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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．
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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
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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．

－20－



分　担 研 究 報　告



目　　　　　　次

Ⅰ．モデル動物・実験的ミオパチー

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 31

東京都神経科学総合研究所神経生化学 堀　　　眞一郎

2）mdxマウス骨格筋細胞のイオン環境

－電子線マイクロプローブ分析法による－ 37

東海大学医学部生理学教室 吉　岡　利　忠

3）mdxマウス骨格筋収縮のエナージェティクス 42

大分医科大学生理学 山　田　和　広

4）筋ジストロフィーモデル動物骨格筋におけるパルブアルブミンの

量的変化について 47

東京医科歯科大学医学部神経内科 塚　越　　　廣

5）Local tetanus法の応用による実験的ミオパチーに関する研究 51

東京都立神経病院神経内科 田　辺　　　等

Ⅱ．臨床・臨床病理

6）Duchenne型進行性筋ジストロフィー症保因者のMRIによる
骨格筋生物水の検討 59

国立療養所下志津病院神経内科 中　野　今　治

7）無症状期（preclinical stage）におけるDuchenne型
筋ジストロフィーの筋病理 63

国立精神神経センター神経研究所微細構造研究部 埜　中　征　哉

8）顔面肩甲上腕型（FSH）筋ジストロフィー症に認められる

細胞浸潤の表面マーカーによる解析 67

国立精神神経センター神経研究所 杉　田　秀　夫

9）福山型先天性筋ジストロフィー症生検筋細胞膜のorthogonal

array subunit particle densityについて 71

昭和大学藤が丘病院神経内科 若　山　吉　弘

23



10）福山型先天性筋ジストロフィー症生検筋細胞膜の

cholesterol含量について

－Freeze fracture法による検討－ 76

昭和大学藤が丘病院神経内科 若　山　吉　弘

11）福山型先天性筋ジストロフィーの大脳皮質形成異常の成立機序

Golgi法，血管構築の検討及び胎児脳の形態学的検討 81

鳥取大学医学部神経病理 中　村　晴　臣

12）ネマリンミオパチーの組織診断に関する知見補遺 86

金沢大学医学部神経内科 福　原　信　義

13）Acute rhabdomyolysisの2症例
－成因，筋生検像，筋電図，X線CT及びMRI－ 89

宮崎医科大学第三内科 栗　原　照　幸

14）遠位筋筋力低下を主症状とし筋生検にてmulticoreを呈した1例 96

大阪医科大学第一内科 茂　在　敏　司

15）神経筋疾患におけるUltrasound Imaging
－超音波顕微鏡による組織固有音響インピーダンス

定量化の試み－ 100

北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門 田　代　邦　雄

16）骨格筋myosin ATPase活性像のpH依存性に関する
臨床病理学的研究（1） 106

東京都立神経病院神経内科 田　邊　　　等

17）Cytoplasmic bodyの組織化学的，免疫組織化学的，
並びに電顕的研究 110

金沢大学医学部神経内科 福　原　信　義

Ⅲ．遺伝

18）ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の遺伝分析

Ⅱ．ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の姉弟の染色体分析 117

杏林大学保健学部臨床遺伝 古　庄　敏　行

19）X染色体に数的モザイクの認められた女性Duchenne型

筋ジストロフィーの1例 121

東京医科歯科大学医学部神経内科 塚　越　　　廣

20）女性筋ジストロフィー患者における細胞遺伝学的研究 124

東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門 斎　藤　深美子

24



21）Xp21欠損を伴った複合グリセロールキナーゼ欠損症（GKD）患者

及び保因者の，神経筋病変の臨床病理学的検討
－Clinico-pathological study of complex glycerol

kinase deficiency syndrome－ 129

国立療養所下志津病院神経内科 中　野　今　治

22）筋ジストロフィー，副腎低形成を伴う（乳児型）グリセロールキナーゼ

欠損症の分子遺伝学的・細胞遺伝学的研究 135

長崎大学医学部附属原爆後障害医療研究施設遺伝部門 新　川　詔　夫

23）起始部欠損SV40・DNAによるジストロフィー筋細胞のクローン化 142

自治医科大学小児科 桃　井　真里子

24）Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子診断 146

国立精神神経センター神経研究所疾病研究第五部 鈴　木　義　之

25）DNA多型を用いたProgressive Muscular Dystrophy（DMP）の

linkage analysis 150

九州大学医学部脳研神経内科 後　藤　幾　生

26）多型性DNAを用いた筋ジストロフィー症の遺伝子診断 154

東京都臨床医学総合研究所 鈴　木　紘　一

27）日本人X染色体ライブラリーよりのOTCプローブ作製の試み 160

金沢大学医学部神経内科 高　守　正　治

Ⅳ．再生・移植・筋生理

28）実験的再生筋における筋芽細胞増殖促進因子の検討 167

東北大学医学部脳研神経内科 高　瀬　貞　夫

29）骨格筋の移植に関する研究 173

帝京大学医学部第一内科 寺　尾　寿　夫

30）神経筋シナプスにおけるATPの修飾について 178

金沢大学医学部神経内科 高　守　正　治

31）筋細胞内アルカリ化による筋拘縮の発生 184

虎の門病院神経内科 高　木　昭　夫

Ⅴ．筋緊張症候群

32）筋緊張性ジストロフィーとミトコンドリア異常 191

鹿児島大学医学部第三内科 納　　　光　弘

25



33）筋緊張性ジストロフィー症のカルシウム代謝・
副甲状腺機能異常に関する研究 196

東邦大学医学部第四内科 木　下　眞　男

34）先天性ミオトニアの筋線維タイプについて 200

九州大学医学部脳研神経内科 後　藤　幾　生

Ⅵ．ミトコンドリアミオパチー

35）本邦におけるミトコンドリアミオパチーの臨床統計（中間報告） 207

国立精神神経センター神経研究所 杉　田　秀　夫

36）成人型mitochondrial myopathyの臨床的研究 211

東京大学医学部脳研神経内科 萬　年　　　徹

37）ミトコンドリア脳筋症における睡眠時無呼吸 215

大阪大学医学部第二内科 垂　井　清一郎

38）ミトコンドリアミオパチー4症例における末梢神経の形態学的検討 219

筑波大学臨床医学系神経内科 中　西　孝　雄

39）Ocular myopathyの四肢筋における

ミトコンドリア異常に関する研究 225

順天堂大学医学部脳神経内科 佐　藤　　　猛

40）ミトコンドリア・ミオパチーの免疫電子顕微鏡的研究 230

順天堂大学医学部脳神経内科 佐　藤　　　猛

41）MELASの臨床並びに生化学的所見 233

新潟大学脳研究所神経内科 宮　武　　　正

42）MELAS（Mitochondrial myopathy，encephalopathy，lactic acidosis，

and strokelike episodes）の脳血管病変：
ミトコンドリア・アンギオパチー 239

新潟大学脳研究所神経内科 宮　武　　　正

43）Scanning Organ Spectrophotometerによる

ミトコンドリア電子伝達系の検討 244

北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門 田　代　邦　雄

44）MELAS（Mitochondrial myopathy，encephalopathy，

lactic acidosis，and strokelike episodes）における

電子伝達系複合体のサブユニット欠損 251

名古屋大学医学部第二生化学 小　澤　高　将

26



45）ミトコンドリア脳筋症の培養骨格筋細胞のクローン化の試み 258

自治医科大学小児科 桃　井　真里子

46）低酸素症による筋障害に対するCoenzyme Q10の効果 261

宮崎医科大学第三内科 栗　原　照　幸

Ⅶ．筋発育・赤血球

47）インターロイキン－1の筋細胞に対する作用 269

国立療養所字多野病院臨床研究所神経内科 斎　田　孝　彦

48）骨格筋の発達と脂質の変化 273

東邦大学医学部第四内科 木　下　眞　男

49）Duchenne型筋ジストロフィー症赤血球のPA
およびPPI含量の温度変化 277

国立精神神経センター神経研究所 吉　田　瑞　子

Ⅷ　生化学

50）Cortisone acetateの骨格筋glucose uptakeに対する影響
－steroid myopathyの発症機序に対する検討－ 283

信州大学医学部第三内科 庄　司　進　一

51）ラット速筋のmyosin light chainリン酸化に対する

除神経効果の検討 287

信州大学医学部第三内科 庄　司　進　一

52）肥大筋繊維の筋蛋白特性

－実験的compensatory work hypertrophyとの対比－ 291

大阪医科大学第一内科 茂　在　敏　司

53）各種筋疾患におけるフィブロネクチンの組織学的検討

－多発性筋炎について－ 296

自治医科大学神経内科 水　野　美　邦

54）グルコースオキシダーゼによる筋障害とグルタチン代謝 299

徳島大学医学部附属酵素研究施設酵素化学部門 木　南　英　紀

55）神経・筋疾患における骨格筋ミオグロビン局在の変化
－免疫電顕による検討－ 304

徳島大学医学部第一内科 川　井　尚　臣

56）Duchenne型筋ジストロフィー症の筋変性壊死機構

－opaque線維の役割を中心に－（第3報） 309

27



熊本大学医学部第一内科 荒　木　淑　郎

57）筋ジストロフィー患者における血清S－100ao蛋白について

－Carbonic anhydraseⅢ，Creatine kinase，

Musclespecific enolaseとの比較検討－ 315

名古屋大学医学部神経内科 杉　村　公　也

58）筋ジストロフィー症におけるクレアチン代謝異常：

rat培養筋細胞におけるクレアチン代謝 321

冲中記念成人病研究所 紫　芝　良　昌

59）筋原性高尿酸血症に関する研究
－糠原病Ⅲ型（脱分枝酵素欠損症）における検討－ 326

大阪大学医学部第二内科 垂　井　清一郎

60）デュシャンヌ型筋ジストロフィー血清中のアミノペプチターゼ活性 331

国立精神神経センター神経研究所 杉　田　秀　夫

61）先天性ミオパチーの筋構造蛋白

－　Central core病とMyotubulay（Centronuclear）

myopathyを中心に－ 336

国立長野病院 小　口　喜三夫

62）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 342

東京大学医学部脳研神経内科 萬　年　　　徹

28



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

－39－



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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mqx．force hQtf relxn．time contrQCtiontime

□normQl　　因mdx
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．
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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

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

＊＊山梨医科大学第三内科

磨＊
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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．
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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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t l．5　　　2．0　　　2．5

muscleextract（×70‾ヲpI）

00．02　　0．1 0．2　　　　0，3　　　　0．4　　　　0．5

Pa「Valbumin（ng／50〟l）

Rat skeIetalmuscFeparvalbumin　⊂一々

Extracts from rat skeIetalmuscIeムー－べ

Bovine brain caImodulin　　　　　　●・．・．・一

Bovlnebrain S・100protein　　　□・．・．虻

匡14

表2

LeveJsofparvalbumininskeletalmuscles

Rat ControI Marcaine

Tibia始anterior　77813±6249　25625±6120＊＊＊

EDL　　　　　78047±1305418807±13183＊＊

So血5　　　　319．7±64，9　　　95．4±20．2＊＊

Mouse ControI Mdx

TibiaIisanterior18220±4296　10705±1917＊

Gastrocnemius　11825±1291　7649±1499＊＊

Soleus　　　　　115±4　　　　103±14

【＝5，mg／mgprotein

＊P＜0．05，＊＊Pく0．01＊＊＊P＜0．001

buminが減少していた．Mdxマウス骨格筋にお

いてもコントロール系の正常マウスに比較して

parvalbuminがtibialisanterior，gaStrOCnemius

で減少していた（表2）．
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考　　　察

今回我々の研究によりparvalbuminの高感度

のEnzymeImmunoassayが可能となり，ratの

slow twitch muscleであるsoleusにおいても，

fast twitch muscleの約1／200の量のparval－

buminが存在することが明らかとなった．

Parvalbuminは実験的ミオバナー（塩酸ブビバ

カイン）及び筋ジストロフィーモデル動物骨格筋

において減少していた．筋ジストロフィーモデル

動物骨格筋では筋細胞の壊死・再生が盛んにあり，

壊死した筋細胞，再生途上の未熟な筋細胞の割合

が多いためparvalbuminの含量が少ないと考え

られる．

Parvalbuminの減少は生理学的には筋弛緩速

度の遅延とりわけ，tetanuS刺激後の筋弛緩速度

の遅延に関与するものと思われる．
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5）Local tetanus法の応用による実験的

ミオパテ一に関する研究

田　辺 等＊

研究協力者　　水　野　英　彦＊＊

は　じ　め　に

昨年の本姓会議で我々はlocaltetanus（tetanus

toxinの1回筋注による足関節の持続的底屈）に

陥ったラットの足関節を背屈位に固定することに

より，ヒラメ筋（SOL）に筋ジストロフィー

（PMD）類似の病変を作成したことを報告し，そ

の発生機序として筋線経が過伸展されることによ

る筋膜の障害によることを示唆した．今回は方法

論を変えて，やはり筋線経に過伸展刺戟を加え，

SOLの病理変化について検討したので報告する．

対象及び方法

34匹のSD系adult albino ratを用い，右肺腹

筋に40ngのTetanustoxinを1回筋注した．2日

后にlocal tetanusが出現した時点で右足関節に

他動的・反復的背屈運動を与えた．この際，ネズ

ミを次の3群に分けた．A群：1度に50回の完全

背屈位までの運動を1日に4回（10匹），B群：1

度に5回の足関節角度90度迄の背屈運動を1日に

2回（12匹），C群：1度に20回の90度迄の背屈運

動を1日に2回（12匹）．運動開始后1，2，3，

5，7，14日后にラットを殺し，両側SOLを採取

し，湿重量測定后組織学的並びに電子顕微鏡学的

に検索した．又，血i青CK，GOT，GPT，LDHも

測定した．

結　　　果

（1）SOL組織所見

A群：1日目から多くの筋線経のhyaline

＊東京都立神経病院神経内科

＊＊東京都立神経病院神経小児科

degeneration，phagocytosis，問質の浮月重が著明に

認められた（図1a）．3日日には殆どの線経が変

性消失し，一方myoblastと思われる単核細胞が

数箇集合し，再生が活発に開始されている（図1

b）．5日目には再生が急速に進み，中心核を有す

る線経が多数認められた．問質には浮月重が軽度に

認められた（図1C）．7［】目には再生が更に進み

成熟線経が増加する一方，phagocytosisを伴った

変性線経も散在性に認められた．問質にはfi－

brosisが出現している（図1d）．

B群：第1日目には筋線維束構築は全体として

よく保たれているが，phagocytosisを伴った壊

死線経が特に周辺部に優位に散在性に認められた

（図2a）．3日目になると筋線経の壊死は急速に

増加し，問質のphagocytosis，浮腫が認められた

（図2b）．7日目では再生現象がfocalに活発に

認められ，問質にはphagocytosis，fibrosisが認め

られた．変性線経も若干併存している（図2C）．

14日目になると，再生線経が成熟し筋束構築は改

善されてくるが，perimysium，endomysiumに

fibrosisが出現し，筋線椎の大小不同，変性線経の

散在，再生線経の小グループ等の所見が認められ

た（図2d）．

C群：1日目ではB群同様，周辺部に強い変性

填死線経の散在が認められた（図3a）．3日目に

は変性は急速に進行し，問質には浮腫，

phagocyto革isが認められた．一部の変性線経で

phagocytosisが筋線経の中央部分から始まり，次

第に全汎化する過程が示された（図3b）．7日目

には変性線経は余り認められず，再生が諸々に認

められた．Endomysium，perimysiumのfibrosis
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a b

C d

図1　a．A群第1E］目のSOL組織像H．E．390×

b．同3　日目　H．E．780×

C．同5　日目H．E．780×

d．同7　日目H．E．390×

も出現し始めた（図3C）．14日目には筋束構築が

乱れ，筋線椎の大小不同，変性線経，再生線経の

散在，問質結合織の増加が認められた（図3d）．

（2）電子顕微鏡所見

図4に示す如く，各群共対照と比較して1日目

より筋鞘膜の構築が乱れ，連続性に障害を生じて

いる．C群（図4d）では2日目の像が示されて

いるが，筋原線維構築も乱れてきた時点では

basement membraneも構造が乱れており，筋鞘

膜の構築の乱れは更に強い．図4C，dではラン

タンをトレーサーとして使用しているが，特にd

ではランタンが筋鞍下に不規則に侵入している．

横管系，T－SyStemへの入りが悪いが，これは技術

的な点で問題があった可能性もあり，今后更に検

討の予定である．又，いずれの群においても筋鞘

下にミトコンドリアの集積が認められた．一方，

これらの変化が認められている時点においても，

筋原線経の構築は比較的よく保たれていた．

（3）SOL湿重量

病変側のSOLの湿重量を同一動物の村側対照

SOLと比較すると，図5に示す如く，A群では初

期より対照の2倍近く増加し，以后漸減を示した

が，7日目に再びやや増加を示した．B群では1

日Uに趣く僅か増加したが有意の増加はなく，経

過と共に減少を示した．C群では3日目から5日

臼にかけて軽度の増加を示し，以后漸減を示した．

（4）血清酵素

表1に示す如く，GOT，LDH，CKの全体の平

52－



□図2　a．B群第1日目のSOL組織像H．E．390×

b．同3　日目H．E．390×

C．同7日目H．E．390×

d．同14日日H．E．390×

均値は各群共対照と比べて上昇を示しているが，

GPTのみは上昇が認められなかった．各群間の差

ではCKがB群，C群でA群に比べて高い傾向が

認められた．CKについて経過による変動を図6

に示す．A群では初期に1，000IU／1前后の増加を

示し，以后漸減を示した．B群では1日目より3

日目にかけて著増を示し，以后漸減を示した．C

群では初期より増加を示し，5日目に更に著増を

示し，以后漸減を示した．

考　　　察

昨年度の本姓会議で報告した方法では，local

tetanusに陥った足関節を背屈位で固定すること

により，SOLを過伸展位で固定するという外因が

－53

筋線経に加わっていた．その結果は処置后3日目

には殆どの筋線経が変性壊死に陥るという強い変

化が見られた点でPMDの病変モデルとしては問

題点が残った．今回の方法はlocaltetanusに陥っ

た足関節に反復的・他動的に背屈運動を加えるも

ので，背屈位固定法に比べて，伸展刺戟という点

では共通であるが，間欠的であるということと，

筋線経の不動化（immobilization）の要素が取除か

れているという点で異なり，その意味では純粋に

伸展刺戟の影響を観察することが出来た．又，背

屈角度や運動回数を変えることにより，伸展刺戟

強度の違いによる病変の違いも観察することが出

来た．

結果的にはA群の強刺戟群では昨年の結果と同



巨∃

図3

様，3日目には殆どの線経が壊死に陥り，刺戟が

強過ぎたことを示している．一方，B群とC群で

は徐々に変性が進む一方，再生も共存し，次第に

筋線経の大小不同，椙i質結合織の増加等，PMD様

の変化が認められた．B群とC群の問では変性速

度に多少差があり，C群の方が早い傾向が見られ

たが，本質的には大差なく，弱い伸展刺戟が慢性

的に加わることが必要であることが示された．

次に電顔所見について見ると，対照筋と比較し

て，いずれの群においても初期より基底膜は外縁

が乱れ，筋草宵膜は連続性が乱れ，対照筋に見られ

るような明瞭性を欠いている．更に筋鞘卜にはミ

トコンドリアが集積してきているが，ミトコンド

リアにはカルシウムを吸収する作用があり，筋膜

a．C群第1日目のSOL組織像．H．E．390×．

b．同3　日目H．E．390×

C．同7　日目H．E．390×

d．同14日目H．E．390×

の障害によるカルシウムの流入に対して，反応性

に集積し，細胞内カルシウム濃度の上昇を防いで

いる可能性が推察された．この時期には筋原線経

の構築は比較的保たれており，筋膜の変化が先ず

生じ，ミトコンドリアによる防壁も破碇した時に

筋原線経の破壊が起る病変過程が推察された．

SOLの湿重量はA群において初期に有意の増

加を示したが，これは主に浮腫によることが組織

所見より示唆された．C群においても少し遅れて

若干増加が見られるが，これもやはり変性が或程

度進行してきた段階での浮腫によるものと考えら

れる．B群では刺戟が最も弱く湿重量増加を来す

程の浮腫は生じなかったものと考えられた．

血清CKについては群問での変動が可成見られ
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図4　a．対照SOL，24，000×

b．A群1日　目SOL．24，000×

C．B群1日目SOL，25，000×

d．C群2日目SOL，20，000×

（C，dはランタンをtracerとした）
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血書青C K

IU／1

S O L湿重畳

Tx／Cx（‡）

1　2　3　　　5　　　7　　　　　　14　日

図5　SOL湿重量

表1　血清酵素値

G O T G P T L D H C K

対照（n ＝ 4 ） 78 土　7 38± 5 363 土 192 369 土　 96

A 群（n ＝10） 153 士40 41± 6 1921 ±　601 855 ±　243

B 群（n ＝12） 164土49 41二と5 1720 土　808 1428 ±1068

C 群（n ＝12） 173 土n 42土 8 2127 土1240 1453 土1137

るが，この原因としては麻酔の際の筋攣縮の程度

の差も影響すると思われ，又同一実験日の検体数

が少ない（各2匹）こともあり，結果の解釈に問

題は残るが，何れにせよ初期に上昇して次第に漸

減するという傾向は明らかに共通して見られる．

電顕所見による初期の筋膜の障害と考え合わせる

と，血清酵素の上昇は障害された月莫よりのleakが

原因と考えられ，変性壊死に陥った筋線経が増え

るにつれ血清酵素が減少してくることもこの考え

方を裏づけている．

本モデルをPMDの病変モデルと考える時，組

織学的には確かに類似しているが，生理学的状況

という点で問題点が残る．即ち，localtetanusに

見られるような持続的収縮状態はPMD患者では

生じていないという点である．しかしながら，こ

の点に関しては次の様に考えることが出来る．つ

まりlocal tetanusにおいては収縮した筋線経を

伸展するということで，筋膜には一定のポテンシ

ャルを持った外力が加わることになる．一方，

1　2　3　　　　5　　　　7

図6　血清CK

14　日

PMD患者の場合，もし筋月莫に本態的な障害が存

在し「弱い」状態にあれば，それはマイナスの要

因として働き，通常の筋活動に伴うイ申展刺戟に対

して，実験群の場合と近似したポテンシャルの外

力が加わるのではなかろうか．そのような外力が

慢性的に加わることにより少しずつ変性が進んで

ゆく可能性が考えられる．Duchenne型PMD患

者の仮性肥大が，活動が活発になる1～2歳頃か

ら急速に進行するという事実は，そのような病態

を示唆している可能性がある．その意味で本モデ

ルは，生理的にも病理学的にもPMDの病変モデ

ルの一つとして利用出来るのではないかと考えら

れた．

文　　　献
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ー症の臨床，病態と成因に関する研究．“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60年度研究報告書”（姓長・杉田秀夫）

1986，pp57－62．
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6）Duchenne型進行性筋ジストロフィー症保因者

のMRIによる骨格筋生物水の検討

中　野　今　治♯

研究協力者　　松　村　喜一郎＊　青

地　平　博　夫＝＊

Proton nuclear magnetic resonanceimaglng

（MRI）を用いて腰帯筋・下肢筋のproton spin－

1attice relaxation time（Tl値）をin vivoにお

いて測定する事が可能であり，Duchenne型進行

性筋ジストロフィー症（DMD）患者の筋肉Tl値

は，病初期には正常より高値を，進行期には低値

を示す事が知られている1ト3）．我々は今回DMD

保因者（carrier）に本法を適用し，測定したTl値

に基づいて筋肉の生物水に関する検討を行なった．

目　　　　的

DMDcarrierにおける筋肉Tl値と結合水分画

（BWF＝bound water fraction）の検討．

対　　　象

DMDcarrier19例（平均年齢42±6歳）と，正

常対照として正常女性10例（平均年齢39±12歳）

を対象とした．DMDcarrierは全例がDMD患者

の母親で，definitecarrier4例，prObablecarrier

4例，pOSSible carrierll例である．

方　　　法

（1）旭Mark－JNMR－CTを使用し，次の条件でTl

画像を作製Li：：静磁場強度0．1Tesla（常伝

導），共鳴周波数4．5MHz，くり返し時間（Tr）

1．000ms，回復時間（Td）300ms．

Tlはsaturationrecovery（SR）とinversion

＊国立療養所下寿津病院神経内科

＊＊放射線医学総合研究所病院部

＊＊＊放射繰医学総合研究所臨床研究部

木　芳　朗＝　福　田　信　男＝＊

館　野　之　男＝＊

recovery（IR）の組合わせにより次式より計算

した：すなわちTlに対して充分大きいTrを

選択すると

Tl（Td，Tr）＝Td／ln（2SR（Tr）／（SR

（Tr）－IR（Td，Tr）））．

なお測定matrixは256×256，表示512×512，

スライス厚は15mmである．

（2）撮影部位として背部，大腿中央部，下腿部の3

スライスを選択し，大腎筋内側部（glu），大腿四

頭筋のVaStuSlateralis（quad），膝復筋（gas）

のTl値をROI処理にて測定した．

（3）Tl値は生体組織内のprotonのmobilityに関

する物理化学的な情報を提供するが，para一

meter　としてT．値を使用する場合，1）具体

的イメージが湧きにくい，2）共鳴周波数の異

なるNMR－CT機種間で値が異なる，などの雉

点がある．

ところで一般に筋肉は水が70％を占め，trig－

lycerideを主体とするmobileな中性脂肪は1

－2％程度を占めるに過ぎないとされ，筋肉の

Tl値は，主に水protonのそれを反映している

と考えられる．そこで本法では，Fullertonらの

fast proton diffusion（FPD）modelに基づき，

測定したTl値よ　りBWFを算出し，para－

meter　と　して使用した3）・4）．すなわちFPD

modelでは生物水を，生体内のmacromolecule

表面に付着しmobilityの低い結合水と，そうで

ない自由水に大別しているが，BWFはその両

者の合計に占める前者の割合を％で表示したも

のである．BWFはあくまでもmodel上の概念

ー59－
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図1

MRI，Tlimages ofthe skeletalmuscles

39－year－Old definite Duchenne muscular

probable carrier（3），and a30ryear－Old

muscles at eachlevel are shown on the

C

ofa36－year－01dnormalfemale（1），a

dystrophy carrier（2），a43－year－Old

possible carrier（4）．Diagrams of the

－thighandcalfareshowninA，B andC
maximus（a），quadriceps femoris（b）

identifiablein these pictures．

ではあるが，これを知る事により，単に生物水

の存在様式のみでなく，間接的に生体内の種々

のmacromoleculeのin uiuoでの動態を検討

する事が可能となる．

結　　　果

図1は正常女性とDMDcarrierのMRI，T．画

イ象と，その模式図である．glu，quad，gaSの各筋

肉は明瞭に同定される．

（1）正常女性とDMDcarrierの筋肉T．値とBWF

を表1に示した．本研究では正常者の数が少く，

筋肉Tl値とBWFの正常値を規定L DMD

carrier各例について検討する事はできなかっ

た．そこでDMDcarrierを次の各群に分類し，

各群につき各筋肉のTl値，BWFの平均値を求

め正常者のそれと比較検討した：すなわち，

definite or probable carrier群8例，pOSSible

Carrier群11例；血清CK異常高値群8例，血清

CK正常値群11例，である．

right．Thelevels ofthebuttock，mid

respectively．Themusclesofgluteus

，andgastrocnemius（C）areclearly

DMD carrierのgluのTl平均値は全car－

rier群において，正常者のそれより高値を，

BWF平均値は低値を示した．quadのTl平均

値はpossible carrier群，血清CK異常高値群

において正常者のそれより高値を，BWF平均

値は低値を示した．それに対してgasのTl平

均値，BWF平均値はいずれのDMDcarrier群

においても正常者のそれと有意差を認めなかっ

た．

（2）DMD carrier各症例の筋肉Tl値と血清CK

値との関係を検討した．両者の間の相関係数は

gluは一0．110，quadは0・251，gaSは0・070であ

り，いずれの筋肉においても両者の間には有意

な相関関係を認めなかった．

考　　　察

（1）本法の特徴について：

本法の特徴として，まず第一に常伝導による比

較的低磁場のNMRrCT機種を使用している点
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表1　Muscle Tl Values and BWFsa

G ro u p
N（l

o f
C a ses

A g e

（y r）

G lu Q u a d G a s

T l（m s） B W F （％ ） T ．（m s） B W F （％） T l（m s） B W F （％）

N o m a l

C o n tr o Is
10 39 ±12 2 6 2土12 11．6±0 ．6 2 74 ±8 1 1．0 ±0 ．4 2 84 ±16 10 ．6 ±0 ．7

D e fin ite

or P ro b a b le

C a n i ers

8 42 土　7 2 73 ±1 2 C 11．1±0．5亡 28 0 ±9 10 ．8 ±0．4 28 3 土13 10 ．7 ±0．6

P o ssib le

C a rriers
1 1 4 2士　 5 2 73 土14 d 11．1±0 ．6d 28 2土8 d 10．7±0．3d 2 88 ±11 1 0．5土0．5

C a rri e rs

W ith h ig h

C K b V a lu e s

8 4 4±　 7 2 7 4±10 d 11．0±0．5■ 284 ±8 g 10 ．6 土0．3～ 29 0 ±14 10 ，4土0 ．6

C a rri e rs

w ith n o m a l

C K V a lu e s

11 41 ±　5 2 72 土1 5ぐ 11．1±0 ．6亡 279 土7 10 ．8 土0．3 28 3 土10 10 ．7 ±0．4

DAll values are expresed as means　±SD．

bUpperlimit of normal rangeis170U／1．
Statistical significance compared to the normal control

by Wilcoxon test‥　Cp＜0・05，Jp＜0．025and ep＜0．01．

が挙げられる．そのため水protonと脂肪proton

のTl値は区別されない．上述のように，正常な筋

肉組織においては，脂肪protonの影響は無視し

得るため，これは問題にはならないが，例えば

DMD進行期などには，逆に水よりも脂肪proton

の影響が重要となる2）・3）．当然このような場合には

FPD modelよりBWFを算出する事は不可能で

ある．

低磁場で信頼性が高い事による最大の利点は，

方法（1）に示したようにSRとIRの組合わせによ

り，比較的短いTr（本法では1，000ms）でTl値

が計算される点である．つまり短い撮影時間で信

頼性の高いTl値が得られる事になる．

本法の特徴の第二は，imagingに基づき各筋肉

を同定してTl値を測定している点である．つま

り本法により，み目元財に，各筋肉別に，物理化学

的parameterであるTl値を得る事が可能とな

る．

（2）DMD carrierの筋肉Tl値とBWFについ

Values

て：

本研究において，DMDcarrierのglu，quadの

Tl値，BWF平均値は，正常者のそれよりも，各々

高値，低値を示した．その原因との関連において

以下の点が重要と考えられる．1）病初期のDMD

患者でも筋肉T．値は正常より高値を，】BWFは低

値を示す事が知られており，これは本研究の結果

と類似している3）．2）一部のDMDcarrierでは

筋肉生検によりDMD病初期と類似の所見が見出

されている5）．3）symptomaticcarrierの筋力低

下は腰帯筋主体である6）．4）asymptomaticcar－

rierにも近位筋力低下を示すものがある7）．

以上より，DMDcarrierのglu，quadのT．高

値，BWF低値は，DMD病初期におけると同様の

機序によってもたらされると考えられる．すなわ

ち，一部のDMDcarrier症例において，1）筋肉

変性に伴う浮腫性変化などにより筋肉組織の含水

量が増加する事，2）変性筋線維内では，筋構造

蛋白などのmacromoleculeの組成・高次構造が
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変化し，またそれらが量的にも減少する結果，そ

の表面の結合水の量が減少する事，などがその要

因と推定される．

（3）本法のDMDcarrierdetectionへの応用につい

て：

本法をcarrier detectionへ応用するためには，

まず数多くの正常者に施行し，各筋肉のTl値

BWFの正常値を規定する事が必要である．

さて本研究ではglu，quad，gaSいずれの筋肉に

おいてもTl値と血清CK値との間に有意な相関

関係を認めなかった．従来最も普及しているcar－

rier detectionの方法は血清CK値の測定である

が，これによってprobableとdefinitecarrierの

60－70％が陽性とされている8）．一般にDMDcar－

rierにおける血清CK高値は，筋肉変性のみでな

く，Lyon仮説に基づく一部筋肉細胞の膜異常に

も影響されると考えられるのに対して，筋肉のTl

高値，BWF低値は，筋肉変性を分子レベルにおい

て直接反映していると考えられる．つまり両者は

carrierstateをやや異なった側面から捉えている

と考えられ，この意味において本法はcarrier

detectionの一助として応用可能と考えられる．
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7）無症状期（preclinicalstage）における

Duchenne型筋ジストロフィーの筋病理

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　萬　　　　　満■　古　賀　靖　敏＊　斎　藤　陽　子＊

石　井　弘　子＊　相　田　利　加＊

はじめに

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は通常

3－4歳以降に起立，歩行異常などによって気付

かれる．症状が出現した時に筋生検を行うとすで

に強い病理的変化があり，結合織の増生もあって

何が主病変で，どのような経過で病理像が完成す

るか不明である．本症の病理の初期変化をみるこ

とは病理発生を知る上で極めて重要なことと考え

られる．そこで我々はまだ無症状期にある2歳以

下のDMD患者の生検筋に組織化学的，電顕的検

索を行い検討した．

対象および方法

DMD患者は5名（年齢11月－1歳11月，平均1

歳3月）で，仝例偶然にクレアチンキナーゼ（CK）

値の上昇で気付かれ，筋生検の対象となった．全

例筋生検後3年以上経過していて，現在典型的な

DMDの臨床症状を呈している．対照としたのは

生後10月－1歳5月，平均1歳1月）の乳幼児で，

筋緊張低下などを主訴とし筋生検の対象となった

が，病理学的には軽度タイプ2B線経の萎縮をみ

る以外著変のないものを選んだ．

さらにDMD筋で筋線維タイプ分布の比較をす

るため，症状が明らかなDMD患者10名（5歳3

月－8歳，平均6歳2月）を検索した．

生検筋は全例左上腕二頭筋の中腹より採取し，

凍結切片を作成し，組織化学染色を行い，筋線維

タイプ（タイプ1，2A，2B，2C）を決定し，その

ヒストグラムを作成した．また生検筋の一部は電

相土器セント神経研餞所微細構造研究所

子顕微鏡用に固定し，その横断面につき最終倍

率×3，000の写真を作成し，筋線推数，直径10ノJm

以下の毛細血管数，直径1〟m以上の核をもつ有

核内皮細胞面積をKontron semiautomatic

imageanalyzerにて測定した．また筋衛星細胞に

ついても，筋線維数，筋核に対しての比で算定した．

結　　　果

1）一般組織像

生後11月の最若年者にも，すでに筋線経の壊死，

再生がみられ，仝例に筋線経の大小不同，散在す

る填死線維（時に貧食細胞を伴う）が認められた．

壌死線経は2本まで相接し存在したが，3本以上

グループをなす例はなかった．再生線経は塩基好

性の胞体，大型の核で特徴づけられ，それは多く

は数本群をなして存在した．中心核線経も散在性

に認められた．結合織の増生は軽度であったが全

例に確認できた．

2）筋線維タイプの分布　（表1）

全例にタイプ1，2A，2B線経はモザイク状に分

布し，全ての線経に大小不同を認めた．さらに，

未分化なタイプ2C線椎を13．9－28．5％と多く認

め，平均18．4％であった．この筋線経のタイプの

表l MUSCLE FIBER TYPE DISTRI－
BUTION

DllD

Pr●CHnlcさl　（5）2251　216188　17．5　172　443　22．814．518．4

Sympton帽ticH013264　31・2　29．　28▼0　240　41▲0　32・5　8・717．8

COllTROL　15）2064　207177　15，8　17．4　“．0　28．126．3　1．6
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分布を年長児と比較すると，タイプ2B線経がわ

ずかに減少する以外ほとんど変わらなかった．筋

線経の直径はDMDで大小不同はあるが，平均す

ると対照とあまり差はなかった．

3）筋衛生細胞の≦頃度（表2）

DMDでは胞体の大きな，小器官に富む筋衛星

細胞を多く認めた．その頻度も高く，筋衛星細胞／

筋線維内の全ての核×100＝14．5％と対照の8．8％

に比較すると有意に増加していた．ただし，症状

がすでに出現している年長者に比較すると，その

頻度は低かった1）．

4）血管の変化

DMD（preclinicalstage）の患者では1本の血

管に4．2本の筋線経があり，対照の5．9本に比べる

と有意に血管の分布が多いことが分かった（表

3）．また，まれではあるが，内皮細胞が腫大した

血管もみられた（図1）．さらに血管の周囲を何重

にも基底膜がとり囲む異常血管も数多く存在した

（図1）．有核内皮細胞面積はDMDで平均18．8±

6．8J‘m2で，対照の16．4±7．2〝m2と比較し，有意

に大きかった．基底膜が何重にもとり囲む異常血

管は対照では総血管数の1．5％にしかすぎないの

にDMDでは25．6％と著増していた（表4）．この

異常血管は結合織の増加した患者に多くみられる

傾向にあった．内皮細胞の面積と年齢とには特に

相関はないようであった．

考　　　察

DMD骨格筋の初期変化を知るため，今回は無

症状期の患者5名を組織化学的に検索した．その

一般組織像をみると全例に筋線経の大小不同，壊

死，再生，結合織の増生があり，組織学的には筋

ジストロフィーの病理学的特徴をすでに備えてい

た．また筋線経のタイプの分布をみてもタイプ2B

線経の減少傾向，2C線経の増加とすでに異常所見

を示し，症状出現した6歳前後のDMD筋に近い

分布を示していた．これらのことから考えると

DMD患者では1歳前後であって臨床的には症状

がなくても，病理像は完成していて，多分もっと

早い時期から壊死と再生が出発していることが考

えられる．Hudgsonら2）は生後8週の時期にすで

表2　SATELLITE CELL POPULATION

MF I川　　　＄t SN SN／MN◆SN

DMD（pr●C紬CalH5）　28341278　494　222　14．5も
（45．1≠‖17．4％卜け．8％I

（暮yl叩tO汀Iatic）（91

3－9y

COIITROL　　　（5〉　　　3113　　972　　148　　　92

（31．2％I f4．8％）（2．9％I

25．2％

8．8％

HF：myOHber島　　MN：myO仙Cle・　SC Sate川te CeH SN：Sate川t●　CモIl nucloi

●Wak且yama　01al．1⊆け9

表3　POPULATION OF CAPILLARIES

MF BV Mr′8V EC小EC霊′帥　▲rea－

Dl－D

pr●¢li c…lf引　　2834　669　4．2　　318　　47．5　18・8土6・8
（S．D．I

CONTROL（5）　　3113　528　5．9　　206　　39．0　16・4土7・2

MF：mUもCle tlboro BV：blood v●SSOb

EC：Ondoth0llal cells H：nUeleU8

a：Pく0．01

b．pく0．05

C：Pく0．005

表4　MORPHOMETRICANALYSISOF
CAPILLARY DIMENSIONS

Age al End。m yS・Rogご；三JOd Aroas o－　　　　　　NllCloat●d

8iopsy　 Fibrosjs　 Lamjna　 Endoth015

lM onlhI　　　　　　　 （刈　　　 仙m 2）

D M D　　　 l 11　　　　 ＋　　　　　 9．4　　　 17．7

（Pr●ClinicalI 2 13　　　　 ＋＋　　　 2 1．0　　　 18．2

3 14　　　 ＋＋　　　 3 2．3　　　 2 1．3

4 19　　　　 ＋＋　　　 4 4．0　　　 16．6

5 23　　　　 十十　　　 2 8．2　　　 20．5

Total 25．6　　　 18．8

C O N TR O L t5） 10 －17　　 －　　　　 1．5　　　 16．4

（13 ）

＋：mlnlmal　＋十一mlld

に壊死，再生像を確認している．明らかな壊死，

再生の確認はないが，胎児期にすでに筋線経の大

小不同，Opaque線経の出現，カルシウム染色で陽

性に染色される線経の出現などが記されているの

で3），DMD患者では多分胎生期に病理変化が始ま

り，乳児期（少なくとも1歳までに）筋ジストロ

フィーとしての病理学的特徴を備えると考えられ

る．

1歳前後でも壊死後の再生が活尭なことはタイ

プ2C線経の増加，筋衛星細胞の増加などからも

うらづけられる．DMD患者の平均筋線維径が正

常対照と1－2歳まではあまり変わらないことは，

再生が活発で壊死を比較的よく代償していること
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図1　腫大した内皮細胞，重複した基底膜でとり囲まれた異常血管．Pericyte（P）は増加

している．1歳1月男児．×5，000．

の証拠であり，筋力低下が臨床的にまだ認められ

ないこととよく相関する．

壌死線経や再生線経がしばしば群をなして存在

することから，筋線維壊死は小血管の虚血ないし

梗塞（microinfarction）の結果ではないかと血管

説が登場した．三池ら4）は1歳以下のDMDの生

検筋を検索すると内皮細胞が腫大し，内腔が閉塞

した血管を高頻度に認めるとし，血管病変を再検

討する必要性を強調した．我々も今回無症状期の

5例につき検討し内皮細胞はやや腫大傾向にある

ことを見出した．さらに有核内皮細胞の数，血管

数もDMDで多いことを見出した．しかし，血管

脛の血栓による閉塞などは見出し得ず，我々がみ

たようなわずかな変化を一次的なものとし，筋線

経の壊死を説明するに足るものとみなすことはで

きなかった．

正常対照と明らかに異なるのは血管周囲の

pericyteの増殖，基底膜が何重にも血管周囲をと

りまく像（末梢神経のOnionbulbと似る）であっ

た5・6）．このような血管の変化はDMDに限らず多

くの神経疾患でみられる非特異的なものである7）．

DMDではやはり結合織の多い所に異常血管が多

い傾向にあった．

血管内皮細胞の腫大や血管周囲の変化は結合織

の増生により二次的に惹起されたものかもしれな

い．しかし，このような血管変化は二次的なもの

であるにしても，筋線維個々への血流量を減少さ

せるであろうことは十分考えられる．そのために

再生は遅延し不完全な再生，すなわち壊死を代償

しえない再生が導かれると考えられる．また虚血

状態により多分再生途上筋も壊死に陥り易くなり

悪循環を繰り返すことになるのだろう．

血管の基底膜の変化は多分pericyteの増殖性

変化に基づく　と考えられる．そのような場所は図

1に示したように，膠原線経が多い．線維芽細胞，

pericyteの異常増生，それは血管系に悪影響を与

え，病気の進行を速める大きな要因となっている

と考えられる．

ま　　と　め

無症状期（preclinical stage）にあるDMD患

者5名につき，その生検筋（上腕二頭筋）を検索

し次の結果を得た．

1）DMDでは1歳前後で筋ジストロフィーの病

理学的特徴が完成していた．

2）筋線維タイプの分布では，タイプ2B線維はや

や減少するが6歳頃まであまり大きな変動はな

かった．
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3）血管1本が支配する筋線維数はDMDで小で

あった．

4）血管内皮細胞はDMDでやや腫大傾向にあっ

た．

5）重複基底月臭をもつ異常血管の頻度はDMDで

大であった．
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8）顔面肩甲上腕型（FSH）筋ジストロフィー症に

認められる細胞浸潤の表面マーカーによる解析

杉　田　秀　夫■

研究協力者　　荒　畑　喜　一＊　石　原　博　幸＝　埜　中　征　哉■

目　　　　的

FSHはすでに，1862年Duchenneによりその存

在が記載され，1884年Landouzy，Dejerineらによ

り疾患概念としてまとめられた．Waltonらはこ

れをDuchenne型筋ジストロフィー症（DMD），肢

帯型筋ジストロフィー症と並び代表的な筋ジスト

ロフィー症の一型とした．本症は臨床的にきわめ

てheterogeneityが高いのみならず，病理組織学

的にも特異的所見に乏しいものと考えられている

が，生検筋にしばしば多数の細胞浸潤が出現する

ことは古くより知られている1）．ところがこれが

本症の病因に関連した現象であるのか，単に筋壊

死に随伴したものなのか，あるいは多発性筋炎の

合併と見倣すべきであるのか，未だ結論は得られ

ていない．我々は今回，これらの疑問に対する解

決の糸口を得ることを目的として，FSH15例に対

してはじめて表面マーカーによる浸潤細胞サブセ

ットの解析を試み検討を加えた．

対　　　象

症例はFSH15例（男8，女7）．8例に遺伝歴を

認めた．FSH型筋萎縮症を呈する他の疾患（ネマ

リン・ミオバナー，セントラル・コア病，筋強直

性ジストロフィーおよびSPMA等）は除外した．

年齢は5－62歳（平均26．5歳）．血清CK値511IU／

L（50－8000）．発病から筋生検までの期間は4カ月

－29年であった．なお随伴症状にはCoats，

Syndrome，小脳のう胞，1脳波異常が各1例ずつ存

在した．

沌土器センター神経研究所

＊＊国立療養所東埼玉病院

方　　　法

連続凍結切片を用い，一般組織化学的検索とと

もに，定量的免疫組織化学法2）による浸潤リンパ

球サブセットの解析を施行した．使用された単ク

ローン抗体は，抗ヒト・Tll，T4，T8，Bl，Leu

7，Leull，HLA－DR，HLA－A．B．C，IL－2R，

γ－IFNおよびC9などである．冷アセトン固定後，

直接または間接蛍光抗体法，およびAvidin－

Biotin－Peroxidase法による免疫染色を施し検鏡

に供した．

結　・黒

まず一般病現学的所見のまとめを表1に示す．

程度の軽微なもの（Gradel）まで含めると仝例

に単核細胞浸潤が認められた．壊死筋線維数は，

細胞浸潤の著しい症例ほど多い傾向を見た．しか

しこれは後述する如く，DMDや多発性筋炎にく

らべれば，かなり少ないものであった．その他，

筋線経の大小不同，中心核の増加，結合織の増生

なども認められた．

次に代表的な血管周囲性の細胞浸潤を図1に示

す．多数のT4＋細胞（helper，inducerT－Cell）と

ともにB．＋B細胞を認めることが特徴的であっ

た．T8＋細胞（supressor，CytOtOXicT－Cell）は

散在性に認められたが，Leu7＋細胞（K／NK

Cell）は少数であった．またLeull＋細胞（mature

K／NKcell）はほとんど見られなかった．このほ

かにはacid phosphatase強陽性のマクロファー

ジが散見された．

定量的結果は表2に示すとおりである．単位筋

線維（1000本）あたりに出現した各リンパ球サブ
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表2　PERCENTDISTRIBUTIONOFENDOMYSIALMONONUCLEARCELLSIN

FSH WITH PROMINENT CELLULAR EXUDATE

CELL TYPE Perivascular Perinvsial Endontysial

Bcells（B－1＋）

Macrophages

Tcells（T－ll＋）

T8＋／Tcells

T4＋／Tcells

T4＋／T8＋ratぅ0

（射　　23．3士1．6

（射　　27．0士17．7

（射　　4．9．7士17．2

（射　　63．9士36．5

（射　　58．8士13．9

1．12士0．57・

B cell／T ce11ratio O．36士0．23

Leu7＋cells　（％）12．2士9．5

8．8‡4．5

37．7士13．2

53．6士15．1

67．8士23．1

47．1士21．1

0．81士0．45

0．18士0．10

14．5‡4．3

3．6士4．6

22．8士8．8

73．7士12．1

64．8士21．1

50．0士22．6

1．04士0．61

0．06士0．08

12．8士4．7

セット（％）を部位別に示した．B細片包は主とし

て血管周囲性に存在し筋内膜には少なかったが，

T細胞はより広く分布した．TJT8比はいずれの

部位においても1．0内外であった．，マクロファー

ジ，Leu7＋細胞も広く分布し，それぞれ23－38

％，12－15％を数えた．HLA－ClassIおよびClass

II抗原の表出やIL－2RやγJFNは微弱で，正常

筋と大差が無かった．筋線維1000本あたりの壊死

筋線総数（C，＋，MAC＋）は1．33±0．52（SE）であ

った．この値はDMDや多発性筋炎にくらべてか

なり少ない値である．

考　　　察

FSHにおける細胞浸潤の特徴の第1は，その分

布様式が血管周囲性にかなり多いことである．こ

れはDMD（血管周囲への出現頻度はきわめて低

く，主として筋内膜の浸潤を見る）や，強皮症（筋

周仔莫に浸潤を見る）の場合と大きく異なり，皮膚

筋炎のそれに類似する3）．第2の特徴は，これら血

管周囲性の浸潤細胞に占めるBl＋B細胞の≠頃度

が23％と高いことである．DMDにおけるB細月包

の出現はFSHと異なり稀である3）．FSHでは多

発性筋炎（16％）と皮膚筋炎（40％）の中間的な

ところに位置するといえよう．第3の特徴は表3

から明らかなように，FSHでは壊死筋線維数が

DMDの10分の1程度と少数であるにもかかはら

ず，浸潤リンパ球数がむしろ多いことである．こ

のように見てくると，FSHにおける細胞浸潤は

DMDの場合と様相を異にし，筋壊死に随伴する

epiphenomenonであると単糸屯には考えにくいも

のと思われる．次に第4の特徴は，多発性筋炎と

の対比になるが，FSHでは非壊死筋線維内への

T細胞のinvasionが全く認められなかったのに

対して，多発性筋炎では高率に認められたことで

ある（表3）．この事実はFSHのリンパ球浸潤が

多発性筋炎のそれとは異なる機序によることを示

唆する．ここでFSHの細胞浸潤の分布様式，サブ

セットのパターンに最も近似する疾患を強いて挙

げるとすれば皮膚筋炎であろう．しかしながら，

FSHでは皮膚筋炎に特徴的とされる臨床症状を

示さないのみならず，Perifascicular atrophyは

全く認められないし，血管壊死なども存在しない．

以上の結果は，FSHにおける細胞浸潤がF岳H

の病因と密接にかかわり合っている可能性を示唆

しているものとも考えられて興味深い．今後さら

に臨床との対比も含めて掘り下げていく必要があ

ろう．

結　　　論

（1）FSHにおける骨格筋内細胞浸潤は単に筋線
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表3　ENDOMYSIAL CELL COUNTS，FREQUENCY OF NECROTIC MUSCLE

FIBERS，AND FREQUENCY OF NONNECROTIC FIBERSINVADED BY

MONONUCLEAR CELLS PERlOOO MUSCLE FIBERS＃

CELL TYPE MARKER PM DMD FSH FSH★

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

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

Nec．Fibers C9，MAC　　9．3士4．114．8士4．41．3士0．5　3．8士0．5

Invaded Non＿

nec．Fibers　　　　　　　11．5士8．9　2’．6士0．8　　0　　　　　0

＊，FSHD with prominent ce11ular exudate

＃，Valuesindicate mean士SE

維壊死に随伴したepiphenomenonとは考えにく

い．（2）FSHにおける細胞浸潤は多発性筋炎の場

合と異なる態度を示す．（3）T－Bcellの存在様式は

FSHにおいて局所液性免疫反応の存在する可能

性を示唆する．

文　　　献

1）Dubowitz，Ⅴ．，Brooke，M．H．，et al．：Muscle

biopsy：A modem apprOaCh・W・C・Saunders

Co．Ltd．，London，1973．

2）Engel，A．G．and Arahata，K．：Mononuclear

cellsin myopathies：Quantitation of fun－

Ctionally distinct subsets，reCOgnition of

antigenspecificcel1－mediatedcytotoxicityin

somediseases，andimplicationsforthepatho

一geneSis of the differentinflammatory

myopathies．Human Pathology17：704－721，

1986．

3）Arahata，K．and Engel，A．G．：Monoclonal

antibody analysis of mononuclear cellsin

myopathies．Ⅰ：Quantitation of subsets

accordingtodiagnosisandsiteofaccumula－

tionanddemonstrationandcountsofmuscle

fiberinvadedbyTcells．AnnNeuro116：193

－208，1984．
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9）福山型先天性筋ジストロフィー症生検筋細胞膜の

Orthogonalarray subunit particle densityについて

若　山　貴　弘＊

研究協力者　　熊　谷　俊　幸…　自　見　隆　弘＊

Duchenne筋ジストロフィー症（DMD）ではそ

の病因として筋細胞膜異常が重要であると考えら

れている．筋細胞膜内部の微細構造を凍結割断法

を用い調べてみる　とDMDではorthogonal

arrayとそのSubunit particle密度の減少及び

caveolaeの増加傾向がみられる1）・2）・3）．従来DMD

類似の筋病理組織像が虚血4）や各種薬剤5）・6）によ

る実験的筋障害で出現することが報告されており，

このような場合，筋細胞膜も同様の変化を示す可

能性があり，虚血4）やマーカイン5），Ca－イオノフ

ォア6）等で実験的にratのEDL筋に障害を与え，

凍結割断法により観察されたが，同様な変化は見

られなかった．従ってDMDでみられる筋細胞膜

の変化は筋細胞膜の破壊実験では作製が困難であ

るようであり，この変化が他の筋ジストロフィー

症でみられるかどうか興味がもたれる．我々は一

昨年より福山型先天性筋ジストロフィー症生検筋

を用いて検討しており，今迄にorthogonal array

やその他の膜内粒子の減少を報告7）してきたが，

本年度は筋細胞膜内のorthogonalarraysubunit

particle密度に関して検討した．

材料と方法

福山型先天性筋ジストロフィー症（FCMD）6

例の大腿四頭筋生検筋と整形外科手術例幼小児の

大腿四頭筋のうち組織化学的に正常なもの6例及

び軽度の筋緊張低下を有する幼児1例からの組織

化学的に正常な大腿四頭．筋を対照とした．7例の

正常対照生検筋のpH9．4preincubationによる

＊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

myosin AT Pase染色標本ではtypel fiberが

44．3％，type　2　fiberが55．7％であり，6例の

FCMDではtypel fiberが49．6％type2　fiber

が50．4％であった．このうち5例の正常対照例と

3例のFCMDではpH9．4，4．6，4．3preincuba－

tionによるmyosin AT Pase染色をおこない正

常対照筋では41．5％のtype l fiber，31．1％の

type2Afiber，27．4％type2Bfiberが，また

FCMD筋では48．0％のtypel fiber，23．6％の

type　2A fiber，9．8％のtype　2B fiber，19．2

％のtype2C fiberがみられた．

凍結割断法のために標本をU型筋甜子にat

restlengthで採取し，あるいはマッチ棒にatrest

length　で糸で固定し，ただちに冷却した2．5％グ

ルタールアルデヒド溶液（0．1Mリン酸緩衝液

pH7．4）で国定した．実体顕微鏡下で外層の筋線維

束を細切し，10％，20％，30％グリセリン水音容液

に室温でそれぞれ30分ずつ通し浸致した．浸軟後

標本は液体窒素にて凍結し，EikoFDIIA凍結割

断装置に装着し，真空度2．5－4×10‾7Torr，－

120℃の条件下で割断し，ただちに膜庄計にて膜圧

を一定にしてプラチナとカーボンを電子銃にて蒸

着しレプリカ膜を作製した．レプリカ膜に付着し

た筋組織片は市販の塩素系i票白剤にて消化後，蒸

留水にて水洗し，グリッドメッシュにすくい乾燥

後電顕にて観察し写真を撮影した．

レプリカ膜は次の基準にあうもののみ写真撮影

した．すなわち1）細胞外空間がsmoothであるも

の，2）細胞月莫に存在する膜内粒子の直径が小さ

いものから大きいものまでまちまちであること，

3）細胞膜のbackgroundがきめ細かく，またP
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面E面ともpitが明確に存在するものである．ま

た筋細胞膜の同定は1）orthogonalarrayの存在

するもの，2）筋細月包の内部と連続した細胞表面

膜，3）割面にSarCOmere Outlineのあるものな

どでおこない，このような筋細胞膜内面をatran－

domに写真撮影した．

orthogonalarraysubunitparticle密度の算出

はFCMD群か正常対照群かがわからない状態で

160，000倍に引き伸ばした6つ切りの写真の1

－1．85JLm2の領域でおこなった．orthogonal

arrayはP面では直径6nmの粒子がまたE面

では直径6nmのpitが4個以上結晶状に集合し

たものとして同定した．orthogonalarray密度は

正常対照筋ではFCMD筋に比しずっと大きいこ

とが以前の研究7）でわかっているので，正常対照

例では1例につき10個の筋細胞膜をFCMDでは

1例につき30個以上の筋細胞膜（正常対照70個，

FCMD251個計321個）をすべてcode L混ぜ合わ

せどちらかわからない状態とした．これらすべて

のprintに存在するすべそのOrthogonal array

及びそのpitにつきsubunit particleとsubunit

pitを算出し，decoding後，各群のすべての症例に

つき1個のorthogonal array当たりのSubunit

particle密度を算出し，これらの値を両群間で統

計的に比較検討した．尚P面ではsubunit parti－

cle数の算出がしばしば雉しいことがあるが，E面

ではsubunit pit間距離が約6nmなのでpitの

直径は約6nmと考えられP面でのSubunit

particleの直径も約6nmと考え，6nm間隔の

markのついた定規でP面のSubunit particle数

の算出をした．

結　　　果

正常対照生検筋細胞膜の高倍の電昆頁写真はP

面では辺縁がsmoothなE面では辺縁が隆起し

たcaveolaeの存在や，E面よりP面に多い種々

の直径の膜内粒子の存在，それにP面にはorth－

ogonal array，E面にはそのpitの存在を示した．

正常対照P面（図1）とFCMDのP面（図2）

はともに種々の直径の膜内粒子の存在がみられる

が，これらとorthogonal arrayの密度はともに

FCMDで減少していた7）．

さて本年度検討したorthogonalarraysubunit

particle密度は図3のヒストグラムのように

FCMD群で減少しており，全体的に分布が左へ

shiftしていた．6例のFCMDにおける1個の

orthogonalarray当りのSubunitparticle密度は

group mean±standard error of the meanが

11．7±0．7，7例の正常対照ではそれが20・4±0・3

でFCMDで統計的に有意（P＜0・001）にSubunit

particleの減少がみられた・

考　　　察

Orthogonal arrayは細胞膜のP面のみに存在

する装置で筋細胞膜のみならず，脳のastroglia，

腎のrenal tubular cellなど多くの組織に分布し

ている．現在その機能については不明であるが，

1）細胞膜の透過性を調節，2）ion channel，3）

浸透圧調節，4）上衣細胞の活動の伝播，5）cell

－tO－Cellcommunication，6）細胞間接着などの

機能が考えられている1），2）．また脳のastrogliaで

は短時間の虚血で消失することが報告されている

が，骨格筋では長時間の虚血でも尚保存されてい

ること4）より，単一の機能をもつものとは限らな

いかもしれない．またこの構造物は筋線維タイプ

により密度が異なるとされるが，本研究では両群

間でtypel fiberの割合に差は見られなかった．

従ってsubunit particle密度の減少はFCMD筋

に見られる多くのtype　2C fiberによる可能性

もあるが，その場合subunit particle密度のヒス

トグラムによる分布がFCMDで2峰性ないし幅

広い分布となり今回のように低密度へShiftした

ような形はとらないと考えられるので，Orth・

OgOnalarraysubunitparticle密度の減少はほぼ

すべてのFCMD筋細胞膜で＼軋られ，FCMD筋の

未熟性を反映しているのではないかと考えられる．

DMDとFCMDの発症機序が同じかどうかは不

明であるが，本研究の結果は1）FCMDの異常遺

伝子によりorthogonalarraysubunitparticleの

構成蛋白の産生が欠除ないし減少しているのか，

筋細胞内でのこの構成蛋白の細胞膜への輸送機序

が異常であるのか，2）FCMDの運動神経側に原
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図1，2　正常対照骨格筋（図1）とFCMD骨格筋（図2）の細胞膜P面の高倍の電顕像

で，両者ともorthogonal array（矢印）はみられるが，FCMDでその頻度が

少なく，かつSubunit particle数の減少がみられる．　　　　（×160，000）
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図3　正常対照骨格筋とFCMD骨格筋細胞膜にあるorthogonal arrayl個当りの

subunit particle数の度数分布を示す．

因があるのか，3）筋細胞と運動神経末端とが本

症でみられる厚い結合織の増殖により接触不良で

筋細胞への神経支配が正常におこなわれないため

なのか，種々の機序が考えられる．今後はsubunit

particleの構成蛋白の同定とその機能の解明，及

びその筋細胞内でのbiogenesisと筋細胞膜への

輸送，膜への組込み並びにこれらの過程への神経

支配の影響等を検討することがFCMDやDMD

の発症機序を解明するうえで大切と考えられる．
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10）福山型先天性筋ジストロフィー症生検筋細胞膜の

cholesterol含量について

－Freeze fracture法による検討一

若　山　貴　弘＊

研究協力者　　熊　谷　俊　幸日日　見　隆　弘●　渋　谷　誠　二■

Duchenne筋ジストロフィー症（DMD）では，

その病因として筋細胞膜異常が重要であると考え

られている．この異常として凍結割断法でみられ

る筋細胞膜内のOrthogonal arrayl）2）やその

subunit particleの減少2）やcaveolae3）の増加傾

向がみられている．膜の脂質構成はその機能と密

接な関連があり，筋ジストロフィー症のような病

的状態でのその変動には興味がもたれるが，DMD

生検筋細月包膜ではそのCholesterol含量も増加4）

していることが報告されている．現時点では骨格

筋細胞膜を生化学的に純粋に抽出することは不可

能に近い．しかし電顕的にはsterolと特異的に

1：1で結合し，水に不溶性の複合体を形成する

digitoninを用い5）・6），筋細胞の細胞膜上で管状の

構造物のpatchyな集合体として反応産物がみら

れるfreeze fracture法により反応領域の広さで

膜のCholesterol含量を解析することは可能であ

る．我々は一昨年より福山型先天性筋ジストロフ

ィー症（FCMD）の筋細胞膜の微細構造をDMD

のそれと比較検討しており，Orthogonal array7）

やそのSubunit particleの減少8）など類似所見を

発見しているが，今回はFCMD生検筋細胞膜の

cholesterol含量について検討した．

材料と方法

FCMD6例の大腿四頭筋生検筋と組織化学的

に正常な幼小児整形外科手術例6例の大腿四頭筋

生検筋をU型筋甜子にはさみatrestlengthで採

取し，あるいはマッチ棒につけ両端を糸でatrest

＊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

lengthでく　く　り，直ちに冷却した2・5％glutar

aldehyde溶液（0．1McacodylatebufferPH7・4）

で2時間固定し電顕観察用標本とした．またこれ

ら症例からの生検筋の一部は液体窒素で冷却した

イソペンタン中で凍結し10JLの厚さのcryosec－

tionを組織化学的に染色した．myosin ATPase

染色にて6例のFCMDと6例の正常対照とで

typel fiberの割合がそれぞれ49・6％，48・4％で

あった．digitonin染色はsigma社製crude

digitoninを2mg／mlの割合で2．5％glutar al・

dehyde溶液（0．1McacodylatebufferpH7・4）

に溶解した液のなかへ上記電兢観察用固定標本の

1部を細切したものを入れ，室温で3時間反応さ

せおこなった．

凍結割断法のためにdigitoninと反応させた筋

組織を10％，20％，30％のグリセリン水溶液中で

それぞれ室温にて30分ずつ浸軟した．浸軟後標本

を液体窒素で凍結し，EikoFDIIA凍結割断装置に

装着し，真空度2．5－4×10‾7Torr，一120℃で割

断し，直ちに膜庄計で膜圧を一定にし，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を市販の塩素系漂白剤で

消化後水洗し，グリッドメッシュにすくい乾燥後

電動こて観察し写真を撮影した．筋細胞膜の同定

はorthogonalarrayの存在する細胞膜，筋細胞の

内部と連続した細胞表面膜，それに割面にSar－

comere outlineのあるものなどでおこなった．

レプリカ膜を電顕で観察し30Jlm2より広い面

積をもつ筋細胞膜をselection biasを避けるため

出てく　る順番に1症例につき20枚以上，

origina13，000倍で電顕写真をとり，最終倍率
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図1A，B二Aは正常対照筋，BはFCMD生検筋細胞膜のdigitonin－Cholesterol複合体の

低倍電顕写真で，rOd状反応物質はFCMD生検筋細胞膜に多い（×40，000）

12，000倍で6つ切りの印画紙に焼付けた．FCMD ing後，両群間で統計的に有意差を検討した．

6例，正常対照6例からそれぞれ148個，143個の

異なる筋細胞膜計291個のすべての写真をcode

L，それぞれの筋線維全表面積に占めるdigitonin

－Cholesterol複合体の面積の割合を画像解析装置

を用い算出し，すべて算出し終えた段階でdecod－

結　　　果

digitoninrcholesterol複合体は今回検索した12

例のすべての生検筋細胞膜にみられ，低倍の電顕

像ではrod状の反応産物が集合したpatchy area
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（図1A，B）として見られた．この反応部位を高

倍に拡大してみると個々の反応産物は太さ約50

nm，長さ200～300rmのrod状の形態をしており

（図2），この構造物は筋細胞膜の微細構造，例え

ばcaveolaeやorthogonalarrayとは無関係に分

布していた．

この反応産物は正常対照とFCMDとでは

FCMD生検筋細胞膜の多くでより大きな反応領

域としてみられ，筋細胞全表面積に占める反応産

物の割合のgroupmean±standard errorが6例

の正常対照では31．9±2．9％であったのに対し，6

例のFCMDでは51．2±4．7％であり統計的に有

意（P＜0．01）にFCMDで反応面積が大きかっ

た．個々の筋線経におけるその割合の度数分布の

ヒストグラムを作製すると図3のようになり，正

常対照ではかなり反応産物のみられない筋線経が

存在するのに対して，FCMDでは露出筋細胞膜の

全体が反応産物で覆われているものが，かなり観

察された．尚前記したように，FCMD群と正常対

照群とでは筋線維タイプに関してはtypel fiber

の割合では差がみられなかった．

考　　　察

digitonin－Cholesterol複合体の含量は

digitoninが主として3－β－hydroxysterolと結合

するので，SterOl主にcholesterolの膜内の濃度に

比例する．ちなみにsterolを含まない人工膜の場

合にはこの複合体がみられない6）．また生化学的

にcholesterol含量の多いことがわかっている遅

筋（typel fiber）において速筋（type2fiber）

よりも筋細胞膜のCholesterol含量が増加してい

ることが報告されている9）．我々の今回のFCMD

生検筋細胞膜の検索でFCMDでは正常対月削こ比

し有意にその筋細胞膜のCholesterol含量が増加

していることが判明したが，これはFCMD筋の

筋線維タイプが対照と差がなかったことより，何

らかの病的状態を反映しているものと考えられる．

このような筋細胞膜のCholesterol含量の増加は

図2：正常対照筋細胞膜にみられる反応産物の高倍電顕像でrod状物質は巾約50nm長さ

約300nmの大きさからなり，その下にはorthogonalarray（矢印）も見られる．

（×160，000）
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図3：個々の筋線経における反応産物の面積の筋表面積に対する割合の度数分布のヒスト
グラム．

DMDで報告されているが，例えば多発性筋炎の

ような他疾患では見られないことが報告されてい

る4）ので，筋ジストロフィー症筋の1つの特徴か

もしれない．未熟な筋組織はcholesterol含量が

多いので，FCMDやDMDで見られる再生筋細胞

がこれらの結果に何らかの影響を与えている可能

性も大きいが，同様に多くの変性・填死線経の見

られる多発性筋炎でdigitonin－Cholesterol複合

体の増加は見られなかったと報告されている4）こ

とより，本研究の結果はFCMD筋の全体的な未

熟性に関係しているのかもしれない．このような

FCMD筋細胞膜の異常は，本症生検筋細胞膜で

我々が今迄に発見している膜内粒子やorth＿

OgOnal array7）やそのsubunit particle密度8）の

減少と密接に関連しているものと考えられる．こ

のようなFCMD筋の筋細胞膜の脂質構成の異常
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は本症骨格筋細胞膜の機能の低下，ひいては骨格

