
厚生省神経疾患研究委託費

筋ジス＿トロフィー症解明のための

遺伝子発現の基礎的研究

野々　村班

昭和59年度研究報告書

昭和60年3月



⊂コ

班　長　野々村　禎　昭

総　論

本研究班は従来の江橋班をひき継ぐ形で本年より新らたに発足した。新らたに発足すくに当って我々

は明確に我々の目標を課題名にかゝげることにした。すなわち我々の班は筋ジストロフィー症解明の為

に遺伝子発現のレベルで基礎的な研究を行うことを目指す。

筋ジストロフィー症の痕本的治療とその根絶を冒指す為には筋ジストロフィー症の病因の解明を行わ

ねばならない。その為にこれ迄世界中で地道な研究がなされており，我国でも厚生省の委託研究を中心

にして多くの成果が得られてきた。このような努力にも拘らず未だにジストロフィーの真の成因につい

ては不明のまヽにある。数年前までは欧米の研究と較べて我国の研究は遜色ないどころかむしろ進んだ

研究が多かった。しかし最近状勢は急速に変化してきた。遺伝子工学，細胞工学の進歩をふまえて，欧

米での研究は積極的にこれら手法をとり入れて，急速に新らしい展開をとりはじめている。現在，筋ジ

ストロフィー症を遺伝子レベルで正に捕えんとしており，その解明も間近かに迫っている感がある。残

念ながら我国の研究は遺伝子レベルの研究では非常に遅れてしまっている。

我々は筋ジストロフィー症にとりくむ基礎班として，ここで欧米の現状に追いつき，追いこす為にも

根本的に班の改組を考えた。先ず従来迄生理学，生化学が中心であった班員構成を遺伝子工学，細胞工

学的手法をもって研究する班員を中心に組み変えた。また班員の年令構成も思い切って若がえらせ，同

時に班員数をしぼってテーマを集中するようにした。このような構成のもとに我々の新らしいストラテ

ジーで筋ジストロフィー症にせまることにした。

筋ジストロフィー症はⅩ染色体上の遺伝子情報にもとづいて，生後，除々に進行する筋細胞への侵襲，

破壊，委桁であり，この間に筋の生長，再生，が複雑にからみあっている。我々は「般的に遺伝子情報

が発現する過程を検索し，特に筋細胞が発生，分化する過程で遺伝子発現が進行していく状況を生理，

生化，形態レベルで追求していく。この過程で筋細胞が形成されていく状態を詳しく知ることが，実は形

成の不全，欠損を知る手がかりとなり，また再生への誘因を知ることになると思う。このような理解の

上で実験ジストロフィー動物と正常動物との比較を行い，ジストロフィー筋での発症原因の起点を求め

ていく。特にこゝで遺伝子レベル，染色体レベルの追求を加えて，遺伝子発現に到る調節機序を明らか

にしていきたい。さらに細胞工学的手段を用いて，実験的ジストロフィーの発現を遺伝子導入で試みる。

以下実際に班員によるグループ構成を示す。

第1のグループは生理学的な手法を用いて筋の分化の問題にせまる。

遠藤班員，長谷川班員，大塚班員がこゝに属して，主に筋細胞膜，神経要素の関与を中心にして問題

の本質に近づこうとつとめる。こゝでは細胞表面膜のみでなく小胞体膜についても扱われ，表面膜上の

神経伝達物質レセプターの問題も扱われる。



第2のグループは主として生化学的手法で筋構造蛋白質の分化の問題にせまる。

′ト林班員，大日方班員，松田班員，丸山班員，嶋田班員が当る。中心は従来より行われてきた収縮蛋

白質の分化を追求するが，単に生化学的調製固定のみではなく免疫学的手法，超微形態的手法も用いら

れる。収縮蛋白のみでなく，コネクチンの様な細胞骨格蛋白も扱われる。またこゝで筋再生時での蛋白

質変化，分化も扱われる。

第3グループは細胞生物学的手法を用いてせまるグループと蛋白質分解酵素とジストロフィーの関連

を探るグループである。

石川班員，小沢班員，清水班員が細胞生物学的手法を用い，培養細胞を主に用いながら，超微形態，膜

細胞内の分化による変化を明らかにしつつ，さらに染色体レベルでの変化をとらえようと試みる，勝沼

班員，鈴木班員は蛋白質分解酵素の効果，機序を従来の生化学的手法に止まらず，細胞生物学的レベル，

遺伝子工学的レベルで明らかにしようと試みる。

第4のグループはジストロフィーの遺伝子発現を種々の方法によって明らかにしようとするグループ

である。

黒田班員，勝木班員，香川班員，真崎班員，班長の野々村が当る。このグループはジストロフィー動

物を主として対象に選び，免疫学的手法，細胞工学的手法，分子生物学的手法を駆使して，直接ジスト

ロフィーと正常の差を明らかにしていこうと試みるグループである。

第5グループは遺伝子レベルの解析を主として行うグループで，岡田班員，藤井班員，渡辺班員，奥

田班員が当る。

ここでは研究対象は遺伝子そのものに向けられる。そこでは種々の手法の開発，染色体レベルと遺伝

子をつなげる試みが行われ，一部ジストロフィーそのものの遺伝子にせまることも行われる。

この5つのグループは相互に密接に連絡をとりあいながら研究を推進する。さらに我々の班だけでな

く，厚生省委託研究ジストロフィーの他班とも今後は相互に情報を交換しつつ新らしい観点での共同研

究を進めていきたい。第1は臨床研究との共同作業である。これはジストロフィー第2，3，4班との

共同作業になっていくと思われるが，ジストロフィー家系細胞バンクの作業である。これは一部欧米で

行われつつあるが，遺伝子レベルでの研究を進めていく際に絶対必要なものであり，この為には患者家

族との完全な了解のもとに高い倫理性につらぬかれて進めるべきことである。一方実験動物を供給され

る第5班とは特に最近導入されたⅩ染色体に異常をもったmdxマウスの利用は実験動物ジストロフィー

研究にとって飛躍的進歩をもたらすことが考えられる。とくに染色体レベルでの研究に向っていこうと

する時，はじめて動物を用いてのジストロフィー研究が我々の最終目標たる人のジストロフィー症解明

への足がかりとなる道を示したものといえる。

本年度の研究の概要

このようなストラテジーをもってスタートした我々の班は実際には研究の端所についたばかりである

が，本報告書にみるとおり，すでにいくつかの成果があがっている。

第1グループでは遠藤班員による骨格と心筋小胞休のCaによるCa遊離機構の詳細な比較を行い，



長谷川班員による骨格筋膜上でのアセテールコリンレセプター分布への神経要素の影響を詳しく調べた。

大塚班員は中枢神経抑制薬，興奮薬を用いて神経要素が筋発生，発達に及ぼす影響をみた。筋肉膜，表

面レセプターの発達分化が発生過程でどのように変化するか，神経要素がどのように関係するかといっ

た点で第一歩となる研究が手がけられた。

第2グループは小林班員がジストロフィー鶏筋で30Kの異常蛋白を発見し同定しつつある。大日方

班員はミオシン関連のC蛋白質にアイソフォームがあることを免疫的手法で見出しこのひとっが除神経

によって発現誘発されることを明らかにした。松田班員は筋成長因子としてのトランスフェリンがジス

トロフィー鶏で細胞周辺に畜積することを見出した。丸山班員は同班員の発見，命名によるコネクチン

の細胞内局在の詳細な研究を行った。嶋田班員は胚，再生，除神経でトロポニンーTアイソフォームが

