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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 
2022 年（暦年）の総筋病理診断件数は、2020 年より

15 件多い 1119 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った

が、その後徐々に回復傾向にある。総検体数は、

2022 年末で 23465 検体となった。また培養筋も 2216

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131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、2023 年 3 月 31 日現在）。昨年

同時期は 118 ヵ国であり、新たに 13 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) DNAJB4 ミオパチー 

世界で初めて、筋原線維性ミオパチー家系患者に

DNAJB4 遺伝子の顕性変異を見出した（Inoue M, et al. 

Acta Neuropathol. 2023 Feb;145(2):235-255）。この疾患

はタイプ 1 線維に特徴的な細胞内封入体を示した。

DNAJB4 タンパク質は骨格筋のシャペロンタンパク

質である。タンパク質の恒常性に寄与しているが、

筋原線維が障害されていることから、遅筋における

サルコメアの維持に必須であり、ここが障害される

ことが本疾患の病態メカニズムと考えられた。 

b) 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てきた。本年度は、最近中国

から報告された第 4 の原因遺伝子 RILPL1 について本

邦例を解析し、本邦では RILPL1 遺伝子リピート伸長

例が見いだされないことを報告した（Eura N, et al. 

Am J Hum Genet. 2022 Nov 3;109(11):2088-2089）。また、

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. 

2022 Apr 28;13(1):2306）。 

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) GNE ミオパチー 
日本人 GNE myopathy 患者で 2 番目に頻度が高い

GNE:c.620A>T (p.D207V)は、他のバリアントとの複

合ヘテロ接合体では発症するものの、ホモ接合体で

は非常に発症率が低い。ホモ接合体は日本人一般集

団に 238 名いると推定されるものの、GNE ミオパチ

ー患者では 3 名しか見つかっていない。さらには、

本バリアントのホモ接合体にも関わらず、全く筋症

状のない 78 歳男性も見つかった。そこで、本バリア

ントの病原性を明らかにする目的で WGS・
RNAseq・シアル酸解析・構造解析研究を行った。本

バリアントは catalytic site から離れており、オリゴマ

ー形成不全に寄与するものの完全にオリゴマーが形

成できなくなるわけでないことが構造学的に示唆さ

れ、ホモ接合体では低シアリル化の程度が軽度であ

り、軽症型の phenotype を呈することと一致し、ホモ

接合体では環境因子などでオリゴマー化の程度に影

響があった際のみに低頻度で発症すると考えられ

た。また、本バリアントを有する患者はオリゴマー

形成を促進する化合物を見つけられれば治療薬にな

りうる可能性がある。 
e) 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 
これまでに我々は特に皮膚筋炎に注目した研究を進

め、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明らかに

してきた（Neurology. 2022 Feb 15;98(7):e739-e749）。
今年度は更に、抗合成酵素症候群の筋病理所見につ

いて解析し、抗合成酵素症候群においても陽性自己

抗体ごとの特徴があることを同定し報告した（Brain 
Pathol. 2023 Mar 7;e13155. Online ahead of print）。 
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）。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（Acta Neuropathol Commun. 2022 Dec 7;10(1):176）。 
 
4)治療法開発 
a) 悪性高熱症 
村山班員らとともに、共同研究による悪性高熱の病

態解明を進めた。体温調整は人間のホメオスタシス

維持において重要であり、高熱は身体に重大なスト

レスをかける。悪性高熱は体温上昇をきたし、致死



的となる疾患である。今回、光学的局所熱パルス法

により 1℃以内の精度で細胞の温度を調整し、悪性高

熱の原因である重要なカルシウムチャネルであるリ

アノジン受容体 1型(RyR1)の変異型が野生型に比べて

熱に感受性があることを発見した。野生型のRYR1遺
伝子やMHに関連したいくつかのRYR1変異体を過剰

発現させた HEK293 細胞において、局所熱パルスは

細胞内で Ca バーストを誘発した。小胞体標的蛍光プ

ローブを用いた蛍光カルシウムイメージングから、

Caバーストは変異体の熱感受性による熱誘発性 Ca放
出(HICR)を起源としていることを明らかにした。さ

らに、悪性高熱の複雑さが 4 種の RyR1 変異体の熱感

受性が異なることに起因していることを示した。

HICR は悪性高熱モデルマウスの骨格筋においても同

様に認められた。HIRC が悪性高熱の患者の熱発生を

加速させる付加的な positive feedback に関与している

ものと考えられる（Proc Natl Acad Sci U S A. 2022 Aug 
9;119(32):e2201286119）。 
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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筋ジストロフィーにおけるカベオリン-3-TGF-

βシグナルの解明と分子標的医薬の開発 

 
分担研究者 大澤 裕 

所属 川崎医科大学神経内科学 

 
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

形成を司る他、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

質としても機能している。筋鞘膜には、そのア

イソフォームであるカベオリン-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 が著明に増加し、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シグナルにおける役

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 分子であるマ

イオスタチンの I 型膜受容体を抑制し筋萎縮を

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・

解析によってカベオリン-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 を取得・ペプチドによる disease 

modifying therapy の基盤を確立する。③

LGMD1C 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・解析した。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：全身投与によって、ジストロ

フィー変化が改善するか否かについて解析し

た。③nNOS 活性化による LGMD1C 病態シグ

ナル制御機構の解析：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。④長寿蛋白質α-Klotho と TGF-βシグナ

ルの相関について解析した。 

 
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は軽

減した（未発表）。②マイオスタチン阻害ペプチ

ド医薬の DMD モデルマウスへの投与解析：本

研究開始時のプロトタイプであるマイオスタ

チンプロドメイン阻害活性中心（IC）ペプチド

（Ohsawa, PLoS One 10, e0133713, 2015，特

許出願 PCT/JP2014/052345）と比較して、

1,000 倍の阻害活性を示し、かつより高い血中

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 mg/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

DMD に対する非臨床 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進めている（未発

表）。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、骨格筋解析を開

始した（未発表）。④α-Klotho/TGF-βシグナル

相関解析:血中に存在する分泌型α-Klotho は、

年齢依存性に減少する。この分泌型α-Klotho が、

マイオスタチンや関連する筋萎縮性 TGF-βシ

グナルを阻害することを証明した。さらに、マ

イオスタチンの I 型膜受容体阻害化合物の経口

投与により、α-Klotho 欠損マウスと超高齢野生

型マウスの骨格筋 TGF-βシグナルを抑制しサ

ルコペニアを改善することを明らかとした。ま

た遅筋から速筋への筋線維スイッチを惹起し、

筋力が改善、α-Klotho 欠損マウスの寿命を延長

することを示した。 

 
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

疾患修飾療法は未だに開発されていない 

(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。本研

究でカベオリン-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

が想定され、その裏付けとなる分子機構を探っ

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）の条件を設定できた。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

験内容を策定し、2023 年度の PMDA RS 対面

助言に申し込んだ。 

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、骨格筋解析を開始した。

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。 

本研究によって、長寿蛋白質α-Klotho が筋萎縮

性 TGF-βシグナルを抑制すること、その減少

による TGF-β依存性のサルコペニアの分子機

構が明らかとなった。最近、筋ジストロフィー

においても、老化分子機構が、その病態進展に

関与していることが報告され、興味深い。 

 本研究では、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

スタチンおよび nNOS を介した、筋ジストロフ

ィー病態解明を目標とする。病態の解明から、

その介入治療を実用化したい。 

 
結論 

本研究は、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 年度には、モデルマ

ウス解析を進め、将来のペプチド上市に向けた

非臨床パッケージ策定を達成し、PMDA RS 対

面助言を申し込んだ。 
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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

代シーケンサーおよび直接塩基配列決定法を

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、2020 年に発表している(Ono H, et al., 

Mol Ther 2020)。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お

り、新たな結合蛋白としてあるキナーゼを同定

している。レーザー膜損傷実験で dysferlin と

の共局在を見出しており、今後生化学的実験等

で膜修復のメカニズムの解明を進める。また



dysferlin 結合蛋白の解析についても特に日本

人に多い p.W999C 変異に着目し、AMPK 以外

の分子の解析、さらには dysferlin の蛋白質安

定化機構に関する解析も進めてきている。 

臨床遺伝学的解析については、2020 年の臨

床遺伝学的解析をまとめた論文を発表（Izumi R, 

et al., Hum Mutat 2020）して以後、2022 年度も

順調に症例の収集を継続しており、2022 年 11

月時点で 229 家系に 92 種以上の変異を見出し

ている。 

 
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。今後も筋細胞膜修復機構に関わる

dysferlin 結合蛋白複合体の全容を明らかにする

とともに、dysferlin 蛋白自体の安定化・分子制

御機構も明らかにすることで膜修復機能に基

づく治療開発を検討していく。 
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藤野悟央 1)、北村明日香 1)、高橋朗子 1)、前田明子

