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本研究班では，筋ジストロフィーとしてはDuchenne／Becker型（DMD／BMD），

福山型（FCMD），肢帯型（LGMD），顔面肩甲上腕型（FSHMD）など，関連疾患とし

ては筋緊張性ジストロフィー（MD），遠位型ミオパチ一，ミトコンドリア脳筋

症などと幅広い疾病を対象としてきた．これらの疾病のうち，青年期以前に歩

行能力を失う重症の病型はFCMD，DMD／BMD，LGMDなどである・また患者

数が多く，医療サイドからのニードでは，MDが問題となる．これらの疾病に

重点をおいた．この間の研究において，2－3の重要な病気の原因遺伝子が同定

され，大きな前進を見た．またLGMDや先天ミオパチーでも新たに遺伝子異常

が発見され，新疾患単位として注目される．治療の分野では，DMDとMELAS

に関して，緩和的薬物治療が検討された．以下に個々の疾患別に，研究成果と

今後の問題を記述する．

1）DMD／BMD

BMDにおける心・筋症ないしⅩ染色体連鎖心筋症の病態が研究された．ジスト

ロフィン遺伝子exonl近傍の欠矢や挿入変異としばしば関係していた．この際

骨格筋には，脳型やPurkinje細胞型ジストロフィンが発現するが，心筋ではこ

れらの発現を認めなかった．骨格筋症状が軽いのは脳型ジストロフィンなどで

代償されるためと推定される．mdxマウス筋では，アラキドン酸カスケードに

関与するプロスタグランジン合成酵素発現が増加しており，筋壊死への関与が

推定された．mdxマウスでは，運動を負荷するとapoptosisの筋核が10倍に増加

するといわれる．この現象に関連して，DMD筋では，細胞死抑制蛋白であるBc1－2

の減少が証明された．ジストロフィー筋では，αSyntrOphinやnNOSの染色性の

低下が証明される．前者はジストロフィンC端に，後者はN端に結合すると推

定された．これら分子の欠損が病変の進行に如何に関連するかは今後の問題で

ある．脳型ジストロフィンはシナプス後膜に発現し，POStSynaptic densityの構

造を形成している．DMDではこの構造の欠落があるが，機能との対比は未解

決である．



治療研究　ジストロフィー筋にはCD8／CD4のTリンパ球の浸潤があり，筋病変

の二次的増悪の原因と推定される．すなわちサイトカインを介する炎症惹起，

アラキドン酸カスケード誘発，aPOPtOSis誘発などである．臨床的にはDMD患

者にコルチコステロイドが投与され，一時的には筋力を維持し，歩行可能期間

を延長する事がが証明された．mdxマウスのプレドニンによる実験的治療では，

長期に亘り血清CK値は低下し，筋壊死は減少した．ヒトとmdxマウスいずれ

でも，Tリンパ球の浸潤は減少していた．しかし投与中も病変は進行し，完全

に抑制するものではなかった．また臨床的にはコルチコステロイドの副作用の

問題があり，この点が解決される必要がある．

遺伝子治療はまだ基礎研究の段階である．mdxマウスで脳へのmini－geneの注

入が試験され，シナプス膜での発現が観察された．adenovirus receptor geneの

強制発現，各種promoterの検討，VeCtOrの研究が行われた．

2）LGMD

α－SarCOglycanopathy（LGMD2D）の症例が集積され，その臨床的特徴が明らか

にされた・発症年齢は平均7．5（1～23）歳，歩行不能は平均13（8～）歳であり，DMD

より多彩である．同一遺伝子異常の症例間にも，症状の変動があり後天的要因

の影響が指摘された．本邦にもcalpainopathy（LGMD2A）の症例の存在が判明し

た．3家系7症例の臨床経過では，発症は10歳頃，歩行不能年齢は平均38歳であ

った・SarCOglycanopathyに比して，経過はやや緩徐である．筋のNADH－TR染色

では，網様構造の乱れや分乗（lobulated）筋線経が見られることが指摘された．

Calpain3のウェスターンプロットによる診断法が検討された．LGMDの新病型

としては，50歳頃発症の兄妹において1aminin　β1鎖のミスセンス変異による

ことが判明した．caveolin－3の異常がLGMDの一病型であると既に報告されて

いる．caveolin－3遺伝子異常を有するトランスジェニックマウスが作製され，

病態研究に供される．

遠位型筋ジストロフィー（三好型，Miyoshimyopathy）はLGMD2Bと同一遺伝子，

2p13に局在するdysferlinの異常によることが明らかとなった．三好型ではC端

に変異が集積していた．dysferlinは哺乳類には相同の遺伝子はなく，線虫のfer－1

とのみホモロジーを認めた．dysrerlinの局在や機能は今後の問題である．

3）FCMD

病因遺伝子は9q31に局在する未知の遺伝子であることが判明した．コードす

る53．7kDaの蛋白は…fukutin”と命名された．fukutinの局在と機能は未解決であ



る．発症者は創始者変異としての3kb retropozonの挿入をホモないしヘテロに

有しており，mRNAが著減する．複合ヘテロの症例では，より重症となること

が注目された．hkutinの抗体作製は未成功であり，局在や機能は今後の問題で

ある．別の研究により，本症では筋細胞外マトリックスの180kDa蛋白が骨格

