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研究報告書の作成にあたって

本報告書は，平成11～13年度にわたって行なわれた「筋ジストロフィー及び関連疾

患の臨床病態解明と治療法開発に関する研究（11公一1）」の最終報告書である．

当班は，最初国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第一部部長荒畑喜一先生

を班長とし，班員37名をもって，①未知遺伝子の単離と臨床表現型・遺伝子型の本態

を解明する“診断研究”，②疾患の病態機序解明と筋細胞の分子生物学的研究を行な

う“病態研究”，③科学的根拠に基づく有効な薬物治療と細胞治療を目指す“治療研

究”，の3つを目標として始められた．ポストゲノムの時代を迎えfunctionalgenomics

機能解析遺伝学の観点から班構成を組み，研究促進を効率的にはかるためENMC（ヨ

ーロッパ神経筋連合）型の小グループによる実務的目標設定型研究分科会を年数回開

きつつ全体会議による討論を行なう計画とした．

当研究班の前年までは石川春律群馬大学教授を班長とする「筋ジストロフィーの分

子病態学的基礎研究（8指－1）」（所謂筋ジス1班）と高木昭夫虎の門病院神経科医長を

班長とする「筋ジストロフィー及び関連疾患の臨床病態と治療法に関する研究（8指

＿2）」（所謂筋ジス2班）を発展的に合同・再構成して，公募班として出発したが，平

成12年12月荒畑喜一班長が悪性腫瘍で急逝されたため，最終年度にあたる平成13年度

に清水が引き継いだ次第である．日本の班研究の草分けである当班を高名な先達の活

躍に優るべく支援し，筋ジス病態解明と治療開発の発信源とならんことを意図しつつ，

平成11～13年度の3年間にわたる研究総括を報告する次第である．関係諸氏のご講評，

ご批判をいただけると大変有り難く存じます．

締めるにあたり，永年にわたり研究促進に多大な努力をされている筋ジストロフィ

ー協会理事長河端静子氏，様々なご助言をいただきました国立精神・神経センター総

長高橋清久先生，同神経研究所長高嶋幸男先生，同武蔵病院長埜中征哉先生，筋ジス

トロフィー総合班班長杉田秀夫先生に深謝するとともに，当班の運営幹事として見え

ざる努力をしていただいた栗原照幸東邦大学教授に感謝申し上げる次第である．

平成14年3月

国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第一部　　　帝京大学医学部神経内科

部長　荒　畑　喜　一　　　教授　清　水・輝　夫
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総　括　研　究　報　告



総　括　研　究　報

主任研究者　荒　畑　喜　一／清　水　輝　夫

本班は筋ジストロフィー及び関連疾患のl．診断研究（未知遺伝子解析と診断法），軋　病態研究（疾

患病態とその基盤解明），日．治療法開発（薬物治療と細胞治療）を3本柱とし，基礎・臨床を含む実

務者による小グループワークショップsGWにより研究を促進し以下の主要結果をえた．

I．診断研究（未知遺伝子解析と診断法）

1．肢帯型筋ジストロフィーLGMDs／遠位型筋ジストロフィーに大きな進展がみられた．概略LGMDs

の約2％がcaveolin－3異常などのtypel（常優），他は常劣（type2）で，約23％がtype2A（Calpain異常症），

16－30乳がtype2B（dysftrlin異常症）であり，本邦ではこの2型が最も多く，typeS2C－F（α，β，γ，6

－SarCOglycan異常症）は約10％であった・

1）calpain異常症；missense変異が半数以上の患者にみられ，Calpain遺伝子の全領域に分布し，本
邦ではG233V，R461C，D707G，1796insAが多く，諸外国と異なる．これにより，約70％の患者

を遺伝子診断できる．イムノブロット／免疫組織法では約90％にCalpain蛋白の消失減少があり，

最も有用な早期診断法といえる．しかし，これで発見できない患者が存在することも事実である．

このため，より簡便で確実な“calpastatinを基質とするcalpain活性測定法’’を開発し臨床診断に
応用を試みる段階にきた．

2）DysferHn異常症；肢帯型と遠位型（三好）の2臨床型が主なもので，その変異はdysfbrlin遺伝子
の全領域にわたり，約60％がG1310＋1A，C1939G，G3370T，3746delG，4870delTの5変異であっ

た．G3370Tは軽症型，C1939G，G3510Aは重症型であった．また，3746delGは遠位型であった．

遺伝子診断は必ずしも高率でなく，生検筋の免疫染色／イムノブロット法の両者に異常がある場

合に強く疑われる．遠位型の75％は免疫組織／イムノブロットの併用で同定できるが，25％は診

断できない．今後，より信頼のおける診断法の開発が望まれる．

2．福山型先天性筋ジストロフィーFCMDおよび類縁疾患；FCMD患者の9割は3’非翻訳領域に

retrotransposon挿入をもち，fukutinは産生されない．良質な抗fukutin抗体がなく，末梢血の遺伝子

診断により90％以上診断できる．FCMD類縁疾患であるmuscle－eye－brain症候群（MEB）の責任遺伝子

として1p33－34に局在する糖鎖修飾酵素POMGnTlが同定された．これはUDP－N－aCetylglucosamine：

potein0－1inked mannose　β1，2－N－aCetylglucosaminyltranftraseで，筋・末梢神経・脳に限局する
0＿mannOSeにGIcNAcを付加する新規の糖転移酵素であった．MEB　6症例の解析から，点変異ホモ

