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研究成果の概要（和文）：先天性筋無力症候群の原因分子にタンパクや脂質の糖化酵素であるGFPT1の変異があ
り、肢帯型の筋力低下が特徴である。骨格筋におけるGFPT1-L isoformの役割を調査するためにGFPT1-Lを発現し
ないGfpt1-L-/-マウスを作成し、このマウスは高齢になると筋力低下が見られることが示された。また、CMS患
者で発見したc.722r3insG変異をマウスに導入し、Gfpt1ノックイン(KI)マウスを作製した。高齢化に伴い運動機
能の低下、グリコシル化タンパク質の量の減少、AChRクラスターの断片化、筋萎縮、筋線維間腔の増加など、患
者と似た表現型を示し、神経筋接合構造の異常が観察された。

研究成果の概要（英文）：Congenital myasthenia syndrome (CMS) is caused by a mutation in GFPT1 
(Glutamine fructose-6-phosphate aminotransferase 1), a protein and lipid glycosylase, characterized 
by limb-girdle type muscle weakness. To investigate the role of the GFPT1-L variant in skeletal 
muscle, Gfpt1-L-/- mice, which do not express GFPT1-L, were created, and these mice showed muscle 
weakness in old age. Gfpt1 knock-in (KI) mice were also created by introducing the c.722r3insG 
mutation into mice as in CMS patients. They showed a phenotype similar to that of patients, 
including reduced motor function, reduced amounts of glycosylated proteins, fragmentation of AChR 
clusters, muscle atrophy and increased inter-myofibrillar space, and observed reduced motor 
performance and abnormal neuromuscular junction structures with ageing.

研究分野：神経筋接合部疾患

キーワード： 先天性筋無力症候群　GFPT1　神経筋接合部　DOK7
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性筋無力症候群は指定難病の対象となっており、全身の筋力低下， 易疲労性を呈し，生後 1 年以内に発症
することが多い稀な疾患である。神経筋接合部を構成する遺伝子検査を実施し、変異が発見された場合は、CMS
の原因となりうる変異かどうかを精査する必要がある。本研究では先天性筋無力症候群患者において、GFPT1内
に複合ヘテロ変異を同定し、同じ変異を有するマウスを作成して病態の詳細な解析を行い、骨格筋において不適
応な小胞体ストレス応答によりタンパク質凝集体が除去されずアポトーシスを引き起こしていることが明らかに
なった。今後、治療薬のスクリーニング、治療法の開発へ応用できると期待している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

先 天 性 筋 無 力 症 候 群  (CMS: 

congenital myasthenic syndromes)は

神経筋接合部に発現するタンパク質を

コードする遺伝子の先天的分子欠損症

により神経筋伝達障害が起こる疾患群

である。神経筋接合部で機能する分子

のうちCMSの原因として、30種類の分

子が報告されてきた(図 1)。これらの

分子の分子欠損や機能異常により、筋

力低下や易疲労性を呈し、軽度から重

度の呼吸困難、嚥下困難、四肢筋力低

下が認められる。本研究では CMS 患者から同定

したGFPT1および DOK7の遺伝子変異の機能解析を行う。 

GFPT1は、近年CMSの原因遺伝子として同定された糖化酵素である(Senderek at al. 2011)。

GFPT1 は糖鎖生成に必須の酵素であり全組織で高い発現がみられるにもかかわらず、なぜ遺

伝子変異による表現型が神経筋接合部に限局しているのか不明である。GFPT1 欠損による CMS 

患者では、筋組織内の骨格筋管状凝集体(tubular aggregates)形成や endplate 小房状領域の

AChR 形成などの異常所見が知られているが、認められない症例もあり、GFPT1 変異による病

態分子機構の詳細は未解明である。 

DOK7 変異は CMS の 10-15％を占め、limb-girdle myasthenia の最も一般的な原因である。CMS

のDOK7には70以上のミスセンス、切断、スプライシング変異が報告されている。DOK7に変異が

あると、神経筋シナプスが異常に小さく単純化される。DOK7変異を有する患者は通常、エフェド

リンやサルブタモールに反応するが、ほとんどのタイプの CMS に有効なコリンエステラーゼ阻害

剤でしばしば悪化する。DOK7の 12のミスセンス変異（p.E3K、p.P31T、p.A33V、p.S45L、p.T77M、

p.G109C、p.V139L、p.R158Q、p.G161R、p.G166R、p.G171D、p.G180A）は、過剰発現系で特徴づけ

られている。これらの変異体は、MuSKと AChRβ1サブユニットのリン酸化をさまざまに低下させ

たが、DOK7の発現を低下させたものはなかった。変異型DOK7による凝集体の形成については、不

明である。 

 

