
名古屋大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

神経筋接合部の正常分子構築解明と分子病態解明

Elucidation of molecular mechanisms of neuromuscular junction formations in 
physiology and pathology

８０３９７４５５研究者番号：

大野　欽司（Ohno, Kinji）

研究期間：

２０Ｈ０３５６１

年 月 日現在  ５   ５ ２５

円    14,670,000

研究成果の概要（和文）：神経筋接合部の正常分子構築機構(NMJ)を明らかにするとともに、先天性筋無力症候
群(CMS)の分子病態を解明し、新規治療法開発につなげることを研究目的とした。Rspo2, Fgf18, Ctgfの3種類の
新規NMJ構築誘導細胞外分泌分子を同定した。本邦CMS患者において同定したAGRN, DOK7, GFPT1, CHRND, CHRNG
遺伝子変異の機能解析を行った。さらに、培養皿上にNMJを構築しゾニサミドがニューレギュリンの発現誘導を
介してアセチルコリン受容体クラスタリングを誘導することを明らかにした。CMSに関して過去最大の442論文を
引用した英文総説を執筆した。

研究成果の概要（英文）：Specific AIMs of the current project were to elucidate the physiological 
molecular structures of the neuromuscular junction (NMJ) and their aberrations in congenital 
myasthenic syndromes (CMS) to develop novel therapeutic modalities for CMS. We identified three 
novel secreted molecules (Rspo2, Fgf18, and Ctgf) and their cognate receptors (Lgr5, Fgfr2, Lrp4) 
that are essential for the formation and the maintenance of NMJ. We identified and functionally 
characterized mutations in the CHRND, CHRNG, and DOK7 genes in Japanese patients with CMS. In 
addition, we generated in vitro NMJ and found that anti-epileptic and anti-parkinsonian drug, 
zonisamide, induces the clustering of acetylcholine receptors by upregulating neuregulin. We also 
published an extensive review article on CMS by citing as many as 442 references.

研究分野： 神経遺伝情報学分野

キーワード： 神経筋接合部　先天性筋無力症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分子病態解析を含めたCMS研究拠点は、アメリカ3拠点(Professors. Andrew G. Engel, Ricard A. Maselli, 
Christopher M. Gomez)、カナダ1拠点(Prof. Hanns Lochmuller)、イギリス1拠点(Prof. David Beeson)、フラ
ンス1拠点(Prof. Sophie Nicole)があり、研究代表者らはこれらの拠点と連携してCMS研究を行っている。CMSは
未診断・誤診断のことが多く診断確定・病態機構解明・治療法開発が求められている。

※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 

CMSは遺伝子変異によるNMJ分子異常によりNMJ信号伝達が障害される病態であり、35種類の遺伝子が同定

されてきた(Int J Mol Sci, 24: 3730, 2023, Expert Opin Ther Targets, 21: 949, 2017, Clin Exp Neuroimmunol, 7: 246, 2016, 
eLS: DOI: 10.1002/9780470015902.a0024314, 2014)。CMSは世界中から800症例以上が報告されてきたが本邦の確

定診断例は研究代表者らが2011年に遺伝診断を開始する以前は2症例のみであった。英国ではCMSは小児重症筋

無力症の約6倍多いことが報告されており(Arch Dis Child, 99: 539, 2014)、本邦にも多くの未診断CMS症例が存在す

ることが予想される。本研究により、正常NMJ分子構築機構を解明するとともに、CMS病態解明研究・CMS病
態制御研究を発展させる。 
 
２．研究の目的 
 神経筋接合部(neuromuscular junction, NMJ)の正常分子構築機構を明らかにするとともに、NMJ発現分子の先天

的欠損による先天性筋無力症候群(congenital myasthenic syndromes, CMS)の分子病態を解明し、新規治療法開発に

つなげることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経筋接合部(NMJ)の正常分子構築機構ならびにアセチルコリン受容体(AChR) clustering機構の解明・Ctgf

