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研究報告書の作成に当って

厚生省神経疾患研究委託費による「筋ジストロフィー症の基礎的研究」班の第3年目

の研究報告集を発刊することになりました。

本年は現在の組織における研究班の最後の年でありまして，研究の一つの区切りであ

ります。過去3年間，現代の基礎医学や生物学を基盤として筋ジストロフィーの病因を

理解することをさし当っての目標とし，終局的には本疾患の根本的治療法の確立と根絶

とを目ざして努力を続けて参りました。

もとより本疾患は難病中の難病であり，また原疾患を実験的に取扱うのは非常に困難

であります。われわれは，原疾患との病像の差が存在することは充分に理解しておりま

すが，ひとまず筋ジストロフィー鶏を一つの重要な研究材料として，その病態の解明を

当面の目標の一つとして参りました。そして各班員およびその協力者はこの面において

も顕著な業績を挙げて参りました。しかし未解決の問題がまだ山積していることも事実

であり，これらの解決には優れた研究者と研究費と時間が必要であります。

しかしながら過去における研究は報告書に現われた業績以外に，研究の過程を通じて

筋ジストロフィー症の研究者としての優れた能力と自覚とを持った中堅研究者を育てて

来ており，将来に大きな期待をいだかせるものであります。これらの厚みと質の高さを

持った研究者に充分な研究環境が与えられることを希望して，本姓のしめくくりとして

の第3年目の報告集をお送り致します。

本年度も班会議後わずかの問に報告集をまとめることができました。多忙な中を執筆

された班員の方々に感謝します。終りに本委託金の取扱いに色々とお骨折り下さった厚

生省医務局療養所課，国立武蔵療養所，日本筋ジストロフィー協会の各位に御礼申し上

げます。

昭和56年　3　月

班　長　江　橋　節　郎
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1下垂体性小人症遺伝子（dw）による筋ジス
トロフィー症遺伝子（dy）の潜在化（マウス）

戸　塚　　　武＊

研究協力者　渡　辺　貴　美＊　清　野　茂　博＊

筋ジストロフィー症（dy）マウスで，重症の後

肢と軽症の前肢を比較研究することは，dy症の発

生機構の解明のための重要な手掛りを与えてくれる

だろうと考え，一連の研究を行ってきた。外見上正

常にみえる前肢も耐久力は弱っている1とと，前肢筋

を生化学的に調べたところ後肢歳芝ほとんど同様に

異常であ君と，後肢の骨は急成長するのに前肢の

十什dy／dy

⑪　心
Genedy→・？⇒

Hor ●　－

6）

骨の成長は緩やかで小さい（正常マウスでも）こと，

などを明らかにした。また，前肢筋，後肢筋とも1

月齢頃を境に成長が停止してしまい，後肢筋でみる

かぎりそれは筋細胞の肥大伸長成長が停止するため
7）

であることが分かった。これらの結果から，マウス

のdy症の発生機構に関して図1のような作業仮説

を提唱した。

arrestthegrowthofskeLmuscle

（nc貯aSein叩P．Cdlvol・）

Receptor－Colbgen．

Chotesterol？

Bone－MusClelmbalance：

Progress 0t the Disease

PossibleSymptomaticTreatment？

Hypophysectomy？（genedWbrp．bm？）

図1筋ジストロフィー症マウスの発症機構に関する作業仮説。

本研究では，dyマウスの自発運軌前肢筋の組織

像，下垂体機能（成長促進に関する），がどうであ

るか，また，下垂体性小人症遺伝子（dw）を導入し

てdyマウスの成長を停止させることでdy症状を緩

和できるか，を調べた。

＊愛知県心身障害者コロニー．発達障害研究所

材料と方法

dyマウス（C57BL／6J－dyのdy／dy個体），

dwマウス（DW／Jのdw／dw個体），両珠の雑種

第2代のマウスを用いた。自発運動は，Animex

（type S）セ行った（10分毎のカウント数を連

続48時間記録）。組織検索は，摘出筋（前肢trト

ceps，後肢biceps）のパラフィン連続切片（厚さ

7／）を1枚おきにHE，Azan染色し，光学顕微

鏡（直接倍率：×200）で行った。dyマウスの下垂

体機能検査として，摘出した下垂体を生理食塩水中
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でホモジナイズ（ガラスーテフロン）し，成長停止

