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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 
＜和文＞ 
ALS（筋萎縮性側索硬化症）は多因子性疾患であり、多角的なアプローチによる新規治療技術の創出

が必要とされる。近年、当該疾患における神経筋接合部（NMJ）の形成不全の重要性が示されつつ

ある。NMJ の形成は筋特異的な受容体キナーゼ MuSK によって制御されるが、申請者は独自に単

離した Dok-7 が MuSK の細胞内領域に直接作用し、活性化することが NMJ 形成シグナルの駆動に

必須であることや、その異常が NMJ の形成不全による重篤な運動機能障害を呈する先天性筋無力症

（DOK7-CMS／DOK7 型筋無力症）の原因であることを発見した。さらに、Dok-7 の過剰発現がマ

ウスの NMJ 形成を高度に増強することを発見し、Dok-7 の発現増強が「NMJ 形成不全による運動

機能障害に対する新たな治療技術の創出」に直結すると考えた。そこで、アデノ随伴ウイルス（AAV）

を用いたヒト DOK7 遺伝子発現ベクター（AAV-D7）を作出し、その投与がマウスの NMJ を後天的



2 
 

に拡張すること（NMJ 形成増強）を見出した。本研究では、これらの知見を踏まえ、ALS に対する

NMJ 形成増強治療の開発を目的とし、以下の成果を達成した。 
 
１）本研究の初期においては、NMJ 形成不全に対する NMJ 形成増強治療の有効性を検証する先行

研究の一部を実施し、AAV-D7 の発症後の投与が、NMJ 形成不全を呈する DOK7-CMS や常染色

体優性 Emery-Dreifuss 型筋ジストロフィーマウスの NMJ 形成を増強し、運動機能・生存期間を

改善することを実証した（Science, 345:1505-8, 2014）。 
２）前項の知見を踏まえ、家族性 ALS の約２割を占める SOD1（Superoxide dismutase 1）変異型

の ALS モデルマウス（SOD1-G93A トランスジェニックマウス）に対する AAV-D7 の有効性を検

証した。その結果、当該 ALS モデルマウスの発症後の投与により、①NMJ 形成不全の抑制、②筋

萎縮の抑制、③運動機能の改善、④生存期間の延長、が認められた（EMBO Mol. Med., in press）。 

３）前項の知見は、本研究が開発を目指す NMJ 形成増強治療が少なくとも SOD1-G93A 型の ALS
モデルマウスに有効であることを実証するものである。しかしながら、上記先行研究で用いた AAV-
D7 は組織特異性の低い CMV プロモーターにより DOK7-EGFP 融合遺伝子を発現する先行研究

用のベクターであり、治験準備を目指す非臨床試験には適さない。そこで、マウスにおいて同様の

NMJ 形成増強効果をもちながら、①筋特異性の高いプロモーターにより、②非融合 DOK7 遺伝子

を発現する試験物としてのヒト DOK7 発現ベクター（AAV-DOK7）を開発した。 
４）試験物として開発した AAV-DOK7 については、非臨床試験用の製剤を GMP 準拠で製造し、そ

の品質試験、並びにげっ歯類の非臨床毒性試験を実施し、当該試験物ベクターを用いた効果・効能

試験の準備を整えた。 
５）本研究が遺伝子治療の開発研究である側面を踏まえ、代表者らが発見した DOK7 遺伝子に関す

る特許調査に対する橋渡し研究加速ネットワークプログラムの支援を申請し、その採択を経て、外

部調査会社による競合調査を行い、特段の競合特許が無いことを確認した。 
６）規制対応の点で重要な PMDA との薬事戦略相談については、国内外の規制情報を収集し、非臨

