
厚生省精神・神経疾患研究委託費

筋ジストロフィーの発症に問する

細胞生物学的基礎研究

小　沢　班

平成3年度研究報告書

平成4年3月



班　　長　　総　　括

班長　小　沢　瑛二郎

我々の班の最終的な目的は，筋ジストロフィーの成因を明らかれ，それに対する治療を求める

ことである0しかし当面の目的は班の名称のように筋ジストロフィーの発症の基礎的な研究を地道

に行ってゆくことである0成因を明らかにするには筋が如何にして筋としての性質を獲得し，それ

を維持しているかということを明らかにすることと・Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の時

に欠失するジストロフィンについて理解を深めることを二つの研究を柱とする。

1．ジストロフィン

現在基礎研究班として最も重要なことは・ジストロフィンが何をしているかを明らかにすること

である0それによってジストロフィンの欠矢の筋細胞の機能への影響を考えることが可能になり，

それによる治療薬の開発に希望をつなぐことになるからである。

本班ではジストロフィンタンパク質の精製とその性質の研究に取り組んでおり，既に精製に成功

しその内部構造の研究や，超微構造の研究を行いまたそれに結合しているタンパク質の問題に取り

組んでいる0そしてそこには大きな発展があった0しかし一斉ではまだ精製に問題を残しており，

この問題を解決すべく努力中である。精製したジストロフィン・タンパク質やその結合糖タンパク質

を研究することによって・ジストロフィン・システムの作用を探ることが可能となるであろう。

ジストロフィンは細胞膜に存在しており膜細胞骨格であると考えられているが，その存在様式に

ついてはまだ多くの問題がある0これについての研究にも大きな進展があった。存在様式を明らか

にすることによって機能を明らかにするためには・他の細胞骨格との比較や膜タンパク質との比較

が重要であり，その面からの研究も進んでいる。

2．筋細胞の形成

筋肉の形成を行う遺伝子群myoDlやmyogeninなどが知られている0この遺伝子群が病状の形

成にどのようにか、わっているかはまだ知られていない○しかし，myODlタンパク質がジストロ

フィンの発現にか、わっていることが強く示唆されている。

本姓の研究は特にジストロフィンの研究において・今年度は大きく進展し，多くの注目すべき研

究が行われた。これらのいくつかは世界中のジストロフィン研究者が引用すべく記録に残るものと
なると考えられる。

一方において国外の研究もすみやかに進んでおり・用いられる雑誌も多岐に渡るので班員には何

等かの形で整理された多くの情報の供給が必要である。
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1　ジストロフィンの分子形態

