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総括研究報告

1. 研究目的 
本邦を代表する筋疾患研究者の力を結集し、国立

精神・神経医療研究センターを中心とする筋診断ネ

ットワークと筋レポジトリーを将来的に維持・発展

させつつ、最大限活用し、医学的・科学的に重要な

成果を生み出すことで、社会に貢献することを目的

とする。具体的には、下記の4つを柱として研究を進

めた。 
(1) 筋疾患診断ネットワークおよび筋レポジトリー

の維持と発展： これまでに形成してきた筋病

理診断を中心とする筋疾患診断ネットワークを

国内のみならず、アジア諸国を中心とする海外

拠点施設にも拡大して支援を行うことで、筋疾

患診断体制をさらに充実させ国際的筋疾患診断

拠点とする。またそのことにより、国立精神・

神経医療研究センターの筋レポジトリーを更に

充実させる。 
(2) 病因・病態解明： 筋疾患には依然として原因

不明のものが多い。本邦の基礎研究者および筋

疾患研究者の力を結集して、筋炎など周辺疾患

も含みつつ、筋ジストロフィー関連疾患の分子

レベルの病因・病態を明らかにする。 
(3) 診断法開発と活用： 病因・病態解明研究で得

られた成果を活用して診断法を開発し、これま

で確定診断が困難であった筋疾患の診断を可能

にする。さらにその方法を活用して、国内外の

臨床の現場を後方支援する。 
(4) 治療法開発： 病因・病態解明研究で得られた

成果を活用して、分子病態に基づく治療法開発

を進める。特にこれまで研究開発費で研究が進

められてきている本邦独自のリードスルー薬お

よび筋線維肥大薬の実用化を推進する。 
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3.研究成果 

我々は、肢帯型筋ジストロフィー関連疾患の分子

病態、次世代技術等を活用することにより、国立精

神・神経医療研究センターを初めとする機関に蓄積



された患者検体を有効活用して解明し、さらに治療

法開発の基盤を形成することを目指している。具体

的には、1) 原因不明の各種遺伝性筋疾患の病因・病

態解明研究、2) ハイスループット診断法開発研究、

3) 分子病態に基づく治療法開発研究、4) 以上を可能

にするための基盤的研究、の4つを柱として研究を進

めた。 
 

1) 筋疾患診断ネットワークおよび筋レポジトリーの

維持と発展 
a) 筋病理診断と検体数 
2021 年（暦年）の総筋病理診断件数は、2020 年と同

じ 1103 件であった。2020 年は 2019 年と比較すると

42 件減少していたがこれは、コロナ禍により海外か

らの凍結筋運搬が困難になったためであり、国内例

だけで見ると 2019 年以降も診断件数は増加している。

このことは、コロナ禍においても我々の筋病理診断

が必要とされており、本邦筋疾患医療を下支えして

いる実態がより明らかとなった。総検体数は、2021

年末で 22361 検体となった。また培養筋も 2153 検体

となり、世界最大規模の筋レポジトリーが更に充実

した。神経・筋疾患研究支援基盤として各種研究活

用されることで、筋疾患学の発展に寄与した。 

 

 

 

b) 国際的均てん化と筋疾患教育 
2018 年以来タイ・マヒドン大学との共同で開催して

いる国際筋病理セミナーは、コロナ禍の影響で中止

とした。また同病院と共同で作製した、筋生検およ

び検体固定方法の解説ビデオ（日本語版・英語版・

タイ語版）は、2018年 1月の疾病研究第一部 HP上で

の公開以来世界 118カ国／地域よりアクセスがあり、

全世界の筋疾患医療均てん化に寄与している（図は

アクセスがあった国、2022 年 3 月 31 日現在）。昨年

同時期は 106 ヵ国であり、新たに 12 ヵ国からのアク

セスがあったことになる。 

 

 

2) 病因・病態解明 
a) 眼咽頭遠位型ミオパチー 

2019 年、東京大学の石浦らとの共同研究で、これま

で原因が不明であった眼咽頭遠位型ミオパチーが

LRP12 遺伝子の 5’非翻訳領域の CGG リピートの異常

伸長によることを明らかにした（Ishiura H, et al. Nat 

Genet. 2019 Aug;51(8):1222-1232）。この発見を元に、

更に GIPC1 遺伝子（Deng J, et al. Am J Hum Genet. 2020 

Jun 4;106(6):793-804）（中国との共同研究）および

NOTCH2NLC 遺伝子（Acta Neuropathol Commun. 2020 

Nov 25;8(1):204）の 5’非翻訳領域の CGG リピートの

異常伸長によっても同様に眼咽頭遠位型ミオパチー

を来すことを見いだした。更に、本邦では LRP12 遺

伝子リピート伸長例が半数以上を占めること、また

腓腹筋・ヒラメ筋が障害されやすいこと、左右差を

伴う例が多いことを明らかにした（Kumutpongpanich 

T, et al. JAMA Neurol. 2021 Jul 1;78(7):853-863）。また

従来、神経核内封入体病の診断的所見とされてきた

皮膚生検での核内封入体が眼咽頭遠位型ミオパチー

で も 認 め ら れ る こ と を 初 め て 明 ら か に し た

（Ogawasara M, et al. Neuropathol Appl Neurobiol. 2022 



Apr;48(3):e12787. doi: 10.1111/nan.12787. Epub 2021 Dec 

28）。 ま た つ い 最 近 、 国 際 共 同 研 究 に よ り

HNRNPA2B1 遺伝子のヘテロ接合性のフレームシフト

型変異が早発型 OPDM を引き起こすことを見いだし

た（Kim HJ, et al. Nat Commun, in press）。 

b) ACTN2 ミオパチー 

ACTN2 遺伝子の c.1439A>G (p.Asn480Ser)バリアント

をホモ接合型に有する血縁関係のない日本人筋疾患

患者 3 家系を同定し、ACTN2 遺伝子の劣性（潜性）

変異によりミオパチーを来たし得ること、さらに、

いずれの患者においても、不規則なコア構造を認め

る こ と を 世 界 で 初 め て 明 ら か に し た （Acta 

Neuropathol. 2021 Oct;142(4):785-788）。 

c) Pompe 病 
Pompe 病は遺伝性筋疾患でありながら治療が可能な

疾患であり、見逃すことなく、早期に診断を付ける

ことが望まれている。特に台湾では既に 2005 年から

全新生児の酵素活性スクリーニングが実施されてお

り、本邦よりも数倍〜10 倍程度高い頻度で患者が見

いだされている。ここで問題となるのは、本邦では

患者が本当に少ないのか、見逃されているのかとい

う点である。そこで、2015 年 7 月〜2018 年 1 月に筋

病理診断を実施した全 2408 例を対象に、病利用標本

を作製する際に、未染のスライドグラス標本を1枚余

分に作製し、その切片を用いて酵素活性スクリーニ

ングを実施した。その結果、Pompe病患者は 1例も存

在していなかった。一方、過去の筋病理診断例につ

いて調べてみると 1978 年〜2020 年までの 43 年間に

Pompe 病と診断した例は 41 例あった。5 年ごとに評

価すると、2000 年以前の頻度は 5 年につき 5 例であ

ったが、2001年〜2005年には 10例と倍増していた。

その後は漸減し、2015 年以降は 1 例も同定されてい

ないことが明らかとなった。これは、Pompe 病が治

療可能となり、さらにその後、乾燥濾紙血スクリー

ニングが実施されるようになった時代背景を反映し

ているものと考えられた。すなわち、本邦において

は、乾燥濾紙血スクリーニングなどにより、筋生検

を実施することなく Pompe 病の診断が行われている

こと、実際に、本邦では有病率が低いことが明らか

となった（Saito Y, et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 
Epub ahead of print）。 
d) MLIP ミオパチー 
国際共同研究により、MLIP 遺伝子の両アレル性変異

により横紋筋融解や筋痛を伴うミオパチーが起こる

ことを明らかにした（Lopes Abath Neto O, et al. Brain. 

2021 Oct 22;144(9):2722-2731）。 
e) JAG2 関連筋ジストロフィー 
国際共同研究により、JAG2 遺伝子の両アレル性変異

を伴いジストロフィー性変化を来した 13 家系 23 名

の患者を初めて見いだし報告した（Coppens S, et al. 
Am J Hum Genet. 2021 May 6;108(5):840-856）。 
f) その他 
福山型筋ジストロフィーを初めとする各種筋ジスト

ロフィーの病態解明研究が班員によって行われた。 
 
3) 診断法開発と活用 
a) 筋炎マーカー開発 
皮膚筋炎ではミクソウイルス抵抗性タンパク質 A
（MxA）が筋線維に発現し、皮膚筋炎の組織診断に

有用であることを報告した。この成果を基に MxA 発

現を確認して皮膚筋炎と病理診断され、かつ、皮膚

筋炎特異的自己抗体を検討した例が 2020 年末までに

256 例集積した。これは世界最大の病理学的に診断が

確定した皮膚筋炎コホートである。このコホートを

用いることで、これまでに皮膚症状を伴わない皮膚

筋炎（dermatomyositis sine dermatitis: DMSD）が確か

に存在すること（Inoue M,  et al. JAMA Neurol. 2020 Jul 
1;77(7):872-877）、また、抗 Mi-2 抗体陽性の皮膚筋炎

では、筋線維膜上への MAC 沈着を伴う perifascicular 
necrosis, 筋周鞘のアルカリホスファターゼ活性、筋周

鞘結合組織断片化を呈すること（Tanboon J, et al. 
Neurology. 2021 Jan 19;96(3):e448-e459）を明らかにし

てきたが、今年度はさらに、皮膚筋炎では、陽性自

己抗体で分類したサブタイプごとに筋病理学的特徴

が異なることを初めて明らかにした（Neurology. 2022 
Feb 15;98(7):e739-e749）。さらには、抗合成酵素症候

群の筋病理所見についても陽性自己抗体ごとの特徴

があることを同定し、現在論文投稿中である。 
b) 眼咽頭遠位型ミオパチーの病理診断 
従来、神経核内封入体病の診断的所見とされてきた

皮膚生検での核内封入体が特に NOTCH2NLC 遺伝子

に CGG リピート伸長を有する OPDM3 を中心に、眼

咽頭遠位型ミオパチーでも認められることを初めて

明らかにした（Ogawasara M, et al. Neuropathol Appl 
Neurobiol. 2022 Apr;48(3):e12787. doi: 10.1111/nan.12787. 
Epub 2021 Dec 28）。さらに筋生検検体を用いて検討

を進めたところ、眼咽頭遠位型ミオパチーと臨床病

理学的に類似する眼咽頭筋ジストロフィーでは有意

に筋核内のp62陽性封入体の出現頻度が高いことが明

らかとなった。この所見は、筋病理標本上で両疾患

を鑑別する際に有用であると考えられる（論文準備

中）。 
 



4)治療法開発 
a) 悪性高熱症 
村山班員らは、RYR1 変異体の CICR 簡易測定系を樹

立することにより、悪性高熱症素因の簡便な評価方

法を確立した。 
村山班員らは、悪性高熱症変異導入マウスにおいて、

RyR1 チャネル活性を抑制する新規オキソリン酸誘導

体に悪性高熱発症予防効果があることを明らかにし

た （Yamazawa T, et al. Nat Commun. 2021 Jul 
13;12(1):4293）。今後 RyR1 関連筋疾患に対する効果

を in vivo および in vitro 実験において更に詳細に検討

していく予定である。 
b) その他 
当班で開発されたアルベカシンによるリードスルー

療法が医師主導型治験へと結びついている。その他

の病態に基づく各種の治療法開発研究が班員によっ

て行われた。 
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緒言 

カベオラは細胞膜の特殊陥入構造物で、その構

成蛋白質であるカベオリンは、カベオラの形態

形成を司るだけでなく、様々なシグナル分子と

結合し、その活性を制御するシグナル伝達の足

場蛋白質として機能している。筋鞘膜ではカベ

オリン-3 が発現するが、興味深いことに、ジス

トロフィン欠損デユシェンヌ型筋ジストロフ

ィー(DMD)をはじめとした様々な筋ジストロ

フィーでは、筋鞘膜のカベオリン-3 は著明に増

加し、一方、カベオリン-3 遺伝子変異による肢

帯型筋ジストロフィー(LGMD1C)では著減す

る。このカベオリン-3 の筋ジストロフィー病態

における役割の全容は明らかとなっていない。 

われわれは、これまでに、カベオリン-3 が、骨

格筋量を負に制御する TGF-beta 分子マイオス

タチンの I 型膜受容体を抑制して筋萎縮を抑制

する、一方、神経型一酸化窒素合成酵素（nNOS）

を抑制して筋肥大を阻害することを明らかと

してきた。本研究は、①カベオリン-3 欠損およ

び高発現 DMD モデルマウスの作出・解析によ

りカベオリン-3がDMD病態シグナルを促進す

るのか抑制するのかを検証する、②独自に同定

したマイオスタチン阻害ペプチド医薬を、

DMD モデルマウスに全身投与し、非臨床 POC

取得・ペプチドによる disease modifying 

therapy の基盤を確立する。③LGMD1C モデ

ルマウスに nNOS を高発現させ nNOS 活性化

による LGMD1C 病態シグナル制御機構を解明

する。 

 

