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1. 研究目的 
国立精神・神経医療研究センターでは過去 45 年に亘

り筋病理診断を中心とする診断サービスを全国の医

療機関に向けて提供し、本邦の筋疾患医療を後方支

援してきた。その結果として本邦筋生検の7割以上が

集まる、名実ともに国内の筋疾患診断支援センター

として機能するに至っている。特に 2017 年以降のこ

の 5 年間は年間解析検体数（凍結筋）が毎年 1000 を

超え、その結果として構築された筋レポジトリーは、

総検体数（凍結筋）が23000を超えて、名実ともに世

界最高水準のものとなっている。本申請研究におい

ては、下記の 3 課題を柱として研究を進める。 
（1）筋疾患診断後方支援による筋レポジトリーの拡

充 
過去 45 年に亘り筋病理診断を中心とする筋疾患診断

後方支援を行うことで、国立精神・神経医療研究セ

ンターは筋疾患分野における揺るぎない国内診断拠

点として機能するに至っている。この筋疾患診断後

方支援を継続するとともにさらに発展させる。その

結果として構築される筋レポジトリーをさらに充実

させる。さらには、その筋レポジトリー検体を有効

に活用することにより、筋疾患の病態解明・治療法

開発研究を積極的に推進する。また、海外の筋疾患

医療発展途上地域からの検体も一部受け入れて診断

支援を行うとともに、筋病理セミナーを開催するな

どして国内外の医師に対して教育機会の提供も行う。

このことにより、国内のみならず、全世界的な筋疾

患医療水準向上に寄与し、国際的な筋疾患診断・研

究拠点として機能することを目指す。 
（2）病因・病態解明研究 
筋疾患には依然として原因や病態が不明のものが多

い。(1)の筋レポジトリーに集積された検体を有効活

用しつつ、本邦の筋学研究者の力を結集して、筋ジ

ストロフィーおよび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・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診断

法を開発する。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し、筋疾患診断体制をさら

に充実させる。また、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、筋線維肥大薬、

ならびに低分子医薬品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）筋疾患診断後方支援による筋レポジト

リーの拡充、（2）病因・病態解明研究、（3）診断

法・治療法開発、の 3 つを柱として研究を進めた。 
 

1) 筋疾患診断後方支援による筋レポジトリーの拡充 
a) 筋病理診断と検体数 
2023 年（暦年）の総筋病理診断件数（凍結筋年次検

体数）は、過去最高の 1147 件を記録した。総検体数

は、2023 年末で 24644 検体となった。また培養筋も

2270 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 
2023 年 11 月に、タイ・マヒドン大学シリラート病

院との共同で第3回国際筋病理セミナーをバンコクで

開催し、好評を博した。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、Google Analytics 旧

バージョン（2023 年 7 月終了）では 2018 年 1 月

の公開開始以来 2023 年 7 月までに世界 139 カ国の

アクセスがあった。その後バージョンが更新され、

データが確認できる 2022 年 8 月〜2024 年 3 月の

期間では世界 115 カ国からのアクセスを集めている。  
 

2) 病因・病態解明研究 
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てきた。また中国から報告さ

れた第 4 の原因遺伝子 RILPL1 については、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

を報告している（Eura N, et al. Am J Hum Genet. 2022 
Nov 3;109(11):2088-2089）。さらには、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）。今回は、白質脳症を伴う眼咽頭ミオ

パ チ ー の 原 因 と し て 当 初 報 告 さ れ た

LOC642361/NUTM2B-AS1 非翻訳領域の CGG リピー

ト伸長が眼咽頭遠位型ミオパチーを引き起こすこと、

むしろ、白質脳症を伴う眼咽頭ミオパチーではなく、

眼咽頭遠位型ミオパチーこそが典型的な表現型であ

ることを明らかにした（Pongpakdee et al. Neurol Genet, 
in press）。また眼咽頭遠位型ミオパチーの典型的画像

所見を明らかにした（Eura et al. J Neurol. 2023 
Dec;270(12):5988-5998）。 
b) SRPK3/TTN の二遺伝子病 
共同研究により、SRPK3 遺伝子のバリアントと TTN
の特定のバリアントの組合せでミオパチーを来しう

ることを初めて明らかにした（Ana Töpf et al. Nat 
Genet. 2024 Mar;56(3):395-407）。 
c) Ullrich 型先天性筋ジストロフィー 
COL6A2 の canonical な polyadenylation site を含む領域

の欠失を原因とする Ullrich 型先天性筋ジストロフィ

ー例を世界で初めて同定した（El Sherif et al. Neurol 



Genet. 2024 Mar 25;10(2):e200137）。 
d) VCP ミオパチー 
国際共同研究により、VCP 遺伝子バリアントと臨床

病型の分類に関する報告（Schiava et al. Neurol Genet. 
2023 Aug 15;9(5):e200093）を行うとともに、VCP ミ

オパチーの骨格筋 MRI 上の特徴を明らかにした

（Esteller et al. J Neurol. 2023 Dec;270(12):5849-5865）。 
e) その他 
大野班員らは iPS細胞を用いて DOK7による先天性筋

無力症候群の病態を明らかにした（Hum Mol Genet. 
2023)。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・治療法開発 

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）。
今回更に、抗合成酵素症候群において陽性自己抗体

ごとの病理所見の違いがあることを明らかにすると

ともに（Brain Pathol. 2023 Jul;33(4):e13155）、
り免疫介在性壊死性ミオパチーが特定の HLA 遺伝

子多型と相関があることを見いだした（Ohnuki et 
al. HLA. 2023 May;101(5):449-457）。さらには共

同研究により、マウスでの cN1A ペプチドの免疫感

作により IBM 病態における抗 cN1A 抗体の病原性

を明らかにした（ Yamashita et al. J Neurol 
Neurosurg Psychiatry. 2023 Dec;94(12):1018-
1024）。また、炎症性筋疾患の国際ガイドライン作

成 に も 寄 与 し た （ Oldroyd et al. Nat Rev 
Rheumatol. 2023 Dec;19(12):805-817）。 
b) 変異検索と治療標的 
粟屋班員らとともに、FKTN遺伝子 c.647+2084G>Tの

スプライシング反応に必須な branchpoint が治療標的

となり得ることを見出した。フクチン（FKTN）の

c.647+2084G>T は、早期停止コドンを持つ偽エキソ

ンを作る。c.647+2084G>T スプライシングレポータ

ーを用いてスプライシング制御に着目した化合物を

スクリーニングし、スプライシング反応に必須な

branchpoint (BP)が治療標的となり得ることを明らか

にした。エキソンスキッピングの標的としての BP の

有効性を確認するため、BP を標的としたアンチセン

スオリゴヌクレオチド（BP-AON）を設計した。この

結果、FCMD 患者の筋管細胞において、FKTN の

mRNA とタンパク質の産生が正常に回復した。スプ

ライシング中間体を検出し、FKTNレポーター遺伝子

に BP 変異を作ることにより、機能的 BP を同定した。

この BP は、BP-AON によって十分にブロックされた。

次に、FCMD を引き起こす別の変異体について BP-
AON を設計した。この変異体は、共通の SINE-
VNTR-Alu型レトロトランスポゾンによって病的なエ

クソンのトラッピングを誘導する。注目すべきこと

に、この BP-AON は FCMD 患者の筋管細胞における

FKTN の mRNA とタンパク質の産生を正常に回復さ

せた。この結果は、BP が遺伝性疾患のエクソンスキ

ッピング治療戦略における潜在的な標的となりうる

ことを示唆している（Ohara et al. Mol Ther Nucleic 
Acids. 2023 Jul 17:33:404-412）。 
c) GNE ミオパチーの治療法開発 
2009 年のモデルマウスでの有効性証明以来継続的に

支援してきた GNE ミオパチーに対するシアル酸補充

療法の第 2/3 相試験（Suzuki et al. J Neuromuscul Dis. 
2023;10(4):555-566，Mori-Yoshimura et al. Orphanet J 
Rare Dis. 2023 Aug 11;18(1):241）および追加第 3 相試

験 （Suzuki et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry, in 
revision）で有効性を示し、その結果を受けて、シア

ル酸徐放剤であるアセノベルが 2023 年 3 月正式に薬

事承認を受けるに至った。 
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カベオリン-3 を起点とする筋ジストロフィー

の病態治療研究 
分担研究者 大澤 裕 
所属 川崎医科大学神経内科学 
 
緒言 
カベオリンは、細胞膜の特殊陥入構造物である

カベオラの構成蛋白質で、その形態形成を司る。

さらに、興味深いことに、nNOS, Ras, Src, 
EGFR など様々なシグナル分子とも直接結合

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ことが知られている。

筋鞘膜には、アイソフォームであるカベオリン

-3 が発現しているが、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、カベオリン-3 著減する。す

なわち、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未だ明らかと

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- 分子であるマイ

オスタチンの I 型膜受容体と結合抑制し筋萎縮

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。 
本研究では、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を代表とする筋ジストロフ

ィー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 モデルマウスお

よびサルコペニアモデルマウスに全身投与し、

その有効性についての非臨床 POC 取得を目指

す。すなわち、ペプチドによる disease 
modifying therapy の基盤を確立する。 
2023年度マイルストン：①モデルマウス作出、

②DMD マウスのジストロフィー変化改善。

2024年度マイルストン：①モデルマウス解析、

②サルコペニアマウス筋力低下改善。2025 年

度マイルストン：①カベオリン-3 の DMD 病態

シグナル制御機構解明、②DMD マウスおよび

サルコペニアへの有効性確立。 
 
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：筋特異的プロモーター下に、

カベオリン-3を欠損する LGMD1C型変異カベ

オリン-3（P104L）、および野性型のカベオリン

-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、ま

たその基盤となる分子機構についての解析に

着手した。 
③マイオスタチン阻害ペプチド医薬のサルコ

ペニアモデルマウス投与解析：全身投与によっ

て、寿命、筋萎縮、および遅筋化が改善するか

否かについて解析を予定している。 
 
結果 
①カベオリン-3高発現及び欠損DMDモデルマ

ウス作出・解析： 
筋 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ MCK 
promotor/enhancer）下に、野生型カベオリン-
3 cDNA と常染色体潜性肢帯型筋ジストロフィ

