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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

総　括　研　究　報　告　書

主任研究者　　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵庫中央病院

班の課題に遺伝相談をかかげ，新たな班員を

加えて2年度が発足した。班の基本構成は4分

野9系列で，データ・ベースが幹事会の検討を

経て疫学部門に移行した。本研究班の目標は遺

伝子診断の方法の確立と普及を図り，それを基

盤として倫理に支えられた遺伝相談を行い，発

生予防をはかり，また筋ジストロフィーの臨床

病態を解明し，治療を充実させることである。′

今年度は遺伝相談・遺伝子診断とジストロフ

ィンテストについてワークショップを行い，現

状の把握と技術の普及に大きな成果を挙げた。

報告書の後半にその内容を掲載した。演者およ

び司会の方々の労に深謝する。

以下各分野の研究成果をまとめ，今後の発展

の方向について考察する。

1）遺伝・疫学

疫学に関しては，北海道および九州での20数

年間のDMD患者の推移の分析から，入院時

年齢及び死亡年齢の上昇傾向が明らかにされ，

体外式人工呼吸器の導入による延命効果と療養

所の存在価値が認識された（南，三宮ら）。ま

た若年心不全死の国立療養所25ヶ所のアンケー

ト調査の結果が報告された（酒井）。

データベースは現在20の国立療養所筋ジス施

設が参加している状況であり，登録患者数は

570例に達した（福永ら）。より有効な利用が望

まれる。今回，福永によりDNA分析に関する

現状と意識調査が行われた。DNA分析結果を

データベースに含めることについて13施設の賛

同をえたが，秘密の保持や家族の了解について

は慎重に対処すべきであるとの意見が多かっ

た。

遺伝相談倫理に関して全班員と関係者にアン

ケート調査がなされ，相談者の経験の有無と遺

伝相談の日的，カウンセラーの任務や適切な行

動，情報の開示などに関連した回答との連関が

統計手法により解析され，倫理のコ：／センサス

のための基礎資料がえられた。班員のカウンセ

リングに関する研修と，各施設における倫理委

員会の設置の必要性が指摘された（白井）。西

別府病院では，三吉野らの努力により，近接す

る九州大学生体防御研究所付属病院とタイアッ

プして出生前診断を含めた遺伝子診断と遺伝相

談が開始された。今後，各地区で設置されるべ

き遺伝相談のキーステイションの一つのモデル

となるであろう。

遺伝子診断はPolymerase Chain Reaction

（PCR）の応用により，方法の確立と普及が目

ざましく，関連した13の演題が報告された。

PCR－RFLP法の有用性は確立され，保因者診

断と出生前診断が進展した（金沢，片山，乾）。

新しく　CA繰り返し領域の多形性による保因

者に関する検索の有用性が確かめられ，報告さ

れた（保住，乾）。ジストロフィン遺伝子欠矢

の検出はMultiplexPCR法の普及により著し

く進展し，全国の症例で検索が可能となった。

その手技と応用および有用性に閃し，Chamber・

lain法とBeggs法の比較やDNA定量法を含

めて5題の報告がなされた（高橋，鈴木，三吉

野，鴻巣，乾）。欠失および拉層の有無と臨床

症状との関連が検討されたが，有意差がみられ

なかった（亀尾）。本邦での欠矢や重複の頻度

は，欧米と比較して差がないことがcDNA　プ
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ロープを用いたサザンプロット法を用いて結論

された（山田）。欠矢や重複に伴って生じるジ

ャンクションフラグメソトを高率に検出する

方法が開発された（加藤）。欠失部位および

reading frame株構と臨床症状の関連はKoe－

nigやBeggs　らにより検討された結果が報告

されているが，あとで述べる福永らの症例のよ

うな興味ある所見が報告され，また中間型とさ

れていた患者の遺伝子解析が進み，点変異の解

析とあいまって，各症例が分子レベルで分野iさ

れるようになるであろう。

筋緊張性ジストロフィー（MyD）の原因遺伝

子匪位はせばめられ，p37．1（DNAマーカー）

で強い連鎖不均衡が兄いだされ，遺伝子単離に

重要な手がかりが得られた（三木）。

顧問の近藤は前向的遺伝相談の必要性を強調

している。現状分析と予想される効果を述べて

いるので，報告書に補遺として掲載する。今後

の遺伝相談のあり方に一つの方向を示すと思わ

れる。

2）臨床病態

画像診断に関しては，Rl，エコー，MRl，CT

などによる病態解析が行われている（石原，矢

嶋，松田，堀川）。デュアルⅩ線による筋萎縮の

定量法が新しく開発された（高橋）。さらにソフ

トウェアの開発により実用性の向上が期待され

る。

臨床病態に関して，側考発生の機構は治療面

からも関心が高く，CTやⅩ線での解析がなさ

れた（井上，高柳）。歩行分析は床反力や足圧

測定による新しいアプローチがなされ，障害度

との関連が示された（松家，岩垣）。MyDの病

態に関し，事象関連電位のp300の振幅低下

（春原），睡眠ポリグラフィ一による異常（大

域），MRI　スペクトロによる　N－aCetyl aspar・

tateの脳内低下（秋口），血圧の日内変動の減

少（坂井）などが明らかになった。

内分泌・生化学からのアプローチでは，MyD

における糖尿病の合併について全班員施設にお

ける調査が行われ11．4％に合併することが明ら

かになった（松永）。MyDにおける偽副甲状腺

機能低下症Ⅱ型の存在は当班員において兄いだ

されたが，アルギニソやインスリン負荷による

成長ホルモンやACTHの変動より系統的な

adenylatecyclase－CAMP系の異常が示唆され

た（広瀬）。先天性筋ジストロフィーについて

は痙攣に関する検討がなされた（福山）。また

兄が福山型で弟がWalker－Warburg症候群を

合併した例の報告があった（吉岡）。今後，福

山型の全国調査，医療の実態調査，家族例の遺

伝子解析など，プロジェクトを活かした研究を

行う必要がある。

3）病　　理

剖検例は1991年11月末迄で327例で，DMDは

249例に達した。平均寿命は18．96±4．11歳で最

近の5年間でも延長傾向にあり，死亡前の呼吸

器装着の状況も合わせ調査が行われた（向山）。

人工呼吸器の装着は神経筋疾患の治療の一環と

なりつつあり，生存期間も呼吸器の着用状況を

把捉せずに解析できない状況になってきた。

mdxマウス　の筋再生能は徐々に低下するこ

と，heterozygoteの場合培養細胞はジスト。フ

ィン陽性と陰性の筋管細胞が存在し，あと融合

により陰性細胞にもジストロフィンが発現する

ことが示された（木下）。mdxマウスは筋力低

下が少なく，再生能が高いためとされている

が，マーカインによる壊死を繰り返し起こすと，

徐々に再生能力が低下する（斎田）。桧躍らは正

常ラットで増殖細胞核抗原を用いて筋の再生過

程を調べ，HE染色よりも速く反応がみられ，

また速く反応が消失するようである。ジストロ

フィー筋での検索が期待される。先天性筋ジス

トロフィーではジストロフィンはすべての型で

存在し，その染色は重症DMDとの鑑別に重

要である（福山）。BMDにおけるジストロフィ

ンの解析は臨床症状や経過との調達において興

味がもたれる（佐橋）。福永らはDMD類似の

臨床経過を示し，ジストロフィン染色ではC末

端及びrod中央部に対する不連続な染色性を

示し，N末端に対する染色性を欠き，PCRで

Exon3～19の欠矢を示す重症BMDと呼ぶべ

き症例を報告した。松尾らはmRNAの2次構

造の異常より生ずるエクソンのスキッビング例

を報告した。三池は種々のジストロフィン抗体
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について検討し，班員への抗体の供給も行い，

ワークショップのジストロフィンテスト部門の

アレンジを行い，当班におけるジストロフィン

の研究を大きく推進させた。

4）評価法と治療法の開発

DMDに対するプレドニソロンの投与の小数

例での結果が報告された（妻，高橋）。客観的評

価には筋力の測定が不可欠であり，簡便な等尺

性筋力計の開発と実測例が報告された（高橋）。

薬物療法としてカブトプリルの有効性が明らか

となった（本家，金沢）。

班会議では特別に，石原により1991年10月に

ソレソトにおいて行われた第1回筋ジストロフ

ィーおよび関連疾患の治療に関する国際会議の

概要かスライド写真を用いて報告され，班員に

益すること多大であった。

以上，各分野での研究を総括した。今後，遺

伝相談がどこでも客観性を持って行われる体制

の確立が必要である。全体を通じ研究の進め方

は，よりプロジェクトの特徴を活かすことが望

ましく，各部門のリーダーおよび全班員の一層

の協力が期待される。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学

国立療養所八雲病院におけるDuchenne型

筋ジストロフィー患者の推移

班　　員　南 良　　二

国立療養所八雲病院

共同研究者　永　岡　正　人，岡　部　　　稔，石

石　川　悠　加，木　林　正　弘，野

国立療養所八雲病院

要　　旨

国立療養所に方方ジス病棟が開設されて27年が

経過している。そこで筋ジス病棟の運用および

その患者の動向を，国立療養所八雲病院の特に

DMD患者を中心に調査した。

その結果，神経筋疾患の患者はコンスタント

にほは9割，DMD患者は6割以上を占めてい

た。また，入院患者の平均年齢は，DMDを含

めて確実に上昇していた。これは，DMDの気

管切開等の呼吸管理による延命効果により，有

意に生存期間が長くなっていたことによると思

われる。このことは延命という意味では，これ

までの国立療養所の価値と筋ジス研究班の成果

は評価されるが，今後出生率の低下および保因

者診断および出生前診断に基づく遺伝相談の効

果からDMD患者の発生数の極端な減少が予

想され，高齢化した筋ジス患者の対応，および

患者数の減少に対する療養所の在り方が問われ

ることになると思われる。

目　　的

国立療養所に進行性筋萎縮症（筋ジス）病棟

が開設されたのが昭和39年であり，すでに27年

が経過している。厚生省の整備計画によると，

昭和39年に八雲病院を含む全国8つの療養所に

100床，その後昭和54年までに2500床が整備され

た（図1）。
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図1　全国27の国立療養所の筋ジスのベッド総数の推

移（整備年度）

そこで，筋ジス病棟の運用およびその患者の

動向を，国立療養所八雲病院の特にDuchenne

型筋ジストロフィー（DMD）患者を中心に調

査し，筋ジス病棟の価値について考えてみた。

方　　法

過去の入退院簿，死亡診断書，入院原簿か

ら，2カ月以上入院した患者を抽出し，病名，

生年月日，入院年月日，退院年月日もしくは死

亡年月日を調べた。病名はDMD，BMD，CMD，

MyD，LGやFSHなどのその値の筋ジス，WH

やCMTなど筋ジス以外の神経疾患の6つの

群に分析した。それらの疾患の毎年10月におけ

る人数，平均年齢を求め，年代の推移による疾

患の構成比率，疾患の人数による構成比および

延べ入院月数で見た構成比，疾患別の平均入院

期間，各疾患の平均年齢の推移を調べた。
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またDMDに関しては名年度における新規

入院数とその平均年齢，死亡数とその平均年齢

を調べ，さらに気管切開などの呼吸管理の有無

での死亡年齢の比較を行なった。

・結　　果

対象となった2カ月以上の筋ジス患者は総数

で，308名であった。

筋ジス病棟の開設は昭和40年4月であるが，

最初の患者はDMDで，昭和39年9月に入院し

ており，病棟開設時には14名（そのうちDMD

患者が10名）が入院していた。開設は40床であ

るが，44年1月に80床となり，45年6月に現在

と同じ120床となった。47年頃から満床となっ

ているが，当院では一般病棟がないため，喘

息，肺炎，績痛などの患者が常に数名入院して

匡ヨDMD

【三三］BMD

【二二】CHD

皿MyD
臆ヨその他の箭ジス
皿その他の神経箭疾・雷

図3　A；国立療養所八雲病院における昭和40年から

平成3年10月までの筋ジス病棟入院患者308名
の疾患の内訳　B；同期間の疾患別在院月数

おり，筋ジス患者はほぼ9割を保っている。

患者の内訳を見ると，53年頃までは　DMD

患者が筋ジスのうちの約5割を占め，それ以降

現在までは6割以上を占めており，DMD患者

の減少は見られない。

その他の疾患については，CMDが常に10％

ほど入院しており，BMDは初期の一時期を除

いて長期入院はない（図2）。

入院患者の疾患群別の構成を人数および在院

月数で見ると，どちらも約6割がDMD患者

で占められていた。またBMDに関しては，人

数で1％ほど在院しているが，入院期間で見る

とわずかに0．3％に過ぎなかった（図3）。

患者一人当たりの入院期間は，CMDが約10

年で殻も長く，DMD患者は9年弱であった

（図4）。

入院患者の平均年齢を見ると，53年以降に限

るとCMDとMyDはほぼ1年で1歳の自然上

昇に近い推移を示したが，DMDはそれよりは

緩やかではあるが，確実に上昇していた。昭和

46年6月の120床になった時点では，DMD患

者は62名で平均年齢は13．7歳であったが，平成

3年10月の時点では，71名，平均19．2歳で20年

間で5．5歳も平均年齢が上昇していた（図5）。

入院患者の平均年齢は新規入院患者の年齢と

退院患者の年齢によって変動する。DMD患者

の入院時年齢の推移を見ると，開設時よりほは

10歳前後であり，入院時年齢の上昇は見られな

い（図6A）。一方DMD患者の退院はほとん

どが死亡退院であるが，退院時の年齢の推移を

見ると，全体として確実に上昇しているのが伺

えた（図6B）。

次に，DMD患者の動向を見ると，入院患者
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図7　DMD患者182名の動向
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平均年齢の比較

の総数は182名で，そのうち86名（47％）が死

亡し，現在の生存者は71名（39％）である。ま

た，退院患者も25名（14％）見られた（図7）。

生存者と死亡者を気管切開等の呼吸管理の有

無で見ると，死亡者で呼吸管理を行なわなかっ

た者は74名で，平均18．73歳しか生存していな

いが，呼吸管理を行なった者では12名で，22．18

歳と有意に生存矧間が長くなっていた（有意水

準5％）。因みに，生存者で呼吸管理を現在行

なっている者の平均年齢は24歳である。（図8）。

考　　察

八雲病院に筋ジスーむ者が入院するようになっ

て27年，現在と同じ120床になって19年になる

が，筋ジス病棟としての嫁動率はコンスタント

におよそ9割であり，DMD患者の占める割合

∈28　　　　　　　　　　　S41

図9　北海道の出生数の推移と八雲病院のDMD患者
数の推移

は6割を超し，出生率の低下が言われているに

もかかわらず，むしろ増加の傾向さえ伺える。

しかし現在入院中の　DMD患者の平均年齢は

すでに19歳を上回っている。そこで概略的に19

年前の北海道における出生数との比較を行なっ

てみると，19年前はまだそれほどの出生率の低

下はなく，その後の低下が著しい。現在の出生

数は19年前の約1／2である（図9）。さらに保

因者診断および出生前診断に基づく遺伝相談が

効を奏してきており1），今後DMD患者の発生

数の極端な減少が予想される。

一方DMD患者の平均年齢は自然増加には

及ばないものの，積極的な呼吸管理などによる

死亡時の年齢の上昇の影響を受け，確実に増加

しているのも三j喋であり，疾患の防止および延

命という意味では，これまでの国立療養所の価

値と筋ジス研究班の成果は評価されると思われ

る。しかし，今後高齢化した筋ジスの対応，お

よび患者数の減少に対する療養所の在り方を迫

られることになるのではないだろうか。

文　　献

1）Takeshita K，KasagiS et al：Decreasedinci－

dence of Duchenne muscular dystrophyin

WesternJapan1956－1980．Neuroepidemiology

6：130，1987．
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北海道におけるDuchenne型筋ジストロフイPの

遺伝子欠矢と臨床症状の多様性

班　　員　南 艮

国立療養所八雲病院

共同研究者　石　川　悠　加，石　川　幸　辰，野　呂　浩　史書

岡　部　　　稔，永　岡　正　人

国立療養所八雲病院　小児科　神経内科●

要　　旨

今回我々はBeggs等の報告した19対のプラ

イマーを用いてPCRを行い，Duchenne型筋

ジストロフィー（DMD）の遺伝子欠矢と，その

臨床症状との関係について検討した。対象は当

院入所中のDMD67家系77人とした。

DMDの38％に欠矢を認め欠失率は本邦報告

例と同等であった。欠失部位はMajorhotspot

に集中し，他報告例と同様であった。MRは

exon47～52の欠失者に多いが，特定のexon

と　MRとの関係は，今回みられなかった。

遺伝子欠失群と非欠失群で臨床症状を比較す

ると，歩行消失年齢，心不全出現率年齢およ

び合併率，呼吸不全合併率に差はなかった。ま

た，年齢，遺伝，脊柱側攣，呼吸不全出現年齢

は欠失群で重篤な憤向があり，MR，痩せは非

欠失群で重篤な傾向があったが，これらは統計

学的に有意差を認めなかった。しかし，歩行開

始遅延は非欠失群に高率で，統計学的に有意差

を認めた（p＜0．05）。

日　　的

近年Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）

の臨床症状の多様性と，DMD遺伝子異常の

Heterogeneity　との関係に興味がもたれてい

る。今回私達は，北海道における　DMD遺伝

子の欠矢と，その臨床症状との関係を検討した

た。

方　　法

対象は当院に入所している67家系77人の

DMD患者で，末梢血から　DNAを抽出し，

Beggs等1）の報告した19対のプライマーを用い

て通常の方法でPCRを行い，遺伝子欠矢を調

べた。さらに臨床症状を，遺伝子欠失群と非欠

失群で比較した。

結　　果

DMDの38％に遺伝子欠矢を認め欠失部位は

Major hot spotに集中していた（図1）。MR

は，Lind16f等2）が報告したProbe8すなわち

exon47～52の欠失者に多いという傾向と一致

していた。しかし，Rapaport等3）が報告した

exon52の欠失著の77％にMRを認めたり，

Covone等4）が報告した　MRの86％に　exon

50の欠矢を認めたというような特定のexonと

MR　との関係は，今回みられなかった。

各　exon　の欠失率を本邦5～7）及び欧米の報

告2～4）と比べると，eXOn51の欠矢が他の全報

告例に対して統計学的に有意に少ない以外は差

を認めないものがほとんどであった（表1）。

遺伝子欠失群と非欠失群で臨床症状を比べる

と，年齢は欠失群が17．2歳で非欠失群の18．6歳

より若いが統計学的に有意差はない（図2）。

歩行開始月齢は欠失群の16カ月に比べ，非欠失

群で18．4カ月と遅く，これは有意水準0．05で統

－　9　－
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図1PCR法による欠失部位

表1各exonの欠失率の比較

E X O N　 E L

当 院 C o v o n e ら U n d l6 1ら 松 村 ら i台木 ら 西 尾 ら

7 7 人 12 7人 9 0 人 8 2人 2 9人 4 7 人

3 8％ 5 7．5％ 50 ％ 4 1．5 ％ 3 8 ％ 2 9％

P m 0．0 － － ー － ー

3 2．6 5 ．5 5 ．6 3 ．7 6 ．9 －

4 2．6 6．3 5 ．6 3 ．7 － －

6 2．6 7．1 5 ．6 2 ．4 6 ．9 －

8 1．3 5．5 8 ．9 4 ．9 3 ．4 6．3

12 1．3 5．5 ‾‾－＿10 ．0 4 ．9　 ‾ － －

13 1．3 5．5 ‾‾‾10 ．0 ：－ 3 ．7 3．4 －

17 1．3 3．9 8．9 2 ．4 6．9 4 ．3

1 9 1．3 3．9 1 0．0　 － 3 ．7 － 6 ．3

4 3 1．3 3．9 4．5 1，2 3．4 －

4 4 9 ．1 4．7 1甘 0 ．0 － 4 ．3

4 5 1 1．7 1 3．4 －‾：≡‾－≡≡＝＝≡＿一一＝4，5 ‾ 6 ．1 － 1 9 ．1

4 7 1 5 ．6 2 6．0 1 0，0 12 ．2 2 0 ．7 －

4 8 1 6 ．9 2 6．8 1 2 ．2 1 5．9 － 1 9 ．1

4 9 1 8 ．2 2 3．6 1 5 ．6 1 8．3 － －

5 0 1 8 ．2 2 4．4 1 7 ．8 1 9．5 2 4 ．1 ー

5 1 9 ．1 1 8．9 2 4 ．5 1 8．3 － ー

5 2 6 ．5 1 5．7 1 0 ．0 17 ．0 － －

6 0 1．3 0 ．8 1 ．1 0．0 － －

ト十十∴誉l当院と統計学的に有意差岬＜0・05）

計学的に差があるといえる。歩行消失年齢は両

群ともに10．6歳であった。心不全出現年齢（心

エコーでqection Fraction O．5以下でジギク

リス製剤や利尿剤を開始した時期）は両群で

20．5歳，20．6歳と差が無く，若年性心不全の1

例では欠矢は検出されなかった。呼吸不全出現

年齢（PaC02が60mmHg以上になった時期）は

欠失群で19．1歳と非欠失群の21．5歳より若い

が，統計学的には有意差を認めなかった。肥疫

度（DMD患者の身長別肥疫判定の目安8）によ

る）は非欠失群でやせが目立つが，肥疫度の分

布には両群で統計学的に有意差を認めなかった

－10－
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（図3）。脊柱側攣（Cobb角100未満を側攣無

し，100から200を軽度，200から500を中等度，

500以上を強度）は側攣中等度以上が欠失群で

高率であるが，統計学的に有意差を認めなかっ

た。遺伝は欠失群で55．2％に認め，非欠失郡の

37．5％に比べ高率であるが統計学的に有意差は

なかった（図4）。lQ70以下でMRと判定さ

れた者は欠失群の24．1％に対して非欠失郡で

39．6％と高率であるが統計学的に有意差を認め

なかった。歩行開始時期が1歳7か月を過ぎて

歩行開始遅延と判定された者は欠失群で10．3％

表2　臨床症状の多様性と遺伝子欠失

西尾ら 歩行消失年令
運動機能障書度
呼吸不全出現年令

IQ
歩行開始年令

金沢ら ％VC●
12才時のADL■
死亡年令＊
心・呼吸不全症状出現率

身長・体重
14才時のADL
脊柱側攣
心・呼吸不全症状出現年令
心機能・CTR
動脈血液ガス

Baumbach　ら 診断時年令
歩行消失年令
歴年令

Medori　ら 重症度score＊
（歩行消失年令）

■統計学的に有意差あり（p＜0．05）
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に対し非欠失群で35．4％にのはり，これは有意

水準0．05で統計学的に差があるといえる。心不

全合併率は両群とも約20％で，呼吸不全合併率

はともに30％台前半で差がなかった。

考　　察

遺伝子欠矢と臨床症状の関係は，Koenig

等9）のフレームシフト仮説や，Beggs等10）の

Cystein－rich domein　と　C－terminal domein

の半分がessentialであるという説などが知ら

れている。欧米では遺伝子欠失のみつからない

例が30～50％だが，本邦ではそれが5q～60％に

も達し，PointMutationやSplicingの異常が

考えられている。

この非欠失群について，Medori等11）は臨

床症状が欠失群より重症であると報告している

（表2）。Baumbach等12）は両群で差がないと

し，西尾等5）も呼吸不全出現年齢などで欠失群

が重篤な傾向があるが統計学的に有意差を認め

ないとしている。金沢等6）は死亡年齢などで欠

失群が重篤な傾向があるとした上で，非欠失群

も含めたDMDの臨床症状の違いをもたらす

のはジストロフィン欠損以外のファクターの可

能性があると示唆している。今回の私達の結果

は，歩行開始遅延が非欠失群で統計学的に有意

に多い他は，西尾等5）と同様に呼吸不全出現年

齢等が欠失群で若い傾向がみられるが，両群間

で統計学的に有意差を認めなかった。

今後さらに遺伝子の検索と臨床症状の経過観

察を続ける必要があると思われた。
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当院筋ジス病棟における入院患者動向
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要　　旨

過去26年間の当院入院患者を対象に，出身

県，病名，生年月日，入院退院年月日，死亡年

月日を調べ，患者構成，入院年齢等の変化を調

査した∴特にDuchenne　型筋ジストロフィー

（DMD）については，CR導入による死亡年齢

の変化を調査した。

患者出身県は，大分県を中心とする傾向への

変化がみられた。患者構成は，筋ジス以外の筋

萎縮性疾患の割合の増加が認められた。DMD

の死亡年齢は初期に比べ延長が認められたが，

CR導入前後では僅かな延長しか認められなか

った。

患者出身県の変化は，他県に同様の施設が整

備されてきたことによると思われた。入院年齢

の上昇傾向には，疾患の多様化・重症化が影響

しているものと考えられた。DMDの死亡年齢

の延長は，診療体制の総合的効果によるものが

大きいと考えられた。

目　　的

当院が昭和39年に進行性筋ジストロフィー患

者の受け入れ施設として指定され，昭和43年に

現在の筋ジス病棟が開設されて以来，現在まで

に大分県を中心に九州名県から多くの筋ジス患

者が入院している。

また，当院においても昭和60年から体外式人

工呼吸器（以下CR）が導入されたが，これま

でにCR導入による生存期間の延長の報告がな

されている1）。

病院開設20周年にあたり，過去26年間の当院

筋ジス病棟における筋ジス患者の動向と，CR

導入の効果について調査・検討した。

対象と方法

昭和40年から平成3年までの，当院筋ジス病

棟における入院患者242名について，疾患の内

訳，出身県，入院年齢を調査し，九州各県に筋

ジス病棟がほぼ整ったと思われる昭和53年を境

に2期に分けて比較した。

さらに，Duchenne型筋ジストロフィー（以

下DMD）および先天性筋ジストロフィー（以

下CMD）については，CR導入前後で平均死

亡年齢を比較検討した。

結　　果

患者出身県（図1）についてみると，昭和53

年以前は大分県出身者が最も多かったものの，

九州各県からの入院が多く認められたが，昭和

54年以降は他県からの入院が減少し大分県出身

者を中心とする傾向へ変化していた。

入院患者総数（表1）は，昭和53年以前が

167名であったのに対して，昭和54年以降は75名

と減少していた。これには他県からの入院の減

少や遺伝相談による筋ジス患者の発生率の低下

などが影響していると考えられた。

患者構成（表1）を見てみると，昭和53年以

前は，DMD及びCMDの占める割合が大きか

ったのに対して，昭和54年以降は，その他の筋

－13－
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表1　当院筋ジス病杖入院患老の内訳

隈誤て人）願誓葦て人）

D窟誓苦言艶イーl　96l　36
Becker型

トロフィー
1　　1　　　3

先天型
筋ジストロフ

18　　　1　　10

肢帯型
筋ジストロフィー

9　　　1　　　0

顔面肩甲上腕型　l o l l
筋ジストロフィー

筋警禦。フィ＿　t o l　2

先天性ミオパチー　l　　　4　　l　　　5

遠位筋ミオパチー　l O l l

多発性防炎 0　　　1　　　1

進行性筋ジストロ
フィー（分校不明）

22　　1　　　2

彗蕊監n病l　6l　4
KW豊麗病】　3　t　2
脊髄性進行性

筋萎縮症

その他

3　　　1　　　4

5　　　1　　　4

合　　　　計 167　　　1　　　75

萎縮性疾患患者の占める割合の増加する傾向が

認められた。

次に入院年齢の変化（図2）を，まず入院一む

者全体で見てみると，上のグラフのごとく昭和

53年以前が9．0±3．8歳であったのに対して，昭

和54年以降は13．9±12．6歳と有意な平均入院

年齢の上昇が見られた。さらに入院年齢の上昇

に影響していると考えられる脊髄小脳変性症や

0　　　　　　　　10　　　　　　　　皿　　　　　（鼠）

全　　体

S．40年～5．58年

（n＝167）

S．餌年－H．3年

（n＝75）

成人発症例

を除く

S．40年～5．53年

（n＝167）

S．別年一札3年

（n＝田）

図2　入院年齢の変化

0　　　　　　　　10　　　　　　　　孤　　　　　（歳）

D M D

S．40年－5．王迫年

（几＝亜）

5．削．8年
（n＝10）

C M D

S．40年～5．59年

（几＝8）

S．00年一肌8年

（n＝5）

図3　死亡年齢の変化

ALS等の成人発症例を除いた場合についてみ

ても，下のグラフのごとく昭和53年以前が9．0

±3．8歳，昭和54年以降が11．3±0．8歳と平均入

院年齢の上昇が認められた。これらのことより

入院年齢の上昇傾向には，疾患の多様化・重症

化，さらに在宅療養の普及が影響しているもの

－14－



0　　　　　　　　10　　　　　　　　幻　　　　（劫

D M D

S．40年－S．班
（n＝節）

S．封年■－S．59年

（n＝15）

5．釦年一札3年

（n＝10）

図4　死亡年齢の変化

と考えられた。

CR導入による死亡年齢の変化（図3）を見

るために，CR導入前後でDMD及びCMDの

平均死亡年齢を比較した。DMDにおいては，

昭和59年以前のCR非装着者45例の平均死亡年

齢は18．6±3．3歳，昭和60年以降のCR装着者10

例の平均死亡年齢は21．2±2．4歳と，有意な延

長が認められた。

一方　CMDでは，胸郭変形やMental等の

問題からCRが使用困難であったために，全例

CR非装着者であり，平均死亡年齢は16．0±6．5

歳から17．4±4．7歳と約1．8歳の延長が認めら

れたものの有意な差は認めなかった。

さらに　DMDについては，昭和59年以前の

CR非装着者を2期に分けて比較してみたとこ

ろ，図4の上のグラフのごとく昭和53年以前30

例の平均死亡年齢が17．3±2．1歳であったのに

対して，昭和54年以降15例のそれは21．0±3．9

歳であり，有意な延長が認められた。これには

診療体制の改善，進歩に伴う総合的効果が影

響1）2）しているものと思われた。

これに対して昭和54年から昭和59年のCR非

装着者と昭和60年から平成3年のCR装着者と

の比較では，平均死亡年齢は21．0±3．9歳から

21．2±2．4歳と僅かな延長しか認めなかった。

そこでCR装着者10例のみを，昭和60年から

昭和62年に死亡した5例と昭和63年から平成3

年に死亡した5例との2期に分けて平均死亡年

齢を比較してみたところ，図4の下のグラフの

ごとく昭和60年から昭和62年の5例の平均死亡

年齢は19．8±2．5歳，昭和63年から平成3年の

5例のそれは22．6±1．5歳と，約2．8歳の延長

が認められた。

CR導入以前にはDMDの死亡年齢の有意な

延長が認められたのに対して，CR装着者の死

亡年齢には僅かな延長しか認めなかったのは，

一つには昭和54年から昭和59年の平均死亡年齢

がCR非装着にもかかわらず，過去の報告と異

なり，すでに21．0歳と大きく延長していたこ

と，さらにはCR導入初期におけるCRの使

用の問題等が考えられた。

CR装着開始時期に関する一定した基準がな

いこと，また，心不全を合併するものにおいて

はCR装着後，早期に死亡するものがみられる

ことなどがあり，患者の病態に応じたCRの装

着開始時期及び使用方法の一定した基準の検討

が，今後必要であると思われた。

ま　と　め

1．昭和40咋から平成3年までの当院筋ジス病

棟入院患者の動向を調査した。

2．患者出身県は，大分県を中心とする仰向へ

の変化がみられ，これは他県に同様の施設が整

備されてきた事によると思われた。

3．患者構成は，昭和53年以前は　DMD　およ

びCMDが大半であったが，昭和54年以降はそ

の他の筋萎縮性疾患患者の占める割合の増加が

認められた。

入院年齢の上昇傾向には，疾患の多様化・重症

化が影響しているものと考えられた。

4．DMDの死亡年齢は初期に比べ延長が認め

られたが，これは，診療体制の総合的効果によ

るものが大きいと考えられた。

CR導入前後では死亡年齢に佳かな延長しか認

められず，導入初期における使用の問題が考、え

られたが，今後CR装着時間の問題等を含め

検討が必要であると思われた。
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Duchenne型筋ジストロフィーにおける若年心不全の検討
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国立療養所鈴施病院神経内科
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蓑1　調査に御協力頂いた施設
要　　旨

全国の筋ジストロフィー施設において，18歳

以下で心不全により死亡したDuchenne型筋

ジストロフィー（以下DMD）患者31症例につ

いてアンケートならびに訪問調査を行ない，そ

の臨床特徴について検討した。その結果，早期

の所見として，6～8歳時において心胸郭比が

50％以上の症例では，若年での心不全発現に留

意する必要があると思われた。また，長く歩行

していた症例ほど死亡年齢が低い傾向にあり，

歩行不能時において体重が重いほどCTRが大

きい傾向にあったことから，歩行などの日常活

動による運動負荷が，心機能障害を助長する可

能性がうかがわれた。また，死亡時の運動機能

障害度は同年齢の呼吸不全死例より軽度であっ

た。従って，若年心不全死例では，心筋障害の

進展過程が骨格筋障害のそれより加速的である

と推定され，その病態についてより一層の検討

が必要であると考えられた。

はじめに

これ迄私共は，筋ジストロフィーにおける心

不全について検討してきた。昨年の本会議では

DMDの17．1％が心不全により死亡し，その最

頻死亡年齢が16才にあり，呼吸不全死よりも4

才若年に偏っていることを報告した。そこで本

年は，DMDの若年心不全死例の臨床・検査経

過の特徴を明らかにする事を目的として，アン

ケート調査ならびに訪問調査を行なったのでそ

国立療養所道北病院

国立療養所八雲病院

国立療養所岩木病院

国立療養所道川病院
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国立療養所医王病院
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国立療養所兵庫中央病院
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国立療養所再春荘病院
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国立療養所沖縄病院

の結果を報告する。

対象および方法：

今回の調査にご協力頂いた施設は16施設で

（表1），当院を含めた17施設において18歳以下

で心不全死した症例を対象とした。各症例につ

いて，入院時年齢，歩行不能時年齢，死亡時の

機能障害度および5歳（あるいは初検査時）・

10歳時・歩行不能時・死亡直前の4期における

身長・体重・心電図所見・胸部レ線所見・肺活

量・動脈血ガス分析値・血清CK値・側攣と前

撃の程度を調査した。

結　　果

今回の調査では，対象症例は31例で（表2），

蓑2　SUBJECTS

DMD patients died of heart failure
（under the age of18years）

No．of cases

Age at admission（year）

Age at gt．unable to walk

Ageof death

Disability score at death
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31

10．2±2．8

10．7±1．3

16．0±1．7

6．8±1．0
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図1Agedistributionotdeadcases
hthepresent，Study（n＝31）

歩行不能年齢は10．3±1．3歳，平均死亡年齢は

16．0±1．7歳，死亡時の運動機能障害度は6．8±

1．0度であった。死亡時の年齢分布は図1のご

とくで，14歳での死亡例もかなり多くみられた。

経過別の臨床検査所見の推移を表3に示し

た。調査しえた最低検査年齢は6歳であったた

め，今回は早期の所見として，8歳以下のもの

11例の結果をまとめた。心胸郭比（以下CTR）

は47．1±4．4％，心電図では異常Q波を8例中4

例に認めた。歩行不能時の所見では，平均歩

行不能年齢が10．6±1．5歳であり，10歳時の所

見とほぼ等しかった。CTRは，歩行不能時で

50．4±5．5％，10歳時で50．9±5．8％，心電図で

は，異常Q波・不完全右脚ブロックと，歩行不

表3　Clinicalcourse－related features of DMD patients died of heart failure

6－8year－01d lO year－01d Age unable to walk At death

No．of cases

Age：rnean±SD

Height（cm）

Weight（kg）

FVC（ml）

％VC

Scoliosis

Lordosis

CTR（％）

ECG findings

11

7．3±0．7

118．4±7．8

23．0±6．6

1241．7±424．4

73．6±11．0

（＋）1／7

（≠）1／7

47．1±4．4

aQ■4／8

23

10

127．9±6．5

29．1±6．8

1379．2±437．8

61．1±17．6

（＋）5／18

（＋）5／15

50．9±5．8

aQ5／13，IRBBB2／13

21

10．6±1．5

134．0±9．7

32．3±10．0

1441．6±534．0

56．5±19．5

（＋）4／16

（十）3／13，（≠）2／13

50．4±5．5

aQ3／13，TH3／13

IRBBB2／13

30

16．0土1．7

153．8±10．0

35．1±8．5

1080．5±416．0

31．7±14．7

（＋）10／26，（♯）8／26

（‖）3／26

（十）7／19，（什）5／19

64．0±6．8

aQ14／25，Ps＜11／25

1RBBB9／25，

VPC7／25T6／25

＊abnormalQ，HT wave change，＜p sinistroeardiale
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能時に陰性丁波を認めた。死亡両前の所見で，

CTRが64．0±7．4％と増加し，胸水を41％

に認め，心電図では異常Q波を56％に，左房負

0
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辞
）
　
U
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図3　RerationsMpbetween ageofdeath and CTR
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55

荷を44％に認め，その他，不完全右脚ブロック

・房室ブロック・心室性期外収縮などを認め

た。Pa02は軽度低下を示しPaC02は正常範

関内であった。側攣・前撃は，経過と共に合併

する症例が増加し，その程度も増強していた。

次に，若年心不全死例において心械能障害に

関連する可能性のある因子として，（∋運動機能

障害度②歩行年数③体重について検討した。ま

ず，死亡時の運動機能障害度は，前述のごとく

その平均は6．8±1．0度で，昨年調査した18歳以

下の呼吸不全死例87例の平均7．9±0．3度に比

して低く，機能は呼吸不全死例より保たれてい

た。運動機能障害度と死亡年齢との関連につい

ては（図2），障害度が高い程死亡年齢が高か

ったが，障害度6度での死亡例が多く，また，

8　　　　　　　10　　　　　　12　　　　　　14

Age at getting unable to walk

図4　Correlation betweenagesatgetting
unable towalkanddeath

20 30　　　　　　　　40

80dy weight（kg）

図5　RelationsMpbetweenbodyweightandCTR
at9e州ngunabletowa旺
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その中には18歳での死亡例も存在していた。死

亡年齢とCTRとの関係では（図3），必ずしも

死亡年齢の高いもの程CTRが増加していると

はいえなかった。歩行年数では，平均10．7±1．3

歳で，当院のDMD入院患者56名の平均10．9

±2．3歳とほぼ等しかった。図4の様に，歩行不

能年齢と死亡年齢との問に明らかな相関は認め

られなかったが，歩行不能年齢が高いほど，死

亡年齢が低い傾向にあった。12歳以上まで歩行

していた6症例の平均死亡年齢は14．4±1．4歳

と，より若年であった。体重に関しては，歩行

不能時において，体重が亜いほどCTRが大き

い傾向にあった（図5）。

考　　察

心不全死するDMDには，若年例が少なくな

い事が指摘されている。昨年私共は，心不全死

例の死亡年齢分布は若年から高年齢にわたって

広く分布するが，16歳をピークとして若年例が

目立つことを報告した1）。特に若年例では，早

期での心筋障害の発見とその対策が重要である

ことは言うまでもない。今年度は，これらの若

年死亡例の臨床所見の経時的な推移を調査し，

その臨床像の特徴について検討した。特に，早

期発見の指標を得るために，早期の所見として

6歳から8歳のものを検討してみた。CTRで

は，47．1±4．4％と，当院での呼吸不全死例のう

ち，8歳以下で検査を施行していた7症例の平

均45．4±3．8％との差を認めなかった。しかし，

呼吸不全死7例のうち8歳までにCTRが50％

を越えていた例は1例であったが，今回調査し

た若年心不全死例では，10例中3例であった。

心電図では，異常Q波を心不全死では8例中4

例に，呼吸不全死例では7例中5例に認め，そ

の存在範囲は心不全死例ほど広範とはいえなか

った。従って，8歳以前では，CTRが50％以上

の症例は心不全の早期発現の可能性に留意する

必要があると思われた。死亡直前では，CTR

は60％以上に増加し，胸水を高率に認め，多く

が拡張型心筋症の様相を示すものと思われた。

動脈血酸素分圧は軽度低下し炭酸ガス分圧は正

常範囲内で，骨格筋障害による呼吸不全は認め

られなかった。

次に，歩行不能年齢とその時点での体重や

CTR等を調査し，歩行などの運動や体重の，心

臓への負荷の可能性について検討した。歩行不

能時のCTRと体重の関係は，前述の様に体重

の多い症例ほどCTRが大きい幌向にあった。

また，歩行不能年齢が高いほど死亡年齢が低い

傾向にあり，12歳以上まで歩行していた症例の

平均死亡年齢はより若年であった。死亡時の機

能障害度は6．8±1．0度で，昨年の調査での18歳

以下の呼吸不全死例87例の平均7．9±0．3度より

低く，運動機能は呼吸不全死例より保たれてい

た。従って，過度の肥満や長期にわたる歩行な

どの日常活動による心臓への運動負荷が，心枚

能障害を助長する可能性は否定できないと思わ

れた。運動機能に関しては，若年心不全死例で

は10歳時において，呼吸不全死例よりも有意に

障害度が高いとされており2），今回の結果はそ

れに反しているが，さらに症例を重ねて検討が

必要と考えられる。今後は　DMD　での心筋障

害と骨格筋障害の進展過程における病態の異同

の問題と共に，臨床的に，（D若年心不全死を釆

たすDMD症例の臨床特徴をより明確にして

いく事，（9歩行可能な年齢において，早期での

心按能評価をどのような指標に基づいて行なっ

ていくか，（9若年での心不全発症例に対し，そ

の心筋障害の進展に対する早期治療の確立，な

どを中心に，さらに若年心不全に対する検討を

屯ねていく必要があると思われる。
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2年度研究報告書，173，1991．

2）田村拓久，渋谷統寿：心不全診断マニュアル。進

行性筋ジストロフィーの心不全マニュアル。厚生

省神経疾患研究委託飛　筋ジストロフィー研究第

4班心不全プロジェクト研究マニュアル作成チー

ム編，1991，p．9
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

Duchenne型筋ジストロフィー患者のデ～タベースと

DNA分析に関するアンケート結果

班　　員　福　　永　　秀　　敏

国立療養所南九州病院神経内科

共同研究者　鴻　巣　　　武1），佐　藤　　　恋2）

1）国立療養所西多賀病院神経内科　2）医療情報システム開発センター

要　　旨

“筋ジス第3班”の研究プロジュクトの一つ

として，全国規模での統一入力フォーマットに

よるデータベースの構築が企画され，現在デー

タの入力が行われ，有効に活用されつつある。

本年度も例年と同様な年報出力による調査票の

結果と，併せてDNA分析についてのアンケー

ト調査の結果を報告したい。

年報出力について

現在20の国療筋ジス施設がこのプロジェクト

に参加している。登録患老数は570例，経過調

査票の総数は1525件である。

出力件数が少ないので今後各施設での有効利

用が望まれる。

1．施設別年齢階層別患者数（表1），2．施設

別誕生月別基礎調査票登録件数（表2），3．

施設別月別経過調査票登録件数（表3），4．

生活様式別年齢階層別患者数（表4），5．機

能獲得時年齢階層別患者数（表5），6．機能

喪失時年齢階層別患者数（表6），7．脊柱側攣

・仮性肥大・症状別年齢階層別患者数（表7），

8．外傷別患者数（表8），9．上肢機能別患

者数（表9），10．起立動作・這行動作別患者数

（表10），11．機能障害度別患者数（表11），12．

ADL別年齢階級別患者数（表12），13．ADL

別揆能障害度別愚老数（表13），14．機能障害

度別筋力テスト平均スコア（表14），15．機能障

害度別関節拘縮変形平均スコア（表15），16．

治療内容別年齢階級別患者数（表16）

問題点としては調査票の内容があげられた。

簡略化や検査項目については今後検討して行き

たい。

DNA分析について

1．DNA分析施行状況（1991年6月の調査）

ではDuchenne型筋ジストロフィー，286例，

保因者，53例，同胞，47例で施行されていた。

2．DNA分析施設の調査では自施設は1施設

のみで回答のあった残り12施設では他施設に依

頼していた。

3．DNA分析を今後どこで行うかという調査

では自施設3施設，他施設（SRLなど）に依頼

11施設であった。

4．デークーベースの中にDNA分析を含める

ことについては13施設全てから賛成の回答を得

た。ただ秘密の保持や家族の了解については慎

重に対処すべきであるとの意見が多かった。

ー21－
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表15－1校能障害度別関節の拘縮変形平均スコア（1／2）

障音度区分　　　合計孟姦顔扁義孟姦‾孟姦有高表‾扁義忘品‾孟高射扁去‾扁義高岩‾忘暫甑‾昌友香孟‾有志手壷忘‾壷孟
R L R L R L R L R L R L R L R’L

総　　　計　　　　　　　　805　2．4　3．7　3．2　3．2　3．6　3．6　3．5　3．6　2・7　2・7　3・0　3・2　2・8　2・7　3・0　3・13・0　3・0

1階段昇降可能　　　　　　　　5　3．7　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9

1－8　手の介助なし　　　　　　4　3．7　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9　3・9

1－も　手の胚おさえ　　　　　　0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0

2　階段昇降可能　　　　　　　加　3ふ　3．9　3．8　3．8　3．9　3．9　3．9　3．9　3・9　3・9　3・7　3・8　3・8　3・7　3・9　3・9　3・9　3・8

2－8　片手手すリ　　　　　　　2　3．0　3．5　3．5　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4・0　4・0　3・5　4・0　3・5　3・5　4・0　4・0　4・0　4・0

2－b　片手手すり，ひざ手　　　　2　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0

2－C　両手手すり　　　　　　19　3．4　3．9　3．8　3．8　3．8　3．8　3．8　3．8　3．9　3，9　3・7　3・8　3・8　3・8　3・9　3・9　3・8　3・8

3　椅子から起立可能　　　　　12　3．6　3．9　3．8　3．8　3．7　3．7　3．9　3．8　3．5　3・5　3・6　3・7　3・6　3・6　3・9　3・9　3・5　3・4

4　歩行可鑑

4－8　独歩で5m以上

4－b　物に捉まれば歩ける

4－も－1歩行器

4－b－2　手すリ

4－b－3　手びき

17　3．6　3．8　3，7　3．7　3．9　3．9　3．8　3．9　3．6　3．8　3．8　3．8　3．6　3．6　3．8　3．8　3．7　3．7

8　3．8　3．9　3．7　3．8　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．9　3．g　3．9　3．6　3．6　3．9　3．9　3．8　3・8

2　2，5　4．0　3．5　3．5　4．0　4．0　3．5　3．5　2．5　4．0　3．5　3．5　3．5　3．5　3．5　3．5　3．5　3・5

0　0．0　0．0　0．0　0，0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

1　2．0　4．0　3．0　3．0　4．0　4．0　3．0　3．0　1．0　4．0　3．0　3．0　3．0　3．0　3．0　3．0　3．0　3・0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

5　歩行不能駄四つ通い可能　　　　㍊　3．2　3．9　3．8　3．7　3．9　3．9　3．8　3．8　3・6　3・5　3・4　3・5　3・5　3・6　3・9　3・9　3・5　3・4

6　四つ這い不能ずり追い可

7　座位保持可能

8」阻吐保持不能

183　2．9　3．9　3．5　3．5　3．7　3．7　3．7　3．7　2．9　2．8　3．4　3．5　3．1　3．0　3．6　3．6　3．3　乱4

161　2．1　3．7　3．3　3．2　3．7　3．6　3．5　3．5　2．5　2．6　3．0　3．2　2．4　2．3　2．9　3．0　2．9　2．8

218　1．5　3．5　2．8　2．7　3．4　3．4　3．3　3．4　2．1　2．1　2．5　2．7　2．2　2．1　2．1　2．3　2．4　2．5

蓑15－2　校能障害庶別関節の拘縮変形平均スコア（2／2）

障　害　度　区　分

総　　　　　計

1倍段昇降可能

1－且　手の介助なし

1－b　手の厳おさえ

2　倍投昇降可能

2－且　片手手すリ

2－b　片手手すり，ひざ手

2－C　両手手すり

3　椅子から起立可能

4　歩行可能

4－a　独歩で5m以上

4－b　物に捉まれば歩ける

4－b－1歩行器

4－b－2　手すリ

4－b－3　手びき

5　歩行不能、四つ這い可能

61四つ這い不能すり違い可

7　度位保持可能

8　座位保持不能

合計軒軒頑‾高車T：L讐頑‾軒確‾扁垂軒尋常鞄‾密
805　3．5　3．5　1．9　1．9　2．7　2．7　3．5　3．5　2．3　2．3　1．6　1．6　1．4　1．4

5　3．9　3．9　2．9　2．9　2．7　2．7　3．9　3．9　3．9　3．9　3．4　3．4　2．7　2．7

4　3．9　3．9　2．9　2．9　2．7　2．7　3．9　3．9　3．9　3．9　3．2　3．2　2．4　2．4

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

28　3．9　‾3．9　3．0　2．9　2．5　2．5　3．9　3．9　3．3　3．4　2．5　2．6　2．3　2．4

2　4．0　4．0　4．0　2，5　3．0　3．0　4．0　4．0　4．0　4．0　3．5　4．0　3．0　3．5

2　4．0　4．0　2．5　2．5　2．5　2．5　4．0　4．0　4．0　4．0　2．5　2．0　2．0　2．0

19　3．8　3．8　2．8　2．8　2．4　2．4　3．8　3．8　3了2　3．3　2．4　2．5　2．1　2．2

12　3．6　3．6　2．8　2．7　2．7　2．7　3．6　3．7　3．0　3．2　2．6　2．6　2．1　2．1

17　3．9　3．9　3．3　3．3　2．4　2．4　3．8　3．8　3．3　3．4　2．6　2．8　2，4　2．8

8　3．9　3．9　3．6　3．6　2．5　2．5　3．7　3．7　3．4　3．4　2．7　2．9　2．8　2．9

2　4．0　4．0　2．5　2．5　2．0　2．0　4．0　4．0　2．5　2．5　2．0　2．0　2．0　2．0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　（）．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

1　4．0　4．0　1．0　1．0　1．0　1．0　4．0　4．0　1．0　1．0　1．0　1．0　1．0　1．0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0，0　0．0　0．0　0．0　0．0

33　3．7　3．7　2．2　2．3　2．7　2．7　3．9　3．9　2．4　2．4　2．1　2．11．9　1．9

183　3．6　3．6　1．8　1．8　2．8　2．1　3．5　3．6　2．4　2．4　1．7　1．7　1．4　1．4

161　3．4　3．4　1．7　1．7　1．9　2．1　3．3　3．3　2．2　2．11．11．2　1．11．1

218　3．3　3．3　1．4　1．4　2．2　2．2　3．5　3．5　1．8　1．8　1．0　1．0　1．11．0
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Ⅰ．遺伝・疫学

B．遺伝相談・遺伝子診断



筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学

トB　遺伝相談・遺伝子診断

Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝相談倫理についての検討

班　　員　福　　山　　幸　‾　夫

東京女子医科大学小児科

共同研究者　自　非　泰　子1），大　澤　真木子2），鈴　木　義　之3）

金　沢　　　一4），三　木　哲　郎5）

1）国立精神・神経センター精神保性研究所　2）東京女子医科大学小児科　3）東京都臨床医学総合研究所

4〉国立療養所川棚病院神経内科　5）大阪大学医学部第4内村

要　より良い遺伝相談システムを確立してゆくた

めの種々の倫理的問題点を明確化するために，

木研究班班員及び顧問の所属する57施設（延べ

171名）を対象にアンケート調査を実施し，40

施設（延べ79名）から回答を得た（回収率は

70．2％）。患者の遺伝子診断・保因者診断・出

生前診断の実施にあたっての具体的配慮につい

て尋ねたところ，全回答者の4割前後が『倫理

委員会がない』と回答していた。こうした状況

の中で，より良い遺伝相談システムを作り上げ

てゆくためには，日本人煩遺伝学会の『臨床遺

伝学認定医制度』に関する会告等を参考にしつ

つ，本研究班として遺伝相談カウンセラーのプ

ロフェッショナル・コードについて検討し，後

進の育成を図る必要があろう。

目　　的

本プロジェクトは，平成元年度には息児家族

への退伝相談サービスのための教育材料として

小冊子『筋ジストロフィー症のやさしい遺伝相

談一息署・家族のために－』を作成した。また

平成2年度には本研究班の目的の一つとしてか

かげられている遺伝相談ネットワークの確立に

ついて検討すべく，遺伝相談の現状と今後解決

すべき問題点の把握のためにアンケート調査を

実施し，これに基づいていくつかの問題点の指

摘を行った。そこで本年度は，より良い遺伝相

談システムを確立してゆくための種々の倫理的

問題点を明確化するために再びアンケート調査

を実施した。

方　　法

（1）調査の概要

本研究班班員及び顧問の所属する57施設（延

べ171名）を対象に，表1に示す内容のアンケ

ート調査を実施した。調査の実施に際しては，

自己記入式の調査用紙に返信用封筒を添えて関

係者に送付した。調査実施期間は，1991年10

月。40施設（延べ79名）から回答を得た（回収

率は70．2％）。

蓑1　アンケート調査の質問内容

Ⅰ．次項Qト4は5段階尺度（eg．，5．極めて必要　　　　必要性‥検査の性質と精度，診断のメリット・デ

4．どちらかと言えば必要，3．どちらとも言えな　　　　　メリット，母体や胎児への影響，流産の危険性，

い，2．どちらかといえば不必要，1．全く不必要）　　　　検査結果判明時に本人及び家族が直面する意思決

Ql．愚老の遺伝子診断，保因者診断，出生前診断の　　　　完の性質。

実施決定に際し，被相談部こ下記項目を説明する　　　Q2．カウンセラーの任務として本人またはその家族

－35－



の次の行為を援助することの重要性：

a．診断・疾患の現れる過程，疾患の管理等の医

学的事実を理解する

b．遺伝がその疾患に寄与する仕方や特定の親族

に再発する可能性につき判断する

C．当該疾患の再発の可能性に対処のために，ど

の様な選択肢があるかを理解する

d．再発の可能性や家族目標を考慮し，適切と考

える行動を選択する

e．自らの決定に即した行動をとる

f．患者の疾患を受容し，最善のかたちで対処す

る

g．当該疾患の再発の可能性に対し最も適切なか

たちで対処する

Q3．遺伝相談の目標としての次項の重要性：

a．遺伝病あるいは異常の予防

b．患者や家族の不安や罪悪感の軽減

C．人口集団における退伝病の保因者数を減少さ

せる

d．遺伝的腱康水準を高め，人口集団の活性化を

図る

e．問題を抱えている個人や夫婦（新約者）が当

該の遺伝的問題を直祝し，これに対処できるよ

う援助する

f．個人や夫婦が抱いている“自分達の子を持ち

たいという願望”を到達するよう援助する

Q4．遺伝相談カウンセラーとして次項の行動を取る

ことの重要性：

a．種々の問題に関わる意思決定は当事者自身が

すべきで，この点は力になれないと明言

b．当事者自身の決定に対しては可及的に援助す

る用意のあることを知らせる

C．同じ立場に立たされた他の人達の行動につき

話す

d．カウソセラー自身が同じ立場だったらどうす

るかを話す

e．当事者のなすべき行為の具体的助言を与える

Ⅱ．次項Q5～8は，適当と思うものを尋ねた。

Q5．Duchenne型筋ジスト。フィー児の母が，同じ

病児をもつ可能性のある他の親族に，診断及び関

連遺伝情報を開示する事の必要性を説得しても拒

んだ場合のカウン㌧セラーの対処法

1．被相談者の意向を尊重し，情報を伝えない

2．説得しても同意が得られない場合は，被相談

者の志向を等韮し，情報を伝えない

3．やむをえず被相談者の意向に反しても，当該

情報を関係者に知らせる

4．被相談者の意向に拘らず，関係者のリスクに

直接関連する情報に限り被相談者の親族に知ら

せる

5．関係者（他の親族）が希望する場合のみ当該

情報を知らせる

6．診療記録の一部として情報を被相談者の紹介

医に送り，同氏に任せる

Q6．保因者の可能性のある女性に対する保因者検索

の必要性の有無と方法：本人または家族に

a．特に理由は説明せず必要な検査として採血

b．説明し，積極的に検査を勧める

C．説明し，希望があれは検査

Q7．同法実施の可能性についての説明の必要性

Q8．出生前診断に関する説明の適当な時期：

a．瓜者の診断過程

b．患者の診断を説明した直後

C．患者本人の診断を説明した後，適応期に入り，

次妊娠で病児出生の可能性を尋ねてきた時

e．母の次妊娠時

保田姉妹が

a．小児期，b．思春期頃，C．20歳過ぎ頃，

d．結婚話が出てくる頃，e．婿約時，

f．結婚後妊娠前，g．妊娠中

説明相手（母の場合：）

本人，夫，本人と夫，その他；

（姉妹の場合：）

母，父，本人，姉妹，兄弟，婿約者，夫

その他；

Ⅲ．Q9．患者の遺伝子診断，保因者診断，出生前診

断（親毛，羊水）実施の際の具体的配慮の有無

Ⅳ．QlO．人工妊娠中絶の事由に（必ずしも法的に認

められていない）関する賛否を5段階尺度（非常

に賛成，どちらかといえは賛成，どちらともいえ

ない，どちらかといえは反対，全く反対）で尋ね

た。

a．母体の生命保護以外の人工妊娠中絶を禁止

b．経済的理由，C．胎児の重篤な異常，d．本

人又は配偶者の遺伝性疾患，e．本人又は配偶者

の四親等以内の血族関係者の遺伝的疾患を理山と

する人工妊娠中絶を容認

Ⅴ．Qll．遺伝相談の有無，年数，件数
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結　　果

（1）回答者の属性

79名の回答者の性別は，男性62名（78．5％），

女性13名（16．5％），無答4名（5．1％）であっ

た（男女の比率が著しく偏っているため，これ

以降の調査結果の分析は男女を混みにして行う

こととした）。

回答者の遺伝相談経験の有無，経験年数，相

談内容等は表2に示す通りである。今回の調査

の回答者のうち，遺伝相談の経験有りとする者

は43％で，これらの回答者の経験年数は10年未

満の者が最も多くなっている。また，相談内容

別にみた相談件数では，神経筋疾患及びその他

の疾患共に10件未満の者が最も多くなっている

る。

（2）患者の遺伝子診断・保因者診断・出生前診

断を行うか否かを決める際に，クライェソトに

説明すべき事項

忍者の遺伝子相談・保因者診断・出生前診断

を行うか否かを決める際に，被相談者（クライ

エソト）に対してどの様な部項を説明すること

が必要かを尋ねたところ，表3に示す結果を得

た。表示した7項目に関しては，クライェソト

に説明する必要有とした者が，いずれのホ項に

ついても8～9割にのはっている。ざらにこの

回答を遺伝相談の経験の有無で比較したとこ

ろ，次のような結果を得た：＜相談経験有り＞

群は，患者の遺伝子診断・保因者診断・11王生前

表2　回答者の遺伝相談経験

（a）遺伝相談経験の有無

男性　　女性　　無答

経験有り

経験無し

蝕　　答

30　　　　　4

（48．4％）（30．8％）
30　　　　　9

（48．4％）（69．2％）
2　　　　　0

（3．2％）

34

（43．0％）
39

（49．4％）
6

（7．6％）

（1品）（1品）（1。。左）！（1品）
（b）遺伝相談の経験年数

～10年未満

10年以上～20年未満

20年以上

17（51．5％）

11（33．3％）

5（15．2％）

33（100　％）

（C）遺伝相談の件数

】31（100％）l15（100％）巨6（100％）

診断のいずれに関しても，『①検査の嘩質』を

クライェソトに説明する必要性について＜相談

経験無し＞群よりも有意に（p＜0．05）強く認

識していることが示された。また＜相談経験

有り＞群は，『患者の遺伝子診断（9検査の精

蓑3　患者の遺伝子診断・保因者診断・出生前診断を行うか否かを決める際に，クライェソトに説明す
べき事項

患者の退伝子診断　　保因者の遺伝子診断　　　　出生前診断

①検査の性質

⑧検査の精度

㊥診断のメリット・ディメリット

④母体への影響

（多胎児への影響

（畝流産の危険性

⑦検査結果が判明した時点に本人
及び家族が直面する意志決定の
性質

66（88．0％）ab　　　　71（93．4％）　　　　　65（87．8％）
68（90．7％）　　　　　73（96．1％）　　　　　68（94．6％）

60（83．4％）　　　　　69（93．3％）　　　　　65（90．3％）

53（80．3％）

71（97．3％）

70（95．9％）

69（95．9％）
60（93．8％）　　　　　61（92．4％）

a各事項について，“クライェソト”に説明する必要ありと回答した者の割合を表示。
b各項目についての回答者数にばらつきがあるため，項日ごとに母数は異なっている。
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蓑4　患者の遺伝子診断，保因者診断，出生前診断を実施するにあたっての配慮

遺伝子診断

患者　l　　保因者

出生前診断

抜毛　1　羊水

（カ申請し許可を得た

（夢申請中

（夢中訪予定

④申請の対象外

（9倫理委員会がない

（む無答

4（5．1％）

3（3．8％）
3（3．8％）

13（16．5％）

34（43．0％）

25（31．8％）

4（5．1％）

1（1．3％）

4（5．1％）
12（15．2％）

34（43．0％）

24（30．4％）

3（3．8％）

0（－）

3（3．8％）

8（10．1％）

30（38．0％）

35（44．3％）

4（5．1％）

0（－）

3（3．8％）

7（8．9％）

30（38．0％）

35（44．3％）

度』に関しても，その説明の必要性を＜相談経

験無し＞郡よりも有意に（p＜0．05）強く認識

していることが明らかにされた。

（3）患者の遺伝子診断・保因者診断・出生前診

断を実施するにあたっての配慮

各々の回答者の所属する施設において，患者

の遺伝子診断・保因者診断・出生前診断の実施

にあたっての具体的配g掛こついて尋ねたところ

表4に示す結果を得た。表からも明らかなよう

に，これらの診断の実施にあたり『倫理委員会

に申請し許可を得た』という省は，わずか5％

にすぎない。これに悶塙7中・申請予定』を含

めても，全体の1割をわずかに超えるに留まっ

ている。さらに又，これらの診断の実施につい

て倫理委員会の承認を得ることの必要性を諭ず

る以前の問題として，全回答者の4割前後が

『倫理委員会がない』と回答している点に留意

すべきであろう。

考　　察

今回のアンケート調査では，全回答者の4割

前後が『倫理委員会がない』と回答していた。

こうした状況の中で，より良い遺伝相談システ

ムを作り上げてゆくためには，日本人類遺伝学

会の『臨床遺伝学認定医制度』に関する会告8）

等を参考にしつつ，本研究班として遺伝相談カ

ウンセラーのプロフェッショナル・コードにつ

いて検討し，後進の育成を図る必要があろう。

文　　献

1）福山幸夫：遺伝相談の現状把捉と今後解決すべき

課題の検討．筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝

及び疫学に関する研究　平成2年度研究報告書，

11－14，1991

2）大澤真木子，斉藤加代子ら：Duchenne型筋ジス

トロフィー症の遺伝相談．脳神経，43（5），429－

441，1991

3）日本人類遺伝学会・会告：臨床遺伝学認定医の到

近日標について．人耕遺伝学雑誌，36（1），1－10，
1991
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

本院における遺伝相談の現況

班　　員　三　　宮　　邦　　裕

国立療養所西別府病院神経内科

共同研究者　三吉野　産　治1），平　松　良　二2），安　部　真佐子2）

鈴　木　友　和2），和　気　徳　夫3）

1）国立療養所西別府病院・院長　2）九州大学生体防御医学研究所附属病院・体質代謝内科　8）同上・産科婦人科

要　　旨

最近，本院において経験した遺伝相談の2事

例につき，近接する施設との連携に関すること

をも含め報告した。

事例1は，兄が筋ジス（D型）の診断で本院

入院中であり，母親の第3子妊娠のため相談を

受けたが，兄のPCRによる検索は正常であり，

胎児は女児であることが確認され妊娠継続し，

無事出産に至った。

事例2は，兄が筋ジス（D型）で外来通院治

療中であり，母親が第2子を妊娠し相談を受け

た。兄の　PCR　検索では　Exon51の欠矢が

認められたが，胎児では異常なく，母親のcar－

rierの可能性もなかったため，妊娠継続となっ

た。

今回の2事例は幸いにも妊娠継続可能な例で

あったが，今後さらに詳細な遺伝相談につき，

近接施設（九州大学生体防御医学研究所）との

連携で，蓄漬されたPCRのデータ等をもとに

対処していきたいと考える。

目　　的

DuchennC型筋ジストロフィー（以下DMD）

は，ジストロフィン遺伝子の異常によることが

明らかにされ，サザンプロット法・制限酵素断

片長多型（RestrictionFragmentLengthPoly－

morphisms：RFLP）による連鎖解析，さらに，

Polymerasechainreaction（PCR）法などによ

り遺伝子診断が行われるようになっている。ま

た最近ではこれらの方法を用いて，出生前診断

も行われるようになっており，本研究班でも全

国的遺伝相談ネットワークの可能性の検討や退

伝相談の今後解決すべき課題の検討がなされて

いるところである1）2）。

我々の西別府病院でも，最近になり近接する

九州大学生体防御医学研究所附属病院，体質代

謝内科および産科婦人科との連携が取れるよう

になり，遺伝子診断あるいは遺伝相談の実施が

出来るようになった。

そこで，最近我々の施設にて経験した遺伝相

談の2事例につき，報告する。

我々の施設と九州大学生体防御医学研究所

（以下，生医研と略す）との位置関係について

であるが（図1），距離400－500mと非常に近

いところであり，密な連絡が取れるようになっ

ている。

／ソ
＿＿′＿＿＿乙〟＿＿

＿　　　　1（力量

図1　国立療養所西別府病院と九州大学生体防御医学
研究所との位置関係
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事例1

最初の事例であるが，患児は8歳で，DMD

の診断のもとに当院入院中であった。平成3年

2月，母親が第3子を妊娠し相談を受けた（図

患児：Y．Ⅰ．8歳

（本院入院中）

図2　事例1の家系図

2）。家族歴に問題なく，発端児のPCRでも，

欠矢の存在は認められていなかった。そこで

生医研・産科婦人科に相談したが，羊水診断で

女児であることが確認され　妊娠継続となった

（なおその後，無事女児を出産した）。

事例　2

第2番目の事例であるが，患児は2歳男児

で，DMDの診断のもとに外来通院し経過観察

中であった。平成3年5月，母親が第2子を妊

娠し，相談を受けた。息児の家系図は図3の如

くで，家族歴を詳細に取ってみると，父方祖母

表3　事例2の家系図

図4　事例2の家系分析結果

紬　　ExorI

相．0　　47
7．0　　52

3．8　　50

3．1　　51

1．昏　　49

1t2　　48

と母方祖父がいとこ同士であり，COnSanguinity

が確認された。図4は患児の外来rollow中に，

東京女子医科大学小児科，大沢先生・斉藤先生

に実施して戴いた家系分析の結果である。息児

では，図4の如く，Exon51の欠矢が認められ

たが，他の親族には異常は認められなかった。

また，母に関して，患児で欠失していた　Exon

51は2コピーあると考えられさらに，母方祖

母についても全てのバンドが2コピー存在して

おり，発端患児はgerminalmosaiCの可能性は

あるものの，母親は保因者ではないことが推定

されていた。

さて，今回の本事例での遺伝相談の検討であ

るが，まず，遺伝相談を受けた後，母親の強い

希望で，事例1の時と同様，生医研・産科婦人

科に相談した。本事例では，先述の如く，あら

かじめ兄のExon51の欠矢が確認されており，

妊娠18遇と1日の時点で，羊水細胞を採取し，

その細胞を培養した（表）。次に，培地に増殖
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蓑：羊水細胞培養によるPCR実施方法

1．羊水細胞採取
2．細胞培養
3．付着細胞をbu仔erを加え溶解し，さらに熱処理

を行いDNAサンプルとして調製
4．PCR実施（条件）

examined Exon No．4，17，19，45，48，513，13，43，50

≪mixture≫

・DNA sample Amniotic Fluid Cell

・Taq DNA polymerase　　5U　　　　　5U

・Totalvolume　　　　　　50rL1　　　50Fel

≪condition≫

・Temperature

①denaturing　94DC，30sec　　94cc，30sec
glannealing　　530C，30sec

桓1elongation　650C，4min 650C，4min

Cycle　　　　　　　33　　　　　　　35

5・agarOSe電気泳動；2％agarose gel
lOOV／12cm，lhr

した細胞に，界面活性剤のTween20，Protein，

ase Kなどを含むbufferを加え剥離溶解し，

さらに熱処理L DNAサンプルとして調製し

た。実施したPCR条件は表の如くで，検索し

たExonにもとづき，Chamberlain法3）とBeggs

法4）とで行った。

Exon51についての結果では，兄において確

認されたと同じ欠矢の存在は，培養羊水中細胞

では認められず（図5），また同様に行った他

のExon4，17，19，45，48（Chamberlain），3，13，

43，50（Beggs）においても欠矢の存在は認めら

れなかった。

以上の結果および先に東京女子医大にて実施

していただいていた家系分析の結果などより，

胎児の欠矢はないものと判断し，そのまま妊娠

継続となった。

考察・まとめ

以上，最近当院で経験した遺伝相談の2事例

について報告した。今回は，幸いにも妊娠継続

ができると考えられた事例であったが，出生後

も経過観察が必要と思われる。

これまでなかなか実施できなかった詳細な遺

伝相談について，近接する九州大学生体防御医

学研究所の体質代謝内科および産科婦人科との

連携により実施が可能となったが，今後は，こ

れまで蓄積された患児のPCR法によるデータ

Exon45　　Exon48　　Exon51

マ正D羊　吏D羊　正D羊マ
l常型　　常型　　常型　l
カ検患　　検患　　検患　カ
l体者水　体者水　体者水l

図5　培養した羊水中細胞のPCR法による遺伝
子診断（Exon45，48，51）

などを参考にし，これからの遺伝相談に対処し

て行きたいと考えている。

謝辞：事例2の家系分析を実施していただいた東京女

子医科大学小児科，大渾真木子先生・斉藤加代子先生

に深謝いたします。
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フラグメントを高率に検出するための方法
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要　　旨

進行性筋ジストロフィー患者のジストロフィ

ン退伝子の重複の判定や，保因者診断をサザン

プロット法で行なうためには，非常に定量性の

高い技術が必要とされる。一方，遺伝子の重複

や欠矢に伴うジャンクションフラグメソトが得

られれば，これらの判定を容易に行なうことが

できる。しかしこのフラグメソトが現われる例

は多くない。そこでジャンクションフラグメソ

トの出現率を高めるために，制限酵素で切断し

たD由Aを一本鎖に変換した後に電気泳動を行

なうことによって高分子蓑DNAの分離能を

高める方法（一本鎖DNA電気泳動法）を開発

し，これと　rare cutter制限酵素を組み合わせ

たサザンプロット解析を行った。その結果，従

来の方法ではジャンクションフラグメソトが検

出できなかった症例でそれを検出することがで

きた。この方法は重複例の検出や保因者診断に

有効であるだけでなく，イントロン内の異常や

DNA反転の検出にも利用できると考えられ

る。

日　　的

進行性筋ジストロフィー患者のDNAをジス

トロフィンcDNAを用いたサザンプロット法

で解析すると，遺伝子の部分欠矢や部分重複に

伴って，ジャンクションフラグメソトが現われ

ることがある。この場合のジャンクションフラ

グメソトとは，欠失あるいは重複領域の境界を

跨ぐ制限酵素切断片の内部にエクソンを含むと

きに現われるバンドのことで，正常なバンドと

は長さの異なる，新しいバンドとして観察でき

る。したがってジャンクションフラグメソトは

重複の判定や保因者診断に非常に有効であると

考えられる。しかしジャンクションフラグメソ

トが現われる例はむしろ稀である。そこで低頻

度切断制限酵素（rarecutter）と新たに開発し

た一本鎖DNA電気泳動法を用い，ジャンクシ

ョンフラグメソトを高率に検出できるかを検討

した。

方　　法

昨年度の研究においてジャンクションフラグ

メソトが検出されなかった2名のDMD患者

を対象とし，末梢ヘパリン血から通常の方法で

DNAを抽出した。DNAを制限酵素で切断し，

グリオキサール処理1）によって一本鎖DNAに

した後，0．4％アガロースゲル（FMC社製Fast

Lane Agarose）で電気泳動した。そしてジス

トロフィンcDNA8をプローブにしてサザンプ

ロット分析を行なった。

結　　果

サザンプロット解析においてジャンクション

フラグメソトをより高率に検出するためには，

その成因から考えて，ヒトゲノムをより低頻度

で切断する制限酵素を用いた方がよいと考えら
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図1従来の電気泳動法制と一本鎖DNA電気泳動法伯）を用いたサザンプロ
ット解析の比較。正常人の抹消血DNAを4種のrareeulture制限酵素
で切断した。プローブはジストロフィン′cDNA8を用いた。

れる。そこで市販の制限酵素から，比較的安価

で，部分切断の原因となるCGメチル化の影響

を受けないrarecutterであるApaI，BstPI，

EcoR V，KpIlIの4種を選び，ジストロフィ
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ン遺伝子のサザンプロット解析に用いることに

した。しかし通常の電気泳動法は20kb以上

の　DNAの分離が困難なので，これらのrare

cutterによる切断で生じる高分子のDNAの
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図2　HindllI切断ではジャソクショソフラグメソトが出現しなかった2社のDMD患者

DNAの一本鎖DNA電気泳動法と　rare cutter制限酵素を用いたサザソプロット

解析。Nは正常人DNA。プローブはジストロフィンr cDNA8を用いた。ジャソクシ

ョソフラグメソトと考えられるバンドを矢印で示した。
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解析には適さないであろう。そこでより高分子

DNAの分離能に優れていて，かつ簡便な新し

い電気泳動法の開発を行なった。

一本鎖DNA電気泳動法と名付けるこの方法

は，DNAを制限酵素で切断後，グリオキサー

ル処理によって二次構造を形成しない一一本鎖

DNAに変性してから電気泳動を行なうことと，

ゲル強度の高いFMC社製のFastLaneAga・

roseを用いて作成した0．4％の低濃度ゲルを使

用することからなる。これによって約100kb

までのDNAの分離が可能となった。通常の電

気泳動法と一本鎖DNA電気泳動法を用いて正

常人のジストロフィン遺伝子を解析した結果を

図1で比較する。一本鎖DNA電気泳動法の方

が高分子量DNAの分離能が優れており，通常

の方法では一本に見えるバンドも二本に分離し

ているのが分かる。

この一本鎖DNA電気泳動法を用いたサザン

プロット法によって実際にジャンクションフラ

グメソトの検出率が高まるかを調べるために，

昨年度の研究においてHindIHによる切断で

はジャンクションフラグメソトが生じなかった

2名のDMD患者について，先に挙げた4柾

の制限酵素を用いてジャンクションフラグメソ

トの検出を試みた。図2にその結果を示す。プ

ローブに用いたcDNA8の領域内にこれらの

2症例はジストロフィン遺伝子の部分欠矢があ

るので，多くのバンドが欠落しているが，正常

人にはなかった新しいバンドが症例67では4柾

の制限酵素のすべて，症例73では4種のうち3

種で認められた。複数の制限酵素で同じ領域に

RFLPs　が観察される確率は低いので，これら

のバンドはジャンクションフラグメソトと考え

られる。

考　　察

進行性筋ジストロフィー患者のDNAのサザ

ンプロット解析で稀に観察されるジャンクショ

ンフラグメソトは保因者診断に非常に有効なマ

ーカーである。これの出現率が低いのは，DNA

の切断にヒトゲノムを比較的高頻度で切断する

HindlIIが主に恍用されているためであると

考えられる。本研究では，rareCutter制限酵素

と，新たに開発した，高分子量DNAの分解能

に優れた一本鎖DNA電気泳動法を組み合わせ

ることにより，2例のDMD患者においてジ

ャンクションフラグメソトがより検出され易い

ことを示．した。今後さらに症例数を増やし，実

際の保困者診断に応用することによって，この

方法の有効性を検討していきたい。

最近，患者診断にmultiplex PCR3）4）が応

用され始め，また保因者診断にもPCRを基本

とした多型分析5）6）が利用されるようになり，

筋ジストロフィーの退伝子診断はすべて，サザ

ンプロット解析よりも簡単なPCRで行えるの

でないかと議論されている2）。しかしPCRは

現在の段階では重複例を検出することができな

い。さらに50％近くにも及ぶ欠矢を伴わない患

者の近縁者の保因者診断を，ジストロフィン遺

伝子付近の多型分析だけで行なうのは非常に危

険である。今回報告した方法は，ジストロフィ

ン遺伝子の欠失あるいは重複と一緒にジャンク

ションフラグメソトが検出できるという点で，

これらの方法より優れていると考えられる。

今回の方法はrarecutterを用いているため，

イントロン部分をより広く含むDNAをバンド

として検出することができる。したがってこの

方法はジャンクションフラグメソトの検出だけ

でなく，ジストロフィン遺伝子の異常として従

来予想されていながらまだ発見されていない，

イントロン内における欠矢や重複によるDNA

異常や，DNAの反転の検出にも役立つと考え

られる。

ま　と　め

高分子晶DNAの分離能に優れた一本鎖

DNA電気泳動法を開発し，これとrarecutter

制限酵素を組み合わせることにより，ジストロ

フィン遺伝子の欠矢や重複に伴って現われるジ

ャンクションフラグメソトの検出率を高めるこ

とができた。この方法は重複例の検出や保因者

診断に有効であると考えられる。
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PCR－RFLP法によるDuchenne型

筋ジストロフィー症の遺伝子診断
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要　　旨

我々は3種類の　Primerを用いた　PCRr

RFLP法がDMD　またはBMD家系の74％

で診断可能でありスクリーニング検査として有

用であることを昨年報告した1）。今回は新たに

2檻柳のPrimerを加え5種類の　Primerで

解析することの有用性を検討した。Primer　は

pERT87－15／Xmn12），pERT87－8／TaqI2），

3’CA3）に加え　pERT87－15／BamHI2），pERT

84／MaeIII4）の5種類を使用した。それぞれ

の　Primerのヘテロ率はpERT87－15／XmnI

（0．51），PERT87－8／TaqI（0．35），3’CA（0．36），

pERT87－15／BamHI（0．38），pERT84／MaeIII

（0．50）であった。5種頬のPrimerにより88％

の人が少なくとも1種規でヘテロ接合を示し，

保因者診断を行った52人中43人（83％）で診断

可能であった。PCR，RFLP法はDMDまたは

BMDの遺伝子診断のスクリーニングとして有

用である。

目　　的

DMDやBMDの遺伝子診断には，欠矢の検

索と遺伝子多型の検索の2つの方法がある。欠

矢は約60％の患者に認められるが，保因者診断

を行うにはさらに遺伝子義昭折を必要とする。

遺伝子多型による遺伝子診断では有効な多型

を増やすことで診断率を上げることが可能で

ある。我々は　PCR－RFLP法により5種類の

Primerを任用しその有用性を検討した。

対象・方法

対象はお互いに血縁関係のない　DMD　また

はBMD家系の母親または保因者女性69人であ

る。血液より抽出したDNAをpERT87－15／

XmnI，pERT87－8／TaqI，3’cAの3種類のPri・

merを用いPCR法により増幅したのち制限酵

素処理を行い（3’CAは除く），8％アクリルア

ミドゲルまたは2％アガロースゲルで電気泳動

し得られたバンドをethidiumbromideで染色

後観察した（Stepl）。3種類すべてのPrimer

でホモ按合した場合はさらにStepII　として

pERT87－15／BamHI，pERT84／MaeIlIの2柾

柳のPrimerを用いて解析を行った。

結　　果

PCR－RFLP法で得られたAlleleの頻度は，

pERT87－15／XmnIで730bpを示すものが55

％でありヘテロ接合率（PIC）は51％であった

（表1）。pERT87－8／TaqIは65％と35％でPIC

は35％，3，CAは18％と82％でPICは36％，

pERT87－15／BamHlは29％と71％でPICは38

％，pERT84／MaeIlIは29％と71％でPICは

50％であった。遺伝子多型による遺伝子診断で

は母親あるいは保因者女性がヘテロ接合体を

示すことが必要であるが，PERT87－15／XmnI，
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蓑l Allelefrequency

Enzyme

Size（bp）FFreq・

PIC闇怒：

pERT87－151ⅩmnI

pERT87－8iTaqI
7。ご57113：；≡

pERT87r15rBamHII166ご65。鳥：…：

pERT84 Mae叫128≡；。813：；：

表2　Results of PCRrRFLPs analysis

Results　匡tepIIstepII

StepI；PERT87－15／XmnI，

pERT87－8／TaqI，3’CA．

StepII；pERT87－15／BamHI，PERT84／MaeIII．

pERT87－8／TaqI，3’CAの3種類で検索した

場合69人中53人（77％）が3種類のうちいず

れかでヘテロ接合体を示した。3種類ともホモ

接合体を示した16人についてはpERT87－15／

BamHIとpERT84／MaeIIIを用いて検討した

ところ9人が2種頬のうちどちらかでヘテロ接

合体を示し，SteplとStepIIを合わせた結果

では69人中61人（88％）が5種頬のうち少なく

とも1種類はヘテロ接合を示した。52例の保因

者診断ではStepIで52人中39人（75％）が診

断可能であり　StepIIでは43人（83％）が診

断可能であった（表2）。診断不能であった9

人のうち2人は組替えを示したものであった。

出生前診断では5例中4例が診断可能であった

（表2）。

考　　察

DMD（BMD）の遺伝子診断は欠矢があれば

診断が可能である。しかし欠矢は約60％の患者

で証明されるにすぎず欠矢のない家系では遺伝

子多型による診断が必要である。しかも欠矢を

認めても保因者診断を行うためにはさらに遺伝

子是解析を行わなければならず，時間・場所の

点から考えても欠矢による診断よりもPCR法

を用いた遺伝子多型による診断のほうがスクリ

ーニング検査として適していると考えられる。

我々は5種類の　Primerを用いることで88％

の母親または保因者女性が少なくとも1つの

Primer　でヘテロ接合であり診断に有用である

ことを示した。遺伝子多型による遺伝子診断の

場合，患者のみならず両親の検索を必要とする

ほか常に遺伝子組替えの問題を考慮しておく必

要がある5）。遺伝子組替えの問題は5’側や3’側

の多型を併用し検索することで誤診率をかなり

低下させることが可能である。今後有用なPri－

mer（ヘテロ率の高いPrimer）の開発により

さらに診断率を向上させることが期待される。

ま　と　め

5種頬の　Primerを用いた　PCR－RFLP法

はDMD（BMD）家系の88％で診断に有用で

あり実際に83％の保因者診断が可能であった。

PCR－RFLP法は退伝子組替えを常に考慮して

おく必要があるが，DMDおよびBMDの遺

伝子診断のスクリーニング検査として有用であ

る。
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要　　旨

日本人DMDの保因者診断や出生前診断を

行う際のPCR－RFLP法の有用性を検討した。

14家系を対象として実際の家系分析を行った。

このうち10例は侶生前診断，4例は保因者診断

であった。保因者診断は4例のうち3例で多型

が検出され，1例が非保因者，2例が保因者と

診断された。残り1例は多型の検出が不可能で

あった。出生前診断10例のうち4例は男児で，

残り6例は女児であった。4例の男児のうち3

例は正常で，残り1例のcarrierstatusは不明

であった。6例の女児のうち3例は非保因者2

例は保因者と診断された。残り1例はクライェ

ソト（妊婦）の多型は検出されたが，父親の血

液入手不能のためcarrierstatusの決定は不可

能であった。合計14例中12例86％で診断可能で
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あり，diagnosticapp】icabilityの91％にほは一

致した。日本人DMDの保因者診断や出生前

診断を行う際のPCR－RFLP法の有用性が示

唆された。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

保因者診断や出生前診断は従来genomicprobe

やcDNA probe　を利用して行われてきた。

一方近年，日的DNAを短時間で増幅し，増

幅産物を制限酵素で切断してDNA多型を見る

PCR－RFLP法が開発された1）。しかしその多

型出現率は人種により異なることが予想され

る。そこで日本人集団を対象に　DMD　の保因

者診断や出生前診断を行う際PCR－RFLP法

の有用性を検討した。

蓑l PCR－RFLPSANALYSIS FORCARRIER ANDPRENATAL
DIAGNOSIS OF DMD

RFLPsdetected PCRproduct productsofdigestion

1．pERT87－1／Bst NI

2・pERT87r8／Taq1

3．pERT87－15／Xmn1

4．pERT87－15／Bam HI

400bp

250＋150

145＋10

74＋　71＋10

730＋10

520＋210＋10

216＋10

166十50＋10

（－allele）

（＋allele）

（－allele）

（＋allele）

（－allele）

（＋allele）

（－allele）

（＋a】1eIe）

ー　49－



方　　法

多型の検索餅域は　87－1／BstNl，87－8／TaqI，

87－15／XmnI，87－15／BamHIの4領域とした

（表1）。まず正常日本人男女を対象にこれら4

領域のallelefrequencyを求め，これよりPoly－

morphismsInformation Content（PIC），Ob－

servedPIC，diagnosticapplicabilityを算出し

た。次に家系内に1名のみのDMDを有する

孤発性家系10家系，2名以上のDMDを有する

遺伝性家系4家系の合計14家系を対象として実

際の家系分析を行った。このうち10例は出生前

診断，4例は保因者診断であった。DNA（66

名）は末梢白血球より常法により抽出した。出

生前診断ではクライェソト（妊娠）の初診時期

と希望により絨毛採取（3例）か羊水採取（7

例）を行った。胎児組織は直接または培養後に

DNAを抽出した。出生前診断例では診断にさ

きだちPCR法によりY染色体特異配列（149

bp）を増幅して胎児の性別を決定した。Temp・

late DNA500ng　に，prlmer15FEmOl，Taq

polymerase2．5単位をくわえ，合計100FLlと

して，pre940C6分，94Oc1分，60Oc2分，

720ClO分，pOSt720ClO分の条件で32回増幅

した。増幅DNA15Jjlを10単位の制限酵素で

切断し，6％アクリラマイドゲルで電気泳動し

た（15mA，45分）。

蓑2　ALLELE FREQUENCIESAND POLYMORPHICINFORMATION CONTENTS
OF RFLPS DETECTED BY PCRrRFLPS ANALYSIS

慧詣　慧禁n symbol　慧e f．霊三cy p・Ⅰ・C・CBPfS？d
1．pERT87－1　　BstNI

2．pERT87－8　　TaqI

3．pERT87－15　　XmnI

4．pERT87－15　BamHI

B1　　　400　　　　　　0．45

B2　　　250／150　　　0．55
（N＝33）

El　　145　　　　0．33

E2　　　　74／71　　0．67
（N＝51）

K1　　　730　　　　　　0．54

50　　　　　　24

44　　　　　　　45

K2　　　520／210　　　0．46　　　　50　　　　　35
（N＝46）

G1　　　216　　　　　　0．22

G2　　　166／50　　　0．78
（N＝23）

34　　　　　　20

蓑3　DIAGNOSTIC APPLICABILITY OFCOM－

BINATlONS OF　4　TESTINGS BY PCR－

RFLPS

Diagnostic
Combinations of RFLPs applicability

（％）

1．Bst Nl and／orTaqI

2．Bst Nl and／or XmnI

3．Bst Nl and／or Bam H1

4．TaqIand／or Xmn1

5．TaqIand／or Bam HI

6．Xmnland／or BamHI

7．Bst NI，TaqIand／or XmnI

8．Bst NI，TaqIand／or BamH1

9．TaqI，XmnIand／Or BamHI

lO．A114testings BstNl，TaqI，
XmnI and／or BstXI

72
7
5
6
7
7
2
6
3
6
7
8
6
8
2
8
2
か
9
1

結　　果

各領域の　allele frequency，PIC，Observed

PICの結果を表2に示した。4鎖域をすべて増

幅した時のdiagnostic applicabilityは91％に

達した。これを表3に示した。保因者診断は4

例のうち3例で多型が検出され，1例が非保因

者，2例が保因者と診断された。残り1例は多

型の検出が不可能であった。

出生前診断10例のうち4例は男児で，残り6

例は女児であった。4例の男児のうち3例は正

常で，残り1例のcarrierstatusは不明であっ

た（図2）。6例の女児のうち3例は非保因者

2例は保因者と診断された。残り1例はクライ
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蓑4　RESULTS OF CARRIER AND PRENATAL DIAGNOSIS OF DMD

