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研究成果の概要（和文）：FDA既認可薬パネルを用いた網羅的スクリーニングを行い、薬剤AがMuSKのリン酸化作用を増
強することによって、ATF2をリン酸化を促進することを確認した。また薬剤Aは、マウス筋芽細胞種であるC2C12細胞の
筋管において、agrin単独に比べ、ACh-receptorの凝集を促進した。
さらに薬剤Aは、マウスの神経再支配筋において、AChRεサブユニットやCol－QといったRNAの発現を増加させ、神経伝
導検査にてCMAPを増大させる傾向を認めた。

研究成果の概要（英文）：During the formation of neuromuscular junctions (NMJs), binding of agrin to LRP4 
induces MuSK phosphorylation, which activates ATF2 downstream of JNK and induces clustering of 
acetylcholine receptors (AChRs). We used the drug repositioning strategy, in which a drug already used 
for a specific disease is applied to treat another disease, to identify an FDA-approved drug that 
enhances the agrin/LRP4/MuSK signaling and NMJ formation. Drug A increases MuSK phosphorylation in 
dose-dependent manner. In C2C12 myotubes, number of AChR clusters were increased in the presence of Drug 
A together with agrin.
Moreover, drug A increases the expression of AChR-e, rapsyn and Col-Q mRNAs in neurotization model mice.

研究分野： 手外科学
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１．研究開始当初の背景 
今日、脊髄損傷をはじめとした重度神経損

傷に対し、ES/iPS 細胞由来神経細胞移植によ
る治療法の研究が活発に行われているが、移
植神経細胞による神経回路網形成の制御に
ついてはあまり考慮されていない。 
一方、既に市販されている薬剤の未知の薬

理作用を探索し、通常の適応とは異なる疾患
の治療に用いる Drug repositioning 法は、
安全性試験が不要で、開発費用がかからず、
すぐに臨床応用可能というメリットがあり、
近年注目されている手法である。 
この Drug repositioning 法を用いて、神

経損傷後の再生治療に際し、神経回路網形成
能を最適化する薬物治療を開発することが
できれば、治療の有効性を高めることが可能
となると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、神経筋接合部形成を促進

する既存薬を同定し、神経回路網形成能を最
適化する薬理学的アプローチを確立するこ
とである。 
 
 
３．研究の方法 
(1)神経筋共培養系の確立 
 In vitroでの神経筋接合部形成能の評価の
ため、マウス胎児由来運動神経細胞、マウス
iPS 細胞由来運動神経細胞、マウス胎児由来
筋芽細胞、マウス筋芽細胞腫 C2C12 細胞、マ
ウスiPS細胞由来筋細胞をもちいて神経筋共
培養を行い、神経筋接合部を作成した。 
 
(2)FDA既認可薬プレートを用いた1次スクリ
ーニング 
 第 1次スクリーニングとして、1186 種類の
FDA 既認可薬プレートを用いて、候補薬の選
定を行った。1 次スクリーニングには
ATF-Lucciferase（ATF-Luc）レポーターアッ
セイ法を用いた（文献①）。HEK-293 細胞に
ATF-Luc を MuSK、LRP4、neural agrin の各
cDNA ととも遺伝子導入し、細胞に MuSK/LRP4
複合体を共発現させ、10μM の濃度で薬剤を
添加し、プレートリーダー（PowerScan4）を
使用してLucciferaseの発光強度を測定する
ことによって、JNK を介しての ATF2 の活性化
能を評価した。この操作を 3回繰り返して行
い、上位 6剤を 1次候補薬とした。 
 
(3)Western blotting 法を用いた 2 次スクリ
ーニング 
同定された候補薬の効果の確認と作用部

位の検証のため、第2次スクリーニングとし、
Western blotting 法を用いて薬剤の MuSK リ
ン酸化作用の評価を行った。HEK-293 細胞に、
FLAG タグをつけた MuSK と LRP4 の cDNA を遺
伝子導入し、neural agrin とともに 6種の 1
次候補薬をそれぞれ添加した。抗リン酸化

tyrosine 抗体を用いた免疫沈降後、Western 
blotting を行い、抗 FLAG 抗体でリン酸化
MuSK の発現量を評価した。その結果から、薬
剤 Aを第 2次候補薬とし、同様の実験で、5、
10、20、50μM の薬剤 A を添加して、濃度差
試験を行った。 
 