1)、久保田暁 1)、徳山友希乃 2)、和田育江 2)、小林

千浩 3)、小牧宏文 4)、池田真理子 5)、石垣景子 6) 
 
所属  
1) 東京大学大学院 医学系研究科 神経内科学 
2) 東京大学医学部附属病院 臨床研究推進センター 
3) 神戸大学大学院 医学研究科 分子脳科学 
4) 国立精神・神経医療研究センター トランスレー

ショナル・メディカルセンター 
5) 藤田医科大学病院 臨床遺伝科 
6) 東京女子医科大学医学部 小児科 
 
緒言 
 福山型筋ジストロフィー（ Fukuyama-type 
congenital muscular dystrophy: FCMD）は、骨格

筋、脳、眼が主に障害され、筋力低下や関節拘縮が

進行し 20 歳代で死亡する、常染色体潜性（劣性）遺

伝性の先天性筋疾患である。1960 年に本邦で初めて

報告され(1)、その後、我々は疾患責任遺伝子として

フクチン遺伝子を同 定し (2) 、フクチ ンが α-
dystroglycan（α-DG）の糖鎖修飾酵素として機能す

ることを明らかにした(3)。また、フクチン遺伝子の

3’非翻訳領域に SVA 型レトロトランスポゾンの挿

入変異が生じることにより、異常なスプライシング

（エクソン・トラッピング）をきたし、不完全なフ

クチンが産生されることが、本疾患の病態であるこ

とを明らかにした (4)。FCMD は、小児期筋ジストロ

フィーではDuchenne型に次いで二番目に患者数が

多く、予後不良な疾患であるにもかかわらず、治療

法が無い点が問題であり、有効な治療法の確立が喫

緊の課題となっている。 
 我々は、患者のフクチン遺伝子から転写される

pre-mRNA に作用することで、FCMD でみられる

異常スプライシングを是正して正常なフクチン蛋白

質を発現させる、3 種類のアンチセンス核酸の混合

カクテルを発見し、FCMD モデルマウスや患者由来

細胞で有効であることを報告した(4)。さらに、日本

新薬株式会社との共同研究により、有効性を示す 1

種類のアンチセンス核酸 NS-035 を発見した。

FCMDに対する新規治療薬としてNS-035の薬事承

認を目指し、GLP 基準に基づいた非臨床試験を進め、

FCMD 患者を対象とした NS-035 の医師主導治験

（第Ⅰ相試験）を実施する計画に至った。 
 
方法 
 日本新薬株式会社との共同研究による非臨床試験

において、NS-035 の有効性を検討するため、FCMD
モデルマウス及び患者由来細胞に NS-035 を投与し、

RT-PCR 法にてエクソン・トラッピング阻害による

異常スプライシングの正常化、ウエスタンブロッテ

ィング法にて正常型フクチン蛋白質の発現、α-DG
の糖鎖回復、ラミニンのα-DG への結合増加の有無

を確認した。また、治験（第Ⅰ相試験）の開始に必

要な、他の非臨床試験（薬理試験、毒性試験、薬物

動態試験など）を実施した。 
治験の開始に向けて、治験実施体制の構築や、治

験実施計画書・手順書などの各種書類の作成を行っ

た。また、非臨床試験の適切性や治験実施計画書の

妥当性について、医薬品医療機器総合機構

（Pharmaceuticals and Medical Devices Agency: 
PMDA）の事前面談・対面助言で協議し、治験の準

備を進めた。研究倫理審査委員会（Institutional 
Review Board: IRB）での審査、PMDA への治験実

施届の提出、臨床研究等提出・公開システム（Japan 
Registry of Clinical Trials: jRCT）への登録を経て、

治験を開始した。 
本治験は第Ⅰ相試験であり、主要評価項目は安全

性に関連した評価項目（有害事象及び副作用、理学

的検査、バイタルサイン、臨床検査、心電図、超音

波検査など）とし、副次評価項目は有効性及び薬物

動態に関連した項目（α-DG の糖鎖修飾率、糖鎖修

飾α-DG の発現、エクソン・トラッピング阻害効率、

改定版 GMFM、血漿中 NS-035 濃度、尿中 NS-035
濃度など）とした。治験のデザインは、多施設共同

（東京大学医学部附属病院と東京女子医科大学病

院）、非盲検、非対照、用量漸増試験（NS-035 をコ

ホート１からコホート４まで漸増し、各々1.6 mg/kg、
6.0 mg/kg、20 mg/kg 及び 40 mg/kg を投与、NS-
035 と同時に投与する D-マンニトールはいずれの

コホートにおいても 500 mg/kg に固定）とした。対

象は、5 歳以上 10 歳以下の、補助なしで座位保持可

能な患者（上田分類 2 以上）の FCMD 患者とした。 
 
結果 

NS-035 の有効性を検討する非臨床試験（薬理試

験）では、FCMD モデルマウス及び患者由来細胞へ



の NS-035 の投与により、異常スプライシングの正

常化、正常型フクチン蛋白質の発現回復、α-DG の

糖鎖修飾とラミニン結合能の回復がみられ、NS-035
の有効性が確認された。他の非臨床試験の結果も含

め、非臨床試験の適切性や治験実施計画書案の妥当

性を PMDA に確認し、2021 年 7 月に IRB での承

認を得た。同年 8 月より、FCMD 患者を対象とした

アンチセンス核酸 NS-035 の多施設共同第Ⅰ相臨床

試験を医師主導治験として開始した。現在、治験は

順調に進んでおり、治験の完遂後に解析結果の公表

が可能となる予定である。 
 
考察 
 これまでの先行研究において、我々は FCMD の

病態を分子レベルで解明し、病態機序に基づき、ア

ンチセンス核酸（3 種類のアンチセンス核酸の混合

カクテル）が FCMD モデルマウスや患者由来細胞

において有効性を示すことを報告してきた。本研究

では、日本新薬株式会社との共同研究により、強力

な効果を持つ高活性配列の 1 本のアンチセンス核酸

NS-035 を発見し、FCMD モデルマウス及び患者由

来細胞で有効性を示すことを確認した。医薬品開発

を進める上で、3 種類のアンチセンス核酸の混合カ

クテルでは複数の非臨床試験や多額の開発費を要す

ることが問題であったが、NS-035 の発見により、

FCMD治療薬としてNS-035の開発を進めることに

成功した。そして、薬事承認を目指し、非臨床試験

（GLP 試験）を実施し、FCMD 患者を対象とした

NS-035 の多施設共同第Ⅰ相臨床試験を医師主導治

験として開始した。本治験は、非臨床試験を実施し

たアンチセンス核酸（NS-035）をヒトで初めて投与

する First-in-human（FIH）試験であり、治験参加

者の安全に細心の注意を払いながら進める必要があ

る。現在、治験は順調に進んでおり、2023 年度（令

和 5 年度）内に完遂する予定である。 
本研究が完遂した後は、第 2 相以降の治験を継続

し、NS-035 の薬事承認を目指す。将来的に FCMD
治療薬として NS-035 の承認が得られれば、現時点

で治療法が無い FCMD に対し、有効な治療薬を提

供することが可能となり、患者、家族、社会に大き

く貢献できるものと期待される。 
 
結論 

FCMD 患者のフクチン遺伝子から転写される

pre-mRNA に作用することで異常スプライシング

を是正し、正常なフクチン蛋白質を発現することが

可能な1本のアンチセンス核酸NS-035を発見した。

薬事承認を目指し、非臨床試験（GLP 試験）を実施

し、FCMD 患者を対象とした NS-035 の多施設共同

第Ⅰ相臨床試験を医師主導治験として開始した。現

在、治験は順調に進んでいる。 
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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 
 