方法 

①カベオリン-3 欠損・高発現 DMD モデルマウ

スの作出・解析：骨格筋特異的プロモーター下

に LGMD1C 型変異カベオリン-3（P104L）、お

よび野性型カベオリン-3 を繋いだトランスジ

ーンを作製した。これを、最重症型 DMD モデ

ル DBA/2-mdx マウス受精卵に注射し、トラン

スジェニックマウスを作出した。②マイオスタ

チン阻害ペプチド医薬の DMD モデルマウス投

与解析：全身皮下投与によって、ジストロフィ

ー変化が改善するかについて解析した。③

nNOS 活性化による LGMD1C 病態シグナル制

御機構解析：LGMD1C モデルマウスに nNOS

を高発現させた。nNOS 活性化が LGMD1C 病

態にどのように関与するかを検証した。 

 
結果 

①カベオリン-3 欠損・高発現 DMD モデルマウ

スの作出・解析：それぞれのトランスジーンを

作出して、最重症型 DMD モデル DBA/2-mdx
受精卵への注射をおこなった。Genotyping で

は、いずれも 2-3 ストレインが得られており、

骨格筋ノザンブロット・ウエスタンブロット解

析によって、カベオリン-3 トランスジーンの発

現量を検討した。カベオリン-3 高発現によって、

DBA/2-mdx マウスのジストロフィー変化が軽

減した。②マイオスタチン阻害ペプチド医薬の

DMD モデルマウス投与解析：研究開始時と比

較して、1,000 倍の阻害活性を示し、高い血中

安定性（ADME 試験、PK 試験）を示す、マイ

オスタチン阻害特殊ペプチドを同定した。この

ペプチドの週 3 回、合計 12 回の皮下投与

（Vehicle, 1 mh/kg, 10 mg/kg）によって、用量

依存性に、デュシェンヌ型筋ジストロフィー

(DMD) モデルマウス横隔膜のジストロフィー

変化（壊死・線維化・脂肪化）が軽減した。ま

た、生理学的解析でも、握力・走力、および筋

張力の改善が達成され、このペプチド医薬の非



臨床 POC を取得できたものと考えている。こ

のペプチドの、ワンショット投与による血行動

態解析では、48 時間後に血中濃度の 3-4 倍とい

う極めて高い骨格筋集積性が示された。そこで、

このペプチドを開発物として、 将来の First-

in-human 治験に向けた非臨床パッケージング

の策定を開始した。③nNOS 活性化による

LGMD1C 病態シグナル制御機構解析：トラン

スジーンを作出して LGMD1C モデルマウスの

受精卵への注射をおこなった。Genotyping で

陽性ストレインが得られた。骨格筋のノザンブ

ロット解析によりトランスジーン発現を確認

した。 

 
考察 

ジストロフィンの発見から現在までに、30 種類

以上の筋ジストロフィーの原因遺伝子が同定

され、その遺伝子修復治療、mRNA 修復治療な

どのテーラーメイド療法が世界的に盛んに研

究されている。ところが、これまでに DMD 等

への糖質ステロイド剤の部分的効果を除けば、

この遺伝性難病に対して共通に有効性を示す

疾患修飾療法は開発されていない (Takeuchi, 

et al. J Neurol 260, 2013)。一方、DMD モデル

マウス等の「ジストロフィー変化」を示す様々

な骨格筋において、カベオリン-3 発現の上昇が

認められることは、このシグナル伝達の足場蛋

白質が、各種筋ジストロフィー病態シグナルを

共通に制御する機構が想定できる。カベオリン

-3 欠損、および高発現 DMD モデルマウスで、

ジストロフィー変化が改善するか否かを検討

することで、カベオリン-3 を起点とする筋ジス

トロフィー病態シグナルを解明するとともに、

治療介入への糸口を探りたい。 

カベオリン-3高発現DMDモデルマウスでジ

ストロフィー変化の改善が得られたことから、

カベオリン-3はDMDや他の筋ジストロフィー

病態に対し、抑制的に機能している可能性が考

えられ、その機構を探っている。 

マイオスタチン阻害医薬の世界的な開発競争

が行われているが、これら医薬には依然として

検討事項も山積している。下肢筋のマイオスタ

チンを条件付きでノックアウトすると、血中の

マイオスタチン濃度は半減するにも関わらず、

下肢筋のみの筋肥大が達成され、一方、上肢筋

には骨格筋量の変化がないという。この結果か

らは 、 マイ オ スタ チ ンは 筋 組織 内 での

autocrine/paracrine の作用が主体であり、血中

のマイオスタチンリガンドによる endocrine 作

用阻害する戦略が有効か否かについて、検討す

る必要がある。本研究で得られたマイオスタチ

ン阻害特殊ペプチドは、プロトタイプであるプ

ロドメインの IC ペプチドと比較して、マイオ

スタチン阻害活性、および血中安定性が卓越し

ている。さらに 2021 年度に証明した極めて高

い骨格筋集積性を鑑み、2022 年度は皮下投与

法（用量・間隔）の条件を設定する。さらに、

ペプチドの用量漸増試験により、有効域・安全

域を確定して、毒性試験を中心とした非臨床試

験内容を策定する予定としている。 

カベオリン-3 は、これまでの我々の検討から、

神経型一酸化窒素合成酵素（nNOS）を抑制し

て、その筋肥大を阻害すると考えられる。nNOS

高発現トランスジーンを導入したカベオリン-3

欠損 LGMD1C モデルマウスで筋萎縮が抑制さ

れるか否かについて、2022 年度は骨格筋解析

により検討する。これにより、nNOS による筋

肥大機構、さらには、その治療介入の可能性に

ついて検討していきたい。 

 本研究は、骨格筋シグナル伝達の足場蛋白質

カベオリン-3 と、その結合分子であるマイオス

タチンの膜受容体および nNOS を介した筋ジ

ストロフィー病態の解明を目標とする。病態の

解明から、その治療介入を実現したい。 



 
結論 

本研究は、これまでに 2020 年度に設定したマ

イルストン：①カベオリン-3 欠損・高発現 DMD
モデルマウスの作出、②マイオスタチン阻害特

殊ペプチドによる DMD マウスのジストロフィ

ー変化の改善、③nNOS 活性カベオリン-3 欠損

LGMD1C モデルマウス作出を、それぞれ達成

できた。2022 年度は、モデルマウス解析、ペプ

チド上市に向けた非臨床パッケージ策定に取

り組む予定である。 
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緒言 

Dysferlinopathy は、筋細胞膜蛋白質 dysferlin

の欠損によって引き起こされる成人発症の筋

ジストロフィーの総称である。dysferlin 欠損に

よって筋細胞膜の修復機構が損なわれ、そのた

め筋細胞の変性、壊死が生じると考えられてい

る。これまで dysferlin のほかにも筋細胞膜修復

に関与する dysferlin結合蛋白質が複数報告され

ているが、細胞膜修復機構の全容はいまだ不明

である。明らかになっていない鍵分子の存在が

考えられる。本研究では、新規結合蛋白質を同

定し、レーザー膜損傷の実験系を用いて、筋細

胞膜修復機構を解明する。得られた知見をもと

に治療法開発に取り組む。さらにdysferlinopathy

疑い症例の遺伝子診断・臨床病型の解析を進め

る。 

 

方法 

Dysferlin のドメイン構造に着目し、特定領域

のアフィニティカラムを作成する。このカラム

に細胞抽出物を反応させて相互作用する蛋白

質を抽出し、SDS-PAGE により分離して、質量

分析にかけることで結合蛋白質を同定する。そ

してレーザー膜損傷の実験系を用いて膜修復

機構への関与を評価する。さらに薬剤スクリー

ニングにより細胞膜修復の治療候補を探索し、

動物モデルへの薬剤投与による運動機能や骨

格筋構造の異常回復効果の検証を経て、治療応

用につなげる。 

Dysferlinopathy の症例の収集も継続し、次世

代シーケンサーを用いた変異の同定を行った。 

 
結果 

細胞抽出物を dysferlin 特定領域のアフィニ

ティカラムと反応させて相互作用する蛋白質

を抽出した。SDS-PAGE により分離して、質量

分析にかけることで、複数の dysferlin 結合蛋

白質を同定した。同定した結合蛋白質の一つで

ある AMPK 複合体に注目し、レーザー膜損傷

の実験系を用いて解析を行った。dysferlin 変異

をもつ患者培養細胞やモデル動物としてゼブ

ラフィッシュおよびマウスにおいて骨格筋を

評価し、昨年度発表している。同様の手法を用

いて、別の dysferlin 結合蛋白についての解析

を進めている。 

臨床遺伝学的解析については、2021 年度も

順調に症例の収集を継続しており、219 家系に

92 種の変異を見出している。臨床病型に関して

は人類遺伝学会でも発表を行った。 

 
考察 



AMPK 複合体をはじめとした新規結合蛋白

質について、筋細胞膜修復に関与する既報の分

子との関連についても今後解析をすすめ、膜修

復機構の全容解明と dysferlinopathy の病態解明

につなげていく。ゲノム創薬など低分子薬以外

のカテゴリーの薬剤や薬物送達法に関する検

討も今後行っていく。 

臨床遺伝学的な解析も継続的な症例の蓄積

が将来的な治療開発には重要である。 

 
結論 

本研究の成果は根治療法がいまだない

dysferlinopathy の治療法の開発に結びつく可能

性がある。引き続き筋細胞膜修復機構の全容解

明とそこから得られた知見をもとにした治療

法開発に取り組んでいく。 

 

参考文献 

1. Li Y, Chen W, Ogawa K, Koide M, 
Takahashi T, Hagiwara Y, Itoi E, 
Aizawa T, Tsuchiya M, Izumi R, Suzuki 
N, Aoki M, Kanzaki M. Feeder-
supported in vitro exercise model using 
human satellite cells from patients with 
sporadic inclusion body myositis.Sci 
Rep. 12(1):1082, 2022 

2. Okada Y, Izumi R, Hosaka T, Watanabe 
S, Shijo T, Hatchome N, Konishi R, 
Ichimura Y, Okiyama N, Suzuki N, 
Misu T, Aoki M. Anti-NXP2 antibody-
positive dermatomyositis developed 
after COVID-19 manifesting as type I 
interferonopathy. Rheumatology 
(Oxford). 61(4):e90-e92, 2022. 

3. Konomatsu K, Izumi R, Suzuki N, Takai 
Y, Shirota Y, Saito R, Kuroda H, Aoki 
M. A rare case of sporadic inclusion 
body myositis and rheumatoid arthritis 
exhibiting ectopic lymphoid follicle-like 
structures: a case report and literature 

review. Neuromuscul Disord. 31(9):870-
876, 2021. 