(4)培養細胞を用いた薬剤有効性の確認 
C2C12 細胞を培養し筋管を形成後、neural 

agrin 単独投与群と neural agrin＋薬剤 A投
与群でAChレセプター凝集能を比較した。ACh
レセプターはα‐bungarotoxin で蛍光免疫
染色後、画像解析ソフト（MetaMorph）で評
価した。 
 
(5)神経再支配モデルマウスを用いた薬剤有
効性の確認 
 前脛骨筋の支配神経である腓骨神経を切
断 し 、 脛 骨 神 経 を 筋 内 へ と 移 行 す る
neurotization モデルマウスを使用し（文献
②）、薬剤の有効性の確認を行った。8 週齢、
雄のC57/BL6マウスの左後肢に手術を施行し、
術後 4週間、薬剤もしくは Placebo を経口ゾ
ンデを使用して連日投与した。術後 8週で各
種解析を行った。薬剤 A投与群と Placebo 群
において、前脛骨筋の筋湿重量、神経伝導検
査（CMAP）、神経筋接合部関連遺伝子の mRNA
発現量を比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1)神経筋共培養を行い、in vitro での神経
筋接合部の作成に成功した（図 1）。しかし、
薬剤の効果判定のための定量評価に耐えう
るほどの安定した共培養法の確立には至ら
なかった。 
また、この過程で、京都大学 iPS 細胞研究所
（CiRA）の協力のもと、マウス iPS 細胞の筋
への分化と筋管の形成に成功した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 神経筋共培養（赤：TAU、緑：α‐
bungarotoxin） 
 
 
 
 



図 2 マウス iPS 細胞からの筋分化（緑：
myosin heavy chain） 
 
 
(2)(3)第 1 次薬剤スクリーニングにて、薬剤
A～Fの 6種の 1次候補薬を選定し、その後の
第 2次スクリーニングで、薬剤 Aを 2次候補
薬とした（図 3-1）。また薬剤 Aは、濃度依存
的に MuSK のリン酸化を促進することを確認
し（図 3-2）、それにより ATF2 のリン酸化作
用を有すると考えられる。 
 
 

図 3-1 第 2 次薬剤スクリーニングの結果
（Western blotting 法） 
 
 

図3 薬剤Aの濃度依存的MuSKリン酸化作用
（Western blotting 法） 
 
 
(4)C2C12 細胞の培養にて、ACh レセプターの
cluster 数、トータルの蛍光強度とも薬剤 A

投与群で有意に高い結果となった（表 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1 C2C12 筋管における ACh レセプターの
cluster 数の比較（* p<0.05） 
 
 
(5) 神経再支配の指標となる筋湿重量の健
側比では、有意差はないものの、薬剤 A投与
群で高い傾向にあった（表 2）。同様に神経筋
接合部の機能を反映する CMAP も、有意差は
ないものの薬剤投与群で高い傾向にあった
(表 3)。次いで、神経再支配筋における神経
筋接合部関連遺伝子のmRNA発現の解析では、
AChR εサブユニット、Col-Q、Rapsyn とも有
意差はないものの、いずれも薬剤投与群で高
い結果となった（表 4-1～4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 前脛骨筋湿重量（n=10, p=0.12） 
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表 3 神経再支配筋の CMAP（n=5, p=0.09） 
 
 

表4-1 AChRεサブユニットのmRNA発現（n=5, 
p=0.15） 
 
 

表 4-2 Col-Q の mRNA 発現（n=5, p=0.05） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 4-3  Rapsyn の mRNA 発現（n=5, p=0.15） 
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