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シアル酸の低下により引き起こされる骨格
筋疾患

１． は じ め に

シアル酸は，９炭糖であるノイラミン酸の N-，O-アシ

ル誘導体の総称であり，植物を除く生物界に広く分布して

いる．その存在は５０年以上前から知られている．シアル

酸は通常，遊離の状態では存在せず，モノあるいはポリシ

アル酸として，糖タンパク質や糖脂質の糖鎖の非還元末端

に結合した状態で存在する．シアル酸は，細胞間認識，細

胞―基質認識および糖タンパク質の安定性などに働き，特

に，神経発生や病原体感染，免疫システムに重要な機能を

果たすことが予想されていた．縁取り空胞を伴う遠位型ミ

オパチー（distal myopathy with rimmed vacuoles：DMRV）

は，遠位筋である前脛骨筋が好んで侵される遺伝性筋疾患

である．この疾患はシアル酸の生合成に関わる酵素遺伝子

の変異によることが示され，患者の骨格筋ではシアル酸の

低下が見出された．一見，全く関連のなさそうなシアル酸

の減少が，なぜ骨格筋の筋力低下，筋変性を引き起こすの

であろうか．

２． シアル酸生合成酵素遺伝子の変異が遠位型ミオパチー

の原因である

DMRVは，１５～３５歳で発症する常染色体劣性の遺伝性

筋疾患であり，欧米では遺伝性封入体ミオパチー（heredi-

tary inclusion body myopathy：hIBM）と呼ばれている１）．

日本には約１５０―４００人の患者がいると推定されている．臨

床的には，前述のように，前脛骨筋に進行性の筋萎縮と筋

力低下を特徴とし，近位筋である大腿四頭筋は発症初期に

は侵されない２，３）．症状は比較的ゆっくりと進行し，発症後

平均１２年間で歩行不能となる．罹患筋には，縁取り空胞，

萎縮した小角化線維，筋線維内にアミロイド様のタンパク

質の蓄積など特徴的な筋病理所見が見られる．電子顕微鏡

観察では，多数の自己貪食空胞の集積が観察される．

２００１年に連鎖解析によりこの DMRV／hIBMの原因遺伝

子として，シアル酸生合成経路の律速酵素であるウリジン

二リン酸-N-アセチルグルコサミン（UDP-GlcNAc）２-エピ

メラーゼ／N-アセチルマンノサミンキナーゼ（GNE／MNK）

をコードする GNE 遺伝子が単離された４）．GNE 遺伝子に

は，選択的スプライシングによる３種類の転写アイソ

フォームの存在が知られているが，そのすべてのアイソ

フォームは全身で発現している．しかしながら，特に，肝

臓，腎臓で強く発現しており，骨格筋での発現は非常に低

いレベルである．最も長いアイソフォームが酵素活性を

担っていると考えられるが，酵素活性も肝臓，腎臓で検出

できるのみで，他の臓器ではきちんと測定されていない．

シアル酸は外部から食物として摂取され，細胞に取り込ま

れる，または，リソソーム系での分解を経て再利用される

他，全身の細胞で新たに生合成されている．哺乳類などの

高等生物においては，シアル酸生合成経路は唯一つしかな

い（図１）．その経路において GNE／MNKは，一つのタン

パク質が GNE活性とMNK活性の二つの酵素活性を担い，

シアル酸の合成のスイッチを入れる鍵酵素である５）．シア

ル酸生合成は，N-アセチルノイラミン酸（NeuAc）を経て，

シチジンモノリン酸-N-アセチルノイラミン酸（CMP-

NeuAc）を合成するが，この経路の最終合成産物である

CMP-NeuAcのネガティブフィードバック効果により，詳

