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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発症機序に関する臨床的研究」

班として，昭和58年度の研究報告書を作成する運びとなりました．

当研究姓としては本年は一昨年，昨年につづいて第3年目であります．研究は各

自の独創的で自由な発想に基づき，しかし，研究の共通目的を失わぬように心掛けて行

っています．また，珪研究の意義を活かすためにいくつかのプロジェクト研究を設

定してきました．

本年度の研究成果はこの報告書に示されていますが，いずれも学問的価値の高い

ものであり，今後の研究に格段の進展を期待させるとともに，直ちに内外の本症の

研究者や医師達に大きく寄与するものと思います．班長各位の不断の努力に班長と

して心からの敬意を表します．

筋ジストロフィー症は，人間の生命活動の象徴ともいうべき全身の筋の萎縮をも

たらす疾患であり，幼い人々を原因の知れぬままに冒し，生命を失わせるものであ

ること，そして，この病気の解決が近年の科学・技術の進歩によって漸く現実化し

つつある段階にあることを思えば，私達は本症の研究を中断することはできません．

織豊晋の作成に当っては，本年度もその提出時期を58年の12月と致しました．本

年度の研究はなおつづけられているところ，班月各位の御協力に謝意を申し述べま

す．

本研究班に賜った，厚生省当局，国立神経センター，そして日本筋ジストロフィ

ー協会の深い御理解と多大の御援助に深く感謝し，引きつづいての御支援をお願い

致します．

昭和58年12月

〈珪長〉　三　好　和　夫



目　　　　　次

昭和58年度総括研究報告 7

昭和58年度総合班会議研究報告抄録 15

分担研究報告 25

Ⅰ．実験動物 33

Ⅱ．筋ジストロフィー症の遺伝・臨床と病理・病態 59

a）遺伝・臨床 61

b）形態・培養 96

c）リンパ球・赤血球など 128

d）生　理 158

Ⅲ．遠位型ミオパチー 177

Ⅳ．ミトコンドリアミオパチー 199

Ⅴ．筋ジストロフィー症の生化学・代謝など 223

昭和58年度ワークショップ抄録 285

昭和58年度研究班名簿 305



昭　和　58　年　度
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総括研究報告

班長　三　好　和　夫

〔はじめに〕

不研究報告書は，「筋ジストロフィー症の発症機序に関する臨床的研究」研究班の第3年

度の裡曾門である．前2回の報告書と併せて対をなしている．

この用告杏には，本年（昭58年）12月3日吐），4日（日）の両日に開催した当研究班の班会

溝席上で行われた報告をまとめた54編の論文が集雲緑されている．またこれに加えて，本年

8JJ3日粥に行った当研究姓のワークショップ「筋変性の自己崩壊機序：Rimmed

vacl10leをめぐって」の抄録，並びに明年（昭59年）1月に開催予定の「筋ジストロフィー

症」総合班会議における当研究班報告の抄∃録を掲載してある．

〔研究方針〕

甘研究班での研究は，各班月のこの間題に関する独創的で，自由な発想によることを基

調としている．しかし，当社の研究目的を見失うことのないように，常に各自の研究の性

格を明和にしてゆくことに努め，また蛙としての研究の意義を活かすために，プロジェク

ト研兜として特定のテーマを掲げて集中研究を行ってきた．

研究性格の3段階：

筋ジストロフィー症のように未だ原因不明の疾患の研究には，研究月各自の研究の性格

が十分に意識されていることが必要である．すなわち，1）症例の症漉，所見の把握と解

析からの菜斤しい疾患，病型の発見と確立，2）筋の変性，崩壊と再生の病態の確立，3）本

症遺伝子の表現としての蛋白質，酵素の異常の発見である．

これらは，本症の病因究明に対して，それぞれ，1）現象論的，2）実態論的，3）本質論

的研究，といえるが，大切なことは，これら各段階の研究が別個に成立するのではなく，

現象を通して失態が，実態を通して本質が明らかにされることであると思う．

プロジェクト研究：

プロジェクト研究は当址の研究発展の中からの芽生えと国際的研究レベルでいわゆる先

端分野の所に焦点を合せてとりあげた．
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今期においては，1）筋の崩壊と再生（初年度から），2）いわゆる遠位型ミオパテー（2

年度から），3）筋ジストロフィー症の分類学（3年度から次期に向けて），そして，4）い

わゆるミトコンドリアミオバナー（同上）である．

〔本年度の研究報告〕

集録した論文54編の内訳は，用いられた研究資料や研究方法の面からは，本報告書での

配列のごとく，Ⅰ実験動物　5，ⅠⅠ遺伝，臨床と病理，病態，a）遺伝，臨床　7，b）形

態，培養　8，C）リンパ球，赤血球など　8，d）生理　4，ⅠⅠⅠ遠位型ミオパテー　4，ⅠⅤミ

トコンドリアミオパテー　5，Ⅴ生化学，代謝など13，となっている．

また，内容的には大凡，Ⅰ新しい症例，特異な症例と分類学　8，ⅠⅠ筋の変性崩壊と再

生，a）筋の変性，崩壊16，b）筋の再生　6，ⅠⅠⅠ本症における特異な異常，成因の探究

9，ⅠⅤ新しい研究手技■10，Ⅴ遠位型とリソゾーム　4，ⅤⅠミトコンドリアミオパテー

6（これに米国学者DiMauro教授の招待講演が加わる），Ⅶその他　4，である．

〔研究成果の要約〕

各個の研究はそれぞれ独自の意義をもっており，類型的な要約が困難であることがむし

ろ特徴であるが，項目別にのべる．

Ⅰ新しい症例，特異な症例，そして本症の分類学

本症の分類を「分類学」として推進する基本構想が示された・古い時代の病状分類に対

して，病状に準接しながら病態を織込み，病因を指向しての分類である・臨床から基本的

研究への立場を明確にしたものである．

新しい症例，病型は，毎年加えられているが，本年度もいくつかが報告された・当班長

の発見したLDH－M欠損症の第2家系，特異な先天性ミオパテ一・Myoadenylate

deaminase欠損疑，Phosphorylaseb kinase欠損とそのATP治療効果，などである・

また，全身骨格筋のCT所見による本症の病期分類が示され，完成されれば実際臨床上に

寄与するところが大きい．

ⅠⅠ筋の変性，崩壊と再生

a）筋の変性，崩壊：

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）を代表とする筋ジストロフィー症における筋

の変性，崩壊の実態が，当研究姓今期で次のごとく具体的に組立てられた・

まず，何らかの転機により表面膜が障害され，細胞外Caの流入によりCANPが活性化
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され限定分解が行われ，Z帯の消化，α－アクチニンの遊離が起って筋原線経のdisassem＿