どう発現するかを調べた。このグループはとくに発生，再生時の筋蛋白の発現に焦点を合わせているが，

ジストロフィー動物筋での発現との関連にも手をつけはじめている。

第3グループの石川班員は筋腱結合部の微細構造と膜の裏うち構造との関係を示した。小沢班員はト

ランスフェリン欠乏による筋変性との関係を培養細胞を用いて示した。この結果は第2グループの松田

班員の結果と合わせてジストロフィーへの深い関係を示すかもしれない。清水班員は上皮増殖因子（E

GF）の細胞増殖作用に関して遺伝解析への可能性を示した。勝沼班員はリソゾームチオール蛋白質分

解酵素とその内在性インヒビターの各種組織局在を抗体を用いて検索した。心筋，骨格筋は少ない方に

属していた。鈴木班員はカルシュウム依存性プロテアーゼのcDNAをとり，その全構造を決定した。こ

の構造はN端側にチオール酵素，C端にCa結合蛋白の配列をもち，中間にそれらをつなぐ配列が在存す

る独得な構造をしていた。ジストロフィーと蛋白分解酵素の関連をつける為の新らしいアプローチのは

じまりと考えられる。

第4グループの黒田班員はジストロフィー鶏とそのコントロールの筋細胞膜試料のモノクローン抗体

をつくり，抗原性の差を示すスクリーニングを行って，かなりの差が得られた。しかし，この両鶏の遺

伝子背景がかなり異っている為，ジストロフィー遺伝子に特異的なものと同定するのに問題があり，近

交鶏GCN－2／amをもちいて実験が進められている。勝木班員は前述したmdxマウスとBALB／C問

でキメラマウスを胚操作によってつくることに成功した。また外来遺伝子DNAをマウス受精卵に注入

し，操作卵の8％に組みこますことが出来た。このような胚操作は今後遺伝子工学的研究とカップルし

て，大きな発展が期待出来る。香川班員は従来の筋ジストロフィーマウス（dy／dy）系骨格筋に高張

食塩注入して筋再生を誘起させ，これを用いて細胞培養に成功した。これはサテライト由来細胞であり，

クローン培養にも成功し．今後mdx系についても細胞培養出来る道を開いた。真崎班員はポリADPリ

ボース合成酵素活性を筋ジストロフィー鶏骨格筋で測りその活性の高いことから未分化状態にジストロ

フィー筋ではあることを予想した。我々は小浜を中心に野村班江崎班員及び野村班長の御好意のもと

mdxマウスの供給をうけ，その筋膜成分を分離し，特殊染色で高分子の糖蛋白のいくつかヾmdxマウ

スに存在することを発見した。現在，この局在を確かめているが，この研究はジストロフィーにおける

膜蛋白異常の最初の発見といえるであろう。このグループではmdxマウスをもちいて積極的にジスト

iii



ロフィーの異常遺伝子発現を明らかにすることに焦点が合わさってきている。

第5グループの岡田班員はα及び∂クリスタリン遺伝子のキメラを作製し，マウスの培養細胞に注入

し発現させた。マウスには∂クリスタリンは存在しないので抗体で容易にその発現を知ることが出来る。

遺伝子でキメラをつくり，遺伝子発現出来たこの方法は，ジストロフィー研究の進んだ段階で応用出来

るであろう。藤井班員は膜結合蛋白として小胞体に存在し薬物の解毒反応に関係するp－450のcDNA

と遺伝子DNAの解析を行った。ジストロフィーの原発点は恐らく細胞膜にあると思われるので膜蛋白

遺伝子解析の手法は今後重要と考えられる。渡辺班員はヒトのリンパ球細胞の染色体を分離し，Ⅹ染色

体の分離に成功した。さらにⅩ染色体の遺伝子ライブラリーを作製した。このライブラリーには80％

以上のⅩ染色体上遺伝子を含んでいることを確認した。このライブラリーは今後のジストロフィー研究

にとって大きな財産となることであろう。奥田班員は筋ジストロフィー鶏及びコントロール筋からpoly

（A）＋RNAを抽出し，それぞれのcDNAライブラリーを作製した0これらを用いて，dot hybridiz－

ation法でジストロフィー特異的遺伝子の分離を手がけはじめた。前述のモノクロール抗体法と共に成

功すれば，容易にジストロフィー特異性遺伝子がつかまるかもしれない。

我々の班は新らしい体制をととのえて，発足してから数か月あまりであるが，新らしい班員を中心に

して遺伝子工学，細胞工学を駆使した展開がなされつつある。この様な研究は我国のジストロフィー研

究としてははじめての試ろみなので，育てあげていかねばならない。今後の方向としては細胞膜とくに骨

格筋の表面膜の研究と染色休を用いた研究を強化していくように我々班員の中でも研究の転換を行って

いってほしいと考えるし，新らたな公募班員で強化することも考えていきたい。

ジストロフィー解明の道は厳しく遠いいが我々の地道な努力のつみ重さねによってのみ道は開かれて

いくであろう。
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1筋小胞体の機能，とくにCaによる

Ca遊離機構の臓器差

遠　藤　　　賓＊

研究協力者　大　島　宜　子　　堀　内　桂　輔　　飯　野　正　光

骨格筋細胞は大きな速度で短縮することのでき

る速筋や，短縮速度は小さいが持続的な張力発生

に適した遅筋などに分化していて，それぞれ目的

に適した働きをしている。心筋も機能的構造的に

基本的には骨格筋と同じ横紋筋であるが，骨格筋，

とくに速筋が必要な時にだけ収縮し，また，その

収縮力の調節は収縮を営む細胞数の増減によって

行われているのに対し，心筋細胞ではすべての細

胞が常時はぼ一定のリズムで収縮・弛緩を繰り返

し，かつその収縮力の増減は個々の細胞の収縮力

の増減によって調節されているなど種々の点にお

いて差異が見られる。我々はこれらの機能の相違

が収縮並びに制御蛋白系，あるいは筋小胞体のど

のような差異によって生ずるかをできるだけ生理

的な条件下においてskinnedfiberを用いてまず明

らかにし，次いで発生過程においてそれらの機能

の分化がどのような経過で生ずるかを調べて，こ

れらの機能に関係した遺伝子の発現様式を解明す

る手がかりを得ようと考えている。この線に沿っ

て我々は従来，両生類骨格筋の速筋線経と遅筋線

経の性質を詳しく比較し，その発生経過を追求し

っっあるト3三本年度はこれと並行して骨格筋と心

筋との比較を，主としてこれまで余り詳しく調べ

られていなかった筋′ト胞体のCaによるCa遊離（Ca

－induced Cardease）の機構について比較を行

った。

＊東京大学医学部・薬理学第二講座

実　　験　　方　　法

材料は主としてモルモットの筋を用いたが比較

のためにアフリカツメガエル骨格筋やヒト骨格筋

生検標本なども用いた。モルモットの骨格筋は長

址伸筋から単一筋線経を，また心筋は心室乳頭筋

を細くして直径約100上はn束をいずれも弛緩液中

で取り出し，50〃′g／〟のサポニンで約30分間処理

し，Skinnedfiberとして用いた4，5三線維または線

維束の両端は絹糸でしぼり，2本の金属のフックに

それぞれ固定した。一方のフックはストレーン・ゲー

ジ（エイカースAE80）に接続して，等尺性張力を

測定し，ペン・レコーダー上に記録した。標本を浸

した溶液は図1のように，免疫反応の検出などに

