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研究成果の概要（和文）：　Wntリガンドの胎生期におけるアセチルコリン受容体(AChR)のクラスタリングに関
わる分子機構は十分に解明されていない。マウス脊髄前角細胞(SMN)の網羅的な遺伝子発現解析により、細胞外
分泌タンパクRspo2がSMNに特異的に発現することを見出し、Rspo2はLgr5を筋終板受容体とするAChRクラスタリ
ング分子であり、agrinの80%の活性を有し、agrin/Lrp4/MuSKシグナル系に次ぐ重要なAChRクラスタリング誘導
因子であることを明らかにした。加えて、GFPT1遺伝子変異を有する本邦先天性筋無力症候群患者から樹立した
iPS細胞を用いて病態分子機構の解明研究を開始した。

研究成果の概要（英文）： Laser capture microdissection of the mouse spinal motor neurons (SMN) 
revealed that Rspo2 is highly expressed in spinal motor neurons. Rspo2 induces acetylcholine 
receptor (AChR) clustering, which is ~80% as potent as agrin. Tissue-specific rescue of Rspo2 by 
transgenic expression of Rspo2 by SMN- and muscle-specific promoters revealed that SMN-derived Rspo2
 plays essential roles in the formation of the neuromuscular junction and AChR clustering. We 
propose that Rspo2 is an essential AChR clustering-inducing molecule after agrin.
 We started dissection of molecular pathomechanisms of mutations in a gene encoding glycosylation 
enzyme, GFPT1, which were identified in Japanese patients with congenital myasthenic syndrome.

研究分野： 神経遺伝情報学
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、先天性筋無力症候群

(congenital myasthenic syndromes, CMS)

において、(1) 骨格筋アセチルコリンレセプ

ター AChR、(2) アセチルコリンエステラー

ゼを係留する collagen Q、(3)コリンアセチル

トランスフェラーゼ、(4) AChR を筋終板に集

積させる rapsyn、(5) 骨格筋ナトリウムチャ

ンネル、(6) plectin の欠損分子病態の研究を

行ってきた。 

CMS は世界中から 800 症例以上が報告され

てきたが本邦の確定診断例は研究代表者らが

米国 Mayo Clinic で遺伝子診断を行った 2 例の

みであった。研究代表者は 2004 年に帰国後本

邦における CMS の遺伝子変異解析を行い、20

例を超える新規 CMS 臨床診断を行ってきた。 

CMS の候補原因遺伝子は脊髄前角細胞なら

びに神経筋接合部(neuromuscular junction, NMJ)

の筋終板に発現する 31 分子であるが、NMJ 構

築分子の全貌はまだ明らかではない。

agrin/LRP4/MuSKシグナル系がAChRクラスタ

リングに重要であることが報告されているが、

agrin 欠損モデルマウスにおいても不完全なが

ら NMJ が形成される。Wnt も AChR クラスタ

リングに重要であるが、その受容体ならびに

modulator が明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 (1) 本 研 究 の 目 的 は 、 神 経 筋 接 合 部

(neuromuscular junction, NMJ)の正常分子

構築をさらに明らかにするとともに CMSの

分子病態解明を行うことである。 

 (2) 加えて、本研究では、NMJ の正常分子構

築をさらに解明するとともに、CMS 症例にお

ける新たな遺伝子変異を同定し、同定をされた

変異分子の病態分子機構を明らかにすること

により、機能的な裏付けのある CMS 候補遺

伝子を増やし、同定をした変異分子の病態分

子機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 (1) 本邦 CMS 症例に対して exome capture 

resequencing 解析、ならびに、whole genome 

resequencing 解 析 を 行 い 、 Sanger 

sequencing により確認を行う。変異分子のタ

ンパクレベル、細胞レベルにおける機能を解

析する。 

 (2) レーザーキャプチャーマイクロダイセ

クション法によりマウス脊髄前角細胞

(spinal motor neuron, SMN)を単離しマイク

ロアレイ解析ならびに RNA-seq 解析により

網羅的な遺伝子発現を調べた。脊髄後角領域

細胞をコントロールとして、SMN 特異的に

発現をする遺伝子を同定し、ノックアウトマ

ウスの解析を行い、NMJ に対する影響を精

査する。 

 

４．研究成果 

 (1) 本研究を通して CMS 疑い 16 症例の遺

伝子変異解析を主に exome-seq により行っ

た。うち 6 例において 6 種類の遺伝子に変異

を同定した。5 種類の遺伝子は既知の遺伝子

であったが 1種類は新規遺伝子であり病態機

能解析を開始した。 

 (2) 正常マウス脊髄より約 2000 個の SMN

を LCM 法により単離し、Affymetrix exon 

array 解析ならびに RNA-seq 解析を行った。

脊髄後角の細胞群をコントロールとして解

析を行い Wnt 関連分泌タンパク Rspo2 が

SMN に特異的に高発現していることを見い

だすとともに、in situ hybridization により

確認を行った。Rspo2 は SMN 特異的なマー

カーである ChAT, HB9, Isl1/2 に比べて

SMN 特異性は低かったが、Rspo2 はいずれ

の SMN 特異的なマーカー遺伝子よりも高発

現であった。また、Rspo2 は Wnt 関連タン

パクの中で SMN に最も高発現であった。 

 Rspo2 ノックアウトマウスの解析にて、

Rspo2 は脊髄における SMN 細胞数に影響を

与えなかった。また横隔膜筋分化にも影響を



与えなかった。一方、Rspo2 ノックアウトマ

ウスは横隔膜の NMJ 領域が拡大し、NMJ

における神経終末と AChR の共局在が減弱

していた。電子顕微鏡でも神経終末と筋終板

の構造の破壊とともに、シナプス小胞の数の

減少を認めた。さらに反復神経刺激にて筋複

合活動電位の異常減衰を認め、微少終板電位

(MEPP)の頻度も顕著に減少していた。 

 培養細胞による解析では、Rspo2 は agrin

非存在下に AChR 集積活性を示した。Rspo2

によるAChR集積活性はagrinの約80%であ

った。さらに NMJ に膜タンパク受容体 Lgr5

が高度に発現することを見いだし、Lgr5 のノ

ックダウンにより Rspo2 の AChR 集積活性

が消失することを見いだした。さらに、免疫

沈降実験により Rspo2 と Lgr5 が結合するこ

と、Lgr5 と MuSK が LRP4 存在下に結合す

ることを見出した。これらのことから Lgr5

が NMJ における Rspo2 の受容体であること

を明らかにすることができた。 

 Rspo2 を SMN 特異的にレスキューする

vAChT-Rspo2 x Rspo2-/-マウス、ならびに、

Rspo2 を骨格筋特異的にレスキューする

MCK-Rspo2 x Rspo2-/-マウスを作出して神

経筋接合部(NMJ)構築の解析を行った。SMN

に発現させた Rspo2 は、異常に拡大した

AChR 領域・NMJ 超微細構造の約半数のパ

ラメータ・SMN と骨格筋の遺伝子発現を正

常化させた。一方、骨格筋特異的に発現させ

た Rspo2 は、NMJ 超微細構造のすべてのパ

ラメータを改善させたが、光学顕微鏡レベル

の AChR クラスタリング・NMJ 形成、なら

びに、遺伝子発現には効果を認めなかった。

SMN由来のRspo2がAChRクラスタリング

と NMJ 構築に重要な役割を担っていること

が示された。分泌タンパク質のため NMJ に

おける Rspo2 の起源の同定は困難であるが、

骨格筋由来 Rspo2 も NMJ 形成に関わること

が示された。 
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