blyが生じる．ついで，リソゾームカテプシン群による非限定分解が進行し，この際マクロ

ファージ由来のカテプシン，肥満細胞由来のセリンプロテアーゼも関与する．この間，筋

から血清中に遊馳酵素や筋構成成分が逸脱する．

本年度もこの全過程に新しい知見が加えられた．例えば，筋膜の超微細構造の所見，薬

剤使用によるモデル実験，変性筋線経のOpaquefiberとそれに至る各段階の形態変化と蛋

白成分解析，などである．また，蛋白分解酵素の内因性inhibitorについての知見が進めら

れ，別に，逸脱酵素CKとMbの流出が定量的に本症の崩壊筋量として比較して示された．

b）筋の再生：

DMD筋の再生筋には未分化ないし脱分化の特徴がみられることが当班のこれまでの詳

細な研究で明らかにされている．今回も種々の知見が動物と症例において加えられた．す

なわち，Satellitecellの動月と活性化，再生線椎の特徴が示された．中で，ハムスタージ

ストロフィー筋では，筋力低下の少ないことが再生筋における結合織の増生のないことで

説明されたことなど興味深い．また，少しく意味が異なるが，各種のミオパテ一筋にみら

れるリンパ球浸潤のT－Cell，B－Cellsubpopulationの差が明らかにされたことは新知見で

ある．

ⅠⅠⅠ本症における特異な異常や成因の探求

本症の成因を直接にねらって，それぞれ独特の着想に基づいて，異常な蛋白質，酵素の

探究が続けられている．今期でも，筋クレアチンの分解酵素と能動輸送の特性，麻酔剤に

対する特殊反応の機序，筋膜の特殊抗原，過酸素関連酵素，その他各種の筋内酵素，各代

謝系酵素の研究である．

本質的研究というべきものであり，容易ではないが，この種の研究が活発に行われるこ

とが望まれる．

IV　新技術の開発

当研究班では，研究遂行のための現在の国際レベルの研究技術を保持しており，また，

常に自ら新しい技術の開発を行っている．このことは専門的研究班として大きな財産とい

うことができる．

それらは，組織，細胞の超微細観察，酵素構造蛋白質成分の分析，また，単離筋線椎で

の研究，組織・細胞培養，細胞クローニング，ヌードマウスへの移植，モノクローン抗体

の作製，それらを用いてのRIA，EIAと染色技術，その他である．

また，臨床例や生体を対象とした，新しい筋のCT解析，31P－NMR研究などがある．
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V　遠位型とVaCuOleないしIysosome（プロジェクト研究）

この領域において当班のあげた成果は，国外に例をみない極めて目覚しいものである．

まず，遺伝・臨床型として，古典的なWelander型の他に，新しく，筋ジストロフィー症

型とvacuoleを有する各型の存在を確立した．後者にはdebrancher酵素低下例も含まれ

る．そして，VaCuOle形成をlysosome変化を対象とした筋崩壊の一つのパターン「リソゾ

ム型変性」としてとらえ，これを超微細形態と蛋白分解酵素の両面から裏付けた．

これに関しては，本年8月にワークショップを，基礎専門研究者を交えて開いた（本報

告書並びに明春，専門誌「神経内科」に掲載予定の論文参照）．

本年度の研究班会議でも，神経系性筋萎縮にみられるvacuole，1）ソゾム諸酵素の系統的

研究，また，タロロキンによってvacuoleミオパテーのモデル動物が作成されるなど成果

を加えた．

ⅤⅠミトコンドリアミオパテー（プロジェクト研究）

リソゾムと同じく，エネルギー産生源としてのOrganella，ミトコンドリアに焦点を合せ

た集中研究で，次年度へ向けて取り上げた．本症の中のOcular，Oculopharyngeal型と，

いわゆるミトコンドリアミオバナーの各種の相互関係が，分斯学的に，また成因的に明ら

かにされる要がある．

本年度もすぐに数題の研究が集まり，また米国からミトコンドリア関連酵素の異常症の

一つCarnitine palmytyltransferase欠損症の発見者であるDiMauro教授を招待して講

演と討議への参加をえた．

本報告書にみるように，症例としては，各軸のミトコンドリアミオバナー，Kearns－

Sayre症候群，ミトコンドリア脳脊髄症，高乳酸血症，運動時CK上昇例，それらにおける

ミトコンドリア機能の酵素化学，また，皮膚線維芽細胞における研究，など，ミトコンド

リアに関する症例，形態と機能に関する必要な研究項目が出揃ったといってもよい．

〔研究の将来の見通し〕

当研究班は，「筋ジストロフィー症の発症機序に関する臨床的研究」の目的に沿って，本症病者

の病状，病態の解明に関して着実に成果をあげてきた．この成果は将来とも確実に積重ね

られてゆくものと思う．そして，この中から今後，本症の成因の発見がなされることに大

きな期待が抱かれる．

研究班として，各期ごとに掲げたプロジェクト研究は，いずれも現在の本症研究の最も

摘発な研究分野に焦点を合せたものであり，その成果が誤りなく実っていることが判る．
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なお，今後について付言すれば，遺伝子性疾患である本症に関しては，本報告書の分期

草の論文でのべたごとく，近年の遺伝子クローニングと遺伝子工学技術の発展から，染色

律上にJjける疾患退伝子マップの作製が進められる段階に入った．当研究班としても，臨

雄研究骨として，その必要な部分を担当すべきであると考える．

〔おわりに〕

、t川F究班は，筋ジストロフィー症の成因臨床研究班として，基礎班，動物飼育班，そし

て捜草・臨床班，養護班と相ともに活動を行い成果をあげてきた．

発足以来，若干の年月が経過したが，当初の研究レベルに較べて格段の進展をみせるに

至った．当初はそれ程多数ではなかった本症の研究者についても，なお十分といえないま

でも，すでにここで育ち巣立ったものは少なくない．

筋ジストロフィー症が人の生命活動の象徴ともいうべき筋の萎縮であり，また幼い人々

を理由不明のまま冒して命を失わしめる疾患であること，そして，その解決の現実化が近

年の分子生物学や遺伝子化学の進歩によって望まれる段階にあることを思えば，私達は本

症の研究を中断することはできない．

本研究報告書は，当研究姓の本年度のものであるが，筋ジストロフィー症に関する内外

の研究者や医師達の今後の研究と臨床に大きな影響を及ぼすものと思う．

（12－25，1983）
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昭和58年度厚生省神経疾患研究委託費

