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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、神経損傷後に起こるアセチルコリン受容体の分散を制御し、神経再
生後の運動機能回復を促進するための薬理学的アプローチを確立することである。坐骨神経損傷モデルマウスの
脱神経筋内において、Wnt3aによるβカテニン依存経路のみでなく、βカテニン非依存性経路のWnt4, Wnt9a, 
Wnt11も上昇を認めた。βカテニン依存経路を抑制するIWR1や、βカテニン非依存性経路も抑制するporc 
inhibitorの投与により、アセチルコリン受容体の凝集促進効果が得られた。末梢神経損傷後の神経筋接合部の
変性をWntアンタゴニストの投与により薬理学的にコントロールできる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In the rat sciatic nerve transection model, not only the Wnt/beta-catenin 
pathway but also the non-canonical pathway of Wnt signaling, such as Wnt4, Wnt9a, Wnt11, were 
activated secondary to traumatic nerve injury. The effect of the Wnt antagonists on acetylcholine 
receptor (AChR) cluster formation were also investigated. The treatment of C2C12 myotubes by IWR1 
and porc inhibitor increased the number of AChR clusters. Wnt signaling pathway may be a useful 
therapeutic target to prevent the motor endplate degeneration that occurs following traumatic nerve 
injury with Wnt inhibitors serving as a pharmacologic adjunct to surgical repair.

研究分野： 神経再生
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１．研究開始当初の背景 
	 末梢神経系は、損傷後の神経再生能力は比
較的高いと考えられているが、神経縫合など
の外科的治療技術や人工神経などの補填材料
が発展しても、成人での主要な神経損傷後の
運動機能回復には限界があり、受傷前と同じ
筋力や巧緻性を獲得することは未だに困難で
ある。神経損傷後の運動機能回復は、受傷年
齢と損傷部位、損傷後の経過時間に依存する
ことがわかっている。成人において末梢神経
の再生速度は 1-3mm／日とされており、近位
部での末梢神経損傷では脱神経筋内での変性
が起こる前に軸索が標的となる筋に到達でき
ない。Waller変性後に脱神経の状態が遷延す
ると、運動神経細胞の神経再生能の低下、
Schwann細胞の減少、神経内瘢痕形成、神経
筋接合部の変性など様々な変化が起こる。後
シナプス構造におけるアセチルコリン受容体
（AChR）の凝集にはNeural Agrinが必要と
され、神経損傷後の運動神経終末では Agrin
の放出が減少し、AChRの分散が起こる。我々
は頭脳循環を加速する若手研究者戦略的海外
派遣プログラム（平成 23 - 26 年）において、
University of California, Irvineと「神経再生
医療の実現に向けた神経幹細胞分化の最適化
のための国際共同研究—脊髄・末梢」をおこな
った。この中で高度に変性した AChRに到達
した軸索は神経筋接合部を形成しにくく、神
経筋接合部の変性を防ぐことが神経再生後の
運動機能回復を改善することがわかった。ま
た、我々はこれまでに ES 細胞由来運動神経
細胞に対する神経筋接合部形成促進薬の網羅
的探索法に関する研究（挑戦的萌芽研究:平成 
25 - 26 年）をおこない、人体に対する安全性
が確立された 1000種超のFDA既認可薬を用
いてAChRの形成を促進する薬剤Aを、high-
throughput screeningにより同定した。これ
らの研究の中で、神経筋接合部の変性抑制や
形成促進を薬理学的にコントロールすること
ができれば、神経損傷部位や損傷後の経過時
間に影響を受けず良好な運動機能回復を実現
でき、神経損傷に対する外科的治療成績を一
気に向上させることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
末梢神経損傷の外科的治療には ’critical 

time window’があり、その間は運動終板が神
経再生に対して permissiveな状態で、機能的
な神経修復が可能であると考えられている。
神経損傷後の運動終板の変性は、この’critical 
time window’を規定する重要な因子であると
考える。しかし、現在おこなわれている末梢
神経再生の研究の多くは、軸索再生促進や欠
損補填材料の開発に注力し、神経損傷後の神
経筋接合部の変性に着目した治療研究はほと
んどない。 
我々のこれまでの研究で、発生段階の神経筋
接合部の形成や維持に重要な役割を果たして
いる Wnt シグナル伝達経路が神経損傷後の
AChR の分散に強く関与していることがわか

った。末梢神経損傷後の神経筋接合部の変化
と Wnt シグナル伝達経路の関連を報告した
研究は今までにない。特に我々がこの経路に
注目したのは、腫瘍生物学の分野において
Wntシグナルは重要な役割を担い、多くの研
究が行われているためにその詳細なメカニズ
ムについても解明されてきているためである。
既に IWR1 や Quercetin、Porcupine インヒ
ビターであるC59など多くの薬理学的なWnt
アンタゴニストが同定・開発され、一部は in 
vivo での安全性の確認がおこなわれ、腫瘍増
殖抑制のための臨床試験に進んでいる。また、
我々が high-throughput screening により同
定した薬剤 Aは、既に市販されている薬剤の
未知の効果を探索するDrug repositioning法
を用いており、安全性試験が不要で、開発費
用がかからず、すぐに臨床応用可能というメ
リットがある。これらの薬剤が末梢神経損傷
後のAChRの変性抑制および再神経支配後の
神経筋接合部形成を促進する可能性がある。 
本研究の目的は、神経損傷後に運動終板で起
こる AChRの分散を制御し、神経再生後の運
動機能回復を促進するための薬理学的アプロ
ーチを確立することである。神経筋接合部の
変性を薬理学的にコントロールすることがで
きれば、神経損傷に対する外科的治療を補完
する新しい治療法を確立する重要な成果が期
待される。 
 