用いるプラスチックの板にあいた穴の中に入れてあ

るが，液面が少し盛り上るようにしてあるので必

要な時に坂を水平に移動すると，速やかに液交換

ができる。温度はプラスチックの板の直下を20℃

の水で虐流し一定に保った。CaによるCa遊離の

実験は既に報告した通げ）図2のような手順で行

った。あらかじめ標本中の′ト胞体から後述の方法

でCaを全部放出させてから実験を始める。まず，

標本を一定濃度のCと～十を含む液中に一定時間浸し，

（通常2×10J7MCa2：2分間）一定量のCaをCa

ポンプATPaseの作用により′ト胞体中に取り込ま

せる。次にその中胞体に種々の濃度のCa2十を種々

の時間適用してCaによるCa遊離を起こさせるの

であるが，この時同時にCaポンプが働くとCa遊

離と並行してCa取り込みも起こってしまうので，

純粋にCa遊離だけを観察するために，まずMg
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図1．実験装置概要の模式図。
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図2・CaによるCa遊離速度測定の実験手順。説明本文。

ATPを完全に除去してCaポンプを働かなくして　この処理のあとCa2十を十分洗い流してから，′ト胞

からCa2十を適用する。MgATPが十分に減少す　体中に残っているCa量を測定する。この測定に

ると，筋の収縮蛋白系はいわゆる硬直状態に陥る　　は30～50mMの高濃度カフェインを適用すると′ト

ので，張力発生によってそれを知ることができる。　胞体中のCaがほとんど全量一気に放出される事
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実を利用する。放出されたCaは結局は標本の外

へ拡散して薄まってしまうが，その途中で標本の

収縮蛋白系を刺激するので標本は一過性に・張力を

発生する。この一過性のカフェイン収縮の大きさ
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（張力曲線下の面積）から放出されたCa量，すな

わち，カフェイン適用時に′ト胞体中に存在したCa

量を推定した。最初に取り込ませるCa量を一定

にしてあるので残っているCa量がすくなければ

Time

図3・モルモット骨格筋小胞体のCaによるCa遊離の時間経過。
説明本文。図2と同じ実験。
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すくないはど多量のCaが遊離したのだというこ

とが分る。

標準弛緩液はPIPES20mM，M㌔十1．5mM，Mg

ATP3．5mM，EGTA2mM，を含み，PH7．0で

イオン強度0．20Mとなるようメソタンスルフォン

酸およびK十（KOH）を加えた。遊離Ca2十濃度は

Harafuji＆Ogawa7）によるCa－EGTAの見か

けの結合定数を用いて計算した。

結　　　　　　　果

図3は実験方法の項に述べたような図2の手順

でまず小胞体に一定量のCaを取込ませ，10‾づM

のCa2十で1，3，5分間，CaによるCa遊離を起こ

させた後に′ト胞体に残っているCa量を測定し，

プロットしたものである。図に見られるように，

残ったCa量はCa2十を適用する時間が長くなるに

従って次第に減少した。この減少の時間経過は多

くの実験からほぼ指数関数的であることが分って

いる。このようなCa量減少の速度定数をCa遊離

速度として測定した。

図4は種々のCa2十濃皮下のCaによるCa遊離速

度をモルモット骨格筋と心筋のskinnedfiber小胞

体について測定した結果を示したものである。比

較のために，ヒト骨格筋およびアフリカツメガエ

ル骨格筋のデータも一緒に示してある。モルモッ

ト骨格筋，心筋は共に3×灯7M近辺からCaによ

るCa遊離が起こり始め，C㌔十濃度の増加と共に

ca遊離速度が大きくなる。しかし，骨格筋でCa2十

10‾5M以上になるとかえってCa遊離速度は減少

するのに対し，心筋ではCa2十10‾lMまでCa遊離

速度は著明な減少を示さなかった0至適Ca2十濃度

で得られる最大Ca遊離速度は心筋で骨格筋より

も大きい傾向を示した。

ヒト骨格筋はモルモット骨格筋よりもCa2十濃度

一Ca遊離速度曲線が右に寄っており，Caによる

Ca遊離のCa感受性が少し低かった。アフリカツ

メガエルはさらに低いCa感受性を示したが，こ

れは実験が低温下（約20C）で行われているので

温度による差が見かけの種差に関係している可能

性を検討しなければならない。

図4のデータはMg2十の不在下にCaによるCa

遊離を行わせたものであるが，生理的に細胞内に

はもちろんMg2’が存在し，そのMg2十はCaにる

Ca遊離を抑制することが分っている8三　そこで，

1．5mMおよび15mMのMg2十存在下でCaによる

Ca遊離を行わせて見た。Mg2十は図5に示すよう

に，すでに報告されているとうり8）（1）C王～十濃度

－Ca遊離速度曲線を右にずらせてCaによるCa

遊離のCa感受性を下げると共に，（2）至適Caヲ十濃

皮下における最大Ca遊離速度を減少させる，と

いう二つの作用を示した。このMg2十の抑制作用，

特に上記（2）の作用は骨格筋において（図5上），

心筋（図5下）よりも強力であった。

実験方法の項に述べたように，以上の実験では

Ca遊離中にCaポンプが働くことを避けるため，

ATP不在下でCa遊離を起こさせている。しかし，

生理的にはもちろんATPが存在し，そのATP

はCaによるCa遊離を着るしく促進することが分

っている8三　そこで，できるだけ生理的に近い条件

下セCaによるCa遊離を調べるために，ATPと

同様なCaによるCa遊離促進作用を示すが，Caポ

ンプを駆動させる力の全くないATPアナログ，

AMPPCP，を用いて9：その存在下にCa遊離速

度を測定した。まず予備実験としてCa遊離促進

効果のAMPPCP濃度依存性を調べた所，10LLM

以上で促進効果が見られ，濃度の増加と共に効果

は増大したが，約1mMでほぼ最大に近い効果が

得られた。そこで1mMのAMPPCP存在下，

Mg2十濃度もほぼ生理的と考えられる1・5mM存在

下にCaによるCa遊離の速度を調べたものが図6

である。骨格筋に比して心筋の方が生理的条件下

でCaによるCa遊離速度は大きいようである。

骨格筋′ト胞体で，CaによるCa遊離はカフェイ

ンで促進し，プロカインで抑制されることが分っ

ている8三　心筋′ト胞体でもその点が同様であるか否

かを調べた。図7に示すように，カフェインは心

筋小胞体におけるCa2十存在下のCa遊離速度を濃

皮依存的に増大させた。Ca2十不在下ではCa遊離
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図5．モルモット骨格筋および心筋小胞休のCaによるCa

