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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」班は過去3年間に多くの研究成果を挙げ，昭和61年度をもって終了致しました．

そして昭和62年度より新たに厚生省精神・神経疾患研究委託費「筋ジストロフィー

症及び関連疾患の病態とその病因に関する研究」鑑として発足し，不肖私が2期日

の姓のお世話をする事になりました．

当研究班は従来より一貫して筋ジストロフィー症の病態及び発症機序解明を中心

課題として研究を行ってまいりました．昨今の欧米における分子遺伝学の進歩によ

りデュシャンヌ型筋ジストロフィーの遺伝子座，遺伝子そのものも明らかとなり，

筋ジストロフィー症の研究もようやくその方向づけが出来てくるものと思われます．

3年間の班研究の間に筋ジストロフィー症の病態を解明し，且つ治療法の開発を

目ぎし，病床に横たわる患者さんの為に努力したいと考えております．その為に班

員各位の今後一層の努力と研究の発展を班長として期待しております．

本研究班に賜った厚生省当局，国立精神・神経センター，そして日本筋ジストロ

フィー協会の深い御理解と御支援に深く感謝致します．

昭和62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及び関連疾患の病態とその病因に関する研究」班

の昭和62年度（初年度）の報告書である．

本研究班の目的は筋ジストロフィー症及び関連疾患特にミトコンドリア脳筋症の病態を

分子遺伝学を含む基礎研究並びに臨床面から解明し，治療法の開発を最終日標としている．

〔研究組織〕

本研究班はその日的遂行の為班長以下38名（監事1名，幹事6名，班眉29名，公募班眉

2名）より構成され，4つの柱となるべき研究課題を設立し，各々の課題に対し2名の担

当幹事を指名し，幹事の指導の基に総合的研究を行ないつつある．

1）　遺伝子診断と解析（荒木淑郎，鈴木紘一）

2）　筋変性と再生（寺尾寿夫，杉田秀夫）

3）筋ジストロフィーの病態（宮武　正，高木昭夫）

4）　ミトコンドリア脳筋症（垂井清一郎，佐藤　猛）

（）内は担当幹事

〔研究成果の要約〕

本年度発表された報告の中から2，3のトピックについて述べる．

A．筋ジストロフィー症

1）　遺伝子診断と解析

デュシャンヌ型（DMD），ベッカー型（BMD）の遺伝子座，惑いはその近傍の特

異的な数種類のDNAプローブを用い患者家族の家系分析を行ないつつありすでに約

10％に於いて欠失症例が見出されているが，今後更にプローブをふやし，多くの症例

について，欠失部位と臨床症状との対比を行なう予定である．

2）　筋変性と再生

DMDにおける再生の研究は本疾患の対象療法としての骨格筋移植の問題に深い関

連を有している・骨格筋の移植が何故従来より成功しないのかその疑問を追究中であ
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3）　筋ジストロフィーの病態

DMD，BMDの14kbのmRNAにコードされている蛋白質は分子量50万の未知の

蛋白質でありその同定が現在中心課題となっている．Woodらが報告したネビュリン

はDMDでは発現されているが早期にプロテアーゼにより分解す畠事が明らかとなり，

DMDの病態の解明に重要な意味を持っている．

B．関連疾患

ミトコンドリア脳筋症

ミトコンドリア脳筋症のうち特にMELASは主としてcomplexI，MERRFはComplex

IVの低下が重要な役割を持つと考えられ，現在母系遺伝をする症例について微量材料を用

いミトコンドリアDNAの解析を行なう方法を検討中であり，近い将来遺伝子レベルでの病

態が解明されるであろう．
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Duchenme型筋ジストロフィー症（DMD）における

巨大分子蛋白，COnneCtin，nebulinの変化について

荒　木　淑　郎

（熊本大学医学部第一内科）

〔目　　　的〕

DMDの遺伝子座はⅩp21の約2，000kbにわたるDNA鎖上にあり，この中に含まれる約60個のexon

の一部あるいは大部分が欠失することによりDMDが発症することが次第に明らかになってきてい

る．Woodらはこれをうけて，そのmRNA size（14kb）から，単一の蛋白の遺伝情報がコードさ

れているとすると，分子量約500kdの蛋白に相当するとの考えのもとに30例のDMDでSDS・PAGE

による筋構造蛋白（Mf）分析を行い，DMDでは全例nebulin（分子量500－600kd）が消失している

ことを報告した．従来DMDのMfについてはmyosinheavychain（MHC）以下の低分子蛋白に

ついては詳細に検討されていたが．MHCより高分子領域の蛋白については最近漸く研究が開始され

たばかりである．今回DMDにおける巨大分子蛋白．connectin（C）（＝titin）およびnebulin（N）

を中心としたmfの変化について検討を加えた我が国での研究結果について報告する．

Ⅰ．荒木，内野ら

方法：対象はDMD3例●（7，9．12歳），Becker型MD（BMD）1例，myOtOnic dystrophy

2例，多発性筋炎5例，MGl例，CMTl例，HAMl例，ALS4例，COntrO14例で，生検筋よ

り約10数本の筋線経を分離し，homogenize後，50℃20分間のincubationを行ってSDS－PAGEによ

るMfの分析を行った．

結果：DMDでは3例ともNと思われるbandが消失していたが，これに加えてCも著減し，

α・aCtinin，trOpOnin－T，trOpOmyOSinの減少傾向もみられた．程度は軽いが類似の変化がBMDお

よび急性多発性筋炎例で観察された．

考案と結論：今回の分析結果はWoodらの報告と異なり，DMDにおいてはCの著減に加えて，

α－aCtininも減少しており，内因性proteaseの関与も否定できないように思われた．

ⅠⅠ．豊島ら

方法：対象はDMD生検筋3個，剖検筋2個から凍結乾燥切片を作成し，4．5％slabgelを用い各

1aneに3JLg乾燥重量を添加した．対照に正常ヒト骨格筋2個，剖検ヒト腸管平滑筋，鶏，兎，牛の

骨格筋を用いた．

結果：正常対照ヒト骨格筋および動物の骨格筋では，MHCより高分子量成分として10本ほどのband

がみられ，主要なものはC，N，filamin類似蛋白と考えられた．DMD筋ではMHC含量に変動が

みられ，高分子量成分も消長をとt，にした．MHCが保たれている例ではNをはじめ他のbandの変

動も明らかでなかったが，崩壊産物との鑑別が困難であった．

結論：Nに相当するbandがDMD筋でもみられたが，今後抗体による検討が必要と考えられた．

ⅠⅠⅠ．杉田ら

方法：DMD筋（preclinical＝1歳5ヶ月，2歳2ヶ月，臨床症状発現時期＝2歳9ヶ月，6歳，
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8歳），正常対照筋についてSDS－PAGEによるMfの分析を行い，同時に鶏砂嚢より抽出したC，

Nに対するpolyclonal抗体を作成し．immunoblot法による検索を行った．

結果：発症初期のpreclinical段階の骨格筋ではC，Nは明らかに存在した．臨床症状が発現し始

めた時期ではbandが薄くなっていたが，immuno blotでみる限り，CおよびNは発現していた．

実験的に鶏胸筋を0℃に保有した場合にもNは24時間をすぎると減少分解が目立つようになり，N

はprotease特にCANPに感受性が強いように思われた．従ってWoodらがDMD生検筋のSDS－

PAGEでNのbandを検出できなかったのは，Nがproteaseにより分解したと考えれば充分説明で

きるように思われた．

〔参考文献〕

1）Wood DS，ZevianiMetal：IsnebulinthedefectivegeneproductinDuchennemuscular

dystrophyP N EnglJ Med310：107－108，1987・

2）SugitaH，NonakaIetal：IsnebulintheproductofDuchennemusculardystrophy？Proc

JapanAcad63：107－110，1987．

表l DMDにおける筋構造蛋白の変化

connectln nebulin MHC d－Act

Woodら　　　　　一→　　　　ab3ent～111　　－→　　　　→

荒木．内野ら　　　　uJ absent～1JJ l～一→

豊　島　ら　　　JJ～→　　　　11～→　　　11～→

杉田ち（7　　　言‡霊慧当
（11J：著減，11：中等度減，1：軽度減

→：不変）
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骨格筋の移植
ジストロフィー筋などの移植について

寺　尾　寿　夫

（帝京大学医学部第一内科）

〔目　　　的〕

骨格筋の移植は筋再生の研究や治療の目的で行なわれているが，ジストロフィー筋についてはあ

まり報告されていない．ジストロフィー患者に対する筋移植が可能になるためには1）移植された

筋がジストロフィーのhostの中で正常に再生をするか，2）再生筋の収縮能力，3）大型の筋の移

植法などの問題が検討されなければならない．この研究はこれらを明らかにするために行なわれた

ものである．

〔方　　　法〕

1）交換移植：mdxマウスとコントロールマウスC57BL／10scとの間に長指伸筋（EDL）の交換

移植を行なった．移植後経時的に取り出し，組織標本を作製し，再生筋線椎の直径，Variability

COefficient（V．C．），数を測定した．

2）再生筋収縮力の測定：ラットEDL自家移植後2ケ月目の再生筋を使用した．電気刺激は九日戒畑

で直接筋刺激で行ない，twitchおよびtetanictensionを測定した．

3）比較的大型筋の移植：2g以上の筋の移植では神経と血流の維持が大きな問題である．今回

はネコのEDLのautograftに前腰骨筋の一部を有茎のgraft（inlaygraft）として埋め込み，inlay

を行なわなかったautograftと比較した．

〔結　　　果〕

1）交換移植：移植後の再生筋線経の直径は表1にみる如く，C→C＞C→D＞D→D＞D→Cの

順であった．（C→CはコントロールのEDLをコントロールマウスに移植，D→CはmdxのEDL

をコントロールマウスに移植したことを示す．以下同様）またV．C．は逆にD→D＞D→C＞C→D＞

C→Cの順であった．（表1）．

2）再生筋の収縮特性：表2に示す如く，ラットEDL自家移植後2ヶ月日の再生筋のtetanic

COntraCtionでは単位断面積当りの収縮力は0．28±0．07kg／cm2であり，移植前の収縮力の約25％であ

った．

3）inlaygraft：ネコではEDLの自家移植後graft中心部は壊死におちいり，空洞が形成され

る。inlaygraftを行なうとその周辺にも再生筋線経が多数形成され，空洞形成が抑えられた．

〔結　　　論〕

ジストロフィーマウスとコントロールマウスのEDLの交換移植では，その再生筋はhostよりも

donorの筋の性質を受けついでいると思われる．したがって，ジストロフィーの個体に正常筋を移植

した場合には，正常の再生筋線経が再生すると考えられる．再生筋の収縮力は移植後2ヶ月目では

移植前の約25％であった．inlaygraftではinlayされた筋の周りにも筋線経が再生され，空洞形成

が防がれた．
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〔参考文献〕

1）Sola OM，Dillard DH et al．：Autotransplantation of skeletalmuscleinto myocardium・

Circulation，71：341・348，1985．

2）JasminGandBokdawala F：Muscletransplantationinnormalanddystrophichamster・

RevCan Biol，29：197－201，1970．

3）HironakaTandMiyataY：Transplantationofskeletalmuscleinnormalanddystrophic

mice．Exp Neuro147：1－15，1975．

4）WakayamaY，Schotland DL andBonillaE：Transplantationofhumanskeletalmuscleto

nudemice：Asequentialmorphologicstudy．Neurology30：740，1980・

表l Diameter and Variability coefficient of regenerated muscle fibers；2months

aftercross・tranSplantationofEDLbetweennormalanddystrophicmice（mdx）

Diameter　くり皿）

C　＋C　　　　21．64±0．87

（n＝3）

C　うーD

（n＝7）

D　■・C

（n＝8）

D　■・D

（n芦5）
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19．08±1．27

T
　
　
　
－
　
　
　
★
★
l

T

l

I

I

彙

★

l

T

★

l

T

I

・

央

l

T

貴

★

⊥

Variablllty coefflclent

258．75±40．89

286．75土58．71

356．28±30．07

393．86±101．53

T

I

★

★

l

T

貴

i

7

Ⅰ

⊥

T

★

l

T

大

貴

l

T

★

★

⊥

D＝mdx　　　　　　　★　甘く0．025

C＝C57BIノ10SC　★★Pく0．01

表2　ContractilepropertiesofratEDL（controlandautograft）2monthsaftertrans・

plantation

ェntact AutOgraft

TvitCh tension（g）

Tetanic tension（g）

Tvitcb tension／area of nuSCle

section（kg／皿2）

Tetanlc tenslon／area of muscle

seCtion（kg／皿之）

Contractlon ti皿e（m sec）

Ralf－relaxatlon ti皿e（m sec）

24．94±4．49

178．67±57．53

0．21±0．07

1．11±0．12

31．44±5．52

52．48±16．02

9．20±3．37

29．37±11．33

0．10±0．04

0．28±0．07

16．78±2．88

27．68±4．17
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ヒトミトコンドリアDNAの多型解析と

ミトコンドリア脳筋症への応用

宝　来　　　聴

（国立遺伝学研究所）

〔目　　　的〕

ヒトのミトコンドリアDNA（mtDNA）は・約16，560塩基対の環状DNAで，Andersonら（1981）

によって一個体の全塩基配列が決定されている・mtDNAは核DNAに比べて，塩基置換速度がかな

り速いことが知られており，ヒトにおいてもかなりの個体間変異（多型）が予想される．本研究で

は・mtDNAの制限酵素切断型多型（RFLPs）による正常日本人集団での多様性の分析を行った．

さらに・これらの解析結果を踏まえて・ミトコンドリア脳筋症におけるミトコンドリアゲノムの欠

陥，あるいは症息に特有の変異を明らかにするべく，Denaturing Gradient GelElectrophoresis

（DGGE）法を応用したmtDNAのミスマッチ同定のための手法の確立を行った．

〔材料及び方法〕

ヒトのmtDNAのソースとしては・血液・臓器等が考えられるが，多くの検体をより多くの種類

の制限酵素で解析するためには，胎盤が最も適当な材料と考えちれる．演者らの経験では，新鮮な

胎盤を用いれば，ミトコンドリア分画の分維・DNA抽出・CsC1－EtBr密度勾配遠心法等の一連の

操作による環状mtDNAの回収率は，胎盤あたり200－300JLgであった．これは多種類の制限酵素に

よる切断パターンを，サザンプロッティングあるいはエンドラベリング法を用いずに，EtBr染色で

識別するのに充分な量である・日本国内，3地域（静岡・沖縄・青森）において約260検体の胎盤を

収集し・mtDNAを精製した・まず6塩基認識の制限酵素15種類による切断型分析を行い，各集団ご

とに変異型（morph）の分布を明らかにした・さらに4塩基認識の制限酵素を用いた詳細な分析を

行い，各々の酵素によるmorphの頻度を明らかにし，全部の酵素の認識部位の比較により各個体の

タイプ（restrictiontype）分類を行った．

〔結果及び考察〕

（1）日本人集団での変異：日本人3地域集団は，各morphの頻度およびタイプの分布において

は・かなり異なっていることが明らかとなった・しかし・タイプを基にした系統樹分析においては，

クラスタリングパターンは各集団で基本的にはよく類似していた．すなわち，本土2集団で観察さ

れた2大クラスター（許OupIとⅠⅠ）は・沖縄集団でも観察され，各系統樹における最初の分岐時

間もほぼ同様であった・さらに本土および沖縄集団を合わせた系統樹分析の結果，両集団にかなり

の遺伝子交流があったことが推測され，日本におけるfounderpopulationにおいてすでにmtDNA
は多型的であったことが示唆された．

（2）他人種との比較分析：さらに日本人集団に兄いだされた2大クラスターの分子進化的意義を

明らかにするため3大人種（日本人・白人および黒人）のmtDNA制限酵素地図のデータ解析を試

みた・我々の分析した日本人（静岡・n＝116）とCann（1982）によって分析された白人（n＝41）

および黒人（n＝19）のデータを併せて解析した・三大人種全体で117の異なったタイプが観察さ

れ個々のタイプはそれぞれの人種に特有のものであった．個々の人種集団内におけるDNAレベル
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の多様性，すなわちnucleotidediversity（d）を算出したところ，日本人（d＝0．0026）と白人（d＝

0．0025）は，ほぼ同じ値であったが，黒人（d＝0．0047）では約2倍近い値が得られた．さらに三大

人種集団からのタイプのすべての組み合わせ問でdを計算し，それに基づいてUPG法により系統樹

を作成した（図2）．得られた系統樹で，クラスタリングパターンによって便宜的に8つのクラスタ

ー（ClからC8）に分類したところ，3クラスターでは複数の人種からのタイプの混ざり合いが

観察されたが，他の5クラスターは同一人種からのみなる顕著なクラスターであった．mtDNAの塩

基置換速度を2×10－8／site／年と推定すると一番古いクラスター（ClとC2）の分岐は約17万年前

と計算された．ここでClは黒人のみのクラスターであり，C2は日本人のみのクラスター（日本

人集団中のgroupIに相当）である．この値は，Neiのグループによって研究されたタンパク質の

遺伝子頻度データに基づいた3大人種の分岐年代に比べるとかなり古い．すなわち遺伝子頻度のデ

ータからは，白人と東洋人の分岐を約5万年前，白人・東洋人のグループと黒人の分岐を約12万年

前とそれぞれ推定している．我々の分析はmtDNA遺伝子の系統樹であり，一方Neiらの分析は人

顆集団の分岐に関するものであるので，これらの推定値は，人種の分岐よりずっと以前に遺伝子の

分岐が起こっていたことを示唆している．また人種間での系統分析ではgenemigrationの影響も当

然考慮しなければいけないが，mtDNAは人種の分岐以前にすでに多型的であったという説明が最も

妥当であろうと考えられる．

（3）DGGE法によるミスマッチの同定：さて近年，ミトコンド））ア・サイトバナー等の疾患にお

いて，ミトコンドリアゲノムの欠陥，あるいは関与が問題にされている．患者試料は血液あるいは

微量の生検組織に限られるため，演者らが行って来たような分析は困難である．またサザンプロッ

ト法では，分解能力に限界があり，ゲノム中に大きな欠失・挿入があった場合にしか変化が観察さ

れない．このため，近年開発されたDenaturingGradientGelElectrophoresis（DGGE）法を用い

た，mtDNAにおけるミスマッチの同定法への応用を試みた．まずこの方法の確立のため以下の実験

を行った．正常人2個体より精製したmtDNAの2．1kbのPstI断片をpUC19にクローニングし

た．この2個体のmtDNAのうち一方は制限酵素による分析でこのPstI断片中に9bpの欠矢があ

ることがわかっている．クローニングされた2種類のDNAを等量ずつ混ぜた後，熟変性，再結合す

るとホモデュプレックス2種類とヘテロデュプレックス2種類の混合物ができる．この混合物を，

インサートをさらに切断するような制限酵素（この場合はRsaI）で消化し，DGGEで分析した．

この時，泳動方向と平行に変性剤の濃度匂配をつけたゲルで，60℃の温度を保ちながら泳動する．

ヘテロデュプレックス中に塩基置換等によるミスマッチがあると低い変性剤濃度で二本鎖DNAの部

分解離がおこり，その高次構造の変化によって易動度がおそくなるためホモデュプレックスと区別

できる．実際，上述の混合物をRsaIで切断し，DGGEで分析すると，一方に欠矢のある相同断片

同士のヘテロデュプレックスではかなりの易動度の遅帯がみられた．さらに別の断片（411bp）のヘ

テロデュプレrツクスでi，易動度の遅滞が観察され，シークエンスによる分析で，この2種類のmtDNA

の断片の塩基配列には1塩基置換があることが明らかになった．この方法を用いると，ミトコンド

リア・サイトバナーの患者試料を用いた場合でも正常人試料との比較によって，どの部位でも塩基

置換があるかをまず決め，その後シークエンスによる分析に発展できるという利点がある．
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1）Rimmedvacuoleを認めたRigidspine

Syndromeの一例

宮　武

研究協力者　　小野寺　　理＊

塙　　　晴　男＝

は　じ　め　に

Rigid spine syndrome（以後RSSと略す）は

Dubowitzにより幼少時期に発症し，脊椎特に頸椎

前屈制限を主症状とし，肘関節，足関節を初めと

する多発性関節拘縞と，四肢体幹の筋萎縮と筋力

低下を有する症例にたいして命名されたものであ

る1）2）．・しかし，近年多くの報告者の指摘にあるよ

うに，その組織所見の多様性やEmery－Dreifuss型

筋ジストロフィー症との関連などから疾患として

の単一性に疑問が持たれている3）一）．今回我々は，

心筋障害と呼吸障害を伴うRSSの1例を経験し，

筋生検上多数のrimmedvacuoleを認めたので，

それらの所見を報告する．

症　　　例

症例：36歳，男性，（神内4220）

主訴：頸部前屈制限．筋力低下．歩行障害．

家族歴，既往歴：特記すべき事無し．

現病歴：幼少時より，走ることが遅く，体格は

痩せ型であった．筋力は学童期より徐々に低下し

たが，日常生活上困ることはなかった．

昭和62年6月4日右片麻樺と言語障害をきたし，

CT上左基底核に低吸収域を認め，入院加療中，心

電図異常，全身の筋萎縮と筋力低下に気づかれ神

経内科に入院．・

現症：身長162cm，体重34．5kg，脈拍81不整，

血圧100／54，高口蓋弓，扁平胸を認める．頸部に

著明な前屈制限と軽度側屈制限を認めるが，後屈

＊新潟大学脳研究所神経内科

＊＊新潟大学医学部第一内科

正■

山　崎　元　義＊　渥　美　哲　至＊

和　泉　　　徹＝

亭ま比較的良好である．心，肺，腹部ともに異常な

し．両側足関節に軽度の拘縞を認める．

神経学的には，意識清明で知能正常．視野，眼

球運動異常は認めない．軽度の構語障害，喋下田

雉を認めるが，他の脳神経は正常．運動系では，

身体幹近位部優位の筋萎縮，異状肩甲が認められ

る．徒手筋力テストでは，胸鎖乳突筋右4‾，左

4，頸部前屈筋で2，頸部後屈筋で4‾，三角筋で

3，右上腕筋，前腕筋，手根筋で4．下肢では，

腸腰筋右3左4，前月至骨筋で3，大腿四頭筋右

5‾，他の諸筋は正常．Gowers，徽候陽性．Barre徽

候は右上肢で陽性．筋線維束攣縮，筋痙攣，仮性

肥大，等認めない．

片足だち，爪先だちは可能であるが，かかとだ

ちは不能．右足をやや引きずりぎみに歩く．小脳

症状，錐体外路症状はみられない．深部騰反射は

上肢で消失，下肢は正常．病的反射は認めない．

膀胱直腸障害，感覚障害も認められない．

検査所見：検血，生化学所見，Ck63IU／L，ア

ルドラーゼ2．4IU／Lを含めて正常．心電図で右

軸変位，Vl aVfのP波除転，V4V5のST上昇，

V5V6のT波除転，QT延長を認める．ホルター

心電図で最高4連発の非持続性心室頻柏．心音図，

脈波検査でⅠⅠ音の克進，固定性分裂，駆出性雑音

を認める．心エコーで左室の壁運動のび慢性の低

下と僧帽弁逸脱，TL201TC99Mによる心筋シンチで

は，心曙の時計回りの回転，左重，右室の拡大，

左室駆出率の軽度低下，心カテーテル検査では，

駆出率の低下（46％）とぴまん性の壁運動の低下

を認める．脊椎のⅩ線検査ではStraight back

index（胸郭前後径／胸郭横径）20％，第8胸椎前
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縁より，第4胸椎と第12胸椎の前縁を結んだ線ま

