進む仕組みには不明な点が多い。 
 
カハール体は snRNP生合成を効率よく進める 
細胞がタンパク質を生成するためには、スプライシングによりゲノム DNA から転写

された pre-mRNA からイントロンを除いてエキソンを接続し、mRNA が作られる必要

がある。スプライシングはスプライソソームに触媒されることによって行われる 3。ス

プライソソームのサブユニットは snRNP と呼ばれる、核内低分子 RNA (snRNA) とタ

ンパク質複合体 snRNA と構成タンパク質からなる snRNP であり、U1、U2、U4、U5、
U6 snRNP の 5 つのからなる 3。スプライシングでこれらの snRNP は、まず U1 snRNP
により標的の RNA の 5’スプライス部位と相補的な塩基対を形成して結合し、その後 U2 
snRNP が RNA の分岐部位に結合する。そして U4 / U6. U5 tri-snRNP が結合した後、U1、
U4 snRNP が放出され、U6 と U2 snRNP が相互作用してスプライシング反応が進んでい

く。 
これらの snRNP の成熟は核内の非膜オルガネラの一つであるカハール体が多段階で

関与することで、効率よく行われる。カハール体の主要構成因子は Coilin タンパク質で

あり、他に SMN タンパク質と Gemin2-8 タンパク質が含まれる SMN 複合体や、snRNA
や核小体低分子 RNA (snoRNA)、そして snRNA のメチル化とシュードウリジン化修飾

する際にガイドとして機能するカハール体局在低分子 RNA (scaRNA) など、多種の短



 

 

7 

 

 

鎖 RNA が局在する構造体である 4。カハール体に snRNP が蓄積することで効率よく成

熟化の過程が進行することが知られており、カハール体により tri-snRNP 形成効率は核

質の 10 倍以上に達すると報告され 5、snRNP の高次複合体の形成効率を向上させてい

る。またゼブラフィッシュ胚では coilin をノックダウンすると発生が停止し、snRNP の

注入で回復することから 6、カハール体は効率的な snRNP 形成を促進し、発生過程など

多数の転写産物処理時に必要な大量のスプライソソームの安定供給に重要と考えられ

る。 
カハール体は全ての細胞で存在するのではなく、平滑筋細胞や心筋細胞、皮膚細胞、

脾臓実質細胞など、成体組織のある種の細胞では、カハール体は観察されないことが報

告されている 7。カハール体の形成は核内の snRNP のレベルと RNA プロセシング速度

により決定されることが示唆されており 8, 9、生体内においても、カハール体の数は転

写速度の変化に素早く反応することができることが示されている 10。 
 

snRNP生合成過程とカハール体 
snRNP の成熟過程を Figure 1 に示す。 
まず snRNP の骨格となる snRNA は核内で RNA ポリメラーゼⅡにより転写され、カ

ハール体に集積する 11。この時の snRNA は前駆体の pre-snRNA であり 3’末端に短いオ

ーバーハングと 5’末端は 7-メチルグアノシン (m7G) キャップを持つ。まず pre-snRNA
の m7G キャップのキャップ結合複合体 (CBC) が結合し 12, 13、その後 snRNA と CBC に

結合する snRNA 特異的輸出アダプターである Phosphorylated adapter RNA export protein 
(PHAX)、Arsenite-resistance protein 2 (ARS2) が結合し 14、3’末端が一部切断される 15。

次に PHAX の核外輸送シグナルに export receptor chromosome region maintenance 1 
(CRM1) が結合し核外輸送複合体を形成し、核膜孔を通り snRNA は核外へと輸送され

る 16。PHAX はカハール体に局在しており PHAX の活性阻害は pre-snRNA のカハール

体への蓄積を促進することから 17、pre-snRNA はこれらのタンパク質の複合体の結合が

起こることによりカハール体から離れると考えられている。 
細胞質に移行すると snRNA は核外輸送複合体と解離する。その後、細胞質での snRNP

の成熟として、SMN タンパク質と Gemin2-8 と unrip (unr interacting protein) からなる

SMN 複合体により snRNA の Sm 結合配列への Sm コアの形成の促進と、それに続き 5’
キャップのハイパーメチル化が起こる。 

SMN は保存された領域として N 末端側に Gemin2 結合領域、中央に tudor ドメイン、

C 末端側に YG ボックスという領域を持つ。SMN は SMN をコードする遺伝子 SMN1 遺

伝子の exon2a に当たる領域で Gemin2 と結合し 18、exon6 と 7 の一部に位置する YG ボ

ックスに Gemin3 と Gemin8 が結合し、ほかの SMN 複合体の構成タンパク質はこれら

に結合することで SMN 複合体を形成する 19。カハール体の骨格となる主要な構成タン

パク質は Coilin であるが、SMN は snRNA の輸送を介してカハール体形成を誘導すると
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され、SMN のノックダウンによりカハール体が消失することが報告されており、カハ

ール体形成と snRNP の集積には SMN による輸送が必要である 20, 21。 
Sm コアは 7 つの Sm タンパク質 SmD1、D2、F、E、G、D3、B からなる。個々の SMN

複合体成分の重要性を分析した研究から、SMN と Gemin2-4 が Sm コアの構築に必須で

あることが明らかになっている 20。Sm タンパク質は pICln に結合しており、その状態

では snRNA への結合は阻害されている。Sm タンパク質は SmB / B′–D3、D1–D2、E–F–
G の 3 つのサブユニットを形成しており、SmD3、SmB、SmD1 の C 末端のアルギニン

残基がタンパク質アルギニンメチルトランスフェラーゼである PRMT5 によりメチル化

されることによって、SMN 複合体との相互作用が高まる 22, 23。そして SMN 複合体の

SMN と Gemin2 が pICln に結合した Sm タンパク質と直接会合し、pICln からの遊離を

誘導する 24。また、Gemin5 は snRNA の特徴である 5′キャップと Sm 部位に直接結合し
25、snRNA の認識に働くと考えられる。Gemin3 はヘリカーゼであり、snRNA の Sm 部

位を露出させ Sm タンパク質との結合を可能にする snRNA の ATP 駆動型の構造変化を

促進する 26。このように SMN 複合体 27によって、Sm タンパク質の snRNA の保存され

た Sm 結合部位への集合が促進され、リング状の Sm コア構造が形成される。 
Smコア形成後、トリメチルグアノシン合成酵素 TGS1によって snRNA の 5’の 7-メチル

グアノシンキャップは更にメチル化を受け、2,2,7-トリメチルグアノシン (m3G) に変換

される。hTGS1 は snRNP の成熟過程で必須の遺伝子であり、この hTGS1 をノックダウ

ンすると、カハール体が形成されなくなることが知られている 9。 
そして最後に 3’末端がプロセシングされ、細胞質での成熟を終え、m3G キャップに

snurportin1（SPN1）というアダプタータンパク質が結合し、snRNP インポートの促進を

する。SMN は SPN1 と importinβ の両方と相互作用し、Sm コアとインポート機構の橋

渡しをし、核移行する。 
核移行した snRNP と SMN 複合体はカハール体に局在することが知られている。カハ

ール体に局在する Coilin は PRMT5 により C 末端に位置する RG 配列のアルギニンの対

称的なジメチル化修飾 (SDMA) を受ける。この SDMA 修飾に依存して SMN はカハー

ル体に局在することが知られている 28。SMN は SDMA と相互作用する tudor ドメイン

があり、Coilin の SDMA と相互作用する 29 ことでカハール体形成を誘導し、snRNP が

カハール体に繋留される。 
カハール体に蓄積した snRNP は snRNA の修飾と特異的タンパク質の付加を受ける。

カハール体では snRNA の修飾を行う scaRNA が蓄積しており U1、U2、U4、U5 snRNA 
がカハール体に集積している scaRNA がガイドとして働くことで、部位特異的なシュー

ドウリジン化 (Ψ) および 2’-O-メチル化 (m) を受ける 30。更に、カハール体で各 snRNP
に特異的なタンパク質が結合する。 
最終的な snRNP の成熟ステップである高次構造体の組み立てもカハール体で行われ

る。U4、U6 snRNA では U4 / U6 di-snRNP を形成する。その後、カハール体にリクルー
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トされた U5 snRNP が U4 / U6 di-snRNP に加わり U4 / U6. U5 tri-snRNP となる 31。この

tri-snRNP やこのほか U2 snRNP もカハール体で成熟の後、スプライシング反応を担っ

ていく。 
 
このようにして成熟していく snRNP であるが、snRNP は一細胞中に 105 個以上と大

量に存在しており、snRNP 形成を維持するにはそのシャペロンである SMN の効率的な

リサイクルも必須と予想される 32。つまり、一度 Coilin との結合によりカハール体に集

積した SMN が Coilin との結合を外し、カハール体から離れるメカニズムが必要である。

しかし、その分離のメカニズムについては明らかにされていない。細胞によっては SMN
は Coilin や snRNP を含まない Gem と呼ばれる核内構造体を形成すること知られており
33、Gem がカハール体近傍に観察されることも多いことから、Gem はがカハール体から

離れた SMN が一時的に集積する場所であると想定されている 32。しかし、実際の Gem
の機能や形成メカニズムについては明らかにされておらず、Gem に蓄積している SMN
がカハール体から分離した SMN であるかは不明である。 

 
  

Figure 1 

snRNP は多段階で成熟する 

核内で転写された pre-snRNA は一度カハール体に蓄積した後、細胞質に移行する。細胞質で SMN 複合体

により Sm コアの形成、キャップの取りメチル化、3’のプロセシングが起こり SMN 複合体と共に核内へ移行

する。核内でカハール体に蓄積し、snRNA の修飾、snRNP 特異的タンパク質の付加を経て、最終的な成熟

snRNP となりスプライシング に使われる。 
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SMN遺伝子の変異は脊髄性筋萎縮症 (SMA) を引き起こす 
ヒト以外のマウスなど他の霊長類や真核細胞では SMN タンパク質をコードする遺伝

子は survival motor neuron のみであるが、ヒトでは染色体 5q13 上に survival motor neuron1 
(SMN1) と SMN1 とは 5 塩基対異なる survival motor neuron2 (SMN2) 遺伝子が隣接して

存在する 34。しかし、SMN2 遺伝子からは全長の SMN タンパク質の産生量は少なく

exon7 を欠失し機能喪失した SMNΔ7 を主に産生する 35, 36。 
SMN1遺伝子の欠損や変異は常染色体劣性遺伝の疾患として、脊髄性筋萎縮症 (SMA) 

を引き起こすことが知られている 34。SMA は脊髄の下位運動ニューロンの喪失を引き

起こす神経原生の筋萎縮症である。乳児死亡の遺伝的原因であり 37、有病率は 10 万人

に 1 人と言われている。SMA 患者の 95%が SMN1 遺伝子欠失のホモ接合体であり、残

りの 5％が SMN１遺伝子の一部欠失、スプライス変異、ミスセンス変異であることが知

られている。 
SMN2 遺伝子から全長の SMN がほぼ産生されない理由は、SMN の exon7 内部にある

スプライシングの促進をするシスエレメントである exonic splicing enhancer (ESE) が
SMN2 の C→T の１塩基の置換により破壊されるためであり、exon7 がスキッピングし

exon6 と exon8 を繋ぐスプライシングが起こりやすくなる 35。その結果、SMN2 から産

生される mRNA のうち 90%が exon7 を欠いた SMNΔ7、全長の SMN は 10%となると

なる。全長の SMN タンパク質は exon1 の開始コドンから exon7 の終止コドンまでの 294
アミノ酸からなるタンパク質であるが、SMNΔ7 は exon1-6 に加え、通常は非コードの

exon8 由来の EMLA の 4 残基の配列を含んだ 282 アミノ酸からなるタンパク質となる。 
しかし、SMN1 の欠失した SMA 患者ではこの SMN2 から少量でも SMN タンパク質

が産出され機能することが重要となる。SMA は発症時期や症状によって重症なものか

ら Table1 のように Type0~4 に分類されている。SMN2 のコピー数は人によって異なっ

ており 34, 38、SMN2 のコピー数が少ないほど重症となることが知られている 38, 39。 
SMN2 遺伝子を持たないヒト以外の動物種であるマウスの smn 欠失変異体では胎生

致死となる 40、ゼブラフィッシュの SMN のノックダウンにより軸索パターンの異常と

致死 41 を示すなど、ヒト以外では Smn 遺伝子が欠損すると致死となることが知られて

いる。SMA モデルマウスとしては Smn の欠失と Human の SMN2 を 2 コピー発現させ

ることで胎生致死とならず SMA の type1 に類似した表現型を示すトランスジェニック

マウス 42, 43が用いられており、SMN2 のコピー数を 8 にすると表現型が改善されること

が報告されている 43ことからも SMN 量が疾患に重要であるといえる。 
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現在では、SMA の治療方法として SMN 量を補充する手法が用いられ、3 種類の治療

薬が承認されている。アンチセンスオリゴヌクレオチドであり、SMN2 遺伝子の pre-
mRNA の intron7 に結合し、exon7 のスキッピングを抑制するヌシネルセン (スピンラ

ザ) や SMN2 遺伝子の pre-mRNA のスプライシングを修飾し、SMN タンパク質の産生

を増加させる低分子化合物低分子薬であるリスジプラム (エブリスデイ)、AAV9 ベクタ

ーにより遺伝子治療を行うオナセムノゲンアベパルボベク (ゾルゲンスマ) が使用さ

れている 44。 

 
SMAを引き起こす SMNのミスセンス変異の種類 

SMA で見られる SMN1 のミスセンス変異は Table2 の位置で確認されている 45。変異

位置により SMN2 コピー数から想定される重症度と同等であり SMN1 の欠失と同様の

機能喪失をする変異 (Severe) と、想定されるよりも軽度な変異 (Mild) を引き起こす変

異が存在する 46。これらのミスセンス変異に注目すると SMA 発症に繋がる SMN の機

能を明らかにすることができる。 
Table2 より SMA 患者で見られる SMN のミスセンス変異は tudor ドメインと YG ボック

スに集中して見られる 47。 

Tudor ドメインは、Coilin や Sm タンパク質の対照的にジメチル化されたアルギニン 

(SDMA) と相互作用をする。また、tudorドメインの変異体である E134Kでは SMN は核内

へのタンパク質の輸送を行なう importinβ に結合出来なくなり核内に移行しにくくなる

ことも報告されている 48。Tudorドメインの変異では SMN同士の結合に変化は見られない

が Sm タンパク質との結合の低下が報告されている変異で重度な症状であり、tudor ドメイ

ンの機能喪失により snRNP アセンブリが低下するため疾患が引き起こされると考えられて

いる。 

YG ボックスは SMN 同士の多量体形成に働く。多量体化ドメインの変異では SMN と

の結合が減弱する変異により重度な症状が引き起こされている 45, 49。SMN の多量体化

ドメインである YG ボックスは exon6 から exon7 に位置し、(YxxG)3 を含む高度に保存

された配列である。分子遺伝学的、系統発生学的、生物物理学的、生化学的、計算的ア

プローチによって、この配列によりグリシンジッパーによる二量体が形成され、この二

量体同士が二量体化には関与しない特定の YG ボックス残基に依存し 4 量体を形成し、

8 量体までの多量体化することが明らかになった 49, 50, 51。SMN の exon6 の SMA で見ら

Table1 SMA 患者の分類 

SMA Type ��	� 

����� SMN2���� ��
0 

�� ������ 1 ��
1 0~6�� ��������� 1~2 ~60%
2 7~18�� ��������� 3 ~27%
3 18��~ ��������� 3~4 ~12%
4 �	 ��������� 4~ ~1%
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れるミスセンス変異体 (Y272C) と exon7 欠失変異体では、in vitro での自己相互作用ア

ッセイで相互作用の減少を示し 52, 53、ゲルろ過クロマトグラフィーによる複合体の分子

量のアッセイで分子量の低下を示す 53ことが報告されており、YG ボックスの機能喪失

により多量体形成が低下していることが示されている。 
また、SMN の多量体化による機能としては、in vitro で GST-SMN を過剰な SMN と

共にインキュベートを行ない SMN の多量体を形成させた後に Sm タンパク質との結合

の検出を行うと、SMN の多量体化をしたサンプルでは Sm タンパク質の SmB、D1、D3
と SMN の結合が増強されることが明らかになっている 53。そして、SMN の YG ボック

スの機能喪失をする exon6のアミノ酸置換変異体 (Y272C) と exon7欠失変異体では Sm
タンパク質の結合量が低下することが報告されている 52, 53。 

SMN はユビキチン化されプロテアソームにより分解することが知られている。多量

体形成が阻害される SMNΔ7 や exon6 の欠失やミスセンス変異体では培養細胞内でタ

ンパク質の分解が野生型と比べ早い 54ことが知られ、多量体化によりタンパク質が安定

化している可能性がある。 
よって、SMN の YG ボックスを介した多量体形成は Sm タンパク質の集合や snRNP

アセンブリを促進しており、多量体形成能が低下した変異体での snRNP アセンブリに

繋がっていると考えられている。しかし、どのようにこれらの機能を発揮しているかと

いう点については不明であり、多量体形成の不全が疾患を引き起こす仕組みも明らかに

なっていない。 
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snRNP量を検出する低分子化合物のライブラリースクリーニング 
我々は、スプリットルシフェラーゼのレポーター55 (Figure 2) を使用して、低分子化

合物ライブラリーのスクリーニングによって細胞の U5 snRNP または tri-snRNP レベル

を変化させる低分子化合物を取得した。 
カハール体は snRNP 成熟の場であり、カハール体形成は snRNP 生合成に依存してい

る。例えば細胞質での snRNA の成熟において 5’キャップのメチル化を行う hTGS1 は

snRNP の成熟過程で必須の遺伝子であるが、hTGS1 のノックダウンによりカハール体

は形成されなくなる 9。よって snRNP 生合成に影響を及ぼす化合物はカハール体の形成

状況を変化させると考え、snRNP 検出系でスプリットルシフェラーゼ活性を低下させる

Table2 SMA 患者で見られる SMN1 の変異位置と特徴 
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ヒット化合物のカハール体への影響を観察した。その結果、カハール体形成を変化させ

る化合物として、Coilin を核小体周辺の peri nucleolar compartment (PNC) に移行させる

ハルミンとカハール体を消失させる化合物 Dehydrocostus lactone (DCL) の 2 種類を見出

した。 

 
本研究ではこれらの 2 種類の化合物を用いて、カハール体から SMN が分離していく

メカニズムに着目して研究を行った。その結果、SMN のカハール体の形成、消失サイ

クルにおける多量体化ドメインの役割についていくつかの重要な知見を得たので報告

したい。 
ハルミンを用いた研究では、ハルミンを除去後の Coilin のカハール体への再形成が早

期に起こることから、再形成過程での SMN と Coilin の局在パターン変化を観察した。

その結果より SMN はカハール体形成から時間の経過により SMN や Coilin の分子数が

増加することでカハール体から SMN が秩序を持った構造になり分離することが示され

た。また、SMA を引き起こす SMN の変異であり多量体形成を低下させる変異である

Y272C の局在観察により、多量体化ドメインがカハール体から SMN の分離、Gem 形成

に役割を担っていることが明らかになった。 
更に、DCL を用いた研究より、SMN の多量体化ドメイン周辺の親電子性物質による

修飾が SMN の機能不全を引き起こすことが示唆された。多量体化がリサイクルに果た

す役割を踏まえると、細胞内環境の調節により SMN のリサイクルを維持できる可能性

がある。 
  

Figure 2  

snRNP 量を検出するスプリットルシフェラーゼによる化合物スクリーニング 

snRNP 検出レポーターはスプリットルシフェラーゼを応用し、snRNP 形成依存的に

ルシフェラーゼ活性を再構成する 
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材料と方法 

 
細胞培養 

HeLa 細胞、293T 細胞は、DMEM/Ham’s F-12 (富士フイルム和光純薬工業 048-29785)
に 10% fetal bovine serum (FBS)、0.1 mg / mL penicillin および 0.1 mg / mL streptomycin を

