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研究成果の概要： 

神経筋接合部の collagen Q (ColQ)欠損による終板アセチルコリンエステラーゼ(AChE)欠

損症に対するタンパク係留療法の開発を行った。アデノ随伴ウィルスベクターを介して

COLQ 遺伝子を Colq ノックアウトマウスに導入したところ、顕著な運動機能の回復が見ら

れ、神経筋接合部に ColQが集積し AChE活性があることが確認できた。ColQは神経筋接合

部に集積する細胞外分子であるため、自らの係留シグナルにより生体内の筋組織に伝達・

補充され、治療効果が高く現れたと考えられる。 
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研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：神経科学 ・ 神経・筋肉生理学 

キーワード：分子欠損症・神経筋接合部・ collagen Q 

 

１．研究開始当初の背景 

先天性筋無力症候群(congenital myasthenic 

syndromes)は、神経筋接合部の先天的分子欠

損症により神経筋伝達障害が起こる疾患群

である。先天性筋無力症候群において欠損・

変異をする分子には、(1) 骨格筋ニコチン作

動性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シナプス基底膜

に係留する collagen Q (ColQ)、(3) 神経終末

のコリン・アセチルトランスフェラーゼ(ChAT)、
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(4) AChRを endplateに集積させる rapsyn、(5) 

骨格筋電位依存性ナトリウムチャンネル、(6) 

神経終末より放出される agrinのレセプター

MuSK、(7) MuSK信号伝達系の下流に位置する

Dok-7がある。これら分子欠損症の多くでそ

れぞれの分子病態に応じた治療法が存在す

るが、ColQ欠損症による終板 AChE欠損症に

対する治療法は全く存在せず、致死的な経過

を辿ることが多い。 

２．研究の目的 

本研究の目的は ColQ分子のシナプス基底膜

親和性を利用したタンパク標的療法の開発

を行い、細胞外マトリックス分子欠損症に対

する汎用の遺伝子治療方法の開発を目指す

ことである。 

３．研究の方法 

AAVベクターは、神経・筋・肝細胞等の非

分裂細胞に対し一回の導入で長期的な遺伝

子発現が得られ、また安全性の点でも非病原

性・低免疫原性など他のウイルスベクターに

比べ利点が多い。ここでは筋肉組織への親和

性が高い serotype8を選び用いた。AAVベク

ターは、pAAV-CMV-MCS(stratagene社)を用い

て、骨格筋において高活性を示す CMV 

promoterの下流に COLQをつないだコンスト

ラクトを作製し、AAV8-helperベクターと共

にリン酸カルシウム法により HEK293細胞に

トランスフェクションした。得られた rAAV

を精製しマウスに静注、筋注した。３週間後

にその効果を、運動試験、組織細胞化学実験、

電気生理実験により検証した。 

４．研究成果 

AAVベクターは pAAV-CMV-COLQと、ColQと

共に GFPを発現する pAAV-CMV-COLQ-IRES 

-EGFPのコンストラクトを用いた。AAV8型

capsidをコードする Helper palsmidと

cotransfectionを HEK293細胞に行い、

rAAV8-ColQと rAAV8-ColQ –EGFPの２種類の

組替え AAVを作製した。強イオン膜を用いて

精製した後、ColQ-/-マウスの尾静脈より全

身投与（〜2x1012 genome copies）を行った。 

投与 2週間後から、ロタロッドでの運動テ

ストに改善効果が見られ、４週間後には、運

動テストと疲労テストで正常マウスと同成

績まで回復した(図 1 A,B)。

治療マウスの骨格筋の組織切片を作成し、

AChE染色を行うと、αバンガロトキシンで染

まる AChR部位に、活性染色が見られた。ま

た、ColQ抗体による免疫染色においても、同

じ部位でシグナルが検出され、神経筋接合部

において ColQが集積していることが確認で

きた(図 2)。

図 1 (A)治療マウスのロタロッドテスト。 

10rpm/minで加速回転するロタロッドに乗

る秒数。WT マウスは 240 秒以上、KO マウ

スは平均 40 秒である。(B)疲労テスト。

10rpm のロタロッドに乗せ、落下後すぐ乗

せるを繰り返した。 



 

 

 

また、ショ糖勾配遠心法により、治療マウ

スの骨格筋中の AChE-formを検出したところ、

未治療群では見られなかった A4,A8,A12 forms 

AChE-ColQが検出された(図 3)。

以上の結果から、AAV8を介して COLQの遺伝

子導入により、発現した ColQが AChEと複合

体を形成し神経筋接合部に係留すること、ま

た治療マウスは、運動機能テストから筋無力

症状が正常値まで回復したことが明らかに

なった。ColQは基底膜に係留シグナルを持つ

細胞外タンパクであるため、生体内で遺伝子

導入された細胞の割合が低くても,自らの細

胞外集積により、十分量を獲得できたと考え

られる。 

 さらに、遺伝子導入を行なった ColQ-/-マ

ウスを用い、微小板電位、終板電位、複合筋

活動電位などの生理学的検査と電子顕微鏡

を用いた神経筋接合部のシナプス部位の観

察を行った結果、正常化傾向が見られた。今

後、筋無力症状の機能回復が可能なウィルス

投与量の最低値の決定、組換え A12-AChEの腎

糸球体基底膜などへの異所性集積や抗 ColQ

抗体の出現など、遺伝子導入の安全性を検討

する必要がある。 

本研究にて開発する遺伝子治療法は、細胞外

分子欠損症に対するタンパク分子の補充に

非常に有効であると思われるため、collagen 

Q欠損症だけでなく、perlecan欠損症、

laminin α2欠損症、α-dystroglaycanopathy

をなどの細胞外マトリックス・タンパク欠損

症への効果も期待できる。今後、これらの分

子欠損症の治療研究を行い、汎用の治療法と

して確立が期待される。 
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図 2 WT、KO、治療マウスの筋切片におい

て AChE 活性染色、ColQ 抗体染色、αバン

ガロトキシンを用いた AChR 検出を行った。

治療マウスでは筋組織の神経筋接合部での

ColQと AChEの集積が観察された。 

図 3 ショ糖勾配遠心法による A4,A8,A12 

forms の分離。治療マウスでは KO では存在

しない A4,A8,A12 formsが出現した。また、筋

組織中の AChE 活性は WT の 80%まで上昇し

た。 
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