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研究成果の概要： 

世界に先駆けてその作成に成功したウサギ疾患モデルとマウスを使い、抗 MuSK 抗体陽性重症筋

無力症の病態解明と治療法の開発を可能とした(Ann N Y Acad Sci. 2008).ウサギ疾患モデルの

神経筋シナプスの形態変化を共焦点顕微鏡と透過型電子顕微鏡で詳細に明らかにした. 発症し

たウサギの神経筋シナプス全体の形態変化が観察され、自己抗体が MuSK によるシナプスの維持

機構を阻害することで発症することが明らかとなった.またウサギモデルの血清に存在する抗

MuSK 抗体は、一価の抗原結合部位しかないにも関わらず MuSK の機能を抑制する. 発症したウ

サギのシナプス後膜に補体による破壊像が観察されない結果とあわせて、重症筋無力症が補体

の関与がなくても発症することが明らかとなった. さらに、我々は抗 MusK 抗体陽性患者の病態

により近い疾患動物モデルの作成に成功した. 患者の血清に含まれる抗MuSK抗体のIgGのサブ

クラスは補体結合が欠如するタイプ 4 が大半を占めている.我々は補体欠損マウスに、抗 MuSK

抗体で重症筋無力症を発症させることに成功した.  
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１．研究開始当初の背景 
                               

(1)精製したMuSK 蛋白をウサギに免疫するこ

とにより、抗 MuSK 自己抗体により重症筋無

力症を発症することを世界で初めて示すこ

とを報告した(JCI.2006).これにより抗 MuSK

抗体が重症筋無力症の原因となることを証

明して、神経筋疾患の新しい疾患概念を確立

することに貢献した.実験動物モデルを使っ

た MuSK 抗体陽性重症筋無力症の病態解明が

研究種目：基盤研究（C）  
研究期間：20007 年度から 2008 年度 

課題番号：19590374 

研究課題名（和文）重症筋無力症の原因究明と人体病理的解明  

  

研究課題名（英文） Analysis of pathogenic mechanisms of myasthenia gravis. 

  

研究代表者 久保 幸穂 (kubo sachiho) 

            財団法人東京都高齢者研究・福祉振興財団 

           東京都老人総合研究所・助手 

           研究者番号 00280769 

 

 

 

  

 
 



 

 

可能となった.また、我々は定量性のある抗

MuSK 抗体測定法を開発して抗 MuSK 抗体陽性

の重症筋無力症患者の確定診断法を確立し

た(Neurology. 2004,2005).我が国における

抗 AChR 抗体および抗 MuSK 抗体陽性重症筋無

力症患者の病態を詳細に比較検討すること

が可能となった. 

 

(2) 抗 MuSK 抗体陽性重症筋無力症はしばし

ば急激に症状が悪化し、球筋や呼吸筋力の低

下による重症化する.しかも治療に反応せず

急速に悪化する症例もある.抗アセチルコリ

ンエステラーゼ薬は抗 AChR 抗体陽性重症筋

無力症のほとんどに対して有効であるが、抗

MuSK 抗体陽性重症筋無力症患者に対しては

効果が薄いばかりでなく,むしろ抗コリン作

動性クリーゼなど過敏性を示す症例も多い

ことが明らかとなった.胸腺摘出は抗MuSK 抗

体陽性重症筋無力症に対する有効性は我々

の胸腺摘出の有効性に関して、我々や他の報

告からも否定的であるのが現状である.発症

のメカニズムと併せて難治性および重症化

の原因を解明しなければならない. 

 

(3) 抗 MuSK 抗体陽性の重症筋無力症患者血

清に存在する抗 MuSK 抗体 IgG のサブクラス

は圧倒的に IgG4 である.一部 IgG2 も検出す

ることができるが大変少ない.ヒト IgG4 には

補体活性化能はないことから、抗 MuSK 抗体

による病態機序には補体による後シナプス

膜破壊の関与はほとんどないことが示され

ておりモデル実験動物を使って発症メカニ

ズムを明らかにする必要がある. 