ー 1C (LGMD1)1C 型変異 CAV3P104L 相補

DNA と SV40 ポリ A 付加配列を組み込んだト

ランスジーンを、それぞれ作成した。最重症型

DMD モデルマウス（DBA/2-mdx）受精卵に注

入、前者で 4 系統、後者で 6 系統のマウスが誕

生した。ウエスタンブロット解析では、骨格筋・

心筋のカベオリン-3 蛋白質量の増加、減少が確

認できた。（2023 年度マイルストン：達成） 
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： 
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



プチドを同定できた。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 に対する有効性について非

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。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を策定し

た（未発表）。現在、このペプチドの筋線維壊死

抑制の分子機構について、筋組織染色と培養細

胞を用いて検討中である。（2023 年度マイルス

トン：達成） 
③マイオスタチン阻害ペプチド医薬のサルコ

ペニアモデルマウス投与解析： 
サルコペニアモデル -Klotho マウス（Ohsawa 
Y, Am J Pathol. 193(5):591-607, 2023）に対す

る全身投与解析を準備している。 
 
考察 
ジストロフィンの発見から現在までに多くの

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、共通して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、「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

通に制御する機構を想定することが可能であ

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、できればシグナル阻害の立場か

ら治療介入への突破口を開きたい。 
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 2023 年 6 月に実施した PMDA 
RS 戦略相談によって、毒性試験を中心とした

非臨床試験内容について合意が得られ、現在そ

の実施ついて検討している。一方、我々は既に

長寿蛋白質 -Klotho が筋萎縮性 TGF- シグナ

ルを抑制すること、その減少による TGF- 依存

性のサルコペニアの分子機構を報告している

（Ohsawa Y, Am J Pathol. 193(5):591-607,  
2023）。マイオスタチン阻害戦略のサルコペニ

アへの有効性を -Klotho 欠損マウスを用いて

検証する予定である。 
 
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を、それぞれ達成で

きた。2024 年度には、①モデルマウス解析を進

め、②将来のペプチド上市に向けた非臨床試験

を実施とサルコペニアモデルマウスへの投与

を予定している。 
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緒言 

筋ジストロフィーは進行性の筋力低下と筋萎縮

を呈する遺伝性の筋疾患であり、骨格筋の壊死・

再生を主病態とする。Dysferlinopathy は dysferlin

遺伝子の変異により筋細胞膜タンパク dysferlin

が欠損することで引き起こされる常染色体潜性 

(劣性) 遺伝の成人発症の筋ジストロフィーで、

治療は対症療法のみで根治療法はおろか進行を

抑制する治療法すら未だに開発されていない。

Dysferlin の主な機能は細胞膜修復であり、常に

機械的ストレスにさらされている骨格筋にとっ

て、筋幹細胞による筋再生とともに筋損傷に対

抗する本質的で重要な機能である。細胞膜損傷

によって引き起こされる細胞膜修復過程におい

ては、Ca2+の細胞内への流入をトリガーとし、

小胞が損傷部位に集まりシールのように損傷部

位を埋める「パッチ形成」が行われると言われ

ており、mitsugumin 53 (MG-53) や annexins など

dysferlin と結合し細胞膜修復に関わるタンパク

もいくつか発見されている。しかし、シグナル

経路やタンパク同士の相互作用については未解

明な部分が多く全容解明には至っていない。

dysferlin 遺伝子の変異は遺伝子全長にわたって

見られるものの、頻度別に見ると膜結合ドメイ

ンである C2 ドメインの 3、4 番目に挟まれた領

域 (第 II 領域) に集中している。第 II 領域には

機能ドメインの多くが存在しているが、その機

能は明らかになっていない。以上の背景を踏ま

え、この第 II 領域に注目し、新たな dysferlin 結

合タンパクの探索と同定したタンパクと細胞膜

修復機能との関係を解明することを目的に研究

を行った。 

 

方法 

Dysferlin のドメイン構造に着目し、C2 ドメイ

ンの間に挟まれた第 II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

した。 

 
結果 

はじめに、質量分析により第 II 領域に結合す

るタンパク候補を探索し、セリン・スレオニン

キナーゼ蛋白 X に注目した。実際にレーザーに

より骨格筋細胞膜に損傷を起こすと損傷部位に

X が集積し、dysferlin と共局在することを確認

した。X を Knock Out (KO)したマウス筋芽細

胞 (C2C12) ではレーザー膜損傷実験で細胞膜



修復機能が低下しており、また、シリンジロー

ディングによる膜損傷時に漏出した ATP を測

定すると、X 欠損筋芽細胞では野生型よりも有

意に漏出量が多く、細胞膜修復率が低下してい

た。そして、dysferlin 欠損 Bla/J マウスにおい

て同様のレーザー膜損傷実験を行うと、X の過

剰発現により、細胞膜修復機能の改善がみられ

た。さらに阻害剤により X のキナーゼ活性を阻

害すると膜修復率が低下していた。以上から X
が細胞膜修復機能を正に制御することが明らか

になった。 
次に、X のリン酸化基質を同定するため KO

筋芽細胞と野生型筋芽細胞を用いてリン酸化プ

ロテオミクス解析を行ったところ、X 欠損細胞

においてリン酸化が減少しているタンパクとし

て dysferlin と共に細胞膜修復機能に関わるこ

とが報告されている annexin A1 が見出された。

annexin A1 は Ca2+イオンの流入を契機に膜損

傷部位に速やかに動員され、dysferlin と結合し、

特に前述した“パッチ形成”に関わることが報

告されており、リン酸化 annexin A1 と細胞膜

修復との関連の報告はないものの、annexin A1
のリン酸化により膜局在や小胞集簇が起こると

いう報告はあり X が annexin A1 のをリン酸化

に関与することで細胞膜修復機能を制御してい

る可能性が示唆された。 
 
考察 

本研究結果より、細胞膜損傷が生じた際に

dysferlin と共に X と annexin A1 が損傷部位に動

員され、X による annexin A1 のリン酸化を介し

て、”パッチ形成”が起こることが想定された。

dysferlin-蛋白 X-リン酸化 annexin A1 の分子連関

は細胞膜修復機能を改善させる治療標的候補で

あり、dysferlinopathy 以外の筋ジストロフィーの

筋再生にも広く重要な役割を担っていることが

予想される。 

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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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。特に常染色体顕性遺伝性
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、

SNAP25B-CMS 7、PURA-CMS8の 3 型も常染色
体顕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
ずれも常染色体潜性遺伝形式を示す。 
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、37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。 
GFPT1 は ヘ キ ソ サ ミ ン 生 合 成 経 路

(hexosamine biosynthesis pathway, HBP)の最終産
物 uridine diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-
GlcNAc)の律速酵素である。GFPT1遺伝子の病
的バリアントが糖化酵素欠損による CMS を惹
き起こす。GFPT1のエクソン 9は骨格筋・心筋
特異的に選択的スプライシングを受け長い

GFPT1-Lが生成される。GFPT1-Lのスプライシ
ング制御と生理的意義は未解明である。 
方法 
ヒト GFPT1 エクソン 9 の選択的スプラ

イシングを制御する分子機構の解析を、splicing 
cis-elementへの変異導入、RNA 結合タンパク質
の artificial tethering、ならびに early spliceosomal 
complex の単離により行った。骨格筋における 
GFPT1-L の役割を解明するために、Gfpt1 エク

ソン 9 ノックアウト (KO) マウスを作出し、
メタボローム解析、経口ブドウ糖負荷試験およ

びインスリン負荷試験、運動能評価、免疫蛍光

顕微鏡法、電子顕微鏡による微細構造解析によ

り行った。 
結果 

RNA 結合タンパクの siRNA による解析によ
り、SRSF1、Rbfox1/2がスプライシングエンハ
ンサーとして機能し、hnRNP H/Fがスプライシ
ングサイレンサーとして機能することを明ら

かにした。次に、ヒト GFPT1 エクソン 9 のミ
ニ遺伝子を構築し、splicing cis-elements に変異
を導入した。その結果、SRSF1と Rbfoxの結合
モチーフの破壊はスプライシングを阻害し、

hnRNP H/F結合モチーフの破壊はスプライシン
グを増強した。RNA probe の SRSF1 および
Rbfox1/2の結合部位に変異を導入することによ
り U1 snRNP と RNA プローブとの結合が阻害
され、hnRNP H/Fの結合部位に変異を導入する
ことによりこの結合が亢進した。さらに核抽出

液からこれらの RNA 結合タンパクを除去して
U1 snRNPプルダウンを行ったところ、ΔSRSF1
およびΔRbfox1/2核抽出液では U1 snRNP分子
の結合が減少し、ΔhnRNP H/F 抽出液では U1 
snRNP分子の結合が亢進した(図 1)。 

図 1. SRSF1 と Rbfox1/2 が協調的して U1 
snRNPの 5’ splice siteへの動員を促進するこ
とにより GFPT1エクソン 9のスプライシン
グを増強する。逆に hnRNP H/Fは U1 snRNP
の 5’ splice siteへの動員を阻害することによ
ってこのスプライシングを抑制する。 



次に、Gfpt1 エクソン 9 の骨格筋における機
能を解析するため、CRISPR/Cas9システムによ
り Gfpt1エクソン 9欠損(KO)マウス系統を作製
した。KO マウスの上腕三頭筋では、総 Gfpt1 
mRNA量が 1.3倍に増加し、総 Gfpt1タンパク
質が 4.5倍に増加した。同様に、KOマウスでは
上腕三頭筋の UDP-HexNAc（UDP-GlcNAc＋
UDP-GalNAc）が 2.8倍に増加した。さらに、ド
ットブロット解析では、KO マウスの骨格筋で
は O-および N-グリコシル化タンパク質が約 2
倍増加していた。メタボローム解析では KOマ
ウスにおける解糖経路と TCA サイクルの抑制
が示された。また、KO マウスではアスパラギ
ン酸とその下流の代謝物が著しく減少してい