後のdwマウス（体毛尾長からみて10－15日齢　　自発運動

結　　　　　果

の正常マウスに匹適）に投与（腹腔内，隔日）し，　　2－3月齢の雄dyマウス（後肢はほとんど麻痺）

dwマウスに対する成長促進効果，成長したdwマ　　も正常対照マウスと同様に，明期（6－18時）に低

ウスの運動能力，を調べた。

DystrophiC

言
E
O
〓
椚
－
u
⊃
O
U
）
－
I
；
；
U
く

（B）

石　鎚〉OnbneMMot．Act．

喜30
ぢ20
＞【

10

≡　5
⊂ll

Z

2

0

0　　　　Normal

oi　●Dysね○帥⊂
○

●　　　　●
●

ヽ

1　　　2　　　4　6

Day　（xdCOuntS）

く暗期（18－翌朝6時）に高い自発運動の日周パタ

ーンを示した（図2A）。各個体の明期と時期の総

Norlnil

6　　　　　　　6　　　　　12：00

図22－3月齢の筋ジストロフィー症マウスの自発運動o

A：日周パターン（典型例）。B：昼と夜の運動量の関係。

C：運動のピーク時の，個体（上），日（下）による変動。

Dystrophi⊂

Normal

Dystrophic
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運動量の関係は図2Bのようになった。これから分

かるように，dyマウスの自発運動活性は，対照マウ

スに比べてそれほど際立った低下をしていなくて，

症状のひどさを考えると予想外によく保持されてい

た。ただ図2Aでも一部みられるように，dyマウス

のパターンは，活動期と静止期の区別がはっきりし

ない傾向を示した。実際．明期における運動のピー

ク時を調べたところ，対照マウスではきれいな約2

時間毎の周期性がみられたのに，dyマウスではそれ

がかなり乱れていた。このことは，個体によっても

（図2C，上），日によっても（図2C，下），同

様であった。dyマウスは集中的持続的運動をしない

ためであると考えられ，実際10分間の最高カウント

数をみても，明期，暗期ともdyマウス功直は対照マ

ウスの値の6割くらいに低下していた。

前肢筋の組織所見

dyマウスの後肢筋の組織像において筋細胞の大小

不同，中心核，変性細胞，結合織と脂肪織の浸潤，

などが観察されることは，多くの研究報告により明

らかにされてきた。そこでまず，あまり報告のない

1月齢以前の発症初期（発症は2過齢頃）のdyマ

ウスの後肢筋を調べてみたところ，3月齢くらいの

ものに比べると軽度ではあるけれど，同様な異常像

が部分的に認められた。つぎにdyマウスの前肢筋の

組織検索をしたところ，前肢筋の組織像は，時期的

にみても，程度からみても．後肢筋でみられるのと

同様に異常であった（図3）。Azan染色では，異

常に多い線維組織の存在を認め，しかも，筋細胞の

A：3月齢
（横断）

B：1月齢
（縦断）
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図5　筋ジストロフィー症マウスの前肢筋の光顕像。

周囲でも肥厚した線維像（徽　後肢筋とも）を認め

た。このような組織像は，0．5月齢のdyマウスでも

軽度ながら認められた。

dyマウスの下垂体投与によるdwマウスの成長

下垂体投与開始後8日日頃から実験群（dyマウス

の下垂体投与），対照群とも成長が始まった。図4

（
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C：0．5月齢
（横断）

は，両群（各2匹のdwマウス）の体重尾長間相対成

長曲線である。実験群，対照群ともほぼ同様な成長

性を示した。50日間程で成長が止まったため，注射

を中止した。その後7月齢の時点で金網登りテスト

によって運動能力を調べた（対照群2匹のうち1匹

は6月齢で死亡した）ところ，実験群の運動能力も
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図4筋ジストロフィー症マウスの下垂体投与による下垂性小人症マウスの成長（左）と成長後

