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研究成果の概要（和文）：神経筋接合部のアセチルコリン受容体のクラスタリングに重要な分子LRP4の遺伝子変異は合
指症や異常骨化症など骨軟骨疾患で同定をされてきたが、本研究により先天性筋無力症候群も惹き起こすことを明らか
にした。骨軟骨疾患のLRP4遺伝子変異はLRP4第３βプロペラドメイン中央部に位置し、この部位はWnt-βカテニンシグ
ナル抑制作用に重要であることを明らかにした。一方、先天性筋無力症候群のLRP4遺伝子変異はLRP4第３βプロペラド
メインの外周部に位置し、この部位はagrin/LPR4/MuSKの活性化によるアセチルコリン受容体クラスタリングに重要で
あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：LRP4 is essential for formation and maintenance of the acetylcholine receptor clus
ters. Mutations in LRP4 have been reported in bone and cartilage diseases representing syndactyly and hype
rostosis. We have identified that LRP4 mutations also cause a congenital myasthenic syndrome. LRP4 mutatio
ns in bone and cartilage diseases are located in the central cavity of the third beta propeller domain of 
LRP4, and the central cavity is essential for suppression of Wnt beta-catenin signaling. On the other hand
, LRP4 mutations in a congenital myasthenic syndrome are located at the periphery of the third beta propel
ler domain of LRP4, and the periphery is essential for activation of agrin/LRP4/MuSK signaling leading to 
clustering of the acetylcholine receptor.
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、神経筋接合部の病態研究を行
ってきており、AChEをシナプス基底膜に係留
する ColQ、神経終末のコリンアセチルトラン
スフェラーゼ、AChR を終板に集積させる
rapsynと plectin、骨格筋電位依存性ナトリウム
チャンネル、AChR 集積シグナルを伝える
MuSK の研究を行うとともに、RNA 代謝病態
の研究を行ってきた。研究分担者は、Wntシグ
ナル解析を専門に研究を行ってきた。 
 先天性筋無力症候群(congenital myasthenic 
syndrome, CMS)は研究代表者らの研究成果を
含めて 18 種類の分子において遺伝子変異が
同定をされてきている。今回、研究代表者は
CMS において agrin 受容体である LRP45,6に
E1233K と R1277H のミスセンス変異を同定
した。運動神経終末から放出される agrin は
終板筋膜のLRP4 2量体に結合をする。LRP4 2
量体はMuSK 2量体と結合し、agrinの LRP4
への結合によりMuSKのリン酸化を促進する。
このリン酸化を細胞内分子Dok-7は増強する。
リン酸化されたMuSKは AChR サブユニッ
トのリン酸化を促し、細胞膜直下構造タンパ
ク rapsynをバックボーンにしたAChRの筋終
板への集積を促進する。E1233K と R1277H
はこの agrin シグナル系を阻害すると予想を
された。一方、LRP4は Wnt阻害分子として
骨形成にも関与しており、ヒトにおいて 12
種類のミスセンス変異が骨形成障害を主徴
とする (1) Cenani-Lenz syndactyly syndrome 
(CLSS), (2) low-trauma fracture (LTF), (3) 
Richter syndrome (RS)と骨過形成を主徴とす
る(4) sclerosteosis-2 (SOST2)の原因であるこ
とが報告をされてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、神経筋接合部において
agrin受容体を形成するとともに、骨形成にお
いてWnt阻害分子として作用をする LRP4の
分子構築を明らかにし、LRP4変異の
genotype-phenotype correlationを解明すること
である。我々は CMSの exome capture 
resequencing解析にてLRP4遺伝子のミスセン
ス変異を世界で初めて同定した。従来、各種
骨系統疾患において LRP4ミスセンス変異が
同定をされてきている。本研究は、agrin/Wnt
シグナル解析、タンパク間相互作用解析、分

子モデリング解析により、LRP4変異が神経
筋接合部異常と骨異常（骨形成障害・骨過形
成）の 2表現型を示す分子基盤を解明する。 
 
３．研究の方法 
 LRP4分子の 3番目の LDLRB (LDLR type B 
repeat)ドメインには、今回我々が CMS症例に
おいて同定をした E1233K変異と R1277H変
異に加えて、2型骨硬化症(SOST2)を惹き起こ
す R1170W変異とW1186S変異、LTFを惹き
起こす A1203V変異の合計 5つのミスセンス
変異が報告されている。本研究ではこれら 5
つの変異が sclerostin-LRP4-Wntシグナル系と
agrin-LRP4-MuSKシグナル系に与える影響を、
(1) agrinシグナル系分析、(2) Wnt-βカテニン
シグナル系分析、(3) 細胞表面MuSK結合ア
ッセイ、(4) 細胞表面 agrin結合アッセイ、(5) 
MuSK-LRP4 in vitro plate-binding assay、(6) 
agrin-LRP4 in vitro plate-binding assay、(7) 分
子モデリングによる LRP4のMuSK.機能ドメ
インとWnt機能ドメインの検証により明ら
かにし、LRP4の分子構築を解明する。 
 
