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研究成果の概要（和文）：重症筋無力症(Myasthenia Gravis: MG)の約15%は抗MuSK抗体陽性の自己免疫疾患である。Mu
SKは神経筋接合部の筋肉側の膜貫通タンパクであり、細胞外領域に4つのIg1, Ig2, Ig3, Ig4と1つのC6 boxをもつ。5
名の患者のMuSK抗体はMuSK-ColQ結合を阻害するのみならずMuSK-LRP4結合も阻害すること、また、MuSK抗体はIg1とIg4
を認識し、LRP4はIg1以外にもIg4とも結合することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Myasthenia Gravis (MG) is antoimmuno disease caused by an antoantibody to protein 
consisting of neuromuscular junction. Anti MuSK MG account for fifteen percent of MG ,but it is unclear we
ll. MuSK is membrane transfer protein of NMJ, and has Ig1, Ig2, Ig3, Ig4 and C6 box in extracellar region.
 In this study, it was demonstrated that anti-MuSK antibody from five persons inhibit both MuSK-ColQ and M
uSK-LRP4 interaction. Moreover, MuSK antibody recognizes Ig1 and Ig4, and LRP4 also binds Ig1 and Ig4. 
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１．研究開始当初の背景 
 重症筋無力症(myasthenia gravis, MG)は
神経筋接合部の分子に対する自己抗体によ
り発症し、神経筋接合部の信号伝達が障害さ
れる自己免疫疾患である。MG症例の 80％は
アセチルコリン受容体(AChR)抗体に対する
自己抗体による。2001 年、抗 AChR 抗体陰
性のMG患者血中から、運動終板に存在する
筋特異的チロシンキナーゼ(muscle-specific 
receptor protein kinase, MuSK)に対する自
己抗体が発見された。現在、抗 AChR抗体陰
性 MG 患者の 25-70％が MuSK 対する自己
抗体陽性であることが知られている。AChR
に対する自己抗体は、補体介在性に AChRを
破壊するのに対し、抗 MuSK 抗体は補体を
活性化しない IgG4 サブクラスに属する阻止
抗体である。しかし、MuSKのどの機能を阻
害しているか、その病態機序については明ら
かでない。 

 MuSK は筋細胞膜のシナプス後膜特異的
に存在する膜貫通型のタンパクであり、アセ
チルコリン受容体と隣接して存在する。
MuSKについて現在まで2つの機能が知られ
て い る (Fig.1) 。 第 1 の 機 能 は 
agrin-LRP4-MuSKシグナル系 である。終板
筋 膜 の LRP4 (low-density lipoprotein 
receptor)は MuSK と結合し、運動神経から
放出されるリガンドである agrinが LRP4と
結合すると、MuSKのリン酸化が誘導される。
続いて、シナプス後膜の AChR β-subunit
のリン酸化が起こり、AChRのクラスタリン
グが行われる。ゆえに MuSK は神経筋接合
部の発生と維持に必要である。第 2の機能は 
ColQ-MuSK の結合による AChE の集積 で
ある。神経筋接合部の基底膜では、12分子の
アセチルコリンエステラーゼ(AChE)と 3 分
子のColQが非対称性AChE複合体を形成し、
アンカリングしている。MuSKは ColQの C