または複合ヘテロがみつかった．

ll．病態研究（疾患病態とその基盤研究）

1．疾患病態とその基盤

1）Duchenne／Becker型筋ジストロフィーDMD／BMD；

Dystrophin／dystroglycannaminin接着系の分子構築理解がすすみ，dystrophin C端での①

syntrophin／dystrobrevin，②sarcoglycan（αβγ6）／Sarcospan，③α，β－dystroglycanの結合があった・

これに関連してcaveolin－3，MAGI－1／β－Cateninqcfsignal，dystrobrevin祀esmuslin／plectinが確認され

た．また，膜型matrixmetalloproteinaseがβ－dystroglycan分解に関与し，筋障害機序の1つが判明

した．

2）FCMDと類縁疾患；

神経細胞の遊走異常／層構築障害や筋ジストロフィーは脳表面や筋細胞の基底膜異常に伴うも

ので，分子レベルでも1amininsubunits異常，未知の基底膜蛋白p180とα－dystroglycanの減少が判
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明，dystroglycan連関の破綻が示唆された．9p31に局在する責任遺伝子産物fukutinは，筋細胞，

神経細胞，Caja1－Retius細胞のGolgi体から細胞外に分泌され膜蛋白の糖鎖修飾を行なうと推定

された・117症例の分析からfukutinの非翻訳領域exonlOのtransposon挿入ホモが90％で，重症型

であり，その他の変異を持つ複合ヘテロは比較的軽症であった．類縁疾患MEB遺伝子産物は

0－glycan転位酵素であり，筋で完全酵素欠損し，α－dystroglycanが激減していた点から，α

－dystroglycanが筋ジス発症の枢要な要素であり，酵素療法への展望を開いた．

3）calpain異常症；

ヌル型変異は重症で，ミスセンス型変異ではG233Vはcalpain完全欠損で重症型，D707Gホモ

とR461Cホモはcalpain減少で軽症型であった・Proteinase活性だけを失括させた変異calpainを発

現するtransgenicmouseの解析から，Calpainのproteinase活性不全が筋障害の根本原因であること

が判明した．calpainは筋scaff01dproteinであるconnectinを主要ターゲットとし，COnneCtin崩壊→

筋構造蛋白・筋膜（Tcap→Kchannel）・核（Murf1－3）に深甚な影響を及ぼす病態が考えられた．

4）Dysferlin異常症；

肢箱型と遠位両型があり，その遺伝子変異と臨床型との関係が注目され　変異3746delGが遠位

型となることが判明しているが，今後の解明が必要である．Dysftrlinには結合蛋白の存在が示唆

され，CaVeOlin－3との機能連関が考えられた．Dysferlin異常の筋障害機序は未解決であるが，

dyrferlin－relatedERstressapotosisがみつかり，今後の進展が期待された．

5）筋緊張性ジストロフィー（DMl，DM2）；

非翻訳領域にあるCTGrepeat延長（DMl），ccTGrepeat延長（DM2）によりその遺伝子産物（DM

kinase，ZincnngerproteinZNT9）活性を低下させる．これらのmRNAに結合するCUG／CUGG結合

蛋白が2種（CUG－BP，EXP／MBNL）同定されRepeat延長したRNAとの結合の促進，当該RNAの

細胞質内移行の阻害，他のRNAとの結合欠乏，その結果多様なRNA発現が障害されるとするRNA

仮説が提唱された．事実，DMl遺伝子下流にあるSIX5遺伝子発現が抑制され白内障が生じたり，

別の染色体上の遺伝子発現（tau蛋白，βtubulinなど）に障害がみられ　広範な臓器の多様な病変

が説明できた・この変化は筋細胞のアポトーシスを促進するが，Apotosis抑制薬で抑制できること
が判明した．

2．モデル動物の作成

①fukutinホモ欠損細胞をマウス月引こ注入してキメラマウス（FCMDモデル），②calpainの活性中心

のCysをSerに変異させ，酵素活性だけを失括させた変異型を発現するtransgenicmouse（LGMD2A

モデル），③caveolin－3のmissense変異PlO4Lをもつtransgenicmouse（LGMDICモデル），④caveolin－3

exon2欠矢のcaveolin－3ホモ／ヘテロ欠損マウス，⑤poly（A）－bindingprotein2遺伝子のexonlの野生

型ArG（GCG）6（GCA）3GCGを，‥（GCG）9　‥に変換したtransgenicmouse（眼咽頭型筋ジスモデル）

が得られ，病態解明と治療法開発に有力な武器ができつつある．

川．治療法開発（薬物治療と細胞治療）

1・StOPCOdonの読み越えをおこすアミノグリコシド系抗菌薬ネガマイシンを，mdxdystrophymouse

に投与し，約10％のdystrophinを回復できた．今後dystrophydog，ヒトDMDIBMDの約10％の患者

に適用しうる，毒性の少ない治療法と期待できる．当法は類似の変異をもつ多数の疾患に応用できる

点からも注目される．

2・PyruVatedehydrogenasekinaseを阻害する乳酸降下薬djcMoroaceticacid（DCA）をミトコンドリア

