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研究報告書の作成にあたって

厚生省神経疾患研究委託費「筋ジストロフィー症の病因に関する臨床的研究」

班として昭和55年度の研究報告書を作成する運びとなりました。

本研究班は1昨年度に発足し，筋ジストロフィー症を遺伝，臨床，病態生理，

および生化学的見地から追求し，本症の原因を究明し，治療法の開発を目ざし

て参り，本年が第3年目で最終年度であります。

本報告書に集録された成果は，いずれも水準の高いものでありますが，とく

に，これを過去2年の成果につみ重ねてみるとき大きな意味をもちます。この

期間に筋ジストロフィー症の臨床と病因究明に関して，新しく核心に迫るいく

つかの問題が明らかにされました。内外研究者の今後の研究に大きく影響する

ところがあるものと思います。本研究班の班員，並びに共同研究者各位の絶大

な努力に，班長として心からの敬意を表します。

本研究班は組織の上ではこれで終了致しますが，班月個々の研究は中断する

ことなく続けられることと思います。研究は，この病気に苦しむ人々のために，

社会的並びに学問的に私達に課せられた責務であるからであります。

本研究班を活動の場として，これまで多数の研究者が研究の意欲をかきたて

て参りました。来年度も引続いて新しい研究班組織が実現されるよう努力し，

また，関係各位の御援助を願うものであります。

本研究の推進に賜った，厚生省当局，国立神経センター，日本筋ジストロフ

ィー協会の御重力，御支援そして御理解に深く感謝致します。

昭和56年3月

〈班長〉　三　好　和　夫
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Ⅰ．筋ジストロフィーチキンの研究

a）筋ジストロフィーチキン



1）筋ジストロフィーチキンの発達過程における

形態学的初期変化

黒　岩　義五郎＊

研究協力者　　石　本　進　士＊

日　　　的

前回，dystrophy chickenの形態学的初期

変化として，ふ化後1週間目に白筋である

PLD筋にDPNH diformazan granule数の

増加，及びfiber size distributionの広がり

が生じはじめ，3週間目で著明となることを

報告したl）．今回，freeze－fracture EMにて，

白筋である浅胸筋の形質膜上のCaVeOlaeの

ふ化後早期の経時的変化を観察した．

方　　　法

実験動物は，dystrophychicken（1ine413）

とCOntrOIchicken（line412）を使用した．

ふ化後，1日目，1週間目，3週間目の自筋

である浅胸筋（superficialpectoralmuscle）

を2．5％glutaraldehydeで固定後，25％gly・

Cerineで処理し，真空蒸着装置を用い，液体

窒素で約－1150C，1×10J6Torr以下の真空

下で割断し，白金パラジウム，カーボンで蒸

着し，ブリーチで処理，水洗後，透過型電顕

を用いて観察した．検索方法としては，形質

膜上のCaVeOlaeの形，大きさ，分布を観察す

ると共に，拡大率約2．6万倍のfreeze－frac・

ture replicaの写真に1cm間隔の透明の方

眼紙を重ね合わせて，計測すべき筋線経の面

積を出し，その面積内に含まれるcaveolae数

を算出して，CaVeOlardensityを計算した．

集計面積の決定には，ふ化後1日日のCOnt－

rol筋のreplicaにて500JLm2迄の面積の増加

＊九州大学医学部脳研神経内科

＊：＊九州大学医学部脳研神経病≡哩

後　藤　幾　生＊　大　田　典　也＊＊

に対するCaVeOlar densityの変化を出し，

100ノJm2以上では，変動の少ない事を確認し

て，今回は200JLm2をtotalsamplingareaと

した．

結　　　果

図1の如く，ふ化後1日目のCaVeOlar

densityは，COntrOlで11．27／JLm2，dystrophy

で7．76／jLm2と，dystrophyで低値を認めると

共に，CaVeOlaeの形，大きさ，配列に不規則
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性を認めた．又，ふ化後，1週間目ではCOnt－

rolで10．90／JL2，dystrophyで8．24／JL2と1日

目と比較すると，COntrOlで軽度減少，dystrophy

で軽度増加を認めたが，著変はみられなかっ

た．しかし，分布はdystrophyでより規則性

に乏しかった．ふ化後，3週間目では，dystro－

phyで17．01／JLm2，COntrOlで11・68／JLm2と

caveolardensityは，1E］目，1週間目と比

較して増加を示すと共に分布の局在性に乏し

く又，同時期のCOntrOlと比較しても，増加を

示した．一方，COntrOlは，ふ化後，その平均

値に著変を認めなかったが，ふ化後，1週間

巨＝こおいて，CaVeOlardensityが約14／JLm2の

ものと，8ルm2のものとの2群に分けられる

傾向を認めた．

考　　　察

Freeze－fracture EMでみられる筋形質膜

上のCaVeOlaeは，その本態は明らかではない
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が，Tシステムの開口部i又は，pinocytotic