 



-  

福山型筋ジストロフィーおよび類縁疾患の分子病

態および治療に関する研究 

（CDP-リビトールのプロドラッグ治療は ISPD
欠損筋ジストロフィーを改善する） 
 

分担研究者 

戸田 達史 1） 

 

研究協力者 

徳岡 秀紀 2)、金川 基 3)、小林 千浩 2) 

 

所属  

1) 東京大学大学院・医学系研究科・神経内科学 

2) 神戸大学大学院・医学研究科・脳神経内科学/分

子脳科学 

3) 愛媛大学大学院・医学系研究科・医化学・細胞

生物学 

 

緒言 

 ジストログリカン（DG）異常症は、ジストロフ

ィン糖タンパク複合体の中心に位置する膜タンパク

質 DG の糖鎖異常によって生じる筋ジストロフィー

の総称で、fukutin を原因遺伝子とする福山型先天

性筋ジストロフィーが代表的であるが、いずれも有

効な治療薬は開発されていない。 
 最近、我々は DG 糖鎖にリビトールリン酸と呼ば

れる特異的な修飾構造が含まれていることを報告し

た(1)。DG糖鎖中のリビトールリン酸が欠失すると、

DG 糖鎖の伸長不全が生じ、細胞膜-基底膜間の結合

力が低下して筋細胞が脆弱化することにより、DG
異常症の原因になると考えられている。DG 糖鎖の

リビトールリン酸修飾に関わる DG 異常症の原因遺

伝 子 と し て 、 現 在 ま で に fukutin 、 FKRP 
(fukutin-related protein) 、 ISPD (Isoprenoid 
synthase domain-containing protein) の 3 種類が

同定されており、ISPD は CTP とリビトール 5 リン

酸から CDP リビトール（CDP-Rbo）を生合成する

酵素、fukutin や FKRP は CDP-Rbo を基質として

DG 糖鎖にリビトールリン酸を付加する酵素である

ことが試験管内で示されている(1)。 
これまで欧米を中心に ISPD 遺伝子の常染色体潜

性変異によって Walker-Warburg 症候群や筋-眼-脳
病といった中枢神経異常を伴う重症筋ジストロフィ

ーや肢帯型筋ジストロフィーを発症することが報告

されているが、生体筋組織において IPSD の異常が

筋ジストロフィー発症に直結する DG 糖鎖異常を引

き起こすという証拠はなかった。ISPD 欠損に伴う

筋ジストロフィーモデルマウスを確立すること、お

よびその疾患モデルを用いて ISPD 遺伝子異常に伴

う筋ジストロフィーに対する有効な治療薬候補を開

発することを本研究の目的とした。 
 
方法 

ISPD 欠損を伴う疾患モデルを確立するため、

Myf5-Cre を用いた筋特異的 Ispd 欠損マウス（コン

ディショナルノックアウトマウス: cKO）を作出し

た。握力や体重、血清クレアチニンキナーゼ(CK)値
などを解析するとともに、骨格筋について生化学的

解析、病理学的解析を行った。4 週齢の cKO マウス

に対してヒト ISPD 遺伝子を組み込んだアデノ随伴

ウイルス（AAV）ベクターを 2.0×1012 vector 
genome 静脈注射し、体重、握力、筋肉中 CDP-Rbo
濃度、DG 糖鎖及び筋ジストロフィー病理の改善に

ついて評価した。 
次に膜透過性や安定 性向上を目的とした

CDP-Rbo のプロドラッグ化合物を複数作製し、スク

リーニングで糖鎖回復活性が高かった誘導体を 4 週

齢の cKO に対して 3 週間繰り返し筋肉注射して、

局所での治療効果を評価した。 
最後に ISPD 変異を持つ 2 人の患者由来の皮膚線

維芽細胞に対して、200μM の TetA および CDP-Rbo
を添加し、糖鎖回復活性を比較した。 
 

結果 

cKO は WT、Het と比較して 4 週齢より握力が低

く、体重も低下しており、有意な CK 値上昇を認め

た。また、20 週齢までに約 8 割の個体が死亡した。

筋肉中 CDP-Rbo 濃度は WT、Het、cKO の順に低

下した。cKO は骨格筋 DG 糖鎖の伸長不全と基底膜

ラミニンとの結合活性低下を認め、筋病理では壊死

再生や中心核線維の増加、筋線維の大小不同、結合

組織の増加などの典型的な筋ジストロフィー病理を

示した。 
AAV を投与した遺伝子治療群では、cKO と比較

して 12 週齢で体重および握力の増加と CK 値の低

下を認めた。筋肉中 CDP-Rbo 濃度は増加し、DG
糖鎖の回復および筋ジストロフィー病理の改善を認

め、発症後の cKO であっても遺伝子治療により筋ジ

ストロフィー症状が改善することが示された。 
水酸基をアシル化したり、リン酸基を保護した

CDP-Rbo のプロドラッグを 10 種類作製した。マウ

ス筋で明らかな毒性を認めず、CDP-Rbo よりも糖鎖

回復が高かったプロドラッグとして CDP-Rbo テト

ラアセチル体(TetA)を選定した。 TetA の長期局所

投与実験では、生食を注射した群と比べて、
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CDP-Rbo 群、TetA 群ともに壊死線維の減少を認め

たが、再生線維およびマクロファージ浸潤は TetA
群のみ有意な低下を認め、結合組織浸潤は CDP-Rbo
群と比較して TetA 群で有意な改善を認めた。 

最後に ISPD 変異を伴う患者由来ヒト線維芽細胞

に対するプロドラッグ添加実験では、CDP-Rbo と比

較して TetA では有意な糖鎖回復を認めた。 
 

考察 

本研究によって、ISPD の機能不全により筋肉中

CDP-Rbo 濃度が低下することが示され、哺乳類の骨

格筋細胞において ISPD が CDP-Rbo 合成の主体を

担っていることが示唆された。また骨格筋における

ISPD の機能不全によって、DG 糖鎖の伸長不全が

生じ、重度の筋ジストロフィー症状が生じることを

示した。また、AAV を用いた遺伝子治療により、こ

の病態が発症後でも改善することを示した。 
さらに ISPD が CDP-Rbo 合成を担っている酵素

であることに着目し、ISPD 機能不全の病態に対し

て、低分子薬である CDP-Rbo プロドラッグ補充療

法の有効性を証明することに成功した。 

 

 

結論 

 本研究では ISPD 欠損に伴う筋ジストロフィーの

疾患モデルマウスを確立し、マウスに対する AAV
を用いた遺伝子治療および CDP-Rbo プロドラッグ

による低分子治療が有効であることを示した。

CDP-Rbo 補充療法の実用化に向けて、さらに DDS
を向上させていく必要がある。 
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神経筋接合部・筋の信号伝達障害の病態機構解

明と治療研究 
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緒言 
 先天性筋無力症候群(CMS)は神経筋接合部

(NMJ)に発現する遺伝子の先天的な遺伝子変異

によって神経筋接合部信号伝達が障害される

疾患群であり、原因遺伝子によって臨床症状と

治療方法が大きく異なる 1-4。CMS の臨床症状

として、筋の易疲労性・持続的な筋力低下・筋

萎縮・筋低形成に加えて、耳介低位・高口蓋な

どの顔面小奇形が時に認められる。自己免疫機

序による重症筋無力症と異なり日内変動や易

疲労性が明らかでなく、日差変動を呈する症例

がある。CMSの多くは、2歳以下に発症するが、

出生直後の数日間のみに認められた筋力低下

が軽快し思春期・成人期に再増悪し成人発症と

判断される例や、新生児期に全く症状がない成

人発症例も存在する。特に常染色体優性遺伝性

疾患であるスローチャンネル症候群では成人

発症例が認められる 5。さらに、SYT2-CMS6 と

SNAP25B-CMS 7の 2型も常染色体優性遺伝形式

であるが報告症例数が少なく成人発症の有無

は不明である。他の CMS はいずれも常染色体

劣性遺伝形式を示す。 
 次世代シークエンサの活用により CMS の原

因遺伝子の同定が飛躍的に進展し、34 種類の遺

伝子における原因遺伝子変異が同定されてき

おり 14 の病型に分類が可能である。特に以下

の 7 病型は近年明らかにされてきた病型である。 
i. シナプス間隙の構造分子の変異による CMS 

(COLQ8-10, LAMB211, COL13A112) 
ii. 神経終末のアセチルコリンの再合成に関わ

る分子の変異による CMS (CHAT13) 
iii. 神経終末のアセチルコリンの放出に関わる

分子の変異による CMS (先天性ランバート

イートン筋無力症候群) (SYT26, SNAP257, 
VAMP114, UNC13A15, RPH3A16, LAMA517) 

iv. アセチルコリン小胞の再充填の欠損による

CMS (PREPL)18 
v. 神経終末形成障害による CMS (MYO9A19, 

SLC25A120) 
vi. 核膜ラミン関連タンパク 1 (LAP1)分子の欠

損による CMS (TOR1AIP121) 
vii. クロマチンリモデリング酵素の欠損による

CMS (CHD822) 

 本研究においてさらなる CMS 原因遺伝子の

解明に資するべく神経筋接合部を構築する新

た分子の同定を行なった。 
方法 
 Laser capture microdissection ならびに Ribotag
マウスの RNA-seq 解析により筋終板に特異的

に発現する分子の同定を行った。同定した
connective tissue growth factor (Ctgf)/cellular 
communication network factor 2 (Ccn2)の C2C12
筋管解析、ならびに Ctgf/Ccn2 ノックアウトマ

ウスの解析を行った。 
結果 
 Laser capture microdissection と Ribotag マウス

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、E17.5 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 3β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。 
 マウス Ctgf/Ccn2 ノックアウトにより骨格筋

膜に発現する LRP4 が減少し MuSK リン酸化も

低下した。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。 
考察 
 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 23, 24。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。 
結論 
 さらなる CMS 原因遺伝子の解明に資するべ

く神経筋接合部を構築する新たな分子の検討

を行い、Ctgf/Ccn2 が神経終末に作用する NMJ
形成に必須の分子であることを同定した 25。 
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核膜病の病態解明、ならびに小型魚類を用いた

筋疾患治療法の探索 

分担研究者 林 由起子 

所属 東京医科大学 

   病態生理学分野 

 
緒言 

 核膜関連タンパク質の異常による遺伝性疾

患を総称して核膜病と呼ぶ。我々は核膜病の代

表的疾患である Emery-Dreifuss 型筋ジストロ

フィーを中心に、モデルマウスを用いた解析を

進めている。 

 今年度は核膜病の特徴の１つである核の形

態異常と金編成との関連について検討したの

で報告する。 

 

方法 

筋変性の軽い A 型ラミン変異導入マウス

(H222P)と顕著な筋変性を示すエメリン欠損マ

ウス(Emd)と H222P との重複変異マウス(EH)

を用いて、単離単一筋線維、培養筋細胞、筋壊

死・再生モデルを用いて、筋核の形態変化と筋

変性との関連を検討した。 

 
結果 

 単一筋線維の核形態は H222P、EH 共に若齢

期から認められ、週齢に伴い、増悪すること、

培養筋芽細胞では、形態異常を示す核は目立た

ないが、分化に伴い核の形態異常が増加するこ

とを明らかにした。また、筋壊死・再生モデル

において、H222P も EH も共に筋再生能に異

常はなく、再生筋では核の変形が改善するが、

筋変性は進行することを見出し、報告した。 

 
考察 

 H222P と E H は共に筋核の顕著な形態変化

を特徴とするが、筋変性の程度とは関連しなか

った。また、H222P、E H マウスともに筋再生

能も野生型と同様であった。再生筋では筋核の

形態異常は改善するが、筋変性は再生筋でも進

行することが明らかとなった。 

 以上の結果より、筋核の形態異常と筋変性と

の間には明らかな関連は見出されなかった。今

後、機械刺激やクロマチンの制御と遺伝子発現

変化について検討を進めることで、核膜関連筋

疾患の筋変性メカニズムを明らかにしていく。 

 
結論 

 核膜病における筋核の形態異常と筋変性の

間には明らかな関連は見出されなかった。 

 