た。OGTと ITTテストでは、加齢 KOマウスで
は、インスリンに対するグルコース取り込みが

障害されていた。 
次に KO マウスの運動機能と NMJ 構造を解

析した。ロタロッド試験とぶら下がり試験の両

者において KOマウスの運動能力は加齢ととも
に徐々に低下した。次に、12～14ヵ月齢の KO
マウスの上腕三頭筋、腓腹筋、大腿直筋におけ

るアセチルコリン受容体（AChR）クラスターの
定量的解析を行ったところ、AChR クラスター
面積は有意に減少し、断片化した AChRクラス
ター数は有意に増加していた。生後 12 ヶ月か
ら 14ヶ月の NMJの超微細構造では、神経筋接
合部終板構造の単純化と神経末端の矮小化が

観察された。高齢の Gfpt1 エクソン 9 KO マウ
スは、GFPT1-CMS 患者で観察されるような異
常なNMJ構造を示した。KOマウスの表現系は、
GFPT1の機能欠損変異を持つ CMS患者に認め
られる肢帯型筋無力症に合致した(図 2)。 
考察 

SRSF1 と Rbfox1/2 が協調的して U1 snRNP
の 5’ splice site への動員を促進することによっ
てヒト GFPT1 エクソン 9 のスプライシングを
増強し、逆に hnRNP H/Fは U1 snRNPの 5’ splice 
site への動員を阻害することによってこのスプ
ライシングを抑制することを明らかにした。さ

らに、骨格筋特異的に GFPT1-Lを欠損する KO
マウスを作出し、骨格筋における GFPT1-L欠損
は GFPT1-S と UDP-HexNAc の量を顕著に増
加させ、グルコースの細胞取り込み、ミトコン

ドリア電子伝達系、神経筋接合部構築を抑制す

ることを明らかにした。その結果、高齢 KOマ
ウスは、筋力低下と易疲労性を示し、GFPT1-
CMSと類似の表現系を示した。 
結論 

GFPT1 エクソン 9 のスプライシングによる
骨格筋特異的な GFPT1-L の発現は HBP への
glucose fluxを抑制し、骨格筋エネルギー産生へ
の glucose の効率的な活用を目的とすることが
示唆された 9。 
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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(EDMD)を中心に、モデルマウスを用いた

解析を進めている。また、小型魚類を用いて各

種筋疾患モデルを作製し、病態解明と治療法開

発を進めている。 

 

エメリー・ドレイフス筋ジストロフィー（EDMD）

をはじめとする核膜関連筋疾患について、エメ

リン欠損マウス(Emd)、Lmna H222P ノックイン

マウス(H222P)、Emd と H222P の重複変異マウス

(EH)の３種の核膜病モデル動物や初代骨格筋

培養細胞や患者由来 iPS 細胞を用いて、核膜病

における筋障害機序の解明を推進することを

目的とする。 

 

各種筋疾患モデルを作製し、病態解明と治療

法開発を進める。 

 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 

EDMD モデルマウスであるエメリン欠損マウ

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)について、骨格筋

と心筋の症状の経過を組織学的、生理学的に解

析した。 

一方、ゼブラフィッシュを活用した研究では、

麻酔薬による骨格筋障害の病態解明と治療法

開発に関する研究を進めた。また、Jagged 1 の

発現を可視化可能なゼブラフィッシュを作製

し、筋変性を改善する化合物スクリーニングを

行った。 

うことによって、 

 

結果 

H222P と EH はいずれも 18 週、30 週で心機能低

下、心筋の線維化が経時的に増悪したが、両者

に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。 

 Jagged 1 の発現を可視化できるモデルフィ

ッシュの作製に成功し、化合物スクリーニング

によってDMDモデルフィッシュの表現系を改善

する薬剤を見出した。 

 

考察 

 エメリンの欠損はH222Pの骨格筋症状を増悪

させるが、心筋では差が認められず、同じ横紋

筋であってもエメリンの機能が異なる可能性

が示唆された。 

 Jagged 1 の発現を促進する薬剤は、筋再生能

を活性化する可能性がある。 

 

結論 

 核膜タンパク質は同じ横紋筋であっても、組

織特異的な機能を有している可能性を明らか

にした。 

 ゼブラフィッシュモデルを用いてDMDフィッ

シュの筋変性を抑制する薬剤を見出すことが

できた。 
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緒言 

研究期間全体を通じて、細胞外環境に着目した

病態を解明し治療に繋げていく。細胞外環境に

は骨格筋の基底膜とこれが制御するメカニカ

ルストレスとその下流シグナルを広く定義し

て研究の標的としていく。これまでに、３次元

の筋培養の開発を通じて、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てきた。

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。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

供を視野に入れる。メカニカルストレスを定性、

定量的に負荷する培養システムを用いて形態

学的、生化学的に解析し、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を開発

する基礎とする。 

 

方法 

疾患 iPS 細胞由来筋細胞を使った３次元培養

を確立し、一軸伸展を用いた機械的刺激による

変化を検証する。特に Duchenne 型筋ジストロ

フィー筋を使ってモデル系の確立を行い、機械

的刺激前後の培養上清中 CK、培養上清中

microRNA を測定した。 

 

結果 

細胞生存率アッセイの結果、健常筋管では機械

的刺激後の細胞生存率は 72.4%なのに対して、

ジストロフィン変異筋管は 21.9%となっていた。

細胞外に漏出する miR に関しては、miR-22, -

95a, -206 はジストロフィン変異を持つ筋管で

のみ機械的刺激後に培養上清中に漏出した。ま

た、miR-1, -30a, -133a, 133b, -193b, 208b, 

378a, -499a は健常筋管、ジストロフィン変異

筋管どちらも機械的刺激後に培養上清中に漏

出したが、ジストロフィン変異は漏出を助長し

た。 

 

考察 

今年度の結果から、神経や血管支配にかかわ

らない、骨格筋自身のメカニカルストレスへの

応答の分子機構が一部明らかになった。本モデ

ルの優越性としては、免疫応答等生体の総合的

反応から切り外して骨格筋細胞をはじめとす

る特定の細胞へのメカニカルストレスへの反

応を抽出できる点である。また、細胞外マトリ

ックス構造を残した培養系であることから、播

種する細胞種やスカホールドの質を変えるこ

とで、細胞外環境を標的とした筋疾患の病態解

明と治療方法開発に貢献するものと考える。ま

た、別途、運動などのメカニカルストレスによ

る血管構築の可変性などの検討も行っており、

将来的には、本モデルに共培養技術をくわえる

ことで、組織全体のメカニカルストレス応答性

の変化について検証を加える必要がある。 

 

結論 

骨格筋自身の細胞外環境、メカニカルストレス

への応答の分子機構が一部明らかになった。 
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研究協力者 常陸圭介 1），上田洋司１）, 永岡

唯宏１）,西野一三 2） 

 

