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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」班が結成され，その研究活動が開始されてから本年（昭和61年）は3年日にあ

たり，今年をもって本研究班は一応の終止符を打つ事になります．その間不肖，私

が虹長として研究班のお世話をしてまいりworkshop，或いは班会議におきまして

その成果がまとめられて参りました．本年度も研究報告書を完成し得ました事は，

顧問の先生方，班眉ならびに共同研究者各位の絶大な努力に負うものであり敬意を

表したいと思います．

本年度本報告書に集録された成果はいずれも水準の高いものであり過去3年間の

成果のつみ重ねにより筋ジストロフィー症の臨床，病態に関する幾つかの核心に迫

る問題点が明らかにされつつあります．

本年度も筋ジストロフィー症の病因の解明，治療法の開発を待ちわびながら幾多

の息児の尊い生命が失われた事に対し深い哀悼の意を表しますと共に本研究班が組

織の上では終了致しますが班員個々の研究は中断する事なく続けられるべきものと

思います．

本研究班を活動の場として多くの若い研究者が本疾患研究にその情熱と意欲をか

きたてて参りました事はまことに喜ばしい事であり，来年産も引続いて新しい班組

織が実現される様に努力し，また関係各位の御援助を切に願うものであります．

本研究の推進に賜った厚生省，国立精神・神経センター，並びに日本筋ギストロ

フィー協会の深い御志力，御支援と御理解に深く感謝致します．

昭和61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61年

（最終年度）の報告書である．当研究班の研究は特定のテーマを掲げて珪眉の英智を結集

し研究の能率化と共に研究の飛躍を期待し3年間で幾つかの成果をあげる事が出来た．ま

たこれと共に本研究班の伝統である珪眉各自の独創且つ自由発想を基盤とした従来の考え

にとらわれない斬新な研究も推進して来た．筋ジストロフィー症の様な原因不明の疾患の

解決には特にこの点は尊重されねばならない．

この報告書には昭和61年12月6日出，7日（日）の両日に開催された址会議に於て報告され

た論文が収録されている．

〔研究成果の要約〕

本年度の研究発表演題は62題であり次の7つに分類される．Ⅰモデル動物・実験的ミオ

バナー5題，ⅠⅠ臨床・臨床病理12題，ⅡⅠ遺伝10題，Ⅳ再生・移植・筋生理4題，Ⅴ筋緊張

症候群3題，ⅤⅠミトコンドリアミオバナー12題，ⅥⅠ筋発育・赤血球3題，Ⅷ生化学13題で

ある．

個々の研究は特に本年が研究班の最後の年でもあり何れも今後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のトピックスについて述べる．

A．筋ジストロフィー症

欧米におけるこの方面の遺伝子工学，分子遺伝学の目ざましい進歩に伴い幾つかの

DNAプローブが本邦に於ても使用出来る態勢となり数施設でデュシャンヌ型筋ジストロ

フィー（DMD）の遺伝子診断について発表された．I）NAプローブのうち特にDr，Kunkil

より恵与をうけたpERT87－1，87－8，87－15の3つのプローブについて日本人集団における

実用性に関する検討がなされた．その結果適当な制限酵素を用いる事により日本人に於て

もキャリアー同定，出生前診断が94％において可能である事がわかった．しかし一部には

CrOSSingoverの症例もありかかるDNAプローブを用いる診断には血清CK，家系調査な

どを加味した総合判定が必要であると思われる．本邦における独自のDNAプローブの開

発が望まれる．
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B．顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー症（FSH）の病態

FSHにおいては筋生検所見の1つの特徴として壊死線椎が殆んど認められないのに細

胞浸潤が活発であり時に筋炎との異同が問題とされて来た．浸潤単核細胞subsetの解析の

結果全例に於て血管周囲性にBl）ンパ球及びhelper T細胞の集積が認められた．この現

象はDMD，筋炎では認められずFSHに於ける液性免疫機序を推定させ，DMDとは本質

的に異なった疾患である事を想定させる．本型の病態，治療法開発への新しい足がかりと

考えられる．

筋緊張性ジストロフィー症の生検筋に比較的高率にraggedredfiberが認められ，かか

る症例では組織化学的，並びに生化学的にミトコンドリア酵素活性が低下しており本症の

病因を考える上で重要な所見と考えられる．

C．関連疾患

ミトコンドリアミオバナー，乃至ミトコンドリア脳筋症は本研究班のプロジェクト研究

である．

班眉の協力を得てアンケート調査を行い100例の患者について臨床統計的検索が行われ

た．

ミトコンドリアミオバナー38例，ミトコンドリア脳筋症62例について本邦症例の臨床的

特徴，遺伝的背景，酵素異常など系統的な検討がなされた．

ミトコンドリア脳筋症特にMELASに関しては剖検材料を用い本型の特徴である

stroke－likeepisodeの発現に重要な意義を有すると思われる細・小動脈中臓平滑筋細胞の

逆性壊死とミトコンドリアの異常集積が報告された．
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多型性DNA断片（RFLP）を用いるDMDの家系分析

鈴　木　紘　一，秋　田　朗　子，大　野　茂　男
（東京都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部）

DNAの塩基配列の変異に基づく制限酵素断片の多型性（restrictionfragmentlengthpolymor－

phism，RFLP）を利用した疾病の診断がいくつかの疾患で試みられている．RFLPの検出に使うプ

ローブは，疾患の遺伝子か，又は疾患の原因となる変異部位に出来るだけ近い位置にあるDNA断片

でなければならない．LM．KunkelらはⅩp21領域の欠矢によるDMD患者のDNAを使い，欠失

部分に由来するDNA断片（pERT－87）を単維Lを1）．DMDの遺伝子はまだ同定されていないが，

このDNA断片はDMDの遺伝子領域に存在すると予想される2）．Kunkelらはこの断片から反復配

列を持つ部分を除き，ユニークな配列だけを含む断片（pERT87－1，pERT87－8，pERT87－15など）

を単馳し，これをプローブにして検出したRFLPをDMDの家系分析に用い，キャ））ヤーの検出な

どに極めて有効であるとの結果をえた3）．

RFLPの出現頻度は人種によってかなり違うので，欧米人集団では有効なプローブが日本人集団

では有効でない場合もある．我々はKunkel博士から供与を受けた3種のプローブ（pERT87－1，

－8，－15）を使い，DMDの家系分析を行い日本人集団における87系プローブの有効性を検討した．

ヘパリン血（約10ml）から調製したリンパ球から，グアニジン塩酸一塩化セシウム法でDNAを単

馳した．DNA試料（5－10JLg）を，ⅩmnI，BstNI，TaqI，BstXIなどの制限酵素で切断したのち，

アガロース電気泳動（0．7％ゲル）で分駈したDNA断片をニトロセルロース膜に転写した．ニッタ

トランスレーションで32PTラベルした“87”プローブをニトロセルロース膜上のDNA断片とハイプ

リグイズさせ（65℃1晩），0．1XSSCで55℃，50分洗浄後，オートラジオグラムを作製して結果を

検討した．

多型性DNAの出現頻度を表1にまとめた．欧米人と日本人集団ではalleleの出現頻度が著しく

違うもの（pERT87－8／BstXI，pERT87－8／TaqIなど）も見られたが，ヘテロ接合体の頻度は，ど

のプローブでも著しい人種間の差は見られなかった．

“87”プローブを使ってDMDの家系分析を行った結果，87－8／XmnIと87－15XmnI系を使って

84％の家系が，さらにこれにTaqI，BstXIで切断したDNA断片の検索を行うと日本人のDMD家

系の94％（16家系中15）でDNA診断が可能であった．現在までに分析したDMD8家系，28例の中

には“87”プローブの領域で染色体の交叉がおこった例は見られず，欧米人集団と同様，日本人集

団においても“87”プローブがDMDのキャリヤーの検出等に非常に有効であった．また，このプ

ローブでBMDの家系分析も可能で，BMDとDMDの遺伝子は互いに非常に近い位置にあること

が示唆された．
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表1“87’’プローブで検出できるalleleの出現頻度とヘテロ接合体の比率