欠損マウスの神経筋接合部の形態学的・超微形態学的・電気生理学的な解析を行うとともに、CTGFとそ
の受容体LRP4のドメイン欠失変異体を用いた生化学的な解析を行いCTGFとLRP4の結合ドメインを決定
した。SMN特異的、ならびに筋終板特異的にHA-tagged RPL22 (リボゾームタンパク構成分子)を発現する
RiboTag mouse (BioTechniques, 58: 308, 2015)を作出し筋終板に特異的な遺伝子発現プロファイルをRNA-seq
により明らかにした。 

(2) 先天性筋無力症候群(CMS)病態分子機構解明とその治療法開発研究。(i) AGRNミスセンス変異の機能解析
を行いドメイン欠失変異体の生化学解析・細胞生物学解析を行った。(ii) DOK7ミスセンス変異の機能解
析を患者から樹立したiPS細胞を用いて形態学的・生化学的解析を行った。(iii) GFPT1ミスセンス変異の
解析を変異ノックインマウスを作出し形態学的・超微形態学的・電気生理学的な解析を行った。(iv) 
HEK293細胞に胎児型正常(wt.)-AChRと3名のEscobar症候群でheterozygousに同定された病的バリアントを
有するγP121T-AChRを発現させ、細胞表面のAChR発現量定量、単一イオンチャンネル記録、AChRチャ
ンネル動態解析を行った。 

(3) 新規治療法開発研究。抗てんかん薬・抗パーキンソン病薬ゾニサミドが培養細胞に対してneurite 
elongationを誘導し末梢神経切断モデル (PLoS One, 10: e0142786, 2015)、頚椎症性脊髄症モデル (Sci Rep, 10: 
13138, 2020)、感覚神経障害モデル (Life Sci, 263: 118577, 2020)に対して有効であることを報告してきた。
NSC34神経細胞とC2C12筋管からin vitro NMJを構築しゾニサミドの効果を確認するとともに作用機構の
解析を行った。 
 

４．研究成果  
(1) 新規 NMJ 形成誘導分子 CTGF(Int J Mol Sci, 22: 2455, 2021, EMBO Rep, 21: e48462, 2020)。Laser capture 

microdissection の解析にて Ctgf/Ccn2 は筋終板に 1.60-1.83 倍多く発現することを明らかにした。Ctgf/Ccn2
はマウス胎児筋終板に集積しており、胎生(E)17.5日に発現がピークに達した。Deletion mutantを用いた免
疫沈降実験にて Ctgf/Ccn2 の CT ドメインが LRP4 の第 3 β プロペラドメインに結合することを明らかにし
た。In vitro plate-binding assay、ならびに cell surface-binding assay にて Ctgf/Ccn2 の CT ドメインが MuSK
と LRP4 の結合を増強することを見出した。Ctgf/Ccn2 は agrin 処理した C2C12 筋管膜に発現する LRP4 の
量を増加させるとともに LRP4 のリン酸化を促進した。同時に、Ctgf/Ccn2 は C2C12 筋管において MuSK
リン酸化を亢進させアセチルコリン受容体のクラスタリングも増強した。逆にレンチウイルスによる
Ctgf/Ccn2 ノックダウンにより C2C12 筋管の MuSK リン酸化が低下し、アセチルコリン受容体のクラスタ
リングも低下した。これらの低下を LRP4 の ectodomain がレスキューした。Ctgf/Ccn2 マウスノックアウ
トでは骨格筋膜に発現する LRP4 が減少し MuSK リン酸化も低下した。Ctgf/Ccn2 ノックアウトはマウス
の骨格筋分化と運動ニューロン分化には弱拡大レベルでは影響を与えなかったが、共焦点顕微鏡による
観察では運動神経終末の synaptophysin の軸索への異常な進展とアセチルコリン受容体クラスタの形成障
害を認めた。電顕における観察でも神経終末のミトコンドリアが著減し、シナプス小胞数とアクティブ
ゾーンの現象を認めた。反復神経刺激による微小終板電位の異常減衰を認めるとともに、微小終板電位