脳筋症MELAS患者4例に，4－6年間投与された結果が発表され，乳酸／ピルビン酸値・脳梗塞様発

作・頭痛・けいれん・易疲労性の改善がみられ，頭部MRI所見・脳波異常・難聴・知能は徐々に悪

化，肝障害・末梢神経障害・低Ca血症などの副作用があった．なんらの治療薬がない現段階では比

較的安定した長期効果が期待できる．

3．ピルビン酸NaはMELAS，MERRFiCPEOなどミトコンドリア脳筋症の高乳酸血症症状（吐き気，嘔

吐，倦怠）の改善に緊急避難的に用いると有効であった．
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4．taurineは，MELASでの，3243と3271塩基に点変異をもつ変異tRNA－Leu（UUR）やMERRFでの，

8344塩基に点変異をもつ変異tRNA一叫Sのanticodonに結合できず，蛋白合成が停止することが判明・

これらの変異tRNAをもつサイブリド細胞を高濃度taurine存在下に培養すると，ミトコンドリアの

形態が正常化し，機能も回復した．MELAS，MERRFにtaurine大量療法の期待が得られた．

5．糖原病の第1次全国調査を行ない，2292施設のうち62％から回答を得，過去10年間の診断症例数

は143例であった．内訳は，II型（acidmaltase欠損），III型（debrancherenzyme欠損），V型（筋

phosphorylase欠損＝McArdle病）が主要3型で約70％を占めた・このうちV型の生検筋では

phosphoryTase結合性vitamineB6が10％以下に減少・培養筋細胞にvitamineB6投与すると

phosphorylase活性が回復できることが判明し，有力な治療法である可能性が浮上した・

6．h。me。b。X遺伝子MsxIcDNAをマウス骨格筋へ導入し，脱分化して分裂増殖可能な単核細胞がえら

れた．幹細胞類似の機能を有し，細胞治療への端緒を得た．

7．筋緊張性ジストロフィーのmyotonia改善薬としてdehydroepiandrosteronesulfate（DHEAS）・ス

ーパーアポトーシス抑制因子Bc］－XFNKが開発できた．

主要筋疾患の遺伝子同定がおおむね出そろい，今後の展開として，dystrophin－dystroglycanと基底膜，

dysftrlin，Calpainの異常症やFCMDについて，①genotypephenotype連関，②より簡便で確実な診断法

の確立，③蛋白レベルの機能病態解析，・④そこから得られる薬物治療／細胞治療の開発が急務である・

基礎と臨床の協力による成果が大きく，すでに有力な方法が示唆されており実現可能な分野がある・

また，主要筋ジスであるFSHD，emerin／lamin異常症について進展が得られず今後の重点領域と考える・

上記結果は独創性が高く，emerinnaminAJC異常症以外は諸外国をリードしている内容である・

－5－
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Ⅰ．肢帯型／遠位型（三好）筋ジストロフィー



骨格筋特異的カルパイン及びコネクチンが介する情報伝達系

と肢帯型筋ジストロフィー2A型の病態機序の解析
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目　　　的

肢帯型筋ジストロフィー2A型（LGMD2A）の責任遺伝

子は1995年にC4P〃J，即ち，骨格筋特異的カルパイン

p94（カルパイン3とも呼ばれる）の遺伝子であることが報

告された．現在までに100以上の病原性変異がCAP〃j遺

伝子座に見出されており，その半分以上がミスセンス変

異である（図1A参照）．

しかしながら，その発症機構については不明な点が多

く，C4fWゴ遺伝子欠損が本質的に意味するところが不明

であった．他の筋ジストロフィーでは構造蛋白質の構造

的欠陥による膜構造不全が細胞外Ca2＋流入を増加し，い，

m＿カルパインの過剰活性化による筋蛋白質過剰切断が

筋細胞崩壊のスキームとして広く受け入れられている．

そのアナロジーでは，LGMD2Aにおいてもp94は実際に

は構造蛋白質として機能し，その構造破壊がLGMD2A発

症の本質である，という可能性も考えられた．一方で，

LGMD2Aはやはりプロテアーゼであるp94の酵素活性の

欠損が原因である可能性もあり，まず，このどちらが正

しいかを明確にすることがLGMD2Aの分子機構理解へ

の第一歩であると考え，本研究の第一の目的はこの点を

明確にすることにした．

我々は後述のようにプロテアーゼとしての機能が必須

であることを明らかとした．そこで次に問題となるのは，

p94のプロテアーゼ活性不全がどのように最終的に症状

を引き起こすのか，という点である．これはLGMD2Aの

分子機構を明らかにすることであり，他の筋ジストロフ

ィーの発症機構との異動を明確にすることで，筋ジスト

ロフィー共通の機構を解明することにつながると期待さ

れる．そのためには，広範な解析が必要であるが，我々

は，p94の他にp94と特異的結合が確認されているコネク

チン（タイチン）及び組織普遍的カルパインの3分子種に

焦点を当て解析を行うことを第二の目的とした．
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方法と結果