しくは，CMP-NeuAcが GNE／MNKのアロステリック部位

に直接結合してこの GNE反応過程を阻害することで，全

体の合成経路の進行を調節していることが知られている６）．

シアル酸生合成は GNE／MNKのステップが進むかどうか

で決定されている．このことから，GNE遺伝子の変異を

もつ DMRV／hIBM患者の組織内ではシアル酸合成が低下

していることが予測された．

３． GNE 遺伝子変異の特徴と酵素活性

我々は，日本人 DMRV／hIBM患者で遺伝子変異を解析

した．さらに，見出された変異をもつ組換えタンパク質を

動物細胞にて発現させ，GNE／MNK酵素活性と多量体形

成能を測定した．GNE／MNKは，１２分子によりホモ多量

体を形成して存在することがわかっている．その結果，�

DMRV／hIBM患者は二つのアレルに GNE 遺伝子変異をも

つが，少なくとも一つのアレルはミスセンス変異である７），

�GNE 遺伝子の各 GNEまたはMNKドメインの変異は，
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GNEまたはMNKそれぞれの活性の顕著な低下をもたら

すが，他のドメインの活性への影響は小さい，�GNEド

メインの変異は酵素の完全な多量体形成を抑える，�スプ

ライシング変異はタンパク質の安定化を著しく低下させ

る，ことがわかった８）．つまり，GNE／MNKは二つの酵素

活性をもつが，変異によりどちらかの酵素活性が著しく低

下していた．さらに，DMRV／hIBM患者の骨格筋組織，

血清，細胞ではシアル酸レベルの低下が認められた８）．面

白いことに DMRV／hIBM患者には，片方のアレルは GNE

ドメインに変異をもち，一方のアレルはMNKドメインに

変異がある，異なるドメインに複合ヘテロ変異をもつ患者

が存在する．この患者においても，シアル酸の低下が検出

される．このことから，GNE／MNK酵素不完全多量体中

では，異なるサブユニット分子間での中間生成物ManNAc

の受け渡しはほとんどないと考えられ，一連の合成反応に

おいて GNE／MNKはサブユニット分子内でのみ反応が進

むものと考えられた．後述するが，GNE－／－細胞では，

外来性に取り込まれたManNAcから細胞内に大量に存在

する GlcNAcキナーゼにより，シアル酸生合成が行われ

る．ここで，GlcNAcキナーゼが細胞内に大量に存在すれ

ば，ManNAc合成ができるはずのMNKドメインにのみ変

異をもつ患者ではシアル酸が合成されるはずであるが，実

際にはシアル酸量の低下が見られる．これは，変異した

GNE／MNKから GlcNAcキナーゼへManNAcが受け渡さ

れないからかもしれない．

４． DMRV／hIBMのモデルマウスの作成

遺伝子工学的手法により Gne 遺伝子を操作することで，

DMRV／hIBMに対するモデルマウスの作成を試みた．Gne

遺伝子ノックアウトマウス（Gne－／－）は，胎生９．５日

図１ 哺乳類細胞でのシアル酸生合成経路と外来性の NeuAc，ManNAcの取り込み経路
DMRV／hIBMでは，UDP-GlcNAc２-エピメラーゼ（GNE）／ManNAcキナーゼ（MNK）の酵素活性が低下し，シ
アル酸生合成が低下していると思われる．細胞外より，ManNAcまたは NeuAcを投与すると，両者は異なる経
路で細胞内に取り込まれ，シアル酸の生合成が回復する．
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齢で致死を示し，哺乳類の発生におけるシアル酸の重要性