参考文献 

 なし 



筋疾患におけるメカノトランスダクション 

機構の解明 

分担研究者 

平澤恵理１） 

研究協力者 

中田智史２），山下由莉１） 

所属  

１）順天堂大学大学院・医学研究科老人性疾患

病態・治療研究センター/老化・疾患生体制御

学 

２）順天堂大学大学院スポーツ健康科学研究科 

女性スポーツ研究センター 

緒言 

健常筋は、適切なメカニカルストレスにより維

持されているが、疾患筋においては、メカニカ

ルストレスへの脆弱性が筋崩壊の原因になる

ことが知られる。病的及び老化骨格筋に特徴的

なメカノカスケードを解明し、最適化すること

で筋ジストロフィー治療におけるリハビリテ

ーションや高齢者へ筋肥大を促すトレーニン

グのオーダーメイド提供が可能になると期待

される。本研究では、３年間を通し、疾患筋に

おける適正なメカニカルストレスの提案を目

指す。 

方法 

過去の本研究班においてこれまでに行った

腱切除、神経切除術に加え、今期３年間を通し

て尾部懸垂も検討し、異なるメカニカルストレ

ス免荷モデルにおける萎縮シグナルを検討し

ている。メカニカルシグナル伝達の違いにより、

筋量変化の有無や程度が異なる可能性を検討

する。トレッドミル使用による運動負荷モデル

も開始した。令和 3 年度は、マウスによる in 

vivo モデルに加えて細胞モデルを検証した。

一軸伸展装置を用いて、C2C12 細胞を用いたメ

カニカルストレスを定性定量的に負荷する in 

vitro 系モデルを確立し、Duchenne 型筋ジスト

ロフィー患者由来 iPS 細胞由来の筋細胞（DMD-

筋細胞）で検証した。 

結果 

Duchenne 型筋ジストロフィー患者由来 iPS 細

胞由来の筋細胞（DMD-筋細胞）で検証した。DMD-

筋細胞では一軸伸展刺激により、メカニカルス

ト レ ス に 対 し て 培 養 液 中 の Creatin 

Kinase(CK)が有意に上昇した(P<0.05, N=8)。 

考察 

今後 DMD-筋細胞モデルを使って、電気刺激によ

る収縮と一軸伸展を組み合わせ、生理的運動負

荷を模倣する系を確立し、定性定量的なメカニ

カルストレスによる疾患筋の変化を検証する。

今後、筋細胞の成熟度の形態学的確認も進める。 

結論 

病的骨格筋においては、in vitro の一軸伸展刺

激に対し、脆弱性を示した。今後、特徴的なメ

カノカスケードを解明し、最適化する。 
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骨格筋分化と筋萎縮を標的とした筋疾患の病

態解明と治療法開発 

分担研究者 土田邦博 1） 

所属 藤田医科大学総合医科学研究所 

難病治療学 

研究協力者 常陸圭介 1），中谷直史 2），高山

健太郎 3）, 林良雄 4）, 上田洋司１）, 永岡

唯宏１）,宇根隼人 5）, 西野一三 5） 

 

所属  

１）藤田医科大学総合医科学研究所 

難病治療学研究部門 

２）星城大学リハビリテーション学部 

３）京都薬科大学生命薬科学系衛生化学分野 

４）東京薬科大学薬学部薬品化学 

５）国立精神・神経医療研究センター 神経

研究所疾病研究第一部 

 

緒言 

骨格筋は、筋特異的転写制御因子や細胞増殖

因子の秩序だった巧妙な発現制御により形成

される。損傷時には、転写制御因子が再誘導

されユビキチン・プロテアーゼ系による筋の

タンパク分解が生じる。骨格筋は、可塑性に

富んだ組織であり、筋ジストロフィーを中心

とした神経筋疾患、神経遮断、栄養不足、非

活動、老化、慢性炎症やがんによる悪液質で

は萎縮し、運動負荷では肥大する。社会的な

問題となった COVID-19 の流行による運動不

足、座りがちなライフスタイルにより、骨格

筋の萎縮、柔軟性の喪失が生じ、腰痛、身体

活動の抑制の原因ともなっている。超高齢社

会を迎えた本邦では、サルコペニア・フレイ

ルの増加も問題となっている。近年、200 塩基

以上からなら長鎖非翻訳 RNA(lncRNA)の骨格筋

における機能解析が進んでいる。本研究で

は、筋分化経路と筋萎縮における lncRNA の役

割を詳細に解析した。さらに、複数の筋萎縮

系と筋肥大系で発現に変動の見られる因子を

絞り込んだ。老化による筋萎縮に寄与する増

殖因子の作用について精査した。ミオスタチ

ン阻害では顕著な筋肥大が見られる。その系

で発現上昇が見られる翻訳後修飾因子につい

て詳細な解析を開始した。 

方法 

筋分化制御転写因子の一つであるミオジェニ

ン (MyoG)のプロモーター領域から発現する

lncRNA の Myoparr (Myogenin-promoter-

associated lncRNA)を発見した。Myoparr は、

RNA 結合タンパク質 (RBP)の Ddx17 とヒストン

アセチル化酵素 PCAF との相互作用を強め、

Myog の発現を調節し筋分化を決定しているこ

とを、Ribo トラップ法とクロマチン免疫沈降

法を駆使して精査した。RNA 結合タンパク質 

(RBP)は非常に多くの細胞活性に影響を与え

る。Myoparr 結合分子をさらに幅広く探索する

目的で Ribo トラップ法と SILAC 法を駆使し質

量分析計を用いて同定を試みた。Ddx17 以外に

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

(hnRNPK)が同定された。筋分化における役割

をマウスやヒトの筋芽細胞分化系を転写アッ

セイ系、免疫沈降法、筋分化アッセイなどを

用いて解析した。hnRNPK は筋分化に対して抑

制的に作用することを見出した。hnRNPK の作

用には、Myoparr 依存性と Myoparr 非依存性の

両方の機構が働いていた。hnRNPK は正常な筋

管形成に必須であることが示唆された 1)。筋萎

縮系として、廃用性群として坐骨神経遮断、

ギブス固定、全身性筋萎縮群として大腸がん

担がん悪液質モデル、飢餓を選択した。筋肥

大モデルとしてミオスタチン遺伝子破壊・代

償性足底筋肥大系を用いて、共通に発現変動

する lncRNA, mRNA 群を絞り込んだ。RNA-seq

で変動遺伝子を探索した。各刺激に共通して

あるいは刺激特異的に発現変動する lncRNA, 

mRNA 群を絞り込んだ 2)。 

ミオスタチン阻害による筋肥大で発現上昇が

見られる翻訳後修飾因子について、基質の同

定に取り組んだ。骨格筋には, 筋衛星細胞以

外に、間質に間葉系前駆細胞 (FAP 細胞)が存

在する。間葉系前駆細胞の除去が新たな筋萎

縮モデルとなることを見出した 3)。間葉系前駆

細胞の数は萎縮老化筋で減少する。老化によ



る筋萎縮に寄与する細胞増殖因子・分泌因子

を探索した。 

結果 

ミオジェニン遺伝子の上流から発現誘導され

る lncRNA である Myoparrの RNA 結合蛋白とし

て hnRNAP-K を見出した。Myoparr 依存性にミ

オジェニンの発現を調節する効果とともに、

Myoparr 非依存性に小胞体ストレスに影響する

ことを示した 1)。筋萎縮の中で、廃用性筋萎縮

群と全身性筋萎縮群の 2 つがあるが LncMyod

と linc-MD1 や新規の lncRNA の発現を指標に

差別化可能であることを示した 2) 

間葉系前駆細胞由来の分泌因子である BMP3b

の発現低下が筋萎縮の要因になり、老齢筋萎

縮モデルに BMP3b(Gdf10)を持続投与すること

で筋萎縮を改善できるという結果を得た 3)。老

化によって生じる神経筋接合部周辺のシュワ

ン細胞の変性も改善するという知見も得られ

た 3)。筋萎縮の治療として、ミオスタチンを標

的とする手法が有望であるが臨床応用にはい

まだ至っていない。ミオスタチンやアクチビ

ンの細胞外結合タンパク質であるフォリスタ

チンや前駆体ペプチド誘導体の薬効を東京薬

科大学の林教授、京都薬科大の高山先生と共

同で詳しく調べ強力な筋肥大効果を呈するペ

プチドを見出した 4) 。ミオスタチン阻害によ

る筋肥大で発現上昇が見られる翻訳後修飾因

子については、ミオシンを基質とするという

知見が得られた。研究の課程で、Myh１、4 の

二重遺伝子破壊マウスが得られ、単独の KO よ

りも顕著な筋萎縮を示し、筋力も低下するこ

とが示された。今後、翻訳後修飾因子の詳細

な解析を行い、独創性のある研究へと展開し

ていきたいと考えている。 

考察 

筋萎縮は、様々な病態で生じるが、生命活動

や生活の質に大きな影響を及ぼす。超高齢社

会を迎えた日本では、その対策は急務であ

る。近年のパンデミックによる外出規制も運

動不足から筋骨格系に甚大な影響を及ぼして

いる。本研究の成果から、筋分化・筋萎縮の

新たな分子機構が解明され、臨床応用への発

展が期待される。 

結論 

長鎖非翻訳 RNA(lncRNA)による筋形成および筋

萎縮に関与する機構を明らかにする研究を進

行させた。筋萎縮および筋肥大モデルで発現

変動する lncRNA 群を抽出し差別化可能である

ことを示した。筋萎縮・肥大解析からミオシ

ンの新しい翻訳後修飾を見出した。筋レポジ

トリー試料でも病態によって翻訳後修飾が変

化することが観察されている。本研究から筋

萎縮のトランスレーショナル研究が進行する

ことを目指している。 
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有機化学を基盤とする筋ジストロフィー治療

薬の創製研究 

分担研究者 林 良雄 

所属 東京薬科大学 

   薬学部 薬品化学教室 

 
緒言 
デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）は、

ジストロフィン遺伝子変異による重篤な進行

性筋変性疾患であり、本疾患の約 20%はナンセ

ンス変異に起因する。我々は、ナンセンス変異

読み飛ばし（リードスルー）活性を有するジペ

プチド型抗生物質（+）–ネガマイシン（1）を礎

としたリードスルー薬創製研究を展開してき

た。これまでに天然類縁体 3-エピ-5-デオキシネ

ガマイシン（TCP-107, 2）1 や合成誘導体 TCP-
112（3）2 が良好な活性を示すことを見出した。

更に、誘導体 2 の 3 位アミノ基に非天然アミノ

酸を導入した誘導体 TCP-1109（4）では、TGA
変異において 1 の約 10 倍強力なリードスルー

活性を有することを見出した。一方、これら誘

導体は単純かつ柔軟な分子構造を有し、結合の

自由回転により生体内で様々な分子空間的配

座をとることが予想される。そこで、分子を活

性配座に固定することができれば、さらなるリ

ードスルー活性の向上が期待できると考えた。 
 

方法、結果、考察 

本研究では、TCP-107 構造中のβ-アミノ酸部

位にシクロプロパン環を導入することで、分子

のコンホメーションの固定化を図った。シクロ

プロパン構造がとりうる 4 種の配座異性体につ

いて検討した。得られた合成誘導体は、PTC と

して TGA を含む DMD モデルマウス由来の

cDNA 配列をトランスフェクションした COS-7
細胞を用い、リードスルー活性を算出した。そ

の結果、異性体 4 種のうち、down-cis 配座のシ

クロプロパン構造を有する TCP-304(5)におい

て顕著なリードスルー活性の上昇が確認され

た 3。本結果より、シクロプロパン環による分子

固定がリードスルー活性の向上に寄与してい

ることが示唆された。さらに、5 の 3 位アミノ

基部の誘導化により 2 の約 10 倍もの強力な活

性を有する TCP-306(6)の獲得にも成功した 3。

この活性はアミノグリコシド G418 のリードス

ルー活性値よりも約 2.5 倍高いものであった。 
高活性誘導体 5 および 6 の詳細なリードスル

ー活性を調べるために、濃度依存性試験を実施

した。両誘導体ともに 6.25 から 200 µM におい

て、濃度依存的なリードスルー活性を示した。

さらに、PTC として他の TAG、TAA 配列につ

いても同様に評価を行なった。その結果、アミ

ノグリコシド G418 は３種類の PTC に対して、

比較的類似したリードスルー活性を示した。一

方で、ネガマイシン誘導体 5 および 6 は、最も

リードスルーを起こし易いとされる TGA 配列

に対し、顕著な活性を示すことがわかった。 
 

結論 

本研究では、TCP-107 にシクロプロパン環を

導入することで、down-cis 配座を有する TCP-
304 が高いリードスルー活性を有することを見

出した。TCP-304 の更なる誘導化により、新規

高活性誘導体 TCP-306 の創製にも成功した。今

後、これら誘導体の詳細な活性評価により、

DMD におけるリードスルー薬の創製に繋げて

いく予定である。 
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骨格筋における膜リン脂質分布制御の意義解