所属  

１）藤田医科大学 医科学研究センター 難病

治療学 

２）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 
筋ジストロフィーと関連難治性神経筋疾患

については、多くの原因遺伝子の変異が明らか

になり患者登録・診断・治療応用が展開されて

いる。しかし、治療法はいまだに限定的であり、

萎縮・肥大・変性・細胞浸潤といった病態の詳

細な解明は重要課題である。サルコペニアにお

いても筋ジストロフィーと類似の病態・病理が

観察され、その分子病態の把握は重要である。

骨格筋は可塑性の高い組織である。本研究では、

筋収縮を担う骨格筋構成分子の翻訳後修飾の

詳細解析、筋量・筋質の制御機構、筋萎縮制御

解析を推進した。筋萎縮・筋分化の破綻に関与

する機構を多角的な手法で解析した。 
 

方法 

骨格筋構成分子の要であるミオシンに着目

した研究を展開している。ミオシンには速筋型、

遅筋型、胎児型、心筋型のサブタイプが存在す

る。速筋型ミオシン重鎖をコードする Myh1, 4
のダブルノックアウト(dKO)を遺伝子改変で作

成し詳細な解析を進捗させた。 
速筋型ミオシンがモノメチル化翻訳後修飾

を示すという新知見を明らかにしている。ミオ

スタチン抑制による筋肥大モデルでは骨格筋

のミオシンのメチル化酵素が上昇しモノメチ

ル化が増加するという興味ある現象を見いだ

した。メチル化抗体による解析、網羅的解析手

法を駆使して研究を進捗させた。さらに、筋レ

ポジトリーに保存されている各種の筋ジスト

ロフィー試料を解析し、メチル化の増減を調査

した。 
平面内細胞極性を担う分子の 4 回膜貫通型分

子 Vangl2 と接着分子 N-cadherin は分子間相互

作用する。両者の二重ヘテロ変異体を解析した

ところ尾部の二分脊椎をきたすことを示し詳

細な組織学的解析、結合解析、局在解析を行な

った。N-cadherin と同様にクラシックカドヘリ

ンである M-cadherin は筋衛星細胞の静止期の

マーカーとして解析が進んでいる。M-cadherin
と Vangl2 との筋衛星細胞と筋線維近傍組織に

おける相互作用研究を３次元的な蛍光染色解

析を取り入れて着手した。 
 
結果 

Myh1, 4 の dKO は生後３週齢程度から顕著な

筋萎縮を示し、４週齢までにすべての個体が死

亡する。筋力低下、体重低下、サルコメア構造

の破綻、ミトコンドリアの形態異常が解析され

新たな筋萎縮モデルとなることが示された。骨

格筋での高感度の一分子レベルでの mRNA を解

析する in situ hybridization chain reaction

法を応用した解析から Myh4 発現筋線維での萎

縮が顕著であることがわかった。腓腹筋では、

筋萎縮に関連した Smad シグナルやユビキチン

系の上昇のみならず、代償性に mTOR などの筋

肥大シグナルの変化が観察された。さらに、生

後 2〜3 週齢の時点での筋組織の解析を行な

ったところ、野生型マウスと比べて dKO マウ

スは早期から著しい筋萎縮を示した。筋衛星

細胞や間葉系間質細胞の数的な変動が観察さ

れた。μCT 解析から頭蓋骨を含めた全身の骨組

織の形成不全・希薄化が観察された。 

ミオシン重鎖がメチル化修飾されることを示

し、その酵素 (Mettl21e)を同定した。ヒトやマ

ウスの骨格筋でのモノメチル化が確認された。



種々の筋疾患の筋試料を用いてミオシンのメ

チル化を精査したところ、筋硬直性ジストロフ

ィーで低下が見られた段階である。データベー

ス解析でメチル化酵素ファミリーの中で

Mettl21e のみが低下することが確認された。

Mettl21e の KO マウスの解析を進め、筋量・筋

張力の低下、アクトミオシンの動態の変化が示

された。筋衛星細胞の表面マーカーとして Pax7

と共にM-cadherinが知られている。M-cadherin

と細胞の極性決定分子である Vangl2 が相互作

用することを示した。足底筋組織全体を用いた

whole mount immunofluorescence 染色法を取

り入れ解析し、両者が筋衛星細胞で共局在する

ことを３次元解析で示すことができた。筋衛星

細胞と筋線維との相互作用について解析を進

めている。 

 
考察 

速筋型ミオシンの中で Myh4(MyHC-IIb)は最も

強い瞬発力を示すが、ヒトでの発現は定常状態

では少ないとされており筋疾患での変異の報

告はまだない。点変異により軽度の筋萎縮を呈

する可能性が示唆され解析を進めている。 
骨格筋収縮の要であるミオシン分子の制御に

メチル化が関与することを示した。酵素系を明

らかにし、筋疾患との関連についての理解を深

める研究を遂行した。筋ジストロフィーの一種

ではミオシンのメチル化が低下することを認

めた。今後は、その機序や生理学的意義につい

ての理解を深める研究を行う予定である。筋衛

星細胞のマーカーとして頻用されている M-

cadherin の相互作用分子として平面内細胞極

性因子を見いだしたので、さらに詳細な解析を

行う計画である。 
 
結論 

骨格筋は可塑性の高い組織でありこれまでに

様々な手法を駆使して筋肥大・萎縮についての

解析を行なってきた。本研究では、骨格筋の収

縮系タンパク質であるアクトミオシン系、特に

ミオシンについての解析を行なった。ミオシン

重鎖の二重変異モデルが早期から重度の筋萎

縮を示すことを明らかにした。速筋型ミオシン

がモノメチル化修飾を受けることを生化学お

よび細胞生物学的に解析し筋ジストロフィー

病態との関連を示唆することを示した。筋衛星

細胞のマーカーである M-cadherin と細胞極性

決定因子との相互作用についての解析を開始

した。衛星細胞が筋線維と基底膜側では極性が

異なる可能性があり引き続き詳細な解析を行

う予定である。 
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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 
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。さらに、膜

脂質分子の性質の違いによる細胞膜物性の変

化についても着目し、特に脂肪酸鎖の不飽和化

をもたらす酵素群の役割解明を目指した。 
 

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、FACS を用いた筋

幹細胞の単離を行い、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 Piezo1-tdTomato マウスを用いて、。 
 
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。これらの原因として、

Piezo1-tdTomato マウスを用いた解析により、

PIEZO1 チャネルが幹細胞の分裂時に分裂溝に

強く集積することを明らかにした。同欠損マウ

スの解析により細胞分裂の遅延が認められた

ことから、PIEZO1 は幹細胞の秩序だった分裂

の促進に係ることが示された（文献 2 にて報告）。 
一方、PIEZO1 は物理的な力を感知しカルシ

ウムイオンなどのカチオン流入をもたらすこ

とから、種々の役割を有することが想定された。

明らかになりつつある。実際、同欠損マウスの

解析により、休止状態の筋幹細胞では Pax7 陽

性細胞数の減少が認められた。すなわち筋幹細

胞プールの維持に関わることが示唆される。ま

た、単離筋幹細胞の解析により、PIEZO1 の発現

量は幹細胞ごとで異なる現象が認められた。筋

幹細胞ではそれぞれの細胞群にて性質がこと

なるいわゆる「不均一性」が幹細胞プールの維

持、継続的な筋再生に重要であることが明らか

になりつつある（文献 3）。そこで我々は PIEZO1
の発現量の高低に基づき細胞を分取し、Pax7 の

発現強度を免疫染色法により検討したところ、

PIEZO1 高発現細胞群では Pax7 発現量が高く、

PIEZO1 低発現細胞では Pax7 発現量が有意に低



いことが示された。これらの結果から、PIEZO1
が筋幹細胞の幹細胞性を制御する可能性が示

唆された（論文準備中）。  
また、PIEZO1 以外の機械受容イオンチャネ

ルとして、高発現する因子について、それらの

遺伝子欠損マウスの作出ならびに解析を試み

た。興味深いことに TRP チャネルのひとつの欠

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。 
機械受容イオンチャネルは、脂質分子により

活性制御されることが明らかになりつつある。

また脂質分子の組成とくに疎水性部分の脂肪

酸鎖については、不飽和化（二重結合の導入）

により膜の流動性が変動することで、膜物性に

大きな影響をもたらす。そこで今年度は脂肪酸

鎖の不飽和度を導入する酵素に着目し、筋芽細

胞株 C2C12 ならびに単離筋衛星細胞に対して

RNA 干渉法を用いて解析を行った。その結果、

脂肪酸鎖不飽和化をもたらす酵素の発現減少

により、筋管形成不全とともに幹細胞の性質の

変動が認められた（論文準備中）。 
 
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、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 の発現は、各幹細胞

にて不均一であった。すなわち PIEZO1 が発現

変動することで、筋幹細胞としての幹細胞性を

規定する最上流因子のひとつであることが示

唆された。PIEZO1 と複数の TRP チャネルは機

能的なすみわけをもって機能することが示唆

された。現在、これらの複数のチャネル群がど

のような下流経路を活性制御し、筋再生をもた

らすか、オミクス解析を行うことで詳細な検討

を行う予定である。 
細胞膜物性は筋幹細胞の機能に重要な役割

を果たすことが想定されてきたが、その詳細は

以前不明である。我々は脂質分子の不飽和化を

もたらす酵素について、その発現ノックダウン

により筋管形成不全などが認められた。興味深

いことに筋芽細胞の融合に係る因子（Myomaker
など）の発現も減少したことから、脂質分子の

性質が変化することで、遺伝子発現変動をきた

すものと考えられる。今後、その分子機構の解

明を遺伝子欠損マウスの解析等により明らか

にする予定である。 
 
結論 
 リン脂質動態により制御される機械受容イ

オンチャネル群は、チャネル間の機能的なすみ

わけをもって、骨格筋再生能に重要な役割を果

たすことが示された。また膜脂質分子の組成は、

筋管形成等に重要であることが示唆された。今

後、更なる分子機構解明により、筋幹細胞の活

性化メカニズムや幹細胞性の維持機構を明ら

かにしていきたい。 
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骨格筋興奮収縮連関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、遠藤 ゆかり 
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、T 管膜の脱

分極によって開口する（脱分極誘発性 Ca2+遊
離、DICR）。DICR は RyR1 の他に Cav1.1、
β1a、Stac3、JP2 の 4 因子が必須であるが、そ

れらの因子の突然変異が悪性高熱症（MH）や

種々のミオパチー等の先天性筋疾患を引き起

こすことがわかってきた。Cav1.1 の遺伝子変異

はMH患者から見つかっているが、なぜCav1.1
変異が悪性高熱症を引き起こすのかは不明で

ある。本研究では、申請者らが最近開発した

DICR 再構成系を利用して、Cav1.1 の遺伝子変

異による MH の発症機構を解明することを目

的とした。 
 
方法 
 DICR 再構成系は RyR1 発現 HEK293 細胞

に 4 因子と Kir2.1 遺伝子をバキュロウイルス

で導入することにより構築した。小胞体内 Ca2+

測定を行うため R-CEPIA1er 遺伝子も併せて

導入した。96 ウェルプレートに細胞を播種して、

翌日にバキュロウイルス溶液を添加した。ウイ

ルス感染 24-28 時間後に FlexStation3 プレー

トリーダを用いて小胞体内 Ca2+濃度を経時的

に測定した。 
 
結果 
 広島大学で悪性高熱症疑い患者から同定さ

れた4種類の新規Cav1.1変異（A560T、S879P、
F1161L、D1382V）について DICR 再構成系を

用いて機能評価を行なった。4 種類の変異のう

ち、S879P と F1161L は DICR のカリウム濃度

依存性が野生型に比べて亢進していた。Cav1.1
ゲーティング電流を測定したところ、両変異で

は電位依存性が負電位側にシフトしていた。以

上の結果から、Cav1.1 活性化の膜電位依存性が

亢進していることがわかった。興味深いことに、

両変異を発現する再構成細胞ではカフェイン

依存性が野生型発現細胞に比べて亢進してい

た。この亢進は溶液のカリウム濃度の低下（5 
mM から 1 mM）または DICR 構成因子（β1a、
Stac3）の除去で消失した。 
 
考察 
 今回異常が見られた変異（S879P、F1161L）
はいずれも膜貫通ドメインに存在し、電位セン

サーである S4 セグメントに近接している。そ

のため、S4 セグメントの構造変化に影響を与え

て電位依存性を更新した可能性が考えられる。 
 一方、異常が見られなかった変異（A560T、

D1382V）も別々の家系で報告されていること

から、MH に関連する可能性がある。DICR 再

構成系は興奮収縮連関の最小単位でのアッセ

イ系であり、他の収縮因子を含んでいない。し

たがって、他の因子を介する何らかの制御機構

がある可能性もある。筋系細胞を用いて検証す

る必要がある。 
 S879P と F1161L ではカフェイン依存性が

亢進していた。カフェイン依存性は RyR1 の

Ca2+誘発性 Ca2+遊離（CICR）を反映してい

るため、両変異体発現細胞では RyR1 の CICR
が亢進していることを意味する。両変異では静

止状態でのDICR活性が持続的に高まっていて、

これが何らかのメカニズムでCICR活性を亢進

しているものと考えられるが、詳細な機構につ

いては今後の検討が必要である。 
 



結論 
 Cav1.1 の遺伝子変異は DICR の亢進を起こ

して MH を発症する可能性が示唆された。今後

は、Cav1.1 変異導入マウス等のモデル動物を用

いて、疾患発症機構を検討していく予定である。 
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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 5 年度は劣性遺伝形式の筋疾患のモデ

