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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臨床，病態と成因に関する研

究」班が発足して第2年度の研究報告書を作成する運びとなりました．デュシャン

ヌ型筋ジストロフィー症の研究は遺伝子工学的手法を用いその遺伝子座の局在の解

明に近づきつつあり，今後遺伝子異常が直接どの様に疾患と係わっているかが問題

となりましょう．この意味でも筋ジストロフィー症の病態の究明と治療法の開発は

今後も本研究班の最重要課題になると思います．

本年度の研究成果はこの報告書に示されてあります様に筋ジストロフィー症並び

に関連疾患に関する優れた報告がなされており，国際的にもこの方面の研究者に寄

与する処が大きいと思います．班月の皆様の御努力に心から敬意を表しますと共に

今後一層の発展を班長として期待したいと存じます．

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，引きつづいての御支援

をお願い致します．

昭和60年12月

〈班長〉　杉　田　秀　夫
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総括研究報告

班長　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」姓の昭和60年

度（第2年度）の報告書である．この報告書には昭和60年12月7日（土），8日（日）の両日

に開催された当研究姓の班会議席上で行われた報告をまとめた59編の論文が集録されてい

る，また昭和60年8月1日（木）に行われた当研究班のワークショップ「ミトコンドリアミ

オパテーをめぐって」の抄録及び昭和61年1月19日（鋸に行われた「筋ジストロフィー症」

総合班会議における当研究班の報告の抄録も掲載してある．

〔研究方針〕

当研究姓の研究は従来より班月各自の独創且つ自由発想を基盤として来た．筋ジストロ

フィー症の様に原因不明の疾患の解決には特にこの点は尊重されねばならない．しかし，

班研究の意義を考慮し，研究の能率化をはかるため，プロジェクト研究として特定のテー

マを掲げて集中的に研究を行った．

本研究は内容的に次の7つに分類され，各項目に属する発表演題数は下記の通りである．

Iモデル動物の実験的ミオバナー7，II遺伝4；III臨床・臨床病理11，Ⅳ再生・Glycerol

kinase欠損・赤血球8，Ⅴ遠位型ミオノヾチー3，VIミトコンドリアミオバナー14，VIICK・

エネルギー代謝・蛋白代謝12．

個々の研究はそれぞれ本症の研究を進めて行く上で重要な意義を持っているが，この中

から2，3のトピックについ七述べる．

A．筋ジストロフィー症

1）モデル動物

モデル動物は従来よりヒト筋ジストロフィー症との対比において病態の一面を明らかに

する上で意義があったが，今回Ⅹ染色体劣性筋萎縮症mdxマウスが英国より輸入され，生

理・形態・■生化学的に検討された．種々の点でデュシャンヌ型筋ジストロフィー症（DMD）

に類似するが再生がほぼ完全に行われる点でDMDとは著しく異なっている．この点でも

有用なモデルである．
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2）臨床，遺伝及び遺伝子工学的アプローチ

過去1年間にⅩ染色体・常染色体相互転座による女児DMD3例が見出された．X染色

体の切断部位は全てp21であり，従来の報告に一致した．

又，先天性副腎低形成を伴う複合Glycerolkinase欠損症の男児例が発見され，染色体

分析の結果p21付近の部分欠矢が認められ，同様の欠夫は母親にも認められた．此等の症例

はDMD遺伝子座位決定の為に極めて重要な意義を持っている．

DMDのマーカーRFLPの単敵の試みは第一年度に引き続き行われており，当面DMD

遺伝子の近傍にあるOTC遺伝子を単艶して，ヒトOTC遺伝子中のユニークなDNA断片

を使ってRFLPの検出を行っている．

3）筋の変性と再性，新技術の開発

骨格筋の変性と再生の問題は本症の病態の中心課題であり変性に関しては骨格筋の崩壊

機構はかなり明らかになって来たと言える．

しかし現象論的には原発性の変化が骨格筋にどの様に表現されているが依然として明ら

かではない．この間題を解決すべく多くの新しい研究技術が開発された．骨格筋のCTに

よる検討はすでに定着し，NMR＝による分析，或いは超音波顕微鏡及び筋電斑なども行われ

つつある．

それ以外に酵素蛋白の免疫電顕，筋蛋白のモノクローン抗体など数多い．又今年度はヒ

ト筋肉細胞のクローン化も試みられつつあり，新しいstrategyとなろう．

一方，再生に関する研究も変性機構と平行して行われて釆たが，今後再生の異常は再生

筋自身に問題があるのか，或いは内部環境か，或いは両者によるのか重要な研究テーマと

なろう．

B．関連疾患

1）Rimmed vacuoleを伴う遠位型ミオパテー（プロジェクト研究）

酵素抗体法によりrimmedvacuole周辺にリソゾーム酵素の存在が確認され本症におけ

るリソゾーム酵素の病態生理学的意義が明らかになった．また本症のモデルと考えられる

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あるESTを10mg／kg／日経口投

与する事により治療出来る事が明らかとなり，今後DMRV治療への道が開かれたと考え

られる．

2）ミトコンドリアミオパテー（プロジェクト研究）

8月1日“ミトコンドリアミオパテー”というテーマでワークショップが開かれた．ミ

トコンドリアミオパテ一，或いはミトコンドリア脳，筋症の臨床像の多様性，またこれと
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関連してミトコンドリア酵素，特に電子伝達系酵素異常の病態生理的意義，及びその遺伝

学的背景，又検索方法論の開発などに関して多くの発表がなされた．当蛙では昭和61年度

本邦における症例を集積しその病態生理学的解析及びCoenzymeQなどによる治療を系

統的に行う予定である．
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昭和60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臨床，病態と成因に関する研究
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本邦におけるⅩ染色体の異常を伴ったDMD

杉　田　秀　夫＊，富　　英　明＊，里　吉　栄二郎＊，

斎　藤　深美子＊書，石　原　博　幸＊＊＊，後　藤　順＊♯＊＊，

柿　沼　宏　明＊＊＊＊，中　野　今　治書目＊

国立武蔵療養所神経センター轟，東京医科歯科大学H，
国立療養所東埼玉病院…，国立療養所下志津病院…＊

デュシャンヌ型筋ジストロフィー（DMD）は伴性劣性の遺伝子性疾患である．本症の発症原因を究

明し，更に胎児診断，遺伝相談等を実施する為には，その遺伝子座位や遺伝子産物の解明は不可欠
である．

最近の染色体分染法の進歩による高精度染色体分染法によってもDMD男児染色体の異常は認め

られていない．しかし近年女児DMD患者においてⅩ染色体と常染色体の相互転座を見出した報告

や，又Ⅹ染色体の部分欠夫によるDMDを含めた複合疾患を示す男児例の存在する事が明らかにな

っている．此等の症例はDMD遺伝子座の解明の為に極めて重要なstrategyである．前者の例とし

てはTorontoのWortonによって検索されている46，Ⅹt（Ⅹ：21）（p21：p12）の相互転座例，後者の

例としてはBostonのKunkelらによって研究されているⅩp21の部分欠夫によるDMD，retinitis

pigmentosa，Chronicgranulomatousdiseaseを伴う症例がある．

そこで本邦における相互転座による女児DMD症例，及びⅩ染色体の部分欠矢によるDMDを含

めた複合Glycerolkinase欠損例について報告し若干の考察を加えたい．

1）X染色体，常染色体相互転座

Ⅹ染色体と常染色体との問の相互の均衡転座を示した所謂Ⅹ染色体のnon randomな不活性化

による女性DMDは1977年Greensteinらにより記載され，その後現在迄に欧米で約10例が報告され

ている．

本邦では1984年楢崎らの報告が最初であり，我々が経験した3例を含め現在迄に5例の報告があ

る・図1は国立武蔵療養所の11歳女児例でⅩ染色体p21と5番常染色体q13間の均衡転座を示して

いる．本邦及び欧米に於いて報告された症例に共通するのは次の点である．

①転座に関与するⅩ染色体の切断点は常にp21バンドである．

②転座に関与する常染色体は様々であり一定しない．

③正常なⅩ染色体が選択的に不活性化ざれている．

以上の事からDMDの遺伝子座位はp21付近にありこの部位を切断点とする相互転座が起る事に

よってその座位上の遺伝子が突然変異，或いは欠夫を生じ，同時に正常染色体が選択的に不活性化

する事によりDMDが発現すると考えられる．

2）家族性のXp21欠矢によるGIycerolkinase（GK）欠損症

症例は国立療養所下志津病院にて経過観察中の10歳男児である．本例は臨床的にGK欠損症，

DMD，先天性副腎低形成（CAH），および精神発達遅延を伴っている．高精度分染法による染色体分

析によると，Ⅹ染色体p21部位のギムザで濃染するバンドが小さい事が明らかになった（図2）．この

事から息児においてはⅩp21．1－Ⅹp21．3の問で欠矢が存在すると考えられる．更に両親及び兄の染

色体分析の結果，父親及び兄の染色体構成は正常であったが母親の一方の染色体で息児と同様の短
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腕の部分欠矢が認められた．尚母親のGK活性は正常の1／2であった．

DMD遺伝子座に関しては転座症例などの結果から考えてXp21上にある事が明らかになってお

り，またGK欠損症やCAHもまたⅩ連鎖性の疾患であるから此等疾患の主因となる遺伝子は

DMDの遺伝子と同様にp21上に座位する事が示唆された．
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ミトコンドリアミオパテー

1．組　織　化　学

埜　中　征　哉

（国立武蔵療養所神経センター微細構造研究部）

①　ミトコンドリアミオパテーの形態学的特徴

ミトコンドリア異常は形態学的にはragged－redfiber（RRF）に代表される．RRFはGomoriト

リクローム変法で最もよく染出され，筋鞘膜下に集積したミトコンドリアが赤染し，少しポロポロ

した感じとなるのでRRFの名称が与えられた．このRRFそのものには疾患特異性はなく筋ジスト

ロフィー，多発性筋炎その他多くの疾患で兄い出されている．また逆にミトコンドリア酵素異常が

生化学的に証明された例でもRRFを認めないことも少なくない．すなわちRRFはミトコンドリア

異常症を推定させる重要な所見ではあるが，それがないからといって否定的な材料とはならない．

自験例でのRRF出現率は以下の通りである．

Pyruvatedehydrogenase complex deficiency

NADH－CoQ reductase deficiency

Cytochrome c oxidase deficiency

fatalinfantile form

benigninfantile

encephalomyopathic

partialdeficiency

4／7　（57％）

3／4　（75％）

1／1（100％）

2／2（100％）

4／8　（50％）

7／8　（88％）

Total 21／30　（70％）

※文献例5例を含む

②　Cytochrome c oxidase（CCO）欠損

1．乳児致死型　fatalinfantile form

生後まもなく，あるいは乳児期早期に筋九　筋緊張低下で発症し，意識障害，高乳酸血症を伴っ

て1歳未満で死亡する．筋線経は細く，筋原線経の形成悪く，多くのRRFを認める（文献的には1

例のみRRFを認めていない）．脂肪滴も増加する．CCO染色，抗ヒトCCO抗体染色で筋線経は全

く染色されないが，筋紡錘の錘内線経や線維芽細胞には活性がみられる．培養線推芽細胞にも活性

が存在する．筋線経は培養系でも増殖悪く，CCO活性はみられない．生化学的には多くの例でcyto－

chrome aa3（CCO）のみならずcytochrome b，Carnitineが欠損している．

2．乳児良性型　benigninfantile form

乳児期にフロッピーインファントであった例で症状は次第に改善することがある．乳児期には

RRFを多く認め，CCO活性は低いが，症状が改善することと平行してRRFは減りCCO活性も上

昇する．
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3．脳筋型　encephalomyopathic form

症例は最も多い．臨床的にはLeigh脳症，MELAなどの診断が下されている．中枢神経系症状の

退行，高乳酸血症があれば本症を疑い筋生検の適応となる．RRFの出現頻度は自験例8例中4例（50

％）にしかすぎない．CCO染色と生化学的な値はかなりよく相関している．

4．部分欠損　partialdeficiency

最も問題になっているのがこの部分欠損である．部分欠損とは多くの筋線経にはCCO活性はあ

るのに，散在性に酵素欠損した線経をみるものである．生化学的にCCO活性低下を認めるものもあ

るが多くは正常域にある．部分欠損を認めた症例は以下の如くである．

米

Chron，prOg，eXternalophthalmoplegia（CPEO）

NADH－CoQ reductase欠損症

CCO欠損症

脳筋型（娘）の母親

乳児良性型の回復例

MELA（ミトコンドリア酵素は正常）

4

1

1

1

1

計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

※1例のみ生化学的にCCO活性低下（正常の20％）

部分欠損は多因的ではあるが，CCO欠損症の母性遺伝をとるその母親や，良性の回復例，生化学

的にCCO活性低下した症例も含まれている．すなわち部分欠損は単に二次的な結果でなく重要な

意味が含まれている例もあるので，組織化学的染色の必要性を強調したい．

－18－



ミトコンドリアミオパテー：電子伝達系酵素異常の

免疫組織化学的研究

佐　藤　　　猛

（順天堂大学医学部脳神経内科）

〔目的〕

ミトコンドリア（Mit・）脳筋症では，最近cytochromecoxidase（CCO）をはじめとして電子伝達

系を構成する種々の酵素欠損例が報告されている．CCOおよびcomplexIIIの抗体を用いて，剖検

例のパラフィン切片から酵素蛋白を検出する方法を確立した．この方法により3例のCCO欠損例

を見出した．

次に免疫電顕によりMit．内膜におけるCCO蛋白の局在を観察する方法を検討したので報告す

る．

〔症例〕

症例1：Leigh症候群（都立清瀬小児病院，初鹿野　浩），症例2：Mit．脳筋症（国立神経センタ

ー，向山昌邦），症例3，4：Leigh症候群姉妹例（鳥取大，中村晴臣），症例5：Leigh症候群（岡山

大，林　一彦），症例6：Leigh症候群（北大，中村仁志夫）．

〔方法〕

①抗体：CCO抗体は東工大理学部化学福森義宏博士から分与を受けた．さらに牛心筋からCCO

を精製，家兎に免疫して作製，COmplexHIは名古屋大生化学小沢高将教授より分与．②免疫組織化

学：大脳，小脳，肝，腎，心鼠骨格筋のパラフィン切片は脱パラ後，0．1％TritonX－100処理後，

抗血清（1000倍稀釈）を反応させ，avidinーbiotincomplex法にて呈色させた．③免疫電顕：生検筋を

グルタールアルデヒド固定後，10％DMSO処理し，凍結切片を作成した．この切片に抗体を反応さ

せ，ABC法にて呈色させた．オスミウム酸固定後エボン包埋し，超薄切片は無染色にて電顕観察し

た．

〔結果〕

症例2では骨格筋のCCOが欠損していたが，筋紡錘では陽性に反応，症例3では肝細胞でCCO

が欠損，症例5では大脳，小脳，肝，腎，心筋すべてにおいてCCOが欠損していた．これら3例い

ずれもcomplex HⅠは正常に検出された．

免疫電顕では正常形態を示すMit．の外膜と内膜との間隙，およびクリステ膜はCCO抗体により

陽性に染色された．巨大Mit．では増殖したクリステは染色されなかった．
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Reduciblecytochromb欠損を示したmitochondrial

encephalomyopathyの一例

中　川　正　法，今　隈　　　溝，
山　野　　　隆，納　　　光　弘

（鹿児島大学第三内科）

いわゆる“mitochondrialmyopathy”において，その一部は電子伝達系の異常によることが知ら

れている．今回，われわれは，mitochondrialencephalomyopathyに，reducible cytochrome b

欠損を伴なった一例を経験したので報告する．

〔症例〕

M．K．15歳男子，身長143cm，体重31．5kg，家族歴：母親に軽度難聴あり．既往歴：12歳時に扁桃

摘出．

現病歴：満期安産，処女歩行1歳4カ月，幼小児期より知能発達および身体発育遅延があり，ま

た運動時易疲労性を自覚している．昭和60年9月15日，部落の運動会に出場し2，3回全力疾走を

している．翌日，起床時より頭痛を訴え，夕刻より嘔吐および全身けいれん発作を頻発し，発作重

積状態になったため緊急入院．

〔入院時現症〕

血圧158／90，意識レベル：111－200，瞳孔：左右差（－），対光反射（＋），項部硬直（－），チア

ノーゼト），呼吸音：両側湿性，ラ音（＋），心音：収縮期雑音（十），胸部Ⅹ線像：肺紋理の増強

（＋），血液ガス分析にて，pH7．11，pCO240．9，pO2104．3，BE－16・2と著明な代謝性アンドーシス

を示した．CT所見に異常なし．脳波上，速波を基礎とし時にデルタ一波の混入を認めた．

入院後経過：アシドーンスの補正により，意識はすみやかに回復し入院2日目には歩行可能とな

る．回復後所見として，知能低下（100－7＝？），眼球運動：正常，両側軽度眼瞼下垂，感音性難

聴，全身性軽度筋力低下を認めた．知覚障害なし．二次性徴を認めない．脳波所見では，全誘導に

てシーター波を基礎汲とし，時に鋭波を含むデルタ一波の群発を認めた．心胸郭比：56％，心電図

にて，左脚ブロックを認め，心エコーにて肥大型心筋症と診断された．

〔検査所見〕

赤血球：369×104／mm3，白血球：14900／mm3，Hb：11．1g／dl，Ht：32％，GOT37，GPT26，

LDH338，CK77，BUN12．6，クレアチニン1．0，血糖109mg／dl．PSPテスト：正常．血液中乳

酸20．6（9716）mg／dl，ピルビン酸0．98（0．36－0．59）mg／dl，髄液中乳酸49・1（8・3－17・5）mg／dl，

ピルビン酸1．27（0．62－1．20）mg／dlと高値を示した．

自転車エルゴメーターによる15分間運動負荷テストでは，血中乳酸が負荷開始後15分値で，

45．6（7．7－12．0）mg／dlと著明な上昇を認めた．
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【筋病理所見〕

左上腕二頭筋にて筋生検を行なった．光顕所見では，軽度の変性線経を認め，Gomori－trichrome

染色にて“ragged－red fiber”を認めた．Type2c fiberのatrophyとtypelfiberにおけるlipid

含有量の増加を認めた．電顕所見では，paraCryStallineinclusion bodyは認めなかったが，筋細

胞膜下に巨大化したmitochondriaが集積し，その中に膜様構造やdensebodyを認めた．

〔筋肉生化学〕

生検筋400mgよりBookelmanらの方法にて，mitochondriaを分馳し電子伝達系酵素および

cytochrome含量を測定した．SuccinateおよびKCNによる還元一酸化差スペクトルにて，561

nm，431mmにおけるcytochrome bのpeakの出現がなく，Antimycin Aによる還元一酸化差ス

ペクトルでも，CytOChromebのpeakを認めなかった．Cytochromecc．含量は，2774（615±258）

pmol／mgと増加し，aa3は413（550±167）pmol／mgと正常範囲であった．還元剤であるsodium

dithionateにて還元した場合には，正常対照の40％のCytOChromebが検出された．しかし，reduci－

ble cytochrome b含量が低下しているにもかかわらず，CytOChrome b－CI COmplexを介する

NADH，CytOChromecreductase（rotenonesensitive），SuCCinateTCytOChromecreductase活性

は，それぞれ0．576（0．201＋0．098）umol／mg／min，0．592（0．321＋0・118）umol／mg／minとや

や高値であった．NADH－dehydrogenase，CytOChromecoxidaseおよびCitratesynthase活性は，

いずれも正常範囲であった．以上より，本症例は，in vitroにおける測定上，電子伝達系酵素活性

低下を示さないreducible cytochrome b欠損症と考えられた．

〔考察〕

reduciblecytochromeb欠損をともなったmitochondrialmyopathyは，現在まで6例の報告が

あるのみであるが，運動時易疲労性，筋力低下，高乳酸ピルビン酸血症が共通する症状としてみら

れ，眼瞼下垂や眼球運動障害を示す例も報告されている．本症例のように中枢神経障害を示した例

として，Spiroの父子例，Morgan－Hughesら（1982）の報告があるが，小脳失調，ミオクローヌス

等の症状をともなっている点が本症例と異なる．また，本症例の生化学的特徴として，CytOChrome

b－CICOmplexを介する各電子伝達系酵素活性の低下がなかった点があるが，このことは，invivo

において何らかの代償機構が働いている可能性を示唆していると思われる．しかし，ATP産生能と

の関係やこれらの酵素活性のAntimycinA感受性について今回は不明であり，さらに詳細な検討が

必要と考える．今後，免疫学的検討および培養細胞を用いた検索を行ない病態の解明につとめたい．
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ミトコンドリア酸化的リン酸化系酵素群のサブユニットの

異常に対する検索法の確立

小　澤　高　将，錦　見　盛　光，田　中　雅　嗣
（名古屋大学医学部生化学第二講座）

ミトコンドリア（Mt）・ミオパテーは幅広い疾患群を包括している．その診断・治療法の開発にあ

たっては正確な病態の把握および一次的な病因の解明が必須である．Mtの酸化的リン酸化系酵素

群は最近の膜固有蛋白質の単駈精製技術の発展によりその構造の解明がすすんで†、る・本研究はこ

れを基礎としてミオバナーにおけるMt酵素系の異常をポリペプチドレベルで解明し，これまでの

酵素学的ならびに分光学的分析法では捉え得なかった病因を分子レベルでさぐり治療方針の確立に

寄与しようとするものである．

Mtにおける酵素異常の検索法としては少量の生検試料を用いて，Mtに存在する数多くの複合酵

素系のそれぞれのサブユニットの量および分子量の異常を特異的に検出しうることが必須条件であ

る．また同時に複合酵素系に属さないポリペプチドの異常をも捉えるために，非特異的ではあるが

分匪同定能の高い方法を併用する必要がある．このために我々は容易に大量の試料の得られるウシ

心筋Mtを酵素精製の材料として用い，従来から行われてきた胆汁酸存在下における塩折に加えて，

疎水結合クロマトグラフィーおよび77イニティクロマトグラフィーにより各複合酵素を高度に精

製した．また複合酵素をカオトロピックイオンにより解駈させ電子伝達系を構成するポリペプチド

すなわち，鉄イオン蛋白質，エビキノン結合蛋白質，チトクロムb，チトクロムClなどを単維精製

した．これらに対する特異抗体を作製したところ，抗ウシ酵素抗体はヒトの酵素蛋白質と良好な交

差反応を示し免疫化学的検出法および免疫沈殿法による酵素蛋白質の異常の検索に有力な手段を提

供した．

1．ウエスタンプロット－免疫化学的検出法

生検筋より単離したMtの蛋白質をSDS・尿素により処理し，指数関数的濃度勾配ポリアクリル

アミドゲルを用いた電気泳動により分駈し，これをDuraporefilterにプロットし，これと特異抗体

と反応させ，抗原抗体複合体をベルオキンダーゼ・抗ベルオキシダーゼ法により検出し，電気泳動

的移動度および発色の程度から酵素蛋白質の分子量および含量の異常の有無を検討した．その結果

電子伝達複合体Ⅰ，III，ⅠⅤおよびFl－ATPaseにおいてそれぞれ，4，5，18および2種のサブユニ

ットを特異的に検出しえた．さらにチトクロムCオキンダーゼ欠損症の患者では複合体ⅠⅤのサブユ

ニットⅠⅤ，Ⅴ，ⅤⅠ，ⅥⅠの量が著しく減少していることを兄い出した．

2．免疫沈殿－銀染色法

Mtの蛋白質を界面活性剤を用いて可溶化し，酵素に対する特異抗体を加え，形成された免疫複合

体をプロテインA－セファロースに結合させ，非特異的吸着物を洗浄除去した後SDS電気泳動を行

い，銀染色法により微量の酵素蛋白質を検出した．本法によりウエスタンプロット法では直接検出

できない疎水性の高いポリペプチドの異常を追求することが可能である．チトクロムCオキンダー

ゼ欠損症の患者では他のサブユニットに比してサブユニットⅠⅠの量の著しい減少が兄い出された．
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3．高分解能一次元電気泳動－銀染色法

Mtの蛋白質全体をSDS・尿素で処理した後，大型の指数関数濃度勾配ポリアクリルアミドゲルを

用いて電気泳動を行い，銀染色によりポリペプチドを検出し，同時に泳動された精製酵素標品のサ

ブユニットの移動度との比較により同定を行った．ウシ心筋酵素のサブユニットの分子量はヒトの

それとほぼ一致し標準蛋白質として利用できた．この方法は免疫化学的検出法，免疫沈殿法では検

出できない未知の蛋白質の異常を捉えることができるものである．あるチトロクロムCオキンダー

ゼ欠損症の患者では本酵素の欠落に加えて，少なくとも他の6種のポリペプチドの量の著しい減少

が兄い出された．

Mt・ミオバナーにおける酵素活性欠損の原因を明らかにし，その治療方針を確立するためには，

どの酵素のどのサブユニットが欠損しているか，またどのポリペプチドの減少を随伴しているかを

個々の症例において明らかにし，分子レベルでの欠損と臨床像の相関をたどる必要がある．こうし

た研究の成果として，単に酵素サブユニットによる疾患群の分類にとどまらず，ヒトの呼吸系酵素

遺伝子のクローニング，Mt遺伝子の発現制御，Mtへの蛋白の輸送機構などの基礎的研究の発展と

ともに，基礎・臨床のより一層の研究協力が期待される．

－23－



分　担　研　究　報　告



目　　　　　次

Ⅰ．モデル動物・実験的ミオパチー

1）mdxマウス骨格筋の経時的変化 35

九州大学医学部脳研神経内科 後　藤　幾　生

2）mdxマウス骨格筋に対する神経切断の影響 39

鳥取大学医学部脳研神経病理 中　村　晴　臣

3）mdxマウスの電気生理学的研究：
膜電位及び筋細胞内Caの計測 44

宮崎医科大学第三内科 栗　原　照　幸

4）mdxマウス骨格筋におけるリソゾームチオールプロテアーゼ活性と
その局在について 51

東京医科歯科大学医学部神経内科 塚　越　　　廣

5）Local Tetanusによる実験的ミオパチーに関する研究 57

東京都立神経病院 田　辺　　　等

6）Vincristine，Vinblastine，Colchicineによるラット骨格筋の
形態学的変化に関する研究

－ライソゾーム系を含んで－ 63

大阪医科大学第一内科 茂　在　敏　司

7）筋ジストロフィー鶏胚の交感神経節における蛋白質合成能の
特異性についての研究（第2報）

－加齢にともなう変化について－ 69

東京都神経科学総合研究所神経生化学 堀　　　眞一郎

Ⅱ．遺　　　伝

8）ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の遺伝分析

Ⅰ．女性ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の染色体分析 79

杏林大学保健学部 古　庄　敏　行

9）本邦におけるX染色体

－常染色体転座を伴った女性Duchenne型筋ジストロフィー 84

国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部 杉　田　秀　夫

27



10）SV40遺伝子導入によるヒト骨格筋細胞株樹立の試み 88

自治医科大学小児科 桃　井　真里子

11）筋ジストロフィー症遺伝子のマーカーとなるDNA断片の単離 92

東京都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部 鈴　木　紘　一

Ⅲ．臨床・臨床病理

12）常染色体劣性遠位型筋ジストロフィー（三好）における骨格筋障害様式：
CTによる検討 99

筑波大学臨床医学系神経内科 中　西　孝　雄

13）神経筋疾患におけるUltrasound imaging
－超音波顕微鏡およびEMG‐guided biopsy needleの臨床応用－ 103

北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門 田　代　邦　雄

14）いわゆるrigid spine syndromeの臨床像と予後 109

九州大学医学部脳研神経内科 後　藤　幾　生

15）Sarcotubular myopathyの一例 111

大阪医科大学第一内科 茂　在　敏　司

16）遠位性筋萎縮を示す多発性筋炎の5症例 115

国立療養所字多野病院臨床研究部神経内科 斎　田　孝　彦

17）福山型先天性筋ジストロフィー症の筋細胞膜の変化について
－Ⅱ．Freeze fracture法による膜内粒子密度の検討－ 119

昭和大学藤が丘病院神経内科 若　山　吉　弘

18）筋病変の検討における免疫組織化学の応用について

－ミオグロビンおよび免疫グロブリンに関する方法論を中心として－
123

東京都立神経病院 田　辺　　　等

19）DMD筋におけるミオグロビン局在の変化
－免疫電顕による検討－ 130

徳島大学医学部第一内科 川　井　尚　臣

20）Emery－Dreifuss型筋萎縮症の剖検所見 134

国立療養所筑後病院 馬　渡　志　郎

21）筋緊張性ジストロフィーの筋病理 140

虎の門病院神経内科 高　木　昭　夫

22）筋緊張性ジストロフィーにおけるカルシウム代謝異常に関する研究 145

東邦大学医学部第四内科 木　下　眞　男

28



Ⅳ．再生・Glycerol Kinase欠損・赤血球

23）実験的再生筋における筋芽細胞増殖促進因子について 151

東北大学医学部脳研神経内科 高　瀬　貞　夫

24）筋再生に関する実験的研究

－腱切断と筋壊死後の再生について－ 156

金沢大学医学部神経内科 福　原　信　義

25）ジストロフィー筋の再生と種々の萎縮筋中の遊離アミノ酸の変動 162

帝京大学医学部第一内科 寺　尾　寿　夫

26）Duchenne筋ジストロフィー症生検筋のヌードマウスへの移植実験
－再生筋組織のCathepsin B活性について－ 166

昭和大学藤が丘病院神経内科 若　山　吉　弘

27）Glycerol kinase欠損症：
1．自験1例を含めての臨床像の検討 170

国立療養所下志津病院神経内科 中　野　今　治

28）Glycerol kinase欠損症：

2．家族性のXp21欠失，およびX染色体の不活性化について 175

国立療養所下志津病院神経内科 中　野　今　治

29）Glycerol Kinase欠損を伴う筋ジストロフィー症

赤血球リン脂質について 179

国立武蔵療養所神経センター 吉　田　瑞　子

30）Duchenne型筋ジストロフィー症赤血球膜spectrinの分析 183

国立療養所筑後病院 馬　渡　志　郎

Ⅴ．遠位型ミオパチー

31）遠位型ミオパチーにおける神経筋接合部の電顕的，形態計測的研究 189

金沢大学医学部神経内科 福　原　信　義

32）Rimmed vacuoleを伴う筋疾患におけるリソゾームカテプシン群の

局在と意義 193

徳島大学医学部酵素化学 木　南　英　紀

33）実験的クロロキンミオパチーに対するESTの治療効果 197

国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部 杉　田　秀　夫

29



Ⅵ．ミトコンドリアミオパチー

34）網膜色素変性，難聴を伴うlipid storage myopathyの1例 205

大阪大学医学部第二内科 垂　井　清一郎

35）末梢神経障害を伴った家族性ミトコンドリア・ミオパチーの1例 210

筑波大学臨床医学系神経内科 中　西　孝　雄

36）痙攣，乳酸上昇，反復性低吸収域を示しMELASを疑った1例 214

自治医科大学神経内科 水　野　美　邦

37）筋ミトコンドリア異常の形態学的研究 217

東邦大学医学部第四内科 木　下　真　男

38）ミトコンドリア脳筋症の一剖検例 221

宮崎医科大学第三内科 栗　原　照　幸

39）Cytochrome c oxidase欠損症の病理学的検討 227

国立武蔵療養所神経センター微細構造研究部 埜　中　征　哉

40）Succinate－Co Q reductase（Complex Ⅱ）活性低下を認めた

mitochondrial encephalomyopathy 233

東京医科歯科大学神経内科 塚　越　　　廣

41）Reducible cytochrome b欠損を示したmitochondrial

encephalomyopathyの一例 238

鹿児島大学医学部第三内科 納　　　光　弘

42）MELASの一症例の生化学的検討 243

新潟大学脳研究所神経内科 宮　武　　　正

43）アフィニティークロマトグラフィーによる人心筋，骨格筋よりの

チトクロームCオキシダーゼの精製とサブユニットの比較 248

徳島大学医学部第一内科 川　井　尚　臣

44）ミトコンドリアミオパチー生検筋および皮膚線維芽細胞の

電子伝達系酵素活性 253

順天堂大学医学部脳神経内科 佐　藤　　　猛

45）ミトコンドリアミオパチー：電子伝達系酵素の抗体を用いた

免疫組織学的研究 258

順天堂大学医学部脳神経内科 佐　藤　　　猛

46）筋型チトクロムC酸化酵素欠損症におけるミトコンドリア

電子伝達系酵素蛋白質の異常 262

名古屋大学医学部生化学第二講座 小　澤　高　将

30



47）ミトコンドリア脳筋症の成因に関する遺伝子の解析（第Ⅰ報） 268

金沢大学医学部神経内科 高　守　正　治

Ⅶ．CK・エネルギー代謝・蛋白代謝

48）Duchenne型筋ジストロフィーにおける

血清CK isoenzymesについて

－高感度enzyme immunoassay法による検討－ 275

名古屋大学医学部神経内科 杉　村　公　也

49）ジストロフィー筋（in vitro）よりのCreatine kinaseの遊離 279

虎ノ門病院神経内科 高　木　昭　夫

50）骨格筋におけるCa++ paradoxについて 283

金沢大学医学部神経内科 高　守　正　治

51）骨格筋細胞内のelemental composition

特にカルシウムイオンの動きについて 289

東海大学医学部生理学教室 吉　岡　利　忠

52）ラット赤筋・白筋のglucose uptakeに影響を及ぼす諸因子 295

信州大学医学部第三内科 庄　司　進　一

53）発育期鶏骨格筋phosphofructokinaseに関する研究 300

自治医科大学神経内科 水　野　美　邦

54）生体におけるクレアチンの代謝経路：
人（健常並びにDMD）及びラット腸管内容物における
クレアチン分解活性と菌種類 305

冲中記念成人病研究所 紫　芝　良　昌

55）糖原病Ⅶ型における高尿酸血症の成因
－筋運動による尿酸産生の冗進－ 311

大阪大学医学部第二内科 垂　井　清一郎

56）収縮の燐核磁気共鳴による研究 315

大分医科大学生理 山　田　和　廣

57）Duchenne型筋ジストロフィーの筋変性壊死機構
－opaque線維の役割を中心に－（第2報） 319

熊本大学医学部第一内科 荒　木　淑　郎

58）Nemaline myopathyの筋構造蛋白 325

国立長野病院 小　口　喜三夫

31



59）ネマリン・ミオパチーの筋構造蛋白のモノクロナル抗体による解析 330

東京大学医学部脳研神経内科 萬　年　　　徹

32



Ⅰ．モデル動物・実験的ミオパテー



1）mdxマウス骨格筋の経時的変化

後　藤　幾　生＊

研究協力者　　山　田　　　猛＊　石　本　進　士＊　北　口　哲　雄＊

日　　　　的

mdxマウスは進行性筋ジストロフィー症のモ

デル動物とされているが1），筋変性の後，筋再生が

速やかにおこり，臨床的にも進行性でないという

点でヒト筋ジストロフィー症とは異なった特徴を

有している。私どもはmdxマウス骨格筋につい

て，経時的に形態学的観察を行い，その筋変性と

再生について検討した．

材料と方法

mdxマウスと正常対照マウス（C57BL／10

ScSn）の雄を用い，ヒラメ筋と膵腹筋外側部につ

いて調べた．生後10日目より56日日まで，経時的

に各群3匹ずつを用いた．組織化学染色として

ATPase（pH4．0，4．3，4．6，10．0），NADH－TR，

methy1－green－pyrOnin染色を行った．fibertype

をATPase染色により，typeI，IIA，IIB，IIC

と分類した2）．各fiber typeの筋線維径と割合を

経時的に測定した．また再生線練の指標として

pyronin陽性線経の割合を検討した．

結　　　果

1．mdxマウスの骨格筋の組織学的所見：生後

18日目までは膵腹筋，ヒラメ筋とも対照マウスに

比して差違は認められなかった．生後21日目に両

筋とも筋線経の変性，壊死が認められた（図1）．

28日日以後には両筋において中心核を有する小径

線維群が認められ，再生線経と考えられた．56日

目にも両筋において筋変性，壊死が認められたが，

問質結合織の増加は軽度であった．

＊九州大学医学部脳研神経内科

図1　生後21日目のmdxマウスの俳腹筋．
筋線維変性，壊死を多数認める．HE
染色，×100

2．筋線維径の経時的変化：対照マウス，mdx

マウスのヒラメ筋（図2A），排腹筋（図2B）に

おいて，各fibertypeの平均筋線維径とも経時的

に増大した．生後28日目にmdxマウスのヒラメ

筋のtypeI fiber，膵腹筋のtypeIIA，IIBfi－

berが対照より有意に大きかった以外は，有意差

を認めなかった．しかしmdxマウスにおいて再

生線経がみられた28日目以後は，筋線維径のバラ

ツキが対照より大きかった．

3．fiber typeの割合の経時的変化：ヒラメ筋

（図3A）では，生後21日目まではmdx，対照マ

ウスの間に差違を認めないが，mdxマウスでは

28，42日目にtypeI fiberの減少，56日日にtype

IIB fiberの減少が認められた．しかし中心核の

ない筋線経についてみると，fiber typeの割合は

対照との間に有意差を認めなかった．また28日日

以後に多数のtypeIIC fiberが認められた．

勝腹筋（図3B）では，生後21日目まではmdx，

対照マウスの間に差違を認めないが，mdxマウス

－35－
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図2　A：ヒラメ筋の筋線維径の経時的変化．

B：俳腹筋の筋線維径の経時的変化．

42

＊　P＜0・05

＊＊p＜0．01

56

では28日目以後にtypeIIA fiberの減少，type　　核を有する小径のtypeIIC，IIB fiberであっ

IIC fiberの増加が認められた．　　　　　　　　　　　た．

typeIIC fiberは対照マウスのヒラメ筋，排腹

筋ではごく少数しか認められなかった．　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　察

4．pyronin陽性筋線維：pyronin陽性筋線維　　mdxマウスのヒラメ筋と排腹■筋において，生後

は，mdxマウスのヒラメ筋，月井腹筋において28日　　21日日頃に筋変性，壊死がみられ，28日目以後に

目以後に認められた．pyronin陽性筋線経は中心　　再生線経の出現が認められた．これはBulfieldl），
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図3　A：ヒラメ筋のfiber typeの割合の経時的変化．

B：膵腹筋のfiber typeの割合の経時的変化．

Dangain3）の報告と一致する．

fibertypeの割合の観察で，mdxマウスにおい

て再生早期と考えられる28日目に，ヒラメ筋で

typeI fiberの減少，排腹筋でtypeIIAfiberの

減少が認められたが，中心核のない成熟した筋線

経についてみると，fiber typeの割合は対照との

間に有意差を認めなかった．即ちtypeI fiberや

typeIIA fiberの減少は各fibertypeの選択的障

＊　p＜0・05

書というよりも，再生早期の再生線維（typeIIC，

IIB fiber）の一時的増加による結果と考えられ

た．

mdxマウスの28日日以後にみられた筋再生を

反映していると考えられるpyronin陽性筋線経

は4），ATPase染色との対比で小径のtypeIICお

よびIIBfiberであった．このことよりmdxマウ

スの筋再生能は活発であること，再生過程におい
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て比較的早期にtypeIICおよびtypeIIB fiber

への分化がおこることが推定される．

文　　　献

1）BulfieldG，SillerWGetal：Xchromosome－

linked muscular dystrophy（mdx）in the

mouse．proc．Natl．Acad．Sci．USA81：1189，

1984．

2）BrookeMH，KaiserKK：Musclefibertypes：

howmanyandwhatkind？Arch．Neurol．23：
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3）DangainJ，Vrbova G：Muscle development

inmdxmutantmice．Muscle＆Nerve7：700，
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2）mdxマウス骨格筋に対する神経切断の影響

中　村　晴　臣事

研究協力者　　高　田　邦　安＊　加　藤　信　介＊　本　田　誠四郎＊

伴性劣性遺伝筋ジストロフィーマウス（mdx

マウス）については，その発見以来種々の検索が

おこなわれている（1－3）．この動物では広範な

筋変性が起こる半面，筋再生も活発に行なわれ，

筋萎縮や筋力低下は殆ど見られない．同じく遺伝

性の筋ジストロフィーマウスであるdyマウスで

は，筋変性・萎縮は進行性で，同時に末梢神経に

髄鞘形成異常，シュワン細胞基底月莫の局所的欠損

などの形態異常を伴うことが知られている．我々

はmdxマウスの末梢神経には明らかな形態異常

がないことを昨年の珪会議で報告した（4）．今回は

末梢神経による筋支配が，mdxマウス骨格筋の変

性・再生にいかなる影響を与えているかを検討す

るため，末梢神経（坐骨神経）の切断後に下腿骨

格筋におこる変化を形態学的に検索した．

材料と方法

エーテル麻酔下に生後21日日のmdxマウスの

右大腿部で皮膚切開し，坐骨神経を約8mm切除，

皮膚をクリップ縫合した．反対側は放置．対照と

してC57BL／10マウスにも同様手術を施行．マウ

スは手術後1，2，4，6，12，15週の各時点ゼ

各2匹屠殺し，手術側，反対側の両膵腹筋をドラ

イアイス冷却アセトンで凍結，クリオスタット10

pm切片に各種染色（H＆E，NADH，TR，AT－

Pase，Gomori trichrome変法，ほか）を施し，

光顕観察およびNikonCosmozone98を用いて筋

線維直径を計測した．また長指伸筋，ヒラメ筋は

2．5％グルタールアルデヒド固定，ランタナム染色

の後，脱水，エボン包埋，超薄切，ウラン鉛二重

染色を施し，電顕観察を行なった．

＊鳥取大学医学部脳研神経病理

結　　　果

対照マウスの非切断側肪腹筋は1，2，4週と

すすむにつれ，筋線経の平均直径が増加する（図

1）が，中心核を持つ筋線経はいずれも1％以下

だった．肪腹筋はATPase染色では大部分タイプ

2線経から成るが，NADHTTR染色では

0Xydative，glycolyticの2種に分化し，それぞれ

ⅠIox，ⅠIglyと呼ばれる．両者は大体モザイク状

分布を示すが，ⅠIoxは排腹筋内でもヒラメ筋に

近い部分により多い．神経切断側では切断後1，

2，4週で筋線維直径の増大が見られず，6，12

1　　2　　　　　　4W
切　断　後　退　数

図1　坐骨神経切断1，2，4週後の排腹筋

筋線経の平均直径．
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週では，小径線経の群集化と大径線経の漸増を認

めた．中心核を持つ筋線経の数は切断1，2週後

では非切断側と同じく1％以下だが，4週では小

径線経を中心に16．5％と増加し，6週以後では大

径線経にも中心核をもつものが認められた．切断

側の小径線経はNADHrTR染色上，ⅠIox，II

glyの区別が不明瞭で，活性の比較的高い線経が

殆どを占めた．

神経切断1，2，4週後のmdxマウスの神経非

切断側では随所に盛んな筋線経の壊死，会食像が

あり（図2A），中心核を持つやや直径の細い筋線

椎が比較的集合して兄いだされた．これらの小径

線経はNADHrTR染色上の活性はやや高くII

oxに近いが，その他の筋線経ではⅠI ox，ⅠIgly

の両者はおおむねモザイク状に分布していた．し

かし週を追うごとに筋線経の平均直径値は増加し

（図1），中心核を持つ線経の直径も増大した．

mdxマウスの神経切断側では切断1週後，中心

核の有無に関係なく殆どすべての筋線経が直径の

減少をしめし，非切断側と対照的に筋線経の壊死，

貪食像は殆ど消失していた（図2B）．切断後2，

4週と進むにつれ，小径線経が増加，更に6，12

週では神経再支配を受け直径を回復した筋線経が

一部存在した．NADH－TRでは小径線経はやは

りⅠIox，ⅠIglyの区別不明瞭で，全体にやや活性

が高かった．中心核を持つ筋線経は切断後1，2，

4週でそれぞれ計測した筋線経の25．7，15．5，34．3

％を占め，非切断側（37．6，22．0，50．3％）に比

べやや少なかった．6週までの切断側では壊死，

貪食像は兄いだせなかったが，12週では少数の筋

線経に変性・壊死が認められた．

15週のmdxマウス神経切断側は，筋腹径が反

図2　A二神経切断後1週のmdxマウス非切断側排腹筋．壊死線経の集団と貪食像を見

る（H＆E，×240）．

B二同じ動物の切断側膵腹筋．筋線経は全体に小径化し，壊死，貪食像は認められ

ない（H＆E，×240）．
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対側の約7割に回復し，神経再支配がほぼ完成し

ていた．筋線経の平均直径は切断側と変わらず，

非切断側同様に活発な壊死，会食像が見られた（図

3）．NADH－TR染色でもIIox，IIglyの区別が

明らかとなり，しかも両者は各々群集化し神経再

支配を裏付けた．

ヒラメ筋，長持伸筋においても神経切断後1週

以降，明らかな壊死線経を兄いだせず，ほぼ排腹

筋と同じ結果であった．電顕的に2週および12週

のmdxマウス，対照マウスの非切断側，切断側ご

との所見を比較したものを表1に示した．活性化

された筋衛星細胞は，mdxマウスで神経切断の有

無にかかわらず多数観察された（図4）ほか，対

照マウスの神経切断側でも観察された．

図3　切断15週後のmdxマウス切断側俳腹筋．

大部分の筋線経は直径を回復，非切断側と

変わらない壊死，会食像を認める（H＆E，

×120）．

考　　　察

mdxマウスは生後10ないし15日目までほどの

筋にも殆ど変性を認めないが，これ以後は筋線経

の広範な壊死と会食，活発な再生が，筋線経のタ

イプ別にかかわりなく起こる．前脛骨筋では，筋

変性の極期が生後3－4週にあるとされ，張力，

筋重量の減少，半弛緩時間の延長がこの時期に最

も著しい（2）．中心核を持つ線経はmdxマウスの

骨格筋で高頻度に兄いだされ，ヒラメ筋，長指伸

筋では生後30日を越えた時期から急に増加し，60

日で半数以上が，120日では殆どが中心核を持つと

される（3）．これらの中心核を持つ線経は群集する

傾向があり，一旦変性に陥り再生した筋線経と見

倣される．再生筋が再度変性しうるにしても，再

生は活発かつ完全に行なわれるため，一定時期を

表1　ヒラメ筋，長持伸筋における変化

mdxマウス　　　対照マウス

切断後2週

非切断側

成熟線維　　　　＋　＋
小径線維　　　　＋　＋

変性線維　　　　＋　＋
筋衛星細胞　　　　＋　＋

切　断　側

成熟線維　　　　　＋
小径線維　　　　＋　＋

変性線維
筋衛星細胞　　　　＋　＋

切断後12週

非切断側

成熱線維　　　　＋　＋
小径線維　　　　　＋

変性線維　　　　　＋
筋衛星細胞　　　　　±

切　断　側

成熟線維　　　　　＋

＋　＋

＋

小径線維　　　　＋　＋　　　　　　　＋　＋

変性線維　　　　　±

筋衛星細胞　　　　＋　＋　　　　　　　＋　＋

（－，認めない；±，ごく少数；＋，しばしば，十十，
多数）．
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図4　切断2週後のmdxマウス切断側ヒラメ筋．

myotubeが形成されている（×7，500）．

過ぎると筋力はほぼ正常化し，マウスの寿命は正

常動物と殆ど変わらない．俳腹筋やヒラメ筋の変

性は前脛骨筋よりもやや遅れる（2）が，広範な筋変

性と，引き続いて起こる活発な再生は共通してい

る．

今回の実験では，坐骨神経を切断した後1週以

降，mdxマウスの下腿骨格筋では上に述べたよう

な筋線経のmassiveな壊死，会食像が殆ど認めら

れなかった．即ち筋変性が阻止された．これは

Karpatiらが除神経したジストロフィーハムスタ

ーで認めた所見（5）と類似の結果で，筋変性が引き

起こされるためには筋線経は神経支配を受けてい

る必要があることを示した．勿論，神経支配を離

れた骨格筋は収縮能を喪失し，直径が減少するた

めその機能は全く発揮できない．

Karpatiらは，除神経によって筋変性を阻止で

きるのは，1）筋の活動に必須のエネルギー源の

供給，取り込み，細胞内での利用過程の障害があ

り，ATPの産生が不足する，2）筋内血流調節障

害のため活動時に十分な血液供給がされない，な

どジストロフィー筋に特有の異常が活動性を失っ

た筋では起こり得ないため，あるいは，3）ジス

トロフィー筋の分子レベルの異常は，非活動時に

は潜在性で，筋線経が機械的または電気的に活動

したとき顕在化（例えば形質膜の欠損がおこる）

するため，さらに，4）筋の壊死は筋線経の構造

的，生化学的特性が一定レベル以上の成熟段階に

あるものに限って起こるが，除神経された筋線経

は成熟段階を外れるためであるなどの可能性を挙

げ，そのうち，4）の仮説が最もよく実験結果を

説明できるとしている．

筋線経の成熟分化に神経支配が不可欠なことは

既に生理学的，筋組織化学的に証明され，今回の

実験でも坐骨神経切断後1週の排腹筋で既に

NADH－TR染色でⅠIox，IIglyの区別が不明瞭

化し，同時に筋線経の壊死が阻止されていた．6

週後からは一部の筋線経に神経再支配が認められ，

15週後の再支配がほぼ完成し，NADH－TR染色

でのタイプ群集化の像を伴った時点では活発な筋

線維壊死が起こった．この2つの事実は神経支配，

ひいては筋線経の分化・成熟が筋の壊死変性に必

須であることを裏付けた実験結果と言える．今回

は切断1週後以降の変化を検討したが，1週後に

はすでに筋線経は明らかに“脱分化”状態にあり，

壊死も阻止されていた点は興味深いので，今後初

期変化を詳しく検討したい．また，mdxと対照マ

ウスの間では，神経切断側も非切断側も，その直

径の増減がほぼ平行に推移した．つまり，除神経

によって惹起された筋線維萎縮はmdxマウスと

対照マウスとの間で差がないので，前者がとくに

除神経によって不利な影響を受けたとは考えられ

ない．言い換えれば，神経支配の筋線経に対する

trophicな効果はmdx，対照マウスの間で殆ど差

がないと思われる．のみならず，電顕像で筋衛星

細胞の活性化はmdxの切断，非切断側，さらに対

照マウスの切断側で観察され，除神経は衛星細胞

の活性化を促すものと判断された．これらの各群

の間に差があるか否か，定量的解析を含め今後さ
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らに検討する予定である．

結　　　論

坐骨神経を切断したmdxマウス下腿筋では，

切断後1週以降，筋線経の壊死，食食像を殆ど認

めなかった．神経再支配が完成した切断後15週の

筋では活発な筋線維壊死，貪食像が観察された．

筋線経の変性が惹起されるためには筋は神経支

配を受け，筋線経が一定レベル以上の成熟段階に

あること，あるいは自発的筋収縮能を保持するこ

とが必要と考えられる．

筋衛星細月包はmdxの筋変性による他，mdxお

よび対照マウスの両者で除神経によっても，活性

化されることが観察された．
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3）mdxマウスの電気生理学的研究

膜電位及び筋細胞内Caの計測

栗　原　照　幸＊

研究協力者　　田　中　政　幸＊　塩　屋　敬　一＊

山　村　善　教書　松　倉　　　茂＊

目　　　　的

mdxマウスはⅩ－Chromosome－linked muscu－

lar dystrophyの動物モデルとして現在まで筋病

理学的研究がなされて来た1・2・3）．生後5日までは

変化なく，10日目になると壊死線経が集塊を成し

て認められる．20日目では壊死線経と再生線経が

認められ，20日～60日で再生線経に入れ替わり，

120日では中心核線経がほとんど1回は壊死に陥

って再生したことを示す形態学的結果が報告され

ている．今回mdxマウスを用い，対照としては

C57BL／10マウスを用いて，筋細胞内記録を行っ

た．膜電位，及びCaイオン電極を用いた筋細胞内

Ca activityを計測したので形態学的所見と合わ

せて報告する．

方　　　法

実験動物中央研究所より提供された3対の

mdxマウスを繁殖させ，実験には生後9日目，23

日目，102日目，125日目，229日目，255日日，270

日目のmdxマウスを用いた．対照としてはC57

BL／10マウスを用いた．膜電位は3MのKClを満

たしたガラス管微小電極を用いて計測した．筋細

胞内Caイオンactivityは微小管Caイオン電極

を自作して，WpiFD－223エレクトロメーターに

よって計測した．Caイオン電極の作成方法は，ガ

ラス管微小電極の先端300／‘mにシリコンを入れ，

2000Cで60分加熟して微小管ガラス電極の先端に

シリコンを凝着させてから，0．1M CaC12を微小

管ガラス電極に満し，更に先端100－15叫mの高

＊宮崎医科大学第三内科

さまで顕微鏡下で液体Caイオン交換樹脂を毛管

現象を利用して満した．イオン交換樹月旨が入りに

くいときにはガラス電極の上端から陰圧をかけて，

微小電極の先端に100－15叫mイオン交換樹脂が

入るように操作した．各々のCaイオン電極は一

本ずつtitrationcurveをつく　り，標準Ca溶液は

表1のように10‾8M～10‾lMの濃度の溶液を作成

し，TriS－maleate20mMを加え，Trisbufferで

pHを6．80に調整し，各標準溶液中にはCaの他，

筋細胞内音容液の組成に近づけ，イオン強度を一定

にするため155mMのKClと12mMのNaClを

加えた．蒸留水にも10‾5M程度のCaを混じてい

るので10‾8－10‾5MのCa標準音容液を作成するた

めにはEGTAとCaS04を表1のように混合し

て作成する以外によい方法はない．

Caイオン電塩を各標準溶液に浸して，Ca濃度

と，electrometerの読みが，γ＝0．991－γ＝0．997

とよく相関するものを実験に用いた．

以上のような電気生理学的検索には横隔膜筋を

主に用い，前脛骨筋についても一部計測した．こ

れと平行して筋組織学的検査と，心艦内採血によ

り血書青CKを測定した．

結　　　果

1）膜電位（RMP）

対照のC57BL／10マウスの横隔膜筋の膜電位は

表2のように平均値は－80．1±2．9（S．D．）か

ら－86．3±3．6（S．D．）mVである．前脛骨筋で

は－78．7±2．6mVである．

生後9日目のmdxマウスでは膜電位は平均

－84．2±3．5mVと正常で，23日目のmdxマウス
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表l Caイオン電極のtitration curveを作成する長めに用いる標準溶液の組成．

No． free Ca 40．O l椚 EGTA
20．O mM EGTA
20．6 mM CaSOA KCt NaC l

Tris一

ma leate PH

㊥ lxlO‾8 ‡24．8 m l ‡ ・0．4 m l 155 mM 12 1nM

I

20 nlM 6．80

② lxlO‾7 春23．1 m l ‡　3．8 m l 155 mM

l

12 mM 20 mM 6．80

③ lxlO‾6 ‡13．8 m l ‡22．3 m l 155 mM 12 mM 20 汀椚 6．80

④ lxlO‾5 ‡　3．3 m l ‡43．5 m l 155 mM 12 mM 20 mM 6．80

⑤ ‡‡lxlO‾4 0 0 155 mM 12 mM 20 mM 6．80

⑥ ‡‡lxlO‾3 0 0 155 mM 12 mM 20 mM 6．80

⑦ ‡‡lxlO‾2 0 O　r 155 mM 12 mM 20 mM 6．80

⑧ ‡‡lxlO‾l 0 0 155 mM 12 mM 20 mM 6．80

＊　イオン強度　0．187．Kappca－EGTQ＝8．51xl05　にて計算。

l＋Kapp・［Ca］free

計算式：［EGTA］total＝（【Ca］total－［Ca］free）

‡‡lxlO‾l M CaC12　溶液より10倍希釈にて各々作製。
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表2　C57BL／10マウス（コントロール）とmdxマウスの膜電位，細胞内Ca，血i青CK．

C57BL′10マウス（コントロール）

生後日数 性即 対象筋 R M P 筋細胞内Ca C K （lU ／L）

223日 F 横隔膜

前脛骨筋

－80．1±2．9n〟 （N ＝30）

－78．7±2．6 （N ＝22）

239日 F 横隔膜 －85．7±3．1　 （N ＝60） 2．34×10‾lM （平均） （N＝28）

（3．53×10‾7～3．38×10‾SM ）

267日 F 槙隔膜 －86．3±3．6　　 （N ＝60） 2．40×10‾6M （平均） （N＝29）

（1．03×10－7～2．63×10‾SM ） 60

汀dxマウス

生後 日数 性別 対象筋 R M P 細胞内 C a C K （lU ′L ）

9 日 M 横隔膜 －84 ．2士3 ．5 m V （N ＝31） 1．00×10‾lM （N ＝21）

（3 ．54×10‾5～2 ．93×10‾■M ）

1 ，090

23日 F 横隔膜

前脛骨筋

－86 ．1±4 ．5 m V （N ＝80 ）

－84 ．1±4 ．6 m V （N ＝96 ）

1．51×10‾4M （N ＝34 ）

（1．58×10‾5～4 ．03×叩‾3 M ）

7 ．76×10→ M （N ＝6 ）

（4 ．22×10‾5～9 ．09×10‾4 M ）

13 ．940

102 日 M 横隔膜 －71．9 ±6．4 m V （N ＝50 ）

125 日 M 横隔膜 －69 ．1±7 ．8 m V （N ＝52 ）

229 日 M 横隔膜 －71．6±8 ．7 m V （N ＝100） 1．51×10 ‾4M （N ＝43）

（6 ．18×10‾l～3 ．16×10‾3 M ）

5 ，420

255 日 M 横隔膜 －69 ．7±10 ．1m V （N ＝62） 3 ．39×10－4M （N ＝12）

（2 ．04×10－6～3 ．70×10‾3 M ）

11 ，580

270 日 M 横隔膜 －75 ．9±8 ．5 m V （N ＝63 ）
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では平均－86．1±4．5mVとやはり正常であった．

生後102日，125日，229日，255日，270日のmdx

マウスでは膜電位は低下し，夫々－71．9，

－69．1，－71．6，－69．7，－75．9mVと平均値も低

く，S．D．も6．4～10．1mVとばらつきが大きく，正

常な膜電位と－50－－60mVに至るほど明らかに

低下した筋細胞が混在している．

2）筋細胞内Caイオンactivity

図1にC57BL／10のコントロールマウス（下図）

とmdxマウス（上図）の筋細胞内Caイオン

activityをCaイオン電極によって実測した結果

を示す．

コントロールマウスでは2匹のマウスを用いて

合計57本の筋線経で計測した．最も低い値は

1．03×10‾7Mで，平均値は2．34×10‾6M（N＝28）

と2．40×10‾6M（N＝29）であった．

mdxマウスの筋細胞内Caは生後9日目（壊死

N〇・OtCeltS20

N〇・OIcellS15

が始まる時期）のマウスで1．00×10‾4M（N＝21）

と高く，生後23日日（壊死と再生筋の音昆在の時期）

では，横隔膜筋で1．51×10‾4M（N＝34）とやは

り高く，前脛骨筋でも7．76×10－4M（N＝6）と

高かった．生後229日，255日日（再生筋がほとん

どの時期）のmdxマウスでは，夫々1．51×10‾4M

（N＝43），3．39×10‾4（N＝12）と高値を示した．

mdxマウスでは合計116本の筋線経で筋細胞内

Ca activityを測定し低い値は2．40×10－6Mが一

本あり，平均は10－4Mオーダーで，高い値は10‾3M

以上が15本認められた．、10－3Mオーダーの濃度な

らCa染色をすれば染色されるレベルの筋細胞が

116本中15本存在する．

3）血清CK

心腔内採血によって検査した血清CKは，表2

に示したようにコントロールでは，60IU／Lと正

常であるが，mdxマウスでは9日目でも1，090IU／L

htracellularCaactivity

図1　C57BL／10マウス（下図）とmdxマウス（上図）の筋細胞内Caイオンactivity．Ca

イオン電極によって実測した値を示す．
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とすでに高値で，23日目では最も高く13，940IU／L

に及ぶ．その後も生後229日日（再生筋がほとん

どの時期）では5，420IU／L，255日目では11，500

IU／Lと高値を示している．

4）mdxマウスにみられるmyotonia様発火

図2にmdxマウス9日目の横隔膜筋で観察さ

れたミオトニー様のrepetitive dischargeを示す．

膜電位を測定する目的で微小管ガラス電極が筋細

胞内へ挿入された際に活動電位が次々と起り，一

つの活動電位が出た後に脱分極しながら，次の活

動電位をく　り返し発火させている．これはin－

sertion myotoniaの筋細胞内記録に酷似してい

る．mdxマウスでは9日目以外の標本でも反復す

る発火が認められたが，コントロールマウスには

このような発火は認められなかった．

5）筋組織学的検索

電気生理学的検索と平行して行った筋組織学的

検査を図3にまとめて示す．

図3Aはコントロールマウス267日目の横隔膜

筋HE染色で正常の像を示す．mdxマウス9日目

の横隔膜HE染色では，所々に壊死線経を認める

（図3B）．mdxマウス生後23日目の横隔膜HE

染色では血管拡張と細胞浸潤がみられ，focalに

填死線経を認め（図3C），NADH染色では，再

生線経の集族のみられるところで，筋線維構築の

乱れが認められた．mdxマウス102日日の横隔膜

筋HE染色標本では筋線経の大小不同があり，大

多数の線経は中心核を有する再生線経である（図

mdx mouse（9daysoJd）

repetitivedischarge

：
　
レレ

圧
仙
ル此

」20mv

lOOms

図2　生後9日目のmdxマウスの横隔膜筋で記録されたミオトニー様の反復発火．微小

電極が筋細胞内へ入った刺激で反復する活動電位の発火が認められた．
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図3　A．コントロールマウス267日目の横隔膜筋HE染色で正常の像を示す（×115）．

B．mdxマウス生後9日目の横隔膜筋HE染色で，所々に壊死線経を認める

（×115）．

C．mdxマウス生後23日目のHE染色で，右上に血管の拡張と，細胞浸潤及び壊死

線経を認める（×115）．

D．mdxマウス生後102日目のHE染色で，筋線推C7）大小不同があり，大多数C7）線経

は中心核を有する再生線経である．一部に壊死線経を認める（×115）．

3　D）．生後102日目の前脛骨筋についても横隔膜

と同様に，中心核線経がほとんどを占め一部壊死

線経を認める．

以上のようにmdxマウスでは9日目の横隔膜

ですでに壊死が認められ，電気生理学的にはすで

に筋細胞内Caは10▼4Mlevelと高値を示してい

て，CKも1，090IU／Lと高いので生後9日目では

すでに変化が起っている．その後は活発な再生が

形態学的に認められている点は以前の報告と同様

である．

考　　　察

mdxマウスは生後一定の時期に筋壊死と活発

な再生を来すⅩ－Chromosomelinked muscular

dystrophyのモデルとして電気生理学的にも興味

ある知見を得た．生後9日目，23日目までは膜電

位は正常であるが，筋細胞内Caイオンactivity

は平均値でみるとコントロールの10‾6Mに比し，

その100倍の10▼4Mオーダーに増加している．

Buschらは，10‾4M以上のCaイオン濃度ではZ

帯が融解することを家兎の骨格筋で示している4）．

そしてCKも9H目ではすでに高値を示している
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ので，筋壊死は起っていると考えられ，又形態学

的にも壊死線雄二を認めている．膜電位は正常に保

たれていながら，筋細胞内Caはすでに高値で，筋

細胞且莫の大きな破壊はないものの，Caが細胞外

（10‾3Mレベル）から筋細胞内へ移動して増加し

たのか，又は細胞内成分のミトコンドリア，小胞

体からのCa遊艶や細胞膜の結合Caが遊放され

た可能性があり，本研究の方法論だけではそのど

ちらであるか結論を下すことはできない．本研究

で重要な点は今まで報告がなかったmdxの筋細

胞内Caを実測し，それが10▲4Mオーダーである

ことを明らかにしたこと，及びこのレベルのCa

濃度で筋壊死も又筋再生も起っていることからこ

れを基に更に酵素学的研究を発展させて行くこと

が，筋細胞内Ca増加の原因及びそれが引き起す

筋崩壊の機序を明らかにするために必要なことで

ある．

mdxマウス生後9日目の筋標本でミオトニー

様のrepetitive dischargeを見出したことは，や

はり筋細胞膜の異常があることを示唆する点で興

味深い．ミオトニーの発生機序は筋細胞膜のClイ

オン透過性が低下していることであるとBryant

らにより報告され，又著者ら5）も低Cl音容液によっ

てミオトニーが起ることを実験的に示しているが，

mdxマウスでも今後Clイオンに対する膜の透過

性が低下していないか否か検討する必要がある．

mdxマウス生後9日目では膜電位は正常である

が，形態学的には筋壊死がすでに起っていて，筋

細胞内Caも10‾4Mと高くなっているので，筋細

胞膜の大きな断裂はないにもかかわらず，筋細胞

膜の異常があってCaチャンネルに変化を来した

り，Clイオン透過性にも変化を来している可能性

がある．筋細胞内外のK，Clの測定は夫々のイオ

ン電梅によって実測可能であるので，今後更にCa

イオン以外の電解質についても検討を加えて行き

たい．

結　　　語

1．mdxマウスの膜電位は生後9日，23日目では

正常であるが，それ以後はコントロール（－85

mv）に比し，平均で－70mVまで低下する．

2．mdxマウスの筋細胞内Caは，生後9日目，

23日目，229日目，255日日のどの時期でも

1．0～3．4×10‾4Mと増加（range：2．04×10－6

～3．70×10‾3）する．

対照マウスの筋細胞内Caは平均2．3～2．4×

10‾6M（range：1．03×10‾7－3．38×10．5M）

である．

3．対照マウスのCKは60IU／Lと正常であるが，

mdxマウスのCKは1，090～13，940IU／Lと著

増を認めた．

4．形態学的には生後9日目の横隔膜筋で壊死像

が出現しており，この時期では膜電位の低下は

ないが筋細胞内Caは10‾4Mに増加していた．

10－4MオーダーのCa濃度はZ帯が融解する浪

度である．
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4）M血マウス骨格筋におけるリソゾームチオール

プロテアーゼ活性とその局在について
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Mdxマウスは1984年Bulfieldら1）によ　り

mutant miceのスクリ－ニング中に血清CPKが

高値を示すことから発見確立された，新しい筋ジ

ストロフィーモデル動物である．遺伝解析の結果，

ジストロフィーハムスター2），dyマウス3）などの

これまでのモデル動物と異なり，Ⅹ一linkedreces－

Siveの遺伝形式をとり，Duchenne型筋ジストロ

フィーにより近いモテリレ動物と考えられる．

今回我々は，mdxマウス骨格筋において細胞内

蛋白分解に重要な役割を果すとされているリソゾ

ームチオールプロテアーゼについて生化学的並び

に免疫組織学的に検討し，筋崩壊における役割に

ついて明らかにしたので報告する．

方　　　法

動物はC57BL／10ScTmdxマウス並びにその対

照系であるC57BL／10Scマウスを使用した．生後

10日，4週，6退，8週の各時点で両者5匹ずつ

の骨格筋について検討した．骨格筋としては前脛

骨筋，脾腹筋を選び右側の筋肉をホモジナイズし

てCPK活性を測定し，次に遠沈後上浦について，

リソゾームチオールプロテアーゼであるcathep－

Sin B＆L，Cathepsin B，Cathepsin H及び

Cathepsin D活性，並びにその他の各種リソ1′－

ム酵素活性を測定した．内在性チオール70ロテア

ーゼインヒビターはBANA（benzoy卜arginyl

naphthylamide）を基質とした時のPapainの酵

＊東京医科歯科大学神経内科
＊＊徳島大学医学部酵素研
＊＊＊徳島大学医学部第1病理

素活性に対する抑制の程度で，木南らの方法4）に

より測定した．

左側の筋肉は1部を凍結切片として，各種組織

化学的染色を行ない，残りはPLP国定して凍結

切片を作成し，免疫組織化学的にcathepsin　B，

H，thiol proteaseinhibitor（TPI）の各抗体で

染色した．方法としてはラット肝より精製した

Cathepsin B．H，TPIを抗原としてウサギに免

疫し抗血清を得た．次に抗血清から硫安分画，

DEAE－セルロースクロマトグラフ．イーの各ステ

ップを経てIgGをとり，ペ7’シン消化して得た

F（ab′）2を用いて．石川らの方法5）によりマレイ

ミドでperoxidaseと結合させてconjugateを作

成した．すなわちベルオキシターゼ標識Fab′抗体

により直接法で免疫組織学的検索を行なった．

Counterstainはへマトキシリンで行なった．

結　　　果

1）生化学所見

Mdxマウス群骨格筋では生後4週，8週で正常

対照群に比較してCPK活性が有意に低下し，筋

構造蛋白も同様に有意の減少を示した（表1）．

リソゾームチオールプロテアーゼについては，

Cathepsin B＆Lはmdxマウス群では，前脛骨

筋・排腹筋ともに生後10日目の時点ですでに有意

の上昇を認め，4週，6週，8過では著明な上昇

を示した（図1）．CathepsinB，Hについても同

様にmdxマウス群で生後4退，8過で著明な上

昇を認め（図2），チオールプロテアーゼインヒビ

ターは前脛骨筋では正常対照群13．5±7．6，mdx
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群120．3±66．7，肪腹筋では正常対照群18・2±2・7，

mdx群92．3±15．0（mU／min／mg protein）であ

り，mdxマウス群で両筋とも有意の上昇を示し

た．

他のリソゾーム酵素活性についても同様で，

acid phosphatase以外のすべての測定した酵素

活性の上昇を認めた（表2）．生後10日目の時点で

のβ一glucuronidase活性は，前脛骨筋では正常対

照群22．6±1．1，mdx群159．5±15．3，勝腹筋では

正常対照群57．6±9．9，mdx群210．9±16・2と，両

筋ともmdxマウス群で有意の上昇を認めた．

2）組織学的所見

前脛骨筋では生後10日目にはすでに筋壊死及び

マクロファージの浸潤を認め，4退以降には再生

線経も認められた．膵腹筋では4週以降は壊死・

再生像は前脛骨筋と同様であるが，生後10日目の

時点では検索した範囲で明らかな壊死はなかった．

生後4週のmdxマウス前脛骨筋の免疫組織学

的検討ではcathepsinBはマクロファージに一致

して強く陽性に染色された（図3）．CathepsinH，

TPIも同様にマクロファージに一致して染色さ

れた．

考　　　案

Mdxマウス骨格筋の壊死は前脛骨筋では生後

10日目前後に発症し6），膝腹筋はより遅れて発症

CPK activityin skeletal muscle

tibialis anterior（n＝5） gastrocnemius（n：5）

controI　　　 M D　X COntrOI　　　 M　D　X

4　日
　　　　　　　　 ★
22．1 士5．6 11．4 士3．5

　　　　　　　　　 ★
20．6 士2．5 13．4 士1．6

8 M
★ ★　 23．3 士1．0 12．9 士0．6

t

27．3 士6．5　 14．8 士0．4

unit／mg protein

StruCtural proteinin skeletal muscle

tibialis anterior（n＝5） gastrocnemius（n＝5）
controI　　　 M　D　X COntrOI　　　　 M　D　X

4　M 1．75士0．06 1．45士0．13★ 4．37土0．69　2．66土－1．10★

8　M 2．87　士　0．74　1．66士0．08★ 6．36土0．29　4．47土1．32★

mg／muscle

★pく0．05

凡ea・n．土SD
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10　　28　42　56　day

Cathepsin B＆L FLU／min／mg pr。tein

＊P＜0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001

図1

するとされている7）．今回の結果でも前脛骨筋に

関しては生後10日目の時点で組織学的に壊死を確

認でき，リソゾームチオールプロテアーゼ活性も

有意に上昇して，筋崩壊がはじまっていると考え

られた．一方排腹筋においては生後10日日の時点

で検索した範囲では壊死は確認できなかったが，

CathepsinB＆L活性はすでに有意の上昇を示し，

すでに筋壊死が排腹筋のどこかに起きているもの

と推定された．マクロファージの筋組織内への浸

潤を鋭敏に示すと考えられるβ－glucuronidase

活性は，生後10日目の時点で前脛骨筋のみならず

膵腹筋でもすでに有意の上昇を示し，筋壊死とマ

クロファージの会食の可能性を示唆した．

Mdxマウス骨格筋において筋細片包の填死後の

リソゾームチオールプロテアーゼの局在は，主と

してマクロ7ノァージに一致しており，筋細胞自体

にはほとんど存在しない．筋細胞壊死後の筋蛋白

分解の主役は筋組織外より侵入してくるマクロフ

ァージと考えられる．この所見はジストロフィー

ハムスター8）及びplasmocidによる実験的ミオパ

テー9）における筋壊死の際の筋蛋白の分解機序と

同様であり，Duchenne型筋ジストロフィーをは

じめとする壊死性ミオバナーに共通する所見であ

ろう．

今後，生後10日日以前の筋細胞の壊死が明らか

になる以前の筋細胞自体のリソゾームチオールフ○
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tibialis anterior gastrocnemluS

10　　28 42　56day lO　　28　42　56day

CathepsIn H FLU／min／mg protein

＊P＜0．05．＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001

図2
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表2

Variouslysosomal enzyme activitiesin skeletal nuscleI

tibialis anterior（n：5） gaStrOCnemjus（n＝5）

COntrOI　　　　 M D　X COntrOI　　　　 M D X

4 1J
　　　　　　　　 ★
2．94 土1．60　 44．3 土17．1 4．91 土1．86　 32．9 土9．8★

Cathepsin D　　 6 1J 11．6 土6．4　 46．3 土5．2★
13．8 土4．6　 32．9 土4．1★

8 1J n．d．　　　　　　 n．d． 18．5 土3．9　　 49．2 土10．9★

4 W 109 土20■　　　 300 土34★ 108 土27　　　 328土55★★★

d一glucosidase　 6 1イ
　　　　　　　　 ★
130 土57　　 289 土49 111土18　　　 220 土39★

8 W
　　　　　　　　　 ★★★
93　土　8　　 304 土25 152土38　　　 265 土17★★

4 1J 123 土15　　　　 468 土86★ 87．6土4．1　　　 578 土175★★

かgalactosidase 6 1寸 133 土31　　　 434 土51★ 85．6土15．8　　　 449 土56★

8 W 76．4土27．5　　　 306 土36★★ 80．1土2．5　　　 472 土128★★

4 W 161 土30　　　 音31土85★★★ 83．6土7．5　　　 1076土226★★★

8－glucuronjdase 6 M 110 土18　　　　 634 土29★★★ 97．2土15．4　　　 891 土68★★★

8 14 93．4土29．1　　 384 土38★★★ 104 土10　　　 879 土85★★★

Cathepsin D：arbitrary unit

OtherlS：PmOle／min／mg protein

★p＜0．05★★pく0．01★★★p＜0．005

Mean　士　SD

Varjouslysosomal　ビnzyme activitiesin skeletal nuscleII

tibialis　anterior（n＝5） gastrocnemjus（∩＝5）

COntrOI　　 M　D　X COntrOI　　 M　D　X

4 1イ 357　ヰ　25　　 907　±118★ 263　＋　50　 1385　＋　204★★
■－

d一mannOSjdase　　 6　W 311 ＋　30　 1404　＋　293★ 347　＋　61　 1759　＋109★★★

8　W 292　＋　34　　 846　＋　46★★★ 392　＋　55　　 1119　＋142★★★

4　W 323　＋　31　　 718　h　78★ 355　＋　31　 1291 ＋　243★

β－glucosidase　　 6　M 298　＋　35　　 851 ＋　74★ 370　＋　50　　　 954　＋　 96★

8 1イ 462　＋　60　　 811 1 56★★ 618　＋　67　　　 943　＋　 28★★★

4 1J 236　＋　40　　 977　＋103★★★ 140　土18　 1029　土　 93★★★

8－9alactosjdase　6 W 272　＋　49　1186　＋183★ 112　土　 7　 1229　土139★★

8　W 185　＋　41　　 514　＋　60★★ 195　土　28　　　 671 土　 46★★★

4　W 1．14土0．14　 1．．32土0．26 1．17土0．29　 1．55土0．19

acjd phosphatase 6 u n．d　　　　　　 n．d n．d　　　　　　 n．d

8　W 1．38土0．25　 1．40土0．29 1．50土0．08　 1．67土0．31

acid phosphatase：arbitrary unit

others：PmOle／min／mg protein

Mean　土SD

★pく0．05　★★pく0．01★★★pく0・005
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図3

ロテアーゼの役割について明らかにする必要があ

ろう．

ま　　と　め

1）Mdxマウス骨格筋において生後10日目の

時点でリソゾームチオールプロテアーゼ活性の上

昇が見られた．β－glucuronidase活性も生後10日

目ですでに有意に上昇していた．

2）Mdxマウス骨格筋の壊死後のリソゾーム

チオールプロテアーゼの局在はマクロファージに

一致していた．
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5）Local Tetanusによる実験的ミオパチ一に