明 

分担研究者 原雄二 

所属 静岡県立大学薬学部 

   統合生理学分野 

 
緒言 
膜融合は骨格筋線維の形成や膜修復機構など、

骨格筋における恒常性維持に必須な現象であ

る。筋線維の形成過程では、筋衛星細胞から派

生した筋芽細胞同士が融合し、筋管と呼ばれる

長大な管状の構造体が形成される。また、絶え

間ない筋収縮・弛緩により発生する筋線維膜の

損傷は、小胞融合を介して修復されることが知

られており、膜修復の破綻は筋疾患発症をもた

らす。しかし細胞膜融合の根幹ともいえる「脂

質の局在変化、膜融合後の脂質再配置がいかに

膜構造・膜物性変化に影響を与え、骨格筋機能

を統御するか」について、未だその全容は明ら

かではない。本年度はこれまでの知見のもと

（文献１）、細胞膜の張力により活性化される

「機械受容イオンチャネル」についてその役割

解明を目指してきた。特に筋幹細胞に高く発現

する機械受容イオンチャネル PIEZO1 のさらな

る機能およびイオンチャネル群がもたらす細

胞内情報伝達経路の解明を試みた。 
 

方法 

Piezo1 欠 損 マ ウ ス (Piezo1tm1c(KOMP)Wtsi) を

UCDavis マウスリソースセンターより入手した。

筋衛星細胞特異的に Cre レコンビナーゼを発現

する Pax7-CreERT2（小野悠介先生より供与いた

だいた）と掛け合わせを行った。Cre レコンビ

ナーゼの誘導のためタモキシフェンを腹腔内

に 5 回（1 日 1 回）注入し、さらに 5 日後に筋

線維融解作用を持つヘビ毒（カルジオトキシン）

を前脛骨筋に注入することで、筋再生能を評価

した。また筋幹細胞の性状解析について、増殖

能、分化能等を検討した。内在性 PIEZO1 の C
末端に tdTomato タグを付加するマウスについ

ては、野々村恵子博士（東京工業大）より供与

いただいた。 

 また、機械受容イオンチャネルとも知られる

TRPM7 について、その遺伝子欠損マウス（森泰

生教授・京都大学より供与、文献 2）について

も同様な解析を行った。 
 また、細胞内情報伝達経路の解明を目指し、

単離筋幹細胞を用いて RNA-seq 解析を試みた

（理研・新宅博文博士との共同研究）。 
 
結果 
これまで申請者の研究（文献 1）をもとに、骨

格筋線維の再生過程全般での PIEZO1 の機能解

明を試みた。タンパク質レベルでの PIEZO1 の

発現を検討するため、内在性 PIEZO1 の C 末端

に tdTomato が融合した形で発現する Piezo1-
tdTomato マウスを用いて、PIEZO1 の骨格筋で

の発現を検討した。実際、同マウスより FACS
にて単離した筋衛星細胞にて PIEZO1-tdTomato
の発現が強く認められた。 

続いて、CreERT2/loxP システムを用いてタモ

キシフェン誘導型の筋衛星細胞特異的 Piezo1
欠損マウスの作出・解析を行った。まずカルシ

ウム測光にて筋衛星細胞でのカルシウム動態

を検討したところ、PIEZO1 依存的な微細なカ

ルシウム振動が認められた。またカルジオトキ

シンを用いて筋線維壊死後の筋再生過程を検

討したところ、Piezo1 欠損マウスでは、筋再生

能が著しく低下していることを見出した。さら

に単離筋衛星細胞では、増殖能の低下が認めら

れ、PIEZO1 は幹細胞の増殖に関わることが示

された。 
この表現型の原因を追究すべく、PIEZO1 下

流経路の同定を目指した。筋衛星細胞を単離し

RNA-seq 解析を行ったところ、Piezo1 欠損マウ

スでは、細胞骨格（アクトミオシン）の形成に

関わる因子群の著しい現象が認められた。さら

に我々のこれまでの知見のもとが損なわれて

いた。また Piezo1 欠損で見られた幹細胞の増殖

能の低下は、RhoA 経路の活性化剤にてレスキ

ューされたことから、PIEZO1-RhoA 経路が筋幹

細胞に重要な役割を果たすことが示唆された。

尚、上記研究は現在投稿中でありる。 
（ https://biorxiv.org/cgi/content/short/2021.03.18.4
35982v1 ）。 

一方、PIEZO1 の局在は幹細胞の状態で著し

https://biorxiv.org/cgi/content/short/2021.03.18.435982v1
https://biorxiv.org/cgi/content/short/2021.03.18.435982v1


く変化することが認められたことから、幹細胞

に掛かる物理的な力を感知して自身の局在を

変化させ、幹細胞の活性化、分裂、増殖など適

切な機能をもたらすと考えられる。   
また、PIEZO1 以外の機械受容イオンチャネ

ルとして、TRPM7 チャネルについて、その機能

解明を試みた。興味深いことに Trpm7 欠損マウ

スでは、Piezo1 欠損と比較してより強い表現型

が認められた。カルジオトキシン注入後、同遺

伝子欠損により筋線維の再生は著しく阻害さ

れた。一方で免疫染色解析の結果、TRPM7 イオ

ンチャネルは顕著な局在・発現変動は示さなか

ったことから、TRPM7 は PIEZO とは異なる作

用機序により細胞内情報伝達をもたらすもの

と考えられる。 
 
考察 
本研究では PIEZO1 を中心とした、機械受容

チャネルの機能解析を行った。幹細胞は外界か

らの刺激により活性化を受けると考えられて

おり、物理的な力を感知する機構として、

PIEZO1 をはじめとした機械受容チャネルが関

わることを見出した。  
筋衛星細胞は筋線維の再生過程に重要であ

るが、一方で Rhabdomyosarcoma においても筋

衛星細胞と類似した経路が異常に活性化され

ることが報告されている。本研究で明らかにさ

れた PIEZO1 が機械刺激を感知するメカニズム

は、筋衛星細胞による筋再生能のみならず、骨

格筋における多様な病態発症においても関わ

る可能性が考えられる。また我々の検討では機

械受容イオンチャネルは成熟筋線維にはほと

んど発現していなかったが、一方でわずかに発

現するイオンチャネル分子が筋機能に関わる

可能性も存在する。今後、膜修復機構を含め、

筋機能と機械受容チャネルの相関を明らかに

していきたい。 
 
結論 
 リン脂質動態により制御される機械受容イ

オンチャネル PIEZO1 は、骨格筋再生能に重要

な役割を果たすことが示された。また機械受容

イオンチャネルであるTrpm7欠損マウスは重篤

な表現型を示すことが明らかになった。今後の

研究により、機械受容イオンチャネル間での機

能的なすみ分けなどを明らかにしていきたい。 
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リアノジン受容体関連筋疾患の病態解明と治

療法開発 

分担研究者 村山 尚 

研究協力者 呉林 なごみ 

所属 順天堂大学医学部薬理学講座 

 

緒言 

 1 型リアノジン受容体（RyR1）は骨格筋筋小

胞体の Ca2+遊離チャネルであり、筋収縮に重要

な役割を果たしている。最近、さまざまな先天

性ミオパチーにおいて RyR1 の突然変異が疾患

の原因であることが分かってきたが、それらの

疾患に対する治療法は未だ確立していない。こ

の原因の一つは、創薬スクリーニング系の確立

の遅れにあると考えられる。RyR1の生理的Ca2+

遊離機構（脱分極誘発性 Ca2+遊離；DICR）は T

管膜上の電位センサー（Cav1.1）と RyR1 との

相互作用により起こるが、少なくとも 5 種類の

必須因子からなる機能的複合体の形成が必要

である。本研究では HEK293 細胞に DICR を再

構成することで、新たな創薬候補化合物をスク

リーニングするシステムの開発を行った。 

 

方法 

 RyR1 と小胞体内 Ca2+インジケータ（R-

CEPIA1er）を安定発現する HEK293 細胞に

DICR 必須因子（Cav1.1、β1a、junctophilin 2, Stac3）

および内向き整流性カリウムチャネル（Kir2.1）

をバキュロウイルスで感染させた。小胞体内

Ca2+濃度を蛍光プレートリーダー（FlexStation3）

でタイムラプス測定し、高カリウム溶液を添加

して脱分極刺激を行い、蛍光変化を観察した。 

 

結果 

 VSV-G バキュロウイルスは哺乳類細胞に高

効率で遺伝子導入を行うことが可能である。

RyR1/R-CEPIA1er 発現 HEK293 へ DICR 必須因

子を導入したところ、ほとんどすべての細胞に

発現が確認された。HEK293 細胞は静止膜電位

が浅い（−20 mV）ため、Kir2.1 を発現させて静

止膜電位を−70 mV まで低下させた。この細胞

に脱分極刺激を行ったところ、カリウム濃度に

依存した小胞体内 Ca2+濃度の低下が観察され

た。各必須因子を除くと小胞体内 Ca2+濃度低下

は見られなくなった。以上の結果から、HEK293

細胞を用いた DICR の再構成に成功したことが

示唆された。 

 

考察 

 現在は 96 ウェルプレートを用いたアッセイ

系であるが 384 ウェルプレート等のさらに多検

体測定への拡張も可能である。 

 薬物スクリーニング系として使用可能かど

うかを知るためには、RyR1 活性化薬や RyR1 阻

害薬などの対照薬物で評価する必要があり、今

後、実験を行っていく予定である。 

 

結論 

 今回開発した DICR 再構成系は RyR1 関連ミ

オパチーの治療薬開発に大きな進歩をもたら

すことが期待される。 
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筋ジストロフィー関連疾患モデルとしてのゼ

ブラフィッシュの活用 

分担研究者：三橋弘明 

所属 東海大学工学部生命化学科 

 
緒言 

筋ジストロフィー関連疾患には原因遺伝子が

不明のものも多く、エクソーム等により新たな

原因遺伝子の候補が見つかることがある。また、

既知の原因遺伝子であっても新規な変異を持

つ１例症例が見つかることもあり、変異の病原

性の評価が重要である。分担研究者は遺伝子改

変が容易で発生が早く、多個体の飼育が可能な

ゼブラフィッシュを筋ジストロフィー関連疾

患のモデルとして活用することを目指してい

る。令和 3 年度はラミン A ミオパチーのモデル

ゼブラフィッシュについて運動による力学的

なストレスと核膜への影響を解析した。 

 

方法 

当研究室で作製した、アクチンプロモーター

制御下に野生型及び疾患変異型 EGFP-ラミン A

を発現するトランスジェニックゼブラフィッ

シュ(WT-LMNA, Mut-LMNA)より子世代を得て、受

精後 3, 5 日目の稚魚について観察をおこなっ

た。筋収縮による力学的なストレスの影響を調

べるために、ゼブラフィッシュに 20mM 

pentylenetetrazol(PTZ)を投与して激しく運

動させた後、DNA 損傷マーカーである H2AX 抗体

による免疫染色をおこない、共焦点レーザー顕

微鏡で観察した。また、ラミン A は遺伝子発現

にも関与することが知られているため、生後 5

日の疾患変異型ラミン Aゼブラフィッシュから

RNA を抽出し、次世代シークエンサーによる

RNA-seq を行った。塩基配列データはゼブラフ

ィッシュリファレンスゲノムにマッピングし、

統計的に有意な遺伝子発現の変化をリストア

ップした。 

 
結果 

 WT-LMNA フィッシュの核は正常であったのに

対し、Mut-LMNA の核には形態の異常が観察され

た。形態異常は 3 日目より 5 日目で進行してい

た。PTZ 処理により水泳運動を誘発すると Mut-

LMNA での核の形態異常の頻度が増加した。形態

異常の核では高頻度に H2AX が陽性であった。

RNA-seq による遺伝子発現解析の結果、mut-

LMNA を発現するゼブラフィッシュでは、野生型

に比べて2倍以上の発現増加を示す遺伝子が66

個、減少を示す遺伝子が 52 個検出され、ラミン

A ミオパチーの疾患変異が筋線維の遺伝子発現

に影響を与えることが示された。DNA 損傷、ア

ポトーシス、炎症、代謝関連の遺伝子群が発現

増加する傾向にあり、チャネル遺伝子群が発現

減少する傾向にあった。 

 
考察 

 ラミン Aには核膜の支持と遺伝子発現調節の

足場の 2つの代表的な機能が提唱されているが、

本研究よりラミン Aミオパチーの疾患変異はそ

の両方の機能を低下させることが示唆された。

筋線維は常に筋収縮の力学的な刺激に曝され

ており、核膜は他の臓器の細胞よりも強い力学

的ストレスを受けるものと推測される。筋収縮

による核膜ストレスが慢性的な DNA損傷応答を

引き起こしていることが示唆され、病態との関

連性が考えられた。 

 
結論 

ラミン A ミオパチー変異は核膜の脆弱化と DNA

損傷応答を引き起こし、それに対応した遺伝子

発現変化を誘発することが示唆された。鍵とな

る遺伝子を追求し、病態の解明と治療法の開発

へ発展させたい。 



筋強直性ジストロフィーの病態解明と治療研

究 

分担研究者 中森 雅之 

所属 大阪大学 医学系研究科 神経内科学 

 