２．研究の目的 

(1) GFPT1 欠損病態分子機構解明とその制御機構の研究 

先天性筋無力症候群の中で、GFPT1 (Glutamine fructose-6-phosphate aminotransferase) 

は Fructose 6-phosphate から Glucosamine 6-phosphate 合成パスウェイの第一段階で働く

酵素であり、UDP-GlcNAc (Uridine diphosphate N-acetylglucosamine)生成の律速段階酵素

となる。GFPT1 の強発現は、グリコーゲン貯蔵過多となり、脂質異常症、肥満、耐糖尿異常を

引き起こす。一方、GFPT1 の分子欠損は劣性遺伝形式で肢帯型 CMS を引き起こす。本研究で

は、変異マウスおよび患者 iPS 由来筋管細胞を用いてGFPT1 の神経筋接合部形成における分

子機能解析を行う。 

(2) DOK7 変異による病態解明とその制御研究 

DOK７は骨格筋細胞質アダプタータンパクであり、MuSK の細胞内領域に結合し MuSK の活性

化と神経筋接合部形成に関わっている(図 1)。本邦 CMS患者において Dok-7上に複合ヘテロミ

スセンス変異を同定している。この患者から iPSC を樹立しており、本研究において、筋管細

胞・神経筋接合部を再構成し、AChR のクラスタリング能を調べる。 

 

３．研究の方法 

(1) GFPT1 欠損病態分子機構解明とその制御機構の研究 

図 1. CMS で同定された原因遺伝子 



本研究では骨格筋における選択的スプライシングされた 54 塩基のエクソン 9 が含まれる

GFPT1-L バリアントの役割を調査するため、エクソン 9をスキップされたマウスモデルを作製し

た。トランスジェニックマウスは、CRISPR/Cas システムを使用して当施設の動物施設で Gfpt1

のエクソン 9 を削除することにより作製した。月齢ごとの運動能を調べ、mRNA 発現レベル、タ

ンパク発現レベル、代謝物の測定を行った。 

さらに CMS 患者をシミュレートする Gfpt1 exon 9 にフレームシフト変異を有するノックイ

ン(KI)マウスでの研究を進めた。我々は、GFPT1エクソン 9に c.722dupG のホモ対立遺伝子変異

を有する limb-girdle -CMS の 38 歳女性の臨床的特徴を報告しており、同変異を有するマウスを

作製し、その病態解析を行った。 

(2) DOK7 変異による病態解明とその制御研究 

本邦の肢帯型 CMS 患者において DOK7 に 2つのヘテロ対立遺伝子変異を持つ先天性筋無力症候群

（CMS）患者を同定しており、その iPS 細胞を用いて病態解析を行なった。 

 

