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研究成果の概要（和文）： 

先天性筋無力症候群において同定をしたアセチルコリン受容体αサブユニット遺伝子

CHRNA1のスプライシング変異部位にスプライシング抑制因子hnRNP Lが結合をすることを同

定した。次に、先天性筋無力症候群の一型である終板アセチルコリンエステラーゼ欠損症モデル

マウスに対してAAV-COLQウィルスによるタンパク標的治療法が著効を示すことを、行動解析

に加えて電気生理学的、組織化学的、生化学的に検証し報告した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously reported a splicing mutation in exon P3A of CHRNA1. We here 

identified that hnRNP L binds to the mutant site and suppresses splicing of exon P3A. 
We also reported that intravenous and intramuscular administration of AAV-COLQ to 
Colq-/- mice improved motor functions, as well as electrophysiological, histochemical, 
and biochemical features. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経筋接合部はプロトタイプシナプスと
してシナプス電気生理機構ならびにシナプ
ス分子構築機構が古くから精力的に研究が
行われてきており最も解明が行われてきた
シナプスである。神経筋接合に発現をする分
子の先天的な遺伝子変異による神経筋接合

部信号伝達異常は筋力低下・易疲労性・筋委
縮・顔面小奇形を特徴とする先天性筋無力症
候 群 (congenital myasthenic syndromes, 
CMS)を惹き起こす。CMS は欠損する分子の
部位により、前シナプス型、シナプス型、後
シナプス型に分類される。CMS において同
定をされてきた変異分子は (i) ニコチン作
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動 性 筋 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 (muscle 
nicotinic acetylcholine receptor, AChR)、 
(ii) AChR を筋終板に集積をさせるラプシン
(rapsyn)、 (iii) 神経終末より放出をされ
AChR クラスター形成を促進するアグリン
(agrin)、 (iv) Agrin のシグナルを受容し
AChR クラスター形成を促進する MuSK7、 
(v) MuSK と協調をして AChR クラスター形
成に作用をする Dok-7、(vi) 筋終板の AChR
の脱分極を骨格筋全般に伝播する電位依存
性筋ナトリウムチャンネル (voltage-gated 
muscle sodium channel, NaV1.4)、(vii) アセ
チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ
(acetylcholinesterase, AChE)をシナプス基
底膜に係留をするコラーゲン Q (collagen Q, 
ColQ)、(viii) 神経終末から再取り込みをされ
たコリンからアセチルコリン(ACh)を再合成
するコリンアセチルトランフェラーゼ
(choline acetyltransferase, ChAT)、(ix) 糖
タンパク合成基質 UDP-GlcNAc 合成の律速
酵 素 glutamine-fructose-6-phosphate 
transaminase (GFAT)がある。 
さらに、ヒトは胎生 33 週までは AChR 

サブユニットの代わりに AChR サブユニッ
トを使う-AChR を神経筋接合において発現
しているため、AChR サブユニットの先天
的 な 遺 伝 子 変 異 は fetal akinesia 
deformation sequence (FADS)を惹き起こす。
また、AChR サブユニットと AChR サブ
ユニットの変異によっても FADS が起きる
ことが報告をされている。また、シナプス基
底膜に集積しColQや dystroglycanをはじめ
とする数多くの分子との結合が知られてい
る パ ー ル カ ン (perlecan) の 欠 損 は
Schwartz-Jampel 症候群の原因となる。興味
深いことに agrin 受容体である LRP4 の遺伝
子変異は神経筋接合部信号伝達障害ではな
く、Cenani-Lenz 合指症候群(Cenani-Lenz 
syndactyly syndrome)の原因となる。Lrp4
ノックアウトマウスも多指症の表現型を取
ることが報告をされている。 