筋，脳，肝臓，腎臓，肺臓などで欠損していた．この蛋白とfukutinとの関係が

問題とされている（分子量が異なっている）．本症の骨格筋や中枢神経の超微形

態が研究された．骨格筋では基底膜に部分的な断裂が観察される．また形質膜

と基底膜間の解離を呈する箇所をみとめた．本症胎児の大脳や小脳には，グリ

ア境界膜一基底膜複合体に断裂があり，小多脳回の形成の一因と推定されてい

る．大脳では出生後にもこの異常が観察された．本症では細胞外マトリックス

に存在するであろう形態形成に関与する重要な因子の異常が推定される・

4）rimmedvacuoleを伴う遠位型ミオパチー（DMRV）

本邦で多く報告される病型である．連鎖解析から遺伝子座は9p13と判明した・

ユダヤ系イラン人にみられる遺伝性封入体ミオパチー（HIBM）と同一疾患とさ

れた．遺伝子座はD9S1878～D9S1859の2cMに絞り込まれた．責任遺伝子が追求

されている．

5）FSHMD

責任遺伝子は4q35－qterに局在するが，未同定である・本症では同部位にお

ける（D4Z4）nの反復配列の短縮を証明する事で，ほぼ100％の遺伝子診断が可能

である．10kb以下の短縮では，てんかん，精神遅滞の合併がみられた．

6）眼咽頭型筋ジストロフィー（OPMD）

原因遺伝子はpoly（A）bindingprotein2（PABP2）であり，N端側の（GCG）nリピー

トのわずかな延長のため発症している．本邦の家系では，対照の6ケから10な

いし11ケへの反復延長が観察された．本邦の症例はFrench canadianの創始者と

は関係しないことが明らかとなった．筋核内にポリアラニン鎖を持つ封入体が

出現する．

7）筋緊張性ジストロフィー

多系統疾患として，骨格筋，心臓，平滑筋，中枢神経，内分泌，免疫系など

の多彩な症候を呈するが，myOtOnin kinase（DMPK）の遺伝子異常がどのように

関与しているかは未だに解明されていない．正常者では，DMPK蛋白は筋小胞



体終槽，COrbularおよびjunctional SR（心筋），ER（神経系）に発現した．3l－UTRに

おける（CTG）nリピートの病的延長により，mRNAが核内に残存貯留した．また

（CTG）nの延長した遺伝子の発現は抑制された．（CTG）nの延長は隣接遺伝子

（MDAHP，MDRP，ferritin L chain）の転写を抑制した．このように本疾患の多

系統性を隣接遺伝子への影響とする仮説がある．また（CUG）n反復RNA結合蛋

白が病態に関与するとも指摘された．

薬物治療として，dehydroepiandrosterone sulfateのミオトニアに対する効果が

検討された．in vitroでは，ミオトニアモデルやmdxマウスのミオトニア放電に

対して有効であった．ヒト筋緊張性ジストロフィーにおける糖代謝異常に

troglitazoneが有効であった．

8）ミトコンドリア脳筋症

本症における臓器や組織障害とヘテロプラスミー（正常と変異ミトコンドリ

アの種々の比率での混在）の関係が各種の病型で検討された．MERFFの一剖検

例では，各臓器で変異率は約80％前後と共通していた．しかし臓器障害の程度

と必ずしも一敦しなかった．ミトコンドリアDNAの5178番塩基がAまたはCか

により，ミトコンドリア遺伝子型をA型と■C型に分類した．A型にはミトコンド

リア脳筋症の発生は少ない．A型に長寿者が多いなど，他の疾病との関連も推

定された．

ジクロロ酢酸ナトリウム内服はMELASの一部症状やADLの改善に有効であ

った．しかし難聴や脳波異常は反応しない．また肝障害や末梢神経障害の副作

用が問題となった．本症の遺伝子治療に関して，基礎的検討が続けられている．

例えば，病的細胞へのアポトーシスの誘導，変異にのみ対応する制限酵素の導

入，tRNAの塩基修飾により正常化する方法などである．

9）その他

先天性ミオパチーの一型において，インテグリンα7の遺伝子変異による欠

損症が発見された．筋芽細胞移植治療における拒絶反応抑止を目的として，

IL－12p40遺伝子導入やCD80，CD86抗体投与の有効性が示された．筋移植に関

して，骨髄にわずかに存在するmuscleprecursorcellがクローン化された．triplet

repeat病の病態に関して，アフリカツメガエル卵核に遺伝子を注入する研究方

法が開発された．顔面肩甲上腕型や筋緊張性ジストロフィーに関して，FISH

法やRNAin situhybridization法が臨床応用された．近赤外分光法酸素モニター

により，疾病筋のエネルギー代謝が分析された．



10）今後の問題

研究報告数から見ても，DMD／BMDの治療への関心が高まってきている・遺

伝子治療が最終目標であるにしろ，より安全な緩和治療の研究を推進すべきと

考える．症例数の多さから見て，筋緊張性ジストロフィーの研究は重要であろ

う．病態の解明とともに，どの症状を治療上のターゲットにするかの選択が必

要である．分子遺伝学の分野では，顔面肩甲上腕型ジストロフィーや遠位型ミ

オパチーの原因遺伝子の同定が火急のテーマとなっている．更に新発見蛋白，

DMPK，fukutin，dysferlinの機能や局在が解明されねばならない・
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Ⅰ．ジストロフィン異常症



