
- 1 - 
 

厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野）） 
総括研究報告書 

 
 
 

縁取り空胞を伴う遠位型ミオパチーに対する  

さらに高い効果の期待される治療薬の開発  

 
 
 

研究代表者  野口 悟 
（独）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 室長 
 
 
研究要旨   

GNE 遺伝子にミスセンス変異をもつ細胞株を用いて、変異 GNE タンパク質の活性を上
昇させうる化合物の探索、また、GNE 遺伝子にナンセンス変異をもつ細胞株を用いて、少
量のシアル酸を培地に添加した時に、著明に細胞シアル酸量を上昇させうる化合物の探索を
目論んだ。市販の薬物ライブラリー（1621 化合物）を用い、細胞のシアリル化の回復を指
標にスクリーニングを行った。変異 GNEタンパク質に直接作用し、活性を上昇させている
と考えられうるものが 13化合物、シアル酸生合成•代謝系に作用しうるものが９化合物、同
定された。また、いくつかの化合物は共通の基本構造をもつ誘導体であった。 
また、発生工学的手法を用いて、DMRV モデルマウスに、骨格筋特異的オートフ
ァジー欠損マウスを掛け合わせることで、DMRV 筋におけるオートファジーの役割
の解明を目指した。現在、目的とする DMRV 筋におけるオートファジー不全マウス
（GNE-/-•hGNETg•Atg7 flox/flox•MucreATg）の一世代前までの掛け合わせが終了して
いる。また、骨格筋特異的オートファジー欠損マウス(Atg7 flox/flox•MucreATg)の骨格
筋の解析では、DMRV モデルマウスとほぼ同様に筋力低下、筋萎縮が見られた。  
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A．  研究目的  
本邦に患者の多い縁取り空胞を伴う遠位型
ミオパチー（DMRV）は、申請者らが属する
（独）国立精神・神経医療研究センターの埜
中らにより、1981年に世界に先駆けて報告さ
れた筋難病であり、長年に亘り、本センター
において詳細な検討が行われてきた。欧米で
は HIBMと名付けられ、イスラエル・米国・
ドイツを中心に盛んに研究が行われている。
一方、本邦では、①多数の患者が存在するこ

と、②全く治療法がないこと、③発症すると
数年という短い経過で急速に歩行不能となる
進行性の難病であること、④希少疾患である
ことから、厚生労働行政による早急な対応が
望まれている。 
 我々はこれまでに、本疾患は、シアル酸生
合成過程の重要な酵素である
UDP-GlcNAc2-epimerase/ManNAc 
6-kinaseをコードする GNE遺伝子の変異に
よる疾患であり、HIBMと同一疾患であるこ
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と（Neurology 2002）、患者細胞で見られる
低シアリル化はシアル酸の投与により回復で
きること（J Biol Chem 2004）を示してきた。
さらに最近、世界で初めて本疾患のモデルマ
ウスの作製に成功した（Hum Mole Genet 
2007）が、このマウスでも骨格筋を含むほぼ
すべての臓器でシアル酸量が減少しているこ
とが示された。 

2009年に DMRVの治療法・予防法の開発
を目的として、この DMRVマウスへの３種
類のシアル酸関連化合物、遊離シアル酸
(NeuAc)、シアル酸誘導体であるシアリル乳
酸（Sialac）、前駆体である N-アセチルマン
ノサミン（ManNAc）の投与による治療研究
を行った。発症前からの自由飲水による投与
により、DMRVマウスのミオパチー症状（運
動能力の低下、骨格筋筋力低下、筋萎縮、封
入体や縁取り空胞形成など、特徴的な筋病理
像）が完全に予防されることを報告した。つ
まり、この疾患がシアル酸合成の不全により
起こることを証明した。ここで重要なことは、
DMRV患者は、GNE遺伝子のいずれかに、
必ずミスセンス変異をもつことである。In 
vitroの測定では、変異 GNEタンパク質は低
下しているが、酵素活性を有していることが
報告されている。つまり、酵素活性を保持し
ている。また、GNEタンパク質はアロステ
リック部位をもち、その活性が、活性中心と
は別の部位によっても調節されていることが
知られている。 
一方、長期間、シアル酸やその誘導体、前
駆体を投与されたマウスでは、組織中のシア
ル酸取り込みに関わる遺伝子や生合成経路の
遺伝子の発現低下とシアル酸代謝経路遺伝子
の発現上昇を観察している。このシアル酸代
謝経路を修飾出来れば、より効果的なシアル
酸補充治療、また長期間に亘る有効な効果が
期待される。そこで、本年度は、変異 GNE
タンパク質自体に作用してシアル酸合成を上
昇しうる化合物の探索と、シアル酸の生合成
•代謝経路に作用して効率よくシアル酸合成
を行える化合物を探索した。 
 一方、DMRVマウスは 20週齢より筋萎縮
と筋力低下を、30週齢より骨格筋内にタンパ
ク質の蓄積を、40週齢より骨格筋内に縁取り
空胞の出現とより進行性の筋力低下を示す。
つまり、この細胞内タンパク質の蓄積が
筋力低下に関与していると考えられ、そ