 
２．研究の目的 
 
当該研究は, これまで原因が不明であった
重症筋無力症の病態を解明し、診断法と治療
法の開発基盤とすることを目的としている.
患者を対象とした研究は倫理面の制約があ
り、患者と同じ病態を示す疾患モデル動物を
作成する必要がある. 抗 MuSK 抗体陽性患者
は重症例が多く、進行性に筋萎縮に至るケー
スも報告されている. 当該研究では世界に
先駆けてその作成に成功したウサギ疾患モ
デルとマウスモデルを使い、 抗 MuSK 抗体陽
性重症筋無力症の病態を明らかにする.我々
の疾患動物モデルの筋電図所見や病理組織
像は重症筋無力症と合致していることから、
このモデル動物を使って自己抗体の標的部
位である神経筋シナプスの病態変化を病理
学的手法により解析する. また発症したウ
サギのシナプスでは AChR 凝集が抑制してい
ることを明らかにしているが、そのメカニズ
ムを疾患動物の抗 MuSK 抗体を使って分子メ

カニズムの解析も行う. さらに補体欠損マ
ウスにおいても抗 MuSK 自己抗体で重症筋無
力症を発症するかどうか検討した. 
 
３．研究の方法 
 

(1) 抗 MuSK 抗体による動物発症モデルを作

成して、重症筋無力症の発症メカニズムを明

らかにするためにシナプスの形態変化を指

標にして解析を行った. また、抗 MuSK 抗体

による AChR 凝集抑制のメカニズムをリコン

ビナント agrin で誘導される C2C12 培養筋管

細胞の AChR 凝集アッセイシステムを使い検

討した. 

 

(2) 抗 MuSK 抗体で発症ウサギモデルのシナ

プス病理学的形態変化の解析動物実験計画

は実験施設（東京都老人総合研究所）で承認

された方法に従って行った.マウスの筋肉か

ら精製した RNA から MuSK の cDNA を PCR 法で

クローニングした. MuSK はリセプター型タ

イロシンカイネースであるが、その細胞外ド

メインの発現ベクターを作成して Cos7 細胞

にトランスフェクションの後、分泌リコンビ

ナント蛋白として精製した.リコンビナント

蛋白作成にあたって動物モデル作成、メカニ

ズム解明、さらには抗体価を測定するための

臨床検査システムを目的として、アルカリフ

ォスファターゼ(AP), ヒト免疫グロブリン

IgG, His-tag とそれぞれ融合させた MuSK 蛋

白を作成した. 

  ウサギに対して１回に 100-400 µg の精製
した MuSK-Fc、-His-tag リコンビナント蛋白

を 3 回以上免疫した. 免疫したウサギは少

なくとも３ヶ月以上観察し発症するかどう

か観察した.発症したウサギからは、採血の

のち血清を分離した. また、4%パラフォルム

アルデヒド(0.1M リン酸バッファー, pH7.4)

で環流固定の後、筋を採取して同じ固定液で

4 度にて１日インキュベーションした. 筋を

10%, 20%,30%ショ糖-PBS の溶液中に段階的に

浸してインキュベーションしたのち、

O.C.T.Compound と一緒にドライアイスで凍

結した. 凍結した筋組織を筋線維に対して

平行に 30um 厚の凍結切片を作成してスライ

ド ガ ラ ス に 固 定 し た . 

a-bungarotoxin-rhodamin と一次抗体(抗ニ

ューロフィラメント抗体と抗シナプトフィ

ジン抗体の １：１混合)で４度にて反応さ

せ洗浄したのち、二次抗体(Alexa488-抗ヒツ

ジ抗体)で蛍光染色した. 共焦点顕微鏡

(Nikon)で神経筋シナプスの形態変化を観察

記録した.  



 

 

 透過型電子顕微鏡でウサギの神経筋シナ

プスを観察するために、4%パラフォルムアル

デヒド(0.1M リン酸バッファー, pH7.4)で環

流固定した筋をグルタール溶液で固定して

透過型電子顕微鏡の観察用切片を作成した. 