Allele Frequency Heterozygosity，％

Probe
Restriction

Enzyme American＆

European＋

Japanese

A＆E Japanese

Expected　　　（Observed）

pERT87－1　　　ⅩmnI A．　0．66

a．　0．34

BstNI C．　0．63

C．　0．37

pERT87－8　　　　BstXI D．　0．60

d．　0．40

TaqI E．0．7l

e．　0．29

pERT87－15　　　TaqI F．0．67

f．　0．33

XmnI B．　0．68

b．　0．32
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1）Kunkel，LM et al．，Proc．Natl．Acad．Sci．USA，82：4778，1985・

2）Monaco，AP et alリNature，323：646，1986．

3）Monaco，APetal．，Nature，316：842，1985，L．M．Kunkeletal．，Nature，322：73，1986・
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FSH型筋ジストロフィー症の病因に関する一考察

杉　田　秀　夫ホ，荒　畑　喜　一＊，埜　中　征　哉＊

G冨盈芸孟三芸芸㌣≡覧児島大壷医学部第三内科

〔日　　　的〕

FSHは代表的な筋ジストロフィーの一型と考えられているが，筋病理学的特徴所見として細胞浸

潤の存在が知られている．これが本症の病因と関連したものか，単に骨格筋壊死によるepi－

phenomenonなのか，または多発性筋炎の合併と見放すべきか，未だ結論は得られていない．

われわれは今回，各種リンパ球表面マーカーによりこれらの解析を試み，FSHの病態機序につい

て若干の検討を加えたので報告する．

〔対象および方法〕

症例はFSH18例（男10，女8：10例に遺伝歴を認める）．年齢は5－62歳（平均27）．血清Ck値

470U／L（50－8000）．発病から筋生検までの期間は4カ月～29年．随伴症状にCoats’s syndrome，

小脳のう胞，脳波異常を各々1例ずつ見た．

病理学的検索には，生検筋の連続凍結切片を作製し，一般組織化学とともに，定量的免疫組織化

学法を実施した．

使用した単クローン抗体は，抗ヒト・Tll，T4，T8，B－1，Leu7，Leull，la，HLA－1，

PCA－1，およびC9などである．

〔結　　　果〕

一般病理学的所見は，表1にまとめて示す．いずれもFSHとしてcompatibleと考えられた．

リンパ球を中心とした単核細胞浸潤には症例間のバラツキがかなり存在したが，全例にこれを認

めた．とくに11例で筋線推1，000本あたり100個以上を，6例で300個以上を数えた．

他方壊死線維数は1．3±0．4（SE）と極めて小数であった．リンパ球サブセットの解析では，Tll＋

115．7±67．0（SE），M¢S27．3±9．5，B－1＋2．8±1．5，Leu7＋14．4±5．4，Lell＋1．4±0．8，T4／T8比

表1　Summary of pathological findings
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1．00±0．19であった（以上endomysium）．また，血管周囲性のB－1＋Bcellの出現率は高く23．3±

1．6％を数えた．

〔結　　　論〕

FSHにおける浸潤細胞の特徴の第1は，血管周囲性にB細胞が多数出現LDMD（B細胞は稀）

と異なる点であろう．

第2の特徴は表2に明らかな如く，FSHでは壊死筋線維数がDMDの10分の1程度であるにかか

わらず，浸潤リンパ球数がむしろ多いことである．

第3点は，多発性筋炎と異なり，FSHでは非壊死筋線維内へのリンパ球のinvasionが全く認めら

れなかったことである．

これらの事実はFSHの細胞浸潤が単に筋壊死に続発したものとか，筋炎の合併によるものでは

無いことを示唆する．

さらにB細胞とヘルパーT細胞の血管周囲への集積は，局所液性免疫反応の関与を想起せしめ

興味深い所見である．

表2　Endomysial cell counts，Frequency of necrotic muscle fibers，and Frequency

Of nonnecrotic fibersinvaded by mononuclear cells per1，000muscle fibers♯

CELL TYPE MARKER PM DMD FSH FSH●

Macrophages Ac Phos　　　　251±70　　　　38±5　　　　27±9　　　　　76±17

T cells T－11　　　　　530±140　　　　59±7　　　116±67　　　　　376±218

Nec．Fibers C9，MAC　　　9．3±4．1　　14．8±4．4　　1．3±0．5　　　　3．8±0．5

1nvaded Nonnec．Fibers ll．5±8．9　　　2．6±0．8　　　　　0　　　　　　　　0

●，FSHD with prominent ce＝ular exudate

♯，VarUeSindicate mean±SE

〔参考文献〕

1Arahata，K．and Engel，A．G．：Monoclonalantibody analysis of mononuclear cellsin

myopathies．I：Quantitation ofsubsets according to diagnosis andsite of accumulation

and demonstration and counts ofmuscle fiberinvaded by T cells．Ann Neurol，16：193

－208，1984．

2　Engel，A．G．and Arahata，K．：Mononuclear cellsin myopathies：Quantitation of

functionallydistinctsubsets，reCOgnitionofantigen－SpeCificce11－mediatedcytotoxicityin

SOme diseases，andimplications for the path0－geneSis of the differentinflammatory

myopathies．Human Pathology，17：704－721，1986．

3　Dubowitz，V．，Broke，M．H．，et al．：Muscle biopsy：A modern approach．W．C．Saunders

Co．Ltd．，London，1973．

－16－



ミトコンドリア脳筋症の臨床，病理学的検討
－MELASとMERRFの位置付け－
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渥
大