４．研究成果 

(1) GFPT1 欠損病態分子機構解明とその制御機構の研究 

GFPT1 の 54bp のエクソン 9は骨格筋と心筋に特異的に含まれ、GFPT1 の長い isoform（GFPT1-

L）を生成する。骨格筋における GFPT1-Lの役割を、Gfpt1エクソン 9 ノックアウトマウス（Gfpt1-

L-/-）を用いて解析した。骨格筋および心臓、腎臓におけるエクソン 9のスキップは、RT-PCR に

よってホモ接合性マウスで確認された。 

まず、骨格筋における GFPT1-Lの欠損は、上腕三頭筋において GFPT1 mRNA量は 1.3倍に若干

上昇したが、タンパク量では 4.5倍に増加させた（図 2 A,B）。また、UDP-HexNAc protein は 2.8

倍、RL2抗体で検出される O-glycosylated proteinsは 2倍、CTD110.6 抗体で検出される O- and 

N-glycosylated proteins は 2倍に上昇した（図 2 C,D,E）。一方、上腕三頭筋の RNA-seq データ

では、予想に反して Gfpt1-L-/-マウスと野生型マウスの間に違いはなかった。 

骨格筋のメタボローム解析から、Gfpt1-L-/-マウスにおける Hexosamine biosynthetic pathway

へ流れの増加は、解糖系経路を抑制し、ミトコンドリア電子輸送鎖を増強している可能性が高い

ことが示された。また、老化した Gfpt1-L-/-マウスは、インスリンに対するグルコース取り込み

障害することが明らかになった（図 2 F, G）。また、老化した Gfpt1-L-/-マウスは、筋力低下と

疲労、アセチルコリン受容体クラスターの断片化、シナプス後膜のひだの単純化を示し、これら

はヒトでの GFPT1 変異による先天性筋無力症候群で観察されるものと類似していた。しかし、マ

ウスは重症ではなかった。これらを総合すると、効率的な解糖系エネルギー産生、インスリンを

介したグルコース取り込み、神経筋接合部の形成と維持のために、GFPT1-L は Hexosamine 

biosynthetic pathway を減弱させる目的で哺乳類の骨格筋において進化の過程で獲得された可

能性が考えられる（図 3）(Farshadyeganeh et al. 2023 iScience)。 

さらに、CMS 患者で見つかった GFPT1c.722dupG をシミュレートする Gfpt1 exon 9 にフレー

ムシフト変異を有するノックイン(KI)マウスを作成した。 エクソン 9の c.722dupG は、骨格筋

において切断された GFPT1（p.G241GfsX39）をもたらすエクソン 10 の早発停止コドンにつなが

るフレームシフトを予測する。Gfpt1 エクソン 9 を含む isoform は筋肉でのみ発現しているた

め、Gfpt1-KI マウスは骨格筋で Gfpt1 が欠損していた。 Gfpt1-Knock in(KI)マウスでは、(i) 

UDP-CMP-NeuAc、およびタンパク質 O-GlcNAc 化が骨格筋で減少していた。 (ii) 高齢の Gfpt1-

KI マウスは、運動能力の低下と神経筋接合構造の異常を示した。 (iii) アンフォールディン

グプロテイン応答 (UPR) のマーカーが骨格筋で上昇していた。Gfpt1-KI マウスにおける脱神

経媒介の小胞体ストレスの増強は、タンパク質の折りたたみ、ユビキチン-プロテアソーム分解、

およびアポトーシスを促進したが、オートファジーは誘導されず、タンパク質凝集体は著しく増

加した。つまり筋肉での GFPT１欠損は不適応な UPR によりタンパク質凝集体が除去されず、ア

ポトーシスを引き起こしていることを明らかにした(論文投稿中)。 

 



 

 

 (2) DOK7 変異による病態解明とその制御研究 

神経筋接合部（NMJ）において、DOK7 は筋特異的キナーゼ（MuSK）のリン酸化を亢進し、アセチ

ルコリン受容体（AChR）のクラスター化を誘導する。我々は、本邦の肢帯型 CMS 患者において

DOK7 に 2 つのヘテロ対立遺伝子変異（pleckstrin homology domain 内の p.G64R を予測する

c.190G>A と、intron 5 の c.653-1G>C）を持つ CMS患者を同定している (図 4)。  

A BWild-type
mouse

Gfpt1 exon 9
KO mouse

Gfpt1 (splice variants)

