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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」

班は，過去3年間多くの研究成果を挙げ，昭和58年度をもって終了しました．そし

て昭和59年度より新しく「筋ジストロフィー症の臨床，病態と成因に関する研究」班

として発足致しました．当研究班は過去10数年間一貫して筋ジストロフィー症の病因，

発症機序の解明を目指し，現象論，実態論的研究の蓄積を経てようやく本質論的ア

プローチの段階に入りつつあるように思います．

筋ジストロフィー症のように原因不明の疾患の研究にあたっては既成の概念にと

らわれない独創的なアイディアが要求されると思います．この報告書の中にも自由

な発想に基づいた示唆に富む学問的価値の高い成果が発表されており，今後の研究

が大いに期待されます．姓眉各位の不断の御努力に心から敬意を表します．筋ジス

トロフィー症の研究の道は極めて喰しいと思います．しかし病床に横たわる患者さ

んを思う時，私どもは一時といえども研究を中断することはできません．

本研究班に賜った厚生省当局，国立武蔵療養所神経センター，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，ひきつづき御支援を

お願い致します．

昭和59年12月

〈姓長〉　杉　田　秀　夫
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総括研究報告

珪長　杉　田．秀　夫

〔はじめに〕

本研究報告書は「筋ジストロフィー症の臨床，病態と成因に関する研究」班の昭和59年

度（初年度）の報告書である．

本研究班の目的は筋ジストロフィー症の成因の解明を当面の目標としつつ，終局的には

治療法の確立と本症の根絶を願っている．

この報告書には昭和59年12月1日仕），2日（日）の両日に開催された址会議に於て報告され

た論文が集て録されている．

〔研究成果の要約〕

本年度発表された報告の中から2，3のトピックについて述べる．

A．筋ジストロフィー症

1）新技術の開発

未知の分野の開拓に新しい方法論は必須である．最近注目されている画像解析法を用い

た臨床研究が報告されている．即ちCT，超音波，NMR画像などでありこれらの機器を用

いた本症の経時的変化が確立されるであろう．

組織化学的にはcarbonic anhydraseIII（CA－III），muSClespecificenolase（MSE）な

どによる新しいfibertype識別法が発表された．又，本症羅息筋に浸潤するリンパ球の表

面マーカーによるsubpopulationの解析とその病因論的意義が論じられている．

その他放射性同位元素を用いたクレアチン代謝の研究，モノクロナール抗体を用いた核内

non－histone蛋白の局在と染色体との関連などの研究が報告された．

2）筋の変性と再生

この間題は本症の病態の中核をなすものである．変性を考える上で形質膜は重要な課題

であるが，この方面の研究は極めて難しい．

形質膜特異的リガンドを用いた新しい形質膜画分分維法が報告され今後の発展が期待さ

れる．
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3）遺伝子工学的アプローチ

本年より開始されちDMD遺伝子単社の試みは当研究班の柱の一つであり本質論的研究

といえる．

DMD遺伝子の単馳又はそれと密接にlinkageしているprobeを見つける事により当面

保因者発見及び胎児診断を目標としている．すでにヒトⅩ染色体よりいくつかのprobeが

単維されており近い将来linkage研究が行なわれるであろう．

4）モデル動物に関する研究

従来常染色体劣性遺伝形式を持つハムスター，マウス，ニワトリジストロフィーが研究

対象となったが今回DMDと同じ遺伝形式をとるmdxマウスが我国に導入され形態，生

理，生化学的に検索されるであろう．

B．関連疾患

1）Distalmyopathy（rimmed vacuole型）

Rimmedvacuole型distalmyopathyは本研究班が過去精力的に行って来たプロジェク

ト研究の1つであり，lysosome酵素の病因的意義が研究されてきた．今年度rimmed

vacuoleの周辺にカテ70シンB，Hなどの酵素が酵素坑体法により実際に存在する事が明

らかとなりlysosome酵素が筋蛋白分解に直接的に関与している事がより明白となった．

実験的タロロキンミオバナーでも同様の所見が得られ両者は共通の筋蛋白分解機構を有す

るものと思われる．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（E－64－d）

又，・タロロキンミオパテーはチオールプロテアーゼ阻害剤で発症が阻止される事がわか

りこの事はrimmedvacuole型distalmyopathyの治療に結びつく可能性を示している．

2）Mitochondrial myopathy

本症も当研究班の研究プロジェクトの1つである．

．本邦に於けるmitochondrialmyopathyの臨床像の特徴，診断法，CoenzymeQl。などに

よる治療など多方面の発表があり本年8月1日当研究姓に於いて基礎専門家を交えて

workshopを行なう予定である．

〔研究の将来の見通し〕

当研究班は筋ジストロフィー症の臨症，病態の解明に着実な成果をあげた．筋ジストロ

フィー症に関する今後解決すべき問題点として2つの事が挙げられよう．

①筋の再生

本症の罷息筋では活発な再生が行なわれているが再生に関しては未解決な点が多い．例
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えば再生のポテンシーは正常であるが内部環境が悪い為に変性を上回るに充分な再生がで

きないのか，再生筋自身正常と異なると理解すべきであろうか，再生を促進するにはどう

したらよいかなど解明すべき多くの課題を有している．

（∋遺伝子工学的アプローチ

我国は欧米に比しこの問題はやや立遅れてはいるが今後発展すべき重要課題である．最

近0mithine transcarbamylaseの遺伝子がDMD遺伝子と隣接している事が明らかとな

ったのでIinkage研究は急速に進歩するであろう．Linkage研究を実施する際重要なのは

DMDの正確な家系図である．臨床にたずさわっている班眉各自がもう一度患者の家族歴

を調査し正確な家系図を作成し保持しておくことが当面極めて重要であると思われる．
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Rimmed Vacuole型DistalMyopathyと］）ソゾーム