1）LGMD2Aはp94のプロテアーゼ活性不全により発症す

るか？：

この点を明らかにするために，LGMD2Aの病原性変異

の中でミスセンス変異に注目し，10種類について変異p94

を作成・発現し（図1A），その生化学的性質を解析した．

その結果，全ての変異体に共通に基質のプロセシング活

性消失が観察された．さらに，p94の活性中心のCysをSer

に変異させ，プロテアーゼ活性だけを消失させた変異p94

を発現するトランスジェニックマウスを作成して解析し

た結果，変異p94蛋白質の蓄積とLGMD2Aと類似のミオ

パチー症状が見出された．以上より，LGMD2Aの発症は

p94のプロテアーゼ活性不全が根本原因となることを明

らかとした．

2）コネクテンの部位特異的リガンドの同定：

コネクチンの各部位をドメインごとに区切り，ヒト骨

格筋cDNAライブラリーを用いた酵母Two－Hybrid系でス

クリーニングした．その結果，図2に示すように各部位

特異的なリガンドが多数同定された．まず，N末端（Z

繚部位）に結合する分子としてTcap（テレソニンとも呼

ばれる）が得られた．rrlcapは，LGMD2Gの責任遺伝子産

物であり，K十一チャネルminKと特異的相互作用し，コネ

クテンキナーゼの基質となること，が報告され極めて

興味深い分子であといえる．

また，コネクチンキナーゼ領域（M線付近）には，

MURFl（Muscle－SpeCincRING－hgerprotein）の結合を同

定した．さらに，MURF2，3というホモログが存在し，

互いにホモ・ヘテロダイマーを形成すること，核移行し

て転写因子としても機能することを明らかとした．

MURFl＿3は，ユビキチン結合酵素（E2）であるUBC9や

ポリユピキチン鎖切断酵素であるISOT3とも結合するこ

と，MURFlのノックアウトマウスは筋萎縮耐性を持つこ

と，等から，MURFlと骨格筋での蛋白分解との密接な関

係が強く示唆されて，大変興味深い．他の知見も総合す

ると，コネクテンは筋原線維中で巨大な土台蛋白質

（scaffbldprotein）としてシグナル伝達の交通整理を行っ

ており，p94，TcapやMURFlなどが必要に応じて解離し，

細胞膜や核へとシグナルを伝達すると考えられた（図3）．
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A

P94／

Calpain3

Ca2十一Binding

Domain

Aク舛伊ル／けJウノの「次点感とエG〟82Aで屠舶ねた虜紺ミスセンス変身骨格筋に特異的に発現するp94
は組織普遍的カルパインである〃－，m－カルパインの活性サブユニットと高い相同性を持ち，4つのドメイン，プ

ロ龍城（I）・プロテアーゼ領域（lIa＋llb），C2様CaZ・一結合街域（IIl），及び5xEF－ハンドCaZ場合領域（IV），に分割でき
る・さらに・特異的なNS・ISl・IS2額域をそれぞれドメイン川b，lItに持ち・この部分を欠失するp94△は自己消
化活性が弱まり安定化する・四角で囲んだ変異は本研究で作成し，解析したものである．

B肌－カル／けンの立体岸茸と上G〟か加の疲厨普ミスセンス変芽の好摩の虔薪全体として薄い楕円円盤状の構造
をしており・時計方向にドメイン川a・IlいIl，ⅠVIVと並び，分子内相互作用により閉じた構造を形成している．
活性サブユニット（ドメインⅠ～IV）の構造はp94と極めて高い相同性があるため，LMGD2Aで見出されている
p94の変異をm－カルパイン活性サブユニットの構造に投影してみた・その結果，プロテアーゼ活性中心を中心と
して一つの同心円上に変異の集中が見られた・これは・LGMD2Aの発症がp94のプロテアーゼ活性と強くリンク
していることを示している・p94においてNS，ISl，IS2の挿入されている位置を矢印で示した．
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図2　コネクテンの構造と部位特異的リガンドの同定
コネクチンの90％以上は，免疫グロブリンCZドメイン及びフイブロネクテンIIl型ドメインの両接着モチーフの
各々からなるが，いくつか興味深い構造が見られる．これらの衛域に注目してそのリガンドをスクリーニングした
結果，図に示した興味深い分子との特異的相互作用が見出されさらにこれらの分子が他の分子とも相互作用する
ことを明らかとした．これらの結果は図3に示す情報伝達システムの根拠となった．

図3　コネクチンを土台タンパク質，p94／カルパインをモジュレーターとした筋細胞情報伝達系
p94，Tcap，MURFlなどコネクチンに結合している分子は，サルコレンマからのシグナルを受容することで，コ
ネクチンから解離して核へと情報を伝達する．また，同時にp94はカルパイン系を，MURFlは，エビキチンープロ
テアソーム系を制御して，骨格筋の蛋白質分解系をモジュレートする．LGMD2Aにおけるp94のプロテアーゼ活性
不全はこのシステムの機能を不全にして，症状を引き起こすと考えられる．
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3）カルパインの活性化機構の解析：