添加して 37 度、5% CO2条件下で培養を行なった。 
 
プラスミド 
FLAG-SMN、SMN 欠失変異体、SMN アミノ酸置換変異体発現プラスミド 

FLAG-SMN-WT 発現プラスミドは Human の培養細胞由来の RNA より cDNA を作成

し SMN を発現する遺伝子である SMN1 をクローニングし、FLAG tag を Tol2 ベクター

である pT2KXIGDin プラスミド 56へ Gibson Assembly (NEW ENGLAND Biolabs) のキッ

トを用いてつなぎ合わせ作製した。 
SMN 欠失変異体、SMN アミノ酸置換変異体プラスミドは FLAG-SMN-WT 発現プラ

スミドを鋳型として、PCR で増幅し、Gibson Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ、

各ベクターを作製した。 
siRNA 耐性 SMN は siRNA 配列に耐性を持つようにナンセンス変異を導入した SMN

を PCR により増幅し、Tol2 ベクターである pT2KXIGDin プラスミド 56 へと Gibson 
Assembly のキットによりクローニングした。 
また FLAG-SMN-ΔN、FLAG-SMN-Δ1、FLAG-SMN-Δ1-2a、FLAG-SMN-Δ1-2b、

FLAG-SMN-ΔC、FLAG-SMN-ΔE3、FLAG-SMN-ΔE4、FLAG-SMN-ΔE7 の比較を行っ

たウェスタンブロット (Figure 2 C、2D、20A) で用いた発現プラスミドについては、SMN
の最初のメチオニン、アラニンが欠失しており、これらを用いた変異体との比較におい

ては全て SMN の最初のメチオニン、アラニンが欠失したプラスミドを使用した。 
 

FLAG-Coilin、欠失変異体発現プラスミド 
HeLa 細胞由来の RNA より cDNA を作成し Coilin を発現する遺伝子 COIL をクロー

ニングした。FLAG tag と coilin と pT2KXIGDin プラスミド 56 のバックボーンを Gibson 
Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ作製した。 

Coilin 欠失変異体プラスミドは FLAG-Coilin-WT 発現プラスミドを鋳型として、PCR
で増幅し、Gibson Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ、各ベクターを作製した。 

 
FLAG-Coilin-mRuby2 発現プラスミド 

FLAG-Coilin 発現プラスミド、mRuby2 を PCR で増幅し Gibson Assembly のキットを

用いてつなぎ合わせ作製した。 
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V5-Coilin 発現プラスミド 
V5 tag と coilin と pT2KXIGDin プラスミド 56 ベクターのバックボーンを PCR で増幅

し Gibson Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ作製した。 
 

Coilin GGGS*5 mRuby2 発現プラスミド 
人工遺伝子合成の gBlocks Gene Fragments (Integrated DNA Technologies、 IDT)により

COIL とリンカー配列である GGGS 5 回の連続配列を合成し、これと PCR で増幅した

mRuby2 と pT2KXIGDin56プラスミドのバックボーンを Gibson Assembly  のキットを用

いてつなぎ合わせ作製した。 
 

EGFP-FLAG-SMN 発現プラスミド 
Human の培養細胞由来の RNA より cDNA を作成し SMN を発現する遺伝子である

SMN1 をクローニングし、FLAG tag と EGFP を Tol2 ベクターである pT2KXIGDin プラ

スミド 56へ Gibson Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ作製した。 
 

大腸菌発現用 SMN-exon3 プラスミド 
クローニングした Human SMN1 から exon3 である 91 番目から 158 番目のアミノ酸に

当たる領域を PCR により増幅した。大腸菌発現用プラスミドである pGEX-6P-1 を

BamH1 と Xho1 で切断し、PCR 産物と Gibson Assembly のキットを用いてつなぎ合わせ

作製した。 
 
上記全てのプラスミドの目的タンパク質をコードする領域はシーケンス解析を

fasmac (http://fasmac.co.jp) に外注して正しい配列であることを確かめた。使用したプラ

イマー配列を table4, 5 に記載した。 
 

KDM4A 発現プラスミド 
KDM4A である JMJD2A がクローニングされた Kristian Helin により作製された

pCMV-HA-JMJD2A57 (Addgene plasmid #24180 ; http://n2t.net/addgene:24180 ; RRID : 
Addgene_24180) を使用した。 

 
遺伝子導入 
培養細胞の遺伝子導入に Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いた。実験では遺伝子導

入してから 1~2 日後の細胞を使用した。遺伝子導入は製造元の指示の半量の

Lipofectamine 2000、プラスミド量で行い、手順は製造元の指示に従い、フォワードトラ

ンスフェクションを行った。 
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遺伝子ノックダウン 
siRNA を Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) を用いて導入した。手順は製造元の指

示に従い、フォワードトランスフェクションを行った。 
使用した siRNA は以下の通りである。 
SMN： Hs_SMN1_12 GeneGlobe ID - SI04950939 (QIAGEN FlexiTube siRNA) 
KDM3A：_1 s224393 (Thermo Silencer Select) 
KDM3A_2： s31586 (Thermo Silencer Select) 
KDM4A_1： s18635 (Thermo Silencer Select) 
KDM4A_2： s18637 (Thermo Silencer Select) 
KDM4A_3： s18636 (Thermo Silencer Select) 
 

SDS-PAGE 
Laemmli 法に基づきポリアクリルアミドゲルを作製した。ポリアクリルアミドゲルの

調製には 30%アクリルアミド (アクリルアミド：N,N’-メチレンビス = 29.2：0.8) を調

製して用いた。分離ゲル溶液 (15%または 12.5%アクリルアミド、375 mM Tris-HCl 
(pH8.8)、0.1% SDS)と濃縮ゲル (5% アクリルアミド、125 mM Tris-HCl (pH6.8)、0.1% 
SDS)に、APS (分離ゲル：0.1%、濃縮ゲル：0.06%) と TEMED (分離ゲル：0.05%、濃縮

ゲル：0.3%) を加えてゲル化させた。電気泳動は SDS running buffer (25 mM Tris、192 mM 
glycine、0.1% SDS) を用いて等電圧で行なった。 

 
ウェスタンブロット 

PBS で洗浄した細胞に 2×SDS-PAGE サンプルバッファー (100 mM Tris-HCl (pH 6.8)、
4% SDS、20% グリセロール、0.01% ブロモフェノールブルー、10% 2-メルカプトエタ

ノール) を加え回収した。回収した細胞抽出液を 95 度で 5 分間加熱し、超音波処理を

行なった。15%ポリアクリルアミドゲルを用いて細胞抽出液を SDS-PAGE で分離後、セ

ミドライ方式で PVDF 膜に転写した。2.5% スキムミルク / PBST (PBS、0.01% Tween-
20) で 20 分ブロッキングを行ない、その後室温で 1 時間一次抗体反応を行なった。PBST
で 3 回洗浄後、二次抗体反応を室温で 1 時間行なった。二次抗体は PBST で 6000 倍希

釈した Alexa Fluor 680-conjugated (Molecular Probes、Eugene、OR、USA) または IRDye800 
(Rockland、Philadelphia、PA、USA) を用いた。PBST で 3 回洗浄後、Odyssey (Infrared 
Imaging System、LI-COR Biosciences) を用いてシグナルを検出した。 

 
免疫沈降 

PBS で洗浄した細胞を RIPA buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1% NP40、0.1% sodium 
deoxycholate、0.1% SDS、0.15 M NaCl、1 mM EDTA) で懸濁し、氷上に 20 分静置し、

遠心を行ない細胞抽出液を得た。各サンプルに対し RIPA buffer により 3 回洗浄した抗
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FLAG M2 アフィニティーゲル (Sigma、A2220) 10 μL を用意した。細胞抽出液を、洗浄

後の抗 FLAG M2 アフィニティーゲルに加え、4 度で 1 時間、ローテーターで回転させ

た。遠心後に上清を取り除き、RIPA buffer を加えて 3 回洗浄を行なった。2×SDS-PAGE 
サンプルバッファーを加え、95 度で 5 分加熱し、遠心して回収した上清を実験に用い

た。 
 
RNAプローブの設計と作製 

Human U2 snRNA 全長を、ゲノム DNA を鋳型として PCR で伸長後、pGEM T Easy ベ

クターに挿入し、シーケンス解析を行なって目的の配列の挿入および挿入された方向を

確認したベクターをプローブ作製に使用した。このプラスミドを M13 プライマーを用

いた PCR で U2 snRNA と T7 プロモーターを含む領域を増幅し、Wizard SV Gel and PCR 
clean up system (Promega) を用いて精製した。その後、DIG / FITC RNA labeling kit (Roche)
を用いて in vitro 転写を行ない、RNA プローブを合成した。合成した RNA プローブは

Centri Pure Mini (emp BIOTECH) を用いて精製し、当量のホルムアミドを加えて保存・

使用した。 
 

in situ hybridization 
前処理 (Proteinase K(-)) 
0.1mg / ml の Poly-L-lysine (Sigma) でコーティングしたカバーガラス (Assistent 18 mm 

Deckglas-Diche 0.17 ± 0.01 mm または MATSUNAMI MICRO COVER GLASS 18 丸 No.1) 
を入れた 12well プレートで培養した細胞に 4% PFA/HCMF を用いて 4 度で室温 10 分固

定した。その後、PBS と DW で洗浄し、0.5% TritonX-100 / PBS を加え 10 分間透過処理

を行った。 
 
Prehybridization、 Hybridization 
prehybridization 溶液 (50% ホルムアミド、Denhardt’s solution、2×SSC (1.5 mM Trisodium 

Citrate、15 mM NaCl)、10 mM EDTA、100 μg / mL yeast tRNA、0.01% Tween-20)をサンプ

ル全体に行き渡らせ、湿潤容器に入れて55度で2時間の処理を行なった。prehybridization
溶液を除いた後、hybridization 溶液 (prehybridization 溶液に 5% Dextran Sulphate を加え

たもの) で 100 倍に希釈した U2 snRNA プローブをサンプル全体にかけ、湿潤容器に入

れて 50 度で一晩処理した。 
 
洗浄 
hybridization 後のサンプルを 50% ホルムアミド / 2x SSC 溶液 (2×SSC、0.01% Tween-

20)で 50 度で 30 分間の洗浄を 2 回行なった。その後、RNase buffer (10 mM Tris-HCl 
(pH8.0)、500 mM NaCl、1 mM EDTA、0.01% Tween-20)でリンスし、RNase A 処理 (10 μg 
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/ mL RNaseA、RNaseA buffer) を 37 度、1 時間行なった。再び RNase buffer でリンスし

た後、2×SSC 溶液と 0.2×SSC 溶液 (0.2 × SSC、0.01% Tween-20) でそれぞれ 50 度、30
分間洗浄し、 TBST (TBS、0.01% Tween-20) に移した。 

 
検出 
TBST に溶かした Blocking Reagent (Roche) を用いて室温で 10 分間ブロッキングを行

なった。その後、一次抗体で室温、1 時間の反応を行なった TBST で 3 回洗浄した後、

蛍光ラベル二次抗体(TDE マウントするサンプルは Cy2-mouse / Cy3-rabbit、PVA マウン

トするサンプルは Alexa488-mouse / Cy3-rabbit / DAPI) を加えて室温、1 時間反応させた

TBST で 2 回、PBS で 1 回洗浄後に 4% PFA / HCMF で室温、10 分間固定した。固定後

PBS で 1 回、TBST で 2 回、DW で 1 回洗浄した。 
 
マウント 
超解像顕微鏡で観察を行うサンプルは 10%、25%、50%、97% 2,2′-チオジエタノール 

(TDE) (全て 0.01×PBS) で室温で 5 分間ずつ順に置き換えを行なった後に TDE マウント

剤 (97%TDE、2% Dabco、0.1 µg / ml DAPI、0.01× PBS) でマウントし、周囲をトップコ

ートで密封した。蛍光顕微鏡、共焦点顕微鏡で観察したサンプルは PVA マウント剤 
(16% PVA、8% sucrose、4.8%グリセロール、2% Dabco / 0.8× PBS) でマウントした。 

 
免疫染色 
カバーガラス (MATSUNAMI MICRO COVER GLASS 10×20 mm THICKNESS No.1 

0.12〜0.17 mm) で培養した細胞に 4% パラホルムアルデヒド (PFA) / HCMF (10 mM 
HEPES (pH7.4)、137 mM NaCl、5.4 mM KCl、0.34 mM Na2HPO4・12H2O、5.6 mM glucose、
1 mg Phenol red)の固定液を入れて 5 分間室温で固定した。HCMF で 3 回洗浄した後に

0.5% TritonX-100 / PBS (137 mM NaCl、8.1 mM Na2HPO4、2.68 mM KCl、1.47 mM KH2PO4) 
を加え 5 分間透過処理を行なった。ブロッキング溶液 (0.1% FBS / PBS)で希釈した一次

抗体で 37 度で 1 時間反応を行なった。TBS (50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl (pH7.5)) で
3 回洗浄後に蛍光ラベル抗体で二次抗体反応を 37 度で 1 時間行なった。TBS で 3 回洗

浄後 PVA マウント剤 (16% PVA、8% sucrose、4.8% グリセロール、2% Dabco / 0.8× PBS) 
でカバーガラスを被せてマウントした。周りをトップコートでシールして観察サンプル

とした。正立顕微鏡 (Olympus BX51) を用いて観察し、顕微鏡用カラーカメラ (Olympus 
DP47) で撮影した。 

 
超解像顕微鏡での観察サンプルの免疫染色 

0.1 mg / ml の Poly-L-lysine (Sigma) でコーティングしたカバーガラス (Assistent 18 mm 
Deckglas-Diche 0.17 ± 0.01 mm) を入れた 12well プレートで培養した細胞に 4%パラホル



 

 

20 

 

 

ムアルデヒド (PFA) / HCMF の固定液を入れて 5 分間室温で固定した。HCMF で 3 回洗

浄した後に 0.5% TritonX-100 / PBS を加え 5 分間透過処理を行った。ブロッキング溶液 
(0.1% FBS / PBS)で希釈した一次抗体で 37 度で 1 時間反応を行なった。TBS で 3 回洗浄

後に蛍光ラベル抗体 (Cy2-mouse / Cy3-rabbit) で二次抗体反応を 37 度で 1 時間行なっ

た。TBS で 3 回洗浄後 10%、25%、50%、97% TDE (全て 0.01× PBS)で室温、5 分間ずつ

置き換えを行った後に TDE マウント剤 (97% TDE、2% Dabco、0.1 µg / ml DAPI、0.01× 
PBS) でマウントし、周囲をトップコートで密封した。 

 
超解像顕微鏡での観察 

ELYRA PS1 (ZEISS) で、100×対物レンズ (NA 1.46; ZEISS) を使用して 100nm 間隔で

Z stack を 50 枚 (計 5 μm) 撮影した。SIM 画像を、ZEN 2011 [black edition]のデフォルト

のパラメーター設定で作製した。アライメントファイルを用いてチャネルアライメント

を行った。Z 軸の切片の画像のうち最も構造体が大きく見える切片をデータとして示し

た。 
 
培養細胞の Live imaging 

3.5cm ガラスベースディッシュ (IWAKI 3970-035) に培養した細胞を培地をフェノー

ルレッド不含の DMEM/Ham’s F-12 (富士フイルム和光純薬工業 045-30665) に 10% FBS
を添加した培地に交換した後、37 度、5% CO2 に設定した LSM900 (ZEISS) で、60× 対
物レンズ (NA 1.20) を用いて 400nm 間隔で Z stack を 11 枚 (4 μm)、2 分間隔で撮影し

た。 
撮影後、ZEN 3.4 blue edition を使用して Airyscan Processing で画像を作製した後、最

大強度を XY 平面に直交投影した画像を作製した。 
 
共焦点顕微鏡を用いた観察 

LSM900 (ZEISS) で、60× 対物レンズ (NA 1.20) を用いて 400nm 間隔で Z stack を 11
枚撮影 (4 μm) した。撮影後、ZEN 3.4 blue edition を使用して Airyscan Processing で画

像を作製した後、最大強度を XY 平面に直交投影した画像を作製した。 
 
細胞ライセートの脱リン酸化処理 

HeLa 細胞に FLAG-SMN を過剰発現させ、FLAG tag で免疫沈降を行ったライセート

を Tris HCl (pH9.6) で希釈し、Calf Intestine Alkaline Phosphatase (TOYOBO CAP-101) を
添加し 37 度で 1 時間インキュベートした。 
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-sulfoBiotics- PEG-PCMalを用いたチオール基ラベル 
細胞培養の条件下で HeLa 細胞に DCL 処理 (20 μM、4 時間)を行った後に、DTT (2 

mM)を添加し 10 分処理した。培地を除去し PBS で wash 後 Lysis バッファー (0.5% 
Triton-X-100、150 mM NaCl、50 mM Tris-HCl (pH7.5)、5mM EDTA) で細胞抽出液とし

た。抽出液に PEG-PCMal (Dojindo Molecular Technologies, Inc.) を終濃度 0.5 mM で添加

し 37 度で 30 分インキュベートすることでチオール基にラベルを行った。これに 2×
SDS-PAGE サンプルバッファーを加え 95 度で加熱したサンプルを、SDS-PAGE で泳動

を行った。泳動後のゲルをトランスイルミネーター  (Spectroline TC-312A 
transilluminator) で 10 分間 UV を照射することで、PEG-PCMal の PEG 鎖を切断した。

その後のゲルを上記のウェスタンブロットの方法に従い、メンブレンへの転写、抗体反

応を行った。 
 

RNA-sequence解析 
DMSO または DCL (20 μM) で 4 時間処理した 293T 細胞から抽出した全 RNA を用

い RNA-seq ライブラリー調製に使用した。このプロセスでは Ribo-zero Gold rRNA 
Removal Kit (Illumina) と TruSeq RNA Sample Preparation v2 (Illumina) を製造元の指示に

従い使用した。HiSeq2500 (Illumina) で取得した Single-end sequencing read を STAR 
(version 2.5.3a)で hg38 reference genome にアライメントした。発現変動遺伝子の検出に

edgeR 58、Gene Ontology (GO) 解析には Panther (https://www.pantherdb.org/) 59を用いた。 
 

Cell profiler3.1.9による SMN Y272C輝点サイズの解析 
Cell profiler 3.1.9 を使用し以下の手順でデータを得た。() 内には、使用した Cell profiler 

3.1.9 のモジュールを示した。 
DAPI による細胞核の染色画像から、核の領域を認識した (IdentifyPrimaryObjects)。

FLAG tag の染色画像の輝点を強調した画像を作製した (EnhanceOrSuppressFeatures)。作
成した画像のうち核以外の領域をマスクし (MaskImage)、マスク後の画像から輝点を認

識した (IdentifyPrimaryObjects)。これにより、核内の FLAG の輝点が認識された。この

輝点のそれぞれのサイズをピクセル数で算出した (MeasureObjectSizeShape)。ピクセル

数のデータを出力し (ExportToSpreadsheet)、撮影した画像の面積より輝点サイズの単位

を µm2 に換算した。その後 R を使用してそれぞれの輝点サイズをプロットしたグラフ

を作成した 60。データはそれぞれ 10 セットずつの画像から得た。 
 

Cell profiler3.1.9による SMNシステイン置換変異体の核質分散の解析 
Cell profiler 3.1.9 を使用し以下の手順でデータを得た。() 内には、使用した Cell profiler 

3.1.9 のモジュールを示した。 
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DAPI による細胞核の染色画像から、核の領域を認識した (IdentifyPrimaryObjects)。
FLAG tag の染色画像の輝点を強調した画像を作製した (EnhanceOrSuppressFeatures)。作
成した画像のうち核以外の領域をマスクし (MaskImage)、マスク後の画像から輝点を認

識した (IdentifyPrimaryObjects)。これにより、核内の FLAG の輝点が認識された。次に、

核の領域から核内の FLAG の輝点の領域を除く領域を求めることで、輝点が存在しな

い核質の領域を設定した (IdentifyTertiaryObjects)。FLAG の染色画像における核の領域

と核質の領域の輝度を測定し (MeasureObjectIntensity)、出力した (ExportToSpreadsheet)。
その後 R を使用してデータとして使用する FLAG の輝度の範囲を設定し、核質分散と

して核質の輝度 / 核内の輝度を算出し、グラフを作成した 60。データはそれぞれ 10 セ

ットずつの画像から得た。 
 
大腸菌でのタンパク質発現、精製 

BL21-CodonPlus (DE3)-RIPLに pGEX-6P-1に SMNの exon3をクローニングしたベクター
をエレクトロポレーション法により導入し、アンピシリンプレートに撒き 37度で一晩培養し、ベク
ターが導入された大腸菌のコロニーを得た。 

