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研究成果の概要（和文）：神経筋接合部(NMJ)信号伝達障害は、サルコペニアと廃用性筋萎縮を含む筋萎縮病態
の一次的な原因である可能性が近年指摘されている。サルコペニアの起因となり得るNMJ遺伝子発現異常を探る
目的で細胞特異的なリボゾームタンパクRPL22へのHAタグの付加を可能にするリボタグマウスを用いた網羅的遺
伝子発現プロファイリング解析を行った。NMJ筋終板の網羅的な解析により従来神経筋接合部における役割が知
られてこなかったホスファチジルイノシトール信号経路と細胞外マトリックスタンパク質受容体がNMJ筋終板に
高く発現することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Accumulating knowledge points to the notion that defects in the 
neuromuscular signal transmission are potentially the primary cause of amyotrophy including 
sarcopenia and muscle disuse atrophy. To explore NMJ-specific genes that are responsible for 
sarcopenia, we performed extensive gene expression profiling of the mouse motor endplate using 
RiboTag mouse that enables Cre-mediated HA-tagging to a ribosomal protein, RPL22. Analysis of genes 
expressed at the motor endplate showed that the phosphatidylinositol signaling system and the 
extracellular matrix receptor interaction, the roles of which at the neuromuscular junction remain 
to be elucidated, were highly expressed at the motor endplate. Analysis of subsets of these gene 
sets further revealed that diacylglycerol kinases, phosphatidylinositol kinases, phospholipases, 
integrins, laminins were enriched at the motor endplate.

研究分野： 神経遺伝情報学分野

キーワード： サルコペニア　廃用性筋萎縮　神経筋接合部　リボタグマウス　遺伝子発現プロファイル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サルコペニアは世界で男女とも10%の有病率と推定されており高齢者のフレイルの最大要因となっている。しか
し、サルコペニアは対症療法以外の薬物療法が存在しない「一般的な病気（common disease）」の代表疾患にな
っている。近年、サルコペニアに認められる神経筋接合部信号伝達障害はサルコペニアに伴う二次的な現象では
なくサルコペニアの一次的な原因の可能性が指摘されてきた。サルコペニアにともなう神経筋接合部の信号伝達
障害の病態を明らかにすることによりサルコペニアの新規治療法開発につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 サルコペニアは世界で男女を問

わず約 10%の有病率と見積もられ

年齢とともに増加する(J Diabetes 
Metab Disord 16: 21, 2017）。サルコ

ペニアは common disease にもかか

わらず対症療法以外の薬物治療法

が存在しない。研究代表者は、神経

筋接合部(NMJ)における先天的な

分子欠損によるNMJ信号伝達障害

を特徴とする先天性筋無力症候群

の研究を行ってきた。先天性筋無

力症候群は本邦で 20 名弱しか確定

診断されていない希少疾患である

が、研究代表者が予期しないこと

に、NMJ 形態異常ならびに NMJ 信
号伝達障害がサルコペニアの原因

であるという報告が数多くされて

きた  (Proc Natl Acad Sci USA 107: 
14863, 2010; FASEB J 25: 4378, 2011; 
Mol Cell Biol 33: 194, 2013; J Physiol 
594: 4499, 2016; Aging Cell e12776, 
2018)。 

 研究代表者は、先天性筋無力症候

群の原因遺伝子解明とその分子病

態の解明に供するべく、SMN の
laser capture microdissection (LCM) 
と RNA-seq 解析により SMN 特異

的に発現する遺伝子を同定し、生化

学解析・細胞生物学解析・ノックア

ウトマウス解析・遺伝子発現レスキ

ュー解析により Rspo2 (Sci Rep 6: 
28512, 2016; Sci Rep 8: 13577, 2018), 
Fgf18 (Sci Rep 8: 434, 2018), Ctgf 
(EMBO Rep 21: e48462, 2020) が
AChR 集積に必須の新規分子であ