関する研究

田　辺 等＊

研究協力者　　水　野　英　彦H Chou，S．M．＊＊＊

は　じ　め　に

Tetanus toxinをラットの膵腹筋に1回筋注す

ると，2　日後より足関節の持続的底屈（local

tetanus）が生じ（図1－a），約4週間持続した後

徐々に正常に復する．このlocaltetanusの発症機

序としては，tOXinがretrograde axoplasmic

nowに沿って末梢神経内を上行し脊髄に到達し，

脊髄の抑制性ニューロン（inhibitory neurone）

の作用を抑制することにより，α，neurOneの持続

的興奮を引起すことによるとされている1）．1980

年Chouら2）はlocal tetanusにおけるヒラメ筋

（SOL）の組織学的検索について報告しているが，

それによると注射後5－7日目には，いわゆる

mini－COreと呼ばれる構築異常が出現し，2週間

前後にはcore／targetoid fibers（CFs）がタイプ

1線経の全てに出現する（図1－b）．これは3週間

目になると，いわゆるcentraldarkfiber（図1－

C）へと変化し，4週間目には正常に復する．この

ような構築異常を来す機序としては，SOLが短縮

位で固定されることが主因であり，それに基づく

筋線経の変性・再生過程でこれらの構築異常が来

ると考えられた．そこで今回我々はCFsの発生を

予防する目的でlocal tetanusに陥入ったラット

の足関節を背屈位に固定LSOLを伸展させるこ

とを試みた．その結果CFsの発生は予防された

が，一方で全く予期しない変化が出現し，且つそ

の変化は筋ジストロフィー症（PMD）あるいは

myotonicdystrophy（MD）の筋病変の成立機序

を考える上で示唆に富むものであったので，ここ

＊東京都立神経病院

＊＊同・神経小児科

＊＊＊Cleveland Clinic，Neuropathorogy

に報告し，本モデルの意義について検討を加えた．

対象および方法

実験対象として47匹のSD系雄白ネズミ（体重

150g前後）を使用，tetanuStOXin40～100ngを生

食0．4mlに溶解し，右肺腹筋に1回筋注した．

Local tetanusが出現した時点で右足関節を背屈

位にギプス国定し，SOLを伸展位で国定した（図

1－d）．処置後1，2，3，4，5，7，10，14，

21日目にNembutal　40mg／kgによる麻酔下に両

側SOL，EDLを採取した後，開胸し心臓穿刺に

より採血し血清CKの測定を行なった．採取筋は

湿重量測定後光顕用，電践用に処理し検索した．

ラットの一部は無処置及びlocal tetanusのみを

施した群とし，血清CKの対照とした．

結　　　果

足関節の底屈はtoxinの量が40－50ngと少量

の場合は2日後に出現したが，100ngと大量にな

ると翌日に出現した．SOLの組織学的検索では図

2に示すように処置後翌日よりphagocytosisを

伴なったsegmental degenerationを示す線経が

散在性に出現するようになり，これは3日目にか

け数が増加した（図2－a）．問質の結合織も徐々に

増加を示し，phagocytesの浸潤が増強した．残存

線経は対側の対照に比べて若干直径が増加を示し

た．図2－bは3日目の組織像で最も変化の強かっ

た例であるが，殆んどの線経が変性脱落し，その

部分には既にbasophilicに染まるmyoblastない

しmyocyteが多数出現した．5日目以降になると

再生が進み諸所に中心核を有するmyotubeが小

群集を形成してきた（図2－C）．縦切り標本でみる
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図l a．localtetanusrat b．core／targetoidfibers（sol．），NADH－TR，340×　C．

Centraldarkfibers（sol．），NADH－TR，340×　d．localtetanus ximmobilization

rat（sol．，StretChed）
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∴ニ
図2　a．HE340×，b．HE340×，C．HE340×，

d．centralnuclear chain，HE，1360×

とcentralnuclearchain　を示しており，myOtube

であることが分る（図2－d）．一方，再生の進行と

併行してsarcoplasmic massがHE染色で筋線

維周辺のbasophilic ringとして出現し，次第に

massを増した（図3－a）．2週間以後になると筋

線経の大小不同，問質結合織の増殖，散在する

opaquefiber，変性線経，そして再生線経の小群集

などが見られるようになる（図3－b）．NADH染

色でみるとCFsの出現はほぼ抑制され，一方cen－

traldarkfiberが散在性に認められた（図3－C）．

初期の変性期のSOLを対側の対照と比較すると

図3－dに示す如く，大きさが増し，色調も白っぽ

くなり硬度も増加を示した．湿重量を対照と比べ

ると表1に示す如く変性期では対照より平均約20

％の増加を示し，再生期では平均約5％の減少を

示した．一方，血清CK値は表1に示す如く，無

処置のラットでも高値を示し，localtetanusのみ

の群および本モデル群ではいずれも対照よりは若

干高値を示したが有意な差は認められなかった．

猶，EDLには組織学的に異常所見を認めなかっ

た．

考　　　察

今回のモデルの筋病変をまとめると，処置後3

～5日頃迄はsegmental degenerationから始ま

る筋線経の変性壊死が活発に見られる時期（変性
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臣∃
図3　a．sarcoplasmic mass（J），HE，680×

b．Gomori trichrome，340×　C．Central

dark fiber，NADH－TR，340×　d・SOleus

muscle（肉眼所見）

表1SOLの混重量及び血清CK値

札 束 量

（実験群／対照群）

JfIli青CK ＊

変　 性　 期 120±38（g ） 1109±420

再　 生　 期 95±17（g ） 1069±377

＊無処置対照群924±231

Localtetanus群1063±125

期）であり，5－7日日頃からは活発な再生が進

行する時期（再生期）である．2週間を過ぎると

激しい変性・再生は見られなくなる一方，筋線経

の大小不同，問質結合織の増殖，散在する変性像，

再生像など，慢性の変性期となる．これらの所見

をPMDおよびMDの病理所見と比較したもの

を表2　に示す．変性像と　してのSegmental

degeneration，Opaquefiber，問質結合織の増殖，

phagocytosisなどの所見はPMDに特徴的な所

見であり，更に再生像としての再生線経の小群集

はDuchenne型PMDにおいても初期にはよく見

られる所見である．且つ，表1に示す如く変性期

のSOLが重量も大きく，色調も白っぽく硬度も

増していることを考え合わせると，これらの所見

は本モデルが仮性肥大型PMDの病変モデルと成

り得ることを示している．このような変化を来す

機序として考えられることは，localtetanusによ
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表2　SOL筋病理所見の比較

病　 理　 所　 見 P M D　 M D　 本モチリレ

変性像

＋　　　 ±　　　　 ＋S egm en tal degen eration

O paq ue fiber ＋　　　 ±　　　　 ＋

P h agocyto sis ＋　　　 ±　　　　 ＋

C onnective tissue ＋　　　　 ＋　　　　 ＋

P roliferation

再生像

＋　　　　 ＋　　　　 ＋G ro uped regen eration

C en tral n uclear chain －　　　　 ＋　　　　 ＋

D ark centered fiber －　　　　 ＋　　　　 ＋

S arcop lasm ic m ass －　　　　 ＋　　　　 ＋

って強い収縮状態におかれた筋線経が伸展位に国

定されることにより筋肉が強い伸展刺戟を受け，

当然のことながら筋膜も強く伸展されることにな

る．その結果膜の透過性が冗進LCaイオン等の

流入を伴なって筋変性へと進んだことが考えられ

る．その意味でも膜障害説が唱えられているDu－

Chenne型PMDの筋病変発症機序と共通すると

ころがあると考えられる．Stauberらはラットの

SOLに電気的にtetanus刺戟を与えつつ，足関節

を反復性に背屈するという方法で3日後にDu－

Chenne型PMD類似の筋病変を作成したことを

報告しているが，この場合も原理的には本モテリレ

と同一の機序が考えられる．従乗のPMDの動物

モテリレとしては阻血性のもの，Bupivacaineや

plasmocid等の薬物性のものなどがあるが，本モ

テリレの場合Tetanustoxinは膵腹筋に注射してお

り，SOLについては直接筋膜に対する浸襲は示さ

ず生理的な要因によって病変が形成されている点

に意義があると考えられる．

ところで血清CK値が全く無処置のコントロー

ルラットでも高値を示し，処置群localtetanus群

と比べて余り差を認めない点は奇異であるが，こ

れは恐らくラットを殺す際の麻酔薬による筋痙攣

のために上昇を示したと思われる．この点は今後

方法論を検討する必要があると思われた．

一方，CFsの予防という観点からNADH染色

で検索した結果では，CFsが出現し易い2週間前

後の時期において図3－Cに示す如くCFsは殆ん

ど出現しておらず，僅かにcentraldark fiberが

散在する程度であった．2週間以前の時期におい

てもCFsは殆んど認められず，結局短縮位での固

定がCFsの発生に重要な意義を有していること

が分った．一方，Central dark fiberは2日目で

既に一部の線経に出現しており，その中には数本

のCFsも混じっていた．この部分はSOL筋全体

としてみた場合周辺部に局在していた．SOLは紡

錘形の筋肉であるため，周辺部は中心部に比べて

伸展による影響が少ないためと考えられた．しか

しながら経過が長くなると図3－Cに見られる如

く中央部にもcentraldark fiberは出現してくる．

即ちこの時期には再生線経が発達して来ており，

もはや伸展刺戟は当初よりは軽減しているわけで

あり，そのような．状況下ではcentral dark fiber

が形成されるものと思われた．

一方，SarCOplasmic massは再生期に出現し

徐々に発達してくることが分ったが，これはlocal

tetanusのみでもCFsからcentral dark fiberに

移行する時期に出現してくることが分っており，

再生過程の一現象と考えられた．Localtetanusも

本モデルもimmobilizationという点で共通の生

理学的基盤を有しており，それが誘因となってい

る可能性が考えられた．

ところで表2において再生像としてのCentral

darkfiber，Centralnuclearchain，SarCOplasmic

massなどの所見はMDにおいてよく見られる所

見であるが，MDも本モデルも弛緩障害プラス筋

への伸展刺戟という点で共通点を有しており，そ

の意味では本モデルはMDの筋病変の成立機序

を考える上でも有用なモテリレと考えられた．

即ち，本モテリレは初期の変性所見の成立という

点では仮性肥大型のPMDのモデルと成り得る性

質を有する一方，動物モデルであるが故に活発な

再生が生じ，その再生過程の現象という点では

MDの病理モデルということが出来る．このモデ

ルを使用することにより，これら病変の予防・治

療へ応用することが可能であり有用なモテリレと考

えられた．
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結　　　論

1．Local tetanus ratに足関節の背屈位固定

を併用することにより，ヒラメ筋において，筋ジ

ストロフィー症およびmyotonic dystrophy類似

の筋病変を作成し得た．

2．発症機序としては筋膜の過伸張による膜の

透過性の冗進が考えられた．

3．Myotonic dystrophyに見られる筋病変は

筋線経の弛緩障害に伸展刺戟が加わった結果とし

ての変性に伴なう再生過程の現象である可能性が

示唆された．

4．本モデルは筋ジストロフィー症，および

myotonic dystrophyの筋病変の発症機序を考察

し，更に予防・治療を考慮する上で有用なモデル

と考えられた．
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6）Vincristine，Vinblastine，CoIchicineによるラット骨格筋

の形態学的変化に関する研究

－ライソゾーム系を含んで－

茂　在　敏　司書

研究協力者　　小　西　慎　吾＊　増　井　義　一＊　竹　中　正　純＊

Ⅴincristine sulfate（VCR），Vinblastine sul－

fate（VLB）およびcoIchicine（CLH）は，いず

れもmicrotubulesを破壊する作用を持つことが

知られている．またこれらの薬剤が骨格筋障害を

ひき起すことは，本姓会議での我々の報告1）2）を含

めてすでに知られているが，その機序は今だ不明

であり，今回リソゾーム系を含めさらに詳細な形

態学的検討を加えたので報告する．

対象・方法

ウイスター系ラット，オス，100～200gを使用，

VCRO．4mg／kg／dayl～2日間，VLBl～4mg／

kg／dayl～2日間，CLH2mg／kg／dayl E］，そし

て対照動物として生食水lml／day2日間をそれ

ぞれ腹月空内に注射し，注射終了後24時間目に，薬

剤投与ラットでは筋力低下を確認して，ベントパ

ルビタール麻酔下で俳腹筋を生検し，（》通常の電

星組勺検索の他次のごとき電顕的検索を行った．②

Revel－Karnovsky法3）4）によりランタンをトレー

サーとしてT－SyStemの形態的検索，③Gomori

法5）によりacid－phosphatase活性をマーカーと

してリソゾーム系の検索をおこない，活性に対す

る対照試験は，筋を採取した同じ動物の肝，同時

に検索しえたmyotonic dystrophy患者の生検筋

についておこない，活性阻害試験は10mM NaF

を使用した．さらに④Tice－Engelの方法6）によ

り，SarCOplasmic reticulum（SR）のMg＋＋

dependentATPase活性の検索をおこない，対照

試験として，2×10‾5M P－Chloromercuriben・

＊大阪医科大学第一内科

zoate（PCMB）にて阻害試験を行った．

結　　　果

1．通常の電顕的観察所見：写真1に示すごとく

三薬剤投与群のいずれも，筋原線維間，筋草削莫下

にいわゆるmembranousbodyと空砲が一体とな

った異常毒草造が出現し，これらの注目すべき共通

所見は，次のごとくであった．（》いずれも空胞を

伴う著明な異構造の出現にもかかわらず，まれに

認められる壊死線維内に浸潤したphagocyte内

を除いて，debrisあるいはresidual bodyといっ

たautophagocytosisの終末的産物はほとんど認

められず，eXOCytOSis像も認められなかった．（∋

まれに認められる壊死線経を除いて，筋原線経の

構築はよく保たれていた．③これらの異常構造の

出現に伴いSRの正常構築は認められなくなり，

筋鞘核の近くではGolygi’s apparatusと思われ

る構造の破綻，空胞化が認められた．（写真1，C

－1）④mitochondriaは，一部のものに，明らかな

空胞，membranous bodyの出現をみない所でも

その限界膜の肥厚，electron densityの増強，破

綻が認められ，membranous body化傾向を暗示

するような像も認められた．（写真1，a－2，b－1，C

－3）T－SyStemに関しては，後にランタンを使用し

た電顕的観察のところでのべるとして，次に

membranous bodyの構造を詳細に観察してみる

と，多くのもので，その層状構造にはさまれて筋

形質とほぼ同じelectron densityの内容物をもつ

空隙と，まったく何も含まない空隙がほぼ交互に

存在し，内容物をもつ空隙は，内外のものが所々

で交通し迷路状となり何も含まない空隙は細長い
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竺1．ギ亨　予車
払〝′．′1Y′1二

写真1　通常電顕像（Uranyl acetate andlead citrate staining，100KV）

a．VCR注射ラット　1．×13552　2．×20020

b．VLB注射ラット　1．×19712　2．×25102　3．×19250

C．CLH注射ラット　1．×13860　2．×14476　3．×31262
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SaCを形成していた．membranOuSbodyの周辺部

で隣接して観察される空胞の限界膜は，層構造と

同じ一連のもので空胞にはさまれる筋形質はその

ままmembranousbodyの迷路状構造の空隙と連

続し，空胞の空は細長いSaCの空隙と本質的に一

致するものであった．（写真2）

2．ランタンをtracerとして使用したT－SyS－

temの観察所見：membranous bodyの一部のも

のがT－SyStemと連続して層状構造の一部がラ

ンタンでtraceされていた．（写真3）

3．Acid phosphatase活性の電顕的観察所見：

三薬剤投与群では，いずれも空胞，membranous

bodyの出現にもかかわらず明らかなリン酸鉛の

沈着は認められなかった．（写真4－a，b，C，d）対

照試験のmyotonic dystrophy症例の生検筋では，

一部にではあるが，myelinfigureの出現部位に一

写真2　VCR注射ラ　ットのmembranous

bodyの強拡大像．（uranyl acetate

andlead citrate staining，100KV）

×46200

写真3　VLB注射ラットのランタンをtracerとしたT－SyStemの電顕像（ブルー干渉色

切片，uranyl acetate andlead citrate staining，200KV）
a．×7497　b．×30870　C．×19551
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写真4　acid phosphatase活性の電顕像

（single uranyl acetate staining，

100KV）

a．VCR注射ラット×11770

b．VLB注射ラット×2354

C．VLB注射ラット×5992

d．CLH注射ラット×5992

e．myotonic dystrophy症例の生

検筋×10700

f．筋組織内のfibroblastxlOO58

g．VCR注射ラットの肝×4708

h．生食水注射ラットの肝×3852

l．生食水注射ラットの肝のNaF

による阻害試験×5564

致して明らかなリン酸鉛の沈着が認められ（写真

4－e），筋組織内のfibroblast，薬剤投与ラットの

肝，生食水投与ラットの肝では，いずれも骨格筋

のごとき異常構造は認められず，リソゾームに一

致してリン酸鉛の沈着が認められた．（写真4－f，

g，h）阻害剤として，NaFを使用したものではリ

ン酸鉛の沈着は認められなかった（写真4－i）．ま

た生食水投与ラットの骨格筋では，リン酸鉛の沈

着はほとんど認められなかった．

4．Mg＋＋－dependentATPase活性の電顕的観察

所見：生食水投与ラットのみならず，薬剤投与ラ

ットにおいても構造的に異常のないSRの特に

triad部に明らかなリン酸鉛の沈着が認められた

が，薬剤投与ラットで，SRが空胞化あるいは

membranous body化しかかっているところでは

リン酸鉛の沈着が不明瞭化していた（写真5－a，

b）．PCMBによる阻害試験では，SRにリン酸鉛

の沈着は認められなかった．（写真5－C）

考　　　案

VCR，VLBおよびCLHはいずれも骨格筋に

電顕的にmembranousbodyと空胞を出現させる

ことがすでに知られ，これらは薬剤の直接作用と

考えられている1）2）．これらの薬剤により出現する

membranous bodyと空胞は，いずれも筋原線経

の構築は良く保たれたまま筋原線維間，筋鞘膜下

に一体となって出現し，membranous bodyの層

構造と空胞の限界膜は基本的に同じものであり，

三薬剤により形成される異常構造は同質のもので

あると考えられた．さらにmembranousbodyの

層構造にはさまれた迷路状の空隙は筋形質と連続

しており，これらのことは，この異常構造が筋形

質中の概有の膜構造の構築の異常より形成された

ものであることを示している．筋線維内の膜構造

の主産をしめるのはSRであり，空胞および

membranous bodyの形態からも，これら異常構

造の起原の主座は，Golgi，sapparatusを含むSR

系と考えられるが，mitochondriaも一部のものに

限界膜の異常を認め，ランタンを使用したT－SyS，

temの検索からT－SyStemも一部でmem－

branous bodyの形成に関与していると考えられ

た．しかし，mitochondriaとT－SyStemの異常は

一部限られた範囲のものであり，SRの変化に伴

う2次的な異常である可能性は否定できないが，

mitochondriaに関しては，空胞およびmem－

branous bodyの出現をみない部位でもその限界

膜の異常が認められ，一次的にその異常が起って
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写真5　Mg－dependent ATPase活性の電顕像

a．CLH注射ラット×24750

リン酸鉛の沈着が不明瞭化している（←）（uranylacetate andleadcitrate

Staining，100KV）

b．生食水注射ラット×10065（single uranyl acetate staining，100KV）

C．生食水注射ラットにおける，PCMBによる阻害試験×16500（Single uranyl

acetate staining，100KV）

いると考えるのが妥当であろう．

一般に正常の骨格筋ではacid phosphatase活

性は，ほとんど認められないとされ，今回のラッ

トでの検索でも同様の結果であったが，Mac－

DonaldとEnge17）は，多数のautophagicvacuole

の出現するchloroquinemyopathyで著明なacid

phesphatase活性の出現を指摘しており骨格筋で

も特にautophagic vacuoleの出現する場ノ飢こは

リソゾーム系の活性化に伴いacid phosphatase

活性が出現するものと考えられる．VCR，VLB

およびCLHによる筋障害は，空胞を伴う著明な

異常構造の出現にもかかわらず，autOphagocyT

tosisの終末的産物およびexocytosis像さらには

acid phosphatace活性もほとんど認められない

のは，非常に特異な所見であり，これら三薬剤に

よる筋障害がリソゾーム系の活性化を欠くもので

あることを示していると考えられる．acid phos－

phatase活性の欠如は，一次））ソゾームの形成に

関与するとされるGolgi，s apparatusの破綻で説

明されるかもしれないが，リソゾーム酵素は，

Golgi’s apparatusそのもので産生されるわけで

はなく一次リソゾームの形成前の段階にも問題が
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ある可能性は否定出来ない．一方また，リソゾー

ム酵素は，aCidphosphatase以外にカテプシン等

種々の酵素があり，今後これらの酵素についても

確認が必要であろう．さらに，Golg’s apparatus

を含むSR系を中心とした広範かつ特異な好莫構築

の異常は，一般にいわれているリソゾーム系の作

動機序を考えると，酵素活性の欠除のみならず，

膜系の動的な機能も同時に障害あるいは変調をき

たしていると考えるのが妥当であろう．

これら三薬剤の最もよく知られた共通作用は

microtubulesの破壊であるが，一般に成熟骨格筋

線維内には形態学的にmicrotubulesの明らかな

構造は認められないとされており，今回の我々の

検索でも（結果に記載していないが）同様の結果

であり，三薬剤のいかなる作用により共通した骨

格筋障害が出現するのか明らかでない．しかし，

いずれも同質のリソゾーム系異常を伴う占莫構築異

常であるこ　と　を考える　と，筋線維内のmi－

Crotubulesの存在を完全には否定しえないので

はないかと思われる．

薬剤投与ラットで儲原線経の構築がよく保たれ

ているにもかかわらず筋力低下が出現するのは，

今回示したTriad部におけるMg十十一dependent

ATPase活性の所見を含め，Markandeta18），小

口ら9）もCLH投与ラットで指適しているように

sarcotubular systemの障害で説明できるものと

考えられる．

結　　　論

1．VCR，VLBおよびCLHにより骨格筋にひ

きおこされる形態学的変化は同質のものであり，

筋鞘膜下および筋原線維間のSRを中心とした

Pre－eXistingmembraneの構築の異常に，リソ

ゾーム系の障害が重なり合って形成された，特

異なものであると考えられた．

2．三薬剤投与ラットにひき起される筋力低下は，

SarCOtubular systemの障害が大きな役割を演

じていると考えられた．
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7）筋ジストロフィー鶏胚の交感神経節における蜜白質

合成能の特異性についての研究（第2報）

－加齢にともなう変化について－

堀 眞一郎＊

研究協力者　　杉　浦　弘　子＊　大　谷　幸　子＊

は　じ　め　に

遺伝的素因による筋ジストロフィーの発症の機

序を解明する有力な手段の一つは発症前あるいは

発症初期における異常を検索することである．私

達は筋ジストロフィー鶏（以下筋ジス鶏と略

す．），筋ジストロフィーマウスを用いて，胎生期

及び幼君其射こおける生化学的異常の検出を試みて

いる．

先に，私達は筋ジス鶏の交感神経節は神経成長

因子（以下NGFと画す．）に対する反応性が，正

常対照鶏に比べ，より早い時期に低下すること1），

蛋白質合成能が正常対照鶏と相違していること2）

を報告した．今回は，蛋白質合成能における相違

を更にくわしく検討するため，胎生期あるいは幼

若期の交感神経節について，比較検討した．

実験方法

交感神経節の調整　ニューハンプシャー種の筋ジ

ス鶏（413系）及び同種の正常鶏（412系）の受精

卵を鰐卵し，僻卵開始15日胚，膵化後1日齢及び

26日齢のヒヨコを使用した．交感神経節としては

第6頸椎から第2胸椎にかけて，椎骨横突起の間

に介在する左右3個ずつ計6個の神経節を摘出し

使用した．

〔3日〕一Leucineによる蛋白質の標識　摘出した神

経節の培養及び生合成蛋白質の〔3H〕標識は，L－

〔4，5－3H〕－leucine（5mci／ml）の添加量を2倍

量の10J‘1とし，標識効率を上げ，培養時間を17時

間と短縮したほかは昨年と同様の方法によった2）．

＊東京都神経科学総合研究所神経生化学

培養後，神経節は〔3H〕－leucineを含まない培養

液で3回すばやく洗浄した後，二次元電気泳動を

行うまで，－80℃に凍結保有した．3H標識された

ペプチドは5M urea－1M thiourea－0．5％β－mer－

Captoethan01－0．01M Na－pyrOphosphateを含ん

だ液で可溶化した後，二次元電気泳動により分推

した．

二次元電気泳動　平林3）による方法で行った．泳

動後の分析をより容易にするために，等電点電気

泳動に際しては，昨年使用したものより，太く長

い内径2．6mm，長さ180mmのガラス管を使用し，

昨年と同様の組成の液をそれぞれ昨年と同じ割合

で注入し，一夜4℃に静置し，ゲル化した後，アル

カリ側に上記の如くurea処理した試料を40JLlの

せた．泳動は低温室（7～8℃）中で走電圧500Vに

て24時間行った．泳動後，ケリレを充分に太いガラ

ス管に入れ，10％TCA－5％sulfosalicylicacid液

を還流し国定した．分牡された蛋白質のパターン

を確認した後，純水で15～30分還流洗浄し，SDS

（1％）－pOlyacrylamide（4－17％，W／V，

gradient）平板ゲル（195（W）×130（H）mm）に

のせ，0．025M Tris－0．192Mglycine－0．1％SDS

液を使用し，初め約1時間，30mAで泳動（試料に

添加したBromphenolblueがstacking gelを通

過し，分離ゲルに入るのをまって）し，50mAに電

流を上げ，更に3．5－4時間泳動した．泳動後の染

色，脱色は昨年と同様に行った．脱色後，ゲルを

Amplify（Amersham社製）に30分間浸した後，

乾燥し，Ⅹ線フイルムに密着し，フルオログラフ

ィーにより，3H標識されたペプチドの位置を検出

観察した．
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結果及び考察

僻卵15日胚の交感神経節における蛋白質合成能

図1は膵卵15日胚の筋ジス鶏と正常対照鶏の神

経節において，NGF無添加（以下，NGF（－）と略

す）で色合成された蛋白質を分維したものである．

濃いスポットについては，筋ジス鶏と正常対照鶏

の間で，位置の違いは認められなかったが，筋ジ

ス鶏ではpI7．1，MW34K；pI7．4，MW33・5K

の2つのスポットが正常対照鶏に比べ濃く現れ，

正常対照鶏ではpI7．35，MW34Kのスポットが

筋ジス鶏に比べ浸かった．その他のスポットにつ

いては筋ジス鶏と正常対照鶏の間に，有意の差は

認められなかった．培養液中にNGFを添加（以

下，NGF（＋）と略す）することにより，正常対照

鶏で濃く出現したスポットが筋ジス鶏でも濃くな

り，筋ジス鶏で浪く出現した2つのスポットは淡

い方向に変化し，両者の問の差は更に少なくなっ

た．僻卵15日胚では出現するスポットの位置に，

筋ジス鶏と正常対照鶏との間に差が認められない

ことから，蛋白質の生合成に質的差がないことを

示唆しているが，蛋白質の生合成の量的な差は既

に認められた．

将化後1日齢の交感神経節における蛋白質合成能

図2は将化後1日齢の筋ジス鶏と正常対照鶏の

神経節において，NGF（－）で生合成された蛋白

質を分離したものである．pI4．8，MW96K：pI

4．8，MW52．5K；pI4．46，MW50K：pI4・5，

MW57K；pI6．8，MW35Kの各スポットは正常

対照鶏ではNGF（－）でも出現したが，筋ジス鶏

では認められなかった∴NGF（＋）にすると，正常

対照鶏及び筋ジス鶏共に出現した．pI4．7，

MW92K；pI4．99，MW52K；pI5．3，MW28

K：pI7．28，MW32．5Kの各スポットは筋ジス

鶏ではNGF（－）でも出現したが，正常対照鶏で

は出現しなかった．しかし，pI4．7，MW92Kのス

ポットはNGF（＋）にすると正常対照鶏でも出

現した．pI4．99，MW52Kのスポットは正常対照

鶏ではNGF（＋）にすると出現したが，筋ジス鶏

ではNGF（＋）にすると逆に消失した．pI7．28，

MW32．5Kのスポットは筋ジス鶏にのみ認めら

れた．pI5．3，MW28Kのスポットは筋ジス鶏で

NGF（一）のときにのみ出現した．筋ジス鶏に特

異的に出現あるいは消失するスポット及びNGF

（＋）で生合成能の変化するスポットの意味につ

いては今後の研究をまたねばならないが，筋ジス

鶏と正常鶏の間に，醇化時既に蛋白質合成能にお

ける質的差があること，及び，蛋白質合成能でみ

たNGFに対する応答性においても両者の間に質

的差があることを示唆している．

脚化後26日齢の交感神経節における蛋白質合成能

図3は膵化後26日齢の筋ジス鶏と正常対照鶏の

神経節において，NGF（一）で生合成された蛋白

質を分離したものである．図中白枠で困った部分

は別枠に示した．pI5．6，MW150K：pI7・2，

MW77Kの各スポットは正常対照鶏において，

NGF（－）で出現したが，NGF（＋）では消失し

た．pI6．5，MW79K；pI6・8，MWlOIK：pI

6．8，MW46K；pI7．2，MW49K：pI7・2，

MW86K；pI7．2，MW77K：pI7，5，MW44K

の各スポットは筋ジス鶏において，NGF（－）で

は認められなかったが，NGF（＋）では出現した．

pI3．7，MW180K：pI4．7，MW92K：pI8・7，

MW60Kの各スポットは正常鶏のNGF（＋）及

び（－）で出現し，筋ジス鶏では認めなかった．

pI6．4，MW25K；pI6．7，MWllOK；pI6・9，

MW93K：pI6．9，MW43K：pI7・2，MW80K：

pI7．2，MW45K；pI7．4，MW41Kの各スポッ

トは筋ジス鶏において，NGF（－）で認められた

が，NGF（＋）では消失した．pI8．4，MW57Kの

スポットは筋ジス鶏でのみ出現した．僻化後26日

齢では，筋ジス鶏と正常対照鶏の間の差は，15日

胚，膵化直後に比べ更に明瞭となり，NGFによっ

て変化せず，正常鶏あるいは筋ジス鶏にのみ認め

られるスポットと，NGFにより消失，出現し，正

常鶏と筋ジス鶏の間の差がなくなるスポットがあ

った．蛋白質合成能でみたNGFに対する応答性

においても両者の問で質的に異なっていることが

更に明らかになった．又，正常鶏と筋ジス鶏の間

で差の認められるスポットが発育の時期により異

なっているが，これらの差が，発育過程の遅延あ

るいは促進によるものか否かを検索するため，15

H胚と膵化後26日齢との間で，スポットの現れ方
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SyntheSized Proteinin Sympathetic Ganglion（NGF（L））

A）ControL Embryo（tine412）．15dayslncubation
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B）Dystrophic Embryo（Jine413）．15dayslncubation
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Synthesized Proteinin Sympathetic Ganglion　い．G＝－））
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Synthesized Proteinin Sympathetic Ganglion（NGrト））
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SynthesiZed Proteinin Sympathetic Ganglion（NGr（－））
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を比べてみた．

15日胚と僻化後26日齢の神経節における蛋白質合

成能の比較

図4及び図5は，それぞれ正常鶏及び筋ジス

鶏について，15日胚と僻化後26日齢の蛋白質

合成能の差を示した．15日胚と僻化後26日齢

の間で差の認められたスポットの内，pI4．85，

MW90．3K；pI4．89，MW216K；pI4・94，

MW224K：pI5．6，MW58K；pI6・1，MW74

K；pI6．36，MW70．5Kの各スポットは15日胚

に出現したが，膵化後26日齢では認められなかっ

た．これらの内，pI6．1，MW74K：pI6．36，

MW70．5Kの各スポッりま醇化後1日齢でも認

められた．pI4．77，MW81K；pI4・93，MW64・6

K：pI4．94，MW77K；pI5．33，MW85・5K；pI

5．55，MW125K；pI6．38，MW63K：pI6・6，

MW63K；pI6．8，MW25・6K；pI6・85，

MW61．9K：pI8．63，MW52Kの各スポットは

卯芋化後26H齢では認められたが，15日胚では認め

られなかった．これらの内，pI4．94，MW77K：

pI4．77，MW81K：pI6．8，MW25・6K；pI

8．63，MW52Kの各スポットは醇化後1日齢で

既に認められた．なお，これらのスポットは正常

鶏と筋ジス鶏の間，及びNGF（＋）と（－）の間

では差を認めなかった．即ち，正常鶏及び筋ジス

鶏の発育過程に伴って消失あるいは出現する両者

に共通の蛋白質であることを示している．更に，

これらのスポットのいずれもが，発育の各々の段

階で筋ジス鶏と正常対照鶏との比較に際して差を

認めたスポットとは異なっていた．このことは，

筋ジス鶏と正常対照鶏の間の蛋白質合成能の差は

神経節の発育の遅延あるいは早熟のような発育速

度の違いによるものではなく両者の間には，遺伝

子あるいは遺伝子発現の段階で質的な差があるこ

とを示唆している．

ま　と　め

1．筋ジス鶏の交感神経節の蛋白質合成能の加齢

に伴う変化及びNGFに対する応答性について，

正常対照鶏との間で比較検討した．

2．筋ジス鶏と正常対照鶏の間の蛋白質合成能の

差は僻化後1日齢において既に認められたが，

将化後より加齢と共に明瞭になることが示唆さ

れた．NGFは両者の差を少なくする方向に作

用した．

3．NGFは交感神経節の蛋白質合成能を促進す

るが，NGFにより変化をうける蛋白質が発育

の時期によって異なっていることが明らかにな

った．

4．筋ジス鶏と正常鶏の間の蛋白質合成能の差は

神経節の発育過程の遅延あるいは早熟によるも

のではなく，両者の間の差は遺伝子あるいは遺

伝子発現における差に起因することが示唆され

た．

文　　　献

1）椿忠雄，堀眞一郎，大谷幸子：筋ジストロフィ

ー鶏及び：正常鶏の後根神経節及び交感神経節の

神経成長促進因子に対する反応性の加齢にとも

なう変化について，「筋ジストロフィー症の疫

学，臨床および治療に関する研究」　昭和58年

度研究報告書，1984，p．558．

2）堀眞一郎，杉浦弘子，大谷幸子，椿忠雄：筋ジ

ストロフィー鶏胚の交感神経節における蛋白質

合成能の特異性についての研究、（第一報）．「筋

ジストロフィー症の臨床，病態と成因に関する

研究」　昭和59年度研究報告書，1985，p．267．

3）Hirabayashi，T．：Two－dimensional gel

electrophoresis of chicken skeletal muscle

proteins　with agarose gelsin the first
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8）ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の遺伝分析

Ⅰ．女性ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の染色体分析

古　庄　敏　行＊

研究協力着　　岸　　　邦　和事　納　　　光　弘＝

福　永　秀　敏＊＝　井　形　昭　弘＝

は　じ　め　に

DMDは伴性劣性遺伝を示す疾患であるが，頻

度が著しく低いため，女性DMDはほとんど確認

されない．しかし，1977年Greensteinら1）がⅩ染

色体一骨染色体転座を伴ったDMDの女児例を報

告して以来，欧米で約10例，日本で5例の報告が

みられる．

著者らもこの点を詳細に検討するため，女性

DMD3例について高精度分染法によって染色体

分析を試みたので，報告する．

方法と結果

1．家系調査：DMDと診断された女性3例に

ついて家系調査を行ったところ，図1に示す如く，

両親はいずれも正常（非DMD）で，近親婚（いと

こ婚）は2／3＝0．6667±0．2721で鹿児島集団のいと

こ婚率0．0808±0．0274に比べて著しく高いが，調

査例数が少ないためか両群間の差は統計的有意水

準に達しなかった（∬2＝0．0079，d．f．＝1，

0．90＜p＜0．95）．

つぎに，Ⅹ染色体上の遺伝子は男ではへミ接合

であるから近親婚の影響を受けない．女は2個の

Ⅹ染色体をもっているので，近親婚によってホモ

接合性が高まる．近交係数（F：いとこ婚の亜型

と伴性遺伝子の近交係数）も女についてのみ求め

ることができる．ただし，いとこ婚の組合せによ

ってつぎの4つの亜型に分ける．‘

夫の父と妻の父とが同月包　MM型F＝0

＊杏林大学保健学部

＊＊鹿児島大学医学部第三内科
＊＊＊国立療養所南九州病院

Fqmily－1 Fqmily－2

声帯
FQmily－3　　　□　Non－DMDMQte

O Non＿DMD FemQle

′
28　26　24　21

（3）　　（4）

（MM．）

t DMD Mqle

●　DMD Femqle

（）Ageofonset

′　probqnd

図l Pedigree of the family．Arrow

indicates the propositus．

夫の父と妻の母とが同胞　MF型　F＝0

夫の母と妻の父とが同胞　FM型　F＝1／8

夫の母と妻の母とが同胞　FF型　F＝3／16

日本人集団におけるいとこ婚の亜型別頻度は，

－79－



MM型で0．1989±0．0234，MF型で0・1934±

0．0235，FM型で0・2833±0・0222，FF型で

0．3244±0．0215である．伴性遺伝子の近交係数に

関与するFM型とFF型は，いとこ結婚のうち

0．6077±0．0164であり，したがって本資料との間

に有意な差はみられない．

2．染色体分析：Ikeuchiet al・（1979）2）によ

って開発された方法を用い，女性DMD3例につ

いて高精度染色体分染法（約850バンド）による核

型分析を試みたが，いずれも染色体異常はみられ

なかった．そのうち1例（Familyrl，U・E・）を示

すと，図2の如くである．

考　　　察

DMDは家系調査から（1）両親はともに正常であ

る（2）ほとんど男児のみに出現することから，伴性
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劣性遺伝型とされていた．ところが，Greenstein

etal．（1977）1）がⅩ染色体一骨染色体（第11番）

転座を伴ったDMDの女児例を報告して以来，欧

米で約10例，日本でも5例の報告がある．

X染色体一骨染色体転座を伴ったDMDを遺

伝学的に解明することは，遺伝子分析に貢献する

ところ大と思われる．著者らもこれ▼らの点を考慮

し，女性DMD3例について染色体分析を試みた

が，いずれも染色体異常はみられなかった．しか
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いて若干考察を試みたい．

1．不完全浸透：男性DMDの49家系調査資料

から，書丸ら（1984）3）はDMDの分灘比（Ps）を

推定し，浸透度（γ）をγ＝0．2093／0．5＝0．4186

と得ている．DMDの遺伝子を有しながらDMD

を発現しない率は約60％を占める．

これが事実であれば，本資料3家系の父はいず

れも遺伝子型はDMDの遺伝子を有しながら，不

完全浸透（1－リ）によって表現型は正常（非

DMD），母はヘテロ接合，と仮定すれば説明がつ

かないではない．

なお，本資料の女性DMDの分離比はPs＝1／5

＝0．2±0．1789となり，浸透度はり＝0．2／0．5＝0．4

と推定され，Uは男性DMD家系，女性DMD家系

ともほぼ等しい推定値が得られる．このような考

えが許されるなら，本資料の両親の遺伝子型は，

母がヘテロ接合，父はへミ接合の状態でDMD遺

伝子を有するが表現型は正常（非DMD）である

と仮定すれば，女性DMD出現の遺伝的機構も説

明される．

2．突然変異：DMDの突然変異率（〝）（／

locus／generation）については，Yasuda et al．

（1980）4）は〝＝6．3×10‾Sと推定し，他方，吉丸ら

（1984）3）はγを考慮した〃の推定法を考案し，

〝＝（1．9－2．2）×10‾4を得ている．

もし，女性DMDが突然変異に由来するならば，

両親ともに正常であるから，父に突然変異（〃）

が起こり，母はヘテロ接合と考えられる．この場

合の組合せの頻度は，4．6×10‾8－1．61×10‾7と推

定され，その子（女）にDMDが出現するのは，

この推定値の半分以下と考えられる．一般集団の

女性DMDの頻度からみれば極めて低く，女性

DMDの出現を突然変異だけでは考えられない．

3．X染色体不活性化の非機会性：Ⅹ染色体

一常染色体転座を伴った女性DMDのⅩ染色体

の不活性化について，楢崎ら（1985）5）は外国の文

献も含め，正常Ⅹ染色体が不活性化された割合は

0．80～1．00とまとめている．

ヘテロ接合体の女性DMDの発症機序を，

Emery（1963）6），SugitaandTyler（1963）7）らは

Iyonisationの概念で説明している．この考えによ

ると，DMDの女性保因者の体細胞は正常な細胞

とDMD遺伝子を有する細胞からなるモザイクで

あり，異常な細胞の割合が増えるほどDMDとし

ての臨床像が明瞭化することになる．

DMDと同様に伴性劣性遺伝病であるFabry

病は，α－ガラクトシターゼA（GLA）欠損によ

り発症するが，Fabry病の家系におけるGLA活

性の調査（Roperset a1．，1977）8）では，保因者で

ある女性の中には，正常者の約50％のGLA活性

を示す例ばかりでなく，患者と同程度の活性しか

有しないものまで分布しており，GLA低活性を示

す例では患者と類似の皮膚・血管障害が観察され

ている．Ropersら8）は，これらの保因者では，正

常なGLA遺伝子をもつⅩ染色体が非機会的に

不活性化されることにより，多くの組織で異常な

GLAが発現した可能性を示唆している．

本来保因者であるべきDMDへテロ接合体女性

においてⅩ染色体の不活性化が非機会的におこ

り，DMD遺伝子を有するⅩ染色体が活性をもつ

細胞の割合が多くなれば，この保因者にDMDが

発症することが考えられ，本研究で用いた家系に

みられる女性患者の発症を説明することが可能で

ある．さらに，これらの女性患者での症状の軽重

も同様に説明しうる．

4．遺伝的異質性：DMDと診断された個体で，

遺伝性が確実であっても，それを支配する遺伝子

がまったく別となっている場合も多い．DMDの

ほとんどは伴性劣性遺伝子に支配されるであろう

が，DMD類似疾患も含まれる可能性がないとは

いえない．Miyoshiet al．（1974）9）によると，常

染色体性劣性型は悪性肢帯型と呼んでドシャンヌ

と区別している．

伴性劣性遺伝形質では，男の頻度（QM）と女の

頻度QF）の関係はQM2＝Q，で与えられる．例え

ば浸透率100％の血液型についてみると，男のXq

（－）の頻度はQM＝0．3058±0．0276，女のXq

（－）の頻度はQF＝0．1116±0．0199で，QM2（＝

0．0774－0．1112）≒QF（＝0．0917～0．1315）とな

り，伴性劣性遺伝の仮説によく適合する．

男性DMDの頻度は，Yasuda et al．（1980）4）

は1／5000，吉丸ら（1984）は1／6531と報告してい
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る．したがって，QM2＝（0．000153～0．0002）2＝

QF＝（2．34～4）×10‾8が期待される．すなわち，

1億人中2～4人の女性DMDの出現が期待され

る．これから，日本人集団では女性が約5000万人

余であるから，1－2人の女性DMDが存在する

ことが考えられる．しかし，著者らの染色体異常

を伴わない女性DMDがすでに4人存在し，また

Moser＆Emery（1974）10）によれば女性DMDの

頻度はQF＝1／100000と推定している．本資料の女

性DMDの頻度はQ，＝1．087×10‾5で，伴性劣性

遺伝を仮定した女性DMDの出現頻度に比べ著し

く高く，したがって，伴性劣性遺伝の仮説に適合

しない．これらの結果は，DMDと診断されるほと

んどは伴性劣性遺伝型であろうが，その本態を異

にする遺伝的異質性の存在が示唆きれる．

著者らは，家系調査や一般集団の頻度から，従

性遺伝型を提唱する．

いま対立遺伝子Dl，D2を仮定し，DIDlは男女

とも正常，D2D2は男女ともDMD（あるいは

DMD類似）であり，ヘテロのDID2は男では

DMD（あるいはDMD類似）になるが女では正

常である．つまりDMD（あるいはDMD類似）

遺伝子D2は，男で優性，女で劣性になる．

ここで，Dl遺伝子頻度をp，D2遺伝子頻度をq

（＝トp）とすれば，従性遺伝仮説への適／針性は，

〔p＝

の頻度〕＋

〔q＝

度〕＝1

Non－DMD（あるいはDMD類似）男

DMD（あるいはDMD類似）女の頻

から判定する．上式に代入すると，

〔p＝

血．0000108〕

0．9998～0．999847〕＋〔q＝

は

〔p＝0．999899－0．999923〕＋〔q＝0．003286〕

＝1．003185～1．003209

が得られ，p＋q≒1になり従性遺伝の仮定にほぼ

適合する．ここで得られた1．003185－1．003209と

1との差が，伴性劣性遺伝型その他の型による効

果と思われる．厳密には（女性DMDの頻度）×（Ⅹ

染色体一骨染色体転座を有しない個体数／染色体

分析を試みた個体数）を，上式のDMD（あるいは

DMD類似）女の頻度として用いれば，男性DMD

のうち従性遺伝型のDMDの頻度も推定される．

つぎに，本資料の女性DMD（あるいはDMD

類似）が従性遺伝的であるという証拠は，すでに

述べた近親婚調査からもいえる．すなわち，本調

査資料ではいとこ婚は0．6667±0．2721で一般集団

（鹿児島県）の0．0808±0．0274より高い．しかし，

男性DMDを有する49家系では（吉丸ら，1984）

0．0204±0．0202で，むしろ一般集団のそれより低

い．この事実も，DMDあるいはDMD類似疾患の

一部は従性遺伝型を示唆する．

5．臨床的異質性：疾患の診断は遺伝子レベル

ではなく，病像によって判断される．いわゆる表

現型である．

遺伝子型を等しくするすべての個体が，全く同

じ程度に形質を現わすとは限らない．形質の表現

の程度には差があるので，これを表現度という．

表現度は形質の量的変異をさすが，質的にも広い

変異がみられ，これを特殊性という．このような

病像の変異の幅は，例えば，DMDを等しくもつ個

体でも，数万に達する他の座位の遺伝子（遺伝的

背景）との作用と広い意味の環境条件がこれらの

中間過程を修飾し，その結果として病像に幅がみ

られる．X染色体一常染色体転座の女性DMD

も，広義のDMDの一種の亜型といえよう．

また，現時点でDMDあるいはDMD類似疾患

を遺伝的異質性として分類できないものも含まれ

ている可能性もある．しかし，いずれにしても病

像分布が重なり合っているので，臨床的病像のみ

で遺伝的異質性を分析することは困難である．し

たがって，DMDあるいはDMD類似疾患につい

て，遺伝子型一臨床的病像型の関係を解明する必

要があろう．
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9）本邦におけるⅩ染色体一常染色体転座を伴った

女性Ducllenne型筋ジストロフィー

杉　田　秀　夫■

研究協力者　　斉　藤　深美子＊■　石　原　伝　辛目■

富　　　英　明♯　里　書　栄二郎＊

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は伴

性遺伝の遺伝疾患であるが女性発症者は決して稀

ではない．従来より女性のDMDの発症の説明と

しては

G）ホモ接合体の女性，②Turner症候群，③ヘテ

ロ按合体の発症

の3つが考えられるが，（丑の可能性は男性患者5

万人に1人，（参の可能性は一般人口1，000万人に1

人の比率と推測され，極めてまれである．しかし

Moser，Emeryl）によるとmanifestingcarrierは

carrierの8％と想定され，女性DMDの頻度は人

口10万人に1人となりへテロ接合体の形で発症し

ていると考えると決して左程稀とは言い稚い．勿

論DMDの中には常染色体劣性遺伝形式をとる女

性例の報告もありこの意味では三好の2）提唱した

悪性肢帯型との鑑別も問題となろう．

さて女性へテロ接合体の発症機序はLyoniza－

tion，即ち2つのⅩ染色体のrandominactiva－

tionにより説明されており，当然女性発症者は男

性に比し軽症である．しかしLyonizationがran－

domに起らずnonrandominactivationが起った

場合にはDMD遺伝子を有するⅩ染色体のみが

選択的に活性化されるわけで，この場合には男性

と同様の臨床像を呈する様になるはずである．

この様なnonrandominactivationが起る可能

性はBerg，Conte3）が報告した様にⅩ染色体の1

個に構造異常がありこの染色体が選択的に不活性

＊国立武蔵療養所神経センターー

＊＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門

＊＊＊国立療養所東埼玉病院

化される場合ともう1つは本研究の主題である

Ⅹ染色体と常染色体との間に相互に均衡転座が

ある場合である．この様な症例は1977年Green－

steinら4）によって記載されて以来欧米では約10

例の報告がある．本邦では楢崎ら5）の報告が最初

である．我々は最近3例の相互転座例を経験した

ので報告し合わせて文献的考察を加えてみたいと

思う．

検索方法

女性筋ジストロフィー発症者及びその家族から

無菌的にヘパリン採血して得．たリンパ球を培養し

て染色体標本を待，G分染法，高精度分染法，及

びR分染法により，染色体異常の有無，切断点の検

索を行った．後期複製Ⅹ染色体の検索はbromo－

deoxyuridine（Brdu）法を用いて行った．

結　　　果

（∋臨床症状

Casel：国立武蔵療養所入院の11歳女児弧発

例である．四肢近位部優位の筋萎縮，筋力低下が

あり下腿の仮性肥大が認められる．Gowers徴候

陽性であるが手すりにつかまって階段の昇降が可

能である．血清クレアチンキナーゼ（CK）活性は

935U／1と上昇している．

Case2：国立東埼玉療養所入院中の16歳女児

孤発例である．四肢近位部に著しい筋萎縮が認め

られ下腿に仮性肥大を認める．12歳より独立歩行

不能となり現在車椅子生活を続けている．血清

CK活性は3，368U／1である．

Case3：国立東埼玉療養所入院中の24歳女性
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図1a

CaseIの染色体Karyotype

X染色体と5番目の常染色体の相互転座

である．

孤発例である．14歳より独立歩行不能となり現在

bed patientであり時々人口呼吸器を使用中であ

る．血清CK活性は115U／1である．

（診染色体karyotype（図1，a，b，C参照）

Caselは46，Ⅹt（Ⅹ：5）（p21；q13）とⅩ染

色体p21と8番常染色体q13間の均衡転座である．

Brdu法による染色体分析では70個全てで正常

Ⅹ染色体が後期複製を示している．

Case2は46，Xt（Ⅹ；3）（p21；q270r28）

でありⅩ染色体p21と3番常染色体のq270r28

間の均衡転座である．

Case3は46，Xt（Ⅹ：15）（p21；q26）であり

図1b

Case2の染色体Karyotype

X染色体と3番目の常染色体の相互転座．

区ll c

Case3の染色体Karyotype

X染色体と15番目の常染色体の相互転座

Ⅹ染色体p21と15番常染色体q26間の均衡転座で

ある．

考察および結語

我々の3症例を含め本邦において5例5）6）の相

互転座例が報告されており，更に欧米に於ける症

例も合わせ図2に一括して示してある．

現在迄に報告されている症例に共通点は次の様

なものである．

G）転座に関与するⅩ染色体のbreakpointは常

にp21bandである．

②転座に関与する常染色体は様々であり一定し
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DHD／TratlSloca亡ion Cases

Reference
Excbange poln亡S

X A

De novo

亡ransl．

La亡e－

replica亡ing
normal X

ProbabilitY
mo亡ber

Carrler

Lindenbaum e王al．（1979）

Canki e亡　al．（1979）

Greens亡eine亡al・（至言三言）
JacobS et al．（1981）

Zatz et al．（1981）

Nielsen e亡　al．（1983）

IbcLeod et al．（．1983）

Emanuel e亡　al．（1983）

Nlelsen et al．（1984）

Verellen et al． （至芸三三）
Narazaki et al．（1985）

Saito．（Yokohama，1985）

Casel．（Husasbi，1985）

Case2．（Higashi－Saitama，
1985）

Case3・（Higashi－Saitama．
1985）

p2107　　1p3400

pllO6

p21　　　3q13

p2105　　11q13

p21　　　5q35

p21　　　6q21

p21　　11q23

p21　　　2q36

p21　　　9q22

P21　　9p21

p21・2　　21p1209

p21．1　　8q24．3

p21．1　　4q26

p21　　　5q13

p21　　　3q270r28

p21　　15q26

Yes　　　　75／75

Yes　　　　54／58

Yes Non－raTldon

YeS　　　　576／586

Yes（7）　55／56

Yes Yes

Yes　　　　　　　ワ

Yes　　　　84／86

Yes　　　　24／24

Yes　　　　93／99

Yes　　　　12／15

Yes lO4／104

Yes　　　　70／70

9　　　　　　　　7

9　　　　　　　　　　9
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図2　DMD／TranSlocation Cases

ない．

（診正常なⅩ染色体が選択的に不活性化されて

いる．

以上の事から，DMDの遺伝子座位はp21附近

にあり，この部位を切断点とする相互転座が起こ

る事によってその座位上の遺伝子が突然変異，或

いは欠矢を生じ，同時に正常染色体が選択的に不

活性化する事によりDMDが発現すると考えられ

る．

相互転座により発症した女性DMDは本邦楢崎

例，我々のCase1，3に観察される様に症状は男

児DMDに比し軽症である印象をうける．

その理由として

1）正常Ⅹ染色体の不活性化が100％でなく1

部はrandominactivationをうけている．

2）DMDとalleic diseaseと考えられる

Becker型筋ジストロフィー（BMD）に羅息し

ている．

などが考慮される．1）の可能性としては楢崎ら

の例では後期複製正常Ⅹ染色体は80％であり

nonrandominactivationが不完全である為に保

因者にみられる様に症状が軽い事が説明されよう．

2）の可能性についてはVerellen－Dumoulin

ら7）の報告した症例は20歳女性例で46，Xt（Ⅹ：

21）（p21．2：p1209）とⅩ染色体と21番目の常染

色体の相互転座であるが独立歩行可能である．本

例はDMDとalleicなBMD症例が考え易い．

我々のCaselは11歳でありながら未だ階段の

昇降可能でありGowers signが陽性ではあるが

男児DMDに比し経過は良好である．

本例は検索した70個の染色体は全て正常染色体

は後期複製を示しているのでnonrandom　inacti・

Vationは100％行われていると思われる．

この様な臨床症状とのdiscrepancyは染色体を
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検索する細胞の違い，つまり検索した細胞はリン

パ球であるが障害されているのは筋細胞であるか

ら，リンパ球では100％nonrandominactivation

をうけていても筋細胞では100％ではない可能性

があるであろうか．今後症例の蓄積が必要であろ

う．

女性筋ジストロフィー症例について染色体の検

索を行う事は症例の検索のみでなく遺伝子座位決

定の有力な手がかりとなるからである．

DMD遺伝子座決定のstrategyとしては

1）転座症例を用いる7）．　2）Ⅹ染色体

libraryよりDMDと密に連けいするprobeを探

しだす8）．　3）DMD遺伝子を含むp21附近の

deletionのある症例を用いる9㌧などが考えられて

いる．

1）に関してはVerellenらの症例はXp21と

21番目の常染色体短腕p12のrRNA遺伝子群の

間で転座が起こっている事が証明され，rRNA遺

伝子probeを用いて転座部位を同定する事によ

りDMD遺伝子座の決定に近づきつつある．

DMDの様に細胞レベルでの代謝異常が判明し

ていない疾患では，雑種クローンを用いて遺伝子

地図を作成することは出来ないのでこの様な転座

染色体を持つ症例の発見が重要である．
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10）SV40遺伝子導入によるヒト骨格筋細胞株樹立の試み

桃　井　真里子＊

研究協力者　　中三川　晃　利■　桃　井　　　隆＝

遺伝性・変性筋疾患の病態解明，又は，筋の一

次的変異形質の検出などには，生検筋は微量，か

つ二次的変化，結合織の混在，などの理由から充

分な材料を提供し得ない．ノ骨格筋の形質を保持し

た安定培養系がのぞましいが，ヒト骨格筋細胞の

安定継代培養系は樹立されていない．殊に患者生

検筋からの初代培養細胞は，継代と共に線推芽細

胞優位となり易く，筋細胞のみの均一培養系樹立

法を確立することは，変異遺伝子や変異形質の検

索に必須である．ヒト培養細胞のクローン化の一

手段として，EBヴィールスやSV40ヴィールスな

どによる形質転換（トランスフォーメーション）

法がある．然るに前者は細胞形質の安定性に欠き，

安定継代しえぬことが多い．後者に対してはヒト

細胞はsemipermissiveである為に，形質転換を

生じ得るが安定でなく，かつCelllysisを生じ得る

欠点がある．実際，1983年，Mirandaらにより

SV40によるヒト骨格筋細胞のクローン化が報告

されたが1），特有の分化形質である多核細胞化は，

形質転換細胞には出現せず，筋細胞由来である証

拠に欠け，かつクローンの内いくつかはcrisis，即

ちcelllysisを生じた．本研究では，これらの問題

点を解決する為に，ヴィールスDNAの複製起始

部を欠損したmutant SV40（origin－defective

SV40）2）のDNA，即ち，DNAの自己複製は生じ

得ぬが，hostcellを形質転換しうるDNAを，直

接ヒト細胞に導入することによる，導入細胞の無

限増殖細胞化（immortalization）を試み，ヒト骨

格筋細胞の樹立に成功した．

＊自治医科大学小児科

＊＊国立武蔵神経センター第五部

方　　　法

初代細胞培養：材料は7カ月のネマリン・ミオパ

テ一児の上腕二頭筋からの生検筋を用いた．トリ

プシン，コラゲナーゼ処理後，遊離細胞をHam

F12（10％FCS）にて37℃，5％C02で培養し

た．約3週間後，0．25％トリプシンで処理後，デ

ィッシュ中に40分静置することにより，線維芽細

胞を除去し，上記条件で培養し，トランスフェタ

ンョンの24時間前にreplateした．

トランスフェクション：Origin－defective（Ori

（－）と略）SV40・DNAはGluzman2）らによる

ものを東大医科研山口宣夫教授より供与された．

エタノール沈殿後定量し，10JLg／60mmdish当り

のI）NAをリン酸カルシウム・DNA共沈殿法3）に

て加え，細胞と共に8時間インキュベート後，

DMSOで洗音争し，更にトリプシン処理後60mm

dishにて培養した．2－3週間後に観察されるフ

ォーカスを24穴ミクロプレートに移し，フォーカ

ス形成細胞，即ち，形質転換した細胞をクローン

化した．

T抗原の検出：フォーカス形成細胞がSV40のT

抗原を表現していること，即ち，SV40・T抗原に

よる形質転換細胞であることを確認する為に免疫

沈降法にてT抗原を検出した．細胞をリン酸除去

培地にて培養後100JLCi32P（60mm dish）にて2

時間ラベル後，細胞を融解し，抗で抗原血清と反

応させ，更にProtein A－Sepharoseと反応させ

た．免疫沈降させたものを12％SDSポリアクリ

ルアミド・ケリレにて泳動し，オートラジオグラフ

ィーを行なった．

分化誘導：クローン化された細胞は通常はHam

F12（10％FCS）で培養した．分化誘導の試みと

して，2％FCS，10％馬血清，0．2％DMSO，無
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血清培地4）にて1～2週間培養し，筋細胞の特有

の分化形態である多核細胞，Myotubeの出現を観

察した．

結　　　果

トランスフェクション：表1に示す様に，フォ

ーカス形成率はほぼ一定しており，再現性よく

DNA導入が行なわれることを示している．クロ

ーン化された細胞の約1／3は比較的小型で紡錘形

をしており，細胞は線状に並ぶ傾向があった（図

1）．多核細胞は一部に観察されたが数は少なく

（数個／60mm dish）融合した細胞内の核の数も

2－3個のものがほとんどであった．

2／3は比較的大型の不定形細胞であり，多極の扁

平な形態を持ち，線状の配列は示さず，多核細胞

も認めなかった（図2）．前者はその形態と多核化

から，Myoblast由来のクローン，後者はFi－

broblast由来クローンと考えられた．両者共に多

層に増殖するフォーカスを形成し，継代後もフォ

ーカス形成能は維持されていた（図3）．

T抗原：図4に示す様に3クローンについてT

表1　Efficiency of transfection

TransfectedDNA Numberof Totalnumber

（ug／dish）　　foci／dish offoci
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2
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図2　Transformed fibroblasts．Cells were

less uniform than myoblasts，and

mostlyflat and multipolar．（×200）

抗原を検索した．1A5，119はMyoblast′ち■仁γ＝

ン，2C4はFibroblast型クローンであり，いJ、Jl

にも1arge T抗原（94K）が検出され，同時に仇

量のp53（53kペプチド）が検出された．前者は

SV40による形質転換に必須のSV40由来DNA

によるペプチドであり，p53はSV40T抗原による

トランスフォーム細胞に特有に表現され，かつ

large T抗原と共に免疫沈降されるペプチドであ

る．以上から，これらはSV40T抗原によってトラ

ンスフォームされたクローンであることが確認さ

れた．

分化誘導：DMSO，2　％FCS，10％Horse

Serum，では多核細胞は増加しなかった．無血清培

地4）では数日後には多核細胞は増加し，10日後に

はMyotube形成が観察された（図5）．細胞増殖

図1　TransformedmyoblastsinHamF12

SupplementedwithlO％FCS．（×100）

図3　Transformed myoblasts forming a

focus．Anarrowshowsmultilayered

Cellgrowth oftransformed cells．（×

100）
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図4　Expression of T antigenin transfor－

med cells．Phosphorylated T antigen

（Mr94K）was detectedin cos cells

（positivecontrol），andthreeclonedcell

lines（1A5，2C4，119），Hu fibro repre－

sents normalhuman fibroblasts which

was examined as a negative control．

は抑制され，フォーカス周辺にMyotube形成が

著明であった．この段階では横紋は観察されなか

った．

結　　　論

ヒト細胞の培養はlimitedlifespanを有する，

単一の培養系確立が困難である，などの点に問題

点があり，ことに筋細胞は，常に線維芽細胞の混

入が問題となる為，クローン化の方法の確立が望

まれていた．我々はSV40mutantの遺伝子導入法

を用いて，ヒト骨格筋細胞の安定無限増殖系の確

立に成功した．トランスフォームされた細胞は，

図5　Amultinucleated cell of transformed

myoblast．Transfomed muscle cell

line，119，WaS Culturedin serum－free

medium for5days．Alarge andwhite

arrow shows myotube formation，and

smallandblack arrowsshowmultiple

nucleiatthebothendsofthefusedcell．

（×400）

増殖率の良いフォーカス形成能を示し，均一の細

胞を大量に得ることを可能とし，遺伝子などの細

胞の基本的（分化に依存しない）性状の生化学的

分析の材料として最適であると考えられた．又，

培養条件の変更により，多核細胞化など，骨格筋

の分化形質が一定程度まで表現され得ることが示

され，筋細胞特有の種々の分化形質の表現に関す

る検索にも，通した系であると考えられる．ネマ

リン・ミオパテ一における筋細胞の一次的異常の

検索を，これらクローンを用いて進めると共に，

ジストロフィー症をはじめとする他のミオパテ一

筋にも本方法を適応し，クローン化を進めている．

SV40を御供与下さいました東京大学医科学研

究所山口重夫教授，細胞培養につき貴重な御教示

を頂きました国立武蔵療養所神経センター杉田秀

夫部長，小沢瑛二郎部長に深謝致します。
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11）筋ジストロフィー症遺伝子のマーカーとなる

DNA断片の単離

鈴　木　紘　一■

研究協力者　　大　野　茂　男＊　秋　田　朗　子ホ

は　　じ　め　に

筋ジストロフィー症（DMD）の遺伝子を単駈

する試みは，特に最近米国を中心として著しく進

展しト3），DMD遺伝子が同定され，その構造が決

まる日も間近いと思われる．筋ジストロフィー症

の遺伝子を単姓するには，（i）DMD遺伝子の近

傍にある遺伝子からのウオーキング，（ii）欠尖に

よるDMD患者のDNAを利用する方法，（iii）転

座によるDMD患者のDNAを利用する方法，な

どが考えられる．（ii）は日本では症例がなく，

（iii）は我国で4例報告があるが，いずれも転座し

たさきの染色体の構造がよく解明されていないの

で，転座もすぐにDMD遺伝子の解析に応用でき

ない．そこで，我々は（i）の方法を使ってDMD

遺伝子のマーカーとなるDNAの多型性

（RFLP，RestrictionFragmentLengthPolymor－

phism）を検出するプローブの単敵を当面の目標〉

とした．

DMD遺伝子の近傍にはオルニテントラ㌍スカ

ルバミラーゼ（OTC）とグリセロールキナーゼ

の遺伝子が存在する．グリセロールキナーゼの遺

伝子はOTCよりDMD遺伝子に近いとの結果も

あるが，OTCはDMDと確実に相関しているの

で4），OTC遺伝子を単艶し，OTC遺伝子あるいは

OTC遺伝子の近傍のDNA断片の中からRFLP

を検出するプロープを兄い出すことを試みた．

方法および結果

1．ヒトOTC遺伝子の単馳

ラットOTCのCDNA（熊本大医学部森正敏教

＊東京都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部

技より恵与）をプローブとしてT．Maniatisのヒ

ト染色体DNAバンク（約50個のCharon　4Aフ

ァージクローン）をスクリーニングし，3種類の

ファージクローンT8，T9，T13をえた．これは

図1に示すように，全長約17．5Kbの領域をカバ

ーし，これから8種類のEcoRI断片（C－j）がえ

られた．この8種の断片のうちCは反復配列を含

んでいたが，Cから反復配列の部分が除まできな

かったので，以下の実験にはC以外の断片をプロ

ーブに用いた．

2．OTC断片がⅩ染色体由来であることの確

認

48ⅩⅩⅩⅩlymphoblast（GM1416）のDNAと

46ⅩYのリンパ球のDNAをEcoRIで消化し，ア

ガロースケリレ電気泳動でDNA断片を分散した．

OTCからえられた断片をプローブとして，ハイプ

リタイゼーションを行い図2の結果をえた．OTC

の断片d，e，fで検出されるバンドは，4Xの方が

1Xに比べ明らかに濃く，OTCからえられた断片

がⅩ染色体由来であることが示された．図に示し

た以外の他のOTCの断片についても同様な結果

がえられている．

3．RFLPの検出

正常女性のリンパ球のDNAを種々の制限酵素

で切断し，電気泳動で分散し，OTC断片でRFLP

を検出した．主な結果を図3にまとめた．図3は

5－8人のヒト））ンパ球のDNAをBglII，Taq

I，HindlIl，MspIで切断し，OTC断片d，e，

fで検出したものである．どの場合にも1～2本

のバンドが見られ，個体による差，即ち，DNAの

多型性は見られなかった．図示した以外の断片を

プローブにした場合や，EcoRI，BglI，Bam
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rat OTC cDNA

（pOTC－1）

Charon4A clone l／

T8，T95′

T13

／
／

／

5・屋　書。・

l e d g

0．31．8　　　乙6　　0．6　　　　　　　7．0　　　　　　　1．5　0．5

1kb
1　　　7

l l

図1　ヒトオルニナントランスカルバミラーゼ（OTC）の染色体DNA断片

図2　0TCのDNA断片（OTC－d，e，f）とⅩ染色体DNAバンク由来のDNA断片

（1－1，1－4，1－7，2－5，3－13）がⅩ染色体上にあるか否かの検定

4Ⅹ：48XXXXの仝DNAのEcoRI消化物

X：46ⅩYのDNAのEcoRI消化物

－93－



A．

OTC－d

B．

OTC一〇

C．

OTC－I

図3　0TC DNA断片をブローフすとしたRFLPの検定
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HI，HaeⅡⅠなどで切断したものについても多型

性はみられなかった．さらに引続き他の制限酵素

を使って多型性を検出している．

4．OTC遺伝子からのウオーキングの試み

OTC遺伝子からDMD遺伝子に向ってウオー

キングをすることは当面の目標ではないが，現在

えられているOTC断片では多型性が検出できな

かったので，さらにOTCの遺伝子あるいはその

近傍のDNA断片をうることを目標にスクリーニ

ングを行った．

1．では，ラットOTCのcDNAをプローブに用

いたが，今回は既にえられたヒトOTC遺伝子の

両端の断片，f，i（図1）をプローブにしてスクリ

ーニングを行った．今までManiatisのDNAラ

イブラリー（約125万個），JapaneseDNAライブ

ラリー（約80万個），ⅩタロモソームDNAライブ

ラリー（約50万個）をスクリーニングしたが，今

までえられている断片以外の新しいクローンはえ

られなかった．種々の理由が考えられるが，これ

らのライブラリーには目的の断片が含まれていな

いものと考え，現在48ⅩⅩⅩⅩのDNAライブラリ

ーを作製してスクリーニングを行っている．

5．．X染色体DNAライブラリーからえた

DNA断片

昨年Ⅹ染色体のDNAバンクからとったプロ

ーブでRFLPを検出したことを報告したが，これ

らがⅩ染色体に由来する断片であるか否かを検

討した．図2に示すように，RFLPを検出した5

種の断片のうち3種類（1－1，1－4，2－5）は

Ⅹ染色体由来で，他の2種（1－7，3－13）はⅩ

染色体由来ではなかった．図2の左端はコントロ

ールに用いたCANPで，Ⅹ染色体にはないこと

がわかる．DMDに関しては，Ⅹ染色体由来の3個

の．RFLPを検討すればよいが，このⅩ染色体由

来のRFLPプローブについては，今のところこの

時点でストソ7Pしている．OTC由来のRFLPプ

ローブがとれた時点で，これらを合せて検査した

いと考えている．

X染色体からはこの他にもユニークな配列の

断片（7個）がえられているので，これからRFLP

を探すことが可能である．また，同じライブラリ

ーからさらにユニークな配列やRFLPプローブ

を探すこともできるので，さらに検討を続けるつ

もりである．

考　　　察

1985年7月にⅩ染色体の欠夫を伴うDMD患

者のDNAから欠失部分のDNAを単離する方法

が報告された1）．さらに8月には，この方法でえら

れたDNA断片を使ったDMDlocusの分析結果

が報告された2）．一方カナダのグループは転座に

伴うDMDの症例を1984年6月に報告し，これを

利用してDMDlocusにせまりつつある3）．今や両

グループがDMDlocusを解明するのは時間の問

題と考えられる．

一万，1984年11月にはOTC遺伝子がDMD遺

伝子の近傍にあり，DMD遺伝子のマーカーにな

ることが報告された．我々は，これらに従って

OTC遺伝子を使ったRFLPの研究を1985年1月

からはじめた．当初はOTCからDMDに向けて

Walkingすることも計画したが，DMD遺伝子の

研究が上述のように急速に進んでいることから，

当面は実用になりうるDMD用のRFLPプロー

ブを単艶することを目標にしている．

現在残念ながらOTCのRFLPをまだ検出し

ていないが，目下鋭意探索を続け，一刻も早く実

用に供しうるプローブを開発したいと考えている．

調べる試料の数を増せばRFLPを検出するのは

容易であろうが，こうして見出されるRFLPは出

現頻度が低く，実用的でないとの考えから，試料

の数は比較的少数（5－10人）に限定して探して

いる．

米国等の最近の進歩からすれば，OTCをもとに

したRFLPプローブは，もはや必ずしもよいプロ

ーブとは言えない．しかし，米国のプローブが必

ずしも自由に使えるわけではないので，自由に使

える日本独自のプローブの開発が必須である．

DMD遺伝子が明らかになっても，直ちにDMD

症の病因の解明にはつながらないであろう．DMD

症の病因の解明には種々の症例を調べ，遺伝子レ

ベルの研究と比較することが今後もっとも重要で

あり，このためにはプローブの開発が急務である．
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最近日本でも，中野，後藤，斉藤らによってⅩ

染色体の欠矢によるDMDの症例が報告されたが，

この症例はプローブを開発するための格好の材料

となる可能性が‾ぁる．
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12）常染色体劣性遠位型筋ジストロフィー（三好）における骨格筋
障害様式：CTによる検討

中　西　孝　雄＊

研究協力者　　水　澤　英　洋＊　小　林　史　杖＝

は　じ　め　に

常染色体劣性遠位型筋ジストロフィー（三好）

は，若い成人に発症し下肢筋を主に障害する遠位

型ミオバナーで，血清CKの中等度～高度の上昇

と筋線椎の壊死・再生を中心とするジストロフィ

ー様の組織所見を呈するものとして，本邦ではよ

く知られている．本症の筋障害様式については，

すでに下腿屈筋群が障害されやすいことが有名で

あるが，下腿筋以外での筋障害の分布や共同筋群

の中での個々の筋の障害についてはまだ充分には

検討されていない．我々は，本症の5症例につい

てCTを用いより詳細な骨格筋障害様式を検索・し，

特徴ある所見を得たので報告する．

症例および方法

症例は，表1に示すように男2例，女3例の計

5例であった．症例1－3は，両親がはとこ婚で

同胞10名中の3名であり，症例4，5も両親に血

族結婚を認め常染色体劣性遺伝に合致していた．

表1　症例のまとめ

1　　 1　　 2　　　　　　 3 4　　　 【　　 6

q 5・女 l 5 5 ・女 l　餉 は と こ蜂 ．全 ． 細 さ1●男　 父 言霊 ．甥 1 5 0 ・卑 ＿＿＿

■丙 1 い と こ 嶋

5 6 陣 没 上 聞 孟 し －」 壷 遥 遠 千 一＿＿一 二担 ＿＿

・走 行 能 力 低 下

－ 2年 ＿＿ ＿

＃ 段 上 井 田 t

l

5 ／5
5－／5　　　 5 ／5　 1 5 ／5

5‾／5

5－叫 ◆　　　　 5　　　　　 5　　　　 5 叫 5 －叫 ‾

（1 5 ．1 0 ）　　 （1 8 ．1 6 ）　　 t 5 6 ．5 5 1　　 （1 5．2 0 ） t l 上し 1 5 I

2◆／2◆　　　　 5■／5　　　　 r ／5‾ 2◆／2 2 ‾／】

2◆ハ　　　　 q◆／r　　　 r ／5
1 ／q 2 ‾／さ◆

2 ／2　　　 日 q‾ 1 5‾ル ◆　　　 2 ／2◆ 2 ‾／1

2‾八 一　　　　 q●／5‾　 1　 一一／5●　　　　 5‾／5 2 ◆乃 ‾

うー／5　　　　　 q‾／5‾　　 一　 句‾／5‾ 3－／5 ち ／q‾

祁　 二 不 能 ！ 誓

い ・） 」 ▼＿ 上 〉

不 爬

ト l

不 住

ト l

5 0も9 （5～うO I＿型 ．＿J 2 0 2 （＜6 0 ） ：1 8 2 6 tく∽ ）

l■　　雇／伸

上辰

■力（右．左：kg：）

靂帯　屈／伸

内／外

大農　庄／伸

下欄　慮／伸

足址　屈／伸

つま先立ち

、・∴ご∴、．

＊筑波大学臨床医学系神経内科

＊＊土浦協同病院内科

いずれも18－36歳で，階段上昇困難や走るのか遅

くなったなどの下肢筋力の低下で発症し，早期に

つま先立ち不能となった．

徒手筋力テストの結果はMRCスケールで表1

に示してある．それによれば筋力低下の特徴とし

て，これまで言われている，①下腿では後面の屈

筋群が前面の伸筋群より高度に障害されている，

ということのほかに，②症例1，4の進行例では

軽度ではあるが頸部の前屈が障害されている，（卦

股関節での屈曲・伸展はほぼ同程度に障害されて

いるが，内転・外転は明らかに内転が強く障害さ

れている，（彰大腿の屈筋・伸筋はほぼ同程度ない

しやや伸筋が強く障害されていることなどが認め

られた．また症例1では，下腿後面に著明な仮性

肥大を認めた．

筋障害の全般的重症度は，症例1が最も強くほ

とんど独歩不能，症例2は本年になって階段を昇

るのに困難を自覚し，症例3は医師に指摘されて

はじめて，「そう言われれば走るのが遅くなった」

という程度であった．症例4，5は，やや程度は

軽いがほぼ症例1に近い状態であった．

血清CKは，10－30倍と中等度～高度に上昇し，

症例2，4，5においては，EMGで典型的な

myopathic pattern，筋生検で筋線維壊死を主体

とするジストロフィー様の所見を認めた．以上の

臨床症状，検査所見より症例1～5はいずれも典

型的な常染色体劣性遠位型筋ジストロフィーと診

断された．

CTは，頸部は甲状軟骨のレベル，体幹は第3腰

椎のレベルでそれぞれ1横断面，腎部は鼠径敬帯

中央と恥骨結合のレベルで2横断面，大腿は近位，

中央，遠位，下腿は近位，貴大径レベル，遠位の
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各レベルでそれぞれ3横断面の撮影を行った．筋