正幸，西　澤　正　豊事，田　中　恵　子＊

至＊，大　浜　栄　作約，武　田　茂　樹＊＊

司書＊，生　田　房　弘＊＊

＊新潟大学脳研究所神経内科

＊＊新潟大学脳研究所実験神経病理

ミトコンドリア脳筋症に分類される疾患群に対して生化学的分析が加えられるようになるととも

に，臨床症状と生化学的に同定される障害部位とは必ずしも一対一に対応しないことが明らかとな

ってきた．一方，臨床的に独立したsubtypeとしてMELASとMERRFが提唱されているが，文献

上は両者の特徴を合わせもつとされる症例の報告があり，分類に混乱を生じている．

最近，我々はMELAS2例，MERRFl例を剖検にて検索する機会を得たので，これらに文献

上，剖検所見の記載されたMELAS5例，MERRF4例を加えてMELAS，MERRFの臨床的，病

理学的特徴を検討し，ミトコンドリア脳筋症における両者の位置付けについて考察を加えた．

〔対　　　象〕

末尾の文献に示したMELAS7例とMERRF5例．

〔結　　　果〕

MELASとMERRFには進行性痴呆，全身性けいれん，難聴，筋萎縮，脳波異常，乳酸・ビルビ

ン酸の高値など，両者に共通して認められる所見も多いが，（1）発作性の頭痛，嘔吐，（2）何らかの脳

卒中様発作ないしCT上の低吸収減の出現，（3）大脳基底核の石灰化はMELASにのみ認められ，一

方（1）深部感覚障害，（2）Friedreich様足変形はMERRFにのみ認められた．MERRFは著明なaction

myoclonusと小脳失調を主徴としてmyoclonus epilepsyの病像を呈していたが，MELASでは

各々1例にのみ記載されていた．myoclonus発作の記載はMELASの4例にも認められた．

病理学的にはMELASでは大脳皮質を主とする多発性の軟化巣が共通して認められたが，自験2

例では直径200ノバnまでの，特にクモ膜下腔の細小動脈中膜の平滑筋細胞（外層により著明），および

内皮細胞におけるミトコンドリアの著増，および同部の平滑筋細胞の壊死からなる特徴的な血管病

変，すなわちミトコンドリア・アンギオバナーを確認した．一方MERRFでは小脳歯状核・皮質，

赤核，淡蒼球，視床下核，脊髄後索，脊髄小脳路等に系統的な変性像を認め，これらはMERRFの

剖検例に共通した所見であり，MELASにみられた著明なミトコンドリア・アンギオバナーの所見

は認められなかった．

〔考　　　察〕

今回剖検例に基づいてMELASとMERRFの特徴をまとめてみると，両者は各々ミトコンドリ

ア脳筋症に属する疾患群の中で際だった特徴を有していた．文献上両者の中間型が存在すると報告

されて分類上の混乱をきたした理由は，それらが剖検所見に基づいたものでなかったことに加えて

－17－



2つ挙げられる．第1はMELASの症例におけるmyoclonusの記載である．この点は文献上の記載

が必ずしも明確でなく，myOClonusの解釈にも問題が残るためと考えられ，今回のMELASの7例

でも4例にmyoclonus発作を認めており，単にmyoclonusのみでは両者は鑑別できなかった．しか

し，MELASでMERRFの如きmyoclonusepilepsyの病像を呈するものはなく，臨床症状の全体

像の相違は明らかであった．第2はMERRFにおける脳卒中様発作の記載であるが，この点は今回

の剖検例では確認されない．・MERRFには上述の如く系統的な変性像を認めるが，MELASにみら

れる多発性の軟化巣は認められない．一方MELASは自験2例にミトコンドリア・アンギオバナー

を共通して認め，これが軟化巣に対応するものと考えられた。MELASの症例では今後血管系の詳

細な検索が重要である。

生化学的にはMELASでは電子伝達系のCOmplexIの異常によるものとComplexIVの異常によ

るものが報告されており，我々の1例でもcomplexIの異常を確認した．一方MERRFでは母性

遺伝を示唆する家系が多く，ミトコンドリアDNAの異常が示唆されているが，生化学的異常は未だ

明らかにされていない．
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ミトコンドリア電子伝達系酵素欠損症におけるサブユニット異常

小　澤　高　将，田　中　雅　嗣，多　田　真瑳子，
鈴　木　　　寛，錦　見　盛　光

（名古屋大学医学部生化学第二講座）

ミトコンドリア・ミオバナーには，乳児期に著しい高乳酸血症や呼吸不全を釆たし死に至る重症

例，幼児期に発育遅滞，知能低下，高乳酸血症，脳卒中様発作などを呈し次第に重篤となる症例，

成人になって筋力低下を釆たし運動負荷によってのみ血中乳酸・ビルビン酸の上昇を認め症状の進

行の遅い症例など，臨床的に幅広い疾患群が含まれる．我々はミトコンドリア・ミオパテーの分子

的異常を解明するために，電子伝達系酵素の異常を検索する手法を開発し，多くの症例について分

析を行ってきた．その結果，ミトコンドリア・ミオバナーにおける電子伝達系酵素のサブユニット

欠損に特徴的な，いくつかの点が明らかになったので報告する．

〔結　　　果〕

1．乳児致死型ミトコンドリアミオバナー

臨床的ならびに組織化学的にチトクロムCオキシターゼ欠損症と診断された症例の骨格筋ミトコ

ンドリアを分析したところ，全てのチトクロムの欠損，複合体ⅠⅤのサブユニットの著しい減少に加

え，ミトコンドリアのポリペプチド組成の異常が認められた．この症例ではミトコンドリア蛋白の

異常が広範に存在することが示唆された．

2．筋型チトクロムCオキシターゼ欠損症

中枢神経系の異常を欠く複合体ⅠⅤ欠損症患者の骨格筋ミトコンドリアを分析した結果，複合体ⅠⅤ

のサブユニットのうちミトコンドリアDNAで規定されたサブユニットⅠⅠに特に著しい低下が認め

られ，さらに複合体Ⅰ，複合体ⅠⅠⅠのサブユニットの減少を伴っていることが明らかになった．

3．MELASを呈した複合体I欠損症

心不全で死亡したMELAS患者の心筋ミトコンドリアでは，複合体Iのサブユニットの全般的減

少と複合体IVのサブユニットの軽度減少が認められた．さらに，MELASを呈した別の4症例につ

いて生検骨格筋ミトコンドリアの分析を行った結果，複合体Ⅰの活性低下がサブユニット欠損の程

度に相関することが明らかになった．免疫組織学的検索により，欠損の著しい症例ほど複合体Ⅰの

免疫反応性サブユニットの異常集積した筋線維とその減少した筋線経の間の染色体の較差が大きく

なる傾向が認められた．このうちの1例の剖検組織からミトコンドリアを単艶し分析したところ，

複合体Ⅰ活性およびサブユニット量の減少程度が臓器ごとに異なっていることが明らかになった．

さらに肝臓の亜ミトコンドリア粒子を用いた，複合体Ⅰの鉄イオウ・クライスターのEPRスペクト

ル分析では，N－1とN－4クライスターの減少に比べN－2とN－3クライスターの減少がより著しいと

いう結果が得られ，複合体Ⅰ分子の統合性が失われていることが示唆された．
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〔考　　　察〕

