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研究成果の概要（和文）：神経筋シナプス（NMJ）は運動神経と骨格筋の筋繊維（筋管）を結ぶ、個体の運動制
御に必須のシナプスである。その形成には筋管に存在する受容体型キナーゼMuSKと、その活性化により惹起され
る「NMJ形成シグナル」の駆動が重要である。「NMJ形成シグナル」の解明は、NMJ異常に起因する筋無力症に加
え、筋萎縮性側索硬化症や加齢性の筋萎縮に伴う運動機能・筋力低下において観察される、NMJ形成不全に対す
る治療法確立において重要な位置付けにある。本研究においては、独自のスクリーニング系を構築し、NMJ形成
関連分子候補を単離した。また、加齢に伴う運動機能低下に対するNMJ形成増強による治療に成功した。

研究成果の概要（英文）：Neuromuscular junction (NMJ) is an essential synapse between motor neuron 
and skeletal muscle.　The NMJ formation requires muscle specific receptor kinase MuSK and "NMJ 
formation signal"　that is driven by MuSK activation. To elucidate the mechanisms underlying NMJ 
formation, we have constructed the high-throughput screening system and identified candidate 
molecules that regulate NMJ formation. Moreover, we successfully enhanced the motor function and 
muscle strength of aged mice by modulating NMJ formation signal. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 神経生物学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は我々の運動機能制御に必須のNMJについて、その成り立ちの理解を深める点において学術的な意義を有
する。加えて、本研究成果は、NMJ形成増強治療が加齢性の運動機能・筋力低下に有効である可能性を提示する
もので、高齢化社会における生活の質の向上に資する医療技術としての発展が期待される点において社会的意義
を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
神経筋接合部（NMJ）は運動神経の軸索末端と骨格筋の筋管（筋繊維）を結ぶシナプスであ

り、個体の運動機能の制御に必須の役割を担う。NMJ においては、前シナプスから放出された
神経伝達物質アセチルコリン（ACh）が、後シナプスに高度に凝集したアセチルコリン受容体
（AChR）に結合することで、神経の興奮が筋肉に伝達される。図１に NMJ 形成メカニズムの概
要を模式的に示した。AChR 凝集を始めとする NMJ の後シナプス形成において、筋特異的受容体
型チロシンキナーゼ MuSK が必須の役割を担う。MuSK は共受容体 Lrp4 を介して運動神経由来の
分泌タンパク質 Agrin によって活性化される。さらに所属研究室では、筋管内の Dok-7 が MuSK
活性化、ひいては NMJ 形成に必要であることを明らかにしていた。 
NMJ の形成不全は、NMJ 異常に起因する筋無力症のみならず、筋ジストロフィー、筋萎縮性側

索硬化症（ALS）など、種々の神経筋疾患や加齢性筋萎縮・運動機能低下にも認められる。特に
ALS については、遠位における NMJ 変性がより近位の軸索変性や運動神経の脱落を引き起こす
という「dying-back」仮説が提唱されており、ALS モデルマウスに対し、人為的に NMJ 形成を
促進させることで、NMJ からの軸索の離脱が抑制され、運動機能低下が軽減されることが、所
属研究室を始め複数のグループにより報告されていた。以上の事実から、NMJ 形成メカニズム
の理解は、幅広い神経・筋疾患の病態解明・治療法
確立において重要な命題であることが認識されてい
た。 
NMJ 形成においては、AChR 凝集のみならず後シナプ

ス領域の核や細胞膜の形態や機能、遺伝子発現やシ
ナプス間隙の構成成分等に特異的な変化が惹起さ
れ、多様な分子により構成されるシグナル経路の関
与が予想されていた。加えて、Dok-7 の筋特異的過
剰発現による MuSK 活性化が、前シナプスの拡大をも
誘導する事実は、筋から運動神経への逆行性シグナ
ルの存在も示唆していた。しかしながら、緩急開始
当初、この経路で中核を担うと考えられている MuSK
活性化のメカニズム、および AChR が結合タンパク質
である Rapsyn 等の関与により凝集するメカニズムに
ついての解析は、代表者等の研究成果も含め進展が
見られていたが、その間を繋ぐ「NMJ 形成シグナ
ル」の実体についてはブラックボックスとされてい
た。 
 
２．研究の目的 

 
以上の研究背景を踏まえ、本研究では、独自開発のハイスループットスクリーニング（HTS）

による新たな NMJ 形成制御遺伝子の同定と NMJ 形成シグナルの理解を目的とした。その上で、
NMJ 形成異常のシグナル、NMJ 構造・機能の観点からの理解を深め、特に高齢化社会の重要課題
である加齢に伴う筋萎縮・運動機能低下における NMJ 形成不全の関与の解明と、その新たな治
療基盤確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) HTS による NMJ 形成制御遺伝子の同定と NMJ 形成シグナルの解明 

 
独自に創出した NMJ 形成シグナルを指標とした遺伝学的手法に基づくハイスループットスク

リーニング（HTS）系を利用して NMJ 形成制御遺伝子を網羅的に探索した。同定された NMJ 形成
制御遺伝子候補について、アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用いたマウス個体における発
現増強・抑制実験、および遺伝子改変マウスの作出・解析により、マウス個体レベルの NMJ 形
成制御機能の解明を進めた。 
 