メチレーション特異的PCRによるDMD，BMD保因者の
Ⅹ染色体不活化の検討

加　茂 功＊

研究協力者　／J、林　　　治＝　後　藤　雄　一＝　埜　中　征　哉＊

久保田　健　夫…　福　嶋　義　光…

はじめに

Ⅹ連鎖性劣性遺伝疾患で女性保因者が発病する機序と

して，Ⅹ染色体の不活化の偏りが関与していると考えら

れている．不活化されているⅩ染色体上では，各遺伝子

のプロモーター領域や5’側に存在するCpGisland内のシト

シンが5－メチルシトシンになることでその発現が抑制さ

れている．これまでDMDl），伴性遺伝性免疫不全症2），ミ

オチュブラーミオパチー3），血友病A4）・5）等のⅩ連鎖性劣性

遺伝疾患に対して，メチル化感受性制限酵素によるⅩ染

色体の不活化の研究がなされている6）．しかし，この方法

では制限酵素の不完全消化や，スター活性，アレルのサ

イズの小さい方がより多く増幅されるというようにいく

つかの問題がある．Heman7）が報告したメチレーション

特異的PCR（WCR）を研究協力者の久保田がⅩ染色体に応

用することに成功した‡）．我々はDMDならびにBMD保因

者でのX染色体の不活化をWCRを用いて検討し，新しい

知見を得たので報告する．

対　　　象

国立精神・神経センター神経研究所のバンクに保存さ

れているDMD保因者ならびにBMD保因者のDNA検体を

対象とした．DMD保因者（54例）では血液より23検体，筋

肉より32検体，BMD保因者（8例）では血液より6検体，筋

肉より4検体のDNAを分離し使用した．重複した計3人に

ついては血液と筋肉両方について調べた．診断に際して

は，臨床所見，家族歴，筋病理所見，免疫組織学的所見，

ウエスタンプロット，半定量PCRによるジストロフィン

遺伝子検査を施行した．また血液検体例ではout or舟ame

欠矢を持つDMD保因者とin魚・ame欠矢を持つBMD保因者

のみを対象とした．

原理ならびに方法

Sodiumbisulnteで一本鎖DNAを処理するとシトシンは

ウラシル硫酸となり9），さらに水酸化ナトリウムを加える

ことでウラシルに変わる（図1）．一方sodiumbisulfiteはメ

＊国立精神・神経センター神経研究所微細構造研究部

＊＊国立精神・神経センター神経研究所
＊＊＊信州大学医学部衛生学教室

－19－

チル化シトシンは変化させない．したがって，元々の配

列は，SOdiumbisulnte処理後に適切なプライマーを用いた

PCRを行うことでシトシンのメチル化の有無により変化

する（図2）．X染色体上のアンドロゲン受容体（HUMARA）

のプロモーター領域にはCpGislandに挟まれた非常に多

型性に富んだshorttandemrepeats（STR）があり，このSTR

は90％のアレルで区別可能である（図3）．このCpGisland

は不活性Ⅹ染色体ではメチル化され，活性Ⅹ染色体では非

メチル化されている．よって，この領域をターゲットに
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図1Bisulnte treatment．Sodium bisulne（NaHSO4／
Na2S205）はアルカリ変性したDNAのシトシンをシト
シン硫酸をへてウラシル硫酸に化学変化させる．水

酸化ナトリウム処理により最終的にはウラシルに変
わる．

0riginalSeuence Bisulntetreatment aRerPCR

CCGCAr　　　→　　UUGUAr　　　　　→　　TTGTAT

CtnCGCCT　　　→　　UmCGUTT　　　　一→　　TCG TrT

図2　遺伝子が不活化してないⅩ染色体ではbisulmeけeat－
mentによりシトシン（C）はウラシルⅣ）に変わり，そ
れに対するプライマーを使いPCRすることで最終的
にはチミン汀）にかわる．不活化Ⅹ染色体にある5－メ
チルシトシン（mC）はbisulmetreatmentによっても塩基
の変化を受けない．変化する塩基を各々イタリック
で表した．
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配列に囲まれた多型STRは11個から31個の（CAG）の繰り返し配列から成る．これは90％のアレルで区別可能である．
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して，活性X由来の変化した非メチル化配列に対するプ