遊離に対するMg2十の抑制作用。

速度の増大は起こさないので，カフェインのこの

作用はやはりCaによるCa遊離の促進効果と言う

ことができよう。同様にプロカインは心筋小胞体

においてもCaによるCa遊離を抑制した。

考　　　　　　　察

skinnedfiberを用いて筋小胞体のCaによるCa

遊離機構を骨格筋（速筋）と心筋とで比較した。

ヒト骨格筋においては速筋と遅筋でCaによるCa

遊離機構の性質にほとんど差がないので67もしモ

ルモット骨格筋でもその点が同様であるとすれば，

本実験は骨格筋一般と心筋との比較と考えてよい

ことになる。

心筋／ト胞体のCaによるCa遊離は，その大まか

なCa感受性，Mg2十およびプロカインによる抑制，

ATPないしそのアナログ並びにカフェインによ

る促進など定性的には骨格筋小胞体のそれと全く

同じであった。しかし，定量的には，要約すると

次の二点に心筋と骨格筋とで差異が見られた。

（1）Caによる最大Ca遊離速度は心筋の方が骨格筋
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図7．モルモット心筋小胞体のCaによるCa遊離機構に対するカフェイ

ンの促進作用とプロカインの抑制作用。

より大きい。（2）Ca2十濃度を十分に上げるとCa遊

離速度がむしろ減少するが，その減少は骨格筋で

強く心筋で弱い。また，Mg2十による最大Ca遊離

速度の減少も骨格筋で強く心筋では比較的弱い。

これらの2価イオンの抑制作用の機序は，もちろ

んまだよく分っていないが，一つの考えとしてCa

によるCa遊離はCa2十によって小胞体膜に存在す

るCa2十イオンチャンネルのゲートが開く結果であ

り，2価イオンはそのCa2十イオンチャンネルを閉

塞する，という可能性が考えられている。もし，
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そのように考えるなら，上記の（1），（2）の骨格筋と

心筋の定量的差異は，いずれもCa2十イオンチャン

ネルが心筋で大きいとすれば最大Ca遊離速度も

大きく，また2価イオンで閉塞され難い，と説明

することができる。しかし，もちろん他にも種々

の説明があり得よう。いずれにしても上記の骨格

筋と心筋間の定量的な差異は，CaによるCa遊離

に関与する（恐らくは）小胞体膜蛋白質に差のあ

ることを示している。CaによるCa遊離機構の生

理的意義はまだ明らかでないが，この小胞体－t膜

蛋白質’’の臓器差は蛋白レベルではどこにあるか，

発生過程でその分化はどのように進むか，他のた

とえば収縮蛋白質の分化とどのような位相的関連

を有するか，それらの遺伝子発現機構はどのよう

に制御されているか，などが今後の目指すべき方

向である。
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2　筋に対する神経のtrophic効果
－Acetylcholinereceptorの分布

長谷川　修　司＊

研究協力者　　黒　見

は　じ　め　に

運動神経は．骨格筋を少くとも二種類の信号伝

達を通して支配していると考えられる。一つは，

化学伝達物質（アセチルコリン）を筋に放出し，

放出された伝達物質が筋の受容体（Acetylchol－

ine receptor；AChRと略す）に結合すると筋

に活動電位が発生し，筋収縮へといたる信号伝達

である。この過程はmsec単位で終了する現象で

ある。もう一つは，比較的長期間にわたる現象を

支配していると考えられる，神経から骨格筋への

信号伝達である。例えば，支配神経を切断すると，

数日後には，筋は萎縮してくる。神経から筋維持

の信号が絶えず送られていて，神経切断によって

それが絶たれたための筋萎縮だと解釈され，これ

を神経の筋へのtrophic効果と呼んでいる。これ

まで多くの研究が化学伝達物質を介する信号伝達

についてなされ，この機構はかなりよく理解され

るようになった。一方神経の骨格筋へのtrophic

信号伝達機構については．現在ほとんどわかって

いない。筋ジストロフィー症の成因と治療を考え

る場合，この長期的な作用を示す神経の筋への

trophic　影響を考慮に入れることが重要と考え

られる。この点から，われわれは，骨格筋への運

動神経のtrophic作用機構を理解するため，筋

の活動電位発生のためのイオンチャンネルの性質

をコントロールしているtrophic substanceの

検索を進めている。1，2）

＊千葉大学医学部脳機能研究施設　神経薬理研究部

担＊

今回は，さらに神経の筋への　trophic機構を

理解するため，培養骨格筋細胞膜のアセチルコリ

ン受容体（AChR）の発達過程での分布の変化と

それに対する神経の役割をしらべた。

培養骨格筋のAChRは，神経の支配を受ける前

は，筋細胞膜表面全体にdiffuseに分布している

が，ところどころ密度の高い部分，つまりcluster

の状態で分布しているところがある。神経が筋に

接触すると，このAChRのclusterはこわれ，

AChR分子はdiffuseに分布するようになる。そ

の後，神経・筋接合部にAChRのClusterが形成

される。3）生体においても，発生初期の骨格筋の

AChR　は筋線維表面全体に分布しているが，発

達過程において，AChRは神経・筋接合部にのみ

高密度で局在するようになる。おそらく神経がこ

のAChRの局在を制御しているであろうが．その

作用機序はわかっていない。本実験において，

AChRの分布を経時的に観察することによって，

神経の筋のAChR分布に対するtrophic機構を

調べた。ミ6）

実　験　方　法

アフリカツメガエル（Ⅹenopuslaevis）の胚

から筋細胞および脊髄神経細胞をとり出し，すで

に報告されている方法4）で培養を行った。神経・

筋細胞を一定時間培養後，筋細胞表面のAChR

をRhodamine－a－Bungarotoxinで蛍光標識し

た。AChRの分布をimageintensifierを附け

た蛍光顕微鏡で経時的に記録した。また，細胞表
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面のAChRの膜内での動きを，Fluorescence