丸　山　工　作＊

研究協力者　佐　藤　　治＊

要　　　　　約

ジストロフィンは，Ⅹ染色体上のデュシャンヌ

・筋ジストロフィー遺伝子の産物で，分子量約

427，000の巨大なタンパク質である1）。ジストロフ

ィンは筋細胞膜の裏打ち構造を形づくっているも

のと考えられており，これがないと細胞膜の機能

が維持できず，筋ジストロフィー症が発症すると

みなされている2）。

ジストロフィンの分子構造については，アミノ

酸配列から，αアクチニンドメインにスペクトリ

ン様シャフトがつづき，独自のC端部分があって

約150nmのロッド状分子と推定されている1）。現

在までに，ロータリー・シャドウ法によりジスト

ロフィンの分子形態について，2つの異なった報

告がだされている。第1は，フランスのugerら

によるもので，長さ約175nmのフレキシブルロ

ッドという主張である3）。それに対して，われわ

れは，長さ約120nmの鉄亜鈴モデルを提唱して

いる4）。ジストロフィンを最初に単離したCampb－

ellは，しろgerモデルを改変して2本のジストロ

フィン分子がらせんを巻いて，糖タンパク質を介

して細胞膜に結合しているモデルを提唱している2）。

われわれのモデルは，赤血球膜の裏打ち構造を

形成するスペクトリンの形状に似ており生理的に

みて十分ありうるものである。しかし，難点は，

この鉄亜鈴構造の頻度がごくわずかしかないとい

う事実である。だから，何かの混在物ではないか

との指摘ももっともである。

＊千葉大学・理学部・生物学科

われわれは，本研究において，鉄亜鈴構造が混

在物ではないことをゲル炉過法によって示し，頻

度の少ないのは界面活性剤の使用による崩壊のた

めではないかとの可能性を示唆する結果を得た。

材料と方法

ウサギ骨格筋から筋原線経を調製し，混在する

膜成分を出発物とした。筋原線経は，50mMKCl，

1mMNaHCO3，5mMEGTA溶液で5回洗った。

約400gの筋肉を用いた。

筋原線経からミオシンを抽出するため，ハッセ

ルバッハ・シュナイダー溶液（0．6MKCl，0．1M

KPO4，pH6．5，10mMピロリン酸ナトリウム，

1mMMgCl2）で5回（1時間）抽出した。10倍量

の溶液を用いた。

残透を肉の2．5倍量の溶液（1％NonidetP－40，

10mMKPO4・pH7・0，0・1MNaCl，1mMMg

C12，1mMEGTA，0．05mMDFP）で1時間抽

出し，8，500g15分遠心して膜成分を可溶化した

（図1）。

ポリエチレングリコール（6，000）を4％になる

よう上清に加え，ジストロフィンなどを沈殿させ

た。12，000g10分の遠心で集めた。

沈殿を0．3MNaCl，0．1MKPO4，pH7．0，0．

1％TritonX－100，0．01mMDFP液に溶解し，

同液で平衡化したハイドロキシアパタイトカラム

（3．3×13cm）にかけ，0．3MKPO4，pH7．0を含む

溶液で溶出した（図1のHy－ap）。高分子量成分と

してリアノジン・レセプターが多量に含まれている

が，そのすぐ下にジストロフィンが認められる。



4

この画分を0．15MNaCl，10mMKPO4，pH7．5，

0．1％TritonX－100，0．05％NaN3，0．01mMDFP

に対して透析してからWGA－アガロースカラム

（0．9×20cm）5）2本にかけた。吸着した糖タンパク

質は0．3MN一アセチルーD－グルコサミンを含む

溶液で溶出した（図1のWGA）。ジストロフィン

が多くなっていることがわかる。

さらにDE52カラムにかけてジストロフィンを

純化した（1．5×4cm）。0．1MNaCl，10mMK

PO4，PH7．5，0．1％TritonX－100，0．01mMD

FP液で吸着させ，0．2MNaClを含む溶液で溶

出した。図1のDE52のように，リアノジン・レ

セプターは除かれ，ジストロフィンが主成分とな

っている。イムノブロットにより，N端部分のジ

ストロフィン抗体（AIC）とC端部分の抗体（4

－4C5）といずれも反応した（図1）。

電子顕微鏡による分子形態の観察には，雲母坂

上に試料（50％グリセリン，0．1MNaCl，10mM

Tris－HCl，pH7．5）をスプレーによって分散させ，

プラチナとカーボンを7．50の角度で蒸着した（J

FD－9000蒸着装置）。JEMlOOS電子顕微鏡下

で観察した。

