
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)

2014～2012

神経筋接合部の正常構築と分子病態研究

Molecular bases and their regulations of mRNA aberrations in neuromuscular 
transmission defects and other muscular diseases

８０３９７４５５研究者番号：

大野　欽司（Ohno, Kinji）

名古屋大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４３９０２２１

平成 年 月 日現在２７   ５ １３

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：　レーザーキャプチャーマイクロダイセクション法によりマウス脊髄前角細胞特異的にRspo
2が発現することを見出し、Rspo2がagrinの80%のAChRクラスタリング活性を有することを明らかにした。さらにRspo2
の筋側受容体がLgr5であることを明らかにし、Rspo2はagrinに次ぐ重要なAChRクラスタリング誘導因子であることを明
らかにした。
　先天性筋無力症候群の新規原因遺伝子としてLRP4を同定した。LRP4 の第3βプロペラドメイン内の部位特異的に神経
筋接合部信号伝達障害ならびに骨形成障害が起きることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Laser capture microdissection of mouse spinal motor neurons revealed that Rspo2 
is highly expressed in spinal motor neurons. Rspo2 induces acetylcholine receptor (AChR) clustering, 
which is ~80% as potent as agrin. We propose that Rspo2 is an essential AChR clustering-inducing molecule 
after agrin.
 We identified that mutations in LRP4 cause congenital myasthenic syndrome. Mutations in the 3rd 
beta-propeller domain of LRP4 cause either a defect in neuromuscular signal transmission or a defect in 
osteogenesis in a position-specific manner.

研究分野：神経遺伝情報学分野
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、先天性筋無力症候群

(congenital myasthenic syndromes, CMS)

において、(1) 骨格筋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

ゼを係留する collagen Q、(3)コリンアセチル

トランスフェラーゼ、(4) AChRを筋終板に集

積させる rapsyn、(5) 骨格筋ナトリウムチャ

ンネル、(6) plectin の欠損分子病態の研究を

行ってきた。 

CMS は世界中から 800 症例以上が報告され

てきたが本邦の確定診断例は研究代表者らが

米国Mayo Clinicで遺伝子診断を行った 2例の

みであった。研究代表者らは本研究において 21

例の新規 CMS 臨床診断を行い 17 例において

CHRNB1, CHRND, CHRNE, COLQ, DOK7, 

GFPT1 の 6 種類の既存遺伝子に変異を同定し

た。いずれも founder effectを認めない遺伝子変

異であり、本邦にも欧米と同様に多くの未診断

CMS症例が存在する可能性が示唆される。 

CMS の候補原因遺伝子は脊髄前角細胞なら

びに神経筋接合部(neuromuscular junction, NMJ)

の筋終板に発現する分子であるが、NMJ構築分

子 の 全 貌 は ま だ 明 ら か で は な い 。

agrin/LRP4/MuSKシグナル系がAChRクラスタ

リングに重要であることが報告されているが、

agrin 欠損モデルマウスにおいても不完全なが

ら NMJが形成される。Wntも AChRクラスタ

リングに重要であるが、その受容体ならびに

modulatorが明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 (1) 本研究の目的は、神経筋接合部

(neuromuscular junction, NMJ)の正常分子

構築をさらに明らかにするとともに CMSの

分子病態解明を行うことである。研究代表者

らは、本邦において 21症例の新規 CMS症例

の遺伝子診断を行い、うち 17症例において 6

種類の遺伝子の変異を同定した。 

 (2) 加えて、本研究では、NMJ の正常分子構

築をさらに解明するとともに、CMS 症例にお

ける新たな遺伝子変異を同定し、同定をされた

変異分子の病態分子機構を明らかにすること

により、機能的な裏付けのある CMS 候補遺

伝子を増やし、同定をした変異分子の病態分

子機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 (1) 本邦 CMS症例に対して exome capture 

resequencing解析、ならびに、whole genome 

resequencing 解 析 を 行 い 、 Sanger 

sequencingにより確認を行う。変異分子のタ

ンパクレベル、細胞レベルにおける機能を解

析する。 

 (2) レーザーキャプチャーマイクロダイセ

クション法によりマウス脊髄前角細胞

(spinal motor neuron, SMN)を単離しマイク

ロアレイ解析ならびに RNA-seq 解析により

網羅的な遺伝子発現を調べた。脊髄後角領域

細胞をコントロールとして、SMN 特異的に

発現をする遺伝子を同定し、ノックアウトマ

ウスの解析を行い、NMJ に対する影響を精

査する。 

 