木　南　英　紀

（徳島大学医学部酵素研酵素化学）

【目的】

Rimmedvacuole型Distalmyopathyは，常染色体劣性遺伝で，本邦において詳細に検討されて

きた．近年，この特異なミオパテ一におけるリソゾームの異常が示唆され，筋線経の変性とリソゾ

ームの70ロテアーゼとの関連が着目されつつある．

リソゾームに含まれるプロテアーゼの中でも，いわゆるチオール性カテプシン群（カテプシンB，

H及びL）は強いタンパク分解活性（筋構造タンパクの分解も含め）を有し，細胞内タンパク質の

分解において主要な役割を担っていることが明らかになっている．Muscular dystrophyと異なり

Distalmyopathyはphagocytesの浸潤を伴わないのが特徴であり，Rifnmed vacuoleそのものが

チオール性カテ70シン群を含むかどうかの検査は本症において，リソゾームの異常を伴うか否か，

又，筋萎縮との関連を調べる上でも基本的な課題と思われる．

我々はこのようなDistalmyopathyの病態を明らかにするため，カテプシンB，Hの筋組織にお

ける局在を免疫学的に検討した．合わせてチオール性カテプシン群に対する内在性阻害タンパクの

局在についても調べた．

【材料と方法】

国立神経センターで保有されているDistal myopathyl例の筋生検標本について組織学的検査

（HE，Gomori－Trichrome染色）並びに免疫組織学的検査を行った．ヒトカテプシンB及びHの精

製は唐渡ら及びKirschkeらのラットカテプシンB及びHの精製法を修飾して行った．凍結肝を用

いるため，リソゾーム膜が破れ，細胞質に存在する内在性インヒビターと複合休を形成している．

そこで肝ホモジネートをpH4．5で37℃，防腐剤の存在下でincubateL，インヒビターを破壊後，そ

の遠心上清を出発材料として精製した．DEAE－CelluloseでカテプシンB，Hを分社し，その後カテ

プシンBはCM一セルローズ，77イゲル501を，カテプシンHはConA－セ7ァローズ，ハイドロキ

シアパタイトを行い，それぞれ均一な標本を得た。一方，カテプシンB，H，Lなどのチオールプロテ

アーゼに対する細胞内チオールプロテアーゼインヒビター（TPI）3種の中，皮膚，消化管上皮など

の上皮性起源の細胞に多量に存在するTPトαをヒト皮膚上皮を出発材料としてラットTPトαと

全く同じ方法で精製し均一なタンパタ標品を得た．10叫gのプロテアーゼ及びTPトαを家兎皮内

に2週間毎に3回注射し，最終注射3－4週間後に採血した．いずれの抗体もそれぞれの抗原に特

異的であることは免疫拡散二重法及びWestem blottingで確認した．硫安分画，DEAE一セルロー

スクロマトグラフィーのステップを経て得たIgGをペプシン消化し，F（ab′）を得た．ベルオキシタ

ーゼ標識Fab′の調整は石川らの方法に従った．免疫組織化学方法は今川らの方法を若干修飾して行

った．

ホルマリン固定凍結切片の内在性ベルオキシターゼをH202でブロックし，対照血清で処理後切

片を先に調製したベルオキシターゼ標識抗体と反応させ，3，3′－diaminobenzidinetetrahydrochlo－

rideで染色した．後染色はへマトキシリンで行った．
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【結果】

患者疾患筋片をHematoxylin－Eosin染色及びGomori－Trichrome法で染色したところ，筋線経

の大小不同，問質の増加，中心核の増加などの筋病変と共に，内容に塩基好性物質をもついわゆる

Rimmedvacuoleが観察された．そこで抗力テプシンB－Fab’－ベルオキシターゼ複合体を用いて，

切片を直接法で免疫組織学染色を行った．筋肉にみられるRimmedvacuoleが強く濃染されており

筋細胞そのものはbackgroundレベルの染色しかみられない．低倍率で見ると小さなものから大き

なvacuoleまでほとんどすべてのRimmedvacuoleはカテ70シンB陽性であった．抗力テプシンー

Fab′－ベルオキシターゼ複合体を用いた検査結果も同様でありRimmed vacuoleが強く染色されて

いる．一方TPI－a－Fab，－ベルオキシターゼ複合体を用いての染色結果では筋細胞Rimmedvacuole

いずれも陰性であった．

【考察】

ラットの各種組織におけるカテプシンB，H及びTPトα，βのレベルをベルオキシターゼ標識

抗体を用いてサンドイッチ法で測定した結果では，骨格筋におけるカテプシンB及びHの含量は

極めて弱く，腎臓の約10分の1及び27分の1であった．又，正常な骨格筋細胞は抗力テプシンBあ

るいはH抗体で殆ど染色されず，わずかな浸潤細胞が染色されるのみであった．ヒトにおける本症

例においてもカテプシン，TPIいずれも骨格筋のサイトプラズムはbackgroundレベルの染色であ

り，Rimmed vacuoleのみが抗力テプシンB抗体及び抗力テプシンH抗体によって濃染された．

この結果はRimmedvacuoleが，リソゾーム由来であることを強く示唆している．塚越らは，Distal

myopathyでカテプシンB＆L活性を含む多くのリソゾーム酵素活性の上昇を認めており，Rim－

medvacuoleがactiveなlysosomeであり，本淀の筋変性がvacuole内で進行している可能性も考

えられる．しかし，活性なプロテアーゼをもつ非常に大きなRimmedvacuoleの成因は何であろう

か．肝臓では，autOphagicvacuoleの形成と退縞は極めて速く，約10分の半減期で代謝回転してお

り，そのことは活発なタンパク分解を反映している．従ってリソゾームのチオール性カテプシンを

阻害するとvacuoles中のタンパク分解が抑制され，非常に多数の又，互いに癒合した大きな

vacuolesが形成される．しかし，本症ではカテプシン活性が抑制されているという証拠はない．

Rimmedvacuoleの成因とチオール性カテプシンとの関係は興味ある今後の課題と思われる．今回

の報告は一症例のみの検討であり，今後，多くの症例について検索を重ねると共に，Rimmed

vacuole中の内容物及びカテプシン群を電子顕微鏡及び免疫電子顕微鏡的に追求して，Rimmed

vacuoleと筋線推変性との関連を追求する必要があると思われる．
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タロロキンミオパテーとリソゾーム酵素

杉　田　秀　夫，佐　野　元　親，石　浦　章　一
（国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部）