ZB培地 (NZアミン 10 g、NaCl 5g / 1 L) +100 μg / mLアンピシリン培地 30 mLにコロニ
ーを 15個程度加えて前培養を 30度で一晩行った。前培養した培養液を ZB+アンピシリン培
地 500 mLに移しで 30度で 3.5~4.5時間、OD 0.4~0.5になるまで培養した。IPTGを終濃度
1 mM となるように加え、30度で 3.5~4時間培養を続けた。培養液を遠心して集菌し、PBSで
懸濁し、終濃度 0.5%となるように NP-40を加え混合した。リゾチームを終濃度 １ mg / mL と
なるように加え混合し、氷上に 10分静置した後、液体窒素で凍結した。 
凍結した大腸菌を解凍し、フレンチプレスを 2回行い破砕した。破砕したサンプルを PBS
で平衡化したグルタチオンセファロース 4B (GE Healthcare、17-0756-05) に加え、4度で 2
時間 rotate しタンパク質を結合させた。遠心した後、グルタチオンセファロース 4Bを PBS-
0.5% NP40-0.5M NaClで washを 4回行った。G バッファー (50 mM Tris-HCl pH 9.6、1mM 
DTT) に置換し、遠心し上清を除去した後、G バッファー 500 μL+ 還元型グルタチオン 
30 mgを加え 4度で一晩 rotate した。遠心し、上清をサンプルとした。 
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  Table 3 使用した抗体 

  

Target name Catalog code Supplier Species
anti-Coilin 0967-1-AP Proteintech rabbit polyclonal
anti-Coilin c-300 SantaCruz rabbit polyclonal
anti-SMN (clone 8/SMN) 610646 BD Biosciences mouse monoclonal
anti-SMN (2B1) NB100-1936SS Novus mouse monoclonal
anti-SMN2 22329-1-AP Proteintech rabbit polyclonal
anti-Fibrillarin 38F3 Abcam mouse monoclonal
anti-Nopp140 (E-7) sc-374033 SantaCruz mouse monoclonal
anti-Gemin2 (2E17) ab6084 Abcam mouse monoclonal
anti-4 Hydroxynonenal ab46545 Abcam rabbit polyclonal
anti-alpha Tubulin ab7291 Abcam mouse monoclonal
anti-GAPDH 10494-1-AP Proteintech rabbit polyclonal
anti-DYKDDDK (FLAG tag) 012-22384 Wako mouse monoclonal
anti-V5 13202 cell signaling rabbit monoclonal
anti-HA 1867423 Roche rat monoclonal
anti-GFP 598 MBL rabbit polyclonal
anti-DIG 11333062910 Roche mouse monoclonal
anti-FITC A889 Invitrogen rabbit polyclonal
Anti-dimethyl-Arginine
Antibody, symmetric (SYM10)
(SDMA)

07-412  Sigma rabbit polyclonal

anti-Asymmetric Di-Methyl
Arginine Motif [adme-R]
(ADMA)

13522 cell signaling rabbit polyclonal

anti-Ms IgG-Alexa488 A11001 Invitrogen secondary antibody
anti-Ms IgG-Alexa680 A21057 Invitrogen secondary antibody
anti-Ms IgG-Cy2 715-225-150 Jackson secondary antibody
anti-Ms IgG-Cy3 AP124C Sigma secondary antibody
anti-Ms IgG-IRDye800 610-132-121 ROCKLAND secondary antibody
anti-Rat IgG-Alexa680 A21096 Invitrogen secondary antibody
anti-Rb IgG-Alexa488 A11008 Invitrogen secondary antibody
anti-Rb IgG-Alexa680 A21076 Invitrogen secondary antibody
anti-Rb IgG-Cy2 ab6940 Abcam secondary antibody
anti-Rb IgG-Cy3 AP132C Sigma secondary antibody
anti-Rb IgG-IRDye800 611-732-127 ROCKLAND secondary antibody
DAPI 19178-91 Nacalai
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 Table 4 使用したプライマーリスト 1 

  

�����
 ������� (5'-3')
M13_F GTTGTAAAACGACGGCCAGT
M13_R CAGGAAACAGCTATGAC
FLAG_as ACAAGGACGACGATGACAAG
tol2_s ATCGATGATGATCCAGACAT
F-SMN_s AGGACGACGATGACAAGATGAGCAGCGGCGGCAG
TAA-tol2_as TAAATCGATGATGATCCAGACA
SMN_MA+_s CAAGATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAG
SMN_MA+_as AAGGACGACGATGACAAGATGGCGATGAGC
tol2_as ATGTCTGGATCATCATCGAT
SMN_dN100_s GGACGACGATGACAAGTCAGAAGACGGTTGCATTTAC
SMN_d1_s CGATGACAAGGATTCTGACATTTGGGATGATACAG
SMN_d1_as GTCAGAATCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAAT
SMN_d1-2a_s ATGACAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTT
SMN_d1-2a_as AGAGCATGCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAAT
SMN_d1-2b_s GATGACAAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTT
SMN_d1-2b_as AACTTTCCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAAT
SMNdEx3_s TCAGAAGACGGTTGCATTTACTT
SMNdEx3_as ACTTGGCTTTCATTTTCATTCTGTTGTAAGGAAGCTGCAG
SMNdEx4_s CCAGGTCTAAAATTCAATGGCC
SMNdEx4_as CCATTGAATTTTAGACCTGGCTCTTGAGCATTCTGTTCTATA
TAA-tol2-s TAAATCGATGATGATCCAGAC
SMN_dC100_s TCTGGATCATCATCGATTTAGAGAAAAGAGTTCCATGGAGC
SMN_E134K_s GGAAATAGAAAGGAGCAAAATCTGTCCGAT
SMN_E134K_as TTGCTCCTTTCTATTTCCATATCCAGTGTAAA
SMN_Y272C_s1 GAGTGGCTGTCATACTGGCTATTATATGGGTTT
SMN_Y272C_as1 CAGTATGACAGCCACTCATGTACCATGAA
SMN_C107A_GA_s AAGACGGTGCCATTTACCCAGCTACCATTGCT
SMN_C107A_GA_as GGTAAATGGCACCGTCTTCTGACCAAATGG
SMN_C146A_GA_s CCCCAATCGCTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAG
SMN_C146A_GA_as CTACTTCAGCGATTGGGGAAAGTAGATCGG
SMN_silent_s1 TGGCTGTATCTATCCGGCCACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGA
SMN_silent_as1 AGGTTTAATATTGTCCGACTTATTTCCAGGAGACCTGGAG
SMN_silent_as2 GGCCGGATAGATACAGCCATCTTCTGACCAAATGGCAGA
SMN_silent_s2 GTCGGACAATATTAAACCTAAATCTGCTCCATGGAACTCT
SMN_silent_s1 TGGCTGTATCTATCCGGCCACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGA
SMN_silent_as1 AGGTTTAATATTGTCCGACTTATTTCCAGGAGACCTGGAG
SMN_silent_as2 GGCCGGATAGATACAGCCATCTTCTGACCAAATGGCAGA
SMN_silent_s2 GTCGGACAATATTAAACCTAAATCTGCTCCATGGAACTCT

SMN Δ1-2b�
�

SMN siRNA
�	�
�

SMN Δ3�
�

SMN Δ4�
�

RNA����

FLAG-SMN_3-294

FLAG-SMN

SMN Δ1�
�

SMN Δ1-2a�
�

SMN ΔN�
�

SMN ΔC�
�

SMN E134K�
�

SMN Y272C�
�

SMN C107A�
�

SMN C146A�
�

SMN siRNA
�	�
�
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Table 5 使用したプライマーリスト 2 

  

������ ������� (5'-3')
TAA-tol2_s2 TAAATCGATGATGATCCAGACATGA
SMN_as4 TCACCATTCTTTAGAGCATGCTT
SMN_s9 ACAGATGAAAGTGAGAACTCCAG
SMN_s10 CATGCTCTAAAGAATGGTGACAT
tol2_as TGTCTGGATCATCATCGATTTAA
SMN_s11 TGTGGTTTACACTGGATATGGAA
SMN_C231A_GA_s CTATCAGCCTGGCTGCCTCCATTTCCTT
SMN_C231A_GA_as GCAGCCAGGCTGATAGTAAGTGGGGTGGTGG
SMN_C250A_GA_s CTCCCATAGCCCCAGATTCTCTTGATGATGCTGA
SMN_C250A_GA_as GAATCTGGGGCTATGGGAGGTGGTGGGGGA
SMN_C289A_GA_s AGGAAGGGCCTCACATTCCTTAAATTAAATCGATGATG
SMN_C289A_GA_as AATGTGAGGCCCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTCTG
pGEX-6P-1_SMN_E3_s1 GTTCCAGGGGCCCCTGTGGAAAGTTGGGGACAAATG
pGEX-6P-1_SMN_E3_as1 AGTCACGATGCGGCCGTTACTCTTGAGCATTCTGTTCTATATTAT
COIL-s1 CTTCCGTTGAGCACCAAG
COIL-s3 CTGACGACTGCTACTTGATG
primer71  GCTGCCATCGTAGAATCGAGACCGAGGAGA
primer72  CTGCCTAAATCGATGATGATCCAGACATGATAAGA
primer73  ATTCTACGATGGCAGCTTCCGAGACGGT 
primer74             TCATCGATTTAGGCAGGTTCTGTACTTGATGT
primer44 GACACCATGGCAGGTTCTGTACTTGATG 
primer45 TGTACAAGTAAATCGATGATGATCCAGACA
primer46 AACCTGCCATGGTGTCTAAGGGCGAAGA
primer47 TCGATTTACTTGTACAGCTCGTCCATCC 
tol2_as2 CATGGATCCGTCGAGGAATT
mRuby2_s2 ATGGTGTCTAAGGGCGAAGA
primer67 CTCACCATAGGTCCAGGGTTCTCCTCCA
primer68 ACAAGTAAATCGATGATGATCCAGACATGATAAGATAC
primer36 TTGGGTGTTGGTTCAGTTTCTTCACCCT
primer37 CTGAACCAACACCCAAGAAGGACTATAG
primer30 ACAAGGCTTGGTTCAGTTTCTTCACCCT
primer31 CTGAACCAAGCCTTGTTAAAGCCAAAAG
primer32 AAGCATTGGTTTCTAGCAGAACCTTTTG
primer33 CTAGAAACCAATGCTTGATGTCATCGAG
primer34 CTTCCTAAGTCGTCTGACTCTGCACTAG
primer35 CAGACGACTTAGGAAGAGGATGGGGTAG
primer85 CTGCTAGTCATCCTGTTTCCTGTGTTGTAAATAGAA
primer86 ACAGGATGACTAGCAGGGAGAGACACACTGG

Coilin�	��
�

V5-Coilin

FLAG-Coilin-mRuby2

Coilin GGGS*5
mRuby2

FLAG-Coilin ΔN

FLAG-Coilin ΔIDR

FLAG-Coilin Δ1

FLAG-Coilin Δ2

FLAG-Coilin Δ3

FLAG-Coilin ΔRG

SMN C231A��


SMN C250A��


SMN C289A��


SMN exon3
������

SMN N-3CA��

SMN C-3CA��


SMN 8CA��

SMN 6CA��
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Table6 gBlocks Gene Fragment で注文した配列 

 

  

��
�
�� �� (5'-3')

Coilin GGGS*5 mRuby2

GAATTCCTCGACGGATCCATGGCAGCTTCCGAGACGGTTAGGCTACGGCTTCAATTTGATTA
CCCGCCGCCAGCTACCCCGCACTGTACGGCCTTCTGGCTTCTGGTCGACTTGAACAGATGCC
GAGTCGTCACAGATCTCATTAGTCTCATCCGCCAGCGCTTCGGCTTCAGTTCTGGGGCCTTC
CTAGGCCTCTACCTGGAGGGGGGGCTCTTGCCCCCCGCCGAGAGCGCGCGCCTTGTGAGAGA
CAACGACTGCCTCAGAGTTAAATTAGAAGAGAGAGGAGTTGCTGAGAATTCTGTAGTCATCA
GTAATGGTGACATTAATTTATCTCTTAGAAAAGCAAAGAAGCGGGCATTTCAGTTAGAGGAG
GGTGAAGAAACTGAACCAGATTGCAAATATTCAAAGAAGCATTGGAAGAGTCGAGAGAACAA
TAACAATAATGAGAAGGTCTTGGATCTGGAACCAAAAGCTGTCACAGATCAGACTGTCAGCA
AAAAAAACAAGAGAAAAAATAAAGCAACCTGTGGCACAGTGGGTGATGATAACGAAGAGGCC
AAAAGAAAATCACCAAAGAAAAAGGAGAAATGTGAATATAAAAAAAAGGCTAAGAATCCCAA
GTCTCCGAAAGTACAGGCAGTGAAAGACTGGGCCAATCAGAGATGTAGTTCTCCAAAAGGTT
CTGCTAGAAACAGCCTTGTTAAAGCCAAAAGGAAAGGTAGTGTAAGCGTTTGCTCAAAAGAG
AGTCCCAGTTCCTCCTCGGAGTCTGAATCTTGTGATGAATCTATCAGTGATGGTCCCAGCAA
AGTCACTTTGGAGGCCAGAAATTCCTCAGAGAAATTACCAACTGAGTTATCAAAGGAAGAAC
CCTCTACCAAAAATACAACTGCAGACAAACTGGCTATAAAACTTGGCTTTAGCCTTACCCCC
AGCAAGGGCAAGACCTCTGGAACAACATCTTCCAGTTCAGACTCTAGTGCAGAGTCAGACGA
CCAATGCTTGATGTCATCGAGCACCCCGGAGTGTGCTGCGGGTTTCTTAAAGACAGTAGGCC
TTTTTGCAGGAAGAGGTCGTCCAGGCCCAGGGCTGTCATCACAGACTGCAGGTGCTGCTGGA
TGGAGGCGTTCTGGCTCAAATGGTGGTGGACAGGCTCCTGGTGCTTCTCCCAGTGTGTCTCT
CCCTGCTAGTTTAGGAAGAGGATGGGGTAGAGAAGAGAACCTTTTTTCTTGGAAGGGAGCTA
AGGGACGGGGCATGCGGGGGAGAGGTCGAGGACGAGGGCATCCTGTTTCCTGTGTTGTAAAT
AGAAGCACTGACAACCAGAGGCAACAGCAATTAAATGACGTGGTAAAAAATTCATCTACTAT
TATCCAGAATCCAGTAGAGACACCCAAGAAGGACTATAGTCTGTTACCACTGTTAGCAGCTG
CCCCTCAAGTTGGAGAAAAGATTGCATTTAAGCTTTTGGAGCTAACATCCAGTTACTCTCCT
GATGTCTCTGACTACAAGGAAGGAAGAATATTAAGCCACAATCCAGAGACCCAGCAAGTAGA
TATAGAAATTCTTTCATCCTTACCTGCCTTGAGAGAACCTGGGAAATTTGATTTAGTTTATC
ACAATGAAAATGGAGCCGAGGTAGTGGAGTACGCTGTGACACAGGAGAGCAAGATCACTGTA
TTTTGGAAAGAGTTGATTGACCCAAGACTGATTATTGAATCTCCAAGTAACACATCAAGTAC
AGAACCTGCCGGTGGCGGAAGTGGCGGTGGGTCTGGAGGCGGTTCCGGGGGAGGCAGCGGTG
GCGGGTCAATGGTGTCTAAGGGCGA

Coilin GGGS*5
mRuby2

hSMN1_all-CA 

CATGCTCTAAAGAATGGTGACATTGCCGAAACTTCGGGTAAACCAAAAACCACACCTAAAAG
AAAACCTGCTAAGAAGAATAAAAGCCAAAAGAAGAATACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGA
AAGTTGGGGACAAAGCCTCTGCCATTTGGTCAGAAGATGGCGCCATCTATCCGGCCACCATT
GCTTCAATTGATTTTAAGAGAGAAACCGCCGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGA
GGAGCAAAATCTGTCCGATCTACTTTCCCCAATCGCCGAAGTAGCTAATAATATAGAACAGA
ATGCTCAAGAGAATGAAAATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCT
CCTGGAAATAAGTCGGACAATATTAAACCTAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCC
ACCACCCCCCATGCCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCC
CACCACCGCCACCGCCACCACCACCACCCCACTTACTATCAGCCTGGCTGCCTCCATTTCCT
TCTGGACCACCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATAGCCCCAGATTCTCTTGATGATGCTGA
TGCTTTGGGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGG
GTTTCAGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGGCCTCACATTCCTTAAATTAAATCGATGATGAT
CCAGAC

SMN 8CA��-

hSMN1_CA-C98-C128

CATGCTCTAAAGAATGGTGACATTGCCGAAACTTCGGGTAAACCAAAAACCACACCTAAAAG
AAAACCTGCTAAGAAGAATAAAAGCCAAAAGAAGAATACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGA
AAGTTGGGGACAAATGTTCTGCCATTTGGTCAGAAGATGGCGCCATCTATCCGGCCACCATT
GCTTCAATTGATTTTAAGAGAGAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGA
GGAGCAAAATCTGTCCGATCTACTTTCCCCAATCGCCGAAGTAGCTAATAATATAGAACAGA
ATGCTCAAGAGAATGAAAATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCT
CCTGGAAATAAGTCGGACAATATTAAACCTAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCC
ACCACCCCCCATGCCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCC
CACCACCGCCACCGCCACCACCACCACCCCACTTACTATCAGCCTGGCTGCCTCCATTTCCT
TCTGGACCACCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATAGCCCCAGATTCTCTTGATGATGCTGA
TGCTTTGGGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGG
GTTTCAGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGGCCTCACATTCCTTAAATTAAATCGATGATGAT
CCAGAC

SMN 6CA��-
	����� ����-
	����� ����-
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第１章 

 

SMN のリサイクル過程の可視化に基づいた分離機構の解明 
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結果 

 

カハール体における SMNと Coilinの局在は多様である 
SMN がカハール体から離れるメカニズムの探索のため、超解像顕微鏡を用いてカハ

ール体内部での SMN と Coilin の分布を調べた。以前、カハール体での SMN と Coilin
の局在は「ボールソケット状」と報告されたように 61、カハール体内部で分離した局在

が観察された (Figure 2A)。しかし、その分布には複数のパターンが存在していた。カハ

ール体のサイズが小さいものでは SMN がグラニュー状で Coilin と重なるか並ぶ傾向が

あった。大きなカハール体では SMN はリング状に観察され、秩序だった分布となるこ

とが示唆された。 
以前の報告 61 では SMN はリング状に観察されるとは述べられておらず、SMN のリ

ング状の染色が今回使用した抗体に特異的な染色なのではないかと予想した。そこで

Figure 2A で用いた SMN clone8 モノクローナル抗体のほか、SMN のポリクローナル抗

体、以前の報告 61で使用された SMN 2B1 モノクローナル抗体を用いて抗体染色、超解

像顕微鏡で観察を行った。全ての抗体で一貫してリング状の局在が見られたが、クロー

ン 2B1 を用いた場合にはリングの形状がより粗くなっていた。SMN の欠失変異体 
(Figure 2C) を HeLa 細胞に発現させ各 SMN 抗体を用いてウェスタンブロットを行った