筋細胞の変性，壊死の原因となっている可能性が

考えられる．
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11）福山型先天性筋ジストロフィーの大脳皮質形成異常の

成立桟序

Golgi法，血管構築の検討及び胎児脳の形態学的検討

中　村　晴　臣■

研究協力者

福山型先天性筋ジストロフィー（以下FCMD

と省略）の大脳奇形は胎生期の神経細胞の遁走異

常によっておこるといわれ，また脳軟膜下のグリ

ア増生の所見から胎内感染が原因である1）とも言

われているが，まだ不明の点が多い．今回，我々

はゴルジ染色，血管鼓銀法，パラフィン連続切片

の3次元再構築を用いて皮質構築の詳細を検討し

た．またFCMDの姉を持ち，23週で竜充産した胎児

の脳奇形を検索する機会をえ，形態学的に検討し

た．それらの結果を踏まえ，本症の大脳奇形の発

生機序について考察を加える．

方　　　法

3例のFCMD剖検例（2歳女；6歳女：29歳

男）について，ホルマリン固定後の大脳皮質に

Golgi染色と血管鍍銀染色を施した．FCMDの大

脳皮質は広範な細月包構築異常を示すが，その異常

パターンは3段階に大別できる（表1）2）．そこで

Golgi染色については各異常パターンそれぞれの

部位から小切片を切り出し，十分な水洗の後，3

％重クロム酸カリ：10％ホルマリンの20：1混合

液内で8－10日間固定，蒸留水で洗った後0．75％

硝酸銀i容液に24～48時間浸潰，組織片を脱水，透

徹，パラフィン包埋後，50～10叫に薄切し，脱パ

ラ後封入，個々の細胞形態をcameralucidaで最

終倍率270倍で描画した．隣接する各部位から同じ

く小組織片を切り出し，100－200／‘の凍結切片を

作り，HasegawaとRavensの方法3）により，Rio

Hortegaの））ナウム銀で血管法統を加えた．ま

＊鳥取大学医学部神経病理

高　田　邦　安■

た，一部組織片はパラフィン包埋後，連続切片を

作り各種染色を施して，血管構築の3次元的構築

の検討に供した．

胎児脳はホルマリン国定後，いくつかの冠状断

を加え，パラフィン包埋後，切片に通常の組織染

色と，PAP法によるグリア線維酸性蛋白（GFAP）

染色を施行した．この症例の姉（3歳）はFCMD

患者で，重度の精神発達遅滞を示し，筋生検でジ

ストロフィー変化を認めている．両親に近親婚は

ない．

表1　FCMDにおける3段階の皮質形成異常2）

皮賞形成異冨　　　　　撫　粒　嶋　筆

Type　2

Type　3

6層撫達を保つ

VerruCOSe dysplasia、

■icroSUIcus　を窪める

小多脇拭　く層形成無し〉

■icrosulcus　多数

VerrUCOSe dy印l■Sia

表面は平滑

1．接接線経を含む表層

2．厚い繍胞層

3．ミエリン層

4．深絆の撫抱層

結　　　果

Go廟法

11型では細胞は概ね皮質表面に垂直に配列し，

個々の神経細胞の形態もおおむね正常と見なされ，
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図1　Golgi染色標本描画像：

a l型形成異常（verrucose

dysplasiaの部分）
b　2型形成異常

錐体細胞が多数認められた（図1a）．1型のVer－

rucose dysplasia，2型の小多脳回の最上部では

それぞれ突起の向きの不定な異常細胞が多い．2

型の深部では神経細胞はおおむね互いに平行に並

んでいたが，所によってさまざまの傾きがあり，

細胞形態は樹状突起の側方への発達不良を示すも

のが多く，また層分化も1型に比べ未熟だった（図

1b）．3型では，配列の異常と神経細胞の未熟性

が顕著で，殆どの神経細胞で葺封状突起の発達不

良・その向きの不規則性を示した．また細胞体も

丸形・極端に細長いものなど，異常形態を示した．

神経細胞の平行配列はほとんど認めないが，僅か

に皮質深層の有髄線維束に沿って，樹状突起の発

達の悪い神経細胞が平行に配列するのを認めた．

製∴押　　b

血管構築

1型では正常皮質と同様，穿通血管は脳表から

直角に進入した．verrucosedysplasiaの部分には

しばしばやや径の太い「中心血管」（そのほとんど

は静脈と見なされた）が存在した．2型では血管

構築は特に上層部でかなり乱れ，実質の分艶しな

い脳溝と見なされるmicrosulcusに一致して，太

い血管の集積が認められた（図2a）．3型では，

上2／3で大小の血管が不規則に走行・分岐・吻合す

る高度の異常パターンを示し，中層部に表面と平

行して走る太い血管があり，そこからさらに深部

では血管はむしろ垂直に進入していた（図2b）．

胎児脳の所見

FCMDの胎児脳は対照脳とほぼ同じ大きさだ
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図2　血管鍍銀標本：
a　2型形成異常
b　3型形成異常

図3　FCMD胎児脳；側面

が，側面特に側頭葉から島回，頭頂葉の一部で脳

軟膜が肥厚し，表面の光沢が減少していた．また

対照脳で見るような放射状の中大脳動脈の分枝が

不明瞭だった（図3）．

組織学的には，大脳深部の基底核，視床，大脳

白質などに著変はなかった．大脳皮質のCOrtical

plateは等隆部や内側面ではほぼ正常の厚さで，

側頭葉では皮質細胞層は著しく厚かった．また大

脳のほぼ全面で軟膜下グリア間葉性組織の増生が

あり，その厚さに比例して，一般のFCMDの脳と

同じく　3種類の皮質細胞構築の異常段階を示した．

図4はその3段階の異常パターンをシェーマで示

したものである．

先ず，鳥距溝の付近（typel）ではcorticalplate

は概ね正常に形成され，神経細胞はこの時期に顕

著な垂直配列を明らかに示していた．皮質を覆う

グリア組織は比較的薄く，この中に神経細胞の小

集団が突出するのが見られ，ときには中に白質を

含むやや大きい結節状隆起が，膜組織を押し上げ

ていた．GFAP染色では，胎生期に神経細胞の遁

走をガイドするといわれるradial　gliaが一見正

常な柱状配列を保つ神経細胞層内に明らかに染め

出され，グリア膜の下まで延びていた．

前頭葉や頭頂葉（type2）では表在グリア層は更

に厚くなり，COrticalplateからの神経細胞集団の

突出の頻度が一層高くなっており，また時にはグ

リア層の中に孤立した細胞集団を作っていた．神
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lype l

図4　FCMD胎児脳における3段階の異常

パターン，左端はstageV（胎齢16週

以後）の正常大脳皮質

経細胞集団が外に向かって突出する結節の中心で

はしばしば細い血管が垂直方向に貫いていた．

GFAP染色では，radialgliaが1型同様，神経細

胞層内に染め出され，グリア膜との境界部で突起

の先端が水平に並び，そのほかこの境界面を越え，

上方の神経細胞集団の内部にまで延びるradial

gliaも認めた．

側頭葉や後頭葉の外側部（type3）では皮質神経

細胞層が厚く，内部は垂直配列のパターンを全く

認めない不規則な細胞集団の集合で，血管やグリ

ア間菓組織と入り交じっていた．ここではradial

gliaは皮質の最深部に僅か認められるのみだが，

突起を延ばしたアストログリアは多数存在した．

考　　　察

大脳の正常発達においては，Ventricular zone

で分裂・増殖した神経細胞のprecursor cellは，

radialgliaをガイドに遊走し，最外層のmarginal

ZOneの直下に，後続のものが先着のものより外側

に順次到着して（，inside out，の原則）cortical

plate，すなわち将来の大脳皮質をつくる4）．このた

め生後しばらくまで皮質神経細月包は明らかな柱状

配列をとるが，個々の神経細胞の分化・成熟にと

もない柱状配列は不明瞭となる．しかし，Golgi染

色では錐体細胞はapical dentriteを脳表に向か

って垂直にのばし，互いに平行に並んでいるのが

分かる．

Golgi染色による検討の結果，FCMDの1型で

は，VerruCOSedysplasiaの先端部を除いてこの垂

直配列は保たれるが，2型，3型と細胞構築異常

の程度が進むと，その配列の乱れか高度となり，

個々の神経細胞の形態異常も細胞構築異常の段階

に応じて高度となることが示された．この結果は，

4層型無脳回あるいは他の型の小多脳回のGolgi
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解析の結果とは異なっている．すなわち，FCMD

の奇形発生は，細胞遁走中期での遊走抑止（無脳

回），細胞遁走終了後の皮質におこった層状の

hypoxicな傷害（小多脳回）などとは，異なった発

生機序によるものと推測される．

一方，皮質栄養血管はcortical plateの形成と

ともに発達し5），正常では神経細胞遁走終了の少

し前にあたる胎齢15週以降成人に至るまで，皮質

を垂直に貫くradialpattemは保たれている．今

回，FCMDでの血管構築異常は細胞構築の異常段

階とパラレルな関係があることが証明され，本症

の奇形発生のcritical periodは遅くとも細胞配

列・血管構築の基本が完成する神経細胞遊走終了

時期以前であることが示唆された．特に3型で

radial patternが深部では保たれていたことは，

ここでも細胞遁走のごく初期は正常に行われたこ

とを示すものであろう．

また胎児脳の検討によりFCMDの大脳奇形は

胎生23週には既に形成されていることが判明し，

さらにその発生には，胎生期における皮質表層の

グリア間菓組織増生が重要な働きをしていること

が示唆された．すなわちこのグリア増生のため（た

とえば分子層の境界をなすグリア限界膜の部分的

欠損を経て），細胞遁走期の神経細胞が正常の到達

位置よりさらに表層に誘導され，異常細胞構築を

釆したという奇形発生メカニズムが推測できる．

部位によって脳表への神経細月包蓄積の程度が異な

る結果，先に示した3段階のパターンが区別され

るのであろう．しかし，このグリア組織増生の一

次的な原因は依然不明である．かつて指摘された

胎内感染の可能性もなお否定できないが，いまま

での剖検例で多少のバリエーションはあっても，

皮質形成異常の各型の出現部位におおむね共通性

があり，ほぼ対称性の分布を示すことなどから，

我々自身はこのグリア増殖の原因は遺伝的に規定

されたものである可能性が高いと考えている．
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12）ネマリンミオパテーの組織診断に関する知見補遺

福　原　信　義＊

研究協力者　　澤　　　弥　生♯　高　守　正　治■　堀　川　　　楊■＊

は　じ　め　に

ネマリ　ン　ミ　オノヾチーは骨格筋における

nemaline rodの出現を特徴とする先天性筋疾患

であるが，他の先天性ミオバナーと臨床症状の類

似する点が多く，診断には筋生検でのrodの確認

が重要であり，今までの報告例の80％の症例では

20％以上の筋線経にrodがみられたと記載され

ている．また，ネマリンミオバナーの骨格筋は組

織化学的にタイプⅠ線維優位，タイ70Ⅰ線維萎縮，

タイプⅠⅠ線維肥大を示す七とが多い1・2・3）が，これ

も先天性筋線経型不均衡症と共通する点である3）．

我々は，幼少期発症，非常に緩徐な進行性の顔面・

四肢のぴて蔓性筋萎縮，筋力低下を示し，臨床的に

ネマリンミオバナーとして非常に特徴的な症状が

あるにもかかわらず，生検筋でのGomori tri－

chrome染色でrodが認められないか，1．4～2．4

％と非常にわずかにしか認められなかった2症例

の形態計測分析を行い，本症の組織診断に際し，

注意すべき点をみいだしたので報告する．

症　　　例

症例1　24歳　女性

主訴：歩行障害

家族歴，既往歴：特別のことなし

現病歴：幼児期より運動能力が劣っており，年

齢とともに顕著となっていた．20歳頃より疲労時

に腰部の脱力感，腰部痛を生じるようになった．

58年9月，第2子の出産後，歩行障害を自覚する

ようになったが，次第に腰部の脱力感，歩行障害

が増悪してきた．

現症：身長164cm，体重44kg．胸腹部の理学的所

見は正常．高口蓋弓と凹足がみられる．顔筋，頸

＊金沢大学医学部神経内科

＊＊信楽国病院神経内科

筋を含め全身の筋トーヌスの低下と筋萎縮，筋力

低下がみられるが，特に近位筋に著明である．深

部反射は消失，病的反射（∋，感覚障害∈），協調運

動は正常．

検査所見：血清CK：49U／1，EMG：ミオバナ

ーの所見でミオトニー現象（∋，末梢神経伝導速

度：正常下限．筋生検：左大腿四頭筋（Q）で施

行．

症例2　25歳　男性

主訴：歩行障害．

家族歴：兄と母方従兄に色盲（巾．

既往歴：11歳時，左下腿骨祈．

現病歴：生来，やせ型であったが，11歳時に左

下腿骨折をして以来，左足首のかえりが悪く，左

第1址の背面に知覚鈍麻があった．22歳頃より重

い物をかついで長く歩くと左足の脱力感が生じ，

歩けなくなることがあったが，次第にその傾向が

強くなり，全身倦怠感，疲労感，微熱が生じ，52

年7月30日新潟大学神経内科受診，肺結核とネマ

リンミオバナーの診断で8月17日信楽園病院入院．

入院時現症：高口蓋弓（巾，緑色盲（＋），胸腹部の

理学的所見は正常，顔面を含め全身のび洩性筋萎

縮がみられるが，筋力は顔面筋を除き比較的保た

れている．左下腿が特に萎縮しており，左足関節

に運動制限があるが，11歳時の骨折の影響と考え

られた．深部反射正常，協調運動は正常で，感覚

も左母址背面の触覚低下以外は正常．

検査所見：胸部Ⅹ線像：右肺上薬に活動性肺

結核の所見．打客疾に結核菌（＋），Gaffky5号，血清

CK：25U／1，EMG：ミオバナーの所見．一部，

右大腿四頭筋で5mV以上の高振巾活動電位が

みられた．ミオトニー現象∈）．末梢神経伝導速度：

正常．筋生検：左上腕二頭筋（B），左大腿四頭筋

（Q）で施行．
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表1　Rodの出現率と筋線雉タイプ比率

Rod l H A ll B II C

症例1（Q）1．4％　　　　4．7％　犯．3％　　2．6％　　0．4％

症例2（B）　0　　　　　　44．0　　　4．6　　　51．2　　　　0．2

くQ）　2．4（・関．2）　35．7　　　3．4　　　　57．3　　　　3．6

Q：quadriceps fe徽Oris，　　　　B：bicep＄brachii

図1　pH4．3で前処置のATPase染色．

a　症例1×60；b　症例2（B）×75

筋生検所見

1．一般組織学的所見

症例1では筋線維径の大小不同がみられるが，

筋線経の壊死や問質の線維化はみられない．1．4％

の筋線椎にごく少数のrodがみられた．症例2

（B）では筋線維径はほぼ正常であり，筋線経の壊

死などもなく，rOdは全く認められなかった．一

方，症例2（Q）では，1個の筋線維束でのみ，79．2

％の筋線経にrodがみられたが，他の筋線維束で

はほとんどrodはみられず，筋線維全体で2．4％

のものがみられた．

2．タイプ線経の比率（表1）

症例1（図1a）では著明なタイプⅠIA線維優位

がみられ，タイプⅠ線経の比率はわずか4．7％であ

った．一方，症例2（図1b）でのタイプⅠとⅠⅠの

比率はほぼ正常であったが，サブタイプではⅠIA

線経が減少していた．

3．筋線維平均直径（表2）

図2　症例2（B）の電顕像×7，300

症例ではタイプⅠ線経とⅠIB線経の萎縮が，症

例2（B）では萎縮はなく，（Q）ではタイプⅠ線

維萎縮がみられた．

4．電顕所見

症例1のrodの数は少ないが，定型的なもので

あった．一方，症例2（B）のrod（図2）はZ帯

の拡大という型で長径が1JJm以下の大きさで

あった．しかし，その構子状構造は定型的なもの

と変りはなかった．

考　　　察

症例1でのrodを有する筋線経は1．4％と非常

に少ないが，電顕所見からは定型的なものであり，

臨床症状とも合わせ，先天性ネマリンミオバナー

と診断するのに不都合はない．rodは一般にタイ

プⅠ線経にみられることが多い1）12）が，本例の筋線

経はタイプⅠⅠ線経がほとんどであり，これが本例

でrodの少ない理由と考えられる．今までの文献
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表2　筋線維平均直径（〟m）

I ItA llB llC

症例1くQ）　21．69±9．04　79．64±23．別【：3．亜±9．罰i：刀．芸土0・01

症例2（B）　53．41±10．釘　57．71±11．別Il旧．糾士13．朗　訂．00

（Q）測．00士1．19　66．的士刀．拓　71．力士12．拓　刀・藩士14・鮮

Q■：qu如ricepSf㈱ri＄，　　B：bice膵bnfhii

表3　Nemaline myopathy：筋線維タイプ

の比率異常

症例数　　　　　筋肉致

タイプl線維優位
タイプ目線維優位
正常
分頸困難
記載なし

g卜※
2※
21
3

5

l

つ

】

1

3

6

‘
　
　
2

計　　　　　　　　　　きj例　　　　72訪

※1例で重花

例で，組織学的所見について比較的詳しく記載さ

れている83例についてまとめてみると（表3），大

部分はタイ70Ⅰ線維優位であり，タイプⅠⅠ線推優

位を示したものはわずかに2例のみである．した

がって，まれではあるが症例1のように，タイプ

Ⅰ線経が極端に少ない症例では，rOdが見逃され

ている危険性が大と思われる．

一方，症例2の上腕二頭筋では，タイプⅠ線経

の数は正常であるにもかかわらず，trichrome染

色でrodは認められなかった．この症例がネマリ

ンミオバナーであることは大腿四頭筋の一部の筋

線維束でrodがみられたことより確かである．そ

して，電顕では非常に小さなrodがみられ，ネマ

リンミオバナーの診断には生検部位によってrod

がみられないことがあること，また，rOdが小さけ

れば光房では診断のできない場合のあることが判

り，特に先天性筋線維型不均衡症の診断には慎重

でなければならない．

結　　　論

ネマリンミオバナーでは，（1ほれにタイプⅠⅠ線

経優位を示すことがあり，そのような症例では，

光顕でのrodの出現率は低い．（2）rodの大きさが

小さいと，Gomori trichrome染色では診断しに

くく，電顕的観察が重要である．

文　　　献

1）Fukuhara，N．，Yuasa，T．，Tsubaki，T．et al．：

Nemaline myopathy．Histological，histo－
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2）福原信義，揚浅龍彦：ネマリンミオバナー，神

経内科，8：305－312，1978．

3）Miike，T．，Ohtani，Y．，Tamari，H．et　al．：
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13）Acute rhabdomyolysisの2症例

一成因，筋生検像，筋電図，Ⅹ線CT及びMRI－
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は　じ　め　に

早期診断と適切な輸液療法により腎不全に致ら

ずに致命しえたacute rhabdomyolysis（ARML

と略）の2症例を経験した．その成因，診断，筋

電図所見，筋生検像，Ⅹ線CT及びMRIを含めて

報告する．

症　　　例

症例1：S．K生．25歳．男性．主訴は意識障害

と左下肢腫脹．既往歴は，20歳時に中垂切除以外

特記すべき事はない．家族歴は特記すべき事はな

い．現病歴は，家業の借金と，幼少時の父母の離

婚で悩んでいたところ，昭和61年7月6　日に

38．30C台の発熱があり，近医では膵臓炎が疑わ

れ，腹部CTをとったところ，本人は膵臓癌と信

じこみ，不眠，不穏となり，多量の抗精神薬を投

与され，昏睡となる．また左大腿腫脹が出現した

ため，本科に紹介入院となる．入院時現症は，身

長160cm，体重45kgであり血圧は100／80

mmHg，脈拍120／分，整．呼吸は12回／分で浅呼

吸である．皮膚及び舌は乾燥している．肺野，心

音及び腹部に異常を認めない．四肢では，左大腿

部に熱感を伴った腫脹を認め，左大腿周径は，膝

関節上20cmで，左44．5cmで，右42．5cmであり，

鼠径部で，左周径58．0cm，右周径52cmである．

足背動脈はよく触知できた．神経学的には，髄膜

刺激症状なく，昏睡以外に所見を認めない．検査

所見では，白血球8700／mm3（リンパ球対好中球

＊宮崎医科大学第三内科

＊＊野崎病院画像診断センター

は59対29），Hct41．3％，Hb13．8g／dl，血小板

33・1万／mm3．尿検査でpH7．5，潜血（＋），赤

血球7－10／HPFである．腎機能，電解質は正常

であるが，筋肉酵素は血清CK26，600IU／L（正

常120以下），LDH3，000IU／L（同365以下），

GOT598IU／L（同38以下），GPT300IU／L（同

30以下）と高値である．血清ミオタロビンは，196

mg／ml（同60以下）である．X線CTにて，左大

腿内転筋中央部に低吸収域を認める（図1）．脳脊

髄液では，血圧は正常，細胞数10／3（リンパ球対

単球は7対3），蛋白18mg／dl，糖59mg／dlと

正常であり，フェノバール，ヒブントイン，パル

プロ酸の血中濃度は有効治療濃度以下であったが，

ハロペリドール，タイアゼパムなど他の6剤につ

いては，測定法が一般化していないため値を得る

事はできなかった．単純ヘルペスの抗体価や日本

脳炎抗体価はpair髄液にて共に陰性であった．脳

波で，左前頭，側頭部に辣波を認めるが，頭部CT

には異常を認めない．入院後，1日尿量を3，000

cc／日に保ち，腎不全なく，大腿の腫脹も消失し，

血清CK，ミオグロビン値も正常化した．不穏時の

脳波にもspike burstはなく，不穏状態について

は心因性に起ったことを強く示唆し，家族との話

し合いにより，現在退院し，通常の生活を始めて

いる．

症例2：A．K生．63才．男性で，元は大工であ

った．主訴は両下肢麻痺と右大腿腫脹である．既

往歴は，39才時胆嚢切除．57オ時に，飲酒後，階

段より転落し，意識消失と左眼を失明している．
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図1症例1の発症38日の大腿部のⅩ線CTである．左大腿内転筋中央部に低吸収域を

認め，rhabdomyolysisである事を示している．

現病歴は，昭和61年9月30日，飲酒後排便しよう

と立ちあがると，両下肢の感覚喪失と脱力あり．

痛みや膀胱，直腸障害はなく，上肢の運動障書は

なかった．翌日，隣人が近医に受診させるが，右

大脇腫脹があり，血清CK値が39，600IU／Lと高

値の為，紹介入院となる．入院時現症は，身長163

cm，体重72kg，血圧120／80mmHg，脈拍，呼吸

は正常である．一般理学所見では，左眼の失明以

外には，胸腹部には異常所見を認めない．四肢で

は膝上20cmにて，左大腿周径は50．0cm，右大腿

周径は52．5cmと左右差を認め，右大腿は熱感を

伴っている．両側足背動脈はよく触知する．神経

学的には，脳神経系は，左眼失明以外正常．運動

系では，上肢正常であるが，左下肢は屈伸がかろ

うじて可能である．右下肢の自発運動はできない．

深部反射は正常だが，四肢の腱反射の元進を認め，

ワルテンベルグ反射は両側ともに陽性であるが，

バビンスキー反射は認めない．感覚は両側とも

L4，5，S．の領域に障害を認めた．検査所見では，尿

検査にて，潜血を認め，赤血球を7－10／HPFに

認めた．末梢血では，白血球8，500／mm3，Hct

40．5％，Hb13．5g／dl，血小板34・1万／mm3と

正常であり，腎機能，電解質の異常も認めない．

筋肉酵素は，血清CK137，900IU／LLDHl，729

IU／L，GOT236IU／L，GRT189IU／Lと異

常高値を認めた．血清ミオグロビン値も406ng／

mlと高値であった．右前脛骨筋生検を発症14日目

に行った．好酸性に染まる筋細胞の変性と，軽度

の筋細胞の大小不同を認めるが，炎症細胞の浸潤

は少ない（図2）．X線CTでは右大腿の腫脹を認

めるのみであるが，MRIではlongSEにて鮮明に

高輝度病変を認めた（図3）．入院後経過において

は，ARMLと診断して1日尿量を3，000cc／Elに

保ち，尿中ミオグロビンは5ng／dl以下で経過し
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図2　発症14日目の右前脛骨筋生検像（へマトキシリン・エオシン染色×400）．好酸性に

染まる変性した筋細胞，筋細胞の大小不同を認める．炎症細胞の浸潤は少ない．非

特異的虚血性変化を示す筋生検像である．

た．血清CK，ミオグロビンも発症20日目に正常化

した．左下肢は，筋力が5日目に，感覚が20日目

に正常化したが，右下肢は，発症2ヶ月後も，膝

の屈伸は可能だが，足の背屈，底屈は全くできず，

発症20日日位より，灼熱痛を訴える様になり，鎮

痛剤と睡眠剤を要求する様になった．Anterior

compartmentsyndromeを疑い，経時的に神経伝

導速度は低下し，針筋電図で，fibrillation

potentialやpositivewaveを認め，脱神経性変化

を認めた（図4）．また，MRIでlongSEにて高

輝度病変を認めた（図5）．大腿内転筋の筋電図的

所見はshort durationとlow amplitudeの筋原

性変化であった．現在，下肢の挙上と安静，ビタ

ミン剤とCoenzymeQl。などを投与後，下腿に短

肢装具を装着して歩行可能となり，外来で経過

を見ている．尚，病初期に起った両下肢の麻痺

について脊髄動物の循環障害，頸椎症や脊髄炎

を疑い，それぞれDSA，ミエログラフイ一，髄液

中の01igoclonalbandの検索をしたが，軽度の大

動脈硬化，頸椎椎間腔の軽度の狭窄，01igoclonal

band（－）であり，決定的な所見はなく，不明で

あった．

考　　　按

ARMLは，筋腫脹，血色素尿，また正常値より

10倍以上のCK高値の時に疑い，Gasbowら1）の

報告では，87例中29例が急性腎不全となり，6例

が死亡しており，早期診断と適切な輸液により救

命しうる救急疾患である．

ARMLの成因については，Gasbowら1）や

Rowlandら2）が報告している様に，アルコール，

圧迫，ケイレンや抗精神薬がそれぞれ原因として

多く，昏睡の患者に筋腫脹をみたら，疑うべきで
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図3　症例2の発症2日日の大腿部のⅩ線CT（上段）とMRIのlong SE像（TR／TE＝

1500／34）（下段）．X線CTでは腫脹を認めるだけであるが，MRIでは，病変を鮮

明に高輝度として描出している．
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図4　経時的にみた右後脛骨神経と膵骨神経の運動神経描伝導速度（上段）と，発症40日

目の前脛骨筋の安静時筋骨図（下段）であり，fibrillationpotentialやpositivewave

を認め，脱神経所見である．息肢は全く自動運動できない状態であった．

ある．Rowlandら2）は局所の圧迫に他の要因の組

み合せによって生ずると考えている．症例1は抗

精神薬の多量投与が，症例2ではアルコールが，

それぞれ局所の圧迫に加えて重要な成因であると

考えられる．

ARMLの筋病理像は，生検の時期によって異な

るが，筋腺経は個々パラパラに侵され，食細胞を

伴う壊死と筋の再生像および細胞浸潤の少ない事

がその特色であり，我々の症例でも同様の所見で

あった3）．

ARMLの筋電図学的検索の報告は少ない．大腿

内転筋の針筋電図は，筋原性変化を示した．下肢

ではShieldsら4）が，昏睡後に筋腫脹とcompart－

mentsyndromeを合併する事を指摘したが，我々
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図5　発症2ヶ月目の下腿部のX線CT（上段）とMRI（TR／TE＝1500／34）（下段）

で，Ⅹ線CTでは何の異常も描出していないが，MRIでは浮腫性病変を高輝度とし

て認める．
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の症例でも合併し，患者の予後や管理上，留意す

べき事と思われる．

ARMLのMRIの報告例はまだ1例をみるの

みであるが5），ARMLのⅩ線CT及びMRIを同

時にとり，MRIが，その病変をより鮮明にしめす

事を明らかにした初めての報告である．これは，

筋生検所見でみられた筋細胞の浮腫や腫脹，また

問質の炎症，浮月重や硝子様変性という顕微鏡的所

見を正確に反映しており，興味深い．また，発症

2ヶ月目の下肢のMRIで，anteriOr compart－

ment syndromeを示す高輝度病変を描出した初

めての報告例である．

ARMLの治療と予後に関しては，腎不全が予後

を決定しており，Gasbowらは，血清クレアチニン

が3．0mg／dl以上の群に腎不全と死亡率の高い

事を指摘した．彼らの考察によると，血清K値

は，腎不全の結果上昇するとしており，心臓に対

する影響よりも，腎臓に対する注意を喚起してい

る1）．血清ミオグロビン値と腎不全との関係につ

いては，まだ報告がないので，臨床の場では十分

な輸液療法を行うことが大切である．

結　　　語

ARMLをきたした2症例を報告し，局所の圧迫

以外に，抗精神薬やアルコールなどの関係を指摘

した．筋生検像は，筋細胞の崩壊や浮腫を主変化

とする筋原性変化である事を示した．筋電図学的

変化は，末梢神経障害を合併しなければshort

duration，lowamplitudeの筋原性変化であるが，

ARMLはanteriorcompartmentsyndromeを合

併しやすく，合併した場合，運動神経伝導速度の

経時的増悪と脱神経性変化を示す事を明らかにし

た．X線CTよりも，MRIの方が病変をより鮮明

にし，それは，筋生検でみられた虚血性変化の所

見と一致した．X線CTではっきりとした低吸収

域が出現する前にMRIで病変を示した最初の報

告例であ　り，また，anterior comDartment

syndromeをMRIで示した報告例でもある．

ARMLは腎不全の治療が第一であり，適切な輸

液療法と，期を逸きない透析が致命と予後を決定

する．早期診断と早期治療が要求される筋肉の政

急疾患のひとつであることを強調する．

文　　　献
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14）遠位筋筋力低下を主症状とし筋生検にて

multicoreを呈した1例

茂　在　敏　司■

研究協力者　　河　村　　　宏■

市　岡　　　修＊

小松原千鶴子＊

は　じ　め　に

Multicorediseaseは1966年Engelらl）により報

告されて以来多くの報告がなされ，先天性ミオバ

ナーとして位置づけられている．その診断は筋組

織像でcentral coreに類似したmultiple coreの

存在によりなされているが，COreの成因に関して

はいまだ明確にされていない．我々は亜急性発症

した末梢神経障害患者の筋組男我にmulticore様変

化を認めたので報告する。

症　　　例

患者：S．Ⅰ．18歳　女性

主訴：両下肢の筋力低下

家族歴：両親健康．近親婚なし．

既往歴：生後まもなく幽門狭窄にて手術．

現病歴：妊娠期間中異常なく満期安産，生下時

体重1800g，処女歩行11ケ月，その後精神運動党達

遅滞なし．昭和61年6月下旬より食欲不振，嘔気，

嘔吐をきたし摂食不良となる．7月初旬，歩行中

数鹿足関節を捻挫する．′7月中旬両側膵腹筋部に

序痛出現，同時に下腿脱力を自覚．7月下旬には

両手指の脱力出現．下腿の脱力は次第に進行し，

8月初旬には起立不能となり入院する．

身体所見：身長140cm，体重34kg，意識清明，脈

拍80／分整，血圧110／80mmHg．その他一般内科

的所見異常なし．

神経学的所見：両下肢遠位部優位の筋力低下を

認める．両側の垂足を認める。知覚障害なし．深

部腱反射は上下肢とも低下，左右差なし．両足

ATR消失．脳神経系異常なし．小脳症状なし．そ

＊大阪医科大学第一内科
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の他神経学的異常なし．

血液生化学的検査：検尿，検便異常なし．血沈

（1時間値）14mm，CPK21U／／L，その他血液

一般，生化学的検査異常なし．

筋電図：両下肢にfibrillation voltageおよび

一部low amplitude short duration NMUの

myogenic changeの混在を認める．

排腹神経生検：大径有馳神経線経の脱落および

軸索の変性を認める（図1）．teasedfiberにて約

半数の線経に軸索変性の所見を認める（図2）．

筋生検（左麟腹筋）：HE染色にてscattredan－

gular atrophyおよび一部の筋線維内にエオジン

に浪染する部位が存在する．しかし問質の増生，

炎症細胞浸潤などを認めない（図3a）．NADH－

TR染色では一部の筋線経に直径5～30JLのCOre

を1～数ケ認める．coreは偏在するものが多く，

TypeI，TypeII双方の線経に認める（図3

b）．

電顕的にはcoreのひろがりは比較的限定され

ており，横紋構造の消失，Z－lineの乱れを認めミ

トコンドリアや筋小胞体の消失や減少，Z－lineの

変性したものとおもわれるdence materialを認

める（図3d）．またcoreと健常部位の境は明瞭

ではない．

さらにoil red O染色では散在性にlipid body

が著明に増加した線経が存在し，これらの線経は

全てTypeI線経であり（図4‘a），電顕的にも

lipid bodyの増加を認める（図4b）．

臨床経過：入院後食欲も改善，リハビリテーシ

ョンも積極的におこない，約1ケ月にて歩行可能

となり11月末退院した．、＼
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／mm2
巳VeljnaLedFibe「

Tot8l＝6－126／mm2

lS

DIAM【T【R（〃m）

10

／mm2

址町eHmtedFiber
T0101；33371／mm2

図1　月井腹神経のヒストグラム大径有髄神経

の脱落を認める．

図2　teased fiberではミエリンオボイドが

認められ，電顕でも軸索変性を認める．

－97－
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10　　　　　　　　　80
01▲M【▼【Rくい

図3　左俳復筋生検

a：HE染色（Ⅹ100）

一部の筋線経にエオジンに濃染する部位（矢印）をみとめる．

b：NADHTTR染色（Ⅹ100）

C：ヒストグラム

d：core部の電顕像，横紋構造の消失，ミトコンドリアの消失などを認める．

図4　左肺腹筋生検

a：Oilred O染色　bニ電顕像Type1線経に著明な

lipid bodyの出現をみる．

－98－



考　　　察

本症例は亜急性発症の軸索変性を主とした末梢

神経障害に筋生検NADH－TR染色でmulticore

様変化を示し，かつ明かな筋力回復を認めたもの

である．軸索変性を主とする神経障害には種々の

toxicneuropathyが考えられるが，本例では既往

がないことより原因不明である．

一方，筋病変に関してEngelら2）はmulticore

自体はnonspecificな変化ととらえ，筋ジストロ

フィー，筋炎，denervation atrophyの一時期な

どにも出現すると述べている．さらに一候ら3）は

悪性症候群の例に一過性にmulticore様変化を認

めたと報告している．本例はその臨床像および経

過から先天性ミオバナーとしてのmulticore dis－

easeは否定される．また，明かな軸索変性が確認

されていることより，末梢神経障害を考える場合，

NADH－TR染色像が示す所見とtargetあるいは

targetoid fiberとの異同が問題となろう．target

fiberはその名の示すごとく筋線経の中心にcore

を有する3zonefiberであり，targetOidfiberは

その中間層の欠如したものとされている4）．本例

のCOreは多発および偏在することよりmulticore

と表現されるのが妥当だと考えられる．

一方，電顕的には本例のCOre，multicore，tar－

getoidfiberのcoreに本質的な差異は認められず，

このような観点より本例のCOreをtargetoid

fiberとともにdenervation，reinnervationに関

連した一連の変化としてとらえることもできるで

あろう．しかし，日常一般によく遭遇する末梢神

経疾患でmulticore様変化をみることは極めてま

れであるこ　とおよび本症例の筋組織には

multicoreの他にType I fiberに著明なlipid

bodyの増加が認められることより，単に末梢神経

障害のみにこの筋病変の意味づけを求めて良いの

かどうかは問題であり，神経筋の両者の根底に共

通した未知の代謝障害が存在していることも考え

ねばならない．本症例の筋力低下が約1ケ月にて

改善していることより，このmulticore様変化が

一過性である可能性もあり，今後さらに筋生検を

含めた検討が必要と考える．、

本症例は，現時点では原因不明の特異なneuro

myopathyと考えられ，筋におけるmulticoreの

成因および病理学的意味づけを考えるうえでも興

味ある症例と考え報告した．
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15）神経筋疾患におけるUltrasoundImaging

－超音波顕微鏡による組織固有音響

インピーダンス定量化の試み－

田　代　邦　雄■

研究協力者　　松　浦　　　亨■

森　若　文　雄■

緒　　　言

神経筋疾患の診断および経過観察のための非侵

襲的検査法と　してB－mOde超音波画像

（UltrasoundImaging，以下UI）か有用であり，

神経原性と筋原性の判断のみならず筋原性変化に

おいては経験的に進行性筋ジストロフィー症と他

の多発性筋炎をはじめとする炎症性ミオパテーと

が容易にj監別可能であることl）2）3），生検筋組織連

続切片の反射型超音波顕微鏡（Scanning Acous－

tic Microscope，以下SAM）をもちいて検討し

た超音波吸収度の分布と通常染色による組織分布

の疾患特異性のあいだに相関を認めること4），炎

症性変化をともなった結合組織では正常のそれに

比して超音波吸収度が著明に増大しているこ

と4）5）などから，隣接する組織の固有音響インピー

ダンスの差に情報を多く依存するUI上において

各疾患のあいだに認められる所見の差異はそれら

の組織変化の疾患特異性に、よるものであり，逆に

UI所見から非侵襲的に組織変化の程度および性

格を推測できる可能性が妥当なものであることに

ついてすでに報告してきた．今回われわれは生検

組織所見をもちいてUIをシミュレーションする

ための基礎データを得ることを目的とし，生検組

織を構成する各成分につきSAMをもちいた固有

音響インピーダンスの定量化を試み，さらに組織

が各成分の理想的立方体の集積体であると仮定し

た場合の隣接する二種類の媒体の違いによる超音

波反射率の差異について検討したので報告する．

＊北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門

＊＊国立療養所札幌南病院神経内科

土　井　静　樹＊

島　　　功　二日

方　　　法

SAMの二次元画像はトランスデューサーから

発信された超音波パルスの試料からの反射レベル

（電位）を明度情報に変換しⅩおよびy軸方向に

マッピングして得られるものである．すなわち試

料検索時の一次情報は試料のある一点に規定のエ

ネルギーを持った超音波パルスを照射した場合，

これによって反射されたエコーパルスがトランス

デューサーによってふたたび電気エネルギーに変

換された電位レベルであるといえる．ところでい

ま二種類の均一な媒体A，Bが理想的な平画を

構成して接していると仮定すると，この平面にA

からBに向かって垂直方向に入射する超音波の

媒体境界面における反射率丁は媒体A，Bの固

有音響インピーダンスをそれぞれZA，Z。（単位

kg／m2S）とすると式（1）のようにあらわされ，この

場合の反射損失RL（単位dB）は対数をとること

により式（2）として示される．実際にはA，Bはカ

プラーとしてもちいる水と組織試料であるから水

式（日　　　　　二疑体AB同の反射事

二三三三三ニi…　三石i T＝Z…一二・
Za＋Z▲

式く2）　　　　二媒体AB周の反射損失

RL　＝　－2010g

＝　－1010g●

l≡：l　くdB）

l≡：】2

10g●10

－100－



および試料の国有音響インピーダンスをそれぞれ

Z。，Zlとすると両者の境界面での反射率でおよ

びこれにともなう反射損失RLは式（3），（4）として

しめされる．

二度仕方理想的平面を構成して隣接する塩合の境界面での反射軍

式（3）

Wat e「　　　SamP18

Z。＝β。C。　　Zl＝β1Cl　　　反射率　　で＝

芸まま主RL＝－2。・ogl崇いdB）

Zo：カプラーの畜誉インピーダンス
Zl：試料の書蕾インピータンス

Zl－Zo

Zl＋Zo

（kg／m2S）

ここで試料としてガラスSi02をもちいた場合

と組織標本をもちいた場合の反射損失の差は水，

SiO2および検索対象である組織の固有音響イン

ピーダンスをそれぞれZ。，Z．，Z2とすると式（5）

式（5）StO2茎肇面と試料面でのdBの差（－OAPS）

2010g

Z2－Zq

Z2＋Zo

Zl－Zo

Zl＋Zo

＝　20暮Og －OAPS

くdB）

Z。；カプラー（H20）の音響インピーダンス
Zl：婁拳となる蔓堰くS102）の音蟹インピーダンス
Z2：試料の音誉インピーダンス
＞．R：Zlの時のみの反射出力t圧
＞㌔：Z2を挿入した時の反射出力t圧

の－GAPS（単位dB）として表現される．式（5）を

Z2について解くと式（6a），（6b）の解Z21，Z22

式（6a）

Z21＝

式（6b）

Z22　＝

ただし

W　＝　－

試料の日南音響インピーダンス

ZoくくZl＋Zo）年1研くZrZo）年2（Z1－ZoXZl＋Z8×10V）1′2）

（Zl＋Zo）とl【r（Z1－Zo）2

Z8くくZl＋Z。）斗18V（ZrZOF衣ZrZoXZl＋ZoXlOW）1／2）

（Zl◆Zo）Ll（γ（ZrZo）2

GAPS（dB）

10

（kg／m2S〉

を得る．Z。，Z．の値は既知であるから標本試料の

固有音響インピーダンスは水をカプラーとして測

定したSiO2基準面および標本試料面における反

射損失の差（－GAPS）の関数であり，またこの

値はSAMをもちいて測定可能である．表1のプ

ログラムによ　り－GAPSが0．0から99．9（単位

dB）までの一GAPS，Z21，Z22の対応表を作成

した．行番号90，100でそれぞれ水およびガラスの

国有音響インピーダンスを定数として与えている．

得られた対応表の一部を表2に示す．第1行で

SiO2基準面での反射損失と標本面でのそれとの

差がない（OdB）場合の標本の固有音響インピー

ダンスがSi02と同様Z21＝1．314E＋07であるこ

とが示されており，また最終行からはその差が

99．9（実際には反射信号がほとんど認められない）

であれば標本の国有音響インピーダンスは限りな

く水（カプラー）のそれに近いこと，またZ22は計

算時の求根による虚解であることがわかる．つぎ

に上記の方法によって求めた各成分の国有音響イ

ンピーダンス（Z21）をもちいて式（1，2）から

それぞれことなった組織が理想的平面を構成して

揺する場合その境界面において生じると期待され

表1　水をカプラーとして，SiO2両および試料面か

らの反射レベルの差から試料の固有音響イン

ピーダンスを求めるためのフ○ログラム．第90

行，第100行でそれぞれ水およびSi02の固有

音響インピーダンスを与えている．

10　貯†仇．qJWl仇R馴FぴIg椚
a）nj
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表2　－GAPS（SiO2および試料の，超音波反射レ

ベルの差）と試料の固有音響インピータ㌧／

ス（Z2．）対応表の一部．試料の国有音響イ

ンピーダンスが，－GAPS＝0（第1行）では

Si02と，－GAPS＝99．9（最終行）では水と

それぞれ同値であることを示す．Z22は虚解．

GAPS z21

O l．314E◆07

．4

．5

．6

4．8

4．9

5

5．1

5．2

5．3

5．4

5．5

5．6

5．7

5．8

99．b

99．7

95．8

1．25105E◆07

Ⅰ．19393E◆07

1．い1186E◆07

1．09422E◆07

1．05045E◆07

1．nHHクF◆07

1－■ヽ′JIJ p■tl＿●■■＿

3．99664E◆06

3．94399E◆06

3．89293E◆06

3．84339E◆06

3．79531E◆06

3．74862E◆06

3．70327E◆06

3．65921E◆06

3．61638E◆06

3．5747－lE◆06

3．5q′うう丁、・■H亡

1．48302E◆06

1．48302E◆06

1．48302E◆06

Zざ2
167369

175791

184203

192602

200989

209363

217722

550284

557630

564944

572226

579475

586692

593877

601028

608146

615230

馬22281

1．48298い－＿

1．48298E◆06

1．48298E◆06

99．9　　　　　　l．48302E◆06　1．48298E◆06

る反射率と反射損失の大きさを求め，比較した．

今回の検討に使用したSAMはNikon／HONDA

AMS－3400，供用周波数は220MHzで，標本には

i束結固定した生検筋の25〟横断切片を用いた．

結　　　果

図1a，bに月旨肪組織および炎症性結合組織（多

発性筋炎例）の反射損失測定の実際を示す．SiO2

基準面における反射損失レベルはスケールの上限

に設定してあり，提示した例では画像上は脂肪組

織と炎症性変化をともなう結合組織はともに超音

波吸収のおおきい黒い部分として描出されている

が，基準面における反射損失と標本面での反射損

失の差にはそれぞれ29dB，14dBと明らかな差異

があった．得られたTypelfiber（n＝14），Type

2　fiber（n＝10），結合組織（n＝5），脂肪組織

（n＝6），炎症をともなう結合組織（n＝6）の固

有音響インピーダンスを表3aに，これらをもちい

て算出した各組織間での反射率と反射損失を表3

bにしめす．上記5老間の組合せを比較すると，（》

結合組織一月旨肪組織，（かType2fiber一月旨肪組織，

（診結合組織一炎症性結合組織，④Typelfiber一

脂肪組織，G）Typel fiber一結合組織，（①Type

2fiber一炎症性結合組織，⑦月旨肪組織一炎症性結

合組織，⑧Typelfiber－Type2fiber，（9Type

lfiber一炎症性結合組織の組合せの順に超音波の

反射レベルは減少する．

考察および結論

水およびガラスの固有音響インピーダンスを既

知の値とし，SAMをもちいて生検筋を構成する

各成分の固有音響インピータンネの定量を試みた．

得られた各値は予想されたものよりもそれぞれ高

めであり，その原因はもちいた周波数帯域での超

音波の波長に対して試料の厚みが過小であったた

め標本の支持体としたスライドガラスによる反射

を完全に除去できなかったことによるものと考え

られ，今後条件を変えてさらに検討しなければな

らないと思われる．従って今回算出した各成分の

固有音響インピーダンスを絶対値として取り扱う

ことはできないが，相対的な値として取り扱うこ

とは可能と思われたためこれらの値をもちいて各

成分が理想的平面を構成して接すると仮定した場

合の両者の境界面における反射率と反射損失の大

きさを推定した結果，結合組織と脂肪組織の組合

せがもっともechogenicityにとみ，ついでType

2fiberと月旨肪組織，結合組織とその炎症性変化な

どの組合せが続き逆にTypel fiberとType　2

fiberの組合せにおいてはそのechogenicityはき

わめて小さいものと推定された．UI上実際に描出

される画像情報においては理想的反射のほか，組

織内散乱や減衰の要素が無視できないため単純に

今回の結果を援用することには問題があるがUI

の常用周波数帯域である数MHzにおける点分解

能を勘案し生検標本からUIシミュレーションを

おこない実際の画像と対比することは組織診断の

妥当性を検討する上で有意義であると思われる．
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図1脂肪組織（a）および炎症性変化をともなう結合組織（b）におけるrGAPSの測定．

双方共に超音波吸収が大きく明度の低い部分として描出されるが－GAPSにはそれ

ぞれ29dB，14dBと差を認めた（多発性筋炎）．
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表3（a）求められた各成分の固有音響インピーダンス．（b）各成分が理想的平面を構成して
接する場合の，境界面での反射率（r）および反射損失（RL）．
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今回の検討の結果は，進行性筋ジストロフィー症

において早期から著明に認められるUI所見上の

snow storm patternが組織所見上他の疾患に対

してかなり特徴的に存在する散在性かつi昆在性の

月旨肪変性と結合組織の増生に，また急性期の多発

性筋炎に認められるfoggy patternが主として筋

膜近傍の結合組織や筋細胞周囲に進展した炎症性

変化に，神経原性筋萎縮において認められる層状

構造が島状にあるいは群化して残存する筋線経と

慢性に増生した結合組織とに由来する可能性を強

く示唆するものである．先にあげた各成分の組合

せのうち実際上は考慮する必要の乏しいものもあ
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り，また神経筋疾患における筋病変の分布は筋束

内ではほぼ平均化されていることなどを勘案する

とUI所見からtissue characterizationを行うこ

とはかなりの程度妥当性を持つに至ると考えられ

た．
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16）骨格筋myosin ATPase活性像のpH依存性

に関する臨床病理学的研究（1）

田　通 等＊

研究協力者　　宮　本　和　人＊　栗　田　啓　司＊　小　田　雅　也＝

は　じ　め　に

骨格筋fibertypeの組織化学的指標として，現

在myosinATPaseのPadykulaの原法1）2）に，前

処置pH依存性を応用したBrookeらの変法3）4）

が広く用いられている．すなわち基準となる段階

的変化別にpHlO．2～10．5で浪染する筋線経を

type2，陰性のものtypel：pH4．5－4．7で膿染

するものtypel，中間色のものtype2b，陰性の

ものtype2a：更に，pH4．2～4．3で浪染するもの

typel，中間色のものtype2C，陰性のものtype

2aおよび2bの四種に分けられている．しかし，神

経筋疾患の診断や病態評価目的で実施した筋生検

においては，その段階的変化に合致しない場合，

例えばpHlO．3前後で前処置を施したもので中間

色が出現したり，pH4．6前後で前処置したもので

数段階の中間色の出現に遭遇する，私達は，ミオ

シンATPase活性像の段階的pH依存性に合わ

ない筋線経が存在する点に着目し，それらの組織

化学的特徴や原病態との関連などにつき広く検討

している．今回は，特にそのうちから，アルカリ

側の中間色の問題の検討結果を報告する．

対象と方法

対象　1982年2月より1983年12月までに，当院に

て筋生検を施行した68例，69検体である．男39例，

女29例，年齢分布は9歳以下が14例，10歳代7例

20歳代6例，30歳代6例，40歳代16例，50歳以上

19例である．

方法　生検の部位については，各症例の臨床症

状に合わせて適宜選択した．生検筋組織を液体窒

＊東京都立神経病院神経内科

＊＊東京都立神経病院検査料病理

素で冷やしたイソペンタン中にて瞬間凍結させ，

クリオスタットにて10JJの連続切片を作成して，

H＆E染色，trichrome変法，NADH－Tr活性，

更にpHlO．4，10．3，4．6およびpH4．3にて前処置

を加えたミオシンATPase活性（本反応pH9．5）

を実施した．尚，MAG（menadionelinked　α一

glycerophosphate dehydrogenase）活性，PAS

反応は一部の例で実施した．連続切片が確認され

た標本を，25倍の写真にて観察した．

結　　　果

69検体につき検討すると，中間色線経が一本も

みられなかったもの22例，25倍の視野に1～5本

みられたもの20例，6－10本みられたもの18例，

11本以上のもの9例であり，出現率は68％にのぼ

った．ここで中間色線経の実例を示すと，図1は

1歳の女児例で，軽度の大少不同とtype2artro－

phyを　しめす症例であるが，ミ　オ　シン

ATPase10．4において1と＊で示した2個の中間

色線経が認められ，pH4．6，4．3，NADHTTr活性

で浪染し，MAG活性，PAS反応では中間色に染

まる．図2は49歳男性で，臨床的に筋のこわばり

とミオキミアを主徽5）とし，筋生検では小角化線

経の散在とfiber type groupingを認める末梢神

経障害型のneuropathic changeと考えられる症

例である．図のATPase10．3に数字で示した中間

色線経がpH4．6で濃染し4．3で中間色に染まり，

MAG活性では陰性ないし中間色に染まる．図3

（1）は30歳男性で脊髄小脳変性症と筋萎縮を呈する

例で，筋生検像ではpyknotic nuclear clumpを

含む極度の萎縮線経からなる大群集性萎縮および

小角化線経の散在，肥大線経の混入を示し，前根

－106－



図1　ATPlO．4　ATP4．6　ATP4．3　NADH－Tr MAG活性　PAS反応

図2　ATPlO．4　ATP4．6　ATP4，3　MAG反応
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図3（l）ATPlO．3　ATP4．6

NADH－TR（2）ATPlO．5　ATPlO．4　ATPlO．3　ATP4．6

表　中間色線経の各染色での反応態度

末梢神経障害型のneuropathic changeと考えら

れる．図の如く，pH10．3にて数字で示すような中

間色線経が認められる．pH4．6と4．3ではすべて濃

染し，NADHrTr活性ではsubsarcolemmal

hyperactivityが著名のためfiber typeの判定は

極めて困難である．図3（2）は別の症例であるが，

アルカリ側で前処置pHを10．3より0．1ずつ10・5

まで段階上昇させて反応させたもので，図のよう

に10．3にて数字で示した一部の中間色線椎が10・5

では酵素活性がほとんど陰性になり，一万，10・3

で濃染する他の一部の線経がpH10．5では中間色

になる場合・もある．表の上段はミオシンATPase

活性像前処置pH10．3での中間色線経が，ミオシ

ンATPase活性前処置pH4．6，4・3および

NADH－TR活性でどのような反応態度をとるか

を示している．なお，「＋」は濃染，「±」は中間

色，「－」は陰性を表わす．これらのうち3者とも

潰染するものは35例，pH4．6，4．3で濃染L

NADH－TR活性で中間色となるものは15例，4．6

のみで膿染し，4．3とNADHLTRで中間色となる

4 ，6 4 ，3 NA D H M A G ★ 例 数 ＝

＋ ＋ ＋ 3　5

＋ ＋ ± 1 5

＋ ± ± 8

＋ ＋ ＋ － 1 3

＋ ＋ ＋ ± 1 7

＋ ＋ ± ± 1 2

＋ ± ± ± 6

＊　MAG　夫施行例15　例を含む
＊＊　重複例有り

出現率　　47／69
（68％）
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ものは8例であった．表下段はMAG活性を含め

て検討したものである．前3者とも膿染し，MAG

活性が陰性のもの13例，同じく前三者とも膿染す

るが，MAG活性が中間色となるもの17例，4．6，

4．3で膿染し，NADH－TRとMAG活性が中間色

となるもの12例，4．6のみで濃染し，他の3者でヰ

間色となるものは6例であった．

考　　　察

ミオシンATPase活性アルカ））側での中間色

線経の出現はSchantzら6）も指摘しているが，実

験的に四肢筋に持続的に強力な負荷を加えた前後

で筋生検を施行し比較して，前にはほとんど中間

型はみられず，後で僅かに出現するとしている点，

本研究とは状況を異にしている．調べえた限りそ

れ以外の報告でリレーテンミオシンATPase活性

像にて中間色が出現することを明確に述べたもの

はみあたらない．今回の検討で，通常の筋生検に

おいて，かなり高率に出現することを明らかにし

た．連続切片において組織化学的に検討すると，

ミオシンATPase酸性側の所見でpH4．6では仝

例膿染し，pH4．3にて2種類，すなわち膿染するの

ものと中間色のものとに分けられる．酸性側の所

見を重視するとpH4．3にて濃染する筋線経は

typelの性格を，中間色に染まるものはtype　2C

の性格を持っていると考えられる．NADH－TR

とMAG活性で示されるミトコンドリア系およ

び解糖系の酵素活性を考慮に入れると，中間色線

経でNADH－TR活性陽性ていかつMAG活性陰性

のtypel的性格を示すものが，かなりの頻度でみ

られた．また，これらの酵素活性も中間反応を示

すものも多かった．ルーチンミオシンATPase活

性イ象でヰ間色を呈する線経は筋組織の変性および

再生の過程でミオシンATPase活性像のpH依

存性になんらかの変異が生じたためと考えた．し

かし，現在の定義からはこれらの筋線経はtype2

Cと同一のものと言えないと考えた．

ま　　と　め

ミオシンATPase pH10．3にて69検体中68％に

中間色線経が出現した．これらを他の組織化学所

見と対比し，ミオシンATPaseの酸性側の所見で

は少なくとも2型に分類できた．中間色線経は原

病態解明の有力な手掛かりとなると考えた．
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17）Cytoplasmic bodyの組織化学的，免疫組織

化学的，並びに竜顔的研究

研究協力者　　井　上　雄

福　原

＝i二＊＊　　＝ヒ
ロ　　　　　　　ロ

杉　田　秀　夫＊＊＊　伊

は　じ　め　に

Cytoplasmicbody（CB）はcytoplasmicbody

myopathy（CBM）で多数みられるほか，非特異

的所見として種々の神経筋疾患でみられる．非特

異的所見としてみられるCBと独立疾患としての

CBMとの関係は，非特異的に種々の疾患でみら

れるrodとnemaline myopathyとの関係になぞ

らえられている1〉ものの，CBの成因や生化学的構

成などは未だ明らかではない．CBの報告の大部

分はごく少数のCBが観察されるにすぎず，組織

化学的な検討もほとんどなされていない．我々は

既にCBMの2例について臨床病理学的観点より

報告したl）が，この症例とCBの多数みられた有

機燐ニューロパテーの1例との筋生検材料で組織

化学，免疫組織化学，超微形態の観点より検討を

加えたので報告する．

症例と方法

症例1　42歳女性1）

25歳頃より徐々に歩行障害が出現，四肢体幹の

筋力，特に呼吸筋の筋力が低下していた．両側大

腿直筋と肋間筋で生検．

症例2　56歳男性1）

症例1の兄で，呼吸筋障害による肺胞換気不全

のため死亡．剖検時に大胸筋，肋間筋，横隔膜を

j采取した．

＊金沢大学医学部神経内科

＊＊富山医科薬科大学第二内科

＊＊＊国増悪センター神経研究所
＊＊＊＊徳島大学医学部第一病理

信　義＊

村　菜穂子＊＊

井　邦　雄＊■＊＊

症例3　52歳男性2）

Dipterexの誤飲により，急性有機隣中毒を生

じ，一時快復した後，徐々に下肢の異常感覚，序

痛，筋力低下が増加してきた．誤飲後70日目に左

月井腹筋にて筋生検を施行した．

方法　凍結切片は通常の如く，各種組織化学的染

色を行った．Acridineorange染色はPerlら3）の

方法によ？た．desminはウサギ抗ニワトリdes－

min血清を用い，．α－aCtininはウサギ抗ヒトLr－

actinin血清を用い，Vinculinはウサギ抗ニワトリ

血清を用いてavidinbiotin peroxidasecomplex

法で染色した．Cathepsin B，H，Lおよびcystatin

α，βはヒトのCathepsin B，H，Lおよびcystatin

α，βに対するウサギIgGを用い直接peroxidase

法にて染色した．電顕標本は通常のごとく，グル

タールアルデヒド，オスミュウム酸の二重固定を

行い，アラルタイトに包埋した．

結　　　果

1）組織化学的所見

今回用いた症例ではCBは1個の筋線維内に1

個だけ出現することは少なく，大部分は数個の

CBがかたまって出現していた．同一筋線経の正

常部分に比し，H．E．染色ではエオジン好性に，

Gomori trichrome染色では淡赤紫色，一部青緑

色に染まった．Adenosine triphosphatase染色

（図l a，b）では，CBはタイプⅠ線経にのみみ

られ，pH4．3前処置，pHlO．4前処置，いずれの染

色においても母筋線経より淡染した．Phosphor－

ylase（図1C），NADH－tetraZOlium reductase

（図1d），Succinic dehydrogenase，PASなど
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a b

C d

e f

図1　組織化学的所見　×240

a．routineATPase，b．前処置pH4．3のATPase，
C．phosphorylase，d．NADH－TR，

e・AMP deaminase，f．non－SpeCific esterase

の染色ではCBは染らないが，CBの周辺部は濃

染し，targetfiber様にみえるものもあった．AMP

deaminase染色（図1e）ではCBは染まらず，周

辺部が濃染した．酸性phosphatase染色（図2a）

では主にCBの周辺部で染まるが，CBのない筋

線経では染まらなかった．non－SpeCific esterase

染色（図1f）も同様であったが，CBのみられな

い小角化線経でも陽性に染っていた．acridine

orange染色ではCBの周辺部で，わずかにオレン

ジ色を呈しているものもあるが，CBはRNAを

－111－



図2　免疫組織化学的所見　×135

a（acid phosphatase）とb（desmin）は連続切片，

C．α－aCtinin，d．Cathepsin B，e．Cathepsin H

有していなかった．

2）免疫組織化学的所見

CBは抗ヒト　αraCtininで磯染した（図2C）．

desminはCBにはなく，その周辺部で染まり，連

続切片でみると酸性phosphatase陽性の部分と

112

一致していた（図2a，b）．杭ニワト））vinculinに

は染まらなかった．杭ヒトCathepsinB，H，Lでは，

いずれもCBは染まらないが，’CBの周辺部に陽

性（図2d，e）であった．一方，内因性のcysteine

proteaseinhibitorのcystatin　α，Pは染まらな



かった．

3）電顕所見

有機燐ニューロバナーにおけるCBのcoreは

一様に高電子密度のthinfilamentよりなり，周囲

にhaloがみられるが，CBMのCBのcoreは電

子密度が不均一で，周囲のthinfilamentの方向も

不定であり，中には高電子密度の中心部に連続し

てthickfilamentが方向不定性に配列し，あたか

もZ帯の崩壊を生じた筋線経が丸められたもの

のようにみえるところもあった．CBのCOreと同

様の構造物がほぼ正常に配列した筋線経のZ帯

と連続してみられ（図3），CBがZ帯由来である

ことを示唆していた．CBの周辺部には小さな

rod，著明に発達したtubuloreticularの構造物（図

4），グリコーゲン顆粒（図4）やミトコンドリア

の集積がみられ，また，膜につつまれたグリコー

ゲン顆粒の集積（図5）などlysosomeの異常を思

わせる構造物もみられた．

考　　　察

CBはEngel4）によって最初に報告された封入

体でCBMc7）ほか，種々の疾患で報告され，target

との類似性から，筋の変性過程で生ずる構造物と

考えられたが詳細は明らかではなかった．Ed－

Str6mら5）ま，SarCOplasmicbodies（彼らの電顧

像からはCBと同じものと思われる）が抗desmin

抗体で染まり，intermediatefilamentが周囲で増

加していることを報告し，Chou＆Mizuno6）はテ

タヌス毒素による局所的筋病変で実験的につくっ

たCBは免疫組織化学的にactinとdesminを有

するがmyosinやvimentinを有きないことをみ

いだしており，我々の結果と一致している．しか

し，我々の観察では，CBは抗α－aCtinin抗体に強

く染まり，Z帯由来と考えられるが，COreの部分

はdesminはほとんどなく，その周囲に増加して

いた．正常ではdesminとvimentinは峰巣状に多

数Z帯の周囲に分布し，最外側では筋形質膜につ

ながる7）といわれるが，Z帯の変性過程において

thin filamentによりcoreがつくられ，周囲に崩

壊したdesminがたまってくるものと思われる．

CBの周囲にはグリコーゲン，ミトコンドリアが

図3　Z帯に連続したcore構造　×12．600

図4　著明に発達したtubuloLreticularな構造物と

グリコーゲン顆粒　×12，600

図5　ライソゾーム様構造物　×10，500

増加し，lysosome酵素の活性が高まっていること

が確認されたが，これはCBができる過程におけ

る崩壊組織の自己貧食機序をみているものと思わ

れる．しかし，通常筋細胞壊死に伴ってみられる

貪食細胞は出現しておらず，タイプⅠIC線経で代
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表される再生線経も極めて少なく，aCridine

orangeでもRNA螢光を有きないため，CBは通

常と異なる筋線経の特殊な変性過程によって出現

するものと思われる．lysosome酵素の活性冗

進8），AMPdeaminaseの高活性9）などはrimmed

vacuole型遠位型ミオパテ一における筋の変性過

程と共通するものであり，この点からも興味がも

たれる．

結　　畠

CBMと有機燐ニューロパテーでみられたCB

について組織化学的，免疫組織化学的，電顕的に

検討した．CBはZ帯由来で，COreの部分はα－

actininを，その周辺部はdesminを有し，CBのま

わりにグリコーゲン，ミトコンドリア，tubulo－

reticularの構造物などが増加し，1ysosome酵素

の活性が克進しており，筋の特殊な変性過程によ

るものと考えられた．

．文　　献

1）福原信義，井上雄吉，吉村菜穂子：cytoplasmic

bodymyopathyの臨床的，病理学的研究．厚生

省「神経疾患委託研究費」「筋ジストロフィー症

の臨床，病態と成因に関する研究」（杉田址），

昭和59年度報告書，1985．p．117－121．

2）Fukuhara，N．，Hoshi，M．＆Mori，S．：Core／

targetoid fibers and multiple cytoplasmic

bodiesin organophosphateneuropathy．Acta

Neuropathol．（Berl．），40：137－144，1977．

3）Perl，D．P．，Sher，J．H．＆　Aronson，S．M．：

Acr・idineorangefluorescencestainingofRNA

inatrophicandregeneratingskeletalmuscle・

J．Neuropathol．Exp．Neurol・，27：110－111，

1968．

4）Engel，W・K・．：Theessentialityofhisto－and

cytochemiCalStudiesofskeletalmuscleinthe

investigation of neuromuscular disease・

Neurology（Minneap．），12：778－794，1962・

5）Edstr6m，L，Thomell，L．＆Eriksson，A．：A

newtypeofhereditarydistalmyopathywith

characteristicsarcoplasmicbodiesandinter－

mediate（skeletin）filaments．J．Neurol．Sci．，

47：171－190，1980．

6）Chou，S．M．＆　Mizuno，Y．：Induction of

spheroidcytoplasmiCbodiesinaratmuscle

bylocaltetanus．Muscle Nerve，9：455－464，

1986．

7）Granger，B．L＆Lazarides，E．：Theexistence

of an　insoluble Z disc scaffoldin chicken

skeletal muscle．Cell，15：1253－1268，1978．

8）Ii，K．，Hizawa，K．，Nonaka，I．etal．：Abnormal

increases oflysosomal cystatine proteinases

inrimmed vacuolesinthe skeletal muscle．

Amer．J．Patho1．，122：193－198，1986．

9）Higuchi，ⅠリNonaka，Ⅰ．，Ishiura，S．etal．：High

AMPdeaminaseactivityinrimmedvacuoles

of skeletal muscle．J．Neurol．Sci．，75：329－

342，1986．

－114－



ⅠⅠⅠ．遺 伝



18）ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の遺伝分析

ⅠⅠ．ドシャンヌ型筋ジストロフィー症の姉弟の染色体分析

古　庄　敏　行■

研究協力者　　田　村　高　志＊　平　石　佳　之■　小　林　　　優＊

納　　　光　弘＝　福　永　秀　敏日暮　井　形　昭　弘＝

は　じ　め　に

ドシャンヌ型筋ジストロフィー症（DMD）を

支配する遺伝子解析を試みる上にDMDの遺伝的

異質性を検討することは，極めて重要である．

周知の如くDMDのほとんどは伴性劣性遺伝に

従うと考えられているが，Greensteinら（1977）1）

によって，Ⅹ染色体一骨染色体転座を伴った女性

DMDの報告以来，染色体レベルで女性DMD（あ

るいはD－1ikeMD）の研究が広く行われ，内外の

文献で約15例，上記の転座型の女性DMDが報告

されている．

他方，Kloepferら（1958）2），Somer（1985）3）ら

によると，女性DMD（あるいはD－1ikeMD）と

診断された患者（同胞の男性DMDも含む）のう

ち，染色体核型は正常を示し，常染色体性劣性型

のDMDの存在を報告している．

著者らも1984年以来，鹿児島大学医学部第三内

科，および国立療養所南九州病院神経内科の外来，

および入院中の女性DMDを発端者とした家系に

ついて調査を続行している．このうち女性DMD

の3例についてはすでに昨年報告した．今回はこ

の3家系のうち姉弟にDMDをもつ例について染

色体分析を試みDMDの遺伝的異質性および遺伝

機構について検討を試みたので報告する．

方法と結果

本研究に用いた資料は，すでに1985年度の本研

＊杏林大学保健学部臨床遺伝

＊＊鹿児島大学医学部第三内科

＊＊＊国立療養所南九州病院神経内科

究姓会議で報告した3家系のうち，同胞に男性・

女性のDMDを有する1家系である．

方法　本症の家系調査は，発端者の全同胞および

両親について問答および戸籍を用いて行った．

なお，DMDの判定についても家族全点につい

て直接診断した．すなわち，血液生化学的検索と

してN－tetraCK法による血清活性値，筋電図，

心電図および臨床所見などを総合し，DMDを診

断した．また，染色体分析は，Ikeuchiら（1979）4）

によって開発された高精度染色体分染法によった．

結果　本研究に用いた家系は図1に示す如く，両

親はともに非DMDで㌧他人婚である．発端者の全

同胞は4人で，このうち姉と弟がDMDである．

発端者（M．M．）は，1953年8月23日出生，女

性，1歳6ヶ月でやっとつかまり立つ．2歳で独

歩，3歳頃転倒しやすい．競走は著しく遅い．9

歳で登はん性起立，12歳で階段昇降不能，緩徐進

行，現在歩行全く不可能で電動車イス使用．CK値

244．筋電図：筋原性変化，心電図：異骨なし，臨

床所見：膵腹筋仮性肥大，染色体検査：図2に示

′

28　26　24　21

く3）　　　（4）

くM．M．）　　（M．H．）

－117－

口　Non－DMDMaIe
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図1　DMDの姉弟の家系図
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図2　発端者（M．M）の染色体分染図