USING PCR－RFLPS ANNALYSIS

Diagnosis No霊j悪Iies No・㌔慧諾ative No・㌔慧慧mative
Carrier　　　　　　　4　　　　　　　　　3

Prenatal lO

Noncarrier l

Carrier　　　　2

9

Male　　　　　　　3
Norma1　　　3

Affected O

Female　　　　　6

Noncarrier　　3

Carrier　　　　2

Undeterminedl

l

Male■

Tota1　　　　14（100％）　12（86％）　　　　　　　　　　　　2（14％）

■：Affected X chromosome was grandpaternalorigin of the client．

PRENATALDIAGNOSISOFA FAMILYWITH

SPORADIC DMD USING PCR－RFLPS AND

MULTIPLEX PCR ANALYSIS

（kIetion◆　　　　　血letion－

at exon47　　　　　at exon47

l

nortll！

図1

ェソト（妊婦）の多型は検出されたが，父親の

血液入手不能のためcarrierstatusの決定は不

可能であった。合計14例中12例86％で診断可能

であり，diagnostic applicabilityの91％にほぼ

一致した（表4）。

図1は2種類の　PCR法により診断された

DMD　の出生前診断である。PCRTRFLP　法

により妊婦Ⅰ－2にDNA多型が検出され，患

児Ⅱ－2は書で標識されるアリールが，正常児

PRENATAL DIAGNOSISOF A FAMILY WITH

SPORADIC DMD USING PCRLRFLPS AND

MULTIPLEX PCR ANALYSISCARRIER STA－

TUS OF THE FETUS WAS UNDETERMINED

＊　　1　　　　　　　2

Ⅰ　　　　　　74
l 口 〔）

145

87－8／T訳I

（】¶9

2

〕（コ1 102 0

14古
；74

●：Arr∝ltdXdn－）Sd瞭崎S grar巾IenⅦI or圧norll一巳elienl．

図2

Ⅱ一1は他のアリールが検出された。胎児Ⅱ－

3は11週でCVSによる絨毛検査で性別は男で

あり，正常児Ⅱ一1と同じアリールが検出され
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たので正常男児と診断された。また　multiplex

PCR2）による欠矢の直接検出でも息児Ⅱ－2

に検出されたexon47の欠矢は胎児にみられず

正常と診断された。

図2も第1子Ⅲ－1が　DMD　の孤先例であ

る。胎児Ⅲ－2は性別診断で男児と診断された

た。この例ではクライアントⅡ－2とクライア

ントの母親Ⅰ－2に多型が検出されて，患児m

－1のアリールは明らかにクライアントⅡ一2

の父由来であることが判明した。この男児は患

児Ⅲ→1がもつアリールと同じアリールを母親

から受け継いだことが判明した。しかしnew

mutation　がクライアントII－2に発生した

か，患児Ⅲ一1に発生したのか，不明のためこ

の胎児のcarrierstatusは不明であった。また

multiplexPCRによる欠矢の直接検出でも患児

に欠矢はみられなかった。

考　　察

DMDの保因者診断や出生前診断に従来利用

されていたサザン法は人体に有害なアイソトー

プが必要で，結果が出るまでに時間がかかる等

の問題点が多かった。PCR法の出現でこれら

の問題を一挙に解決することができるようにな

った。

PCR法には欠矢を見るmultiplexPCR法と

DNA多型をみるPCRTRFLP法がある。mul・

tiplexPCR法は増幅閉域を18領域まで増やす

と　cDNA probeにより検出できる欠失（約60

％）の98％を検出できるという。しかしこの方

法では家系内の女性の保因者診断は不可能であ

る。DMDの約3分の1が非保因者である母親

から発症するnew mutationである事実を考

慮するとこのデメリットは小さくない。またこ

の方法の最大の欠点はDMD患児の生存が前

提となることである。当村で保因者診断や出

生前診断を希望して来院したクライェントで

家系内にDMD患児が生存していた例は約70

％であった。本邦におけるDMD息児の欠矢

の検出率は30％から70％の報告があるが，仮

に60％とするとこの70％のうち60％つまりク

ライェソトの多くて42％のみに欠矢が検出可

能であり，この部分については出生前診断が可

能となるが，残りは診断不能となる。この場合

RFLP分析が有効となる。前回我々はサザン法

による　RFLP分析の保因者診断率は本邦で約

90％であり，Caucasianを対象とした場合の保

因者診断率と同様であったと報告した3）。今回

PCR－RFLP法で14例中12例86％で診断可能で

あり，サザン法による　RFLP分析とほぼ同じ

検出率がえられた。

PCR－RFLP法のデメリットは約2％の　re・

combinationがおこりうることである。DMD

geneの5’側と3’側のflankingmarkerの増幅

もすでに可能となっているので今後この点の多

型出現率の検討が必要となる。

ま　と　め

日本人DMDの保因者診断や出生前診断を

行う際のPCR－RFLP法の有用性が示唆され

た。
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要　　旨

DMDまたはBMD患者20例を含む17家系，

男性27例とその血縁の女性23例の計50例を対象

とし，PCR法によるpERT87座，ジストロフィ

ン遺伝子両端の　CAリピート部位の計7組の

プライマーを用いた多型分析を行い，保因者診

断・出生前診断を試みた。少なくとも1組でヘ

テロを示した女性は，pERT87座の3組では74

％，CAリピートの4組では91％，pERET87

座とCAリピートの7組を組み合わせると96％

に至った。保因者診断を行った12例では9例が

保因者，3例が非保因者であった。出生前診断

を行った2家系ではいずれもおのおの非患者，

非保因者であった。Ⅹ染色体上の組換えを考

慮し，遺伝子内・両端での検索を行うことで，

PCR法を用いたpERT87座・CAリピートに

よる多型分析は保因者診断・出生前診断に有効

な手段として活用すべきと思われた。

目　　的

進行性筋ジストロフィーは，比較的頻度の高

い疾患であり，近年遺伝子レベルでの解析が進

んでいるが，現在なお有効な治療法もなく，症

状も進行性であるため，その保因者診断がしば

しば重要となる。今回私達は，PCR法を用い

たpERT87座の3種のプライマーと制限酵素の

組み合わせによるRFLPs分析と，最近報告の

子
　
郎太

田
川
　
中

〃

　

　

′

1

中
　
田

田
　
岡

あった，ジストロフィン遺伝子両端のCACA

の繰り返し構造（CAリピート）に基づく多塑

性に注目したRFLPs分析を行い，保因者診断

・出生前診断への応用を試みた。

方　　法

対象はDMDまたはBMD患者20例を含む

17家系，男性27例とその血縁の女性23例の計50

例である。対象者の末梢ヘパリン血より常法に

てDNAを抽出した。

（pERT87座のRFLPs分析）

Robertsら1）の報告した3組のプライマーと

制限酵素の組み合わせで，増幅したDNAを消

化後（A；pERT87－15／BamHl，B；pERT87－

8／TaqI，C；PERT87－15／XmnI），アガロース

ゲルに電気泳動し，／ミソドが切断されるものを

allele（＋），切断されないものをallele（，）と

判定した。

（CAリピートのRFLPs分析）

Oudetら2）の報告した3’側プライマー（3’

CA）とFeenerら3）の報告した5’側プライマー

（5LDYSI，ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ）のアンチセンスプライマ

，の5，靖を32p－dATPでラベルし，これを用

いてDNAを増幅し，8％アクリルアマイドゲ

ル（40％尿素）に泳動後，解析した。

結果と考察

（pERT87座のRFLPs分析）（表1）
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蓑l Informativeness ofpERT87Locus

Allele AlleleFrequency Heteモ買ygOuS pIC

A：Allele（＋）

（一）

B：Allele（＋）

（－）

C：Allele（＋）

（－）

total　（female）

0．66　　　　0．64

0．34　　　　0．36　　　　　　　52　　　　　　　0．461

0．32　　　0．33

0．68　　　0．67　　　　　　　39　　　　　　　0．442

0．57　　　0．59

0．43　　　0．41　　　　　　　57　　　　　　　0．484

A：pERT87－15／BamHI B：pERT87－8／TaqI C：pERT87－15／XmnI

表21nformativeness of5’Dystrophin Markers

Our Cases

Allele Frequency

Marker and Allele Heterozygous pIC
（％）

Reported Cases■

Allele Heterozygous
Frequency　　（％）

5’DYS－l

Al（185bp）

A2（183bp）

A3（181bp）

A4（179bp）

A5（177bp）

5’DYS－ⅠI

Al（228bp）

A2（226bp）

A3（224bp）

A4（222bp）

A5（220bp）

A6（218bp）

A7（216bp）

A8（214bp）

5’DYS一ⅠH

Al（225bp）

A2（223bp）

A3（221bp）

A4（219bp）

total　（female）
49　　　　　22

0　　　（0）

0　　　（0）

0．296　（0．250）

0．704　（0．750）

0　　　（0）

0．141　（0．114）

0．155　（0．159）

0　　　（0）

0．070　（0．091）

0　　　（0）

0．028　　（0）

0．070　（0．068）

0．535　（0．568）

0．141　（0．136）

0．532　（0．211）

0．169　（0．205）

0．338　（0．318）

0．048

0．071

40．9　　　　0．375　　　0．310　　　78．6

0．536

0．036

0．090

0．077

0．103

0．026

45．5　　　　0．626　　　0．103　　　82．0

0．192

0．013

0．397

0．057

0．529

68．2　　　　0．794　　　0．057　　　51．0

0．357

0．608

0．768

0．586

＊；Feener CA，Boyce FM，KunkelLM（1991）AmJ Hum Genet48：62l－627

表3Informativeness of3’Dystrophin Markers

Our Cases
Marker and Allele

Allele Frequency

Heterozygous
（％）

Reported Cases■

Allele Heterozygous
Frequency　　（％）

3’CA

Al（137bp）

A2（133bp）

A3（121bp）

A4（119bp）

total　（female）
49　　　　　22

0．155　　0．182

0．803　　0．773

0．042　　0．045

0　　　（0）

0．22

45．5　　　　　0．367　　　0．76　　　　37．0　　　　0．34

0．02

■；Oudet C，Heilig R，MandelJL（1990）Hum Genet84：283－285
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50例全体での多型頻度（allele（＋），allele

（－））は，A（0．66，0．34）B（0．32，0．68）

C（0．57，0．43）であり，女性のみでの値と一致

した。また，女性でのヘテロ率，PICはA（52

％，0．461），B（39％，0．442），C（57％，

0．484）であった。

（CAリピートのRFLPs分析）（表2，表3）

5’端外側マーカーの5’DYS」，Hを用いると多

型の種煩は男女全体で2種類，6種類，女性の

みでは2種類，5種類と欧米の報告5種類，8

種翔に比べて少なかった。同様に女性でのヘテ

ロ率も各々40．9％，45．5％で欧米の報告76．8

％，82％にくらべてPICともに低値であった。

しかし5’端内側マーカーの5’DYS－ⅠⅠⅠでは多

型の種頬も欧米と同じく4種顆で，女性でのヘ

テロ率も68．2％と欧米の報告（51．0％）より高

値であった。また3’CAでは，多型の種類は3

種顆，ヘテロ率は45．5％（欧米37．0％）でPIC

も0．367であった。女性で5’端3’端の両端でヘ

テロを示したのは25％であった。

ま　と　め

pERT87座の4組のプライマーを組み合わ

せると少なくとも1組でヘテロを示す女性は74

％であり欧米での70％と一致した。また5，端マ

ーカーの組合せでは82％，5’端3’端両端の組合

せでは91％，pERt87座とCAリピート計7組

のマーカーを組み合わせると96％の女性が少な

くとも1組でヘテロを示した。保因者診断を行

った12例中，9例を保因者，3例を非保因者と

判定した。いずれの症例もpERT87座かCA

リピートの少なくとも片方でヘテロを示した。

BMDl家系（男性胎児）と　DMDl家系

（女性胎児）について出生前診断を行い，それ

ぞれ非患者，非保因者と診断した。また全体で

3例の組換えの症例（5’端2例，3’端1例）が

兄いだされた。以上よりPCR法によるpERT

87匹とCAリピートの組合せによるRFLPs分

析は本邦でもヘテロ率が高く保因者診断の有効

な方法と考えられた。Ⅹ染色体上の組換えを考

慮すればジストロフィン遺伝子内とその両端で

の確認が必要と考えられる。

参考文献
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Duchenne／Becker塾筋ジストロフィーの遺伝子診断：遺伝子

増幅とイメージプロセシングによる患者及び保因者の同定

班　　員　鈴　　木　　義　　之

東京都臨床医学総合研究所

共同研究者　桜　庭　　　均，石　井　恵　子

新　本　美智技，立　野　玲　子

東京都臨床医学総合研究所

要　　旨

ジストロフィン遺伝子欠失分析の定量化を試

みた。筋ジストロフィー患者で欠矢が確認され

たユキソソを，その家族由来の試料からPCR

増幅し，電気泳動後分離染色したバンドをイ

メージプロセッシングにより定量した。ユキソ

ソ52の欠失例につき，その家系内保因者を診

断することができた。この方法は，Duchenne／

Becker　筋ジストロフィー患者家族の保因者診

断に用いることができるであろう。

Duchenne型並びにBecker型筋ジストロフ

ィー（DMD／BMD）の遺伝子診断は，これまで

主に欠矢の同定あるいは連鎖解析という方法で

行なわれ，特に前者についてはその精度，信頼

性の向上のために，いろいろな工夫がなされて

きた。現在，患者自身の診断は，これらにより

かなり正確に行なわれるようになった。しかし

遺伝相談に重要な保因者診断は，必ずしも信頼

度が高いとはいえず，新しい方法の開発が望ま

れている。そこで我々は，保因者において欠失

部位の遺伝子の品が，正常人の半分になること

を利用した分析法を開発し，診断に応用してみ

た。

材料と方法

DMD患者の母親5名について検査を行なっ

た。連鎖解析，家族歴，血清クレアチンキナー

図1　分析の装匠並びに手技の模式図

ゼ値その他のデータより，3名はヘテロ接合

体，2名は正常と診断された。一敗者のユキソソ

52欠矢は，複合PCR増幅法（multiplex PCR

ampliLication）1）により確認した。比較のた

め，ユキソン60を対照ユキソソとして選んだ。

DNA抽出，精製，分析並びにポリメラーゼ連

鎖反応（PCR）は前著の方法で行なった1）。

PCR産物は，電気泳動後，臭化エチジウム

で染色し，ポラロイド写真撮影により記録した

DNAバンドを，イメージプロセッシングによ

り，定量した（図1）。その詳細は他の論文に

印刷中である2）。

結　　果

1）PCR増幅条件の検討

スポット強度（intensity）測定の最適条件を

決定するため，増幅条件の検討を行なった。今
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回の研究では，ユキソン1，52，60の3つを選ん

だ。1絹のDNAからスタートした場合，ユキ

ソン52と60は21－24サイクルで対数指標の直線

的増加を示したのに対し，ユキソン1ほ22－23

サイクルで既に飽和状態になっていた（図2）。

そこで52／60比をとることにした。

鋳型DNA量とPCR産物の閑係は24サイク

ルで観察した。ユキソン52と60の両方に対し
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図4　ェキソン増幅産物の塵比（52／60）

て，1．5～2JJg　まで直線的増加を示した（図

3）。正常者ではこの2つのユキソン強度比は

1に近く，患者ではユキソン52が増幅されなか

ったのに対し，保因者ではほぼその中間値が得

られた。

AffectedMale

0．5　　　1．0

TemplateDNA

2．0仙g）

2）定量的PCR分析による保因者診断

図4のように，エキソン52／60を計算してみる

と，保因者は0．30，0．32および0．41であったの

に対し，正常と診断された母親は0．80と0．85で

あり，正常対照の値0．81±0．15（平均±標準偏

差）のレベルであった。

考　　察

DMD／BMDの診療，遺伝相談にあたって

は，保因者診断が極めて重要である。家系調

査，血清クレアチンキナーゼ値などの臨床的評

価は必ずしも確定的な診断を与えるとは限らな

い。欠矢の分析における定量性を考えるために

は，かなりの条件設定をしなければならない。

サザンプロットでの定量3）には時間と労力が必

要であるので，DNA増幅による分析法の報告

もなされたが4），厳密な条件設定がなされてい

なかったためか，保因者を確実に診断するとこ

ろまでほいかなかったようである。

我々の今回の分析は，ユキソン52だけを対象

ー　57－



としたものであったが，この条件でこのユキソ

ンの欠矢を持つ家系の診断は，確実に実施し得

ることが確かめられた。勿論，欠矢は多くの他

のユキソソにもあり，順次それぞれに対する条

件を設定することにより，少なくとも欠失例に

ついては（あるいはおそらく挿入，重複例も）

広く実施することができるようになるものと期

待される。
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CAdinucleotide repeatpolymorphismを用いた

Duchenne塾筋ジストロフィーの非保因者診断

班　　員　保　　住　　　　　功

国立療養所新潟病院神経内科

共同研究者　小野寺　　　理1），近　藤　　　類2），田　中　　　一1）

辻　　　省　次1），宮　武　　　正3）

1）新潟大学脳研究所神経内科　2）国立療養所新潟病院神経内科　3）東京医科歯科大学神経内科

要　　旨

近年，ヒト遺伝子中の　CA繰り返し配列の

長さの多型性が高いことが知られている1）。ジ

ストロフィン退伝子においても，その両端に，

多型性を持つCA繰り返し配列が報告されて

いる2ト5）。我々はこのCA繰り返し配列の日本

人での多塑性を検討し，DMD保因者診断への

応用を試みた。

正常日本人女性の94％は4種類の多型性を持

つCA繰り返し配列のうち少なくとも1種難

にて多型性を示すことが確認された。一方，ジ

ストロフィン遺伝子の両側で多塑性を確認でき

た正常女性は24％であった。

保因者診断は，DMDlO家系のうち9家系

において可能であり，3家系においては母親の

ジストロフィン遺伝子の3’，5’の両側で多型

性の存在を確認した。患児の姉妹が患児と同じ

alleleを持たず非保因者である確率が高いと診

断されたのは6名であった。

本法は保因者診断に於いて極めて有用な方法

であると考えられた。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィ，症（DMD）の

保因者診断には，ジストロフィン遺伝子の欠矢

をサザン法などにより定量する方法と6），連鎖

解析を応用した方法7）がある。DMD患者の35

％ではサザン法で欠矢を認めないと報告されて

いる8）。個々の遺伝子変異が同定されていない

家系においては，現在のところ，連鎖解析法が

唯一の方法となる。連鎖解析法では遺伝子内の

組換えが生じた場合，問題となる。ジストロフ

ィン遺伝子内では約12％の割合で組換えが生じ

ることが知られており9），この問題を解決する

た桝こは，より多くのマーカーでの多型性を検

討する必要がある。近年，ヒト遺伝子中のCA

繰り返し配列の長さの多塑性が高いことが知ら

れ1），連鎖解析法に大きな貢献をしている。ジ

ストロフィン退伝子も，その両端に，多型性を

持つCA繰り返し配列が4種類報告されてい

る2ト4）。我々はこのCA繰り返し配列の日本人

での多型性を検討し，DMD保因者診断への応

用を試みた。

方　　法

日本人における多型性の解析のため退伝的に

独立した31名の正常女性を対象とした。DMD

の保因者診断には，今回の検査の内容を説明の

上　家族より希望のあったDMDlO家系（44

名）を対象とした。

DNAは末梢血白血球よりJohnらの方法によ

り抽出した10）。200ngのDNAを4種類のpri－

merにてTaqDNApolymeraseを用い32p－

dCTP存在下に30回増幅し，5％変性ポリアク

リルアミドゲルにて電気泳動を行い解析した。
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結　　果

それぞれのprimerにおけるへテロ接合率は

白人より低値を示した（Tablel）。しかし，正

常日本人女性の96．7％は4種類のprimerのう

ち少なくとも1種類にて多型性を示すことが確

認された。さらに，ジストロフィン遺伝子の両

側で多塑性を確認できた正常女性は24．1％であ

った。

保因者診断は，DMDlO家系のうち9家系に
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児のCCBBのalleleを患児の、柿は持っていな

いことが判明した。この家系ではジストロフィ

ン遺伝子の両側で多型性が得られたため，98％

以上の確率で患児の姉は非保因者であると診断

された。

症例Y．I．（Fig．2A）の家族では，息児の兄が

DMDにて死亡しており，母親のCPK　も368

IUと高値であるため，母親は廃困者と考えられ

る。しかし，患児の姉は，患児と同じDGCA

のalleleを持たず，98％以上の確率で非保因者

であると診断された。

症例M．T．（Fig．2B）の家族では患児の妹は

患児と同じDCBAのalleleを持っていた。し

かし，この家系では，母親及び妹のCPKは正

常であり，患児の代で初めて遺伝子異常が生じ

た可能性が充分に考えられた。

症例K．T．（Fig．2C）の家族では患児の叔母

（lト3）は患児と同じDGBBのalleleを有して

いた。しかし，．．患児の祖母（ト2）はこのallele

を持っておらず，既に亡くなられた，凪児の祖

父がこのalleleを持っていたと推定された。患

児の祖父はアナムネ上，DMDとは考えられな

い。このため，この家系では，患児の母，もし

くは，患児の代で突然変異否準じたのではない

かと推定され，患児の叔母が保因者である可能

性は低いと考えられた。

考　　察

口本人においても　CA dinucleotide repeat

polymorphismは高いヘテロ接合率を示し，連

鎖解析が有効であることが判明した。本法は4

種煩のprimerにて理論的に94％の家系の連鎖

解析に応用でき，高い確率で非保因者であるこ

とが確認できる。さらにこの方法では極微量

（100－10r）g）のDNAからの解析が可能である

ため，絨毛細胞を用いた出生前診断にも極めて

有効な方法と考えられる7）。

本法は母親が保因者であることが推定される

家系に於いては有効な方法と考えられるが，

M．T．（Fig．2B）のような家系に対してほ，慎

重に対応する必要がある。このような家系に対

してほ，家系内でのジストロフィン遺伝子の異

常を直接確認する必要がある。

さらにジストロフィン遺伝子内では約12％の

確率で組換えが生じることが知られている9）。

今後ジストロフィン遺伝子の中央，3’側の新た

なCAdinucleotiderepeatpolymorphismが兄

いだされれば，本法はさらに有用性がますもの

と期待される。
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要　　旨

Duchenne　型（DMD）及び　Becker　型

（BMD）筋ジストロフィーの発端老95例を対

象にジストロフィン遺伝子を　Southern分析

し，遺伝子再構成の頻度とその特徴について検

討した。

95例中56例（58．9％）に欠矢が認められ，7

例（7．4％）に重複が認められた。欠矢と重複

を合わせた遺伝子再構成の頻度は66．3％であっ

た。この頻度は欧米の報告1）2）3）4）5）と近似して

おり，人種間でジストロフィン遺伝子の再構成

頻度に差異はないものと考えられた。ジストロ

フィン遺伝子のホットスポットはcDMD1－2a，

7－8の部位にみられ，またそのなかでも欠失切

断点は欧米の報告と同様にイントロン44に集中

する傾向がみられた。頻度だけでなく再構成の

特徴についても人種間で差異のみられないこと

が示唆された。

日　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は人

種を問わず高い発生頻度を示す。その原因とし

てジストロフィン遺伝子の巨大な構造による高

い突然変異率やホットスポットの存在が考えら

れている。この考えが正しければ，ジストロフ

ィン遺伝子の突然変異の特徴に人種間で類似性

がみられるはずである。本研究はこの点を明ら

かにすることを目的として，日本人DMD及

びBMD症例のジストロフィン遺伝子をSouth・

ern分析し，欠失及び重複の頻度ならびに突然

変異の特徴を欧米の報告と比較した。

対象及び方法

筑波大学附属病院，及び国立療養所下志拝病

院に受診中の　DMD／BMD症例のうち，発端

老95例（DMD：BMD＝90：5）を対象とした。

遺伝子解析には，ジストロフィンcDNAの中

cDMD5br7を5b－6，7に，CDMD9－14を9，

10，11－14のサブフラグメソトに分けてプローブ

した以外，昨年度の報告と同様の方法をく用い

た。

結果及び考察

表1にSouthern分析の結果を示した。発端

蓑1　結　　　　果

部分欠失

部分亜複

全領域の欠失

55例／95例
（57．9％）

7例／95例
（7．4％）

1例／95例
（1．1％）

合　　　計　　　　　　　　63例／95例
（66．3％）
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蓑2　欧米の報菖における遺伝子再構成頻度

報告者　　　報告年　雪宗賢

Darras et al．（USA）

Dunnen et al．（Holland）

Baumbach et al．（USA）

Gillard et al．（Canada）

Hu et al．（Canada）

1988　　　　32

1989　　　194

1989　　　160

1989　　　181

1990　　181
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図1遺伝子再構成の領域分布

老9年例中，55例（57．9％）にジストロフィン遺

伝子わ部分欠矢が認れられ，7例（7．4％）に

重複が認められた。上記以外に，グリセロキナ

ーゼ欠損症と副腎形成不全症を合併した1症例

で遺伝子全領域が欠失していた。全症例を通じ

て欠矢と重複の合併例はみられなかった。

BMDの発端老5例のうち遺伝子再構成の検

出されたのは，部分欠矢の認められた1例のみ

であや，それ以外の欠失及び重複症例は全て

DMD症例だった。部分重複の認められた7例

は，デンシトメトリーで検出された1例を除き

junctionfragmentの存在によって検出された。

表2に主要な欧米での報告1）2）3）4）5）と自験例

の結果とを整理した。ジストロフィン　cDNA

をプt］－ブに用いたSouthern分析では，DMD

症例の60％前後に部分欠矢が，また6％前後に

重複が検出されている。本邦の　DMD／BMD

症例におけるジストロフィン遺伝子の遺伝子再

構成頻度は，95例中63例（66．3％）であり，ま

た欠矢と重複の比は約8対1と欧米の報告との

差異はみられなかった。対象数が95例と少ない

ものの，Southern分析で認められる主要な突然

変異は遺伝子再構成であり，その頻度は欧米の

患者群と同様であることが強く示唆された。

図1に自験例の遺伝子再構成をcDNA上の

領域分布として示した。欠矢の領域分布は均一
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表3　イントロン44内の欠失切断点

全体　　　　　DMD
（例）　　　　（例）

Koenig et al．　　83／273
30．4％

白験例　　　　　　　9／55
16．4％

40／230

（P＞0．5）NS

ではなく，56例中37例（66．1％）がcDMD7－

8の領域に，また8例（14．3％）はcDMDト

2aの餅城に分布した。これらはそれぞれ，いわ

ゆるメジャーホットスポット，マイナーホット

スポットに一致し，従来の報告と同様であっ

た。一方重複は5’側により多い仰向が認められ

た。

メジャーホットスポットの中でもイントロン

44には最も高頻度に欠失切断点が集中するとさ

れている。Koenig　らの報告6）では273例中83

例（30．4％）においてイントロン44に欠矢の一

方の断端が存在し，一万日験例では56例中8例

（14．3％）であった（表3）。Koenig　らの報告

と自験例とでは対象中のBMDの症例数に大き

な違いがあり，約2倍の頻度差はここに起因す

ると考えられた。そこでDMD症例に限定す

ると，表3に示すように頻度に差はみられなか

った。遺伝子再構成の分布についても頻度と同

様，欧米の報告と差はみられず，突然変異の特

徴に人種間での醗似性が認められた。

ジストロフィン遺伝子は約2400kbに及ぶ

巨大な構造を持ち，現在知られている最大のヒ

ット遺伝子である。ゲノムの0．6％に満たない

14kbのコーティング領域は79以上のエクソン

に分割され，イントロこ／の平均長は30kbにお

よぶ。この特異な構造が高い突然変異率，ひい

ては高い遺伝子再構成頻度の原因の一つと推測

されている。またホットスポットの存在はジス

トロフィン遺伝子特有の欠失メカニズムの存在

を推測させ．今後塩基配列レベルでの検討を進

める必要があると思われた。人種間で突然変異

の特徴が類似していたことは，これらの推測を

支持するものと考えられた。

ま　と　め

1．日本人DMD／BMD症例の発端者95例の

ジストロフィン退伝子をSouthern分析し55例

（57．9％）に部分欠矢が，7例（7．4％）に部分

重複が認められた。

2．ジストロフィン遺伝子の主要な突然変異は

遺伝子再枯成であった。その頻度，分布とも欧

米の報告と同様の特徴を有し，突然変異の特徴

に人種けりで類似性が認められた。
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要　　旨

本院入院中または外来通院中の　Duchenne

型およびBecker　型進行性筋ジストロフィー

患者39家系40名（1歳～37歳，平均15．3±7．7

歳），さらにその家族25名（父7名，母10名，

兄弟6名，姉妹2名）を対象とし，PCR　法

（Chamberlain法およびBeggs法）を用い遺伝

子診断を実施した。その結果，患者においては

Chamberlain法によるmultiplexPCRで39家

系40例中，21家系22例（53．8％）で欠矢が確認

され，またChamberlain法でnormalであっ

た18家系18例中，17家系17例について　Beggs

法を実施し，4家系4例（23．5％）に欠矢の存

在が確認された。両方法によるジストロフィン

遺伝子欠矢の検出率は64．1％であった。患者家

族における検索では，母親の保因者診断は今回

の検討ではできなかったが，1家系において発

端者の弟1例に兄と同様の欠矢が確認され，早

期の確定診断が可能であった。

日　　的

国立療養所西別府病院において，現在入院中

および外来受診中の患者で臨床的にDuchenne

Muscular Dystrophy（以下DMD）と診断し

た36家系37例，Becker typeMuscular Dystro－

phy（以下BMD）3家系3例についてpoly－

merasechainreaction（以下PCR法）による遺

伝子診断を施行し64．1％においてDystrophin

遺伝子の欠矢が確認されたので報告する。

対　　象

表1のごとく臨床的にDMDと診断した36

家系37名，年齢1－28歳，平均14．5歳±7．1歳

であった。BMDは3家系3名で18～37歳，平

均24．7歳±10．7歳であった。一患者家族10家系25

名は，父7名，母10名，兄弟6名，姉妹2名で

あった。

蓑1　対　　　象

・Duehenne型（DMD）患者：36家系　37名

（1歳～28歳　平均14．5±7．1歳）

・Becker型（BMD）　患者：3家系　3名

（18歳～37歳　平均24．7±10．7歳）

・患　老　家　族　　　　　：10家系　25名

（父7名，母10名，兄弟6名，姉妹2名）

方　　法

型の如く，末梢血の白血球よりDNAを抽出

しmultiplexPCR法を実施した。その条件，方

法は表2に示す。

結　　果

図1にDystrophinExonMapを示す。○で

囲んだのはChamberlain法，△印はBeggs法

でそれぞれ増幅されるExonである。
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表2　方　　　法

1．末栴血の白血球より　DNAを抽出
2．PCR実施（条件）

Chamberlainl）

≪mixture≫

・DNA sample

・Taq DNA polymerase
・Primer

Exon No．

・Totalvolume

250ng
5U

31．2pmol

4，8，12，17，19，
44，45，48，51

50／jl

≪condition≫

・Temperature

①denaturing
⑧annealing
l③elongation

・Cycle

940C，30sec
530C，30sec
650C，4min

23

3．agarose電気泳動‥2％agarose gel
lOOV／12cm，lhr

b c

…i；］
12

2．8

▲60　　　3．5
58◆59　6．0

57　　　8．8

56　　1．0

55　　　2，3

54　　　8．3

53　7．8◆1．0

遠
▲49

7．0

3．1

3．7

1．6

A曾1・2◆3・910

46　　　1．5

42　　　4．2

40◆415．2

38◆39　6．1

37　　1．5

36　　1．3

35　　　0．4

34　　　1．8

30・＞3318

29　　11

28　　　4．7

26◆27　5．2

22・＞2520

21　　12

20　　　7．3

⑩　3・0
1＄　　12

⑫　1・7
16　　　6．0

14◆15　2．7

ム13　　　6．6

‘1　4・0
10◆1118．5

◎9　7・5
7　　　　4．6

A．6　　　　8．0
5　　　　3．1

◎　　8・5
△3　　　　4．2

2　　　　3．25

1　　　3．2

a：cDNA probes

b：Exonlo．

C：eXOn－COntaini璃鮎ndIII genomicfra印entS

図1　Dystrophin Exon Map

Beggs2）

250ng

5U
25pmoI

Pm，3，6，13，43，47，

49，50，52，60

50／Jl

940C，30sec

650C，4min
25

轟妄讐警警警警讐讐警警警
1

図2　PCR法による　Duchenne型およびBeeker

型進行性筋ジストロフィーの診断

図2にPCR法によるDMDおよびBMDの

遺伝子診断（Chamberlain　法1））の結果を示

す。正常検体と比較すると，検体1，2，3，4，

5，7，9，10にバソドの消失が認められた。

表3にChamberlain法による結果の一覧を

示す。Exon No．4，8，12，17，19，44，45，
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蓑3　Chamberlain　の方法によるmultiplexPCR結果

4　　　8　　12　　17　　19　　44　　45
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このChamberlain法では39家系（40例）中，

21家系（22例）に欠矢があり，検出率は53．8％

であった。

表4はChamberlain法でnormal pattern

であった家系21～36および38の17家系につい

て，Beggsの方法2）を実施した結果を示してい

る。家系21，22にExon49および50，家系23

にExon52，家系24にExon60の計4家系に

おいて，更にExonの欠矢が証明された。

即ちBeggsの方法ではChamberlainの方法

48，51についてDMD患者37名（家系No．14

は1卵性双生児），BMD3名でExon51の欠

損11例，Exon48は7例，Exon45，19，17，12

はそれぞれ3例，Exon44，8，4は各名2例で

あった。家系21以下家系36までは全てnormal

PCR　であった。BMD　3家系中37の1家系に

Exon4，8の欠損がみられた。但しこのBMD

患者では筋組織のDystrophin染色を行って

いないので，DMDとの鑑別は臨床所見によっ

た。
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蓑4　Beggsの方法によるmultiplex PCR結果
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表5．愚者家族のPCR結果（Chamberlainの方法）

1584544　　　8　　12　　17　　19　　44
Exon No．

Family No．　relation

＋
＋

十
　
十

＋
　
十

十
　
十

十
十

十
　
十

＋
　
＋

＋
＋
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＋
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家系20

？：末検

家系21

’輌
図3　PCR法を実施した家系例

でnormalpatternを示した18家系（18例）中

17家系（17例）のうち4家系（4例）23．5％の

検出率であった。

表3および表4をまとめると，ジストロフィ

ン遺伝子の欠失率は，両方法で39家系（40例）

中25家系（26例）で64．1％であった。

表5に患者家族の背景を示す。患者の母親10

家系10例中，異常を証明し得た者は1例もなか

った。このうち4家系には各々4例の息子があ

ったので母親が保因者である可能性が考えられ

たが，今回我々が行った検索方法の範囲内では

保因者診断はできなかった。兄弟6家系中1家

系の兄が発病，その弟1歳に兄と同じExon4

の欠矢が証明され，早期確定診断が可能であっ

た0姉妹2家系2例はいずれもrtOrmalpattern

であった。　　　　　　－

図3に家系20における1歳男児（第4子）の

早期診断例を示す。家系21は孤先例で，その弟

に異常を認めなかった例を示す。

ま　と　め

1．発端老

①　Chamberlain法によるmultiplexPCRで

は，39家系（40例）中21家系（22例）に欠矢が

証明され，検出率は53．8％であった。

②　Chamberlain法で　normal patternを示

した18家系（18例）中17家系（17例）について

Beggs法を実施し，4家系（4例）に23．5％の

欠矢が証明された。

③　PCRの二つの方法により39家系（40例）

中25家系（26例）64．1％に欠矢が証明された。

2．患者家族

①　Chamberlain法によるmultiplexPCRで

は発端者の弟（1歳）1例に欠矢を認め，早期

の確定診断となった。

②　母親（de丘nite or possible carrierを含

む）10家系の保因者診断は出来なかった。

文　　献

1）ChamberlainJS，Gibbs RA，et al：Deletion

screeningoftheDuchennemusculardystrophy

locusviamultiplexDNAampli丘cation．Nucleic

Acids Res16：1931，1988

2）BeggsAH，KoenigM，etal：Detectionof98％

of DMD／BMD gene deletions by polymerase

Chainreaction．Iiumgenet86：45，1990
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病院検査室におけるPCR法を利用したDuchenne型

進行性筋ジストロフィーの遺伝子診断

班　　員　鴻　　巣

国立療養所西多賀病院

共同研究者　長　沢　治　夫

国立療養所西多賀病院

要　　旨

Polymerase Chain Reaction（PCR）法を用

いた退伝子診断を当院の検査室に導入し，これ

によるDuchenne型（DMD）およびBecker

型（BMD）筋ジストロフィー遺伝子診断の有

用性と可能性を検討した。その結果，DMD，

BMD患者24名のうち，11例（45．8％）に少な

くとも1断片の部分欠矢を認めた。本邦におけ

る欠失頻度は37．5－52％であり，今回得た欠矢

の頻度はこれとはぼ同様であった。欠矢の検出

率からみると，本法はDMD，BMD遺伝子診

断のスクリーニング検査として有効な手段であ

ると考える。また本法では市販のキットを用

い，さらに処理手順をルーチン化した結果，採

血から遺伝子欠矢の判定まで要した時間は4～

5時間であった。従って，本法は比較的簡便か

つ短時間に検査の結果を得ることが出来ること

から，一般病院の検査室でもPCR法を用いた

遺伝子診断のスクリーニング検査は十分可能で

あると考える。

目　　的

Duchenne　型（DMD）および　Becker型

（BMD）進行性肪ジストロフィーにおけるジス

トロフィン遺伝子欠矢の存在を利用して，現

在，種々の遺伝子診断が行なわれている。なか

でも有力な迫伝子診断法としてサザンプロット

法があるが，この方法は手技が煩雑で時間を要

武

すること，また放射性物質を使用する，などの

問題があり一般病院の検査室レベルでは実施が

困難である。しかし，臨床の場ではスクリーニ

ング検査として，簡便かつ短時間に診断が可能

な遺伝子診断を実施したいという期待は少なく

ない。そこで，Polymerase Chain Reaction

（PCR）法による退伝子欠矢の同定法が普及し

つつあることから，PCR法を用いたスクリーニ

ング検査を当院の検査室に導入し，病院検査室

における遺伝子診断の有用性と可能性を検討し

た。

対象・方法

対象は当院入院中のDMD，BMD患者24家

系（24名）とし，末梢血lmlからDNAを抽

出した。DNAの抽出には簡便な操作で抽出が

可能なSTRATAGENE社のDNAEXTRAC

TlONKITを用いた。PCR法にはChamber－

lainl）らが報告した9組のexon（4，8，12，17，

19，44，45，48，51）に加えて，Beggs2）らが

用いた2組の　exon（47，52）に対するプライ

マーを用いた。遺伝子増幅に用いた反応液は

Perkin ElmerCetus社のGeneAmp Kitに

て調製した。増幅反応は，11組のプライマーの

各セットごとに，全量20／‘1の反応液中で個別

に行なった。反応の温度条件はChamberlainl）

らの方法に準じ　サーマルサイクラーはAstec

社製のPC－700を用いた。増幅の後，11組の反

応液各2〝1を2系例に分けて混合し，それぞれ
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3％NuSieve－Agarose gelで電気泳動を行

なった。電気泳動の後，増幅されたDNAを

ethidiumbromideで染色・検出した。

PCR法の実施にあたってほ臨床検査室の担

当者は1名とし，採血の後短時間で検査結果が

得られるよう処理手順をルーチン化させて，ス

クリーニング検査の可能性を検討した。

結　　果

図に　DMD患者6例における電気泳動の結

果を示した。A系列はexon4，12，19，45，

51，52，B系列はexon8，17，44，47，48，

のDNA断片である。症例D2でexon51，症

例D4でexon48，51と52，症例D5でexon

St C DI D2D3D4D5D6

eXOn

f篭

二号去
一一4

＋52

eXOn

d苧
ィト8

●44

◆47

図　Ampli伝ed dystrophin gene by PCR

蓑　Detection of deleted exonsin DMD／BMD

deleted exons cases
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5

8
　
1
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5

7
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1

4

　

▲

4

　

5

total ll／24（45．8％）

8と12，症例D6でexon45に相当するDNA

断片が欠失していた。表に欠失　exoIlの部位

とその症例数を示した。24名の患者のうち11例

（45．8％）に少なくとも1断片の部分欠矢を認

めた。

1名の検査実施者にて採血から遺伝子欠矢の

判定まで要した時間は4～5時間，このうち実

働の時間は2時間以内であった。

考　　察

PCR法により認めた部分欠矢のうち，半数

がジストロフィン遺伝子の中央部分（exon　45

～52），また1／3が5’側のhot spotに存在し

た。これらは，従来報告されているサザンプロ

ット法でのhot spotの領域とほぼ一致してい

た。さらに，本邦における欠失頻度は37．5～52

％であり，今回得た欠矢の頻度はこれとほぼ同

様であった。プライマーのセット数を増やすな

ど今後吟味を要する余地はあるが，欠矢の検出

率からみると本法は病院の検査室で行ない得る

DMD，BMDの遺伝子診断のスクリーニング検

査として十分有効な手段であると考える。

PCR法の実施にあたってほDNA抽出や反

応液の調製に市販のキットを用いた。また反応

液はあらかじめ調製した後－700Cに保存して

おくなど，処理手順をルーチン化させた。この

結果，比較的簡便かつ短時間に検査の結果を得

ることが出来た。従って，一般病院の検査室レ

ベルにてもPCR法を用いた遺伝子診断法のス

クリーニング検査は十分可能であることがわか

った。

ま　と　め

PCR法を当院の検査室に導入し，DMD，

BMD患者における遺伝子診断のスクリーニン

グを試みた。その結果，遺伝子欠矢の検出率か

らみると本法は　DMD，BMD遺伝子診断のス

クリーニング検査として有効な手段であると考

えられた。また本法は比較的簡便かつ短時間に

検査の結果を得ることができることから，一般

病院の検査室でもPCR法を用いた遺伝子診断

のスクリーニング検査は十分可能であることが

わかった。
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MultiplexPCRによるジストロフィン遺伝子欠矢の検出

Chamberlain法と　Beggs法について

班　　員　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵庫中央病院

共同研究者　竹　村　一　男，小　林　万佐子

堤　　　正　好，引　地　一　昌

㈱エスアールエル遺伝子部

要　　旨

Duchenne　型筋ジストロフィー（DMD）お

よびBecker型筋ジストロフィ」（BMD）の

簡便，迅速な遺伝子診断方法として，multiplex

PCRによる遺伝子欠矢の検索が知られている。

Chamberlainらの提唱した9領域に，Beggsら

の提唱した10領域を加え，19領域についての検

索が可能となった。これにより，遺伝子欠矢の

検出率はサザン法の98％まで高まるといわれて

いる。両方法を比較し，これらの方法を併用し

た場合の有用性について検討した。これら19領

域の検索でジストロフィン遺伝子の欠矢が兄い

出された検体118例中，Chamberlainら，お

よびBeggs　らの両方のプライマーセットによ

って退伝子欠矢が検出された検体は87例であっ

た。また，Chamberlainらのプライマーのみで

欠矢が認められたのは22例，Beggs　らのプラ

イマーのみで欠矢が認められたのは9例であっ

た。欠失部位と欠失サイズは，すでに知られて

いるように多様であった。両方法の併用により

検索部位はほぼ倍になるが，遺伝子欠矢の検出

率を飛躍的に向上させるものではなく，これは

欠矢が複数のエクソン守こまたがる場合が多いた

めと考えられた。しかし検索部位を増やすこと

は，比較的小さな欠矢を兄い出せる点，および

欠矢のendpointについての情報が大幅に向上

する点で非常に有用であると考えられた。

日　　的

DMD，BMDの遺伝子診断方法のひとつとし

て，ジストロフィン遺伝子の複数の欠失好発部

位をPCRで同時増幅し，欠矢の有無を検索す

る方法が知られている。Multiplex PCR　では

用いるプライマーの数や種顆によって遺伝子欠

矢の検出率が異なるが，従来の　Chamberlain

ら1）の9領域（Exon4，8，12，17，19，44，

45，48，51）のプライマーに加え，これを補足

する形でデザインされたBeggsら2）の10第域

（MuscleLSPeCific promoter，Exon3，6，13，

43，47，49，50，52，60）のプライマーを用い，

両方法の比較と，両方法を併用した場合の有用

性について検討した。

方　　法

1991年9月末日までにSRLに検査依頼のあ

った検体（男性検体269例，同一家系の検体を

含む）のうち，PCRによる19鎮域の検索の結

果，ジストロフィン遺伝子の欠矢が認められた

118例についてデータをまとめた。EDTA採血

した末梢血10mlよりバフィーコートを分離

し，RNase処理，プロテアーゼ処理後，フェノ

ール・クロロホルム抽出を行い，エタノール沈

澱法によりDNAを得た。250ngのDNAを

鋳型として，Chamberlainら，またはBeggsら

のプライマーセットを用いて　multiplex PCR

－73－



Ch8■ber18in■S9region

忘（b。）　「
7

　

6

　

9

　

6

　

n

O

 

O

一

1

4
　
0
　
5
　
1
・
8
　
6
　
3

5
　
5
　
4
　
A
T
 
q
U
　
3
　
Q
U

，

　

　

　

，

　

　

　

－

　

　

－

　

　

　

●

　

　

　

l

　

　

　

●

5
　
8
　
9
　
7
　
1
　
8
　
2

．
4
　
4
・
l
　
1
　
5
　
　
　
　
1

山．288　－

1，198

Begg＄’slO region

i i

Exons，（bp）

ね．528

＝4号：粥8

43．357

50．271

13，238

6，202

47．181

60，139

52，113

PL：xluSCle－SPeCific proJdOter
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欠失好発部位の検出．増幅DNA断片の大きさ
と位置関係を示す。

を行った。反応液10〝】を3％アガロと一一スゲ

ルにて電気泳動し，エチジウムブロマイド染色

後，UVトランスイルミネ一夕一により増幅

DNAのバンドパターーンを検出した。Multiplex

PCRでは，次の点に注意を払った。（1）ヘパリン

血より抽出したDNAは増幅不良を起こす場合

があるため，EDTA採血とした。（2）反応液，反

応条件はChamberlainら1）の方法に準じたが，

DMSOを使用しない方が良好な増幅パターン

が得られたため，DMSOは除いた。（3）反応バッ

ファーの凍結融解の繰り返しを避けた。

結果及び考察

図1に正常例のバンドパターンと，対応する

エクソンナンバーを示す。DMD患者検体につ

いて，Chamberlainら，Beggsらのプライマー

を用いてmultiplexPCRを行った例を図2に

示す。遺伝子欠矢は国に見られるように明瞭に

検出された。19領域の検索によってジストロ

フィン遺伝子の欠矢が認められた118例の欠失

パターンを図3に示す。欠失部位，欠失サイズ

は，すでに知られているように多様であった。

川IChambellain，s primor・SOtS

C．12　3　4　5　6　7　8　910111213

（B）Beggs，S Primer setS

C12　3　4　5　6　7　8　910111213

図2　Multiplex PCRによるジストロフィン遺伝子

欠朱の検索例　　Cは正常男子。

このうちChamberlain　らのプライマーによっ

てのみ欠矢が認められた検体は22例（18．7％）

あり，その内訳はexon8－12（2），8（1），17（2），

44（6），45（7），48（1），51（3）であった（括孤内

は例数）。また，Beggsらのプライマーによっ

てのみ欠矢が認められた検体は9例（7．6％）

で，内訳はexon3（1），47（1），49－50（3），50

（1），52（3）であった。残る87例（73．7％）はい

ずれのプライマーセットを用いた場合にも遺伝

子欠矢が認められた（図4）。Chamberlain　ら

の方法に加えてBeggs　らの方法を実施するこ

とで，検出例は109例から118例に増加した。

検索部位がはば倍になっても検出率の向上はわ

ずかであったが，こjlは欠矢が複数のエクソン

にまたがる場合が多いことと，比較的欠失頻度

の高いexon44，45，がChamberlainらのプ

ライマーセットに含まれるためと考えられる。

しかし小さな部分欠矢は低頻度ながら様々な部

位で起きており，こうした欠矢を兄い出せる点

で両方法の併用ほ有用であると考えられる。

さらに，図3に見られるように両方法の併用に

よって欠矢の大きさとendpointについての情
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図3　mhltiplexPCRによりジストロフィン遺伝子の欠矢が検出された検体118例の欠失パターン

Chabberlainら，Beggsらの方法の

併用（19領域）により検出

118例

「一一l r

ChaqberIainらの方法　　　　Beggsらのプi法

（9領域）で検出　　　　　（10領域）で検出

109例　　　　　　　　93例

（92．4％）　　　　　　　（78．8％）

ChaLberlainら．Beggsらの　　Beggsらの方法

何れの方法でも検出　　　　のみで検出

87例　　　　　　　」∋遡＿＿

（73．7％）　　　　　　（7．6％）

報が大幅に向上する点も，有用性が大きいと考

えられる。また，multiplexPCRで遺伝子重複

を同定することは不可能もしくは困難と考えら

れているが，増幅したバンドパターンの相対的

強度から遺伝子重複が示唆される検体が兄い出

されており，サザン法による解析の際の指標に

なり得るかどうか，今後の検討課題と考えてい

る。

図4　Chamberlainら，Beggsらの方法による検出
例数の比較
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MultiplexPCRによるⅩp21筋ジストロフィーの遺伝子診断

Chamberlain法とBeggs法の比較

班　　員　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵印中央病院

共同研究者　竹　村　一　男1），苅　田　典　生2），堀　川　博　誠2）

1）sRL遺伝子部　2）国立療養所兵庫中央病院神経内科

要　　旨

兵庫中央病院の症例のうち代表的な14例につ

いて，ジストロフィン遺伝子をmultiplexPCR

をもちいたChamberlain法（9領域）とBeggs

法（追加10領域）により検索し，検討した。

Beggs法により　DMl）の1例で新たに欠矢が

兄いだされ，BMD　3例と　Quadriceps myo－

pathyの2例および高CK血症1例で新たに

欠失範囲が追加された。診断の確定および欠失

範囲の確認に両法の併用は有用である。

目　　的

Multiplex PCRによるⅩp21筋ジストロフ

ィーの遺伝子欠矢の検出法の有用性は確立さ

れ，必須の検査法として普及し，定着しようと

している。PCR法では用いるプライマーの数

と種類により検出率が変わる。ここでは従来の

Chamberlainらの方法（サザンプロットの80～

90％を検出）1）と，最近Beggsらにより報告さ

れた更に10償域を加え検出率を98％まで高めた

方法2）を用い，個々の臨床症例について比較検

討した結果を報告する。

表l MultiplexPCRによるジストPフィン退伝子欠矢の検出

No．症例　年齢l　　臨　床　診　断　I chamberlain法　E Beggs法
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方　　法

Multiplex PCR　は　Chamberlain　らの方法

（C法と略）とBeggsらの方法（B法と略）に

より，SRL遺伝子部との共同で行った。C法は

Exon4，8，12，17，19，44，45，48，51の9領域

のプライマーを，B法では，C法を補足する

muscle－SpeCific promotor，Exon3，6，13，43，

47，49，50，52，60の10領域のプライマーを用い

て反応させた。DNAは10mlのEDTA採血よ

りフェノール・クロロホルム抽出法で抽出し，

エタノール沈澱法にて調製した。

対象は兵庫中央病院を受診し，DMDあるい

はBMDと診断された患者である。

結　　果

兵庫中央病院の症例のうち代表的な14例を表

1に示す。症例1はC法で欠矢が見つからず，

B法でExon52の欠矢が兄いだされた。症

例2はB法で行っても新たな欠矢は兄いだされ

なかった。症例3，4，5は兄弟例であるが両

法で欠矢は検出されなかった。症例6，7は心

肥大を主訴として来院したDMD疑いの症例

であるが，両法で欠矢は検出されなかった。症

例8から11はBMDで症例8でExon52，症例

9でExon47がB法で新たに検出された。症

例12は検診を撥会に高CK血症の精査のため

来院した症例で，顔面筋，四肢近位筋の軽度の

弱力を示し，病型診断に手間取った例である

が，C法でExon45，48，51の欠矢が見つか

り，B法で47，49，50，52の欠矢が検出され

BMDと診断された。症例13，14はいとこ同志

でQuadricepsmyopathyの典型例であるがC

法でExon45の欠矢が，B法で47の欠矢が新た

に兄いだされ，BMDのformefrusteであるこ

とが裏付けられた。

考　　察

症例1のようにB法のみで欠矢が見つかる場

合は竹村らの報告（今年度Ⅰ－B－12参照）に

みられるように，118例中9例で7．6％にすぎな

いが，欠矢が見つかることにより診断が確定す

る意義は大きい。症例3，4，5は臨床症状も

類似し，比較的良好な経過をとっている兄弟例

であるが，これらの方法では欠矢は見つからず

重複その他に関して検索が必要である。症例

6，7は心肥大が全面に立つ症例で，症例7の

母親と妹に血清CKの高値が兄いだされてい

るのでサザンプロット法にて検索中である。症

例8から14の臨床診断でBMDに属する例では

圧倒的に45エクソン以上の欠矢が多かった。当

班の山田，伊本らのサザンプロットによる検索

ではDMD　と　BMDの95例中56例（58．9％）

に欠矢がみられ，欧米との頻度の差はない。欠

矢の有無と臨床症状の対比がなされ，一部の症

状に差があるとする報告もあるが，検出率が低

い段階の論文もあり決定的な結論に至っていな

い。欠失部位およびreading frame機構と臨

床症状の対比は詳細に検討され，関連が示され

ている3）。tranSCriptionの異常やジストロフィ

ン分子量や益の解析が各症例で詳細に検討され

るようになり，臨床症状でDMD，中間型，BMD

などに分類されている症例が分子レベルで再分

析されることになるであろう。
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Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子重複例

及び欠失例における臨床所見

班　　員　亀　　尾

国立療養所原病院

等

共同研究者　福　田　清　賛1），伊　藤　明　子1），桧　山　桂　子1）

1）国立療養所原病院　2）放射線影響研究所

表1　重複症例
要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィー症のうちサザ

ンプロット解析により診断した原因遺伝子欠失

例及び重複例について以下の4項目について臨

床所見を比較検討した。

（∋知能指数

重複例では平均70．3，欠失例では平均72．7で

両老問に有意差を認めなかった。

（参歩行不能となった年令

重複例では10才9カ月，欠失例では10才0カ

月で両者間に有意差を認めなかった。

③CK値が下降し始めた年令

重複例では8歳1カ月，欠失例では6歳8カ

月で両者間に有意差を認めなかった。

④心電図所見

異常Q波，右室肥大パターン，不完全右脚ブ

ロック所見，ST－T変化について重複例と欠失

例で比較したが，重複例で前2着の所見を望し

た症例を認めなかった以外は差を認めなかった。

目　　的

Duchenne型と診断された筋ジストロフィー

症患者の中にも，進行の早い症例や遅い症例，

知能レベルの高い例や低い例，心筋障害の強い

症例や軽い症例など，臨床的に様々である。そ

こで，この多様さの原田が遺伝子レベルにある

と考えて，遺伝子欠失例及び重複例について臨

床所見を比較検討した。

症例1年令l　重複部位

※症例5・6は兄弟

蓑2　欠失症例

（）死亡時の年令
※症例1・2，13・14，18・19，20・21，22・23，24

・25，28・29は兄弟

－79－



対　　象

国立療養所原病院に入院又は，外来通院中の

Duchenne型筋ジストロフィー症のうち，サザ

ンプロット解析により遺伝子重複例と診断され

た6症例（表1）と遺伝子欠失例と診断された

32症例（表2）を対象とした1）2）。

方　　法

以下の4項目の臨床所見に関して，重複例群

と欠失例群の間で有意な差が認められるかどう

か比較検討した。有意差判定にはt検定を用い

た。また，重複部位及び欠失部位との相函関係

にも言及した。

①知能指数

1989年尺度修正版3）によるWISC－R知能検

査法で測定し比較した。

表3　知能指数（WISC－R）

平均　巨0・3±16可

（診歩行不能時期

歩行不能となった年令を月数で表し比較し

た。

（参CK伯下降時期

CK値が下降し始めた年令を月数で表し比較

した。

（彰心電図所見

心電図を評価する目的で，異常Q波，右室肥

大パターン，不完全右脚プロッグ所見，ST－T

の変化のあった症例数を比較した。

結　　果

表3は知能指数の検査結果です。重複例では

51から95で平均70．3，欠失例では40から102で

平均72．7だった。重複例群と欠失例群の間で有

意の差を認めなかった。

表4は歩行不能となった年令を示したもので

表4　歩行不能になった年令

亜複例1　ケ月　l　欠失例

平均l129・2±21・8l平均



蓑5　CK値下降開始年令

重複例l　　ヶ月　l　欠失例l　　ヶ月

96・7±30・3t　平均l79・7±24・4

表6　心電図異常

症例牢常Q渡し㌍ソ愕警ISl蒜の

重複倒　6l o l o l l l　　5

欠失例l　29l　51　31　6l　21

す。重複例では96カ月から156カ月にわたり平

均129カ月，つまり10才9カ月，欠失例では96

カ月から167カ月にわたり平均120カ月，つま

り10才0カ月で，重複例，欠失例問に差を認め

なかった。

表5に示すようにCK値が下降し始めた年

令は重複例では41カ月から130カ月にわたり平

均97カ月，つまり8才1カ月，欠失例では36カ

月から127カ月にわたり平均80カ月，つまり6

才8カ月だった。重複例と欠失例の問には5％

の危険率でも有意差を認めなかった。

表6に示すように，重複例には異常Q波や右

室肥大パターンを示した症例を認めなかった。

考　　察

Duchenne型筋ジストロフィー症に知的障害

を伴う例をしばしば認めるが，今回の検討では

重複例・欠失例問では差を認めず，重複部位・

欠失部位との相函関係も確認できず，知能レベ

ルの多様性の原因は見つけることができなかっ

た。

歩行できなくなる時期も重複例・欠失例問で

差がなく，重複部位・欠失部位との相函も認め

なかった。この検討では進行の程度に差がある

かどうかをみるのに歩行不能となった年令を取

り上げたが，もっと先の，たとえばベッド臥床

となる時期とか，呼吸不全になる年令を検討す

れば，両者間で有意な差が認められるかもしれ

ない。

横能障害の進展とはば並行した推移をみせる

といわれている　CK値4）も検討したが，重複

例と欠失例の間で有意の差は認められなかっ

た。かつ，重複部位・欠失部位との相函関係も

認められなかった。担し，筋疾患のCK伯は

短期間内でも大きな変動をきたすことがあるた

め4），検査間隔の長い症例では真の“変曲点，，

をとらえられたかどうかは疑問が残る。

心筋障害の評価手段として，この検討では心

電図に着目した。重複例で異常Q波や右宝肥大

パターンを示した症例を認めなかったが，症例

数が少ないためこれが重複例の特徴かどうかは

断定できない。また，その他の所見も重複例・

欠失例間で差があることは思われなかった。か

つ，重複部位・欠失部位と心電図所見にも一定

の傾向を認めなかった。しかし，筋ジストロフ

ィー患者の心電図は年令と共に変化し，所見も

多くなりかつ悪化していくため，検討する症例

数をもっと多くして年令の要素を加味できる検

討法が必要と思われた。

以上検討した4項目の臨床所見では，重複例

と欠失例の間に明らかな差は認められず，重複

や欠矢の認められた部位との相函関係も明らか

ではなかったが，症例数を増やし，検討する臨

床所見項目を考慮すれば，何らかの有意な差，
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または重複・欠失部位との相函閏係，ひいては

臨床上の多様性の原因が見つけることができる

かもしれない。今後の課題として検討していく

必要がある。
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ィーの臨床病態と遺伝及び疫学に関する研究，高
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平成3年度研究報告書

筋緊張性ジストロフィー症の原因遺伝子近傍における連鎖

不平衡及びPCR－RFLP法による簡便遺伝子診断

班　　員　三　　木　　哲　　郎

大阪大学医学部老年病医学講座

共同研究若　山　顆　英　久，武　本　俊　次

名　倉　　　潤，荻　原　俊　夫

大阪大学医学部老年病医学講座

要　　旨

筋緊張性ジストロフィー症（DM）の原因遺

伝子は，第19染色体長腕にある。最近の分子遺

伝学的解析では，DM座位は約200kbの稲田

に狭められている。その遺伝子座位の順序は，

動原体－D19S19－APOC2－D19S63－p37．1－

p36．1－D19S62－末端である。今回，我々は，

DM座位の遺伝子マーカーである　D19S19，

APOC2D19S63，p37．1，p36．1を用いて連鎖不

平衡の有無を検討し，DMに最も近いマーカー

を検索した。その結果，p37．1において強い連

鎖不平衡を見出した。この事から，DMにおい

て，p37．1が最も近いマーカーの1つと考えら

れた。

また，DMの遺伝子診断について，APOC2遺

伝子のPCR－RFLP法を用いた簡便法を開発

したので併せて報告する。

目　　的

連鎖分析によると筋緊張性ジストロフィー症

（DM）の原因遺伝子座位は，第19染色体の長腕

（19q13．2－q13．3）にある。最近の分子遺伝学的

解析では，DM座位は，約200kbの範囲に狭め

られている。その遺伝子座位の順序は，動原体

－D19S19－APOC2－D19S63－p37．1－p36．1

－D19S62－末端である。

これらDNAマーカーは，DM座位にあまり

に近接しているため，従来の家系の連鎖分析に

より遺伝子組み換え部位を決定して，遺伝子間

の相互位置関係を同定する事は困難である。

我々は，各マーカーRFLP　のハプロタイプ

分析を行い，連鎖不平衡を計算することによ

り，DM　座位に最も近いマーカーを検索した。

また，原因遺伝子が単離されていない現在，

遺伝子診断は，近傍のマーカーを用いた連鎖分

析になるが，これまで有用な簡便法は報告され

ていない。今回我々は，近傍の　APOC2遺伝

子の多型を利用したPCR－RFLP法を診断に

応用できるか検討した。

方　　法

（1）連鎖不平衡の解析

日本人の　DM家系（40家系約200名）の高

分子量DNAをPstI，TaqI，PvuII，BamHl，

BglIIの5種類の制限酵素により消化した後，

順にD19S19，APOC2，D19S63，p37．1，p36．1

のDNAプローブを用いてサザンハイプリダイ

ゼーショソを行った。得られたデータは，血縁

関係のない健常者，DM患者群に分け，各々正

常遺伝子，原因遺伝子に連鎖している対立遺伝

子を集計して，連鎖不平衡を計算し，Z2検定を

行った。

（2）簡便遺伝子診断

DM座位に強く連鎖しているAPOC2遺伝子

の多型に富む領域（874bp）を5’側プライマー

（GCAAGATGAGATGCCTAGCCCGA）及

び3’側プライマー（GCCGGACTTCAATAA・
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kb
ノー5．6

－5．3

BamH卜p37・1

－19kb
－11

PSt卜D19S19

図1DM座位近傍のプローブp37．1とD19S19のRFLP。

表1連鎖不平衡の解析

DNA　マーカーl　制限酵素　　対立遺伝子 DM　　　健常 い　l　、・

D19S19　　l Pstl Al＝19kb

l A2＝ll kb

APOC2 TaqI Bl二3．8

B2＝3．5

BamHI Dl＝5．6

D2＝5．3

8　　　　16

4　　　　12

…　；…上。．。3

＊signineant（p＜0・001）（Standardizedlinkagedisequilibrium eonstant）

D＝
［（nl十n2）

nl■n4‾n2●n3

（恥＋n4） （nl＋n3）・（n2＋n4）］レ2

AGATTAGTC）を使って　PCR法にて増幅

（940cl分，550C2分，720C　3分を40サイ

クル・［Mg2＋］＝2mM，ゲノムDNA約1〃g，

他は，従来法と同様）し，AvaIl，BanI，MboII

の3種類の制限酵素により消化した後，そのま

まアガロース電気泳動を行い，切断パターンを

DM家系勧こ解析した。

結果及び考察

（1）連鎖不平衡の解析

サザンハイブリタイゼーショソで出現した

（Hilland Robertson，1968）

多塑性DNA／Iンドを図1に示した。p36．1－

BglIIのRFLPは，白人にてEl＝9kb，E2＝

6kbの2つ報告されているが，日本人の健常

者，患者ともほとんど9kbのバンドしか認め

ず，informativeなデータとならなかった。

表1に示したように，X2検定の結果，p37．1

において強い連鎖不平衡を見出した。この結果

は，今後のDM遺伝子単離に向けて重要な手

掛かりを与えるものと思われる。

（2）簡便遺伝子診断

DM家系のDNAをAPOC2の多型領域に
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図2　APOC2遺伝子多型領域のPCR－RFLP。874bpの切断パターンにより多型が出現する。

AvaH（1：874bp，2：519＋355bp）　BanI（1＝874bp，2：704十170bp）

MboH（1：874bp，2：590十284bp）

Fami・y㊥
図3　DM家系に対する　APOC2PCR－RFLP法に

よるリソケージ解析。

201，204，205がDM患者。
202，203が健常者。

ついてPCRにて増幅した後，AvaIl，BanI，

MboII　によって消化した。切断パターンは，

AvalI（1‥874bp，2：519十355bp），Banl（1：

874bp，2：704＋170bp），MboIl（1：874bp，2：

590十284bp）となった。典型例を図2に示す。

DM　家系－（39）において　PCR－RFLP　を

施行したところ，図3のような結果となった。

図3において［121］と疾患が連鎖しており，今

後，203と204の第2子について［121］のホモな

ら患者と診断可能である。

この方法は，DM遺伝子が単離されていない

現在，直接診断ではないが，非RIを使った迅

速な簡便法として有用と思われる。

ま　と　め

1．DM座位近傍の遺伝子マーカーの内，

p37．1が日本人DM　において強い連鎖不平衡

を示した。

2．非RIのDMの簡易遺伝子診断法として
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APOC2遺伝子多型領域のPCR－RFLP法が，

有用と思われた。

文　　献
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Duchenne型筋ジストロフィ．の遺伝相談倫理の検討

遺伝相談の定義にかかわる問題を中心として

班　　員　白　　井　　泰　　子

国立精神・神経セソタ一括神保陸研究所

共同研究者　大　澤　真木子，福　山　幸　夫

東京女子医科大学小児科

要　　旨

遺伝相談倫理についての合意形成に向けての

基礎資料の作成のために今年度のプロジェクト

研究として行った『遺伝相談倫理に関するアン

ケート調査』の中から，遺伝相談の定義にかか

わる諸問題一遺伝相談の目的，遺伝相談カウン

セラーの任務と行動，遺伝相談における第三者

への情報の開示－を取り上げて検討した。遺伝

相談の主たる目的を“与えられた情報をクライ

エソトがどう扱うかを援助するためのコミュニ

ケーション（過程）”と考えるならは，クライェ

ソトのかかえる問題の心理的側面に対する配慮

を踏まえた上での医学情報の提示の仕方につい

て再検討する必要が示唆された。また，本人の

同意が得られなかった場合の親族に対する情報

の開示の是非についても，今後更に検討を要す

る。

目　　的

分子遺伝学の進歩にひきかえ，遺伝相談の

現状には解決すべき問題が数多く残されてい

る1）2）3）。『臨床遺伝学認定医制度』に関する日

本人炉遺伝学会の会告4）にも示されているよう

に，臨床遺伝医としての責務を全うするために

は退伝性疾患に関する一般的診療能力の修得に

加えて，遺伝相談のクライェソト（被相談者）

の自律性を尊重し，クライエソトの自己決定を

勇気づける方向での遺伝相談のあり方について

の認識およびカウンセラーとしての適切な行動

様式の獲得が不可欠であろう。

本報告では，遺伝相談倫理についての合意形

成に向けての基礎資料の作成のために今年度の

プロジェクト研究として行った『遺伝相談倫理

に関するアンケート調査』の中から，遺伝相談

の定義にかかわる諸問題－遺伝相談の日的，

遺伝相談カウンセラーの任務と行動，遺伝相談

における第三者への情報の開示－を取り上げ

て報告する。

方　　法

本研究班班員及び顧問の所属する57施設（延

べ171名）に対して自己記入式の調査用紙に返

信用封筒を添えて郵送し，40施設（延べ79名）

から回答を得た（回収率70．2％）。調査実施期

間は1991年10月である。

結　　果

（1）遺伝相談の目的

6つの事項を示し，遺伝相談の目標という点

からみた各事項の重要性を5段階尺度を用いて

評価させたところ，図1に示す結果を得た。

遺伝相談の：目的としてほ，「（5）当事者の対処

行動の援助」や「（2）患者・家族の不安や罪悪感

の軽減」を重視する者が多かった。また，「（1）

遺伝性疾患の予防」（81．3％）だけでなく「（3）

保因者数の減少」や「（4）遺伝的健康水準の向

上」を重視する者も半数近くあった。特に「（4）
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日）当事者の自己決定の
重要性を強調

（2）当事者の自己決定に
対するカウンセラー
の援助の用意を告知

（3）同じ立場におかれた

他者の行動について
の情報を提供

（4）同じ立場におかれた
場合のカウンセラー
の行動についての情
報を提供

r5）当事者のなすべきこ
とについて具体的に
助言

重　要（57．3％） ∴了　●、、、

どち‾ちとも

、、、、千手霊∴

重　　　要　（92．1％）

／／′ン′′

ノ ′　　 ′′　　　 ；

鍬 ㌶ 彰≠≠拷 壬
呈；去：甑 3％：・ 董

禦 ≒・ ・務
要で ない 鳥8．6％

1＼ 　ヽ　　　 、ヽ　　　　　 l

＼、　　ヽ、ヽ
ヽ

重　要（53．3％）

図3　退伝相談カウン㌧セラーの適切な行動

遺伝的健康水準の向上」に関しては，遺伝相談

の経験＜なし＞群に比べ＜あり＞群の方がこ

れを重視する傾向の強いことが示された（Z2＝

10．693　4r＝4　♪＝0．030）。

（2）遺伝相談カウンセラーの任務

7つの事項を示し，遺伝相談カウンセラーの

任務という点からみた各事項の重要性について

5段階尺度を用いて評価させたところ，図2に

示す結果を得た。

回答者の過半数以上は，ここに挙げた7項目

すべてを遺伝相談カウンセラーの任務として重

要だと考えていることが明らかにされた。その

中でも特に，「（1）医学的事実の理解の援助」「（3）

対処行動の選択肢の理解の援助」「（6）疾患の受

容と対処の援助」「（7）再発可能性への対処の援

助」の4項目については，回答者の9割以上が

遺伝相談カウンセラーの任務として重視してい

ることが解った。また，「（6）疾患の受容と対処

の援助」を正視する傾向は，遺伝相談の経験

＜あり＞とする回答者に強く示されていた（x2

＝6．187　4／＝2　♪＝0．045）。

（3）退伝相談カウンセラーとしての適切な行動

5つの事項を示し，遺伝相談カウンセラーと

して遺伝相談の中で各々の事項を行うことの重

要性について5段階尺度を用いて評定させたと

ころ，図3に示す結果を得た。

遺伝相談カウンセラーとしての適切な行動と

して9割以上の回答者が選んだ項目は，「（2）当

事者が下した決定に対しては，できるだけの援

助をする用意のあることを知らせる」のみであ

った。また，「（1）当事者の自己決定の重要性の

強調」の重要性を指摘した者は，遺伝相談経験

の有無に拘らず，過半数をわずかに超えるに留

った。「（5）当事者のなすべきことについての具

体的助言」という指示的行動様式をカウンセラ

ーとしての適切な行動とした者も過半数にのぼ

っていた。さらにまた，遺伝相談の経験＜あ

り＞とする回答者は，「（4）同じ立場におかれた

場合のカウソセラー自身の行動についての情報

の提供」という，いわゆる“比較情報’’（com・

parativeinformation）の提供を重視する傾向

のあることも示唆された（Z2＝7．476（ぴ＝4

♪＝0．113）。

（4）Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

遺伝相談における情報の開示

DMDと診断された児の母が，診断及び関連

する遺伝情報を，同じ疾患の患児をもつ可能性

のある自分の姉妹など他の親族に伝えることを

拒んだ場合，遺伝相談カウンセラーとしてどう

対処するかを尋ねたところ，図4に示す結果を

得た。

退伝相談の経験＜あり＞群では，診断及び閑

－89－



（1）クライエントの志向を尊重　　「

（N＝13）

（2）説得しても同君が得られな

かった場合には、クライエ

ントの志向を尊重（N＝33）

（3）同意が得られなかった場合

は、クライエントの志に反

して情事鼠を開示

（4）クライエントの志向にかか

わらず、リスク情報のみ

開示　　　　（N＝3）

（5）クライエントの同意が得

られなかった場合、関係

者の希望によって情報を

開示　　　　（N＝22）

（6）桔報の取扱いは、クライ

エントを紹介してきた

医師に一任　（N＝5）

lll、IlI　了　‾－

相談経験あり（61．5富）　　l　相談治験なし（38．5幻

相談経 験あ り （54 ．5メ）

　 1

相 談経論 な し （4摘 ） ∃

　　妻

選択　者　な　し

相談拉致あり（33．3メ） 相談経験な　し（66．7ヌ）

相談足駿あり（31．8メ） 相談近放　な　し（68．2算）

相　談経験　な　し（100方）

図4　Duchenne型肪ジストロフィーの遺伝相談における情報の開示

連する遺伝情報の開示についての承諾を得るた

めに恩児の母に働きかける努力はするとして

も，最終的には“クライエソトの意向を尊重し

て，情報の開示を差し控える”（図4（1），（2））

という立場をとるとする者が8割弱である。こ

れに対して経験＜なし＞群では，情報の開示に

対してクライェン・トの同意が得られなかった場

合であっても，“リスクに直接闊達する情報に

限り，何等かの形で関係者に開示する”（図4

（4）（5））と回答した者が4割あった。このよう

に，DMDの遺伝相談における親族への情報の

開示については，遺伝相談経験の有無によって

考え方に差異のあることが示唆された（ズ2＝

8．459　4r＝4　♪＝0．076）。

考　　察

遺伝相談の目的をどう考えるかについては種

々の立場がある5）6）。しかし今日では，WHOの

定義（1972）やアメリカ人類遺伝学会遺伝相談

特別委員会の定義7）に明示されているように，

遺伝相談の主たる目的は，“遺伝医学情報の提

供及び遺伝性疾患の予防’’から“与えられた情

報をクライェソトがどう扱うかを援助するため

のコミュニケーション（過程）”へとその力点

がシフトされている。こうした立場から遺伝相

談カウンセラーの役割と行動とを考えれば，ク
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ライェソトのかかえる問題の心理的側面に対す

る配慮を踏まえた上での医学情報の提示の仕方

について再検討する必要があろう。また，本人

の同意が得られなかった場合の親族に対する情

報の開示の是非に関しては，アメリカ合衆国大

続開委員会報告書8）の指摘などを参考にしなが

ら，わが国においてどの様に考えるべきかを改

めて検討する必要がある。

最後に，アンケート調査に御協力を賜わった

諸先生方に対し，感謝の意を表する。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告日

DNA技術と筋ジストロフィー対策

跡　悶　近　　藤　　喜代太郎

北海道大学医学部公衆衛生学講睦

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の研

究が飛躍的に進展し，その退伝子と，対立遺伝

子の産物であるジストロフィンが分析され，そ

の生理的役割とDMDの発症楼序がかなり明

らかにされ，また診断への応用が進みつつあ

る。一方，現在，日本の各地方にDNA技術を

もつ施設が増し，それぞれの地域のDMD対

策への協力が得やすい状況も生まれ，また遺伝

の問題に対する日本人の考え方にも変化がみら

れる。

本稿ではDNA技術の応用を前提として，日

本の筋ジス対策とそれに対する患者サイドの考

え方に配慮しながら，DMDを中心とする筋疾

患の予防対策の望ましいあり方を考察する。

Ⅰ　筋ジストロフィーと予防

狭義の治療をふくめて，Leavell　と　Clark

（1958）は疾患に対する対策をその自然史に応

じてつぎのように分けた1）。

1次予防とは，疾患の発生を阻止すること

で，その対象は公衆または発病の危険性の高い

「ハイリスク群」であり，予防の方法は一般に

公衆衛生的である。

2次予防とは，なんらかの方法で発見できる

程舷に進んだ疾患に対する早期発見・早期治療

であり，発見の枠組みは一般に公衆衛生的であ

るが，治療の方法は臨床的である。

3次予防には，疾患のもたらす結果を軽減す

るすべての対策がふくまれる。リハビリテーシ

ョンはその代表的な方法である。

DMDをこのような立場からみると，現行の

対策は，3次予防に著しい重点がある。これは

遺憾なことであるが，その最大の理由は有効な

治療がないため，2次予防に実効性がなく，ま

た，発生阻止を主として後向的遺伝相談に依存

していたためである。しかも，「遺伝」を正視し

ない日本人の国民性によって，これまで遺伝相

談の有効性が発揮できる場面が限られていたの

が実情であった。しかしDNA技術は従来の遺

伝相談の制約を破り，また近年．我国でも「遺

伝」に対する態度が大きく変わりつつある。こ

うした状況に対応してDMDの遺伝相談シス

テムを再検討することは有意義なことである。

ⅠⅠ当班のプロジェクトlAの成果

1984年以来，著者は当班のプロジェクトlA

「疫学」のリーダーとして筋ジストロフィーの

疫学的研究を進展させ，狭義の研究に加えて，

筋ジス対策にかかわる様々の問題点を疫学的方

法で評価する共同研究を進め，つぎのような成

果を得た。

1）筋ジストロフィーの施設ケアの便益性に

関する肯定的評価（1987年度研究報告書

pp．5－8）

2）DMDの遺伝対策の基礎的研究（1984年

以前の研究をふくめて，1987年度研究報

告書pp．13－15に要約）

（i）集団遺伝学（Genet Epidem4：425－432，

1987）

（ii）遺伝相談に対する医師の意見

（揖）同上に対する患家の意見

（iv）臨床的解析，■　とくに発病年齢・受診年齢

・診断確定年齢の分布

（Ⅴ個療肪ジス施設におけるCPK検査の現

状

tYi）電算按による家系登録に関する技術的問
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題

（沌）新生児スクリーニング

3）小冊子「進行性筋ジストロフィー症の遺

伝相談」の発行（1980）

これらの知見と著者らの個人的経験から，

DMDの予防は日本では国療筋ジス施設におい

て診療担当者が診療と並行して遺伝相談を行な

うことがもっとも適切であると思われた。しか

しながら，つぎにのべる理由から遺伝相談は「前

向的」であることが絶対に必要であることが明

らかになった（1990年度研究報告書pp．5－9）。

前向的遺伝相談が必要となった状況は，

（i）患者・家族が養育施設における遺伝対策

の充実を望んでいる。

（ii）産児数の著しい減少・出産間隔の短縮の

ため，兄の診断確定を動機とする後向的

遺伝相談がほとんど無意味になった。

（這）DNA技術の進歩のため，家系図に基づ

く確率計算によらず，yeS／no型の保因者

診断ができる場合が増した。

（iv）胎児診断の進歩で，終息する胎児を特定

できる場合が増した。

（V）（ii）の現状のため息児の大半が第1子とな

るため，保因者を事前に検出し，前向的

遺伝相談を行なう仕組みが必要となっ

た。

このような変化のためDMDの遺伝相談は，

個々の事例の主治医が個別的に対応するだけで

は不充分となり，全国の関連施設・専門家が協

力して体制をつくり，あらかじめ保田女子を検

Il＝ノ，継続的に進めなければならない状況とな

った。

ⅠⅠⅠ前向的遺伝相談ネットワークの技術的

問題

「前向的遺伝相談」とは近親者の発病を動機

とせず，検出した保因者の第1子出産以前に行

なうもので，第1子から予防の対象となる点が

後向的遺伝相談と異なる。しかし，その実施に

は少なくともつぎの各点を解決する必要があ

る。

1）家系登録

遺伝性疾患に関して，患者・近親者の個人情

報を登録し，診療・予防・福祉対策に活用する

データバンクである。DMDの場合，すべての

国療筋ジス施設がこれに参加することが望まし

く，当面，つぎのような仕組みが考えられる。

（i）ある施設に親コンピュータを置き，登録

に参加する施設と「パソコン通信」がで

きるようにする。

（ii）DMDを診断したとき，その女子近親，

とくに姉妹の保因者検査など，必要な検

査を行なう。

㈲患者の保護者などに遺伝相談の意義，

DNA，ジストロフィンによる診断，絨毛

穿刺による出生前診断と選択的妊娠中絶

などについての基礎知識を提供し，希望

があれば家系登録ができることを説明す

る。

（緑）希望があった場合，パソコン通信によっ

て，親コンピュータに家系登録を行なう。

（Ⅴ）データバンクの運用，とくに守秘義務に

ついての規定を設ける。

2）遺伝相談ネットワーク

DNA技術を利用でき，遺伝相談に経験・意

欲のある施設が共同して，パソコン通信で相互

に情報利用できるネットワークをつくる。この

システムによって，1）の仕組みであらかじめ

登録されている保因者が必要としたとき，将来

の任意の時期に，国内の任意の地域で，最初の

診療担当医とは別の医師が遺伝相談の求めに応

ずることができる。

3）選択的妊娠中絶

保田妊婦の希望があった場合，あらかじめ協

力関係のできている産科を紹介する。

ⅠⅤ　社会的受容と倫理的問題

遺伝相談システムは，その内容を理解した上

での求めに応ずる社会サービスのひとつであ

り，「劣悪老」の排除を目的としないことは勿

論，国民の遺伝的資質の向上を図る優生的意図

をもつものではない。DMD場合でも，発病の

悲劇を熟知し，その再発を避けようと希望する

近親者，とくに保田女子の希望に応ずるひとつ

の技術であるにすぎない。

1）患者サイ・ドの希望

－93－



プロジェクト1Aが行なった調査のなかで，

「発病後の対策だけでなく，予防，とくに遺伝

対策を筋ジス専門施設で充実させて欲しい」と

いう選択肢を肯定したものは，患者が入院中の

保護者は45／96，人院外の保護者は17／35で，と

もに約50％であった（1989年度研究報告書pp．

5疇8）。

このようなアンケート調査には制約もある

が，社会サービスはその需要者に受け容れられ

なければならない。よいシステムはそれに対す

る賛意，需要をも増すものであり，最近のよう

に産児数が激減した現状における家族計画で

は，児の健康への懸念がきわめて大きいことを

考えれば，このような遺伝相談システムの意義

は大きい。

遺伝相談はクライアントに求められてはじめ

て，行なうべきもので，説明を受けた上で，そ

れを欲しないとのべた人に決して強制すべきで

はない。その意味で，筋ジストロフィーの診断

の中に，この点についての「説明と同意」が適

切なかたちでふくまれ，現状でどんなサービス

ができるかについて情報を提供することがすべ

ての前提となる。

2）倫理的問題

遺伝相談には多くの倫理的問題があるが，近

年のDNA技術の進歩によって，新しい問題点

も生じている。DNA情報は病名，予後など，

医療関係者に守秘義務が課される個人情報に準

ずると考えられており，この技術を活用したシ

ステムはこの点を充分に配慮する必要がある。

一般に，診療上得られた個人情報は医療の進

歩，将来の患者の利益になる場合でも，その個

人に直接の利益が生じない場合は「説明と同

意」なくして診療機関の外に出して収集，貯蔵

できないとされている。ただ，この点に関する

具体的な問題は国際学会などで，検討されてい

る段階で，個々の場合に適応できる，ひろく承

認された基準はまだないのが実情である2）。

Ⅴ　予測される効果

当面，前向的遺伝相談はつぎのような効果が

予想される。

1）保田女子の家族計画への支援

このシステムはDMDの保因女子に対し，夫

との間の実（女）子を安心して産める道を開く

もので，この点こそが，このシステムの最大の

存在意義である。

2）1次予防

選択的妊娠中絶はそれが実施された数に応じ

て将来のDMD患者を減ずる。DMDの突然変

異率は高く，新生男児約2，000人に1人の割合

で発生し，その2／3は保田女子から遺伝し，1／3

は新生突然変異によると推定される8）。後者は

現状ではまったく，予知できず，従って，1次

予防の効果の上限は現在の発生率の1／3への減

少である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ　臨床病慧

進行性筋ジストロフィーの心筋病変に対する心臓核医学的検討

班　　員　石　　原　　博　　幸

国立療養所束埼玉病院

共同研究者　佐々未　　　明1），川　村　　　潤1），青　柳　昭　雄1）

小　野　彰　史2），平　田　俊　吉2），石　川　恭　三2）

1）国立療養所東埼玉病院　2）杏林大学第2内科

要　　旨

Duchenne　型進行性筋ジストロフィ　ー

（DMD）患者34例について心臓核医学検査

（201Tl一心筋SPECT，99mTc心プールスキャ

ン）を施行したDMDの心筋病変について半定

量的に評価し検討した。SPECT像より左室心

筋を9領域に区分し2人の医師により各領域の

uptakeを4段階に半定量的に診断しDefect

score（DS）とし，その総和をTotal defect

score（TDS）とした。心筋低漂流償域の分布

は心尖部が最も高く（1．18）以下，下位後壁

（1．03），下位前壁（1．00）の順に高値を示した

が，年令および骨格筋の障害度とは明らかな相

関は認められなかった。心機能（LVEF）と

TDSの関係では，r＝－0．53で有意な負の相関

を示した。（p＜0．01）。

今回の結果から心筋病変の進行が心機能低下

に関与していると考えられた。心臓核医学検査

は，木症の心筋障害の評価に適した検査法であ

ると考えられた。

はじめに

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）では

骨格筋ばかりでなく心筋にも病変を認め1）2），二

次性心筋症を望することが知られており8）4），そ

の心筋病変および心機能の評価は，日常臨床上

重要な課題となってきている。今回，我々は心

臓核医学検査（201Tト心筋SPECTおよび，

f9rnTc心プールスキャン）を施行LDMDの心

筋病変について半定量的に評価し検討したので

報告する。

対　　象

国立療養所菓埼玉病院に入院中の男性DMD

患者34例で，年令は12～26歳（平均17歳7カ

月）であり，四肢枚能障害度は4度～8度（平

均6．7度）であった。

方　　法

心プールスキャンにおいては99mTc－HSA

740MBq（20mCi）を静注し，約15分後に心電図

同期下にlllame30msec300beatsでデータ

収集L variableROl法にてLVEFを算出し

た。

心筋SPECTに関しては，安静時に201TIlll

MBq（約3mCi）を静注し約10分後より島津社

製回転型ガンマカメラ（SNC，510R，）を用いて

RAO45q－LPO450の1800（20秒×32方向）で

データを収集し，同社製シソチパック7000を用

いて短軸断層像，長軸水平断層像及び長軸矢状

断層像を再構成した。得られたSPECT像より

Fig．1に示すように左宝心筋を高位前壁，下

位前壁，高位中隔，下位中隔，高位側壁，下位

側壁，高位後壁，下位後壁，および心尖部の9

領域に区分した。

高位，下位の判断は短軸像より心基部より4

スライスを高位心室とし，心尖部より4スライ
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【方　法】

1．心プールイメージソグ

9gmTc－HSA740MBq（20mCi）

multigate法：1月ame30msec，300beats
2．TI心筋SPECT

201TIlllMBq（3mCi）

RAO450－LPO4501800（20秒×32方向）

Matrixsize＝64×64（1slice6mm）

島梓社製回転型ガンマカメラSNC510R

島津製シソチパック　7000

短 軸 條 B as e 恨り 短 軸 傾 A p e x 側 垂 直 長 軸 像 水 平 長 軸 像

前官
前句 ・亡夫

中囁 l町蟹 中騙　　　　　 岬l留
心矢

堵学
；姜留

〔心 筋 S e g m e n t 参 考 図 〕

Defect score（DS）

占
∵
庶
占
…
占
…

：正常港流域
：軽度低涯流域
：高度低濯流域
：港流欠損

Fig．1

スを下位心室とした。

2人の医師により各領域の　uptakeを正常

涯流域：0点，軽度低港流域：1点高度低涯流

域：港流欠損：3点の4段階に半定量的に診断

Defect score（DS）とし，その総和を　Total

defectscore（TDS）とした。

結　　果

Fig．2に典型的な症例の心筋SPECTを示

す。症例は19歳男性で障害度は8度，LVEFは

30％。上部2段に短軸像を‾F法に長軸及び水平

断層像を示す。短軸像において左側面が中隔，

上部が前壁，右側面が側壁，そして下方が後壁

を示す。低濯流域は，後側壁から心尖部にかけ

て明らかに認められる。

（2）低潅流領域の分布を示す。Fig3

TDSの平均で得られた心筋低涯流領域の分

布は心尖部が1．18と最も高く以下，下位後壁

（1．03），下位前壁（1．00），高位後壁（0．86）と

高く，心尖部から後壁にかけて高値を示した。

中隔および側壁では低値であった。

BaSa享

÷■■t！■Jj；二lj！

暁狛触感

Fig．2

賢謂
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DefectScore
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Sept．Ap．
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Post．8as．
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Apex