ところ、エピトープの違いが明らかになり、リングの鮮明さはエピトープの違いによる

ものと考えられた (Figure 2D)。Coilin が SMN から分離して輝点を形成する場合、抗

Coilin 抗体は輝点の全体を染色した。注目すべきは、カハール体で Coilin が SMN と完

全に重なり合ってリング状構造を形成している場合、抗 Coilin 抗体も抗 SMN 抗体と同

様に染色されることである。このことは、リング状構造の染色されない中心領域が何ら

かの形で抗体のアクセスを妨げていることを示唆しているが、SMN がこのようなリン

グ状構造を示す場合にのみ起こることであり、この構造は SMN によるものであること

を意味している。 
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Figure 2 

カハール体内部での SMN と Coilin の微細構造は多様である 

(A) (左) 固定した HeLa 細胞を抗 SMN 抗体 (緑) と抗 Coilin 抗体 (マゼンダ) で二重染色を行い、カ

ハール体と Gem を可視化した。 (右) 固定した HeLa 細胞の SMN と Coilin が局在するカハール体を

抗 SMN 抗体 (clone8) (緑) と抗 Coilin 抗体 (マゼンダ) で染色し、超解像顕微鏡を用いて SIM 画像を

得た。右に示すように SMN と Coilin の輝点の局在に基づき overlapping と separated に分類し、下に示

すように SMN の輝点の形態に基づき granule-like と ring-shaped clusters に分類した。 (B) 固定した

HeLa 細胞のカハール体/Gem を clone8、2B1 の 2 つの SMN のモノクローナル抗体で染色し、超解像

顕微鏡で観察した。 (C) (D) それぞれの抗 SMN 抗体のエピトープを SMN の欠失変異体を用いたウェ

スタンブロットにより調べた。 (C) 作成した SMN 欠失変異体の模式図。全ての変異体は SMN の N 末

端側 2 アミノ酸を欠いている。Δex7 は SMN2 からの産物と同様に通常の終止コドンが存在する exon7

を欠き exon8 の 4 アミノ酸が追加される。 (D) 2B1 は SMN の exon1 を欠くΔ1、Δ1-2a、Δ1-2b で検

出されず exon1 がエピトープであり、clone8 は exon2a を欠くΔ1-2a、Δ1-2b で検出されず exon2 がエ

ピトープであった。 
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また、SMN や Coilin と比較して、カハール体内の U2 snRNA の位置を in situ 
hybridization により可視化した (Figure 3A、B)。SMN は snRNP とともにカハール体に

輸送されると考えられているが、U2 snRNA は SMN と一致せず、隣接していた (Figure 
3A)。一方、Coilin は常に U2 snRNA と重なるように検出された (Figure 3B)。同様のパ

ターンは U1 snRNA と scaRNA でも観察された (データ未提示)。snRNP が Coilin と部

分構造で共存することは、snRNA の成熟におけるカハール体の機能と一致する。 
カハール体内の SMN や Coilin の配置が多様であるという結果は、カハール体の成熟

あるいは SMN のリサイクル経路のステップを反映している可能性がある。しかし、こ

れらの異なるパターンの出現順序は不明であった。 

 

Figure 3 

U2 snRNA は Coilin と共局在する 

超解像顕微鏡を用いて取得したカハール体の SIM 画像。固定した HeLa 細胞で (A) U2 snRNA FITC

プローブ、(B) U2 snRNA DIG プローブを用いて in situ hybridization を行い、(A) 抗 FITC 抗体と抗

SMN (clone8) 抗体で U2 snRNA と SMN、(B) 抗 DIG 抗体と抗 Coilin 抗体 U2 snRNA と Coilin を二重

染色した。 U2 snRNA の輝点は Coilin の局在と一致し、SMN とは隣接して観察された。 

 

核小体周囲コンパートメント (PNC) への Coilin 転位を誘導する化合物とし
てのハルミンの同定 
我々は以前、スプリットルシフェラーゼアッセイに基づく化学ライブラリーのスクリ

ーニングを行い、細胞内の U5 snRNP レベルを調節できる複数の化合物を同定した 55。

そして、これらの化合物が snRNP の成熟に関連する核内非膜オルガネラであるカハー

ル体の形成に影響を与えるかどうかを調べた。その結果ハルマラ由来のβ-カルボリン

アルカロイドであるハルミンは、カハール体のマーカーとして頻繁に使われるカハール

体の主要成分である Coilin のカハール体から peri nucleolar compartment (PNC) への移動

を誘導した (Figure 4A)。Coilin の局在変化は、高濃度 (~50μM) のハルミン処理により

観察され、曝露後 2 時間以内に開始した。また、3 種類のハルミンアナログである

Harmaline、Harmane、Harmol による Coilin の局在も観察したが、ハルミンよりも PNC
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に移行させる作用が弱かった  (Figure 4A)。ハルミンは 3 つの異なる酵素である

Monoamine Oxidase (MAO)、DYRK1A、トポイソメラーゼ I を阻害することで知られて

いる。ハルミンのアナログも MAO を阻害するにもかかわらず、ハルミンアナログで観

察された Coilin の PNC 転位がごくわずかであったことから、MAO 阻害は Coilin の PNC
転位に寄与していないと考えられた。さらに、DYRK1A 阻害剤 INDY62とトポイソメラ

ーゼⅠ阻害剤カンプトテシン (CPT) を用いて、Coilinの局在への影響を調べたところ、

INDY による Coilin の局在変化は見られなかった (Figure 4B)。一方、CPT はハルミンと

同様に PNC への Coilin 転位を誘導した (Figure 4B) 。よって DYRK1A ではなくトポイ

ソメラーゼⅠの阻害が Coilin の PNC 転移に関与していると考えられた。 

 

Figure 4 

ハルミンにより Coilin が peri-nucleolar compartment (PNC) に転位する 

(A) HeLa 細胞にハルミン (50 μM)、ハルミンアナログである Harmalin (50 μM)、Harmane (50 μM)、

Harmol (50 μM) を 4 時間処理した後に固定し、抗 Coilin 抗体で染色し、Coilin の局在を観察した。構

造式を上部に示した。 (B) ハルミンと同一の作用標的を持つ化合物, DYRK1 の阻害剤である INDY と 

トポイソメラーゼ I の阻害剤であるカンプトテシン (CPT) で 4 時間処理した後に固定し、抗 Coilin 抗体

で染色し、Coilin の局在を観察した。 

 

ハルミンのカハール体への影響をさらに調べるため、ほかのカハール体構成成分の細

胞内局在を調べた。SMN タンパク質は snRNP とともに核内に取り込まれると、カハー

ル体形成の開始に重要な役割を果たす。興味深いことに、ハルミンが Coilin の PNC 転

位を誘導する条件下では、SMN は Coilin とは独立した輝点を形成し続け (Figure 5A) 、
これは寒冷ストレスやアクチノマイシン D 後に SMN が Coilin から分離する 33報告と同

様であった。また、同様の SMN と Coilin の分離は、CPT 曝露でも観察された (Figure 
5A)。 

SMN は常に Gemin2 とヘテロ二量体を形成している 63。ハルミン処理後、Gemin2 は

SMN と同様に、Coilin から分離した核内の輝点が観察された (Figure 5B) 。Nopp140 は
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核小体とカハール体に存在するタンパク質であり 64、ハルミン処理後には PNC に移行

し Coilin の局在と一致していたが、SMN の輝点からは明らかに離れていた (Figure 5C、
D)。Fibrillarin は、核小体とカハール体に存在するタンパク質である。ハルミン処理に

より、Fibrillarin の局在は核小体に顆粒のような構造を示した。この状態では、Coilin で

標識された PNC が、Fibrillarin で染色された核小体構造の周囲に観察された (Figure 5E)。 

 

Figure 5 

ハルミン処理後のカハール体局在タンパク質の局在  

HeLa 細胞にハルミン (50 µM) で 3 時間処理した後に固定し、カハール体に局在するタンパク質の二

重染色を行った。 (A) SMN と Coilin、(B) Coilin と Gemin2、(C) SMN と Nopp140、(D) Nopp140 と Coilin、

(E) Coilin と Fibrillarin の染色を示した。SMN と Gemin2 は PNC に転位せず、 Nopp140 はカハール体

と PNC のどちらでも Colin と共局在した。Fibrillarin はハルミンにより局在が変化するが、Coilin のＰＮＣ

より広範囲な核小体に局在した。(A) HeLa 細胞にカンプトテシン (50 µM) で 3 時間処理した後に固定

し Coilin と SMN の二重染色を行った。カンプトテシン処理でも Coilin が PNC に移行し、SMN は移行せ

ず核内で輝点を形成した。 
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さらに、U2 snRNA のプローブを用いて U2 snRNA の分布も調べた。ハルミン処理に

よって Coilin が PNC に転位すると、snRNA の輝点は消失することが明らかになった 
(Figure 6A、B)。このことから、抗 SMN 抗体によって検出されたハルミンで誘導される

SMN の輝点は、SMN と Gemin 複合体を含む Gem と類似しているが、Coilin と snRNA
を含まないことが示唆された。またハルミン処理後の Coilin と SMN のタンパク質レベ

ルをウェスタンブロットで評価したところ、タンパク質発現に変化は見られなかった 
(Figure 7)。 
 

 

Figure 6 

ハルミン暴露後のカハール体および PNC におけるカハール体構成タンパク質 Coilin、SMN と

U2 snRNA の共局在解析 

ハルミンを 50µM で 3 時間処理した後、Coilin と SMN を両抗体と U2 snRNA の FISH プローブを用いて

以下の組み合わせで二重染色した： U2 snRNA と Coilin（A）、U2 snRNA と SMN（B）。ハルミン暴露後、

U2 snRNA のカハール体における輝点は消失し、同時に Coilin は PNC に移動した。 
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Figure 7 

ハルミンは SMN と Coilin のタンパク質発現に影

響を与えなかった 

ハルミン曝露後の内因性 Coilin と SMN の発現を、抗

Coilin 抗体 （上段） と抗 SMN 抗体 （中段） で検出

した。Coilin と SMN ともに、発現量やバンドの位置に

変化は観察されなかった。GAPDH をローディングコ

ントロールとして用いた （下段）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ハルミンによって誘導された Coilinの PNC転位は可逆的である 
次に、ハルミンの除去によって細胞がカハール体を再構成できるかどうかを調べた。

Figure 8 に示すように、ハルミン処理を 3 時間行ったのち、培地を除去し PBS で洗浄し

た後、新たな培地で培養を行い、局在の観察を行った。その結果ハルミン除去後 30 分

で PNC から Coilin が急速に消失し、小さなカハール体が再構成されることが示された 
(Figure 8A, B)。しかし、ハルミン除去後も、Coilin が結合していない Gem 様構造が残存

しており (Figure 8B)、カハール体再形成は必ずしも Gem を足場としていないことが示

唆された。その代わりに、Coilin と SMN の両方をほぼ同じサイズで含む小さなカハー

ル体が観察されたことから、これらの小さなカハール体は、両タンパク質が同時に会合

することにより、de novo で再構成された可能性が高いことが示唆された。カハール体

と PNC の間のこのような Coilin の再配置は、CPT 除去後にも観察されたが、その回復

はハルミンに比べ時間がかかった (Figure 8C, D)。 
興味深いことに、U2 snRNA のシグナルは、120 分の回復培養後でも、新しく形成さ

れたカハール体では観察されなかった (Figure 8E)。このことは、核内の SMN と Coilin
が、新たに輸入された snRNP を必要とせずに、カハール体形成を誘導することを示唆

している。 
 
 



 

 

35 

 

 

SMNは、新たに形成されたカハール体の拡大とともに、クラスター様分布へ
と進行する 
この時間経過とともに、超解像顕微鏡を使ってカハール体を詳細に観察した。ハルミ

ン処理後、カハール体から Coilin が急速に消失することから、これらの点刻は、カハー

ル体から Coilin が動的に交換される相分離液滴である可能性が高い 65, 66, 67。逆に、SMN
のクラスター分布 (Figure 5C) は、より硬直的で構造化された相互作用を反映している

のかもしれない。 
ハルミン除去から 30 分間の回復培養後、SMN と Coilin が共局在化した体は、新たに

組み立てられたカハール体と推定されるが、SMN と Coilin の 2 つの類似したサイズの

輝点が重なった構造として観察された。120 分の回復期間の後、SMN と Coilin の両方

からなる大きな構造体の増加が観察され、特に SMN の輝点は、リング状の形状を示し

た (Figure 8F)。このことは、カハール体が回復した後、SMN 凝集体がより組織化され

た構成へと進むことを示唆している。注目すべきは、ハルミン暴露中に残存していたと

思われる大きな SMN リング状構造体が、ハルミン除去後もまだ存在し、Coilin の小さ

な輝点が時々付着していることである。従って、これらの残存 SMN ボディのいくつか

は、まだ Coilin と相互作用する能力を持っている。 
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Figure 8 

ハルミンを除去すると、Coilin は速やかにカハール体を再構築する 

(A） ハルミン除去後の回復培養の時間経過の模式図。HeLa 細胞で実験を行い、各時間で固定し染色

した。(B) A の通りに固定した HeLa 細胞でのハルミン除去の回復培養後の抗 Coilin 抗体 (マゼンダ) 

と抗 SMN 抗体 (緑) を用いた二重染色。矢印は新しく形成されたカハール体を示し、Coilin と SMN の

両方の抗体で標識されている。ハルミンの洗浄後、Gem はしばしば残存した （矢頭）。(C） カンプトテ

シン除去後の回復培養の時間経過の模式図。HeLa 細胞で実験を行い、各時間で固定し染色した。(D) 

C の通りに固定した HeLa 細胞でのカンプトテシン除去の回復培養後の抗 Coilin 抗体 (マゼンダ) と抗

SMN 抗体 (緑) を用いた二重染色。カンプトテシンの効果はハルミンの効果よりわずかに強く、ハルミ

ンと比較して、洗浄後 60 分経過しても PNC 周辺に Coilin が存在する。(E) A の通りに固定した HeLa

細胞で U2 snRNA FITC プローブを用いて in situ hybridization を行い、抗 FITC 抗体と抗 SMN (clone8) 

抗体で U2 snRNA と SMN を二重染色した。U2 snRNA は 120 分の回復培養後でもカハール体に検出

されなかった。(F） A のハルミン処理からの回復培養でのカハール体の SIM 画像。SMN は通常、回復

培養 30 分後に顆粒様構造を示した。しかし、120 分間の回復培養後、リング状のクラスターがより目立

つようになった。 
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Coilin の局在に対するハルミンの効果は、Coilin-mRuby2 を一過性に発現させた HeLa
細胞のライブイメージングによって捉えられた (Figure 9A)。カハール体からの Coilin 流

出と PNC への蓄積は同時に起こった。ハルミン除去後、PNC からの Coilin の急速な流

出は顕著であったが、いくつかの残存 Coilin は PNC の先端に局在した。残存した Coilin
は、新たに形成されたカハール体と比較して、しばしば大きな輝点を形成した。Figure 
3A に示した、免疫染色による内在性 Coilin と SMN の画像と比較すると、SMN はこの

残存 Coilin の点刻にほとんど集中しなかったが、Nopp140 は Coilin と共局在していた 
(データ未提示)。 
また、アクチノマイシン D によって誘導された Coilin の PNC の移動は急速であった

が、不可逆的であった (Figure 9B)。 
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Figure 9 

mRuby2 を融合させた Coilin の化合物処理時、回復培養時のライブイメージング 

(A）mRuby2 を融合させた Coilin を発現させた HeLa 細胞でハルミン処理、wash を行い回復培養を行っ

たライブイメージングのスナップショット。破線は核の境界を示す。6 時間 （ハルミン処理と回復のため

に各 3 時間に分割）にわたって細胞を共焦点顕微鏡で 2 分ごとにスキャンした。実験の両段階におい

て、Coilin の局在の急激な変化が観察された。(B）mRuby2 を融合させた Coilin を発現させた HeLa 細

胞で Actinomaicin D 処理、wash を行い回復培養を行ったライブイメージングのスナップショット。破線

は核の境界を示す。6 時間 （Actinomycin D 処理を 2 時間と回復のために 4 時間に分割） にわたって

細胞を共焦点顕微鏡で 2 分ごとにスキャンした。Actinomycin D 処理により PNC に移行した Coilin は

回復培養によりカハール体を再構成せず、不可逆であった。 

 
SMNまたは Coilinのいずれかを過剰発現させると、ハルミンに対する反応が
変化する 

SMN と Coilin の動きを同時にモニターすることを目的として、蛍光タンパク質と

Coilin の融合タンパク質 (Coilin-mRuby2) を HeLa 細胞に一過性に過剰発現し、内在性

SMN の局在を確認した。予期せぬことに、Coilin を過剰発現させると、ハルミン処理に

よって SMN が PNC に動員され、これは小さなタグである V5 tag と Coilin の融合タン

パク質 (V5-Coilin) を用いても観察された (Figure 10A 左、中央)。同様に SMN の過剰

発現は、ハルミン存在下で、SMN 自身の PNC への移動、あるいは SMN を含むカハー

ル体からの Coilin の PNC への移行を阻害した (Figure10A 右、Figure11A 上)。なお、

Coilin または SMN と蛍光タンパク質の融合タンパク質を発現させると、SMN の PNC
に移動が小さいタグとの融合タンパク質の発現時よりも多く観察された。 
さらに、超解像顕微鏡でこれらの融合タンパク質を発現させた際のカハール体の

Coilin と SMN の微細構造を観察した。小さいタグである V5-Coilin や FLAG-SMN 発現

時では SMN と Coilin が構造体内で混ざるものも見られたが、SMN と Coilin が内在と

同様に分離している構造が観察されるものが多く見られた (Figure 10B、Figure12B)。し

かし Coilin または SMN に蛍光タンパク質を結合させた Coilin-mRuby2 と EGFP-SMN
の発現時では、Coilin と SMN の輝点は分離して見えず、それらは一つの構造内で混在

しているように見えた (Figure 10B)。この観察から、SMN と Coilin の分離は、両分子の

濃度が均衡し、これらのタンパク質が大きなタンパク質の結合により構造的に制約を受

けない場合にのみ起こることが示唆された。 
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Figure 10 

SMN または Coilin のいずれかを過剰発現させると、ハルミン処理後、SMN が PNC に動員さ

れる 

(A）内在性 SMN の局在を検出するために、Coilin-mRuby2 または V5 タグ付き Coilin を発現する細胞

を抗 SMN 抗体で染色した。EGFP-SMN を発現する細胞を抗 Coilin 抗体で染色し、内在性 Coilin の局

在を検出した。SMN はハルミンの非存在下でも存在下でも Coilin と重なった。ハルミン暴露後は、カハ

ール体に加えて SMN も PNC で観察された。(B）超解像顕微鏡で得られたカハール体の画像から、

Coilin-mRuby2 または EGFP-SMN のいずれかをトランスフェクトした細胞では、SMN と Coilin の点刻の

分離は起こらないことが示された。 
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ハルミンを用いた共局在アッセイにより、SMN は tudor ドメインを介して
Coilinと相互作用することが明らかになった 
しかし我々は、FLAG tag 融合 SMN の過剰発現を用いると、ハルミン処理後の共局在

の持続性をモニターすることで、Coilin との相互作用を可視化できることを示した。

SMA に関連する SMN の変異は、SMN の tudor ドメインと YG ボックスという 2 つの

ドメイン内で起こることが多い 47。tudor ドメイン内の変異は、Coilin と Sm タンパク質

の RG ボックスにおいて対称的にジメチル化されたアルギニン (SDMA) と結合するこ

とによって相分離を促進する tudor ドメインの機能を損ない、YG ボックスの変異は

SMN の多量体化に必須である C 末端 YG ボックスの機能を損なう 49。各ドメインの

E134K と Y272C という、よく研究されている 2 つの変異について、ハルミン処理に対

する反応を調べた。 
Figure 11 に示すように、野生型 SMN の FLAG tag 融合タンパク質 (SMN WT) の過剰

発現は、ハルミン処理により SMN の PNC 転位または、SMN を含むカハール体への

Coilin の局在が誘導された。しかしながら、tudor ドメインを介して Coilin と結合する能

力を欠く SMA に関連した変異体である E134K 変異体は、Coilin をカハール体に局在さ

せることが全くできなかった。Figure 11A のハルミン処理後の染色より Figure 11B のよ

うに SMN と Coilin の局在パターンを分類しカウントをした結果を 11C に示した。これ

を SMN が PNC に移行するもの、Coilin が SMN と共にカハール体に留まるもの、Coilin
が PNC に移行し SMN が輝点を形成するものにグループわけをし、Figure 11C 下にグラ

フを示した。Figure 11C より SMN WT を発現している細胞の約 60％は、ハルミン処理

によって SMN と Coilin の両方が PNC に移行することを示したが、SMN E134K を保有

する細胞ではその数は 25％に減少した。また SMN の C 末端の YG ボックスの多量体形

成能を欠く変異体 Y272C も評価した。この変異体は SMN WT の挙動を反映していた

が、SMN の PNC 移動よりもむしろカハール体に Coilin を固定する方を好み、このよう

な細胞の数はほぼ 2 倍に増加した。 
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Figure 11 