す如く正常核型であった．これはすでに昨年報告

した．

発端者の弟（M．H．）は，1965年2月15日出生，

1歳6ヶ月で処女歩行，3歳頃から倒れやすく，

4歳頃から登はん性起立，6歳で階段を昇るとき

手すり必要，14歳頃から歩行不能，CK値227，最

近はCK値755となる．筋電図：筋原性変化，心電

図：異常なし，臨床所見：排腹筋仮性肥大．染色

体検査：図3に示す如く正常核型であった．

考　　　察

DMDのほとんどは伴性劣性遺伝型と思われる

が，すでに述べた如く，この他に（1）Ⅹ染色体一骨

染色体転座による女性DMD（あるいはDrlike

MD），（2）染色体核型は正常を示す，常染色体性劣

性遺伝型などの報告からDMD（あるいはD－like

MD）の遺伝的異質性の存在は疑いない事実と思
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われる．転座型の女性DMD（あるいはD－1ike

MD），正常核型を示す常染色体性劣性遺伝型の

DMDを遺伝学的に解明することは，遺伝子（ある

いは分子）レベルでDMDの遺伝的異質性の解析

に貢献するところ大と思われる．

著者らはこれらの点を考慮し，1984年来女性

DMD（D－like MD）を発端者とした3家系につ

いて，現時点でこの成績をまとめてみると，（1）両

親はいずれも正常（非DMD）．（2）両親のいとこ婚

率は2／3＝0．67±0．27で高く，（3）3家系における

DMDの染色体検査結果は，いずれも正常核型で

染色体異常はみられない．（4）図1に示した如く，

同一同胞で男女ともにDMDが発現していること，

などがあげられる．したがって女性DMD（ある

いはD－like MD）を伴性努性遺伝と仮定して説

明するには，父がDMDであることが条件づけら

れるけれども，上述の如く，3家系ともいずれも

－118－
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図3　発端者の弟（M．H．）の染色体分染図

両親は正常（非DMD）であり，本症例の女性

DMD（あるいはDLlike MD）は伴性劣性遺伝の

仮説に適合しないが，吉丸ら（1984）5）のDMDの

浸透度が43％であることを考えれば，伴性劣性遺

伝仮説も破棄できない．しかし，鹿児島集団にお

ける男性DMD頻度から推定した，女性DMDの

頻度に比べ著しく過大である．このことは本研究

の女性DMDをすべて伴性劣性遺伝型と判定する

ことは困難であろう．

以上，一連の検討から，常染色体性劣性遺伝型

の存在を示唆した例と考えられる．今後さらに調

査例数を増して詳細にDMDの遺伝的異質性につ

いて検討する予定である．

なお，著者らの女性DMDを発端者とした3家

系を対象に東京都立臨床医学総合研究所遺伝情報

研究部の鈴木紘一先生の下で多型性DNAを用い

孝

三－

鷲碧　霊慧
●、　　　　　　　　　　　　一

章了

た筋ジストロフィー症の遺伝子診断を行っている．

ま　　と　め

両親とも非DMDで同胞に男性・女性DMDを

有する患者について高精度分染法による核型分析

を試みたが，いずれも染色体異常はみられなかっ

た．本研究（1984年以来）からDMDの遺伝的異

質性について検討し，常染色体性劣性遺伝型の存

在を示唆した．なお，本家系については目下，遺

伝子解析を試みている．
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19）Ⅹ染色体に数的モザイクの認められた女性

Duchenne型筋ジストロフィーの1例

塚　越 贋＊

研究協力者　　佐　野　元　規＊　斉　藤　深美子＝

山　本　興太郎＝　外　相

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（以下DMD）

は，伴性劣性遺伝を示す疾患であり，女性は異常

Ⅹ染色体の保因者（carrier）として，多くの場合

は臨床症状を呈することは少ない．今回我々は女

性発症例においてⅩ染色体に数的モザイクを認

め，DMDの発症に関与していると思われるので

報告する．

症　　　例

患者：23歳，女性，会社買

主訴：四肢近位筋の筋力低下

家族歴：母親の妹の子供（男児）にDMD発症者

があり，母親とその妹はCPKが高値である（図

1）．

家族歴：

図1

既往歴：処女歩行は1歳6ヶ月で，精神運動発達

にも異常なかった．初潮は13歳で月経周期は現在

も規則的である．

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

＊＊東京医科歯科大学難治研細胞遺伝

日　♯＊
E‖ヨ

現病歴：5－6歳頃より走るのが遅く，6歳頃よ

り両下腿の月井腹筋の肥大が認められるようになっ

た．学業成績は普通で知能低下はなかった．高校

卒業時までは運動が不得意以外はとくに困ること

はなかった．18歳；会社の健康診断でGOT，GPT

が高値であると指摘されている．この頃より階段

を昇るのに骨が折れるようになり，重い物を持ち

上げるのが困雉となってきた．今回，精査目的で

昭和60年8月19日当科初診となる．

現症：身長151cm，体重55kg，体格中等度で軽度

肥満あり．異状艶，外反肘及びその他の外表奇形

はない．心肥大・心雑音なし．骨格系正常．二次

性性徴も正常で外性器，内性器ともに正常．

神経学的所見：知能正常，脳神経系正常．四肢近

位筋に左右対称性に軽度の筋萎縮及び筋力低下を

認める．両側下腿俳腹筋に仮性肥大を認め，深部

反射は左右アキレス腱反射が正常以外はすべて低

下していた．歩行は動揺性歩行でGowers徽候が

陽性であった（図2）．

検査所見：血算，検尿正常．血液生化学では

GOT47Iu／1，GPT128Iu／l，LDH687Iu／1，

Aldolase27．3Iu／1，CK4130（正常25－170）u／1と

著明な高値を示していた．筋電図では筋原性変化

を上下肢筋で認めた．右上腕二頭筋の筋生検所見

では，筋線経の大小不同，肥大線経，Opaque線経

を認めた．また中心核の増加，結合織の増生が見

られた．手根骨Ⅹ－Pではcarpalangle正常（120

度以上），metaCarpal徴候陰性．

染色体検査：末梢血培養法により48時間培養した

リンパ球標本の通常のギムザ染色法では観察した
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77の細胞のうちほとんどは，46，ⅩXの正常の

karyotypeであったが，・1細胞に45，ⅩⅩ，rCの

karyotypeを認めた．EBvirusにより形質転換し

た1）ンパ球では，Qbanding法で約20％の細胞に

Ⅹ染色体が一つ失なわれた45，Ⅹのkaryotypeを

認めた（図3）．また培養した皮膚線維芽細胞では

約7％の細胞に45，Xのkaryotypeが見られた

（表1）．

考　　　標

本家系において，本症例の母親の妹の子供が

DMDであり，母親及びその妹のCKが高値を示

すことから，本症例は女性保因者からの発症例と

考えられる．

本症例の染色体分析では，46，XXと45，Xのモ

ザイクが認められたが，この現象は，正常Ⅹ染色

体とDMD遺伝子を有するⅩ染色体の両方をも

った受精卵が卵分割の過程で性染色体の不分離現

象（nondisjunction）を起こして発生したものと

考えられる．本症例では恐らく母親由来の異常Ⅹ

染色体が残ることにより，DMDとして発症した

のであろう．



表l ChromosomalfindingsinPHA－Stimulatedperipheralbloodlymphocytes，EBV－

transformedlymphoblastoid cellline（LCL）and cultured skin fibroblasts・

No．of ceHs Chromosome constitntion　％of

Observed　　　45，X　　　46，XX　　45，X

Lymphocytes cuItured

with PHA
77

EBV・tranSforemedLCL　145

Fibroblastcu圧ures lOl

1　　　76　　1

29　　　116　　20

7　　　　94　　　7

本例のような女性DMDにおいてⅩ染色体に

数的モザイクの認められた症例は文献では，

Ferrierl），Jalbert2），Bortlini3）の報告した3症

例があり，Turner症候群とDMDの合併は

Walton4）が1例，報告している．またChellyら5）

はTurner症候群とDMDの合併症でKunkel

ら6）のDNA probeである．PERT87．1，

PERT87．8，PERT87．15をもちいて，残った母親

由来のⅩ染色体に欠夫が存在することを証明し

た．

しかし，本症例ではTumer症候群の特徴を有

していないのが，以上の症例と比較して特異的で

ある．この理由として末梢リンパ球の通常の培養

では45，Ⅹの割合が少なく，ほとんどが正常の46，

XXであることより理解可能であろう．一方EB

viruSにより形質転換したIymphoblastoid cell

lineにおいては，約20％の細川包に45，Xが認められ

たことから，筋細胞においては45，ⅩのKar－

yotypeをもつ筋細胞がかなりの割合で存在する

可能性があり，母親由来のDMD遺伝子を有する

Ⅹ染色体が活性化されて筋症状を発現したもの

と推定される．
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20）女性筋ジストロフィー患者における細胞遺伝学的研究

斎　藤　深美子■

研究協力者　　外　村

日　　　　的

伴性劣性の遺伝病であるDuchenne型筋ジスト

ロフィー（以下DMDと略す）は，その遺伝様式

上，主として男児にのみ発症するが，時として，

女性発症者と考えられる患者が存在するのも確か

である．女性DMDの発症に関して遺伝的に考え

うるメカニズムとしては，表1にあげてある様に，

（1）ホモ接合体の発症1）2）（現在のところ，まだ直接

的証拠はない），（2）ターナー症候群での発症3ト7），

（3）へテロ接合体の発症8）9）10），および，（4）Ⅹ／A転座

保有者での発症Il〉■16）が考えられている．臨床症

状やその経過に関しては，（1）（2）の場合は男児

日　暮
日日

DMDと同程度の重度な様相を呈するはずであり，

またその様な報告もある．一方，（3）では，2本の

Ⅹ染色体は本来Lyonの仮説によりrandomに不

括性化するはずであるが，DMDの病因遺伝子の

ない遺伝的に正常なⅩの方の不活性化の割合が

大きい程，重度であると考えられており，この

lyomizationの概念とヘテロ按合体での臨床症状

の多様性との関連性が言われている．また，（4）に

ついては，常染色体との転座に関与していない構

造的に正常なⅩ染色体の方が選択的に不活性化

することにより，転座による切断・再配列によっ

て何らかの障害を受けたXp21上のDMD遺伝子

表l POSSIBLE EXPLANATIONS OF OCCURENCE OF DUCHENNE MUSCU－

LAR DYSTROPHY（DMD）IN A FEMALE BY SEVERAL GENETIC

MECHANISMS

lこ　HOMOZYGOUS FOR DMD GENE DUE TO THE MUTAT工ON　工N FATHER AND CARRIER

MOTHER（Xdxd）　　　　　　　　　5X10－7　（Danieliet al・1977）

（2．34－4）Xl0－8　（Furusho et al．1985）

2．TURNERIs sYNDROME（XdoAND MOSA工CS）；THZS MAKES THEM EFFECTIVELY

MALE FOR DMD GENE　　　　　　　（Walton1956，Ferrier et al．1965，

Jalbert et al．1966，Chelly et al．1986）

3．HETEROZYGOUS FOR DMD GENE

HOSAICISH

（Xdx）； RONDOM X　工NACT工VATION RESULTS IN

（EmerY1963，Sugita et a1．1963，

Pearson1963）

4．X－AUTOSOME TRANSLOCATZON AND PREFERENT工AL ZNACT工VATION OF NORMAL

X（X／A）　　　　　　　　　　　　　　（See reViewin Saito et al．こ1986，

Narasaki et al．1985，Tomi et al．1986）

＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門
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が発現したと考えられる．この様に，女性DMD発

症原因の1つの要因として，染色体異常が関与し

ている可能性が十分にある．

一般的に，女性DMDと言っても，実際にはそ

の臨床症状にheterogeneityが存在し，男児

DMDより軽度のものが多いため，類似疾患と区

別することが困難な場合がほとんどである．そこ

で，今回は，対象を大きく広げて，女性筋ジスト

ロフィーということにした．つまり，本研究にお

いては，本邦における女性筋ジストロフィー患者

に関して，家族性の有無にかかわらず，その細胞

遺伝学的検索を通して各患者の染色体一枝型の同定

と異常の有無，およびその結果から女性発症例に

おける染色体異常の意義を検討することを目的と

した．

対象と方法

対象　女性筋ジストロフィー患者

1．孤発例（特に10歳以前の若年発症例）

2．家系内発症例（男児DMDのいる家系での保

因者と思われる者（母，娘等）の発症例で年

齢は問わない．）

方法　送られて来たヘパリン採血の静脈血を培養

液と共に，PHA添加後48時間（コルセミドは5

－6時間処理）および72時間（コルセミドは2～3

時間処理）培養した後細胞を回収し，0．075MKCl

表2　LIST OF FEMALE PATIENTS WITH MUSCULAR DYSTROPHY

patient　…≡；m？t Ageat Family Still CYtOgenetOnset History Walking Result
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にて低張処理を行ない，カルノア液（メタノール：

酢酸＝3：1）で固定して染色体をスライドグラ

ス上に展開し，標本を作製した．染色体分析は，

通常のギムザ染色（リン酸buffer，pH6．4），ト

リプシン前処理によるG分染法，およびⅩ染色

体の不活性化パターンを調べる目的で，後期

DNAノ合成期でのBrdUの取り込みパターンが観

察できるR分染法により行なった．

結　　　果

得られた検体は14例で，その発症年齢，経過あ

るいは家族例の有無等様々である（表2参照）．明

確に家系内発症例の判明しているものは4例（表

2の下段の患者：YY，HS，TYおよびAS）であ

った．家族例のないもの（孤発例）および家族歴

の不明なもの10例中2例にⅩ染色体と常染色体

との相互転座染色体（Ⅹ／15；図1，およびⅩ／3：

図2）が発見された．共にⅩ染色体側の切断部位

はp21であった．また，R分染法によりⅩ染色体

の不活性化パターンを調べた結果，転座に関与し

ていない正常な方のXが後期複製をしている割

合が，Ⅹ／15の例（YM）では96．4％，Ⅹ／3の例

（TI）では94．5％で，各々ほぼ100％近く不活性化
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していた．一方，家族例のある4人に関する染色

体分析結果では，Ⅹ染色体に構造的異常は観察さ

れなかったが，48時間培養の標本で，Ⅹ染色体を

含むC群の染色体が消失している45，ⅩⅩ，▼Cの

核型を示す細胞が0－1．3％観察された．尚，その

うちの1例（YY）については，EBウイルス感染

により樹立した細胞株および皮膚の線維芽細胞に

て，18．7％および3．9％に45，Xの核型を持つ細胞

が兄い出されている（本研究班月・塚越虜教授ら

の報告を参照のこと）．

考　　　察

今回の2症例も含め，現在世界的に19例11ト16）

の女性DMDの相互転座が報告されており，いず

れも共通して（訃転座に関与する常染色体は様々で

あるが，Ⅹ染色体の切断部位は一定で常にp21で

あり，（診正常なⅩ染色体が選択的に不活性化して

いる．これらの転座報告例においてもその臨床症

状は一様ではなく，最近Dubowitz（1986）17）はそ

の点に関する見解を発表し，男児のDMDや

BMD（Becker型筋ジストロフィー）に関する

分子生物学的な検索では注意深く診断しているの

だから，女性転座例についてもすべて曖昧に

リー・
顛
義
盛
柑
嘗

3

∴
‥
8

●

　

　

5

農
産
　
儀
－

ー126－

l
●

i
II
1
2

TI
H
∵
つ
い
∴
H

了
：
■
4
■
最
完

工
9

齢
封

，
↓
小
耳
∵
“

着

●

　

7

、
沌
帽
　
　
2
2
　
m



DMDとせずに同様の注意をむけるべきだとして

おり，今後，分子生物学的手法を用いたRFLPsの

検索結果とその臨床症状について対応させた仕事

の検討が期待される．

一方，Ⅹ染色体の構造異常に大方の注意が向け

られ，数的異常の方は，Turner症候群を合併した

特殊な例でのみの報告しか注目されていなかった

が，今回の調査結果から，Turner症の特徴的症状

を持たない一般には正常と考えられる女性の軽度

の発症例でⅩ染色体の数的異常が発見されたこ

とは，意義深いものと考えられる．このことから，

ヘテロ才妾合の発症者と考えられる患者の中には，

同様に体細胞レベルでの不分離によって生じた

45，Xの細胞のモザイクを有する者が存在する可

能性が生じてきた，一般に，女性の場合，年齢の

経過と共にⅩ染色体が不分艶を生じやすいため，

この様な生物学的現象をふまえて，今回の様なモ

ザイク例の存在を検討することは意味のあること

と考えられる．

最後に，本研究は，検体を送って下さった次の

先生方およびそのスタッフの方々との共同研究に

より行なったもので，深く感謝の意を表します．

（検体の順に）

国立療養所東埼玉病院内科

東京医科歯科大学神経内科

国立療養所下志津病院神経内科

昭和大学藤が丘病院神経内科

信州大学第三内科

国立精神・神経センター

石原博幸先生

塚越　虞先生

中野今治先生

若山吉弘先生

武田伸一先生

杉田秀夫先生
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21）Ⅹp21欠損を伴った複合グリセロールキナーゼ

欠損症（GKD）患者及び保因者の，神経筋病

変の臨床病理学的検討

－▲Clinico－pathological study of complex

glycerol kinase deficiency syndrome－

中　野　今　治＊

研究協力者　　後　藤　　　順＊　柿　沼　宏　明＝

斎　藤　深美子＊わー　村　山　繁　雄HH

目　　　　的

副腎皮質機能不全，知能低下，筋ジストロフィ

ー症，Ⅹp21partialdeficiencyを伴う，Complex

glycerol kinase deficiency syndrome（以下

GKD）の神経筋病変については，一般にDuchen－

ne型ジストロフィー症（以下DMD）と同じと

され，病理学的な検討はほとんどなされていない．

ただDNA probeを用いた遺伝子解析により，

GKDではDMDのlocusを含めた広範なlocus

deletionがあることがわかる以前は，nOnSpeCific

myopathyl）等の記載も見られ，直ちにDMDと同

じと断言していいかは疑問である．またⅩp21に

はBeckerのlocusも存在しており，本例の筋病

変については，臨床病理学的に慎重に検討を要す

ると思われる．今回我々はGKD及びGKD car＿

rierの神経筋所見につき，臨床病理学的に検討す

る機会を得たので報告する．

方　　　法

症例は現在9歳のGKD男児2）．6歳時施行し

た，左肺腹筋・左三角筋，左肺腹神経生検所見を，

agematchedDMDと比較した．また臨床症状，

骨格筋CTscanの経年性変化を合わせ検討した．

＊国立療養所下志津病院神経内科

＊＊国立療養所下志津病院小児科

＊＊＊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

次に保因者である母3）の，40歳時左大腿直筋筋

生検所見を，DMDcarrierと比較検討した．

結　　　果

臨床症状では，息児は出生時noppyで，重度の

精神運動発達遅滞を示し，痙攣発作を伴っていた．

5歳よりつかまり歩行と発語が可能となった．6

歳の筋生検時，津守・稲毛式発達検査でDQ20．嘆

合不全，faciesmyopathica，近位筋優位の筋力低

下と筋萎縮，俳腹筋仮性肥大，登はん性起立を認

め，全身腱反射はアキレス腱反射を除き低下して

いた．検査所見では，血清CK値は12345IU／1（＜

195）と高値を示した．副腎皮質機能では，COrtisol

11．7JLg／dl，ACTH590pg／ml，rapid ACTH，

ACTHloadingで無反応，副腎シンチ，CTscan

で副腎が描出されないことより，原発性副腎皮質

機能不全と診断されていた4）．

筋電図は被検金筋で筋原性を示し，脳波は

epilepticであった．7歳時の頭部CTでは軽度脳

萎縮を認めた（図1）．

その後運動機能の障害の進行ははっきりしなか

ったが，最近になり，徐々に進行が観察されるよ

うになった．

骨格筋CTscanでは，7歳時では，大官筋の

CTscoreの低値が認められ，内側により著明であ

った．大腿断面では，各筋の境界が明瞭で，軽度

の萎縮を示す所見と考えられた．下腿断面では膵

腹筋にやや斑状の低吸収城を認めた（図2a）．9
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図1　The cranialCT scan ofthe patient

attheageof9years．Slightcortical

atrophy for his age．

図2　a）Thepatient，sskeletalmuscleCTscanattheageof6years．b）Thepatient’s

skeletalmuscleCTscanattheageof9years．Progressivemuscledegeneration

was evident．
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図3　Neuromuscular pathological findings of the patient．

a）Themusclebiopsyofthepatient’sleftdeltoidmuscleattheageof6years

（H．E．stain，100Ⅹ）．Avariationoffibersize，theincreaseofconnectivetissue

and fattyinfiltration，myOphagia and numerous opaque fibers．

b）Fiber diameter histogram（ATP ase stain）．

C）Ultrastructurallyopaquefibersconsistedofhypercontractedmyofibrilswith

interrupted sarcolemmas．Increased collagen fibersin endomysium and the

appearance of myoblast was observed（L5JLm，double stainwith uranium

acetate andlead succinate）．

d）The patient’s suralnerve atthe age of6years．The frequent appearance

Of thin myelinated fibers．
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歳時，CTscoreの低下はさらに進行しており，大

背筋の低吸収域は外側を残し，全域に広がってい

た．大腿断面では，低吸収域が斑状に拡大してお

り，m．adductorlongus，m．adductor magnus，

m．vastus medialisの障害が高度であった（図2

b）．

筋生検では，筋線経の大小不同，問質の増加と

脂肪浸潤，中心核の増加とmyophagia，小径の

hasophilic fiberの集族，多数のopaque fiberを

認めた（図3a）．組織化学上は，typeI atrophy，

typeIIb deficiencyを認めた（図3b）．超微形

態的にはOpque fiberは筋線経が過収縮を示し，

筋鞘膜の断裂を伴っていた（図3C）．左肺腹神経

生検では，神経線維密度はよく保たれていたが，

thinmyelinatedfiberの増加を認めた（図3d）．

なお9歳時，GKD値は4．5pmol／106　WBC／h

（119±5．6），血性glycerol値は29．1mg／dlであ

った．

息児の母親は筋生検時40歳で，mentalretarda－

tionを伴っていたが，神経筋症状ははっきりせ

ず，血清のCK値も正常であった．染色体分析上

Ⅹp21deletionのCarrierであることが判明して

おり5），GKD値は61．3pmol／106WBC／hで，正常

の半分であった．本人及び本人の保護者の同意の

もとに，40歳時筋生検を施行した．

筋生検所見では，筋線経の軽度の大小不同が認

められるが，筋線経の壊死，再生の所見は認めら

れず，問質の増加も認めなかった（図4a）．組織化

学上はtypeIIb atrophyを認めた（図4b）．

考　　　察

息児の臨床像は，floppyinfantであり，運動発

達遅滞を伴っており，処女歩行も5歳で，またそ

の後の臨床経過もDMDよりはゆるやかであり，
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図4　The muscle biopsy of the rectus femoris of the patient’s mother．a）A slight

variationoffibersize（HElOOX）．b）Fiberdiameterhistogram（ATPasestain）．
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典型的なDMDの臨床経過とはほど遠い．ただし

本例の場合，重度の精神発達遅滞と∃璽攣，また

CTscanで軽度脳萎縮の認められる点で中枢神経

系病変の合併を考える必要があり，病初期の臨床

像を修飾していた可能性はあろう．ただしDMD

でも，知能障害，痙攣，CT上軽度の脳萎縮を伴う

症例は時に経験し，最近のprobe DNAの知見か

らは，deletionないし　translocationの範囲との

関連が推測されている．本例における初期精神発

達の遅滞自体はそれらの症例に比べても明らかに

強いが，これは本例におけるdeletionの範囲が広

範囲であることと関係があるかどうか，さらに検

討を有する．

次に筋生検時点での神経学的所見についてであ

るが，これは同年齢のDMDと矛盾するものでは

ない．

その後の進行については，DMDよりは緩徐で

あるように一見見える．ただしDMDの臨床像の

広いVariationの範囲内には十分おさまると思わ

れるので，この点についてはさらに経過を追う必

要があると思われる．

息児の骨格筋CTscan像であるが，7歳時のも

のは川井らの分類6）でおおむねA2に属すると思

われるが，大腎筋の障害がやや強い印象を受ける．

9歳時のものはほぼA3に属すると思われ，明ら

かに進行が認められる．大腿諸筋は選択的障害パ

ターンを示しているが，障害の強い筋が，典型的

なDMDとは若干異なっている．

息児の筋生検所見はジストロフィー変化と考え

られるが，多数のOpaquefiberの存在が特徴的で

ある．この所見の本態については，Samplingに伴

うcontractionbandartifactとの説も根強いが，

この息児と同日ないし同じ時期に行ったDMD息

児の筋生検所見と比しても，本例では明らかに多

数認められ，いずれにせよ筋鞠膜のfragilityを示

す所見であろうと考えられる．

当時先天性筋ジストロフィー症を疑い，末梢神

経の関与を想定して行った排腹神経生検において，

thinmyelinatedfiberの多発を認めた点について

述べる．計測上有髄線維密度の減少は見られず，

また電顕的にも無髄線経の障害やonion bulbを

認めなかった点より，aCtiveな神経障害が存在し

ている可能性は乏しいと思われる．ただ何等かの

意味でmyelin形成の障害を伴っている可能性は

存在する．本例においては，GKDに伴い血清グリ

セリンは高値をとっている．グリセリンは細胞膜

障害性を有していることを考えると，これらの所

見は高グリセリン血症による病変の修飾と考える

のが妥当ではないかと思われる．

母の筋生検所見は，nOnLdystrophicmyopathic

Changeと考えられるが，GK値が正常の半分であ

ることと解経があった．これはⅩ染色体の一方で

は両方とも欠損していると考えられる形質の発現

に，一見解経が見られたことを意味している．

一般にDuchenneのcarrierの場合，年齢を経

るにつれCK値が漸次下降することが知られてい

る．これはLionization後発現した病的筋線経が，

naturalselectionの結果脱落し，正常筋線経にお

きかわっていくためであるとの説が出されている．

本例の場合，筋肉についてはこの様なselection

が働き，一方GKを測定したリンパ球においては

GK活性が半分であることは機能にあまり影響を

与えないため，Selectionが働かなかった結果car＿

rierstateが温存され，両者に解離が生じたと考え

るのが最も妥当と思われる．ただし，この問題に

関しては，生検で得られた筋肉のGK活性をはか

ることが直接的証明につながると考えられ，その

点につき現在検討中である．

ま　　と　め

1．GKD及びGKD carrierの神経筋所見につ

き臨床病理的に考察を加えた．

2．本例における筋病変は，中枢神経系病変，

高グリセリン血症により修飾を受けている可能性

を指摘した．

文　　　献

1）Guggenheim，M．A．，McCabe，R．B．，Roig，M．

et al・：Glycerol kinase deficiency　with

neuromuscular，Skeletal，and adrenalabnor－

malities．Ann．Neurol．7：441－449，1980．
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22）筋ジストロフィー，副腎低形成を伴う（乳児型）グリセロール

キナーゼ欠損症の分子遺伝学的・細胞遺伝学的研究

新　川　詔　夫■

研究協力者　　松　本　　　正＊　亀　井　　　勉＊

吉　本　雅　昭＝　近　藤　達　郎＝

グリセロールキナーゼ（GK）遺伝子座はⅩ染

色体短腕に存在する．GK欠損症（GKD）には筋

ジストロフィーを伴う臨床型が知られているので，

DMD遺伝子を分子遺伝学的にアプローチする際

の重要なモデルになると思われる．GKDの表現

型には異質性が存在し，（》乳幼児型GKD，②若年

型GKD，（卦成人型GKDの3種に分けられる．こ

のうち，乳児型GKDはGKD自体による高グリ

セロール血症の他に，先天性副腎低形成（AH），

精神・発達遅滞，及び筋ジストロフィー（MD）が

主症状である．乳児型GKDの筋ジストロフィー

は血清CPK高値及びDMD様筋変化（或は非特

異的ミオバナーともされるが）をみるとされる．

乳児型GKDのこのような多彩な症状はGK遺伝

子の単一な変異では説明が困難であった．最近乳

児型GKD患者での染色体欠矢が発見され1），欠失

部位がDMD遺伝子座と近接あるいは包含する可

能性が高いことから，GKDにおけるMDと

DMDの異同が問題となってきた．さらに，両筋ジ

ストロフィー遺伝子が一致するとすれば，他の遺

伝子（GK，AHなど）との相互位置関係を決定す

ることはDMD遺伝子の正確な座位を決定するこ

とになり，遺伝学的にも臨床的にも非常に重要と

思われる．

著者らは乳児型GKDを分子遺伝学的に研究す

るため本邦に存在する5家族を集積した．今回は

このうち4家族の細胞遺伝学的研究及び1家族の

DNA分析結果について報告する．

＊長崎大学医学部附属原爆後障害医療研究施設遺伝部門

＊＊長崎大学医学部小児科

材料と方法

Ⅹ染色体ライブラリー由来のクローン化DNA

配列：C7（Dr．Mandelより供与），pERT87－8

（Dr．Kunkelより供与），754（Dr．Pearsonより

供与），及び21－水酸化酵素（21－OHase）遺伝子

（6番染色体に座位がある）のCDNAである

pC21／3C（笹月教授を通じてDr．Whiteより供

与）を32Pでラベルしてプローブした．

患者を含むGKDl家族（家族1）の構成月の白

血球及びEBウイルス株化リンパ芽球様細胞より，

フェノール法にて核DNAを抽出し，各種DNA

制限酵素で切断後，0．8％アガロースゲル中で電気

泳動し，Southemプロットを作成した．プロット

DNAと上記プローブとの間でハイプリタイゼー

ションを行い，オートラジオグラフィー法にて検

出し，分析した．同様に，10名のコントロール（核

型正常男性1人；女性9人）についても▲同様の方

法で分析した．GKD4家族（家族Ⅰ，ⅠⅠ，Ⅰ11，ⅠⅤ）

構成月の末梢血リンパ球の核型を臭化エチジウム

法を用いた高精度分染法にて分析した．

結　　　果

（1）DNA配列754をプローブとしたとき：制限酵

素PstI消化では，コントロールは12キロ塩基対

（kb）断片に相当するバンドが検出された．息児

では12kb断片が消失し，代りに5．2kb断片が出現

した（図1a）．母では12kbと5．2kbの双方の断片

がみられ，前者は正常染色体由来であり，後者は

GKD連鎖Ⅹ染色体由来であると考えた．

同様にTaqIでは，コントロールは6．2kb，息児
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図1　GKDにおけるDNA欠失．GKD家族

Ⅰの愚兄（pt），母（m）及びコントロ

ールのDNAを制限酵素で切断し754

をプローブと　した場合のSouthern

blot法により検出されるバンドを示

す．

a：制限酵素PstIでの切断片：b：

TaqI；C：MspIでの切断片．
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図2　pERT87－8をプローブとした場合のバンド．姉（S），父（f），母（m）では3．6kbと

0・9kbのバンドが検出されるが，息児（pt）ではバンドが見られない

は3・1kb，母は6．2kb／3．1kb断片を有していた（図

1b）．MspIでは，コントロールは3．6kb，息児は

2・4kb，母は3．6kb／2．4kbであった（図l c）．

（2）pERT87－8をプローブとしたとき：TaqI消化

で，コントロールは3．6kb，2．6kb，1．Okb，0．9

kb断片がみられた．このうち3．6kbと2．6kb＋

1．Okbが多型になっていて，0．9kbは共通断片で

あった．母と姉では3．6kbと0．9kb各々の断片を

検出し，父は3．6kbと0．9kbのへミ接合体で，息児

はいずれの断片に対するバンドシグナルも陰性

（ナリ接合体）であった（図2）．患児では，コン

トロール・父・母・姉にみられるXbaI断片もみら

れなかった．

（3）C7をプローブとしたとき：MspI断片，PstI断

片，EcoRI断片はすべてコントロール，患児，母

において全く同じであった（図3）．

（4）pC21／3Cをプローブしたとき：コントロール

核DNAのTaqI消化では，3．7kb，3．2kb，2．4

kb，2・3kbの4断片を示した．息児では3．7kbと

2・3kb断片が消失していた．これは2トOHase欠

損症の1例と同じパターンであった（図4）．

（5）核型分析：家族Ⅰ～ⅠⅤの家族構成員の核型は以

下の通りであった（図5）．

家族I：母：46，X，del（Ⅹ）（p21．1p21．2）

父　：46，XY

息児：46，del（Ⅹ）（p21．1p21．2）mat，Y

家族II：母：46，Ⅹ，del（Ⅹ）（p21．1p21．3）

父　：46，XY

息児：46，del（X）（p21．1p21．3）mat，Y

家族ⅠⅠⅠ：母：46，X，del（Ⅹ）（p21．1p21．3）

父　：46，XY

患児：46，del（Ⅹ）（p21．1p21．3）mat，Y

－137－
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図3　C7／EcoRIの組合せでのバンド．息

児，母共にコントロールと同じパター

ンを示す．

兄：47，X，del（Ⅹ）（p21．1p21．3），Y

家族IV：母：46，X，del（Ⅹ）（p21．1p21．3）

父　：46，XY

患児二46，del（Ⅹ）（p21．1p21．3）mat，Y

考　　　察

GKDは前述したごとく　3型に分類されている．

この臨床症状の差をGinnsら（1984）2）はGK残存

活性の差によると考えた．しかし，乳児型GKDだ

けでも先天性副腎低形成・筋ジストロフィー・精

神発達遅滞を合併し，また，これらにゴナドトロ

ピン欠損症，オルニナントランスカルバミラーゼ

欠損症を伴うものなど多数の病型が知られていて，

病型すべてをGKの残存活性の差で説明するの

は困難である．

一方，最近GKDの染色体ないしDNAレベル

での欠夫が報告されている．今回の家族Ⅰ～ⅠⅤで

は高精度分染法による染色体分析でXp21．ト

21．3の欠夫をみいだした．患者4名および保因者

5名（1名はXXYクラインフェルター症候群を

合併）に共通の欠失部位はXp21．1の遠位から

Xp21．2のほぼ全域である．1家族ではあるが，患

者・保因者の核DNAをXp21に由来する754，

pERT87－8，C7をプローブとして分析した結果は

染色体分析の結果と矛盾しない．

即ち，患者Ⅹ染色体欠失部位は754に相当する

部位の途中から，pERT87－8部位を含み，遠位側の

断端は不明であるがC7部位の手前までに至る核

DNA配列の欠夫と推定できる（図6）．また，こ

の欠夫は母由来であることが染色体・DNA分析

の双方で証明できた．なお遠位側の欠矢幅を決定

するために，この近傍のプローブを新たに入手中

である．今回の分析で用いたプローブは従来の研

究においてDMDと密接連鎖することが既に判明

しているものである．従って，核型分析とDNA分

析の結果を総合すると，この患者での欠失部位は

－138－
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図4　pC21／3Cをプローブとし，TaqIで切断した場合のバンド．GKD息児（pt）は21－

OHase欠損症患者（CAH）と同じパターンを示す．

図5　GKD家族Ⅰ～ⅠⅤの高精度分染法による染色体分析．上段は各家族の母，家族ⅠⅠ

（F2）の下段はGKD患児，家族ⅠII（F3）の下段は兄（クラインフェルター症候
群）．矢印は染色体欠失部位を示す
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図6　GKD患者のDNA欠夫の範囲（FranckeS）を改変）．＊印が我々の家族ⅠのGKD

思児

Duchenne筋ジストロフィー（DMD）遺伝子座

を含むか，あるいは非常に近接していると考えら

れる．換言すると，乳児型GKDの筋ジストロフィ

ーはDMDと密接な関連があるといえる．

Dungerら（1985）3）はOTC，754，C7をプロー

ブにして2例の乳児型GKDを分析し，1例に754

領域の欠矢を認めた．Wieringaら（1985）4），

Franckeら（1986）5）も754あるいはXp21領域の

欠矢をもつ症例を示した（図6）．我々の症例及び

報告例の欠夫の範囲と合併病像を比較すると，

GKD以外の各病像の原因となる遺伝子はGK遺

伝子とは別に存在（近接連鎖）すると考えたほう

が矛盾がない．各遺伝子の配列はcen－OTC－754－

DMD－GKD／AH－C7－pterの順に並んでいると考

えられる．乳児型GKDの異質性は，GK遺伝子変

異に加えて，染色体レベルでの欠矢幅の程度が異

なるため，即ち種々の近傍の遺伝子変異の程度が

異なるためと思われる．ちなみに，高精度分染染

色体で観察できる1バンドは約2000kbのDNA

配列に相当すると推定されている．

家族Iの息児は2二卜OHase遺伝子が欠損してい

たが，この欠損により先天性副腎低形成が生じる

とは考え難く，21－OHase遺伝子欠損は偶然合併

したものと考えられる．

今後，GKに対するcDNAやこの近傍のⅩ染

色体特異的な新しいプローブが得られれば，各遺

伝子の相互位置関係はより正確になり，各遺伝子

病の出生前診断・保因者診断も容易になるであろ

つ．

謝　　　辞

患者及び家族の血液，臨床データを提供してい
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23）起始部欠損SV生0・恥によるジストロフィー

筋細胞のクローン化

桃　井　真里子■

研究協力者　　中三川　晃　利書　下　泉　秀　夫＊

柳　沢　正　義＊　桃　井　　　隆H

近年，Duchenne型筋ジストロフィー症（以下

DMDと略す）の遺伝子に関する研究が脚光を浴

び，遺伝子座を決定することを目的とした研究が

盛んであるが，DMDにおいてはその遺伝子産物

が不明である事が，遺伝子の検出を一層困難にし

てきている1）．

遺伝子産物の検索には，二次的変化を含まない

という点で培養筋細胞に利点があるが，ヒト培養

筋細胞の増殖値の低さ，寿命の有限性，線維芽細

胞の混在，継代中にmutationを生じ得る点，など

が問題であった．これらの点を解決するには細胞

のクローン化を必要とする．クローン化の方法と

して腫瘍ウイルスによる細胞の形質転換法があり，

永久継代培養系を得ることを可能とするが，Wild－

typeのSV40はヒト細胞に対してsemiper－

missiveであるため，時にウイルスの増殖を来し，

細胞を死滅させることがある2）．我々はこれらを

解決するべく自己複製開始起始部欠損変異株

SV40（以下ori－SV40と略す）DNA3）をヒト筋

細胞に導入し，多核細胞形成能を保持する筋細胞

のクローン化に成功し，一部を既に報告した．本

研究では，クローン化細胞の性質を更に検討し，

又，同方法を用いてDMD筋より，分化能を有す

る細胞のクローン化に成功した．

方　　　法

DMD筋初代培養：6歳DMD息児大腿薄筋か

らの生検筋を1－2mm立方小片に細切し，Ham

＊自治医科大学小児科

＊＊国立霊センター神経研究所

F12（10％FCS）中で37℃，5％CO2，95％airで

培養した．増殖した細胞をトリプシン処理で継代

時に40分間でdishに付着した細胞を線維芽細胞

として除去した．

トランスフェタンョン：上記の初代培養細胞を

DNA導入の24時間前にトリプシン処理し，1×

105　cells／60mm dishの濃度で培養した．ori－

SV40DNAはplasmidpMK16中（東大医科研山

口宜夫教授より供与された）よりDNA分雛後定

量し，1dish当り10JLgのDNAをリン酸カルシ

ウムtDNA共沈殿法にて加え8時間インキュベ

ートによりtransfectionした．培地交換後，細胞

をトリプシン処理し，希釈後継代し，以後，形質

転換によ．り多層増殖するfocusをクローン化した．

ネマリンミオパテ一筋クローン：既に報告した

ネマリン筋のクローンの内，myOblasticclone（1

A5），fibroblastic clone（2C3）を用いた．

分化誘導：クローン化された細胞は通骨は

HamF12（10％FCS），37℃，5％CO2，95％air

で培養した．細胞密度がdish底面の60－70％に達

した時点で，無血清培地に替え，10日以内に筋細

胞特有の分化形態である多核細胞，又は，myOtube

を形成するものを分化形質を保持したmyoblast

由来のクローンと判定した．

増殖曲線：ネマリンミオパテ一筋のクローンの

内myotubeの形成性のmyoblastic clone（1A5）

と非形成性のfibroblastic云lone（2C3）における

増殖性を検討した．1×105cells／dishで細胞を撒

き，HamF12（10％FCS）中の通常条件で培養を

開始した（day O）．2，4，6，8日日に各々の
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図1 DMDのmyoblastic clone．

A
 
B
 
C

HamF12（10％FCS）中，高い増殖能を持ったmononuclear cells．

無血清培地中，紡錐形の細胞が方向性を持って配列し，多核細胞形成を示す．（×100）

幅広の胞体に多数の核を含む多核細胞．

クローンにつき細胞数を数え増殖曲線を求めた．

また，培養開始後4日目に無血清培地へと交換し，

同様に6，8日目の細胞数を数えた．各々同一条

件の3dishの細胞数の平均をデータとした．

CPKアイソザイム：各細胞をHamF12（10％

FCS）で5E】問培養し，ポリスマンでえた細胞を

凍結，融解で破壊後，1×105cells／10ノJl浮遊液と

し，15，000rpm，30分遠心し，上清3JJlをセルロー

スアセテート膜（TITAN IIIISO－FLUR，

HelenaLab．）上で150V，30分電気泳動した．CK

はSigmaCKlOにより螢光にて検出し，各アイソ

ザイムマーカーはCorning社のContro12in1を

用いた．

結　　　果

DMD初代培養：初代培養はfibroblastの混入

が多く，形態からmyoblastと同定できる細胞の

（×400）

比率は極めて少なかった．又，myOblastの増殖は

悪く，myOtube形成に乏しく，かつmyotubeは不

完全なものが目だった．

トランスフェタンョン：DMD筋より得られた

クローンの殆どが，多角，不定形の胞体を有する

fibroblastic cloneであり，形態上myoblastic

Cloneとみなされるものは，全クローンの10％程

度であった．後者は小型で丸みを帯びた紡錐形を

しており，HamF12（10％FCS）中では均等に広

がる増殖様式を示し，多核細胞形成は認めなかっ

た（図1A）．

分化誘導：DMDのmyoblasticcloneは，無血

清培地にかえて2日後には，各々の細胞形態は細

長い紡錐形となり，migrationにより方向性のあ

る配列を示した（図1B）．5日後には多数の多核

細胞が形成されたが，これらは幅の広い胞体の中

に多数の核を充満した構造を呈し，定型的な
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myotubeを形成するには至らなかった（図1

C）．一方，ネマリンミオパテーのmyoblastic

clone（1A5）は無血清培地中では，同様に多核細

胞形成が認められたが，それらの多くは細長い細

胞中に数個の核が編在したmyotube様構造を呈

した（図2）．

増殖曲線：myoblastic clone（1A5）は，fi－

broblastic clone（2C3）に比較し，増殖のlag

phaseが長く，また，無血清培地中での増殖性が明

らかに異なっていた．即ち，myOblasticcloneは，

培地をHamF12（10％FCS）から無血清培地に

替えることにより増殖能が抑制され，doubling

timeが20hrから90hrへと延長を示した．（形態学

的には，増殖抑制に続いてmyotube様構造が出現

している）一方，fibroblasticcloneでは，培地の

違いにより増殖性に差異は認められなかった．

CPKアイソザイム二fibroblastic cloneは，無

血清培地中で培養してもMサブユニットの活性

を認めないが（図3　b），ネマリンミオバナーの

myoblasticcloneは，HamF12（10％FCS）中に

おいてもMサブユニットの活性を認め，無血清培

地中においてはその活性が著しく高くなることが

示された（図3）．3種のDMDmyoblasticclone

はいずれも無血清培地中で明らかをMサブユニ

ット活性を認めるが，ネマリンミオパテーのもの

と比較すると，活性は弱いものであった．（図4）．

考　　　察

ヒト骨格筋細胞の安定継代培養系を得るために，

これまで様々な試みがなされてきた．我々は，Ori‾

SV40・DNAを導入し，筋細胞をトランスフォー

ムすることでこれをクローン化し，安定継代培養

系を得る方法を先に報告した．トランスフォーム

に用いる初代培養はmyoblastとfibroblastの混

在培養系であるため，得られた多種のクローンか

ら，形態のみでmyoblasticcloneを同定すること

は困難である．我々が用いた無血清培地は，myOb－

lasticcloneの分化を誘導するため，筋細胞特有の

現象である多核細胞の出現，myOtube様構造の形

成，CPKアイソザイムにおけるMサブユニット

の上昇などをindexとして，多種のクローンの中

図2　myotube様構造ネマリンミオパテー

のmyoblastic cloneが形成　した

myotube様構造．

からmyoblastic cloneをスクリーニングするこ

とを可能とした．

DMD息児より得た初代培養は，fibroblastの混

入が多く，myOblastの増殖能，myOtube形成能共

に低いことは，他の報告でも確認されている4）5）．

我々は，この様な培養条件の良くない系にもori－

SV40DNAを導入し得ることを示した．

我々が得たDMDのmyoblastic cloneは定型

的なmyotubeを形成せず，ネマリンミオパテNの

ものと比較すると，CPKのMサブユニット活性

も低く，より低い分化レベルに留まっていた．一

般にトランスフォームした細胞は，primaryの細

胞とは異なる性格を有するため，今回得たネマリ

ンミオバナーのクローンとDMDのクローンを単

純に比較して，その差異を疾患由来のものと規定

することは困難である．しかし，我々のDMD
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a b C d

図3　ネマリンミオパテーから得た各種クローンのCKアイソザイムパターン．

a．referenceisomers．

b．fibroblastic clone．

C．HamF12（10％FCS）中，myOblastic clone．

d．無血清培地中，myOblastic clone，MM，MB活性は高い．

図4　a．referenceisomers．

b，C，d．DMD myoblastic cloneの無

血清培地におけるCKアイソザイムパ

ターン，MM活性を認めるが弱い．

myoblasticcloneが，筋特有の分化形質である多

核細胞形成能と，CPK－Mサブユニット活性発現

能を保持していたことはprimary cellが保有す

る形質のかなりの部分が，トランスフォーム後も

発現されうることを示している．

DMDの一次変異形質は，myOblastの段階で既

に発現されているか5），あるいは分化のかなり初

期の段階で発現される可能性があり4），核酸，プロ

テアーゼ活性，細胞膜の検索などを行う上で，我々

のクローンは均一で安定したサンプルを供給する

点に於て優れていると考えられる．
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24）mcheme型筋ジストロフィーの遺伝子診断

鈴　木　義　之＊

研究協力者　　新　本　美智枚■　辻　　　明　彦＊

緒　　　言

Restriction fragmentlength polymorphism

（RFLP）とは，DNAを制限酵素で切断後，電気

泳動，サザンプロットを行い，ラベルした特定の

DNAプローブとハイブリタイズさせて得られる

DNA断片の長さの個体間における多型性のこと

である．遺伝疾患の原因遺伝子に近接するDNA

プローブによるRFLPの家系分析を行い，DNA

マーカーと疾患との連鎖を調べる（linkageanal－

ysis）と，間接的に保因者診断，出生前診断が可能

となる．近年，RFLPの解析によって種々の遺伝

疾患の診断が行われるようになってきた．Dひ

chenne型筋ジストロフィー（DMD）についても，

既に欧米では，DMDの遺伝子座（Ⅹ染色体，短腕

Xp21）内もしくはその近傍に局在するDNAブ

ロー7●を用いた遺伝子診断が行われている1‾4）．と

ころが人種の異なる黄色人種である日本人につい

ては，これらDNAプローブの有用性については

不明な点が多く，RFLPによる診断を行うにあた

っては，これらの基礎的研究が必要である．今回，

欧米でDMDのDNA診断に使用されている11種

類のDNAプローブを用いて，その有用性並びに

DMDの家系分析への応用について検討を加えた．

方　　　法

正常人並びに臨床的に診断の確立したDMD患

者及びその家族から得られた末梢血より，塩化ア

ンモニウム法にてリンパ球を分散し，prOteaSeK

処理，phenol処理，RNaseA処理によって，DNA

を分離した．リンパ球DNA（10JJg）を3倍過剰

の各種制限酵素で37℃，3時間処理し，0．7％アガ

＊国立黒センター神経研究所疾病研究第五部

ロース電気泳動にて各DNA断片を分推し，ニト

ロセルロース膜へサザンプロットし，DNAプロ

ーブ（107cpm／0．1Jg）とハイプリグイズさせた．

フィルターの洗浄は，65℃にて2×ssc15分間，2

回，1×SSC15分間，2回，0．3×SSC15分間1回

行った．風乾後－80℃にて，オートラジオグラフ

ィーにかけ，バンドのパターンを比較した．

結　　　果

1．日本人と白人のRFLPの比較

X－¢hromo80me

図l Schematic distribution of RFLP

probes

－146－



表l ComparisonofX－ChromosomespecificRFLP
betweenJapaneseandCaucasians
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実験に用いた各種DNAプローブのⅩ染色体

上での配置を図1に示した．DNAプローブ，

pERT87－1，87，8，87－15は，現在DMDの遺伝子

座位に最も近いと考えられている．まず，約20名

の正常人DNAを用いて，既に報告のある白人の

RFLPと日本人のそれを比較し，人種間の差につ

いて検討した．表1に示すように，7pロープ

PXUT23，99－6，pD2，C－7，754については，E］

本人の場合，白人と較べると，多型性の頻度が著

しく低く，日本人DMDの，RFLPによる診断に

は不適当であると考えられた．また，これらのプ

ローブについて，制限酵素をEcoRI，PvuII，

PstI，TaqII，BglIIIにかえてみても，多型性

の頻度が高くなることはなかった．PXUT23，

782については，各バンドの大きさに差がみられ

た．

2．DMDの家系分析

DMD Famlly2

帥
伯
仲
肝

一
■
1
－
P
¢

782　●・＿■■　　　　　－　－16D

－－　－9J d

瞥
－
0
1●78

1

㌦「一2・2k

87‾1－－●　　一●●完
75一ト11

＿＿J
－⊥一一一－・一一■一・一一　一一一▲

図2

表1に示した多型性の頻度が高かったプローブ

782，pERT87－1，8778，87－15，及び754－11，L1

－28を用いて，実際にDMDの家系分析を行い，そ

れぞれのプローブの有用性につき検討した．図2

に示すように，各プローブとハイプリグイズして

得られる2つの対立遺伝子型（DNAマーカー）

をアルファベットの大文字と小文字で示し，各マ

ーカーの染色体座位を調べた．

（1）家系2（図2）

母親と子供2人の比較により，DMDはDNA

マーカーTKPcと連鎖していると判断された．母親

の妹，及び妹の女児については，KPcは持ってい

ないので，保因者の可能性は否定された．

（2）家系3（図3）

母親がブロー7°87－8，87－15による多型性を示さ
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図3

なかったが，プローブ782，87－1の結果よりDMD

はDPに連鎖していると思われた．またこの場合，

兄弟のうち，いずれかでCと己．の姐換えが起きて

いる．

（3）家系5（図3）

この場合，母親はプローブ87－1，87－8で多型性

を示していないが，プローブ782，87－15によって

DMDはdlに連鎖していると判断され，患者の妹

もdlを保有しており，保因者である可箪性が高

い．

（4）家系6（図3）

DMDはKPに連鎖していた．母親の妹2人と

もKPを保有しているので，保因者であると思わ

DMDFamily7

5
≠
拍
耶

4
J
H
引
H
引
1

3
－
引
・

図4

れた．

（5）家系7（図4）

この家系においては，患者と兄で全く同じ

DNAマーカーの染色体座位を示し，使用した5

種類のDNAプローブでは，DMDと連鎖してい

るDNAマーカーを同定できなかった．

結論，考察

既に白人のDMD診断に応用されている11種の

DNAプローブの有用性につき検討したところ，

pERT87－1，87－8，87－15が多型性並びに連鎖の点

で最も有用であった．しかし家系6で示されたよ

うに，これらのプローブを併用しても診断できな

い例もあること，またpERT87の組換え率が5％

あることを考えると，正確な診断のためには，

pERT87以外の70．ロープも使用し，かつ血清CPK

値等の臨床生化学的分析結果も考慮に入れ，総合

的に判断される必要があると考えられた．

終りに，御協力いただいた瀬川小児神経学クリ

ニック，瀬川昌也，太田総合病院小児科於保祐子，

東京女子医大小児科，大沢真木子の諸先生に深謝

いたします．
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25）DNA多型を用いたProgressive Muscular

Dystrophy（DMP）のlinkage analysis

後　藤　幾　生＝

研究協力者　　古　谷　博　和事・＝　小　川　知　子＊　佐々木　裕　之＊

榊　　　佳　之＊　山　田　，猛＝　田　中　　　薫＝

は　じ　め　に

進行性筋ジストロフィー症（ProgressiveMus－

cularDystrophy）（以下DMPと略す．）のうち，

Duchenne型筋ジストロフィー症（以下DMD）

やBecker型筋ジストロフィー症（以下BMD）

はⅩ染色体上に連鎖した伴性劣性遺伝を呈する

遺伝子疾患であり，そのうち特にDMDでは息児

は小児期に発症して思春期までに死亡する．ことが

殆どである．現在までに有効な治療法はなく，保

因者（キャリアー）の検出も血清中のCreatine

kinase（以下CK）の測定程度しか方法がない状

態であった．近年，遺伝子工学の進歩に伴い，病

変遺伝子の近傍に位置するDNAプローブをクロ

ーニングする方法が確立し，これまでにOTC，

754，D－2などのDNAプロpブを用いてDMD家

系のrestrictionfragmentlengthpolymorphism

（以下RFLP）のハプロタイプを解析することで

DMD保因者の同定を行おうとする試みがなされ

てきた（linkageanalysis）1）．しかし，DMDの異

常に高い突然変異率や転座，欠損の頻度の高い事

などのためにこれらの70ロープを用いた場合には

臨床とDNA診断との間に解柾の見られる例が多

くあり，単独で＼用いるには問題となっていた．

ところが，Monacoらは染色体検査にてプロー

ブ754領域に欠損の認められるDMD息児の

DNAと正常人のDNAとの間にsubtraction2）を

行うことによってこの欠損部位に相当する部位の

クローニングを行うことに成功し3），これをDNA

＊九州大学遺伝情報実験施設

＊＊九州大学医学部脳研神経内科

プローブとして用い，多数の息児家系のRFLPを

解析することで，これまでのプローブよりも遥か

に高い頻度でキャリアーの検出を行うことに成功

した．また，家族性DMD息児の8．3％，孤発例

DMD息児の5．8％，BMD息児の1．4％に欠損領域

を検出することに成功した4）．今回我々は，このプ

ローブの供与を受け（pERT87－1，8，15），日本

人DMP患者家系のRFLPの解析を行ったので

以下に報告を行う．

対象・方法

臨床的，病理的にDMD，BMD患者と診断され

た患者のうちで孤発例の混入を避けるため，母親

が以下の条件のいずれかを満たし，臨床的にキャ

リアーと診断された例について解析を行った．

1）息児，母親がCK高値を呈し，他のミオバ

ナーが否定される場合．

2）息児の家系内に同じ疾患の発症が認められ

る場合．

この条件を満たすDMD4家系とBMD2家系

の息児，両親，同胞と，比較のため正常人16名よ

り10mlのヘパリン採血を行い，白血球より数十マ

イクログラムのゲノムDNAを抽出した5）．5JJgの

ゲノムDNAを制限酵素で切断，電気泳動後

Southern blotting6）を行いDNAをニトロセルロ

ースフィルターに移行した．その後，DNAプロー

ブpERT87－1，8，15をMultiprimeDNAlabe1－

1ing system（Amersham）により32Pでラベル

して，hybridizationおよびautoradiographyを

行い，出現するバンドのパターンからハ70ロタイ
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プ解析を行った．

結　　　果

正常人RFLPの解析

正常日本人群に行った解析の結果は表1に示し

た．allele frequencyは既に欧米人について調べ

られているが4），日本人ではその頻度が欧米人と

は多少異なっていた．しかし，linkageanalysisに

用いられないほどの著明な差異はみられなかった．

DMP患者家系の解析

表1　日本人正常者群（a），DMP群（b）における

DMD4家系，BMD2家系で表1に示した7種

類のRFLPを解析することによって，全ての家系

でハプロタイプ解析は可能であった．これらの家

系ではKunkelらの報告した欠損例は検出されな

かった．

次にCK値と1inkageanalysisとの相関を調べ

た・図1aのBMD家系では，genOtypeがpを示

す染色体上にBMDの病変遺伝子が位置すること

になり，同胞女子はそれと同じgenotypeを示し

ていることより，キャリアーと考えられ，CK測定

DNAプローブpERT87－1，8，15使用時の
RFLP出現頻度．バンドパターンの表記はKunkelらの報告4）に従った．

Subclone Enzyme Alle］e size

（kb）

P q

AHeIe frequency
Japanese＊　KunkeIet ar．

P q P q

pERT8ト一　塁慧Ⅰ　…弓　2・…r…・6

PERT87－8
BstXI q．4　　　2．2

Taq1　　2．7／1．1　3．8

BamH1　　7．1／2．3　　9．q

PERT87－15　　Taq1　　　3．1　　3．3
Xmnt l．6／1．2　　2．8

0．47　0．53　　0．63　　　0．37

0．q7　0．53　　0．66　　　0．3q

O．qq O．56　　0．60　　　0．qO

O．32　0．68　　0．71　　0．29

0．72　0．28　　0．62　　　0．38

0．90　0．10　　0．67　　0．33

0．56　0．qq t O．68　　0．32

★N＝37

SubcIone Er－Zyme AHelesize Genotype
（kb）
BMD DMD

P q lP／ql　　　（P／q）

PERT87－1

PERT87－8

BstN1　　　　3．1
Xmn1　　　　8．7

BstXI q．q

Taq1　　2．7／1．1

BamHI　　7．1／2．3

PERT87－15　TaqJ　　　　3．1
Xmnl l．6／1．2

2．5／0．6　　　2／0

7．5　　　　　2／0

2．2　　　　　2／0

3．8　　　　　2／0

9．q l／1

3．3　　　　・2／0

2．8　　　　　0／2
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値結果との間に矛盾は見られていない．

図1bのDMD家系では，genOtypeがqを示

す染色体上にDMDの病変遺伝子が位置する事に

なる．同胞の弟では，これとは異なるpのパター

ンを呈しており，臨床所見及びCK値の結果より

患児でない可能性が高いと考えられた．

さらに家系内に3名のBMD患者がいることよ

り，家族性のBMDと診断されてはいるが，これ

ら家族のCK値が正常であるために，同胞女子が

キャリアーであるかどうかの判定に苦慮していた

さ．　　　　　　　　　　　　　b．

probe pERT87←8　　　　　　pERT87、15

帥丹Me BstXI B帥Hl

■．．∴
嶋．q kb　●■

2．2kb　■－

一家系について両者の相関を調べてみた（図1

C）．結果は3名のBMb患者及びその母親では

genotypepを示していることにより，このタイプ

を呈する染色体上にBMDの病変遺伝子が位置し

ていると考えられる．同胞女子にはgenotypepL

か見られていない事により，母親由来の病変遺伝

子を有するキャリアーの可能性が非常に高いと考

えられた．

なお現在までの所，検索した全てのDMP例に

Kunkelらの報告した診断矛盾例4）は検出されな

芯．

PERT87－8

Taql

二世iii一二

一書　9・qkb　　　　藤

一■　7．1kb

■■　3．8kb

イト　1．1kb

9仰OtyPe　　　（pqItpq＝prI tPqI【pqllq‾Hp■1

CKlmUノmI）●

180115　5．100
27　　1．100

qlIJ　　　　　79

lp）（p－I IpJ
Ipq】（pI　（ppI

（・・－n‥natr旬日・い．霊二言崇器●慧・

図1　家族性DMPlinkage analysisの実例．上段より使用DNAプローブ名，制限酵素

名，家系図，バンドのパターン，genOtype，CK値を示す．

a．家族性BMD例．息児，母親，姉のいずれもが高CK値を呈しており，母親，

姉がキャリアーと考えられていた．

b．家族性DMD例．息児，母親が高CK値を呈している事により母親がキャリア

ーと同定されていたが，弟は発症年齢前であり臨床診断は出来ていなかった．

C．家族性BMD例．同胞3名が患者であることにより，母親がキャリアーと考え

られたが，CK値は全員正常範囲内であり，姉がキャリアーかどうかは不明であ

った．
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かった．

考　　　案

従来，筋ジストロフィー症のキャリアー同定に

は血清CKの測定が用いられてきたが，判定が必

ずしも正確ではなく，出生前診断には適用出来な

いことが欠点であった．この点RFLPを用いた診

断では，出生前診断，発症前診断も可能な点が特

徴的である．また，特にpERT87（DXS164）プロ

ーブを用いることで，これまでのDNAプローブ

より遥かに高い頻度で欠損例を検出できること4），

今回我々が調査した範囲内で臨床所見（家族歴，

CK値，病理所見）との問に矛盾例が見られなかっ

た事よりこのプローブの有用性は高いと考えられ

る．

最近Monacoらは7）pERT87（DXS164）プロ

ーブの中から欠損部分に位置するプローブを用い

てDMP遺伝子に関与していると考えられる

cDNAの一部をクローニングする事に成功した．

これをプローブにしてDMD患者のDNAと

hybridizationを行ってみたところ，確かにこの部

分に相当するDNAが欠損していることを証明し

た．彼らはさらにこのDNAとhybridを形成する

mRNAが16kb（キロ塩基対）もあることより，ゲ

ノムDNAではこれが1，000から2，000kbにも及

ぶであろうと予測し，DMPの突然変異率の高さ，

欠損出現頻度の高さ，linkage analysisでの矛盾

例の頻度の高さなどはこれに起因するのであろう

と考えている7）．pERT8770ローブを用いたキャリ

アー検出は，間接的な遺伝子診断に相当するもの

であり，直接的な遺伝子診断（家族性アミロイド

ーシスなど8））に比べて，家系内検索の必要性の

あること，診断と臨床との間に解放の見られる率

の高いことなどの短所が見られる．しかしDMP

の場合には欠損のパターンが必ずしも一定でない

事より，患者の病変部位が何種類も存在する可能

性のあること4）や疾患に関与する遺伝子が巨大な

ものであろうと予想されること7）より，一次スク

リーニングとしての間接的診断法の有用性は存在

すると予想される．今後この方法を用いてキャリ

アーと診断された例や未発症例について，さらに

臨床的な追跡調査を行うと共に，多数の例の解析

を行う必要があると考えられる．

最後に患者血液を送っていただいた，日本赤十

字社医療センター，篠原多美子先生，国立療養所

筑後病院，北口哲雄先生に深謝します．
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26）多型性DNAを用・いた筋ジストロフィー症

の遺伝子診断

鈴　木

研究協力者　　秋　田　朗　子＊　大

後　藤　　　順…　中

杉　田　秀　夫HH＊

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）の

病因を究明する上で，DMD遺伝子の単艶と遺伝

子産物の同定は不可欠であるが，適当な治療法の

ない現在では，当面，DMD家系における女性保因

者の検出と胎児診断が早急の課題となる．DMD

遺伝子のマーカーとしてDNAの塩基配列上の多

型性（RFLP，Restriction Fragment Length

Polymorphism）を利用する遺伝子診断は，従来

の血清creatinkinase試験によるDMD保因者の

判定に代わるものとして，また，胎児診断に道を

開く方法として有効である．

多型性DNAによる遺伝子診断を一般的に適用

するには，（i）マーカーとする多型性DNAが調

べたい遺伝子疾患と密に連鎖すること，（ii）高頻

度に出現する多型性であること，（iii）併用する複

数のDNA多型性部位は連鎖平衡の関係に近いこ

と，が挙げられる．pERT87－1，pERT87－8，

pERT87－15の3種の多型性DNA断片は，DMD

遺伝子座位に局在することが示唆されており1），

（i）のDMDとの連鎖の点では現時点では最良

のDMDマーカーである．（ii）の多型性の頻度に

ついては，種族が異なると多型性が全く認められ

ないことが，insulin遺伝子2）等いくつかの例で報

告されている．また，（iii）に関しては，近接した

位置にある多型性部位間でしばしば強い連鎖非平

＊東京都臨床医学絵合研究所
＊＊杏林大学保健学部疫学
＊＊＊国立療養所下志達病院神経内科
＊＊＊＊帝京大学医学部神経内科

＊＊・＊・国立黒センター神経研究所

紘　一★

野　茂　男■　今　野　保　彦日

野　今　治…　高　津　成　美HH

衛の関係が存在し，互いのマーカーの価値を相殺

すること3）が知られる．

今回，我々は日本に於て遺伝子診断を確立する

ことを目的として，pERT87の3種のプローブを

Kunkel博士より恵与を受け，これらの実用性に

ついて（ii）と（iii）の点を検討した．

対象および方法

正常人およtJrDMD18家系，BMD2家系の家族

構成員から末梢血をヘパリン採取し，リンパ球

DNAを検体として用いた．

リンパ球DNAは，XmnI，BstNI，BstXI，

TaqIの各々の制限酵素で消化後，アガロース電

気泳動でDNA断片を分艶し，適当な32P標識プ

ローブを用いてSouthern分析を行なった．

結　　　果

1．pERT87の多型性の出現頻度

pERT87の3種類のプローブと4種類の制限酵

素との組合せにより検出される6種類の多型性に

ついて，allele頻度とヘテロ接合体頻度（hetero－

zygosity）の結果を表1に示した．日本集団に於

てpERT87－8によって検出されるTaqI，

BstXI両多型のCOmmOnalleleは，欧米白人集団

に於てrare alleleであり，また，pERT87－15の

TaqI多型のrarealleleの頻度は0．2より低く，

その結果へテロ接合体頻度が欧米よりかなり低い

等，両種族間にいくつかの差違を認めた．しかし，

ヘテロ按合体頻度は全体として40－50％であり，非

常に高頻度の多型性が日本に於ても保持されてい

た．この結果は，pERT87の多型性の利用価値の高
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表1Allele frequency and heterozygosity of DNA polymorphisms for pERT87

probe Restriction Allele Frequency Heterozy90Sity′　篭

EnZ：yme American　＆　Japanese American　＆　Japanese

Euro【杷an★　　　　　　　　　European

pERで87－1　Xmn工　　　　A：　0．66

a：　　0．34

BstN工　　　　C；　　0．63

C：　　0．37

pERで87－8　　BstX工　　　D：　0．60

d：　　0．40

Taq工　　　　E：　0．71

e：　　0．29

pERT87－15　TaqI F：　0．67

f：　　0．33

XmnI B：　　0．68

b：　　0．32

Expected（Observed）

0．53　　　　　45　　　　　50（53）

0．47

（n＝70）

0．48　　　　　47　　　　　50（54）

0．52

（n＝54）

0．261　　　48　　　　　38（39）

0．74

（n＝58）

0．38　　　　　41　　　　47（40）

0．62

（n＝52）

0．85　　　　　44　　　　　26（24）

0．15

（n＝52，）

0．59　　　　　44　　　　　48（50）

0．41

（nミ70）

★，by Kunkel et al．（1986）

number of chromosomes（n）：75

いことを意味する．

2．pERT87多型性にJ：る遺伝子診断の適用範囲

遺伝子診断は，DMD保因者である母親が6種

類の多型性のいずれかに於てヘテロ按合体であっ

た家系に於て適用可能である．表2は同一検体に

ついて複数の多型性で検索した時にヘテロ按ノ合体

が検出された頻度である．

pERT87－1のプローブでXmnIおよびBstNI

切断DNAを検索したところ56％であ．り，．1種類

の多型性で得られるヘテロ接合体頻度の値54％と

変わらなかった．これは，ⅩmnI多型性のallele

A，aとBstNI多型性のallele C，Cが各々のalー
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表2　ApplicabilityofpolymorphicsitesforthepERT87subclonesinDMDDiagnosis