分担研究者 大野欽司 1) 
研究協力者 中田智彦 1,2)、水野誠司 3)、井本逸
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学; 2)名古屋大学大学院医学系研究科・小児科学; 
3)愛知県医療療育総合センター中央病院; 4)愛知
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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、35 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。 
胎児型 AChR のみに含まれる γサブユニット

遺伝子(CHRNG)の機能喪失遺伝子バリアント

は先天性多発性関節拘縮症 (arthrogryposis 
multiplex congenita)と翼状片(pterygium)を特徴

とし、非進行性で良性の経過の経過を辿る

Escobar 症 候 群 (Escobar variant of multiple 
pterygium syndrome, EVMPS)と致死的多発性翼

状片症候群 (lethal form of multiple pterygium 
syndrome, LMPS)を惹き起こす 8-10。AChR γサブ

ユニットは出生後に AChR ε サブユニットに置

換されるため出生後は筋力低下・筋無力症状を

認めず、Escobar 症候群も致死的多発性翼状片

症候群も CMS とは臨床病型が異なるが CMS
の亜型に分類される 9。いずれも胎生期の無動

が多発性関節拘縮症と翼状片の原因と考えら

れる。 
手指関節拘縮のみで翼状片を認めない不全

型 Escobar 症候群が存在し 10, 11、軽度の手指関

節拘縮の小児の中に未診断の本症が存在する

と思われる。先天性多発性関節拘縮症は 220 以

上の原因遺伝子が知られているが CHRNG の病

的バリアントが最も多く 17 家系中 6 家系に認

められる 11。スペインの遺伝子解析で病的バリ

アントが同定できた 64 名の CMS 患者のうち 5
名が CHRNG バリアントによる Escobar 症候群

であったと報告されている 12。Escobar 症候群は

72 家系 101 名の報告がされているが病的γサ

ブユニットバリアントの機能解析はされてい

ない。本研究において 3 例の本邦 Escobar 症候

群患者で同定されたγP121T バリアントの機能

解析を行った。 
方法 
 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。 
結果 
 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 細胞表面発現を調べたところγ

P121T-AChR は wt-AChR の 80％の発現が認め

られた。 
 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。 
考察 
 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。 
 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、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

ンスバリアンと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る。 
結論 
 Escobar 症候群において同定したミスセンス

バリアンとの病態生理学機構を初めて明らか

に し た 13 。 fast channel syndrome は 3,4-
diaminopyridine, cholinesterase inhibitor, albuterol
が有効であり、治療胎児型重症筋無力症と同様

に出生前治療が可能となることが期待される。 
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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３種の EDMD モデルマウスにおけ

る心筋障害の比較を行ったので報告する。 

 

方法 

エメリン欠損マウス(Emd)、Lmna 変異導入

マウス(H222P)、およびそれらの重複変異マウ

ス(EH)の心機能の経時的変化を心臓超音波検

査、および病理学的、分子生物学的解析により

比較した。 

 
結果 

いずれのモデルマウスも 12 週齢では心障害は

認められなかったが、18週、30週ではH222P、

EH マウスともに心エコー上での機能低下、心

筋の線維化が経時的に増悪し、線維化や心筋障

害に関連する遺伝子やシグナル伝達関連分子

の発現に異常が認められた。興味深いことに、

いずれの心筋障害の指標においても、H222P と

E H で差異は認められなかった。Emd は 30 週

齢まで野生型と差がなかった。 

 
考察 

 EH マウスは H222P マウスと比較し顕著な

骨格筋障害を早期から示すのに対し、心筋障害

の程度には両者に差が認められなかったこと

から、同じ横紋筋であっても、心筋ではエメリ

ンの欠損が H222P マウスの心筋障害を重篤化

しないことが明らかとなった。 

 
結論 

 同じ横紋筋であっても、骨格筋と心筋では、

エメリン欠損の影響が異なることが明らかと

なった。今後、エメリンの組織間機能の差異を

検討していく必要がある。 

 

参考文献 

 なし 



メカノトランスダクション機構解明による筋

疾患治療方法開発 

 

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。３年の研究期間を通じて、疾患筋に

おける適正なメカニカルストレスの提案を目

指し、運動と筋について検証を進めた。 

特に今年度は、筋量だけではなく筋質維持機

構についても検討することを目的に、PGC-1α 

isoform を介した筋恒常性維持機構について検

証した。 

 

方法 

14-16 週の野生型マウスに尾部懸垂ないしト

レッドミル運動を施行し、運動免荷/負荷後の骨

格筋（大腿四頭筋）内 PGC1-α 遺伝子発現量に

ついて解析した。 

筋採取は、尾部懸垂施行 2 週間後、トレッド

ミル運動単回施行直後、単回施行 3 時間後、2

週間施行 1.5 日後に行った。 

PGC-1α 遺伝子発現量に関しては、近位ﾌプロ

モーター由来の PGC1-α－a と NT-PGC1-α-a を

認識するプライマーセット①、代替プロモータ

ーエクソン 1b 由来の PGC-1α-b、PGC-1α2、NT-

PGC-aα-b を認識するプライマーセット②、代替

プロモーターエクソン 1b’由来の PGC-1α-c、

PGC-1α3、NT-PGC-1α-c を認識するプライマー

セット③、特に機能が異なるといわれている N

末端が残された NT-PGC-1α-a, b, c を認識するプ

ライマーセット④を用いて、qPCR を行った。 

また、我々の研究室では、基底膜-ジストロフ

ィン-糖タンパク質複合体に関わるパールカン

分子がメカノトランスダクション調整を行っ

ている可能性を報告してきていることから、パ

ールカンコンデイショナルノックアウトマウ

ス（軟骨のみパールカンを発現したマウス）に

おいても同様の解析を行った。 

 

結果 

運動免荷群に関しては、尾部懸垂 2 週間後の

みの評価となったこともあり、野生型、パール

カンコンデイショナルノックアウトマウスと

もに、いずれの PGC-1α isoform も発現量変化は

なかった。一方、運動負荷群に関しては、近位

プロモーター由来のPGC1-α isoformの発現量変

化は得られなかったが、代替プロモーター由来

のPGC1-α isoformに関しては単回運動後の発現

量上昇を認め、特にパールカン欠損骨格筋で更

なる発現量上昇を得た。また、NT-PGC-1α（NT-
PGC-1α-a, b, c）に関しては、野生型マウスでは

明らかな発現量変化はみられなかったが、パー

ルカン欠損骨格筋では単回運動 3 時間後に発現

量上昇がみられた。 
 

考察 

 運動強度条件の適正化は今後検討する必要

があるが、本運動刺激による PGC-1α 発現量

の変化は代替プロモーター由来の isoform が

主であった。パールカン欠損骨格筋では近位



プロモーター由来の isoform を除いたほぼす

べての PGC-1α isoform の発現量亢進が確認

され、パールカン欠損による運動増強を反映

しているものと推察された。特に、パールカ

ン欠損筋で NT-PGC-1α の発現量上昇が優位

であったことから、パールカンが IGF-1、

myostatin シグナルに関与するとされる NT-

PGC-1α-b を含む NT-PGC-1α-IGF1-MSTN 経

路に関与している可能性が示唆された。 

 

結論 

細胞外マトリックス分子を介した骨格筋維持

機構について検討した。これら in vivo 運動モデ

ルから探索される筋量および筋質の維持に関

わるターゲット分子と、これまでの研究班で報

告した脱細胞シートを用いた疾患筋によるメ

カニカルストレスセットポイント評価ツール

を合わせることで、筋疾患におけるメカノトラ

ンスダクション機構の解明を目指す。 
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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 
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所属 