の頻度の顕著な低下を認めた。LRP4 は agrin 受容体として筋終板で
LRP4/MuSK 共受容体を形成するとともに、神経終末にも発現し神経
終末の分化に必須の分子であることが報告されているが、そのリガ
ンドは不明である(Neuron, 75: 94, 2012, Nature, 489: 438, 2012)。
Ctgf/Ccn2 は NMJ における LRP4 の retrograde signal のリガンドである
可能性が示された(図 1)。筋終板特異的な遺伝子発現プロファイル 
(Front Mol Neurosci, 13: 154, 2020)。Colq1aプロモータにb-galactosidase
をつなげた lentivirus を正常マウス骨格筋に注射し、既報通り Colq1a
プロモータは速筋筋終板特異的に発現することを確認した。
pColq1a-Cre トランスジェニックマウスを作出し、Flox により RPL22 
(リボゾームタンパク構成分子)に HA-tagを付加する RiboTag mouseと
交配させることにより筋終板特異的に HA-tagged RPL22 を発現させ
る pColq1a-Cre:RiboTag mouse を作成し、筋終板特異的な mRNA 翻訳
を RNA-seq により網羅的に解析を行った(図 2)。はじめに、HA-tagged 
RPL22が前脛骨筋の NMJに濃縮されていることを確認した。抗 HA抗
体により免疫沈降した RNAの RNA-seq 解析により NMJ のマーカー遺
伝子 Chrne と Musk が濃縮されていることを確認した。一方、シュワン
細胞マーカー(Sox10, S100b)、血管内皮のマーカー(Icam1)、筋サテライ
ト細胞マーカー(Pax3) はほとんど検出されなかった。GSEA によるパ
スウェイ解析では phosphatidylinositol signaling system と extracellular 
matrix receptor interaction が筋終板で濃縮されていた(図 3)。さらなるサ
ブパスウェイ解析により、diacylglycerol kinases, phosphatidylinositol 
kinases, phospholipases, integrins, laminins の筋終板での濃縮が明らかに
なった。phosphatidylinositol signaling system の筋終板における発現亢進
は従来報告されておらず NMJ 構築と維持に重要な分子が含まれている
可能性が示唆された。 

(2) AGRN-CMS (JCI Insight, 5: e132023, 2020)。Whole exome sequencing によ
り 4 名の CMS患者において AGRN遺伝子変異の同定を行った。スプラ
イシングを疑う変異に対してはミニジーンを作成しスプライシング解
析を行った。ミスセンス変異に対して agrinフラグメントにミスセンス
変異を導入し、in cellulo 解析と in vitro 解析を行った。4 名の CMS 患者
において 6 種類の遺伝子変異を同定した。(i)に示す large-scale deletion
を 除 い て 病 態 を 説 明 す る た め の 機 能 解 析 を 行 っ た 。(i) 
g.950,567_958,457delは 7.9 kbpの欠失で AGRN exon 1, 2を欠失させた。
(ii) c.4744G>A は AGRN exon 26 の 3’末端塩基で p.Gly1582Arg が予測さ
れたが、ミニジーン解析にて exon 26 のスキッピングを誘導し
p.A1506SfsX6 となることを明らかにした。(iii) p.S1180L は SEA ドメイ
ンに位置する。SEAドメインは agrinの糖化と分泌に重要なドメインで
ある(Hum Mol Genet, 20: 4617, 2011)。p.S1180L は AChR クラスタリン
グを阻害するとともに、分泌された agrin の破壊を促進した。(iv) 
p.R1509W は LG1 ドメインに位置する。LG1 ドメインはαジストログ
リカンへの agrin の結合に重要である (Front Mol 
Biosci, 6: 18, 2019)。p.R1509W は AChR クラスタ
リングを阻害するとともに、MuSK リン酸化を
阻害し agrin の骨格筋膜ならびに NMJ へのアン
カリングを阻害し、さらに heparan sulfate への結
合を阻害した。(v) p.G1675S は LG2 ドメインに
位置する。LG2 ドメインは LG1 ドメインと同様
にαジストログリカンへの agrin の結合に重要で
ある (Front Mol Biosci, 6: 18, 2019)。また、neuron-
specific exon A/y は LG2 ドメインに存在する (J 
Neurochem, 142 Suppl 2: 64, 2017)。p.G1675S は
AChR クラスタリングを阻害するとともに、
agrin の骨格筋膜へのアンカリングを阻害し、
さらに heparin への結合を阻害した。(vi) 
p.Y1877D は LG3 ドメインに存在する。neuron-
specific exon B/z は LG3 ドメインに存在する (J Neurochem, 142 Suppl 2: 64, 2017)。Exon B/z がコードするア
ミノ酸は agrin の LRP4 への結合を可能にする(Genes Dev, 26: 247, 2012)。p.Y1877D は AChR クラスタリン
グを阻害するとともに、MuSK リン酸化を阻害した。AGRN 変異が位置するドメインごとに異なった病態