４．研究成果 
 LRP4 分子が有する 4 つの LDLRB (LDLR 
type B repeat)ドメインのうち 3番目のLDLRB
ドメインに E1233Kと R1277Hの 2つのミス
センス変異を CMSにおいて同定した。 
 HEK293 細胞に MuSK, LRP4 を発現させ
agrinを培地に付加しATF2-luciferase活性を測
定することによりMuSK活性化を定量化する
系を立ち上げた。CMSミスセンス変異を持つ
LRP4 は MuSK 活性化能が有意に低下してい
た。同時にWestern blottingにてMuSKリン酸
化が誘導をされないことを確認した。一方、
Wnt signaling 活性を測定する TOPFLASH 
reporter の HEK293 細胞への導入では、これ
らの変異 LRP4は正常 LRP4と同様にWnt-β
カテニンシグナル経路を抑制できることを
示した。さらに、Lentivirus により C2C12 筋
芽細胞に LRP4-shRNAを導入し LRP4のノッ
クダウンを行い、C2C12細胞を筋管細胞に分
化誘導させた後に electroporation により正常
LRP4を導入したところ、正常 LRP4はMuSK
リン酸化を促進しアセチルコリン受容体
(AChR)の集積を誘導した。一方、変異 LRP4
はこの活性を喪失していた。次に、HKE293



細胞に正常 LRP4 ならびに変異 LRP4 を発現
させ、alkaline phosphatase (AP)とagrinの fusion
タンパク(agrin-AP)を発現させた conditioned 
mediumを overlayし AP活性を測定した。正
常 LRP4 を発言させた HEK293 細胞には
agrin-APが agrin-AP濃度依存的に結合をした
のに対して、変異 LRP4を発現させたHEK293
細胞に対する濃度依存的結合能は低下して
いた。同様の実験を APとMuSK細胞外ドメ
インを結合させたタンパク(MuSK-AP)で行っ
たところ、同様に正常 LRP4 を発現させた
HEK293 細胞には MusK-AP が濃度依存的に
結合したのに対して、変異 LRP4 を発現さえ
た HEK293細胞に対する MuSK-APの結合能
は減弱していた。 
 骨過形成を特徴とする 2 型骨硬化症
(SOST2)において第 3 LDLRB ドメインに
R1170W変異とW1186S変異の 2種類のミス
センス変異が報告をされている。これら
SOST2変異を用いて CMS変異と同様の解析
を行った。SOST2変異は ATF2-luciferase活性
を正常に増強させ、agrin/LRP4/MuSK シグナ
ル系を正常に機能させた。一方、TOPFLASH 
assay では正常 LRP4 で認められる Wnt-βカ
テニンシグナル抑制効果を SOST2変異 LRP4
では認めなかった。また、SOST2 変異 LRP4
は agrin-AP, MuSK-APを正常に結合させるこ
とができた。つまり SOST2変異は CMS変異
とは逆に Wnt-βカテニンシグナル系を阻害
する一方、agrin/LRP4/MuSK シグナル系には
影響を与えなかった。 
 次に、分子モデリング解析を行った。CMS
変異は第 3 LDLRB ドメインの外周部に位置
し、SOST2変異は中央部に位置することが予
想された。第 3 LDLRB ドメイン外周部に 2
種類の人工的なミスセンス変異と中央部に 2
種類の人工的なミスセンス変異を導入し機
能解析を行った。外周部の 2 変異は CMS 変
異と同様に agrin/LRP4/MuSKシグナル系を阻
害したが、正常 LRP4と同様にWnt-βカテニ
ンシグナル抑制作用を示した。一方、中央部
の 2 変 異 は SOST2 変 異 と 同 様 に
agrin/LRP4/MuSK シグナル系に影響を与えず、
Wnt-βカテニンシグナル抑制作用の障害を
示した。これらの解析により第 3 LDLRB ド
メインの外周部は agrin/LRP4/MuSKシグナル
系に重要であり、一方、中央部はWnt-βカテ
ニンシグナル抑制に重要な役割を担うこと
を明らかにした。 
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