1) 藤田医科大学医科学研究センター難病治療

学 

2) 星城大学リハビリテーション学部 
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緒言 

骨格筋は、MyoD などの HLH 型の筋特異的転

写制御因子やサイトカイン・マイオカインの秩

序だった発現調節により形成される。旺盛な再

生能力を有している。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、非活発な生

活、老化、慢性炎症や悪液質で萎縮し、運動負

荷で肥大する。運動や薬剤負荷により生じた筋

肥大の記憶・痕跡を筋衛星細胞が記憶する機構

の存在も注目されている。超高齢社会を迎えた

本邦では、サルコペニア・フレイルの増加とそ

の対策が大きな社会問題となっている。本研究

班での研究では、骨格筋分化と筋萎縮機構に着

目した解析を遂行した。ミオシン重鎖は骨格筋

の収縮に必要なタンパク質複合体であり筋形

成にも重要な役割を示す 1)。アクチンとの相互

作用しスライディングにより円滑な筋収縮と

弛緩に関与している。速筋型、遅筋型などサブ

タイプが知られている。速筋型としては、type 

IIx, IIa, IIb を構成する Myh1,2,4 にコードされた

3 種類の速筋型ミオシン重鎖(MyHC)が存在す

る。Myh1,4 にフレームシフト変異を導入するこ

とで、MyHC-IIx と IIb を同時に欠損したダブル

ノックアウトマウスを作製し、詳細な解析を行

なった。ミオスタチン阻害で上昇するタンパク

質メチル化酵素を見出し、速筋型ミオシンを標

的とすることを見出した。二分脊椎は、神経管

が閉鎖不全をおこす疾患で脊髄神経とともに

骨格筋機能にも影響を与える。平面内細胞極性

の要となる Vangl2 は N-カドヘリンは相互作用

を示す。両分子の二重ヘテロ体が高頻度で尾部

解放型の二分脊椎を呈することがわかり詳細

に解析を行なった。 

 

方法 

CRISPR/Cas9 法を用いて、一種類のガイド RNA

でミオシンの Myh 1,4 遺伝子に同時にフレーム

シフト変異を導入した二重変異モデル(dKO)を

作成した。骨格筋の変化、筋の繊維化を組織学

的に解析した。筋力、血清マーカーの変動を精

査した。ミオシン重鎖のサブタイプの発現を免

疫染色で調べた。骨格変化をマイクロ CT を用

いて解析した。筋衛星細胞や FAP 細胞の数的な

変化を調べた。質量分析装置を用いて網羅的な

タンパク質の変動を調査した。 

新たな神経管閉鎖不全による二分脊椎モデ

ルに関しては、平面内細胞極性に中心的役割を

果たしている Vangl2 に着目し、N-カドヘリンと

の相互作用を解析した。両分子の二重ヘテロ変

異体を解析し発症する二分脊椎を形態変化、局

在変化により調べた。初代培養神経細胞を用い

て代培養神経細胞を用いて関与するシグナル

系の解析を行った。 

 

結果 

Myh1,4 遺伝子の二重変異体は、生後 3 週になる

とサルコメア構造の崩壊を伴う重度の筋萎縮



を示し、生後 4 週目までに死亡した。脊椎の弯

曲は示さなかった。体重、前脛骨筋、腓腹筋、

ヒラメ筋は萎縮し、筋力も低下が見られた。マ

ッソントリクローム染色陽性の筋肉内繊維化

が見られた。申請者らが 2010 年に Nature Cell 

Biol 2)で報告した繊維化の源となる間葉系前駆

細胞(FAP)細胞は数的な増加が見られた。筋萎

縮系のシグナルであるミオスタチン・アクチビ

ンの下流分子である Smad のリン酸化は増加し

ていた。MuRF-1, Atrogin-1 のユビキチンシグナ

ルも増加していた。代償性と思われるが、

mTOR/Akt 系シグナルに上昇が見られた。

MyhIIa 陽性繊維は増加していたが、筋萎縮を回

復させるほどの上昇ではなかった。胎児型ミオ

シン繊維が観察された。サルコメア構造に乱れ

が生じていた 3)。 

平面内細胞極性の中心分子である Vangl2 とそ

の相互作用接着因子である N-カドヘリンのホ

モノックアウトマウスは胎生致死である。二重

ヘテロ変異体を解析したところ、高頻度に尾部

の神経管閉鎖障害を起こすことが観察された。

下流で作用するシグナルとしては RhoA や JNK

シグナルは変化がなかった 4)。 

 

考察 

Myh1,4 遺伝子の二重変異体は高度な筋萎縮を

示し、筋萎縮の良好なモデルとなることが解析

された。Myh1 単独の遺伝子破壊では筋萎縮は

20%程度であり、Myh 4 単独では筋量の低下は

おほとんど見られないが、二重変異体では 60%

の筋萎縮を示した。血清解析ではクレアチンキ

ナーゼには変化がなかったが、低グルコースと

高コレステロール値が観察され、栄養障害が示

唆された。筋繊維化が見られ、FAP 細胞数の増

加、TGF-βの発現上昇が確認された。Pax7 陽性

の筋衛星細胞数は増加していた。興味ある骨格

系モデルと考えている。 

結論 

ミオシン重鎖の二重変異体を作製し、高度な筋

萎縮モデルとなることが示された。Myh7 の変

異は筋疾患や心筋障害をきたすことが知られ

ている。Myh1 の変異による筋疾患は報告がな

いが、Myh4 が代償している可能性がある。がん

による悪液質に起因する筋萎縮でもミオシン

の低下や分解が関与している。新たな筋萎縮モ

デルとして有用であると考えている。速筋型ミ

オシン重鎖に関しては、ミオスタチン阻害によ

る筋肥大でメチル化修飾されることを示し、現

在解析を進捗させている。二分脊椎は神経管閉

鎖不全により生じる。二次的に骨格筋にも影響

が及び歩行にも影響する。小児の難病であるが

今回、新たなモデルを作成することができた。

平面内細胞極性解析で頻用される内耳の上皮

の配列異常も同時に示しされた。 
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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 
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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）や合成誘導体 TCP-112 が良

好な活性を示すことを見出した 1,2。 
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た。そ

こで TCP-107 の β-アミノ酸構造に着目し、炭素

鎖の回転を立体的に制限するため左翼にシク

ロプロパン構造を導入した。その結果、シクロ

プロパンを導入した誘導体 4 種のうち down-cis
配座を有する TCP-304 において、強力なリード

スルー活性を示すアミノグリコシド系抗生物

質 G418 と比較し、同等の活性値を示した 3。本

研究では、TCP-304 をリード化合物とし、脂溶

性の向上とプロドラッグ機能の付与を目的と

した新たな誘導体の創製に着手した。具体的に

は、エステル化により化合物の脂溶性を向上さ

せることで細胞内移行性を改善し、エステラー

ゼ代謝により細胞内で TCP-304 が再生され、リ

ードスルーを発揮できるプロドラッグの創製

を目指した。 

 

方法、結果、考察 

誘導体 TCP-304 のカルボキシ基に対し、4 種

の異なるエステル構造（メチルエステル、ベン

ジルエステル、オルト-ブロモベンジルエステル、

およびメタ-クロロベンジルエステル）を導入し

たプロドラッグ TCP-307〜310 をそれぞれ設計

し、それらの機能評価を実施した。 
まずは、プロドラッグの脂溶性を調べるため、

ClogP 値を算出した。その結果、プロドラッグ

4 種の ClogP 値は−1.36〜1.22 と、リード化合物

TCP-304 の 3.64 と比較し、高値であることから

脂溶性の向上が図れたと考えられる。 
次に、プロドラッグのリードスルー活性を、

β-ガラクトシダーゼとルシフェラーゼの間に

PTC として TGA 配列を挿入したデュアルレポ

ータープラスミドを用いて評価を行った。尚、

当該 PTC の前後配列は、デュシェンヌ型筋ジス

トロフィーモデルマウスに由来する。本プラス

ミドをトランスフェクションした COS-7 細胞

に、合成プロドラッグ（200 µM）を処理し、リ

ードスルー活性を評価した。その結果、プロド

ラッグ 4 種の活性は、4.93〜6.80 であり、TCP-
304 の活性 8.94 よりも低いことがわかった。

ClogP 値とリードスルー活性値から、単に化合

物の脂溶性を増加させただけではリードスル

ー活性の向上は見られないことが明らかとな

った。 
そこで、プロドラッグのエステル部位の分解

がリードスルー活性発現に寄与しているかを

調べるため、エステラーゼを用いたエステル加

水分解実験を実施した。0.1 M リン酸緩衝液（pH 
7.4）にプロドラッグ TCP-307〜310 をそれぞれ

溶解した後、ブタ肝臓エステラーゼを添加し

37 ℃にてインキュベートした。時間経過におけ

る代謝物を HPLC にて分析し、プロドラッグの

半減期（t1/2）を算出することにより、エステラ

ーゼによる加水分解の反応性を確認した。その

結果、いずれのプロドラッグにおいても加水分

解により親化合物 TCP-304 の再生が確認され

た。また、プロドラッグの t1/2 は約 7〜24 時間

であった。効率的にリードスルー活性を発揮す

るには、より短時間で親化合物を再生できるプ

ロドラッグの創製が重要と考えられる。 
 
結論 

本研究では、down-cis 配座を有するシクロプ

ロパンを有する TCP-304 をリード化合物とし、

脂溶性を付与したプロドラッグの創製を行な

った。今後、より効率的にリードスルー活性を

発揮できるプロドラッグを見出すことで、ナン



センス変異に起因する DMD におけるリードス

ルー薬創製に貢献できると期待される。 
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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 
骨格筋線維は絶え間ない物理的刺激により