の小人症マウスの金網登り能力（右：E，実験群）。WNCTime：金網登りの累積時間。
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はば正常であった（dyマウスでは1月齢を境に急激

に金網登り能力を失う）。テスト後，脳湿垂，後肢

筋湿重，脛骨長を測定した。対照マウスの体重（10．

5g），脳湿垂（0．322g），筋湿垂（1後肢あたり

0．209g），脛骨長（1．30cm）と比べて，実験群の体

重（10．6と11．0g），脳湿重（0．312と0．329g），

筋湿重（0．246と0．213g），脛骨長（1．30と1．27

m）に特に異常は認められなかった。脛骨長の三乗

に対する後肢筋湿重も，実験群で112と104（m釘

虎）となり，ほぼ正常であった（重症のdyマウス

では40か汐／廊くらい）。

（
∪
盲
）
む
∈
F
 
U
Z
き

dy－dwマウスにおけるdy 症状の潜在化

dyとdwの両退伝子をヘテロに持つ個休（dy／十一・

dw／＋）同志を交配したところ，表現型的に正常な

個体，dy個体，dw個体が生まれた。dy－dw個体

（dy／dy・dw／dw）も出現するはず（理論的には1

／16の確率で）なのに，それらしい個体は1匹もみ

つからなかった（5匹の母獣，計10回出産の結果）。

金網登りテストでも，測定した全個体（dy個体を除

いて）がほぼ正常な運動能力をもっていた（図5）。

ただ，dw個体の一部に，加齢とともに眼に異常（dy

マウスの特徴の1つ）が現われてくるものがあり，

GH十七

140day（4．5m．）l　　　　＞156day
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11．9　　0．21

10．9　　0．22

図5重複疾患マウス（筋ジストロフィー症，下垂体性小人症）の金網登り能九4・5月齢で

もほぼ正常であった（左図：黒丸印，3と4）が，GHと¶投与で成長するにつれて衰

えた（右図）。f，m：雌，雄。
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dy－dw個体が潜在することが予想された。実際こ

のことは，以下の実験によって証明された。ウシGH

（約100pg／回）とT4（約10pg／回）をdw個体

（体重約8g）の腹腔内に投与した（隔日，20日間

程）。注射開始後数日して成長が始まり，さらに数

日して体重が10gを越える頃になって，一部の個体

で後肢のひきずり症状が出現し，金網登り能力も低

下した（図5）。このことから，典型的なdy症状

のない見掛け上dw個体と思われるものの中に，た

しかにdy－dw個体がいることが明らかとなった。

現在までに，5匹のdy－dw個体を観察した。

考　　　　　察

耐久力が弱っているとはいえ，外見上も，自発運

動でも，一応の機能を果している前肢で，筋異常は

重症の後肢とほとんど同様であることが，組織学的

にも確かめられた。我々は，前肢の骨の伸長成長が

後肢の骨の伸長成長に比べて際立って低い（正常マ

ウスでも）ことが前肢の軽症の原因であり，骨の伸

長成長を止めてやればdyマウス後肢の症状も前肢な

みに軽くなるだろうと考えた。実際，骨を含めて体

全体の成長をdw遺伝子で止めてやることにより，

典型的なdy症状が後肢でも出現しないdy－dwマ

ウスを作出することができた。dw遺伝子のかわりに，

下垂体切除を行うことも考えられる。しかし，症状

が抑えられたとしても，いずれの場合もマウスの健

康状態は比較的悪く短命である（dwマウスの寿命約

6カ月）ことが予想されるので，GHやT4の一喝的

投与による健康維持の方法を今後考える必要がある。

骨の伸長成長を特異的にしかも適度に抑制すること

がもっとも良いだろうと考え，現在dy－bmマウス

とdy－brpマウス（bm，短型症：brp，短脚症）

の作出を行っている（骨の成長を特異的に抑制する

薬物は見あたらない：CB－154は試してみる必要

がありそうである）。

若いdyマウスの前肢鼠後肢筋において線維組織

が異常に多く，しかも筋細胞の周囲でも肥厚した線

維組織像が認められた（図3C）。生化学的にも，

後肢の発症時すでに前肢筋でもコラーゲンが異常に

Anima1

高濃度に含まれることが分かっている。これらは，

罷患後肢筋において観察された筋細胞の肥大伸長阻

害が，結合織の異常増殖による可能性も考えられる

ことを示唆している。

dyマウスで，動物の成長を司る下垂体の発育が悪
12）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13）

