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研究成果の概要（和文）：神経筋接合部（NMJ）とは、脊髄運動神経と骨格筋を結ぶシナプスである。未だNMJ形
態形成、成熟に関わる因子の全容が明らかでなく、既知の因子の作用機序も十分に解明されていない。
本研究では、NMJ形成に関わる増殖因子やその下流のシグナル伝達経路を明らかにするために研究を行い、Rspo2
やFGF18に代表される分泌因子がNMJの機能に必要なMuSKの活性化やAChRの集積を制御し、最終的にNMJの成熟や
維持に関わっていることを証明した。加えて、IGF、TGFbeta、hedgehogがNMJ形成に関与する可能性を示唆し
た。

研究成果の概要（英文）：The neuromuscular junction (NMJ) is a synapse that connects the spinal motor
 and skeletal muscle fiber. Factors involved in NMJ morphogenesis and maturation has not been yet 
elucidated, and the mechanism of the known factors in NMJ has not been fully elucidated.
In this study, we investigated to identify growth factors involved in NMJ formation and signal 
transduction pathways downstream of them. We showed that the secretion factors such as Rspo2 and 
FGF18 are required for NMJ function to activate MuSK activation and/or AChR. We also showed that 
these factors are involved in the maturation and maintenance of NMJ. In addition, we suggested that 
IGF, TGFbeta and hedgehog may be involved in NMJ formation.

研究分野： 細胞外増殖因子とそれが活性化するシグナル伝達経路

キーワード： 神経筋接合部　シグナル伝達経路　増殖因子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NMJの増殖因子の機能を知ることで、神経シナプス形成における増殖因子の役割を知るための基盤となる知識を
得られる。AChRなどNMJで機能する分子の先天的な遺伝子変異によってもたらされる先天性筋無力症候群の病態
研究にもつながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経筋接合部（Neuromusucular Junction、NMJ）は最も古くから研究が行われてきたシナプ

スであり、運動神経の神経終末から分泌される神経伝達物質であるアセチルコリン

（acetylcholine、ACh）が、筋肉側終板に集積をしたアセチルコリン受容体（acetylcholine 

receptor、AChR）に結合することにより骨格筋収縮が誘発される。AChRなどNMJで機能する分子

の先天的な遺伝子変異は神経筋接合部の信号伝達の欠損を引き起こし、筋力低下と易疲労性を

主張とする先天性筋無力症候群の原因となる。しかし、未だNMJ形成に関わる因子の全容が明ら

かでなく、既知の因子の作用機序も十分に解明されていない為、原因が同定できないNMJ病態が

数多く存在する。 

 2012 年に、NMJ おける AChR の集積には、神経細胞の神経終末より特異的に分泌される agrin

が先導的な役割をしている事が報告された。agrin は筋管細胞側で発現している LRP4 と MuSK

という２つの受容体型膜蛋白質と agrin/LRP4/MuSK 複合体を形成し、MuSK の細胞内ドメインを

リン酸化する事により、細胞内のシグナル伝達経路を活性化する。この MuSK シグナル伝達経路

は筋肉側終板に AChR の集積を促進する一方で、NMJ 近傍の核で NMJ を構成するたんぱく質の発

現を誘導し、複雑な形態を持つ機能的なシナプスが形成される。ショウジョウバエでは、この

agrin/LRP4/MuSK ではなく、Wnt、BMP, IGF, TGFbeta, Notch などの増殖因子が NMJ 形成に関与

していることが知られている。しかし、脊椎動物では Wnt、FGF、Neuregulin 以外のシグナル伝

達経路は全く同定されておらず、また agrin/LRP4/MuSK シグナル伝達経路や AChR の集積におけ

るその機能や役割も解析されていなかった。 

 

２．研究の目的 
本研究では、Wnt、Neuregulin、FGF 以外の増殖因子が agrin が誘導する細胞内のシグナル伝

達経路または NMJ 形成に影響を及ぼすのかを明らかにし、その詳細な分子作用機構を解明した

い。特にショウジョウバエの解析などから BMP、IGF、TGFbeta、TNF、hedgehog、VEGF、notch

という７つのシグナル伝達経路の関わりが考えられたため、これらのシグナル伝達経路を特異

的に活性化もしくは阻害する化学化合物を用いて、まず各シグナル伝達経路の役割を検討した。

最終的にそれぞれのシグナル伝達経路で機能する因子の NMJ における役割を筋管細胞で解析す

ることを目的とした。本研究で、NMJ 形成に関わる新たなシグナル伝達経路を明らかにするだ

けでなく、個々の増殖因子やその周辺因子を同定し、その生理学的な意味を明らかにしたい。 

 