たえず負荷を受けている。骨格筋線維の恒常性

維持のため、内在的な保護機構が存在する。骨

格筋幹細胞（筋衛星細胞）は、筋芽細胞の生成

および融合により、筋管と呼ばれる長大な多核

細胞の形成を経て、筋線維の新生がもたらされ

る。また筋線維膜の損傷は小胞融合を介して修

復されるが、膜修復の破綻は筋疾患発症をもた

らすことが知られている。これらの機構に共通

する現象である細胞膜の構造維持機構のうち

「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、未だその分子機

構および意義は明らかではない。本年度はこれ

までの知見のもと（文献１）、脂質分子動態によ

り制御され、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）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。 
 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

解明を試みてきた。PIEZO1 の全身性欠損は胎

生致死をもたらすことから、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、以下の実験

を行った。①タンパク質レベルでの PIEZO1 の

発現、局在を検討するため、内在性 PIEZO1 の

C 末端に tdTomato が融合した形で発現する

Piezo1-tdTomato マウスを用いたところ、PIEZO1
は幹細胞の分裂過程にて分裂溝に強く集積す

ること、PIEZO1 は未分化の幹細胞にて特に強

く発現し、分化進行とともにその発現が減少す

ることをそれぞれ見出した。②PIEZO1 下流経

路の同定のため、単離筋衛星細胞にて 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

子群の著しい減少が認められた。これらの結果

より PIEZO1 の下流にて低分子量 G タンパク質

RhoA 経路が作用すると仮定した。実際、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（文献３にて報告）。   
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。また TRPM7 は mTOR 経路の活性化に関

わることを見出した。 
 
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。本研究にて明らかにした

とおり、PIEZO1 の局在は幹細胞の分化・増殖状

態で著しく変化したことから、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  
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

衛星細胞にて RhoA 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、一方で筋線維にわずか

に発現する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との相関を明らかに

していきたい。さらに細胞膜脂質の動態につい

ても、脂質ラベル化法などを用いて明らかにし

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。RyR1 は T 管膜のジヒ

ドロピリジン受容体（Cav1.1）と相互作用して、

膜の脱分極により活性化する（脱分極誘発性

Ca2+遊離、DICR）。DICR は RyR1、Cav1.1 に加

えて β1a、Stac3、Junctophilin が形成した複合体

で起こる。最近の研究から、構成因子の遺伝子

変異が種々のミオパチーの原因になることが

分かってきた。しかし、それらの疾患に対する

治療法は未だ確立していない。申請者は最近、

非筋細胞に DICR 構成因子を導入することで

DICR を効率よく再現する系の開発に成功した。

本研究では、DICR 再現系を利用して薬物スク

リーニングプラットフォームを構築し、DICR

活性化薬のスクリーニングを行った。 

 

方法 

 RyR1 と小胞体内 Ca2+（[Ca2+]ER）インジケー

タの R-CEPIA1er を安定発現した HEK293 細胞

に DICR 構成因子（Cav1.1、β1a、Stac3、JP2）

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導入した。DICR 活性は

細胞に高カリウム（K+）溶液で脱分極刺激を行

ない、蛍光プレートリーダーで[Ca2+]ERを測定し

た。機能既知化合物ライブラリは東京医科歯科

大学から供与していただいた。 

 

 

 

結果 

 DICR 活性は K+濃度依存性を示し、EC50 値

は 10-15 mM K+であった。DICR 活性化薬を探

索するため、15 mM K+により DICR を部分的

に起こしておき、化合物を添加して[Ca2+]ERの変

化を測定した。既知の DICR 促進薬である過塩

素酸は[Ca2+]ER を低下させ、DICR 阻害薬の

Cpd1 は[Ca2+]ER を上昇させた。化合物ライブラ

リの約 1,500 化合物のスクリーニングを行った

結果、[Ca2+]ERを有意に低下させる候補化合物が

数十個得られた。このうち、Ca2+誘発性 Ca2+遊

離（CICR）を促進するものを除き、数個のヒッ

ト化合物を得ることに成功した。 

 
考察 

 今回得られた化合物は DICR 促進薬として、

ミオパチーの治療薬開発の元になる可能性が

ある。今後、骨格筋細胞やモデル動物を使用し

て、有用性についての検討を行なっていく。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。 

 
結論 

 今回開発したスクリーニング系は 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 東海大学工学部生物工学科 

 

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 4 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、ノックダウンによ

り正常型ラミン Aの発現量を抑制した時の表現

型と、変異型ラミン A の発現が筋線維に与える

影響について解析した。 

 

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)の受精卵に対し、内在

性ラミン Aをノックダウンするアンチセンスモ

ルフォリノをインジェクションし、外来性の野

生型ラミン Aおよび外来性の変異型ラミン Aの

みを発現するモデルを作製し、核の形態を EGFP

蛍光によって観察した。また、ファロイジン染

色によって骨格筋アクチンを染色し、上記のノ

ックダウンモデルにおける筋変性の有無につ

いて調べた。また、RNA-seq により 2 倍以上の

発現量増加が見られた GADD45ab, GADD45ba, 

MAPK12b を中心に、DNA 損傷経路、細胞老化経

路、細胞死•炎症経路に関するマーカー遺伝子

の発現を定量 PCR で調べた。 

 

結果 

内在性ラミン A をノックダウンしたモデルで

は、変異型 EGFP-ラミン A を発現するゼブラフ

ィッシュで核から複数の突起が生じる形態異

常が見られ、これを protrusion と呼ぶことと

した。核の protrusion は内在性ラミン A をノ

ックダウンした変異型 EGFP-ラミン A ゼブラフ

ィッシュでのみ見られ、さらに運動によって約

40%の核が protrusion を示すようになった。ま

た、核と核が糸状の構造で繋がった”nuclear 

bridge”と呼ぶ形態異常も内在性ラミン Aのノ

ックダウンによって変異型 EGFP-ラミン A ゼブ

ラフィッシュで約 15%の核で見られるようにな

った。こうした核の形態異常に関連して、ノッ

クダウンモデルでは骨格筋アクチンの変性も

顕著に見られた。遺伝子発現解析では、DNA 損

傷応答に関わる GADD45 ファミリーおよび

MAPK12b が変異型 EGFP-ラミン A ゼブラフィッ

シュで約2倍の発現増加を示した。慢性的なDNA

損傷応答は細胞老化を引き起こすことが知ら

れているが、細胞老化マーカーである p21, p16

の発現も変異型 EGFP-ラミン A ゼブラフィッシ

ュで約 2 倍の発現増加を示した。また、細胞死

に関わるカスパーゼ 6の発現が約 1.5倍に増加

し、炎症に関わる SOCS1a の発現が約 3 倍に増

加していた。DNA 損傷と細胞老化については、

免疫染色によってもそれぞれのマーカーであ

るγH2AX、p16 陽性の形態異常核が多く確認さ

れた。 

 

考察 

 内在性のラミン Aをノックダウンすることに

より、外来性の変異型 EGFP-ラミン A を発現す

るゼブラフィッシュでラミン Aミオパチー様の



表現型が亢進したことから、核膜に局在する正

常型ラミン Aの量が核の形態と骨格筋の健常性

を保つために重要であることが示唆された。こ

のことから、ラミン A ミオパチーは常染色体優

性遺伝形式で遺伝するものの、その発症機序は

正常ラミン Aの量が減少することによるハプロ

不全の可能性が考えられる。実際、ラミンミオ

パチーの患者で Q6X などの truncation 変異を

ヘテロで持つ患者が見つかっており、ハプロ不

全での発症が推測される。核膜が脆弱になり、

核膜の破綻が生じると、核内のゲノム DNA にも

損傷が及ぶことが予想され、本研究結果からは、

タンパク質および RNAの両方のレベルで DNA損

傷マーカーの増加が示唆された。また細胞老化

マーカーの増加も認められ、細胞老化現象がラ

ミン Aミオパチーに見られる繊維化や筋炎様の

症状に関与する可能性も推測された。これらの

点に関して、さらなる研究が必要と考えられた。 

 