活性化機構を明らかにするには，カルパインの立体構

造の解明が不可欠である．そこで，ヒトm－カルパイン発

現系を確立し，X線結晶回折により立体構造を解明した

（図1B）．その結果，

i）一次構造上で予想された4領域（プロ領域（Ⅰ），プロ

テアーゼ領域（ⅠⅠ），未知領域（ⅠⅠⅠ），カルモジュリン様

Ca2＋結合領域（lV））は，立体構造上も保存されていた．

ii）プロテアーゼ領域はさらに2つのサブドメインに分割

しており，Ca2＋非存在下では活性中心が形成されない．

iii）機能未知だが分子間で配列が保存されたドメインⅠIl

はβ一サンドイッチ構造をとるC2ドメインに相同な領域

であり活性に重要な役割を果たすCa2＋結合調節街域であ

ることが判明した．LGMD2Aでこのドメインに最多の変

異が存在する事実が説明された．

iv）ドメインIVは調節サブユニットの相同領域と会合し

ており，これはさらにN末端であるプロ領域と相互作用

する．自己消化，サブユニット解離などカルパイン活性

化機構が構造的に説明された．

こうして得られた立体構造情報を基に，カルパイン活

性化機構を明確にするため，自己消化，サブユニット解

離，Ca2十依存性，などに注目し，様々な変異体を用いて

解析した．その結果，プロテアーゼドメインに直接Ca2＋

を結合するという驚くべき事実と，自己消化はサブユニ

ット解離に必要であり解離・酸化・リン酸化などの翻訳

後修飾はカルパインの基質特異性を変化させること，を

明らかにした．

4）p94の酵素学的性質の解析：

p94はその強い自己消化活性（半減期10分）のために，

活性のある蛋白質を得ることは不可能であった．興味深

いことに，p94特異的に存在するISl及びIS2領域（図1A

参照）を欠失させると，この強力な自己消化活性は消失

し安定化する・しかも，p94のaltemativesplicing産物の中

にこのような分子種が存在する．そこで，この分子種（以

下，p94△と呼ぶ）を大量発現・精製して，その酵素学的

性質を解析した．その結果，p94△の様々なプロテアーゼ

阻害剤に対する感受性は従来のカルパインと同様である

が，その内在性阻害蛋白質カルパスタチンはp94Aを阻害

せず，しかも，これを非常によい基質とすることが判明

した・カルパスタチンのp94による切断部位を解析した結

果，阻害活性中心（TIPPxYR）の内部であることが明ら

かとなった．

5）p94の酵素学的性質のLGMD2A診断への応用：

カルパスタチンがp94の特異的基質であることを用い

てp94のプロテアーゼ活性測定系を開発した．カルパスタ

チンの両端にシアン及び黄色蛍光蛋白質を融合させた蛋

白質を適当な条件で用いるとp94の活性を蛍光で検出す

ることが可能となった．今後は直接ヒト骨格筋における

p94の活性を測定し，その活性の有無をLGMD2Aの診断

の基準とできるように応用する．
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考　　　察

LGMD2Aの発症はp94のプロテアーゼ活性不全が本質

である．LGMD2Aの診断としては，現在までに主に

Wtsternblotと免疫組織染色によるものの2種あるが，ど

ちらもp94の不安定性により操作中に分解する触eposi－

tiveや，LGMD2A変異によるp94の安定化に起因するfalse

negativeの可能性が少なからず存在する．これに対して，

p94の活性を直接測定できれば，LGMD2Aの診断を直接，

正確かつ容易に行うことが可能となる．

今後の展望

現在のところ，p94の活性測定系を生検筋に適応するこ

とは困難である．その原因は，（1）検出感度，（2）M王iSP

（myofibri1－boundserineprotease）による活性妨害，であ

る．前者は蛍光基質の改良，後者は阻害剤（PMSFなど）

の使用により克服可能と考えており，近い将来に必ず実

現する予定である．
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肢帯型筋ジストロフィー2A型の分子医学的診断法

の確立と病態解明
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肢帯型筋ジストロフィー（LGMD）は主に肩甲帯，腰

帯が侵される筋ジストロフィーである．近年，原因遺伝

子が次々に明らかになり，多くの亜型に細分されるよう

になっている．1995年，LGMD2A型は骨格筋特異的な細

胞内プロテアーゼであるカルパイン3の遺伝子

（CAPN3）異常であることが明らかにされた．これによ

り遺伝子診断が可能になったが，変異のホットスポット

がないことや対象となる患者がLGMD患者のほとんど全

体となってしまうことなどの理由から，効率的に診断す

ることは容易でなかった．一方，免疫組織化学診断は，

カルパイン3がin－Vitroで強い自己消化活性を示すこと

から困難であると予想されていた．

このような状況の中，我々は効率的な診断法の確立と

微小挿入

蛋白質

病態の解明をめざして本研究を行ってきた．それらを総

括して報告する．

方法と結果

1．カルパイン3遺伝子変異の解析

臨床および筋病理所見よりLGMDと診断した患者80名

（常染色体優性のLGMDとLGMD2C～2F（サルコグリカ

ン異常症）は除外した）を対象として，凍結生検筋より

抽出したRNAを用いてRTIPCRを行い，ダイレクトシー

ケンス解析した．その結果，21名（26％）において13種

類の変異を同定した（図1）．G233V，R461C，D707G，

1796insAの4種の変異は頻度が高く，合わせて患者21名中

15名（71％）に認められた．
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図1カルパイン3遺伝子変異の分布

