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研究成果の概要（和文）：細管集合体ミオパチー患者に見出した2種類のORAI1遺伝子変異について、患者細胞お
よびHEK細胞への発現系を用いた解析を行ったが、両変異体の発現細胞ではともに、細胞外液から細胞内へのカ
ルシウムイオン流入が観察され、変異ORAI１は恒常的に活性化していることを示した。
新たに作成したSTIM1優性遺伝型変異マウスは低体重を示し、骨格筋で著しい筋萎縮が観察された。この筋萎縮
は筋線維萎縮によるものではなく、ジストロフィック変化に伴う、筋線維の脱落、線維化および異所性脂肪組織
による置換によるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We identified two dominant mutations in ORAI1 gene in tubular myopathy 
patients. The patients’ cells and the cells expressing the mutated ORAI1 showed constitutive 
activation of ORAI1 channels showing extracellular calcium entry dependent on extracellular calcium 
concentration.
We chronologically analyzed the muscle pathology of mouse model with a dominant ORAI1 mutation. The 
muscle phenotypes were quite milder, nevertheless they showed necrosis and regeneration.We produced 
new mouse model with a dominant STIM1 mutation. These mice revealed small body weight and had 
atrophic muscles. On muscle pathology, severe phenotypes were observed showing remarkable dystrophic
 changes, necrosis and centrally-placed fibers as well as enhanced fibrosis and ectopic adipose 
tissue replacement. 

研究分野：生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1.研究開始当初の背景 
細管集合体（tubular aggregates: TA）は、周期性
四肢麻痺を含む様々な筋疾患骨格筋組織で認められ
る細胞内構造体である。光学顕微鏡レベルではゴモ
リ染色で赤染する蓄積物として、電子顕微鏡では規
則的に積み重なったパラクリスタル様の管状構造物
として観察される。筋小胞体（SR）タンパク質を多
く含むことから、SRをその起源とし、その形成に細
胞内カルシウム濃度の上昇が関連すると考えられて
いる。また、近交系の高齢野生型雄マウスに見られ
ることから、テストステロンとの関連も報告されて
いる。しかしながら、TAの形成機序および TAの生
理学的機能は全く不明である。特に、原因の異なる
多様な筋疾患で TA が出現する事実を説明できる統
一的な病態機序は未だ明らかではない。近年、次世
代シークエンサーを用いた原因遺伝子探索により 
TA を認める筋ジストロフィー（TAM）および筋無
力症で、新規原因遺伝子（ STIM1, GFPT1, 
DPAGT1）が次々と同定された（AJHG 2013, AJHG 
2011, AJHG 2011）。 その中で、STIM1は SRにあ
る膜タンパク質であり、SR内カルシウム濃度を監視
し、その欠乏時に細胞膜にあるストア作動性カルシ
ウムチャネル (SOCC)の開口を促し、カルシウムを
細胞外から細胞内に取り込ませる。一方、同定され
た遺伝子変異を有する STIM1は恒常的に活性化し、 
SR 内のカルシウム濃度に関係なく、SOCC を常に
開口させることが見出されている。しかしながら、
細胞内への多量のカルシウム流入から TA 形成に至
る過程は説明出来ていない。また、GFPT1, DPAGT
は N-グリコシド糖鎖生合成経路に関わる酵素遺伝
子であり、TA形成との関わりは説明出来ていないば
かりか、カルシウムの細胞内制御との関連も全く、
予期できないものである。我々は独自に、 TAを有
する筋疾患患者の全エクソーム解析を行い、 
GFPT1遺伝子の新規変異患者の他に、 新規原因遺
伝子としてORAI1遺伝子(SOCC分子)の優性変異を
見いだした（Hum Mol Genet 2014）。この遺伝子変
異では、チャネル孔に面したアミノ酸残基の点変異
により恒常的に SOCCが開口し、STIM1遺伝子変
異と同様に細胞内への恒常的カルシウム流入が起こ
っていると考えられた。それでは、なぜ、骨格筋線
維のN-グリコシド糖鎖不全により TA形成を引き起
こすのであろうか。細胞実験から STIMｌの糖鎖結
合部位への変異導入により SOCC の開口が引き起
こされること（JBC 2014）が報告されている。我々
は、これらの事実を踏まえ、これら一連の遺伝子変
異が図 2のようにSOCCの恒常的開口を引き起こし
ているのではないかと仮説を立てた。すなわち、正
常状態ではSRのカルシウム貯蔵により SOCCは閉
じているのに対して、STIM1変異では STIM1の恒
常的活性化による SOCCの開口を、ORAI1変異で
は SOCC 自体の変異により恒常的開口を、GFPT1
及び DPAGT1 変異では STIM1 タンパク質の糖鎖
不全による SOCC の恒常的開口を引き起こすとい
うものである。 
 