これらの結果から，ミトコンドリア・ミオバナーにおける電子伝達系酵素サブユニット欠損の特

徴としては以下の点が指摘しうる．

a）欠損程度の多様性：酵素欠損の著しいものほど発症が早い．従って成人発症型にもおそらく

軽度の酵素欠損が存在すると推測される．

b）臓器多様性：症例ごとに酵素サブユニット欠損の臓器分布とその程度が異なる．それぞれの

臓器での酵素欠損の程度とエネルギー需要の両者がその臓器の機能に影響を与えると考えられ，こ

れがミトコンドリア・ミオバナーにおける症状の多様性の基礎となっているであろう．

C）酵素欠損の重複性：複合体ⅠⅤ欠損に複合体Ⅰサブユニットの軽度減少が伴い，逆に複合体Ⅰ

欠損に複合体ⅠⅤのサブユニットの軽度低下が伴う．また重症例では電子伝達系全般に欠損が及ぶ．

d）サブユニットの全般的減少：複合体Ⅰおよび複合体ⅠⅤの欠損症で，特定のサブユニットのみ

が単独で欠落している例はまだ兄いだされていない．減少の程度に差はあるが，ほぼ全てのサブユ

ニットの量の減少が見られる．これは，おそらく複合体の分子集合に必須な調節因子に欠陥がある

結果と考えられる．

ミトコンドリアDNAの遺伝子産物は，複合体Ⅰに7種，複合体HIに1種，複合体ⅠⅤに3種，複合

体Ⅴに2種，計13種のサブユニットとして，それぞれの酵素の中核をなしている．これまで複合体

ⅠⅤ欠損症は多くの報告があり，複合体Ⅰ欠損症も最近の診断法の進歩により報告が増加傾向にある．

複合体Ⅰと複合体ⅠⅤの異常の頻度が高く，また両者の合併欠損も見られることから，ミトーコンドリ

ア・ミオパテーの原因として，ミトコンドリアDNA自身の異常ないしはその発現過程の異常が疑わ

れる．今後，遺伝子レベルでの解明が必要であろう．
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Ⅰ．モデル動物・実験的ミオパテー



1）筋ジストロフィーマウス（MDX）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

堀

研究協力者　　杉　浦

平　林

は　じ　め　に

筋ジストロフィーの発症の本態として，筋肉自

体の異常，骨格筋の栄養神経としての自律神経の

異常，筋肉組織における血管系の異常，あるいは

それらの異常の併存が考慮されている．近年，筋

肉細胞自体に異常があるとの視点から，筋細胞膜，

筋収縮に関与する蛋白質，及び，筋細胞の細胞成

長（増殖）因子の異常について，勢力的に研究さ

れているが，未だ決定的異常をみいだすにいたっ

ていない．血管系の異常も不明である．自律神経

の異常の関与についても検討がされているが，研

究対象の生化学的解析の困難なこともあって，研

究の進展は遅々としている．自律神経の骨格筋へ

の直接支配について，長い間，論議の行なわれた

ところであるが，最近，証明された．しかし，筋

ジストロフィーの発症における自律神経の関与は

不明である．そこで，私達は，遺伝的筋ジストロ

フィーにおける発症の誘因が骨格筋の栄養神経と

しての自律神経，殊に，交感神経の異常にあるの

ではないかとの仮定にたって，筋ジストロフィー

の実験動物モテリレを使って検討してきた．研究の

視点としては，1．交感神経の興奮伝達の異常，

2．支配筋とのシナプス形成の異常，3．交感神

経細胞自身の異常の3つがあるが，私達は第3の

交感神経細胞の分化，成熟及び機能維持の過程に

視点をおき，これらの過程に関与する神経成長因

子（nervegrowthfactor，NGF）との関連におい

て検討してきた．先に，私達はニューハンプシャ

＊㈲東京都神経科学総合研究所神経生化学

＊＊筑波大学生物科学系

＊＊＊都立神経病院

眞一郎暮

弘　子＊　大　谷　幸　子＊

民　雄＝　椿　　忠　　雄＝■

一種の家鶏の交感神経節及び脊髄神経節のNGF

に対する反応性の加齢に併う変化を検討し，脊髄

神経節の反応性は正常鶏と筋ジストロフィー鶏の

間に差は認めなかったのに対し，交感神経節の反

応性は正常鶏に比べ，より早期に反応性が消失し

た1）．更に，交感神経節における蛋白質の合成能に

質的差異があることがわかった2）・3）．交感神経節に

おける蛋白質の合成能における質的差異と筋ジス

トロフィーの発症との関連は，現在検討中である

が，発症機序の全く不明な疾患の病因の本体をつ

きとめるのに，類似した臨床像を呈する異種の動

物モチリレの間での異常の共通点をさぐることも一

つの方策であると考え，今回は，筋ジストロフィ

ーの実験動物モデルの内，最近，開発されたⅩ染

色体異常劣性遺伝の遺伝様式をもつ筋ジストロフィ

ーマウス（MDX）の交感神経節における蛋白質合

成能について，家鶏の交感神経節における蛋白質

合成能との間で比較検討してみた．

実験方法

筋ジストロフィーマウス（C57BL／10ScSn－

MDX），及び正常対照マウス（C57BL／10ScSn）

は（珊実験動物中央研究所より，雌雄それぞれ2対

ずつ提供されたものを交配し使用した．生後10日

の幼若マウスの上頸神経節を摘出し，交感神経節

における蛋白質合成能の検索に用いた．蛋白質の

合成能は昨年度の報告3）と同様，〔3H〕－ロイシン

でペプチドを標識し検出したが，マウスの神経節

は家鶏に比し，小さいことから，〔4，5－3H〕－ロ

イシン（5mci／ml）の添加量を300JLIBGJb倍養

液に対し，20〝1に増やし，培養時間も20時間とし
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た．他の条件は家鶏の場合と同様である．〔3H〕一