「筋ジストロフィー症」総合班会議

筋ジストロフィー症の発症機序に関する臨床的研究

研究報告抄録



筋ジストロフィー症の分類学；病状，病態そして成因的分類への進展

三　好　和　夫

（沖中記念成人病研究所）

筋ジストロフィー症の分類は，はじめは病状，ついで病態に基づき，現在は窮極の成因追求のも

とに行われている．このように成因の究明を目指して行われる分類を私は分類学と呼びたい．その

中で刻々に提示される分類が本症の日常臨床の指針，基準となっている．

〔本症分類学の進展〕

最近の分類（表参照）では，病状に準拠しながら，すでに知られた疾患の病態が十分に組み込ま

れている．表では，神経原性のものを省き，筋原性のミオパテーをあげて筋ジストロフィー症とし

てある．さらに著者らの分類では，ミオパテーと筋ジストロフィー症を分ける試みがなされている．

〔筋ジストロフィー症の特徴〕

本症の特徴としての，遺伝性，進行性，筋力低下，筋変性は現象的なものといえよう．筋変性を

とりあげ，組織所見でmyogenicとdystrophicを識別し，血清でCK活性値の上昇を重視すること

を提唱したい．

〔症状の幅と体細胞のモザイク性〕

ホモ型で発症する劣性型に対して，ヘテロ型の発病者（例えばFSH型）では症状に幅がみられ

る．DMD女性保因者に適用されるLyon説に対して体細胞のモザイク性が考えられないか．著者ら

は前に骨髄捌包の成熟段階における還元分裂の事実を発表しているが，考慮に入れて考えてみたい．

この場合には，体細胞の成熟，分化という別の問題が持ち込まれる．

〔合併症状に対してのisozyme的理解〕

多彩な症状を呈する病型の理解として，例えばDMDに伴う知能障害では，筋にある本症の原因

酵素のisozymeが脳にあり，両者に共通したsubunitの異常がこれらを起すと説明したい．この考

え方は，福山型の脳障害にも当てはまり，また，ミオパテ一における筋原性と神経原性変化の混在

にも有用と思う．

〔遺伝型を異にする類縁の病型〕

LDHのSubunitHとMの遺伝子は別であり，11，12番の染色体に別れてある．もしDMDの原

因酵素がsubunitからなりⅩ染色体と体染色体に別れてあれば，Ⅹ染色体性遺伝型のDMDに対し

て，類似の症状を呈し体染色体性遺伝型の別の病型があってよい．異なった遺伝型を示し，多種類

の病型からなる筋ジストロフィー症の分類において考慮されてよい．

〔Organ釧aからみた分類〕

遠位型とリソゾーム変化，Ocular，Oculopharyngeal型とミトコンドリアミオバナー，いずれ
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も，Organella変化の有無，それぞれに含まれる原因解決ずみの疾患（Storagedisease，Carnitine

palmytyltransferase欠損など）から，実態そして原因的分類に期待がもたれる．

〔染色体上の疾患遺伝子の分類〕

DMD遺伝子の座位は最近，Ⅹ染色体短腕Ⅹp21と知られた．近年の遺伝子クローニングと遺伝子工

学技術により，DNA構成から蛋白質，酵素の同定が可能になった．まず，染色体上の異常遺伝子の

マップすなわち分類を問題にし，当研究班の役割についてふれたい．

〔動物筋ジストロフィー症〕

動物にもⅩ染色体性の筋ジストロフィー症が見出された．これまでの各種を含めて，分類学的に

それぞれ動物の遺伝・臨床型とみる観点が必要と思う．

〔おわりに〕

分類学は成因解明を目指す総括的研究といえる．本症の分類学の現状と今後の展望をのべた．

表1　筋ジストロフィー症の分頬

（Waltonら，1981）

（a）ズ」7777点ed∽〟Sα血γめSわて妙か由

Severe（mchenne）

Benign（Becker）

？Benign with early contractures（Dreifuss）

Scapuloperoneal

？Hereditary myopathy00nfined to females

（b）A〟わSOmd柁（：おSJ〃β椚〟ぶα由γめざJ和♪ゐぬs

Scapulohumeral（’Limb－girdle’）

？．Quadricepsmyopathy’

Autosomal recessive muscular dystrophyin

childhood

Congenital muscular dystrophies

（C）A〝わざ0∽αJ（わ∽わは乃J7乃〟Sα血′めSかてゆあおs

Facioscapulohumeral

Scapuloperoneal

Late－OnSet prOXimal

mstal（adult－OnSet）

Distal（infantile－OnSet）

α：ular

（kulopharyngeal

表2　筋ジストロフィー症の分類
（著者ら，1980）

1．Autosomal dominant muscular dystrophies

Facioscapulohumeral type

mstalmyopathy（Welandertype）

2．Autosomal recessive muscular dystrophies

Limb一girdle type

Malignantlimb一girdle type

Autosomal recessive distal

muscular dystrophy

Congenital muscular dystrophy

3．X－linked recessive muscular dystrophies

mchenne type

BenignI九lChenne type（Beckertype）

4．Myopathies

（kular myopathy

（kulopharyngeal myopathy

（kulopharyngodistalmyopathy

OtheIS
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ミトコンドリア異常を伴う神経筋疾患
1）臨床・形態

福　原　信　義

（金沢大学医学部神経内科）

骨格筋ミトコンドリアの形態異常は，いわゆるミトコンドリア・ミオパテーといわれるもののほ

かに，種々の神経筋疾患でみられ，また，実験的にも虚血でも作れるので，特異性を欠き，一部，

外眼筋麻痔を伴う筋疾患におけるほかは，骨格筋の病因を反映しているものとは必ずしも考えられ

ない傾向があった．当三好班では，種々の臨床症状を示すミトコンドリア・ミオパテーの症例報告

をつみ重ねるかたわら，本年はDiMaur0教授を迎え，いわゆるミトコンドリア・ミオパテ一につ

いての特別講演をしていただいた．

ミトコンドリア・ミオパテーは狭義には眼筋・骨格筋の症状のみで，他の症状がなく，先天性ミ

オバナー，または進行性筋ジストロフィー症に似るものをさすが，広義には，眼筋・骨格筋の症状

のほか，中枢神経症状など多彩な症状を示す神経筋疾患の部分症状（筋症状）をいう．

骨格筋のミトコンドリア異常は，組織化学的には，ragged－redfiberとして，電顕的には，ミト

コンドリアの数の増加，大きさの異常（巨大なもの，管状に長いもの），形の異常（クリスタの増

加，環状，峰窟状のもの，結晶様封入体，球状封入体）などがみられるが，ragged－redfiberの出

現頻度とミトコンドリアの形態異常の程度には，疾患群の違いや臨床症状の強さとは必ずしも相関

しない．DiMauroら（1983）によって報告されたcytochrome C oxidase欠乏によるミトコンド

リア・ミオパテーの症例は骨格筋の組織化学的・電顕的異常と酸素欠乏の程度が年齢とともに軽快

しており，注目される．

狭義のミトコンドリア・ミオパテーの筋萎縮・筋力低下の分布としては，それぞれ，眼筋型・肢

体型・遠位型・顔面肩甲上腕型筋ジストロフィーに似た分布をしているものがあり，強い易疲労性

を特徴としているものもあり，血中乳酸，ピルビン酸の上昇しているものが多い．

CytochromeCoxidase欠乏によるミトコンドリア・ミオパチ一には，強い筋力低下，乳酸アシ

ドーシスを生ずるが，De TonトFanconi－Debre症候群を伴い4か月以内に死亡する悪性型（van

Biervlieltら，1977）とDeToni－Fanconi－Debre症候群を伴わず，次第に軽快する良性型（DiMauro

ら，1983）のあることが報告されている．

筋症状以外に広範な症状を伴うもので単一疾患として確立されてきたものには，

1）Kearns－Sayre（－Shy）症候群（KSS）：

三主徴（外眼筋麻痺，網膜色素変性，心伝導障害）のうち3症状をもつ65症例と，2症状のみを

もつ57症例とで分析すると，三主徽以外の症状頻度はほぼ同じであり，これらは単一の疾患と考え

られる．

2）Hackett－Tarrow症候群（HTS）：

家族発症が多く，成長障害，難聴，痙攣を主症状としている．

3）Ragged－red fiberを伴うミオクローヌスてんかん（MERRF）：

ミオクローヌスてんかん，ミトコンドリア・ミオパテ一，小脳失調を主症状とする．
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KSS（65定型例）MERRF（15例）　HTS（10例）