Probe Restriction Site Applicability．％

Observed Expected

pERT87－1　　　　XmnZ and BsttlZ

pERT87－8　　　　8stX工and Taqェ

pERで87－15　　　　Xmn工　and Taq王

pERT87－1′　－15　XmnI

All xmnL Taq工．・BStXI．

and／or BstN工

56日4／251　　75

39（7／18）　　　67

68（13／19）　　62

81（26／32）　　74

94（30／32）

lele頻度に従ってランダムに組み合わさっている

ならば，4種類のhaplotype（AC，aC，Ac，aC）

が約25％ずつ存在するはずであるが，観察された

遺伝子型の号原皮からhaplotypeの頻度を推測し

たところ，日本集団ではACとacの2種類のha－

plotypeが各々50％近く存在し，Ac，aCは殆ど存

在していないことに起因していた（データ省略）．

すなわち，pERT87，1の2種の多塑性部位の間に

存在するAC，aC間の密な連鎖非平衡の関係が，

2種類の多型性で調べる価値を減じていた．

pERT87－8のBstXI多型とTaqI多型に於ても

同様の連鎖非平衡の関係が観察され，ヘテロ接合

体頻度は39％であった．更に，pERT87－1と

pERT87－8の4種の多型性を全て検索しても連鎖

分析による診断可能な家系数は56％であり，1種

類の多型性で検索した場合（39－54％）と本質的に

変わらなかった．他方，pERT87－15は2種の多型

性間に於ても，また，上記4種の多型性とも連鎖

平衡の関係にあり（XmnI切断DNAをpERT87

－1とpERT87－15で検索すると81％がヘテロ接合

を示す），このプローブの利用価値の高いことが明

らかである．結果として，6種（又はBstNIを除

く　5種）の多型性の検索により，日本のDMD家

系の94％に於て遺伝子診断が可能である．

3．DMD家系分析

DMD16家系を調べた結果，全家系に於て

pERT87多型性のいずれかにより遺伝子診断が可

能であった．現在，8家系28例の分析を終え，全

例に於てpERT87の多型性はメンデルの遺伝様

式に従い，交叉を認めなかった．代表例を図1に

示した．この家系は，ⅩmnI切断DNAを32P標

識pERT87－1で検索した時，保因者である母親が

ヘテロ接合体であった症例である．DMD患者は

8．8kbのalleleAを持ち，他方，正常な男児は7．5

kbのalleleaを持つことから，DMD疾患遺伝子

は母親のallele Aで示されるⅩ染色体上にある

ことが推定された．このことから，allele Aの染

色体を母親より受け継いでいる女児はDMDの保

因者であると判定され，血清CK活性の上昇と一

致していた．この女児が将来妊娠時に，男の胎児

について出生前診断を希望するならば，DMDは

pERT87－15で検出される1・6kbと1・2kbのバン

ド（allele B）を指標として判定可能である．

4．Xp21部分欠矢によるGK（グリセロールキナ

ーゼ欠損症）－DMD併発症例

血縁関係のないDMD18例，BMD2例の内で

pERT87座位の欠矢に起因する疾患党症例は，1

家系のみであった．この家系は，患者とその母親

のⅩ染色体p21に部分欠夫の認められた症例で

ある4）．家族構成月のdosageanalysisを図2に示

した．患者はpERT87－1からpERT87－15の領域

を全て欠失し，母親はこの領域のバンドの濃度が

正常男性と等しいⅩ染色体1本分の濃度を示し

た．この結果は，母親が患者で明らかな欠矢の保

因者であるという先の染色体分析の結果と一致す

る．欠夫の範囲は，少なくともpERT87の3種の
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図1　pERT87－1およびpERT87－15で検出

されるXmnI多型を用いて連鎖分析

を行なったDMD家系．

′印は疾患遺伝子が連鎖しているこ

とを表わす．⑩印は，本実験で保因者

と判定された症例を示す．

さ7－1
級等＿　墜禦
9，4＿

6．6＝
4．4

2．3－

2．0‾

プローブが占める52kbに渡るが，DMDとlHJL

Xp21に局在するornithine transcarbamoyla軋▲

遺伝子（OTC－d，e，f）および1rl，ト4の他のX

染色体の領域は正常であった．

5．Becker型筋ジストElフィー症（BMD）の家

系分析

BMD2家系中分析可能であった1例を図3に

示した．この家系に於てBMDは，姉妹関係にあ

る2人の母親から由来する3．8kbのallele eに連

鎖していることが明らかである．左側の家系の娘

は，父親から2．7kbと1．1kbのallele Eを，母親

から疾患遺伝子と連鎖したsmalle eを受け継い

でいることから，BMDの保因者であることが推

定された．この女性は血清CK値が正常であった

が，CK試験では保因者の30％は正常値を示すこ

とから，CK試験で見落とす保因者の1例である

と考えられる．右側半分の家系の2人の娘は，同

一の遺伝子型を示しているが，保因者であるか否

かの判定は父親の遺伝子型を調べることにより可

能である．

1家系ではあるが，BMD家系に於てpERT87

とBMDが連鎖を示したことは，BMDとDMD

が同一遺伝子座位にあって，異なる部分での変異

に基づく疾患であるという考え1，5）を支持してい

る．

図2　Xp21欠夫によるGK－DMD併発症例の家族におけるSouthern分析．

各laneに2JLgのDNAを泳動した．
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考　　　察

pERT87の多型性による遺伝子診断の適用範囲

について検討し，DMD8家系，BMDl家系の連

鎖分析を行なった．結果は，pERT87の3種のプロ

ーブによる遺伝子診断が，日本のDMD家系およ

びBMD家系の大半に於て疾患保因者の検出に極

めて有効であることを示した．

保因者の検出にあたっては，経費と効率の面を

考慮し，まず母親のXmnI切断DNAをpERT

87－1とpERT87－15の2種のプローブで同時に検

索する．ここで81％の母親がヘテロ接合体になる

（表2）ので，これらの家系の構成員について連

鎖分析を行なう．残り20％の家系については，母

親のTaqI切断DNAをpERT87－8とpERT87－

15で検索するか，あるいは同時に，BstXI切断

DNAをpERT87－8で検索することが適当と考え

る．

診断の精度は，DMD遺伝子とpERT87座位の

間の遺伝的組み換え（交叉）に規定される．我々

は未だ交叉例を認めていないが，欧米では5－6％の

交叉率が報告されている6）ことから，今後より正

確な診断には，pERT87のプローブと共にDMD

遺伝子をはさむ位置関係のプローブを併用する必

要がある．

Kunkel，Monacoらのグループは，極く最近，

pERT87領域から転写されているmRNAの相補

的DNA断片を，DMD遺伝子転写産物のcDNA

の候補として単雛し，この遺伝子座位が1000－2000

kbに及ぶ長大なものであることを示唆した7）．
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DMD遺伝子及びその産物の構造が解明されれば，

病因となるDNAの変異そのものによる直接的遺

伝子診断も可能となろう．しかし，遺伝子が長大

であり，かつ病因が極めて多様であることが示唆

されることから，病因解明には種々の症例と遺伝

子レベルの研究とを対応させることが今後重要で

あると考える．
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27）日本人Ⅹ染色体ライブラリーよりの

OTCプローブ作製の試み

高　守　正　治■

研究協力者　　松　原　四　郎＊　奥　村　誠　一＊

近年分子生物学の進歩に伴って種々の遺伝病に

ついて染色体の分子レベルの解析が可能となった．

特に過去3年間英米では筋ジストロフィー症の分

子遺伝学的な研究がめざましい発展をみせたが，

その背景には種々のプローブの分経の成功が重要

な役割を果した．中でも英国のDaviesら（1985）

はornithine transcarbamylase（OTC）遺伝子

を含む70ローブを待てDuchenne型筋ジストロフ

ィー症の遺伝子座解明に大きな貢献をした．この

OTCは肝で発見されたミトコンドリア酵素のひ

とつでカルバミロ硫酸とオルニテンを縮合してシ

トルリンを形成する働きをもつ．このOTC遺伝

子はⅩ染色体短腕上Ⅹp11．4の部位に存在し，そ

のCDNAの塩基配列はラット（Horwich et al．

1983）およびヒト（Horwichetal．1984）であさ

らかにされている．我が国においても今後分子遺

伝学的な研究成果の臨床への応用がすすむと予想

されるが，欧米で有用であったプローブも必ずし

も日本人に有用でない場合があるのは，Restric－

tionfragrlentlengthpolymorphism（RELP）の

発生部位や頻度に人種的な差があるためと思われ

る．実際遺伝病には民族や地域によって発生頻度

や病型に大きな差を示すものが多数あり，分子遺

伝学的な研究に際してもこの点を無視することは

できない．今回我々は，日本人Ⅹ染色体ライブラリ

ーよりOTC部位を含むプローブの分艶を試みて

いるので，その中間報告をしたい．

＊金沢大学医学部神経内科

‾材料と方法（図1）

日本人Ⅹ染色体ライブラリーはがん研究振興

財団を通じて九州大学遺伝情報実験施設，榊佳之

先生のご好意で供与を受けた．ライブラリーを含

む入ファージ，入gt・WES・入Bが大腸菌LE392

の培養平板上で形成するプラークを各々2枚のニ

トロセルロース膜に転写した．これを強塩基液で

変性，続いて68℃で12時間加熱固定した．一方

Horwichら（1983，1984）によって明らかにされ

ているラットおよびヒトのOTC遺伝子のCDNA

の塩基配列からDaviesら（1985）が推定し彼らの

プローブの分経のために使用したと同じ27塩基を

Beckman社製DNA合成装置systeml plusを

用いて合成し，高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）で2回精製した．1回目の詳細は省略す

るが2回目では移動相はA・B2液のグラジェン

トでA液は0．1N TEAA（pH6．5）＋5％

CH3CN，B液はCH。CNを使用し，B液を3％

で1分間流したあと13％に20分間で増加させた．

この後，5′末端をpolynucleotid kinaseの存在下，

r32p・ATPと反応させ（forwarephosphrylation）

32pで標識した．これをエタノール沈殿法で粗精

製後，Sephadex G－100でカラムクロマトグロフ

ィーを行い32p放射活性を各分画で測定し，第1

のピークを分取した．この標識01igonucleotideと，

前述のニトロセルロース膜に固定されたⅩ染色体

ライブラリーを含むファージDNAの間でハイプ

リタイゼーションの諸条件はDaviesら（1985）

に準拠したが，ハイプリタイゼーション液に10％

Dextran Sulfateを用いる点のみを変更した．洗

浄後－80℃で24時間オートラジオグラフィーを行
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JAPANESE X　いBRARY in　phage　入gt ・tJES ・入B

†

Plaque　format ion　on　E．Co＝　LE392
†

Tra ns fe r　of　phage　DNA　to　nito roce llulose　membra ne

Syn thes is　of　o＝gonuc leot ide　vjth

a　sequence　determ ined　from　that　of　OTC
（5’cAGGAGGAGTAGATGATGAAG TGTTTT 3，）

†

Labe ling　of　5’te rm ina l v ith　32p

Hybridization

†

Autoradiography

†

Selection of colonjes

図1　Materials and methods

HPLCofSynthesIzedoli90nuCleot】de

ト，

1
i〒

0　　　　5　　　10　　　15　　　20　　　25M川．

図2　HPLCofsynthesizedoligonucleotide

った・一枚の培養平板から転写した2枚のニトロ　養平板からプラークを分艶し，更にこれを大腸菌

セルロース膜から得られた放射活性像を比較し，　に感染させる作業を行った．

2枚の同一部位で放射活性が得られた場合を陽性　　結果：合成01igonucleotideのHPLCでの溶出

の所見と考えた．こうして陽性部位に相当する培　パターン（図2）では，14分で単一のピークを認
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図3　Gel filtration after5’endlabeling

J
き
ミ
h

めこの部分を分取した．これを32Pで5′ラベリン

グした後精製の目的で行ったSephadex GlOOに

よるゲル濾過の溶出液の32P放射活性（図3）を測

定し，最初のピークを分取し，ハイプリタイゼー

ショ　ンに使用した．01igonucleotideに比し

γATPの比率が高く，2番目のピークが高い傾向

があったが，1番目のピークより十分な量の標識

01igonucleotideを得た．

ハイプリタイゼーションは未だ実験の初期的段

階であるが，現在迄行った約66万個のプラークの

うち陽性の結果を得たものについて選択をすすめ

ている．現在迄行ったものの1例を図4に示す．

陽性率はいまだ低いが，今後選択をすすめて行く

予定である．

考　　　察

Duchenne型筋ジスト　ロフィ　ーについて

Monacoら（1986）はDMD遺伝子の一部と思われ

るcDNA断片pERT87－25を分放し，これが骨格

筋の16kbのRNAとハイプリタイズすることを

本年10月に報告しており，本疾患についてのOTC

tLM ARU

亀
○
モ
、
、
冨

KCh）1．く　1㌧Fこr／－FILH ARH くDDAく　i●六F【†Y llLH Alく∪

図4　同一平板より転写した2枚のニトロセルロース膜のオートラジオグラフ．ほほ対応

する部位での放射活性を認めるものがみられる（矢印）．

－162－



プローブの役割はすでに限定されたものとなった．

しかし今後検索の対象となると思われる多数の

Ⅹ染色体性遺伝を示す疾患については染色体上

の位置が確定しているOTC遺伝子を含むプロー

ブは今後とも有力な道具として頻繁に利用される

ものと思われる．またOTCは核DNA上にコー

ドされるミトコンドリア酵素として重要な酵素で，

OTC70ローブはミトコンドリア脳筋症の分子レ

ベルでの病態の研究にも利用価値を有するものと

考えられる．

なお01igonucleotideの合成に関してBeck－

manJapan社のご協力を頂いた．

文　　　献
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28）実験的再生筋における筋芽細胞増殖促進因子の検討

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，

衛星細月包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

については明らかにされていない．

そこで我々は損傷筋ホモジナイズ液を筋芽細胞

培養液中に加え，筋芽細胞増殖促進因子（MPF）

について検討してきた．昨年本姓会議において筋

損傷後早期（損傷12時間後に最大）の筋組織中に

MPFの存在を確認し報告した1）が，本年度は筋損

傷早期の筋ホモジナイズ液を用いて，MPFの物

理，化学的性質について検討を加えたので報告す

る．

材料と方法

（1）筋芽細胞の培養と増殖性の測定

ラット由来の筋芽細胞L6（Flow Labora－

toriesInc．）を15mm径シャーレに4－6×104

個／dishの細胞密度で培養し（ダルベッコ

MEM99％，牛胎児血清1％，ペニシリン20単位／

ml，ストレプトマイシン20〝g／ml），24時間後筋ホ

モジナイズ液上清（SMH）を加えた培養液（ダ

ルベッコMEM99．75％，牛胎児血清0．25％，ペニ

シリン5単位／ml，ストレプトマイシン5JJg／ml）

と取り替え4日間培養する．トリプシンにて細胞

浮遊液を作製し，血球計算盤にて細胞数（×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．

（2）筋ホモジナイズ液上清（SMH）の作製

250gラット前脛骨筋に切断損傷（約5mmの横

切開を5－6回行なう）を加え，12時間後に損傷

＊東北大学医学部脳研神経内科

筋を採取した．25W％になるようPBSを加えて

筋をホモジナイズした．凍結融解を3回く　り返し

た後に，18000×gにて30分間遠心し，上清を0．45

〝フィルターで史戸過したものをSMHとして用い

た．

（3）壬員傷筋ホモジナイズ液の熱処理

熱処理はSMH（1．6％及び3．1％）を100℃，10

分間行ない，20000×g，30分間遠心した上清を培

養液中に添加し筋芽細胞の増殖性を測定した．対

照として37℃，10分間処理を行なった．

（4）筋損傷ラットにおける損傷筋，非損傷筋ホモジ

ナイズ液の筋芽相月包増殖性の測定

筋損傷ラットにおける非損傷筋への影響を検討

するため，ラットの一例肢に筋損傷を加え12時間

後，①術側の損傷筋，（診村側の非損傷筋を採取し

た．対照として一側肢の皮膚だけ切開した後，12

時間後の（∋術側の非損傷筋，⑥対側の非損傷筋を

採取した．（彰一⑥の採取筋のSMHを作り，3．1％

濃度で培養液に添加し，筋芽細胞の増殖性を測定

した．

（5）壬員傷筋ホモジナイズ液の塩析

2．5％SMH5mlを硫酸アンモニウムにて塩析

した．飽和度20，50，80，90％にて析出したもの

を10000×gにて30分間遠心し，各沈澱に5mlPBS

を加え，セルロースチューブにて12時間透析した

後，0．45JJフィルターにて滅菌後培養液に添加し

た．

（6）MPFの分離

損傷筋SMH（25％SMH2ml）の硫安分画

（40～80％）をSephadexGlOOにてゲル濾過を行

なった．ゲルベット容量は72ml，音容出速度は6ml／

hr．で行ない，Calibration proteinと　して

albumin，OValbumin，ChymotrypslnOgen A，
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ribonucleaseAを用い，溶出物質の分子量を求め

た．

結　　　果

（1）損傷筋ホモジナイズ液の熱処理による筋芽細

胞増殖性

熟処理しないSMHの筋芽細胞の増殖は著明

で，SMHの膿度に比例した増殖をみとめた（3．1

％SMH：34．3±5．7，1．6％SMH；29．1±

1．8，図1）．一方熱処理したものの増殖は低く（3．1

％SMH：8．9±1．4，1．6％SMH：10．9±

2．8），SMHを添加しない群と同程度の増殖

（8．9±1．9）であった．以上のことよりMPFは，

100℃，10分間で克全に不括化され，蛋白質である

と考えられた．

（2）筋損傷ラットにおける損傷筋，非損傷筋ホモ

ジナイズ液の筋芽細胞増殖性

C
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筋損傷ラットの損傷筋（丑における筋芽細胞の増

殖は著明（30．8±3．1）．であった．一方二筋損傷ラッ

トの対側非損傷筋②における増殖は低く（11．8±

0．6），また皮膚切開のみのラットの術側③及び村

側④の非損傷筋における増殖（（∋；13．8±1．5，

①；11．9±1．1）と同程度であった（図2，表

1）．しかし②～④の非損傷筋はSMH非添加群

（6．7±0．6）に比し，軽度ながら有意に筋芽細胞

増殖促進作用を認めた．これらの事よりMPFは

非損傷筋においても軽度ながら存在するが，損傷

筋に著明に増加，且つ局在している事がわかった．

（3）損傷筋ホモジナイズ液の塩折による各分画の

筋芽細胞増殖性

0～20％及び80－90％の硫安分画における筋芽

細胞の増殖は低いが（0～20％：5．2±1．8，80～90

％；4．7±0．6），20－50％及び50－60％分画におい

ては筋芽細胞の著明な増殖（20－50％：22．8±

Hrl－free l．6％HM　　　3．1％HM l．6％HM　　　3．1％HM

HEATED HOT HEATED

図1　は傷筋ホモジナイズ液の熱処理による筋芽細胞増殖性．HM；homogenizedmuscle
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図2　筋損傷ラットにおける損傷筋，非損傷筋ホモジナイズ液の筋芽細胞増殖性．HM；

homogenized muscle

表1　筋損傷ラットにおける損傷筋，非規傷筋

ホモジナイズ液の筋芽細胞増殖性

nyoblast prolireration

（eel18Ⅹ10／dish）

inJured group

Operated side

OppOSite side

30．75＋3．07

－11．83＋0．63

ShaⅡl eOntrOl grolユp

operated side　　13・83＋1・53

0PPOBite Side ll・92＋1・13

honogenizedtnuscle－free　6・67＋0・59
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図3　損傷筋ホモジナイズ液の塩折による各分画の筋芽細胞増殖性

7．1，50－80％：23．7±6．3）を認めた（図3）．

（4）MPFの分離

カラムクロマトグラフィーの溶出曲線、（図4）

では，分子量67000と2600の主に2つの物質が分離

された．

考　　‾‘▲棄‾‾－

Duchenne型筋ジストロフィー症q）筋病変は，

筋細胞の壊死とさかんな再生所見で特徴づけられ

る．再生はぎ舌先であるが，再生が完了しないうち

に変性壊死に至る．従って再生過程の異二宮が細胞

の破綻を引き起すのであろうかて　しかし筋再生

機構が明らかにされていない今日，不明といわざ

るを得ない．

筋再生は衛星細胞の活性化に始まり，分裂増殖，

融合，筋管細胞，成熟筋細胞の形成という過程を

とる．その始期過程である衛星細胞活性化因子の

研究はきわめて少ない．一方衛星細胞の前駆細胞

である筋芽細胞の増殖因子については，従来より

somatomedin A，C”multiplication－Stimulating

activity，fibroblast growth factor，tranSferrin，

dexamethason，insulinlikegrowthfactor，等が

報告されている．一しかしこれらはいずれも筋組織

から抽出されたものではない．我々が損傷筋組織

で明らかに．し得たMPFは，その性質よ　り

SOmqtOmedinsでは熟に安定である事より異なり・

分子量あ点でその他のMPFとも異なっており，

新たなMPFであろうと考えられる．

最近Bischoff2）はsinglemusclefiberの培養系

より，ラットの圧迫損傷筋抽出物において，衛星

細胞の活性化因子（satellite cellmitogen）を検

討し，tranSferrinとは異なった分子量30000以上
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図4　Sephadex GlOOカラムによる損傷筋ホモジナイズ液の分画

の高分子蛋白質であろうと報告している．損傷筋

にみられるMPFと，Satellite cellmitogenはお

そらく同一物質と考えられるが，いかなる蛋白質

か，一種類の蛋白質か否か，今後の研究によらね

ばならない．

MPFの産生部位について，今回の結果では

MPFが損傷筋組織に著明に増加且つ局在してい

た事より，損傷筋組織にて産生されると考えられ

た．Maltinら3）は再生筋の形態的研究より，活性

化した近傍の衛星細胞は損傷部に移動する事を指

摘しており，損傷筋において同時に遊走因子が産

生されると考えられている．衛星細胞が遁走し，

増殖した後，増殖の抑制，融合，筋管細胞の形成

へとすすむが，その制御因子，誘導因子は何んや

あるのか，今後大いに研究されなければならない

課題である．

ま　　と　め

培養筋芽細胞の著明な増殖促進作用をしめす筋

損傷早期（損傷後12時間後）の筋ホモジナイズ液

を用い，筋芽細月包増殖促進因子（MPF）の物理，

化学的性質について検討した．その結果MPFは，

（む蛋白質であり，②非損傷筋においても軽度なが

ら存在しているが，（診損傷筋にて著明に増加し且

つ局在することから，損傷筋組織で産生されると

考えられた．⑥20－80％硫安にて塩析され，（9ゲ

ル濾過により分子量67000及び2600の物質が分馳

された．

文　　　献

1）高瀬貞夫，小林和夫，ほか：実験的再生筋にお

ける筋芽細月包増殖促進因子について，筋ジスト
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2）Bischoff，R．：ASatelliteCellMitogenfrom the　injection of the snake venom toxin，

CrushedAdultMuscle．Dev．Bio1．，115：140－　　　　　taipoxin．CellTissueRes・，232：565－577，1983・
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29）骨格筋の移殖に関する研究

寺　尾　寿　夫＊

研究協力者　　高　津　成　美＊　加　藤　洋　司＊

岡　下　恭　子＊　永　井　由紀子＊

〔Ⅰ〕　骨格筋の神経付グラフト

我々は動物の骨格筋の移植について研究を行な

ってきたが，従来使用してきた動物はマウス，ラ

ット，ハムスターが主なものであり，これらの動

物の筋肉は小さく，再生も良好であった．

今回はどの程度の大きさの筋まで移植が可能で

あるかを検討し，またその再生に神経支配がどの

様に影響するかを研究した．

方　　　　法

実験動物は雄のウサギ（Japan white，体重3

kg前後）を使用した．移植する筋はEDLを用い

た．ウサギのEDLの重量は2．5g以上あり，マウス

の約1．5mg，ラットの統100mgに比し遥かに大き

EDLの移植はorthotopical autotransplanta－

tionを行なったが，左右の下月支に異った手技を用

いた．

一側下肢では従来の移植法と同じfreegraft法

であり，EDLに入る血管，神経をすべて切断して

EDLを摘出し，これをその部分に移植した．この

際近位端は起始部近くに固定したが，遠位端は残

存する腱に縫合した．また，他側の下肢には神経

付graftを作製した．これはEDLに入る血管を結

紫切断した後，EDLの両端を切り敵したが，神経

は切断せず，そのまま保有した．ウサギのEDLに

はかなりproximalの部分に深月井骨神経の枝が後

方から数本入っている．これらをすべて残し，並

行して走る血管のみ切断した．

＊帝京大学医学部第一内科

移植筋は種々の時間の後取り出し，クリオスタ

ットにて薄切標本を作り，H－E，NADH，アタリ

ジンオレンジなどの染色を行なった．これらの標

本につきfree graftと神経付graftの再生を比較

した．

結　　　果

図1は移植後1カ月の1例を示したものである．

これに示す様に神経付graftの方が通常のfree

－173－

図1　移植後1ヶ月の再生筋の比較



graftよりも太いものが多かった．移植後1ヶ月

目のgraftを取り出し，重量を測定したものが，図

2である．

EDLの重量は移植前は約2．6gであるが，移植
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図2　Weight of regenerated musclel

month after autotransplantation of

rabbit EDL

図3　神経付graft中心部の残存筋線維

（移植後1ヶ月）

後1ヶ月目のgraftでは1g前後となる．これらの

重量はかなりバラツキがあるが，神経付graftの

方が重いものが多かった．組織標本でみると，free

graftでは，1ヶ月目にはoriginalの筋線椎はほ

とんど消失し，すでに島状の再生が始まっている

例が多いのに対し，神経付graftでは図3が示す

様に，中央にまだorjginalの筋線経が多数残存し

ているものが多かった．そして新しい筋線経の再

生はこの残存する筋線維帯の外側に起こっていた．

中央に残存する筋線経はすでに変性を示してお

り，NADH染色では全く染色されず，アクリルオ

レンジでも染色性がなく，周囲の再生筋と明瞭な

対比を示していた．またこの中央部にはmacro－

phageその他の細胞の増加は観察されなかった．

考　　　察

移植筋が再生する場合，これに影響を及ぼす因

子としては，移植初期における血流，神経の再支

配，移植後の筋の物理的状態，筋そのものの性質

などが挙げられる．

ウサギのEDLの自家移植後の再生がマウス，

ラットなどに比し悪いのは，移植直後diffusion

により入る02の供給が悪く，その後の血管の再

生にも時間を要するためと思われる．

神経の再生に及ぼす影響については，さきに

我々は1）坐骨神経切断により除神経されたbedに

移植したgraft内の筋線経の再生は，初期には正

常と同様に起こるが，筋の成熟が起こらないこと

を報告した．今回の神経付graftの結果は

Maxwe112）の報告と多少異なり，神経が残ってい

る場合graft中のoriginalの筋線経の崩壊の遅れ

ることを示している．この遅れがその後の再生に

及ぼす影響につき検討中である．

〔ⅠⅠ〕　除神経筋中のアミノ酸の変化

骨格筋は独特のアミノ酸パターンを有している．

我々は骨格筋中の遊離アミノ酸を測定しており，

昨年は実験的ミオバナーや種々の動物のジストロ

フィー筋中のアミノ酸量の変化を報告した3）．

今回は1）移植後8週までの再生筋中のアミノ

－174－
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酸の変化と2）除神経による萎縮筋中のアミノ酸

濃度の変化をmdxマウスで測定し，コントロー

ルのそれと比較した．

方　　　法

移植後の再生筋中のアミノ酸の測定には，ラッ

ト（生後2ヶ月，雄）のEDLを自家移植し，その

再生筋中のアミノ酸の濃度を経時的に調べた．定

量は過塩素酸で除蛋白後，日立のアミノ酸自動分

析機で測定した．

除神経後のアミノ酸の変化には生後1．5－2ヶ

月の雄のmdxマウスとC57BL／10SCを用い，坐

骨神経切断後2週目の下肢筋のアミノ酸の変化を

測定し，両者を比較した．

結　　　果

1）再生筋中のアミノ酸の変化

図4はラットのEDLを自家移植後，その再生

筋中の遊敵アミノ酸の変化を移植後8週まで追っ

たものである．これに示す様に大部分のアミノ酸

は移植後4週までは上昇し，それ以後は下降を示

した．例外はcarnosineとanserineであり，これ

らは移植直後は梅めて低く，その後は上昇を示す

が，8週を経ても移植前の値には達しなかった．

2）除神経筋中アミノ酸の変化

C57BLの坐骨神経切断後2週目の下肢の筋肉

中のアミノ酸の変化をN．C．P・当りで見ると除神

経後には，CarnOSineを除く各アミノ酸は上昇を

示したが，CamOSineのみ逆に減少した．

我々はマウスの他にラットでも同様な測定を行

なったが，この場合も同じ変化が認められた．

この様な除神経後の変化が，筋ジストロフィー

動物では正常対照と如何に異なるかを見るため

mdxマウスについて除神経を行い，C57BLと比

較した．

図5は，各アミノ酸毎に，mdxマウスとC57BL

の除神経後の変化を，その前後の比で示したもの

である．これに見る如く，大多数のアミノ酸でこ

の比（除神経後／除神経前）は1以上であり，除

神経後各アミノ酸は増加することを示しているが，

Serine，glycine，alanine，anSerine，arglnlne

などmdxの方がC57BLよりも増加が著しいも

のがみられた．

考　　　察

移植後の再生筋中のアミノ酸の濃度は移植後4
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週をピークとして，それ以後は減少した．car－

n。Sineとanserineは例外で，はじめ低いがそめ

後は8週でも増加を続けた．

これと似たことは発育期の筋でもみられる．

先回報告した如く2），幼君なC57BLマウスの骨

格筋では大部分のアミノ酸は生下時に高値を示す

が週齢と共に減少する．しかLcarnosine，anSer－

ine，taurineは最初は低いが，生後8週でもなお増

加を続けていた．

以上のアミノ酸の変化は再生筋，発育筋に共通

の部分が認められた．またanserine，CarnOSineは

筋の神経支配や筋の運動機能と関係が深いとされ

ている4）5）．

除神経後のアミノ酸の変化については，除神経

により起るアミノ酸の筋への取りこみの増加，筋

の代謝の変化，K濃度との関係など多くの要因が

考えられる．昨年の報告では各種筋ジストロフィ

ー動物や実験的ミオバナーの際の筋中アミノ酸の

変化を示したが，これらのミオパテ一筋では，

taurine，glutamicacid，glutamineは上昇するこ

とが多いのに対し，glycineを始め，多くのアミノ

酸は減少していた．これらの特徴は上述の除神経

筋のアミノ酸変化とは著しく異っていた．ジスト

ロフィーマウスでは除神経後のアミノ酸の上昇が

とくに多いアミノ酸があり，その意味は明らかで

ないが興味ある点と思われた．

結　　　語

1）ウサギEDLの移植後の再生は，マウス，ラ

ット，ハムスターに比し不良であった．

2）神経付graftの移植では，通常のfreegraft

の移植に比し，graft中心部の筋線経の変性が遅

れ，残存するものが多かった．

3）移植筋中の各種アミノ酸濃度は大部分が移

植後1ヶ月でピークに達し，その後は下降した．

しかしcarnosinさとanserineは2ヶ月でも上昇

を続けた．

4）除神経により筋中アミノ酸濃度は上昇した．

mdxマウスではコントロールより上昇するもの

が多く，とくにSerine，glycine，alanine，anSerine，
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arginineは有意の上昇を示した．carnosineは逆

に減少した．

文　　　献

1）寺尾寿夫，増野和子，大沢仲昭：筋再生に及ぼ

す神経支配の影響，筋の発生と分化に関する基

礎的研究，厚生省珪会議江橋姓，昭和56年度研

究報告書，昭和57年，p．33．
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graftsincats，Am．J，Physiol．，C96．1984．

3）寺尾寿夫，高津成美．平口峰子，加藤洋司，永

井由紀子：ジストロフィー筋の再生と種々の萎

縮筋中の選社アミノ酸の変動，筋ジストロフィ

ー症の臨床，病態と成因に関する研究，厚生省
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Vitaminol．，23：319，1977．

5）Thomsen，W．andMarshall，F．D．：Effectsof

neuromuscular blockers on carnosinelevels

inratskeletalmuscle，Experimentia41；374，

1985．
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30）神経筋シナプスにおけるATPの修飾について

高　守　正　治■

研究協力者　　橋　井　美奈子＊

日　　　　的

一般にコリン作動性シナプスやアドレナリン作

動性シナプスでは，類を他に求めればセロトニン

作動ニウロンにおける5HTとsubstance Pの

同時放出のように，アセチルコリンやノルアドレ

ナリンの放出に際してATPが同時に放出されl），

1神経に1トランスミッターとする“Daleの原

則〟の再考を侃す事実があり，また，このATPま

たはその分解産物がneurotransmitterの役目を

担っているか，neurOmOdulatorの役割を演ずる

かも問題がある。ミオパテーの病因，病態論の観

点からこれをとりあげれば，neurOtrOphicfactor

の修飾が考えられ，アセチルコリンがこのfactor

の一つとしても重要視されていることを考えると

き，そのCO－tranSmitter或いはmodulatorとし

てプリン関連物質の役割も重要と思われる．1972

年Ginsborg　＆　Hirst2）は哺乳動物骨格筋につい

てこの点に初めて注目し，以来いくつかの報告が

あり3ト5），主にアテソシンによる神経終末からの

アセチルコリン遊艶抑制が証明されている．しか

し，これらの報告では指標としての終板電位EPP

の記録のためにクラーレ添加または高Mg液で

神経終末機能を薬理的に修飾した状況下でデータ

がとられているきらいがある．クラーレはアセチ

ルコリン自体による神経終末側受容体を介した作

用で遊敵制御機構を修飾するし6），高Mgはプリ

ン関連物質の作用部位が“Mg site”であるかどう

かを論ずるとき問題を不明確にする．本研究では，

標本に人工的脱分梅をかけて薬剤の修飾なくアセ

チルコリン遊敵を評価できる方法を採った．

＊金沢大学医学部神経内科

方　　　法

ACh量子性遊艶量（quantumCOntent）は，ラ

ット横隔膜神経筋標本をvoltageclampによって

活動電位を終板電位EPPレベルまで低下せしめ

（図1），1H2：反復誘発EPPs（60－109th）を指

標として（EPP／SDEPP）2から算出した．データは

G）EPPの立ち上りまでの時間1．1msec以下，②

立ち上りはsharp negative，③二重刺激による

EPP確認，⑥non－1inearsummation補正，静止

月莫電位補正の計算に採用した平衡電位は－12mV，

標準静止膜電位は一45mV，6）測定はclamp操作

45分以降，膜電位安定下で施行，などの条件6）で算

出した．しかし，これから得た数値は28を越すと

Poisson分布の仮定に沿わなくなるので，あらか

じめ正常ラット4匹の横隔膜標本から直接法

（両帝／MEPP）で得た数値と上述の方法で得た数

値とで作製したグラフ（図2）に照合して，直接

法による値として表現した．ACh自発性遊離は通

常の細胞内電塩法で記録する自発性微小終板電位

MEPP放電頻度で表現した．

標本を海流するプリン関連物質として，N6－

methyladenosine（0．25mM），2′－deoxyadeno－

sine（0．2mM）を用い，潅流30～90分の間に電気

生理学的指標の記録を行った．

結　　　果

ACh量子性遊推量（EPP，quantumCOntentat

l Hz）はコントロール（正常リンケリレ液潅流）

64±14（n＝40）に対してN6－methyladenosine処

理で36±16（n＝15）と低下（P＜0．01），一万2′－

deoxyadenosine処理ではむしろ86±20（n＝14）

と増加した（P＜0．01）（図1，表）．また，自発性

微小終板電位MEPP放電頻度は，コントロール
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before underartificialdepolarization

Ringers0lution Ringersofutjon NLmethyradenosine（0．25mM）

図1　ラット横隔膜神経筋標本で，VOltageclampにより活動電位を終板電位EPPレベル

まで低下せしめ．得られるEPPs（1Hz）をAC記録，Variance法でAChquantum

云ムntentを算出．標本のRinger液潅流中（上下）にコントロール値を得，つゞい

てN6－methyladenosine（0：25mM）潅流中（上），および2′－deoxyadenosine（0．2

mM）権泥中（下）の誘発EPPsのAC記録を計算に供した．
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図2　アセチルコリン量子性遊献呈（quantumcontent）の直接法（EPP／MEPP）（縦軸）

と，Variance法（EPP／SDE，，）2（横軸）による値の関係．実線は直接法とVariance

法の値が同一の場合を想定して引かれたもの，破線は4匹の正常ラット横隔膜筋か

ら40運動終板について直接，Variance両法で測定したquantum contentをもとに

引いた回帰分析回線（correlationcoefficient：0．88）．variance法によるquantum

contentは28を越すとPoisson分布から偏位する．

EPP，AChquantum

COntent atl Hz

脚ampl伽do（mv）

MEPPfreqtJenCy
bersecond）

Rosttngmombrano

POtOnt暮aHmv）

Con廿Ol

（RingerS01djon）

64土16

8．5士1．6

（n…40）
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75士孔7
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図3　ラット横隔膜標本をRinger液（before）およびN6－methyladenosine（左），2′－

deoxyadenosine（右）で潅流中に，細胞内電極で記録した自発性微小終板電位
MEPP．

4．3±1．7／秒（n＝30）に対してN6－meth＿

yladenosine処理で1．8±0．7／秒（n＝15）と低下

（P＜0．01），2’－deoxyadenosine処理で14．3±

2・7／秒（n＝15）と増大した（P＜0．01）（図3，

表）．

考按・結語

本研究では，プリン受容体の特性からアゴニス

トの選択を行い，2つの薬剤を選んだ．その1つ

は，Burnstock7）の分類によるアデノシン感受性

Pl受容体（cyclic AMP関連，methylxanthines

で抑制；一方P2受容体は主に消化管に局在して

ATP感受性，キニジンで抑制を受け70ロスタグ

ランジン産生に関与）に属し，Londosら8）9）の定義

によるR siteすなわちその活性化にはintact

ribosemoietyを必要とし，Xanthinesでブロック

され細胞外面に局在，adenylatecyclase活性を修

飾する部位のア　ゴニスト　であ　るN6－

methyladenosine8）である．他の一つは，同じくア

テソシン反応部位であるがLondosら8）9）の定義

による細胞内局在のPsiteのアゴニストである2′

－deoxyadenosine8）である．

AChのevoked releaseの指標であるACh量

子性遊触量（quantum content），SpOntaneOuS

releaseの指標であるMEPP放電頻度とも，

extracellular R site agonist処理で低下し，

intracellular P site agonist処理で増大をみた．

すなわち，骨格筋神経筋シナプスでは，AChとと

もに遊艶をされたATPlO）は，直ちに分解されて

生ずるアデノシンによって，2種の異る受容器を
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介して，ACh遊離を一方で抑制し他方で促進，コ

リン作動性シナプスの前シナプス機能を修飾する

ことが示唆された．抑制系に関しては，神経筋シ

ナプスでは中枢神経シナプスの場合と異り必ずし

もadenylate cyclase－CyClicAMP系の関与を受

けず，従ってRsiteはAl／A2SyStemの概念11）の

外への位置付けが示唆され12），A。adenosinerece－

ptorとも仮称される13）．おそらく，基底膜外表面

のCa＋＋entryに関わるsite，または膜内面のACh

遊離へのCa十十効果に関わるsiteにlinkしている

と思われる13）．しかし，R siteの刺激はcyclic

AMP合成には直結しなく　ても，adenylate

cyclaseのregulatory subunitのCOmfor－

mationalchangeによりCa＋－bindingproteinの

Ca＋affinityを変えることもあり得よう．MEPP

放電頻度を指標とするAChのSpOntaneOuS

releaseとの関係では，この指標は静止時の細胞内

Ca＋十に関わるものであるから，アテソシン反応部

位の刺激によるACh遊離抑制（放電頻度低下）

は，上述のCa十十entryとは関係のないところがそ

の舞台となっている可能性が示唆されよう．

いずれにしても，コリン作動性神経終末にACh

と共存するATPは，進級後その分解産物によっ

てACh遊艶に関与し，neurOtrOphic factorとし

てのAChの役割にも修飾を加える可能性を示唆

する証左を得た．postsynapticのACh受容体感

受性もATPにより修飾を受ける事実14）も併せ，

骨格筋病態の解釈の中に，neurOtrOphicinfluence

の機序が勘案されるときは，このプリン関連物質

の関与も考慮に入れるべきであろう．
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31）筋細胞内アルカリ化による筋拘縮の発生

高　木　昭　夫＊

研究協力者　　小　島　　　進＊　相　沢　仁　志＊

小宮山　仲　之＊　荒　木　　　誠＝

筋拘縞とは活動電位の先行なしに出現する筋張

力発生である．McArdle病や垂井病の阻血運動負

荷により発生する筋拘縞の病態は従来より注目さ

れたが，まだ未解決である．

McArdle病では阻血運動負荷により，細胞内pH

が若干上昇することが知られる1）．このアルカリ

化が筋拘縮誘因となりうることを証明するため，

in　vitroでアルカリ化の収縮系や筋小胞体におよ

ばす影響を分析した．またDuchenne型筋ジスト

ロフィーにおいて類似の病態が存在するかどうか

について若干の検討を行った．

方　　　法

材料としてはラット長足止伸筋，ひらめ筋あるい

はヒト生検筋を使用した．スキンドファイバーの

作製や実験法は既報のとうりである2）．収縮系に

対するpHの影響は，pH6．8，pH7・0，pH7・2で

Ca2＋濃度・張力曲線を作製して比較した．

pH6．8，3×10JSM Ca2＋により発生する張力

（Po）を1．00として，その他の候件下の張力は相

対張力（P／Po）として表現した．筋小胞体による

Ca摂取はスキンドファイバーを使用して測定し

た．筋小胞体にCa2十を負荷した後，30mMカフェ

インにより拘縞を誘発した．その頂点張力の大き

さをPoと比較してCa摂取指数とした．Ca負荷

の候件は各種pHの3×10‾7M Ca2＋または10－6

M Ca2＋を含む音容液中に2分間接触させた．Ca誘

発性Ca遊柾（Ca－induced Ca release，CICR）

はATPとMgZ＋濃度をともに0とした溶液中で

＊虎ノ門病院手中経内科

＊＊国立神経研究所

分析した．筋小胞体に3×10‾7M Ca2＋を含むi容

液中で2分間Ca2＋を負荷後，各種pHの3×10‾7

MCa2＋あるいは10‾5M Ca2十のi容液によ　りCa

遊柾を誘発させた．小胞体に残存するCa2＋量か

らCa遊維速度を計算した．1分間に小胞体中の

Ca量が全量遊離される速度を1．0とした．実験に

使用した薬剤と溶液組成は既述の通りである2）．

Ca EGTAのみかけの結合定数（Kapp）は各々

5×105（pH6．8）1．3×106（pH7．0），3．2×106

（pH7．2）とした3）．

結　　　果

（1）pHの収縮系への影響

ラットタイプ2筋線経ではpHの上昇とともに

収縮系のCa感受性が増加し，pCa一張力曲線は左

方に移動した（図1）．過量のCa2十による最大張

力はpH6．8に比較して，pH7・0とpH7・2では約

110％に増加した．最大張力はpH7．0とpH7・2の

間では差はなかった．pCa6．5とpCa6．0の溶液中

では，pH7，2の方がpH7．0より大きな張力を発生

．した．ヒトタイプ2筋線経において上記のラット

と同一傾向の結果を得た．しかしpHの影響はヒ

トでより著明であった（図2）．少数例の観察であ

ったが，Ca2＋濃度全域においてpH7．2はpH7・0

より大きな張力を発生した．pH7．2中の最大張力

はpH7．0より約10％大きかった．ラットおよびヒ

トのタイプ1筋線経において，pHの収縮系にお

よばす影響はタイプ2の場合と同様であった．

（2）筋小胞体機能へのPHの影響

pHの影響はラットタイプ2筋線経について検

討した．3×10－7M Ca2＋を含む溶液中のCa摂

取指数は平均0．75（pH6．80），0．78（pH7・0），
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PCa－reTativetension（rat EDL）

図1　pH6．80，pH7．00およびpH7．20の音容

液中における収縮系のCaイオンによ

る活性化．

ラット長月支伸筋（タイ702線推）スキ

ンドファイバーで測定した．横軸は進

級Ca濃度（pCa＝－log［Ca2＋］），縦

軸は相対張力（P／Po），pH6．80，3×

10‾5M Ca2＋を含む溶液中の張力

（Po）を1．0とした．平均±S．D．（各々

のpHに関してn＝4）．

＊pH7．00とpH7．20間の比較にて，有
意差（P＜0．01）を認めた．

PCa－relativetension（humantype2fibers）

P／Po

l．2

1．0

0．8

0．6

0．4

0．2

7　　　6　　　5　　　4　pc8

図2　ヒトタイ702筋線経で図1と同様の測

定を行った．pH6．80はn＝5の平均

値，pH7．00（n＝1），pH7．20（n＝2）

を図示した．pH7．20ではpH7．00に比

して，Ca2＋の全濃度域でより大きな張

力を呈した．

Ca uptake（Rat EDL）

Effect of pH

Ca uptake
hdex

1．0

0．8

0．6

0．4

0．2

0　　0　　0

●　10▲もMCa

O　　3×10▲7MC8

6．8　7．0　7．2　pH

図3　pH6．80，pH7．00あるいはpH7．20の
溶液における筋小胞体のCa摂取．Ca

摂取にはスキンドファイバー（ラット

長足止伸筋）を使用した．10‾6Mあるい

は3×10－7M Ca2＋を含む各種pHの

溶液中で2分間筋小胞体にCa2＋負荷

を行った後，カフェイン拘縞を誘発し，

その頂点張力をその筋線経の最大張力

（Po）と比較して，Cauptakeindex

を計算した．各々のpHの間において

Cauptakeindexに差はないと判断さ

れた．

0．78（pH7．2）と差をみとめない（図3）．10‾6M

Ca2十　の溶液中では0．91（pH6．8），

0，90（pH7．0），0．85（pH7．2）であり，著明な差

はみとめられない．Ca摂取の時間経過に関して

pHの影響はみとめられなかった．

Ca誘発性Ca遊馳（CICR）はpH7．2溶液中で著

明に増加した（図4）．Ca遊経の誘発には，pCa6．5

とpCa5・0の2種の溶液を使用した．pCa5．0溶液

中のCa遊艶はpH7．20ではpH7．0の1．6倍に増

加した．

ラット骨格筋から分艶小胞体を使用して，

CaATPaseを測定すると，0．118jLmOle／mg／min

（pH7，0）から0・210（pH7．2）に増加した．pH7．20

ではCICR冗進のため，Ca摂取・遊経のサイクル

が促進するためと推定した．
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Ca－induced Ca release（CICR）

Effect of pH（rat EDL）

ClCR
inpC85

1．0　　　　　　2．O min－t

CICRinpC86．5

図4　pH6．80，pH7．00およびpH7・20溶液

中におけるCa誘発性Ca遊艶（CICR）

の比較．ラット長足止伸筋スキンドファ

イバーを使用した．横軸：3×10‾7M

Ca2＋（pCa6．5）によるCa遊敵速度，

縦軸：10J5M Ca2＋（pCa5）によるCa

遊離速度．平均値±S．D（n＝4）を呈

示した．pH7．20中でCa遊艶速度が著

増した．

考　　　案

筋拘縞が臨床的に問題となる疾病は多くはない．

有名なのはMcArdle病や垂井病において阻血運

動負荷による有病性筋拘縞である．この筋拘縞の

出現機序に関して1－2の仮説が検討されてきた．

Rowlandらは阻血運動負荷の前後で筋肉中の

ATP，Creatinephosphate，無機燐，Creatine膿

度を比較した．拘縮筋において，Creatine phos－

phateは低下したが，ATP濃度は不変であった4）．

筋拘縞に筋小胞体の関与が仮定され，Ca摂取能が

比較された5）．筋拘縮出現の前後においてCa摂取

能に変化はみられなかった．

近年P31－NMRが代謝性ミオパテ一に応用さ

れるようになり，細胞内pHやATP過度の動態

が明らかになりつつある．Rossらの報告による

と，対照者では阻血運動によりpH7．04（安静時）

からpH6．43へ低下した．これに反しMcArdle病

ではpH7．09（安静時）からpH7・23へとアルカリ

化を呈した1）．またMcArdle病でinorganicPの

増加とcreatine phosphateの減少は対照に比し

て著明であったが，ATP濃度の変化はなかった．

Edwardsらは垂井病の一例につき類似の結果を

報告した6）．McArdle病における阻血運動による

アルカリ化の理由として，乳酸産生がない．

creatine－P＋ADP＋H＋一→Creatine＋ATPの系

が促進し，H＋が消費される．AMPdeamination

が冗進し，NH。の過剰生成などが考慮されてい

る．phosphorylasekinase欠損マウスの骨格筋は

電気刺激によりアルカリ化したが，これもAMP

deaminationによるNH，過剰のためと推定され

た7）．

細胞内pHの収縮力に与える影響は主として心

筋で問題とされた8）．あるいは骨格筋疲労と関連

して検討された9）16）．NakamaruとSchwartzは

犬骨格筋小胞体をpH6．46とpH7．56の溶液中で

検討し，酸性域ではCa結合が増加し，アルカリ城

ではCa遊離が増加するとした10）．

FabiatoとFabiatoはカエル骨格筋とラット心筋

でpHの影響を分析した11）．pH6・60やpH6・20の

中では収縮力は減少し，この効果は心筋でより著

明であった11）．HultmanはヒトにNH4Clを負荷

し，酸性化の影響をinvivoで検討した12）．NH4Cl

投与により収縮後のpH低下がより著明となり，

張力絶対値も低下した．本報告では安静時pH7・0

から運動負荷によりpH7．2へ上昇した時でも収

縮系と筋小胞体機能が重大な影響を受ける事を明

らかにした．pH7．2になるに伴い，収縮系はCa感

受性が増加し，最大張力が増加する．筋小胞体Ca

摂取能は変化しない．しかしCa誘発性Ca遊触

（CICR）は著増した．ただCICRは生理的な興奮
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収縮連関には関与しないとされている13）．筋拘縞

という病的過程への関与は充分推定されるがまだ

証明はできていない．このように細胞内pHが7．2

と少しアルカリ化しただけでも∴筋の持続的収縮．

筋拘編が生じやすくなると推定している．

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の恩児

にはしばしば有痛性の“筋硬直〟　がみられる．こ

れが筋拘縮か否かはまだ明らかではない．ちなみ

にDMD筋細胞pHが1－2の論文で言及された．

Edwardsは静止時の筋pHはDMDで7．26であ

り，対照より高値であるとした6）．Newmanらは

6例のDMDではpH7．19±0．07であり，対照

pH7．04±0．05より高値であった14）．Griffithsら

はDMDでpH7．05±0．005（n＝5），対照

pH7．07±0．010（n＝53）と差をみとめなかっ

た15）．このようにDMDの細月包内pHのアルカ））

化の有無はまだ結着をみていない．アルカリ化→

筋過収縮→筋破壊の図式が成立するかどうかは今

後検討したい．

ま　　と　め

1－2の代謝性ミオパテーでは阻血運動負荷に

より筋拘縞が発生する．この際筋細胞内pHは対

照とは逆にアルカリ化することが判明している．

細胞内pHは筋収縮系や′JⅦ包体機能に大きな影響

を与える．筋pHが7．0から7．2に増加すると，収縮

系のCa感受性は増加し，最大張力も増大した．筋

小胞体のCa誘発Ca遊経が著増した．このように

細胞内の軽度アルカリ化が筋拘縞の原因となりう

ることを指摘した．
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Ⅴ．筋緊張症候群



32）筋緊張性ジストロフィーとミトコンドリア異常

納 光　弘♯

研究協力者　　中　川　正　法＊　樋　口　逸　郎＊　山　野　　　隆＊

上永吉　達　彦＊　福　永　秀　敏＊＊

目　　　　的

筋緊張性ジストロフィー（MyD）の原因は今だ

明らかではないが，最近，われわれはMyDの生検

筋に比較的高率にragged－red fibers（RRF）を

認め，本症とミトコンドリア異常との関連を疑い，

MyDにおけるミトコンドリア異常の有無を明ら

かにするために，臨床的，筋組織化学的および生

化学的検討を行った．

対象および方法

対象は，MyD患者12例で男性10例，女性2例

で，筋生検時の平均年齢は38才である．生検部位

は，上腕二頭筋10例，大腿四頭筋1例，上院三頭

筋1例であり，女性1例では上腕二頭筋以外に下

額部腫瘍摘出時に顎二腹筋を得た．12症例中3例

については，Ogasawaraら1）の方法にて自転車エ

ルゴメーター運動負荷試験を実施し，乳酸ピルビ

ン酸代謝を検討した．全例について組織化学的検

討を行い，RRFを認めた例については連続切片に

て，Gomori－trichrome染色，CytOChrome c

oxidasei（CCO）染色およびCCOのSubunitIV

に対するmonoclonal抗体2）を用いた免疫染色を

行い比較検討した．また，RRFを認めた例につい

ては電昆引こよる検討も行った．11例の凍結生検筋

を用いて，150mMNaCl，50mMTris－HCl，pH7．5

溶液にて10％ホモジネートを作製し600×gにて

15分間遠心し，その上清を用いてミトコンドリア

酵素活性3）の測定を行った．2症例については，

Bookelmanら4）の方法にてミトコンドリアを分

艶し，酵素活性とcytochrome含量の測定を行い，

＊鹿児島大学医学部第三内科

＊＊国立療養所南九州病院

また，同2症例の新鮮生検筋より，Ozawa5）の方法

にてミトコンドリアを分放し酸素電極を用いた酸

化的リン酸化能の検討を行った．

結　　　果

表1に今回検討した12例の臨床所見を示す．全

例に家族内発症，ミオトニア現象，白内障を認め，

病状進行度合では症例11のみ車いすを必要とした．

RRFを12例中5例（42％）に認めその出現頻度は

筋線経の2－20％であり，いずれも上腕二頭筋で

あった．また，症例1では顎二腹筋でもRRFを認

めた．特徴的な点は，RRFを認めた5例中4例に
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軽度から中等度の眼球運動制限を認め，眼瞼下垂

も3例にありRRFを認めなかった群よりも高率

であった．知能障害，握力，CK値にはRRFの有

無による差は認められなかった．自転車エルゴメ

ーター運動負荷試験は症例2，3，4にて実施し，

3例中症状が最も軽度であった症例4は正常範囲

内であったが，症例2，3において血中乳酸の優

位な増加を示し（図1），ピルビン酸も同様な増加

を示した．筋組織化学的には光顕所見にて，筋線

図1　自転車エルゴメーター運動負荷試験

図2　電顕像（症例2）16，000倍

経の大小不同，中心核の増加，結合組織の増加等

のMyDに特徴的な所見に加えて，先に述べたよ

うに典型的なRRFを12例中5例に認めた．電顕

所見でも巨大化し膜様構造を示すものや異常構造

物を含むミトコンドリアの集積を筋筆削莫下や筋線

維間に認めた（図2）．CCO活性染色では上記の

RRFは染色されず，RRFにおいてCCO活性が

欠損している事が示された．しかし，抗CCO抗体

を用いた免疫染色ではRRFは，mOnOClonal抗体

に対して，ミトコンドリアの分布に一致するよう

に強く染色された（図3）．以上の組織化学的所見

はRRFを示した5症例すべてに認められた．ミ

トコンドリア酵素活性は，症例12を除く11例の凍

結生検筋について図4に示す10酵素とcitrate

synthaseの測定を行い，筋組織の変性による影響

を補正する意味でミトコンドリアマトリクスに局

192－

巨日
図3　ccO活性染色および抗CCO抗体を用

いた免疫染色（症例2）　140倍

a：NADHrTR染色

b：Gomori－trichrome染色

C：CCO活性染色

d：抗CCO抗体を用いた免疫染色
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図4　Ratio ofthe enzyme activities compared

with citrate synthase activity

在するcitratesynthase活性に対する比を求めた．

CCO活性は11例中9例においてmean－1S．D．

以下の低値を示し，症例3は対照平均値の11％

（mean－2S．D．以下）であった．症例1，

3，5－8，10は，NADHdehydrogenase，NADH

CytOChromecreductase，NADHCoQreductase，

SuccinateCoQreductaseにおいても活性低下を

示し，CCOのみならずミトコンドリア電子伝達系

全体の機能低下を示した，また，活性低下の程度

については，RRFの有無による差を認めなかった

（図4）．症例3，4について，分維ミトコンドリ

アによる酵素活性とcytochrome含量の測定を行

った．症例3はいずれの酵素活性も低値を示した

が，CCO活性は対照平均値の23％に低下してお

り，症例4はCCO活性のみが対照下限よりも低

下していた．Cytochrome含量は，症例3でcyto－

Chrome bが対照平均値の60％とやや低下し，症

例4ではsuccinateとKCNによる還元状態では

いずれも軽度低下を示したが，dithioniteによる

還元状態ではcytochrome cclが64％と軽度低下

を示したのみであった（表2）．これら2症例の生

検筋ミトコンドリアのSuCCinateを基質とした場

合の酸化的リン酸化能は，reSpiration rate，re－

Spiratory controlindex，ADP／0比のいずれも

正常であった．

考　　　案

MyDの生検筋にRRFを認めたという報告は少

なく，われわれが検索した限りでは，2報告のみ

である．Onoら6）は，約50％のMyD生検筋に

RRFを認め，とくに上腕二頭筋に優位に出現した

と報告し，また，Carpenterら7）は，Ophthalmo・

plegiaを示したMyDの例にRRFを認めている．

われわれの検討でも眼球運動制限を示した例に高

率にRRFを認め，上記2報告と一致していた．

MyDの眼球運動制限についての報告は，比較的

少なくわが国では郡司ら，北野ら，金久らの報告

を見るのみであり，RRFの出現と眼球運動制限と

の問には何らかの関連があることが示唆された．

また，1例だけではあるが顎二腹筋においても

RRFを認めたことは，MyDが全身性の疾患であ

ることを考えると興味ある所見であった．電顕レ

ベルでのミトコンドリアの形態異常については，

Klinkerfuss，宮岸ら，Casanovaらの報告があ

る．いずれも，ミトコンドリアは巨大化し，クリ

ステの異常走行，dense body，paraCryStalline

inclusion bodies等の異常構造を示し，われわれ

が得た所見と類似していた．しかし，RRFの出現

や電顕レベルでのミトコンドリア異常は，ミトコ

ンドリアミオパテーやその他の筋疾患においても

見られる所見であり，その疾患特異性は比較的低

くその意義は不明な点が多いといわざるを得ない．

しかし，今回，報告したようにMyDの生検筋に組

織化学的にも生化学的にもミトコンドリア酵素に

異常を認めたことは，これらの異常が一次的か二

次的変化かは不明であるが，本症においてミトコ

ンドリア異常が存在することを示唆していると言

える．とくに，CCO活性は組織化学的にもRRF

において欠損し，生化学的にもRRFの有無にか

かわらず低下傾向を示しており，本症との関連が

特に示唆された．CCO活性欠損を示したRRF

は，抗CCO抗体による免疫組織化学にてその抗

原性は示しており，活性としては発現していない
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表2　Mitochondrialenzymeactivitiesandcytochromecontentinisolatedmitochon－
dria

enzyme（nm01／mg／min）case3　case4　C霊言訳

NADH

CytOChrome c
reduc亡ase

SucC土nate

CytOChrome c
reduCtaSe

Cytochrome c
OXidase

Citrate

Synthase

Rト）　244

R（＋）　214

203

299

225

Cytochrome（p mol／m9prOtein）

aa3　S；X

b S十X

D

cc1
S＋X

D

450

618

285

337

537

561

279　　　　　404±132

（239－752）

254　　　　　324士141

日00－616）

380　　　　　351±　90

（222－542）

603　　　1320士454

（715－1990）

523　　　　　470士153

（273－774）

313　　　　　540±130

626　　　　　690士124

393　　　　　489土121

1049　　　　　811土242

383　　　　　693土　85

593　　　　　927土159

R；rOtenOne．S：SuCCinate，X：POtaSSium cyanide
D；SOdium dithibnite

が，酵素蛋白の合成はなされている事が示唆され

た．この事は，MyDにおけるミトコンドリア異常

の機序を考えるうえで興味ある結果であった．し

かし，検討し得た2症例の酸化的リン酸化能は

polarographyで見る限り正常範囲であり，本症に

おけるミトコンドリア異常の病態については更に

詳細な検討が必要であると考える．

ま　　と　め

1）検討した筋緊張性ジストロフィー12例中の

5例において，ragged－red fibersを生検筋に認

め，電顕でも異常形態を示すミトコンドリアの集

積を認めた．

2）組織化学的検討にて，RRFのCCO活性は

欠損していたが，抗体を用いた免疫染色ではRRF

は抗CCOmonoclonal抗体に対して，強い抗原抗

体反応を示した．

3）生化学的にも，RRFの有無にかかわらず

CCO活性の低下傾向を示した．また，CCOを含む

電子伝達系酵素活性全体が低下している症例も見
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られた．

4）しかし，検討し得た2例のミトコンドリア

の酸化的リン酸化能は正常であった．

5）以上より，本症において何らかのミトコン

ドリア異常が関与していることが示唆された．し

かし，これらの異常が本症の病因とどのように関

連しているかは不明であり，今後，更に詳細な検

討が必要である．
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33）筋緊張性ジストロフィー症のカルシウム

代謝・副甲状腺機能異常に関する研究

木　下　眞　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（以下MyDと略す）

は遺伝性の多臓器疾患であり，種々の内分泌代謝

異常を伴うことが知られている．しかし本症には

多くの骨異常を合併することも報告されている

が1），カルシウム（Ca）代謝異常の有無については

明らかにされていない．一方近年Caは筋収縮や

細胞内情報伝達機構に重要であることが注目され

てきている．我々はこれまでに，本症では血清Ca

値が正常であるにもかかわらず副甲状腺機能が冗

進していることを明らかにした2）3）．そこで今回，

このCa代謝・副甲状腺機能異常の機序を明らか

にすることを目的とした．

対象と方法

対象　MyD5イ札対照群として正常人3例，筋萎

縮性側索硬化症1例，オリーブ・橋・小脳変性症

1例を対象とした．

方法　経静脈的Ca負荷試験：グルコン酸Ca溶

液を用い，Caとして0～350mg／hを一定速度で

1時間毎に濃度を変え経静脈的に負荷した．1時

間毎に尿を採取し，尿採取5分前に採血した．

EDTA－2Na負荷試験：EDTA－2Na40mg／kg

を30分間で経静脈的に負荷し，負荷直後及び1時

間毎に3回採血し，1時間尿を3回採取した．血

清PTHは中間部RIA（ヤマサPTH測定キット）

で測定した．

成　　　績

（DCa負荷量0の時（基礎値），血清Ca，リン

（IP），％TRPにMyD群，対照群で差を認めな

かった（表1）．しかしPTH値はMyD群で578±

188（Mean±SD）pg／mlと対照群の308±83に比

表l MyDにおける検査所見（基礎値）

MyotonicDystrophy Control

S－Ca（non・COrr．）（mg／dl）

S・Ca（corr．）（mg／d］）

S・lP（mg／dl）

％TRP（％）

PTH（pg／m］）

n－CAMP（nmole／100mlGF）

9．26±0．32

9．84±0．31

3．10±0．42

85．8±3．7

578．0±188．4★

1．85±0．68

8．95±0．43

9．62±0．21

2．97±0．46

89．6±4．0

307．5±82．9

2．06土0．82

★P＜0．02

＊東邦大学医学部第四内科
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し有意に（P＜0．02）高値であった．（訂図1にCa

負荷，EDTA負荷試験における血清PTH値と

Ca値の関連を示した．Ca負荷後両群とも血清Ca

値は同様に上昇しPTHは低下したが，MyD群で

はPTHは高値にとどまっていた．EDTA負荷に

より両群とも血清Ca値は低下したが，PTHは

MyD群で高値を示した．表2にこれらの成績を

まとめて示した．Ca値が13mg／dl以上の時PTH

は対照群では142±59に低下したのに対し，MyD

群では415±107と有意に（P＜0．02）高く，PTH

の抑制が悪かった．EDTA負荷により両群とも血

清Ca値は7－8mg／dlに低下したが，PTH値

はMyD群で1990±630，対照群では1219±185に

上昇し，MyD群で有意に（P＜0．05）高値を示し

た．又PTHの最大分泌の50％を分泌する血清Ca

値は，MyD群では9．43±0．35mg／dlと，対照群の

8．68±0．45に比べ有意に（P＜0．05）高く，PTH

分泌に対する血清Caのset pointが上昇してい

た．（訃次にPTHと血清IP値との関連を示した

（図2）．PTHが650pg／ml以上の高値ではIP値

はほぼ一定し，MyD群対照群に差を認めなかっ

た．しかしPTHが400～650pg／mlの中等度の膿

度ではMyDでIP値は高値であった．さらに

PTHが400－650pg／mlの時，％TRPはMyD群

で88％，対照群で82％とMyD群で有意に（P＜

0．05）高値であった．①対照群の中で，正常人と

疾患を有する者では成績には差がなかった．

図1　経静脈的Ca及びEDTA負荷試験に

おける血清Ca値と血清PTH値との
関連

表2　経静脈的Ca並びにEDTA負荷試験の成績

MyotonicDystrophy Control

Calnfusion Test

（sca＞13mg／dり

PTH（pg／ml）

EDTA Test

SCa（mg／dl）

PTH（pg／ml）

415．0±106．7★★　141．7±58．7

8．05±0．67

1990±630★

SCa Level at HaIf

Maximar Excretion　　9．43±0．35★

Of PTH（mg／dl）

7．62±0．60

1219±185

8．68±0．45

★P＜0．05，★★P＜0．02
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図2　血清PTH値と血清IP値との関連

考　　　按

MyDにおけるCa代謝・副甲状腺機能異常の有

無に関してはほとんど知られていない．これまで

に我々は本症に経口Ca負荷試験を行ない，血清

Ca値が正常域にあるにもかかわらずPTH，

1，25（OH）2ビタミンD。が高値であることを明ら

かにし，本症にはCa代謝・副甲状腺機能異常の存

在することを示した2）3）．今回本症に経静脈的Ca

及びEDTA負荷試験を行ない血清Ca値を変化

させることにより，このCa代謝・副甲状腺機能異

常の機序を明らかにすることを試みた．

経静脈的にCaを負荷すると，血清Ca値は

MyD群，対照群ともに上昇し差を認めなかった．

しかしMyD群ではPTHの抑制が悪く，血清Ca

値が上昇してもPTHは高値にとどまっていた．

一方EDTA負荷では血清Caは両群共同様に低

下したがMyD群ではPTH分泌が多かった．さ

らにPTH分泌に対するCaのset pointがMyD

では上昇していた．以上の成績より，MyDでは副

甲状腺PTH分泌におけるCaによる調節機構の

異常が存在するものと考えられた．

一方PTHが中等皮の濃度では，MyDでは血清

IP値，％TRPが高値を示した．このことより

MyDではPTHの腎尿細管でのリン再吸収抑制

作用が低下しているために血清IP値も高値を示

したと考えられ，本症ではPTHの作用機構に異

常の存在するものと考えられた．Konagayaら4）

は，本症にPTH負荷試験を行ない，腎尿細管に対

するPTH作用に異常の例があることを報告した．

今回の成績より，PTHが高値の場合MyD群と対

照群の間に差を認めず，本症のPTH作用機構異

常の解明にはPTH負荷量を考慮する必要がある

と考えられた．

結　　　論

①MyDではPTHの基礎値が高値を示すとと

もにCa負荷後のPTHの抑制が悪く，EDTA負

荷後PTHは高値を示した．又PTH分泌に対す

るCaのSetpOintが上昇していた．従って本症で

はCaのPTH分泌調節機構の異常の存在するこ

とが考えられた．

②MyDではPTHが中等度の濃度で血清IP値，

％TRPが高値を示し，PTHの作用機構の異常が

示唆された．

（∋以上の成績より，MyDのCa代謝・副甲状腺機

能異常の一因として，CaのPTH分泌調節異常並
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びにPTHの作用機構の異常が考えられた．
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34）先天性ミオトニアの筋線維タイプについて