ロイシンで標識されたペプチドの分艶及び検出は

昨年報告したと同様に，5M尿素含溶解液で可溶

化し．二次元電気泳動法によって分乾した後，オ

ートラジオグラフィーによって生合成された個々

のペプチドの位置をⅩ線フイルム上に検出し，差

異について検討した．今回はオートテジオグラフィ

ーを行うときのⅩ線フイルムへの露出時間を選

ぶことにより，個々のスポットの位置を詳細に検

討した．即ち，標識が強いためスポット同士が重

合し見分けられないものについては，露出時間を

短縮することにより，個々のスポットとして検出

出来る．又，標識が弱いため，検出されにくいス

ポットは露出時間を長くすることにより検出する

ことが出来る．このようにオートラジオグラフィ

ーの時の露出時間を1日から30日間の間で，変え

て得た数枚のⅩ線フイルム上のスポットを同一画

面に写し取ることにより，個々のスポットの等電

点と分子量の差異がより詳細に検討することが可

能となった．なお，近似した位置のスポットの差

異については，比較したい試料の混和物を，二次

元電気泳動し，その上で，同一の位置にくるのか，

あるいは分維するのかを観察することによって判

定した．

結果及び考察

家鶏（鰐化後26日齢）の交感神経節の蛋白質合

成能

聯化後26日齢の家鶏の交感神経節における蛋白

質の合成能について．個々のスポットを写し取り，

詳細に検討したところ，正常鶏で出現し，筋ジス

トロフィー鶏で出現しないスポットが少なくとも5

個，筋ジストロフィー鶏で出現し，正常鶏で出現

しないスポットが2個，アルカリ性領域で新たに

兄い出された（図1）．家鶏の交感神経節での蛋白

質合成能のこの様な差異は，核蛋白の多くが塩基

性蛋白であることと考え合わせるならば，遺伝子

情報発現の段階での異常を考える上で興味ある変

化と思われる．

マウス（生後10日齢）の交感神経節の蛋白質合

成能

図2は生後10日齢マウスの交感神経節で生合成

された蛋白質をオートラジオグラフィーで観察し

た際の全体像である．正常マウスの交感神経節に

おける蛋白質合成能（図2A）と，MDX－マウス

の交感神経節における蛋白質合成能（図2B）と

は，質的によく似ている．更に，その類似性を詳

細に検討するため，個々のスポットの位置を写し

取ったところ，正常マウスの交感神経節では448個

のスポット（図3A）が，MDX－マウスの交感神

経節では461個のスポット（図3B）が確認され

た．その内，正常マウスに出現し，MDX－マウス

には出現しなかったスポットが3個，MDX－マウ

スに出現し，正常マウスには出現しなかったスポ

ットが16個認められたが，これらの内，差異の確

認されているのは図3の中に矢印で示したスポッ

トで，アルカリ性領域で2個，中性領域で3個の

みであった．他の14個のスポットについては極め

て弱く標識されたペプチドであるため，差異の有

無の判定が困艶であった．MDX－マウスの場合，

生後10日前後に発症するが，この時期の交感神経

節における遺伝子情報の出現には，正常マウスと

の間に，顕著な差異のないことを示唆している．

家鶏の交感神経節では発症前の解化直後で既に

蛋白質合成能の差異が出現し，H齢を経るにつれ，

差異のあるペプチドの数が増えていった3）が，

MDX－マウスの場合では，筋ジストロフィーを発

症する前後の生後10日においても，差異のあるペ

プチドは存在したものの，家鶏の場合に比べ著し

く少数であった．つまり，交感神経節での遺伝子

情報発現の差異は，家鶏の場合に比べ，MDX－マ

ウスの場合は少ないことを示唆している．このこ

とは1つの可能性として筋ジストロフィー鶏と，

MDX一マウスとの間の遺伝子の異常の違いを反

映しているのであろう．

蛋白質合成能は遺伝子情報発現の結果を示して

いる．合成能の差異をもったペプチドの内に，生

理的役割の類似したペプチドを，類似の臨床像を

呈する異種の動物の間で検出することにより，筋

ジストロフィーを発症する動物の遺伝子上の異常

が1ヶ所とは限らないとしても，筋ジストロフィ

ーの発症に直接的に関与する異常を見つけ出すこ
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図1　醇化後の26El齢家鶏の交感神経節における蛋白質合成能．〔3H〕－ロイシンで標識し

たペプチドを二次元電気泳動によって分牡し，オートラジオグラフィーでⅩ線フイ

ルム上に検出した全体像の一部の領域のスポットについて，オートラジオグラフィ

ーの時のⅩ線フイルムへの露出時間をl EIから30日の間で変え，それぞれの露出時

間で検出されたスポットを同一画面上に写し取った．A）正常鶏（412系）の交感神

経節での蛋白質合成能．B）筋ジストロフィー鶏（413系）の交感神経節での蛋白質

合成能．白いスポットは正常と筋ジストロフィーの間で差異のあるもので，矢印の

ついたものは今回の検索で新たに発見されたものである．
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図2　マウスの交感神経節における蛋白質合成能．〔3H〕－ロイシンで標識したペプチドを

二次元電気泳動によって分離し，オートラジオグラフィーでⅩ線フイルムに7日間

露出して，検出されたスポットの全体像．図の左がアルカリ性側で，右が酸性側で

ある．

A）正常マウス（C57BL／10ScSn）の交感神経節での蛋白質合成能．B）　筋ジスト

ロフィーマウス（C57BL／10ScSn－MDX）の交感神経節での蛋白質合成能．
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図3　マウスの交感神経節における蛋白質合成能．〔3H〕－ロイシンで標識したペプチドを

二次元電気泳動によって分散し，オートラジオグラフィーの時の露出時間を1日か

ら30日の間で変え，それぞれの露出時間で検出されたスポットを同一画面上に写し
取った．

A）正常マウス（C57BL／10ScSn）の交感神経節での蛋白質合成能．B）筋ジス

トロフィーマウス（C57BL／10ScSn－MDX）の交感神経節での蛋白質合成能．矢印

のスポットは差異の確められたもの．無印の白いスポットは検討中のもの．
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とが出来るかもしれない．

なお，先に報告した3〉様に，家鶏の場合，交感神

経節における蛋白質合成能の異常が，個体発生の

時期により変化することも明らかになっているの

で，MDX－マウスの場合にも，個体発生のいろい

ろな時期について検索することが必要である．

ま　　と　め

1．交感神経節における蛋白質合成能を，筋ジ

ストロフィー鶏とMDX－マウスについて検討し

た．

2．筋ジストロフィーと正常対照の動物の間に，

交感神経節の蛋白質合成能に質的差異が，家鶏及

びやウス共に認められたが，差異をもったペプチ

ドは，家鶏に比べマウスの方が少数であった．

3．筋ジストロフィー鶏の交感神経節において，

塩基性ペプチドの生合成異常がみつかった．

4．異種間の筋ジストロフィー動物における蛋

白質合成能の質的差異の比較検討によって，筋ジ

ストロフィーの発症に直接的に関与する遺伝子の

異常が検出できる可能性を論じた．
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2）mdxマウス骨格筋細胞のイオン環境