家　　族　　歴　　10．8％　　　　46．7％　　　　60％

発　症　年　齢　小児期～49歳　小児期～42歳　　2－8歳

外眼筋麻痺　　100　％

網膜色素変性　　100

心伝導障害　　100
ミオクローヌス　　　　1．5

全　身　痙　攣　　　10．8

知　能　異　常　　　44．6

小　脳　失　調　　　63．1

筋　力　低　下　　　64．6

視神経萎縮　　　　7．7

難　　　　　聴　　　55．4

低　　身　　長　　　63．1

6．7％　　　　　30％

13．3　　　　　　　20

0　　　　　　　　20

100　　　　　　　　0

73．3　　　　　　60

80　　　　　　　　40

93．3　　　　　　40

93．3　　　　　　90

50　　　　　　　　20

35．7　　　　　　80

20　　　　　　　100
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ミトコンドリア局在酵素の異常に関する研究の進歩

垂　井　清一郎

（大阪大学医学部第二内科）

ミトコンドリアにはTCAサイクル，酸化的リン酸化，脂肪酸のβ酸化などに関係した諸酵素が

局在しており，エネルギー代謝において重要な役割を担っている．なかでもマトリックスを中心に

存在するTCAサイクル関連諸酵素と，内膜に局在する電子伝達系は生体エネルギーの重要な供給

源である．

近年ミトコンドリア局在酵素の異常による代謝障害が多数報告されているが，生検標本を用いた

ミトコンドリア機能の生化学的解析には色々な技術的問題があり，ミトコンドリア機能障害が想定

されていながら未だ生化学的に異常部位の決定されていない症例が多数存在している．

本講演では，ミトコンドリアのエネルギー代謝（特に酸化的リン酸化）に関連した諸酵素の異常

の解析を中心とした研究の現状を紹介し，私共が行っているKeamSTSayre症候群の骨格筋ミトコ

ンドリア内膜電子伝達系の解析結果につき報告する．

ミトコンドリアにおけるATP産生は次のようにして行われる．解糖系によりブドウ糖から生成

したビルビン酸はミトコンドリアに取り込まれアセナルC。AとなりTCAサイクルに入る．TCA

サイクルでは脱水素反応や脱炭酸反応によりNADHや還元型フラビンが作られ，これがミトコン

ドリア内膜電子伝達系を介して最終的に酸素を還元し，水を形成する．この過程でミトコンドリア

内膜内外に水素イオンの濃度勾配が作られ，これがATP合成のエネルギー源となる（酸化的リン酸

化の化学浸透説）．

ミトコンドリア内膜の電子伝達系は，フラビン蛋白，チトクロム，鉄・イオウ中心，エビキノン

（coenzymeQ）などで構成されており，酵素複合体I～IVに分割，精製されている（図参照）．図

の複合体Ⅴはオリゴマイシン感受性ATPaseである．

ミトゴンドリア内膜電子伝達系は組織より単艶したミトコンドリア分画の酸素消費能とチトクロ

ム含量を測定することにより解析されてきた．酵素消費能の解析により，ミトコンドリアの呼吸調

節能の欠如（Luft病），NADH－COerLZyme Q reductase欠損症などが発見された．

ミトコンドリア内膜のチトクロムは，a，a3，bK，bT，C，Clの少なくとも6種類存在することが知

られている．チトクロムの分析は差スペクトル法によって行われ，a＋a3，bK＋bT，C＋clの3群

に分割して測定することが可能である．

Morgan－Hughes等，DiMauro等はこれらの方法を駆使して，チトクロムaa3（Cytochrome

Oxidase）欠損症，チトクロムb欠損症，チトクロムC欠損症など，種々の疾患単位を報告して来

た．しかし，これらの分析を行うには多量（数グラム）の生検組織が必要であり，容易に行い得る

ものではなかった．

最近私共は，ミトコンドリアの呼吸機能の解析にかわるものとして，ミトコンドリア内膜電子伝

達系複合体活性の測定を行っている．
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この方法では100mg程度の生検標本で充分であり，電子伝達系異常の発見欠損部位の決定に有

用である．又，エビキノンは重要な電子伝達系構成成分であるが，これまでミトコンドリア異常症

における解析の報告が見られなかった．私共は高速液体タロやトグラフイ一によりユビキノンを測

定し，ミトコンドリア異常症の病態解析を行っている．その結果，Kearns－Sayre症候群の骨格筋ミ

トコンドリアでは，内膜の電子伝達系活性，エビキノン含量ともに低下していることを見出した．

（附図）　ミトコンドリア内膜電子伝達系複合体

Succinate→回＼

NADH→□ ／オ

CoQ→ IlI（Cyt．bt，bk，Cl） 一→Cyt．C→ Ⅳ（Cyt．a，a3）

ADP ATP

I；NADHrCoQ reductase．ⅠⅠ；Succinate－CoQ reductase，

111；CoQH2－CytOChrome Creductase，lV；Cytochromeoxidase，

Ⅴ；01igomycine sensitive ATPase，CoQ；Ubiquinone，

Cyt．；CytOChrome．
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ミトコンドリア異常を伴う神経・筋疾患線推芽細胞を用いた
酵素学的診断法

佐　藤　　猛，安　野　みどり，山　本　剛　司
（順天堂大学医学部脳神経内科）

【目的】

高乳酸，高ビルビン酸血症を呈するLeigh脳症や，ミトコンドリア（Mit．）脳・筋症では，骨格

筋内に異常Mit．の集積が認められる．ビルビン酸の蓄積は①ビルビン酸の酸化障害，②糖新生系の

障害，③その他，Mit．障害などで起る．近年，pyruVatedehydrogenasecomplex（PDH）や，Mit．

内酸化還元酵素の異常が報告されている．これら多種にわたる諸酵素活性を測定する際，生検筋で

は量的な制約，あるいは対照材料と同時に測定することが困雉なことから，皮膚線維芽細胞を用い，

これらの酵素活性の測定法を検討した．

【症例】

症例1：11歳女児・身体発達遅延，脳神経麻痺，視神経萎縮，小脳症状，病的反射，呼吸麻痺，

けいれんを認めた．血中乳酸，ビルビン酸，アラニンが高値を示した．高脂肪食により改善した．

症例2・3：Mit．脳・筋症の患者と母親（山本，別府，椿：第85回神経学会関東地方会．1983，5月

発表）．

【方法】

（1）生検皮膚線維芽細胞をEagleMEM＋8％FCSにて培養，5～7継代培養したものを用い

た．Trypsin＋EDTAで剥離後Hepesbuffer（＋mannitol，ATP，EDTA，ME）にて浮遊，prOteaSe

を作用させた後，ホモジネートし，遠心後Mit．分画を得た（Stumpf，1981）．培養瓶（175cm2）当

り0．05－0．15mgMit．蛋白が得られた．なおMit．分画法はVero細胞を用いて確立した．

（2）線維芽細胞のホモジネートを凍結・融解したものを用いた．PDHcomplex：Blassら（1970）

の方法を一部改変した．反応系に1714C－pyruVateを加え，発生した14C02を液シンにて測定し

た．PDHphosphatase活性：Robinson（1975）の方法にて行った．ATPにてPDHを不活性化し

た後，Ca＋＋，Mg＋＋による再活性値を測定した．Lipoamide dehydrogenase（LAD，E3）：Koike

（1970）の方法によった．

（3）Mit．分画を凍結・融解後，二波長分光光度計にて，250C，550nmで次のMit．酵素を測定し

た．cytochrome－CTOXidase（Sekuzu，1965），SuCCinate cytochrome－C－reductase（SCR）

（King，1967），NADH－CytOChrome－C－reductase（GianLuigiSottocasa，1967）の活性を測定

した．さらにVero細胞のMit．分画について，液体窒素温度における酸化還元の差スペクトラムよ

りcytochrome spectraを測定した．なおMit．分画の一部は電顕にて観察した．

【結果】

（1）症例1の線維芽細胞のPDHcomplex活性が低値を示したが，血小板と生検筋の活性値は正

常範囲にあった．PDH phosphatase，およびLADは正常であった．
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（2）Vero細胞より得たMit．分画は電屈酎こてMit．の集積を確認した．cytochromespectraではC