2t）
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Fig．3
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（3）年令とTDSおよびLVEFとの関係。

Fig．4

全症例中最少年令である12歳で低潅流領域を

認めたが，20歳で正常を示す症例もあり，グラ

フからも解るようにTDSと　LVEF　ともに明

らかな相関は認められなかった。

（4）障害度とTDS，LVEFとの関係。Fig．5

年齢と同様に障害度†こおいても明らかな関

係が認められなかったが，心筋SPECTにて

DCM‘様所見を示したものは障害度4度以下に

は認めず，5度に1例，8度に3例認められた。
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Fig．6

（5）LVEFとTDSの関係。Fig．6

グラフより明らかなようにTDSと　LVEF

では，r＝一0．53で有意な負の相関を示した

（p＜0．01）。

考察およびまとめ

DMDにおける心筋病変は病理学的には左宝

後側壁の締結化が特徴であり，更に進行した際

は左室全体に及ぶことが知られている1）2）。

今回我々の結果では低潅流領域は心矢部から

後壁を中心に多く認められ，病理学的報告1）．2）
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と同様と考えられた。しかし心筋病変は，各症

例毎に相違があり障害虔及び年齢とは関係が認

められず，この点でも他の報告と同様の結果が

得られた5）6）。また，TDSとLVEFに負の相関

が認められたことより心筋病変の進行が心枚能

低下に関与しているものと考えられた。

心臓核医学検査は，他の検査法に比べより直

接的に心筋病変を評価し得，かつ胸部変形の影

響も受けにくく本症の心筋障害の評価に適した

検査法であると考えられ今後更に，経年的かつ

詳細な検討をしていく予定である。

文　　献
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

心エコー検査による心機能評価と治療の検討

班　　員　矢　　嶋　　茂　　裕

国立療養所長良病院小児科

共同研究者　山　田　正　昭

国立療養所長良病院副院長

要　　旨

断層心エコー検査により筋ジストロフィー症

患者の心機能の変化を経年的に測定し，さらに

左室壁応力と左室平均円周短縮速度との関係を

みた。左宝短縮率は3年間で有意に低下してい

た。左室壁応力と左室平均円周短縮速度の関係

は，前負荷，後負荷に影響されない良好な心機

能の指標と言われているが，DMDでは正常群

に比して高い壁応力と低下した短縮速度が特徴

的であり，拡張型心筋症の状態に煩似してい

た。心不全症状を望した症例が3例あったが，

いずれもきわめて高い壁応力と低い短縮速度の

状態にあった。これらの症例に血管拡張剤のエ

ナラプリルを投与したところ，両者の関係は正

常領域へと近づき，臨床的にも有効と思われ

た。

左室壁応力と左宝円周短縮速度の関係は

DMDの心校能を把捉する上で有用である。ま

た血管拡張剤は心不全に対して積極的に使用す

べきと思われた。

緒　　言

Duchenne型筋ジストロフィー症患者の一部

は心不全が呼吸不全に先行し致命的となる。心

不全の評価法として断層心エコー検査は簡便で

有用であるが，近年，左宝壁応力と左室平均円

周短縮率の関係は前負荷，後負荷に影響され

ない良好な心機能の指標として注目されてい

る1）2）。本年度の研究では，3年間における左

室収縮能の変化をみた上で，筋ジストロフィー

症患者における左室壁応力と左室短縮率の関係

を求め，さらに心不全症状を呈した3例に対し，

血管拡張剤エナラプリルを使用し有効性を検討

した。

対　　象

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）32

表1　対象及び計測結果

DMD CMD K－W　　　　　健常者
（n＝32）　　　（n＝3）　　　（n＝4）　　　（n＝6）

年　　　齢　（Y）

左室短縮率　（％）

駆出時間　（msec）

R R時間　（msec）

収縮末期圧　（mmIJg）

左室短縮速度（circ／S）

左室壁応力　（g／cm2）

21．6±6．1　　18．6±1．6　　　25．2±3．5　　　22．1±6．5

18．9±5．7　　　　24．8±4．6　　　　22．9±5．6　　　　33．4±3．3

277±23

716±118

83．9±10．9

0．57±0．18

123．0±47．3

296±12　　　　　332±16　　　　　335±16

666±18　　　　　890±64　　　　　954±89

85．6±12．1　　94．0±11．4　　　83．9±4．3

0．68±0．12　　　0．64±0．12　　　0．97±0．10

82．4±8．8　　101．6±33．8　　　56．0±3．8
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左宝壁応力（end－SyStOlic wallstress：ESWS）

1．35（Pes） （neS）

4（Hes）（1＋（Hes／Des））

Pes：収縮末期旺　Des：収鮒末期左宅径

Hes：収縮末期左室後璧J亨

心拍補性左宅平均円周短縮速度（mean velocit〉r

Of eircumferential fiber shortening：mVcfe）

SFレ／RR

ET

SF：左室短縮率　ET：駆用時間

図2　左宅壁応力と短縮速度の計算方法

例，先天性筋ジストロフィー症（CMD）3例，

Kugelberg－Welander病（KW）4例，正常対

照として6例について検討した（表1）。

方　　法

Mモード心エコー図より収縮末期左室径

（Des），左室短縮率（SF），左室後壁厚（Hes），

RR時間（RR）を計測し，心音［，頸動脈波か

ら左室駆出時間（ET），左零収縮末期圧（Pes）

を求めてGrossmanらの式3）に基づいて左室壁

応力（ESWS）を計算した。左窄平均円周短縮

速度（mVcf）は左室短縮率を左室駆出時間で

除したもの，心拍で補正した短縮速度（mVcfc）

はmVcfに／百計を乗じたものである（図1，

2）。

結　　果

まず3年間の左宅機能の変化を示した（図

S F

P＜0　05　　　　　NS

l l＝

日用9　　1990　　　1991

図3　左室短縮率の変化

3）。経年的に計測したDMD25症例について

SFをみると，1例はきわめて左室機能が低下

した状態で経過しており，心不全の進行後に呼

吸不全が増悪して，体外式呼吸器に依存して現

在に至っている。この症例は心室中隔が奇異性

運動をしておりSFとしては計測の意味があま

り無い。これを除外した24例ではSFが0．226

±0．054から0．196±0．058へと有意に低下し
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ていた。しかし昨年度と本年のみ計測した15例

についてみると，この2年間ではSFは低下し

ていたが有意ではなかった。

次に左宝壁応力（ESWS）と左室収縮速度

（mVcfc）の関係を検討した。これらの計測値

に関係する左室短縮率（SF），駆出時間（ET），

RR時間（RR），左室収縮末期圧（Pes）をあわ

せて表1に示した。DMDは正常対照に比して

RRが短く（心拍数が多い），ETもそれに比

例して短かった。PesはDMDと正常対照で差

がなかった。mVcfcはSFを反映してDMD

では0．57±0．18と低く，CMDは0．68±0．12，

KWは0．64±0．12であり，正常対照の0．97±

0．10に比していずれも低下していた。一方

ESWSはDMD123．0±47．3と正常対照56．0

±3．8の約2倍の高値を示し，CMD，KWでは

正常対照とDMDの中間の値を示した（図4）。

従ってDMDでは壁応力が高く左室収縮速度が

低下した関係であり，これは拡張型心筋症にお

けるパターンと類似していた。

次に個々の症例におけるESWSとmVcfcの

関係を図5に示した。Colanらの報告した正常

値±2SDの幅を実線で表わしてある。正常対照

群はほぼこの正常範囲内に入り，KW，CMD群

はやや収縮低下領域に入っていた。DMD群は

Colan　らの示した正常銅域より下方でESWS

左室短縮率　　左室短縮速度　　　左室壁応力

D C K　　正
M M

D D W　　常

mVc f c

4
　
　
　
2
　
　
　
0
　
　
　
0
0
　
　
　
6

1
　
　
　
1
　
　
　
1
　
　
　
0
　
　
　
0

D C K　　正
M M

D D W　　常

図4　疾患別計測値の比較

平均±標準偏差を示す

D C

M M

D D

0　　　100　　　　200　　　300ESWS

図5　左室壁応力と短縮速度の関係
矢印はエナラプリルによる治療前彼の変化を示す
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蓑2　エナラプリルによる計測値の変化

が広く分散していた。

最後に血管拡張剤エナラプリルの効果を検討

した。心不全症状を望した3例にエナラプリル

5mgを分2で内服させた。1例は心不全，呼吸

不全が強く2年間内服を継続しているが，投与

前は体外式呼吸器（CR）の装着を終日必要とし

ていたが，投与後にはCRを1～2時間はずす

ことができるようになり，心機能が悪いながら

も臨床的には安定している。他の2例は投与前

と投与後1カ月での測定値を比較した（表2）。

症例TMは呼吸不全を伴わず，動障，頭痛な

どの愁訴がしばしばみられるものの心不全症状

がそれほど強くない。投与後に軽度のmVcfc

の上昇とESWSの低下がみられた。症例TU

は外来通院中呼吸不全が徐々に進行し，心不全

を合併したと思われる症例である。投与前には

最も高いESWSを示していた。この計測から

まもなく，呼吸・心不全が悪化し，胸水の貯留

などで入院した。CRを使用し，エナラプリ

ル，利尿剤などを使用した結果，軽快し退院し

た。計測上は治療開始後，血圧が低下し左宝の

後負荷が減少して，ESWSは正常閉域へと近づ

いている（図5，矢印で変化を示す）。

考　　按

DMDにおける心機能の評価について昨年ま

でMモード心エコー国とドプラを用いた検討を

行なってきた。今回報告した左室壁応力と左室

短縮速度の関係は，後負荷があらかじめ組み込

まれており，心機能を評価する上で鋭敏な指標

といわれている。正常対照群についてはいくつ

かの報告においていずれもColanらの結果と

殆ど差異がなく，その正常幅を参考にして検討

した。その結果DMDでは拡張型心筋症と類

似したパターンを示し，低い左室短縮速度と高

い左室壁応力が特徴であった。片山ら3）が指摘

しているように，Colanらの示した正常群の相

関は直線的であるが，ESWSが100以上の状

態でも直線関係が成立するのかは疑問であり，

ESWSが高いこと自体がすでに異常であると

考えるべきとすると，DMDの約半数は正常群

とは異なった心戟能にあることになる。特に心

不全症状を望して治療を行なった3例はmVcfc

が最も低いかESWSが最も高い値を示してお

り，DMDの中でも特に異常な状態であった事

を反映していると考えられる。

血管拡張剤の効果については症例数が少なく

十分な評価は困難であるが，従来の強心剤，利

尿剤を中心とした治療では改善が乏しかった症

例においても有効な印象を受けた。血管拡張剤

を用いるとESWSが低下し，mVcfc　との関係

が多少なりとも正常域に近づくことは理にかな

っているといえよう4）。今後，症例数を増やして

検討を加えたい。

結　　語

左室短縮速度と左宝壁応力の関係は心機能を

評価する上で有用な指標であった。DMDの多

くは正常域からはずれており，その程度が強い

症例において心不全症状がみられた。血管拡張

剤エナラプリルはそうした症例において，検査

上も臨床的にも有効と思われた。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

神経筋疾患の病態についての骨格筋MRIによる研究
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1）愛媛大学医学部障害児病理　2）愛媛大学医学部理学療法部

3）愛媛県医療技術短期大学　4）鷹の子病院放射線科

5）鷹の子病院脳神経外科

要　　旨

神経筋疾患の中でDuchenne型筋ジストロ

フィー（DMD）のMRIに特徴的な所見がある

ことを昨年報告したが，本研究ではこれらの所

見が他の型の筋ジストロフィーや神経筋疾患と

異なるものであるか否かを検討した。

対象症例は福山型先天性筋ジストロフィー

（FCMD）及び他の筋ジストロフィーとWerdnig－

Hoffmann病（WH）及びKugelberg－Welander

病（KW）などの神経原性疾患をもった1歳10

カ月から20歳までの101例である。MRl検査は

右下腿の軸断面と矢状断面を記録した。

その結果，歩行不能のFCMDやWHでは

勝腹筋よりヒラメ筋の病変が高度で，DMDと

逆の憤向を示した。またWHとKWにおいて

は，MRIで遠位部により高度なシワ状の高信号

域が認められ，DMDとは異なる所見が得られ

た。MRI検査は神経筋疾患の補助診断として

有用である。

目　　的

神経筋疾患の病態を明らかにするために骨格

筋のCT，ECHOなどの画像診断法が有用であ

ることはすでに多くの報告がある。また最近行

われるようになったMRI検査も骨格筋の病変

を解明するのに役立つとの報告が散見される。

著者らも本研究班においてDuchennC型筋ジ

ストロフィー（DMD）の骨格筋MRI所見を報

告してきたが，今回はDMD以外の神経筋疾

患患者に骨格筋MRI検査を施行し，DMDと

比較検討した。

方　　法

DMDは昨年報告した患老21例で年齢は3歳

5カ月から18歳まで，運動機能障害度は厚生省

筋ジス班の8段階分類でstagelからstage8

までであった。正常対象も昨年と同様で7歳か

ら14歳までの6例であった。なおDMDと比

較するため，本研究の神経筋疾患の運動機能障

害度はDMDと同じ分頬を用いた。

筋ジストロフィーでは福山型先天性筋ジスト

ロフィー（FCMD）がstage7の1歳10カ月男

児，Stage6の6歳女児の2例，Becker型筋ジ

ストロフィー（BMD）がstagelの17歳4カ月

男児，小児型常染色体性劣性遺伝の筋ジストロ

フィー（小児型筋ジスーAR－MD）がstage2

の16歳9カ月男児，Stage3の18歳3カ月男児

の兄弟例であった。脊髄性進行性筋萎縮症では

若年型Werdnig－Hoげmann病（WH）がstage

7の8歳4カ月男児とstage6の12歳1カ月女

児の2例，Kugelberg－Welander病（KW）が

stagelの6歳6カ月男児，Stage2の9歳男

児，Stage4の20歳男児の3例であった。
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MRl装置は日立G－50，磁場0．5teslaでSE

法とlR法を行った。検査部位は右下腿の最大

径部を中心にして，軸断面と矢状断面をそれぞ

れ6から8連続断面記録した。

結　　果

図1にDMDで運動校能障害度stage2の

症例のMRI所見を示した（図1）。矢状断面

では排腹筋にヒラメ筋より高度の高信号域が認

められた。軸断面でも同様の傾向があった。

図2はFCMDで運動機能障害度stage7の

MRIである（図2）。矢状断面でヒラメ筋は萎

縮し，高信号域が他の筋に比べて明らかであっ

た。軸断面でも俳腹筋よりヒラメ筋の高信号域

が顕著であった。図3は小児型筋ジスで運動機

能障害度stage2のMRIである。僻腹筋やヒ

図1DMD（stage2）

図2　FCMI）（stage7）

ラメ筋の高信号域が明らかに認められた（図

3）。なかでも両者の筋が接する部分が高度で

あった。軸断面でもこの所見は明らかで，それ

に加えて排骨筋に著しい高信号域が認められ

た0図4はWHで運動機能障害度がstage6

のMRIである（図4）。筋萎縮が著しく，判読

に困難があったが，ヒラメ筋の高信号域が俳腹

筋より強い傾向にあった。左側の下腿最大径部

の軸断面でもヒラメ筋がシワ状の高信号域を示

し，餅腹筋より高度であった。同症例のさらに

遠位部のMRlでは，ヒラメ筋にシワ状の高信

号域がより顕著に認められた。図5は　KW

図3　ARLMD（stage2）
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図5　KW（stage4）

図6　KW（stagel）

で運動機能障害度stage4のMRIである（図

5）。この図は撮影条件が異なり，ほぼ前額断

面になっている。ヒラメ筋に高信号域がみられ

たが，誹腹筋では明らかではなかった。同症例

の軸断面では，ヒラメ筋には粗いシマ状の高信

号域がみらかたが，肪腹筋の変化は軽度であ

った。さらに遠位部のMRlでは，ヒラメ筋に

シワ状に見える高信号域が明らかに認められ

た。図6はKWで運動枚能障害度stagelの

MRIである（図6）。俳腹筋はヒラメ筋より著

しい高信号域がみられた。なかでも排腹筋とヒ

ラメ筋の境界部が帯状に高信号域になってい

た。同症例の軸断面では，麟腹筋にシワ状の強

い高信号域がみられたが，ヒラメ筋の変化は軽

度であった。以上のMRI所見をまとめて表に

示した（表1）。

考　　察

骨格筋MRI所見をDMDとそれ以外の神経

筋疾患で比較検討した。その結果，歩行不能の

FCMDやWHでは俳腹筋よりヒラメ筋の病変

が高度で，DMDと道の傾向を示した。DMD

以外の筋ジストロフィーも基本的には　DMD

と同じ筋に高信号域がみられたが，運動機能障

害度が同じDMDに比べてより顕著な高信号

域が出現する傾向があった。またWHとKW

の神経原性疾患においては，MRIで網目状，シ

ワ状の高信号域が認められ，DMDとは異なる

表l MRI所見のまとめ

症例　棚　診断名　彊菅笠　排腹筋　ヒラメ筋前脛骨筋後脛骨筋

l lY10m FCMD

2　　　6y Om FCMD

3　　17y　4m BMD

4　　16ッ9m AR－MD

5　　18J・3m AR－MD

6　　　7）・8m WH

7　　12ッlm WH

8　　　6ッ　5m KW

9　　　9J・Om KW

7　　　　　－　　＜　　＋

10　　20ッOm KW　　　　　4

」＋　　＜　」十

＋　　＞　　＋

＋　　＞　　＋

十　　＞　　＋

」＋　　＜　」＋　　　　　＋　　　　1＋

＋　　＜　††　　　　＋

＋　　＞　　＋

＋　　＞　　＋　　　　　　　　　　　＋

＋　　＜　　引－　　　　　＋　　　　　＋
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所見が得られた。従って，MRI検査は神経筋疾

患の補助診断や病態解明に有用と思われた。本

研究においては症例数が少なく，なかでも早期

発症例が少なかったため，DMDで興味ある所

見が得られた筋内病変の進展方向については一

定の憤向が得られなかったが，今後とも検討を

重ねることが必要である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告召

副腎皮質ステロイド反応性の再発性急性横紋筋壊死

骨格筋MRI所見について

班　　員　松　　永　　宗　　雄

弘前大学医学部脳研神経内科

共同研究者　石　丸　浩　平，奥　島　敏　美，玉　沢　直　樹

小　川　雅　也，沼　山　貴　也

弘前大学医学部第三内科，脳研神経内科

要　　旨

1年に2回，明らかな誘因なく急性杭紋筋壊

死を再発し，その都度プレドニソ（PSL）の治

療効果を認めた28歳の女性例を報告した。再発

時，把握痛を伴う軽度四肢筋力低下を認めた。

血液検査では筋逸脱酵素の上昇以外に異常はな

かった。筋電図では小振幅の多相性電位が散見

された。筋生検では一部の線経に変性を認めた

のみで，細胞浸潤はなかった。PSLの投与で

CKは正常化し筋肉痛や筋力低下も消失した

が，急速な漸減時には再燃傾向があり，PSL依

存性を認めた。よって，原疾患として多発筋炎

を考えたが，多発筋炎が急性横紋筋壊死で発症

することは稀であり，特異な症例と考えられた。

今回骨格筋MRIを経時的に観察した。当初広

範な斑紋状のT2高信号域を認めたが，治療に

伴い8週間以内に消失した。横紋筋壊死ないし

は浮陸に起因する所見とするのが妥当と思われ，

PSLの効果は炎症機転に対するよりも筋細胞

膜の安定化や浮腫の軽減が主体であったと考

えられた。

緒　　言

我々は今回，1年間に都合3回再発性急性横

紋筋壊死を発症した28歳の女性例を経験した。

ステロイドに明らかな治療効果が認められ，基

礎疾患として多発筋炎類似の疾患を考えたが，

経過観察上繰り返し撮影した骨格筋MRIに興

味ある知見を得たので報告する。

症　　例

患者：28歳女性，看護婦。

［既往歴・家族歴］特記事項なし。

［現病歴］平成2年10月，初めてゴルフをした

翌日に筋肉痛と近位筋筋力低下を発症した。勤

務先でCK4324U／1を指摘され，プレドニソ

（PSL）50mg／日を処方された。約1週間で

CK値は正常化し，3週以内に脱力も消失した。

PSLを3カ月間で漸減中止したがその後もCK

は正常であった。平成3年7月看護婦に復職。

7月20日朝より筋肉痛，四肢筋力低下と全身倦

怠感を訴え，25日CKが17240U／1であったた

め，弘前大学第3内科に緊急入院した。

［入院時現症］発熱，皮膚症状，関節炎などは

なかった。神経学的には脳神経系，感覚系，小

脳系正常。上肢近位筋，下肢で大腿屈筋，誹腹

筋に把握稲があり，同部位で徒手筋力試験にて

5－～4＋程度の筋力低下と運動時筋痛を認めた。

握力は右25kg左20kg，Go、；ers徴侯は陰性

だった。筋萎縮はなかった。深部反射は正常で

病的反射はなかった。

［検査成績］血液検査ではCK，myOglobin，

GOT，LDHといった筋逸脱酵素の上昇を認め
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た。電解質は正常で，全身炎症所見はなく，膠

原病検査，内分泌学的検査はいずれも正常だっ

た。ミオグロビン尿は認めなかった。血清，髄

液の乳酸値は正常。阻血下前腕運動負荷試験で

乳酸とアンモニアの上昇は正常範囲。左大腿四

頭筋より生検を渠施したが，炎症性細胞浸潤

は認められず，一部の線経に変性所見を認め

たのみで，筋線稚内に特異構造はなく，また

ragged－redLiberはなかった。筋電図では小振

幅の多相性電位が散見された。骨格筋CTに

は異常はなかった。

［経過］PSLを40mg／日から約3週間で急

速に漸減した。初め徐々にCKは低下し筋肉痛

も消失したが，10mg／口の時点でCKが再上

昇し，筋肉痛が再燃した。PSLを40mg／日に

再増量したところ，数日内でCKは正常化し

筋肉痛も消失した（図1）。現在1日15mgで

維持しているがCKは正常値を保っており，筋

肉痛や筋力低下，筋萎縮は認めない。

柑格筋MRl］大腿中央部と下腿最大径部で，

図1に示した3回にわたってプロトン像とT2

強調像を検討した。治療前（写真トa大腿，b

下腿），筋腹内に数mm径のプロトン低信号，

T2高信号の斑紋状の異常像が散在していた。

筋肉痛とCKの再上昇を認めた時点，すなわち

再燃期においても（写真2－a，b）この異常所見

は順調に改善しており，3回日（写真3－a，b）

にはほぼ消失していた。

考　　接

木症例は20歳代発症の再発性横紋筋壊死で

ある。急性横紋筋壊死を起こし得る過激な運

動，アルコール濫用，薬物摂取，種々のウイル

ス感染症は病歴から否定された。また電解質異

常，ミトコンドリア脳筋症，筋糖原病，。arni．

tine欠乏症，CPT欠損症，AMPdeaminase欠

損症は話検査から否定された。家系内に類症者

はなく筋ジストロフィー症の保因者も否定的で

ある。肪組織上炎症性細胞浸潤を認めなかった

ため厚生省診断基準における多発筋炎（以下

PM）の確定診断は満たさないが，ステロイド

の治療効果からPM類似の炎症性ミオパチー

と考えた。ただし，PMが急性横紋筋壊死で発

症することは極めて稀とされており1），さらに，

臨床的に無症状の間欠期を経て急性杭紋筋壊死

を繰り返したPM例は文献上確認できない。

すなわち本症例はPMとしては非常に特異な

例であると考えられる。ないしは，本例におい

てPMのごく初期の臨床像を捉えることがで

きたのかも知れない。

PMの骨格筋MRIによる検討では，疾一敗活

動性に応じて出現するT2高信号領域が知られ

ている2）3）。Lamminenらは平均擢病期間5．4年

のPM8例の検討で，その信号強度から脂肪

組織への置換を主因と考えた2）。一方Fujino

らはステロイド治療にて病勢を抑えた後にT2
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a．大腿巾央

b．下腿最大径部

写真1　骨格筋　MRI。

上段がプロトソ像，下段がT2強調像。写真左側が右下肢。

強調像の異常が滅弱消失する例があることを示

し，炎症機転ないし浮腫を捉えたものと考え

た3）。本例のMRI所見は，経過中に筋肉痛と

CKの再上昇を認めたにもかかわらず，短期間

で順調に正常化した（図および写真1～3）。

よってPMにおける炎症性細胞浸潤像を捉え

たものとは考えにくく横紋筋壊死に陥った部

位4）と解釈するか，浮陸や筋細胞の代謝低下な

どに起因する所見5）とするのが妥当と思われ

た。よって，ステロイドについても，炎症横転

に対する効果よりも，筋細胞膜の安定化や浮腫

の軽減による血流代謝の改善によって治癒枚転

を促進したものと解釈された。

Mills　らほ筋肉痛や筋痙撃を主訴とした109

例の検討で，確定診断に至ったものが37例（う

ち炎症性ミオパチーは8例）であったとしてい

る6）。7割は鑑別不能の疾患か，また病的とは

考えられず放置されていることになる。こうし

た例は確定診断が不明なため文献報告されない

のが現実と思われるが，本症例はステロイドの

治療効果やMRI異常所見など注目すべき点が

多く，あえて報告した。
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a．大腿中央

b．下腿最大径部

写真2　骨格筋MRl。
条件は写黄1と同様√。
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色．大腿一卜央

b．下腿最大径邦

写真3　骨格筋　MRl。
条件は写真1と同様。
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筋ジストロフィーの臨沫病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究幸艮告書

筋ジストロフィー患者でのデュアルⅩ線骨密度測定装置

による筋萎縮の定量的評価法

班　　員　高　　橋　　桂　　一

国立掠養所兵雄中央病院

共同研究者　苅　田　典　生1），

八　苦　博　司3），

1）国立療養所兵庫中央病院神経内科
3）国立療養所兵庫中央病院小児科

要　　旨

筋ジストロフィーの臨床病期を定量的に把捉

する目的で，デュアルⅩ線骨密度測定装置を用

いて，全身の組織の重量を骨品，脂肪量，筋肉

量に分けて測定した。男女とも肪ジストロフィ

ー群では，正常対照群に比べて有意に，筋肉是

が減少，脂肪量が増加し，脂肪／筋肉比は上昇

していた。この脂肪／筋肉比は，筋ジストロフ

ィーのステージの進行と共に，増大する傾向を

示した。同程度のADL障害を有する神経疾患

では，脂肪／筋肉比に正常群との差を認めなか

ったことから，筋ジストロフィー群で見られた

変化は，筋ジストロフィーで筋肉が脂肪織に置

換されていく過程を反映したものと思われた。

この方法による脂肪・筋肉量の定量は，筋ジス

トロフィーの進行度を客観的に評価することが

でき，今後，治療効果の判定などにも有用であ

ると思われた。

目　　的

筋ジストロフィーの治療法の開発において問

題となるのは，この疾患が極めて慢性に経過す

るために，治療の効果を客観的・定量的に判断

することが非常に困難であるということであ

る。これに対して，現在行われている臨床症状

の定立化には，大きく分けて二通りの方法があ

藤　井　芳　夫2）

藤　田　拓　男4）

2）国立療養所兵種中央病院内科

4）国立療養所兵種中央病院院長

る。一つは，筋力の定量であり，もう一つは

筋肉の質や量の測定である。前者について我々

は，等尺性筋力測定器を開発，臨床に応用して

いる1）。後者の筋肉量を測定する方法として，

今回我々は，本来は骨量を測定するために開発

されたデュアルX線骨密度測定装置を用いて，

患者の全身の組織を骨，脂肪，筋肉の3つの構

成要素，すなわち「eomposition」に分け，筋肉

重義を測定する試みを行った。

方　　法

任用機器は米国ノーランド社製デュアルⅩ線

骨密度測定装置XR26で，これに米国lBM社

製パーソナルコンピューターを接続し，データ

ーの解析と記録の管理を行った。使用Ⅹ線を可

変式フィルターによりピーク伯46．8KeVと80

KeVの二種類のX線として，全身をスキャン，

各組織のⅩ線吸収度の差から，骨，脂肪，そし

てその他の軟部組織（大半は筋肉），の3つの構

成成分（composition）に分けて，重量で表現し

た。特に，筋ジストロフィーの患者では，筋肉

組織が変性し脂肪織に置換されていくので，筋

肉重是当たりの脂肪重量（脂肪／筋肉比）を算

出し，疾患の進行過程を，定立的に表現するこ

とが可能であるかどうかも検討した。

対象としたのは当院入院中の患者と外来患者

で，表1に示したように，筋ジストロフィー

－112－



表1　対　　　象

男　　性　　　　対照群

22名

年　　齢　　　－27．1士15．8

ステージ

身　　長　　　165±8．4

体　　重　　　56．0±11．1

筋ジス群

31名■

27．3±15．7

5．0±1．3

159±13．3

44．8±12．3

神経群

10名…‾

54．5±11．4

4．9±1．6

161±18．3

43．1±5．1

女　　性　　　　対照群

13名

年　　齢　　　39．8±14．6

ステージ

身長（cm）　　153±5．4

体重（kg）　　48．6±8．5

筋ジス群

9名■■■

42．8±16．1

4．3±1．7

153±8．3

43．8±9．5

神経群

6名●●●●

45．3±21．9

4．0±1．7

155±7．7

39．1±5．9

＋：D型・B型19名，LJG型3名，FSH型3名，筋緊張塾5名，
遠位塑1名

・＊＋：ALS3名，SCD5名，CMTl名，MSl名

書■■：FSH型3名，筋緊張型5名，遠位型1名
＋…：ALS2名，SCD3名，MSl名

（筋ジス）群は，、デュシャン型を中心に男性31

名，また，筋緊張型を中心に女性9名である。

重症度はステージ分類で3度から7度であった

た。対照群としては，健康正常人男子22名，女

子13名。またこれと別に，ADLがほぼ同程度

の神経疾患，例えば脊髄小脳変性症や運動ニュ

ーロン病患者（神経群）についても同様の検査

を行い比較検討した。

結果および考察

対照群に比べて，筋ジス群，神経群ともに体

重は低下していたが，この両群間ではbody

compositionに明らかな違いが認められた。筋

ジス群では，筋肉量が減少し，脂肪量が増加し

ていたが，神経群では筋肉量と共に，脂肪量も

減少していた（図1上段）。これを筋肉重量で

脂肪重量を除した値，すなわち「脂肪／筋肉

比」で表すと，図1下段で示したように，癖ジ

ス群では対照群に比して有意に脂肪／筋肉比の

上昇がみられた。これに対し，神経群では脂肪

／筋肉比に対照群との間で有意な相違中土なく，

筋ジス群と神経群の間で，同じ筋萎縮でも聯肪

への変性の程度が異なることが示された。すな

わち，筋ジストアフィーでは筋肉は萎締すると

kg　の

！D

の

：王）

a〕

10

0

4
　
　
2
　
　
0
　
　
8
　
　
6
、
4
　
　
2
　
　
0
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．

1

．

1

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

∝mbd M）　　　r別間enb

ね机11uSCleratio

図1

肋∩廿d M）　　　凧呵enb

男性患者のbodycomposition（上段）
と脂肪／筋肉比（下段）

同時に脂肪織へ置換されていくが，神経原性筋

萎縮では脂肪織への置換は原則として行われな

いという組織所見を示したものと思もれた。従

って，今回デュアルⅩ線骨密度測定装置で示さ
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図3　筋ジストロフィー患者のステージ毎の

bodycomposition（上段）と脂肪／筋肉
比（下段）

れた，筋ジス群のbodycompositionにおける

変化は，単に筋肉の廃用性萎縮を示すだけでは

なく，「筋肉が変性し脂肪織に置換される」と

いう，筋ジストロフィーの特徴的な病理組織像

も，ある程度表現しているものと思われた。

図2は女性患者の結果であり，上段に示した

ように全群で男性に比べて脂肪量が増加してい

た。その中で，筋ジス群，神経群ともに筋肉量

－は減少しているが，脂肪量に差があり，筋ジス

群での脂肪の増加が明らかである。図2下段に

示したように女性患者においても，脂肪／筋肉

比では筋ジス群で明らかな増加があった鱒，神

経群ではその変化は顕著ではなかった。

図3では男性のノデュシャン型およびベッカー

型でステージ毎に分けてbodycompositionを

検討した。ステージが進行するに連れ，筋肉量

は減少し，脂肪量が増加しているのが明らかで

あった。これを脂肪／筋肉比で表しても，ステ

ージの進行に伴って明らかに増加していること

から（図3下段）・脂肪／筋肉比は，筋ジスート

ロフィーの病期の進行を定量化するのに，優れ

た方法であると考えられた。

従って，この方法で，個々の症例について経

時的にbodycompositionを測定すれば，病期

の進行を客観的，定量的に捉えることができる

ことになる。また，筋ジストロフィーの治療法

の開発過程においても，その治療効果を「筋肉

量」の見地から客観的に評価することができ，

筋力測定など他の方韓と共に用いれば，一層正

確に判定できるものと思われた。

ま　と　め

1．デュアルⅩ線骨密度測定装置を用いて，筋

ジストロフィー患者の全身の組織を骨，脂肪，

筋肉に分けて重量を測定した。

2．筋ジストロフィ丁では病期の進行にしたが

って，筋肉量が減少し脂肪量が増加，脂肪／筋

肉比は上昇した。

3．これらの結果は，筋ジストロフィーにおい

て，筋肉が脂肪織へ置換される過程を定量的に

表現しているものと考えられた。

4．この方法は，今後，治療効果の客観的な判

定にも有用であると思われた。
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顔面肩甲上腕型筋ジストロフィーの筋障害のCTによる検討

班　　員　堀　　川　　博　　誠

国立療養所兵庫中央病院神経内科

共同研究者　高　橋　桂　一1），苅　田　典　生1），吉　仲　弘　充2）

真　野　行　生2），高　柳　哲　也2）

1）国立療養所兵種中央病院神経内科　2）奈良県立医科大学神経内科

要　　旨

顔面肩叩上腕型筋ジストロフィーの下肢及び

体幹の筋障害をⅩ線CTにより検討した。対

象は10家系14例で，のベ23回撮影した。筋障害

はCT上，筋断面積の減少と低吸収域の増加が

特徴的で，左右差のみられる場合があった。下

肢では近位部優位の筋障害が認められた。大腿

ではハムストリングスから障害され，進行に伴

い大腿四頭筋にも障害がおよんだ。下腿では屈

筋群に比べ前脛骨筋で障害の強い例が多かっ

た。腰帯では腹筋群の障害が早くから現れ，次

いで腎筋群，腰部背筋群の順に障害され，大腰

筋は比較的保たれていた。頸部では腹筋群や腎

筋群に比べ障害は軽く，また頸部背筋群と胸鎖

乳突筋では障害度にあまり差のない例が多かっ

た。

はじめに

顔面肩叩上腕型筋ジストロフィー（FSH）は

常染色体優性遺伝を望し，顔面，肩甲帯，上腕

の筋障害が病名の如く臨床的特徴である。しか

し進行すれば体幹や下肢の筋もしばしば障害さ

れる。筋障害の把握には従事筋力測定，CKな

どの血液生化学検査，筋病理検査，筋電図，

画像診断などが用いられている1）。我々は既に

Duchenne型筋ジストロフィー2），緩徐な経過を

とるWerdnig－Hoffmann病3）やrigidTSpine症

候群4）でⅩ線CTが筋障害の把握に有用である

ことを報告した。今回はFSHの下肢や体幹の

筋障害の進展過程を検討した。

方　　法

対象は表1に示すように10家系14例のFSH

である。全例とも臨床的に顔面，肩叩帯および

上腕に著しい筋萎縮を星していた。進行例では

下肢や体幹の筋障害がみられ，腰柾の前考が強

くなり，歩行は不能になった。筋生検や筋電図

で筋原性変化がみられることを確認した。全

例，国立療養所兵庫中央病院あるいは西奈良病

院に入院あるいは通院甲で，兵庫県・大阪府あ
るいは奈良県の出生でそれぞれの家系は互いに

関係ない。Ⅹ線CTの撮影は第7頸椎部，第3

あるいは第4腰椎部，大腎筋中央部，大腿中央

部及び下腿中央部の軸位で行った。8例で経時

的に撮影し，のベ23回行った。

結　　果

筋障害はCT上，DuchennC型筋ジストロフ

ィーと同様に筋断面積の減少と低吸収域の増加

が特徴的であり，左右差のみられる場合があっ

た（図1，2，3，4）。そのため表2の下段

に示すように筋障害を6段階に評価した。下肢

では近位部優位の筋障害が認められた（表2）。

大腿ではハムストリングスから障害され（図

1），進行に伴い大腿四頭筋にも障害がおよび，

申椅子使用例ではCT上ほとんどの筋が低吸収

域として表された（図2，表2）。歩行例で1
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表1　症　　　例

Onset Fami1yhistory ADL

1　　14　　　　F Ist decade

2　　　11　　　F Ist decade

3　　　40　　　F　　　　2nd decade

4　　　35　　　　F Ist decade

5　　　33　　　　M Ist decade

6　　　54　　　　F　　　　3rd decade

7　　　26　　　　M　　　　2nd decade

8　　　45　　　M Ist decade

9　　　28　　　M Ist decade

lO　　　29　　　M Ist decade

l1　　　45　　　M　　　　3rd decade

12　　　22　　　　F　　　　2nd deeade

13　　　16　　　M Ist decade

14　　　47　　　M　　　　2nd decade

Sister of Pt2

Sister of Ptl

Mother of Ptl　＆2

Sister of Pt5

Brother of Pt4

Mother of Pt7

Sonof Pt6

Sporadic？

Sporadic？

Sporadic？

A brother hasmyopathy

Two sisters have seoliosis

Sporadic？

Sporadic？

Walking

Walking

Walking

Wheelchair

Wheelchair

Wheelchair

Walking

Wheelchair

Wheelchair

Wheelchair

Wheelchair

Walking

Walking

Wheelchair

蓑2　下肢の筋陀害の評価

pt Age Q悪霊S HamstrlngS Tibialisanterior Gastroenemius
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表3　体幹の筋障害の評価

pt Age Gluteusmus・Psoasmaj・Ext・Ofback Abdominalmus・Ext・Ofneck
rt lt rt lt rt lt rt lt rt lt
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1
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1

　

1

　

1

14　Notexamined

15　　　5　　　　2

11　Not examined

l3　　　3　　　　3

15　　　5　　　　3

40　　　1　　　1

43　　　1　　　1

35　　　5　　　　5

39　　　5　　　　5

33　　　4　　　　4

37　　　5　　　　5

54　　　4　　　　5

26　　　0　　　　0

28　　　0

45　　　5

46　　　5

28　　　5

29　　　3

45　　　2

48　　　2

22　　　0

0　　　0　　　　1　　1　　　　2　　　　2

1　　1　　　1　　1　　　　4　　　　4
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0　　　0　　　　0　　　0　　　　1　　　1

0　　　0　　　　0　　　0　　　　　3　　　　3

4　　　4　　　　5　　　5　　　　　5　　　　5

4　　　4　　　　5　　　5　　　　　5　　　　5

3　　　2　　　　4　　　4　　　　　5　　　　5

5　　　2　　　　5　　　5　　　　　5　　　　5

0　　　0　　　　1　　1　　　　4　　　　4

0　　　0　　　　1　　1　　　　4　　　　4

0　　　0　　　　0　　　0　　　　　0　　　　0

0　　　0　　　　2　　　2　　　　　2　　　　2

1　　2　　　　4　　　4　　　Not examined

図1　患者12（22歳）の大腿像。ハムストリ
ソグスに左優位の障害がみられる。左
の薄筋に点状の低吸収が認められる。

例のみに片側の薄筋の把大がみられた。下腿で

は誹腹筋やヒラメ筋に比べ前頸骨筋で障害の強

い例が多かった（表2）。腰帯では腹筋群の障

害が早くから強く（図3），次いで腎筋群，腰部

背筋群の順に障害され，大腰筋は比較的保たれ．

ていた（図4，表3）。頸部では腹筋群や腎筋

群に比べ障害が軽く，頸部背筋群と胸鎖乳突筋
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図2　患者9（28歳）の大腿像。両側大腿四
頭筋の外側の一部を除いて全て低吸収
域になっている。

では障害度にあまり差のない例が多かった（表

3）。

考　　察

今回の検討では顔面，肩甲帯および上腕に筋

障害のみられる典型的なFSHを対象とした。

2病院とも神経筋疾患病棟を有するため　ADL
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図さ　患者7（28歳）の腰都像。腹筋群の障

害が強い。腰部背筋群と大腰筋は正常
範関内である．）

図4　患者9（28歳）の腰部像。腹筋群は全
て低吸収に置き代っている。陣部背筋
群にも強い障害がみられる。大腰筋の
障害が右優位に認められる。

の低い例が多く，腰帯や下肢筋障害のため14例

中8例が車椅子を使用していた。今†＝1の筋CT

の特徴を以下にまとめたごとく一定の傾向が為

られ，家族内や家族間での障害パターンの相違

は認めらわなかった。（1）Duchenne型肪ジス

トロフィーと同様に筋障害は筋断面積の減少と

低吸収域の増加が特徴的であった。即ち病理学

的検討から筋組織内での脂肪織の増加が疑わか

る5）。（2）左右差のみられる場合があった。（3）下

肢では近位部優位の障害が認められた。（4）大腿

ではハムストリングスから障害された。（5）下腿

では屈筋群に比べ前頸骨筋で障害が強い例が多

かった。（6）腰帯では腹筋群の障害が早くから現

れ，次いで腎筋群，腰部背筋群の順に障害さ

れ，大腰筋は比較的保たれていた。（7億部では

腎筋群に比べ障害が軽度であった。

今までにFSHに関する筋CTの報告は乏し

い。Hawleyらは6）FSHを含め種々の神経筋疾

患で筋CT像を検討し，我々と同様に上記の（1）

と（2）の所見を認めている。しかし対象症例が少

ないので一定の傾向は兄いだせなく，家系によ

り違った筋障害パターンを認めたと報告してい

る。

一・般にFSHの腰帯および下肢の筋障害には

臨床的に二つのパターンがみられ，腰帯や大腿

の筋障害の強い型と下腿特に前頸骨筋の障害の

強い型がある7），8）。欧米では後者の型が多い

が9），本邦ではFSHに関する疫学調査はなく不

明である。今回検討した症例は全例とも　CT

像より前者と考えられる。このことは偶然の一

致なのか，我々の病院の特殊性のためなのか，

本邦では前者の型が多いためなのか，などが考

えられるが言及することはできない。

進行例では腰椎の前攣が著しくなったが，

CTの検討より腹筋群や背筋群が腰部背筋群や

大腰筋に比べ障害が強いためと考えられる。ま

たハムストリングスの障害が強くても歩行は可

能であったが，車椅子使用例では大腿四頭筋の

障害が強く，FSHの歩行に関し大腿四頭筋は重

要な役割を果している。
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肪ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
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Duchenne型筋ジストロフィ，の脊柱変形

班　　員　井　　上　　謙次郎
国立療養所宮崎東病院

共同研究者　仲　地　　　剛，吉　原

宮　内　恵　子，謂　冒

国立療養所宮崎東病院

要　　旨

DuchennC型筋ジストロフィー（DMD）にお

ける脊柱変形の合併は，この疾患の予後に重大

な影響をおよはす。そこでDMD患者7名の

脊柱変形と腰椎骨塩量の関係について，2年間

ないし3年間の追跡調査を行い経年的変化につ

いて検討した。

DMD患者全体でみれば加齢とともに第3腰

椎骨塩量は減少した。また歩行不能になる時期

に急激な低下をしめすこともわかった。歩行不

能な患者をGibsonの分掛こよるStable path・

wayとunstablepathwayの2群に分けて比較

したが両群問に差はみられなかった。

脊柱変形の進行を予測するためには症例数を

増やし，歩行可能な早期から長期間の観察を要

すると思われた。

はじめに

Duchenne型筋ジストロフィーに対する各分

野の研究が進み，死亡年令も次第に延長してき

た。そのうち比較的長命の患者には脊柱変形が

少なく，反対に若年で死亡する患者は脊柱変形

が強度であることが多いということはよく知ら

れている。そこで，予後に重大な影響をおよは

す脊柱変形について第3腰椎骨塩量の経年的変

化から検討した。今回この結果に若干の文献的

考察を加えて報告する。

対象および方法

対象は，当院筋ジス病棟に入院中のDMD

患者7名。全例男性。年令は9歳から20歳。機

能的には全員歩行不能。カルシウム・骨代謝に

影響するような薬物は投与されていない。

全脊柱2方向のX線撮影をおこない，Gibson

の分類1）をもちいて患者の脊柱変形を3群に分

けた。それはまず，5つのgroupに分けるも

ので，GroupIは後攣が軽度で，側撃は20度以

内。GroupⅡは後攣が主になり，側撃は35度以

内。GroupⅢは著名な後撃と35度以上の側攣。

GroupⅣは，側攣がしばしは100度以上にもお

よぷグロテスクな変形。GroupVは側攣ほ35度

以内，側面撮影で脊柱は直立もしくは過伸展を

しめす。GibsonはGroupIからII，Ⅲ，Ⅳと

脊柱変形がすすむunstablepathwayと，Group

Iから直接GroupVにすすむstablepathway

の2つのpathwayに分現した。我々はGroup

Iをどちらのpathwayにすすむかは不明なの

で別のグループとした。

第3腰椎骨塩量の推定には，第3腰椎中央部

のCT値と，骨量ファントムB－MAS中の既知

CaCO3濃度のCT値を比較し，炭酸カルシウ

ム相当量で推定するQuantitativeCT（QCT）

法2）を採用した。

検査は1988年から1991年の9月から10月にか

けて行ない比較した。
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結　　果

年令と第3腰椎骨塩島の関係をみると危険率

は1％未満で有意の負の相関があり，加齢とと

もに第3腰椎骨塩量が減っていくことが分か

る。

しかし患者を歩行可能時と歩行不能時にわけ

年令と第3腰椎骨塩基の関係をみると相関はな

く，どちらかというと歩行可能時には炭酸カル

シウム相当量で200mg／cm8以上，歩行不能時

は年齢に関係なく90から160mg／cm与の間にあ

る（図1）。

Stable Pathwayは平均16．1歳，Unstable

Pathwayは平均13．5歳，GroupIは平均9．5歳

で各群間には1％未満の危険率で有意の差があ

る。

1988年から1991年にかけての第3腰椎骨塩量

を経年的にプロットした。StablePathwayの

患者とUnstablePathwayの患者を比較すると

∽
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図　2

差はない。また両PathwayともにGroupI

とは変化のパターンに差がみられた。（図2）。

GroupIの折れ線中，矢印は歩行不能になっ

た時点を示す。

考　　察

DMD患者の脊柱変形と第3腰椎骨塩量の関

係について調査した。

加齢とともに骨塩量の減少がみられるという

結果は福永らの報告3）と一致するが，歩行可能

時と歩行不能時に分けて骨塩島をみると年令と

は相関の無い変化をしていることがわかった。

Gibsonの分類をもちいて患者を3群にわけ

年令をみるとGroupIは平均9．5歳，Stable

Pathwayは16．2歳，UnstablePathwayは13．5

歳で，この結果はGibsonの報告とほぼ一致

する1）。またDMD患者で高齢に達する者は

StablePathwayが多いということがわかる。

GroupIとStable，Unstable，両Pathwayと

の間には有意の差がみられ，脊柱変形が軽度で

あれは骨塩量が多いということがわかる。

Stable Pathway　と　Unstable Pathwayの

問に骨塩量の有意差は無いものの，年令では

Stable Pathwayが有意に高いことを考慮する

とStablePathwayで骨塩是は比較的高年齢ま

で維持されるのではないかと予想される。

私たちはGroupIからStable Pathwayも

しくはUnstablePathwayへの過程を確認した

症例が無く，この過程がどのような変化を示す

か確認することが今後の課題である。
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プロジェクト研究Ⅱ　臨床病悪

Duchenne型筋ジストロフィー症における

脊柱側彗発生のメカニズム

－傍脊柱筋Ⅹ線CTによる検討－
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奈良県立医科大学神経内科
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要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）15

例について①上部胸椎レベル②中部胸椎レベル

③下部胸椎レベル④上部腰椎レベル⑤中部腰椎

レベル⑥下部腰椎レベル，の一6つのレベルで傍

脊柱筋CTを撮影し，CT値を計測し検討する

ことになり，DMDにおける脊柱側攣発生のメ

カニズムを検討した。上部胸椎から中部腰椎の

レベルで外側傍脊柱筋の変性が内側に比べて強

かった。また，中部腰椎レベルの筋変性が最も

強く，レベルが上がるにつれて筋は保たれる傾

向があった。変性が早期から強い中部腰椎レベ

ルの筋変性に左右差があると，比較的保たれた

側を凸とする脊柱側撃が生じるが，その機序と

して代償的な姿勢保持の関与が考えられた。

はじめに

以前我々は，新しい圧計測センサシステムを

応用して　DMD　の坐位保持能力を評価する試

みを行い左右両方向の坐位保持能力に差のある

症例の多いことを発見した。そしてその原田と

して，左右の傍脊柱筋の変性の程度の差による

筋力のimbalanceを考え，このimbalanceこ

そが脊柱側撃の原田であるという仮説を立て

た1）。

一方，近年骨格筋CTをDMDの病態解明

に役立てる試みが始められている2ト9）。そこで，

今回我々は，傍脊柱筋のCT伯を，脊柱の各レ

ベルで測定することにより，傍脊柱筋の変性と

側撃との関係を検討した。

対象および方法

対象は国立療養所西奈良病院に入院中の10歳

から20歳の　DMD15例である。これらの患者

を①Cobb法で10度以上の腰椎左側攣を有する

群②Cobb法で10度以上の腰柾右側攣を有する

群③Cobb法で10度以上の腰椎側撃を有しない

群，の3群に分難し，それぞれ①左側攣群②右

側腎群③仲立位群，とした。症例数は①が8

例，②が2例，③が5例であった。

各群について，①上部胸椎としてTh3レベ

ル②中部胸椎としてTh6レベル③下部胸椎と

してThlO　レベル（彰上部腰椎としてLl　レベ

ル⑤中部腰椎としてL3レベル⑥下部腰椎と

してL5レベル，の合計6つのレベルで骨格筋

CT撮影を行った。

CTは東芝製全身用CTスキャナー，TCT－

300Sを用い，スライス幅10mm，スキャン時間

4．5秒，X線120kvp，110mAの条件で撮影し
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図1　傍脊柱筋CT値の計測

各スライスで，傍脊柱筋を外側（Lateral）と内側（Median）の左右合わ

せて4カ所でCT内臓のコンピューターでCT値の計測を行った。CT

計測範囲は全部30mm2で統一した。図で左は仲立位群，右は左側攣
群での計測例。

た。各スライスで，傍脊柱筋を，腸肋筋を主と

した外側の筋と多裂筋を主とした内側の筋に分

け，それぞれLateral，Median　と名付けた。

この　Lateral　と　Medianの，左右合わして4

カ所で，CT内臓のコンピュータでCT値の

計測を行った。CT値計測範囲は全計測部とも

30mm2で統一した（図1）。尚，撮影にあたっ

ては，可能な限り椎体に重商なスライスを得る

ように努めた。

結　　果

全症例の，各脊柱レベルでの傍脊柱筋CT

値をみると，TH3，すなわち上部胸椎レベルか

らL3，すなわち中部腰椎レベルまでで，0．1％

水準で有意にLateralのCT値が低く（表1），

表1全症例の各脊柱レベルでの傍脊柱筋CT値

（mean±S．D．）（H．U．）

levelJ n I Lateral

0

3

　

6

　

1

h
　
．
．
n
 
h

T
 
T
 
T

28l－45・36±42・98
30；一36．61±54．26

ー43．39±48．54

－74．37±30．14

30l－76．34±34．85

28　r　－35．60±24．89

Median

21．45±31．86＊

11．58±33．94＊

2．09±38．29＊

－9．49±40．91＊

－15．60±35．69＊

－27．22±22．69

傍脊柱筋の変性は外側が内側に比べて強いこと

を示していた。

また，各レベル間でのCT値を比較すると，

MedianではL5が最低で，Th3に向いレベル

が高いほど　CT値も高い傾向があった。また

＊p＜0．001

L5を除く各レベルでLateralがMedianに比べ有
意に低いCT値をとり，筋変性が高度であると考え
られる。
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図2　全症例の各脊柱レベルでの傍脊柱筋CT値
L5を除く各レベルでLateralがMedianに比べ

て有意に低いCT値をとることに加えて，Median
ではL5が最低でTh3に向かってレベルが高い
ほどCT値が高く，LateralにおいてもL3から

Th6の範囲でレベルが高いほどCT値が高い傾
向がみられた。



表2　各群における各脊柱レベルでの左右の傍脊柱筋CT値

（mean±S．D．）（H．U．）

1）左側讐群

Lateral

R I L

Median

R I L

1
r
 
l
r
　
・
・
r
　
1
　
3
　
5

T
 
T
 
T
 
L
 
L
 
L

ー58．54±39．72

－45．66±43．13

－51．01±25．03

－84．94±24．67

－90．42±19．67

－43．23±45．21

－52．56±46．37

－42．32±39．14

－41．04±32．32

－50．81±27．88＊

－35．67±31．81■■

－45．98±36．05

2）右側攣群

13．51±32．65

2．00±32．69

－14．15±34．89

－35．07±44．12

－48．89±26．53

－38．35±22．29

6．75±37．52

－4．64±30．92

－3．39±35．30

2．27±34．28

0．69±22．17＝

－36．69±17．39

3）伸立位群

0Th
Th
Th
L
l
u

L5

－37．22±52．90

－19．90±64．87

－29．69±75．25

－77．67±30．24

－93．55±21．53

－13．14±50．07

－28．78±39．07

－8．78±68．36

－37．39±63．41

－81．65±28．43

－94．70±24．03

－23．47±36．96

27．79±27．43

24．36±31．88

20．28±46．68

8．49±34．52

10．06±21．20

－6．06±15．96

33．73±18．88

21．47±32．75

20．28±38．23

14．23±34．09

19．21±22．73

－20．90±19．70

■：P＜0．05　＊●：P＜0．01

左側攣群において，LateralのLlと　L3，及びMedianのL3で左傍脊柱筋のCT値が有
意に高いことがわかる。

変性の強いLateralでも，L3からTh6の間で

レベルが高いほど　CT　伯が高い傾向がみられ

た（図2）。このことより，DMDでは中部から

下部腰椎レベルで傍脊柱筋の変性が強く，上部

胸椎レベルに向かって，レベルが上がるにつれ

て筋は保たれる傾向があることがわかった。

（D左側攣群（9右側攣群③仲立位群の各群にお

ける各脊柱レベルでの左右の傍脊柱筋CT値

を検討すると（表2），左側攣群では，Llレベル

のLateralで全症例で左側のCT値が右側よ

り高く，5％水準で有意差がみられた。また

L3レベルではLateral，Medianともに全例で

左側のCT値が右側より高く，1％水準で有

意差がみられた。すなわち腰椎左側攣群では，

上部から中部，特に中部腰椎レベル傍脊柱筋の

変性の強さに左右差があり，右側の変性が強く

左側は比較的保たれることがわかった（図3）。

右側攣群は症例数が2例と少なかったため統

計学的検討はできなかったが，左側攣群で有意

な左右差がみられたL3レベル，すなわち中部

腰椎レベルに注目すると，2例とも右側が左側

に比べてCT値が高く，左側攣群と逆の幌向が

認められた（図4）。

伸立位群では全レベルとも有意な左右差はな

かった。L3　レベルをみても全体の幌向として

左右の　CT　値の差の少ないことがわかる（図

5）。
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図3　左側攣群における各脊柱レベルでの左右の傍脊柱筋CT伯
Ll　レベルのLateralで全例とも左側のCT値が高く5％水準の有意差がある。またL3

レベルのLateralとMedianで全例で左側のCT値が高く1％水準の有意差がある。

考　　察

DMDの脊柱変形は，体幹を支持する筋群の

筋力低下による脊柱の瓦解により生じ　歩行不

能となる頃より急速に増悪するとされている

が10），そのメカニズムについてはまだ明らかに

されていない。今回我々は，骨格筋CTを用

いて，脊柱を支持Lかつ脊柱の運動を司る傍脊

柱筋の変性を定義することにより脊柱側撃のメ

カニズムを検討した。

我々の検討では，DMDでは中部腰椎レベル

の傍脊柱筋の変性が最も強く早期より現れ，上

部胸椎レベルに向かってレベルが高いほど筋は

保たれる傾向があることがわかった。また，全

例で外側の傍脊柱筋の変性が内側に比べて強

く，その差も大きかった。

各群に分けて検討した，傍脊柱筋の左右差と

側攣の方向の検討では，変性の範い中部傍脊柱

筋の変性に左右差があると，変性の弱い，比較

的筋が保たれている側に凸の側攣が生じること

がわかった。このメカニズムについて，我々は

以下のように考えた。

傍脊柱筋は両側が同時に働くと脊柱を反ら

し，片側が働くと脊柱はその側に曲がる。腰椎

レベルの傍脊柱筋に左右差が生じ　筋力のim－

balanceを生じると，保たれている側の傍脊柱

筋の筋力を利用してその反対側へ上体を傾けた

状態での姿勢保持や，慨いた状態から上体を立

て直す運動はある程度可能だが，その逆方向は

困難となる。そのため一弘者は，立位及び坐位保
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図4　右側攣群における各脊柱レベルにおける左右の傍脊柱筋CT値

2例と症例数が少なく，検定はできなかったが，左側攣群で有意な左右差の認められ
たL3レベルをみると，2例とも右側が左側に比べてCT伯が高く，左側攣群と逆

の傾向がみられた。

持に際し，自然と一方向へ上体を傾けた姿勢を

とるようになる。このような，いわば筋力低下

のimbalanceを代償するような姿勢保持を行う

ことにより脊柱側撃が始まると考えた（図6）。

また，症例によっては，腰椎レベルの筋変性

が進行している時期にまだ保たれている胸椎レ

ベルの傍脊柱筋の筋力を利用して，腰椎部で一

方向へ傾いた上体を立て直して視線を水平に保

とうとすることにより，胸椎部と腰椎部が反対

のカーブを措くダブルカーブが発生するのでは

ないかと考えられた。
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と，比較的保たれている側の筋力を利用して，そ
の反対側へ上体を傾ける運動や，その状態での姿
勢保持は可能だが，その道は困難となる。このよ
うな，いわば筋変性のimbalanceを代償した姿
勢保持を行うことにより背柱側攣が始まる。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

筋ジストロフィーの運動機能に関する研究（第一報）

－床反力からみた小児の歩行の発達－

班　　員　松　　家

国立療養所徳島病院

＿匡已
⊥乙

共同研究者　村　川　和　義1），米　津　　　浩2）

水　谷　　　滋2），橋　本　俊　顕3）

1）国立療養所徳島病院・小児科　2）国立療養所徳島病院整形外科　3）徳島大学・小児科

要　　旨

小児期の神経および筋疾患に歩行の異常を伴

うことは多い。この異常の判定には正常歩行の

発達に熟知することが大切である。そこで，今

回，我々は大型床反力計を用いて正常小児の歩

行分析を行った。

2－15歳の正常小児142名に大型床反力計

（アニマ社製）を用い白山歩行させた。その数

値をストライド毎に正規化し以下の結果が得ら

れた。

歩行時間のうち両脚支持期，制動期の時間が

年少児はど長く，5～6歳で成人のパターンに

近づいた。床反力では垂直分力の極大値は6歳

頃に成人のパターンに近づいた。前後分力は5

歳頃と思春期に発達の加速がみられた。側方分

力は年少児ほど大きく，成人のパターンになる

のは10歳前後であった。

今後，今回の結果に基づいて，進行性筋ジス

トロフィー患者の下肢運動機能を特に歩行解析

の両から検討していく。

目　　的

ヒトは一般に1歳卿こ歩行を開始し，その歩

容は加齢と共に変化し次第に成人のノミターンに

近づいていく。従って，小児期の神経および筋

疾患に伴う歩行の異常を判定するには小児で

は，その患児の年齢層における正常小児の歩行

と比較することが重要である。

そこで，今回，正常小児の歩行を大型床反力

計を用いて分析し検討した。

今後，進行性筋ジストロフィー患者の歩行分

析を行い，下肢運動機能について，特に歩行解

析の点から自然経過を明らかにする。

対象と方法

蓑1　年齢分布

利
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対象は2歳から15歳までの正常小児142名

（男子70名，女子72名）と正常成人44名（男子

20名，女子24名，平均年齢25．0±2．2歳）であ

る。（表1）

方法は0．8×2．5mの大型床反力計（アニマ

社製）を用い，その上を複数回自由歩行させサ

ンプルを採取，その結果をコンピューター処理

した。床反力波形はストライド掛こ正規し，そ

れを3分力（垂直，前後および側方分力）に分

け，それぞれについて加算平均処理した。

得られた数値は歩行時間では両脚支持期と単

脚支持期の比（Tl／T2，T3／T4）について，垂

置分力では制動期と駆動用の極大値の比（Zl／

Z2）について，前後分力では制動期と駆動期の

極大値の比（Ⅹ1／Ⅹ2）と時間の比（fx（t）／fx（t’））

床反力の特性点

X 2

＼ ⊥ ／ ll

X l ：制動期の極大
X 2 ：帖劃期の匝大
Ix（t〉：馴劃期の時間
fx（t●）：鼠鋤期の時朋11（t） Ix（t■）

図　1

について，側方分力では最大値（Yl）と制動

初期の側方分力（YO）についてそれぞれに検討

を加えた。（図1）

なお，これらの数値については左右差，利き

足との関係についても検討した。利き足は連続

片足跳び，走り幅跳びや走り高跳びの踏み切り

足などから決めた。成績は2歳からの数値をだ

したが，利き足がはっきりしてくるのは5歳頃

からと言われているので1）それ以後の年齢につ

いて検討をした。（表1）

結　　果（図2～13）

〔1〕歩行周期での各期の時間比

1．両脚期・単脚糊の時間比（図2，3）

歩行時間の両脚支持期と単脚支持期の比は年

両脚期・単脚期の時間比
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制動期・馬区動期の時間比

0　　　　　　5　　　　　　10　　　　　　15　　　　　年齢（歳）

図　4

0　　　　　　5　　　　　　　日〉　　　　　15　　　　　　　　年椚（鰻）

図　5

少児ほど両脚支持期が長く，6歳頃に成人の値

に近づいた。左右差や利き足での差はみられな

かった。

2．制動期・駆動期の時間比（図4，5）

年少児では制動期の時間の方が長く，加齢と

共に駆動期の時間の万が長くなり10歳頃から駆

動期の時間が制動期の時間より長くなった。そ

の発達は5～6歳頃と思春期頃に加速の時期が

みられた。左右差や利き足での差はみられなか

った。

〔2〕床反力の各分力について

1．垂直分力（図6，7）

垂直分力での制動期と駆動期の極大値が5～

6歳頃までは制動期の方が大きく，それ以後で

は駆動期で大きかった。また，その5～6歳頃

垂直分力での制動期・男匡動期の極大値の比

図　6

垂直分力での制動期・駆動期の極大値の比

（利き足との関係）

0　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　15　　　　　　　　　年的（歳）

図　7

の値がその後成人までほとんど変化しなかっ

た。

2．前後分力（図8，9）

前後分力の制動期と駆動期の極大値も5歳頃

までは制動期の方が大きく，以後は逆転して駆

動期の方が大きくなり，思春期頃にはさらに著

明になる傾向がみられた。

3．側方分力（図10，11）

側方分力の最大値は年少児ほど大きく，ま

た，その個人差も大きかった。そのパターンが

成人に近づくのは10歳頃であった。また，思春

期頃の値は成人の値より小さかった。

4．制動初期の側方分力（図12，13）

制動初期の内側への側方分力は年少児ではみ

られないことも多かったが，思春期以降ははば
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5　　　　10　　　　15　　　　　　年お（蔵）

図　8

0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　　　年朗（歳）

図　9

全例にみられ，その値も加齢と共に大きくな

り，10歳前後で成人のパターンに近づいた。ま

た，利き足との関係では2～4歳の利き足のは

っきり決まらない時期を除いて，利き足側でよ

くみられ，また，その値も利き足の方で大きい

傾向がみられた。

考　　察

筋ジストロフィーのように歩行障害を伴う神

経・筋疾患では，患者のそれぞれの障害の時点

での歩行を正確に分析し把握しておくことは，

以後の臨床経過を，また，治療効果をみていく

うえで重要である。そのためには正常者の歩行

分析を知っておく必要がある。特に，小児の場

合は脳や筋肉などの発達と共に歩行のパターン

が変化してくることを考慮しなければならな

0　　　　5　　　　　－0　　　　15　　　　　　宇山（裁）

図10

0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　　　年鮪は）

図11

い。

今回の床反力の測定結果からみて，垂直分

力，前後分力は5～6歳頃に成人のパターンに

なった。このことは，鶴見の筋電図での前脛骨

筋や排腹筋の発達段階の時期2）と一致してい

た。しかし，側方分力が成人のパターンに近づ

くのは10歳前後までかかり，長排骨筋の発達の

時期2）よりも遅れていた。この側方分力の発達

の遅れには筋肉だけではなく，平衡按能などの

関与も考えられる。今回の我々の歩行分析の成

果は従来の種々の歩行分析の報告3）4）5）とほぼ同

じであり，大型床反力計での再現性は高いと思

われた。

また，歩行障害には偏則性の場合もあるので

正常歩行においても歩行の左右差や利き足との

関係について検討しておく必要がある。今の括
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図12

図13

栗では制動初期の側方分力において利き足側に

大きい傾向がみられた。さらに検索を要する

が，偏側性の歩行障害に対しても大型床反力計

は有用である。

今後，今回の結果をもとに進行性筋ジストロ

フィーの歩行の自然経過および治療効果をみて

いくと共に他の歩行障害を有する神経・筋疾患

についても検討していきたい。

ま　と　め

1）正常小児2～15歳の142名について自然歩

行での歩行分析を行った。

2）小児の歩行では歩行周期では年少児ほど両

脚支持期，制動期の時間の比が長かった。
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3）床反力の各分力では垂直分力は5－6歳で

成人の値に近づいた。前後分力は5歳頃と思春

期に発達の加速がみられた。側方分力は10歳頃

に成人のパターンとなった。

4）左右差，利き足での差はほとんどみられな

かった。

文　　献

1）前川喜平，副田敦裕ら：利き手，利き足と軸足の

発達に関する研究．小児科診療51：184ト1848，

1988

2）鶴見信之：小児歩行の筋電図学的研究．日整会

誌，31：665－681，1957

3）野口雅夫：小児糊における歩行の発達一床反力か
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4）鈴木良平，乗松放晴ら：抹反力とアーチからみた
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

筋ジストロフィーの足の機能障害

班　　員　松　　家

国立療養所徳島病院

豊

共同研究者　米　津　　浩1），水　谷　　滋1），斎　藤　博　史2）

1）国立療養所徳島病院整形外科　2）徳島大学医学部放射線科

要　　旨

DMDにおける足変形について下腿から足に

いたる骨格筋CT値およびMMT，ROMな

どを測定し，その障害進行過程，装具との関連

性について検討を行った。

足の変形として初期には扁平足をみるが障害

が進行すると尖足，内反，凹足，外反母址，か

ぎ爪などの特有な変形を生じる。

筋CT値では各筋に固有の障害進行パターン

がみられ，前脛骨筋の低下は尖足に対し，誹骨

筋の低下，後脛骨筋の優位は内反英足に対し，

母址外転筋の優位は凹足に対し，短母祉屈筋の

段位は外反母址に対しそれぞれ変形の主な要因

となっている。

長下肢装具は足変形の進行防止に対して有効

な手段である。装具療法を適応したものは非適

応のものより足変形は軽い。なお，装具療法中

であっても足変形の増悪はみられる。

日　　的

DMDで最も早く出現する運動機能障害は，

起立・歩行の異常である。この場合，下肢の筋

力低下に伴って関節拘桁が必発する。関節拘綿

は非可逆的で運動機能障害を増悪する要因とな

り，将来強い変形となってくる。したがって治

療を担当する立場から関節拘縮，変形に関して

の病態を十分把握し機能維持をはかる必要があ

る。そこで，診療上関節拘綿で最も問題となる

足の機能障害について検索した。

対象および方法

対象は当院入院中の　DMD患者45例で，年

齢は12才～34才，平均17．8才である。厚生省研

究班による機能障害度分掛はstage2が2例，

stage5が1例，Stage6が20例stage7が5例，

stage8　が17例である。

方法として，足の直接検診，MMTおよびR

OM測定，Ⅹ線検査およびCT検査を行った。

CT　スキャナーは　HITACHI CTW400－20A

を用い，WL＋20HU，WW400の条件で画像化

した。

結　　果

1．下肢の筋力低下は中枢側から始まり，MMT

では大腿部の屈筋群は伸筋群より優位である。

足関節では背屈筋力に対して底屈筋力が強い。

また，足址屈筋群は伸筋群より強い。

2．筋力低下について足関節では尖足位の不安

定な姿勢となり背屈制限をきたすようになる。

MMT　と　ROM　の関係を示した（図1）。

MMTの低下につれて　ROM　も制限が加わっ

てきている。

3．足の変形は初期の歩行時期では立位荷重に

よって扁平足をみる。障害が進行すると尖足，

内反変形（写真1）さらには，凹足，前足部内

転などの共通した変形が特徴的となってくる。

また，足址では足内在筋のアンバランスのため

に外反母址（写真2）あるいはかぎ爪（写真3）

を伴ってくる。
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ROMとMMT

（膝屈曲位における足背屈）
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写真　2
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写真　3

4．これら足の変形は，筋のアンバランスによ

る病態のほかに荷重関節として生体力学的な姿

勢の異常による下肢アライメントの不安定性が

関与する。

筋CT像は下腿筋の選択的障害，足内在筋

の優位性を示すものである。（写真4）下腿以

下の各務の　CT値を示した。（図2）前脛骨

筋の低下は尖足に対し，麟骨筋の低下，後脛骨

筋の優位は内反尖足に対し，母址外転筋の優位

は凹足に対し，短母址屈筋の優位は外反母址に

対しそれぞれ変形の要因となっている。

5・足の変形に対する治療として，予防・増悪

防止のため徒手・器具によるストレッチは早期
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写真　4

CT number of eachlowerleg muscle

図　2

に始めるべきである。歩行不能になっての長下

肢装具は廃用性筋萎縮の防止，変形防止のため

に有用である。装具装着に先だってアキレス腱

延長，陽脛靭帯切離などの矯正手術も行われる。

長下肢装具装着中のもの，あるいはかって装

着適用したものでは，装具を全くつけなかった

ものよりも変形は軽度であった（図3）。ベッ

ト臥床になると下肢外転・外旋位となり変形は

増悪する。したがって，可能なかぎり長期にわ

たっての装具起立をすすめている。

6．長下肢装具から車椅子になったものでは短

下肢装具を適応している。足変形防止のほか

に，車椅子での姿勢の安定，介護のしやすさ，

cosmeticにも有用である。

考　　察

CT　スキャンは　DMD　における骨格筋の障

害を評価する方法として広く利用されている。

自験の筋　CT　値は多少のばらつきがあるもの

の，ほぼ同様のパターンを示した。

DMDの足変形の発生機構について後脛骨筋

は足氏内側アーチの頂点付近でアーチの一部に

広がっており舟状骨を距骨頭の下で下後方に引

っ張っている。この筋の優位は舟状骨の向きを

変化させ，アーチの前方支柱を低下させ攣曲を

強める。また，母址外転筋は内側アーチ全体に

及んでおり，アーチの両端を近づけることで攣

曲を強めている。前脛骨筋は内側楔状骨，第1

中足骨に付着しこれらを舟状骨にむけて引き上

げる作用をもつが，この筋の障害は中足骨頭の

低下で攣曲を強め，長祉伸筋がこれを代償しよ

うとして働くが基節骨の過伸展を生ることにな

る。CTで認められたこれらの筋の障害のアン

ノミランスは，DMD特有の内反凹尖足，外反母

址，かぎ爪の変形発生機構に関与するものであ

る。さらにDMDでは，これらの筋障害が成

長期に生じるため，骨の成長軟骨帯の足底部が

圧迫され足底面の骨の成長が抑制されて短くな
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StageとROM
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る。一方，足背部は肥大し，そのために関節面

にねじれが生じる。この結果，筋・骨・関節の

すべてに病理学的変化が生じ変形は不可逆的な

ものになっ‾てくると想われる。この変化に対し

，ストレッチ，装具療法が有用な手段となって

いる。

ま　と　め

DMDの足の形態，機能と変形の発生機構に

関して検討した。

1．CT　およびMMT　より足部の筋はそれぞ

6　　　7　　　8

Stage

れ固有の障害進行をしており，その結果DMD

特有の変形をきたしているものと思われた。

2．下肢装具は足変形進展に対して有効な手段

であり，適用したものは非適用のものより足変

形は軽度であった。

文　　献

1）1．A．Kapandji：関節の生理学vol．2．（萩島秀

男　監訳）医歯薬出版．1980，p．150

2）Bernard Regnauld：足（広島和夫　監訳）シュ

プリンガ一・フェアラーク裏京．1985，P123
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Duchenne型筋ジストロフイ十症の新しい歩行分析

班　　員　岩　　垣　　克　　己

国立療養所西奈良病院小児科

共同研究者　安　東　範　卿），藤　本　春　代1），安　東　美妓留2）

真　野　行　生2），高　柳　哲　也2）

1）国立療養所西奈良病院神経内科・）奈良県立医科大学神経内科

要　　旨

圧計測センサシートを応用した新しい歩行分

析装置を用いて，Duchenne型筋ジストロフィ

ー症の歩行を，足底圧の動きの面から解析し

た。DMDでは機能障害度に応じて特徴的な足

民圧パターンを呈した。StageI　では健常者と

ほぼ同じパターンだったが，StageII　では足

底圧の中心が前足部に存在する時間が延長し始

め，StageⅢではその変化はより顕著になって

いた。StageⅣでは足底圧の中心は第1中足頭

部から始まり，一旦後外側方向へ移動した後，

足の外側に沿って再び前方に移動していた。こ

れらの変化は足関節の尖足変形や動揺性歩行な

どを反映したものと考えられた。本法は各種の

治療法の評価や，装具の開発などに有用である

と考えられた。

stageIが1例，StageⅡが2例，StageⅢが

l例，StageⅣが3例である。対照として7歳

から13歳の健常男子10例も計測した。

計測に用いた圧計測センサシートは　Tekst

can社製のF－SCANである（図1）。このシ

はじめに

今回我々は，新しく開発された圧計測センサ

システムを用いて，DMDの歩行を，主として

立脚期の足底圧の動きを計測し，健常者との差

異や各stageにおける特徴，及び歩行楼能の低

下にともない足底圧のパターンにどのような変

化が生じるかなどについて検討を行った。

対象と方法

対象は8歳から10歳，厚生省筋ジス班の機能

障害虔Ⅰ～Ⅳ度の　DMD　7例で，その内訳は

－139－

図1　F－SCANセンサシート

足型の圧計測センサシートで0．1mmと紙の

ように蒔く，被検者の足の大きさに合わせて

ハサミなどで整形可能である。



ートは加える力の大きさに応じて電気抵抗値が

変化する物質を薄膜形成し，その上下に行電極

と列電極を一定の間隔でマトリックス状に配置

したもので，それぞれの交点が力検出点となる

よう構成されている。0．1mmと紙のように薄

く軽いこのシートを各被検者の足の形に合わせ

てハサミで整形し，両面テープで右足底に貼付

け自由歩行させた。歩行時にセンサの行電極と

列電極を周知的にスキャンし，その時点のそれ

ぞれの交点における電気抵抗値をコンピュータ

ーに連続的に取り込み，4秒間の歩行時の電気

的情報を力情報に変換表示した。

結　　果

健常者10例では，全例同一の足民圧パターン

をとった。足底圧の中心の軌跡は，任の中心が

踵の中心より始まり，HeeleoIltaCtに相当する

時間が長く，その後スムーズに前方に向かって

直線的に，一部やや外側凸の孤を描きながら移

動し，ToeofrJ抑こ再びやや長い仲間を経過し

た後，第1蝕方向に抜けるのが観察さかた掴

2）。

垂直方向の圧分布をみると，立脚期において

足の後部1／3と前部1／3の圧の大きさはほぼ同等

で中間1／3の圧は少なく全体として双蜂性のピ

ークを有するパターンを示した。後部1／3の圧

のピークの時点，すなわちHeelcontact期の

ピークに相当する時点での圧パターンを2次元

図2　健常者の足底圧の中心の軌跡（13歳男子）

フットプリントの上の太い実線は足底圧の中心の
軌跡を示す。実線上の同心円は時間の経過を示す

もので，円1個が0・02秒，2重円が0．04秒と，円
の数が多いほど，同じ場所に長時間足底圧の中心
が存在していたことを示す。

悠　三三　人　∋ 叢書鷹凝

図3　健常者のⅠjeelcontact期とToeoff期の足庶民（13歳男子）

上段左は・足底圧分布の後部1／3・中間1／3，前部1／3に分けて表示したもの（合

成された圧も表示されている）。横軸は時間（sec）縦軸は圧（PSI）。上段中は左
の図の矢印で示した時点，すなわちHeelcontact期の圧のピークの時点での圧
分布を2次元表示したもの。上段右はその3次元表示。

下段も同様の表示で，Toeo仔期の圧のピークの時点での表示。
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及び3次元表示でみると，踵部に匠分布が集中

しているのがわかる。前部1／3の圧のピークの

時点，すなわちToeofr期のピークに相当する

時点での圧パターンは2次元及び3次元表示共

に，前足部に圧分布が着実に移動しているのが

証明された。（図3）。

DMDでは障害度が進むにつかて次のパター

ン1からパターン4に進行することがわかっ

た。まずstageIの1例は，健常者のパターン

とほぼ同様の／くターンを呈していた。すなわち

Heel contact期と　Toe off期に時間がかかる

パターンで，これを＜こハターン1＞とした。

次にstageIIの2例は，足底圧の中心は踵部

から始まるものの，その時間は短く，かつ＜パ

ターン1＞よりも外側凸の孤を大きく措きなが

ら前方に移動し，前足部すなわちToeo仔期に

相当する時間が延長していた。これをグラフで

みても，やはり後部1／3の圧分布は小さく時間

くパターン1＞

←’、一一・一■‾一一一・一rT4．1

1－－－－三一一「

‥　　▲¶　→し▲▲－　∨、、■■一一　　　ヤ…　　　ヤー

＜バターン2＞

一・＿＿＿＿、十
【　　　　　　　　　　　　　　二‾　　　・　，→

1

くパターン3＞

＝－■一小■、り

（‾　、ナウ

ニ

HLm
W

図4　DMDの足底圧パターーソ①

＜パターン1＞は厚生省筋ジス放機能障害度

stageIの症例，＜パターンⅡ＞は同stage

E，＜パターン3＞は同stage mの症例の

もの。

ほ減少し，前部1／3の圧分布と時間が増大した

ことがわかる。これを＜パターン2＞とした。

この変化はstageⅢに入るとさらに著明とな

っていた。圧の中心は中足部から始まり，すぐ

に第1址部に向かって移動し，前足部での時間

は著明に延長していた。グラフでも後部1／3の

圧分布と時間はさらに減少し，前部1／3の圧分

布と時間がさらに増大したことがわかる。これ

を＜パターン3＞とした（図4）。

stageⅣの3例はさらに特徴的なパターンを

示した（図5）。（丑をみると，圧の中心は，まず

第1址部付近から始まり，一旦後外側方向に向

かって移動した後，再び前方に向かって移動

し，第3址部付近に至るのがみられた。（卦の症

例も同じパターンを示した。これらのパターン

のグラフ表示をみると中部と前部の2つの山は

存在するが後部からの圧分布はみられず，全体

として双峰性のパターンをとることがわかる。

（卦は歩行不能直前の患者のもので，圧分布はほ
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図5　DMDの足底圧パターン⑧

厚生省筋ジス班機能障害度　stageⅣの3症

例のもので，①より㊥が，④より③が下肢の
障害は強かった。③は歩行不能直前の症例。



図6　DMr）stagelVのHeelcontact期とToeofl期に相当すると考えられる
時点での足底圧（10歳男子）

上段は巾部1／3の圧のヒークの時瓜　すなわち健常者でのHeelcontact期に相

当すると考えらJlる時点での足践圧分布だが，圧は中足部から前足部に存在し，
後部からの圧はみられない．）下段は前部1／3の圧のピークの時点，すなわち睡常

人のToeofr期に相当すると考えられる時点での一足底圧分布だが，圧は前部か
つ外側に存在している。

とんど全て前足部に局在していた。

図6は①の症例を表示を変えてみたものであ

る。上段は中部1／3の圧のピークの時点のもの

で，健常者のHeelcontact期に相当すると考

えられ　2次元表示及び3次元表示をみると中

足部から前足部に圧が分布していた。

下段は前部1／3の圧のピークの時点のもの

で，健常者の　Toe ofr期に相当すると考えら

れ，2次元及び3次元表示では，圧分布が前足

部の外側寄りに存在するのがわかる。

初回計測の9カ月後，＜パターン1＞の1例

と＜ノミターン2＞の2例の計3例は独歩可能で

あったから第2回計測を行った。（＜パターン

3＞の1例と＜ノミターン4＞の3例は独歩不能

となったため第2回計測はできなかった。）

＜パターン1＞だった症例は＜パターン2＞

に変わっていた（図7上段）。＜パターン2＞

だった2症例のうち1例は足民圧の中心が中足

部に存在する時間が延長し＜パターン2＞から

＜パターン3＞の移行期と考えられた（図7

中段）。＜パターン2＞だった症例のうち他の

1例は＜パターン3＞に変化していた（図7下

段）。

考　　察

今回の検討により，足民圧からみた健常者の

歩行パターンと，DMDの機能障害の進行に伴

う歩行パターンの健常者との相違点が明らかに

された。

体幹から下肢の機能障害に起因する足底圧パ

ターンのうち最も早期に出現したのはstageⅡ

における＜パターン2＞の変化，すなわち足底

圧が踵部に置かれている時間の短縮と前足部に

置かjtている時間の延長であった。DMDの多

くは，立位時に隈椎前攣，尖足位姿勢をとるこ

とは知られており，この姿勢をとる患者の重心

は健常者よりも前方に位置している1）。このこ

とが足底虻に反映されたと考えられ，腰椎前攣，

尖足の発生に伴う体垂心の前方移動はstageII

の時期よりすでに始まっていることを示してい

た。この変化は　stageⅢ，すなわち＜パター

ン3＞においてより顕著となるが，Heelcord
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一・・●　　・・－、

