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A：研究目的 

 本研究の目的は、本邦における先天性筋

無力症候群(CMS)のさらなる発掘と、先天

性筋無力症候群の指定難病登録へ向けて

診断基準の策定・臨床調査個人票の作成・

難病指定医向けテキストの作成を行うことに

より、今後の病態研究への基盤整備を行う

ことである。また、診断精度の向上を目的と

した遺伝子診断の診断体制の整備を行う。 

B：研究方法 

  過去の自らの分子病態研究成果と論文

精読により CMSの分子病態を探り、難病

情報センターホームページに情報提供を行

った。 

 本邦の先天性筋無力症候群の新規発掘

のために、候補遺伝子が類推可能な場合

には、候補遺伝子の Sanger sequencing

解析を行った。候補遺伝子が不明の場合

には、whole exome sequencing (WES)

解析、whole genome sequencing (WGS)

解析を外注により行った。次世代シークエ

ンサデータは exome capture 

resequencing も whole genome 

resequencing も同一パイプラインにより解

析を行った。 

 スプライシング強度を記述し得る 110種

類のパラメータを独立変数として、Human 

Gene Mutation Database (HGMD)の

intronic SNV と dbSNPの minor allelic 

frequency > 0.01の intronic SNV を弁

別する support vector machine モデルを

作成し、leave-one-out法により検証を行っ

た。Intronic SNVは IVS-50から IVS-3

に限定した。機械学習により作成をしたモ

デルを IntSplice ウェブサービスプログラム

として公開した。 

 過去に報告された 25種類のミスセンス変

異重症度予測ツールを独立変数として、
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HGMD の SNV と dbSNP のminor 

allelic frequency > 0.01 の SNVを弁別

する support vector machine モデルを作

成し、leave-one-out法により検証を行っ

た。機械学習により作成をしたモデルを

iMSVM ウェブサービスプログラムとして公

開に向けた準備を開始した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究による遺伝子診断は名古屋大学

医学系研究科生命倫理委員会ならびに遺

伝子解析依頼各施設の生命倫理委員会の

承認を受けた後に、患者への説明と文書に

よる同意に基づいて行った。 

C：研究結果 

 CMSの指定難病登録のための臨床調

査個人票案（新規・継続）を作成・検証・改

定を行うとともに、難病指定医向けテキスト

を作成し、難病情報センターホームページ

に一般向けの病気の解説、医療従事者向

けの診断・治療指針を掲載した。 

 本邦 CMSの whole exome sequencing 

(WES)解析・whole genome sequencing 

(WGS)解析を行い、3例において原因遺

伝子変異を同定した。2 例は COLQ 遺伝

子変異による終板アセチルコリンエステラー

ゼ欠損症であり、1例は CHRNE遺伝子

変異によるスローチャンネル症候群であっ

た。 

 イントロン塩基置換の病原性予測ツール

IntSplice を機械学習により開発し、ウェブ

サービスプログラムを開始した。  

 ミスセンス変異の重症度予測ツール

iMSVMを開発し、従来の 25種類のいず

れの予測ツールよりも感度・特異度が高い

ことを検証し、ウェブサービスプログラムを作

成しローカル環境で検証を行った。 

D：考察 

 研究者らが行ってきた CMSの分子病態

研究成果に基づき、指定難病登録のため

の臨床調査個人票案（新規・継続）・難病情

報センターホームページの作成に寄与し

た。 

 本邦 CMSの新規発掘を行った。機能解

析をすることなく CMS の診断が可能な症

例は 3例のみであった。 

 機械学習法によるイントロン塩基置換病原

性予測ツール IntSplice は IVS-50 から

IVS-3の塩基置換のスプライシングに与え

る影響を予測するツールであり、同部位の

病原性予測ツールは過去に存在せず

CMSのみならず多くの遺伝子変異の検出

に有用であることを示した。 

 同様に機械学習法によるミスセンス変異

予測ツール iMSVM は CMSのみならず

各種遺伝性疾患の病原遺伝子変異の解析

に有用であることが期待される。 

E：結論 

 CMSの指定難病登録のための臨床調

査個人票案（新規・継続）の作成を行っ

た。3例の先天性筋無力症候群確定診断

を行った。難病情報センターホームページ

に一般向けの病気の解説、医療従事者向

けの診断・治療指針を掲載した。本邦

CMSのシークエンシング解析を進めた。機

械学習法を用いてイントロン塩基置換病原

性予測ツール IntSplice、ならびに、ミスセ

ンス変異予測ツール iMSVMの開発を行

った。 

F：健康危険情報 

 ありません。 

G：研究発表 

１：論文発表 
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（アセチルコリン受容体サブユニット変異）」