vesicle等の可能性が考えられている2）．今回

のCaVeOlaeの観察から，ふ化後，1E］目の

dystrophy chicken筋におけるCaVeOlar

densityの低値及び形と分布の変化は，前回

報告したふ化後1週間目のPLD筋における

DPNHdiformazangranule数の増加（図2）

より早期変化で，又3週間目のCaVeOlae数の

増加は，fibersizedistribution（図3）の広

がりが著明となる時期と対応しており，これ

らの早期変化の相互関係及びdystrophic

processとの因果関係の究明が今後必要であ

る．今回の私達のCaVeOlardensityの平均値

は，Brian Rら3）の報告と少し異なっており，

方法論の比較も必要と考えられる．又1週間

目のCOntrOl筋に於て，CaVeOlar densityが

2群に分かれる傾向を示した事は，fibertype

による差異4）の可能性もあり，今後，fiber

type毎によるCaVeOlar densityの変化を検

討する事も必要と考えられる．
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2）ジストロフィーチキン後広背筋の計測

中　村　晴　臣＊

研究協力者　　小　谷　真　美＊

ジストロフィーチキン（Dyチキン）の後広

背筋（PLD）は良く知られた罷息筋の一つで

あり（黒岩ら1），1979：埜中ら2），1980），赤筋

である前広背筋（ALD）とは一見して著しい

対比を示し，研究材料として種々の利点を有

するので，今後の研究の基礎資料を得ること

を目的とし，その総線推数，筋線維直径，病

変筋線推出現頻度を測定し，非罷患筋である

ALDや，明らかな臨床症状を示す浅胸筋，上

腕二頭筋と比較検討した．

方　　　法

ふ化後3週，5過，8週目のDyチキン及び

対照（line412）各3羽ずつを用い，深麻酔下

で左側のPLDとALDを摘出したほか，ふ化

後16週日のDyチキン6羽，対照9羽のPLD

を摘出し，生食水に浸したガーゼの間に約10

分間放置して筋収縮を除去したのち，筋腹中

央の横断切片を4％paraformaldehydeにて

固定し，パラフィン切片によるH・E染色及

びアザン染色標本を作製した．筋線維数の計

測にあたっては，アザン染色標本の100－250

倍写真を組合せて作った筋横断面の合成像に

ついて，その絵線維数を数えた．筋線推直径

は，atrandomに撮影した200～500倍写真上

にて，各動物とも約500本の筋線経を画像解析

装置を用いて計測し，統計的検討を行った．

他方，ふ化後5，12，19，26および33日目

に，Dyチキンと対照それぞれ3羽ずつを用

い，その浅胸筋，上腕二頭筋並びに排腹筋を

摘出し，筋収縮を除いたのちにクリオスタッ

＊鳥取大学医学部脳研究施設神経病理
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トを用いて10〟の横断切片を作製した．その