一電子線マイクロプローブ分析法による－

吉　岡　利　息＊

研究協力者　　玉　木　哲　朗＊　竹　倉　宏　明＊　赤　塚　　　明＊＊

緒　　　言

骨格筋筋細君包内の小器官および基質のイオン濃

度分布を測定することは，正常筋線経の収縮弛緩

機構の解明のみならず，病的状態の筋細胞の機能

やその原因を極めるうえで強力な手段となる．電

子プローブ微量元素分析法を用いると1個の細胞

全体のイオン濃度分布のみならず，筋小胞体，ミ

トコンドリア，核などの小器官のイオン濃度分布

を測定できる．

損傷された筋細胞では，高ナトリウム，高クロ

ール，そして高カルシウムが測定されており6），カ

フェイン拘縞やキニーネ拘縞ではミトコンドリア

にカルシウムが有意に取り込まれることを報告し

た8），9）．筋蛋白が崩壊している筋ジストロフィー症

の筋細胞では細胞全体に含まれるカルシウム量が

議論されている．ここでは筋ジストロフィーマウ

スと対照マウスの骨格筋細胞について，各種イオ

ン濃度分布を調べ，ジストロフィー筋とカルシウ

ムイオンの関係を追求した．

実　験　方　法

実験動物中央研究所より供給された筋ジストロ

フィーマウス（mdxマウス）および対照マウスの

長址伸筋（EDL）およびヒラメ筋（SOL）を披検

筋とした．両者の筋は腱を付けたまま摘出し，特

別に工夫されたステンレス製メッシュのホルダー

に国定した．液体窒素で－165±5℃に冷却した液

体フレオンを用いて瞬間凍結標本を作成した．氷

晶の少ない部位は，最初に液体フレオンと接触し

＊東海大学医学部生理学教室
＊：＊東海大学医学部共利研電顕圭

た表面から10／Jm以内であり9），凍結超薄切片は極

力その部位から得るようにした（タライオトーム．

LKB）．切片は鋼のNo．200メッシュに載せ強制真

空乾燥され，低温ホルダー，電子星引数鏡（1200

EX，日本電子），Ⅹ線検出器（トレコアノーン，

USA）を用い，各元素を測定した．測定された元

素はNa，Mg，P，S，CI，KおよびCa（mmole／

kg dry weight）であり，定量化および数値化に

は各種スタンダードの試薬を用い，2～4％の

BSA（ウシ血清アルブミン）によって希釈された

サンプルを1種類の浪度において2ないし3個作

り，Ⅹ線検出器を用いてカウントした．バッタグ

ランドの比率からそれぞれの元素の濃度を定量し

た．これに関する詳細はSomlyo一派から詳しく

報告されている6）．

実　験　結　果

無染色の凍結超薄切片から得られた電子顕微鏡

像を図1に示す．水晶の少ない部位は液体フレオ

ンと接触した付近であり，この写真では右上方で

骨格筋の特徴である横紋構造が保たれている．左

下方ではその構造が不明瞭となり，水晶による損

傷が示される．ミトコンドリアは電子密度の高い

コントラストで示され，通常の電子塁頁微鏡写真に

よって得られる膜構造クリステは発見されない．

A帯とⅠ帯の接する部位に存在する筋小胞体など

の膜系もこの像からは判断できない．一般に哺乳

類の筋小胞体は，カエルなどの両生類に比較して

小さいので，その発見は極めて困杜である．

無染色切片から電子プローブを照射することに

よって得られる各元素のスペクトル像は，1個の

－37－



図1　無固定無染色超薄切片から得られた電子昆頁微鏡像．

星印：ミトコンドリア，cm：筋革凱　Z：Z帯．

細胞全体（図2），ミトコンドリア，核（図3）な

どから得られた．細胞全体すなわち細胞内の各元

素の濃度は，それぞれのスペクトルとして表現さ

れるが，筋細胞では照射する電子プローブの直径

によってそのスペクトルの内容が異なってくる．

すなわち筋細胞の場合，筋節5～8個の大きさの

直径とし，ミトコンドリアや核がそのプローブの

範囲に含まれないようにしている．図2はmdx

マウスの細胞内のスペクトル像であるが，低ナト

リウム，低クロール，高イオウ，高カリウムのピ

ークが示されている．カルシウムはカリウムの

Kβと重複しているためにそのピークは表面に顕

われてこない．すなわちカルシウム濃度は低値を

示す．図の横軸（keV）の右端には鋼（Cu）メッ

シュからのシグナルKα，Kβのピークがみられ

る．

筋細胞のⅠ帯あるいはA帯から得られるスペク

トル（図3の1および2），ミトコンドリアから得

られる各元素（図3の3および4）は，1個の細

胞全体から得られるものとほぼ類似している．し

かし，それぞれのパターンはmdxおよびコント

ロール間で大きな差はない．特徴としては，前者
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たスペクトル像．

SM－CYT：収縮蛋白フィラメントの部位，MT：ミトコンドリア．

で高カリウム，低ナトリウム，低クロールが示さ

れ，ミトコンドリアでは低カリウム，高リン，高

イオウである．静止している時の筋細胞のミトコ

ンドリアではカルシウムの濃度はほとんどゼロで

ある6）・9）．

表1には，コントロールとmdxマウス各2匹

ずつのSOLから得られた分析結果である．イオ

ウを除いた各元素の濃度が各小器官別に示されて

いるが，コントロールおよびmdxマウス間に有

意な差は認められなかった．分析された細胞は3

個から8個であり，凍結状態の良いものを選ばな

ければならず，現時点で例数が限定された．従っ

てこの表には標準偏差を，カルシウムを除いて記

入していない．mdxマウスでは細月包全体としてカ

ルシウム濃度が高い傾向にあり，A帯，Ⅰ帯の部

位でも同様であった．ミトコンドリアにも軽度カ

ルシウムが取り込まれている．コントロール，

mdxマウスともミトコンドリアには高リンが認

められたが，他のイオン浪度分布に有意な差は認

められなかった．

考　　　察

mdxマウスおよび対照マウスの骨格筋の瞬間

凍結無染色像では，細月包内小器官の形態はこれま

での知見9）と同じである．例えばミトコンドリア

は電子密度の高い円形あるいは楕円形として認め

られ，その内部にあるクリステは発見されな

い6）・9）．横絞構造についても同様である．内部膜系

である筋小胞体，横行小菅系は発見されなかった

ことから，できるだけ水晶の少ないサンプルを待

て，その形態および各種イオン濃度から病的筋細

胞を考察することが必要であり，今後の問題とし

て残る．

本報告書には示されていないが，コンベンショ

ナルな方法によって得られた電子顕微鏡像および

光学塁頁微鏡レベルにおける酵素染色法による形態

からも，mdxおよび対照マウスにおいて記載すべ

き特徴はなかった．mdxマウスでは中心核をもつ
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表1　細胞内小器官から得られた元素の測定