リソゾームには，細胞内蛋白質をアミノ酸にまで非限定分解するカテプシンと総称される一群の

酸性プロテアーゼが存在し，その中でもチオールプロテアーゼが蛋白分解の主役とされている．リ

ソゾームは細胞内蛋白質の主要な分解の場と考えられているが，筋細胞においては正常状態ではリ

ソゾームの発達が乏しいとされている．

病的な場合，例えばデュシャンヌ型筋ジストロフィー及び塩酸ブビバカインによる実験的ミオバ

ナーにおいては，筋細胞それ自身よりも浸潤してくるマクロファージのリソゾームが主役となり筋

蛋白分解が完了することが想定されている．一方Rimmedvacuole（RV）を伴うdistalmyopathy

においてはマクロファージの浸潤は例外的で，筋細胞内に多数のautophagic vacuole（auto－

phagosomeとautolysosomeの総称）の出現があり，autOphagyの冗進状態が想定されている．

細胞質や細胞小器官が膜によって包み込まれ形成されたautophagosomeはリソゾームと融合し

てautolysosomeに変換され，この中で取り込まれた物質の分解が行なわれている．これら一連の生

物学的現象はautophagyと呼ばれている．autophagyの制御機構あるいは生理的意義については，

従来不明な点が多く，最近になってようやく，細胞内蛋白分解に関する生化学的研究が活発になり

autophagyの誘起に関する知見が集積されるようになった．アミノ酸欠乏やグルカゴンによって誘

起される細胞内蛋白質の分解冗進はautophagyによることが明らかになってきた．RVを伴うdis－

talmyopathyは，筋細胞におけるautophagyの冗進状態と理解するこ．とが可能であろう．

我々はRVを伴うdistalmyopathyのモデルとして，タロロキンをラット腹腔内に連E］長期間投

与することによりRVを伴うミオパテーを作成し，autOphagyの冗進状態をつくり出し生化学的に

検討を加えたので報告する．

タロロキンを長期間投与すると筋細胞及び肝細胞にautophagosomeの出現が多数観察され，筋

肉のホモジェネートでは正常コントロールに比較してカテプシンB及びカテプシンB＆Lが著明

に上昇していた．肝細胞をsubcellularfractionationして各分画のリソゾーム・チオールプロテア

ーゼ活性を測定するとりソゾームーミトコンドリア分画（LMfr）で正常コントロールと比較して

著明な上昇があり，中でもカテプシンBの上昇が著明であった．LMfrからPercollによる密度勾配

法でリソゾームを分離すると正常のリソゾームよりも比重の軽いところにカテプシンB＆Lの活

性のpeakがあり，しかも正常よりも上昇していた．このfractionは電顕的にautophagosomeより

なる事が確認された．すなわちautophagosomeは酸性加水分解酵素をもちautolysosomeである

と判定された．

次に大熊らの方法によりfluorescein－isothiocyan左tedextran（FITC－dextran）を用いてリソゾ

ーム内のpHを測定した．FITC－dextranの螢光強度がpHにより大幅に変化することを利用して

あらかじめFITC－dextranを取り込ませたリソゾーム内のpHを測定した．

タロロキン長期投与によりpHには上昇が見られず，正常コントロールと差がなかった．

タロロキンは細胞内での作用部位として，リソゾーム内で塩基（base）として働きpHを上昇さ
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せるといわれてきた．しかし長期投与の結果ではpHには変化がなく，タロロキン長期投与により出

現するautolysosomeはタロロキンのpH上昇効果に抵抗性であるといえよう．

従って筋細胞内でも，多数のautolysosome内で活性が上昇したカテプシンBをはじめとするチ

オールプロテアーゼにより蛋白分解が充分行なわれているものと考えられる．Autolysosomeがど

のような機序でinductionされてくるかは不明であるが，RVを伴うdistal myopathyにおいても

autophagicvacuoleは筋萎縮に関与しているものと考えられる．

現在我々はチオールプロテアーゼインヒビターであるE－64－dによりタロロキンミオバナーの発

症及び進行が抑えられるか否かを検討中である．
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1　表面膜