H・E染色標本の670倍光顕写真を用い，at

randomに300本の筋線維直径を測定し，統計

的検討を加え，PLDの成績と比較した．

結　　　果

Dyチキン3週目のPLD総線維数は約

9，800本で，ALD絶縁維数（約3，700本）の約

2．5倍に相当するが，対照との問に有意差をみ

ない（表1）．5週，8週と発育が進むに従

い，捻線推数は減少傾向を示すが，個体差が

少なくなく，対照に比し明らかな減少はない．

しかし，ふ化後16週目では（約7，100本），対

照（約12，700本）に対し明らかに総線維数が

少ない（p＜0．005）．DyチキンALDの総線維

数は，ふ化後3，5，8週目で夫々3，772・0±

712．5，3，410．3±506．8，3，356・0±140・6で

あり，ほぼ一定の値を示し，それぞれの対照

値4，582．7±640．1，4，276・7±789・8，

3，478．7±165．4との間に有意差をみない．

筋線維直径に関しては，各時期の平均値は

表2の如くで，発育と共に次第に増大するが，

8週目まではDyチキンと対照チキンとの間

に有意差はみられず，16過日でDyチキンは

約42JJに達し，対照（約3伽）に比し明らかな

線維直径平均値の増大がみられた（p＜

0．01）．DyチキンALDの線維直径平均値は，

表I Number of muscle fibersin PLD

．霊，　Contro■　　　　Dystr蝉　　　P

】　11－797．0士1．098．7血引　　9．だ5．0士1．9朗．l nⅠ封　　　NS

5　10．496．7土　616．9加31　8．糾2．0土日12．4行い封　　　NS

8　　9．48）．3士2．7光．9佃引　　6．194．0士1．18日加引　　　NS

16　12．742．8土1．％5．4血91　7．1崩．8士2．465．8いい6I　　く0・005



表2　Average diameter ofmuscle fibersin
PLD

仙eeは　　　Cont「01　　　　　　町Str叫1jc P

3　　11．23土1．絹tnづI l116±1．79加】I

5　　16．03土2．16府31　　17．畑土1．9日n13I

8　　19．日±1．07tm）I　　　　20．70±2．10加〕I

16　　　刃．46士3．691n■91　　　42．00土4．27加6I

NS
N～
N
～
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PLDと同様，ふ化後8週日までは対照との間

に差をみない．

これに反し，明らかな臨床症状を示すDy

チキン浅胸部では，ふ化後12日日以降，対照

より線維直径の平均値が大きくなる傾向を示

し，特に12日目及び26日目では有意の高値を

認めた．同様に，Dyチキン上腕二頭筋の直径

平均値も，12日日以降33日日まで，いずれの

時期においても対照より有意に大であった

（図1）．

筋線維直径の分布をみるため，各動物の

PLDあるいはALD約500本についての直径

実測値を4JJ間隔に区分し，これを筋線維

100本当りの分布数に換算し，各群3羽ずつ計

；
V
 
L
ご
り
∈
空
も
」
芸
こ

5　　　12　　19 26　　　33

300本についての分布数を用いてmegahist0－

gramを作製した．但し16週日のPLDにおい

ては，実測値を10JJ間隔に区分し，Dyチキン

6羽，対照9羽の分布数合計を夫々1／2，1／3

に換算して使用した（図2）．これによれば，

DyチキンPLDではふ化後3週目で対照に

比較して大径線椎が少なからず認められ，5

週日，8週日では大径線経の増加のほか，小

径線経も多く認められた．更に16週目では60

〃以上の大径線経も多数みられた．ALDの線

推直径分布は，ふ化後8週目まで対照と大差

はなかった．

涜胸筋，上流二頭筋，排腹筋では，各動物

につき300本ずつの線維直径を4m間隔にて

測定し，各群3羽計900本の測定値に基づいて

megahistogramを作製した（Imaoka3），

1979）．その結果，Dyチキンの浅胸筋，上腕

二頭筋では，ふ化後12日目ですでに対照より

も直径の大きい筋線経が多くみられ，19日日

以降では多数の大径線経のほか，小径線経も

多く認められた（図3）．

e　　こ　DyStrOPhicchickens

O一一一〇　ControIs

5　　12　　19　　26　　33

Day after birth

図I Averagediameterof musclefibersinthepectoralissuberficialis，

biceps brachiiand gastrocnemius muscle．
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図2　Megahistograms offiber diameterin PLD・

Muscle diameters are distributedwidelyin dystrophics　（solid

line）comparing with controIs（brockenline）・

図3　Megahistograms offiber diametersin thepectoralis superficialis，

biceps brachiiand gastrocnemius muscle．

The muscle diameters ofdystrophics（solidline）aredistributed

widelyfrom the early stagesin the former two muscles・
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DyチキンPLDではVaCuOlization，floc－