図 1. Ctgf は Lrp4 に結合し NMJ
形成を促進する 

図 2. RiboTag mouse による筋終
板特異的網羅的遺伝子発現解析 

図 3. NMJ 特異的に発現する遺伝子の GSEA 解析 



機序を示しており、病態機序に応じた治療戦略が可能になることが期待された。 
(3) DOK7-CMS 患者由来 iPS 細胞の解析 (Hum 

Mol Genet: 2022)。健常者(control)-iPS 細胞と
DOK7-CMS患者から樹立した DOK7-iPS細胞
がクローン間のばらつきによる異なった筋管
分化能を有することが判明したため、DOK7-
CMS に対して CRISPR/Cas9 による遺伝子修
復を行った。患者は DOK7 遺伝子の p.G64R
ミスセンスバリアントと c.653-1G>C スプラ
イスサイトバリアントを有しており、
p.G64R ミスセンスバリアントのみの修復を
行った。500 を超える DOK7-iPS 細胞修復ク
ローンを解析し単一の遺伝子修復 DOK7-iPS
細胞クローンを得た。DOK7-iPS 筋管におい
ても遺伝子修復 DOK7-iPS 筋管においても
agrin によるアセチルコリン受容体（AChR）
集積を確認できなかった。MyoD 誘導による
iPS筋管は C2C12マウス筋芽細胞ならびに Hu5/KD3ヒト筋芽細胞に比べて筋管分化能力が低く control-iPS
細胞のいずれのクローンにおいてもAChR集積を確認できていない。筋管分化能を増強する目的でC2C12
細胞の Dok7を CRISPR/Cas9 でノックアウトした Dok7-KO-C2C12 細胞を作成し、iPS細胞と融合筋管を作
製したところ、agrin による AChR 集積が可能になった。しかし、DOK7-iPS 細胞と遺伝子修復 DOK7-iPS
細胞のAChR集積に差異を認めなかった。COS7細胞に過剰発現した p.G64R-DOK7が凝集体を作り parkin, 
ubiquitin, α-tubulin, p62 と共局在することを見出した。そこで、p.G64R-DOK7-iPS 細胞を精査したところ
核周辺における DOK7凝集を認めた(図 4)。しかし、p.G64R-DOK7過剰発現 COS7細胞と異なり HSP70は
共局在せず、p.G64R-DOK7-iPS細胞による aggresome 形成は軽度であった。p.G64Rは DOK7 の PHドメイ
ンに存在する。DOK7 の PH ドメインで過去に報告された 4 種類のミスセンスバリアント(p.P31T, p.A33V, 
p.Y71F, p.T77M)の効果を 7 種類のツールで予測したところ、多くのツールにおいて p.G64R が最も DOK7 
PHドメインを不安定化させ、p.T77Mが次の不安定化させることを示した。特に Aggrescan3Dの予測性能
が優れていた(Bioinformatics, 35: 3834, 2019)。別の遺伝子を原因とする患者由来 CMS-iPS 細胞においても
aggresome の形成を確認しており iPS 細胞の解析により aggresome 形成が CMS の病態に関わっている可能
性が示唆される。この aggresome を指標にして CMS に対する薬剤開発が可能であることが期待された。 