結論 

ラミン Aミオパチー患者に見出された変異はラ

ミン A の機能を損ない、核膜の脆弱化を引き起

こすことが明らかになった。核膜の完全性の損

失により DNA損傷応答や細胞老化経路の活性化

が起こることがわかった。これらのことから、

我々のゼブラフィッシュモデルがラミン Aミオ

パチーの病態解明に有用であることが示唆さ

れた。 

 

参考文献 

なし 



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。一方、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

制する治療薬シーズの開発も進める。 

 

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

に異常 RNA を発現させることが可能な 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

ト法により細胞周期を制御する蛋白や細胞老

化関連分泌形質（SASP）蛋白の発現を評価した。

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。 

また異常 RNA の毒性を軽減する分子として、

CUG リピート RNA に結合するペンタトリコ

リピートペプチド（PPR）を合成し、DM1 細胞

モデルで FISH により異常 RNA 凝集抑制効果

を、RT-PCR によりスプライシング異常改善効

果を検証した。さらに DM1 マウスモデルへ

AAV 搭載型 CUG リピート結合性 PPR を投与

し、real time PCR 法やウエスタンブロット法

により全身での PPR 発現を定量したほか、骨

格筋でのスプライシング異常改善効果や異常

RNA 凝集抑制効果、筋強直症状改善効果を検

証した。 

 
結果 

われわれが構築した DM1 モデル細胞におい

て、異常 RNA の発現によりテロメア長非依存

的な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。また遺伝子発現解析の結果から、

ミトコンドリア関連遺伝子、p16, p21, p51 な

どの細胞周期制御因子、IGFBP3 や PAI-I など

SASP の発現亢進が同定され、蛋白レベルでも

これら変化が裏付けられた。Comet assay やγ

H2-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や、Mito-

SOX assay によりミトコンドリア機能の障害

が確認された。 

また、CUG RNA 結合性 PPR は、DM1 細胞

モデルで異常 RNA 凝集を抑制し、ATP2A1 ス

プライシング異常の改善効果を示した。AAV 



搭載型 PPR のマウス尾静脈投与により、DM の

治療標的臓器である骨格筋、心筋、脳などで良

好な PPR 蛋白発現も確認された。PPR 投与に

より、マウス骨格筋でも異常 RNA の凝集抑制

効果とスプライシング異常改善効果が確認さ

れた。さらに、モデルマウスの臨床症状として、

PPR 投与後に筋強直症状の改善も実証できた。 

 
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、DN

障害およびDNA ダメージ応答反応を介して細

胞周期制御因子や SASP 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、

CUG RNA 結合性 PPR により、異常 RNA に

よるスプライシング制御因子凝集を防ぎ、異常

RNA の毒性を低減できることが、in vitro, in 

vito で証明された。 

 

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。また異

常 RNA の毒性を低減する新たな治療薬モダリ

ティとして、CUG RNA 結合性 PPR の有効性

が示された。 

 

 

参考文献 

1. Hasuike Y, Mochizuki H, Nakamori M. 
Expanded CUG Repeat RNA Induces 
Premature Senescence in Myotonic 
Dystrophy Model Cells. Front Genet. 
13:865811.2022  

 



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） 

   生化学分野 

 

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。先天性ミオパチーの一つで

ある中心核ミオパチー（Centronuclear Myopathy; 

CNM）は、T 管や 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

研究で、膜リモデリング分子である BIN1 

(Amphiphysin 2)と Dynamin 2 をコードする BIN1、

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より CNM が発症するメ

カニズムは不明であった。 

 

方法 

本研究では、CNM 変異型 BIN1 と Dynamin 2

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 発症機序

をマルチスケールでの解明を目指した。 

 

結果 

分担研究者は現在までに、(1) BIN1 と Dynamin 
2 の膜リモデリング機能を定量的に解析するこ

とができる in vitro および in cellulo の 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

Dynamin 2 が膜リモデリング機能異常を示すこ

と、(3) Dynamin 2 の膜切断機能に必要な GTP ア

ーゼ活性が、CNM 変異型 Dynamin 2 では恒常

的に亢進し、T 管様構造が過度に切断されるこ

とを明らかにした。これらの研究成果は、主任

研究者と共著で、原著論文 2 報に発表した

（ Fujise et al., Journal of Biological Chemistry 
2021; Fujise et al., Human Mutation 2021）。また、

関連する総説 1 報（Fujise et al., IJMS 2022）と

著書 1 報（竹田、医学のあゆみ 2022）を今年度

発表した。さらにモデル生物である線虫を用い、

(4) 線虫ダイナミン変異体の表現型がヒト

Dynamin 2 によってレスキューされること、(5) 
CNM 変異型 Dynamin 2 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（投稿中）。 
 

考察 

今後は、CNM 変異型 BIN1 や Dynamin 2 によ

って膜リモデリング異常が誘導されるメカニ

ズムを、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で明らかにす

る。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、その表現型解析により、CNM の発症機

序を個体レベルで解明する。さらに変異型

Dynamin 2 を発現する CNM モデルマウスを作

製し、in vivo での CNM 発症機序について解析

を進めていく。 
 

結論 

本研究で用いたマルチスケールの解析アプロ

ーチは、CNM 発症機序を分子・細胞・個体レベ

ルでの解明、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。 

 
参考文献 
1. Tetsuya Takeda, Hiroshi Yamada, Kohji Takei 
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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。本研究

では、NCNP 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ない、

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。眼咽

頭遠位型ミオパチーのゲノム解析について

は、サザンブロッティング法、repeat primed 

PCR 法、フラグメント解析法などで解析をす

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。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 では遺伝性筋疾患症例を対象に

2014 年から筋病理診断に加え、オリジナル筋

疾患遺伝子パネルと次世代シークエンサー

を組み合わせた方法（パネル解析）で遺伝子

診断を行なってきた。フォローアップシーク

エンシングとして 300 例を解析した。診断結

果は適時、臨床現場に還元している。 

2. 眼咽頭遠位型ミオパチー (OPDM)のゲ

ノム解析 

我々は、これまで OPDM の原因遺伝子とし

て GIPC1 と NOTCH2NLC を報告してきた。

そして、最近、OPDM の第四の原因遺伝子と

して RILPL1 が中国の研究者より報告された。

そこで、日本人 OPDM に於ける RILPL1 のリ

ピート伸張について解析した。既知の OPDM

原因遺伝子に変異をもつ症例を除外して 159

例について解析した。結果、全ての症例で

RILPL1 のリピート伸張は認めなかった。中国

の症例でも現在、僅か 13 家系のみの報告で

あり、創始者効果が考えられた。 

3. 眼咽頭筋ジストロフィー (OPMD)のゲ

ノム解析 

小児期発症型 OPMD について、国際共同研

究からヘテロ核リボ核タンパク質をコード

する遺伝子 HNRNPA2B1 を原因遺伝子として

報 告 し た 。 病 因 性 バ リ ア ン ト は 、

c.1001_1002dupGT p.(Y335Vfs*25)で、同遺伝

子産物の核移行シグナルドメイン内に見出

した。 

4. 筋原線維性ミオパチーのゲノム解析 

顕性（優性）遺伝形式を呈する遠位型ミオ

パチーの一家系のエクソームシークエンシ

ングから分子シャペロンをコードする遺伝

子DNAJB4にヘテロ接合性のミスセンスバリ

アント c.270T>A (p.Phe90Leu) を発見した。

Dnajb4F90L ノックイン，ノックアウトマウス

を作製し、筋力低下と患者の筋病理像を再現

した。 



考察 

主な成果は、神経研究所、国内外の研究機

関の研究者らとともに遺伝性筋疾患の新規

原因遺伝子を発見したことである。臨床像と

の関連性、機能解析、モデル動物を用いた病

態解析の結果を共有することで筋疾患研究

分野に貢献した。 

 

結論 

 NCNP 筋レポジトリーで管理される検体を

用いて新規の原因遺伝子、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。 
 
参考文献 
1. Inoue M, Noguchi S, Inoue YU, Iida A, 

Ogawa M, Bengoechea R, Pittman SK, 
Hayashi S, Watanabe K, Hosoi Y, Sano T, 
Takao M, Oya Y, Takahashi Y, Miyajima H, 
Weihl CC, Inoue T, Nishino I: Distinctive 
chaperonopathy in skeletal muscle 
associated with the dominant variant in 
DNAJB4. Acta Neuropathologica. 
145(2):235-255, Feb, 2023. 