障害は筋横断面積の減少（萎縮）とlow density

〔LD〕（脂肪化）を指標にして判定した．なお上肢

については，筋力低下が軽いこと，骨によるアー

チファクトが生じやすく必ずしも正確な評価がで

きないことなどから今回は検討の対象とはしなか

った．

結　　　果

頸部では，症例1で胸鎖乳突筋や後頸部の諸筋

図1　第3腰椎レベルでの体幹部CT

が障害されていた．ただし，前屈筋力の低下して

いた症例4を含め，ほかの症例では明らかな異常

は見られなかった．

体幹では，固有背筋が仝例で障害されていた．

軽症の症例2，3では外側の腸肋筋にごく軽度の

LDを認めるのみであったが，症例1，4，5では

内側の背最長筋も中等度～高度に障害されていた．

さらに症例1では，大腰筋がよく保たれているの

に対して，腰方形筋が高度に障害され，腹直筋や

内腹斜筋も軽度に障害されていた（図1）．
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図2　鼠径勒帯中央レベルでの腎部CT



腎部では，症例2，3は小腎筋の一部に限局性

のLDを呈するのみであったが，症例1，4，5は

小背筋＞中背筋＞大背筋の順に強く障害されてお

り，大腿筋膜張筋も高度の変化を示した（図2）．

大腿では，全例で明らかな変化が認められ，筋

群として比較した場合，大腿四頭筋も屈筋群や内

転筋群と同程度に障害されていた．大腿四頭筋の

中では大腿直筋が比較的よく保たれており，ほか

の3筋はほぼ同程度に障害されていた．症例2

－5では，屈筋群・内転筋群の一部が肥大Lhigh

density（HD）となる所見を認めた．とくに縫工

筋，薄筋によく見られるが，長内転筋，大腿二頭

筋，半膜様筋，半腱様筋にも認められた．症例1

は，非常に高度に脂肪化しており肥大は明らかで

はないが，一部にHDの傾向が残存していた（図

3）．

図3　大脇中央レベルでのCT

下腿では，仝例で顕著な変化が認められ，前腰

骨筋，址伸筋，豚骨筋はよく保たれ，ヒラメ筋，

俳腹筋が高度に障害されていた．症例1，4，5

では，伸筋群にも変化が及んでおり，とくに症例

1では豚骨筋もほとんど脂肪化していた（図4）．

考　　　察

CT所見をまとめると以下のようになる：①下

腿では，屈筋群が高度に障害されるが，伸筋群は

よく保たれる．これは筋力テストの結果と一致す

るが，それから予想されるよりはるかに大きな対

比を示し，進行例から軽症例に至るまで一目瞭然

である．②大腿では，大腿四頭筋も屈筋群・内転

筋群と同様に高度に障害される．③縫工筋，薄筋，

長内転筋，大腿二頭筋，半膜横筋，半腱様筋，あ

るいは大腿直筋の一部分または全体が肥大L HD

－101－

図4　下腿最大径レベルでのCT

上から順に症例3（軽症），症例2（中

症），症例1（重症）とならんでい
る．

説明は本文参照．



を示す．これは病期が進むとLDに変ってゆくが，

これらの筋のdensityは末期まで保たれやすい．

④腎部では，小腎筋の限局性のLDが軽症例でも

認められた．重症例ではさらに中腎筋，大腎筋へ

と障害が進展する．⑤体幹では，固有背筋が外側

から内側へと障害されやすい．進行すると腹壁の

筋や腰方形筋も侵されるが，大腰筋はよく保たれ

る．⑥頸部の筋は，進行例では障害されうる．

今回検索した症例は5例と少ないが，程度の差

はあるものの全例きわめて類似した所見を呈し，

また文献上DeVisserの弧発例3例の報告でも同

様の所見が得られていることから，これらは本症

に特徴的な所見と思われる．しかも症例3で明ら

かなように，筋力低下が軽度で患者の訴えがほと

んどない時期でも，CT上明瞭にこの特徴的所見

が認められており，CTは本症の診断上きわめて

有用であると思われる．とくに，本症と同様に若

年成人に発症し，下肢遠位筋が主に障害される

rimmed vacuole型遠位型ミオバナーとの鑑別上

重要である．すなわち，後者は，下腿では伸筋群

が強く障害され，大腿では屈筋群・内転筋群は侵

されても大腿四頭筋はよく保たれ，さらに大腿で

の特定の筋の肥大やHDは認められず，下肢に関

しては本症と全く異なるCT所見を呈するからで

ある．

最後に，所見③については，代償性肥大と考え

られておりDuchenne型，Becker型あるいは肢

帯型筋ジストロフィーでよく認められている．こ

れらの疾患と本症とに共通するものとしてはほか

に，筋線経の壊死・再生を主体とするジストロフ

ィー様の筋変性過程があり，CT上の代償性肥大

所見と何らかの関係を有している可能性があると

思われる．

ま　　と　め

1）常染色体劣性遠位型筋ジストロフィー（三

好）5例について骨格筋CTにより検索した．

2）CTにて特徴的な筋障害様式が認められた．

すなわち，下腿では著明に屈筋優位に障害され，

大腿では伸筋・屈筋群・内転筋群ともに障害され

るとともに縫工筋，薄筋，長内転筋，大腿二頭筋，

羊膜様筋，半腱様筋，大腿直筋に肥大とhighden－

sityが認められた，などである．

3）筋力低下が顕著となる前にCT上明らかに

特徴的所見が認められ，CTは本症の診断上きわ

めて有用であると思われた．
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13）神経筋疾患におけるUltrasoundimaging

一超音波顕微鏡およびEMG－guided biopsy needle

の臨床応用一

田　代　邦　雄＊

研究協力者　　松　浦　　　亨♯　北　川　まゆみ＊

森　若　文　雄＊　島　　　功　二＊

目　　　的

神経筋疾患の新たな画像診断法として，BJ

mode超音波画像（以下UI）が有用であることを

既に報告してきた1）2）3）．しかし一方UIによって表

示される画像情報は組織における隣接した妓体問

に音響インピーダンスの差が存在する場合これら

の差を反映する相対的表示法であるために2）UI

を用いた組織診断が可能であるか否かについては

依然問題が残されている4）．今回われわれはUI上

の異常所見が組織レベルでのどのような変化に対

応して発現するのかその機序を明らかにするため

超音波顕微鏡（Scanned acoustic microscope：

以下SAM）を用いて検討した．

さらにUI上異常を呈する組織における電気生

理学的所見と組織学ならびに組織化学的所見間の

有機的解析を実現すべくEMG guided biopsy

needleの開発を試み，その臨床応用を行なって有

意な結果をえた6）のであわせて報告する．

Ⅰ　超音波顕微鏡による各組織超音波吸収度の

検討

方　　　法

多発性筋炎（急性および慢性期）Werdnig－Hoff一

mann病，筋萎縮性側索硬化症，脊髄性進行性筋萎

縮症などの症例から得られた生検筋で，生検直後

isopentaneを媒体として液体窒素中で急速凍結

し，その後20耳に調整した横断切片を試料とし，水

を超音波媒体と　した反射型超音波顕微鏡

＊北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門

（Nikon／HONDA AMS3400）をもちいてこれら

切片中の各組織の超音波吸収度の測定とその分布

を観察したのち同一あるいは連続切片にHE染

色，一部は他の日常的組織化学染色をおこなって

両者を対比することにより検討した．SAMの供

用周波数は220MHz，一部は110MHzであり

CRT上に8階調のグレースケールで表示し，その

画像をフイルムにおさめた．SAMには2個の対

門トランスデューサーを用いた透過型と単一トラ

ンスデューサーで送信および受信の双方を兼ねる

反射型があるが今回は後者を使用した5）．

結　　　果

SAMの音響レンズ焦点深度はステージを上下

することにより可変である．焦点深度を試料表面

に設定すると組織断面の収縮による曲面形成のた

め位相差が生じ断面に等高線状に干渉線が出現す

るため，観察にあたっては表面の曲率の影響を除

外できる程度まで＼焦点深度を内部に設定すること，

およびステージグラスが可能なかぎり均一な平面

であることが必要であった．固走法は軽く風乾す

る程度で十分であったがエタノール固定をおこな

うと各部の超音波吸収度の大小関係は保たれたま

までコントラストが強調される画像が得られた．

ただし実際にUIで観察される事象は未固定の状

態の組織における超音波の挙動であるため，国定

はおもに風乾のみで行ないできるだけ現実に近似

させた．

図1AにSPMA症例よ　り得られた生検筋の

SAM像を示す．下段の曲線は上段に表示される
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図1　SPMA症例の生検筋SAM像．220

MHz．lA：a－b間のⅩ軸スキャンによ

って得られた超音波吸収曲線を下段に示

す．曲線上超音波吸収度の大きい部分（矢

印）が上段二次元画像の明度の低い筋細

胞に対応している．lB：音響レンズの焦

点深度を試料表面にあわせると表面の曲

率によって等高線状の干渉縞があらわれ

る．（グレースケール32階調）

図2　Werdnig－Hoffmann病．　2A：SAM（220MHz），2B：HE（×100）．残存する筋

細胞群（a），萎縮した筋細胞群（b），器質化した結合組織（C）．
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組織像のa－b間をⅩ軸スキャンして得られた超

音波吸収度を示し，その値は右に表示されたグレ

ースケールに対応している．スケールの明度が高

いほど超音波の吸収が少ないすなわち反射率が大

きいことを表わしており最上部はステージグラス

による吸収値にて補正されている．このⅩ軸方向

のスキャンをさらにY軸方向にもおこなうこと

によって上段に示す二次元画像が構成される．下

段の曲線上超音波吸収値の大きな部分（矢印）は

a－b上の超音波吸収度の大きな細胞を反映してい

るのがわかる．図1Bは試料表面に焦点深度をあわ

せた画像であり，等高線状の干渉縞が認められる．

WerdnigLHoffmann病の症例におけるSAM

像とmechanical scan後の同一切片HE染色像

A HE（×100）

を図2ABに示す．HE像にはmechanical scan

による細部の粗鞍化が認められるがおおまかな構

築を対比できる．残存する筋線維群は中等度の超

音波吸収度で表示され（a）島状に群化して存在し，

萎縮におちいった筋細胞群はSAM所見上は，よ

り超音波吸収度の高い灰色の部分として描出され

る（b）．また，残存する筋細胞群を取り囲むように

して厚く増生した器質化された結合組織はSAM

においては非常に低い吸収度，ことばをかえれば

高い反射（白）をもって示され，この条件下では

ガラス面の反射との間で判然と区別がつかないほ

どである（C）．このような慢性の神経原性変化を呈

する他の症例についても同様の結果を得た．

筋原性変化，ことに急性期の多発性筋炎では図

B SAM．

図3　急性期多発性筋炎．　3A：HE（×100）血管周囲により優勢な結合組織の増生と軽

度の細胞浸潤を認める．　3B：SAM（110MHz），同部では高い超音波吸収度を示

す（黒）．
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3に提示するように血管周囲を中心としてまだ器

質化されていない浮腫ないしは蛋白漏出を思わせ

る高い超音波吸収度を呈する結合組織の変化が微

細な筋膜間に及んでいるのが確認された．その詳

細については別途報告する3）．

ついで筋細胞自体について検討した結果を示す．

図4は脊髄性進行性筋萎縮症の症例よりえた

NADH－TR（4A），および同部のSAM像（4B）

である．NADH－TR染色によって浪染するtype

I fibers（矢印1）はSAMにおいても高吸収度

を示しtypeII fibers（矢印2）に比較してやや

低い明度で表示される．また正常構築をたもつ結

合組織（矢印3）はいずれの筋細胞よりも低い超

音波吸収度を呈するが，慢性に増生し器質化した

結合組織のそれに比較するとやや吸収の程度は大

きい．図5は慢性期に移行した多発性筋炎の組織

所見である．さきに述べた急性期多発性筋炎の所

見に比較すると，高い超音波吸収度を呈する結合

組織の変化はむしろめだたなくなり器質化が進ん

だことが示唆される．一方筋細胞自体に関してい

えば，前述の例と同様にNADH－TRによって浪

染するtypeI fibersはSAM上高吸収度の細胞

として，またtypeII fibersはより明るい細胞と

して描出され細胞の径の減少などの萎縮性変化の

存在する場合においてもその特徴に明らかな変化

を認めなかった．

図4　SPMA．4A：NADHrTR（×100），4B：SAM（220MHz）type I fiber（矢印

1），tyPeII fiber（矢印2），および正常結合組織（矢印3）を示す．
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A

図5　慢性期多発性筋炎．　5A：NADHrTR

者においてtypeI fiberおよびtype

以上の結果は以下のようにまとめられる．すな

わち（刃超音波吸収度は急性炎症をともなういまだ

器質化されない結合組織増生部＞＞筋細胞＞正常

構築をたもつ結合組織＞慢性に進行した器質化を

ともなった結合組織増生部の順に大きい．特に急

性期多発性筋炎の結合組織においては著明な超音

波吸収度の増大が認められる．伯）神経原性変化に

おいてほほほ均一な低超音波吸収度を示す結合組

織に取り囲まれるように正常構築をたもつ筋細胞

群がいわば島状をなして分布する．の筋細胞間で

はtype I fibersの超音波吸収度はtype II

fibersのそれに比して大きかった．

考察および結論

B－mOde UI像は隣接する媒体間に固有音響イ

ンピーダンスの差異が存在する場合にそれらの境

界部分において生じた超音波の反射波を画面上に

B

（×100），5B二SAM（220MHz）．この両

II fiberはよく相関している．

再構成することによって表示される．したがって

UIによってえられる画像情報，とくに輝度は相対

量であり，このことがUIをもちいた場合の組織

診断（tissue characterization）を論ずるうえで

の問題点であった．この問題はUIによる画像を

解釈するうえで基礎をなすものであるが今回のわ

れわれのSAMをもちいた検討では従来の巨視的

あるいはinvitroでの報告と同様に結合組織と筋

組織間に明らかな固有インピーダンスギャップの

存在することが示された．この事実は両者の境界

部分において超音波の反射散乱を生じ，特に重層

した結合組織からなる筋膜はその内部においても

インピーダンスギャップが存在するために正常で

あってもUI上，像として同定される．一方筋細胞

においてはtypeI fibersとtypeII fibersとの

間で軽度の固有音響インピーダンスの差異を認め

るものの人においては通常これら筋線経はコンパ
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タトなモザイク配列をとるために，軽度の

echogenicityを呈するのみであると考えられる．

神経原性変化では組織レベルでは脱神経状態とな

り群化萎縮におちいった筋線維群をおきかえるよ

うに慢性の強い器質化した結合組織の増生を生ず

るが残存する線維群ならびに神経再支配をうけて

fiber type groupingを呈する線維群はむしろ結

合組織のカプセルに取り囲まれるように均一に集

ぞくして存在するためその内部でのインピーダン

スギャップは少なく，この結果はUI像において

筋線維群と増生した結合組織の間での層状構造の

形成として反映されるものと思われる．さらに多

発性筋炎では，とくに筋膜近傍を主座として生じ

た非常に高い超音波吸収度を示す炎症にともなう

結合組織の変化がより細部の筋線維間筋膜にも波

及するため筋線経との間に微細なecho signalを

発生しその結果び慢性のechogenicityの上昇お

よび筋膜像の同定不良を引き起こすと考えられる

が，散在する変性線維自体のインピーダンス変化

もまた関与する可能性がある．

以上述べたごとく各疾患の組織における音響イ

ンピーダンスの分布はかなり特徴的であり，それ

らは組織学的所見とよく対応するといえる．組織

学的な変化にはある程度の疾患特異性があり，ま

た病期に応じてその所見も変化するものであるか

らUI所見によって神経筋疾患の病型および病期

の診断をおこなうことは十分に可能となるであろ

う．

II EMGTguided biopsy needleの開発

UI上異常を呈した組織の的確なsamplingと

同部での電気生理学的所見を関連させて検討する

目的でEMG－guidedbiopsyneedleを試作し臨床

応用を行なった．その詳細は別途報告する6）．

Sampling部のドリフトはほぼ無視することがで

きsamplingerrorもなく，さらに改良をくわえる

ことによって将来的には単一筋線維レベルの解析

への発展が期待される．
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14）いわゆるrigidspinesyndromeの臨床像と予後

後　藤　幾　生＊

研究協力者　　石　本　進　士＊　山　田　　　猛＊　北　口　哲　雄＊

は　じ　め　に

Rigidspinesyndrome（RSS）は，脊柱の屈曲

制限と関節の可動制限（とくに肘関節の伸展）を

特徴とする比較的良性の稀な筋疾患である1）．私

達は以前に本症と考えられる3症例を報告し，臨

床経過の異なる症例の存在を示唆した2）．今回，臨

床上Emery－Dreifuss muscular dystrophy

（EDMD）と考えられる一1例を経験し，RSSと

EDMDの臨床像，予後，筋病理について比較検討

を加えた．

症例の比較

RSSの3例とEDMDの1例の臨床経過および

検査所見をまとめると，全て発症年齢は6歳，男

性で症例4のEDMDのみ家族性（兄に同疾患）で

他は孤発例である．筋萎縮と脱力はRSSの内，症

例1は軽度，他の2症例は著明であった．経過も

症例1は良好で，発症後19年後の現在もほとんど

症状の進行なく全く正常の社会活動を営んでいる

が他のRSSは，脊柱・関節運動制限・筋萎縮・脱

力共に進行し，症例2は18歳時，症例3は15歳の

時に突然死した．EDMDの症例4もしだいに症状

は進行し，29歳時心ペースメーカーを装着してい

る．血清CK値はEDMDは正常範囲，RSSはいず

れも中等度の上昇を示した．心電図はEDMDは

完全房室blockを示したが，RSSは症例2，3で

経過中洞性頻脈を認めたのみで，いずれも心伝導

障害は認めなかった．

筋病理所見（図11

RSSの3症例の筋病理の詳細は以前に本会議

＊九州大学医学部脳研神経内科

にて報告2）した．各症例毎の比較では，筋変性の程

度はRSSの内，症例1はごく軽度なのに対して，

症例2，3は著明，症例4のEDMDは軽度であっ

た．筋線経の大小不同も，症例1は軽度，症例2，

3は著明で，症例4は中等度であった．特に症例

2，3は，多数のCytOplasmic bodyを認め，一

部問質に炎症性細胞浸潤，空胞変性を認めた．筋

fibertypeの異常に関しては，RSSの内，症例2，

3に軽度のtypegroupingの傾向を認めたのみで

明らかな異常を認めなかった．一方EDMDでは

typel fiber predominanceを認めた．

考　　　察

RSSは遺伝歴や心伝導障害のないことで

EDMDとは一応区別されている3）．しかしRSS

の中にも心異常を合併するもの，また家族性のも

のも報告されており，必ずしもその区別は明らか

でない症例もある4）．今回のRSSとEDMDと思

われる症例の検討より，いわゆるrigidspine症状

とミオパテーを呈する疾患群で，心伝導障害，遺

伝性などの有無で，RSSとEDMDとは区別しう

るのではないかと考えられる．しかしこのRSS

の中には，予後不良な型（症例2，3）と予後良

好な型（症例1）があり，この区別は，臨床上，

筋脱力，萎縮の程度，筋病理所見での筋変性の程

度とも各々対応していると考えられる．今後両群

の症例の蓄積が必要と考えられる．

文　　　献

1）Dubowitz，Ⅴ．：Someunusualneuromuscular

disorders．inWaltonJN，Canal N，Scarlato
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International Congress（May19721，1969，
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図1　左上：症例1　RSS H＆E染色　×150

右上：症例2　RSS H＆E染色　×150

左下：症例3　RSS H＆E染色　×150

右下：症例4　EDMD H＆E染色　×150

Case　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　2　　　　3　　　　4

Age
Sex

Age of onset（years）

Djagnosjs

FamHy hjstory

Progression of symptoms

Muscle weakness and atrophy
CK elevation

25　　　18　　　15　　　　30

male male male male

6　　　　6　　　　6　　　　6

RSS RSS RSS EDMD．

＋

（death）（death）

＋　　　　　十十十　　　　＋十十　　　　十十＋

十十　　　　　　十十　　　　　十十　　　　　十＋

Muscle histology

fiber sjZe VariabHjty　　　＋　　　＋＋＋

increasedinternal nuclei　　±　　　　　十

necrotic fibers　　　　　　　　　±　　　　＋＋＋

increased connective tissue　±　　　＋～＋＋

ECG（A－V blocks）

RSS＝　the rigid spうne syndrome

EDMD：Emery－DIteifuss muscular dystrophy

Very rnild±；mild＋；mOderate＋＋；SeVere＋＋＋

＋
　
十
　
十
　
十

十
　
十
　
十
　
十
　
●

十
　
十
　
十
　
十

十
　
±
　
十

十
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15）Sarcotubular myopathyの一例

茂　在　敬　司＊

研究協力者　　阪　本　京　子＊＊

小　西　慎　吾＊

岩　越　美　恵＝　美　濃　　　真＝

河　村　　　宏＊

緒　　　言

JeruSalalemら1）は，1973年，先天性非進行性ミ

オパテーの同胞例で，組織化学的および電顕的に

Sarcotubular systemに由来するVacuoleの形

成を認める疾患をSarcotubular myopathyとし

て報告した．以後，現在までに同症例の報告は一

例もない．

今回我々は，同様所見を呈する一孤発症を経験

したので報告する．

症　　　例

症例：N．Y．6歳　女児

主訴：走るのが遅い

家族歴：息児は3人姉妹の2番目で，姉妹は健

常．両親は血族結婚ではないが，愛媛県八幡浜市

穴井の同村の出身であり，両家とも3世代に逆の

ぼり筋力低下を示した者はない．

既往歴：特記すべきこと無し

現病歴：満期，正常分娩にて出生．生下時体重

3460gであった．定頸4カ月，つかまり立ち12ヵ

月，独歩1歳4カ月であったが，2歳過ぎ頃，何

かにつかまらないと立ち上がれない，ころびやす

いことに気付かれ，3歳を過ぎても手すりを持た

ないと階段を昇降出来ず，歩くのも遅いため，某

院にて検査を受けたが異常は認めなかった．しか

し，その後も他児に比し，常に走るのが遅く，6

歳になっても片足立ち，スキップが出来ず，階段

の昇降も時間がかかっており，小学校入学i；際し，

共同生活が送れるかどうか心配し，外来受診とな

＊大阪医科大学第一内科

＊＊大阪医科大学小児科

る．

入院時現症：身長108．4cm，体重18．6kg，体格

はやややせ型で，顔貌はやや表情に乏しく，肩甲

骨下の筋は軽度萎縮し，両側膵腹筋は軽度仮性肥

大を認めた．（図1）．胸部所見には異常を認めず，

肝脾腹も触知しなかった．皮膚にはリンパ節の腫

大なく，発疹発赤等も認めなかった．神経学的に

は，深部膝蓋腱反射の消失を認める以外には他の

深部反射に異常なく，病的反射もなく，知覚は正

常であった．筋力は，軽度の左右差はあったが，

MMTは全身性に4～4＋程度で，中でも近位筋

群により低下の傾向がみられた．

検査所見では，血液一般検査，検尿は異常なく，

血液生化学は，CPK88U／L，CPKisoenzyme：BB

2％MB3％MM93％Alb2％，Aldolase5．6

U／L，GOT36mU／ml，GPT23mU／ml，LDH304

mU／ml，ALP153mU／ml，Na140．OmEq／L，K3．6

mEq／L，CllO3．OmEq／L，HCO。25．8mEq／Lであ

った．血清クレアチン1．22mg／dl，血清クレアチニ

ン0，5mg／dl，尿クレアチン401．6mg／day，尿クレ

アチニン413．1mg／day，又，CRP O，RA（r）LE

テスト，抗DNA抗体，Total ANAいずれも陰

性であった．その他，レントゲン心電図に異常な

く，眼底，視野，平衡機能のいずれも正常，脳波

正常，心理テストはIQ92であった．

筋電図は，近位筋，遠位筋共に弱～中等度収縮

期にlow voltage，Short durationのNMUがや

や多く，筋原性に近いパターンであった．

運動神経伝導速度は，1－perOnealN．54．5m／S，

γ－radial N58．3m／Sであった．

〔筋生検光顕所見〕　大腿四頭筋の筋生検で，

トリクローム染色ゴモリー変法，HE染色では，筋
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図1　患者全身像

肩甲骨下の筋萎縮，両側勝腹筋の軽度仮性肥大を認める．

線経の大小不同とともに，多数の小空胞を有する

筋線経が，散在性に認められ，preincubation，

pH9．4のATPase染色標本では，空胞はtypeII

線維優位に認められた（図2）．ちなみに，typeI

は6％強，typeIIは17％に空胞を認めた．なお，

acid phosphatase，PAS，alcian blue，CreSyl

Violet，Oilred O，Sudanblack B，いずれの染色

においても，空胞内に陽性物質は認められなかっ

た．

〔筋生検電顕所見〕電顕的には，筋原線維間に

種々の大きさの多数の空胞が集属し，その限界膜

が所々で不明瞭化し，一部は融合している（図

3）．

さらに強拡大でみると，空胞出現の比較的軽い

所で微細な顆粒様物質を含む．cisternの拡大した

SRと思われる構造が，空胞と混在して認められ，

空胞にはさまれて，T－tubeと思われる構造が観

察された（図4－a）．

またある所では，明らかにtriadの形態を残し，

SRの空胞化傾向が認められた（図4－b）．

なお，ミトコンドリアの形態はよく保たれ空胞

形成の特に著明な一部を除いて，筋原線経の構築

も全般的によく保たれていた．以上のことより，

空胞はsarcotubular system特にSRに由来する

と考えられた．

考　　　察

本症例は，幼児期に気付かれた非進行性の近位

筋優位の筋力低下を呈し，血清筋原性酵素の上昇

を示さず，筋電図は，軽度の筋原性パターンを示

す先天性非進行性ミオパテーと考えられる症例で

あり，さらに組織学的にtypeII線雄優位にSRに

由来すると思われる空胞を認めるvacuolar
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図2　ATPase染色（preincubation

pH9．4）×200，type2fiber優位に空
胞が認められる．

図3　空胞を認める筋線経の電頭像（uranyl

acetateandleadcitratestaining）筋

原線維問に種々の大きさの空胞が多数

集属して認められる．

図4　空胞出現の比較的軽い部位の電原像．

myopathy例である．

一般的にVaCuOlar myopathy2）3）4）における筋

線維内の空胞変性自体は，特異的な変化ではなく，

従ってvacuolar myopathyを呈するものには

種々の疾患が含まれており，文献的にはsteroid

myopathy3），pOlymyositis3），periodic

paralysis5）6），SyStemiclupus erythematosis4），

Chloroquine myopathy2）6），SarCOtubular

myopathyl），distal　myopathy3）7），parOXySmal

myoglobinuria3），glycogen storage disease3），

steatorrhea8）などが挙げられる．そのうち，空胞

の内容物，限界膜の性質，SarCOtubularsystemと

の関係より，特にj監別を要するものとして，Chlor－

Oquine myopathy，distal myopathy，SterOid

myopathy，periodic paralysIS，SarCOtubular

myopathyが挙げられる．

Chloroquine myopathyのvacuoleは内容に

myelin body等の変性物質を含み，autOphagic

VaCuOleの形態を呈し，本症例には，Chloroquine

投薬の既往もない．distal myopathyもauto－

phagicvacuoleの形態を示し，本症例のvacuole

とは全く異なる．steroid myopathyは，typeII

fiber内にvacuoleを認めるが，同時に異常ミトコ

ンドリアなども混在し，又副腎皮質ホルモン投与

の既往もなく，臨床像からも否定できる．周期性

四肢麻痺のVaCuOleは，SR由来ではあるが，電解

質正常であり，臨床像が全く異なっている．

残るsarcotubularmyopathyは，Jerusalemら

により報告されたもので，幼児期に発症し，非進

行性の筋力低下を示し，筋原性酵素は，弟は正常

で，兄はCPK360U／L（正常71U／L以下）と増加

していた．筋電図は，弟は正常，兄は筋原性変化

を認めた．又筋生検所見で，多数の大小不同の

VaCuOleの出現がみられ，それはtypeIIfiber優

位に認められ，さらに電顕的にvacuoleがSR

associated ATPase活性などにより，SR由来で

あり，空胞内は特殊染色で陰性であった．

本症例は，彼らの報告と比較してみると（表

1），臨床像において，幼児期発症の非進行性の筋

力低下である点，検査所見において，筋原性酵素

が高くなく，筋電図で筋原性変化を示す点，筋生
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表l SarcotubularMyopathyと本症例における
臨床像，検査所見の対比．

Sarcotubular

Myopathy三　本　症　例
（JeruSalemら）

家族内発症　　　　　2同胞男子　　　　（－）
血族結婚　　　　　　　（＋）　　　　　（－）

発症時期（独歩：兄1仙t，弟18M：16M

月齢）

経過　　　　　　　　非進行性　　　　　非進行性

筋力低下部位：兄：下肢近位鼠前提：全身性，特に
骨筋頸部屈筋：近位筋優位

：弟：四肢近位筋，顔日
面筋頸部屈筋：

CPK

EMG

筋生検所見

空砲内特殊染色

洪墓相anellae

兄：軽度上昇
弟：正常

兄：筋原性
弟：正常

筋線維間の空胞変性

（恥Ⅰlfib汀に優位）
陰性
SR

（－）

正常

筋原性（±）

筋線維問の空砲変性

（恥ⅠIfit麗rに優位）

陰性
SR

（一）

検所見像においてSR由来のvacuoleを認める点

が一致することから，本症例をsarcotubular

myopathyと診断した．ただ，今回の我々の報告例

は孤発である点が異なるが，両親が非常に小さな

同村の出身である点を考えれば，常染色体性劣性

の可能性は否定できない．

本症の病因は，不明である．現在，筋収縮機構

の生理や化学9）に関しては解明されつつあるがま

だ不明な点が多い．なかでもSRに関しては，Ca

のとりこみや放出が知られているが，詳細な機能

については不明である．本症の病因，病態の解明

は，正常の筋収縮機構を考える上でも興味深いも

のと思われ，今後の症例の集積が望まれる．
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16）遠位性筋萎縮を示す多発性筋炎の5症例

斎　田　孝　彦■

研究協力者　　斎　田

小牟礼

恭　子■　久　野　貞　子■

修■　岩　村　京　子■

一般に多発筋炎は亜急性に発症し近位筋を侵す

特徴がある．最近私達は緩徐進行性で，かつ主と

して遠位筋を優位に侵す多発筋炎を経験したので

報告する．

症例1のJH（表1）は，49歳の男性で3年前よ

り時々膝がガタンとなる等の両下肢の筋力低下に

気づいていた．約1年前より階段が昇りにく　くな

り，又両手でボタンが止めにくい，字が書けない，

表1

紘過

タオルがしばれない等の症状が出現してきた．特

に皮膚に異常は認めなかった．筋力は両側手指・

手首，両側下腿筋群，上腕二頭筋，大腿四頭筋で

著明な萎縮と低下を認めた．Gower，s Signは陽

性，かかと立ち，つま先立ちは不能．CKは826と

中等度上昇し，他に血中のIgG高値，CH50の低

下，抗SS－A抗体陽性であり，シェーグレン症候

群の存在が疑われた．針筋電図はmyopathicpat－

ステロイド

性　年齢　　年故　　　　　　郎位　　　　　CIく　　　その他の所見　　　　　　反応性　　　転帰

M　49　　　3

S N

T O

YM

AN

KH

MT

M　80　　1．6

M　68　　　5

M　37　　0．6

M　17　　1．7

手．上腕二田筋　　826　1gG4200
下随．大殿四用脇　くく230）　CH6012

SS－入坑は1本×266

足．下血．帽帯　　204　　持場店
くく80）

手．足．下揖　　　380　　高血圧症

大腿四相場　　　　（く80）　心不全

上腕二関脇　　　　　　　　　　ESR．100

足．下限．手　　　740　　Et・I gGX820

上腕二用筋　　　　　くく80）　RAHAX160

足．下腿．手　　1890　　なし

は帯　　　　　　　　くく260）

不明　　　突出死
（糟神異常）

短慮あり　　癌死

軽度あり　　軽度悪化

良好　　　　治癒状態

軽度あり　　不変

F　27　　　8

M　24　　　6

足．下殿．手　　　126　　なし

は帯，上腕　　　．（く80）

足．下血．憎帯　　690、　なし

上院　　　　　　　　くく230）

＊国立療養所宇多野病院臨床研究部神経内科
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ternにneurogenicの要素を混存していた．筋生

検では，筋一次束は中等度に破壊され，内報内に

強い単核細胞を中心とした細胞浸潤があった．筋

線推大小不同，断裂，核内方転位及びrimmed

vacuolesがみられた．鞘内に血管増生があり細動

脈中心性に炎症細胞浸潤があった．又まれに好酸

性封入体が細胞質内にみられた．ATPase染色

pH9．4では，Ⅰ・ⅠⅠ型ともに小径化していた．

症例2のSN（表1）は，80歳男性で1年前より

カバンが重くて持てなくなり，やがて階段が昇り

にくくなり来院した．診察では，握力6kgで鶏歩歩

行著明で，足指，手指の著明な筋力低下と軽度の

腰帯筋群の低下がみられた．CK値は中等度に上

昇していた．筋生検では，筋一次束の中等度の破

壊と血管の増生，血管周囲への細胞浸潤，筋線経

の断裂，核内方転位，Rimmedvacuolesがみられ

た（図1，図2）．再生線経も散見された．

症例3のT．0（表1）は，66歳男性で1約5年前

より膝の脱力，階段昇降困難，握力低下，つまづ

き易い等の症状が出現し，徐々に進行した．手指・

足・下腿・肩甲・腰帯筋群の筋力低下と萎縮がみ

られた．CKは軽度上昇し，筋電図は筋原性変化を

示していた．合併症として赤沈の上昇，高血圧症

と心不全があった．筋生検では筋線経の大小不同

と筋内三輪での強い単核細胞を中心とした糸田胞浸潤

があった．萎縮した筋線経にはrimmed－VaCuOles

がみられ筋線経の断裂，核内方転移も認められた．

エボン包埋切片でautophagicvacuolesと思われ

るものが多数認められ，電顕像で，membranous

bodyがみられた．

症例4のY．M（表1）は，37歳の男性で約半年

前に感冒様症状があり，その後徐々に手指の伸展

不能，重い物が持てない，カメラのシャッターが

押せないという症状があり，次第に階段昇降困難

が出現した．診察ではかかと歩き，つま先歩きが

不能又は拙劣で手指，前腕及び下腿筋群の筋力低

下と萎縮があった．握力は7kgであった．CKは中

等度上昇し，EBウイルス抗体価が×320，RA陽

性であった．筋生検では，著明な筋束の破壊と細

胞浸潤，筋線経の小円形化がみられた．細胞浸潤

は小血管周囲に著明な傾向があった（図3）．多く

図1　症例SNの筋生検像，筋束の破壊，筋

鞘内への細胞浸潤，筋線経の大小不同，

断裂と筋核内方転位がみられる．HE

染色　×160

図2　症例SNのエボン包埋切片．筋線維内

にautophagic vaculesが多数みられる．

トルイジン・ブルー染色　×160

図3　症例YMの筋生検像．筋鞘内へ著明な

細胞浸潤，細動脈周囲炎，筋線経の小

円形化と多数のrimmed vacuolesを

認める．HE染色×160
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の筋線椎にはautophagicvacuolesがみられた．

同一筋の少し散れた所からの生検では，筋線経の

萎縮，断裂が認められた．間接蛍光抗体法にてIgG

を染めると筋線維周囲と問質に散在性に陽性反応

がみられたがIgAはnegativeだった．C3の染色

では血管内壁及び問質がうすく染色された．

症例5のA．N（表1）は，17歳男性で約1年前

より剣道をする時につま先立ちが出来ない事に気

付いた．又最近では握力の低下と字が書きにくい

と言っている．診察では手指及び前腕，下腿筋群

の筋力低下，特に下腿筋の萎縮があった．CKは中

等度に上昇していた．筋生検では，筋束内小血管

周囲に細胞浸潤がみられ，筋線経の大小不同，断

裂，著明なRimmed－VaCuOlesの存在，核内方転位

がみられた．以上の筋生検所見をまとめると（表

2）各症例ともに共通して筋束内への細胞浸潤，

細動脈炎を思わせる血管周囲への細胞浸潤，筋線

経の小円形化，筋束周辺の筋線経の萎縮，Rimmed

vacuolesの存在，核内方転移，筋線経の断裂がみ

られた．細胞浸潤と細動脈炎を思わせる以外の所

兄は下二段に示したRimmed vacuolesを伴う

Clistalmyopathyの所見と比較的共通している．

これらの遠位型優位を示す慢性多発筋炎に対し

ての，副腎皮質ホルモンによる治療の反応性をみ

ると，細胞浸潤の顕著であった一例のみが，著効

を示し治癒状態に入っている．症例1のJ．Hはプ

レドニン40mg開始一週間後，精神異常を釆たし

突然死しているが，他院の症例で詳細はわからな

い．症例2は，筋症状は軽度の改善がみられたが

窟死している．症例3及び5は，不変又は軽度の

悪化がみられている．鑑別診断としては，In－

Clusion body myositis及びrimmedvacuolesを

伴うdistal myopathyが考えられる．Inclusion

body myositisも緩徐進行性で，男性に多く，又

遠位筋を優位に侵す傾向があり，今回の5例の中

の第一例と二例が，非常によく似ている．これは

電屍頁的に18nmのfilamentous massを核内又は

細胞質内にみつける事が，今の所，診断基準とな

っているので今後検索の予定である．Distal

myopathyとは炎症細胞浸潤が殆どみられない事

表2　筋生検所見
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から区別されるが，症例5がこれに類似している．

遠位型筋萎縮を示す多発筋炎の特徴をまとめると，

（∋緩徐進行性，②男性に多い，（さ下腿屈筋群，手

指，前腕，大腕四頭筋，上腕二頭筋が侵され易い，

喀）CKは軽度ないし中等度上昇，⑤生検では筋線

経の孤在性小円形化，rimmed vacuolesの存在，

核内方転移，筋線維断裂がある．炎症は，問質細

動脈とその周囲に強く，perifascicularatophyを

示す傾向がある，⑥副腎皮質ホルモンに反応しに

くい，⑦膠原病的要素，癌等が合併しうる，とい

う事になる．遠位型筋炎の多くはInclusionbody

myositesと考えられるが，この中に症例4の様な

ステロイド反応性のものが存在する事，更にdis－

tal myopathyと臨床的に区別出来ない症例5等

がある事等，そのpathophysiologyには違いがみ

られる．etiologyとしては，やはり免疫異常が考え

られるが，慢性である点及びステロイド反応性の

悪い点で他の筋炎と区別される．又遠位筋優位性

は，細動脈炎の存在やperifascicular atrophyの

傾向のある所から，筋内末梢神経枝の障害の可能

性も考えられる．
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17）福山型先天性筋ジストロフィー症の筋細胞膜の変化に

ついて

－II．Freezefracture法による膜内粒子密度の検討－

若　山　舌　弘＊

研究協力者　　熊　谷　俊　幸＝　渋　谷　誠　二■

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症における骨格筋線経の変性

の初期過程において筋細胞膜異常のはたす役割が

注目され，この異常のために筋細胞膜を通じ細胞

外液中の多量のCaイオンが流入し，これにより

CANP等各種プロテアーゼが活性化され筋細胞

の変性が進むと考えられている．我々は今迄この

筋ジストロフィー症における筋細胞膜異常に着目

し，細片包耳莫内部の微細構造を観察可能な凍結割断

法を用いてDuchenne型，顔面肩甲上腕型，肢帯

型，myOtOnicdystrophyの生検筋の細胞膜構築を

検討してきた．とくにDuchenne型では明らかな

変化がみられ，Orthogonalarrayは著減し，array

以外の月莫内粒子の減少やcaveolaeの増加傾向が

みられている．このような変化は上記以外の型の

筋ジストロフィー症ではみられず，その特異性を

更に検討するため，昨年度より本邦に比較的多い

福山型先天性筋ジストロフィー症（以下FCMD）

生検筋細胞膜の微細構造を検討しているが，本年

度は膜内粒子密度を中心に検討した．

材料と方法

FCMD6例の大腿四頭筋生検筋と整形外科手

術例幼小児の大腿四頭筋生検筋のうち組織化学的

に正常なもの6例を対象とした．採取筋は化学固

定による収縮を避ける◆ためU型筋甜子にはさみ，

＊昭和大学藤が丘病院神経内科

＊＊愛知県コロニー中央病院小児神経科

即ちに2．5％グルタールアルデヒド溶液で2時間

固定した．また生検筋の一部は液体窒素にて冷却

したイソペンタン中で急速凍結し，クリオスタッ

ト切片を作製し，組織化学的検索用としてHE，

Gomori－trichrome，DPNH，ATPase（pH9．4，

4．6，4．3）染色をおこなった．透過電顕標本はU

型筋紺子にはさみグルタールアルデヒド国定した

標本の一部を取り出し昨年度の報告書1）に記載し

た通りの方法で標本作製した．凍結割断標本は同

じくグルタールアルデヒド固定標本の一部を取り

出し，細切し，10％，20％，30％グリセリン水溶

液中でそれぞれ筋組織を室温で30分浸軟した．そ

の後標本はEiko FDIIA凍結割断装置にて

－120℃，真空度2～4×10‾7Torrのもとで割断

し，即ちに電子銃にて水晶発振子で膜圧を一定に

しながらプラチナとカーボンを蒸着し，レプリカ

膜を作製した．レプリカ膜に付着する筋組織は市

販の塩素系漂白剤にて消化し，蒸留水にて3回洗

浄後グリッドにすくい電昆引こて観察し写真を撮影

した．この場合筋線経の同定は1）低倍にてsar－

comereの外観がみえるもの，2）連続する内部

構造に筋原線経がみえるもの，3）細胞膜にorth－

OgOnal arrayやそのpitsが存在するものなどで

おこない，またレプリカ膜の良否は1）細胞外空

間がなめらかであるもの，2）筋細胞膜内粒子に

大小不同が明らかであり，back ground texture

のきめが細かく，かつ3）膜内粒子やorthogonal

arrayのpitsがはっきり同定できるものなどで決

めた．

次に1JLm2当りの膜内粒子密度とorthogonal
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FCMDと正常対照生検筋細胞膜のレプリカ像．Aは正常P面，BはFCMDのP面，C

は正常E面，DはFCMDのE面．FCMDのP面では正常P面に比Lorthogonalarray

（Aの矢印）が著減し，array以外の膜内粒子の減少もみられる．FCMDのE面では正常E

面に比Lorthogonalarraypits（Cの矢印）の著減がみられるが，膜内粒子密度の正常E

面との差はP面程ではない．C：Caveolae，原倍率×160，000　縮少率　49％
A，B，C，D

array密度の検討は最終倍率160，000倍で印画紙

に焼付けたもののなかから，それぞれの症例につ

きat randomに異なる筋細胞膜の5P面，5E

面を盲目的に抽出した．これら計12症例からの計

120枚の筋細胞膜の写真をすべてcodel，FCMD

と正常対照生検筋細胞膜とをすべて混ぜ合わせ，

どちらかわからない状態で膜内粒子密度とorth－

OgOnalarray密度を算出し，すべて算出し終った

段階で，decodingしてその結果を両群間で統計的

に処理し比較検討した．尚膜内粒子は0．25／Jm2当

りに分布するものの密度から，またorthogonal

arrayは1－1．85JLm2の領域に分布するものの密

度からそれぞれ1JJm2当りの密度を算出した．

結　　　果

FCMD生検筋の光顕的検索では筋線経の大小

不同，変性，再生筋線経やPhagocytosisの存在，

内在核の存在，著明な問質結合織の増生がみられ，

とくに発症早期から見られる問質結合織の増加は

DMDと本症を区別する筋生検所見上での大きな

相違点である．ATPase染色（pH9．4）では6例

の正常筋組織ではtypel fiberが46．9％，type2

fiberが53．1％であり，6例のFCMD生検筋では

typel fiberが49．6％，type2fiberが50．4％で

あった．またpreincubationのpHが4．6，4．3のも

のを含めた詳細な検討は正常対照筋では4例，

FCMD生検筋では3例でおこなった．4例の正常
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筋組織ではtypel fiberが45，2％，type2Afiber

が28．8％，type2Bfiberが26．0％であった．これ

に対し3例のFCMD生検筋ではtypel fiberが

48．0％，type2Afiberが23．6％，type2Bfiberが

9．8％，type2Cfiberが19．2％であった．尚エボン

包埋標本の電顕所見については昨年度の報告書1）

に記載したので省略する．

さて次に凍結割断法にて筋細胞膜内面構造を観

察してみると，低倍では細胞質側のP面と細胞外

腔側のE面ともにcaveolaeがみられ，P面では

caveolaeの辺縁がsmoothであり，E面では辺縁

がやや隆起している．このようなcaveolaeはAI－

junctionを含むI帯に多い傾向がみられた．更に

倍率を上げてみると個々の膜内粒子やそのpits

がみられ，P面ではE面より膜内粒子密度は明ら

かに多くその直径はまちまちであった．そのほか

特徴的な構造物としてP面には直径60～70Aの

粒子からなるorthogonal array，Square array，

rectilineal arrayなどと呼ばれる結晶様構造物が

あり，E面にはそのpitsが観察された．膜内粒子

は比較的均一に分布しており，正常対照生検筋で

はそのgroupmean±standarderrorofthemean

が1JLm2当たり1897±96であり，Orthogonalarray

Subunitparticleを含めると2595±119であった．

一方E面では膜内粒子密度は885±40（SE）で

あった．他方FCMD生検筋ではP面にて個々の

膜内粒子密度は1420±73（SE）（P＜0．01，tWO

tailedttest），Orthogonalarraysubunitparticle

を含めると1448±77（SE）（P＜0．001）であり

E面では725±52（SE）（P＜0．05）であった．次

にorthogonal arrayの1JLm2当りのgroup

median densityは正常対照筋では13．52でmi－

drangeが6．46から1さ．83（25％～75％）であるのに

対し，FCMD生検筋細胞膜ではこれらがそれぞれ

0．54，0から1．10（P＜0．001Wilcoxonranksum

test）であった．

考　　　察

FCMDはDMDと異なり生直後より筋緊張低

下，筋力低下，関節拘縮，精神発達遅延，けいれ

ん発作などの中枢神経症状がみられ，骨格筋には

問質結合織の著しい増加がみられるが，筋線維自

体の変化はdystrophicな変化を示し，この筋細胞

だ莫とDMDのそれとの間に何か共通の所見があれ

ば，このような変化は筋ジス筋に共通の所見であ

り，病因との関係において興味ある所見と考えら

れる．

昨年度からの我々のFCMD生検筋細胞甘莫変化

の検索ではDMDとの共通点はP面における

Orthogonal arrayとE面におけるそのpitsの著

減，それにarray以外の膜内粒子のP面E面にお

ける減少である．ここで変化の一番著しかった

orthogonal arrayは骨格筋細胞以外にも種々の

細月包にみられるが，その機能は現時点では不明で

ある．しかし脳のastrogliaや腎の尿細管細胞な

どに多いことを考えれば，ionやそれ以外の物質

のChannelになっている可能性が大きいのでは

ないかと考えられる．このorthogonalarrayの減

少はanoxia2）やbupivacaine3）などによる実験的

myopathyでは生じにくく筋ジス筋の大きな特徴

である．またarray以外の膜内粒子密度はDMD

では減少していないという報告4）もみられるが，

この報告ではDMD4例，正常対照4例と症例数

が少ないこともその1因かもしれない．我々の今

迄のFCMDでの結果はSchotlandら5）のDMD

の結果と同様に，array以外の膜内粒子の減少も

みられた．このようなarray以外の膜内粒子の減

少は再生筋細胞膜ではみられず6），FCMD筋細胞

膜の異常をうかがわせるが，本症生検筋にも

ATPase染色でみられるように多数の再生筋が

あり，今迄に得られた結果の意味するところを今

後更に検討してゆきたい．
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18）筋病変の検討における免疫組織化学の応用について

－ミオグロピンおよび免疫グロブリンに関する方法論を中

心として－

田　辺 等■

研究協力者　　横　山　絵里子＝　宮　本　和　人＝　長　嶋　淑　子…

水　野　英　彦＝■　小　田　雅　也■一“一事

目　　　的

筋ジストロフィーを含む諸種神経疾患の病態解

明の一環として，我々は昨年度の本姓会議で1．340

例の筋病変をroutine batteryにより再検討した

結果と，その各論的特性，臨床的意義について報

告した．今回は更に筋線経の壊死，再生，

phagocytosisなどの機構解明の手段として，1970

年にStembergerらか開発した免疫組織化学染

色であるPAP法，すなわちperoxydase－antiper－

0Xydase法によるミオグロビン染色，免疫グロブ

リン染色の追加的応用を試み，HE染色，Unna－

Pappenl1eim染色，その他の組織化学染色所見と

の比較検討を加えた．

対象，及び方法

対象として，諸種神経筋疾患の筋生検標本より，

多発性筋炎7例，Duchenne型筋ジストロフィー

3例，低カリウム性ミオバナーなどの代謝性ミオ

バナー3例，rimmed vacuole型遠位型ミオバナ

ー2例，封入体筋炎1例，及び末梢神経障害5例，

運動ニューロン疾患4例その他8例などを含む計

33例を用いた．

染色は非標識酵素抗体法であるPAP法により，

DAKO社PAPKITsystemを用いて行なった．

染色に当たっては第一次抗体であるウサギ抗ヒト

ミオグロビン抗体が，ヒト骨格筋組織のミオグロ

＊東京都立神経病院

＊＊同・神経内科

＊＊＊同・神経小児科

＊＊＊＊同・検査料・病理

ビンに対して抗体特異性を示していることを確認

するために，Ouchterlony法による検索を行なっ

た．

生検骨格筋は10％ホルマリン固定後，パラフィ

ン包埋し，5JJの連続切片作成する．脱パラフィ

ン処理後，3％過酸化水素水で内因性のオキシタ

ーゼをブロックし，ブタ血清で洗浄した後，第1

次抗体としてウサギ抗ヒトミオグロビン抗体や，

抗ヒトリゾチーム，抗ヒト免疫グロブリン抗体・

（IgG，IgA，IgM，lightchainのlamda，kappa）

を作用させた．次いで第2次抗体としてブタ抗ウ

サギ免疫グロブリン抗体を，さらに標識抗体とし

てPAPcomplexを作用させ，最終的には第一次

抗体をHRPでラベルした形で過酸化水素水と

amino－ethylcarbazoleで呈色させて光顕で観察

した．コントロールとして各1次抗体を非免疫ウ

サギ血清に置換し，以下同様の反応を行なった．

結　　　果

Ouchterlony法では，抗ミオグロビン抗体とミ

オグロビン，および抗ミオグロビンとhuman

muscle homogenateとの間にはいずれも1本の

沈降線がみられ，2つの沈降線の癒合を認めたが，

抗ミオグロビン抗体とヒト血清の反応系には沈降

線は見られなかった（図1）．また，ミオグロビ

ン，muSClehomogenateの希釈系列の反応では32

倍まで沈降線が認められており，計算上ヒト骨格

筋に対しては16－32倍希釈の抗体が最も適切と考

えられた．

ミオグロビン染色：　他染色の病理所見との比

ー123－



図1　0uchterlony法による検討結果

図2　Rimmedvacuole型distalmyopathy：（左）HE，（右）myoglobin，矢印はrimmed
VaCuOleを有する線経を示す
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較

ミオグロビン染色では，反応性は縦断面，横断

面とも主に筋線経にほぼ均一に見られ，微細構築

として横紋構造，myOfibrilも比較的明瞭だが，問

質の反応は陰性であった．コントロールの反応も

陰性であった．

個々の筋線経の染色性にはばらつきがあり，あ

る種のCheckerboardpatternを呈している場合

も見られたが，fiber typeに関しては連続断片の

myosinATPaseの所見と比較する事ができず，

fiber typeでの染色性の差異と断定する事は困難

であった．

萎縮性変化の場合は，極度の萎縮線経でも反応

性は保たれており，むしろ濃縮傾向を示す様な所

見もみられたが，ミオグロビン反応性と萎縮の程

度に一定の傾向は認められなかった．

rimmed vacuole型distalmyopathyの症例で

は，本症でrimmedvacuoleを持つ線経でも，反

応性が比較的良く保たれていた．trichrom変法で

は，rimに濃染を認めるが，ミオグロビン染色では

特異的な所見はみられなかった（図2）．

HEでみられるbasophilic fiberは，Unna－

Pappenl1eim法ではビロニン好性の染色性を示す

が，ミオグロビンの反応性はむしろ乏しい傾向に

有った（図3A）．

HEやtrichrom変法で円形に腫大し均一に渡

染するopaquefiberは，筋線経は横断面では均一

に，縦断面ではこぶ状に反応性が低下しており，

内部構築も不明瞭であった．

壊死筋線経のミオグロビン反応性は病変の程度

や同一筋線維内の局所性にもばらつきがあった．

完全なmyolysisでは反応性に乏しいが，筋線経

の微細構築が不明瞭となり，HEで均一に浪染す

る所見を呈していてもミオグロビン反応性は保た

れ，むしろ高い反応性を示す場合もあり，

myolysisの種々相における差異が示唆された（図

3B）．

Ringfiberでは，PAS，NADHTTRで反応性に

乏しいRing部でもミオグロビン反応性の低下は

なく，微細構築も明らかであった（図4A）．

Targetfiberでは，targetの中心部で高い反応

性を示すものや，中心部の反応性が乏しくその周

囲で高いものなどが認められた．

Sarcoplasmic massは高いミオグロビン反応

性を示していた。NADH－TRではsubsarc0－1em－

mal　hyperactivity程度の所見としか認められな

い場合でも，本法ではmassの所見が強調される

傾向にあった（図4B）．

免疫グロブリン染色及びリゾチーム染色：

封入体筋炎ら多発性筋炎の症例では，浸潤細胞

の中にリゾチーム陽性細胞のmacrophageBcell

と思われるIgG陽性細胞，lightchain陽性細胞が

認められたが，頻度としては，数％以下であった．

リゾチーム陽性細胞とphagocytosisの局在的な

関連性は認められなかった．

IgM，ラムダ型高ガンマグロブリン血症を伴う

maligTlantlymphomaの症例では，筋層内へ多数

浸潤している腫瘍細胞の中に，IgM，IgG，light

chainのラムダ，カッパに陽性の細胞が認められ，

特にラムタでの陽性細胞が多く見られた（図5）．

考　　　察

ミオグロビンを中心とした免疫組織化学染色で

は，間菓系腫瘍の中から筋肉由来の腫瘍を鑑別し

た片岡らの報告や1）2），rhabdomyolysisによる筋，

臓器障害の組織学的検索を行なった長鳴らの報告

があり，筋病変自体への応用は本邦では徳島大学

の三好・川合ら3），檜沢・香川ら4），熊本大学の出

田ら5）などが系統的に行なっている．

ミオグロビンは骨格筋における酸素貯蔵系とし

ての機能を有しているとされる。PAP法によるミ

オグロビン染色とfiber typeの関連について，

typeI fiberでミオグロビン染色性が強い可能性

を示す報告はあるが，連続切片によるmyosin

ATPase所見との比較は行なわれておらず，まだ

確定的な結論には至っていない．我々もfiber

typeでの染色性の差異は指摘し得なかった．筋線

推壊死においてのミオグロビン漏出のメカニズム

は未だ不明であるが，ミオグロビン染色では反応

性に種々相がみられた．また，basophilicfiberで

はUnna－Pappemheim法との比較から，RNAの

出現に遅れてミオグロビンが出現する事が推察さ
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図3　a．basophilic fiber（矢印）　　①HE，②myoglobin，③Unna－Pappenheim法

b．myolytic fiber（それぞれの中央斜に走る太い線維）：①HE，②myoglobin
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図5IgM，ラムダ型高ガンマグロブリン血症を伴うmalignantlymphoma．筋層内の多

数の腫瘍細胞の中に陽性細胞が認められ，特にラムダ多い．

れた．

今回我々は酵素抗体法であるPAP法の方法論

を検討し，従来の染色法による筋病変の病理所見

に本法の所見を応用的に追加し得る事を兄いだし

た．特にミオグロビン染色では，筋の崩壊現症に

伴って様々な興味深い所見がみられ，従来の酵素

活性系染色と，貯蔵系であるミオブロビン染色の

対比によって，筋線経の壊死，再生現症の種々相

の評価が可能となると思われる．

ミオグロビンに関しては正常筋線経での局在，

fiber typeにおける差異，筋の壊死，再生に伴う

動態などの問題が，また，リゾチーム，免疫グロ

ブリンに関しては，浸潤細胞とphagocytosisなど

の筋病変との関連性の問題などが未解決だが，今

後クリオスタットを含む他の染色法とPAP法の

所見の比較検討により，これらの機構解明にさら

に近づくことが期待される．

ま　　と　め

1．諸種神経筋疾患における筋病変のroutine

batteryによる検索に，免疫組織化学反応であ

るPAP法の追加的応用を試みた．

2．0uchterlony法による検索から，PAP法にお

ける抗ヒトミオグロビン抗体の特異性が示され

た．

3．他の染色法における一般形態学上の大小関係，

構築異常，浸潤細胞などに関する既知の所見と

比較検討を行ない，本法が有用である事が示さ
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れた．
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19）DMD筋におけるミオグロビン局在の変化

－免疫電顕による検討－

●臣尚井
l

■

l

′

研究協力者
●
　
　
　
　
●

彦
郎

芳
　
史

井
　
藤

筒
　
斎

■

　

　

　

■

彦
郎二
菩
健

田
　
田

西
　
増

■

●

　

　

　

●

　

　

　

●

洋
　
夫
　
夫

俊
　
和

野
　
　
好

西
　
乾
　
三

はじめに

ミオグロビンは主として，骨格筋，心筋に存在

し，酸素の運搬に重要な働きを演じているとされ

ている．臨床的には，各種の筋崩壊時に容易に血

中に逸脱し，増加して認められる1）．私たちは，先

に，螢光抗体法を用いて人ミオグロビンの局在を

正常筋ならびにDMD筋において報告している2）

が，今回は，ベルオキシターゼを標識酵素とした

酵素抗体直接法によって，光顕ならびに電顕的に，

正常筋及びDMD筋におけるミオグロビンの局在

を検索したので報告する．

対象と方法

酵素抗体直接法に必要な抗体のFab，分画とベ

ルオキング一一ビ（HRP）の結合物の作成は，石川

らにより開発されたマレイミド法3）によった．自

家製の抗人ミオグロビン家兎血清より，通常の方

法によってFab，分画を作成し，一方，西洋ワサビ

ベルオキシターゼと4－カルポキシへキシルメチ

ルーマレイミドを反応させてマレイミド化HRP

を作成し，この両者を4℃，20時間incubationし

て抗人ミオグロビンFab，－HRP結合物を得た．正

常家兎血清からも同様の方法でFab，一HRP結合

物を作成した．

酵素抗体法：　冷却Zamboni液中で18時間固

定した生検筋を，液体窒素中で新鮮凍結し，クリ

オスタットで8〟の切片を作成し，アルブミン塗

＊徳島大学医学部第一内科

＊＊沖中記念成人病研究所

布スライド上に回収した．切片をPBS－NRS（1

％正常家兎血清を含む0．05M燐酸緩衝液，

pH7．4）10分3回，3％過酸化水素水7分，PBS

－NRS10分3回，Fab，－HRP9時間，PBS－NRSl0

分3回，0．01％過酸化水素水を含む0．05％DAB

（ジアミノベンジジン）溶液5分，PBS－NRS10分

3回，2％オスミウム酸30分，PBS10分3回，の

順に反応させ，アセトン系列で脱水した後，エボ

ン包埋した．超薄切片は85mmで連続的に作成し，

無染色で，電昆引こて観察した．光顕観察用のスラ

イドは，DAB溶液で反応させた後，アセトン系列

で脱水しキシレンに封入した．

結　　　果

1　正常筋

光顕的に，抗人ミオグロビンFab，－HRPを反応

させた切片では，すべての筋線経が横紋状に染色

された（図1）．正常家兎血清より作成したFab’－

HRPを反応させた対照の切片は，全く染色され

なかった．電顕的に，ミオグロビンはⅠ帯全体が滴

洩性に染色され（図2），ミトコンドリアの外膜や

筋小胞体，Z線もまた染色された．A帯は染色され

なかった．筋核，筋原線絶間も染色されなかった．

2　DMD筋

光顕的に，ミオグロビンの染色性は，各筋線経

によって異なっており，小径の線経で浪染される

ものから，大径のopaque線経と思われるもので，

ほとんど全く染色されないものまで，ばらつきが

認められた（図3）．Opaque線経でも，細胞内に
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図1　免疫組織化学によるミオグロビン染色．

正常筋の光顕写真．100倍．

図2　免疫組織化学によるミオグロビン染色．

正常筋の電顕写真．4000倍．

図3　免疫組織化学によるミオグロビン染色．

DMD筋の光顕写真．100倍．

一部染色性の残存した部分も見られた．電顕的に，

opaque線経は，ミオグロビンC7）染色性はⅠ帯，A

帯共に全く認められず，Z線に相当する部分も染

色されなかった（図4a，b）．しかし，Opaque線

経でもミトコンドリアや筋小胞体等の膜成分が集

合して残存した部分では，それらの膜成分は若干

染色されていた（図4C）．比較的intactを線経で

は，ミオグロビンは一定の局在を示さず，Ⅰ帯，A

帯ともにdiffuseに染色されてみえた（図4b）．光

顕的に膿染された小径の線経は，電顕で見ると，

横断面では，やはりI帯，A帯ともにdiffuseに染

色されていたが，詳細に観察すると，Z線の周囲，

すなわち，Ⅰ帯に相当する部分が若干よく染色さ

れていた（図5）．

考　　　案

ミオグロビンの局在については，私たちは先に，

螢光抗体法を用いてⅠ帯に局在することを報告し

ている2）．一方，Goldfischerは4）電顕組織化学でA

帯に局在すると報告している．今回私たちは，免

疫電顕法を用いて，人の正常筋では，ミオグロビ

ンが骨格筋のⅠ帯に局在することを明らかにし，

加えてミトコンドリアの外膜も濃染されることを

示した．このことは，ミオグロビンが筋細胞内で

酸素の運搬に重要な役割を担っていることを示唆

しているものと考えられる．

DMD筋では，各筋線経によって染色性が異な

っていた．特にopaque線経では，染色性が全く消

失していたが，これは，筋細胞膜の断裂，ならび

に，ひき続いて生じた筋細胞の過収縮によってミ

オグロビンが細胞外へ流出したためと考えられる．

軽度ながら変性を示す線経では，ミオグロビンが

I帯，A帯ともdiffuseに染色される傾向があった

が，筋細胞内においてミオグロビンの局在を維持

する何らかの機構が障害されたためと考えられる．

また小径の筋線経で，細胞内の構築が良く保たれ

ている（再生筋細胞と考えられるが）ものでは，

ミオグロビンはよく染色されていたが，Ⅰ帯に局

在する傾向が見られた．以上，DMD筋におけるミ

オグロビンの細胞内局在の変化は，筋線経の変性

及び再生過程を鋭敏に反映しているものと考えら

－131－



図4　免疫組織化学によるミオグロビン染色．

DMD筋の電顕写真．

A）横断切片．intactの筋線維（左）と

Opaque線維（右）．4000倍．

B）縦断切片．軽度変性線維（上）

とopaque線維（下）．6000倍．

C）opaque線維内で染色性が軽度

残存した部分．10000倍．

図5　免疫組織化学によるミオグロビン．

DMD筋で，小径の再生線経と考えられ

る筋細胞の横断面．3000倍．
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20）Emery－Dreifuss型筋萎縮症の剖検所見

馬　渡　志　郎＊

研究協力者　原　　英　夫＊　長　柄　　均＝

近　藤

は　じ　め　に

今回，我々は，50歳の男性で臨床的にEmery‾

Dreifuss型筋ジストロフィーと診断され，突然の

心停止のため死亡した1例を経験し，病理学的に

筋肉，脊髄について検討を行なったので，若干め

考察を加えて報告する．

症例　50歳　男性

現病歴：出生・発育は正常．小児の頃より走る

のが遅かった．12歳頃より，両側肘関節運動制限，

下肢の脱力が出現．以後，四肢筋肉の萎縮，肘関

節拘縮，頚部運動制限が進行．22歳の時アキレス

腱延長術を受けた．23歳の時，某医より心電図異

常を指摘された．34歳時に胸痛発作が起こった．

38歳から起立不能となり，以後車椅子を使用．50

歳時，突然の心停止のため死亡．

家族歴：1人息子で，他は異母兄嘉．家族内

に神経筋疾患は，見られない．

入院時現症：　身長155cm，体重36．3kg．血圧

130／80mmHg，脈拍46／分，不整．聴診上，心尖部

でLevIII。の収縮期雑音を聴取した．神経学的に

は，知能正常．脳神経系では，眼輪・ロ輪筋の軽

度の脱力がある．頚部，胸背部の違令制限，特に

前屈制限がある．筋萎縮は，肩甲上腕下腿に著明

であった．肘，膝，足関節の拘縞があり，下肢は

内反尖足を呈した．深部反射は，全て消失してい

た．

検査所見（表1）血液生化学では，CPK，

LDH，GOT，GPT，全て正常であった．筋電図で

は，右大腿四頭筋で，低振幅，短持続時間の筋原

＊国立療養所筑後病院

＊＊九州大学医学部脳研神経病理

晃＝　岩　下　　　宏ホ

表l Laboratory data

l．Serutn chetnistry；CPK　21IU　（く28）

LDn　297　CV－U（く400）

GOT　14　KU

GPT l4　KU

2・EHG；Myogenic　十　Neurogenic patteTn

NCV：nOrna1

3．Chest X－p；　CTR　72　叉

4．ECGi P vave（－）

Right axis deviation

Junctional rbythn

性変化を認め，左第一背側骨間筋では，安静時軽

度のfibrillation，pOSitivesharpwaveがみられ

随意収縮にて高振幅電位がみられた．神経伝導速

度は正常．胸部Ⅹ線では，CTR72％と著明な心拡

大がみられた．心電図は，P液が消失し，右軸偏

位，junctionalrhythmを認めた．His束心電図で

は，A波を認めず，右心房の興奮性の消失があり

心房停止の状態で，His束がpacemakerとなっ

ていた．

病理所見

1　心臓

両心房の著明な拡張が認められた．特に右心房

壁は，極端に詐薄化しており，洞結節部位も肉眼

的に判明し稚い程，罪薄化していた．心筋の線維

化の分布は，心室中隔後方から左心室後壁に強く

限局性に認められた．心筋細胞浸潤については，

線推化のある辺綾部に，円型細胞の浸潤が散在性

に認められた．

2　筋組織学的所見（図1）
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図1　筋組織像

a）僧帽筋　HE染色　×96
b）上腕三頭筋　HE染色　×96
C）大腿四頭筋　HE染色　×96

d）長母指伸筋　HE染色　×96

僧帽筋，上腕三頭筋では，殆んど筋線経が消失　　筋線経の大小不同，中心核の増加，fibersplitting，

し，脂肪組織に置換され，endomysialconnective endomysial connective tissueの増加など，筋原

tissueが増加していた．大腿四頭筋，長母指伸筋，　性変化が認められた．

舌骨筋は，筋構築は比較的良く保たれていたが，
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図2　脊髄前角細胞，舌下神経核
a）C8　レベル　×95

b）LSレベル　×39

C）L5レベル　×95

d）舌下神経核
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図3　有髄神経線維

a）C8脊髄前根　×440

b）L5脊髄前根　×440

C）舌下神経　×440
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3　脊随前角細胞（図2）

C4，C，，C8，L5の脊髄前角細胞について検索し

たが，変性脱落や萎縮像はなく，正常所見を示し

た．またgliosisやspheroidも認められなかった．

延髄の舌下神経核においても，変性脱落はなく，

正常であった．

4　脊髄前根及び舌下神経の有髄神経線推（図3）

舌下神経，C8，L5レベルの有髄神経線雄につい

て検索したが，数の減少はなく，形態的にも異常

なかった．Morphometryを行なったが，（図4）

正常コントロールと有意差はなかった．

その他，大脳，小脳，脳幹部等の中枢神経系は，

全て正常であった．

伽talNo．）
CASE

3　　　6　　　9　　　12　　15

3　　　b　　　9　　12　　15

3　　　6　　　9　　1之　15

考　　　察

本症における筋萎縮について，その本態が

dystrophyか，神経原性なのか，またこの疾患は，

単一なものか否か，議論の分かれるところである．

本邦で，Emery－Dreifuss型筋ジストロフィーま

たはScapuloperonealmuscular atrophyもしく

はdystrophyとして報告された症例のうち，筋電

図，筋生検所見で，栗山ら6），田辺ら7）の例を除い

て，全て神経原性もしくは，神経原性と筋原性の

混在のいずれかが認められたとしている．一方，

Rowlandl）やThomas2）は，筋生検で1arge

groupedatrophyがみられないことや，肪腹筋萎

CONTROL

3　　　6　　　9　　　12　15

3　　　6　　　9　　　12　15

3　　　6　　　9　　12　　15

図4　Morphometric Evaluation of Myelinated Fibers
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縞が著明であるにもかかわらず，坐骨神経は正常

であったことより，myOpathyであると主張して

いる．

本症の脊髄について病理学的に詳細に検索を行

なった報告は，これまで3例しかない．

Takahashi3），Dubowitz4）は，明白な脊髄病変は

なかったと報告している．一方，工藤ら5）昼，14歳

の男子剖検例で，5－7頚髄，4－5度髄，1仙

髄内の前角細胞の変性脱落やgliosisを認め，

Spheroidの出現も認めたと報告している．我々の

症例については，頚髄，腰髄レベルの脊髄前角細

胞および脊随前根の有髄神経線経について検索を

行なったが，異常は認められなかった．一方，筋

組織は，いわゆる筋原性変化を示しており，本症

の病態としてmuscular dystrophyが考えられた．

本症は，性染色体劣性遺伝，屑甲上腕下腿型筋

萎縮，早期よりの頚，肘，足の関節拘縮，心伝導

系障害など特徴のある臨床症候を示す比較的稀な

疾患であるが，これまで報告された脊髄の病理学

的検索の結果から考察すると，単一の疾患として

は考えにくいようにも思われる．本症には，いわ

ゆるSPMAとdystrophyの2つの型があるよう

にもみえる．

Rowlandl）や古川8）は，現在一般に用いられて

いる神経原性，筋原性という区別にとらわれず，

1つの臨床的特徴より本症をとらえることを唱え

ている．いずれにしろ，今後さらに，Emery－

Dreifuss型筋萎縮症の脊艶の詳細な検索の蓄積

が望まれる．

ま　と　め

Emery－Dreifuss型筋ジストロフィーの1剖検

例を報告した．筋組織では，筋原性変化が主体で，

脊髄前角細胞および脊髄前根有髄神経線経には，

異常は認められなかった．脊髄病変の検索と本症

の位置づけを中心に考察を加えた．
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21）筋緊張性ジストロフィーの筋病理

高　木　昭　夫＊

研究協力者　　小　島　　　進■　磯　崎　英　治■

井　田　雅　祥■　田　辺　　　等■＊

は　じ　め　に

筋緊張性ジストロフィー（以下MD）の筋組織

化学については多くの報告があり1ト5），通常はタ

イプ1萎縮とタイ702肥大が指摘されている．し

かし，その分布異常（主にgroupingと

predominance）に関しては議論がある．例えば，

fiber type groupingに関して，Dubowitzら2），

Casanovas3）はMDにおいてはみられないとして

いるが，木下5）は40％の症例にみられたと報告し

ている．またpredominanceに関しては，Dub－

OWitzら2）は1／5にtypel predominanceを認

めたとしているが木下5）は著しい場合は標本全体

がタイプ2線経でほぼ占められていたとしている．

今回，我々はこれらの相違点につき再検討する

と共に，年齢，筋力などの臨床所見との関連につ

いても検討した．MDにおいて多数例における筋

病理の定量的解析の報告は少なく，本症の病態を

考える上でも重要と思われ報告する．

対象および方法

対象は1970年より1985年の16年間に当院で筋生

検を施行した51家系59例70検体のうち，解析可能

な42検体（34家系37例：　豚骨筋18，勝腹筋8，

大腿四頭筋7，上腕二頭筋7，母指対立筋2）で

ある．fibertypeの解析はATPase活性像で行な

い，1検体につき最低200本以上の線経の最大短径

を計測し6），全検体のヒストグラムを作製した．

タイプ1，2の平均直径，タイプ1線経の占め

る割合（％typel）と共に，grOupingの一指標と

＊虎の門病院神経内科

＊＊東京都立神経病院

して，同一タイプの線経によって囲まれている線

維〃enclosed fiberMの数をヒストグラムを作製し

た同一の写真上で計測した．このenclosed fiber

の概念はJennekensら7）によって導入され，Jo－

hnsonら8）により，筋線経が6角形であるとの仮

定のもとその理論的期待値は

NP7±2×　NP7（1－P6）

N：計測した線社数，P：　ある線経があ

るfiber typeである確率

と算出できるとされている．

すなわち，enClosed fiberの数は，その線経の

比率に依存するため，この理論的期待値と比較し

て，異常・正常の判定を行なった．

結　　　果

1）タイプ1，2線経の平均直径，比率及び臨

床所見との対比

各筋におけるタイプ1，2の平均直径及びタイ

プ1線経の占める割合を図1，2に示す．斜線は，

Johnsonら8），Polgarら9）による17～30歳の6例の

突然死男子の解剖例の検討における正常域（m±

2SD）である．異なる年齢，性の者を比較するの

は不適当ではあるが，正常者としての広範な検討

は他になされておらず，本研究においても対照正

常域として用いた．

なおMD例の各筋における構成は，上腕二頭筋

は男6，女1例で年齢40±10歳（m±SD），大腿四

頭筋は男5，女2例，年齢37±10歳，豚骨筋は男

11，女7例，年齢34±12歳，俳腹筋は男4，女4

例，年齢33±12歳である．この他に拇指対立筋が

あるが男2例のみで年齢は34と11歳で，図示はし

ていない．％typelは90，87％，タイプ1線経の
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図1　上腕二頭筋，大腿四頭筋におけるタイ
プ1の％，タイプ1，2の平均直径

平均直径は49，44メイ，タイプ2は61，62〟であっ

た．

図1は近位筋，図2は遠位筋を示す．膵腹筋の

女性例群の他は全てタイプ1＜2の関係が成り立

つが，その平均直径の絶対値としては正常域にあ

るものが多かった．又タイ701優位を認めるもの

が多く，＋2SD以上の優位を示したのは50％，逆

にタイプ2優位は17％に認められた．

図3は，筋力，年齢との関連をみたもので一番

検体の多い排骨筋での検討結果である．筋力低下

と共に筋線経の小径化がみられるが排骨筋ではタ

イプ2線経の平均直径との間に相関がみられた．

年齢との検討ではタイプ1線経の平均直径とし

ては，むしろ40歳台までは大となる傾向がみられ

た．一方，タイプ2線経では20歳台以降は小径化

の傾向がみられた．

図4はタイプ1線経の占める割合と筋力，年齢

との関連をみたものである．各々の筋において筋

力低下と共に％typelが大となる傾向を認めた．

又，年齢との間にも加齢と共に％typelは大とな

る傾向があった．

2）“enclosed fiber”に関する検討．

最初に通常の視認法におけるtypegroupingの

有無の判定との関連をみた．図5に示すように

enclosed fiberの数の異常との間には有意の関連

がみられ本法はtypegroupingの良い数量的指
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図2　膵骨筋，排腹筋におけるタイプ1の％，

タイ701，2の平均直径

平均直径と筋力、年齢との関連
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タイプ1，2の平均直径と筋力

（MMT），年齢との関連．豚骨筋（n＝18）
における結果．
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図5　“Enclosed fiber”に関する検討．視認