は546nm，bは560nm，aは602nmで吸収極大を得た．さらにMit．酸化還元酵素活性値と蛋白量と

の相関性を確かめた．

CytOChrome－C－0Xidase活性値は正常であった．SCRは正常対照10．9±2．6n mol／min／mgに比

し，症例2では4．9±0．3と低下が認められた．

【考察・結論】

まだ対照例数が少ないため，上記の測定結果の意義については現段階では保留する．症例1につ

いては他のPDHcomplex構成酵素や糖新生系酵素も測定しなければならない．症例2については

さらに他のMit．酸化還元酵素活性の検討も問題となる．今回は皮膚線維芽細胞により，これらの酵

素活性の測定法を主に報告し，日常診断に応用し得ることを示した．
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1）筋ジストロフィーハムスター骨格筋の再生

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　寺　澤　健二郎＊　岡　田　理　美＊

進行性筋ジストロフィーの骨格筋の主病変は筋

線経の変性，壊死である．筋線椎は壊死に続いて

再生するが，それは進行性筋ジストロフィーでも

例外ではない．筋ジストロフィーではブ舌先な再生

があるのに臨床症状は名の如く“進行性”であり

止ることを知らない．もし筋の再生が壊死を代償

しているならば症状の進行はないはずである．進

行性筋ジストロフィーには再生があっても症状が

進行するのは再生が十分でなくまた不完全だから

と考えられている．

多くの筋ジストロフィー動物モデルの中で筋ジ

ストロフィーハムスターは骨格筋の筋力低下がほ

とんどなく，非進行性である．しかし病理学的に

はヒト筋ジストロフィー，特にDuchenne型筋ジ

ストロフィー（DMD）と較べても決して少なくな

い填死線椎を認める．多数の填死線経が同じよう

に存在しても，ヒトでは常に進行するのにハムス

ターではなぜ進行しないのか，その答えの鍵は再

生にあると考えられる．筋ジストロフィーハムス

ターの再生を知ることはきわめて重要であり，ヒ

ト筋ジストロフィー筋の再生と比較することによ

り，筋ジストロフィー筋がどのようにして進行し

ていくかその病態生理を知ることになる．

筋ジストロフィーハムスター骨格筋の再生を研

究していくにはまず健常のハムスター骨格筋が壊

死した後どのように再生していくか，その組織学

的，組織化学的変化を経時的にみていく必要があ

る．再生をみるためにはまず筋線経を壊死させね

ばならないが，従来使用‾されていた加熱，冷却，

挫減など物理的な方法は筋線推のみでなく，血管，

神経など支持組織まで破壊する．そのために再生

＊国立武蔵療養所神経センター微細構造研究部

線経は均等でなく再現性がない．今回は筋線維の

みを選択的に壊す塩酸ブビバカイン（マーカイ

ン）1）を使用した．

対象・方法

1）正常対照ハムスターにおける骨格筋の再生

対照ハムスターとして生後4月のBIO FIB

（雄）を使用した．

筋を壊死させるため生食に融解した0．25％塩酸

プビバカインを右前脛骨筋（自筋）と右ヒラメ筋

（赤筋）内に直接0．5mlずつ注射し，反対側の筋は

対照とした．注射後24時間，4，7，10，15，30

日目に同筋をとり出し，液体窒素で冷却したイソ

ペンタン中で固定し，連続凍結切片を作製した．

切片にはhematoxylinandeosin（HE），Gomori

trichrome変法，NADH－TR，PAS，OilredO，酸

フオスファターゼ，ATPase（routine，pH4．5，4．3），

acridineorange（AO），aCetylcholinesterase（Ach

E），nOnSpeCificesterase（NSE）染色を行なった．

上記各時期に5匹ずつ（計30匹）の筋の中にみ

られた再生筋線経の組織化学的特徴を明らかにし，

次に各筋中の再生線維100～200本の直径を計測し

た．対照筋（非処理筋）の直径は無差別に10匹選

び，各筋で200本の筋線経の直径を計測した．

2）筋ジストロフィーハムスター骨格筋の再生

筋ジストロフィーハムスター（BIO14．6）は実

研動物中央研究所の御厚意で入手した．生後2週

（3匹），4週（3匹），2月，4月，6月，12月（各

5匹ずつ）の長持伸筋，前脛骨筋（自筋），ヒラメ

筋（赤筋）について前述した1）と同様の方法で切

片を作製し，同じ染色を行なった．壊死，再生線

経の頻度は個体差が大きく今回は統計的処理する

までの匹数が不足したので直径計測は行なわなか

－35－



った．

結　　　果

1）正常ハムスター骨格筋

塩酸ブビバカインを注射した筋は赤筋も自筋も

広汎な壊死に陥り，48時間後には強い貪食反応を

認め，その組織像はラット骨格筋の壊死の時と同

じであった1）．注射後4日目になると再生線経と

しての形態をかなり整えるようになるが，まだ会

食細胞も残っていて胞体の輪廓ははっきりしてい

なかった．7日目になると中心核をもち，塩基好

性の再生線経としての形態を整えはじめ，それは

大きな群をなして存在するので一見して再生線経

と同定できた（図1）．組織化学的にはATPase染

図1塩酸ブビバカイン注射後7日目の前脛骨

筋．中心核をもつ再生線経が右半分に，壊

死を逃れた筋線経が左半分に存在する．

HE染色，×350
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図2　塩酸ブビバカイン注射後の再生線経の組