ライマーセットと不活性化X由来の配列に対するメチル

化プライマーセットをデザインし各々PCRを行った．こ

のPCR産物をABI310（Perkin・Elmer）を用いて，両アレルを

識別し，その生成比率を解析した．

結　　　果

同一患者で血液と筋肉両方より調べた3例では，いずれ

もほぼ等しい値をとっていた．DMD保因者54例中51例で

アレルの識別可能な異なる長さのPCR産物を得た（図4）．

51例のメチル化の比率は，偏りがあるもの（80％以上又は

20％以下）12例，偏りのないもの39例であった・偏りのあ

るものは概して筋力低下を認め症候性であったが，CK値

1000IU几以下の無症候性ものも1例存在した．偏りのな

いもののうち13例（33％）は筋力低下を訴え，うち3例は歩

行障害を認めた．BMD保因者では8例中1例が同一サイズ

のアレルを有しており，偏りは不明であった．残る7例は

1例の例外を除きランダムにメチル化されており，うち2

例は筋力低下を認めた．むしろ不活化の偏りがある例は

臨床的には高CK血症（1500IU几）のみであった（図5）．

考　　　察

MPCRは制限酵素を用いた従来のメチル化感受性制限

酵素法に比べて，1）費用が安く，2）酵素処理に比べて化

学処理のため反応効率がよく，3）DNAの純度が低くても

可能で，4）同一検体に対しメチル化と非メチルの両方の

評価を行えるため信頼性がより高いという利点がある．

研究協力者の久保田は同一検体を用いてMPCRとメチル

化感受性制限酵素法の結果の関係をみたが，従来法がや

や高い値となることを除き，この二つの方法は良く相関

していた‡）．従来のⅩ連鎖性劣性遺伝疾患の保因者でのⅩ

染色体の不活化を調べた報告1，3川によると発症している

保因者はⅩ染色体の不活化の偏りを認めている．しかし，

我々は23例のDMD症候性保因者で10例は不活化の偏りを

認めたが，13例は正常範囲であった．またBMD症候性保

因者は2例ともⅩ染色体の不活化は正常範囲であった．

我々の結果がAzo托ifal）の報告と一致しなかったのは，方

法の違いだけでは説明できない．Azofbぬl）は11例のジス

トロフィン異常症について10例は血液より，1例のみ筋肉

由来のDNAを用いて検討している．我々は62例のジスト

ロフィン異常症で筋肉より36検休のDNAを抽出し検討し

ている．我々は筋肉と血液のメチレーションの比率の違

いについて3例で検討し，ほぼ同一の結果を得たが，少数

の検討でありさらに症例を増やせば臓器の違いによりメ

チル化パターンの差がある可能性もある．筋ジストロフ

ィーは骨格筋を標的臓器とする疾患であり，骨格筋にお

けるDNAのメチル化パターンの方がより病態を反映して

いると思われる．また，WCRは筋肉をすりつぶして行

っているため，筋肉組織全体のメチレーションの状態を

解析できるが，組織内での分布の偏りは評価できない．

異常ジストロフィン遺伝子が活性化されたアレルが筋肉

内で均等に存在すると，骨格筋は多数の核が癒合してで

きた多核体のため，正常ジストロフィン遺伝子が活性化

された核で合成された正常ジストロフィンmRNAが異常

ジストロフィン遺伝子が活性化された核支配領域まで到

達し正常ジストロフィンを合成するため筋症状が顕性化

しない．症候性保因者でランダムに不活化されている例

では，逆に正常ジストロフィン遺伝子が活性化された核

が偏在し，正常ジストロフィンmmAが異常ジストロフ

ィン遺伝子が活性化された核支配領域まで到達できず，

蛋白欠損により筋症状を引き起こすという機序が考えら

れる．いずれにしても症状のあるDMDならびにBMD保

因者の中にランダムなⅩ不活化パターンの者が含まれて

いることは，これまで支持されていた不活化の偏りだけ

では発症のメカニズムを説明できず，それ以外の因子も

関与していることを示唆している．
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筋ジストロフィー患者生検筋における免疫組織学的検討
－ジストロフィンおよびその関連蛋白の局在とホルマリン固定
パラフィン包埋標本でのジストロフィン染色の検討－
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はじめに

ジストロフィンは筋細胞膜において複数の細胞膜蛋白

と結合し・複合体dystrophin－glycoproteincomplex（DGC）を

形成している・Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）で

は，これまでジストロフィンの欠損とともにα－サルコグ

リカン，α1シントロフィンなども連動して脱落すること

が報告されている．また，神経型一酸化窒素合成酵素

（nNOS）も筋細胞膜，主にtype2線経に局在し，DMD症例

ではジストロフィン欠損と連動して脱落すること報告さ

れているl）・Becker型筋ジストロフィー症（BMD）も，ジス

トロフィン遺伝子の欠矢を原因とする臨床的にDMDより

軽症な疾患である．DMDはジストロフィン遺伝子のouト

Ofこ丘ame shiRの欠失によりジストロフィン蛋白が欠損す

るのに対し，BMDではジストロフィン遺伝子のin．舟ame

Sh泊の欠失により不安定なジストロフィン蛋白が合成さ

れる．したがって，筋細胞膜におけるジストロフィンの

免疫組織染色性も異なり，一般にBMDでは斑状あるいは

淡く染色される．今回の研究の目的は，筋ジストロフィ

ー症，特にBMD患者の生検筋におけるジストロフィンお

よびそれに関連するジストロフィン結合蛋白の局在を明

らかにすることである．

さらに，われわれはCatalyzedSignalAmpli爪cation（CSA）

システム（DAKO社）を利用することにより，ホルマリン

固定パラフィン包埋標本でのジストロフィン免疫染色が

一部可能であることを見出した．これまで筋ジストロフ

ィー患者生検筋におけるホルマリン固定パラフィン包埋

標本でのジストロフィン免疫染色は困難で，凍結切片で

の染色が余儀なくされていた．CSAシステム用いたDMD，

BMD，DMD保因者のホルマリン固定パラフィン包埋標

本での検討もあわせて報告する．

＊筑波大学臨床医学系神経内科

蜘日立製作所日立総合病院神経内科
＊＊＊国立精神・神経センター神経研究所

対象と方法

（1）筋ジストロフィー症生検筋におけるジストロフィンお

よびその関連蛋白の局在

対象：①Becker型筋ジストロフィー症例1（BMD・1）；20歳

男性．5－6歳発症，20歳歩行はかろうじて可能な比較的重

症例．ジストロフィン遺伝子はBeggsとChaimberlainのプ

ライマーを用いたPCR法にて，eXOn12・19の欠失．

②Becker型筋ジストロフィー症例2（BMD－2）；21歳男性．

学童期より走るのが遅い程度で，筋力ほぼ正常の歩行可

能な軽症例．ジストロフィン遺伝子はexon49の欠失．

③Duchenne型筋ジストロフィー発症保因者；25歳女性，

22歳発症で歩行可能な軽症例．ジストロフィン遺伝子検

索は未実施．

方法：上記3例の生検筋凍結切片を用い，一次抗体として

モノクローナル抗ジストロフィン抗体（DYSl，DYS2，

DYS3：Novocastra社），ポリクローナル抗α1シントロフィ

ン抗体（共著者武田，亀谷作製），ポリクローナル抗nNOS

抗体（ALEXIS社），モノクローナル抗αサルコグリカン抗

体（YLEM社）を用いてABC法，DAB染色による免疫組織

化学染色を行った．

（2）筋ジストロフィー患者生検筋におけるホルマリン固定

パラフィン包埋標本でのジストロフィン染色の検討

対象：‘Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）6例，Becker型

筋ジストロフィー（BMD）5例，Duchenne型筋ジストロフィ

ー発症保因者5例，疾患コントロール5例，正常例2例の生

検筋ホルマリン固定パラフィン包埋標本を用いた．

方法：上記標本を脱パラフィン後，ThrgetRetrievalsolu・

tion（DAKO）にて95℃，20分の前処置後，Catalyzed Signal

Amplification（CSA）システム（DAKO社）を用いて，モノク

ローナル抗ジストロフィン抗体（DYSl，DYS2，DYS3），モ

ノクローナル抗αサルコグリカン抗体の免疫組織化学染

色を行った．
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図1Becker型筋ジストロフィー症例PMD－1）生検筋の免疫組織化学染色