後　藤　幾　生＊

研究協力者　　山　田

は　じ　め　に

先天性ミオトニアはミオトニアを主症状とする

比較的稀な遺伝性疾患である．本症では筋組織化

学検査において，タイプ2B線経の欠損が報告さ

れているが，私共はその欠損について，他疾患と

比較検討し報告する．

症　　　例

患者：38歳，男．　　（NM400427）

主訴：筋のこわ張り．

現病歴二乳児期の発育，発達は正常であったが，

幼児期より急に動こうとすると筋が硬くなり動作

開始が困難であった．症」犬は，7歳頃は下肢に強

く，100m走はスタートが常に遅れたが，ゴールは

中位であった．10歳頃には手を強く握ると聞きに

く　くなった．また話したり，物をかんだりするこ

とも最初は困難であったが，続けると容易にでき

猛＊　田　中　　　薫＊

た．これらの症状は年齢とともに徐々に強くなっ

た．

生活歴，既往歴：特記事項なし．

家族歴：両親がいとこ婚であったが，他に同症状

を呈する者はいない．

入院時現症：一般身体所見は，筋肉質で，頭髪は

正常，葦丸の萎縮はなかった．神経学的には，下

方視の際1idlagがみられ，喫筋，顔面筋，四肢お

よび躯幹筋全てに筋収縮性および叩打性ミオトニ

アが著明に認められた．筋力は最初は弱く，く　り

返すと正常となったが，頸部屈筋には持続的に軽

度の筋力低下を認めた．

検査所見：血清CK121mu／ml（正常値20～90）と

軽度上昇がみられた．針筋電図検査でミオトニア

放電を認め，正中神経の10Hzの反復電気刺激に

ょリ拇指球筋に87％のWaningを認めた．拇指の

反復屈伸運動後にはwaningは5％となった．

図1　先入性ミオト二ア例の三角筋の組織所見．A：HE染色では筋変性や中心核の増加

は認められない．13：ATPase梁色（pH9．4），C：ATPase染色（pH4．6）ではタイ

プ1および2A線経は認ダ）られるか，タイプ2　B線経は認められない．倍率はいず

れも100倍．

＊九州大学医学部脳研神経内科
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三角筋の組織学的検査では，HE染色では筋変

性や中心核の増加は認められなかった（図1

A）．

以上より本症例は常染色体劣性遺伝型の先天性

ミオトニアと判断された．ATPase染色ではタイ

701線経とタイプ2A線経を認めたが，タイプ2

B線経は認められなかった（図1B）．

方　　　　法

本症例（MyC）の他に，緊張性筋ジストロフィ

ー症（MyD）7例（21－48歳，男），Duchenne型

筋ジストロフィー症（DMD）5例（7－11歳，

男），痙性斜頸（STC）1例（38歳，男）について

調べた．STCの症例は，34歳頃より頭部の左への

不随意回転がみられ，右胸鎖乳突筋の肥大が認め

られた．生検筋のHE染色およびATPase染色

（pH4．3，4．6，9．4）横断標本を催い，筋線維タイ

プの割合，平均筋線維径を計測した．

結　　　果

MyCではタイプ2B線経は認められず，筋線

維径はタイプ1線経がタイプ2A線経より大き

かった．

MyDでは3例でタイプ2B線経の割合は

23・5－30・0％であったが，4例で2．1～5．7％と減

少していた．両群で，HE染色標本の筋病理像に明

らかな差異は認められなかった．減少群でタイプ

2C線経は0．9～3．4％であった．筋線推径は5例

でタイプ1線経がタイ702線経より小さく，肥大

線経はタイプ2A，2B線経に多かった．

DMDでは5例と　もタイ702　B線経の割合が

2．3～10．3％と減少していた．タイプ2C線経は

7．2－25．3％と増加が認められた．筋線維径は全体

的に小さかったが，1例でタイプ2A線維がより

小径化していた他は，筋線維タイプによる選択的

な萎縮は明らかではなかった．

STCでは患側（右）の胸鎖乳突筋でタイプ2B

線経は1％以下に減少し（図2A），健側（左）に

比してタイプ1線経の割合の増加と肥大がみられ

た．健側ではタイプ2　B線経は40．7％認められた

（図2　B）．

考　　　察

MyCの筋病理に関する報告は少ないが，組織化

学検査によるタイプ2B線経の欠損がCrews

ら1）やHeeneら2）により報告されている，私共の

MyCの症例でもタイプ2B線経が完全に欠損し

ていた．またMyD7例中4例，DMD5例全て，

STCの症例では患側の胸鎖乳突筋で，タイプ2B

線経の減少が認められた．

各疾患におけるタイプ2B線維欠損の機序と

しては，筋線維タイプの分化の障害および筋線推

図2　痙性斜頸例の胸鎖乳突筋の組織所見，ATPase染色（pH4．6）．A：患側（右）では

タイプ2B線経は認められず，タイプ1線経の肥大を認める．B：健側（左）では

タイプ2B線経が認められる．倍率はいずれも200倍．
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タイ70の転換が考えられる．筋線維タイプの分化

は，発生上タイプ2C，1，2A，2Bの順に進

むとされている3）．したがってDMDのように筋

変性が盛んな場合，筋再生が行われてもタイプ2

B線経に分化する前に筋変性が起こり，タイプ2

B線経が減少するものと考えられる．

筋線経の収縮特性からみると，タイプ1線経は

緩筋で，タイプ2Aおよび2B線経は速筋であ

り，タイプ2A線経はタイプ1と2B線経の中

間的な特徴を有する．この筋線維タイプは必ずし

も国定したものではなく，速筋に持続的に収縮刺

激を加えると緩筋へ転換するという報告があり4），

ヒトでも持久的な運動負荷によるタイプ2B線

経から2A線経への変化が報告されている5）．

MyCおよびSTC例では，筋変性は認められ

ず，タイ702C線経の増加もなく，タイプ2B線

経の欠損の機序として筋線推タイプの転換が推定

された．すなわちMyCでは，高度なミオトニアが

筋に対するtonicな負荷となり，STCでは胸鎖乳

突筋にtonicな収縮刺激が常に加わり，速筋であ

るタイ702B線経が中間的なタイプ2A線経に

変化したと考えられた．

MyDではミオトニアおよび筋変性の両者がみ

られ，本症のタイプ2B線経の減少には筋線維タ

イプの転換，分化の障害およびその他の因子が複

雑に関与しているものと考えられる．
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ま　　と　め

MyCの一例を報告し，そのタイプ2B線経の

欠損を他疾患と比較検討し，機序として筋線推タ

イプの転換を推定した．

文　　　献

1）CrewsJ，KaiserKKetal：Musclepathology

Ofmyotoniacongenita．J NeuroISci28：449，
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fibre deficiencyin myotonia and par－

amyotonia congenita．J NeuroI Sci73：23，
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3）Co11ing－SaltinA：Enzymehistochemistry on
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Sci39：169，1978．

4）Salmons S　＆　Vrbov孟G：Theinfluence of

activityonsomecontractilecharacteristicsof

mammalianfastandslowmuscles．J Physiol

（London）201：535，1969．

5）Ingjer F：Effects of endurance training on

muscle fibre ATP－aSe aCtivity，Capillary

Supply and mitochondrialcontentin man．J

Physiol（London）294：419，1979．
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35）本邦におけるミトコンドリアミオパテーの

臨床統計（中間報告）

杉　田　秀　夫■

研究協力者　　垂　井　清一郎…

福　原　信　義＊＝＊

は　じ　めに

本研究班眉及び関連の42施設（表1）より今回

の調査で集積された成人症例100例について臨床

的，臨床病理的検索を行いつつあるが今回はその

中間報告を行う．

1　症例の内訳（表2）

今回集積された症例のうち中枢神経症状の有無

により2群に大別した．後者は更に羅息部位によ

り眼筋（0）型，四肢（E）型，眼筋十四肢（OE）

型に分類した．

表2に示す如くミトコンドリアミオバナー（狭

義）38例中02例，E7例，OE29例で圧倒的に眼

筋十四肢型が多かった．またミトコンドリア脳筋

症62例中KeamS－SayreSyndrome（KSS）が26

例で黄も多く，ついでMELAS23例，MERRF7

例，Leighsyndrom2例の順であった．

2　発症年令，性比（表3）

発症年令では中枢神経症状を伴わないグループ

では10才以下の発症が少くなく，脳筋症，OEでは

何れも10～20才台の発症が最も多い∴KSSは従来

より20オ以下の発症が多いとされており，今回の

結果もほぼそれに一致するが，50才台，60才台に

もわづかながら認められた．

性比に関しては従来おおよそ3：2の比率で男

性に多いとされていたが0とMERRFを除くと

今回の結果もほゞこれに一致した．

帽土器センター神経研餞所
＊＊大阪大学医学部第二内科
＊＊＊順天堂大学医学部脳神経内科
＊＊＊＊金沢大学医学部神経内科

＊＊＊＊＊鹿児島大学医学部第三内科

佐　藤　　　猛＝＊　埜　中　征　哉＊

中　川　正　法＊HH

家族内発症症例は表4に示す通り全体で27％に

認められ，かなりの高率を示した．

ミトコンドリアミオバナーでは20－30％とこれ

までの報告例に比較して多いと思われる．

脳筋症ではKSSは11．5％と従来の報告をや、上

回っている．MERRFは従来言われていた様に家

族内発症例が多く認められた（71．4％）．

MELASの家族内発症率についてはこれまで

あまり述べられていないが今回36．4％とかなり

高い値を示した．

3　臨床症状（表5）

ミトコンドリアミオパテーの内眼筋障害を伴わ

ないEにおいてその14．3％は四肢筋以外に球症

状を呈していた．KSS（不全型を含む）は雉聴及

び脳波異常の高頻度出現が注目され，逆に小脳症

状，発育異常の頻度が低く先の本邦文献例の場合

と同様に本邦におけるKSSの特徴と言えよう1）．

MELAS，MERRF共に外眼筋麻痔及び網膜色

素変性が認められる点はDiMauroらの統計2）と

異っている．今回のアンケートに基いて両者を臨

床症状の面から比較してみると，StrOke－like

episode，ミオクローヌスの有無以外の差異として

MELASでは難聴が多く，また，大部分の

MERRFで小脳症状が出現する一方でMELAS

では14％に留っている．比等の症状の出現頻度の

違いについては今後更に症例の積み重ねが必要で

あろう．

検査データでは血清CK値は0＜OE＜E＜

KSS＜MELAS＜MERRFの順で高値を示し，

MERRFでは2000IUを越える症例もあった．血
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表1

（成人）

北海道大学医学部付属病院

東北大学医学部付属病院

秋　田　赤　十　字　病　院

米　沢　市　立　病　院

新潟大学医学部付属病院
総合病院長岡赤十字病院

田　　宮　　　病　　　院

佐　渡　総　合　病　院

群馬大学医学部付属病院
自治医科大学付属病院

筑波大学医学部付属病院

信州大学医学部付属病院

国　立　長　野　病　院

東京大学医学部付属病院

東京医科歯科大学医学部付属病院

順天堂大学医学部付属病院

帝京大学医学部付属病院

東　京　都　立神　経病　院

狭　山　神　経　内　科病　院

横浜市立大学医学部付属病院

脳　外　科
（神経内科部門）

神経内科

神経内科

神経内科
脳　外　科

神経内科

内　　　科

精　神　科

神経内科

神経内科

神経内科

神経内科

第三内科

内　　　科

神経内科

神経内科

脳神経内科
神経内科

神経内科

脳神経内科

第二軋．科

表2　ミトコンドリアミオバナー，ミトコン
ドリア脳筋症の内訳

0：眼筋のみ，E：四肢筋のみ，OE：眼

筋及び四肢筋KSS：完全型及び不全

型を含む、

Mito¢hondlhI myopathy N0．0I ea〇〇〇

0¢ular（0I typo

Extrom…○●tEI typ0

0　E

Mttochondrhl●nC●Phalomyop■thy

Koarn8－SayrO SyndromotKSSI

L01gh Syndromo

MELAS

MERRF

Oth●18

一

〇

　

2

　

3

　

7

　

4

’

－

　

　

　

　

2

Total

昭和大学藤が丘病院
神奈川県立総合
リハビリテーションセンター

名古屋大学医学部付属病院

金沢大学医学部付属病院

福　井　県　立　病　院

大阪大学医学部付属病院

大阪医科大学付属病院

岡山大学医学部付属病院

県　立　南　岡　山　病　院

香川医科大学付属病院

徳島大学医学部付属病院

九州大学医学部付属病院

九　州　厚　生年金病　院

北九州市立八幡病院

熊本大学医学部付属病院

大分　県　立三重病　院

国　立　別　府　病　院

宮崎医科大学付属病院
鹿児島大学医学部付属病院

県
九
島
南
児
立
鹿
国

立大島病院
州 中央病院

神経内科

精　神　科

神経内科

神経内科

神経内科

第二内科

第一内科

第二病理科

神経内科
精　神　科

第一内科

科
料
科

内
内
経
緯
神
神
暮
内
第一内科

第二内科

神経内科

第三内科

第三内科

神経内科

循環器科

表3　Histogramillustrating range of age

at onset of symptoms and sex ratio

y08用OI ag●

61－70

51－60

41－50

31－40

21－30

11－20

0－10

O E O E KSS l一ELAS HERRF

H：F　　50；50　71：20　50：4458：42　81：30　50：50

日り

H：nlal●　　F；l●ln■l●



表4　FamilialOccurrence

MltochondrhI myopathy

O

E

O E

MItoehondHal oncophatomyopathy

KSS

L●lgh SyIldronlO

MELAS

MERRF

Oth●l＄

0

　

6

　

9

％

　

0

．

8

▼

　

■

6

2

　

2

　

2

5
　
　
　
　
　
4
　
4

1

　

0

　

6

　

1

　

〇

一

1

　

　

　

　

　

3

　

，

′

Totat

表5　Clinical Features（％）

Featuro＄　　　　　　　　　　0　　　　E O E KSS MELAS HERRF

Ophthalmopl091a lOO O　　　92．0　　92．3　　27．3　16．7

Rotinal dog●nO川tlon O O l1．1　34．6　　4．8　14．3

Heart block

DoatnoS＄

Ataxia

Short staturo

EEG abnormality

M011tat r●t8rdation

Limb w●akn088

Stroko－1は○　○pi●Od●

MyoelonUa

0　　　0　　　　8．3　　38．5　　　0　　　　　0

0　14・3　29・2　7〇・〇l　61・9　33．3

0　　0　　　3．7　32．0l　14．3　85．7

0　　0　　　4．0　16．Ol　23．8　14．3

0　　50　　18．2　08．Ol　90．5100

0　　　0　　15．4　　34．0　　08．2　　85．7

＊

0　　85．7　　96．3　　78．9　　90．0　100

0　　　0　　　　3．8　　　4．0　　63．6　16．7

0　　　0　　　　0　　　　0　　　27．8　100

＊：Wlth blllbar●lgn14．3％

ll：Comp■rl■OnWH血　tor●l脚e■●●●

中及び髄液中の乳酸ピルビン酸値はMELAS以　びCytOChromecoxidaseの欠姐例が量も多く，

外ではKSS，MERRFで高値を示す症例があっ　次いでsuccinate－CytOChrome c reductase欠損

た．ミトコンドリアの電子伝達系の酵素では表6　　例であった．

に示す如くNADH－CytOChromecreductase，及
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表6　MitochondrialEncephalomyopathies due to Enzyme Defects

O E O E Kee　■EL▲8　｝ERRF Tot●I

NADH－Cyt．¢r●du¢t■●●　　　　　　　　1　　　2　　　8　　　さ　　　2　　11

SuccJnat〇一Cyt．c r●dLICta●●　－　　　0　　　　0　　　0　　　　3　　　　2　　　　6

Cyt．b O　　　2　　　0　　　2

Cyt．¢OXlda●●　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　1　　　6　　　　2　　　9

ー：nOt　●Xam暮n●d

文　　　献
科24：109－116，1986．

2）DiMauro，S．，Bonilla，E．，Zeviani，M．，etal：

1）山本剛司，杉田秀夫：わが国におけるミトコン　　　　　Mitochondrialmyopathies・Ann・Neurol・，17：

ドリア・ミオバナーの臨床一成人例－：神経内　　　　　52ト538，1985．
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36）成人型mitochondrialmyopathyの臨床的研究

萬　年 徹＊

研究協力者　　中　瀬　浩　史書　清　水　輝　夫＊

我々の経験した8例の成人型mitochondrial

myopathyの臨床的特徴に関して検討を加えた．

対象症例は表1に示したとうりで，MELA（S）が

4例，atypical KSSをふくむocular myopathy

が3例，MERRFが1例である．表1に示したよ

うに，生検筋を用いた呼吸酵素活性の測定を症例

1，2，4についてはVeerkampの方法1）を用いて

行い，症例6，8についてはMorgan－Hughesの

方法2）を用いて酸素消費量の測定を酸素電極を用

いて行った．31P－NMRは症例1，5，7につい

て行った．方法はergometorによる運動負荷前後

で大腿四頭筋における31P－SpeCtrumの変化を

Siemens社全身用MRI装置を用いて測定した．

組織化学ではcytochrome c oxidase染色を

Novikoffらの方法を一部改変して行った．

表1　対象症例の概要

症例　　臨　床 型　31p－NMR　生化学　讐許

22M MELA Pi／CrP†ccol diffusel

19F MELA n．d．　CCOl diffusel

38F ME：LA n．d．　　n．d．、mosaic．

35F MELA n．d．　　n．d．．mosaic．

42M KSS　　　　　　　正常　　　正常　、mosaic．

48F ocularmyopathy　　正常　　正常　◆rnosaic．

45M ocurarmyopathy Pi／CrP†　n．d．　trnosaic．

54F MERRF n．d．　　正常　　trnosaic．

n．d．：nOt done

＊東京大学医学部脳研神経内科

結　　　果

症例1，2は兄妹例である．臨床症状は妹の方

が重症であり，著しいlactic acidosisやmotor

intorelanceをともない，一一万兄は外眼筋麻痺や高

bilirubin血症は妹よりは明かであるが，lactic

acidosisあるいはmotorintoleranceの程度は妹

よりも相当軽く軽症例と考えられる．本例におい

ては生検筋にて生化学的に呼吸酵素活性が正常下

限（兄）とcytochromecoxidase活性の低下（妹）

を認め‥　CytOChromecoxidase染色では正常対

照と比較して著しい染色性の低下を認めた．

生検筋のmitochondria分画における呼吸酵素活

性は兄においては正常下限であったが，臨床症状

の強い妹において明らかなcytochrome c

OXidaseの活性低下を認めた．本例においては31P

－NMRの検索では運動負荷5分後においてPi／

PCr比が依然上昇していた．正常対照において

は，この時間では運動負荷前の状態まで回復して

いる．一方，症例3，4においては通常の組織化

学的検索のみを行ったが，CytOChromecoxidase

染色において染色性の全くないあるいは明らかに

低下した筋線経を認めた（focaldeficiency）．こ

れらの症例は従姉妹例であり，症例3の男児も本

症と考えられた．

症例5，6，7は，OCularmyopathyを主徴と

している症例で，症例5はatypicalKearns－Shy

症候群である．症例5，7において，呼吸酵素活

性を測定したが，いずれも正常範囲内であったが，

組織化学染色では，CytOChrome c oxidase染色

においてfocal deficiencyの所見を認めた．また，

症例6は，神経原性の変化をともなっていた．
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表2　症例1，2の呼吸酵素活性

Case l Case　2 COntr01values

mean！sD（range）

Cytochrome c oxidase　　　738

Succinate cYtOChrome－　　1567
C－reductase

NADH cytoChrome－C－　　　　104
reductase

1554‡753（601－2837）

889±507（343－1767）

249±174（82－637）

＊nm01／min／mg mitochondrial protein

表3　症例8の0Ⅹidation rate

SubstrQ†e S†C†e3rQ†e．　CRC．●

5mML－Pyruvq†e

（＋m（】Lq†e）

10mMDL－G山†qmq†e
（＋m（】Lq†e）

10mMDL－Succjnq†e

（＋「0†引10neJ

lmML－Ascorb（】†0

（＋50JLMTMPD）

91　　　　2．9

（77′〉132〉

76　　　　2．5
（70′・■126）

58　　　　2．5
（64～109）

121
（90・〉154）

■Stq†03rq†○lnnq†omO′min′m9mけOChondrlqpro†○山．

・●R05P】ro†0ryCOn什Olrq¶○（ChqncQqndW仙qms．1956）．

▼●●●Yはld t9m9′9†kSue．

症例8はMERRFの症例で，27才失調性歩行で

発症し，以後動作時に著しいmyoclonusとついで

痙攣発作を認め，その後45才ごろより，筋萎縮が

進行し，軽度の知能低下も伴った．本例は福原ら

の報告した症例とほぼ同一の病状を呈していると

考えられる．本例での筋生検の所見ではragged－

redfiberの存在とcytochromecoxidase染色に

おいてfocal deficiencyの所見を認めた．しかし，

生検筋の呼吸酵素活性は正常範囲内であった．ま

たATPase染色と対比すると，正常ではATPase

染色とcytochrome c oxidase染色とはほぼ対応

するのに対し，症例8においてはtypeI fiberに

おいても中程度に染色性の低下している筋線経が

多数認められた．またATPase染色上typeIIB

fiber deficiencyを認めた．

考　　　察

検索した8症例を組織化学の所見で分けてみる

と，症例1，2はcytochrome c oxidase染色に

おいて全筋線経に活性の低下を認めているが，他

の6症例はすべていわゆるfocal deficiencyであ

る．diffuseな欠損を示す例では生検筋のmito一

表4　症例8のCytOChrome c oxidase染色における染色性とfiber typeの関係
－－■－－－－1－－■－－－－－■■－－－－－－－－－一一－■－■－－－－－－－－－■－－－－－－－－－－－■－－－－－■■■－－－－－－－●－●－●●－■■■－

activity of ca5e　8　（MERRF）　　　　　　　controI

CytOChrome c oxida5e I IIA IIB IIC I IIA IIB IIC
－－－■●－－－－－●■■■－－－－－－－－－－－－－－一一－■－－－■■－－－－－■－－－■－－－－－－一一－－－－－－－－■－－－－■■■■■■－－－－－－－－－

＋十

十

total

28．8　4．4　　0　　0．2　　　47．4　2．6　2．0

17．0　26．6　　0　　0．4　　　1．0　20．6　24．8

5．816．8　　0　　0　　　　　0　　　0　　　0

51．6　47．8　　0　　0．6　　　48．4　23．2　26．8

0

1

0

1

6

ヽ
J
Y
ル

′
■
ヽ
6

●－－■－－－■■■■■－●－l－－－－■■■■■－■－－－－－－－－－－－－－一一－－－－－－－－－－－－－－－－一－－－－■－－－－－－■■■－－－－－－●■■■

＋＋；darkly5tained，　＋；t．eakly Stained，　－；negative
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．＿＿＿＿－一二二

生検筋のCytOChrome c oxidase染色像

（A：controI B：症例1C：症例6　D：症例8）

症例1ではすべての筋線経で染色性が低下．症例6は示された部分はすべてtypeI

線経であり，さまざまな程度に活性の低下した筋線経を認める．症例8も活性の低
下した筋線経を認める

chondria分画を用いた呼吸酵素活性の測定でも

低下を認めることが可能であったが，他の症例で

は困難であった．また，31P－NMRにおいても

我々の用いている装置においては計測時間が相当

かかるため軽症例での異常の検出はかなり困難で

ある．またこれらの症例においては生筋検上rag一

ged－red fiberの数が極めて少数である症例があ

り，本症の診断におけるcytochrome c oxidase

染色の有用性を強調したい．

症例8はMERRFの症例であるが，本例は福原

らが報告している症例3）とほぼ同一の臨床症状を

認めている．その筋生検所見はやはりcyto－

Chromecoxidase染色におけるfocaldeficiency

であり，また本症例においてはtypeIIB fiber

deficiencyも認められた．Mitochondriaの異常と

構造蛋白の異常の合併についてはnemalin

myopathyにおいて合併が報告されているが，

fiber type deficiencyについては報告がない．こ

の異常が単純なノ合併症なのかそれとも本例の代謝

異常となんらかの関係を有する症状かは不明であ

る．しかしnemalin myopathyにおいてもtype

IIBfiberの欠損が知られており，興味深い所見と

考えられる．
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Case l
The eHec†0†qerObic exercise．

（75W．3mれ）

10　5　0　－5　－10－15－20　PPM

10　5　0　－5　－10－15－20　PPM

図2　31P－NMR spectrum

症例1に比べて症例7の変化は極軽度である．

正常例では5分後には負荷前まで回復している．

文　　　献
in　muscle diseases，Piccin　medical books，

Trento（Italy），1983．

1）Morgan－Hugheset．al．Brain，100，617，1977．　　3）Fukuharaet．al．J．Neurol．Sci．，47，117，1980．

2）Veerkampet．al．Inmitochondrialpathology
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37）ミトコンドリア脳筋症における睡眠時無呼吸
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は　じ　めに

ミトコンドリア脳筋症は神経症状をはじめ，

種々の臨床症状を呈するが，その呼吸障害につい

ては，ほとんど検討されていない．我々は睡眠中

に昏睡に陥ったミトコンドリア脳筋症2例を経験

したため，これらを含む5例のミトコンドリア脳

筋症患者に終夜睡眠ポリグラフ（以下ポリソムノ

グラフ）を施行し，また中枢神経障害との関連に

ついて検討を加えた．全例に睡眠時無呼吸を認め，

病態，予後に関連し重要な徴候と思われるので報

告する．

症　　　例

今回検索した症例の臨床像を表1に示す．全例

に筋生検にてミトコンドリア形態異常を認め，ま

た好気的運動負荷（エルゴメーター15W15分）に

てLactate／Pyruvate比が有意に上昇しており，

NADH Oxydationの異常を認めた．症例1．2．

表1

症　　例　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5

年齢　性　　　　42M　51M
外眼筋麻痺　　　　＋

網膜変性　　　　　＋

悪書性徴聴

発語・喋下障害

四肢筋力低下

小脳失調

知能障害

心電図異常

＋

十

十

一

一

＋

FA「
一
皿
「F23

＋

＋

＋

＋

＋

一

一

＋

＋

＋

＋

＋

＋

一

一

＋

一

一

一

＋

　

＋

一

一

＋
　
＋
　
＋
　
＋
　
十
十
一

全例に

（1）ミトコントリア形繁異常

（2）好気的運動負荷にてLactate／Pyruvate比の有意な上昇
を認めた

＊大阪大学医学部第二内科

3はKearns，Sayre症候群である．症例4は睡眠

中，低換気もしくは無呼吸によると思われる昏睡

に陥った例で，筋生検ではGomori－Trichrome染

色にてネマリンロッドを認めた．症例5も低換気

による意識障害を発症した例であるが，核上性巨艮

球運動障害，網膜変性，感普性難聴，小脳失調，

知能障害を呈した特異なミトコンドリア脳筋症で

ある．球症状としては仝例に発語障害，囁下障害

が軽度認められた．

表2に肺機能と動脈血ガスデータを示す．肺機

能検査では，症例1．2．4は拘束性，症例3は

混合性呼吸障害である．症例5は閉塞性障害を示

したが気管切開後のデータであり1秒率の低下は

気管カニューレの抵抗の影響も考えられた．動脈

血ガスは覚醒時の値であるが，症例3を除き

hypoxia，hypercapniaの傾向を示した．症例3は

動脈血採取が困難な患者で，施行時hyperventila－

tionをきたした可能性がある．

方　　　法

ポリソムノグラフは10チャンネルで記録し，そ

れぞれ眼球運動（EOG）×2，下顎の筋電図

（EMG），脳波（EEG）×4（国際10－20法にてC3

表2　肺機能，動脈血ガス

症　例　　　1　　2　　3　　4　　5

％VC　　　　　57　　20　　38　49　　85

％FEVl．0　　　　82　100　　56　98　　58

PaO2（mmHg）　73　　59109　79　62

PaCO2（mmHg）60　　49　33　52　60
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図1　症例1のポリソムノグラム（上段）と

睡眠段階（中段），無呼吸の出現（下

段）．点線の棒グラフはHypoventila－

tionを示す．

－A2，C．－Al，01－A2，02－A．），心電図（ECG），

呼吸（Resp）×2である．呼吸は鼻孔の気流をサー

ミスタの抵抗変化で，腹部の動きはストレインゲ

ージで記録した．

結　　　果

症例1　図1上段に症例1のポリソムノグラムの

一部を，中段に睡眠段階（以下stage），下段に無

呼吸の出現状況を示す．上段はstagelでの記録

で下顎の筋電図は比琴的高電位である．呼吸曲線

は2回の呼吸の前後に長時間の無呼吸が認められ

るが，鼻孔の気流（Nasal），腹部の動き（Ab．

dominal）が共に停止しており中枢性無呼吸の

Typeである．しかし，時には鼻孔の気流，腹部の

動きが認められるが，共に非常に僅かな

Hypoventilationが出現する．下段の棒グラフは，

それぞれひとつの無呼吸に対応し，その長さは無

呼吸の持続時間である．実線は無呼吸を，点線は

Hypoventilationを示す．無呼吸は上段に示した

中枢性無呼吸のTypeが大部分であり，持続時間

は10－30秒で，入眠期，Stage1．2に多発する．

Hypoventilationは比較的長時間（20－70秒）持続

し，StageREMに多発する傾向にある．

症例2　図2上段に症例2のポリソムノグラムの

一部を，中段に睡眠段階，下段に無呼吸の出現状

況を示す．一呼吸曲線で無呼吸が見られるが，鼻孔

の気流は停止しているにもかかわらず，僅かでは

あるが腹部の動きが認められ閉塞性無呼吸の

Typeである．しかし，時には中枢性無呼吸も認め

られた．本例では，仝Stageを通じて10－30秒持

続する無呼吸の頻発が見られたが，特にStageR－

EMでの増加，StageNonREMでの減少は認めら

れなかった．

症例3　10－15秒持続する閉塞性無呼吸が
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図2 症例2のポリソムノグラム（上段）と
睡眠段階（中段），無呼吸の出現（下

段）．

StageREMに集中して見られるが，出現頻度は35

回／5時間と症例1．2に比較して低値であった．

症例4　低換気．による意識障害を呈した例である．

閉塞性無呼吸が47回／5時間，無呼吸の持続時間は

10－15秒と軽度であったが，StageREMには時に

30秒の無呼吸が見られた．

症例5　この例も低換気による意識障害を呈した

例であるが，40～50／分の頻呼吸が全睡眠段階に常

時出現し，時に10～20秒の中枢性無呼吸が見られ

た．

表3に各症例の無呼吸のTypeと中枢神経系の

電気生理学的検査および脳CT所見を示す．脳波

異常は全例に認められ，主として広汎性徐波の混

入であった．聴性脳幹反応（BAEP）においてもⅠ

－Ⅴ波頂点間滞時の延長が全例に認められた．体

性感覚誘発電位（右正中神経刺激）では症例3．

4において中枢伝導時聞くN13－N18）の延長が認め

られた．脳CTでは症例1．2で大脳皮質の萎縮

表3

症　例　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5

無呼吸の型　中枢性　閉塞性　閉塞性　閉塞性　中枢性■
中枢性

EEG異常　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋

BAEP異常　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋

SEP異常　　－　　　　　　　＋　　　　　　　＋

脳CT異常　皮質萎縮皮質萎絹　一　　　一　脳幹萎縮

●頻呼吸の著明な低換気を伴う

を，症例5で脳幹の萎縮を認めた．

考　　　案

睡眠時無呼吸はPickwick症候群，慢性不眠症

な．ど睡眠障害を呈する疾患のほか，慢性閉塞性肺

疾患，Shy－Drager症候群を始め種々の内科疾患

においても出現することが近年注目されてきてお

り，無呼吸時の血圧上昇，不整脈の出現等は，息
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者の病態，予後に重要な影響を与えると思われ

る1）．筋疾患においては，多くの例で，呼吸筋の筋

力低下，換気障害が認められるが，睡眠時無呼吸

についての報告は少なく，未だ充分注目されてい

ない．特にミトコンドリア脳筋症における呼吸障

害については，C02に対する換気応答の低下につ

いて，いくつかの報告2）3）があるが，睡眠時無呼吸

についてはLeigh脳症での報告4）の他は，いわゆ

る福原病の病型を呈する1例の報告5）があるにす

ぎない．今回，我々は検索した5例のミトコンド

リア脳筋症全例に睡眠時無呼吸を認めた．無呼吸

のTypeとしては症例1が中枢性，症例2が閉塞

性および中枢性，症例3．4が閉塞性，症例5が

頻呼吸と中枢性無呼吸と多様であり，中枢障害，

末梢障害両者の関与が考えられた．症例により無

呼吸の程度に差が大きく中枢性無呼吸が認められ

た症例1．2は高度であったが，閉塞性無呼吸の

みの症例3．4は比較的軽度であった．また症例

5は無呼吸としては軽度であったが頻呼吸のため

著明な換気障害を示した．肺機能では，症例4は

症例1と同程度障害されており，症例3ではむし

ろ他に比べ拘束性障害が高度であった．一方，全

例に中枢神経系における電気生理学的異常所見を

認めたことより，睡眠時無呼吸に脳幹障害の関与

の可能性が示唆された．なお，画像診断的にも脳

CTでは症例1．2に脳皮質萎縮があり，症例5で

は明らかな脳幹萎縮が認められた．無呼吸の重症

度と中枢神経障害の関連性については今後さらに

症例を重ね，検討すべき問題であるが，症例1．

2および5の睡眠時無呼吸発現には中枢障害の関

与が大であると思われる．ミトコンドリア脳筋症

における睡眠時無呼吸は，重要な臨床徽候であり，

特にKearns－Sayre症候群等の心筋障害を有する

患者にもいては重大なriskfactorである．ポリソ

ムノグラフによる充分な検討，経過観察が必要と

思われる．

ま　　と　め

1）5例のミトコンドリア脳筋症患者に終夜睡眠

ポリグラフを施行，全例に睡眠時無呼吸を認め

た．

2）全例に電気生理学的に脳幹障害を認め無呼吸

出現に呼吸中枢の異常の関与の可能性が示唆さ

れた．

3）無呼吸のtypeは多様であり，閉塞性無呼吸の

みを呈した2例の無呼吸は軽度であったが，中

枢性無呼吸を認めた2例および著明な頻呼吸を

呈した1例においては呼吸障害が高度で中枢障

害の関与が大であると思われた．

4）睡眠時無呼吸の存在はミトコンドリア脳筋症

患者の予後に重要な影響を与え，ポリソムノグ

ラフによる充分な検討，経過観察が必要と思わ

れる．

文　　　献

1）MillerWP：CardiacarThythmiasandconduc・

tiondisturbancesinthesleepapneasyndrome．

AmJ Med73：317－321，1982．

2）CarrollJE，Zwillich C，WeilJV et al．：

Depressed ventilatory responsein ocul0－

Craniosomatic neuromuscular disease．Neur－

Ology26：140－146，1976．

3）BogardJM，Busch HFM，ArtsWFM etal．：

Metabolic and ventilatory responses to

excercise　in　patients with a deficient O2

utilizationbyamitochondrialmyopathy．Adv

Exp Med Bio1191：409－417，1985．

4）PincusJH：Subacute necrotizing encepha－

lomyelopathy（Leigh’sdisease）：aCOnSidera－

tionofclinicalfeaturesandetiology．Develop

Med Child Neuro114：84－101，1972．

5）Byme E，Dennett X，TrounceI，BurdonJ：

Mitochondrial myoneuropathy with respir－

atoryfailureandmyoclonicepilepsy．JNeuroI
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38）ミトコンドリアミオパテー4症例における

末梢神経の形態学的検討

中　西　孝　雄■

研究協力者　　大　越　敦　夫＊　渡　辺　雅　彦＊

樋　口　八寿子＊　水　澤　英　洋傘

は　じ　め　に

ミトコンドリア・ミオパテーは，臨床的に骨格

筋のほかに中枢神経系をど種々の臓器の障害を伴

うことが知られており，多系統疾患としての病像

を呈することも少なくない．その中で，末梢神経

障害の合併は，myOClolusepilepsywithragged

－red fibers（MERRF），Kearns－Shy症候群

（KSS），Opthalmoplegiaplusおよびその他のミ

トコンドリア・ミオバナーでそれぞれ少数例の報

告があるが，組織学的に証明した報告はまれであ

るト6）．

我々は，MERRFl例を含むミトコンドリア・

ミオバナーの4例を経験し，末梢神経障害につい

て臨床的，電気生理学的検索および膵腹神経の組

織学的検索を行った．その結果，MERRFの1例

を除き3例に感覚障害および神経伝導速度の遅延

を認めト　また神経生検では全例に末梢神経障害を

組織学的に確認できたので報告する．

症　　　例

症例1：46歳男性．家族歴として，両親はいとこ

婚で，長兄（症例2）に同様の症例を認める．18

歳の時，視力低下を自覚し，40歳頃より四肢肢帯

筋の筋力低下，44歳頃から，眼瞼下垂，頚部の筋

萎縮および四肢末梢のしびれ感が出現し，これら

の症状が徐々に進行するため，昭和60年6月，当

科に入院した．入院時現症として，軽度の知能低

下，両側の視力低下と視神経萎縮，眼瞼下垂，ご

く軽度の眼球運動制限，軽度の構音障害を認めた．

顔面・頚部・四肢筋，特に近位筋優位の筋力低下

＊筑波大学臨床医学系神経内科

と筋萎縮があり，全般性に深部反射低下を認めた．

手袋靴下型の異常感覚，両手指・足に軽度の温痛

覚・触覚低下および下肢に振動覚・位置覚低下を

認め，Romberg徴候は陽性であった．頚部・肘部

に神経の肥厚を触知した．

症例2：48歳男性，症例1の兄．12歳頃，視力低

下および巨艮瞼下垂を自覚し，33歳頃より下肢の筋

力低下および筋萎縮が出現し，歩行が不安定とな

った．44歳の時，四肢末梢のしびれ感を自覚し，

筋力低下も徐々に進行するため，昭和60年11月，

当科に入院した．入院時現症は，ほぼ症例1と同

様であったが，筋力低下および筋萎縮が四肢の遠

位筋優位であること，感覚障害がより高皮である

こと，Babinski徴候を認めること，などの点が症

例1と異なっていた．

症例3：37歳女性．家族歴に特記すべきことなし．

33歳の時，両側の眼瞼下垂に気づき，昭和60年7

月，両足底のしびれ感を自覚し，11月，両手指に

もしびれ感が出現したため，昭和61年4月，当科

に入院した．入院時現症として，眼瞼下垂および

ごく軽度の眼球上転制限，深部反射の低下，両手

指・足底の異常感覚，両足の表在感覚の軽度低下，

振動覚の低下などを認めたが，筋力低下はなかっ

た．

症例4：49歳女性（Sasaki，et al．1）最終診断

MERRF）．家族歴は，第1子が同様の症状を呈

し，13歳で死亡している．42歳頃から上肢にすば

やい不随意運動がおこり，起立時や歩行時に急に

膝が屈曲するような不随意運動が出現し，48歳の

時，体重減少，四肢の筋萎縮，歩行障害などが起

こり，昭和55年7月当科に入院した．入院時現症

は，身長155cm，体重34．5kg，軽度の計算力低
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表1　検査所見

症　 例 1 症　 例　 2 症　 例　 3 症　 例　 4 正 常 値

血液　 C K 64 124 32 206 く　 50　mU／m l
乳酸 1 7 ．1 14 ．9 10 ．5 4 －16　m g／dl

ピル ビン酸 0．84 0 ．86 0 ．50 0・3－0．9 mg／dl

髄液　 蛋白 25 23 2 7 28 15 －4 5　m g／dl

乳酸 16 ．5 15 ．2 16 ．5 10 －16　mg／dl

ピルピン酸 1．00 1．15 0 ．79 0 ．6－0．9 mg／dl

心　 電　 図 正　 常 正常 左室肥大

筋　 電　 図 四肢近位筋優位に筋原性 上肢に 四肢に
四肢遠位筋優位に神経原性 神経原性変化 神経原性変化

M C V　 尺骨神経 54 62 70 59 ＞ 50　 m／SeC

餅骨神経 4 1 37 44 52 ＞ 45　 m／Se C

S C V　 正中神経 42 67 52 ＞ 50　 m／SeC

離渡神経 35 30 32 ＞45　 m／SeC

下，四肢近位筋優位の筋萎縮・筋力低下，深部反

射冗進，Babinski徴候陽性，小脳失調，および四

肢に姿勢保持や運動時に誘発されるミオクローヌ

スを認めたが，感覚障害はなかった．

検査所見

主要検査所見（表1参照）：血中CK値は症例1，

2，4で軽度上昇しており，血中乳酸値は症例1

で軽度増加，髄液乳酸値は症例1，3で軽度増加，

髄液ピルビン酸値は症例1，2で軽度増加してい

た．臨床的に感覚障害を呈した症例1，2，3で

は，末梢神経伝導速度，特に下肢のMCV，SCVの

遅延を認めた．

筋生検所見：全例ともragged－red fiberを認め，

電成約には結晶様封入体や同心円状クリスタなど

を含む異常ミトコンドリアが筋鞘膜下と筋原線維

間に集族し，ミトコンドリア・ミオパテーの診断

に合致していた．症例1，2では，多数のragged

Lred fiberや筋線経の大小不同などを認め，さら

にsmallgroupedatrophyやtypegroupingなど

の神経原性変化も呈した．症例3では，ragged－

red fiberはごく少数点在し，筋線経の大小不同を

認め，症例4は少数のragged－red fiberおよび筋

線経の大小不同を認めた．Cytochrome c oxid一

ase染色標本では，症例1，2にて全般性に染色性

が低下しており，mOdefiedGomoritrichrome染

色標本と対比すると，ragged－redfiberを呈する

筋線経はほとんど染色されず，ragged－red fiber

を呈きない線経でも染色性の低下を認めた（図

1）．症例3では，ragged－redfiberを呈する筋線

経はほとんど染色されず，他に染色性の低下を示

す線経が散在し，部分的な染色性の低下を呈した．

柳腰神経生検所見：有髄神経線維密度および平均

直径は，症例1（図2）で4840／mm2，2．8／Jm，症

例2で2923／mm2，2．5J‘m，症例3（図3）で8089／

mm2，3．1J‘m，症例4（図4）で5687／mm2，3・8

〟mで症例3を除き有髄線経の脱落を認め，特に

大径有髄線経は全例とも高度に脱落していた．ま

た，全例とも髄鞘の罪薄化，Onion－bulb形成，

small nerve cluster，Schwann細胞の増生，問

質の線維化などを認めた．Onion－bulb形成は，症

例1，2では多数の線経に，症例3，4では電顕

的に少数の線経にのみ認められた．ときほぐし法

は症例4を除き施行し，症例1，2にて少数の有

髄線経に節性脱髄を認めた．無髄線経は症例1，

2にて小径化しており，Schwann細胞の扁平層状

化，多数のCOllagen pocket形成，軸索をもたな

いSchwann細胞突起などの像が見られた．しか
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図1症例2の大腿四頭筋生検標本のmodefiedGomoritrichrome染色とcytochromec
oxidase染色．

A．筋線経の大小不同とragged－red fiber（星印）．

（Modefied Gomori trichrome染色×50）

B．連続標本によるcytochrome c oxidase染色の活性部分欠損．

Ragged．redfiberを呈した筋線経は染色性の低下を示すが，その他にも染色性

の低下した筋線経が多数認められる．（Cytochrome c oxidase染色×50）

」「

Myelinatedfiber　ふU。m，eH。at即日・b。r

l ll l I

直往（〟）　　　　　　　　直径（〟）

l ll l l

直径（〟）　　　　　　　　　直往（〟）

図2　症例1，2の排腹神経生検所見

A．症例1，2の有髄神経線維および無髄神経線経の直径ヒストグラム

B．有髄神経線経，特に大径有髄神経線経の脱落が高度であり，Schwann細胞の増

生，問質の線維化，髄鞘の葬薄化，Onion－bulb形成などを認める．

（症例1．Toluidine blue染色×200）

C．有髄神経線経の周囲を軸索をもたないSchwann細胞突起が層状に取り囲んだ

Onion－bulb形成を認める．（電顕×5000）
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直径（〟）

図3　症例3の俳腹神経生検所見

A．有髄神経線維および無髄神経線経の直径ヒストグラム

B．光顕像（Toluidine blue染色×200）

C．電顕ではOnionrbulb形成を認める．（×5000）

1直径（了　A
図4　症例4の脾腹神経生検所見

A．有髄神経線維および無髄神経線経の直径ヒストグラム

B．光昆引象（Toluidine blue染色×200）

C．電顕ではonion－bulb形成を認める．（×5000）
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し，Schwann細胞および軸索のミトコンドリアに

は，筋にみられるような結晶様封入体，同心円状

クリスタなどの形態異常は認められなかった．

考　　　察

ミトコンドリア・ミオパテーの4症例の主に末

梢神経障害について検索した．そ’の結果，3例で

は臨床的に四肢遠位部のしびれ感，軽度の表在感

覚障害および中等皮の深部感覚障害を呈し，神経

伝導速度の遅延がみられた．また，排腹神経の組

織学的検索では，臨床的に感覚障害を有きない症

例も含め全例が末梢神経障害を呈し，主な変化は

有髄神経線経，特に大径有髄線経の高度脱落，

Onion－bulb形成，髄鞘の罪薄化，Small nerve

Cluster，問質の線維化，Schwann細胞増生などで

あった．

ミトコンドリア・ミオバナーの中で，MERRF，

KSS，Opthalmoplegia plusなどでは末梢神経障

害を合併した報告例は比較的多くみられるが，組

織学的に証明された報告はまれである．Fukahar－

aら2）は神経伝導速度の遅延と脾腹神経生検にて

有髄神経線経，特に大径有髄線経の高度脱落を認

めたMERRFの症例を報告している．また，古谷

ら3）は脾腹神経生検にて大径有髄線経の高度脱落

と髄鞘の罪薄化を呈したKSSの症例を報告して

いる．Peyronnardら4）は臨床的に明らかな末梢神

経障害を伴い，排腹神経生検で大径有髄線経の高

度脱落と電顕的にonion－bulb様変化を証明して

おり，我々の検索と類似した所見を報告している．

また，Drachman5）もophthalmoplegiaplusの症

例に典型的なonion－bulb形態を伴った報告をし

ており，我々の検索では全例でonion－bulb形成

を認めたことからミトコンドリア・ミオバナーの

神経生検上，OnionTbulb形成は重要な所見と考え

られる．一方，Yiannikasら6）はミトコンドリア・

ミオバナー20例中5例に臨床的に末梢神経障害を

伴い，その5例のうち排腹神経生検を施行した4

例すべてに大径有髄線経の高度脱落を認め，とき

ほぐし法では節性脱髄と軸索変性を呈し，さらに

2例ではSchwann細胞の胞体内に結晶様封入体

を含む異常ミトコンドリアを証明している．この

異常ミトコンドリアの証明は，ミトコンドリア・

ミオバナーの末梢神経障害を考察する上できわめ

て興味深いことであり，末梢神経障害にSchawnn

細胞のミトコンドリア異常が関与している可能性

を示唆するものと思われる．その他，Gonatasら7）

は末梢神経のSchwann細胞および軸索内に

【zebra”bodyを認めたという報告をしており，

またAtsumiら8）は末梢神経の軸索内にHirano

bodyを証明しており，ミトコンドリア・ミオバナ

ーにおける末梢神経障害のメカニズムとの関連に

ついて注目に値する所見である．

以上より，ミトコンドリア・ミオバナーにおけ

る末梢神経障害は，組織学的には大径有髄線経の

脱落と髄鞘の罪薄化が主要所見と考えられ，時に

Onion－bulb形成，節性脱髄，再生性変化などが認

められ，我々の結果とほぼ同様であった．したが

って，末梢神経障害のメカニズムは，軸索および

Schwann細胞の両者の障害による慢性の軸索変

性と脱髄によるものと考えられる．また，これら

の変化はミトコンドリア・ミオバナーの臨床病型

の違いによらず共通した所見を有し，末梢神経障

害も骨格筋と同様にミトコンドリアの代謝異常に

よることを示唆するものと思われる．しかし，今

回の検索からは末梢神経におけるミトコンドリア

の形態異常を直接証明することができなかった．

今後，電顕的によるSchwann細胞内や軸索内の

ミトコンドリアの定量的分析や剖検例による神経

節細胞の検索などの詳細なる検討が必要と考えら

れる．

ま　　と　め

1．ミトコンドリア・ミオバナーの4症例の末梢

神経障害について，臨床的，電気生理学的および

組織学的に検索した．

2．組織学的には，全例で末梢神経障害がみられ，

大径有髄線経の脱落，髄鞘の非薄化，Onion－bulb

形成などの所見を認め，慢性の軸索変性と脱髄に

よるものと考えられた．

3．Myoclolus epilepsy withragged－red fibers

の1例では，臨床的には感覚障害がなかったが，

組織学的には変化を認めた．
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39）Ocular myopathyの四肢筋における

ミトコンドリア異常に関する研究

佐　藤 猛■

研究協力者　　石　垣　泰　則＊　安　野　みどり＊

山　内　恵　子＊　宋　　　東　林＊

は　じ　め　に

OcularMyopathyは，臨床像ならびに組織学的

にOculopharyngeal muscular dystrophy

（OPMD）とOculocraniosomatic syndrome

（OCSS）の2つに大別されている1）．後者は全身

諸臓器に合併症を伴い，筋生検で特異的なragged

－red・fiber（RRF）を認め，Kearns Sayer症候

群（KSS）と呼ばれている，我々はKSSと異な

り，全身症状を伴わず，四肢筋力低下もあったと

しても極く僅かな8症例について筋生検を施行し，

筋ミトコンドリア酵素活性測定並びに組織化学・

電子顕微鏡的検索を行なったので，若干の考察を

加えて報告する．

症　　　例

症例は眼喰下垂を主訴とした男性2例，女性6

例の25歳から58歳の成人で，小脳症状・四肢筋力

低下等の随伴症状を全く伴わない5症例（Group

A）と，ごく僅かの四肢筋力低下はあるが他の合併

症は認めない3症例（GroupB）の2群に分類し

た．なお全例テンシロンテスト陰性であった．

Group A

症例1．Y．M．57歳　女性

55歳時より両側眼瞼下垂出現．白内障の手術を

受けたが，それ以外一般理学的所見・神経学的所

見に異常なし．

症例2．H．T．25歳　女性

23歳時より複視を訴え，1か月後にE艮瞼下垂が

＊順天堂大学医学部脳神経内科

出現し，そのまま症状は一進一退で経過した．神

経学的所見として外眼筋麻痺と四肢筋トーヌスの

低下はあったが，筋力低下は認めなかった．

症例3．S．T．58歳　女性

2か月前より夕方に強い両側E艮瞼下垂が出現．

その他神経学的に所見なし．

症例4．H．M．36歳　男性

26歳時より両側眼瞼下垂出現，30歳時に複視を

認めた，34歳時他院にて重症筋無力症と診断され

治療を受けるが全く改善しなかった．症状は徐々

に進行したが，当科受診時外眼筋麻痺と四肢深部

腱反射の減弱以外症状なく，四肢筋力はよく保た

れていた．

症例5．M．W．31歳　女性

21歳時より右眼瞼下垂出現，口内変動はあった

が複視はなかった．他の神経所見に異常なく，テ

ンシロンテストも陰性であった．

Group B

症例6．M．S．35歳　女性

幼少時より運動は不得意であったが，日常生活

には全く問題はなかった．17歳時突然左眼瞼下垂

出現，次いで33歳時右限瞼下垂が出現，34歳時斜

視を自覚した．神経学的所見として網膜色素変性

症・難聴等認めず，項頸部，四肢に軽度の筋力低

下を認めた．

症例7．S．Y．38歳　男性

27歳頃より眼瞼下垂，階段昇降時の下月支脱力が

出現，これらの症状は非常に緩徐に進行した．複

視はないが，四肢筋力の軽度低下と深部腱反射の

減弱を認めた．なおこの症例の兄弟に同症状を呈
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する家族歴がある．

症例8．Ⅰ．0．35歳　女性

30歳頃より両側眼瞼下垂出現，次いで臥位での

頭部挙上因雉を自覚した．受診時の神経学的所見

として，眼瞼下垂と外眼筋麻痺，鼻声，項頸部筋

力低下，四肢深部腱反射の低下を認めたが，四肢

筋力はよく保たれていた．なお家族歴として，妹

に眼瞼下垂を認めた．

軽度のfK上昇を2例に，筋電図上筋原性変化

を4例に認めたが，乳酸・ピルビン酸値は安静時，

負荷時いずれも上昇を認めず，脳波・CT・髄液そ

の他一般検査所見も概ね正常範囲内であった．（表

1）

方　　　法

上記8症例に対し三角筋の生検を行なった．得

られた筋は酵素活性用・組織学用と3－4つのブ

ロックに分け，組織化学以外のものは液体窒素で

凍結した．

1．組織学的検索

組織化学：生検筋はイソペンタン・液体窒素で

凍結し，タライオえタットで8J‘mの凍結切片を

作製した．HE，mOdified Gomori－trichrome，

routine ATPase，NADH，SDH，CytOChrome

OXidase染色を行なった．Cytochromeoxidase染

色は，Seligmannら（1968）の方法を一部改変し

て行なった．

電子星頁微鏡的検索：生検筋は2％グルタールア

ルデヒド固定後1％オスミウム酸で固定し，脱水

後エボンアラルダイド包埋した．超薄切片は酢酸

ウラン・クエン酸鉛で二重染色し，日立500型電子

顕微鏡で観察した．

2．ミトコンドリア分画法

液体窒素で凍結保有した骨格筋を融解し，Ma－

kinenら（1968）の方法を一部改変した方法で行な

った．骨格筋を細切し，Chappell－Perrymedium

（0．05M Tris－HCl pH7．4，0．1M KCl，0．2

mM ATP，0．2mMEDTA，lmMMgC12）を用

い，nagaSeを作用させた後，遠心分敵を繰り返し

てミトコンドリア分画を得た．

表1　臨床症状・検査データ

GrOuP　A G「OUb　B

1　　 2　　 5　　 q　　 5 6　　 7　　 8
Sex F　　 F　　 F　　 M　　 －F F　　 M　　 F
Age cIt　OnSet 55　 25　　 58　 26　 2 1 17　　 5 1　 50
Cou「Se 2y　 2y　 2m　 lOy lOy 18y　7y　 5y

Ptos is ＋　　　＋　　　 ＋　　　＋　　　 ＋ ＋　　　 ＋　　　＋
Ophthc］lmop leg iQ ＋　　　　　　　　 ＋ ＋一　　　十　　　＋
Weqkness　of lim bs ＋　　　＋　　　 ＋
Cereb占1lq r cltClX icl

CK （IU） ND　 26　 ND　 69　 ND 20－1川　ND　　 ND
Lqct（】te （mg／d l） 8．5　9 ．2　 2．9　7．6 12 ．5 7．8　8 ．5　 12 ．9
Py ruvclte（mg／d l） 0．75 0 ．68 0．55 0 ．60 1．18 0．7 1 1．06　0．97

EM G ND　 WNL　WNL　Myo　WNL Myo　Myo　Myo
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3．ミトコンドリア酵素活性測定法

Cytochrome C oxidase：瀬層ら（1965）の方

法に準じた．CytochromeCをhydrosulfateで還

元し，Sepharose G250カラムで精製した．この

還元型cytochrome C15mMを用いてミトコン

ドJ）アに添加し，550nm，250Cにおけるcyto－

Chrome Cの酸化速度を日立557型分光光度計で

測定した．

Succinate cytochrome C reductase：King

（1967）の方法に準じた．基質としてSuccinateを

用い，ミトコンドリアを加えて550nm，250Cにお

けるcytochromeCの還元速度を分光光度計で測

定した．

ComplexII：Zielger（1967）の方法に準じた．

SuCCinateを基質として，Coenzyme Qの変化を

600nm，250Cにおけるidophenoleの吸光度を介

し分光光度計で測定した．

NADHcytochromeCreductase：King（1967）

の方法に準じた．基質としてNADHを用い，550

nm，250Cにおけるcytochrome Cの還元速度を

分光光度計で測定した．

Citratesynthase：Morgan－Hughes（1977）ら

の方法に準じた．基質としてAcetylCoAとオキ

ザロ酢酸を用い412nm，250CにおいてMerca－

ptideの変化を分光光度計で測定した．

蛋白定量：Lowry法で行なった．

結　　　果

1．組織学的検索

GroupAにおいて筋組織の萎縮・壊死等の非特

異的な変化を症例1，2，4，5の4症例に認め，

GomoriTtrichrome染色でraggedrredfiberを症

例1，3の2例に認めた．又症例1，3，4に

CytOChromeoxidase非染色線経をそれぞれ2－3

％に認めた．GroupBにおいて，非特異的変化を

症例7，8の2例に，Gomori trichrome染色で

図1症例6の生検筋，Ragged－redfiber（modifiedGomoritrichromestain）（A）と

CytOChrome oxidase染色における陰性線維（B）
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raggedてed fiberを6，7の2例に認めた．又

CytOChrome oxidase染色では症例6に10％，7

に5％程度の非染色線経を認めた（図1）．

電顕では，GroupAにおいて症例3のみ正常で

あったが，症例1，2，4，5にグリコーゲン顆

粒の集積が見られ，症例2では筋鞘下に管状構造

物の集積を認めた．GroupBでは著しいミトコン

ドリアの異常を認め，症例8ではミトコンドリア

の異常集積とグリコーゲン顆粒の蓄積を，症例6，

7にはミトコンドリアの増殖と結晶状封入体を認

めた（図2）．

2．ミトコンドリア酵素活性

対照群の酵素活性：各酵素活性値とミトコンド

リア蛋白量との間には直線性が認められた．Cyto－

chromeCoxidase（n＝11）：282±95nmol／min／

mg Mit．protein，Succinate cytochrome C

reductase（n＝11）：247±98nmol／min／mg

protein，ComplexII（n＝11）：144±44nmol／min／

mg protein，NADH cytochrome C reductase

（n＝11）：251±93nmol／min／mg protein，

Citrate synthase（n＝11）：419±135nmol／min／

mg proteinであった．

図2　生検筋の電子昆頁微鏡写真，（A）筋！給下における管状構造の集積（症例2）（×

16，000），（B）典型的結晶状封入体を伴う異常ミトコンドリアの集積（症例6）（×

11，000）

100　　200　　500　　L．00　　500　　600nmol／min／mg Mit．protein

CytochromeCOxidclSe
・・■・願　 ・

SucclnclteCyt，CReducl：C］Se ・ 隙ミ※※黒 Ⅹ対 ●

ComplexlI ●　●●
蛍猟 ．

NADHCyt．C　ReductOSet ・・蛙※※ヾ 尽き　＿

Citr（】teSynl：hqSe ●
l公 卿 t

●●　　　　　●　●

015　　　1・0　　　1・5　　　＊pmOl／mln／mg Mlt・PrCtein

：Meon　±　SD

図3　生検筋ミトコンドリアの電子伝達系酵素活性値
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Group Aでは症例5がcytochrome C oxid－

aseで110nmol／min／mgprotein，ComplexIIで

72nmol／min／mg proteinと軽度低値を示した以

外正常範囲内であった．一方GroupBでは，症例

8がcytochromeCoxidaseで161nmol／min／mg

proteinと軽度低値を示した他．いずれの酵素に

おいても正常範囲内であった（図3）

考　　　案

Morgan－Hughesらはミトコンドリア筋症を

1）基質の移送障害，2）基質の利用障害，3）電

子伝達系の障害，4）エネルギーの保存と転換障

害に大別した2）．従来電子伝達系の障害は多数報

告されており，更に近年OCSSにcytochrome C

oxidaseの部分欠損を有する症例が報告されてい

るが，これらの大多数は四肢筋力低下を始めとし

て難聴・網膜色素変性症等の全身合併症を有して

いる．M．A．Johnsonら（1983）はcytochrome

Coxidase部分欠損を有するOCSSの症例の綿密

な組織化学的検索を行なったが3），その症例15例

中2例に我々のGroup Aに相当する症例を兄い

だすことができた．このようにOCSSの中には眼

筋症状以外に随伴症状を持たず，血中乳酸・ビル

ビン酸の上昇もなく，しかも生検筋の酵素活性も

正常である場合もかなり多いと思われる．一方，

これらの症例における組織化学並びに電顕的検索

を行なうと，今回のような様々なミトコンドリア

異常を兄いだすことができ，組織化学・電顕・酵

素活性測定の3つのアプローチを併せて行なうこ

とが重要であると思われる．

今回我々の検索した症例中緩徐な進行を見せて

いるものもあるが，10年以上の病歴を持ちほとん

ど臨床症状に変化のない症例も存在し，日常生活

にほとんど問題なく，改善傾向を認めた着きえい

る．このような観点から見ると，今回提示した8

症例はKearns－Sayer症候群の軽症例とするより

も，異なった疾患概念としたほうが良いかもしれ

ない．この問題に関しては，今後更に症例の積み

重ねが重要と考える．

文　　　献

1）FemandoMST，MichelF：OcularMyopath・

ies．inMyology，ed．byEngelAG，BankerBQ，

McGRAW－HILLInc．，New York，1327，1986

2）Morgan－Hughes JA：Mitochondrial

myopathy．in SkeletalMuscle Pathology，ed

by Mastaglia FL，Walton J，Churchill

Livingstone，Edinburg309，1982

3）Johnson MA，TurnbellDM et al：A partial

deficiency of cytochrome C oxidasein

Chronic progressive ophthalmoplegia．J

NeuroISci60：31，1983
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40）ミトコンドリア・ミオパチーの

免疫電子顕微鏡的研究

佐　藤 猛＊

研究協力者　　安野み　ど　り＊　中　村　真　二川　村　居　達　雄＝＊

内　田　　　隆日日－＊　小　澤　高　将＝＊＝

ミトコンドリア・ミオバナーでは骨格筋内に異

常ミトコンドリアが出現することが特徴である．

最近，本症候群ではミトユンドリア電子伝達系酵

素欠損を示す症例が続々と報告されている．電子

伝達系の主要酵素は複合体Ⅰ，ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅤであり，

ⅠⅤはチトクロームC酸化酵素で欠損例が最も多

い．生検筋の組織化学的検索ではチトクロームC

酸化酵素反応の陰性線経，すなわち部分欠規を示

すことがしばしばある．

ミトコンドリア・ミオバナーに出現する異常ミ

トコンドリアにはクリステ内に結晶状封入体を有

するもの，渦巻状クリステ，クリステを欠く巨大

ミトコンドリア．大頼粒を有するものなどさまざ

まなものがみられる．コロイド・ゴールド標識抗

体法による免疫電子顕微鏡により，複合体のミト

コンドリア内膜内での局在をはじめて明らかにし

たので報告する．

方　　　法

昼型：ミトコンドリア脳筋症2例の生検筋を用

いた．症例1に筋線維内にミトコンドリアの異常

集積，症例2は多数の異常ミトコンドリアを有し

ていた．生検筋の生化学的検索では電子伝達系の

酵素活性は正常であった．

昼隼：複合体ⅠⅠⅠの抗体は名古屋大小澤高将，錦

見盛光先生により樹立されたものを供与された．

＊順天堂大学医学部脳神経内科

＊刈順天堂大学医学部共同病理

＊＊＊順天堂大学医学部中央電子顕微鏡室

＊＊＊＊山梨医科大学解剖学教室

＊＊＊＊＊名古屋大学医学部第二生化学教室

プロテインA・コロイドゴールドの作製：クエ

ン酸ナトリウムによる還元法2）によりプロテイン

Aにコロイドゴールド粒子（8mm）を結合させ

た．

免疫電子顕微鏡：Kobayashiら3）の方法によっ

た．生検筋を2％グルタールアルデヒド固定後，

N，N－dimethylformamide（DMF）にて脱水，

－200Cにてglycolmethacrylate置換後，紫外線

重合した．重合後，超薄切片を作成した．これを

2％アルブミンーPBSにてブロッキングした後，

抗複合体m鬼血清（1000倍稀釈）にて48C，一晩反

応させ，洗i條後70ロテインA・コロイドゴールド

20倍液にて30分室温で反応させた．酢酸ウランに

て染色後，電昆引こて観察した．

結　　　果

正常形態を示すミトコンドリアでは，内膜およ

びクリステ膜に一致して特異的に抗体・プロティ

ンAゴールド複合体（PAG）の沈着が認められ

た．一方，PAGの沈着は核では全くみられず，筋

原線経で少数認められたに過ぎず，ミトコンドリ

ア内膜に極めて強い特異性を有していた（図1）．

症例2では筋線維内に種々の形態を示す異常ミ

トコンドリアが多数出現していた．すなわち，ク

リステ内に結晶状封入体を有するもの，クリステ

が渦巻状に増生しているもの，巨木なミトコンド

リアで，基質のみが増加しクリステが減じている

もの，粗大な顆粒を有しているものなどである．

これらの異常ミトコンドリアを複合体Hに対す

る抗体を用いて検索した．結晶状封入体を有する
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図1　ミトコンドリア　ミオバナー（症例1）生検筋

における複合体Hlの免疫電顕．抗体・プロテイ

ンAゴールド複合体（PAG）はミトコンドリ

ア内膜に一致して沈着している（×9，000）．

図3　症例2，巨大ミトコンドリアでは内膜のみに

PAG陽性（矢印），渦巻状ミトコンドリアで

は増生したクリステ膜に沿って陽性

（×11，000）．

ミトコンドリアでは内膜，および結晶を取り囲ん

でいるクリステ膜にPAGの沈着が認められたが，

結晶内にはPAGの沈着は少なかった．結晶構造

は通常ではクリステ内に4層の膜が一単位となっ

ている．この4層の膜のうち，最外層の膜だけに

はPAGの沈着が認められることがあった（図

2）．渦巻状ミトコンドリアでは増生したクリステ

に沿って多数のPAGの沈着が見出された．

巨大ミトコンドリアでは内膜のみにPAGの沈

着が見出されたが，膨大した基質内には認められ

なかった．巨大ミトコンドリアと渦巻状のものと

図2　ミトコンドリア　ミオバナー（症例2）生検

筋における結晶状封入体を有するミトコンド

リア．結晶内にはPAGは沈着しておらず，こ

れを取り囲んでいる膜にのみ沈着している

（矢印）（×13，000）．

が連続しており，さらに内部に結晶状封入体をも

含んでいる異常ミトコンドリアが観察されること

もあるが，PAG沈着状態は前述のものと同一傾向

にあった（図3）．

粗大顆粒を有するミトコンドリアでは，この顆

粒を取り囲んでいる膜にはPAGが沈着してい

た．

考察と結論

電子伝達系酵素はミトコンドリアの内膜に局在

することが知られている．この酵素群のひとつで

ある複合体ⅠⅠⅠに対する抗体を用い，プロテイン

A・ゴールド法による免疫電顕ではじめて複合体

ⅠⅠⅠの局在を明らかにした．さらに結晶状封入体を

有するミトコンドリアにおける複合体ⅠⅠⅠの局在も

観察した．

正常では，ミトコンドリアの内膜とクリステに

はPAG沈着が明瞭であった．結晶状封入体を有

するミトコンドリアでは結晶構造内にはPAG沈

着はほとんど見出せず，結晶を取り囲んでいるク

リステ膜にのみPAGが沈着していた．結晶を構

成している4層の膜のうち最外層にのみPAGが

沈着していることがあるが，超薄切片の厚さを考

慮すると，切片の厚さのためのずれによる可能性

が考えられる．
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結晶状封入体に電子伝達系酵素の活性が存在す