織化学的特徴．

色でタイプ2C反応を示し，AOで強い橙色の蛍光

を発し，NSE，AchE染色で胞体内にも活性が存

在した．

7日目以後再生線経は急速にその径を増し，10

日目にはAO，AchE，NSEでの同定は困難であっ

た．ATPase染色でみると未分化なタイプ2C線経

から白筋では分化したタイプ2A，2B線経へと15

日目までに，赤筋では分化したタイプ1，2A線経

へと30日目までにほぼ転換を完了していた．胞体

の塩基好性は10－15E】で次第に失われていったが，

中心核は30日目にもほとんど全ての再生線経に残

り，ハムスターの再生筋では中心核はそのよい指

標となるように思われた．再生線経の組織化学的

所見は図2にまとめた．

再生線経の直径を計測してみると赤筋では壊死

より1月目でもまだ壊死前の径に戻っていないが，

自筋である前脛骨筋では受傷後15日目には対照と

同じ直径となり30日目ではやや肥大気味になる．

神経と血管が侵されず，筋線維のみ破壊されると

筋線維タイプおよびその直径分布が元に戻るのは

白筋が早く約15日，赤筋では約30日必要であるこ

とが分った（図3）．

2）筋ジストロフィーハムスター骨格筋

筋ジストロフィーハムスター（BIO14・6）骨格

筋は生後2週目までは壊死や中心核線経はみられ

ず一見正常にみえた．また筋線経の大小不同もみ

られなかった（図4）．

4週目には強い筋線経の壊死，再生，中心核を

もった線経が白筋，赤筋内両方に増加し，壊死は

円8ERDIAHETERINREGEHERAT州QF18ERS

（HAHSTERI
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図4　生後2週目の筋ジストロフィーハムスタ

ーの骨格筋．壌死線経や再生線経はなく

中心核線経もない．HE染色，×350．

図5　生後4月員の筋ジストロフィーハムスタ

ーの骨格筋．全ての筋線経は中心核をも

ち，また強い会食反応を示す壌死線経が

群をなして存在する．HE染色，×180．

2～4週の間に出発していることが分った．4週

目の骨格筋をみると中心核線経は個体によるバラ

ツキはあるが20－50％の筋に存在した．すなわち

生後2～4週の間に多い筋では約半数の筋線経が

一度壊死に陥ったことになる．

壊死線経は数本，時には数百本が群をなし，強

い会食反応を伴っていた．生後4月もするとほと

んど全ての筋線経は中心核をもち，その中心核を

もっている線経が再び壊死に陥っている所見が得

られた（図5）．

再生線経の早期（15日以内）にみられるタイプ

2C反応は生後1月以降はどの筋にもみられ，中心

－37

核線経の存在とあわせて考えると筋ジストロソイ

ーハムスターには活発な再生があることが示され

た．6月，12月の筋をみても壊死線経，再生線経

が群をなして存在する像には変化なかった．また

特異なことは骨格筋にはほとんど結合織の増加，

脂肪織の置換を認めないことであった．

考　　　察

筋ジストロフィーハムスターは1962年Bio－

ResearchInstituteのHomburgerらにより見出

されたものである2）．本動物は骨格筋の症，状はあ

まりないが，心筋が強く侵されることが特徴で本

邦ではBIO14．6とUMX7．1の2系統が入手でき

るが，後者の方により強い心筋障害をみる．骨格

筋は病理学的には強い壊死像を示すが臨床的には

症状は軽く非進行性である．生後2週目にはほと

んど皆無の壊死，再生が2－4週目より起り始め

ること，非常に活発な再生があり（中心核線経の

増加），壊死を十分代償することが一つの特徴で＼あ

る．

ハムスターの骨格筋の再生を知る指標は中心核

の存在である．さらに再生の初期はATPase染色

でタイプ2Cの反応をとることから，ヒトDMDの

時と同じくATPase染色が再生線経の同定には

最も優れていると思われる3）．筋ジストロフィー

ハムスターでは生後4月目に中心核線経も変性し

ている像をみることは，壊死→再生→壊死をく　り

返している証拠である．しかし筋ジストロフィー

ハムスターの骨格筋では非常に完璧な再生が行わ

れていると考えねばならないのは臨床的な筋力低

下がないからである．

ヒトDMDでは不完全な再生がなぜ筋ジストロ

フィーハムスターでは完全なのか，その要因はま

だ明らかにされていない．両者の病理イ象を比べて

みて最も大きな違いはハムスターでは病変が群を

なして存在すること，問質の反応（結合織の増生）

がないことである．前者は再生をあまり左右する

因子として考えられないので，結合織の増生が再

生を遅らせる要因かも知れない．事実DMDの線

維化の強い筋では血管が減少しているという報告

がある4）．結合織の増生，それによる小血管の二次



的減少，再生線経への血流の減少，再生の遅れ，

そして結果的には病状の進行という過程がヒト

DMDではあり，ハムスターではそれがないと考

えられる．
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2）筋ジストロフィーチキン骨格筋の修復能（続報）

中　村　晴　臣＊

研究協力着　　金　藤　大　三＊　高　田　邦　安＊　田　中　順　一＊

ジストロフィー筋（Dy筋）の機能を規定するも

のは，筋線経の変性と再生のバランスであると考

えられ，変性機序の解明のほかに，Dy筋の再生能

が論じられるようになった．骨格筋線経の再生が

衛星細胞の増殖，分化によるものであり，その

potential cellが局所組織の構成々分に由来する

ことは，Reznikl）の筋損傷実験からも知られてい

る．Dyチキンの筋変性に伴って，著明な核小体と

明るく大きな核をもった好塩基性筋線経，所謂，

筋再生イ象がみられることは組織学的に明らかであ

るが，再生されたDy筋線経が示す経時的変化に

ついては，殆ど知られていない．

前年度では再生されたDy筋線椎に，分化の遅

延のみられることを報告したが，本研究において

は検索例を増して，受傷後1週日以降の筋線経の

変化を経時的に追究し，再生された幼君筋線経の

特性，形態的変化などを電顕並びに組織化学的に

検討する．

方　　　法

ふ化後3週目のDyチキン（line413），対照チ

キン（line412）各群夫々15羽を用いた．無菌的に

両側の後広背筋を露出し，ドライアイス・アセト

ン混合液にて冷却した幅5mm，厚さ1mmの金

属板を，筋腹中央部に2分間庄着してcoldinjury

を加えたのち皮膚創を斉逢合した．術後1－5週日

まで毎週，経時的に各群3羽ずつの後広背筋を深

麻酔下にて摘出した．但し，術後4，5週目にお

いては，実験群，対照群とも2羽，4羽ずつを検

索した．なお，本研究では筋腹の受傷中央部を選

んで検索し，検索部位の一定化に努めた．

＊鳥取大学医学部脳幹性疾患研究施設神経病理

標本の作製に当っては，右側後広背筋からは10

JLmのCryOStat切片を作製し，hematoxylin－

eosin，mOdifiedGomoritrichrome，PAS，NADH

tetrazolium reductase（NADH－TR）および

ATPase（pHlO．3）染色を施し，光顕的観察を行っ

た．左側後広背筋は電昆頁的検索のため，細切片を

スリガラス根上に伸展固定し，0．1Mカコジール

酸緩衝液加2．5％glutaraldehyde（pH7．3）で2時

間固定後，1晩上記緩衝液にて沈子條し，lanthanum

染色（Revel＆KarnOVSky法）を施し，aCetOn

系列にて脱水し，Epok812に包埋した．超薄切片

には酢酸ウラン，鉛塩の重染色を行い，電顕検索

に供した．

筋線維直径の測定にあたっては，NADH－TR

およびPAS染色標本からat randomに250倍写

真を作製し，各動物当り300～500本の筋線経につ

いて，画像解析装置（Summagraphic）を用いて

5FLm間隔で計測し，Studentのt－teStによって

統計的検討を加えた．

筋線維直径の分布をみるため，各動物毎に計測

した約300－500本の筋線経の直径値の分布を，各

動物100本当りの分布数に換算し，各週3羽ずつ合

計300本についての分布数を算出し，これによって

megahistogramを作製した．但し，受傷後4週及

び5週目においては，夫々2羽，4羽の分布数合

計を3／2，3／4に換算して使用した．

αR線椎とαW線経の区別は，主としてNA

DH－TR染色によった．即ち両者は共にATPase

染色で濃染するが，NADH－TR染色では，αR線

経は大型のdiformaSan頼粒を多数含み，PAS染

色には淡染する．αW線経はdiformasan顆粒が

より微細で，かつ粗に分布し，PAS染色にはやや

浪染する（Ashmore及びDoerr4））．
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結　　　果