Skeletal muscle

図1．ジストロフィンの精製



結　　　　　果

図1のDE52溶出液約20mlをアミコン社の

Centriprep30で，1，500gの遠心によって約40

倍に濃縮し，Asahipak GS－710のカラムにかけ

た。溶液は0．3MNaCl，20mMTris－HCl，pH

7．5，0．5％CHAPS，10／上g／mlロイペプチン，0．

05mMDFPである。Tosoh HPLC，0．5mlんIin

でゲル炉過した。

図2にみられるように，ボイド・ポリュウムに

つづいて溶出する高分子童画分（a）を濃縮してSDS

電気泳動にかけると，ジストロフィンが主成分で

あるが，さらに高分子量のいくつかのバンドが認

められた。それらの少くとも3本は抗ジストロフ

ィン抗体と反応したのでジストロフィンのオリゴ

マーとみなされる。メイン・ピーク（b）は，ジスト

ロフィンが主成分であった。

メインピーク（b）のローターリー・シャドウ像（図

3）は，フレキシブルロッドと球状物のからまりあ

ったものである。これらの像は，DE52標品にみ

られるのと同じである。

5

高分子量画分（a）の電子顕微鏡像は，まさに鉄亜

鈴が主であった。中にはフレキシブルロッドもあ

ったが，70％は鉄亜鈴であった。

（a）には，さまざまな鉄亜鈴構造がみられた。そ

れらを分頬してみると，図4のようになる。まず

長さ108mm，幅2nmはどの両端に球をつけた鉄

亜鈴がみられる（a）。球直径は，約13nmである。

われわれは，これをジストロフィンのモノマーと

仮定した。このモノマーが2本少しずれて結合し

たダイマーがbである。長さ130nm，幅3nmで

ある。さらに，このダイマーが側面結合したテト

ラマー（C）が典型的な鉄亜鈴である。長さは130mm

とダイマーと変らないが幅は5mmと太くなって

いる。このテトラマーがいくつもつらなって複雑

な構造がつくられる（d）。

テトラマーの鉄亜鈴は，1％TritonX－100抽出液

ではほとんど見られないこと，0．2％CHAPS抽出

液ではジストロフィンの抽出は少ないが鉄亜鈴が

かなり存在することから，界面活性剤処理によっ

てこわれるのではないかと考えられる。図3（b）に

DE52eluate

壬

doncentration
CenIrip柑P30（Amicon）
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図3．ゲル炉過したジストロフィンの電子顕微鏡像

図3の（a）と（b）画分
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図4．ジストロフィン分子の形態

（a）モノマー （b）ダイマー

（C）テトラマー（鉄亜鈴）　（d）テトラマーの会合体

Bar＝100nm



みられるフレキシブルロッドと球形物は，崩壊し

たテトラマーが分散したようにみえる。大きな球

形物はロッドのかたまりのようである。モノマー

の大きさをもったロッドも存在するが，球は一端

にしかついてないものが多い。

論　　　　　議

われわれのジストロフィン鉄亜鈴モデルは，ゲ

ル炉過法によりポピュレーションの多いサンプル

を得たこと，その主成分がジストロフィンである

ことからより確かになってきたといえよう。そし

て，界面活性剤によって崩壊しやすいと考えれば

その頻度の少ないことが説明できよう。界面活性

剤を用いないでジストロフィンを可溶化できれば，

その分子形態が保存されていると期待でき，この

方面からの追究が望まれる。

ugerら3）の長さ175mmのフレキシブルロッド

は，ウサギ骨格筋では確認されていない。彼らは

ニワトリ筋胃から得ているので直接比較できない

（ニワトリ筋胃からは，ウサギ骨格筋の方法でジス

トロフィンを精製できない）。

ジストロフィン分子のN端側とC端側の構造が

異なり，分子に方向性が存在する1）。したがって，

7

ダイマ一にモノマーの方向性の違いがあるのか，

テトラマーではどうなっているのかは興味ある問

題である。C端とN端に特異的なモノクローン抗

体があるので，パラレルかアンチパラレルか明ら

かにしたいところである。現在，まだ実験に成功

していない。
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2　デタージェント非存在下におけるブタ骨格筋
ジストロフィンの抽出とその不均一性