での距離が12mm，とstraightbackを認めるが，

側轡や骨の変化は認めない5）．

筋電図では，上腕二頭筋，第一背側骨間筋，大

腿四頭筋でshortduration，lowamplitudeneur－

omuscularunitを認め，前脛骨筋，手根筋では少

数のshort duration，low amplitude neuromus－

cularunitの出現をみる．脛骨神経，尺骨神経の運

動神経伝導速度はそれぞれ41．8m／S，60．2m／S，尺

骨神経，排腹神経の感覚神経伝導速度はそれぞれ

57．2m／S，51m／Sと，共に正常である．

呼吸機能検査で％肺活量が34．6％と低下．血液

図1a HE染色（×400）筋線維径の大小不同と中心核の増加が認められる．

b Gomori－trichrome染色（×300）Rimrnedvacuoleを認める．

c NADH染色（×300）ring丘ber，mOth－eaten像，Slit状に浪染する部位を認める．

d Acid－phosphatase染色（×300）高活性を示す線経を多数認める・特にVaCuOleのあるものでは，高活性

を示す．
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図2　myo丘lament走行の乱れ，Zbandstreaming，少数の膜様構造物を含む空砲形成を

認める．ミトコンドリア，グリコーゲン顆粒の集積も認める．（×4300）

ガス分析でPCO249mmHgPO270mmHgと拘

束性換気障害を認める．

脳波では背景活動の徐液化とβ彼の音昆人を認め

る．

上腕二頭筋の筋生検では，HE染色で，著明な筋

線維径の大小不同，中心核増加を認める．僅かに

壊死線経を認めるが，問質には著明な線維化は認

めない．Gomori－ト1）クローム染色では多数のrim－

medvacuoleを有する線経を認めた．NADH染色

ではmoth－eaten像，環状線経を認め，スリット状

に浪染する線経を認めた．酸フォスファターゼ染

色では高活性を示す線経を多数認め，特にrimmed

VaCuOleを認める線経では高活性を示した（図

1）．ェボン切片トルイジンブルー染色では，横紋

構造の乱れとスリット状の微細顆粒の集積を認め

た．電顕では，myOfilament走行の乱れ，Zband－

Streaming，少数の膜様構造物を含む空砲形成を認

める．グリコーゲン顆粒，ミトコンドリアの集積

も認める（図2）．ATP ase染色では，タイプ1

筋線維優位，タイプ1筋線維萎縮，タイプ2B線

維欠損を認める．又，rimmedvacuoleはタイプ1

線経に多く認められた．筋線推タイプ分布を検討

したところ，タイプ1筋線経は全体の71．0％を占

め，その径が平均35．4／Jm，タイプ2筋線経では2

Bがほぼ完全に欠損していた．タイプ2筋線経の

径は平均44．6〟mであった（図3）．

hunb、≡「

2（）∩
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考　　　案

本症例は著明な頸部の前屈制限，近位筋優位の

筋萎縮と筋力低下，両足関節の可動制限，などの

臨床像よりDubowitzらの唱えたRSSと診断し

た．Emery－Drefuss型筋ジストロフィー症はRSS

ときわめて似通った臨床症状を示し鑑別が問題と

なるが，伴性劣性遺伝形式を認めない．心伝導障

害を認めない，という点で鑑別される6）．

又，本症例では，Straightbacksyndromeによ

る，僧帽弁逸脱，Vl aVfのP波除転等の心異常

の他に，ST低下や陰性で波を認めた．さらに，

月す後一左右方向の内径塩糸宿串

FS

（柚後）％

50

40

3）

20

10

ノ●　●

★／′　0

0　0

●正　常

O Sl r ai glll ba c k

★本　荘　桝

10　；0　　謀）　40　　50　％

FSは右）

左室内径短縮箪＝FS

＝（左重拡成東則領一左室収縮未鵬程）／（左室拡張末親建）×100

EZ）4　RSS，Straightbacksyndrome，

正常人に於ける左室内径短縮牢の比較

本例の心エコーを左皇拡張末期径と左皇収縮末期

径より算出する短縮率という因子で検討すると（図

4），本例ではstraightbacksyndromeでは，説

明し得ない，前後左右に及ぶ心璧運動の低下を認

めることから，心筋障害を伴っていると思われ

る4）．又．本例で1ま高度の拘束性換気障害が見られ，

呼吸筋の障害も伴っていると考えられた．

一方，筋組織病理学的にはタイプ1筋線維優位，

タイプ1筋線維萎縮，タイ702B線維欠損を認め，

今まで報告されている本症の筋病理学的所見の特

徴を兼ね備えていた．

又本例では多数のrimmedvacuoleを認める点

が特徴的である．今まで，本症で組織上vacuoleを

認めた症例は我々の例を含め6例ある（表

1）3）4）7）8）9）．これらの例を見ると，rimmedvacuole

を伴うRSSは，若年死亡例や，呼吸障害を伴う例

が多い印象を受ける．しかし，我々の例のように

心筋障害を認めた例はない．一方rimmedvacuole

は種々の疾患で認められる非特異的な組織像であ

るが，ライソゾームによる自己会食を反映すると

考えられ，筋疾患の原因により迫りう皐現象と考

えられる10）．また本例ではvacuolationを認める線

経にNADH活性，酸フオスファターゼ活性が高か

ったことも注目され，同部にて活発なライソゾー

ム由来酵素の活性化が起こっていることを示唆さ

せた．今後，筋生検の部位や臨床経過を比較した

検討が必要であろう．

表l RimmedvacuoleをともなったRigidSpineSyndromeの報告例

本症例　　　　Goto（7）（9）　　　上原（8）　　　　Bertini（3）　　　Munster（．）　　　Munster川

家族歴

発症年齢
性別
胸郭変形
脊椎変形
換気障害

心電図
死亡年齢
死因

糊
讐
十
十
踊、
レ

洞性頻脈
18歳

突然死

5歳　　　　　　4歳

女性　　　　　　女性

十　　　　　　　　　十＋
十

正常
16歳
肺気管支炎
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結　　　語

1）呼吸障害と心筋障害を伴うRSSの一例を報告

した．

2）筋組織化学ではタイプ1筋線維優位，タイプ

1筋線維萎縮，タイプ2B欠損を認めその組織所

見の特徴を検討した．

3）rimmedvacuoleを認めるRSSには呼吸障害

を伴うものや若年死する例など予後のよくない

ものがある．
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2）心伝導障害とrigidspineを合併した

SCaPuloperonealsyndrome

後　藤　幾　生＊

研究協力者　　田　中

は　じ　め　に

Rigid spine syndrome（RSS）1）とEmery－

Dreifussmusculardystrophy（EDMS）2）とは，と

もに脊柱の屈曲制限と早期からの関節拘縞を特徴

とする比較的良性の筋疾患である．今臥　いわゆ

るrigidspineと心伝導障害を伴うミオバナーが家

族性にみられ，筋病理所見からはミトコンドリア

異常が考えられた1女性例を経験し，RSSや

EDMSとの異同について検討を加えた．

症　　　例

症例：37歳女性（NM870003）

現病歴：正常分娩にて出生し，乳幼児期の発達

は正常．4歳頃より同年齢の子供と比較して走る

のが遅くなった．筋力低下は24歳頃まで緩徐に進

行し荷物の挙上や階段を昇ることが困難となった．

14歳頃より頸部の前屈制限と尖足を，17歳頃より

肘の伸展制限を自覚している．

家族歴：母，姉，兄3）に同症状がみられる．

身体所見：体格は身長141cm，体重27kgとやせ

型．脈拍は50／分と徐脈で不整．頸部前屈および1則

屈制限，肘関節伸展制限，足関節背屈制限があり，

両側尖足・胸腰椎の側轡がみとめられた（図1）．

白内障・網膜色素変性症・難聴はない．神経学的

には意識清明・知能正常．外眼筋・顔面筋の筋力

低下はない．肩甲帯・上腕に最も強く次いで下腿，

大腿に筋力低下と筋萎縮をみとめる．仮性肥大は

ない．深部反肘は全て消失している．感覚系には

異常なく，ミオクローヌス・小脳失調・てんかん・

自律神経症状はみとめない．

＊九州大学医学部脳研神経内科

薫＊　山　田　　　猛＊

図1　肩甲上腕の筋萎縮と脊柱の可動制限をみとめる．

検査所見：検血・検尿・検便には異常なく，血

液生化学でCKは132mu／ml（正常値20－80）と軽

度上昇していた．その他の肝機能・腎機能・脂質・

電解質は正常．75g－OGTTでは，血糖値は空腹時

91mg／dl，糖負荷後60分で278mg／dl，糖負荷後120

分で205mg／dlと糖尿病型を呈した．下垂体ホルモ

ン（GH，LH，FSH，ACTH，TSH）および＼甲状

腺ホルモン（T。，T4）は正常．動脈血ガス分析は

正常．髄液での細胞・蛋白・乳酸・ピルビン酸は
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正常．安静時血中乳酸・ピルビン酸は正常である

が15Watt15分間のbicycleergometer運動負荷試

験では，乳酸27．4mg／dl，ピルビン酸1．59mg／dlと

・軽度上昇した（正常値乳酸3．3－14．9mg／dl，ピ／レビ

ン酸0．30－0．94mg／dl）．

心電図ではⅠⅠ度からⅢ度の房室ブロックをみと

めた．心エコーには異常はない．筋電図では，Short

duration，lowamplitudeMUPの筋原性変化をみ

とめ三角筋では，fibrillationとpOSitive sharp

WaVeがみとめられた．末梢神経伝導速度・脳波・

図2　左GomoriTrichrome染色（132倍）と右NADH－TR染色（132倍）raggedred丘ber

（矢印）をみとめる．同部位はNADH－TR染色で浪染される．

図3　電子顕微鏡所見（7000倍）筋鞘膜のミトコンドリアの集積をみとめる．paracrystalline

inclusion様の封入休（矢印）をみとめる．
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視覚誘発脳波は正常．染色体分析は46XXと正常．

WAISではIQ118と正常．

前脛骨筋でおこなった筋生検では，光顕的には，

筋線維径の軽度の大小不同をみとめたが，筋線経

の変性壊死像はなかった．GomoriTrichrome染

色ではraggedredfiberが少数みられNADHTTR

表1　ミトコンドリア電子伝達系酵素活性

enzyme control

NADH　　　　　　　　　　　71．2　　　27．3－52．3

dehydrogenase

NADH cytoc
reductase

rome C　5．3

（rotenone sensitive）

0．7－3．7

NADH CoQ ILl．6　　7．6－14．0

reductase

Succinate

CytOChrome C
reductase

7．0　　　0．7－2．q

Succinate CoQ　　　　3．0　　　2．1－3．7
reductase

Succinate　　　　　　　　1．2　　　0．7－1．9

dehydrogenase

CoQ cytocrome C
reductase

22．1　　18．3－29．6

Cytochrome C JI・9　　3・6－12・2
0Xidase

Cytrate Synthase　　8．7 6．9－9．7

acetYltransferase

8．5　　　1．6－叫．7

utamate 5．1　　1．q－3．0

dehydrogenase umo．／min／g

染色では，raggedredfiberに一致して浪染した

（匡12）．電顕的には，筋草創莫下にミトコンドリア

の集積をみとめ，一部のミトコンドリア内には，

paracrystallineinclusion様の封入体をみとめた

（図3）．生検筋を用いてミトコンドリア電子伝達

系酵素活性を測定したが，明らかな活性低下はみ

とめられなかった（表1）．

考　　　案

本症例の臨床像は，脊柱の屈曲制限と早期から

の関節拘縞を伴う緩徐進行性のミオパテ丁である

ことからRSSやEDMDとの異同が問題となる．

当科でのRSS3例とEDMD2例との臨床病理

像4）と比較してみても，高度の房室ブロックを本症

例が合併している点では，EDMDの臨床像に近

い．しかしEDMDは伴性努性遺伝をすると考えら

れており，本症例は家族歴からは常染色体優性遺

伝が疑われる女性例であることを考慮におく　と

EDMDとするには問題が残る．EDMDと似た臨床

症状があり，かつ遺伝形式は常染色体優性と考え

られる症例5）6）も少数ながら報告はされているもの

の，本症例の筋病理所見ではraggedredfiberが

みられる点まで加えて考えると，これらの報告と

も本症例は異なっている．

本症例の筋病理所見でみられたraggedredfiber

は比較的筋力低下や筋萎縮の軽い前脛骨筋で筋生

検をしたためか，ragged redfiberの頻度は非常

表2　Rigidspinesyndrome，Emery－Dreifussmusculardystrophyと本症例との比較

case　　　　　　　　　　　1　　2　　　3　　　q　　　5　　　present

a。軋SeX　　　　‾‾‾　　25M18日15M　29M　50M　37‾盲－age，SeX

age of onset（Yr）　　6

family＿history

clinidarprogression

diagnosis
muscle weakness

ECG（A－V block）

muscle histology
fiber size variation

internal nuclei

endomysial fibrosis

ragged red fiber

RSS
＋

＋
　
土
　
＋
　
＋
　
－

6　　　6　　　6　　　12　　1I

＋　　　　　　　　　　　＋

＋　　　　　十　　　　　十　　　　　十　　　　　十

RSS RSS EDMD EDMD
＋十十　　　十＋＋　　　＋＋＋　　　十十十　　　＋＋

＋　　　　　＋　　　　　＋

＋

　

　

　

＋

＋
　
土
　
＋
　
＋
　
－

＋

　

＋

　

＋

　

＋

＋

　

＋

　

＋

　

＋

＋

　

＋

　

＋

　

＋

　

】
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に少なく，また筋原性変化そのものも非常に軽か

った．しかし，電顕所見で筋鞘膜下にミトコンド

リアの集積があり，一部のミトコンドリア内には

paracrystallineinclusion様の封入体もみられるな

どの所見もあわせると，本症例ではミトコンドリ

アの異常が，痛態の本質として考えられる．本症

例の兄3）も筋病理でraggedred丘berおよび筋鞘膜

下のミトコンドリアの集積があり，aerObicexercise

testで乳酸・ピルビン酸の上昇がありミトコンドリ

アの異常がみられた．Mitochondrialmyopathy7）

は，臨床症状からは，Kearns－Sayre syndrome

（KSS），myOClonus epilepsywith ragged red

fibers（MERRF），mitochondrialencephalopathy，

myopathy，Iacticacidosisandstroke・Iikeepi・

SOdes（MELAS）などに分類されるが，本症例のよ

うな臨床症状をもつmitochondrialmyopathyの

報告は過去にはない．

Mitochondrialmyopathyのなかには電子伝達

系酵素欠損がみられることがあり，生化学特徴か

らの分類もされている．本症例の兄では，生検筋

でのsuccinatecytochromeCreductaseの活性低

下をみとめComplexIIの欠損が疑われている

が3），本症例ではsuccinate cytochrome C

reductaseの活性の低下はみとめられず，今後の

familystudyが必要であると考えられる．

本症例では，rigid spine，心伝導障害を合併し，

かつミトコンドリアの異常が疑われた家族性ミオ

パテーであり過去の報告にはない貴重な一例と考

えられる．

謝辞：ミトコンドリア電子伝達系酵素活性を測

定していただいた鹿児島大学第3内科　中川正法
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3）筋萎縮，皮疹，関節拘縮変形を伴う

lipodystrophy症に類似する症例（山田ら）

の筋病変の検討

卓
且 島

研究協力者　　小　松　真　史●　正

遠　藤　安　行目　山

は　じ　め　に

著者の2人（山田と豊島）が新潟大学神経内科

で経験した2症例（筋萎縮，皮疹，関節拘縮変形

を伴うlipodystrophy症に類似する姉弟例l）：以下

本症）のうち1例が1985年に47歳で死亡し，最近

Oyanagiらにより剖検報告がなされた2）．筋病変と

してmultifocal　丘brosis，rimmed vacuole，

lobulatedfiber，ミトコンドリア変化が見出され，

とくに血管変化が特徴的で病態の本質をなすもの

であろうとされた．

私達は今回，遠藤らの症例3）を検索する機会を

得，本症であることを確認し，筋生検を施行した．

その結果，剖検例との共通筋病変はrimmed

vacuoleの多数の出現であることを観察したので報

告する．

症例：昭和25年生まれ34歳女性．

家族歴：両親がいとこ婚であるが顆症なし．

現病歴：生後1ヶ月で両頬部に紅斑が出現し，

発熱，下痢を伴いj客瘡と診断され加療，10日間程

度で消槌した．その後も冬期に多く出没し，5－6

歳頃から四肢にも紅斑が出現するようになり，発

熱と関節痛を伴っtた．13歳頃から顔面のやせに気

付き，17歳頃から指関節の腫脹，変形と拘縮，手

のやせがはじまった．昭和48年（22歳），秋田大学

医学部第三内科受診，入院し，prOgreSSivepartial

lipodystrophyと診断され以後経過観察されてい

る．この時，顔面の皮下月旨肪組織と筋萎縮，慢性

＊秋田大学医学部第一内科

＊＊秋田大学医学部第三内科

＊＊＊秋田赤十字病院神経内科
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唾液腺炎，リンパ節炎が指摘された．赤沈の著明

な元進，γ－グロブリンの増加，CRP強陽性を伴っ

ていた（表1）．27歳第一子出産後，両上肢全体の

う峯痛とともに皮下脂肪組織と筋萎縮が生じ再入院，

甲状腺月重も指摘された．その後30歳頃から下肢遠

位部に強い皮下月旨肪減少と筋萎縮がはじまり，足

指の変形を生じた．34歳（昭和60年）に大腿部の

プ客痛と萎縮を生じたため3回目の入院となった。

入院2ヶ月前にプレドニゾロンを中止したためと

考えられ，CK値も上昇していたが，再投与後，手套

痛は軽減しCK値は正常化した．

表1　検査所見

S48．5（22歳）
ESR62／89CRPl＋l WBC4100
TP8．2g／dlγ・G128．9％
CK31（N＜25）

S53．6（27歳）
ESR78／112CRPl＋t WBC6100

TP7．1γ・G128．4％
CK83（N＜40）ICG44．5％

S60．9（34歳）
ESR25／52CRPl＋l WB4100
1gG12921gA2491gM66
CH占。44．2C386C442

CK1523（N＜200）

CTpallidalcalcification（mild）

第3回目入院時所見：身長157cm体重39．5kg，

血圧90／60．顔面，頸苦軋　上肢全体，大腿下半部以

下の遠位部に強い皮下脂肪，筋の著明な萎縮を認

め，四肢関節とくに手足指関節に著変な拘縮と変

形を伴っていた．腹部の脂肪組織はよく保たれて

いた（図1）．肘，膝伸側に紅色丘疹を認めた．甲

状腺腫あり，肝牌腫大なし．
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図1　患者全身像（34歳，女性3））

図2　下腿Ⅹ線CT　左側に著明な俳腹筋の低吸収を認める．
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神経学的には知能正常，言語正常，眼球運動正

常，顔面筋，咳筋の萎縮と舌の軽度肥大があり，

運動系では，筋萎縮に伴い脱力が認められ，胸鎖

乳突筋：2，大胸筋：2，上腕三頭筋：3▲の他は

ほぼ4－4十で萎縮の割に筋力が保たれていた．運

動失調，不随意運動は認めず，感覚障害もない．

腱反射は膝蓋腱のみ正常で，他は低下～消失で，

Babinski反射陽性であった．自律神経障害は認め

なかった．

脳CTでは基底核石灰化の初期像を認めた．筋

電図では多相性筋原性変化を示し，筋CTでは下

腿で＼排腹筋に著明な低吸収を認めた（図2）ほか

は軽度の変化にとどまっていた．筋生検は右前脛

骨筋で施行され，Gomori trichrome染色で多数の

rimmed vacuoleがみられた（図3）．Rimmed

vacuoleは萎縮筋線経，通常径筋線経の両者にみら

れ，また，錘内筋にも認められた．萎縮線経は

groupingの傾向を示したが，神経展性所見は認め

られなかった．軽度の問質の増生が認められたが，

束状線維化はなく，血管変化も明らかではなかっ

た．電顕では空胞内にmyeloidbodyと不規則な線

経の集塊が認められた（図4a）．血管は大小30本

余を検索したが異常所見は認められなかった（図

4b）．

考　　　察

山田らが本症の特徴として挙げたのは，1．常

染色体劣性遺伝，2．皮下脂肪の減少と筋萎縮，

3．四肢関節の拘縮，変形，4．発熱を伴って出

没する皮膚紅斑と高γ－globulin血症などの膠原病

様病変，5．大脳基底核石灰化と知能低下，6．肝

脾腹，7．心障害であった1）．今回検討した症例は

1－5があてはまるが知能低下はない．肝機能異

常はあるが腫大は腹部エコーでも認めない．手の

変形は軽度にとどまる．

筋病変についてはこれまで本症の3例1）4）で筋生

検が行われているが，十分な所見が得られていな

かった．今回の遠藤らの症例3）でrimmedvacuole

が多数認められたので，剖検例2）との異同を知るた

め，この観点から再検討した．検索した筋は青筋，

外眼筋，大腰筋，胸鎖乳突筋，肋間筋，腕榛骨筋，

前脛骨筋，半膜様筋，ひらめ筋，大腿四頭筋，俳

図3　右前脛骨筋の生検．rimmedvacuoleを多数認める．Gomoritrichrome．
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図4　生検筋の電題像

a：rimmed vacuoleに相当する部位

b：aに近接した毛細血管
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骨筋，大腿二頭筋，横隔膜，上腕二頭筋，大胸筋，