Gapdh

Kidn
ey

Hea
rt

Tri
ce

ps
 br

ac
hii

Kidn
ey

Hea
rt

Tri
ce

ps
 br

ac
hii

GFPT1-S/L

GAPDH

Triceps brachii

C D

#1

#2

#3

RL2

Triceps brachii

CTD110.6

#1

#2

#3

Triceps brachii

Wild-type
Gfpt1 exon 9 KO

Total Gfpt1

E

F

 UDP-HexNAc

pm
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n

****

0

10

20

30

G

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l o
f 

O
-G

lc
N

Ac
yl

at
ed

 p
ro

te
in

s

0

2

1

3
RL2

*

0

1

2

3

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l o
f 

O
- a

nd
 N

-G
lc

N
Ac

yl
at

ed
 p

ro
te

in
s 

CTD110.6

****

Triceps brachii

Triceps brachii Heart Kidney

ns

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l 

ns ns

0.0

1.0

1.5

0.5

Total Gfpt1

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l

GFPT1

****

0

2

4

6

8

Triceps brachii

100

200

300

Bl
oo

d 
G

lu
co

se
 (m

g/
dl

)

0 15 30 60 120

Time after oral administration (minutes)

Male Wild-type 
Male Gfpt1 exon 9 KO 

****

*

*

AU
C

 (m
g/

dl
/m

in
)

200

400

600

800

1000
***

AU
C

 (m
g/

dl
/m

in
)

100

200

300

400 *

50

100

R
el

at
iv

e 
Bl

od
 G

lu
co

se
 (%

)

0 15 30 60 120
Time after oral administration (minutes)

* **

Male Wild-type 
Male Gfpt1 exon 9 KO 

Wild-type
Gfpt1 exon 9 KO

Oral glucose tolerance test Insulin tolerance test

0 0 0 0

Wild-type
mouse

Gfpt1 exon 9
KO mouse

Wild-type
mouse

Gfpt1 exon 9
KO mouse

Wild-type
mouse

Gfpt1 exon 9
KO mouse

Triceps brachii Triceps brachii

Liv
er

Liv
er

2.0

Liver

*

図 3. スプライシング制御による GFPT１骨格筋特異的 isoform である GFPT1-L は、糖

代謝および神経筋接合部における重要な役割がある 

図 2. Gfpt1 exon 9 は、骨格筋における O-GlcNAc 化および N-グリコシル化のダウンレギュ

レーションに必要であり、インスリンに応答したグルコース取り込みを制御する。 



この患者由来 iPS 細胞から intron 5 の c.653-1G>C 変異は、exon 6の７番目のヌクレオチド

をスプライス部位として認識しフレームシフトを起こすことが分かった。p.G64R-DOK7 は、C2C12

細胞に plasmid をトランスフェクションして発現させると、野生型 DOK7 のトランスフェクショ

ン細胞と比較して発現が 10％にまで低下しており(図 5A)、分化させたC2C12 myotube では AChR

のクラスター形成を著しく阻害した(図 5B)。また、p.G64R-DOK７発現プラスミドをトランスフ

ェクションしたC2C12筋芽細胞とCOS7細胞において、接合核領域に不溶性のaggresomeを作り、

オートファゴソーム系の分子と共局在を示した。一方、プロテアーゼ阻害剤 MG132 の添加は、

p.G64R-DOK7 の可溶性画分を減少させ、p.G64R-DOK7の aggresome 形成を促進した(図 5C,D)。 

さらに、患者由来iPSCとコントロールiPSCの分化レベルを一致させるため、c.190G>A（p.G64R）

を CRISPR/Cas9でゲノム編集し、c.653-1G>Cを保持したアイソジェニック iPSC を作製した。筋

分化した CMS-iPSC は、DOK7 の核外凝集塊を示し、内因性 DOK7 の発現が減少し、内因性 MuSK の

リン酸化が減少した。もう一つの変異であるp.T77M もまた、トランスフェクションした COS7 細

胞において、p.G64R に比べて aggresome を作る程度が低かった。これらの結果は、p.G64R-DOK7

が培養細胞で aggresome を作り、AChR クラスタリングのための MuSKリン酸化を低下させている

可能性を示唆している（Zhang et al. 2023 Hum Mol Genet.）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.  CMS 患者が有する 2つの DOK7ヘテロ対立遺伝子変異の概略図。赤いアスタリスクの

位置は突然変異示し、 黒は 5' および 3' 非翻訳領域は示す。 

図５. p.G64R-DOK7 の C2C12 細胞におけるタンパク質発現および AChR クラスター形成 
に対する影響 
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