３．研究の方法 
	 次のステップを用いて、Wnt アンタゴニス
トと AChR 凝集促進剤 A による神経筋接
合部の形成促進や変性制御の薬理学的効果を
検討する。 
	 既存薬による神経筋接合部の形成促進作用
の確認する。マウス筋芽細胞株を用いて
myotube を作成し、in vitro での薬剤投与下
に AChR の凝集を調べる。AChR の cluster
数・蛍光強度、MuSKのリン酸化、 Rapsyn
の発現量を定量評価する。 
	 坐骨神経損傷モデルマウスを用いて、Wnt 
シグナルの発現と Wnt シグナル伝達経路の
ターゲット遺伝子や蛋白の発現を定量評価す
る。Wntは様々なレセプターと結合し下流の
伝達経路を活性化するが、大きくβカテニン
依存性経路（canonical pathway）とβカテニ
ン非依存性経路（non-canonical pathway）に
分類される。Wnt3aによるβカテニン依存性
経路、及びWnt3, Wnt4, Wnt9a, Wnt11 とい
ったβカテニン非依存性経路の Wnt シグナ
ルについて、坐骨神経を 10mm 切除するマウ
ス神経損傷モデルを使用し、脱神経筋内の
Wnt シグナルの mRNA 発現量を qRT-PCR
を用いて経時的に（1週、2 週、1ヶ月、2 ヶ
月）健側と比較検討する。また、Wnt/β カテ
ニン経路のターゲット遺伝子である Axin2、
SP5、C-myc、LEF1、さらに Rapsyn の 
mRNA と蛋白の発現量も qRT-PCR、
Western blotting法で評価する。 
	 神経損傷後に活性化している Wnt 経路を



抑制し、神経筋接合部の変性を制御する。Wnt
アンタゴニストによるAChRの形成促進作用
の確認する。既存薬の実験と同様にして、マ
ウス筋芽細胞株を用いて myotube を作成し、
Wnt アンタゴニストを投与下に AChR の凝
集を調べる。免疫組織学的評価に加え、
Rapsyn, Lrp4, MusK, Axin2のmRNA発現
量を検討した。 
 
４．研究成果 
	 神経再生後の良好な運動回復を得るために
は AChRの高密度な再凝集が必要となる。神
経筋接合部の再形成促進を薬理学的にコント
ロ ー ル す る た め に 、 high-throughput 
screening により同定された既存薬を用いて
AChR の凝集を検討した。high-throughput 
screening により最も凝集を促進する可能性
がある薬剤 Aに加え、20番目までの既存薬を
用いて in vitroでマウス筋芽細胞種の AChR
凝集を評価する second screeningと、シナプ
ス形成に必要なシグナルを伝達する MuSK
のリン酸化を免疫沈降後に Western blotting
を用いて評価する third screening を行った
が、既存薬については AChRの凝集に対する
一貫した有意な結果が得られていない。 
	 末梢神経損傷後にAChRの分散に関わるメ
カニズムを明らかとするため、発生段階にお
いてAChR形成や維持に重要な役割を果たし
ている Wnt シグナルの関与について検討し
た。坐骨神経損傷モデルマウスにおいて、β
カテニン依存性経路は坐骨神経切断後に、優
位に活性化されていることがわかっているが、
βカテニン非依存性経路についても mRNA
の発現量を調べた。坐骨神経損傷後 2 週の時
点ではWnt3のmRNAが低下し、Wnt4、9a、
11 mRNA は増加していることがわかった。
特にβカテニン依存性経路は、坐骨神経切断
モデルの脱神経筋内において、変性した運動
終板に一致して発現が増加しているため、
Wnt3a/βカテニン依存性経路が重要な負の制
御因子としての役割を果たしていると考えて
いる。 
このWnt/βカテニン依存性経路をWntアン
タゴニストにより抑制し、AChR の形成促進
効果が得られるかについて検討した。マウス
筋芽細胞株を用いてmyotubeを作成し、至適
な Agrin濃度下における AChR凝集を、Wnt
アンタゴニスト投与の有無で比較した。
Wnt/β カテニン依存性経路を抑制する
Quercetin については効果が確認できなかっ
たが、同様にWnt/βカテニン依存性経路を抑
制する IWR1投与群において、AChRの凝集
は濃度依存性に凝集量が増加することがわか
った。本研究において、Wnt/β カテニン依存
性経路以外の Wnt シグナル伝達経路も関与
している可能性が示されたため、その他の
Wnt シグナル伝達経路も抑制できる Wnt ア
ンタゴニストについても追加調査をおこなっ
た。Wnt の機能発現や細胞外分泌に必要な 
Porcupine を抑制することで、ほとんどの

Wntの発現を抑えるporc inhibitorを用いた。
porc inhibitor の投与により IWR1 以上の
AChR凝集効果が得られた（図 1）。生体の恒
常性維持に Wnt シグナルは重要な役割を果
たしている。しかし、porc inhibitorは、既に
腫瘍増殖抑制のための臨床試験がおこなわれ、
生体安全性の確認が進められている。本研究
において、Wntアンタゴニストの投与により
末梢神経損傷後の神経筋接合部の変性を薬理
学的にコントロールできる可能性が示された。 
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