これら遺伝性疾患に加えて、神経筋接合部
分子は自己免疫疾患の標的にもなり、アセチ
ル コ リ ン 受 容 体 (acetylcholine receptor, 
AChR)・筋特異的受容体チロシンキナーゼ
(muscle-specific receptor tyrosine kinase, 
MuSK)・LDL receptor-related protein 4 
(LRP4)に対する自己抗体は重症筋無力症の
原因になる。さらに、AChR サブユニット
のプロモータ領域の SNP が若年発症の重症
筋無力症の発症を 2.01 倍から 2.35 倍増加さ
せることが報告をされている。このSNPは、
胸腺上皮細胞における AChR サブユニット
の発現を減弱させ、T 細胞の AChR に対する
免疫寛容を成立させにくくすることにより
重症筋無力症の発症確率を上げる。神経終末
の P/Q 型電位依存性カルシウムチャンネル

(P/Q-type voltage-gated calcium channel, 
VGCC)に対する自己抗体はランバート・イー
ト ン 筋 無 力 症 候 群 (Lambert-Eaton 
myasthenic syndrome)を惹き起こす。同様に
神経終末の電位依存性カリウムチャンネル
(voltage-gated potassium channel, VGKC)
に対する自己抗体は Isaac's 症候群（神経ミ
オトニア, neuromyotonia）の原因となる。
さらに、神経筋接合部分子を標的とする病態
として、サリンや有機リン農薬などの AChE
阻害作用、蛇毒αバンガロトキシンや植物毒
クラレの AChR 阻害作用、ボツリヌス毒の
SNARE 複合体阻害作用が知られている。 
 
２．研究の目的 
(1) 先天性筋無力症候群における splicing 異
常に関与する trans-factors の同定 
研究代表者らは先天性筋無力症候群にお

いて CHRNA1 遺伝子 exon P3A に 23G>A
変異を同定し、この変異がスプライシング異
常を惹起することを報告してきた。本研究の
目的はこの変異部位に結合をする splicing 
trans-factor を同定するとともにその分子作
用機構を明らかにすることである。メンデル
遺伝性疾患ならびに疾患関連 SNP には本変
異のようにエクソン上に存在するにも関わ
らずスプライシング異常を起こすことによ
り病態に関与するものが複数知られている
一方、多くの変異のスプライシングに対する
効果は見逃されている。本研究はこのような
エクソン上のスプライシング変異の一例の
詳細な分子病態機構を解明することを目的
とした。 
(2) 先天性筋無力症候群に対するタンパク標
的治療法(protein anchoring therapy)の開発 

遺伝子治療は細胞レベルの分子欠損を補
正し細胞機能を正常化する有用なツールで
ある。しかし、遺伝子を標的臓器・標的細胞
にターゲッティングをする効率のよい方法
が存在しないために限られた疾患のみに臨
床応用がなされてきた。研究代表者らはアセ
チルコリンエステラーゼ 12 分子と collagen 
Q 3 分子からなる細胞外分子 AChE/ColQ 複
合体は ColQ の perlecan ならびに MuSK に
結合をする能力により標的となるシナプス
基底膜へ anchoring をすることを見出した。
この細胞外マトリックス分子特有の機能を
活用し、一部の筋細胞もしくは ectopic な筋
細胞に発現をした AChE/ColQ がタンパク自
身が持つ anchoring signals を用い広く神経
筋接合部シナプス基底膜に係留することが
期待をされる。そこでアデノ随伴ウィルスに
ヒト COLQ を組み込み Colq-/-マウスに対し
て遺伝子治療を行い、本 protein-anchoring 
strategyの有効性を検討することを目的とし
た。 

 



３．研究の方法 
(1) 先天性筋無力症候群における splicing 異
常に関与する trans-factors の同定 

① まず、結合 trans-factor 予測プログラ
ム ESE finder, Rescue ESE を用いて候補分
子を絞る。また、UV crosslinking 後の
SDS-PAGE、及び、RNA beads を用いた
affinity purification の Syproruby staining
で結合タンパクの分子量を推定し、候補分子
を絞り、Western blotting により確認を行う。
②候補分子法による分子の同定が困難な時
には、affinity purified product の質量分析に
より trans-factor の同定を行う。③splicing 
trans-factor の knock-down、ならびに、過
剰発現が標的遺伝子 pre-mRNA splicing に
与える影響を調べる。④MS2-coat protein と
splicing trans-factor の fusion product を用
いて、splicing trans-factor が変異部位に結
合することを証明する。⑤同定された
trans-factor のドメイン構造を調べる。 
(2) 先天性筋無力症候群に対するタンパク標
的治療法(protein anchoring therapy)の開発 