法のgroupingの有無との間に有意の
相関を認める．被検筋における差では

遠位筋に多い傾向がある．

図6　“Enclosed fiber”の異常出現率．高齢

者程，異常出現が高い傾向があるが有

意ではない．筋力では低下した筋に有

意に異常出現率が高い．



標になることが確認された．

次に披検筋による異常出現率をみたが，図5に

示すように遠位筋に多い傾向があったが統計学的

には有意とは言えなかった．

年齢，筋力との関連では図6に示すように高齢

者及び筋力低下のみられる筋に多い傾向があった

が，前者は統計学的に有意ではなかった．

次に筋生検の被検筋と同一の村側筋の筋電図に

おける神経原性変化の有無とenclosed fiberの数

の異常の有無との関連をみたが，両者の間に相関

はなかった．また，ヒストグラム上，同一タイプ

線維内における2峰性分布の有無とenclosed

fiberの数の異常の有無との間にも関連はみられ

なかった．

考　　　察

今回の我々の検討結果をまとめると，MDでは

従来いわれているタイプ2より1の方が小径であ

るという事実を，上腕二頭筋，大腿四頭筋，膵腹

筋，排骨筋および拇指対立筋で確認した．また，

これらの筋でタイプ1優位の存在を明らかにした。

膵骨筋では加齢とともにタイプ1の平均直径は増

加して肥大化の傾向があり，同時にタイプ1優位

となる傾向があった．fibertypegroupingに関し

ては，enClosed fiberの計測の方法を用いて検討

すると，全検査筋の約33％にみられ，遠位筋に，

また筋力の低下している筋に多い傾向があった．

しかし，必ずしも筋電図所見における神経原性変

化やヒストグラム上の2峰性分布との間には相関

を認めなかった．

MDにおいて末梢神経障害を伴うことは古くか

ら知られている10卜13）．もともと筋原性変化のある

ところに神経原性変化が加わった時に筋電図上，

典型的な神経原性変化はみられない可能性のある

こと13），またヒストグラム上2峰性分布を示す時

の小径線維群の一部分にはfiber splitting由来の

ものがある可能性のあること5）などから，en－

closed fiberの数の異常と筋電図所見やヒストグ

ラム上の2峰性分布などの所見の間に相関がみら

れないからといって，本症でみられるenclosed

fiberの数の異常をreinnervationのためではな

いとはすぐには結論できない．

一方，Jennekensら7）はenclosed fiberの数の

異常，すなわちmosaicpatternの消失する可能性

をreinnervation以外に3つあげている．すなわ

ち，（∋筋線経の発育途上のタイプ分化における異

常（例えば，ある種の先天性ミオバナーなど），②

1つのタイプから他のタイ70への転換，③1つの

タイプの線経が病的過程により選択的に消失する

可能性，もしくはある病的過程がタイプ分化を阻

害する可能性，の3つである．

本研究からは，②，③の2つの可能性は，rein－

nervationと共に否定できない．．MDには甲状腺

ホルモン異常をはじめとする内分泌異常，ミオト

ニアという特異な筋収縮パターン，筋力低下に基

づく運動量減少，などの種々の要因があり，これ

らもあわせて解析していく必要があろう．

また，なぜタイプ1萎縮を主徴とする初期変化

から病期の進行と共にタイプ1優位およびタイプ

2のみならず1にも肥大線経が出現するのかに関

しても今後の検討が必要と思われた．

ま　と　め

MD37例42検体のfiber typeの定量的解析を行

い以下の結果を得た．

（1）上腕二頭筋，大腿四頭筋，肪腹筋，膵骨筋

および拇指対立筋でタイプ1優位を認め，タイプ

1線経はタイ702線経に此し小径であった．

（2）膵骨筋では，加齢と共にタイプ1線経の平

均直径は増加し，タイプ1優位の傾向もやや強く

なった．

（3）fiber type groupingの判定に“enclosed

fiberHの概念の導入は有効と推論された．

（4）MDでみられた筋分化と筋タイプ分布異常

の成因につき若干の考察を加えた．
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22）筋緊張性ジストロフィーにおけるかレシウム

代謝異常に関する研究

木　下　真　男■

研究協力者　　大　島　久　二＊　斉　藤　栄　造■　吉　田　ひ　と　み＊

筋緊張性ジストロフィー症（MD）は遺伝性の多

臓器疾患であり，種々の内分董必代謝異常を伴う．

しかし，hyperostosis等の骨病変が存在するにも

かかわらず，本症におけるカルシウム（Ca）代謝

に関する詳細な報告はほとんどない．我々は前回

本研究址において，本症に副甲状腺機能異常の存

在する可能性を示した1）．そこで今回，MD患者に

Ca代謝試験を行ない，本疾患におけるCa代謝異

常，特にCa吸収及びビタミンD代謝異常の有無

を明らかにすることを目的とした．

対象並びに方法

MDlO例（平均年齢42歳），MD以外の神経筋疾

患患者（非MD；脊髄小脳変性症4例，パーキ

ンソン病3例，筋萎縮性側索硬化症3例，重症筋

無力症1例：　平均年齢48歳），正常人9例（平均

年齢38歳）を対象とし，Broadusら2）の方法を一部

改変し経口Ca負荷試験を行なった．すなわち，検

査前3日間Ca700mg，リン1200mg，食塩5g／日

の一定食とし，一晩絶食後，Caとして総量1g経

口負荷前の2時間尿，負荷2～4時間後の尿を採

取し，各中間点で採血した．1，25（OH）2ビタミ

ンD3（1，25（OH）2D3）は高速液体クロマトグラ

フィー後RRAにより，文24，25（OH）2D3，25

0HD3はRIAにより測定した．

成　　　績

G）Ca負荷前の検査所見：　血清Ca値は

MD9．8±0．5mg／dl（M±SD），非MD9．5±

0．4，正常人9．4±0．5と有意差を認めなかった．血

＊東邦大学第四内科

清無機リン値も3群間で差を認めなかった．

1，25（OH）2D3倍は正常人21．8±7．Opg／ml，非

MD21．8±12．0と差がなかったが，MDでは

38・0±11．8と両者に比し有意に（P＜0．01）高かっ

た（図1）．一万，24，25（OH）2D。，250HD3は，

MD，非MD，正常人間で有意の差を認めなかった

（図2）．空腹時尿中Ca排泄量は，MDでは
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‡：M±SD

0．151±0．069mg／100mlGF，非MDでは0・147±

0．077と各々正常人の0．064±0．048に比し有意に

（P＜0．02）高値であった（図3）．②Ca負荷後の

検査所見：Ca負荷後の血清Ca増加量（cal－

cemicresponse）は，MDでは1．1±0．2mg／dlと，

非MD，正常人の0．5±0．3，0．7±0．3に比し有意

に（P＜0．02）高かった（図4）．Ca負荷後の尿中

Ca排泄増加量（calciuric response）も，MDで

は平均0．245±0．110mg／100mlGFと，非MD，正

常人の0．108±0．074，0．126±0．075に比し有意に

（P＜0．02）高値であった（図4）．1，25（OH）2D3

とcalcemic response P＜0．02，及びcalciuric

response（P＜0．05）との間には各々有意の正相関

を認めた．

考　　　按

MDにおけるCa代謝に関しては詳細な検討は

ほとんどなく，Kuhnら3）の報告では血清Ca値に

異常を認めなかった．近年原田ら4）はMDに副甲

状腺機能冗進症を合併した2例を報告した．又，

Konagayaら5）はMDに副甲状腺ホルモン負荷

試験を施行し，腎の反応性の異常を示唆した．し

かしながら，本症におけるCa代謝及びビタミン
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図3　早朝空腹時尿中カルシウム排泄量
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Subject
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図4　Ca負荷後のCalcemic Response及び

Calciuric Response

D代謝異常の詳細については，いまだ明らかにな

っていない．

今回の成績より，MDではCa負荷後のCalce－

micresponse，及びcalciuricresponseは高値を

示し，腸管からのCa吸収が冗進しているものと

考えられた．さらに血清1，25（OH）2D3も増加し，

Calcemic response又はCalciuric responseとの
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間には正の相関が認められた．このことから，MD

では血清1，25（OH）2D。の増加が，腸管からのCa

吸収冗進の原因となっているものと考えられた．

我々は前回本研究班で，MDでは副甲状腺ホルモ

ンの生物活性の指標である腎原性cAMPが高値

を示し，副甲状腺機能元進状態にあることを示唆

した1）．副甲状腺ホルモンは，腎における1α水酸

化酵素の活性を克進させ，250HD。から

1，25（OH）2D。への転換を促進させることが知ら

れている．したがって，今回250HD。はMDで正

常であったことより，MDにおける1，25（OH）2D。

が増加していた原因として，1α水酸化酵素の活

性冗進が予測される．

MD，非MDともに空腹時尿中Ca排泄量が正

常人に比し増加していたが，MDでは副甲状腺機

能瓦進状態に伴う骨吸収の増加によるものと考え

られる．一方非MDは長期臥床例の多かったこと

及び腸管からのCa吸収，ビタミンD代謝産物は

正常域であり副甲状腺機能の冗進は考えにくく，

廃用性骨萎縮に伴う変化と考えられた．

結　　　語

MDでは正常人，非MDに比し1，25（OH）2D3

が高値を示し，腸管Ca吸収が増加していた．さら

にMDでは尿中Ca排泄量が多く，骨吸収が冗進

しているものと考えられた．以上の成績よりMD

ではCa吸収及びビタミンD代謝異常が存在する

ものと考えられた．

文　　　献

1）木下真男，大島久二，斉藤栄造，勝島聡一郎：

筋緊張性ジストロフィー症のカルシウム代謝異
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23）実験的再生筋における筋芽細胞増殖促進因子
について

高　瀬　貞　夫■

研究協力者　小　林　和　夫＊　鈴　木　博　義＊　関　沢　　剛＊

は　じ　め　に

筋損傷時にみられる筋再生は損傷筋筋線経より，

衛星細胞へ何らかの情報が伝達され，衛星細胞の

分裂増殖がおこると考えられている．しかしなが

ら静止状態にあった衛星細胞を活性化させる因子

についてはいまだ明らかにされていない．そこで

我々は筋に損傷を加えた後に損傷部の筋を経時的

にま采取し，採取筋のホモジナイズ液を培養液に加

え，培養筋芽細胞の増殖態度について検討した．

その結果損傷筋ホモジナイズ上清液中に培養筋芽

細胞を著明に増殖させる因子，即ち筋芽細胞増殖

促進因子（MPF）の存在を確認したので報告す

る．

材料と方法

（1）筋芽細胞の培養

培養細胞として，ラット由来の筋芽細月包L6

（Flow LaboratoriesInc．）を用い，15mm径の

プラスチックマルチウエルに4－6×104個／

dishの細胞濃度で培養した．培養液（ダルベッコ

MEMに牛胎児血清：1％，ペニシリン；10

単位／ml，ストレプトマイシン；10J‘g／mlを加

えたもの）で24時間培養し，その後種々の濃度の

筋ホモジナイズ上清液（SMH）を添加した培養液

（ダルベッコMEMに牛胎児血清；0．25％，ペ

ニシリン；　2．5単位／ml，ストレプトマイシン：

2．5／Jg／mlを加えたもの）に取りかえた．培養は炭

酸ガス培養器を使用，5％CO2，95％空気，飽和

水蒸気下，37－380Cでおこなった．

＊東北大学医学部脳研神経内科

（2）培養筋芽細胞における増殖性の測定

培養細胞数の測定は，培養細胞の増殖曲線1）（59

年本班会議報告）より，SMHを添加し4日後又は

連日行なった．測定法は培養細胞を0．25％トリプ

シン処理にて細胞浮遊液を作製し，血球計算盤に

て測定し細胞数（×104個／dish）を算出した．各値

は3検体の平均をもって表わした．

（3）筋ホモジナイズ液の作製

250gウィスター系雄ラットの前歴骨筋を無菌

的に冨出し，約5mmの横切開を5～6回加えた

後縫合，その後1，6，12時間，1，2，3，7

日後に損傷部筋を採取した．採取筋を細切し25W

％になるようにダルベッコMEMを加え筋をホ

モジナイズした．さらに凍結融解を3回くり返し

た後に，18000×gにて30分周遠心し，上清を0．45

〟フィルターで豆戸過したものを筋ホモジナイズ上

清液（SMH）として用いた．対照（shamoperated

COntrOl）として皮膚切開を行ない，筋に損傷を加

えないものを用いた．

結　　　果

（1）筋切創を加えた後に，経時的に採取した損

傷部筋の筋芽細胞増殖性

筋に切創を加えた後に経時的に採取した損傷筋

SMHを培養液に加え，培養4日日の筋芽細胞数

を算出すると，（図1，表1），損傷後1時間の

SMHでは，非損傷筋と比べ増殖は目立たない．し

かし壬負傷後6時間でのSMHでは増殖は明らか

となり（3．1％損傷筋；19．3±0．5，3．1％非損傷

筋；4．3±1．5）損傷12時間後の筋では最も著し

く増加した（3．1％損傷筋；　31．2±4．4，3．1％非

損傷筋；4．3±1．5）．損傷3日以後の損傷筋
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図1　経時的に採取した損傷筋および非損傷

筋の筋芽細胞増殖性．種々の濃度の筋

ホモジナイズ上清液（3．1％；壬　　壬，

1．6％；－…一一■，0．8％：▲一一「▲）を

添加し，4日間培養後筋芽細胞数を算
出した．

表1　経時的に採取した損傷筋および非姐傷筋の筋芽細胞増殖性．

HM （冤）

m y o bi a st p r ol i f er a ti on （c ei l s x 10 4 ／d i sh ）

in Jur ed mu s ci e m u s cl e－ n o t

t im e a f te r in J ury f r ee i n Ju r ed

mu SC l e
1h　　 6b　 1 2h　 ld　　 2d　　　 3 d　　 7 d

3 ．1 冤

1 ．6 冤

0 ．8 冤

0 冤

0 ．7　 19 ．3　　 3 1 ．2　 2 0 ．0 14 ．2　 2 ．8　 2 ．3

1 ．8

土0 ．4

4 ．3

土0 ．2　　 土0 ．5　　 土4 ．4　 土3 ．9　 土1 ．5　 土1 ．1　 土1 ．2 土1 ．5

2 ．8　 1 5 ．7　 2 3 ．9 1 6 ．3　 8 ．5　 4 ．9　 7 ．2 6 ．3

土0 ．2　　 土1 ．3　 土2 ．4　 土2 ．2　 土2 ．1　 士0 ．9　 土0 ．7 土1 ．8

3 ．7　 10 ．8　 1 5 ．7 1 0 ．0　 7 ．9　　 5 ．7　 4 ．7 4 ．9

土1 ．2　　 土1 ．0　　 土1 ．8　 土2 ．0　 土1 ．9　 土1 ．4　 土0 ．9 土0 ．6

－

HM；homogeni2；ed muscie，h；hour，d；day
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SMHでは，非損傷筋のそれとの差異はみられな

くなる．種々の濃度（0．8％，1．6％，3．1％）でSMH

を加え，筋芽細胞の増殖をみたが同様の分布であ

った．

3．1％損傷筋SMH添加による経時的な筋芽細

胞増殖性について，対照（shamcontrol）と比較

した（図2）．損傷筋では損傷12時間後で最も著し

く増加し（22．3±1．4，対照；4．8±0．2），再現

性のある結果が得られた．一方対照は筋採取まで

の期間による明らかな増減はみられなかった．

（2）筋ホモジナイズ上清液の濃度と筋芽細胞増

殖性

損傷12時間後のSMHを種々の濃度で培養液

に加え，筋芽細胞の増殖を検討した（図3）．損傷

筋では添加濃度に比例して筋芽細胞が増殖し，添

加濃度が3．1～6．2％において細胞数は一定～軽度

減少傾向となる．一方対照（shamcontrol）では

添加濃度に関係なく細胞は増加しなかった．

（3）筋ホモジナイズ上溝液の筋芽細胞増殖性に

おける経時的変化

損傷12時間後の1．6％SMHを添加し，その後

培養液をとりかえることなしに連続培養し，その

間連日，7日間細胞数を測定した（図4）．培養24

時間後では壬見傷筋はsham controlと差はみられ

ない．しかし培養2－6日後では細胞数はcon－

trolに比し有意に増加した．培養7日後では細胞

数は減少し，対照との差も少なくなる．これは培

養期間の長期化と，細胞数の増加により，培養液

の栄養が不充分になったためと考えられた．

（4）非損傷筋の筋芽細胞増殖性

種々の濃度における非損傷筋（皮膚，筋ともに

損傷を加えないもの）の筋芽細胞増殖性をみると

（図1，表1），3．1％SMHで4．3±1．5，1．6％

SMHで6．3±1．8，0．8％SMHで4．9±0．6であっ
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図2　経時■的．に脱取した偵傷筋の備考卿呵増
殖性およびカルシウム濃度．3．1％筋ホモ

ジナイズ上清液を添加し，4日間培養後

筋芽細胞薮を算出した．●－●；損傷

筋，＋”一一一：shamoperatedcontro1．
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COntrOl．
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図4　筋ホモジナイズ上清液の筋芽細胞増殖

性における経時的変化．損傷12時間後

の1．6％筋ホモジナイズ上清液を添加

し，連日筋芽細胞数を算出した．三　　三

；損傷筋，●…一一一●；sham operated

COntrOl，●－－－，＋：筋非添加群．

た．一方筋組織を加えない群は1．8±0．4であり，

非損傷筋群は軽度ながら有意に増加していた．

sham control群と筋を添加しない群を比較す

ると，Shamcontrolは培養3～6日目で筋非添加

群に比し，筋芽細胞の有意の増加をみとめた（図

4）．

（5）損傷筋のカルシウム濃度と筋芽細胞増殖性

経時的にj采取した壬見傷筋SMH（25％）のカルシ

ウム洩度をOCPC法にて測定したところ，対照

（sham control）との差はみられなかった（図

2）．損傷筋の筋芽細胞増殖に対応するカルシウム

漉度の増加もみられず，カルシウム濃度は損傷か

ら採取までの期間に関係せずほぼ一定していた

（3．0－5．1mg／dl）．

考　　　察

近年，筋芽細胞の増殖促進作用をもつ物質とし

て，ソマトメジン顆（somatomedinA，C，multi－

plication－Stimulatingactivity）2），牛下垂体及び

脳からのfibroblast growth factor，トランスフ

ェリンが明らかにされた．又筋芽細胞の融合を促

進する物質として，インスリン，リノレン酸，オ

レイン酸塩が知られてきた．しかしながら筋の損

傷過程において，どのような物質が再生を引きお

こすかは未だ不明である．

Engelは筋の変性再生過程において，組織化学

的見地から変性と再生の性質を同時に示す筋線経

が出現する事より，変性を引きおこすとされてい

るカルシウムが，同時に再生の引き金になるであ

ろうと推定している3）．しかし本実験においては，

損傷筋中のカルシウム濃度と筋芽細胞の増殖との

関連性はみられなかった．

筋の壬員傷再生過程の病理組織学的変化について，

我々の結果4）（57年度本姓会議報告）では，損傷5

時間後より多核白血球が出現，壬艮傷12時間後にマ

クロファージを含む単核球の細胞浸潤がみられる．

24時間後にはmyoblastと思われる細胞が出現し，

3～5日後にはRNA染色にて強陽性を示す再生

線経が出現してくる．今回の実験では，すでに損

傷6時間後の筋組織中に，筋芽細胞を著しく増加

させる物質（筋芽細胞増殖促進因子：MPF）が

出現し，損傷12時間後にMPFの活性が最も増強

する．組織学的に再生線経が出現する損傷3日後

には，MPFの活性は非損傷筋と同程度に低下し

てしまう事がわかった．

又損傷筋における筋芽細胞の増殖は，非損傷筋

の4．6～7．3倍（損傷12時間後筋の場合）と著明で

あった．一方非損傷筋群の筋芽細胞の増殖は筋を

添加しない群に比し，軽度ながら有意に増加して

いた（図1，4）．これらの事より非損傷筋にも軽

度の筋芽細胞増殖促進作用が存在しており，MPF

は筋の損傷にともない損傷筋あるいは他の組織か

ら一層著明に産生されるのであろうと考えられた．

今後さらにMPFの物理，化学的性質について

検討してゆきたい．

－154－



ま　　と　め

筋損傷後経時的に採取した筋のホモジナイズ上

清液（SMH）を作製し，SMHにおける培養筋芽

細胞の増殖促解作用について検討した．

（1）損傷12時間後のSMHは，筋芽細胞の増殖

を最も著しく（23．3±1．4，対照：　4．8±0．2）促

進し，損傷3日以後には非損傷筋との差は目立た

なくなる．

（2）損傷筋SMHの濃度に依存して筋芽細胞

の増殖が促進された．

（3）非損傷筋SMHにも軽度ながら筋芽細胞

増殖作用をみとめた．

（4）損傷筋中のカルシウム濃度と筋芽細胞の増

殖との相関性はみられなかった．

以上より受傷後6時間から3El以内の筋組織中

に筋芽細胞増殖促進因子の存在する事が明らかに

された．
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24）筋再生に関する実験的研究

腱切断と筋壊死後の再生について

福　原　信　義■

研究協力者　　新　田

は　じ　め　に

骨格筋の腱切断後，4～5日目よりcore－tar－

getoid fiberの出現することが知られ，その発生

機序として切断後の筋壊死，再生現象が関与す

る1）とされているものの，詳細は不明である．一

方，骨格筋に選択的に毒性を示す塩酸bupiva－

Caineで筋肉を処理すると，筋のよい再生像をつ

くりうる2）3）．今回，変性及び再生筋の同定に有用

なacridineorange染色▲）を中心に，腱切断後の筋

線経と塩酸bupivacaineによる壊死後の筋線経

を経時的に比較検討したところ，両者には異なっ

た再生の機序が作用していると考えられたので報

告する．

方　　　法

ハロセン麻酔下にWistar系ラット（体重200g）

の1側長址伸筋（E．D．L．），ヒラメ筋（Soleus）を

露出し，0．5％塩酸bupivacaineO．5miを27G注射

器で直接筋肉内に注入した．対照として対側に生

食0．5mlを同じように注入した．処置後1週ごと

に8週までE．D．L．Soleusを取り出し，ドライアイ

スにて冷却したアセトンで直ちに凍結させクリオ

スタットで10JJmの切片を作製した．

腱切断群では同じくラットの1側アキレス腱を

露出しその遠位部を約2mm切除し，十分筋が収

縮したことを確かめた．村側筋を対照として処置

後4，7，11，14，21日日の下腿三頸筋を取り出

し同様にして凍結切片を作製した．各々の切片に

hematoxylinandeosin（H．E．），mOdifiedGomori

trichrome，NADH－tetraZOlium reductase

＊金沢大学医学部神経内科

永　俊■　高　守　正　治■

（NADH－TR），periodic acid schiff

（PAS），adenosine triphosphatase（ATPase）

pH9．4，4．6，4．2，aCridineorange染色4）を行な

い光量頁的に観察した．

筋再生のパラメーターとしてbasophilia，中心

核，fibersplitting，type2Cfiber，筋線維直径，

acridineorange陽性線経に注目し，筋線維200本

中，各々の所見を認める筋線維数を数えた．

acridine orange染色ではRNAの存在を示すオ

レンジの色素を殆ど認めないものを（－），筋線維

周囲にのみ認めるものを（＋），周囲から内部にま

で入りこんでいるものを（十り筋線推全体に認め

られるものを（十日　として半定量的に検討した．

結　　果

1．塩酸bupivacaine処置群

処置後1週目のE．D．Lではbasophilia，筋の大

小不同，中心核，細胞浸潤が認められ，筋線経の

変性・再生が著明で（図1），NADH－TR染色で

はfibertypeの判別が困難であった．ATPase染

色ではtype2CfiberがE．D．L．で40％，Soleusで

70％を占めていた．Acridine orange染色では筋

直径が小さく線維全体がオレンジに染まる（十十り

のものが多く，一部では正常と思われる線経も残

存していた（図2）．

このような変化はSoleusにも認められ，時間の

経過とともに変化は軽微となりbasophilia，type

2C fiberは2週まで，aCridine orange陽性線経

は3－4週まで存在し，中心核，fibersplittingは

ほぼ全経過を通じて8週まで認められた．Soleus

ではE．D．Lよりも再生過程が若干遅れる傾向に

あった（図3）．
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図1Cross section ofthe E．D．L musclel week after bupivacaine treatment．

In thissection，phagocytosis，Cellinfiltration，and fibersize variation can be

Seen・Some muscle fiber nucleiarelocated centralIy・Hematoxyline and eosin

stbin．×50
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図2　Cross section of the E．D．L musclel week after bupivacaine treatment．

Many small muscle fibers have strong orange fluorescence throughout the

CytOplasm and yellow一green Central nuclei．

Acridine orange stain．×56

E．D．L．　　　　　　　　　　　　　　　　　soleus

Ce11infiltration

Basophilia

Central nuclei

Fiber splitung　　％

Fiber diameter

Type2C fiber　　忽払
Acridlne orange

pos址iYe fibers
1　2　5　4　5　8　7　8week　1　2　5　4　5　8　7　8week

図3　HistochemicalchangesinE．D．L．andsoleusmuscleafterbupivacainetreatment．
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対照側ではbasophilia，筋の大小不同，fiber

splittingは認めず，中心核は1％以下で，type2

C fiberは約6％に認められた．acridine orange

染色ではSoleusで（＋＋＋）0％，（＋＋）12％，

（＋）70％，（一）18％，E．D．Lでは（＋＋＋）0

％，（＋＋）8％，（＋）30％，（－）62％となりSoleus

でやや強い染色性を示した．

2．腰切断群

処置後4日目ですでにNADH－TR染色に染ま

らないリボン状あるいは境界不鮮明な円形の部分

を持つ筋線経が出現し，この部分はPAS，

ATPase染色にも染まらず，mOth－eatenfiberお

よびtargetoid fiberと考えられた（図4）．一方

acridine orange染色では一部にリボン状の螢光

が見えるものの，殆どの筋線経では対照との染色

性の違いは兄い出せなかった（図4）．このほか細

胞浸潤や筋の大小不同，中心核も認められたが，

いずれも塩酸bupivacaine処置群に比して変化

は少なく，処置後11日以内に対照と大差なくなっ

た（図5）．

対照側ではmoth－eaten fiberおよびtargetoid

fiberは認められず，aCridine orange染色では塩

酸bupivacaine処置群の対照側と同じ染色性を

示した．

考　　　察

今回の塩酸bupivacaine処置後にみられた筋

再生現象は今までの報告5）とほぼ一致している．

acridine orangeはDNAと結合してyellow－

greenの螢光を発し，RNAと結合してorangeの

図4　Serial cross section of the soleus muscle4days after tenotomy．

Right：Moth－eaten（arrow）and targetoid fibers．NADHATR stain．×88

Left：Some fibers are stained positively（arrow），but most ofothersarenot．

Acridine orange stain．×110
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Bupivacaine treatment Tcnotomy

Cellinfiltration
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positive fibers
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l　努力わけh一丁一一　　　　1　　　　　■

1　　　　2　　　　　5week　1　　　　2　　　　　5week

図5　HistochemiCalchangesinsoleusmuscleinbupivacainetreatmentandtenotomy．

螢光を発することから，この染色により未熟，変

性，再生筋線経の同定が容易となる4）．我々の半定

量的検討では従来までの1週目よりも長く変化が

認められ，筋再生現象を見るには中心核の存在と

並んでacridine orange陽性線経の存在がよい指

標になると考えられた．

塩酸bupivacaineは選択的に筋線維細胞膜6〉お

よび筋小胞体7）を障害することからCaイオンを

介した筋線推壊死がおきてくる8）と推定されてい

るが，同様の細胞冨莫の変化は腱切断後の筋線経に

も認められており9）10），壌死後筋線経の周辺部より

筋原線経の再生が生ずる11）ため形態学的にcore－

targetoidfiberが生ずると考えられる．今回，塩

酸bupivacaine処置群に比して腱切断後の再生

筋では各々のパラメーターの変化が軽く，特に

acridine orange染色では再生に伴なう変化を認

めなかったことより，両者の筋再生には異なった

機序（例えばsatellitecellの増殖を介さない筋線

維構成蛋白の再構築など）が考えられる．

結　　　論

1．WistarラットのE．D．L．Soleusを用い，腱切

断後と塩酸bupivacaine処置後の筋再生現象

を，aCridineorange染色を中心に経時的に比較

検討した．

2．塩酸bupivacaine処置筋においてacridine

Orange陽性線経は中心核と並んで再生のよい

指標となった．

3．騰切断後の筋線維変化は塩酸bupivacaine

処置筋よりも軽く，COreLtargetOid fiberは

acridine orange染色で染まらなかった．

4．両者の筋再生には異なった機序が働いている

と考えられた．
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25）ジストロフィー筋の再生と種々の萎縮筋中の

遊離アミノ酸の変動

寺　尾　寿　夫■

研究協力者　　高　津　成　美＊　平　口　峰　子＊

加　藤　洋　司＊　永　井　由紀子■

は　じ　め　に

骨格筋の移植後に起こる筋の再生がジストロフ

ィー筋と正常筋で如何に異なるかを明らかにする

ことは，ジストロフィー症の成因を解明する上に

も，また治療上にも重要と考えられる．我々は昨

年ジストロフィーハムスターと正常ハムスターの

間に骨格筋の交換移植を行い，それぞれの筋が

hostを交換した場合再生がどの様に変化するか

を報告した1）．またジストロフィーマウスの長指

伸筋（EDL）をヌードマウスに移植してその再生

についてのpreliminaryの報告を行った．今回は

まずこの問題に関して動物数を増して研究を続け

た結果を報告する．またこれとは別に筋の崩壊時

または筋の発育，再生時に筋中の道雄アミノ酸が

如何に変化するかを調べたのでその結果について

も述べる．

0ジストJ＝フィーマウス（mdxマウス）のEDLの
ヌードマウスへの移植

方　　法

筋の移植法は生後2ヶ月目のmdxマウスの

EDLを取り出し，これをやはり生後約2ヶ月のヌ

ードマウスの一側のEDLを取り去った場所には

め込む形で移植した．同一ヌードマウスの他側下

肢には同様にコントロールマウス（C57BL／10cs）

のEDLを移植した．この際graftのEDLの近位

端は単に固定したが遠位端はヌードマウスの

EDLの残存する腱に縫合した．

ヌードマウスは移植後1，2，4，6ヶ月後に

SaCrificeしてgraftを取り出し直ちに横断凍結

＊帝京大学第一内科

切片を作製してH－E染色後，再生筋線経の数，直

径を測定し，また直径のvariabilitycoefficientを

計算した．これらの測定にはKontronを使用し

た．なお再生筋は摘出後上下の2部分に分けその

各々についての測定を行い平均を求めた．また

Variability coefficientは次の式によって計算し

た．

Variabilitycoefficient＝

Standard deviationXlOOO

mean fiber diameter

結果および考察

1）再生筋線経の数

図1は移植後1，2，4，6ヶ月のすべての再

生筋中の再生筋線経の数を示したものである．こ

れにみる如く1ヶ月から4ヶ月までの期間で再生

筋線経の数は，mdxのEDLの再生筋の方がコン

トロールの再生筋中の数よりも常に多かった．但

し4ヶ月目には両者はかなり按近し，また6ヶ月

仇叩Ofm血otl卿atOd much触
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日ではmdxマウスの値はばらつきが多く有意差

はなかった．

2）再生筋線経の直径

再生筋線経の直径は図2に示す如くmdxの再

生筋が有意に小さかった．

3）再生筋線経の直径の変動係数variabiHty

coefficient（V．C．）

再生筋線経の直径のばらつきを示す変動係数は

図3の様に移植後6ヶ月までの全期間に亘って

mdxの再生筋が大きかった．

なお，個々のヌードマウス毎にmdxとC57BL

のEDLの再生筋線経の数，直径，変動係数の比を

mdx／C57BLで求めてみると，数の比は1より大

きく，直径の比は1より小さく，また変動係数の

比は1より大きかった．

以上の特徴は移植後のジストロフィーのEDL

も同様に有しており，その特徴は再生後の筋にも

受けつがれていることが明らかとなった．

0筋変性時および筋再生時の筋肉内遊離アミノ酸

の変化

骨格筋は他の組織とは異った独特の遊離アミノ

酸プールを有しており，taurine，glutamine，

glycine，alanine，CarnOSineが含量の多い方から

5種類のアミノ酸である．これはヒトでも大体同

じである．我々は筋の種々の原因による崩壊時お

よび発育再生時につき検討した．

m叩d叫輌箭義元d雨読m月托h籠■暮

方　　法

動物はネンプタール麻酔後，心より清血して

sacrifice L，直ちに筋を取り出しhomogenize

L，過塩素酸にて除蛋白した．この除蛋白炉液に

っき日立アミノ酸自動分析機によりアミノ酸濃度

を測定した．

結　　果

1）種々の筋萎縮時の遊離アミノ酸の変化

（1）ジストロフィーハムスターBlO14．6

BlO14．6とコントロールハムスターのQua－

rdricepsで遊牡アミノ酸を比べるとその差は大体

以下の4つに要約できる．

（a）ジストロフィー筋ではglycine減少が著明．

（b）同様にβ－alanineの減少が著しい．なおβ－

alanineは筋中に多いdipeptideであるanserine

やcarnosineの構成成分である．

（C）glutamic acidが増加する．

（d）taurineが有意に増加する．

taurineは筋中にもっとも多く含まれるニンヒ

ドリン陽性物質である．

（2）ジストロフィーハムスターUM－Ⅹ7．1．

BlO14．6と同一の変化がみられるが，この場合

はglutamicacidの増加ではなくglutamineが有

意に増加していた．

（3）mdxマウス

生後2ヶ月のmdxマウスのQuadricepsの進

級アミノ酸をC57BL／10csのそれと比較すると，
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ジストロフィーハムスターBlO14．6にみられる

特徴と同様の傾向がみられた．

次に人工的に作った筋萎縮について述べる．

（4）タロロキンミオバナー

タロロキン25mg／kgを毎日ハムスターの腹腔

内に2週間注射した後にQuadriceps中の遊馳ア

ミノ酸の変化を調べてみるとこの場合もtaurine

が増加しglycineが減少する点は同様であるが，

glutamic acid，glutamineの増加はジストロフィ

ー筋より迄に著明であり，またβralanine，anSer－

ine，CarnOSine系には有意な変化はみられなかっ

た．これはジストロフィー動物と違い，タロロキ

ンミオバナーでは筋崩壊の過程が急速なのも一因

と考えられる．

（5）VitamineE欠乏動物

Ⅴ．E欠乏が骨格筋の変性をきたすことはよく知

られている．図4はラットにⅤ．E欠乏食を与え，

2ヶ月目のQuadricepsのアミノ酸の変化を示す．

これではジストロフィー動物やタロロキンミオパ

テーとはやや異った変化がみられた．即ちtaur－

ineが著しく高く，glycineの減少は殆んどない

が，threonine，Serine，aSparagineの減少は著明

であった．またβ－alanine，CamOSineが著しく減

少し，さらにglutamicacidとglutamineが減少

していた．但しまだ例数が充分でなく更に動物数

をふやして検討中である．

2）筋肉の成長又は再生時のアミノ酸の変化．

筋が正常発育，又は再生する時にはとの様な変化

Fr00amh acjdlevやlshEDLofVibminEdoficient rat．
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が起こるかを検討した．

（1）筋の成長

図5はC57BL／10csの生後1週，2週，3週目

のQuadriceps中の各アミノ酸の変動を示したも

のである．図中の横線はadultの値を示している．

これに示す様に筋中の多くのアミノ酸は生後まも

なくは非常に高く，発育と共にadultの倍に近づ

く．これらの大部分のアミノ酸とは逆にtaurine，

anSerine，CamOSineの値は始めは著しく低いが，

3週目にはadultの値に追いつく．

同様の変化をmdxマウスの幼仔のQuadriceps

で測定してみると，予想に反してC57BLとの間

に差がみられなかったが，生後のtaurineの上昇

は遅れている．

（2）筋再生

ラットのEDLに塩酸ブビバカインを筋注し，

その再生時の遊敵アミノ酸の変化を測定してみた．

この場合は均一な多量の再生筋を得ることが難し

いが，注射後1週目では高値を示すものが多く，

時間と共にコントロールに近づく傾向がみられた．

考　　察

骨格筋中の遊離アミノ酸は独特なパターンを示

すにも拘らず，これらの筋肉中での働きは殆んど

わかっていない．この中anserineとcarnosineに

ついては，ミオシンATPaseの活性化2）または乳

酸の蓄積によるpHの低下を防ぐ緩衝作用が注目

されている3）．

しかし，更に含量の多いtaurineなどについて

はその機能は不明である4）．taurineは中枢神経

Fr00amiⅦaddlovdsh如drk印SOty叫q7BL／10亡与mェ●
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系，網膜，心筋，血小板などに多く分布するが，

大部分は骨格筋中に含まれるという極めて偏った

生体間の分布を示しており，またneuro－tranS－

mitterとしての働きを示唆する報告もみられる5）．

これらのニンヒドリン陽性物質は筋の崩壊，生

長，再生と密接に関連して変動しており，その機

能と共に筋再生に及ぼす影響についてさらに研究

を進めている．

結　　　語

1）ジストロフィーマウスの骨格筋（EDL）をヌ

ードマウスに移植し，その再生をコントロール

マウス（C57BL／10cs）と比較し次の結果を得

た．

（1）再生筋線経の数：　mdx＞C57BL

（2）再生筋線経の直径：　mdx＜C57BL

（3）再生筋線経の直径の変動係数：　mdx＞

C57BL

（4）以上より再生筋は移植前のoriginalの筋

の性質を再生後も保っていると考えられる．

2）種々の筋変性時および筋の生長または再生時

の骨格筋中遊敵アミノ酸の変化を測定し次の結果

を得た．

（1）ジストロフィーハムスター（BlO14．6，

UM－Ⅹ7．1）ではglycine，βalanineは減少し，

taurine，glutamicacid，glutamineは増加して

いた．mdxマウスの骨格筋でも同様な傾向がみ

られた．

（2）タロロキン・ミオパテーでもglycineは減

少し，taurine，glutamic acid，glutamineは増

加したが，β－alanine，anSerine，CarnOSineは

変化がなかった．

（3）Ⅴ，E欠乏動物ではtaurineが著増し，β－

alanine，CarnOSine，glutamic acid，glutamine，

threonine，Serineなどが減少した．

（4）発育時のマウスではtaurine，CarnOSine，

anserineが低値を示し，生長と共に増加した．

その他の多くのアミノ酸は生後1－2週では高

値を示すが，3週では減少し，adultの値に近づ

いた．

（5）塩酸プヒバカイン注射後の再生筋では

glycine，β－alanine，CarnOSine，glutamineなど

初期に高いものが多く，時間と共に正常値に近

づいた．
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26）Duchenne筋ジストロフィー症生検筋のヌードマウスへの

移植実験

－再生筋組織のCathepsinB活性について－

若　山　吉　弘■

研究協力者　　武　田　　　篤約　三　杉　信　子＊…

三　宅　捷　太目＝　石　原　伝　幸＊■＊＝

筋の再生が正常か否かはDuchenne筋ジストロ

フィー症（DMD）において重要な課題であり多方

面から検討され論じられてきた1）．本症の病因の

1つは筋タンパク質の異常分解冗進の可能性があ

りプロテアーゼとの関連が提唱されている2）3）．ま

た，昨年度までの光顕電顕的検索からは，筋の再

生が活発であるにもかかわらず，筋の再生と臨床

的な筋力改善とが対応しないので再生はinef－

fectiveであり，このことは筋細胞内の代謝と密接

に関係していることが推測された4）．

そこで本年度は，ヌードマウスに移植した

DMD再生筋を用いて，筋タンパク質の代謝に関

与していると考えられているリソゾーム系酵素

（特にカテプシンB＆H）活性の移植再生に伴う

変化について，正常対照再生筋のものと比較検討

した．

材料と方法

ヌードマウスをネンブタールで麻酔後，背部の

左右に小さな切開を加え，少年のDMD患者の大

腿四頭筋6例，組織化学的に正常な整形外科手術

例からの大腿四頭筋8例を周囲の筋に直接触れな

いよう挿入し縫い合せた．そして，移植後1，2，

3，4週日で取り出し形態学的な検索と酵素活性

＊昭和大学藤が丘病院神経内科

＊＊昭和大学藤が丘病院臨床病理科

＊＊＊神奈川県立ことも医療センター整形外科

＊＊＊＊神奈川県立ことも医療センター神経内科

＊＊＊＊＊国立東埼玉病院内科
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測定用の標本とした．

再生筋から粗酵素溶液の調製とそれを用いた酵

素活性測定は図1に示した如く行った．再生筋片

にPBS－0・1％TritonX－100溶液を加え，グラスホ

モジナイザーでホモジナイズし，10，000×g，20分

の遠心分散後の上清を粗酵素溶液とした．リソゾ

ーム系酵素活性は，カテプシンB＆HにはBz－

Arg－Naphthylamide，カテプシンDには酸変性

ヘモグロビンを基質としてBarrettらの方法5）を

反応容量と時間を改良して測定した．酸性フォス

7ァターゼはp－nitrophenylphosphateを基質と

してIgarashiらの方法6）で測定した．

結　　　果

移植再生に伴う再生筋の形態学的検索として，

移植後1週と2週後のDMD及び対照再生筋の細

胞直径を光顕的に定量した結果を表1に示す．正

常対照再生筋の細胞直径は，1週後の13．7±1．4

JLmから2週後で18・7±2．8JLmに，同様にDMD

再生筋のそれも13・4±0・8〝mから15・6±0・7／Jm

と太くなっていた．そして，1週後では両再生筋

の細胞直径には有意な差はなかったが，移植2週

後になるとDMD再生筋の細胞直径が対照再生筋

のものと比較して有意に細かった．

移植後の異なった段階での再生筋のリソゾーム

系酵素活性の変化を図2に示す．対照再生筋のリ

ソゾーム系酵素は，移植再生に伴って経時的にタ

ンパク量当りで示した活性が増加していた．また，

検体重量当りで示した酵素活性も同様の傾向であ

った．

形態学的に移植DMD再生筋の細胞直径が対照

再生筋のものと比較して有意に細い2週後の再生

筋の酵素活性を比較した結果を表2に示す．カテ

プシンB＆H活性は，対照再生筋と比較して筋組

織重量当りで示した活性には差はなかったが，ホ

モジネート上清のタンパク量当りで示した活性で

はDMD再生筋の方が約1．5倍高かった．また，同

じリソゾーム系酵素であるカテプシンDと酸性

フオスファターゼ活性は，カテプシンB＆H程で

はないが，やはり同様の傾向を示した．

考　　　察

筋ジストロフィー症における筋の再生が正常で

あるかどうかは本症の病因，治療，‘予後に関して

重要な課題でありながらまだ一定の結論が得られ

ていない．本実験でヌードマウスに移植した

DMD再生筋の細胞直径が対照再生筋と同様に移

植2週後に1週後より太くなっていることから，

経時的にDMD筋も再生していることは明らかで

ある．この事実は，細胞内代謝に密接に関係して

表1Groupmeandiameters（JLm）ofcrossLSeCtionatedmyotubesandmyoblastsin

・bothnormalandDMDmusclegraftsatdifferentstagesoftransplantation

l week　　　　　　　2weeks

Normal 13．7＋1．4a着

（n＝6）b

13．4＋0．8a貴

（n＝6）b

18．7＋　2．8

（n＝6㌔

15．6　＋

（n＝6）b

a甘薯

0．7a着場

I）MI）：Dchenne muscular dystrophy・

a：Group mean diameter（pm）土Standard error of the mean．
b　：Number of cases．

薯　p＞0・l I　鞘　pく0．05
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Cathepsin B＆H Acid phosphatase CathepsinI）

JnU／Jng prOtein qU／mg protein

1　2　3　4　　　　1　2　3　4

Weeks

1　2　3　4

－：Duchenne muSCular dystrophy，［：コ：Control

図2　Changesinactivitiesoflysosomalemzymesinnormalanddystrophicmuscle

grafts

表2　Lysosomalenzymeactivitiesinnormalanddystrophicmusclegraftsaftertwo
weeks of tranSplantation

Enzyme SamPle（N）

Activity

mU／mg PrOtein mU／g ti芦SSue

Cathepsin B　＆　H

Acid phosphatase

CathepsinI）

Normal（8）

DMD　　（6）

DHD／Normal

Normal（8）

DHD　　（6）

DMD／Normal

Normal（8）

DHD　　（6）

DMD／Normal

0．14　＋　0．05

0．21＋　0．07

1丁50

7．4土2・7
8．7　＋　3．6

1T17

0．55　＋　0．20

0．61＋　0．14

1Tll

11．3　＋　4．9

10．5土3・5
0．93

607土220
603土225
0．99

36．9　＋14．5

33．3　＋　5．9

0丁90

DMD：Duchenne muscular dystrophy Mean＋S．D．
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いると考えられているリソゾーム系酵素の活性が

移植再生に伴って経時的に増加していた結果から

も確証された．

病的状態にある筋組織のリソゾーム系酵素活性

の上昇は，外から浸潤したマクロファージ（M¢）

性細胞に由来することが強く示唆されている7）刈．

しかし，本実験での形態学的検索では両再生筋に

存在する浸潤したM¢性細胞は少なくその存在

量には差がなかったことから，DMD及び対照生

検筋の移植再生に伴うリソゾーム系酵素活性の増

加は筋細胞内リソゾーム系オルガネラの増加によ

るものと考えられる．

移植再生筋の細胞直径に有意な差のあった移植

2週後に，カテプシンB＆H活性のホモジネート

上清のタンパク量当りで示した値がDMD再生筋

の方で対照再生筋の1．5倍高く特異的な活性上昇

の傾向を示した．しかし，他のリソゾーム系酵素

の活性変化を見ると，DMD及び対照再生筋の問

では移植再生に伴うリソゾーム系酵素活性変化に

は本質的な差異はないと考えられる．従って，両

再生筋のリソゾーム系酵素活性の比較結果は，

DMD再生筋ではある桂の筋タンパク質の可溶性

成分の減少やその質的変化がある可能性を示唆し

ているのかもしれない．

リソゾーム系酵素の活性測定溶液として再生筋

ホモジネートを用いることは，特にリソゾームチ

オール性プロテアーゼに特異的な内在性インヒビ

ターの存在を考慮しなければならない9）．今後こ

れらを考慮し，免疫組織化学的手法等も組み入れ，

さらに詳細に検討を行う必要がある．
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27）Glycerol kinase欠損症：

1．日験1例を含めての臨床像の検討

中　野　今　治＊

研究協力者　　後　藤　　　順＊　　柿　沼　宏　明＊＊　　中　村　文　子…

斎　藤　深美子＝＊

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）の遺

伝子座位はⅩ染色体短腕中央部Xp21に位置する

ことが明らかにされている．このXp21に染色体

欠矢を認め，いずれも伴性劣性遺伝疾患である先

天性副腎低形成（CAH）とglycerolkinase（GK）

欠損を合併したと考えられる筋ジストロフィー症

男児について報告し，その臨床像について文献例

と合わせ検討する．

症　　　例

10歳男児．

家族歴：　母親中等皮精薄．

現病歴：　生後9ヵ月，未頸走主訴に当院受診

し，筋緊張低下型脳性麻痔と診断された．頸走は

1歳，1歳9カ月で発語があり，独歩は5歳2カ

月で可能となった．

4歳頃，皮膚色素沈着が出現し，6歳1カ月，

急性副腎不全による嘔吐，発熱，j茎攣を呈した．

精査の結果，副腎皮質機能不全と筋ジストロフィ

ー症の合併と診断され，以後副腎皮質ホルモンの

補充療法を施行している14）．

1984年，血中，尿中グリセロールの異常高値が

みいだされた．

現症：　身長120cm（－2．5SD）．体重20．8kg（－

2．OSD）．現在皮膚粘膜の色素沈着は認めない．神

経学的には，痙攣発作が年に1回程度あり，言語

知能発達は1．5～2歳レベル．膵腹筋の軽度仮性肥

＊国立療養所下志津病院神経内科

＊＊同小児科

＊＊＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝

＊＊＊＊東京大学医学部脳研究施設神経内科

村　山　繁　雄＊＝＊

大，四肢近位筋優位の筋萎縮・筋力低下があり，

異状肩甲，登攣性起立，動揺性歩行を認める．腱

反射はアキレス腱を除き著明に低下ないし消失し

ている．

主要検査所見：（1）副腎皮質機能（6歳治療

前）：Cortisol11．7jEg／dl（6．0－24・0）．ACTH

580pg／ml（＜100）．ACTH負荷試験無反応．Al－

dosterone＜5ng／dl（臥位10．9－62．7）．Plasma

reninactivity＞104．7ng／ml／hr（0・5－2・0）．副腎

シンチ描出されず．

（2）Glycerol代謝：血清glycero129・1mg／dl

（＜2．0）．尿GC－MS分析glycerol異常ピーク．

白血球GK活性4，6pmol／106cells／hr（114，

125）．母親白血球GK活性61pmol／106cells／hr．

（3）神経学的検査：脳波♂波バースト．

CKl1253U／1（24－195）．筋電図筋原性変化．筋生

検（三角筋，肪腹筋）で，問質の増加，筋線経の

大小不同，多数のOpaquefiber，中心核の増加，

再生線経などdystrophic changeを認めた．

（4）染色体分析（G分染法）：46，Ydel（Ⅹ），

Xp21に小欠矢を認める．母親も同様の欠失Ⅹ染

色体を有し，正常Ⅹ染色体とのheterozygoteで

あった．

考　　　察

本例では多彩な臨床像，即ち，（1）身体精神運動

発達の遅滞，（2）副腎皮質機能不全，（3）GK欠損，

（4）筋ジストロフィー症を呈し，Ⅹ染色体短腕

Xp21に小欠矢が認められた．

この多彩な臨床像を説明するのに，まずGK欠

損による代謝異常によって全体を説明できないか
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との可能性が考えられよう．Glycerol kinase　ルギー代謝の異常や細胞膜などの膜の障害をきた

（ATP：glycerolphosphotransferase・EC2．7．　す可能性が考えられ，その結果，副腎や筋肉など

1・30）はglycerolをglycero13－phosphateに））　に異常を生ずることが考えられる．しかし，まっ

ン酸化する酵素で・その欠掛こより細胞内のエネ　たく無症候であるGK欠損が報告1卜3）されており，

表1GlyceroIKinase（GK）欠損，先天性副腎低形成，筋ジストロフィー症

家系 症　 例

ダリセロ」ル代謝
偽つ

T 高

孟蓋

症こノ

副石

腎形

成長発達 筋　 症　 状 そ　 の　 他 染 色体分析
剖

検

幸毘

高 l
グレ
グセ
リロ
G 発

女

指発 C 筋●’筋”

病
癌

性

骨 脳 0
T
欠 ＿　失 母　 硯リ芸 1 K

欠

損

不成 R
遅
神速

這遅

K

高

電 理
変
化

粗

．■●

萎 C

セ
ロ症

ル
尿

全
滞 動滞 侶 図

事ユ；
症 埼

欠
損

ムヒ
白

Ⅰ．無症候GK欠損
1． 70 y M　M

2 1y M

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋ 1

2． 38y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ ・2，

3． 76y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ 3

Il・嘔吐，アシドーシス，意識障害発作を伴うGK欠損

lly M

Hl．GK欠損と先天性副腎低形成等との合併
6． 2 1d 十 M

2y 十 M

26m 十 M

2 8d 十 M

5y M ＋ ＋ ＋

＋

＋

＋

＋

＋ ＋

1

＋ X p 2 1．2 h e ter o．

＋

＋

＋

6■ 7

3 ％y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － X p 2 1．2 h e ter o．
7． 6y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ M ＋ ＋

＋

ち 9
3 3m 十M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ M ＋ ＋

8． 7％ m 十 F

l％ y M

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋ ＋ X川 ．トXp引．3 h e te ro．

＋ 訂 7

9． 5y 十M

4y M ＋ ＋ ＋

＋ ？

＋ ＋

＋

＋

D

D ＋ Xp21．ト粘21．3 h e te ro．

叫 7

川． 5W 十M

9y M ＋ ＋ ＋

十

十 ＋ ＋ ＋ M D ＋
X p 2 1

＋ 1 1′12

亀5y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ M D ＋

1 1． 4 y　 M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ P M 13

12． 】O y　 M ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ M D － ± X p 2 1 h e te ro． 巧 15

13． 9m　 M l ＋ t　 l ＋　 t　 l l ＋ M l l l　 t　 I l　 l16

14． 3 6h 十 M ＋ 十 － ＋ X p 2 1 h e te r0． ＋ 171柑

Ⅳ・先天性副腎低形成と筋ジストロフィー／ミオパテーとの合併
15． 3粕 十M

1㍍ y 十M

＋

＋

＋

＋

＋

＋

十

＋

M

M

D

D

＋

＋

19

16． llm 十 M

12h 十 M

2％ y十 M ＋

＋

＋

＋ ＋ ＋ L

＋

＋

20

17． 4 y 十 M

3％ y十 M

十

十 ＋

＋

D ＋

2 1

18． 4 y　 M

1％ y十 M ＋ ＋ ＋ ＋

＋

＋ M ＋ ＋

皇2

1）M．rnyogenic；P．polyphasic；L．Jow・amPIitude．
2）M．myopathic；D．dystrophic
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必ずしもGK欠損によって上記のような障害が

生じるとは限らない．GK欠損では，本来臨床的に

問題となる障害を起こさない可能性も考えられる．

ただし，異なる臨床像を呈するいくつかのGK欠

損の対立遺伝子が存在することも考えられる．

さて，本例ではDMD遺伝子座位のあるⅩ染色

体短腕Xp21に小欠夫が認められている．GK，

CAHの遺伝子座位は明らかにされていないが，

これらもⅩp21内にあり，GK，CAH，DMD遺伝

子座位を含む領域の染色体欠失により3症を合併

したとすれば，本例の多彩な臨床像を理解できる．

即ち，本例の多彩な臨床像は，基本的に先に述べ

たようなGK欠損による代謝異常によるのでは

なく，染色体欠失により異なる3疾患が合併した

ことによると考えたほうが理解しやすいと思われ

る．

以上の点に関し，GK欠損症の報告例を中JLりこ

臨床像を検討する．本例を含むGK欠損症の報告

例1ト18）と，GK欠損については不明であるが臨床

像が本例と類似した症例19）～22）とを表1にまとめ

た．

GK欠損は本例を含め12家系17例1ト15）で確認

され，GK欠損と考えられるものが3家系3

例1）・16）・17）・18）あり，計14家系20例報告されている．X

染色体のnonrandominactivationにより発症し

たと考えられる女児1例（家系8）6）を除きすべて

男性である．臨床像より3群に大別され，無症候

の第1群（3家系5例）1ト3），副腎不全などを伴わ

ず嘔吐，アンドーシス，意識障害発作を呈する第

2群（2家系2例）4）・5）と本例（家系12）を含む第

3群（9家系13例）6）－18）に分けられる．第3群は

全例副腎不全を伴い，剖検例ではcytomegalic

typeの副腎低形成が報告されている9）・11）．2家系

（家系6，14）を除き，さらに筋症状を伴ってい

る6ト16）．報告により筋ジストロフィーないしミオ

パテーとしているが，いずれも著明なCK高値，

共通した筋病理変化などがみられ，同一の筋病変

を呈しているものと考えられる．家系6はGK欠

損とCAHのみの合併6）・7）家系14はGK欠損，

CAHとornithinetranscarbamylase（OTC）欠

損の合併である17）・18）．著明な精神運動発達遅滞が

第3群のほとんどの症例で報告されている．

GK欠損については不明で，いずれも剖検例で

あるが，精神運動発達遅滞を呈し，CAHに筋症状

を合併した男児例が4家系5例（家系15～18）報

告されている19卜22）．GK欠損以外の点については

第3群の筋症状を合併するものと酷似している．

さらに家系16では高脂血症20），家系18ではhyper－

triglyceridemiaの合併22）があり，いずれも

pseudohypertriglyceridemiaである可能性も考

えられ，GK欠損の可能性が示唆される．これらの

症例は第3群に含まれるべき症例とも考えられ注

目される．

第3群9家系13例のうち本例以外にも5家系6

例で，Xp21に染色体欠矢が認められ7）・12）・17）・18），う

ち5例では遺伝性である7）・18）ことが示されている．

本例と同様にDMDないしDMD様の筋症状を伴

うものが3例7）・12）あり，筋症状を伴わずGK欠損

とCAHのみのものが2例7），他の1例は，GK欠

損とCAHにOTC欠損を合併した症例17）・18）であ

る．OTC遺伝子座位はDMD遺伝子座位と連鎖

し23），ともにXp21に位置する24）ことと，上記症例

とを考えあわせると，先に本例について述べた如

く，GK，CAH両遺伝子座位ともⅩp21に存在し，

本例をはじめ第3群の症例でみられた筋症状は

DMD遺伝子を含む領域の染色体の欠失により発

症したと考えるのが妥当である．

以上よりGK欠損の第3群はXp21内の染色体

欠失によりGK欠損，CAH，DMD等を合併する

遺伝性の染色体異常症候群のひとつと考えられる．

以上の点を含め，分子遺伝学的検討などを今後進

めていく必要があろう．

文　　　献

1）Rose，C．I．，Haines，D．S．M．：Familialhyperg－

1ycerolemia．J．Clin．Invest．61：163－170，

1978．

2）Pometta，D．，Suenram，A．，VOnderWeid，N．，

Joliat，J．：Glycerokinase deficiency

（abstract）．Eur．J．Clin．Invest．11：A145，

1981．

3）Goussault，Y．，Turpin，E．，Neel，D．，Dreux，C・，

－172－



Chanu，B．，Bakir，R．，Rouffy，J．：

lPseudohypertriglyceridemia’caused by

hyperglycerolemiaduetocongenitalenzyme

deficiency．Clin．Chim．Acta123：　269－274，

1982．

4）Ginns，E．Ⅰ．，Barranger，J．A．，McClean，S．W．，

Sliva，C．，Young，R．，Schaefer，E．，Goodman，

S．I．，McCabe，E．R．B：A juvenile formOf

glycerol kinase deficiency with episodic

VOmiting，aCidemia，and stupor．J．Pediatr．

104：　736－739，1984．

5）Eriksson，A．，Lindstedt，S．，Ransnas，L．，VOn

Wendt，L．：Deficiency of glycerol kinase

（EC2．7．1．30）．Clin．Chem．29：718－722，

1983．

6）Bartley，J．A．，Miller，D．K．，Hayford，J．T．，

McCabe，E．R．B．：Concordance of X－linked

glycerol kinase deficiency with X－Iinked

COngenital adrenal hypoplasia．Lancet　2：

733－736，1982．

7）Bartley，J．，Patil，S．，Ghoshal，R．，Hofker，

M．H．，Van Ommen，G．J．B．，Pearson，P．L．：Ⅹ－

1inkedglycerolkinaseandX－1inkedadrenal

hypoplasiamaps atXp21（abstract）．Am．J．

Hum．Genet．37（Suppl）：A143，1985．

8）McCabe，E．R．B．，Fennessey，P．Ⅴ．，Guggen－

heim，M．A．，Miles，B．S．，Bullen，W．W．，Sceats，

D，J．，Goodman，S．I．：Humanglycerolkinase

deficiency with hyperglycerolemia and

glyceroluria．Biochem．Biophys．Res．Com－

mun．78：1327－1333，1977．

9）Guggenheim，M．A．，McCabe，E．R．B．，Roig，M．，

Goodman，S．I．，Lum，G．M．，Bullen，W．W．，

Ringel，S．P．：Glycerolkinasedeficiencywith

neuromuscular，Skeletal，and adrenal abnor－

malities．Ann．Neurol．7：　441－449，1980．

10）McCabe，E．R．B．：Human glycerol kinase

deficiency：Aninbom errOr Of compart－

mentalmetabolism．BiochemMed．30：　215

－230，1983．

11）Renier，W．0．，Nabben，F．A．Eり　HustinX，

T．W．J．，Veerkamp，J．H．，Otten，B．J．，terLaak，

H．Jり　ter Haar，B．G．A．，Gabreels，F．J．M．：

Congenital　adrenal hypoplasia，prOgreSSive

muscular dystrophy，and severe mental

retardation，in association with glycerol

kinase deficiency，in male sibs．Clin．Genet．

24：　243－251，1983．

12）Wieringa，B．，Hustinx，Th．，Scheres，J．，

Renier，W．，ter Haar，B．：Complex glycerol

kinase deficiency syndrome explained as X

－Chromosomal deletion．Clin．Genet．27：

522，1985．

13）吉本雅昭，高柳俊光，永富智子，馬場常募．辻

芳郎，大童康弘，松田一郎：　副腎不全，非特

異性ミオバナー，精神運動発達遅滞を伴うグリ

セロールキナーゼ欠損症（本邦初報告例），日児

誌89：1297－1302，1985．

14）中村文子，高柳直子，関根邦夫，渡辺博子，木

内信二，西牟田敏之，斎藤敏郎，村山繁雄，露

崎俊明：　筋ジストロフィー症を合併したアジ

ソン病の1例，ホと臨床32（Suppl）：206－

209，1984．

15）Saito，F．，Goto，J．，Kakinuma，H，，Nakamura，

F．，Murayama，S．，Nakano，Ⅰ．，Tonomura，A．：

Inherited Xp21deletion　in　a boy with

COmplex glycerol kinase deficiency

Syndrome，Clin．Genet（inpress）．

16）豊田茂樹，樋笠桂子，真鍋正博，磯部健一，伊

藤進，山川毅，大西鐘寿：　新生児期に診断し

えた先天性副腎低形成の1男児例－超音波断

層法を用いて－第19回日本小児内分泌学会

（1985，東京）抄録pl13．

17）HammondJ．，Howard，N．J．，Brookwell，R．，

Purvis－Smith，S．，Wilcken，BリHoogenraad，

N．：ProposedassignmentoflociforX－1inked

adrenalhypoplasiaandglycerolkinasegenes．

Lancetl：　54，1985．

18）0ld，J．M．，Briand，P．L．，Purvis－　Smith，Sり

Howard，N，J．，Wilcken，B．，Hammond，J．，

Pearson，P．，Cathelineau，L．，Williamson，R．，

Davies，K．E．：Prenatalexclusionofornithine

－173－



transcarbamylase deficiency by direct gene

analysis．Lancetl：　73－75，1985．

19）V．Petrykowski，W．，Beckmann，R．，BOhm，N・，

Ketelsen，U．P．，Popers，H．H．，Sauer，M．：

Adrenalinsufficiency，myOpathic hypotonia，

severe psychomotor retardation，failure to

thrive，COnStipationandbladderectasiain2

brothers：adrenomyodystrophy，Helv．

Paediat．Acta37：　387－400，1982．

20）田苗綾子，森川征彦，清水輿一：剖検結果か

らみた臨床検査のすすめ方（最終回）－家族

性先天性副腎低形成の1兄弟例－小児科診療

43：　222－227，1980．

21）豊福照子，長藤洋，渡辺毅敏：先天性昌リ腎低

形成を伴ったDuchenne型筋ジストロフィー症

の一剖検例．第22回日本小児神経学会絵全

（1980）抄録p119．

22）矢野公一，印鎗史衛，重野晃一，坂田宏，田口

哲夫，奥野晃正，箭原修：先天性副腎低形成・

筋緊張低下を伴うミオパテ一・精神運動党達遅

滞・高脂血症を主徴とする症例－独立疾患で

ある可能性について（予報）－ホと臨床

31（Suppl）：127－130，1983．

23）Davies，K．E．，Briand，P．，Ionasescu，Ⅴ．，

Ionasescu，G．，Williamson，R．，Brown，C．，

Cavard，C．，Cathelineau，L．：GeneforOTC：

characterisation andlinkage to Duchenne

muscular dystrophy．Nucl．Acids Res．13：

155－165，1985．

24）Lindgren，V・，de Martinvi11e，B・，Horwich，

A．L．，Rosenberg，LE．，Francke，U．：Human

ornithinetranscarbamylaselocusmappedto

band Xp21．1near the Duchenne muscular

dystrophylocus．Science　226：698－700，

1984．

－174－



28）Glycerol kinase欠損症：

2．家族性のⅩp21欠失，およびⅩ染色体の不活性化について

中　野　今　治＊

研究協力者　　斎　藤　深美子＝　柿

目　　　　的

遺伝性疾患の発症の原因究明の基礎的研究とし

て，その遺伝子座位を決定することは重要な意味

があると考えられる．現在までに，さまざまな遺

伝性疾患について，家系調査をもとに1inkage

map（連鎖地図）が作られているが，Chromosome

map（染色体地図）については，遺伝子レベルの

疾患ということでほとんど手がかりがなく，その

決定が遅れていた．

最近，これらの遺伝性疾患のうちあるものは，

細胞遺伝学的手法によって発見された染色体の構

造異常での切断点をもとにして，その遺伝子座位

決定に関する探究がなされるようになってきた．

例えば，Duchenne型筋ジストロフィー症につい

ては，女性患者にみられたⅩ染色体を含む様々な

相互転座がきっかけとなり，その共通の切断部位

Xp21に，その疾患に関連する遺伝子座位があると

考えられるに至っている（Verellen Ch．ら，1984

参照）1）．またこの転座の切断点に関して，細胞遺

伝学的にさらに詳細に検討した報告もある2）．

一方，染色体レベルの欠夫を基礎にしたdele－

tion mappingも有力な遺伝子座位決定の手段で

ある．この研究から，linkage mapは

Chromosome mapをほぼ反映していることがわ

かり，劣性遺伝子の発見や，染色体セグメント内

の遺伝子のmapが様々な生物で行なわれてきた．

ヒトにおいては，臨床的に異常のある人の細胞遺

伝学的解析で発見された常染色体欠夫によって

＊国立療養所下志津病院神経内科
＊＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門

＊＊＊国立療養所下志津病院小児科
＊＊＊＊国立療養所下志津病院神経内科

沼　宏　明＊＝　後　藤　　　順＊嶋＝一事

mapされた酵素は沢山あるが，Ⅹ染色体連鎖性の

酵素については，オルニテン・トランスカルバミ

ラーゼ3）等で，ごく少ない．理由としては，まず女

性で，Ⅹ染色体の部分欠矢が存在した場合，通常

は構造的に異常なXが選択的に不活性化するた

めに，遺伝子発現上，欠夫の効果が現われないの

でdeletion mappingが不可能になってしまうた

めである．また，男性でのⅩの部分欠夫を持つ例

があれば非常に有用であるが，ほとんど報告がな

く，大部分は致死的であると考えられる．

今回，我々は，複合型のグリセロール・キナー

ゼ欠損症をもつ男児で，細胞遺伝学的検索により，

Xの短腕の一部に微小な欠矢のみられた例を発

見し，さらに，その母親が部分欠矢のあるⅩ染色

体を持つ保因者であることを兄い出したので，こ

こに報告する．家族性のⅩ染色体部分欠失例は今

までに報告がなく，第一例である4）．

対象および方法

A．対象

複合型グリセロール・キナーゼ（GK）欠損症つ

まり，GK欠損症，Duchenne型筋ジストロフィー

症（DMD），先天性副腎低形成（CAH）および精

神発達遅延を併う10歳の男児が患者で，その両親

および同胞（兄）も検査の対象とした．

B．方法

上記4人から静脈血をヘパリン抹血し，PHA

添加後，48時間から72時間培養した後，染色体標

本を作製し，通常のG分染法および高精度分染法

を用いて細胞遺伝学的検索を行なった．

尚，G分染法は，Seabright5）の原法の改良法を

用い，また，高精度分染法（high－reSOlution
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図1　GK欠損症息児と正常対照例のⅩ染

色および＼正常Ⅹ染色体のシェーマ．横

線は着糸点（centromere）を示す．

Chromosomebandingtechnique）はIkeuchiら6）

による臭化エチジウム処理法を用いた．

結　　　果

リンパ球染色体標本でのG分染法による分析

の結果，息児はⅩ染色体の短腕がやや短いことが

判明した．そこで高精度分染法によりさらに詳細

に調べたところ，Ⅹの短腕（P）の21という部位の

ギムザで濃染するバンドが小さいことがわかった．

このことから，息児においては，Ⅹp21．1から

Ⅹp21．3の間で欠夫が存在すると考えられる（図

1）．その他にⅩ染色体での逆位あるいはより複

雑な染色体再構成が存在する証拠はえっからなか

った．

また，両親および兄における染色体分析の結果，

父親および兄の染色体構成は正常であったが，母

親の一方のⅩ染色体で，息児と同様の短腕の部分

図2　GK欠損症息児の母親の染色体．片方

のⅩ染色体で短腕の部分欠夫が見ら

れる．
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欠夫が，観察したすべての細胞でみられた（図

2）．

尚，母親のGK活性値は正常の1／2のレベル

であった．

考　　　察

今回の細胞遺伝学的研究により，複合型GK欠

損症の息児のⅩ染色体の短腕のp21バンドに微

小な部分欠夫が存在することが見出され，患児に

合併するいくつかの遺伝性疾患とこの欠矢との間

の関連性が示唆された．

同様の知見が，今年になってWieringaら7）に

よって報告されている．彼らは，以前，染色体構

成を調べて正常と判定した複合型GK欠損症の

男児（臨床的にはほぼ我々のケースと同様）の染

色体を再検査したところ，我々の息児での結果と

同様に，Xp21バンドの一部に小さな欠矢を見出し

ている．欠失したと思われる染色体断片が他の部

分に転位した可能性も考えられるので，彼らは，

Ⅹp21付近から分離した754プローブを用いて分子

生物学的な検索も行なっている．各種の制限酵素

PstI，BglIIあるいはEcoRIで切った患者あ

るいは正常者のDNA断片とこのプローブで

hybridizationを行なう　と，正常人の場合は

hybridizeしたが，患者の場ノ飢ま，hybridize Lな

いという結果を得て，分子生物学的にもⅩp21付

近に欠夫があることが示された．これらのことか

ら，患者の複合型GK欠損症は，Xp21の部分欠矢

によるものだろうと結論している．

我々の息児に合併する症状のうち，DMDの遺

伝子に関しては，最近の細胞遺伝学的あるいは分

子生物学的研究成果によってXp21上にあること

が示されている．また一方のGK欠損症やCAH

もまたⅩ連鎖性の疾患であることから，Wierin・

gaらの結果ともあわせて考えると，これらの疾患

の主因となる遺伝子は，同じⅩ連鎖性の疾患であ

るDMDの遺伝子と同様にXp21上に座位するこ

とが示唆されよう．

他方，母親がこの部分欠夫のあるⅩ染色体の保

因者であることが示された．通常，女性における

Ⅹ連鎖性劣性の遺伝性疾患を考える場合，Ⅹ染色

体の不活性化の問題を考慮しなければなJ〕ないカ㌧

正常核型を持つ場合は，どちらか一方のXかラン

ダムに不活性化すると考えられる．これに対して，

今回の母親の様に，不均衡型のⅩの構造異常をも

つ場合は，異常なXが不活性化することが知られ

ている．もしそうであるならば，この母親のGK

活性値は正常レベルになるはずであるが，実際に

は正常の1／2となって矛盾が生じる．この母親で

は，正常なXと部分欠夫のあるⅩとがランダム

に不活性化すると仮定すれば，このGK活性値と

不活性化パターンとの関係は説明できる．現在，

細胞周期のlateSからG2期に，DNA前駆物質チ

ミジンの類似体であるBrdUを細胞に処理する

ことにより，Ⅹ染色体の後期複製パターンを調べ

て，Xの不活性化についての検索を進めている

（図3）．

前述のような仮定は例外的なもので凄）るが，実

際の現象としては，今までに1例，Franckeら3）の

報告があるのみである．彼らの女性患者は，OTC

欠損症の保因者で，その他に2つの遺伝性疾患の

保因者でもある．興味あることに，この患者のⅩ

染色体の欠失部位はXp21付近で，我々の複合型

GK欠損症における欠失部位とかなり類似してい

る．これらの疾患との連鎖関係は，今後の欠失部

位の分子生物学的研究により判明するであろうし，

それらの疾患の遺伝子本体の検索がさらに進展し
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図3　女性の細胞における後期複製パターン．

aは不活性化X，bは活性化Xを示す．



てゆくであろう．
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29）Glycerol Einase欠損を伴う筋ジストロフィー症赤血球

リン脂質について

吉　田　瑞　子事

研究協力者　　後　藤　　　順＝　柿　沼　宏　明＝　中　野　今　治目

安　藤　一　也＊　杉　田　秀　夫＊

glycerolkinase欠損，先天性副腎低形成を伴う

Duchenne型筋ジストロフィー症（GKD－CAH－

DMD）患者赤血球のリン脂質について，Duchenne

型筋ジストロフィー症（DMD）患者と気管支喘息

患者の赤血球を対照に比較検討した．

対象と方法

赤血球はGKD－CAH－DMD患者（男児，9歳，

1名），同年齢層の男児DMD患者（5名）と気管

支喘息患者（5名）のヘパリン血より得た．気管

支喘息患者の赤血球は，筋疾患赤血球の対照とし

て用いた．血渠分離した赤血球はCa2＋とグルコ

ースを含むリン酸緩衝食塩溶液で3回洗漉し，同

じ緩衝溶液に43－45％Htに浮遊した．その浮遊

液を2等分し，各々を0℃と37℃に3時間浮置し

た．

リン脂質の抽出，分離と定量　ホスファチジー

ルエタノールアミン（PE），ホスファチジールコリ

ン（PC），ホスファチジールセ））ン（PS），スフィ

ンゴミエリン（Sph），ホスファチジルイノシトー

ル（PI）とホスファチジン酸（PA）の抽出は，試

料の4．7倍量のメタノールで赤血球の酵素を失活

させた後，クロロホルム（C）：メタノール（M）＝

2：1で抽出した．抽出液はその1／5量の0．9％

NaClで洗i條し乾回した．乾回した総脂質は，一定

量のC：M＝96：4で溶解し，その1／20量を全リ

ン脂質量測定用，1／10量をPE，PC，PS，Sph測

定用とし，残りをPIとPA測定用とした．

上記のリン月旨質の分艶は，二次元展開薄層タロ

＊国立武蔵療養所神経センター

＊＊国立療養所下志津病院

マトグラフ法でリ行なった．蒋眉根はメルク社のシ

リカゲル60（厚さ0．25mm）を用いた．一次元展開

はクロロホルム：メタノール：28％アンモニア

水＝65：35：5．5組成，二次元展開はクロロホル

ム：アセト　ン：メタノール：酢酸：水＝100：

40：30：20：12組成の各溶媒で行なった．一次元

展開後，薄眉根を乾燥窒素気流中で1時間乾燥し，

二次元展開に移行した．

ジホスホイノシタイド（DPI）とトリホスホイノ

シタイド（TPI）の抽出は，赤血球浮遊液にその4．7

倍量のメタノール（60JLmOICa／gcellsを含む）

を加え，酵素活性を失括させた後，DPI，TPI以外

のリン月旨質をC：M＝2：1で抽出した．抽出液

は総リン脂質測定用とした．一方残査に赤血球浮

遊音容液の17倍量の酸性C：M＝2：1（0．25％

HClを含む）を加えDPIとTPIを抽出した．抽出

液をその1／5量の1N－HClで洗漉し，下層をそ

の2／3量のC：M：lN－HCl＝3：48：47で2

回洗i條した．洗～條した下層の溶媒組成がC：M＝

2：1になるようにメタノールを加え，さらに28

％アンモニア水を加え，pHメーターの読みが9．5

となるようにした．アルカリ性となったDPI，TPI

抽出液をその1／5量の0．1MKClで洗漉し，下層

を窒素気流中で乾回した．乾回したDPI，TPIに

C：M：H20＝75：25：2を加え，薄層クロマト

グラフの試料とした．

DPIとTPIの分艶は，薄層クロマトグラフ法で

行なった．その方法は昨年本研究］旺珪会議で報告

した方法に従った1）．

リン脂質の検出は，ヨード蒸気中で行い，各ス

ポットをかき取った．リン脂質の定量は，リン脂
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質をシリカゲルごと70％過塩素酸で170℃，1時

間，加熱分解を行い，水，モリブデン酸アンモニ

ュウム液とFiske－Subbarowの還元試薬を加え，

7分間沸騰水浴中で加熱発色させ，急冷後シリカ

ゲルを除去し，820JJmで比色した．

結果と考察

GKD－CHA－DMD，DMDとcontrolのグルー

プの，0℃と37℃における赤血球のPE，PC，．PS

とSphの含量を表1に示す．値は全リン脂質に対

するモル比で表わしてある．いずれの場合もPE

は約28．0％，PCは約27．0％，PSは約12．0％そし

てSphは約24．3％前後の値を示した．すなわち，

三つのグループ間で，これ等のリン月旨質の含量に

差異は認められず，また温度の影響も受けなかっ

た．この結果は赤血球のリン脂質の主成分におい

て，DMDとcontrol間に差異はないという報告

と一致する2），3）．

イノントール代謝系リン脂質，PI，DPl，TPIと

PAはリン脂質中の微量成分であるが，細胞膜の

刺激一受容応答およびCa2十代謝に関与し，早い

代謝回転を行い，細胞の生命維持に重要な役割を

果している．PIがATPよりリン酸化を受けて

DPIとなり，さらにリン酸化を受けTPIとなる．

次いでこれ等のイノントールリン月旨質が分解して，

PAが生産される．GKD－CHALDMD，DMDと

COntrOlのイノシトール））ン脂質とPAの結果に

ついて，図1と2に示す．

PI（図1）：　赤血球を0℃から37℃に3時間

浮置するとGKD－CHA－DMD（白丸），DMD（黒

丸），COntrOl（四角）のPI含量はいずれの場合も

増加した．すなわち三つのグループ間で，PI含量

の温度変化には差異が認められなかった．

DPI（図1）：　赤血球を0℃から37℃に温度を

上昇すると，DPIの含量はいずれのグループにお

いても減少した．そこには差異は認められなかっ

た．この結果は昭和57年度の筋ジストロフィー症

班会議で報告した結果4）と一致する．

TPIとPA（図2）：　一般に正常赤血球の

TPIは，赤血球の温度を0℃から37℃にすると，

表1　赤血球の0℃と37℃におけるPE，PC，PSとSphの含量

GKD：glcerolkinase欠損，先天性副腎低形成を伴うDuchenne型筋ジストロフイ

症（本文ではGKD－CHA－DMDと略した）

DMD：　Duchenne型筋ジストロフィー症，COntrOl：　気管支喘息症

値は仝リン脂質に対するモル比で示した
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図1　赤血球の0℃と37℃におけるPIと
DPI含量