photobleaching recorey（FPR）法で測定し

た。

結　　　　　果

3－1　神経・筋接合部でのAChR clusterの

形成

図Nlに，神経・筋接合部でのAChRのcluster

が形成される初期のAChRの分布の変化が経時

的に示してある。この観察を始めた時（0：00）

5つのきわめて小さいAChRのcluster（7，4，5，

9の矢印）が神経の走行に沿ってみられ，2つの

AChR cluster（10，11の矢印）が神経・筋接合部

の外にみられた（図1のb）。8時間30分後，多

くのAChR cluster　が神経の走行に沿ってみら

れ，神経・筋接合部の外には，AChRのcluster

はまったく見られなくなった（図1のe）。図1

のAChR分布の経時的観察から，次の3つのこ

とが結論される。（1】神経・筋接合部でAChR

Clusterは，diffuseに分布している部分に，最

初′トさいClusterとして現われる。接合外のAC

hR clusterが接合部に移動してくるのではない

（例えば，図1dの1，12の矢印，図1eの2，3，

13－15の矢印）。（2）小さいAChR clusterは神経

・筋接合部でその大きさ（図1b－e，4の矢印

図1b－C，5，6の矢印）および数が増加し，融

合して大きなclusterが形成される（図12b－e，

7の矢印）。なかには，大きさが減少し（図1d－e，

8の矢印）または，消失する（図1b－C，9の矢印）

AChR clusterも観察された。（3）神経・筋接合

部の外のAChR clusterは，接合部でAChR

clusterが形成される間に，小さいclusterに分

解して消失したり（図1，b－d，10の矢印），そのま

ま消失したり（図1，b－C，11の矢印）した。

3－2　神経・筋接合部でのAChR cluster　の

形成速度

神経・筋接合部でのAChR cluster　の形成さ

れる速さを決定するため，15個のAChR cluster

を選び，その面積を経時的に測定した（例えば，

11

図1b－e，4の矢印，図1b－C，5，6の矢印）。

神経・筋接合部でのAChR cluster形成の平均

速度は個々のclusterで異なり，0．1FLI〝hr以下

から2．3J上Hf／hrであった（mean値は0．7prrf

／hr；N＝21）（表－1）

3－3　FPR法によるAChRの膜内での拡散速度

培養骨格筋細胞のAChR分子の膜内での動き

の速さを知るため，FPR法により，AChR分子

の拡散係数を測定した（表2）。その結果，（1）

AChR分子でclusterを形成しているものは，実

質上動かない；拡散係数は10‾12。丘庵ec22℃以

下である。（2）diffuseに分布しているAChR　分

子の大部分は膜内を自由に動き廻っている，（3）

diffuseに分布しているAChR　分子の膜内での

速さは，筋細胞だけの培養と神経支配を受けた培

養とで，その拡散係数とBl飴Ch後の回復程度に

差はみとめられない。

3－4　除神経後のAChR分布の変化

神経・筋接合部でのAChR cluster　形成に対

する神経の役割をさらに明らかにするため，除神

経後のAChRの分布をしらべた。除神経はレーザ

ー光線を神経細胞体に照射して行った。図2に示

されている如く，除神経後，神経・筋接合部での

大きなAChR cluster　は小さいclusterに分解

し（図2，B，C3，4，5の矢印，図2C，D6の矢

印），消失した。また大きさが小さくなり消失した

（図2B－E．7．8．9の矢印，図2B，C，1，2の矢

印）。除神経後，神経・筋接合の外に，AChRの

clusterが出現することもあった（図2，D，Ell

の矢印，図2，DlOの矢印）。

3－5　培養日数の異った神経・筋接合部での

AChR clusterの消失

神経細胞を加えて1日後に除神経を行うと，大

部分のAChR clusterは，神経・筋接合部から消

失した（図3の…○‥・，…●…）。一方神経細胞

を加えてから3日後に除神経を行うと，半分近く

のAChR cluster　が神経・筋接合部に残った

（図3－△－）。
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－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

10pm

図1神経・筋接合部でのAChR clusterの出現，a；神経・筋細胞
の図式（0：00時），b－e；蛍光顕微鏡写真（白いところが

AChR cluster，黒い部分はAChRがdiffuseに分布している）○

カッコ内は比較的（時：分）
（6）
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表1　神経・筋接合部でのAChR clusterの形
成速度

AChR cluster番号　　蓄積速度

1
2
　
3
4
5
6
　
7
8
9
　
0
1
2
3
4
　
5

1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1

（Sites／hr）

6．6×102

6．1

2．2

2．5

7
　
5
　
5
3
　
0
　
0
　
9
1
　
9
　
　
　
0

1
　
5
0
　
3
5
1
9
　
4
3
0
　
1

）

r
4

矧
霊
昌
1
・

1
1
・
。
最
。
・
9
最
1
・
6
冒
。
・
5
。
・
7

＊
S
l

（

＊理論値は，F＝2万D¢K（a／2C）によって計算した57）

表2　AChRの拡散

培　　養

筋細胞
の　　み

神経支配
をうけた筋

数　　拡散定数　　　回復値

（10，10cm2／sec）（％）

7　　2．37±0．07　　68．2±5．5

6　　2．50士0．35　　61．1±6．4

○EHERV▲TIOH　■1

TIlrl

10　日冊

13

凍
凍
攣
．

図2　除神経後のAChRclusterの変化（5）
A；この筋細胞は2本の神経に接触を受けて

いた。B－E；蛍光顕微鏡写真　　除神経前

（B），除神経後1時間（C），5時間（D），7時間（E）
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図3　除神経後のAChR cluster消失の時間経過・縦軸；除神経前の神経・崩

接合部でのAChR clusterの面積を100としてある。横軸；除神経後

の時間。神経と3日共培養した4日培養筋（－△－）。神経と1

日共培養した4日培養筋ト一一一〇一一一一），2日培養筋（一一一一●一一一一）㌘）

考　察　と　結論

神経・筋接合部にAChR分子が高密度（cluster）

で分布する機構としては，一時期，神経が筋の

AChR clusterを捜し，そこに接合部を形成する

ためであるとされていた。現在は，神経は筋の適

当な場所に接合部を形成し，その後その接合部に

AChR clusterが形成されるという説明が受け

入れられている。今回の実験で示されたように，

経時的にAChRの分布をしらべてみると，接合部

でのAChRは，それまでまったくclusterがみ

られなかったところでも，Cluster　が出現して

きた。このことは．神経・筋接合部でのAChR

clusterは神経がもとあったAChR clusterに

一致したためではなく，接合部形成後に形成され

たのであるという上の説をはっきりと支持する。

神経・筋接合部が形成された後，そこにAChR

clusterが形成される機構として現在2つの説が

提出されている。（1）接合外のAChR clusterが

接合部に移動してくる。（2）diffuseに分布してい

るAChR分子は自由に拡散しているので，接合部

に出会うとそこでtrapされる。（2）の説を排除す

る強い理由として．AChR分子の拡散の速さが

遅すぎて，実際にみられる接合部でのcluster形

成の速さを説明できないというものであった。し

かし，今回，AChR分子の拡散の速さをFluorT

escence photobleaching Recovery　法で測

定し，それによるAChR clusterの形成速度を

計算した（表1の理論値）。一方，径時的に観察

したAChR clusterの面積から，実際のAChR

cluster　の形成の速さを計算した（表1の蓄積

速度）。その結果，これまで想像された結果と反

対に，AChR clusterの形成速度は，AChR
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分子の拡散によるもので充分説明されることが明

らかになった。また経時的にAChR cluster形

成を観察した結果，接合部外のAChR cluster

が移動して，接合部にAChR clusterが形成さ

れるという知見は全く得られなかった。以上のこ

とから，神経・筋接合部でのAChR clusterの

形成は，自由に膜内に拡散しているdiffuseに

分布しているAChR分子が，接合部に来るとそこ

でtrapされたためであるという説で充分説明で

きると考えられる。

また，除神経の実験の結果から，神経・筋接合

部でのAChR clusterは形成後安定化されてい

くことが培養下で示された。
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3　筋発生異常における神経側の要因