(2) 加齢性運動機能・筋力低下における NMJ 形成不全の関与の解明とその治療法の開発 
 

上述の通り、加齢に伴う筋萎縮や運動機能低下への NMJ 形成異常・機能低下の関与が指摘され
ていた。所属研究室では、ヒト DOK7 を過剰発現する AAV ベクター（AAV-D7）の投与により NMJ
の形成を増強する治療法を開発し（NMJ 形成増強治療）、当該治療がある種の筋無力症や筋ジ



 

 

ストロフィー、筋萎縮性側索硬化
症等の NMJ 形成不全を伴う多様な
神経筋疾患モデルマウスの運動機
能や生存期間を改善することを報
告していた。加齢性運動機能低下
における NMJ の役割を明確にし、
かつ NMJ 形成増強治療の加齢性運
動機能低下に対する有効性を検討
するために、老齢マウス（２年
齢；生存率は約 75%、NMJ の脱神経
や運動機能の低下が顕著であり、
加齢に伴う神経筋機能の解析に広
く用いられている）に対する AAV-D7 投
与を実施した。治療群・非治療群の NMJ
形態・機能、および筋萎縮の程度を、前
後シナプスに局在する分子の蛍光免疫染
色、運動神経の電気刺激に対する骨格筋
の電気生理学的応答（複合筋活動電位；
CMAP）の測定、および筋断面積の
測定により評価した。また、治療
前後の運動機能・筋力をロタロッ
ド試験及び電気刺激に応答した骨
格筋収縮力の測定により評価し
た。 
 
４．研究成果 

 
(1) HTS による NMJ 形成制御遺伝子

同定と NMJ 形成シグナル解明 
 

独自に創出した NMJ 形成シグナ
ルを指標とした HTS を実施し、NMJ
形成制御遺伝子候補群を同定する
ことができた。そのうち、膜結合
型タンパク質分解酵素ファミリー
分子については、マウス骨格筋に
おける発現抑制による NMJ 形成不
全の惹起が観察され、個体におけ
る NMJ 形成制御機能が示唆され
た。当該分子をコードする遺伝子
の欠損マウスを作出し、現在その
NMJ 形成における生理的機能の解明を進めている。 

 
 

(2) 加齢性運動機能・筋力低下における NMJ 形
成不全の関与の解明とその治療法の開発 

 
AAV-D7 を２年齢マウスに投与したところ、NMJ 形成の増強が観察され（図２）、投与４か月後

には加齢に伴い低下していた運動神経による骨格筋支配（脱神経）が改善していた（図３）。 

図２：AAV-D7 投与による老齢マウスの NMJ 形成増強。
２年齢のマウスに対して NMJ 形成増強治療を施して４か
月が経過した群（28mo、AAV-D７）、空ベクターを投与した
非治療群（28mo、AAV-φ）、および治療を施す前の群
（24mo、NT）の後肢筋における NMJ 後シナプス（AChR、
赤）と前シナプス（Nerve termina（24mo、AAV-D７）l、緑）
を蛍光免疫染色により観察した。 

図３：AAV-D7 投与による老齢
マウスの NMJ 脱神経の改善。
図２で示した治療群（28mo、
AAV-D７）、非治療群（28mo、
AAV- φ） 、 お よ び 治 療 前 群
（24mo、NT）の NMJ 蛍光染色
像において、脱神経が生じた
NMJ の割合（運動神経による
支配を受けていない AChR の
割合）を算出した。 

図４：AAV-D7 投与に
よる老齢マウス複合
筋活動電位の増強。
治療群（28mo、AAV-
D ７ ） 、 非 治 療 群
（28mo、AAV-φ）、お
よび治療前群（24mo、
NT）の坐骨神経刺激
に応じて後肢筋（前脛
骨筋）に生じる複合筋
活動電位を測定した。 

図５：AAV-D7投与による老齢マウスの運動機能強化。
治療群（AAV-D７）、非治療群 AAV-φ）の運動機能の
変化を投与後２週ごとのロタロッド試験により評価した。 

図６：AAV-D7 投与による老齢マウス筋力の強化。
治療群（AAV-D７）、非治療群（AAV-φ）の投与前
及び投与４か月後の筋力を電気刺激に応答した骨
格筋の収縮力の測定により評価した。 



 

 

またこの時、複合筋活動電位は非治療群及び治療を施す前に比して高値を示し（図４）、NMJ
機能の改善の可能性が示唆された。 
さらに、非治療群においては運動機能・筋力は加齢に伴い低下するのに対し、治療群において

は治療前よりも強化されていた（図５、６）。 
以上の結果から、加齢に伴う運動機能・筋力低下に NMJ における脱神経の進行と NMJ 機能異常

が関与することが明確となり、NMJ 形成増強治療による NMJ の運動神経支配の強化が加齢に伴
う運動機能・筋力低下の有効な治療手段であることが示唆された。 
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