DYSl（roddomain），DYS3（N端），nNOSの各抗体の免疫染色では全線経が陰性であり，DYS2（C端），α1syntrophin（αlsyn），
α5arCOglycan（αSG）の各抗体ではほぼ全線経が明瞭に染色された．

図2　Becker型筋ジストロフィー症例PMD－2）生検筋の免疫組織化学染色
DYSl（roddomain），αlsyntrophin（αlsyn），nNOSの各抗体の免疫染色では，全体に染色性が弱く，また不均一なbatchy）染
色性であった．DYS2（C端），DYS301端）でも不均一性がみられ，αSarCOglycan（αSG）はほぼ全線経が明瞭に染色された．

結　　　果

（1）筋ジストロフィー症生検筋におけるジストロフィンお

よびその関連蛋白の局在

症例BMD－1では，筋細胞膜においてDYSl（roddomain），

DYS3（N端），nNOSが全線経で陰性となり，DYS2（C端），

α1シントロフィン，αサルコグリカンは全線経で陽性に

染色された（園1）．また，BMD－2では，DYSl（roddomain），

DYS2（C端），DYS3（N端），α1シントロフィン，nNOSに

て一部の線経で不均一な染色性を有し，αサルコグリカ

ンはほぼ全線椎で陽性となった（図2）．一方，Ducheme型

筋ジストロフィー発症保因者では，DYSl，DYS2，DYS3

ともにモザイク状に陰性線経が認められ，α1シントロフ

ィン，αサルコグリカン，nNOSも同様にモザイク状に陰

性を呈していた（図3）．
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（2）筋ジストロフィー患者生検筋におけるホルマリン固定

パラフィン包埋標本でのジストロフィン染色の検討

正常，疾患コントロール例ではDYSl，DYS2が明瞭に

染色されたが，DYS3，αサルコグリカンではほとんど染

色されなかった．DMD，BMD，DMD保因者の症例は，

DYSl，DYS2染色についてのみ行った．DMDでは筋細胞

膜に染色性がなく，BMDでは部分的な染色性を有し，保

因者では陰性線経がモザイク状に染色され，凍結標本と

同様の結果が得られた（図4）．なお，同時に行ったABC法

の免疫染色では上記の抗体では全く染色されなかった．

考　　　察

1994年，Kobzik，etal．2）によりnNOSが筋細胞膜，特に

りpe2線経に存在していることが報告されて以来，筋組織

におけるnNOSの局在や役割が注目されてきた．DMDの
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図3　DMD発症保因者の生検筋の免疫組織化学染色

DYSl（rod domain），DYS2（C端），DYS3OJ端），α1syntrophin（αlsyn），αSarCOglycan（αSG），hNOSの各抗体の免疫染色では，陽性
線経と陰性線経がモザイク状に染色された．
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図4　CSAシステムによるDYSl，DYS2抗体の免疫組織化学染色

コントロール（Cont）症例は，筋線経の筋細胞膜は明瞭に染色された．Duchenne型筋ジストロフィー症例PMD）ではDYSl，
DYS2とも全く染色されなかった．Becker型筋ジストロフィー症例（BMD）では，DYSl，DYS2とも全体にやや染色性が弱
く，また不均一な（patchy）染色性であった．DMD発症保因者では，DYSl，DYS2とも陽性線経と陰性線経がモザイク状に
染色された．
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生検筋ではジストロフィンの消失とともにnNOSも消失し，

ジストロフィンと関連して消長することが報告された．

一方，シントロフィンは，ジストログリカン複合体やサ

ルコグリカン複合体と同様にジストロフィン関連蛋白を

構成する蛋白の一つである．α1シントロフィンはその一

つで，ジストロフィンとC端に近い部位にて結合し，DMD

の生検筋ではジストロフィンの消失とともに消失する．

また，骨格筋ではPDZドメインのモチーフを介してα1シ

ントロフィンとnNOSが結合していることが報告されてい

る3）．また，BMDにおけるジストロフィン，α1シントロ

フィン，nNOSの局在も検討されており，nNOSはジスト

ロフィン同様不均一に染色されるものや消失するものま

で症例によりその染色性は異なり，一方α1シントロフィ

ンは陽性に染色されることが報告されている4）．

今回，われわれの検討では，比較的重症な症例BMD－1

では，DYS2（C端），α1シントロフィン，αサルコグリカ

ンは明瞭に染色されたが，DYSl（roddomain），DYS3（N端）

のジストロフィン，nNOSの染色性がともにも消失してい

た．症例BMD－1のジストロフィン遺伝子は少なくとも

exon12・19が欠失しており，DYSl（rod domain），DYS3P

端）のジストロフィンの染色性が陰性であることに一致し

ている．この結果はChao，etal．の報告4）に類似しているが，

N端，rOddomainのジストロフィン染色性が完全に消失し

ているにもかかわらず，C端のジストロフィンが残存す

るという従来の報告とは異なる特異な染色性を有してい

る．この症例では，α1シントロフィンおよびDYS2（C端）

は陽性に染色され，DYSl（roddomain），DYS3（N端），nNOS

の染色性が陰性となったことより，筋細胞膜における

nNOSは，N端あるいはrod domainのジストロフィンとも

何らかの関連をもって存在することを示唆する結果と考

えられる．軽症のBMD－2では従来の結果とほぼ同様の結

果と考えられる．したがって，BMDでは重症度や遺伝子

の欠失部位などにより，ジストロフィン，α1シントロフ

ィン，nNOSの染色性が異なることが示された．

CSAシステムは，従来のABC法の反応ステップにビオ

チン標識タイラマイドとパーオキシダーゼ酵素の触媒反

応ステップを加えた免疫染色システムである．ABC法に

比較して超高感度であり，ホルマリン固定パラフィン包

埋標本に対してこれまで検出できなかったモノクローナ

ル抗体の一部が検出可能となるなど，臨床的に病変を有

する組織での応用も報告されている5）．今回のわれわれの

結果は，CSAシステムを利用することによりホルマリン

固定パラフィン包埋標本での抗ジストロフィン抗体DYSl，

DYS2の免疫染色が可能となり，凍結標本が得られない症

例でのDMD，BMD，DMD保因者の診断やスクリーニン

グに有用と考えられる．
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X連鎖拡張型心筋症（X－linkeddilatedcardiomyopathy）における
分子生物学的研究