図7　足氏圧バターンの経過（BはAの約9

カ月後に測定）

上段は＜パターン1＞だった症例だが約9カ

月後に＜バターン2＞に変わっている。中段

は＜パターン2＞だった症例で，＜パターン

2＞からく′くターン3＞の移行期と考えら

れる足底圧パターンに変わっているハト段も

＜ノくターン2＞だった症例で，＜′こターン

3＞に変化したことがわかる。

短縮による足関節拘師の進行により尖足位がよ

り増強したものと考えられた。

今回最も特徴的だったのは，StageⅣの症例

での＜パターン4＞の変化であった。まず足底

圧の中心の始まる点は＜パターン3＞よりさら

に前方となり，第1中足頭部付近であった。こ

れは尖足位がより進行することとl狙係すると考

えられた。しかしその後＜パターン3＞のよう

にそのまま前方に動くのでほなく，一・H．後外側

方向に移動した後，足の外側に沿って前方に動

くのがみられた。

DMDでは体幹から下肢の筋力低下が高度と

なると立位にて高度の腰椎前攣位をとり，肩は

後方に移動し腹部は前方に突出し，両腕は体の

後方で下垂した姿勢をとる。そして，片脚の接

地時には腰椎の前攣はまだ強くないが，反対側

の踵離れが出現してくると前攣が増強してく

る。この反対側遊脚期において，大殿筋の高度

の筋力低下により立脚肢の股関節が屈曲してし

まう（ジャックナイフ現象）ことを防ぐため，

上体を後方に倒すことにより垂心線が股関節中

心より後方を通るようになる2）。すなわち，重

心を後方移動させることにより弱体化した大殿

筋の代償としての伸展力を与えているのであ

る。これが足底圧の中心が後方に移動する理由

だと考えられた。

また，支持脚に体重を移しTrendelenburg妓

行を防ごうとする代鰐動作を反映して，足底圧

の中心は後方移動に加え，外側方向へ移動L，

支持脚へ上体を傾けた状態で遊脚を前方に振り

出して反対脚接地に至るため，その後足民圧の

中心は，足の外側に沿って前方へ移動したもの

と考えられた。

同一症例により観察した歩行パターンでは，

＜パターン1＞から＜パターン2＞，〈パターン

2＞から＜パターン3＞と，一定の順序で変化

していくことが判明したことから，本法は歩行

障害の経過を知る上で，非常に優れた方法であ

ると考える。DMDにおいては，過去に様々な

理学療法3）4）や起立及び歩行用の装具5ト8）が開

発され試みられてきたが，それらの評価や薬物

療法の効果判定などにも本法は利用価値が高い

と考えられる。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

Becker型筋ジストロフィーにおける多面的臨床解析

班　　員　佐　　橋

愛知医科大学第4内科

功

共同研究者　衣　斐　　　達1），周　防　・拡1），堀　　　眞一郎2）

1）愛知医科大学第4内科　2）東京都立神経科学総合研究所神経化学

要　　旨

Becker　型筋ジストロフィー7例につき多面

的解析（臨床・分子遺伝学・生化学・病理・組織

化学的解析）を行なった。自験例の臨床所見は

軽症であり，下腿筋の仮性肥大が特徴的であっ

た。MultiplexPCR法にて4例にジストロフィ

ン遺伝子欠矢をhot spot領域に認めた。二次

元電気泳動法でのジストロフィン蛋白分析では

欠失4例に既報告と同様の低分子ジストロフィ

ン蛋白パターンを認めたが，欠失未確認例では

それと異なるパターンを示した。生検筋の病理

特徴として肥大・断裂線経，中心核の増加，散

在性opaquefiberがあり，lobulatedfiberは見

られなかった。ジストロフィン染色では各抗体

に対しfaint／patchypatternを示し，eXOn12－17

欠失例では欠失部位に対応する抗体の反応性が

欠如し，欠矢を確認できなかった兄弟例でC末

端部の抗体への反応性が欠如していた。

日　　的

近年ジストロフィンの発見により，Duchen・

ne型筋ジストロフィー（DMD）やBecker型

筋ジストロフィー（BMD）の臨床診断が，遺伝

学，生化学，免疫組織学分析にてより的確にな

った。とくにBMDの孤発例ではlimbgirdle

（LG）syndromesの中で鑑別すべき疾患が多

い。自験例LG syndromesの24例のうちジス

トロフィン遺伝子解析で4例，ジストロフィン

染色で7例が　BMD　と診断された。本研究は

計7症例の　BMD　につき多面的な解析を行な

った。

対象および方法

対象　BMD　7症例の生検時年齢は8歳～38

歳，発症年齢は4～26歳。症例5，6が兄弟例

であり，症例2の兄に筋力低下がある。

方法1）臨床像の解析。2）ジストロフィ

ンDNA解析（患者血液または生検骨格筋から

抽出したDNAよりmultiplexPCR法にて，

ChamberlainとBeggsのprimerを用い欠失

exonを確認）。3）ジストロフィン蛋白解析

〔生検骨格筋より二次元電気泳動法を用い，Dy・

sl，Dys3抗体（Novocastra社）にてWestern

blot分析〕。4）一般組織学的検討（生検骨格

筋凍結切片にてHE，Gomoritrichrome変法

染色，NADH－TR染色，コハク酸脱水素酵素，

ATPase，CytOChromecoxidase染色）。5）ジ

ストロフィン染色〔ABC法にて，30kd，60kd

（熊本大学三池教授），AIC（帝京大学清水先

生），2－5E2（神経センター荒畑先生），4－4C5（味

の素・富士レビオ），Dysl，Dys2，Dys3（Novo－

castra社）の8抗体を用い染色〕。

結　　果

1）臨床解析　筋力低下は下肢優位，近位筋

優位に認め，症例2を除き筋力低下は軽く，就

業，通学可能である。下腿筋の仮性肥大は症例

2を除き見られ，血清　CK　値は中等度以上に

増加し，心筋障害を2例，知能低下を2例に認
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表l BMD7症例の臨床所見
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図1BMD7症例のジストロフィン遺伝子欠失部位と，免疫組織化学染色で
使用した各抗体の特異性部位。
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めた。（表1）

2）ジストFZフィン遺伝子解析　Multiplex

PCR法にて4例（症例1－4）にジストロフィン

遺伝子の欠矢が確認され，その部位は　major

およびminor hot spot領域〔exon12－17（9r

18），45－47，45－48，45－49〕であった（図1）。

3）ジストロフィン蛋白解析　遺伝子欠矢を

確認した4例では正常ジストロフィンより分子

量がやや小さいアルカリ側の位置と，ミオシン

垂鎖よりやや分子量が大きくアルカリ側の位置

Contro卜

Case3

一一■－功一攣■‰

⊥二三ご‾デやンJ
t■♯

Case5

図2　二次元電気法によるimmuno blot（Dys3

抗体による。囲右側）と銀染色（図左側）。
左図の矢印は右図抗ジストロフィン抗体に
反応したスポットに対応する。

の2か所に反応スポットが検出された。症例1

では免疫組織化学染色と同様に　Dys3　ではス

ポットは検出されなかった。欠失確認できなか

った症例5，6，7は従来の報告1）にない多型パ

ターンを示す異常ジストロフィンが検出された

（図2）。

4）一般病理組織所見　小児例では変性・再

生線経が限局性に群をなして観察されたが，成

人例では100－150／Jm程度の肥大線経，中心核

の10－20％の中等度増加，断裂線経が観察され

た。生検時の人工産物の可能性を除外しても全

例に低頻度のopaque fiberの出現をみた。LG

syndromesの一部に見られるlobulated Bber

は観察されず，いわゆる神経原性変化は軽微で

あった（図3）。

5）ジストロフィン染色　各抗体のうちDys

l，2，3と　4－4C5　の4抗体でより良好な染色

性を得た。症例1はtriplehelicalsegmentの

N端側の　Dys3　に対する反応が欠如し，症例

5，6ではC末端ドメインの　Dys2　と4－4C5に対

する反応性が欠如していた。なお他症例の標本

では各抗体に対し　faint／patchy pattern　を示

した（図4）。

考　　察

ジストロフィンの発見に伴う診断技術の発展

にてBMDはLG syndromesより分離され，

DMDとともにdystrophinopathyとして扱わ

れるようになってきている。自験例では　LG

syndromesの中で鑑別困難であった7例がBM

I Dと診断された。その臨床像については6例が

軽症であり，ADL　自立が可能であり，下腿筋

の仮性肥大はBMDにより特徴的な所見であっ

た。

l　　既報告では，ジストロフィン遺伝子解析では
】　DMD／BMD症例の65％にS。。thern bl。t

法にて欠矢が確認され，Chamberlain　および

Beggsのprimerを用いたmultiplex PCR法

にて欠失例の98％が証明されるとされている

が2），自験BMD7例中4例の欠矢が確認され

た。なおこれらの方法ではC端側の解析が不十

分であり，欠矢が確認できなかった症例5，6

でC端側抗体の反応性が欠如しており，今後注
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図3　生検肪凍結切片の病理像

A：肥大筋線経，中心核の増加，断裂筋線経を認める。（HE染色，症例2　×200）
B：小児例では集合して変性・再生線経を認める。（HE染色，症例6　×320）
C：Opaque Liberを認める。（Gomoritrichrome変法，症例5　×320）

D：Lobulated丘berは見られない。（NADH－TR染色，症例4　×200）
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図4　各ジストロフィン抗体による免疫組織化学染色

全般的にfaint／patchy patternを示すが，症例1ではDys3に症例5では
4－4C5，Dys2に対する反応が欠如している。
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目したい。

蛋白分析では従来の一次元法に比し二次元法

にて異常蛋白の分離がより明瞭であった。欠失

確認例では既報告1）と一致した泳動パターンが

見られた。欠失末確認例ではそれと全く異な

るパターンが出現し，今後の検討が必要であ

る。

一般筋病理では全例にopaque Liberを観察

し，小児例でほより限局性の変性・再生線経の

集合，成人例では肥大・断裂筋線経，中心核の

増加が特徴的であり，lobulatedfiberは見られ

なかった。

免疫組織化学的検討では各抗体に対しfaint／

patehy patternを望したが。minor hot spot

領域欠矢の症例1では　Dys3　の反応性が欠如

し，同部位の遺伝子欠矢による蛋白欠矢をジス

トロフィン染色にて確認した。症例5，6の兄

弟例では欠矢は確認されなかったがC端側の抗

体への反応性が欠如し，その部位の蛋白の欠損

あるいは異常が指摘された。なおC端部位はジ

ストロフィン蛋白の臓器特異性を示す部位とさ

れ，症例5，6の知能障害と脳ジストロフィン蛋

白との関連性が推察された。

謝辞：症例の一部を紹介いただいた国療中部病院神経

内科加知輝彦先生，県立多治見病院神経内科水野恵介

先生に深謝する。
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顔面肩甲上腕型筋ジストロフィーの筋障害以外の臨床的特徴
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要　　旨

顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSH）8

家系12例で筋障害以外の随伴症状を検討した。

11例は発症後10年以上経過し，9例がなんらか

の介助を必要とし，7例が車椅子を使用してい

た。オージオグラムを10例に行ない7例に感音

性難聴を認めた。眼底検査で2例に　Coats症

候群を合併していた。2例に舌萎縮がみられ

た。呼吸機能検査では％VCが45％以下の

4例でPaC02が45mmHgを越え肺胞低換気

を認めた。2例に自然気胸の既往があった。6

例に軟便，下痢，腹痛などの下部消化管症状が

みられた。難聴，Coats症候群，舌萎縮はFSH

の遺伝的素因に基ずく1次的症状と，肺胞低換

気，自然気胸，下部消化管症状は骨格筋障害に

よる筋力低下や変形のための2次的症状と考え

た。

はじめに

顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSH）は

常染色体優性遺伝を望し，顔面，肩甲帯，上腕

の筋障害が臨床的な特徴であり，病名の由来で

もある。進行すれば腰帯や下肢の筋障害も出現

し，歩行困難となり車椅子生活を余儀なくされ

るこ‾とがある。最近，難聴や　Coats　症候群を

伴う　FSHが少なからず報告され，FSHの病

因との関連性が注目されている。今回はこれら

を含め主に進行列で骨格筋以外の症状について

検討した。

方法と結果

対象は8家系12例のFSHで，年齢は17～58

歳，男6例女6例である（表1）。症例12を除

く11例は発症後10年以上経過しており，7例が

車椅子を使用していた。症例3，7，12は社会

生活に自立しているが，他の9例は何等かの介

助が必要であった。全例とも筋CT　により近

位部優位の下肢筋障害がみられ，進行例では腹

筋や腎筋の障害が腰部背筋群の障害に先行し，

腰椎の前攣が強くなり，胸廓は生理的後攣を失

い偏平となった。

オージオグラムを10例に行い7例に感音性難

聴を認めた（表2）。中等度以上の難聴のみら

れた6例はいずれも10歳未満の発症で，顔面筋

隈息のための構音障害と難聴のために日常会話

に何等かの障害がみられた。眼底検査では症例

1で左眼底に血管の蛇行と拡張を伴った著明な

浸出性網膜炎（そのため視力は指数弁），右眼底

に軽度の血管の蛇行と拡張がみられ，Coats症

候群と診断された（図1）。症例10で右眼底は

正常範囲内であったが，左眼底に血管の蛇行と

拡張がみられCoats症候群の初期と考えられ

た。舌の萎縮が12例中2例に認められたが，明

かな時下障害はみられなかった（表2，図2）。

8例にスパイロメトリと動脈血ガス分析を行っ

たところ，％VCが45％以下の4例でPaC02

が45mmHgを越え肺胞低換気を認めた（図
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蓑1　患者リスト

Age Sex Onset Family history ADL

1

　

2

　

3

　

1

q

　

5

　

6

　

7

　

8

　

9

18　　F Istdecade SisterofPt2　　　　　　　　　Walking

16　　F Istdecade Sisterof Ptl Walking

44　　F　　2nd decade Mother of Ptl＆2　　　　　　Walking

40　　F Ist decade Sister of Pt5

38　　M Ist decade Brother of Pt4

58　　F　　　3rd decade Mother of Pt7

30　　M　　　2nd decade Son of Pt6

47　　M Ist decade Sporadic？

29　　M Ist decade Sporadic？

10　　31　M Ist decade Sporadic？

Wheelchair

Wheelchair

W上leelchair

Walking

Wheelchair

Wheelchair

Wheelchair

11　48　　M　　3rd decade A brother hasmyopathy．　　　Wheelchair

12　　23　　F　　2nd decade Two sisters have scoliosis．　　Walking

蓑2　脳神経系の随伴症状

Pt l．agophthalmos Hearingloss Coats syndrome Atrophyoftongue

1

　

2

　

3

　

　

4

　

　

5

　

6

　

7

　

8

　

9

　

0

　

1

　

2

1
　
　
　
1
　
　
　
1

十
　
＋
　
一
　
十
　
十
　
＋
一
十
　
＋
　
十
　
一

moderate　　　　　　　　＋

moderate

mild

moderate

moderate

Not examined

Not examined

SeVere

moderate

＋

mild

moderate

図1　症例1の左眼底。浸出性網膜炎と

血管の蛇行と拡張がみられる。

図2　症例9の舌萎縮
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蓑3　消化管症状と既往歴

Gastrointestinal symPtOmS Pasthistoryandcomplication

1　0ccasionaldiarrheaandabdominalpain A historyofpneumothorax

2　0ccasionaldiartheaand abdominalpain

3　　None

4　0ccasionaldiarrheaand abdominalpain

5　0ccasionaldiarrheaandabdominalpain

6　　None

7　　None

8　　None

9　　Caddy stoolevery day

lO Caddy stoolevery day

ll None

12　　None

3　50
′l

tL

40

A history of pneumothorax

NIDDM，Cervicaldisk hernia

I

ノ

●　　　●

●

●

●　　　　●

●

20　30　40　50　60　70　80　90

％VC

図3　％VCと　PaCOZ

％

3）。12例中2例に自然気胸の既往があった（表

3）。12例中6例に軟便，下痢，腹痛などの下

部消化管症状が月に複数回みられ，この様な時

は腸音の克進が認められた（表3）。

考察

1）Coats症候群，感音性難聴，舌萎縮につ

いて。

SmallがFSHにCoats病と難聴を合併し

た4例を最初に記載している。本邦でも何例

か報告がある。今回の検討では12例中2例で

Coats症候群を伴っていた。Fitzsimonsらは

FSHやその家族に「蛍光限底検査を行ない75例

中56例に網膜血管異常を認めたと報告し，筋障

害の病因に同様な筋内血管異常の関与もあり待

ると考えた。また彼らは筋症状のない家族にも

網膜血管異常を認めた。

Carroll　らの報告以来，感音性難聴の合併も

注目されている。今回オージオグラムを行なっ

た10例中7例に感音性難聴を認め，その内6例

は骨格筋症状が10歳までに出現していた。既に

Voit　らは早期発症例のFSHで感音性難聴を

しばしは合併することを報告しており，外有毛

細胞の障害による内耳性難聴を示唆した。

Korf　らほ1歳までに顔面筋障害の生じた

FSH　5例を報告し，全例に感音性難聴を，3

例に舌萎縮や運動障害を認めた。我々も12例中

2例に舌萎縮を認めており，2例とも10歳ま

でに既に骨格筋症鱒が生じてた。即ち難聴と同

様，早期発症例で舌萎縮を合併しやすい。

2）呼吸器，消化管について。

Duchenne型筋ジストロフィーでは呼吸筋障

害による呼吸不全が予後を左右する。一般には

FSHは予後良好で呼吸筋の検討はない。今回，

全例に呼吸症状の訴えはなかったが，％VCが

45％以下では　PaC02　が負の相関をしめし，

肺胞低換気を認めた。即ち進行例では呼吸筋も

障害されるが，これがどのように進展するかは

今後の追跡調査が必要である。

12例中2例に自然気胸の既往があり，1例では

外科的処理は必要であった。これはDuchenne

型筋ジストロフィーや肢帯型筋ジストロフィー

など他の型の筋ジストロフィーにも時々合併す
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る。一般に自然気胸はblebsの穿孔が原因で若

年者に多いことが知られている。FSHを含め

他の筋ジストロフィーは小児期発症が多く，

徐々に骨格筋症状が増悪し胸郭が変形し，自然

気胸の好発年齢に至る。特に自然気胸の既往の

ある2例で胸椎の生理的後撃の減少と胸郭の偏

平化を皇したことがblebs発生を即した可能性

もある。

12例中6例に軟便，下痢，腹痛などの下部消

化管症状がみられ，腸鳴動の克進が疑われる。

Duchenne型筋ジストロフィーや他の型の筋ジ

ストロフィーではADLの低下につれ便秘傾向

になるのと対照的である。6例とも早期発症例

で体幹および下肢の筋障害のため腰椎前攣が著

明であった。第一にこの変形が腸煽動に影響を

及ぼしていると考えたいが，一次的な腸管の障

害も否定はできない。

－153－

文　　献

1）Small RE：Coats’disease and muscular dyst－

rophy．TransAmAcadOphthalmolOtolaryngo1

72：225，1968

2）Fitzsimons RB，Gurwin EBetal：Retinalvas－

cular abnormalitiesin facioscapulohumeral

muscular dystrophy．Brain110：631，1987

3）CarrollJE，BrookeMH：Infantilefacioscapu10－

humeraldystrophy．InrPeronealAtrophiesand

relateddisorders，ed bySerraticeGand Roux

H，Masson，New York，1976，p．305

4）Voit T，Lamprecht A et al：Hearinglossin

facioscapulohumeraldystrophy．EurJ Pediatr

145：280，1986

5）Korf BR，Bresnan MJ et al：Facioscapulohu－

meral dystrophy presentingininfancy　with

facialdiplegiaandsensorineuraldeafness．Ann

Neurol17：513，1985



筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

筋ジストロフィー患者の循環機能

班　　員　五十嵐　　勝　　朗
国立療養所岩木病院

共同研究者 雄
拝

信出
瀬

小
高

乱
乱

由忠
　
正

沼
藤

窯
　
工

朗
進
　
巳

勝
　
　
義

嵐

竹

元

十五
　
大
秋

国立療養所岩木病院

要　　旨

筋ジストロフィー（筋ジス）患者の最少心拍

数の変化と動脈血酸素飽和度との関係を検討し

た。対象：当院に入院中の17－22歳の男子患者

11名で，全例が車椅子生活である。

方法：1985年から患者の誕生日とその6カ月遅

れの年2回を目安に24時間心電図，パルスオキ

シメータで検査した。結果：mean±SDでは

総心拍数は85年と91年は危険率5％で有意差が

あり，経年的に総心拍数が増加した。分時最大

心拍数は経年的変化はなかった。一万，分時最

少心拍数は85年と91年とでは危険率5％で有意

差があり，分時最少心拍数は経年的に増加して

いた。考察と結論：深夜帯の分時最少心拍数の

年毎の変化では85年と91年との間で危険率5％

で有意差があり，一日の中での分時最少心拍数

と深夜帯の分時最少心拍数とを比較すると深夜

帯の方が1日中の分時最少心拍数より多かっ

た。このことから筋ジス患者の総心拍数の増加

には深夜帯の分時最少心拍数の増加が大いに関

与することが示唆された。

はじめに

筋ジストロフィー（筋ジス）患者の循環機

能，とくに分時最少心拍数の変化について，動

脈血の酸素飽和度との関係の面から検討した。

対　　象

対象は国立療養所岩木病院に入院中の筋ジス

患者11名で，全員が男性で年齢は17－22歳であ

る。全例が車椅子生活で歩行は全く不可能であ

る。

方　　法

方法は1985年から1991年まで患者の誕生日前

後とその6カ月遅れの年2回を目安に，24時間

心電図，それに血液ガス分析やパルスオキシメ

ータによる動脈血の酸素飽和度を随時検査し観

察した。

結　　果

（∋　対象症例のデータ一覧（表1）

11名の患者について85年から3年毎の24時間

心電図からの総心拍数（／日），分時最大心拍

数，分時最少心拍数のまとめである。総心拍数

で一番少ないときでも約11万9千粕と健康人に

比較すると多く，また分時最少心拍数は51が最

少であった。総心拍数の多少と分時最大心拍数

との間には相関はなかった。

（診　平均総心拍数（／日）（図1）

データからmean±SDを調べ検討したもの

である。総心拍数は85年が約13万3千，88年が

13万8千，91年が14万5千柏で，85年と91年と

では危険率　5％で有意に差があった。すなあ
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記録年　譜

阿　部　　85　　132628
88　　　135236　　　147

91　　138644　　　118

2
　
2
　
8

7
　
7
　
7

永　沢　　85　　125765　　135　　　60
88　　125849　　138　　　　51

91　　138908　　129　　　　58

佐　藤　　85　　131257　　143　　　61
88　　　139905　　　154

91　　141683　　　141

山　崎　　85　　120796　　117
88　　　126514　　　120

91　　119157　　　112

山　道　　85　　121396　　127
88　　　125072　　　129

91　　136241　　119

山　内　　85　　125192　　125
88　　　137409　　　132

91　　169541　　131

小　沼　　85　　144622　　133
88　　　156619　　　144

91　　155232　　　136

沼　畑　　85　　128333　　127
88　　　139879　　　124

91　　143695　　　135

石　田　　85　　135952　　134
88　　　136216　　　147

91　　156248　　　140

中　村　　85　　145591　141
88　　　154104　　　137

91　　153789　　　145

片　山　　85　　146013　　140
88　　　148066　　　136

91　　146894　　　134
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図．2

ち経年的に総心拍数が増加していた。

③平均分時最大心拍数（図2）

分時最大心拍数では85年が133，88年が136，

91年が130柏で，ほとんど経年的変化はなかっ

た。

④　平均分時最少心拍数（図3）

分時最少心拍数では85年が68，88年が69，91

年が74柏と総心拍数と同様に85年と91年とでは

危険率　5％で有意に差があった。すなわち分

時最少心拍数は経年的に増加していた。

⑤　深夜帯の平均分時最少心拍数（図4）
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3時から5時までのいわゆる深夜帯の分時最

少心拍数の年毎の変化である。85年が71，88年

が70，91年が79であり，85年と91年との問で危

険率5％で有意に差があった。すなわち経年

的に増加していた。

考　　察

対象となった筋ジス患者の日常生活は車椅子

生活であり，午前中に機能訓練を行っている。

ADLはそれでも年々低下の一途をたどってい

る。このような環境下での分時最大心拍数を増

図　4

88　　　　　　　　　91

加させる因子としては肉体的なものより，むし

ろ精神的興奮などを考えた方が妥当である。し

かし分時最大心拍数の増加がないことから精神

的興奮も考えにくい。

一方，筋ジス患者では経年的に総心拍数が増

加することを私たちは報告してきた。その原因

として潜在性心不全の進行によるものであろう

と推察してきた。この総心拍数の増加には，こ

れまでは分時最大心拍数の増加の関与を考えて

きた。しかし今回のデータから，経年的に総心

拍数の増加はあるが，分時最大心拍数の増加が
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ないため，両者間には相関がないことがわかっ

た。それでは総心拍数の増加にはどの因子が関

与するのであろうか。そこで私たちは分時最少

心拍数に着目した。その理由として分時最少心

拍数の増加には動脈血の酸素飽和度の低下が関

d■　bE．　†馴帥l　－

l　■　　　　　　　　　　】■

：
七
、
．
…
．
；
三
～
…
・
…
三
÷
…
・
・
…
：
√
j
了
　
ミ
√
●
・

Ml n llk（／milり

与することを推察したためである。

私たちは臨床的に重症化した筋ジス患者は夜

間に体位交換が一人でできないために呼吸によ

るガス交換が不十分になり，それらのことが低

酸素状態を引き起こし，さらに循環機能に変化

をもたらすという仮説を立ててきた。

筋ジス患者で実際に夜の9時から翌朝6時ま

で動脈の酸素飽和度をパルスオキシメータを用

い，連続モニターしたデータの一例が図5であ

る。深夜の3時から5時がどの症例でも動脈血

の酸素飽和度が下がっていた。

図6は1日の中での分時最少心拍数と深夜3

時から5時までの間の分時最少心拍数とを比較

したものである。両者は全く同じ傾向であっ

た。しかも深夜帯の方が，1日中の分時最少心

拍数より多いということがわかった。このこと

から総心拍数の増加には深夜帯の分時最少心拍

数が大いに関与することが示唆された。

この考えから炉推すると，分時最大心拍数が

ほとんど変化しない筋ジス患者の総心拍数を増

加させないためには，深夜帯の分時最少心拍数

の増加を抑えればよいことになる。そのために

は夜間の動脈血の酸素飽和度が下がらないよう

に対応することである。大竹らは夜間にNIP－

PV（nasalintermittentpositivepressureven－

tilation）を施行しているのは，理にかなってい

る方法である。潜在性心不全の一つの指標とし

て，総心拍数の増加が用いられつつあるが，

85　　　　　　　　　　88　　　　　　　　　　91

図　6
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NIPPV施行患者ではこれ以上の分時最少心拍

数の増大がなく，そのうえ総心拍数の増加もな

ければ臨床的にはどうなのか，更に他のパラメ

ータを用い確認したい。

結　　論

1．筋ジス患者11名を24時間心電図で心拍数の

変化を記録した。

2．1日の総心拍数，分時最少心拍数は経年的

に増加した。

3．深夜3－5時に動脈血酸素飽和度が低下し

た。

ー158－

4．分時最少心拍数は日中より深夜帯の方がよ

り多いことがわかった。

5・総心拍数の増加は分時最少心拍数の増加に

左右されることが示唆された。

文　　献

1）五十嵐勝朗他‥心疾患患児の入院療養中の心拍数

の変化　小児科診療　54p．19631991

2）大竹進他：投稿中

3）五十嵐膠朗‥心拍数からみた筋ジストロフィー患
者の心機能
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心不全合併筋ジストロフィー患者における

心房性ナトリウム利尿ペプチドの変動について

班　　員　姜　　　　　　　　進

国立療養所刀根山病院神経内科

共同研究若　宮　井　一　郎，野　崎　国　子，松　村　　　剛

国立療養所刀板山病院神経内科

要・　旨

心不全合併　Duchenne　型筋ジストロフィー

およびBecker型筋ジストロフィーにおいて心

房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）の血栗濃

度を経時的に測定し，治療効果や予後の判定に

対する有用性を検討した。ジギクリスやカテコ

ーラミソの投与例では，臨床症状の軽減や心拡

大の改善とともにANPが低下し，ANPが

筋ジストロフィーの心不全治療の有用な指標で

あることが示唆された。また，心不全治療後も

ANPが200pg／ml以上を示した症例の生命予

後は不良であった。

日　　的

最近，心房筋細胞から分泌されるホルモンで

ある心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）の

血粟濃度が心不全において高値を示し，治療に

より低下すること，ANP　レベルと肺動脈楔入

圧，左宅拡張末期圧，右房圧が正の相関を示す

こと，ANP　レベルと左室駆出率が負の相関を

示すことが明らかになった1）2）3）。

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）におい

てもANPの血莱濃度が進行例はど高値である

こと，ANP値と心胸郭比（以下CTR）が正の

相関を示すこと，心筋細胞変性にもかかわらず

ANP分泌能が温存されることが示されてい

る4）5）。そこで本研究では心不全合併DMDな

らびにBecker型筋ジストロフィー（BMD）に

おいて血祭α－ANP値を経時的に測定し治療効

果や予後の判定に有用かどうかを検討した。

対象と方法

対象は臨床症状，胸部レ線，心電図，心エコ

ー所見より心不全と診断した　DMD　9例（年

齢13－25才，平均18．6才，気管切開2例），BMD

3例（年齢32－67才，平均46．0才）である。これ

らの症例で血兼　α一ANP　を経時的に測定し，

臨床症状，胸部レ線，心エコー所見，ジギクリ

ス濃度などの変動と比較解析した。α－ANPは

二抗体法で測定した6）。

結　　果

心不全合併DMDではいずれも血奨α－ANP

値の上昇を認めた（表1）。すなわちANPは平

均365．8pg／mlで，age－matChした心不全非合

併DMD48例の平均39．3pg／mlに比し，有

意に高値を示した（表2，p＜0．01，Wilcoxon

test）。心不全合併BMDでも同様に平均369．9

pg／mJと高値であった（表3）。次に心不全治

療によるANPの変動を検討した。ジギクリス

を投与したDMD5例，BMD　2例，ならびに

カテコーラミンを投与したDMD　3例，BMD

l例では治療後，有意にANPが低下した（図

1，p＜0．05，Wilcoxon test）。

DMD　4例は経過観察中，4ないし5カ月で
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蓑1心不全合併筋ジストロフィーにおける血奨α一ANP値

症例　病型　諜　病期　霧　笛芋警貯（孟芯）予後
l DMD　　　13

2　　　　DMD　　　14

3　　　DMD　　　16

4　　　DMD　　　17

5　　　　DMD　　　19

6　　　　DMD　　　19

7　　　　DMD　　　　22

8　　　　DMD　　　　22

9　　　　DMD　　　　25

10　　　　BMD　　　　32

11　　　BMD　　　　39

12　　　　BMD　　　　67

7
　
7
　
7
　
7
　
7
　
8
　
8
　
8
　
8
・
4
　
4
　
6

61　18　　435．9　死亡（4カ月）

68　　　20　　730．3　死亡（4カ月）

65　　　20　　291．3　死亡（5カ月）

64　　　29　　288．7

55　　　20　　376．4

58　　　25　　　693．9

十　　　65　　　26　　　78．3

65　　　25　　294．2　死亡（5カ月）

十　　　62　　　28　　103．4

55　　　35　　　70．1

65　　　25　　544．0

65　　24　　49も．8

表2　DMDにおける血祭α－ANP値

心不全合併　　心不全非合併
（n＝8）　　　（n＝48）

ANP（pg／ml）　365．8±227．3＊　　39．3±13．0

年齢（才）　　18．6±4．02　　0．5±4．8

＊p＜0．01（Wilcoxon test）

表3　BMDにおける血麓α－ANP値

心不全合併　　心不全非合併
（n＝3）　　　（n＝2）

ANP（pg／ml）　　　369．9　　　　　45．6

年齢（才）　　　　　49．6　　　　　40．0

心不全により死亡した。そこで死亡例と生存例

の心不全治療経過中のANPの最低値と最高値

を比較すると，いずれも有意に死亡例の方が高

値を示した（図2，Wilcoxontest）。特に治療に

もかかわらずANPが200pg／ml以上を示した

の予後は不良であった。

以下，主な症例の経過を示す。

症例2は14才DMD（図3）で1991年2月

頃より呼吸困難が増強し1991年3月，当院に入

院。CTR　は66％，心エコー上，左室駆出率

（EF）は20％であった。ジギクリス投与後，

自覚症状は軽減し，ANP　も低下したが，ジギ

クリス増量（メチルジゴキシソ0．05mgから

〓
∈
＼
冨
）
d
Z
＜
・
も
整
召

（ジギクリス投与）（カテコーラミン投与）

●DMD oBMD

図1心不全治療による血簗α－ANP値の変動

0・1mg）後，心窟部不快，悪心嘔吐などの消化

器症状が出現したため，再び減量したところ同

症状は消失した。ジギクリスの血中濃度は増量

前0・86ng／ml，増量後1．18ng／ml，減量後

0・88ng／mJと有効濃度域内の変動であったが，

症状の消長からジギタリス中毒と考えられた。

それに一致してANPは上昇しており，治療域

の狭いDMDのジギクリス投与量の決定にも
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図2　心不全治療中の血祭α－ANP値

（
一
∈
＼
ど
）
世
翳
せ
召
ペ
コ
や
サ
n
I
・
X

－
・
－
・
1
－
・
－
・
・
窄
LO

1号91・4　　5　　6　　7　－8（月）

1990・1112199日2　3　4　5　6　7　8　9（月）

図4　症例6（19才DMD）の臨床経過
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ANPは有用と思われた。6月下旬より全身倦

怠感や呼吸困難が増強しカテコーラミソ投与に

より一旦ANPは低下したが，その後次第に上

昇し7月下旬に死亡した。CTRはANPと並

行して変動する傾向を示したがEFは変化しな

かった。

症例6は19才DMD（図4）で1991年2月に

体動時の呼吸困難が出現，胸部レ線上CTRは

58％と心拡大を認め，ANPも693．9pg／ml

と高値。EFは28％。ジギクリス投与開始した

ところ自覚症状が軽減し，CTRは56％，ANP
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も59．3pg／mJと低下し治療が奏功した。ただ

し，EFは治療後も変化しなかった。

症例11は39才BMD（図5）でEFは25％。

EFやCTRは大きく変動しなかったため，退

院後ANPの変動を見ながら徐々に安静を解

除したところ，最終的に職場復帰が可能になっ

た。本例を除く全例でANP　と　CTRは並行

して変動する傾向にあったが，CTR　が変動し

ないような症例でもANPが治療効果や安静度

決定の指標になりうることが示唆された。

症例12は67才BMD（図6）で心不全のため

1990．1112199I．12

†

入
院

7
－
隠
場
檀
帰

653
－
退
院

図5　症例11（39才BMD）の臨床経過

9　‾10（月）

l ACE阻青桐　l

ジギクリス・利尿剤

1991．5　　6　　　　7　　　8　　　9

†　　　　　　　†　†

入　　　　　　　　退　　入
院　　　　　　　院　　院

図6　症例12（67才BMD）の臨床経過
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入退院を繰り返している。EFは24％。CTR

とANPが並行して変動したがEFは経過中，

変化しなかった。木例ではアンギオテンシン変

換酵素阻害剤（ェラナプリル1．25mg／日）投

与後，自覚症状の軽減ならびにANPの下降が

みられた。

考　　察

筋ジストロフィー，特に　DMD　では，胸部

レ線や心エコー上，心拡大や心機能低下が検出

されるにも関わらず，臨床症状が明らかにな

るのは，心不全が進行してからであることが多

い。これは運動機能の低下によるところが大き

いと考えられるが，的確な心不全治療のために

は早期に心不全を検出できる鋭敏な指標が必要

である。ANPは心臓から分泌される降圧利尿

ホルモンで，心不全でその血中濃度が上昇し，

治療により低下することが知られている1）2）3）。

筋ジストロフィーにおいても心筋細胞変性にも

かかわらずANP分泌が免疫組織学的に証明さ

れることから，心不全の指標となりうる5）。

木研究では心不全合併筋ジストロフィー患者

において，ANPを経時的に測定した結果，

ANP　は治療に反応して変動し，治療効果の評

価のみならず，安静度の決定やジギクリス中毒

の判定にも有用であることが示唆された。生命

予後との関連においては死亡例と非死亡例では

ANP伯に有意な差を認め，とくに経過中に

200pg／mJに低下しない症例は5カ月以内に死

亡した。いずれの症例でも死亡前にANPは著

増したことから，臨床的にも筋ジストロフィー

では心不全末期までANP分泌能が保たれてい

ると考えられる。また，筋ジストロフィー以外

の心不全においては，ANP　と　EFが負の相関

を示す傾向がみられる1）2）3）が，筋ジストロフィ

ーに対する今回の検討では，治療により臨床症

状の改善やANPの低下がみられたにもかかわ

らずEFはほとんど変化しなかった。その理由

として心筋変性の進行した重症心不全例が多か

ったことも考えられるが，逆にそのような症例

においても　ANPは鋭敏に心不全の病態を反

映することが示唆された。今後，様々な心不全

治療薬の効果をみる上でもANPは有用であろ

う。

文　　献

l）BurnettJC，Kao PC et al：Atrialnatriuretic

peptideelcvationincongestiveheartfailurein

the human．Science231，1145，1986

2）HaraIi，Ogihara M et al：Changesin the

levelsofplasmaatrialnatriureticpeptide，hemo－

dynamicmeasurements，andthelevelsof vaso－

active hormones during the clinicalcourseof

con gestive heart failure．Clin Cardiolll：

743，1988

3）Ando K，Hirata Y etal：Circulating forms of

humanatrialnatriureticpeptideinpatientswith

congestive heart failure．J Clin EndocrinoI

Metab　70：1603，1990

4）YanagisawaA，YokotaN．et al：Plasmalevels
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要　　旨

針型レーザードップラー血流量計を用いて，

ヒト骨格筋の血流量（MBF）を筋支配の交感神

経活動（MSNA）とともに測定した。MBFは

動脈血圧（ABP）と相同的な脈波を望し，

MSNAの発射後，ABPが上昇し，それとと

もにMBFの増加が観察されたが，その直後

MBFは僅かに低下した。ABPとMBFは，相

同性変化を示す時と，相反性変化を示す時があ

った。被験者にValsalva法，静的掌握試験（最

大収縮時の30％2分，10％5分），寒冷昇圧負

荷（4℃の氷水に2分），head－up tilting（静

的・受動的・段階的なhead－up tilting）を負

荷し，′MSNA，MBF，港流量，濯流抵抗を経時

的に測定したところ，MSNAの賦活化があまり

強くなく，血圧上昇にMSNAの寄与があまり

高くない状態では，MBFはABPと相同的に

変化し，逆に　MSNA　の賦活化が強い状態で

は，MBFはABPと相反的に変化した。MBF，

ABP，MSNAの連続測定は筋における血行動

態解明の有力な手段となると考えられた。

日　　的

筋労作能力の減退は，筋ジストロフィー症の

特徴であるが，この原因の1つに筋血流量の減

少の関与が考えられる。昨年度にわれわれは筋

血流量をレーザードップラー血流計を利用して

連続的に測定し　その有用性について報告し

た1）。本年度は，同様の方法を用いて筋血流量

を測定するとともに筋血管支配の交感神経活動

（筋交感神経活動）と血圧波を連続的に測定し，

三者の関係を解析した。

対象と方法

22歳の健康男子1名を対象とした。被験者を

tilting bed上に仰臥位にさせ，膝窟部におい

て脛骨神経から下腿三頭筋支配の交感神経活動

（筋交感神経活動）を微小神経電図法により導

出・記録した。筋血流量測定のためには直径

0．5mm，長さ10cmの針型プローブを装備した

レーザードップラー血流量計（ALF－21，アド

バンス社製）を用いた。測定部位の皮膚を0．5

％リドカイン皮内注により局所麻酔した後，測

定用の針型プローブを皮下2～4cmの深さに

刺入した。同時に容積補償法による連続指血圧

測定器（フィナプレス2300，Ohmeda社製）に

より指動脈圧を連続測定した。さらにインピー

ダンス法による心拍出量の測定も併せ行った。

被験者に対し，以下の交感神経賦活試験を負荷

した（図1）。

（1）Valsalva法

被験者に十分な吸気の後に声門を閉じさせ，

胸腔内圧を40mmHgに上昇させた。20秒間の

息こらえを行わせて，血圧を低下させた際の，

筋交感神経活動，血圧，筋血流量の変化を解析
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図1　実験のブロックダイヤグラムならびにプロトコール

被験者をティルトベッド上に仰臥位にさせ，微小神経電図法により膝
寓郡から肪交感神経活動を，レーザードップラー血流量計により下腿三

頭筋の筋血流量を，容椚補供法による経皮的連続動脈圧測定器（フィナ
プレス）により動脈圧を測定した。

した。

（2）静的掌握試験

仰臥位のままで，ストレインゲージ式の握力

計を掌握させ，最大随意収縮力を測定した。被

験者にオシロスコープで自分自身の掌握力をモ

ニターさせながら，安静2分間の後に最大随意

収縮力の30％の力で2分間掌握させ，さらに

2分間の回復をとらせた。次に2分間の安静の

後，最大随意収縮力の10％の力で5分間掌握

させ，2分間の回復をとらせた。これら2回の

静的掌握試験のそれぞれにおいて，筋交感神経

活動，血圧，筋血流量の変化を解析した。

（3）寒冷昇圧試験

仰臥位のままで，2分間の安静の後に，4℃

の氷水に手関節まで2分間浸し，さらに2分間

の回復をとらせた。初回の精神的な負荷を除去

するため，同様の試験を4回繰り返し，2回日

から4回目までの試行時の筋交感神経活動，血

圧，筋血流量を解析した。

（4）Head－up tilting

被験者を仰臥位で3分間安静に保った後，テ

ィルトベッドで段階的に100，200，300，400，600，

900（立位）とティルトアップした。各角度には

3分間停留し，安定化を待って計測を行った。

それぞれの角度における筋交感神経活動，血

圧，筋血流量の変化を解析した。指血圧測定位

置は，左心室の高さに保ち，静水圧の影響がな

いようにした。

（5）解析方法

それぞれの交感神経賦活試験における筋交感

神経活動，筋血流量，動脈血圧の三者の関係を

解析した。筋交感神経活動は，burst rate（1

分間のバースト数）として定量的に評価した。

血圧を組織血流量で除した商を濯流抵抗とし

て，筋交感神経活動との関係を解析した。

結　　果

（l）安静時における筋交感神経活動と血圧，筋

血流量の関係

筋血流量は動脈血圧と相同的な脈波を望した

（図2）。筋交感神経活動の発射後（図2椚分筋

交感神経活動の△），血圧の上界がおこり（図2

動脈圧の△），それとともに筋血流量の上昇が観

察された（図2下腿筋血流量の△）が，その直

後に筋血流品は僅かに低下した（図2下腿血流

量の▲）。

このような動脈血圧と筋血流量が，相同性変

化を示したり（図3左），逆に相反性変化を示し

－165－



たりすることが（図3右），しばしは観察され

た。

ECG

MSNANeurogram

rntegratedMSNA

安静時における筋交感神経活動のburstrate

の1分毎の平均は，25．4±4．5bursts／min，指
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図2　上から安静時における心電図，筋交感神経活動のニューログラム，その全波整流積
分波形，動脈圧波形，レーザードップラー血流量計による下腿三頭筋血流量を示す。
詳細に関しては，本文参照。

lnst．HR　′J仙
MSNA

Neurogram

lntegrated

MSNA ⊥山
二三㌦
CaけMuscle

B100dF10W

（LDF）

軋
＝
「

五山

Paraller

Jlでし「－一一㌧＼㌧恥＼「－．、＿J、

」山。。山虹
■

■

．

．

■

」

■

＼

－

－

－

－

■

」

■

■

．

．

1

1

－

■

・

1

エ　　　　　　　　　ー11

－

－

－

．

－

■

■

－

■

■

■

一

一

一

－

1

、

1
1

ReciprOCar mLhlWlOOg
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流積分波形，動脈圧波形，下腿三頭筋血流量を示す。左のように血圧と筋血流量が
相同的に変化するときと，右のように相反的に変化するときがある。
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動脈血圧は，101．8±7．3mmHg，下腿筋血流量

は，23．4±8．7ml／（min・100g組織），また港

流抵抗は4．35±0．84mmIig・min・100g組織

／mJであった。

（2）Valsalva法施行時の筋交感神経活動と血

圧，筋血流量の関係

Valsalva法施行時における，第Ⅰ相の血圧上

昇時においては，筋交感神経活動は抑制され，

筋血流量は血圧と相同的に増加した。第Ⅱ相の

血圧下降時においては，筋交感神経活動は賦活

化され，筋血流量は血圧と相同的に低下した。

第m相では，負荷開放直後の血圧低下に筋交感

神経活動が反応し，やや筋血流量の低下をみた

が，第Ⅳ相でのオーバーシュート時には，血圧

の上昇，筋交感神経活動の抑制とともに筋血流

量の増加が観察された。

図4左では，十分な息こらえがなされてお

り，典型的な反応（筋血流量は少々のアーティ

ファクトを含む）であるが，図4右は反応が不

十分であった。

（3）静的掌握試験に対する筋交感神経活動，血

圧，筋血流量との関係
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最大随意収縮力の30％で2分間掌握した場

合，筋交感神経活動はコントロール値の28．1±

5．1bursts／minから38bursts／min（1分目）

と55bursts／min（2分目）に増加し，その結果，

血圧はコントロール伯の100．8±4．4mmHgか

ら1分目に108mmHg，2分目には142mmHg

まで上昇した。筋血流量は血圧と相反的にコ

ントロール値の15．6±5．3mg／（min・100g組

織）から1，2分目とも11．6ml／（min・100g

組織）に低下した。漂流抵抗は，コン1トロール

値の6．4±0．8から1分日には9．3，2分目には

12．3に増加した（図5）。

最大随意収縮力の10％で5分間掌握した場

合，筋交感神経活動はコントロール値の29．4±

3．4　bursts／min　から次第に増加し（1分毎に

31→33→32→44→42bursts／min），血圧もコン

トロール値の107．1±4．7mmHgから徐々に増

加した（115→116→118→134→141mmHg）。

筋血流量は血圧と相同的にコントロール値の

12．9±5．3から徐々に増加したが（34．6→34．8

→36．8→43．2→46．4ml／（min・100g組織））最

後にやや低下した（図6）。涯流抵抗はコント
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脈圧波形，筋交感神経活動の全波整流積分波形，瞬時心拍数．収縮筋力を示す。筋
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波形・筋交感神経活動の全披整流積分波形，瞬時心拍数，収縮助力を示す。掌撞時
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図7　上から寒冷昇圧試験負荷時の下腿三頭筋血流量，動脈圧波形，筋交感神経活動の

全波整流積分波形，瞬時心拍数を示す。前半1分間では，筋血流量は血圧と相同的
に変化し，両者ともに徐々に増加した。最初の1回を除き，2回目から4回日まで
の寒冷昇圧試験により，筋交感神経活動，血圧，血流量には増加がみられた。その

結果，礁流抵抗は変化しなかった。ところが，後半1分間においてほ血圧と筋血流

量は相反性変化を呈し，血圧は上昇したが，血流量は低下し，その結果，濯流抵抗
は増加した。

ロール値の8．3±0．9から徐々に減少した（4．6

→4．7→4．5→4．4→4．3）。

（4）寒冷昇圧試験時の筋交感神経活動，血圧，

筋血流量の関係

冷水に手根部まで2分間浸したところ，前半

の1分間では，筋血流量は血圧と相同的に変化

し，両者ともに徐々に増加した。最初の1回を

除き，2回目から4回目までの寒冷昇圧試験に

おいて，平均して筋交感神経活動はコントロー

ル値の22．6±4．6bursts／minから46．7±3．7

bursts／minに増加し，血圧はコントロール値

の103・7±6．4mmHgから125．8±4．7mmHg

に，同様に筋血流量もコントロール値の20．6

±3．6m〃（min・100g組織）から29．4±4．2

m〃（min・100g組織）に増加した。その結果，

濯流抵抗はコントロール値の5．0±1．8に比し

て4．35±0．43と変化がみられなかった。

ところが，後半1分間においては血圧と筋血

流量は相反性変化を望した。血圧は144．9±8．2

mmHg　に上昇し，筋血流量は　28．5±5．01nJ／

（min・100g組織）に低下した。涯流抵抗は後

半1分間は5．19±0．60で筋交感神経活動の統括

化（50．7±8．5bursts／min）に応じた増加を示

した（図7）。

（5）Head－up tilting　に伴う筋交感神経活動，

血圧，筋血流量の変化

筋交感神経活動は，体位傾斜角度の正弦値と

線型関数をなして増加した。血圧にはどの角度

においても有意な差は認められなかった。筋血

流量は，体位傾斜角度の増加とともに，600を除

き減少した（100：23．2，200：17．6，300：11．8，

400：7．3，600：15．0，900：2．9ml／（min・100g

組織），図8）。港流抵抗も600以外では体位傾

斜の増加に伴い増加した。

（6）筋交感神経活動と，各種交感神経賦活化状

態下における潅流抵抗との関係

上記の各種交感神経賦括化状態下における筋

交感神経活動と檻流抵抗との間の相関を解析し
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図9　筋交感神経活動と濯流抵抗との関係を示す。両者間には有意な正の相関が成立した。

てみたところ，筋交感神経活動の1分間のバー

スト数とその1分内における血圧を筋血流量で

除した値，すなわち湛流抵抗値との間には，有

意な正の相関が成立した（図9）。

考　　察

Valsalva法負荷時と寒冷昇圧試験時の筋

交感神経活動，血圧，筋血流量は増加し，既

報2‾3）と同様の結果を示した。静的掌握試験を

負荷した際には，最大随意収縮力の30％での

掌捉時には，筋交感神経活動が2倍以上に増加

し，血圧が上昇したが，筋血流量は血圧とは相

反的に低下した。ところが，最大随意収縮の10

％の力での掌握時には，筋交感神経活動の増加
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は最大でも1．8倍であり，筋血流量も最後の1分

間を除き血圧とほとんど相同的に増加を示し

た。

さらにhead－up tilting時には，血圧の変化

はほとんど観察されなかったが，筋血流量は筋

交感神経活動と負の相関を示し，筋交感神経活

動の増加に応じて減少した。

一般に筋血流量は，澤流圧と港流抵抗により

規定されるが，後者は筋交感神経活動の支配下

にある。前者は全身血圧と比例すると考えられ

るが，それを規定する心拍出違と総末梢血管抵

抗のうち，後者は筋交感神経活動の支配下にあ

るので，後者は筋交感神経活動は筋血流量に対

し，あるときは相同的に，あるときは相反的に

働く（図10）。

今回の結果を考えると，筋交感神経活動の賦

活化があまり強くない状態，たとえは，寒冷昇

圧試験の前半1分，最大随意収縮の10％の掌

握試験時など血圧上昇に筋交感神経活動の寄与

があまり高くない状態では，筋血流は血圧と相

同的に変化すると考えられる。逆に筋交感神経

活動の賦活化が強い状態，たとえは寒冷昇圧試

験の後半1分，最大随意収縮の30％の掌握時，

head－uptilting時には，筋血流は血圧と相反

的に変化すると思われる。

血圧調節に関与するβ－アドレナリン系とα－

アドレナリン系のうち，前者は主に心拍数の増

加に，後者は主に末梢血管抵抗の上昇に関係し
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図10　肪血流制御の模式図

ている。松川ら4）は，暗算のような心理的スト

レス負荷により心拍数の増加が，寒冷昇圧試験

のような物理的ストレス負荷では末梢血管抵抗

を高める筋交感神経活動の賦活化がおきると報

告している。これまでに行った2分間の寒冷昇

圧試験でも，前半1分の冷水による冷覚刺激は

むしろ心拍数を増加させ，後半1分の冷痛覚に

よる痛み刺激が筋交感神経活動を増加させるこ

とを示しており5），本研究において寒冷昇圧試

験の負荷が，前半においては血圧と筋血流量の

相同的な変化を後半においては相反的な変化を

惹起していることと合致している。

Head－up tiltingによる変化としては，筋交

感神経活動の増加は既報6）のとおりであるが，

体位傾斜角度600　までは　α－アドレナリン系優

位に血圧制御が働く7）ため，筋交感神経活動と

筋血流量が相反性変化を示したものと考えられ

る。

結　　論

筋血流量は，血圧に対し相同的に変化すると

きと相反的に変化するときがあるが，血圧が心

拍数に依存している際には相同的に，末梢血管

抵抗に依存している時には相反的に変化すると

考えられた。筋血流量は血圧，筋交感神経活動

とともに連続的に測定することにより，筋の血

行動態はより明らかになることが判明した。同

様の方法により筋ジストロフィー症例における

筋の血行動態の解明を行う予定である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告告

定量的筋電図法の研究、（第三報）

distalmyopathyにおけるmyopathyindex

班　　員　質　　瀬　　和　　彦

東京都立神経病院神経内科

共同研究者　大　竹　敏　之，小　森　哲　夫，田　速　　　等

東京都立神経病院神経内科

要　　旨

定量的筋電図法的に，最大随意収縮時筋電図

の筋原性変化の特徴を表わすmyopathyindex

（MI）（12項目，10点満点）を今年度は，いわゆ

る　distalmyopathy（DM）に応用し，昨年度

報告の　Duchenne型筋ジストロフィ（DMD）

の成績とも対比し，障害分布の差について検討

した。対象は，下肢から発病し，遠位筋優位障

害分布を示すrimmed vacuole型DM　5例の

上腕二頭筋（B筋）と第1背側骨間筋（Ⅰ筋）

から記録した，それぞれ17，20の筋電図であ

る。MI（平均値）は，B筋1．3，Ⅰ筋4．7で，遠

位優位障害に合致し，DM　においても，DMD

と同様，MI値は障害度を反映した。項目別異

常出現率は，MI値に符合し，一秒間の棟数

（NS）とその平均振幅の項目を除き，各項目で

I筋の方が高率で，DMDで認めたと同様，DM

でもⅠ筋における筋原性変化の現われ方は，B

筋と異なり，NS増加の過程が目立たなかった。

目　　的

最大随意収縮時筋電図波形の筋原性変化の特

徴を定量的に表わす，定量的筋電図法的myop－

athyindex（MI）の臨床的意義について検討

を進めてきている1）2）。

昨年度Duchenne型筋ジストロフィ（DMD）

の上腕二頭筋（B筋）と第1背側骨間筋（Ⅰ

筋）でのMIの筋肉差を比較し，1筋のMI

はB筋のMI　より低値で，この差は障害度の

違いを反映し，また，Ⅰ筋では一秒間の麻数の

変化が，現われにくい傾向のあることを指摘し

た2）。

今年度は，distalmyopathy（DM）でのB筋

と1筋でのMIを比較検討し，昨年度のDMD

における成績とも対比した。

対象と方法

対象は，表1に示すように，男4，女1の5

症例で，年齢は25歳から42歳，初発症状は歩行

障害ないし下肢脱力など下肢から発症し，下肢

でより著しい遠位筋優位障害分布を示し，筋生

検を施行した3例中2例で，rimmed vacuole

（RV）を伴うミオパチーの組織所見を，1例で

far advanced　のミオパチー所見を認め，臨床

的に均一な一群を形成すると推測される　RV

型DM　の症例である。

なお，比較対照の　DMD　のB筋とⅠ筋の成

絹は，昨年度報告したものを用いた。

分析方法は，これまでの報告1）と同じであ

る。略述すると，1秒間の最大随意収縮時筋電

図波形を250′‘Vの時間間隔でAD変換し，

noiselevellOOFEVまたは50fJⅤ以上の修正

波形から，1秒間の林（spike）数（NS）と，

その振幅（A）と持続（D）のヒストグラムお

よびA・D相関表（A：区間，100／fV，級1～
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表1対　　象

DM：distalmyopathy

DMRV：distal myopathywith rimmedvacu。le
’：muSde biopsy施行例

蓑2　Myopathylndex（MI）
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（mean±3SDs）　　　　　10

Normal‥6cases・36EMGs・B‥Bicepsbrachii，Ⅰ‥Interosseusdorsalisl，

■‥mOre than Mean＋3SDs・H：lessthan Mean－3SDs，

Class：Classintervaloffrequencydistribution，A：Amplitude，D：Duration

40：D：区間lms，級1～40）を作成し，さら

にnoiselevelを100〃Vから50〃Vに下げ

た際のNS増加分（increseofNS，lNS）を算

出し，表2に示すように，Mlを求めるもので

ある。平均値±3SDで設定した正常の限界は，

B筋とⅠ筋で差があり，NSはⅠ筋で大きく，

平均振幅（MA）もⅠ筋で高い値を示してい

る。

結　　果

1．distal myopathy（DM）の成抗

DMの成績は，表3に示すように，MI値は

B筋1．3，1筋4．7で，MMT，B筋4．6，1・筋

3．6に照しても明らかなように，障害度を反映し

て，1筋で高値を示している。項目別異常出現

率に関しても表4，図1のようにNS，MAを

除き，各項目で1筋の方が高率になっている。

そして筋肉差の特徴としては，NS　とINSに

アクセントのある筋肉差がみられ，さらにIi筋
では，低振幅，短持続のスパイクに関連する項

目の異常出現率が高い傾向も指摘される。

2．DMD　との比較

昨年度報告の　DMD　のデータとの比較は，

表4のようである。Ⅰ筋のMIは，DMD3．8
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蓑3　MI主要項目とMMT（B筋とⅠ筋の比較）

MI項目　　　　　　Normal DMD DistalM

NS　　　1　　　　242±53

B　　　　　223±28

MA（／‘Ⅴ）1　　　720±330
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B：biceps brachii，Ⅰ：interosseus dorsalisl

蓑4　MI scoreと項目別異常出現率
（B筋とⅠ筋の比較）
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で，DM　4．7より若干低値であるが，異常出現

率には煩似したパターンがみられ，筋電図的に

盲と椚似の病態にあると考えられる。B筋では，

朗らかに両者間に差があり，DMDはMI6．8で，

bM1．3より，はるかに高値で，低振幅，短持

続の成分が支配的な典型的筋原性パターンがみ

られる。DMでは，NSが増加し，それが100

〃Vから50′‘Vの成分であるINSの増加と関

連していることが示唆され，それ以外の要素の

変化はほとんどないとみることができ，これま

でに報告した1）ミオパチーの初期像に相当する

とみなしうる。

考　　察

昨年度の近位筋優位障害の各種ミオパチ一に

おけるMIに関する検討は，臨床像に符合し，

B筋高値，Ⅰ筋低値を示した。また　DMD　で

はⅠ筋にも障害がかなり及んでいることが示さ

れた。そしてB筋とⅠ筋での運動単位（motor

unit，MU）の差が，筋原性変化の出現の難易を

左右する可能性が考えられるとともに，表現型

としての症状の現われ方に差を生じる可能性も

推察された。

今回の　RV型DMに関する成紬も（∋MI

高伯（B筋1．3，Ⅰ筋4．7）は，障害度を反映す

る，②Ⅰ筋における筋原性変化の現われ方は，

B筋と異なり，NS増加の過程が目立たない，

ことが認められた。

この筋肉差は，DMでも，両筋でのMUの

差から説明可能と思われる。運動弾位電位

（motor unit potentialMUP）は，I筋の方が
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－・DistalM．LI

・一・・・DistalM．rB

図1Distalmyopathyにおける各MI項目の異常出現率の筋肉差
Ⅰ‥第1背側骨間筋，B：上腕二頭筋

短持続，高振幅，単純波形の傾向があり，これ

から推測されるMUの構造は，I筋ではMU

territoryが狭く，筋線維密度が高いとみなされ

る3）。この違いがランダムに筋線経が脱落する

というミオパチー性変化4）は同一で，違いは単

に，MUの構造の差に由来するとすれば，近位

または遠位筋優位障害性を決める要因は，別に

あると推定される。

従来，RV型DMの筋電図変化に関しては，

持続時間が短く，多相性，低電位の筋原性パタ

ーンが必ず得られるが，一部には持続時間の長

い，高振幅の　MUP　などの神経原性変化も混

在することが多いとの記載がある5）。今回の定

量的筋電図所見での，典型的ミオパチー所見と

のずれについては，さらに文献上の混在性変化

に関するデータを詳細に分析し，その本態を

MUの点から究明する必要があると考えてい

る。
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筋ジストロフィ，におけるjitter現象の異常

筋緊張性ジストロフィーと他の型の筋ジストロフィーの比較

班　　員　大　　城　　盛　　夫

国立療養所沖縄病院

共同研究者　竹　永　　　智1），迫　田　俊　一1）

吉　嶺　厚　生1），有　村　公　良2）

1）国立療養所沖縄病院神経内科　2）鹿児島大学医学部第3内科

要　　旨

筋緊張性ジストロフィー5例（MYD群），そ

の他の筋ジストロフィー7例（PMD群），神経

原性筋萎縮症2例（NA群）において一側総指

伸筋で通常の　SFEMGでの筋線維密度と，

jitter現象のMCD（VLMCD）の測定，およ

び微小電気刺激下　SFEMG　での　MCD（A－

MCD）の測定をおこなった。筋線維密度，Ⅴ－

MCD，A－MCDでは，PMD群とMYD群の有

意差はなかったがA－MCD　と　V－MCD／／官

の比の検討では，MYD群が有意にneurogenic

な　factor　の関与が大きかった。また，通常の

針筋電図や神経伝導速度検査でmotor unitが

反復発火する所見がみられた症例の存在などか

ら，筋緊張性ジストロフィーでは，他の型の筋

ジストロフィーにはみられない，筋線維膜の異

常と類似した興奮性の異常および軽度の脱髄な

どの末梢運動神経障害の存在が示唆された。

はじめに

我々は，microphysiologyの解明に有用であ

る単一筋線維筋電図（single丘ber EMG，SFE－

MG）を用いて，筋ジストロフィーの神経筋運

動単位の病態解明を目的として取り組んゼき

た。昨年の班会議では，筋ジスでは高率にjit－

terの増加がみられることを報告し，神経筋道

動単位の再構築がおこるための機能的な不安定

さの反映であると考察した1）。今回は疾患特異

性について検討し，筋緊張性ジストロフィーで

jitter　の異常が他の筋ジストロフィーとは異な

り，neurOgenicな要素が大きく関与しているこ

とを兄いだした。筋緊張性筋ジストロフィーに

おいて論議になっている末梢神経障害との関連

について報告する。

対象・方法

対象は，筋緊張性ジストロフィー5例（MY

D群，年齢31歳から64歳，平均51歳）その他の

型の筋ジストロフィー7例（デュシェソヌ型1

例，ベッカー型3例，肢帯型3呵：PMD群，

年齢21歳から48歳，平均30歳）。そして神経原

性筋萎縮症2例（NA群，年齢53歳と71歳）で

ある。以上14例に対して，一側総指伸筋で，随

意収縮時のSFEMG（voluntarySFEMG，以下

V－SFEMG）での筋線碍密度測定と，随意収縮

呼の同一神経支配下の琴波成分のペアのjitter

現象のmeqn consecutive difference（MCD）

測定，およびmyogenicjitterが除外できる。

筋内甲経轡索刺激時SFE叫G（Axonalstimu・
lated SFEMG，・以下A－SFEMG）でのMCD

測定をおこなった。以下，VrSFEMGで測定し

た■MCDをⅤ－MCD，A－SFEMGで測定した

MCDをA－MCD　と略す。
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結　　果

筋線維密度は，PMD群が1．96±0．52，MYD

群が2．68±0．73，NA群が3．12（平均のみ）

と，増加していたがPMD群とMYD群間で

の有意差は見られなかった（図1）。Ⅴ－SFE＿

MGによるjitterの検討では，Ⅴ－MCDは

PMD群が55．5±23．0，MYD群が42．2±12．1，

NA　群が78．3（平均のみ）であったが，PMD

群と　MYD群間での有意差は認めなかった

（図2）。ALSFEMGでのjitterの検討では，A－

MCDはPMD群が28．3±9．0，MYD群が

34．1±7．9，NA　群が74．5（平均のみ）であっ

たが，これもPMD群とMYD群間の有意差

は見られなかった（図3）。

今回おこなったjitterの検討の方法を比較す

ると，Ⅴ－SFEMGでは2組の神経・神経筋接合

部・筋線経が関係するが，ALSFEMGでは1組

FD of EDC byV－SFE帽

upper nonⅢllimit

図1V－SFEMGによる筋線維密度測定結果
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図2　V－SFEMGによるjitterの検討．
左は測定結果，右は各年代におけ
る95％正常上限に対する比．
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図3　ALSFEMGによるjitterの検討．
左は測定結果．右は95％正常上限
に対する比．
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図4　voluntary SFEMGとaxonal

Stimulated SFEMG

のみの神経・神経筋接合部・筋線経が関係する

（図4）。そのため健常人の場合A－MCD≒V

MCD／l／すの関係が成立する2）。しかしmy0－

genicあるいはneurogenicjitterが大きくな

るとこの関係が成り立たず，理論的には，myO・

genic jitterはALSFEMGで徐外できるため

myogenic jitter　が大きくなると（図4のj3，

j3’が大となると），A－MCD＜VrMCD／l／すと

なる。一方neurogenicjitterは，ALSFEMGお

よびⅤ－SFEMGの両方に関与するため，neu－

rogenicjitterが大きくなると（図4のjl，jl，

jl’’が大となると）A－MCD≧Ⅴ－MCD／／すと

なると考えられる。そこで今回は，表1にしめ

す式でMCD比とNormalized MCD比（N－

MCD比）を算出して，myOgenicjitterおよび

neurogenic jitterのそれぞれの関与の程度を

検討しようと試みた。その結果を図5に示す。

MCD比はPMD群では0．79±0．31でMYD

群では1．17±0．25，NLMCD比は，PMD群でもま
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表l MCD比とNormalizedMCD　比
（N－MCD比）の算出方法

A－MCD

Ⅴ－MCD／／す

A－MCD

N。rmalizedMCD比＝A－MCDf？聖空常上限値
Ⅴ－MCD

2

1．5．

1

0．5

Ⅴ－MCDの95％正常上限値

MCD比　　　　Nonnalized MCD比

P＜0．05

1　　1

●

：T…卜◎

2

1．5

1

0．5

P㈹lWD NA　　　　　　剛D MⅧ　帆

図5　MCD比とnormalized－MCD比．結果．

0．78±0．31で，MYD群では1．18±0．26と，い

ずれもMYD群はlより大きくなり，PMD群

と　MYD　群間に有意差が認められた。

考　　察

今回の検討における　Ⅴ－SFEMG　による　ji－

tterの異常は，MYD群，PMD群ともに中等

度以上の下位運動ニューロ：／の障害や，神経筋

伝達障害にみられるより軽度で，通常の筋疾瓜

にみられるものとほぼ同程度であった。しか

し，MCD比，N－MCD比の検討結果より，筋

緊張性ジストロフィーでは，他の型の筋ジスト

ロフィーに比べ，neurOgenicjitterの関与が大

きいという結果が得られた。このことより，他

の筋ジストロフィーにはみられない筋緊張性ジ

ストロフィー固有の末椚運動神経障害の存在が

示唆された。一方，筋線維密度の検討でMYD

群と　PMD　群問で有意差はみられなかった。

通常の筋疾患での筋線維密度の増加は，hber

splittingや，筋線経の変性と再生に伴う　myog

・enic reinnervation　や，ephatic transmittion

などの，myOgenicmechanismが想定されてい

る3）。今回の検討では，筋緊張性ジストロフィ

ーでmyogenic mechanism以上に強い神経筋

運動単位の再構築が生じているという証拠は得

られず，筋緊張性ジストロフィーにおける末梢

運動神経の，特に軸索の障害との関連は指摘で

きなかった。よって，今回の検討でみられた

＾bnorTal jittcr EcpctitiYC dischargc Sti■tJ！usimduccd

by concentric EVG repetitiYe discbarge

図　6
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neurogenicjitterの増加の機序としては軽度の

脱髄によるものが示唆される。筋緊張性ジスト

ロフィーにおける末梢神経の異常については，

誹腹神経の形態学的な検討による有髄線経の減

少の報告4）やmyelinの異常の報告5）などがあ

るが，このような異常に基ずく神経伝達の障害

がneurogenicjitterの増加としてあらわれて

いるものと思われた。また，今回の検討症例に

は含まれていないが，我々は筋緊張性ジストロ

フィー患者で，通常の針筋電図や神経伝達速度

検査でmotor unitが反復発火する所見がみら

れた症例を経験している（図6）。この所見は

reinnervation　の初期やテクニーなどにもみら

れ，末梢神経の興奮性の異常との関連が示唆さ

れており，このことより筋緊張性ジストロフィ

ーの末梢運動神経障害の一部には筋線維膜の異

常と類似した興奮性の異常の存在も示唆され

た。
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事象関連電位を用いた筋強直性ジストロフィー患者の

知的機能の検討

班　　員　春　　原　　経　　彦

国立精神神経七ソタ一武疏病院神経内科

共同研究者　富　　　英　明，永　野　　　哲

一　国立精神神経セソクー武蔵病院神経内科

要　　旨

17例の筋強直性ジストロフィー患者を対象に

聴覚刺政と体性感党刺激を用いた事象関連電位

を測定し，知的機能の評価をおこなった。この

結果，聴覚刺激で3例，体性感覚刺激で2例に

P300　潜時の著明な延長が認められたが，疾患

群全体としてコントロール群とは差が認められ

なかった。P300　の振幅は疾患群で聴覚刺激，

体性感覚刺激とも低下していた。P300　の異常

と羅病期間，長谷川式知能スケール，Mini－Me－

ntalStateなどの知能検査の成績との間に相関

はみられなかった。

P300　の振幅低下は，本症患者の知的枚能異

常を反映したものと考えられるが，皮質性痴呆

や皮質下性痴呆とは異なった情動障害が関与し

ている可能性も考えられた。

目　　的

部象関連電位により各種痴呆性疾患を対象に

認知機能障害の検索，評価が行なわれている

が，今回筋強直性ジストロフィー患者における

知的機能の評価を日的iヒ聴覚刺激と体性感覚刺

激を加、たホ象関連電位を測定した。

対象・方法

対象は，筋強直性ジストロフィー17例，年令

は21－59才，平均39．7才，コントロールとして

age matChさせた正常人19例を用いた。課題

遂行困難な痴呆例，高度難聴例は含まれていな

い。

方法は知能検査として長谷川式，Mini Men－

talState，WAISを測定した。ERP測定は聴

覚刺激と体性感覚刺激による　odd ball課題を

用いた。聴覚刺激はヘッドフォーンを介し2000

Hzの純音を20％，1000Hzの純音を80％に

なるようにat randomにあたえ，低頻度音の

回数をカウントさせた。低頻度音の回数は全40

回とした。体性感覚刺激には痛覚閥値下の電気

刺激を用い，利き手の第Ⅱ指を標的に20％，

第III指に80％となるようにat randomにリ

ング電極を介し刺政を与え，第Ⅱ指への標的刺

激の回数をカウントさせた。標的刺激数は全40

回。記録は基準電極を両耳菜連結として，Fz，

Cz，Pz　より導出した。測定項目は低頻度刺激

に対する　ERP成分で，聴覚刺激ではNlOO，

P200，N200，P300，体性感覚刺激では　PlOO，

N140，P300の各潜時，振幅とした。

結果および考察

P300潜時に明らかな遅延を認めたものは聴

覚刺激の場合17例中3例。体性感覚刺激の場合

15例中2例であった。群としては両パラタイム

ともコントロールより延長傾向を認めたものの

有意差はなかった。振幅は疾患群で両パラダイ

ムともコントロールより有意に延長していた。
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音刺激の早期成分については注意関連電位とさ

れるNlOO，P200やN200潜時は差がみられ

なかった。

振幅についても同様であった。

体性感覚刺激の早期成分についても差は認めら

れなかった。

長谷川式スケールは1例で低下を認めたはか

Subnormal程度が多く，P300潜時との相関は，

両パラダイムとも認められなかった。

P300　振幅は長谷川式スケール値と正の相関

傾向がみられたが有意ではなかった。

MMSとP300潜時との相関は，両パラダイ

ムとも認められなかった。

P300　振幅についても同様であった。

その他の早期成分についても知能検査と相関は

図　8
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認められなかった。

考　　案

P300　の振幅低下は難聴などの合併症による

影響のみでは説明つかず，本症患者の知的機能

異常を反映したものと考えられた。知能検査成

績と相関がみられないことやP300潜時に明ら

かな遅延を示す例が少なかったことより，皮質

性痴呆や皮質下性痴呆とは異なった情動障害が

関与している可能性も考えられた。

ま　と　め

1．聴覚刺激で3例，体性感覚刺激で2例に

P300　潜時の著明な延長が認められたが，疾患

群全体としてコントロール群とは差が認められ
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なかった。

2．P300　の振幅は疾患群で聴覚刺激，体性

感覚刺激とも低下していた。

3．P300　の異常と曜病期間，知能検査の成

績との間に相関はみられなかった。
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要　　旨

筋緊張性ジストロフィーの患者にみられる睦

限構築の障害，仮眠傾向，睡眠時無呼吸に対し

て，終夜と昼寝の睡眠ポリグラフィーを施行

し，検討を加えた。対象は当院に入院中の患者

5名で，このうちの2名に日中惰眠傾向がみら

れており，一例前頭葉，頭頂葉，後頭葉からの

脳波，限球運動，蹟筋電図，鼻腔の呼吸曲線，胸

郭および腹部の呼吸運動を記録し，さらに指尖

型オキシメーターで酸素飽和度（SaO2）を測定

した。総じて，終夜睡眠では中途覚醒による睡

眠の分断化とstage4の消失，StagelとREM

期での主に中枢型の無呼吸および低換気による

Sa02　の低下が目立っていた。また，憤眠傾向

のない二症例の昼蜘こ終夜睡眠でみられなかっ

たstage4が出現したことが注目された。憤眠

傾向のない患者が昼寝さえすれば居眠りはしな

いと言うように，昼寝が筋緊張性ジストロフィ

ーの憤眠軽減に役立つ可能性が示唆された。

日　　的

筋緊張性ジストロフィーは多系統変性疾患で

あり，日中にみられる傾眠傾向も重要な臨床症

状の一つである。その他に睡眠時無呼吸や睡眠

構築の障害を塁する症例も報告されており，こ

れらの症状については，日中の傾眠傾向と肺胞

低換気との関連性が指摘されたり1），中枢神経

系そのものの異常に起因するのではないかと推

察されているがム3）4），今だに不明な点も多いと

ころである。

当院に入院している5名の筋緊張性ジストロ

フィー患者のうち，2名に憤眠傾向がみられて

おり，この5名に対して昼寝時と終夜の睡眠ポ

リグラフィーを施行して，睡眠時の状態につい

て検討を加えた。

対象と方法

対象は，当院に入院中の筋緊張性ジストロフ

ィーの患者5名で，内訳は51歳と53歳の男性

2人，54歳，59歳と66歳の女性3人である（表

1）。全員が歩行および立位保持困難となって

おり，日常的に車椅子を使用している。53歳の

男性と59歳の女性に以前から日中の憤眠傾向が

みられている。5症例とも憤眠傾向のあるなし

にかかわらず，日課として昼食後に昼寝をして

いる。

睡眠ポリグラフィーの記鍬も　一側前頭葉，

頭頂薬，後頭葉からの脳波と眼球運動，頓筋電

図，サーミスターによる鼻腔の呼吸曲線，スト

レインゲージによる胸郭および腹部の呼吸運動

の記録を行い，さらに，指尖型オキシメーター

（Pulsox－8，ミノルタ社製）によって酸素飽和

度（SaO2）の記録を行った。終夜睡眠の記録は

first night effectを少しでも抑えるために原

則として2夜連続で行い，昼寝の記録も第2日

目に行った。睡眠ステージ分類は，米国睡眠心

理・生理学会APSS（Associationforthepsy・
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蓑l Patient characteristics

chophysiologicalstudy of sleep）の方法に基

ずいたが，MTはmovementtimeで体動によ

る筋緊張とアーチファクトにより，判読できな

かった時間である。

結　　果

（1）51歳，男性例。終夜睡眠では，入眠潜時が

延長し，中途覚醒しやすい。REM期の出現は

遅く，REM期に一致して中枢型低換気による

Sa02の低下がみられた。また，Stage4はみら

れない（図1）。症例1の昼寝であるが，興味

深いことに終夜睡眠でみられなかった　stage4

が出現している（図2）。

（2）53歳，男性例。終夜睡眠では，いびきが開

かれ，REM期に閉塞型，混合型，中枢型の無

呼吸とSa02の低下を認める。無呼吸後，一時

的に覚醒脳波がみられるが，すぐにREM期に

戻っている（図3）。昼寝では，傾眠傾向を反映し

LU

U
・く
トー
∽

W

MT

REM

1

2

3

4

＋hypersomnia tendency

て電極装着時から入眠し，いびきをかいている

が，REM期はなく無呼吸もみられない（図4）。

（3）54歳，女性例。終夜睡眠では入眠潜時が延

長し，Stage4はみられず，中途覚醒しやすい。

stagelで中枢型無呼吸が出現し，Sa02の低下

がみられる（図5）。昼寝では入眼が比較的早

く，症例1と同様に終夜睡眠ではなかったsta一

ge4がみられている（図6）。

（4）59歳，女性例。終夜睡眠では入眠潜時が短

く，Stage4とREM期がほとんどみられない。

昼寝では，Stagelで中枢型の低換気と　Sa02

の低下がみられた。

（5）66歳，女性例。終夜睡眠では中途覚醒が非

常に多く，また，REM脚こSa02の低下と中

枢型の無呼吸がみられた。症例2と同様に無呼

吸後，一時的に覚醒脳波と促迫呼吸となったが，

すぐに．REM期に戻った。昼寝ではstage2

で中枢型の低換気がみられた。

21：00　22：00　23：00　0：00　1：00　2こ00　3：00　4：00　　5：00　6：00　7：00

時　刻

図151歳　男性　終夜睡眠
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図2　51歳　男性　昼寝　　　　ノ

図3　53歳　男性　終夜睡眠

‖
14：00 15：00

時　刻

図4　53歳　男性　昼寝
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図5　54歳　女性　終夜睡眠
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図6　54歳　女性　昼寝

考　　案

筋緊張性ジストロフィー患者の睡眠構築異

常の特徴として，入眠潜時の延長，高頻度の中

途覚醒による睡眠の分断化，REM潜時の短縮

と　REM睡眠の減少，Sleep onset REMの出

現，Slow wave sleep　の総量は比較的保たれ

ている，などが報告されている2）4）5）。また，睡

眠中にみられる無呼吸，低換気としては，閉塞

型，中枢型，混合型のいずれも報告されている

が2）3）4）5），中枢型が優位でREM期に多いよう

である。

我々の検査では終夜睡眠の中途覚醒による分

断化と　stage4の消失，Stagelと　REM期で

の主に中枢型の無呼吸及び低換気による　Sa02

の低下が目立っていた。しかしながら5症例と

も50歳以上であり，一般に　Lirst night effect

として　REM睡眠の減少と　stagelの増加，

stage3・4の減少が認められ，加齢現象として

中途覚醒の増加とstagel・2の増加，Stage

3・4とREMの減少がみられることから，さ

らに広い年令屑にわたってデータを蓄積する必

要性を感じた。

今回，日中に傾眠幌向のある患者とない患者
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問の睡眠ポリグラフィー上の差異は兄いだせな

かったが，二症例の昼寝に終夜睡眠でみられな

かったstage4が出現していたことが興味深く

思われた。二症例とも傾眠傾向のない症例であ

り，傾眠傾向のない患者が昼寝さえすれば居眠

りはしないと言っていたように，昼寝によって

終夜の睡眠不足を充分に代償しているのであろ

う。ナルコレプシーと同様に，昼寝が筋緊張性

ジストロフィーの傾眠軽減に役立つ可能性が示

唆された。
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要　　旨

磁気共鳴spectroscopy（MRS）は核種31p

を用い種々の臨床応用が為されてきた。一方プ

ロトン1Hを使ったMRSは巨大な水ピーク抑

制をしなければならない部，化学シフト巾が狭

い為磁場の調整を詳細にしなければならない事，

異なる化学基の物質が，非常に近い化学シフト

を示す為その同定が困難な蔀などの問題がある

が，技術の改良により最近臨床応用される様に

なった。特に1HMRSで得られる　N－aCetyl－

aspartate（NAA）は脳内神経細胞にのみ含ま

れ，神経細胞脱落や神経細胞の代謝を反映して

いるとされ種々の変性疾患で変化し，脳腫瘍や

虚血性病変に対し有力な情報を提供する。ま

たAIzheimer病など痴呆を望する一次疾患に

おけるNAAの動きが注目されている。我々

は1HMRS　を用い従来から報告のある筋緊張

性ジストロフィー（MYD）の中枢性の変化を

明らかにする目的でNAAを中心にして検討を

おこなった。

対象及び方法

1・．MYD　5例（15歳－50歳，平均35．6歳，男性

3例女性2例）について，正常対照例24例と痴

呆群9例（probable AIzheimer病6例proba－

ble Pick病1例dementiaを伴う　Parkinson

病2例）を対象にして，1HMRSを検討した。

2．関心領域は側頭葉Insula　で3×3×3cm

27mlの部分を選択した。3．機種は1．5tesla

超電導MRCT，GE Signa systemでroutine

birdcageimagir）gheadcoilを使用し，STEAM

法で行った。Tr2500msec，eChotime19msec，

精算回数256回で行った。4．各各の示すspec・

trum　のうち，最も大きいピークを示す　NAA

と，内部標準creatineに対する比，NAA／CR

ratio　を算出し，比較検討した。

結　　果

NAA／CR ratio　の結果を表1に示す。表の

上より3例は，COnVOlution　による補正を行い

数値を算出しているが，下の2例はsignalnoi－

se比が悪い為，baselinecorrectionによって相

対値を取ると，正常から軽度低下であると考え

られる。、なお，このstudyでのNAA／CR ra・

tioの正常範囲は11．4±0．2で95％confidenee

intervalが0．9から1．9までとなっている。従っ

て，MYD　5例とも有意の低下を示している。

尚NAA自体は加令による変化を受けるとされ

ているがNAA／CR ratioは，加令による変化

は受けない。従って，MYD群でも痴呆群でも

NAA／CR ratio　に対する加令の影響は考慮し

なくてよいものと思われる。痴呆群のNAA／

CR ratio　は0．9±0．2，MYD　3例での　ratio

は0．7±0．1と正常対照例の伯1．4±0．2に比し有

意の低下を示した。
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蓑l RESULT

＊convolutionによる

＊＊baseline correctionによる

表2　ClinicalFeatures and NAA／CR ratioin MYD

＞31　NORMAL

＞22　SUBNORMAL

＞10．5　PREDEMENTIA

＜10　DEMENTIA

滋賀医科大学椎野先生からのdataでは，痴

呆群での臨床像とNAA／CRratioとを対比

した結果興味深い結論が得られた。NAA／CR

ratio　が加令による影響を受けないとされたの

は前述した通りだが，その他に長谷川痴呆スケ

ール（HDS）は痴呆群全例で低下していたが，

その低下の軽い者でも，NAA／CRratioが低下

している点，病歴の長さとratioが相関してい

ない点，またCTseanやMRl上脳萎縮が見

られない例や　SPECT　によって計測した脳血

流量が低下していない例でもratioの低下が見

られた点が注目された。おそらくはNAA／CR

ratio　は臨床症状や画像上の脳萎縮が明瞭にな

るよりもっと早期からの何らかの脳内神経細胞

の変化を反映しているものと予想される。

表2は　MYD　5例の臨床像，知的機能，病

悩期間，画像上の変化とNAA／CR ratioを比

較検討した結果である。痴呆群の結果と同様，

長谷川痴呆スケールが正常域でもratioの低下

が見られ，CT scan，MRI上脳萎縮が認められ

なくてもratioが低下しており，また病悩期間

＊periventricular T2lesion

とratioとの相関ははっきりしなかった。尚，表

2のcase2ほMRI上脳萎縮は見られなかっ

たが，側脳室周囲自質にT2　病変を認めた。

従来からMYDの中枢病変隼ついては管々
の報告があり画像上の変化，剖検脳での病理像

が物語る様にMYD　としての特異的な病理像

は兄いだされてはいないが，中枢に何らかの変

化を伴うことは明白である。今回我々はlHM

RSにおけるNAAの変化を検討することによ

り，MYDの中枢性変化の一面を兄いだした。

MYDにおいても痴呆群と同様に，臨床的に知

的機能低下が明らかになったり申像上脳萎縮が

現れる以前からNAA／CR ratioは低下してい

た。この点はやはり早期から神経細胞に何らか

の変化が起こっていることが予想される。NAA

は脳以外の諸臓器にはほとんど含まれていない

とされ，脳内では神経細胞にのみ認められグリ

ア細胞には認められない。脳内の分布はmono－

Clonal抗体でratの脳を染めて検討した報告
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によると，染まり方は各神経細胞で均一に染ま