腹直筋，排腹筋で，線維化と脂肪浸潤の強さの和

を変性の程度とすると，この順で高度にみられた．

変性の程度の差は顕著で，はじめの5筋には線維

化，脂肪浸潤はごく軽く，筋線経はよく保たれて

いるのに対し，腹直筋，俳腹筋では筋線経は1本

も認められず，病変はきわめて高度であった．ひ

らめ筋，前脛骨筋の病変は中程度でリ排腹筋との差

は明らかであり，今回の症例の下腿CTとよく合

致していると思われた．Rimmedvacuoleは舌筋

には認められず外E艮筋にも少数であったが，他の

筋では筋変性の軽度なほど多数みられる傾向を示

し，胸鎖乳突筋で最多であった．上腕二頭筋，大

胸筋，大腿四頭筋で「は認められなかった．

Rimmedvacuoleは種々の疾患でみられること

が知られ5）疾患特異性はないが，本症の2例で多

数，広範にみられたことから，偶発的なものと考

えるより，本態に深く関係するものと考えられる．

Oyanagiら2）の指摘した閉塞性血管病変は線維化

におちいった部に強くみられることから筋病変の

進行に与るものと考えられるが，筋病変の，より

初期の段階で7線維化が軽度にとどまる時期ではrim－

medvacuoleの役割が重要と考えられる．

本症に属する症例は，私達がこれまで直接診察

する機会があった4症例1）3）4）のほか，皮膚科領域で

“凍瘡を合併せる続発性肥大性骨膜症〟　として報

告されている症例（文献6参照）がある．とくに

喜多野の第1例は確実と思われるが，他の例は若

年であることもあって異同が明らかでない．これ

らの症例での筋病変の検討が必要であろう．また，

本症においては皮下脂肪組織と筋萎縮が系統的で

かつ選択性を示すことが特徴的であるが，その本

態について，また他の所見との相互の関係につい

て未だ明確でない．免疫学的な検索もなされたが7）

今後さらに検討が必要である．

謝辞：山田らの症例1）の筋病変の検討に御協力を

いただいた，新潟大学脳研究所神経病理　小柳清

光先生，同神経内科　渥美哲至先生，山崎元義先

生，宮武正先生に深謝致します．
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4）筋US・筋CTによる筋緊張性
ジストロフィー症の検討

庄　司　進　一＊

研究協力者　　朴　木　清　人＊　武　田　伸　一＊

松　下　茂　樹＊　吉　田　邦　広＊

は　じ　め　に

近年，神経筋疾患に，超音波断層法・CT・MRI

等の画像診断法が応用されるようになり，診断や

病態の解析に役立てられるようになってきた．

筋エコー法は，1983年Dubowitzら1）により小児

の神経筋疾患，とりわけ進行性筋ジストロフィー

症の診断に有用であることが明らかにされた．わ

が国では，1984年，北大の田代・松浦ら2）が，成人

の神経筋疾患に応用をはかっている．また，筋CT

法については，1977年0’Dohertyら3）が，DMDの

下腿筋に施行したことに始まり，様々な神経筋疾

患に応用されてきた．我々も，1984年末から，多

数の症例に対し筋エコ一法並びに筋CT法を実施

し，神経筋疾患の診断及び病態の解析に利用して

きた．

今回，我々は，筋緊張性ジストロフィー症（以

下MD）6例に，筋エコー法と筋CT法を実施し，

寝息筋分布及び進行様式に特徴的パターンを認め

たので，その病態と合わせて報告する．

対象及び方法　　　　　　　　、

対象は，最近2年間に当科を受診したMD6例＼、

（男3例・女3例，27－59歳）で，いずれもDMD

に対する進行期分類で2度（階段昇降にてすり不

要）以下と軽症であった（表1）．

筋エコー法は，超音波断層装置日立EUB－40を

用い，横走査像については，3．5MHzconvex型の

probeを用い，gain30dB，near gain－30dB，

far gain3．OdB（傍脊柱筋のみgain　40dB）と

＊信州大学医学部第三内科

表1　対　　象

C A S E 性 年齢 経過年数 C K 進行期分 類

l　 H ． T ． M 27 7年 83 9 G （1 ）

2　 Y ． 0 ． F 27 12年 56 4 G （1 ）

3　 M ． M ． F 29 17年 33 5 G （1 ）

4　 F ． F ． M 44 11年 39 2 G （2 ）

5　 S ． H ． M 56 4年 34 7 G （2 ）

6　 S ． F ． F 59 2 0年 2 6 3 G （2 ）

CKの正常値　M：43－272　F：30－165

し，縦走査像については7．5MHzlinear型のprobe

を用い，gain50dB，near gain－30dB，fargain

3．OdBと一定条件のもとで，三角筋・上腕二頭筋

中央・第3腰椎線突起外側・大腿中央前面・下腿

最大径部前一後面の6ヶ所で撮影した．

筋CT法は，CT装置siemenssomatom2を用

いleve125window256と一定条件で，三角筋中

央・上腕中央・第3腰椎煉突起・恥骨結合中央・

大脇中央・下腿最大径部の6スライスで横断像を得

た．

我々は，以前，筋原性疾患で1ま筋エコー法上初

期に筋肉内エコー輝度の上昇がみられ，筋束の減

少はかなり進行した段階でないとみられないこと

を報告している．MDは筋原性疾患であるので，

筋エコー法上，筋束の減少は目だたず筋肉内エコ

ーの軽度増加がみられるものをmildと，筋束の軽

度減少と中等度の筋肉内エコーの増加を認めるも

のをmoderateと，筋肉内エコーの強い増加と筋束

の中等度以上の減少を認めるものをsevereと区分

した．．

また，筋CT法上では，筋肉内に線条のlow

densityがみられるものをmildと，筋肉内に散在

性にlowdensityareaがみられるものをmoderate
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と，筋全体がlowdensityareaに置き換わってい

るものをsevereと区分した．同一症例同一筋で，

筋エコー法と筋CT法上の障害度の分顆で異なる

場合は，どちらか障害度の強い方をとった．

結　　　果

筋エコー法と筋CT法を共に施行した筋につい

て，今回の結果を表2に示す．筋エコー法と筋CT

法の障害度の分類は良く一致していた．この表か

らわかるように，体幹四肢筋の中では，ヒラメ筋

がもっとも強く障害されていた．また，症例2（Y．

0．）27歳女性は，ヒラメ筋のみが強く障害されて

いた．

表に示した筋を障害度順に示すと，ヒラメ筋＞

前脛骨筋＞中間広筋＞排腹筋内側頭＞傍脊柱筋＞

三角筋＞大月追直筋だった．

図1は，中央に症例3（M．M．）29歳女性の下肢

の筋エコー図を示してある．左に対照，右に模式

図を示す．対照の大腿では，筋束は良く保たれ筋

肉内エコーの増加はなく，筋膜，骨エコーは良く

保たれている．一方，症例2では，著明な，中間

広筋の筋束の減少と筋肉内エコーの増加およびプく

腿骨エコーの減弱を認める．下腿前面では，前脛

骨筋の著明な筋束の減少と筋肉内エコーの増加と

頸骨及び脾骨エコーの減弱を認める．下腿後面で

は，ヒラメ筋で著しい筋束の減少と筋肉内エコー

の増加を認める．中間広筋・前脛骨筋・ヒラメ筋

の強い障害が読み取れる．

区12は，同一症例の第3腰椎練突起・大腿中央・

下腿最大径書βの筋CT図を示す．左に対照，右に

模式図を示す．中間広筋・前脛骨筋・ヒラメ筋が

強く障害されている．また，外側広筋・排腹筋内

側頭が中等度障害されている．

図3は，症例4（F．F．）44歳男性の下肢の筋エコ

ー図と傍脊柱筋・下肢の筋CT図を示す．筋エコ

ー図では，前腰骨筋・ヒラメ筋が強く障害され，

中間広筋が中等度障害されている．筋CT図では，

前脛骨筋・ヒラメ筋が強く障害され，傍脊柱筋も

中等度障害されている．

考　　　察

MDでは，胸鎖乳突筋（以下SCM）が臨床的に

最も早期に侵されるとされているが，今回，頸部

は3例のみしかCTを撮っていないのでSCMは表

から省いた．表に示した筋群をtypeI線経の多い

順に並べると，ヒラメ筋＞前脛骨筋＞三角筋＞傍

脊柱筋＞排腹筋内側頭＞上腕二頭筋＞俳腹筋外側

頭＞中間広筋＞大月追直筋の順である．type1％は

すべて1973年のJohnsonら4）の結果に基づいた．type

I線維優位な筋が障害されやすい傾向を認めた．

しかし，Bulckeら5）が部位により大腿二頭筋（type

I66．9％）大内転筋（typeI63．3％）等のtypeI

線維優位な筋が進行期に於て残ることを観察して

いるが，我々の結果も同様であった．また，障害

度の軽い例から重い例を並べて筋の障害の進展を

推察すると，下腿では最初にヒラメ筋，次に前脛

骨筋，次に肪腹筋内側頭，最後に俳腹筋外側頭の

順が考えられ，大腿では，中間広筋がまず障害さ

れ外側広筋へ及ぶと考えられた．

結　　　論

MDでは体幹四股筋の中ではヒラメ筋が最も早

表2　筋US・筋CTの骨格筋の障害度

三角筋　 上院二頭 筋　 傍 脊柱筋　 大腿直筋　 中間広 筋　 前旺 骨筋　　　 肪腹筋　　　 ヒラメ筋

内側頭　 外側頭

T Y P E I ％（Jo h n s on ら，　 61．0　　　 50 ．5　　　 54．9　　　 42 ．0　　　 46．9　　　 72 ．7　　 50．8　　 50 ．3　　 89 ．0

19 73）一

C a se l H ． T ． ロ　　　 ロ　　　 ロ　　　 ロ　　　 ロ　　　 ロ　　　 ロ　　 ロ　　　 ロ

C ase 2 Y ． 0 ． 回　　　 ロ　　　　 ロ　　　 回　　　 回　　　 恒］　　 □　　 □　　　 ■

C ase 3 M ．M ． 回　　　 □　　　　 □　　　 □　　　 ■　　　 回　　　 回　　 □　　　 「

C ase 4 F ． F ． 回　　　 回　　　　 回　　　 □　　 ［司　　　 ■　　　 回　　 □　　　 工

C ase 5 S ． H ． ロ　　　 ロ　　　 回　　　 回　　　 ■　　　 ■　　　 回　　 □　　 1

C a se 6 S ． F ． 回　　 ［コ　　　　 回　　　 回　　　 ㊥　　　 ■　　 ［司　　 回　　　 ■

［コNORMAL　恒］MILD　巨］MODERATE　■SEVERE
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CONTRα＿　37M MD　29F

麹鳩邪時制汲戯濁

－47－

図1　US ofcase3（M．M．）

RF：Rectus femoris

VI：Vastusintermedius

％佃く脚人∧〝〟

牢完㌻了

碑ヽ

＼

TA：Tibialisanterior

GC：Gastrocnemius

S：Soleus



図2　CT ofcase3（M．M．）．略号は図1と同じ．
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MD　4d M SCHEME

OUADRICEPS

丁旧tALIS ANTER10R

GASTROSOLEUS

図3　US＆CTofcase4（F．F．）．略号は図1と同じ
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期に障害されるが，その病態としてtypeI線維萎

縮の関与が考えられた．下腿では，最初にヒラメ

筋，炎に前脛骨筋，その次に俳腹筋内側頭，最後

に俳腹筋外側頭が障害され，大腿では，最初に中

間広筋，次に外側広筋が障害されると考えられた．

しかし，罷息筋分布を全てtypeI線維萎縮では説

明できなかった．
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5）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の

定量化と画像シミュレーション

田　代　邦　雄＊

研究協力者　　松　浦　　　亨＊　森　若　文　雄＊

土　井　静　樹＊＊　島　　　功　二＊＊

は　じ　め　に

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－モード超音波画像が有用であ

ることをすでに報告してきた1ト3）．B－モード画像上

の各疾患における所見の差異は隣接する組織の固

有音響インピーダンスの差と，その分布様式を反

映しているものと考えられ，昨年度著者らは生検

組織所見を用いてB－モード像をシミュレートする

ための基礎データを得ることを目的として，生検

筋を構成する各成分について反射型超音波顕微鏡

（scanning acousticmicroscope以下SAM）を

用いた固有音響インピーダンスの定量化を試み，

その結果を報告したが，試料の厚みが薄かったこ

となどいくつかの条件が不十分であったため，固

有音響インピーダンス倍の相対的順位関係が知ら

れたものの信頼に足る定量化までは至らなかっ

た4）．

今回の検討では試料の厚みを増し，より信頼性

のある定量化を行いその結果に基づいて構成要素

間の超音波信号反射損失を求めた．

［実験1］組織固有音響インピーダンスの定量化

方　　　法

イソペンタンを媒体とし液体窒素中で凍結固定

した生検筋の50ミクロン横断切片を検体とし，供

用周波数400MHzのSAMを用い，水をカプラー

＊北海道大学医学部神経内科

＊＊国立療養所札幌甫病院神経内科

とした場合の基準となるガラス面と試料の超音波

の帰還レベルを電圧比として求め，さらに両者間

の反射損失を得る（式1）．ガラス面と水の国有音

響インピータ炒ンスを既知の値Z O，Zlとすると

試料の固有音響インピーダンスZ2は式2として

与えられる．ただし－GAPSは試料としてガラスを

用いた場合と検体を用いた場合の反射損失の差で

ある4）．

〔式1〕

2010g

Z2－ZO

Z2＋ZO

Z1－ZO

Zl＋ZO

＝201司諾
－GAPS

（dB）

ZO：カプラー（H20）の固有音響インピーダンス

Zl：基準となる基板（SiO2）の固有音響インピー

ターンス

Z2：試料の固有音響インピーダンス

VrR：Zlのみの反射出力電圧

VsR：Z2を挿入した場合の反射出力電圧

〔式2〕

Z2
ZO（（Zl＋ZO）2＋10W（Zl－ZO）2＋2（ZトZO）（Zl＋ZO）（10W）1／2）

W＝

（Zl＋ZO）2－10W（Z1－ZO）2（kg／m2S）

－GAPS（dB）
10

結　　　果

図1Aは多発性筋炎の組織像である．筋細胞間

隙および筋膜に反射損失の大きな炎症性変化が黒

く示され，この変化は筋膜の近傍により強くかつ
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図1A　多発性筋炎．筋細胞間隙および筋膜に反射損失の大きな炎症性変化が黒く示され

この変化は筋院の近傍により強くかつ微細である．

図1B Duchenne型進行性筋i・］てトロ7イ－．明るい肥厚した結合組織．100ミクロンか

ら数mm単位で散在する反射損失が大きく黒く描出される脂肪組織，この間隙に

小径の灰色を呈する筋繰維群が示きjLる．
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微細である．図1Bに示すごとくDuchenne型進行

性筋ジストロフィー生検筋では明るい肥厚した結

合組織，100ミクロンから数mm単位で散在する反

射損失が大きく黒く描出される脂肪組織，この間

隙に小径の灰色を呈する筋線維群が示され分布パ

ターンは前者のそれと大きく異なっている．

図2に結合組織，typel庁ber，type2fiber，

再生線推，炎症性病変および脂肪組織のヒストグ

ラムを反射損失を横軸として示す．これらの反射

損失をパラメーターとした組織分類はKruskalト

Wallis多群間順位検定によれば10－28以下の危険率

で有意であった．ヒストグラム中に各群の中央値

図2　結合組胤type16ber，type2丘ber，再生線経，炎症性病変および脂肪組織のヒ

ストグラムを反射損失を横軸として示す．炎症性病変においてはその分散が多群に
比して大きい．
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表1算出された組織周有音響インピーダンス．結合組織，type2丘ber，typerl負ber，

再生線経，炎症性病変および脂肪組織の順であり，炎症性変化ではその値の分散が

く無札鱈ti¢Ⅰ叩e由働OI如t山e〉
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および99％信頼区間を上段に，平均値±SDを下段

に示す．炎症性病変においてはその分散が多群に

比して大きいことが知られる．得られた結果を組

織固有音響インピーダンスに変換し降順に配列し

た結果を表1に示した．同値は結合組織，type2

丘ber，typel丘ber，再生線経，炎症性病変および

脂肪組織の順であり，炎症性変化ではその値の分

散が大きい．

［実験2］構成要素間における超音波信号反射損

失の算出

方　　　法

生検筋組織において各構成要素が理想的平面を

形成してあい按すると仮定した場合の隣接する構

成要素間に期待される超音波反射損失レベルをさ

きにあげた式1によって求めた．

結　　　果

表2に，算出された結果のうち臨床的に意味の

大きいと考えられる組合せを反射損失レベルの小

さな，すなわち超音波反射信号の大きな順に配列

して示す．各段のひし形は中央値同士の組合せに

よって得られた値，左端および右端は99％信頼限

界を考慮した場合，とりうる最小および最大の反

射損失である．縦の破線は現在B－モード像を得る

際の著者らの条件における信号下限域でありこの

線より左側ほど信号が大きいことを示す．表から

結合組織と脂肪組織の組合せがechogenicityに最

も富み，ついで結合組織と炎症性病変が続く．筋

線経では信号に関与するのは主としてtype2fiber

であることも知られる．また，炎症性病変のステ

ージによりそのとりうる反射損失レベルは大きく

変動する可能性が示される．

ま　　と　め

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

－55－

成分の固有音響インピーダンスの定量を試みた．

これらの値を用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，両者の境界面において生

ずると期待される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echogenicity

に最も富み，ついで結合組織と炎症性変化　type

2fiberと脂肪組織などの組合せが続き，逆にtype

l丘berとtype2丘berではechogenicityはきわ

めて小さいものと推定された．更に，炎症性変化

が関与すると．そのステージによってechogenicity

が変動することも示された．また，各疾患により

明らかにこれら各成分の分布パターンが異なり，

B－モードの常用周波数帯士戒である数MHzにおけ

る点分解能を勘案し，生検標本から超音波画像の

シミュレーションを行い対比することは，B－モー

ドによる組織診断の妥当性を検討する上で有意義

であると考えられた．
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6）Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）における

超高分子蛋白，titin，nebulinの変化について

荒　木　淑　郎＊

研究協力者　　内　野　　　誠＊

は　じ　め　に

分子遺伝学の急速な進歩に伴ない，Duchenne型

筋ジストロフィー症（DMD）の原因遺伝子に関す

る研究も近年著しい進展をみている1ト4）．Kunkelら

の最近の研究によると，DMDの遺伝子座はⅩ染

色体短腕（Ⅹp21）の約2，000kilo bases（kb）に

わたるDNA鎖上にあり，この中に含まれる約60個

のexon（平均200base pairs）の一部あるいは大

部分・が欠失することによりDMDが発症すること

が次第に明らかにされてきている．この60個のexon

はmRNAの長さで16kb4）さらに最新の研究では14

kbS）に相当することが明らかにされ，既にcDNAと

してクローニングされている．Woodらはこれらの

研究成果に基づき，16kbのmRNAが単一の蛋白

の遺伝情報をコードしていると仮定すると，分子

量約500kilo daltons（kd）の蛋白に相当するとの

考えのもとに筋肉中の超高分子蛋白nebulin（分子

量500－600kd）の変化に注目してDMD患者生検

筋のSDS polyacrylamide gel電気泳動（SDS－

PAGE）による筋構造蛋白の分析を行い，DMDで

は全例nebulinに相当するbandが欠損ないし著し

く減少していることを報告した6）．従来DMDにお

ける筋構造蛋白の変化についてはmyosin heavy

chain（MHC，分子量200kd）以下の比較的低分子

量の蛋白の変化については詳細に検討され，多く

の研究報告が行なわれてきたが7ト9），MHCより高

分子の蛋白の変化については殆んど報告がなく，

最近漸く研究が開始されたばかりである．そこで

今回DMD並びにその他の各種神経筋疾患におけ

るtitin（分子量約1，000kd），nebulin，及びBlamin

＊熊本大学医学部第一内科

（分子量250～270kd）などの超高分子蛋白を中心

に筋構造蛋白の変化について検討を加えたので報

告する．

対象並びに方法

対象はDMD3例（7歳，9歳，12歳），Becker

型ジストロフィー症（BMD）1例（25歳），筋緊

張性ジストロフィー症（MD）2例（20歳，30歳）

のいずれも男性．多発性筋炎（PM）5例（19歳男

性，33歳男性，47歳男性．50歳女性，70歳女性），

重症筋無力症（MG）1例（32歳女性），Charcot－

Marie－Tooth病（CMT）1例（30歳男性），HTLV

－1associatedmyelopathy（IiAM）1例（60歳

女性），運動ニューロン疾患（MND）4例（62歳

女性，68歳女性，70歳女性，73歳男性），及び正常

対照4例（10歳女性，13歳女性，18歳男性，26歳

男性）．筋生検は上腕二頭筋，排腹筋あるいは前脛

骨筋で行ない，生検筋の一部を水冷の弛緩液（0．12

M KCl，20mM triS，20mM maleic acid，4mM

EGTA，4mMMgCl2，4mMATP，50％glycer－

ine，pH6．8）中に浸し，実体顕微鏡下せ10～20本

の筋線経をsinglefiberの形で分離した．この10数

本の筋線経を集めて10～15JJlの蛋白溶解液（2％

SDS，5％β一merCaptOethanol，40％glycerine，

40mMtris，0．24Mglycine，0．03％bromphenol

blue，pH8．5）中に移し，Wheatonmicrotissue

grinderでhomogenize後，50℃　20分間のprein－

cubationを行った．電気泳動はslab型の泳動装置

にて行ったが，分離用ケリレには5％のacrylamide

を，濃縮用ゲルには4％のacrylamideを用い，7

mAで約3時間の泳動を行なった．染色は三川ら10）

の方法に従って銀染色を行なったが，一部は比較
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図1SDSgelpatternofhumanskeletalmyo丘brillarproteinsbysilverstain・Protein
bandswithlower mobilities thanmyOSinheavy chain（MHC）arelabeled

numericallyfromthetop‥bands2，5，and6areidentifiedastitin，nebulin，and

fi1amin respeCtively from published patterns and molecular weight（approxi一

matelyl，000kd，550kd，and300kd）．

Ph＝phosphorylase．TM＝trOpOmyOSin・

のためにCo。maSSiebrilliant blue（CBB）染色　　いるSDS PAGEパターン11卜13）とは異なった泳動

を行った．　　　　　　　　　　　　　　　　　パターンを示し，MHCより高分子領域に主要なも

ので約6本のbandが認められた．geltopに近い

結　　　果　　　　　　　　　　ものから順にbandl，2，3，4，5，6と仮に

1）正常対照者：rabbitの骨格筋で報告されて　　命名すると，移動率から求めた分子量はそれぞれ
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図2　SDS gel electrophoresis of myofibrils from Duchenne muscular dystrophy