吉　田　邦　広■

研究協力者　中　村　昭　則＊

武　田　伸　一…

話　　　言

‘x連鎖拡張型心筋症（X・linkeddilated cardiomyopathy；

XLDCMと略す）はジストロフィン異常症の一病型であり，

臨床的に骨格筋障害が軽微でありながら10・20歳代で致死

的な拡張型心筋症を呈することが特徴である．我々は本

研究班においてジストロフィン遺伝子筋型exonl近傍の欠

矢が疑われたXLDCM2家系に注目し，臨床病理学的およ

び分子遺伝学的な検討を行った．同様にジストロフィン

遺伝子5I端に異常を有するXLDCM患者はMuntoniら，

Milasinらによっても報告されⅠ＞3），XLDCMの中でも1つの

サブタイプをなすものと考えられる．このような特異な

遺伝子異常と臨床表現型との関連についてはintronlに存

在する転写制御配列の関与が推測されている4）．またジス

トロフィン遺伝子の発現に関連して脳型やプルキンエ細

胞型など筋型以外のジストロフィン分子種の代償的発現

が病態の修飾に関与する可能性も指摘されているlP）．そ

こで我々は自験例についてその詳細な欠失地図を作製す

るとともに骨格筋において筋型，脳型，プルキンエ細胞

型の各ジストロフィン分子種の発現を検討した．

対象と方法

対象は当科で経験したXLDCM2家系4患者である

（図1）5ト7）・うち3名はすでに拡張型心筋症によるうっ血性

心不全のためいずれも10歳代で死亡している．いずれの

患者も高CK血症が見られたが，臨床的に明らかな筋萎縮

や筋力低下は認めなかった．

この2家系においては以前にmultiplexPCR法および

Southemblot法によりジストロフィン遺伝子を解析し，筋

型exonlからintronlにかけての欠矢を示唆する結果を得て

いたため5），今回はその詳細な欠失範囲を決定するため

inversePCR法を用いた．方法は患者ゲノムDNAをmndTII

で完全消化し，Selflligateしたものを鋳型としてinverse

PCRを行った7）．inversePCRのプライマーは筋型ex。nlお

よびその上流に設定した（図2A）．得られたPCR産物の塩

基配列を決定し，正常のジストロフィン遺伝子配列と比

＊信州大学医学部第三内科
＊＊国立精神・神経センター
＊榊国立療養所東埼玉病院

矢　崎　正　英■　池　田　修　一＊

石　原　博　幸…

較検討した．ジストロフィン分子種の発現に関しては骨

格筋からtoblRNAを抽出した後，筋型、脳型、プルキン

エ細胞型各分子種に特異的なexoml内にセンスプライマー

を設定，eXOn4に設定したアンチセンスプライマーとの

組み合わせでRT－PCRを行った‘）．

結　　　果

ジストロフィン遺伝子の筋型exonlを含む〟加dIII断片は

3．4kbとされ4），プライマーの設定上，正常対照ではhYerSe

PCR法にて2・7kbのPCR産物が予測されるが（図2A），実際

に患者では約3．Okbの産物が特異的に増幅された（図28）7）．

このPCR産物の塩基配列を調べたところexonl内に603bp

の挿入配列が見られ7），これにより筋型exonlは中断され

ていた（図2C）．この挿入配列は両端を16塩基ないしは17

塩基のdirectrepeatsではさまれ，かつ一端に約70個あまり

のpoly（T）tractsを有していた（図2A）．また今回検討した2

家系患者で同一部位に同一の挿入配列が確認された

（図3）7）．

骨格筋における各分子種の発現に関してはXLDCM患

者（図1の症例1）では筋型が検出されず，脳型，プルキン

エ細胞型はいずれも過剰発現していた‘）．疾患対照として

用いたBecker型筋ジストロフィー患者2名（exon45－47欠失

症例，eXOn45－48欠失症例）の骨格筋では正常対照と比べ

て筋型，脳型，プルキンエ細胞型のいずれも過剰発現し

ていたが，脳型およびプルキンエ細胞型の発現はXLDCM

患者に比較してその程度が軽度であった（図3）6）．

KfamiJy Nfamily

品量
（18yo）　　（15yo）（14yo）

図1XLDCM2家系の家系Egl．（）内は死亡時の年齢を
示す．
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603－bpinseHion

LIsequence（invelted）
200　　　　　　　　　　　216

173】TATTATACTC．…TAATGGGA

217

lTACCAOCIIIIIHIATCmCmTATACACHliCAAAATGCJTT－

工、・、、し，ゴ川

L15用■■（Ah

（A）n

StORF　　　　　　　　　3－ORF

0　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　61くb

B M12　　C

3．054－

2．036－

216

insertion

QAAGAACTTTTAC CAGGTTでTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTで

園2　A：ジストロフィン遺伝子筋型exonl周辺の制限酵素地図とinversePCRおよびgenomicPCRに用いたプライマーの相対的位

置（上段のパネル）および筋型exonlへのヒトLlelementによる挿入変異を示す（中，下段のパネル）．ヒトLlelementの2つの

Openreading舟ameのほとんどを欠いた5l・trunCatedfbrmが筋型exonlの5一非翻訳領域に逆方向に挿入されている．

B：inversePCR（園1の症例l）．firstPCRはプライマーDMD－3とDMD－10を使用（lanel，2），SeCOnd（nested）PCRはプライマー