大　塚　正　徳＊

研究協力者　　弘　中　哲　治＊＊　五十璧　良　生＊＊

我々は筋ジストロフィー症の発症の原因を究明

する目的で，正常チキン（line412）およびジ

ストロフィーチキン（line413）の長擁側手根伸

（ECRL）筋を用いて実験を行なってきた。EC

RL筋の交換移植の実験から，筋の発生・成長に

おいて筋外性の要因，とくに神経原性の要因，が

重要であることを示す結果が得られた。1）一方，

ECRL筋の生理学的および解剖学的性質の経時

変化を調べた実験から，貯化後初期（～13日）に

みられる筋線維数の増加がジストロフィーチキン

で著しく抑制されていることが分かった㌔）

これら二つの実験から，ジストロフィーチキン

にみられる醇化後初期における筋発生の抑制が神

経側の異常に基づくことは十分ありうることであ

る。そこでまず，ECRL筋を支配する神経の発

生異常の有無を調べるために同筋に進入する神経

線経の数を測定した。3）しかし，ジストロフィー

チキンで神経線経の数が少ないと言う証拠はなく，

むしろ多い位であった。3）支配すべき筋を持たな

い神経細胞は死滅して行くことが知られてお〆7・5）

ジストロフィーチキンで見出された噴余剰”の神

経線維3）はECRL筋を支配しているものと思わ

れる。このように，これまでの実験結果からは将

化後初期における筋の発生でジストロフィーチキ

ンに神経栄養的な意味で欠陥があることを示す積

極的な証拠は得られていない。

我々はこれまでに，ジストロフィーチキンの中

＊東京医科歯科大学医学部薬理学教室

＊＊帝京大学医学部薬理学教室（研究協力者）

枢神経系に異常興奮を示すニューロンがあり，こ

の僻化後初期（筋発生の時期）に，すでにECR

L筋に対して異常刺激が加わっている事実を報告

した。6）今回は，この支配神経による異常刺激が

筋の発生において抑制的に働いている可能性につ

いて検討を行なった。もし，この異常刺激が筋の

発生を阻害していれば，ジストロフィーチキンで

中枢神経の異常興奮を抑えてやれば発生してくる

筋線維数は増加し，正常チキンで中枢神経の異常

興奮を起こしてやればそれは減少するはずである。

中枢抑制薬としてphenobarbital　中枢興奮薬と

してpentylenetetrazolを選び実験を行なった。

方　　　　　法

鰐化後1～13日目の正常チキン（line412）と

ジストロフィーチキン（line413）を用いた。

Phenobarbital（20，30m9／kg）およびpentyle－

netetrazol（20mg／k9）を毎日1回，前者は就寝

前（夕方6時頃），後者は朝（10時頃）腹腔内に

投与した。13日目にエーテル麻酔下にECRL筋

を摘出し．ホルマリンで固定した後，近位端から

％の所で横断切片を作成し，へマトキシリン・エ

オジンで染色した。染色標本を適当な大きさに拡

大して写真を撮り，サンプリング法により筋線維

数を計測した。1・2）

結　　　　　果

薬物がヒヨコの動態に与える急性効果：

Phenobarbita120～30m9／kg　投与後ヒヨコの動

きが少なくなりq眠い”様子を示したが，刺激に
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対しては十分に応じ得る状態であった。朝方には