緒言 

筋 強 直 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー (myotonic 

dystrophy, DM)は、CTG 繰り返し配列が異常

に伸長する DM1 型（DM1）と、CCTG 繰り返

し配列の異常伸長による DM2 型（DM2）から

なる。DM1、DM2 ともに異常に伸長したリピ

ートをもつ RNA が、MBNL 蛋白をはじめとす

る核内のスプライシング制御因子を障害する。

このため DM は、さまざまな選択的スプライシ

ング調節機構の破たんをきたすスプライシン

グ異常症とされている。DM では多くのスプラ

イシング異常が報告され、症状との関連が示唆

されているが、ADL 阻害要因となる進行性筋萎

縮や心伝導障害、認知機能障害など中枢神経症

状の原因はいまだに不明である。また、スプラ

イシング障害の他にも、DM では早期老化が指

摘されており、その病態への関与が示唆されて

いる。本研究では、こうした治療開発に不可欠

な DM の病態を解明する。また、異常 RNA の

毒性を低減して、スプライシング制御障害を抑

制する低分子化合物の開発も進める。 

 

方法 

DM1 において病態の中核のなる、異常伸長

CUG リピートを持つ RNA の細胞老化への直

接的な影響を調べるため、ヒト初代線維芽細胞

に conditional に異常 RNA を発現させること

が可能な transgene を挿入した DM1 モデル細

胞を作成した。同一の遺伝的バックグラウンド

をもつヒト初代細胞系で、異常 RNA の発現の

有無で細胞増殖速度を検討した。また qPCR 法

によりテロメア長測定を、RNA-seq 解析により

遺伝子発現変化を、ウエスタンブロット法によ

る蛋白発現変化を評価した。また Comet assay

やγH2-AX 免疫染色により DNA damage を、

Mito-SOX assay によりミトコンドリア機能障

害を評価した。 

CTG/CAG リピート長を短縮させることがで

きる核酸標的低分子ナフチリジンアザキノロ

ン(NA)の長期投与による効果を、DM1 と同じ

リピート病モデルであるDRPLAモデルマウス

に Alzet ポンプを留置し、16 週間にわたり脳室

内持続投与することで評価した。治療効果は脳

各組織でのリピート長、生存期間、Rota rod 試

験などの運動機能評価で判定し、RNA-seq によ

る遺伝子発現解析や免疫染色による異常蛋白

の定量もおこなった。 

 
結果 

 われわれが構築した DM1 モデル細胞におい

て、異常 RNA の発現により細胞増殖速度の低

下および早期細胞分裂停止が誘導された。異常

RNA 発現細胞では SA-βGal 陽性細胞の増加

がみられ、早期老化現象が確認された。テロメ

ア長の短縮はみられず、テロメア非依存的な細

胞老化が示唆された。また遺伝子発現解析の結

果から、 p16, p21, p51 などの cell cycle 

regulator、IGFBP3 など secreted mediator of 

senescence の発現亢進が同定され、蛋白レベル

でもこれらは異常 RNA 発現細胞で増加がみら

れた。さらに、Comet assay やγH2-AX 免疫染

色より異常 RNA 発現細胞で DNA damage が

増加していること、Mito-SOX assay によりミ

トコンドリア機能の障害が確認された。 

 DRPLA モデルマウスへの NA の脳室内長期

持続投与により、モデルマウス線条体でのリピ

ート長の短縮と、生存期間の延長効果が確認さ

れた。線条体では異常蛋白の発現が治療群で有

意に低下していた。また Rota Rod 試験でも治



療群で有意な運動機能改善効果がみられた。

RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析では、リ

ピート長依存的に発現変化する遺伝子群につ

いて、NA 治療群で発現異常改善効果がみられ

た。 

 
考察 

 DM1細胞モデルをもちいた老化研究により、

異常伸長 CUG をもつ RNA は、細胞内でミト

コンドリア機能を障害し、ROS の発現亢進、

DNA damage および DNA damage response

を介して p16, p21, p51 などの cell cycle 

regulator、IGFBP3 などの secreted mediator 

of senescence の発現を増加させ、早期老化を誘

導する機構が示唆された。 

 また核酸標的低分子NAのモデルマウスへの

長期脳室内持続投与は、伸長リピート短縮、異

常蛋白減少効果だけでなく、異常リピートによ

る遺伝子発現異常を網羅的に改善し、運動機能

や生存期間も改善することが実証された。 

 
結論 

 DM1 において、異常伸長 CUG 含有 RNA が

早期老化を誘導することが示唆された。また核

酸標的低分子による異常伸長リピート短縮治

療は、DM1 などのリピート病において有用で

あることが示唆された。 
 

 

参考文献 

1. Hasuike Y, Tanaka H, Gall-Duncan T, 
Mehkary M, Nakatani K, Pearson CE, 
Tsuji S, Mochizuki H, Nakamori M: 
CAG repeat-binding small molecule 
improves motor coordination 
impairment in a mouse model of 
Dentatorubral-pallidoluysian atrophy. 
Neurobiol Dis. 163:105604, Feb, 2022 

2. Hasuike Y, Mochizuki H, Nakamori M: 
Cellular Senescence and Aging in 

Myotonic Dystrophy. Int J Mol Sci. 
23(4):2339, Feb, 2022. 

3. Hasuike Y, Mochizuki H, Nakamori M: 
Expanded CUG repeat RNA induces 
premature senescence in myotonic 
dystrophy model cells. Front Genet. in 
press 
 

 



膜リモデリング分子に生じる先天性ミオパチ

ー型 SNV の多階層的解析システムの構築 

分担研究者 竹田 哲也 

所属 岡山大学 学術研究院 医歯薬学域

（医） 

 

緒言 

先天性ミオパチーは、筋力や筋緊張の低下

を伴う筋疾患である。中心核ミオパチー

（Centronuclear Myopathy; CNM）は先天性ミ

オパチーの一つで、T 管と筋小胞体からなる

Triad の形成異常により、骨格筋の興奮-収縮連

関が正常に起こらない。先行研究より、膜リ

モデリングに関わる BAR ドメイン蛋白質

（BIN1）、ダイナミン（DNM2）の各遺伝子の

一塩基変異（SNV）が、CNM 発症に関与する

ことが知られていた。しかし、膜リモデリン

グ異常に起因する CNM の発症機序は不明で

ある。 
 

方法 
本研究では、CNM 変異型 DNM2、BIN1 の膜

リモデリング機能異常について、①in vitro 再

構成系による分子レベルの解析、②筋芽細胞

を用いた細胞レベルの解析、③モデル生物を

用いた個体レベルの解析を行い、CNM の発症

機序をマルチスケールで解明し、診断や治療

法、創薬開発に向けた学術的基盤の創生を目

指した。 

 

結果 

分担研究者は現在までに、(1) BIN1 と DNM2
の膜リモデリング機能の定量的な解析に適し

た、in vitro および in cellulo における T 管様構

造の再構成系を確立した。またこれらの再構

成系を用いて、(2) CNM 変異型の BIN1 および

DNM2 が膜リモデリング機能異常を示すこと、

(3) DNM2 の膜切断機能に必要な GTP アーゼ

活性が、CNM 変異型 DNM2 では恒常的に亢

進し、T 管様構造が切断されることを明らか

にした。これらの研究成果については、主任

研究者と共著で、原著論文 2 報を発表した

（Fujise et al., JBC 2021；Fujise et al., Human 
Mutation 2021）。さらにモデル生物である線虫

を用い、(4) 線虫の内在性ダイナミンの機能が

ヒト DNM2 によって代替可能であること、(5) 
変異型DNM2を発現したトランスジェニック

線虫が、筋機能不全を示唆する行動異常を顕

すことを明らかにした（投稿準備中）。 
 
考察 

CNM 変異型 BIN1 や DNM2 によって膜リモ

デリング異常が誘導されるメカニズムについ

ては、今後クライオ電子顕微鏡や高速 AFM を

用いた構造生物学的なアプローチも取り入れ

て明らかにしていく。さらに，線虫の内在性

のダイナミン遺伝子（dyn-1）および BIN1 遺

伝子（amph-1）のコーディング領域を、CNM
変異型のヒト由来 DNM2 や BIN1 遺伝子で置

換した CNM モデル線虫を確立し、その表現

型の解析により、CNM の発症機序を個体レベ

ルでも解明していく。 
 

結論 

本研究で用いた in vitro、細胞、モデル生物を

用いた多階層の解析アプローチは、CNM 発症

機序の分子・細胞・個体レベルの解明や、疾患

責任 SNV の簡便かつ迅速な同定、さらに創薬

シーズ化合物のスクリーニング系としての利

用など、CNM の新規治療法や創薬開発に寄与

できる可能性がある。 
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統合的ゲノム解析による遺伝性筋疾患原因遺

伝子の探索 

分担研究者 飯田 有俊 

所属 国立精神・神経医療研究センター メデ

ィカル・ゲノムセンター 臨床ゲノム解析部 

 
緒言 

遺伝性筋疾患は、臨床的、遺伝学的にも異質

性が高い進行性の希少難病である。それゆえ、

根本的な治療法も確立されていない。本研究で

は、NCNP の筋レポジトリーで管理される疾患

検体を用いて統合的ゲノム解析を行い、新規の

疾患原因遺伝子を同定する。疾患の病態経路を

明らかにすると共に新しい遺伝子診断法を開

発する。疾患遺伝子データベースを構築する。 

方法 

本研究では、遺伝性筋疾患遺伝子解析パネル

（パネル解析）、エクソームシークエンス 

(exome seq)、全ゲノムシークエンス (WGS)、 

RNA シークエンス (RNA seq)を用いて、筋疾

患原因遺伝子を同定する。パネル解析、exome 

seq から病因性バリアントを検索する。exome 

seq で発見出来なかった場合には、WGS と

RNA seq から、イントロンや調節領域の病因性

バリアント、さらには大規模な染色体構造異常

を探索する。候補遺伝子（変異）については、

フォローアップシークエンスや追加検体を用

いた解析を行なう。in house 解析パイプライン

を管理、運用する。変異頻度と臨床情報との関

連を解析する。疾患遺伝子の確証が取れ次第、

主治医、共同医療研究者にデータを報告し、臨

床現場の後方支援を行なう。 

結果 

1. 遺伝性筋疾患のパネル解析 

NCNP の筋レポジトリーで管理される遺

伝性筋疾患の臨床、病理学的診断及び遺伝

子診断を行い、臨床後方支援と臨床ゲノム

医療実装のための基盤構築を行なっている。

本年度、パネル解析を行なった総症例数は、

341 例であった。一方、診断率は約 40% 

(2021 年 12 月末データ)であった。 

2. 眼咽頭遠位型ミオパチー (OPDM)_LRP12

症例の臨床病理学的解析 

LRP12遺伝子のCGG反復配列の異常伸

長を呈する症例について、臨床病理学的

解析を行なった。OPDM_LRP12 は日本

で最も頻度の高く、眼咽頭筋の筋力低下、

特にヒラメ筋と腓腹筋を侵す遠位型ミ

オパチー、筋病理における縁取り空胞の

存在が特徴的であった。 

3. OPDM の遺伝学的解析診断 

先年度の報告書で、「国内外の医療研究機関

に対して OPDM の遺伝子診断サービスを

開始した」と記載した。今年度、原因遺伝

子 3 遺伝子について解析し、診断率は

12.5%であった。 

4. 新規の関節拘縮原因遺伝子 TNNI1 の発見 

近位部に拘縮があり、血清 CK 値がある日

本人 14 歳の男児とその家系（常染色体優

性遺伝形式）についてゲノム解析を行なっ

た。トロポニン I1 をコードする TNNI1 遺

伝子にヘテロ接合型のナンセンスバリアン

ト c.523A>T (p.K175*)を同定した。 

5. ドライ解析システムの効率化 

in house 解析パイプラインの運用に際して、

refseq に登録されているヒト全遺伝子の全

エキソンを特異的に増幅できるプライマー

デザイン自動化ツールを構築した。 

考察 

 昨年度に引き続き、NCNP 筋リポジトリーの

検体を用いて、遺伝性筋疾患の新規原因遺伝子、

新規病因性バリアントと臨床像の関連を提示

した。疾患遺伝情報を共有することで研究なら

びに診断に大きな進歩をもたらした。 



 
結論 

 NCNP 筋レポジトリーは、これまで本邦なら

びに諸外国の筋疾患研究、診断法に重要な役割

を果たしてきた。今年度もまた、新規の原因遺

伝子、病因性バリアントを発見し、病理学的解

析、臨床像との相関を明らかにした。 
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骨格筋幹細胞の分化決定メカニズムの解明と