く，しかも下垂体中のGH含量が相対的に低いけれ

ど，GHとT4の大量投与でもdyマウスの症状を軽

減することはできなかった。本研究では，dyマウス

の下垂体を投与することで，dwマウスをはば正常に

成長させることができた。これらのことから，dyマ

ウスの発症機構において，下垂体機能（成長に関す

る）異常の直接的関与はないだろうことが示唆され

た。ただ，筋側のGHレセプターなどに異常のある

可能性は考えられる。

結　　　　　論

1）2－3月齢の筋ジストロフィー症マウス（雄）

で，自発運動活性は比較的よく保持されていたけ

れど，自発運動の周期性に一部乱れが認められた。

2）筋ジストロフィー症マウスで，軽症の前肢の筋

の組織所見は，重症の後肢の筋とはぼ同様に（時

期的にも）異常であった。

3）筋ジストロフィー症マウスの下垂体は，正常マ

ウスの下垂体とはぼ同様に，下垂休性小人症マウ

スを成長させる能力をもっていた。

4）筋ジストロフィー症遺伝子と下垂体性小人症遺

伝子をともにホモに持ったマウスを作出した。こ

のようなマウスでは，筋ジストロフィー症は潜在

化した。
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2　ジストロフィー筋肉のヌードマウスへの

異種移植に関する研究

3H－Thymidineを用いたAutoradiographyによる研究

寺　尾　寿　夫＊

研究協力者　大　沢　仲　昭＊＊

且　　　　　的

一連の本研究は，ジストロフィーなどの筋肉を，

ヌードマウスに異種移植して，その再生を観察した

ものであるが，再生してきた筋についてみると，光

顕を主とする現在までの研究では，ジストロフィー

筋からのものと，正常コントロールからのものとは

明瞭な差はみられない。しかし，これらの差異につ

いては，さらに詳細な観察が必要と思われる。

筋の再生がsatellite ceH　に由来することは

よく知られており，これに関しては，幼若な動物で

のin vivoにおける研究や，組織培養によるin

Vitroでの観察など，多くの研究がある。また，若

山らはDuchenne型の筋ジストロフィーの筋で

Sate11ite cellの数を数えることにより，これ

が正常より多いことを報告している。

しかし，成熟したジストロフィー筋を他動物に移

植して，再生筋のsatellite ceHの能力を研究

した報告はすくない。

われわれは，ヒトなどのジストロフィー筋の

Sate＝ite cellの再生能力をautoradiography

法等を用いて研究中であるが，本報告は，まず，正

常マウスを用いてhomotransplantationを行い，

その再生筋のautoradiography　を作製して観察

したものである。

＊帝京大学医学部第二「内科学教室

＊＊東京大学医学部第三内科学教室

方　　　　　法

筋の移植は，広中らの方法により，ddyマウスの

EDL（extensor digitorumlongus）を取り

去り，この部位に他のddyマウスのEDLを移植し

た（homotransplantation）。移植後，▲2日目

と7日目のマウスを用いて実験を行なった。

使用したアイソトープはメチルの位置に3Hをラ

ベルしたthymidine　で，これを体重1g当り5

〃C腹腔内に注射した。

アイソトープ注射6時間後に，エーテル麻酔下に

マウスをSacrificeし，移植筋を取り出し，標本作

製後，dipping法でautoradiographyを行な

った。露出時間は，2週間前後とした。また，後染

色はH－Eを主として行なった。

結　　　　　果

まず，ddyマウスのhomotransplantationの

場合の筋の再生についてみると，従来報告してきた

ニワトリの筋の異種移植やminced fragment

法による各種の筋の移植の場合にくらべて，再生は

きわめて良好である。第1図はEDL移植後1ケ月

目のものを示すが，同一方向に揃った筋線経が再生

し，結合組織の増殖はすくないのがわかる。また，

graftの周辺程，再生が良好で，中心部は空洞ま

たは脂肪によって置きかえられている。これらの1

ケ月目の再生筋線経は，ほとんどが中心核を有して

いる（第2図）。