ハルミンによる局在変化に基づく、Coilin と過剰発現 SMN の細胞内相互作用の検出 

(A）SMN に導入された変異はパネルの左側に示されている。上下のパネルはそれぞれコントロール

（DMSO） とハルミン （50μM、4 時間） で処理した細胞を示す。矢印はカハール体を、矢頭はPNC（抗

Coilin 抗体により検出）を示す。SMN に対応する抗 FLAG 標識も示した。白い四角で示した部分を拡大

した。SMN WT と Y272C を発現する細胞では、カハール体と PNC の両方に Coilin と SMN が存在する。

SMN WT は PNC でしばしば Coilin と共局在し、カハール体ではあまり共局在しなかったが、Y272C は

ハルミン処理後も主にカハール体に留まり、Coilin と共局在した。E134K の局在は、ハルミン処理にか

かわらず、Coilin から独立していることが観察された。(B）ハルミン処理後の過剰発現 SMN と Colin の

共局在パターンによりタイプ 1-7 に分類した。(C)共局在パターンを(B)に従って分類し、表に Type1-7

の共局在パターンを持つ細胞の数を示した。棒グラフは、SMN が Coilin とともに PNC に移動した

Type1-4、Coilin が SMN とともにカハール体に留まった Type5-6、そして Type7 はそれぞれ独立に局

在したものとして作成した。 
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SMN Y272C変異体の過剰発現は、snRNAが保持されている Coilinと混在し
て分布する異常なカハール体の形成を引き起こす  
興味深いことに、SMN WT を高発現させた細胞は大きな細胞質顆粒を形成したが、

SMN Y272C の場合、これらの顆粒は減少した (Figure 12A)。一方、Y272C の過剰発現

によって生じた SMN の輝点は SMN WT よりも大きいことが観察され (Figure 12A)、輝

点のサイズを定量した結果 SMN WT と比べ有意な差があることが示された (Figure 
12B)。このことは、SMN Y272C 変異体は多量体化活性を欠いているが、それでもなお

大きな凝集体を形成できることを示唆している。SMN Y272C 変異体における細胞質顆

粒の減少は、Y272C 変異体がより各内で大きな輝点の形成を促進し、それによって SMN
が核に隔離されたことを反映しているのかもしれない。 
次に超解像顕微鏡を用いて、SMN WT と Y272C を含むカハール体の構造の違いを調

べた。通常の大きさのカハール体では、WT と Y272C の間に構造の違いは見られなか

った (データ未提示)。SMN WT 発現細胞は一部では内在のカハール体よりも大きなカ

ハール体が形成されたが、これらでは SMN と Coilin のリング状の形状で観察され完全

に一致していた (Figure 12C)。一方 Y272C の発現によって形成された肥大化したカハー

ル体はそれらよりもサイズが大きく、SMN は歪で不規則な形態を示した (Figure 12C)。
また Coilin は Y272C の形成するカハール体に一部が共局在しており、内在や野生型

SMN とは異なる挙動を示した (Figure 12C)。 
通常、ほとんどの成熟したカハール体は、SMN と Coilin の分離した輝点が隣接した

球体として観察され、snRNA は Coilin の輝点に共局在していた (Figure 3)。SMN の一

過性の過剰発現細胞でも U2 snRNA を観察したところ、SMN WT では内在と同様の局

在を示した (Figure 12D)。一方、Y272C 変異体による肥大し歪な構造体では、U2 snRNA
は SMN と Coilin が形成するリング状の構造内に位置していた (Figure 12D)。これらの

結果は、SMN がリング状構造体として Coilin から分離することが、snRNP を含む Coilin
液滴を形成するための重要なステップであることを示唆している。SMN Y272C を含む

凝集体は、SMN から Coilin を分離することができず、両者の分離には多量体化が不可

欠であることが明らかになった。 
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Figure 12 

SMN Y272C の核内の輝点は拡大し、カハール体の形態は歪になる 

(A) HeLa 細胞に FLAG-SMN WT、Y272C 変異体を発現させ 24 時間後にハルミン処理を行い、固定後、

抗 FLAG 抗体 (緑 SMN) と抗 Coilin 抗体 (マゼンダ) で二重染色した。高発現した SMN WT は大き

な細胞質顆粒の形成をもたらした (High)。対照的に、Y272C では WT に比べて細胞質顆粒が減少し、

核内の輝点のサイズが拡大した。(B） WT と Y272C 発現細胞間の核内の輝点サイズの比較。有意差

検定には Mann-Whitney U 検定を用い、p 値は 4.57e-24（***と表記）。輝点の大きさは、共焦点顕微鏡

で取得した Z スタックから作成した直交投影画像から算出した。実験は独立して 3 回行い、すべての実

験から得られた定量化データは同様の傾向を示した。代表的なプロットを 1 つ示す。(C) SMN を抗

FLAG 抗体 （緑） と内在の Coilin を抗 Coilin 抗体 （マゼンタ） で染色したカハール体の SIM 像。WT

は SMN と Coilin の明瞭な点状あるいは均一な共局在を示す （左のパネル）。Y272C も同様の構造を

形成するが、より大きなカハール体は不規則なプレッツェル状の形状を示し、部分的に Coilin が共局在

していた （右のパネル）。(D）超解像顕微鏡で観察したカハール体における U2 snRNA の局在（SMN：

緑、U2 snRNA：マゼンタ）。Y272C 細胞では、snRNA はプレッツェル様構造体の中に局在していた （右

のパネル） が、SMN WT 細胞では、snRNA の輝点は SMN の輝点から分離していた （左のパネル）。 
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最後に、tudor ドメインを介した SMN と Coilin の相互作用が、肥大し歪な非典型的な

Y272C の構造体の構築に重要であるかどうかを調べるために、ハルミン処理による

SMN E134K/Y272C 二重変異体の局在を調べた。タンパク質の発現レベルは、ハルミン

処理後も変異体間で比較的一定であり (Figure 13B)、ハルミンに対する E134K/Y272C 二

重変異体の応答は、E134K 変異体の応答と同じであった (Figure 13A)。したがって、tudor
ドメインを介した SMN と Coilin の相互作用は、典型的なカハール体だけでなく、非典

型的な Y272C 構造の組み立て段階でも役割を果たしていることが示された。 

 
Figure 13 

SMN E134K/Y272C 二重変異体の Coilin との相互作用の欠損。 

(A） HeLa 細胞に E134K/Y272C 二重変異体を発現させ 24 時間後にハルミン処理 （50μM、4 時間） 

を行い、固定後、抗 FLAG 抗体と抗 Coilin 抗体で二重染色した。E134K 単独の変異体と同様に、この

二重変異体は、ハルミン処理とは無関係に、明確な Coilin の局在を示す。(B）SMN 変異体の発現レベ

ルは、ハルミン存在下では変化しなかった。SMN はこの条件下では全てのサンプルで複数のバンドと

して検出されたが、SMN E134K 変異体および E134K/Y272C 変異体は他の変異体よりも低いバンドを

示し、これは以前の報告と一致している 68. 
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考察 

 
SMNのカハール体からの脱離における多量体化の役割 

SMN、Coilin、snRNA というカハール体の 3 つの主要な構成要素を検出することによ

って、カハール体の微細構造を可視化することを目的とした我々の超解像顕微鏡での観

察では、SMN はしばしば Coilin と snRNA とは別の位置に配置されていることが明らか

になった。しかし、SMN の輝点の形は大きさによって異なっていた。小さい SMN の輝

点は粒状に見え、大きい輝点はリング状に観察された。これらの構造は、以前に報告さ

れた核小体の緻密な線維成分中の snoRNP の構造に似ており、クラスター化した分布と

解釈された 69。SMN のリング状の形状は、抗体での標識のアーティファクトかもしれ

ないが、Coilin の輝点との明確な違いは、成分の規則だった配置を反映している可能性

が示唆される。より大きなカハール体であるとリング状に観察されることはカハール体

サイズの増大により SMN の濃度が高くなったことにより、SMN の YG モチーフを介し

た SMN の多量体化が誘導されたためではないかと推測される。観察結果より、多量体

化機能喪失変異体である SMN Y272C 変異体では、このような多量体化によるリング状

の構造への変化を破壊し、異常で不規則な形状の構造体が Coilin とともに形成され、こ

の仮説を支持している。 
さらに、snRNA は Coilin と完全に重なり合っているが、SMN とは重なり合っていな

いことから、この SMN のリング状構造への分離は、snRNP の放出と関連している可能

性がある。SMN は tudor ドメインを介して snRNP の Coilin と Sm タンパク質の両方に

結合し、SMN の C 末端ドメインは Sm タンパク質の 1 つである SmB タンパク質に結合

することが示されている 63。その結果、C 末端に位置する YG モチーフを介した多量体

化は SMN と Sm タンパク質の結合を低下させ、snRNP の Coilin 液滴への放出を促進す

る役割も担っているのかもしれない。リング状構造における SMN のコンフォメーショ

ンが、Coilin と snRNP の相互作用面を制限しているかどうかを決定することは、興味深

いことである。 
 
ハルミンによる Coilinの PNC転位機構の可能性 
我々は、ハルマラ由来のβ-カルボリンアルカロイドであるハルミンが、カハール体

形成を解析するための効果的なツールとして役立つことを発見した。これまでにハルミ

ンは核小体を丸くすることが報告されており 70、これは rRNA プロセシングを阻害する

低分子化合物で一般的に観察される現象である 71。重要なことに、ハルミンは二本鎖

DNA にインターカレートし、in vitro でトポイソメラーゼを阻害することができる 72, 73, 

74; 75。したがって、ハルミンは RNA ポリメラーゼ I を阻害するか、あるいはトポイソメ

ラーゼ I や他のプロセシング因子を阻害することによって、rRNA プロセシングを阻害

する可能性がある。また rRNA プロセシングの阻害は核小体の構造変化を引き起こし 76、
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Nopp140 や Fibrillarin など、Coilin と結合する核小体タンパク質の再分布を引き起こす

可能性がある。もう一つのトポイソメラーゼ I 阻害剤であり、rRNA プロセシングも阻

害するカンプトテシン 71やハルミンアナログを用いた Coilin の局在観察では、ハルミン

が他の化合物よりも強くCoilinの PNCへの転移を引き起こすことが明らかになったが、

これはおそらく rRNA プロセシングを阻害するのに不可欠な構造的特徴によるもので

あろう。しかし、ハルミンによって影響を受ける rRNA プロセシングの正確な段階はま

だ不明であり、ハルミンが PNC 表面上の Coilin 結合タンパク質の出現を直接誘導し、

それによって Coilin の PNC への転位を引き起こすなどの別のメカニズムが存在するか

もしれない。 
 
ツール化合物としてのハルミンの顕著な特徴は、その可逆的作用である。PNC に出入

りする Coilin の動態は著しく速く、これはカハール体が相分離した液滴であるという概

念と一致する。ハルミン除去後のカハール体の再形成は、正常な集合過程を正確に反映

しているかどうかは不明である。とはいえ、ハルミン処理によりカハール体が消失した

際に、Gem 様構造が一貫して Coilin をリクルートしないという観察結果は、Gem が SMN
と Gemin 複合体のリサイクル場所として機能していることを示唆しているのかもしれ

ない 32。それにしても、なぜ Gem 様構造中の SMN は豊富に存在するにもかかわらず、

Coilin を効果的にリクルートしないのか、不可解である。上述したように、リング状構

造における SMN のコンフォメーションが、Coilin との相互作用を制限しているのかど

うかを決定することも、この疑問に対する答えになるだろう。 
 
ハルミンをツール化合物として用いた SMN変異体の分子挙動の解析 
我々はまた、ハルミンが SMN と Coilin の細胞内相互作用を可視化するための効果的

なツールであることを実証した。SMN E134K 変異体の Coilin 結合における潜在的な欠

損を、細胞内で視覚的に同定することは困難であった。SMN E134K 変異体は核内で小

さな輝点を多数形成し、これらの輝点はしばしば Coilin に隣接して現れるからである。

しかしながら、SMN E134K 変異体タンパク質は、ハルミン処理後に Coilin と共に PNC
に移動しないことから、明らかに Coilin との相互作用がないことが示された。一方、

SMN の YG ボックスの変異により多量体化活性を欠く SMN Y272C 変異体は、大きく

不規則な形の輝点を形成した。この発見は以前の研究 77とは異なっているが、以前の研

究では GFP 融合タンパク質を用いていたため、この矛盾が説明できるかもしれない。

SMN E134K 変異体も Y272C 変異体も、U1 snRNA 上での Sm コア集合を促進すること

ができないことが報告されている 20。これは、どちらの変異体も正規のカハール体を形

成しないという観察結果と一致する。野生型の SMN タンパク質と比較して、Y272C 変

異体は細胞質顆粒が減少し、核内の輝点サイズが拡大した。さらに、この変異体を発現

している細胞にハルミンを処理すると、野生型と比べ核小体内に Coilin が多く局在し
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た。このことは、Y272C 変異体が SMN と Coilin の解離を阻害していることを示唆して

おり、SMN のカハール体からの放出における多量体化の重要な役割をさらに強調して

いる。本研究より考えられるカハール体形成、SMN 分離における各ドメインの役割を

Figure14 に示した。 
以前の研究では、importin β と結合する能力を欠く E134K は核内インポートに欠陥が

あり、Y272C は importin β と結合する能力があるにもかかわらず、E134K 同様に核内イ

ンポートに欠陥があることが示された 48。この知見は、SMN の多量体化がシャトリン

グにおいて複数の役割を担っていることを示唆しており、この変異体が引き起こす重篤

な疾患を説明できる可能性がある。Y272C と同様に多量体化活性が低下した他の SMN
変異体を解析することで、このモデルをさらに裏付けることができるだろう。我々の研

究では、これらの実験は内在性の野生型 SMN タンパク質の存在下で行われた。野生型

タンパク質が存在しないと、SMN Y272C および E134K 変異体によって形成される凝集

体が著しく変化する可能性がある。このような可能性を探り、われわれの知見が示すよ

うに、SMN のリサイクリングにおける多量体化の役割を確認するためには、更なる研

究が必要である。 
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Figure 14 

SMN 多量体化のカハール体形成におけるモデル 

(A) カハール体形成に必須のタンパク質ドメインとモチーフ構造。SMN の tudor ドメインは、Coilin と Sm

タンパク質の RG モチーフの対称的にジメチル化されたアルギニン (SDMA) と結合し、カハール体の

形成を促進する。SMN の YG ドメインは SMN の多量体化に関与している。(B) 核内移行後、SMN は

tudor ドメインにより Coilin と相互作用し、tudor ドメインを含む多価相互作用を通してカハール体を形成

する。カハール体が拡大し、SMN の濃度が多量化の閾値に達すると、多量化した SMN 構造はカハー

ル体から排出されるが、これは tudor ドメイン相互作用を破壊するコンフォメーション変化による可能性

がある。多量化が阻害された Y272C 変異体は、Coilin から切り離されず、より大きく不規則な形の核小

体が形成される。 
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第二章 

 

 

SMN 多量体化ドメインの修飾による構造体形成制御  
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結果  

 

化合物 Dehydrocostus lactone (DCL) がカハール体を消失させる 
スプリットルシフェラーゼアッセイシステムを利用した snRNP 検出系 55 を用いて富

山大学和漢医薬学総合研究所が所有する生薬化合物ライブラリーで化合物スクリーニ

ングを行ない、複数のスプリットルシフェラーゼ活性を低下させる化合物を得た 
(Figure 15A)。このヒット化合物がカハール体形成を変化させると考え、Coilin と SMN
の局在を抗体染色で観察することでカハール体への影響を調べた。コントロールである

DMSO 処理や Berberine、Cinobufagin 処理では Coilin、SMN の輝点つまりカハール体や

Gem が見られるが、Dehydrocostus lactone (DCL) (Figure 15C) により Coilin、SMN どち

らで観察してもカハール体、Gem は消失した (Figure 15B)。また、Coilin は分散後も核

内に局在し、SMN は DCL 処理前と比べ核内に多く局在することが明らかになった 
(Figure 15B)。つまり DCL はカハール体だけでなく Gem も分散させ、分散させた後の

SMN の核外輸送も阻害する。 
また、カハール体は snRNP が集積する場所であるため、DCL によるカハール体の消

失により snRNA の局在変化が起こることを予想し、snRNA の 1 つである U2 snRNA の

局在を in situ hybridization により可視化した。DMSO 処理時では Coilin と共局在しカハ

ール体に局在しているが、DCL 処理により核内で輝点を形成せずに U2 snRNA の集積

が起こらなくなっていることが示された (Figure 15D)。 
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Figure 15. 

DCL 処理によりカハール体、Gem が消失し SMN が核内に蓄積する 

(A) snRNP によるスクリーニング。生薬由来化合物をレポーター安定発現細胞株に 10 μM で 4 時間

処理した後の細胞抽出液中のルシフェラーゼ活性を検出した。(B) (A)のヒット化合物を処理した HeLa

細胞を固定し、抗 Coilin 抗体と抗 SMN 抗体で二重染色を行った。Dehydrocostus lactone (DCL) (20 

μM)により核内の輝点の消失と SMN の核内への蓄積が見られた。スケールバーは 10 μm。(C) 

Dehydrocostus lactone (DCL) の構造式。 (D) DMSO (0.2%) 、DCL (20 μM)で 4 時間処理した HeLa

細胞で U2 snRNA の局在を U2 snRNA プローブを用いた in situ hybridization により可視化し、抗 Coilin

抗体と二重染色を行った。白の破線で核の輪郭を示した。スケールバーは 10 μm。 

 
DCL 類縁化合物においてカハール体、Gem が消失と SMN の SDS-PAGE の
移動度の変化は相関がある 

DCL の類縁化合物の構造活性相関を調べるために、DCL と同様にセスキテルペンラ

クトン類である Parthenolide、Costunolide、Santonin についても SMN と Coilin の局在観

察、SMN のウェスタンブロットを行なった。その結果 DCL、Parthenolide、Costunolide
処理で Coilin、SMN どちらで観察してもカハール体、Gem は消失したのに対し、Santonin
処理では消失しないことが明らかになった (Figure 16A)。 
これら DCL 類縁化合物の構造の特徴として DCL、Parthenolide、Costunolide は α-

methylene-γ-butyrolactone 構造を持つのに対し、Santonin は持たないということがある 
(Figure 16B)。α-methylene-γ-butyrolactone 構造はアミノ酸のシステイン残基やリシン残基

にマイケル付加による共有結合を起こすことが知られており、DCL やその類縁化合物

が何らかのタンパク質へ共有結合することでカハール体と Gem の消失を引き起こして

いると予想された。 
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Figure .16  

DCL の構造活性相関 

(A) DMSO (0.2%)、DCL (20 μM)、Parthenolide (20 μM)、Costunolide (20 μM)、Santonin (20 μM) で

4 時間処理した HeLa 細胞を抗 SMN 抗体および抗 coilin 抗体で二重染色を行なった。スケールバーは

10 μm。核の輪郭を黄色の線で示した。(B) DCL、Parthenolide、Costunolide、Santonin の構造式。α-

methylene-γ-butyrolactone 構造をマゼンダの円で囲んだ。 

 
 

DCLは複数の作用点を持つ 
DCL やその類縁化合物により Coilin と SMN の双方の局在が変化したことから、DCL

の作用点が Coilin と SMN のどちらか一方にあるが相互作用の結果としてカハール体と

Gem の双方が消失する、または Coilin と SMN の双方に作用するためカハール体と Gem
が消失するという 2 つの機序が予想され、これを明らかにすることとした。メチル化酵

素阻害剤である EPZ015666 は長時間作用させるとタンパク質のメチル化を減少させる

ことから、カハール体形成に必要な Coilin の SDMA と SMN tudor ドメインの結合も減

弱すると予想され、実際に Coilin と SMN の輝点は 48 時間処理で完全に分離すること

が知られている 61。EPZ015666 を 48 時間処理し、Coilin と SMN の輝点を分離させた状

態にして DCL 処理を行うことで Coilin と SMN の局在変化の分離ができると考え、局

在を観察した。その結果、EPZ015666 処理によって分離した Coilin と SMN の輝点はど

ちらも DCL 処理により消失した (Figure17)。このことから、DCL は複数の作用点を持

ち、Coilin、SMN 双方の局在に影響を及ぼすと考えられた。 
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Figure 17 