り比較的大型の神経細胞がよく染まる傾向があ

り，当然自質は染まらない。NAAの脳内での

分布に特異性はなくトランスミッターとしての

可能性は否定的だが，これだけの広範囲の分布

から推すと，NAAが神経細胞の何らかの代謝

や機能に関わっていることは充分予想される。

現在　NAA　の脳内での機能は不明であるが，

神経細胞脱落や神経細胞の代謝を反映している

事は確実と思われる。今回のMYDでのNAA

／CR ratioの低下はCholine／creatine ratioが

正常域であることより，内部標準である　crea－

tineの増加によるものではなく　NAA　自体の

低下である。NAA／CRratioの低下自体は疾患

特異性はないものの神経細胞の代謝や機能の変

化が　MYD　においても早期から起こっている

ことは興味深い点であると思われ、今後症例を

増やして更に検討していきたい。
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要　　旨

Myotonic dystrophy（MyD）の中枢神経障

害と呼吸障害との関連性に注目し，MyD15例

（男10例，女5例）を対象に検討した。呼吸障

害の指標として，動脈血ガス分析（ABG），呼

吸機能検査，夜間動脈血酸素飽和度連続記録を

行った。MyD患者は睡眠時無呼吸を含む夜間

の低酸素状態を頻回に繰り返し，ABG　におい

ても持続的な高CO2血症を示した。さらに，

中枢神経障害の指標の神経組織特異蛋白の検討

から，NSE伯と　PaC02の間に正の相関が見

られた。今回の検討は，MyD患者の呼吸障害

（すなわち，hypoxia　とこれに伴う　hypercap－

nea）が木症の中枢神経障害の病態の一因とな

っていることを示唆している。

はじめに

Myotonic dystrophy（MyD）では，Thom－

senl）らの指摘以来臨床的に多くの例でdementia

様の中枢神経症状を望することが知られてい

る。さらに，MyD　患者では脳室の拡大，脳萎

縮や2），大脳の細胞構築の乱れ，種々の封入体

の存在，アルツハイマー神経原線維変化といっ

た病理学的変化3）4）とともに，脳波上のdiffuse

Slow　αpattern　などの機能的変化が報告され

てきた5）。しかしながら，このような中枢神経障

害の病態については不明な点が多い。昨年，我

々は本班研究において神経組織損傷の指標と考

えられている髄液中　neuron－SpeCific enolase

（NSE），S－100b蛋白，CK－BBを指標とし，知

能，頭部CTなどの臨床所見との対比により，

MyD　の中枢神経障害が神経組織損傷に起因す

る可能性について報告した6）。

一方，MyDの進行例では呼吸筋群の筋萎縮，

筋力低下による低換気に基づく呼吸障害を伴

い，また，Sleepapneasyndome（SAS）を合併

する症例の存在することが報告されている7）。

今回，我々は，睡眠中動脈血酸素飽和度の連続

記録と安静時動脈血ガス分析を行い，神経組織

特異蛋白値をはじめとする中枢神経検査所見と

も比較し，MyD　の精神神経症侯と呼吸障害の

関連性の有無について検討を行った。

対象と方法

国立療養所鈴鹿病院に入院中のMyD15例

（男：10例，女：5例，年齢：21～57歳，平均45．9

±8．4歳）を対象に以下の検討を行なった。呼吸

障害の指標として，各症例の安静覚醒時の動脈

血ガス分析（ABG）と呼吸機能検査パルスオキ
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シメーター（ミノルタ製　Pulsox－R7）による，

夜間（pm：9：00－am：5：00）の動脈血酸素飽

和度（SaO2）の連続モニタリングを行なった。

夜間の連続SaO2モニタリングのデータはper－

sonalcomputer，（NEC，PC9801－VM2）にて

解析した。また，うち5例に　polysomnogra・

phyを施行した。中枢神経障害の指標として，

知能検査（WAIS），EEG検査，頭部CT検査，

髄液中neuronLSpicificenolase（NSE），S－100b，

CK－BBの測定を行なった。NSE，S－100b，CK－

BBの測定および頭部CT検査の評価について

は，先に報告した方法と同様に，それぞれen－

zymeimmunoassay（EIA）法8），CVl％（eere－

bralventricularindex）を用いた9）。

結　　果

1）動脈血ガス分析，睡眠中の．SaO2連続モ

ニタリング，pOlysomnography所見

表1にMyD例のパルスオキシメーターによ

る睡眠中のSaO2連続モニタリング，ABGの

結果を示す。desaturationtime／sleeptime（％）

表I Arterialoxygen saturation

during nightin15patients

は，desaturation（SaO2＜90％）を示した一晩

の延べ時間の，総睡眠時問に対する割合（％）

であり，Min．SaO2％は測定中のSa02の

最低伯を示している。MyD例のdesaturation

time／Sleeptime（％）は，12．7±24．8％（mean±

SD）であり，また，Min．Sa02は，67．5±16．3

％（mean±SD）で，最低値は18％（症例8）

であった。症例13では，睡眠中に高頻度にde－

saturation現象を繰り返していた（図1）。ま

100
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た，desaturationtime／sleeptime（％）が健常

者では1％以下とされているが10），これを越

える症例が15例中14例であった。昼間の安静時

動脈血ガス分析の結果は，全例の平均はPaO2

75．9±9．6Torr（mean±SD），PaCO251．8±

3．7Torr　であった。

PaCO2（正常35－45Torr）は，15例すべてに

おいて　45Torr　を越える値を示し，持続的な

高CO2血症の存在が認められた。一方，PaO2

（正常80－100Torr）では，80Torr未満の低02

血症が15例中10例に認められた。また，pH（正

常7．35－7．45）が軽度のacidosisに傾いている

例が4例みられた。呼吸機能検査においては，

全例に著しい拘束性呼吸障害の型を示した。

睡眠時polysomnographyの結果では，5例

中3例に上気道閉塞型，1例に中枢型の睡眠時

無呼吸が認められた。また，残りの1例も睡眠

時に著しい呼吸運動の抑制（低換気）が認めら

れた。

2）知能検査，脳波，頭部CT

mIS法での知能の検討では，正常IQを示

したものは3例で，1例が境界領域IQ（70－

79），3例が70以下のIQを示し，8例は60以下

の評価不能であった。脳波検査においては，15

例中12例で基礎波がslowαWaVe（8Hz）と

Owave（6－7Hz）が混在するpatternを示し，

2例のみ正常所見を示した。頭部　CT　では，

全例に軽度から中等度の脳萎縮と脳溝の関大が

見られ，側脳室拡大の程度を表すCVI％9）に

ついては，全例において中等度から高度の側脳

室拡大が認められた。髄液中NSE値が高値を

示した12例は全例で明らかな知能低下を認め

た。

3）髄液中のNSE，S－100b，CK－BB値

NSE，S－100b，CKLBB値の測定の対照基準

値は，既に報告した測定値を用いた6）。MyD

15症例の神経組織特異蛋白値の結果は，NSE：

12・7±4・5ng／ml，S－100b：0．51±0．39ng／ml，

CK－BB：0．72±0．37ng／mlであった。対照群

のmean＋2SD値（NSE＝8．5，S－100b＝0．82，

CK－BB＝0．62）を越えるものをNSEでは15例

中12例（80％），S－100bでは15例中5例（33．3

％），CK－BBでは14例中9例（64．2％）に認め

た（図2）。

4）髄液中NSE，S，100b，CK－BB値と呼吸

機能との関係

神経組織特異蛋白値と呼吸障害に関する各指

標との関連を検討した結果，図3に示すよう

に，NSEとPaC02との間に正の相関が認めら

れた（R＝0．649，P＜0．001）。NSEが最も高値

を示した症例4（NSE＝21．1ng／ml）では，

Min．Sa02は77％と高度のhypoxiaを認め
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With myotonic dystrophy

た。また，症例13は，NSEが19．011g／mJと

上昇し，睡眠時polysomnographyにて，10秒

以上の上気道閉塞型の無呼吸が113回観察され

た（図4）。

考　　察

我々はMyDの精神神経症侯に注目し，木症

の中枢神経障害の病態について検討を加えてき

た。このことに関連して，我々は既にMyD一扱

者について，神経組織損傷の指標と考えられて

いる髄液中NSE，S－100b，CK－BB値を検討

し，本症の中枢神経障害が神経組織損傷に起因

する可能性について報告した6）。一方，MyDの

進行例では低換気に伴う呼吸障害がしばしは認

められ，また，SAS　を合併することが報告さ

れている7）。このMyDの呼吸障害と中枢神経

陣害との関連性について我々が検討した結果か

ら，MyD例では，昼間の低02血症に伴う高

CO2血症が存在するとともに，SASを含む睡

眠時の呼吸障害が高頻度に合併し，夜間の持続

的なSa02の低下が存在するという特徴が確認

された。MyD例は進行とともに呼吸筋とその

補助筋の萎縮が生じ　持続的に低換気状態を釆

たし，それとともに低酸素状態が続き，C02の

retention　が生じてくることが推定される。今

回対象にした　MyD　例はいずれも進行例であ

り，呼吸機能検査で　％VC　の明らかな低下が

全例に認められている。しかしながら，Caroll

らは，筋力低下があまり進行していない　MyD

例において低酸素，高炭酸ガスに対する呼吸中

枢における換気応答の低下が存在することを指

摘し13），MyD　の呼吸中枢における化学受容器

の感受性の低下について議論している。その意

味で，MyD　例の呼吸障害の特徴は，呼吸筋萎

仰㈱州叫
仰佃中仙軌小一ヽ小

図4　Polysomnography（Case13）
Case13：52歳，女性
N－0：naS0－0ral air aow

Thorac：thoracic movement

Abd：abdominal movement
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綿による低換気という末梢性の要素と呼吸中枢

の機能低下という中枢性要素の両面を持ってい

る可能性がある。実際に我々がpolysomnogra－

phyの検討を行った5例全例に睡眠時無呼吸が

認められ，過去の報告11）12）14）と同様に，そのパ

ターンは，上気道閉塞型と中枢型の両方が認め

られた。MyDのSASの発症のメカニズムに

ついては末だ不明であるが，今回の検討結果か

らもMyDの呼吸障害は単に低換気による末梢

性の要因だけでは説明が困難と思われる。

そこで，今回認められたMyDの呼吸障害

と中枢神経障害の関連性について検討したとこ

ろ，頭部　CT　の検討では，ほとんどの症例に

脳溝の関大，CV1％の高値が見られ，MyDの

年齢に比し早期の脳萎縮が疑われ，EEG　検査

では，症例の80％に基礎波の徐波化が認めら

れた。この結果は，MyD　の中枢神経障害の形

態的，及び機能的異常を反映している所見と考

えられた。さらに，中枢神経障害の指標と考え

られている髄液中神経組織特異蛋白値の検討で

は，明らかな呼吸障害を伴う　MyD　例では，

NSE　が異常高値を示す例が多く，なんらかの

中枢神経組織損傷を反映していることが考えら

れた。また，呼吸機能障害と神経特異蛋白値の

関連性では，PaC02　と　NSEが正の相関を示

し，desaturation time／sleep time（％）が，

14例で1％を越え，そのうち10例でNSEが

異常高値を認めた。

また，さらに興味あるのは，MyD15例中12

例でSASの臨床症状として知られている昼間

のhypersomniaを示し，その程度が高度なほ

ど知能検査時の反応時間の遅延，日常臨床での

意志疎通の低下傾向がみられたことである。こ

の事実はSASの進行例では，集中力の低下な

どの精神神経症状が生じるとの報告15）に煩似す

る所見と考えられた。このことからも，MyDの

SASを含む呼吸障害と精神神経症状が関連が

あることは十分考えられる。以上の結果より，

MyDの中枢神経障害は何らかの神経組織障害

を伴い，かつ持続的な低　02　血症とこれに伴

う高CO2血症がこのようなMyDの中枢神経

障害の病態の一因をなしている可能性が示唆さ

れた。
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筋緊張性ジストロフィーにおける血圧の日内変動

一第二報一

班　　員　坂　　井　　英　　一

国立療養所道北病院

共同研究者　橋　本　和　李，黒　田　健　司

国立療養所道北病院神経内科

要　　旨

昨年度の本研究報告で，我々は独歩不能で咋

椅子生活を余儀なくされている筋緊張性ジスト

ロフィー患者では収縮期血圧が低下しており血

圧の日内変動が小さくなる傾向があることを示

した。本年度は病期の進展にともない血圧の低

下が認められるかどうかを明らかにするため，

歩行可能患者3例，申椅子患者5例，先天型筋

緊張性ジストロフィー患者3例について24時間

血圧計を使用し，その日内変動をみた。

車椅子群及び先天性群で日中・夜間を通して

収縮期間血圧及び拡張期血圧が有意に低下して

おり病期の進展にともない血圧が低下して来る

ことが示された。また仁歩行可能群においても

血圧のコサイナーカープが平坦化する傾向があ

り，筋緊張性ジストロフィ」の初期変化の特徴

である可能性が示唆された。

目　　的

筋緊張性ジストロフィー（以下　MYD　と略

す）患者では，起立性低血圧や陰萎などの自作

神経症状を望することが知られているが，その

研究報告は少ない。昨年度の本研究報告で，我

々は独歩不能で咋椅子生活を余儀なくされてい

る　MYD患者では収縮期血圧が低下しており，

血圧の日内変動が小さくなる傾向があることを

携帯型24時間血圧計を用いて示した1）。本年度

は，尿中のカテコールアミンを測定し，交感神

経系の横能について検討を加えるとともに，こ

の収縮期血圧の低下が病気の進行度と平行する

もものかを明らかにするため，独歩可能な患者

を含めて検討した。

対象と方法

対象はすべて当院入院中の　MYD　患者で歩

行可能（A）群3例（男性2名，女性1名，平

均年齢48．7歳），咋椅子（W）群5例（男性4

名，女性1名，平均年齢46．4歳），先天性筋緊

張性ジストロフィー（CMYD）群3例（男性2

名，女性1名，平均年齢31．3歳）である。尚，

CMYD　群の3例は独歩可能である。

方法は，A＆D社製非観血式携帯型自動血圧

計（TM－2420）を使用し6時から21時までを昼

間（DAY TIME），21時から6時までを夜間

（NIGHT TIME）として，前者を15分間隔，

後者を30分間隔でそれぞれ収縮期血圧（SBP）

・拡張期血圧（DBP）・脈拍数（HR）を測定

した。検討項目は，SBP・DBP・HRそれぞれ

の平均値（M）と標準偏差（SD），及びコサイ

ナ～法により求めたmesor・amplitude・aCrO－

phaseとした。尿中カテコールアミンはアドレ

ナリン，ノルアドレナリン，ドーパミンの3分

画を測定した。

結　　果

表1，表2に各群の　DAY TIME　および

NIGHTTIMEにおけるSBP・DBP・HRそ
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表l DAY TIME

歩行可能群　申椅子群　先天性MYD

SBP M

SD

DBP M

SD

HR M

SD

116．00　　　　99．80　　　　96．67

2．16　　　　7．57　　　　6．18

85．67　　　　71．80　　　　70．33

4．64　　　　5．19　　　　3．30

75．33　　　　74．60　　　　77．00

2．06　　　　5．82　　　　4．55

表2　NIGHT TIME

歩行可能群　申椅子群　先天性MYD

SBP M l13．67

SD　　　　9．35

DBP M　　　81．33

SD　　　　5．31

HR M　　　66．33

SD　　　　5．79

88．20　　　　83．00

6．24　　　　　3．74

62．00　　　　56．00

6．78　　　　1．63

57．20　　　　58．33

6．94　　　　　9．46

れぞれの平均と標準偏差をしめす。両時間帯を

通してSBP，DBPともに申椅子群・先天性筋

緊張性ジストロフィー群では歩行可能群に比較

して有意に低下していることがわかる。HRに

ついては各群ともに有意差を認めなかった。

図は各群の代表的な1例ずつのコサイナー曲

線である。SBP・DBP・HRのそれぞれについ

てmesor・amplitude・acrophaseを各群問で

比較検討したが，SBP　とDBPのmesorでW

群とCMYD群がA群に比べ有意に低下してい

た。しかしamplitude　と　acrophaseについ

ては各群問に有意差を認めず，コサイナー曲線

上，血圧を示す曲線のみがW群とCMYD群で

下方に平行移動していた。正常コントロールに

比べると三群ともカーブが平坦になる傾向がみ

られた。

表3は尿中カテコールアミンの測定結果であ

る。車椅子群5例と当院入院中の咋椅子生活の

肢帯筋ジストロフィー（LGD）4例を測定し比

較した。MYD群・LGD群ともに正常のサイ

クルと同様隼夜間に低下が認められた。MYD

群の尿中アドレナリンとノルアドレナリンは正

常範囲ではあるが比較的低値で，LGD群に比

較すると有意に低下していた。
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考　　察

筋緊張性ジストロフィーにおける血圧の検討

は少なく，Evans2）や0’Brien　ら3）は低血圧

とし，Church4）は正常であると報告している。

我々は，すでに独歩不能で車椅子生活のMYD

患者で正常コントロールに比べて有意に低血圧

であること，そして運動障害レベルが同程度

（申椅子生活）のLGD患者よりも低血圧であ
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ることから1MYD　患者における低血圧は隕純

に運動能力の低下に起因するものではないこと

を示した。本研究ではさらに，MYD患者では，

運動障害の進行にともなって血圧が低下してく

ることを明らかになった。また，先天性筋緊張

性ジストロフィーでは歩行可能な段階でも有意

に低血圧になっていることが示された。これら

の結果より，MYDにおける血圧について論じ

る際には，運動障害の程度（独歩可能か申椅子

か）及び病型（成人発症か先天型か）を考慮に

いれて検討する必要があると考えられ，従来の

報告結果の相違は，このことによる可能性があ

ると思われる。

血圧低下の機序として，尿中カテコラミソ測

定の結果で比較的低値となっており交感神経系

の機能低下が関与している可能性が考えられ

た。しかし，後藤ら5）は副交感神経系の機能克

進を報告しており，両自律神経系の／ミランスの

問題かも知れない。MYDでは平滑筋の障害も

あることが知られており，血管平滑筋自体の障

害を含め総合的に判断する必要があると思われ

る。

本研究でもう一つ注目したい点は，コサイナ

ー曲線の平坦化である。申椅子生活のMYD

患者では平坦化する傾向があることをすでに示

したが，独歩可能群及び先天性群でも同様に平

坦化することを示した。このことは病初期から

認められる変化ということになり，MYDに特

徴的な：変化と考えられる。症例数がまだ少な

く，さらに増やして検討する必要があると思わ

れる。

結　　語

筋緊張性ジストロフィーを歩行可能群，車椅

子群，先天性群に分類し携帯型24時間血圧計

を使用して血圧の日内変動を検討した。その結

果，歩行可能群は車椅子群よりも日中・夜間を

通して有意に低下しており，病期の進行にとも

ない血圧の低下が出現するものと考えられた。

文　　献

1）坂井英一，票田陸司ら：筋緊張性ジストロフィー
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Br HeartJ　4：41，1944

3）0’Brien T，Ilarper PS et al：Blood pressure
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
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プロジェクト研究Ⅰ臨床病態

筋強直性ジストロフィー症に併発する糖尿病の実態調査

班　　員　松　　永　　宗　　雄

弘前大学脳神経内科

班　　員　島　　功　二1），林　　恭　三2）

共同研究者　奥　島　敏　美3），筒　井　理　裕4）

1）国療札幌南病院神経内科　2）岐阜薬科大生物学
3）青森県立中央病院神経内科　4）弘前大第三内科

要　　旨

筋強直性ジストロフィー症に随伴する多彩な

症状や疾病のうち，糖尿病は古くから論じられ，

治療上重要な合併症の一つである。しかし，そ

の合併頻度も報告により大きな開きがあり，ま

たその病因・病態にもなお未解決な点が少なく

ない。本年度は本症に合併する糖尿病の頻度を

知るとともに，その治療上の問題点を明らかに

することに主眼を置いて自験例の分析と全国ア

ンケート調査を行った。

自験例のうち，耐糖能検査の施行された56例

では7例（13％）に糖尿病が確認された。137

施設を対象としたアンケート調査では，86施設

（63％）から解答を得たが，うち60施設（70％）

で最近2年以内に本症を診断し，糖尿病を合併

した症例があったのは34施設であった。これら

の延べ症例数は619例，その中で糖尿病を伴っ

た者が63例，糖尿病（」が489例で，不明が67例で

あった。不明例を除外した552例中，11．4％と

かなり高い頻度に糖尿病があったことになる。

目　　的

筋強直性ジストロフィー症（myotonic dys－

trophy，以下MyD）は単に筋病変のみならず多

彩な諸症状を伴うことは周知のところである。

合併する内分泌・代謝異常のうちで，治療上重

要なものの一つとして糖尿病が挙げられる。

MyDにおける糖尿病の病態に関して，種々の

報告がなされて釆たが1）2），なお未解決の問題が

少なくなく，特にその治療面で一定の指針が示

されていないのが実態である。

糖尿病の有病率が本邦で急速に増加している

趨勢にある今日3），MyDで有意に糖尿病が多い

のか否かの再検討を行うとともに，その病態の

把握を介して，治療上の問題点を明らかにする

ことを目的としてアンケート調査を施行した。

対象・方法

まず，われわれが弘前大学第三内科において

診療をした自験MyD症例について検討した。

耐糖能検査が施行された56例を対象とした。

次に，筋ジス研究班（第3班を中心に）の班

員および各大学の神経内科，更に一部の内科・

小児科を対象としたアンケート調査（第一次）

を施行した。・第一次調査では，平成2年度以降

に受診したMyD症例数，そのうちの糖尿病合

併例数とその臨床的重症度について問い合わせ

た。この調査をスクリーニングとし，第二次調

査を行って糖尿病合併症例の個人票を作成する

予定としている。

結　　果

①自験例の実態：耐糖能チェックがなされた

hIyD56例中，7例（13％）に糖尿病の合併が

確認された。糖尿病を臨床的に判断して，うち

2例が亜症，3例が中等度，2例が軽症であっ

た。49例は非糖尿病と判定されたが，その中に

ー203－



表1筋強直性ジストロフィー症における耐糖能異常の頻度

Diabetesin Myotonic dystrophy
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Drucker　（1961）
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哀2　本邦における糖尿病有病率

Incidenceof DiabetesinJapan

（Uehata，Kuzutanietal；1989）
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図1　本邦糖尿病有病率の推移

は血糖曲線が二峰性パターンを呈したり，反応

性低血糖やオキシ過血糖などの異常を示した症

例が含まれていた1）。

②第一次アンケート調査成績：アンケートを

送付した137施設のうち86施設（63％）から回

答が得られた。そのうち，MyD症例なしの回

答が24施設，症例ありが60施設，その他・不明

が2施設であった。MyD　ありと答えた60施設

中で糖尿病合併例ありの回答は34施設，合併例

なしは26施設であった。

以上のアンケート調査で，回答を得た施設全

体における　MyD　の総症例数は619例であっ

た。その中で糖尿病の有無が不明であった67例

を除く552例中，63例（11．4％）に糖尿病が見

られた。489例（88．6％）は糖尿病の合併がな

いと判定された。合併した糖尿病の重症度は，

重症3例，中等症15例，軽症35例，程度不明3

例の内訳であった。
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考　　察

MyD　のかなりの数の症例に高インスリン血

症を伴うことは広く知られている。反面，本症

に糖尿病がしばしは併発することもかなり以前

から指摘されてきた事実である。一見正反対に

も見える二つの事柄には関連がある可能性が高

い。すなわち，受容体の感受性低下などによっ

て惹起された高インスリン血症が持続している

うちに，膵のラ氏島を疲弊を来して遂にはイン

スリン分泌不全を招くという図式が想定され

る。実際，MyD　に糖尿病を併発した例の大半

はインスリン分泌は不良であり，また羅病期間

の長い者が多い傾向にある4）。無論，中には

MyD発症早期から，あるいはMyDの存在に

気づかれるより前に糖尿病に曜患している症例

も散見される。かかる例は偶然の両者の合併で

あるのか，やはり大半の例と同様，両者間に因

果関係を認め得るのかはなお十分な検討を要す

る。

MyD　に合併する糖尿病の頻度に関する報告

のデータはまちまちであるが，国による差，時

代による推移も念頭に入れねはならず単純に比

較することは困難である。コントロール群と対

比させた報告はHarper5）によるもののみで，

これによれば　MyD　に有意に多いと結論され

た。しかし，コントロール群設定の仕方によっ

て著しく結果が異なる懸念も否定出来ない。本

邦について云えは，一般社会における糖尿病有

病率が年々増加している3）4）中では，MyDにお

いての糖尿病合併率との対比は容易ではない。

今回のアンケート調査では，糖尿病合併率が

11．4％と高値であった。しかし，糖尿病の有

無に着目して調査をすれば，高めに出るきらい

があるのは否めず，また母集団となる　MyD全

体の年齢構成は調査し得ず，対比すべくコント

ロール群を設定出来なかった。従って，直ちに

MyDでは糖尿病が有意に多いと結論付けるこ

とは論旨の飛躍であろう。

また，MyD　に合併する糖尿病が，非MyD

糖尿病者の成人型のそれと質的な差があるかと

いえは，その可能性は小さいと考えられてい

る。しかし治療上の問題点として，自験例から

指摘されることは，糖尿病や食事療法に対する

理解が不十分で，説明をよく飲み込めないかあ

るいは関心を示さないことであった。これは，

MyD　における性格の偏奇や知能低下が主因と

考えられた。そのため食事療法が守れず，また

次第に受診が不規則となり，コントロールが悪

化して行く傾向にあった。しかし，アンケート

全体の症例中で糖尿病が重症化していた症例の

比率は意外に低かった。今後，個々の症例のデ

ータ集債との分析によりこれらの点の解明を試

みたい。

結　　語

筋強練性ジストロフィー症における糖尿病合

併率について検索した。自験例56例中では7例

（13％）に，全国アンケート調査では552例中

63例（11．4％）に糖尿病の合併が見られた。し

かし，これが非MyD者に比し有意に多いか否

かは直ちに判断し得なかった。
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シビレエイ電気器官からのジストロフィン

タンパクの精製の試み

班　　員　林 恭　　三

岐阜薬科大学分子生物

共同研究者　庄　司　浩　気1），野　元　　　裕1），太　田　光　貯）

1）岐阜薬科大学分子生物　2）国立療養所字多野病院臨沫研究部

要　　旨

ジストロフィンの生理的機能を解明する目的

で，カリホルニア産シビレエイの電気器官から

のジストロフィン∵タンパクの精製を試みた。

cDNA　より推定されるヒトジストロフィンタ

ンパクの部分ペプチドを6種合成し，それらに

対する抗血清を作製した。それらのうち，C末

端側の表面膜の糖タンパク質と結合し膜の構造

保持に機能すると考えられる部分のペプチドに

対するものが，シビレエイジストロフィンとよ

く反応した。そこで，これを用いて電気器官ホ

モジネート中のジストロフィンタンパクを免疫

沈降させ，ゲルろかによりジストロフィンを

SDS－PAGEでほぼ1本のバンドとして精製す

ることができた。このとき，SDS－PAGEでの

移動度はヒトジストロフィンと一致しなかった。

目　　的

ジストロフィンタンパクの生理的ならびに生

化学的諮性質の詳細については，現在不明な点

が多い1）2）。一方，シビレエイ電気器官中には，

他の動物骨格筋に比較して，多量のジストロフ

ィンが含まれている3）。

そこで我々は，ジストロフィンの生理的機能

を解明する目的で，カリホルニア産シビレエイ

の電気器官からのジストロフィンタンパクの精

製を試みた。電気器官は，ニコチン性アセチル

コリン受容体（AChR）の精製に広く用いられ，

さらにそこから精製されたAChRについては

盛んに研究が進められており4）5），ジストロフィ

ンタンパクの構造と機能との関連を明らかにす

る上で有用なモデルとなり得ると考えられる。

方　　法

cDNA　より推定されるヒトジストロフィン

タ∵／バクの一次構造に基づき，hydropathy分

析の結果，親水性と推定される，6種のペプチ

ドを固相法により合成した（図1）。これらは，

N末端から1番目のリピート部分（Rl，アミノ

酸457～476），2番目のリピート部分（R2，ア

ミノ酸489～508），5番目のリピート部分（R5，

アミノ酸765～785），8番目のリピート部分（R

8，アミノ酸1102～1121），9番目のリピート部分

（R9，アミノ酸1157～1201），およびC末端側の

表面膜の糖タンパク質と結合し膜の構造保持に

重要な役割を果たしていると考えられている部

分（アミノ酸3632－3673）である。リピート1

～9の5種類のペプチドについてはチログロブ

リンと結合させたものを，C末端側のペプチド

はそのままを抗原として家兎に免疫し，抗血清

を得た。

シビレエイの電気器官を0．75mM benzami・

dine，0．1mM A－PMSF，67．5TIU aprotillin

を含む20mM Tris－HClbuffer，pH7．4（R

緩衝液）中でホモジナイズ（15000rpm，30秒5

回，4℃）し，低速遠心分離後（3000rpm，10

分，4℃），上清をさらに超遠心分離し（30（氾0
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1．DvslmDhin Del）hde457＿476

Lys－Glu－Leu－Asn－Asp－nlr－Leu－Thr－Lys－Thr・GluJGlu－Arg－ThトArg－Lys－Met－Glu－Gluイ；1u

乙　DM引TObhin DeDlide4糾．封は

Gh－VaトGln－Gln－His－Lys－Val－Leu－Gh－Glu－Asp－Leu－Glu－Gln－Glu－Gln－Val－Arg－VaI－Asn

3．DvstroDhinロet】dde7応5．7R5

Ala－Ileu－Glu－ArgLGlu－Lys－Ala－Glu－Lys－Phe－Arg－Lys－Leu－Gln－Asp－Ala－Ser－Arg－Ser－Ala－Gh

4．DvS打ODhin Det】t姻ellO2．1121

Gh－Phe－Ser－Leu－Asn－Ser－Val－Asn・Glu－Gly－Gly－Gln－Lys－neu－Lys－Asn－Glu－Ala－Glu－Phe

5．DvsmhillDeDtidel157＿1201

Glu－Lys－Thr－Val－Ser－Leu－Gln－Lys－Asp－Leu－SeトGlu－Met－His－Glu－Trp－Mel－TnrJGln－Ala－Glu－

Glu－Glu－Tyr－Leu－Glu－A甘心p－Phe－Glu－Tyr－LysThトPhe－AspJ3lu－Leu－Gh－Lys－Ala－Val－Glu－
Glu－Met－Lys

‘．Dv引TODhin Debdde3占12．3占73

Lys－Leu－Leu－Arg・Gln－His・Lys－Gly－Arg－Leu－Gly－Ala－Arg－Met－Gln－Ileu－LeuトGu－Asp－His－Asn－

LysJGh－Leu－Glu－Ser－Gh一Leu－His－Arg－Leu－ArgJGh－Leu－Leu－Glu－Gln－PheJGh1－Ala－Glu－Ala

図1　化学合成したヒトジストロフィンタンパクの部分ペプチド構造

El∝損亡○曙in（ro′騨血圧■ゆ′舶用〉

」ヒ伽■血山一血R・叫川叫Bb血山化血，m（加．1鮎n）
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叩PI
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画d▲C膿

T山皿X・1∞●｝■由一lblb叫■■良一1¢咄仙○■JIt

」血鵬■叫h2山一t

」。h叫山刀・∞叫nhH几虻・て

■■■（●）

」叩血n肋久山一・伽叫81鵬■代

仇かl血ttJ血Mb血■bd叫■山▲一色11印問仙爪〇日も・

」暮肌d画，r川抽一℃

td血■d■dO脚†・■血h12L■4℃

Putl

血¶血■山一巾叫如け甲山＝山h y

血u鱒lp山▼血汁○■皿▲－鎚叫亡一口－48

r－坤暮叫血，一d■押叫叫血叩b虚u山My．

加■人　丸－CL」はf∝llptl

」

」

血れ血1伽lMTn▲▼Hq（pH‘．8）亡几山tユtSDS

中洲州叫Fd山1！．昭）r中庄Lr打lO血

1　　2　　　3　　　4　　　5　　　6

Cちモ　stain

小川血川・虫－wCl・錮皿

■】郁■叫血中的lhh（l）

膿rR●：刀mMTⅣbJb．pH7，4．川仙血相h湖tDT▲．ユOnMBGTh！OpMド■コ．”止血0池N▲が，

図2　7bJpgdo　ジストPフィンの精製手順と栴製過程における電気泳動ハタ十／
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rpm，1時間，4℃），その沈澱を3％TritonX－

100を含むR緩衝液で可溶化した。さらに超遠

心分離し（30000rpm，1時間，4℃），その沈澱

を1％digitoninを含むR緩衝液中でホモジナ

イズ化し，超遠心分離（30000rpm，1時l札

40C）して上清を得た。これに抗体を加え，1

時間，40C　でインキュべ－ト後，Protein A－

Sepharoseを加えてさらにインキュベーション

を続け，ジストロフィンタンパクを免疫沈降さ

せた。沈降物を2％　SDS　を含む　Tris－HCl

緩衝液（pH7．4）で処理して解離後，上清を

Sepharose CL－6B　によりゲルろかした。

結果及び考察

合成ペプチド抗体6種類のシビレエイジスト

Pフィンに対する反応性を，イムノブロット法

により検討した結果，R2およびR9ペプチド

に対する抗体，さらにC末端側ペプチドに対す

る抗体の反応性が高かった。また，ヒトおよび

マウス骨格筋ジストロフィンの場合には，R9

ペプチドに対する抗体が強く反応した。そこ

で，C末端側ペプチドに対する抗体を用いてジ

ストロフィンタンパクの精製を試みた。1％

digitoninを含む緩衝液に可溶化した試料に，こ

の抗体を加え，さらに　Protein A－Sepharose

を加えてジストロフィンタンパクを免疫沈降さ

せ，沈降物を解離後，Sepharose CL－6Bでゲ

ルろかして，ジストロフィンをSDS－PAGEで

ほぼ1本のバンドとして精製することができた

ー208－

（図2）。このとき，SDS－PAGEでの移動度は

ヒトジストロフィンと一致しなかった。

今後，さらに効率の良い精製法を検討すると

ともに，得られたジストロフィンを用いて，そ

の生理化学的諸性質を検討したいと考えてい

る。
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血清CA一m　測定の普及にむけて，多施設での臨床検討
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1）sRL研究部　2）北大神経内科　8）国療札幌両病院
4）北祐会神経内科病院　5）美唄労災病院神経内科

目　　的

炭酸脱水素酵素アイソザイムⅢ型（CA－Ⅲ）

は，骨格筋に多量かつかなり特異的に存在する

ことから新しい筋疾患マーカーとして注目され

ている1）。CA－Ⅲは骨格筋中，TypeI　fiber

に多く局在することから，TypeI　fiberの異

常を良く反映するマーカーとなりうることが期

待され2）3），また心筋では含量が非常に少ないた

め，急性期心筋梗塞患者で高　CK　血症を示す

症例でもCA－Ⅲは正常範囲にとどまることが

多く　CK，ミオグロビンなど従来のマーカーと

異なる特徴を有する4）。昭和60年度，筋ジス第

3班（西谷班）での　CA一Ⅲのワークショップ

において新しい筋疾患マーカーとしてCA一m

がおおむね受入れられるところとなったが，い

まだ全国レベルでの普及にはいたっていない。

そこで今回，SRL研究部と共同でいままでの

ASSAY系5）に検討を加え，さらに全国レベル

での普及にむけてパイロットスタデーとして4

施設での臨床症例の検討を施行した。

方　　法

血清CA－Ⅲの測定；既に我々が報告した方

法，即ちマイクロプ＿レートを固相とし，perOXi・

系5）において精度向上のためAssayBufferと

検体希釈液に若干の変更を加え測定を行なった

（図1）。本ASSAY系は，再現性，定量性と

もに満足のいくものであった（図2）。患者より

得た血清は，直ちにデープフリーザーにて凍結

保存Ll週間毎にSRL研究部に送付し，毎週

まとめて測定を行なった。

検討対象；国立療養所札幌両病院，北大医学

部神経内科，北佑会神経内科病院，美唄労災病

院神経内科の4施設で神経内科外来及び入院患

者を対象に平成3年2月よりスタートし以後，

継続して血清CA－Ⅲ測定用の採血を施行し

た。CK，CK－ISOZYME，GPT，GOT，ALP，

LDH，LDHl～5，ALDOLASE，LAP，a－HBD

など，他の血清諸酵素についても必要に応じて

CA一m　との比較検討のため測定した。また一

部の病院では，悪性睦瘍や肝炎，その他の一般

内科疾患患者も検討範囲に加えた。血清　CA－

Ⅲの正常範囲を求めるために健常と思われる

SRL職員（101名）の血清を用いた。

結　　果

健常成人の血清101件（男54件，22－52才，

女47件，21－40才）の血清CA－Ⅲ　は全例40

mg／mJ未満であり性差は認められなかった。そ

dase　を標識酵素とするサンドイッチ　ELISA　　の分布は対数正規分布に近く基準値は，25ng／
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アッセイ・プT］トコール［ELISA法］

l）抗CA一Ⅲ特異抗体の固相［10／Lg／mZ（PBSにて調製）：100ILL／wel1分

注）イムノアッセイ用プレートにて室温・1時閉園相

J

2）Blocking：抗CALm特異抗体をプレートより回収按，Blocking剤を100

FLl／we11分注し，室温・1時間Blocking

J

3）一次反応：Blocking溶液を捨て，Standard・検体調製液を100FLl／wel1分

江後，室温・2時Ii誓】反応

［標準抗原を各濃度（0．1，2，5，10，20，50，100ng／ml）にAssay buffer

にて調製したもの］

［被検血清はAssay bufferにて10倍希釈したもの］

：各Duplicate assay

1

4）洗浄：一次反応液を捨て，Washing bufferにて3回洗浄

1

5）二次反応：POD標識抗体希釈液にてPOD標準抗CA－III抗体を希釈調製

し（Xl／50－Xl／500），その調製液を100／‘J／wel1分注後室温・2時間反応
1

6）洗浄：二次反応液を捨て，Washingbufferにて3回洗浄

1

7）三次反応‥OPDdiluentにてOPDを2mg／mlに任用時調製し，100FLl／wel1

分注し室温・5～10分反応

1

8）反応停止：lNHClを10／〟／wel1分注
1

9）吸光度測定：イムノリーダー（490mm）にて測定

注1）検出限界：0．2mg／mJ（0濃度における吸光度の平均値±2SD）

江2）測定下限値：0．5ng／ml（0濃度における吸光度の平均値±4SD）

江3）報告下限値：1．Ong／ml（血清濃度10ng／ml）［再現性が10％以下を
示す下限値］

江4）健常人による韮準伯測定は測定下限偵（0．5mg／mJ）にて行い，血措

濃度5mg／mJまで測定した。

図　1

mJ未満と計算された（図3）。平成3年11月の

データ解析の時点で総検体数は844件でその内

訳は神経疾患392件，神経筋疾患311件，一般

内科疾患141件であった（図4）。一む者数と疾患

の範囲を増やしても高度の血清CA一m高値

（100mg／mJ以上）を示す疾患は，多発筋炎，

種々の進行性筋ジストロフィー，ミオグロビン

尿症，筋外傷などの筋疾患が圧倒的に多く，い

ままでの小規模での検討結果とおおむね異同は

なかった。主要疾患別データを図5に示した

が，多発筋炎，種々の進行性筋ジストロフィー

の他では，運動ニュウロこ／疾患，特にクーゲル

ベルグ・ウェーランダー病で軽度～中等度高値

を示すことが多かった。種々の先天性ミオパチ

ーでは，血清CA一mは正常範囲に分布してい

た。パーキンソン病の1例で血清CA一mの高

度高伯が認められたが臨床経過を調べたところ

転倒による筋外傷がはっきりしておりその後の

同一患者の経時的検索で正常値に復しているこ

とからこの症例は筋外傷として分類した。一般

内科疾患において肝炎，肝癌，肝硬変などの肝

疾患（38例）では，有意と思われる血清CA－Ⅲ

の変動は認められず，図4に示した他の内科疾

患（103例）でも血清CA－Ⅲの高伯例は認め

られなかった。なおCA一mは微量ながら赤血

球中にも存在することから溶血の強い検体は，
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炭酸脱水素酵素Ⅲ型（CA－Ⅲ）

単位：ng／mJ

【再現性】

0　　　　　　　　0．5　　　　　　　1．0

希　釈　串

萄‘駅二　㍍：駿

擬陽性を示し注意が必要であった。そのため強

溶血検体は，検討データから除外した。

結　　論

筋疾一乱患者の血清CA一m測定を普及させる

目的でSRL研究部と共同で血清CA－ⅢASS・

AYの精度の再検証と，多施設にまたがる患者

血清の測定を行なった。その結果，いままでの

小規模での検討結果と，ほぼ異同はなく　CA一

mが心筋障害や肝障害にも影響されない骨格

0　　10　　20　　　30　　10　　　50

添加温度（明石の

添加回収試験

筋特異のマーカーとして有用であることが確認

された。今後全国的に臨床応用が可能となるよ

うに努力していきたい。

文　　献

1）Shima，K．：Human musclecarbonicanhydrase

Ⅲ（CA一m）－PuriEication，lmmunohistochemical

】ocalizationin the human skeletal muscle and

its clinical application to thLe neuromuscular

diseases．，北海道医学雑誌，59：98，1984

図　2
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健常成人分布

N　＝　101

勤好嘉転＝に＝㌘l　＿＿＿一
0　　　　10．0 20　　　　　　30

（ng／ml）

40　　　　　　50

く炭酸脱水累辞京王Ⅰ工＞

【基準値】

検査方法：EuSA法

標　　本：位常成人の血措101件

（男54件22－52才，女47件21－40才）

分　　布：対数正規分布

基準値：25ng／mJ未満（確率紙による95％信頼限界）

図　3

1）神経疾患（392）；

脳血管障害27，パーキンソン病50，多発性硬化症32，脊髄小脳変性症27，て

んかん12，本態性振戦7，筋緊張性頭痛12，その他225

2）神経筋疾。む（311）；

筋疾患：

進行性肪ジストロフィー16，筋緊張性ジストロフィー29，多発性筋炎87，皮膚

筋炎5，その他のミオパチー35

神経筋接合部：

盃症筋無力症63，EATON－LAMBERTl

末梢神経：

多発性神経炎10，多発性単神経炎3，CIDP6，GBS2，CMT3

運動ニュウロン疾患：

筋萎縮性側索硬化症15，脊髄性進行性筋萎縮症4，KW5，その他27

3）一般内科疾患（141）；

膠原病6，感染症11，肝障害18，肝臓癌20，肺癌14，乳癌2，その他70

検体総数844件

図4　対象患者内訳
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主要疾患別データ
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図15

時的血清CA－Ⅲ伯の検札　厚生省神経疾患研究

委託費，筋ジストロフィー症の疫学，病態および

治療開発に関する研究，昭和62年度研究報菖書，

1988，p．174
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

筋萎縮マウス（wobbler）の脊髄蛋白異常について

班　　員　松　　永　　宗　　雄

弘前大学脳研神経内科

共同研究者　冨　山　誠　彦1），倉　橋　幸　造2）

1）弘前大学第3内相　2）青森県立中央病院神経内科

要　　旨

Wobblerマウス（常染色体劣性遺伝）は脊髄

前角細胞の変性，脱落を呂し，脊髄性筋萎縮症

のモデル動物と考えられている。今回，脊髄蛋

白を2次元電気泳動法により検討した。2カ月

齢の　wobbler　マウスおよび健常同胞マウスを

各々6匹用いた。WObblerマウスで等電点（pI）

6．2，分子量（Mr）33kDaの特異的な異常蛋白

を見出した。また，WObblerで　glialfibrillary

acidic proteinの増加と　pI5．7，Mr48kDa

で隣り合う蛋白の増加を認めた。それぞれの蛋

白異常に迫伝的に対応する蛋白は正常群では確

認できなかった。しかし，WObblerで特異的に

認められた蛋白は緻品であり，本検討では遺伝

的に対応する蛋白は見出せなかった可能性があ

る。この蛋白は生化学的な　wobbler　の指標と

して発症前診断に有用であると考えられる。ま

た本モデルの病態解明に結びつくものとも考え

られ，今後の検討の課題となろう。

はじめに

wobblerマウスは脊髄前角細胞の変性，脱落

を望し，生後4週頃より，前肢，頭部および頸

部筋の神経原性筋萎縮が明らかになってくる。

脊髄性筋萎縮症のモデル動物と考えられてお

り，遺伝形式は常染色体劣性である1）。本モデ

ルの遺伝マーカーは知られておらず，脊髄前角

細胞の選択的変性の原因は明かとなっていな

い。本研究では，WObblerマウスの蛋白異常の

検出を主たる目的とし，本モデルの組織学的

特徴である前角細胞の空胞変性の最も顕著な頸

髄1）の蛋白パターンを2次元電気泳動法により

検討した。

対象および方法

wobblerマウスはClevelandClinic由来で，

自家繁殖したものをもちいた。前肢筋萎縮が明

らかとなる2カ月齢の　wobbler　マウスの6匹

およびコ．ソトロールとして同性，同齢の址常同

胞マウスを使用した。ネンプタール麻酔下に心

脛穿刺し，生理食塩水で牲流，屠殺した。屠殺

後速やかに頸髄（Cl～C8）を摘出し，直ちに液

体窒素にて凍結した。－70℃　下に保存した。

メタノール：クロロホルムの1：1溶液で磨砕

し，脱脂した。以後の試料作製操作および電気

泳動法は記載したもの以外は　0’Farre11の方

法2）に従った。超音波処理を行なった後，凍結

乾燥し，湿重量の5倍量のlysisbuffer［9．5M

urea，2％V／vNonidetPT40，2％V／v Biolyte

（pH：5－7／pH3－10＝4／1），5％　β－merCaptO－

ethanol］に溶解し，DNAase溶液（1mg／mln

O．01M TriS－HCl，pH7．4，1mM MgC12）を

DNAase濃度が50FLg／mlとなるように加え

た。546，000g　にて10分捌，20℃で遠心し，

可溶性画分を得た，10′jJ（脊髄湿重量2mgに

相当）のサンプルを電気泳動に供した。ゲルは

銀染色を行ない，乾燥後，WObblerマウスとコ

ントロールマウスで蛋白スポットの位置および

濃度を比較した。
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結　　果

1次元等電点電気泳動の範囲はpH4．8から

6．8であった。全てのゲルに共通して157個の

蛋白スポットが認められた（Fig．1）。

スポットの位置に関しては，認められる全て

のスポットを対象に，スポットの濃度に関して

は，全てのゲルに共通して認められた157の蛋

白スポットに対し，WObblerとコントロールと

で検討した。

wobblerとコントロールのあいだで蛋白スポ

ットの位置の差異を1カ所認めた（Fig．la，

2a）。この蛋白スポット（スポット1＝Sl）は，

wobblerで常に認められたが，コントロールで

は認められなかった。Slは小さく，薄いスポ

ットであるが，バックグラウンドよりも明らか

に濃く，他のスポットから十分に分離可能で，

等電点（pI）6．2，分子量（Mr）33kDaの蛋

白である。また，コントロール群ではSlに対

応するスポットは過剰染色を行なっても見出す

ことはできなかった。

スポット濃度の差は，3個の蛋白で認めらわ

た。pI5．7，Mr48kDaのスポット（スポット

2二S2）（Fig．1b，2b），pIが5．5と同じで，Mr

CONT‘

が約36kDaで隣り合う蛋白スポット（スポッ

ト　3，4＝S3，4）（Fig．lc，2C）が，WObbler群

野牛鱒紡㍉謡

均一ふ㌫Lh㍉＼蒐

Fig．l Two dimensional gelelectro－

phoresis of extract of thecer・

vical cord from a wobbler

mouse．Molecular massesare

basedon marker proteinsrun

in para11el．The areasin bo一

ⅩeS are Shownin Fig．2．

も〟R

Fig・2　Close－up three regions（a，b and c），Showing consistent protein
differencesbetweenwobblermice（WR）andcontrolmice（CONT）．
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で増加していた。

考　　察

今回の研究では，WObblerでコントロールに

はない蛋白1個，WObblerでコントロールに比

べて増加している蛋白を3個認めた。

最も注目すべきはwobbler　にのみ存在する

Slである。この蛋白がwobblerマウスの遺伝

的異常を反映したものならはコントロールのゲ

ルにSlに対応する蛋白が認められなくてはな

らない3）。WObblerは常染色体劣性遺伝である

ため，コントロールとしている健常同胞マウス

は，表現型は一様に正常だが遺伝子型はヘテロ

接合体あるいは全く異常遺伝子を持たないもの

が混在している可能性がある。すなわち，コン

トロールがへテ、ロ接合体であれば通常，Slと同

じ部位にSlの半量のスポットが認められ，正

常遺伝子によるSlの半量の蛋白が別の位置認

められることが期待される。また，コントロー

ルが遺伝子的にも正常である場合はSlと同量

の位置の異なる蛋白が期待される3）。しかし，

コントロール群に上記のような蛋白は認められ

なかった。しかしながら，Sl　は電気泳動ゲル

では極めて小さなスポットであり，対応する蛋

白が存在したにしても，検出できない可能性が

ある。現在までwobbler　マウスに特異的な生

化学的異常は報告されておらず，WObblerマウ

スの診断は症状が明らかになって初めて可能で

あった。従って，発症前からの研究には困難が

あったが，本蛋白は発症前診断に役立つ可能性

がある。

S2ほpI，Mrはwobbler脊髄で増加の報

告4）5）がある　glial丘brillary acidic protein

（GFAP）のそれとほぼ一致し，GFAP　であ

ると考えられ，前角細胞変性に伴うグリオーシ

スを反映したものと思われる。Laage　ら4）は

wobbler脊髄で前角のみならず脊髄全体にグリ

オーシスが起こっていることを指摘しており，

グリア細胞の代謝異常の存在について言及して

おり，注目される。しかし，彼らは我々と同様

に2次元電気泳動にて検討しているにも関わら

ず，GFAP　の増加のみ指摘している。おそら

く，CoomassieBlue染色を用いたため，感度が

低かったことによると考えられる。

S3，4は如何なる蛋白であるかは不明である

が，対応する蛋白スポットはコントロール群に

はなく，細胞変性の2次的な産物である可能性

が高い。

ま　と　め

WObbler脊髄で異常蛋白が見出された。遺伝

的異常であるか否かは明らかにできなかった

が，本モデルの病態解明に結びつくものと考え

られ，今後の検討の課題となろう。

文　　献

l）MitsumotoH，BradleyWG：Axonalpathology

Of myelinatedlibersin murine motor neuron

disease（wobblermouse）．inThepathologyof

myelinatedaxon．ed．byAdachiM，Hirano A

etal，lgaku－Shoin，New York，1985，p．126．

2）0’farrellPH：HighresolutiontwoLdimensional

electrophoresisofprotein．J BioICllem250：

4007，1975

3）ComingsDE：Asearchforthemutantprotein

inHuntington’s disease and schizophrenia．

Adv Neuro123：335，1979

4）LaageS，ZobelGetal：Astrocyteovergrowth

in the brain stem and spinalcord ofmice af－

fected by spinalatrophy，WObbler，Dev Neur0－

SCilO：190，1988

5）Kurahashi K，Mitsumoto H et al：lncreased

glial　fibri11ary acidic protein synthesisin

WObbler mice．J Neuropath Exp Neurol（in

press）
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
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Myotonicdystrophyにおけるホルモン負荷試験の検討

－Ellsworth－Howard試験，Arginine負荷試験，Insulin負荷試験－

班　　員　贋　　漱　　和　　彦

東京都立神経病院神経内科

共同研究者　木　下　正　信1），相　楽　達　男1），長　澤　龍　司1）

長谷川　　　節2），大　竹　敏　之2），田　速　　　等き）

1〉埼玉医科大学総合医療センター第四内科　2）東京都立神経病院神経内科
3）東京都立神経病院

要　　旨

Myotonic dystrophyの臨床症状は骨格筋の

みならず内分泌異常を含め多臓器に及び，その

病因の1つに個々の臓器の情報伝達機構の異常

が示唆されている。我々は腎尿細管　PTH　受

容体に注目し，Ellsworth－Howard（EH）試験

を用いて本症の情報伝達機構の異常を検討して

きた。その結果，正常群と　Pseudohypopara－

thyroidism（PHP）typeII群に大別されade－

nylcyclasecAMP（AC－CAMP）系の障害を明

確にした。今回，AC－CAMP　系伝達枚構を有

する下垂体GH・ACTH分泌細胞に着目し，

Arginine　負荷（Arg）試験，Insulin　負荷

（lns）試験を施行し，PHPtypeII群の多臓器

にも同様に伝達機構の障害が存在するかを検討

した。PHP typeⅡ　の群ではArg試験，Ins

試験で血清　GH，ACTH　はともに低反応を示

し，EH試験のAPとAGH（頂値一前値），AP

とdACTH（頂値一前借）がそれぞれ有意な正

相関を示すことからAC－CAMP系の下垂体細

胞にもその伝達機構の障害が確認された。

Ⅰ　はじめに

Myotonic dystrophy（MyD）の臨床症状は

骨格筋のみならず内分泌異常を含め多臓器に及

伝達機構の異常が存在する可能性が示唆されて

いる。我々はこれまで腎尿細管PTH受容体に

注目しEllsworthpHoward（EH）試験を用い

てMyDの伝達機構の異常を検討してきた。そ

の結果，EH試験においてPseudohypopaI・a・

thyroidism（PHP）type　Ⅱと判定されたもの

が，臨床症状においてもPHPtypeIIに合致す

ることを確認し　adenylcyclase－CAMP（AC－

cAMP）系の障害を明らかにした1）。今回，AC

－CAMP系の細胞内情報伝達機構を有する下垂

体GH分泌細胞，ACTH分泌細胞に着目し，

Arginine負荷試験（Arg試験），Insulin負荷

試験（Ins試験）を用いてPHP typeIIの患

者群の他臓器にも同様な細胞内情報伝達機構の

異常が存在するかを検討した。

ⅠⅠ対　　象

対象はMyD群11例（男6例，女5例，年齢

21，61歳，平均40．8歳），COntrOl群はMyD群

とagematchした4例（男3例，女1例，年

齢28－45歳，平均37．3歳）である。

ⅠⅠⅠ方　　法

1）EH試験

合成ヒト1－34PTHlOO単位を静脈内投与

し，投与前・後のリン酸反応，CAMP　反応で

ぶため，個々の臓器において共通の細胞内情報　　検討した1）。
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2）Arg・試験

ar塵inineO．5g／kg・BWを30分で点滴静注し

血清GHを経時的に測定した。頂値から0分

値を引いた値をdGHとした。

3）Ins試験

速効性insulinO．1単位／kg・BWを静脈内に

授与し，血糖，r血清GH及び　ACTHをそ

れぞれ経時的に測定した。血清GH，ACTH

の項値から0分値を引いた値を同様にそれぞれ

AGH，AACTHとした。

ⅠⅤ　結　　果

1）EH試験

全MyD症例は，リン酸反応正常（44．9±9．2

mg／2hrs），CAMP反応正常（AcAMP2．64±

1．02FEmOl／hr，after／before cAMPratio20．4

±6．3）のⅠ群（4例），リン酸反応低下（5．52

±17．0mg／2hrs），CAMP反応正常（AcAMP

3．42±1．31FLmOl／hr，after／before cAMP

ratio64．2±74．1）のⅡ群（7例）のいずれか

に分煩できた。リン酸反応では両群間に有意差

を認めたが，CAMP反応では有意差を認めな

かった（Fig．1）。

2）Arg試験

dGHはⅠ群，Ⅱ群，COntrOl群で各6．5±

dP dcAMP

（m〟2lT）　　　　　　　（即叩世）

4・6，1・5±1．6，28．5±13．811g／mJを示し，Ⅰ・

Ⅱ群ではそれぞれcontrol群に比べ有意な低下

が確認されたが，Ⅰ・Ⅱ群間には有意差は認め

なかった（Fig．2）。さらに，dGHとdPの間

に有意な正相関を認め，AC－CAMP系の異常

が示唆された（Fig．3）。

3）Ins試験

本試験中の最低血糖値はⅠ群，Ⅱ群で各43．0

±14．5，52．9±35．8mg／dJと十分な血糖の低

下を示し，判定条件を満足すると考えられた。

dGHはⅠ群，Ⅱ群，COntrOl群で各12．8±

4・2，6・3±5．8，22．9±7．8mg／mJを示した。Ⅱ

群はcontrol群に比べ有意な低下を示したが他

の群間には有意孝は認めなかった。dACTHは

Ⅰ群，Ⅱ群，COntrOl群で各139．3±11．26，32．0

±20・1，109．3±29．6pg／mJを示した。Ⅱ群は

COntrOl群に比べ有意な低下を示したが他の群

間には有意差は認めなかった′′（Fig．2）。さらに

AGHとAP，AACTHとAPの間にそれぞれ

有意な正相関を認め，ここでもAC－CAMP系

の異常が示唆された（Fig．4，5）。

Ⅴ　考　　案

MyDの腎尿細管PTH受容体の細胞内情報

伝達機構の異常を明確にする目的でEH試験

怒cAMPr曲

GroupIGrouplI GroupI Gro叩ⅠⅠ　GroupIGroupII

Fig．l EllsworthTHoward test
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in Ellsworth－Howard test

を施行してきた。その結果，EH試験，臨床症

状及び検査成縞からほぼ正常と考えられるⅠ群

とPHPtypeIIを示すII群に分類され，この成

精からMyDの一部の症例でAC－CAMP系の

障害が存在する可能性が考えられた1）。今回，

AC－CAMP系の細胞内情報伝達機構を有する

下垂体GH分泌細胞，ACTH分泌細胞に着

日し，Arg試験，Ins試験を施行し，血清GH，

ACTH　を経時的に測定することにより間接的

にその情報伝達尉柄の異常を検討した。これら

の負荷試験ではarginineやinsulinによる低

血糖により視床下部のGRF，CRF分泌が刺激

され下垂体前葉細胞からGH，ACTHが分泌

される2）。GH，ACTHの分泌促進の情報伝達

機構は，それぞれGRFやCRFにより　AC－

cAMPを介して行われるが3）4），GRFやCRF

の分泌促進撥序については不明である。

今回，EH試験でPHP typeIIを示したⅡ

群の症例ではATg試験，Ins試験で血清GH，

ACTH　がともに有意な低反応を示したこと，
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in Ellsworth－Howard test

さらにEH試験のAPとAGH，APとAACTH

がそれぞれ有意な正相聞を示したことから，

AC－CAMP系の下垂体GH分泌細胞，ACTH

分泌細胞にも情報伝達機構の異常が示唆され

た。しかし，GRF，CRF　の分泌に関与する情

報伝達機構は不明な点が多く，上記の異常を確

認するためには今後Arg試験，Ins試験で経

時的な　GRF，CRF　の測定が必要と考えられ

た。

Arg試験では，Ⅰ群もⅡ群もともに低反応

60

を示した。MyD　の病因は同一機序であること

が考えられ，Ⅰ群，Ⅱ群の平均年齢が36．3±

2．5歳，43．4±13．9歳と約10歳の年齢差を有す

ることを報告しており1），Ⅰ群では病勢に伴い

完成された病態，すなわちⅡ群に移行していく

ものと考えられた。したがって，Arg　試験の

Ⅰ群の低反応も，早期のAc－CAMP系の異常

を反映しているものと思われた（表1）。

MyDのArg試験，lns試験の成績は散見

され，GHの反応性は一部の症例で低反応を示
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表l Summary

すことが指摘されているがACTHの反応性を

検索した文献はないようである5）6）。今回の我

々の検討のように細胞内情報伝達桟橋に着目L

EH試験と併せて解析した成続はなくMyDの

有する多臓器障害を考える上でも細胞膜もしく

は細胞内情報伝達系の解析が必要であると考え

られた。

ⅤⅠま　と　め

EH試験でPHP typeIIを示した症例で

は，Arg試験，lns試験で血清GIl，ACTH

は同様に低反応を示し，dP　と　dGH，dP　と

dACTH　が有意な正相関を示すことから細胞

膜もしくは細胞内情報伝達機構の異常の存在が

PHP：Pseudohypoparathyroidism

示唆された。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

筋緊張性ジストロフィーに於けるfree T3，

及びfree T4値の検討

班　　員　村　　上　　慶　　郎

国立掠養所箱根病院神経内科

共同研究者　西　岡　昌　紀，鈴　木　光　一，岡　崎　　　隆

国立療養所箱択病院神経内科

要　　旨

筋緊張性ジストロフィー（My．D）に於ける

甲状腺横能は正常とする従来の見解はfreeT3，

freeT4が測定不能であった時代の報告を反映

しており，freeT3，freeT4が直接測定可能と

成った現在再検討が必要である。従来の見解は，

My．D患者のTSH，T3，T4のみに着目して

居たが，今回我々は入院中のMy．D患者19例，

及びLG．DlO例，FSH．D5例，Duchenne．

D3例でのTSH，T3，T4に加えてfree T3，

TreeT4を測定した。その結果，My．Dでは19

例全例がTSH，T3，T4は正常でありながら，

7例（36．8％）で　free T3低下，又，7例

（36．8％）でfree T4で低下が認められた。

freeT3低下は他型筋ジストロフィーにも認め

られたが，freeT4低下はMy．D群以外には

1例も無い事が注目される。ただし，GOT，

GPT，CPK　値との相関関係は認められなかっ

た。

日　　的

筋緊張性ジストロフィー（My．D）に於ける

叩状腺機能は正常であるとする見解が支配的だ

が，その見解は，free T3及びfrce T4が直

接測定出来無かった時代の報告に依る処が大き

い。free T3及びfree T4が直接測定可能と

成った現在，筋緊張性ジストロフィーの甲状腺

機能についての従来の見解は再検討が必要と考

え，入院中の同疾患患者及び他型の筋ジストロ

フィー患者の甲状腺機能の再検討を試みた。

方　　法

筋緊張性ジストロフィー（My．D）患者19名

（男12名，女7名，全員入院患者，平均年令

51．4才），L－6型筋ジストロフィー10名（男5

名，女5名，全員入院敗者，平均年令54．6才），

FSH　型筋ジストロフィー患者5名（全員男，

全員入院患者，平均年令58．4才），Duchenne型

筋ジストロフィー患者3名（全員男，全員入院

患者，平均年令27．3才）より早朝採血し，T3，

T4，TSH，T3－RSU，及び　free T3，free T4

を測定した。食後採血した者も有るが，上記項

目は食事によっては変動しないとされて居る。

各項目の正常値は次の通りである。

TSH；10以下（〃U／mJ）

T3・RSU；22－35（％）

T3；70～190（〃g／dJ）

T4；5．0～13．0（ng／dJ）

free T3；2．6－5．0（pg／ml）

free T4；0．9～2．0（ng／dl）

結　　果

1）My．D；TSH，T3，T4ほ全例とも正常範囲

内。freeT3は7例で低下，free T4は7例で

低下していた。（TSHのみ不測例が4例有り。）

2）LG．D；TSHは全例が正常範囲内。T3

が2例で低下，T4が1例で上昇。free T3が
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3例で低下していたが，freeT4は全例が正常

範囲内に有った。

3）FSH．D；TSH　は全例が正常範囲内。

T3が1例で低下，T4が1例で上昇。free T3

が2例で低下していたが，freeT4は全例が正

常穐園内に有った。

4）Duchenne．D；TSIi　は測定された2例

ともに正常範囲内。全例3例の内，1例で　T3

低下，1例でT4上昇。freeT3は2例が低下

を示したが，freeT4は3例とも正常範囲内。

（各疾患群での測定結果は表の通り）

特にMy．D群については，甲状腺機能低下

症で繁々上昇の見られる　GOT，GPT，CPK

を採血により測定したが，これらのいずれも，

freeT3，freeT4のいずれとも有意の相関関係

を示さなかった。又，採血10日前の平均体温と

free T3，free T4の相関関係を検討したが，

これも有意の相関関係を認める事が出来無かっ

た。

考　　察

筋緊張性ジストロフィー（My．D）は，多彩

表l My．D患者群（n＝19）
男12名　女7名

な内分泌異常を合併する疾患である。My．D

患者に繁々に見られる臨床症状の内，自発性低

下，知能障害，脱毛，ミオトニア等は甲状腺機

能低下症の症状に獅似する為，My．D　に於け

る甲状腺機能異常の有無は他の内分泌的異常

と共に臨床家の関心を集めて来た。1948年，

Thomsenは，My．D患者のBMR低下を指

摘。是に続き1954年，Stanbury　らが，甲状腺

撥能低下症と糖尿病を合併したMy．Dl例を

報告したが，1961年，Drucker　らは，大多数

の　My．D　患者の甲状腺機能は正常と報告し

た。更に1963年，Caughey　と　Myrianthopou・

los　は，大多数の　My．D患者の甲状腺機能

は正常であり，かつ甲状腺ホルモン投与はMy

Dの症状に対して無効と報告した為，My．D

の甲状腺機能は正常であるとする見解が支配的

なものと成った。（1976年，1981年には，叩状

腺機能克進症を合併したMy．D例の報告も有

る）。1982年，SteinbeckとCarterは，My．D

患者での　TRH　に対する　TSH反応低下を報

告したが，同時にMy．D患者の甲状腺ホルモ

ンは正常とし，従来の見解を正しいものとして

の甲状腺機能と主な検査値
平均年令51．4才

（芯′）lT諾門（晶）局‰は蒜）l（二品）
T．M．（47y，M）

K．K．（56y，M）

H．K．（34y，M）

H．S．（62y，M）

Y．K．（44y，M）

J．N．（47y，F）

T．M．（44y，F）

S．K．（62y，M）

M．0．（49y，M）
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T．K．（55y，F）
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表2　FSH患者群（n＝5）の甲状腺揆能
男5名　女0名　平均年令58．4才

表3　Duchenne－D患者群（n＝3）の甲状腺械能
男3名　女0名平均　年令27．3才

表4　LG－D患者群（n＝10）の甲状腺機能
男5名　女5名　平均年令54．6才
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居る。しかし，1990年，Fukazawaらは遊離型

甲状腺ホルモンの測定によって是を再検討し，

My．Dでは，T3，T4，free T4TSHは正常

であるが，freeT3は有意に低下している事を

報告した。即ち，My．D　の甲状腺機能を正常

と結論づけた従来の見解は遊離型甲状腺ホルモ

ン（free T3及びfree T4）を直接測定出来

無かった時代の報告を反映した物であり，free

T3，freeT4を直接測定可能と成った今日では

再検討が必要な物である。

我々は今回My．Dのみならず他型の筋ジス

トロフィー（LG．D，FSH．D，Duchenne．D）

患者をも対象として甲状腺扱能の検討を行な

ひ，従来の指標である　TSH，T3，T4　と共に

遊離型甲状腺ホルモン（free T3，free T4）を

測定した。その結果，My．D19例の内全例が

TSH，T3，T4では正常範囲内に在りながら，

7例にfreeT3，又7例にfreeT4の低下を認

めたが，是はMy．Dの叩状腺扱能を正常と結

論づけた従来の見解に疑問を投げ掛ける物であ

る。我々の症例に於いてTSH，T3，T4は全例

正常値に在った事は，従来の見解が是等の指標

のみに着目し，遊離型甲状腺ホルモンを測定出

来ぬままMy．Dの甲状腺機能を「正常」と結
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論づけた事を良く説明する物と思われる。一

方，他型筋ジストロフィー患者との比較では，

free T3低下はLG．D　3例（30．0％），FSH．

D　2例（40．0％），Duchenne．D　2例（66．7

％）にも認められたがfree T4低下はMy．D

のみ（7例＝36．8％）にしか認められていない。

此の結果はfree T4低下はfree T3低下より

も特異的な変化である事を考慮すると，My．

D　での遊離型甲状腺ホルモン低下が他型筋ジ

ストロフィーでのそれよりも特異的な現象であ

る事を示す物と思われ興味深い。他型筋ジスト

ロフィー患者ではTSHは全例正常に在りなが

らT3，T4が幾つかの例で各々低下，上昇して

いるが，freeT4は全例が正常範囲内にあり，

甲状腺扱能の異常は明らかでなかった。甲状腺

ホルモンの生物学的活性は遊離型に於いて発現

する事を考えれば，freeT4倍に於けるMy．D

と他型筋ジストロフィーとの此の様な違いは

My．D　の甲状腺機能を考える上で興味深い結

果と思われた。

ま　と　め

1）My．D19例に於いてTSH，T3，T4は

正常であったが　free T3　は7例（36．8％），

free T3は7例（36．8％）で低下を示した。

2）free＿T4低下はMy・D群のみに見られ

他型筋ジストロフィーでは見られなかった。
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筋ジストロフィーの臨床病態と追伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

進行性筋ジストロフィーにおける骨代謝についての検討

班　　員　井　　上　　謙次郎
国立療養所宮崎束病院

共同研究者　宮　内　恵　子，仲　地

吉　原　明　子，話　冒

国立療養所宮崎東病院

要　　旨

国立療養所宮崎束病院筋ジス病棟に入院中の

DuchennC型筋ジストロフィー（以下DMD）の

患者10名（9歳から23歳）の脊柱変形と骨代謝

の調節因子及び筋原性酵素との関連性を検討し

た。それぞれのデータを　Gibsonの分類1）によ

るStablePathwayとUnstable Pathwayの2

群に分けて検討した結果，PTH，myOglobinに

おいて有意差を認めた。また，myOglobin　と

PTH，myOglobinと尿中Caとの間にそれぞ

れ負及び正の相関を認めた。以上のことから脊

柱変形の一因としてPTHが関与し，さらに骨

代謝系と筋障害との関連が示唆された。

はじめに

DMDでは脊柱変形が，予後に重大な影響を

及ぼしていると一般に考えられている。宮崎東

病院ではGibsonの分析を用いて脊柱変形の程

度から患者を分類し，骨代謝の調節因子2）及び

筋原性酵素などの生化学的な面より脊柱変形と

の関連を検討した。その結果，筋ジストロフィ

ー患者において，骨代謝の調節因子と脊柱変形

との関連が示唆されたので報告する。

対象及び方法

対象は，当院筋ジス病棟に入院中のDMD

患者10名。全例男性。年令は9歳～23歳。全

例歩行不能。測定は毎年9月～10月に行ってい

る。カルシウム・骨代謝に影響するような薬物

は投与されていない。

全脊柱2方向のX線撮影を行ない，Gibsonの

分類を用いて患者の脊柱変形を　Stable Path・

way（以下S群），Unstable Pathway（以下U

群）の2群に分けた。

骨代謝の調節因子として血清のCa，P，PTH，

Vit D3，筋原性酵素として　CPK，myOglObin

myosinを測定した。また尿中Ca，Pとを測定

した。

結　　果

骨代謝の調節因子をU群とS群に分けその差

を検討した結果，PTH　では1990年，1991年と

もに，0．05％の危険率でU群において高値を

示した。（図1）

筋原性酵素をU群とS群に分けその差を検討

した結果，myOglobinでは0．05％の危険率

で，S群において高値を示した。（図2）

次に骨代謝の調節因子と筋原性酵素との相関

を検討した。

図3・図4では，U群をopencircle，S群を

closed circleでプロットしてある。myOglobin

と　PTH　の間に負の相関（y＝－2．0Ⅹ＋490，

r＝－0．7，p＜0．05）を認めた。（図3）

さらに，U群においてmyoglobinが低値かつ

PTHが高値，S群においてmyoglobinが高値

かつPTHが低値といった傾向が認められた。

myoglobinと尿中Caをみると，両者の間に
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図　4

正の相関（y＝0．7Ⅹ＋11，r＝0．7，p＜0．05）を認

めた。（図4）

考　　察

PTH　においてU群とS群に有意差を認めた

ことから脊柱変形に骨代謝が関与していること

が想定された。

前年度当院の井上8）が，年令と筋原性酵素と

の間に負の相関を認めたことから，筋の崩壊

の進展とともに筋原酵素の放出が減少すると

の報告をした。今回はmyoglobin　と尿中　Ca，

myoglobinとPTHとの問に相関を認め，筋の

崩壊の進展と骨代謝の調節系との間に何らかの

関連があることが推定された。

そのメカニズムについては今後検討を加えて

いく必要があると思われる。

また，今回は歩行不能例のみの検討で，病状

の軽い時期でのデータは少ないのでPTH，Ca

等が病状によってどの様に変化するか早い時期

からの検討を行なえば　DMD　における病勢と

骨代謝との関連がさらに明らかになり，何らか

の治療上の手掛りが得られるのではないかと思

われる。

ま　と　め

1．DMD　患者の血清　Ca，P，PTH，Vit D3，

CPK，myOglobinmyosinを測定し，また尿中

のCa，Pを測定した。U群とS群に分けて，

各々の差を検討した。
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2．U群でPTHが高値を示し，PTHの骨作

用が脊柱変形の一因となっている可能性が考え

られた。

3．U群でmyoglobinが低値であり，筋の障

害と脊柱変形が示唆された。

4．myoglobinとPTHの問に負の相関，my・

oglobinと尿中Ca排泄量との問に正の相聞を

認め，DMDの進展と骨代謝との関連が推定さ

れた。

－228－
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Ⅰ．臨床病態

D．先天性筋ジストロフィー

（特別プロジェクト）



妨ジストロフィーの臨床病態と迫伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ　臨床病態

1－D　先天性筋ジストロフィーの臨床病悪（特別プロジェクト）

先天性筋ジストロフィー児に認められる

けいれんに関する検討

班　　員　福　　山　　幸　　夫

東京女子医科大学小児科

共同研究者　炭　田　沢　子，大　澤　真木子，鈴

平　沢　恭　子，新　井　ゆ　み，村
東京女子医科大学小児科

要　　旨

先天性筋ジストロフィー症（CMD）98例にお

いて，痙攣発作につき，37．5度C以上の発熱に

伴う痙攣群（FS），無熱時痙攣群（AFS），痙攣

の既往のない群（NS）にわけて検討した。

最終観察時年齢6歳以上例では60．7％（AFS

24．6％，FS36．1％）に痙攣が見られた。Ⅰ型

とⅢ／Ⅳ型では痙攣発症率に差はなかった。男

女別検討ではⅠ型で男児により高率に痙攣を認

めた。発症年齢の中央値は，FS群ではⅠ型，

Ⅲ／Ⅳ型とも1歳であった。AFS群はⅠ型1

歳，Ⅲ／Ⅳ型は10歳であった。Ⅰ型の1歳未満

発症FS例は，AFS移行傾向があった。発作

型は全般性強直間代発作が多かった。FS群で

は38度C未満の発熱誘発例，発作頻回例，クラ

スター例が多く，持続時間が長い特徴を示し

た。過去3年以上発作消失例は，AFS　群では

17％，FS群Ⅰ型では86％，Ⅲ／Ⅳ型では75

％であった。

目　　的

福山型先天性筋ジストロフィー症（FCMD）

の中枢神経症状として，知能障害の他に痙攣が

合併することはよく知られている。しかし，痙

攣に関する症例報告1）2）3）は散見されるも，系統

的研究4）5）6）は少ない。今回我々は，CMDに合

併した痙攣につき検討し，若干の知見を得たの

で報告する。

対象および方法

対象は当院を受診したCMD児97例，福山分

頬のⅠ型80例，Ⅱ型2例，m／lV型15例で，最

終観察時年齢は順に6ケ月～25歳，7～19歳，

3～31歳である。診療録に加え，アンケート調

査により得た情報を追加し検討した。37．5度C

以上の発熱に伴う痙攣群をFS群，無熱時痙攣

をAFS群，痙攣の既往のない群を　NS群と

し，初回発作がFSで経過中AFSを生じた例

（以下移行例と称す）はAFS群として検討し

た。

結　　果

発症率：全症例における痙攣発作発現累椚率

（以下発症率と略）は58．2％で，AFSは姉

弟両者に発症した1組を含む19．4％，FSは3

同胞を含む38．8％に認めた。最終観察時年齢

6歳以上例（61例）での発症率は60．7％で，

AFS24．6％，FS36．1％であった。CMDの

型別では，発症率に大きな差は認めなかった。

男女別での発症率は男児で高く，特にⅠ型でそ

の傾向は顕著であった。

発症年齢：FS群Ⅰ型およびm／Ⅳ型ではそれ

ぞれ0～4歳，0～2歳に亘り，中央値，ピー

ク値いずれも1歳であった。AFS　群Ⅰ型では

0～10歳に亘って発症しており，ピーク値は0
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歳代であった。AFS　群Ⅲ／Ⅳ型では8歳以降

に発症していた。AFS　移行例における移行年

齢は1～8歳にわたっていた。

発作型：全般性強直間代発作（主に保護者の観

察に基づく）が最も多く，FS群では　95％，

AFS　群でも　50％を占めた。AFS　郡には，

点頭てんかん，部分起始性強直間代発作，ミオ

クロニー発作，複雑部分発作，半身痙攣などを

認めた。点頭てんかんの1例で頭蓋内出血，髄

膜炎の既往があった。

脳波所見：FS　群では1／3にてんかん性発作波

を認め，焦点性辣波，全般性蘇徐波を同率に認

めた。AFS　群では焦点性殊波を多く認めた。

発作の有無別発達指数分布（Ⅰ型）：NS　群は

AFS群，FS群に比L DQがやや高い傾向が

あった。

FS群の臨床特徴：38度C以下の発熱による痙

攣誘発例　51％，発作持続時間15分以上経験例

19％，24時間以内の痙攣反復経験例を35％に

認め，いわゆる熱性痙攣複合型の要素を多く認

めた。抗痙攣剤投与例は51．7％であったが，

発作回数10回以上経験例を25％に認めた。

発作予後：発症後5年以上経過観察し，詳細が

明かな例で検討した。AFS　群では，発症5年

後の発作継続例は5／6例（83％），過去3年以上

発作消失例は1／6例（17％）であった。これに

対し　FS　群Ⅰ型では，過去3年以上発作消失

例は12／14例（86％）で，最終発作年齢は，1

～8歳に亘り，中央値，ピーク値とも4歳であ

った。FS　群Ⅲ／Ⅳ型では，過去3年以上発作

消失例3／4例（75％）で，最終発作年齢は3～

5歳であった。

発症年齢別経過を検討してみると，Ⅰ型では

1歳未満で　FS　を発症した5例中3例，60％

がAFSへ移行しており，1歳以降FSを発症

した29例では1例，3％のみがAFSへ移行し

ていた。

考　　察

FCMDの過半数に痙攣が合併する4）6）7）と言

われているが，今回の我々の研究でもほぼ60％

に認められた。一般人口のてんかんの頻度は，

0．5～1％であり，一般児童の2～8％が熱性痙

攣を有すると言われているのに比し，CMDで

は明らかに高頻度に痙攣を合併している。これ

は　CMD　に見られる脳奇形すなわち大脳小多

脳回，組織学的な細胞層構築異常などに起因す

るものであろう。Ⅰ型とⅢ／Ⅳ型では痙攣発症

率に差はなかったが，男女別検討では，Ⅰ型で

男児に有意に高率に発症していた。一般小児に

おける痙攣は男児にやや多い傾向があるが，有

意差は無いと言われている。CMDの痙攣発症

要因として脳奇形に性差がどの程度加味してい

るのか興味深い。

小児てんかんの発症年齢のピークは0歳代，

熱性痙攣は1歳代であり，CMDI型について

はこれに差異はなかったが，Ⅲ／Ⅳ型AFS群

は8歳以降と発症年齢が遅かった。

脳奇形に伴う痙攣発作型の多くは，全般発

作，焦点発作，ミオクロニー発作で，高度な脳

奇形では点頭てんかんを伴うことが多いと言わ

れている8）。今回の我々の発作型の検討は，主

に保護者の観察に基づくものであるが，FS，

AFS　とも全般性強直間代発作が多く，その地

点頭てんかん，ミオクロニー発作，複雑部分発

作など見られた。他日2）では，欠神発作も報告

されている。脳波は他の報告4）5）と同様，焦点性

就波が多かった。

Segawaら4）は，発熱に伴う痙攣はすべて1

年以内に無熱性痙攣に移行したと報告している

が，我々の研究では，終始FSであった例の方

が多く，AFSへの移行例も　FS発症後1～7

年と幅広かった。しかしながら，FS　群ではい

わゆる複合型の特徴を多く示し，1歳未満発症

FS例はAFSへの移行率が高いので，FS例

も発症により，てんかんに準じた抗痙攣剤治療

が必要と思われた。

結　　語

CMD児の約60％に痙攣を認めた。型別で

は発症率に差はなかったが，男女別ではⅠ型で

男児に高率であった。FS群ではいわゆる複合

型熱性痙攣の要素を多く示した。Ⅰ型の1歳未

満発症FS例は，AFS移行傾向があった。発

作予後は，AFS群はFS群に比し不良であっ

た。
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福山型先天性筋ジストロフィー症の遺伝学的・臨床的検討

－同胞辟恩例を中心に－

班　　員　吉　　岡　　三恵子

神戸市立中央市民病院小児科

共同研究者　黒　木　茂　一，仁　紙　宏　之

神戸市立中央市民病院小児科

要　　旨

我々がこれまでに経験した福山型先天性筋ジ

ストロフィー症（FCMD）40家系について，遺

伝学的及び臨床的検討を行った。40家系中，両

親の血族結婚は5家系（12．5％）にみられ，同

胞罷息は9家系（22．5％）にあった。同胞間に

おける臨床像は，筋肉・中枢神経系及び眼科所

見において，一般に類似していたが，＿1家系2

兄弟例においては，兄がFCMDと診断された

のに対し，弟は生下時より水頭症，脳癌，両側

網膜剥離，高CK血症及び先天性多発性関節拘

縮症を示し，FCMD　よりもむしろ　Walker－

Warburg症候群（WWS）に近い病像であっ

た。兄弟の中にFCMD　と　WWSがみられた

ことは，この二つの症候群が対立形質であるこ

とを示唆するものと考えられた。

日　　的

福山型先天性筋ジストロフィー症（以下，

FCMD　と略）の遺伝学的検討では，従来から

両親の血族結婚が多いこと及び，同胞罷息のみ

られることが注目されている1）。今回，同胞羅

息のある家系について，同胞間の臨床像の差異

を検討した。

対象及び方法

我々がこれまでに経験したFCMD40家系46

名の患者について，両親の血族結婚，同胞数，

同胞羅息の有無等の遺伝学的背景を聴取した。

又，各症例の臨床像を検討するために筋肉につ

いては運動能力，関節拘縮，筋萎縮，血清CK

値，筋電図，筋生検所見等を調べ，中枢神経系

については言語能力，痙攣発作の有無，lQ　又

は　DQ，CT又は　MRI，脳波所見等を，又，

限科的には視力，前限部，眼底等について調べ

た。

結　　果

FCMD　40家系中，両親の血族結婚は5家系

（12．5％）にみられ，両親がいとこであるもの

が3家系（7．5％），その他が2家系であった。

一方，同胞曜息は9家系（22．5％）にみられ，

この内血族結婚も認められたのは一家系であっ

た。姉妹例が5家系と最も多く，兄弟例は1家

系，姉弟又は兄妹例がそれぞれ1及び2家系で

あった。同胞羅息のみられた代表的な家系とそ

の臨床像を示す。So　家：両親には血族結婚は

みられない。姉は現在，6才5カ月，妹は3才

7＿カ月。姉は頸定不十分であるが，妹は頸定及

び寝返りがみられている。姉は生後1カ月の時

に筋生検を受け，筋の変性と結合織の増生が著

明で，FCMD　に典型的な像を示している。姉

妹共，関節拘綿が上下肢共にみられ，仮性肥大

も存在する。有意語は共にみられず，これまで

何度も無熱性痙攣をくり返している。頭部CT
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図1So家姉妹の頭部CT，左：姉，14カ月，右：妹，12カ月。
姉妹共に，自質低吸収域が認められ　側頭部には脳回肥厚も
ある。

では図1に示すように，姉妹共に自質の低吸収

域が著明であり，側頭部には脳回肥厚も認めら

れる。眼科的には，姉妹共，視神経萎縮があっ

た。

T家：両親には血族結婚はみられない。姉は

11才で，妹は12才で共に呼吸不全のため死亡し

ている。姉は坐位保持が可能であったが，妹は

頸定まで可能。姉妹共に無熱性痙攣がつよく，

妹は特に難治で，しばしば垂積をくり返してい

た2）。脳波では姉妹共に嫌徐波結合がくり返し

認められている。頭部CTでは図2に示すよう

に，姉は6才4カ月という年令の関係もあり，

妹につよい自質低吸収域は認められていない

図2　T家姉妹の頭部CT，上2枚：姉，6才4
カ月，下2枚：妹，1才。
姉には自質低吸収域は明らかでないが，妹
には著明である。大脳萎縮は姉妹共にみら

れ，脳回肥厚も前頭部や側頭部に認められ
る。

が，大脳萎縮は姉妹共に強く，脳回肥厚も側頭

部や前頭部にみられている。眼科的には姉には

視神経萎縮が認められるが，妹には内管贅皮が

みられる程度である。

S家：両親の血族結婚はない。兄は現在，6

歳5カ月，弟は10カ月である。兄は以前に特異

な限所見を示したFCMDの一例として報告し

ている3）。この兄は坐位保持が可能であるが有

意語はない。生後4カ月のときに強度の近視，

図3　S家兄弟の頭部CT．上2枚：兄，5カ月，

下2枚：弟，生下時。

兄には自質低吸収域が明らかであり，脳回
肥厚も側頭部に認められる。弟は水頭症，
脳癌を示し，第Ⅳ脳室の大きさが小さいこ

とから，中脳水道の狭窄が疑われる。
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視神経萎縮，内斜視及び内反症を指摘された。

3才時には左，その10カ月後には右の網膜剥離

をきたした。DQは13で，痙攣はない。筋生検

では筋線経の大小不同や変性，問質の線維化や

脂肪浸潤等，FCMDと診断されるような所見

を示している。頭部CTでは図3に示すよう

に，自質の低吸収域が著明で，脳回肥厚も認め

られる。一方，弟は生下時より著明な水頭症及

び脳癌が認められ，生後8日目に脳室腹腔吻

合術及び脳癌の整復術を受けている。術後の

MRI　によって，水頭症は中脳水道の閉塞によ

るものであることが明らかとなり，又，脳染欠

損や脳回肥厚も認められた。この症例は生下時

より血清CK値の上昇が著しく，先天性多発

性関節拘縮症も認められることから，筋の所見

も明らかである。兄弟共，染色体は正常であっ

た。この兄弟の間にもう一人弟がおり，この第

2子は胎児エコーで無脳児であることがわか

り，在胎7カ月で出生し，生後5分後に死亡し

ている。この例の筋や眼の所見は得られていな

い。

考　　察

今回のFCMDの遺伝学的所見を大沢の報

告1）と比較すると，近親婚率は大沢の26．8％に

対し，我々は12．5％と低いが，同胞駆息は大

沢の21．19～24．20％に対し，我々は22．5％

とほは類似の値を示している。いずれも常染色

体劣性遺伝としての期待値25％にほは近似の

値といえる。同胞例の臨床像は，筋肉・中枢神

経系及び眼科的所見において，一般に類似して

いたが，1家系2兄弟例においてはかなりの差

異がみられた。この家系では兄はFCMDと診

断されたが，弟は生下時より水頭症，脳癌及び

両側の網膜剥離を示し，FCMD　よりもむしろ

Walker－Warburg症候群（WWS）4）に近い病

像を示していた。従来から，FCMD　と　WWS

との異同については議論の多い所であるが，こ

の家系における発症をみると，この二つの症候

群は恐らく対立形質であろうと推測された。

ま　と　め

FCMD　の40家系について，同胞躍息を調べ

た所，9家系（22．5％）に認められ，常染色体

劣性遺伝としての期待値25％にほぼ近似の値

であった。同胞間の臨床症状は，筋肉・中枢神

経系・眼科所見において一般に煩似していた

が，1家系では兄がFCMD，弟がWWSと診

断された。これはFCMD　と　WWSが対立形

質であることを推測させるものといえる。
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プロジェクト研究Ⅱ　病　　理