床試験の進め方、及びベクター製造に関する協議を継続的に実施し、本研究の進展を踏まえつつ、

２回の事前面談を行った。これらの面談で得た情報が上記非臨床試験の立案に活かされている点は

規制対応上の重要な成果といえる 
＜英文＞ 
ALS—amyotrophic lateral sclerosis, also known as Lou Gehrig’s disease—is a progressive, 
multifactorial neurodegenerative disorder of motor neurons with severe muscle atrophy and 
paralysis. However, only the glutamate release inhibitor riluzole has shown beneficial effects on 
patient life span, prolonging it by a few months. Thus, new treatment strategies for ALS have 
long been desired. The neuromuscular junction (NMJ), the essential synapse between a motor 
neuron and skeletal muscle, has recently emerged as an attractive therapeutic target, because 
studies of ALS model mice and patients revealed that degeneration of motor nerve terminals such 
as size-reduction and denervation at NMJs precedes proximal motor neuron degeneration. This 
research group and its collaborators previously reported, 1) the muscle protein Dok-7 is an 
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essential cytoplasmic activator of the muscle-specific kinase MuSK, which governs the formation 
and maintenance of NMJs, 2) mutations in the human DOK7 gene cause DOK7 myasthenia 
(DOK7-CMS), which is characterized by defective NMJ structure or NMJ synaptopathy, and 3) 
postnatal infection of mice with an adeno-associated virus vector for DOK7 expression (AAV-D7) 
enlarges NMJs. In this project, we performed non-clinical and translational studies with the aim 
of developing a new therapeutic strategy for ALS, and obtained the following results. 
 
1) To see if therapeutic administration of AAV-D7 (DOK7 gene therapy) aimed at enlarging NMJs 

is beneficial to neuromuscular disorders associated with NMJ defects, we first utilized mouse 
models of DOK7 myasthenia or autosomal dominant Emery-Dreifuss muscular dystrophy. We 
successfully demonstrated that DOK7 gene therapy enhances motor activity and life span in 
these models (Science, 345:1505-8, 2014). 

2) Given these results, we further tested if DOK7 gene therapy benefits a mouse model of ALS 
(SOD1-G93A), and found that the NMJ-targeted therapy indeed suppresses size-reduction of 
the motor nerve terminals and subsequent denervation at NMJs in ALS model mice. In addition, 
we found that this therapy further suppresses muscle atrophy and enhances motor activity and 
life span in ALS mice (EMBO Mol. Med., in press). 

3) These findings established proof of concept with the ALS mouse model that DOK7 gene therapy, 
or potentially other methods that are able to enlarge neuromuscular junctions after ALS onset, 
may be a novel treatment approach for this motor neuron disease. However, the DOK7 
expression vector AAV-D7 is not suitable for further tests in preparation for future clinical trials, 
because it carries the non-tissue-specific CMV promoter and the EGFP-DOK7 fusion gene. Thus, 
we developed AAV-DOK7 vector, which carries a muscle-specific promoter, which drives only the 
human DOK7 gene without any fusion partners. 

4) Also in preparation for future clinical trials, we manufactured AAV-DOK7 for preclinical 
studies under GMP standard. We performed preclinical toxicity test with rodent under GLP 
standard, and prepared for further preclinical studies.  

5) Given that this project aims ultimately to developing DOK7 gene therapy for patients with 
ALS, we performed competitive patent research for the DOK7 gene, and found no obvious one. 

6) In preparation for future clinical trials, we have made consultation with PMDA twice.  For 
the consultations, we collected relevant information nationally and globally.  These 
consultations helped us set up the abovementioned preclinical studies. 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 研究開発分担者による報告の場合 
 
<和文> 
 呼吸不全を含む重篤な運動機能障害を呈する ALS において、神経筋接合部（NMJ）の形成不全の

重要性が示されつつある。NMJ の形成は筋特異的な受容体キナーゼ MuSK によって制御されるが、

本研究の開発代表者は Dok-7 を単離し、これが MuSK の細胞内領域に直接作用し活性化することが

NMJ 形成シグナルの駆動に必須であることや、その異常が NMJ の形成不全と重篤な運動機能障害

を呈する先天性筋無力症（DOK7-CMS）の原因であることを報告した（Science,312: 1802-5,2006; 
Science,313: 1975-8,2006）。さらに、Dok-7 の過剰発現がマウスの NMJ 形成を高度に増強すること