(4) CHRNG-CMS (Escobar 症候群)の機能解析(Ann Clin 
Transl Neurol: 2023)。3 名の Escobar 症候群はいずれ
も中等度の手指関節拘縮を認めたが翼状片を認め
なかった。患者は CHRNG 遺伝子に 2 つの病的バリ
アントをヘテロで有しており、γP121Tが共通で認
められた。もう一方のバリアントは truncation 
variants でありナルバリアントであった。HEK293
細胞表面における AChR 発現の定量ではγP121T-
AChR は正常(wt)-AChR の 80％の発現レベルであっ
た。単一イオンチャンネル記録ではバースト持続
時間がγP121T-AChR は wt-AChR の 28％まで短縮
していた。AChR イオンチャンネル動態解析では
γP121T-AChR は wt-AChR に比べてアセチルコリ
ンの解離定数は 2.0倍増大していただけであるがイ
オンチャンネルゲート定数は 44 倍減弱していた。
つまり、アセチルコリンはγP121T-AChR に結合
できるもののイオンチャンネルの開口が障害されることが明らかになった。AChR チャンネル開口のアセ
チルコリン濃度依存性のシミュレーションによりγP121Tは AChR開口確率を顕著に減少させることが明
らかになり、単一イオンチャンネル記録の結果と AChR イオンチャンネル動態解析から予測される結果
がほぼ一致していた。AChR チャンネル開口確率は AChR イオンチャンネル動態解析と単一イオンチャン
ネル記録が一致しており AChR イオンチャンネル動態解析が正しく行われたと想定した(図 5)。γP121T
はアセチルコリンが AChR に結合する部位に存在する。他の AChR サブユニットの病的ミスセンスバリ
アントによる fast channel syndrome においても、アセチルコリン結合部位のミスセンスバリアントがアセ
チルコリン解離定数ではなくイオンチャンネルゲート定数に大きな影響を与えており(Exp Neurol, 331: 
113375, 2020, Neurology, 79: 449, 2012, Neurology, 59: 1881, 2002, Neurology, 54: A138, 2000, Neuron, 17: 157, 
1996)、γP121T はアセチルコリンの結合をチャンネルゲートに伝える機構の構造変化を起こすことが想
定される。アセチルコリン解離定数に影響を与えるミスセンスバリアントは胎生致死となり患者として
認識されない可能性が示唆された。fast channel syndrome は 3,4-diaminopyridine, cholinesterase inhibitor, 

図 4. DOK7-iPS 細胞の核近傍の aggresomes (丸印) 

図 5. Escobar 症候群の CHRNG ミスセンス変異
の AChR 動態解析に基づき予測されるチャンネ
ル開口率(Popen, 実線)は実測値(シンボル)に合
致する 



albuterol が有効であり、治療胎児型重症筋無力症と同様に Escobar 症候群に対しても出生前治療が可能と
なることが期待された。 

(5) ゾニサミドによる AChR クラスタリング促進
(Neuropharmacology, 195: 108637, 2021)。NSC34
神経細胞の neurite elongation を指標にした既認
可薬スクリーニングにより抗てんかん薬・抗
パーキンソン病薬ゾニサミドが濃度依存性に
NSC34 の neurite を延長させる効果があること
を以前に明らかにした(PLoS One, 10: e0142786, 
2015)。加えて、ゾニサミドは末梢神経切断マ
ウスモデル (PLoS One, 10: e0142786, 2015)、頚
椎症性脊髄症マウスモデル (Sci Rep, 10: 13138, 
2020)、感覚神経障害マウスモデル (Life Sci, 
263: 118577, 2020)に対して有効であることを明
らかにしてきた。CMSでは nerve sproutingによ
り代償性に小さい NMJ が数多く作られること
が患者生検筋の NMJ解析でわかっている(Int J 
Mol Sci, 24: 3730, 2023)。ゾニサミドが nerve 
sprouting を促進して NMJ 信号伝達障害を改善
することを期待して NSC34 神経細胞と C2C12
筋管から in vitro NMJ を構築しゾニサミドの効果を調べたところ、ゾニサミドは濃度依存性に AChR クラ
スタリングを促進することが判明した(図 6)。さらに遺伝子発現解析によりゾニサミドは in vitro NMJに対
してニューレギュリンの発現を誘導することにより AChR クラスタリングを誘導することを明らかにし
た。 

図 6. 抗てんかん薬・抗パーキンソン病薬ゾニサミ
ド(ZNS)はニューレギュリン(Nrg1)発現を誘導する
ことにより AChR クラスタリングを誘導する 
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