  マウスに対しては一匹あたり 20-50 µg の
精製した MuSK-His-tag リコンビナント蛋白

をフットパッドに2回以上免疫した. 補体欠

損マウスにも同様に免疫した. 発症したマ

ウスの神経筋シナプスもウサギと同様に観

察を行った. 

 

(2) 抗 MuSK 抗体の機能解析(発症の分子メカ

ニズムの解明) 

MuSK 蛋白を免疫して発症したウサギ血清に

含まれる抗 MuSK 抗体がどのような機序によ

り神経筋シナプスの AChR 凝集を抑制するか

培養C2C12 筋細胞を使って検討した. C2C12

細胞は筋芽細胞から筋管細胞へ分化誘導す

ることができる. さらにリコンビナント

agrin を培養細胞に添加すると 30 分以内に

MuSK のタイロシンリン酸化が誘導するとと

もに、数時間以内に細胞表面の AChR 凝集を

誘導する.この解析システムを使うことによ

り agrin-MuSK を介した AChR 凝集シグナル伝

達の生化学的解析と機能解析を統合的に行

うことが可能である.  我々はこのアッセ

イシステムを使って、agrin と抗 MuSK 抗体を

同時に C2C12 に添加して AChR 凝集抑制に伴

うMuSK 活性化シグナルの変化を解析した.血

清中の抗 MuSK 抗体の IgG サブクラスをプロ

テイン Aで精製して解析に用いた. さらに精

製した抗 MuSK 抗体 IgG をパパイン処理して

Fab 分画を精製して同様に抑制実験に用い

た.  

  MuSK のリン酸化は agrin を分化した

C2C12培養筋細胞に添加して30分後に作成し

たライゼートに対して、抗リン酸化抗体

(4G10 と PY20 抗リン酸化モノクローナル抗

体)によるウエスターン解析により検討した. 

C2C12 培養筋細胞のライゼートに対して抗

MuSK 抗で免疫沈降サンプルを泳動し PVDF メ

ンブレンに転写した. 二次抗体は抗マウス

peroxidase を使って発色した. 同じメンブ

レンを洗浄し、ウサギの抗 MuSK 抗体で MuSK

蛋白を検出した.  AChR のリン酸化検出は

ライゼートをビオチン化した

a-bungarotoxinとアビジンagaroseで沈降し

て泳動し PVDF メンブレンに転写したのち抗

リン酸化抗体(4G10とPY20抗リン酸化モノク

ローナル抗体)と抗 AChR ‒beta モノクローナ

ル抗体によるウエスターン解析により検討

した. 

 

４．研究成果 
 

(1) 発症したウサギのシナプスの形態変化 

我々はウサギ MG 発症動物の神経筋シナプス

の解析から、MuSK 抗体はシナプスの後膜だけ

にとどまらず全体構造が縮退することを発

見した(未発表).（上図、左：正常ウサギ、

右：発症したウサギ、緑：運動神経とシナプ

ス前膜、赤 AChR：シナプス後膜）.  

   また透過電顕解析から正常マウスに比べ、

発 症 し た ウ サ ギ の シ ナ プ ス 後 膜 襞

(convolution と complexity)の顕著な減少が

観察された(右上図、A:正常マウスのシナプ

ス後膜襞、B と C:発症したウサギのシナプス

後膜襞.)  

   我々は、精製した MuSK 蛋白をウサギに免

疫することにより、抗 MuSK 自己抗体により

重症筋無力症を発症させその病態を解析し

ている.発症したウサギの神経筋シナプスで

は AChR の凝集が減少していることを既に報

告しているが、今回シナプスの形態変化を解

析したところシナプス後膜の変化だけでな

く、その病態はシナプス前膜まで及んでいる

ことが明らかとなった. 抗 MuSK 抗体は MuSK

によるシナプス後膜のAChR 凝集だけでなく、

おそらく MuSK を介したシナプス前膜への逆

行性の維持シグナルも抑制することが考え

られる. また透過型電子顕微鏡で、発症した

ウサギのシナプス後膜を観察したところシ

ナプス襞の単純化や減少、さらには消失も観

察された. 一方で、抗 AChR 抗体発症する重

症筋無力症のシナプス後膜で観察される補

体による膜破壊像は全く観察されなかった. 