（DMD），amyOtrOphiclateralsclerosis（ALS），andcontrol（C）muscle．The

bandidenti負edasnebulinisabsentintheDMDpatient．Thebandidentifiedas

titinis extremely faintwith a decrease ofthe　αLaCtinin，trOpOnin－T，and

tropomyosinbands．

T＝titin．N＝nebulin．MHC＝myOSinheavychain．a－A＝α－aCtinin．Act＝aCtin．

TM＝trOpOmyOSin．

1，100，1，000，800，700，550，及び300kdとなる

（図1）．泳動パターン及び分子量からband2は

titin，band6は負lamin14）15）と考えられる．その他

のbandについては泳動パターンからはband3が

nebulinに概当するようにも思われるが，band3は

分子量約800kdと従来の文献に報告されている分

子量よりも高分子域にあり，分子量も重視すると，

約550kdのband5がnebulinに合致するのでband

5をnebulinと判断して以下の分析を行なった．

band1，3，4の由来については不明である．な

おCBB染色では銀染色に比較して各bandの描出

は不鮮明で，bandlは染色されなかった．

2）DMD：nebulinの消失に加えて，titinも著

Lく減少していた．alaminは不変であった．MHC

以下のbandではactinには変化なく，α一aCtinin，

troponin－T，trOpOmyOSinの減少傾向がみられた
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図3　SDSgelelectrophoresisofmyo丘brilsfrompolymyositis（PMl，PM2），myaSth－

eniagraviS（MG），andcontrol（C）muscle．

The titin bandis extremely faintwith a decrease of nebulinin PMl（acute

polymyositiscase）．

（図2）．

3）BMD：titin，nebulinは著滅し，丘larninは

不変で，trOpOnin－Tも減少していた．

4）MD：特に変化を認めなかった．

5）PM：慢性型では特に変化を認めなかった

が，急性型の一例でbandlが消失し，titinband

の著減，低分子領域への移動，nebulinと思われる

bandの減少傾向がみられた（図3）．なお本例では

壌死線経が孤立性，あるいは十数本の集団をなし

て存在し，筋束内にも著しい炎症性細胞浸潤がみ

られた．

6）MG：特に変化はみられなかった．

7）CMT：本例では形態学的に多数のWhorled

缶berを認めたが，MHCより高分子城でtitinの減

少傾向がみられた．

8）HAM：特に変化はみられなかった．

9）MND：bandlの増加傾向がみられたが，そ

の他には特に変化はみられなかった（図2）．

考　　　察

DMDにおける筋構造蛋白の変化については，こ

れまでMHC以下の低分子蛋白について詳細に検

討され，α－aCtinin，desmin，trOpOnln一Ⅰ，Cの減

少などactinを除いて殆んど全ての筋構造蛋白に変

化がくることが報告されており7ト9），このことはCa

－aCtivatedneutralprotease（CANP）を始めと

する内因性proteaseの活性化に伴なう筋構造蛋白

分解の結果と考えられ，DMDの膜異常説を支持す

る一つの大きな根拠となっていた．ところが最近

DMDの遺伝子座がcDNAとしてクローニングさ

－621



れ4）5），これをうけてWoodら6）はそのDNAのSize

から単一の蛋白が合成されていると仮定すると，

分子量500kd以上の高分子蛋白に相当すると考え，

30例のDMDで筋構造蛋白を分析した結果，DMD

では全例nebulin（分子量500－600kd）が消失ない

し著しく減少しているという注目すべき報告を行

なった．ただWoodらの論文に提示されたSDS－

PAGEを見る限りではcontrolにおいてもtitin及

びnebulinがconstantに明瞭なbandとして認め

られておらず，titin及びnebulinの泳動距離もこ

れまで二文献に報告されている泳動パターンと比較

して，かなり接近しており，呈示されているband

をnebulinと断定するにはなお憤重な検討が必要と

思われた．そこで今回我々もDMD生検筋を用い

てSDS－PAGEによる筋構造蛋白の分析を試みた

が，titin及びnebulinは泳動条件によって分経度

に違いがでてくることがわかった．

titin及びnebulinをconstantに明瞭なbandと

して描出するための泳動・染色条件を種々検討し

た結果，1）slabgelで泳動を行なう場合，discgel

法で推奨されている6．5％ケリレ16）よりも濃縮用ケりレ

濃度は3－4％　分離用ゲルは5％ゲルを用いた

方が良好な結果が得られる．2）泳動前のincuba－

tionはWangll）の推奨する50℃－20分間が，一般に

行なわれる90－100℃，2－3分間のincubationよ

り分椎が良好である．3）生検筋をmassとして

homogenizeするよりも，弛緩液中でsinglefiber

の形で分社し，10数本の筋線経を集めてhomoge－

nizeする方がbandの分離は良好である．4）染色

も銀染色とCBB染色のそれぞれに長所短所がある

が，微量蛋白の検出は銀染色の方が優れている．

以上の条件下にSDS－PAGEを行ないbMD及

びその他の各種神経筋疾患における筋構造蛋白の

変化を検索したが，正常対照者ではMHCより高

分子領域に6本の主要なbandが認められた．前述

したようにband2は約1，000kdの分子量，band5

は約550kdの分子量を有し，文献上に報告されてい

る分子量を参考に，それぞれtitin，nebulinと判定

した．band6は泳動パターン及び分子量（約300kd）

からfiIamin14）15）と判定した．bandl，3及び4の

由来は不明で，band3，4はtitinの分解産物の可

能性もあるが，正確な由来については今後の検討

が必要である．

DMDにおける筋構造蛋白の変化はWoodら6）が

nebulinに相当するbandのみが消失ないし著しい

減少をみたと報告しているのに対して，我々の分

析ではnebulinの消失と共にtitinも著減し，α－

actinin，trOpOnin－T及びtropomyosinの減少傾

向もみられた．DMD以外の神経筋疾患ではBMD

でも程度は軽いがDMDと類似の所見がみられ，

また急性多発筋炎例でbandlの消失，titinの低分

子領域への移行，nebulinの減少を認めた．その他

の神経筋疾患では筋構造蛋白に大きな変化はみら

れなかった．

以上我々の分析結果は基本的にはWoodらの報

告と類似した結果となったが，MHCやactinに比

較して，titinやα－aCtinin，trOpOnin－T，

tropomyosinも減少しており，内因性protease作

用による蛋白分解の関与も完全には否定できない

ように思われた．DMDにおけるnebulinの消失が

遺伝子の欠夫に基づく蛋白合生障害によるのか，

内因性proteaseによる消化の結果かDMDの成因

に直結する重要な問題であるが，既にDMDの遺

伝子座がcDNAとしてクローニングされており5），

全塩基配列の決定にひきつづき，蛋白のアミノ酸

配列が判明するのも時間の問題となっており，DMD

の発症機構の解明も真近いものと思われる．

謝辞：本研究に種々御協力いただいた宮崎県立

延岡病院神経内科　川崎渉一郎先生，国立再春荘

病院神経内科　寺本仁郎先生に深謝いたします．

要　　　約

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）並び

に各種神経筋疾患において，超高分子蛋白のtitin

及びnebulinの変化を中心に筋構造蛋白の分析を

行った．DMDではnebulinの消失に加えて，titin

も著減し，・α－aCtinin，trOpOnin－T，及び

tropomyosinも減少傾向を示した．

Becker型ジストロフィー症も類似の変化を示

し，また多発性筋炎の急性型でtitinの低分子領域

への移行，nebulinの減少がみられた．DMDにみ
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られるnebulinの消失は遺伝子の欠矢に起因してい

る可能性もあるが，泳動パターンの特徴から内因

性proteaseの関与が示唆され，更に多数例での検

討が必要と考えられた．
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7）筋ジストロフィーマウス（MDX）における

筋蛋白質の高分子領域における異常について

堀　　　眞一郎＊

研究協力者　　杉　浦　弘　子＊　大　谷　幸　子■

平　林　民　雄＝　中　村　瑞　穂＝

遺伝性筋ジストロフィー症の異常遺伝子のクロ

ーニングが急速に進み，今日，異常遺伝子のもつ

情報発現をとらえるこころみが，色々となされ数

多くの報告があるが，高分子領域での報告は少な

い．私達は筋ジストロフィーマウス（C57BL／10ScSn

－MDX）の筋組織について，平林の開発したミオ

シン重鎖をも定量的に分馳できる二次元電気泳動

を用いて検索したところ，比較的高分子領域（約

14．7kD）における蛋白質の異常を兄いだしたので

報告する．

実験方法

大部分の筋線経に中心核が出現する1）生後120日

の雄の筋ジストロフィーマウス（C57BL／10ScSn－

MDX，以下MDX－マウスと略す）及び〕王常対照マ

ウス（C57BL／10ScSn－＋／＋．以下正常対照マウス

と略す）の長指伸筋，ヒラメ筋，及び心筋を使用

した．

蛋白質の可て容化および抽出　摘出した筋組織を

5M urea－lM thiourea－0．5％β一merCaptOeth－

anol液中にglass homogenizerで懸濁し，遠心

後，上清を可溶化された蛋白質標品として用いた．

筋蛋白質の可溶性の検索には，0．05MKC1－0．01M

Tris－HCl，pH7．8に懸濁した筋組織を，16，000gX

20min遠心し，上清分画と沈澱分画に分稚し，そ

れぞれを5M urea－lM thiourea－0．5％β－mer－

CaptOethanol液で先に記載した様に処理し，上清

分画から回収された蛋白質を可溶性蛋白質，沈澱

＊東京都神経科学総合研究所神経生化学研究室

＊＊筑波大学生物科学系

分画から回収された蛋白質を不溶性蛋白質とした．

二次元電気泳動　平林の開発した二次元電気泳

動法2）により抽出された蛋白質を分艶し，Coomas－

Sie Brilliant Blue Rで染色の後，観察した．

結　　　果

蛋白質の異常　正常対照マウスの長指伸筋では，

ミオシン重鎖より，分子量がやや小さく，等電点

がややアルカリ側にスポットが観察されるのに，

MDX－マウスの長指伸筋ではこのスポットが消失

もしくは減少している（図1）．一方，ミオシン重

鎖より分子量がやや小さく，等電点がやや酸性側

のスポットは逆にMDX－マウスの方が正常対照マ

ウスより増加していた（図1）．この二つの蛋白質

は蛋白質の荷電状態を示す等電点は著しく異なっ

ているが分子量はあまり異っていなかった．しか

し．5M urea－lM thiourea－0．5％β－mer－

CaptOethanol液による蛋白質の可溶化抽出に先だ

って，筋組織を8M塩酸グアニジン処理することに

よって，後者のスポットはほとんど観察されなく

なり，MDX－マウスおよび1王常対照マウスのいず

れの長指伸筋においても，ミオシン重鎖よりやや

アルカリ側のスポットのみが観察されるようにな

った（図2）．8M塩酸グアニジンは組織中の酵素

を速やかに失括させることが知られている．よっ

て，これらの結果はMDX－マウスの筋組織には正

常対照マウスの筋組織にはないかあるいは弱い活

性しかない蛋白質を修飾する酵素が存在していて，

筋組織より蛋白質を抽出する際．8M塩酸グアニジ

ンで処理することにより，この蛋白質を修飾する

酵素が失活したことを示唆している．正常対照マ
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図1長指伸筋の蛋白質の二次元電気泳動．A）正常対顔マウスの長指伸筋，B）MDX－

マウスの長指伸臥MH∴　ミオシン重鎮，A：酸性側のスポット，B：アルカリ側の

スポット．
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図3　ヒラメ筋の蛋白質の二次元電気泳動．A）正常対照マウスのヒラメ臥　B）MDX－

マウスのヒラメ筋．MH∴　ミオシン重鎖．
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図4　心筋の蛋白質の二次元電気泳軌　A）正常対照マウスの心配　B）MDX－マウスの

心筋．MH：ミオシン重鎮．
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図5　正常対照マウスの長指伸筋の蛋白質の可溶性．A）0．O5MKCト0．01M Tris－HCl，

pH7．8に懸濁した際，上清分画に回収された蛋白質の二次元電気泳動図，B）0．05M

KC1－0．01M Tris－HCl，pH7．8に懸濁した際，沈澱分画に回収された蛋白質の二次
元電気泳動図．MH∴　ミオシン重鎖，A：酸性側のスポット．
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図6　MDX－マウスの長持伸筋の蛋白質の可溶性．A）0．05M KC1－0．01M Tris－HCl，

pH7・8に懸濁した際，上清分画に回収された蛋白質の二次元電気泳動図，B）0．05M

KC1－0・01MTrisrHCl，pH7．8に懸濁した際，沈澱分画に回収された蛋白質の二次

元電気泳動図．MH；ミオシン重鎮，A：酸性側のスポット．
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表1　アルカリ側の蛋白質と酸性側の蛋白質の画像解析による定量．

二次元電気泳動で分離された長指伸筋の蛋白質の内，ミオシン重鎖よりやや小さい

分子量で．アルカリ側にみられたスポット（スポットB，basicprotein）と酸性側

にみられたスポット（スポットA，aCidicprotein）について，コンピュータによる

画像解析をして，それぞれのスポットの蛋白質の量を算出した．それぞれの値は筋

組織の湿重量mg当りの蛋白質の量を示す．

Ba sic Protein （リg）A cjdic Protein （p g） Ba sic／A cidic

C o ntro l 0．6 3±0．0 90 （2 6） 0．28と0．0 3 2 （2 6） 3．7 1±1．14 （2 6）

M D X 0．58土0．08 2 （2 4） 0．5 0±0．0 5 5 （2 4） 1．87±0．4 0 （2 4）

ウス筋とMDX－マウス筋の間のこのこつの蛋白質

の量の違いを数値化して比較するため正常対照マ

ウスの長指伸筋26例，MDX－マウスの長指伸筋24

例について，アルカリ側の蛋白質と酸性側の蛋白

質の量を画像解析を用いて定量したところ（表

1），アルカリ側の蛋白質は正常対照マウスの長指

伸筋では0．63J‘g／mg湿重量，MDX－マウスでは

0．58／Jg／mg湿重量，酸性側の蛋白質は正常対照マ

ウスの長指伸筋では0．28JLg／mg湿重量，MDX－マ

ウスの長指伸筋では0．50／Jg／mg湿重量であった．

アルカリ側の蛋白質と酸性側の蛋白質の量比は個

体差がかなりあったが，正常対照マウスでは3．71

であったのに対し，MDX－マウスでは1．87であっ

た．しかし，これらの異常な蛋白質はヒラメ筋（図

3）および心筋（図4）では認められなかった．

蛋白質の可溶性　長指伸筋において異常なスポ

ットを示した蛋白質の可溶性を検索するため，筋

組織を0．05MKClrO．01MTris－HCl，pH7．8溶液

に懸濁したところ，MDX－マウスの長指伸筋のみ

ならず，正常対照マウスの長指伸筋においてもア

ルカリ側のスポットは消失し酸性側のスポットの

みとなった．このことはアルカリ側の蛋白質と酸

性側の蛋白質とは同一の蛋白質であり，筋組織内

の酵素によりアルカリ側から酸性側に変化するこ

とを示している．この蛋白質は0．05MKClの塩濃

度では不溶性であり（図5，図6），筋組織の構造

蛋白質に由来することが示唆された．

考　　　察

ミオシン重鎖よりやや低分子量で，アルカリ側

に出現するこの蛋白質はいわゆるC－prOteinであ

ると思われる．このC－prOteinは筋細胞のミオシ

ンフィラメントを束ねる作用を持っていると言わ

れている．このことから，この異常が筋ジストロ

フィーの発症と何等かの関連を持っていると思わ

れる．2ヶ所に出現した異常蛋白質は近似した分

子量であることから，蛋白質の荷電に関係する蛋

白質の修飾を触媒する様な酵素に異常があるのか

もしれない．尚，この異常が個体発生のいかなる

時期から出現するのか，この蛋白質がC－prOteinと

同じものであるのか，さらに今回の検索では，ヒ

ラメ筋，心筋にはこの種の異常を検出することは

出来なかったが，この異常が白筋に固有のもので

あるのか否か，これらの点について，検討中であ

る．

ま　　と　め

1．筋ジストロフィーマウス（C57BL／10ScSn－

MDX，MDX－マウス）の長指伸筋，ヒラメ筋およ

び心筋の蛋白質を，二次元電気泳動法を用いて分

析した．

2．正常対照マウスの長指伸筋ではミオシン重鎖

より分子量が小さく，等電点がややアルカリ側に

ある蛋白質が観察されるのに，MDX－マウスでは

消失もしくは減少していた．一方，ミオシン重鎖
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より分子量が小さく，等電点がやや酸性側にある

蛋白質はMDX－マウスの方が増加していた．この

2つの蛋白質の量比は正常対照マウスで3．71，

MDX－マウスで1．87であった．

3．ヒラメ筋，心筋では正常対照マウスとMDX－

マウス間に差は認められなかった．

4．長持伸筋を8M塩酸グアニジン処理後，尿素抽

出を行うと正常対照マウスとMDX－マウスの間の

差はなくなり，蛋白質はすべてアルカリ側にきた．

5．0．05MKC1－0．01MTris－HCl，pH7．8溶液中

では，この2種類の蛋白質は正常対照マウス，MDX

－マウスともにすべて酸性側に移動し，不溶性分画

に回収された．

謝辞：マウスの長持伸筋およびヒラメ筋の簡便な

調製法を御教授いただいた国立精神神経センター
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神経研究所微細構造研究部埜中征哉部長に感謝い

たします．
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8）Duchenne型筋ジストロフィー患者の生検筋及び

剖検筋の高分子量成分の検討（予報）

豊　島

研究協力者　　山　本　彰

小　林　良

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）では遺

伝子の解析がすすみ，ヒト胎児筋mRNAで同定さ

れた16kbl）あるいは14kb2）の遺伝子の産物が注目さ

れている．Woodら3）は30例のDMDの生検筋のす

べてで分子量が約50万とされるnebulinの消失～著

減を報告した．

今回，私達は，DMD筋においてこれまであまり

注目されていなかったnebulinをはじめとする高分

子量蛋白質について検討を行ったので報告する．

対象と方法

DMD生検筋3個（9歳，6歳，2歳男児，いず

れも大腿四頭筋），剖検筋2個（17歳，22歳男性，

いずれも胸鎖乳突筋），正常対照生検筋2個（いず

れも最終的に心因反応と診断された66歳男性の排

腹筋と46歳女性の前脛骨筋）を用いた．また，鶏，

牛，兎の骨格筋，兎心筋と平滑筋，ヒト平滑筋を

用いた．

各筋肉を液体窒素あるいはドライアイスーイソペ

ンタンで急速凍結し，凍結乾燥切片を作成し4），微

量電子天秤（Sartorius）で秤量したのち，SDS－ポ

リアクリルアミド平板ゲル電気泳動を行った．11ane

あたり3JJg乾燥重量を添加し，銀染色法で蛋白質

を検出した．

結　　　果

1）各種動物の骨格筋高分子量蛋白質の構成

鶏の浅胸筋，牛の腎筋，兎の背筋，正常ヒト排

＊秋田大学医学部第一内科

＊＊秋田大学医学部第二生化学

＊＊＊新潟大学脳研究所神経内科

至＊

夫＊　　正　宗　　　研二＊

二＊＊　宮　武　　　正＊＊＊

腹筋を4．5％アクリルアミドとして比較した（図

1）．マーカー蛋白質としてはヒト赤血球spectrin

（分子量：24万，22万）と，牛の微小管関連蛋白

質（MAPs，MAPl：35万，MAP2：28万～30万ダ

ブレット）を用いた．いずれの筋でもミオシンH

図1　各種動物の骨格筋高分子量蛋白質

m：ミオシンH鎖，C：C－prOtein，

aa：α－アクチニン，矢印：spectrinと

MAPs（MAPla．MAPlb，MAP2a，

MAP2b）4．5％アクリルアミド，銀染色．
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鎖がわずかの分子量のちがいを示しながら中央に

位置し，その下にC蛋白質，α－アクチニンが認め

られ，ミオシンH鎖より高分子量には10本余りの

バンドがみられた．

Nebulinを同定するため，兎の骨格筋と心筋を比

較した（図2）．アクリルアミドを3．3％として検

討すると，骨格筋でMAPlaのすぐ上にあるバン

ドが心筋で失われているので，nebulinと同定され

た5）6）．胃平滑筋でも明らかでない．Nebulinより

上のバンドはconnectina，βと考えられるが6）7），

心筋では少なく，胃平滑筋では認められない．心

筋と平滑筋ではnebulinとconnectinの間に淡いバ

ンドが認められるが骨格筋では明らかでない．平

滑筋でミオシンH鎖の上に丘Iaminが多量に認め

られる5）．骨格筋でこれよりわずかに分子量の小さ

いバンドが淡く認められ，心筋では両者がほぼ等

量で少量認められた．アクリルアミドが4．5％では

nebulinとconnectinの間に何本かのバンドが見ら

■如…■■■」■い■卜■．■■川∬■■ぎ■㍑“‖“■恥切棚

図2　兎骨格筋（a：背筋，b：胸筋）と心筋（C），
胃平滑筋（d）の比較
3．3％アクリルアミド，

銀染色．黒丸：MAPlaの位置

れるが，3．3％では明らかでなく，nebulinより下

方に移動しているように見える．何らかの原因に

よるゴーストと考えられる．

正常ヒトで骨格筋と十二柏陽，直腸の平滑筋を

検討したが，兎と同様の所見であった．

2）DMD筋の高分子量成分の検討

5個のDMD筋と2個の対照筋を比乾検討した

（図3）．高分子量成分は，ミオシンH鎖の相対

量と平行する傾向を示し，減少例では不分明とな

っているが，剖検DMD筋の1例では正常対照と

同程度のnebulinと，対照より明瞭なconnectin（β

と思われる）がみられた．正常対照の1例でも

nebulinは不明瞭であった．

考　　　察

WoodらはDMD筋のすべてでnebulinの著減

一消失を報告したが3），その後，nebulinとDMDの

関係は否定的となっている9）．

図3　DMD筋の高分子量蛋白質
n：nebulin
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今回の結果からも，剖検DMD筋の1例で

nebulinは明らかに保有されており，反証例の存在

が示された．DMD遺伝子のmRNAは，骨格筋全

体のmRNAの0．01－0．001％にすぎないとされ8），

nebulinの含量（3－5％7り　と一致しない．また，

心筋にはnebulinが存在しないとされ5）6），DMDで

は心筋がおかされること，また，DMD遺伝子の

mRNAが心筋にも存在すること8）からDMD遺伝

子とnebulinの直接的な関連は否定的である．

他の高分子量成分については，今回の検討から

は，ゴーストバンドの存在など技術的な困難が一

部未解決であるが，観察できる範囲での差異は認

められなかった．DMD遺伝子のmRNAの量から

考えて，少量成分の差異を検出する方法の検討が

重要であると思われる．
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9）筋ジストロフィーマウス（dy／dy）の交感神経節の
蛋白質合成能について