若　山　吉　弘

（昭和大学藤が丘病院神経内科）

江橋・杉田ら（JBiochem46：103，1959）により発見された進行性筋ジストロフィー症患者血

清CK値の高値，SibleyとLelminger（JNatlCancerInst9：303，1949）により偶然発見され，

Dreyfusら（JClinInvest33：794，1954）により確立された本症における血清aldolase値の上昇

などより本症では何らかのleakymuscleplasmamembraneが存在する可能性が示唆され，馬渡・

高木ら（ArchNeuro130：96，1974）によりDuchennemusculardystrophy（DMD）の筋細胞膜

のadenylcyclase活性のepinephrineやsodiumfluorideに対する反応も正常筋とは異なることが

報告されていたが，形態学的に筋表面膜の異常を証明したのはMokriとEngel（Neurology25：

1111，1975）のDMD生検筋細胞膜についての報告が最初である．彼等はDMD生検筋のglutar

aldehyde，OsO42重国定epon包埋標本の厚切り切片を位相差顕微鏡で観察すると筋線経の表面に

底辺を置き多くは楔状をした筋原繊維の疎しょう化した部分がみられ，これを6－1esionと呼んだ．

この部の電顕的観察では筋線椎の基底膜は保たれているものの筋細胞膜の部分的消失とその内部の

微細構造の変化を見出しこのような変化は本症生検筋線維変性の初期変化であろうと考えた．彼

等は同時に電顕細胞化学的研究にて筋細胞膜の欠損部分を通じて6－lesionへのperoxidaseの流入

を証明した．BradleyとFulthorpe（Neurology28：670，1978）はperoxidaseより拡散しやすい

染色剤Procion yellowがDMD生検筋では対照筋に比し明らかに多くの筋線経に入ったことから

DMDではsarc。lemmaに何らかの異常のあることを示唆した．DMD生検筋細胞膜の部分的消失

はCarpenterとKarpati（BrainlO2：147，1979）や埜中・杉田（神経進歩24：718，1980）も報告

しており，またこのような変化はpreclinicalDMD生検筋でも認められている（WakayamaYet

al，Neurology33：1368，1983）．次にDMD生検筋細胞膜の残存部分ないし透過電顕的に正常と思

われる部分のStruCturalintegrityが正常かどうかが問題となる．Bonillaら（Ann Neuro14：

117，1978）は筋細胞膜表面にSugar reSidueとして出ているconcanavalinAのreceptorの分布

を電顕細胞化学的に検討しDMDでは対照筋に比しこの分布が不規則であることを示した．これ

はDubowitz一派のCapaldiら（JNeuroISci63：129，1984）により確認された．さてBranton

（ProcNatlAcadSciUSA55：1048，1966）により開発されたfreezefracture法は細胞膜内部の

分子構築を観察するのに最適の手技である．細胞膜は－110℃，真空度4～6×10‾7Torrの条件で割

るとその疎水性の内面で裂け細胞質側（P面）と細胞外腔側（E面）の2葉の断面が出来る．Schotland

ら（Science196：1005，1977）は8例のDMD生検筋で6例の対照筋に比し筋細胞膜内粒子の明ら

かな減少を報告したが，Ketelsen（RecentAdvancesinMyology，ExcerptaMedica，1975，pp446

－454）は1例の筋ジストロフィー症で膜内粒子の増加を報告し，富岡ら（JElectronMicrosc26：

103，1977）も1例のDMDで対照より膜内粒子の増加を報告したので，Schotlandら（ActaNeur0－

patho154：189，1981）は更に詳しくDMD7例，myOtOnicdystrophy5例，facioscapulohumeral

（FSH）dystrophy5例の生検筋細胞膜構築を研究した．DMDではP面，E面とも有意の膜内粒子

及びorthogonal arrayの減少を認め，FSHではorthogonal arrayの減少のみ認め，myOtOnic
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dystrophyでは異常はみられなかった．Ketelsen（MuscularDystrophyResearchAdvancesand

NewTrends，ExcerptaMedica，1980，pp79－87）は2例のDMDで追試LSchotlandらの所見を確

認し加えてcaveolae密度の増加を報告した．

Bonillaら（AmJPathollO4：167，1981）も6例のDMDと5例の対照でCaVeOlae密度の有意

の増加を認めFischbeckら（AnnNeurol13：532，1983）はDMD生検筋細胞膜のCholesterol含

量の増加を，また若山ら（Neurology35：1313，1984）はDMD生検筋でorthogonalarray密度

の減少とそのSubunitparticle密度の減少を報告した．納ら（Neurology31：972，1981）はDMD

培養再生筋で対照との間に膜内粒子の有意の差を認めておらず，今後は1）DMD生検筋のどの筋線

維成熟段階で異常が出現するか2）DMD生検筋にみられる所見はDMDに特異的かどうか3）実験

的にDMD生検筋にみられる所見が作製可能かどうかなどを検討することにより，この筋細胞膜異

常の本症の病態に及ぼす影響のより正確な把握が可能となるものと考えられる．
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Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）生検筋における
膜異常の問題点一表面膜とNK細胞

佐　藤　　猛書，荒　畑　喜　一書，A．G．Engel＊＊

（順天堂大学脳神経内科轟，Mayo ClinicH）

【日的】

MokriB，EngelAGら（1975，Neurol，25：1111）は，DMDの初期病変としてnonTneCrOtic

muscle fiberに筋形質膜欠損のあることを見出し，その重要性を報告した．その後Carpenter S，

KarpatiGら（1979，Brain，102：147）は，筋形質膜の微小欠損が修復されずに放置された場合，

当該筋は壊死に陥ることを指摘している．これらDMDにおける膜異常説の生化学的側面は，杉田・

石浦（1980，神経進歩，24：821）などにより明らかにされて来た．

一方，Natural Killer（NK）細胞は，何らかの異常細胞，たとえば腫瘍細胞，ウイルス感染細

胞，血液幹細胞や胎児線維芽細胞の一部に対して，これを早期に認識し破壊する能力を持つことで

知られている．最近このNK細胞による標的細胞破壊機序として，Tubularcomplexによる微小孔

（5－16nm）の形成が注目されている（PodackERら：1983，Nature，302：442）．Fidzianska

Aら（1984，Neurol，34：295）は，ヒト胎児DMDと考えられた症例を電顕的に観察したところ，

Killercellの浸潤による筋障害過程の存在する可能性を示唆する，興味深い所見を得て報告してい

る．さらにジストロフィー・マウス（C57BL／6J）による動物実験では，ジストロフィー・マウスの

各種リンパ組織NK活性が，対照群に比較して明らかに高いことが報告されており（SempleJW

ら：1984，ClinicalImmunolImmunopath，33：144），とくに生後8－10週目で胸腺萎縮と強い筋

崩壊のあらわれる時期に一致して，最も高いNK活性が見られたことは注目される．

われわれは，これまでヒト・リンパ球に対する各種のモノクローナル抗体を用いて，各種のミオ

バナー骨格筋中に出現する浸潤単核細胞の解析を行なって来た（ArahataK，EngelAG：1984，Ann

Neurol，16：193）．そして58年度の本研究班において，DMD筋（non－neCrOtic）中に出現する浸

潤単核細胞は主としてT8＋T細胞（cytotoxic／Supressor）及びマクロファージからなること，さら

に少数ながらNK細胞マーカーとされるLeu7抗原陽性細胞の混在することを報告した．実験的に

は，NK細胞が一つの標的を破壊するには一個で十分であるし，NK細胞はリサイクリングして，次

なる標的細胞破壊に関与することが知られているのでたとえ量的に少なくとも，その病因的な意義

は看過し難いと考えられる．その意味からも，DMDにおけるNK細胞の役割を解明してゆくこと

は，本疾患の発症機構の一端を知るうえで，きわめて重要であると思われる．今回われわれは，そ

の第一歩として，DMD筋内に出現するNK細胞の定量的解析を進めて来たのでここに報告する．
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【対照】