３．研究の方法 

 本研究の前段階として、BMP、IGF、TGFbeta、TNF、hedgehog、VEGF、notch という７つのシ

グナル伝達経路を細胞内外から制御する因子が NMJ 領域で多数発現していることを見出してい

た。そこで、研究計画は以下の 3つのステップに沿って各シグナル伝達経路を解析した。 

 ステップ１：(1)各シグナル伝達経路の agrin/LRP4/MuSK シグナル伝達経路への影響を解析 

 ステップ２：(2)各シグナル伝達経路の AChR 集積における影響を筋管培養細胞において解析 

 ステップ３：(3)各シグナル伝達経路を構成する個々の因子の NMJ 形成における機能解析 

ステップ１は、HEK293 細胞において各シグナル伝達経路を活性化する（活性化剤）もしくは抑

制する化学化合物（阻害剤）を用いて、効率よく機能解析を行った。ステップ２、３では、時

期特異的に筋管培養細胞を活性化剤もしくは阻害剤で処理し、各シグナル伝達経路の NMJ 形成

における生理的な意味を探った。 

 

４．研究成果 



(1) ステップ１：各シグナル伝達経路のagrin/LRP4/MuSKシグナル伝達経路への影響を解析（平

成２８年度） 

 運動神経細胞より分泌され、NMJシナプス形成に重要な働きを持つagrinはその受容体である

LRP4/MuSKに結合し、その下流のシグナル伝達経路を活性化する。本研究では、agrin/LRP4/MuSK

がその下流としてJNKを活性化することで、転写因子ATF2の転写活性を誘導することに注目し、

ATF2の活性に依存してルシフェラーゼたんぱく質を発現するATF2-Lucレポーターを用いて実験

を行った。具体的には、ヒト胎児腎細胞HEK293にAgrin、LRP4、MuSKを過剰発現させルシフェラ

ーゼたんぱく質の量を指標に、候補となる７つの分泌型増殖因子BMP、IGF、TGFbeta、TNF、hedgehog、

VEGF、notchの活性化剤または阻害剤が、agrin/LRP4/MuSKシグナル伝達経路にどのように影響し

ているかを検討した。その結果、(1)-①TNF(阻害剤Thalidomide)、notch(阻害剤DAPT)について

はこの因子の下流のシグナル伝達経路を化合物で阻害しても、レポーターの活性化度合いに変化

はなかった。一方、(1)-② hedgehogの阻害剤であるHPI-1はこのレポーター活性を阻害した。加

えて、他のシグナル伝達経路（BMP、IGF、TGFbeta, VEGF）に関しては、活性化剤・阻害剤や濃

度の結果に統一性が見られず、今後の検討課題となった。 

これらの結果は、HEK293細胞においてはTNF、VEGF，notchシグナル伝達経路がAgrin/LRP4/MuSK

シグナル伝達経路に直接関わらないこと、HPI-1はhedgehogシグナル伝達経路の転写因子である

Gli1の阻害剤であることからGli1はagrin/LRP4/MuSKシグナル伝達経路の細胞内領域のおいて正

の役割を果たしていること、が考えられた。 

 

(2) ステップ２：各シグナル伝達経路のNMJ形成における影響を筋管培養細胞において解析（平

成２９年度) 