を示したが，同時に Gne 遺伝子が欠失すると生存できな

いことを示していた９）．これは前述の，DMRV／hIBM患者

では，少なくとも片方のアリルはミスセンス変異であるこ

と，いずれの変異酵素でも GNKまたはMNKの酵素活性

がまったく活性が失われているものはなかったことと矛盾

しない．そこで，ヒト変異 GNE（D１７６V変異）を発現す

るトランスジェニックマウスを作製し，Gne 遺伝子ノック

アウトヘテロマウス（Gne＋／－）と掛け合わせることで，

内在性 Gne 遺伝子が破壊されヒト変異 GNEだけを発現す

るマウス（Gne－／－hGNE D１７６VTg）を作製した９）．この

マウスは胎生致死を免れ，ほぼメンデル則に従い産出し

た．出生時に外見上の異常は認められなかったが，各臓器

のシアル酸レベルは低下していた．興味深いことに，この

マウスは加齢に伴い生存率が低下したが，ヒト DMRV／

hIBM患者に見られるほとんどのミオパチー症状の特徴を

再現していた（図２）９）．２０週齢を過ぎると，Gne－／－

hGNE D１７６VTgマウスは筋力低下と骨格筋の萎縮を示し

た．しかしながら，筋断面積当たりの収縮力（比収縮力）

は正常と変わらないことから，この週齢での骨格筋の筋力

低下はむしろ骨格筋が萎縮することだけが原因であると考

えられた１０）．筋病理観察ではこの骨格筋萎縮は筋線維数の

低下によるのではなく，それぞれの筋線維が萎縮した（小

角化線維数の増加）ためであった．しかしながら，３０週

齢を過ぎると，運動能力のさらなる低下とともに，比収縮

力の低下が認められ，筋自体の収縮性能の低下が明らかと

なった．筋病理観察では，さらに筋線維の大小不同が進む

とともに，特に，腓腹筋では筋線維内にアミロイドなどの

多数のタンパク質の蓄積が見られた．さらに，４０週齢を

過ぎると，腓腹筋で筋収縮力の一層の悪化が見られた．こ

の筋収縮の悪化とともに，筋線維には縁取り空胞が見られ

始め，電子顕微鏡観察により自己貪食空胞の蓄積が確認さ

れた１１）．これらの結果から，この Gne－／－hGNE D１７６VTg

マウスは，ヒト DMRV／hIBMの症状を再現する病態モデ

ル動物であると受け入れられている．また．患者で見られ

る遺伝子変異を導入した Gne 遺伝子ノックインマウス

（GneM７１２T／M７１２T）が作成されているが，ヒト DMRV／hIBMの

症状を再現する動物は得られていない．

５． シアル酸代謝物投与による治療実験

シアル酸合成経路において，GNE／MNK以外のシアル

酸生合成に関わる酵素は正常であると考えられたため，

GNE／MNK以降のステップで合成される代謝物を体外か

ら補充することにより，シアリル化レベルが回復すること

が期待された（図１）．GNE／MNKの欠失したリンパ腫細

胞 BJA-B K２０及び K６株や CHO細胞株から単離された

LEC３細胞では，培地にManNAcや NeuAcを添加するこ

とにより，細胞シアル酸レベルが回復することが報告され

ている１２）．そこで，我々は，DMRV／hIBM患者細胞を用い

て，両物質の投与により，細胞のシアリル化レベルが回復

するかを調べた８）．患者由来の骨格筋細胞では，ManNAc，

NeuAcともに，正常レベルまで細胞内シアル酸量を回復

させた．この結果は，必ずしも DMRV／hIBM患者への治

療にあてはまるわけではないが，細胞レベルでの両物質の

有効性を示していた．興味深いことに，最近の研究では，

ManNAcと NeuAcの細胞内への取り込み経路が異なるこ

とが示されている．ManNAcは，拡散により細胞膜を透過

し取り込まれると考えられており，NeuAcはマクロピノ

サイトーシスにより，エンドソーム・リソソーム系を介し

て取り込まれることが報告されている１３）．

図２ モデルマウスはヒト DMRV／hIBMの症状を再現する
A，左：モデルマウス腓腹筋，右：コントロールマウス腓腹筋．B，モデルマウス腓腹筋 HE染色．縁取り空胞（矢印）が
形成されている．C，モデルマウス腓腹筋電子顕微鏡像，多数の自己貪食空胞とタンパク質の蓄積が認められる．
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以前より，外来性のシアル酸の代謝試験が行われてきた