堀

研究協力者　　杉　浦　弘　子＊

遺伝性筋ジストロフィー症における発症の誘因

に，骨格筋の栄養神経としての自律神経，殊に交

感神経の異常があるのではないかとの仮定にたっ

て筋ジストロフィー症の家鶏およびマウスの動物

モデルを使用して検討してきた．先に，私達は，

ニューハンプシャー種家鶏413系の交感神経節では

神経成長因子に対する反応性の加齢に伴う変化が

正常対照鶏と異なることl），神経節における蛋白質

合成能に質的な差異があること2）3）を兄いだした．

この家鶏の神経節において，合成能に差のある

蛋白質の抽出同定は進行中であるが，今回はこの

種の蛋白質合成能の異常が筋ジストロフィーマウ

ス（C57BL／6J－dy／dy）においても見られるのか否

か，検討したので報告する．

実験方法

ホモの筋ジストロフィーマウス（C57BL／6J－dy／

dy，以下dy／dy－マウスと略す）の雌雄から取り出

した卵子と精子を体外授精したのち，授精卵を雌

マウスの胎内に移し出産させて得た仔を使用した．

蛋白質合成能の変化は生後10日および122日のマウ

スの上頸神経節を用いて観察した．上頸神経節を

L－［4，5－3H］－leucineを含むBGJb培養液中で

20時間培養し，その間に［3H］－leucineで標識され

たペプチドを二次元電気泳動法を用いて分離し，

オートラジオグラフィーで個々のペプチドの位置

をⅩ線フイルム上に検出し，個々のペプチドの生

合成について，質的量的な差異を検討した．

＊㈲東京都神経科学総合研究所神経生化学研究室

＊＊筑波大学生物科学系

眞一郎＊

大　谷　幸　子＊　平　林　民　雄＝

結果および考察

413糸筋ジストロフィー鶏の交感神経節における蛋

白質合成能では，印字化後26日齢において中性領域

で7個，酸性領域で2個，アルカリ性領域で7個

の蛋白質に，正常対照鶏との間に差を兄いだし

た3）．アルカリ性領域にある蛋白質の内2個は筋ジ

ストロフィー鶏でのみ検出できた．この内1個は

鶏胚15日で既に観察され，印字化後日齢が進むにつ

れより明瞭になってくることが解ってきた．図1

は生後10日日のマウスの上頸神経節を器官培養し，

［3H］Lleucineにより標識されたペプチドを二次元

電気泳動で分離したものであるが，正常対照マウ

スで749個の，dy／dy－マウスで750個のスポットが

検出された．個々のスポットについて，正常対照

マウスとdy／dy－マウスとの間での差異を検討した

と・ころ，413系筋ジストロフィー鶏の交感神経節で

観察されたような明らかな差異を兄いだすことは

出来なかった．生後120日日のマウスでも，生後10

日日と同様に有意な差異を兄いだすことは出来な

かった．先に，私達は筋ジストロフィーマウス（C57

BL／10ScSnLMDX）の上頸神経節でも．生後10日

齢においても120日齢においても，有意に差異のあ

るスポットを兄いだすことはできなかった3）ことを

報告した．このことと合わせ考慮すると家鶏413系

における遺伝子上の異常とdy／dy－マウスおよび

MDX－マウスの遺伝子の異常はその領域が異なっ

ていることによることを意味するのかもしれない．

また，マウスの場合，交感神経の分化，発育の異

常はないことを意味しているのかもしれない．

ま　　と　め

1．筋ジストロフィーマウス（C57BL／6J－dy／dy，
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A）ControIMouse（C57BL／6J．＋／＋）gangtion，10days old
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図110日齢のマウスの交感神経節における蛋白質合成能．［3H］－leucineで標識したペプ

チドを二次元電気泳動によって分社し．オートラジオグラフィーに際しての露出時

間を1日から30日の問で変え，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）正常対照マウス（C57BL／6J－＋／＋）の交感神経節での蛋白

合成能．B）筋ジストロフィーマウス（C57BL／6JLdy／dy）の交感神経節での蛋白合

成能．黒く塗りつぶしたスポットは正常対照マウスと筋ジストロフィーマウスの両

方に認められたスポットである．
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dy／dy一マウス）の交感神経節における蛋白質合成

能を検討した．

2．生後10日齢および120日齢のdy／dy一マウスの

交感神経節の蛋白質合成能には，正常対照マウス

との間に質的差異を兄いだすことは出来なかった．

謝辞：人工授精したマウスを提供していただいた

束子毎大学医学部細胞生物学勝木元也助教授および

働）実験動物中央研究所生殖研究室横山峰介室長に

感謝致します．
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10）骨格筋における受容体の誘導とその調節に関与する

カルシトニン遺伝子関連ペプチドの研究（第1報）

高　守　正　治■

研究協力者　　吉　川

は　じ　め　に

筋疾患の成因，病態を考える上でtrophicfactor

の関与を調べる事は重要と思われる．Drachmanl）

は骨格筋のtrophicfactorとしてアセチルコリン

（ACh）を重要視しているが，別に複数のtrophic

factorsが骨格筋を栄養している可能性がある．近

年，同一ニューロンにおいて古典的神経伝達物質

とニューロペプチドの共存がみいだされているが，

運動神経終末部においても，カルシトニン遺伝子

関連ペプチド（CGRP）がAChと共在することが

報告された2）．我々は，骨格筋初代培養細胞を用い

てCGRPがAChRの誘導に与える影響を調べると

ともに，電気生理学的解析にて神経終末部からの

ACh遊離に及ぼすCGRPの影響を検討した．

材料ならびに方法

1）CGRPのAChR誘導に与える影響の検討

骨格筋初代培養細胞は，胎生20日目のウィスタ

ー系ラット胎児の下肢筋より得た．35mmプラス

チック・ディシュ上で，Dulbecco’smodifiedEagle

mediumに10％fetalbovineserum，1％penici1－

1in－StreptOmyCinsolutionを加え，7日間，37℃，

5％CO2，95％air下で培養し実験に供した．新し

く細胞膜に誘導されたAChRだけをみるため，各

ディシュを2JLMの非放射性α－Bungarotoxin

（BuTX）を加えたmediumにて1時間培養し，

既に細胞表面にあったAChRを非放射性α－Bu－

TXで占拠させた．その後，CGRP（10‾7）を加え

た群と加えない群に分け培養した．数時間後

mediumを除去し，4nMの〔125Ⅰ〕－a－BuTXを加

＊金沢大学医学部神経内科

弘　明■　永　田　美和子■

えたmediumで1時間培養することにより，新し

く細胞膜上に誘導されたAChRを標識した．細胞

はrubberpolicemanにて集め，AChRに結合した

〔125Ⅰトα－BuTXの放射活性をγカウンターにて

測定した．CGRPの効果をさらに検討するため，

dibutyryl cyclic AMP（db－CAMP）（1mM），

choleratoxin（100nM）を加えた場ノ飢こついても

調ノヾた．

2）CGRPのACh遊経に与える影響の検討

ウイスター系雄ラットの横隔膜神経筋標本につ

いて，ガス（02：CO2＝95：5）負荷Ringer液（122

mM NaCl，4．7mM KCl，15．5mM NaHCO3，

1．2mM MgC12，1．2mM KH2PO4，2．6mM

CaCl2，11．5mMglucose）（37℃）濯流下に微小電

極を用いて測定を行った．終板電位（EPP）（クラ

ーレd－TC添加量1．6γ／ml）を指標として，ACh

quantumcontentは1Hz連続神経刺激による誘発

EPPs振幅（11th～60th）の変異係数で表現，im－

mediateryreleasableAChstore量は100Hz連続

神経刺激によるEPPs（1st～3rd）から算出する

quantumcontentで表現，AChmobilizationrate

は100Hz60発連続神経刺激によるEPPsの最後の

12発のquantumcontentで表現した．これらを指

標として，CGRP（4．67×10‾7M）添加Ringer液

濯流下の変化を調べた．

結　　　果

1）CGRPのAChR誘導に与える影響

CGRPを加えた群は培養開始後4時間ではcon－

trol群と差は無かったが8時間後には有意にAChR

の誘導が増加した（p＜0．001）（図1）．db－CAMP

（1mM）を培養液に加えた群も4時間後ではcon・

－80－
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図2　CGRP（10‾7M）とdb－CAMP（lmM）のAChR誘導に対する影響
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図3　CGRP（10－7M）とcholeratoxin（100nM）のAChR誘導に対する影響

ch。leratoxin（100nM）を加えた群は既に4時間で有意（p＜0．01）のAChR誘導

増加を示す．

trol群と差は無かったが8時間後には有意にAChR

の誘導が増加した（p＜0．05）．しかし，CGRPと

db－CAMPの効果には相加性はなかった（匡12）．

cholera toxinは8時間後（p＜0．001）のみなら

ず，既に4時間後にcontrol群に比し有意にAChR

の誘導を増加させた（p＜0．01）．しかし，db－CAMP

と同様にCGRPとは相加的な効果は無かった（図

3）．

2）CGRPのACh遊離に与える影響

a）EPP．AChquantumcontent b）imme－

diatelyreleasableAChstore c）ACh－mObili－

zation rateについてRinger液濯流下のCOntrOl

群とCGRP（4．67×10M）を含むRinger液濯流群

との間に差はなかった（表1）．

考　　　察

CGRPの生理作用2）4）5）6）については不明な点が多

く，我々は神経筋の情報伝達，修飾に関する本ペ

表l CGRP（4．67×10‾7M）の神経終末部に対する

影響　　対照群との間に有意差を認めない．

Presynapticfunctiondeterminedbymicroelectrodestudyin

ratphrenic－diaphragm

ControI CGRP（4．67×10．7M）

EPP，ACh quantum con－

tent atlHz

Immediatelyreleasable

AChstore（quanta）

ACh－mObilization rate

atlOOHz（quanta／sec．）

n：15　　　　　　n：18

233±59　　　　　247±61

1340±445　　　1418±399

5534±750　　　　6672±342

（Mean±S．D．）

プチドの役割を明らかにする目的でAChRの誘導

に対するCGRPの影響を検討した．その結果，

CGRPを加えた群で有意にAChRの誘導が増加し

た（図1）．しかし，これがAChRのSynthesisを

反映するものか，Clusteringによるものかは不明で

あった．更に，細胞内のCAMPを増加させる目的
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で加えたdb，CAMPはAChRの誘導を増加させた

が，CGRPの効果とは相加性が無かった（図

2）．choleratoxinは特異的に促進性GTP結合蛋

白質（Gs）をADPリボンル化しadenylcyclase

を活性化させ細胞内cAMPを増加することが知ら

れている3）．本実験ではcholeratoxinはAChRの

誘導を有意に増加させたが，その効果はCGRPと

は相加性が無かった（図3）．以上の結果から，

CGRP，db－CAMPとCholeratoxinのAChR誘導

に与える作用が共通の機序を介する可能性が示唆

された．すなわち，CGRP受容体がGsを介し

adenylcyclaseを活性化すると考えられる．なお，

Choleratoxinは効果の発現が他の2者より早く，

この点は今後さらに検討を要するものと思われる．

CGRPは神経終末部に局在するとされている

が，今回の微小電極による電気生理学的解析では，

終末部からの少なくともCa＋＋依存性ACh量子性

遊離には影響を与えないことが示された（表1）．
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11）骨格筋AChRanchoringprotein
－43＿kDaポリペプチドに関する研究

高　守　正　治■

研究協力者　　佐　野　正　登＊　井　手　芳　彦■

アセチルコリンは神経の骨格筋に対するtrophic

factorの1つとされている．43－kDaポリペプチド

（43K）はその受容器としてのアセチルコリン・レ

セプター（AChR）と深い関連を持つとされている

が，その機能などについての詳細は未だ明らかで

はない．我々は43KとAChRとの後シナプス膜で

の関係について検討を加え，骨格筋の構造・機能

のコントロールにかかわる本ペプチドの間接的な

役割について検討を加えた．

材料と方法

シビレエイ電気器官を用い，図1に示す手順で

そのmembranefragmentsを連続ショ糖密度勾配

遠心法にて分画した1）．各fractionのAChR活性

は125I－α－Bungarotoxinを使ったメンプラン・フィ

ルター法でう則定した2）．

これらのうち高AChR活性を示したfractionを

集めAChR－richmembranefragmentsとして使

用した．

このAChR－rich membrane fragmentsを

pHllでアルカリ処理を行ない，43Kを抽出し

た3）．アルカリ処理後のAChR－rich membrane

fragmentsはBufferで2度洗浄し，pHをアルカ

リ処理前の状態に戻した．なお蛋白成分は，ゲル

濃度10％のSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動

にて分析した．またAChR－richmembranefrag－

mentsを泳動後．アフイニティー精製したシビレ

エイAChRで免疫したラット血清を用い，Western

blotting法で染色し，各AChRサブユニットα，

β，γ，♂の泳動位置マーカーとした．

＊金沢大学医学部神経内科

43KとAChRの後シナプス月莫ての関係について

検討するため，AChRの細胞膜からの可溶性をア

ルカリ処理前後のfragmentsで対比した．即ち，

両fragmentsを0，0．05，0．2，0．5，1％のTriton

X－100でそれぞれ0℃で30分処理した．TritonX

－100処理後，それぞれのfragmentsを105×gで沈

殿させ，その後Bufferでの再浮遊・沈殿の操作を

繰り返した．それぞれのfragmentsに可溶化され

ずに遺残したAChR活性をメン7●ラン・フィルタ

ー法で測定．TritonX－100を加えないで処理した

FrozenelectricorrfromyaI柚匹nica

：；：：：三三道三bYul軸
Homo9en

Centrif

P
l
・
－
　
ュ
Z
I
明

ation

ation

I ll
p2　　　　　　　　　　S2

Centrifugation

「
P3

■
21
1
S

iOnlOO’000■Ⅹ9′60mln●．

S3

Resuspension ln　20亀　SuCrOSe

bY teflon－91ass bom09enizer

l

CentrifugationlOO，000　xg，16　h

On COntinuous　28竜一40篭　SuCrOSe gradient

【

図1　AChR－richmembranefragmentsの分画法．
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fragnentsの遺残AChR活性を100％として，

AChR遺残率をアルカリ処理前後の両fragments

で比較した．

結　　　果

シビレエイ電気器官membranefragmentsの連

続ショ糖密度勾配遠心法による分画では，高ショ

糖密度側に高AChR活性を示すfractionがあり，

これらのうちfraction5がピーク（0．81pmoltoxin

binding sites／jLg prOtein）を示した（図2）．比

較的AChR活性の高いfraction　5から8を集め

AChR．richmembranefragmentsとした．

AChR－richmembranefragmentsのアルカリ処

理前後のSDS→ポリアクリルアミドゲル電気泳動に

よる分析では，アルカリ処理前にαとβサブユニ

ットの間に認められた分子量約43，000の蛋白（図

3，1ane2，缶）がアルカリ処理により膜成分から

消失したく図3，1ane3）．一方上清中にはこれを主

とする蛋白成分が抽出され，この蛋白が43Kと同

定された（図3，lane4）．この結果よりアルカリ処

理前のAChR－richmembrane fragmentsを43K

（＋）fragments，処理後のものを43K（－）frag－

mentsとした．

TritonX－100によるmembranefragmentsから

のAChR可溶性については，0．05％のTritonX－

100処理で，43K（＋）fragmentsでは80％以上の

AChR遺残率を示すのに対し，43K（一）fragments

では30％程度に過ぎなかった．より高濃度のTriton

図3　アルカI）処理前後のAChR－richmem．

branefragmentsのSDS－ポリアクリル

アミド・ゲル電気泳動像．

1
置
　
2
　
3

各AChRサブユニットの泳動位

アルカリ処理前のfragments．

アルカリ処理後のfragments．

4：アルカリ処理による抽出成分．43

Kが主である．

左端の数字は分子量マーカー．

X－100処理でもこの傾向は同様であり，43K（－）

fragmentsでは43K（＋）fragmentsに比較して，

遺残AChR活性は3分の1程度であった（図

4）．

考　　　察

43Kはシビレエイ電気器官，後シナプス膜の細

胞質側に存在4）し，AChRと深い関連を持つ蛋白と

されている．抗43Kモノクローナル抗体を用い，
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mentsでのTritonX－100によるAChR

可i容性の比較．

これに反応する成分が，哺乳類骨格筋の神経筋接

合書βにも存在することが知られている5）．

43Kは3種類のCOmpOnentSから成り，そのう

ち2つはActin6）とCreatinekinase7）であることが

明らかとなっている．他の1つの本体は不明であ

るが，AChRのClustering8）や安定性9）・運動性10）に

関与していると考えられている．今回，我々はシ

ビレエイ電気器官よりAChR－rich membrane

fragmentsを得，アルカリ処理によりこのfrag一

mentsより43Kを主とする蛋白が抽出されること

によって，AChRの後シナプス股からの可溶性が

増大することを示した．この結果は，43Kが後シ

ナブス膜でAChRanchoringproteinとしての機

能を持つことを支持するものと考えられる．

一方，Walkerらは43Kにactinbindingprotein

としての機能があり，後シナプス膜で，より深層

の細胞骨格蛋白と結合している可能性を示してい

る11）．

これらのことより，43Kは後シナプス膜の内側

からAChRを保持し，更に細胞骨格蛋白とも関係

を持つ蛋白であることが想定された．

結　　　語

シビレエイ電気器官より43K（＋）AChR－rich

membrane fragmentsと43K（－）fragmentsを

得，両者でAChR可溶性を比較した．その結果，

43KはAChRanchoringproteinとして機能する

ことが示唆された．

神経は骨格筋に対しtrophicinfluenceを持ち，

アセナルコ））ンはtrophicfactorの1つとして重

要視されている．43Kのようにそのtrophicfactor

の受容器であるAChRを膜の内側から保持し，更

に深層の細胞骨格とも関連を持つと考えうる蛋白

が，種々のmyopathyでなんらかの役割を果たし

ているのか，興味ある問題と考えられた．
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12）筋収縮及びmyosin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

は　じ　め　に

骨格筋の諸性質は神経支配の制御を受けており，

筋疾患の成因を考える場合も，その影響を検討す

ることは重要と思われる．除神経早期に筋の生理

的変化が生じ，やがて萎縮に至ることはよく知ら

れているが，生化学的な機序は明らかにされてい

ない．我々は1）2）昨年度本研究班Jこおいて，rat速筋

のmyosinlightchain2（LC2）リン酸化型が除神

経後早期に減少・消失することを報告した．本年

度はその生理的意義を検討した．Manningら3）は速

筋のLC2リン酸化が，速筋に特有の生理現象であ

る等尺性単収縮張力の強縮後増強（post－tetanic

potentiation：PTP）と関係することを報告してい

る．このことより，筋収縮パラメーター，特にPTP

とLC2リン酸化の除神経後の変化を経時的に比較

検討した．

対象と方法

対象として，Wistarrat，5週齢，80～100gを

用い，一側の坐骨神経を切維し対側を対照とした．

切椎後1日，2日，3日及び7日で長足止伸筋（EDL）

を取り出し，Ringer液中で電場刺激により収縮さ

せ，（》単収縮張力，②収縮時間，③弛緩時間，径）

単収縮／強縮張力比，（9PTP（強縮後10秒で測定）

を記録した．一方，同様にEDLを用い，安静時及

び強縮後10秒で急速凍結させ，10％トリタロル酢

酸でhomogenizeした．遠沈後，残法をSobieszek

ら一）の方法を改変し処理し，電気泳動用サンプルと

した．このサンプルより，urea－glycerol－aCrylamide

gel電気泳動法にてLC2リン酸化型と非リン酸化型

＊信州大学第三内科

茂　樹＊　武　田　伸　一＊

を分稚し，densitometryで定量化した．））ン酸化

の程度はLC2全体に対するリン酸化型の割合を％

で表した．

結　　　果

1．筋収縮に対する除神経の影響

単収縮張力は除神経後3日より増加し，7日で

controlの約2倍に達した．収縮及び写也緩時間は除

神経後3日より延長しはじめ，7日で更に延長し

た．単収縮／強縮張力比は除神経後2日で増加を認

め，3日で最大となり，7日でやや低下した．PTP

は除神経後2日で低下しはじめ，7日では1．03と

ほとんど増強を示さなくなった（表1）．

2．LC2リン酸化に対する除神経の影響

図1にrat EDLのureaLglycerol acrylamide

gel電気泳動像を示した．この方法では低分子酸性

タン自のみがpreparationgel内に入り，6本の主

要なbandが分離された．個々のbandはそれぞれ

抽出したタン白との比較により同定した．リン酸

化LC2は非リン酸化LC2より陰性側に泳動され，

両者を明瞭に分髄することができた．LCリン酸化

は強縮後に冗進し，約10秒で最大に達することが

報告されている5）が，除神経後はこの条件でもリン

酸化の程度の低下を示した．densitometryにより

定量化した結果を表2に示した．筋安静時は，COn－

trolでは約17％リン酸化されているが，その程度は

除神経後経時的に低下し，7日で0に達した．こ

の結果は，昨年度2次元電気泳動法を用いて解析

し報告した結果にほぼ一致している．強縮後10秒

では，COntrOlでは50％以上がリン酸化を受ける

が，除神経後に著明に低下し，3日では強縞に伴

うリン酸化がほとんど生じなくなった．しかし，
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表l contractilepropertiesinratextensordigitorumlongusmusclesa

Tension Contraction Half－relaxation Twitch：tetanuS Post－tetanic

time time ratio potentiation

（g／g）　　（ms）　　　　（ms）

Sham－Operated

Experimental

Contralateral

lDay

Denervated

Contralatera1

2Days

Denervated

Contralatera1

3Days

Denervated

Contralatera1

7Days

Denervated

Contralateral

（4）　332±20

（4）　340±16

（6）　319±10

（4）　348±36

（6）　252±51

（4）　311±26

（6）　407±26●

（4）　318±18

（5）　614±25■

（4）　352±22

15．3±0．8

14．8±1．0

15．1±0．8

14．9±1．1

15．4±0．7

15．2±0．8

18．4±0．8■

15．3±0．8

12．4±0．8

12．0±0．7

11．8±0．8

12．1±1．0

12．6±0．9

12．5±0．9

14．5±1．2＋

11．9±0．8

22．6±0．8■　　　19．2±2．2■

15．6±0．5　　　　11．7±0．5

0．16±0．02　　　1．51±0．06

0．15±0．02　　　1．48±0，03

0．19±0．02　　　　1．47±0．04

0．16±0．02　　　1．52±0．07

0．41±0．02蠣　　　1．18±0．07■

0．14±0．01　　　1．54±0．03

0．60±0．03ヰ　　　1．07±0．04攣

0．15±0．02　　　1．49±0．06

0．47±0．02●　　　1．03±0．03■

0．16±0．03　　　1．51±0．02

aContractilepropertiesinnormalanddenervatedmuscles．Valuesaremeans

post－tetanicpotentiationwasrecordedlOsecaftertetanus（200Hzforlsec）．
’p＜0．0l vscontralateral