るか否かについては，電顕的組織化学による研究

が報告されている■）．この報告では結晶構造内に

はチトクロムC酸化酵素，およびカルニテン，ア

セテル，トランスフェラーゼ活性は陰性であり，

これを取り囲んでいるクリステ膜だけが陽性であ

った．われわれの研究でも結晶内には電子伝達系

の酵素蛋白は存在していなかった．すなわち結晶

構造では内膜の酵素蛋白は含まれておらず，酵素

活性も発現していない．

一方，渦巻状に増殖したミトコンドリアのクリ

ステ膜には電子伝達系の酵素蛋白は存在していた．

以上のように超薄切片上に直接抗体を反応させ

ることが可能な免疫電顕の方法を紹介した．今後，

ミトコンドリアの電子伝達系酵素欠損例における

酵素の局在の検索などを続ける予定である．

文　　　献

1）安野みどり，佐藤　猛，山内恵子，福森義宏：

ミトコンドリア・ミオバナーの診断－生化学
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41）MELASの臨床並びに生化学的所見

宮　武 正■

研究協力者　　西　澤　正　豊ホ　田　中　恵　子＊　渥　美　哲　至＊

田　中　雅　嗣＝　小　澤　高　将＝

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にな

ってきた．一方，臨床的に独立したsubtypeとし

てMELASとMERRFが］是唱されているが，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MELASの2症例を剖検にて病理

学的に検索する機会を得，大脳皮質を中心として

多発性の軟化巣を確認した．これらと共通する剖

検所見の記載されたMELASの報告は文献上5

例あり，これらに我々の2例を加えた7例につい

てMELAS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MELASの位置付

けを考察した．我々の2症例に認められた特徴的

な血管病変については共同研究者の大浜より報告

する．また生化学的分析の結果についても合わせ

て報告する．

対象と方法

今回対象としたMELASの7剖検例を表1に

示す．男性4例，女性3例で，発症は1－7歳で

あり，21歳までにすべて死亡している．全例に共

通して大脳皮質を中心とした多発性の軟化巣が認

められている．これらの症例を確実なMELASと

考え，臨床，検査データ上MELASに特徴的と考

えられる所見を抽出し，更に剖検所見が記載され

たMERRF3例7）・8）・9）と比較検討した．

生化学的分析にはまず諸臓器よりBookelman

＊新潟大学脳研究所神経内科

＊＊名古屋大学医学部第二生化学

らの方法によりミトコンドリアを単離し，電子伝

達系の酵素活性を骨法により測定した5）．っいで，

Tanakaらの方法10）により電子伝達系のcom－

plexI，lII，IV，Ⅴについて各complexを構成

するsubunitをimmunoblottingにより分析し，

正常対照と比較検討した．

結　　　果

MELASの臨床上の特徴として7例のほぼ全

例に認められたのは1）成長障害ないしは低身長，

2）進行性の痴呆，3）発作性の意識障害ないしは頭

痛，嘔吐，4）全身性けいれん，5）感音性難聴，6）

筋萎縮ないしは筋力低下，7）片麻痔，半盲，一過

性失明などの何らかの脳卒中様発作であった．遺

伝性は6家系中3家系に認められた．また，視神

経萎縮は3例，眼球運動制限は1例，且艮技は2例，

小脳失調は1例，深部腱反射の減弱は3例，

Babinski徴候は1例に記載されていた．macular

degenerationは2例に認められたが，網膜色素変

性症はなく，深部感覚障害，足変形は認められな

かった．MERRFとの鑑別上問題とされているミ

オクローヌスについてはミオクローヌス発作を4

例に，“ミオクローヌス”の記載を1例に認めた．

検査所兄上は1）脳波における基礎波の徐汲化，

および何らかの発作波の出現，2）静脈血中および

髄液中の乳酸，ビルビン酸の上昇，3）大脳基底核

の石灰化，はほぼ全例に認められた．血清CKの

上昇は5例に，髄液蛋白の上昇は100mg／dlをこ

えないが2例にみられた．心電図ではST低下が

2例に，WPW症候群が別の2例に記載されてい

た．肥大型心筋症の合併は我々の2症例にのみ認

められた．神経伝導速度は全例正常であり，筋電
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表l AUTOPSY CASES OF MELAS

AUTOPSY CASES OF MELAS

llepor亡ed by Sex Onse亡（y）l）eath（y）

1．Shaplrae亡al．1）

2．

3．

′

q

　

5

　

　

′

b

　

　

7

Harヒe亡。1ヌ）

Kurlyama e亡al．

Mukoyama e仁　al．

NIshlzawa e亡　al．

Tanaka e亡　al．
6）

5）

y　　　　　4　　　　　16

H　　　　　3　　　　　10

F　　　　　7　　　　　　18

H　　　　　5　　　　　　18

H　　　　　　　　　　　　　21

F　　　　6　　　　16　（Casel）

H　　　1－2　　　　14　（Case　2）

表2　COMPARISON OF MELAS WITH MERRF

氾LAS　　　　　　氾RRF

heredlty

grow亡h fallure／shor亡Statu工e

PrOgre8Bive demen亡la

isodic headache／vomitin

generalized convulslon

Op亡lc atrophy

nyStagmuS

Sen80rineurai hearlngloss

muscle wastlng／weakness

myoclonus

OClonlc　8elzure

cerebellar ataxla

Bablnskl

dis亡urbance of dee SenSa亡lon．

foo亡defomity（Frledrelch）

S仁rokellke e isodes／LDAin CT

basal 11a calclflcatlon
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図では3例は正常，2例は筋原性，1例は筋展性

変化に一部神経原性変化を混じていた．CTは5

例に施行され，全例に大脳皮質の萎縮が認められ

た．更に小脳萎縮は2例に，大脳の限局性の低吸

収城の出現は3例に記載されていた．

以上のMELASの特徴的所見を，共通した剖検

所見が記載されているMERRFの剖検例3例に

おける臨床症状の特徴と対比して表2に示した．

表から明らかなように両者を通じて認められる症

状も多いが，MELASのみに認められる症状とし

て1）発作性の頭痛ないし嘔吐，2）何らかの脳卒中

様発作ないしはCT上の低吸収域の出現，3）大脳

基底核の石灰化を挙げることができた．一万，1）

深部感覚障害，2）Friedreich様の足変形は

MERRFにのみ認められた．MERRFの中核症状

は著明な動作性ミオクローヌスと小脳失調であり，

ミオクローヌスてんかんの臨床像を前景として，

これにBabinski徽候，深部感覚障害，足変形を伴

っているのに対して，MELASでは“ミオクロー

ヌス”，小脳失調，Babinski徽候はそれぞれ1例に

のみ記載があり，MERRFとは極めて対照的であ

った．DiMauroら11）はinterictalに認められるミ

オクローヌスの有無を重視したが，ミオクローヌ

ス発作の記載はMELAS4例に認められた．

我々の症例1は昨年度の本姓会議で報告した如

く，心筋より単赦したミトコンドリアについて酸

素電極法による解析と電子伝達系酵素活性の測定

を行ない，COmplexIの異常が確認されている．

加えているが，障害部位は未だ同定されていない．

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，両者はそれぞれミトコン

ドリア脳筋症に属する疾患群の中で際立ちた特徴

をもった症候群と考えることができ・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2つ挙げられる．第1は

MELASの症例でミオクローヌスの記載がある

ことである．この点は文献上記載があいまいであ

り，また必ずしも誘発電位など詳細な電気生理学

的解析が加えられていないため，ミオクローヌス

の解釈に問題が残るためである．今回取りあげた

MELASの7例でも“ミオクローヌス”の記載が

今回はまず臓器特異性の有無を検討するため，骨

格筋，肝においてもNADH－COenZyme Q

reductase，SuCCinate－CytOChrome c reductase，

CytOChromecoxidaseの活性を検討したところ，

COmplexIの活性は心，骨格筋，肝にてそれぞ正

常対照の19，27，35％に低下していた．Complex

II＋ⅠⅠⅠの活性は肝でのみ正常対照の60％に，COm－

plexⅣは心でのみ正常対照の68％に低下してい

た．

つぎに各complexのsubunit構成をim－

munoblottingにより検討した結果を示す．心筋に

ついてはcomplexIの構成subunitの全般的な

減少（図1）を認めたが，COmplexIIIの各subumit

は正常対照と同程度に存在し（図2，A），また

COmplexIVについては対照に比して軽度の減少

を認めた（図2，B）．この結果は酵素活性の測定

結果に一致していた．検索した骨格筋，肝，腎に

ついての結果をまとめて表3に模式的に示した．

本症例における電子伝達系complexI subunit

の減少は検索したいずれの臓器においても認めら

れたが，その程度は一様ではなかった．また各

Subunitはいずれも全体的に減少しており，特定

のSubunitの欠損は示さなかった．更に，心，肝で

はComplexIVのsubunitの軽度の減少を伴って

いた．

我々の症例2についても同様な生化学的検討を

1例に，またミオクローヌス発作の記載が4例に

も認められており，単にミオクローヌスの有無の

みでは両者は鑑別できなかった．MELASにミオ

クローヌスを合併する可能性は十分考えられるが，

MERRFはミオクローヌスてんかんの病像を呈

するものであり，両者の相違は明らかであった．

第2はMERRFでの脳卒中様発作の記載である．

しかし，この点は剖検例では確認されない．実際，

剖検所見ではMERRFは小脳歯状核・皮質，赤

核，淡蒼球，視床下核，後索，脊髄小脳路等に系

統的な変性像があり，MELASにみられる多発性

の軟化巣は認められない．また我々のMELASの

2症例には大浜らがミトコンドリア・アンギオパ
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チーと名付けた特徴的な血管病変が共通して認め

られており，この病変が多発性の軟化巣に対応す

るものと考えられた．MELASの症例では今後血

管系の検討が重要と思われる．

MELASの症例で生化学的分析が加えられた

ものではcomplexIの異常とComplexIVの異常

が報告されている．生化学的分析が進むにつれて

生化学的に同定される障害部位と臨床症状が対応

しなくなったことは既に述べたが，異なる障害に

より同一の病型を生する理由も未だ明らかでない．

我々の1例ではcomplexIの異常を確認したが，

文献上complexIの異常症は臨床的には筋症状

のみの例，脳症を呈する例，MELASの例の3群

に分けられ，同じ障害が異なる病型を呈する理由

もまた明らかでない．更にCOmplexIとⅠⅤにまた

がる異常を認めた報告も散見され，また測定の時

期により異なった異常を呈した例も報告されてい

る．以上のように生化学的分類は混乱をきたして

おり，より詳細な検討が必要である．

結　　　語

1）ミト　コンドリア脳筋症の中でMELASは

MERRFとは異なる臨床・病理学的特徴を有す

る独立した疾患単位と考えられた．

2）MELASの中には生化学的にcomplexIの異

常によるものが存在した．自験例ではim－

munoblottingによりcomplexI subunitの全

般的な減少を認めたが，その程度は臓器により

異なっていた．
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42）MELAS（Mitochondrialmyopathy，enCePhalopathy，

lactic acidosis，and strokelike episodes）

の脳血管病変：ミトコンドリア・アンギオパチー

富　武こ

研究協力者　　大　浜　栄　作日　大

臨床的および剖検により確診された2例の

mitochondrial myopathy，enCephalopathy，

lactic acidosis and strokelike episodes（以下

MELASと略）の脳血管系を，系統的に電顕的に

検索し，特異な血管病変－mitochondrial an＿

giopathyの存在することを見出した．この病変

は，血管病変としても，これまで記載のない特徴

的な所見を示すのみならず，従来剖検例で記載さ

れながら，その発生機序については不明のままで

あったMELASの脳病変C7）原因をなすものと考

えられる．

検索対象および方法

〔症例1〕死亡時16歳の女性1・2）．

〔症例2〕死亡時14歳の男性3）．

剖検時，各例から電顕用に採取した次の部位を

検索対象とした．前，中，後各大脳動脈の主幹部，

およびクモ膜下腔を走るそれらのより遠位側なら

びに皮質表層部での細小血管．椎骨，脳底および

後下小脳動脈．大脳各頭葉の皮質，自質，大脳基

底核，視床，脳幹，小脳半球．

採取した組織は，ただちに3％グルタール，1

％パラフォルムアルデヒド混合液，一部は4％パ

ラフォルムアルデヒド液にて固定し，1％オスミ

ウム液で後固定した．ethanol脱水，epOn包理の

後，1J‘厚の光顕標本，次いで超薄切片を作製し，

光顕および電顕下で観察した．

＊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

正＊

原　憤　司＝　生　田　房　弘＊＊

結　　　果

光学顕微鏡所見：中膜平滑筋細胞および内皮細胞

の胞体内に小空胞が多数認められ（図1a，b），

これらは後記のように著しく増加したミトコンド

リアであることが確認された．特にクモ膜下腔の

細動脈（5叫径まで）（図1a），および小動脈（200

〃径まで）（図1b）で多く，時に，より大径の動

脈にも認められた．平手骨筋層が多層の動脈では，

その外層部により多く認められた（図1b）．．ま

た，特にクモ膜下腔の細小動脈の中膜では，萎縮・

濃染または淡染する平手骨筋細胞が多数存在し，大

小不同が認められた（図1a）．より大径の動脈で

は，内膜の線維性肥厚（図1b）や内弾性板の部

分的消失，分裂・増生が見られた．

電子顕微鏡所見：中膜平滑筋細胞の胞体内に，異

常に多数のミトコンドリアの集積が見られた（図

2，3）．ミトコンドリアの形態は，大小不同，輪

郭の不整，異常に長いもの，クリステの不規則な

増加や層状構造を示すもの，電子密度の高い顆粒

を有するものなど，骨格筋や心筋と比較すると軽

度であるが，明らかな異常を示すものが認められ

た．結晶状封入体は認められなかった．ミトコン

ドリアの増加は，核の両端から胞体中央部にかけ

て最も著明であった（図2）．ミトコンドリアの増

加した平滑筋細月包では，myOfilamentが月包体の辺

綾部に少量しか認められず，同時にグリコーゲン

顆粒の碍加を示すもの（図2）と，逆に胞体が萎

縮し，myOfilamentがdenseに濃縮され，細胞全

体の電子密度が増して見えるもの（図3）とが認

められた．また，周囲のbasallaminaを残したま

ま，変性，壊死に陥った平滑筋細胞が，散在性ま
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図1a Longitudinal section of a pial

arteriole（50jLindiameter）ofthe

motor cortex，Showing numerous

microvacuolesin endothelial and

smoothmusclecells．Somesmooth

muscle cells are pyknotic，Skrun－

kenandvaryinginsizeandshape．

Case l．Toluidineblue－Safranine

（TBS）．×　690

l b Crosssectionofapialsmallartery

（125JLindiameter）intheSylvian

fissure，Showing smooth muscle

cells with microvacuoles，mOre

frequentin the outerlayer ofthe

media．Fibrousintimalthickening

is also noted．Casel．TBS．

×　690

図2　Apialarterioleonthemotorcortex．Asmoothmusclecellshowsaccumulation

Of mitochondria of varied size and shape，and decreased amount of

myofilaments．Thelumenis at thelowerleft．Case2．×13，000
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図3　A pialarteriole on the motor cortex，Showing numerous degenerating and

necroticsmoothmusclecells・Thelumenisatthelowerleft．Case2．×5，500

図4　A proximalportion of themiddle cerebral

artery・Anecroticsmoothmusclecellshowing

loss of plasma membrane，Subsarcolemmal

accumulation of electron dense materials

and degenerating mitochondria．Case2．×

15，900

たは集謀性に認められた（図3，4）．このような

変性・壊死を示す平滑筋細胞は，核膜および細胞

膜の部分的または完全な消失とともに，核質，細

胞質の崩壊を示し，細胞膜直下にそって高電子密

度の物質が斑状，不規則に集積していた．また，

胞体内に変性萎縮したミトコンドリアを伴うもの

も見られた（図4）．平滑筋細胞におけるミトコン

ドリアの集積や変性壊死像は，椎骨および脳底動

脈をはじめ，前，中（図4）および後大脳動脈で，

その主幹部およびクモ膜下腔で大脳皮質表層部や

脳港内を走る細小動脈のレベルまで，共通して認

められた．しかしながら，それら病変の程度や頻

度は，血管径が小さくなるほど強くなり，平滑筋

層が1～3層までの細動脈（図2，3）および5

～6層までの小動脈で著明であった．多層の平滑

筋層から成る動脈では，中膜の外層部に多発し，

内層部の平滑筋細胞の多くは，ほぼ健常に保たれ
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ていた．クモ股下腔の細小動脈と極めて対象的に，

大脳および′ト脳皮質，自質，大脳基底核等の細小

動脈では，このような中膜平滑筋細胞の変化をみ

ることは稀で，その程度も軽かった．

ミトコンドリアの集積は，クモ膜下腔の細小動

脈および脳実質内の細小動脈や毛細血管の内皮細

胞にも認められた．しかし，その程度や頻度は，

中膜平i骨筋細胞に比較すると軽かった．

血管内腔に血栓や塞栓を示す所見は見られなか

った．外膜には特に異常は認めなかった．

考　　　察

今回我々は，臨床的および剖検によりMELAS

と診断された2例の脳血管系を，系統的に電顕的

に検索し，2例に共通する特徴的な病変を兄い出

した．それらを要約すると，次のようになる．①

中膜平滑筋細胞および内皮細胞体内のミトコンド

リアの集積．これら増加したミトコンドリアの中

には，軽度ながら明らかな形態異常を示すものも

混在していた．（∋中膜平滑筋細胞層では，（Dと同

時に，変性・壊死を示す平滑筋細胞が散在性また

は集族して認められた．（∋上記の所見は，椎骨，

脳底，前，中および後大脳動脈の主幹部およびそ

れらの分枝に認められたが，病変の程度と頻度は，

クモ膜下月空の細動脈やノJ、動脈で最も著明であっ■た．

以上の所見より成る血管病変は，これまで脳血

管を障害す・る種々め疾患や病態で記載されている

血管病変のいずれとも異なっており，梅めて特異

な病変と言える．ただし，クモ膜下出血に続発し

た血管攣縞と悪性高血圧を有し高血圧性脳症を呈

した患者の血管病変は，ともに中膜平滑筋細胞の

壊死を示す点で，我々の2例に認められた血管病

変に部分的に類似している．もちろん，これらの

疾患や病態で，中膜平滑筋細胞や内皮細胞に，ミ

トコンドリアの集積が認められたという報告は見

られない．

次に，この特徴的な血管病変の発生機序につい

て考えてみたい．我々の2例はともに，臨床的に

も肥大型心筋症と心機能低下が認められており，

剖検では心筋にも著明なミトコンドリア心筋症が

認められた．従って，この2例には，心機能低下

による虚血状態が，かなりの期間にわたって持続

していた可能性が考えられる．実験的にも，虚血

によって，骨格筋にミトコンドリアの集積と形態

の異常を惹起し得ることから，心機能低下による

慢性の虚血状態が，この血管病変をひき起こした

可能性を考慮する必要がある．しかしながら，我々

の症例1では剖検心筋より単推したミトコンドリ

アの生化学的分析により，電子伝達系の複合体Ⅰ

の欠乏が見出されている1，2）ことから，この脳血管

病変は，骨格筋や心筋で考えられているのと同様，

中膜平滑筋および内皮細月包におけるミトコンドリ

アの一次的な機能異常に基づく病変－mito－

chondrialangiopathyと考えられる．

次に，MELASにおけるmitochondrial an－

giopathyと脳病変との関連について考察する．

我々の2例およびこれまでの報告によると，

MELASの頭部CTスキャンでは，脳梗塞を思わ

せる低吸収域が，早発性または多発性に出現し，

臨床症状の推移によく一致して消長，移動，反復

し，時間の経過によって全く消失したり，時に巣

状の萎縮像として残存する．一方，MELASの脳

病変については，これまで6例の剖検所見が報告

されておりト8），我々の2例とよく類似している．

すなわち，大小，新旧種々の孤立性または融合性

の“梗塞”，あるいは軟化巣が主に大脳皮質に，多

発性，両側性に出現し，その他，軽度ながら皮質

下自質，大脳基底核，小脳，脳幹等にも認められ

る．Kuriyamaら6），Mukoyamaら7）は，これらの

病巣の分布が特定の血管支配領域に一致しないこ

とを指摘し，従ってその発生機序は通常の血栓ま

たは塞栓とは異なるものと考えている．

このような，MELASの脳病変の局在・分布の

特徴は，クモ膜下腔の細小動脈が最も強く障害さ

れるmitochondrialangiopathyによって，垣めて

よ・く説明できる．

ところで，脳の細小動脈は，血流抵抗の大きい

血管，すなわち抵抗血管であり，脳血流のauto－

regulationに最も重要な役割を演じている血管と

されている．すなわち，その中膜平滑筋の収縮，

弛緩によって，内径を能動的に変え，脳血流を一

定に調節している血管である．従って，MELAS
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では，mitochondrialangiopathyのために，脳血

流の変化や血圧の変動に対するautoregulation

機能の低下が招来されることが考えられる．これ

らの異常は，さらに頭蓋内圧や脳濯流圧の変化を

もたらし，局所的または広範な脳循環の異常を招

来することも可能であろう．また，この点に関連

して，心機能の低下を重要な因子として考慮する

必要がある．MELASでは，我々の2例の他に

も，ミトコンドリア心筋症を示した例や心電図，

胸部Ⅹ線写真等で異常を呈する例がしばしば記

載されており，このような心機能低下が加われば，

脳循環の異常はさらに増強されるだろう．

以上の所見と考察から，MELASでは，特徴的

なmitochondrialangiopathyのため，あるいはこ

れに心機能障害が加わり，脳の血流動態の変化が

招来され，これが大脳皮質に強調されるMELAS

特有の脳病変を形成するものと考えられる．
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43）Scanning Organ Spectrophotometerによる

ミトコンドリア電子伝達系の検討

田　代　邦　雄＊

研究協力者　　伊　藤　和　則＊　森

斉　藤　敏　之＊＊＊

は　じ　め　に

Mitochondrial Myopathyは1962年Luftらが報

告して以来，ミトコンドリア機能異常に伴う筋疾

患として位置づけられてきた1‾4）．最近，生化学的

検索の進歩に伴い酵素欠損が種々報告されている．

今回われわれはミトコンドリアのエネルギー代謝，

電子伝達系の検討を正常者の生検筋とミトコンド

リアミオバナーの患者の生検筋を用いて検討した

ので報告する．

方法と対象

Scanning Organ Spectrophotometer（以下

SOSPと略す）は立石ライフサイエンス社の

spectrophotometerである5）．これを用いること

で，ミトコンド））アを単維することなく，in situ

の状態で観察することができる利点がある．

生検筋は大腿四頭筋を試料とし，大きさは1辺

3mm立方体で重さは約20－30mg，生検後直ちに

10mMHEPESbuffer（pH7．35）に移し，酸素で

incubationした．

測定は菅野，斉藤らの方式に準じ，試料を濯流

装置にセットし，mediumを濯壬充しながら，常温で

生検筋試料を波長420nm～620nmまでの可視光

で高速scanして得られるスペクトルとこれを

referenceとして得られる差を経時的にモニター

し，窒素還元に対する電子伝達系の反応と各種の

電子伝達系阻害剤に対する反応の2つの実験系を

＊北海道大学医学部脳神経外科神経内科部門

＊＊国立療養所札幌南病院神経内科

＊＊＊北海道大学獣医学部生理学

若　文　雄＊　島　　　功　二＊＊

菅　野　富　夫ホ＊＊

観察した6‾8）．

実験1：基質を10mM pyruvate，10mM suc－

cinateの2種類を用いて窒素還元法での差スペ

クトルを観察する．

実験2：電子伝達系阻害剤による反応の実験系は

図1の如くに2種頬実施した。

実験Aは10mM pyruvateの基質に窒素還元を

行い，次に10JLg／mlのantimycinAを添加して酸

化還元反応を観察後，窒素，antimycinAを除去

し，酸素を濯流してその反応を観察した．実験B

は10mM succinateを基質としてrotenone5×

10L6M添加後，窒素還元とantimycinAを加えて

酸化還元反応を観察した．

症例は62歳男性で，主訴が限瞼が下がる，物が

見づらい．現病歴で生来著息なく過ごしていたが，

4年前から，両日且の下垂に気付くも放置していた．

この頃から他人より話が聞き取りづらいことを指

摘された．しかし本人は自覚せず，日常生活上で

もまったく支障なかった（自動車の運転もおこな

っていた）．症状は徐々ではあるが進行していた．

またこの間複視，視力低下，四肢の脱力等の症状

も自覚していない．既往歴は特記すべきことなし．

家族歴では8人兄弟の中で76歳，64歳の2人の姉

に同様な両日艮瞼下垂を認めている．

体格小でロート胸を認める以外一般的現症で異

常を認めなかった．入院時の神経学的陽性所見は

構音障害，両側外眼筋麻痺，両側眼瞼下垂，両側

顔面筋脱力（口輪筋，眼輪筋），両側胸鎖乳突筋の

萎縮，脱力，全身の筋力低下，両上肢，両下肢の
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図1電子伝達系阻害剤を使用した実験系．Aは窒素還元後，antimycinAを添加し，B

はrotenone，窒素還元後にantimycinAを添加した．

筋萎縮を認めた．

検査所見では検血，生化学，電解質，検尿に異

常をみとめず，血中のビルビン酸，乳酸は正常で

あったが，髄液のビルビン酸，乳酸はそれぞれ高

値を示した（1．07mg／dl，17．9mg／dl）また乏血性

運動負荷試験でのピルビン酸，乳酸の値は正常で

あった．血液カオス分析，一般髄液検査，EEG．ECG

異常なし．CT所見で左披殻部に円形の小さい低

吸収域が認められた以外には異常を認めなかった．

大腿四頭筋生検：筋線維横断面円形化，横径大小

不同が認められ，trichrome変法でragged red

fiberが見られ，電顕ではミトコンドリアの数の増

加とその内部に結晶様封入体を伴っていた．

以上臨床症状，検査所見，光昆引象，電顕像より

ミトコンドリアミオバナーと診断し，この患者の

生検筋と対照の生検筋を用いて上記の方法で実験

を施行した．

結　　　果

10mM pyruvateを基質として窒素還元法での

差スペクトルを示す（図2）．上段は患者，下段は

対照の生検筋である．γband，βband，還元型cyto－

Chrome c＋cl，CytOChrome aa3が認められる．

しかLcytochrome bはC＋C．のpeakに重なり

分離出来なかった．

上段，下段のpeakの差違は認められず，かつ

CytOChrome c＋cl，CytOChrome aa3が理論値よ

りもやや短波長へ偏位していた．この原因は不明

である．

10mM succinateを基質として上記と同様に差

スペクトルを示す（図3）．この結果からも患者と

対照との明確な違いは認められなかった．吸収率

は相対値として表現されている為，その差違を比

較することはできない．

以上の基質の違いによる窒素還元法での結果は

患者，対照ともに差違は認められなかった．
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図3　10mM succinateを基質とした窒素還元法による差スペクトルを示す．上段は患者，

下段は対照．図2同様cytochrome bのpeakがcytochrome c＋clに重なってい

る．差スペクトルのズレはない．

電子伝達系阻害剤を使用して実施した実験系で，

10mMのpyruvateを使用した場合は，窒素還元

で対照，患者ともに各cytochrome成分の差スペ

クトルが還元側へ移動している（図4）．‾　しかし

antimycinAを添加後，対照は還元側のままであ

るのに対して患者の差スペクトルは酸化方向に移

動している．

antimycinAはcytochromebとcytochromec

の間をブロックする．理論的にはantimycinAで

CytOChromebが還元化されるが，CytOChrome c，

aは酸化された差スペクトルとして認められる．

しかしこの結果からcytochrome各成分の差は認

められず，しかし対照，患者との差違は確かに存

在するがそれがどの因子にもとづく　ものかは今後
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図4　10mMのpyruvateを基質として窒素還元，antimycinAを添加した場合の各cyto－

Chrome成分の差スペクトルを示す．上段が患者，下段は対照．antimycinA添加

後，患者のCytOChrome成分が酸化側へ移動している．

検討を要すると思われた．　　　　　　　　　　　　rotenoneを添加して対照，患者共にcytochrome

lOmM succinateを基質として用いた場合には，各成分が還元側へ移動している（図5）．窒素還
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図510mM succinateの基質にrotenone，窒素還元，antimycin Aを添加し各cyto・
Chrome成分の差スペクトルを示す．上段が患者，下段は対照であるが，この結果か

らは明確な差違は認められない．

元，antimycinAを添加しても差スペクトルの差

違を認められなかった．

考　　　察

ミトコンド））アの生体内代謝機構はinvitroの

状態で種々の研究が行われているが，細胞内の構
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迄を破壊し，ミトコンドリアの細胞外環境の差が

認められる実験でどの程度真のミトコンドリアの

代謝，酸化還元状態を反映しているか疑問である．

Mandelらはin　vitroでミトコンド））アの酸化還

元状態を観察して，それぞれの組織の差違でミト

コンドリアの呼吸鎖の状態が変化することを指摘

している9）．ミトコンドリアのエネルギー代謝の

動態を生体内の環境下で測定する必要性がここに

あり，今回われわれが使用したSOSPは生体内の

ミトコンドリア酸化還元状態を経時的に観察でき，

また試料もprobeの種類で1×1×1mm3，3×

3×3mm3，5×5×5mm3の程度の大きさです

み，約20mg～50mg程度の試料で検査可能である

点がこのSOSPの利点である．またSOSPを使用

した種々の実験ではcytochromec＋cl，b，aa3が

分馳されているが，今回われわれの結果で連続し

たscanningでCytOChrome bが分駈できなかっ

たが，これはmyoglobinや他の因子が関与してい

ると思われたが，CytOChrome bの波長でscan－

ningすると分匪可能である点がSOSPを今後使

用していく上で注意を要すると思われた．

またmyoglobinのCytOChrome各成分に与え

る影響を含めて今後検討が必要であると思われた．

ま　　と　め

1．ミトコンドリアミオバナーの患者の生検筋よ

りSOSPを使用して，ミトコンドリアを単馳する

ことなく，少量の試料でかつ，insituの状態でミ

トコンドリア電子伝達系の各cytochrome成分の

酸化還元状態を経時的に観察できたので報告した．

2．各種の電子伝達系阻害剤と呼吸基質とを組み

合わせて試料を海流することにより，これらに対

する反応時間を追って観察した．

3．患者のミトコンドリア電子伝達系の障害が示

唆されるが，明確な障害を推定出来なかった．今

後基礎データを積み重ね，酵素活性を測定する為

のスクリーニング法としてSOSPの臨床応用を

検討してきたい．
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44）MELAS（Mitochondrialmyopathy，enCephalopathy，

lactic acidosis，and strokelike episodes）における

電子伝達系複合体のサブユニット欠損
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は　じ　め　に

電子伝達系酵素の欠損がミトコンドリア・ミオ

バナーの原因として注目を集めている1‾6）．我々は

酵素欠損の分子的基礎を明らかにするために，ミ

トコンドリアのエネルギー産生に係わる複合体Ⅰ，

ⅠⅠⅠ，ⅠⅤ，Vのサブユニットの異常を生化学的，免

疫化学的ならびに免疫組織化学的に検索する方法

を開発してきた7‾10）．今回，MELASの剖検1例を

含め4症例の分析結果を報告する．

対　　　象

症例1：9歳女児．低身長，筋力低下，知能低下，

皮質盲，交互性片麻痺および腎機能障害があった．

血中乳酸値の上昇を認め，CTスキャン上で後頭

葉に低吸収城が見られた．筋生検ではraggedred

fiber（RRF）は少数であった．

症例2：9歳男児．反復する嘔吐，片麻痺，卒中

発作および心筋障害を呈した．クレアチンキナー

ゼと乳酸値の上昇を認め，CT上では左側頭葉，頭

頂菓および後頭葉に低吸収域があり，組織像では

RRFが多数見られた．

症例3：13歳男児．低身長∴知能低下，筋力低下，

卒中発作，皮質盲と腎機能障害があった．血中乳

酸値の上昇，CT上で大脳・小脳の萎縮，後頭葉の

低吸収域および基低核の石灰化，組織像でRRF

を多数認めた．14歳時，突然死亡した．

症例4：15歳男児．低身長，知能低下，筋力低下，

＊名古屋大学医学部第二生化学

＊＊名古屋市立大学医学部小児科

真瑳子ホ　錦　見　盛　光＊

貴＊＊　小　林　正　妃＊＊

交互性片麻痺と皮質盲を呈した．乳酸値の上昇，

CTでびまん性の萎縮と後頭葉の低吸収域，組織

像でRRFを多数認めた．

方　　　　法

各組織のミトコンドリアはBookelmanらの方

法に従い，脳ミトコンドリアはLaiとClarkの方

法に従い単艶した．ロテノン感受性NADH－CytO－

Chrome c reductaseおよびsuccinate－CytO－

Chrome c reductaseの活性はSottocasaらの方

法で，CytOChromecoxidase活性はCooperstein

とLazarowの方法でう則定した．肝ミトコンドリ

アからの亜ミトコンドリア粒子の調製およびその

電子常磁性共鳴（EPR）スペクトルの測定は既報

に従いPennsylvania大学大西智子博士と協同で

行った．複合体Ⅰ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅤ，Vのサブユニットは

著者らの方法により免疫化学的に検出した．免疫

組織化学は国立精神・神経センター埜中征哉博士

と協同で，佐藤ら2）の方法に準じて行った．

結　　　果

表1に4症例の生検骨格筋ミトコンドリアにお

ける電子伝達系酵素活性を示す．複合体Ⅰ－ⅠⅠⅠの活

性は全例でイ氏下しており，正常の0～27％であり，

年齢の高い患者ほどその低下が著しい傾向が見ら

れた．複合体ⅠⅠ－ⅠⅠⅠの活性は全例で正常かそれより

やや高い値が得られたのに対し，複合体ⅠⅤの活性

は正常または正常の下限値を示した．

図1に4症例の骨格筋ミトコンドリア中の複合
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表1　Enzymic activities of respiratory complexesinskeletal muscle mitochondria

from patients with MELAS and from normal control．

Patient I　－ⅠⅠⅠ　　　　　　　　ⅠⅠ－ⅠH IV

1

2

3

4

68

20

14

0

Contro1　　　　249　±174

瀞

1364

1862

1000

709

889　±　507

1611

634

708

663

1554　±　753

Values are expressedin nrnol／min／mg of mitochondrial protein．

瀞mean±SD（n＝10）

図1　MELAS患者の骨格筋ミトコンドリアにおける複合体Iのサブユニット分析．1

ウシ心筋ミトコンドリア．2，4，6，8，10：正常ヒト骨格筋ミトコンドリア．

3，5，7，9　二それぞれ症例1，2，3，4の骨格筋ミトコンドリア．
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体ⅠのサブユニットをWestern blot法により分

析した結果を示す．正常では11本のサブユニット

が検出しえたのに対し，患者ではサブユニットの

量の全般的低下が見られ，活性の低下と同様に，

年齢の増加とともに減少の程度が著しくなる傾向

が見られた．サブユニットの内では75kDaと53

kDaのサブユニットの減少が昆頁著であった．

複合体Ⅰの欠損が骨格筋組織内でどのような分

布を示しているかを明らかにするために免疫組織

化学的検索を行った．図2Aは年齢が若く，酵素

活性およびサブユニット；－i：の減少が最も軽度であ

った症例1の骨格筋の免疫組織像である．少数見

られるraggedredfiber（RRF）には免疫反応性

物質の集積が見られ，非RRFでは免疫反応性物

質の量がやや低下していた．一一リノ，fl二齢が高く，

酵素活性およびサブユニット量の減少がJl之も顕著

図2　複合体Ⅰに対する特異抗体を用いた骨格筋凍結切片の免疫組織化学染色．A二症例

1．B：症例4．Ragged red fiberを矢印で示した．

表2　Rotenone－SenSitive NADH－CytOChrome c reductase activityin mitochondria

from various tissues of the patientwith MELAS（case3）and controIs．

Tjssue Patjent Control

（nmol／mjn／mg of protejn）

Percentage of mean

COntrOl value

Heart　　　　　　　　　　　　　87

5keletal muscle　　　　　　39

Ljver　　　　　　　　　　　　　27

Kjdney　　　　　　　　　　60

Brajn　　　　　　　　　　　　　1．6

209．191

487，124

347，150

257．148

J．　55

儲Not dete’rmlned．
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であった症例4（図2B）ではRRFに免疫反応性

物質が異常集積しているのに対し，非RRFでは

むしろその量の減少が見られた．

次いで複合体Ⅰの欠損の臓器分布を明らかにす

るために，症例3の剖検組織からミトコンドリア

を単離し分析を行った11）．表2に複合体Ⅰの各臓

器における活性値を示す．いずれの臓器でも正常

に比べ活性の低下を認めたが，その程度は臓器ご

とに異なっていた．機能異常を認めなかった心臓

では活性低下は軽度であり，臨床的に異常を認め

た骨格筋・脳での活性低下は高度であった．肝で

の活性は正常の11％に低下していたにも拘らず肝

機能障害を臨床的に認めなかった．また，腎での

活性は正常の30％であったがクレアチン・クリア

ランスの中等度の低下を認めた．これらの結果か

ら臨床症状の出現には，臓器における酵素欠損の

程度とそこでのエネルギー需要の大きさの両者が

関係していると考えられた．

図3に症例3の各臓器のミトコンドリアにおけ

る複合体Ⅰのサブユニットの分析の結果を示した．

酵素活性の減少度に比例して，心臓ではサブユニ

ット欠損の程度は軽く，骨格筋・脳でのサブユニ

ット欠壬員は高度で凍）つた．この症例では，特定の

サブユニットが臓器特異的に欠損しているという

所見は認められず，むしろ免疫学的に検出しうる

サブユニットの量が全般的に低下し，しかもその

程度が臓器ごとに異なっていることが注目された．

このようなサブユニットの異常が複合体Ⅰ分子

の統合性にどのような影響を与えているかを検索

するために，その補欠分子族である鉄イオウ・ク

ラスターの含量をERRスペクトルにより測定し

た．正常者と症例3の肝ミトコンドリアから亜ミ

トコンドリア粒子を調製し，これをrotenone存

在下にNADHにより還元し，各々の温度で検出

図3　MELAS患者における複合体Iのサブユニット欠損の臓器分布．1，2：正常ミト

コンドリア．3　二症例3のミトコンドリア．
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図4　MELAS患者の剖検肝から得た亜ミトコン

ドリア粒子のEPRスペクトル．

Rotenone存在下にNADHで還元し，それぞ

れの試料温度でスペクトルを記録した．

実線：正常ヒト肝亜ミトコンドリア粒子．

破線：症例3の肝亜ミトコンドリア粒子．

される複合体Ⅰの鉄イオウ・クラスターのEPR

シグナルを記録した（図4）．250KでN－l bタラ

スターのシグナル（g＝1．94）と外膜の鉄イオウ・

クラスターのシグナル（gz＝1．89）が検出された

（図4A）．患者の標品の前者のシグナルの大きさ

は対照の64％であったが，後者のシグナルは正常

のそれとの問に差を認めなかった．120Kではクラ

スターをg＝1・92の位置の負のピークを用いて定

量しうる．患者のN－2クラスターのシグナルは

正常の27％に低下していた（図4B）．80KではN

－3とN－4のクラスターのシグナルをそれぞれ

gx＝1．86とg＝1．89の位置で正常対照と比較する

ことができる（図4C）．その結果，N－3クラスタ

ーの量は正常の31％に低下しているのに対し，N－

4は正常の55％に保たれていた．このようにEPR

スペクトルは患者ミトコンドリアの複合体Ⅰにお

ける鉄イオウ・クラスターの不均一な減少を明ら

かにした．このことは複合体Ⅰサブユニットの集

合状態に異常の存在することを示唆している．

考察とまとめ

図5に複合体Ⅰの構造モデルを示した．NADH

からの電子はフラビン蛋自画分に存在するFMN，

N－3およびN－1bクラスターを経て，鉄イオウ

蛋自画分に含まれる75kDaのサブユニット上の

N－1bクラスターに至り，N－4クラスターおよ

びいくつかの未同定の鉄イオウ・クラスターを経

由して，最終的にN－2クラスターおよびエビキ

ノン結合蛋白（QP－N）を通り，エビキノン（UQl。）

に渡される．ミトコンドリアDNAによってコー

ドされた6種のサブユニットを中心とした疎水性

蛋白画分はフラビン蛋自画分と鉄イオウ蛋白画分

を取り囲む穀を形成し，複合体Ⅰ分子を内膜に組

み込む働きを担っている．

本研究によって我々はMELASの患者におい

て複合体Ⅰの免疫学的に検出しうるサブユニット

の減少と集合状態の異常を伴った活性低下が見ら

れることを示した．複合体Ⅰのサブユニット欠損

の程度が患者ごとにまた臓器ごとに異なることは，

核の遺伝子の異常によっては説明が困難であり，

むしろミトコンドリアの遺伝子の発現過程の障害

がその原因として想定される．ミトコンドリア

DNAの遺伝子産物の異常により，複合体Ⅰのサ
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国鉄イオウ蛋白画分
⊂コ疎水性蛋白画分

図5　複合体Ⅰのモデル

ブユニットのアッセンブリーが障害され，補欠分

子族の組み込みの異常を来し，電子伝達ならびに

エネルギー転換の機能低下に陥るものと考えられ

る．

複合体Ⅰの活性低下とサブユニット量の減少が，

RRFへの免疫反応性物質の異常集積と非RRF

におけるその量の減少とに平行して観察されたこ

とは，ミトコンドリア遺伝子と核遺伝子の間の発

現の協調性が失われていることを示唆する．RRF

の形成過程の第一段階は複合体Ⅰの欠損に反応し

てミトコンドリアの増殖が刺激されることであろ

う．一方，ミトコンドリアの遺伝子産物が異常で

あるためにミトコンドリア内へ輸送されてきた核

の遺伝子産物とのアッセンブリーが障害され，結

果としてサブユニットの異常な蓄積を生じるもの

と考えられる．非RRFではミトコンドリアの増

殖は軽度で次∴第に酵素サブユニットの合成が低下

していくのではなかろうか．

HoraiandMatsunagaは日本人116名のミトコ

ンドl）アDNAの制限酵素切断片多型（RFLPs）

を調べ，62もの型に分けうることを報告している．

ミトコンドリア・サイトバナーの原因の一つとし

てミトコンドリアDNA自身の異常が考えられる

が，そこに見られる変異を正常から異常に至る連

続したスペクトルとして捉えるべきである．今後，

さらにミトコンドリア遺伝子の情報発現異常の原

因を分子レベルで解明する必要があろう．

文　　　献

1）小澤高将，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，24：215－

225，1986．

2）佐藤　猛，安野みどり，中村真二，初鹿野　浩，
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する免疫組織化学的研究．神経内科，24：226－

231，1986．

3）小澤高将，田中雅嗣：ミトコンドリア蛋白の変

異と遺伝病．細胞工学，5：874－880，1986．

4）小澤高将，田中雅嗣：ミトコンドリア電子伝達
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8）Tanaka，M．，Nishikimi，M．，Ozawa，T．，etal．：
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45）ミトコンドリア脳筋症の培養骨格筋細胞の

クローン化の試み

桃　井

研究協力者　　下　泉　秀　夫＊

斎　藤　多久馬＊＊＊

ミトコンドリア脳筋症はその臨床的，生化学的

多様性が病態の本質を示唆するものとして注目さ

れている疾患群である．病態の検索，診断には，

生検筋の組織化学，生化学的検索により酵素欠損

の証明が一般的である．しかし，生検筋は病態研

究の材料としては，供給性に問題があり，十分な

検索をし得ないことも少なくない．酵素診断に用

いられる皮膚線維芽細胞は，組織特異性の強い本

疾患群では必ずしも変異形質を表現しておらず，

一方ミトコンドリアDNAの検索に使用されるリ

ンパ球，血小板などは供給性に問題があり，かつ

異常形質の検索には不適である．

筋細胞のクローン化法として既に我々が発表し

た1），複製起始都欠損変異株SV40（ori‾と略す）

のDNAを培養細胞に導入し，形質転換細胞を作

成する方法は，分化形質は100％表現しない場合が

多いが，本来の細胞の基本形質は保持しており，

ミトコンドリアなどの細胞の基本的形質の異常の

検索には，十分に利点を利用し得ると考えられる．

我々はミトコンドリア脳筋症患者の生検筋にお

ける従来の方法による検索と共に，培養筋細胞の

クローン化を試みた．

症　　　例

症例1：19歳男性．

（家族歴）兄が患者とほぼ同様の経過で19歳で死

亡している．

真里子＊

中三川　晃　利＊　金　子　　　仁＊＊

柳　沢　正　義＊

＊自治医科大学小児科

＊＊自治医科大学神経内科

＊＊＊自治医科大学第一解剖学

（経過）5歳でづ室攣発作で発症．その後，知的退

行が出現．9歳より構音障害，11歳より失調性歩

行が出現し，15歳で会話不能，歩行不能となり，

以後ベット上の生活となる．また，同時に麻痺性

イレウスの症状を反復するようになった．周囲へ

の反応は進行性に低下し，19歳現在知的反応は認

めない．

（検査所見）血中乳酸：15．3～41．9mg／dl，血中ビ

ルビン酸：1．00－2．14mg／dl，随液中乳酸：

38．6－45．8mg／dl，髄液中ピルビン酸：

1．44－1．69mg／dl．髄液中蛋白；150mg／dl，

ECG，MCV，EMG；正常．CTでは著明な灰白

質，白質の萎縮，MRIでは両側の大脳皮質が広範

囲にわたりlong SEで高信号域，1Rで低信号城

として示された．

上腕二豆員筋，及び大腿四三浪筋より得た生検筋で

はRaggedrred fiberを認めた．Cytochrome c

oxidase染色では，モザイク状に活性欠損線経を

筋線維全体の約40％に認めた．

症例2：昭和60年度本研究姓にて自治医科大学神

経内科，金子らが報告したMELASの一例2）．

方　　　法

細胞培養，トランスフェクション（DNAの導

入）：既に発表した1）方法に従った．

分化誘導：無血清培地中で多核細胞，筋管細胞の

出現を観察し，CKisozymeをセルロースアセテ

ート膜上で分析した．

酵素組織化学：症例2の生検筋よりの初代培養細

胞をSeligmanら3）の方法に従いCytOChrome c
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OXidase染色を行ない，光顕及び電量削こて検索し

六二．

結　　　果

初代培養筋細胞：HamF12（10％FCS）中，11日

日頃には多数のmyotube形成が認められた（図

1，図2）．以後，継代を重ねる毎に多核細胞，

myotubeの数は減少し，平担で多極的な形態の線

維芽細胞が大半を占める様になった．

トランスフェクション∴症例1の初代培養細胞か

らは18個のクローンが得られ，myOblast由来と思

われる紡錘形のクローン11個，比較的大型のfi－

broblast由来と思われるクローン7個であった．

図1　症例1の初代培養筋細胞，
多核の筋管細胞を認める．（×200）

図3　症例1のtranSformedMyoblast，
多数の多核細胞，筋管細胞形成を認める．

（×200）

分化誘導二紡錘形のmyoblast由来と軋わ］Lるノ

ローンを無血清培地中で培養すると，多核細胞か

多数観察され，myOtube形成も認めた（図3）．llり

様培養条件下ではmyoblast由来と思われるクロ

ーンはCKのMB，更に僅かであるが，MM

isomer出現を認め（図4）るが，一方，同一クロ

ーンでもHamF12中ではmyotube，CKのMB，

MMisomer共に認めなかった．

酵素組織化学：症例2の初代培養細胞に対L

Cytochrome c oxidaseによる染色を行なった，

電顕的検索の結果，一視野中の全ミトコンドリア

が活性陽性のもの，逆に活性陰性のもの，そして

更に一視野内に活性陽性のミトコンドリアと陰性

図2　症例2の初代培養筋細胞，
多核細胞，筋管細胞形成を多数認
める．（×400）
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のミトコンドリアが混在している所見が得られた

（図5）．

図5　症例1のCytochromeCoxidase酵素

組織化学電顕．活性陽性のミトコンドリアと

活性陰性のミトコンドリア（▲で示す）が見

られる．

結論及び考察

家族内発症のある19歳男性のミトコンドリア脳

筋症症例の骨格筋を培養し，Ori‾SV40・DNA導入

法により筋由来細胞をクローン化することに成功

した．ミトコンドリア脳筋症の骨格筋から得た初

代培養系は一般に成育が悪く継代を重ねる毎に

myotube形成率が低下することから，安定な均一

筋細胞を得るには，本方法によるクローン化が，

材料提供法として優れていると思われる．

症例2はCytochrome c oxidase活性欠損が一

視野内，即ち一細胞内で均一でなく活性が一細胞

内でheterogeneietyを示していた．ヒトにおける

ミトコンドリア遺伝子は一個体内での塩基配列の

多様性は極めて低いと報告されており4），また，核

DNA支配による活性の欠損であれば一細胞内で

は多様性を示し得ないことから，ここにみられる

異常は，ミトコンドリアDNA支配の異常形質と

考えられる．ミトコンドリア脳筋症は組織特異性，

一組織内の細胞間モザイク，更に一細胞内のミト

コンドリア形質の異常のモザイク，など多様性が

あり，これら多様性へのミトコンドリアDNAの

関与の検索には我々の確立したクローン化細胞が

果たし得る役割は大であると思われる．DNA導

入し形質転換することによりミトコンドリア異常

形質がどの様な確率で保持されるか，現在，クロ

ーン化myoblastにおいて検索を進めている．

文　　　献

1）桃井真里子，中三川晃利，桃井隆：SV40遺伝子

導入によるヒト骨格筋細胞株樹立の試み．“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，昭和60年度

研究報告書’’（班長・杉田秀夫）1986，pp88－91．

2）水野美邦，金子仁：痙撃，乳酸上昇，反復性低

吸収城を示しMELASを疑った一例．同上pp214

－217．

3）Seligman，A．M．et al．：Nondroplet ultras－

tructural demonstration of cytochrome

oxidase activity with a polymerizing osmio－

philic reagent，diaminobenzidine（DAB）．J，

Cell Biol．38：ト14，1968．

4）Monnat，R．J．Jr．，Loeb，L．A．：Nucleotide

sequence preservation of human mitochon－

drialDNA．Proc．Natl．Acad．Sci．U．SLA．82：

2895－2899，1985．
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46）低酸素症による筋障害に対するCoenzymeQl。の効果

栗　原　照　幸＊

研究協力者　　塩　屋

は　じ　め　に

低酸素症又は虚血による心筋障害に関しては臨

床的な必要性もあって現在まで多くの研究がある

が），骨格筋に関する低酸素症の報告は心筋に関

するものより少く，特に筋細胞内記録や，筋細月包

内Caの実測をした報告はみられない．筋の虚血

や低酸素症は，薬物や昏睡状態に伴って一定の姿

勢を長時間とることにより圧迫や虚血が原因で

acuterhabdomyolysisという形で起ったり，近年

トピックとなっているミトコンドリア脳筋症等で

も組織における酸素の利用障害が問題となってい

る．後者ではCoenzymeQl。（CoQl。）を用いて効

果がみられたという報告もなされている．低酸素

症や虚血による心筋障害が起ると心筋線維内の

Ca濃度が高くなると報告されているが，骨格筋に

おいてはどうであるか未だ実測されていない．ま

た，正常な動物以外に筋ジストロフィー哺乳動物

では低酸素症がいかなる影響を及ぼすかについて

も検索されていない．これらの疑問点を明らかに

する目的で，正常の哺乳動物及びⅩ－linkedmus＿

Cular dystrophic mutant mouse（mdx mouse）

の骨格筋が低酸素症によって受ける影響を膜電位

及び筋細胞内Caを指標として検討し，合わせて

CoQl。の効果をみたので報告する．

方　　　法

対象は生後91日目のddyマウス，59－73日目の

ウィスター系SPFラット，及び生後74－134日目

の再生筋に変わった時期のmdxマウスを用いて

横隔膜標本を作成して実験を行った．筋細胞内記

笠利ま3M KClを満たしたガラス管微小電極を用

いて膜電位（RMP）を経時的に計測した．酸素化

＊宮崎医科大学第三内科

敬　一＊　松　倉　　　茂＊

する時は95％02と　5％C02の混合ガスを

Tyrode溶液中に通じ，低酸素症にする時には，

Tyrode音容液を交換した上で上記i昆合ガスを通じ

なかった．酸素化したときの細胞外液のガス分析

ではPO2510mmHg，酸素化しない時の細胞外液

はPO2161mmHg（7回の平均値）であった．こ

れらは人の動脈血のように密閉された回路ではな

いため，大気と接しているので分圧は高い．文献

上はN2ガスを通じればP02を70mmHgに低下

させることができる2）．

筋細胞内CaはCaイオン電極を自作して，Wpi

社のエレクトロメーターFD－223を用いて計測し

た．Caイオン交換樹脂はFluka社のCa2＋Lカク

テルを用い3・4㌧　シリコン化した微小管ガラス電梅

の先端に数百ミクロン満たしてその上方には0．1

M CaC12溶液を内部液として充填した．Caイオ

ン電極は，一本ずつ10‾8－10－2MのCa標準溶液

を用いてtitrateした上で計測した．標準音容液の組

成はできるだけ筋細胞内の組成と同一に近く作成

する必要があるので，pHは7．00，147mMKCl，10

mMHEPES，10mMHEPESNa，1mMMgC12

を含む．10‾8から10‾5Mの低濃度Ca標準溶液に

はEGTAを加え，EGTAの純度は97％，イオン強

度0・160，見かけ上の結合定数2．27×106，pH7．00

を濃度へ変換し（活量係数0．76）計算上目的とす

るCa濃度になるようEGTAとCaC12とを混合

して作成した．10‾5－10‾2MのCaC12はCaに関

しては10倍稀釈をし，KClやNaはイオン強度が

一定となるように加えた．このようにして作成し

た標準溶液は計算上の値であるため，更に10－8

－10‾2Mの濃度にでき上っているか否かwpi社

のCa membrane electrode CALlをFD－223

electrometerに接続して実測し，標準溶液が正し
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い濃度になっていることを確認した．

CoQ．。はTyrode溶液に60JLg／mlの濃度で加

えて実験に用いた．その他mdxマウスには尾静

脈に12．5mg／kgのCoQl。を静注した後30分経過

した時点で，筋細胞内Ca高値が是正されるか否

かの効果をみた．

結　　　果

1）低酸素症と膜電位

ddyマウスは低酸素状態においても耐性が強く，

RMPは前値の－86．9±2．5（S．D．）mV（筋線維数

N＝51）に比し，低酸素状態10分後では－86．9±

2．4mV（N＝20），30分後－85．8土3．OmV（N＝21），

60分後－85．8±2．5mV（N＝21），90分後－86．6±

2．OmV（N＝22），120分後－86．3±3．1mV（N＝

22），150分後－85．5±3．2mV（N＝20）と低下を

認めなかった．

ラットではRMPは前値－87．4±2．6mV（N＝

70）に比し，表1のように低酸素状態10分後には

一77．1土2．9mV（N＝38）と低下し，150分後には

－66．2±5．2mV（N＝49）と更に低下した．CoQlO

をTyrodes溶液中に加えておくと，低酸素状態に

してもRMPの低下は抑えられ，10分後も一86．3

±2．5mV（N＝46）に留まり，低酸素状態を60分

間続けても平均で－80mV以上にRMPを保つこ

とができた．CoQ．。を用いない時と統計的にも有

意差があった．

mdxマウスの筋標本では（生後日数平均90．5

日），RMPの前値は－83．9±3．5mV（N＝104）に

比し，表2の様に低酸素状態の30分後には

－78．4±4．9mV（N＝51），60分後には－72．3±5．6

mv（N＝39），90分後－63．5±8．1mV（N＝

46），120分後－49．7±20．1mV（N＝53），150分後

には一27．8±17．1mV（N＝70）と正常マウスやラ

ットに比し著明な低下を認めた．mdxマウスでも

CoQl。をTyrode溶液に加えると，前借のRMP

も－85．8±3．1mV（N＝102）と2mVほどコント

ロールより過分極させ，30分以上の低酸素状態で

は統計的に有意なRMPの改善をみた．以上の膜

電位の変化を図1にまとめた．

表1　ラットでは低酸素状態にすると膜電位は10分後には一87から－77mVに低下し，150

分後には－66mVまで低下する．CoQl。を細胞外液中に加えておくと低酸素症にし

ても膜電位の低下は抑えられる

ラットと低酸素症及びC∝nZyme QlOの効果

RMPの経時的変化

C oenzy n紀 Q lO （－） Co enZy n℃ Q lO （＋） 有意差

前値 －87．4±2．6 m V －87．6±2 ．1 m V （ニ）

（N ＝ 70） （N ＝64 ）

hy lカXは －77．1±2．9 －86．3±2．5 （＋）

10分後 （N ＝刃） （N ＝4 6） P く0 ．0 1

二弧分後 －79．9±4．0 －86 ．3±3．2 （＋）

（N ＝ 39） （N ＝ 47） P く0 ．0 1

60分後 －77．‾4±3．8 －80 ．8±3．7 （＋）

（N ＝ 46） （N ＝亜） P く0．0 1

咲）分後 －77．5±2．9 －72 ．9 ±3．7 （＋）

（N ＝ 56） （N ＝ 47 ） P く0 ．0 1

120分後 －72．7±5．9 －76 ．6 ±6．7 （＋）

（N ＝舅） （N ＝亜 ） P く0 ．0 1

150分後 －66．2±5．2 －8 2．6±2 ．6 （＋）

（N ＝ 49） （N ＝23 ） P く0 ．0 1
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表2　mdxマウスでは，低酸素症によって正常マウスやラットに比し，著明な膜電位の低

下が起ることを経時的に示した．CoQ．。を細胞外液中に加えておくと，低酸素症に

しても膜電位の低下は統計的に有意に抑制された．

n七xマウスと低酸素症及びCoenzymeQlOの効果
RMPの経時的変化

Cα nZy m ∋Q lO （－） CαnZy n℃ Q lO （＋） 有　 意　 差

前値
　　　　 mV
－83．9±3．5

　　　　 mV
－85．8±3．1 t－teSt　　　　　　 U－teSt

（N ＝10 4） （N ＝10 2） （＋）p く0．0 1

h y［カXla －82．7±4．5 －8 2．8±3．7 （－）

10分後 （N ＝49 ） （N ＝47 ）

二犯分後 －78．4±4．9

（N ＝5 1）

－82 ．4±4 ．1

（N ＝4 1）

（＋）p く0．0 1

60分後 －72．3±5．6

（N ＝39）

－76．8±4 ．0

（N ＝43）

（＋）p く0．0 1

90分後 －63．5±8．1

（N ＝4 6）

－69 ．0±6．0

（N ＝35）

（＋）p く0 ．0 1

120分後 －49．7±20．1

（N ＝53）

－6 1．5±7．0

（N ＝33）

（十）p く0 ．0 5

150分後 －27．8± 17．1

（N ＝70）

－44 ．8±19．5

（N ＝45 ）

（＋）P く0 ．0 1　 （＋）P く0 ．0 1

2）筋細胞内Ca

ラットの横隔月莫一神経標本を用いて低酸素状態

において30Hz，3分間の神経反復刺激を加えた後

に，低酸素状態のまま経時的に筋細胞内Caと

RMPを表3のように計測したところRMPは前

借－84．9±2．8mV（N＝45）から30分後には－

72．1±3．1mV（N＝30），80分後には－72．3±3．1

mV（N＝20）と約13mVの脱分極を認め，これは

運動負荷を加えないで低酸素状態のみの際の脱分

梅（10mV）より大きい．筋細胞内Caをイオン電

極を用いて測定すると，筋細胞外液が通常の

Tyrode溶液（〔Ca〕0＝1．8×10‾3M）の際は〔Ca〕i

＝1．6×10▼6M（N＝20）の前値より，低酸素状態

運動負荷後30分では3．0×10‾6M（N＝30），80分後

では6．2×10‾6M（N＝6）と約4倍の筋細胞内Ca

上昇が認められた．

mdxマウスの筋細胞内Caは，細胞外液が

Tyrode溶液である場合は表4のように3．6×

10‾5－3・9×10‾4Mと高値である．CoQl。を尾静脈

へ12．5mg／kg静注して，mdxマウスの筋細胞内

Caが是正されるか否かをみたが，投与後も7．1×

10‾5～3・1×10‾4Mとやはり高値で，統計的にも有

意な改善は認められなかった．

mdxマウスの筋細胞内CaはCaイオン電極で

計測するとこのように高値であるため，Tyrode

溶液中のCaが10‾3Mオーダーなので外から中へ

電極刺入時に入る可能性が否定できないことから，

0・2mMのEGTAをTyrode溶液（CaC12を入れ

ずに他の組成は同様）に加えて〔Ca〕0＝4．3×

10‾6Mと低下させた溶液を作成した．この溶液中

でSPFラットの筋細胞内Caを計測すると8．6×

10‾7M（N＝12），7・7×1町7M（N＝12），8．2×

10‾7M（N＝10）となり，mdxマウスでは3．4×

10‾5M（N＝17）という結果を得た．これは通常の

Tyrode溶液中で計測した値よりは低いが，mdx

マウスの筋細胞内Caは，正常哺乳動物の筋細胞

内Caより依然として2桁高いことが示された．

考　　　按

低酸素症による筋障害について，Harrisら5）は

犬の骨格筋を用いて，主に生化学的変化を研究し

ているが低酸素症になると筋のATPの低下が起
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低酸素症による膵電位の変化（平均±SD）とC頑10の効果

ddyマウス、ウィスク一系ラット、血xマウス

孤
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′
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図1ddyマウスでは低酸素症にしても150分間では膜電位の低下は起らない．ウイスター

系ラットでは膜電位の低下が軽度に起り，mdxマウスでは著明に低下する．CoQlO

は低酸素症による膜電位の低下をある程度抑制する効果が認められた．

り，phosphocreatineとADPからATPを産生し　　な低下が起る．そのため脂肪の分解が起り，その

てこの不足を補うが，低酸素症が3時間も続くと　　分解産物が膜の透過性冗進を来しCaも細胞外よ

phosphocreatineも消費しつくされ，ATPの急速　　り中へ入ると考えられる．一方脂肪の酸化産物は
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表3　低酸素状態で運動負荷を加えた際の筋細胞内
Caと膜電位

ラットの横隔膜一神経標本で低酸素状態におい

て30Hz，3分間の神経刺激を加えた後，経時
的に筋細胞内Caと膜電位を計測した．膜電位

の低下は運動負荷を加えた方がより顕著であ

る．筋細胞Caの上昇はあるが，1．6×10－6か

ら6．2×10▲6Mと正常の4倍程度に留る．

［Ca］0＝一・8×－0－3M

SFFラ・ソトの筋紙陀内Ca　　　　　　　　　　　　（Tyrde清涼）

［飴 〕i R M P

前　 値 1．6×10‾6 M （N ＝20） －8 4．9±2．8 m V （N ＝45）

hy P Xla

運動負荷後

ユ〕分署で

3．0×10 －6 M （N ＝刀） －72．1±3．1 m V （N ＝刃）

幻分後 6．2×10－6 M （N ＝6）
－72．3±3．1 m V （N ＝20）

hyp⊃Xiaで運動負荷をしても［Ca］iの上昇は正常の4倍程度

表4　mdxマウスの筋細胞内Caは平均1．9×10－4M

と高値である．CoQ．。を尾静脈投与をして30
分後に筋細胞内Caを横隔膜標本においてCa

イオン電極で測定した．平均1．5×10‾4Mと高
値で，筋細胞内Ca高値を是正する効果は認め

られなかった．この測定はすべて酸素化した

状態で行っている．

mゴxマウスの前脚包内Caに対するCOenヱyn℃QlOの効果

蒜 細胞内 C a

C αn町 汀や Q lO （－） C ∝n 町n e Q lO （＋）

く尾静 脈へ12 ．5 I咽 ／kg　B W i．V．＞

日虚宅　 性別 ［由 ］i 日齢　 性別 ［C a ］i

1 ．・紛　 F　 2 ．1×10 －4 M 1．1（旧　 M　 l ．1 ×10 －4 M

（N ＝ 23 ） （N ＝ 10 ）

2 ． 8 1　 F　 3 ．6 ×10 －5 M 2 ．107　 F　 3 ．1 ×10 －4 M

（N ＝ 10 ） （N ＝ 11 ）

3 ． 89　 F　 3 ．9×10 －4 M 3 ．107　 F　 1．1 ×10 －4 M

（N ＝7 ） （N ＝ 10 ）

4 ．110　 M　 2 ．6 ×10 ‾4 M 4 ．110　 M　 7 ．1× 10 －5 M

　 （N ＝26 ）

5 ．1封 M 4 ．2 ×10 －5 M

　（N ＝ 20 ）

（N ＝27 ）

平　 均　 1 ．9 ×10 ‾4 M 平　 均　 1．5 ×10－4 M

（S E ＝0 ．6 7 ×10 ‾一） （S E ＝0 ．54 ×10 ‾一）

t－teStで有意差なし（t＝0．41）

Na－K ATPaseの活性を低下させ，Na能動輸送

の障害を来し，膜電位も下ると考えられる．CoQl。

はミトコンドリアに働き電子伝達体としてATP

産生を増し，Na－pumpの働きを高め，膜電位を安

走させる作用があると考えられる．正常な筋肉が

低酸素症に陥った場合このような現象が起ると考

えられるが，mdxマウスでは正常筋以上の著明な

膜電位の低下が低酸素症によって起り，これは

mdxマウスのATP，phosphocreatineが貯蔵量

として少ない可能性があり，今後の計測を要する．

筋細胞内Caは低酸素症下において運動負荷を加

えても1・6×10‾6Mから6．2×10－6Mと正常の4

倍に増加する程度であり，mdxマウスの筋細胞内

Caは低酸素症にしなくてもすでに正常の40－100

倍高く蛋白分解酵素が活性化され得るレベルにあ

る．従ってmdxマウスでは膜構造の異常があっ

て，これに低酸素症によるenergyfailureが加わ

ると更に膜電位の低下が顕著になると考えられる．

結　　　語

（1）正常のマウスでは低酸素症による膜電位の低下

は150分では起らない．（2）ラットでは低酸素症10分

後には10mVの膜電位低下が起り，CoQl。は30分

以上の低酸素症状態を続けても膜電位低下を阻止

する．（3）mdxマウスは低酸素症により，急速な膜

電位低下を認め，CoQl。を用いると有効である．

（4）mdxマウスの筋細胞内Ca高値を是正する効

果は，CoQlOの尾静脈投与によっては得られな

い．（5）低酸素症と運動負荷による筋細胞内Caの

上昇はラットでは正常の4倍程度に留る．（6）正常

ラットの筋細胞内Caは外液のCa濃度を10－6M

に低下させると7．7～8．6×10‾7Mになり，mdxマ

ウスの筋細胞内Caは外液のCa濃度を10－6Mに

低下させても3．4×10‾5Mとやはり高値である．
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ⅥⅠ．筋発育・赤血球



47）インターロイキンー1の筋細胞に対する作用
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我々は先に部分的に精製したヒト白血球発熱物