pp402-408 日本臨牀社、大阪、2015 

4. 大野欽司「スローチャンネル症候群、ファース

トチャンネル症候群（アセチルコリン受容体サ

ブユニット変異）」骨格筋症候群（第２版）下 

（別冊日本臨牀 新領域別症候群シリーズ

No. 33）pp409-417日本臨牀社、大阪、

2015 

5. 大野欽司「終板アセチルコリンエステラーゼ

欠損症（コラーゲン Q変異）」骨格筋症候群

（第２版）下 （別冊日本臨牀 新領域別症候

群シリーズ No. 33）pp 418-424日本臨牀

社、大阪、2015 

6. 大野欽司「発作性無呼吸を伴う先天性筋無

力症候群(コリンアセチルトランスフェラーゼ・

骨格筋ナトリウムチャンネル変異) 」骨格筋症

候群（第２版）下 （別冊日本臨牀 新領域別

症候群シリーズ No. 33）pp425-430 日本臨

牀社、大阪、2015 

7. 大野欽司「神経筋接合部シグナル分子欠損

による先天性筋無力症候群（アグリン, LRP4, 

MuSK, Dok-7変異）」骨格筋症候群（第２

版）下 （別冊日本臨牀 新領域別症候群シ

リーズ No. 33）pp431-435 日本臨牀社、大

阪、2015. 

8. 大野欽司「構造タンパク欠損と糖化酵素欠損

による先天性筋無力症候群（ラプシン、プレク

チン、β2 ラミニン、GFPT1, DPAGT1, 

ALG2, ALG4変異）」骨格筋症候群（第２

版）下 （別冊日本臨牀 新領域別症候群シ

リーズ No. 33）pp436-440 日本臨牀社、大

阪、2015 

9. 大野欽司「先天性筋無力症候群」in 『筋ジス

トロフィー・筋疾患 最近の進歩』戸田達史監

修 医学のあゆみ Vol. 259, No.1, pp. 80-
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86医歯薬出版株式会社、東京、2016 (10

月号) 

10. 大野欽司「疾患において破綻したスプライシ

ング暗号を解読する」in 『Coding RNAルネ

ッサンス』片岡直行・前田明監修 実験医学

Vol. 34, No. 19, pp. 3133-3139羊土社、東

京、2016 (12月号) 

11. 大野欽司「先天性筋無力症候群の治療研

究」in 『筋肉研究の最前線』武田伸一監修 

CLINICAL CALCIUM Vol. 27, No. 3, pp. 

97-104 医薬ジャーナル社、大阪、2017 (3

月号) 

12. 大野欽司「先天性筋無力症候群はどのような

病気ですか」in 『筋疾患』西野一三監修 神

経内科 Clinical Question and Pearls 中

外医学社 in press 

 

２：学会発表 

【Invited Presentations at Scientific 

Meetings】 

1. Ohno K Maintenance of the 

neuromuscular junction and its 

aberrations in hereditary and 

autoimmune disorders. Guarda-

Symposium 2014 on the Molecular and 

Cell Biology of the Neuromuscular 

System, Guarda, Switzerland. Sep 1, 

2014 

2. Ohno K 

 Physiology and hereditary/autoimmune 

pathology of acetylcholine receptor 

clustering at the neuromuscular 

junction 

 10th Japanese-French Workshop“New 

advances in treatments of 

neuromuscular diseases: From Basic to 

Applied Myology”, Paris, France 

 July 2-4, 2015   

3. Ohno K 

 Roles of collagen Q in MuSK antibody‐

positive myasthenia gravis 

 12th International Meeting of 

Cholinesterases, Alicante, Spain 

 Sep 27-Oct 2, 2015 

8. Ohno K, Nazim M, Masuda A. 

 Splicing regulation of the human 

acetylcholinesterase gene 

 XVth International Symposium on 

Cholinergic Mechanisms, Marseille, 

France 

 Oct 16-20, 2016  

9. Ohno K 

 Molecular hydrogen as an emerging 

therapeutic agent for neurological and 

neuromuscular disorders 

 Molecular Hydrogen as Emerging 

Therapeutic Agent and Its Clinical 

Application,  

 Seoul, Korea 

 Sep 27, 2016  

 

【Presentations at Scientific Meetings】 

1. Shibata A, Okuno T, Masuda A, Ohno K. 

P16.49-S - IntSplice: A tool to predict 

the effect on pre-mRNA splicing of 

intronic nucleotide substitutions. 

European Society of Human Genetics 

2014 (Poster), Milan, Lombardy, Italy. 