４．研究成果 

 (1) 出生後呼吸促迫にて呼吸管理が必要で

あった CMS 女児が、反復神経刺激にて

13-16%の CMAPの減衰を認め CMSの診断

を受けた。抗コリンエステラーゼ剤は無効で

あった。17歳時の肋間筋生筋にて神経筋接合

部が不整で小さく、超微形態観察にて神経筋

接合部終板サイズならびにα-bungarotoxin

結合能が正常の約 50%であった。 

 Exome capture resequencing 解析にて

LRP4 の p.Glu1233Lys (EK)ヘテロ変異と

p.Arg1277His (RH)ヘテロ変異を同定した。

父親は EKヘテロ変異を持っていた。母親の

DNAは採取ができなかった。EK変異と RH

変異はLRP4第 3ベータプロペラドメインに

存在し、p.Glu1233と p.Arg1277は脊椎動物



で高度に保存をされていた。 

 MuSK リン酸化を定量するための 

JNK-responsive ATF2-luciferase reporter

解析をHEK293細胞を用いて行ったところ、

EK 変異と RH 変異は、agrin 付加による

ATF2 活性化を誘導できなかった。また、

Western blot解析でも、EK変異と RH変異

は、agrin付加によるMuSKリン酸化を誘導

できなかった。 

 TopFlash-luciferase reporterによるWnt/

β-catenin シグナル解析では、Wnt3a の

LRP4による抑制効果は EK変異と RH変異

で減弱をせず、両変異は Wnt シグナル系に

対して影響がないと思われた。 

 C2C12 マウス筋芽細胞株に対して

Lentivirus-shLrp4 を導入し、内在性 Lrp4

を抑制した。この系に正常ならびに変異

LRP4を導入したところ、agrinによるMuSK

リン酸化が誘導できなかった。さらに agrin

によるアセチルコリン受容体のクラスタリ

ングも誘導できなかった。 

 In vitro plate-binding assayでは、EK変

異と RH変異は、LRP4のMuSKとの結合能

を低下させ、さらに LRP4の agrinとの結合

能を低下させた。 

 第 3 ベータプロペラドメインには

sclerostosis-2 の原因となる p.Arg1170Trp 

(RW)変異と p.Trp1186Ser (WS)変異が報告

をされている。これらの変異を我々の変異と

同様の手法で解析をしたところ、RW変異と

WS変異は agrin誘導 ATF2-luciferase活性

化に影響を与えず、LRP4-agrin 結合、

LRP4-MuSK 結合にも影響を与えなかった。

一方、RW変異とWS変異は、Wnt3aのLRP4

による抑制効果を欠損していた。 

 LRP4 第 3 ベータプロペラドメインの 3D

モデリングを行ったところ、我々の EK変異

とRH変異は LRP4の第 3ベータプロペラド

メインの外周に位置し、一方、sclerostosis-2

のRW変異とWS変異は同ドメイン中央部に

位置することが予測をされた。 

 人工的なアミノ酸置換をドメイン外周部

に 2 カ所(p.Ile1287Ala, IA; p.Val1252Ala, 

VA)、ドメイン中央部に 2カ所(p.Tyr1256Ala, 

YA; p.Asn1214Ala, NA)導入し、上記と同様

のアッセイを行ったところ、ドメイン外周部

は agrin/LRP4/MuSKシグナル系に関与をし、

ドメイン中央部は Wnt シグナル系に関与を

することが明らかになった。 

 (2) 正常マウス脊髄より約 2000 個の SMN

を LCM 法により単離し、Affymetrix exon 

array解析ならびに RNA-seq解析を行った。

脊髄後角の細胞群をコントロールとして解

析を行い Wnt 関連分泌タンパク Rspo2 が

SMN に特異的に高発現していることを見い

だすとともに、in situ hybridizationにより

確認を行った。Rspo2は SMN特異的なマー

カーである ChAT, HB9, Isl1/2 に比べて

SMN 特異性は低かったが、Rspo2 はいずれ

の SMN特異的なマーカー遺伝子よりも高発

現であった。また、Rspo2 は Wnt 関連タン

パクの中で SMNに最も高発現であった。 

 Rspo2 ノックアウトマウスの解析にて、

Rspo2は脊髄における SMN細胞数に影響を

与えなかった。また横隔膜筋分化にも影響を

与えなかった。Rspo2は横隔膜神経の分岐パ

ターンをわずかに低下させる方向に働いて

いた。しかし、SMN 一時培養細胞に Rspo2

を加えると、neurite の分子がむしろ増加し

ており、Rspo2の neurite branchingへの影

響は primary eventとは考えられなかった。 

 一方、Rspo2ノックアウトマウスは横隔膜

の NMJ領域が拡大し、NMJにおける神経終

末と AChRの共局在が減弱していた。電子顕

微鏡でも神経終末と筋終板の構造の破壊と

ともに、シナプス小胞の数の減少を認めた。

さらに反復神経刺激にて筋複合活動電位の

異常減衰を認め、微少終板電位(MEPP)の頻

度も顕著に減少していた。 

 培養細胞による解析では、Rspo2 は agrin



非存在下に AChR集積活性を示した。Rspo2

によるAChR集積活性はagrinの約80%であ

った。さらにNMJに膜タンパク受容体 Lgr5

が高度に発現することを見いだし、Lgr5のノ

ックダウンにより Rspo2 の AChR 集積活性

が消失することを見いだした。さらに、免疫

沈降実験により Rspo2と Lgr5が結合するこ

と、Lgr5とMuSKが LRP4存在下に結合す

ることを見出した。これらのことから Lgr5

がNMJにおけるRspo2の受容体であること

を明らかにすることができた。 

 CMSの exome capture resequencing解析, 

whole genome resequencing 解析において

RSPO2と LGR5を候補遺伝子として解析を

行ったが、原因遺伝子変異と思われるものは

同定ができなかった。 
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