ることを明らかにしてきた。さら

に、Rspo2 と Fgf18 の筋終板受容体

がそれぞれ Lgr5 と Fgfr2 であるこ

とを明らかにしてきた。しかし、

LCM では近傍の細胞の混在を防ぐ

手法が存在せず、筋終板の LCM でシュワン細胞が混入することを確認している。 
 
 
 

図 1 RiboTag マウスと組織特異的に Cre を発現する
マウスと交配することにより組織特異的に HA 付加
リボゾームタンパク HA-RPL22 を発現させる。anti-
HA antibody を吸着したカラムにより HA-RPL22 を
含む polysome 分画の mRNA を単離し RNA-seq 解
析を行う (Sanz, PNAS 106: 13939, 2009)。 

図 2 筋終板特異的な Cre の発現を確認するために
pColq1a-Cre を electroporation によりマウス前脛骨
筋に導入した。骨格筋は多核のため核移行シグナル
を負荷した。pColQ1a-Cre は筋終板特異的な発現を
確認した。 

図 3 pColq1a-Cre mouse は速筋である前脛骨筋筋終
板特異的に Cre を発現した。一方、遅筋ヒラメ筋に
は発現を認めなかった。 



２．研究の目的 

 Cre によりリボゾームタンパク RPL22 に HA を付加する RiboTag mouse (図 1)を用い

て筋終板特異的な網羅的遺伝子発現解析を行い、サルコペニアの分子病態研究・病態制

御研究に新たな研究局面を展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Colq1a プ ロ モ ー タ に Cre 
recombinase をつなぎ筋終板特異的

に Cre を 発 現 す る Colq1a-Cre 
transgenic mouse を 作 成 す る 。

Ribosomal protein RPL22 への組織特

異的な HA タグの付加を可能にする

RiboTag マウス(図 1)と筋終板特異的

に Cre を発現する Colq1a-Cre mouse
を掛け合わせて、筋終板特異的に

HA-tagged RPL22 を発現させ、抗 HA
抗体により単離した polysome 分画

の mRNA を RNA-seq 解析により明

らかにする。 

 

４．研究成果 

 筋終板特異的な Cre の発現を確認す

るために pColq1a-Cre を electroporation
によりマウス前脛骨筋に導入し、筋終板

特 異 的 な 発 現 を 確 認 し た ( 図 2) 。

pColq1a-Cre トランスジェニックマウスを

作成し、前脛骨筋における筋終板特異

的な Cre の発現を確認した(図 3)。
pColq1a-Cre x RiboTag mouse の骨格

筋 polysome 分画の解析により筋終板

特異的な遺伝子発現が知られている

Chrne, Musk, Utrfn の発現の集積を確

認した(図 4)。さらに RNA-seq 解析と

gene set enrichment analysis (GSEA)に
より phosphatidylinositol signaling system と extracellular matrix receptor interaction が筋終板

に高発現であることを明らかにした(図 5)。さらにこれらの経路のサブセット解析により

diacylglycerol kinases, phosphatidylinositol kinases, phospholipases, integrins, laminins が NMJ
筋終板で高発現することを明らかにした。サルコペニアにおける SMN と NMJ 筋終板の網羅

的な遺伝子発現解析を目的として、サルコペニアモデルマウスと RiboTag マウスのかけ合わせ

たマウスの脊髄と骨格筋の RNA-seq 解析を引き続き行なっている。 
 

図4 pColq1a-Cre x RiboTag mouse骨格筋から抗HA
抗体により単離した polysome 分画の mRNA の解析
により筋終板特異的な遺伝子発現が知られている
Chrne, Musk, Utrfn の発現の集積を確認した。 

図 5 Gene set enrichment analysis (GSEA)により従来
NMJ における機能が十分に知られてこなかった 2 つの
gene sets (phosphatidylinositol signaling system, 
extracellular matrix receptor interaction)が筋終板に
高発現であることを見出した。 
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