末端ドメインと結合し、Plerlcanと共に、シ
ナプス間隙での AChE の集積に関与してい
る。さらに ColQ の MuSK への結合は
agrin-LRP4-MuSKシグナル系を活性化する
ことが今年報告をされている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は抗MuSK抗体がこれら 2つの
MuSKの機能にどのような影響を与えるか
を解明する。 
 現在、抗MuSK抗体はMuSK-LPR4間の
結合を阻害し、第 1の機能である
agrin-LRP4-MuSKシグナル系を障害し
AChRのクラスタリング異常を起こすと考え
られている。患者血清を用いたマウスの受動
免疫モデルでは AChRクラスター数が減少
し、MuSKの数が減少している。また、C2C12
筋管細胞の agrin誘導AChRクラスター形成
においても、抗MuSK抗体を培地添加する
と、AChRのクラスター数の減少が見られた
ことが、この仮説を支持している。一方、抗
MuSK抗体は agrin-LRP4-MuSKのシグナ
ル伝達の阻害ではない 4種類の知見がある。 
（1）患者の筋生検の電顕観察では、AChR
は欠損しておらず、AChR密度やシナプス後
膜の形態は保たれている。（2）抗コリンエス
テラーゼ剤は抗MuSK陽性患者に無効であ
る。（3）患者のMEPC減衰時間が 2倍に延
長しており、repetitive CMAPが見られる。
(4)患者の筋生検において神経筋接合部での
AChE活性が減少している。以上の所見から
抗MuSK抗体は ColQ-MuSKの結合を阻害
し、終板 AChE欠損症を引き起こすとが考え
られる。 
 抗MuSK抗体陽性重症筋無力症患者で筋
力低下が起こる抗MuSK抗体の生理病態メ
カニズムについては、自己抗体が何かしら病
態に関与しているのだが、十分に解明されて
いない。一方MuSKと ColQの結合について
は 2004年に報告されて以来注目されておら
ず、病態への関与に関する報告はない。本研
究により、ColQが抗MuSK抗体の阻害分子
であり、終板 AChE欠損症を引き起こしてい
るなら、本疾患の病態に新しい見解を提供す
ることができる。本疾患は抗コリンエステラ
ーゼ剤が無効の難治性疾患であり、免疫抑制
剤の使用や血漿交換を行わざるを得ない。本
疾患が終板 AChE欠損症の知見が得られれ
ば、AChE欠損病態に有効な AChRチャンネ
ルブロッカーである ephedrineが有効である
可能性があり、新規治療法の解明につながる
と期待される。 
 
３．研究の方法 

Fig.1 骨 格 筋 の 神 経 筋 接 合 部 で は 、 
agrin-LRP4-MuSKシグナル系によりAChRのリン
酸化が誘導される。また、MuSK は ColQ-AChE 複
合体 と結合している。 



 患者抗MuSK抗体がMuSKと ColQの結
合を阻害することの検証と、抗 MuSK 抗体
のagrin-LRP4-MuSKシグナル伝達系に与え
る影響を明らかにするため、５種類のアッセ
イを行う。（1）マウス筋切片に対する in vitro 
transplantation法にて、抗MuSK抗体存在
下で ColQ-MuSKの結合を調査する。（2）in 
vitro plate binding法を用いて抗MuSK抗体
のMuSK-ColQ結合阻害実験を行う。（3）患
者抗 MuSK 抗体を用いて受動免疫マウスモ
デルを作成し、筋組織切片の AChE活性染色、
骨格筋中での AChE-ColQ複合体の定量を行
い、抗MuSK抗体の影響を調べる。(4) Agrin
存在下での LRP4とMuSKの in vitro 結合
実験と、MuSK-IgG の LRP4-MuSK 結合へ
の影響を調査する。（5）MuSK抗体のMuSK
エピトープ解析を行う。 
 
４．研究成果 
 (1) ヒ ト ColQ-tailed AChE はカエル
NMJ・マウスNMJに結合することが in vitro
で示されている。そこで、in vitro overlay 
assay を用いて MuSK-IgG の ColQ-tailed 
AChEのマウス NMJへの結合への影響を調
べた。Colq ノックアウトマウス筋切片を
MuSK-IgG と一晩反応させ、その後ヒト
ColQ-tailed AChEを加え、AChRと ColQを
免疫組織染色によって観察した。Control 1 
のコントロール IgG 存在下では、ColQ と
AChR のシグナルの局在が一致していたが、
patient 1-4 の MuSK-IgG 存在下では ColQ 
のシグナルはマウス NMJ に全く観察されな
かった。 
（2）MuSK-IgGのヒト ColQとヒトMuSK
に対する影響を定量化するために、in vitro 
plate-binding assayを行った。そのために、
ヒトMuSK細胞外ドメインに mycタグを付
けた hMuSKect-mycとヒト LRP4細胞外ド
メ イ ン に FLAG タ グ を 付 け た
hLRP4N-FLAGを作成した。hMuSKect-myc
でコーティングしたプレートに 1 pg から
100 µg の濃度のコントロール IgG もしくは
MuSK-IgGを反応させ、さらにそこに一定量
のColQ-tailed AChEを反応させた(Fig.2A)。
その結果、2つのコントロール IgGは 100 µg
でも AChE活性を抑制しなかった。それに対
して、4名の患者MuSK-IgGでは濃度が増加
するほど AChE 活性が低下しており、
ColQ-tailed AChE の結合量低下が示唆され
た(Fig.2B)。 
（3）これまでに、能動免疫もしくは受動免
疫 MuSK-IgG モデルマウスでは NMJ の
AChR が減少することが報告されているが、
ColQ-tailed AChEに対するMuSK-IgGの影
響は報告されていない。そこで、control 2 と
patient 2 の IgGを C57BL/6Jメスマウスに