1．再生筋の組織学的所見

受傷後1週目には，光顕上，myOtubeの胞体は

やや好塩基性を減じ，横紋の明らかな小径幼君線

経が発達している．筋組織の横断面でみると，直

径の大小不同が目立ち，特にDy筋では対照筋よ

りも強いようにみられた．電顕的にみると，幼若

筋線経の筋原線維はより密に発達し，活性化した

衛星細胞や筋芽細胞が取り囲んでいる．これらの

所見では，Dy筋と対照筋に著明な差異はないが，

衛星細胞，筋芽細胞の数はDy筋にやや多いよう

にみられた．

受像後2週及び3週日では，横紋の良く発達し

た小径線経が次第に増加し，線維直径も増大して

くるが，対照筋に較ベDy筋の直径の大小不同が

目立つようになる．中心核もDy筋にやや多くみ

られる．電顕的には筋核のheterochromatinが増

加し，また，mitochondriaの多い線維とその乏し

い線維とが区別出来るようになる．明らかな変性

線経は見出しえない．

受傷後4週日には，Dy筋で筋線経の大小不同，

中心核の増加，空胞を有する筋線経の散在などが

みられ，myOphagiaを伴う壊死線経も少数認めら

れた．5週目には空胞を有する線経や壊死線経が

増加するほか，脂肪組織の浸潤も認められた（図

1）．塩基性の胞体をもつ幼若な小径線経もみられ

図1　受傷後5週目のDyチキン後広背筋

筋線経の大小不同，筋牒輪核の増加，

myophagia，問質の増加と脂肪浸潤をみ

る．H－E染色　×220．
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た．Dy筋の電景頁像では多数の空胞を有する線経

がみられ，しばしば活性化した衛星細胞を伴って

いる．筋核は比較的chromatinに乏しく明るいこ

とが多いが，時にはelectrondensityの高い核を

有する変性線経もみられた．胞体の微細構造が消

失した壊死線経も認められる．また明瞭な核小体

をもち明るい大型の核を連ねる幼君線経が，5週

目のDy筋に再び認められた．

2．再生筋の組織化学的所見

術後1週目では，Dy筋，対照筋ともにすべての

再生筋はαR線経であった．2週以後対照筋では

急速にαW線経が増加し，5週目では大部分の線

椎がαW線経に変換していた．これに反し，Dy筋

ではαW線経の増加は遅く，5週目でもなお多数

のαR線経がみられた．術後1～5週目のαW線

維出現率を示すと，表1の如くである．即ち，対

照筋では3週目以降，αW線経が筋線椎の約80％

を占めほぼ一定の値を示すが，他方Dy筋のαW

線維出現率は，成育につれて次第に増加するとは

いえ，5週目においてもなお筋線経の約43％を占

めるにすぎず，対照筋との問に明らかな差異が認

められた．

3．再生筋の線維直径の変化

受傷1週目以降の再生筋について検討した．再

生筋全体でみると，対照筋の直径は経過と共に次

第に増大している．この対照に比LDy筋の平均

表1　αW線椎の出現率

言霊覧）動物数　対照（％）　恥（％）P

1　　　3　　　　　　　0　　　　　　　0

2　　　3　　　　63．0±10．9　　2．4±3．0　く0．05

3　　　3　　　　軋0±2．6　　　37．9士4．6　＜0．001

4　　　2　　　　80．5±2．9　　　25．9±5．9　　NS

5　　　4　　　　80．9±5．8　　　43．7±7．2　＜0．001

政情は－≠均伯±標準偏差．

Ⅰ）y：ジストロフィー筋．

P：対照・Dy間の有意差の検定．NS：有意差なし．



表2　線維直径の平均値

受傷後
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数値は平均値±標準偏差．（）内は測定線維数を示す．

Dy：ジストロフィー筋．

P：対照・Dy間の有意差の検定．NS：有意差なし．

直径は，1週及び2週目では小さく，3週及び4

週日では急速に対照より大きくなり，更に5週目

では再び直径の減少を示した（表2）．筋線経を構

成するαR線経とαW線経について，平均直径の

変化を検討すると（図2），受傷後3－5週目の対

照筋直径は，その約80％を占めるαW線経の直径

変動に比較的平行して増大している．これに反し，

Dy筋の過半数を占めるαR線経は3週，4週目

において急速に平均直径が増大し，5週日で減少

している．更にαW線経は対照筋とは逆に，2週

以後次第に平均直径が減少，特に5週日の減少が

著しい．

筋線推直径の分布をみるに，受傷3週以降の

Dy筋の平均直径の標準偏差は，再生筋全体にお

いても，またαR線経においても対照筋より高値

を示し，筋直径の大小不同の著しいことが想像さ

れる（表2）．αW線経における直径標準偏差値

は，対照に比し大差をみない．

直径分布の変化は，megahistogramにより更に
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図2　再生筋線維直径平均値の変動
表2に基づく．

黒丸実線：筋線維全体：黒丸破線：αR
線推；白丸実線：αW線維

明瞭である（図3）．即ちDy筋にあっては受傷4

週以降，特に60JJm以上の大径線経が少なからず

認められるほかに，5週目では15／Jm以下の小径

線椎が増加している．

考　　　察

筋線経に傷害を加える実験方法としては，筋の

挫滅，冷却（Priceら2）），麻酔薬注入（Jirmanov孟

及びThesleff3））などが代表的なものである．本実

験に使用したcoldinjuryは，筋肉内の神経，血

管，衛星細胞などを傷害する欠点をもってはいる

が，基底膜は比較的良く保存されるといわれる

（Priceら2））．また傷害の強さと傷害部位さえ一定

にすれば，再生筋線経を同定し易い方法である．

後広背筋は浅胸筋や上腕二頭筋に比し，ジスト
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図3　再生筋線経の直径megahistograms
黒丸実線：Dyチキン：白丸破線：対照
チキン