桑　山　秀　人＊

研究協力者　杉　浦　全　代＊＊　杉　田　秀　夫＊＊＊江　橋　節　郎＊＊

要　　　　　約

デクージェントを使わない条件での調製を試み

た。豚ひき肉を，ウェー′ヾ一・エドサル液（10倍

容量，ATP存在下）で2度抽出した。残瘡を冷水

で良く洗浄して，沈殿をpH8．6（室温）に合わせ，

ジストロフィンを37℃で1時間抽出した。懸濁液

のイオン強度がlmM以下であれば昨年度報告し

たTritonX－100による可溶化と同程度に抽出で

きた。

ジストロフィンの不均一性については，ヒト・

ジストロフィンの一部分，アミノ酸一次配列440

－489（N端側領域）または配列3495－6544（C端

側領域），に相当する合成ペプチドを抗原にして作

成したウサギ抗血清との反応を指標にして調べた。

ブタ骨格筋の粗ジストロフィン分画をSodium

dodecyl sulfate（SDS）存在下の調製用ポリアク

リルアミドゲル電気泳動（PAGE）にかけて，免疫

抗体と特異的に反応する成分として分子量400k

Daの2種の蛋白質を得た。

N端側領域の抗血清は豚より単離した両成分に

対して同じ程度に反応するのに対して，C端側領

域の抗血清は400kDa成分と特異的な反応を示し，

380kDaとは弱く反応した。mdxからの抽出物に

は弱いながら400kDa成分が認められたが，380

kDa成分は染まらなかった。

380kDaは400kDa成分とともにアイソフォー

＊帯広畜産大学教養課程化学研究室

＊＊岡崎国立共同研究機構

＊＊＊国立精神神経センター・神経研究所

ムとして組織内に存在している可能性が高い。

緒　　　　　言

Hoffmanら1）Koenigら1）・2）によりヒトDuch－

enne型筋ジストロフィー（DMD）において特異的

に欠損している遺伝子が同定され，その遺伝子上

にコードされている蛋白質はジストロフィンと命

名された。DMDでは，患者の筋細胞膜3‾6）にジ

ストロフィンが存在しないため，膜の機能に何ら

かの重大な欠陥があって筋萎縮が起こると予想さ

れている7）。現時点では，ジストロフィンは細胞

膜を単純に安定化しているだけなのか，さらにそ

れ以外に特殊な役割を担っているのかについて，

何らかの方法により探り当てることが緊急課題の

一つになった。この問題を研究するためにはもと

の機能を保ったジストロフィンを調製することが

重要である。最近，Loveら8）により常染色体にお

けるジストロフィン類似の遺伝子が発見され，さ

らにKhuranaら9）によりジストロフィンと同じ分

子量の関連蛋白成分（DRP）が筋抽出試料中に兄

いだされた。このような状況から，組織より抽出

されたジストロフィン試料の不均一性を明かにす

ることも必要になってきた。

ここではデタージェント非存在下でのジストロ

フィンの抽出について述べ，以前，我々が豚骨格

筋ジストロフィンとして報告した分子量のわずか

に異なる二成分に関する新たな知見を報告する。



材料　と　方法

粗ジストロフィンの調製は特に記述しない限り

操作はすべて4℃でおこなわれ，遠心分離は10，

000Ⅹgで10分間行った。また以下で用いる溶液

には1．4mM2－merCaptOethanol，0．5mg／l

leupeptin，0・1mM phenylmethylsulfonyl

fluorideおよび0．7mMbenzamidin－HClを加え

た。ブタ骨格筋は屠殺後，直ちに実験室に輸送し，

氷冷して挽き肉を作り，0．5kgずつに分け－80

℃に保存したものを必要に応じて解凍して使用し

た。

挽き肉（500g）に10容量のウェーバー・エドサ

ル液（0．6MNaCl，5mMNa2CO3，20mMNa

CO3，1mMATP－Na2，0．1mMEGTA）を加

え，ヒスコトロンホモジナイザーを用いて破砕し

た（pH7．4）。2時間撹拝後，遠心して沈壇を集め

た。沈恋に10容量のウェーバー・エドサル液を加

え撹拝・遠心を繰り返した（pH7．5）。得られた筋

残蔭に10容量の水を加えて均一にしたのち，遠心

して沈恋を集めた。この操作を上宿の電気伝導度

が30／上mho以下になるまで合計4回繰り返した。

筋残瘡（約500ml）を2容量の水に懸濁LNaOH

をもちいて室温でpH8．6に合わせ，ジストロフィ

ンを37℃で1時間抽出した（最終pH～8．4）。HC

lをもちいてpH7．6にしたのち，氷冷し，遠心上

宿を粗抽出液とした（pH～8．3）。

SDS存在下のポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS－PAGE）による分析・調製は昨年度の報告