DMD8例の生検骨格筋．

【方法】

各々の生検筋に含まれる筋線維総数，浸潤細胞総数と，そのサブセット別，部位別出現頻度を定

量した．Leu　7，Leull（NK細胞マーカー）及びLeu4（T細胞マーカー）による免疫染色は，

直接又は間接螢光抗体法にて実施．壊死筋線経はトリクローム染色及びC5b－9complementmem・

braneattack complex（MAC）にて同定．マクロファージは酸性フオスフアターゼ強陽性，M0－

1抗原陽性細胞として同定した．いずれも2JJ連続凍結切片を用いた．

【結果】

8例の筋線維総数は34，151本（1714～7357：妄＝4269）．壊死筋線維比率は1．55％（0．25－3．

46）．非壊死筋線経のうち直接細胞浸潤を受けているものは0．28％（0．05－0．80）であった．En－

domysiumに出現したLeu4＋，Leu7＋，Leu7＋4‾，Leull＋及びLeull＋4．細胞数は，それぞれ筋

線推1000本あたり73±25，15±10，2±1，0．7±1．0，1．0±1．0（SD）であった．

【考察】

われわれの結果からは，最も強力なNK活性を有するとされるLeull＋7‾4．phenotypeは少なか

ったこと．逆に弱いNK活性を示すLeu7＋11‾4＋phenotypeが，より優位であることが示された．

このことはDMD筋障害過程におけるNK細胞の関与が，多発性筋炎における抗原特異的T細胞の

それとは異なることを示唆する．今後これらのpreliminaryなデータをさらに整理する必要性が残さ

れているとともに，質的な解析の手段として，免疫電顕的検索を考えており，現在準備中である．
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筋小胞体機能

高　木　昭　夫

（国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部，虎の門病院神経内科）

筋小胞体（SR）はミクロゾームに相当する筋細胞内部膜である．カルシウムイオン（Ca）をSR

内脛に摂取し，筋を弛緩状態にする．また表面膜興奮にともなってCaを放出し筋収縮の引金とな

る．このようにSRは興奮・収縮連関の中心的役割を担っている．デュシェンヌ型筋ジストロフィー

（DMD）の膜異常仮説あるいはCaによる筋障害説の立場から，1967年から本症のSR機能が注目

されだした．しかしDMDのSR異常に関してまだ定説には到達していない．近年骨格筋SRのCa

遊離異常として，悪性高熱症（MH）が注目されている．MHではCa誘発性Ca遊艶が活性化され

やすいといわれる．DMI）にも悪性高熱の併発が報告された．この視点からもDMDのSR機能を検

討した．

1．分離筋小胞体（FSR）

筋ホモジェネートから超遠心法を応用してSR分画が調製される．FSR標本を使用してDMDに

おけるCa摂取能の低下が相次いで報告された．SR膜組成の分析では，定性的異常はか－．量的に

はレシチン含量の低下やCa－ATPase蛋白の減少が指摘された．病的筋材料から得られるFSRの

純度が問題となろう．上述の変化はSR膜以外の膜成分の混入により説明可能であろう．事実筋ジス

動物モデルを使用して，比較的高純度のFSRで分析が行なわれた．この場合にはSR機能障害は少
ないとされた．

2．スキンドファイバー法

DMDの生検筋より単一筋線経を分散してその機能が分析された．まず収縮系に関してCa濃度と

発生張力の関係を調べた．低濃度のCaによる張力発生はDMDで有意に増加していた．SRのCa

摂取能はカフェイン拘縞の大きさを指標にして比較した．この指標は同年齢対照との比較で差をみ

とめなかった．このように収縮力の保持された筋線経においてSRのCa摂取能は正常と考えられ

た．

3．Ca遊離の問題

正常筋の興奮・収縮連関においてCa遊離がどのように調節されているかはまだ知られていない．

実験的にはCa遊艶をきたす数種の機序が知られている．我々はカフェインによるCa遊姓あるいは

Ca誘発性Ca遊柾をDMDスキンドファイバーを使用して分析した．カフェインによるCa遊離は

DMDで克進していると推定された．しかしATPを除去した条件下ではCa誘発性Ca遊離の冗進

は認められなかった．カフェイン拘縞の異常冗進はMH回復者で観察される現象である．DMD患

者にときとしてMHが併発する事実を支持している．DMDでもCa誘発性Ca遊離の異常を推定

しているがまだ確実ではない．

1つの問題はCa遊艶異常のDMD病因上の意義であろう．30％のDMD症例にはカフェイン拘
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露の異常は観察されない．疾患特異性の低いことを考慮すると，筋変性に伴う2次的現象と考えら