筋疾患治療への応用 

 

分担研究者 林 晋一郎 

所属 国立精神・神経医療研究センター 

   神経研究所 疾病研究第一部 

 

緒言 

筋ジストロフィーの根本的治療法の一つとし

て、骨格筋幹細胞（筋衛星細胞）を用いた再

生医学的治療法が挙げられる。移植された筋

幹細胞は増殖・分化・融合して筋再生に寄与

するだけでなく、その一部は移植先の筋組織

内で再び休止状態となり、組織幹細胞として

定着することができる。しかしながら生体外

で幹細胞機能を維持したまま増幅させること

が困難なことや移植後の定着率の低さなど乗

り越えるべき課題も多く、実現に至っていな

い。Pax3 と Pax7 は筋幹細胞に発現する転写因

子であり、筋幹細胞の機能維持に必須である

が、その共役因子、標的因子、および発現制

御機構については殆ど明らかにされていな

い。この理由の一つとして、市販の Pax3/Pax7

抗体に有用なものが無く、免疫沈降法による

共役因子の探索やクロマチン免疫沈降-シーク

エンシング（ChIP-seq）による標的因子の同定

を行うことが非常に困難であることが挙げら

れる。この問題を解決するため、本分担研究

者は世界に先駆けて Pax7 に HA タグを付加し

たノックインマウス（Pax7-HA KI マウス）を

作出した。本研究では、この新規 KI マウスを

活用し、筋幹細胞における Pax7 の転写調節共

役因子および標的因子を明らかにすることで

骨格筋幹細胞の機能調節・機能維持メカニズ

ムを明らかにすることを目的とした。 

 

 

方法 

1) Pax7HA KI ホモマウス(Pax7HA/HA)および

野生型マウス（6-8 週齢）から筋衛星細胞をセ

ルソーターにより単離し、筋衛星細胞初代培

養系を作製した。増殖期の培養筋衛星細胞を

回収し、抗 HA 抗体を用いた免疫沈降-ウェス

タンブロット法により Pax7 結合タンパク質を

同定した。 

2)Pax3 の N 末端に PA タグを付加したノック

インマウス(Pax3PA KI)の作出を CRISPR-Cas9

システムにより試みた。得られた Pax3PA KI

マウス胚（E10.5 日齢胚）について、Pax3 およ

び PA の発現を免疫染色法およびウェスタンブ

ロット法により解析し、さらに筋発生におけ

る Myod1 の発現を in situ hybridization 法によ

り解析した。 

 

結果 

1) 培養筋衛星細胞を用いた免疫沈降-質量分

析法により、Pax7-HA/HA由来筋衛星細胞で

野生型マウス由来筋衛星細胞と比較して2倍
以上有意に検出されたタンパク質を267種同

定した。Gene Ontology解析の結果、eIF2、
eIF3サブユニットを中心とした翻訳開始関連

因子が多く見出された。一方、前年度に行っ

たE12.5胚を用いた免疫沈降-質量分析の結果

と同様に、これまでPax7の共役因子として報

告されたMLL1/2およびCarm1 (Cell Stem Cell 
11, 333-345, 2012) は検出されなかった。 
 
2)今回新たにPAタグが挿入されたPax3PA KI
マウスを計6ライン作出した。シークエンス

の結果から、計画通りPAタグはPax3のN末端

に挿入されていることを確認した。次に、

Pax3-PAマウス胚（E10.5）でPax3とPAの発

現を解析した。ヘテロマウス胚（Pax3-
PA/+）ではPAタグタンパク質は検出されな

かったが、ホモ胚（Pax3-PA/PA）において

Pax3とPAの共局在を確認した。しかしなが



ら、その後の解析から全てのラインでPax3-
PA/PAは胎生致死であることが明らかとなっ

た。Pax3のターゲットであるMyod1の発現お

よび体節の筋発生をWhole mount in situ 
hybridizationによって解析した結果、Myod1の
発現量は大きく変化しないものの、前肢への

筋前駆細胞の移動不全や、体節の発生異常が

見られた。 
 

考察 

抗 HA 抗体と Pax7HA/HA マウス由来培養筋衛

星細胞を用いた免疫沈降-質量分析法の結果、

Pax7 と結合する因子として、eIF2 および eIF3

サブユニットを中心としたタンパク質翻訳開

始に関わる因子が最も多く検出された。

Zismanov らは eIF2 の翻訳制御が筋衛星細胞の

自己複製に重要であり、eIF2 のリン酸化を促

進することで筋衛星細胞の再生寄与率を上げ

ることができると報告している（Cell Stem Cell 

18:79-90, 2016）。これまで eIFs を含む翻訳関

連因子と Pax7 との結合についての報告はな

く、今回の結果は非常に興味深い。eIF2 や

eIF3 などは細胞質だけでなく核にも局在する

こと知られているが、翻訳関連因子の多くは

細胞質に局在しており、核に限局する Pax7 と

結合するという今回の結果はバックグラウン

ドノイズを検出している可能性も高い。今

後、免疫沈降-ウェスタンブロット法により確

認をする必要がある。過去に Pax7 と結合する

と報告されたクロマチン制御関連因子である

MLL1/2 や Carm1 は E12.5 日齢胚を用いた結果

同様今回も検出されなかった。これらは Pax7

を強制発現させた細胞で同定された因子であ

り、内因性の Pax7 を用いた今回の結果とは実

験系が異なることに起因すると考えられる。 

新たに作出した Pax3PA KI マウスの解析で

は、E10.5 日齢ホモ胚（Pax3PA/PA）で筋前駆

細胞の移動不全・体節の発生異常が見られ

た。また、Pax3PA/PA は胎生致死であり、

Pax3 の KO マウスは Pax3 を発現する神経堤細

胞の移動不全に起因する円錐動脈管異常によ

り致死となることから(Development 124(2):505-

14, 1997)、Pax3PA/PA も PA タグ挿入による

Pax3 機能不全により同様に致死となることが

考えられた。Pax3 の N 末端への PA タグのノ

ックインにより Pax3 の発現量、DNA 結合

能、あるいは転写活性に影響が出たものと考

えられた。 

 

結論 

本研究により新規の Pax7 と結合するタンパク

質を同定した。本研究の進展に伴い、骨格筋

幹細胞の増殖・分化制御、筋形成の全容が解

明されるとともに、その成果が再生医療へと

応用されることが強く期待される。 
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細胞内分解機構に基づく筋疾患の病態解明 

分担研究者 株田 智弘 

所属 国立精神・神経医療研究センター 

   神経研究所 疾病研究第四部 

 
緒言 

これまでの国内外の研究から、細胞内分解機構

は神経系や骨格筋の維持に必要であり、その破

綻は神経・筋疾患の原因となることがわかって

きていることから、細胞内分解機構の解明は極

めて重要な研究課題である。オートファジー系

はリソソームによる細胞内分解機構であり、恒

常性の維持に必須の役割を果たしているが、マ

クロオートファジー以外のオートファジー系

に関する研究は立ち遅れているのが現状であ

る。申請は近年、リソソームが直接的に RNA、

DNA を取り込み分解するという新規経路

RNautophagy/DNautophagy (RDA)を発見し、

その分子メカニズムを解明してきた。さらに、

リソソームがタンパク質を直接取り込み分解

する新規分解経路も見いだし、RDA とあわせ

て DUMP と呼んでいる。これまでに、RNA ト

ランスポーターファミリーであるリソソーム

膜タンパク質 SIDT2 は DUMP において、リソ

ソームへの基質の取り込みを仲介することを

明らかにした。また、我々は、SIDT2 を介した

DUMP の 破 綻 が neuropathy and distal 

myopathy with rimmed vacuoles を引き起こ

すことを見いだし、研究中である。本研究では、

これらの新規経路の分子メカニズムや筋疾患

との関連性の解明を行う。 

DUMP の分子メカニズムについては、二次構造

を形成した RNA がリソソーム内に取り込まれ

る際にRNA helicaseが関与すると推測される。

今回、現在までに不明なこの点について解析を

進めた。 

方法 

リソソームにおける存在が報告されている

RNA helicase 6 種類に着目した。これら

helicase を siRNA を 用 い て 培 養 細 胞 で

knockdown (KD)し、pulse-chase 実験により細

胞内 RNA 分解に影響する helicase を探索した。

影響の認められた helicase について、DUMP

との関連性を詳細に解析した。 

 
結果 

Pulse-chase 実験の結果、RNA helicase 6 種類

のうち 2 種類 (helicase A, helicase B と呼ぶ)

の KD により、それぞれ細胞内分解が抑制され

た。リソソーム内分解の阻害剤クロロキンを用

いた結果、クロロキン存在下では helicase A の

KDによる分解抑制効果は観察されず、helicase 

B KD では観察された。このことから、helicase 

A, B はそれぞれリソソーム、リソソーム外にお

ける RNA 分解に関与することがわかった。さ

らに、SIDT2 KO 細胞では、helicase A の KD

による分解抑制効果が観察されなかったこと

から、helicase A は DUMP における RNA 取

り込みを仲介することが示唆された。SIDT2 

KO 細胞では、helicase B の KD は RNA 分解

を抑制し、クロロキンを用いた実験結果と一致

した。 

 
考察 

DUMP においてリソソーム膜上のポアを基質

RNA が通過する際、RNA helicase A が RNA

の二次構造を解きほぐすことによって通過を

容易にしている可能性がある。  

 