■p＜0．00lvscontralateral

±SD；numberofmusclesinparentheses；

図1強縮後10秒におけるcontrol及び除神経EDLのurea－glycerolracrylamidegel電気

泳動像．P：リン酸化myosin．D：脱リン酸化myosin，C：control，1d：除神経後

1日，2d：除神経後2臥　3d：除神経後3日，7d：除神経後7　日：TM：

tropomyosin，PA：parValbumin，LCl：myOSinlightchainl，LC2：myOSinlight

Chain2，LC2・P＝リン酸化myosinlightchain2．LC3：myOSinlightchain3．

7日では若干のリン酸化を認めた．　　　　　　　　controlと比較して減少率で示L比較検討した

3．除神経後のPTPとLC2．）ン酸化の関係　　　（図2）．PTP，LC2リン酸化ともに除神経後1

除神経後のPTP及びLC2リン酸化の変化を　　日～2日の減少が最大で，その後の変化は緩徐で

－89－



表2　Extentofphosphorylationofmyosinlightchain2且

％LC2Phosphorylation

Muscles at rest　　10sec aftertetanus

Shain－0perated

Experimental

Contralateral

lDay

Denervated

Contralatera1

2Days

Denervated

Contralatera1

3Days

Denervated

Contralatera1

7Days

Denervated

16．6±2．3

18．0±2．1

7．4±1．9◆

16．7±2．2

3．9±1．2●

15．3±1．2

6．1±1．0●

17．6±2．2

51．3±2．9

51．3±3．2

32．1±4．5＋

49．9±3．1

13．8±2．6●

51．7±2．2

6．0±1．9●

50．0±4．2

0，0±0．0●　　　10．6±2．6●

Contralateral　　　　17．3±2．3　　　　56．7±4．2

A％PhosphorylationofLC2intherestingstateandatlO

SeC followlng tetanuSin control and denervated EDLs．
Valuesaremeans±SDof3－4muscles．

＋p＜0．0lvscontralateral

●p＜0．00lvscontralateral
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図2　除神経後7日間の，強縮後10秒におけ

るPTP及びLC2リン酸化減少率の比

較，値は村側に対する除神経側の比を

示し．それぞれ3－4検体からの平均

値±標準偏査．

あった．除神経後7日の範囲で両者に強い有意な

相関を認めた．

考　　　案

速筋と遅筋は生理学的に，（D収縮・弛緩時間，

②強縮後の単収縮の変化，（診収縮温度低下後の単

収縮の変化に相違を認める．強縮後の変化として，

速筋では単収縮のpost－tetanic potentiationが，

遅筋ではpost－tetanic depressionが認められる．

PTPは交叉神経支配により速筋で竜忍められなくな

り，遅筋で認められるようになる6）．このことは，

PTPが神経支配の制御を受けていることを示唆し

ている．一方，LC2リン酸化の程度は速筋で大，遅

筋で小5）であり，また，速筋のLC2リン酸化は除神

経により減少する1）2）．これらのことは，LC2リン

酸化も神経支配の制御を受けていることを示して

いる．Persechiniら7）は，LC2リン酸化に子半って

actomyosinATPase活性が冗進LPTPが生ずる

と考えているが，本研究では，PTPとLC2リン酸

化の関係を支配神経による制御の観点から検討し

以下のことが明らかにされた．

（1）PTPは除神経後経時的に低下を示し，7日

でほぼ消失した．

（2）除神経に伴い，LC2リン酸化は，筋安静時に

加え強縮後においても急速に減少した．

（3）除神経後のPTPとLC2））ン酸化の減少率

に強い相関が認められた．

これらの結果は，速筋支配型運動神経がLC2リ

ン酸化を制御し，それと関連してPTPに影響して

いることを示している．除神経に伴うPTPの低下・

消失は，速筋がその特異性を失う早期の生理的現

象であり，その生化学的背景として，LC2リン酸化

の変化が関与しているものと思われる．

除神経によりLC2リン酸化の程度が減少する機

構は不明だが，次のような可能性が考えられる．

（1）神経支配がmyosinlight chain kinase

（MLCK）ないしmyosinlightchainphosphatase

（MLCP）の遺伝子発現を直接制御しており，除

神経に伴い，MLCK活性低下ないしMLCP活性

克進が生ずる．

（2）除神経により細胞内calcium動態が変化

し，MLCKの活性化が生じにく　くなっている．結

果的に，LC2リン酸化の低下が生じる．

MLCKの活性は速筋で高く，遅筋で低い．一

方，MLCP活性はその逆であることが知られてい

る8）．Klugら9）はchronicelectricalstimulationに

より．ウサギ速筋のMLCK活性が低下することを
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報告し，その変化はfastからslowへのfibertype

の変換に伴うものと考えている．これらの知見は，

MLCK及びMLCP活性が神経支配の制御を受け

ていることを示している．この事実は，除神経に

伴いMLCK活性が低下ないし，MLCP活性が克

進し，LC2リン酸化の程度が低下する可能性を示【安

する．

一方，MLCKはcalcium・Calmodulin依存性の

キナーゼであるが，生理的には，強縞に伴い筋小

胞体から遊離されるcalciumによって活性化さ

れ，LC2リン酸化を生ずる．除神経により筋小胞体

からのcalciumreleaseの異常が起こることが報告

されている10）が，強縞に伴うcalciumreleaseが不

十分になれば，結果的にLC2リン酸化が低下する

ことが予想される．

上記可能性のいずれか，あるいは両者が，除神

経によるLC2リン酸化の低下に関与しているもの

と思われる．

神経支配が筋に与える影響は多様で複雑である

が，本研究はその1つの機構を示しているものと

考える．

おわ　り　に

除神経に伴う，速筋特有の生理現象であるPTP

の低下・消失に，LC2リン酸化の減少が関与してい

ることが示された．
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13）チトクロームC酸化酵素欠損症における

免疫組織化学的研究

納　　　光　弘＊

研究協力者　　樋　口　逸　郎■　　中　川　正　法■　山　野　　　隆＊

福　永　秀　敏日　伊佐敷　　　靖■＝

日　　　的

チトクロームC酸化酵素（CCO）欠損症におけ

る免疫組織化学的検討は，ポリクローナル抗体を

用いたものがいくつか報告されているが1トー），CCO

のサブユニット蛋白に対するモノクローナル抗体

を用いた研究はこれまでなされていない．我々は

CCOの組織化学的欠損線椎の成因を明らかにする

ことを目的としてCCOのサブユニットⅠⅤに対する

モノクローナル抗体，及びサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠに

対するポリクローナル抗体を用いて免疫組織化学

的染色を行い比較検討した．

対象と方法

臨床的にMELAS，MERRF，およびLeigh脳

症類似の脳筋症と診断された3例のミトコンドリ

アミオパテーの生検筋を対象とした．これらの3

例は臨床病型は異なるが，生化学的にはCCO活性

がそれぞれ正常対照の23％，38％，26％と同程度

低下していた（表1）．

使用したモノクローナル抗体は骨格筋及び心筋

のCCOサブユニットⅣに特異的に反応するもので

表1　臨床診断及びCCOの生化学的活性

Patient Age，Sex Clinical CCOactivity

No．　　　　　　　diagnosis comparedtonormal

1　14，Male
2　　44，Male
3　　10，Male

MELAS　　　　　　23％

MERRF　　　　　　38％

Leigb　　　　　　　26％

encephalopathy

＊鹿児島大学医学部第三内科

＊＊国立療養所南九州病院

＊＊＊鹿児島大学医学部眼科

あり5），またポリクローナル抗体はカラムで分離し

たCCOのサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠに対する抗血清であ

り，ウェスタンプロッテイングでCCOのサブユニ

ットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠのみに反応することを確認した．

免疫組織化学的染色は10／上の連続凍結切片にお

いてABC法により行い，CCO染色を含む各種組

織化学的染色と比較検討した．また各症例のrag－

gedredfiber（RRF），組織化学的CCO欠損線維

及び免疫組織化学的CCO欠損線経の出現頻度を

求めるため各切片の400本の筋線経を数えた．

結　　　果

症例1では，RRFが13％の筋線経に認められ，

50％の筋線経においてCCO活性が欠損していた．

免疫組織化学的には，これらの組織化学的CCO欠

損線経においてもサブユニットⅠⅤ及びサブユニッ

トⅠⅠ＋ⅠⅠⅠの抗原性は保たれていた（図1）．

症例2ではRRFは14％の筋線経に認められ45％

の筋線椎にCCO活性欠損が認められた．しかしこ

れらの欠損線経においても，免疫組織化学的には

サブユニットⅠⅤ及びサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠの抗原性

はよく保たれていた（図2）．

症例3においてはRRFは7％と比較的少数で変

性も軽度だが，48％の筋線経において，CCO活性

が欠損していた．また，本症例においては免疫組

織化学的にサブユニットⅠⅤの抗原性が6％の筋線

経で欠損していた．一方，サブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠの

抗J京性はすべての筋線経で保たれていた（図3）．

サブユニットIVの抗原性欠損線経はtype1線経に

もtype2線経にも認められ，またこれらの筋線経

は例外なく組織化学的にもCCO活性が欠損していた．
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図1　症例1の生検筋の連続凍結切片　×300

a：CCOの組織化学的染色

b：サブユニットⅣに対するモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学的染色

C：サブユニットⅠⅠ＋ⅢⅠに対するポリクローナル抗体を用いた免疫組織化学的染色

図2　症例2の生検筋の連続凍結切片　×200

a，b，Cは図1と同じ
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図3　症例3の生検筋の連続凍結切片　×300

a，b，Cは図1と同じ

表2　生検筋のraggedredfiber，組織化学的CCO欠損線維及び免疫組織化学的CCO欠損線経の頻度

Patient Raggedred HistochemicalCCO ImmunohistochemicalCCO

No・　　　fiber（％）　　　　deficientfiber（％）　　　　　　　　　deficientfiber（％）

SubunitIV SubunitII orIII

1　　　　　　　　13

2　　　　　　　　　14

3　　　　　　　　　7

これらの結果を表2にまとめて示すが，RRFと

組織化学的CCO欠損線経の出現頻度は相関が認

められず，またRRFはCCO活性が低下している

ものでもサブユニットⅠⅤ及びサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠ

の抗原性は正常かむしろ完進を示した．

考　　　接

臨床病型は異なるが，生検筋のCCOの生化学的

活性が同程度に低下し，かつCCOの組織化学的染

色でほぼ同頻度の欠損線経を有する3例のCCO欠

損症において，サブユニットⅠⅤの抗原性は同じで

はないことが明らかになった．症例3において認

められた6％のサブユニットⅠⅤの抗原性欠損線経

においては例外なくCCO活性が欠損しており，CCO

のサブユニットⅣ蛋白の欠損がCCOの組織化学的

欠損線経の成因の1つである可能性が高いものと

考えられた．また，サブユニットⅠⅤの欠損線経に

おいてもサブユニットⅠⅠ十ⅢⅠの抗原性は保たれて

おり，CCOのすべてのサブユニットが同じように

障害されるのではなく，部分的なサブユニットの

異常が生ずることが明らかになった．

CCOは少なくとも7つのサブユニットから構成

されており，サブユニットⅠ～ⅠⅡはミトコンドリ

アのDNAによりコードされ，ミトコンドリアのリ

ボゾームで合成され，サブユニットⅣ～Vuは核の

DNAによりコードされ，細胞質のリボゾームで合

成されることが知られている6）．今回の免疫組織化

学的検討では電子伝達において重要な働きをして

いると考えられているサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅡの欠損

線経は認められなかったが，機能があまり明らか
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にされていないサブユニットⅠⅤの欠損線経が3例

中1例に認められた．サ7’ユニットⅣの抗原性欠

視線鯉でCCOの組織化学的活性が認められたもの

は全く存在しなかった事は，サブユニットⅠⅤ蛋白

もCCOの活性の発現に重要な部位であることを示

唆している．

しかし症例3においてもサ7’ユニットⅣの欠損

が証明された筋線経は，CCO活性欠損線経の約13

％であり，症例1，2においてはサブユニットⅠⅤ，

及びサブユニットⅠⅠ＋Ⅲの欠損線経は認められず，

組織化学的CCO欠損線経の成因は症例により，ま

た筋線経により異なる可能性があり，今後CCOの

他のサブユニットに対する抗体を用いたより詳細

な検討が必要であると思われる．

なお，最近我々はCCOのサブユニットⅤのモノ

クローナル抗体の作成に成功し，現在詳細に検討

中である．

ま　　と　め

1）臨床病型は異なるが生化学的及び組織化学

的には類似した3例のチトクロームC酸化酵素欠

損症について免疫組織化学的に検討した．

2）チトクロームC酸化酵素のサブユニットⅠⅤ

の抗原性は症例により異なり，1例では6％の筋

線経が欠損を示した．

3）CCOのサブユニットⅠⅠ＋ⅠⅠⅠの抗原性は全例

で保たれており，CCOの一部のサブユニットの欠

損により，組織化学的CCO欠損線経が出現する可

能性があることを明らかにした．

文　　　献

1）安野みどり，佐藤　猛ほか：ミトコンドリア・ミ

オバナーの診断一生化学的酵素活性・組織化学・

免疫組織化学との対比－．神糸を内科：143－151，

1986．

2）Bresolin N，Zeviani M et al：Fatalinfantile

CytOChrome c oxidase de丘ciency．Decrease of

immunOlogicallydetectableenzymeinmuscle．

Neurology35：802－812，1985．

3）Mtlller－H8cker J，Stiinkel S et al：Focal

de丘Ciency of cytochrome c oxidase and of

mitochondrial ATPase withhistochemical evi－

dence ofloosely coupled oxidative phospho－

rylationin a　mitochondrial myopathy of a
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14）ミトコンドリアミオパテーの発症機序に関する

臨床的並びに分子遺伝学的研究

水　野　美　邦＊

研究協力者　　大　塚　美恵子♯ 太　田　成　男＝　吉　田　充　男♯

は　じ　め　に

ミトコンドリア脳筋症の発症機序を解明するた

めには異常ミトコンドリアDNA（mt．DNA）の

有無ならびにシークエンスを決めることが重要と

考えられるが，ヒトmt．DNAは多型性に富み，単

に患者と健常者のmt．DNAシークエンスを比較し

ても，異常・正常の意味づけは困難と思われる．

母性遺伝が明らかで，しかも同一細胞内における

正常ミトコンドリアと異常ミトコンドリアが混在

している場合はmt．DNAをクローン化することに

より異常mt．DNAと正常mt，DNAのシークエン

スを比較し，異常の原因を決定できる可能性があ

る．今回，私たちは，母性遺伝の強く疑われるミ

トコンドリア脳筋症患者の大腿四頭筋において，

表　症　例

raggedrredfiberを確認し，100mgの同筋から異

常mt．DNAのクローン化を試みた．

方法及び結果

表は当科で最近経験したミトコンドリアミオバ

ナーの症例のまとめである．この中で母性遺伝の

強く疑われる症例2の，大腿四頭筋を研究に用い

た．図1は同患者の生検大腿四頭筋modified

Gomoritrichrome染色で．ragged，redfiberが確

認された．図2は昭和61年度当姓研究において，

当小児科桃井，及び第一解剖斉藤らの報告1）の一部

である．同患者上腕二頭筋の培養より得られた，

myoblastのcytochromecoxidase染色の電星酎象

で同一細胞内に，モザイク状に染色されるミトコ

年齢 性別 家族歴 初発症状 銅 筋生模 酵素欠損 梗塞様症状

1 30 M 絹 異常 4 y raggod－red

fibor ＋
Complex I ＋

2 2 1 F
＋
母性遺伝 Convulslon 5 y

r叫gOd－rOd

fibor 十 ＊
＋

3 54 F
＋

AD

限瞼下垂 14 y
54Y．0．
死 し

raggOd－rOd

tiber ＋
－ 呼吸不全

4 23 F ＋
下艮鮨力

低下 8 y

rag90d－rOd

Hbor －

CytOChrom o c

OXidaSe
錮 欠損

＊ 筋芽繍胞にて同一細胞内でのey10Chrome e oxid… 郎分欠は

＊自治医科大学神経内科

＊＊自治医科大学第一生化学
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図1　筋生検組織像

modはedGomoritrichrome染色

左下がragged－red丘ber

図2　Cytochromecoxidase酵素組織化学電鼠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（▲）が見られる．（文献1より引用）
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ンドリアとされないミトコンドリアが混在してい

る．矢印は染色されないミトコンドリアである．

このことは，この部分欠損が，核ではなく　ミトコ

、ンドリアDNAの異常によるものであることを示し

ていると思われ．タロpン化によるmt．DNAシー

クエンスの比較に適した症例と思われる．

同患者の生検大腿四頭筋100mgを0．3M su－

CrOSe溶液中でproteinaseKを加え，0℃中おだ

やかにhomogenate L，さらに10％SDSを加え

homogenate L，50℃incubate後，RNaseAを加

え，3時間55℃incubateした．その後，フェノー

ル処理，エタノール沈澱し，tOtalDNAを抽出し

た．さらにこれをEtBrを含むCsCl平衡密度勾配

遠心2），5万回転24時間行った．この時vertical

rotor使用したため，mt．DNA，核DNA（ncl，

DNA）は明確に分離可能であった．遠心後，tube

の底面に針で欠をあけ0．5mlずつ下層から順に12分

画に分けdotblothybridization3〉により定量した．

図3はdotblothybridizationの結果である．矢印

はそれぞれmt．DNA，nCl．DNAを示し前者は重

い方の分画に，後者は軽い方の分画に出現してい

る．図3の2段目はstandardである．図中の数字

はそれぞれのdotのDNA量を示している．この

時，約～lngのmt．DNAを回収した．図4はサザ

ンブロッティング4）を示している．生検筋からの

myoblastより得られたtotal DNAを制限酵素

BamHIで切断し，アガロースゲル電気泳動を行

い，このDNA断片をゲルからナイロン膜に移した．

一方，Hela cellmt．DNAのCytOChrome c

OXidasesiteをクローン化したものを32Pで標識し

てprobeとした．このprobeは，これと相補的な

mt．DNA塩基配列をもつナイロン膜上のmt．

DNA断片とハイブリッドを形成し，これが，ナイ

ロン膜をⅩ線フイルムに感光させることにより黒

いバンドとして現われる．矢印がmt．DNA断片

で，BamHIで一ヶ所切断され，16．5Kbの位置に

黒いバンドとして現われている．前述の，CsC1分

画にて得られたmt．DNAをBamHIで」ヶ所切断

し，入rphage DNAのBamHI siteに組み込み，

in uitrv packageして大腸菌に感染させクローン

化を試みた．しかしながら，mt．DNA分画にはエ

タノール不溶性物質が多量に混在しており，この

方法ではプラークが少量しか得られず，クローン

化は成功しなかった．また，患部total DNAを同

じ方法で，in vitYOpaCkageしてもプラークは通

常の1／100しか生じず，前述の不純物がligation，

in vitYV paCkageのいずれかの過程を著しく阻害

したと考えられた．この不純物は，同じ方法でmt．

DNAを精製した時，myOblast，Hela cell，白血

球，肝細胞からは認められないものであった．

そこで次に100mgの生検筋から骨法5）に従ってミ

トコンドリアを分離し，ここからmt．DNAを抽出

し，EtBrを含むCsCl平衡密度勾配遠心法にてmt．

DNAを精製した．これをdotblothybridization

図3　Dotblothybridization．
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図4　ショ糖密度勾配遠心にて分けたmt．DNA画分（矢印）のdotblothybridization．

図5　Southernblothybridization．
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により定量したところ40ngのmt．DNAが回収さ

れ，前述のエタノール不溶性不純物は得られなか

ったが，その後のエタノール沈澱にて，回収が著

しく悪く3ng以下となり，クローニングのための必

要量が得られなかった．そこでさらに，CsCl密度

勾配遠心のかわりに，ショ糖密度勾配遠心法6）によ

るmt．DNAの精製も試みた（図5）．しかしなが

ら，不純物は除去できたものの，回収率が1％以

下と悪く，クローン化に必要なDNAが得られなか

った．したがって，ミトコンドリア抽出後mt．DNA

を精製する方法も，ショ糖密度勾配遠心法による

mt．DNAの精製も，微量生検材料には通用しにく

いと思われた．

考　　　察

ミトコンドリア脳筋症発症の原因の1つとして，

mt．DNAの異常が推定されているが，直接の証明

は未だ例がない．したがって微量の生検材料（特

に筋組織）からmt．DNAをクローン化し，シーク

エンスを決定する方法を確立することは重要なこ

とと思われる．

私たちは，母性遺伝が強く疑われ，ミトコンド

リアモザイキズムを示すミトコンドリア脳筋症患

者のmt．DNAを抽出し，クローン化のための基礎

的検討を行った．mt．DNAを分離精製する方法と

して，tOtal DNAよりmt．DNAを分匪精製でき

ることがdotblothybridizationによりわかった．

この方法ではクローン化の過程を阻害するエタノ

ール不溶性不純物の析出のあることが判明した．

生検筋からミトコンドリアを分離後，mt．DNAを

精製する方法及びショ糖密度勾配遠心法によるmt．

DNA精製いずれも不純物の析出はなかったが回収

率が悪く，微量の生検材料には適用困難と思われ

た．しかし，mt．DNAのクローン化は異常mt．

DNAを直接明らかにし得る可能性をもっており，

今後さらに検討を加え，異常mt．DNAクローニン

グとその解析を行う予定である．

文　　　献

1）桃井真里子，下泉秀夫．斉藤多久馬ほか：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．厚生省「筋ジストロフィー症の臨床，病態

と成因に関する研究」（杉田姓），昭和61年度研究

報告書，1987，pp．258－261．

2）RadloffR，BaverW，andVinogradJ：Adye－

buoyantTdensity method for the detectionand

isolation ofclosedcircularduplex DNA：The

Closed circular DNAin Hela cells．Proc Nath

AcadSciUSA57：1514－1521，1967．

3）Davis LG，Dibner MD，and BatteyJF：“Dot

blot’’hybridizationoflabeledprobetoDNAor

RNAsamples．MolecularBiology，Sciencepub－

lishingCo，Inc，1986，pp．147－149．

4）Southern EM：Detection of specific sequences

among DNA fragments separated by gel

electrophoresis．J MoIBio198：503－517，1975．

5）ChappellJB and Perry SV：Biochemical and

OSmOtic properties of skeletal muscle mito－

Chondria Nature173：1094，1954．

6）Maniatis T，Fritsch EF and SambrookJ：
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DNA．Molecular cloning，COld spring Harbor
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15）MERRF（福原病）剖検例の生化学的・