筋ジストロフィー剖検登録例の集計と解析

班　　員　向　　山　　員　　邦

国立療養所中部病院臨床研究部

共同研究者　槍　繹　一　夫，香　川　典　子

徳島大学第一病理

要　　旨　－

1）登録総数は327例で，そのうちDuchenne

型が249例と最も多い。2）死亡年別登録数

は最近漸減傾向にある。3）月別では1月の死

亡例が多い。4）Duchenne型の平均寿命は

18．96歳。最近5年間の平均寿命は20．50歳と著

しく延長している。5）最近5年間に死亡した

Duchenne型症例に対する人工呼吸器の装着状

況を調べた結果，半数以上の症例で装着されて

おらずト最近の寿命の延長に人工呼吸器の装着

が大きく関与しているとは考えられない。6）

Duchenne型症例の死因は，肺炎などの感染

症が減り，心不全や呼吸不全の割合が増加して

いる。4）～6）の背景として筋ジスに対する医

師，看護婦，パラメヂカルスタッフの治療，看

護ケアの知識や能力の向上が大きく寄与してい

ると思われる。

目的と方法

当プロジェクト研究班では，1981年以来全国

の主要筋ジス施設で実施された筋ジストロフィ

ーの剖検例を1例ごとに剖検登録票に記入して

もらい，プロジェクトリーダー施設（徳島大学

第一病理）へ送付された登録票をもとにして，

死亡年齢，死因，病理所見などのデータをコン

ピューターへ入力している。1991年11月末まで

に24施設より327例が登録された。

本報告では，これらの症例について統計的に

検討した結果について述べる。

ノ

結果と考察

1．病型別分頸（表1）

327登録例のうち，D。Chenne型が249例

（76．1％）と最も多く，ついで福山型24例（7．3

表1筋ジストロフィー症病型別剖検登録数

Duchenne type

Famale Duchenne

Becker type

Emery－Dreifuss type

Limb－Girdle type

249eases

2

3．

2．

13

Malignant Limb－Girdle type　　　　　　　2

FacioscapulOhumeraltype

Fukuyama type CMD

Ullrich type CMD

Distaltype

Myotonic MD

Unclassi負ed

図1　　死亡年別剖検萱音数
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図2　死亡月別登録数

図3　　DMD例の死亡年齢分布

％），筋強直型17例（5．2％）の順である。

2．死亡年別剖検登録数（図1）

死亡年の記載のある症例は321例である。こ

のうち一番古いのは1956年の1例である。登録

数が増えてくるのは1970年以降で，最も多いの

は1979年と1981年の各々28例である。しかし最

近は漸減傾向にある。

3．死亡月別登録数（図2）

1月の死亡例が46例と他の月より多い。向山

ら（1983年）がDuchenne型症例について月

別死亡数を調査したさいにも1月の死亡数が突

出して多からた。

4・Duchenne型筋ジスト。フィーの寿命と

死因

1）Duchenne型249例の寿命（図3）は10

歳から34歳の間に分布しており，平均寿命は

18・96±4・11歳である。歴年別に5年ずつ区切

蓑3　人工呼吸器装着状況

症例数　　装着期間

体外式陰在呼吸器　　　8例　　150－1，290日
（平均616．1日）

陽圧式呼吸器　　　　11例　　1～705日

（平均241．6日）

装着せず　　　　　　24例　　　　　／

計　　　　　　43例

表4　人工呼吸器装着状況調査協力施設

国療八雲病院

国療岩木病院・

国療東埼玉病院ノ

東京女子医科大学

東京都立神経病院

国療鈴鹿病院

国療兵庫中央病院

国療原病院

国療徳島病院

国療筑後病院

国療西別府病院

国療川棚病院

国療南九州病院

って平均寿命の推移を検討する（表2）と，年

を追うごとに寿命が確実に延長しており，最近

の5年間の寿命が20．50±5．62歳と最も長くな

っていることがわかる。

2）人工呼吸器装着状況（表3）

近年筋ジス患者に人工呼吸器を装着する場合

がある。この処置がDuchenne型症例の平均

寿命にどの程度関与しているかを調べる目的

で・1985～1989年の5年間に死亡した症例の剖

検例をもつ虜ジス施設（44例，14施設）に人口

呼吸器の装着状況を問い合わせた。表4の13施

設から43例について回答がありr（回答率97．7

％），人工呼吸器を装着した症例は体外陰圧式8

例・陽圧式11例の計19例であった。また装着し

ない症例が24例あった。

装着期間は体外陰圧式では平均616．1日，陽

圧式では平均241．6日であり，回答のあった43

例についての平均は17．5日であった。この値は

最近5年間の剖検例の平均寿命（表2）20．50

歳が，1つ前のグループの平均寿命19．82歳よ

り延長した0・68歳（248．2日）に及ばない。従

って最近のDucbenne型症例の平均寿命の延

長に人工呼吸器の装着が大きく関与していたと

はいえない。Duchenne塑筋ジストロフィーの
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閻肺丸気管支肺炎．≡ヨ心不全　⊂］呼吸不全
同心肺機能不全　　－その他

図4　歴年別DMD例の死因

寿命の延長には，以前の報告の中でも考察した

ように，筋ジスに対する医師，看護婦，パラメ

ゲカルスタッフの治療，看護ケアの知識や能力

の向上が寄与していると考えられる。

3）Duchenne型の死因（図4）

最近の死因をみると肺炎などの呼吸器感染症

の割合は減少し，心不全や呼吸不全の割合が増

加している。
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肪ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

Duchenne型筋ジストロフイ「症の心肥大について

－臨床ならびに剖検所見の検討－

班　　員　松　　家

国立療養所徳島病院

共同研究者　足　立　克　仁1），木　村　千代美1），

美　馬　仲　章1），十　校　紀巳代1），

乾　　　俊　夫2），森　内　　　幹a），

川　井　尚　臣4）

包
．∈乙

l

 

l

 

q

リ

子

子

雄

隆

玲

一

尾

藤

野

鳴

春

小

1）国立療養所徳島病院内科　2）国立療養所徳島病院神経内科
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要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）の

男子剖検29例について，生前の臨床症状・所見

と剖検所見を検討した。心重量が各年齢におけ

る正常範囲を逸脱し増加した例（心肥大群）は

8例（27％）で，これらの症例の平均死亡年齢

は17．9歳であった。残りは非心肥大群で21例あ

り，死亡年齢は20．0歳であった。歩行開始年齢

には両群に差はなかったが，歩行不能年齢は心

肥大群では9．9歳であり，非心肥大群の10．7歳

に比べ有意に若年であった。心肥大群の心胸郭

比（CTR）は，10歳で50％を越え，16歳の56％ま

では徐々に拡大し，その後は急速に拡大し，20

歳で最大66％までになった。これに対し非心肥

大群では全経過を通し50％以下でほぼ一定であ

った。心肥大群では心重量と心筋線維径は非心

肥大群の約2倍であった。早期に骨格筋障害の

進行が速く，CTR　の拡大がみられる例は，心

筋障害が強く，心不全となる可能性がある。

はじめに

DMDの多くは呼吸不全により死亡するが，

早期から心拡大をきたし心不全により比較的若

年で死亡する例があり，このような症例の心不

全が注目されている1）。本研究では，当院の剖

検例について臨床所見と剖検所見を検討し，本

症の心不全の病態について述べる。

対象と方法

対象は昭和46年から平成2年までに当院で剖

検した　DMD　の男性29例である。図1に示し

たように，心重量が各年齢における正常範囲2）

700

600

心5UO
重

量400

g

、ノ　300

200

100

0

0　　　5　　10　　15　　20　　25

年齢（歳）

図1　DMD剖検例の心並立
網目は正常心重立の各年齢における平均値の±
20％の範周を示した。
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を明らかに逸脱し増加した例を心肥大群として

分けると8例（27．6％）あり，死亡年齢は13～

20歳（17．9±2．2，mean±SD）であった。残り

の心重量が正常または減少した例を非心肥大群

として分けると21例であり，死亡年齢は14－27

歳（20．0±3．4）であった。

これら2群について，生前の臨床所見ならび

に剖検所見を検討した。

さらに，剖検心では　DMD　7例，正常対照

（非筋疾患）1例において心筋細胞をコンピュ

ーターディスプレイ上に投影して研断面の短径

歩行開始　　歩行不能　坐位保持不能

図2　下肢楼能障害の推移

心60

胸

郭

比50
′‾■ヽ

％

）　40

（3）　　　（9）
（7）烹（丁のHJノ（16）

を500個について測定した。

成損の統計処理は　Student’st testで行い，

p＜0．05を有意差ありと判定した。

結　　果

1）下肢機能障害の推移

歩行開始年齢は心肥大群で1．4±0．3年，非

心肥大群で1．5±0．3年と両群に差は見られな

かったが，歩行不能年齢は，心肥大群で9．9±

1．2年，非心肥大群で10．7±0．9年と前者が有

意に早期に歩行不能に陥った。坐位保持不能年

齢には差はなかった（図2）。

2）CTR　の経時変化

心肥大群では，非心肥大群に比べ9歳頃より

CTRが有意に大きくなり，10歳で50％を越

え，16歳の56．3％までは徐々に拡大し，その

後は急速に拡大し，20歳で最大66％までにな

った。非心肥大群では全経過を通し50％以下

でほは一定であった（図3）。

3）死亡前の各種検査成績（図4）

下肢機能障害度は両群に差はなく，血清CK

活性値は心肥大群で　93．1±61．9U／mJ（正常

25＞）とやや高い傾向がみられた。

動脈血ガス分析では，02　分圧は両群に差は

なかったが，CO2　分圧は心肥大群で　45．0±

11．5mmHg，非心肥大群で76．1±22．2mmIlg

と後者において高値を示した。

（ふ．主詰，（た，（吉，く古（ふ‘17’（花）詰，

非心肥大群 箭（6）（5）⊥（3）

8　　10　　12　　14 18　　　20　　22　　24

年齢（歳）

図3　心胸郭比の経時的変化
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下肢機能血清CK pao2　PaCO2
障害度　活性値（mmHg）（mmHg）
（stage）（25∪／ml＞）

図4　死亡前の検査成績

個
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右
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図5　各臓器重量と貯留液量

5　　　　10　　　15　　　　20　　　　25　　　　30

短径（H m）

対照例の平均往：12．5Pm（27歳、男、胃癌、心重畳300g）

心肥大群の平均往：16．0P m

（13歳．5709、18歳．5609、19歳．500臥20歳．490g）

非心肥大群の平均径：8．7p m

（20歳．140臥27歳．190臥27歳．2109）

図6　心筋線維径の分布

4）各臓器の重量と貯留液量（図5）　　　　　　増加がみられた。

心重量では，心肥大群（526．3±101．4g）は　　　また，図5に示すように右肺，肝，碑，腎は

非心肥大群（198．1±44．0g）に対し2倍以上の　　心肥大群で増量がみられ，組織所見では高度の
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うっ血所見も認められた。

心裏液でも，心肥大群（105．0±78．1mの　は

非心肥大群（29．3±31．9mg）に比べ増えてい

た。胸水は心肥大群で増加がみられたが有意差

はなかった。

5）心筋線維径

図6は心筋線維径の両群の平均値を示したも

のである。対照例は正規分布を示し，平均径は

12．5／上m　であった。非心肥大群は対照と比べ

径が細かい方に偏隠していた。心肥大群では心

筋径のバラツキが大きく，また対照と比べ太い

方に偏位していた。

心筋細胞の短径は心肥大群（16．0±3．1／‘m）

では非心肥大群（8．7±1．4／上m）の約2倍太く

なっていた。

考　　察

DMD患者の療護，治療に携わっている我々

にとって，心不全の管理，治療は重要な課題の

一つである。本研究では，本症の心不全の病態

を明らかにするため，剖検例を心肥大群と非心

肥大群に分けて，その臨床所見および剖検所見

を検討した。

心肥大群は29例中8例，27．6％であった。

この頻度は槍躍らのDMD194剖検例について

の成紆）4）とよく一致している。

心肥大群の運動機能障害について歩行開始年

齢には差はなかったが，歩行不能に陥る年齢は

10歳頃が多く，非心肥大群に比べ約1年早く歩

行不能に陥っていた。すなわち，発症から10歳

前後までの骨格筋障害は心肥大群の方が進行が

速いことを示す。この成絹は田村らの若年心不

全例の報告5）と一致しており，彼らの例の多く

は我々の心肥大群に属すると思われる。晩期で

は，両群の骨格筋の障害度に差はなく，また血

清　CK　活性値にも差はみられなかった。晩期

には心肥大群では心不全の要因が加わり，安静

が保たれ骨格筋障害の進行速度が軽減されるこ

とが考えられる。

心筋障害の一指標としてのCTRは非心肥大

群では全経過を通し50％以下で，ほぼ一定で

あったが，心肥大群では10歳頃に50％を越え，

16歳までは徐々に拡大し，17歳からは急速に拡

大するパターンを示した。本症の心肥大は心筋

の筋力低下に対し代償的に生じたものと考えら

れるが，これがさらに肥大すると心筋の収縮力

低下が逆に増強され，その後急速に拡大するも

のと考えられる。また，心肥大群で心筋線維径

の増大がみられたが，これは心筋の代位性肥大

の存在を裏付ける成績である。

死因については，非心肥大群ではC02の増

加が認められ，呼吸不全が強いことが示唆され

た。一方，心肥大群では剖検で心，右肺，肝な

どの重量の増加や高度のうっ血所見，多量の心

裏液などを認め心不全死が示唆された。

以上，早期より骨格筋障害の進行が速く，

CTRの拡大がみられる例は，心筋障害が強く，

心不全死となる可能性があるので，早期に心不

全に対する対策が必要である。

本症はジストロフィンの欠損により発症する

ので臨床的に異なる2群が存在することは病因

と矛盾する。著者らはその成因として，ジスト

ロフィン以外の膜構成成分の個体差の関与を考

えている。
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要　　旨

Duchenne型筋ジストPフィー（DMD）に悪

性腫瘍を合併する例はきわめて稀であり，文献

検索した限りではまだ3例の報告しかない1いさ）

（表1）。横紋筋肉腫を合併した症例については

1969年Millerl）が悪性腫瘍の基礎疾患について

集計した表に1例示されているが，筋ジストロ

フィーの病理については記載されていない。我

々は，12歳の　DMD　に脊柱起立筋原発と考え

られる横紋筋内陸を合併した症例を経験した。

本例の腫瘍組織を基礎疾患のない杭紋筋肉腫と

比較する目的で頼部原発例（8歳・女児），中耳

原発例（4歳・男児）の横紋筋肉腫とあわせて，

組織学的ならびに免疫組織学的検討を行い，筋

の分化との関係について若干の考察を加えた。

症　　例

左背部腫癌を主訴として入院した　DMD　の

12歳男児である。処女歩行は1歳6カ月で，運

動発達の遅れに気づかれ，7歳時に他院にて

DMDと診断された。当科では7歳9カ月から

約3年間ベスタチソ治療を行った。9歳時，右

外来骨折後，10歳時から車椅子の生活となっ

蓑1Muscular DystrophyLに合併した悪性腫瘍の文献的検討

筋ジストロフィー症
病型（発症年齢）

悪　　性　　腫　　瘍
（発症年齢）

治療法 予　　後
（死亡年齢）

（夢枕絞筋肉睦［胎児型］
㊥小脳腫瘍
（参急性白血病

不　　明 不　　明

1983　l DMD l　左視床腫瘍 トpshu可不　明
limbLgirdle　（30y）
1imb－girdle　（50y）
pelvicgirdle（50y）

多発性骨髄腫　　　　（30y）
多発性骨髄腫　　　　（63y）
多発性骨髄腫　　　　（69y）

化学療法
化学療法
記載なし

死亡（58y）
死亡（64y）
死亡（76y）

DMD　　（3y6m） 神経芽細胞腫　　　　（9m） 手　術
化学療法

記載なし

1988lDMD　（3y）1急性リンパ性白血病（8y）l化学療法l死亡（10y）

DMD　　（ly6m） 横紋筋肉腫［胎児型］　（12y）
化学療法
放射線療法 生　　存
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図1　患児の背部の写真

左背部（Th8～ThlOの高さ）に4．5×5cmの
腫瘍が見られる。

図2　胸部CT
腫瘍の大きさは3．9×3．7×4．5cmである。肋

骨を取り巻き胸膜への浸潤を一部に認める。

た。現在，座位保持可能である。

12歳7カ月車椅子の背に左背部（図1）がすれ

ると訴え，直径1．5cmの腫瘡が触知された。

腫癖は増大傾向を示したため当科受診し，入院

となった。胸部CT（図2）では，腫癌の大きさ

3．9×3．7×4．5cm　で肋骨を取り巻き胸膜への

浸潤を一部に認めた。ガリウムシソチでは取り

込みは見られなかった。患児のリン㌧ペ球由来の

DNA　を　cDNA　プローブを用いたサザンプロ

ット法により分析したところ，患児にexon49

～52の欠矢が認められ，母親は，CK　の高値と

DNA検査における16kbのjunctional fra－

gmentの存在により保因者であると証明され

For・叫′11

讐酌

Bg川

CUNA probe8

図3　息児・家族のDNA検査
サザンプロット法。患児には　exon49～52の

欠矢と，16kbのjunctionalfragmentを認め
る。母親にも16kbのjunctionalfragmentが
あるため保因者であることが証明された。

た（図3）。

方　　法

筋蛋白，細胞骨格蛋白である　vimentin7）

（DakoFattS），muSCle actin6）（ENZO），des－

min6）7）（Dakopatts），myOglobin（Dakopatts），

dystrophin（国立精神神経センター小澤瑛二

郎先生より供与を受けた）に対する抗体を一次

抗体として，上記症例についてABC法，dys－

trophinは蛍光抗体法により免疫組織染色4）5）

を行った。

結　　果

生検を行った腫瘍組織の　HE　染色では，核

小体と豊富なクロマチンを有する楕円形の核と

わずかに好酸性の胞体を有する　sarcoma cell

の増殖が認められた。各種の筋蛋白に対する抗

体を用いた免疫組織化学染色では，Vimentin

（＋），muSCleactin（－），desmin（＋），myOglo－

bin（T），dystrophin（－）であった（図4）。病

理学的には，幼君性を残存した胎児型の横紋筋

肉腫8）と診断した。他の合併疾患のない女児例
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図4　腫瘍組織の免疫組織化学染色

MUSCLEDEVELOPMENTANDPROTEIN

embryonicmuscIedevelopment muscFeregeneration

PreSumPtivemyobIast sateHteceIl

＼　　／
myoblast

myFtUbe
muscletぬer

protein myoblast myotube muscle丘ber

vlmentin＊　　　　　＋　　　　　＋

muscle actin　　　十　　　　　十

desmin＊　　　　　　　　　　　　十

myoglobin　　　　　　　　　－／＋

dystrophin＊＊

＋

十

十

十

十

＊GomerRH＆LazaridesE：Ce1123：524－532，1981

＊＊Hagiwara Y etal：Protoplasma151；llr18，1989

図5　筋発生，再生と筋蛋白，細胞骨格蛋白の1凋係
上段：筋発生，再生と筋細胞の分化の流れ
下段‥筋芽細胞，筋管細胞，筋線経における筋

蛋白，細胞骨格蛋白の発現。

（8歳）の頬部原発の横紋筋肉腫では，Vimentin

（±），muSCleactin（－）細胞～（＋）細胞の混

在・desmin（－）細胞～（＋）細胞の混在，my。－

globin（－）であった。男児例（4歳）の中耳

原発の横鮫筋肉腫ではvimentin（±），muSele

actin（－）細胞～（＋）細胞の混在，desmin（L）

細胞～（＋）細胞の混在，myOglobin（＋）であっ

た。

考　　察

筋線経の発達について，胎児筋の発達と成熟

筋の再生は同じようなプロセスを取ることが知

られている。胎児筋では予定筋芽細胞，再生筋

では筋衛星細胞が分化して筋芽細胞となる。さ

らに，分裂，増殖，融合して多核の筋管細胞を

形成する9ト11）。myOSinなどの筋特有の蛋白質

合成は，筋細胞の融合の開始とともに急速に増

加することが知られており，Vimentin，desmin

などの細胞骨格蛋白も筋の成熟により合成蓄積

ー244－



表2　本症例および基礎疾患を有きない胎児型横紋筋肉腫の踵瘍組織の免疫組織化学的検
討の結果のまとめ

本症例：12歳7カ剤　8歳11カ月女J　4歳11カ月男l正常筋細胞

基　礎　疾　患　I DMD

部　　　　位　l　背部（左）l　頻部（左）l　中耳（右）

光顕横紋構造

rhabdomyoblast

VLmentln

（核：大小不同）
細胞質：狭い

±　　　l　　　　十

myoglobin 十　　　l　　　十

dystrophin l l not done I not done l　　＋

図6　本例の培養陸瘍細胞

位相差顕微鏡で観察すると多核の筋管細胞を形

成しているく〕

が盛んになる。これらの蛋白がmyo丘brilに組

み込まれ，横紋を形成し，筋線維となる。

筋芽細胞，筋管細胞，筋線経における筋蛋白

質・細胞骨格蛋白質の発現状態をまとめると，

図のように合成されている9ト1日（図5）。Vime・

ntin，muSCle actin　は筋芽細胞の段階で，des－

minは筋管細胞の段階で，それぞれ合成され

る。成熟した筋線経ではさらに多種の蛋白質の

合成を見る。本研究では，これらの蛋白質が横

紋筋肉腫において，特に　DMD　患児に発生し

た腫瘍においてどのようになっているかを免疫

組織学的に検討した。本症例を含む胎児型杭紋

筋肉腫3例の瞳瘍組織の免疫組織学的検討の結

果を表にまとめた（表2）。本症例では，横紋

構造がなく，免疫組織化学染色の結果から3例

中では最も未分化な段階の腫瘍細胞であると判

定され筋発達の段階では，ほぼ筋芽細胞に相

当すると考えられた。頼部原発横紋筋肉腫の女

児例では，腫瘍細胞はvimentin弱陽性，mu＿

SCleaetin陽性細胞の存在，myOglobin陰性で

あった。したがって中等度の分化を示し筋管細

胞に相当する蛋白の合成を示していた。中耳原

発横紋筋肉腫の男児例では，光顕所見で横紋構

造がみられ免疫組織化学上からも分化した腫

瘍組織と考えられ，最も分化の程度の高い筋線

経に相当する筋蛋白，細胞骨格蛋白の合成を行

っていると考えられた。

3例中，本症例が最も未分化で，生検した腫

瘍細胞を培養し，その形態を麒徴鏡で観察した

ところ多核の筋管細胞を形成した（図6）。従っ

てin vitroでは筋細胞に分化する　potentiali・

tyを有していると判断できる。しかし，培養細

胞は継代できず，免疫組織化学染色は施行でき

なかった。

結　　語

1）DMDに悪性腫瘍を合併する例はきわめて
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稀であり，現在までに報告されているものは3

例であった。2）基礎に　DMD　をもつ本症例

を含むembryonalrhabdomyosarcoma3例に

つき免疫組織学的比較検討を行った。3）本症

例は光政所見・免疫組織所見から未分化な腫瘍

組織と考えられ，正常筋の発達段階の筋芽細胞

に相当する蛋白合成が認められた。4）DMD

と未分化な横紋筋肉腫発生の因果関係は不明で

あった。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

筋萎縮性側索硬化症における呼吸筋の組織化学的検討

班　　員　石　　原　　博　　幸

国立療養所東埼玉病院

共同研究者　川　村　　潤，佐々木　　　明，青　柳　昭　雄

国立療養所東埼玉病院内科

蓑1　対象患者

要　　旨

神経筋疾患患者の多くは呼吸不全で死亡する

所から我々は1980年から呼吸筋を病理学的に検

討してきた。その結果筋ジストロフィー剖検呼

吸筋に「呼吸筋のセントラルコア変化」が高率

に認められることを兄いだして発表してきた。

この変化は肺線維症などの一般呼吸不全患者の

呼吸筋にも認められることから，現在では呼吸

筋め疲労を反映すると考えられている1）2）8）。

今回は代表的な神経原性疾患である筋萎縮性

側索硬化症（以下ALSと略す）の呼吸筋にお

けるセントラルコア変化の有無を検討しました

ので発表する。

対象と方法

対象は当院で死亡したALS　4症例（表1）。

すべて男性で，最終的には呼吸不全で死亡し

た。年齢は44から65歳，罷患期間は1年から5

年。解剖時に採取した骨格筋を組織化学的に検

討した。表2には今回検討した筋を示す。表に

示すように23個の筋肉を染色した。

結　　果

四肢骨格筋については，4症例ともにgroup

atrophyを含む典型的な神経原性所見が認めら

れた。図1は症例2の第5肋間筋であるが，呼

吸筋にも神経原性所見が認められる。図2は症

例1の横隔膜のNADH－TR染色である。「呼

吸筋セントラルコア」を示す。この症例ではセ

年齢　　　　　　羅病期間

8
　
　
1
　
　
4
　
　
6

3

　

9

　

7

　

0

4
　
　
4
　
5
　
7

歳4
　

5

　

7

　

0

4

　

6

　

　

5

　

5

約5年

約1年

約2年

約2年

表2　検索筋

438　　　491　　　574　　　　706

横隔膜　　　　十　　　十　　　＋　　　＋

第2肋間筋　　　　　　　＋　　　＋　　　＋

第9肋間筋

節5肋間筋

上腕2頭筋

大腿4頭筋

前脛骨筋

SCM

喉頭筋

食道

腹筋

肛門筋

＋

＋
　
十
　
十
　
＋

＋　　　　　＋

＋

＋

＋

＋
　
＋
　
＋
　
＋

ソトラルコア変化が存在すると考えた。症例2

の横隔膜にはコア構造は認められなかった。図

3は症例3の横隔膜である。矢印の部分にコア

のような構造が認められるが，周辺部が濃染し

ておりまた，他の骨格筋には標的線経が認めら

れているためにこれは標的線維であると考え
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図2　症例1の横隔膜。NADH－TR染色呼吸筋セン
トラルコアが認められる。

図3　症例3の横隔膜。NADHITR染色。矢印の線
経は標的線経と考えられるハ

蓑3　呼吸筋セントラルコ7の有無

莞謬三う第5肋間筋番号　諸左横隔膜

438491m竺 ＋？

第2肋
間筋

図4　症例4の横隔膜。コ7かtarget丘berかの鑑別
困難。

た。症例4の横隔膜でも標本の一部にはコアが

標的線経と呼ぶべきか迷う場所が認め，？と判

定した。表3にはまとめを示す。1例で典型的

と思われるコアが認められたが，あとの症例で

ははっきりしたコア構造は認めらオーなかった。

考　　案

神経原性疾患では骨格筋に標的線経が出現す

ることは周知の事実である。標的線経とセント

ラルコア病のコアは電顕的には区別できないと

いわれている。Gomoriのトリクローム変法で

は標的線経の一部がhomogenousに染色され

ることもあり，従来のわれわれの呼吸筋セント

ラルコアの　criteria　が標的線経でも溝足しう

る場合があることに気付いた。

図5は　preliminaryなデータではあるが

図5　DMD症例第2肋間筋。コア部がAlizarin red

染色で陽性に染色された。標的線経のtarget
部分では陰性であった。
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DMD　呼吸筋のセントラルコアをアリザリン

redで染色したものである。このように呼吸筋

セントラルコア変化の一部にはカルシウムが増

加している部分もある。標的線経が多数認め

られた症例の骨格筋で染色してみたところ，

targetにおけるCa増加は認められなかった。

今後は呼吸筋のCar染色結果を検討し神経原性

変化と呼吸筋のセントラルコアの鑑別に有用か

どうかを報告する予定である。

呼吸筋のセントラルコア変化については現在

呼吸筋疲労を反映する病理学的変化と考えてい

る。DMDでは横隔膜では全例に高率に認めら

れるし，第2肋間筋でも高率に認められる。

DMD　とおなじように肺胞低換気に陥る　ALS

では対照的に呼吸筋疲労を反映するコア変化が

存在しても低率にしか認められないことは，

ALS　では神経が変性に陥るために呼吸筋肉自

体は運動することなく肺胞低換気に陥ると考え

られる。従ってALSにおいては呼吸筋肉自体

は疲労していないことからコアの出現が低率な

のであろうと思われる。

結　　論

1．筋萎縮性側索硬化症4例における剖検呼吸

筋を組織化学的に検討した。

2．検討した呼吸筋は横隔膜と肋間筋である。

3．「呼吸筋のセントラルコア」変化と標的線

経の鑑別は組織化学的には困難であった。

4．筋萎縮性側索硬化症の呼吸筋には神経原性

変化が認められたが，「呼吸筋のセントラルコ

ア」変化は著明には認められず筋ジストロフィ

ーの呼吸筋と対照的であった。

5．呼吸筋疲労により出現すると想定されてい

る「呼吸筋のセントラルコア」変化が筋萎縮性

側索硬化症の呼吸筋で著明には認められないこ

との原因は構隔膜神経の変性により呼吸筋自体

の運動が減少しているためであろうと推定され

る。
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増殖細胞核抗原（PCNA）を指標とした骨格筋再生の動態

班　　員　檜　　澤　　一　　夫

徳島大学医学部第1病理学教室

共同研究者　小　野　一　雄1），森　内　　　幹1），阿　部　潤　一1）

伊　井　邦　雄1），香　川　典　子2）

1）徳島大学医学部第一病理学教室　2）徳島大学医療技術短期大学部

蓑1　人の神経筋疾患の検索対象

目　　的

細胞動態の検索の方法として，radioisotope

やnow cytometryなどが広く用いられている

が，近年，増殖細胞の核内に現れる蛋白（PCN

A）に対するモノクローナル抗体が作られ1）パ

ラフィン包埋材料を用いて非常に簡便に増殖

細胞の局在が可能となった。PCNAは，従来

Cyclinとよばれていたもので，細胞周期のGl

後期～S期にDNAポリメラーゼ∂の活性に

必要な蛋白として出現する核内蛋白である2）。

今回，この抗PCNA抗体を増殖細胞の特異

マーカーとして，また抗　DESMIN　抗体を筋

芽細胞の初期分化マーカーとして用い，

1）骨格筋の再生過程における増殖細胞の出

現，消退する時期とその局在

2）再生筋芽細胞が分化を開始する時期

3）人の神経筋疾患におけるDNAr合成細胞の

有無とその局在

について，明らかにすることを試みた。

材料と方法

A）動物実験；成熟ラット（Wister，合，平均

350g）のヒラメ筋に，マーカイン（塩酸プビバ

カイン0．5％）5～6．5mg／kgを1回注射し，

注射後3時間から6日まで経時的に，筋を摘出

して，ホルマリン固定，パラフィン切片を作製

した。対照として，0．1M燐酸緩衝液0．1mg

を同様に注射し，24時間後に摘出した。

病名　　　　　　　　　　症例数　平均年齢

Muscular dystrophy

Duchenne

Becker

Limb一girdle

Congenital

Myotonic

20

1

4

2

5

Polymyositis＆Dermatomyositis　　20

m

5

　

6

　

5

　

　

5

　

0

　

9

1
　
　
1
　
　
3
　
　
　
　
　
4
　
　
4

WerdnigIioffman病　　　　　　　　4

Amyotrophiclateralsclerosis　　　　5

Charcot－Marie－Tooth病　　　　　　l

Spinalprogressivemuscularatrophy l

m5

　

9

　

0

　

4

5
　
6
　
　
5

B）人の神経筋疾患；別表のような症例につい

て，過去の筋生検の材料を用いた（表1）。

C）組織化学；HE，PTAH等

免疫組織化学；1次抗体として，

抗PCNA（PClO，Novocastra－labo）

抗DESMIN（D33，Dakopatts）を用い，

SAB法，APAAP法によった。

結　　果

Ⅰ）動物実験

6時間：好中球が壊死筋線稚内に浸潤し始め

る。PCNA反応は陰性。

12時間：壊死筋線維内に好中球に加えてMや

（貪食細胞）の浸潤が目立ち始める。PCNA反
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Fig．1マーカイン注射後24時間
A）壊死筋線経と細胞浸潤［HE染色］

B）壊死筋線経の筋輪に沿って残存する紡錘形細胞（†）にPCNA
陽性［抗PCNA］

Fig．2　マーカイン注射後48時間
A）壊死筋線経の基底膜沿いに筋芽細胞が増殖［HE染色］

B）増殖する筋芽細胞（†）の核にPCNA陽性［抗PCNA］

Fig．3　マーカイン注射後48時間

増殖する単核の筋芽細胞にDESMIN陽性
（†），中には分裂像を示す細胞にもDESMIN
陽性（▲）である［抗DESMIN］
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Fig．4　7－カインi＿粕汁後3II

A）幼若な筋管が現れる（＝HIE染色］

B）そtら再生筋管の核にPCNA陽性（†）［抗PCNA］

一・二　′司こ＿＿ピ

Fig．5　マーカイン注射後6日

A）再生筋線維「HE染色二I
B）再生筋線経の核はPCNA 陰性［抗PCNA］

B）再生筋線経の核にPCNA陽性（丁）［連続切片，抗PCNA］
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Fig．7　MyD（Myotonic nystrophy）63歳，男性
A）中心核の核鎖［HE染色］
B）核鎖にPCNA陽性（†）［連続切片，抗PCNA］

応は，線維芽細胞，血管内皮，浸潤細胞の一部

に弱陽性となる。

24時間：壊死筋線経の元の筋鞘に沿って，紡錘

型の細胞が残存しており，PCNA　はそれらの

核の少数に陽性，また残存筋線経の壊死断端の

筋斡核に陽性のものがある。（Fig．1）

36時間：壊死筋線経の筋鞘沿いに残った紡錘形

細胞（衛星細胞）がその数を増し始め，それら

の核にPCNA反応が陽性。

48時間：筋芽細胞の増殖が続き，それらの核の

多くにPCNAが強陽性で（Fig．2），一部の筋

芽細胞に既に　DESMIN　反応が見られている

（Fig．3）。DESMIN　陽性細胞の内には，分裂

像を示すものや，二重染色で核にPCNA陽性

の細胞もある。

3日：筋芽細胞の融合による幼若な筋管が現れ

始める。PCNA　反応は，それら幼若な筋管の

核にも陽性のものがある（Fig．4）。DESMIN

反応は筋管を形成して後，急激に強くなる。

4日：再生筋管が径を増して筋線経へと成熟が

進み，それらの筋鞘核のPCNA反応は減弱，

陰性化する。DESMIN反応もやや弱くなる。

6日：再生筋線経の筋覇核のPCNA反応は陰

性で，問質の線維芽細胞のみに陽性（Fig．5）。

Ⅱ）人の神経筋疾患のPCNA反応

1）DMD，PM　など筋原性疾患の壊死，再

生の病変部でPCNAが陽性の筋芽細胞が見ら

れたが，陽性核の分布，数は病変の新旧，範囲

などにより様々であった。マーカインによる再

生実験で，単核の筋芽細胞だけでなく，幼君な

筋管の核にもPCNA反応が見られたが，同様

の所見が人の病変にもみられた（Fig．6）。進行

したDMDで筋線経の大′」、不同，問質の線維

化が著明なものでは，PCNAは筋報核には陰

性で，問質の線維芽細胞にのみ陽性であった。

2）MyD（筋緊張性筋ジストロフィー症）で

見られた中心核の核鎖にPCNA反応がしばし

ば強陽性であった（Fig．7）。

3）神経原性病変（萎縮筋線経，核塊）には，

PCNA反応は陰性であった。

考　　案

マーカインの1回筋肉注射による壊死，再生

過程において壊死筋線経の筋畢酎こ沿って残存し

た筋芽細胞（衛星細胞）がその数を増すのを確

認できるのは，HE染色切片では36時間を経て

からであるが，抗PCNA抗体を用いた検索で

は，少数ながら，24時間頃既にこれらの細胞に

反応が見られ，DNA合成期に入ったものがあ

ると思われる。その後，筋芽細胞も急速にその

数を増し　PCNA　陽性細胞数は60～72時間頃

最大となり，筋芽細胞が融合して筋管となり筋

線経へと成熟するに従い陽性細胞は減少し，筋

核のPCNAは6日で全く陰性化する。この過

程で筋芽細胞が融合して間もない幼君な再生筋

管の核にも相当数のPCNA反応が見られたこ

とは，筋管の核は細胞周期内にはないとする従

来の説3）4）に矛盾する結果であった。これは，
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S期に発現したPCNA蛋白が筋芽細胞の融合

して後，残存したものとすれば考えやすいが，

PCNAの細胞周期内での増減，半減期等，生

化学的性質には未だ一致をみていない点もあり

今後の検討を要する。

極めて未分化な活性化筋衛星細胞がいつ頃，

分化へむかうか？という点について，DESMIN

を初期分化マーカーとして調べた結果，マーカ

イン注射後48時間で，既に単核の筋芽細胞の一

部にDESMINが発現しており，中にはその核

にPCNA陽性であるものや，分裂最中のもの

など明らかに増殖期の筋芽細胞にDESMINは

陽性であった。再生筋芽細胞は，増殖期にあっ

て，既に分化を開始していると思われ，これは

1m－Vitroでの検索結果5）とは異なっていた。

人の神経筋疾患を対象にしたPCNAの病理

組織学的検索の報告は未だない。DMD，PM等

筋原性疾患の壊死，再生の部位にPCNA反応

は陽性であったが，PM　に比べDMDでは病

変部では同反応はその数も強さも弱く，進行し

た　DMD　では，同反応は聞質の線維芽細胞の

みであった。PMにおいて再生筋管の筋核に

PCNA強陽性のものが見られたことは，マーカ

インによる再生実験において再生筋管の筋核に

同所見を得たことと合わせてその解釈について

は今後の課題としたい。

MyDで見られた中心核の核鎖にPCNA反

応が陽性であった。中心核，核鎖の形成期序は

不明な点が多いが，無糸分裂性の核増殖が起こ

っている部を示す所見かもしれない6）。

ALS，Werdnig－Hoffmann病等の神経原性病

変において，萎縮筋線経や核塊にはPCNA反

応は陰性であった。相対的に筋核が多く，増え

ているように見えても核の増殖によるものでは

ないと考えられた。

ま　と　め

PCNA　と　DESMINに対する抗体を用い，

骨格筋の実験的再生，人の筋病変を検索した結

果，1）筋芽細胞は増殖期にあって，既に分化

を開始している。2）MyD　で見られる中心核

の核鎖は核増殖による。3）神経原性病変の核

塊は核増殖によるものではない，などの示唆が

えられた。
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mdxマウスにおける筋再生能の検討
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要　　旨

mdx　及びコントロールマウスの右・左のヒ

ラメ筋に，マーカイン及び生食を2～4回注入

した。3．5カ月及び5カ月後に，筋肉の凍結切

片を作成し，HE，アザン染色にて壊死・再生

を観察した。mdx筋では，マーカインで4回

壊死させた筋でも再生は活発であったが，筋線

経の小径化，大小不同，肥大筋線経の出現，筋

内開閉線経の増加がみられた。この間質の線維

化はマーカイン注入側では，生食注入側に比し

1．3倍進行していた。これは対照マウス筋の7

倍であった。

はじめに

mdxマウスは，X－linkedのdystrophicmo・

useで，その筋膜にdystrophin蛋白が欠損し

ていることが知られ，ヒト　DuchennC　型筋ジ

ストロフィー症のモデルと考えられている。し

かしその臨床像は，DMDと異なり，はっきり

した筋力低下は認められず，寿命も正常であ

る。その原因の一つとしてmdxでは，生後15

日頃より広範囲な筋壊死が生じるが，それらは

活発な筋再生により，ほぼ完全に修復され，こ

れらの再生筋は再度壊死に陥りにくいと言われ

ている。

今回我々は，dystrophin蛋白欠損とmdxマ

ウスの筋肉の機能・病理の関連をさらに追求す

るために，マーカインを用いて，mdx　筋に数

回の壊死・再生を起こさせ，mdx　筋の筋再生

能力，線維化，病理形態を，対象マウスのそれ

と比較検討した。

方　　法

対象はmdxマウス及びコントローサマウス

各12匹である。壊死・再生は，生後7週目よ

り，4週毎に，エーテル麻酔下で，右側ヒラメ

筋には0．5％マーカイン0．1mgを，左側ヒラ

メ筋には生理食塩水0．1mJを注入した。組織

標本の作成には3．5カ月（2回注入）後，及び

5カ月（4回注入）後に各6匹より，左右ヒラ

メ筋を摘出，その筋腹を中心として，凍結切片

を作製し，HE，ATPase，アザソ染色にて，壊

死・再生状態を観察，写真撮影，ピアス画像解

析装置により定量した。

結　　果

（l）平均体重の変化：実験開始時mdxは17．5

g，コントロールは18．8gであった。3．5カ

月目では，mdxは26．1g，　コントロールは

29．8gであった。5カ月目では，mdxは28．6g，

コントロールは34．0gであり，mdxマウスの

体重増加はコントロールのそれに比し小さかっ

た。

（2）再生ヒラメ筋の組織像とヒストグラム：マ

ーカイン等注入後3．5カ月目では，mdxマウス

では，マーカイン及び生食注入側共に，筋線経

の大小不同，核内方転位，軽度の筋内報内問質

の増加がみられた。筋線経の中には，どちら側

にもかなり肥大化した大径線経が散在していた。
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図1マーカイン及び生食注入（4回）后5カ月目のマウスヒラメ筋．

5MR：mdx，マーカイン注入側，　　　　　5ML：mdx，生食マーカイン注入側

5（’R：コントロールマウス，マーカイン注入側，5CL：コントロールマウス，生食マーカイン注入側

mdx・マ‾カイン側で特に筋内輪の線維化筋線維大小不同，肥大化巨大筋線維（矢印）の出現がみら
れる。

5カ月後

50　　　　　　　　90′m
50　　　　　　　　90／‘m

図2　マウスヒラメ筋の再生筋線維ヒストグラム．上段がmdxマウス筋，下段がコントロー

ル・マウス筋である。mdx筋では，コントロールに比し小径化が著明である。m血，マ
ーカイン側ではmdx，生食側に比L，より小径化線経が多い。また，コントロールに比
し大径線経が存在する。

コントロールマウスでは，マーカイン側で核内　　は著明ではなかった。ヒストグラムでは，mdx

方転位がかなりみられた0大小不同，問質増加　　マウスで両側に小径線経の増加がみられたが，
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蓑1　再生ヒラメ筋の結合織面漬率（％）

マ＿請誓㌔食仁一カ鍔月生食

mdx

マウス

コン′トロー

ルマウス

0．029　　0．025 0．043　　0．032

0．016　　0．008 0．006　　0．002

マーカイン側と生理側に差はなかった。5カ月

日では，図1に示すように，mdx　マウスのマ

ーカイン注入側でより著明な筋内鞘内問質増大

がみられた。しかし筋線経の大小不同，核内方

転位の程度，肥大筋線経の存在の割合に差はな

かった。mdxマーカイン側で，より肥大化した

筋線経が目立った。ときに，このような線経に

opaquefiber様の変化がみられた。ヒストグラ

ムでは，図2のように，mdxにおいて，小径化

線経が多数ある一方で，大径線経が存在した。

再生ヒラメ筋のヒストグラムのデータをまとめ

ると表1のようになる。即ち，mdxマウスの筋

線維平均直径はコントロールに比し小さい。最

小径の大きさはmdxとコントロール間に差は

ないが，最大径には差がある。即ち，3．5カ月

Rでは，直径65／∠m以上の筋線維数はmdxの

マーカイン側では2．14％存在するのに対して，

コントロールでは0．65％である。同じく5カ月

日で，直径80／fm以上の筋線経は，mdxマー

カイン側では0．88％存在するのに対して，コン

トロールでは0．37％である。この様な，その平

均値径に此して著明に肥大化した筋線経は，コ

ントロールマウス筋をマーカインで破壊したも

のでは出現していない。mdx及びコントロール

において，マーカイン側と生食側には顕著な差

はみられない。

（3）再生ヒラメ筋の結合織の一定筋肉断面抗に

占める割合：表2にみられるように，3．5カ月

目では，mdx　マーカイン側ではコントロール

のそれの約2倍，5カ月目では約7倍の筋内鞘

の線維化がみられた。

ま　と　め

1．mdxマウスひらめ筋では，マーカイン

により壊死・再生を惹起させた筋肉の筋線経の

ヒストグラムは，生食を注入して壊死・再生が

殆んどない筋肉のそれとは，大きな差はみられ

なかった。又，筋線維平均直径にも差はなかっ

た。即ち，マーカインで2回壊死させた筋肉も，

4回壊死させた筋肉も，その再生は活発である

と考えられた。

2．しかし，mdx筋では，明らかに，生食注

入側に比し，マーカイン注入側では5カ月後に

問質の線維化が1．3倍進行した。これは対照マ

ウス筋の7倍である。

3．mdx筋では平均直径は30±16／‘mで，

対照の40±15′‘mに比し明らかに小さい。

mdx　再生筋では，大小不同が強く，巨大とも

いえる内万転位した多核を有する肥大筋線経が

対照の2．5～4．0倍と多い。これは3カ月でも

5カ月でも同様である。

考　　案

これまで，mdxにマーカインを1回投与した

表2　再生ヒラメ筋のヒストグラム・データのまとめ

3．5カ月
マーカイン　　　　生食

mdx　　平均直径
（コントロール）

筋線維分布
最小径

最大径

里：宮川l

里了‖′川l

28±15／‘m
（36±12）

宇昔
116

（68）

2．14％
（0．65）

28±15
（36±13）

5

（6）

104

（77）

3．03

（0．48）

36±13
（41±14）

5

（5）

99

（90）
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あとでの筋再生は，対象とはあまり変りがない

と報告されている。今回我々は，マーカインを

繰り返し筋肉内に注入することにより，筋線経

の大小不同傾向の増加，巨大肥大筋線経の出

現，筋endo一及びperiTmySium内での線維

化の増強を認めた。mdx　マウスは再生をくり

返すと，多くの再生筋線経は小径化している

が，なかに直径が2～4倍に肥大した筋線経が

出現してくることがわかった。これまでmdx

の再生筋は小径で成熟形にならず，このため筋

肉への筋緊張も小さく，壊死を起さないといわ

れて釆たが，少くとも壊死・再生をくり返すう

ちに，mdx筋は肥大してくること，更にそれら

肥大筋にはときにopaqueLibers様の変化もみ

とめられることがわかった。dystrophinの筋

線経の撥能に果す役割について興味ある所見と

考えられる。
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筋ジストロフィーの臨床病燈と遺伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

HeterozygOte mdxマウスの培養筋細胞における

ジストロフィン発現に関する研究

班　　員　木　　下　　眞　　男

東邦大学医学部第4内科

共同研究者　吉　村　牧　子，杉　本　英　樹

東邦大学医学部節4内科

要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィーの女性発症者

の特徴ある筋病理所見発現撥序をheterozygote

mdxマウスの培養筋細胞を用い，ジストロフ

ィン発現経過を観察することにより検討した。

対象はC57BL／10ScSn雄マウスとC57BL／10－

mdx雌マウスとを交配した雌マウスである。

生後7日齢のマウスより排腹筋を採取，培養し

ジストロフィン染色（抗体：60kd）を行った。

細胞膜に一部でも染色性を認める細胞全てを陽

性細胞とし，細胞膜にまったく染色性が認めら

れない細胞を陰性細胞とした。培養7日目筋管

細胞では陽性細胞と陰性細胞の二種類が存在し

た。また，陽性細胞比率を培養7日目と14日日

で経時的に観察した結果約10％程度の上昇を認

めたが，これは陽性細胞と融合し陰性細胞にも

部分的にジストロフィンが発現したためと考え

られた。今回の研究より，陽性細胞と陰性細胞

が種々の比率で融合する結果，生検筋でみられ

る種々の染色性をが出現すると考えられた。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

女性発症者の発現楼序を考えることは重要であ

るが，その早期筋病変を実際に検討することは

困難である。そこで今回，我々はそのモデルマ

ウスである　heterozygote mdx　マウスの培養

筋細胞を用いジストロフィンの発現形態につい

て検討を加えたので報告する。

対象および方法

対象はC57BL／10ScSn雄マウス（B－10雄マ

ウス）とC57BL／10－mdx雌マウス（mdx雌マ

ウス）を交配して得た雌マウス（heterozygote

mdxマウス）である。

1．heterozygote mdxマウスの筋細胞培養，

生後7日齢の　heterozygote mdx　マウスの排

腹筋を採取，小勢刀にて細片としトリプシン処

理した。次に血清入り培養液［RPMI1640（GI

BCO）10％fetalbovein serum］を加えてト

リプシンを失活させた後ナイロンメッシュに通

し不要な組織片を除去した。そこで得られた細

胞塊に上記の培養液を加えプラスチックの培養

皿に撒き，30分後別のゼラチンでコートしたカ

バーグラスが敷かれている培養皿に内容を移し

た。線維芽細胞は早期に培養皿に付着するので

この過程で除去された。2日ごとに培養液を交

換し，3日目，7日日，14日昌にカバーグラス

上に分裂増殖した筋芽細胞，筋管細胞に対し

ABC　法による抗ジストロフィン抗体（60kd）

を用いたジストロフィン染色を施行し，染色性

につき検討した。対照として同日齢の　B－10雌

マウス，mdxマウスを用いた。

2．heterozygote mdxマウス培養筋管細胞に

おけるジストロフィン発現細胞の経時的検討

ジストロフィン染色を施行した培養筋管細胞

の7日目，14日目におけるジストロフィン発現
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細胞の比率を経時的に対照と比較検討した。

結　　果

1．heterozygote mdx　マウスの筋細胞培養

heterozygote mdxマウスの培養7日日の筋管

細胞ではジストロフィン染色の結果，二種類の

細胞が存在した。先ず，一一種類は細胞膜の一部

簡

写真l Heterozygote mdx（培養7日日）のジスト

ロフィン陽性細胞　×200

写真2　Heterozygote mdx（培養7日目）のジスト

ロフィン陰性細胞　〉く200

写真3　B－10（培養7日目）の筋管細胞ジストロフィ

ン染色　×100

あるいは全周性に染色性を認める細胞でありこ

のような細胞全てをジストロフィン陽性細胞と

した（写真1）。もう一種類は細胞膜にまったく

染色性を認めない細胞でありこのような細胞を

ジストロフィン陰性細胞とした（写真2）。ま

た，培養3日目の筋芽細胞段階では対照の　B－

10マウスを含め，全て抗ジストロフィン抗体に

写真4　mdx（培養7日目）の筋管細胞ジストロ7ィ

ソ染色　×50

写真5　Heterozygote mdx（培養7日目）の筋管細
胞ジストロフィン染色　×50

写真6　Heterozygote mdx（培養14日日）の筋管細
胞ジストロフィン染色　×50
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表l Heterozygote mdxマウス（No．1～3）の培養

7日日，14日日におけるジストロフィン陽性細

胞比率

ジストロフィン陽性細胞比率

7日目　　　1　　14日日

よる染色性は認められなかった。対照である

B－10　マウスの培養7日目の筋管細胞に対する

ジストロフィン染色の結果，ほぼ全ての細胞に

細胞膜を中心とした染色性が認められた（写真

3）。同mdxマウスの培養7日目の筋管細胞

に対するジストロフィン染色では逆に，ほぼ全

ての細胞で染色性はまったく認められなかった

（写真4）。

2．heterozygote mdxマウス培養筋管細胞に

おけるジストロフィン発現細胞の経時的検討

培養7日目（写真5），14日日（写真6）に

おける培養筋管細胞のジストロフィン陽性比率

を検討した結果，heterozygote mdxマウスの

No．1～N0．3の3個体においてばらつきは認

めるものの，培養7日日で50．0～58．6％の陽性

細胞比率が14日目では57．1～67．6％と各個体と

も約10％程度の上昇を認めた。対照のB－10マ

ウスでは92．1％から94．7％の増加にとどまった

（表1）。

考　　察

1988年，Miranda　らはヒトの筋衛生細胞を

培養，筋芽細胞では認められなかったジストロ

フィンが筋管細胞へ成長していく段階で認め

られてくることを報告した1）。また，1991年，

Huard　らによって　mdx　マウスでは培養系に

おける筋芽細胞，筋管細胞においてもジストロ

フィンが欠如していることが報告された2）。今

回の我々の研究においても，正常コントロール

マウスであるB－10マウスの筋管細胞において

はジストロフィンを認め，mdx　マウスの筋管

細胞においてはジストロフィンは認められなか

った。これらの結果より培養筋管細胞に対する

ジストロフィン染色法による染め分けは確立し

たと考えられる。近年，Watkinsらがhetero－

zygote mdxマウスのジストロフィン発現頻度

を経時的に観察し，成長に伴ないその発現頻度

が次第に高くなることを報告した3）。しかし，

さらに幼弱な筋管細胞段階においてはいまだ確

認されていなかった。そこで我々が今回検討し

た結果，筋管細胞段階ではジストロフィン陽性

細胞と陰性細胞が認められ，その2位の細胞が

融合したと思われる細胞も特に培養14日目では

多数認めた。また，培養7日目と14日におけ

るジストロフィン陽性細胞を経時的に観察し

たがその比率は約10％程度の上昇を認めた。

ジストロフィン陽性細胞の上昇比率が対照のB

－10マウスに比べ高値を示したことは成熟過程

におけるジストロフィン発現の他に陰性細胞が

陽性細胞と融合することにより新たにできた筋

管細胞の一部に陽性細胞のジストロフィンが移

行するということが中心となって，経時的なジ

ストロフィン陽性細胞比率の上昇をおこしてい

るものと考えられた。DMDの女性発症者の生

検筋においてジストロフィン陽性細胞と陰性細

胞がモザイク様を望することはよく知られてい

る4）。このようなことは今回の結果を踏まえる

と陽性細胞と陰性細胞が種々の比率で融合する

結果であり，そのことにより種々の染色性も示

されるということが考えられた。

ま　と　め

以上より，heterozygote mdxマウスの培養

筋管細胞ではジストロフィン陽性細胞と陰性細

胞の二種頬に分別でき，そのジストロフィン陽

性細胞比率の経時的な上昇は陰性細胞が陽性細

胞と融合することにより部分的にジストロフィ

ンが発現してくるためと考えられた。
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先天性筋緊張性ジストロフィー症筋における細胞骨格蛋白（ジス

トロフィン，ジスミン，スペクトリン）の免疫組織学的研究

班　　員　舘 延　　忠

札幌医科大学小児科

共同研究者　渡　辺　幸　恵，若　井　周　治
札幌医科大学小児科

要　　旨

先天性MyD3症例において，新生児期に筋

生検を行ない，抗デスミソ，抗ジストロフィン抗

体を用いてこれらの発現様式を検討した。重症

死亡例では，大型の中心核を有するmyotube

が50％を占め，これらの筋線経では，ジスト

ロフィン陰性でデスミソ陽性であった。他の2

例内の1例では，少数のジストロフィン陰性デ

スミン陽性の線経を認めたが，他の1例は，全

ての筋線経にジストロフィンは発現され，デス

ミソは陰性であった。先天性MyD筋の未熟性

とジストロフィンおよびデスミソの発現とは相

関していた。

日　　的

先天性筋緊張性ジストロフィー症（先天性

MyD）3例において新生児期に筋生検を行な

い，一般組織化学に加え細胞骨格蛋白を免疫組

織学的に検討した。

［症例］症例1（28日目の女児），症例2（1カ

月男児），症例3（3カ月男児）で，全例母は，

成人型　MyD　である。生直後より，重度の筋

緊張低下と呼吸障害のため人工呼吸器をそれぞ

れ，28日間，1週間，3カ月間，使用した。症

例1は，重度の呼吸不全，関節拘縮，浮腫によ

り28日目に死亡した。筋生検は全例大腿直筋に

て行ない，症例1は，腸腰筋，横隔膜筋も検索

した。

方　　法

一般組織化学染色（H＆E，mOdifiedGomori

trichrome，NADH－TR，ATPase pH4．2，4．6，

10．7）を行なった。免疫組織化学染色は，間接

peroxidase法により，一次抗体として以下の

monoおよびpolyclonal抗体を用いた。抗ジス

トロフィンモノクローナル抗体（4－4C5，DYSl，

DYS2，DYS3），抗デスミソ抗体（DAKO），ポ

リクローナル抗スべクトリン抗体（TRI）を使

用した。

結　　果

症例1では，筋線経は全体に著明に細く，大

小不同を望し，大型の中心核によって占められ

る未熟なmyotubeは50％を占めていた（図

1－a）。NADH－TR染色は，著明な　sarco・

plasmic holoを示した。ATPase染色ではど

のpHでも同じ染色性を示し，typeIIC線経

によって占められていた。H－E染色で　myo・

tube　は，ジストロフィン染色では，筋細胞膜

は，染色されなく（図1－b），デスミこ／染色で

は，細胞質は，陽性に染色された（図1－C）。

myotube以外は，ジストロフィン陽性で，デス

ミソ陰性であった。腸腰筋では，中心核を有す

るmyotubeは10％に認め，大小不同は，軽

度であった。SareOplasmic hal0は，大腿筋と

同様に全ての筋線経に認めた。ATPase染色で

は，全ての筋線経はtypeⅡC線経であった。
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図1症例1の大腿直隠　a＝大型の中心核を有するmyotubeを50％に認める。H－E xl，000

b：これらのmyotubeはジストロフィンは筋細胞膜に認めない．ジストロフィン染色×

1，000　C：これらのmyotubeはジスミン陽性である。デスミソ染色×1，000

書

　

　

憫

教

図2・症例2の大腿直筋．a：筋線経の大小不同，約2％に中心核を有する。H－E x500
％のmyotube（▲）はジストロフィン陰性である。ジストロフィン染色　×500　C

らのmyotube（▲）はデスミン陽性である。デスミソ染色　×500

ジストロフィン染色では，myOtubeは，陰性で

デスミン染色では，細胞質は，陽性であった。

横隔膜筋では，H＆E染色では，軽度の大小

不同，中心核を有するmyotubeは，5％に認

めた。SareOplasmichaloは示さなく，ATPase

染色で割，typeⅡC線維89％に混じって，大

型のtypeI線経を11％に認めた。ジストロフ

ィン染色では，5％のmyotubeは，ジストロ

フィン陽性で，細胞質のデスミソは陽性であっ

た。症例2では，筋線経の軽度の大小不同，2

響
宅
靡
　
1
九

品
芋
洩
　
b
‥

％の中心核を有する筋線維（図2－a），typel

線経は，27％，Ⅱ線経は73％，typeI線維直径

6・6fL，TypeⅡ線維平均値径12．1FLとtypeTI

線維predomil］anCeとtypel線経の萎縮を示し

た。TypeIおよびⅡ線維ともに軽度の　sarco＿

Plasmichaloを示した。未熟なmyotube1％

にジストロフィン陰性でデスミソ陽性を示した

（図2－b，C）。

症例3では，筋線経の大小不同，中心核を有

する細胞は1％，typeI線維68％で平均直径
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図3　症例3の大腿直乱　a：放線経の著明な大小不同を示す。HトE x500　b：全ての筋線経は

ジストロフィン陽性である。ジストロフィン染色×500　C：デスミソほ発現されていない。
デスミソ染色　×500

は，9．8J！，type H線経は32％で、ド均l玩径は，

19．5FLと，tyPeI線経の萎縮とpredominance

を示した（図3－a）。SarCOplasmic haloは認

めなく，ジストロフィンは全ての筋細胞膜に発

現され　デスミンは全ての筋細胞質内には陰性

であった（図3－b，C）。

考　　按

先天性　MyD　は，臨床的に著明な筋緊張低

下，facial diplegia，哺乳力および呼吸障害を

生下時より認めるト3）。筋病理所見は，成人型

MyDと全く異なり，未熟なmyotubeの存在，

筋線維別分化の遅延，peripheral haloを示す

こと等が挙げられる4～8）。胎児期の筋発適に関

しては，胎生18週以前では，大腿直筋は，未分

化なtypeIIC線経によって占められている。

胎生30週までに，小径のtypeIrC線経にまじ

って少数の大径のtypeI線経が出現してくる。

胎生30から40週にかけて，typel線経の占る割

合が徐々に増加してくる9）。

胎生25から33週にかけて，NADH－TR　染色

において，筋悶下にmyofibrils　と　mitoehon－

driaを欠く　peripheralhaloを認める10）。これ

らのことより，症例1は，17遇，症例2は，33

遇以前の胎児筋と考えられる。デスミソほ，Z－

band　を支持する重要な中間型フィラメントで

あり，最初は，myOblastがゆ合する時期に出

現し，myOtube形成時には，増加してくる11）。

デスミンの増加は，胎児筋，筋ジストロフィー

症および筋炎に認められる再生筋において観察

される12）。抗デスミソ抗体を用いての免疫組織

化学的検索では，胎生8から15週の筋では，デ

スミソは強く細胞質内に観察される。31週まで

は，弱い反応を示すが，40週では，デスミンほ

全く認めない18）。

ジストロフィンは，DucheIlne型筋ジストロ

フィー症遺伝子が同定された蛋白であり14），

Duchenne型筋ジストロフィー症では，この蛋

白は，認めなく，Becker　型筋ジストロフィー

症には，種々の分子量のジストロフィンが認め

られる15）。ジストロフィンは，胎生9週以前の

筋には発現していなく，11週には，細胞質内に

弱く観察される。14から19週にかけて，筋細胞

膜に出現L，徐々に増加してくる。22週では，

全ての筋細胞膜にジストロフィンは，発現され

る16）。これらのデスミンおよびジストロフィン

の胎生筋における発現様式より，症例1の筋

は，胎生14から19遇に相当し，症例2および3

ほ，症例1よりさらに成熟した筋と言える。先

天性　MyD　筋において，従来の組織化学所見

に加えて，抗デスミソおよび抗ジストロフィン

抗体を用いた免疫組織化学所見においても筋の

未熟性を確認し得た。
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Ⅲ－B　ジストロフィン関連

症例におけるジストロフィン反応の多様性

班　　員　三　　池　　輝　　久

熊本大学医学部小児発達学

共同研究者　ZhaoJi－enl），吉　岡　　　毅1）

斉　田　恭　子2），埜　中　征　哉3）

1）熊本大学医学部小児発達学　2）国立療養所宇多野病院神経内科　3）国立精神・神経センター

要　　旨

臨床的および組織学的にDuehenne（DMD）

型あるいはBecker（BMD）型と診断された生

後5ケ月から16歳までの筋ジストロフィー症患

児生検筋を7種類の抗ジストロフィン（dy）抗

体を用いて免疫組織化学，免疫電気泳動法を用

いて検討した。典型的な臨床症状を示すDMD

においても生検筋切片中dy反応陽性を示す組

織がはば全例に教本程度存在していた。また臨

床的に　DMD　と診断された症例のなかに反応

は弱いものの全ての抗体でほとんど全筋線経に

陽性反応が見られる例や，ある抗体では全く染

色されないが他の抗体では明らかに染色される

症例などが含まれておりdyの存在パターンと

臨床診断の問の矛盾が著明なためDMD，BMD

を区別することは困難であった。今後　DMD

と　BMD　の病型をどのように区別し診断して

いくかについて詳細な検討が必要になった。

はじめに

この研究の目的は有用なジストロフィン（以

下dy）抗体の供給とそれを用いた筋ジストロ

フィー症の確実な診断法の普及をはかることに

ある。今回は4種顆の　polyclonal抗体と3種

炉のmonoclonal抗体を用い筋ジストロフィー

患者より得た生検筋を免疫組織化学及び免疫電

気泳動法を用いて検討したので報告する。

対象と方法

対象は女児1例を含む臨床的および筋生検で

筋ジストロフィー症と診断された5ケ月から16

歳の22例。（表l）使用したpolyclonal抗体は

H。flmanら1）の1－2，60kd，Van Ommennら2）

の　P－20，Taq，mOnOClonal抗体は4－4C5と

NOVOのdys－1および2である。

結　　果

免疫組織化学：臨床症状および組織学的に

DMDと診断されていた11例のうち症例1（5

ケ月）を除く全例に1～教本のdy陽性線経の

存在が確認された。この陽性線経は使用した抗

体全てに反応した。（図1）

症例2は臨床的に先天型，組織学的にDMD

と診断されていたが免疫組織化学的にはBMD

のように弱いながらも全体的に陽性反応を示し

免疫電気泳動でも　360kdのノミソドを認めた。

症例6は歩行開始の遅れがあり仮性肥大を伴う

など臨床・組織診断ともにDMDと考えられ

たが免疫組織化学的にはBMDタイプの染色性

が見られ，（図2）免疫電気泳動では370kdの

バンドを確認した。（図3）

また症例9は3歳時に走るのが遅い，階段昇

降が下手，Gowers’signが陽性などの所見があ

り，7歳ではつま先立ち，仮性肥大が目立つな

ど臨床診断，組織診断共に典型的な　DMD　と

考えられたが，免疫組織化学では1－2，60kdの

みが全くの陰性反応を示し　dys－1，P－20，Taq，
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図1使用した抗体全てで染色される筋線経が数本存在する。（症例11＝5才）
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図2　反応は弱いがほぼ全ての筋線経がpatchに染色される。（症例6：2才）
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図3　P－20の抗体を用いた免疫電気泳動。450kd
（矢印）（lane：2＆4：症例9），370kd（銭）

（lane：3：症例6）部位に葎いが明らかにバ
ンドが検出される。1：コントロール

4－4C5，dys－2ではほとんど全ての筋線経が明ら

かに陽性反応を示した。（図4）この症例では

エクソン3から25の間の欠矢が確認された。免

疫電気泳動法では450kdのバンドが認められ

たが（図3）大きな欠矢を持ちながら正常　dy

よりも大きな分子量を示す矛盾があり欠矢と重

複の両方が存在する可能性を検討中である。同

様のパターンが症例19，21の兄弟例にも見られ

エクソン10から44までの欠矢が認められた。こ

の兄弟例は臨床的にはDMDと　BMDの中間

的な状態にあり症例9よりも欠失部位は長いが

臨床症状は軽度である。以上の結果を表1にま

とめたが症状の軽重と免疫組織化学的所見と臨

味症状の間に相関性が乏しく臨床診断における

r）MDおよびBMDの免疫組織化学的な違いを

明らかにできなかった。

考　　案

フレームシフト仮説3）で説明されているよう

にmRNAのリーディングフレームが変わらな

い欠共の場合には小さなdyが発現されBMD

となるが，欠失によりフレームが変化すると

dyが作られず症状の重いDMDになると考え

られている。またBMDにおいては臨床的重症
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図4　4歳（症例9）＝lL2，60kdでは全く染色されないがdys－1，PL20，Taq，
4→4C5，dy5－2でほほは全線経が陽性反応を示す。

度とジストロフィン蛋白量の間に一定の関係が

あり10％以下では重症に，20％以下では中間

型，それ以上では軽症になると考えられてい

る。いずれにしろDMDではdyが存在しな

いはずであるが今回の研究では明らかな垂症例

の中にも　dyが存在していて　BMD　と考えざ

るを得ぬものがあり，臨床症状と免疫組織化

学，免疫電気泳動法による所見からどのように

病型を診断するのか混乱が出てきた。また　dy

の蛋白量だけで症状の軽重が全て説明できるわ

けではないことが知られており　England　ら4）

はdyの46％の欠矢を持ちながら61才でなお

自力歩行可能な症例を報告している。私たちの

症例19，21はエクソン10～44のほぼ50％の欠

矢でエクソン17～48の欠失を示すEngland　ら

の症例と大きな違いはないのであるがDMDよ

りやや進行が遅い程度でEngland　らの症例に

比してかなり重症である。また私たちの症例9

はエクソン3～25の欠矢でその程度は短いが重

症度は高く典型的なDMDの臨床像を示す。

これらのことは病型診断に当たってほ抗dy抗

体による免疫組織化学や免疫電気泳動法による

検討のみで明らかに診断や重症度の説明ができ

るわけではなくまだまだ不明瞭な点が残されて

いることを示している。

結　　論

1．DMDにおいても例外的にdy陽性筋線経

が教本の単位で存在する。

2．臨床的・組織学的に　DMD　と診断された

症例の中に相当量のdyを所有しBMDと

診断せざるを得ない症例があり　DMD　と

BMDとの臨床的な異同が不明確である。

3．inJrame欠矢を示す症例ではエクソンの

欠矢の大きさと臨床症状との関連性は兄い

だせない。このような症例には少なくとも

N一端，中央部，C一端をカバーする3種類以

上の抗体が使用されるべきである。

4．臨床診断，組織学，免疫組織化学，免疫電

気泳動法による診断に蛋白量検査を加えて

今後綿密な分析を行うことが病塑診断上必

要である。
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dystrophinの局在及び組織特異性について

一一一一∴モノクローナル抗体による検討（第4報）－
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国立療養所再春荘病院

共同研究者　内　野　　　誠1），坂　下　直　実1）
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はじめに

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）及

びmdxmouseの原因蛋白dystrophin（“dy”）

は骨格筋や心筋のみならず，平滑筋組織，さら

に脳にも存在することを1988年以来報告してき

た1）。今回これまで用いてきた各種のポリクロ

ナール抗体に加え，より抗原特異性の高いモノ

クローナル抗体を用いて，マウス及びラットの

各臓器における“dy’’の局在及び組織特性につ

いて検討するため，Wcstern blot並びに免疫

組織化学染色による検索を行ったので報告す

る。

対象及び方法

mdx及びcontrol（BlO）mouse各6匹（1

～6ケ月齢），Wister系Rat2匹（2ケ月齢）

の各臓器（骨格筋，心筋，大脳，小脳，胃，腎

臓，勝胱，肺など）について，Novocastra社の

モノクローナル抗体（DYS－1，2，3）を用い

て，Western blot及び免疫組織化学染色（ABC

法）による検索を行った。なお　DYS－3　は

“dy”のN端側（a．a．321～494），DYS－1は

Hoffman　らの　30kd抗体に相当L rod領域

（a．a．1181－1388），DYS－2はC末端領域（a．a．

3669～3685）を認識するモノクローナル抗体

で，マウスで作成されたものである。

結　　果

l）Western blot　による検索

最初にこれまで用いてきた各種のポリクロナ

ール抗体（60kd抗体，30kd抗体，P－20，ペプ

チドⅠⅤ）と　DYS－1，2，3の抗原検出感庇につい

て比較するため，COntrOl及びmdx mouseの

骨格筋（蛋白量100〃g）についで‘dy”バンドの

発現状況を観察したが，1000倍稀釈のポリクロ

ナール抗体に対し，DYS－1ほ50倍稀釈，DYS－

2は30倍稀釈でほぼ同等の反応が認められた

（図1）。mdx mouse　筋では　DYS－1，DYS－2

並びに60kd，30kd抗体では全く“dy”バンド

は欠如していたが，ペプチドlVでは同じ移動位

置に痕跡的なバンドの発現がみられ，“dy”関連

蛋白か，あるいはmdxmouse筋に1％程度存

在する“dy”陽性のrevertantmuscle fiverを

反映している可能性が考えられた。なおDYS－

3はヒト骨格筋に特異性を有し，mOuSe骨格

筋とは反応がみられないたり，Westernblotで

はDYS－1，DYS－2のみを使用した。

controlmouseにおいてはDYS－1，2で骨格

筋，心筋に明瞭な“dy”バンドの発現がみられ

大脳・小脳，胃，腎臓，膀胱，肺においても痕

跡的ながら，明らかな“dy”バンドの発現が認
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められた（図2）。 に一致し，全周性に抗体の局在がみられ，胃・

一方mdxにおいてほ検索した全臓器で“dy”　膀胱・肺などの平滑筋線維表面膜にも抗体の

の発現はみられなかった（図3）。　　　　　　　局在がみられた。また大脳の　neuron，小脳の

2）免疫染色による検索　　　　　　　　　　　Purkinje細胞では胞体が淡く染色される傾向

COntrOlmouseの骨格筋や心筋では筋表面膜　　がみられた。ただWesternblotでは全く“dy”
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バンドの発現がみられなかったmdxmouseで

も免疫染色では骨格筋や心筋の表面膜や問質が

びまん性に染色された。これは　DYS－1，2が

マウスで作成されたlgG抗体のため，組織内

に存在するマウスIgGに抗マウスlgG　2次

抗体が結合し，非特異的反応が起るものと思わ

れた。すなわち抗体と検体の動物種が同種の場

合，falsepositiveが不可欠と思われるので，今

回動物種を変え，Wister　系ラットについても

同様の検索を行ったが，COntrOlmouse　と同様

に骨格筋，心筋，胃・膀胱の平滑筋線経の表面

膜に抗体の局在がみられ　大脳・小脳について

はneuronの胞体特に膜に抗体の局在が認めら

れた。ただneuronに関しては抗体の種類によ

って染色性が異なり，DYS－1，3では比較的明

瞭に染色されたが，DYS－2　では不明瞭であっ

た。

考　　案

“dy”のmRNAが骨格筋や心筋のみならず，

平滑筋や脳組織にも含まれていること2），また

これらの組織において実際に“dy’’が産生され

ていること3），さらに脳においてはneuron　の

postsynaptic membraneに局在する4）ことが既

に明らかにされている。我々もこれまで各種の

ポリクロナール抗体を用いた検索で，平滑筋や

脳にも“dy”が存在していることを報告してき

た。今回より抗原特異性の高いモノクローナル

抗体を用いて検討したが，基本的には60kd抗

体や　30kd　抗体で得られた成績と同様の結果

で，平滑筋組織や大脳・小脳など中枢神経組織

にも“dy”の発現が認められた。今回使用した

DYS－1，2，3はヒトの“筋型dy”に対する抗体

であるが，免疫染色上はマウス及びラットの

neuron　も　DYS－1及びDYSn3で陽性に染

色され，WesternblotではDYS－1及びDYS－2

で“dy”バンドの発現が認められた。DYST3

を使用したWesternblotは実施していないの

で不明である。“dy”には“筋型”，“脳型”，“平

滑筋塑”など複数のisoformが存在し，“dy”

の4つの額域のうち特にC末端領域は最も　va－

riation　が大きい領域とされている5）ので，マ

ウスの脳がヒトの“筋型dy”のC末端部に対す

る抗体であるDYS－2で陽性に反応した理由に

ついては今後更に検討が必要である。

要約並びに結論

1）mdx，COntrOl（BlO）mouse，並びにcon＿

ー274－



trolratの各臓器における“dy’’の局在と

特性を明らかにするため，モノクローナル

抗体（DYS－1，2，3）を用いて，WeSternblot

及び免疫染色による検索を行った。

2）Westernblotによる分析で，“dy”はcon－

trol mouse　の骨格筋，心筋のみならず，

胃・膀胱・肺などの平滑筋組織，さらに大

脳・小脳でも発現していた。mdx mouse

では全臓器で“dy”の発現はみられなか

った。免疫染色による検索ではcontrol

mouse及びratの骨格筋，心筋，胃・膀胱

など平滑筋組織の表面膜，大脳の　neuron

及び小脳のPurkir）je細胞の胞体特に膜が

陽性に染色された。

3）今後はヒトの各組織についての検索，更に

“dy”がこれらの細胞機能維持に果す役割

を明らかにすることが重要と考えられる。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告日

先天性ミオパチ一におけるジストロフィン

班　　員　三　　池　　輝　　久

熊本大学医学部小児発達学

共同研究者　吉　岡　　　毅1），ZhaoJi－enl），埜　中　征　哉2）

1）熊本大学医学部小児発達学　2）国立精神神経センター

要　　旨

先天性ミオパチ一群11例におけるジストロフ

ィン（dy）の態度の観察を行った。myOtubular

myopathyの1例においてdyの欠損状態が観

察され，3ケ月および3歳の症例においても

dy蛋白量が低下していた。更にmyotonicdys－

trophyの2例にdy染色性の低下が認められ

た。このことは筋ジストロフィー症の他にも

dyの欠損状態を示すミオパチーが存在するこ

とを示唆している。これらのミオパチーでは筋

の崩壊現象は認められずdyの機能を探る上で

重要な症例と思われた。また先天性ミオパチ

ーの症例において，筋線維周囲におけるnerve

growthfactorreceptorがヒト胎児期の筋組織

と同様に著明に増加していた。

はじめに

ジストロフィン（dy）が発見されて筋ジスト

ロフィー症の研究は飛躍的に進んできたがdy

の機能については現在もまた十分に解明された

とは言えない。またdyの異常を示すのは筋ジ

ストロフィー症だけであろうかとの疑問もあ

る。これらのことについて情報を得るために今

回は著明な筋緊張低下を主症状とする先天性ミ

オパチーの症例についてdyがどのような態度

を示すのか検討してみた。

対象と方法

対象は生後1週間から6才までの先天性ミオ

パチー患者11例［Myotubularmyopathy（MM）

Disease

W
 
M
 
M
 
Y

l
　
　
1
　
　
3
　
　
3

myotubular myopathy

′′

／′

〝

M
 
M
 
M
 
Y

l
　
　
1
　
　
2
　
　
3

myotonie dystrophy

〝

〝

〝

nemalin myopathy

10　　　　　　5M CFTD

11　　　　1M Prader－Willi

4例Congenital myotonic dystrophy（MD）

4例nemalinmyopathy，COngenitalfibertype

disproportion（CFTD）それぞれ1例］（表1）

から得た生検筋を用いた。免疫組織化学染色は

4種類のpolyclonal抗体（30kd，60kd，Taq，

DMDPIV），3種類のmonoclonal抗体（NCL－

DYS－1，2，3，NOVO祉）による抗ジストロフィ

ン抗体を用いて間接蛍光抗体法にて行った。ま

た筋ジストロフィー症の血管系において著しい

増加が報告されている1）nerve growth factor

receptor（NGF－R）についてもその抗体（ME82－

11）を使って免疫組織化学的に検討した。免疫

●電気泳動法は各生検筋を秤量後20倍の10％

SDSを含むPH8．5TriSglycinBuffer（5％P－
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図1（a～d）＝lMcongenitalmyotonicdystrophy（e～h）：1WMyotubularmyopathy

（a，e）60kd，（b，f）DYSl，（C，g）DYS2，抗ジストロフィン抗体による間接蛍光

抗体染色。e，f，g，ほdy反応を認めない。（d，h）抗NGF－R抗体による間接蛍光抗
体染色。

mercaptoet－hanol，4mMEDTA，2mM PMSF，

40％glycerine，0，03％bromophnolblue）で

ホモジナイズ，950C　3分加熱処理した上清

（100ug／レーン）を用いて4～12％　グラジェ

ントゲルにて泳動後，トランスファーを行い

ABC法にて染色。dy蛋白量はデンシトメー

ターにてdyのノミンドを計測し，dy／MHCを

求めて定量化を行った。

結　　果

生後1週間（在胎36週1日）のMMの1症

例において免疫組織化学染色ですべての抗体に

おいてdy反応が陰性であった（図1）。また，

westernblotでも400kdのバンドを確認でき

なかった（図2：3レーン）。また3ケ月と3

才のMMにおいてもdy量が約57％と低下し

ていた。1ケ月と2ケ月の　MD　においてほ免

疫組織化学染色でコントロールに比較してdy

反応が弱かった（図3）。しかし一方では3才

の症例1例のみではあるが　dy量が157％と

コントロ・－ルに比較してやや増加していた（図

2：5レーン）。先天性ミオパチー症例の筋線

維周囲において　NGF－R　は2～3歳まで増加

した状態にあり（図1：d，h）それ以後減少消
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図2　Western blot（2，3，4）：Myotubular myopathy5：Congenitalmyotonic

dystrophy6‥congenitalmyopathy7‥autopsy8：P－W（1，9）：COntrOl

失する。また　NGF－R　の筋線維周囲における

反応はヒトコントロールにおいて胎生期早期に

認められるが胎生20～30週までに消失してしま

うことが観察されている（未発表データ）。

考　　察

先天性ミオパチ一におけるdyの態度につい

て検討を行った結果MMl例においてdy欠

損を認め2例にdy蛋白量の低下を認めた。

MDにおいても免疫電気泳動法でdy蛋白量

の低下が示唆されており，筋ジストロフィー症

のはかにもdy欠損状態を示すミオパチーが存

在することが観察された。これらのミオパチー

では筋線経の壊死，再生の所見は認められず3）

dy欠損が直ちに筋崩壊につながってほいない。

MM，MD共に新生児期・乳児期を通して強い

筋緊張低下状態を示すがMDにおいては年齢

が長じれば次第に筋緊張が克進し易くなること

が知られている。今回の検討の結果ほ乳時期早

期の筋緊張低下が著しい時期にはdyが欠損状

態を示したが，特にMD症例において筋緊張

低下状態が改善もしくはむしろ克進状態が起こ

り始める状況下ではdyが逆に増加しているこ

とを示した。言い換えればdyが欠損状態にあ

れは筋緊張は落ち増加すれば筋緊張が増すこと

になる。これまでdyの生理蹟能については①

膜強化蛋自説，（ヨカルシウムに関連した機能を

持つ蛋白という二つの説が述べられてきたが，

私たちの今回のデータは第二の説を支持するも

のと考えられる。今後さらに検討を加え生理機

能の解明に努力する必要がある。また，先天性

ミオパチー症例の組織学・組織化学的検討では

筋線経にはBfiberが認められ，ATP ase染

色では明らかな分化の遅れは観察されなかった

が，NGF－Rを用いた免疫組織化学的検討によ

り　NGF－Rが筋線維股上に著明に存在するこ

とが観察された。NGF－Rは交感神経系の分

化，維持にかかわっているとの報告がなされて

いる4）。我々の検討ではヒト胎児期早期には

NGF－Rが筋線維膜上に存在しており胎生20週

を過ぎると次第に減少・消失することを観察し

ている。マウスにおいても胎児期にのみ観察さ

れる2）ことからNGF－R・NGFは筋線維周囲

に存在することにより何らかの筋組織発達・分

化に，あるいは筋組織内の神経系の発達，分化

に関わっている可能性が示唆される。NGF－R

の態度だけを見ると先天性ミオパチ一群の筋組

織は胎生期初期の状態といえる。

結　　語

①先天性ミオパチーの中にもdy欠損状態が存

在することを観察した。dy　欠損状態が直接
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図3　60kd，DYS2抗ジストロフィン抗体による間接蛍光抗体染色。

m．d．：COngenitalmyotonic dystrophy m．t，：Myotubular myopathy

筋崩壊とはつながらないのかもしれない。

②dy　の生理枚能は膜の強化ではなくカルシウ

ムと開通したものである可能性がある。

③NGF－Rの態奥から見ると先天性ミオパチ

ーの筋組織は胎児期早期の状態にあると言え

る。

④先天性ミオパチ一群におけるdyの態度の観

察はdy生理機能を探る上で重要であると思

われる。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
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要　　旨

抗ジストロフィン抗体を用いた免疫組織染色

は，現在，神経筋疾患の診断に有用なものと

なってきている。我々は，当院小児科で経過

を観察され，臨床的に先天性筋ジストロフィー

（CMD）と診断された8例を亜型に分類し，複

数の抗ジストロフィン抗体を用いた免疫蛍光染

色を行った。CMDのいずれの亜型においても，

筋細胞膜は染色されて，ジストロフィンが存在

することが示されたが，組織内に混在する壊死

線経，再生線経では，ジストロフィン反応は低

下していた。イムノプロットではおよそ400k

Da　のバンドが検出され，ジストロフィン遺伝

子の異常も認められなかったことから，対象と

したCMD8例においては，正常のジストロフ

ィンが存在すると考えた。

はじめに

抗ジストロフィン抗体を用いた免疫学的検

討1）は神経筋疾患の診断に必須のものとなっ

てきている。我々は先天性筋ジストロフィー

（CMD）と診断された8症例を経時的な臨床症

状の観察により亜型に分群し2），複数の抗ジス

トロフィン抗体を使用した免疫組織染色を行っ

た。Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）例

と比較して報告する。

対　　象

臨床的にCMD　と診断される8例と，DMD

と診断される1例を対象とした（表1）。症例

1，2は　CMD typeI，すなわち最高獲得運

表1対象CMD　8例と　DMDl例の臨床症状

症例l　　診断（type）　I　年齢

FCMD（I）

FCMD（Ⅰ）

CMD（？）

CMD（Ⅲ／Ⅳ）

CMD（Ⅲ／Ⅳ）

CMD（Ⅲ／Ⅳ）

CMD（Ⅲ／Ⅳ）

CMD／scoliosis

DMD

性】　知能障害　l顔面筋隈患l　　最高獲得運動機能

F
 
F
 
M
 
M
 
M
 
F
 
F
 
F
 
M

＋，DQ34

＋，DQ56

＋，nOt done

十
十

十
　
十
　
十
　
＋

＋，DQ59

十

十

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

坐位　　　　　（ly6m時）

坐位　　　　　（ly2m時）

頸定未　　　　（ly6m時）

四つ這い位　（lylOm時）

独歩　　　　　　（6～7y）

階段昇降　　　　（4y頃）

つかまり歩行　（10y頃）

階段昇降　　　　（6y～）

階段昇降　　　（2y8m頃）
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動能力が歩行に達しない典型的福山型（FCMD

l）の例，症例3は，典型例よりさらに重症の経

過をとっている例である。現在までの発達経過

から，今後歩行機能箆得が予測される症例4

と，一時的でも歩行可能であった症例5～7は

typeⅢ／Ⅳ，いわゆる非福山型とした。症例8

ほ著しい側攣を特徴とし，運動機能が良く保た

れている特殊な例で，知能も高い。症例9は，

2歳4か月でようやく歩行可能となったDMD

例で，典型的DMD　と比較して発症時期が早

く，CMDtypeⅢ／Ⅳと酷似する問題症例と思

われる。

三　二・二▼．＿頭

上　　PH

結　　果

方　　法

今回使用した抗ジストロフィン抗体について

図1に示した。ウサギポリクローナル抗体POO

PO4，P23，P34は国立精神神経センターの

小沢先生から頂き，マウスモノクロナール抗体

2．5E2と4C5は富士レビオ株式会社から供与さ

れた。いずれも　Koenig　らにより報告された

ジストロフィンcDNAの塩基配列名）に基づい

て合成されたアミノ酸に対して作成された抗体

である。これらの抗体を用いて，生検筋の間接

蛍光抗体染色とイムノブロットを行った。

図1　抗体

ジストロフィソタンパクと抗体の位置との関係。上側にポリクローナル

抗体，下側にモノクローナル抗体の位置を示した。

図2　コントロール筋の免疫組織染色

モノクローナル抗体2種（上列），ポリクローナル抗体4種（中列）の
すべてで，筋細胞膜は均一に連続的に染色されている。最下列にHE染
色（左），GomoriTtrichrome染色（右）を示した。