れる．ただ変性早期に出現する可能性が大きく，その発生機序は興味深い．筋変性の進展における

役割も重要と思われる．
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Ⅰ．臨床・臨床病理



1）先天性多発性関節拘縮症の病因に関する

病理学的研究

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　内　田　智　子＊　岡　田　理　美＊

先天性多発性関節拘縮症（arthrogryposis

multiplex congenita）（以下AMCと略す）は数

多くの原因により惹起される症候群である．関節

拘縮といっても関節そのものには異常なく，その

周囲の筋に何らかの原因があると考えられている．

筋あるいは中枢神経系の病理所見よりAMCは神

経原性と筋原性に二大別されている．神経原性で

はWerdnig－Hoffmann病との，筋原性では先天

性筋ジストロフィーとの異同が問題となることが

ある．

我々は既知の神経筋疾患を除く12例の特発性

AMCの骨格筋を組織化学的に検索し，病因がど

こにあるか推察した．さらに絶勝骨神経が先天的

に欠損し，ためにその支配筋が萎縮し，内反足を

みるperonealmuscularatrophy（pma）マウスの

病理学的検討をも行い，ヒトAMCとの対比を試

みた．

対象・方法

1）　ヒトAMC

生後3月から15歳までの12例で，平均5．7歳，男

性4，女性8名であった．何れの症例も3個所以

上に関節拘縞があり，左右対称性であった．検索

した筋は主に手術の時得られたものであるが，一

部は診断のために生検した．大腿四頭筋4，上腕

二頭筋4，膵腹筋3，その他1の筋に各種組織化

学的染色を行い，ATPase染色により，タイ70

1，2A，2B，2C線経を分け，その直径を計測し

た．

2）pmaマウス

＊国立武蔵療養所神経センター微細構造研究部

pmaマウスは常染色体劣性遺伝をとり，ホモと

ホモからホモが得られる．内反足を示す生後2月

のpmaマウス5匹にネンブタールで麻酔した後，

左心室より1．5％グルタール液で潅流固定し，腰髄

3～5のレベルで脊髄，脊髄前根をとり出し，さ

らに大腿骨頭よりやや中枢の部で坐骨神経をとり

出した．Os04で後固定後エボンに包埋し，1′（切

片にトルイジンブルー染色を行い，最終倍率1000

倍の写真を作成し，有髄神経数とその直径分布を

みて病因がどこにあるか追求した．対照としては

生後2月の同種（CAS）マウス5匹を使用し同様

の方法で検索した．

結　　　果

1）　ヒトAMC

今回使用した筋はいずれもタイプ1，2A，2B線

経が約1／3ずつモザイク状に分布することで知ら

れている．今回の組織化学的検索で1例（非特異

的なタイプ2B線維萎縮のみ）を除き全ての症例

に異常を認めた．最も重症の7月女児例では

Werdnig－Hoffmann病にみられるような群萎縮

を認めた（図1）．この例以外では異常の大半は筋

線推タイプの分布異常であった．

タイプ2線経の完全欠損が15歳男性の大腿四頭

筋で認められた（図2）．この例では同筋の筋力低

下が中等度に認められたが筋線維そのものはむし

－う肥大気味（80．6±8．1／‘）であった．タイプ1線

経が55％以上とタイプ1線維優位（多くはタイプ

1線経の群化を伴っていた）が4例，タイプ2線

維優位1例であった（図3）．未分化なタイプ2C

線経の増加は4例に認められた．

以上12例の組織学的，組織化学的所見をまとめ
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図1　小径線経が群をなして存在し，いわゆ

るlargegroupatrophyの像を呈する．

3月男，大腿直筋，H＆E，×150．

図2　筋線経は大小不同を示し，多くは80J′

径とやや肥大気味である．全ての筋線

経は酸化酵素反応活性高く，タイプ1

線経である．15歳男，大腿直筋，NAD

H－TR，×100．

図3　半数以上の筋束では淡染するタイプ1

線維優位と群化（fibertypegrouping）

を示す．8歳女，大腿直筋，×200．
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図4　AMC寝息筋の組織化学的所見．

たのが図4である．

2）pmaマウス

今回使用したpmaマウス仝例で絶勝骨神経は

肉眼的にも欠損し，前脛骨筋，長指伸筋などその

支配下の筋は全て細く，強い神経原性萎縮を示し

ていた．また筋線経と筋線経の間には結合織の増

生も著しかった．これらの筋をアセチルコリンエ

ステラーゼ（AChE）染色したが活性は全くなく，

神経終板の存在は確かめられなかった．

Epon包埋切片でみると脊髄前角細胞に異常な

く，前根の有髄，無髄神経の形態や分布にも異常

は認められなかった（表1）．

考　　　察

今回我々が対象としたAMCの患者は既知の神

経筋疾患（先天性ミオバナーや筋ジストロフィー，

Werdnig－Hoffmann病など）を除いた特発性の

患者である．全月生下時より多くの関節に強い拘

縞があり，その状態そのものは非進行性であった．

これらの患者では筋力低下がみられることが多く，
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表1　有髄神経総数およびその平均直径（±S．D．）