縦軸は稔リン脂質に対するモル比を示

すGKD，DMD，COntrOlは表説明を参

その含量が上昇する．GKD－CHA－DMD（白丸）

のTPI含量は，温度が上昇すると逆に減少した．

一方PA含量は増加した．DMD（黒丸）のTPI含

量は変化がないか，わずか増加した．PA含量は総

て増加した．control（四角）の場合は5名中2名

のTPI含量が変化なく，PA含量は増加した．こ

の陪異はDMD赤血球の挙動と一致する．control

の他3名のTPI含量は，正常赤血球と同様に，温

度上昇と共に増加し，PA含量は減少した．

COntrOlの赤血球で，TPIとPA含量の結果が

分散したのは，気管支喘息患者の赤血球を使用し

たためなのか分からない．年齢20歳前後のDMD

とcontrolの赤血球のTPIとPA含量の温度変

化について，昭和57年度と昭和58年度の筋ジスト

ロフィー症班会議で報告した4）・5）．その時の結果

は，温度が上昇するとDMD赤血球のTPI含量は

減少し，PA含量は増加した．一方，COntrOl赤血

PA

凸
ゞ
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0
3
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q
喜

7
■30

l
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ピ
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3
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q
喜

730
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図2　赤血球の0℃と37℃におけるTPIと
PA含量

縦軸は稔リン月旨質に対するモル比を示

すGKD，DMD，COntrOlは表説明を参
照．

球のTPI含量は増加し，PA含量は減少した．こ

の結果と本年度の結果を考え合わせると，赤血球

の温度が0℃から37℃に上昇した時，DMDの赤

血球のTPI含量は減少傾向あるいは減少し，PA

含量は増加する．一方controlの赤血球のTPIは

逆に増加し，PA含量は減少する傾向を示す．

GKD－CHA－DMDの赤血球のTPIとPA含量の

温度変化はDMDの赤血球の挙動を示した．

ま　　と　め

①赤血球リン脂質の主成分（PE，PC，PS，Sph）

の含量及びその温度変化は，GKD－CHATDMD，

DMDとcontrol問に差異はなかった．②イノン

トールリン脂質のPIとDPI含量の温度変化は，

三つのグルー70間に差異はなかった．TPIとPA

含量の温度変化で，GKD－CHA－DMDとDMD赤

血球は，COntrOlと異る挙動を示した．すなわち
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TPIとPAが関与する代謝系に異常があること

を示唆した．（∋GKDrCHA，DMD赤血球のリン

脂質含量に対する温度の影響は，DMDのそれと

一致する．
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30）Duchenne型筋ジストロフィー症赤血球膜Spectrinの分析

馬　渡　志　郎ホ

は　じ　め　に

Spectrinは赤血球膜において，いわゆる裏打ち

構造を構成する蛋白質の1つであり，赤血球膜蛋

白質全体の約25％，裏打ち構造を構成する蛋白質

（erythrocyte cytoskeleton）の約75％を占めて

いると考えられている1）・2）．spectrinはactin，an－

kyrinなどの他の裏打ち構造構成蛋白質とともに

赤血球の形態の維持変化に関わっているだけでな

く，その他の種々の膜機能との関係が示唆されて

いる1）。例えば膜のリン月旨質の非対称的二重構造

の維持にも関係があると考えられている．DMD

の赤血球膜については，多くの異常の報告がある

が，SpeCtrinについてもATPによる燐酸化

（phosphorylation）の異常6）あるいは低イオン性

溶媒による抽出性の低下3卜5），などの報告がある．

この研究では，DMD群と対照群よりspectrin

を抽出し，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

を用いて，SpeCtrinの精製を試み，それらの各分画

のアミノ酸構成などを比較した．

対象と方法

DMD患者6名および同年齢，同性の脳性小児

麻痺患者6名より，同日，同時刻に採血し，赤血

球膜の作整その他の資料の操作および測定はすべ

てDMDと対照を交互または同時に行った．赤血

球膜は－80℃に保有したものを用いた．粗

SpeCtrinの抽出は一定量の赤血球膜を0．1

mMEDTA液で37℃で抽出した．遠沈後，上清は

0．45／Jmのフィルターで濾過した後，蛋白の濃度

を測定した．粗spectrinはさらにHPLCによる

ケリレ濾過を行った．HPLCはWaters社製の装置

を使用し，ゲル濾過のカラムはProteinpak300×

2本（Waters社），移動相は0．1Mリン酸ナトリウ

＊国立療養所筑後病院

ム（pH7．2）＋0．2M NaCl，流速は0．5mlまたは

0．8ml／分，UV280mmでモニターした．各分画を

分取し，限外濾過膜（Amicon社）による脱塩濃縮

（ピーク1図2）あるいは透析で脱塩し凍結乾燥

（ピーク3－4図1）を行った．各分画の一定量

を乾燥後6N塩酸でN2下に110℃，22時間加水

分解を行った．HPLCによるアミノ酸の分析はフ

ェニルイソチオシアネート（PITC）でラベルした

後，Waters社のPICO・TAG法に従って行っ

た．各アミノ酸の同定には標準アミノ酸（Pierce

社）を資料と同様にPITCでラベルし，同様に

HPLCを行ってそのretention timeより同定し

た．クロマトグラフィーデータ処理装置（島津RI

－B）で面積比を算出し，標準アミノ酸のモル％よ

り資料の各アミノ酸のモル％を算出した．

結　　　果

0．1mMEDTAによるspectrin（およびactin）

の抽出率は使用した赤血球膜の蛋白質と抽出され

た蛋白の総量の割合（％）で求めたが，DMD群で

16．9±1．9％，対照群で20．1±2．4％でDMDで有

意に（P＜0．05）に低値であった．粗spectrin液を

4℃に2日保存後にHPLCによるゲル濾過を行

った場合は図1の如く4つのピークに分画され，

この粗spectrin液をさらに4℃に6El間保有し

た後，－20℃に凍結保有し，室温で解凍したものを

ゲル濾過すると図2のように分画された．すなわ

ち，図1と比較してピーク1が増加し，ピーク4

が減少していた．いずれのケリレ濾過においても各

分画の割合はDMD群と対照群で有意差はなかっ

た．アミノ酸組成分析は粗spectrin，図1における

ピーク（4＋3）の分画，および図2におけるピ

ーク1の分画で行った．アミノ酸組成（モル％）

は粗spectrin分画とピーク1の分画はほぼ同様

であったが，ピーク4のアミノ酸組成はピーク1
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図1　粗spectrinのHPLCによるケリレ濾過

クロマトグラム

ピークは左よりピーク1（19．6），ピー

ク2（36．56），ピーク3（38．1）およ

びピーク4（39．23）とした．

爪
的
．
小
【

図2　図1と同じ粗spectrin液を一定期間

保存後（本文参照）に図1と同条件で

行ったケリレ濾過クロマトグラム

ピークは図と同じく左より1，2，3，

4とした．

のそれと明らかに異なっていた（表2，3，4）．

しかし，いずれの分画においてもDMDと対照群

で有意差を認めなかった．

考　　　案

DMD赤血球膜より，水3）あるいはEDTA液4）・5）

でspectrinを抽出すると，その抽出率は対月別こ比

較して低下していることはすでに報告されてい

る3ト5）．これらの報告のいずれもspectrin抽出後

に残った赤血球膜のSDS－PAGEにおけるバンド

3に対するspectrinのバンド比をデンシトメー

ターに算出したものである．この研究では抽出さ

れたspectrin（およびactinを含む）の量と，使用

した赤血球膜の蛋白量より求めたものであるが，

DMDで抽出率は有意に低かった．

ケリレ濾過による蛋白質の分画は，通常の球状蛋

白質であれば蛋白質の分子量に従って溶出が行わ

れ，SDS－PAGEと共に蛋白質の分子量の推定に

も応用されているが，SpeCtrinは球状蛋白質でな

いことと，抽出したspectrinも通常01igomerと

して存在しているために，SpeCtrinのゲル濾過に

表l Amino Acid Composition of EDTA

extracts of Erythrocyte Membranes

（mole％）．

DMD（n＝61　　　　control（n；6）

Aspartic ac盲d

Glutamic acid

Serine

GIYCine

Histidine

Arginine
Threonine

Alan7ne

Pr0日ne

Tyrosine

Va＝he

Methionine

Cysteine

lsoleucine

Leuc盲ne

Phenylalanine

Tryptophan

Lysine
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表2　AminoAcidCompositionofPeakl

of Ge1－filtration（mole％）．

DMD（∩＝5）　　　control（nE5）
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よる分画は分子量に従っているとは考えにくい．

各分画はその01igomer（dimer以上の）の程度に

よって分画されている可能性が考えられる．いず

れにしろ，本研究において，粗spectrin分画とど

－ク1分画のアミノ酸組成比は，SDS－PAGE分

画より抽出したspectrinのアミノ酸組成比2）とほ

ぼ一致している．ピーク4（および3）の分画の

アミノ酸組成はピーク1のそれと明らかに異なっ

ていた．この理由は当面明らかではない．しかし，

いずれの分画においてもDMD群と対照群との間

に明らかな有意差は認めなかった．

DMD赤血球膜におけるspectrinの抽出性の低

下は本研究でも認められたが，その原因について

はspectrin自体のアミノ酸組成の異常ではない

ように見える．
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表3　Amino Acid Composition of Peak4

（and3）of Gel－filtration（mole％）．

DMD（∩＝5）　　cntrol（nE5）
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30）Duchenne型筋ジストロフィー症赤血球膜Spectrinの分析

馬　渡　志　郎＊

は　じ　め　に

Spectrinは赤血球膜において，いわゆる裏打ち

構造を構成する蛋白質の1つであり，赤血球膜蛋

白質全体の約25％，裏打ち構造を構成する蛋白質

（erythrocyte cytoskeleton）の約75％を占めて

いると考えられているl）12）．spectrinはactin，an－

kyrinなどの他の裏打ち構造構成蛋白質とともに

赤血球の形態の維持変化に関わっているだけでな

く，その他の種々の膜機能との関係が示唆されて

いる1）。例えば膜のリン脂質の非対称的二重構造

の維持にも関係があると考えられている．DMD

の赤血球膜については，多くの異常の報告がある

が，SpeCtrinについてもATPによる燐酸化

（phosphorylation）の異常6）あるいは低イオン性

溶媒による抽出性の低下3ト5），などの報告がある．

この研究では，DMD群と対照群よりspectrin

を抽出し，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

を用いて，SpeCtrinの精製を試み，それらの各分画

のアミノ酸構成などを比較した．

対象と方法

DMD患者6名および同年齢，同性の脳性小児

麻痺患者6名より，同日，同時刻に採血し，赤血

球膜の作整その他の資料の操作および測定はすべ

てDMDと対照を交互または同時に行った．赤血

球膜は－80℃に保有したものを用いた．粗

SpeCtrinの抽出は一定量の赤血球膜を0．1

mMEDTA液で37℃で抽出した．遠沈後，上清は

0．45JJmのフィルターで濾過した後，蛋白の洩度

を測定した．粗spectrinはさらにHPLCによる

ケリレ濾過を行った．HPLCはWaters社製の装置

を使用し，ゲル濾過のカラムはProteinpak300×

2本（Waters社），移動相は0．1Mリン酸ナトリウ

＊国立療養所筑後病院

ム（pH7．2）＋0．2M NaCl，童充速は0．5mlまたは

0．8ml／分，UV280nmでモニターした．各分画を

分取し，限外濾過膜（Amicon社）による脱塩濃縮

（ピーク1図2）あるいは透析で脱塩し凍結乾燥

（ピーク3～4図1）を行った．各分画の一定量

を乾燥後6N塩酸でN2下に110℃，22時間加水

分解を行った．HPLCによるアミノ酸の分析はフ

ェニルイソチオンアネート（PITC）でラベルした

後，Waters社のPICO・TAG法に従って行っ

た．各アミノ酸の同定には標準アミノ酸（Pierce

社）を資料と同様にPITCでラベルし，同様に

HPLCを行ってそのretention timeより同定し

た．クロマトグラフィーデータ処理装置（島津RI

－B）で面積比を算出し，標準アミノ酸のモル％よ

り資料の各アミノ酸のモル％を算出した．

結　　　果

0．1mMEDTAによるspectrin（およびactin）

の抽出率は使用した赤血球膜の蛋白質と抽出され

た蛋白の総量の割合（％）で求めたが，DMD群で

16．9±1．9％，対照群で20．1±2．4％でDMDで有

意に（P＜0．05）に低値であった．粗spectrin液を

4℃に2日保存後にHPLCによるゲル濾過を行

った場合は図1の如く4つのピークに分画され，

この粗spectrin液をさらに4℃に6日間保有し

た後，－20℃に凍結保有し，室温で解凍したものを

ケリレ濾過すると図2のように分画された．すなわ

ち，図1と比較してピーク1が増加し，ピーク4

が減少していた．いずれのゲル濾過においても各

分画の割合はDMD群と対照群で有意差はなかっ

た．アミノ酸組成分析は粗spectrin，図1における

ピーク（4＋3）の分画，および図2におけるピ

ーク1の分画で行った．アミノ酸組成（モル％）

は粗spectrin分画とピーク1の分画はほぼ同様

であったが，ピーク4のアミノ酸組成はピーク1

－183－



図1　粗spectrinのHPLCによるゲル濾過

クロマトグラム

ピークは左よりピーク1（19．6），ピー

ク2（36．56），ピーク3（38．1）およ

びピーク4（39．23）とした．

爪
爪
．
m
l

図2　図1と同じ粗spectrin液を一定期間

保存後（本文参照）に図1と同条件で

行ったゲル濾過クロマトグラム

ピークは図と同じく左より1，2，3，

4とした．

のそれと明らかに異なっていた（表2，3，4）．

しかし，いずれの分画においてもDMDと対照群

で有意差を認めなかった．

考　　　案

DMD赤血球膜より，水3）あるいはEDTA液4），5）

でspectrinを抽出すると，その抽出率は対照に比

較して低下していることはすでに報告されてい

る3）～5）．これらの報告のいずれもspectrin抽出後

に残った赤血球膜のSDS－PAGEにおけるバンド

3に対するspectrinのバンド比をデンシトメー

ターに算出したものである．この研究では抽出さ

れたspectrin（およびactinを含む）の量と，使用

した赤血球膜の蛋白量より求めたものであるが，

DMDで抽出率は有意に低かった．

ケリレ濾過による蛋白質の分画は，通常の球．状蛋

白質であれば蛋白質の分子量に従って溶出が行わ

れ，SDS－PAGEと共に蛋白質の分子量の推定に

も応用されているが，SpeCtrinは球状蛋白質でな

いことと，抽出したspectrinも通常01igomerと

して存在しているために，SpeCtrinのゲル濾過に

表l Amino Acid Composition of EDTA

extracts of Erythrocyte Membranes

（mole％）．

DMD（n＝61　　　control（n＝6）

Aspartic aCid

Glutamic aCid

Serine

Glycine

Histidine

Arginine

ThreonTne

Alanine

Proline

Tyrosine

Valine

Methionine

CYSteine

lsoleucine

LeucTne

Phenylalanine

TrYPtOPhan

Lysine
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表2　AminoAcidCompositionofPeakl

of Ge1－filtration（mole％）．

DMD（∩＝5）　　　control（n＝5）

P
 
u
 
r
 
V
，
S
 
q
－
r
 
a
 
O
 
r
 
l

S

 

I

 

e

 

l

・

－

　

r

 

h

　

－

　

r

 

V

■

　

a

A
 
G
 
S
 
G
 
H
 
A
 
T
 
A
 
P
 
T
 
V

Met

Cys

Iso－Leu

Leu

Phe

Y
・
S

r

 

V

′

T
 
L

q

ノ

′

○

■

　

つ

ノ

ん

†

′

D

二

【

ノ

3

2

8

8

■

ヽ

′

0

0
　
1
　
0
　
0
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
1

＋
■
　
＋
】
　
＋
●
　
十
一
＋
一
＋
●
　
＋
一
＋
●
　
＋
■
　
＋
】
　
＋
■
　
＋
】
　
■

′

D

　

つ

ノ

q

ノ

2

　

0

8

・

山

．

7

，

山

「

　

7

7

2

8
人
「
　
r
ノ
′
b
▼
　
亡
ノ
′
b
一
亡
ノ
q
ノ
【
ノ
2
ム
「
　
つ
ノ

2．6±0．3

9．6±0．6

3．5　±0．5

q
ノ
2
　
2
　
⊂
ノ
8
　
t
ノ
2
L
「
　
7
L
q
■
山
．
【
ノ

0

　

1

　

0

　

0

　

0

　

0

0

　

人

U

 

O

 

O

 

O

 

O

±
　
±
　
＋
■
　
＋
■
　
＋
■
　
±
　
±
　
±
　
±
　
±
　
±
　
十
一

・
山
「
　
▲
q
ノ
0
　
【
ノ
7
′
○
　
つ
ノ
8
8
　
0
　
7
′
0

8
・
山
．
′
○
′
0
4
′
○
　
■
ヽ
ノ
q
ノ
・
山
「
　
t
ノ
・
力
．
2

t
2
・
山
．
L
り

0
　
0
　
0

■
　
＋
■
　
＋
●
　
十
一

〇
ノ
2
　
7
ノ

2

　

0

　

つ

ノ

6．5±0．5　　　　6．2±0．6

よる分画は分子量に従っているとは考えにくい．

各分画はその01igomer（dimer以上の）の程度に

よって分画されている可能性が考えられる．いず

れにしろ，本研究において，粗spectrin分画とピ

ーク1分画のアミノ酸組成比は，SDSTPAGE分

画より抽出したspectrinのアミノ酸組成比2）とほ

ぼ一致している．ピーク4（および3）の分画の

アミノ酸組成はピーク1のそれと明らかに異なっ

ていた．この理由は当面明らかではない．しかし，

いずれの分画においてもDMD群と対照群との間

に明らかな有意差は認めなかった．

DMD赤血球膜におけるspectrinの抽出性の低

下は本研究でも認められたが，その原因について

はspectrin自体のアミノ酸組成の異常ではない

ように見える．
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31）遠位型ミオパチ一における神経筋接合部の電顕的，

形態計測的研究

福　原　信　義■

研究協力者　　熊　本　俊　秀＊＊　高　守　正　治＊

は　じ　め　に

我々はすでにrimmed vacuole（RV）を有する

遠位型ミオパテー（DMRV）と三好型の遠位型筋

ジストロフィー症（DMM）の筋組織像を比較検討

し，両者とも神経原性の要素をかなり有するミオ

バナーであると結論づけて報告した1）．その際，少

数の神経筋接合部の電顕的観察では，DMRVで

は神経終末の萎縮しているものがあり，DMMで

は神経終末の著明に腫大しているもののあること

が観察された1）．今回，多数の神経筋接合部につい

て電顕的に観察し，形態計測分析を行ったので報

告する．

症例と方法

症例：分析に用いた症例は表1のごとく，

DMMは38歳と20歳の女性で，経過は9年と8年，

DMRVは28歳と17歳の男性で，経過は16年と3

年であり，いずれも臨床像，血清CK値からみて

典型的な症例である．なお症例1と症例3には家

族歴もみられる．

方法：通常の手技にて，上腕二頭筋または大

腿四頭筋より生検を行い，2．5％グルタールアルデ

ヒドと1％オスミュウム酸で二重固定を行い，神

経筋接合部を中心として切り出し2），アラルタイ

トに包埋した．できるだけ正確に筋線経の縦断標

本を作製し，トルイジンブルー染色により光顕的

に観察した．光顕で筋線経には全く異常の認めら

れないものを選んで電顕的観察を行い，形態計測

を行った．

形態計測はEngeI＆Santa（1971）3）の方法に

＊金沢大学医学部神経内科

＊＊熊本大学医学部第一内科

表1　症例のまとめ

Case　詣sexwe。2ニessB孟慧…dser。m。K

Distalmusculardystrophy（MiyDShi type）

呈　…S E　≡yr・昌

Distal myopathywith rimmed vacuoles

0

0
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2
1

く

　

く

M
日
日
川

004

4

　

’

3
2
1
　
2

ユ　　28　M　16　　　　q　　788

4　　17　M　　　3　　　　q　　80

ControIs

（N＜100）

（N＜100）

B：bjceps brachH；q：quadrjceps femorjs

準じて行った．対照は43歳正常女性の上腕二頭筋

と21歳正常男性の大腿四頭筋より採取したものを

それぞれの筋肉の対照として用いた．

筋線維タイプの判定は，既報4）のごとく，Z帯の

巾が100nm以上でM帯の巾が広く，M線が5本

確認できるものをタイプⅠ，Z帯巾が100nm以下

で，M帯の巾の狭いものをタイプⅠⅠとして扱っ

た．

結　　　果

1）presynapticarea（PrA）について（表2）：

DMMでは2例とも，タイプⅠ線経のPrAは有意

に大きかった（P＜0．05，0．025）が，タイ70ⅠⅠ線

経では対照との有意差は認められなかった．一方，

DMRVでは1例（症例3）でのみタイプⅠⅠ線経の

方でPrAが有意に大きかった（P＜0．05）．

2）postsynaptic area（PoA）とmembrane

profileconcentration（MPC）について（表3）：

DMMの2例は，タイプII線経のPoAは有意に

小さかった（P＜0．005，0．01）が，タイプⅠ線維
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では対照との有意差は認められなかった．一方，

DMRVでは2例とも逆にタイプⅠ線経の方で

PoAが有意に小さく（P＜0．005），タイプⅠⅠ線経

では有意差は認められなかった．

MPCについては，DMMの1例ではタイプⅠ

線経とタイプⅠⅠ線経の両方で他の1例ではタイプ

II線経でのみMPCが低下していた．DMRVでも

表2　神経筋接合部の形態計測（1）

PresynapHC Area hが）

Muscle TypeI TypeII

ContrOl（43γ．F）　8　　　3．92±0．74　　　3・20±0・72

（n＝10）　　　　（∩；22）

Casel　　（D冊）　　8　　　9．93±2．98　　　3．21±0，43
（n＝15）　　　　（∩＝11）

Control（21γ．M）　q　　　2．22±0．39

（n≡16）

Case2　　（D冊）　　q　　　5．34±1．44

（n＝12）

Case3　（DMRV）　　q　　　2．95±0．45

（n＝4）

Case4　　川MRV）　　q　　　2．80±0．51
（n＝16）

2．16±　0．36

（n三嶋）

3．87±1．07

（n＝18）

3．12　±　0．42

（∩；43）

2．49　±　0．67

（∩＝14）

8：bjceps bradH；q：qUadrjceps femorjs
Valuesindicate Mean±S．E．

＊Signifjcantlydifferent from controI values（p＜0・05）・

★★　　　　　　　　　　′′　　　　　　　　　　（pく，9．025）

同様で1例ではタイプⅠ線雑とタイプⅠⅠ線経の両

方で，他の1例ではタイプⅠⅠ線経でのみMPCが

低下していた（P＜0．005）．

考　　　察

正常神経筋接合部の計測値については，Engel

ら5）によって肋間筋，短月井骨筋，指伸筋で比較検討

され，筋肉の種類が異なると各筋の計測値に有意

差のあるものがあるという．上腕二頭筋における

正常値は，Tsujihataら6）によって報告されている

のみであり，彼らの計測値と我々のそれとでは数

字上やや異なるが，PrAとPoAについては両者

に有意差はない．ただ，MPCについては6．07±

0．07というTsujihataらの計測値は我々の計測値

より有意に大きいがその理由は不明である．しか

し，もしTsujihataらの計測値を対照値として計

算すれば症例2のMPCは結果で示したよりもも

っと大きな有意差で小さいことになる．いずれに

しても，我々の対照値がPrA，PoA，MPCのいず

れもタイプⅠ線経とタイプⅠⅠ線経の間で有意差が

示されないにもかかわらず，DMM，DMRVでは

タイ70線経の一方でのみ変化がみられたことは注

表3　神経筋接合部の形態計測（2）

Postsynaptic Area per
Nerve Teminal

Membrane profile
Concentration

Muscle TyepI Type H TyepI Type H

Control（43y．F）　B lO．73±1．40　11．07±1．48　　　4．05±0．54　4．94±0．22

（n＝12）　　　（n＝22）　　　（n＝12）　　（n三22）

Casel　　（DMM）　　8　11．07±2．20　　5．40±0．61　　4．53±3．30　4．26±0．29

（n＝15）　　　（nニ11）　　　（n＝15）　　（n＝11）

Control（21γ．M）　q　12．87±1．25　10．82±0．93　　　5．51±0．27　5．67±0．20

（n＝16）　　　（n＝嶋）　　　（n＝16）　　（n＝嶋）

Case2　　（DMM）　　Q ll．07±2．17　　7．34±1．05　　　4．57±0．41　4．50±0・39

（n＝12）　　　（n…18）　　　（n＝12）　　（n＝18）

Case3　（DMRV）　　Q　　6．41±1．23　10．04±1．01　　4．78±0．57　4．19±0．25

（n：4）　　　（n：44）　　　（n＝4）　　　（n＝44）

Case4　（DMRV）　　q　　7．79±0．84　14．20±1．88　　　3．88±0．32　4．34±0．27

（n三16）　　　（n＝14）　　　（n三16）　　（n＝14）

B：biceps brachii；Q：quadriceps femorjs

Valuesindicate Mean±　S．E．

＊Sjgnificantly different fron controI values（p＜0．05）

★★　　　　　　　　　，－　　　　　　　　　　　　（pく0．01）

★★★　　　　　　　　　‖　　　　　　　　　　　（p＜0．005）
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図1　運動終板の光践像

アラルデイト包埋，トルイジンブルー染色×320

A．三好型遠位型筋ジストロフィー症（症例1）．運動終板（ノト矢印）の観察される

筋線経は正常であるが，近くには変性した筋線維（大矢印）もみられる．B．RV型遠

位型ミオバナー（症例4），運動終板（小矢印）のみられる筋線経は一部に自己食食飽

（大矢印）がみられるが，筋線推自体には異常はみられない．

図2　神経筋接合部（上腕二頭筋）の電鏡像，×5，500

正常（A）に比べ，三好型筋ジストロフィー症（症例1）（B）では軸索終末部は著明

に腫大しており，細胞内小器官も減少している．

目してよいと思われる．大腿四頭筋については未

だ正常値の報告はないものの，今までの他の筋に

おける正常値と比較すると，対照値としてほぼ適

正な値が得られているものと思われる．

今回の形態計測の結果は，DMM，DMRVとも

にほぼ共通して軸索終末の腫大，PoAの減少，

Synapticcleftの単純化を示している．タイプ線経

の違いはDMMではpresynaptic側はタイプI

に，pOStSynaptic側はタイプIIの変化が大きく，

DMRVでは逆にpresynaptic側はタイプIIに，

postsynaptic側はタイプⅠの変化が大きいよう

であるが，症例数が多くなれば差がなくなる可能

性もある．むしろ，個々の症例でタイプ線経によ

る病変の違いのあることに注目したい．筋線経の

タイプは脊髄前角細胞の神経支配と密接な関係を

有しており，神経筋接合部の変化が筋線維タイプ

によって異なるということは，DMMとDMRV

がその発症機序において神経性因子が関与してい

ることを示すものと思われる．

今回の症例では，筋力低下の比較的軽い近位筋

を選んで生検しており，観察部位も光学顕微鏡的

に正常と思われる筋線経の神経筋接合部を選んで

いるため廃用性または筋病変による二次的変化を

示すものとは考えられない．また，4症例ともタ

イプⅠIC線椎の頻度は0．6－1．9％と低く，

acridine orange染色でも再生筋はそれほど多く
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ないと考えられ，電顕で観察した筋肉もすべて成

熟した筋線経であり，再生過程のものとは思われ

ない．

Engelら5）は，Welander型の遠位型ミオバナー

における大腿四頭筋の神経筋接合部を11個観察し，

軸索終末部のみられない“denuded postsynaptic

region”が有意に多いことを報告し，神経原性の疾

患であることを示唆している．

結　　　論

DMM2例とDMRVの2例で神経筋接合部の

電顕的形態計測を行い，軸索終末の腫大とPoA

の低下を認めた．これらの疾患の発症機序につい

ては神経性因子の関与が重要と考えられた．
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32）Rimmedvacuoleを伴う筋疾患におけるリソゾーム

カテプシン群の局在と意義

木　南　英　紀■
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は　じ　め　に

Rimmed vacuole（RV）はdistal myopathy，

polymyositisなどいろいろな筋疾患にその出現

をみるが，autOphagicvacuole（AV）としての特

徴を有するという証拠が蓄積しつつある．AVは

タンパク分解の主要な場であり，特にシステイン

プロテアーゼ群はタンパク分解の主役とされてい

る．昨年度，我々はRVを伴うdistalmyopathy

の一症例についてベルオキシターゼ標識ヒトカテ

70シンB及びH抗体を用いて，カテプシン群が

RVに一致して局在することを免疫組織化学的に

示したl）．今回はさらに数症例について同様の検

索を重ね詳細に検討した．

材料と方法

今回用いた筋生検材料の主要な所見を表1にま

表1　筋生検材料

age Sex Diagnosis CPK

鱒

一

　

】

　

料

タ

　

ダ

　

歯

ン

　

ン

　

科

　

学

七

　

七

　

医

　

大

経

　

経

　

京

　

M

神

　

神

　

東

　

伽

東大

F DMRV lOq

M DMRV　　　　　　185

F DMRV　　　　　　　3611

RV rTlyOPathY　　－

（芯㍗enicT）

拍　　　　M RV myOPathy　966

＊徳島大学医学部酵素化学

＊＊徳島大学医学部病理

＊＊＊国立神経センター武蔵療養所

＊＊＊＊東京医科歯科大学医学部神経内科

＊＊＊＊＊東京大学医学部神経内科

とめた．いずれもRVを伴うdistalmyopathyだ

が，第4例日だけは臨床診断がはっきりせず，組

織診断ではRV型distalmyopathyとは直ちに結

論づけられない．封入体筋炎や神経原性ミオパテ

ーの可能性を否定できない．ヒトカテプシンB及

びHの精製は唐渡2）及びKirschke3）らのラット

カテ70シンB及びHの精製法を修飾して行った．

詳細は昨年度の報告書に譲る．次に精製酵素を用

いて特異抗体を作成した．抗ヒトカテ70シンB及

びH家兎血清よりペプシン消化によりF（ab，）2

を得，カテプシン2種の西洋ワサビベルオキシタ

ーゼ標識Fab，を石川ら4）の方法に従って調製した．

免疫組織化学法は今川らの方法5）を修飾した方

法6）でいわゆる直接法である．同定凍結切片の内

在性ベルオキンダーゼをH202でブロックし，非

免疫血清で処理後，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’－diaminoben－

Zidinetetrahydrochlorideで染色した．後染色は

へマトキシリンで行った．

結　　　果

昨年度RV型distalmyopathyl例の患者寝息

筋切片を抗ヒトカテプシンB及びH－Fab，－ベル

オキシターゼ複合体を用いて免疫組織的染色を行

い，RVに一致して顆粒状の染色が観察されるこ

とを報告した．本年検索した他の4症例について

も同様にRVの大小に中かわらず，多くの

Vacuoleの内容物はカテプシンB及びHとも陽

性であった．代表的なものとして症例5のカテ70

シンHの局在を図1に示す．中央右寄りの1本の
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H

図1　症例5におけるカテプテンHの局在

中央右寄りの1本の筋線維内の大きな

Rimmed vacuole（Ⅴ）及びその他の筋

線維内の小さなRimmed vacuoleに

種々の程度に陽性である．

筋線維内の大きなRimmed vacuole（Ⅴ）及びそ

の他の筋線維内の小さなRimmed vacuoleに

種々の程度に陽性である．又，症例1及び5では

RVのみならず，筋線維内に強いカテプシン量が

増加していることが推察された．即ち，図2は症

例1におけるカテプシンBの局在を示したもの

で，中央に1本の筋線維（横断）の約1／2が示さ

れているが，その筋鞘直下に形成された2個の

Rimmedvacuole（Ⅴ）に強陽性である他．筋線経

の周辺部の筋鞘直下及び筋原線維間に頼粒状ある

いは小空胞状に陽性顆粒が帯状に（太い矢印）み

られる．また別の筋線維（右上）では筋核（N）周

囲にも強陽性である．図3は右下の筋線経の筋鞘

図2　症例1におけるカテプシンBの局在

中央に1本の筋線維（横断）の約1／2が

示されているが，その筋鞠直下に形成さ

れた2個のRimmed vacuole（Ⅴ）に強

陽性である他，筋線経の周辺部の筋鞘直

下及び筋原線維間に顆粒状あるいは小空

胞状に陽性顆粒が帯状に（太い矢印）み

られる．また別の筋線維（右上）では筋

核（N）周囲にも強陽性である．（100×

5×3．3）

図3　症例1におけるカテプシンBの局在

右下の筋線経の筋鞘直下のRimmed

vacuole（Ⅴ）に強陽性であるが，筋原線

維間（右下，右上，中央の3本の筋線経

の星印）に頼粒状あるいは小空胞状に陽

性所見が見られる他，筋核（N）周囲にも

強陽性所見がみられる．（100×5×3．3）

直下のRimmedvacuole（Ⅴ）にカテプシンBが

強陽性であるが，筋原線維間（右下，右上，中央

の3本の筋線経の星印）に顆粒状あるいは小空胞

状に陽性所見がみられる他，筋核（N）周囲にも強

陽性所見がみられる．図3は症例3においても極

めてわずかであるが，筋原線維聞及び筋鞍下でカ

テプシンHの顆粒状の染色が観察された．

考　　　察

今回の結果はカテプシンB及びHというリソ

ゾームの代表的なシスティンプロテアーゼが本症

のRVに局在するという昨年の報告1）を症例を重

ねても確認できることを示した．と同時に筋細胞
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内に局所的に，例えば核周囲，筋鞍下，筋原線維

間にもカテ70シンB及びHの染色性が増加して

いるという新しい事実を兄い出した．正常筋細胞

内には同じ方法による免疫組織学的検査ではカテ

プシンB及びHは全く陰性である．結果から推

察すると本症では筋細胞内に局所的に（おそらく

障害部）にカテプシン等のリソゾーム酵素を含む

AVsが増加し，この中で自己消化が進み，さら

に，AVsが集合してRVを形成し，筋線経の変性

萎縮へと進行すると考えられる．この筋線稚内リ

ソゾームプロテアーゼの増加という現象はDMD

の動物モデルであるジストロフィーハムスターや

MDXマウス等とは著しく異なっている．ジスト

ロフィー動物の羅息筋ではマクロファージ等の細

胞浸潤を伴っているが，我々は免疫組織学的にこ

れらの浸潤細胞にカテプシンB及びHが局在－し

ており，筋細月包内のプロテアーゼの増加は明確で

はないことを示した7）．さて，浸潤細胞による変性

筋タンパクの除去という反応と筋内リソゾーム系

の活性化による筋タンパクの分解冗進という2つ

の筋タンパク分解除去様式の差を生み出す要因は

何であろうか？　指摘できることは筋タンパクの

分解が急性に起るか慢性的にゆっく　り起るかとい

う点と障害の程度・大きさの2点である．筋壊死

が急性で広範に起るほど，筋細胞よりも圧倒的に

カテ70シン活性が強く，処理能力の高いマクロフ

ァージの力が必要とされる．一方，障害が局所的

で，ゆっくりと進行する場合には，筋内のリソゾ

ーム系の活性化のみで対応できるのではなかろう

か？　前者の代表例はジストロフィーモデル動物

であり，後者の代表例はRV型distalmyopathy

である．そう考えれば2つの分解・除去様式が同

時にみられる疾患があっても不思議ではない．

DMDにおけるカテ70シンB及びHの局在を調

べた最近の我々の研究では，筋内のカテプシンの

増加とカテプシンに富んだマクロファージの筋細

胞及び筋線推間への浸潤の双方が同じ標本上で観

察される．DMDとジストロフィー動物（ハムスタ

ー，MDXマウス）との筋崩壊の進行速度，様式の

差を考えれば，十分に納得のできることと思われ

る．

次の間題はdistalmyopathyにおける筋内リソ

ゾームプロテアーゼを増加させるinducer（S）は

何かである．とはいっても正常の筋組織における

タンパク分解の機構も不明であり，筋細胞内の生

理的及び病的状態におけるリソゾームの動態を調

べることから出発しなければならないだろう．肝

肢では，外から（主として食物から）のアミノ酸

の供給にタンパク分解速度は大きく依存しており，

絶食時には多数のAVsが形成され，摂食時には

その形成は著しく抑制される．生理的には肝臓の

ように活発なタンパク代謝をしていない骨格筋で

は肝臓のようなAVs形成の劇的な変化はない．

本症において筋細胞内に多数のAVsの形成を誘

導する機序は何かを追究することは本症の初期的

な病態を知る上で重要である．
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33）実験的タロロキンミオパチ一に対するESTの治療効果

杉　田　秀　夫■

研究協力者　　樋　口　逸　郎＊　佐　野　元　規＊　石　浦　章　一＊

伊　井　邦　雄＝　木　南　英　妃日暮　勝　沼　信　彦日舞

実験的タロロキンミオパテ一に対する，システ

インプロテアーゼ阻害剤であるESTの予防効果

については，すでにEST約60－90mg／kg／day投

与により発症抑制が可能であることが報告されて

いる1）．今回我々は臨床的に使用可能である少量

投与による予防効果及び発症後の治療効果につい

て検討した．また，システインプロテアーゼがタ

ロロキンミオバナーの発症に関与することを証明

するため，カテプシンB及びHの抗体を用いて

免疫組織化学的に検討した．

方　　　法

オスのウィスターラット（体重200～250g）52匹

を3群に分け，A群41匹にはタロロキン（以下

CQ）50mg／kg／dayを連日腹腔内へ投与し，B群

6匹にはCQ投与とともに餌に0．025％ESTを

混合して投与した．C群5匹は対照とLCQの代

わりに生食を連日腹腔内へ授与した．8週後まで

生存したA群32匹，B群5匹のうち各々9匹，5

匹を断頭しひらめ筋について予防効果を検討した．

C群5匹とA群の残り23匹は治療実験に移行し，

A群は更に4群に分けた．al群5匹はCQの投与

を続行し，a2群10匹はCQ投与を続けるとともに

ESTの投与を開始した．a3群はCQを中止し自

然回復を観察し，a4群はCQを中止したうえ

ESTを投与した．治療開始後5週まで生存した

al群4匹，a2群9匹，a3群3匹，a．群4匹，C群

4匹のラットを断頭し，ひらめ筋について治療効

果を判定した．臨床的に効果を判定するため，ま

＊国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部

＊＊徳島大学医学部第一病理

＊＊＊徳島大学医学部附属酵素研究施設酵素化学部門

ずラットの体重を毎朝測定し各群の体重変動を比

較した．また，各ケージ毎の摂食量を毎週計量し，

平均EST投与量を計算した．平均EST投与量は

約10mg／kg／dayであった．予防実験開始後8週

及び治療実験開始後5週にラットを断頭しひらめ

筋を採取し，左側は形態学的に検討し，右側は湿

重量を測定するとともに生化学的分析を行った．

形態学的には1叫の凍結切片にルーチンの各種組

織学的並びに組織化学的染色を行い比較するとと

もに，HE染色標本について筋線経を200本ずつ数

え，光顕的に空胞の認められる筋線経の頻度を調

べ定量的に比較した．生化学的にはひらめ筋の湿

重量の10倍量のphosphatebufferedsaline－0．1％

TritonX－100（pH7．4）を加えてホモジナイズし，

8000×g，15分の遠沈後上清について既報のごと

く各種リソゾーム酵素活性を測定した2）3）4）．免疫

組織化学的検討は，CQ50mg／kg／dayを1週間腹

腔内投与して作成したCQミオパチー発症早期の

ラットひらめ筋を用いて行なった．カテプシンB

及びHはラットの肝臓より精製LS），石川らのマ

レイ　ミド法6）を用いて抗力テフ○シンB及び■抗力

テプシンHベルオキンダーゼ標識Fab，を作成し

た．免疫組織化学報は既法のごとく7）直接法にて

施行した．

結　　　果

予防実験における体重変動曲線を図1に示した．

CQのみを投与したA群ラットの体重は次第に減

少したが，ESTを併用投与したB群では投与当

初一時減少するが3週目頃から増加し始め対照で

あるC群の体重に近づき，8週後A，B群問の平

均体重は有意差を示した（P〈0．005）．また，治療
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図1　予防実験における体重変動曲線

各点は平均値を示す．
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図2　治療実験における体重変動曲線

各点は平均値を示す．
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実験における体重変動は図2に示すようにCQの

みを続行したal群の平均体重はさらに徐々に減

少するが，CQとともにESTの投与を開始した

a2群では体重は増加し始め，5過後al群とa2群

の体重は有意差を示した（Pく0．005）．CQ投与を

中止したa。群とa4群はともに速やかな体重の回

復を示し対照群の体重に接近した．ひらめ筋の湿

重量は表1に示すようにA群とB群で有意差を

認めた（P＜0．005）．また，治療実験においてもal

群とa2群は有意差を示した（P＜0．025）．形態学

的検討では，CQ投与のみを8週間続行したA群

のラットには例外なくvacuolar myopathyの発

症が認められた（図3A）．また，aCidphosphatase

染色で活性が著明に冗進していた．CQとともに

ESTを併用投与したB群ラットのひらめ筋では，

CQミオパテーの発症は著明に抑制されており筋

線推径も正常に近いものが多く，aCid phos－

phatase活性も抑制されていた（図3B）．治療実

験においては，CQのみを3ヶ月間授与したal群

ではA群で認められたvacuolar myopathyはさ

らに進行していた（図3C）．CQとともにEST投

与を開始したa2群では治療開始後5週にはCQ

ミオバナーは著明に改善していた（図3D）．CQ

投与を中止したa3群，a4群ではミオバナーは軽

快し，軽度の筋線維大小不同を認める程度に回復

していた．各群ラットのひらめ筋において光顕的

に空胞の認められる筋線経の頻度は，A群62．1±

8．4％，B群8．3±5．9％，al群69．6±5．0％，a2群

13．6±10．9％でありA群とB群及びal群とa2

群の間にそれぞれ有意差が認められた（P

〈0．005）．生化学的分析の結果は表1に示すよう

に，CQの長期投与によりA群及びal群では各種

リソゾーム酵素活性が著明に克進していた．予防

実験でESTを併用投与したB群ではリソゾーム

酵素活性の上昇はA群に比べ著明に抑制されて

いた．治療実験においてもEST投与を開始した

a2群ではal群た比べリソゾーム酵素活性は低下

していた．免疫組織化学的検討の結果，図4に示

すようにCQミオバナー発症早期のラットひらめ

筋において，空胞形成の初期と思われる部分がカ

テプシンBの抗体により陽性に染色された．ま

た，カテ70シンHの抗体による染色でも同様の結

果が得られた．

表1リソゾーム酵素活性及びひらめ筋の湿重量に対するESTの効果

酵素活性は上清の蛋白1mgあたりの活性を示す（U／mg）．

1：1U＝0．308nmol／h．2：1U＝0．154nmol／h．

3：1U＝0．658nmol／h．4：1U＝AA405／30min．

Group A B al a2　　　　a3　　　　㌔　　　　　C
（Number〉　　　　　　　く9）　　　（5）　　　（4）　　　（9）　　　（3）　　　（4）　　　　（ん）

Catbepsln B＆Ll o．14士0．02　0．04土0．0 0．25土0．12　0．07士0．03　0．05士0．01　0．03土0．003　0．03士0．007

Cathep由比2　　　0．43士0．06　0．20土0．1古★0．35士0．05　0．36土0．08　0．23士0．06　0．19土0．03　0．10土0．003

d＿Glueo81血8e3

p比4．0　　　3．5吐0．26　2．25土0．5号★3．83土0．87　2．8吐0．2邑●1．83土0．221．83土0．22　1．18土0．10

叩6．5　　　3．12土0．29　2．20士0．46★3．59土0．42　3．01土0．3才　2．66土0．15　2．80土0．16　2．09士0．16

Addph00pb拍さモ4　0．22士0．02　0．11士0．0㌢■0．30が．06　0．15土0．0；●0．10如．0020．10土0．010．0士8．07

Prot。n（喝／nl）　1．73土0．40　3．51土0．4rl．52士0．26　2．4吐0．4g●4．65士0．15　5．31土0．67，7．17土0．65

芸；蓑…；u；f　57・6土10・6116・叱19鷲…6・888・弧で133・3士10・7132・8士27・2164・肌4

』d虹は5・D・　　　★pく〇・025－★★pく0・01；grOup A and8．

●pt0・025・●●p‘0・m；grOup aland82・
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図3　予防及び治療実験終了後のラットひらめ筋のHE染色，×200

A二A群ラット　B：B群ラット

C：al群ラット　D二a2群ラット

図4　タロロキンミオパテー発症早期のラッ

トひらめ筋のカテプシンB抗体によ

る免疫組織化学的染色，×1036

空胞形成初期と思われる病変部が陽性

である（矢印）．

考　　　察

ESTはエポキシコハク酸誘導体であり強力な

システインプロテアーゼ阻害剤である．経口投与

されたESTは腸管壁から吸収されE－64－Cに変

換されるが，E－64－CはZ乃　〝グわ℃においてシステ

インプロテアーゼ，特にカテプシンB　＆　Lを著

明に抑制することが報告されている8）．予防実験

においてCQとともにESTを併用授与したB群

のラットは，臨床的，形態学的，生化学的にミオ

パテーの発症は著明に抑制されており，ESTlO

mg／kg／dayという少量投与によってCQミオバ

ナーは充分予防できることが明らかとなった．治

療実験においては，CQ50mg／kg／dayを8週間連

日腹腔内授与したラットをCQミオパテーとして

用いた．この方法によると100％CQミオパテーを
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作成しうることがすでに確認されており9），今回

のA群のラットでも8週後に断頭したものは全

例vacuolar myopathyが認められた．ESTの併

用投与を開始したa2群ではCQのみのa．群と異

なり体重が増加し始め5週後には有意差を示し，

形態学的にもvacuolar myopathyは著明に改善

していた．生化学的にもa2群では各種のリソゾー

ム酵素活性は有意に抑制され，特にカテプシン

B＆Lの抑制効果が著明であった．これらの実験

結果より，ESTlOmg／kg／dayの経口投与はCQ

ミオパテーの予防効果のみならず，著明な治療効

果を示していることは明らかである．カテプシン

B及びHの抗体を用いた免疫組織化学的検討に

てCQミオパテー発症早期のひらめ筋において，

空砲の形成初期と思われる部分が陽性に染色され

たことより，これらのシステインプロテアーゼは

CQミオパチーのrimmed vacuole形成に一次的

に的与しているものと考えられる．したがって

ESTによるCQミオバナーの予防及び治療効果

の発現は，autOlysosomeに由来するカテプシン

の上昇をESTが抑制することにより筋蛋白分解

を抑えるという機序を介するものと想定される．

Rimmedvacuoleを伴う遠位型ミオパテ一におい

てもCQミオパテーと同様にリソゾーム酵素活性

は上昇し且つrimmedvacuoleの周辺がカテフ○シ

ンB及びHの抗体で染色されることが報告され

ており10），類似の発症機序が関与するものと考え

られる．今回の我々の実験でESTlOmg／kg／day

という臨床投与が充分可能な少量投与でもCQミ

オパテーの治療効果が認められたことより，rim－

med vacuoleを伴う遠位型ミオパテーのような

autophagic vacuoleの形成を主体とするミオパ

チ一に対してもESTの効果が大いに期待される

ものと思われる．
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34）網膜色素変性，難聴を伴う1ipidstorage myopathy

の1例
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はじめに

1ipidstoragemyopathyは骨格筋筋線線内に過

剰なtriglycerideの蓄積をきたす稀な疾患群であ

る．原因となる脂質代謝障害が明らかになった報

告は，1973年Engelらのmuscle carnitine

deficiencyl），DiMauro　らのCarnitine pa1－

mitoyltransferasedeficiency2）があり，最近では，

ミトコンドリアのβ酸化系酵素の欠損も報告さ

れている3）4）．

今回，我々は，上肢近位筋の筋萎縮と筋力低下

に加え，網膜色素変性，難聴を伴った1例を経験

し，組織学的分析にて，骨格筋のみならず，白血

球，培養皮膚線維芽細胞にも多数の脂肪滴蓄積を

認め，生化学的分析にて，長鎖脂肪酸のβ酸化が

選択的に障害されていることが明らかになったの

で報告する．

症　　　例

患者：47歳，男性（2内84－2763）

主訴：‘両上腕脱力，筋萎縮

家族歴：両親イトコ婚，類症不明

既往歴：特記すべきことなし

現病歴：42歳頃より右上肢挙上困難が出現し，

右上腕上肢帯のやせに気づいた．43歳時糖尿病と

診断され，インスリン治療を開始した．45歳頃よ

り左上肢挙上困難，左上腕上肢帯のやせも出現し

た．同時期より夜盲，難聴に気づいている．下肢

の脱力や運動耐性の低下はない．筋痛や赤色尿の

＊大阪大学第二内科

既往もない．

入院時現症：一般身体所見．身長162cm，体重46

kg，ichthyosisや肝牌腰はない．その他，特に異

常を認めない．

神経学的所見：意識清明，知能正常．視野検査

では輪状時点．眼底は網膜色素変性像を示した．

聴力検査では中等度両側感音性難聴を認めた．両

側上月支近位筋に筋力低下（徒手筋力検査2～3／

5），上腕上肢帯に筋萎縮を認めた．筋線維束性れ

ん縮．知覚障害，小脳症状はいずれも認めなかっ

た．

検査所見：末梢血塗抹標本にて顆粒球，単球を

主に，一部リンパ球にも，細胞質内に多数のOil

red O陽性のVaCuOleを認めた．血清CK334U／

1（正常130以下），LDH370U／1（正常240以下），

GOT30U／1，GPT41U／1，その他の肝機能検査，

血清リボ蛋自分画は正常範囲．空燐時血糖149mg／

dl，尿中CPR5．1JLg／day（正常53．6～130．8）．心

電図は正常範囲．24時間絶食後の血中，尿中ケト

ン体は正常に増加した．エルゴメーター運動負荷

（15watt，15min）によるlactate，pyruVateは

正常反応を示した．髄液検査では，細胞数5／3（多

核2，リンパ3），蛋白105mg／dl，糖86mg／dl，

Cl128meq／1，Pandy（欄十）．筋電図は上下肢とも

myogenic patternを示し，一部long duration

NMUの混入が認められた．末梢神経伝導速度は，

右正中神経MCV41．7m／sec，SCV41．4m／sec，

右後脛骨神経MCV36．7m／sec，SCV38．0m／sec

と軽度遅延を示した．

筋組織学的所見（左三角筋）：H＆E染色，
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図1　左三角筋光顕像

oil red O染色（200×，400×）多数の脂肪滴，軽度の筋線維大小不同・中心核

増加を認める．

図2　左三角筋電昆引象　2，000×

筋鞘膜下及び筋原線維間に多数の脂肪

滴の蓄積，その周囲にミトコンドリア

の増加を認める．

Gomori　trichrome染色では，軽度の筋線維大小

不同，中心核増加に加え，筋線維内に多数の

vacuoleを認めた．このVaCuOleはoil red O染

色陽性であり中性脂肪の蓄積と考えられた（図

1）．なおraggedredfiberは認められなかった．

電顕所見：筋鞘下及び筋原線維間に多数の脂肪

滴を認め，一部月旨肪滴周囲にミトコンドリアの増

加も見られた（図2）．これらの脂肪滴は限界膜を

持たず，ミトコンドリアによってとりかこまれて

いる像もみられた．

培養皮膚線維芽細胞組織学的所見：10％FCS

添加Eagle MEMにて1週間培養後の皮膚線維

芽細胞のoil red O染色標本にて，正常の線維芽

細胞には認められない多数の脂肪滴の蓄積を認め

た．
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脂肪酸代謝の分析

月旨肪滴の蓄積により脂肪酸代謝障害が存在する

と考えられる骨格筋及び培養皮膚線維芽細胞を用

いて，月旨肪酸酸化につき分析した．

10％FCS添加Eagle MEMにて1週間培養後

の皮膚線維芽細月包より，クロロホルムーメタノール

（2：1）で脂質を抽出した．薄層クロマトグラ

フィーにてtriglyceride分画の著増を認め，trig－

lyceride含量は53．7FEmOl／109cells（コントロール

5．6±4．1mean±S．D．n＝5）とコントロールの

約10倍の値を示した．筋carnitine定量5）では，

free carnitine　3，17nmol／mg（コン，ト　ロール

・0
0
・

5

」
ミ
∪
用
心
ぢ
L
d
u
E
＼
N
O
0
－
0
∈
∪

4．29±0．59），aCylcarnitine2．61nmol／mg（コン

トロール1．81±0．78），aCylcarnitine：free car－

nitine比0．82（コントロール0．42）であり，free

camitineの減少傾向，aCylcarnitine：free car－

nitine比の増加を認めた．血中carnitine濃度，筋

camitine palmitoyltransferase活性6），筋ミトコ

ンドリア内膜電子伝達系酵素活性7）はコントロー

ルと差を認めなかった（表1）．

培養皮膚線維芽細胞における短鎖及び長鎖脂肪

酸酸化能測定は，〔1－14C〕butyrate，〔1－14C〕pa1－

mitateをそれぞれmediumに加え，14CO2産生量

を測定する方法を用いた8）．butyrate酸化では

〔卜．AC】butyrate　　　　〔卜一4C〕palmitate

T

●

十

l

壬霊宝諾5｝
●Patient

図3　短鎖，長鎖月旨肪酸酸化能

本例では〔1Ll4C〕palmitateの酸化能

が有意に低下している．

表1　生化学的データ

Patient Control

fibroblast trigryceride content
レmol／109celb）

53．7　　5．6±4．1

muscre carnitine（nmof／rTlg）

free carnitine

acyrcarnitine

aCy竺禁等ここ。「。itine

3．17　4．29±0．59

2．61　1．81±0．78

0．82　　　　0．42

SerUm Carnitine（nrT・OI／nl）　　　　　　　77．5　77．0±10．1

rTIUSCre Carnitine palmitoyltransferase
（nmoけmin／g）

18．4　17．6－40．4

muscle mitochondrialenzynnes

CytOChrome oxidase（U／g）　　　　　2．36

SUCCinateTCytOChromec reductase O．79

NADH－CytOChrome c reductase O．31

0．9±0．5
0．9±0．3

・1．1±0．8
（mean±S．D．）

図4　ミトコンドリアにおける月旨肪酸β酸化

本例における代謝障害の部位は図の1－－－

の所と考えられる．
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0．69nmoI CO2／mg protein／hr（コントロール

0．65±0．21），palmitate酸化では0．28nmoICO2／

mg protein／hr（コントロール0．76±0．18）の値

が得られ，長鎖脂肪酸であるpalmitateの酸化は

コントロールの約1／3と有意の低下を認めた（図

3）．

考　　　察

triglycerideの細胞内蓄積の原因としては，脂

肪酸酸化及び，それに続くエネルギー代謝障害に

よる二次的なtriglyceride合成の冗進，triglycer－

idelipase活性低下によるtriglyceride分解低下

がある．triglyceridelipase欠損によるlipidstor－

age myopathyの報告はなく，我々はまず月旨肪酸

酸化について検討を行った．月旨肪酸酸化は，長鎖，

中鎖，短鎖月旨肪酸にそれぞれ特異的な酵素系の存

在が知られている．長鎖脂肪酸の一つであるpal－

mitateはcytosolでpalmitoylCoAとなり，Car－

nitine transporterを介してミトコンドリア内膜

を通過し，matrixで脂肪酸の長さに応じた酵素系

によるβ酸化を順番に受け，生じたacetyl CoA

はTCA cycleに入るという代謝経路が明らかに

なっている．本例において〔1－14C〕palmitateを基

質にした場合にのみ脂肪酸酸化能が低下していた

ことは，ミトコンドリアのmatriⅩでの長鎖脂肪

酸に特異的なβ酸化系酵素の活性低下を示して

いると考えられる（図4）．

脂肪酸酸化障害のために，ミトコンドリア内で

acylCoAが増加すると，種々の酵素活性が阻害さ

れ，細胞が障害を受けることが最近明らかになっ

ている9）．acyl CoAはcarnitineと結合しacyl－

Camitineの形でミトコンドリア内膜を通過する．

ミトコンドリア内に異常にacyl CoAが増加した

場合，Carnitineはacyl CoAと結合し無害な

acylcarnitineとし，ミトコンドリア外へ運び出す

という“buffering function”を果たすといわれ

ている9）．その作用により二次的に細胞内free

Camitineの減少，aCylcarnitine：free carnitine

比の増加，及びacylcarnitineの尿中排泄量の増

加をきたすが，本例での筋carnitineのデータは

これに合致しており，細胞内でのacyl CoAが増

加した状態であることが示唆される．carnitineの

buffering functionによる効果を期待し，D，L－

CamitinelOg／day経口投与を行い，約1か月で筋

力の軽度改善を認めた．現在，脂肪酸酸化低下に

よるacyl CoA増加を軽減する目的で，1日10g

以下の脂肪制限食及び1日30gのmediumchain

triglyceride dietの食事療法を施行し，経過観察

中である．

なお，本例がミトコンドリア内膜電子伝達系の

障害により二次的にtriglycerideの蓄積をきたし

たもの10〉ではないことは，運動負荷試験，生化学

的分析データより明らかである．

ミトコンドリア内β酸化系酵素異常による

1ipidstoragemyopathyは，短鎖脂肪酸脱水素酵

素欠損症4），中鎖脂肪酸脱水素酵素欠損症3）の報告

があるが，臨床像は本例とは異なっている．長鎖

脂肪酸酸化障害については，1980年Angeliniらに

よりmultisystem triglyceride storage disorder

Withimpairedlongrchain fatty acid oxidation

として報告されているものがある11）．この例は，

COngenitalichthyosis，肝胆塵，白血球空胞を伴

う1ipid storage myopathyの症例で，培養皮膚

線維芽細月包の長鎖脂肪酸酸化はコントロールの約

1／2に低下していたとしている．本例は網膜色素変

性と難聴を伴い，一方ichthyosisや肝牌崖を伴わ

ない点でAngeliniらの報告とは異なっており，同

様の報告は検索した範囲では認められなかった．

ま　　と　め

1）網膜色素変性，難聴を伴った1ipidstorage

myopathyの1例を報告した．

2）骨格筋のみならず，白血球，培養皮膚線維

芽細胞にも多数の月旨肪滴を認めた．

3）骨格筋のacylcarnitine：free carnitine比

の増加を認めた．

4）培養皮膚線維芽細胞において，コントロー

ルの約10倍のtriglycerideの蓄積がみられ，長鎖

脂肪酸酸化能は約1／3に低下していた．

文　　　献
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35）末梢神経障害を伴った家族性ミトコンドリア・

ミオパテーの1例

中　西　孝　雄＊

研究協力者　　渡　辺　雅　彦■

はじめに

ミトコンドリアミオバナーには，骨格筋のみを

障害する狭義のものの他に，他臓器の障害を伴う

広義のものがあ　り，と　く　にKearns－Shy

Syndrome（KSS），Myoclonus epilepsy with

“ragged－red”fibers（MERRF），Mitochondrial

myopathy，enCephalopathy，1acticacidosis，and

strokelike episodes（MELAS）がよく知られて

いる．我々は，ragged－redfiberを伴なうミトコ

ンドリアミオバナー，視神経萎縮，肥厚性ニュー

ロバナーを主徽とし，上記いずれの疾患群にも分

類しえない兄弟例を経験したので報告する．

症　　　例

M．F．（筑大神内；129869），46歳，男

主訴：歩行障害，眼瞼下垂，視力低下

既往歴：33歳の時に母指切断

家族歴：両親はいとこ始で，5名の同胞中長兄

にも全く同様の神経筋症状を認めた．

現病歴：18歳のとき，視力低下を主訴に近医を

受診，視神経萎縮と言われた．40歳頃より上肢帯

ならびに下肢帯の筋力が低下し，44歳のとき，眼

瞼下垂，頸部の筋萎縮を指摘され，またその頃よ

り四肢末端に手袋靴下型の感覚障害を自覚するよ

うになった．綬除ながら進行性であるため，46歳

のとき，当科に入院となった．

入院時現症：意識は清明で，軽度の知能低下を

認めた．脳神経領域では両側の視神経萎縮と視力

低下（両側0．1矯正不能），眼瞼下垂，ごく軽度の

眼球運動制限があり，顔面，頸部の軽度の筋力低

＊筑波大学臨床医学系神経内科

水　澤　英　洋書　金　澤　一　郎＊

下と筋萎縮，噴下障害とごく軽度の構普障害も認

められた．運動系では，近位筋優位に4／5程度の筋

力低下と筋萎縮を認めた．筋トーヌス，深部反射

は全般に低下しており，病的反射を認めなかった．

感覚系では，手袋靴下型の感覚低下を認め，表在

感覚に比べ深部感覚が強く障害されており，Rom－

berg徽候は陽性であった．頸部および肘裔にで，

神経の肥厚が触知された．

検査所見：血算，血清学的検査，一般尿便検査

は正常で，胸部ⅩP，心電図，心エコー図にも異常

はなかった．血液生化学ではCK64mU／ml（正

常；5～50），乳酸17．1mg／dl（正常；4－16）と

軽度上昇していたが，ピルビン酸は0．84mg／dl（正

常：0．3～0．9）と正常であった．

髄液は，水様透明，初庄70mmH20で，細胞数

4／3／mm3，蛋白25mg／dl，葉酸9．3ng／ml（正常；

9．3－15．8），などは正常であったが，ビルビン酸

1．0mg／dl（正常；0．6－0．9），乳酸16．5mg／dl（正

常：10－16）は軽度上昇を示した．頭部CTスキ

ャンでは大脳皮質の軽度の萎縮を認めた．脳波は，

9Hzα波の基礎律動に少量の5Hzβ波の混入し

たBorderline EEGであった．

内分泌検査では，血中ACTH，TSH，コルナ

ゾール，T3，T。，T3RSU，および尿中170HCS，

17KSはいずれも正常で，LHRH負荷によるLH，

FSHの反応およびTRH負荷に対するTSH，

Prolactinの反応とも正常であった．

阻血下運動負荷試験は正常であったが，非阻血

下に，エルゴメーターで下月支に対して20Watt，10

分間の負荷をした所，著明な高乳酸血症（頂値で

82mg／dl），乳酸／ピルビン酸比の著しい上昇（頂

値で38）を呈し，好気性代謝障害が示唆された．
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ERGは正常で，patternreVerSalvisualevoked　　障害が示唆された．

response（VER）では誘発電位が得られず，　　針筋電図検査では，胸鎖乳突筋，憎帖臥　JrJ

flashVERではその振幅が減じており，視覚路の　　筋，上腕二頭筋，上腕三頭筋，大腿四頭筋，人腿

図1　前腰骨筋のATPase（pH4．3）染色

Type grouping，Type l fiber

predominance，Small angular fiberを

認める．（×20）

図2　筋翰膜下，筋原線維間に結晶様封入体

や同心円状クリスタなどを有する異常

ミトコンドリアが集族している．

（×3，300）
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二頭筋など近位筋で筋原性変化を示し，第1背側

骨間筋，母指内転筋，前脛骨筋，俳腹筋など遠位

筋に神経原性変化を認めた．MCVは尺骨神経54

m／sec，排骨神経41m／sec，SCVは正中神経42m／

SeC，排腹神経35m／secと下肢にて軽度の低下を

示した．

前脛骨筋生検所見では，多数のraggedpred

fiber，筋線経の大小不同，変性，Splitting，中心

核の増加，問質の増生などミトコンドリア・ミオ

パテーの所見が認められた．さらに，grOuped

atrophy，Small angular fiber，type grOuplng，

typel fiber predominance，targetOid fiber，

pyknotic nuclear clumpなど脱神経の所見も明

らかであった（図1）．CytochromeCoxidase染

色では，患者の筋線経はいずれもコントロールと

比べて全般に染色性が低下しており，GomoriAtri－

Chrome染色と対比すると，ragged－red fiberは

ほとんど染色されておらず，他の一見正常に見え

る線経でも酵素活性の低下とともに染色パターン

の異常を示した．電顕では筋鞘膜下と筋原線維間

に異常ミトコンドリアが集族し，多くに結晶様封

入体や，同心円状などのクリスタの異常を認めた

（図2）．

排腹神経生検では，有髄線経はdensity；4840／

mm2，mean diameter±S．D：2．8±1．1JLm，

range O．9－6．9JLmと，とくに大径線経が減少し，

ミエリン罪薄化，Onionrbulb形成，Small nerve

Clusterなどを認めた（図3，4）．無髄線経はden－

Sity：26476／mm2，mean diameter±S．D：

0・76±0・29JLm，range；0．23－1．46JLmと小径化

しており，Schwann cellの届平層状化や，CO1－

1agenpocket，あるいは基底膜のみを残し突起を

消失した像などが見られた（図5）．Schwann

Cell，及びaxonの中のミトコンドリアは，やや腫

大し数も増加していたが，特徴的な結晶封入体は

認められなかった．

生検大腿四頭筋の生化学的検索では，CytO－

Chrome C oxidase活性；438nmol／min／mgmit．

prot．（正常；1554±753）とNADH－CytOChrome

C reductase活性；619nmol／min／mg mit．prot．

（正常；889±507）の軽度の低下が認められ，

図3　月非腹神経のトルイジンブルー染色

大径有髄線経の減少，ミエリンの罪蒋化，

Onion－bulb形成，シュワン細胞核の増加

などが認められる．（×300）

図4　0nion－bulb形成を示す．（×3，300）

図5　シュワン細胞が扁平層状化し，一部は軸

索を欠き，一部は軸索を完全には覆って

いない．左上にシュワン細胞を欠き，基

底膜のみを残存している像が認められる

（×13，000）
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COmplexlとcomplex4の部分的障害が示唆され

た．カルニテン含量は正常であった．

考　　　案

本例は，18歳頃視神経萎縮で発症し，四肢近位

筋優位の筋萎縮と筋力低下，並びに四肢末梢に神

経肥厚と手袋靴下型の感覚障害を呈し，組織学的

にragged－redfiberを伴なうミトコンドリア・ミ

オパテーと，Onion－bulbformationを伴なうニュ

ーロパテーが確認された．家族歴にて，両親がい

とこ婚で同胞に同様の神経筋症状を認め，直系の

親属および母方のおじ，甥に類似の症状を認めな

いことから，常染色体劣性遺伝と考えられる．

ミトコンドリア・ミオパテーの中で，多系統の

障害をきたすKSS，MERRF，MELASなどで

は，末梢神経障害の合併がすでに報告されている．

特にMERRFはかなり高率に末梢神経障害を合

・併しており，KSSの不全型と思われるDrachman

の例では著明な肥厚性ニューロパテーが認められ

ている．

しかし，本例では，KSSやMERRFを思わせる

臨床症状は全くなく，障害が骨格筋と末梢神経に

比較的限局している．文献上，同様の症例はPeyr－

Onnardらの報告を見るのみであるが，さらに本例

では，外眼筋麻痔がきわめて軽微で視神経萎縮を

伴っており，髄液蛋白も正常である点で，Peyron－

nardの例とも異なっておりこれまで報告のない

ものである．また，DrachmanおよびPeyronnard

の症例はいずれも孤発例であるが，本例は家族例

で児も全く同様の症状を呈しており，ミオパテー

とニューロパテーが偶然の合併ではなく密接に関

連していることを示唆するものと思われる．

以上，肥厚性ニューロパテーを伴った家族性ミ

トコンドリアミオパテーの1例を報告した．本例

は（1）家族性で常染色体劣性遺伝が考えられる点，

（2）ミオバナー，ニューロパテ一，視神経萎縮を主

役としている点が特異であると考えられた．

稿を終るにあたり，生化学的検索をしていただ

いた名古屋市立大学小児科の小林正妃先生，CytO－

Chrome C oxidase染色をしていただいた国立神

経センターの埜中征哉先生に深謝いたします．

文　　　献

1）DrachmanDA：OphthalmoplegiaPlus．Arch

Neurol18：654－674，1968

2）PeyronnardJ－M，Charron L，et al：Neur－

Opathy and Mitochondrial Myopathy，Ann

Neuro17：262－268，1980

3）ShyGM，D．H．Silberberg，etal：Ageneraト
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4）DiMauroS，etal：Mitochondrialmyopathies，

Ann Neurol17：521r538，1985

5）合田周一郎ら：Mitochondrial ence・

phalomyopathy，MELASの1例．臨床神経学，

25：216－226，1985

6）Fukuhara N：Myoclunus epilepsy and

mitochondrialmyopathy．InScarlatoG，Cerri

C（ed）：Mitochondrialpothologyin muscle
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36）痙撃，乳酸上昇，反復性低吸収城を示し

MELASを疑った一例

水　野　美　邦＊

研究協力者　　金　子　　　仁＊　角　田　純　一■　大　田　恵　子事

小　野　和　則＊　吉　田　充　男＊

Mitochondrial encephlomyopathyには幾つか

の臨床型が知られているが，その症状はかなり多

様である1）．我々は多彩な神経症状と特異なCT

所見を示し，筋症状を欠く一例を経験したので報

告する．

症　　　例

患者：19歳，女性．

主訴：意識障害

既往歴：出産時骨盤位．3ヶ月で，斜頸の手術．

家族歴：母親に軽度の知能障害と，感音性難聴，

糖尿病，高乳酸血症を認める．患者の妹は点頭て

んかんの診断で4歳で死亡しているが，詳細不明．

現病歴：処女歩行は1歳3ヶ月．その後の発達

は特に異常はなかった．小学校では，体育が2で

あったが，他は3から4であった．中学2年14歳

時，年に数回両上肢のピタピタした動きがあった

が，意識障害は認めなかった．このころより次第

に成績が低下した．17歳時，近医より抗痙攣剤の

投与を受けた．18歳昭和59年1月全般性痘攣発作

が出現，4月痙攣重積状態となり治療を受けた．

この時視力低下を訴えたが，20日程で1司復した．

5月中旬当科初診．神経学的所見，CT－SCanに異

常なく，脳波所見よりfocal seizure，SeCOndary

generalizationと診断，抗痙攣剤の投与を継続し

た．昭和60年3月四肢のasterixis様不随意運動

出現，5月拍動性頭痛，同月下旬より会話内容が

とんちんかんと成り次第に会話不能，6月14日呼

び掛けに応答しなくなり当科入院．

＊自治医科大学神経内科

入院時身体所見では，身長150cm，体重39kgと

小柄な女性．胸腹部に異常無い．神経学的には意

識状態は錯乱，会話不能．脳神経系では眼底に網

膜色素変性なく，日艮球運動正常．眼瞼下垂なし．

軽い構音障害がある．運動系では，四肢筋萎縮，

脱力，麻痺などはなく，歩行可能．明らかな小脳

失調はない．深部腱反射は上肢でやや克進してい

たが，左右差なし．左にBabinski徴候を認めた：

不随意運動は無かった．知覚系，自律神経系には

異常無かった．

入院時検査所見では，尿一般，血算，血沈，肝

機能，腎機能に異常なく，電解質はCaを含め正常

範囲内であった．血中乳酸22．1mg／dlビルビン酸

1．26mg／dlと高値を示した．髄液は蛋白が60mg／

dlとやや上昇していたが細月包数は正常．髄液中の

乳酸は35．5mg／dl，ビルビン酸1．22mg／dlと上昇

していた．脳波は多巣性の鯨波と全般性徐波を認

めた．心電図は，W．P．W．type Aを示した．神

経伝導速度，針筋電図ともに正常範囲であった．

CTでは，両側前頭．集，右側頭頂集，左側頭頂葉に

軽度のmass effectを伴った低吸収領域が見られ

たが（図1），脳血管撮影には異常をみとめなかっ

た．以上の結果よ　りMitochondrial enceph－

lomyopathyを疑い次ぎの検査を行った（表1）．

75g糖負荷試験は糖尿病型，階段運動負荷，エルゴ

メーターによる運動負荷では，乳酸，ピルビン酸

の著明な上昇を認めた．Ischemic excercise test

は正常パターンであった．上腕二頭筋で行った筋

生検ではRagged－red fiberは認められず，

Arnold2）らの方法によるcytochrome oxidase染

色で染色陰性線経を認めなかった（図2）．
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75g－C TT 運動負荷試験

血帖値（ng／dl）lns山in（〟U／ml）　　　　　　階段運動
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机血卜運動試験　　正常反応

エルゴメーター（15latt15分）

乳　　　酸　　ビルビン酸

前

直後

15分

30分

22．8　　　　　　1．32

39．7　　　　　　1．33

28．8　　　　　　1．48

28．5　　　　　　1．48

前

l汽後

10分

20分

乳　　　校　　　ビルビン駿

20＿6　　　　　　　1．26

115　　　　　　　　3．06

105　　　　　　　　3．38

7仁1　　　　　　　2．32

図1　入院時の頭部CT：左右の前頭葉と頭　　　　　　図2　左：GomoriTtrichrome変法×100

頂葉に低吸収域を見る．

図3　入院2ヶ月後のCT：病巣は皮質に限

局する．側脳室は拡大傾向．

右：Cytochrome oxidase染色×100

図4　入院3ヶ月後増悪時のCT

入院後の経過：抗痙攣剤及びステロイドの投与　　では感覚性失言吾，感音性難聴の存在が明らとなっ

を行ったが，意識状態はしだいに回復し神経症状　　た．入院2ヶ月後のCTでは，病巣は縮小し皮質
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図5　入院4ヶ月後の頭部MRI

SE（TR＝2000msec2000／）

に限局する傾向を示した（図3）が，9月19日意

識の低下，おう気おう吐が出現，CT上左側頭葉と

右頭頂葉に新たに低吸収域が認められた（図4）．

10月7E］に撮影されたMRIでは病変はlong

SEで高シグナル，IRで低シグナルの領域として

現され，CT－SCanより明瞭に病巣の局在を確認す

ることが出来た（図5）．

考　　　案

本症例の特徴をまとめると，

（∋150cm，39kgと小柄な女性

（診10代前半に，痙攣発作で発症

③知能低下，意識障害，一過性の視力障害，感音

性難聴，意識障害，不随意運動など多彩な神経

症状をしめしたが筋症状を欠く．

④血中および髄液中乳酸，ピルビン酸が高値

⑤CT－SCanにて，多発性の低吸収領域が反復し

て出現，これらは皮質に限局する傾向を示した．

⑥患者の母親は軽度の知能低下，糖尿病，感音性

難聴，高乳酸血症をみとめ，家族性が考えられ

る．

などである．

1984年Pavlakis3）らは，10代で発症，周期性の

おう吐，痙攣，血管障害様の発作を特徴とする疾

！Luを報告し，Mitochondrial myopathy，enCe－

l）halopaty，lactic acidosis，and stroke－like

tll）isodes（MELAS）とよんだ．本症は，外眼筋麻

ひ，雑用封色素変性症，心伝導障害を主徴とする

Kearns－Sayre症候群やmyoclonusをともなう

MERRFとは症状から分けられる．我々の症例

は，周期性おう吐をかくが，その他の症状は

MELASに良く一致する．筋生検でRagged－red

fiberは兄いだせなかったが，運動負荷で著明とな

る高乳酸血症から，ミトコンドリアにおけるエネ

ルギーの代謝障害の存在が推測され，MELASの

範ちゅうに属すると考えた．MELASの脳CT－

scan像については，巣状の低吸収領域及び基底核

の石灰化が知られているが3），低吸収領域が時間

をおいて異なった場所に出現する例も報告されて

いる4）．本例でも同様の所見が見られたが，それと

ともに病変が次第に皮質に限局する傾向をしめし

た点が特異であった．MELASの剖検例は少ない

が，病変は皮質の巣状のSpOngy degeneration・

軟化・融解で，自質や基底核は保たれるとされて

いる．本症例のCT－SCan及びMRIの所見はそれ

と良く一致しており本症の診断上有用と考えられ

た．
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25：216－226，1985．
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37）筋ミトコンドリア異常の形態学的研究