質とP388Dl細胞株より分推した粗製Interleu＿

kin－1（Ⅰし1）を用い，白血球発熱物質が筋蛋白分

解を冗進せしめるとのBaracos等の報告1）を確認

した．

IL－1は活性化された単核食細胞（activated

mononuclearphagocytes）によって作られるペプ

チドでかつてIymphocyte activating factor

（LAF）と呼ばれていたものに一致する．1984年

にはAuron等が31，000daltonのヒトIL－1の

precussor C－DNAのnucleotide sequenceを発

表し，1985年にはMarchらがヒトIL－1のcr

DNAクローニングにより，ヒトIL－1は17，000

daltonではあるがPIが5．0のIL－1－αとPI7．0の

IL－1－βの二つの異なる分子よりなる事を報告し

た2）．

1986年に入って遺伝子工学的に作られたIL－1

の生物活性の検討が始められたが，IL－1本来の

thymocyte co，mitogenic activityの他，Bリン

パ球の増殖促進活性，線維芽細胞の増殖促進活性

actute phase proteinの誘発活性にもα，β型で

差がない．またrecombinantIL－1の内因性発熱物

質としての活性も確認されており，精製ヒト白血

球発熱物質と蛋白量当りほぼ単位の発熱活性

（pyrogenicactivity）があることから，従来のい

わゆる内因性発熱物質はIL－1と全く同一である

可能性が一層強くなっている．

本研究ではrecombinantヒトα－IL－1のラット

筋肉蛋白分解・促進作用の有無を調べ，その作用

＊国立療養所宇多野病院臨床研究部神経内科

機序を検討した．

材料と方法

IL－1は古谷らの方法で作製されたヒトα－

recombinantIL－1を用いた3）．即ちHLL60株由来

のpoly（A）mRNAより作製したcDNAライブ

ラリーより，ウサギIL－1cDNAをプローブとし

てスクリーニング5個の陽性クローンを得，その

うち最も長いcDNAインサートをもつクローン

（PHL4）の塩基配列（約2．1Kbp）を決定した．

これによりヒトIL－1は271残基のアミノ酸よりな

る前駆体分子として生合成されることが示唆され

た．ヒトIL－1のC端側159残基のアミノ酸をコー

ドするcDNA断片を，大腸菌発現用ベクターに

ATG開始コドンを含むオリゴヌクレオチドアダ

プターを用いてTrpプロモーターの下董充に連結

し，大腸菌中で発現させた．菌体抽出液を硫安分

画，イオン交換およびゲル濾過法により精製し，

SDS－PAGE分析において18KDの単一バンドを

示す実質的に不純物を含まないヒトIL－1精製品

を得た．本標品の等電点は約5．3，エンドトキシン

含量は検出限界以下（＜0．08ng／mg）であり，α型

IL－1に一致しlymphocyteactivatingfactor比活

性は2－3×107U／mgであった．

IL－1の筋組織に対する作用は，幼君ウィスター

ラットのヒラメ筋及び長母指伸筋をGoldbergら

の方法によりインキュベートして調べた．Krebs－

Ringer bicarbonate bufferに筋中への拡散を克

めるため5mMグルコース，0．1単位／mlのインス

リン，血中レベルの5倍のbranchedアミノ酸を

投与し，30分間プレインキュベートしたのち，緩
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図1

衝液で充分透析したIL－1あるいは白血球発熱物

質を多くの場合0．5rabbit pyrogen dose／mlとし

て投与し，さらに2－3時間インキュベートした．

蛋白分解あるいは合成はインキュベーションの間

に1mg湿重量当りの筋組織より取り込まれた，あ

るいは筋組織より放出された，nmOle単位のチロ

ンン量で表わした．

大多数の実験ではrecombinant　α－IL－150ng

protein／ml濃度で投与したが，これは1．0rabbit

pyrogendoseに相当する．PGE2のラジオイムノ

アッセイは新技術開発事業団早石プロジェクトの

妾出氏の御協力によってなされた．

結　　　果

IL－1投与により蛋白合成は変化しないが，蛋白

分解が冗進しこのためnetの蛋白分解の促進が見

られる．IL－1投与後に〔C〕phenylalanineの取り

込みで見た蛋白合成と筋中のtyrosine量に変化

はなく，従ってmedium中でのtyrosine量の変化

は細胞内アミノ酸プールの単純な漏出によるので

月
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pGE2　ReleaSe

（＋）

r－工ムーl

p＜0．001

匡】2

はないと言える．tyrosineは骨格筋中で合成も分

解もされないから，medium中での増加は細胞蛋

白のnet degradationを反映しているといえる．

緩衝液にdantrolene　9JLg／mlを加え，30分

preincubate L，90分IL－1なしでincubate L，次

いでIL－1を加えたmediumに3時間incubateす

ると，図1のようにほぼIL－1を加えない場合に近

いレベルにまで蛋白分解は抑制される．この場合

PGE2の産生もIL－1を添加しない場合と同レベル

に抑制されている（図2）．

次に細胞外のCaイオンの影響をみるため，

2．58mMCa＋＋を添加あるいは非添加のKrebs

Ringerbicarbonatebufferで同様にpreincubate，

incubate L，次いでIL－1添加meiumで3時間

incubateした．この場合，図3の様にCaイオンを

添加しなければ蛋白分解はIL－1非添加のレベル

にとどまる．この条件ではPGE2の産生はIL－1

添加時にはCaイオンの有無にかかわらず，IL－1

の非添加時に較べて高い．Bufferにproteasein－

hibiter Ep－47525JLm／mlを添加したものとして

いないものとでpreincubateすることでIL－1に

よる蛋白分解に与える影響をみると，図4の様に，
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Ep475の添加により，IL－1による蛋白分解促進に

対する抑制がみられる．この場ノ飢こもEp475の添

加はPGE2産生の元進に対しては抑制効果を示

していない．

考　　　察

本研究により，ヒトrecombinantα－IL－1がラッ

ト筋蛋白に対する分解促進効果を示すことが明ら

かとなった．我々の先の粗製IL－1を用いた研究で

インドメサジンがIL－1の分解促進に対し抑制的

に働くことが示されたが，本研究ではdantrolene

も同様に抑制効果を示すことが明らかとなった．

これらの薬物はいずれもPGE2の産生を減ずる

ことが知られており，ともにIL－1によるPGE2

産生克進を抑えることにより蛋白分解冗進を抑制

することであろうと考えられる．dantroleneは小

胞体よりのCa放出のinhibitionであることから，

／J、胞体よりのCa放出がIL－1によるPGE2産生

を促すと考えられる．Cadependentの酵素である
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phospholipaseA2による遊馳arachidonicacidの

産生に対しdantroleneが抑制的に働くことによ

りPGE2の産生を抑制し，IL－1の筋蛋白分解を

抑えるのかもしれ／ない．

細胞外Caイオンを減ずることで，IL－1による

蛋白分解が殆ど抑制されたことは，細胞外のCa

イオンが引続くIL－1による蛋白分解の進行にと

って必須であることを示唆している．従って細胞

内および細胞外のCaイオンは，IL－1の筋蛋白に

対する作用の異なるステップに対し，必要である

と考えられる。
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48）骨格筋の発達と脂質の変化

木　下　眞　男＊

研究協力者　　河　村　裕　子＊

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー症やWerdnig－

Hoffman病など幼児期にみられる神経筋疾患で

は成人骨格筋にはみられない幼若なタイプⅠI C

線経が多いことが知られている．発育過程にある

骨格筋に対して生化学的，組織化学的検討を加え

ることは，これらの疾患の病因を考えるうえで有

用と思われる．我々は，生後3週，4週齢及び成

熟ラットについて発育に伴ないトリグリセライド

（以下TGと略す）の減少とタイプⅠIC線経の減

少がみられたことを報告した．そこで今回，さら

にTGとタイプⅠIC線経の関連を明らかにする

ため出生直後のラットを除神経し比較検討し若干

の知見を得たので報告する．

対象及び方法

出生直後のウィスター系ラットを冷凍麻酔し，

坐骨神経を切断，10日目に断血屠殺し，ヒラメ筋

（以下Soleusと略す），排腹筋（以下Gastroと略

す），長址伸筋（以下EDLと略す）の除神経側及

び対側対照側を採取した．生化学的検討としては，

総脂質，総燐脂質，TG及びTGの月旨酸構成を測定

し，組織化学として，各筋の筋線維分布を測定し

た．これらの結果を3退，4週齢，成熟ラットの

各筋と比較検討した．なお各脂質は，FoIchらの方

法にて抽出し，稔脂質は乾燥重量として微量直示

天秤にて測定，総燐脂質はBartlett法にて測定し

た．TGとその脂酸構成はKiselgelHで作製した

薄屑クロマトグラフィーにスポット後，n．ヘキサ

ン：エチルエーテル：酢酸＝170：28：2の展開

液で展開し，TGを分雛した．さらにガスクロマト

＊東邦大学医学部第四内科

小　林　雅　子＊　君　田　宣　雄＊

グラフイ一により定量しその脂酸構成を測定した．

カラムは充填剤として固定相担体はgaschrom Q，

液相と　して10％etylene succinate methyl

Silicone copolymer（EGSS－Ⅹ）を使用し，分析

条件はカラム温度1900C，デテクター温度2500C，キ

ヤ））アーブゲスは窒素を使用し，流速は50ml／min

でおこなった．組織化学的検索は，Gomori－

Trichrome，PAS，NADH，myOSin ATPase

（pH9．4，4．6，4．3）の染色でおこなった．

結　　　果

総脂質は，各時期でSoleusが最も多いが，各筋

においては成熟による一定の傾向はなかった．総

燐月旨質は各時期，各筋において一定の傾向はみら

れなかった．TGは，Soleusで除神経側8．29±

1・86（n＝4）から成熟ラット2．57±0．29mg／gwt

（n＝4）と有意に減少し（p＜0．01，表1），Gastro

で除神経側5．47±0．60（n＝4）から成熟ラット

1．23±0．33mg／gwt（n＝11）と有意に減少し（P＜

0．001，表2），EDLで除神経側2．50±0．22（n＝

4）から成熟ラット1．32±0．18mg／g wt（n＝

4），と有意に減少した（P＜0．001，表3）．各時

期においてSoleusが最も多く，また各筋共に成熟

に伴ない有意に減少した．TGの脂酸構成では，

Soleusで成熟に伴ないC14，C16の減少，C18：

1，C18：2，C18：3の増加を認めた．Gastroで

は成熟に伴ないC14，C16の減少，C22：2，C26：

2の増加を認めた．EDLでは成熟に伴ないC14，

C16の減少を認めた．全経過では，あまり大きな変

動は認められなかったが．詳細に各時期を検討す

ると除神経側と3週，4週齢間で，3週，4週齢

と成熟ラット間でかなり有意な変動が認められた．

組織化学では，除神経による筋線経の変化は，萎
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表1　ヒラメ筋の脂質含有量および筋線維分布

Soleus

Denervatlon lO days　　　　3　W　　　　　　4　W Adults

Totallipid（mg／9WtI　　　　29．23t4．9127．57土5．37　30．94t12．90　34．26士5．88　27・42土6・49

Total phosph01ipld（mg／gwt）0．60土0．01　0．45土0．11　0．60上0．09　0・52上0・04　0・51tO・64

TriglYCeride（mg／gwt）　　　　8．29±＿1．86　5．53tl．08　　5．23t O．84　5．04土1．12　2・57±0・29

Fiber type distrlbutlont亀）

Type　工　flber　　　　　2・5土0・7　　39・5上4・5　　55・1土4・8　　69・4土5・2　　79・3tll・1

TYpeII A fiber O O　　　　20・6士3・6　　19・8t2・4　18・Otl・l

TypeII B flber　　　　3．2土0．12　　　0　　　　　6．3t2．0　　　3．411．2　　2．6土1・8

TypeII C fiber　　　　94．3tO．8　　60．5t＿3．8　　18．Ot4．8　　　7．4t・1．3　　1．4t O．7

Denervation：10　days after neonatal denervation

Totalllpid（mg／gVtI

表2　月非腹筋の脂質含有量および筋線維分布

Gastrocnemlus

Denervation lO days　　　　3W　　　　　　4W Adults

25．64土6．64　22．62土5．06　27．96土6．2122．10土2．59　24．13土5．15

Total phospholip⊥d（m9／9Vt）　0．52土0．09　0．55tO．05　0．48土0．05　0．46土0．05　0．32土0．03

Tr191y？eridetm9／gWt）

Fiber type distribution（％）

Type　工　fiber

Type　工工　A fiber

Type　工ェ　B fiber

Type　エ工　C fiber

5．47tO．60　4．16±0．97　2．77土0．69　1．55土0．511．23土0．33

1．3土0．0　　　4．2土1．0　　16．7土2．0　　16．1上2．9　　15．3土3．2

3．2土0．7　　1．311．0　　21．4土4．0　　24．5土2．9　　15．1土2．1

52．8土1．2　　63．4上1．9　　48．2t8．1　　56．5t3．0　　69．5土4．2

42．1土0．3　　31．2土3．3　　13．8土5．1　　　2．6土1．4

Denervation；10　daYS after neonatal denervation

表3　長足止伸筋の脂質含有量および筋線維分布

Extensor digitorumlongs

Totalllpldtmg／gVU

Total phospholipid（mg／gvt）

Tri91ycerlde（mg／gWtI

Fiber type distributiont亀）

Type　工　fiber

Type　工工　A flber

Type H B fiber

Type H C fiber

Denervation

20．15土1．05

0．57土0．03

2．50土0．22

4．5土1．7

0．4tO．3

38．1土2．2

57．1t3．5

10　days

22．52土5．98

0．45上0．07

1．91土0．47

8．6t2．0

0

35．6土1．6

55．8tO．3

3　W

28．85士7．52

0．61士0．06

1．44±0．23

6．0土1．1

22．9土5．0

70．9土5．2

4　W

31．20土5．18

0．62土0．05

1．53土カ．33

4．6上0．4

14．4上5．9

80．7土5．8

Denervation！10　days after neonatal denervation

縮以外には特別なものはみられず，脂肪細胞の浸

潤や結合織の増加もみとめられなかった．さらに

Soleusでは除神経側でタイプIIC線経は94．3％

みられ，60．5，18．0，7．4，1．4％と成熟に伴ない

減少した．タイ70Ⅰ線経は除神経側で2．5％みら

れ，39．5，55．1，69．4，79．3％と，タイプⅠIC線

経とは対称的に成熟に伴ない増加した（表1）．

Gastroでは，除神経側でタイプIIC線経は42．1

％みられ，31．2，13．8，2．6％と減少し，消失し

Adults

22．78土6．83

0．41土0．05

1．32土0．18

6．0土1．2

19．9土2．3

74．1土2．2

た．またタイ70Ⅰ線経は，1．3％から15．3％と増加

した（表2）．EDLにおいては，除神経側でタイプ

ⅠⅠ線経は57．1％みられ，55．8％に減少，その後消

失した．タイプⅠ線経は除神経側で4．5％みられ，

8．6．6．0，4．6，6．0％と若干の変動がみられた（表

3）．

考　　　案

我々は，本年度神経学全において成熟に伴ない
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図1　タイプⅠ，ⅠIC線経とトリグリセライドの関連

TG含有量の減少と，タイプⅠIC線経の減少が認

められる事を報告した．そこで各筋線推，特にタ

イプⅠ及びⅠIC線経とTGの関連を明らかにす

るため除神経をおこない脂質を検討した．総脂質，

総燐脂質には成熟による大きな変動はなかった．

TGは以前我々が家兎におこなった実験結果と同

様にSoleusで最も多く含有され，成熟に伴ない有

意な減少を認めた．我々は以前家兎においてTG

含有量が，タイプⅠ線経に最も多く，ⅠIA，ⅠIB

と減少していることを報告した．また今回の結果

よりTGの変動とタイ70ⅠIC線経の変動が平行

関係にあることから，TG含有量はタイプⅠ及び

ⅠIC線維数に深く関係があるものと思われた．そ

こで各筋のTG含有量とタイプⅠ及びⅠIC線維

数を図1に示した．この図より生下時から幼君期

は，TGの変動はタイ70ⅠIC線維数により，また

幼若期から成熟期のTGの変動はタイプⅠ線維

数によるものと推察された．TGの脂酸痍成につ

いて個々の月旨肪酸変動の理由は不明であったが，

各筋共に除神経側と3週，4週齢間または3週，

4週齢と成熟ラット間においては，かなり有意な

差が認められ　3週，4週齢における脂肪酸の活

発な変動が認められた．

発育過程における骨格筋線維タイプの変動は動

物により大きく異なる．多くの哺乳類では生下時

すでに筋線維分化が完了しているが，ラットでは

生下時に未熟なタイプⅠIC線経がみられ除々に

タイプⅠ，ⅠIA，ⅠIBと分化していく．それ由に

発育過程の骨格筋の検索にはラットが適している

と思われる．しかし生下時から幼若期の筋線推分

化は連続的な現象であり各時点での生化学的，組

織化学的検索に，かなり幅があり困難な点が多く，

生化学的報告は，ほとんどない．また生下時除神

経による組織化学的報告も様々であり，一定した

ものはなく，Engelらは，タイプII線経の増加，赤

筋の自筋化と，白筋のより自筋化を報告した．岡

田らは，タイプⅠIC線維残存を報告した．我々

は，生化学的には，発育過程でTGの変動が大き

く成熟により減少することを，組織化学的には，

岡田らと同様にタイプⅠIC線経の残存を認めた．

TGの変動は幼君期程大きく，タイプⅠ線経が増

加するにもかかわらず，TGが減少することによ

り，タイプⅠIC線椎は，タイプⅠ線経より多くの

TGを含有していることが明らかとなった．
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結　　　論

発育過程の骨格筋の変化を検討するために，出

生直後のラットを除神経し，タイプⅠIC線経の分

化を抑制し，生化学的，組織化学的検討をおこな

った．その結果，TGは成熟と共に減少し，これは

タイプⅠIC線維数の減少と関連があり，タイプⅠI

C線経は，タイプⅠ線経より多くのTGを含有し

ていると考えられた．
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49）Duchenne型筋ジストロフィー症赤血球の

PAおよびPPI含量の温度変化

＝土二

研究協力者

田

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症は，“細胞膜が異常のため，

筋細胞外から細胞内に多量のCa2＋が流入し，筋

細胞が壊死に陥る”といわれている．私達はこの

仮説に基づき，筋ジストロフィー症の細胞膜では，

Ca2＋の制御機構が異常で細胞内のCa2＋濃度が正

常に制御されていないと考えた．

一方細胞内のCa2＋制御を担っているひとつに，

イノントールリン脂質代謝機構がある．この代謝

系は化学的情報伝達機構ではかなり検索されてい

るが，電気的情報伝達機構ではほとんど検索され

ていない．最近で管からポリホスホイノンタイド

（PPI）が抽出され1），さらに蛙骨格筋を用いて，

電気刺激がイノントールリン脂質代謝機構を介し，

細胞内に伝達される2）ことが報告されはじめた．

私達はこれ等の報告により筋細胞においても，情

報伝達や，Ca2＋制御の一端をイノシトールリン月旨

質代謝機構が担っていると予測し，以下に述べる

検索を行なった．

日　　　　的

筋細胞膜を用いてイノシトールリン脂質代謝系

を検索することはむずかしい．そこで赤血球を筋

細胞のモデルとして用い，イノシトールリン脂質

代謝系のリン月旨質，特にPPI〔ジホスホイノンタ

イド（DPI），トリホスホイノシタイド（TPI）〕と

ホスファチジン酸（PA）の20Cおよび370Cにおけ

る含量について検索した。

＊国立等差センター神経研究所

稲　子ホ

安　藤　一　也■

対象と方法

赤血球はDuchenne型筋ジストロフィー症患者

（DMD，18－23オ）および対照者とした健康男子

（同年齢層）の新鮮ヘパリン血より得た．血環分

維後，赤血球をCa2＋とグルコースを含むリン酸

緩衝食塩水（PBSD（巾）で3回洗准し，43～45％

ヘマトクリット値の赤血球浮遊液とした．その浮

遊液を1・5miずつ分注し，duplicateで2。Cおよ

び370Cで3時間浮置し，PAおよびPPIの抽出試

料とした．

リン脂質抽出および分雛

旦生：赤血球浮遊液にその4．7倍量のメタノール

を加え捏拝し，20分放置後クロロホルムを加えた．

最終的に浮遊液の22倍量のクロロホルム（C）：メ

タノール（M）＝2：1でリン脂質を抽出した．抽

出液をその1／5量の0．9％NaClで洗准後，その

下層をさらにtheoretical upper phaseで洗准し

乾回した．乾回した全リン脂質を一定量のC：

M＝9：1に溶解し，全リン脂質測定用に1／20量

を採取し，残る全量をPA測定用とした．

PAの分離は二次元展開薄層クロマトグラフ法

で行った．薄層板はメルク社のプレコーティング

ーシリカゲル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の展開液で行い，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の展開液で行った．

旦El：赤血球浮遊液にその4．7倍量のメタノー

ル（60FEmOICa／g・Cellsを含む）を加え，PA抽出・

と同様にして，PPI以外の全リン脂質を抽出した．

この抽出液は総リン脂質含量測定用とし，残査を
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図　赤血球を2。Cおよび370Cで，3時間浮置した時のPA，DPIおよびTPIの含量変化．

DMD：Duchenne型筋ジストロフィー症患者（18～23オ）

cont：健康男子対照者（18－23オ）．

PL　：全リン脂質

PPI抽出用とした．

残査に赤血球浮遊液の17倍量の酸性C：M＝

2：1（0．25％cHClを含む）を加えPPIを抽出

した．抽出液をその1／5量のl M－HClで洗i條

し，さらに下層をその2／3量のtheoretical

upper phaseで2回洗准した．洗i條した下層に，

その組成がC：M＝2：1になるようにメタノー

ルを加え，28％アンモニア水でpH9．5（00C）に

調整した．アルカリ性PPI抽出液を，それの1／5量

の0．05MKClで洗i條し下層を得た．下層はN2気

流中で蒸発乾国後，C：M：H20＝75：25：2の

溶液で溶解し，薄屑クロマトグラフ用の試料とした．
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DPIとTPIの分経は二次元展開薄層クロマト

グラフ法で行った．蒋層板はメルク社のシリカゲ

ル60（HPTLC）に1％しゅう酸カリウムを含ま

せ，1100Cで1時間乾燥したものを用いた．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の展開液で行い，二次元展開は

クロロホルム：アセトン：メタノール：酢酸：

水＝40：17：15：12：8の展開液を用いた．

PAとPPIの検出はヨード蒸気中で行い，スポ

ットを掻取った．

定量はBartlett法を改良した方法でリン定量

を行った．シリカゲルごと70％過塩素酸でリ天化し

た後に，水，Fiske－Subbarow還元試薬，5％モリ

ブデン酸アンモニウムを加え，7分間沸騰水浴中

で加熱発色させた．冷却後シリカゲルを遠沈し，

上清を820mmで比色した．

結　　　果

PAの含量については，20名のDMDと14名の

健康対照者，DPIとTPIの含量については，10名

のDMDと健康対照者の赤血球で，それぞれ検索

した．その結果を図に示し，20Cの含量に対し

て，370Cの含量を比較すると次のようになる。

PA：DMDで1ま増加傾向を示し，健康対照者は

減少傾向を示した。

DPI：DMDと健康対照者共に減少し，両者間

に差異は認められなかった．

TPI：DMDの場合変化がないか，わずか減少

する傾向を示し，健康対照者は増加する傾向を示

した．

またDMDのPA含量は健康対照者のPA含量

に比較して少なかった．特に20Cにおける含量の

差は大きかった．

考　　　察

最近“生体膜の膜状態を維持するのに，PA含量

が重要な役割を果たしている”と考えられる報告

がある．すなわちPA含量が減少するとg莫が崩壊

したり，細胞が変性3）する報告がある．この結果よ

り“DMD赤血球のPA含量が健康対照者のPA

含量に比べ少ない”ということは，DMDの膜が脆

弱で，細胞が崩壊し易いことを示唆し，膜異常説

を裏付ける．

私達はDMDと健康対照者の赤血球を，Ca2＋を

含むリン酸緩衝食塩水に浮遊し40Cで保有した

時，DMDの赤血球が対照者の赤血球に比較して

異常形態（echinocyte）になり易く，その出現率が

高かったことを報告した4）．この現象は赤血球の

PA含量が少ないため，膜が脆弱で外液のCa2十が

流入し易く，過剰のCa2＋によって異常形態にな

ったと考える．膜が脆弱であるという考えは，浸

透圧破壊による検索の結果5）と一致する．

今後DMDのPA含量が少ない原因を検索する．

TPI含量の温度変化では，DMDと対照者間にわ

ずかな差がみられ，PA含量ではDMDと健康対

照者間で，逆の変動を示したことから，DMDの膜

ではTPI→Diacylglycerol享±PAに関与する酵

素の異常が考えられる。

ま　　と　め

DMDと健康対照者の赤血球の20Cにおける

PA，DPIおよびTPI含量に対する370Cにおける

それぞれの含量を比較すると次の結果であった．

D M D controI

P A：　　増加傾向　　減少傾向

DPI：　　減少　　　　　減少

TPI：　　減少傾向　　増加傾向

DMDのPA含量は，対照者のPA含量に比べ

て少なかった．

文　　　献

1）Hidalgo，C．et al：Phosphorylationofphos・

phatidylinositolbytransversetubulevesicles

anditspossibleroleinexcitation・COntraCtion

COupling．FEBS202：69，1986．

2）Vergara，J．et al：Inositoll．4．5－triS－

phosphate：A possible chemicallinkin ex－

Citation・COntraCtion coupling in muscle．

Proc．Natl．Acad．Sci．USA82：6352，1986．

3）吉岡　亨他：ショウジョウバエを用いた視細胞
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50）Cortisone acetateの骨格筋glucose uptakeに対する影響

－SterOid myopathyの発症機序に対する検討－

庄　司　進　一＊

研究協力者　　柳　沢　信　夫＊

Glucocorticoidは広く臨床で用いられている

治療薬で，これによる副作用の一つとしてsteroid

myopathyがある．本症の発症機序はsteroid

（glucocorticoid）が細胞内に入り細胞質receptor

に結合後，核内acceptorに結合しある蛋白の合成

が起こり，その作用で最終的に一般の筋蛋白合成

抑制がくることから説明されている（図1）．骨格

筋ではこの最初に合成される蛋白が何であるのか，

その作用が何であるのかが解明されていない．飢

俄・糖尿病等のinsulin欠乏状態の筋障害が本症

と速筋優位な障害という類似点を有つ事，SterOid

で萎縮がくる胸腺ではglucose uptakeの抑制が

ATP産生減少をきたし一般の蛋白合成抑制がく

る事（図2）1）等から，骨格筋に於てもglucose

uptakeの抑制が発症機序に介在するかを検討し

た．

GLUCOCORT工COIDS

I
CYTOPLASMIC COMPLEX

◆

mJCLEAR COHPLEX

l

（RNA）

サ

（PROTE工NJ

¢

図1　ステロイド・ミオバナーの発症機序

＊信州大学医学部第三内科
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図2　胸腺細胞に対するステロイドの効果

方　　　法

Wistar ratのhemidiaphragm，eXtenSOr

digitorumlongus．（EDL）及びsoleusを用いた．

Glucose uptake測定

Krebs－Henseleitbicarbonatebuffer（pH7．4），

5mM sodium pyruvate，14C－3－0－methyl一

glucose（0．1mM，1．OJLCi／ml），3H－SuCrOSe（1

mM，0．2JLCi／ml）で370C，gentleshaking，COntinu－

ous95％02・5％CO2　gaSSing下でincubation

を30分行ない，WaShing，blotting，Weighing後

digestion（Soluene350），neutralizingして，

scintillation fluid（POP－POPOP－tritonXlOO－

toluene）中でdouble－labelscintillation counting

をexternalstandardchannelsratiomethodwith

correctionforquenchingを用い行なった2）．EDL

とsoleusを用いる場合には，holderでtendonを

固定しわZ沌川における最大伸展位に筋を伸展固

定してincubationを行なった3）．

Glucose uptake算出

3－0－methylglucoseのdistribution ratioよ

りsucroseのそれを差引いて算出した．

有意義検定

Student′s t testを用いた．

結　　　果

1．Preincubation又はincubationmediumに

cortisoneacetate（2．5mg／ml）が含まれた場合の

hemidiaphragmの3－0－methylglucose uptake

（表1）

a）Preincubation mediumに2．5mg／mlの

cortisone acetateを含む場合

Krebs－Henseleitbicarbonatebuffer（pH7．4），

5mM sodium pyruvate，2．5mg／ml cortisone

acetateで30分preincubationしたhemidia－

phragmと同一ratの他方のhemidiaphragmを

cortisone acetateの含まれないmediumで
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表1　コルナゾンの有無による横隔膜への3－0－メ

チルグルコース・アップテイクの差

COMPARISON OF　3－0－yITHYLCLUCOSE UPTAKEINTO

tlEMIDIAPHRAGM BETWEEN PRESENCE ANDABSENCE

OF CORTISONE ACETATEIN MEDItJM

PREINCUBATION HEDIUM CONTAtNED CORTISONE（2．5

mg／ml）　PRESENT－ARSENT n±8nmol／g／hr

INCUBATION MEDIITM CONTAINED CORTISONE（2．5mg／

ml）　　　pRESENT－ABSENT　－20±28ntnol／g／hr

N＝　5，PAIRED ANALYSIS

preincubationを　し，それぞれ3L0－meth－

ylglucoseuptakeを続いて測定し，その有無での

uptakeの差を表示してある．5回の実験でその差

は0±8nmole／g／hr（mean±standarderror

Of mean）であった．

b）Incubation mediumに2．5mg／mlのcor－

tisone acetateを含む場合

Incubation mediumにcortisone acetateの有

無での3－0－methylglucose uptakeの差を同一

ratのhemidiaphragmsを用い5回行なった．4

回でuptakeがCortisoneの有る方で減っており，

5回の合計では，－20±28nmol／g／hrで有意差な

かった．

2．Incubation mediumにCOrtisone acetate

が2．5×10‾nmg／ml（n＝0～3）含まれた場合の

EDLとsoleusの3－0－methylglucose uptake

（図3）

fast twitch muscleのEDLで変化が大きいと

か，COrtisoneの濃度によりuptakeの変化が変わ

る等は認められず，COrtisoneの有無や濃度差で

EDL及びsoleusでuptakeに有意な差を認めな

かった．

3．in viuoにcortisone acetate（10mg／100

gbws．C．）投与した後のhemidiaphragmの3－0－

methylglu？OSeuptake（図4）
COrtisone投与後10分から72時間後にhemidia－

図3　インキュベーション・メディウム中に

コルナゾン・アセテートを含む際の

EDL及びsoleusの3－OLメチルグル

コース・アップテイク

O soleus

●　EDL

－　コルナゾン・アセテート無し

一一一一一一　コルナゾン・アセテート含む

mean±standard error of the

mean

phragmを得てuptakeを測定した．非投与例と比

較して有意差を認めなかった．

考　　　案

今回の結果はCortisoneが骨格筋のglucose

uptakeにin vitroでもin vivoでも変化を与えな

いことを示唆している．従って胸腺細胞とは異な

った機序で蛋白合成抑制がくることが考えられる．

可能性としてはエネルギー産生糸の他の部位の障

害か蛋白合成系の直接的障害であろう．後者は

fast muscleとSlow muscleでの障害の差を説明

しにくいので，前者の方が考え易いと思われる．

エネルギー産生糸の他の部位としては，解糖系・

TCAサイクル・酸化的リン酸化系等が考えられ
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N　用いたhemidiaphragmの数　　mean±standard error of the mean

るが，解糖系に関しては大きな障害が無いとの報

告がある4）．従って残るのはTCAサイクル・酸化

的リン酸化系等のミトコンドリアの系で，これら

のチェックが必要であろう。

結　　　論

cortisoneacetateをinvitroに投与しても，in

vivoに投与しても，rat hemidiaphragm，EDL，

soleusでglucose uptakeに影響は無かった．

文　　　献

1）Munch：Glucocorticoidinhibition ofglucose
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evidence，mOlecular mechanisms，and
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4）Shojietal．：Muscleglycogenmetabolismin
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51）ラット速筋のmyosinlightchainリン酸化

に対する除神経効果の検討

庄　司　進　一＊

研究協力者　松　下　茂　樹＊　武　田　伸　一＊　柳　沢　信　夫＊

は　じ　め　に

蛋白のリン酸化は，細胞の遺伝子発現や代謝調

節に重要な役割を果たしていると考えられている

が，近年，Duchenne型筋ジストロフィー症，筋緊

張性ジストロフィー症を中心とした種々の筋症息

で，筋蛋白のリン酸化の異常が注目されている．

一方，筋蛋白の遺伝子発現を考えた場合，その制

御に関わる最も主要な因子は神経支配である．こ

の事実より，神経支配がリン酸化に与える影響を

検討することは，症息の成因を遺伝子発現という

観点から考える場合に極めて重要なことと考えら

れる．

myosinlight chainの］）ン酸化は，Perrieら1）

によりウサギ骨格筋で最初に記載された．このリ

ン酸化は，その後，平滑筋及び非筋細胞でも見出

され，その収縮制御に極めて重要な役割を果たし

ていることが明らかにされたが，骨格筋における

生理的役割は現在にいたるまで解明されていない．

Manningら2）はラット速筋で，単収縮による発生

張力が強縮後増強する程度と，myOSinlightchain

2のリン酸化の程度が相関することを示した．こ

の強縮後増強現象はラット速筋でほとんど認めら

れない．Manningら3）はまた，myOSinlightchain

2のリン酸化の程度は，速筋で大，遅筋で小であ

ることを報告した．これらの事実より，骨格筋

myosinlight chain2の））ン酸化は，神経支配の

影響を受けていることが示唆される．我々は，

myosinlight chainl）ン酸化に対する神経支配の

影響を検討するため，除神経筋を用いて解析を試

＊信州大学医学部第三内科

みた．

対象と方法

対象として，Wistar rat，雌，5週齢，重量

100～120gを選び，一側坐骨神経を大転子部で切

放した．除神経後1，2，3日と継時的に，除神

経された速筋EDL及びcontrolとした対側EDL

をtendonsと共に取り出し，StretChしてholder

で固定した．myosinlight chain2リン酸化の程

度は筋の収縮状態により異なるため，Mooreら4）

に従い，固定した筋肉を95％02－5％CO2飽和

Krebs・Henseleitbicarbonatebuffer（pH7．4）で，

350C，30分間incubate L，これを安静時の状態と

した．この状態の筋肉を液体窒素で急速凍結し，

Bar孟nyら5）に従いperchloricacid及びtrichlor－

OaCetic acidを用いhomogenizeした．遠沈後残

法をSDSで可溶化した後透析し，これを凍結乾

燥し電気泳動用サンプルとした．この処理で，

myosinlight chainkinaseの活性はおさえられ，

in　vitroでのリン酸化は抑制された．このサンプ

ルより，Mikawaら6）に従いマイクロ二次元電気

泳動法を用い筋構造蛋白を分離・比較した．

myosinIight chain2））ン酸化型は，Hagerら7）

に従い〔32P〕orthophosphateを用いたauto－

radiographyにより同定した（図1）．

結　　　果

成熟ラットEDLの二次元電気泳動像では，

actin，α一及びβ－trOpOmyOSin，parvalbumin，fast

formのmyosinlight chainl，2，3が分維・

同定できた．lightchain2リン酸化型は非リン酸

－287－



。悶

噛

＼　もぎ

血－

輯

b

図1　ラットEDLの二次元電気泳動像及び

〔32P〕orthophosphateを用いた

autoradiographyとの対比．

a．Coomassie brilliant blue

染色

b．autoradiography

1本矢はα－trOpOmyOSin，2本

矢はmyosinlightchain2
のリン酸化型を示す．

化型よりやや酸性側に位置し，このspotの大きさ

を除神経後継時的に，除神経及びcontrolとした

対側EDLで比較したところ，除神経後1日では

両者の問に著明な差は認められなかったが（図2

a，b），除神経後2日では，除神経EDLの1ight

chain2リン酸化型の大きさはCOntrOlに比し半
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減し（図2C，d），除神経後3日ではリン酸化型は

同定できなくなった（回乙e，f）．除神経後4週ま

で継時的に調べたが，この変化は持続して認めら

れ，この間，他の筋構造蛋白には著変を認めなか

っ六二．

考　　　察

骨格筋myosinlight chain2は，CalciumT

calmodulin系により活性化されたmyosinlight

chain kinaseによりリン酸化され，myOSinlight

chain phosphataseにより脱リン酸化される．こ

のリン酸化は，生理的には筋収縮に伴って生じ，

筋弛緩にやや遅れて脱リン酸化されるが，安静状

態においては，筋の種類に応じてリン酸化の程度

は一定に保たれている．

最近Klug8）らはウサギ速筋において，Chronic

electrical stimulationによってmyosinlight

chain kinase活性が低下することを報告した．

myosinlightchainkinase活性は速筋で高く遅筋

で低いことより，彼らはこの結果を，速筋から遅

筋へのfibertypeの変換に伴うものと説明してい

る．今回，我々は，除神経後3日でラット速筋の

myosinlightchain2））ン酸化型が消失すること

を示した．この短期間の変化は，fiber typeの変

換として理解することは困難であり，速筋におけ

るmyosinlightchain））ン酸化は，その支配神経

である速筋支配運動神経の制御を強く受けている

ことを示唆するものである．除神経モデルは，今

後，骨格筋myosinlightchainリン酸化の生理的

意義を検討する上で有効なモデルと考えられる．

一方，筋構造蛋白遺伝子発現の制御という観点

からは，Slow formのmyosinは除神経により

fast formへ変換されることが知られているが，

fast formのmyosinは除神経により質的な変化

を受けないとされている．fastmyosinlightchain

2リン酸化型の除神経による減少・消失は純粋な

筋構造蛋白の変化とは言えないが，これまでに報

告されていないものであり，速筋において，除神

経を示す早期の指標となりうると考えられる．
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図2　control及び除神経EDLの二次元電気泳動像．

a，b：除神経後1E］，C，d：除神経後2日，e，f：除神経後3日．

a，C，e：control，b，d，f：除神経側．

A：aCtin，αTM：α一trOpOmyOSin，PTM：β－trOpOmyOSin，If：fastmyosin

lightchain1，2f：fastmyosinlightchain2，3f：fastmyosinlightchain
3，PA：parValbumin．

矢印はmyosinlight chain2リン酸化型を示す．

お　わ　り　に

（1）ラット速筋におけるmyosinlightchainリン酸

化は，速筋支配運動神経の制御を受けており，除

神経によりリン酸化の程度は減少する．

（2）この変化は，筋構造蛋白の変化として，除神経

の早期の指標となりうる．

（3）除神経筋を用いて，骨格筋myosinlight chain

リン酸化の生理的役割を検討することができ，病

的状態におけるリン酸化異常の意義を検索するこ

とが可能である．
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52）肥大筋線経の筋蛋白特性

一実験的compensatory work hypertrophyとの対比－
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筋原性疾患，神経原性疾患における病的筋線経

の筋蛋白特性を明らかにする事はそれらの病態解

明の上で重要であり過去多くの筋原性疾患で研究

がなされている1）2）3）．しかし，神経原性疾患におけ

る筋蛋白特性についてはほとんど明らかにされて

いない4）5）

さて，神経原性筋萎縮をきたす代表的疾患とし

て，筋萎縮性側索硬化症（以下ALS），脊髄性筋萎

縮症（以下SMA）があげられるが，それぞれの筋

組織に差があることを以前報告した6）7）．特に，肥

大線経の出現頻度は比較的経過の緩徐なSMAで

は多く，ALSでは稀である．

これらにおける肥大線経がいかなる意味を持つ

ものか検討すべく実験的に代償性work hyper－

trophyを作成し，それぞれの筋蛋白構成について

検討すると共に，ヒトALS，SMAの肥大線経と

の比較検討を行った．いずれも，筋蛋白分析には

SDSポリアクリルアマイド電気泳動法を用いた．

対象および方法

Wister系ラット生後4週（50gr～70gr）10匹を

用い，8匹の右月支膵腹筋腱切断を行ない，2匹を

無処理で対照とした．処置後，4週間の期間を置

き，切断肢，非切断肢および対照の排腹筋の協同

筋であるヒラメ筋（M．Soleus）を摘出し，イソ

ペンタン・液体窒素で迅速凍結後，－80■Cで冷凍

保存，その後，組織所見，単一筋横径ヒストグラ

ムおよび筋蛋白分析を行ない，比較検討した．蛋

＊大阪医科大学第一内科

白分析には切断肢，非切断肢側ヒラメ筋それぞれ

の最大横径を示す部分の厚みを30JJにしたクリオ

スタット横断切片を用い，組織試料用尿素液（8．5

M urea，1M thioトurea，5％mercaptoethanol，

1％SDS，1％EDTA，1％CHAPS）50JLl中に一

晩音容解したのち，0，Farrelの方法8）にて等電点・

SDS二次元電気泳動を行なった．

結　　　果

ラット排腹筋腱切断肢におけるヒラメ筋の平均

筋湿重量は195mgで非腱切断肢94mg，対照105

mgより大であった．組織学的には切断側ヒラメ

筋において，脂肪織，結合織などの増加はなく，

平均単一筋最小横径は49．7／Jと非腱切断側37．5JJ，

対照39．4〟より大きく，各200本の筋線維計測によ

る10／J毎のヒストグラムを図1に示すと，全線経

の右方への扁位，即ちwork hypertrophyを形成

していた．なお，腱切断肢，非切断肢ともにtype

I線経が約90％を占め，線維型には差を認めず，

組毒哉化学染色（NADH染色，trichrom－Gomori染

色，ATPase染色）上，その構築には何ら異常を

認めなかった．

二次元電気泳動法により，Myosinheavychain

（MHC），C－prOtein，α－aCtinin，Desmin，Actin，

Tropomyosin（α＋β），Myosinlightchainが分

散可能であった（図2）．

これらの構造蛋白分析の結果，腱切断肢のヒラ

メ筋，即ち肥大筋におけるそれぞれの蛋白の構成

成分は全体に増加を示すものの，Actinに対する
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図1　ラット腱切断肢（operatedside），非腱切断肢（Non－Operatedside），対照（control）
のヒラメ筋における平均筋最小横径ヒストグラム．腱切断肢ヒラメ筋において，筋
線維全体の右方への扁位，即ち，肥大化を認める．
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図2　ラット腱切断肢（operatedside），非切断肢（non－Operatedside）のヒラメ筋蛋白

二次元電気泳動パターン（矢印は64k dalt蛋白を示す）．
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それぞれの構造蛋白の比率には対照と差を認めな

かった．

構造蛋白以外では肥大筋において64kdalt蛋白

の増加を認めた（図2の矢印）．

考　　　案

ラット俳腹筋腱切断肢におけるヒラメ筋湿重量

の増加は組織上，脂肪織や結合織などの増加を認

めない点より筋の肥大化に基因するものである事

が確認された．筋構造蛋白を比較すると，肥大化

したヒラメ筋においてActinをはじめとする全

ての筋構造蛋白は増加を示すものの，Actinに対

する比率には対照と差を認めなかった．このこと

より，実験的代償性work hypertrophyにおける

筋の肥大化に伴ない，その蛋白合成は等量的に増

加するものと考えられる。

さて，このような代償性work hypertrophyの

筋構造蛋白の結果をもとに，SMA，ALSの肥大線

経について対比検討を加えてみた（昭和61年27回

神経学会総会において発表済）．ALS12例，SMA

7例の筋線維径のtotalhistogram（昭和57年本研

究報告書“骨格筋の組織病理学的研究”内に各症

例要約記載9〉）を模式化すると図3に示すごとく，

比較的経過の緩徐な進行を示すSMAでは90／J以

上を示す肥大線経が著しく多く，ALSとの大きな

差異として指摘される．そればかりでなく，最も

注目すべき点として，SMAでは萎縮線経の存在

により非萎縮線推全体が右方へ，即ち残存した線

経があたかも萎縮線経を補うかのごとく肥大化し

た線維群を形成しているようにみられ，SMAに

おいては何らかの代償性機序が働いているのでは

ないかと考えられた．

一方，ALSでは非萎縮線経が肥大化していない

点が注目される．ただ，稀ではあるが，ALSの筋

組織上，肥大線経を認め，いずれも群集萎縮の中

に散在性に存在し，通常の組織化学染色において

構築上異常を示さなかった（図4）．

そこで，萎縮線経や正常径線経が混在するため，

豊島らのfreeze dried dissection法を用い10），肥

大線維のみを単離し，Singlemusclefiberにて筋

蛋白分析を行なうと，図5に示すごとく　ALSの
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図3　ALS12例，SMA7例の筋線維径
total histogram．

図4　ALSで見られた肥大線維（HE染色）

群集萎縮の中に散在性に存在し，他の

組織化学染色上，異常を認めない．
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図5　単一筋線維分維法によるSDS－電気泳

動パターン，ALSに見られる肥大線経

ではCLprOtein，α－LaCtininの低下およ

びDesminの増加傾向を認める．SMA

の肥大線経は正常径線経と同様のパタ

ーンを示した．

肥大筋線経では，MHCの低下は軽度にとどまる

ものの，C－prOtein，α－aCtininの減少およびDes，

minの増加傾向を認めた（いずれもActinに対す

る比として）．一方，SMAに認められる肥大線経

では，正常径線経と同様の構造蛋白パターンを示

した（ALSに見られる正常径線経は筋力低下や筋

萎縮が見られない部位で，しかも正常構築を示し

た筋組織の正常径線経より採取したものである）．

今回のラット代償性workhypertrophy実験結

果，およびヒトALS，SMAの筋線雄径ヒストグ

ラムと筋構造蛋白分析結果を合わせ考えると，ラ

ットにおいて肥大化した線維群やSMAの肥大線

経では少なくとも肥大化に伴った構造蛋白の合成

は等量的であり，このことはラットにおける肥大

化現象が生体の生理的代償機構によるものである

点を考慮すると，SMAにおいても同様の生体の

代償機序により肥大化が形成されているのではな

いかと推測される．

しかし，ALSにおいては肥大線経の出現頻度は

きわめて少なく，しかも筋構造蛋白で異常を示し

ており，肥大化に伴なう蛋白合成が等量的ではな

く，その機序に何らかの欠陥が存在するのではな

いかと考えられた．ALSにおいて，この肥大線経

の異常構造蛋白パターンをひき起こす原因として，

SMAに比べてALSではより急性進行性経過の

ため充分なcollateral sproutingを形成しえない

などの支配運動ニューロンの異常を示すものなの

か，筋肉そのものに何らかの問題があるのか，今

後検討すべき点と考えられる．

最後に，WOrk hypertrophyにおいて筋構造蛋

白以外の変化として，肥大筋において64kdalt蛋

白の増加を認め，肥大化現象に何らかの関連のあ

る物質（Carrierproteinを含めて）であるか，興

味深い点と考えられる．しかし，考慮すべき点と

して，albumin分画に近似しており，肥大化に伴な

う筋肉周囲の血管の発達が予測され，血管内血清

成分のCOntaminationの可能性もあげられる．し

かし，山田ちTrlは実験的workhypertrophyで同

様の蛋白増加を認め，しかも，組織培養法により

筋肉内からの64kdalt蛋白産生が克進しているこ

とを報告しており，最近注目されている筋組織よ

り上向する神経成長因子の存在を考える上で，興

味ある問題であり，今後検討していくべき点と思

われる．

ま　　と　め

ラ　ット俳腹筋腱切断によ　り　ヒ　ラメ筋の

COmpenSatOry WOrk hypertrophyを作成し，筋
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蛋白分析を行なうと，肥大化に伴ない筋構造蛋白

は全体に増加するが，それぞれの蛋白合成は等量

的に行われていることが確認された．このことは

SMAにみられる肥大線経の筋蛋白分析結果と一

致し，生体の生理的代償機構によるものと推測さ

れた．しかし，ALSでみられた肥大線経は，SMA

の肥大線経と蛋白構造上明らかに異なり，肥大化

過程における蛋白合成に何らかの欠陥が存在する

ものと考えられた．

ラット肥大筋において64kdalt蛋白の増加を認

め，肥大に関連した物質であるか検討が必要であ

る．
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53）各種筋疾患におけるフイブロネタテンの

組織学的検討

－多発性筋炎について－

水　野　美　邦＊

研究協力者．　金　子　　　仁＊

筋疾患の進行には，筋線経の変性・壊死と共に

再生過程が重要であると考えられる．Duchenne

型筋ジストロフィー症では病態の進行に従い再生

線経の減少してくる事が知られているが，その原

因は明らかではない．今回我々は，細胞の発生・

分化に密接な関係を有する糖蛋白の一つであるフ

ィプロネタテン（以下FN）に注目し，筋変性壊

死・再生過程における変化を多発性筋炎生検筋に

ついて組織学的に検討した．FNは血液中及びほ

とんどの組織に存在する分子量約44万の巨大な糖

蛋白質で，血液中には約0．3mg／dl存在する．コラ

ーゲンと強い親和性を有し，組織中では問質及び

基底膜に存在している．FNの機能は多岐に渡る

が1），培養細胞での検討では細胞の分化・増殖・進

展・形態の保持に関係するとされている．又，生

体内では，発生・分化，組織修復，血液凝固，オ

ブソニン効果，などに関係している．神経系に関

しては，神経系細胞の増殖，神経突起の成長，シ

ナプス形成，発生段階での神経冠細胞の移動の促

進，筋肉に関しては，培養下でmyoblastから

myotubeへの分化に関係するとされている．以上

のことから，FNは生体内においても，筋線経の変

性・壊死から再生に至る過程において何等かの役

割を果たしていると考えられる。

方　　　法

人新鮮凍結血柴よりMatti Uventoらの方法2）

に従いaffinitychromatographyを用いてFNを

分維・精製した．すなわち，セフアローズ4Bカ

＊自治医科大学神経内科

ラムに血楽を通し，通過液をゼラチン・セファロ

ーズカラム■に通し吸着させた．次にl M Ar－

ginineを含む0．05M Tris／HCl，pH7・5で溶出し

た．得られたFN分画をArginine Sepharose

columnに吸着させ，1M NaClを含む0．05M－

Tris／HClpH7．5で溶出LFNを得た．SDS－ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動法で，得られた分画

が純粋であることを確認した．FNは，Freundの

完全アジュバンドと共に乳化し，日本白兎に皮下

注に抗人FN兎抗体を得た．抗体はオクタロニー

法にて1本の沈降線を8倍希釈まで認めた．検討

対象として当科にて多発性筋炎と診断された6例

の生検筋を用いた．6例中，女性4例男性2例，

平均年齢は56歳．コントロールとして，組織学的

に正常であった生検筋3例を用いました．酵素抗

体法は，Biotin－StreptO aVidine system

（BioGenex Laboratories）を使用した．まず，

内因性ベルオキシターゼブロックを0．3％H202

メタノールにて30分行ったのち，160倍希釈した一

次抗体を30分反応させた．次にビオテン結合二次

抗体を反応させ，更にベルオキンダーゼ結合スト

レプトアピジンを結合させた．発色は，DAB基質

を用いた．

結　　　果

コントロールの標本では，FNはperimysium，

endomysiume，筋線経の表面，血管壁に染色され

た（図1）．更にperineurium，endoneuriumにも

染色を見たが，筋線維細胞質，末梢神経軸索は染

色されなかった（図2）．多発性筋炎標本では，コ
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図1　正常筋組織　×350倍

図2　正常筋組織　×180倍

図3　多発性筋炎　×180倍

ントロール同様perimysium，endomysiumに染

色され，筋線維細胞質内は染色されなかった（図

3）．線維化の強い部分では増生した問質部にFN

の染色を見た．H－E染色で見られる壊死線経は，

同部位のFNの染色では，表面の染色が不明瞭に

なり細胞質内がまだらに染色された（図4）．

図4　多発性筋炎　×350倍

矢印は壊死線経を示す

図5　多発性筋炎　×350倍

＊印は再生線経を示す

Acridine－Orange染色でオレンジ色に染まる再生

線経は，その表面に染色を見たが細胞質は染色さ

れず，正常筋線経と同様な染色性を示した（図

5）．

考　　　案

筋肉組織とFNの関係について，これまでの報

告では正常節組織中では，perimysium，

endomysium，血管壁などに存在するとされてい

る．Foidartら3）はFN及びコラーゲンI，III型の

分布を正常筋組織とDuchenne型筋ジストロフィ

ー症，多発性筋炎で検討し，三者の間に差は見ら

れなかったとしている．又，Bertolottoら4）は，FN

とラミニンについて様々な神経筋疾患で検討し，

一部の萎縮線経でラミニンが基底膜にやや厚く染

色されること以外に，正常組織と差を兄いだせな
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かったと報告している．しかし，変性・壊死・再

生の過程に注目した検討はこれまでされていない．

培養細胞での検討では，ChenS），Furcht6），らは

myoblastが癒合Lmyotubeを形成する時期には

細胞表面のFNが消失すること，更にPodleski7）

は外から与えたFNがmyoblastの癒合を阻害す

ることから細胞表面FNの消失がmyogenesisに

必要な条件であるとしている．動物実験では，

Adarsh8）らは，ratのextensordigitorumlongus

のautoplantationmodelにて，変性した筋細月包は

表面のFNが減少し細胞質内にFNが出現する

こと，myOblastからmyotubeに分化すると細胞

表面にFNが出現すること　を兄いだし，

myogenesisの初期には，FNは必要ではないと考

えた．今回我々は，酵素抗体法を用いてFNの分

布を正常筋と多発性筋炎について比較検討した．

その分布はこれまでの報告と同様に差を認めなか

ったが，変性した筋細胞では細胞表面のFNが不

明瞭となり細胞内部にFNが出現すること，更に

再生線経においては細胞質内にFNは認めず，正

常筋線経と同様な染色性を示すことを人の筋組織

において明らかにした．このような結果が筋疾患

の進行とどのような関係を有するかは今後更に対

象を広げて検討する必要があると考えられる．
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54）グルコースオキシダーゼによる筋障害と

グルタテン代謝

木　南　英　紀＊

研究協力者　　勝　沼　信　彦＊　塚　原　俊　文■　伊　井　邦　雄＊＊

は　　じ　め　に

筋ジストロフィー症における筋細胞の障害と壊

死は複雑な連鎖反応の結果であり，その機序はま

だ明らかでない．壊死筋細胞の処理機構として浸

潤マクロファージ中の強力なリソゾームプロテア

ーゼ群が大きな役割をもつことは以前に明らかに

した1）．続いて障害筋細胞中のリソゾームの動態

に着目　し，Rimmed Vacuoleを伴うDistal

myopathyにおいてカテプシンB，H，Lといった

リソゾームのシステインプロテアーゼ群が

Vacuole自体及び筋線維内にも局在することを

免疲組織学的に証明した2）．同じ手法で，最近

DMDのある変性筋線経にカテプシンが増加して

いることを兄い出している．今回は，筋細胞障害

から壊死に至るプロセスの時間経過を追求するた

めに，グルコースオキシターゼによる実験的筋障

害モデルを作成した．活性酸素の変動と筋細胞内

カテプシンの異常増加の時間経過を追求した．

材料と方法

ウィスター系雄ラット（150－200g）のひらめ筋

に1単位のグルコースオキンダーゼ（Sigma，以下

GO）を含む生食0．2mgを直接注射した．対照には

生食のみを注射した．カテ70シンB＆L活性は

Barretらの方法3），β一グルタロニダーゼはHind－

manとCortierらの方法4）の変法，酸フオスファ

ターゼはIgarashiらの方法5）によってそれぞれ

測定した．筋組織中の全グルタチオンとGSSGの

測定はAkerboonとSiesの方法6）によって測定

＊徳島大学医学部附属酵素研究施設酵素化学部門

＊＊徳島大学医学部第一病理

した．EDTAを含む過沃素酸による蛋白沈澱後，

その酸抽出物から全グルタチオンを測定する．残

りの酸出物に■N－エチルマレイミドを加えGSH

をトラップし，人工的な酸化を抑制した後，N－エ

チルマレイミドを完全に除き，GSSGを定量し

た．カテプシンB，H及びLの免疫組織学的染色

法は抗力テプシンFab′－ベルオキダーゼ複合体を

用いる直接法で以前の報告2）に準じた．

結　　　果

①GOの筋内注射による急性筋壊死

GOはD・Glucose＋02→D－GluconoL6－

lactone＋H202を触媒する酵素で，グルコースの

存在下で，細胞毒作用をもつH；02を産生する．本

実験ではグルコースは組織内のものを利用し，GO

のみを投与した．組織学的にみると投与後2－4

時間でopaque線経が出現し，6時間後にはマク

ロファージの浸潤を伴った筋細胞の壊死がところ

どころに見られる．GO注射後，羅息筋の構造蛋白

の速やかな崩壊（48－72時間でピーク）とそれに

続いて筋の再生がみられる．この組織学的，生化

学的変化は塩酸ブビバカイン7）やプラスモンド8）

によるミオバナーと極めて類似している．図1に

リソゾームの酵素，カテプシンB＆L，β一グルタ

ロニダーゼ，酸フオスファダーゼの活性変動を追

った結果を示す．カテ70シンB＆Lは12時間の

lagの後，急速に上昇し48時間後には7－10倍に

達する．β－グルタロニダーゼは6時間目にすで

に上昇しており，48時間後には数倍になるが，酸

フオス7ァダーゼの活性上昇はほとんどない．こ

のリソゾーム酵素の活性変動もプラスモシドミオ
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⊂コControl E≡16hafterinjection E：≡148hafterinjection
図1グルコースオキンダーゼ（GO）投与後のひらめ筋のリソゾーム酵素の活性変化

バナーに類似しており，活性上昇は主として浸潤

マクロファージに由来すると考えられる．

（∋筋線推内カテプシンの異常増加

次に，GO注射後2，6，48及び144時間後にひ

らめ筋を取り出し，国定後カテプシンB，H及び

Lの免疫組織学的検査を行った．投与2時間後で

は局所の浮月重が強く，筋細胞は膨潤しており，カ

テプシンの局在がはっきりしない．6時間員にな

ると，注射の中心部よりやや維れた周辺部にOpa－

que線経が多数出現するが，その線経の筋原線維

間や筋鞘下に頼粒状の染色が認められる（図2

a）．調べた限り，ほとんどすべてのOpaque線経に

カテプシンの異常増加が観察できる．48時間後に

なると筋細胞内へのマクロファージの浸潤が極め

て著明であり，筋細胞内のカテプシンの増加を兄

い出すことは難しい．144時間には中心核をもった

再生細胞が多数出現するが，この細胞にはカテ70

シンの増加はみられず，散在する変性筋細胞の一

部に筋線維内カテプシンの増加した所見がある

（図2b）．

③障害筋におけるグルタチオンの代謝

GOによる細胞障害はH202が主体で，一部は

H202から派生した0盲，OH‾などの活性酵素に

よるものと思われる．障害筋組織中のH202や0盲

を直接測定することはできないので，H202の代

謝産生であるGSSGを測定することにした．即

ち，H202はグルタチオンベルオキンダーゼ

（GPO）の作用でGSHと反応してH20とGSSG

を作る．即ち，グルタチオンの酸化を伴う反応で

ある．細胞内のGSSGの定量法はできるだけ人工

的な酸化によるGSSGの産生を防ぐ工夫がなさ

れている6）．全グルタチオンはGO投与後2時間
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図2　GO投与後6時間（a）と144時間（b）のひらめ筋におけるカテプシンの局在．（a）腿大

したopaque線推（矢印）内にカテプシンLの増加がみられる．問質は強い浮腫状．

（5×40×4）（b）強い萎縮筋細胞（1）におけるカテプシンBの増加，再生筋細胞（2）お

よびマクロファージの浸潤（3）（5×40×4）
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図3　GO投与後のひらめ筋の全グルタチオン含量及びGSSG／GSH比．

〔GSH〕＝仝グルタチオン

で減少しており，6時間後には73％と最も低くな

り，筋タンパクの崩壊が最大となる48時間後には

元に戻っている．筋組織のGSSG／GSH比は

0．9－1．0％であり（図3），肝とさほど差はない．

この比はGO投与後2時間で1，7％，6時間で2．3

％と上昇し，最大となりその後は漸減している．

この値は正常な筋細胞をも含めたひらめ筋全体の

ホモジネートを用いて測定した結果であり，障害

部位ではもっと高い比を示すものと考えている．

2〔GSSG〕

生食注射群でも6時間目にはGSSG／GSH比は

1．4％とやや上昇しているが，これは生食注射によ

っても弱い急性筋壊死がみられるからである．こ

のグルタチオンの酸化の元進は細胞障害の1つの

指標であり，大きな代謝の変化の反映とみること

ができよう．

その他細胞膜の過酸化の指標としてマロンアル

デヒドを定量すべく，TBA反応産物を測定した

が，GO投与による増加は認められなかった．筋ジ
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ストロフィー症で活性上昇していることが知られ

ているGPOとグルタチオン還元酵素の活性を図

4に示す．両活性共GO投与後48時間で約30％上

昇しているが，この時期にはマクロファージの浸

潤が強く，活性上昇はマクロファージに由来して

いる可能性は否定できない．

考　　　察

筋ジストロフィー症における細胞障害の機序の

1つとしてフリーラジカルの役割が着目されてい

る．最近，水野は幼若ジストロフィーチキン（1－

2週令）を用いて活性酸素，グルタチオン関連酵

素系の活性がジストロフィー症で上昇しているこ

とを報告している9）．我々は，筋細胞障害から壊死

に至るプロセスを究明する目的で，主として

H202産生による筋細胞障害を起こし，そのプロ

セスにおけるグルタチオンの酸化と筋内カテプシ

ンの増加を調べた．GOを投与するとおそらく細

胞外でグルコースと反応してH202を生じきしめ，

細胞内に移行して細胞毒作用を発揮すると考えら

れる．H202はカタラーゼとGPOによって無毒化

されるが，骨格筋のカタラーゼ活性は極めて弱い

ので，GPOが主要な役割を演じていると思われ

る．GPOの作用により筋組織のGSHは酸化され

GSSGは増加し，GO投与6時間でピークに達す

u
芯
1
2
d
ロ
∈
∋
∈

る（図3）．GOによるH202の産生はこれ以後は

減少しているのであろう－．H202による細胞障害の

機構の1つとしてはグルタチオンの酸化によって

筋構造蛋白や酵素の一部がS－thiolation（複合ジ

スル7イド形成）化され，その結果代謝機能が変

化することが考えられる．もう一つはフリーラジ

カルによって月旨肪の過酸化が促進し，細胞月莫の機

能が変化するという考えである．しかしGOによ

る細胞障害はH202が主体であると思われるので，

この第2の可能性は低いと考えられる．事実，脂

肪過酸化のマーカーTBA反応物質の上昇はない．

GO投与後6時間目にはすでに注射周辺部に兄い

出されるopaque線経や一部変性筋線経にカテプ

シンの著明に増加した像が兄い出された．この時

期は細胞内グルタチオンの酸化がピークになる時

期である．細胞内カテプシンの増加はおそらく，

オートファジーの克進と解釈でさようが，これは

細胞障害に対する細胞応答であり，細胞のrepair

processと我々は考えている．筋ジストロフィー

症における筋細胞の障害，壊死とフリーラジカル

との関連を調べるためには，細胞障害の機構と共

にオートファジーの冗進など細胞の防禦反応につ

いても留意する必要があることを今回の結果は示

唆している．

ト 1 十 GPO
＿〆 一・一一・一一・一一・‾‾一‾‾‾ ‾‾‾‾‾t‾叫‾‾‾‾‾叫 ‾‾‾十 ‾什 ‾て ●●●

●G O －in je c te d

　 O C o n t ro l

一一Ⅰ一一… ‘韓 G R2 一　一…一一一…一一一一一一一一一一一一一　サ　　 イ

0 2　 6　　　　　　 き1　　　　　　　　 4 8　 °　　 Ⅵ 4

Time（h）

図4　GO投与後のひらめ筋のグルタチオンベルオキシターゼ（GPO）及びグルタチオン還

元酵素（GR）の活性変化
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55）神経・筋疾患における骨格筋ミオグロビン局在の変化

－免疫竜顔による検討－
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は　　じ　め　に

私達は，さきに免疫電顕法を用い，人の正常骨

格筋細胞内のミオグロビンの局在部位を検索し，

ミオグロビンは主としてⅠ帯，Z線およびミトコ

ンドリア外股に局在することを明らかにした1）．

さらにDuchenne型筋ジストロフィー症（DMD）

筋についても検索し，本症筋におけるミオグロビ

ン局在の変化を明らかにした2）．本研究では，筋緊

張性ジストロフィー症（MyD）筋ならびに筋萎縮

性側索硬化症（ALS）筋を同様の方法で検索した

ので，その成績について述べる．

対象と方法

対象は生検によって得たMyDならびにALS

の患者の骨格筋である．

方法の詳細はすでに発表した1）3）のでここでは

その概略を述べる．生検筋を冷却Zamboni液中

で18時間固定し，液体窒素中で新鮮凍結後，クリ

オスタットで8mmの組織切片を作成し，アルブ

ミン塗布スライドグラス上に回収する．一方，抗

人ミオグロビン家兎血清よりFab′を作成し，こ

れにhorseradishperoxidase（HRP）をマレイミ

ド結合させてFab，－HRP結合物を作製し，これと

さきに用意した組織切片を40C，20時間反応さ

せ，さらに0．05％ジアミノベンチヂン（DAB）溶

液と5分間反応させ，2％オスミウム処理を行い

アセトン系列で脱水した後エボン包埋した．そし

＊徳島大学医学部第一内科

て，この試料より85mmの超薄切片を作成し無染

色で電昆頁観察した．光試用の切片の作製は上記操

作のように行ない，0．05％DABi容液と反応後，ア

セトン系列で脱水し，キシレンに封入して作製し

た．

結　　　果

1．筋緊張性ジストロフィー症（MyD）

光顕的にみて筋細胞の比較的変化の少ないもの

を選んで検索した．光顕的にはミオグロビンは横

紋状に染色された（図1A）．筋核は染色されなか

った．この所見は正常筋のものとほぼ同じである．

電顕的には（図2B），主としてⅠ帯が染色され

ており，Z線も染色された．Ⅰ帯中に白く抜けて

みえるのは膜系，とくにT管系が膨化したものと

考えられた．図2に同じ組織切片の別の部位A，

B，Cを示した．Aの部位では，左上方のⅠ帯か

らA帯に縦走する線状の染色部分があり，その部

位のⅠ帯は他のⅠ帯に比べ染色性が低下していた．

Bの部位には，Ⅰ帯からA帯にかけて管状の構造

がみられ，これはsarcoplasmicreticulum（L管）

と思われたが，この管内はA帯よりやや濃く染色

されており，また，その管状構造物の外側の膜と

思われる部分は内部よりさらに濃く染色されてい

た．Cの部位では，1本のmyofibrilがその横にあ

る他のものとずれている部位を示したが，その

myofibrilではI帯の染色性が極端に低下してお

り，これに代って隣接したmyofibrilとの間の

intermyofibrillar spaceが染色されていた．
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図1　免疫組織化学によるMyD筋のミオグ

ロビン染色像．A：MyD筋の光顕写

真（450倍）　B：電顕写真

筋細胞内のミトコンドリアにおける局在につい

ては，図3A，Bに矢印で示したごとく外膜と思

われる部分が染色された．Cristaeの部分も多少

染色されているように見えた．

2．筋萎縮性側索硬化症（ALS）筋

光顕的には，横断面では，線経によってミオグ

ロビンの染色性がかなり異なっていた．とくに

Smallangulatedfiberには濃く染色されるものか

ら殆ど染色されないものまでみられた．電星頁的

には，変化の少ない線経では，主としてⅠ帯が染

色されており，正常筋と基本的には同じ所見を示

した（図4A）．図4Bにはsmallangulatedfiber

の染色されたものと，されなかったものを示した．

図2　免疫組織化学によるMyD筋のミオブ

ロビン染色．A，B，C，は同一筋の

異なった部位の像（電顕写真）．

また，標的線経を図4Cに示したが，中心部（cenL

tral zone）は染色されず，辺綾部（peripheral

ZOne）はI帯が染色されていたが，中間帯（inter－

mediatezone）では染色性に一定の局在がみられ

なかった．

表1にさきに著者らが発表した正常骨格筋，

DMD筋の成績と本研究の成績をまとめて示した．

正常筋のmyofilamentではI帯とZ線，ミトコン

ドリアの外膜が染色されて，一部のtubular sys－
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図3　免疫組織化学によるMyD筋のミトコ