DMD－5とDMD－8（1anel），プライマーDMD－5とDMD－12（1ane2）を使用した．患者では約3．Okbの産物が特異的に増幅された．

プライマーの番号は図2Aに示す．LaneMはIkbDNAladder（GibcoBRL）．
C：inversePCR産物のシークエンス．筋型exonlの途中から約70あまりのTstretchが見られる．

M12　3　4　5

－884

－281

園3　genomicPCR．XLDCM患者（Iane1－3，圃1の症例番

号1－3に対応している）では正常対照（lane4，5）より明
らかに大きなPCR産物を認める．プライマーは

DMD－1とDMD－18を使用した．Lane Mは1kb DNA

ladder（GibcoBRL）．

考　　　察

今回の検討により我々が従来から筋型exonlからintronl

にかけての欠夫と考えていた変異は実際は欠失ではなく

筋型exonl内の挿入変異であることが判明した．この挿入

配列はホモロジー検索よりヒトLl elementの一部，すな

わち本来のLlelementから2つの0penreading＆ameを欠い

た51trunCatedfbrmと考えられた．Llelementは哺乳類のゲ

ノムDNA中に104コピー以上存在する繰り返し配列であり，

通常，intronに存在しnon－pathogenicであることが多いが，

血友病A，Duchenne型筋ジストロフィーなど当該遺伝子

のexon内への挿入により発症した患者が報告されている．

今回，血縁のない2家系で同一の挿入変異が共通して見ら

れたことからこの変異が日本人XLDCM患者に特異的な

変異である可能性もあり今後，原因不明の高CK血症を伴

う拡張型心筋症患者においてはこの挿入変異を検索する

必要がある．
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ControT XDLCM BMDI BMD2

1　1日　＝　「　l
M B P M B P M B P M B P

438bp（M）－

240bp（P）

219bp（B）
／‾

図4　骨格筋における筋型，脳型，プルキンエ細胞型ジストロフィンの発現．XLDCM患者（図1の症例1）では筋型が検出されず，
脳型およびプルキンエ細胞型が過剰発現している．Becker型患者（BMDl（exon45－47欠失症例），BMD2（exon4548欠失症例））
では筋型のみならず脳型およびプルキンエ細胞型の過剰発現が見られる．controlは皮膚筋炎患者骨格筋．

骨格筋におけるジストロフィン分子種の発現に関して

は臨床表現型のいかんにかかわらず筋型ジストロフィン

の減少に伴い，脳型およびプルキンエ細胞型ジストロフ

ィンが代償性に過剰発現するものと考えられる．また自

験XLDCM患者において筋型が検出されなかったことは

exonl内に存在する特異な挿入変異が筋型の転写を阻害す

るものと推測される．自験XLDCM患者においてはその

変異が筋型exonl内に限局するため過剰発現した脳型およ

びプルキンエ細胞型はいずれもintactなものであり，骨格

筋の変性に対して抑止的に機能する可能性が考えられる．

一方，hot・SpOtに欠矢を持つBecker型筋ジストロフィー患

者においては過剰発現した脳型およびプルキンエ細胞型

も筋型と同様に構造的に，および機能的に不完全なもの

であり，結果的に筋型を代償し得ないのではないかと思

われる．

今回の検討ではXLDCM患者の心筋が入手し得なかっ

たが，臨床的に心筋障害を有する他のジストロフィン異

常症患者（Duchenne型2名，Becker型3名）において骨格筋

および心筋からtotalRNAを抽出し，RT－PCR法にて脳型

ジストロフィンの発現を正常対照と比較検討したところ

ジストロフィン異常症患者においては脳型は骨格筋では

一様に過剰発現しているが，心筋では対照と有意差を認

めなかった．このことはジストロフィン分子種の発現調

節機構が骨格筋と心筋で異なることを示唆するものであ

り，心筋では骨格筋に比べて脳型による機能的代償が起

こりにくいことが予測される．

したがって筋型以外のジストロフィン分子種の代償性

過剰発現はジストロフィン異常症では一様に起こるが，

たまたまその遺伝子異常が筋型exonl周辺に限局する場合，

血11－lengthの脳型およびプルキンエ細胞型ジストロフィン

が効果的に筋型の機能を補完すること，この代償機構が

－28－

心筋に比べ骨格筋において起こりやすいことがXLDCM

の特異な病像の形成に関与するものと思われる．ただし

ⅩLDCM患者においてはジストロフィン遺伝子5－端以外の

部位にも変異が複数同定されており，XLDCMの成因に

関しては他にいくつかの要素が関与することは疑いない．

XLDCMにおける分子遺伝学的および細胞生物学的検討

はジストロフィン分子の構造と骨格筋および心筋におけ

るその機能を解明する上で興味深いアプローチであると

考える．
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ジストロフィン異常症におけるプロスタグランジンD
合成酵素の発現