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第1図　ddyマウスのEDLのhomotransphntation後1ケ月目の再生筋（低倍率）。

第2図l血yマウスのEDLのhomotrans頭mtaticn後1ケ月目の再生筋。
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しかし，移植後，日の浅い場合には，第3図の移

植2日目のH－E染色でみられる様に，移植筋は変

性を起し，構紋ははっきりせず，核の膨化がみられ

る。移植後1週を経ても，graftの中心部では，同

様に変性した筋線経がみられるが，周辺部では盛ん

な筋の再生がみられる。

Animal

このように移植したEDLの中心部の血流を水素

クリアランス法を用いて測定すると，移植する前の

正常のEDLの血流は100g当り1分間平均86mB

であったが，移植直後は0となり，これは徐々に回

復し，移植後2日目には約40畑．7日目には約70

7舶となる。

第5図　ddyマウスのEDLのhomotrans画mtation後2日目の筋（H－E染色）0

Autoradiography

EDL移植後2E］目の筋を取り出し，autO－

radiographyを作製したものが，第4図である。

これにみられるように，構紋は消失し，無構造にな

った筋線経の周辺の核には3H－thymidine　に

よるsilver grainはみられず，わずかにback－

ground程度のgrainが証明されるのみである。

しかし，移植後，7Elを経たものではthymidine

の取り込みは全く異なってくる。

Thymidineの取り込みからみると，7日目の移

植筋は大体3層に分れている。

1）外層

graftの一番外側には3H－thymidineを取

り込んだ多数の核より成る層がある。ここでは

myotubeがすでに形成されている。第5図は，こ

の層の多数の3H－thymidine　を取り込んだ核を

示している。この様な核は，maCrOphage，

fibroblast，Satellite cellなど種々のもの

があると考えられるが，この染色方法ではそれらの

区別は出来ない。また，第6図は，この層内の各所に形

成されたmyotubeを示すが，この様に新たに形成

された鎖状核は，3H－thymidineを全く取り込

まず，この時期には核の分裂は起らないことを示し

ている。

2）中間層

この外側の層の内側では，donorの筋が残ってお
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第8図　移植後7日目の筋のautoradiographyの強拡大。

り，ここでは大部分の核は3H－thymidine　を

取り込んでいない。しかし，筋線経のなかには，

thymidineをいちじるしく取り込んだ核を有する

ものがある（．第7，第8図）。このうちのあるもの

はsatellite cellと考えられるが，勿論その他

のものもある。この区別は光顕で可能という報告も

あるが，電顕による観察を行なう方が確実である。

3）内層

これは，graftの最内層，すなわち中心層であり，

この中にはdonor側の変性した筋線経が多数みら

れるが，3H－thymidineによるgrainを有す

る核はほとんど認められなかった。

考　　　　　案

EDLの移植筋の再生初期におけるsatellite

Cellの活性化が．02の不足によって起るのか，筋

の分解物の刺激によるのか，遊走細胞の接触による

のかは明らかでないが，thymidineのuptake

は再生の盛んな周辺部ほど強い。この場合，中心部

では血流不足によりthymidine　の濃度の低いこ

15

とも考えられるが，水素のクリアランス法による血

流の測定では，移植7日目では，血流は中心部でも

かなり回復を示していた。

今後，これらのthymidineのuptakeのいち

じるしい核の中から，Satellite cellを選んで

追求するには電顕またはそれに代る確実な方法が必

要と考えられる。
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