木　下　英　男＊

研究協力者　　藤　岡　俊

馬　場　繁

はじめに

従来より，主として骨格筋及びや枢神経系内の

ミトコンドリアの形態異常を主体とし，多彩な症

状を呈する種々の疾患が知られておりMitochon－

drial Myoence phalopathyの名のもとに一疾患

群を形成している．これらは，臨床像から個々の

疾患に分類されているが，近年になり生化学的検

索によって疾患特異的な酵素欠損が明らかにされ

たものが増えてきている．しかし，それぞれの疾

患において出現するミトコンドリアの形態異常に

はあまり特異的な差がみられず，その異常形態の

発現機序自体も未だ不明な点が多い．

ミトコンドリアの形態異常の中では，特に巨大

化が劇的な変化のために古くよりよく知られてい

るが，今回，我々は筋ミトコンドリア形態異常が

生ずる機序を解明するために，実験的に巨大ミト

コンドリアを作製し，巨大化が完成するまでの早

期の形態変化の過程を，組織化学的及び，電顕的

に観察した．

方　　　法

筋阻血，2－4Dinitrophenol（以下DNP）投与，

Chloramphenicol（以下CP）投与の3群について

検討した．

①　筋阻血群，Wistar系成熟ラット（雄）を用

い，各群3匹ずつから成る8群にわけた．ネン

ブタール腹腔内麻酔下に，片側の大腿動脈を結

紫し，5分，10分，20分，40分，60分，80分，

100分，120分後に肪腹筋を生検した．対照とし

＊東邦大学医学部第四内科

樹＊　山　田　信　輿♯

二＊　仁　科　牧　子＊

ては，同時に対側の膵腹筋を生検した．

②　DNP投与群，各群3匹ずつから成る3群の

Wistar系雄成熟ラットを用い，（丑と同様に麻酔

し，片側の肪腹筋を露出LDNP15mgを注射用

蒸留水0．5mlに溶解させたものを筋肉注射した．

5分，10分，15分後に一群ずつ，注射部位よ

り充分にはなれた個所の排腹筋を生検した．

非筋注群を，同時に生検し，対照とした．

③　CP投与群，CP125mgを蒸留水1mlに，充分

音容解させたものを，金属性ゾンデで，毎日経口

投与し，投与開始2日，4日，6日，8日，10

日，．13日後に，2匹ずつ，ネンブタール麻酔下

に，膵腹筋生検を行なった．

（∋（診③ともに，一部は直ちに凍結切片として

Gomori－trichrome変法染色及びNADH－TR染

色を行ない組織化学的検索に供した．また一部は，

2．5％グルタールアルデヒド固定後．1％オスミウム

酸溶液で後国定，0．5％酢酸ウラニール水溶液で染

色し，一部を超薄切片とし透過型電顕で，また残

りはEiko TF－1型凍結割断器で割断し日立HCP

－2型臨界点乾燥装置で乾燥したのちにEikoIB－

3型Ion coterで蒸着し日立S－430型走査電顕で

観察した．

結　　　果

Gomori－trichrome変法染色標本にて，Ragged

－Red－Fiber（以下RRF）の出現率（以下RRF％）

を算出し，その経時的変化をみると，阻血群で80

分，DNP投与群で5分後，CP投与群で8日後

に，RRF％が増加していた．（図1）．

NADH染色で観察すると阻血群では20分後か
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ら，筋線維中心での染色性が低下し40分後になる

と筋鞘下での染色性が増加していた、（図2）DNP

投与群では，同様の変化が5分後以降に，CP投与

1：阻血群　　　　　　　　　　　　　　　2：DNP投与群

20　　40　　60　　80　100　120

分

3：CP投与群

5　　10　15

分

2　　4　　6　　8　10　　　13

日　数

図1　Ragged－red－fiber出現率の経時的変化

斜線部は，今回我々が用いた対照群の平

均±2SDの範囲を示す．

A．

群では4日目以降に出現していた．透過電顕像は，

阻血80分後，DNP投与5分後，及びCP投与8日

後以降で，筋鞘下への巨大ミトコンドリアの集積

が著明となっていた（図3）．またそれ以前では，

筋鞠下に集積したミトコンドリアや，筋原線維間

に存在し互いに隣接しあったミトコンドリア同志

が接し，共通の外膜を有して細い架橋部で連結し，

または単一の外膜を有する隔壁でのみ隔てられて

いる所見が得られた．走査電顕によっても，これ

らと同様の所見が確認された．

考　　　接

従来よりRRF％によって示される筋ミトコン

ドリア異常の発現には，阻血で120分，DNP投与

で15分が必要とされており，CP投与によってラ

ット骨格筋にRRFを作製した報告は，まだみら

れない．RRFはミトコンドリアの質的あるいは数

量的変化によって出現しうるが，今回の実験では，

電顕上の所見から，双方の変化が共に生じたこと

によって，RRFが形成されたと考えられる．そし

てそれ以前にNADH活性の分布パターンが変化

することから，筋線維中心部のミトコンドリアが

筋線経の周辺部，筋鞘下へと移動する可能性が示

唆される．ミトコンドリア巨大化の原因には，主

として肝における実験から，1）合成の元進，2）

図2　A：阻血後80分の骨格筋（NADH－TR染色）

B：CP投与6日目（NADH－TR染色）

双方とも，筋線維中心部の染色性が低下し，筋鞘下の活性が高まっている．
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図3　DNP投与後10分のラット骨格筋，電顕像（×12，000）

筋鞘下に集積したミトコンドリア同志が共通の外膜を有していたり，単一の隔壁によ

ってのみ隔てられている．一部で，このような隔壁が消失しはじめている．

分裂の抑制，3）相互のfusionの3つの機序が考

えられる．しかし，今回我々が用いたCPは，ミト

コンドリアRNAのtranslationの阻害作用を有

し，ミトコンドリアでの蛋白合成を抑制する方向

に働くため，CP投与によっても巨大ミトコンド

リアが生じたことは，その機序としてのノ合成克進

及び分裂抑制の可能性を低くするものである．そ

して，電顕上，見られたミトコンドリア間の架橋

形成や，単一の外膜によってへだてられただけの

ミトコンドリアの存在は，巨大化がfusionによっ

て生ずることを強く支持するものである．また，

薬物によるミトコンド））アのfusionはその薬物

の求核反応性が高いほど生じやすいことが示され

ているが，DNPとCPには，このような作用は存

在せず，したがって，ミトコンドリア巨大化は非

特異的な変化であり，普遍的な機序の存在を検討

する必要があると思われる．

結　　　語

1）阻血筋の早期の形態学的変化を検索したとこ

ろ，阻血80分後からRRF％が増加し，それ以前

には筋線維中央部のミトコンドリアが消失し筋

鞠膜下に集積がみられた．

2）Chloramphenicol及び2L4dinitrophenol投与

も同様の効果を有した．

3）ミトコンドリア同志の融ノ飢こより巨大化が生

ずることが示唆された．

4）ミトコンドリア形態異常は多様な原因により

－219－



生じ疾患特異性は少ないものと思われた．
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38）ミトコンドリア脳筋症の一剖検例

＊
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近年，ミトコンドリア脳筋症としてはmyo－

Clonus epilepsy　with ragged red fibers

（MERRF），mitochondrial myopathy，enCe－

phalopathy，Iactic acidosis，and strokelike

episodes（MELAS）がそれぞれ臨床的疾患単位

と　して注目を集めている．我々は臨床的に

MELASと考えられる一例を経験し，さらに剖検

を施行したので報告する．

症　　　例

患者：29歳，女性．

主訴：意識障害，左上月支ヲ室攣．

家族歴：両親がいとこ結婚．

既往歴：幼少期に熱性痙攣をよく起こした以外

に発育，発達に異常なし．

現病歴：昭和48年7月に雨下月支筋力低下が出現

し，ギランバレー症候群の診断にてステロイドを

使用し症状は軽快した．

昭和54年1月に風邪症状の後，再び大腿部の筋

力低下，筋肉痛が出現した．筋生検にて多発性筋

炎と診断し，ステロイド，免疫抑制剤を使用し症

状は軽快した．この頃より糖尿病も出現した．

昭和57年8月に頭痛・吐気を訴え，頻回に四肢・

顔面に痙攣を生じ，意識レベルも低下したが，一

日にて回復した．この頃より両耳性感音性難聴・

視力低下が出現してきた．

昭和58年2月，風邪症状があり，その翌日より

発熱，頭痛，意識レベル低下，左方向への眼振，

＊宮崎医科大学第三内科

＊＊宮崎医科大学第一病理

＊＊＊鹿児島大学第三内科

教＊　鶴　田　和　仁＊

透＝　栗　山　　　勝ホ＝

回転性眼振，左半身の不全麻痔・感覚障害，左上

肢のミオクローヌスヨ室攣，左同名半盲が出現した

が，約1ヶ月にて左不全麻痺，知能低下を残し回

復した．

昭和58年12月にも風邪症状の後，発熱，意識障

害，右上肢の痙攣，右方向への眼振，顔面・眼瞼

痙攣などが出現したが，しばらくして症状は軽快

した．しかし，知能低下はさらに進行した．

昭和59年8月にも意識レベルの低下，左上肢の

ミオクローヌス痙攣，左方向への月艮技が出現し，

精査の為当科入院となった．

入院時現症

一般理学的所見：身長150cm，体重36．8kg，

血圧106／42mmHg，脈拍84／min整，体温36．5℃．

眼瞼結膜の軽度充血，末梢部に浮腫が認められる

以外に心・肺・腹部所見に異常を認めなかった．

神経学的所見：意識は昏迷状態で著明な知能低

下を認め，数分間持続し頻発する顔面・眼瞼ブ室攣，

左方向への眼振，左共同偏視，及び左上肢のミオ

クローヌスを認めた．又，左同名半盲，左優位の

感音性難聴，四肢肢帯筋のぴまん性萎縮を認め，

左上下肢の筋力とトーヌスの低下が著明であった．

四肢の腱反射は消失しており病的反射は見られな

かった．眼球運動障害，構音障害，協調運動障害

は認めなかった．感覚検査は不能であったが明瞭

な感覚障害は認めなかった．

検査所見

検尿正常．血沈は一時闇値85mm，2時間値155

mmと元進していた．末梢血球数，血液像，凝固
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線音容系，血小板機能には異常を認めなかった．血

液ガス分析にても著明なアシドーンスは認めなか

った．生化学的検査ではCKは187IU／Lと軽度高

値で，耐糖能異常及びⅠIb型高脂血症を認めた．

肝腎機能，電解質には異常を認めなかった．血清

学的検査ではIgAが軽度高値であった．血中乳

酸・ピルビン酸はそれぞれ23．7mg／dl，1．33mg／

dlと高値を示したがアミノ酸分析にてアラニン

の上昇は見られなかった．髄液検査では寧日58

mg／dl，乳酸値32．72mg／dlと高値を示した．胸

写，ECG，心エコー検査には異常を認めなかっ

た．四肢筋電図検査では神経原性変化と筋原性変

化が混在し，MCVでは両側のperonealnerveで

遅延が見られた．EEGではびまん性に徐波，簸波

の出現を認めた．頭部CTscanでは初期より両側

基底核の石灰化を認めた．発作ごとに出現する病

側の低吸収域・腫脹，対称性の脳室・脳溝拡大の

進行等を認めたが右側後頭葉の低吸収域は検査の

毎に認められた（図1）．右内頸動脈造影では右側

頭葉のearly venuos filling，拡張したdrainage

Vein，hypervascularityなどが見られ，これらは

脳棟塞後に見られる所見であるが，明らかな血管

狭窄，閉塞像は見られなかった（図2）．右外側広

筋生検にてHE染色標本では筋線経の大小不同

を認め，Gomori－trichrome変法染色にて約10％

のragged－red fiberが認められた（図3－A）．

NADH－TR染色では，筋線維全体もしくは筋鞘

下にHyperactivityを示す線経が認められた（図

3－B）．電顕では筋鞘下や筋線推間に大小不同の

異常ミトコンドリアの集積像及び欄旨肪滴・グリコ

図1　頭部CT像の経過

発作ごとに出現する病側の低吸収域 腫脹，対称性の脳室・脳溝拡大の進行を認める．

－222－



図2　右内頸動脈造影

右側頭葉のearly venous filling，拡張

したdrainage vein，hypervascularity
を認める．

－ゲンの蓄積を認めた（図3－C）．

入院後経過

入院後も左上肢のミオクローヌス痙攣，左半身

の痙攣などの発作を繰り返し，知能低下，意識障

害は階段状に悪化した．発作時には病変側の眼球

結膜の充血及び歯肉出血が著明であった．抗痙攣

剤も種々のものを使用したが明瞭な効果を呈した

ものはなかった．昭和59年12月よりUbidecar＿

enone120mgを開始し，しばらく小康状態を保っ

たが，昭和60年2月より再び意識障害，右上下肢

のミオクローヌス，右方向への限振等の発作が出

現し，akinetic mutismの状態となった．昭和60

年3月には肺炎にて死亡した．

皐
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病理解剖所見

死亡後約9時間後，病理解剖を行った．脳は9

日間にわたる人工呼吸器装着の為にrespirator
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図3　筋生検組織像

A・Gomorトtrichrome変法染色，
120×．約10％のraggedTred fiber

を認める．

B．NADH－TR染色，120×．筋線維全

体もしくは筋鞘下にhyperactivity
を示す線経が見られる．

C．電顕像，3900×．筋鞠下や筋線維間

に大小不同の異常ミトコンドリアの

集積，脂肪滴・グリコーゲン顆粒の
蓄積を認める．



図4　病理組織像

A．胸髄．毛細血管の増殖・拡張，及び後角の神経細胞脱落を認める．

B．小脳．部分的な層状壊死，海綿状態，顆粒細胞脱落を認める．

C．歯状核．著明な毛細血管の増殖・拡張を認めるが，歯状核の神経細胞脱落は認め

ない．

D．大脳皮質．高度の神経細胞脱落，層状壊死，gliosis，海綿状態，毛細血管の増殖・

拡張を認める．
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brainの状態となっていた．脳表面の血管は全般

的に拡張しており，一部クモ膜下出血も見られた．

前額断面では両側脳室の拡大が見られ，皮質は全

般的に褐色調が強く，軟化巣が散在しており，一

部小出血巣が見られた．組織学的には脊髄では後

角の神経細胞脱落が見られた（図4－A）．海馬では

錐体細胞は脱落し，層状壊死に陥っていた．小脳

では部分的に層状壊死，子毎線．状態に陥った部位が

見られた．その他の部位ではプルキニエ細胞は保

たれているが，顆粒細月包は全般的に脱落していた

（図4－B）．小脳歯状核の神経細胞は保たれ（図

4－C），HoIzer染色でもgliosisは認められなか

った．基底核では著明な石灰沈着を主に血管壁に

認めた．大脳皮質ではほぼ全域にわたって層状壊

死，高度の神経細胞脱落，fibrillary astrocytic

gliosis，海綿状態，毛細血管増殖が見られ一部で

は軟化・不全軟化巣が見られた（図4－D）．大脳髄

質では神経線経の粗ぞう化が種々の程度に見られ，

部分的にmicroglia，foamymacrophageの増殖

が見られ，一部で小出血斑が見られた．なお毛細

血管増殖は大脳皮質以外の部位でも著明であった．

まとめると，以上の病変は虚血性の変化と毛細

血管の増殖が主体で，特に大脳皮質の変化が著明

である．小脳，脊髄等にも病変は認められるが，

大脳皮質に戟べると非常に軽度である．又，病変

の局在は肉眼的にも顕微鏡的にも血管支配との関

連は全く見られず，血栓形成も見られなかった．

その他には，基底核の石灰化が特徴的で，特に血

管周囲への石灰沈着が著明であった．

生化学的検索

死亡後2時間後に上腕二頭筋，剖検時に脳，心

臓を採取，凍結保存LCytochrome content，

mitochondria enzymesの測定を行った．この3

臓器に関しては各Cytochromeの比率はほぼ正

常と考えられた．酵素活性では死後変化の関与が

否定できないがCytochromeCoxidaseが脳では

281JLmOl／min／gram mitochondria（contro1

209）と，やや高値であるが心臓では676（contro1

2290），上腕二頭筋では268（control1270）と比

較的特異的に低下しておりCytochrome C

0Xidase部分欠損の可能性が疑われた．

考　　　察

ミトコンドリア脳筋症とはミトコンドリアミオ

バナーの中でも中枢神経症状が前景に立つものに

対し名付けられたもので，ミトコンドリアの障害

によって生じるcytopathyと考えられている．そ

の中にはLuft病，Menkes病などの様に代謝障害

部位と臨床症状の関係が明瞭なものもあるが，大

多数のものは不明である．又その臨床症状も多彩

であり，臨床的特徴からKearns－Shy症候群

（KSS），MERRFl），MELAS3）などの疾患単位が

提唱されている．

本症例は片麻痺，痙攣，同名半盲などの脳卒中

様発作を繰り返し，高乳酸血症や形態学的に筋中

のミトコンドリアの異常を認めており，ミオクロ

ーヌス痙攣以外はMELASに特徴的な臨床症状

と言える．又，病理学的にもMELAS，MERRF

に見られる様な血管支配との関連を持たない虚血

性変化，毛細血管の増殖を広範に認め，基底核の

石灰化も認められる．特に虚血性変化は大脳皮質

に著明であり，これはMELASの臨床症状を反映

するものと考えられる．

1983年RowlandはMERRFとMELASの竜監

別点としてMERRFにおける小脳症状，ミオクロ

ーヌス，脊髄病変，位置覚障害，MELASにおけ

る脳卒中様症状をあげている2）．しかし，脳卒中発

作の後にミオクローヌス様痙攣発作を来す事は大

脳皮質の刺激性病変から起こりうる事であり，ミ

オクローヌスや痙攣の有無のみでMELAS，

MERRFを区別することはできず，二つの症候群

の臨床症状を合わせ持つ症例もいくつか報告され

ている3）．組織学的にもMELAS，MERRFは区

別をつけがたく3），これらの症候群の差異は病変

の局在の違いにより生じている．本症例は病理学

的にはMELAS，MERRFで障害されうる全て

の部位に障害を認めるが，障害の程度がMELAS

で障害されうる大脳皮質で特に強いことと，脊髄，

小脳，小脳歯状核の変化が本症例では乏しいので

MELASと診断した．

本症例ではCytochromeCoxidaseの部分欠損
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が疑われたたが，今後生化学的検索及び病理学的

検索を含む症例の集積が必要と思われる．
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39）Cytochromec oxidase欠損症の病理学的検討

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　菊　池　愛　子＊

寺　澤　健二郎＊

Cytochrome c oxidase（CCO）欠損症は臨床

的，病理学的所見から（》fatalinfantile，②

benigninfantile，③encephalomyopathic，喀）

miscellaneous（Menkes’disease，Alpers dis－

easeなど），（9Partialdeficiencyの5型に分ける

ことができる．（か，③については先のワークショ

ップで詳しく述べたので，ここでは（丑，（卦につい

てその問題点を中心に検討した．

対象，方法

（D乳児致死型（fataHnfantile form）

生後1カ月目より筋緊張，筋力低下が出現し，

高乳酸血症，アシドーシス，de Toni－Fanconi－

Debre症候群，呼吸障害をみて8カ月で死亡した

女児の生検筋を検索した（症例は金沢医大小児科，

沖野先生の御厚意による）．生検筋の一部を組織化

学，電子顕微鏡検索のため固定し，また一部筋組

織をinvitroで欠陥が再現されうるかどうか検索

するため培養系に移した．また線推芽細月包も同時

に培養し，欠損酵素の有無を検索した．

（∋部分欠損（partialdeficiency）

病理診断のため生検された筋には全てCCO染

色を行っているが，その中でCCO活性が全くな

い線経が散在する症例を選んだ．またそれらの例

では酵素学的にもCCOが欠圭員しているか否か確

認した．

CCO染色はNovikoffandGoldfischer（1969）

の方法に従った．

＊国立武蔵療養所神経センター微細構造研究部

萩野谷　和　裕＊　萬　　　　　　清書

織　茂　智　之＊

結　　　果

（D乳児致死型

組織学的，電子顕微鏡的所見：筋線経は全て細く

直径は10JJ以下であり脂肪やグリコーゲンが増加

していたため，細胞内空胞が多数認められた．

Gomoriトリクローム変法染色では赤染するrag－

ged－redfiber（RRF）が多数認められた．ただし

筋紡錘の紡錘内線維のみよくその形態を保持して

いた．

CCO染色，CCO抗体染色何れでも筋線経は全

く染色されていなかったが，紡錘内線推，結合織

内の線維芽細胞には活性がみられた（図1）．

電子顕微鏡では大半の線経に大型で複雑なクリ

ステをもつミトコンドリアの集積，月旨肪滴の増加

を認め，筋原線経は少量しか認められなかった．

さらに筋衛星細胞は著明に増加していて，正常対

照の約3倍もあった．ただし筋衛星細胞に活動化

（activated）の徴候はなかった．また筋衛星細胞

内のミトコンドリアには異常はみられなかった

（図2）．

筋培養：生検筋の一部を筋培養したが生検筋内に

は筋衛星細胞は多かったのに，分裂増殖能闇きわ

めて低く筋管細胞はほとんど形成されなかった

（図3）．比較的よく形成された筋管細胞内にも筋

原線経はほとんどなく，ミトコンドリアはやや大

型化の傾向はあったが，明らかな異常はみられな

かった．このミトコンドリアには組織化学的に酵

素活性は認められなかった．

②部分欠損症

部分欠損が認められたのはKearns－Syre症候

群を含めていわゆるchronic progressive exter－

nalophthalmoplegia（CPEO）が4名，NADHT
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図1　筋紡錘（ms）内の筋線経は形態学的にも正常でCCO活性は正常に保たれている．

Cytochrome c oxidase，×700．

CoQ reductase欠損1名，CCO欠損症で娘が

Leigh脳症様症状をとったその母親，CCO欠損症

で乳児良性型の2回目生検筋，生検筋の生化学的

分析では異常ないLeigh脳症の計8名であった．

CPEOでは欠損線経の頻度は10％以下で仝員

数％であった．欠損線経はRRFのことが多かっ

たが，一見正常にみえる線経でもしばしば酵素染

色で活性がみられなかった（図4）．欠損している

線経はミトコンドリア酵素活性を示すNADH－

TR染色では正常か活性高く渡染し，タイプ1線

経であることが多かったが，まれにはタイプ2線

椎であった．生検筋の生化学的分析では図4に示

した1名のみCCO活性が正常対照の1／5と低下

していたが他は正常値であった．

Leigh脳症類似の症状をとり，組織化学的には

広汎なCCO活性低下（生化学的には酵素活性は

正常の1／2）をみた娘の母親にmosaic状の部分欠

損を認めた．この母は軽度脳波異常と軽度血清乳

酸値上昇を認めた以外臨床的には著変なかった．

娘は小児期より緩徐に進行する筋力低下，知能低

下，発作性脳波異常があり，CTでのlowdensity

などよりLeigh脳症が疑われていた．筋生検では

多数のRRF，脂肪滴の増加，筋線経の大小不同な

どの所見を認めた．CCO染色では著明な活性低下

があり，RRFでは全く活性を認めなかった．母親

にも小数のRRFを認め，これらは全てCCO活性

はなかった．RRF以外の線維（主にタイプ1）で

も酵素活性が低下していることがまれならず認め

られた．

次の部分欠損の症例は乳児良性型の改善時であ

った．患児は生下時間もなくより筋力と筋緊張低

下を主症状とした女児例で，生後8カ月の時生検
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図2　筋衛星細胞（S）は数は増加しているが活動化の所見なく静止状態（quiescent

satellite ce11）である．筋線推内には筋原線経はほとんどなく異常なミトコンドl）ア

で満たされている．×9，000．

し，この時80～90％の線経はRRFであり脂肪滴

の著明な増加と，グリコーゲンの著明な増加があ

りmitochondria－lipid－glycogen diseaseの診断

をうけていた．CCO染色では約1／3の線経にわず

かな活性を認めるのみであった（図5A）．息児は

臨床的にも著明に改善し歩行可能となり，知能も

正常で若干の筋力低下を残すのみとなった．第2

回日生検（4歳5月）では，筋線維はまだ大小不

同あり散在性にRRFを認めたが，脂肪とグリコ

ーゲンはほぼ正常量となっていた．CCO活性は一

部の筋線経に欠損するのみで大多数の線経に活性

をみとめた（図5　B）．

生化学的にNADH－CoQ reductaseの欠損が

確かめられた13歳男児例にもCCOの部分欠損が

認められた．この例ではCCO欠損線経はRRFに

限られていた．逆にRRFでCCOが欠損せず正常

ないし，やや低下の線経も存在した．

組織化学的にはCCOの部分欠損が証明された

のにRRFもなく，また生化学的にも（ミトコンド

リアを分離し，CO2産生，NADHLCytOChromec

reductase，SuCCinate cytochrome c reductase，

CytOChrome c oxidase，PDHC測定）全く異常

を認めない例が1例存在した．患者は4歳女児で

2歳頃から始まる知的過行，けいれん，高乳酸血

症を主症状としていた．

考　　　察

CCO欠損症は臨床像，病理像から5型に分けら

れる．中でも1歳未満で死亡する重症型（fatal

infantile form）はすでに10例以上の報告がみら
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図3　培養筋細胞は筋芽細胞も少なく筋管細胞形成もほとんどない（A）．同年齢の正常対
照筋（B）．

れる．重症型ではCCOの抗体染色でも筋線経は

陽性に染色されないので酵素蛋白そのものが欠如

していると思われる1），2）．

本例では筋紡錘内線経や線維芽細胞（組織内，

培養細胞とも）にCCO活性がほぼ正常に存在し

た．このような組織特異性はCCOのsubunitsで

あるVIaにあるという3）．これはnuclearDNAに

COdeされるものであるので本例は少なく　とも

nuclear DNAの異常はあったといえる．

CCOの完全欠損が筋組織に与える影響を検討

してみた．ミトコンドリアは著明に増加し，多く

は大型で複雑なクリステを入れていた．筋原線経

は十分に形成されなかったためか量的に少なく配

列は乱れていた．筋衛星細胞の形態（ミトコンド

リアなど）には異常なかったが細胞数は著明に増

加していた．このことは筋の発生の時，筋衛星細

胞が筋線経に融合して筋線経の発育に協力しなか

ったため，すなわち筋の未熟性を反映していると

考えられた．一つの基底膜の中に数個の筋線経と

衛星細胞を入れる未熟な線経の存在も本症の骨格

筋の成熟障害を示唆している．さらに本症例の生

検筋を培養したところ，筋再生の時筋芽細胞と同

じ働きをする筋衛星細胞は数多かったにもかかわ

らず，筋芽細胞の分裂増殖，筋管細胞の形成は対

照に比較して明らかに劣っていた．このことは本

症では筋の発育，分化に大きな欠陥のあることが

証明された．この筋線経の発育分化の遅れ，筋衛

星細胞による修復欠陥が早期発症と速い進行を説

明するものであろう．

部分欠損がCPEOに最も多くみられることは

他の報告からみても明らかである4）～6）．このよう

な部分欠損は果たしそ意味のあるものなのか否か

検討することを目的で，部分欠損の症例を集めて

みた．CPEO以外では母性遺伝をしているCCO

欠損の母親や乳児良性型の改善期にもみられたこ

とより，部分欠損は単なる偶然ではなく大きな意
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図4　CPEO患者の生検筋の連続切片．Gomoriトリクローム変法（mGT）染色で認められ

たRRF（矢印）にはcytochromecoxidase（CCO）の活性はないが，ミトコンド1）

ア酵素であるNADHの活性は高い．RRFでなく一見正常にみえる線推（星印）でも

CCOの活性がないことがある．CCO活性は本来タイプ1（1）線経に活性が高い．星印

の線経はroutineATPase（ATP）でみてタイプ1線経でNADH染色でもタイプ1

の反応を示すのにCCOに全く活性がないことが重要な意味をもつ．×130．

味をもつものであろう．ただし，NADH－CoQ

reductasea欠損のRRFでもCCO活性のないも

のがあったので，RRFが進行しているような例で

は二次的にも部分欠損がみられうることを示して

いる．

部分欠損は細胞質遺伝をするといわれるミトコ

ンドリアミオパテーでは当然起こりうる現象であ

ろう．このような例では筋をホモジナイズして生

化学的にミトコンドリア酵素を測定したのでは正

常になるので組織化学的な検索がきわめて重要で

あることを示している．RRFでは二次的にCCO

欠損をみることがあるし，タイプ2線経は本来

CCO酵素が低い．ゆえにRRFでなく，かつタイ

プ1線経であって，ミトコンドリア酵素染色であ

るNADH－TRに活性があるのにCCO染色で活

性が全くみられない時CCO欠損として大きな意

味をもってくると考えられる．
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図5　乳児良性型．生後8ヵ月目のCCO染色では活性をもつ線経はごくわずかであった

（A）．臨床的にも改善した第2回目の生検筋では（B）線維径も増大し，RRFは著明

に減少し，ごく一部の線維のみCCOの活性が著明に低下していた（星印）．A，B：

CytOChrome c oxidase，×400．

802－812，1985．
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40）Succinate・Co Q reductase（ComplexII）・活性低下

を認めたmitocI10drial encephalomyopathy

塚　越 磨＊

研究協力者　　和　田　義　明＊　山　本　雅　彦＊　横　田　　　司＊

佐　野　元　規＊　古　川　哲　雄＊　依　藤　史　郎相

異　　　千賀夫＊＊

Shapiraら1）が，1977年に“mitochondrialen－

cephalomyopathy”という概念を導入して以来，

多くのmitdchondrial encephalomyopathyが報

告されている．しかし，これらの中で，mitochon－

driaの生化学的異常が明らかにされているもの

は少ない．今回我々は，ミオクローヌス，小脳失

調，難聴，痴呆を主症状とし，生検筋に異常形態

を示すmitochondriaを認め，生化学的検討によ

り，mitochondria電子伝達系のSuCCinate Co Q

reductase（complexII）活性低下を示したmito－

Chondrialencephalomyopathyを経験した．com－

plexIIの部分的障害を示唆する報告はきわめて

まれであり貴重な症例と考え報告する．

症　　　例

患者：73歳，女性．

主訴：歩行時のふらつき，難聴．

家族歴：類症を示すものなし．

既往歴：34歳頃マラリアに羅息．

現病歴：34歳頃マラリアの治療後に，難聴と構

音障害に気づいた．これらの症状はその後40年に

わたり徐々に悪化した．53歳の時，初めて歩行時

のふらつきと足幅を広くしないと立てない事を指

摘された．63歳頃，なにかしようとすると手がひ

どくふるえ，書字も困難となった．70歳の時，近

医で小脳失調と脳波異常を指摘された．71歳にな

り，上肢，頸部，顔面の速い収縮の不随意運動に

悩まされるようになった．73歳当科入院．

＊東京医科歯科大学神経内科

＊＊大阪大学第二内科

一般身体所見：身長141cm，体重34kgと短躯．

vital signはすべて正常．心尖部に収縮期雑音を

聴取した．肝，脾艦，足変形なし．

神経学的所見：意識は清明だが，長谷川式簡易

痴呆検査は4点で，記憶，計算障害の強い高度の

痴呆を認めた．発音は不明瞭でづ暴発的であった．

眼底は正常で，眼球運動障害なし．両側の高度の

感普性難聴を認めた．筋萎縮，筋力低下はなかっ

た．上肢，頸部，顔面に非同期性にミオクローヌ

スを認めた．起立時の足幅は広く，著明な失調歩

行であった．四肢に筋トーヌスの低下と深部腱反

射の低下を認めた．両側Babinski徴候は陽性で

あった．Diadochokinesisは遅く，不規則であっ

た．指一鼻試験，踵一膝試験では企図振戦，

dysmetria，decompositionを示した．感覚障害

はなく，Romberg徽候は陰性であった．

検査所見

一般血液検査ではLDH258U／1，コレステロー

ル231mg／dl，CPK272U／1（正常25－170）と軽度

上昇していた．心電図は左室肥大を示したが，伝

導障害はなかった．頭蓋，脊椎のⅩPは異常無し．

髄液は，蛋白が57mg／dlと増加していた以外は正

常であった．頭部CTは二次的な脳室拡大を伴っ

た全般性の脳萎縮を示した．基底核，脳幹に石灰

化はなかった．脳波は，6－7Hzの♂波を基礎活動

とし，2－3Hzの6波のburstと全般性鋭波の出現

を伴っていた．光刺激による突発活動の出現はな

かった．表面筋電図で1ま，持続時間0．08－0．1秒の

活動電位が不規則，非同期性に出現，脳波との同
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時記録を施行したが，関連性はなかった．Jerk－

lockedaverage法でも同様であった．大脳誘発電

位（耳削生脳幹反応，体性感覚誘発電位）は正常で

あった．針筋電図では上腕二頭筋，上腕三頭筋に

多相性活動電位を，稔指伸筋，尺側手根屈筋，背

側第一骨間筋，俳腹筋に高振幅活動電位を認め，

神経原性変化を示した．神経伝導速度はすべて正

常で凍〉つた．

筋生検：左大腿四頭筋より生検を施行した．凍

結切片では筋線経の大小不同と小径角状線経を認

めた．Ragged－red fiberはtypeI線経にみられ，

全筋線経の約5％に存在していた（図1）．筋鞘膜

下にNADH－TR染色で強い反応を示す筋線経も

図1　筋生検組織像

Modified Gomori trichrome染色

raggedrred fiber（＊印）

図2　生検筋電塁引象

Mitochondria内にparacrystalline

bodyを認める．

認めた．間接的immuno－perOXidase法を用いた

CytOChrome c（cyt c）oxidase染色は全ての筋線

経で正常反応を示した．筋線経内に脂肪の増加は

認めなかった．

電顕では，筋線維内特に筋鞘膜下に異常な

mitochondriaの集積を示した．多数のmitochon－

dria内にはparacrystalline bodyを認め，

globularinclusionも散見された．Finger－print様

の巨大mitochondriaもみられた（図2）．

乳酸，ピルビン酸：血清乳酸は14．9mg／dlと正

常であったが，血清ピルビン酸は1．06mg／dl，髄

液乳酸，ピルビン酸は19．8，1．06mg／dlと軽度の

上昇を示していた．

前腕虚血負荷試験：患者を早朝空腹時に安静を

保たせ，2台の血圧計を上腕と手首に装着し200

mmHgの圧を加えて2分間前腕を虚血状態とし

た．最初の45秒間に1秒間に1回の割合で15－20

kgの力で手を握らせ負荷とした．静脈血を負荷前

と負荷後0，2，5，10，15分に採血し，血清乳

酸，ピルビン酸を測定した．血清乳酸は負荷後2

分に負荷前の2倍以上に上昇し，15分後には正常

化した．血清ピルビン酸は，負荷後2¶10分は正常

となった．正常範囲内の反応であった（表1）．

生化学的検索：生化学的分析は一70℃で保有し

た生検筋を用いた．約100mg湿重量の生検筋に

150mM KCl，50mM Tris－Cl緩衝液（pH7．4）

を　9倍量加えてグラスホモジナイザーで

homogenate L1000×gで15分間遠心した上清を

用いて，mitochondria内膜電子伝達系酵素活性を

分光光度計で測定した．Complex I，II，III，

SuCCinatedehydrogenaseは，Hatefiの方法で，

COmplexIVはWhartonの方法で，COmplexII＋

ⅠⅠⅠはTisdaleの方法で測定した．complexI＋II

はantimycin Aによる阻害下で測定した2）．結果

は表2に示す如くであった．Succinate－CoQ

表1　前腕虚血負荷試験

負荷前　負荷後

0　　　2　　　5　　10　15分

ピルビン酸　0．94　0．92　0．46　0．50　0．38　0．91mg／dl

乳酸　　　　9．714．9　21．015．912．910．2mg／dl
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表2　Activities ofelectron transport systemin themitochondrialinnermembrane

COntrOl＊　patient（U／g．tissue）

NADH－CoQ reductase

（complex　工）

NADH－CYt C reductase

（complex　工＋工工工）

（n＝12

1．5土0．4

1．4士0．8

SuCCinate－Co Q reductase　　　　2．2士0．5

（complex　工工）

SuCCinate－CYt C reductase O．9士0．3

（complex　工工＋工工工）

reduced CoQ－CYt C reductase　　　42士7

（complex　工工工）

CYt C OXidase　　　　　　　　　　　1．3士0．5

（Complex ZV）

SuCCinate dehYdrogenase　　　　1．6士0．5

＊control values are mean　土　SD．

reductase（ComplexII）とsuccinate－CytCre－

ductase（ComplexII＋ⅠⅠⅠ）は中等度の活性低下を

示した．Succinatedehydrogenaseや他の酵素活

性は正常であり，inhibitorは検出されなかった．

これらの結果よりComplexII　の部分的障害が示

唆された．

考　　　察

本例は34歳頃難聴が出現，以後小脳失調，ミオ

クローヌス，痴呆が加わった．臨床的にはミオノミ

チーはなく，CPKは軽度の上昇を示した．生検筋

にmitochondriaの形態学的異常と生化学的異常

を認めたことより，本例はmitochondrial en－

Cephalomyopathyと診断された．

Mitochondrialencephalomyopathyの中で，臨

床的特徴を有するものとしてKearns－Sayre症候

群，mitochondrialencephalopathy，myOpathy，

lactic acidosis and strokeLlike episodes

（MELAS），myOClonus epilepsywith raggedr

red fiber（MERRF）がある．本例は眼球運動障

2．1

0．78

0．481

0．191

21．2

0．26

1．2

書，網膜色素変性症，心伝導障害などがなく

Kearns－Sayre症候群とは異なっていた．Lactic

acidosis，StrOke－like episodeもなく，MELAS

とも異なっていた．MERRFとは，発症が遅く難

聴で始まり，経過が長く，筋症状のないことが異

なっていた．この他のmitochondrialencephal0－

myopathyとして，Alpers病，Leigh症候群，

Menkes病などがあるが，いずれも発症年齢，臨床

症状，経過が異なっている．このように本例は報

告されているいずれの一群とも完全には一致しな

Mitochondrial encephalomyopathyにおける

mitochondriaの生化学的機能異常は，mitochon－

dria基質の転送障害，mitochondria基質の利用

障害，エネルギー維持，伝達の障害，電子伝達系

の障害が報告されている．これらの機能障害と臨

床分類の対応はいまだ明らかでない．本例では電

子伝達系のCOmplexII（succinate－Co Q

reductase）の部分的障害が示された．電子伝達系

の障害は，現在までcomplexIの障害が6例，
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NADH－CYt C reductase

COⅡlplex　工

NADH一一一一十

SuCCinateう

FDう（Fe－Fe）4

Co Q－うCyt c1－－す

「盲㌻㌻「
＿う。yt。トす。yt。＿＿「㌫‾‾‾コ。2

し。。二。lexⅣ」FSう（Fe－Fe）4

COmplex工工

（Fe－Fe）4

COmplex工工工

三二　　　　　三

SuCCinate dehYdrogenase

SuCCinate－Co Q reductase

FD；NADH dehYdrogenase

FS；SuCCinate

dehydrogenase

（Fe－Fe）4；nOnhemeiron

SuCCinate－CYt C reductase

図3　Components of the respiratory chaininmitochondria

COmplexIIIの障害が8例，COmplexIVの障害が20

例報告されているが，COmplexIIの障害を直接示

す報告はなく，間接的に障害を示唆する報告が数

例あるのみである．Riggsら3）のmitochondrial

encephalmyopathyの2同胞例は，両者とも5歳

半頃に小脳失調で発症し，後にミオクローヌス，

けいれん，知能障害を示したが，難聴，筋力低下

は認めなかった．筋生検では，脂肪の蓄積が多か

ったが，Camitineは正常であった．Sengersら4）

の症例は，二次的と思われるcarnitine欠乏症を

伴ったmitochondrialmyopathyで，生後1カ月

より筋力低下が出現し，2歳には著明な筋力低下

を示した．4歳時の検査では，lacticacidosis，眼

瞼下垂，筋萎縮と筋力低下を認めたが，不随意運

動，雉聴，失調，知能障害はなかった．以上の3

例ともsuccinate－Cyt C reductase活性の著明な

低下を呈したが，NADH－Cyt C reductase，SuC－

Cinate dehydrogenaseは正常であることより，

COmplexIIの部分的障害が考えられた（図3）．

Goldfischerら5）のCerebro－hepato－renal

Syndromeの報告では，脳と肝より抽出したmito－

Chondriaに於ける02消費量の測定，脳組織の

SuCCinate tetrazorium reductase活性染色の結

果などからComplexIIの障害が示唆された．いず

れの症例に於いても間接的にCOmplexIIの障害

を示すのみで，直接ComplexIIの障害を示したの

は本例が初めてである．

以上のように同じComplexIIの障害を示す症

例でも，臨床症状はかなり異なっている．今後

Subunit単位で障害部位の決定が可能となれば，

このような解敵を説明しうる本質的解明がなされ

ると思われる．
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41）Reducible cytochrome b欠損を示した

mitochondrial encephalomyopathyの一例

納

研究協力者　　中Jtl　正　法■

筋線経にミトコンドリアの形態異常を示す疾患

群は，一般に”mitochondrial myopathy”，

“mitochondrial　encephalomyopathy”，最近で

は，“mitochondrial cytopathy”と呼ばれてい

る1）．

これらの中には，その臨床的特徴によりすでに

疾患単位としての概念が確立しているものもある

が，分類不可能な例も多い．

最近，これらmitochondrialmyopathyに対し

て，ミトコンドリア電子伝達系の面からのアプロ

ーチが盛んになっており，異常を呈する症例の報

告もなされている1）．

今回，われわれは，いわゆるmitochondrial

encephalomyopathyにreducible cytochrome b

欠損を伴なった例をみいだしたので報告する．

症　　　例

患者：M．K．15歳，男子（肝医ナ414748U）身

長143cm，体重31．5kg．

家族歴：母親に軽度難聴があるが，他に同様の

症状を呈する者はいない．

既往歴：12歳時に扁桃摘出．

現病歴：満期安産，処女処行1歳4カ月，2～3

歳ころより，よく転ぶことがあり，走るのが特に

遅かった．小中学校を通じて成績は極端に悪く，

身体発育も遅れていた．

昭和60年9月15日，部落の運動会に出場し2

－3回全力疾走をしている．翌日，起床時より頭

痛を訴え，夕刻より嘔吐および全身けいれん発作

を頻発し、発作重積状態となったため鹿児島県肝

＊鹿児島大学第三内科

＊＊鹿児島県肝属郡医師会立病院内科

光　弘＊

今　隈　　　満目　山　野　　　隆＊

属郡医師会立病院へ緊急入院となる．

入院時現症：血圧158／90，脈拍90／分整意識レ

ベルは，Hト200と低下していたが，瞳孔に左右差

なく対光反射も迅速であった．項部硬直，チアノ

ーゼを認めず，四肢運動麻痔も明らかではなかっ

た．肺聴診にて，両側肺に湿性ラ音を聴取し，胸

部Ⅹ線像では両側肺紋理の増強および心胸郭比

60％と心陰影の拡大を認めた．心音では，収縮期

雑音があり心電図上左脚ブロックを認めた．血液

ガス分析にて，pH7．11，pO2104．3，pCO240．9，

BE－16．2と著明な代謝性アンドーシスを示した．

CT所見に異常なく，脳波上は，速波を基礎汲とし

時にデルタ一波の混入を認めた．

入院後経過：アシドーンスの補正により，意識

はすみやかに回復し入院2日目には歩行可能とな

る．回復後所見として，知能低下（100－7＝？）

があり，眼球運動に異常を認めないが，両側軽度

眼喰下垂，両側感音性難聴，全身性軽度筋力低下

を示した．感覚障害なし．15歳であるが，まだ二

次性徴は出現していない．脳波所見では，仝誘導

にてシーター波を基礎波とし，時に鋭波を含むデ

ルタ一波の群発を認めた．心機能では，血圧110／

60，脈拍60／分整，心胸郭比56％，心エコーにて肥

大型心筋症と診断された．

検査所見：入院時，赤血球369万／mm3，白血球

14900／mm3，Hb11．1g／dl，Ht32％と貧血傾向お

よび白血球増加を認めたが，入院5日目には，そ

れぞれ正常化した．GOT37，GPT26，LDH338，

CK77，BUN12．6，クレアチニン1．0，血糖109mg／

dlといずれもほぼ正常範囲であった．尿沈査，

PSPテストにて異常を認めなかった．

16時間絶食後の安静時検査にて，血液中乳酸
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0　　　　　　　10　　　　　　　20　　　　　　　30　min

図1　自転車エルゴメーターによる運動負荷

テスト（15分間運動負荷）

図2　生検筋の光景頁所見

上図：凍結切片のGomori－trichrome

染色　400×

下図：エボン包埋後切片のトルイジンブ

ルー　染色　400×

20．6（正常範囲9－16）mg／dl，ピルビン酸

0．98（0．36－0．95）mg／dl，髄液中乳酸49．1（8．3－

17・5）mg／dl，ピルビン酸1．27（0．62－1．20）mg／

dlといずれも高値を示した．

上記同様に絶食を行なった上で，自転車エルゴ

メーターによる15分間道圭助負荷テストを行なった．

負荷開始後15分値で，血液中乳酸は，45．6（正常

対照7．7－12．0）mg／dlと著明な上昇を認めた（図

1）．

以上の臨床症状および検査所見より，mito－

Chondrialencephalomyopathyを疑い，左上腕二

頭筋にて筋生検を行なった．

筋病理所見：光顕では軽度の変性線経があり，

Gomori－trichrome染色およびトルイジンブルー

染色にて出現頻度は1～2％と低かったが，rag－

ged－red fiber”を認めた（図2）．

Type2C fiberの萎縮とtypel fiberにおける

1ipid含量の増加を認めた．電顕では，paraCrySta1－

1ineinculusion bodyは認めなかったが，筋細胞

膜下に巨大化したミトコンドリアが集積し，その

中に膜様構造やdense bodyを認めた（図3）．

筋肉生化学：液体窒素凍結生検筋400mgより，

Bookelmanらの方法2）にてミトコンドリアを分

乾し，電子伝達系酵素活性およびcytochrome含

量の測定を行なった．還元一酸化差スペクトルは，

Bookelmanらの方法により，二波長分光光度計

（島津製作所UV－3000）を用いて記録した．各酵

素活性は，一波長分光光度計を用いで恒温セル中

における反応を記録することにより測定した．対

照群には，臨床的組織化学的にミトコンドリアお

よびその他の明らかな代謝異常を認めなかった生

検筋を用いた．

SuccinateとKCN添加による還元一酸化差ス

ペクトルにて，561nmおよび431mmにおける

CytOChrome bのpeakの出現がなく，（図4）

antimycinA添加による差スペクトルでも，CytO－

Chrome bのpeakを認めなかった．他のcyto－

Chrome含「量は，CClは増加を示し，aa3は正常範

囲であった．還元剤であるsodium dithionateに

て還元した場合の差スペクトルでは，正常対照の

40％のcytochrome bが検出された（表1）．
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図4　SuccinateとKCNの添加による還元一酸化差スペクトル

実線は患者ミトコンドリア，破線は正常対照ミトコンドリアによるスペクトルを示す．
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しかし，上記のように，reduciblecytochrome

b含量が著明に低下しているにもかかわらず，

CytOChrome b－CI COmplexを介するNADH－

CytOChrome c reductase（rotenone sensitive），

SuCCinate－CytOChromecreductase活性は，それ

ぞれ，0．576（正常対照0．201±0．098）〟mOl／mg／

表l cytochrome含量（pmol／mgprotein）

馳血cbnt aa3　　　　　b c cl

Succinate

ard KCN

SodiuF

dithionate

413

く550±1釘）　（504！122）

563　　　　　346

（Ⅷ0！23）　く867i刀5）

2774

く615！258）

3509

（812±281）

（）：controlvaluesofhleanS！S．D．oflOdiffernetexperiJEentS．

min，0・592（0・321±0．118）JLmOl／mg／minとい

ずれもやや高値を示した．

NADH－dehydrogenase，CytOChrome c

OXidaseおよびcitrate synthase活性は，いずれ

も正常範囲であった（表2）．

以上より，本症例は，in　vitroにおける測定上，

電子伝達系酵素活性低下を示さないreducible

CytOChrome b欠損症と考えられた．

考　　　察

ミトコンドリア電子伝達系のComplexIII欠損

症は，現在まで8例1）の報告があるのみであり，

reduciblecytochromeb欠損はその内6例に認め

られている．運動時易疲労性，筋力低下，高乳酸

ビルビン酸血症が共通する症状としてみられ，F艮

表2　電子伝達系酵素活性（〝　mOl／mg
protein／min）

ENZYME PATfENT CONTROL

NADH－dehydrogenase　　3．80

NADH－CytOChrome c

reductase

－　rOtenOne

＋　rotenone

Succinate－

CytOChrome c

reductase

Cytochrome c

OXidase

Citrate synthase

1．03

0．454

0．592

1．67

0．499

2．11＋1．58

0．442＋0．149

0．301＋0．123

0．321＋0．118

1．58＋0．800

0．380＋0．147

ControIvaluesaremeans＋S．D．oflOdifferentexperiments．
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瞼下垂や眼球運動障害を示す例も報告されている．

本症例のように中枢神経障害を示した例として，

Spiroらは3），46歳と16歳の父子例を，Morgan－

Hughesら4）は48歳の女性例を報告している．前

者の父親は，33歳ごろより歩行障害を自覚し，そ

の後，進行性小脳失調，近位筋優位の筋力低下，

腱反射の消失，Babinski反射の出現，痴呆化傾向

が出現している．16歳の息子は，小児期より知能

発達障害があり，父親とほぼ同様の症状が出現し

ている．後者の48歳女性例は，教師であったが33

歳時より，ミオクローヌス，小脳症状，筋力低下

が出現し，48歳時に進行性難聴をきたし．同時期

より知能低下，精神障害が出現している．本症例

では，小脳症状やミオクロース等を呈しておらず，

上記3例の報告例とは臨床症状において，やや異

なる点を認める．

他3例は，明らかな中枢神経症状は呈していな

いが，乳酸アシドーンスと思われる症状があり，

運動能低下，筋力低下が主症状である．また，発

症年齢も小児期であり，報告時の年齢も17歳5），20

歳6），38歳7）と比較的本症例と類似している．Ken－

nawayら5）の報告例では，COmplexIIIに対する抗

血清を用いた検討にてCore proteinS，FeS

proteinおよびsubunitIVの消失があるが，CytO－

chrome c．は対照例と差を認めていない．このこ

とは，おそらく，CytOChrome bの合成障害とい

うことのみではなく，COmplexIIIの集合体形成自

体が障害されていることを示唆している．

本症例の生化学的特徴として，CytOChrome b－

CI COmplexを介する各電子伝達系酵素活性の低

下が認められなかった点があげられるが，このこ

とはど乃　びわβにおいて何らかの代償機構が働いて

いる可能性を示唆していると思われる．しかし，

ATP産生能との関係やこれらの酵素活性の

antimycinAに対する感受性については今回検討

しておらず，さらに詳細な検討が必要と考える．

今後，免疫学的検討および培養細胞を用いた検索

を行ない病態の解明につとめたい．
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42）MELASの一症例の生化学的検討

宮　武 正＊

研究協力者　　西　澤　正　豊＊　田　中　恵　子●　篠　沢　一　樹・

桑　原　武　夫＊　佐　藤　修　三＊　渥　美　哲　至＊

Mitochondrialencephalomyopathyl）に属する

一群の疾患の中で，kearns－Sayer症候群，myO－

Clonus epilepsy associated with ragged－red

fibers（以下MERRF）2），mitochondrialmyopath－

y，enCephalopathy，lactic acidosis，and stro－

kelikeepisodes（以下MELAS）3）は臨床的に独立

した疾患単位とみなされるようになってきている．

我々はMELASのCategOryに属すると考えられ

る一症例を経験し，剖検時に採取した心筋より単

離したミトコンドリアを生化学的に解析した結果，

電子伝達系におけるcomplexIのdefectを確認

したので報告する．

症例報告

症例：16歳女子．

家族歴：母方の叔父に類似の症状がみられ，14

歳にて死亡している．

現病歴：吸引分娩にて出産し，軽度の仮死がみ

られたが，その後の幼児期の精神運動発達には特

に異常なかった．

6歳頃より疲れやすく，転倒しやすくなった．

特に誘因なく，嘔気，嘔吐，頭痛，発熱を発作性

にく　り返すようになった．8歳より嘔吐に続き，

全身性強直性けいれん発作，ついで，顔面にはじ

まり，四肢に進展するミオクローヌス発作が出現

するようになった．

10歳当科入院時，身長130cm，体重19kgで多毛

がみられた．神経学的には知能低下（IQ77）全身

性の中等度の筋萎縮，筋力低下を認めた．E艮底は

正常で，E艮球運動障害なく，小脳症状も認められ

＊新潟大学脳研究所神経内科

なかった．深部腱反射はアキレス腱を除き消失し，

感覚系は正常であった．検査所見ではCPKが軽

度上昇し，安静臥床時でも血中乳酸44．3（正常9

－16），ビルビン酸2．26mg／dl（正常0．36－0．59）

と著明な高値が認められた．髄液は正常で，脳波

では基礎波の徐汲化と多発性の鰊波がみられた．

筋生検では約10％にragged－red fiberを認めた．

CT上小脳の萎縮，両側淡蒼球の石灰化，側脳室の

軽度拡大がみられた．

嘔吐，頭痛に続き意識障害が出現すると深部腱

反射はしだいに冗進して足間代もみられBabinS－

ki反射も陽性となったが，意識状態の改善ととも

に数ヶ月で再び深部腱反射はしだいに低下し

Babinski反射も消失した．神経性雉聡が加わっ

た．

13歳には嘔吐，腹部膨満が生じ，腹部Ⅹ線所見

などから上腸間膜動脈（SMA）の圧迫による十

二指腸の通過障害，いわゆるSMA症候群と確認

された．嘔吐，意識障害を生じた際のCTにて右

後頭葉，側頭葉に限局性の低吸収域が確認された

が（図1），意識状態の改善した2ヵ月後のCTで

は上記の低吸収域は消失していた（図2）．

その後も知能低下は進行性で，CT上も大脳の

萎縮が進み，日常生活動作も徐々に退行した．16

歳時には肥大型心筋症が確認され，肺炎を契機と

してベット上生活となり，全身衰弱，心不全にて

死亡した．

以上6歳の発症で，発作性嘔吐，けいれん発作，

進行性の痴呆，低身長，難聴，高乳酸血症が認め

られ，臨床的には明らかな脳卒中様の発作はみら

れないものの，CT上限局性の低吸収域が一過性

に出現したのに対して，小脳失調，企図振戦，動
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図1　頭部CT像

図3　心筋の電顕像（2750倍）

作性ミオクローヌスなどのいわゆるRamsay

Hunt症候群の特徴を認めないことから，本症例

はMELASに該当すると考えた．

剖検時に得た心筋ではミトコンドリアの著明な

増加が認められた（図3）．

生化学的検討

死後2時間で得られた心筋より　Booklemanら

の方法4）に準じてミトコンドリアを単離し，以下

の生化学的分析を行なった．

Clark型酸素電極を用いて酸素消費を検討する

と，SuCCinateの酸化はほぼ正常に認められたの

に対して，NADHに1inkするpyruvate，

glutamate，β－hydroxybutyrate（＋malate）の

酸化はほとんど認められなかった（表1）．これら

の基質はそれぞれ異なるcarrierを通過してミト

図2　図1の2ヶ月後の頭部CT像

コンドリア内に入るので，その後の電子伝達系で

これらに共通する経路であるNADHからCoenT

Zyme Qまでの部位，すなわちcomplexIの

defectが推定された．

単離ミトコンドリアにて還元マイナス酸化差ス

ペクトルを記錦し，これよりcytochrome各成分

を定量すると，本例の心筋ではaa。0．41，bO．81，

C＋clO．52，対照ではaa30．39，bO．59，C＋clO．72

で，対照に比してC＋C．が軽度減少していた．

更に酸素電極の結果を確認するため直接酵素活

性を測定する　と，malate dehydrogenase，

glutamate dehydrogenase，Citrate synthaseは

軽度上昇，CytOChrome c oxidaseは軽度低下，

SuCCinate－CytOChromecreductaseは正常活性で，

rotenone－SenSitive NADHrcytochrome c

reductaseは対照の23％に低下していた．NADH
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表1　ミトコンドリアの呼吸能

RESP工mRY ACTZV＝T工ES OF　＝SQm H聞MZTmRm

Sl止）StrateS
ControI Patient

State　3　rate I複：R State　3　rate ER

10　n朗SuCCinate

＋　Rotenone

5畑lpymte
＋10　鵬l maiate

lO畑91utmte
＋10　汀Mトmalate

lO旭β－hy血℃Xybu匂Tate
＋10　刑malate

102　　　　1．7

71　　　　2．7

100　　　　3．5

36　　　　4．1

4．6

9

State3ratein nano atOmS O不yge吋廟．
mi加hondriai protein
RCR：reSPiratory control ratio

表2　ミトコンドリアの酵素活性

ENZY凡E ACTlVZTZES ZN ZSOLATED HEART M工TOCHONDRェA

ControIs（no．）　patlent

NADH－ferricyanide reductase

NADH一menadione reductase

NADH－CytOChrome c reductase

－rOtenOne

rotenone－SenSitive

Succinate－CYtOChrome c

reductase

Cytochrome c oxidase

Citrate sYnthase

Malate dehYdrogenase

Glutamate dehydrogenase

3350±735（4）　　1920

106　±　69（4）　　　　48

131±　7（4）　　　178

26　±　5（4）　　　　　6

151±　24（4）

501±　72（4）

559　±　80（4）

870±　99（3）

100　±　21（3）

142

340

856

1280

112

Activities expressed as nanomoI substrate

used per min per mg mitochondrial protein

Controi values　±sD；No．of controIsin

Parentheses
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dehydrogenaseはferricyanide，menadioneを

基質として測定したが，それぞれ対照の約1／2に減

少していた（表2）．以上の結果は酸素電極を用い

ての結果を裏付け，電子伝達系におけるcomplex

Iのdefectが確認された．

考　　　案

MERRFの典型例は，福原らの第一例2）が変性

型ミオクローヌスてんかんとされた一群から分推

されたことから明らかなように，小脳失調，企図

振戦，動作性ミオタローヌスを中核症状としてお

り，これにFriedreich病様の足変形を伴ってい

る．血中乳酸の上昇も軽度である．従って本症例

はこれらの特徴を欠くことから，DiMauroらの分

類1）に従ってMELASに属するものと考えた．

DiMauroらはinterictalにミオクローヌスが

認められるか否かでMERRFとMELASを峻別

しているが，文献上の記載はaction myoclonus

であるのか，痙攣の一発作型としてのmyoclonic

seizureであるのか必ずしも明らかでないものが

あり，更に脳波や誘発電位との関連性も十分検索

されておらず，ミオクローヌスの解釈の相違が

MELASとMERRFの鑑別を困難とする一因と

なっていると思われる．

最近，地方会などで，臨床的にはMERRFと考

えられる症例においてCT上一過性の低吸収域が

認められたとの報告が数例あり，福原も指摘する

ように，CT上の低吸収域の出現の有無は必ずし

もDiMauroら1）がMELASとMERRFの鑑別

点としたほど絶対的なものではなく，両者の中間

の性質をもつ臨床型も存在する．今後はできる限

り生化学的に明らかにされた異常部位に従った分

類によるべきであろう．

本例で認められたCT上の低吸収域の成因につ

いて阜ま未だ推論の域を出ない．従来の剖検例の多

くは血管の病変を伴わず，血管分布に一致しない

多発性のinfarctionを認めており，脳局所の代謝

障害が想定されている．一方筋内毛細血管に異常

が認められることから中枢神経系でも毛細血管に

おける同様な異常が推定されている5）．本例も今

後中枢神経病変を詳細に検索することによりin－

farctionの成因を明らかにしたい．

MELASにおける生化学的異常については

Monnensらがpyruvate dehydrogenase，CytO－

chrome c oxidaseの部分欠損，Pavlakisらが

CytOChromecoxidase，SuCCinate－CytOChromec

reductaseの部分欠損例を報告しているが，いず

れもprimaryのdefectとはいい難く，生化学的

異常の本態はいまだに明らかにされていない．

今回の我々の結果はMELASの病型の中に

complexIのdefectによるものが存在すること

を明らかにした．

一方complexIのdefectを認めた例は文献上

5例報告されている．Morgan－Hughesらの26歳

女子例（1979），Landらの20歳男子例（1981），Arts

らの13歳女子例（1983）はいずれもexercise

intoleranceとweaknessが記載され，筋症状のみ

で，中枢神経症状は認められていない．最後の例

はriboflavinの大量投与に反応している．

Encephalopathyを呈した症例は2例ある．こ

のうちPrickらの3歳男子例（1981）はAlpers病

を思わせる急速に進行するinfantilepo】iodystro－

phyであり，他の1例はMorgan－Hughesらの46

歳男子例（1982）で，dementia，視神経萎縮，眼

球運動障害，Babinski反射，dystonicrigidityが

記載されており，いずれもMELASの臨床像とは

明らかに異なっており，従来のCOmplexIの

defectの報告の中にはMELASに属するものは

みられない．

同一の酵素異常がいくつかの相異なる臨床病型

をとりうるのはcytochrome c oxidase欠損の場

合と同様であるが，その理由は明らかでなく，今

後complexIの臓器特異性を含めてより詳細な

解析が必要である．

ま　　と　め

MELASと考えられる一症例にて，心筋より単

駈したミトコンドリアの生化学的解析から電子伝

達系におけるcomplexIのdefectを確認した．

文　　　献

1）DiMauro，S．，Bonilla，EリZeviani，M．，et al．：

－246－



Mitochondrialmyopathies．Ann．Neurol．17：

521－538，1985．

2）Fukuhara，N．，Tokiguchi，S．，Shirakawa，S．，

et al．：Myoclonus epilepsy associatedwith

ragged－red fibers（mitochondrial abnor一

malities）：diseaseentityorsyndrome？Light

andelectronmicroscopicstudiesoftwocases

and review of theliterature．J．Neurol．Sci．

47：117－133，1980．

3）Pavlakis，S．G．，Phillips，P．C．，DiMauro，S．，et

al．：Mitochondrialmyopathy，enCephalopath－

y，lactic acidosis and strokelike episodes

（MELAS）：a distinctive clinical syndrome．

Ann．Neurol．16：481－488，1984．

4）Bookleman，H．，Trijbels，J．M．F．，Sengers，

R．C．A．，etal．：Measurement ofcytochromes

in human skeletal muscle mitochondria，

isolated from freshand frozenstoredmuscle

SpeCimens．Biochem．Med．19：366－373，1978．

5）Kobayashi，Y．，Miyabayashi，S．，Takada，G．，

etal．：Ultrastructuralstudyofthechildhood

mitDChondrialmyopathysyndrome associat－

edwithlacticacidosis．Eur．J．Pediatr．139：

25－30，1982．

ー247－



43）ア7イニティークロマトグラフィーによる人心筋，

骨格筋よりのチトクロームCオキシダーゼの精製と

サブユニットの比較

川　井　尚　臣■

研究協力者　　竹　田　勝　則書　　増　田　健二郎＊

Zeviani，M．H DiMauro，S．＊＋

は　じ　め　に

ミトコンドリア酵素cytochrome c oxidase

（COX）欠損症は，骨格筋のみの症状を示すもの，

或いは，骨格筋と心筋，そして神経系の症状を伴

わせて示すものなどがあり1），臨床的にはheter－

Ogeneityを示すことが知られている．しかし，そ

の理由については現在明らかにされていない．私

達は，本酵素が組織，或いは臓器によって，性状

を異にしているためではないかと考えており，こ

のことを明らかにするため，今回は，人の心筋お

よび骨格筋からCOXを精製する方法を創案し，

その方法を用いて精製したCOXをSDS－PAGE

にかけ，COXの各subunitsの易動度を比較検討

した．

試料と方法

試料としては剖検時に採取した人の心筋と骨格

筋を用いた．対照として，牛の心筋を用いた．は

じめに，試料の筋組織を液体窒素にて－70℃に凍

結保有しておき，これらの筋（30－100g）より

Bockelmanの方法2）によってミトコンドリアを

抽出分維し，蛋白量を20mg／mlに調整，0．3mg／

mg of proteinのdeoxycholateにて処理，

105，000×g，15min．にて遠沈し，この沈法を再度

20mg／mg of proteinに調整，これを0．6mg／mg

Of proteinのdeoxycholateで処理，再び，

105，000×g，15min．にて遠沈し，上清に同量の

＊徳島大学医学部第一内科

＊＊米コロンビア大学

2％Na－Cholateを加えて希釈し，これに飽和硫

安を加え，20．8％飽和硫安に調整，挽拝した後，

同様に遠沈，上清を38％飽和硫安に調整，再び遠

沈し粗．COXの沈法を得た．次いで少量の0．2M

Tris－aCetate，0．75％K－deoxycholate，0．5％

K－Cholate，1．5M KCl，pH8．0を加え溶解し，

Phenyl－SepharoseCL－4BcolumnChromatogra－

phy（1．5×2．0cm）にかけた．

このようにして得られたCOX分画には，SDS－

PAGEで，なお少量の挟雑蛋白が認められるの

で，これをさらにaffinity column chromatoga－

phyにかけ，最終的にCOXを精製した．得られた

COXの純度の検定は，差スペクトルおよびSDS－

PAGE3）でおこなった．

00

0　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　■0　　　　　　50

図1　Phenyl－Sepharose CL－4B column

Chromatograpy of partially purified

CytOChrome c oxidase from human

skeletal muscle

－248－



結　　　果

COXの精製について：図1にPhenyl－Sephar－

OSeCL－4Bcolumnchromatographyの溶出パタ

ーンを示した．方法の項で述べたようにして得ら

れた硫安分画の粗COX沈i査を前述の溶液で音容解

し，カラムに加え，矢印（1）で前記の溶解に用いた

緩衝液にて洗音争を開始し，280nmのODがなくな

ったところで，（2），（3）と漸次イオン強度の低い緩

衝液で「洗浄し，（4）でCOXの溶出を行なった．溶出

液と　しては50mM NaHCO3，3％laury1－

maltoside（Calbiochem）を用いた．カラムは

1．5×3．0cm，溶出速度はlml／3min．とした．

得られたCOX分画はSDS－PAGEで，なお，少

量の挟雉蛋白を含んでいたので，この分画を10

mM Tris－CaCOdilate緩衝液pH7．5にて10倍に希

釈し，イオン強度を下げ，CytOChrome－C－CH

Sepharose　4Bを用いるaffinity column

図2　Affinitycolumnchromatographyof

－human cytochrome c．oxidase by

CytOChrome c－CH－Sepharose4B

Chromatographyにかけ，ざらに精製した．

図2にその溶出パターンを示す．上段が人心筋，

下段は人骨格筋の溶出パターンである．カラムの

大きさは，それぞれ1．5×4．0cm，1．0×2．5cm，

溶出速度はそれぞれ15ml／h．，8ml／h．である．な

お，このアフイニティー・カラムはあらかじめ，

5％アスコルビン酸で処理し，CytOChrome cを

還元して用いた．このカラムに，はじめCOX試料

をかけ，次いで，図の矢印（1）で10mM Tris－

CaCOdilate緩衝液pH7．5で洗浄を開始，280nmの

ODがなく　なった後に，0－200mMのNaClの

gradientをかけ，最終的にCOXを音容出した．得ら

れたCOXは差スペクトル（reduced－0Xidized）

で，COXに特徴的とされている605mmと445nm

にピークを示した（図3）．この方法によるCOX

の収量は，人心筋100gから，5－6mg，人骨格筋

から，ほぼ0．6mgであった．

踊
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図3　Different spectra of cytochrome c

oxidase from、human heartlmuSCle

（reduced－0Xidized）



HH BH HH HS

図4　SDS－PAGEofpurifiedcytochromec
oxidase

SDS－PAGE：図4に精製COXのSDSrPAGE

のノヾターンを示した．

図左側より人心筋COX（HH），午心筋COX

（BH），人骨格筋COX（HS）を泳動してあるが，

いずれのCOX試料にもsubunits以外のバンド

は殆ど認めなかった．すなわち，我々の方法によ

って極めて高純度のCOXが精製された．

それぞれのCOXは，8～9個のSubunitのバ

ンドに分離した．各subunitsの易動度の比較につ

いてはHHと種族の異なるBHでは，Ⅰ一ⅠⅠⅠの

mitochondrial encoded subunitの全てが異なっ

ており，nuCleic encoded subunitでは，ⅤⅠ，ⅥT，

VllⅠの易動度が異なっていた．これに対して，HH

とHSではⅠ～VITはで，各subunitの易動度はす

べて同じであった．

考　　　察

我々はCOX欠損症の臨床的heterogeneityに

関連して，人におけるCOXの組織（臓器）特異性

（tissue specificity）の有無を明らかにしたいと

考えているが，本文では，我々の創案したCOXの

精製法と人の心筋と骨格筋COXのSDS－PAGE

の泳動パターンが同一であった．

従来，人の骨格筋からCOXを精製することは，
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極めて困難であったし，人の各組織のCOXを

SDS－PAGEで比較検討した報告は見られなかっ

た．

今回，我々の創案したCOXの精製法は，従来の

ヘパリン法でミトコンドリアの抽出・分艶を行い，

硫安分画にて得た粗COXを，まず，Phenyl－Se－

pharoseCL－4Bcolumnchromatographyにて精

製し，これをさらにaffinitychromatographyに

よって精製する方法である．

PhenylTSepharose CL－4B column chromat0－

graphyについては，我々は始めBisson4）や

Ozawaら5）に準じて粗COXをPhenyl－Sephar－

OSeCL－4Bに吸着させ，洗浄後，1％のTritonX

－100を含む緩衝液で音容出し，これを10倍に希釈し

て，CytOChromecaffinitycolumnにかける方法

を用いた．しかし，この条件では，人の心筋，骨

格筋のCOXは，吸着しなかった．そこで，溶出液

を3％lauryl maltosideに置き換えCOXを溶出

し，これを希釈して，affinitycolumnにかけるよ

うに工夫し，人のCOXを吸着させることに成功

した．

Affinity chromatographyにはcytochrome c

の吸着体としてactivated CH－Sepharose4Bを

用いていたが，このSepharoseのligand吸着基

は（CH2）5であり，従来affinity columnに用い

られてきたCNBr－aCtivated Sepharoseや

activated thioトSepharose　4Bに比べarmが長

く，吸着されたligandは可動性が大きいので，酵

素とより効果的に反応することができる利点があ

るとされている4）．

我々の方法を用いて精製したCOXは，差スペ

クトルでは605nmと445nmのみにpeakを示し，

さらに，SDSTPAGEではCOXのsubunits以外

には，明らかなバンドを認めない，などのことか

ら極めて高純度なCOXであると言うことができ

る．

また，収量は，人心筋からは，100gm当たり約

5～6mgとよかったが，同量の骨格筋からは0．6

mgと心筋の約1／10であった．これは，人の骨格筋

はmitochondria含有量が少ないため，得られる

mitochondriaの収量が少ないことや，mitochon－

dria外膜のDOCに対する溶解性が心筋のものよ

り高く，外膜溶解時に内膜も一部溶解され，かな

りのCOXが失われてしまうこと等に起因するも

のと考えられる．

Subunitsの易動皮の比較に関しては，人心筋の

COXと牛のものでは，いくつかのSubunitsは易

動度を異にしているが，あるものは同じ易動度を

示した．SDS－PAGEは主として分子量の違いに

よって試料蛋白を分散するので，SubunitI，II，

ⅠⅠⅠ，Ⅵ二a，b，C，ⅥI，ⅦⅠなどは，人と牛とでは，それ

らの分子の大きさが異なっていることになるが，

同時にアミノ酸構成に違いがある事が推定される．

興味あることは，人と牛ではmitochondriaen－

COded subunits（Ⅰ～III）とnucleic encoded

Subunits（ⅠⅤ～Ⅷ）の双方に違いがみられることで

ある．これに対して，人の心筋と骨格筋の各

Subunitの易動度はすべて同じであった．しかし，

このことは両COXのSubunit間の蛋白構造が必

ずしも同一であることを意味しているわけではな

く，更に検討を要する．いずれにせよ，SDS－PAGE

のみでは人のCOXの組織特異性を証明すること

はできなかった．

文献的には，最近，Kadenbachら6）は動物（豚）

の各種臓器のCOXのSDSTPAGEとimmunolo－

gicalな検索で，本酵素に臓器特異性のあることを

示している．人においても同様のことが考えられ

るので，現在，人COXの各subunit問のimmun0－

logicalな差異の有無について研究をすすめてい

る．

ま　　と　め

1．Affinity column Chromatogaphyを用い

て，人の心筋，骨格筋より高純度のCOXを精製す

る方法を確立した．2．人の心筋と骨格筋の

COXのSDS－PAGEによる，各subunitの易動度

はすべて同じであったが，この成績はCOXの組

織特異性を否定することにはならないので，更に

検討をすすめている．
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44）ミトコンドリア　ミオパテー生検筋および

皮膚線推芽細胞の電子伝達系酵素活性

佐　藤 猛＊

研究協力者　　安　野　みどりホ　山　内　恵　子＊

北

ミトコンドリア異常症の診断には，組織化学，

電子昆頁微鏡による形態変化とともに電子伝達系の

酵素活性測定や，電子伝達系の酵素に対する抗体

を用いた免疫組織化学も行われつつある．

我々は骨格筋の組織化学，電子顕微鏡での検索

とともに，骨格筋とfibroblastのミトコンドリア

の酵素活性測定，CytOChrome c oxidaseに対す

る抗体を用いた免疫組織化学をとりいれミトコン

ドリア異常症の診断をおこなってきたので報告す

る．

方　　　法

症例：MELAS4例1），Kearns－Sayre症候群3

例2），Mitochondrial myopathy3例，AIcoholic

myopathy3例で検索をおこなった．対照群には

ミトコンドリアの形態異常を認めない症例を用い

た．

組級化学：HE，Gomori trichrome変法，

NADH，rOutine ATPase（pH9．4），Sudan

Black，CytOChrome oxidase染色を行った．

電子顕微鏡：生検筋の一音別ま，グルタール固定

し電子顕微鏡で検索した．

免疫組織化学：凍結切片に抗cytochrome c

oxidase抗体を用いてアピジン・ビオナン法で行

った．

酵素活性測定：生検筋よりミトコンドリアを分

画し，CytOChrome c oxidase，SuCCinate cyto－

Chromecreductase，COmplexII，NADH cyto－

Chrome c reductase，Citrate synthaseの活性を

刈頃天堂大学脳神経内科

＊＊順天堂大学寄生虫学

潔＝　古　島　理江子H

測定した．Fibroblastからもミトコンドリアを分

画Lcytochrome c．0Ⅹidase，SuCCinate cyto－

Chrome c reductase，COmplexIIの活性を測定

した．

抗cytochrome c oxidase抗体の作製：牛心筋

よりミトコンドリアを分画しFowlerの方法3）で

CytOChromecoxidaseを粗精製し，SephaloseCL

4Bカラムで精製した．精製cytochrome c

oxidaseはSDS電気泳動で7つのsubunitから

なることを確認し，全subunitを家兎に4回接種

し抗体を作成した．抗体価の上昇は，ELISA法に

て検討した．得られた抗体は，免疫に用いた抗原

とのimmunoblottingからsubunitIV，Vに強い

交叉性を有していることが明らかとなった．

結　　　果

組織化学：MELAS，KearnS－Sayre症候群，

Mitochondrial myopathyのGomori trichrome

染色では，典型的なraggedredfiberを認めた．

Cytochrome oxidase染色ではモザイク状に分布

する無染線経が7～40％‾の筋線経にみられた．

AIcoholic myopathyの症例では，lipidが著明に

増加しており，CytOChrome oxidase染色では約

80％の筋線経が無染線経として認められた．

Gomoritrichrome染色ではragged red fiberは

みられず，淡染や空月包状変化がみられた．

電子顕微鏡：MELAS，Kearns－Sayre症候群，

Mitochondrial myopathyの症例では結晶状封入

体を有するものや，腫大したミトコンドリアが多

数認められた．AIcoholicmyopathyではlipidや

glycogenの増加とともに，タ））ステが不明瞭でマ
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図1　組織化学所見

l MELASの1症例

A）Gomoritrichrome染色変法

B）Cytochrome oxidase染色

C）抗Cytochrome c oxidase抗体を用いた免疫組織化学

2　AIcoholic myopathyの1症例

A）Sudan Black染色

B）Gomoritrichrome染色変法

C）Cytochrome oxidase染色
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トりクスに多数の小顆粒を有したミトコンドリア