DCL は SMN と Coilin の輝点の双方を消失させる 

(A)実験のタイムコース。HeLa 細胞に EPZ0156666 (5 μM) 処理を 48 時間行った後、培地を除去し培

地交換で DMSO (0.2%) または DCL (20 μM) を添加し 4 時間培養し、固定した。(B) A のように固定し

た後、SMN と Coilin で二重染色を行いカハール体/Gem を観察した。破線で核の輪郭を示した。スケー

ルバーは 10 μm。 
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DCL処理により SMNの SDS-PAGEの移動度の変化が起きる 

DCL 処理によりカハール体や Gem が消失する機構の探索のために、DCL 処理後の

HeLa 細胞抽出液を用いてウェスタンブロットを行ない、抗 Coilin 抗体、抗 SMN 抗体で

検出した。その結果、DCL 処理により Coilin のバンドには変化は観察されなかったが、

SMN については DMSO 処理時と SDS-PAGE の移動度が等しいバンドに加え、移動度

の高い SMN のバンドが現れることが明らかになり、SMN に何らかの修飾などの影響

を及ぼしていることが示された (Figure 18A)。 
また、DCL の類縁化合物である Parthenolide、Costunolide、Santonin 処理後の HeLa 細

胞抽出液でも同様にウェスタンブロットを行なった。その結果いずれの化合物でも

Coilin のバンドには変化が観察されなかったが、SMN については DCL に加え

Parthenolide、Costunolide 処理でも SDS-PAGE の移動度の高い SMN のバンドが現れる

ことが明らかになった。また Santonin 処理ではこの SMN の SDS-PAGE の移動度の変化

は観察されなかった (Figure 18B)。このウェスタンブロットの結果は Figure 16 の DCL
の類縁化合物を用いた SMN と Coilin の局在変化と相関があり、両者に関係があること

が示唆された。 
 

Figure 18 

DCL 処理により SMN の SDS-PAGE の移動度が変化する 

(A) DMSO (0.2%)、DCL (20 μM)で 1、2、3、4 時間処理した HeLa 細胞を回収し、抗 SMN 抗体および抗

coilin 抗体でウェスタンブロットを行った。DCL 処理により SMN では矢頭で示す移動度が高いバンドが

検出された (上段)。Coilin のバンドには変化が見られなかった (中段)。alpha Tubulin をローディングコ

ントロールとして用いた （下段）。 (B) DMSO (0.2%)、DCL (20 μM)、Parthenolide (20 μM)、

Costunolide (20 μM)、Santonin (20 μM) で 4 時間処理した HeLa 細胞を回収し、抗 SMN 抗体および

抗 coilin 抗体についてウェスタンブロットを行なった。DCL、Parthenolide、Costunolide 処理により SMN

では矢頭で示す移動度が高いバンドが検出された (上段)。Coilin のバンドには変化が見られなかった 

(中段)。Alpha Tubulin をローディングコントロールとして用いた （下段）。 
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SMN の SDS-PAGE での移動度の変化はシステイン C146 の修飾によって引
き起される 

SMN のバンドシフトに着目し、SDS-PAGE の移動度変化の理由として翻訳後修飾で

あるリン酸化やシステインの酸化、アルギニンのジメチル化が知られているので、まず

これらについて検討を行なった。リン酸化修飾については、SMN を過剰発現させ、DCL
処理の後に免疫沈降を行った細胞のライセートに対して脱リン酸化処理を行ったサン

プルを用いてウェスタンブロットを行なうことで検出した。その結果、DCL 処理によ

り観察される SMN のバンドシフトはライセートの脱リン酸化によって消失せず、DCL
処理により SMN がリン酸化することでバンドシフトを起こしているのではないことが

示唆された (Figure 19A)。システイン残基の酸化についてはタンパク質中のチオール基

に結合する試薬であり、結合することにより約 5 kDa 増加したバンドとして電気泳動に

より検出される試薬である PEG-PCMal を用いて検出した。システイン残基が酸化され

ることで PEG-PCMal が結合できなくなるため、観察されるバンドの位置により酸化さ

れているシステイン残基の数を検出することが可能である。しかし、DCL 処理により

バンドパターンの変化は少なく、SMN が DCL により酸化されるということは示されな

かった (Figure 19B)。SMN アルギニンのジメチル化については、SMN を過剰発現させ、

免疫沈降を行いウェスタンブロットにより SMN のバンドがアルギニンのジメチル化認

識抗体で検出されるかを調べた。しかし DCL 処理の有無によらずアルギニンの対称的

ジメチル化 (SDMA) の検出抗体、非対称的ジメチル化 (ASYM) の検出抗体のどちらで

も SMN のバンドの検出はされず、SMN はアルギニンのジメチル化を受けていないこ

とが示唆された (Figure 19C)。以上のように、これらのリン酸化やシステインの酸化、

アルギニンのジメチル化の翻訳後修飾が DCL 処理後の SMN の SDS-PAGE の移動度変

化に関わるとの結果は得られなかった。 
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Figure 19  

リン酸化、アルギニンのジメチル化、システインの酸化は DCL 処理により変化しない 

(A) HeLa 細胞に SMN を FLAG tag との融合タンパク質として一過性に過剰発現させ、DMSO または

DCL (20μM) 処理を 4 時間行った後に、FLAG tag で免疫沈降を行った。その後のライセートに対し

CIAP 処理を行い、ウェスタンブロットを行い、抗 FLAG 抗体で検出した。(B) HeLa 細胞に DCL (20μM) 

処理を 4 時間行った後、ライセートとし、PEG-PCMal によるラベルを行い、抗 SMN 抗体でウェスタンブ

ロットを行った。(C) HeLa 細胞に SMN を FLAG tag との融合タンパク質として一過性に過剰発現させ、

DMSO または DCL (20μM) 処理を 4 時間行った後に、FLAG tag で免疫沈降を行った。ウェスタンブロ

ットを行い、抗FLAG抗体、SDMAの認識抗体である抗dimethyl-Arginine Antibody, symmetric (SYM10)、

ADMA の認識抗体である抗 Asymmetric Di-Methyl Arginine Motif [adme-R]抗体で検出した。FLAG-

SMN のバンドの位置に抗 SDMA 抗体および抗 ADMA 抗体ではバンドは検出されなかった。 

 

 

そこで、SMN のバンドシフトの原因となるアミノ酸の特定のため、SMN の N 末端側

100 アミノ酸、C 末端側 100 アミノ酸、Exon3、Exon4 をそれぞれ欠失した SMN の欠失

変異体に FLAG タグを付けたもの (FLAG-SMN-ΔN、FLAG-SMN-ΔC、FLAG-SMN-Δ
E3、FLAG-SMN-ΔE4)を HeLa 細胞に過剰発現させ、ウェスタンブロットを行なった。

その結果、Exon3 欠失変異体である FLAG-SMN-ΔE3 でのみ、DCL 処理による SMN の

SDS-PAGE のバンドシフトが見られなくなり、SMN の Exon3 にコードされる領域に

DCL 処理による SDS-PAGE の移動度の変化の原因となるアミノ酸が存在することが予

想された (Figure 20A)。SMN の exon3 のアミノ酸配列は (Figure 20B) に示す。Exon3 は

tudor ドメインであり、立体構造が調べられている 78, 29。既に DCL によりシステイン残

基は酸化修飾を受けないことは確認したが、システイン残基は反応性が高く酸化以外の

修飾が起こることが知られているため、システイン残基に着目した。SMN の exon3 の

アミノ酸には 2 箇所のシステイン残基があり、これらは解析された SMN の tudor ドメ

インの立体構造の外に露出していることから (Figure 20C)、これらのシステイン残基が

修飾されうると考えアミノ酸置換変異体を作成した。この変異体を HeLa 細胞に過剰発

現し、DCL を作用させバンドシフトを観察したところ、C107A 変異体では FLAG-SMN
のバンドシフトが見られるが、C146A 変異体ではバンドシフトが見られなくなった 
(Figure 20D)。つまり、DCL による SMN のバンドシフトは C146 に起こるシステイン残

基の修飾が原因であることが示唆された。 



 

 

58 

 

 

Figure 20 

SMN の C146 が DCL によるバンドシフトの原因である 

(A) SMN の欠失変異体を用いて DCL によるバンドシフトを引き起こす領域を特定した。 (左)使用した

SMN の欠失変異体の模式図。野生型 SMN (WT)、SMN の N 末端側 100 アミノ酸の欠失変異体 (ΔN)、

C 末端側 100 アミノ酸の欠失変異体 (ΔC)、Exon3 欠失変異体 (ΔE3)、Exon4 欠失変異体 (ΔE4)を

FLAG tag との融合タンパク質としてそれぞれ発現させた。 (右) 欠失変異体を HeLa 細胞に発現させ、

DCL 処理 (20 μM、4 時間) を行った後の細胞抽出液を用いて、FLAG 抗体でウェスタンブロットを行っ

た。矢頭は DCL によりシフトしたバンドを示す。alpha Tubulin をローディングコントロールとして用いた 

（下段）。(B) SMN の exon3 のアミノ酸配列。(C) 解析された SMN の 84 から 147 番目のアミノ酸までの

立体構造 29。Tudor ドメインに SDMA が相互作用している様子を示している。C146 と C107 と SDMA を

図中に示した。(D) SMN の exon3 のシステイン残基のアミノ酸置換変異体を用いて DCL によるバンド

シフトを引き起こす残基を特定した。 (左)使用した SMN のアミノ酸置換変異体の模式図。SMN の 107

番目のシステイン残基をアラニンに置換した変異体 (C107A) と 146 番目のシステイン残基をアラニン

に置換した変異体 (C146A)を FLAG tag との融合タンパク質としてそれぞれ発現させた。 (右) アミノ酸

置換変異体をHeLa細胞に発現させ、DCL処理 (20 μM、4時間) を行った後の細胞抽出液を用いて、

FLAG 抗体でウェスタンブロットを行った。矢頭で化合物処理によってシフトしたバンドを示した。GAPDH

をローディングコントロールとして用いた （下段）。 
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エタクリン酸は DCLと類似の効果を示す 
DCL がシステイン残基に修飾を起こすメカニズムを明ら

かにすることを目標としたが、DCL やその類縁化合物はマ

イケル付加により様々なタンパク質を標的として結合する

ことが報告されており 79、標的の探索は困難である。そこで、

理化学研究所の二階堂愛博士、笹川洋平博士との共同研究

により、標的が既知である北海道大学創薬研究開発センタ

ーの承認薬のライブラリーを用いトランスクリプトーム解

析、化合物のクラスタリングを行った。このクラスタリング

の結果、Table7 の化合物が DCL と同一のトランスクリプト

ームに含まれた。Table7 の化合物のうちグルタチオン-S-トランスフェラーゼの阻害剤

であるエタクリン酸、プリン核酸生合成阻害剤であるメルカプトプリン、抗菌薬である

酢酸フェニル水銀、タンパク質合成阻害剤であるピューロマイシン、NF-κB 抑制剤で

ある塩化サングイナリウムを用いて、DCL と同様にカハール体の消失とバンドシフト

を引き起こす化合物があるかを調べた。その結果、エタクリン酸で特異的にカハール体

と Gem の消失、SMN の核内への蓄積、SMN のバンドシフトという DCL と同様の効果

を示した (Figure 21 A、B、データ未提示)。ただし、SMN のバンドシフトにおいては、

DCL とシフト後のバンドの位置にわずかなずれが生じていることが示され、化合物に

よりシフトの幅は異なる可能性が示唆された。 
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Figure 21 

エタクリン酸によりカハール体と Gem が消失し、SMN のバンドシフトが起こる 

(A) HeLa 細胞に DMSO、DCL、エタクリン酸 (EA)、酢酸フェニル水銀 (PMA) 処理を 4 時間行い固定し

た後、抗 SMN 抗体と抗 Coilin 抗体で二重染色を行いカハール体と Gem を観察した。破線で核の輪郭

を示した。 スケールバーは 10 μm。(B) FLAG-SMN を一過的に過剰発現させた HeLa 細胞に DMSO、

DCL、EA、PMA、ピューロマイシン二塩酸塩 (Puro)、シクロヘキサミド (CHX)、塩化サングイナリウム 

(SA)、メルカプトプリン (6-MP) 処理を 4 時間行った後の細胞抽出液を用いて FLAG 抗体でウェスタン

ブロットを行った。矢頭で化合物処理によってシフトしたバンドを示した。alpha Tubulin をローディングコ

ントロールとして用いた （下段）。 

  



 

 

61 

 

 

脂質過酸化の産物は SMNのバンドシフトとカハール体消失を引き起こす 
エタクリン酸はグルタチオンに付加されてグルタチオン-S-トランスフェラーゼと結

合して、その活性を阻害することで細胞内のグルタチオン濃度を低下させ、グルタチオ

ンによる酸化還元状態の維持に負の影響を与えることが知られている 80。一方、DCL を

処理した細胞でもグルタチオン濃度が低下することが報告されている 81。そこで、DCL
によるカハール体消失や SMN のバンドシフトが引き起こされる機序は、グルタチオン

による細胞内の酸化還元状態の恒常性低下と予想した。 
細胞内でグルタチオンは活性酸素の消去、無毒化を行なっている。細胞内の活性酸素

は好気的代謝の副産物として生じる 82, 83, 84。その原因はミトコンドリア呼吸鎖からの電

子の漏出であり、呼吸鎖で酸素分子の還元が不完全になるとスーパーオキシドラジカル

アニオン (O2・) と過酸化水素 (H2O2) が生成する。加齢とともにこの活性酸素は増加

することが知られ、老化の主な原因と考えられている 85, 83, 86。発生した O2・や H2O2は

さらに、O2・ではペルオキシ亜硝酸塩 (ONOO-)、過酸化水素はヒドロキシラジカル (・
OH) という反応性の高い酸化剤になる 87, 88。これらはタンパク質、脂質、DNA に損傷

を与える。タンパク質では立体構造の変化、DNA では変異が起こり、脂質では不飽和

の脂肪酸の過酸化が起こる。脂質の過酸化で最終産物として反応性アルデヒドが発生す

ることが知られ、それらのうち主なものはα, β-不飽和ヒドロキシアルケナール 4-
Hydroxynonenal (4-HNE)89であり、n6-脂肪酸から産生される。反応性アルデヒドはタン

パク質に結合することが知られており 90、4-HNE はタンパク質のシステイン、リジン、

ヒスチジン残基に共有結合した付加物を生成すること、4-HNE はアルツハイマー病、筋

萎縮性側索硬化症 (ALS) 91, 92、パーキンソン病などの患者での増加が報告されているこ

とから 93、これらの疾患の発症機序とタンパク質の 4-HNE 修飾の関係性が注目されて

いる。 
ここで 4-HNE の産生過程の例としてリノール酸から 4-HNE の産生過程 94 を Figure 

22A に示す。まずヒドロキシラジカルにより脂質がラジカルになる。ここに酸素が加わ

ることによりペルオキシラジカルが生成する。その後ペルオキシ環化が起こり、ジオキ

セタン開裂により断片化したオキソアルケニルラジカルが生じる。その後、4-HNE が生

成される 94。 
反応性アルデヒドの発生原因となる活性酸素は通常グルタチオンにより抱合され無

毒化されるが、エタクリン酸や DCL によりグルタチオン濃度が低下することで細胞内

の活性酸素が増加することが予想される。その結果として反応性アルデヒドが増加し、

増加した反応性アルデヒドが SMN を修飾してバンドシフトやカハール体の分散を起こ

すと考えた。そこで先に述べた 4-HNE と、求電子剤であるフマル酸ジメチル (DMF) を
HeLa 細胞に作用させ、ウェスタンブロットを行い SMN のバンドシフトの有無を検出

した。フマル酸ジメチルは細胞内の酸化還元状態を変化させ、酸化還元状態のセンサー
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として機能する Nrf2 経路を活性化する化合物として知られている。また、多発性硬化

症や乾癬などの自己免疫状態の治療にも用いられている薬剤である。 
4-HNE、DMF のどちらを処理した細胞でも、SMN がバンドシフトを起こすことが明

らかになり (Figure 22B)、SMN は 4-HNE と DMF により修飾されることが示唆された。

そこで 4-HNE 処理後にカハール体の局在を観察したところ DCL より作用は弱いが、カ

ハール体と Gem の消失と核内への SMN の蓄積が観察された (Figure 22C)。一方 DMF
では SMN の核内への蓄積は観察され、SMN の輝点の減弱や Coilin が核小体に蓄積す

る傾向が見られたが、カハール体消失の効果は 4-HNE と比較すると弱いものであった 
(Figure 22C)。 
また、SMN に 4-HNE が直接結合しているかを明らかにするために in vitro で発現、

精製した SMN の exon3 に 4-HNE 処理をし、SDS-PAGE、CBB 染色を行いバンドの観察

を行った。その結果、野生型の exon3 と C107A の exon3 では 4-HNE 処理によりバンド

シフトが観察された。さらに、C146A ではこのバンドシフトが観察されなかったことか

ら SMN の C146 に直接 4-HNE が結合していると考えられた (Figure 22D)。一方、DCL
も直接 SMNのC146に結合する可能性が考えられたため、同様に精製した SMNの exon3
を DCL で処理して SDS-PAGE、CBB 染色を行った (Figure 22E)。しかし、バンドシフ

トは観察されず DCL が SMN を直接修飾する可能性は低いことが示された。更に SMN
の直接的な酸化やグルタチオン化の可能性も考え、過酸化水素、酸化型グルタチオンで

精製 SMN を処理し、同様に CBB 染色を行ったがバンドシフトは観察されなかった

(Figure 22E)。 
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Figure 22 

4-Hydroxynonenal 処理によりカハール体と Gem の消失、バンドシフトが起こる 

(A) リノール酸から 4-HNE が生成するまでの脂質過酸化 94 (B) HeLa 細胞を DMSO、DCL (20 μM)、

反応性アルデヒドである 4-Hydroxynonenal (4-HNE) (60 μM) とフマル酸ジメチル(DMF) (200 μM)で

4 時間処理した後の細胞抽出液を用いて抗 SMN 抗体でウェスタンブロットを行った。alpha Tubulin をロ

ーディングコントロールとして用いた （下段）。(C) HeLa 細胞を DMSO、DCL (20 μM)、反応性アルデ

ヒドである 4-Hydroxynonenal (4-HNE) (60 μM) とフマル酸ジメチル(DMF) (200 μM)で 4 時間処理し

た後、固定し、抗 SMN 抗体と抗 Coilin 抗体で二重染色を行いカハール体と Gem を観察した。破線で

核の輪郭を示した。 スケールバーは 10 μm。 (D) in vitro で SMN 野生型 (WT)、C146A、C107A の

exon3 領域を GST 融合タンパク質として発現、精製した。これに 4-HNE を添加し 2 時間後に 2×SDS

サンプルバッファー、2 メルカプトエタノール (10%) を加え、加熱後 SDS-PAGE を行い、CBB 染色を行

った。矢頭でシフトしたバンドを示した。 (E) in vitro で野生型の SMN の exon3 領域を GST 融合タンパ

ク質として発現、精製した。これに H2O2、GSSG、DCL を添加し、2 時間後、15 時間後に 2×SDS サンプ

ルバッファー、2-メルカプトエタノール (10%) を加え、加熱後 SDS-PAGE を行い、CBB 染色を行った。 

 

SMN C146A変異体でも 4-HNE修飾が起こる 
次に SMN のバンドシフトが 4-HNE 修飾によるか確認を行った。HeLa 細胞に FLAG-

SMN の野生型 (WT)、C146A 変異体を発現させ 4-HNE 処理後に FLAG-tag で免疫沈降

を行い、SDS-PAGE、ウェスタンブロットを行い抗4-HNE抗体で検出した (Figure 23A)。
その結果、SMN WT では 4-HNE 処理により生じた２本のバンドのうち、低分子側にシ

フトしたバンドは抗 4-HNE 抗体で強く検出された。また、未処理と同じ位置にも抗 4-
HNE 抗体でシグナル自体は弱いもののバンドが検出された。SMN-C146A 変異体では前