免疫組織化学的研究

宮　武 正＊
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は　じ　め　に

1980年Fukuharaら1）によりdyssynergia cer－

ebellarismyoclonica，Friedreich失調症，ミトコ

ンドリア筋症の三徴をあわせもつ疾患群が，myO－

clonus epilepsy associated with ragged－red

fibers（以下MERRF）として提唱され，その後の

症例の集積によりミトコンドリア筋症の中でも特

徴ある一疾患単位として認められている2）．ミトコ

ンドリア脳筋症の中には，電子伝達系酵素の欠損

が明らかにされているものもあるが，MERRFの

病因に関してはいまだ不明である．今回我々は

MERRFの剖検例l）3）を得て，大脳，小脳，心且乱

骨格筋，肝臓，腎臓の各臓器組織のミトコンドリ

ア電子伝達系および酸化的リン酸化系に関して生

化学的，免疫化学的，免疫組織化学的検索を行な

った．

対　　　象

今回分析の対象となったのは1980年のFukuhara

らの最初の報告中で症例1として呈示されたもの

である．

症例：30歳の女性，母方の祖母，母，兄に軽症

ながら同様の症状がある．兄の子供にてんかんが

認められるが，他の症状は認めない．16歳頃より

四肢の不髄意運動，構音障害，時に全身性の痙攣

発作が出現し，21歳の時に新潟大学神経内科受診

＊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

＊＊＊新潟大学脳研究所実験神経病理

し本症と診断された．以後徐々に症状進行し，30

歳で死亡した．現症としては．軽度の知能低下，

四肢の動作性ミオクローヌス，小脳症状，深部知

覚障害，足の変形，四肢筋の萎縮を認めた．検査

所見では，脳波異常，頭部CTで小脳萎縮，筋電

図で神経展性変化，血中および髄液中乳酸，ピル

ビン酸の上昇を認めた．剖検は死後11時間目に施

行され，神経病理学的所見に関しては既に武田ら

によって報告がなされている3）．

方　　　法

－70℃で凍結保有されていた剖検組織より，脳

のミトコンドリアはLaiらの方法で，他の臓器の

ミトコンド））アはBookelmanらの方法に従い単推

した．電子伝達系酵素複合体Ⅰ～Vとマトリック

ス酵素の一つであるcitrate synthaseの活性を測

定した．チトクロム含量を分光学的に測定した．

ミトコンドリア蛋白をSDS一尿素・濃度勾配ポリア

クリルアミド電気泳動により分離後，Westernblot

を行い，ウシ心筋ミトコンドリアから精製した稜

合体Ⅰ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅤ，Ⅴに対する抗体と反応させ，PAP

法により免疫化学的に各サブユニットを検出した．

さらに校合体ⅠⅤのサブユニットに関しては免疫沈

澱法により詳細に分析した．各剖検組織のパラフ

ィン包埋標本を複合体特異抗体を用いて免疫組織

化学的に検討した．

結　　　果

区11は各月蔵器の校合体酵素活性を正常平均括性
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Heart Muscle

書　目　uIV VくS I　川MlV V CS

Liver

I　日日ⅣV⊂5　　　　　1日HHV V CS

lll｝lV VCS

lll＝lV V⊂5

図1各臓器の酵素活性の正常平均に対するパーセント．Ⅰ：複合体Ⅰ（NADH－ubiquinone

OXidoreductase），II：複合体ⅠⅠ（succinate－ubiquinoneoxidoreductase），III：複

合体lIⅠ（ubiquinol－CytOChrome旦＿OXidoreductase）・ⅠⅤ：複合体ⅠⅤ（cytochrome三
OXidase），Ⅴ：複合体Ⅴ（F。Fl－ATPase）CS：citratesynthase．

に対するパーセントで表したものだが，いずれの　や複合体ⅠⅠⅠの障害を伴っていた．臓器間で比較す

臓器でも複合体ⅠⅤの活性が低下していた．活性の　　ると，中枢神経で複合体ⅠⅤ活性の低下が著しかっ

低下の程度は臓器間で差があるものの複合体ⅠⅤが　　た．さらに，臨床症状の認められなかった臓器に

共通に障害されており，一部の践器では複合体Ⅰ　おいても活性の低下が認められ　電子伝達系酵素
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欠損が広く全身性に存在することが示唆された．

これは臓器特異性のサブユニットの異常では説明

が困難と考えられる．

骨格筋ミトコンドリアにおけるチトクロム含量

を求めると，複合体ⅠⅤの補欠分子族であるチトク

ロム塁旦3含量は正常の18％と低下していち．複合体

Ⅲの補欠分子族であるチトクロム＿＿吐は52％に軽度

低下していたがチトクロムj＋」1は正常であっ

た．

次に本例のサブユニットの分析結果を示す．図

2は複合体ⅠⅤに対する抗体を用いて各臓器のミト

コンド1）ア蛋白のWesternblotを行ったものであ

る．複合体ⅠⅤは少なくとも7つのサブユニットか

らなり，ブロッテイングではそのうち細胞質由来

のサブユニットであるサブユニット4と5が検出

されている．肝臓，腎臓，大脳，小脳ではこれら

のサブエツトの低下が認められた．一方，骨格筋

では活性の低下が認められたにもかかわらずサブ

ユニット含量の低下は認められなかった．そこで

ミトコンドリア由来のサブユニットを含めた分析

をするため，骨格筋のミトコンドリアを複合体ⅠⅤ

に対する抗体を用いてproteinAsepharoseによ

り免疫沈澱を行い泳動後に銀染色により検出した

（図3）．Westernblotの結果と同様に細胞質由来

のサブユニットであるサブユニット4，5，6に

は低下が認められなかったが，Westernblotでは

検出できなかったミトコンドリア由来のサブユニ

ットであるサブユニット1の含量は患者ミトコン

ドリアでは著明に低下していた．他の臓器での

Westernblotの結果と考え合せると，ミトコンド

リア由来のサブユニットの低下が最初に存在し，

障害が増すに従い細胞質由来のサブユニットおよ

びチトクロムの低下を伴ってきている過程が推察

された．

複合体Ⅰ，ⅡⅠおよびⅤのサブユニットの分析結

果でも各臓器において活性の低下と平行したサブ

ユニットの低下が認められた．

次に，複合体特異抗体を用いた免疫染色の結果

を示す（図4）．これは生前に施行された筋生検標

本である．Gomori，Strichrome変法染色をほどこ

したもの（A）では，中央部に赤くそまるragged

－redfiberが認められた．同じ部位をcytochrome

LOXidase活性染色（B）するとnon十ragged－red

丘berは一部の且berを除いて染色性が著明に低下し

図2　複合体IV特異抗体を用いたImmunoblot．BHM：ウシ

例．C：コントロール．
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図3　複合体王Ⅴ特異抗体を用いた免疫沈澱．0Ⅹ：ウシ心筋より精製した複合体Ⅳ，P：本

例骨格筋ミトコンドリア，C：コン

ており，raggedLredfiberは染色されなかった．こ

の部位を複合体ⅠⅤに対する特異抗体で免疫染色を

おこなった．本例（C）ではコントロール（D）

に比べて全般的に染色性が低下していたが，ragged

トロール骨格筋ミトコンドリア．

rredfiberはむしろ濃染された．以上より，ragged

－red丘berでは複合体IVの免疫反応物質が存在して

いるにもかかわらず複合体ⅠⅤ活性が低下している

所見が認められた．

ー107－



図4　骨格筋の組織化学染色と免疫染色．A：本例のGomoritrichrome変法染色，B：本

例のCytochromeL活性染色，C：本例の複合体Ⅳ特異抗体を用いた免疫染色，D：
正常コントロールの複合体Ⅳ特異抗体を用いた免疫染色．

次に，小脳組織を複合体ⅠⅤ特異抗体を用いて免

疫染色したものを示す（図5）．本例（C）では，

コントロール（D）に比べてPurkinje細胞の染色

性が著明に低下していた．

考　　　察

MERRFにおける電子伝達系の生化学的異常に

ついては，Riggsら4）が複合体ⅠⅠ－ⅠⅠⅠ活性の低下した

症例を，Hollidayら5）が複合体Iの活性の低下した

症例を報告しているがサブユニットの検討はなさ

れていない．我々が今回分析した症例では複合体

IVの酵素活性が低下し，Westernblot及び免疫沈

澱の結果より核DNAで規定されたサブユニット含

量の低下に比して，ミトコンドリアDNAで規定さ

れているサブユニット含量の低下が著しいという

所見が得られた．最近，Mendellら6）も複合体IVi舌

性の低下したMERRFの症例を報告しているが，

ELISA及び免疫染色からは骨格筋での複合体IVの

免疫反応物質の差を見出してはいない．ミトコン

ドリア由来のサブユニットの減少が見過ごされて

いる可能性が考えられる．

さらに，本例においては，複合体Ⅰ，ⅢⅠの欠損

を一部の臓器で合併しており，電子伝達系に広範

な障害が存在していた．しかしながらミトコンド

リアDNAによって規定されない複合体ⅠⅠおよび

citrate synthase活性は比較的良く保たれていた．

我々はMELASや乳児型致死性筋症において複数

の電子伝達系複合体の障害を呈した例を経験して

おり，複数の複合体にまたがる障害はMERRFの

みならずミトコンドリア・ミオバナーにおいてし
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図5　小脳皮質の複合体ⅠⅤ特異抗体を用いた免疫染色．

Aニ　コントロール，B：本例
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ばしぼ観察される現象であると考えられた．複数

の複合体の合併欠姐は細胞質由来のサ7’ユニット

に対する核の構造遺伝子の異常では説明が困雉で

ある．一方，ミトコンドリア電子伝達系の複合体

は複合体ⅠⅠを除いてミトコンドリア自身のもつ16

kbの環状二本鎖DNAによって規定されたサ7’ユ

ニットを含んでおり，それらのmRNAはpolycis・

tronicなRNAとしてmtDNAから転写され，プ

ロセシングを受けた後，エンドヌクレアーゼで切

断されmRNAとなることが知られている．MERRF

において複合体ⅠⅤを中心とする電子伝達系複合体

の合併欠損が臓器ごとに異なった程度に観察され

たことから，ミトコンドリアDNA自身の変異ない

しはその発現過程の異常がMERRFの病因として

推察された．
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16）ミトコンドリア脳筋症の電顕的研究

福　原　信　義＊

研究協力者　　本　間　義　幸＝　栗　原　照　辛目＊　岸　　　雅　彦■＝

は　じ　め　に

ミトコンドリア脳筋症における酵素異常につい

ては，種々の報告があるが，未だ一致した結果は

得られていない．一方，病理学的にはKearns－Sayre

症候群，ragged－redfiberを伴うミオクローヌスて

んかん（MERRF）l），mitochondrialmyopathy，

encephalopathy，lactic acidosis　＆　strokelike

episodes（MELAS）2）は異なっており3），特に

MELASでは大浜ら4）により脳血管の中膜平滑筋細

胞と内皮細月包にミトコンドリアの異常集積，形態

異常があり脳卒中様発作の原因とをっていること

が報告されている．一方，MERRFではそのよう

な血管の異常は報告されていない．

我々は，先ず，MERRFの1例で剖検脳のミト

コンドリアの形態的変化について検討した．次に，

MELASではMERRFと異なり，脳CTで大脳基

底核の石灰化が比較的多くみられる3）ことから，こ

の部分に焦点をしぼり，石灰化構造物と血管との

関係を検討するとともに，その成分のⅩ線分析を

行った．

方　　　法

症例1　30歳女性1）・5），14歳時発症．ミオクロー

ヌス，小脳失調，四肢深部感覚障害などMERRF

の定型的症状を示す．筋生検でミトコンドリアの

形態異常（＋）．剖検で小脳歯状核，異質．下オリ

ーブ核，脊髄複素，脊髄小脳路などに変性がみら

れた．

症例2　30歳女性6）．23歳時発症．両下肢筋力低

下，頭痛，口区気発作，全身痙攣をくり返し，左片

麻痺，左同名半盲などを生じた．筋生検でミトコ

＊金沢大学医学部神経内科
＊＊佐渡総合病院神経内科

＊＊＊東邦大学医学部第四内科

ンドリアの形態異常（＋）MELASと・診断．剖検

で大脳，小脳に大小，新旧さまざまの虚血性病変

がみられたが，淡蒼球，歯状核に，特に血管周囲

でカルシュウム沈着がみられ，VOnKossa染色で

黒色に染っていた．

方法　症例1は剖検時直ちに脳の一部をグルタ

ールアルデヒド固定，オスミュウム酸後固定後，

通常のごとく電昆引こて観察した．症例2はホルマ

リン固定脳より淡蒼球を中心として切り出し，グ

ルタールアルデヒド（カコジレートバッファー）

で再固定，オスミュウム酸で後固定したものと，

しないものの2種類についてアラルタイトに包理

し，透過型電顕（日立H－600）で観察，エネルギ

ー分散型Ⅹ線マイクロ分析（Kevex）で血管周田

組織の元素分析を行った．

結　　　果

1）MERRF脳の電顕的観察：症例1の脳では

ミトコンドリアの一部が腫大し，基質が淡明化し

たものもみられたが，形態がよく保持されている

ものが多かった．小脳皮質，小脳歯状核のミトコ

ンドリアに形の大きい，クリスタがvesicularにな

っているもの（図1）があり，生前の筋生検によ

るミトコンドリアの形態異常（図1，挿入部）に

極めて類似しているものがあった．また，基質に

0．2／Jm径までの大きさの結晶様物質（図2）の沈

着したミトコンドリアが非常に多くみられたが．

みられる場所は，神経細月包の胞体，樹状突起，星

状グリアの突起などであった．

2）MELAS脳の電顕的観察：症例2のinsular

cortexのくも膜下腔の血管はミトコンドリアが空

胞状に腫脹していたが，内皮細胞，中膜細野包のミ

トコンドリアが増加していた．淡蒼球の毛細血管

でも内皮細月包の胞体が腫大し，ミトコンドリアの
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図1　MERRF，小脳皮質のミトコンドリア×50．000

挿入部：生検骨格筋のミトコンドリア×23，000

図2　MERRF．小脳歯状核の樹状突起のミトコンドリアにみられた基質の結晶棟構造物

（矢印）×58，000
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図3　MELAS，淡蒼球の毛細血管，内皮細胞は腫大，ミトコンドリアが増加．基底膜に接

して石灰化構造物（矢印）がみられる．×9，200

増加しているものがみられた（図3）．淡蒼球の石

灰沈着は主に血管周囲にみられ，一部基底隈の外

側に接しているもの（図3）もあるが，小球状，

層状の構造物が癒合した像を示していた．大きな

ものは中心部が粗で，小額粒状のものを含み，dense

な外殻は周囲に細かい線維状のものを出している

（図4）．このような石灰化構造物は血管の外側を

きっちりとすき間なくとり囲んでいるのがしばし

ばみられたが，カルシュウム沈着の著明な部位の

血管でも内皮細胞やpericyteにはかレンュウムの

沈着はみられなかった．

血管周囲組織のⅩ線マイクロ分析では石灰化構

造物の外殻は図5AのごとくCa，Pのほか．S，

Fe，Siが大量に含まれていた．一方．その粗な基

質の部分ではCaはみられず，Sが主体となってい

た（図5B）．

考　　　察

1）MERRF脳の電顕的観察：ミトコンドリアは

虚血あるいは死後変化（自己融解）により腫大，

基質の淡明化，クリスタの断裂，クリスタ頼粒の

消失が生じる7）．症例1の脳でみられたミトコンド

リア内の結晶様構造物は，MELASを含め他疾患

の剖検脳ではみられることはなく，MERRFに伴

った病的所見と考えられ，VeSicularなクリスタ像

が生前の骨格筋でみられたミトコンドリア変化1）に

極めて類似していることもMERRFの脳ミトコン

ドリアに病的変化が生じていることを示唆してい

る．MERRFではMELASと異なり，神経細胞自

体のミトコンドリアに異常のあることが疑われる．

2）MELAS脳の電顕的観察：大脳基底核の石

灰化（striopallidodentatecalcification）の原因に

ついてはAlajouanine＆Contamin（1954），Nor－

man＆Urich（1960）以来，血管の異常によると
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図4　MELAS，き炎蒼球の血管（Ⅴ），周囲は石灰化構造物（矢印）によってとり囲まれて

いる．×4，400

図5　MELAS，淡蒼球の石灰化構造物（ブルタール単独固定．未染色）のX線分析．

A　けト哉書持分1：Ca，Pのほか，Fe．S．Siが多いtCuのピークは鋼メッシュの影

響による）

B（基質部分）：Sが主体でP，SiもみられるがCaは検出されない．
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するものがある．すなわち，カルシュウムが血管

周囲に沈着することが多く，また，大脳基底核が

血管支配の境界城であり，低酸素血症の影響をう

けやすいことによる．一方，カルシュウムの沈着

部位は血管外であることから，何らかの代謝異常

の結果，二次的にカルシュウムの沈着が生じると

も考えられ，Liebaldt＆Descalzo（1963）以来，

カルシュウム代謝についてくり返し検討されてき

た．しかし，ほとんどの症例では副甲状腺機能の

異常はみられない．このような大脳基底核の沈着

物質を分析した報告は非常に少ないが，Ltiwenth－

al＆Bruyn（1968），Smeyers－Verbekeら（1975）

は脳の灰化による化学分析でCaのほかCu，Fe，

Zn，Al，Mnなどを検出している．我々と同様の

電顕下のⅩ線分析によるものでは，Copelandら

（1977）8）はCa，PのほかFe，Mg，Siを，小俣ら

（1978）9）はCa，Fe，Niの集積を報告している．

また，Duckettら（1986）10）は，Cr，P，Caを検出

し，Crが生前に使用された造影剤に含まれていた

ものとしている．いずれにしても，症例2でみら

れる石灰化構造物の外殻部分におけるCa，P，Fe

の沈着は今までの報告と一致し，主に燐酸カルシ

ュウムよりなるものと思われる．一方，内部の基

質の部分にはCaはみられず，Sが主体となってい

る．このことは硫酸基をもつ酸性ムコ多糖体が増

加し，そこに二次的にCa，Pが沈着したことを示

しているように思われる．MELASでは脳血管の

変化による透過性の変化があり，酸性ムコ多糖体

のような物質が増加するとそこにカルシュウムが

沈着し，脳の二次的な変化を防ごうとしているの

かもしれない．

結　　　輪

1）MERRFでは小脳の神経細胞にミトコンド

リアの形態的異常がある．

2）MELASでみられる大脳基底核石灰化は，

酸性ムコ多糖体の増加に対する二次的なカルシュ

ウム沈着と思われ，脳血管の透過性異常を反映し

たものかもしれない．
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17）ミトコンドリア脳筋症クローン化筋細胞の検索

桃　井　真里子＊

研究協力者　　下　泉　秀　夫■　中三川　晃　利■　小　林　繁　一書

柳　沢　正　義■　太　田　成　男＝　香　川　靖　雄＝

ミトコンドリア脳筋症は，臨床的多様性は元よ

り，組織多様性や欠損酵素の多様性を特徴とし，

また遺伝形式もミトコンドリア遺伝子に由来する

母性遺伝を示すものや，核遺伝子に由来する遺伝

形式を示すものがあり，各々の病態の解析には単

一の細胞系が必要である．本研究では，ミトコン

ドリア脳筋症患者より得た培養骨格筋細胞に，発

癌遺伝子を導入し，永久増殖系とし，ミトコンド

リア酵素欠損細胞株を樹立し，それらの解析を試

みた．

材料と方法

MELASと診断された19歳男子大腿四頭筋より

得た生検筋を培養し，複製起始部欠損SV40DNAl）

を燐酸カルシウム法2）にて導入し，形質転換した細

胞をクローン化した3）．クローン化細胞の内，合成

無血清培地にて多核細胞を形成するもの，更に

creatinekinaseがセルロース・アセテート上電気

泳動にてMBまたはMMisomerを表現するクロ

ーンを，myOgeniccloneとした．この二つの形質

を示さないクローンをnon－myOgenic cloneとし

た．生検筋の組織化学染色は通常の方法で㌧行い，

培養細胞のチトクロームC酸化酵素活性染色は

Seligmanの変法によった．通常の培養は，

HamF12（10％FCS）にて行い，myOgenicclone

の検出には合成無血清培地中にて培養した3）．細胞

の増殖曲線は，以下のようにした．各々の細胞を

1×10ずつ60mmディッシュにまき，2，6，8

日目に0．05％トl）プシン，0．02％EDTAにて浮遊

した細胞をカウントした．ミトコンドリアDNA量

＊自治医科大学小児科

＊＊自治医科大学第一生化学

の検討には，tOtalDNAをBamHIで切断後，ミ

トコンドリアDNAのCCOをコードする領域を含

む3．4kbのCDNAをプローブとして，SOuthern

blottingをおこなった．さらにCCOコード領域の

検討のために，tOtalDNAをHingllIとSaclにて

切断後，上記のプローブをもちいてsouthernblot－

tingをおこなった．

結　　　果

組織化学染色：生検筋のgomori－trichrome染

色では，少数のragged－redfiberを認め，CCO染

色にて，Segmentalな活性欠姐の線経を認めた．

ミトコンドリア酵素活性：結果を表1に示す．

ComplexII＋ⅠⅠⅠ，ComplexIV共に正常コントロー

ルより高い結果だが，電子伝達系酵素活性に低下

はみられないと判断した．

クローン化細胞：クローン化した細胞をCCO染

色し，CCO活性陰性のクローンを比較的選択的に

検討した為，表2に示すクローン化細胞のCCO陽

性クローン，陰性クローンの比は，タ和がぬ℃の陽性

細胞と陰性細胞の比を反映していない．myogenic

cloneの内，CCO陽性クローンは3個，陰性クロ

ーンは8個であった．non－myOgenicclone多数の

内2個検討し，共にCCO陽性であった．

クローン化細胞の組織化学染色：区ト1に示す様

に，陽性クローン核周辺に染色性があり，ミトコ

ンドリアの染色を示した（図1－A）．同一クロー

ンを弱拡大で示す．視野内の全細胞が染色されて

いる．更に，同じクローンを，0．2％NaN3存在下

で染色すると，核周辺の染色性が消失する（図1

－B）．CCO陰性クローンは匡11－C，Fの様に

NaN3存在下と同様に染色性を示さない．染色陽性

も陰性も仝視野にわたり，CCO活性に関してはモ
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表l Mitochondrialenzymesinmitochondrialpreparations

NADH－　　　　　　Succinate－
CytOChromec cytochromec Cytochromec
reductase reductase oxidase

（ComplexJ）　（Complexll＋l”）（ComplexJV．）

Patient　　　　226

ControlS

1420 2785

161士66　　　　　409±200　　　1435士480

（88－249）　（141－667）　（1008－2114）

（nmoI／min／mgrTlitochondrialprotein）

表2　確立したクローンとそのCCO活性

Myogenicc10neS
Non一myOgenic

d0neS

cl0neS CCO DNA clones CCO

慧
器
購
讐
㌫
灯
禦
還

J

J

r

　