ヒト COLQ を AAV ベクターに組み込み、
骨格筋と肝臓に親和性の高い serotype 8 
capsid を用いて作成をした AAV8-COLQ ウ
ィルス粒子を Colq ノックアウトマウスに投
与し、電気生理学的検討・組織化学的検討・
生化学的検討により運動障害改善効果の分
子生物学的な裏づけを得る。 
 
４．研究成果 
(1) 先天性筋無力症候群における splicing 異
常に関与する trans-factors の同定 
アセチルコリン受容体αサブユニット遺

伝子 CHRNA1 exon P3A の 23 番目の塩基を
G から A に変異をさせる 23G>A の部位に結
合をする splicing trans-factor の同定を行な
った。UV crosslinking 後の SDS-PAGE、及
び、RNA affinity purification にて結合タン
パクの分子量を推定し、hnRNP L を候補分
子としてWestern blottingにより確認をした。
同時に 23G>A変異は hnRNP LLの結合能を
獲得することを同定した。人工的に塩基配列
を置換することにより 23G>A 変異は
hnRNP L との結合能を保持するにも関わら
ず新たに hnRNP LL 結合能を獲得するため
に hnRNP L と hnRNP LL の競合により
hnRNP L が結合できなくなることを実証し
た。さらに hnRNP L と hnRNP LL のノック
ダウンならびに抗体によるこれら因子の吸
着実験により hnRNP L は exon P3A のスキ
ッピングを誘導し、hnRNP LL は exon P3A
の認識を誘導することを実証した。さらに
MS2-coat proteinとhnRNP L/hnRNP LLの
フュージョン遺伝子を作成することにより
これらの因子は 23G>A の部位に特異的に作
用することを明らかにした。さらにhnRNP L

と hnRNP LL の各種ドメイン欠失変異を導
入することに hnRNP L にのみ存在する
proline-rich region が hnRNP L による exon 
P3A スキッピングに関与することを証明し
た。 
(2) 先天性筋無力症候群に対するタンパク標
的治療法(protein anchoring therapy)の開発 

先天性筋無力症候群の一型である終板ア
セチルコリンエステラーゼ(AChE)欠損症は
AChEをシナプス基底膜に係留する collagen 
Q (ColQ)分子の先天的な欠損によっておき
る。本症に対してタンパク標的治療法
(protein-anchoring therapy)の有用性の検証
を行った。ヒト COLQ を AAV ベクターに組
み込み、骨格筋と肝臓に親和性の高い
serotype 8 capsid を用いて作成をした
AAV8-COLQ ウィルス粒子を Colq ノックア
ウトマウスに尾静脈より投与した。電気生理
学的検討にて MEPP 減衰時間の正常化、反
復神経刺激における CMAP 減衰の改善、筋
終板電位の正常化を認め、組織化学的検討に
て観察をしたすべての神経筋接合部におい
て AChE/ColQ 複合体の発現を認めた。さら
に生化学的検討にて骨格筋 AChE/ColQ 複合
体は正常の 89%まで回復をしており、その分
子構成も正常化していた。さらに運動機能も
正常マウスと同等まで治療後 3 週で回復し、
最高 1 年半効果が持続した。次に、全身への
移行が少ない AAV1-COLQ を作成し一側下
肢に筋注を行い AChE/ColQ 複合体の四肢筋
へ の 分 布 を 確 認 し た 。 さ ら に 精 製
AChE/ColQ 複合体を大量に作成し Colq-/-マ
ウ ス 臀 筋 に 持 続 的 に 筋 肉 注 射 を 行 い
AChE/ColQ 複合体の前肢を含む全身骨格筋
への分布を確認した。タンパク分子自身が標
的組織への親和性を持つ細胞外分子の特徴
を生かした protein-anchoring therapy の有
用性を終板 AChE 欠損症モデルマウスで実
証し他の細胞外分子欠損症に応用が可能で
ある可能性を示した。 
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