こられの結果から、我々が提唱している発症

メカニズムの仮説をさらに裏付けることが

できた. その仮説とは、抗 MuSK 抗体が神経

 

 



 

 

筋シナプスに発現する MuSK と結合して(a) 

MuSK の機能を直接阻害する、 (b) MuSK 蛋

白の発現減少（antigenic modulation）の結

果 MuSK の機能を抑制する. おそらく(a)と

(b)の両者が作用していると考える.  

   抗 MuSK 抗体陽性の重症筋無力症患者血清

に存在する抗 MuSK 抗体 IgG のサブクラスは

圧倒的に IgG4 である（一部 IgG2 も検出する

ことができるが大変少ない. ヒト IgG4 には

補体活性化能はないことから、抗 MuSK 抗体

による病態機序には補体による後シナプス

膜破壊の関与はほとんどないことが示され

ており、我々の疾患モデル動物はヒトの病態

に近いことがわかった. ウサギだけでなく

正常と補体欠損マウスを使った発症動物モ

デルを作成することに成功した. 抗 MuSK 抗

体による重症筋無力症発症のメカニズム、有

効な治療法や予防法の開発には動物モデル

が必要であるが、我々の作成した疾患動物モ

デルは重症筋無力症の病理病態を反映して

いることが明らかとなった.  

  抗 MuSK 抗体は重症筋無力症患者の神経筋

シナプス後膜の AChR 凝集維持だけでなく、

シナプス構造全体の維持にも必要で自己抗

体はその機能を阻害することで発症するた

めに難治性であると考えられる. 我々の疾

患動物モデルは抗 MuSK 抗体陽性重症筋無力

症の病態解明や治療法の開発に有用である

ことが示された.  

 

(2) 抗 MusK 抗体による発症の分子病態の解

析. 

    抗 MuSK 抗体はウサギの神経筋シナプス

の AChR を減少させ筋麻痺を発症させるにも

かかわらず、MuSK 蛋白のタイロシンリン酸化

活性をむしろ誘導することを明らかにして

いる. そして抗 MuSK 抗体が、培養 C2C12 細

胞の AChR 凝集に抑制効果があるかどうか検

討したところ, 抗 MuSK 抗体は agrin による 

AChR 凝集を強く抑制することが明らかにし

ている(Shigemoto et al. JCI 2006). これ

は、生体内で抗 MuSK 抗体が MuSK の機能を直

接阻害してシナプス後膜の AChR 凝集抑制を

誘導することを示唆していた.そこで、この

抗 MuSK 抗体の IgG をパパインで処理して抗

原結合部位が一価のみ有するFab フラグメン

トを作成して、もとの二価の IgG と同様に

agrinによるAChR凝集を抑制するかどうか検

討した.その結果、二価の抗 MuSK 抗体と同様

に agrin による AChR 凝集を強く抑制するこ

とを明らかにした. 次に抗原結合部位が一

価しかない Fab フラグメントが、抗 MuSK-IgG

抗体と同様に agrin が無くても C2C12 細胞の

MuSK を活性化するかどうか検討した. その

FabフラグメントはMuSKのリン酸化を誘導し

ないことが明らかとなった. 抗 MuSK 抗体は

agrinと同様にMuSKのタイロシンリン酸化を

活性化するが、一価の抗原結合部位しか持た

ない Fab 分画は MuSK の活性能は無い. しか

し二価の抗体と同様に agrin による AChR 凝

集を抑制することから、抗体が MuSK 細胞外

ドメインに結合することで機能を抑制して

いることが強く示唆された. 
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