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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

国立精神•神経医療研究センター病院通院患者のカルテ調査については、当科カルテスクリーニングに

より、患者一名が TAM、あるいは GFPT1 遺伝子変異(2q13 c.722_723insG homozygous) をもつ先天性筋

無力症であることを見いだした。症例は 36歳女性、近位筋有意の筋力低下、歩行障害、3Hz刺激の反復

刺激試験で 22%の waning を呈し、ピリドスチグミン臭化物（メスチノン®）にて症状が軽快し、12段階

段昇降で所要時間が 32.6%, 10 回しゃがみ立ちで 41.8%の時間短縮が得られた。また月経による疲労症

状の悪化を訴えていた。 

大規模遺伝子解析により、STIM1または ORAI1遺伝子に変異を持つ TAM患者例を 6例見出し、この 6例

について骨格筋組織の病理を解析した。TA 陽性線維はタイプ 1 線維だけの例とタイプ 2 線維だけの例

と両者に見られる例とがあった。また、全例で、筋線維サイズの大小不同が観察された。また、5 例で

再生線維が、全例で中心核線維など、ジストロフィック変化を示していた。この所見は、患者の血液で

クレアチンキナーゼの活性の上昇と関連するものと考えられた。一方、免疫染色では、変異 STIM1,ORAI1

は、SERCA１,DHPRとともに、細管集合体に局在が見られた。このことから、TAM患者筋で見られる筋力

低下には、骨格筋の壊死、再生を伴うジストロフィックな変化が関与していると考えられた。 

TAM 患者で見出された STIM1遺伝子変異 S88G、H109Q、E249K、I115F、R304W、または ORAI1 遺伝子変異

P245T について、組み換えタンパク質を C2C12 細胞に発現させ、細胞外からの取り込みによる、細胞内
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カルシウムの上昇を測定した。正常型の STIM1 に比較して、有意に細胞内カルシウム濃度が上昇した。

上昇レベルは、I115F が最も高く、次に S88G、H109 であり、小胞体内ドメインに変異を持つ分子のほ

うが、よりチャネル活性化効果を持つことがわかった。一方、P245T変異をもつ ORAI1は、G98S ほどは

活性化されていなかった。STIM1E249K変異をもつ患者骨格筋細胞で、阻害剤の効果を調べた結果、BTP2、

SKF96365ともに完全に SOCチャンネル活性を阻害した。 

CRISPR/Cas9 システムを用いて、Orai1 遺伝子 G100S 変異（ヒト ORAI1G98S に相当）をもつ TAM モデル

の作成を試みた。離乳出来た 31 個体のうち、4個体が HDRを伴う KIマウスであり、７個体が NHEJによ

る欠失（3個体）または重複（4個体）であった。生下～離乳時の外観上の異常はどのマウスにも認めら

れなかった。C57Blackへのバッククロスをしつつ、表現型の解析を行った。体重および主要な臓器重量

には、明らかな違いはなかった。前脛骨筋に筋力（単収縮、強縮）の低下が認められたが、筋サイズに

変化はみとめられなかった。その他の筋肉には際立った筋力低下は認めなかった。筋病理解析では、多

少の大小不同があるものの、壊死、再生などのジストロフィックな変化は認められなかった。また、典

型的な細管集合体の形成は認められなかった。初代培養繊維芽細胞を調製し、細胞内へのカルシウム流

入を測定した結果、野生型マウス由来細胞に比べ、KIマウス由来の細胞で、カルシウムの流入上昇が観

察された。 

 
By screening of clinical information of the patients with a muscle disorder, one Tubular aggregate 
myopathy (TAM) or congenital myasthenic syndrome patient who harboring a homozygous 
c.722_723insG mutation in GFPT1 gene.  The patient was 36 year-old female and showed 
proximal muscle weakness, gait disturbance, waning at 22% in 3Hz repetitive nerve stimulation 
test. By treatment with pyridostigmine derivatives, muscle symptoms were improved as 32.6% 
shorter in the 12-steps stepping test and 41.6% shorter in the squatting test. She also claimed 
worsening of her symptoms by menstruation.  
By survey of large cohort of TAM patients, we identified six patients with a mutation in the 
STIM1 or ORAI1. There are 3 kinds of presence of TAs in which TAs were present in only type I 
fibers, type II fibers or both fibers. The dystrophic changes in muscles were observed, as that 
fiber size variation, endomysial fibrosis and centrally-placed nuclei were observed in all cases 
and regenerating fibers were found in 5 cases in consistent with the slight elevation of serum 
creatine kinase activity. On the other hand, the immunostaining images of TA are common 
findings in all cases showing an accumulation of mutated STIM1 or ORAI1 together with 
SERCA1 and DHPR. These results suggest that muscle weakness in TAM patients may be caused 
by the dystrophic changes in their muscles. 
The functions of STIM1 mutations, S88G, H109Q, E249K, I115F, R304W and ORAI1 mutation, 
P245T were evaluated. The mutants were expressed in C2C12 cells and the Ca2+ entry from 
extracellular medium into cells were measured. We observed the constitutive extracellular ca2+ 
entry into cells without thapsigargin treatment by all mutations. The Ca2+ elevation levels are 
I115F > S88G, H109Q > E249K, R304W. The mutations in SR domain would have a strong effect 
on the activation of SOC channels, while P245T Orai1 was not active as G98S mutant. On 
primary myoblasts from the patient with E249K mutation in STIM1, the SOC inhibitors, BTP2 
and SKF96365, inhibited the constitutive Ca2+ entry completely.  
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Using CRISPR/CAS9 system, we generated knockin mouse with Orai1 G100S mutation, which 
corresponds to human G98S mutation. There is no apparent abnormality in knock-in at birth 
and body weight and organ weight were comparable to those in wild mice. The reduction in 
muscle contraction (both of twitch and tetanus). On muscle pathology, the fiber size variation 
was observed as human muscles, however the dystrophic changes and TA formation were not 
observed in limb muscles. Primary cultured cells from knockin mice showed the enhancement of 
extracellular Ca2+ entry. These results suggest that these knock-in mice partly reproduce the 
phenotypes of human TAM patients.   
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