値

Elemental COnpOSitions oflarge－CytOplasm，Small－

⊂ytOplasm，nuCleuS，andlnitochondriain■¶OuSe Skeletal

muSCle

れ　　　Na Mg p S CI K Ca

COntrO1　3　　　　42　　55　　305　　　　　　75　　643　　5±3

mdx S　　　　53　　45　　289　　　　　　81　　701　　8±Z

COntr01　4　　　　55　　43　　354　　　　　　85　　653　　6土Z

ndx　　　　　6　　　　65　　56　　325　　　　　　83　　689　　9土5

COntrO1　3　　　　50　　65　　590　　　　　　75　　650　　5±3

mdx　　　　3　　　　4ヱ　　61　　625　　　　　85　　755　　4±4

COntr01　8　　　　30　　25　　560　　　　　33　　305　　1±2

mdx　　　　7　　’25　　33　　770　　　　　27　　289　　4±2

Mean SD mmole／kg dry tleight；LG－CYT，large－CytOplasm；

SN－CYT，Small－CytOplasn；Nu．nu⊂leus；MT，mito⊂hondria：

mdx，mdx：tnOuSe；COntrOl．control mouse．

多くの筋細胞と，Z帯のストリーミング，太・細

フィラメントの配列のバラツキが認められたが，

内部膜系はほとんど正常像が示された．今回用い

たmdxマウスは生後2－3カ月でありその筋肉

の構成は再生筋細胞が優位であることから，形態

学的な異常所見は少ないものと考えられる．

カルシウムイオンは節細胞の機能に種々な面か

ら重要な役割を果しており，多くの総説も報告さ

れている1）－4）．筋ジストロフィー症の筋細胞内カル

シウムは増加しているという報告から4）・5），筋蛋白

の崩壊とともに各種の酵素の流出が生じている2）．

静止時の筋細胞のカルシウム濃度は約0．1／JMで

あるが，細胞全体では総計1mM以上のカルシウ

ムが含まれる1）．したがって，筋細胞内のカルシウ

ム分布は一様でなく，筋小胞体にそのほとんどが

蓄積されている．今回用いたジストロフィー筋で

は，その張力発生は対照のものと変わらないこと

から3），大部分のカルシウムは筋小胞体に存在し

ているものと考える．これまでに筋ジストロフィ

ー筋の筋小胞体の機能としてカフェインに対する

感受性の違いなどが報告されているが7），カルシ

ウムイオンの総量についての知見はない．表1に

示したように；細胞全体のカルシウム量はコント

ロールで5mM／kg湿重量であり，ジストロフィ

ー筋では8mM／kg湿重量であった．細胞内には

77％程度の水を含むことから算定すると，それぞ

れ1．1－1．2および1．8mM程度となる．フィラメ

ント上の局所に存在するカルシウム濃度も，ミト

コンドリア内の過度もそれぞれ上昇しており，こ

れらの傾向は1種の損傷された細胞の状態6）であ

るとも言える．例えば，物理的に損傷された細胞

では，高ナトリウム，高クロールとともに多量の

カルシウムがミトコンドリア内に取り込まれる6）．

一般にミトコンドリアは静止状態でほとんどカル

シウムを含まないと報告されている6）．

筋ジストロフィー症における筋収縮蛋白質の崩

壊がカルシウム依存性プロテアーゼ（CANP）を

1つのトリガーとするならば4），その活性の発生

には余分なカルシウムが必要となる．さらに，

CANPはZ帯に局在することや，オペイク細胞に

カルシウム濃度が高いという報告4）からも，筋ジ

ストロフィー症細胞内のカルシウム濃度は上昇し

ていることが考えられる．この余分なカルシウム

は細胞外から流入するものかどうか不明である．

結論として2～3カ月のmdxマウス筋細胞内

では高い濃度のカルシウムが測定され，静止状態

の収縮蛋白系，ミトコンドリア内でも同様にカル

シウム過度が上昇していた．他の元素においては，

対照に比較して大きな濃度差は無く，筋ジストロ

フィーの筋細胞におけるカルシウムイオンの動態

解明が極めて重要な点と考えられる．
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3）mdxマウス骨格筋収縮のエナージェテイクス

山　田　和　磨＊

研究協力者　　米　谷　快男児＊

筋肉の収縮に際して，張力の発生および仕事量

などが収縮の指標として測定される．一方，収縮

に際してエネルギーは熟としても遊離されるから，

遊推されるエネルギーの総量を知るためには，熱

量の変化も同時に測定することが必要である．

収縮に際して遊艶されるエネルギーは，収縮の

ために供給される化学エネルギーに由来する．筋

肉においては，フオスファーケンとしてのクレア

チン燐酸（PCr）が分解されることによって化学エ

ネルギーが遊離される．また，このとき無機燐酸

（Pi）の生成が見られる．収縮のための直接のエ

ネルギー源はATPの加水分解により得られるの

であるが，クレアチンキナーゼ反応により急速に

PCrが分解されATPが再生される．収縮に伴う

筋細胞内におけるこのような化学的変化は，最近

燐核磁気共鳴法を用いて，非破壊的に測定するこ

とが可能となった．

本研究は，mdxマウス（C57BL／10Scrmdx）と

その対照マウス（C57BL／10Sc）の長指伸筋（EDL）

を対象として，上に述べたようなエネルギー遊敵

と供給の研究を行ったものである．

1．等尺性収縮と熟産生

第8週齢のmdxマウスおよび対照正常マウス

よ　り摘出したEDLを95％02／5　％CO2飽和

Krebs液中で20℃に保ち，湿チェンバー内で刺激

し，等尺性張力を記録するのと同時に，熟産生を

測定した．熟産生の記録には銀－フンスタンタン

ノ熟電対によって構成される熟電唯を用いた1）．図

1は短い単発刺激に．よる単収縮張力の発生と，そ

れによる筋肉の温度上昇（熱量の単位に換算して

＊大分医科大学生理学

北　野　敬　明＊　河　野　義　久書

ある）を記録したものである．正常対照EDLで

は，mdxマウスのものに比べ発生張力が小さく，

また経過が少し延長している．これと同時に熟の

産生も低下している．正常マウスとmdxマウス

はほぼ同じ過齢であるので，これらの結果を直接

に比べても良いが，筋の単位断面積当りの張力お

よび筋の単位重量当りの熱量変化に換算して比較

した方がより正しい（図3，4参照）．とくに強縮

刺激による結果をみるとき，mdxマウス骨格筋で

は発生張力が平均して34％低下し，かつ収縮の経

過，特に発生した張力の弛緩の経過が延長してい

る（halfrelaxationtimeの38％の延長）ことは，

定量的に，第3－4週齢マウス筋についてこのよう

な変化を見出した，他の研究者による報告2）と良

く一致している（図2）．

図3および4は．単収縮および短い強縮（持続

0．5秒）について，張力お・よび熱量変化の筋の長さ

に対する依存性を，mdxマウス筋と正常対照筋で

比較したものである．筋を引き伸ばすと発生張力

が低下するから，これらの図では熱量変化を筋の

単位断面積当りの発生張力に対してプロットして

ある．このように熱量変化には張力の発生に直接

に関連づけ得る成分と，張力発生には直接には関

連しない成分とがある．これらの結果から示され

ることは，mdxマウス筋では，対照筋と比較する

と，発生張力の低下に加えて上にのべた熱量変化

の二つの成分がともに低下しているということで

ある．

mdxマウス筋の卓収縮および強編に際して，発

生する張力および遊赦されるエネルギーについて

の上にのべた実験結果は，mdxマウス筋では，一

つの筋肉に含まれる筋線経の一部，もしくは1本

の筋線経に含まれる筋原線経の一部が正常に働い
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図1　正常対照およびmdxマウス長指伸筋

（EDL）の等尺性単収縮張力発生（上

の記録）と熟産生（下の記録），20℃．

熟産生の記録にみられるスパイクは刺

激電流によるアーティファクト．

ていないとすると，最も良く説明することが出来

るように思われる．このような仮説についての組

織学的研究結果との対比が必要と思われる．しか

し一方では，収縮の経過，特に発生張力の弛緩の

経過が延長していることは，筋小胞体の機能もし

くは細胞内パルバルブミン量のいずれかに変化が

生じていることも示している．

2．燐NMRスペクトル

マウス筋のEDLは小さく，重量も小さいので，

燐NMR測定においてあまり良い感度が期待で

きない．本研究では第8退齢のマウス4匹から摘

出した8本のEDL（湿重量合計約50mg）を対象と

して，主として静止筋について燐NMRスペクト

normQl

mdx

ルを調べた．図5は良い生理的状態にある静止筋

の燐NMRスペクトルを示す．これらのスペクト

ルは，2秒間隔の燐NMR測定を3万回近く繰り

返して加算して居り，従って測定時間はそれぞれ

およそ16時間を要している．

このことは一方ではマウスのEDLがこのよう

な実験条件下で㌧長時間よい生理的状態にあったこ

とを示している．ATPに由来するα－，β一，およ

びγ－ピークおよびPCrに由来するピークが良く

分柾されている．無機燐酸（Pi）に由来するピー

クが非常に大きいのは，濯流のために用いた

Krebs液中に含まれている約1mMのH2PO．に

由来するものである．このスペクトルとは別に

Krebs液だけ存在する場合のスペクトルを測定す
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図2　正常対照およびmdxマウスEDLに