ンドリアのミオグロビン染色像（A，
B）．外膜（矢印）の部分が染色され
ている（電顕写真）．

temの膜部分も染色性を有していた．これに対し

てDMD筋とMyD筋では，I帯の染色性が正常

の部位から殆んど染色されない部位まであり，さ

らに，tubularsystemの膜部分やその内部，そし

てintermyofibrillar spaceが染色されているの

が特徴である．また，ALS筋では萎縮の軽い筋細

胞では，正常筋と似た染色性を示した．

考　　　察

ミオブロビンは水7容性の比較的分子量の小さい

（MW17，500）蛋白質であり，筋障害時には早期

に血中に増加する．このような蛋白が筋細胞内で

Ⅰ帯その他に限局して局在するためには，そのた

〆）〝）何らかの機構の存在が考えられる．さきに著

省rJはDMD筋におけるミオグロビンの局在の変

化について報告したが2），筋細胞に軽度にしろ障

図4　免疫組織化学によるALS筋のミオブ

ロビン染色．電昆頁写真（A，B，C）

A．萎縮の軽い筋，B．smallangulated

fiber，C．target fiber

害が起きるとこの機構も同時に障害され，その結

果ミオブロビンの細胞内局在の変化が生じると思

われる．すなわちミオブロビンの局在の異常は筋

の病態を鋭敏に反映したものと考えられるが，本

研究ではこの点をさらに明らかにするため筋原性
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表1　正常者および各種神経・筋疾患患者の骨格筋細胞内各部位におけるミオグロビンの
染色性．

正 常 筋 D M D 筋 M y D 筋 A L S 筋

M y o fH a m e n ts

l b a n d ＋ ＋ ～ － ＋～ ± ＋
A　 b a n d

－ － ■■■llll■
Z H n e

M it o c h o n d r ia

O U t e r m e rn b ra n e

＋ ＋ ＋ ＋

≠ ＋ ・汁 ＋l
in n e r m e m b ra n e

T u b u Ia r s y s te m

m e m b ra n e

＋ ＋～ － ＋ ～ 一 ＋

＋ ＋ ＋ ＋
lu m in a l s p a c e －～ ＋ ー ～ ＋ －

N u c le i

ln t e r m y o fib r H fa r

S P a C e ＋ －～ ＋

Mbの染色性：高度廿，中等度＋，軽度±こなし－

疾患としてMyDを，また神経原性の疾患として

ALSを選んで，両者の骨格筋のミオグロビンの局

在を検索した．

MyDでは，光量頁的には比較的変化の少ない筋

細胞を用いたこともあり，正常筋と同様に横紋状

に染色された．電顕的には，やはり主としてⅠ帯

が染色されたが，部分的にはintermyofibrillar

SpaSeやA帯のL管なども染色された．そして

intermyofibrillar spaseの染色された部分ではⅠ

帯の染色性が低下していた．これらの所見はⅠ帯

に局在していたミオグロビンがそれらの部位を通

って筋細胞外に流出していることを示すものと考

えられるが，同時に筋細胞内のミオグロビン局二在

機構に異常が生じていることを示すものである．

なお，DMD筋などでL管とT管の間に交通のあ

ることは小口ら4）によってもランタンを用いて明

らかにされており，L管内の移行したミオグロビ

ンはT管を通って細胞外へ流出することができる

と思われる．

またi　ミトコンドリアの外膜は他のⅠ帯の部分

よりも濃く染色されており，この部位にはミオグ

ロビンが多いことを示している．内膜については

染色性が弱く，今後なお検討を要する．ミトコン

ドリアとミオグロビンの関係については，最近外

膜にミオグロビンと結合する蛋白があるとの報

告5）やcytochrome b与がミ　オグロビンの

reductase活性を有するとの報告6）もあり，次第に

両者の関係が明らかにされつつある．本論文の成

績も両者の密接な関係を示すものである．

ALS筋では光顕的には筋細胞によってミオグ

ロビンの染色性に多様性が認められた．電顕的に

はミオグロビンはⅠ帯に局在しており，基本的に

は正常筋と似た染色性を示した．しかし，Small

angulated fiberには染色性に多様性が認められ，

細胞によってミオグロビンの合成，分解の程度が

異なっていることが示唆された．また，target

fiberのごとく内部構造の乱れのある細胞では染

色性の局在にも乱れが認められたが，このことは

ミオグロビンの局在は筋細胞の内部構造，すなわ

ち，これを構成する構造蛋白に極めて深い関係の

あることを示す成績で興味深い．正常筋，DMD筋

と今回のMyD筋，ALS筋の成績の比較検討で

は，それぞれの疾患の異常筋において局在の変化

がみられ，その変化は疾患により異なっており，

ミオグロビンの局在の変化は，やはり筋の病態を

鋭敏に反映しているものと考えられる．

お　わ　り　に

人ミオグロビンの免疫電顕法を用いてMyD筋

およびALS筋におけるミオグロビン局在を検索
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し，両者の筋細胞内局在の変化を明らかにした．

さきに検索したDMD筋の成績と合わせ，筋細胞

内ミオグロビン局在の変化はそれぞれの筋疾患の

筋の病態を反映していると考えられる．
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56）Duchenne型筋ジストロフィー症の筋変性壊死機構

－Opaque線経の役割を中心に－（第3報）

荒　木　ラ叔　郎＊

研究協力者　　内　　野　　誠＊

は　　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）の生

検筋中には壊死筋線維（NFs）や再生筋線推（RFs）

に混じて，いわゆる“opaque線維”（OFs）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1ト4）．我々はDMDの筋変性壊死機構に

おけるOFsの病的意義を明らかにするため，Sin－

gle OFsを用いた筋構造蛋白の分析を行い，OFs

の一部はα－aCtininやdesminの減少など特徴あ

る筋構造蛋白の変化を示す“壊死前段階”の病的

筋線経である可能性が高いことを報告してき

た5ト7）．またこれらの研究の一環として，前報にて

DMDの臨床経過に伴うOFs，NFsおよびRFs

の出現頻度の推移について4～24歳のDMDにつ

いての分析結果を報告した8）9）．今回は更に4歳以

下のpreclinical軍tageのDMD例を加えて，OFs，

NFs，RFsの出現頻度とDMD患者年齢との相

関，並びに各症例におけるOFsとNFs出現頻度

の相関について検討を加えたので報告する．

対象と方法

対象は8ヶ月～24歳のDMD患者21例で，筋生

検は大半は排腹筋及び上腕二頭筋より行った．生

検筋は前報に従って，組織化学染色（HE，

Gomori，ATPase染色など）及びacridineorange

（AO）染色にて，各生検筋中に含まれる全筋線維

数に対するOFs，NFs，並びにRFs数を数えて，

各出現頻度を百分率で算出した．なおRFsの算定

はmyosinATPase染色（pHlO．6，4．6，4．3）に

＊熊本大学医学部第一内科

よるtype2C線維10），並びにAO染色で筋線維全

体がオレンジ色に染色される線維11）を指標とし

た．OFs，NFs，RFs各出現頻度とDMD患者年

齢との相関，並びに各症例におけるOFsとNFs

頻度の相関の有無について相関図を作成し，統計

学的に検討した．

結　　　果

DMD21例で検索した筋線維総数は18，771本

（200－1，886，妄＝894）で，OFs頻度は症例によ

り変動するが，平均8．3％に認められた（表1，回

1）．NFsは平均0．7％に認められ，若年で高率

で，年齢が長ずるに従って減少した（表1，図

2）．RFsはtype2C線維頻度で平均16．9％，AO

陽性線推頻度で平均5・7％に認められ，type2C線

維頻度がAO陽性線維頻度より全般に高値を示

したが，いずれも17－18歳以降は著減し，極めて

類似した経時変化を示した（表2，図3）．

OFs・NFs・RFs頻度と年齢との相関係数はそ

れぞれ－0・38，－0．91，－0．86（type2C）で，OFs

を除いて有意な負の相関を示した（P＜0．001）．

また各症例におけるOFs頻度とNFs頻度の相

関については，一部の症例で両者がほぼ直線的相

関を示す傾向がみられたが，約半数の症例では

OFs頻度に比較して，NFs頻度が低値を示し，全

体についての統計処理では，OFsとNFs頻度間

に有意な相関はみられなかった（図4）．

考　　　案

前回9）報告した4～24歳の17例のDMD症例に，

今回8ヶ月，10ヶ月，1歳2ヶ月，並びに4歳の
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表l Percentage of opaque and necrotic muscle fibersin21biopsies of Duchenne

muscular dystrophy．

Case 恕 rs）Biopsied m uscle 　No．offibers No．ofopaque
　No．．of
necrotlCfibersNo． identified fjbers （％） 1％）

1 8m o． Biceps 1，818 107（5．9） 20（1．1）

2 10m o． Biceps 984 143（14．5） 25（2．5）

3 1 拓 Biceps 1，057 58（5．5） 19（1．8）

4 4 Biceps 974 85（8．7） 17（1．8）

5 4 Biceps 439 45（10．3） 12（2．7）

6 7 G astrocn占m ius 1，306 129（9．9） 12（0．9）

7 12 G astrocnem ius 1，856 284（15．3） 3（0．2）

8 13 TibiaJis　ant 1，309 37（2．8） 6（0．5）

9 15 G astrocnem ius 1，051 107（10．2） 6（0．6）

10 15 G astrocnem ius 1，199 153（12．8） 4（0．3）

11 16 G astrocnem ius 666 26（3．9） 5（0．7）

12 16 G astrocnem ius 454 6（1．3） 1（0．2）

13 17 G astrocnem ius 603 42（7．0） 0（0）

14 17 G astrocnem ius 1，198 81（6．8） 0（0）

15 17 G astrocnem ius 957 25（2．6） 3（0．3）

16 18 G astrocnem ius 650 86（13．2） 0（0）

17 20 G astrocnem ius 1，025 91（8．9） 3（0．3）

18 20 G astrocnem ius 212 18（8．5） 0（0）

19 24 G astrocnem ius 593 19（3．2） 0（0）

20 24 G astrocnem ius 220 8（3．6） 0（0）

21 24 G astrocnem ius 200 6（3．0） 0（0）

Total 18，771 1，556（8．3％） 136（0．7％）

early stageの症例を加えてOFs，NFs，RFs頻

度と患者年齢との相関について再検討したが，

NFs・RFsはpreclinicalstageから高頻度に認め

られ，NFs・RFs頻度は年齢と負の相関を示すと

いう前回の結論が，4歳未満のDMD症例にもあ

てはまることが明らかになった．OFsについては

前報と同様に症例による変動が大きく，年齢との

間に有意な相関はみられなかった．また今回新た

に各症例におけるOFs頻度とNFs頻度の相関の

有無について検討したが，一部の症例については
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図l ChangeovertimeintheproportionofopaquemusclefibersinDMDmuscles．

4　　　　　8　　　　12　　　　16　　　　20　　　　24（YearS）

図2　ChangeovertimeintheproportionofnecroticmusclefibersinDMDmuscles．
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表2　■small fiberswith strong bright orange fluorescence．AO：acridine orange．

C ase

No．

A ge

（YearS）

ATPase stain A cridine O range stain

No．of fibers No．of type No．of fibers No，OfAOpositive
identified 2C （％） identified flbers判％）

1 8m o． 1，131 223（19．7） － ー

2 10m o． 1．166 373（32．0） － －

3 1シら 597 73（12．2） － －

4 4 988 308（31．2） － －

6 7 1．789 133（7．4） 1．715 120（7．0）

7 12 1，706 279（16．4） 416 36（8．7）

9 15 281 37（13．2） 605 33（5．5）

10 15 416 36（8．7） 362 25（6．9）

13 17 － － 603 22（3．6）

14 17 470 54（11．5） 397 27（6．8）

15 17 355 40（11．3） 213 7（3．3）

16 18 147 7（4．8） 330 3（0．9）

18 20 60 0（0 ） 48 0（0）

20 24 83 1（1．2） 64 0（0）

21 24 63 0（0 ） 46 0（0）

Total 9．252 1．564（16．9％） 4，799 273（5．7％）

両者がほぼ直接的相関を示す傾向がみられたもの

の，全体についての統計処理では有意な相関は認

めなかった．このことは全てのOFsがNFsにつ

ながる病的筋線維であるとする考えに疑問をなげ

かけるものであり，我々が先に報告したsingle

OFsの筋構造蛋白の分析結果6）7）ともあわせ，OFs

にはNFsにつながる“壊死前段階”の筋線経の他

に，筋生検過程などで生じる人工産物的筋線経が

含まれている可能性が示唆された．従来の組織学

的検索では人工産物か壊死前段階の筋線経かを区

別することは実際上困雉であるので，今後生化学

的検査で明らかにしたa－aCtininやdesminの減

少を指標に，抗α一aCtinin抗体や抗desmin抗体

を用いて，螢光抗体法や酵素抗体法（PAP法，

ABC法など）により，免疫組織化学的に両者の識

別を試みることが必要と思われた．

要約並びに結論

1）8ヶ月～24歳のDMD21例について，Opaque

線推，壊死線経，再生線維頻度を検索したが，

填死線推，再生線経は若年で高率で，年齢が長

ずるに従って減少し，患者年齢と負の相関を示

した（P＜0．001）．

2）opaque線経は年齢とともに減少する傾向がみ

られたが，症例による変動が大きく，患者と年

齢との有意な相関はみられなかった．各症例の

Opaque線経と壊死線維頻度間にも相関はみら

れなかった．
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P
4　　　　8　　　12　　16　　　20　　　24（years）

図3　Change over timein the proportion of regenerating muscle fibersin DMD

（％）
muscles．

Of DMD．
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3）これまで明らかにしたopaque線経の生化学的

分析結果ともあわせ，Opaque線経には“壊死前

段階”の病的筋線経と人工産物的筋線経が含ま

れている可能性が示唆された．

謝辞：本研究に種々御協力いただいた熊本大学医

学部発達小児科三池輝久教授に深謝いたします．
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57）筋ジストロフィー患者における血清S－100a。

蛋白について

－Carbonic anhydraseIII，Creatine kinase，Muscle－

SpeCific enolaseとの比較検討－

杉　村　公　也＊

研究協力者　村　山　知　行＊　杢　野　謙　次H　加　藤　兼　房榊

1965年Mooreによってウシ脳で発見されたSL

lOO蛋白は，最近まで神経組織特異蛋白と思われて

きた．しかしS－100蛋白は単一成分ではなくα鎖

とβ鎖からなる2量体で少なくともαα（S－

1008。），αβ（S－1008），卯（S－100b）の3種類が

存在することが明らかになった1）2）．その内，S－

1008。は神経組織には極めて少なく主に骨格筋心

筋に高濃度に存在することが知られてきた3）．今

回我々は高感度Enzymeimmunoassay（EIA）法

により，筋ジストロフィー患者におけるS－1008。

を測定し，筋疾患の他の指標であるCarbonic

anhydraseIII（CAIII），Creatinekinase（CK），

Muscle－SpeCificenolase（MSE）との比較検討を

行った．

対象と方法

対象：1．進行性筋ジストロフィー症（PMD）77

例（Duchenne型筋ジストロフィー症〈DMD〉58

例，肢帯型筋ジストロフィー症くLG〉9例，顔面

屑甲上腕型筋ジストロフィー症くFSH〉10例）（男

70例，女7例），年齢は5歳～56歳，平均29．3歳

2．筋緊張性ジストロフィー症53例，（男37例，女

16例）年齢は18－57歳，平均39．3歳

3．Control群は10歳～50歳台のそれぞれ20人（男

10人，女10人）の健康人あるいは非神経筋疾患で

非心疾患の患者からなる計100例である．

方法：CAIIL MSEは前回報告したβ一

＊名古屋大学医学部神経内科

＊＊Departmentof Neurology UniversityofPennsylvania

＊＊＊愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所生化学部門

galactosidaseを標識酵素とするサンドイッチ型

EIA法によった．正常値は，それぞれ前回測定の

mean＋2SDである20・6ng／ml，15．Ong／mlを上限

とし，これらの値を越す例を異常とした．S－100a。

もβ一galactosidaseを標識酵素とするサンドイッ

チ型EIA法で行った．この測定系は，ヒト大胸筋

から精製したS－100a。蛋白をもとに，S－100蛋白α

－Subunitに対する測定系である3）16）．標準蛋白と

して，この精製したヒトS－1008。蛋白を使用した．

この系では，S－1008とも交叉反応を示すが，血清

中のS－100蛋白は，大部分がS－1008。で，便宜的に

測定値はS－1008。等価として表した．担し，S－

10080の測定限界は0．06ng／mlで，これ以下の測

定値は便宜的に0．06mg／mlとした．control群に

おけるS－1008。値は，男女差，年齢差なく平均±標

準偏差は0・132±0．112で，mean＋2SD＝0．356を

越える例を上昇例とした．CK値は市販キット（シ

ノテスト，正常15－125IU／Ⅰ）により行った．なお

血清は，測定まで－200Cで保有し，溶血血清は検

索から除外した．

結　　　果

1．各疾患群の血清S－1008。値（表1）

PMD群では，DMD型3．94±4．19ng／ml

（mean±SD）（ra甲eO・34－24・3ng／ml）・LG型
0・82±1・04ng／ml（0．06－3．40），FSH型0．28±

0・45ng／mi（0．06－1．45）と，DMD型，LG型で

は有意（DMD：p＜0．005，LG：p〈0．05）に高値

を示した．MyDでも，0．74±0．64ng／ml

（rangeo・06－3．39）と有意（p＜0．005）に高値を
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表1　各測定値の平均±標準偏差

S －1 0 0 a o C A Ⅱ C Iく M S E

≦ 0 ．3 5 6 ≦ 2 0 ．6 1 5 － 12 5 ≦ 15 ．0

くn g／h t） （n g ／M l） （lU ／t） くng ／m l）

D M D 3 ．9 4 ± 4 ．19 ‥ 3 7 9 ± 2 8 8 2 3 3 1 士 2 64 5 117 ± 169

L G 0 ．8 2 ± 1．04 ● 10 4 ± 18 6 6 3 3 ± 9 50 2 2 ．7 ±2 6 ．9

F S H 0 ．2 8 ± 0 ．4 5 17 ．9 土 10 ．1 9 6 ．8 士 6 2 ．4 7 ．04 ± 2 ．6 5

M y D 0 ．7 4 士 0 ．6 4 ‥ 5 6 ．0 ± 33 ．4 1 19 ．8 ± 7 9 ．8 15 ．8 ± 16 ．5

●　　P　く　0．05

日　P　く　0．005

表2　筋ジストロフィー患者における各測定値の異常率

S －100 a o C A Ⅱ C Iく M S E

D M D　 58例 98‡（57例 ） 100X （58例 ） 98X く57例） 95‡く55例）

L G　　 9例 56‡（5例） 78‡く7例 ） 78‡（7例） 44‡く4例）

F S H 10例 10‡く1例） 30‡（3例 ） 20‡（2例 ） 0‡く0例）

M y D　 53例 66‡（35例） 89‡く47例 ） 38‡く20例 ） 26‡（14例）
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表3　S－100ao値とCAlII，CK，MSE倍との相関係数

C A Ⅱ C K M S E

D M D　 58例 0．8 12　日 0．56 0　日 0．7 18　日

L G　　 9例 0．90 0　日 0 ．984　日 0．977　日

F S H　 lO例 0．892　日 0．18 1 0．30 8

M y D　 53例 0．53 8　日 － 0．020 0．379　●

●　　P　く　0．01

‥　P　＜　0．001

示した．

2．S－100＆。値とCAIII，CK，MSE値との相関関

係（表2）

DMD型ではCAIII O．812，CK O．560，MSE

O・718と，いずれも有意（p＜0．001）な相関を示

し，特にCAIIIとの相関が最も高かった．LG型で

は，CAIII O・900，CK O．984，MSE O．974といず

れも有意（p＜0．001）な相関を示した．FSH型で

は，CAIIIO．892，CK O．181，MSE O．308と，CA

IIIとのみ有意（p＜0・001）な相関を示した．MyD

では，CAIIIO・538，MSE O．379と有意（CAIlI：

p＜0・001，MSE：p＜0．01）な相関を示したが，CK

とは相関を認めなかった．

3．各疾患群でのS－100a。，CAIII，CK，MSE値

の異常率の比較（表3）

DMDでは，S－100a。，CAIII，CK，MSEそれぞ

れ，98％，100％，98％，95％といずれも高い異常

率を示した．LGでは，CAIII，CKが78％で，S－

1008。56％やMSE44％よりも高かったが，症例が

少なく有意差は認めなかった．FSH型では，S－

100a。10％，CAIII30％，CK20％，MSE0％といず

れも低い異常率を示した．MyDでは，CAIII89％

と最も高く，次ぎにS－100a。66％で，CKやMSE

の38％，26％に比べ，両者とも有意（p＜0．05）に

高い異常率を示した．

4．DMD型における年齢とS－100a。との関係（図

1）

S－100a。値は年齢と共に減少する傾向を示し，そ

の相関係数は，－0．511と有意（p＜0．001）な逆相

関を示した．

考　　　察

S－100蛋白は，分子量約2万のカルシュウム結

合蛋白のひとつで，従来神経組織特異蛋白と考え

られてきた．しかし最近になって，神経組織以外

にも多量のS－100蛋白が存在することが兄いださ

れた．このS－100蛋白のうちα－Subunitだけから

なるS－1008。は，木村・加藤らによって横紋筋及び

心筋に高濃度に存在することが明らかにされ

た．3）．我々は，多数例の進行性筋ジストロフィー
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図1　DMDにおける血清S－100．。値と年齢との関係

症と筋緊張性ジストロフィー症について血清S－

100a。値を測定し，従来から筋疾患の指標である

CAIII，CK，MSE値との比較検討を行った．PMD

群では血清S－1008。はCAIII，CK，MSEと同様

な異常率を示し，いずれとも良い相関を認めた．

その内，特にCAIIIとの相関が最も高かった．ま

た，DMDでは，CAIII，CK，MSEで，従来から

報告されているものと同様に年齢との逆相関を認

めた4）6）7）8）．一方，MyDでは，S－100＆。はCAIIIに

次いで高い異常率を示し，CK，MSEに比べ有意

差を認めた．また相関係数においてもCAIIIと最

もよい相関を認めた．MSEともそれよりは低い

が相関を認めたが，CKとは相関を認めなかった．

これらの結果からS－1008。は，PMDとMyDでは

異なった態度を示すと考えられた．Haimotoらは

免疫組織化学的にα抗原の筋組織内局在を調べ，

骨格筋ではslow twitching fiberであるtypeI

fiberの細胞質に多く存在するとしており5），主と

してtypeI fiberが障害されるMyDで高い異常

率を示した結果と一致すると考えられた12）13）14）

同様に島らにより，typeI fiberにより多く，type

I fiberの異常を反映すると報告されている9）10）11）

CAIIIとの相関が，PMDでもMyDでも最も高か

ったことも，これを支持するものと考えられた．

しかし，typeIIfiberにより多く存在するとされ

ているMSEとの相関が15），PMD・MyDいずれに
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おいても，CKとのそれより高かったことは不明

である．今後は臨床症状の重症度・病期との関連

や，疾患筋における免疫組織化学的検討を考えて

いく必要があると思われた．また，S－1008。は筋疾

患の指標として有用であり，MyDではCKや

MSEよりもより良い指標となることが考えられ

た．今後これらを組み合あせることにより，筋障

害のタイプ分けをすることができる可能性が示唆

された．

ま　　と　め

1．筋ジストロフィー症における血清S－1008。倍

を測定し，CAIII，CK，MSE値との比較検討をお

こなった．

2．S－100a。値は，COntrOl群に比し，PMD・MyD

で有意な上昇を認めた．

3．S－1008。値は，CAIIIと最もよい相関を認め

た．

4．MyDでの異常率は，S－100a。で，CAIIIと同

様にCKやMSEよりも有意に高かった．

5．DMDではS－100＆。値と年齢は逆相関を示し

た．

6．S－1008。値は筋疾患の指標として有用であり，

MyDではCKやMSEよりも良い指標となる可

能性が示唆された．

最後に，貴重な検体を提供していただいた国立

療養所鈴鹿病院院長飯田光男先生に深謝いたしま

す．
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58）筋ジストロフィー症におけるクレアチン代謝異常：

rat培養筋細胞におけるクレアチン代謝

紫　芝　良　昌＊

研究協力者　　三　好　和　夫＊　門　脇　紀　子＊　清　水　多恵子＊

佐　藤　幸　一＊＊

目　　　　的

私達は従来筋ジストロフィー症の成因をクレア

チン代謝の面から研究を行っている．これまでの

筋ホモジュネートのin vitro及びラットのin

Vivoの実験で得たクレアチンの水解（尿素とサル

コシンの産生）の成績1）2）を確認し，本症での異常

を探る目的で本年度手掛けたラット骨格筋培養細

胞系で行った基礎実験の成績について述べる．

方　　　法

American Type Culture Collection（ATCC）

より入手したラット筋芽細胞株（L6）を10％牛胎

児血清（FCS）を含むDME培養液を用いて培養し

た．細胞はCoster製6　well plate（直径24mm）

に104個播種した．Doubling timeは約2日であ

る．この条件では筋芽細胞は線維芽細胞様に増殖

（図1）し，培養後7－10日目には多核の細胞が

出現し，一部にmyotubeの形成をみる（図2）．

この状態で培養液中の血清成分を10％FCSから

2％馬血清（HS）に加えるとmyotube以外の細

胞は脱落して培養中のmyotubeの占める率が高

くなる3）．今回の実験では，この二つの状態におい

てクレアチン代謝を人皮膚より得た線維芽細胞を

対照として比較した．クレアチン代謝産物の追跡

のためには14C－（amidine）－Creatine（NEM社

製，20JLCi／mg）2JLCiをl wellあたりに加え，

同時にcoldcreatineを0，100，200，500，1000，

10000ノJg／ml加えて，72時間370C　5％C02の条

＊沖中記念成人病研究所

＊＊徳島大学第一内科

図110％牛胎児血清添加DME培養3日目の

Myoblast番田胞

図2　2％馬血清添加培養5日日のMyotube

件下で培養した．培養終了後，mediumを細胞層か

ら分馳し，細胞層をisotopeを含まない培養液で

2回洗浄し，2N NaOHを加えて細胞層を音容解し

た．この抽出後にTCAを最終濃度6％になるよ

うに加え，蛋白を沈澱させて遠心し，上清を集め

た．この上清の一部のradioactivityを液体シンチ

レーションカウンターで計測すると共に，一部は
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HPLCにかけてクレアチン代謝産物の同定を行

った．HPLCのカラムにはSumipaxlONaを用

い，移動層には10mMphosphatebuffer（pH3．7）

を用いた2）．

成　　　績

筋細胞内への放射性クレアチンのuptake

図3にこれを示す．非放射性クレアチンを添加

しない条件で14C－クレアチン2JLCi／wellを添加

すると，比放射能から計算して培養液中のクレア

チン量は，100J‘g／2mlとなる．図3にみるように

この条件において，myOtubeでは添加した14C－

クレアチンの5．4％が細胞内に見られる．この％は

クレアチン添加によって次第に減少する．Myob－

lastでは培養3日目，5日目と2つの時期におけ

る観察で，クレアチン添加量0（培養液中のクレ

アチン濃度は上記のように100JJg／2ml）の時，放

射性クレアチンの3．7％，2．3％が細胞内にみられ

る．この％はクレアチン添加によって減少する．

これに対して入線維芽細胞では放射性クレアチン

はクレアチンを添加しない条件でも1％以下であ

る．各条件において，細胞層における約1％の放

射性クレアチンの集積は非特異的な吸着とみなす
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ことができる．

細胞内にとりこまれたクレアチンの総量

図4にこれを示す．図中の数値は図2に示した

細胞内の放射性クレアチン量から非特異的吸着量

をさしひき，培養液中のクレアチン濃度との積を

とってえたものである．myotubeにとりこまれる

クレアチン量は培養液中のクレアチン量に依存し

て増加し，培養液中のクレアチン濃度600〃g／2

ml以上でプラトーに達する．この時myotube中

に含まれるクレアチン量は5．5JLg／200JLg prOtein

（1well中にある蛋白量は200ノJgに近いので蛋

白200J‘gあたりを表すことにした．）であった．

myoblastも同様に，培養液中のクレアチン濃度に

依存してクレアチンをとりこみ，やはりクレアチ

ン濃度600JLg／2mlで頂点に達し，myOblastにと

りこまれるクレアチン量は約3〟g／200／Jg

proteinであった．これらに対し，入線維芽細胞で

は培養液中のクレアチン濃度が600JJgの条件下で

も1JJg以下のクレアチンしか存在しないことに

なり，クレアチンを細胞内に集積する能力は低い

か，存在しないと考えられる．

細胞内におけるPhosphocreatineの産生

細胞内外の14C－クレアチンをHPLCで分析

UPtake

0　　100　　200　　郁　　850　11（泊　　　　1∞100

Credtine（〃g）

図3　クレアチンの各種濃度下における14C－クレアチンの細胞層へのとりこみ
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Creatine uptake

（
u
亘
O
L
d
竺
0
0
N
、
竺
）
と
；
召
L
U

0　　　100　　　200　　　600　　　850　　　1100

Creatn冊（pg）

図4　クレアチンの各種濃度下において培養液から細胞層へ移行したクレアチンの総量

すると，培養液中では，myOtube，myOblast，線

維芽細月包，いずれの培養でも，放射活性の95％以

上がクレアチンであった．これに対し，細胞内

の14C－radioactivityについてはmyotube培養

ではその48．3％はクレアチンとして存在するが，

42．1％はphosphocreatineとなっていた（図

5）．繰り返し実験でも同様の成績がえられた．し

かし，myOblastでは，細胞内14C一括性の92％が

Creatineとして存在し，phosphocreatineとして

存在するのは2．8％に過ぎなかった（図6）．繰り

返し実験でも同様であった．入線維芽細胞中の14

C－活性に関しては細胞内に取り込まれた量が少

なく，解析することができなかった．

筋細胞内へのクレアチンの取り込みと集積能

筋細胞内へとりこまれた14C－クレアチンの相

当部分はphosphocreatineとなっているから，ク

レアチン自体の集積能をみるためには，phospho－

creatineとなった部分を差し引いてクレアチンの

みの量を示したものが図7である．このことから

myotubeでもmyoblastでもクレアチンの集積能

はほとんど同一であり，myOtubeではcreatine

kinase（CK）活性が高いために集積したクレアチ

ンをphosphocreatineとしてpoolから除去して

集積するために，細胞外から移行するクレアチン

の量としてはmyoblastの約2倍に増加している

ことが推察された．

考察と結語

筋ジストロフィー症の病因究明のためのクレア

チン代謝研究の一環として，筋細胞培養系につい

ての基礎実験の成績を述べた．筋細胞培養系は培

養条件によって，細胞分化の段階を調節すること

ができる4）利点がある．人骨格筋はクレアチンを

血清浪度の1000－1500倍に高濃度に保有している．

しかしこれまで，この特異なクレアチンの筋細胞

内取り込みと集積の様相を，筋細月包の分化段階で

明らかにした成績はみられなかった．

今回の我々の実験では，クレアチンのとりこみ

はmyoblastにおいて明らかに認められ，

myotubeでは約2倍に増加している．しかし，と

りこまれた14C一活性を調べると，myOtubeで

は14C一活性の約半分はphosphocreatineになっ

ており，クレアチンの集積能自体はmyotubeとの

差が認められない．すなわち，クレアチン集積能
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10　　　　20　　　　30　　　40

fraction number

図5　Myotule細胞層に移行した14C－活性のHPLCによる解析．42％がphospho－

Creativeとなっている．

10　　　　20　　　30　　　40

fraction number

図6　Myoblast細胞層に移行した14C－活性のHPLCによる解析．2．8％がphospho・

Creatineとなっているにすぎない．
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14c creatine uptake
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図7　phosphocreatine量を補正した細胞へのクレアチンのとりこみ・mytubeとmyob－

1astでクレアチンのとりこみ能には差が認められない．

はmyoblastの段階で既に完成しており，

myotubeの段階ではCK活性の増加とCKiso－

zymeの変化によって，とりこまれたクレアチン

の一部はphosphocreatineとしてsequestrateさ

れるものと理解される．

この基礎的成績は筋細胞転義の条件の変化（例

えば高濃度クレアチン培養）などによって詳細に

したいが，それらをふまえて，今後，ジストロフ

ィー筋細胞について同様の実験を行いたい．さら

にまた，ラット筋細胞と人の筋症の各種の非筋細

胞との細胞融合（heterokaryon）実験によって研

究を進めたい．
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59）筋原性高尿酸血症に関する研究－糖原病ⅠⅠⅠ型

（脱分枝酵素欠損症）における検討

垂井清一郎＊

研究協力者　　嶺　尾　郁　夫＊　河　野　典　夫＊　原　　尚　　子＊

山　田　祐　也＊　川　知　雅　典＊　清　川　裕　朗＊

は　　じ　め　に

私共は，糖原病ⅤIl型（筋ホスホフルクトキナー

ゼ欠損症）において，筋運動時に骨格筋プリン体

の異化が著しく元進し，これに基づいて高尿酸血

症が発現することを明らかにしてきた（筋原性高

尿酸血症）ト5）．本病態が，どの程度の広がりをも

って代謝性ミオパテーのなかに認められるかを明

らかにする目的で，糖原病ⅠⅠⅠ型（脱分枝酵素欠損

症）について，運動時の筋プリン体の異化代謝と

尿酸代謝の変動を検討した．

方　　　法

糖庇病ⅠⅠⅠ型の同胞例（兄24歳，弟22歳）を対象

とした．両症例ともに，乳児期に肝艦を指摘され

たが，低血糖や成長障害は認められていない．小

児期より比較的激しい運動時に筋の易疲労や脱力

を自覚し，筋運動能の障害を訴えている．着色尿

（ミオグロビン尿）の既往はない．筋萎縮や筋力

低下は認めない．血清クレアチンキナーゼは，兄

が6370U／1，弟が3115U／1（正常60－300）と高値を

示した．外来における血清尿酸値は，兄は正常で

あったが（6．0mg／dl），弟は9．5mg／dl（正常3．1－

8．3）と高尿酸血症を合併していた．兄について筋

生検を行い，グ））コゲンの蓄積（69．3mg／gmuscle，

正常11．4±4．2，mean±SD）とamyl0－1，6－

glucosidase誓言性の欠損（0．6mU／g muscle，正常

11．8±0．9）を認め，確定診断を得ている．

既に報告した方法に従い6），部分的阻血下前腕

運動試験を行い，肘静脈血中のメタポライトの変

＊大阪大学医学部第二内科

動を検討した．次に，自転車エルゴメーター運動

を実施し，経時的に前腕部よりの採血および採尿

を行った．患者の筋症状に応じた適当なインター

バルを設けながら，60分間でのベ40分のエルゴメ

ーター運動を行った．運動負荷量は，図1に示す

ように，軽いものから漸次増強した．

乳酸，尿酸，アンモニアは酵素法で，イノンン，

ヒポキサンチンはHPLC法で分析した2）．

結　　　果

部分的阻血下前腕運動試験：両症例ともに，肘

静脈血中の乳酸はほとんど増加しないが，逆にア

ンモニアは健常者に比し過大な増加反応を示した

（図2）．イノンンやヒポキサンチンも，アンモニ

アと同様に過大に増加し（図3），糖原病ⅠⅠⅠ型患者

の骨格筋では運動時にプリン体の異化が著しく冗

進することが示された．

自転車エルゴメーター運動：前腕運動試験と同

様に，全身の循環系においても，血簗アンモニア

（データー示さず）やイノシン，ヒポキカンナン

が運動後に速やかに著増した（図4）．しかも，こ

れらのメタポライトの増加に引き続き血梁尿酸値

も次第に上昇し，運動終了後2時間には著しい高

尿酸血症が認められた（図4）．健常者では，各メ

タポライトは，ほとんど変動しなかった．エルゴ

メーター運動における，尿中への尿酸排i世量を表

1に示した．両症例ともに，運動中に尿酸排泄は

低下することなく，運動後に増加した．このこと

より，運動に伴う血栄尿酸値の上昇は，腎での尿

酸排泄の低下によるものではなく，運動筋由来の
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図1　自転車エルゴメーター運動における，糖原病ⅠⅠⅠ型患者の運動負荷量（Casel：兄，

Case　2：弟）．
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図2　部分的阻血下前腕運動試験における，糖原病ⅠⅠⅠ型患者の乳酸とアンモニアの反応

（○－○：兄，●－●：弟）．
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図3　部分的阻血下前脆運動試験における，糖原病Ⅰ11型患者のイノシンとヒポキサンチン

の反応（○－○：兄，●－●：弟）．
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図4　自転車エルゴメーター運動における，糖原病11Ⅰ型患者の血簗イノンン，ヒポキサン

チン，尿酸値の変動（○－○：兄，●－●：弟）．
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表1自転車エルゴメーター運動における，糖原病IlI型患者の尿中への尿酸排泄量（Case
l：兄，Case　2：弟）．

芸ii acさ雲…r；ati霊r三　恕「
before ex．

during ex．

after ex．（0－1h）

after ex．（1－2　h）

0，48

0．46

0．45

1．02

0．62　　　　0．48　士　0．15

0．70　　　　0．50　士　0．05

0．68　　　　0．50　土　0．10

1．01　　　0．48　士　0．14

イノシンやヒポキサンチンからの尿酸産生が冗進

した結果と考えられる．

考　　　察

本研究では，糖原病ⅠⅠⅠ型患者において，筋運動

時に骨格筋プリン体の異化が著しく冗進する結果，

高尿酸血症が発現することを明らかにした．糖原

病Ⅴ型（筋ホスホリラーゼ欠損症）においても，

同様のプリン代謝異常を認めている7）．したがっ

て，糖原病Ⅵ1型をはじめⅠⅠⅠ型やⅤ型など骨格筋の

解糖が障害される病態では，汎く筋原性高尿酸血

症が成立するものと考えられる．

糖原病III型は，肝糖原病と筋糖原病の両病態を

示し得るが，臨床症状は症例により多様であり，

酵素学的にも数種の亜型が存在し複雑である8）．

肝グリコゲンの代謝異常に基づく低血糖や肝崖は，

本症の代表的な臨床症状の一つであり，糖原病Ⅰ

型（グルコース6－ホスファターゼ欠損症）に似

る．しかし，肝における病態代謝は，Ⅰ型とⅠⅠⅠ型

とで本質的な違いがみられる．すなわち，低血糖

に対するグリコゲン分解は，ⅠⅠⅠ型では障害される

が，Ⅰ型では障害されずに解糖が促進される．ま

た，ベントースサイクルの基質となるグルコース

6－リン酸は，Ⅰ型では著増するが，ⅠⅠⅠ型では増加

しない．したがって，Ⅰ型に合併する高尿酸血症

の有力な成因とみなされる肝性機序（ATPの分

解冗進，ベントースサイクルの促進）を9），そのま

まⅠⅠⅠ型にあてはめることは無理である．

糖原病ⅠⅠⅠ型では，骨格筋にもグリコゲンが蓄積

し，本研究で対象とした症例の如く，運動時に筋

の易疲労や脱力を示す例がある．この場合，阻血

下前腕運動試験において乳酸の増加反応は欠如し，

lIⅠ型の運動筋はⅥ1型と基本的に同じ病態にあると

みなすことができる．実際，本研究で，ⅥⅠ型と同

様にⅠⅠⅠ型患者の運動筋においても，プリン体異化

の克進することが明らかとなった．糖尿病ⅢⅠ型の

報告例のうち高尿酸血症や痛風を合併した症例で

は，いずれもが筋症状を主徴としており10）11），高尿

酸血症が筋原性機序に基づいて発現した可能性が

つよく示唆される．

本研究では，自転車エルゴメーターを用いた定

量的な筋運動によって，HI型患者の血簗イノシン，

ヒポキサンチン，尿酸が著増することを示した．

これらのメタポライトの増分は，ⅥⅠ型患者とほぼ

同じであるが，ⅠⅠⅠ型患者の行った運動量はⅥ1型患

者の約二倍に相当する12）．すなわち，同一運動量の

下では筋プリン体の異化は，ⅥⅠ型に比しⅠⅠⅠ型では

相対的に軽度であると考えられる．これは，ⅥⅠ型

ではホスホフルクトキナーゼの欠損によって解糖

がほぼ完全に障害されるのに対して，ⅠⅠⅠ型では不

十分であるがホスホリラーゼによるグリコゲン分

解や血中グルコースの利用が可能であるため，解

糖障害の程度が比較的軽症であることに基づくと

考えられる．また，ⅠⅠⅠ型ではⅥⅠ型に比べて一般に

運動時の筋症状が軽く，ミオグロビン尿も伴わな

いのは，同様の理由によるとされている．今後，

筋糖尿病各型における高尿酸血症の合併率や重症

度について，多数の症例で検討を重ねれば，これ

らの点も明らかになると考えられる．

結　　　語

筋症状を示す糖原病ⅠⅠⅠ型の兄弟例を対象に，筋

運動時の骨格筋プリン体の異化代謝と尿酸代謝に

ついて検討した．外来時の血清尿酸値は，兄は正

常であったが，弟に高尿酸血症（9．5mg／dl）の合

併が認められた．
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部分的阻血下前腕運動試験において，両症例と

も肘静脈血中の乳酸はほとんど増加しないが，ア

ンモニア，イノンン，ヒポキサンチンは著増した．

軽い負荷量の自転車エルゴメーター運動後にも，

全身循環系の血渠アンモニア，イノンン，ヒポキ

サンチンが著増し，これに引き続き血韓尿酸が増

加した（兄11．4mg／dl，弟14，8mg／dl）．尿中への

尿酸排泄は，エルゴメーター運動中に低下するこ

となく，運動後に増加した．

糖原病Ⅵ1型・Ⅴ型と同様に，ⅠⅠⅠ型においても筋

原性高尿酸血症が認められた．
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60）デュシャンヌ型筋ジストロフィー血清中の

アミノぺプチターゼ活性

杉　田　秀　夫＊

研究協力者　石　浦　章　一＊　山　本　真　理ホ

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）患者血

清中の各種アミノペプチダーゼ活性は，臨床症状

の進行に伴って増減することが報告され，診断お

よび病期の指標となり得ることが知られている1）．

今回，我々は数種のアミノアシルMCAを切断

するアミノペプチダーゼ活性が患者血清中で元進

しており，これが単一の酵素によるものであるこ

とを認めたので報告する．

対象および方法

対象は健常人およびDMD患者各3名とした．

方法は，健常人およびDMD患者血清各4ccを

高速液体クロマトグラフィー（TSK3000SWGカ

ラム，以下HPLCと略す）によって画分し，各フ

ラクション毎にGlu－MCA（アミノペプチダーゼ

Aの基質），Arg－MCA（アミノペプチダーゼBの

基質），Leu－MCA（ロイシンアミノペプチダーゼ

の基質）の水解活性を測定した．次に，これらの

活性が最大となるフラクションを，さらにDEAE

‾セルロースカラムおよびハイドロキシアパタイ

トカラムを用いて部分精製した．

なお，血清中の酵素活性と比較する目的でヒト

骨格筋中のアミノペプチダーゼ活性も測定した．

すなわち，ヒト骨格筋に5mMリン酸緩衝液

（pH7・0）を加えWaringblenderでhomogenize

した後，8，000gで10分間遠心した．上清4ccを血

清同様にHPLCによって画分し，フラクション毎

に活性を測定した．

帽立黒センター神経研究所

結　　　果

健常人血清をHPLCによって画分したところ，

分子量96，000に相当する画分（矢印）にArg－

MCAとLeu－MCAを水解するピークをひとつ得

た（図1a）．DMD血清でも同様の画分（矢印）

にArg－MCAとLeu－MCAを水解するピークを

得たが，これは健常人のものと比較して明らかに

増高していた（図1b）．

本ピークを中心に各基質を水解する活性の嘩和

を健常人血清とDMD患者血清で比較すると，

Arg－MCAとLeu－MCAを基質とする活性は

DMD患者で有意（p＜0．005）に増加していた（図

2）．

HPLCで得られたピークはDEAE－セルロース

カラム（図3：健常人血清），ハイドロキシアパタ

イトカラムクロマトグラフィーにおいても単一に

溶出され，Arg－MCA水解活性とLeu－MCA水解

活性を分離できなかった．

なお，ヒト血清中にはArg－MCAだけを特異的

に水解するアミノペプチダーゼBやGlu－MCA

を水解するアミノペプチダーゼA活性はほとん

ど検出されなかった．

一方，ヒト骨格筋ではHPLCによって，アミノ

ペプチダーゼBが認められた他に，血清同様Arg

－MCAとLeu－MCAの両方を水解するアミノペ

プチダーゼが存在した（図4，矢印）．後者は，

DEAE－セルロースカラムクロマトグラフィーで

もやはり単二に溶出された（図5）．
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図1HPLCによる健常人血清（a），DMD血清（b）画分におけるアミノペプチターゼ活性
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図3　億常人血清のDEAE－セルロースカラムクロマトグラフィー

－333－



図4　HPLCによるヒト骨格筋画分におけるアミノペプチダーゼ活性
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図5　ヒト骨格筋のDEAEpセルロースカラムクロマトグラフィー
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考　　　察

ヒト血清中では，アミノペプチダーゼAとB

はほとんど検出されず，Arg一血清，Leu一血清の両

方を水解する単一の酵素が存在していた．これは，

アミノペプチタか－ゼM様酵素と考えられ，骨格筋

中にも多く存在することが明らかとなった．

このアミノペプチダーゼM様酵素活性は，

DMD患者において健常人と比較して有意（p＜

0．005）に高く，新たな診断指標として使用可能で

あることが示唆された．

今後，例数を積み重ね臨床経過との関連等を検

討する予定である．

文　　　献

1）Aoyagi T，Wada T，Kojima F，Nagai M，
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61）先天性ミオパテーの筋構造蛋白

－Centralcore病とMyotubular（Centronuclear）

myopathyを中心に－

小口　喜三夫＊

研究協力者　　武　田　伸　一＊＊　庄　司　進　一＊＊

柳　沢　信　夫＊＊　埜　中　征　哉＊…

は　　じ　め　に

新生児期あるいは乳児期早期より筋緊張と筋力

低下をみる神経筋疾患のうち，明らかな神経原性

の要因が加味されず，しかも筋の変性所見に欠け

る一連の疾患が存在し，先天性ミオバナーと呼ば

れてきた．この先天性ミオバナーには，Nemaline

myopathy，Central core病，Myotubular

（Centronuclear）myopathy，先天性筋線維タイプ

不均等症などが含まれるが，何れも遺伝学的には

常染色体優性遺伝の形式をとる事が多く，臨床的

にはいわゆるfloppyinfantの像を示し，乳児期の

運動発達の遅れがあり，日常生活に多少の障害は

あるが，症状は非進行性である例が多い．このよ

うに遺伝学的にも臨床像からも毒監別が不可能な先

天性ミオバナーは，その形態学的特徴により分類

されてきた．筋線維内に各病型特有の異常構造物

を認める事が顕著な所見であるが，組織化学的に

は，ファイバータイプの分化の異常を共通して認

める事が知られている．従って，組織学的には異

なるが，臨床症状の類似性，組織学的所見の共通

性から，先天性ミオバナーの各病型は，病因的に

は近い位置にあると考えられている．

我々は，先天性ミオバナーのなかでも，頻度が

高く良く研究されてきたNemaline myopathyに

ついて，生検筋の二次元電気泳動による分析を行

なってきた．typel fiberのみを呈した症例の分

＊国立長野病院
＊＊信州大学第三内科

＊＊＊国立黒センター神経研究所

析で，fast formのL鎖2のみを欠如した特異な

構成を認め1），単一筋線経のレベルでも同一の構

成を確認し2），家族例の複数筋の検索から，Slow

form優位の筋への変換を示唆する所見を明らか

にしている3）．

今回は，Nemaline myopathyと共通してファ

イバータイプの分化の異常を呈するCentralcore

病及びMyotubular（Centronuclear）myopathy

について，生検筋の筋構造蛋白の二次元電気泳動

法を用いた分析を行なったので報告する．

対象と方法

Central core病5例及びMyotubular myopa－

thy4例の生検筋を対象とした（表1及び2）．

（1）組織学的・組織化学的検索：生検筋の凍結切片

について，hematoxylin－eOSin染色，Gomori－tri－

chrome染色，NADH－TR染色，ATPase染色な

どを施行した．

（2）筋構造蛋白の分析：生検筋凍結標本の厚切り切

片1～数枚を材料として，0，Farrellのlysisbuf・

fer下で充分にhomogenizeした後，等電点電気

泳動からSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

への二次電気泳動2）を行ない，銀染色法（Oakley

変法）により検出した．記録はポラロイドシステ

ムを用いた．

結　　　果

（1）Central core病

A．組織学的・組織化学的所見：仝例で，

myopathic changeと共に多くの筋線経でcore
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表l Centralcore病5症例のまとめ

Case A9e

1　　　　3

2　　　　3

3　　　　8

4　　　10

5　　　12

Sex Histolo9y

F myopathie chan9e
COre formation

H myopathic chan9e
COre formation

F myopathic chan9e
COre formation

F myopathic chan9e
COre formation

F myopathic ehan9e
COre formtion

CaSe1－4　National　ェnBtitute for

Case　5　　Sapporo Hedical Colle9e

CaSe A9e Sex

1　　　　2　　　出

2　　　18　　　F

3　　　32　　　F

4　　　40　　　H

Histocbemistry

type　2　fiber defieiency

type　2　fiber deficiency

type　2　fiber deficiencY

typel fiber predominance
（90　宅）

type2　fiber defieiency

Nervous′　Hental　ふ　朗uSCular Di30rders

（Dr．Nonaka）

（Dr．Tachi）

表2　Myotubu】armyopathy4症例のまとめ

Hi8tOlo9y

myopathic chan9e
inerea8ed number ofinternal nuclei

myopathi。Chan9e

increa8ed nuhber of internal nuclei

myopathic chan9e
increaSed number ofinternal nuelei

myopathic chan9e
inereaSed number ofinternal nuclei

Case1－3　National　ェn8titute for NervouS．Hental

HiStOChemi8try

typel fiber predominance

（00　亀）

typel fiber predominanee

（90　亀）

typel fiber predominance

（70　号）

typel fiber predominance

（70　亀）

ふ　Huscular Di80rder8

（Dr．Nonaka）

Case　4　　ShinShu University scho01of．Hedieine

formationを認め，組織化学的には，症例4で高度

のtypel fiber predominanceを認めた以外は

type2fiberのdeficiencyを認めた（表1）．

B．筋構造蛋白の構成：Myosin　L鎖について2

通りの構成を認めた．type2fiberdeficiencyを

呈した症例3の二次元電気泳動像を図1に示した．

Myosin L鎖については，Slow formのL鎖1と

2を主体とし，fast formのL鎖1と3を混ずる

が，fastformのL鎖2のみを欠如するhybrid構

成を認めた．TroponinCについては，Slowform

のみが存在し，Nemaline myopathyで増加して

いたDesminを始め，Actin，Tropomyosinには変

化がなかった．高度のtypelfiberpredominance

を認めた症例4及び，症例5でも，Myosin L鎖

とTroponinCについて，同じ構成を認めた．

一方，同じtype2fiberのdeficiencyを認めた

症例1の二次元電気泳動像（図2）を示した．

Myosin L鎖については，Slow formのL鎖1と

2のみが存在し，pure Slowな構成を示しj＝．ヒ

ト骨格筋は，fastformとslowformのmixed構
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S LC－1

S LC－2

篭盗

＼
f LC－3

f LC－1

s LC－1

S LC－2

f LC－3

f LC－1

図3　Myotubular myopathy生検筋の二次元電気泳動像．

A：症例2，B：症例1．二次元電気泳動のMyosinL鎖の部分を示す．症例2で

は，Slow form優位のhybrid構成，症例1では仝isoformが存在するmixed構成

を示した．

成を呈する事が特徴であり，pure Slow構成は，

正常筋でも他の疾患筋でも報告されていない．

Troponin Cもslow formのみが存在し，他の筋

構造蛋白には著変なかった．症例2でも，Myosin

L鎖とTroponin Cについて同じ構成を認めた．

（2）Myotubular（Centronuclear）myopathy

A．組織学的，組織化学的検索二全例で，myOpa－

thic changeに加えてinternal nucleiの増加と，

70～90％のtypelfiberpredominanceを認めた．

B．筋構造蛋白の構成：生検筋の二次元電気泳動

による分析では，ミオシンL鎖について，2種類

の構成を認めた．typel fiberが90％を占めた症

例2では，SlowformのL鎖1，2が主体で，fast

f（）rmのL鎖1，3を混じ，fastformのL鎖2を

欠如するhybrid構成であった．この構成は，

NemalinemyopathyやCentralcore病で認めた

構成であるが，相違点は，Sampleの量をふやした

り，銀染色の程度を強くすると，わずかではある

が，fastformのL鎖2に相当するspotが認めら

れた事である．TroponinCについてはslowform

のみが存在していた（図3）．

一方，typel fiber predominanceが70－88％

であった症例1，3，4では，Myosin　L鎖につ

いて，fast formのL鎖1，2，3とslow form

のL鎖1，2が全て存在し，mixedのL鎖構成を

示した．Troponin Cについても，fast，Slow両

formを認め，他の構造蛋白については，Desmin

を含めて著変なかった．

（3）先天性ミオバナー各病型の比較

Central core病，Myotubular myopathy及び，

Nemaline myopathyのMyosin L鎖構成を比較

したのが，図4である．Centralcore病では，Slow

formのL鎖1，2のみから成るpure slow構成

あるいは，fast formのL鎖2のみを欠如した

hybrid構成の何れかを呈した．Nemaline

myopathyではhybrid構成を主体として，一一部の

生検筋で，fastとslowの仝isoformを備えた

mixed構成を示した．一方，Myotubular

myopathyでは，mixedの構成を取る事が多いが，

一部の生検筋ではfastformのL鎖2が存在した

としても非常に少ないhybrid構成をとる事が明

らかにされた．

考　　　察

Centralcore病とMyotubularmyopathyを中

心とした先天性ミオバナー生検筋の筋構造蛋白の

分析から次のような諸点が明らかにされた．

（1）先天性ミオバナー生検筋では，組織化学的な検

索とMyosin L鎖の構成に凡の対応がある．

（2）先天性ミオバナー骨格筋では，ヒト骨格筋の特
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図1　Central co．r・e病生検筋の二次元電気泳動像（症例3）．

等電点電気泳動（IEF）からSDS－PAGEへの二次元像を示す．MyosinのL鎖

（LC）1，2，3，Actin，Tropomyosin（TM），TroponinC（TN－C）の各spot

が示されている．slowform（S）優位でfastform（f）を混ずるhybrid構成を認め
る．

嶋■一、－l■′

「■‾■■■■■■　‾．■■二二＿　■■■■■■

＼QIU

攣噸匪

ilr、トト

図2　Centralcore病生検筋の二次元電気泳動像（症例1）．

Myosin L鎖についてslow formのみから成るpure slow構成を認める．
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図4　先天性ミオパテー各病型のMyosin L鎖構成の比較．

図の上半にMyosin L鎖の構成を，下半に各病型との対応を模式的に示した．A

は，fastformとslowformの混在するmixed構成，Bはslowform優位のhybrid

構成，Cはslow formのみのpure slow構成を示す．

徴であるfastとslowのmixed構成から，Slow

form優位のSlow myscleへの変換が示唆される．

（3）先天性ミオバナーの各病型に注目すると，純粋

なSlow muscleに近い側から，Central core病，

Nemaline myopathy，Myotubular myopathyの

順に並べる事ができる．

（4）Slowmuscleへの変換について，最も重要な鍵

を握るのは，Nemaline myopathyの分析結果か

ら注目してきたMyosinのfastformのL鎖2で

あると考えられる．

Slow muscleへの変換と　いう考え方は，

Nemaline myopathyの報告4）でも注目され，

MyosinH蛸の分析でも指摘されてきた5）・6）．疾患

筋や実験動物を田‖）ず，Slow muscleへの変換が

明らかにされている系としては，①development

（診denervation③cross r・einnervation⑥

Chronic electrical　stimulation⑤hypothyroid－

ismを挙げる事ができる7）．このうち，ニワトリ

ALDのdevelopmentに伴なうMyosin L鎖の変

化をみると8），成鶏ではほぼpureなSlowmuscle

となって，SlowformのL鎖1，2から成る構成

を示すが，鶏胚初期には，fast formのL鎖1，

2が共存し，L鎖2は比較的早其射こ消失するが，L

鎖1は卵字化後もかなり長期間残存する．Ratの

Chronic electrical stimulationの実験系9）でも，

骨格筋がSlowmuscleに変換する過程で，最初に

fastformのL鎖2が消失し，続いてL鎖1の消

失が起こ・るとされる．こうした実験系との対照及

び従来から行なわれてきた組織化学的な検討から，

先天性ミオパテー骨格筋Myosin L鎖の構成も

Slow muscleへの変換として説明可能なように思

われる．しかも，先天性ミオバナーの各病型は，

Myosinの分化という点からみて，ごく近接した

疾患である可能性が高く，病因としても，共通し

て神経系の要因を考える必要がある．具体的には，

type　2　fiber支配神経のdenervationとtypel

fiber支配運動ニューロンの異常発火の可能性が

考えられる．前者については，fast formの維持

には必ずしも神経系の関与が必要でないため，

fast formの消失を説明できにくい．後者の可能
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性は残るが，少なくとも神経生理学的に運動ニュ

ーロンの異常発火を示唆する所見は得られておら

ず，今後の検索が注目される．特にslowformへ

の変換では神経の役割が重視されてきたが，最近，・

培養系を用いた検索により，MyosinH鎖の胚型

から成人型への変換には，神経と筋のCOntaCtで

はなく，培地上に脊髄が存在する事が重要である

事が明らかにされてきた10）．今後は，神経系の持つ

trophic factorとしての意義にも注目しながら研

究を進める必要があると考えられる．

要約並びに結論

1．Centralcore病5例，Myotubular（Centro－

nuclear）myopathy4例の生検筋について，筋

構造蛋白の二次元電気泳動法による分析を行な

った．

2．Central core病では，MyosinL鎖について，

Slowformのみから成るpureslow構成の場合

と，Slow formを主体とし，fast formが混在

するが，fast formのL鎖2のみを欠如する

hybrid構成の場合とを認めた．

3．Myotubular myopathyでは，fast，Slowの

全isoformが存在するmixed構成の場合と，

hybrid構成の場合とを認めた．

4．先天性ミオパテー骨格筋では，少なく　とも

Myosin L鎖についてSlow muscleへの変換が

予想され，共通した病因として神経系の関与が

注目された．
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62）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

萬　年

研究協力者　　清　水

は　　じ　め　に

ネマリンミオバナーでは特異な棒状体の出現・

Dipeptidyl PeptidaseI欠損1）に加えミオシン分

子の発生異常2）3）が示唆されている．ネマリン梓状

体にはアクチンフィラメントとZ帯構成蛋白で

あるα－アクチニンが含まれ，アクチンやZ帯構

成蛋白の形態形成又はその崩壊過程の異常が考え

られている．しかしながらそれのみで1まなく　ミオ

シン分子の発生・発現にも変化が見られ，組織化

学的ATPアーゼ活性でみてタイプ1線経が優位

であって免疫化学的に遅筋型ミオシンから成って

いると，電気泳動法でも遅筋型　ミオシン軽鎖

MLCが優位であることが示されてきた．近年武

田らは二次元電気泳動法を用いタイプ1型線維群

のMLCを分析した所，pure Slow form（MLC

Cl（S）とMLC2（S））の場所のみでなく，mixedform

（MLCl（S．。，MLC2（S．，），MLC3）やhybrid form

（MLCl｛S．，），MLC2S，MLC，）が存在することを示

し，タイプ1線経でもslow formだけではなく，

色々な割合でfast formが混じるような発現をし

ていることを示した．

私共は特異性の高い単クローン抗体をミオシン

重鎖MHCに対して作成し，MHCの免疫組織学

的検討をタイプ2C，1線経を中心に行なった．

方　　　法

ヒト剖検材料大腿四頭筋，ヒラメ筋，12日日ト

リ胸筋の粗ミオシン分画をBalb／Cマウスに免疫

後，牌臓細胞をとり出しP3U－1細胞株とPEG

＊東京大学医学部脳研神経内科

徹＊

輝　夫＊　中　瀬　浩　史＊

－4000により細胞融合しハイブリドーマ細胞珠を

確立した．その中よりQM355，E35－3，SM1－

1ト2を選び実験に供した．これらの抗体はいずれ

もイリノプロット法でMHCに特異的に反応す

ることを確認した上でコントロールおよびネマリ

ンミオバナー生検材料（上腕＝頭筋）を間接螢光

抗体法にて検討した．

結　　　果

QM355は成人骨格筋のタイプ1，2A，2B線

経のすべてを均等に認識した．他に心室・心房・

外眼筋をも強く染めたが，平滑筋・神経系は全く

認識しなかった．E35－3はタイプ2A，2B線経

を等しく認識するがタイ701線経を認識しなかっ

た（図1）．また，外眼筋を染めたが，心房・心室・

平手骨筋・神経系は染めなかった．SM1－11－2はタ

イプ1線経を認識し．2A・2B線雄を認識しな

かった（図2）．また，心房・心室・一部の外眼筋

線経を染めたが神経系は染めなかった．以上の結

果からQM355は横紋筋をすべて認識すると考え

られ，E35－3は速筋型（2型）MHCを，SM1－

11－2は遅筋型（1型，Slow－tWitch）MHCをそれ

ぞれ認識すると考えられる．

幼君期の骨格筋を検討した所，胎生15週ではす

べての線経が2C線経でありQM355とE35－3

はすべての線経を認識していた．SM1－1ト2は

すべてではなく一部の線経を認識しており，すで

にこの時期において分化が始まっていることが判

明した．胎生35週では多くのタイプ2C線経と一

部のタイプ1線維とに分別され，QM355とE35－

3はすべての線経を認識，SM1－11－2はタイプ
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図1　E35－3の特異性．左上；コントロール上腕二頭筋10〝mの間接螢光抗体法．左下；

routine ATPase染色．右上：ATPase染色（pH4．6）．右下：ATPase染色

（pH4．3）．1；タイプ1線経．A；タイプ2A線経．B；タイプ2B線推．V：血

管（小動脈）．Vでひかっているのは内皮層で色調の違いから非特異的反応である．

図2　SM1－11－2の特異性．図1と同じ構図である．
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表1　単クローン抗体3種類のSpecificity．

＊印はtransitional typel fiberである．

17　　 週　　　　 35　　 週　　　　 成　　 人　　　 心　　 房　　　　 心　　 室　　　　 血　　 管

Q M 355 （＋）　　　　 （十）　　　　 （＋）　　　　 （＋）　　　　 （＋）　　　　 （一）

E 35－ 3 2 C （＋）　　　 2 C （＋）　 2 A ， 2 B （＋）　　 （－）　　　　 （－）　　　　 （－）

1 （＋）■　　　 1 （－）

S M 1 －11－ 2 2 C （一，＋）　　 2 C （－）　　 2 A ， 2 B （－）　　 （＋）　　　　 （＋）　　　　 （－）

1 （＋）■　 ●　 1 （＋）

表2　ネマリン・ミオバナー患者2例の

上腕二頭筋の分析

タ イ 7 0分 芙貢 E 3 5 － 3 S M 1 －1 1 － 2 8 月 男 3 6才 女

1 ＋ － 5 0

＋ ＋ 1 8 0

－ 十 5 3 7 2 9 7

2 C ＋ － 5 4 2

＋ ＋ 20 2

＋ 0 1

2 A ＋

＋ ＋

35 9

0

5

1

2 B ＋ － 2 0

総　 数 9 95 3 08

1線維のみを認識していた．従って15過・35週か

らみるかぎり免疫学的には2種類の線経があって，

（1）QM355陽性，E35－3陽性，SMlr11－2陰性の

線経と（2）QM355陽性，E35r3陽性，SM1－11－2

陽性の線経である．（1）は組織化学的に2Cであり

幼君型と考えられる．（2）は組織化学的に2Cまた

は1であり成人型の遅筋線経とのtransitional

Stageで幼君型MHCと遅筋型MHCとの両者を

同時に発現していると考えられる．従って基本的

にSM1－11－2は遅筋型MHCを認識しE35－3

は速筋型と幼若型とを認識すると考えてよい．

QM355はそのすべてを認識している．これらの結

果を表1にまとめる．

これらの抗体をつかいネマリンミオノヾチー2症

例の上腕二頭筋を検討してみた（表2）．第一例は

生後8ヶ月男児で995本の筋線経を検討した．タイ

プ2C線維74本，タイプ1線維560本，タイプ2A

線維359本，タイプ2B線維2本であった．検索し

た多くの2C線経はE35－3陽性でSM1－11－2

陰性で純幼若型MHCのみを発現していた（図3

｛印）．しかし74本中20本はE35－3陽性であると

同時にSM1－11－2　も陽性でありtransitional

fiberであった（図3ト印）．タイプ1線経をみると

E35－3陰性でSM1－1ト2陽性を示し成人型遅

筋MHCと思われる線経が圧倒的に多い（537／

560，図3▲印）が，560本中18本はE35－3陽性・

SM1－11－2陽性でありtransitional fiberであ

った（図3↑印）．ざらに極めて稀であったがE35

－3のみ陽性のタイプ1線経もあり非常に特殊な

遅筋型ミオシンの発現があるのかもしれないが，

あまりにも少なくその意味づけは今後の検討課題

としている．

以上の結果から組織化学的ATPアーゼ活性か

ら分類されるタイ702C・1線経は免疫学的に分

類されるMHCの類型分類と必ずしも一致して

いない．従ってMHCの分顆からみなおすと，（1）

組織化学的にタイプ2Cまたは1線経と分類さ

れる634本中で，E35－3のみ陽性の線維（純幼君

型）が59本（9％），（2）E35－3とSM1－11－2と

が陽性の線維（transitional fiber）が38本（6

％），（3）SM1－11－2のみ陽性の線維（成人の遅筋

型と同一線維）が537本（85％）であった．従って

遅筋型MHCの発現は非常によく保たれている

ことがわかる．これは従来のデータとよく一致す
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図3　症例1（8ヶ月男児ネマリンミオバナ

ー）の上腕二頭筋．左上；E35－3，左

下SM1－11L2．右ATPase染色で上

よりroutine，pH4．6，pH4．30．ト　タ
イプ2C　▲　タイプ1　◆　タイプ

2C　↑　タイプ1

る．しかしpure slow formではなくて幼君型ま

たは2A・2　B型MHCとの混ノ合したタイプ1線

維（mixedform）も存在しており武田らのMLC

のデータと一致すると考える．

症例2は36オ女性で，基本的に症例1と同様で

あるが，純幼君型やtransitionalfiberが非常に少

なくなっており各々1％以下であった．従ってほ

とんどの線経が成人型遅筋MHC発現線維（SM

1－11－2のみ陽性）で＼あった．

これに対し速筋線維（2A，2B線維）の発現

をみると，症例1では検討した955本中359本（36

％）が2A線推，2本（0．2％）が2B線経で2

B線経が極端に少ない組成であった．いずれも

SM1－11－2陰性でE35－3のみ陽性であった．症
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例2においては2A線経は308本中6本（約2％）

と極端に少なく　2B線推はみとめられなかった．

やはりE35－3陽性でSM1－11－2は陰性であっ

た．いずれの場合も2B線経の発現がわるいまた

は欠損しており，2A線経もわるい場合があると

考えられる．この速筋型MHCの発現がわるいの

を確認しうる単クローン抗体の開発が急務となっ

ており，幼君型，速筋型（2A，2B）に特異的

抗体を調製中である．
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