結論 

RNA helicase A は DUMP における RNA 取り

込みを仲介すると考えられる。 



遺伝性筋疾患における E3 ユビキチンリガーゼ

の機能と病態の解明 

 
分担研究者 今村道博 

所属 国立精神・神経医療研究センター 

神経研究所 遺伝子疾患治療研究部 

   
緒言 

デュシェンヌ型筋ジストロフィーの原因遺

伝子とその産物であるジストロフィンが同定

されて以来、様々な種類の筋疾患について原因

遺伝子が明らかにされてきた。これと並行して

既に自然発生により樹立されていた種々の筋

疾患実験動物の原因遺伝子も明らかにされ、ヒ

ト疾患を再現する動物モデルとして、病態の解

明や診断及び治療研究に大きな役割を果たし

ている。しかしながら、その中にあって筋ジス

トロフィーニワトリ（NH-413）についてはヒト

筋疾患との関連が未だ明らかでない。そのため

我々は、原因遺伝子として同定された Wwp1 遺

伝子１）から発現する変異型 WWP1 E3 ユビキ

チンリガーゼがヒトの筋疾患と関連するのか、

という問いを明らかにする目的で研究を行っ

ている。マウス Wwp1 遺伝子に NH-413 ニワ

トリと同じ R441Q ミスセンス変異（マウスで

は R436Q）を導入したノックインマウスを作製

すると、WWP1 タンパク質の分解や筋形質膜か

らの消失、また、骨格筋組織でのユビキチン化

亢進など、NH-413 に認められる生化学的、免

疫組織化学的特徴は再現されるが、筋線維の変

性は認められなかった。マウス骨格筋では

WWP1に加え、これに酷似した 2種類のHECT
型 E3 ユビキチンリガーゼ、WWP2 と ITCH、

が発現しているため、本研究ではこれらが機能

代償的に働く可能性を検討した。 
 
方法 

Wwp1 と Wwp2、Itch 遺伝子それぞれに変

異を持つマウスを用いて筋肉の発生および再

生、メンテナンスについて生化学的、組織学的

解析を行った。マウスモデルとしては Wwp1 遺

伝子に NH-413 ニワトリに認められる R441Q

ミスセンス変異を模倣し、436 番目のアルギニ

ンがグルタミンに置換されるように遺伝子改

変した R436Q ノックインマウス（WWP1-KI）

を用いた。Wwp2 遺伝子ではエクソン 10 を、

Itch 遺伝子ではエクソン 11 をゲノム編集し、

WW ドメイン 2 をインフレームで欠失し、自己

消化を生じるようにした遺伝子改変マウス

（WWP2-del と ITCHI-del）を使用した。これ

らのマウスを単独、あるいは WWP1-KI マウス

との交配により二重変異体にして用い、組織学

的および生化学的解析を行った。なお、本研究

は国立精神・神経医療研究センターの実験動物

倫理問題検討委員会による審査と承認を受け

て行われた。 

 
結果 

WWP2-del と ITCH-del マウスの下肢骨格筋

について調べたところ、どの筋肉においても顕

著な組織学的異常は認められなかった。横隔膜

や舌、そして心筋についても同様であった。

WWP1 を特異的に認識する抗体を用いたイム

ノブロットでは、いずれのマウス骨格筋でも

WWP1 の著しい発現上昇が認められた。一方、

WWP2 と ITCH 分子にも一部交差反応する抗

pan-WWP1 抗体を用いて調べたところ、

WWP1-KI の骨格筋では WWP1 以外の E3 ユ

ビキチンリガーゼの発現上昇が認められた。

WWP1-KIとWWP2-delの2重変異体（WWP1-
KI/WWP2-del）においても、発現の上昇が示さ

れたが、1 年齢を超えた個体では筋線維内に空

胞様の構造が認められた。更に長期に飼育した

マウスの筋組織を調べたところ、空胞はまず後

脛骨筋に現れ、その後加齢に伴って周辺の筋肉

へも広がって行くものと推察された。さらに、

WWP1-KI /WWP2-del マウスで Itch 遺伝子を

ITCH-del ヘテロにした場合には、1 年齢未満の

より若い月齢であっても空胞が出現してくる



のが確認された。 
 
考察 

NH-413 の胸筋では WWP1 が消失するにも

関わらず全体のユビキチン化が亢進する。

WWP1-KI においても同様の現象を再現するが、

これは WWP1 の機能喪失が結果的に他の E3
ユビキチンリガーゼを活性化したものと推察

される。また、今回、我々はWWP2-delと ITCH-
del の両方の筋肉において WWP1 の発現上昇

を認めている。また、抗 pan-WWP1 抗体を使

ったイムノブロットでは WWP1-KI マウス骨

格筋で WWP1 類似タンパク質の発現が認めら

れた。これらの結果は WWP1 喪失時には

WWP2 や ITCH などの HECT 型 E3 ファミリ

ータンパク質の発現が上昇していることを示

唆していた。ただし、この抗体で検出されたタ

ンパク質は WWP1 とほぼ同じ大きさであった

ため、WWP2 や ITCH ではなく NEDD4 E3 で

ある可能性も考えられた。筋組織では WWP1-
KI/WWP2-del の二重変異マウスでは、筋線維

内に空胞の出現を認めたが、さらにこのマウス

の Itch 遺伝子の一方のアレル（対立遺伝子）を

WW2 ドメインのインフレーム欠失とした場合

にはより早期に空胞が認められるようになる

ことから、これら 3 種類の HECT 型 E3 ユビキ

チンリガーゼの機能的相互関係が筋変性に関

係するのではないかと推察された。ただし、抗

pan-WWP1 抗体への反応性は上昇しているた

め、空胞出現との関係については更に詳細な解

析が必要である。また、C57BL/6 系統の遺伝子

背景を持つ雄マウスの筋肉では 1年齢近辺から

管状構造凝集隊（tubular aggregate）と呼ばれ

る空胞が現れるため、それとの関連についても

注意深く検討する必要がある。 
 
結論 

我々は Wwp1 遺伝子に NH-413 筋ジストロ

フィーニワトリと同じミスセンス変異を導入

した WWP1-KI マウスの筋変性について、

WWP1 の類似分子である WWP2 および ITCH

が及ぼす影響を検討した。マウス骨格筋では

WWP1 と WWP2、そして ITCH の 3 分子が発

現しており、そのうちどれか 1 つの機能が失わ

れると、残りの分子の発現が上昇して相互に機

能を補うよう働く可能性が示唆された。これら

が筋組織変性へ及ぼす影響についてはより詳

細な解析を行う必要がある。 
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部位特異的な筋幹細胞に着目した骨格筋維持

機構の解明 

分担研究者：本橋 紀夫 

所属：国立精神・神経医療研究ｾﾝﾀｰ・神経研究

所 遺伝子疾患治療研究部 

 

＜緒言＞ 

骨格筋は肥大・萎縮の可塑性を有する. 同時

に筋衛星細胞と呼ばれる筋幹細胞が存在し, 増

殖・分化して新しい筋線維を形成する筋再生能

を持つ. しかし加齢や筋疾患に伴い骨格筋は萎

縮を惹き起こし, 筋幹細胞の数は減少する 1. こ

れらは運動機能の低下を誘発する要因となり, 

さらには重度傷害後の再生遅延が寝たきりを

惹起する要因にもなり得る事から, 筋機能ある

いは筋幹細胞数の維持は必須であると考えら

れる 2,3. 一方, 加齢に伴う筋萎縮, 或いは筋幹

細胞数の減少は, 筋線維タイプあるいは骨格筋

部位毎に異なる可能性がある事から 4-6, それに

付随する筋幹細胞の機能についても骨格筋部

位や筋線維タイプ毎に異なる可能性が考えら

れる. これまで我々は筋線維タイプと筋幹細胞

の関係性に着目し, 遅筋・速筋線維由来の筋細

胞を比較した結果, 遅筋由来筋幹細胞は高い自

己複製能を持つ事を見出してきた 7. 今年度は, 

プロテオミクス解析により同定したミトコン

ドリア複合体構成タンパク質の一つである

Ndufs8 が遅筋由来筋細胞において発現が高く, 

さらにその細胞特性を決定づける重要な因子

である可能性を示した.  

 

＜方法＞ 

各筋線維タイプの骨格筋組織(速筋：前脛骨筋, 

遅筋：ヒラメ筋)から由来する筋幹細胞を単離・

培養した後, 抽出したタンパク質を液体クロマ

トグラフ質量分析計(LC-MS/MS)により解析し

た. 得られたデータは Proteome Discoverer 2.4 

software を用いて解析し, 各細胞に特徴的に発

現するタンパク質の定量を行なった . また

KeyMolnet を用いてパスウェイ解析を行なった. 

Ndufs8 遺伝子の過剰発現あるいは発現抑制

については, 筋細胞に対してレトロウィルス・

レンチウィルスベクターを用いて行なった. そ

の後 BrdU を用いた細胞増殖, 筋管に分化した

割合を示す筋分化能, 及び MyHC(-)EdU(-)リザ

ーブ細胞(In vitro で筋幹細胞に相当する)の産生

能評価を行った. 併せて, 切断型カスパーゼ３

抗体で染色し,アポトーシス細胞数も評価した. 

筋細胞における NAD+および NADH は , 

NAD/NADH-Glo Assay kitを用い, またアセチル

化 p53 タンパク質発現はウェスタンブロット法

を用いて解析した. 

 

＜結果＞ 

1. 遅筋および速筋線維由来筋細胞を用いてプ

ロテオミクス解析を行なった結果, 遅筋由来の

培養筋芽細胞では, より多くのミトコンドリア

関連タンパク質を同定する事ができた. 特にミ

トコンドリア複合体 I の構成分子である Ndufs8

発現が高い事が明らかになったが, その発現は

加齢と共に減少する事も認めた. 

 

2. Ndufs8 過剰発現により, 筋細胞の自己複製

能とアポトーシス耐性が向上する事を認めた. 

同時にミトコンドリアの形態変化, および代謝

機能が変化する事も認めた. 一方 shRNA によ

るNdufs8発現抑制は, それら機能を低下させた. 

 

3. shRNA による Ndufs8 発現抑制により, 細胞

内 NAD/NADH 比は低下しており, その結果

NAD+依存性タンパク質脱アセチル化酵素であ

る Sirtuin活性 8が低下している事が予想された. 

さらに Sirtuin の標的分子であるアセチル化 p53

タンパク質を解析した結果, Ndufs8 発現抑制に



よりその発現が増加していた. 

 

4. Ndufs8 を発現抑制した筋細胞に対して , 

NAD+ の 前 駆 体 で あ る Nicotinamide 

mononucleotide (NMN)を添加した結果, 細胞内

NAD/NADH 比が上昇する事が確認され, さら

にアセチル化 p53 タンパク質量が低下していた.

この時, Ndufs8 が発現抑制された筋細胞は, 自

己複製能とアポトーシス耐性能において改善

傾向を示した. 

 

＜考察および結論＞ 

遅筋由来筋細胞において認められる高い自

己複製能は, ミトコンドリア複合体 I 構成分子

である Ndufs8 の高発現による NAD+/NADH 比

の上昇と, それに伴うアセチル化 p53 発現の低

下に起因する可能性が示唆された . さらに

NMN 添加による NAD+補充療法が, 筋細胞の

機能を改善する事からも, 細胞内で産生される

NAD+が筋細胞の機能維持に重要である事が予

想された. 一方で, ミトコンドリアを中心とし

た筋細胞の維持機構が, 加齢や筋疾患で認めら

れる筋細胞の機能低下にどのように関与して

いるかは未だ不明であり, 今後さらなる研究が

必要である.  
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Not only therapy is unavailable but even the cause is unknown for many of 
most muscle diseases including limb girdle muscular dystrophy. To overcome 
this situation, we should elucidate the mechanism and develop therapies for 
muscle disease by maximally utilizing our muscle repository. In this project, we 
aim: 1) to maintain and further improve the diagnostic network system for 
muscle disease and muscle repository; 2) to elucidate the cause and mechanism 
of muscle diseases; 3) to develop diagnostic markers; and 4) to develop 
therapies for muscle diseases. The number of muscle biopsy samples we receive 
has been steadily increasing in the last 10 years with more than 1000 samples 
per year in 2017-2021. As a result, the total number of frozen and cultured 
muscle samples has reached 22361 and 2153, respectively, by the end of 2021, 
which constitute the world-leading muscle repository. Using this muscle 
repository, we have made a number of achievements including: 1) the 
identification of 65 Japanese oculopharyngodistal myopathy (OPDM) with CGG 
expansion in LRP gene, in addition to 11 OPDM patients with CGG expansions 
in GIPC1 and 7 with CGG expansions in NOTCH2NLC2; 1) identification of 63 
Japanese ADSSL1 myopathy patients from 59 families; 2) identification of 4 
Japanese patients from 3 families with recessive myopathy due to homozygous 
c.1439A > G (p.Asn480Ser) variant in ACTN2 gene; 3) prospective 
comprehensive screening of frozen muscle biopsy sections for Pompe disease 
from July 2015 to January 2018, resulting in no patient identification; 4) 
characterization of pathological phenotype of dermatomyositis according to 
positive autoantibodies; and 5) identification of several new causative genes for 
muscle disease through international collaboration, including MLIP, JAG2 and 
HNRNPA2B1. 
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