May 31-June 3, 2014 

2. Ohno K, Shibata A,  Okuno T, Rahman 

MA, Azuma Y, Masuda A. IntSplice: A 
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tool to predict aberrant splicing of an 

SNV at intronic positions -50 to -3. 64th 

Annual Meeting of the American Society 

of Human Genetics (Poster), San Diego, 

California, USA. Oct 18-22, 2014 

3. Bruun GH, Doktor TK, Brøner S, 

Masuda A, Palhais B, Krainer AR, Ohno 

K, Andresen BS. Global identification of 

binding sites for the splicing regulatory 

factors SRSF5 and hnRNPA1. 64th 

Annual Meeting of the American Society 

of Human Genetics (Poster), San Diego, 

California, USA. Oct 18-22, 2014 

4. Rahman MA, Nasrin F, Masuda A, Ohe 

K, Takeda J, Ohno K. Alternative 

splicing of human MUSK exon 10 is 

physiologically regulated by multiple 

splicing regulatory cis-elements and 

cognate trans-factors. RNA Biology 

Meeting, Cold Spring Harbor Asia 

Conference (Poster), Suzhou, China. 

Nov 10-14, 2014 

5. Selcen D, Shen X-M, Ohkawara B, 

McEvoy K, Ohno K, Engel AG. 

Congenital myasthenic syndrome (CMS) 

caused by novel mutation in LRP4. 

Phenotypic heterogeneity and defects in 

neuromuscular transmission (NMT) 

identified in a second kinship. 67th 

Annual Meeting of the American 

Academy of Neurology (Poster), 

Washington DC, USA. Apr 18-25, 2015 

6. Selcen D, Shen X-M, Ohkawara B, 

McEvoy K, Ohno K, Engel AG 

 Congenital myasthenic syndrome (CMS) 

caused by novel mutation in LRP4. 

Phenotypic heterogeneity and defects in 

neuromuscular transmission (NMT) 

identified in a second kinship 

 67th Annual Meeting of the American 

Academy of Neurology (Poster), 

Washington DC, USA 

 Apr 18-25, 2015 

 Neurology 2015, 84(14): (Suppl P2): 021 

7. Selcen D, Ohkawara B, Shen X-M, 

McEvoy K, Ohno K, Engel AG 

 LRP4 Myasthenia. Investigation of 

second kinship reveals impaired 

development and maintenance of the 

neuromuscular junction.  

 20th International WMS Congress 

(Poster),  

 Brighton, UK 

 Sep 30-Oct 4, 2015 

 Neuromuscular Disorders 25: ( Suppl 

2) : S186–S187 

8. Sobue S, Inoue C, Hori F, Ito M, Ohno 

K, Ichihara M 

 Molecular hydrogen is a novel 

antioxidant to reduce oxidative stress 

and attenuate disease progression 

through modification of cell signaling 

and gene expressions 

 15th International Conference on 

Oxidative Stress Reduction, Redox 

Homeostasis and Antioxidants (Poster), 

 Paris, France 

 June 22-24, 2015 

9. Ishihara N, Azuma Y, Nakata T, 

Takeuchi T, Okuno T, Ohno K, Natsume 

J. 
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 LGI2 heterozygous variant identified in 

a Japanese family with autosomal 

dominant cryptogenic West syndrome 

  65th Annual Meeting of the American 

  Society of Human Genetics (Poster),  

  Baltimore, Maryland, USA 

  Oct 6 - 10, 2015 

10. Bruun GH, Doktor TK, Masuda A, 

Krainer AR, Ohno K, Andresen BS. 

  Global binding map of the splicing 

regulatory factor SRSF5  

  65th Annual Meeting of the American 

  Society of Human Genetics (Poster),  

  Baltimore, Maryland, USA 

  Oct 6 - 10, 2015 

11. Takegami Y, Ohkawara B, Seki T, Ohno 

K, Ishiguro N 

 R-spondin2 is a critical factor for 

extracellular matrix production and 

chondrogenesis via Wnt/β-catenin 

signaling pathway 

 ORS 2016 Annual Meeting (Poster), 

 Orlando, Florida, USA 

 Mar 5 - 8, 2016  

12. Matsushita M, Kitoh H, Mishima K, 

Sugiura H, Hasegawa S, Ishiguro N, 

Ohno K 

 Radical therapeutic strategy for 

foramen magnum stenosis and spinal 

canal stenosis in achondroplasia 

ORS 2016 Annual Meeting (Platform)), 

Orlando, Florida, USA 

Mar 5 - 8, 2016 

13. Kishimoto Y, Ohkawara B, Miyamoto K, 

Ishiguro N, Ohno K, Sakai T 

Wnt/β-catenin Signaling Contributes To 

Gene Expressions Related In Tendon 

Differentiation And Homeostasis 

ORS 2016 Annual Meeting (Platform)), 

Orlando, Florida, USA 

Mar 5 - 8, 2016 

14. Matsushita M, Kitoh H, Mishima K, 

Sugiura H, Kitamura A, Ishiguro N, 

Ohno K 

Clinically Feasible Dose Of Meclozine 

Promotes Bone Growth In Mouse Model 

With Achondroplasia 

ORS 2017 Annual Meeting (Poster), 

San Diego, California, USA 

Mar 19 - 22, 2017 

 

H：知的所有権の取得状況（予定を含む） 

１：特許取得 

なし 

２：実用新案登録 

なし 

３：その他 

なし 

 

 

 

  