の後縁取り空胞の形成に至り、さらに、
重篤化するわけである。縁取り空胞の形
成にはオートファジーが関与するものと
考えられるが、このオートファジー応答
と自己貪食空胞形成がDMRV骨格筋の病
態に対して、関連するのか、もし、関連
する場合は増悪因子であるのか、防御因
子であるのかが問題となる。さらに、ど
ちらの場合であっても、オートファジー
を操作することで、罹患筋の回復•治療に
つながると考えている。  
 そこで、本年度は骨格筋特異的オートファ
ジー欠損マウスと DMRVモデルマウスとの
掛け合わせを行った。また、骨格筋特異的オ
ートファジー欠損マウスの骨格筋の生理学的
特性づけも行った。 
 
 
B．  研究方法  

DMRVのモデルマウス(GNE-/-•hGNETg)
は、GNE-KOマウスと変異 GNEトランスジ
ェニックマウスとの掛け合わせにより作製し
た。骨格筋特異的オートファジー欠損マウス
は、Atg7floxマウスとMucreA Tgマウスを
掛け合わせることで作製した。Atg7floxマウ
スは東京都臨床研の小松博士とMucreA Tg
マウスは University of Otagoの Dr.Koishi
によって作製されたものを、理化学研究所バ
イオリソースセンターから譲り受けた。マウ
スは自由飲水、自由食餌摂取、12時間の明暗
環境で飼育した。 
 In vitro での単離骨格筋の収縮力テストは、
腓腹筋および前頸骨筋を腱から骨まで完全な
状態で単離し、両端に糸を結びつけ、トラン
スデューサーと連結させた。生理検査溶液中
で、最大単収縮長での単収縮力（3ms）と
10−200Hz（300ms）での強縮力を測定した。 
 細胞への投与薬物として市販の薬物ライブ
ラリー（1621化合物）を用いた。GNE遺伝
子のナンセンス変異とミスセンス変異をもつ
CHO細胞（Lec3.6F: p.E35stop、 Lec3.4B: 
p.G135E）を、親 CHO 細胞と共に、無血清
条件下にて培養した。Lec3.6F に対しては、
0.1mM シアル酸とともに 100 倍希釈にて薬
物を投与した。Lec3.4B に対しては薬物のみ
を 100倍希釈にて投与した。３日間培養した
後、細胞を固定し、シアル酸の合成はビオチ
ン化 MAM（シアリル化）及び PNA レクチ
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ン（非シアリル化）／蛍光標識アビジンでの
染色、細胞毒性、増殖に関しては蛍光標識フ
ァロイジンで細胞を染色した。細胞の蛍光は、
蛍光プレートリーダーにて測定した。 

 
（倫理面への配慮）  
すべての動物実験は、（独）国立精神・
神経医療研究センター神経研究所動物実
験に関する倫理指針に従い行い、同研究
所小型実験動物倫理問題検討委員会にて
審査・承認を得ている。  
すべての組み換え DNA 実験は、カルタヘ
ナ議定書に基づく「遺伝子組み換え生物等の
使用等の規制による生物の多様性の確保に関
する法律」と関係省令を遵守し、（独）国立精
神・神経医療研究センター神経研究所組み換
え DNA 実験安全委員会の審査・承認を得て
行なっている。 
 