LGMD2A型患者21名に兄いだされた13種類の変異について，遺伝子のエクソン構造に沿って示している．とくにホットスポッ
トは認められない．下線を引いたものは海外での報告がある変異で，それ以外は本邦でのみ見つかっている．大きな文字で表し
た4つの変異は高頻度に見つかった変異である．下段はカルパイン3タンパク質の4ドメイン構造である．NS，tSl，lS2は他の
カルパインファミリーには存在しないカルパイン3特有な配列． Cys

ヽ　⊥塾

His，Asnの3つのアミノ酸はプロテアーゼ活性中心を成す．

RPxKKKKxKPは核移行シグナル配列．EF－1～6はカルモジュリン様カルシウム結合モチーフである
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2．臨床像ならびに表現型一遺伝子型相関の検討

下肢の機能障害度を指標として筋力低下の進行を調べ

たところ，ヌル型変異だけを持つ患者（3名）での発症年

令が9－32（平均18）歳とやや早期なのに対し，ミスセン

ス変異だけを持つ患者（10名）では8＿52（平均27）歳と

幅広かっだ．しかし，個々のミスセンス変異に注目する

と，G233Vホモ接合性患者（2名）が8～16歳と早期に発

症しているのに対し，D707Gホモ接合性患者（2名）は30

～35歳，R461Cのホモ接合性患者（2名）は35～52歳に発

症していた（図2）．

3．筋病理像の検討

HE染色，ArPase染色，NADH染色の光学顕微鏡観察と，

電子顕微鏡観察を行った．病初期には小集団状に壊死繚

経が散見されたが，OPaque線経は極めてまれであった（図

3A）．病気が進行すると線維化が強い慢性的所見となっ

た．特筆すべき点は14名（67％）に分葉線経が観察され

（図3B），そのほとんどがタイプ1線経かつ萎縮してい
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図2ミスセンス変異だけを2つ持つ患者の下肢筋力低下の
進行

下肢の機能障害度を指標として，ミスセンス変異を2つ
持つ患者らの筋力低下の進行を調べ，直線でプロットした．
各直線の先にその患者が持つ変異を示した．G233V／D707G
の複合ヘテロの患者以外はすべてホモ接合性の患者であ
る．症例数が少ないものの，G233Vが早発型，D707Gと
R461Cが遅発型の，表現型一遺伝子型相関が示唆される．

図3　骨格筋の病理変化
病初期の筋では壊死・再生線経が小集団状に認められる

（A：星印）が，Opaque線維はきわめてまれにしか見つか
らない．進行例では分乗線経が高率に認められるようにな
る（B）．分業線経の核は正常な核（C）に比して肥大化し
て見える（D：矢印）．A，C，DはHE染色，BはNADH染色．
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たことである・電顕上はZ－Streamingや筋原線経の配列異

常があり，進行例では筋原線経の大部分が消失して不定

形物質やミトコンドリアで埋められていた．細胞核はHE

染色で肥大して見え（図3C，D），電顕上もクロマチン凝

集を伴う異常が観察された．

4．ミニマルチプレックスウエスタンプロット（MMW）

法による解析

Andersonらが報告した方法を田川らが／トスケールで行

えるように改良した系で行った．凍結筋切片約10枚を用

い，ジストロフィン，ジスフェルリン，カルパイン3，

α－サルコグリカン，β－ジストログリカン，カベオリ

ンー3に対する抗体を混合してイムノプロットした．

LGMD2A型患者31名とその他のLGMD患者36名の凍結

筋を対象とした．その結果，LGMD2A型患者のうち，カ

ルパイン3の欠損～減少が28名，タンパク量が保たれて

いてその他のLGMDと区別できなかったのが3名（うち1

名は分子量異常が認められた）であった（図4）．タンパ
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図4　マルチプレックスウエスタンプロット解析
上段右側にLGMD2Aの，左側にその他のLGMDのプロッ
ト像の例を示す．それぞれのプロット像の下にはミオシン
重鎖の染色像を示す．LGMD2A型患者ではカルパイン3の
バンドが消失している．カルパイン3遺伝子由来の30kDa
断片は分解産物と考えられているが詳細は不明である．こ
のプロットではLGMD2A型患者で30kDa断片が消失してい
るが，その他のLGMDで消失することも多い．下段はカル
パイン3のバンドを定量したものである．その際，ミオシ