2.研究の目的 
本研究では、この恒常的な細胞内へのカルシウム流

入がいかに筋ジストロフィーを発症しうるのか、ま
た、いかに TA は形成されるのかを、モデル動物を
作成・解析することで、分子レベルで迫ろうとする
ものである。また、本研究では、SOCCの阻害薬に
ついて、スクリーニングの系を作成し、モデル動物
にて前臨床研究を行い、将来の治療法の開発につな
げたいと考えている。そのため、本研究では、上記
の仮説を証明することにより TA の形成機序に対す
る統一見解を確立することを目的とした。 
1) 新規の ORAI1・STIM1遺伝子変異をもつ患者細
胞にて SOCCの開口を解析し、変異の病態への関与
を解明する。 
2) GFPT1 遺伝子変異を見いだした患者細胞におけ
る糖鎖不全の解析とSOCCの糖鎖不全がもたらす活
性への影響を明らかにする。 
3) Testosterone 投与による SOCC の活性化の解析
とその活性化機構の詳細を明らかにする。 
4) ORAI1変異 STIM1変異 TAMモデルを作成し、
TAMの発症機序及び骨格筋疾患におけるTAの生理
学的意義を個体レベルで解明する。 
5) モデル細胞およびモデルマウス骨格筋における
TAの形成過程の詳細を解析する。 
6) モデルマウス由来骨格筋細胞にて、SOCCの活性
化を抑制しうる化合物をスクリーニングする。 
 
3.研究の方法 
 (1)新規遺伝子変異に由来する TAM 患者細胞での
SOCCの開口の解析 
新規 STIM1, ORAI1 遺伝子変異を見出した患者細
胞を培養し、筋細胞に分化させた。筋細胞の含量が
少ない場合は、アデノウイルスによりMyoDを強制
発現することで、筋細胞に分化転換させた。細胞内
に取り込ませた蛍光カルシウムプローブ（Fura-2）
を用いて培地から細胞内へのSOCCを介したカルシ
ウム流入を蛍光顕微鏡下にて測定した。培地中のカ
ルシウム濃度を変化させることで、細胞外環境のカ
ルシウム濃度に対する応答を解析した。 
また、新規に見出された優性変異を持つ
STIM1cDNA または ORAI1cDNA を作製し、発現
ベクターに入れ替えた後、HEK293細胞にて発現さ
せた。発現した STIM1, ORAI1の局在の確認後、前
述の方法にてSOCCを介した細胞内へのカルシウム
流入を測定した。 
 
(2) TAM患者骨格筋細胞の筋小胞体内カルシウム濃
度の測定 
ER-局在性シグナルのついた cameleon を発現する
プラスミドを用いた。エレクトロポレーションによ
り TAM 患者細胞およびマウス細胞にトランスフェ
クションした。外液のカルシウム濃度を変化させ、
細胞質カルシウム濃度と体内カルシウム濃度の比較
を行った。 

 
(3) GFPT1変異患者細胞における糖鎖修飾の解析と
SOCCの開口の解析 
GFPT1 変 異 患 者 細胞 内 の GlcNAc お よ び



UDP-GlcNAc量をHPLCにて測定（Anal Biochem 
2010）し、健常人由来細胞と比較する。また、同細
胞及び患者筋由来STIM1およびORAI1タンパク質
の N-型糖鎖修飾をウエスタンブロットにて解析し
た。患者細胞での、細胞内へのカルシウム流入を測
定した。 
 
(4) Orai1 遺伝子及び Stim1 遺伝子優性変異 TAM 
モデルマウスの作成 
見いだした優性変異ヒト ORAI1 G98S を骨格筋特
異的プロモータ―下において発現するトランスジェ
ニックマウスを外注にて作成した。さらに、Orai1 
G100Sおよび Stim1 H109Q優性変異を持つノック
インマウスを Crispr/Cas9システムにより作成した。
週齢を追って経過観察するとともに、早期（4週齢）
及び中期（20週齢）にて、マウスの運動機能（ホイ
ールケージでの自発運動、呼吸筋の測定、握力）、単
離骨格筋の収縮力を測定した。 
 