 
C．  研究結果  

Lec3.6F細胞（p.E35stop）での一次スク
リーニングにより、９種類の化合物が、低濃
度シアル酸添加における細胞シアリル化の陽
性を示した。また、Lec3.4B（p.G135E）で
の一次スクリーニングにより、シアル酸非添
加において細胞シアリル化の陽性を示す 17
種類の化合物が同定された。このうち、4種
の化合物は両方に含まれており、シアル酸の
代謝経路の修飾を行っている可能性を考えて
いる。つまり、変異 GNEタンパク質に直接
作用しうるものが、13種、シアル酸生合成•
代謝系に作用しうるものが９種類である。ま
た、いくつかの化合物は類似の構造体または
誘導体の関係にあった。 
 DMRVモデルマウス(GNE-/-•hGNETg)と
骨格筋特異的オートファジー欠損マウス
(Atg7flox/flox•MucreATg)の掛け合わせを行
った。現在、GNE-/-•hGNETg•Atg7flox/+
と GNE-/-•Atg7flox/flox•MucreATgとの掛
け合わせを行っている。目的マウス
（GNE-/-•hGNETg•Atg7 
flox/flox•MucreATg）は 1/16の確立で、同腹
仔コントロール（GNE-/-•hGNETg•Atg7 
flox/+•MucreATg他）は 3/16の確率で産生
されるはずである。 
さらに産出量の増加を目論み、

GNE-/-•hGNEdoubleTg•Atg7 flox/floxの作

製を行っている。このマウスが得られれば、
1/4の確率で目的マウスが産出されるはずで
ある。 
 骨格筋特異的オートファジー欠損マウ
ス (Atg7flox/flox•MucreATg)の骨格筋の特
性付けを行った。40週齢マウスの腓腹筋の単
収縮力は 130±28.9mN、単位断面積あたりの
比単収縮力は 13.9±0.9mN/mm2であった。強
縮力は 445±80.6mN、単位断面積あたりの比
強縮力は 47.8±1.7mN/mm2であった。一方、
ほぼ同週齢におけるDMRVモデルマウスは、
腓腹筋の単収縮力は 142±31.2mN、単位断面
積あたりの比単収縮力は 15.8±5.2mN/mm2

であった。強縮力は 667±120mN、単位断面
積あたりの比強縮力は 76.8±23.0mN/mm2で
あった。 
骨格筋特異的オートファジー欠損マウ
ス (Atg7flox/flox•MucreATg)の前頸骨筋の
単収縮力は 33.2±10.7mN、単位断面積あたり
の比単収縮力は 9.3±2.1mN/mm2であった。
強縮力は 161±16.3mN、単位断面積あたりの
比強縮力は 46.0±9.2mN/mm2であった。一方、
同週齢における DMRV モデルマウスの前頸
骨筋の単収縮力は 34.6±14.3mN、単位断面積
あたりの比単収縮力は 9.8±3.7mN/mm2であ
った。強縮力は 201±63.9mN、単位断面積あ
たりの比強縮力は 56.5±21.2mN/mm2であっ
た。 
 
 
D．考察  

DMRVでは、GNE遺伝子に変異をもち、
シアル酸生合成における律速段階である、最
初のステップが進まないことが予想されてい
る。 
 DMRV患者はGNE遺伝子にミスセンスを
持つが、このミスセンス変異は弱い活性を持
つことが知られている。また、GNEタンパク
質は、細胞内にシアル酸が充分存在し、シア
ル酸生合成が必要のない時には、その最終産
物であるCMP-NeuAcによるネガティブフィ
ードバックにより不活性化されることが知ら
れている。この反応部位はGNEタンパク質の
UDP-GlcNAc 2-エピメラーゼドメインに、活
性中心から離れて存在する、つまり、このア
ロステリック効果により不活性化される。こ
のことは、活性部位の修飾だけでなく、その
周りの構造変化によっても、酵素活性を上昇
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しうる可能性を考えさせる。そこで、この研
究では、エピメラーゼドメインの活性化を考
えた。 
 Lec3.4B 細胞で変異している Glycine135
は, 活性中心にあり、変異により、エピメラ
ーゼ活性が減少しているものと考えられた。
この変異では、エピメラーゼ活性が消失して
いるとの報告もあるが、ヌル変異をもつ
Lec3.6F に比べ、増殖能、接着性、細胞の形
状は、親株である CHO細胞に類似している。
このことから、このミスセンス変異でも活性
は残存しているものと思われる。今回のスク
リーニングでは、13種類の化合物が同定され
たが、その中には、生理機能が同様と思われ
る共通の骨格構造を持つ化合物が複数含まれ
ており、このスクリーニングがうまく進んで
いることが伺われる。今後は、２次スクリー
ニングを進めるとともに、ターゲット部位や
作用機序の解明を目指して行きたい。 
 一方、GNE タンパク質以外のシアル酸生
合成を目論んだLec3.6F細胞でのスクリーニ
ングでは、9 種類の化合物が同定された。今
後は、２次スクリーニングを進めて、さらに
絞りこみの作業を行う。また、絞り込まれた
化合物で処理をした細胞での主な糖代謝物の
解析により、標的カスケードを絞り込むこと
を考えている。いずれにせよ、活性がある化
合物に関しては、モデルマウスでの前臨床研
究を視野に入れて解析を進めようと考えてい
る。また、今回の解析では、特定の GNE 変
異をもつ細胞株を用いたが、 ヌル変異をも
つ Lec3.6F細胞に変異 GNEを導入すること
で、DMRV 患者でみいだされている様々な
GNE変異への応用も可能である。 
 DMRV 筋におけるオートファジー不全
マウス作製のための掛け合わせに関しては、
ほぼ問題なく進んでいる。予備的解析におい
て、骨格筋特異的オートファジー欠損マ
ウス(Atg7flox/flox•MucreATg)は、8-9 ヶ月
齢において拡張型心筋症の症状を呈し、突然
死した。これは、用いている骨格筋αアクチ
ンプロモーターで制御される cre recom-
binase 遺伝子が心筋でも発現したためだと
思われる。掛け合わせにより、8-9 ヶ月齢よ
り高齢での解析に問題があると思われたが、
その後、Atg7flox/flox•MucreATgを野生型マ
ウスとのバッククロスを行った後は、8-9 ヶ
月齢において死亡個体や重度の心筋症マウス