ン重鎖の定量値で割ることにより筋タンパク量を標準化
し，さらに各プロットの同一コントロールサンプルに対す

る相対値として算出している．バーは平均値と標準偏差を
表している．点線は，その他のLGMD群の平均値マイナス
2倍標準偏差の境界線である．



ク量が保たれていた患者はR461C変異ないしS581C変異

を持つ患者であった．分子量の変化（88．5kDaへの減少）

として異常を検出できた患者は，CDNA上でエクソン16

の欠矢が認められている．凍結固定後の融解がカルパイ

ン3の安定性に与える影響について調べるため，凍結切

片を30℃で一定時間インキュベートすると，5分以内に検

出が難しいレベルにまで分解された．また，ジストロフ

ィンやα一サルコグリカンの検出量も低下した．

考　　　察

1．本邦のLGMDの約23％が2A型＝カルパイン3異常症

である

我々が検索した80名のLGMD患者のうち26％が

LGMD2A型であった．検索の対象から除外した常染色体

優性のLGMDとLGMD2C～2F型（サルコグリカン異常

症）は，当センター生検筋バンクでは約2％と約10％と推

定している．これらの値を入れて計算すると，LGMD2A

型はLGMD全体の約23％となる．

2．4種の変異のアレル頻度が約59％を占め，遺伝子診断

に利用できる

本邦のカルパイン3遺伝子変異の特徴として，G233V，

R461C，D707G，1796insAの4種の変異がアレル頻度とし

て約59％を占める．これらの変異は海外では報告がない．

おそらくは日本人の祖先に変異が生じて広まったもので

あろう．遺伝子診断に活用すると約71％の患者を兄いだ

せると期待される．

3．ミスセンス変異における表現型一遺伝子型相関の発見

従来，ヌル型変異が比較的早期発症型であるとは言わ

れていた．しかし，本研究の結果，G233Vミスセンス変

異が早発型，D707GとR461Cが遅発型という新たな表現

型一遺伝子型相関が示唆された．ミニマルチプレックス

ウエスタンプロット解析の結果，G233V変異ではカルパ

イン3は欠損を示し，R461Cは比較的保たれていた．

D707Gは中間的な値を示した．したがって，ミスセンス

変異と重症度の関係の大部分は残存するカルパイン3タ

ンパク量から説明できるのではないかと考えられる．こ

の点については今後の重要な検討課題である．

4．カルシウム流入による筋細胞壊死とは異なる病理発

生機序を考えるべきである

病初期の筋では小集団状に壊死線経が散在するが，

Duchenne型筋ジストロフィーなどによく見られるopaque

線経はほとんどない．したがって，それらの発症機序と

して通説となっている，細胞膜損傷によるカルシウム流

人が引き金となる筋細胞壊死とは異なるメカニズムを考

えるべきである．一方，分乗線経は，筋原線経の局所的

崩壊と配列異常に始まり，核の異常を伴って筋細胞全体

の萎縮へと至る過程が示唆される．

5．MMW法による蛋白レベルでのスクリーニングが可能

である

LGMD2A型患者31名のうち29例はカルパイン3の欠

損～減少か分子量異常として正常群と区別できた．正常

群の平均値マイナス2倍標準偏差以下を異常値とると，診

断上の感度は約94％，特異性は事実上100％であった・一

方，遺伝子診断に先立つスクリーニング目的として100％

の感度が得られるように境界を設けても，ほとんどの正

常群を除外することが可能である．ただし，サンプル調

整時の不用意な融解はカルパイン3をきわめて不安定化

することが明らかになったので，避けなければならない．

今後の展望

まず診断法の確立であるが，血液DNAからはG233V，

R461C，D707G，1796insAについて検索し，異常がない

場合は筋生検を行う．生検筋がある場合は，まずMMW

法を行い，異常が期待された患者についてRTPCR－ダイ

レクトシーケンス解析を行う手順が効率的と考えられる．

今後は，このような手順により，LGMD2A型＝カルパイ

ン3異常症の患者の診断が進むことが期待される・

次に病態解明についてであるが，ミスセンス変異にお

ける表現型＿遺伝子型相関を兄いだした．この現象はカル

パイン3タンパクの残存量の観点から説明されうること

が示唆されたが，今後ミスセンス変異体の自己消化活性

などの検討が必要である．
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筋ジストロフィーの表現型・遺伝型の分子医学的研究
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筋ジストロフィーの臨床病理学的特徴と遺伝子変異な

らびに責任遺伝子産物との関連について検討し，筋ジス

トロフィーの発症機序の解明に迫ることを目的とした．

特に肢帯型筋ジストロフィー（LGMD），三好遠位型筋ジ

ストロフィー（MM），福山型先天性筋ジストロフィー

岬CMD）を中心に研究を進めた．

方法と結果

生検骨格筋組織を用い，免疫組織化学法（IHC）および

イムノブロット法による筋ジストロフィー関連蛋白質の

発現を検討し／また責任遺伝子の変異の有無を解析し，

臨床・筋病理学的特徴とあわせ病態機序への関連を検討

した．

1）ミニマルチウエスタンプロット（MMW）法の開発

これまでに多くの筋ジストロフィー原因遺伝子産物

が同定されており，診断確定をするにあたってより簡

便な方法が必要となった．そこで我々は，少量の試料

で複数の原因蛋白質を同時に解析する簡便な方法とし

てMMW法を開発した．現在dystrophin，dysftrlin，

Calpain3（p94），α－SarCOglycan，β一dystroglycanの発現

を多検体同時に定量的に解析し，臨床診断へ応用して

いる（図1）．

2）LGMD／MM

LGMDは常染色体劣性あるいは優性の遺伝形式をと

り，進行性に近位筋優位の筋力低下，筋萎縮を示すヘテ

ロな疾患群である．これまでに多くの遺伝子座，責任退

伝子産物が同定されているが，まだ原因の明らかでない

ものも多い．一方，MMは下腿後面筋を中心に障害さ

れる遠位型の筋ジストロフィーである．臨床的に異なる
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LGMD2BとMMは，ともにdysftrlin遺伝子の異常に