が増加していた．

免疫組織化学：MELAS，Kearns－Sayre症候

図2　AIcoholic myopathyの生検筋・電子

最頁微鏡所見

群，Mitochondrial myopathyではcytochl・t州l・

OXidase染色で無染であった筋線経は抗cylけ

Chrome c oxidase抗体で陽性を呈した．AIc（ト

holic myopathyでは抗体染色は筋線維により染

色性が異なり染色性の著明な低下したものや，部

分的に染色されない筋線経もみられた．

酵素活性測定二骨格筋ミトコンドリアでは，対

照群に比べてMELASの1例，AIcoholic

myopathyの1例でcytochrome c oxidase活性

が各々約42％，37％に低下していた．MELASの

2例，AIcoholic myopathyの1例でsuccinate

CytOChrome c reductaseが低下していた．Com－

plexIIは，MELASの　2　例，Mitochondrial

myopathyの1例で軽度低下していた．

皮膚線維芽細胞ミトコンドリアでは，MELAS・

の1例，Kearns－Sayre症候群の1例でcyto－

Chrome c oxidase活性が各々約10％，20％に低

下していた．
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図3　生検筋ミトコンドリアの酵素活性
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考　　　察

MELAS4例，Kearns－Sayre症候群3例

Mitochondrial myopathy3例，AIcoholic

myopathy3例の組織化学，電子顕微鏡，免疫組織

化学による検索と，骨格筋ならびに皮膚線維芽細

胞のミトコンドリア電子伝達系酵素活性を測定し

た．

ミトコンドリア異常症の診断で，Gomori tri－

Chrome染色におけるragged－redfiberは重要所

見である．さらに近年cytochrome c oxidase欠

損症の報告が増加するにつれてcytochrome

OXidase染色も行われるようになってきた．

Cytochrome oxidase染色は，DABがcyto－

Chrome cを還元し，これをcytochrome c

OXidaseが酸化する過程を反映していると考えら

れている4）．ミトコンドリア異常症では高率に無

染線経が出現し，モザイク状，partialdeficiency，

focaldeficiencyとよばれている．ほぼ正常構造を

保っている筋線経でもcytochrome oxidase染色

で陰性を呈することがあり，ミトコンドリアの形

態変化出現前における活性低下を反映すると考え

られている．

Cytochrome oxidase染色陰性の筋線経は，横

断面全体が陰性であり，検索し得た症例では縦断

面も陰性を呈していた．筋ジストロフィーや多発

性筋炎では，mOtheaton様，葉状変化などを呈す

るが，我々の検索した症例の中では，MELASの

1例で小数の筋線経の中央が陰性で，Centralcore

様の変化がみられたにすぎない．

ミトコンドリアの酵素活性の変化が，1本の筋

線経で同程度に進行するということは，考えにく

い．染色に用いるDABのミトコンドリア内膜へ

の到達や，発色を阻止するような環境の変化が考

えられる．

ミトコンドリア異常症の診断に，電子伝達系酵

素の抗体を用いた免疫学的手段をとりいれた報告

が近年みられている．

Darley－Usmarらは，COmplexIIIに対する抗体

Fibroblast Mitochondrial Enzynes
（nmoUmin／mg）

10　　20　　30　40　　50　60　　70　80

Con trol （免　　　　 t　　 的 l　 oo

I正LAS

Kearn s－Sayre

●▲　 ▲●　 ▲　　　　 Cytochrom e

0Ⅹ1　aSe
Ih tdChon ．Myop． ■

ContT Ol
be ee lee 0 1　　 あ

氾IJ S ●　　 ●　　　　　　 succina亡e cyto

Kearns－Sayre ▲　　 ▲　　 ▲　　　　　　 reducta

H itOChon ．myop ． ■

Con trol 　　　　 ＿l ．＿－■L●　　　　 二　二二・・

HELA S

Kearn s－Sayre

●　　　　　　　　　 ●
山 ▲　　　　 Complex II

HitOChon ．Hyop． ■

図4　皮膚線維芽細胞ミトコンドリアの酵素活性
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を用い，COreprOtein，nFeSprotein，SubunitⅣ

の減少していることを明らかにした．

田中らは，CytOChrome c oxidaseに対する抗

体を用いfatalinfantile mitochondrial myopa－

thyの症例でsubunit V，ⅥIの欠損を明らかにし

た．

DiMauroS）は，infantilemitochondrialmyopa－

thyの症例にcytochrome c oxidaseの抗体を用

い，benign formには酵素蛋白が存在し，fatal

fomには欠損していることを明らかにした．

我々は抗cytochrome c oxidase抗体を用いて

免疫組織化学的に検索を行ったが，今回用いたミ

トコンドリア異常症では，酵素蛋白の欠損または

減少は見出せなかった．しかしAIcoholic

myopathyでは同酵素蛋白の部分的欠損を示す所

見が得られた．

Subunitの障害を検討するためには，immunob－

lotting法や，各subunitに対するモノクローナル

抗体を用いる方法などが必要となる．

各種抗体やモノクローナル抗体を用いて酵素蛋

白のsubunitの障害を検討することは，将来，核由

来，またはミトコンドリア由来のDNA，すなわ

ち遺伝子レベルで本症の病因を解明する糸口にな

る．

生検筋，皮膚線維芽細胞，肝臓，腎臓，心臓な

どの組織にミトコンドリアの各種抗体を用い，免

疫組織化学法で簡便に酵素蛋白の有無を検討する

ことが可能となれば，臨床診断に役立つと考える．

AIcoholic myopathyでは，ミトコンドリアの

0Xidationや，ATPaseの障害の報告や，ミトコン

ドリアの腫大，変形の報告も知られている．今回

の症例では，lipidの大量の蓄積がありミトコンド

リアの変化は二次的なものと考えられる．しかL

CytOChrome oxidase染色で約80％の無染線経が

存在し，CytOChrome c oxidaseとsuccinate

CytOChrome c reductaseの活性が低下していた

ことは興味深い．また，ミトコンドリアのクリス

テが減少しており，特異な形態異常がみられたこ

とは，ミトコンドリア異常症の病因を解明する際

参考になる変化と考えられた．
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45）ミトコンドリア　ミオパチー

電子伝達系酵素の抗体を用いた免疫組織学的研究

佐　藤

研究協力者　　安　野　みどり＊　荒　畑

向　山　昌　邦＝■　福

近年，ミトコンドリアの電子伝達系（呼吸鎖）

についての基礎研究の進展に伴い，微量の生検筋

から酵素活性の測定が可能となった．これによっ

て多くの酵素欠損例が見出されている．われわれ

は生化学測定だけでなく，電子伝達系酵素の抗体

を作成し，免疫組織化学的にミトコンドリア内膜

における局在を証明する方法を確立Ll），1例の

剖検例において骨格筋内のCytOChrome c

oxidase酵素蛋白欠損例を見出したので報告する．

方　　　法

剖検例はLeigh症候群（都立清瀬小児病院）2），

ミトコンドリア脳筋症（国立武蔵療養所神経セン

ター）3），および脊髄小脳変性症（OPCA）の各1

例を検索した．

Leigh症候群の1例は12歳女児で，発症は3歳，

視神経萎縮，脳神経麻痺，小脳症状，深部腱反射

冗進などを呈した．培養皮膚線推芽細胞で

pyruvate dehydrogenase complex活性が著明に

低下していた．剖検では小脳，脳幹被蓋，脊髄灰

白質，大脳後頭葉に散在性壊死巣を認めた2）．

ミトコンドリア脳筋症の1例は21歳男性で，14

歳時ミオクローヌスで発症している．剖検では大

脳，視床，小脳に層状ないし散在性軟化巣が認め

られている．なお生検筋ではragged－redfiberが

みられている3）．

抗体：cytochrome c oxidaseの抗体は東京工

＊順天堂大学医学部脳神経内科

＊＊順天堂大学医学部共同病理

＊∴＊＊国立武蔵療養所神経センター

＊＊＊＊東京工大理学部化学

＊＊＊＊＊名古屋大学医学部第二生化学

猛＊

喜　一＊　中　村　眞　二川

森　義　宏HH　小　澤　高　将HH＊

大理学部生化学・福森義宏博士から分与されたも

の，およびわれわれが作製した抗体を用いた．牛

心筋ミトコンド））アからcytochrome c oxidase

を精製，家兎に免疫して作製した．

COmplexIIIに対する抗体は名古屋大学医学部

第二生化学・小沢高将教授から分与された．

免疫組織化学：1）パラフィン切片は0．1％

Triton X－100，ないし0．5％サポニンで5分間処

理，2）0．3％H202メタノール液にて，30分間反

応させ内因性ベルオキシターゼをブロック，3）

1％ヒトAB型血清，1％山羊血清，2％BSAに

て非特異反応をブロック，4）一次抗体（抗cyto－

Chromec oxidase抗体，あるいは抗complexIII

抗体）1000倍稀釈液にて2時間反応，5）ビオテ

ン化抗兎IgG血清（200倍）にて40分，6）アピジ

ン・ビオナン複合体にて40分，7）0．05％DABと

0．01％H202にて10分，8）へマトキシリンにて

核染，9）脱水，封入した．

結　　　果

心筋，骨格筋，肝，腎，中枢神経系（小脳と脳

幹，大脳）について検索した．いずれの組織でも

ミトコンドリアの豊富な細胞に一致して強い陽性

反応がみられた．

心筋では心筋細胞や血管壁の平滑筋に顆粒状に

強い陽性反応がみられ，対照血清ではまったく反

応しなかった（図1）．骨格筋では新鮮生検筋の凍

結切片とパラフィン切片との反応は類似していた．

筋鞘下あるいは筋原線経のA－I junction部に顆

粒状のミトコンドリアに一致して陽性反応が認め

られた．
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図1　cytochrome c oxidaseの免疫組織化学
心筋内のミトコンドリア内膜内の酵素局在を示す（1A；抗血清，1B；対照血清，

×66）．

図2，3　cytochrome c oxidaseの免疫組織化学
腎尿細管の上皮細胞のミトコンドリア（図2，×66），および小脳のプルキンエ細

胞内のものが陽性．苔状線経のシナプス終末（矢印）も陽性（図3，×132）．

肝細胞はミトコンドリアに富んでいるが，これ

に一致して強い陽性反応を呈した．腎では近位お

よび遠位尿細管の細胞が強陽性であった（図2）．

小脳ではプルキンエ細胞の胞体や樹状突起内の

ミトコンドリアが陽性であった．顆粒細胞層では

ミトコンドリアの集積像が認められ，これは苔状

線経の終末に一致していた（図3）．脳幹では種々

の神経細胞核，さらに歯状核の神経細胞なども多

数のミトコンドリアが陽性であった．

cytochrome c oxidase抗体，およびcomplex

III抗体による染色性は同一であった．さらにサポ

ニン処理とTriton X－100処理による染色性の比

較では，後者の方がミトコンドリアが鮮明な顆粒

状に染色されていた．

Leigh症候群の1例では，CytOChrome c

oxidase抗体およびcomplexIII抗体いずれに対

しても，すべての組織のミトコンドリアは染色さ

れた．すなわち本例ではこれら2種類の電子伝達

系の酵素蛋白は正常に反応しており，欠損はして

いなかった．

一方，ミトコンドリア脳筋症の1例では骨格筋

においてcytochrome c oxidase抗体に対する反

応が陰性であった．小脳では皮質に限局性壊死巣

や広汎なプルキンエ細胞や顆粒細胞の脱落を認め
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図4，5　ミトコンドリア脳筋症の骨格筋と筋

紡錘

CytOChrome c oxidaseは骨格筋で

は欠損，筋紡錘では陽性（図4），

COmplexIIIは両者とも陽性（図5）
（×132）．

たが，残存細胞ではミトコンドリアのCytO－

Chrome c oxidaseやcomplexIIIの酵素蛋白はい

ずれも正常に検出された．肝臓や腎臓の細胞も同

様に正常反応を呈した．心筋でも同様に2種類の

抗体に対する反応が陽性の心筋線経が多かったが，

若干反応の弱い線経も混在していた（図4）．

骨格筋ではcytochrome c oxidase抗体に対し

ては少数の筋線維以外ほとんどすべての筋線経は

陰性であった．しかるに筋紡錘内の線維だけは陽

性であった（図5）．complexlIlに対する抗体では

筋紡錘内および外の筋線経はすべて強陽性であっ

た（図6）．complexIIIに対する反応が陽性であっ

たことから，ミトコンドリア内膜の蛋白は，ホル

マリン固定やパラフィン包理の影響を受けずに抗

原性が保持されており，CytOChrome c oxidase

の酵素蛋白だけが欠損しているものと考えられる．

考　　　察

ミトコンドリア　ミオノヾチ一におけるミトコン

ドリアの電子伝達系を構成する酵素活性の障害に

ついては，最近報告があいつぎ，複合体Ⅰ，ⅠⅠ，

ⅠⅠⅠ，ⅠⅤそれぞれについての欠損例が報告されてい

る．われわれはこれまでに病理学的な報告がされ

ているミトコンドリア脳筋症の剖検例について，

電子伝達系の酵素蛋白の局在を免疫組織学的に観

察する方法を確立した．この方法によりパラフィ

ン包埋組織から電子伝達系の酵素欠損の有無を知

ることが可能である．

Bedettiら（1985）4）もわれわれの方法と同様に

パラフィン切片からミトコンドリア内膜における

cytochrome c oxidaseの局在を観察する方法を

報告している．鼻腔内のOnCOCyteのようにミト

コンドリアに富む腫瘍細胞の診断に有用であると

している．

われわれは脱パラフィン後，切片内へ抗体の浸

透を容易にするため，切片をサポニンあるいは

TritonX－100処理をして比較してみた．ミトコン

ドリア内への抗体の浸透性はサポニンよ　り

Triton X－100の方が優れているという報告があ

る5）．われわれのパラフィン切片での比較でも

TritonX－100処理の方が免疫組織化学的反応性は

やや優れていた．

次に方法上問題となることは，ホルマリン固定

やパラフィン包埋，あるいは脱パラフィンの際，

ミトコンドリアの内膜が人工的に破壊され，免疫

的反応性が消失する可能性についてである．この

間題を解決するため，われわれはミトコンドリア

内膜に局在するcytochrome c oxidaseとcomr

plexIIIの2種類の酵素に対する抗体を用いた．い

ずれかの抗体に対して明瞭な免疫反応が認められ

る場合，同時に染色した他の抗体に対してのみ反

応が弱ければ，その抗体に対応する酵素蛋白の欠

壬員があると考えた．

このような免疫組織学的方法で検索した結果，
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ミトコンドリア脳筋症の1例において骨格筋での

みcytochrome c oxidaseが欠損していることを

見出した．同一切片において骨格筋の線経では

CytOChrome c oxidaseが欠損しているにもかか

わらず，筋紡ま垂内の線経では陽性に反応していた．

Zebianiら（1985）6）はミトコンドリア　ミオバナー

の乳児例の生検筋をcytochrome c oxidaseの

抗体による免疫組織化学で検索した結果，われわ

れの所見と同様に筋線経では陰性，筋紡錘内線経

では陽性であったと報告している．なぜこのよう

な違いが存在するのかはcytochrome c oxidase

酵素のサブユニットや胎児型，成人型の存在など

今後に大きな問題を提起している．
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46）筋型チトクロムC酸化酵素欠損症におけるミトコンドリア

電子伝達系酵素蛋白質の異常

小　澤　高　将＊

研究協力者　　錦　見　盛　光＊　田　中　雅　嗣＊

宮　林　重　明日　多　田　啓　也＝

は　じ　め　に

我々は既に全身型cytochrome c oxidase

（CCO）欠損症の乳児の骨格筋において本酵素の

subunit（SU）の量が著明に減少していることを

報告している．今回我々は筋に限局したCCO欠

損症と考えられる小児の骨格筋において，ミトコ

ンドリア酸化的リン酸化系の主な酵素複合体に対

する特異的抗体を用いたimmunoblot法ならび

に免疫沈殿法および高分解能一次元電気泳動法に

より，酸化的リン酸化酵素群のSUの異常につい

て検索した．その結果，CCOの7つのSUの著し

い減少，特にSUIIの完全欠損に加え，COmplex

IおよびⅡⅠの主なSUの量の減少およびいくつか

の未同定のポリペプチドの欠損を兄い出したので

報告する．

症　　　例

患者は6歳男児．周産期に異常なく，頸走4ヶ

月，座位9ヶ月，処女歩行1歳3ヶ月とほぼ正常．

歩行を嫌い，3歳頃より運動能力の遅れが目立ち，

易疲労感を訴え，走行，自力階段歩行は不能で，

身体発育の遅れも目立った．高乳酸血症，筋萎縮

を認め，運動負荷にて著明な乳酸の上昇を認めた．

グルコース負荷では乳酸の上昇を認めず，ケトン

食負荷では乳酸の高値とケトーシスを示し，ジカ

ルボン酸尿を認めた．メチレン7●ルーの静注では

有意な乳酸の低下を示した．筋生検標品の組織化

学的染色ではragged－redfiber，脂肪の沈着を認

＊名古屋大学医学部生化学第二講座

＊＊東北大学医学部小児科

め，CCO染色ではほぼ活性を認めなかった．IQ

77（田中－Binet），頭部Ⅹ線CT，NMR－CTに特

変なく，検尿でFanconi症候群を認めず，NH4Cl

負荷でも異常は示さなかった．生検筋でCCO活

性の著明な低下を認めたが，肝，線維芽細胞，白

血球での活性は正常であり，線維芽細胞でのピル

ビン酸関連酵素も正常であった．以上よりこの症

例は筋に限局したCCO欠損症であると考えられ

る．

方　・法

CCO，ubiquinol－CytOChrome c reductase

（complexIII），NADH－ubiquinone reductase

（complexI）およびF．一ATPaseはウシ心筋ミ

トコンドリアより，既報に従って単艶精製し，こ

れらに対する特異抗体をウサギにおいて作製した．

ミトコンドリア蛋白質を6M尿素を含んだ19．2－

9．6％指数関数浪度勾配ポリアクリルアミドケリレ

を用いたSDSスラブ電気泳動により分離し，電

気泳動的にDurapore filter（GVHP，Mi11ipore）

にプロットし，上記特異抗体との結合をベルオキ

シターゼ・抗ベルオキシターゼ複合体（PAP）を

用いて免疫化学的に検出した．免疫沈殿法による

SUの異常の検索にはミトコンドリア蛋白質を5

％TritonX－100で可溶化後，特異抗体を加え，

proteinA－Sepharoseに抗原抗体複合体を結合さ

せ，これをSDSゲル電気泳動で分離した後，銀染

色により検出する方法を用いた．またDNA塩基

配列決定用の大型のスラブ電気泳動装置を用いて

高分解能一次元電気泳動を行い銀染色によりミト

コンドリア蛋白質の分析を行った．
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結　　　果

1．酸化的リン酸化系酵素の活性

rotenone－SenSitive NADH－CytOChrome c

reductaseの活性は対照の約40％に低下していた．

SuCCinate－CytOChromecreductase活性は66％に

低下していたのに対し，SuCCinate dehydr0－

genase活性は対照の83％と低下は軽度であった．

CCO活性は正常の平均の約3％に低下していた

のに対し，Fl－ATPase活性はほぼ正常であった．

またCCO残存活性酵素での熟安定性試験に異常

はなかった．

2．チトクロムの吸収スペクトル

図1に示したように正常者の骨格筋ミトコンド

図1　ミトコンドリア　チトクロムのスペク

旬日旬

リアと比較して，患者のミトコンドリア（B）でu

チトクロムα亀のピークがα，γ両吸収帯に認め

られない．このスペクトルからチトクロム含量を

計算した結果，チトクロムaa3は正常の0．48

nmol／mg proteinに対し，く0．02と4％以下に低

下し，チトクロム∂およびC十clも正常の0．54お

よび0．63に対し，0．31および0．36とそれぞれ57％

に低下していることが示された．

3．ccOのSUの免疫化学的検出

図2に抗CCO抗体を用いたimmunoblot法に

より患者ミトコンドリアにおける免疫反応性物質

の含∵量および分子量を分析した結果を示した．精

製CCO（lane5）およびウシ心筋ミトコンドリア

（lane　6）では本酵素の7本のSUのうちIV，V，

ⅤⅠ，ⅥⅠが明確に，ⅠⅠはかろうじて検出された．正

常骨格筋ミトコンドリア（lane　7）ではSUIV，

図2　ImmunoblottingによるチトクロムC

オキシターゼのサブユニッの分析
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V，ⅥⅠが検出しえたのに対して，患者骨格筋ミト

コンド1）ア（1ane　8）ではいずれのSUも著しく

減少していた．しかしながらそれらの泳動位置は

正常と一致し，分子量の異常は認めなかった．ピ

ーク面積から計算するとSUIV，Ⅴ，ⅥⅠの量はそれ

ぞれ正常の13，5，2％に低下しており，その減

少の程度は活性値およびチトクロムaa3含量の減

少に比してやや軽度ないし同程度であった．

4．ComplexIのSUの分析

図3Aに抗complexI抗体を用いたimmun0－

blotの結果を示した．精製されたcomplexI

（lanel）およびウシ心筋ミトコンド））ア（lane

2）では約20本のポリペプチドが検出されている．

正常骨格筋ミトコンドリア（lane3）と患者ミト

コンドリア（lane4）を比較するとピーク面積の

総和は患者では正常の47％に低下していた．矢印

の先で示したバンドの濃度は著しい減少を示し，

SUの欠損を示唆した．しかし発色が蛋白量に関

してS字状の挙動を示すため最終的結論には，更

に検討が必要である．

5．ComplexIIIのSUの分析

図3Bに抗complexIJI抗体を用いたimmunobT

lotの結果を示した．lanel～4は，それぞれ精製

complexIII，ウシ心筋ミトコンド））ア，正常骨格

筋ミトコンドリア，患者ミトコンドリアであり，

サブユニット1，2はコア蛋白質，3はチトクロ

ム占，4はチトクロムC1，5は鉄イオウ蛋白質，

6はユビキノン結合蛋白質で＼ある．ブロッテイン

グに用いる蛋白量を変えて検出されるバンドのピ

ーク面積を検討した結果，COmplexIIIのSUの総

量が正常の約75％に低下していることが明らかに

なった．これは還元剤によって還元しうるチトク

図3　ImmunoblottingによるCOmplexI，HI，Ⅴのサブユニットの分析
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ロムあの減少の程度にほぼ一致している．また抗

体の結合で検出されるminor成分のうち，矢印の

先で示したバンドが患者ミトコンドリアにおいて

明らかに欠落していることが注目された．

6．Fl－ATPaseのSUの分析

図3Cに抗Fl－ATPase抗体を用いたim＿

munoblotの結果を示した．精製Fl－ATPase

（lanel），ウシ心筋ミトコンドリア（1ane2），正

常骨格筋ミトコンドリア（1ane　3），患者ミトコ

ンドリア（lane4）のいずれでもα，βSUおよ

び未同定ポリペプチド（u）を検出しえたが，患

者骨格筋ミトコンドリアにおいてもそれらの含量

は正常と変わらず，Fl－ATPase活性についての

結果と一致した．

7．免疫沈殿法によるCCOのSUの検索

proteinA－Sepharoseを用いた免疫沈殿法によ

りCCOのWesternblotting法では検出できない

図4　免疫沈殿法によるチトクロムCオキ

ンダーゼのサブユニットの分析

SUの分析を行った（図4）．CCOのSUIおよび

IIはウシ（1ane2）とヒト（lane3）では異なっ

た移動度を示した．SUIIIはこの界面活性剤の濃

度では他のSUから解離しやすいため検出は困難

であった．患者ミトコンドリアでは正常と同じ蛋

白鼠を用いた場合にはSUVがかろうじて検出さ

れたのみである（lane4）．蛋白量を増して分析を

行うと，SUI，ⅠⅤ，V，ⅤⅠ，ⅤⅠⅠは検出しえたが，

SUIIに対応する位置には蛋白のバンドは認めな

かった（lane5）．

8．高分解能一次元ゲル電気泳動によるミトコ

ンドリア蛋白質の分析

大型のスラブゲルを用い電気泳動を行った後，

銀染色によりミトコンドリア蛋白質を検出し，精

製酵素標品のSUの移動度と比較し同定を行った

（図5）．その結果，患者ミトコンドリア（lanel）

では正常のそれ（lane2）に比LCCOのSUIV，

V，ⅤⅠに対応するバンドが著しく減少しているの

が確認され，SUII，ⅠⅠⅠに対応する位置にも染色の

減少が認められ，CCOのSUの量の全般的低下が

明らかになった．また未同定のポリペプチドの減

少も見られ，1つのバンド（＊）の増加も気づか

れた．

考察とまとめ

本研究により，ミトコンドリア酸化的リン酸化

を担う複合酵素系の主要な部分について，免疫化

学的検出法ならびに免疫沈殿法によってそれらの

SUの異常を特異的に解析する方法および高分解

能一次元スラブゲル電気泳動法による異常蛋白質

の広範な検索方法が確立された．

筋型CCO欠損症の患者骨格筋ミトコンドリア

において，本酵素のSUが全般に減少しさらに

SUIIが特に著しく減少していることが明らかに

なった．SUIIはヘムaおよび銅の結合部位を形

成LCCOの電子伝達およびそれに伴うェネルギ

ー転換において重要な役割を演じている．CCOの

SUIIはミトコンド））アのDNAによってコード

されているが，その異常によりSUIIが欠損し，二

次的に他のSUの量のミトコンドリアでの減少を

来している可能性は否定できない．しかしながら，
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図5　高分解能一次元電気泳動によるミトコ

ンドリアの蛋白質の分析
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患者ミトコンドリアの蛋白質の異常がCCOの

SUの欠損のみにとどまらず，他の少なくとも6

種のポリペプチドの著しい減少に及び，さらに

COmplexI，IIIのSUの軽度の減少を伴っている

ことは，CCOのSUIIをコードしているミトコン

ドリアのDNAの異常のみでは説明し難い．む‾し

ろこの患者の主病変は，一群のミトコンドリア蛋

白質の合成・輸送に関与する核のDNAによって

コードされた蛋白質の異常に帰さるべきものであ

ろう．．この異常が骨格筋に限局していることから，

その遺伝子はミトコンドリアの蛋白質の生合成に

対する骨格筋に特有な制御機構と深いかかわりを

有しているものと推測される．

文　　　献

1）小沢高将，錦見盛光，田中雅嗣：ミトコンドリ

ア電子伝達系とその異常．神経内科，24：81－

91，1986．

－267－



47）ミトコンドリア脳筋症の成因に関する遺伝子の解析

（第Ⅰ報）

高　守　正　治＊

研究協力者　　奥　村　誠　一＊　松　原　四　郎＊

は　じ　め　に

ミトコンドリアは細胞内小器官で，クエン酸回

路，電子伝達系，酸化的リン酸化，脂肪酸のβ一酸

化などを行い細胞におけるエネルギー代謝に深く

関与している．また，ミトコンドリアは核とは異

なった独自の遺伝系をもち，遺伝子を複製し，そ

の情報を発現し，蛋白質を合成する能力を持って

いる．脊椎動物のミトコンドリアのDANの研究

がおこなわれるようになったのは，1966年ニワト

リのミトコンドリアDANが分維されてからであ

るが，ヒトのミトコンドリアについては1981年

B．G．Barrellら1）が完全な塩基配列を報告した．

また同じ頃，G．Attardiら2）はヒトのミトコンド

リアDNA（mtDNA）のRNAへの転写を解析

した．ヒトのmtDNAは16569塩基よりなる2重

らせんの環状構造をしており，13種の蛋白質，22

種のtRNA，2種のrRNAがコードされている

（表1）．13種の蛋白質のうちチトクロームC酸

化酵素のサブユニットⅠ，II，III，ATPaseのサ

ブユニット6，チトクロームbの5種の蛋白質が

同定されている．同定されていないものについて

も，実際に蛋白質が合成されていることは認めら

れている．これらの事実をふまえて，本研究はミ

トコンドリアの機能異常を本態とするミトコンド

リア脳筋症で，ミトコンドリアの遺伝子そのもの

に異常が存在するか否かを明らかにするための検

討をおこなった．

材料と方法

正常対照6例および以下に述べる2症例につい

＊金沢大学神経内科

て末梢血白血球よりミトコンドリア分画を抽出し，

mtDNAを分散し3）～7）制限酵素による解析を行っ

た．すなわち，末梢血よりデキストランを用い白

血球を分離し，この白血球からホモジネイト，遠

沈の操作によりミトコンドリア分画を抽出した．

RNA，核DNAの混入を防ぐために，ミトコンド

リア分画をRNase，DNaseで処理し，さらに

SDScで処理後，EtBr－CsClによる超遠沈により

mtDNAを分散した．得られたmtDNAについて

種々の制限酵素による処理をおこない，1％アガ

ロースケリレを用い電気泳動を行った後，EtBr染

色をおこない，トランスルミネータ一にてDNA

バンドを検出した．

症　　　例

症例1：53歳，女性．先天性白内障で，17歳の

時，両側水晶体摘出術を受けた．また14歳よりあ

った月経が17歳で停止した．30歳頃より眼瞼下垂

があり，49歳頃より上肢筋力低下を自覚していた．

神経学的に，両側眼瞼下垂，全方向への眼球運動

障害，顔面筋，頚筋，四肢筋とくに上肢近位筋に

筋力低下，筋萎縮を認めた．左尺側手根屈筋生検

では筋線維横径の大小不同，横断面円形化，中心

核増加などのミオバナー性変化を認め，またtri－

chome変法では，赤染する不規則な局面をともな

い，ragged－redfiberを認めた．電顕ではミトコ

ンドリアの集積や多数の結晶様封入体がみられた．

症例2：42歳，男性．満期産で周産期に異常は

なかったが，乳幼児期より運動と知能の発達が遅

延し，処女歩行は4歳であった．35歳頃より歩行

障害と構音障害が増悪した．神経学的に知能障害，

全外眼筋麻痺，視神経萎縮，四肢・体幹の失調と
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表1　ヒトのミトコンドリアのDNAlO）

PEPT　　　　　3307　　　　4262

PEPT　　　　　4470　　　　5511

PEPT　　　　　5904　　　　7445
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T
T
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T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
R
R

．
一
㌫
U
…
　
R
P

構音障害が存在しましたが，外眼筋以外の筋症状

はなかった．上腕二頭筋生検のtrichrome変法

で，20％の線経で儲鞘下に狭い赤紫色に染まる部

分がみられた．電顕では筋鞘下にミトコンドリア

の異常な集積がみられ，myOfibrileの間隙にも多

数のミトコンドリアがみられた．

なお，この2症例の詳細については筋ジストロ

フィー症の発症機序に関する臨床的研究（三好班）

昭和58年度研究報告書に報告している8）．

結　　　果

図1に，HpaIとSacIIによる切断パターンを

示した．マーカーとしてLambdaTphaseのDNA

をHindIIIで切断したものを用いた．この両者の

組み合わせでは5ヶ所の切断部位があり，5のフ

ラグメントが泳動されている．しかし，症例1，

症例2および正常対照との間に泳動パターンの差

はみられなかった．図2には，HindIIIとPstIの

組み合わせによる泳動パターンをしめすが，症例

758る　　　　8269

8386　　　8572

8527　　　　9206

9207　　　　9990
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10404

10788
12137
14148

PRESUMPTIVE PROTEINl（ATA START CODON；
TA STOP CODON）

PRESUMPTIVE PROTEIN2（ATT START CODONi
T STOP CODON）
CYTOCHROME OXIDASE SUBUNIT l（AG STOP
CODON）
CYTOCHROME OXIDASE SUBUNIT　2

PRESUMPTIVE PROTEIN A6L
ATPASE　6（TA STOP CODON）

CYTOCHROME OXIDASE SUBUNIT　3（T STDP
CODON）

PRESUMPTIVE PROTEIN3（ATA START CODON；
T STOP COOON〉

PRESUMPTIVE PROTEIN　4L
PRESUMPTIVE PROTEIN　4（T STOP COOON）
PRESUMPTlVE PROTEIN　5（ATA START CODON）

14149（C）PRESUMPTIVE PROTEIN　占（AGG STOP CODON）

15887　　　CYTOCHROME B（T STOP CODON）
647　　　PHE一TRNA（NAR！1455）

1670　　　　VAL－TRNA（NAR；2053〉
3304　　　LEU－TRNA（UUR）（NAR；1054）
4331　　　ⅠLE一TRNA（NAR；0997）

4329（C）GLN－TRNA（NAR：0597）

4469　　　　MET－TRNA－F（NAR；1297〉

5579　　　　TRP－TRNA（NAR；1897）

5587（C）ALA－TRNA（NAR；0097）

5占57（C）ASN一TRNA（NAR10297）

5781（C）CYS－TRNA（NAR；0497）

582占（C）TYR－TRNA（NAR；1997）

7445（C）SER－TRNA－UCN（NAR；1697）

7585　　　　ASP一丁RNA（NAR；0397）

83占4　　　　LYS－TRNA（NAR‡1197）

10058　　　　GLY－TRNA（NAR；0797）

10469　　　　ARG－TRNA（NAR；0197）

1220d HIS－TRNA（NAR；0897）

12285　　　　SER－TRNA－AGY（NAR王1658）

12336　　　　LEU－TRNA－CUN（NAR：1097）

14874（C）GLU－TRNA（NAR；0占97〉

15953　　　　THR－TRNA（NAR；1797）

15955（C）PRO一丁RNA（NAR；1597）

1占01　　　12S RRNA

3229　　　　18SIiRNA

間と正常対照との間に泳動パターンの差はみられ

なかった．その他，表2に示す様に9種類の制限

酵素を用い合計38ヶ所の切断部位について検討を

行ったが，正常対照との間に明確な泳動パターン

の差をみいだす事はできなかった．

考　　　接

現在までにミトコンドリア遺伝子の変異として

よく知られているものにクロラムフェニコール耐

性があり，本耐性現象は培養細胞の細胞融合実験

により細胞質遺伝することがわかっていたが9），

塩基配列の検討の結果16sRNA遺伝子のヌクレ

オチド1個が置換していることが明らかになっ

た5）．同様の観点から，本研究では脳筋症の臨床像

に注目し解析を行ったわけであるが，検討しえた

症例と制限酵素の組み合わせの範囲内では

mtDNAの制限酵素による泳動パターンに明確な

異常はみいだしえなかった．しかし，末梢血から

の僅少の試料からもこの種の解析が可能なことに
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表2　制限酵素による解析

切断部位　　チトクロム酸化酵素
制限酵素　サブユニット1サブユニット2サブユニット3

Ac cI　　　4

Ap aI I

C f rI

EcoRI I

Hind＝1　1

HgiCI I

Hp aI

P s tI I

S a cll

チトクロムb ATPase6　　rRNA　その他
12S16S

2

1　　3

4

2

1

3

1　　1
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意義を付したい．今回は症例数が少なく，ともに

孤発例であったこと，さらにはアガローズゲル電

気泳動による解析では制限酵素による切断部位が

数多くなると泳動パターンの解析が困難になるこ

とから用いた制限酵素の種類が限られてしまった

事などの問題があった．今後，症例の選択，電気

泳動法の改良が求められ，塩基配列の解析も必要

となろう．

ミトコンドリアは独自のDNAと蛋白合成系を

備えているが，ミトコンドリアのDNAがコード

しているのは蛋白質では，わずか13種にしかすぎ

ず，これはミトコンドリア構成蛋白質の数％程度

にすぎない10）．この小器官の機能であるエネルギ

ー産生に関与している他の酵素類をはじめ，DNA

複製やミトコンドリア内の蛋白質合成のための蛋

白質をも含め，多くの蛋白質は核のDNAにコー

ドされ，細胞質のリボゾーム上で合成されミトコ

ンドリア内に送り込まれている11）．この様にミト

コンドリアの機能を遺伝子レベルで考えるとき核

の遺伝子による支配については十分に考慮しなけ

ればならないが，ミトコンドリア自体が独自の

DNAと蛋白合成系を備えているという事実は，

ミトコンドリアの機能を遺伝子レベルで解明しよ

うとするとき，ミトコンドリア自身の遺伝子情報

について，まず十分な検討が必要であることを意

味する．従って，ミトコンドリアの機能異常が主

たる病態であるミトコンドリア脳筋症で，ミトコ

ンドリア自身の遺伝子情報を検討することは，そ

の病態を明らかにする上で生化学的検討とともに，

重要な手段であると考えられる．

結　　　語

ヒト末梢血白血球よりmtDNAを分散し，制限

酵素による解析が可能なことを明らかにした．13

種の蛋白質，22種のtRNA，2種のrRNAがコー

ドされている16569塩基からなるヒトmtDNAの

環状構造の中に，ミトコンドリア機能異常を本態

とする筋脳症の成因を求めるべく，正常対照6例

と対比して本病2症例の検討を行った．9種の制

限酵素による38ヶ所の切断部位について解析する

かぎり異常は見出せなかった．しかし，症例の選

択，電気泳動法の改良をはかって，本症の成因を

遺伝子レベルから明らかにすることは，その生化

学的検討とともに有用なものと評価した．
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48）Duchenne型筋ジストロフィーにおける血清CE

koenzymesについて

－高感度enzymeimmunossay法による検討－

杉　村　公　也ホ

研究協力者　　杢　野　謙

高　橋

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）患者

において，血清あるいは筋組織中のCKisoen－

ZymeSの異常，すなわちB型isoenzyme（MB，

BB）の増加が認められることは，従来数多く報告

されており，最近ではNanjiのreviewにまとめ

られている．

しかしながら，これまでのCKisoenzymesの

測定法は，精度などの点でやや不十分であった1

最近，共同研究者の加藤らにより，CKisoen－

ZymeSの高感度分別測定法が開発された．そこ

で，今回この方法を利用し，DMD患者の血清CK

isoenzymeS（MM，MB，BB）を測定したので，

その結果を報告する．また，血清CK一MBの由来

については，従来，骨格筋か心筋か議論があるが，

この点についても若干検討を加えた．

対象・方法

対象としたのは，DMD患者50例（年齢5－28

歳）である．また，COntrOl群は，男児患者（非神

経，筋，心疾患）22例（5～14歳）と健康男子17

例（15－19歳）からなる計39例である．

これらの対象者について，CKisoenzymes（CK

－MM，一MB，－BB）をenzymeimmunoassay

（EIA）法により測定した．CK一MBは，CK－MM

あるいはCK－BBの測定系に一部交叉するが，交

＊名古屋大学医学部神経内科

＊＊藤田学園保健衛生大学医学部神経内科
＊＊＊愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所生化学部門

次＊　陸　　　重　雄＝

昭＊　加　藤　兼　房日暮

叉率から補正し各isoenzyme値を算出した．

またDMD患者については，同時に血清car－

bonicanhydraselII（CA－IIl）値を測定し，採血

とほぼ同じ時期に心電図を記録した．

結　　　果

1）CKisoenzymesの測定値（図1）

CK－MM値は，COntrOl群では，‾68．45±28．12

（mean±SD）ng／ml（range，25．01－145．36）で

あったが，DMDでは高く，2062．96±2645．52ng／

ml（64．03－14134．5）であった．CK一MB値は，

COntrOl群では，0．97±0．48ng／ml（0．37－2．40）

であったが，DMD群では，98．46±137．60ng／ml

（1．9－896．0）と明らかな高値を認めた（P＜

0．001）．control群の上限値（mean＋2SD）を越

す異常例は，50例中49例（98％）であった．また，

CK－BB値も，DMD群では，3．97±4．96ng／ml（O

q21・0）と，COntrOl群の値1．07±0．72ng／ml（0．25

－2．37）に比べ有意に高かった（P＜0．001）．CK

－BBの上昇例は，DMD50例中22例（44％）であっ

た．

2）各isoenzyme倍と年齢との関係（図2－a，－b，

－C）

DMDにおける各isoenzyme値と年齢との関

係を調べたが，図2－a，－b，－Cに示した好く，CK

－MMだけでなく，CK一MB，CK－BBも年齢とと

もに下降傾向を認めた．

3）各isoenzyme値とCA－ⅠII値との相関関係

CA－IIIとtotalCK（MM＋MB＋BB）との相関
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係数は，0．4925（P＜0．001，Y＝4．517Ⅹ＋954．6）

であった．各isoenzymeとの相関係数は，CK－

MM（γ＝0．4786，P＜0．001，Y＝4．234Ⅹ＋

960．3），CK一MB（γ＝0．5711，P＜0．001，Y＝

0．2765Ⅹ－7．136）と，この両者では，tOtalCKの

場合とほぼ同様であったが，CK－BB（γ＝

0．3485，P＜0．05，Y＝0．006098Ⅹ＋1．721）ではや

や低かった．

4）CK一MB値と心電図所見との関係（図3）

DMD患者におけるCK一MB値と心電図所見と

を比較検討した．

まず，DMD患者を心電図所見から，Gilroyらの

分類に従い以下の各グループに分けた．

正常（W．ml．）群：特に異常所見の認められな

いもの，A群：異常R波（Ⅴ．R＞1mV）のみられ

るもの，B群：不完全右脚ブロック（IRBBB）あ

るいは右室肥大（RVH）に異常R波を伴うもの，

C群：IRBBBあるいはRVHを伴うもの，D群

は，心筋障害の所見（Q波，異常で波の出現など）

を呈するもので，その程度により，軽度（DI），

中等度（DII），高度（DIII）に分けた．各群の

CK－MB値は，W．n．1．群（n＝11）135．12±131．49

（mean±SD）ng／ml，A群（n＝5）78．62±

74．04ng／ml，B群（n＝0），C群（n＝1）45．6

ng／ml，DI（n＝9）195．23±270．66ng／ml，D

II（n＝18）69．52±62．87ng／ml，DIII（n＝6）

60．67±56．56ng／mlであった．これら各群の値

は，推計学的に有意な差は認められなかった．

考　　　察

DMD患者の血清中にCK－MBが高率に出現す

ることは，VanDerVeenの報告以来数多くみら

れる．その出現率は，報告により異なり，Caoら

の35％から，Somerら，Goeddeらの100％まで

様々である．一方，これらの報告の中で正常者の

血清MBについては明らかではなく，Somerら

が，152例のCOntrOl者の2例にMBを認めたと

している他，おおよそ正常には検出されないと述

べられている．

さて，本研究では，従来のCKisoenzymeSの
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測定法とは異なる高感度EIA法で検討を行った．

その結果，CK一MBは，正常者にも存在すること

が明らかとなった．また，DMDでは，多数に異常

値を認め，その異常率は98％であり，従来の結果

とほぼ同じである．さらに，DMDのMB値は，

CKのほとんどを占めるCK－MMと同様に，年齢

とともに下降傾向を示し，Silvermannら，Taka－

hashiらの結果を裏付けるものである．

この血清MB値の由来については，骨格筋か心

筋か議論のあるところである．我々もこの点につ

いて検討したが，CK一MBは，骨格筋に特異的に

存在するCA一mの血清値と有意の相関を示し，ま

たMB値と心電図所見とは明らかな関係がみら

れなかった．これらの結果からも，血清CK一MB

の主たる由来は骨格筋と考えた方が良いと思われ

る．

ところで，DMD血清中のCK－BBの存在につ

いての報告は少ない．Takahashiらは，DMD51例

中3例の血清にCK－BBを認めたとしている．今

回の結果では，異常値は，50例中22例と高率に認

めており，この異常率の違いは測定法によるもの

と思われる．血清CK－BBの由来については，

Takahashiらは，DMDの進行例では，平滑筋臓

器，神経組織などもある程度障害されることから，

これらの組織由来である可能性を示唆している．

しかしながら，今回の結果では，CK－BBは，CK

－MM，一MBと同様進行例よりも若年者で高い値

を示している．また，CK－BBはDMD患者の筋組

織中，あるいは再生筋線経にも認められている事

実も考え合わせると，血清CK－BBの主たる由来

は，骨格筋ではないかと推定されるが，今後更に

検討が必要であると考えられる．
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49）ジストロフィー筋（h c混ro）よりの

Creatine kinaseの遊離

高　木　昭　夫＊

研究協力者　　小　島

荒　木

血清creatine kinase（CK）活性はDuchenne

型筋ジストロフィーで著増している．また血清

CK値は体動により影響をうけることも知られて

いる．このCK値増加の機序はまだ充分解明され

てはいない．この間題を検討するため筋ジスハム

スター長足止伸筋（EDL）を使用して，九日戒和に

おけるCK遊艶の実験を行った1）．実験に使用し

た筋肉の収縮特性や形態的指標の分析を併せ行っ

た．

方　　　法

生後3－6ヶ月の筋ジスハムスター（BIO14．1，

体重97±15g，n＝10，mean±S．D．）と対照（BIO

FIB，119±13g，n＝10）を使用した．pentobar－

bital麻酔下で採血し，濁血屠殺後，EDLを無傷状

態で摘出した．一部の筋標本については凍結切片

の組織化学染色を行った．

CK遊離実験には，EDLを2．OmlKrebs－Ringer

液を含む小槽にマウントし，0．5g静止張力が生ず

るよう伸展した．還流液には通常95％02－5％

C02を通気した．無酸素状態にするためには95％

N2－5％C02の混合ガスを使用した．還流液は

30分毎に交換し，液中のCK活性を測定した．CK

活性はCPK activated－UV－teSt（Boehringer

MannheimGmbH，FRG）を使用して25℃で測定

した．CK活性の1unitは1micromole ATP

formed／minuteと定義した．筋ホモジェネートと

血清サンプルは必要に応じて，ホモジェネート作

＊虎ノ門病院神経内科

＊＊国立神経センター

進＊　藤　田　武　久＝

誠＝　杉　田　秀　夫＊■

製用溶液で稀釈した．蛋白濃度はビューレット法

で測定した．Krebs－Ringer液組成は118mM

NaCl，3・4mM KCl，0．8mM MgSO4，1．2mM

KH2PO4，25mM NaHCO3，2．5mM CaC12，11

mM glucose，1m塵／dl D－tubocurarine，10mM

reducedglutathioneを含んだ．実験を通じて筋束

の収縮特性をモニターした．筋束に平行に対置し

た白金板電極により電気刺激を行った．反復単収

縮は1Hz，30V，10msecの矩形波パルスを使用

した．張力測定はストレインゲージ（SB－1TrH，

日本光電）とレクチコーダー（RJG4022，同）で

行った．実験終了後，筋肉は9倍量の溶液（lmM

EDTA，lmM P一merCaptOethanol，5mM Na

bicarbonate）でホモジェネートを作製し，上清に

つき蛋白とCK活性を定量した．データ検定には

Cochran－Coxのt検定を行った．

結　　　果

1．血清および筋CK活性など（表1）

血清CK活性は11，716±7，236U／L（筋ジス），

802±896（対照）であった．動物の成長につれ血

清CK値は筋ジスでは低下し，対1照では増加傾向

を呈した．EDL湿重量は対照より筋ジスで大き

い．しかし単位湿重量の可溶蛋白量には差はみと

められない．筋ジスにおいてEDL筋のCK全活

性は対照の92％に減少していた．またEDLの発

生する強縮張力は筋ジスでは低下傾向をみせたが，

統計的に有意差はみとめられていない．

EDLの形態的検索によると，筋ジスは0－1．5％

の壊死筋線経，2．8－26．4％のType2C線経がみ

とめられた．対照EDLにはこれらの変化は認め
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表1　筋ジスハムスターと対照における血清

CK，筋CKその他の比較

ControI DyStrOphic Pvalues＊＊

Serum CK
（units／1）

Wetweightor

EDLmuscle（mg）

Solubleprotein

（mさ／wetg）

Muscle CK

（units／g）

1ttanus tension

（g／cm2）

Tetanus tension

after4h（g／cm2）

802土896（7）＊

28．2±4．5（15）

54．3±7．3（14）

2、202±433（15）

101土47（9）

42±11（9）

11、716±7，236（10）　0．001

35．7土8．1（20）　　　0．003

54．3±13．8（20）　　　　n．S．

1、941±310（19）　　　0．05

89±25（10）　　　　　n．S．

46±14（10）　　　　　n．S．

＊Means±SD、Withnumbersorexperimentsinparentheses・’＊Statistical

signincancewasdeterminedbyCochran－Coxl－teSt・n・S・＝nOtSlgnincant

rate of

CK release

（U／30min／g）

■
レ
上
／

⊥

′⊥

レ

01234

1n¢ub■tIon（hI

図1静止時EDL（玩1流用）よりのCK遊

敵速度．黒丸：筋ジス（n＝7），白丸：

対照（n＝4），平均±S．D．

られていない．

2．EDLよr）のCK遊離

まず酸素混合ガスを通気した音容液における静止

筋からのCK遊艶を筋ジスと対照の間で此較した

（図1）．インキュベーション開始直後の1時間は

表2　無酸素状態（95％N2－5％CO2）によるCK遊離速度
（U／g／30分）の変化

95 ％ 0 2 － 5 ％ C O 2 9 5 ％ N 2 － 5 ％ C O 2

対　 照 0 ．5 1 ± 0 ．0 8 （8 ） 1 ．5 8 ± 0 ．3 2 （8 ） ■

筋 ジス トロ フ ィー 0 ．88 ± 0 ．4 1 （8 ） ■■ 0 ．8 3 ± 0 ．1 4 （8 ）

雷P＜0．01，‥P＝0．05

両者ともにCK遊馳速度は大きい．1時間以降は

CK遊艶は著減してほぼ一定速度に戻った．各々

の時点におけるCK遊馳速度は対照と筋ジス間に

差を認めなかった．4時間を通してのCK造馳速

度の平均は，対照0．40±0．11U／g／30min

（mean±S．D．，n＝8），筋ジス0．60±0．17（n＝

8，P＝0．01）であり，筋ジスでCK遊経は大き

かった（表2）．この状態で5時間に遊馳された

CK総活性は筋肉中の0．3％（対照）と0．6％（筋ジ

ス）に相当した．

95％N2－5％C02で飽和した溶液中では，CK

遊艶は対照筋において0．51U／g／30minより1・58

に増加した（P＜0．01）．しかし筋ジスでは無酸

素の影響は観察されなかった（表2）．

別の実験では，CK遊敵が一定速度となってか

ら，1Hzの単収縮を反復しCK遊牡への影響を観

察した．筋ジスでは単収縮開始後，CK遊経は増加

しはじめた（図2）．これに対して対照筋のCK遊

経は電気刺激に影響されることはなかった．4時

間にわたる反復単収縮中に放出されたCK活性は

対照で0．2％，筋ジスで1．5％であった．

玩【玖抽Ⅶにおける4時間の反復単収縮後の筋組

織検査を行った．対照と筋ジス両者で問質浮腫が

みとめられた．一部筋線経は膨化し，染色性は低

下していた．このような筋線維（ghostfibers）の

頻度は両者でほぼ同一であった．反復単収縮の前

後において強縮張力の大きさを比較した．筋ジス

では52％に減少し，対照では42％にi成少していた．

この差は有意ではなかった（表1）．

考　　　案

Duchenne型筋ジストロフィー患者血j青でCK
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rate of

CK releaSe

（U／30min／g）

0　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5

1n¢Ub■tlon（hI

図2　反復単収縮時（1Hz）におけるEDL

からのCK遊馳速度．黒丸：筋ジス

（n＝6），白丸：対照（n＝5）．

活性が著増することはEbashiらにより最初に報

告された2）．このCK増加の機序として，（i）壊死

筋線経の破綻した筋膜を通して酵素が血中に流出

してくる．（ii）筋表面膜異常のため活動中の筋細

胞より酵素が濾出してくる（leaky membrane

theory）などの仮説がいわれている3）．“leaky

membrane”説の立場から，aldolase，1actate

dehydrogenase，CKなどの酵素の骨格筋からの

流出が従来より問題とされてきた．Suarez－Kurtz

とEastwoodは正常カエル足址筋から一定速度

のCK選艶が生じること，CK遊離速度は筋標本

の大きさに依存することなどを明らかにした4）．

無酸素状態，代謝阻害剤，Caイオン，表面活性

剤，脱分極などが酵素流出に大きく影響した．ま

た脱神経筋やジストロフィー筋で酵素遊艶の増加

が観察された（文献1を参照）．

今回の筋ジスハムスターEDLを使用した実験

において，静止時CK遊艶は対照と同一かあるい

はわずかに大きい程度であった．しかし反復単収

縮により筋ジスでのみCK遊艶の著明な増加をみ

とめた．mdxマウスEDLを使用した実験におい

て，同様な結果を得ている（未発表）．無酸素状態

は対照筋にのみ影響を与え，CK遂敵は約3倍に

増加した．筋ジスは無酸素の影響をうけなかった．

この理由は不明であるが，エネルギー代謝系の相

違を反映するのかもしれない．

単収縮を反復する時，何故筋ジスからのみ著明

なCK遊離が生ずるのであろうか？　筋ジス

EDLには0－1．5％の壊死線経が存在する．しか

しCK遊離の時間経過からみて，既存の壊死線経

からのみに由来するとは考えにくいであろう．反

復単収縮後の形態検査あるいは強縮張力の推移か

ら判断して，筋ジスEDLがより破壊されやすい

とはいいにくい．このような状況から，CK活性は

形態的に異常のない活動性を有する筋線経に由来

するものと推定している．この機序として，（i）

筋線経の幼君性，（ii）ATP供給障害などを考慮

している．まず筋ジスEDLは最大26％に達する

type2Cすなわち分化途上の再生線経を含んで

いる．幼君筋では膜透過性が相違し，CK遊離が生

じ易い可能性があろう．これは検証の必要がある．

成熟筋ではMM型CKはM帯近傍に結合して分

布するといわれる5）．幼若筋ではCK分布が異な

り動員されやすいのかもしれない．猫下肢筋から

のCK遊敵は運動負荷により筋内ATP含量低下

した状態で増加した6）．また低酸素のためATPと

クレアチン燐酸の低下したモルモット心筋におい

て，CK遊経は増加した7）．このようにCK遊離は

細胞内ATP減少により増加してくる．筋ジスに

も同様な機序の関与が推定されよう．ただ，筋糖

原病やミトコンドリアミオバナーではATP低下

が予想されるが，病像は筋ジスとははっきり異な

っている．したがってATP濃度の関与は少ない

かもしれない．

結　　　論

筋ジストロフィーハムスターと対照のEDLを

使用して，わ2　ぴfJ和でのCK遊艶速度を測定した．

両者において静止筋からのCK遊離は，摘出後1
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時間以内に著明に減少し，その後4時間は一定の

遊敢速度を呈した．各々時点におけるCK進級速

度は両者間に差をみとめない．電気刺激による反

復単収縮の状態では，筋ジスにおいてのみCK遊

敗は著明に増加した．このCK遊敵の増加は，活

動する筋細胞に由来すると推定された．
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50）骨格筋におけるCa＋＋paradoxについて

高　守　正　治＊

研究協力者　　橋　井　美奈子＊井　手　芳　彦＊

日　　　的

膜異常，細胞内過剰カルシウムが原因となり展

開する病態とジストロフィー筋との類似性が論じ

られ，カルシウムを中心とした本病々因論1）が注

目されてから久しい．しかしながら細胞内へカル

シウムが過剰に入る最初の引き金については多く

の議論がある2）．本報では，心筋で知られている

Ca＋＋　paradoxすなわち，筋細胞を囲む外液の

Ca＋濃度をfreeから正常へ戻す時，非生理的に

Ca＋＋が細胞内へ多量に流入し著明な心筋障害が

出現する現象3）が骨格筋でも起こりうるかを検討

し，またこのイオン流入の機序につき考察を加え

た．

方　　　法

ウイスター系雄ラット（250－300g）の横隔膜筋

をとり出し，ガス（02：CO2＝95：5）負荷，

36－37℃の一定温下，クラーレ10γ／mlを含む

Ringer液（122mM NaCl，4．7mM KCl，15．5

mM NaHCO3，1．2mM MgC12，1．2mM

KH2P0．，2・6mMCaC12，11．5mMglucose）で

濯流しつつ，等尺性筋張力計にセット，白金板電

極による刺激で単収縮Pt，強縮張力Poを記録

した．ひきつづき，5つの方法（図1），すなわち

1）Ca＋＋－free Ringer液（OCPC法でCaO．0

mg／dlを確認）湾流を15分間行なった後，正常

Ringer液に戻す処理，2）Ca＋＋－freeRinger液濯

（15minuteS）．

図1

＊金沢大学医学部神経内科
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流15分後lowNa＋（72．5mM）Ringer液（浸透圧

補正のためSucroseで置換）に戻す処理，3）

Ouabain1．7×10‾4Mを添加したCa十十－free Rin－

ger液濯流15分後，正常Ringer液で再濯流する処

理，4）Ca＋－free，lowNa＋（22．6mM）Ringer

液（Sucroseで置換）濯流15分後，正常Ringer●液

で再濯流する処理，5）Ca十一free，high　Mg＋＋

（12mM）Ringer液濯流15分後，正常Ringer液で

再濯流する処理を行ない，いずれも再濯流15分後

に単収縮Pt，強縮張力Poを記録，諸処理前の

Pt，Poに対する割合を算出した．また，細胞内電

極法を用い，横隔膜筋の直接刺激による誘発筋活

動電位及び静止膜電位を，処理前，Ca十十一free音容液

濯流中，Ringer液再濯流後でそれぞれ記録した．

細胞内イオン濃度はOuabainl．7×10－4M添加

Ca＋＋－free音容液で濯董充，正常Ringer液で再濯流し

た処理筋を，硝酸・硫酸で加水分解し，600℃にて

乾式灰化後，塩酸を加え乾固，ついで硝酸溶液で

溶解し，ion chromatographyにて測定し，dry

WeightあたりのCa＋＋，Na＋，K＋，Mg＋＋　con－

tentを算出，正常Ringer液で30分間濯流した対

照筋の∵それと対此した．

結　　　果

Ca＋－free溶液濯流後，正常Ringer液で再濯流

した処理筋では，単収縮（Pt），強縮張力（Po）

共に低下がみられた（図2）．活動電位はCa十十一

free溶液濯流中，振幅の低下，持続時間の延長が

みられ，静止膜電位は処理前平均－77mVから

Ca＋＋－freei容液濯流中には平均－55mVと脱分極

を示し，Ringerき夜再濯流後は一時，平均－82mV

とやや過分極に傾いた（図2）．

条件を変えた他の4つの処理について，Ca＋＋－

free溶液濯竜充後lowNa＋Ringer液で再濯流した

処理，及びOuabain添加Ca＋＋Tfreei容液濯流後正

常Ringer液で再濯流した処理では，張力の低下

は一層著明となったが，Ca＋＋－free・low Na＋

Ringer液濯流及び，Ca＋＋－free・highMg十十溶液

濯流の後，正常リンケリレ液で膚濯流した場合の張

力低下は，Cal十一free溶液処理のみの場合と比べ

て有意な差は得られなかった（図3）．各結果をま

とめて表1に示す．

筋細胞内イオン濃度は，paradox処理筋で

Ca＋＋・Na＋の増加，K十の低下が認められた（表

2）．

考　　　案

Ca＋＋　paradoxは1966年Zimmermannらによ

り報告され3），以後細胞内過剰カルシウムによる

心筋障害のメカニズム解明のため多くの研究がさ

れてきた．Ca＋＋paradoxにより心筋収縮の消失が

みられる4）他，Creatine phosphateやATPの減

少5），基底膜の破壊をはじめとする形態学的変

化6），筋小胞体・ミトコンドリアのCa＋＋uptake増

加7）等の所見がみとめられる．骨格筋における

Ca＋＋　paradoxについては1983年Carpenter　＆

Karpatiの報告8）があり，EDTAを加えたCa十十一

free溶液濯流により，基底膜剥艶・組織壊死等の

形態学的変化をみとめているが，用いたChelat－

ingagentの量は121mMと極めて大きかった．ラ

ット横隔膜筋を用いた我々の実験結果は，Ca＋＋

paradoxが骨格筋でも起こりうることを示すと

ともに，低Na＋での再濯流やウアパインで1投を脱

分極させることにより，この現象は一層著明とな

ること，本現象は細胞内Ca＋＋の増加を伴ってい

ること，Ca＋＋－free溶液にNa＋低下，或いはMg＋＋

増加処理を加えても，この現象を阻止しえなかっ

たことを示した（図2，3；表1，2）．

Ca＋十paradoxでCa十一が細胞内へ過剰に流入す

る機序について，心筋ではNa十一Ca十十交換輸送系

を介する説，Slowchanneltheory，Ca－K交換説，

単純拡散説等がいわれている9）が，最も有力なの

はNa十一Ca十十交換輸送系を介する説である．すな

わち，Ca＋＋－free音容液濯流時には〔Na＋）。－〔Ca2＋〕l

交換系を介するか，或いはCa＋　chammelをNa十

が通ることにより細胞内Na＋浪度が高まり，つい

で正常Ringer液に戻すと，Na＋－Ca十十交換輸送系

を介してNa＋は細胞外へ出，Ca＋＋が細胞内に多

量に流入するという，考え方である．このNa十一

Ca＋＋交換輸送系の関与を間接的に確かめる方法

として，Ca十十Tfree溶液濯董充時に〔Na＋〕lを増

加10），或いは減少させたり5），Na＋－Ca＋＋交換輸送
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R唱唱rSOh心on

Tw托ch（Pl）

Tetanus（Po）

Actionpotential

Resti咽
membranepotenual

（mV）

Tr士2．3

（化20）

Cd◆－freeperftJSion（15min．）

1mh

1－5min．

66土6．1

（m20）

区12

系の担体を介してCa＋＋と桔抗的にとりこまれる

Mg＋＋11）を加える操作，Ringer液再湾流時に

〔Na＋）。を減少させる操作4）などがある．骨格筋

を用いたわれわれの実験では，Ca＋＋－free溶液濯

流中Ouabainを添加したり，Ringer液再濯流時

にlow Na＋処理を加えることにより本現象が更

に著明となった事実は，骨格筋Ca＋＋paradoxで

もNa＋－Ca＋＋交換輸送系が関与していることを

示唆したが，Ca＋＋－free溶液濯流中low Na＋，

highMg十十処理を加えても影響をうけなかった点

は，本現象の全てをNa＋－Ca＋＋交換輸送系で説明

できないことを示唆した．

Duchenne muscuiar dystrophy（DMD）では

細胞内カルシウム増加12）と共に膜は脱分梅に傾

いており13），また超微形態異常がみとめられない

14mh．

10－15min．

55士8．8

（n：20）

r画bnw托h
Rin9erS仙n
15mim

82士4．5

fm20）

時期にすでにNa potentialの変化がみられる13）

との報告もあるので，本症の細胞内カルシウム増

加には膜のion transportも関与していることが

示唆される．従って，Ca＋＋paradoxの研究は，膜

の機能の面から，DMDの病態を解釈する糸口と

して有用であろう．
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reperfusionwjth

n。rmalC㌔，IowNよく72．5mM）medium

perfusjonwithCg－free，
lowNS（22．5mM）medium

C3－freeperfusjon
wjthouabain（1．7x10－4M）

pe膏usionw椚1Cd㌧free，

highMすく12mM）medium

図3

－286－



表1

Pt

Cg一打eepe血sion

く窟楕鴇P併hsion lowN；rけ乙SmM）m血l

Cg一触epe血Sionw肘10uabainく1．7x付◆M）

pe血S童0nW仙Ca一打ee、lowNよ（22．6mM）medium
檜

pe血sionw曲Cg一触…ghMg佗m咄med加l
l

Po

63士11％　　　　61土8％　　（n：12】

33土12％　　　　34士13％　（n：7）

21土8％　　　　27士2％　　（n：5）

65±4％　　　　　67土12％　（n：5）

65土12％　　　　67土6％　（n：5）

（Mean士S．D．）

表2　Lon contentin muscle（umoles／g of dry weight）

Ca Na K Mg

Con廿Ol（n：11）　　5士0．3　102士13　　320士11　　32士4

Caparadox（n：3）　13士1　155士27　208士16　　38土2

・■ト

結　　　語

心筋で知られているCa十十paradox現象が，骨

格筋でも起こりうることを，ラット横隔膜筋を用

い，九日南川で生理学指標で証明するとともに，

これが細胞内Ca十十濃度増加を伴うことをion

chromatographyで明らかにした．ジストロフィ

ー筋類似の病態成立にかかわる膜の生理につき，

Na＋－Ca＋＋交換輸送系を中心に考察を加えた．

■ト　　　　　　　　　ー
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51）骨格筋細胞内のelemental composition

特にかレシウムイオンの動きについて

普　岡　利　息＊

緒　　　言

骨格筋の興奮収縮連関における筋細胞内のイオ

ン動態を直接測定し分析することは，正常，異常，

病的条件にかかわらずそれらのメカニズム解明に

大きく寄与するものである．生物細胞に存在する

重要なイオンは，Na，Mg，P，S，Cl，Kおよび

Caであるが，このなかでCaイオンが収縮機構に

最も重要であり，これまでCa電極法6），発光蛋白

であるAequorinのシグナル1），Ca感受性色素で

あるQuin212）やArsenazoIII8）の吸光度変化に

ょって測畠され収縮との関連について述べられて

いる．電子プローブ微量分析法を用いた場合，全

てのイオンを同時に分析することが可能である7）．

この方法を用いてカフェイン拘縮，キニーネ拘縞

の筋細胞内イオン環境を測定し，病的筋細胞内イ

オン分析への応用についてその可能性を考察する

ことを目的とした．

実験方法

アメリカ産のカエル旦萱些旦　pipiensの半腱様筋

から20－30本の筋束を得て正常リンゲル液に浸i貴

し冷蔵庫内で数時間放置した．損傷した筋束や電

気刺激に対して弱い反応を示すものを除いた．多

くの場合右側の筋束をコントロール，他側を実験

筋とした．またウイスター系ラット（体重100g程

度）の長址伸筋（EDL）やヒラメ筋（SOL）も使

用した．カフェイン，塩酸キニーネは正常リンゲ

ル液で種々の濃度の溶液を作成した．数例におい

て瞬時凍結時（後述）に細胞内の氷結晶を少なく

するために4％BSA（ウシ血清アルブミン）カ功ロ

えられた．筋束は一例の腱を固定し，他側は張力

＊東海大学医学部生理学教室

測定用歪計（シンコー社）に接続し，電気刺激は

フィールド方式を用いた．単一収縮と強縮張力を

記録し，筋束の凍結にはSomlyoら9）によって開

発された方法を用いた．すなわちテフロン製のビ

ーカーにフレオン22液を約200ml入れ，液体窒素

の入った容器に置く．ビーカー中にはスターラー

があり授拝することができる．フレオンの温度は

連続的にモニターされ，一165±5℃に冷却された

ときにビーカーを80－100cm／秒の速さでshoot－

upさせ筋束を凍結させた．図1には5mMカフェ

イン拘続中の張力の経過が示されている．この拘

縮曲線は2～3のピークを持つ．キニーネ拘縞で

もほぼ同様の傾向が示された．凍結された筋試料

10＄

図1　5mMカフェイン拘縮曲線（上のトレ

ース）．瞬時凍結は星印のところで行な

われた．

一289－



は超薄凍結切片が得られ（LKB社），真空乾燥

後，定量分析を行なった．Philips EM400の電子

顕微鏡が使用され，KevexSi（Li）およびTracor

Northern社のⅩ線検出器より得られたスペクト

ルはコンピュータで数値化された7）．測定された

元素はNa，Mg，P，S，Cl，KおよびCaであ

りm mole／kg dry weightで示した．

実験結果

5mMカフェイン拘縞の張力は強縮の60－80％

であり，1．5mM以下のカフェイン濃度では拘縞

を生じなかった．約1分後にカフェイン拘縮張力

の最大値が得られることから，5mMの濃度が選

ばれた．フレオン液のShoot－up後の細いドリフ

トは筋束を保持しているタングステン線から生じ

たものである（図1）．図2には無染色の凍結超薄

切片から得られた電子顕微鏡写真が示されている．

凍結状態がよく氷の結晶がみられない部位は，通

常フレオンと接触した表面から1恥m以下である．

規則正しい筋節がみられ，ミトコンドリアは電子

密度が高い（図2，A）．両棲類の筋線経であるこ

とから筋小胞体（SR）の終槽（TC）は，Z帯を

挟んで両側に存在し，電子密度が高い．カフェイ

ン拘縮中では，不規則な筋節像が過伸展あるいは

超収縮された状態で示される（図2，B）．ミトコ

ンドリア像は静止状態のものと同じである．これ

らの形態的特徴は，通常の電子顕微鏡像と極めて

よく似ている．しかし筋原線経の太・細フィラメ

ントは不明瞭であった．拘縮中のものでは，筋節

中のA帯の位置にバラツキが生じている．これは

カリウム拘縮3）やキニーネ拘縞にもみられる．

電子プローブ分斬から得られた各元素のスペク

トルの1例を図3に示す．TCのCaのピークはカ

フェイン拘縞で著しく減少しており（図3，2），

Mg量は増加している．ミトコンドリアでは拘縮

後に微量なCa量の増加がみられるが（図3，

4），数値化することによりその変化がより明らか

になった．静止状態13），1．2秒間の強縮10），5mMカ

フェイン拘縮1分後13），5mMキニーネ拘縮3分

後の細胞と細胞内小器官の元素分析の結果は表1

に示されている．静止状態のTC中のCa量は110

－120mmole／kgdryweightであるが，強編では

48，カフェイン拘縞では40，キニーネ拘縞では34

と60－70％のCaが遊艶された（表1の“＊”

印）．またTCには強縞や拘縮後にMg量，K量の

増加がみられた（表1の“＊＊”印）．Pを除いて

Na，S，Clについては大きな変動は認められな

い．ミトコンドリアは一般に静止状態でのCa量

はほとんどゼロであるが，カフェイン拘縮後には

かなりの量のCaを取り込み，キニーネ拘縞でも

その傾向がみられた（表1）．核やミトコンドリア

を除いた筋細胞内元素の分布は，それぞれの条件

下でも大きな変動は認められなかった．

ラットのEDL筋静止状態の元素分析の結果は

表2に示されているが，TC中のCa量は両棲類の

場合と比較すると約半量であった．他の元素では

ほとんど同じ量が結果として示された．

考　　　案

カエル骨格筋細胞では強縮10），カフェイン拘

縮13）およびキニーネ拘編で筋小胞体から60％以

上のカルシウムが遊駈された．このことは今回の

電子プローブ微量分析結果がこれまでの報告2）を

支持するものである．カルシウムが道雄すると同

時に，筋小胞体にはMgやKの取り込みがみられ

た．これは強縞や拘縮後にみられる特徴であり，

カルシウム遊馳機構が筋小胞体圧笑のチャンネルを

介して行なわれるとすれば，CaおよびMgは同

じチャンネルを介して遊敵あるいは取り込みが行

なわれるもめと考えられる．TCと同時に分析し

たI帯のCa量から，遊維したCaはトロポニンと

結合し残りの多くのCaはパルプアルブミンによ

って結合し5），カエルの場合は約1．OmMに増加す

る．次の結果からも上述したことが言える．すな

わち静止時ではⅠ帯で2．4mmole／kgdry

Weight13），4．510），3．2であるが，強編では8．7．カ

フェインでは5．7，キニーネ拘縞では7．3の結果か

ら考察されるものである．Mg量の回復過程では

強縮後300秒で静止時にもどるが，Ca量は0．6秒後

で70％程度，2．3秒後で80％以上復帰することが

TCの分析で報告されている川．しかしカフェイ

ン拘縮後，キニーネ拘縮後の時間的経過について

－290－



図2　凍結超薄無染色標本の電子顕微鏡，静止状態（A），5mMカフェイン拘縮1分

後（B）．倍率A：6，200×，B：7，700×
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図3　筋小胞体（1，2）およびミトコンドリア（3，4）から得られる各元素のスペク

トルイ象．静止状態（1，3）および5mMカフェイン拘縮1分後（2，4）．

は，いまだ報告されていない．

ミトコンドリアのCa取り込みは，強縮10）や疲

労した筋4）ではみられなかったが，カフェイン拘

縞ではみられた．さらに損傷された細胞では多量

のCaの取り込みが報告されている10）．．呪在のと

ころその機構は不明である．

晴乳類の筋小胞体はカエルに比較して約半員で

あったが，分析時の条件でゼーム（電子線の）の

直径がその結果に大きく影響する．EDLのTC

は，凍結切片標本中その直径は小さく，ビームを

その直径まで絞る必要がある．周囲に電子線が照

射あるいは反射されるときには正しいTC中のイ

オン分布を得ることはできない．TCはA－Ⅰ帯に

存在し，その直径も小さく容積も少ないことから

今後の分析では注意を要する．今回得られたTC

中のCa量が妥当なものとすると，TCの数はカエ
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表1　THE ELEMENTAL COMPOSITION OF FROG SEMITENDINOUS MUS＿
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1）‥YosbiokaandSomlyo・J・CellBlolり盟：558－568，198も．

2）：So血1yo，A・Ⅴ・・Gonza1ez－Serratos・Shum叫MeClellan・mdSomlyo，A・P・J・CellBlol・，盟＝577－591－，1981．
3）：Yoshioka md Somlyo．Unpubllsbed results．
Lg－Cyt：hrge Cytoplasm｝　Mt：Mitochondria，TC；Terminal Cisternae

表2　ELEMENTAL COMPOSITION OF RAT EDL MUSCLE AT REST

（Mean±S．D．mM／kg dry weight）

、n　　　　Ⅳa Mg p S CI K Ca

k一身t　　　　　　も　　叫＋66　　　5l＋9　　　む62＋k2　　355＋29　　73＋31　も72＋36　　　7．0＋1．8

Ht

TC

ん　　55＋61　　37土15　　393＋66　　393＋h7　　55＋19　　28も＋79　　　2．2＋2．8

6　116十100　　70土7　　528＋96　　520土79　　58＋1も　686十1h8　57・0土22・l

Lg－Cyt：Large Cytop18STn，Mt．：Mitochondria，TC：Terninal Cisternae

ルより倍位あることから，全体量とすれば晴乳類

のTCもカエルのものと同程度となる．充分な分

析例が得られていないため今後の問題となろう．

壬員傷された筋肉あるいは筋ジストロフィーの筋

紳月包では，細胞全体に含まれるCa量が議論■され

ている．全体としてCa量に変化がな・いとすれば，

筋小胞体中のCa量とI帯のCa量から正常筋細

胞中のそれとを比較することは興味深い．またミ

トコンドリアは正常，静止状態ではCaを含まな

い．病的条件下ではどのような態度をとるものか

今後の問題としたい．
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52）ラット赤筋・白筋のglucoseuptakeに影響を
及ぼす諸因子