l　　　 pm aマ ウス 対　　　 照
l N ・ 総　　 数 直径（〝） N ■ 総　　 数 直径（〃）

脊髄前根

髄
馳
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N＊：検査対象匹数

約5例に明らかな四肢筋力低下があった．

AMCの病理学的検索ではDrachmanら2）が報

告したように前角細胞の異常に起因するとの所見

が多くみられている．しかし実際に筋生検すると

臨床症状の重篤さに比較してほとんど所見がみら

れないことが多いl）．これは多分，ある特定の筋群

が強く萎縮し，生検するような筋は比較的よく保

たれているからであろう．神経原性のAMCでは

ある特定の筋グループが選択的に侵されるとはい

っても，系統的な異常であるはずなので，一見正

常にみえる生検筋にも組織化学的染色など詳しい

検索でイ可らかの所見が得られるのは当然である．

今回の我々の検索の結果は筋線維タイプの分布の

異常であった．筋線経のタイプは支配する神経に

よって左右されることを考えると，この分布の異

常は神経の支配の異常を反映することになる．神

経の異常はどこに一次的なものがあるのかその部

位は不明であるが，今回のように群萎縮などの所

見に乏しく，筋線維タイプの分布の異常というこ

とを考慮すると，前角細胞よりもっと末梢のレベ

ルでの異常が推定される3）．

遺伝性のpmaマウスでは総腰骨神経の完全欠

壬員により，それに支配されるべき筋線椎が萎縮結

合織化して，ために内反足をみたものである4）．脊

髄前根，坐骨神経まで対照と同じく全く差がない

ことをみると，絶勝骨神経へと行くべき神経束が

他の神経内へと迷大したと考えざるを得ない．今

の所，どの神経へ迷入したのか全く不明であるが，

脾腹神経が正常のそれよりやや太くみえるので，

そのような神経へと迷入した可能性が強い5）．

pmaマウスの組織学的結果から，今一度ヒト

AMCにふり返って考えると，特発性AMCの中

には神経の走行異常（分枝異常など）によるもの

がかなり含まれているのではないかと考えられ，

神経原性AMCの一病因をなしていると推定され

る．

神経側に異常があるため走行異常がくるのが，

筋側に異常があるためか，今後の研究にまたねば

ならない．

ま　　と　め

1．ヒト特発性AMCの多くは広い意味での神経

原性筋変化によるものである．

2．筋線維タイプの分布異常，タイプ2C線経の増

加は発達途上筋への神経支配の異常を反映して

いた．

3．pmaマウスの結果とあわせて考えるとAMC

は前角細胞の異常と限らず，もっと末梢の神経

異常（分枝異常など）でも起こりうることが示

唆された．
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2）mdxマウスの坐骨神経所見

中　村　晴　臣●

研究協力者　　田　中　順　一●　高　田　邦　安■

Ⅹ染色体性劣性遺伝を示すmutant mouse

（gene symbol，mdx）は，その遺伝形式，筋原性

と考えられる筋組織病変，進行性の筋変性などか

ら，筋ジストロフィー症，特にDuchenne型あるい

はBecker型のモデル動物となりうると考えられ

た（Bulfieldetall））．筋病変の特徴は，変性や再

生線経が群をなして出現する傾向があることのほ

か，全般的に筋線経の再生が著明で，かつ問質結

合織の増生が少ないことなどである．従って他の

モデル動物と比較すると，ジストロフィーモルモ

ットの筋病変に類似しているといえよう．他方，

dyマウスはmdxマウスよりもヒト筋ジストロフ

ィー症に類似の筋組織変化を示すが，末梢神経，

特に脊髄神経根に著しいdysmyelinationが認め

られる（Bradley＆Jenkison2）；Okadaetal．3））

ため，筋病変成立に神経性因子の関与が考えられ

ている．mdxマウスではcholinestrase染色でみ

る限り，神経終末は正常であるとされている

（Bulfieldetall））が，その他の末梢神経系は全く

検索されていない．本報告ではmdxマウスの坐

骨神経系を検索し，その筋病変成立に対する神経

性因子の関与の有無を知ることを目的とした．

方　　　法

生後7週（3匹）及び5カ月（2匹）のmdxマ

ウスと，対照と　して生後7過のC57BL／6J

（＋／＋）及びC57BL／10N（＋／Y）マウス夫々

2匹を使用した．Pentobarbital sodium麻酔下

に，左心室より生食水濯流後，カコジル酸緩衝液

加paraformaldehyde，glutaraldehyde混合液

（pH7．3）にて濯流固定し，腰髄，その脊髄神経根

＊鳥取大学医学部脳研神経病理

と後根神経節，坐骨結節上部及び下部の坐骨神経

幹，下腿屈筋内神経などを摘出し，1％四酸化オ

スミウムにて後固定ののち，型の如く　epoxyresin

に包埋して光顕並びに電顕的検索に供した．無髄

軸索直径の測定は，atrandomに撮影した10，000

倍電昆弓写真上で，500～600本の軸索について行っ

た．

結　　　果

1　7週目のmdxマウスにおいては，腰髄の

前角細胞，前根，後根神経節，坐骨神経幹及び筋

内神経で，対照マウスに比較して，明らかな異常

は認められなかった．特にdyマウスにみられる

如きamyelination，dysmyelinationはみられな

かった．坐骨神経幹について述べれば，後述の如

きabnormally com浣ned nerveを除き，有髄線

椎は良く保たれていた．無髄線経においても，各

軸索はSchwann細胞々体突起によく取り巻かれ

ていた（図1）．dyマウスにみる如き軸索変性は

なかった．無髄軸索直径の平均値及び分布も，対

照群との間に差異はなかった（表1）．Schwann

表1　Diameterofunmyelinated axonsin
7TWeek・01d mdx mouse．

posteriorroot proximalportion

animals oflumbar of sciatic nerve

Spinalcord

Cl O．32±0．18（580）　0．43±0．14（575）

C3　　0．32±0．11（548）　0．43±0．14（520）

Dl O．42±0．23（551）●　0．43±0．15（608）

C：COntrOIs，D：mdx mouse

Valuesaremean土standarddeviation（FL）．

Numberof axonsexaminedisin parentheses．

．Significantdifferencecomparingwith

controIsbyt－teSt（p＜0．005）

－39－



細胞々体はリボゾーム，小胞体，Golgi装置，ミト

コンドリアなどに富み，万顆粒もみられたほか，

VeSicleに富む．基底膜はよく発達し，dyマウスに

みる如き基底膜の欠如する所見はなかった．

2　腰髄後根に関しては，5例中4例までは異

常を認めなかったが，生後7週の1例で後根の一

部に限局して，比較的明瞭な無髄神経野がみられ

た（図3）．即ち種々の大きさの軸索が集団をな

し，全体はSchwann細胞々体で取り囲まれてい

た．各軸索間にはSchwann細胞々体が侵入する

が，軸索膜が互に相接する部位も少なくない．こ

の後根における無髄軸索の直径平均値は0．42〟±

図1．2　CrossLSeCtionsfromtheproximalportionofthesciaticnerveOfa7－Week

－Old mdx mouse，Showing wel1－developedunmyelinated nerve bundles

（Fig・1）andanabnormallycombinedmyelinatedandunmyelinatednerve

（Fig・2）・Magnification：×7，000and xlO，000，reSpeCtively．

図3，4　Cross－SeCtionsfromalumbarposteriorrootofa7－Week－Oldmdxmouse．

Therootcontainsafewpaleareas（insert，×220），COnSistingofabundant

unmyelinatedaxons．Axonlemmasapposeeachotherwithoutinvasionof

Schwann cell cytoplasmin some place and a hypomyelinated axon

（asterisk）is observed（Fig．3，×8，000）．Axons withlong mesaxons

（asterisks）are also notedinthe surroundings（Fig．4，×12，000）．
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0．23JJで，対照後根のそれ（0・32JJ±0・18〝及び