control群と同じ動きを示した。Pentylenetet－

razo1207咽／k9では，逆に，動きが多くなり，鳴

き声の調子が高くなり，時々飛び立ちそうな気配

を示した。この薬用量ではけいれんは起らなかっ

た。

薬物投与が成長に与える影響：図1にpheno－

barbita120mg／kg　投与群における体重増加の様

子を示した。Exponential function　をあては

めて最小二乗法で算出したrate constant（k）

はcontrol（○）で0．016／day，teSt（●）で

0．014／dayであった。Phenobarbita130m9／k9

を投与した別の実験では，それぞれ，0．022／day，

0．026／dayであった。また，pentylenetetra－

20120m9／k9投与では（図2），COntrOl O．014

／dayに対し0．013／dayであった。これらの実験

から両薬物の成長におよぼす影響は無視し得る程

度と思われる。

中枢抑制薬および興奮薬が筋の発生に与える影

響：表1に薬物投与の影響を13日目に筋線維数の

（
g
 
l
鳥
芯
き
ゝ
甘
〇
日

17

変化で調べた結果を示した。生理食塩水を投与し

たcontrol群の筋緑維数は正常・ジストロフィー

ともに前に報告した2）ものとほぼ等しい値を示し

た。従って，注射によるストレス等の影響はなか

ったものと思われる。このcontrolに対して

phenobarbital　投与群では二つの実験でいずれ

も筋線維数が14，000から17，000，15，000から

16，000　と増加する傾向がみられたが統計的な有

意差はなかった。これに対して，pentylenete－

t‘razol投与群では，25，000から16，000と筋緑

維数の著しい減少がみられ，ジストロフィーチキ

ンのCOntrOlに近い値を示した。この減少は統計

的にも有意であった（P＜0．05）。Pentylene－

tetrazol投与群の一部で将化後13日目にflip－

testを行なったところ，いずれも陽性であった。

考　　　　　察

図1，2に示したように，正常チキンにおける

体重増加に対するphenobarbitalとpentylen－

etetrazol　の影響はそれ程大きなものではなく

0　　　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　15

Time（day）

図1．Phenobarbitalが体重増加に与える影響。薬物および生理食塩水

は0．01m〃グ体重となるように容量を調整し，腹腔内に投与した。

○，COntrOl（n＝3）；●，teSt（n＝4）。縦棒．SEM。k，最小

二乗法により求めた直線の公配を表わす。正常チキン
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k

O：Satine，　　　　0．0143／旬ay

●：PentylenetetrazoI，0．0129／匂ay

（20mg八g）

0　　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　15

Time（day）

図2．Pentylenetetrazolが休垂増加に与える影響。薬物および生理食

塩水は0．01m〃グ体重となるように容量を調整し，腹腔内に投与し

た。○，COntrOl（n＝5）；●，teSt（n＝7）。縦棒，SEM。k．最

小二乗法により求めた直線の公配を表わす。正常チキン

表1・中枢抑制薬（phenobarbital）および興奮薬（pentylenetetrazol）の僻化後初期に

おける筋発生に与える影響

Chicken Treatments

Exp．1　　Normal SaHne

Normal Pentylenetetrazol

（20mg／kg，う．p．）

Exp．2　　　Dystrophic Sa1ine

Dユ／StrOPhjc Phenobarbjtal

く30mg／kg，う．p．）

Exp．3　　　Dystrophic Saline

Dystrophjc Phenobarbital

（20mg／k9，う．p．）

筋線維数は解化後13日日に測定した。

NuTT．ber Of muscle fibers

（ECRL）

25046士2530（5）

16189！1687（7）

＊flip test（＋）

13913士　659（4）

15749！2294（4）

14766±2328（3）

16254！3203（4）

Mean士SEM（n）



3　筋発生異常における神経側の要因

バラツキの範囲に入るものであった。従って，こ

れら二つの薬物の筋発生におよぼす影響も中毒作

用の二次的結果とは考えにくいと思われる。薬物

投与後のヒヨコの動態の観察においても．本実験

で使用した薬用量では，軽い鎮静作用を示す程度

であった。

表1に示した実験結果はいずれも，方向として

は，我々の作業仮乱　すなわち，■中枢神経系の

異常興奮が醇化後初期における筋の発生を阻害し

ているカ2）可能性を支持するものであった。この

作業仮説に対する結論をだすためにはさらに例数

を重ねるとともに，薬物によりECRL筋を支配

する神経の活動が実際にどの程度抑制あるいは促

進されているかを直接的に調べる必要がある。仮

にジストロフィーチキンでみられる支配神経の異

常興奮が筋の発生を阻害しているとすると，先に

考察したように，ジストロフィーチキンでも神経
3）

支配は正常に行なわれているようであることから

例えば遺伝子発現に関わる何らかの因子が神経側

から過剰に分泌されている可能性も考えておく必

要がある。

Pentytenetetrazolで中枢神経系に異常興奮

をひき起こすことにより筋発生の著しい抑制がも

たらされたことに加えて，チキンのジストロフィ

ーの発症の診断法の一つとして用いられている

19

flip test　が正常チキンで陽性になったことは興

味深いことである。このことは我々が従来主張し

てきた代ジストロフィーチキンでみられるいろい

ろの病態像は中枢神経系の異常に由来する”こと

をさらに支持する事実である。
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4　ジストロフィー鶏胸筋に存在する
特異蛋白質（30K蛋白）について

小　林　良　二＊

は　じ　め　に

筋ジストロフィーの病因や病態を解明する上で

疾患モデル動物を用いた研究成果は，私達に重要

な手がかりやヒントを与えてくれた。疾患モデル

とと卜の筋ジストロフィーが全く同一というわけ

ではなく，モデル動物における成果がそのままヒ

トに適用できるわけではないが，研究方法の開発，

筋ジストロフィーの基礎的事項の解明などに極めて

有力な武器である。筋ジストロフィー鶏について

も既に多くの成果が積重ねられ，収縮蛋白の発現

の異常，形態学的異常，膜異常などについて多様

な検討が行われてきた。殊に収縮蛋白については，

トロポニンT，トロポミオシン，C一蛋白，ミオ

シン重鎖及び軽鎖などの発現異常が兄い出され

詳細でdefinitiveな成果が公表され，その概略と

今後の発展方向についてもまとめられている（1

～4）。

本研究では，筋ジストロフィー鶏をモデル動物

として用い，もっとも典型的な形で発症する浅胸

筋を材料として，ジストロフィー筋に特異的に発

現する異常蛋白について追求した。その結果，分

子量約30K dalton，等電点約8．4の特異蛋白を

兄い出したので，この蛋白を漸定的に「ジス

トロフィー特異蛋白」（Dystrophy－SpeCific

protein）と名づけ．主として生化学的検討を加

えた。

＊秋田大学医学部生化学第2講座

研究材料及び方法

実験動物としては，主としてジストロフィー鶏

（New Hampshireline413）及びそのコント

ロール鶏（New Hampshireline412）を用い，

必要に応じて．白色レグホンなど他の鶏を用いた。

SDS－ポリアクリルアミド電気泳動は，Laemli

の系を用い二次元電気泳動は0′Farrellに従い，

イムノプロットはTowbinの方法に準じた。また

adenylate kinaseはNobaらの方法，5）triose

phosphateisom！raSeはMcVittieらの方法6）

によって精製した。またトロポニン，トロポ

ミオシン，ミオシンは，各々既に報告されて

いる方法によって精製した7）。ジストロフィー特

異蛋白の抗休は，抗原を電気泳動後，バンドを

切り出し抽出後，ウサギに免疫することによって

得た。特異性及び抗体価は，オークタロニー法，

イムノプロット，dot assay　によって確認した。

実　験　結　果

Ⅰ．ジストロフィー特異蛋白の検出

ジストロフィー鶏浅胸筋における異常蛋白の

出現（あるいは特定の蛋白の消失）を調べる目的

で一次元及び二次元電気泳動法によるスクリーニ

ングを行った。図1に示すように正常鶏胸筋とジ

ストロフィー胸筋の電気泳動パターンの比較では，

いくつかのバンドに差異を認めるが，約30K

dalton　のバンドの有無が最も明確な差異であっ

た。二次元電気泳動の結果も，これを支持し，等

電点は約8．4であった。この30K dalton，pI

8．4の異常蛋白は異った個体でも常に観察される
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図1．SDS／PAGEによるジストロフィー鶏浅胸筋