庄　司　進　一■

筋疾患の発症機序を追求する際，muSCle fiber

typeによるvulnerabilityに着眼するapproach

がある．筋のエネルギー代謝の基質の一つである

glucoseの筋細胞への取り込み（uptake）は，最

初の律速段階である．昨年度筋ジストロフィー・

モデルのマウスでextensor digitorumlongus

（EDL）のglucoseuptakeの増加，SOleus（SOL）

の減少がみられ，EDLとSOLのglucoseuptake

の大きさが逆転していることを報告した．今年度

はその原因追求の基礎として，赤筋と白筋の

glucose uptakeを左右する因子を検討した．

材料と方法

実験動物：Wistarラット（40－60g）メスを用

い，赤筋SOLと自筋EDLをtendonsと共に取り

出しstretchしてholderで固定しincubationし

た．

gJucose uptake測定：mediumは95％02－5％

CO2飽和Krebs－Henseleit bicarbonate buffer

（pH7・4）に5mMsodiumpyruvate，〔3H〕－3－0－

methylglucose（lmM，lMCi／ml），〔14C〕－SuCrOSe

（1mM，0・2FECi／ml）を含むものを基本にした．30

分のincubation後，洗浄を0℃の0．9％NaCl溶

液中で40分毎に液を換え3回行なった．腱を取り

除き，湿重量を測定し，Soluene350で可溶化，酢

酸で中和，ScintisoI Ex－Hを加え，SCintillation

COunterでradioactivityを測定した．3－0－methyl

glucose spaceとsucrose spaceの差から3－0－

methylglucose uptakeを算出した．

無酸素条件（Anoxia）はincubation medium

をN2で飽和したものを用いた．

＊信州大学第三内科

結　　　果

インシュリン：インシュリンを10－6U／mlから

10‾lU／mlまでの濃度で変化させ，EDLとSOL

のglucoseuptakeに対する影響を検討した．表1

と図1に示す如く，basalではSOLのglucose

uptakeが大で，この傾向は10－3U／mlまで続き，

10‾2U／ml以上ではEDLのglucose uptakeが逆

に大きくなっていた．これはインシュリンによる

glucose uptakeの促進がEDLでSOLより大き

いことによる．しかし10‾lU／mlのインシ．ユリン

存在下のglucoseuptakeのbasaluptakeとの差

をmaximuminSulininducedincreaseinglucose

uptakelO0％とすると，10－3U／mlのインシュリ

ン存在下では，SOLはinsulininducedincrease

inglucose uptake92％に達するのに対し，EDL

では58％で10倍の濃度の10－2U／mlで90％に達し

た．

無酸素条件（Anoxia，Anaerobic condition）：

表2にそれぞれ10対の筋で行なった結果を示す．

EDLで無酸素条件でglucoseMptakeが有意な増

加を示した．

2，4－dinitrophenol：表2にそれぞれ4対の筋

で行なった結果を示す．2，4－dinitropheno15

JLMでEDL，SOL共にglucose uptakeの有意

な増加を示した．増加の割合はEDLが52％，SOL

が25％でEDLで大であった．

無酸素条件とインシュリン：表2にそれぞれ4

対の筋で行なった結果を示す．インシュリン

10‾lU／mlと10，2U／miで共に無酸素条件では

EDLとSOL共にインシュリンによるglucose

uptakeの増加は認められなかった．

CytOChaIasin B：表2にそれぞれ6対の筋で行

なった結果を示す．cytochalasin BlOFEMでは
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表l Effectofinsulinon3－0－methylglucoseuptakeinextensordigitorumlongusand

soleus muscles

工nsulln Concentratlon 3－0－methylglucose uptake

E．D．t．　　　　　　　　　　　　　　　Soleus

Control

10－6U／山

10－5

10－4

10－3

10－2

10－1

42・5±1・7a（31）

41・1±4・0（10）

41・1±2・9（10）

40．7　＋1．3

66．7　＋　3．7

80．4　＋　4．6

84・5±6・7（8）b

53・4±2・2（31）d

55・8±4・0（10）e

61・4±4・5（10）d

56．1＋　2．1

73．2　＋　6．3

69・7±5・1（12）C

74・9±7・8（8）C

a：mean±SEM，unlt＝nmOles／gwet welght／30mln at370C，3－0－methylglucose＝1d

nunberln parenthesIsIs number of muscles used

b：P＜0■001vs controII C：P＜0．01vs controII d：P＜0・001vs E・D・L・I e：P＜0・01

VS E．D．L．

f：P＜0．01betweerttwo groups，g：P＜0．025between two groups

図1　Effect ofinsulinon glucose uptake

表2　Glucoseuptakeundervarious
conditions

Condltlons Glucose uptake Tatlo

N EI）L SOL

Anaeroblc

2，4－dlnltropben01

5uh

タ

メ∩岬

10　　　　119★　　　　　　　　　107

4　　　　152★　　　　　　　　125★

4　　　　　91

Anaeroblc，工nSulln

l0－2v／山

10－1v／血

CytOCbalasln B

l（】UH

l（）quH

4　　　　1∩4

4　　　　　82

6　　　　　93

6　　　　　65★

97

N nt血ber of palrS foT neaSurement

★　P　く　0．の5
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glucose uptakeに影響ないが100JLMでSOL，

EDL共にglucose uptakeの有意な抑制が認めら

れた．cytochalasinBによるinhibitableglucose

uptakeはSOLで16．0，EDLで11．Onmoles／g

wet weight／30minとSOLで大であった．

考　　　案

今回のデータはインシュリンが無い又は低濃度

下では，SOLの3－0－methylglucoseの細胞膜を介

する運搬のCapaCityは大で，高濃度では逆に

EDLの方が大であった．赤筋と自筋のインシュリ

ン作用を比較した研究は，Goodmanらがインシ

ュリン2×10‾4U／mlでラットhindquarterを用

いたperfusion実験で2－deoxyglucose uptakeを

SOLとEDLで比較しSOLが大であったと報

告1）し，Bonenらが3×10．5U／mlから　4×

10－3U／mlの濃度下でマウスのisolatedSOLと

EDLで2－deoxyglucose uptakeを比較しこの濃

度下ではSOLが大であったと報告2〉している．こ

れら2つの報告は10‾2U／ml以下のインシュリン

濃度で，今回のデータと矛盾しない．Bonenらの

結果では3×10▼4U／mlのインシュリン濃度で2－

deoxyglucoseuptakeの最大値が両筋で認められ

た2）．しかし今回の結果は両筋とも10－1U／mlで最

大の3－0rmethylglucose uptakeが認められた．

この相異の原因は不明であるが，ラットとマウス

の種の相異や3－0－methyl　glucoseと2－deoxy－

glucoseの相異によるものである可能性も考えら

れる．

インシュリンによる最大glucose uptakeが

SOLとEDLでbasal uptakeのそれぞれ1．4と

2．0倍であった．Bonenらの報告2）ではそれぞれ

1．6と1．9倍で今回のデータと近い．Goodmanら1）

はそれぞれ6．8と5．9倍（4週令）であった．Isolat－

ed muscleとperfusionの方法の相異が種の相異

よりこのインシュリンによるmaximumglucose

uptakeの増加率に大きな影響をもつようである．

Goodmanら1）はこの率が年齢と共に低下したと

報告している．SOLに関してはさらに3つの報

告3L415）がある．いずれもisolatedmuscleでインシ

ュリンの濃度は10‾3，10－1と10－1U／mlでuptake

の増加率はそれぞれ2．3，2．9と1．8倍であり，前二

者3）4）は3－0．methylglucose，最後5）がglucoseの

uptakeを測定している．

今回のインシュリンのデータから下記の様に考

えられる．生理的又は低濃度のインシュリン存在

下では，tOnicmuscleではphasicmuscle以上に

energyが必要である．何らかの刺激でインシュ））

ン分泌冗進または外来性インジュリンの投与でイ

ンシュリン濃度が上昇すると，先づ赤筋が反応し

てglucoseuptakeの増加が飽和するのが速く，自

筋では最終的には増加率は赤筋より大で黄色対値で

も赤筋より大となる．

anaerobicconditionでglucoseuptakeが増加

したとの報告はchaudryら6）がSOLで，Morgan

ら7）がperfusedheartで報告している．しかし今

回のデータは自筋では有意な増加（＋52％）が認

められたが，赤筋では＋7％の増加で有意でなか

った．従来の報告の赤筋や心筋以上に白筋では無

酸素による嫌気解糖の増加が著明であることを今

回のデータは示している．

2，4－dinitrophenol（5JLM）でEDL及びSOL

のglucoseuptakeが有意な増加を示したが，EDL

の増加は＋52％でSOLの＋25％の2倍であった．

無酸素，2，4－dinitrophenolは共に0Xidative

phosphorylationを阻害し，ATP産生が低下す

る．ATP低下はglucoseuptakeを促進する．こ

の促進は白筋で赤筋より強く現われる．

無酸素下（Anaerobic condition）ではインシ

ュリンのglucose uptakeに対する促進効果は消

失する．Morganら7）がperfusedheartで無酸素

でinsulinのglucoseuptake促進作用が冗進した

と報告した．YuらはSOLで無酸素でⅩylose

uptakeのinsulin sensitivityが低下したと報告8）

した．今回のデータの赤筋に関してはYuらのデ

ータと一致し，Morganらの報告と合せると心筋

と骨格筋とでは無酸素下でのインシュリンの感受

性が異なる．

cytochalasin B（100JLM）はglucose uptake

をSOL，EDL両筋で抑制した．抑制の割合（46％

と35％）も絶対値（16．0対11．0）もSOLで大であ

った．これはplasma membraneのglucose car－
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riersの数がSOLで大であることを示していると

考えられる．

図2に全体のシェーマを図示した．インシュリ

ンのglucose uptake促進作用はmicrosomal

StOrageからglucose carriersをplasma mem－

braneにtranspositionすることによると考えら

れ，これにはATPが必要である．無酸素で起こる

白筋のglucoseuptakeの侃進は，glucosecarrier

の数は変らずその能率を上げるためのようである．

何故なら無酸素ではインシュリン感受性が無いこ

とから，ATP低下でmicrosomalstorageからの

glucose carrierのplasma membraneへのtrans－

positionが起こらないと考えられるからである．

結　　　論

1）赤筋と白筋でglucose uptakeに対するイ

ンシュリン感受性が異なる．インシュリン低濃度

では赤筋のglucoseuptakeが大で，高波度では白

筋が大となる．

2）無酸素，2，4－dinitrophenol等で

0Xidative phosphorylationを阻害すると白筋で

より強くglucose uptakeの促進が現われる．

3）無酸素下ではglucose uptakeに対するイ

ンシュリン感受性が消失する．

4）cytochalasinBによるglucose carrierの

阻害は赤筋で大である．

5）0Xidative phosphorylation阻害による

glucoseuptakeの促進は，plasmamembraneの

glucosecarrierの数の変化を伴なわず，その能率

を上げることによる．
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53）発育期鶏骨格筋phosphofructokinaseに関する研究

水　野　美　邦書

研究協力者

PhosphofruCtOkinase（PFK）は，解糖系の律

速段階を担う重要な酵素であり，種々の動物にお

けるその性状に関してさまざまな検索が成されて

いるが，鶏の骨格筋に関しては，現在まだ少数の

報告しかない．今回，鶏骨格筋PFKの発育期にお

ける総括性及びisozymeの変化について検討し，

さらにジストロフィー鶏における変化との比較も

行なった．筋ジストロフィー症及びその動物モデ

ルにおけるPFK値に関しては，1967年DiMauro

らl）がヒト生検筋において低下していることを報

告している他，1978年Beitnerら2）が7～8週齢

のジストロフィーマウス後肢筋においてpH8．2

での測定では正常，pH6．9では低値を報告，1981年

にはYoungら3）がジストロフィー鶏胎生期の培

養筋細胞では正常であることを，Reichmannら4）

が成熟ジストロフィーマウスの前脛骨筋では低下

していることを，1983年にはWicklerら5）が12週

齢までのジストロフィーハムスターの膵腹筋，半

腱様筋では正常であることをそれぞれ報告してい

る．聯化後のジストロフィー鶏については，検索

した範囲で報告は認められなかった．

方　　　法

対象動物はNew Hampshire系ジストロフィ

ー鶏（line413）とその対照鶏（line412）で醇化

後1日，4日，1週，2週，4週目に各3－6羽

を屠殺しその浅胸筋と排腹筋を材料として用いた．

PFKの総括性については，筋肉に10倍量の50

mM Tris－Cl buffer pH8．2elmM EDTAを加

え，DouncC型ホモジェナイザーにてホモジェナ

イズし，4℃7000g，10分遠心後の上清を用い，

＊自治医科大学神経内科

大　田　恵　子＊

Opie＆Newsholmeの方法6）を一部改変した方法

にてpH8．2の条件下で測定した．なお昨年pH7・4

KClにてホモジェナイズした浅胸筋のPFK活性

値を報告したが，この方法では抽出過程で活性が

著明に低下することが明らかとなったため，今回

はpH8．2Tris－Clbufferを用いた．蛋白はLo☆ry

ら7）の方法により測定した．

PFKのisozymeについては，Dunawayら8），

Tsaiら9）の方法を参考とし，アグロースゲル電気

泳動法にて分析した．筋肉に10倍量の50mMTris

－PO4　buffer pH8．2elOmM NaF，0・1mM

EDTAを加えてホモジュナイズし，4℃10，000g，

20分遠心後の上清を検体として用いた．100mM

Tris－PO4buffer pH8，2elOmM NaF，0・1mM

EDTA，1mM ATP，0．25mM dithiothreitolを

緩衝液とし，275V，2．5hrs通電後nitro blue

tetrazoliumを用いた酵素染色法によりbandを

描出した．

結　　　果

PFK活性の測定結果を図1，2に示す．涜胸筋

では組織1gあたりの活性は，僻化後2週目まで急

速に上昇し，2週目には1日目の10倍以上に達し

た．control，dystrophyともに同様の傾向だった

が，醇化後2週目と4週目でdystrophyのほうが

有意に低値となった．蛋白1mgあたりの比活性も

同様の傾向であったが，COntrOl，dystrophy間に

有意差は認められなかった．一方月井腹筋では，畔

化後1日目の活性は，浅胸筋より高値だったが，

その後の上昇は軽度で2週目で約2倍程度にとど

まった．control，dystrophy間には，組織1gあた

り，蛋白1mgあたりともに有意差は認められなか

った．
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図1　浅胸筋phosphofructokinase活性

mean±SE（n＝3～6）

1unit＝1分間にlJLmOleのfructose－1，6－diphosphateを生成する酵素活性

1　4　　7　　14　　　　28　　days

Units／mgprotein O一・・」〇　COntrOl

1　4　　7　　14　　　　28　　days

図2　排腹筋phosphofructokinase活性

mean±SE（n＝3－6）

1unit＝1分間に1JLmOleのfructose－1，6－diphosphateを生成する酵素活性
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図3　涜胸筋PFKisozyme patternS

数字は印字化後の日数を示す

正常及びジストロフィー鶏浅胸筋のPFK is・

OZymepatternを図3に示す．僻化後1日目と4

日目では移動度の異なる2つのbandが認められ

た．移動度の大きい方のbandは音炎く，成長ととも

に消槌し，7日目以降には認められなくなった．

このisozymepatternの経時的変化はジストロフ

ィー鶏も正常鶏と同様だった．次に正常及びジス

トロフィー鶏排腹筋のPFKisozyme patternを

図4に示す．排腹筋では膵化後1日目に浅胸筋と

同様の2つのbandが認められるが，移動度の大

きい方のbandは浅胸筋と異なり，7日目以降も

消失せず，むしろ鮮明になっていく傾向が認めら

れた．この経時的変化もジストロフィー鶏と正常

鶏で差異はなかった．

考　　　察

今回の測定により，浅胸筋のPFK総活性はジ

ストロフィー鶏において膵化後2週目と4週目で

有意に低値であることが明らかとなった．昨年ジ

ストロフィー鶏において，活性酸素関連酵素の多

くが僻化後1週以内に上昇することを報告したが，

今回のPFK値の低下はこれに比べ出現が遅く，

2次的変化であることが予想される．

PFKの骨格筋におけるisozyme patternにつ

いては，DeFariaら10）が各種の脊椎動物について

検索しており，ヒト，ラットをはじめ哺乳類の多

くでは骨格筋PFKのisozymeは1種類であり，

鳥類である鶏，ハトでは2種類認められたと報告

している．動物の年齢，骨格筋の部位については

記載されていない．鶏の浅胸筋は自筋であり，排

腹筋は混合筋であるが主として赤筋から成ること
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数字は僻化後の日数を示す

が知られており，今回示したように浅胸筋と膵腹

筋で発育期のPFKisozyme patternの経時的変

化が異なることは，筋の分化過程，赤筋，自筋の

機能や代謝の相違を考える上で興味深いことと思

われる．鶏ではまだこの方面での詳細な研究はな

く，今後さらに検討の価値ある分野と考えられる．

ま　　と　め

鶏骨格筋PFKの発育期における稔活性及びis＿

OZymeの変化について検討し，ジストロフィー鶏

における変化との比較もあわせて行なった．PFK

の総活性は，醇化後2週日まで浅胸筋では急速な，

俳腹筋では緩徐な上昇を示した．ジストロフィー

鶏における変化も同様であったが，膵化後2週目

と4週目の浅胸筋PFK値は有意に低値だった．

また発育期におけるPFKisozyme patternは浅

胸筋と俳腹筋で異なった経時的変化を示した．正

常鶏とジストロフィー鶏の問で差は認められなか

った．
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54）生体におけるクレアチンの代謝経路：人（健常並び

にDMD）及びラット腸管内容物におけるクレアチン

分解活性と菌種類

紫　芝　良　昌＊

研究協力者　　清　水　多恵子＊　門　脇　紀　子＊

三　好　和　夫＊　足　立　克　仁＝

私達は従来筋ジストロフィー症の原因をクレア

チン代謝の面から研究している1）2）．昨年度はラッ

トin vivo実験で，腹腔内に注射した標識クレア

チンから尿中に標識尿素が生ずることを明らかに

した3）．今回，同様にしてサルコシンが生ずること

を示し，またこのような分解活性の一部を説明す

る腸管内容物の活性と原因と思われる菌の種類に

ついて検索した結果を述べる．

材料と方法

Ⅰ．in vivo実験

ラットを用い，皮下に放射活性クレアチンを注

射して，尿中に排出される放射活性のクレアチン

とサルコシンを測定した．ラットはウィスター系

オス約200gで通常飼育（オリエンタル酵母社製通

常飼料）にて飼育した．放射性クレアチンは14C－

1－クレアチン（New England Nuclear社製）20

JLCi／mgをラットの皮下に注射した．注射後，代謝

ケージで採取した尿（一部は屠殺して採取した尿）

を妻戸過し，その20mlをHPLC（エルマー光学

HPLC8710）で分画し，各分画中の14C放射活性を

液体シンチレーションカウンターで測定した．

HPLCの条件はNucleosillOSAを8mmX30cm

のカラムに充填し，bufferO．01MKH2PO4H3PO4

pH3．7をmobilephaseとして用い，25℃column

pressure40kg／cm22ml／minで分画した．

14CTクレアチンの分解のpositive controlとし

てpseudomonascreatinase（東洋紡研究所製4））

＊沖中吉己念成人病院研究所

＊＊徳島大学医学部第一内科

を使用した．

II．in vitro実験

ラット腸管内容物のクレアチン分解活性を調べ

るに際しては，ラットをエーテル麻酔下に開腹し

結腸を買出し，その内容物を採取した．内容物は

直ちに計量した後，50mMリ　ン酸緩衝液

（pH7．2）を加え，ホモジナイズし，5％，10％溶

液とした．これに0．5JLCi／mlの14C－（amidine

labeled）クレアチンを加え，3時間37℃にてイン

キュベートした．インキュベート終了後，トリタ

ロル酢酸（TCA）を最終濃度5％になるように

加え，遠沈し，上清を分艶し，1NNaOHで溶液

を中和した後0．45mノJのフィルターで炉過し

HPLCで分画した．

腸管内容物の一部はtripticase soy agar培地

にて培養し，E coli，pSeudomonas aeruginosa，

proteus vulgarisを分散した．このう　ち

pseudomonas aeruginosaについては培地から菌

をかき取り，約10mgを50mMリン酸緩衝液に加

え，14C一（amidinelabeled）クレアチン0．5JLCi／ml

を加えて37℃3時間インキュベートし，前述のよ

うに処理してHPLCで解析した．また別に採取し

た菌をDME培養液に1mg／mlのクレアチンを加

えた音容液中に加え，16時間37℃でインキュベート

し，14C－クレアチン0．5〝Ciを加えて更に3時間イ

ンキュベートした後，前述のように処理して

HPLCにて解析した．

健常人の糞便及びDMD患者の糞便もラット腸

管内容物と同様の方法でクレアチン分解活性につ

いて調べた．腸管内容物の採取は，健常人は30歳

ー305－



男性の検診に提出された優を，DMD患者につい

ては入院中の検便に用いられた便の一部を使用し

た．

成　　　績

（1）14C－（sarcosinelabeled）クレアチンを用

いたin vivo実験

通常飼育ラットに14C－1－クレアチン20／JCiを

皮下注射し，24時間後に屠殺し，勝胱内尿を採取

してHPLCで検索した成績を図1に示す．

図1の下段は注射した14C－1－サルコシンのも

のを示した．基準物質では放射活性の99％以上の

ものはクレアチンであり，残りの0．4％がureaそ

の他の不純物と考えられた．中段は14C－1－クレア

チン約4000cpmをpseudomonas creatinase

（0．0625unit）と37℃1時間phosphate buffer中

でインキュベートした場合の成績である．14C一ク

レアチン92．7％及びサルコシン7．3％のピークが

認められる．図1の上段は14C－1－クレアチン注射

ラットの尿の成績である．クレアチン及びサルコ

シンに一致したぎ舌性ピークは，尿中の総括性に対

してクレアチン74．3％，サルコシン6．13％であっ

た．図2は昨年報告した14C－（amidine）－Creatine

からの14C－urea産生を参考のために記したもの

である．

（2）腸管内容物のクレアチン分解活性

a）ラット腸管内容物のクレアチン分解活性

（14CL（amidinelabeled））クレアチンを用いた

ureaの塵生）　を　図　3　に示す．下段は

pseudomonas creatinaseによるクレアチン分解

の結果であり，クレアチン，ureaの放射活性がそ

れぞれ92％，5．5％にみられる．

上段は腸管内容物5％ホモジネートを用いた成

績であり，放射活性の11．3％がureaの位置に認

められた．中段は10％ホモジネートを用いたもの

で放射活性の52．3％がureaの位置に認められた．

b）ラ　ット　腸管内容物よ　り　分散した

pseudomonas aeruginosaのクレアチン分解活性

を図4に示す．

上段はTripticase soy agar培地から得た菌を

直ちに14C一クレアチンと3時間インキュベート

したものである．14C，ureaが1．9％（50JLgのクレ

アテンから1JJg）産生された．

中段は培地にクレアチン1mg／mlを加え，16時

間インキュベートした後の菌についての同様の成

績である．図にみるごとく14C－ureaの産生が2．9

％に認められた．この％は，培地のクレアチン量

1mg／mlに対するもので，上のクレアチンを加え

ない場合に比して約30倍とはるかに多量のurea

の産生をみたことになる．

C）健常人の糞便中のクレアチン分解活性につ

いての成績を図5に示す．

ラットと同様に人腸管内容物の5％，10％ホモ

ジネートを14C－クレアチンとインキュベートす

ると，14C－ureaがそれぞれ41．2％，56．3％産生さ

れた．産生量は10％ホモジネートの方が若干多い．

d）筋ジストロフィー症患者（DMD）の糞便

中のクレアチン分解活性を図6に示す．

患者A，患者Bの糞便の10％ホモジネートを作

り，14C－クレアチンとインキュべ－トすると14C－

ureaが患者A（9歳男児）で14．8％，患者B（9

歳男児）で8．8％産生された．この他3例のDMD

症例について検討したが，いずれの例でもクレア

チン分解活性が認められた．

考　　　察

私達は従来，筋ジストロフィー症の成因をクレ

アチン代謝の面から追求してきた．

今回はまず，ラットin vivo実験において，昨

年度の成績，すなわちラット腹月空内に14C－

（amidinelabeled）クレアチンを注射して尿中

に14C－ureaが出現する実験を補充した．すなわ

ち，ラットに同様に14C－1－クレアチンを注射して

尿中に14C－サルコシンが産生されることを確か

めた．このことは，ラット体内に注射されたクレ

アチンはCreatinaseによってureaとサルコシン

に分解されることを示している．クレアチンのこ

の分解活性は，一部がラット体内の機構に基因す

ることが推定される■が，多くの部分が腸内細菌叢

によるであろうことは前回3）も述べた．

今回の実験では次いで，ラットさらに人の腸管

内容物について直接にこの活性を調べ，ラット，

人ともに腸管内容物に強いクレアチン分解活性の
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あること（10％ホモジネート使用で捻活性の50％

のurea産生）が認められた．通常飼育の動物や健

常人の腸管内容物にクレアチン分解活性を証明し

た成績は文献にはみあたらない．

本実験ではさらにラット腸管内容物から菌培養

分艶を行いpseudomonasaeruginosaの培養液に

クレアチンを分解する活性が認められることを示

した．活性は，培地のクレアチンが微量であると

きは少なく，クレアチン添加によって明らかに増

大した．すなわちクレアチンによって分解活性が

誘導されるが，誘導がpartialであるかtotalであ

るかについては，動物や人の体細胞の場合とも関

連して興味深く，追求したい．文献的には古く人

尿中より分散したpseudomonas aeruginosaが

atypicalに変異し，partially adaptiveに

Creatinaseを産生した報告がある5）．しかし，生体

における代謝面についてはふれられていない．

尚，腸管内容物のクレアチン分解活性について，

本実験では，DMD症例では健常人に比してはる

かに低い成績をえたが，摂取栄養など条件を検討

してその意味を明らかにしたい．人とくにDMD

におけるクレアチン代謝の論議には，生体自体と，

これと緊密に共生してみられる腸内菌類による代

謝を総合的に考慮に入れる要のあることが痛感さ

れる．
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55）糖原病Ⅶ型における高尿酸血症の成因

一筋運動による尿酸産生の冗進－

垂　井　清一郎■

研究協力者　　嶺　尾　郁　夫■　河　野　典　夫＊　原　　　尚　子＊

川　知　雅　典■　山　田　祐　也●　清　水　孝　郎＊

は　じ　め　に

最近，糖原病ⅥI型（筋ホスホフルクトキナーゼ

欠損症）に，高率に高尿酸血症や痛風の合併する

ことが明らかになり注目を集めている1‾3）．ところ

が，一般に高尿酸血症の成因については，これま

で専ら肝におけるプリン体のde．novoの合成機

構や，腎における尿酸輸送機構に関する研究がな

されているのみで，筋型酵素の欠損症で肝・腎に

異常のない本症に4・5），高尿酸血症が合併する機構

は全く不明であった．私共は；部分的阻血下前腕

運動試験において，患者骨格筋では筋運動によっ

てプリン体の異化が著しく冗進することを見出し，

これがⅥⅠ型に合併する高尿酸血症の成因をなすと

考えた1・6‾8）．本研究では，筋原性高尿酸血症とも称

すべき新しい病態概念を確立する目的で，梼原病

Ⅵt型患者の尿酸代謝に対する筋運動および身体安

静の影響について分析した．

方　　　法

患者：高尿酸血症を示す43歳男性糖尿病Ⅵl型患

者を対象とした．なお，本症例の兄（ⅥⅠ型患者）

も高尿酸血症を呈している1・3・9）．

自転車エルゴメーター運動：2時間の安静臥床

後，自転車エルゴメーターを用いて，脚運動を行

った．一般に，糖原病ⅥⅠ型患者の運動持続能は著

しく障害され，また過度の運動負荷はミオグロビ

ン尿により腎不全を招くおそれもあるため10），運

動負荷量は図1の如く極めて軽いものから段階的

に増量して行き，且つ適当な休息を取りながら実

＊大阪大学第二内科
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図1　自転車エルゴメーター運動の負荷量．

施した（2時間で延40分間の脚運動）．運動後は再

び2時間安静臥床とした．この間，経時的に採尿

および前腕部から採血を行った．

ベッド安静：前Hまで通常の日常生活を過ごし

た後，当日入院してからは，食事や洗面の他はベ

ッド上で2日間安静を保たせ，経時的に採尿・採

血を行った．

測定：尿および採血後直ちに分離した血葦を，

測定まで－80℃で凍結保有した．既に報告した方

法に従いlI，尿酸は酵素法で，イノンンとヒポキサ

ンチンは過塩素酸処理抽出液をHPLC法で測定

した．クレアチニンの測定は，自動分析装置を用

いてJaf托法で㌧行った．
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結　　　果

自転車エルゴメーター運動：血菜イノンンとヒ

ポキサンチンは，運動直後に著明に上昇した．そ

の後安静により比較的速やかに低下して行き，運

動終了後120分には，ほぼ前値に復した（図2）．

一方，血渠尿酸は，前値10．6mg／dlに対し，運動

後も次第に上昇を続け，運動終了後60分に頂値

14．6mg／dlに達した．運動終了後120分にも，依然

高値（14．5mg／dl）を持続した（図2）．エルゴメ

ーター運動前，運動中，運動後（各々2時間）に

採取した尿中の尿酸排泄量を，表1に示した．運

動前に比べ，運動中の尿酸排泄は軽度増加し，運

動後には約2倍に増加した．

ベッド安静（図3）：外来来院時，血黛および尿

中のヒポキサンチンや尿酸は，著明な高値を示し

た．イノシンは，血策レベルは正常であったが，

来院時の尿中では高値であった．ベッド安静後，

血菜ヒポキサンチンは比較的速かに低下し，3時
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図3　ベッド安静によるⅥl型患者の血環

（△－一也）および尿中（［＝≡≡ヨ）イノシン，

ヒポキサンチン，尿酸値の変動．
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図2　筋運動による血環イノンン，ヒポキサンチン，尿酸値の変動．

●－●：糖原病ⅥⅠ型患者

囚：健常者（平均±SE，n＝4）
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表1　筋運動によるⅥⅠ型患者の尿中尿酸排泄量の変動．

Uric Acid／Creatinine（mg／mg）

before ex．

Patient

COntrOIs（n＝4）

mean

SD

0．81

during ex．

0．91

after ex．

1．57

0．49

0．09

間後には正常化した．一方，血柴尿酸値も，緩徐

であるが，安静により著明に低下し，18．6mg／dl

から48時間後には10．6mg／dlに至った．これら血

菜中の各メタポライトの変動にほぼ平行して，尿

中のメタポライトも，それぞれ安静により減少し

た．24時間の総尿中尿酸排泄は，ベッド安静初日

には1054mg／day，2日目には625mg／dayであっ

た．

考　　　察

糖原病ⅥⅠ型に合併する高尿酸血症は，筋運動時

に骨格筋でのプリン体の異化が冗進することによ

って発現すると，私共は推察した（筋原性高尿酸

血症）．本研究は，この仮説の正当性をさらに強く

裏づけるものである．

部分的阻血下前臨運動試験において，運動筋局

所の血液循環系である肘静脈血中で，イノシンや

ヒポキサンチン濃度が著増することを既に報告し

た1・6－8Jl）．本研究では，これらのメタポライトが，

全身循環系の血中においても，筋運動後に著明に

増加することを明らかにした．これは，糖原病ⅤIl

型患者の運動筋での70リン体異化が，量的に極め

て著しいことを示している．骨格筋においては，

キサンナンオキンダーゼ活性が非常に低いため，

ヒポキサンチンがプリン体異化代謝における終末

代謝物と考えられる．事実，部分的阻血下前腕運

動試験では，肘静脈血中の尿酸値は，ⅥⅠ型患者で

も，ほとんど変化しなかった1・6－8）．ところが，エル

ゴメーター運動後の全身循環系の血中では，尿酸

値が著しく増加した．しかも，この尿酸上昇は，

増加したイノンンやヒポキサンチンが運動後の回

復期に低下するのと，時間的に一致している．ま

た，運動中の尿への尿酸排泄は低下することなく，

運動後に増加した．したがって，ⅥⅠ型患者の血葦

尿酸の上昇は，運動筋から血中へ放出された多量

のイノシンやヒポキサンチンが尿酸に合成された

結果と思われる．血奨中のヒポキサンチンは肝に

速かに取り込まれることから，主として肝におい

て尿酸に代謝されるものと考えられる．

運動筋におけるプリン体の異化冗進に起因して，

高尿酸血症が発現するという仮説が正しいとすれ

ば，筋運動を制限することによって，逆に尿酸値

は低下するはずである．そこで，本研究では長時

間の身体安静の効果を検討した．入院時には，尿

酸値と共に，血中あるいは尿中のヒポキサンチン

やイノシンの著しい高イ直が認められた．これは，

当科来院までの道程において要した身体運動に基

づくものと思われる．つまり，糖原病ⅥⅠ型患者で

は，日常生活における通常の身体活動時にも，筋

のプリン体異化が克進し，したがって高尿酸血症

を招来し得ることを示唆している．さて，血柴尿

酸値は，予想通り，ベッド安静により著明に低下

し，これに伴って尿中への尿酸排泄も減少した．

これは，冗進していた尿酸合成が安静によって正

常化するためと考えられる．

以上，本研究では，糖尿病ⅥⅠ型患者の尿酸代謝

が筋運動と密接に関連して変動することを明らか

にし，本症の高尿酸血症が筋原性機序に基づくこ
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とを証明した．また，前年度の成績と合わせ11），二

次性高尿酸血症として，新たに筋原性高尿酸血症

と称すべき病態の存在することを示した．

結　　　語

高尿酸血症を合併する糖原病ⅥⅠ型患者を対象に，

筋運動および身体安静による尿酸代謝の変動を分

析した．

軽い負荷量の自転革エルゴメーター運動後，患

者の血栄イノシンやヒポキサンチンは著増し，こ

れに引き続き血菜尿酸値も増加した．尿中への尿

酸排泄は，運動中に低下することなく，運動後に

増加した．

外来来院時，患者の血渠ヒポキサンチンや尿酸

は著しい高値を呈したが，ベッド安静によって，

ヒポキサンチンは比較的速かに正常化し，尿酸値

も緩徐であるが著明に低下した．同様に，これら

メタポライトの尿中への排i世量も，安静により減

少した．

糖尿病ⅥⅠ型では，軽度の筋運動によっても，イ

ノシンやヒポキサンチンが筋から血中へ多量に放

出される結果，尿酸産生が元進し，高尿酸血症が

発現すると考えられる．

文　　　献

1）MineoI，Kono N，Shimizu T，Hara N，

Yamada Y，Nonaka KandTaruiS：Excess

purine degradationin exercising muscles of

patientswithglycogenstoragediseasetypes

VandVII．J．Clin．Invest．76：556－560，1985．

2）Fogelfeld L，SPrOVa－PinhasI，Meytes D：

GlycogenstoragediseasetypeVIImyopathy

（Tarui）associatedwithhemolysisandgout．

J．Neurol．232（suppl）：186，1985．

3）嶺尾郁夫，河野典夫，清水孝郎，驚見誠一，松

沢佑次，野中共平，垂井清一郎：糖原病Ⅵl型に

合併する高尿酸血症の成因一運動筋における70

リンヌクレオチドの分解冗進の関与について．

尿酸8：32－37，1984．

4）TaruiS，KonoN，NasuTandNishikawaM：

Enzymatic basis for the coexistence of

myopathyandhemolyticdiseaseininherited

muscle phosphofructokinase deficiency．

Biochem・Biophys・Res・Commun．34：77－83，

1969．

5）ShimizuT，KonoN，MineoI，SumiS，Nonaka

K and Tarui S：Kinetic properties of

erythrocyte phosphofructokinasein patients

WithtypeVIIglycogenosisfromtwofamilies．

Closesimi1aritytolivertypephosphofructo－

kinase・J・Inher．Metab．Dis．7：107－111，1984．

6）MineoI，KonoN，ShimizuT，SumiS，Hara

N，YamadaY，TakahashiM，NonakaKand

TaruiS：Acceleratedmusclepurinedegrada－

tionin muscular glycogenoses．A path－

OgeneSis of hyperuricemia in muscle

phosphofruCtOkinase deficiency．J．Neurol．

（suppl）232：44，1985．

7）Kono N，MineoI，Shimizu T，Hara N，

Yamada Y，Nonaka K and Tarui S：In・

CreaSed plasma uric acid after exercisein

muscle phosphofructokinase deficiency．

Neurology36：106，108，1986．

8）嶺尾郁夫，河野典夫，清水孝郎，鷲見誠一，原

尚子，山田祐也，野中共平，垂井清一郎：糖原

病Ⅵl型における高尿酸血症の成因一筋プリンヌ

クレオチドの異化冗進一について．尿酸8：131

－135，1984．

9）TaruiS，OkunoG，IkuraY，TanakaT，Suda

M and Nishikawa M：Phosphofructokinase

deficiencyinskeletalmuscle，Anewtypeof

glycogenosis．Biochem．Biophys．Res．Com－

mun．19：517－522，1965．

10）嶺尾郁夫，垂井清一郎：糖尿病Ⅴ型（McArdle

病）とVll型（Tarui病）．内科セミナー，永井書

店，分子病ⅠⅠ：pp185－202，1982．

11）垂井清一郎：筋糖原病の病態分析一糖原病Ⅵ1型

における高尿酸血症の成因．筋ジストロフィー

症の発症機序に関する臨床的研究（杉田珪）．昭

和59年度研究報告書：pp226－229，1984．

－314－



56）収縮の燐核磁気共鳴による研究

山　田　和　広＊

研究協力者　　米　谷　快男児＊　田之倉　　　優●

北　野　敬　明＊　河　野　義　久＊

筋肉の収縮は，ミオシンフィラメントとアクチ

ンフィラメントが互いに滑りこむことによって生

じる．この過程はATPの分解を伴っている．すな

わちATPの化学エネルギーが力学的エネルギー

に転換される．しかし，ATPの分解は，クレアチ

ンキナーゼ反応のために，実際にはクレアチン燐

酸PCrの分解として観測される．クレアチン燐酸

の分解は，それと化学量論的に等しい無機燐酸

（Pl）の遊離を伴うと信じられてきた．上にのべた

ような理由から，筋収縮におけるエネルギー変換

過程の研究には，力学的エネルギーの産生と，化

学的エネルギー利用との対応を調べることが必要

となる．化学分析法による，化学的エネルギーの

利用の測定は，この方法が破壊的であるために多

くの困難を伴う．とくに，化学的エネルギーの利

用の経時的変化を知るためには，燐核磁気共鳴

（31P NMR）のような非破壊的方法を用いること

は大変有利である．

我々は，これまでに，多数の筋組織を用いて燐

NMRの感度を向上させ，収縮に伴うクレアチン

燐酸および無機燐酸レベルの変化の高時間分解能

測定を行った．その結果，低温における収縮の弛

緩の直後には遊放した無機燐酸に十分見合う量の

クレアチン燐酸が分解されていないこと，および

それに引続く回復過程において，クレアチン燐酸

の分解（したがってATPの分解）がPIの遊経

を伴わないで進行する事実を見出した1）．

これまでに得られた以上のような結果は，収縮

の弛緩の直後において認められるクレアチン燐酸

の分解よりも余計に遊乾されるPlの部分，すなわ

＊大分医科大学

ち収縮後のクレアチン燐酸の分解（post－

COntraCtile PCr utilization）は，収縮タンパク

であるアクチンとミオシンの間の反応に由来する

という可能性を示していた．その理由は，1）収

縮後のクレアチン燐酸の分解量は収縮の持続によ

らずほぼ一定であること1），2）その量は筋のミ

オシン含量に近い（筋組織のグラム重量当り0．28

JLmO12））こと，および3）ATPase反応中間体

（ミオシンの場合はアクチンーミオシン・ADP・

P複合体）から先ずPlが遊乾され，引き続いて

ADPが遊離されるという性質は，アクトミオシン

ATPaseに特徴的であることによる．

1．筋収縮の燐核磁気共鳴による研究方法の進歩

本研究は大口径NMR試料管（外径25mm）を

用い，8匹のウシガエルから得た16の縫工筋を生

理的状態に保ち，燐NMR測定の感度の向上をは

かった．酸素の供給および温度調節のために，約

60ml／minの速度でリンガー液による濯流を行っ

た．NMR装置はブルーカWM200wbを用いた．

電流刺激によって筋（合計約10g）は約5kgの張力

を生じた．測定は4秒おきに行い，4および16回

の測定結果を加算して得たスペクトルについて，

計測を行った．したがって測定の時間分解能はそ

れぞれ16秒および64秒である．また必要に応じて

「シングルスキャン」を用いたが，この場合には

時間分解能は100ミリ秒以下である．さらに収縮を

くり返して，それぞれの収縮に同期した信号を加

算することによって，スペクトルのS／N比をさ

らに向上させることが必要であった．精度のよい

計測のためには，64回程度の収縮をく　り返すこと

が必要であった．一方NMR測定における誤差の
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最大の原因は「飽和」によって生じる．NMR測定

を2秒程度の間隔でく　り返すとき，それぞれの分

子種によって生じるピークの面積はかなり減少す

る．この「飽和」による効果は補正が可能である

が，このためには測定のく　り返し時間を厳密に制

御しなければならない．

2．高速燐NMRによる収縮におけるエネルギー

利用の動態

クレアチン燐酸の収縮後分解．図l aは，4℃

における2秒間の強縮刺激による収縮の弛緩後の，

回復過程における無機燐酸（Pi）およびクレアチ

ン燐酸（PCr）の変化の経過を，上にのべたよう

な方法を用いて，燐NMRによって測定した結果

を示したものである．測定は4秒間隔で行い，4

回の測定を加算して一つの測定単位としているの

で，最小の時間分解能は16秒となる．また40分の

間隔で16回の収縮を行わせ，収縮に同期した信号

を加算して，スペクトルのS／N比をさらに向上
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図l a．短い（持続2秒）等尺性強編によ

るPlおよびPCrの変化とその回復

時間経過（4℃）．

b．aにおけるP．とPCrの和を示す．

させた．積分によって各ピークの面積強度を求め，

「飽和」の補正を行い，次いで摘出後で刺激開始

前の静止筋に存在するクレアチン燐酸の量が筋単

位重量当り27〟mOlとして，各々の燐化合物の絶

対濃度を算出した．図に示しているように，収縮

による無機燐酸（Pi）の増大は，張力の弛緩直後

に最も大きな値を示し，以後次第に回復する．こ

の過程は一つの指数関数によって説明することが

できる．一方，収縮弛緩直後のクレアチン燐酸の

分解量は，Plの増加量を説明できるほど大きくな

い．PCr分解はこれに続く回復過程においてさら

に減少が数分間持続する．この事実は，特に低温

においては，筋の収縮弛緩後の回復過程の初期に，

収縮に利用されたATPに加えてさらにATPを

消費することを意味している．回復過程初期の数

分間をのぞく　と，PCrの回復による増大の経過

は，P．の回復過程と同じ時定数をもつ指数曲線に

よってよく説明することができる．

燐化合物の全量の変化．化学分析法と比べると

き，燐NMR法では水i容液相においてかなり自由

な燐化合物のみを計測している．短い収縮によっ

て実際に変化する燐化合物はPlとPCrのみであ

るから，燐化合物全量はPl＋PCrと考えてよい．

上にのべた結果を燐化合物の全量として示すとき，

収縮弛緩後の回復過程初期においては，一時的に

燐化合物全量が増大している（図1b）．このこと

は，収縮の弛緩直後には結合燐化合物（Plであろ

う）がすでに道雄しているが，ATPの利用はこ

れにさらに遅れると考えるとよく説明することが

できる．

温度の影響．これまでにのべた収縮後のATP

利用の減少が真にアクトミオシンATPaseなど

の化学過程を反映しているならば，温度の影響を

強く受けるはずである．このような温度の影響は

実際の測定で確かめられた．すなわち，1℃におけ

る測定では収縮後のATP利用の相はかなり遷延

するのに対して，これとは逆に10℃においては収

縮後のATP利用の相は，この測定における時間

分解能のもとではほとんど認められなくなる．以

上の結果は，収縮後のATP利用の過程の温度依

存性を示しているとともに，このような減少が単
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なる測定システムに由来するアーティファクトで

ある可能性を否定する．

回復過程．図l aに示すように，Piの回復過程

は一つの指数曲線によって表わすことが出来る．

図には測定点に最も良く一致する指数曲線とその

時定数の値が示してある．回復過程の時定数は温

度の影響を受け，10℃の上昇によって25－30％減

少する．一方，筋組織における酸素の拡散速度は

1℃当り1％しか増加しない．このことから，こ

の実験に用いたウシガエル縫工筋について，回復

過程の速度を規定している因子は，酸素の拡散速

度だけではなく，回復過程自体の速度も加わって

いると言うことができる．

ATPの収縮後利用の相にたいする筋節長の影

響．上にのべたように，収縮後のATP利用の現象

がアクトミオシン機構によるものであるとすると，

この現象はフィラメント間の重なり，すなわち筋

の長さに依存するはずである．このことを調べる

ために，最近我々は，＿同様の方法を半腱様筋に通

用して，筋の長さの影響を調べている．半腱様筋

は，伸展性が大きいため，クロスブリッジ生成が

殆どない（張力が殆ど発生しない）長さまで＼筋を

引きのばすことができる．これまでに得られた結

果はこの現象がアクトミオシン機構すなわちクロ

スブリッジによるものであることを示している．

3．筋肉におけるエネルギー幸云換機構研究の展開

筋肉の収縮に際しては，ATPの分解によって

そのエネルギーが供給されているのだから，収縮

によるエネルギーの遊離量は，ATPの分解量と

一致していなければならない．しかし，この両者

を比較するときエネルギーの遊艶はATPの分解

量よりも大きく，エネルギー収支は成り立ってい

ない3）．短かい収縮では，収縮中にATPおよび

PCr以外の燐化合物の分解は認められていない

から，収縮によるこの余分のエネルギー産生分は，

収縮後のATPすなわちPCr分解によって相殺

されているはずである．このように，PCrの収縮

後分解は予想されることであった．しかし一方で

は，このような収縮後のPCr分解を化学的分析に

よって証明しようとする試みが，これまでにいく

つかなされているが，その結果には多くの矛盾が

みられる．本研究における燐NMR法によっては

じめて，収縮後のPCr利用相が明らかとなった．

また，燐NMR法を用いてはじめて，Piの遊経と

PCrの分解の問には時間的なずれが生じている

ことが示された．このことは，溶液中に遊離され

た自由な分子だけを測定するという，NMR法に

内在する特質あるいは利点を強く示している．そ

れでは，このようなPl遊離とPCr利用の時間的

な分散，すなわち収縮後のPCr利用が，生じるメ

カニズムはどのようなものであろうか．さきにの

べたように，弛緩直後におけるPCr分解に対応し

ないPl遊離量（この量は収縮後のPCr分解量と

一致すると考えられる）は，筋のミオシン量に一

致している．したがってそのメカニズムはアクト

ミオシンATPase反応によると考えられる．収縮

の定常状態においてミオシン分子の大部分がアク

チンーミオシンーADP複合体（A－M・ADP）で

あるとすると，この複合体はすでにP－を遊離して

いるが，弛緩に際してM・ADP複合体は，特に低

温においてはADPをゆっく　り　と遊維した後

ATPを再結合すると考えられるので，上にのべ

た実験の結果をよく説明することができる．ミオ

シンのサブフラグメント1からのADP遊離は温

度依存性が非常に大きいことが知られている4）．

4．研究の展望とジストロフィー症研究

以上のように，燐NMR法を筋収縮のメカニズ

ムの研究，とくにそのエネルギー転換機構の研究

に用いることによって，新しい研究の展開がなさ

れた．それは，従来の化学分析法にとってかわる

ものではないが，化学分析法では達成し得ないい

くつかの大変重要な特性を備えている．今後，筋

収縮において達成された方法をモデルとして，収

縮のみならず他の多くのエネルギー転換過程の研

究が，燐NMRを用いて行われることが予想され

る．

本研究で新らたに用いた，半腱様筋を対象とす

る筋チェンバーは，その刺激電極等の形態に特徴

があるため，ラット下肢のいくつかの筋の研究に

そのまま用いることが可能であると思われる．し
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たがってmdxマウス下肢筋を対象として，その

NMRスペクトルの特徴，収縮によるエネルギー

利用の動態の研究が急速に進展する段階に至った．　3）
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57）Duchenne型筋ジストロフィーの筋変性壊死機構

－Opaque線経の役割を中心に－（第2報）

荒　木　淑　郎＊

研究協力者　　内　野　　　誠＊

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の生

検筋中には壊死筋線推（necrotic muscle fiber；

NF）や再生筋線維（regeneratingmusclefiber；

RF）に混じて，いわゆる“opaquemusclefiber”

（OF）と呼ばれる筋線経が高率に認められ，DMD

筋組織所見の特徴の一つとなっている．

我々は1981年以来，このOFについて生化学的

検討を加え，DMDの筋変性壊死機構におけるOF

の病的意義について報告してきた1ト3）．今回は，

DMDの病初期より末期にいたる臨床経過で，OF

が病気の進行に伴ないいかなる出現頻度の変動を

示すのか，またOFと密接な関連を有するNFお

よびRFはいかなる経時変化を示すのかを明らか

にするため，前回の報告4）に更に症例を加え，OF・

NF・RF頻度と年齢との相関について統計学的検

討を行ったので報告する．

対象と方法

対象は前回報告した12例のDMDに更に5例を

加えた合計17例のDMD患者（年齢4～24歳）で，

2例を除いて他は全て膵腹筋にて筋生検を行った

（表1）．生検筋は液体窒素で一150℃に冷却した

イソペンタン中で凍結し，クリオスタットにて厚

さ8／Jの凍結切片を作成し，組織化学染色

（hematoxylineTeOSin，mOdified Gomori tri－

Chrome，myOSin ATPase染色など）および

acridineorange染色標本を作成した．光学顕微鏡

下に33倍の倍率で一標本あたり10－20ヶ所のブロ

ックに分けて写真撮影を行い，最終倍率200倍のカ

＊熊本大学第一内科

ラー写真を作成した．これらの写真を用いて各生

検筋中に含まれる全筋線推数に対するOF，NF，

およびRF数を数えて，それぞれの頻度を百分率

で算定した．但し，人工産物を生じやすい切片標

本の周辺部は計算から除外した．またOF・NF・

RF出現頻度とDMD患者年齢との間に一定の相

関があるか否かについて相関図を作成し，相関係

数・回帰直線を求め，t検定にて統計学的に検討

した．なおRFの検索にあたってはmyosin

ATPase染色（pHlO．4，4．6，4．3）によるtype2

C線維並びにacridine orange染色で筋線維全体

が橙色に染色される筋線経をRFの指標に用い

た5）6）．

結　　　果

DMD17例で検索した筋線維総数は13，938本

（200～1．856，文＝820）で，OF頻度は症例により

変動するが，平均8．3％に認められた．NFは平均

0．4％に認められたが，若年で高率で，年齢が長ず

るに従って減少した（表1）．RFはtype2C線維頻

度で平均10．9％，aCridineorange染色陽性（AO

positive）線維頻度で平均5．7％に認められ，

type2C線維頻度が高値を示したが，いずれも

17－18歳以降は著減しており，極めて近似した経

時的変動パターンを示した（表2）．

OF，NF，RF出現頻度とDMD患者年齢との

相関について検討するため，横軸に患者年齢，悪徒

軸にOF，NF，RFの各出現頻度をプロットして

相関図を作成すると図1，2，3のようになる．

OF頻度と年齢との相関係数はr＝－0．46で負の

相関がみられ，y＝12．90－0．34Xの回帰直線が得

られた（図1）．但しt検定では危険率10％の水準
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表1　Percentage of opaque and necrotic muscle fibersin17biopsies of Duchenne

muscular dystrophy

Case
No．
Age
（years）

Biopsied

m uscle

No． Opaque Necrotic
of　fibers fibers fibers
m easured （％） （％）

l 4 Biceps 439 45（10．3） 12（2．7）

2 7 Gastrocnem ius 1．306 129（9．9） 12（0．9）

3 12 G astrocnem ius 1．856 284（15．3） 3（0．2）

4 13 Tibialjs　ant 1．309 37（2．8） 6（0．5）

5 15 Gastrocnem ius 1．051 107（10．2） 6（0．6）

6 t5 Gastrocnem ius 1．199 153（12．8） 4（0．3）

7 16 Gastrocnem ius 666 26（3．8） 5（0．7）

8 16 Gastrocnem ius 454 6（1．3） 1（0．2）

9 17 Gastrocnem ius 603 42（7．0） 0（0 ）

10 け Gastrocnem ius t．t98 81（6．8） 0（0 ）

11 け Gastrocnem ius 957 25（2．6） 3（0．3）

12 18 G astrocnem ius 650 86（13．2） 0（0 ）

13 20 G astrocnem ius 1．025 91（8．9） 3（0．3）

14 20 Gastrocnem ius 212 柑（8．5） 0（0 ）

15 24 Gastrocnem ius 593 19（3．2） 0（0 ）

16 24 Gastrocnem ius 220 8（3．6） 0（0 ）

17 24 Gastrocnem ius 200 6（3．0） 0（0 ）

Total 13，938 1，163（8．3） 55（0．4）

では有意な相関がみられたものの，危険率5％の

水準では有意な相関は得られなかった．NF出現

頻度と患者年齢との相関係数rは－0．83で，y＝

1．93－0．09Xの回帰直線が得られた（図2）．t検

定では危険率0．1％の水準で有意な相関がみられ

た．RF頻度と年齢との相関については，type2C

線維およびacridine orange陽性線維頻度とも17

歳前後までは高率に認められ，それ以降は急速に

減少しており，相関図からは必ずしも直線的な相

関ではないように思われたが，相関係数を求めて

みると，type2C線経はr＝－0．72で2％の危険率

で有意な相関がみられ，aCridineorange陽性線経

はr＝－0．90で0．1％の危険率で有意な相関がみ

られた（図3）．
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表2　Percentage of type2C＆AO positive fibersin DMD muscles

C ase
N o．

A g e
（VearS）

A T Pase　stain A cridine O range stain

N o．of　fibers type　2C N o．of　fibers 籠 r粥 －Ye
m easured （％） m easured

2 7 1、789 133（＿7．4） 1，715 120（7．0）

3 12 1，706 279（16．4） 416 36（8．7）

5 15 281 37（13．2） 605 33（5．5）

6 15 416 36（8．7） 362 25（6．9）

9 17 － －
603 22（3．6）

10 17 470 54（11．5） 397 27（6．8）

11 17 355 40（11．3） 213 7（3．3）

12 18 147 7（4．8） 330 3（0．9）

14 20 60 0（0 ） 48 0（0 ）

16 24 83 1（1．2） 64 0（0 ）

け 24 63 0（0 ） 46 0（0 ）

To ta I 5，370 587（川．9） 4，799 273（5．7）

4　　　　　　8　　　　　12　　　　　16　　　　　　20　　　　　　24（YearS）

図l Change overtimeinthe frequency ofopaquemuscle fibersinDMD muscles
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8　　　　　12　　　　　16　　　　　　20 24（years）

図3　Change overtimeinthe frequency ofregenerating muscle fibersin DMD
muscles
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考　　　案

DMDの成因究明には，近年盛んに研究が進め

られている分子遺伝学的立場からの病的遺伝子の

単艶・構造解析7）8）とともに，病的遺伝子によって

筋線経の変性壊死が発現する一連の機構を明らか

にしていくことが必要である．我々はDMDの筋

変性壊死機構を解明していく一つの手段として，

筋変性の初期変化像か人工産物かで長く論議され

てきたOFに着目し，Singlefiberによる筋構造蛋

白の分析を続けてきた．その結果OFの一部はα－

actininおよびdesminの有意な減少など特徴的

な筋構造蛋白の変化を示すところから，“壊死前段

階”の病的筋線経が含まれている可能性が高いこ

とを報告した3）．この観点に立てば，DMD骨格筋

では正常筋線経がOFをへて，NFとなり，再生活

動によりRFが形成され，OF一→NF→RFの筋

変性・再生サイクルのもとに回転していると考え

られるので，OF，NF，およびRFは互いに密接

な関連をもって経時的に変動していることが予想

される．そこで今回DMDの病初期から末期にい

たるOF，NF，およびRFの出現頻度の経時的

変動パターン並びに年齢との相関について検討し

たが，OF・NF・RFは年齢との問にいずれも負の

相関を示し，年齢が長ずるに従って減少する傾向

を示した．ただこの中でNFとRFは特に高い負

の相関を示し，推計学的にも有意な相関を示した

が，OFは推計学的には有意な相関を示さなかっ

た．このことに関連して，Mastagliaら9）10）は3

－17歳のDMDll例について検討し，NF，RFと

も年齢が長ずるに従って減少する傾向があること

を認めており，DMDにおけるRFにはしばしば

形態異常があることを報告している．またBradT

leyら11）はpreclinical stageの2．5週から6歳の

DMD19例について検討し，Hyaline fiber（OF）

が2・5週でも高頻度に認められること，年齢ととも

にphagocytosisが増加するが，RFは次第に減少

することを述べている．今回の検索結果からは

OFとNFの経時変化が必ずしも相関していない

ようにも判断されるが，これまで明らかにした生

化学的所見lト3）とも合わせ，OFには質的に異な

る少なくとも二種顆の筋線経が含まれている可能

性があるので，今後人工産物的に出現するOFと

“壊死前段階”の病的OFを区別した上で再検討

する必要があり，今回の結果は必ずしもOF→

NF→RFの筋変性・再生サイクルを否定するも

のではないと考えられる．

一方RFも年齢との間に有意な負の相関を示し

たが，相関図からは単なる直線的な相関ではなく，

17歳前後までは比較的一定した高い出現頻度を示

し，それ以降は急速に減少するという独自の変動

パターンを示しているようにも解釈できる．この

解釈が妥当であるか否かは更に多数例での検討が

必要であるが，筋再生の反復の結果，17－18歳頃

に筋再生を疲弊させ，再生活動が急速に減衰する

何らかのCritical pointが存在するのではないか

と推定される．この点に関してWakayamaら12）

は1－17歳のDMD15例についてDMD stageで

2－3のmildないしmoderate stageの症例で

Satellite cellの数が著明に増加し，advanced

Stageでは少なくなることを述べているが，17歳

以降の症例については検索されていないため，さ

らに年長例ではsatellite cellの数が急速に減少

するか否かは不明である．またSchmalbruch13）は

2例のDMD生検筋の連続切片標本による検索で，

DMD筋には神経支配を受けていないと思われる

RFが多数存在し，そのため再生活動が不完全で

最終的には消滅することを述べている．

今回の検索でNFは年齢と共に減少し，20歳以

降は殆ど認められなくなったが，全体の筋線維数

の減少に伴う筋萎縮は確実に進行しており，DMD

において筋萎縮が進行する背景には筋線経の変

性・壊死に加えて，その他の未知の因子の関与が

示唆され，これらの点については今後更に詳細な

検討が必要であろう．

要約並びに結論

（1）4－24歳のDMD17例について，各年齢別の

Opaque線維（OF），壊死線維（NF），再生線

維（RF）の出現頻度を検索した．

（2）生検筋中のOF頻度は症例により変動するが，

平均8．3％に認められ，NFは若年で高率で，年

齢が長ずるに従って減少し，平均0．4％に認めら
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れた．RFは17歳頃までは7－16％に認められ，

それ以降は急速に減少した．

（3）OF，NF，RF頻度と年齢との相関係数は，それ

ぞれ－0．46，－0．83，および－0．90で，OFを除

いて統計学的に有意な相関（P＜0．001）を示

した．

（4）OFは統計学的には年齢との間に有意な相関を

示さなかったが，これまで明らかにした生化学

的所見とも合わせ，人工産物的OFと“壊死前段

階”の病的OFを区別して再検する必要があり，

今回の結果は必ずしもOF→NF→RFの筋変

性・再生サイクルを否定するものではないと考

えられた．
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58）Nemaline myopathyの筋構造蛋白

小　口　喜三夫＊

研究協力者　　武　田　伸　一＝　　庄

田　中　恵　子…　　宮

は　じ　め　に

Nemaline myopathyは異常構造物としてne一

maline．rodを有する一方で，組織化学的にfiber
typeの異常を呈することが知られている．

nemaline rodについては，杉田らの精力的な研

究1）があるが，fiber typeの異常については充分

明らかにされていない．我々は，電気泳動的手法

を用いて生検筋のmyosinlightchainの解析を行

なってきた2）3）．これまでuniformtypel fiberあ

るいはtypel fiber・predominanceを呈したne－

maline myopathy筋の分析では，Slow form優

位でfast formのlight chain2を欠如した特異

なmyosinlight chain構成を認め2），単一筋線経

の解析でも検索された汎ての線経で同一の構成を

認めた3）．今回は，nemalinemyopathyの家族例

を対象として，同一例の複数筋の解析をする事が

できた．一部の生検筋については，単一筋線経を

単維し，更に別の生検筋については，組織対応法

により，typel fiberとtype2fiberを分艶採取

し，それぞれ筋構造蛋白の解析を行なった．

対象と方法

nemalinemyopathy家系の同胞3例（新潟大学

症例）の計5生検筋と，別家系1例（熊本大学症

例）の1生検筋を対象とした（表）．

（1）組織化学的検索：生検筋の凍結切片につい

て，hematoxylin－eOSin染色，Gomori－trichrome

染色，NADH－TR染色，ATPase染色などを施

＊国立長野病院

＊＊信州大学第3内科

＊＊＊新潟大学脳研究所神経内科

＊＊＊＊熊本大学発達小児科

司　進　一＝　　柳　沢　信　夫＝

武　　　正H＊　　三　池　輝＿　久＝＊＊

表

CaSeS

No．　Age Sex Part Of t〉lopsy

1．

2．

3．

］14　　F blceps t〉TaChll／gastrocnemlus

t11　　H blCepS braCbll／gastrocnemlus

9　　　F gastrocnemlus

4．　彙★　1　　M blceps braChll

★Nllgata tJnlver81ty（Drs．Toyoshlma＆Tanaka）

★★RumamotoIJnlverslty（Dr．Hllke）

し，観察に供した．

（2）wholehomogenateの分析：各生検筋の凍

結切片あるいは凍結乾燥切片一枚を材料として，

0，Farrellのlysisbuffer下で充分にhomogenize

L，既に報告したマイクロ二次元電気泳動法4）を

一部改変して行なった．染色はOakleyの方法5）

を改変した銀染色法により，撮影はポラロイドシ

ステムを用いた．

（3）単一筋線経の分析：一例の凍結生検筋につ

いて，実体顕微鏡下，relaxingsolution中で，単

一筋線経を単離し，lysisbuffer下でhomogenize

後，二次元電気泳動法と銀染色法を用いて分析を

行なった．

（4）組織対応法6）による分析：一部の症例の凍

結乾燥切片について，連続した凍結切片の組織化

学的所見を対照しながら，実体顕微鏡下でtypel

fiberとtype2fiberを分放して採取し，それぞ

れlysis bufferに浸し，上記の二次元電気泳動法

と銀染色法により分析した．
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結　　　果

（1）生検筋の組織化学的所見：生検筋の組織化

学的所見は生検部位により異なる傾向があった．

症例1～3のgastrocnemiusでは，Gomorirtri－

chrome染色でみると，殆どの筋線経にnemaline

rodが認められ，NADH－TR染色では，浪染する

傾向の線経と淡染する傾向の線経が認められるも

のの，fiber typeの分別は困難であった．しかも

これらの線経はATPase染色でみると殆どが

typel fiberであった．一方，症例1～2の

bicepsbrachiiでは，Gomori－trichrome染色でみ

ると，小径の線維（平均直径30－35／J）のみに

nemaline rodが認められ，大径の線維（平均直径

60～80JL）には殆ど認められなかった．NADH－

TR染色では，小径の線経は濃染するtypel

fiber，大径の線経は淡染するtype2fiberであ

り，ATPase染色の結果も一致していた．症例4

のbiceps brachiiでは，fiber typeの分化は良好

で，typel fiberが優位を占めるfascicleとtype

2fiberが優位を占めるfascicleが認められた．

（2）生検筋の筋構造蛋白：症例1－3のgas－

trocnemiusのwhole homogenateの電気泳動で

は，図1に示すように，myOSinのlightchainに

ついては，Slow formのlight chainlと2が主

体で，fastformのlightchainlと3を混じ，fast

formの1ight chain　2を欠如した特異なhybrid

patternを呈した．その他の蛋白についてみると，

actin，trOpOmyOSinには著変なく，trOpOninCに

ついてはslow formのみが存在し，desminは増

加していた．一方，症例1～2のbiceps brachii

について電気泳動を行なうと，図2に示すように

myosinlightchainはむしろfastform優位であ

って，fastformの1ightchainl，2，3とslow

formのlight chain1，2が混在するmixed

patternを呈した．troI〇nin C　は　fast formと

slowformの両型が存在し，desminは増加してい

た．症例4のbiceps brachiiについても症例1

～2のbiceps brachiiとほぼ同じ結果を得た．

（3）単一筋線経の解析：myosinlight chainの

分析でfastform優位のmixedpatternを呈した

症例4のbicepsbrachii標本について，10本余り

図1　症例3，gaStrOCnemiusの二次元電気

泳動像．等電点電気泳動（IEF）から

SDS－PAGEへの二次元像を示す．

myosinのlight chain（LC）1，2，

3，aCtin，trOpOmyOSin（TM），

troponin C（TN－C），desminの各ス

ポットが示されている．slow form（S）

優位でfast form（f）のlight chain2

が発現していない事に注目．acrylamide

15％，銀染色（以下同じ）．

図2　症例2，biceps brachiiの二次元電気

泳動像．myosinの1ight chainはfast

form（f）優位のmixed patternで

troponinC（TN－C）もfastform（f），

slow form（S）共に存在する事に注意．

の単一筋線経を単離し解析する事ができた．個々

の筋線経のmyosinlightchainについてみると，

図3に示すように，light chainlと2について
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図3　症例4，biceps brachiiの単一筋線経

の二次元電気泳動像．myosinlightchain

についてmixed patternであるが，fast

fom（f）が優位である例（上段）と，

Slow form（S）が優位でfast formの

light chain2（fLCL2）を欠如した例
（下段）を示す．

mixed patternを示すもの，mixed patternであ

るがfast formが優位であるもの，Slow formが

優位であるものに加えて，Slow formの1ight

Chainlと2及びfastformのlightchainlが発

現し，fastformのlightchain2が欠如したpat－

ternを示すものが約30％に認められた．whole

homogenateでは，fast form優位のmixed pat－

ternを呈する筋でも，個々の筋線経のレベルで

は，fastformのlightchain2を欠如した特異な

構成の筋線経が含まれている事が明らかとなった．

（4）組織対応法による解析：組織化学的所見の

上で　fiber typeの分化が良好で　myOSinlight

Chainがfast form優位のmixed patternであっ

た症例2のbicepsbrachiiの凍結乾燥切片につい

てtypel，type2fiberを分雄採取し，二次元電

気泳動法により分析した．一枚の凍結乾燥切片か

ら各タイプ60～80個の筋線経を比較的短時間に採

取する事が可能であった．切片全体のmyosin

light chainのpatternは図4に示すように，fast

formとslow formのmixedpatternであるのに

対して，type2fiberでは，fast form優位の

mixedpatternを呈していた．一方，typel fiber

ではslowformが主体を成していた．特に40－60

個の筋線経の分析では，fast formの1ightchain

2は認められなかったが，60－80個の筋線経を分

析してみると，わずかではあるがfast formの

light chain’2が混在していた．fast formの混在

する比率から考えて，fastformのlightchain2

を欠如した線経の存在が考えられるが，typel

fiberというcategoryの中には，fast formの

light chain2を有する線経も存在する事が示さ

れた．

考　　　察

本研究では以下の3点が明らかにされた．

（1）nemaline rrn／Opathy骨格筋では，生検部位

により所見が異なっていた．gastrocnemiusでは

NADH－TR染色でfiber typeの分化が悪く

ATPase染色ではtypel fiber主体であ　り

nemaline rodが全体に散在していた．biceps

brachiiではfiber typeの分化が良好で，

nemaline rodは小径のtypel fiberに多く認め

られた．

（2）myosinlight chainのpatternをみると，

分化の悪いgastrocnemiusでは，Slow form　の

1ight chainlと2が主体で　fast form　のlight

Chain2が欠如する特異なhybridpatternを呈し，

troponinCもslowformのみが存在した．一方，

分化の良いbicepsbrachiiではfast formのlight

Chainに　slow formのlight chainが混在する

mixed patternを示し，trOpOnin Cについても

fast，Slow両型が存在していた．

（3）分化の良い骨格筋の単一筋線維及び組織対

応法による分析では，分離されたtypel fiberの

中にfast formのlight chain2を欠如した特異

な構成の筋線経が存在する事が示された．

以前から，nemaline myopathy　骨格筋は様々な
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図4　症例2，bicepsbrachiiの組織対応法によるmyosinlightchainの分析．上段に示

すwholehomogenatesが，fastform（f）とslowform（S）のmixedpatternであ

るのに対して，type2fiberはfastform（f）優位のmiXedpattern，typel fiberも

slow form（S）優位のmixed patternである事を示す．

組織化学的所見を呈する7）とされてきた．本研究

は，こうした差の少なくとも一部が生検部位によ

る事を明らかにした．ただし，骨格筋の部位と組

織所見との関連については，biceps brachiiでも

分化の悪い症例2）があり，症例による侵襲の程度

により変わり得ると考えられる．一方，nemaline

myopathyではnemaline rodの量と臨床症状と

の間には相関がない8）とされているが，今後は骨

格筋の分化状態と臨床症状との間に相関があるか

どうか検討する必要がある．

組織学的所見とmyosinlight chain及びtroT

ponin Cのpatternが一致している点は，nema－

linemyopathyの骨格筋分化を考える上で極めて

興味深い．特に筋の分化とmyosinlightchainの

patternが生検筋の部位によって異なる事から，

こうした異常は，nemaline myopathyのprimary

genetic abnormalityを直接反映しているとは言

い難い事になる．殊に筋分化の悪い組織学的所見

あるいはmyosinlight chainの特異なhybrid

patternが，筋線経の未熟性あるいは筋線経の

slowformへの変換を反映していると考えられる

事から，筋線経の分化に関連した因子に異常を生

じている事が予想される．

単一筋線維及び組織対応法による分析は，異常

を生じている因子が神経原性の因子である可能性

を示唆している．先に明らかにした2）3）分化の悪い

骨格筋の単一筋線維ばかりでなく，分化の良い骨

格筋のtypel fiberの一部にも特異なmyosin

lightchain構成が認められたからである．こうし

た特異な構成は，DMD筋やcentral core病でも

認める事がある9）とされるが，denervation筋で

多く認められる事10）が注目される．従来，

nemaline myopathyの神経系にはdenervation

に相当する所見がないとされているが，神経筋接

合部の異常を指摘した報告11）もあり，機能的な

denervationあるいは脊髄前角細胞レベルでの異
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常発火がtypel fiberの特異な構成に結び付い

ている可能性がある．筋による差は，神経庶性の

障害を前提とすると背景となる筋肉の違い，侵襲

の強弱によっても説明可能である．

今後は，nemalinemyopathyに類似した筋線維

分化の異常を来たしている実験動物及び他の先天

性ミオバナー骨格筋の分析が必要である．更に，

実験的なdenervation筋で単一筋線経の筋構造蛋

白のpatternを検討する事が重要と考えられる．

おわ　り　に

1．nemaline myopathy家系の患者の複数骨格

筋の生検標本について，組織化学的及び筋構造

蛋白の検索を行なった．

2．組織化学的所見は，生検部位により異なって

いた．NADH－TRではgastrocnemiusは分化

が悪く，biceps brachiiは良く分化していた．

3．分化の悪い骨格筋のmyosinlightchainは，

Slowform優位で，fastformのlightchain2

を欠いた特異なhybridpatternを呈し，分化の

良い骨格筋はfast form優位のmixedpattern

を示した．

4．分化の良い骨格筋の単一筋線維並びに組織対

応法による分析では，typel fiberの中に特異

なhybrid patternの線経が存在していた．
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59）ネマリンミオパテーの筋構造蛋白のモノクロナル

抗体による解析

高　年

研究協力者　　清　水

ネマリ　ン　ミ　オバナーでは特異な梓状体

（nemalinerod）の存在に加え，ミオシン分子の発

生にも異常のあることが示されてきている1）2）．私

共はネマリンミオバナーがアクチンフィラメント

のみでなく　ミオシンフィラメントにもその構成蛋

白のアイソプロテイン組成や形態形成に変化があ

るか否かを検討するためモノクロナル抗体法をつ

かってミオシンフィラメント構成蛋白特にミオシ

ンH鎖とC－蛋白の動向について実験を行なって

いる．今年度はC－蛋白に対するモノクロナル抗体

をつかった結果について報告する．

方　　　法

成人男子大腿四頭筋（剖検材料，非神経筋疾患）

より　ミオシン分画を抽出，その100JJgずつを

Balb／Cマウスに免疫．その牌臓細胞をP3NPミ

エローマ細胞とPEG4000を使い通常の方法に従

って細胞融合した．融合細胞よりミオシンまたは

C－蛋白に対する抗体産生細胞を選び，今回とくに

C－蛋白に対する抗体産生細胞株QM2－1を3回く

りかえしてクローン化し細月包系を確立した．この

抗体をつかい，間接螢光抗体法にて成人コントロ

ール，デュシャンヌ型筋ジストロフィー（3歳

男），ネマリンミオバナー（8ヶ月男）の大腿四頭

筋（生検筋）を検討した．

結　　　果

昨年度報告したトリ砂嚢アクチン（γ型）に対す

るモノクロナル抗体の中からActin2と名づけ

た抗体をネマリンミオバナーの大腿四頭筋に反応

＊東京大学医学部脳研神経内科

徹■

輝　夫＊　中　瀬　浩　史書

させると，血管壁平滑筋に強く結合し，骨格筋に

はよわく反応した．骨格筋内の染色性は一様でな

く不均一な染まり方で，ネマリン梓状体は非常に

つよく反応した．従ってアクチンの細胞内分布が

かなり不均一であることが示唆された．

QM2－1は分子量約140KdのC蛋白に対する

抗体IgGを分布していることがイムノブロット

法により明らかにされた．成人コントロールの大

腿四頭筋で組織化学的ATPase染色とこの抗体

の染色性を比較検討すると，この抗体はタイプ1，

2a，2bのいずれの線経とも反応した．タイプ1線

経はタイプ2線経より染色性がやや弱かったが2

aと2b線経はほぼ同程度の染色性であった（図

1）．3歳男性のデュシェンヌ型筋ジストロフィー

では一部の2C線経で染色性のわるいものがあっ

たが，タイプ1，2a，2b，2C線経のいずれも染色

され，2a，2b，2C線経は強く，1線推はやや弱く

染色された．これに対しネマリンミオバナーでは

13％の線経がQM2－1に対し染色されず87％の

線経はほぼ同程度に染色された（表1）．染色され

た筋線経はタイプ1と2a，2C線経であった．染色

されなかった線経は組織化学上タイプ1と2C線

経であった．タイプ2b線経は検索した領域ではほ

とんどみとめられなかった．この結果は，組織化

学的にタイプ1，2Cと分類された筋線経が各々異

なったC蛋白を含んでいることをあらわす．タイ

プ1線維292本中染色されなかった線経は46本（16

％）であり（表1，図2）タイ702C線経では50％

が染色されなかった（表1，図3）．今後さらにC

蛋白・ミオシンに対するモノクロナル抗体をふや

し検討したい．
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図1　成人コントロールの大腿四頭筋とQM2－1との染色性．左上；間接螢光抗体法．

1；タイプ1線経，2a；タイプ2a線経，

後の組織化学的ATPase染色．右上：

pH4．2の前処理後のATPase染色．

表1　NemalinemyopathyにおけるQM2－1の染色性

n QM2－1（＋）　　（－）

2

　

1

　

1

　

0

9
　
3
　
　
　
　
3

2

　

1

6
　
1
　
1
　
5

4
　
3
　
　
　
　
1

2

　

1

考　　　察

組織化学的ミオシンATPase活性は主として

ミオシンの性状により規定されると考えられてい

る．ミオシンATPase活性は基本的にはミオシン

H鎖にあるがL鎖によっても修飾をうける．従っ

2b；タイプ2b線経．左下：pH10．5で前処理

pH4．5の前処理後のATPase染色．右下；

て組織化学的ATPase活性はミオシンH鎖とL

鎖複合体を反映すると理解される．これに対しC

蛋白はミオシンフィラメント上に存在する蛋白で

あるがATPase活性，アクチン・ミオシン相互作

用には積極的な関与はないとされるものの，その

生理学的意味あいは未解決である．筋発生過程で

ミオシンH鎖は少なくともembryo，perinatal，

adultの三型が存在し，C蛋白も幼君期（心筋型）

perinatal，adultと三型がミオシンH鎖にほぼ

同期して発現されることがトリ胸筋でわかってき

ている．もしC蛋白・ミオシンH鎖などミオシン

フィラメント構成蛋白がほぼ同期して発現される

ならば，C蛋白のアイソプロテインとミオシンH

鎖のアイソプロテインは同一の型（速筋型と遅筋
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図2　ネマリンミオバナーの大腿四頭筋とQM2－1との染色性．構成は図1と同じ．矢印

はタイプ1線経を示す．

図3　図2と同一で，矢印はタイプ2C線経を示す．
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型のように）になっていると考えられる．しかし

今回の実験結果はタイプ2Cと1線経でC蛋白と

ミオシンとの間で必ずしも同期していない分布を

示した．タイ701線経は16％の線経と比較的少数

例であり，多くの線経はC蛋白とミオシンとは一

致していた．しかしタイプ2C線経はほぼ半数の

線経でC蛋白のタイプが異なると考えられる．ジ

ストロフィー患者のタイプ2C線経はほとんど均

一なC蛋白と考えられるので，ネマリンミオパテ

ーのタイプ2C線椎に特異的にみられる変化であ

る可能性がある．即ちネマリンミオパテーではミ

オシンフィラメント構成蛋白の発現に同期性が失

なわれているのではないかと考えられる．我々の

データは，ネマリンミオパテーではnemalinerod

に代表されるようにアクチンフィラメント構成蛋

白の異常のみでなく，ミオシンフィラメント側に

も発生上異常がみられるとの考えを支持するもの

である．今後この考えをさらに明確にするためミ

オシンH鎖とC蛋白の抗体をつかい検討し，フ

ィラメント構成上の異常がないかをしらべたい．
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1）武田伸一，庄司進一：Nemaline myopathyの
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九州大学医学部脳研神経内科

〒812 福岡市東区馬出3－1－1

東京都立養育院附属病院

〒173 板橋区栄町35－2

国立静岡病院

〒420 静岡市城東町24－1

教 授

教 授

肋 教 授

所 長

教 授

院 長

院 長

052－74 1－2111

0426－9 1－0011

0463－93－1121

03－588－1111

092－641－15 11

03－964－113 1

0542－45－0 101
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