で述べた方法に従っだ0）。

タンパク質およびペプチド断片とジストロフィ

ン抗血清の反応性はSDS－PAGE後のゲルをニト

ロセルロース膜を用いるイムノブロット法で分析

した。2種の異なるウサギ抗ジストロフィン血清

AlまたはA2は，ヒト・ジストロフィン配列440

－489（N端側領域）または3495－3544（C端側領

域）の合成ペプチド断片をもちいて作成された。

我々はジストロフィンを抗体反応で同定してい

るが，A2抗体は豚DRPとジストロフィンを区別

しているかどうかは問題となる。、Loveら8）の発表

9

したジストロフィン類似遺伝子の一部分は我々が

もちいている抗体A2の抗原である合成ペプチド

（配列3495－3544）と重複する。昨年度の報告で

豚ジストロフィン試料についてこの配列部分のシ

ーケンスを探索すると，ヒト・ジストロフィン配

列の3490－3499，3504－3508，3519－3525およ

び3535－3544と完全に一致するシーケンスが得

られ，抗原となったヒト配列3495－3544のうち

27残基がブタ・ジストロフィンで同定された。こ

のブタ・シーケンスはLoveら8）の報告した常染色

体由来の遺伝子情報とは部分的にしか合致しなか

った。従って，我々がここで用いる抗体反応はD

RPではなくジストロフィンを識別していると考え

る。

結果と考察

ジストロフィンは膜の裏うち構造に深く関与し

ていることが示唆されている。細胞膜骨格におけ

る関連蛋白質との相互作用の研究や，ジストロフ

ィン分子の形態を研究するのに適した試料が必要

である。ウサギ骨格筋ジストロフィンについては，

穏和なデタージェントであるジギトニン11‾12）や

TritonX－10013‾14）などの存在下で抽出・精製が

可能となっている。これらの試料から何らかの方

法でデタージェントを除けば良いのであるが，一

度加えたデタージェントはジストロフィンの性質

を損なわずに除去することは困難である。我々は

デクージェントを使わない調製法を再検討した。

勝沼15）あるいは石浦ら16）が指摘しているように，

TritonX－100存在下においても，高イオン強度で

はジストロフィンは抽出されなかった（表Ⅰ）。抽

出において重要な条件は低イオン強度と弱アルカ

リ性（約pH8．5）である。Tritonを加えるとジスト

ロフィンは抽出されやすくなるが，その理由は細

胞膜が溶解するためではなく，細胞膜骨格におけ

る関連蛋白質との疎水性相互作用を弱めるためと

思われる。温度は抽出性を変えるような大きな効

果は無いが，得られる試料の純度は37℃のほう

が良かった。抽出に関して，ジストロフィンはス
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表Ⅰ　ブタ骨格筋ジストロフィンの抽出