述の通り、4-HNE 処理によるバンドシフトは見られなくなったが、未処理で観察される

SMN と同じ位置に抗 4-HNE 抗体でバンドが強く検出された。したがって C146 が優先

的に 4-HNE で修飾される部位ではあるが、C146 以外にも 4-HNE による修飾部位があ

り、他の部位の修飾は SDS-PAGEのバンドシフトは引き起こさないことが示唆された。 
また DCL 処理時に抗 4-HNE 抗体で SMN のバンドが検出されるかを同様に検討した 

が(Figure 23B)、DCL 処理により出現したシフトバンドは抗 4-HNE 抗体では検出されな

かった。つまり、DCL により C146 が修飾されるものの、主な修飾分子は 4-HNE では

ないことが明らかとなった。これは、DCL により酸化還元状態が変化して産生される

反応性アルデヒドは１種類の分子種だけでないため、4-HNE による修飾が抗体によっ

て検出されるレベルに至っていないと考えている。 
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Figure 23 

SMN、SMN C146A 変異体は 4-HNE 修飾が起こる 

(A) HeLa 細胞に野生型 SMN (WT)と C146A 変異体を FLAG tag との融合タンパク質として一過性に過

剰発現させ、DMSO または 4-HNE (60μM) 処理を 6 時間行った後に、FLAG tag で免疫沈降を行った。

ウェスタンブロットを行い、抗 FLAG 抗体、抗 4-HNE 抗体で検出した。(B) HeLa 細胞に野生型 SMN 

(WT)を FLAG tag との融合タンパク質として一過性に過剰発現させ、DMSO または DCL (20μM) 処理

を 6 時間行った後に、FLAG tag で免疫沈降を行った。ウェスタンブロットを行い、抗 FLAG 抗体、抗 4-

HNE 抗体で検出した。FLAG-SMN のバンドの位置に抗 4-HNE 抗体でバンドは検出されなかった。 
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C末端システインの置換変異体はカハール体消失を抑制する 
Figure 23A より C146 以外のシステインにも修飾が起こるが C146 に強く 4-HNE 修飾

が起こることが示唆されたため、C146A 変異体について DCL 処理後にカハール体の局

在を観察した。その結果、過剰発現の条件であるため野生型でも完全にはカハール体が

消失せず輝点が細かくなる変化であるが、C146A 変異体でも野生型の SMN と同様にカ

ハール体が細かくなることが明らかになった (Figure 24)。よって、C146 の修飾はカハ

ール体の局在には影響を及ぼさないことが明らかになった。 
 

Figure 24 

C146A 変異体は DCL より分散する 

(A) 実験の模式図。HeLa 細胞の SMN を siRNA によりノックダウンし、siRNA に耐性の FLAG-SMN WT

または FLAG-SMN Y272C を一過性に過剰発現し、DCL 処理を 6 時間行い、固定した。(B) A の模式

図のように固定した HeLa 細胞を抗 FLAG 抗体で染色し、発現させた SMN を可視化した。スケールバ

ーは 10 μm。破線で核の輪郭を示した。 
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Figure 23A と Figure 24 の結果より C146 以外のシステインに 4-HNE 修飾が起こり、

そのシステインの修飾がカハール体形成には影響していると仮説を立て、SMN のほか

のシステイン残基のアミノ酸置換変異体を複数作成し、DCL 処理後に SMN の局在を観

察した (Figure 25)。作成した変異体のうち、全てのシステインをアラニンに置換した変

異体 8CA では SMN の細胞質局在が多く、カハール体がほぼ形成されなかった (データ

未提示)。SMN の tudor ドメインの構造内部に位置する C98 と C114 を除いた全てのシ

ステイン残基を置換した変異体 6CA では、全てのシステイン残基の置換変異体よりは

改善されるものの細胞質局在が多く、カハール体形成は減弱した (Figure 25B)。そこで、

N 末端側から C98 と C114 を除いたシステイン 3 つである C60、C107、C146 のアラニ

ンへの置換変異体N-3CAと残りのC末端側の 3つのシステイン残基であるC231、C250、
C289 のアラニンへの置換変異体 C-3CA の二つの変異体を作成し SMN の局在を観察し

た。その結果、N-3CA では DCL 処理によりカハール体が分散するが、C-3CA では分散

が抑制されることが明らかになった (Figure 25C)。この染色画像の核内の抗 FLAG 抗体

の染色の輝度を測定し、カハール体を含まない核質の輝度を全核質の輝度で割ることに

より SMN の核質分散比として定量した (Figure 25D)。その結果、C-3CA では SMN WT
と比べ DCL 処理後の SMN の核質への分散が抑制されており、カハール体が維持され

ていることが示された。 
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Figure 25 

C 末端側のシステイン残基の置換変異体では DCL によるカハール体分散が抑制される 

(A) 使用した SMN のシステイン残基置換変異体の模式図。(B) snRNA に耐性な FLAG SMN WT と 6CA

変異体を内在の SMN を siRNA でノックダウン後 48 時間後にトランスフェクションして HeLa 細胞に発

現させ、トランスフェクションから 24 時間後に固定し、抗 FLAG 抗体で染色することで発現させた SMN

の局在を共焦点顕微鏡で観察し Z スタックから作成した直交投影画像を取得した。6CA 変異体で WT

と比べは核内の SMN の輝点の形成が少なかった。スケールバーは 10 μm。 (C) (D) Figure 24A の

実験系の模式図と同様のタイムコースで実験を行った。(C) FLAG SMN WT と C146A、N-3CA、C-3CA

変異体を HeLa 細胞に発現させ DCL 処理の後、固定し、抗 FLAG 抗体で染色することで発現させた

SMN の局在をを共焦点顕微鏡で観察し Z スタックから作成した直交投影画像を取得した。C-3CA 変

異体では DCL 処理後の SMN の分散が抑制された。破線は核の輪郭を示した。スケールバーは 10 μ

m。 (D) C の画像から分散の程度を定量した。定量は Cell profiler、グラフ化と有意差検定は R を用い

て行った。DAPI の染色画像より核の位置を指定し、その範囲の抗 FLAG 抗体の染色の輝度を測定す

ることで核内の全核質輝度を測定した。抗 FLAG 抗体の染色画像から明瞭な輝点をカハール体として

設定し、これを含まない核質の輝度を測定した。この値を全核質の輝度で割ることにより SMN の核質

分散比を算出した。有意差検定はウィルコクソンの順位和検定で行い p 値は 0.0011 （**と表記）。 

 
 
また、これらの置換変異体について DCL 処理後にウェスタンブロットを行った。そ

の結果いずれの変異体でも発現量に変化は見られないが、C146 の置換を含む変異体 
(6CA、N-3CA) では、DCL 処理によりバンドシフトが見られず、C146 の置換を含む変

異体 (C-3CA) では、DCL 処理によりバンドシフトが見られた (Figure 26)。このことか

らも、SMN のシステイン残基の内、修飾によりバンドシフトを引き起こすシステイン

残基は C146 のみであることが示された。 
 

Figure 26 

各システイン残基の置換変異体でのウェスタンブロット 

FLAG-SMN WT、6CA、N-3CA、C-3CA を一過性に過剰発現させた HeLa 細胞に DCL 処理を行い、細

胞抽出液を用いて 抗 FLAG 抗体でウェスタンブロットを行った。GAPDH をローディングコントロールと

して用いた。 
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C-3CA で置換した 3 つのシステイン残基のうち、よりカハール体形成に影響を及ぼ

すシステイン残基を特定するために、それぞれの置換変異体 C231A、C250A、C289A を

作成した。これらの置換変異体を HeLa 細胞で内在の SMN をノックダウンした条件で

発現させ DCL 処理後の局在を観察したところ、C231A 変異体では DCL によるカハー

ル体の分散を抑制しなかったが、C250A と C289A では同程度のカハール体分散の抑制

を示した (Figure 27A、B)。そこで C250 と C289 のダブルミュータント C250A / C289A
を作成し、DCL 処理後の局在の観察を行ったところ、単一の変異体よりも強いカハー

ル体分散の抑制効果を示し、C250 と C289 がカハール体形成に役割を果たしているこ

とが示唆された (Figure 27A、B)。この C250 と C289 の 2 つのシステイン残基は多量体

化ドメインである YG ボックスの周辺に位置している。したがって、YG ボックス周辺

のアミノ酸残基に修飾が起こることにより、多量体形成が損なわれて SMN の輝点が分

散された可能性が示唆された。 
さらに、C146A/C250A/C289A 変異体も作成し影響を及ぼさないかを観察したが、

C250A/C289A と変化は見られず、C146 は修飾を受け SMN の SDS-PAGE のバンドシフ

トを引き起こすものの、局在には影響しないことが再度確認された (Figure 27A,C)。 
 

これら変異体で Figure 23A と同様に SMN に 4-HNE 修飾が起こるかを検出した 
(Figure 28)。その結果、SMN 6CA 変異体では 4-HNE 修飾のバンドが検出されず、SMN
ではシステイン残基以外の修飾はほぼ起きていないことが示された (Figure 28A)。C-
3CA でもシフト前の位置のバンドが抗 4-HNE 抗体で検出されるが、WT よりはバンド

が薄く、C146 以外の修飾の大半は C-3CA で置換した 3 箇所のシステインであることが

示された。更に、C146A/C250A/C289A 変異体では、バンドシフトが観察されなくなり、

シフト前の位置のバンドも C-3CA 変異体同様にシグナルは弱くなっており、 C146、
C250、C289 が SMN の 4-HNE による主要な修飾部位であると示唆された (Figure 28B)。 
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Figure 27 

SMN C250、C289 の置換変異体でカハール体の分散が抑制される 

(A) 使用した SMN のシステイン残基置換変異体の模式図。(B) 内在の SMN をノックダウン後 FLAG 

SMN WT と C-3CA、C231A、C250A、C289A 変異体を HeLa 細胞に発現させ DCL 処理の後、固定し、

抗 FLAG 抗体で染色することで発現させた SMN の局在を観察した。破線で核の輪郭を示した。スケー

ルバーは 10 μm。(C) FLAG SMN WT と C-3CA、C250A/C289A、C146A/C250A/C289A 変異体を

HeLa 細胞に発現させ DCL 処理の後、固定し、抗 FLAG 抗体で染色することで発現させた SMN の局

在を観察した。破線で核の輪郭を示した。スケールバーは 10 μm。 
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Figure 28  

各システイン残基の置換変異体での抗 4-HNE 抗体でのウェスタンブロット 

(A) FLAG-SMN WT、C146A、6CA、C-3CA を一過性に過剰発現させた HeLa 細胞に 4-HNE 処理を行

い、FLAG tag で免疫沈降を行い、抗 4-HNE 抗体と抗 FLAG 抗体でウェスタンブロットを行った。(B) 

FLAG-SMN WT、C146A、8CA、C250A/C289A、C146A/C250A/C289A を一過性に過剰発現させた

HeLa 細胞に 4-HNE 処理を行い、FLAG tag で免疫沈降を行い、抗 4-HNE 抗体と抗 FLAG 抗体でウェ

スタンブロットを行った。 
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超解像顕微鏡による DCL処理時のカハール体の観察 
第１章で、ハルミン処理からのカハール体再形成過程での超解像顕微鏡による観察

(Figure8) と SMN Y272C 変異体を用いた超解像顕微鏡での観察 (Figure12) を行った。

その結果より、カハール体は形成初期からの時間経過により分子数が増大する中で

SMN の多量体形成が起こり、SMN がリング状に観察される形状へと変化し、SMN が

カハール体から離れていることが示唆された。DCL により、SMN のリング状に観察さ

れる形状がどのように変化するか、また回復は見られるのか検討を行った。 
 

DCL処理時におけるカハール体の微細構造の変化 
DCL 処理によるカハール体の消失がどのように起こっているかを調べるため、HeLa

細胞に DCL 処理の時間を 1 時間おきに 1~4 時間行ない、SMN、Coilin の局在を観察し

た。DCL 処理からの時間ごとに蛍光顕微鏡でその局在を観察したところ、時間が経つ

ほどカハール体を形成する細胞が少なくなった (Figure 29A)。また、DCL 処理後に残っ

た輝点は SMN と Coilin が共局在しているものが DCL 処理前よりも増加していること

が明らかになった。 
これらのカハール体を超解像顕微鏡を用いて微細構造を観察した結果、DCL 処理時

間に従ってカハール体を構成する SMN、Coilin の大きさが小さくなることが明らかに

なった (Figure 29B)。また、2 重のリング状の構造がなくなり、DCL 処理 4 時間後に残

った輝点は小さく Coilin や SMN が混ざった構造であり、化合物処理前のカハール体と

は微細構造が異なることが明らかになった (Figure 29B)。 
DCL 処理により、U2 snRNA の局在は核内で輝点を形成しないことが Figure 1 で示さ

れた。Figure 29A、B と同様に DCL 処理の時間を 1 時間おきに 1~4 時間行ない、Coilin
と U2 snRNA の局在を in situ hybridization により可視化し、超解像顕微鏡を用いて観察

した。その結果 DCL 処理により、Coilin と共局在する U2 snRNA は減少し 4 時間後に

残存するCoilinの輝点にはU2 snRNAの明確な凝集は観察されなくなった (Figure 29C)。
このことから、DCL 処理後に残った Coilin の輝点は snRNA を集めることが出来ないこ

とが示唆された。 
これらのことから、DCL 処理により SMN と Coilin、snRNA の分離構造が形成されな

くなり、カハール体が消失していくことが示唆された。 
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Figure 29  

DCL 処理時のカハール体の局在変化 

(A) DMSO (0.2%)、DCL (20 μM) で 1、2、3、4 時間処理した HeLa 細胞を抗 SMN 抗体および抗 coilin

抗体で二重染色を行なった。スケールバーは 10 μm。 白枠の拡大図を下図に示した。 (B) (A)の核内

の Coilin と SMN が共局在する輝点を超解像顕微鏡を用いて観察した。スケールバーは 1 μm。 (C) 

DMSO (0.2%)、DCL (20 μM) で 1、2、3、4 時間処理した HeLa 細胞で U2 snRNA について in situ 

hybridization を 行い、Coilin と二重染色し、Coilin の輝点を超解像顕微鏡を用いて観察した。スケール

バーは 1 μm。 
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DCL処理からのカハール体回復過程での微細構造の回復 
DCL 処理によりカハール体が消失した後、DCL を除去し培養を続けることでカハー

ル体が回復するかどうかを検出した (Figure 30A)。HeLa 細胞でカハール体を DCL 処理

からの時間ごとに蛍光顕微鏡でその局在を観察したところ、DCL 除去から 9 時間の時

点ではカハール体を形成している細胞は少なく、形成されているカハール体自体は小さ

く、細胞あたりの数も多いことが明らかになった (Figure 30B)。そして DCL 除去から時

間が経つにつれ次第にカハール体が大きくなり、数も少なくなることが明らかになった 
(Figure 30B)。このカハール体を超解像顕微鏡により観察することでカハール体の形成

の微細構造を観察した。その結果、DCL 除去から 12 時間の時点では小さく Coilin や

SMN が混ざった構造であることが明らかになった。そして DCL 除去から時間が経つに

つれ、SMN のリング状の構造とそれを取り巻く Coilin が 2 重に別れて観察されるよう

になった (Figure 30C)。このことから、SMN と Coilin によるカハール体の形成過程は

SMN と Coilin が集合して小さな輝点を形成し、そこに SMN と Coilin がさらに集まり

SMN を内側に 2 重のリング状の構造を形成する。その後、SMN と Coilin が離れ別の構

造体を形成すると予想された。この結果は第１章のハルミン処理後の回復培養における

カハール体再形成の過程の超解像顕微鏡を用いた観察結果と一致していた。 
また、この回復時の細胞ライセートを用いて抗 SMN 抗体でのウェスタンブロットを

行ったところ、20 時間後でも SMN のバンドシフトが観察され、DCL は長時間の影響

を及ぼすことが明らかになった (Figure 30D)。 
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Figure 30 

DCL 処理から回復時のカハール体形成過程 

(A) DCL (20 μM) で 4 時間処理した HeLa 細胞から DCL 除去後 9、12、15、18、22 時間後に固定し、

抗 SMN 抗体および抗 coilin 抗体で二重染色を行なった。スケールバーは 10 μm。 (B) (A)の白枠の

拡大図。 (C) (A)の核内の輝点を超解像顕微鏡を用いて観察した。スケールバーは 1 μm。 (C) DCL 

(20 μM) で 4 時間処理した HeLa 細胞と、DCL 除去後 4 時間後、20 時間後の細胞の細胞抽出液を用

いて SMN 抗体でウェスタンブロットを行った。Wash 後 20 時間後でも SMN でシフトしたバンドが観察さ

れた。alpha Tubulin をローディングコントロールとして用いた （下段）。  
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考察 

 
DCLによる SMNのシステイン修飾とカハール体形成能の低下 
本研究により、DCL により SMN のシステイン残基に修飾が起こることが明らかにな

り、それに伴いカハール体と Gem が消失することが明らかになった。この際、カハー

ル体形成に影響を及ぼすシステイン残基は第一章で述べた YG ボックス周辺のシステ

イン残基である。この位置関係より、これらのシステイン残基に修飾が起こることで

SMN の YG ボックスを介した多量体形成が妨げられる可能性が考えられる。DCL 処理

を行い、残存したカハール体の構造を超解像顕微鏡で観察した Figure 29 より、SMN と

Coilin の分離構造が壊れ、SMN と Coilin が分離していない。SMN の分離が SMN の多

量体形成によるという第一章での考察から、DCL により多量体形成ができないと予想

された。したがって YG ドメイン、多量体形成を行うドメイン周辺の修飾は分離、Gem
形成を防ぐと結論付けた (Figure 31A)。これを明らかにするために、これらのシステイ

ン残基の修飾により多量体形成が妨げられているか検討が必要である。 
また、第一章の YG ボックスの変異体 SMN Y272C 変異体ではカハール体は消失する

のではなく歪でサイズの大きな輝点を形成し、本章の YG ボックス周辺の修飾ではカハ

ール体が消失しており違いがある。これは、Figure17 より DCL の作用は SMN のみでは

なく、Coilin の輝点にもあり、作用点が SMN のみではないことが関わっていると考え

られる。そこで第三章では DCL の SMN 以外の作用点に着目する。 
 

DCL除去によるカハール体再形成 
第一章のハルミン処理では PNC 移行後の回復培養でカハール体の再形成が早期に起

こることが特徴であった。一方、DCL ではカハール体や Gem 消失後に回復培養を行っ

た場合、カハール体や Gem の回復に長時間かかることが示された。また Figure 30D の

ウェスタンブロットで DCL 除去から 20 時間が経過した後にも SMN のバンドシフトが

残っており、DCL 処理の影響は長時間残っている。これは DCL が標的タンパク質のシ

ステイン残基に共有結合で非可逆的な結合を行うということと、SMN のシステイン残

基に共有結合で修飾を行うといういずれか、もしくは両方の特徴を示した結果であると

考えられる。 
また、カハール体再形成においては、ハルミンと DCL は同様に形成初期では SMN と

Coilin が同程度のサイズの輝点で重なるように形成され、時間経過により、SMN がリン

グ状になったことから、正常なカハール体形成過程として、サイズの増大に伴う SMN
のクラスター化という過程があることを反映している可能性が高まったと言える。 
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DCLによる SMNのシステイン修飾 
DCL により SMN のシステイン残基に修飾が起こることが明らかになった。脂質過酸

化で主に産生される反応性アルデヒドである 4-HNEはDCLと同様のカハール体やGem
の消失や SMN のウェスタンブロットのバンドシフトをもたらしたが、DCL により起き