ロフィーとしての病変はやや軽度であるが，筋が

細長く，容積も小さく，傷害部位を一定にし易く，

またcoldinjuryにより筋腹の横断面全体を容易

に傷害でき，実験に好都合である．

チキンの骨格筋は，ATPaseおよびNADH－

TR染色を応用して，αR，αW及びβRの3種類

の筋線推タイプに分類される（Ashmore及び

Doerr4））．対照チキンとして使用した1ine412の白

筋はαR線経とαW線維とからなり，ふ化後急速

にαR線経からαW線経への変換が進む．例えば

ふ化後4ヶ月の後広背筋では，αW線経が78・2％

を占め，αR線経は21．8％である（Nonaka及び

Nakamura5））．このことは，本実験において受傷

3週目以降，対照再生筋のαW線経が約80％を占

める点とよく一致する．これに反し，Dyチキンの

後広背筋ではその変換が遅れ，ふ化後4ヶ月目で

もなお67．2％にすぎない（Nonaka及び

Nakamura5））．かかるDyチキン白筋における筋

線推タイプ変換の遅延は本実験の再生筋線経にも

認められ，受傷後2週以降のαW線維出現率は低

く，対照に比し明らかに異常である．かかる事実

は，Dyチキン再生筋に分化の遅延があると理解

しえよう．

Dyチキンの再生筋にあっては，受傷後2週目

以降急速に直径平均値が増大するが，5週目では

逆に対照よりも低値をとる．かかる直径値の変動

がαR線経の変動によく一致するのは，αR線経

が線推構成の過半数を占めることに基づくであろ

うが，同時にDyチキン再生筋のαW線経の特異

性にも原因すると思われる．即ち，Dyチキンの

αW線経は2週以後経過と共に直径平均値が減

じる．Dyチキンの変性はαW線経に出現するこ

と（Nonaka及びSugita6））を考慮すれば，αW線

維直径の減少は筋線維変性と無関係ではありえな

い．特に受傷後4－5週目に変性が認められるこ

とを考え合せると，5週目における筋平均直径の

減少は，線経の変性，壊死に伴って出現する小径

幼君線経の存在によるものと思われる．それは5

週目にみられた直径分布の様子からも理解出来よ

う．Dy筋のαR線経においても対照と異なり，急

速な直径の増大とその大小不同がみられ，特異な

所見を示した．

総　　　括

Dyチキン（line413）の後広背筋にcoldinjury

を加え，受傷後5週目まで経時的に再生筋線経の

形態を追究し，対照と比較検討した結果は次の通

りである．

1．受傷後1週目には病巣は幼君筋線経で満た

されるが，対照よりも筋線維直径は小さく，より

多くのmyogenic cellを伴っていた．

2．受傷1週目の再生筋は，対照同様すべてαR

線経より成るが，2週以後αR線経からαW線経

への変換は遅れ，5週目においてもαW線維発現

率は約43％の低値であった．

3．受傷後3週目以後の再生筋には大小不同が

著明になり，肥大線経を伴い，4－5週目には筋

線経の変性と壊死，脂肪浸潤，新たな幼若筋線維

ー42－



が出現し，5週目の筋直径平均値は減少した．

4．Dy筋再生線経では，対照と異なりαR線経

の直径平均値が一過性に増大するが，αW線経の

直径平均値は経過と共に減少した．

結　　　論

Dyチキンの白筋では，受傷後早期に対照とほ

ぼ同程度に活発な筋再生が認められるが，2週以

後は再生筋の分化が遅延し，次第にDy筋特有の

変性と壊死が散在性に生じ，新たな幼君筋線経の

出現，筋線推直径の減少を来す．
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3）培養下における正常及び筋ジストロフィーチキン

のT－SyStemの微細構造

塚　越　　　虜＊

研究協力者　　小　林　高　義＊　松　永　高　志＊

松　本　客　秋＊　古　川　哲　雄＊

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症（筋ジスと略）の病因とし

てTrsystemなどの筋内膜系の変化が最近注目

され，Oguchiら1）2）は，Duchenne型筋ジストロフ

ィー症でT，SyStemの走行異常，分布異常，管径

変動増加，honeycombstructureとT－SyStemの

連続性，T－SyStemとsarcoplasmic reticulum

（SR）のanastomosisなどを報告している．しか

し，これらの変化が筋ジス筋の発生期より存在す

る異常なのか，変性の初期像なのか，あるいは再

生筋における発達中の内膜系の像をみているのか

は未解決の問題であった．一方，筋ジス鶏では，

Scalesら3）がGolgi変法を使用した立体視により，

T－SyStemをらせん状に取り巻くSRの異常構造

を報告し，Kiddら4）はT－SyStemのballooning，

swellingを報告している．今回我々は，正常及び

筋ジス筋の発生，分化段階のT－SyStemの異常の

有無をみる目的で細胞培養法を使用し，検討を行

ったので報告する．

材料及び方法

正常（1ine412）及び筋ジス（line413）鶏胚11－13

日目大胸筋を使用．実体顕微鏡下で各々の大胸筋

を切り取りリナルデイ一二液へ入れ結合組織を除

去．まな板の上で0．5mm3以下に細切後，0．25％ト

リプシン液へ入れ，37℃で7～8分incubateし

た．その後ピペッティングを行ない，750～1000

rpm，2分間遠心後トリプシン液を除去し，リナル

ディーニ液で洗浄，ビペッティング，遠心操作を

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

3回行い，最後に培養液を入れ，トリプシンの活

性を停止させた．浮遊細胞培養液をピペッティン

グ，遠心操作を行ない，上清を除去後，新しく培

養液を6cc位加え，充分ピペッティング後，レン

ズクリーニング用のシリコンフィルターを通し，

大型シャーレに静置させ，30分間37℃でincubate

L，線維芽細胞を減らし，筋芽細胞の比率を多く

した（Yaffeの方法）．ニグロシンを使用し，生き

ている細胞を数え，2×104cell／cm2（8×104cell／

Coverslip）になるように細胞数を調整し，コラー

ゲン塗布カバースリップ上で培養を行った．培養

液の組成は，Eagle’sMEMwithHanks’salt80

％，馬血清15％，EE5％，glucose6g／l，penici1－

1inGlOOu／ml（NaHCO。でpHを調整）．週2回

培養液を交換，経時的に位相差顕微鏡で観察す

ると同時に，3E］ごとに各々をJenner－Giemsa染

色し，更に電顕標本を作成した．電顕標本は，

Coverslipをそのまま0．1MPBSbuffer（pH7・2）

で3回洗浄し，2．5％glutaraldehydeで15分間固

定．PBS bufferで充分洗浄後，COVer Slipより

組織をコラーケンと共にはがし，0．1M s－CO1－

1idinebufferで洗浄後，2％オスミウム酸，2％

硝酸ランタン中に入れ，バイブレーターで30分投

拝し，その後シリーズアルコールで迅速に脱水し，

epon－aralditeへ包埋した．厚切り切片は無染色

のまま日立H－800を使用し，200KVで観察し，超

薄切片は酢酸ウラン・クエン酸鉛二重染色後100

KVで観察を行った．

結　　　果

光顕所見：両者の筋芽細胞は，培養2～3日目
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図1　Electron micrographs of Trsystem

tubules in cultured normal chick

Skeletal muscle．

一45

A：Many caveola are observed

beneath the plasmalemma，and

SOme Of them open to the cell

surface．

B：Multilobed inpackings of the

plasmalemma．

C：Numerous multilobedinpackings

appear as elongated　＆　tubular

forms．

D：Honey comb like structures

beneath the plasmalemma．

E，F：HighpowerviewsofFig．1－D．

T－SyStemtubulesofthehoneycomb

like structure are connected with

CaVeOla which opento thecellsurface

（arrowhead）．

Uranylacetate－leadcitratestainnig．

Bar＝1JLm（A，B，C，D），bar＝0．5FLm（E，

Fl．