ルフィッシュの開発手法と解析手法の構築を

目指し、CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用い

た肢帯型筋ジストロフィー(LGMDR6)モデルの

開発をおこなった。 

 

方法 

劣性遺伝形式の筋ジストロフィーとして

sgcd 遺伝子(δサルコグリカン遺伝子)の機能

喪失変異によって生じる LGMDR6 を選んだ。そ

の理由として、これまでにジストロフィン、ジ

ストログリカン、ラミニンに機能喪失変異を持

つゼブラフィッシュが単離されており、いずれ

も顕著な筋ジストロフィー症状を示したため、

ゼブラフィッシュでもジストロフィン-糖タン

パク質複合体(DGC)の機能は保存されていると

考えたためである。その上で、サルコグリカン

変異を持つゼブラフィッシュはまだ報告され

ていないため、新規なモデル開発でもあった。 

ゼブラフィッシュの sgcd 遺伝子のエキソン

2 とエキソン 5 に対する gRNA 合計 3 種を設計

し、Cas9 タンパク質とともにゼブラフィッシュ

受精卵にインジェクションした。受精卵を成魚

まで育て、野生型と交配して F1 世代を獲得し

た。F1 世代の尾からゲノム DNA を抽出し、ヘテ

ロ二本鎖移動度解析(HMA)及びサンガーシーク

エンスによってゲノム編集個体を選別した。F1

世代どうしを掛け合わせ、sgcd 変異をホモで持

つ個体を作出し、顕微鏡で表現型を観察した。

筋ジストロフィー症状の評価のため、生後24時

間における自発的なコイリング運動と生後5日

目における自発的な水泳距離を計測した。また、

病理像を調べるため、骨格筋アクチン線維及び、

δ-サルコグリカンと複合体を形成するジスト

ロフィン、β-ジストログリカン、β-サルコグ

リカン、γ-サルコグリカンを免疫染色し、共焦

点レーザー顕微鏡で観察した。 

 

結果 

3 種類の gRNA を設計したが効率よく sgcd の

ゲノム編集が起きたのはそのうちの1つのみで

あった。ゼブラフィッシュにおけるゲノム編集

の効率は gRNA の配列に大きく依存することが

わかった。F1 世代では高い確率でゲノム編集個

体が得られた。ゲノム編集個体のジェノタイピ

ングについて、PCR と電気泳動のみで判別がつ

く迅速な HMA 法を確立した。得られた系統では

sgcd のエキソン 2 内に 14 塩基の欠失が確認で

きた。また、mRNA の配列においても同じ欠失が

確認された。この欠失により、フレームシフト

が起こるため、正常なδ-サルコグリカンタン

パク質が欠損することが推定された。F1 世代の

sgcd 変異をヘテロで持つ個体どうしの掛け合

わせでは、メンデルの法則通り、約 3:1 の割合

で正常個体と異常個体が生まれ、異常個体では

心臓の肥大と体幹の筋肉の複屈折の低下が見

られた。複屈折の低下はゼブラフィッシュで簡

便に筋変性を検出する方法で筋ジストロフィ

ー症状のマーカーとなる。 



運動機能については、受精後 24 時間の段階

では正常な個体と異常な表現型を示す個体間

でコイリング運動に有意差はなかったが、受精

後５日目では異常な表現型を示す個体におい

て、総水泳距離が減少していた。ファロイジン

染色では、変異体において筋変性が観察され、

特に筋節中隔（ヒトの腱に相当する部位）から

筋線維が脱離する観察像が見られた。免疫染色

の結果、β-サルコグリカンとγ-サルコグリカ

ンの筋節中隔への局在が減少していたが、ジス

トロフィンとβ-ジストログリカンでは正常で

あった。 

 

考察 

ゲノム編集個体のsgcd遺伝子のDNA及びmRNA

の塩基配列解読の結果からδ-サルコグリカン

の機能欠損に成功したと考えられた。δ-サル

コグリカン変異は拡張型心筋症の原因遺伝子

としても報告されており、本研究のモデルでは

心症状も示したものと考えられる。δ-サルコ

グリカンノックアウト個体の運動能力につい

て、受精後 24 時間では正常であったが、受精後

5 日目では有意に低下しており、これは筋ジス

トロフィーが進行性の疾患であることを再現

する結果となったと考察できる。また、β-サル

コグリカン及びγ-サルコグリカンの筋節中隔

上への局在が減少していたのは、δ-サルコグ

リカンがノックアウトされたことで、ジストロ

フィン-糖タンパク質複合体が不安定となった

ためと考えられ、その結果、筋細胞膜を裏打ち

が脆弱になり筋ジストロフィーを発症すると

いうDGC欠損によるヒト筋ジストロフィーの発

症機序がゼブラフィッシュで再現されたもの

と考えられた。 

 

結論 

本研究により、CRISPR/Cas9 によるゲノム編集

によって劣性遺伝形式の筋ジストロフィーの

モデルゼブラフィッシュが作製可能であるこ

とが示されたため、今後、原因不明の筋ジスト

ロフィー関連疾患の候補遺伝子についても、同

手法で病原性の確認やモデル作製をおこなう

ことができると期待される。 

 

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 山口大学 医学系研究科 臨床神経学 
 
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・心筋症、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。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患者ではしばしば拡張型心筋症（DCM）

様の心不全症状がみられ、死因となることも多

いが、その原因はわかっていない。一方、先行

研究より、DM1 心筋ではマイクロ RNA のプロ

セシング異常のため miR-1 が低下することが

判明している。DM1 における miR-1 の意義に

ついて検証するため、心筋特異的 miR-1 ノック

ダウン Drosophila モデルを作成し、心内径や

収縮能を評価した。また、Drosophila における

miR-1 のターゲットを、in silico スクリーニン

グにより探索した。心筋特異的 Mp 発現

Drosophila モデルでの心機能を評価するとと

もに、Drosophila モデルおよび DM1 患者由来

心筋での Multiplexin（Mp）/Col15A1 mRNA 発

現を qPCR により、また蛋白発現をウエスタン

ブロットならびに蛍光免疫染色法により解析

した。 
 
結果 

心筋特異的 miR-1 ノックダウン Drosophila
モデルでは、心内径の拡大と心室内径短縮率の

低下といった DCM 様の症状がみられた。一方、

DM1 Drosophila モデルとしてすでに確立して

いる(CUG)960 発現モデル、CELF1 発現モデ

ル、Mbl ノックダウンモデル心筋において、い

ずれも miR-1 発現が低下していた。In silico ス

クリーニングより、Drosophila における miR-
1 ターゲットのなかから、Multiplexin（Mp）を

同定した。実際に、miR-1 ノックダウン

Drosophila モデル心筋では Mp 発現が上昇し

ていた。さらに、心筋特異的 Mp 発現亢進

Drosophila モデルでは、心内径の拡大と心室内

径短縮率の低下がみられた。 
Mp のヒトオルソログである Col15A1 につ

いて、DM1 患者由来心筋で mRNA レベルおよ

び蛋白レベルで発現が亢進しており、特に心不

全を合併している患者で発現レベルがより上

昇していた。 
さらに、Mp/Col15A1 発現亢進が DCM の原

因となるかを検証するため、DM1 Drosophila
モデルで RNA 干渉により Mp 発現を低下させ

た。その結果、DM1 Drosophila モデルで DCM
症状の改善がみられた。 
 
考察 

 本研究の結果から、DM1 Drosophila モデル

心筋において、miR-1 発現が低下しており、

DCM 様の心不全症状を来すことが確認された。



また、miR-1 のターゲットとして Mp/Col15A1
を同定し、実際の DM1 Drosophila モデル心筋

および DM1 患者心筋でこれら蛋白の発現レベ

ルが上昇しており、DCM 様症状と関連するこ

とも確認された。 
 
結論 

 DM1 心筋組織では、異常 RNA によるマイク

ロ RNA プロセシング障害のため miR-1 発現が

低下し、その標的である Col15A1 の発現が亢

進するため心筋症を引き起こすことが示唆さ

れた。 
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「細胞膜リモデリング分子の機能異常に起

因する先天性ミオパチーの病態解明」 
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生化学分野 
 
緒言 

中心核ミオパチー（Centronuclear Myopathy: 