(5) 優性変異ノックインマウスの筋病理解析 
骨格筋の病理学観察及び電子顕微鏡観察を行い、筋
変性、TA形成の有無を解析した。筋病理は、定法に
従って、ルーチン染色を行った。TAは筋小胞体（SR）
タンパク質を多く含むことから、SRをその起源とし、
その形成に細胞内カルシウム濃度の上昇が関連する
と考えられている。SRに局在するタンパク質Ryr1、
Casq1、T管に局在する DHPR、およびミトコン
ドリアの染色も合わせて行った。 
  
4.研究成果 
(1)新規遺伝子変異に由来する TAM 患者細胞での
SOCCの開口の解析 
新たに、ORAI1 変異１名、STIM１変異 3 名の細胞に
於いて SOC 開口の測定を行った。いずれの患者細胞
または変異タンパク質の導入においても、細胞外か
ら細胞内への恒常的なカルシウム流入が観察され、
SOC の恒常的開口が TAM をひきおこすというコンセ
プトを支持していた。 
 
(2)TAM 患者骨格筋細胞の筋小胞体内カルシウム濃
度の測定 
患者骨格筋細胞並びにモデルマウス線維芽細胞に、
ER-局在性シグナル Ca2+センサーを発現させて、SR
内のカルシウムを測定した。正常細胞、野生型細胞
に比較して、患者細胞、モデルマウス細胞では、蛍
光比に全く変化は見られなかった。このことは、少
なくとも培養細胞レベルでは、SR内カルシウムには
影響のないものと考えられた。 
 
(3) GFPT1変異患者細胞における糖鎖修飾の解析と
SOCCの開口の解析 
GFPT１遺伝子変異患者細胞において、細胞内
UDP-GlcNAc 量の減少を認めた。しかしながら、骨格
筋組織における STIM１の糖鎖修飾の変化は検出で
きなかった。GFPT1変異患者細胞では、(1)と同様
に程度は低いものの、細胞外からの細胞外から細胞
内への恒常的なカルシウム流入が観察された。また、

STIM1 の活性化を示す、PKA リン酸化部位へのリン酸
化が観察された。今後、このリン酸化は、SOCE 活性
化のバイオマーカーとなる可能性が考えられた。 
 
(4) Orai1 遺伝子及び Stim1 遺伝子優性変異 TAM 
モデルマウスの作成 
優性変異したヒトORAI1を過剰発現するTgマウス
を作成したが、生後致死を示した。原因については、
解明できなかった。しかしながら、Tg胎仔マウス下
肢骨格筋では筋線維の崩壊などは認められなかった。
Orai1 G100Sおよび Stim1 H109Q優性変異を持つ
ノックインマウスは、通常通りメンデル則に沿って
産出された。Orai1 G100Sヘテロマウスの前脛骨筋
の筋張力は低下していた。しかしながら、筋サイズ
には異常はなかった。筋病理では、ごく稀に、壊死
線維、中心核線維、再生線維が観察された。一方、
Stim1 H109Q優性変異ノックインマウスは、体格が
小さく、骨格筋も高度に萎縮していた。 
 
(5) 優性変異 Stim1ノックインマウスの筋病理解析 
優性変異 Stim1ノックインマウスの骨格筋は、高度
に萎縮が見られたが、筋壊死、再生様の組織像を示
すとともに、筋線維数も減少していた。しかしなが
ら、胎児型ミオシン重鎖陽性を示す再生筋、活性化
筋衛生細胞は観察されなかった。また、線維化、脂
肪浸潤が強く見られた。はっきりとした TA は観察
されなかったものの、ミトコンドリアの筋線維中央
での欠損と SR タンパク質、T 管タンパク質の筋線
維中央での集積が見られた。このことから、モデル
マウスは、筋ジストロフィー様の筋病理を示すもの
の、その再生能力は低く、かつ、残存する筋線維に
は、骨格筋カルシウム制御に関わる遺伝子の変異に
よって引き起こされる、コア様の構造が見られ、カ
ルシウム動態の異常が強く示唆されるものであった。
さらに、TA出現の前段階として、コア様の構造が出
現する可能性が強く示唆された。これらの情報は、
未だに、分子病態のはっきりしていない本疾患の発
症機序を考える上で、強い示唆を与えるものであっ
た。 
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