Cu】ar degeneration，myOphagiaなどの病変

が認められるので，その出現頻度を知るべく，

各動物の筋横断標本上にみられる病変筋線維

数を数え，これを総線維数に対する百分率で

算出した．その結果，3週，5週，8週目の

病変筋出現率は夫々0．25±0．17％，1．22±

0．75％，1．33±0．83％であり，16週目におい

ては4．10±1．14％と増加したが，いずれも個

体差が大きい．

考　　　案

Dyチキンの罷患筋，特に浅胸筋やPLDは

肉眼的肥大が著しいのみならず，個々の筋線

推直径が著しく大きくなるものが少なくない．

この筋線維肥大の成因としては，胞体内mic－

roorganellaの増加と，myOblastの付加的癒

合による肥大とが考えられるが，Dyチキン

においてactivated satellite cellの著しい増

加（Yorita4），1979）が認められる点からすれ

ば，肥大原因としてmyoblastの付加的融合

が最も考え易い．PLDの絶縁維数が，変性の

著しいふ化後8週日においてもなお，対照と

差がないことは，活発な筋線経の再生とその

融合に基づくものと想像される．

DyチキンPLDの線維直径平均値の著し

い増加は，他の罷息筋である浅胸筋や上腕二

頭筋に比較して，はるかに遅延する結果がえ

られた．PLDで大径線経の出現もまた，上記

の2筋に比べ，遅いようである．従って，発

育期の同一時期で比較すれば，PLDの障害程

度は浅胸筋や上腕二頭筋のそれよりも弱いと

いえよう．ふ化後8週目のDyチキンPLDに

認められた8／J以下の小径線経には，変性筋

線経も再生筋線経も含まれていると想像され

るが，今後の研究にまたねばならない．

ジストロフィー筋の変化は，一般に節性の

変性と考えられるため，筋束横断面の変化を

みて，変性の程度を判断することは無理であ

－23－

り，今回はPLDの変性程度を他の罷息筋の

それと比較することは出来なかった．今後，

連続切片あるいは縦断面の検索により，節性

の状態を明瞭にする必要があろう．

総　　　括

DyチキンPLDを計測した結果

1．総線維数はふ化後3週目にて約9，800本で

あり，ALDのそれの約2．5倍に相当するが，

対照との間に有意差はない．以後5週，8週

目とも減少傾向を示すが，ふ化後16週目にて

対照に比し有意の減少を示した．

2．筋線維直径の平均値は，ふ化後8週目ま

では対照との間に差はなく，16週日で有意の

増大を示した．また線維直径の分布からみれ

ば，3週目から大径線経がみられ，5週，8

週目では小径線経の増加もみられた．これら

の結果を他の羅患筋と比較すると，発育期に

あってはPLDの羅息程度は浅胸筋，上腕二

頭筋よりも弱いと判断された．
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31）筋ジストロフィー鶏骨格筋の組織学的研究

－αW線椎における横管系の増殖性変化と

空胞出現の意義－

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　岡

は　じ　め　に

筋ジストロフィー鶏の主病理所見はヒト筋

ジストロフィーと同じく，筋線経の変性，壊

死，それに続く再生の像である．ただヒト筋

ジストロフィーと異なり，白筋が選択的に侵

されること，筋線維内にしばしば空胞を認め

ること，過収縮線維（opaque線推）がほとん

ど存在しないこと，Ca染色陽性線経が存在し

ないことなどより，筋変性壊死の過程がヒト

と鶏では異なるのではないかと考えられてい

る1）2）．

さらに白筋では筋線経の分化の遅れが示唆

，されていて，筋ジストロフィー鶏では未分化

なαR線経というαW線経へ転換する以前

の線経が数多く存在すること2）3）はその一つ

の実証である．また筋線維内に存在する空胞

は，ほとんど成熟型のαW線経に限ってみら

れ，この空胞は筋変性に関して何か大きな役

割を果している可能性が示唆されている．

我々は筋ジストロフィー鶏における空胞の意

義について，筋線推タイプとの関連のもとで

電子顕微鏡的に検討したので報告する．

対象・方法

対象としたのは醇化後2－4月の筋ジスト

ロフィー鶏（line413）とノその対照鶏（line412）

である．白筋である浅胸筋（pectoralissuper－

ficialis）と後広背筋（posteriorlatissimus

＊国立武蔵療葦所神経センター疾病研究第一部
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田　理　美事

