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研究成果の概要（和文）：神経筋接合部（NMJ）は骨格筋収縮の運動神経支配に必須のシナプスである。NMJの形
成不全は様々な神経筋疾患に認められ、NMJ形成を標的としたこれらの疾患の治療法の開発・検討が重要であ
る。これまで、我々はDOK7発現ベクターの投与によりNMJの形成を増強する手法を作り、ある種の先天性筋無力
症や筋ジストロフィーのモデルマウスに対する有効性を実証していた。この知見を基に、本研究では、神経筋疾
患の克服を目指す新規治療技術の開発を更に進めた。中でも、筋萎縮性側索硬化症（ALS）のモデルマウスに対
する上記ベクターの有効性を示したことは根本的な治療法がまだ無い当該疾患の克服に向け意義があると言え
る。

研究成果の概要（英文）：The neuromuscular junction (NMJ) is a synapse between a motor neuron and 
skeletal muscle and is required for muscle contraction. Defects in NMJ formation are found in 
various neuromuscular diseases including myasthenia, muscle dystrophy, and motor neuron degenerative
 diseases, suggesting that enhancement of NMJ formation mitigates pathology of these diseases. In 
this study, treatment with an adeno-associated virus vector carrying the DOK7 gene, an essential 
gene for NMJ formation, was demonstrated to enhance the formation of NMJs, motor activity, and life 
span in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a progressive, multifactorial motor 
neuron degenerative disease.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 神経筋接合部と神経筋疾患：神経筋接合
部（Neuromuscular junction, NMJ）は運動
神経の軸索末端と骨格筋を結ぶ、運動機能に
不可欠のシナプスである。その形成・維持・
機能の異常は遺伝性（先天性筋無力症候群）、
あるいは、自己免疫性（重症筋無力症など）
の筋無力症の原因となる。さらに、近年、筋
ジストロフィーや運動神経変性疾患（筋萎縮
性 側 索 硬 化 症 （ Amyotrophic lateral 
sclerosis, ALS）や脊髄性筋萎縮症（Spinal 
muscular atrophy, SMA））などの難治性の神
経筋疾患においても、NMJ 形成不全が認めら
れ、の重要性が注目されていた。 
(2) NMJ の形成・維持機構、MuSK とその活性
化因子 Dok-7：NMJ の形成と維持は筋特異的
な 受 容 体 型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ MuSK
（Muscle-specific kinase）によって制御
されている。申請者が所属する研究室（東京
大学医科学研究所腫瘍抑制分野）では独自に
単離した Dok-7 (Downstream of tyrosine 
kinases-7)が MuSK の活性化に不可欠の細胞
内因子として働く NMJ 形成制御因子であり、
その遺伝子異常がNMJ形成不全を伴う先天性
筋無力症（DOK7型筋無力症）を引き起こすこ
と、一方で、Dok-7 の強制発現により MuSK 活
性化、さらには NMJ 形成が亢進することを見
出した (Science, 312: 1802-1805, 2006; 
Science, 313: 1975-1978, 2006; Science 
Signal., 2: ra7, 2009)。 
(3) 新規 NMJ 形成増強技術の作出：以上の発
見を踏まえ、我々は、Dok-7 の強制発現によ
り MuSK シグナル（NMJ 形成シグナル）の活性
化を誘導する手法を作出し、その手法によっ
て NMJ 形成を増強する、ひいては、NMJ 形成
不全を伴う神経筋疾患を治療することを試
みた。ヨーロッパで遺伝子治療薬としての使
用が承認されているアデノ随伴ウイルス
（AAV, Adeno-associated virus）を用いて、
Dok-7 の発現ベクター（AAV-D7）を作出した。
この AAV-D7 を我々が樹立した DOK7型筋無力
症のモデルマウスに投与したところ、非投与
の当該モデルマウスはNMJ形成不全を伴って、
生後 3週以内に死亡するのに対し、投与マウ
スは NMJ 形成の亢進、運動機能の回復、生存
期間の延長を示し、新規 NMJ 形成増強技術で
あるAAV-D7の有効性が証明された（Science, 
345: 1505-1508, 2014 ）。 さ ら に 、
Emery-Dreifuss 型筋ジストロフィーのモデ
ルマウスに対しても、AAV-D7 の投与による生
存日数と運動機能の改善が認められ、複数の
神経筋疾患モデル（先天性筋無力症候群と筋
ジストロフィー）に対する新規 NMJ 形成増強
技術（AAV-D7 を用いた治療技術）の有用性が
示された。 
(4) 未解明の点：先天性筋無力症候群と筋ジ
ストロフィーは筋原性の疾患であり、ALS や
SMAなどの運動神経変性疾患に対するAAV-D7
の有効性は不明であった。また、MuSK には