 本研究以前にFGFシグナル伝達経路の受容体であるFGFR2がAChRの集積に影響なくNMJの形態形

成に必要であるという報告がされていた(Fox M.A., et al., Cell, 2007)。一方、本研究におい

てポジティブコントロールとして使用していたFGF18の研究により、(2)-③運動神経細胞で発現

するFGF18がAgrinと同様にAChRの集積を誘導し、その誘導はFGF, BMPやVEGFシグナル経路の一端

を担うMEK1の阻害剤であるPD98059で阻害されることがわかった（図１）。加えて、FGF18ノック

アウトマウスにおいてはAChRのサブユニットの１つであるChrne、AChの分解に関わるColqやAche、

加えてLrp4遺伝子の発現が抑制されていることもわかった。さらに、この結果はNMJの形態形成

や機能が異常になることと一致した。この結果から、AChRの集積やその後のNMJ形態形成を様々

なシグナル伝達経路がagrin/LRP4/MuSKシグナル伝達経路を介さずに制御していることが考えら

れ、(1)で想定した７つのシグナル伝達経路がC2C12筋管細胞においてAChRの集積を制御している

可能性がまだ残っていると考えた。そこで、これらの活性化剤と阻害剤を用いて、Agrinが誘導

するAChRの集積を解析した。具体的に

は、C2C12筋芽細胞を５日間2%ウマ血清

培地で培養することで筋管細胞に分化

させ、その細胞にAgrinと活性化剤もし

くは阻害剤を添加して１８時間後に

AChRの集積を染色で確認した。その結

果、(2)-④BMP(PD98059)、IGF(BV02)、

TGFbeta(SD208)、TNF(Thalidomide)、

notch(DAPT)を添加しても筋管細胞の

サイズに変化はなく、またagrinが誘導



するAChRの集積にも変化を及ぼさなか

った。 ダンシルカダヴェリンはシグナ

ル伝達経路の多くがそれを活性化する

際に必要としているクラスリン依存型

のエンドサイトーシスを阻害する。

(2)-⑤AChRの集積に関して、ダンシル

カダヴェリンを含むいくつかの化学化

合物は筋肉細胞のサイズを縮小させた。

一方、面白い事にこの実験でポジティ

ブコントロールとして使用していた

Wntシグナル伝達経路の研究により、(2)-⑥Wntシグナル伝達経路の阻害剤でもAChRの集積に対し

て阻害するものと阻害しない、もしくは活性化するものがあること確認された。また、(2)-⑦Wnt

シグナル伝達経路を活性化する細胞外分泌因子Rspo2のノックアウトマウスにおいてはMuSKのリ

ン酸化やAChRの集積に加え、NMJの形態形成やそのシナプス機能が阻害されることがわかった（図

２）。アニソマイシンはBMP、 TGFbeta、VEGF、FGFが活性化するシグナル伝達経路の一端を担う

MAPキナーゼを活性化する。 (2)-⑧アニソマイシンを含むいくつかの化学化合物は筋間細胞のサ

イズを変化させずに、agrinが誘導するAChRの集積に影響を及ぼした。しかし、(2)-⑨AChRの集

積を測定する方法は従来の予想通りダイナミックレンジ狭い事もわかった。 

 以上の結果から、agrin/LRP4/MuSKシグナル伝達経路やAChRの集積に対して各シグナル伝達経

路が一方向で作用しているのではなく、各シグナル伝達経路を構成する因子のそれぞれが異なっ

たメカニズムで作用していることが予想された。 

 

(3)ステップ３：各シグナル伝達経路を構成する個々の因子のNMJ形成における機能解析（平成３

０年度） 

 (2)-⑥の結果から１つのシグナル伝達経路を構成する因子が同様の役割を持つわけではない

ことが予想されたことから、シグナル伝達経路を構成する複数の因子を対象にした研究をすすめ

る必要があった。また、本来個々の因子の作用をshRNAを用いて内在の遺伝子の発現をノックダ

ウンし効果を検討する予定であったが、機能するshRNAを設計・合成・探索するには時間がかか

る。現在の所、TNFとnotch以外の５つのシグナル伝達経路がAChRの集積を制御する可能性があっ

たため、特に効果が強かったTGF、IGFシグナル伝達経路に関与する構成因子の研究に集中し、こ

れら因子の阻害剤もしくは活性化剤を複数追加して、(2)の実験を再度繰り返した。またこの(2)

の実験結果はダイナミックレンジが狭いことから、さらにコントロールとして、平成２９年３月

にNMJにおけるAChRの集積に必要であると報告されたYAPシグナル伝達経路(Zhao K et al., 

J.Neurosci, 2017)の阻害剤であるヴェルテポルフィンを追加した。この結果、(3)-⑩IGF、TGF、

hedgehogシグナル伝達経路、様々な経路の下流で機能するMAPシグナル伝達経路の活性化剤や阻

害剤はAChRの集積に対して一定の効果が得られたため、今後報告する予定である。 

 以上の結果は、IGF、TGF、hedgehogシグナル伝達経路はほ乳類細胞においてAChRの集積に影響

すると結論付けられた。一方、Rspo2やFGF18に代表される分泌因子はagrin/LRP4/MuSKシグナル

伝達経路やAChRの集積に多段階で影響したりもしくは影響せずに、最終的なNMJの成熟や維持に

関わっている可能性が示唆された。この事は、BMP、IGF、TGFbeta、TNF、hedgehog、VEGF、notch

が何らかの形で最終的なNMJの成熟や維持に関わっている可能性を完全否定するものではない事

を意味し、今後の研究につなげたいと考えている。 
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