谷　池　雅　子■

研究協力者　毛　利　育　子■　　岡　田　伸太郎■

要　旨　ジストロフィン異常症患者（Duchenne型型筋ジストロフィー症・Becker型筋ジストロフィー症）生検筋において

プロスタグランジンD之の合成に関わる酵素群の発現を免疫組織化学法を用いて調べた．重症型のDuchenne型筋ジストロ

フィー症においては，ホスホリパーゼA2，シクロオキシゲナーゼー2，造血型プロスタグランジンD合成酵素はいずれも

壊死線経に強い発現が認められたが，軽症型のBecker型筋ジストロフィー症及び対照筋線経にはこれらの酵素の発現は

認められず，病態へプロスタグランジンD2が関与している可能性が考えられた．

はじめに

エイコサノイドはホスホリパーゼAユ（PLA2）の作用によ

り作られるアラキドン酸を前駆体とする脂質メディェ一

夕ーの総称であり，炎症を含めた広範な生体反応に関与

している．アラキドン酸よりシクロオキシゲナーゼ

（COX・2）の作用によりプロスタグランジンベルオキシド

が合成され，さらに酵素反応により種々のプロスタグラ

ンジンが合成される．これらの合成系をアラキドン酸カ

スケードと呼ぶ．pLA2，COXはそれぞれ構造型・誘導型

のアイソフォームを持ち，分泌型ⅠIAPLA2，COX・2はそ

れぞれの誘導型である・また，プロスタフランジンD2

（PGD2）についてはこれを合成するプロスタグランジンD

合成酵素（PGDS）が知られている．

近年種々の筋ジストロフィー症の原因として多様な分

子生物学的異常が明らかになっているが，筋線経がなぜ

どのようにして壊死に陥るのかについては未だ明らかで

は無い・Duchenne型（DMD）およびBecker型筋ジストロフ

ィー症（BMD）患者の筋組織でPLAZ活性が上昇していたと

の報告1），ヘビ毒より抽出されたPLA王を動物に投与して

DMD類似の壊死・再生を生じたとの報告2），DMD患者由

来の筋組織培養上清にプロスタグランジンE2（PGE2）増加

が認められたという報告があり3），筋芽細胞壊死・再生へ

のエイコサノイドの関与が示唆されている．一方，ジス

トロフィン異常症の壊死・筋線維化と肥満細胞浸潤が相

関するとの報告があり4），しかも肥満細胞は造血型

PGDS（hPGDS）を発現して，PGD，を産生することが知ら

れている5）・我々はPGD2がジストロフィン異常症の病態

へ関与している可能性を検証するために，免疫染色を用

いた予備実験を行った．

■大阪大学医学部小児科

対象および方法

リンパ球DNAを用いたPCRまたは生検筋のジストロフ

し，臨床的にDMDまたはBMDと診断した1歳・7歳のDMD

イン免疫染色にてジストロフィン異常症との診断を確定

患者，14歳のBMD患者の生検筋と，壊死再生を認めない

筋疾患患者の生検筋を対照として用いた．5〃m凍結切片

をアセトンにて4℃10分間固定後に，0．3％H202／メタノー

ルにて内因性ベルオキシダーゼ活性を阻害，0．3％トラ

イトンX・100・20％正常血清／phosphate bufftredsaline

（PBS）にて非特異的反応を抑制した後，1次抗体としてマ

ウス抗ヒトⅠIAPLA2抗体（2クローン・塩野義株式会社研

究所有田先生より供与），ヤギ抗ヒトCOX－2抗体（Santa

CruZ社），ウサギ抗ヒトhPGDS抗体（大阪バイオサイエン

ス研究所妾出先生より供与）を用いた．対応する2次抗体

（ビオチン化抗マウス・抗ヤギ・抗ウサギIgG抗体），引

き続きABC試薬（Ⅵctor）を用いて，ベルオキシダーゼ活性

をDA別こて可視化した．また，連続切片にHE，Gomori－

trichrome，及びtoluidineblue染色を施行した．

結　　　果

対照筋・BMD患者筋・DMD患者筋全てにおいて問質

内に散在性に肝GDS陽性細胞が認められ，これらは連続

切片のtoluidine blue染色にてメタクロマジアを示す顆粒

を有することより肥満細胞と考えられたが，その数は

DMD＞対照筋・BMDであった．

DMD筋ではこれらの問質の陽性細胞以外に，hPGDS陽

性の筋線経を多く認め，連続切片におけるHE染色との対

比により壊死線維であると考えられた．hPGDS吸収抗体

との反応，また1次抗体を省略するとこれらの壊死線経は

染色されず，免疫反応は特異的であると考えられた．必

ずしも肥満細胞とh－PGDS陽性壊死線経の局在は一致せず，

hPGDS陽性線経は幼少患者筋では散在していたが，年長

患者筋では群を形成し，その大半はIIAPLA2またCOX－2
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でも陽性であった．BMD筋では壊死線経は稀であったが，

hPGDS・COX－2・IIA PLA2陽性線経を認めず，対照筋で

もhPGDS・COX－2・IIAPLA2陽性線経を認めなかった．

考　　　察

わずか2例のみの検討であるが，DMD患者壊死筋にお

いてhPGDS並びにその上流酵素の誘導型が強発現してお

り，PGD之の産生が誘導されていると考えられた．肥満細

胞はhPGDS陽性であったが，必ずしも壊死線経の近傍に
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局在する訳ではなく，両者の関連に関しては不明である．

LindahlらはDMD患者筋・BMD患者筋において，PLA2活

性は年齢依存的に変化すると報告しておりり，PGD2の産

生誘導も年齢（病期）依存的であることが考えられる．今

後検討症例を増やすことにより，壊死線経における

hPGDSの強発現がDMDに特異的なものであるのか或いは

他の病因による筋壊死にも普遍的に認められる現象であ

るのか，また，病期との関連についても検討していく予

定である．
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図17歳DMD患者筋連続切片

AHE染色，E”PGDS免疫染色．壊死線経にhPGDS陽性は強発現されている．スケールバー：39FLm
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図2　7歳DMD患者連続切片

AnAPLA2免疫染色，BCOX－2免疫染色，ChPGDS免疫染色．hPGDS陽性線経はnAPLA2，COX－2も強発現している．
スケールバー：79J上m
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