は見られなくなった。 
 40 週齢における骨格筋特異的オートフ
ァジー欠損マウスの筋力は、DMRVマウス
と同様か、少し弱い程度であった。この週齢
では DMRV マウスのすべての骨格筋症状が
出そろっていないこと、また、それに関連し
て、DMRVマウスの筋収縮力に個体差が大き
いことが観察されている。両者の骨格筋の症
状がほぼ同様であるため、掛け合わせにより
作製するマウスの表現型の解析にも問題はな
いものと考えている。 
 
 
E．結論  
発生工学的手法を用いて、DMRV 骨格
筋特異的オートファジー不全マウスを作
製し、DMRV 筋におけるオートファジー
の役割の解明を目指した。  
市販の薬物ライブのスクリーニングでは、

GNE遺伝子変異をもつ細胞のシアリル化の
回復させる化合物が同定された 
 
 
F．健康危険情報  
 特になし  
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Square), 6.8, 2013 (6.6-6.8)  
 
Nishino I: GNE myopathy and autophagy. 
13th National Congress of the Italian As-
sociation of Myology, Stresa, Italy (Hotel 
Regina Palace), 5.16, 2013 (5.16-5.18) 
 
米川貴博，野口 悟，Malicdan MC, 林由起
子，埜中征哉，峯 利喜，山本 岳，西野一

三：6’-sialyllactoseは，GNEミオパチーを
発症した高齢モデルマウスの筋症状を回復す

る．平成 25年度第 35回国立精神・神経医療
研究センター神経研究所発表会，小平，3.4, 
2014 (3.4-3.5) 
 
西野一三：GNEミオパチーの病態解明と治療
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法開発．第32回日本糖質学会年会，大阪市(大
阪国際交流センター), 8.6, 2013 (8.5-8.7)  
 
西野一三：遺伝性筋疾患診断の網羅的遺伝子
解析．第 116回日本小児科学会学術集会，広
島市  (広島市文化交流会館 )，4.20, 2013 
(4.19-4.21) 
 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
（予定を含む） 
 

1. 特許申請 
 
特許の名称：GNE タンパク質の機能低下
に起因する疾患の治療用医薬剤、食品組成
物、食品添加物 
発明者名： 
野口 悟，Malicdan MC, 西野一三 
権利者名： 
財団法人ヒューマンサイエンス振興財団 
特許の種類：特許 

番号：特願 2011-513374 
出願日：20090515 
国内外別：国際 
 
 
特許の名称：タンパク質蓄積性筋疾患を治
療するための医薬 
発明者名： 
野口 悟，Malicdan MC，西野一三 
権利者名：野口 悟 
特許の種類：特許 
番号：特願 2011-042435 
出願日：20110228 
国内外別：国内 

 
 
2. 実用新案登録 

特になし 
 
3. その他 

特になし 
 

 


