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研究成果の概要（和文）：運動神経細胞と筋の相互作用により相互が維持する機構が MuSK に

より制御され, 未知の逆行性シグナルにより運動神経終末の機能が制御されることを明らかに

した. 逆行性シグナルの同定を目的として、モデルマウスの萎縮筋の発現遺伝子データーベー

スを作成し運動神経細胞の初代培養を使い探索した. 

 
研究成果の概要（英文）：We found that MuSK molecules, which are expressed at post 

synaptic membrane of NMJs, mediates unknown retrograde signaling which regulate 

presynaptic functions. We generated mouse expressed-genes database for atrophy-induced 

muscles to find the retrograde-signaling molecules.   
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１．研究開始当初の背景 

再生医学と iPS細胞の臨床応用への期待か
ら、人体の様々な組織由来の細胞を使った
再生医療に向けて国を挙げた研究が展開さ
れている. しかし、組織や臓器レベルの再
生医療を最終目的と捉えるならば、万能分
化細胞の技術だけでは組織レベルの再生に
限界がある. 発生期に組織が構築される過
程や、成熟した組織の維持では、異なる細
胞が様々なメカニズムにより時間的、空間
的な相互作用を行うことから、その機構を

明らかにする必要がある.  
 身体機能の著しい障害をもたらす筋萎縮
は、老化によるサルコペニア（加齢性筋肉
減少症）、脊髄損傷、神経筋難病疾患の終末
症状である. 筋萎縮の過程は不可逆的に進
み、再生させることは現在の医学では不可
能である. 筋と運動神経細胞は順行性と
逆行性のシグナルを相互にやりとりして、
機能と形態を維持している. さらに、筋と
運動神経細胞や、それらの接合部(シナプ
ス)は単純で均一な集団ではない. 筋は速
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筋性と遅筋性に分類され、その維持は同様
に多様性のある運動神経細胞の複雑な相互
作用が必要だが、その機構は全くわかって
いない. 原因の異なる筋萎縮（老化、神経
筋難病、糖尿病、廃用性筋萎縮）では異な
る筋の質的変化が報告されている. 
  
２．研究の目的 

 

筋萎縮を対象とした、万能細胞から分化誘
導した細胞を筋組織に根付かせる組織再建
を目的とした再生医療を可能とするために、
筋と運動神経の間の相互作用の異常という
概念に基づく疾患群の解明と, 運動神経細
胞や筋を対象とした筋萎縮の治療法開発の
基盤となる研究を遂行する. 
 
(1) 筋萎縮の疾患モデルを開発して筋と運
動神経細胞の相互維持システムの解明 
 
(2) 逆行性シグナルの同定と治療法の開発  
 
(3) 速筋と遅筋の分化誘導因子と維持の分
子機構の解明 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Muscle-specific kinase (MuSK)は神経
筋シナプスの筋側に発現しており、神経筋
シナプスの発生に必要であるだけでなく、
成熟したシナプスの維持にも必要である.
補体欠損マウスに MuSK の細胞外ドメイン
蛋白を免疫して自己抗体を産生させて、生
体内の MuSK の機能をすることで、筋力低下
と筋萎縮の誘導させる.その筋萎縮疾患モ
デルマウスの筋電図の変化、シナプス(運動
神経終末および筋側)の形態変化を光学顕
微鏡、透過型と走査型電子顕微鏡で解析し
た.  
 
(2)逆行性シグナルによる運動神経終末の
機能と MuSK の関係について解析するため
に、上記の方法で作成した疾患モデルマウ
スから摘出した横隔膜を使い, 微少ガラス
管電極法でナプス後膜（MEPP:微少終板電
位）およびシナプス前膜(QC: Quantal 
content)を測定した.  
 
(3)プレシナプスのアセチルコリン放出を
促進する 3,4-DAP (3,4-diaminopyridine)を動
物モデルに投与して、逆行性シグナルに対
する治療効果を、微少ガラス管電極法で
MEPP と QC を測定して解析した.  
 
(4)逆行性シグナルの候補分子を明らかにす
るために、シビレエイの電気器官（神経筋シ

ナプス）で発現する mRNA から cDNA ライブラ
リーを作成して 2 万個のクローンを使って
EST データーベースを作成した. 
 
(5)生後 6ヶ月、座骨神経切断、ギブス固定、
老化マウス（生後 29 ヶ月）の各マウスの萎
縮した筋から RNAを精製してマイクロアレー
発現解析を行い,データーベースを作成し
た. 
 
(6)マウス胎児の脊髄からから運動神経細胞
を採取して培養して、上記(4)と(5)のデータ
ーベースで絞り込んだ逆行性シグナル分子
の機能解析を行った. 
 
 
４．研究成果 
(1)補体欠損マウスにリコンビナント MuSK 蛋
白を免疫して、自己抗体を誘導すると顕著な
筋力低下と筋萎縮がおきる. 神経筋シナプ
スでは、シナプス後膜のアセチルコリン受容
体(AChR)凝集減少、アセチルコリンエステラ
ーゼ(AChE)活性、シナプス襞の減小に加え、
シナプス前膜（運動神経終末）からのアセチ
ルコリン(Ach)放出が顕著に減少することか
ら、筋から運動神経終末への逆行性シグナル
が存在しており MuSK に制御されていること
がわかった(Mori et al, Am J Pathol, 2012). 
MuSK のシグナル伝達はシナプス前膜の維持
に対して正の制御だけでなく、負の制御機構
も担う可能性を見いだした.(Mori et al, J 
Neuroimmunol, 2012a) 
 
 (2)運動神経終末のカリウムチャンネル阻
害薬として知られ、最近は電位依存性カルシ
ウムチャンネル作動性が報告されている
3.4-DAP をマウスモデルに投与すると、神経
終末からの ACh 放出が増強することから、予
備能力は存在していると考えられる. (Mori 
et al, J Neuroimmunol, 2012b)  
 

(3)シビレエイの電気器官の発現遺伝子の２
万個の EST データーベースを作成した. 



AChRs、rapsyn など神経筋シナプスで発現す
る遺伝子が確認されたが、MuSK や LRP4 遺伝
子はその中に含まれていなかった.解析する
cDNA クローンを増やす必要がある. 
 
(4)神経切断による萎縮筋、ギプス固定（廃
用性萎縮筋）、加齢性萎縮筋と生後６ヶ月コ
ントロール筋の発現遺伝子のマイクロアレ
ーデーターを作成して、各萎縮筋特異的に増
強・減少する遺伝子群、また全萎縮筋で共通
して発現が増強・減少する遺伝子群を明らか
にすることができた.さらにその中で発現が
増強する分泌蛋白を、逆行性シグナルの候補
分子として得ることができた. 
 
(5)マウス胎児の脊髄から運動神経細胞を高
率（約 70%）に濃縮して初代培養する方法を
確立することができた.運動神経細胞栄養因、
神経細胞の機能制御因子の探索が可能とな
った. (4)で得られた候補分子のリコンビナ
ントを作成して機能解析を開始しているが、
期間内に同定することはできなかったが、本
課題の成果をもとに今後も引き続き研究を
行う. 
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