よる疾患である．我々はLGMD／MM症例のdysftrlin

の存在様式と蛋白質量，さらには遺伝子変異の有無を

検索した．その結果，dysfもrlinは正常骨格筋では筋細

胞膜に存在するが，疾患筋において様々な免疫染色パ

ターンをとりうること（図2），dysfbrlinの局在異常が

認められながらも生化学的には異常の認められない場

合のあることを報告した．そしてIHC，MMWでとも

に　dysfbrlin　の発現異常が認められた症例群を

dysftrlinopathy　であると考え，遺伝子異常の有無を

PCR－SSCP法およびSequencingにて解析した．その結

果，検索しえたほとんどの症例で遺伝子変異を確認し

た．このうち，G3370T　変異の頻度が高く，

dysftrlinopathyの19．4％，LGMD2Bの50％に認められた．

我々の検索ではLGMD55例中28は18．2％を占めてい

た．一方，MMの25％には生化学的にdysftrlinの明ら

かな異常が認められなかった．さらに，dysfbrlinと結

合する蛋白質の同定を試みた結果，dysfbrlin　と

LGMDICの原因遺伝子産物caveolin－3が免疫沈降法で

互いに共沈されることを明らかにした．また，

LGMDICの骨格筋ではdysftrlinの筋細胞膜における発

現の低下が認められたことより，dysferlinとcaveolin－3

が相互作用していることを報告した．

3）FCMD

FCMDは本邦に多く認められる中枢神経障害を伴っ

た重症の先天性筋ジストロフィーである．Fukutin遺伝

子の異常によるが，その発症機序は明らかでない．我々

はこれまでに，FCMD骨格筋では，基底膜の構築異常

があり，筋細胞膜内外の蛋白質相互連関の異常が病態に

強く関わっている可能性を示唆してきた．今回我々は新

たに，FCMD骨格筋ではα－dystroglycanが選択的に欠損

していることを発見し報告した．βdys什Oglycanの発現

は保たれていることから翻訳後修飾，特に糖鎖修飾の異

常による可能性を示唆した（図3）．
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図1　MMW法
MMW法による解析．コントロール筋ではいずれの抗体に

対するバンドも明瞭に認められる．LGMD2AではCalpain3
（p94）の，LGMD2Bではdyferlinの，DMDではdystrophinの
バンドが欠損している．

（慧購幣 撃琶幣 竜一㌧十 ・・

図2　Dys鉛rlinの免疫染色パターン
Dysfbrlinは正常骨格筋では筋細胞膜に一致して認められる

叩ormal）が，疾患筋では完全に欠損しているものPegative），筋
細胞膜に減弱した免疫反応の認められるもの（Faint），筋線維ご
とに染色パターンが異なったり，細胞質内に強い免疫反応陽性
物質が認められるもの（Abnomal）など様々な染色パターンが認
められる
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図3　FCMDの筋細胞障害過程

4）ヒト筋cDNAマイクロアレイの作製

筋ジストロフィーの原因蛋白質は筋細胞膜，基底膜関

連，核膜関連，ならびに細胞内酵素群などその局在や機

能は様々である．このような蛋白質群の異常がどのよう

にして筋ジストロフィーという共通の病像を示すのかを

知る一助として，現在ヒト筋cDNAマイクロアレイを

作製中である，

考　　　察

1）Dysferlinopathyの診断には，免疫組織化学法，イム

ノブロット法の併用が重要であり，双方で異常の認めら

れた症例はprimary dysftrlinopathyである可能性が高い

と考えられた．

2）Dysfbrlin遺伝子のG3370T変異は本邦では頻度が高

く，特にLGMD2Bで多く認められる遺伝子変異であり，

スクリーニングの際，有用であると考えられた．

3）臨床的にMMと診断されたにもかかわらずdysftrlin

に明らかな異常が認められない症例が25％存在するこ

とから．遺伝的多様性も含め，今後検討してく必要があ

ると考えられた．

4）FCMDの発症機序を考える上で，蛋白質の糖鎖修飾

の異常が重要であると考えられた．

今後の展望

1）Dys俺rIinがどのような状況下で局在異常を示すのか，

またcaveoIin－3の他にどのような筋ジストロフィー関連

蛋白質と関わっているのかを検討し，dys丘rlinの機能に

迫ると同時に筋ジストロフィーの共通の病態の有無なら

びにその機序について検討していきたいと考えている．

2）Fukutinがどのように蛋白質特にα－dystroglycanの糖

鎖修飾に関与し，また中枢神経病変をも含めどのように

病態と関連しているかを検討すると共に，筋ジストロ

フィー関連蛋白質それ自体のみならず糖鎖修飾を含めた

分子の総合的な機能解析を進めていく必要があると考え

ている．

3）cDNAマイクロアレイによって骨格筋における遺伝

子発現を網羅的にとらえ，疾患筋に共通の遺伝子発現バ

ターンの有無を知ることが可能となり，今後の病態解明

に重要な役割を果たしていくことが期待される．
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