いる。CMD typeI（図3）では，いずれの抗

体においても筋細胞膜が染色されて，ジストロ

コントロール筋での結果を図2に示す。いず　　フィンの存在が確認された。また，ジストロフ

れの抗体も筋細胞膜を均一に連続的に染色して　　ィン反応が低下した再生線経や壊死線経の混在
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Pu。2．5E2－P。d P23　　　　　　　4C5．Pコ。

声二㌢汀．王二言

図3　CMD typel　の免疫組織染色
ほとんどの筋細胞膜は染色されているが，染色性の低下した細胞の混在

が認められ，HE染色，Gomorirtrichrome染色により，これらは壊死あ

るいは再生線経であることが示された。抗体による染色性の違いはない。

P．2．5E2．P。J PJ3　　　　　　　4C5，P34

‾‾丁‾＝富

戸「
少
、
－
■
　
ト

図4　（、MD typeIII／Ⅳの免疫組織染色

CMD typeI　の免疫組織染色所見とほぼ同じような染色性を示している。

が観察された。CMD typem／lV（図4）では，

typeI同様，いずれの抗体においても筋細胞膜

は染色されたが，再生線酢や壊死線経でのジス

トロフィン反応は低下していた。これらの結果

は有川らの報告4）を支持するものである。CMD

typeⅢ／rVの年齢の高い例では，再生線経や壊

死線経はほとんど見られなくなり，組織の大部

分は脂肪と結合織におきかわっていたが，残っ

たわずかな筋線経は抗体によりはば完全に染色

された。著しい脊柱の側攣を伴った症例8では，

染色した標本には再生筋も壊死線経も見られ

ず，すべての筋細胞膜がすべての抗体で完全に
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図5　DMDの免疫組織染色

いずれの抗体も筋細胞膜をまったく染色しなかった。

染色されていた。これに対し，DMD例（症例

9）では，図5のように，筋細胞膜はいずれの

抗体とも全く反応せず，ジストロフィンは存在

しないことが示された。

考　　察

一部のBMDでは，複数の抗体を用いた免疫

染色で，抗体によりジストロフィンが検出され

たりされなかったりといった大きな染色性の差

が観察されている5）6）。しかし，今回検討した8

例の　CMD　では，4か所のアミノ酸配列に対

して作製された6種の抗体による染色性の差

は見られなかった。1歳未満のCMDtypeI，

およびⅢ／Ⅳにおいて認められたジストロフィ

ン抗体の染色性が低卜している筋線経は再生線

経，壊死線経であり，いずれの抗体でも染色性

は同様に低下していた。ポリクローナル抗体4

種を用いたイムノブT］ットで，CMDtypeIお

よびⅢ／Ⅳの全例で，ジストロフィンの分子量で

ある約400kDaのバンドがいずれの抗体によっ

ても検出された。さらに，CMDlO例に関して，

ジストロフィンのcDNAプローブを用いて行

ったSouthernblottingでも，ジストロフィン

遺伝子内に異常は発見されなかった。これらの

結果より，CMDにおいてほ，正常のジストロ

フィン遺伝子から正常のタンパクがつくられ

て，筋細胞膜上に存在していると考えられる。

即ち，CMDの臨床症状がジストロフィンの異

常により生じたものであるとは考えにくい。こ

れに対し，DMDの病因は，ジストロフィン遺

伝子の異常とそれに起因するタンパクの欠如で

ある。DMDの中には，ここに示した症例9の

ように乳児期から発達の遅れが目立ち，臨床所

見のみではCMD typeIII／Ⅳとの鑑別が困難

な例が存在する。このような例を診断する際，

ジストロフィンの免疫染色は，DMDと一部の

CMDを鑑別する有効な手段になり得ると思わ

れる。

結　　語

経時的な臨床症状の観察により，CMDの亜

型分類を行い，複数の抗体を用いて免疫学的検

討を行った。いずれの亜型においても，組織内

に混在する壊死線経，再生線経ではジストロフ

ィン反応の低下や欠如が見られたが，筋細胞膜

には正常のジストロフィンが存在していた。分

子遺伝学的検討においても，ジストロフィンの

遺伝子内に異常はなく，CMDにおける正常ジ

ストロフィンの存在が示された。
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ヒト正常筋とDuchenne型筋ジストロフィー症屏息筋の筋肉培養

における各種細胞骨格蚤白発現に閑した免疫組織学的検討

班　　員　舘 延　　忠

札幌医科大学小児科

共同研究者　渡　辺　幸　恵，若　井　周　治

札幌医科大学小児科

要　　旨

Duchenne　型筋ジストロフィー症（以下

DMDと略す）の発病メカニズムを解明する上

で，筋肉の増殖・分化の過程を経時的に観察で

きる筋肉培養の方法を用いることは有用と考え

られている1）。そこでDMD罷患筋と正常筋に

おけるdystrophin，desmin，vimentin，SpeCtrin，

troponin，myOSinの細胞骨格蛋白の性状を培養

系を使って免疫組織学的に比較検討した結果以

下のことが明らかになった。

1．Dystrophinはヒト正常筋のmyoblastで

はまだ発現せずmyotubeで核周囲の筋細胞質

に出現し分化とともに筋細胞膜に移動する。

DMD　筋では　myoblast・myOtube　はともに

dystrophinの発現は認めなかった。

2．Desmin・Vimentin・SpeCtrin・myOSin・

troponinの性状はDMD筋と正常筋とで相違

は認められず，DMD筋でこれらの蛋白発現の

異常はないと考えられた。

はじめに

DMDは発育とともに筋細胞が変性・壊死し

ていく疾患だが，DMDの発病にジストロフィ

ンがどのようなメカニズムで関与しているかい

まだあきらかになっていない。各分化段階のジ

ストロフィンと他の細胞骨格蛋白の関係を明ら

かにするためにDMD患者と正常者の培養筋に

おける細胞骨格蛋白を免疫組織学的に調べた。

方　　法

対象は　DMD　と診断された2名（5歳・6

歳）の小児の生検筋と整形外科手術時に得られ

た2名（8歳・15歳）小児の正常筋肉を用いて

行った。

培養は，Blau　らの方法2）と　Delaporteらの

方法3）を一部改変して行った（図1）。培養経

過を位相差顕微鏡で観察した後，アセトン固

定を行い，免疫組織染色（蛍光抗体法と　ABC

法）を施行した。抗細胞骨格抗体として，N末

端60kd fusion proteinに対する　polyclonal

抗dystrophin抗体・Novocastra社の3種類の

monoclonal抗dystrophin抗体（N末端，rOd

muscle samplein Ham F－10medium at40C
l

tissue dissociation

l

trypsinization at370C

I

cellattachment technique

l

Cloningin GM（celldensitylO cells／plate）
l

Change the medium to FM

GM；grOWth medium

Ham－FlOwith2％chick embryo extract
and20％fetalcalf serum

FM；fusion medium

Dulbecco’s modified Eagle’s medium alld

2％horse serum

図1　細胞培養の方法
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domain，C末端に対する抗体）・mOnOClonal抗

vimentin抗体・pOlyclonal抗desmin抗体・

polyclonal抗spectrin　抗体・mOnOelonal抗

troponin抗体・pOpyClonal抗myf）Sin抗体を

使用した。

結　　果

正常筋・DMD筋ともに培養開始後4－5日

Flより筋芽細胞（myoblast）がHl現した。DMD

筋では2症例とも正常筋と同じ形態のmy0－

blastのほかに，大型で平坦に広がノ，た細胞質

内に空胞を有するmyoblastが全体の約30％に

認めらかた（図2）。これはB】au　らがaltered

muscle phenotype　という名称で報告した4）

DMD筋に特有に認められるmyoblastである

図2　正常筋（左側）と　DMD筋（右側）の培養5
日日に出現したmyoblast（位相差頗徴鏡×200

／×400）

DMD筋では大型で平坦に広がった細胞室内
に空胞を有する細胞が認められた。

図3　正常筋（左側）と　DMD筋（右側）の培養21
日目のmyotube（位相差顕微鏡×400）

DMD筋では細胞質内に空胞形成が顕著に認
められた。

と思われた。また正常筋のmyoblastが分化した

ものと，前述したDMD筋特有のmyoblastが

図4　正常筋のmyoblast
RITC　標識　spectrin（左側）と　FITC標

識dystrophin（右側）で二重染色（蛍光抗体法

×400）

SpeCtrinは陽性だがdystrophinは染色され
なかった。

図5　正常筋の培養開始後15日目の　myotube FITC
標識dystrophin染色（蛍光抗体法×400）

核周囲の筋形質がspot状に染色された。

図6　正常筋の培養開始後25日目のmyotube dystro－
phin染色（ABC法×400）

筋細胞膜が薄く染色された。
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図7　－ri常筋とI）MD筋のspectrinとdystrophinの二重染色（蛍光抗体法×400）
alE常筋RITC標識spectrin抗体　b　正常筋FITC標識dystrophin抗体
el）MD筋RITC標識speetrin抗体　d DMD筋FITC標識dystrophin抗体

図8　tl三常筋とDMD筋のdesminとvimentinの二電染色（蛍光抗体法×400）
ail三常筋FITC標識desmin染色　　b　正常筋RITC標識vimentin染色
e DMD筋FITC標識desmin染色　d DMD筋RITC標識vimentin染色

分化したものとを比較すると，DMD筋では細　　園の筋細胞質にspot状に発現した（図5）。

胞質内に空胞形成が顕抑こ認められた（図3）。　なおMyoblast・myOtubeはともに今回使用し

次に正常筋を分化の各段階ごとにFITCで　　た4種類のdystrophin抗体によって染色状態

dystrophin染色した結果，myOblastでは陰性　　に差異はなかった。Myotubeのさらに分化L

であったが（図4）・myOtubeの初期では核周　　たものをABC法でdystrophin染色したとこ
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図9　了E’．W方とDMD姉のtroponinとmyosinの二重染色（蛍光抗体法×400）
alTI’i甘筋FITC標識troponin染色　　b　正常筋RITC標識myosin染色

C T〕Ml〕筋FtTC標識troponin染色　d DMD筋RITC標識myosin染色

ろ，筋細胞膜に蒔く発現した（図6）。これは

dystrophin　が筋細胞のごく未分化な段階では

まだ発現せず，ある和度分化が進んだところで

核周囲の筋細胞質に州加こ出現し，分化ととも

に筋細胞膜に移動するという　Miranda　らの報

告5）と一致した。

次に正常筋とDMD筋のmyotubeを各種の

細胞骨格蛋白で二重染色して比較した。RITC

標識抗spectrin抗体とFITC標識抗dystro－

phin抗体で二重染色した結果，正常筋はい

ずれの抗体も筋細胞質に発現したのに対し，

DMD筋ではspectrinは正常筋と同様に発現

したが　dystrophin　は陰性であった（図7）。

DMD　筋は今回使用した4種類の　dystrophin

抗体はすべて陰性で生検筋の凍結切片の組織染

色の結果と一致した。

FITC標識抗desmin抗体とRITC標識抗

vimentin　抗体で二重染色した結果も（図8）

FITC標識抗troponin抗体と　RITC標識抗

myosin抗体で二重染色した結果とも（図9），

正常筋と　DMD　筋で発現状態に差が認められ

なかった。

考　　察

現在DMD　は，DMD遺伝子の変異により

その遺伝子産物であるジストロフィンが欠損，

あるいは異常なジストロフィンが合成されてい

ること6）7）が明らかになっている。特にC末端

ドメインは，ジストロフィンの安定性と磯能

が正常に働くために重要な役割を果たしてお

り8），DMD　ではC末端部を欠いていることが

症状発現に深くかかわっていると考えられてい

る7）8）。DMDの胎児9）や一部の症例で6）7），ジス

トロフィンのC末端部は陰性であるが，N末端

部やroddomainなどのtruncateddystrophin

を有する症例が報告されており，DMDはdys－

trophinの合成障害ではなくintegration de－

rectであるという指摘もある9）10）。もしそうな

らば培養系の分化のごく初期でtruncateddys・

trophin　が発現している可能性もある。今回

の筋肉培養法を用いた検索では正常筋もDMD

筋もmyoblastの段階で4種類のジストロフィ

ンはいずれも陰性であった。しかし免疫組織学

的検査だけでは確定的なことはいえず今後はさ

らに未分化なmyoblastの段階から免疫電気泳
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動法も併用してジストロフィンの各ドメインに

ついて調べる必要があると考えられる。

DMD生検筋におけるジストロフィン以外の

細胞骨格蛋白の異常についていくつか報告があ

るが，生検筋はほとんどがmyotubeであるこ

とから　DMD　筋が変性した二次的な結果であ

る可能性もある。それゆえin vitroで未分化

な段階から細胞骨格蛋白について調べていく

ことは重要であると思われる。今回の結果では

spectrin・Vimentin・desmin・trOpOnin・myO・

sin　は　DMD　と正常筋で免疫組織学的には大

きな相違は認められなかった。今後は　altered

myoblast phenotype　と思われる細胞の細胞骨

格蛋白について免疫電気泳動法を用いて詳細に

検索を進めていきたい。
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要　　旨

ベッカー型筋ジストロフィー（BMD）患者

11名（年齢6～69歳，平均37歳）とその女性親

族4名についてジストロフィン分析を行った。

ジストロフィン遺伝子欠矢は　BMDll名中，

Chamberlainらの方法で6名，Beggsらの方法

では前法の6名のほかに1名，計7名（64％）

にみられたが，保因者と考えられる母親，娘を

含む女性親族にはみられなかった。

BMD　5名の生検筋における　Western blot

法では，3名にジストロフィンの低分子化がみ

られた。2種類のモノクロナール抗体，3種類

のポリクロナール抗体の比較では，モノクロナ

ール抗体が　faint，patChy　に染色され，BMD

のジストロフィン異常検出にはモノクロナール

抗体が優れていると考えられた。

日　　的

BMD　はデュシェソヌ型筋ジストロフィー

（DMD）に比し，良性の臨床症候のはか，ジス

トロフィン欠失状態も異なり，臨床症侯との関

連が注目されている1）2）。われわれも，BMD自

験例とその女性親族について，ジストロフィン

分析を行ったので報告する。

対象と方法

筑後病院入院，外来のBMD患者11名，年齢

6－69歳，平均37歳と51歳患者の娘21歳，43歳

患者の妹37歳，17歳患者の母42歳および6歳患

者の母40歳の女性親族4名を対象とした。親族

は全員無症候性である。

全員から採血して，DNA増幅法によるジス

トロフィン遺伝子欠失状態を検査した。検査は

SRLに依頼した。方法は，ジストロフィン遺

伝子の9つの領域（Exon4，8，12，17，19，44，45，

48，51）についてChamberlainらの方法で，さ

らに10領域（musclerspecific promotor，Exon

3，6，13，43，47，49，50，52，60）について　Beggs

らの方法により，合計19領域を調査した。

患者5名，親族1名（43歳患者の妹37歳，T

氏）について患者1名は排腹筋，他は上腕二

頭筋で生検を行い，2種類のモノクロナール抗

体，3種類のポリクロナール抗体でジストロフ

ィンの免疫染色を実施した。同時に，Western

blot法を行い，ジストロフィンバンドの状態を

調査した。また　HE　染色を行い，組織像を観

察した。

結　　果

BMD患者11名の検査時年齢，性（全員男

性），発症年齢，最終歩行年齢，家族歴，下肢障

害度（筋ジストロフィーの障害段階，ニューヨ

ーク大学式，上田改変，1～8），仮性肥大およ

びジストロフィン遺伝子欠矢を表1に示す。症

例1，8，11は同一家系，症例4と6は兄弟で

ある。即ち，同じ家系では，欠失部位が一致し

ていた。
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蓑1ベッカー型筋ジストロフィーにおけるジストロフィン分析

ジストロフィン

遺伝子欠失（Exoll）
年齢回精霊讐 家族歴」蒜害霊場笑＊＊ Chamberlainl Beggs
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写真1ベッカー型筋ジストロフィーEN（51歳，
男）全身像

写真2　上腕二頭筋のモノクロナール抗体によるジス

トロフィン染色（症例EN）
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女性親族4名にジストロフィン遺伝子欠矢は

みられなかった。

写真1ほ症例EN（51才）の全身像である。

本患者の上腕二頭筋生検におけるモノクロナー

ル抗体使用によるジストロフィン染色を写真2

に示す。筋表面膜のジストロフィンが　faint，

patchy　に染色されている。ポリクロナール抗

体では，筋表面膜が濃淡はあるものの，全周性

に染色される傾向があった。他の4例でも同様

であった。T氏の筋表面膜ジストロフィンはモ

ノクロナールとポリクロナール抗体の双方で全

周性かつ均等に染色され，正常と判定された。

Westernblot法では，BMD5例中2例（と

もに下肢障害度7）にジストロフィンバンドの

減少，3例（下肢障害度2，5および7）にそ

の低分子化がみられた。T氏では，ジストロフ

ィンノミンドの減少も低分子化もみられなかっ

た。

5例における生検筋HE　染色組織像は，下

肢障害度の高いものに筋線維減少，脂肪浸潤，

結合織増加が著しかった。

考　　察

BMDにおける筋生検のジストロフィン分析

の結果から，1989年Hoffman　ら1）はDMD／

BMD　を次の四型に分類している。（1）DMD：

車椅子約11歳，ジストロフィン量正常の3％以

下，（2）SevereBMD：車椅子13～20歳，ジスト
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ロフィン是3％～10％，（3）Moderate BMD（4）

Mild BMD：草椅子20歳以上，ジストロフィン

量20％以上。

一方，春原ら2）は，臨床症状の軽重が認めら

れたBMD兄弟例の分析から，ジストロフィン

量が20％以上でも，臨床症状の重い例（兄）

にジストロフィン量が低いと報告している。今

回の私共の検討では，下肢障害度の高い例にジ

ストロフィンバンドの減少を，低い例にその低

分子化の幌向がみられた。Ho汀man　ら1），春原

ら2）の成縞に符合する所見と考えられる。今回

検索した女性親族のうち，T氏は必ずしも保因

者とは限らないのでジストロフィン遺伝子欠矢

も肪生検での異常もみられなかった点は肯定で

きる。しかし，51歳患者（症例9，EN）の娘21

歳と6歳患者（症例1，HY）の母であり69歳

患者（症例11，DI）の娘である40歳の2人は，

BMDの保因者と臨床遺伝学的には考えられる

が，Chamberlainらの方法とBeggs　らの方法

でジストロフィン遺伝子欠矢は，みられなかっ

た。BMD　自身にも必ずしも欠矢が証明されな

いと同様に，保因者診断におけるジストロフィ

ン遺伝子欠失検索の限界を示すものと考えられ

る。

BMD筋生検ジストロフィン染色の特徴は，

faint，patChyとされており，この特徴を出すた

めにはモノクロナール抗体が今回の検索で優れ

ていることが分かった。

文　　献

l）Hoflman EP，KunkelLMet al：1mproved dia－

gnosis of Becker muscular dystrophy by dy－

StrOphintesting，Neurology39：1011－1017，1989

2）春原経彦，山田人志ら：Becker塑筋ジストロフ

ィーにおける臨床症状とジストロフィソの関連，

筋ジストロフィー症の遺伝，疫学，臨床および治

療開発に関する研究　平成元年度研究報告書，

103，1989
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

ジストロフィン神戸にみられたmRNA前駆体2次構造の異常

班　　員　松　　尾　　雅　　文

神戸大学小児科

共同研究者　西　尾　久　英，木　藤　嘉　彦，成　田　奈緒子

神戸大学小児科

要　　旨

ジストロフィン神戸では，ジストロフィン遺

伝子の第19エクソンに欠矢が存在する結果，遺

伝子より転写されたmRNA前駆体のスプライ

シング時にこのエクソンのスキッビングを生じ

る。今回，このスキッビングの原因を明らかに

するため，ジストロフィン遺伝子の第19エクソ

ンの近傍の塩基配列を対象に，そのmRNA前

駆体の2次枯道を検討した。

野生型では，エクソン19の配列自体がヘアー

ピソ構造を形成していた。一方，ジストロフィ

ン神戸のエクソン19はそれ自体でヘアーピソ構

造を形成することなく，すべての塩基がイント

ロン19の塩基とステム横道を形成していた。ま

た，解析したジストロフィンのすべてのエクソ

ンが，ユキソソ内のヘアーピソ構造を有してい

た。

この結果は，ジストロフィン神戸に見られた

mRNA　のスプライシング時のエクソンのスキ

ッビングが，エクソン内ヘアーピソ構造の消失

により発生したことを示した。

はじめに

私共は，Duchenne型筋ジストロフィー

（DMD）患者のジストロフィン退伝子の異常を

スクリーニングするため，PCR法を用いた遺

伝子欠矢の診断を実施してきた。ジストロフィ

ン遺伝子欠矢の頻度及び部位には，日本人と欧

米人でほぼ同一であることを明らかにしてき

た1・2）。

最近私共は，ジストロフィン遺伝子のエクソ

ン19に微細な欠矢を有する症例を兄いだし，世

界で初めてジストロフィン遺伝子欠失部位の塩

基配列を明らかにし，これをジストロフィン神

戸として報告した3）。さらに，ジストロフィン

神戸では，この微細な遺伝子の欠矢の結果，

遺伝子からの転写産物であるmRNA前駆体の

スプライシング時にこのエクソンがスキッビン

グされ，異常なmRNAが生成されることを明

らかにした4）。ジストロフィン神戸では，mRNA

前駆体のスプライシング部位認識のコンセンサ

ス配列には異常は認められず，このエクソンの

スキッビングを惹起した原因は不明であった。

今回，ジストロフィン神戸のエクソンのスキ

ッビングの原因を探るため，mRNA　前駆体2

次構造を解析したところ，欠矢を有するェクソ

ソのヘアーピン構造が消失している結果を得

た。他のジストロフィンのエクソンでもこのエ

クソン内ヘアーピソ構造が存在することから，

ヘアーピン構造の消失がジストロフィン神戸で

のエクソンのスキッビングの原因と考えられた

ので報告する。

対象及び方法

（症例）

ジストロフィン神戸は，ジストロフィン遺

伝子第19ェクソンの3’端側に52塩基の微細な欠

矢を有し，88塩基存在すべきェクソソ19の塩

基数がわずか36塩基となっていた3）。また，ジ

ストロフィン神戸では筋肉のジストロフィン

mRNAを逆転写して合成したcDNAの塩基
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図1mRNA前駆体の二次構造．太線がェクソン

配列から，残存すべき36塩基のエクソン19配列

が完全に消失していた4）。

（方法）

ジストロフィン遺伝子から転写された

mRNA前駆体の2次構造の解析は，最もェネ

ルギー的に安定した塩基結合を求める　Zuker

らの方法を用い，コンピューターにより行なっ

た5）。2次構造の解析にはエクソン19および両

側のイントロンのすでに明らかにされているエ

クソンの塩基配列を入力した。エクソン19では

正常では617塩基，ジスト　ロフィン神戸では

565塩基であった。

結　　果

野生型のジストロフィンエクソン19及びその

両側のイントロンの配列からmRNA前駆体の

2次構造を演繹した。その2次構造は，全体と

して比較的単純な1つのステムループと8つの

小さなヘアーピン構造を望した（図1）。一方，

ェクソソ19の配列では，エクソンの5’端側はエ

クソンの配列と塩基対をなしたヘアーピソ構造

をとり，エクソンの3’端はイントロン18と19の

配列とステム構造を形成していた（図2）。

欠矢を有するジストロフィン神戸のエクソン

19のmRNA前駆体2次構造を解析した。全体

lntron19

図2　エクソン19の形成するヘアーピン構造．
大文字がエクソン，小文字がイントロン

としてやや複雑な3つのステムループ構造の集

合構造を呈した（図3）。この2次構造中のエ

クソン配列についてみると，エクソン配列のす

べての塩基はエクソン自体の配列と塩基対を形
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図3　ジストロフィン神戸のmRNA前駆体二次構造．　太線がエクソン

図4　ジストロフィン神戸が形成するシステム構造
大文字がエクソン，小文字がイントロン

成することなく，イントロン19の配列のみと

塩基対をなしたステム構造を形成していた（図

4）。

また，ジストロフィン遺伝子の近傍の塩基配

列が判明している他のエクソンの　mRNA　前

駆体2次構造を解析した。解析したジストロフ

ィンの22エクソンすべてにエクソン内ヘアー

ピソ構造が見られ（表1），ジストロフィンの

mRNA前駆体のエクソンには′ェクソソ内ヘア

ーピソ構造が必須な構造であることを示した。
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蓑1　ジストロフィンのエクソ

ンとヘアーピン構造
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考　　察

ジストロフィン神戸ではmRNA前駆体2次

構造中のエクソン19のエクソン内ヘアーピソ構

造が消失したため，スプライシング部位認識機

構に異常が生じ　ェクソン19のスキッビングが

生じたものと考えられる。

最近，mRNA　前駆体2次構造がスプライシ

ング部位を制御するとの報告が多くの遺伝子で

報告されている。しかし卜このスプライシング

制御因子としてェクソン内ヘアーピソ構造に着

限した報告は見られず，今回の成果はスプライ

シングの制御に新たな観点を開くものである。

今後，DMDの治療法として，分子生物学的

にスプライシング部位を変化させるにという新

たな観点にたった方法の開発も可能と考えられ

た。

文　　献

1）Nakajima，T．，Matsuo．M，Kitoh，Y．，Takumi，

T．，Nishio，H．，Masumura，T．，Koga，J．＆

Nakamura，H．Screening of gene deletions by

polymerase chain reactioninJapanesepatients

With Duchennemusculardystrophy．J．Neurol．

238，6－8，1991

2）Kitoh，Y．，Matsuo，M．，Nishio，lL，Takumi，T．，

Nakajima，T．，Masumura，T．，Koga，Jり　＆

Nakamura，IL Amplification of ten deletion－

rich exonsof the dystrophin gene by polyme－

rase chain reaction shows deletionsin　36　0f

90Japanese patientswith Duchenne muscular

dystrophy．Am．J．Med．Genet．42，453－457，

1992

3）Matsuo，M．，Masumura，T．，Nakajima，T．，Kitoh，

Y．，Taknmi，T．，Nishio，HりKoga，J．，＆Naka・

mura，H．A very smallframe－Shiftingdeletion

Within exon190f the Duchenne muscular dy－

StrOphygene．Biochem．Biophys．Res．Commun．

170，963－967，1990

4）Matsuo，M．，Masumura，T．，Nishio，H．，Nakaji－

ma，T．，Kitoh，Y．，Takumi，T．，Koga，J．，＆Na・

kamura，H．Exon skipping during splicing of

dystrophinmRNA precursor due to anintra－

exondeletioninthedystrophingeneofDuche・

nnemusculardystrophyKobe．J．Clin．Invest．

87，2127－2131，1991

5）Matsuo，M．，Nishio，HりKitoh，Y．，Francke，

U．，＆Nakamura，H．Partial deletion of a dy・

strophin geneleads to exon skipping and to

loss of anintra－eXOn hairpin structure from

the predictedmRNA precursor．Biochem．Bio・

phys．Res．Commun．182，495－500，1992
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

ジストロフィンC末端ドメインが保たれた

筋ジストロフィーの重症例

班　　員　福　　永　　秀　　敏

国立漬養所南九州病院神経内科

共同研究者　森　豊　隆　志1），大　窪　隆　一1），樋　口　逸　郎2）

臼　杵　扶佐子2），中　川　正　法2），納　　　光　弘2）

1）国立療養所南九州病院神経内科　2）鹿児島大学医学部第三内科

要　　旨

症例は急速に筋力低下が進行し，10歳台で車

椅子となったⅩ染色体劣性遺伝の筋ジストロフ

ィーの歪症例である。筋生検組織における免疫

組織化学的な筋形質膜の染色性の検討では，C

末端及び　rod　中央部に対するモノクローナル

抗体を用いたジストロフィン染色では不連続な

染色を示し，N末端ドメインに対するモノクロ

ーナル抗体を用いた免疫染色では全く染色され

なかった。ウェスタン・プロット法による検討

では，C末端モノクローナル抗体を用いた検討

では，分子量約340kdの小分子是のジストロ

フィンが認められその蛋白蓑はよく保たれてい

た。N末端モノクローナル抗体では抗原性は全

く認められなかった。更に，multiplex－PCR法

による解析では　exon　3，4，6，8，12，13，17，19の

部位の欠矢が認められた。このデータよりC末

端蛋白がよく保たれているにもかかわらず，ジ

ストロフィンN末端ドメインの欠矢が重症型を

引き起こす可能性があると考えられる。

日　　的

Duchenne型肪ジストロフィー（以下DMD）

と　Becker　型筋ジストロフィー（以下BMD）

は共にジストロフィン遺伝子の遺伝的変異によ

って起こる。Hoffman　らは生化学的及び臨床

的データとの関係を基にDMDとBMDとが4

種のカテゴリーに分けられると報告している。

DMD（11歳で車椅子となる。ジストロフィン

の量は正常の3％以下）。SeVere BMD（13歳

から20歳で車椅子。ジストロフィン量は3～10

％）。mOderate／mild BMD（20歳以上で車椅

子。ジストロフィン韮20％以上）1）。

今回我々は臨床的重症度とジストロフィンC

末端に対するモノクローナル抗体を用いた免疫

組織学的及び免疫プロット解析との問に椚経を

認めた例を経験したので報告する。

症　　例

13歳，男性。胎生期，出生時異常なし。首の

すわり，寝返り，坐位保持等の発育は正常。つ

かまり立ちは10～11ケ月にて可であったが，処

女歩行は1歳半と遅れた。幼時期はよく転倒し

ていた。4歳時，階段を昇るのが困難なことに

気づかれた。Waddlir）ggait及びGowers徴候

陽性。近位筋優位の筋力低下を認め，Calvesの

肥大を認めた。血清CK値は2129U／L（24～

195U／L）と著明に上昇していた。筋生検施行

され　DMD　と診断された。9歳までは一人で

ゆっくりと歩行ができた。9歳時，階段昇降不

能となり，10歳時歩行時介助必要になる。11歳

時より伝い歩き不能となり，車椅子となった。

12歳時，養護学校入学のため，当院に入院とな

った。

家族歴：血族結婚は認めない。母親は神経学
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図1　C末端（C）及びrod中央部（R）に対する
モノクローナル抗体を用いたジストロフィン染

色ではpatchy或は不連続な染色を示し，N末

端ドメインに対するモノクローナル抗体を用い
た免疫染色（N）では全く染色されなかった。
×400．

8
1　2　　　　12

Dystrophin→・－
′′

Myosin一一本　場癖　　　編紬

図2　筋生検組織でのウェスタン・プロット法．C末

端モノクローナル抗体では，分子量約340kdの
′ト分子壷のジストロフィンが認められその蛋白
量はよく保たれていた（A－2），N末端モノクロ

ーナル抗体では抗原性は全く認められなかった

（B－2），（A，B－1：対照，A，B－2：本症例）

的に正常だが血清CK値は228U／Lと軽度上

昇を認めた。母の兄は臨床的には　DMD　と診

断され，15歳で死亡した。

4歳時に左上腕二頭筋生検が施行された。標

準的な組織化学的検索では筋線経の大小不同，

necrotic負ber，Opaquefiber，再生線経，inter－

nalnucleiを認め，脂肪及び線維結合織の増生

が認められた。筋生検組織において免疫組織化

学的に筋形質膜の染色性を検討したところ，C

末端及び　rod　中央部に対するモノクローナル

抗体を用いたジストロフィン染色では　patchy

或いは不連続な染色を示し，N末端ドメインに

対するモノクローナル抗体を用いた免疫染色で

は全く染色されなかった（図1）。

Hofrman　らの方法2）によるウェスタ∵／・プ

ロット法による検討で，C末端モノクローナル

抗体を用いた検討では，分子量約340kdの小

分子量のジストロフィンが認められその蛋白量

はよく保たれていた。N末端モノクローナル抗

体では抗原性は全く認められなかった（図2）。

更に，SRLでmultiplex－PCR法により，血

液の　DNA解析を施行した。Chamberlain　ら

による方法では，eXOn4，8，12，17，19の部位の欠

矢が認められた。Beggs　らによる方法では，

exon　3，6，13の部位の欠矢が認められた。

考　　察

この症例はⅩ染色体劣性遺伝を示し，11歳で

車椅子となったために臨床的には　DMD　と診

断されていた。しかし，免疫組織学的にC末端

及びmid rod domainに対する．モノクローナ

ル抗体を用いた染色で筋形質睦のpatchy或い

は不連続な染色を呈Lたことは　BMD　に一致

する3）。又，ウェスタン・プロット法による検

討でも，C末端モノクローナル抗体を用いた検

討で，患者のジストロフィンは分子量は正常よ

り小さいが，その蛋白量はよく保たれていた。

BMDではジストFZフィンのQualitative alter－

ations　が特徴的所見であると報告されてい

る2）。一方，N末端モノクローナル抗体では抗

原性は全く認められなかった。multiplex－PCR

法による解析では　exon3から19に欠矢を認め

免疫組織学的解析と一致した。

最近欠矢の　size及び位置と疾患の重症度と

の相関に関する報告が散見されている。荒畑ら

はC末端のジストロフィンがBMDではよく保

たれているが，DMDでは保たれていないことを

報告し，ジストロフィンの適切な機能のために

はC末端ドメインが重要であることを強調して

いる4）。本症例はジストロフィンC末端が保た

れているにもかかわらず重症な臨床経過を示し

た。このことは，C末端蛋白がよく保たれてい

るにもかかわらず，ジストロフィンN末端ドメ
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インの欠矢が重症型を引き起こす可能性がある

ことが考えられる。松村らは，eXOn3のsingle

in－frame deletion　を伴った筋ジストロフィー

の長期生存兄弟例を報告している5）。起立・歩

行不能年齢に基づく分類では　DMD　と診断さ

れていたが，10歳台後半では通常とは異なる臨

床経過を示したもので，本症例でも10歳台後半

で進行が変化するかどうかを観察する必要があ

る。ジストロフィンのドメインの機能の解析に

は，欠矢の　size及び位置と臨床的重症度の相

関に関するより詳細な研究が必要であると思わ

れる。

ま　と　め

急速に筋力低下が進行し，10歳台で車椅子と

なったⅩ染色体劣性遺伝の筋ジストロフィーの

重症例を報告した。臨床的重要度とジストロフ

ィンC末端に対するモノクローナル抗体を用い

た免疫組織学的及び免疫プロット解析との間に

解離を認めた。multiplex－PCR　法による解析

ではexon3，4，6，8，12，13，17，19の部位の欠矢が

認められた。このデータよりC末端蛋白がよく

址保たれているにもかかわらず，ジストロフィン

N末端ドメインの欠矢が重症型を引き起こす可

能性があると考えられる。
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Ⅳ．治療

A．評価法と治療法の開発



筋ジストロフィーの臨床病態と迫伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅳ　治　療
Ⅳ－A　評価法と治療法の開発

デュシェンヌ塾筋ジストロフィーに対する

プレドニゾンの臨床効果

班　　員　姜　　　　　　進

国立療養所刀根山病院神経内科

共同研究者　官　井　一　郎，野　崎　園　子，松　村　　　剛

国立療養所刀根山病院神経内科

要　　旨

デュシェソヌ型筋ジストロフィーに対するプ

レドニゾソ治療効果の検討を開始した。1991年

11月末現在，8歳未満で機能障害度2度までの

3例に体重1kgあたり1mg，隔日に投与して

いる。

臨床評価は琉能障害度（8段階）評価，日常生

活動作（ADL）テスト，運動機能テスト（10m

走行時間の測定など），関節可動域テストを投与

開始時，投与後12週ごとに行い，それらの成績

を総合して下す予定である。

投与期間が2～6週間の現時点では，プレド

ニゾンの効果については言及することは困難で

あるが，2例において血清　CK　は2週後著明

に下降した。副作用に注意しながら長期投与の

効果を検討したい。

目　　的

昨年度の本会議では，これまでに筋ジストロ

フィーに対して試みられた薬物治療のうち主要

なものを取り上げ概説した。そして従来の薬物

治療の中ではプレドニゾソ治療が最も有力であ

り，多施設による検討の必要性を呼びかけた。

しかしプレドニゾソ長期投与には副作用など問

題点も多く，多施設による検討に先駆けて少数

施設によるpilot studyを行うことにした。現

在，兵坪中央病院と刀根山病院においてpilot

studyが行われているが，プロジェクト研究と

しては刀根山病院の中間成縞を報告することに

する。

対象および方法

対象は歩行可能なデュシェソヌ型筋ジストロ

フィー（DMD）患者である。プレドニゾソ投

与開始年齢は5歳から10歳である。試験の実施

にあたり患者および親権者に充分な説明を行

い，同意を得た。プレドニゾソ投与量・投与期

間：体重1kgあたり1mgを隔日に投与す

る。服薬は朝食後とする。投与期間は48週間以

上とする。

臨床評価：機能障害度（8段階），日常生活動

作（ADL）テスト，運動機能テスト（動作遂行

所要時間を測る），関節可動域テストを投与開始

時，投与後12週ごとに行う。

臨床検査：末梢血液像，血清電解質，血液生化

学（CK，CKアイソザイム，血糖など）尿化学

の各項目は投与開始時，投与開始後4，8，12

週後，12遇後以降は12週ごとに実施する。心電

図検査は投与開始前，24週後，48週後，投与終

了時に行う。

副作用：プレドニゾソとの関連性が否定でき

ない症状の出現や臨床検査値の異常変動につい

て，その発現日，種顆，程度，処置，経過・転

帰，薬剤との関連性について記載する。

総合評価：臨床効果はプレドニゾソ投与後の経

過を総合し，投与48週後および投与終了時（あ

るいは中止時）に判定する。概括安全度は副作
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プレドニゾソ服用DMD患者
1991．11月末現在

患者　　　生年月日　　　発症年齢　　服薬開始日　　体重　　　身長　　機能障害度　家族歴

1）M．S．　1984．5．12　1歳11カ月　1991．10．9

2）LR．　1984．7．7　　3歳2カ月　1991．10．30

3）K．A．　1983．11．8　　3歳1カ月　1991．11．6

16．0kg107．6cm

25．0　　125．0

22．0　　120．0

L
 
h
ソ
　
し

な
　
あ
　
な

用を考慮し，有用度は臨床効果および概括安全

度を総合的に考慮し，それぞれ投与48週後およ

び投与終了時（あるいは中止時）に判定する。

結　　果

1991年11月末までにプレドニゾソ投与を開始

した　DMD　患者は表に示す3名である。服薬

開始時の年齢は7歳3カ月，7歳4カ月，7歳

11カ月であり，いずれも8歳未満であった。機

能障害度は1－2度であった。明らかな家族歴

は症例2に認められた。

投与後の経過については，投与期間が2～

6週間であり，現時点では客観的指標をもとに

論じることができないが，症例1は服薬2週間

後から少し動きが良くなったという印象を母親

はもっている。

プレドニゾン投与後の血清　CK　の変動を図

に示す。投与2週後に検査した2例では血清

CKは著明に下降した。投与4週後に検査した

症例1でも血清　CK　は若干下降した。

考察およびまとめ

DMD　に対するプレドニゾン治療は　Drach・

manに始まる1）。1987年，DeSilva，Drachman

らは，16例の　DMD　患者にプレドニゾンを投

与し，投与群では対照群に比し，約2年間歩行

が延長することを報告した2）。1991年，Griggs

らはrandomized，COntrOlled trialを行い，投

与量に比例してプレドニゾン投与群において筋

力の増強を認めた3）。すなわち，体重1kgあた

り0．75mgを連日投与した群ではプラセポ群は

言うに及ばず，0．3mg／kg連日投与群よりも筋

力の増強がみられた。しかし，副作用の出現率

も少品投与群に比し高かった。

私達が今回，体重1kgあたり1mg隔日投

与という方法を採用したのは，投与量としては

0．5mg／kg連日に匹敵し，副作用の出現を押さ

0　　　　　　　2W　　　　　　4W

図　プレドニゾン投与前後の血清CK償

え薬効が期待できること，また隔日投与で副腎

皮質機能抑制を軽減しうることによる。

最長6週間投与の時点ではプレドニゾソの効

果について言及することは困難であり，副作用

に注意しながら長期投与の効果を観察していく

予定である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
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可動型等尺性筋力計の開発と治療評価への応用

班　　員　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵坪中央病院

共同研究者　堀　川　博　識，苅　田　典　生，森　下　智　行

国立療養所兵膵中央病院神経内科

要　　旨

筋疾患の評価手段として，筋力の測定は最も

直接的である。既に我々は，平成元年度に，等

尺性握力測定器を開発し，その有用性を報告し

た。今回は移動可能な四肢筋力の等尺性測定器

を開発し，先ず正常者での筋力測定の再現性を

検討した。平均年齢20．5歳の20名の右上腕二

頭筋の3回連続測定の最大値トルクは390．0±

44．0kg・cmで，1ケ月後の測定値は390．0±

52．5kg・cmと極めて高い再現性がみられた。

測定時の固定条件が重要であり，通常は市販の

固定用椅子を用い再現性を高めた。筋ジストロ

フィーその他の筋疾患での筋力の経過を記録

し，治療の評価を試みた結果を報告した。等尺

性筋力測定は，薬物治療の評価において客観的

指標として不可欠である。

日　　的

筋疾患の評価手段として，筋力の測定は最も

直接的であるが，精度，再現性疲労などに関し

て，機器や測定条件などが重要である。既に我

々は，等尺性握力測定器の開発を行い，その有

用性を報告した（平成元年度報告書293頁）。今

回は移動可能な四肢筋力の等尺性測定器を開発

し，ジストロフィーなどの筋疾患に応用し，治

療の評価に用いた結果を報告する。

方　　法

前回の握力計に用いたロード・センサーと増

幅器を一部改造し，センサー位置の設定が容易

なクランプとボードを使用した。正常女性20名

（20．5±0．6歳）に連続3回の前腕屈曲と伸展の

筋力測定を行った。この20名を含む42名（20．6

±0．6歳）に1カ月後再度測定を行い，再現性の

検討を行った。下肢については移動型では治療

用ベッド上で下腿を下垂させて座った位匠で，

躯幹傾斜によるトリックモーションをさけて，

膝伸筋および屈筋を外裸の高さにセンサーを当

て測定した。通常は市販の固定用椅子を用い再

現性を高めた。

筋ジストロフィーの臨床例についても，前腕

屈伸，膝屈伸，等尺性握力測定などを行い評価

した。有意差検定はpaired t検定およびwil・

coxon検定によった。

結　　果

表1に42名の正常女性の右上腕二頭筋と≡頭

筋の3回連続等尺性筋力測定の結果を示す。1

回測定後に約5秒の休息をとり測定した。繰り

返しで軽度の筋力の低下がみられ，疲労と考え

られる。二頭筋では1回目と2回目の間に有意

な低下がみられ，1回目と3回目では二頭筋と

三頭筋ともに有意な低下がみられた。三頭筋で

は　CV％　が二頭筋より高く，今回は三頭筋は

肘部の用手固定により測定したためと考えられ

た。二頭筋の測定は用事固定は不要であり　CV

％は小さくなっている。表2は20名の正常女性

で1ケ月の間隔をおいて右上腕二頭筋の筋力測

定を行った結果である。この20名では3回連続
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測定間に有意差はなく，初回と1ケ月後の測定

値の間にも有意差はなく，3回測定の最大値を

とると，同じ値となり，極めて高い再現性がみ

蓑1　随意性等尺性筋力
（正常女性42名，20．6±0．6歳）

肘関節屈曲（二頭筋）　単位：トルクkg・cm

第1回

第2回

第3回

p＜0．05

CV（％）　4．26±2．85

肘関節伸展（三頭筋）　単位：トルクkg・cm

第1回　　　206．8±36．61

∴　言‥二‥・－
p＜0．05

CV（％）　6．54±3．99

られた。CV％　も初回と1ケ月後で類似の5％

以下の値を示した。これらの結果から3回測定

の最大値（最大随意等尺性収縮力：MVIC）を

とることが妥当と考えられた。

図1に52歳の肢帯型筋ジストロフィーの上肢

筋力（MVIC）の測定例を示す。4ケ月間で右

蓑2　随意性等尺性筋力（右上腕二頭筋）
正常女性（20．5±0．6歳）20名

初　回　l lヶ月按　l　差

382．4±　56．1
nS

373．9±　49．9
nS

369．7±　50．1

CV（％）1　4．36±3．28】　4．15±2．39l ns

最大値1390．0±44．01390．0±52．5l ns

ns：有意差なし

平均±標準偏差（単位：トルク1くg・cm）

kg■Cm L抽「汗dle d16t「OPhリ52yrSOld male

CI一一「一別ceps

O一一H引ce田

上ナ一・・「イr ce四

△一一卜Tricep5

－－－－r－Grip P仇　rr Xl8

91：3／8　　　　　5／18　　　　　　6ノ7　【斡TE

図I MusclePower（MVIC）ofArmsinL－Gdystrophy

kg■cm

［：】－「一触adri

ローーHhadri
◎・・－「一帖mst

◎一一11mst

一一一「－G「ip P仇把「：（10

91：レ11　　5′18　6／7　7／12　8′918／41レl I泊TE
4／㍊

図2　Muscle Power（MVC）of Lower Extremitiesin BMD and Grip Power
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二頭筋の筋力低下が観察された。図2に47歳の

ベッカー型筋ジストロフィーの下肢筋力と握力

の経過を示す。この症例は蛋白同化ホルモン

（Metenolone acetate　5mg　毎朝）の投与例

である。膝伸筋（四頭筋）と膝屈筋と握力の

kg．Cm Meterのlone acetate5mg dailリ

78

68

l詔

4日

軌

28

18

8

MVIC　は右膝屈筋で変動はあるが11ケ月で徐

々に低下している。左膝屈筋の筋力低下は少な

い。握力は殆ど変化がなかった。図3は48歳男

性の遠位型筋ジストロ．フィー（三好型）にMe－

tenolone acetate　5mgを毎朝授与した結果で
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図3　Effectof Metenoloneon MVCin DistalDystrophy
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図4　Effects of Steroids on Muscle Power（MVIC）
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図5　Effect of Metenolone on MVCin Myotonic dystrophy
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ある。8ケ月の経過で膝屈筋は左右ともに増加

を示し，膝伸筋は変動を示しながら漸減した。

図4は　DMD　の9歳男児にプレドニソロンを

20mg　隔日に経口投与したところ，21日後に

は膝伸筋の筋力増加がみられ，膝屈筋の筋力は

低下した。プレドニソロソ5mgとメテノロン

5mgの隔日交互投与で膝伸筋は低下し，膝屈

筋力は増加した。中止でほぼ自然経過で予測さ

れるレベルに戻っている。図5は筋緊張性ジス

トロフィーの50歳男性例で，メテノロン10mg

毎日投与の6ケ月の上下肢の筋力測定結果であ

る。上腕三頭筋の筋力の増加がみられた。

考　察

図6に　Munsat　によって示された徒手筋力

テストと等尺性筋力測定値の関係を示す1）。

筋力4の占める範囲がいかに広く，徒手筋力テ

ストで薬効を判定することの困難さが容易に理

解される。ここに用いたロ∴－ドセンサーは非直

線性，ヒステリシス，繰り返し性いずれも0．05

％定格出力以下の性能を有し，市販の増幅器に

4　　　　　　　6－

0　　50　100150　200　250300N

図6　徒手筋力テスト（上段）と等尺性筋力
（下段）の比較筋力4の範囲の広いこと
に注目（文献1より）

ホイートストンブリッジ回路で接続して10g

単位で測定するようにセットした。ここに示し

たように，適当な測定姿位を設定すれば，極め

て高い再現性で等尺性筋力の測定が可能であ

る。プレドニソロソ投与例では屈筋と伸筋で効

果の相違があり，自筋と赤筋線経に対する効果

の相違を表している可能性がある。Fenichelら

は体重kgあたり0．75mgのプレドソロンの投

与で筋力の増加が最も効果的であると報告して

いる2）。個々の症例で定量的な筋力測定がなさ

れ，客観的な効果の判定が望まれる。

結　　論

移動可能な等尺性筋力計を開発した。正常人

で測定の高い再現性が確かめられた。筋ジスト

ロフィーでも測定可能な感度を有し，臨床例で

の測定結果を示した。筋力計による筋力測定

は，薬物療法の評価において，客観的指標とし

て不可欠である。

文　　献

l）Munsat TH．Clinical trialsin neuromuscular

disease．Muscle＆Nerve13：Supplement3－6，

1990

2）Fenichel GM et al．Lomg－term beniLit from

prednisolone therapyin Duchenne Muscular

dystrophy．Neurology41：1874－1877，1991
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先天性筋ジストロフィーの脊柱変形

班　　員　五十嵐　　勝　　朗
国立療養所岩木病院

共同研究者　大　竹　　　進1），工　藤　正　育1），黒　沼　忠由樹2）

小　出　信　雄2），秋　元　義　巳3），高　瀬　　　洋3）

1）国立療養所岩木病院整形外科　2）国立療養所岩木病院小児科
3）国立療養所岩木病院内科

要　　旨

先天性筋ジストロフィー（以下CMDと略）

の脊柱変形について検討した。CMDll例（平

均10．8才）のうち非福山型は2例で年齢も若年

で側撃はみられなかった。福山型は9例で15度

以上の側攣を7例に認めた。40度以上の高度側

攣例は4例で15才以上であった。性差はなく，

2例は100度を越えていた。脳波の異常を調べ

得た8例全例に認めた。経年的に観察できた福

山型は5例で5度以上進行したのが3例，不変

が2例であった。8才から15才の間に107度と

進行している例もあった。急速に進行した例で

はgrowth spurt　との関連も考えられた。非

福山型については，対象症例数が少なく，まだ

若年であることから，引続き経過観察が必要と

思われた。

はじめに

先天性筋ジストロフィー（以下CMD　と略）

では，下肢の関節拘絹が早期から出現すること

がよく知られているが，脊柱変形については，

明らかにされていない1）。今回は，CMDの脊柱

変形について検討したので報告する。

対　　象

当院を受診した　CMD　のうち，脊柱につい

てⅩ線写真にて評価出来た11例を対象に検討し

た。男6例，女5例で，検査時年齢1才－19才

（平均10．8才）であった。福山型は，9例（男5

例，女4例），非福山型は2例（男1例，女1

例）であった。

経年的に経過観察できたのは，5例で4－7

年平均5．2年の経過についても検討した。

方　　法

坐位にて全脊柱のⅩ線投影を2方向で行った

が，自力で坐位保持の困難な症例は坐位保持装

置を用いた。

側撃はCobb法にて計測し，前後撃について

は，mOdified kyphoticindexを求めて評価し

た2）3）。さらに，脳波異常との関連についても検

討した。

結　　果

非福山型は，2例と少なく，年齢も若年で側

撃はみられなかった。

福山型は，9例で全例歩行不能であったが，

15度以上の側攣を7例，78％に認めた。40度以

上の高度側攣例は4例，44％であった。

double curveは1例で，：胸椎部右凸，腰椎部

左凸側攣であった。

singleeurveは6例で，胸椎部3例，胸腰移

行部1例，腰椎部2例であった。男女別では，

男2例，女2例と性別による差はなかった。し

かし100度を越えている2例は，いずれも男で

あった。

左右別では，右凸2例，左凸4例で，100度を
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越える高度側攣例は，右凸でC型のlongcurve

であった。

前後攣の指標としての　modified kyphotic

indexは－16から＋18平均＋1．1でほぼ垂直な

脊柱であった。側攣と前後攣変形の関連は認め

られなかった（表1）。

表l FCMDの脊柱変形

症例l年齢・性ICobb角iK．1．1高位・矧的

8・男

8・女

9・女

11・男

13・リj

15・男

17・女

19・女

18・男

（Cobb角：虔）

100

慨堆・ノⅠ三

胸椎・左

胸椎イ・腰椎左

腰椎・イi

胸舵・ノバ

胸椎・左

胸腰・右

脳波の異常を調べ得た8例全例に認めた。異

常の側方性についても検討したが，脊柱変形と

の関連は認められなかった。

経年的に観察できた　CMD　は5例で5度以

上進行したのが3例で，不変が2例であった。

8才から15才の間に107度と進行している例も

あった（表2）。単純に年齢と側攣度の関係に

ついてみると　r＝0．71と年齢と共に有意に

Cobb角は大きくなり，15才以上の症例は，全

例30度以上の側攣であった（図1）。

表2　FCMDの脊柱変形・経年的変化

症可 検査時年齢l　年数I cobb角

10

図1CMDにおける年齢と側攣

20（年齢：才）

B

図2　症例4　A：4才　B：11才
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代表症例を供覧する。

症例4　福山型　男　4才でTl－T1218度の側

攣を認めたが，7年後の11才でも側攣の進行は

みられない（図2）。

症例6　福山型　男15才で　T7－L5107度と

高度の側攣を認めるが，mOdihed kyphoticin－

dex　は＋10と後撃は少ない（図3）。この例の

図3　症例6　15才

A

図4　症例6

経年的な変化をみると，10才より側攣が出現

し，13－14才の1年間で急激に側攣が進行し現

在に至っている。このように変形が進行すると

右の大転子で体重を支えるため体幹装具を使用

しても長時間の坐位が困難となっている（図

4）。

症例8　福山型　女15才で32歳の側攣を認

め，19才では　TlO－L4　54度と腰椎都側攣が進

行した（図5）。

考　　察

DMDでは，全身の筋力低下にともない歩行

不能になり，左右の関節拘鮪が非対称になって

くる時期に一致して脊柱変形が出現するといわ

れている4）5）。

福山型は全例歩行不能であったが，9例中4

例（44％）に40度以上の側攣がみられ　デュシ

ェンヌ型筋ジストロフィー（以下DMDと略）

とほぼ同様の頻度であった。

才C
1
4

C

才

3

1

B

B
才

0

1

A

図5　症例8　A：15才　　B：19才
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また，DMDの高度側攣例では，腰柾部左側

攣例が約7割に認めるが2），福山型では，左右別

の明らかな傾向はみられなかった。

思春期特発性側攣症では，女性が約8割と頻

度が高いが，CMDの高度側攣例では，男2例，

女2例と性差は認められなかった。

年齢と共に　Cobb　角は大きくなり，100度を

越えている症例が2例あった。しかし，CMD

の中にも，進行する症例と，進行しない症例が

あると思われ4），長期に渡る経年的な検討が必

要である。

今回は筋力・関節可動域・呼吸践能などの項

目と脊柱変形について検討しなかったが，CMD

の側攣の成因として筋力低下，関節拘縮との関

連が考えられる。さらに特発性，DMDの側攣

で言われ，今回も，13から14才の1年で急速に

進行した症例を見ると　growthspurtとの関連

も考えられた。また，脳波異常との閑適は明ら

かではなかったが，中枢神経系の異常とくに左

右差との関連について検討することが重要と思

われた。

非福山型については，今回の対象症例数が少

なく，まだ若年であることから，引続き経過観

察が必要と思われた。

ま　と　め

1．福山型の44％に40度以上の高度側攣がみ

られた。

2．高度側攣例は男2例，女2例で性差はなか

った。

3．高度側攣例は，15才以上であった。

4．筋力低下・関節拘縮・中枢神経系の異常と

の関連についての検討が必要と思われた。

参考文献
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gressivemusculardystrophyofthe Fukuyama

type．－Clinical，genetic and pathological con－

Siderations－．Brain Dev，3：29，1981．

2）大竹　進，増岡昭生ほか：Duchenne型筋ジスト

ロフィー症における脊柱変形について．東北整災

紀要26：179，1983．

3）大竹　進，高橋真一郎ほか：DuchennC型筋ジス

トロフィー症の脊柱変形について－高度進行群の

検討－．平成2年度厚生省精神・神経疾患研究委

託典筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝及び疫学

に関する研究研究成果報告書93，1991．
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Duchenne型筋ジストロフィ，患者の余命の予測
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共同研究者　長　谷　好　記1），升　田　慶　三2），大　瀧　　慈3）

生　田　義　和1）

1）広島大学整形外科　2）国立療養所原病院　3）原爆放射能医学研究所生物統計学教室

要　　旨

DuchennC型筋ジストロフィー症（以下，

DMD）に対する治療効果の判定法の一つとし

て，余命の予測を行った。余命を目的変数，①

身長，②体重，（勤胸囲，④肺活量，（9CPK，

⑥ADL補正得点を組合わせて説明変数とした

予測モデルを作成し，垂回帰分析を用いて，予

測を行った。その結果，体重を身長の2乗で割

った伯（KAUP指数）と　CPKを説明変数と

するモデルの適合性が最も良かった。この結

果，log余命＝AxKAUP指数＋BXlogCPK

＋定数項という予測式が得られた。

ADL補正得点は病状を鋭敏に反映しないた

め，肺活量は測定値のばらつきが大きいため説

明変数とならなかった。予測値にKAUP指数

が強く関与するのは15才以降となり，これは死

亡年令に体格が関係している部を裏付けるもの

と思われた。予測値と実測値の相関係数は15才

以降では0．5以上となり，不確定要素の多い余命

の予測ではかなりの精度があるものと考えられ

た。

はじめに

Duchenne型筋ジストPフィー症（以下，

DMD）に対する治療効果の判定法は，未だ確

立したものがない。現在我々は，治療効果を判

定する指標として，ADL　と余命に注目してい

る。ADLに関しては，昨年の本研究会におい

て，厚生省進行性筋ジストロフィー症対策研究

会によるADL評価基準の得点の補正（以下，

ADL補正得点）の報告を行った。

今回は，補正得点，血液検査データ，身長，

体重などの身体数値を用いて，余命の予測を試

みたので報告する。

Ⅰ　対　　象

対象は国立療養所原病院に入院していた

DMD患者81名で，毎年，誕生月に身体測定，

血液検査，校能評価を行なっている。初回評価

年齢は6才から20才，平均10．8才，最終評価年

齢は12才から30才，平均18．8才である。すでに

全員死亡しており，平均死亡年齢は19．7才であ

る。

今回は①身長，②体重，③胸囲，④肺活晶，

⑤CPK，⑥ADL補正得点の6項目に関して検

討を行った。余命とCPKは常用対数に変換し

た数値を使用した。身長は，加齢とともに高度

の側撃や関節拘綿のため測定値が減少する場合

がある。よって，その年令までの身長の最大値

を使用した。やせの程度を表すために，体亜

（kg）を身長（cm）の二乗で割った値（以下，

KAUP　指数）を用いた。測定結果は，測定し

た症例数の多い10才から20才のものを使用し

た。

6項目のデータがすべてそろっているのは，

22症例（以下，A群），胸囲を除いた5項目では

41症例（以下，B群），身長，体重，CPKの3
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項目では81症例（以下，C群）であった。な

お，測定回数は，A，B，C群，それぞれのベ

79，165，542回である。（図1）

ⅠⅠ方法と結果

1．解析の方法

各年令ごとに余命を目的変数，前に述べた6

項目を組み合わせて説明変数とした予測モデル

を作成し，最小二乗法を用いて垂回帰分析を行

った。モデルの選択には，赤池の情報量基準

（以下，AIC）を用いた。

2．予測モデル

A群を用いて，6項目すべてを説明変数とす

るモデルについて検討した。次に，B群を対象

とし，説明変数を，1）身長，体重，肺活量，

CPK，ADL補正得点の5項目，2）肺活量を

除外した4項目，3）ADLを除外した4項

日，4）肺活益と　ADL　を除外した3項目，

5）KAUP指数と　CPKの2項目の5つのモ

デルについて解析を行い，AIC　を比較した。

3．予測モデルの選択

A群では，ほとんどの年令で測定数が10以下

となり計算が困難となるため，胸囲を説明変数

として採用することを控えた（図1）。

1）～5）の5つのモデルの中では，KAUP

指数とCPKを説明変数とする場合がAICが

最小となり，最も適合性が良いことが示された

（図2）。この結果，予測式は，log余命＝AX

KAUP指数＋BXlog CPK＋定数項と表すこ

とができた。

4．年令と説明変数の関係

以上の結果より，予測式の精度を高めるため

症例数の多いC群を対象に，1）KAUP　指数

のみ，2）CPKのみ，3）KAUP指数とCPK

図1年令別症例数分布

【∃A那
EヨB玉‡
［：コC即

〇一身長休重mHm＿肺活量
▲一一身長体重仔K肺活量

Ⅴ・…身長体重耶肌
■一・・身長体重α水
，一Kaup肝K

10　11　12　13　14　15　16　17
年令

図2　各予測モデルのAICの比較
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を説明変数としたモデルで重回帰分析を行っ

た。その結果，15才以下ではCPKのみを説明

変数するモデルのほうがAICが小さいという

結果が得られた（図3）。

5．予測式の係数（図4）

各年令ごとに得られた回帰係数，定数項の散

布図を作成し，スムージングを行い，それぞれ

の曲線のグラフを得た。このグラフより各年令

に相当する値を読み取り，予測式に代入するこ

C－CPK
▲一一KALP

∇…・M＋CPK

図3　年令によるAICの変化

－KALP指芸文

－…1qヨ（伊K）

……定数頂

10111213141516171819　討．
年令

図4　予測式の係数

とにより予測値を求める事が可能となった。

6．実測値と予測値（図5，図6）

余命の実測値と予測値の相関係数は12才では

0．31であるが，以後年令とともに徐々に大きく

1
　
　
　
　
0
　
　
　
　
0

実
測
値

0．4

1．

実
測　0．
値

0．

－0．

0．6　　　　　0．8

予測値

図ぬ　実測値と予測値12才

0

0　　　　　0

。〇　gぁ

一寸二二十三

0　0　0
0

00

0　00〉O V　○　8
0

0

0　0　　　　　　　　0

00

0．0　　0．2　　0．4　　0．6　　0．8　　1．0

予測値

図5b　実測値と予測値16才

ー0．5 0．0　　　　　　0．5

予測値

図5e　実測値と予測値　20才

1．0
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10111213141516171819　20

年令

図6　実測値と予測値の相関

なり，18才で一時的に低下するものの，20才で

は0．7となった。

ⅠⅠⅠ考　　察

1．説明変数について

ADL　補正得点が説明変数に採用されなかっ

た原因は，体幹や下肢の項目は早期に0点とな

り，末期には「息が続く」や「首の坐わり」な

どの項目の得点だけになり，得点を補正しても

CPK　等に比べて，病状を鋭敏に反映していな

いためと思われた。

肺活量は，被験者の努力が要求される検査で

あるため，体調による変動が数しく，測定によ

るばらつきが大きくなり易い。末期には急激に

減少するものの，その変化は必ずしも病状に一

致していないために説明変数とはならなかった

と思われる。呼吸障害の評価は，最近ではPa－

C02　の値を基にした分難が報告されるなど，

比較的簡便で，信頼性の高い血液がガスのデー

タが採用されているようである1）。これらの伯

を用いれば，有効な説明変数になる可能性はあ

ると考えている。

2．CPK　と　KAUP指数

15才以上でKAUP指数とCPKを目的変数

とするモデルのAICが最小となったのは，こ

の年代でCPKの伯が急激に減少する事2），以

前より指摘されていた，死亡年令と体格に関係

がある部を裏付ける結果と思われる3）。身長や

体重ではなく，KAUP指数が説明変数となった

のは，単に身長の高低や体重の軽亜ではなく，

肥満の度合い（あるいは痩せの度合い）が重要

である事を示唆しているものと思われる。

3．予測式の精度

余命の実測値と予測値の相関係数が18才で低

下するのは，早期に死亡する症例がこの付近に

集中しているためと考えている。しかし15才以

降では0．5以上となり，不確定要素の多い余命

の予測においては，かなりの精度があるものと

思われる。

文　　献

1）里字明元，千野直一：Duchenne型版ジストロフ

ィー症のリハビリテーション．PT・ジャーナル23：

607－614，1989

2）高柳哲也，小長谷正明：Duchenne型筋ジストロ

フィー症の血清CK　値からみた肪崩壊・「肪ジ

ストロフィー症の疫学，臨床及び治掛こ関する研

究」昭和58年度研究報告書：247－255，1985

3）畑野栄治ほか：体格と死亡年令の関係について．

「筋ジストロフィー症の遺伝，疫学，臨床および

治療開発に関する研究」昭和63年比研究報告書：

293－296，1989
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
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長期器械的人工呼吸療法における動脈性出血の検討

班　　員　笠　　木　　重　　人

国立療養所松江病院小児科

共同研究者　石　井　尚　吾1），井　後　雅　之2），江　原　寛　昭1）

1）国立療養所松江病院小児科　2）国立療養所松江病院内科

要　　旨

筋ジストロフィー等の進行性筋萎縮性疾患に

おいて臨床末期の呼吸不全に対し，気管切開を

伴う陽圧人工呼吸法を長期間施行すると動脈性

出血を生ずる頻度が高い。本研究はその原因と

予防法を検討することを目的とした。対象は当

院に入院し長期延命目的で気管切開をし陽圧人

工呼吸法を施行した15例であった。使用した気

管切開チューブ，臨床経過上の特徴，病理所見

等調べた。15例中5例が動脈性出血で死亡した

（D型4例，福山型1例）。気管腕頭動脈ろう

を形成し出血した。死亡例は生存例に比較し，

チューブが腕頭動脈と気管の交叉する位置より

深かった。また脊椎の変形が著明であった。D

型のような発育途上で筋萎縮が進み脊椎変形が

山現し気管の変形を生じやすい症例では，チュ

ーブの挿入位置に注意することが屯要である。

また気管切開術式やチューブの選択を各症例に

応じて行なうことが，併せて重要だと考えた。

はじめに

筋ジストロフィー等の進行性筋萎縮性疾患に

おいて，臨床末期の呼吸不全に延命目的で種々

の人工呼吸療法が試みられている。そして，気

管切開を伴う陽圧人工呼吸法を長期間実施した

場合の致命的な合併症として，動脈性出血の頻

度が高いことに気づかれて来た。本研究では自

験例にもとづき，その原因と予防対策につさ検

討することを目的とした。

対象（1）死亡群

気管切開
病型　時年齢　死亡年月日

症例l D　　23y　’85－11－13

2　　D　　18　　’88－5－6

月年
　
m
 
m

棚
。
m

3　　D　　　24　　，90－1－22　　　4m

4　　F　　18　　’91－1－17　　　4m

5　　D　　16　　，9ト3－2　　　1m

鵬
有
有
無
有
有

D；Duchenne Muscular Dystrophy
F；FuknyamaCongenitalMuscular Dystrophy

対象と方法

1972年に当院筋ジストロフィー病棟（定床80

床）が開設されて以来，そこで長期に人工呼吸

療法が実施された全症例を調べた。生存例につ

いては治療歴が2年以上の症例を対象とするこ

とにした。その結果，動脈性出血での死亡例5

例（表1，以下死亡群），生存例6例（以下生存

群）及び筋萎縮性側索硬化症4例（以下　ASL

群。2例は動脈性出血以外で死亡，他の2例は

生存中）計10例（表2），合計15例を対象とし

た。以上の対象例について気管切開チューブ使

用状況，臨床経過上の特徴，病理解剖所見，胸

部レントゲン写真所見，気管支ファイバー所見

（生存群6例のみ）をまとめた。

結　　果

（1）気管切開チューブ位用状況（表3）。使用

したチューブの種顆，大きさ（内径），カフの使
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表4　出血の前兆と直接的誘因

（2）生存群　　　　　気管切開
病型　時年齢

症例6　　　　D　18y

7　　　　　D　　17

8　　　　　UL　　23

9　　　　WH l

lO D　　19

11　　　　D　　17

群S

　

2

　

3

　

4

A
L
伽
1
1

榊
　
症

15

y5
　
　
9
　
　
8
　
　
9

5

　

6

　

3

　

5

S

 

S

 

S

 

S

，
L
，
L
 
L
 
L

A
 
A
 
A
 
A

月鮎
…
5
7
5
5
5
1
4
8
3
3

5yOm†事故

4　0　†心筋梗塞

4　0

2　7

UL；UllrichCongenitalMuscularDystrophy

，WH；Werdnig－Hoffmann Disease

ALS；Amyotrophic Laterosclerosis

蓑3　使用した気管切開チューブ

カフ内空気
（1）死亡群　　　　　　　　　　　　　　　日中　夜間

症例l Mallinckrodtカフ付　9mm　＋　　＋

2　　　　　　　〝　　　　　　　　6

3　　　　　　　〝　　　　　　　　6

4　　　　　　　〝

5　　　　　　　〝

（2）生存群

6　Mallinckrodtカフ付

7　　　　　　　〝

8　Portexカフ付

9　Mallinckrodtカフ付

10　　　　　　　〝

11　　　　　　　〝

（3）ALS群

12　Mallimckrodtカフ付

13　　　　　　　〝

14　　　　　　　〝

15　　　　　　　〝

1／5

〔前兆〕

症例1半日前に少韮出血

2　半日前から少量出血持続

3　なし

4　なし

5　なし

〔誘因〕．

ガーゼ交換時

チューブ抜去時

なし

なし

気管内吸引時

た。（2）臨床経過上の特徴。まず死亡群について

出血時の前兆と誘因についてまとめた（表4）。

5例中3例で前兆なく，突然の大出血を生じて

いた。誘因として気管壁を強く損傷する処置

はなかった。尚いずれの症例も出血後2～3分

以内に昏睡に至り20分以内に死に至った。次

に死亡群において治療経過の中で他の2群にな

いエピソードとして，従圧式人工呼吸器で吸気

が入りにくい，呼気時にぜい鳴や呼吸困難があ

る，これらの状態が気管切開チューブをより深

く挿入すると改善する，といったことが目立っ

た（5例中4例）。症例1のみ，出血に至るま

＋　　　での数ヵ月間断続的に，のどの痛みや胸の痛み

＋　　　を訴えた。（3）病理解剖所見。5例中4例で剖検

十　　　が為された。その全てにおいて，気管腕頭動脈

＋　　ろう（Tracheo－Innominatc Artery Fistula）

5／5　　が確認された。ろうの大きさは動脈側の径とし

＋
　
十
　
十
一
一
＋
　
作
　
　
＋
　
＋
　
＋
　
＋
　
〃

一

一

一

一

一

一

作

　

　

十

　

＋

　

十

　

十

　

〃

用状況をまとめた。死亡群と，生存群，ALS群

の3群間では，カフの使用状況のみが異なって

おり，ALS群においてはカフを常時利用してい

て約2mm程度であった。更に印象的な所見と

して，動脈と気管が密に接触しており，気管に

動脈が強く食い込んでいた症例もあった。（4）胸

部レントゲン写真における気管切開チューブの

位置。解剖学的に腕頚動脈は右鉄骨の胸骨端の

近在にあると考えられるため，チューブ先端の

位置と右鎖骨胸骨端の位置関係を胸部レントゲ

ン写真上で調べた。また頸椎での側攣の有無も

併せ調べた（表5）。その結果，死亡群では全

例，下線ないしそれより深い位置までチューブ

が挿入されていた。生存群では症例9のWH

の症例のみ深く，他の症例はいずれも上線ある

いはそれより浅い位置であった。ALS　群は全

例深かった。頸椎の側攣については死亡群と生

存群の2群間に差違はなかった。（5）気管支ファ

イバースコープによる気管・気管支の変形と，

気管の血管性拍動（表6）。生存群6例のみに
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蓑5　気管切開チューブと鎖骨との位置関係

（1）死亡群

症例1　　下　25mm

2　　　下　25

3　　　下　0

4　　　下　0

5　　　下　0

（2）生存群

7
8
9
1
。
1
1
膵
1
2

L仏3

上
　
上
　
上
　
下
上
　
上
　
　
下
下
下
下

Omm

O

8

7

5

mm5

　

0

　

2

　

7

2

　

1

　

2

攣倒
　
し
　
L
 
L

椎
な
　
な
　
な
　
左
右

頸

L

 

L

左
　
な
　
左
　
な
　
右
　
左

L
 
L
 
L
　
し

な
　
な
　
な
　
な

表6　気管・気管支の変形と，気管の血管性拍動
（気管支ファイバースコープ所見）

（2）生存群

6

　

7

　

8

例症

気管支
気管　　右　　　左　　血管性拍動

十　　　＋　後壁

十　　　十十　　　一　　　＋　前壁

＋　　（施行せず）　　十　後壁

－※　　十　　十十　　＋　前壁

＋※　　＋　　　　　　　＋　前壁

＋＋　　＋＋　　＋＋　　＿－

2／6　　4／5　　3／5　　5／6

変形；　－；認めず
＋；前後径の圧迫あり

十十；前後径の圧拍あり，ファイバー通過困難
※：肉芽組織あり

ついて調べた。6例中4例に気管前後径が著明

に短縮しており，前後方向への圧迫による変形

と考えた。気管に変形のなかった2例も気管支

には変形を認めた。また気管壁の血管性拍動を

6例中5例に認めた。

考　　察

従来の報告では一般に気管切開の後期合併症

としての動脈性出血の頻度は少ない。1976年の

Jones　らの報告では約0．7％であった。また

致死率も高く，同じくJones　らは137例中10例

の生存しか報告していない1）。また損傷される

動脈は，7～8割が腕頚動脈であり，他には総

頸動脈，甲状腺動脈が挙げられる2）。

今回，死亡群では出血部位は確認出来た症例

全て気管腕頭動脈ろうであった。従来の報告に

比較すると頻度が異常に高い。気管切開を伴う

陽圧人工呼吸法は呼吸不全改善のための確実性

が高い治療法であるだけに，生命予後を不良と

する大きな要因である動脈性出血への対応が緊

急の課題となった8）。

今回の検討の結果をまず死亡群と生存群の2

群間で比較すると，死亡群において，気管切開

チューブの深さが鎖骨胸骨靖下縁より深いこと

が特徴的である。また結果（2）の臨床経過上の特

徴から，チューブが気管前壁を圧迫していたと

推測する。一方死亡群とALS群の2群問の結

果を比較すると，チューブはALS群のほうが

より深く，かつカフでの気管粘膜の圧迫も多

い。しかし出血は1例もない。以上の結果と，

結果（5）の気管・気管支の変形の所見から，動脈

性出血の頻度が高かった理由を以下のように考

える。即ち　Duchenne　型や福山型のような小

児の発育期に筋萎縮が進行する疾患では頸椎や

胸椎の前後攣・側攣が生じることが多く，その

結果気管にも変形を生じやすい。気管と腕頚動

脈の位置関係も異常を生じやすくなる。そして

気管切開チューブを，気管と動脈の交叉部位よ

り深く挿入した状態に長期間おくと，動脈壁の

拍動による力で徐々にろう孔が形成される，以

上のように考える。一方ALSのように発育が

終了してから病状の悪化をみる疾患では気管の

変形が少なく出血の可能性は少ないと考える。

予防対策としてまず基本的には，脊椎変形の

目立つ症例に対して気管切開チューブを腕頚動

脈と気管が交叉する位置よりも浅く挿入してお

くことが重要であると考える。更に，変形のあ

る気管内においてチューブが気管前壁を圧迫し

ないように，気管切開術式，切開別の作り方，

チューブでの材質や形状を各症例に応じて検討

することが必要であると考える。
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Duchenne型筋ジストロフイr呼吸不全期の

レニンーアンギオテンシンーアルドステロン系の動態と

血圧上昇に対するカブトプリルの効果について
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要　　旨

Duchenne　型筋ジストロフィー（以下　DM

D）では呼吸不全期になると，血圧上昇を認め

る例が多い。本研究では，呼吸不全期のレニン

ーアンギオテンシンーアルドステロソ（以下

R－A－A）系の動態と血圧上昇に対するカブト

プリルの有効性について検討した。R－A－A系

の動態については，DMD患者9名で血しょう

レニン活性，アンギオテンシンⅠ，Ⅱ，アルド

ステロソ値，及び％努力肺活量（以下　FVC）

を測定し，比較検討した。その結果，％FVC

の低下に伴い，レニン，アンギオテンジンⅡは

上昇し（p＜0．05），アルドステロンも上昇（p＜

0．001），％　FVC15％以下では異常高値を示

した。カブトプリルの効果については，呼吸不

全期のDMD患者9名に37．5mg／日を投与し，

その前後での血圧の変化を検討したが，収縮

期，拡張期血圧とも有意（p＜0．01）に低下し，

正常化した。

目　　的

Duchenne　型筋ジストロフィー（以下　DM

D）では呼吸障害が進行してくると，呼吸不全，

呼吸筋疲労，心不全の悪循環に入るが，最近で

は，主に体外式人工呼吸器（以下CR）を用い

た夜間の呼吸管理を積極的におこない，この悪

循環を防止しようとしている。しかし，このよ

うな呼吸管理は十分なものではなく，延命効果

を上げるためには心，血管系の管理も併せてお

こなっていく必要がある。DMDでは呼吸不全

期に血圧上昇を認める例が多く，心後負荷の軽

減のために血圧のコントロールは重要と思われ

る。本研究では，呼吸不全期のレニンーアンギ

オテンシンーアルドステロソ（以下R－A－A）

系の動態について調べ，血圧上昇との関連につ

いて検討し，さらに，アンギオテンシン変換酵

素阻害剤（以下ACEI）の一種であるカブトプ

リルの血圧上昇に対する効果についても検討し

た。

方　　法

R－A－A系の動態については，心不全症状を

認めず，利尿剤を投与していない運動機能ステ

ージ6から7十の　DMD　患者9名で早朝臥位

時に血しょうレニン活性，アソギオテンシソ

Ⅰ，Ⅱ，アルドステロンを1～3回測定し，そ

の値を各症例の％努力肺活量（以下FVC）と

比較することにより検討した。

血圧上昇に対するカブトプリルの効果につい

ては，呼吸不全期に入り血圧上昇を認めた　D

MD患者9名（CR導入前4名，導入後5名）

にカブトプリル37．5mg／日を投与し，血圧の

変化について比較検討した。なお，血圧の比較
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には各症例において3回，異なる目に測定した

血とEの平均値を用いた。

結　　果

1）R－A－A系の動態

血しょうレニン活性は％FVCの低い症例ほ

ど高値を示したが（p＜0．05），最も高い例でも

6．4mg／mJ／hrであった（図1）。アンギオテン

シンⅠは全て　500pg／mJ以上と全体に高値で
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あったが，％FVC20％以下の例で異常高値を

認める愉向にあった（図2）。アンギオテンシ

ンⅡは％　FVC　の低い例ほど高値を示したが

（p＜0．05），％FVCが20％以下の例でも40－

50pg／mJと異常高値ではなかった（図3）。ア

ルドステロンも％FVCの低い例ほど高伯を示
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し（p＜0．001），％　FVC15％以下の例では

26．411g／山　までの異常高値を認めた（図4）。

なお，アルドステロン値とアンギオテンシンⅡ

伯には正の相関を認めた（図5）。

2）カブトプリルの効果

今回，カブトプリルを投与した9名の呼吸不

全前の血圧は収縮期101．2±5．4mmHg（mean

±SD），拡張期66．8±6．1であったが，呼吸不

全期に入り，カブトプリル投与前の血圧はそれ

ぞれ，114．8±6．4，80．7±5．5と有意（p＜0．01）

に上昇していた（図6）。カブトプリル投与によ

り血圧はそれぞれ，104．2±6．0，68．8±3．9へと

有意（p＜0．01）に低下し，正常化した（図

7）。なお，血圧はほぼ全例で投与翌日には低

下していたが，とくに低血圧症状は認められな

かった。

考　　察

DMDでは呼吸機能の低下とともに，心機

能，とくに左心機能が低下し，呼吸障害の悪化

した例では，たえず白色泡末たんを認める等，

肺高血圧の症状や血圧上昇を認めることが多

い。今回，横断的検討ではあるが，呼吸枚能の

低下とともに，R－A－A　系の活性のこう進を認

め，とくに，％FVCが15％以下の例ではア

ルドステロンの異常高値を認めたことから，

DMD　の呼吸不全期の血圧上昇には　R－A－A

系の活性こう進が関与していると考えられる。

一般の心不全では腎血流の低下に基すき，R－A

－A　系が活性化されるが，この代償機構が過度

に働くと，心後負荷が増大し，心不全はさらに

悪化する1）。このため，最近では心不全のコン

トロールに　ACEIが併用されるようになり，

その有効性も確認されている2）。DMD　の呼吸

不全期においても，CR等による呼吸管理やジ

ギタリス；利尿剤投与だけでは心不全のコント

ロールは難しく，血圧の上昇も認めることか

ら，ACElの投与は必要と思われる。今回の検

討では，カブトプリル投与により血圧はほぼ正

常化し，いずれの症例においても低血圧症状

や，aCidosis，血清カリウムの上昇は認められ

ず，泡末たんの減少した例も認めた。ACEIの

併用により　CR　等による呼吸管理の延命効果

をさらに上げることができると思われるが，今

後，投与品，薬剤の差異について，さらに検討

していく必要がある。

ま　と　め

1）DMDは呼吸機能の低下とともにR－A－A

系の活性こう進が認められ，％FVCが15％

以下の例では血しょうアルドステロンの異常高

値を認めた。

2）DMDの呼吸不全期に認められる血圧上昇

に対してカブトプリル37．5mg／日を投与した

ところ，血圧はほは正常化し，とくに副作用は

認められなかった。
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平成3年度研究報告書

Duchenne型筋ジストロフイr（DMD）の

心不全に対するCaptOpri1の治療効果
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国立療養所川棚病院

要　　旨

DMD心不全の治療にcaptoprilを長期間使

用し，その効果を検討した。

投与後の左室戟能では駆出率と後壁速度の改

善を認めた。また，肺動脈楔入圧の減少により

Forrester分類のII群よりI群に移行した。心

胸郭比は心室と心房径の減少に伴い正常化し

た。一九norepinephrine値やANP値も心

機能の改善により正常化した。

心胸郭比は左室拡張終期径，収縮終期径，左

房径およびANP　値と正相関を示し，肺動脈

楔大正は左房径と心胸郭比との間に正相関を認

めた。

DMD心不全の治療にcaptoprilは極めて有

用であり，延命が期待できる。

目　　的

DMD心不全の治療として　calcium antago－

nistl）2），denopamine3），COenZymeQ104）等が任

用されているが，いずれの薬剤でも長期間の心

機能改善の効果は期待できない。

そこで，我々はDMD心不全に対しangi0・

tensin converting enzyme阻害剤の1つであ

るcaptoprilを長期間伏用し，その効果を検討

した。

対象・方法

対象は心不全を有する男性　DMD　で年齢は

18才，骨格筋機能障害度はⅦ疫である。

方法はcaptoprilを初回品9．375mg／日より

開始し，2週ごとに倍量し，37．5mg／日を維持

品とし，合計28週間使用した。

captopril投与前後に胸部X線および心エコ

ー図を経特約に施行し，さらにcateeholaminc

（CA），plasma renin activity（PRA），atrial

natriuretic peptide（ANP）およびcaptopril

血中濃度等を測定した。

心エコー図では左窒収縮および拡張機能を検

討した。また，肺動脈楔入圧と心係数よりFor－

rester　分類を行った。

結　　果

（∋胸部Ⅹ線

平成3年2月1日のeaptopril投与前の心陰

影では明かに心拡大を示し，肺うっ血も軽度認

めたが，投与後28週目（8月19日）には心胸郭

比は正常化し，肺うっ血は消失した（図1）。

図2のごとく心胸郭比は投与前は57．9％と

拡大しており，投与後8週までは変化はなかっ

たが，その後減少し18週目より　50％以下を維

持した。

（多心エコ一因

④左室径・左房径

左室径では拡張終期径，収縮終期径ともに減

少した（図3）。

左房径では投与後12週日より縮小した。

⑤左室横能
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心胸郭比

CaPtOP川

投与量　9．375

くaPtOPrll

投与量

（mg／日）

左室駆出率は投与前18％であったが投与後

増加し24週目には最高の31％まで改善した。

（図4）。

後壁速度は収縮，拡張ともに改善したが，特

に拡張速度では投与前毎秒36．3mm　より投与

後毎秒87．0mm　と著明に改善した。

＠左室壁運動

captopril投与前後で心室中隔の動きに変化

は認めなかったが，左室後壁は投与前の無収縮

の状態から投与後明かに改善した（図5）。
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図　2

20　　　　　　　　　30（週）

④肺動脈楔入圧・Forrester分類

肺動脈楔入圧では投与前は58，4mmHgと上

昇していたが，投与後22週目には15．1mm

Hgと正常化した（図6）。Forrester分類では

矢印の方向に進み，Ⅱ群よりⅠ群に移行した。

③ホルモン・eaptOpril血中濃度

PRAは投与前9．5ng／ml／hであったが，投

与後はさらに上昇し，以後減少傾向を示した

（図7）。

norepinephrineは投与前554pg／mlであっ

たが，以後低下し15週11より正常簡卵を維持し

た。

captopril血中濃度は投与量の増加に伴い上

昇したが，長期投与により血中濃度は低下し15

週日よりほぼ一定の値を維持した。

ANPは投与前109pg／mlと高値を示し，投

与後も8週目までほ上昇したが，その後低下し

25週目より正常範囲となった。

④相関関係
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図　5

㊥心胸郭比との相関

図8のごとく心胸郭比は左室拡張終期径，収

縮終期径，左房径の全てと相関があるが，左房

径と極めて有意な正相関を示した。

一方，ANP　との問にも相関を認めたが，心

拡大の進行に伴いANP爪にばらつきが認めら

れた。

⑥肺動脈楔入圧との相関

⊂aPtOPrH

投与量

（mg／日）

肺動脈楔入圧

肺動脈楔入庄（mmHg）
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図　6

60

肺動脈楔入圧は左房径および心胸郭比との間

に強い正相関を認めた（図9）。

考　　察

DMDの慢性心不全に対する有効な治療法は

これまで無く，また，治療による予後の検討も

なされていない。

欧米では種々の心不全にcaptoprilが使用さ

れ有効であることが証明されている5）6）。

そこで我々はDMD心不全をcaptoprilで

長期間治療しその効果を検討した。

左室収縮と拡張機能の改善に伴い左室負荷は

減少し，心房および心室径の減少に伴い心胸郭

比が正常化した。さらに，nOrepinephrine値や

ANP値も心枚能の改善に伴い正常化した。

心不全に対するcaptoprilの薬理作用は明か

ではないが，動静脈の拡掛こ伴う前後負荷の軽

減，軽度の利尿作用および心筋保護作用7）等に

より心機能が改善したと考えられる。

以上より　DMD心不全の治療にcaptoprilは

極めて有用であり，延命が期待できる。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

ワークショップ

≪第1部　遺伝相談・遺伝子診断≫

遺伝相談の問題点

大　　澤　　真木子
東京女子医科大学小児科

Duchenne（DMD）／Beckermusculardystro－

phy（BMD）の分子遺伝学的研究は，近年長足

の進歩を遂げた。しかし，その進歩を患者及び

家族への遺伝相談サービスに役立てようとする

と，サービス業務に対する経済的援助の問題，

情報の確実性に関する技術的限界，技術的安全

性の問題，倫理的に，患者および家族の知る権

利・知らないでいる権利・医師の秘密の保守義

務・患者および保因者の人権保護，更には生命

倫理と関わる問題が残されている。

1．遺伝相談の背景：技術の進歩と限界

1）DMD／BMDに於ける検出可能なDNAの

異常：DMD／BMDの遺伝子座はⅩ染色体短腕

21にあり，CDNAプローブ利用によりLDMD

患者では43％－70％に欠矢が，約2－5％に重複

が発見される。同異常のない例では，点突然

変異，スプライシングの異常などの可能性があ

る。PCR（polymerasechainreaction）の導

入により，微量の検体から（患者他界後も保

存材料で），迅速な遺伝子診断が可能となり，

multiplexprimer利用でDNA欠矢の98％を

発見可能という。

2）DMD／BMDの臨床像の差とDMD／BMD

の遺伝子座の正常遺伝子産物dystrophin：臨

床像の差はframeshift仮説で説明され，DMD

では抗dystrophin染色で染まらず，BMDでは

薄く染まる。BMDのdystrophinをwestern

bl。tで検索すると，分子量／蛋白量或いは両

者の異常がある。臨床像とdystrophin蛋白量

には相関があり，少ない程重症となる。本法で

DMD　とBMD，両者と他の神経筋疾患を鑑別

可能という。

3）胎児におけるdystrophin：N，C両末端の

抗体で胎児筋を染色し，9－14週の正常児では陽

性だが，13－20遇のDMDの可能性のある児で

は陰性という。家族歴や血清CK値からは母の

保因者の確率が低く，羊水診断上欠矢はなく，

RFLPs分析で8％の確率で病児とされた流産

男胎児がdystrophin分析でDMDと判断され・

結果的に母が保因者と判明した報告もある。

4）遺伝子異常があるがr症状が非常に軽微な

例：同じ　DNA欠矢が2兄弟例で認められ，

一方は発症，他方は18歳現在健康男性と同じ運

動が可能というBMDの報告，DMD遺伝子内

のintr。nの欠矢を示して無症状な男児と，同

欠矢にexonの欠矢も合せもち患者となった兄

弟例の報告，遺伝子の46％が欠失しながら，

61歳時なお杖にて歩行可能なBMD例の報告

もある。

5）女性の発症：26例の報告があるが，Xp21

と常染色体の均衡相互転座の女性で，転座染色

体にDMD遺伝子異常があれは，Ⅹ染色体不

活化不均衡が生じDMDを発症する。転座が

父の生殖細胞由来である串が6例で確認されて

いる。染色体正常な一卵性双生児の一方に，女

性発症例が認められる。Richardらは一卵性双

胎になる過程に伴い双生児各々におけるⅩ染色

体の不活化過程が不均等に生ずる可能性を推測

している。Isaacs　らの女性発症3例の報告に

は，保田女性が遺伝相談後妊娠し，女児の診
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断下に継続・山生した二卵性双生児の一方が