Dok-7 に加え、運動神経由来の糖タンパク質
である Agrin が MuSK の共受容体 Lrp4 を介し
て活性化因子として働き、NMJ 形成・維持に
必須の役割を担うことが知られていた。申請
者らは、MuSK 活性化因子 Agrin と Dok-7 の違
いを検討した結果、Agrin は Dok-7 では代替
できない、MuSK 活性化以外の機能を持ち、そ
の機能が生後のNMJ維持に必須であることを
発見した（PNAS,111:16556-11561, 2014）。
この結果は Dok-7 とは別の NMJ形成制御因子
の強制発現は、Dok-7 の強制発現とは相異な
る分子機構でNMJ形成を増強できる可能性を
示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 
新規 NMJ 形成増強技術として、様々な神経筋
疾患に対する、Dok-7 を始めとする NMJ 形成
制御因子の強制発現の有効性をさらに検討
し、神経筋疾患の治療の基盤となることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 

(1) AAV-D7の運動神経変性疾患への効果の検
討：上述の通り、Dok-7 を強制発現させる AAV
ベクター(AAV-D7)の有効性は、先天性筋無力
症候群（その中の DOK7 型筋無力症）と筋ジ
ストロフィー（その中の Emery-Dreifuss 型
筋ジストロフィー）のモデルマウスにおいて
は実証されたが、他の先天性筋無力症候群や
筋ジストロフィーのモデルマウス、さらには、
運動神経変性疾患のモデルマウスに対して
の効果は調べられていなかった。そこで、運
動神経変性疾患の１つである筋萎縮性側索
硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis, 
ALS、指定難病）を選び、当該モデルマウス
に対する AAV-D7 の効果を検討することにし
た。 
(2) ALS の症状と治療の現状：ALS は上位運
動ニューロンと下位運動ニューロンが選択
的、進行性に変性し消失していく多因子性の
疾患である。ALS では随意運動や嚥下・呼吸
が障害され、症状の進行は比較的急速で、発
症から死亡までの平均期間は約3.5年とされ
ている。ALS の進行を遅らせる作用のある薬
として、グルタミン酸による興奮毒性に対し
ての神経細胞保護作用を持つとされるリル
ゾールとフリーラジカルスカベンジャーで
あるエダラボンがあるが、根本的な治療法は
確立されていない。 
(3) ALS のモデルマウス：ALS は家族性と孤
発性に大別され、全体の約 5-10％が家族性
ALS とされる。家族性 ALS の約 2 割では、フ
リ ー ラ ジ カ ル を 処 理 す る 酵 素 (SOD1, 
superoxide dismutase 1)の遺伝子変異が報
告されている。これまでに種々の ALS モデル
マウスが樹立されているが、最も使われてい
るマウスが、家族性 ALS の変異(G93A)を持つ
SOD1 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス



（SOD1-G93A Tg マウス）である。 
そこで、本研究では ALS のモデルマウスとし
て、SOD1-G93A Tg マウスを選択し、このオス
のモデルマウスに対する AAV-D7 の効果を検
討した。 
(4) AAV の作製とマウスへの投与方法：本研
究では、我々の以前の研究（Science, 345: 
1505-1508, 2014）と同様に、骨格筋への導
入効率が高い血清型(AAV9 型)を使用し、
HEK293 細胞を用いて AAV-D7 および比較対照
と な る AAV-EGFP （ Enhanced green 
fluorescent protein, 緑色蛍光蛋白質を発
現する）を作製し、密度勾配超遠心法により
精製したもの(1.2×1012 vg)をマウスに尾静
脈投与した。 
(5) ALS モデルマウスに対する AAV-D7 の効果
の検討（その１：組織学的な解析）：まず、
ALSモデルマウスに対するAAV-D7の効果を組
織学的な解析により検討した。本研究は治療
への展開を目指すため、発症後に AAV-D7 を
投与する必要があった。用いたモデルマウス
（C57BL/6 背景）は 90 日齢で発症初期の病態
を示すことが他のグループから報告されて
いた。そこで、組織学的な検討においては、
90 日齢で AAV-D7 を静脈投与し、120 日齢に
て解析した。マウスは安楽殺の後、組織を摘
出し、横隔膜筋の NMJ 形成、前脛骨筋の筋萎
縮、脊髄の運動神経変性を調べた。横隔膜筋
の NMJ 形成は NMJ の前シナプス領域蛋白質
（Synapsin1）に対する抗体と後シナプス領
域に局在するアセチルコリン受容体に結合
する蛇毒（-bungarotoxin）を用いたホール
マウント蛍光染色像を共焦点顕微鏡で取
得・定量解析することで評価した。前脛骨筋
の筋萎縮はその横断面のパラフィン切片の
HE 染色像を取得し、筋繊維のサイズを定量す
ることで評価した。脊髄の運動神経変性は、
脊髄横断面の凍結切片のニッスル染色像か
ら運動神経細胞数を、抗 Neurofilament 抗体
を用いた蛍光染色像から軸索のサイズを定
量することで評価した。 
(6) ALS モデルマウスに対する AAV-D7 の効果
の検討（その２：生存・運動機能に対する効
果の解析）：これらの解析においては、個々
のALSモデルマウスの発症日を同定した上で、
AAV-D7 を投与する必要があった。そこで、本
研究ではモデルマウスの前肢筋力をグリッ
プテストで計測し、設定した基準より落ちた
日を発症日と定義し、直後に AAV-D7、または、
AAV-EGFP を投与した。生後および発症後のマ
ウスの生存日数を見ると共に、マウスの自発
運動を自動測定装置で測った。 
 