が，すべての研究で投与されたシアル酸の急速な尿中への

排出を示した．そこでまず，我々は，正常マウスへの

NeuAcおよびManNAcの投与法を検討した１４）．腹腔内投

与に比べ，経口投与のほうが尿中に排出されるまでの保持

時間および２時間後の投与物の血中レベルにおいて優れて

いることがわかった．また，一度に大量に投与しても２時

間後の血中レベルはほとんど変わらなかった．このことか

ら，モデルマウスへの NeuAcおよびManNAcの投与法と

して，自由飲水により経口投与を用いることにした．

ミオパチー発症に対する予防効果を測定することを目的

に，DMRV／hIBMモデルマウスへの糖化合物の投与試験

を行った１４）．発症前の５-１５週齢から投与を開始し，すべ

ての症状が観察される５５週齢まで投与を続け，５５週齢に

おいて，マウスの表現型により治療効果を判定した．はじ

めに，異なる用量（２０，２００，２０００mg／kg体重／日）での

ManNAc投与試験を検討したが，すべての用量で生存率の

顕著な増加が見られた．マウスの表現型では，血清クレア

チンキナーゼ活性低下と，運動能力および骨格筋の収縮力

が，ほぼ正常レベルまで回復した．さらに，筋病理像にも

顕著に改善が見られ，疾患に特徴的な筋線維内タンパク質

の蓄積や縁取り空胞は全く見られなかった．ManNAc投与

マウスのシアル酸レベルは，様々な臓器で上昇していた

が，特に骨格筋においてはほぼ正常の７割程度まで回復し

ていた．次に，ManNAcと並行して，低用量（２０mg／kg体

重／日）での NeuAcおよび天然に存在するシアル酸化合物

として乳中に存在するシアリル乳糖の投与試験を行った．

シアル酸による糖タンパク質の修飾はタンパク質のターン

オーバーを伸ばすことが知られており，取り込まれたシア

リル乳糖が，NeuAcと比較して体内により安定的に保持

されうることが期待された．ManNAc投与と同様に，

NeuAcとシアリル乳糖の投与においても，生存率，運動

能力，骨格筋収縮力に顕著に改善が見られ，筋病理像はほ

ぼ正常化していた．骨格筋シアル酸レベルでは，ManNAc

投与と同様の上昇が見られた．用いた３種類の化合物の長

期投与における肝機能と腎機能への毒性は検出されなかっ

た．

６． ま と め

上述のように，原因遺伝子が発見されて以来，シアル酸

の低下と筋疾患発症との関連が議論の的であった．我々を

含むいくつかのグループで DMRV／hIBM患者での低シア

ル酸を報告しているものの８），他のグループは，DMRV／

hIBM筋細胞やリンパ球では，ほとんどシアル酸の低下は

ないと報告している．さらに，GNE 遺伝子産物の機能に

ついてシアル酸生合成とは別の機能に関わる可能性を報告

している１５）．我々は GNE 遺伝子産物が他の機能に関わっ

ている可能性を否定するわけではないが，モデルマウスに

より得られた一連の結果は，低シアル酸こそがこのミオパ

チー発症の最も重要な因子であることを示している．つま

りシアル酸生合成経路の代謝物投与により骨格筋のシアル

酸レベルを上昇させると，ミオパチーをも抑制できること

を示した１４）．今後は，シアル酸の骨格筋での生理的役割と

ともに，シアル酸低下から DMRV／hIBM骨格筋で見られ

る症状（筋萎縮，筋力低下および筋変性）に至る分子メカ

ニズムを解明する必要がある．

モデルマウスにおいて外来の NeuAcやManNAcの摂取

により，ミオパチー発症をほぼ完全に抑制できることが明

らかになった．このことは，DMRV／hIBMの根本的治療

実現の可能性が初めて科学的に示されたことを意味してお

り，今後の治療薬開発に向けた取り組みに科学的根拠を与

えるものである．
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オリゴデンドロサイトの発生過程と中枢脱
ミエリン疾患における Cdk５の新しい役割