を報告した（Science Signal.,2: ra7,2009）。以上の背景を根拠として Dok-7 の発現増強が「NMJ 形

成不全による運動機能障害に対する新たな治療技術の創出」に繋がる可能性を検証するため、開発代

表者と協力しアデノ随伴ウイルス（AAV）を用いた DOK7 遺伝子発現ベクター（AAV-D7）の投与試

験を実施した。この結果、各種疾患動物モデルにおけるDOK7発現が、NMJ形成不全を呈するDOK7-
CMS マウスや常染色体優性 Emery-Dreifuss 型筋ジストロフィー（AD-EDMD）マウスの NMJ 形

成を増強し、運動機能・生存期間を改善することを実証した（Science, 2014）。さらにこれらの知見

を踏まえた研究課題「ALS に対する NMJ 形成増強治療の開発」の分担研究「霊長類を用いた研究

とマウスの病態解析」を推進し、以下の成果を得た。 
 

1) マーモセット骨格筋への AAV-D7 の筋肉内投与によるヒト DOK7 の強制発現では、投与後６週、

もしくは、２１週におけるヒト DOK7 の発現誘導は維持されており、顕著な発現抑制は認められな

かった。また、観察した全てのサンプルにおいて当該ベクターに起因する副反応は観察されなかっ

た。この点では、各１頭ずつの知見ではあるが、当該治療技術の安全性を示唆する成果と言える。 
2) AAV-D7 による ALS マウスの呼吸を含めた運動機能の改善効果について科学的な検証を加える目

的で、プレチスモグラフィーによる呼吸機能の定量的測定系を確立した。正常マウスおよび呼吸筋傷

害により呼吸機能の低下が知られている筋ジストロフィーモデル mdx マウスおよび ALS モデルマ

ウスを用いて、測定条件の設定を行い、無拘束状態における長時間の呼気および吸気フローの安定的

検出条件を確立した。これにより、幼若期からの経時的呼吸機能のモニタリングが可能となった。 
 
<英文> 

The neuromuscular junction (NMJ) has recently emerged as an attractive therapeutic target of 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) that is a progressive severe neurodegenerative disorder of 
motor neurons with motor and respiratory dysfunction. The muscle protein Dok-7, which is 
originally isolated by the principal investigator, is an essential cytoplasmic activator of the 
muscle-specific kinase MuSK that governs the formation and maintenance of NMJs (Science,312: 
1802-5,2006; Science Signal.,2: ra7,2009), and mutations in the human DOK7 gene cause DOK7 
myasthenia, which is characterized by defective NMJ structure or NMJ synaptopathy 
(Science,313: 1975-8, 2006). In collaboration with the principal investigator, we previously 
reported that postnatal transduction of mice with an adeno-associated virus vector for DOK7 
expression (AAV-D7) enlarges NMJs (Science, 2014). In this project, non-clinical and 
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translational studies to develop a new therapeutic strategy for ALS were conducted. We focused 
on the investigation of AAV vector-mediated DOK7 transduction effects in non-human primates 
and mice respiratory dysfunction to obtain the results described below.  
 
1) Forced expression of DOK7 in the common marmoset skeletal muscle transduced with AAV-D7 
suggested efficient transgene expression at six and twenty-one weeks after the transduction. 
Importantly, robust DOK7 expression was sustained in the course of the study, whereas the 
adverse events related to the AAV-mediated transduction were not observed. 
2) A quantitative measurement protocol of respiratory function by plethysmography to analyze 
the effects of AAV-D7 on respiratory dysfunction in the ALS mouse was performed. The 
measurement conditions were established using wild type, ALS mice, and mdx mice, a Duchenne 
muscular dystrophy model with impaired respiratory function due to respiratory muscle 
involvement. The stable monitoring condition of long-term exhalation and inhalation flow under 
the unconstrained environment was achieved by using plethysmography. The technical expertise 
would enable the monitoring of therapeutic effects on respiratory dysfunction in infant disease 
model.  
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