おける，等尺性強縞による張力発生（左

図），張力弛緩の経過（中央）および単

収縮張力における収縮時間（最大張力

に至るまでの時間，右図）の比較．

ることにより，実際に細胞内に存在するPiは非常

に小さいことが示されている．燐NMRスペクト

ル測定から結論されることは，mdxマウス筋と正

常対照筋との間には，mdxマウス筋ではPCrお

よびATPの量がともにやや少ない（この違いは，

この実験では正常対照として用いた筋がやや大き

かったことによって強調されている）ことの他に

は，PCr／ATP比も含め殆ど違いが認められない・

ジストロフィー症ニワトリの胸筋に認められたよ

うな特異シグナル3）も全く認められなかった．一

方，収縮の定常状態における代謝産物などの濃度

には，mdxマウス筋に異常が認められる可能性は

残っている．マウス筋を対象とするときは，先に

のべたように燐NMR測定上高い感度が期待で

きないことから，このような動的研究における良

い時間分解能は期待できないのであるが，ある程

度の時間分解能を持った研究は可能であると考え

られるが，このような研究は今後に残された・

3．結　　　論

1）mdxマウスから摘出したEDLの張力およ

び熟産生の測定結果は，この筋肉ではその一部が

障害を受けているが，それ以外の部分はほぼ正常

に機能していることを示唆した．しかし一方では，

筋の弛緩の機序には全体にある程度の障害が認め

られた．

2）上にのべたmdxマウスにおける変化は第

8週齢において認められた．このことは，第3－4

週齢mdxマウス筋のみに異常が認められるとす

る他の報告とくい違っている．

3）静止筋についての燐NMRスペクトル測定

においては，mdxマウス筋では，全体的にシグナ

ル強度が小さいこと以外には異常は認められなか

った．この事実も，筋の健常部については大きな

異常は生じていないとする考えを支持する．

－44－



（
ロ
、
「
∈
二
g
エ

20　　　　　　40

はCe（mN／mm2）
60

図3　正常対照およびmdxマウスEDLの

等尺性単収縮における，筋の長さと張

力および熟度生．筋単位断面積当りの

張力に対して，筋単位重量当りの熟産
生をプロット．
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図4　正常対照およびmdxマウスEDLの

等尺性単収縮における，筋の長さと張

力および熟度性．筋単位断面積当りの

張力に対して，筋単位重量当りの熱産

生をプロット．
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図5　正常対照およびmdxマウスEDLの

静止時における燐NMRスペクトル

の比較（説明本文）．
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4）筋ジストロフィーモデル動物骨格筋における

バルブアルブミンの量的変化について

！家　越

研究協力者　　佐　野　元　規＊

は　じ　め　に

Parvalbuminは低分子量（M．W．12，000）で酸

性（pI4．0－5．0）のCa2＋結合蛋白であり，そのド

メインにEFhand型のCa2＋イオン結合部位をも

ち1），Calmodulinを含む一連の細胞内Ca2＋結合蛋

白質と同じ祖先から由来する蛋白質である．

Parvalbuminは筋細胞に大量に存在するが，筋細

胞における生理的な役割については，trOpOninC

よりCa2＋イオンを受け取り，筋小胞体へCa2＋イ

オンを送りこむとされている2）．またいろいろな

動物のparvalbuminの含量と筋弛緩速度が相関

する3）ことからも，筋弛緩に関与する筋弛緩因子

の一つと考えられている．今回，我々はジストロ

フィーモデル動物骨格筋におけるparvalbumin

の量的変化について検討したので報告する．

方法及び結果

Parvalbuminを以下の方法により簡単且つ迅

速に精製することが可能であった．すなわちrat

骨格筋（fast twitch muscle）を4倍量の50mM

リ’ン酸ナトリウム緩衝液でホモジナイズし，遠沈

後上清を熟処理して，熟に安定な蛋白をDEAE－

Sephadex A50のカラムを通して，50mM NaCl

で溶出することにより精製した．

DEAE－SephadexA50columnの結果，260nm

の波長における吸光度の高いpeakIIの蛋白が存

在し，ケリレ濃度15％のSDSポリアクリルアミド

電気泳動（SDS－PAGE）で確認すると分子量約

12，000の単一なbandであった（図1）．収量は約

150gのfasttwitchmuscleから約120mgのpeak

II蛋白が得られた．この蛋白のアミノ酸分析を
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図1DEAE Sephadex A－50　columnの

elution profile．

右上は15％SDS－PAGEの泳動パター

ン．番号はfractionnumberを示す．

Spackmanらの方法4）により島津社のアミノ酸分

析器LC－3Aを用いて施行したところ，Berch－

toldらの報告5）したrat骨格筋のparvalbumin

のアミノ酸組成にほぼ同じであった．PeakII蛋

白はTyrosine，Tryptophanをほとんど含まず，

Phenylalanineの含有量が高かった．このような

特徴的なアミノ酸組成のために，波長280nmにお

いては吸光度が小さく，260nmで吸光度を示す理

由と考えられる（表1）．さらにSchibechiらの方

法6）により，SDSを含まないポリアクリルアミド

電気泳動ではpeakIIの蛋白はCalmodulinと同

様に，Ca2＋イオンの存在下では，Ca2＋イオンの非

存在下に比較して電気泳動の移動度が小さく，

Ca2＋イオンの存在下では逆に移動度が大きくな

るtroponinCとは異なっていた（図2）．以上の

結果よりpeakII蛋白はCa2＋結合蛋白の性質を

持ち，アミノ酸組成の結果からもparvalbuminと

同一のものであると考えられた．

－47－



表1
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次に精製したparvalbuminを抗原として，ウサ

ギに抗体を作成した．得られた抗体の特異性を

Westernblottingで確認するためラット骨格筋の・

whole homogenateをSDS－PAGEのゲルからニ

トロセルロース膜に転写した．転写された蛋白の

うち，分子ii約12．000のparvalbuminに一致する

蛋白のbandのみが陽性にPAP法で染色され，特

異的な抗体であることが確認された（図3）．

ウサギ血清から，IgGをprotein A speharose

413の77イニティーカラムを用いて得て，さらに

得られたIgGをpepsinで分解してウルトロゲル

ACA44でFab′を精製した．Fab′とhorseradish

peroxidaseを石川らの方法7）によりマレイ　ミド

でconjugateとして，Fab′一perOXidaseconjugate

を作製した．

Fab′－perOXidase conjugateを用いて，免疫組

Dy（）→ 彿

Ca EGTA

12　　　　3　4

槻

犠翳

藩

蒜

図2　SDSを含まないゲルでの電気泳動

1，3　はCalmodulin，　2，4　は

parvalbumin．（peakII protein）

1，2は10JLM CaCl2，3，4は1mM

のEDTAの存在下で電気泳動を行な

った．

織学的にRat骨格筋を直接法で染色すると，type

II fiberのみ陽性に染色され，さらにtype II

fiberにも濃淡が存在していた．またFab′一perOXi－

dase conjugateによ　りrat骨格筋のparval－

buminをELISA（Enzyme LinkedImmunosor，

bentassay）法により定量すると，Standardとし

て用いた精製したparvalbuminでは，20pg／tube

まで定量可能であった．S－100，Calmodulinとは

crossしないことがELISA法でも確認できた（図

4）．ELISA法によ　りラット骨格筋でparval－

buminを定量したところfast twitch muscle

（tibialis anterior，gaStrOCnemius）では約70，000

ng／mg protein存在していた．

Parvalbuminは出生直後より次第にrat骨格

筋において含有量が増大し（未発表データ），未熟

な筋細胞では少ないことが確認された．

Rat骨格筋において，塩酸ブビバカインで壊死

を起こすと，筋注後約24時間で，著明にParva1－
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