と正常鶏浅胸筋の比較。

0．15MNaCl，10mM Tris－HCl，pH7．5の

バッファーで筋をホモジナイズ後，遠心

（18，000×g，20分）し上清と沈査をSDS／

PAGEによって分析した。30Kdaltonのジ

ストロフィー特異蛋白には星印を付してある。

表1．　　PURIFICATION OF DYSTROPHY－SPECIFIC PROTEIN

Step

l．Tris－Saline extract

2．Ammonium sulfate fractionation

（50－80鴛saturation）

3．DEAE－Cellulose chromatography

4・Hydroxylapatite chromatography

5．EIutjon from SDS一gels

Total protejn

（mg）

960．0

Dystrophy－

SPeCjflc

Proteh（mg）
32．6

398．0　　　　　　　24．7

130．0　　　　　　16．8

98．0　　　　　　12．9

8．0　　　　　　　　8．0

Purjfjcaいon
fold

l

l．8

Yield

日日

100

75
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ので，まずこの蛋白に注目し精製をすすめた。

Ⅱ。ジストロフィー特異蛋白の精製と抗体の作成

239のジストロフィー鶏浅胸筋を出発材料とし

て，ジストロフィー特異蛋白の精製をすすめた。

5倍量の等張溶液（0．15M NaCl，10mM Tris

－HCl，pH7．5）で，ホモジナイズし，遠心

（18，000×9，20分）後．その上活を，塩析（硫

安，50～80％飽和），DEAE－Celluloseクロマ

トグラフィー，Hydroxylapatiteクロマトグラ

フィー，電気泳動による分画によって精製した

（表1）。ジストロフィー特異蛋白の生理活性は，

現在のところ不明なので，SDS／PAGE　とその

後のdensitometryによって精製度や回収率を計

算した。Nativeな状態で完全精製するには至ら

ず，最終ステップはSDS／PAGE　後バンドを切

り出し，電気泳動的に溶出することによった。

抗体は通常の方法によりウサギに免疫すること

によって容易に得られ，特異性，抗体価について

も十分なものであった。

Ⅲ。ジストロフィー特異蛋白の性状

SDS／PAGEによる推定では，この蛋白は30K

daltonと考えられ，nativeな蛋白（Hydroxy－

lapatiteクロマトグラフィーステップの標品）

のSephadex G－75によるゲルロ過でも同様の値

が得られ，mOnOmeric proteinと考えられた。

二次元電気泳動からの等電点の推定ではpI8．4

という結果を得た。より詳細な，ジストロフィー

特異タンパクの物理化学的性状については現在，

検討中である。

Ⅳ．ジストロフィー特異蛋白の分布

ジストロフイ」寺異蛋白に対する抗体を用い，イ

ムノブロット法によって，この蛋白の分布についても

検討を行った。まず正常鶏（line412）及びジスト

ロフィー鶏（line413）の各種骨格筋（浅胸筋，深

胸筋，前広背筋，縫工筋，大腿筋膜張筋，大腿二

頭筋，下腿三頭筋，長排骨筋）についてジストロ

フィー特異蛋白の分布を調べた。既に述べた様に，

ジストロフィー特異蛋白はイムノプロットによる

検討でも，正常浅胸筋には存在せず，ジストロフ
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ィー浅胸筋には存在する。しかし，正常鶏におい

てもジストロフィー鶏においても，浅胸筋以外の

筋，たとえば，深胸筑　前広背筋，縫工筋，大腿

筋膜張筋などには存在する。大腿二頭筋，下腿三

頭筋においては，全く検出出来ないか極く微量で

あった。更に注目すべきことは，ジストロフィー

鶏のジストロフィー特異蛋白と正常鶏に存在する

同様の蛋白はSDS／PAGE　で泳動度が異り正常

鶏のものは，分子量が小さいことであった。互い

にisoproteinと考えられるが，この差異がジス

トロフィー遺伝子と何らかの関連を持つものか，

line412とIine413の遺伝子背景の差8）に起

因するものかは，現在の段階では結論出来ない

（図5）。

この蛋白が浅胸筋に存在することがジストロフ

ィーの病態と関連があることを更に確認するため

に，遺伝子背景の全く異ると考えられる白色レグ

ホン，チャボ，比内鶏などの浅胸筋についても同

様の検討を行った。これら鶏の浅胸筋中にジスト

ロフィー特異蛋白は存在しなかった（図6）。続

いて，骨格筋以外の臓器についても検討した。心

筋，平滑筋（砂胃），肝，脂肪細胞などにジスト

ロフィー特異蛋白は検出できなかった（図7）。

ジストロフィー筋では筋の変性に伴って脂肪細胞

の浸潤が高度にみられるが，この蛋白が脂肪細胞

に由来するものではないと考えられる。ジストロ

フィー鶏及び正常鶏のembryo（15日日及び21日

目）についても検討を加えたが，ジストロフィー

特異蛋白は，ジストロフィー成鶏にのみ兄いださ

れembryoの段階では検出できなかった（図8）。

更に，同種の蛋白が他種動物の骨格筋にも存在

するかどうか，ヒト大腿四頭筋，ラット大胸筋に

ついて検討した。ヒト大腿四頭筋，ラット大胸筋

抽出物をイムノブロット法によって検討すると，

この抗体で認識される同株の蛋白が存在すること

がわかった（図9）。

Ⅴ。ジストロフィー特異蛋白は何か

ジストロフィー特異蛋白が既知の筋蛋白である

可能性も高いので．いくつかの筋蛋白について異
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図2．二次元電気泳動によるジストロフィー特異蛋白の検出

筋肉可溶分画を一次元目をNEPHAGE，二次元目をSDS／PAGE

によって分析した。ジストロフィー特異蛋白又はジストロフィー

特異蛋白の出現する位置を矢印で示してある。

図3．部分精製又は完全精製されたジストロフィー特異蛋白のSDS／P

AGE

左図はHydroxylapatite chromatographystep（step4）を，右図

は最終標品（step5）を示す。各々1は筋肉粗抽出物　2は精製標

品を示す。
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図4．SDS／PAGEによるジストロフィー特異蛋白の分子量推定。

ジストロフィー特異蛋白は白丸及び矢印で示してある。
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図5．ジストロフィー鶏及び正常鶏浅胸筋のSDS／

PAGEとイムノ・プロットによる分析。説明

は本文（尚，この図には前広背筋と深胸筋に

ついての結果は示していない）。
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図6．各種ニワトリ浅胸筋におけるジストロフィー特異蛋白の出現。
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図7．各種臓器におけるジストロフィー特異蛋白の出現。
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図8．ジストロフィー鶏及び正常鶏embryoにおけ

るジストロフィー特異蛋白の出現。
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図9．他種動物骨格筋におけるジストロフィー特異蛋白の出現。
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A B C D
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図10．Adenylate kinaseとジストロフィー特異蛋白の異同。

1．はSDS／PAGEによる分析，

ロットの結果を示した。

同を調べた。可溶分画に存在する分子量20～40K

daltonの塩基性蛋白や，塩基性蛋白ではないが

分子量が近似しているものを中心に検討した。

Adenylate kinase，triose phosphateisom－

erase，更にtroponinI，trOpOninT（足型及

び胸型），ミオシン軽鎖などをジストロフィー胸

筋及び正常胸筋から精製し比較したが，ジストロ

フィー特異蛋白は上記蛋白のいずれでもなかった

（Adenylate kinaseについての結果を示し他の

データについては省略する）。

結論および今後の課題

ジストロフィー鶏（413）及びコントロール鶏

（412）を用い，典型的な発症をみる浅胸筋を材

料として，蛋白の発現異常について追求した。そ

の結果，ジストロフィー擢患筋に特異的に出現す

る分＋用30K dalton，等電点8．4の異常蛋白を

は出した。本報告では，漸定的にジストロフィー

仙リー三景l′lと呼んだが，正常でもある種の骨格筋に

は／〃lする出自であった。従来報告されている収

縮鮒′lの発現異常についても事情は同様で，たと

えば．トロボニンTやトロポミオシンについても，

2．はSDS／PAGEとイムノブ

ジストロフィー鶏浅胸筋には本来正常では存在し

ないisoformが発現するが，これらⅥ異常蛋白”

は，広背筋や下肢筋群では正常でも存在する蛋白

質である。

現在までの結果から，このジストロフィー特異

蛋白がジストロフィー発症の原因であると結論す

ることは，もちろん出来ないが，ジストロフィー

の病態とは何らかの関係をもっていると考えられ

る。また，この様な蛋白発現の異常は従来報告さ

れた収縮蛋白及びその調節蛋白のみならず，ジス

トロフィー特異蛋白のような可溶分画に存在する

蛋白にも及んでいることがわかった。比較的簡単

な方法で精製可能で，抗体も得やすく，定量法の

開発も容易であることから，筋ジストロフィー症

の病態を把握するためのマーカーとなり得ると考

えられる。

ジストロフィー特異蛋白と同様の蛋白が正常鶏

骨格筋（浅胸筋には存在しないが）にも存在する

が分子量が異なる。この差異もまた筋ジストロフ

ィーの病態に関連している可能性もあるが，line

412とline413の遺伝子背景が全く同一ではな

いということ8）から，lineのちがいによる偶発的な