CNM）は、先天性ミオパチーの一つで、乳児期

の発育の遅れ、近位筋優位の筋力低下、非進行

性など、他の先天性ミオパチーと同様の臨床病

態を示す。一方、骨格筋の筋病理は、中心核、

T 管形成不全、ミトコンドリアなどのオルガネ

ラ分布異常、コスタメア構造異常、神経筋接合

部の形成不全など多岐にわたる。しかし、どの

病態が筋力低下を引き起こす主要因になって

いるかは明らかになっていない。 
 

方法 

細胞膜リモデリングに関わる BIN1、DNM2

は、CNM の原因遺伝子として知られている。本

研究では、BIN1、DNM2 変異による CNM を対

象とし、BIN1 および DNM2 遺伝子がコードす

る BIN1 とダイナミン 2 の機能異常が、骨格筋

病態を引き起こすメカニズムを、①in vitro 再構

成系による分子レベルの解析、②骨格筋細胞を

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、新たな診断や治療

法、創薬開発に向けた学術的基盤を創成する。 

 
結果 

研究分担者はこれまでに、（１）in vitro およ

び細胞内の T 管様構造再構成系を用い、ダイナ

ミン 2 の膜リモデリング機能を定量的に評価す

ることに成功した。またこの解析系を用いて、

（２）CNM 変異型ダイナミン 2 では、膜切断

に必要な GTP アーゼ活性が亢進していること、

（３）NCNP の筋レポジトリーから同定された

CNM 患者由来の新規 DNM2 バリアントから、

病因性バリアントを同定することに成功した。

これらの成果は、主任研究者と共著で、原著論

文 2 報（Fujise et al., JBC 2021；Fujise et al., Human 

Mutation 2021）と総説 1 報（Fujise et al., IJMS 

2022）、著書 1 報（竹田、医学のあゆみ 2022）

として発表した。 

本年度は、T 管様構造の再構成系を用いて、

（１）T 管様構造のメカニカルストレス耐性に

ダイナミン 2 が必要であること、（２）SH3 ド

メインを部分的に欠失した CNM 変異型 BIN1

が、異常に凝集した T 管様構造を形成すること

を明らかにした（論文準備中）。 

 
考察 

今後は、CNM 変異型 BIN1 やダイナミン 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。さらに主任研究者のグループと共同で、

新たな CNM モデルマウス（Dnm2 E368K 変異

を持つノックインマウス）を作成し、病態（表

現型）解析を進めることにより、CNM 患者で起

こる骨格筋病態の主要因を明らかにする。 

 
結論 

本研究で用いる解析アプローチは、CNM の

発症機序を分子・細胞・個体レベルのマルチス

ケールで解明し、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を持つ。 
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免疫介在性壊死性筋症におけるコレステロー

ル代謝異常 
 
分担研究者 
久保田 暁 1) 
 
研究協力者 
小巻 奨吾 1)、北村 明日香 1)、前田 明子 1)、
戸田 達史 1) 
 
所属 
1) 東京大学大学院 医学系研究科 神経内科

学 
 
緒言 
免疫介在性壊死性ミオパチー（Immune-

mediated necrotizing myopathy, IMNM）は病

態不明の炎症性筋疾患である。血清自己抗体と

し て 、 抗 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 
reductase （ HMGCR ） 抗 体 、 抗 signal 
recognition particle（SRP）抗体が知られてい

る(1)(2)。HMGCR 抗体はスタチン内服後の患者

に見いだされ、HMGCR がスタチンの標的であ

ることから、コレステロール代謝が病態と関係

があると疑われていたが明らかではない。また

SRP 抗体がなぜ HMGCR 抗体と類似の病態を

呈するか明らかではない。 
我々は HMGCR-IMNM において相対的に高

HDL 血症があることを明らかにし(3)、コレステ

ロール代謝の異常が病態に関与しているとい

う仮説を立てた。 
 
方法 

 急性期の血清 HDL 濃度の測定：HMGCR-
IMNM、SRP-IMNM、皮膚筋炎（DM）、抗合成

酵素症候群（ASS）の急性期の血清 HDL を比

較した。また、HMGCR-IMNM と SRP-IMNM

については治療後の血清 HDL も比較した。 
生検筋組織の RNA seq：HMGCR-IMNM 21
例、SRP-IMNM 20 例の生検筋の RNA seq の

データを解析し、血清 HDL 代謝に重要な役割

を果たす ABCA1、ABCG1 の mRNA 発現を比

較した。また HDL 代謝に関与しうる発現変動

遺伝子を同定するために網羅的解析を行った。 
免疫組織学的検討：上記網羅的解析で明らかに

なった遺伝子の産物が組織学的にどのように

産生されているか、免疫染色を行った。 
 
結果 

 急性期の血清 HDL は HMGCR-IMNM にお

いて SRP-IMNM、DM、ASS に比較して有意

に高かった。また、治療後の血清 HDL は

HMGCR-IMNM、SRP-IMNM のいずれも有意

に上昇し、差がなくなった。 
 生検筋組織の RNA seq では、ABCA1 mRNA
発現には差が無かったが、ABCG1 mRNA は

HMGCR-IMNM において有意に発現が高かっ

た。発現変動遺伝子では APOA4 mRNA が

HMGCR-IMNM において有意に発現亢進し、

特に病理学的変化が顕著な例でより発現亢進

していることが明らかになった。 
 ApoA4 免疫染色では ApoA4 は筋線維ではな

く筋組織に浸潤する炎症細胞に陽性になり、

CD68 との共染色で共局在が明らかとなった。 
 
考察 

 急性期の HMGCR-IMNM において血清

HDL が比較的高いことが明らかとなった。

RNA seq の解析により HDL 代謝に関与する

ABCG1 や APOA4 が HMGCR-IMNM におい

て発現亢進しており、HMGCR-IMNM におけ

るコレステロール代謝異常が示唆された。

ApoA4 は筋線維では産生されず、炎症細胞とく

にマクロファージで産生されていることが明



らかとなったが、IMNM では一般的にリンパ球

浸潤に乏しくマクロファージ浸潤が目立つこ

とが知られている(4)。また、HMGCR-IMNM の

方が SRP-IMNM に比較してマクロファージの

浸潤が多いことが知られており、今回の RNA 
seq 解析で認められた差はマクロファージ浸潤

の差も関与しているかもしれない。 
 ApoA4 は HDL 代謝に関与するリポ蛋白で、

抗炎症作用を有していると報告されている(6)。

また、HMGCR-IMNM では SRP-IMNM に比

較して病理所見が軽いことが知られており(7)、

HMGCR-IMNM において APOA4 mRNA 発現

亢進がみられることは、筋保護的作用が働いて

いる可能性がある。 
 
結論 

 HMGCR-IMNM においてコレステロール代

謝異常があることを明らかにした。HMGCR-
IMNM におけるコレステロール代謝は筋病理

像や臨床像に影響を与えている可能性がある。

コレステロール代謝異常の病態解明は新たな

治療法の開発につながる可能性が有る。 
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遺伝性筋疾患レポジトリデータを用いた非コ

ード領域の遺伝子変異の探索 
 
分担研究者 粟屋 智就 
所属 京都大学 総合解剖センター 
 
緒言 次世代シーケンス技術の進歩，特にショ

ートリード遺伝子解析技術の普及により，遺伝

性筋疾患の遺伝子診断の精度は飛躍的に向上

した。しかしながら，大規模な染色体構造異常

はまだ検出が難しく，非コード領域の変化はそ

の病的意義の推定が困難である。仮に臨床的に

診断がついている場合であっても，責任遺伝子

やその病原性変異が同定できていない場合に

は，遺伝カウンセリングにおいて遺伝学的再発

リスクや家族計画等に必要な情報を提供する

ことが出来なかった。病原性遺伝子変化が決定

されることで，はじめて科学的な遺伝カウンセ

リングが実施可能となり，いままで遺伝学的に

未診断であった患者やその家族にとって非常

に重要な意味を持つ。また，非コード領域の病

原性変化の情報が蓄積されれば，より簡便かつ

正確に遺伝子変化の病原性について判定する

システムを構築出来る可能性が高まり，今後の

遺伝子解析技術の向上に資する成果となる。 
 また，RNA スプライシングの異常を誘発す

る非コード領域のゲノム変化については，遺伝

子産物のアミノ酸配列のコードには変化がな

いため，正規の RNA スプライシングパターン

を回復させることが出来れば，基本的に野生型

のタンパク質が回復することが期待出来る。こ

のため，特に深部イントロンに新規のエクソン

様構造が出現する偽エクソン生成型変異につ

いては，アンチセンスオリゴ核酸，低分子化合

物等，スプライシング制御薬のよい標的となる。

これまでに我々のグループでも，偽エクソン生

成型変異に対する新たなアンチセンスオリゴ

核酸の設計法を開発してきた（参考文献 1）。非

コード領域のゲノム変化を探索することで， 
筋疾患におけるこれらの新しい治療法の適用

可能性を検証することが可能となる。 
 
方法 筋疾患レポジトリの遺伝学的未診断患

者データのうち，全ゲノムデータ（WGS），お

よび全トランスクリプトームデータ（WTS）を

再解析し，特に RNA スプライシング異常によ

り非コード領域のエクソン化を生じるような

変化を探索する。新規に開発した深部イントロ

ンの病原性変異の推定プログラム PDIVAS
（Pathogenicity predictor for Deep-Intronic 
Variants causing Aberrant Splicing, 参考文献