る修飾は 4-HNE 修飾ではないことが Figure 23B の抗 4-HNE 抗体でのウェスタンブロッ

トにより示唆された。ここで、エタクリン酸での SMN のバンドシフト幅が DCL とズ

レが生じていた (Figure 21B) ことから、エタクリン酸や DCL によるレドックスストレ

スで生じる反応性アルデヒド産物は、どのような化合物を作用させたかにより異なって

いることが予想される。また、DCL によるバンドシフトは比較的ブロードなバンドで

あることが多いことから、複数種類の反応性アルデヒドが結合する可能性も考えられる。

つまり DCL 処理により一部は 4-HNE が発生し、SMN に結合することを否定できない

が、他の反応性アルデヒドが結合することも考えられる。DCL 処理により SMN が核内

に蓄積することから、修飾は核内で起きることが予想されるが、細胞の核内に多く存在

する反応性アルデヒドについては調べられておらず、予想することはできない。そこで

今後、質量分析等により DCL に結合する反応性アルデヒドを明らかにすることが望ま

れる。 
 
SMN のシステインの修飾が筋萎縮性側索硬化症 (ALS) の発症に関与してい
る可能性 

SMN が原因遺伝子となっている SMA と ALS には類似性がある。SMN は SMN1 を

主な原因遺伝子とし、SMN 量の低下によって引き起こされる、下位運動ニューロンの

変性を主徴とする、乳幼児期から発症する疾患である。一方 ALS は SMN1 を含まない

C9orf72、SOD1、FUS、TDP43 など複数の遺伝子が原因遺伝子として知られ、上位・下

位の運動ニューロンの変性を引き起こす。発症時期も成人であり SMA とは異なる。し

かし、ALS モデルマウスでは SMN2 のコピー数、つまり SMN の発現量に病態が影響さ

れ、SMN の発現量と ALS モデルマウスのニューロンの細胞死が逆相関している 95 こ

と、ALS 患者では Gem が減少することあると知られている。これらのことから SMN の

機能も ALS に関わっていると考えられる。 
ALS 患者の脊髄組織の SMN のウェスタンブロットを行った論文では SMN は 2 本の

バンドとして検出されており、移動度の高いバンドは SMN2 から産生される SMN Δ7
とされている 96。しかし SMN Δ7 の方が全長の SMN よりもウェスタンブロットのバン

ドは濃くなっており、SMN2 遺伝子からの Δ7 mRNA の発現量は SMN1 の 1/10 である
96 ということと矛盾している。定量の結果、全長の SMN である移動度の低いバンドが

減少しており、SMN Δ7 バンドは変わらないという結論になっている 96が、これは移動

度の高いバンドが増えているとも捉えられる結果である。 
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我々は、本研究により検出された DCL による SMN のシフトバンドがΔ7 のバンドに

混ざって検出され、ALS では修飾型が増えているという結果である可能性もあるので

はないかと考えている。実際に DCL によるバンドの移動度は、SMN Δ7 の移動度と同

程度であった (Figure 31B)。この ALS 患者で見られる SMN のバンドが SMN の修飾型

かを確認するためには、修飾特異的 SMN 抗体が必要である。そのためには SMN のシ

ステイン修飾にどのようなものがあるかを患者に近い組織で同定する必要がある。 
また、ALS では酸化ストレスの増加が運動ニューロン死に関与しているという仮説

を支持する証拠が提供されている 97。病理学的研究により ALS 患者の死後組織では脂

質過酸化のマーカーである 4-hydroxy-2-nonenal-histidine と crotonaldehyde–lysine の付加

体 98や DNA の酸化マーカーである 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8-OHdG)99 などの酸化

ストレスが増加していることが報告されている。また、ALS 患者の脳脊髄液を用いた研

究は疾患の早期でも行われ、8-OHdG100, 101や、脂質過酸化のマーカーである 4-HNE91, 92

など酸化ストレスマーカーの上昇が報告されている。 
つまり ALS 患者で酸化ストレスが増加したことで 4-HNE などが増加して、SMN に

修飾をもたらし、SMN が機能しなくなることにより運動ニューロンの細胞死が引き起

こされる可能性が考えられる。 

Figure 31 

まとめ 

(A) 第二章まとめの図 (B) HeLa 細胞に FLAG tag 融合 SMN と SMN Δ7 を一過的に発現させの、

DCL (20 μM) で 4 時間処理した細胞の細胞抽出液を用いて抗 FLAG 抗体でウェスタンブロットを行っ

た。alpha Tubulin をローディングコントロールとして用いた （下段）。  
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第三章 

 

 

DCL の他の作用点の解析  
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結果 

 

DCL処理により発現変動する遺伝子群の解析 
Figure17 より DCL のカハール体分散効果は、SMN、Coilin の双方の輝点の消失を行

っており、SMN に対する作用は第 2 章で述べた通りであるが、Coilin の輝点が消失す

るメカニズムは明らかになっていない。そこで、作用点を明らかにすることを目的に

DCL 処理後の HeLa 細胞の RNA を用いて RNA-sequence を行った。Gene Ontology (GO)
解析を行い、DCL 処理により発現が変動した遺伝子群を Table 8 に示した。発現が上昇

した遺伝子群にKDMファミリーと呼ばれるヒストンのリジンの脱メチル化酵素群が含

まれていることが明らかになった。 
 

Table8  RNA sequence により DCL により発現量が変動した遺伝子群 

DCL 処理により発現量が増加した遺伝子群を Up、低下したものを Down で示した。 

 
この酵素群は、フラビン依存的脱メチル化酵素 (LSD) と Jumonji C ドメインを持つ

Fe2+、2-オキソグルタル酸 (2-OG) 依存的脱メチル化酵素 (Jumonji C domain-containing 
histone demethylase：JHDM) の 2 種類がある 102。その中でも DCL 処理により発現が上

昇するのは JHDM であった。2-OG オキシゲナーゼファミリーは 60 種類以上のタンパ

ク質により構成され、ヒストン脱メチル化酵素は 20 以上含まれる。このファミリーの

タンパク質の触媒ドメインは Jumonji C ドメインであり 8 本のβストランドをもつ二本

鎖βヘリックス構造を持つ 103。酵素反応では 2-OG と酸素分子の結合によって酵素が活

性化し、反応性の Fe (IV) -オキソフェリル中間体となり、特定の基質の水酸基と反応し、

基質をヒドロキシル化する。その際、CO2とコハク酸が形成される。その後、不安定な

ヒドロキシル化された基質は不安定なヘミアミナール中間体であり、ホルムアルデヒド

が放出され、基質の脱メチル化が起きる。 



 

 

82 

 

 

JmjC KDM の一部は精製された JmjC KDM とヒストン、非ヒストン基質を反応させ

た後の基質の質量分析によって、ヒストンのリジンのみではなく、ヒストンやヒストン

以外の基質のアルギニンも脱メチル化すると報告されている 104。 
 

KDMファミリーのノックダウンによりカハール体消失が抑制される 
KDM ファミリーが DCL によるカハール体消失に影響を及ぼしているのではないか

と考え、DCL により発現が上昇した KDM ファミリーのうち HeLa 細胞での発現量が多

い KDM3A と KDM4A をノックダウンし、カハール体を SMN と Coilin の抗体染色によ

り観察した。その結果、ノックダウン自体は DMSO 処理時のカハール体の局在に影響

を及ぼさないが、DCL 処理を行うとカハール体の分散が一部抑えられることが明らか

になった (Figure 33A)。また、KDM3A、4A の単独ではなく、双方を同時にノックダウ

ンした場合の方が DCL による分散の抑制効果は強く、複数の KDM ファミリーが関与

していることが示唆された (Figure 32A)。 
第 2 章では DCL により SMN のシステイン 146 に修飾が起こることにより SMN の

SDS-PAGE のバンドシフトが見られた。KDM ノックダウン時にこのバンドシフトに変

化が見られるかを調べるために、抗 SMN 抗体でウェスタンブロットを行った。その結

果ノックダウンの有無によらず SMN のバンドシフトは観察された (Figure 32B)。つま

り、KDM のノックダウンは DCL によるカハール体の分散を抑制するが SMN の C146
のシステインへの修飾には影響を及ぼさないことが示された。 
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Figure 32  

KDM3A、4A のノックダウンにより DCL によるカハール体、Gem の消失は抑制される 

(A) HeLa 細胞の KDM3A と KDM4A を siRNA によりノックダウンした 72 時間後に DCL 処理を行い、固

定後、抗 SMN 抗体と抗 Coilin 抗体で二重染色を行い、カハール体/Gem を観察した。破線は核の輪郭

を示した。スケールバーは 10 μm。 (B) HeLa 細胞の KDM3A と KDM4A を siRNA によりノックダウン

した 72 時間後に DCL 処理を行い、細胞抽出液とした。これを用い抗 SMN 抗体でウェスタンブロットを

行った。 

 
KDMファミリーの阻害剤 JIB-04でもカハール体消失を抑制される 
次に KDM ファミリーの阻害剤でもカハール体への影響が見られるかを観察した。

KDM ファミリーの阻害剤として IOX1、GSK-J4、CP2、JIB-04 を用いた。IOX1、GSK-
J4 は 2-OG のアナログであり 2-OG の結合を阻害することが知られている。CP2 は環状

ペプチドで KDM4A の活性中心にはまり込んで阻害し、JIB-04 は KDM の活性部位にお

ける O2 およびヒストンの基質の結合を阻害する。また活性中心の金属をキレートする

ことで、共役基質である 2-OG の結合力を変化させる可能性もある阻害剤である 105。 
IOX1、GSK-J4、CP2、JIB-04 と DCL 処理を同時処理し、カハール体の局在を観察し

たところ IOX1、GSK-J4、CP2 処理時では DCL によるカハール体分散に影響は見られ

なかったが、JIB-04 と DCL との同時処理ではカハール体分散が抑制されることが示さ

れた (Figure 33A、データ未提示)。また JIB-04 の単独処理時に、Coilin と SMN の輝点

が一致している輝点の割合が DMSO 処理時と比べ増加した (Figure 33A)。そこで、JIB-
04 処理時のカハール体について超解像顕微鏡を用いて微細構造の観察を行った (Figure 
34A)。その結果、DMSO 処理時では第 1 章、第 2 章でも述べたとおり、SMN と Coilin
は分離し、SMN はリング状に観察されるものが多いのに対し、JIB-04 処理によりこの

分離構造とリング状の局在は観察されずに両者が混ざったような局在を示した。JIB-04
と DCL を同時処理した際も、分散しなかったカハール体が JIB-04 処理時と同様の両者

が混ざった局在を示した。よって JIB-04 処理がカハール体の内部構造を変化させるこ

とが明らかとなった。 
なお、JIB-04 処理時にウェスタンブロットにより SMN のバンドを観察したところ、

DCL 処理によりバンドシフトを起こしており (Figure 34B)、第 2 章で述べた C146 の修

飾は JIB-04 により抑制されないことが示された。このことから、他の SMN のシステイ

ン残基修飾も JIB-04 では低下しないことが予想され、JIB-04 処理が DCL で誘導される

カハール体分散を抑制するメカニズムは SMN 側ではなく、SMN の分離を起こさせな

い Coilin 側の変化である可能性が考えられた。 
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Figure 33 

KDM ファミリーの阻害剤 JIB-04 によりカハール体、Gem の消失は抑制される 

HeLa 細胞に DCL 処理と同時に KDM ファミリー阻害剤処理を行い、固定後、抗 SMN 抗体と抗 Coilin

抗体で二重染色を行い、カハール体/Gem を観察した。破線は核の輪郭を示した。スケールバーは 10 

μm。 
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Figure 34 

JIB-04 処理により Coilin と SMN の分離構造が消失する 

JIB-04 処理時の SMN と Coilin が局在するカハール体について超解像顕微鏡で観察し、SIM 画像を得

た。スケールバーは 1μm。(B) JIB−04 と DCL 処理を同時に 4 時間行い、細胞抽出液とした。これを用

い抗 SMN 抗体でウェスタンブロットを行った。 

 
Coilinの SDMAの変化は DCLによるカハール体消失に影響を及ぼさない 
カハール体形成では SMN の tudor ドメインが Coilin の RG ドメインの対称的にジメ

チル化された部位 (SDMA) に相互作用することが重要であった。そのため、DCL 処理

により KDM 活性が上昇して Coilin のアルギニン脱メチル化が亢進することが分散の原

因で、その脱メチル化が JIB-04 で抑制される可能性を考えた。そこで、Coilin の DCL
処理後の SDMA を検出したところ (Figure 35A)、DCL 処理により Coilin の SDMA レベ

ルは低下する傾向が見られたが、JIB-04 と DCL の同時処理でもこの修飾低下は抑制さ

れなかった。つまり、JIB-04 と DCL の同時処理というカハール体分散の抑制条件でも

SDMA は低下しており、KDM によるカハール体分散の抑制は Coilin の SDMA の調節

には依存しないことが示された。 
 

KDMと Coilinの結合は弱く相互作用する 
KDM ファミリーがカハール体の形成に影響する理由として、Figure 35A より KDM

タンパク質による脱メチル化ではないこと、KDM ファミリーの阻害剤が JIB-04 のみに

限られることから、KDM と Coilin、SMN の結合に注目した。そこで、KDM4A と Coilin
の結合について、免疫沈降で検討した (Figure 35B)。その結果、量は少ないが共沈降す

ることが示された。また Coilin の各欠失変異体を用いて、KDM4A を共沈降した結果、

Coilin の複数の欠失変異体で結合が弱まることが明らかとなり、結合は 1 箇所ではなく



 

 

87 

 

 

複数箇所で弱い相互作用をしている可能性が示された。しかし、SMN と KDM4A の結

合は検出されなかった (データ未提示)。このことから、KDM が直接 Coilin と SMN の

間をつなぐ可能性は否定された。 
 

Figure 35 

SMN、SMN C146A 変異体は 4-HNE 修飾が起こる 

(A) HeLa 細胞に FLAG-Coilin-EGFP を安定発現させた細胞株を用いた。この細胞株に培地交換で

DCL (20 μM)、JIB-04 (20 μM)、DCL (20 μM) と JIB-04 (20 μM) を同時に添加し 4 時間培養し

た。FLAG tag で免疫沈降を行い、ウェスタンブロットを行った。抗 FLAG 抗体と SDMA の認識抗体であ

る抗 SYM10 抗体で検出した。DCL、DCL と JIB-04 の同時添加により抗 SDMA 抗体で検出されるバン

ドの濃さは低下した。 (B) 左： 発現させた Coilin の欠失変異体の模式図。右：293T 細胞に FLAG tag

融合タンパク質として Coilin、Coilin の欠失変異体と HA tag 融合タンパク質として KDM4A を一過性に

過剰発現させた。FLAG tag で免疫沈降し、ウェスタンブロットを行い、抗 FLAG 抗体と抗 HA 抗体で検

出した。  
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考察 

 

KDMファミリーと通常時のカハール体形成調節 
KDM ファミリーの阻害剤である JIB-04 処理時にカハール体の微細構造を超解像顕微

鏡で観察した結果、Coilin と SMN の分離構造が崩壊していた。このことから、通常時

に KDM ファミリーはカハール体内部で Coilin と SMN を分離させる過程において役割

を持つ可能性が考えられる。KDM4A と Coilin は複数の点で弱い相互作用があり、Coilin
に KDM ファミリータンパク質が相互作用することで、カハール体での分離を補助して

いる可能性も考えられる。また、もう一つの可能性として、JIB-04 と結合した KDM フ

ァミリーがカハール体内で、SMN や Coilin をつなぎ止める新たな多価の相互作用を担

う分子になっている可能性も考えられる。しかし、JIB-04 存在下での KDM の局在を観

察したところ、KDM は核質に広がった局在を示しており、カハール体に濃縮する様子

は観察されなかったこと、KDM のノックダウンでもカハール体の分散が抑制されるこ

とから、KDM がカハール体の新たな「つなぎ」となっている可能性はそれほど高くな

い。 
 

KDMファミリーと DCL処理時のカハール体形成調節 
KDM3A、4A のノックダウンおよび KDM ファミリーの阻害剤である JIB-04 処理に

より DCL によるカハール体の消失が抑制された。このことから、DCL 処理時に KDM
の働きがカハール体の分散に関与することが示唆され、第 2 章で示した SMN 以外の

DCL の作用点が KDM であることが示唆された。KDM がどのようにカハール体分散に

関わるのか、JIB-04 がそれをどう抑えるのかは前の段落でも述べた通りメカニズムは不

明である。ただし、カハール体分散が抑制される JIB-04 と DCL の同時処理でも Coilin
の SDMA 修飾量は DCL 単体処理時と変化が見られず、KDM の JIB-04 による調節は

Coilin の SDMA 修飾の脱メチル化活性の抑制によるものではないことが示唆された。

ただし、本研究で Coilin の過剰発現条件で行なっており、内在の Coilin のメチル化に変

化が起きていないことは断定出来ず、内在での検討が今後必要である。また、実験操作

中にライセート中に DCL が含まれることにより、Coilin が脱メチル化を受ける可能性

も否定出来ず、今後検討が必要である。 
また、脱メチル化活性の抑制が JIB-04 の効果に重要ではないことは、KDM ファミリ

ーの阻害剤でカハール体分散を抑制するのは JIB-04 のみであったことからも支持され

る。JIB-04 は KDM の基質との結合を阻害する阻害剤であり、酵素活性中心に結合して

補因子である 2-OG の結合阻害を行う IOX1 や GSK-J4 がカハール体分散を抑制できな

いことから、基質との結合がカハール体分散の抑制に必要と考えられる。しかし、DCL
によるカハール体分散過程で、KDM ファミリータンパク質がどのようなタンパク質と

の相互作用を介して作用するかは今後解決すべき課題として残されている。 
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Figure 36 

第三章まとめ 

左：通常時の KDM ファミリーのカハール体形成における役割のモデル。右:DCL 処理時のカハール体

形成の役割のモデル。 
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総括 

 
SMA発症の新たな機序の解明 
これまで SMN の YG ボックスの変異による SMA は SMN シャペロン活性の低下によ

り snRNP のアセンブリが低下し疾患を起こすと考えられていた。本研究により、SMN
の YG ボックスの変異により SMN の多量体形成が低下したことによりカハール体から

SMN の分離の阻害が起こることが示された。この結果、SMN がリサイクルされなくな

り、核内に蓄積する。つまり、核内へのトラップによるフリーな SMN の減少を意味し、

使用できる十分な SMN の分子数がなく SMA となるという新たな SMA の発症機序を

提案する。 
本研究において、SMN Y272C 変異体の発現は内在の SMN 存在下で行なっている。

それにも関わらず SMN Y272C 発現細胞ではカハール体の拡大、SMN の分離の低下が

見られた。現在の SMA の治療方法は SMN を補充するという戦略であるが、このよう

な変異を持つ患者ではドミナントネガティブな効果を示し、治療に不十分となる可能性

を示している。したがって、SMN Y272C のような SMN の多量体形成を引き起こす変

異を持つ患者に対する治療として、これら変異 SMN が存在していても SMN のリサイ

クルを可能にする戦略が必要となるのではないかと考えられる。 
 
局所翻訳と SMNの働き 

SMN はここまでに述べた snRNP の生合成のほか、局所翻訳にも役割を持っている。 
神経細胞のような巨大な細胞では、通常の翻訳は細胞核が存在している細胞体のリボ

ソームによって行われる。一方で一部の mRNA では局所翻訳と呼ばれる、神経軸索を

輸送され軸索や樹状突起に存在するリボソームによる翻訳が起こる。この局所翻訳は、

軸索末端では成長円錐の伸展や前シナプスの構造変化 106, 107、樹状突起では後シナプス

構造であるスパインの成熟化やシナプス長期増強、長期記憶形成 108, 109, 110 に必須であ

り、神経の機能に重要である。これらの局所翻訳される mRNA は RNA やタンパク質か

らなる顆粒を形成した状態で輸送される。 
SMN この mRNA の軸索末端への輸送にも関与しており、神経細胞の細胞体から軸索

上をβ-アクチンの mRNA 111, 112や HuD113, 114や Gemin2115や Gemin5112のような RNA 結

合タンパク質と結合して移動しているということが報告されている。 
SMN はあらゆる細胞で発現しているが、SMA で細胞死が引き起こされるのは下位運

動ニューロンのみである。このことから、SMN の減少によるニューロンでの局所翻訳

における輸送の低下が SMA の原因であるとも考えられている 115,116。本研究における

SMN の多量体形成によるカハール体からの SMN の分離のメカニズムは、多量体形成

の低下により細胞質のフリーの SMN の分子数の低下を引き起こすことで局所翻訳の低

下が起こり、運動ニューロンの生存に関与している可能性がある。また、このメカニズ
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ムは SMA のみではなく、第二章の考察で述べた ALS における SMN の変化を考えると

ALS での細胞死にも関与している可能性があり、局所翻訳の変化の検出を含め、更なる

研究が必要である。 
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