2. Ogasawara M, Eura N, Iida A, 
Kumutpongpanich T, Minami N, Nonaka I, 
Hayashi S, Noguchi S, Nishino I: 
Intranuclear inclusions in muscle biopsy can 
differentiate oculopharyngodistal myopathy 
and oculopharyngeal muscular dystrophy. 
Acta Neuropathologica Communication. 
10(1):176, Dec, 2022. 

3. Eura N, Iida A, Ogasawara M, Hayashi S, 
Noguchi S and Nishino I: RILPL1-related 
OPDM is absent in a Japanesae cohort, 
American Journal of Human Genetics. 
109(11):2088-2089, Nov. 2022. 

4. Ogasawara M, Saitoh S, Nishimori Y, 
Hayashi S, Iida A, Noguchi S, Nishino I: 
Malignant hyperthermia and cylindrical 
spirals in a 4-year-old boy. Neuromuscular 
Disorders. 32(10):845-846, Oct, 2022. 

5. Hama Y, Mori-Yoshimura M, Aizawa K, Oya 

Y, Nakamura H, Inoue M, Iida A, Sato N, 

Nonaka I, Nishino I: Takahashi Y. 

Myoglobinopathy affecting facial and 

oropharyngeal muscles. Neuromuscular 

Disorders. 32(6):516-520, Jun, 2022. 

6. Kim HJ, Mohassel P, Donkervoort S, Guo L, 

O'Donovan K, Coughlin M, Lornage X, 

Foulds N, Hammans SR, Foley AR, Fare CM, 

Ford AF, Ogasawara M, Sato A, Iida A, 

Munot P, Ambegaonkar G, Phadke R, 

O'Donovan DG, Buchert R, Grimmel M, 

Töpf A, Zaharieva IT, Brady L, Hu Y, Lloyd 

TE, Klein A, Steinlin M, Kuster A, Mercier 

S, Marcorelles P, Péréon Y, Fleurence E, 

Manzur A, Ennis S, Upstill-Goddard R, Bello 

L, Bertolin C, Pegoraro E, Salviati L, French 

CE, Shatillo A, Raymond FL, Haack TB, 

Quijano-Roy S, Böhm J, Nelson I, Stojkovic 

T, Evangelista T, Straub V, Romero NB, 

Laporte J, Muntoni F, Nishino I, Tarnopolsky 

MA, Shorter J, Bönnemann CG, Taylor JP: 

Heterozygous frameshift variants in 

HNRNPA2B1 cause early-onset 

oculopharyngeal muscular dystrophy Nature 

Communications. 13(1):2306, Apr, 2022. 

7. Ogasawara M, Eura N, Nagaoka U, Sato T, 

Arahata H, Hayashi T, Okamoto T, Takahashi 

Y, Mori-Yoshimura M, Oya Y, Nakamura A, 

Shimazaki R, Sano T, Kumutpongpanich T, 

Minami N, Hayashi S, Noguchi S, Iida A, 

Takao M, Nishino I: Intranuclear inclusions 

in skin biopsies are not limited to neuronal 

intranuclear inclusion disease but can also be 

seen in oculopharyngodistal myopathy. 

Neuropathol Appl Neurobiol. 48(3):e12787, 

Apr, 2022. 



分担研究課題名 「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 国立研究開発法人 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 

筋ジストロフィーは筋線維の壊死・再生を主病

変とする遺伝性筋疾患である。アンチセンス核

酸によるエクソン・スキップ治療など開発は進

んでいるものの、根治療法は現在まで存在せず

新たな治療法の開発が待たれている。 

本研究課題では、幹細胞を用いた新規治療法

開発の為の基盤研究として、筋再生の中心的役

割を担うサテライト細胞に着目した。Pax7 はサ

テライト細胞の機能維持に必須の転写因子で

あるが、Pax7 の転写共役因子、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。この理由として、市販の 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

グによる標的因子の同定が困難であることが

挙げられる。そこで本研究では、Pax7 にタグを

付加したノックインマウス（Pax7-HAKI マウス）

を作製し、発生期の筋前駆細胞および成体のサ

テライト細胞における 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サテ

ライト細胞の機能調節・機能維持メカニズムを

明らかにする。  

 骨格筋は多様な細胞が混在する組織という

だけでなく、筋線維自体がサテライト細胞の融

合により形成された多核の細胞である。トラン

スクリプトーム解析は病態発症のメカニズム

を理解する上で有効であるが、bulk RNA-seq で

は全ての細胞の遺伝子発現の総和を見ている

にすぎず、上記の理由から骨格筋においては

個々の細胞・核での遺伝子発現を解析し、病態

を理解する必要がある。そこで、本研究では近

年急速に進化を遂げているシングル核トラン

スクリプトーム解析を用いて、皮膚筋炎を始め

とする筋疾患の病態解明を目指す。 

方法 

1. Pax7 の C 末端に PA タグ x2 を付加した

Pax7-HAKI マウスを作製し、抗 HA 抗体を

用いた免疫沈降-質量分析法により Pax7 と

結合するタンパク質を同定した。 

2. 患者凍結筋組織（正常筋および抗 NXP2 陽

性皮膚筋炎患者罹患筋）からセルソーター

により細胞核を単離し、10x Genomics 社 

Chromium Controller およびライブラリ作製

キットを用いてシングル核 RNAseq ライブ

ラリを作製した。その後RパッケージSeurat

により各細胞クラスターの同定と、罹患筋

特異的に発現変動のある遺伝子を解析した。 

 

結果  

Pax7-HAKI マウスは野生型マウスと同等の成

長曲線を示し、前頸骨筋へのカルジオトキシン

投与後も正常な筋再生を示した。また、HA は

Pax7 と共局在を示した。E12.5 日齢胚およびサ

テライト細胞を用いた免疫沈降-質量分析法に

より、Pax7-HA/HA 胚および筋サテライト細胞

で野生型と比較して 2 倍以上有意に検出された

Pax7 結合タンパク質を 36 種同定した。Gene 

Ontology 解析の結果、eIF2 および eIF3 サブユ

ニットを中心とした翻訳開始関連因子やクロ

マチン制御因子が多く見出された。 

 凍結筋組織を用いたシングル核 RNA-seq 解

析を確立し、抗 NXP-2 抗体陽性の皮膚筋炎患者

由来凍結筋サンプルを解析した。筋線維核（Fast, 

Slow, Regeneration）、マクロファージ、血管内皮

細胞、筋サテライト細胞、周皮細胞、リンパ球、



平滑筋細胞の 9 つの細胞クラスターを同定した。

I 型インターフェロン（IFN）のカスケードを

MX1 および ISG15 の発現により解析した結果、

筋線維やマクロファージのみならず全ての細

胞種でその発現が見られ、I 型 IFN 経路が筋組

織内の全ての細胞で活性化していることが明

らかとなった。また、bulk RNA-seq で I 型 IFN

のリガンドの発現は IFN-β1 のみ患者筋で有意

な上昇が見られたが、シングル核解析でも同様

に IFN-β1 のみ発現が確認された。しかしなが

ら、IFN-β1 はマクロファージや筋核クラスター

で発現が見られるものの、その発現細胞はわず

かであり、主たる IFN-β1 発現細胞集団は確認

できなかった。また、IFN-β1 を発現すると過去

に報告のあった形質細胞様樹状細胞（pDC）で

は IFN-β1 の発現は見られなかった。 

さらに、抗 NXP2 陽性筋の筋核のクラスターに

おいて、低酸素化で発現誘導される HIF1 陽性

の病態特異的な集団を見出した。 

考察 

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 の翻訳制御が筋サテライト

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サテライト細胞の再生寄

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による確認が必

要である。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。一方、Pax7 と結合する

転写共役因子および Pax7 の標的遺伝子は世界

的にも殆ど明らかにされておらず、同マウスを

用いた解析は有用であると考えられる。 

 今回、患者由来凍結筋組織を用いたシングル

核トランスクリプトーム解析法を確立した。抗

NXP2 陽性抗体陽性罹患筋においては、IFN-β1

発現細胞を強く産生する細胞集団は発見でき

なかった。今後、免疫蛍光染色法および in situ 

hybridization 法により解析し同細胞を同定する

必要がある。我々が確立した骨格筋のシングル

核トランスクリプトーム解析は、これまで凍結

筋組織を用いた報告は無く、筋疾患の検体を用

いた報告もない。その強みを活かし、皮膚筋炎

だけでなくその他の筋疾患についても同手法

を用いて解析していく予定である。 

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。また、シングル核トランスクリ

プトーム解析により抗 NXP2 陽性罹患筋特異的

な細胞集団を発見した。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

および筋疾患病態発症機序が解明されるとと

もに、その成果が筋疾患治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 
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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

