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研究成果の概要（和文）：神経筋シナプスは神経筋接合部 (NMJ: neuromuscular junction) と
も呼ばれ、運動神経の興奮を骨格筋に伝達するシナプスである。NMJ は運動機能ひいては健康
な生活に重要であり、その形成・機能不全は重症筋無力症や先天性筋無力症などの、筋力低下
と易疲労性を伴う難治性の疾患を引き起こす。この NMJ の形成には、受容体型チロシンキナー
ゼ MuSK とその細胞内からの活性化分子である Dok-7 が必須の役割を担っている。しかし、
Dok-7 による MuSK 活性化の分子機構や、MuSK の活性化により惹起される細胞内シグナル伝達
系の構成分子はよくわかっていない。これらを明らかにするために、MuSK や Dok-7 と結合す
る分子や培養筋管細胞において MuSK の活性化に伴い、リン酸化レベルが変動する分子を同定
した。 

研究成果の概要（英文）： The neuromuscular junction (NMJ) is a synapse between a motor 

neuron and skeletal muscle. Defects in the formation and function of the NMJ are associated 

with neuromuscular disorders such as congenital myasthenic syndromes and myasthenia 

gravis. The muscle-specific receptor tyrosine kinase MuSK and its cytoplasmic activator 

Dok-7 are essential for the formation of the NMJ. To understand the molecular mechanism 

underlying Dok-7-mediated activation of MuSK and intracellular signaling evoked by 

activation of MuSK, we carried out proteomic studies. We identified proteins that bound 

to MuSK and Dok-7, and those that were phosphorylated upon activation of MuSK in cultured 

myotubes. Roles of these proteins in the formation and function of the NMJ are under 

investigation. 
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１．研究開始当初の背景 
神経筋シナプスは神経筋接合部 (NMJ: 
neuromuscular junction) とも呼ばれ、運動
神経の興奮を骨格筋に伝達するシナプスで

あり、運動神経による骨格筋収縮の支配に必
須の役割を果たしている。NMJ は運動機能ひ
いては健康な生活に重要であり、その形成・
機能不全は重症筋無力症や先天性筋無力症
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などの、筋力低下と易疲労性を伴う難治性の
疾患を引き起こす。この NMJ の形成や維持に
は筋管細胞上に発現する受容体型チロシン
キナーゼ MuSK が必要である。これまでに、
MuSK の活性化には運動神経から分泌される 
Agrin による、MuSK の共受容体 LRP4 を介
し た 筋 管 細 胞 外 か ら の 活 性 化 と 、 PH 
(pleckstrin homology) お よ び  PTB 
(phosphotyrosine-binding) ドメインを持
つタンパク質である Dok-7 による筋管細胞
内からの活性化が必須であることがわかっ
ていた。実際に、DOK7 の遺伝子変異は DOK7
型筋無力症と呼ばれる先天性筋無力症を発
症させる。しかし、Dok-7 による MuSK 活性
化の分子機構や、MuSK の活性化により惹起
される細胞内シグナル伝達系の構成分子は
よくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
Dok-7 による MuSK 活性化の分子機構を明
らかにし、また、MuSK の活性化により惹起
される細胞内シグナル伝達系の構成分子を
同定する。これらの成果により、NMJ の形成
や維持を担う分子機構の解明と DOK7 型筋
無力症や関連する神経筋疾患に対する治療
法の開発に貢献することを本研究の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
Dok-7 による MuSK の活性化や MuSK から
のシグナル伝達に関わる分子を同定するた
めに、FLAG タグを付加した MuSK や Dok-7
を C2C12 培養筋管細胞や 293T 細胞に発現
させ、これらの分子と複合体を形成する分子
を抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降法により
精製した後、質量分析の手法により解析した。
また、MuSK からのシグナル伝達に関わる分
子群を同定するために、無刺激または MuSK 
の細胞外からの活性化分子である Agrin に
よる刺激を行った C2C12 筋管細胞からリン
酸化タンパク質を精製し、質量分析の手法に
より解析した。 
 
４．研究成果 
MuSK や Dok-7 と結合する分子を同定するた
めに、C 末端側に FLAG タグを付加した 
MuSK や Dok-7 を C2C12 培養筋管細胞や 
293T 細胞に発現させた。これらの分子と複
合体を形成する分子を抗 FLAG 抗体を用い
た免疫沈降法により精製した後、高精度・高
感度の質量分析システムを用いて解析した。
その結果、既に研究代表者が所属する研究室
において Dok-7 結合分子として同定されて
いたアダプター分子 Crk (Hamuro J, et. al. 
J. Biol. Chem. 2008; 283: 5518-24) を含
め、MuSK や Dok-7 に結合する分子を複数同
定した。これらの MuSK や Dok-7 結合分子は

未報告のものであり、NMJ における機能も未
知であるが、MuSK の活性化や MuSK からの
シグナル伝達を制御する可能性が考えられ
る。今後、これらの分子が MuSK からのシグ
ナル伝達や NMJ の形成・維持において果た
す役割を検討する。一方、MuSK からのシグ
ナル伝達に関わる分子群を同定するために、
無刺激または Agrin による刺激を行った 
C2C12 筋管細胞からリン酸化タンパク質を
精製し、高精度・高感度の質量分析システム
を用いて解析した。その結果、MuSK の活性
化に伴い、チロシンリン酸化レベルが亢進す
ることが知られているアセチルコリン受容
体の  および  サブユニットや前述のア
ダプター分子 Crk を含め、多数の分子のリ
ン酸化レベルが Agrin 刺激により亢進する
ことを見いだした。これらの分子の NMJ に
おける機能はほとんど未知であるが、MuSK 
からのシグナル伝達に関与する可能性が考
えられる。今後、これらの分子が MuSK から
のシグナル伝達や NMJ の形成・維持におい
て果たす役割を検討する。 
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