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緒緒  言言  

 
2 型顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSHD）は遺伝性の進行性筋ジストロフィーである。骨格筋細胞を減

少させる効果を持つ DUX4 遺伝子の異常発現が原因と考えられており、その異常発現の原因遺伝子として

SMCHD1 が知られている。SMCHD1 はエピジェネティックなクロマチン制御因子であり、健常細胞では DUX4
の上流塩基配列を高度にメチル化する役割を担っているが、FSHD 疾患細胞では SMCHD1 遺伝子の量低下によ

る DNA 低メチル化を伴うクロマチン構造の変化により、DUX4 遺伝子が発現してしまう。近年、FSHD 患者由

来の疾患 iPS 細胞が樹立され［1］、疾患 iPS 細胞から分化させた骨格筋細胞は特に酸化ストレスに弱くなること

で DUX4 が増加し、骨格筋に悪影響を与えているということが示唆された［2］。疾患 iPS 細胞の骨格筋分化後

には SMCHD1 遺伝子自体の量も減少していたことから、SMCHD1 遺伝子の量的な制御は疾患発症に重要であ

るが、その量制御機構の詳細は明らかになっていない。 
我々はこれまでに mRNA 量とタンパク量の網羅的な比較解析を行い、多能性幹細胞特異的に mRNA の量に依

存せずにタンパク量が増加する遺伝子が数百個あることを示してきた。その遺伝子群には希少疾患特異的な遺伝

子が濃縮されており、そのうちの一つが FSHD の原因遺伝子として知られている SMCHD1 遺伝子である。本研

究では FSHD に着目し、疾患由来 iPS 細胞における SMCHD1 遺伝子のタンパク量制御が分化前後においてど

の段階で制御されているのか、また、その制御機構の解明を目指す。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
希少疾患患者由来の細胞のゲノム解析によって、疾患細胞特異的な変異を持つ遺伝子種類が明らかになってき

た。しかし、原因遺伝子が判明しても、疾病を発症する機構は未知のままであり、大部分の希少疾患は治療法が

存在しない。我々は、すべての細胞種類の元となる多能性幹細胞において、希少疾患に関連する遺伝子群が転写

後制御を受けてタンパク質が多量に維持されているという事実を発見した［3］。その遺伝子が原因となる希少疾

患の状態は様々であり、主に赤血球が産生されない希少疾患であるブラックファン貧血や、顔面・上腕などの筋

委縮が起こる FSHD に関わる原因遺伝子が濃縮していた。細胞分化後における疾患状態は異なるが、多能性幹細

胞に共通して希少疾患原因遺伝子が量的な転写後制御を受けるという結果から、これらのタンパク質発現量の制

御と希少疾患発症機構との関連性を明らかにしたいと考えた。そこで、FSHD 疾患 iPS 細胞と、疾患 iPS 細胞か

ら遺伝子変異箇所を修復した Isogenic 細胞を用いて、大規模なタンパク質の発現解析を行い、SMCHD1 と同様

の遺伝子発現挙動を示す遺伝子群を抽出することで、FSHD の疾患発症に関わる機構解明を目指した。 
 
11．．骨骨格格筋筋細細胞胞分分化化誘誘導導実実験験にによよるる RRNNAA ととタタンンパパクク質質のの試試料料調調製製  
すでに樹立された FSHD 疾患由来 iPS 細胞と、疾患 iPS 細胞から遺伝子変異箇所を修復した Isogenic 細胞を

用いて骨格筋を分化誘導し［1，2］、iPS 細胞状態から分化誘導後 10 日まで 7 点で細胞を回収した。細胞は RNA
解析用とタンパク質解析用の二種類に分け、RNA 解析用試料は RNA-seq による遺伝子発現解析を行い、タンパ
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ク質解析用試料は WES（Simple Western 社製の自動ウェスタンブロッティング機器）および質量分析法による

プロテオーム解析を行った（図 1）。 
 

 
図 1．本研究で行った SMCHD1 遺伝子のタンパク量制御機構解明に向けた実験系の概略図 

疾患由来の iPS 細胞と、健常に修復した Isogenic な iPS 細胞を用いて mRNA 量と

タンパク量を比較し、骨格筋への分化誘導途中の転写後制御機構を解明する。 
 

22．．骨骨格格筋筋細細胞胞ののププロロテテオオーームム解解析析  
細胞からタンパク質を Phase Transfer Surfactant（PTS）法［4］を用いて抽出し、トリプシンによるタンパ

ク質の酵素消化を行った。タンパク質消化後の試料を 200 ng 用いて、timsTOFpro2（Bruker 社製）を用いた

Data independent acquisition（DIA）解析法によってデータを取得し、DIA-NN［5］によるタンパク質の同定・

定量を行った。その結果、FSHD 疾患由来 iPS 細胞と Isogenic 細胞を用いた骨格筋分化過程の段階において、

各細胞試料から約 1 万タンパク質が同定・定量された（図 2）。 

 
図 2．プロテオーム解析によって骨格筋分化過程の細胞で同定されたタンパク質数 

プロテオーム解析によって、骨格筋分化誘導途中の約 1 万種類のタンパク質の定量結果

を取得した。 
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33．．SSMMCCHHDD11 タタンンパパクク質質とと量量的的にに共共変変動動すするる遺遺伝伝子子群群のの抽抽出出  
骨格筋誘導過程の各分化段階におけるプロテオーム解析結果から SMCHD1 と同じ定量的変動を示す遺伝子群

を、R script による DEGreport:degPatterns モジュールを用いて解析した。その結果、Group9 に SMCHD1 が

含まれ、同様の挙動を示す遺伝子群が 158 種類あることがわかった（図 3）。濃縮された遺伝子群の機能を調べる

ために Gene Ontology 解析を行ったところ、微小管でのタンパク質輸送に関わる遺伝子が濃縮されていた。これ

らのタンパク量と RNA 量との乖離は解析途中である。 
 

  
 

図 3．プロテオーム解析で SMCHD1 と共変動していた遺伝子群の分布 
R script による DEGreport:degPatterns モジュールによる解析結果のうち、

SMCHD1 を含む遺伝子群の変動を示す。 
 

考考  察察  

 
DUX4 の発現量増加がエピゲノム制御によるものであるため、これまでの FSHD 研究ではクロマチン構造の

変化やエピゲノム情報についての研究が多くなされてきた［6，7］。そして、疾患由来細胞では骨格筋細胞分化後

に SMCHD1 遺伝子のタンパク質発現量が低下するという現象は知られていたが、その発現量制御機構について

の理解は進んでいなかった。本研究で、SMCHD1 遺伝子のタンパク質発現量自体が分化前後で制御を受けてお

り、定量的に共発現するタンパク質が 158 種類あることがわかった。158 種類の遺伝子には微小管のタンパク質

輸送に関わる遺伝子が濃縮されており、今後は SMCHD1 と細胞内タンパク質輸送との関連を解析していきたい

と考えている。 
本研究は、希少疾患に関連する遺伝子のタンパク質発現量を制御する機構の一端を明らかにし、翻訳制御とい

う生命現象の根幹の機構の理解を深め、これまでの mRNA のみの発現量解析では見いだせなかったような新し

い現象の発見を目指した研究の前哨戦である。この量的な制御が化合物などで制御可能となれば、新しい希少疾

患治療法の開発にも応用できる。今後は、今回同定された遺伝子群の詳細な分子機構の解明を目指す。 
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