１． は じ め に

哺乳類の中枢神経系を構成するグリア細胞はアストロサ

イト，上衣細胞，ミクログリア，そしてオリゴデンドロサ

イトから成る．このうちオリゴデンドロサイトの主な機能

は，ニューロンの軸索周囲にミエリン（髄鞘）という分厚

い絶縁層を作ることによって神経電気信号の跳躍伝導を可

能にし，神経電位を軸索末端側へすばやく伝達するのと同

時に，軸索を強固に保護することである１，２）（図１）．そのた

め，発生期におけるミエリンの発達不全や脊索損傷などに

よるミエリン層の脱落は，神経伝達速度の低下，さらには

知的障害および運動障害などの原因となることが知られて

いる１，２）．このように，グリア細胞はニューロンと互いに密

接な関係を保ちながら，複雑で多機能な脳活動を支えてい

る．我々のグループは，未だブラックボックスが多く残さ

れているミエリンの発生メカニズムを探るべく，独自の培

養系を構築し，研究を行っている．

２． Cdk５とオリゴデンドロサイトのミエリン形成過程

１）ミエリン形成の三過程

「グリア細胞のミエリン形成過程は，ニューロンの軸索

との密接な相互作用によって進行する」という観点から，

我々のグループはその過程をグリア細胞の形態学的相違に

基づき，三過程に分類している．stage I；軸索上でグリア

細胞が遊走・増殖する時期，stage II；グリア細胞の突起

が伸長し始める分化期，stage III；軸索の周りに幾重もの

層を形成していくミエリン成熟期，の三期である（図１）．

このうち，stage Iと stage II前期における中枢グリア細胞

は，オリゴデンドロサイト前駆細胞（oligodendrocyte pre-

cursor cell；OPC）とよばれている．

我々は，胎生１５日目のラット大脳皮質から数回の継代

とペトリ皿を用いることにより，精製度と分化能の高い

OPCを得る培養系を構築した３，４）． この培養系を用いると，

stage Iから IIIへの変遷を試験管内で観察することが可能

であると同時に，各過程を抽出して解析することができ

る．また，神経細胞との共培養によって，in vivo に近い

条件下で，両者の相互作用を検出することができる．

２）サイクリン依存性キナーゼ５

サイクリン依存性キナーゼ５（cyclin-dependent kinase；

Cdk５）は，Cdkファミリーに属するプロリン指向性のセ

リン・スレオニンキナーゼである．Cdkファミリーのほと

んどのメンバーは，サイクリンと結合して活性化され，増

殖している細胞において細胞周期の制御に関与している．

このなかで Cdk５のみ，分裂を終えた神経細胞に高発現し

ている．また，Cdk５の活性化因子である p３５と p３９は脳

に特異的に発現しているため，Cdk５は主にニューロンで

活性を示すと言われ，これまで多くの研究者によって

ニューロンにおける役割について数多くの報告がなされて

きた．Cdk５欠損マウスでは，発生期におけるニューロン

の移動が正常に起こらず，大脳の構造に異常が生じること

が知られている５）．また，Cdk５がアルツハイマー病や筋萎

縮性側索硬化症などの神経変性疾患に関与していることを

示唆する報告がなされている６，７）．このような背景のもと，

Cdk５がオリゴデンドロサイトにおいても，何らかの機能

を果たしていると考え，その役割を探ることとした．

３）オリゴデンドロサイト前駆細胞の遊走過程と Cdk５

オリゴデンドロサイト前駆細胞の遊走過程は，様々な液

性因子によって，時空間的に厳密に制御されている．この

うち，platelet-derived growth factor（PDGF）AAは，ニュー

ロンやアストロサイトから分泌され，OPCの PDGFα受容
体に作用して遊走・増殖期を正に司る，主要な液性因子の

一つとして知られている８，９）．そこで，Cdk５が PDGF-AA

リガンドによる OPCの遊走促進経路上に介在するか否か

を検討するため，Cdk５の阻害剤として汎用されている

roscovitine存在下で PDGFによる OPCの遊走実験を行っ

た．その結果，roscovitine存在下で，PDGFによる OPCの

遊走促進効果が強く抑制されることが判明した（図２A）．
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