dorsi）をその検索の対象としたが，今回は

αRとαW線経を明確に区別し易い後広背

筋につき検討した．電子顕微鏡写真は全て後

広背筋からのものである．

鶏骨格筋に存在する3種の筋線維（赤筋で

あるβR，自筋であるαR，αW）の個々の筋

線維タイプと電子顕微鏡的特徴を検索するた

め次の方法で組織化学的所見と電子最頁微鏡的

所見を対比させた．採取した筋は直にrela－

Ⅹing solution（5mM EGTA，4mM ATP，

4mM MgSO4，130mM K－methansulfonate，

20mM Tris，20mM maleate）（pH6．8，イ

オン強度0．21M）内にて1本の筋線経をとき

ほぐし，1本の筋線経はさらに2分割し，片

方は鶏肝の小片の上におき凍結し，1恥厚さ

の横断切片を得た．切片にはhematoxylin

and eosin，NADH－TR，ATPase，PAS染色

を行い筋線維タイプを決定した．2分割した

筋線経の残り半分はカコジレートNa後衛

2．8％グルタール液にて固定，さらにランタナ

ム加OsO4液で1時間国定，アルコール脱水

を行い，電子顕微鏡的に検索した．

後広背筋の一部は採取した直後に小切し，

ブロックとして，同じくカコジレートNa緩

徳2．8％グルタール液にて固定，さらにランタ

ナム加S－COllidine緩衝2％Os04で一昼夜後

固定，脱水，エボン包埋，電子昆頁微鏡観察を

行った．



結　　　果

（1）筋線推タイプの電子顕微鏡的特徴（図1）

a．浅胸筋

成鶏浅胸筋（正常対照）は98％以上が単一

のαR線経よりなることは知られている．そ

のαW線経はT管がZ線の高さを走ってお

り，Z線の幅は500－600Aと狭かった．

b．後広背筋

成鶏後広背筋（膵化後4月の正常対照）で

はαR線経が21．2％でその残りがαW線経

であり，βR（赤筋）はごく少数であった2）．

組織化学的にαW線経と決定された線経は

横管がA・Ⅰ結合部にあり，Z帯幅は600－800A

であった．組織化学的には同じαW線経で

も，浅胸筋と後広背筋のαW線経は電子顕微

鏡的に大きく異なった．αR線経も横管がA－

Ⅰ結合上にあるが，Z帯が800－1000AとαW

図l　浅胸筋（Pect．Sup．）のαW線経，後広背

筋（PLD）のαW，αR線経の電子顕微

鏡的特徴．説明本文．
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より幅広いため両者は電子顕微鏡的に区別で

きた．またαR線経のミトコンドリアは大型

のものが多く，2／J径を越えるものがしばし

ばであるが，αW線経では小型で2〝を越え

るものはみられなかった．

赤筋（βR線維）はZ帯の幅がさらに広く，

1000Aを越えた．また横管は非常に不規則に

走っており，自筋のような規則性はないが，

大体A－Ⅰ結合上に存在する傾向にあった．

（2）筋ジストロフィー鶏にみられる横管の異常

ランタナムを固定の時使用すると，それは

横管系に入り，横管の異常を見出し易いとい

われている．筋ジストロフィー鶏にみられる

大きな変化は，横管の増殖性変化であった．

筋膜直下のCaVeOlaeは数を増し，しばし

ば蜂巣状構造（honeycomb structure）を形

成していた．横管はその走行が不規則のもの

が増加し，縦走するものが多くみられ，横管

そのものも数珠状になるなど形状の変化をみ

た．このような横管の異常はαW線経に限ら

れており，αR線経はよく保たれていた（図

2）．ただαR線経ではミトコンドリアは増

加し，巨大化している傾向がみられた．

蜂巣状に増殖したCaVeOlae，横管は次に互

に融合し，次第に大きな空胞となっていくと

思われた（図3）．すなわち筋細胞内の空胞は

このような横管系の増殖性変化を初期基盤と

して起っていると考えられた．巨大化した空

胞は，少量の膜状のもの，あるいは細い顆粒

ないし線推状のものを入れていることもある

が，完全に何も入れていないことが多かった

（多分固定，脱水で内容物が失われたため）．

巨大空胞も筋膜下のCaVeOlaeと互に連結し

ていたことから，それは横管系由来で筋細胞

外と連絡していることがわかった（図4）．光

学顕微鏡的に壊死に陥りつつある線経にはし

ばしば空胞が存在することから，この空胞は

筋線経の変性・壊死と大きく関連していると

思われた．電子顕微鏡的にも，空胞の膜の一

部欠損，その近縁部のmyofilamentの走行異

常，Z帯の消失などmyofibrilの変性所見を



蜂巣状図2　αW（W）線椎の膜直下のcaveolae（矢印）はその数を増し

となっている．横管は縦走するものが多く，それも数珠状となって

いる．．αR（R）線経では横管系の異常はない．×20，000

図3　Caveolaeは蜂巣状となり互に融合して次第に空胞を作りつつある

（矢印）．かなり大きな空胞（星印）壁にもランタナムが存在し，こ

れが横管由来であることを示している．×20，000

－26一



図4　筋膜下にある大きな空胞の壁はcaveolaeと明らかに連結（挿入部矢

頭）していて，空胞が細胞外と交通していることを裏づけている．

×20，000，×40，000（挿入）

図5　空胞の一部は明らかに膜が欠損（矢頭）しており，その近辺のmyo・

fibrilはZ帯の消失や走行の乱れ（矢印）を示す．×6，000
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