４．研究成果 
 
(1) ALS モデルマウスに対する AAV-D7 の効果
（その１：組織学的な解析）：ALS の発症メカ
ニズムとしては、いくつかのモデルが出され
ている。その１つとして、まず NMJ の変性（前
シナプス領域の縮小と後シナプス領域から

の運動神経の脱離）が起こり、その後、運動
神経の変性に至るというモデルが提唱され、
このモデルを支持する結果がモデル動物・臨
床検体の解析から報告されている。上記研究
方法(5)での解析により、120 日齢のマウスに
おいて、野生型マウスと比較して、AAV-D7 を
投与しなかったALSモデルマウスでは前シナ
プス領域の縮小と後シナプス領域からの運
動神経の脱離が確認された。これに対し、
AAV-D7投与群のALSモデルマウスでは前シナ
プス領域の縮小、後シナプス領域からの運動
神経の脱離の両者において、その異常が軽減
された。以上より、AAV-D7 には ALS モデルマ
ウスに対するNMJ保護効果があることが判明
した。次に、ALS の重要な組織病態の１つで
ある筋萎縮について検討した。ALS での筋萎
縮はNMJ形成不全が原因で起こるというモデ
ルも提唱されている。AAV-D7 非投与群の ALS
モデルマウスは筋萎縮（筋繊維サイズの縮
小）を示したが、AAV-D7 投与群ではサイズの
縮小が軽減されており、AAV-D7 は ALS モデル
マウスの筋萎縮も抑制することが示された。
ALS の最も著名な組織病態である運動神経細
胞の変性についても検討したが、生存してい
る運動神経の細胞数、運動神経軸索の萎縮
（サイズの縮小）とも、AAV-D7 投与群と非投
与群との間に差異は無く、今回の条件におい
ては、AAV-D7 は運動神経細胞の変性に対する
保護効果は認められなかった。 
(2) ALS モデルマウスに対する AAV-D7 の効果
（その２：生存・運動機能に対する効果の解
析）：個別に発症を判定した ALS モデルマウ
スに AAV-D7 あるいは対照となる AAV-EGFP を
投与した結果、生存日数は AAV-EGFP 投与群
では生後平均 154.4 日、発症後 50.3 日であ
ったのに対し、AAV-D7 投与群では生後平均
166.3 日、発症後 64.2 日といずれの指標でも
有意に延長した。さらに、自発運動能も、
AAV-D7 非投与群と比較して、AAV-D7 投与群
の ALS モデルマウスでは改善が認められた。 
以上より、発症後の AAV-D7 投与は ALS モデ
ルマウスに対し、生存の延長、運動機能の改
善に有効であることが示された。 
(3) 考察：これまで AAV-D7 による NMJ 形成
増強技術はある種の先天性筋無力症と筋ジ
ストロフィーに有効なこと分かっていたが、
今回新たに、運動神経変性疾患の代表と言え
るALSに対しても有効であることが実証され
た。AAV-D7 は運動神経細胞の細胞死に対する
抑制効果は認められなかったが、この結果は
AAV-D7 と運動神経細胞保護手法（リルゾール
投与など）の併用がより効果的である可能性
を示唆する。今後は、他の ALS モデルマウス
やよりヒトに近い実験動物でのALSモデルに
対する AAV-D7 の効果を検討することが重要
である。また、AAV-D7 の効果がまだ検討され
ていない神経筋疾患が多くあり、AAV-D7 の有
用性はさらに広がることが期待される。他方、
Dok-7 以外の NMJ 形成制御因子（Agrin など）
についても、その強制発現系の構築や効果の



検討を行ったが、これについてはより詳細な
解析が必要であると考えている。 
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