イオン強度　　Triton濃度　抽出pH●　温度　抽出時間　　　抽出＝

爪】　　　　　　％ ℃　　　hour

1．5　　　　　8．8　　　4　　　　2

1．5　　　　　8．5　　　　4　　　　1

1　　　　　　8．2　　　　4　　　　2

0　　　　　　7．9　　　　4　　　　2

0　　　　　　7．5　　　　4　　　　1

0　　　　　　8．7　　　4　　　1

0　　　　　　8．7　　　37　　　1

0　　　　　　8．4　　　37　　　　2

＊：遠心上清の抽出液（4℃）のpE値

‡キ　ジストロフィン抽出の相対的程度を＋で示した。

ペクトリンやα－アクチニンと類似点が多く，機

能面での頬似性が予想される。

抽出試料中のジストロフィンは50，000回転で

2時間の超遠心により沈殿した。また抽出物をゲ

ルろ過（トヨパールHW75）とすると，ジストロフ

ィン溶出のみかけの分子量は約1，000万を示した

（図1）。ジストロフィンは，自身あるいは混在す

る蛋白質と会合していると思われる。豚筋肉より

得られた粗ジストロフィン分画の一部分はWGA

カラムに結合したが，選択的濃縮には成功しなか

った。抽出液に0．3MNaClを加えてDMS0分画

を行うと20－45％にジストロフィンは濃縮さ

れた17）。DMSO濃縮物は短時間に低イオン強度

・弱アルカリ性の水溶液で希釈すると溶けたが，

一晩以上放置すると，凝集して不溶化した。この

凝集物はpH9．5でも溶けないが6M尿素を加える

と溶けた。精製法は確立していないが，骨格筋ジ

ストロフィンをデクージェントおよび変性剤なし

で筋組織から抽出できることは確認された。

図2は試料の蛋白染色およびイムノプロットの

結果を示す。C端側領域に対する血清（A2）は400

kDa成分と特異的な反応を示し，380kDaとは弱

く反応した。一一万，N端側領域に対する血清（A2）

は両成分に対して同じ程度に反応し，さらに360

kDaおよび205kDa成分とも反応した。この結果

は以前の報告に一致している10）。4℃で一晩放置

した豚肉から調製したジストロフイγ試料でも図

2と同様の結果が得られたので，Al抗体と反応

する分子量400kDa以下の成分のすべてを調製中

の分解産物とは考えにくい。

A2抗体が蛋白量の多い400kDa成分と蛋白量

の少ない380kDa成分に，同程度に反応するとい
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図1・ブタ骨格筋抽出物のトヨパールHW75カラム（¢6cmx40cm，0．15

M NaCl，20mMHEPES，0．1mMEGTA，pH7．5）によるゲル

ろ過。分画30のSDS－PAGE（4％）の矢印は400kDaおよび380k

Daのジストロフィンを示す。

A

12　3　4　5

B C

1　2　3　4　5　　12　3　4　5

図2・SDS－PAGE（5％）後のイムノブロットによるブタジストロフィン同定。

A・抗体Al（N端側）によるイムノブロット染色。B．抗体A2（C端

側）によるイムノブロット染色。C．金コロイドによる蛋白染色。短い

矢印で示す分子量マーカー（kDa）は上から200，116，9．7および6．6を

示す。長い矢印の分子量（kDa）は上から400，380，360，205を示す。

1；分子量マーカー，2；抽出軌　3；DMSO濃縮物，4；6M尿素

による可溶化物，5；陰イオンカラムの素通り分画。
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専一r　ニ‾■コ＝　ニー　i　一一　二

・●純　帯畿

、、一

、二■■！

図3．SDSLPAGE（4％）後のイムノブロットによるマウスジストロフィン。

A．抗体Al（N端側）による染色。B．抗体A2（C端側）による染色。

C．アミドブラックによる蛋白染色。短い矢印で示す分子量マーカーは

200kDaのミオシン重鎖。1；分子量マーカー，2；ブタ抽出物，3；

マウスBALB九　4；マウスC57BL／10ScSn，5；マウスC57BL／

10ScSn－mdX BrCN。

う結果について，我々は豚骨格筋400kDa成分に

は少なくとも2種のジストロフィンが存在し，そ

れら400kDa成分のうち，一方はA2と反応する

が，他方はA2と反応しないと解釈している。

380kDa成分は豚筋組織に始めから存在すると考

えたいが，あるいはA2と反応する400kDaの分

解物である可能性もある。Al抗体の400kDaに

対する強い反応性は，400kDa成分の蛋白量が

380kDa成分よりも量的に多く存在するためと解

釈できる。

マウス試料におけるAlおよびA2抗体に対す

る反応性を調べた。A2抗体は豚380kDaとほと

んど反応しないのに対し，正常マウスの380kDa

とはAl抗体と同様に反応した（図3B）。一方

mdxではAlは反応せずA2が400kDaのみと反

応した。これはmdxからの抽出物に対するジスト

ロフィン抗体の反応に関する田中ら18）の報告と一

致した。図3の結果を簡単に説明することはでき

ないが，400kDaと380kDaにはいくつかのアイ

ソフォームが存在することを示唆している。

豚の400kDa成分と380kDa成分の相違点を調

べた。図4はSDSゲルから抽出精製した両成分に

キモトリプシンを加え酵素加水分解し，生成した

分解産物をSDS－PAGEで分析した結果である。

分解ペプチドの金コロイド染色は明らかに異なる

パターンを示したが，抗体染色では380kDa成分

の分解ペプチドにおいてC末端側抗体と反応する

分解物のうち57kDa成分が特に弱い点を除くと，

全体に類似の結果を得た。380kDaは400kDa成

分とともにアイソフォームとして組織内に存在し

ている可能性が高い。
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