2），および既存のアノーテーションプログラム

を用いて，病原性変化と思われるゲノム変化を

抽出する。また，予測された RNA スプライシ

ング変化について，患者サンプルがある場合に

は骨格筋中の転写産物解析を行い，実際に

mRNA レベルでの変化が検出されるかを確認

する。 
 
結果 国立精神・神経医療研究センターの筋レ

ポジトリ症例のうち，片側アリルのみに病原性

変異が推定されている常染色体潜性遺伝性疾

患 11 例の WGS を再解析し，3 症例で病原性変

異と推定されるゲノム変化を検出した（SGCD
遺伝子深部イントロン変異 1 件，GAA 遺伝子

20 塩基挿入欠失変異 1 件，CAPN3 遺伝子スプ

ライスサイト 15 塩基重複変異）。また DYSF 遺

伝子の深部イントロン領域に偽エクソン生成

型変異と思われるゲノム変化を検出したが，こ

れはアリル頻度が比較的高く，非病原性変化と

考えられた。また，病理診断上サルコグリカノ

パチーが疑われる症例のうち，5 症例でイント

ロン領域のゲノム変化を検出し，全てのゲノム

変化について高い確率で病原性が推定された。 



 
考察 現時点で，新規に開発した深部イントロ

ンの病原性変異の推定プログラム PDIVAS，お

よび既存のアノーテーションプログラムを用

いて，表現型から責任遺伝子がある程度絞り込

めているものについては，効率良く病原性変化

と推定されるゲノム変化を抽出することが出

来るようになった。しかしながら，表現型が未

知，あるいは非常に多くの責任遺伝子が想定さ

れるような場合について，どの程度の診断性能

を発揮出来るかは今後の検討課題である。 
 欧州では WGS データと WTS データとの併

用による解析プログラムが主として用いられ

つつあり，米国では Illumina 社や Google 社を

はじめとしてゲノム解析プログラムが次々に

更新されている。今後はこれらの新たな手法も

取り入れつつ，得られた結果の細胞レベルでの

検証を進めるとともに，表現型に頼らない

unbiased なゲノム診断法の確立を目指す。また， 
RNA スプライシング異常が同定された患者で

細胞試料が得られる場合には，診断研究と並行

して，アンチセンス核酸や低分子化合物による

異常 RNA スプライシングの是正を試みる。こ

れにより，現在，明確な治療法のない様々な遺

伝性筋疾患において，転写産物への介入という

新たな視点での治療開発が期待出来る。 
 
結論 新規に開発した深部イントロンの病原

性変異の推定プログラム PDIVAS，および既存

のアノーテーションプログラムを用いて，表現

型から責任遺伝子がある程度絞り込めている

ものについては，効率良く病原性変化と推定さ

れるゲノム変化を抽出することが可能であり，

遺伝子診断精度の向上が見込まれる。 
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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、遺伝学的に異質性

が高い進行性の希少難病である。根本的な治療

法は未だ確立されていない。本研究では、体系

的、網羅的なゲノム解析から疾患の原因遺伝子

を明らかにすると共に遺伝子診断により臨床

の後方支援、ゲノム医療実装の基盤構築を目的

とする。本年度は、特に眼咽頭遠位型ミオパチ

ー（OPDM）に於ける LOC642361/NUTM2B-AS の

CGG/CCG リピートの異常伸長について報告する。 

 

方法 

遺伝子診断では、パネル解析（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）、エクソームシークエンス 

(exome seq)、全ゲノムシークエンス (WGS)を

用いて病因性バリアントを解析した。候補病因

性バリアントは、フォローアップシークエンス

で確認した。OPDM のゲノム解析については、

Nanopore ロングリード WGS、repeat primed PCR

法（RP-PCR）、フラグメント解析、患者に於ける

メチル化解析などを行った。 

 

結果 

1. 遺伝性筋疾患のパネル解析 

NCNP では、2014 年から遺伝性筋疾患症例を

対象に筋病理診断の結果を基に遺伝子診断(パ

ネル解析）を行ってきた。本年度も昨年度と同

様に年間約 1,000 例を解析した。それぞれの症

例について、臨床・病理学的表現型や公共デー

タなどを参照しながら、病因性バリアントと疾

患の関連性を解釈して、genotype-phenotype 

correlation を確立した。解析結果は、常にフ

ォローアップシークエンスで確認し、適時、主

治医に報告した。 

 

2. OPDM のゲノム解析 

OPDM は、進行性の遠位筋の筋力低下、眼瞼下

垂、嚥下障害などを呈する遺伝性筋疾患である。

一方、LOC642361/NUTM2B-AS は機能不明のノン

コーディング RNA である。2019 年に白質脳症を

伴う眼咽頭型ミオパチー (OPML) の 1家系 4例

の患者に於いて、同RNA遺伝子領域内のCGG/CCG

リピートの異常伸長が報告された。本研究では、

Nanopore ロングリード WGS を用いたタイ人

OPMD の解析により、LOC642361/NUTM2B-AS に於

ける CGG/CCG リピートの異常伸長を発見した。

RP-PCR、フラグメント解析により、最終的に、

血縁のないタイ人 OPDM 3 家系 4 症例と日本人

1 例について同 RNA 遺伝子に於ける CGG/CCG リ

ピートの異常伸長を明らかにした。更に

Nanopre ロングリードのデータ解析から

LOC642361/NUTM2B-AS の CGG/CCG リピート領域

は脱メチル化していることを見出した（論文投

稿中）。 

 

考察 

本年度は、LOC642361/NUTM2B-AS の CGG/CCG

異常伸長が OPML のみならず OPDM でも生じてい

ることを明らかにした。特に調べたタイ人 OPDM

全症例で CGG/CCG リピートを認めた。 

 

結論 

 NCNP 筋レポジトリーに於ける解析システム

は、遺伝性筋疾患の診断、発見に有用である。 

 

参考文献 

なし 



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。我々は近年、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、RNautophagy においてリソソームに

よる RNA 取り込みに関与する RNA helicase
を探索した。 
 

方法 

 リソソーム膜タンパク質のプロテオミクス 

のデータから、リソソーム膜に存在する RNA 

helicase を抽出した。候補の RNA helicase を

siRNA を用いてノックダウンし、生化学・細胞

生物学的によりその影響を解析した。 

 
結果 

Mouse embryonic fibroblast (MEF)において

siRNA を用いて候補 RNA helicase それぞれを

ノックダウンし、pulse-chase アッセイによっ

て細胞内の RNA 分解を測定した。その結果、

候補 D (ここでは helicase D と呼ぶ) をノック

ダウンにより細胞内の RNA 分解が顕著に抑制

された。リソソーム内酵素を阻害するクロロキ

ン で細胞を処理したところ、helicase D を介

した RNA 分解が抑制されたことから、この

RNA 分解はリソソームを介したものであるこ

とがわかった。SIDT2 KO MEF では helicase 
D ノックダウンによる RNA 分解抑制効果が観

察されず、helicase D は RNautophagy による

RNA 分解を仲介することが明らかとなった。

これに対し、マクロオートファジー不全細胞で

ある ATG5 KO MEF においては helicase D ノ

ックダウンによって RNA 分解が抑制され、こ

の分解がマクロオートファジーを介した分解

ではないことを確認した。 
 
考察・結論 

RNA helicase D は RNautophagy による RNA
分解を仲介する。この機能に RNA helicase 活

性が必要かどうかについて現在検討中である。

また RNautophagy は CAG リピート RNA を

分解することがわかっており、RNAhelicase D
のリピート RNA 分解への影響も今後明らかに

する予定である。 
 
 



骨格筋代謝に着目した筋疾患病態解明と治療

法開発 

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＞ 

遺伝性筋疾患である Duchenne 型筋ジスト

ロフィー(DMD)は, ジストロフィン・タンパク

質欠損により筋線維は壊死・再生を繰り返し, 

次第に筋萎縮を呈する. DMDの治療薬開発は進

み, エクソン・スキップを誘導するアンチセン

ス核酸医薬「ビルトラルセン」が治療薬として

2020 年に本邦で初めて承認販売された. 一方, 

骨格筋・心筋への核酸導入効率が限定的である

事から, 筋萎縮予防の治療戦略と併用する事が

必要と考えられる. しかし筋萎縮機構は, 炎症

亢進や脂質代謝・ミトコンドリア異常など複合

的要因が関与する為, 詳細は未だ不明である.  

これまで, 高解像度プロテオミクス解析を

用いて DMD マウス骨格筋の解析を行い, 発現

が変化するタンパク質を複数同定した 1. その

中の一つ, Major vault protein(Mvp)は核-細胞質

間で物質輸送を行う RNA 結合タンパク質であ

るが 2, その本質的な機能は不明である. Mvp 発

現は, 野生型および DMD 筋において高く, 年

齢依存的に増加する. 更にMvp発現は飢餓条件

下において特に発現が上昇する事から, Mvp は

代謝制御に関連する可能性を考えた. そこで本

研究では, 骨格筋におけるMvpの機能を追究し, 

DMD 病態を明らかにする事を目的とした. 

 

＜方法・結果＞ 

1. Mvp 発現抑制による DMD への影響 

Mvp 発現が上昇している DMD モデル

mdx52 マウスに対して, siRNA を用いて Mvp 発

現を抑制させた. その結果, マウスの移動距離, 

および筋トルクが減少する事を見出した. また

Sirius Red 染色による線維化領域を評価した結

果, 明らかな増加を認めた. 更にミトコンドリ

ア 活 性 の 指 標 で あ る SDH (Succinate 

dehydrogenase)染色を行った結果, 顕著な染色

性の低下を認め, Mvp は DMD 病態進行に重要

な役割を果たしている可能性を示した.  

2. Mvp による脂質代謝制御 

次に Mvp 発現抑制した骨格筋を用いて

RNA シークエンス解析を行った結果, Mvp 発現

抑制によって脂質代謝に関連する遺伝子が主

に変動する事を認め, Mvp 発現は脂質代謝に関

与する可能性を見出した. 

そこで C2C12 筋芽細胞に対して Mvp を過

剰発現させ, 細胞外フラックスアナライザーを

用いて脂質代謝能を評価した結果, 明らかな上

昇を認めた. 一方, Mvp 発現を抑制すると顕著

な脂質代謝能の低下を認め, Mvp 発現は脂質代

謝に関与する事を見出した. 

3. Mvp と結合する microRNA の同定 

RNA 結合タンパク質である Mvp は, 特に

多くの microRNAs (miRNAs)と結合し, 核など

へ輸送して細胞機能に影響を与える事が報告

される 3,4. そこで, Mvp と同様の発現パターン

を示す miRNAs を探索した結果, Mvp 発現に呼

応して変化する miRNA を複数同定した. その

うちの一つである miR-423 は, Mvp と結合する

事を RNA 免疫沈降法によって明らかにした. 