15 日間投与し、大腿四頭筋における AChR, 
ColQ, MuSK, AChEの発現量を調べた。その
結果、MuSK-IgG 受動免疫マウスにおいて
ColQと AChEのシグナル強度は著明に減少
した。一方、AChR と MuSK のシグナル強
度の減少は軽度であった。蛍光シグナルの定
量解析を行ったところ、MuSK-IgG受動免疫
マウスにおける ColQのシグナル面積、強度、
密度はコントロール IgG 受動免疫マウスに
対してそれぞれ 10％、9％、17％と著明な低
下が認められた。それに対して、AChRのシ
グナル面積、強度、密度はコントロール IgG
受動免疫マウスに対してそれぞれ 66％、55％、
84％と軽度な低下が認められるのみであっ
た。AChR と MuSK の密度の減少がわずか
であることから、AChR と MuSK の面積と
強度の低下はマウス NMJ のサイズが小さく
なったためと考えられる。さらに、AChRに
対する MuSK の数が基本的に同じであるの
に対して、ColQの数は明らかに少なかった。
以上のことから、MuSK-IgG は ColQ-tailed 
AChEの NMJへの結合を阻害すること、ま
た NMJ のサイズを小さくすることにより
MuSK と AChR の発現量を軽度に抑制する
ことが示された。 
（4）MuSK抗体のMuSK-LRP4結合への影
響を in vitro plate binding assayにて解析し
た。hMuSK ect (extracellular domain)-myc 
と hLRP4ect-FLAGを精製し、hMuSKをプ
レートに結合した。agrin, LRP4 を加え、
MuSK 抗体の MuSK-LRP4 結合阻害を定量

Fig.2 ColQ-MuSK 結合の定量解析（A）In vitro 
plate-binding assay の概略図 
（B）MuSK-IgG の量依存的に、プレートにコート
された hMuSKect-myc への ColQ-tailed AChE の
結合は減少した。ColQ-tailed AChE の結合量は
AChE 活性で定量化した。 



した。その結果、5名の患者のMuSK抗体は
量依存的に MuSK-LRP4 結合を阻害した。
MuSK抗体はMuSK-ColQ結合を阻害するの
みならず MuSK-LRP4 結合も阻害すること
が証明された。 
（5）hMuSKect-mycから各 Igを欠失させた
4つのコンストラクト (⊿Ig1, ⊿Ig2, ⊿Ig3, 
⊿Ig4 ) を作成し、それぞれタンパクを精製
した。MuSK 抗体の各欠失 hMuSKect への
結合能を in vitro plate binding assayにより
定量した。その結果、3名のMuSK抗体で⊿
Ig1 への結合が有意に減少し、5 名全ての
MuSK抗体で⊿Ig4への結合が有意に減少し
た。つまり、MuSK抗体は Ig1と Ig4を認識
している。LRP4はMuSKの Ig1と結合する
ことが報告されているが、Patients 4, 5の結
果より、LRP4は Ig4とも結合することが示
唆された。 
 以上の実験結果から、患者 MuSK 抗体は
MuSK-ColQ 結合を阻害するのみならず
MuSK-LRP4 結合も阻害することが証明さ
れた。また、MuSK抗体は Ig1と Ig4を認識
していた。LRP4はMuSKの Ig1と結合する
ことが報告されており、MuSK抗体が Ig1と
結合することによりLRP4が結合阻害を受け
ていると結論づけられる。 
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