DMDを発症した例が含まれている。その他，

Turner症候群の場合を除き，女性が典型な患

者の場合，原則的には父が患者，母が保因者で

ある。その他は常染色体性優性遺伝やAR　の

肢帯型との鑑別が必要である。

6）保因者診断法：家系図上保因者の可能性を

持つ女性に対し，家系によっては保因者でない

と否定する事も可能となった。欠矢を示す患者

の姉妹のDNAのdensitometerscanningに

よる量分析，junctional fragment出現の有無

で診断可能な場合もある。末梢血リンパ球から

mRNAを取り増幅する事も試みられている。

KaarilainenらはDNA分析を駆使しても判定

困難な例を9．5％に認めた。生殖細胞mosaic

の場合には判定不能である。

7）制限酵素断片長多型と　DMD遺伝子の連

鎖を用いた遺伝子分析：制限酵素断片長多型

（RFLPs）の連鎖解析で，DMDの遺伝子診断，

保因者診断，出生前診断が可能である。家族員

多数例の血液が得られれば，欠矢や重複が発

見不能な家系でも同診断が高い確率で可能であ

る。しかし配偶子形成時の組み換えの問題が

ある。Boileauは，RFLPs分析で胎児診断・

妊娠中絶したが，実は生殖細胞mosaicの家系

で・児が病気でない事が判明したと報告した。

8）遺伝子診断が陰性でも尚残るリスク：生殖

細胞mosaic：孤発例患者に　DNA異常があ

り，母に同異常がないと，患者の発症は突然変

異によると判断され，同母がもう一人子を設け

る場合，その子に同疾患発症の可能性はないと

考える。しかし稀にこの様な場合でも第2子以

降がDMDとなり，母の生殖細胞にDMD遺

伝子異常がmosaicで存在する可能性が報告さ

れている。Bakkerらは，新突然変異と思われ

る家系で血児と母のⅩ染色体のハプロタイプが

同じなら14％，不明なら約7％の確率で次子に

発症の可能性があると推定した。全患者の母の

62．3％が保因者，・30．97％が非保因者，6．74％

が生殖細胞mosaicを持つとの推論もあり，出

生前診断は不可避とする人もいる。

9）出生前診断の技術的可能性：性別判定法に

加え，CDNAによる方法，RFLPs連鎖解析法

とPCR法がある。羊水診断では，穿刺時期が

妊娠15－19週，結論は妊娠18－21週となり，病児

という結論で中断すると，母体への負担が大き

い。また最近は法の解釈が変更され，流産と認

められる限界が“22週未満まで’となり，時間

的制約がある。絨毛膜採取法は，本邦では採取

細胞由来の判定の確実性，流産誘発の危険性な

ど問題が多く，比較的安全に実施可能な施設は

現在2，3しかない。技術が向上し実用性が確立

されれば，採取時期は8－10週，キナクリソ蛍光

法あるいはDNAの簡便抽出で，PCRで男児

と判明すればすぐにPCRによるDNA分析

と細胞培養を併行して開始し実際的に有用な方

法となり得る。最終的にはSouthern blotting

で確認を要する。絨毛採取女児と判定された場

合母の組織混在の可能性があり，羊水細胞培養

で再確認を要する。

10）性選択の方法：人工授精時にPercollによ

る遠心分離法が応用され，同法では女児が産ま

れる事が偶発的に経験されてきた。兼子らは，

12段階の密度勾配でヒト精子を遠心分離した所

Ⅹ精子純度が90％以上であった串から，XR疾

患での本法利用の可能性を脚呂した。現在日本

医師会と産婦人科学会の倫理委員会は性の出生

前選択の臨床応用に関し，その対象を重篤な

XR疾患に限定し，実施に際し事前登録と結果

報告を求めている。

2．出生前診断に対する倫理的考察

1）適応：倫理的コンセンサス，法的支持を得

ないまま，出生前診断技術は急速に進歩した

が，その手技自体苦痛や危険を伴い得る。1990

年度の班員対象のアンケート調査で6施設で侶

生前診断実施と回答し，倫理的配慮の要否に

ついての意見は，必要25（57％），不要7（16

％），無回答12施設（27％）であった。一般に表

1のように出生前診断適応基準が設定されてい

る。『障害が重篤』という点は，個人の価値観

・患者の人生観の相違もあり一概には言えない

が，表面的には表2に示した正常集団の異常発

生の危険率よりも胎児羅息の可能性が高い場合

が該当する。DMD児の多くが他界する18歳ま

での本邦男児の累積死亡率は2．43％，歩行不能

に陥る10歳までの累研死亡率は1．60％である。
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表1　出生前診断の基準

●妊娠中絶を是認するほど障害が重症である

●治療法がないか，あっても満足すべきものでない

●その夫婦が妊娠中絶をうけいれる用意がある

●正確な出生前診断が可能である

●その妊娠に対する遺伝的危険率が十分に高い

（Harper，P．S．：PracticalGenetic Counseling．）

蓑2　正常集団における異常発生の危険率

子供が何らかの先天異常を持って生れる危険率1／30

子供が重大な身体的あるいは知的欠陥を持って1／50
生まれる危険率

妊娠が自然流産に終わる危険率　　　　　　　1／8

出生前死亡の危険率＊　　　　　　　　1／30～1／100

子供が生後1週間から1年以内に死亡する危　＊1／150
険率

その夫婦が不妊である危険率　　　　　　　　1／10

＊先進国における数値，大きな地域差がある

（Harper，P．：PracticalGenetic Counseling．BristoI

JohnWright＆Sons LtdリBristol．1981．p．11より

引用，和訳）

表3　生命倫理の立場から出生前DNA分析の意義の検討（大沢）

DNA診断

メリット　　l　　　問題点　　1　　適　応

既妊娠保田女性が，中絶を希望し，
来院した場合，（患児DNA欠矢
が未確認または確認不能）

女児救済

正常男児救済可能

遺伝子異常なしと判断
された男児が病児であ
る可能性約30％有

希望があれは有＊＊＊

患児のDNA欠失または重複が判
明しており保因者が妊娠した場合＊＊

歪宣誓誓蓬芳讃遠野景品畏慧禦化す
希望があれは有＊＊＊

息児にDNA欠失または重複が認
められず，保因者が妊娠した場合＊＊＊

判断不可能

＊羊水診断に伴う苦痛・リスク，＊＊絨毛採取に伴う苦痛・リスク，＊＊＊養子や避妊のカウンセリングによ

り，中絶の可能性を含む妊娠を回遊可能，＊＊＊＊RFLP

従って患児出産の可能性が同値より低ければ出

生前診断の適応にならない。

2）出生前診断の倫理的側面からみた意義

（表3）：遺伝的危険率を持つ夫婦が妊娠後来訪

し，中絶を希望する場合，たとえ性別判定法で

も胎児が女児なら救える可能性がある。この際

男児という結果で妊娠を中断する場合，同胎児

が健康である可能性が50％であった。これに対

しcDNAによる遺伝子診断では，その家系の

病児のDNA異常が明らかなら，健康男児の流

産を防止しうる。出生前診断手技自体，苦痛や

危険を伴なうし，CDNAによる遺伝子診断で遺

伝子異常を証明不能の場合がある。DMD保因

者の可能性が高い女性が出生前診断を望む際に

は，妊娠前に，患児と父母を含むその家系の遺

伝子診断を行い，保因者か否かの診断と出生前

診断の可否を確認しておく必要がある。現在で

分析を用いる方法では希望があれは有（？）

は，患児のDNA異常の証明された家系での

み出生前診断が可能である。RFLPsの連鎖解

析でも高い確率で出生前診断可能だが，組み換

えが生ずる可能性がある。本法施行に際し，『病

児ならは妊娠の継続を断念する』という仮定が

ある事が大きな問題を含む。また女性例は常染

色体との転座例以外は防げない。時にはDMD

の診断下に妊娠継続を決意する母もいる。病苦

と戦いその人生に真剣に取り組むDMD児を思

う時，本法がこのまま普及してよいのかと疑問

にも思う。著者が長期に診療しているDMD児

の母達は息子を不憫に思いながらも，異口同音

に患児のお陰で得難い経験を得たとその存在を

喜び感謝する。しかし彼女らの娘の妊娠・出産

に際し健康児を得る事を切望し，あらゆる可能

性を追求する。

女子医大では，患者のDNA異常判明後家系
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に限り，保因者が妊娠した場合出生前診断を実

施という条件で大学倫理委員会の承認を得た。

班としても一定の方針を決定する必要がある。

3．今後遺伝相談システム確立に必要な人材・

施設・システム：1）確実な診断を可能な臨床

医と病理検査可能な技術者・施設（生検筋の抗

dystrophin染色，WeStern blotting），2）遺伝

的検討可能な人材（該当家族の状況別に，該当

女性の息子が本症に躍患する確率を明確にし，

必要な具体的手順を計画），3）遺伝子診断／保

因者診断可能な人材・施設，4）出生前診断の

為の材料採取可能な産婦人科医・施設，5）情

報交換の為の資料／検体保存システムと施設，

6）遺伝相談施行者に対する倫理的コントロー

ル・教育システム，7）経済的保障

文　　献

兼子　智：性の選択（ヒトX，Y精子の分離法），細胞

21：327－329，1989

日本産婦人科学会会告　医学のあゆみ150：436，1989

大沢真木子，他：DuchennC型筋ジストロフィーの退

伝相談Brain＆Nerve43：429－441，1991
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筋ジストロフィーの臨床病態と迫伝相談及び疫学に関する研究

平成3年度研究報告書

筋ジストロフィーの遺伝子診断の現状と問題点

鈴　　木　　義　　之

東京都臨床医学総合研究所

現在，分子遺伝学的解析の可能な筋ジストロ

フィーは，Duchenne型およびBecker型の

みであり，ここではこの2つの病型という意味

で，筋ジストロフィーと呼ぶことにする。その

遺伝子診断という場合，2つの意味を持つ。第

1にジストロフィン遺伝子との連鎖解析法であ

り，第2にこの遺伝子自体の変異の検出であ

る。我々はこの数年間，これらの方法による診

断を試みてきたので，その成果を中心に，今後

の問題，展望を考えてみる。

1）連鎖解析

正常人の遺伝子の塩基配列はその機能に関係

のない場所に個体差があり，これを多型と呼

ぶ。これが特定の制限酵素で切断したときに生

ずる　DNA　断片の長さの違い（制限酵素断片

長多型：RFLP，reStriction fragmentlength

polymorphism）となってあらわれる。この塩

基配列はそのまま親から子に伝えられる。多型

部位が特定の疾患遺伝子の近くにあれば，疾患

とその塩基配列，つまり特定の多型とが常に一

緒に動くはずである。その距離が大きくなるほ

ど，間で交叉が起こる確率が高くなる。

この方法の利点は，遺伝子構造の情報なしに

分析が可能であるということであるが，他方，

いわば間接的な検査法であり，結果の解釈が必

ずしも一義的でないこと，患者（発端老）自身

の診断には用いられないことなどの問題があ

る。

図1は連鎖解析の1例であり，発端者（Ilト

3）のほかに2名の家系内発症があったことか

ら，遺伝子が世代を越えて伝えられた家系であ

ると考えられた。そのイトコの診断を頼まれ，

分析を行なった。4つの遺伝子内あるいは近

傍の多型プローブのハプロタイプは，発端者，

その母，母の姉，並びにその娘（イトコ）に共

通であり，イトコはこの病気の保因者と診断さ

れた。しかしいつでもこのような結果が得られ

るとは限らず，中には同胞発症例で異なったハ

プロタイプを生じた家系もあった。つまりどこ

かで組みかえが起こったと考えねはならず，連

鎖解析による診断は不可能であった1）。

最近では，塩基配列の分っている部分をPCR

増幅（後述）により合成し，連鎖解析に用いる

試みもはじめられている。サザンプロットのよ

うな手間のかかる手法を用いる必要がないの

で，今後は更に分析法の改良のための検討を進

める必要がある。

2）遺伝子プローブを用いた診断

cDNA　の断片を用いたジストロフィン退伝

子構造解析は，わが国でも広く行なわれるよう
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になった。サザン分析による大きな構造異常の

検出が主なものであるが，欠失例まれに挿入例

が発見されつつある。世界的に見て，Duche＿

nne型あるいはBecker型症例の半数あるいは

それ以上に検出が可能と報告されている。当初

は使用するプローブの改良により，検出頻度を

増すための努力が払われたが，最近のユキソン

増幅法の普及により，その必要性は減じつつあ

る。

3）PCR　法によるユキソン構造異常の診断

PCR　とは一定の構造を持つ遺伝子フラグメ

ソトを一度に2倍づっ増幅する方法である。

20－30回の■サイクルにより，微量試料を通常の

分析に用いられる量にまで増幅することができ

る。病原微生物，変異遺伝子の検出に有用であ

るが，筋ジストロフィーに対してほ，ジストロ

フィン遺伝子ユキソンを個別的に増幅，検出す

る方法が開発された。

これまでの多くの研究により，ジストロフィ

ン遺伝子の欠矢が起こりやすい場所があること

が分っており，その部位のユキソンを増幅し，

大きさの異常の有無を調べることができるよう

になった2）。図2に我々が行なっている11種の

ユキソンの同時増幅による分析例を示す。いわ

ゆる　hot spotを含む幾つかの場所に存在する

ユキソンを2つのグループにわけ，2枚の電気

泳動ゲルとして検査した。正常人（C）には，

すべてのバンドが検出されるが，患者の中には

幾つかのバンドが見えないものがある。たとえ

ばN05にはェキソソ1が見えず，No1641に

はユキソン3，6が見えない。No270のように，

ユキソン8から50までのバンドが失われ，広い

範囲の欠矢が想定された症例もある。

この方法は，すべてのユキソンを調べるもの

ではなく，また極めて小さな欠矢や挿入を検出

することはできないにしても，PCR　増幅が可

能でさえあれば，患者由来の遺伝子　DNA　を

用い，簡便に検査できるという意味で，利用価

値がある。我々の研究室での経験によると，異

常の検出感度はcDNAプローブを用いたサザ

ンプロットとほぼ同じである。

4）遺伝子量の分析

筋ジストロフィーの診療において現在重要な

のは，保因者の同定である。上に述べたきた幾

つかの方法において，変異遺伝子と正常遺伝子

との間に異なったノミターンが得られる場合に

は，保因者の診断はそのまま可能であるが，あ

る塩基配列を持った　DNA　の量に差がある場

合，これまでの方法ではかならずLも定量的に

保因者を診断することができないという難点が

あった。

我々はこの問題を解決するため，ある特定の
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ェキソソの欠矢のある変異遺伝子が，ある個体

に1つあるのか2つあるのかを定量化する試み

を行なった。これまで一般的には，PCR増幅に

は定量性がないと信じられていたが，実験条件

を極めて厳密に設定すると，実際にはかなり正

確に定量することができることが示された3）。

その詳細は本年度の我々の報告に記載されてい

るので参照されたい。現在は末だ極めて少数の

ユキソソに適用できるのみであるが，少なくと

も欠失頻度の高いユキソソの定量は可能と予想

されるので，今後の検討課題としておきたい。

5）遺伝子診断の将来の課題

ジストロフィー遺伝子は巨大であり，従って

変異も多く，また患者数も多いということにな

る。しかし，これまで臨床のレベルで分析され

てきたのは主に遺伝子の部分欠矢のような極め

て大きな構造異常であった。その結果，多数の

変異の検出が可能になったが，いくら精度をあ

げても，現在の分析法を踏襲する限りは，すべ

ての患者遺伝子変異を同定することは論理的に

も不可能である。より小さい欠矢や挿入，ある

いは1塩基置換を調べる方法が開発されねばな

らない。

それを阻むものは遺伝子自体の大きさであ

り，実際，ずっと小さい遺伝子では多くの点変

異が発見され，診断に応用されていることは周

知のとおりである。おなじ方法をこの巨大遺伝

子に適用することは実際上無理があり，より箇

便なスクリーニングの後で，対象となる部位を

放り，塩基配列の分析をすべきである。

上述のPCR増幅後，hotspot内に存在する

ユキソソのみを試みに分析してみるのもよいで

あろうが，欠矢の起こりやすさと塩基置換の起

こりやすさとは同じでない以上，どこまで成果

をあげることができるか，疑問である。その意

味で，塩基置換が起こっている可能性が高いユ

キソンを選び出すことは重要である。

最近開発されたSSCP（single strand eon－

formationpolymorphism）の筋ジストロフィー

遺伝子変異への応用は期待してよいであろう。

これは塩基配列の違いが，電気泳動度の違いと

して観察される現象であり，正常人の多型で

も，遺伝子変異による違いでも検出される4‾5）。

実際，TayLSachs病やフェニルケトン尿症の遺

伝子変異部位が同定されたという報告がある。

ユキソソ両端の構造が分っていれば実施が可能

であり，スクリーニングのためのシステムが確

立されることを望みたい。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

≪第2部　ジストロフィンテスト≫

ジストロフィン総論

－ジス．トロフィソとその抗体について－

三　　池　　輝　　久

熊本大学医学部発達小児科

はじめに

Duchenne型進行性筋ジス卜占フィー症（以

下　DMD）の筋組織においてジストロフィン

（dy）が欠損していることが報告されて1）DMD

の診断レベルは保因者診断や胎児診断を含めて

著しく進歩した。しかしdyの生理的な機能は

まだ明らかではなくまた本症における筋崩壊の

撥序も明らかにされたとは言えない。そのため

に患児達の治療に関して大きな進歩をもたらす

ことはできなかった現状がある。そこでこの大

きなdy蛋白の様々な部位からの抗体作成が行

われそれを用いてヒト症例についてあるいは動

物モデルを用いたdyの存在部位やその機能に

ついての検討がなされてきた。ここでは現在佐

用されている抗体の概要とそれを用いたdyの

局在について述べる。

ジストロフィン抗体

現在，市販されているものや研究室レベルの

ものを含めると少なくとも7－8種類のポリク

ロナール（以下ポリクロ）抗体および4～5種

蓑l Dystrophin抗体の取扱法。

抗体　　　　　　　　　　　免疫動物　　　l　　　至適濃度　　　　　2次抗体（FITC）

Anti60kd

Anti30

Anti60－A

Anti60－B

Anti30－A

Anti DMDPII

Anti DMDPⅣ

Anti P－20

AntiTaq（KO－u37）

（Sheep）

（〝）

（Rabbit）

（　〝　）

（〝）

（　〝　）

（　〝　）

（　〝　）

（　〝　）

NCL－DYSl　　　　　（M－mOnOClonal）

NCL－DYS2　　　　　（　　　〝　　　）

NCL－DYS3　　　　（　　〝　　）

4－4C5　　　　　　　　（　　〝　　）

陪0
0
0
0

～
～
5
0
50
4
0
2
5
0
0
5
0
4
0

0
0
1

0
5
7
2

0

　

0

　

0

　

0

3

　

5

　

0

　

5

～

　

～

　

～

　

～

0

　

0

　

0

　

0

2

　

4

　

5

　

3

RlO0－200倍

RlOO、200

GlOO～200

GlOO一一200

GlOO一一200

GlOO、200

GlOO一一200

GlO0－200

GlOO～200

GlOO、200

GlOO一一200

GlOO～200

GlOO一一200

R：rabbit G：gOat
抗体の保存方法
一般的に市販の抗体は40C冷蔵保存が多いが，抗体が希少な場合が多い抗ジストロフィン抗体は5倍程度

に1％PBS（1％精製BSA加）で希釈し10FLlに分注して一800Cに保存する。容器は密閉できる小チト

ックチューブなどを使用する。数が多くなる場合には100JJ1分注しておき使用時10J‘1に分注する。
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図1　ジストロフィン抗体の部位

類のモノクロナール（以下モノクロ）抗体が検

討されてきた。（表1）その中で現時点ではオリ

ジナル2）の60および30kdのポリクロ抗体（シ

ープとラビットがある）と既に市販さjlている

NOVOCASTRA（以下NOVO）社の　day－1

（オリジナル30kd　と同じ部位から作製），2

（C一末端），3（N一末端）のモノクロ抗体

（図1）が入手しやすく　一・応その評価も得てい

る。

ヒト症例の検討：

1）免疫組織化学的検討：モノクロ抗体が適し

ている。NOVO社の3つの抗体はポリクロ抗

体に比してやや弱いながらも免疫組織化学染色

性はよくほぼ良好な結果が得られる。これらの

モノクロに加えて1～2のポリクP抗体を追加

検討すれば十分と言えよう。ポリグロ抗体の一

般的欠点は筋ジストロフィー狛こ認められる増

殖した結合織を染色する点である。これはオリ

ジナル60および30kd2），P203），Taq8），DMDP－

ⅠV4）の全ての抗体に共通していてそのために

筋線維膜が陽性に染まって見えることがあるの

で必ずコントロール染色を行って比較検討する

ことが大事である。また30kd（シープ）は時

に毛細血管を染色し，DMDPLIVは交差性のあ

る蛋白を神経筋接合部で示すことがある。症例

の中にはN一末端およびC一末端の抗体には陽

性反応を示しながら中央部の抗体には無反応，

つまり中央部の欠質が有るにもかかわらず前後

で短いdyを作っているものがあり（図2）1

つあるいは2つの抗体のみの検討では診断を誤

ることがあると考えられるので少なくともN

端，中央部，C端の3つの抗体による検討が望

ましい。

図210歳，男児。臨床的には軽症のDMD，あるいは重症BMDと考えられた。

ジストロフィン染色ではN一端，C一端は陽性反応を示し，中央部は染ま
らない。PCR法によりエクソン10から44までの欠矢が確認された。

l：1－2，2：60kd，3：Dyspl，4‥P20，5：4－4C5，6：Dys－2によ

る染色。
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免疫電気泳動法による検討：ポリクロおよびモ

ノクロ抗体とも大きな違いはなくそれぞれ有用

である。

mdxなどの動物を用いた検討：

1）免疫組織化学・免疫電気泳動的検討：

モノクロ抗体は使用できずポリクロ抗体のみ

が有用であるがヒトとの問に大きな差はない。

ジストロフィンの局在

1987年にKunkel，Hoffman　らによりマウス

cDNAの塩韮配列が明らかにされると同時に

dyに対する抗体が作成され1），dyが正常の筋

および心筋組織には存在するがDMDとmdx

のそれには存在しないことが明らかにされた。

そして杉田らによりdyが正常筋組織において

はその形質膜に本来存在するものであることそ

して　DMDやmdxでは認められないことが

免疫組織化学的に証明5）された。また同時に

Hoffman　ら自身，Chelly　ら6）による　mRNA

の検討によりdyはおそらく全身の臓器に存在

するであろうことが示唆されていた。その後様

々な研究報告がdyの局在について述べており

現在ではその局在についてはは判明したと考え

られる。要約するとそれは2つの組織系に分け

られる7）。

1）収縮依能を持つ細胞群の表面膜

まず第一に，骨格筋線維及び心筋5），8），9），平

滑筋7）・10），myOepithelial cells7）などの細胞群

である。神経筋接合部7）筋脛接合部11），筋紡垂

内線維7）などは次のシナプスの中に加えること

もできるであろう。

2）シナプス，神経細胞

網膜における光受容器細胞と双極細胞とのシ

ナプス12），妹蕾7），taCtilenerveending7），神経

細胞後シナプス膜18）などである。この10年以上

の間に　DMD　の原因病理を考える上でいわゆ

る「膜説」が主流であったL dyが筋線維形質

膜に存在していることは膜の異常を証明する極

めて好都合な所見であった。dyは膜の強化蛋

白でありdy欠損によりなんらかの膜の脆弱性

がおこりそれによる筋の易崩壊性につながると

の考えは合理性がある。しかしいくつかの疑問

点も出現している。たとえは1）筋組織蛋白の

0．002％を占めるのみであるdyに膜を強化す

る働きができるかどうか，2）保因者の筋組織

中にはdy陽性のものと陰性のものがモザイク

状に存在するがdy陰性線経に壊れやすい状態

は観察されない，3）膜の脆さが筋崩壊の原因

とすれば筋ジストロフィー症において筋織経は

あちこちではらはらに壊れてもよいはずである

が実際には少数のグループをなして壊れてい

る14），4）重症先天性ミオパチ一群や先天性筋

緊張性ジストロフィー症の早期には筋組織内に

dy　の発現が認められないが筋の崩壊は起こっ

ていないことなどである。さらに重要なことは

シナプス・神経系に存在するdyをどのように

位置付けるかである。中枢神経系に存在する

dyがDMD患者の多くに見られる知能障害と

関係ないのかどうか。網膜のシナプスになぜ

dy　が必要であるのか。疑問はまだまだ多く残

されている。古くより　DMD　の原因病理とし

て，神経説，血管説，膜説が説なえられてきた

がdyが発見された現在もこの3つの学説はそ

のまま残っていると考えられる。dyの生理機

能を解明することは　DMD　の原因病理を解明

することでもありとりもなおさず患者の治療法

を兄いだす近道でもある。dyの生理的践能に

ついては現時点では2つの考え方があり，一つ

は膜の強化蛋白・構造蛋白としての考え方，他

の一つはカルシウムに関係した株能を持つ蛋白

とする考えである15）。本症の筋崩壊の撥椿を

「膜の脆さ」のみに目を奪われるのではなく広

い視野で検討する必要があると考えられる。
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ジストロフィン染色ABC法の実際

伊　　井　　邦　　雄

結島大学医学部第一病理

Dystrophin　は3685個のアミノ酸，4個の

Domainから成る巨大蛋白（427kD）である。

N末端からC末端までの各所の，いくつかのア

ミノ酸グループ（peptide）で動物を免疫して得

られた抗　dystrophin抗体がいくつか（Poly－

及びMonoclonalを含めて現在，少なくとも11

種類）実用化している。

著者もこれまで10年余免疫組織化学染色に手

を染め親しんできた事もあって，約3年前より

三池教授（熊本大）の御協力によりHoffman博

士より作製された抗体を用いて，本学の材料の

他，埜中博士（国立神経研究所）の御協力を待

て，当初はPAP法，その後ABC法による

Dystrophin染色を行い，昭和63年度，本研究

班にて報告した（筋ジストロフィー症の遺伝，

疫学，臨床および治療開発に関する研究。昭

和63年度研究報告書，P．323－326）。最近は

NOVOCASTRA社のMonoclonal抗体（Dys－1，

Dys－2）を用いてABC法による検索も加えてい

る。染色法そのものはすでに広く知られたもの

であるが，当初は材料の調整を含め若干の試行

錯誤を必要とした。骨格筋，および免疫組織化

学は初めての方々を念頭において著者の経験の

範囲でまとめてみた。

Ⅰ．材料（切片）の準備：

A．末同定材料：

1）生検材料：切除時の刺激で収縮した筋

を，1）生食で濡らせたガーゼに包む，

2）スリガラス上に軽く伸展して載せ

る，3）割り箸の割れ目に骨格筋を結

んだ一方の糸を入れ，軽く伸展して他

側の糸を箸の固定する，または4）血

管クランプまたはピンセットを用いて

作った器具を用いて軽く伸展し，約5

分間生食で乾燥を防ぎながら放置して

弛緩させる。

2）横断，縦断して約　5mm厚の小ブロ

ックに細切し，a．濾紙またはb．コ

ルク板に載せ，

3）a．そのまま，またはb．アルミホイ

ルで作った小カップに凍結用の包埋剤

を入れ，その中に入れて，

4）a．そのまま液体窒素中，またはb．

液体窒素またはドライアイス／アセト

ンで冷却したイソペタン中に約1分浸

して凍結し，

5）サランラップで密封してdeepfreezer

（－800C）中に保存。

6）Cryostatにて8－10FLm厚の切片を作

成。

B．固定材料：

1）a．PLP（含2％Paraformaldehyde）

b．PFA（paraformaldehyde，4％），

C．中性緩衝formalin，またはd．通

常の10％formalin液にて1－3時間固

定。

2）凍結し凍結切片，または　Paraffin　包

埋してparaffin切片（4－6FLm）を作

成。

3）未国定凍結切片はすばやく室温乾燥さ

せ，100％アセトン液中で5－10分間

固定。
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C．まとめ：

＊…了≡
疎
通

乾

10

5

1
結
常
1
　
1
郎
～

切片（8／Jm，
のGlass slide）

燥

％Acetoneにて
10分間，固定

＊pLP（含2％PFA）固定
■4％PFA固定
＊10％中性緩衝Formalin固定
＊通常の10％Fromalin固定

ご

1

凍　統
1

凍結切片（8FLm，POly
L－lysine－eOated glass
slide）

1

乾　燥
1

100％Acetoneにて
5～10分間，固定

J

Pararrin包埋
l

Paraffin切片（4，6ILm，
Poly Llyslne－COated
glass slide使用）

脱paraffin（60℃，30分間，Xylol，
2回，100％，100％，90％，80％，
70％Ethanolで各5分間処理）

江：PLP：0．01M NaIO4－0．075Mlysine－0．0375M Phosphate bufferr2％paraformaldehyde．

PFA：4％paraformaldehydein O．lM phosphatebuffer（pH7．4）．

ⅠⅠ．免疫組織化学染色（ABC法）：

1．PBS（0．85％Nacl添加phosphatebuffer，0．05～0．1M，pH7．4）中に室温下で5分間，浸

す。

2．Absolute methanoI

Hydrogenperoxide（31％） 二三 液中で室温，30分間，反応。

3．PBSにて室温下で3回（各5分間）洗浄。

4．2次抗体動物の正常血清（20～30倍希釈）をかけ，室温下で30分間反応。

5．抗dystrophin抗体（100～1000倍希釈）をかけ，湿箱中4℃下で一昼夜反応。

6．PBSにて3回（各5分間）洗浄。

7．Biotin化2次抗体（Vectastain，ABC Kit，Vector祉）をかける。

8．PBSにて3回（各5分間）洗浄。

9．Avidin－Biotin－HorseradishperoxidaseComplex（ABC）液（Vectastain，ABCKit，Vector

社）をかけ，室温下で60分間反応。

10．PBSにて3回（各5分間）洗浄。

11．DAB（3．3’diaminobellZidinetetrahydrochloride）

0．05M Tris HClbu仔er（pH7．6） 二二
液中で室温下，3－15分間，反応
（顕微鏡下で見ながら最適のとこ
ろで停止）。

12．PBS　にて3回（各5分間）洗浄。

13．MayerのHematoxylin染色液，　または13′Methylgreen　染色液にて室温下，10分間，

10～15秒間染色　　　　　　　　染色。　　1

14．流水（水道水）中で，10分間放置。　　14′第3プチルアルコール原液中で2回（各2分

15．95，100，100％　Ethanol水溶液中で各5
間）処理0　1

分間，Carboxylol液中で3分間，Xylol15／Xylol原液中で2回（各2～5秒間）処理0

原液中で3回（各5分間）処理。　　　　　　　／

16．Malinol（武藤化学KK．）またはEntellan（new）（Merck社）などの包埋剤にて包埋。
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ⅠⅠⅠ．注意事項：

1．材料採取，伸展後すばやく凍結または固

定すること。

2．1次および2次抗体について：

1）抗体がどの動物で作成されたか確認す

ること。

1次抗体　2次抗体

Polydonal抗体　Rabbit Goat（orSwine）

Sheer）Rabbit

（Goat，OrSwine）

Monoclonal抗体Mouse Horse

2）Monoclonal抗体は原則として末同定

凍結切片にLか使えない。

3．抗Dystrophin抗体（1次抗体）につい

て：

Hoffman　らの抗体（Polyclonal：anti－

sheep）の染色性：

未同定，凍結＞PLP，4％PFA，または

10％中性緩衝Formalin同定＞10％

Formalin水溶液固定の順に良好。

4．同定材料はbaekground staillingが出

やすいので，場合により

＊1次および2次抗体の希釈倍率を薄く

する。

＊pBSのNaClの濃度（0．85％）を3～

5倍にする。

＊DAB　反応時間を長すぎないようにす

る。

＊染色中，切片を乾かせないようとくに

注意する。

＊pBS洗浄を充分行う。

＊Trypsin，prOnaSeなどのproteaseに

よる前処理を行う。

＊洗浄または抗体希釈用のPBSに0．01～

0．2％のTritonX－100を加える。

などの工夫を加える。

神経原性萎縮筋におけるdystrophinの局在。毒の縮
軽重を問わず筋細胞の辺綾部，（原形質膜と推定され
ている）に一致して，連続性にDystrophinが認めら

れる。（TCL82，Werdnig－Hoflman病，末固定，凍結
切片）

DuchennemusculardystrophyにおけるDystrophin
の局在。萎縮，変性の有無，程度を問わず，いずれの
筋細胞にもまったくDystropbinは認められない。
（NC－284，神経センター，末固定，凍結切片）

参考文献

渡辺慶一，中根一穂：酵素抗体法（改訂版）。学際企

画。昭和60年。

伊井邦雄＝標識酵素抗体法－Maleimide（石川）法に

よる免疫組織化学の手技臨床化学14（2）：74－

80，1985

伊井邦雄他：骨格筋における免疫組織化学病理と臨床

5（3）：2591265，1987

伊井邦雄他‥神経筋疾患骨格筋細胞における　Dystro－

pbinの局在。筋ジストロフィー症の遺伝，疫学，

臨床および治療開発に関する研究（西谷班）。昭

和63年度研究報告書。P．323－326
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ジストロフィン染色ABC法の症例

舘　　　　延　　忠

札幌医科大学小児科

若　　井　　周　　治，渡　　辺　　幸　　恵

札幌医科大学小児科

方　　法

凍結筋より6〝切片を作製，室温で1時間乾

燥後，－20℃　ァセトン丹こ10分間固定，室温に

て10分間乾燥，2％BSA溶液にて1時間ブロ

ッキング，1次抗体として抗ジストロフィン抗

体を4℃l晩反応させ，それ以後は　Vectas－

tain ABC　キットを用い，0．02％H202を含む

0．1％　DAB　溶液を基質として発色させ，PBS

で洗浄し，アルコール脱水後封入した。用いた

抗ジストロフィン抗体は，pOlyclonal抗体（60

K：Kunkel　ら），mOnOClonal・抗体（4L4C5：

味の素と富士レビオ，DYSl　と　DYS2：Novo－

castra）で，その他抗デスミソ抗体，抗ビメソ

チン抗体，抗スペクトリン抗体それぞれmono

およびpolyclonal抗体を用いた。

対　　象

Muscular dystrophy（DMD　とその保困者，

BMD，LLG．FSH，FCMD，nOn FCMD，COn－

genitalMyD），Congenitalmyopathy（conge－

nitalnemalinemyopathy，Centralcoredisease，

congenitalfiber type disproportion），Inllam－

matory myopathy（dermatomyositis，POly－

myositis，MCTD），その他Werdnig－Hoffman

病，PraderWilli症候群，正常ヒトおよび

DMD培養筋細胞を用いた。

結　　果

正常筋では，筋細胞膜に一様にジストロフィ

ンが発現（図1－a）されているが，DMD筋（図

1－b）では，全ての筋細胞膜でジストロフィン

は欠如している。L－G　型筋ジストロフィー症

（図1－C）では，再生線経も含めてジストロフ

ィンは一様に発現している。5歳以下のDMD

図1　a：正常筋　b：DMD筋　C：L－G　型筋ジ
ストロフィー筋

図2　DMD筋，ジストロフィン陽性線経を認める。

a：Dysl b：Dys2と異なった抗ジストロフ

ィン抗体を用いての染色でも同様の結果である
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児の4例に，筋標本中2～10％にジストロフィ

ン陽性筋線経が2～4本C】usterで存在し，抗

ジストロフィン抗体の種類を変えても（ェピト

ープの認識部位を異にする），同様の発現様式

を示した（図2a－b）。又，連続切片では，ある

切片でジストロフィン陽性筋線経は，別の切片

ではジストロフィン陰性と，一本の筋線維膜に

一様に発現されているのではなく，部分部分に

ジストロフィンが発現していた。これは，別の

抗ジストロフィン抗体を用いても同様の結果で

あった。DMD保因者のジストロフィンの発現

様式は，ジストロフィン陽性と陰性線経が混在

するモザイク様式をとろが，一本の筋線経でも

陽性部分と陰性部分が混在する所見も認めた。

これは，筋線維形成の初期において，ジストロ

フィン陽性myoblastと陰性myoblastが接着

し・myOtube形成を行なうが，陽性myoblast

と陰性myoblastは一定の割合でなく　at ran－

domに接着することによって生じ，Lyonの仮

説を支持する所見である。筋力低下，俳腹筋の

仮性肥大を示し，高CK血症を示すmanifest．

ing carrierでは，ジストロフィン陰性線経の

割合が高く，筋線経の大小不同，軽度の焼死・

再生の所見を星する　obligate carrierであっ

ても，血清CK値が正常で神経学的に異常を

示さない場合，ジストロフィン陰性線経を認め

ないこともある。保因者100％にジストロフィ

ンの異常が出ないので，ジストロフィン染色の

限界がここにあると思われる。

偶然に発見された無症候性高CK血症の中に

5例のBMD（兄弟例を含む）が認められた。2

例は従来報告された彷線維膜のジストロフィン

発現は，“PatChy”な所見をノ長Lた。1例は－　正

常と同様のジストロフィン発現様式を示した。

WeStern blotによるジストPフィン解析にて，

420kdのmolecularweightで，iE常の60％の

ジストロフィンを示したことにより　BMD　と

診断された。BMDの確定診断には，WeStern

blotによるジストロフィンの質的および量的解

析が必要である。兄弟例では，筋線経の活発な

再生所見が観察された。壊死後の再生は，C】。S＿

terで認められ，myOtubeおよび好塩基性に染

る線経で占られていた。これらの再生線経は，

図3　ジストロフィン陰性の再生筋線経がclusterで
存在する（※）

ジストロフィン陰性であった（図3）。BMDの

再生筋では，正常再生筋では認められないジス

トロフィンの発現の遅延が推定された。

CongenitalMyDの3症例（新生児重症例で

1カ月で死亡，生下時より呼吸不全を示し1時

的に人工呼吸器を使用した2症例）の生検およ

び剖検筋のジストロフィン，スペクトリン，デ

スミン，ビメソチン発現様式を検討した。死亡

例では，大部分は，大型の中心核を有する未熟

なmyotubeによって占られ，これらの筋細胞

膜のジストロフィンは陰性だが，スペクトリン

は陽性であった。又，これらの細胞質内は，デ

スミンおよびビメソチンほ陽性であった。一時

的に人工呼吸器を使用した2症例の生検筋では，

ジストロフィンはほぼ全紡細胞膜に発現され，

細胞質内には，デスミソおよびビメソチンほ陰

性であった（図4）。これらの所見は，未熟な筋

を特徴とする先天性MyDで，特にデスミンお

図4　a‥新生児重症MyD剖検筋，ジストロフィン

の発現は，一部の筋線維のみに認められる。b．
C；1時的に人工呼吸器を使用した症例，ジス

トロフィンはほぼ全筋線経に発現されている。
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図5　Myotube　の細胞膜に淡くジストロフィンの発
現を認める。正常ヒト培養筋

よびビメソチン陽性の未熟なmyotubeではジ

ストロフィンが発現されていなく，新生児期を

生き延びた症例の筋では，成熟も促進されジス

トロフィンも発現されていることを特徴として

いた。ジストロフィンの発現を筋の発生段階か

ら追跡することは，必要である。

iE常ヒトおよびDMD筋を初代培養し，myO・

blostから　myotube　の過程におけるジストロ

フィンを中心にデスミソ，ビメソチソおよびス

ペクトリンの発現様式を蛍光2重染色，rABC

法にて検索した。

正常ヒトおよびDMDのmyoblastは，ビメ

ソチンは，細胞質に線状に認められたが，デス

ミソ，ジストロフィン，スペクトリンは認めな

かった。myOtube　初期では，ビメソチソ，デ

スミン，スペクトリンは，細胞質内に線状に認

めたが，ジストロフィンは，細胞質内に散在性

に点状に認めた。

成熟したmyotubeでは，デスミソほ，細胞

質内に一様に認められたが，ビメソチソほ認め

なく，ジストロフィンは，細胞膜に淡く存在し

た（図5）。ジストロフィンは，myOtube出現と

同時に細胞質内に点状に出現し，myOtubeの成

熟と伴に細胞膜へ移行していくことが確認され

た。
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ジストロフィン染色FITC法

吉　　岡

熊本大学発達小児科

毅

池　輝　久，趨　　　韮　恩，大　谷　宜　仲
熊本大学発達小児科

はじめに

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD），

Becker型筋ジストロフィー（BMD）において

は，近年ジストロフィンが発見されて以来その

研究は著しく発展してきた1）2）3）。そして臨床診

断面においても他の疾患との鑑別，病型分類に

おいて4）生検筋組織を用いたジストロフィンの

免疫組織化学的染色，Western Bloting　は欠

かせないもの6）7）となっている。今日，臨床医

学的研究に不可欠なジストロフィンテストの普

及，標準化の必要性が上げられている7）。そこ

で我々は免疫組織化学的染色，特に間接蛍光抗

体法の実際6）7）と保有する抗体の特異性および，

ジストロフィンの染色性について報告する。

螢光抗体法（Immunonuorescence stain）

蛍光抗体法は，ある波長を当てることにより長

い波長を発光する蛍光色素（FITC等）を標識

した抗体を用い，抗原抗体反応を利用して組織

内の抗原と結合した抗体の局在を観察する染色

法である。

＜直接法＞

抗原に対応する抗体に蛍光色素を標識し，組

織内抗原と反応させて観察する。

＜間接法＞

抗原と対応する抗体（1次抗体）に対する抗

体（2次抗体）に蛍光色素を標識し，1次抗体

と反応させて観察する。

組織片の処理

組織化学染色を行うためには良い切片を得るこ

生検筋（5×8mm）

轟 ラガカントゴム

コルク片仁厚さ5mm）

図1トラガカントゴムを水で耳たぶほ

どの固さに練って筋を軽く倒れな

いように固定する。

図2　液体窒素の中に入れたイソペソタソが周囲から
凍結してきたらピンセットでコルク片に固定し
た筋を浸す。30－40秒ほどかるく揺らしながら
凍結する。

とが決め手である。そのためにはまず良い凍結

ブロックを作ることが重要である。採取した組

織は生食でぬらして固く絞ったガーゼに包んで

おく。（湿り過ぎると人工産物の原因となる。）

（9（図1）生検筋をコルク片の上にトラガカン

トゴムでかるく固定する。

②（図2）液体窒素の中に100mJ用のビーカ

ー（金属容器）にイソペンタンを　70mg　ほ

ど入れて冷却する。

③イソペソタンが周囲から半分ほど凍結してき

たら組織を入れ30～40秒間凍結する。
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④冷却したクリオスタット内でイソペソタンを

乾燥させる。（保存する場合にはサランラッ

プなどで包み密閉容器に入れディープフリー

ザーに保存する。）

⑤－20℃～－25℃で8～10〃mの厚さで連

続切片を作成する。（5～6〃mの厚さでは

やや難しい。）

⑥冷風で20分乾燥。

⑦切片を保存する場合にはシリカゲルを入れ密

閉して冷凍庫に保存。

間接肇光抗体法

風
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洗
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動
　
　
　
抗

20分

6分　　室温

20分

（0．01MPBS）　10分　　3回

清血物 30分　　室温

（0．01MPBS）　　　5分

体 90分

（0．01MPBS）　　10分

抗体（FITC標識）　40分

⑲洗浄（0．01MPBS）　10分
i

⑪50％グリセロール／PBS　　封入
】

⑫蛍光顕微鏡で観察・写真撮影

℃
　
回
　
温
　
回

3
7
　
3
　
室
　
3

抗体の保存方法

一般的に市販の抗体の場合4℃冷蔵保存が

多いが，抗体が希少な場合が多い抗ジストロフ

ィン抗体は1％PBS（1％精製結晶BSA加）

で1～5倍程度に希釈し10／fJに分注して－80

℃に保存するのもよい。容器は密閉できる小

ストックチューブなどを使用し，数量が多くな

る場合には100／∠J分注しておき使用時10／JJに

分注する。

注意点

※反応はすべて湿潤箱中で行う。

※間接法では必ずnegative control染色を同

時に実施する。（1次抗体の代わりに同種動

物種の非免疫血清を同一濃度で用いる。）

※反応液をかける前に切片周囲の余分なPBS

（pH7，2）をキムワイプなどで拭き取る。

※①③は乾燥を十分におこなわないと切片がは

がれやすい。はがれやすい場合にはアルブミ

ン，Poly L Lysinコーティングスライドを

用いるのも良い。0．1％ネオプレーントルエ

ン溶液（応研商事）添付スライドを用いると

タンパク分解酵素処理も可能である。

※洗浄に用いる0．01MPBS（pH7，2）は4OC

に冷却したものを用いる。

※⑤は2次抗体と同一動物種血清1～5％／1

％BSA加PBSを用いる。

※⑦は1％BSA加PBSでそれぞれの抗体に

応じて希釈する。（抗体を倍々希釈して濃度

を決定する。）1切片につき30～40〃Jの希釈

抗体を乗せる。抗体が流れると染色むらの原

因となる。

※⑨は1次抗体に対応した標識2次抗体を1％

BSA加PBSでそれぞれ至適濃度に希釈し

て用いる。（非特異的染色を抑えるには精製

された抗体を用いたほうが良い。）

※⑪封入液は無蛍光グリセロールを用いて調整

する。

※⑫蛍光色素は紫外線の照射時間と共に退色す

るので観察にはむやみに時間をかけないよう

にし，撮影は染色後なるべく早く行うように

する。（最近，特異蛍光の減弱の防止にp－フ

ェニレンジアミンが用いられている。）

※特異染色が淡い場合は，抗体の希釈し過ぎ，

抗体の失活，あるいは抗原性の失活などが考

えられる。

抗体の染色性

抗ジストロフィン抗体は，現在までに数多く

作成されているが比較的入手しやすいものは

anti－60kd，anti－30kd，（ポリクPナール），DYS

l，DYS2，DYS3，（モノクロナール）などが上

げられる。実際の臨床診断において抗体を使用

する際には，その特異性とジストロフィン分子

に対する認識部位を充分認識した上で用いるこ

とが必要であろう7）。

ポリクロナール抗体60kd，30kdを用いる

場合は結合織が非特異的に染色されやすいので
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Ⅱ 60kd DYSl P20　　　DYS2

図3云ジストロフィンの免疫組織化学的染色：4才男児筋ジストロフィー症患者，anti－60kdでは染色され
ない。DMDpJlでは趣く淡く不均一に認められる。

ー　　l l

ヽ州鼠W　、肘－ノ／

〉　　＊

C12　3　4　5
図4　WesternBlotingはanti－60kdではバン

ドを認めない。

C‥正常筋，1：DMDpII，2：anti－60

kd，3‥DYSl，4：P20，5：DYS2

判定に際しては慎重な観察を行うことが必要で

ある。モノクロナール抗体はいずれの抗体も非

常に良好な染色性を示した。こわらの抗体は

Western Bloting法においてもすべて　400kd

のジストロフィンのバンドを認め有用であっ

た7）。

DMDではいずれの抗体においても筋線維表

面膜は染色されない（数本の線経が染色される

場合もある。）が，私たちが経験したex。nlOか

らexon44（inframe）の欠矢を持つ（Beggs，

Chambelain kit）DMDよりやや軽症のBMD

では，antiL60kd，DYSl　ではまったく染色さ

れなかった。しかしその他の部位に対応する抗

休では明らかに染色されたo Western Bloting

では200kdの？ストロフィン蛋白が認められ

た7），8）（図3）また，臨床的にはまったくDMD

の症状をとる症例で，ant1－60kdだけは染色

されず，ほかの抗体は明らかに染色された。

Western Blotingはanti－60kdでは／ミソドを

認めなかった。（図4）このようにBMDのジ

ストロフィンの欠矢の範囲には多様性が認めら

れている。Ho仔man　らほジストロフィンの蛋

白量と重症度に関連性があることを報告してい

るがすべてがこれにより説明されたわけではな

い。

ま　と　め

DMD，BMDの臨床診断における免疫組織化

学にはC末端に対する抗体と他のジストロフィ

ン分子上の異なる部位を認識する抗体を必ず複

数用いることが必要であり，免疫組織化学的染

色に加えWestern Blotingを同時に施行して

いく必要がある。そしてPCR法などによる遺

伝子診断法など5）すべてのジストロフィンテス

トを実施することが望ましい。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

Westernblottingの基礎と臨床

内　　野　　　　　誠

国立療養所再春荘病院神経内科

はじめに

近年Duchenne型（DMD）及びBecker型

筋ジストロフィー（BMD）は原因遺伝子の単

離並びに遺伝子産物dystrophin（“dy”）の発見

以来，その正確な診断のためには，遺伝子解析

及び‘‘dy’’の異常の検索が不可欠となってきて

いる。“dy”の異常を検索する方法（“dy”test）

には“dy’’の局在を形態学的に観察する免疫組

織化学染色法と筋構造蛋白をゲル電気泳動に

よって分離したのち，ニトロセルローズ膜に移

して，免疫反応により“dy”蛋白の検出を行う

Western blotting法があるが，本稿では新し

く　Western blottingを始められる人を対象に

具体的な手順について述べ，若干の自験例の成

抗を呈示する。

Ⅰ・Westernblottingの手順

Westernblottir）gは要約すると3つの段階す

なわち1）サンプルの調整，2）電気泳動（こ

れにはSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

＝SDS－PAGE　とトランスファープロッチング

がある），及び3）免疫反応に区分される。

1）サンプル調整法：サンプルの調整法は施設

により若干異なる。著者らは－90℃　のフリー

ザーに乾燥しないように保存した生検筋を用

い，杵島後眼科用ハサミで細切し，10倍量のサ

ンプルバッファー（40mMトリス，0．24M　グ

リシン，2％SDS，5％β－メルカプトエタノー

ル，40％グリセリン，4mMEDTA，lmMPM

SF，0．01％BPB，pH8．5）を加えて，ホモジナ

イズ後，95℃　2分間のインキュベーションを

行う。さらに　2300rpmで遠沈し，その上清

を集めて蛋白濃度を測定後，10mg／mJ　となる

るように調整する。直ちに使用しない場合は小

容器に分注し，－90℃　に凍結保存する。

2）電気泳動：調整したサンプルを最初SDS－

PAGE　にかけるが，著者らは市販の3．5％－12

％グラデュェントゲル（10クーム，8cmX8cm

Xlmm）を用い，各レーンに10／jJのサンプ

ルを添加（蛋白量として100／∠g）し，最初マ

ーカの色素が基点から1cm位移動するまでは

電流を7．5mA，その後は15mA一にあげ，色素

がゲル末端に達するまで約2時間30分の通電を

行う。但し，BMDが疑われる症例の場合は更

に30分位追加し，計約3時間程度の通電を行

っている。

次にゲル中の蛋白をニトロセルロース膜にト

ランスファープロッチソグするが，ニトロセル

ロース膜は使用30分前から泳動バッファー（25

mMトリス，195mM　グリシン，0．1％SDS，

20％メタノール）′に浸しておく。陽極側からス

ポンジ，濾紙，ニトロセルロース膜，ゲル，濾

紙，スポンジの順で重畳し，100V，約3時間の

通電を行う。かなりの熱発生があり，クーリン

グシステムあるいは－20－－300C　のフリーザ

中で行うことが必要である。泳動後はプラスチ

ック容器にいれ，4℃　で一晩乾燥させる。

3）免疫反応：以下全て振返しながら行う。

①5％スキムミルクで1時間ブロッキング。

②TPBS（0．05％Tween20を含むPBS液）

で洗浄20分×3回

③一次抗体（ポリクPナール抗体は1000倍稀

釈，モノクロナール抗体は50～100倍稀釈）：2

時間インキュベーション，室温

（初TPBS洗浄20分×3回
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⑤ビオチン化二次抗体（Vecstain ABC kitあ

るいは　elite ABC kit）：30分，室温

⑥TPBS　洗浄20分×3回

（ヨアビチソ・ビオチソベルオキシダーゼ泥液

（ABC液）：45分，室温

（動PBS液で洗浄　20分×3回

（9発色：ベルオキシダーゼ基質溶液（PBSlOO

mJ　に4－クロロー1－ナフトールのメタノール溶

液（3mg／mJ）20mgを加え，更に30％H202

50〃Jを加えてよく混和する）中で15分～30分．

⑲蒸留水で洗浄10分×2回

⑪写真撮影

⑫アミドブラック液（0．1％アミドブラック，

10％メタノール，2％酢酸）で蛋白染色，5分

⑬脱色：50％ェクノール，7％酢酸溶液

⑯蒸留水で洗浄

⑮写真撮影

（乱（9，⑦の反応は試薬を節約するためシー

ルバックあるいはスクリーナープロッターを用

いる。10×10cmのニトロセルロース膜1枚で

反応液は約7mg程度必要である。プロッター

を用いれば反応液は更に少なくて済む（約3

mg）。シールバッグの場合もニトロセルロース

膜の転写面を外側にして，二枚重ねて反応させ

れば，一枚当りの反応液はプロッターの場合と

ほぼ同等である。シールバッグは反応液を注入

後，空気をおしだしてバッグシーラーで密閉す

るが，バッグシーラーがない場合は家庭用アイ

ロンでも代用できる。ニトロセルロース膜をあ

つかう時はゴム手袋を着用し，素手では直接膜

に触れないことが大切である。発色が終ったニ

トロセルロース膜はwetの状態で写真撮影し，

さらにアミドブラック液で各筋構造蛋白を染色

後，再び写真撮影する。添加する蛋白量は100

FLgと一定にしてあるので，myOSinheavychain

（MHC）ののバンド及び正常対照における

“dy”バンドはほぼ均一のバンドとして発現す

るが，完晶化するためにはデソシトメーターに

かけ，MHCに対する“dy’’バンドの相対量を

測定する。

ⅠⅠ．各種神経筋疾患，ヒト及びマウス各臓器に

おけるWesternblottingパターン

前述の方法に従って，各種神経筋疾患の生検

筋，ヒト及びマウスの各臓器についてWestern

blottingを行った。抗“dy”抗体はポリクロナ

ール抗体として60kd，30kd，p－20，ペプチドⅣ

（D－Ⅳ），モノクロナール抗体として　DYS－1，

DYS－2（Novo　社）を使用した。

1）正常対照：正常対照例においてはVecstain

社のABC kitで4－クロロー1－ナフトールを発

色基質に用いた場合は60kd，30kd，D－IVとも

分子量42．7万に一致して，一本のバンドが発

現したが，Vecstain elite ABC ketでDAB，

NiCl2を基質に使用し，DYS－1を用いた場合

42．7万の主要バンドの他に複数の低分子のバン

ドが認められた。同じ方法でもDYS－2の場合

は42．7万のバンドが主体で，41万付近に痕跡的

なノミソドがみられた。

2）筋ジストロフィーを除く神経筋疾患：筋萎

縮性側索硬化症，多発神経炎，重症筋無力症，

低K性ミオパチ一，ステロイドミオパチ一，ミ

トコンドリアミオパチーなどにおいては正常対

照と同様のWestern blottingパターンを墨し

た。

3）DMD／BMD以外の筋ジストロフィー：肢

帯型筋ジストロフィー，顔面肩甲上腕型筋ジス

トロフィー，筋緊張性筋ジストロフィー，遠位

型筋ジストロフィーにおいてもWesternblott・

ingパターンには特に異常はみられなかった。

4）DMD：全ての抗‘‘dy’’抗体で，“dy”のバ

ンドの発現は認めなかった。

5）BMD：SDS－PAGEの通電時間を3時間と

し，VecstainABCkitで発色基質に4－ク。ロー

1－ナフトールを用いた場合，BMD　には（D分子

品の異常（低分子化あるいは高分子化）を示す

もの，②“dy”バンドの発現がみられないも

の，③正常分子量で含有量の減少を示すものが

認められた（図1）。（丑はHofrmanらの成絹と

合致し，いわゆるフレームシフト仮説と矛盾し

ないものであるが，（参及び（勤についてはフレー

ムシフト仮説では説明は困難である。そこで今

回（参の問題に対して，通常の　Vecstain ABC

kitより，染色感度が高いelite ABC kitを用

い，また発色基質として4－クロロー1－ナフ

トールより感度の高いDABにNiC12を加え
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ImmunobfotanalysISOfDMD，BMDand

Controlmuscresus－nganti－dystrophinantibody

図1lmmuno blot analysis of DMD，BMD and
COntrOl muscles usingantipdystrophin anti－

body（60kd）

Lanel，4，6，8：controlmusele Lane2：DMD．

Lane3，5，7，BMD．

た基質を用い，検出感度を高めることによって

“dy’’バンドの発現がみられるか否かについて

検討を試みた。また③の問題については，プロ

モーターやエソハンサー領域の何らかの異常，

あるいは“dy”の安定化に関係するといわれる

5’端あるいは3’端の非翻訳領域の異常，その他

の異常が想定されるが，この他に欠失距離が短

かく，通常のSDS－PAGEでは正常対照と移動

度に差がでない可能性も考えられる。そこで通

常の約3時間から4～5時間と通電時間を大幅

に延長することにより，移動度に差が生じるか

否かについて検討した。

結果として従来の方法では“dy”バンドの発

現を認めなかった症例において，今回のVecs－

tain eliteABC kit，DAB，NiC12を用いる方法

では痕跡的ながら，明らかな“dy”バンドの発

現がみられた。ただ従来の方法では“dy’’バン

ドが単一のバンドとして発現し，特異性に優れ

ていたが，今回の方法では“dy”バンド以外に

複数のバンドが認められ，特異性の面では若干

l・¶mUnO blolanaiys－S Of v8r■0US humdn－1∬Ue SPeC■〔1e【S

Lは【nganl叫′StrOPhlnantibodY（D・町

1　2　3　4　5　6　7　8　9　tO11

C M M　臥　し鱒二弊パ転瀬上尤∵東㍉洩
（F）（P‡

図21mmunoblotanalysisofvarioushuman tissue specimens using anti－dystrophin

antibody（D－Ⅳ）．

Lanel，2，3：controI skeletal muscle．Lane　4：cerebrum（frontallobe）

Lane5：cerebrum（parietaHobe）Lane6：stomach．Lane7：ki血ey．Lane
8：bladder．Lane9：iung Lane10，11：heart．
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hlmunO b10t an叫Sis of various tissue specim

DMD using antトdystrophin anlibody（D－Ⅳ7

1　2　3　4　5　6　7　8　9　10

BI BI H H cHC C M Br Br

図3

問題が残されているように思われた。一弓子従来

の通電時問では移動度に差がみられなかった症

例4例（うち一例は　multiple PCR　法により

exon　45の欠矢が判明している）について，今

回4～5時間と通電時間を大幅に延長して検討

した結果，4例全例移動度に変化がみられ　軽

度ながら低分子化しているのが明らかになった

（分子量約41万）。従って通常の通電時間で移

動度に差がみられない場合も，約2倍程度に通

電時間を延長することにより，eXOnl個すな

わち塩基数100～200程度の短い欠失例でも検出

することが可能と思われた。欧米のBMD例に

比べて我ヶ国の　BMD　例では欠失距離の短い

症例の頻度が高い可能性があり，今後更に症例

の集積が必要と思われる。

6）ヒト臓器：ヒト剖検例の各臓署削こついて，

同様の検索を行ったが，死後4時間以内の剖検

例では，骨格筋，心筋において，生検筋と変わ

らない量の“dy’’バンドの発現を認め，痕跡的

ながら大脳，胃においても“dy”バンドの発現

を認めた（60kd，DrrV）（図2）。DMDでは

骨格筋，心筋を含め検索した全臓器で“dy”の

発現はみられなかった（図3）。

7）マウス臓器：コントロールマウスにおいて

は骨格筋及び心筋において，42．7万の明瞭な

“dy”ノベンドの発現を認め，神経組織（大脳，

小脳），平滑筋組織（冒，膀胱，肺など）におい

ても痕跡的ながら“dy”バンドの発現がみられ

た。mdxマウスでは60kd，30kd抗体では全

臓器で“dy”の発現は認めず，D－lVでは骨格

筋，心筋，大脳，小脳において，コントロール

マウスよりも薄い“dy”ノミンドの発現が認めら

れた。

おわりに

“dy”のWesternblottir］gの具体的な手順と

各種神経筋疾患並びにヒト，マウス諸臓器にお

ける“dy’’の発現状況について概説した。“dy，’

testの中で，免疫組織化学染色法は多くの施設

で実施されているが，これに比較してWestern

blottingは一部の施設で行われているにすぎな

い。本ワークショップを契機に全国の筋ジス施

設に普及していくことが望まれる。

－351－



筋ジストロフィーの臨床病態と迫伝相談及び疫学に関する研究
平成3年度研究報告書

PCR基礎編

1）PCR法によるDNA解析の実際的な手順

西　　尾　　久　　英

神戸大学医学部小児科

成　田　奈緒子1㌧　木　藤　嘉　彦1），松　尾　雅　文1）

中　村　　　埜1），八　苦　博　司2），中　島　敏　博2）
1）神戸大学医学部小児科　2）国立療養所兵鍾中央病院小児柑

（1）試薬を作製する

一般的な試薬については割愛する。

試薬l BCL緩衝液

10mM TrisrHClpH7．5

・5mMMgC12

0．32M Sucrose

l％　TritonX－100

試薬2　5×緩衝液

83mM（NH4）SO4

335mM Tris HCl pH8．8

33．5mMMgC12

50mM　β一Mercaptoethano1

850／g／m旧SA

34mM EDTA

（2）白血球から　DNA　を抽出する

1．EDTA採血で得た全血100FLlを試料とす

る。

2．1．にBCL緩衝液（試薬1）400JjJを添

加する。

3．プロテネース　K（10mg／mJ）5′上Jを添加

する。

4．10％SDS12．5／jJを添加する。

5．軽く混和（Vortex mixer使用）した後，

37℃　30分間インキュべ－トする。

6．0．1MTris－HCIpH7．5で飽和したフェノ

ール250′〟を添加する。

7．Vortex mixerで混和する。

：1）250′‘Jを添加する。

9．Vortex mixerで温和する。

10．遠心分離を15000rpmlO分間行なう。

11．3屑に分かれたうち，最も上の屑を取り出

す。

12．クロロホルム／イソアミルアルコール（24

‥1）500J上Jを添加する。

13．Vortex mixerで温和する。

14．遠心分離を15000rpmlO分間行なう。

15．2屑に分かれたうち，上の屑を取り出す

（テンプレートとして任用可能）。

（3）DNAを増幅する

1．0．5mgのチューブに次の反応液（1本

分）を入れる。

オートクレーブ水

5×緩衝液（試薬2）

5mM dATP

5mM dTTP

5mM dCTP

5mM dGTP

センス・プライマー

アンチセンス・プライマー

テンプレート　DNA

l／10TaqPolymerase

7．8／jJ

4．0／‘J

O．8／fJ

O．8／‘J

O．8／∠J

O．8／JJ

l．0／jJ

（＝40pmol）

1．OJjJ

（＝40pmol）

2．OJ‘J

l．0／上J

20．0／jJ

8．クロロホルム／イソアミルアルコール（24　　2．ミネラルオイル1滴（約50JJ）で1．の表
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面をシールする。

3．サーモサイクラーでPCRを行なう。熱伝

導を良くするためにミネラルオイル1滴を

サーモサイクラーの穴にも入れておく。温

度条件は次の通り。始めに94℃　で7分保

持，その後「940C30秒－56℃30秒－65℃

4分」35サイクル，最後に650C　で7分保

持して終了。

（4）3％アガロースゲルを作成する

ミュービッド電気泳動装置付属のゲルメーカー

17レーン用1枚分あるいは8レーン用2枚

分のゲルを作製する。

1．NuSieve GTG：　　2　　　　0．6g

Agarose NA：　　1　　　0・3g

0．9g

2．1．をlxTAE30mlに混和し，電子レンジ

で温めて溶解させる。

3．やや冷めてから，ゲルを型に流し込み，固

まるのを待つ。

（5）DNAを電気泳動する。

1．ゲルをミュービッド電気泳動装置の中にい

れる。

2．1X TAE　を，ゲルがすっかり漬かるまで

注ぐ。

3．ウェルにサンプル（増幅産物10〆，BPB

色素液1／上Jを混じたもの）を注入する。

端のウェルには，マーカーサンプル（〆Ⅹ

174／HaeIIIdigest2．OfLlにBPB色素液

1／∠Jを混じたもの）を注入する。

4．ミュービッド電気泳動装置を電源につな

ぎ，スイッチを入れる。十一の方向を確認

しておくこと。

5．電気泳動は30分程度で終了する。

（6）ェチジウムブロマイド染色後，写真を撮る

1．蒸留水にエチジウムブロマイドを加え（1

〃g／mの，その中へゲルを浸して10－20分間

放置する。

2．染色の終わったゲルは，紫外線照射下に写

真を撮る。

2）フレームシフト理論に基いたPCR法による

DMD／BMDの鑑別診断

木　　藤　　嘉　　彦

神戸大学医学部小児科

成　田　奈緒子1），西　尾　久　英1），松　尾　雅　文1）

中　村　　　肇1），八　苦　博　司2），中　島　敏　博2）

1）神戸大学医学部小児科　2）国立療養所兵庫中央病院小児科

日　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）と

Becker型筋ジストロフィー（BMD）はどちら

もXp21上にあるdystrophin遺伝子の異常に

よる遺伝性疾患である。

DMD　と　BMD　の運動機能的予後，生命的

予後は大きく異なるため，両者を鑑別すること

は臨床上非常に重要である。この鑑別のため

に，臨床経過および免疫組織化学染色やWest－

ernblot法によるジストロフィン蛋白の検索が

行われる。DNA t／ベルではdystrophin遺伝

子の　frame－Shiftの有無がDMD／BMDの表

現型を決定すると考えられている（frame－Shift

理論）1）。すなわちframe－ShiftがあればDMD，

frameLShiftがなければBMDとなる。frame－

shiftの決定は，従来Southern blot法により

全exonを検索した上で行われてきた2）。しか
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LSouthernblot法は時間を要し放射性同位元

素（RI）を使用するためそれに応じた施設を必

要とした。また，PCR　を用いて　frame－Shift

の検索をするにことはかえって煩雑で不可能と

されてきた3）。

今回私どもは迅速でしかもRIを使わずに行

える　PCR　を用いて簡便に　frame－Shift　の有

無を決定できる方法を考案したので報告する。

対　　象

DMD／BMDと臨床的に診断された97例のう

ち高頻度に欠矢がみられる5つのexon（44，45，

48，50，51）をPCRでスクリーニングし（4，5），

DMD21例，BMD　3例に遺伝子部分欠矢を認

めた。

方　　法

まず，dystrophin遺伝子上に60以上存在する

exon　を3種に分類した。すなわち，各　exon

の塩基対数を3の剰余系により分類した。3で

割って割り切れるexonをtypeO，1余るexon

をtypel，2余る　exonをtype2とした。翻

訳においては3つの塩基から1つのアミノ酸に

置換されるので，遺伝子部分欠矢の場合，type

Oの　exonの欠矢では後続の　reading frame

は変化しない。これをin－frameと呼び，後続

のアミノ酸は正常と同一で，部分的に欠失して

いる短いジストロフィン蛋白が合成される。し

かし，typelまたはtype2のexonが欠失する

と　reading frameは1塩基対または2塩基対

ずつずれる。これをframe－Shiftと呼び，後続

のアミノ酸配列は変異し，StOpCOdonが出現し

て機能的なジストロフィン蛋白は合成されな

い（図1）。

また，複数のexonについても同様に考えら

れる。つまり，frameLShiftの有無を決定するた

めには，typelおよびtype2のexonのみを

検索すればよい。tyPeOのexonの有無はfra－

me－Shiftの判定に影響しないからである。欠矢

と判定された一連のexonのtypeを調べその

type　番号を足して3で除すると余りの数によ

り欠失全体の　typeが判明する。typeO　なら

in－frameとなり，typelまたは2ならframe－

Frame－Shift Theory

DMD

．－．G人▲　▲GT

．叫Gh S■l

IGんT－＿6人G

frame－Shi托

BMD

．＿．Gl▲　▲GT

．．＿Gb S●′

＼in－frame
艦〈ご皿～一1

図1（文献9より改変）

exon type

1　　2　　　1　　　0　　　　2

（2＋1＋0＋2）÷3三1・り2　frame一頭ifH＋）

図2

shift　となって　frame－Shiftの有無が判定でき

る（図2）。

患者より採取した血液100〃Jからフェノー

ル抽出によりtemplateDNAを得て，PCR法

にて増幅を行った。増幅部位は，eXOn43，46，50

52のうちそれぞれの例の必要に応じて行った。

増幅したDNA断片をアガロース電気泳動し，

ethidium bromide　にて染色し検出し，検出さ

れなかった場合，欠矢と判定した。欠失してい

た　typel，type2　の　exon　について上述の方

法に基いて欠失全体のtypeを調べframe－Shift

の有無を判定した。

結　　果

検索の結果，表1のように　DMD21例中20
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蓑l DETECT10N OF FRAMEpSHIFTIN DYSTROPHIN GENE

exon　　　　　43　　　44　　　45　　　46　　　48　　　50　　　51　　52　number

length（bp）173　148　176　148　186　109　　233　118　　0fcases Erame－Shift

exon type　　　2　　1　　2　　1　　0　　1　　2　　1
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例が　frame－Shift，1例がin－frame，そして

BMD　3例中3例がin－frame　となった。表

現型と　frame－Shift　の有無が合致したのは24

例中23例（95．8％）であった。合致しないのは

DMDの1例（4．2％）のみであった。

考　　察

DMD／BMD　の遺伝子診断はこれまで主に

Southern blot法を用いて行われてきた。それ

によると約40－60％の患者に遺伝子部分欠失

（deletion）がみられ2）6），約5～10％に重複

（duplication）が見られている7）。

frame－Shift　理論は1988年に　Monaco　らが

提唱し1），1989年Koenig　らがSouthern blot

法を用いたDMD／BMD273例の解析により92

％の症例が表現型と合致していることを報告し

ている2）。このframe－Shiftの有無を検出する

ためには，欠失範囲を決めれば決定できる。

mRNA　から蛋白への読み取りの際に3つの塩

基に対して1つのアミノ酸が対応するので，欠

矢によって後続のコドンの読み取りがいくつず

れるかさえ知ればよい。つまり，この3という

点に着限して欠失範囲の塩基対数が3で割り

切れるか，1余るか，2余るかさえわかれば

frame－Shiftの決定ができる。typeOのexon

（即ち，塩基対数が3の倍数）はframe－Shift

の有無の判定に影響を与えないので調べる必要

はなくtypelおよび2のexonについてのみ調

べればよいことになる。しかも欠失範囲を明ら

かにするためには両断端を調べるだけでよいの

で，意外と早く決定できることに気付く。今回

私どもはexon44から51までの欠失高頻度部位

においてframe－Shiftの検索を行ったが，同様

にして他の部位の欠失例についても行うことが

できる。

しかしこの方法の問題点をあげるとすれば次

のことが考えられる。1つはSouthernblot法

でもおこる問題だが，frame－Shift　理論に一致

しない例が10％未満の確率で存在することで

ある。実際には翻訳の鋳型となるのは　mRNA

であるので，DNA　レベルがframe－Shiftでも

RNA　レベルではin－frame　となる場合がある

し，またその逆もありうる。従ってこのように

DNA　レベルでの　reading frame　と表現型と

が一致しない場合には，mRNA　レベルでの検

索が必要となる。もう1つはPCRで行う場合

は重複を検出できる例はまれと考えられるので

欠失例しか適応できないことである。

PCR　法は，コンタミネーションによる偽陽

性，反応不良による偽陰性が問題となる。これ

に対して，反応毎に陽性コントロール，陰性コ

ントロールで常にチェックを心がけることが肝

要であろう。また本法のように1つ欠矢が見つ

かれば前後のexonを調べ，frame－Shiftの検
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索をすることにより誤った遺伝子欠失診断を防

ぐことができる。また，PCR法は遠隔地の親族

やすでに亡くなった家族に対しても濾紙血，毛

髪，パラフィン切片を用いれば，家系検索を広

げることが可能となる8）。

これまでの　DMD／BMD　の遺伝子診断に対

するPCR法の応用は欠矢の牧山に終始してい

たが，本法によりさらに拡大することができ，

表現型（DMD／BMD）の診断が可能となった。

参考文献

1）Monaco et al．Genomics　2：90－95（1988）

2）Koeniget al．Am．J．Hum．Genet．45：498－506

－356－

（1989）

3）BeggsandKunkelJ．Clin．Invest．85：613－619

（1990）

4）Nakajima et al．J．Neuro．238：6－88（1991）

5）Kitoh et al．Am．J．Med．Genet．42：453－457

（1992）

6）Sugino et al．Am．J．Med．Genet．34：555－561

（1989）

7）Xiuyuan et al．Am．J．Hum．Genet．46：682－

695（1990）

8）中島ら：日本先天代謝異常学会誌　6：2－114

（1990）

9）Hoffman and Kunkel Neuron　2：1019－1029

（1989）



筋ジストロフィーの臨床病態と迫伝相談及び疫学に関する研究一
平成3年度研究報告書

PCRの臨床面

斎　　藤　　加代子
東京女子医科大学小児科

山　内　あけみ，池　谷　紀代子，佐久間　　　泉

原　田　隆　代，福　山　幸　夫

東京女子医科大学小児科

はじめに

Polymerase chain reaction（PCR）法は

DNA　の熱変性，プライマーのアニーリング，

DNAポリメラーゼによる伸長反応のサイクル

の繰り返しにより，目的のDNAを、10万－100万

倍に増幅する方法である。増幅したい遺伝子領

域，遺伝子のサイズは，プライマーを任意に選

択し合成することにより，設定することができ

る。そしてPCRにより得られた反応液一遺伝

子産物をアガロースゲル電気泳動にかけること

により，増幅した　DNA　を目的のサイズのバ

ンドとして検出することができる。PCR　法に

より，近年の分子生物学は飛躍的に進歩したと

いえる。ウイルス感染症，癌遺伝子の研究と同

様，遺伝子の塩基配列が明らかになっている遺

伝病の遺伝子診断においても応用が可能であ

る。

一方，ジストロフィン遺伝子にはエクソンが

70以上存在し，Koenigらl）によるとDuchenne

型（DMD）および　Becker型筋ジストロフィ

ー（BMD）患者の104例中53例（50％）にエク

ソンの欠矢を認める。我々の検討でも，30例中

16例（53％）に認められた2）。

これら，DMD，BMDでは，Chamberlainらが，

遺伝子欠矢を短時間（1－2日）で効率良くス

クリーニングする方法一同時に6個のexonの

欠矢を調べるmultiplexPCR法－を開発した。

さらに3個のexonを追加して，CDNAブロー

ブを用いたハイプリグイゼーショソ法で同定さ

れる欠矢の80％を同定可能であると述べた3）。

その後，Beggsら4）が，さらに9個のexonの

multiplex PCRと1個のexonのPCRを追

加して，遺伝子欠矢の98％を証明可能であると

した。

本稿では，我々の研究室で行なっている方法

と得られたデータ一に基づき，DMD／BMDに

おけるPCR法を用いた遺伝子異常の解析の実

例をあげる。1）遺伝子欠矢の同定，2）mR－

NAによる保因者診断，3）筋組織のmRNA

による転写解析について述べ，PCR法の利点と

限界，遺伝子診断のプロトコールについて言及

する。

Ⅰ．遺伝子欠共の同定

DMD26家系，BMD5家系のうちSouthern

blot法によりmajorhotspotに欠矢を示した

患者の　DNA　についてPCR法を行なった。

exon1－7の欠失例では筋型プロモーターを調

べた。

プライマーはChamberlain　ら3）およびBe・

ggsら4）の報告に基づいて，また一部はジスト

ロフィン遺伝子cDNAの塩基配列5）より，

AppliedBiosystemsDNAsynthesiser，mOde1

381A　にて作成した。

我々の行なったmultiplexPCRでは，major

hotspotにおける複数のexonを同時にチェッ

クする4種類のprimer setを用いた。primer

－357－



PCRWITHPRfMERSETI
St C　1　2　　3

PCR WITHPR‡MER S愚T3

St C　1　2　4　　5　16
PCRWITHPRIMERSET4

C lO l112131415161718　St

画紬鱒絢由丹嘩雨晴か

図I DMD／BMDの遺伝子診断におけるPCR法。

a・コントロール（C）およびDMD患者（1－3）のリン㌧ぺ球由来のDNAにおいてexon43，45，47
について，PCR法により調べた。

b・DMD（1，3－10），BMD（2）患者ではexon47，48，50，51，52についてPCR法を行なった。

C・DMD（1，4，5，16），BMD（2）患者ではexon47，50，51についてPCR法を行なった。

d・DMD（10－18）患者のリン㌧ペ球DNAについてPCR法により筋型プロモーターを調べた。PCR
がうまく行なわれているか調べるために，同時にexon51を増幅した。

Set1－3ではexon43L52を，primer set4では

筋型プロモーターを調べた。eXOn53，eXOn54

はそれぞれ　Single PCR　を行なった。

図1aに示すように，症例1ではexon45，47

の欠矢を示す。症例2はexon47の，症例3は

exon45の欠矢を示す。

図1bのprimer setではexonT47，48，50，

51，52を10家系に関して調べた。症例4a，4b，症

例7a，7b　はそれぞれ兄弟例である。

症例1について，eXOn47，50，51に関しては，

図lcに示すようにすべて欠失していた。eXOn

53は，症例1では存在しており，これら「の

PCRの結果より，欠矢の範囲はexon45－52と

考えられる。Southern blot法の結果も，症例

1では　exon45－52　の欠矢があり，PCR法の

結果と一致した。

このようにPCR法の結果とSouthern blot

法の結果はほぼ一致したがjunctionalfragment

を有する1例が例外だった。症例5のmulti●

plexPCRでは図lbのようにexon48のバンド

が認められた。ところが，Southern blot法で

は，eXOn48に相当するllkbのシグナルはな

く，16kb　の新たなシグナルの出現を患者とそ

の母親に認めた（図2）。これは症例5におい

て，eXOn48　と49の間のイントロン内の制限酵

素切断部位が欠失により変化して，eXOn48は

Southernblot法の16kbのシグナルとして示

されていると推定される。
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BgHl

eDNA probe8

図2　DMD（5）の家族のリンパ球　DNA　について

cDNA　プローブ8を用いてSoutherIl blot法

を行なった．二，

1－rlt

き廿OduclS

exon1－7の欠矢を示す例（症例17）と全額

域で欠矢を全く示さない　DuchennC型（症例

11－16，18）について，筋型プロモーターをPCR

によって調べたところ，図1dのように症例17

では筋型プロモーターが欠失していることがわ

かった。

ⅠⅠ．mRNAによる保因者診断

分子遺伝学的手法を用いた保困者診断法とし

ては，CDNA　プローブを用いたSouthernblot

法でgenedoseを調べる方法，junctionalfrag－

ment　を検出する方法，ここに述べるmRNA

のnestedPCR法，pERT87やⅩJなどを用

いたRFLPによる方法，CA repeatsの多塑

解析がある。遺伝子欠矢が証明されている症例

については，以下に述べる　mRNAのnested

PCR　法は有効な方法である。

Roberts　ら6）によると，500－1000個のリンパ

球あたり，1コピーのジストロフィン　mRNA

が存在することを利用して，PCRで2回増幅す

ることにより分析可能な量の産物が得られ，こ

の方法をnested PCR　と言っている。ここで

4 （＝ 4 7 4 8 】4 封 5 n l 5 1 1 5 2

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1
4 fi l 4 7 週 日 ‖ 巨砲

ナ†

／　　 尤

l　　　　　　　　　　　　′　　　　　　　　　　 ′　‾‾

図3　nested PCR法によるリンパ球由来mRNAを用いた保因者診断。
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図4　DMD／BMDの遺伝子診断のすすめ方

は，図3のようにリン㌧ペ球より調製したRNA

について，eXOn46の塩基配列の一部を　for－

wardprimer（46F），eXOn52の塩基配列の一部

を　reverse primer（52R）として，1回目の

PCRをおこなった。そのPCR産物について

46Fの3’側と52Rの5’側を，2回目のPCRの

それぞれ　forward primer（46F2），reVerSe

primer（52R2）として増幅した。患者では，

PCR　産物は正常より欠失しているエクソン

のサイズだけ短いサイズになる。保因者では，

PCR産物は正常サイズと欠矢によって短くな

ったサイズの2本のバンドで示される。この家

系では，患者は欠失により463bpのバンドのみ

が認められた。長女は正常サイズ860bpのバン

ドのみであり，非保因者と判定した。次女では

両方のバンドが認められ，保因者と判定した。

母親は異常サイズのバンドのみ認められ，正常

mRNA　を検討中であるが保因者と判定した。

この結果は，CDNA　プローブを用いたSouth－

ern blotでgene doseによって判定した保因

者，非保因者の結果2）と一致していた。

ⅠⅠⅠ．筋組織のmRNAによる転写解析

生検筋組織由来のmRNAからcDNAを合

成し，増幅することによって，DMD遺伝子の

転写について調べることができ，その臨床応用

もされはじめている。我々はexonl0－37の遺

伝子欠矢を有する1例で，eXOn9　と　exon38

の一部の塩基配列から，それぞれrorwardpri－

mer　と　reverse primer　として，合成01igo－

nucleotide primerを作製し，患者筋生検組織

由来の　mRNA　から　cDNA　を合成し，PCR

にて増幅し，PCR産物を　M13mp19ベクタ

ーにてサブクローニングしてその塩基配列を調

べた。その結果，塩基番号1168番の　G（グア

ニン）が5534番のGに直接つながっている，即

ち，eXOn9のC末端と　exon38のN末端が本

来のスプライシングをうける部位でつながって

いることが証明できた（図4）。この遺伝子欠

失により　exonl0－37に相当して転写されてお

らず，reading frameを保持していることを塩

基レベルでも証明できた7）。

ⅠⅤ．PCR法の利点と限界そして遺伝子診断

のプロトコール

PCR法には，1）非放射性検査であるため，

医療廃棄物の問題が少なく扱いやすい，2）結

果が迅速に得られる，3）塩基配列の一部が明
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らかであれは増幅可能である，4）塩基配列の

同定など研究面で発展させることができる，な

どの利点がある。先に述べたように，Chamber－

lain　ら3），Beggs　ら4）は数ヶ所の　exon　の欠

矢を同時に検索するmultiplex PCR法を発表

し，これは臨床応用に有効な方法である。しか

し一方，PCR法には，1）人工産物が入る可能

性がある・falsepositive，2）求める領域が増幅

されないことがある，falseIlegative，3）定量

性が困難である，などの欠点，限界もある。今

回，我々がPCR法とSouthernblot法の結果

を比較したところ，Southernblot法でjunctio－

nal fragmentを望した1例ではPCRの結果

と合致しなかった。従って，DMD／BMDの遺

伝子診断の手順としては，図4のように　PCR

法を欠矢のスクリーニングとして応用するこ

と，保因者診断はPCR法，Southern blot法，

CA repeat　の多型解析などの方法によって結

果の再現性を確認することが必要であると考え

る。
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精神・神経疾患研究委託費分担研究申請書を国立精神・神経

センターへ提出

平成3年度ワークショップ　　　　　於：日本都市センター

第1回幹事会開催

精神・神経疾患研究委託費事業計画書を国立精神・神経セン

ターへ提出

精神・神経疾患研究委託事業の契約締結

研究班会議演題および抄録提出締切

分担研究費配分（90％）

平成2年度研究班会議（第1日）　　於：日本都市セソクー

第2回幹事会開催

研究班会議（第2日）

班員会議開催

筋ジス研究班総合班会議

プロジェクト打ち合せ

於：日本都市セソター

研究報告書原稿提出締切

分担研究費配分（10％）

精神・神経疾患研究委託費評価部会
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収支決算報告書提出締切

精神・神経疾患研究委託事業実績報告書および収支決算報告

書を国立精神・神経センターへ提出
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