する分解経路も見いだした。これまでに、リソ

ソーム膜タンパク質 SIDT2 は、この経路にお

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、この経

路の破綻が 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。 

今回、リソソームがタンパク質を直接取り込

み分解する分解経路に関与する、SIDT2 以外の

分子を探索した。 

 
方法 

リソソームにおける局在とインタラクトーム

の情報から、分子 C に着目した。培養細胞で分

子 C を neuro2a 細胞に過剰発現させ、α-

synuclein や Tau を基質とした Tet-off システ

ムによる分解実験を行ない、タンパク質分解へ

の影響を解析した。また、共焦点顕微鏡解析に

より、α-synuclein が C 依存的にリソソームに

取り込まれるか検討した。さらに、マクロオー

トファジーの起こらない Atg13 ノックアウト 

(KO) neuro2a 細胞を用いて、本研究の分解経

路がマクロオートファジーか異なる経路かを

決定した。 

 
結果 

Tet-off システムによる分解実験の結果、分子 C

の過剰発現により、α-synuclein や Tau のタン

パク質分解が促進された。共焦点顕微鏡解析の

結果、分子 C の過剰発現により、α-synuclein

のリソソームへの移行が促進された。Atg13 

KO neuro2a 細胞においても、分子 C の過剰発

現により、α-synuclein のタンパク質分解が促

進された。また、C の過剰発現時には、マクロ

オートファジーの活性マーカーである LC-3II

の量に変化はなかった。以上の結果から、分子

Cはマクロオートファジーではないオートファ

ジー経路を活性化することが明らかとなった。 

 
考察 

マクロオートファジー以外の経路であること

から、リソソームによる直接的なタンパク質取

り込み経路であることが示唆された。また、分

子 C はリソソーム膜に存在することから、タン

パク質取り込みに関与している可能性がある。 

 

結論 

分子 C はマクロオートファジー以外のオート

ファジー経路を活性化する。 



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 
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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と同時

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

を有する. 一方で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, 特に筋幹細胞数の減少は重度傷害後の再生

遅延が寝たきりを惹起する要因となる事から, 

筋機能あるいは筋幹細胞数の維持は必須であ

る 2. 興味深い事に, 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が. その原因は不明である

3–5. 特に筋萎縮・筋幹細胞数減少の程度の少な

い骨格筋には, 加齢・疾患に対する保護因子が

含まれ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, 遅筋由来筋幹細胞は高い自己

複製能を持つ事で, 加齢による筋幹細胞数減少

に対する抵抗性を示す可能性を見出してきた 6.

特に, ミトコンドリア複合体構成タンパク質の

一つである Ndufs8 は, その制御の中心にいる

可能性が考えられ, この機能解析を目的として

これまで研究を行ってきた. 

 

＜方法・結果＞ 

1. 骨格筋における筋線維タイプと筋幹細胞機

能の関連性を明らかにする為, 正常腓腹筋およ

び除神経処置を行なった腓腹筋よりそれぞれ

筋幹細胞を単離し, 機能解析を行なった. 

除神経を行うと, 腓腹筋を構成する筋線維タイ

プは速筋線維優位から遅筋線維優位へと移行

する. 正常筋および除神経した筋より筋幹細胞

を単離・培養し, 筋管細胞を形成させ, 筋線維

タイプの解析を行なった結果, 正常筋および除

神経筋から単離した筋幹細胞は, 同様の筋線維

タイプで構成された筋管を形成する事が明ら

かとなった. すなわち, 筋幹細胞の機能は, そ

れらが存在する筋線維タイプに依存しない可

能性が示唆された. 

2. 筋線維タイプと筋幹細胞機能の関連性をさ

らに明らかにする為, 異なる部位よりそれぞれ

筋幹細胞を単離・培養し, 網羅的遺伝子発現解

析を行なった.  

筋幹細胞は, 速筋である大腿四頭筋, 前脛骨筋, 

遅筋であるヒラメ筋, さらに速筋・遅筋が混在

する横隔膜および外眼筋より単離を行なった. 

解析の結果, 各筋細胞に発現する遺伝子発現パ

ターンはそれぞれ大きく異なる事が明らかと

なった. すなわち筋幹細胞が存在する筋線維タ

イプと遺伝子発現の関連性は低く, 筋幹細胞の

機能的特徴は骨格筋部位毎に大きく異なる可

能性が示された. 

3. ヒラメ筋(遅筋)由来筋幹細胞は, 前脛骨筋

(速筋)由来細胞に比べて高い自己複製能を持つ

事をこれまで見出してきたが 6, その違いを決

定する分子を同定する為にプロテオミクス解

析を行なった. その結果, ヒラメ筋由来の培養

筋芽細胞では, 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とな

った. さらにその発現は加齢と共に減少し, サ

ルコペニアとの関連性が疑われた. 

4. Ndufs8 過剰発現および発現抑制実験により, 

Ndufs8 は筋細胞の自己複製能, アポトーシス耐

性能, さらにミトコンドリア形態, および代謝

機能に影響する事が明らかとなった. 

5. shRNA による Ndufs8 発現抑制は, 細胞内



NAD/NADH 比は低下し, 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

活性が低下している事が予想された 7. Sirtuin の

標的分子であるアセチル化 p53 タンパク質は

Ndufs8 発現抑制により増加していた. 

6. 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)を添加すると , 細胞内

NAD/NADH比が上昇し, さらにアセチル化 p53

タンパク質量が低下した. 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. 

7. NMNを添加して培養した筋細胞を骨格筋に

移植した結果, 通常の筋細胞に比べより多くの

筋線維および筋幹細胞の形成に寄与する事が

確認され, さらに筋細胞に対する NMN 添加は, 

自己複製能を亢進させる可能性を生体内で示

す事ができた. 

 

＜考察および結論＞ 

本研究結果から, 骨格筋幹細胞機能は, その

細胞が存在する筋線維タイプではなく, むしろ

骨格筋部位によって異なる事が明らかとなっ

た. 一方で, これら細胞によって形成される筋

管細胞の違いについては明らかにしておらず, 

今後検討が必要である.  

高い自己複製能を有するヒラメ筋由来筋細

胞の解析は, 加齢や疾患に対する耐性因子を含

む事が期待された. ヒラメ筋由来筋細胞におい

て発現の高い Ndufs8 は, NAD+/NADH 比の上昇

と, それに伴うアセチル化 p53 発現の低下に関

与し, 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, ミトコン

ドリアが加齢や疾患による筋細胞機能低下に

対する治療ターゲットになる可能性を示すこ

とができた. 今後筋ジストロフィーを含む筋萎

縮を呈する様々な疾患に対する NMN の治療効

果が期待される. 
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Not only therapy is unavailable but even the cause is unknown for many of 
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 2017-2022. As a result, the total number of frozen and cultured muscle 
samples has reached 23465 and 2216, respectively, by the end of 2022, which 
constitute the world-leading muscle repository. Using this muscle repository, 
we have made a number of achievements including: 1) identification of a novel 
dominantly-inherited DNAJB4 myopathy; 2) prospective comprehensive 
screening of frozen muscle biopsy sections for Pompe disease from July 2015 to 
January 2018, resulting in no patient identification; 3) development of novel 
method to differentiate between ocuolopharyngeal mucular dystrophy and 
oculopharyngodistal myopathy on muscle pathology; 4) characterization of 
pathological phenotype of antisynthetase syndrome according to positive 
autoantibodies; and 5) identification of several new causative genes for muscle 
disease through international collaboration, including HNRNPA2B1. 
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