0．32J‘±0．11／‘）より大きい（p＜0・005）（表1）．

最大直径は1．8J‘で，大部分の軸索は1・4〝以下で

あった．無髄神経野の辺綾部では，長いmesaxon

で取り巻かれた比較的大きな軸索がみられた（図

4）．また軸索直径に比し異常に薄い髄鞘をもった

線経も少数みられた（図3）．しかしdyマウスに

みる如き，Schwann細胞基底膜の欠損乃至不完全

さは認められなかった．

他の7週日mdxマウスや対照マウスの腰髄後

根では，無髄神経束は極めて小さい．しかし，す

べての無髄軸索がSchwann細胞々体で取り巻か

れるわけではなく，軸索膜が互に接する部位も少

なからずみられた．また長いmesaxonで取り巻

かれた無髄軸索や，hypomyelinationを示す有髄

線経も，少数認められた．他方，5カ月のmdxマ

ウス後根では，大部分の無髄軸索はSchwann細

胞々体で相互に分散されているし，hypomyelina－

tionを示す線経もみられなかった．

3　7週目のmdxマウスの坐骨神経結節上部

において，異常結合した有髄及び無髄神経（ab・

normally combined nerve）が1ケ認められた．

即ち数本の軸索集団が薄い髄鞘層で取り巻かれた

線経で，軸索間にはSchwann細胞々体が侵入し

ている部分もある（図2）．しかし，同様のCOm－

bined nerveが対照マウスの後根に1ケ認められ

た．

4　その他，dyマウスにみる如き変性に陥った

無髄軸索や，蜂巣状のSchwann ce11－aXOn net－

workはみられなかった．

考　　　察

7週のmdxマウス後根にみられた無駄神経野

は，極めて限局された部位の変化である．一般に

マウスの無髄軸索の直径は1．5JJ以下であるが，

dyマウスの無髄神経野では直径が6〟にも及ぶ

軸索がみられ，明らかに有能線経になるべき軸索

と考えられる．mdxマウスでは最大1．8〟の軸索

で，小径有髄線経の直径に相当するものと思われ

る．無髄神経野の辺綾部にみられたhypomyelina－

tionは，程度の差はあれ対照マウスの後根にも認

められる．従って無髄神経野は髄鞘形成の未熟に

基づくものであろう．更に5カ月のmdxマウス

後根では，殆んどすべての無髄軸索がSchwann

細胞々体に取り巻かれている点を考慮すれば，上

述の7週mdxマウスの無髄神経野は，髄鞘形成

の未熟乃至遅延に基づくものといえよう．

7週目のmdxマウスにみられたabnormally

combined nerve（Okada et a14））は，dyマウス

坐骨神経にて対照より高頻度にみられた所見であ

り，dysmyelinationの1つと考えられる．しかし

mdxマウスでは対照にもみられるほか，出現頻度

も高くなく，直ちに異常所見とはいい難い．

本実験においては，坐骨神経系に軸索の変性は

みられず，筋病変成立への神経性因子の関与はな

いものと考えられる．

結　　　論

生後7週のmdxマウスの坐骨神経系には，腰

髄後根の一部分に限局した未熟な無髄神経野や，

軽度の髄鞘異形成をみるも，対照に比して明らか

な異常所見は認められない．
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3）DMDの脊髄前角－ALSの最近の知見を

踏まえての再検討

中　野　今　治＊

1981年，Appelは筋萎縮性側索硬化症（以下

ALSと略す）に対し，従来の通念である神経原説

に対し，全く逆に筋原説を提唱した1）．彼による

と，下位運動ニューロンを維持するためには骨格

筋由来のneurotrophic hormoneが必要であり，

ALSではこのホルモンが欠乏するために下位運

動ニューロンの消失が起こるとされている（図

1）．

進行したDuchenne型筋ジストロフィー症（以

下DMDと略す）では筋線経は高度に消失し，脂

肪や結合織に置換され，neurOtrOphichormoneも

図1　Appelの仮説の模式図．筋細胞から分

泌されたneurotrophic homOne（黒

丸）が神経終末より取り込まれている．

＊国立療養所下志津病院神経内科

著名に減少していることが予想される．したがっ

て，Appelの仮説が正しければ，DMDの脊髄前角

にも変化が生ずるものと思われる．

一方，運動ニューロン疾患であるALSでは，こ

れまで脊髄前角が詳細に検索されてきた．その結

果，最近になってBunina小体2），Spheroid3），4）など

の新知見が注目されるようになり，ALSの前角病

理の概念が大きく変わった．

DMDでは現在最も有力を筋原説の他に，神経

原説が唱えられてきたが，脊髄前角には病理学的

には明らかな変化はないとされている5）．しかし，

これらの観察は上記のALSにおける新知見以前

のものであり，これらの知見に基づいてのDMD

脊髄前角の詳細な観察はまだなされていない．

そこで，今回このような視点からDMD脊髄前

角を検索し，若干の知見を得たので報告する．

症例および方法

症例は1979年から1984年までに国立療養所下志

津病院で死亡，剖検されたDMD16例である．年齢

は13から24歳，平均18．9歳で全月男性である．対

照として中枢神経あるいは末梢神経の原発性病変

を有きない19例を使用した．年齢は16歳から29歳，

平均23・2歳で男12例，女6例，不明1例である．

ホルマリン固定，パラフィン包埋標本にて頸髄，

胸髄，腰髄の前角を観察した．染色はHEが主体

で，一部では鍍銀，KB，PTAH染色も使用した．

一般にspheroidと呼ばれるものには，1）最近

ALSで注目されている10nmneurofilamentが不

規則に集積したもの（図2A，B）と，2）neuro－

axonal　dystrophyで代表されるaxon terminal

近傍が膨隆したもの（図2C，D）の2種がある．

前者は主として軸索近位部の腫大と考えられてお

り，HE染色では均質な扶育桃色にそまるが，注意
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図2　DMD例に見られたspheroid．A，B：ALS型spheroid，内
部はほぼ均質だが，注意深く観察すると繊細な線維状配列

が認められる．C，D：非ALS型spheioids，Cでは細かい

顆粒状の内部構造を示し，
染色．A，C，D：×400，

深く観察するとその内部に不規則にうねる雇載細な

線維状配列が認められる．これに対し，後者の内

部構造は様々の程度に好酸性を示す細顆粒状物質

か強い好酸性を呈する均質な物質より成っている．

本稿では便宜上，前者をALS型spheroid，後者を

非ALS型spheroidと呼ぶことにする．なお，

ALS型，非ALS型spheroidともその大きさに幅

があるが，観察の都合上短径20ミクロン以上のも

のに限って検索した．

Dでは均質に染まっている．HE

B二　×200．

結　　　果

今1司検索した限りではDMD前角大型運動ニュ

ーロンの明らかな消失は認められなかった．しか

し，数例において，前角のニューロピルが粗薄に

なりエオジン好性の胞体が明らかに認められる星

型グリヤがしばしば観察された．

一方，SpheroidはALS型および非ALS型

spheroidのいずれも稀ならず見られた．そこで，

それの認められた症例数をDMDと対照例とで比

較してみた．ALS型spheroidはDMDでは16例

中11例［69％］に，対照例では19例中7例［37％］

に見られ，DMDで有意に多く認められた（P＜

0．05）．非ALS型spheroidはDMDでは16例中
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