4. miR-423 による脂質代謝制御 

次に筋芽細胞に対して miR-423 を過剰発

現させ, 細胞外フラックスアナライザーを用い

て脂質代謝能を評価した結果, 明らかな脂質代

謝の上昇を認めた. 更に高脂肪食を負荷した野

生型マウスに対して , アデノ随伴ウィルス

(AAV)を介して miR-423 を過剰発現させると, 

明らかな体重増加の抑制を認めた. 重要な事に, 

筋芽細胞において Mvp を発現抑制させると, 



miR-423 過剰発現による脂質代謝亢進効果は抑

制され, 以上の結果から, Mvp-miR-423 複合体

形成が脂質代謝に重要である事が示唆された. 

5. miR-423 の標的遺伝子の同定 

miR-423 の標的遺伝子をアルゴリズム

Target Scan を用いて解析した結果, Crct2(CREB 

regulated transcription coactivator2)を候補遺伝子

として見出した. Luciferase assayによりmiR-423

は Crtc2 に直接結合して発現抑制する事, 更に

miR-423 による Crtc2 発現抑制が脂質代謝亢進

に必須である事を見出した. 

6. miR-423 発現による DMD への影響 

miR-423 発現による脂質代謝亢進が DMD

病態に影響するか否かを検証する為, mdx52 マ

ウスに対して miR-423 を過剰発現させた. その

結果, 筋トルクの改善, 線維化領域の減少, お

よび SDH 活性化領域の増大を認め, miR-423 過

剰発現による脂質代謝亢進が, DMD病態進行抑

制に有効である可能性を示した. 

 

＜考察および結論＞ 

本研究の結果から, RNA 結合タンパク質

Mvp は DMD とサルコペニアに共通して生じる

現象に対して応答するタンパク質である事が

予想された. 骨格筋におけるMvpの詳細な機能

は不明であった事が, 本研究結果から脂質代謝

に大きく関与する事が明らかとなった. 特に

Mvp-miR-423-Crtc2 経路は, 脂質代謝を制御す

る新たな経路として, 肥満メカニズムの解明や

治療ターゲットになりうる可能性が期待され

る. また動物実験結果から, Mvp-miR-423 経路

活性化による脂質代謝亢進が, DMD・サルコペ

ニアと関連する可能性も示唆され, 今後さらに

有効性を検証する研究を行う予定である. 

一方 , 本研究では Mvp 発現 , あるいは

miR-423 発現が何故 DMD・サルコペニアで上昇

するかを未だ明らかにしていない. これらの発

現を制御するトリガーを明らかにできれば, サ

ルコペニアの要因同定に繋がることが期待さ

ら, 将来的には治療薬開発に進展する事が期待

される.  
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緒言 

自己免疫性筋炎は異なる病態を呈す一群の筋

疾患の総称であり、その特徴的な臨床病理像か

ら現在では皮膚筋（dermatomyositis: DM）、抗合

成酵素症候（anti-synthetase syndrome : ASS）、免

疫介在性壊死性ミオパチー（immune-mediated 

necrotizing myopathy: IMNM ）、封入体筋炎

（inclusion body myositis: IBM）に分類される。

さらに近年、いくつかの筋炎で特異的自己抗体

の存在が報告され、陽性自己抗体ごとに筋病理

像の異なることが明らかとなってきた。このこ

とは陽性自己抗体ごとに疾患病態が異なる可

能性を強く示唆するものの、それらの病態発

症・進行メカニズムは未だ不明であり、筋炎サ

ブタイプ間の違いを決定する因子等について

も明らかではない。本研究の目的は、筋炎ごと

に特異的に発現する因子および病態カスケー

ドを同定し、その病態を解明することである。

具体的には筋炎患者の凍結筋を用いてシング

ル核 RNA-Seq（snRNA-seq）を実施し、罹患筋

に存在する種々の細胞の特徴的な遺伝子発現

変化を特定し、筋炎病態メカニズムを明らかに

する。本研究により、自己免疫性筋炎特異的な

バイオマーカーの同定や治療法開発への基盤

的知識が構築されると期待される。 

  

方法 

1. 患者凍結筋組織（正常筋および各罹患筋）

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。 

2. IBM 筋における PD-1 と PD-L1 の作用部位

を特定するため、IBM 罹患筋を近接ライゲ

ーションアッセイ（ Proximity Ligation 

Assay： PLA）法にて解析した。さらに、培

養筋細胞株 C2C12 をイターフェロン（IFN）

α, β, γで刺激し、PD-L1（Cd274）および

PD-L2（PDCD1LG2）の発現を解析した。 

 

結果  

本年度は特に IBM に着目して研究を進めた。

IBM 症例 3 例と、病理学的に正常であるコント

ロール 2 例、さらにその他筋炎 36 例の計 41 例

の罹患筋を用いて snRNA-seq を実施した。R パ

ッケージ Seurat によって計 214,1638 細胞を解

析した結果、マクロファージの増加は全ての罹

患筋に認めらたが、IBM において他の筋炎と比

較して顕著なＴ細胞の増加が認められた。同様

の T 細胞の増加は抗 Jo-1 抗体陽性 ASS や肉芽

腫が観察されるサルコイドーシスにおいても

見られたが、これらの筋炎では同時に B 細胞数

も増加していた。一方、IBM では B 細胞の増加

は見られず、Ｔ細胞が特異的に増加していた。

IBM の筋病理では、リンパ球が非壊死性線維を

囲み、さらに非壊死性線維内部への浸潤する特

徴的な病理像が見られる。これらは CD8 陽性の

細胞障害性 T 細胞であり、疲弊マーカーの PD-

1 を発現し、さらに KLRG1 を発現する終末分

化した T 細胞であることが報告されている（参

考文献 1）。これらの発現を snRNA-seq で解析

した結果、PD-1(PDCD1)の発現が T 細胞で特異

的に見られた。PLA 法により T 細胞で発現する

PD-1 とそのリガンドである PD-L1 の作用部位



を解析した。その結果、興味深いことに PD-1 と

PD-L1のインタラクションは筋線維の膜上で見

られ、T 細胞由来の PD-1 は主に筋線維で発現

する PD-L1 と相互作用していることが示唆さ

れた。マクロファージなどでは IFN-γの刺激に

より PD-L1 が誘導されることが知られている

（参考文献 2）。そこで、C2C12 を IFN-α, β, 

γで刺激したところ、IFN-γでのみ C2C12 にお

いて PD-L1 が誘導された。一方、PD-L2 の発現

には何れの IFN の刺激でも変化が無かった。 

最後に、IBM 中の T 細胞で特異的に発現する

遺伝子を探索した結果、遺伝子 X を同定した。

遺伝子 X は T 細胞の活性化に重要とされ、IBM

における細胞障害性T細胞の特徴はこの遺伝子

Xによって規定されている可能性さらには IBM

のマーカーとなる可能性が示された。 

考察 

snRNA-seq および PLA 法によって、IBM 筋に

おいては、T 細胞に発現する PD-1 と IFN-γの

刺激により筋線維が発現する PD-L1 が相互作

用し、T 細胞の活性を抑制方向へと制御するこ

とが明らかとなった。一方、IBM 中の T 細胞特

異的な遺伝子 X を見出した。X は T 細胞の活性

化に重要との報告があり、PD-1 と PD-L1 によ

る T 細胞の障害抑制機構と因子 X による障害

活性化機構のバランスが破綻したときに筋線

維がより傷害されることが示唆された。CD8 陽

性 T 細胞はナイーブ T 細胞、セントラルメモリ

ーT 細胞、エフェクターメモリーT 細胞、

CD45RA陽性の最終分化型エフェクターＴ細胞

に分類される。今後は snRNA-seq 中に見られる

T 細胞をより詳細に分類し、遺伝子 X を発現す

る T 細胞の同定と、X の機能解析を進め、X が

IBM の新たなマーカーとなり得るかを検証す

る。また、今回 IFN-γにより筋線維において PD-

L1 の発現が誘導されることが明らかとなった。

今後は snRNA-seq と合わせてウェスタンブロ

ットによりそのシグナルカスケードの詳細を

解明する。 

 

結論 

本研究により、IBM で T 細胞数が増加するこ

と、これらの T 細胞の一部では PD-1 の発現が

高く、筋線維において IFN-γの刺激により誘

導された PD-L1 と相互作用して T 細胞の細胞

障害性を抑制していることが明らかとなっ

た。また、T 細胞の一部では因子 X を高発現

し、T 細胞の活性化を亢進していることが考え

られた。本研究の進展により IBM における新

たな病態機序の解明と、新規バイオマーカー

の発見が強く期待される。 
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Not only is therapy unavailable, but even the cause is unknown for many 
muscle diseases, including limb-girdle muscular dystrophy. To overcome this 
situation, we need to elucidate the mechanisms and develop therapies for 
muscle diseases by making maximum use of our muscle repository. In this 
project, we aim: 1) to maintain and further improve the diagnostic network 
system for muscle diseases and the muscle repository; 2) to elucidate the causes 
and mechanisms of muscle diseases; and 3) to develop diagnostic markers and 
therapies for muscle diseases. The number of muscle biopsy samples we receive 
has been steadily increasing over the last 10 years, with the annual number of 
frozen muscle samples reaching a historical high of 1,147 in 2023. As a result, 
by the end of December 2024, the total number of frozen and cultured muscle 
samples has reached 24,644 and 2,270, respectively, making this the world's 
leading muscle repository. Using this muscle repository and through national 
and international collaboration, we have made several significant 
achievements, including: 1) identifying CGG repeat expansion in the noncoding 
region of the LOC642361/NUTM2B-AS1 gene as a cause of oculopharyngodistal 
myopathy; 2) identifying a new myopathy with digenic inheritance involving 
the SPRK3 and TTN genes; 3) identifying a case of Ullrich congenital muscular 
dystrophy due to a deletion involving the canonical polyadenylation site; 4) 
characterizing VCP myopathy on muscle MRI; and 5) identifying the branch 
point for the c.647+2084G>C variant in FKTN as a therapeutic target. 