　

　

′

－

　

′

Y

・

」

▼

1Cl　＋

1D4　＋

ノクローンであることを確認した．同時に検討し

た同一患者からの線維芽細胞はCCO陽性であった

（図1－D）．クローン化相月包の増殖曲線：CCO陽

性クローン，2D4，陰性クローン，1B4，1A5の増

殖曲線を匡12に示す．2D4は，培養2日目に，dou－

blingtime31時間のlogphaseを示す．陰性クロー

ンは何れも培養6日日にlog phaseに達し，log

phaseのdoublingtimeはそれぞれ39時間，48時間

であった．培養2日日に陰性クローンの数が一時

的に減少しているのは，陰性クローンがよりトリ

プシンに弱いことを示すのかも知れない．また，

logphaseに至る時間が長いのは，たんに最初の一

時的細胞数現象の反映の可能性が考えられる．log

phaseの増殖性がそれほど変わらないことは，CCO

欠損細胞もCCO正常細胞と同じ様な細胞増殖を

示しうることを示唆している．8日目以降の増殖

を検討することにより，0VergrOWthした時の陰性

クローンの状態を知ることができ，検討中である．

ミトコンドリアDNA解析：BamHIにて切断後

プローブとハイプリグイズしたDNA量に差は認め

なかった．HindIIIとSacIで切断後のハイプリタ

イズの結果を図3に示す．陽性クローン，2A4と示

した4個の陰性クローンとのあいだにパターンの

差は認めなかった．
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図1　クローン化細胞のCCO活性染色

A，E：CCO陽性クローン，1A3．矢印は核周辺のミトコンドリアがCCO陽性に染

色されていることを示す．B：クローン1A3のNaN3存在下での染色．NaN3の為，

反応陰性である．C，F：陰性クローン，2B4を示す．E，Fは，弱拡大にて，全ての

細胞がCCO陽性，または陰性であることを示す．D：患者皮膚線維芽細胞は，全て

陽性である．

考　　　察

ミトコンドリア脳筋症の診断及び病態の解析に

生検骨格筋が用いられるが，特に筋症状を示さな

い例においては，筋線経の一部が変異形質を表現

している場合が多い．このような場合は，病理学

的検索以外は，変異形質を表現する細胞を正常細

胞群から取り出し，解析する必要がある．本研究

で確立したCCO活性欠損筋細胞は，発ガン遺伝子

で形質転換したために無限増殖系であり，初代培

養細胞より高増殖性を示す．かつ．変異形質がモ

ザイクの組織から，唯一，疾患の遺伝子，または，

形質のみを違いとする，正常細胞と，変異細胞が

得られる．ミトコンドリアDNAの検索にて，今回

使用した制限酵素によっては，大きなdeletionは

認められなかった．ミトコンドリア遺伝子に関し

ては，今回のような検索を進め，また，核遺伝子

に関しては，CCO陽性クローンにのみ表現されて

いるmRNAの検出を行うに最適の系であると考え

られる．
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図2　クローン化細胞の増殖曲線

CCO陽性クローン（2D4），陰性クロー

ン（lB4．1A5）を60mmディッシュに

1×10まき，培養2，6，8日目にト

リプシン処理後の細胞数をカウントし

た．各々3ティーソシュずっセットし，

2回のカウントの平均を取った．
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図3　筋細胞由来クローンのミトコンドリア

CCO遺伝子の制限酵素切断パターン
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18）ミトコンドリアサイトパチーの家系分析
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は　じ　め　に

ミトコンドリア・サイトバナーにおける電子伝

達系酵素欠損の診断法および根本的治療法を開発

するためには，その異常を遺伝子レベルで解明す

る必要がある．その前段階として，酵素活性測定

あるいはサブユニットの分析などにより分子レベ

ルでの異常を確定し，その背後にある遺伝子異常

を絞り込んでいかなければなら◆ない．家系分析は

遺伝子異常を明らかにする上で重要な手掛かりを

提供する．本稿では，常染色体劣性遺伝によると

考えられる致死性乳児型ミトコンドリア・ミオバ

ナーの家系および㌧母性遺伝の疑われるミトコンド

リア脳筋症の家系における電子伝達系酵素のサブ

ユニットの異常を報告する．

本研究における生化学的，免疫化学的，免疫組

織化学的分析は既報の方法に従って行った1ト5）．

致死性乳児型ミトコンドリア・ミオパテ一におけ

る電子伝達系酵素異常

家系　両親はいずれも臨床的には正常で，家系

内に血族結婚はない．第1子6）は筋緊張低下，高乳

酸血症，汎アミノ酸尿を認め，Fanconi症候群を伴

ったfatalinfantilemitochondrialmyopathyと

診断され，呼吸障害により生後8ヶ月で死亡した．

その生検骨格巌ミトコンドリアの分析では，電子

伝達系酵素活性の全般的低下，チトクロムα偽およ

びサトクロム古の欠損，複合体ⅠⅤサブユニット含

量の低下およびミトコンドリアの蛋白質組成の異

＊：芸謂歪≡誓警芸芸≡孟講座

常が見出だされた1）．第2子は正常であった．第3

子は第1子と同様の臨床症状を呈し，現在，人工

呼吸管理下にある．

酵素活性測定　表1に両親および第3子の生検

骨格筋から単馳したミトコンドリアの電子伝達系

酵素活性を示す．第3子の硬合体Ⅰ－ⅠⅠⅠおよび複合

体ⅤⅠの活性はそれぞれ正常平均の44％および4％

に低下していた．これに対し複合体ⅠトIIIの活性は

正常域にあった．一方，両親では複合体Ⅰ－ⅠⅠⅠ活性

が正常下限域に，複合体ⅠトⅠⅠⅠ活性は正常，複合体

ⅠⅤ音舌性は正常上限城にあり，他の複合体の活性に

比して複合体Ⅰの活性の低下が疑われた．

Westernblotting　図1に第3子および父親のミ

トコンドリア電子伝達系複合体のサブユニットの

分析結果を示す．これまで致死性乳児型ミトコン

ドリア・ミオバナーは複合体ⅠⅤ欠損症の一型と考

えられてきた．しかし，第3子のミトコンドリア

の分析の結果は，サブユニット量の減少が複合体

ⅠⅤのみならず複合体Ⅰおよび複合体ⅠⅠⅠにも及んで

いることを示している．これに対し複合体．Vのα

およびβサブユニットの減少は見られなかった．

注目すべきことに．複合体Ⅰに対す為抗体を用い

た分析で，正常では見られない異常なバンドが第

3子のみならず父親においても検出された．

想定しうる酵素欠損の原因　臨床的に正常な父

親に異常所見が見出だされたことから，母性遺伝

すると考えられるミトコンドリアDNAの異常は否

定しうるであろう．また第2子か正常であったこ

とから，この家系での電子伝達系の異常は常染色

体劣性遺伝によるものであると推定される．

こうした常染色体身性遺伝を考えた場合，早発
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表l Activitiesofelectron．transfercomplexesinmitochondria．

トⅠH　　　　　ⅠトⅠ工Ⅰ　　　　　　ⅠⅤ　　　　　トⅠⅠ工／ⅠⅤ

Patient

Father

Mother

Contr01

100　（44）　　　222（95）　　　12　（4）

122　（54）　　　273（117）　　　397（146）

152　（67）　　　216（93）　　　397（146）

227　十120　　　　233　＋　97　　　　　271＋133

2．33

0．31

0．38

0．83　＋　0．35

Activities were expressedin nnol／nin／mg of mitochondriaユ′protein．

＊Figuresin parentheses are percentage50f皿ean COntrOI values．

イ★Values are neans　＋　S．D．

図1致死性乳児型ミトコンドリア・ミオバナーの家系におけるミトコンドリア酵素サブ

ユニットの分析・Ⅰ：複合体IlII‥複合体lmⅠⅤ：複合体Ⅳ　Ⅴ‥複合体V．C：

正常コントロール　P：患者（第3子）F二患者の父．
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性動脈硬化症の患者において見出だされた異常が

想起される（11）．すなわち，アポリボ蛋白AIの

COdingregionに転位がおきたために，アポ））ポ蛋

白AI遺伝情報の一部のみが発現しアポリボ蛋白

AIよりも分子量の小さい異常蛋白が生成している

と考えちれる例が最近報告されている．このよう

な染色体DNAの転位などの異常がこの家系で最も

考えられる原因である．

母系遺伝の疑われるミトコンドリア脳筋症の家系

における電子伝達系酵素異常

家系　患者は25歳，女性．乳幼児期および」、児

期には特に異常は無かった．12歳時に易疲労性を

訴え，15歳には長時間の歩行が困難になり，脱力

発作が出現した．その後，筋力，知能共に低下，

振戦に加えミオタロヌスてんかんも出現した．患

者の母（55歳）はこの数年間で徐々に筋力の低下

をきたし，易疲労性を訴えた．最近著しく痴呆が

進行した．妹（22歳）は臨床的症状は無く，知能

も正常である．

免疫組織化学　患者18歳時の筋組織において

ragged－redfiber（RRF）をみとめcytochromec

oxidase活性染色において軽度の低下が見られた．

25歳時には，初回の筋生検組織像に比して，RRF

の数が増加Lcytochrome c oxidase活性染色も

著明な低下を示した．また，複合体ⅠⅤに対する抗

体を用いた免疫染色では多くの筋線経において染

色性の低下が認められたのに対し，RRFにおいて

はむしろ免疫反応性物質の蓄積が見られた（図

2）．

母においても患者と類似した組織像が見られた．

妹の生検筋においてはRRFは見られず，CytO－

Chromecoxidase活性染色も正常であったが，筋

線経の大小不同が認められた．

酵素活性測定　図3にこの家系における電子伝

達系酵素活性の変動を示した．5年前における患

者の電子伝達系酵素の活性は全般的に低下が見ら

れたが，特に複合体ⅠⅤの活性の低下が著明であっ

た．その時点における母の電子伝達系酵素の活性

は，複合体ⅠトllⅠ活性がやや低下していた他は著し

い異常を認めなかった．

現在，患者においては複合体ⅠⅤの活性に加え複

合体Ⅰ－ⅠⅠⅠ活性も明らかに低下している．母におい

ても同様に複合体ⅠⅤの活性と複合体Ⅰ一mの活性の

低下が認められている．妹においては複合体ⅠⅤの

活性の軽度低下が見られる．

Western blotting　図4に電子伝達系複合体の

サ7■ユニットの分析結果を示す．複合体ⅠⅤのサブ

ユニット4およびての含量は，患者（P）のミトコ

ンドリアで著しい低下が見られ，母（M）におい

ても軽度の減少が見られた．また妹（S）において

も明らかに低下が認められた．複合体Ⅰのウエス

タンプロットにおいてもバンド1，4，10の濃度

の低下が見られた．その低下の程度は母，妹より

も患者において著しかった．またバンド3の濃度

に上昇が見られたが，このサブユニットの含量の

増加の程度は，患者よりむしろ母，妹において著

しかった．このように複合体Ⅰのサブユニット間

の量比に不均衡が存在することが示唆された．一

方，複合体ⅠⅠⅠ，複合体Vに対する抗体を用いたウ

エスタンプロットではサブユニットの欠損あるい

は低下は患者においても母においても認められな

かった．

想定される遺伝的異常　本家系において複合体

ⅠⅤのサブユニットの著しい欠損に複合体．Ⅰの軽度

の欠損が合併していることが明らかになった．経

過を追って酵素活性を比較検討した結果，発病当

初，明確でなかった複合体活性の低下が次第に長講

著になっていく過程が明らかになった．従って，

複合体ⅠⅤの欠損が一次的な原因となり，二次的に

複合体Ⅰの欠損が生じるのではなく，むしろ複合

体ⅠⅤと複合体Ⅰの欠損は，共通の異常に起因する

ものであるが，異なった時期に顕在化してくるも

のと考えられる．

一方，MERRFの剖検例において，臓器間での

電子伝達系複合体の活性およびサブユニット含量

を比較検討した結果，複合体lV欠損に加えて複合

体Ⅰ，ⅠⅠL Vの部分的欠損が種々の肢器で合併し

ていることが明らかになっている（Yonedaetal．

投稿中および吉武ら，本報告書，別項）．本家系で

MERRFの剖検例と同様に複合体ⅠⅤを主としたミ

トコンドリア電子伝達系全般の欠損が存在したこ
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図2　母系遺伝の疑われるミトコンドリア脳筋症の患者の生検骨格筋組織像
A：Gomori’s modiaed trichrome stain

B：cytochrome c oxidase活性染色

C：複合体ⅠⅤに対する特異抗体を用いた免疫組織化学染色

D：コントロールにおける複合体Ⅳの免疫組織化学

とは，両者が病因において同一であることを示唆　討を進めている．

している．

MERRFでは母系遺伝が疑われ，大家系の報告

もある7）．本家系において見られた電子伝達系の複

合体ⅠⅤおよび複合体Ⅰの合併欠損が，ミトコンド

リアDNAの変異によって発現することが最も考え

られる．この詳細については本研究室において検

ま　　と　め

ミトコンドリア・サイトバナーの2家系におい

て酵素学的ならびに免疫化学的な分析を行い，分

子的異常を明らかにすることができた．一家系で

は核の遺伝子の異常が疑われ　他の家系ではミト

－123－



図3　母性遺伝の疑われるミトコンドリア脳筋症の家系における電子伝達系酵素活性の変

動．

Ⅰ－ⅠⅠⅠ：複合体Ⅰ－11Ⅰ（NADHTCytOChrome creductase）活性II－IlI：複合体II－

III（succinate－CytOChr・Ome C reductase）活性IV：複合体IV（cytochrome c

oxidase）活性　患者（P）母（M）妹（S）の活性をコントロールの値に対するパ

ーセントで表示した．
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図4　母系遺伝の疑われるミトコンドリア脳筋症の家系におけるミトコンドリア酵素サブ

ユニットの分析．

Ⅰ二複合体ⅠⅠⅠⅠ：複合体uIV：複合体ⅠⅤ　Ⅴ：複合体V C：正常コントロール

P：患者　M：母　S：妹

コンドリアDNA上の遺伝子の異常がその原因とし

て推定された．一方，我々の研究室ではヒトのチ

トクロムclのcDNAのクローニングに成功し8），

そのpresequenceを含む全遺伝子構造を明らかに

した9）．さらに鉄一イオウ蛋白質ならび1こエビキノ

ン結合蛋白質のcDNAクローンの単牡に成功し，

現在その塩基配列の決定を急いでいる．このよう

に，遺伝子の構造を解明し，疾患における異常を

明確にしていくことは，▼ミトコンドリア・サイト

バナーに対する明確な診断法の確立に寄与するば

かりでなく，遺伝子治療への道を拓くものであり，

今後の重点課題とすべきものであろう10）．
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19）ヒト・ミトコンドリアDNAの多型解析

宝　釆 聴＊

研究協力者　　五候堀　　　孝＊　早　坂　謙　二＊　松　永　　　英＊

ヒトのミトコンドリアDNA（mtDNA）は，約

16，560塩基対の環状DNAで，Andersonら

（1981）によって一個体の全塩基配列が決定され

ている1）．mtDNAは核DNAに比べて，塩基置換

速度がかなり速いことで知られており2），ヒトにお

いてもかなりの個体間変異（多型）が予想される．

本研究では，A mtDNAの制限酵素切断型多型

（RFLPs）による正常日本人集団での多様性の分

析を行った．さらに，これらの解析結果を踏まえ

て，ミトコンドリア脳筋症におけるミトコンドリ

アゲノムの欠陥，あるいは疾患に特有の変異を明

らかにするべく・Denaturing甲●adientgelelectre－

phoresis（DGGE）法3）を応用したmtDNAのミス

マッチ同定のための手法の確立を行った．

材料及び方法

ヒトのmtDNAのソースとしては，血液・臓器

等が考えられるが，多くの検体をより多くの種類

の制限酵素で解析するためには，胎盤が最も適当

な材料と考えられる．著者らの経験では，新鮮な

胎盤を用いれば，ミトコンドリア分画の分離・DNA

抽出・CsCl－EtBr密度勾配遠心法等の一連の操作

による環状mtDNAの回収率は，胎盤あたり

200～300〟gであった．これは多種類の制限酵素に

よる切断パターンを，サザンブロッティングある

いはエンドラベリング法を用いずに，EtBr染色で

識別するのに充分な量である．日本国内，3地域

（静岡・沖縄・青森）において約260検体の胎盤を

収集し，mtDNAを精製した．まず6塩基認識の制

限酵素15種類による切断型分析を行い，各集団ご

とに変異型（morph）の分布を明らかにした4）．さ

らに4塩基認識の制限酵素を用いた詳細な分析を

＊国立遺伝学研究所

行い．各々の酵孝によるmorphの頻度を明らかに

LJ　全部の酵素の認識部位の比較により各個体の

タイプ（restrictiontype）分類を行った5）．

結果及び考察

（1）日本人集団での変異

日本人3地域集団は，各morphの頻度およびタ

イプの分布においては，かなり異なっていること

が明らかとなった．しかし，タイプを基にした系

統樹分析においては，クラスタリングパターンは

各集団で基本的にはよく類似していた．すなわち，

本土2集団で観察された2大クラスター（groupI

とⅠⅠ）は，沖縄集団でも観察され，各系統樹にお

ける最初の分岐時間もほぼ同様だった（図1）．さ

らに本土および沖縄集団を合わせた系統樹分析の

結果，両集団にかなりの遺伝子交流があったこと

が推測され，日本におけるfounderpopulationに

おいてすでにmtDNAは多型的であったことが示

唆された6）．

（2）他人種との比較分析

さらに日本人集団に兄いだされた2大クラスタ

ーの分子進化的意義を明らかにするため，3大人

種（日本人，白人および黒人）のmtDNA制限酵

素地図のデータ解析を試みた．我々の分析した日

本人（静岡，n＝116）とCann（1982）によって分

析された白人（n＝41）および黒人（n＝19）のデ

ータを併せて解析した5）7）．3大人種全体で117の異

なったタイプが観察され，個々のタイプはそれぞ

れの人種に特有のものであった．個々の人種集団

内におけるDNAレベルの多様性，すなわちnu－

Cleotidediversity（d）を算出したところ，日本人

（d＝0．0026）と白人（d＝0．0025）は，ほぼ同じ

値であったが，黒人（d＝0．0047）では約2倍近い

値が得られた（表1）．このことは黒人のmtDNA
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Shizuoka N＝116

62types

Thousand

125　　　　　　100　　　　　　　75

Of Years

50　　　　　　　　25　　　　　　　　0

GroupⅡ

2．5　　　　　　2　　　　　　1．5　　　　　　1 0．5　　　　　　　　0

Geneti。　　Distance（DX103）

図1　日本人（静岡）のmtDNA多型解析で観察された62タイプの系統樹．

表l Number of mtDNA restriction types and
estimates of nucleotide differences among

three majorracialgroups

No．of Individuals

types tested

Averageno．of．

nucleotide substitu－

tions

Japanesel）

Caucasians2）

Negroes2）

116　　　　　　　0．0026

41　　　　　　　0．0025

19　　　　　　　　0．0047

Tota1　　　　　117　　　　176　　　　　　　0．0033

Thedatausedarel）HoraiandMatsunaga（1986）and

2）Cann（1982）

は白人あるいは日本人のそれらより多様性が高い

ことを示している．さらに3大人種集団からのタ

イプのすべての組み合わせ問でdを計算し，それ

に基づいてUPG法により系統樹を作成した（図

2）．得られた系統樹で，クラスタリングパター

ンによって便宜的に8つのクラスター（ClからC8）

に分業頁したところ，3クラスターでは複数の人種

からのタイプの混ざり合いが観察されたが，他の
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Thousands of Years
175　150　125　100　　75　　50　　25　　　0

3．5 3　　　2．5　　　2 1．5　　1　　0．5

Genetic Distance（Dx103）

図2　mtDNAからみた3大人種の系統樹．

5クラスターは同一人種からのみなる顕著なクラ

スターであった．mtDNAの塩基置換速度を2×

10－8／site／年と推定すると一番古いクラスター（Cl

とC2）の分岐は約17万年前と計算された．ここで

はClは黒人のみのクラスターであり，C2は日本人

のみのクラスター（日本人集団中のgroupIに相

当）である．この値は，Neiのグループによって研

究されたタンパク質の遺伝子頻度データに基づい

7
　
　
　
　
　
8

c

 

c

］
］

た3大人種の分岐年代に比べるとかなり古い．す

なわち遺伝子頻度のデータからは，白人と東洋人

の分岐を約5万年前，白人・東洋人のグループと

黒人の分岐を約12万年前とそれぞれ推定している8）．

我々の分析はmtDNA遺伝子の系統樹であり，一一

万Neiらの分析は人類集団の分岐に関するもので

あるので，これらの想定値は，人種の分岐よりず

っと以前に遺伝子の分岐が起こっていたことを示
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唆している．また人種間での系統分析ではgene

migrationの影響も当然考慮しなければいけないが，

mtDNAは人種の分岐以前にすでに多型的であった

という説明が最も妥当であろうと考えられる9）．

（3）DGGE法によるミスマッチの同定

さて近年，ミトコンドリア・サイトバナー等の

疾患において，ミトコンドリアゲノムの欠陥，あ

るいは関与が問題にされている．患者試料は血液

あるいは微量の生検組織に限られるため，著者ら

が行って来たような分析は困雉である．またサザ

ンプロット法では，分解能に限界があり，ゲノム

中に大きな欠失・挿入があった場合にしか変化が

観察されない．このため，近年開発されたDenatur－

inggradient gel electrophoresis（DGGE）法を

Type14

＼

用いた，mtDNAにおけるミスマッチの同定法への

応用を試みた．まずこの方法の確立のため以下の

実験を行った．正常人2個体（MS70とMS85）よ

り精製したmtDNAの2．1kbのPstI断片を

pUc19にクロ二二ングした．この2個体のmtDNA

のうち一方（MS70）は制限酵素による分析でこの

PstI断片中に9bpの欠矢があることがわかってい

る．－クローニングされた2種類のDNAを等量ずつ

混ぜた後，熟変性，再結合するとホモデュプレッ

クス‾2種芙頁とヘテロデュプレックス2種頬の混合

物ができる．この混合物を，インサートをさらに

切断するような制限酵素（この場合はRsaI）で

消化し，DGGEで分析した（図3）．この時，泳動

方向と平行に変性剤の濃度勾配をつけたゲルで，

Type21

／
Mix

I

Denature（1000C，5min）

I

ReanneaJ（500C，4hrs）

l

Rsa］digestion

I

DGGEくE；二㍍：FicuIar
EJectrophoresis at600c

lOO％Denaturant　7M Urea

40％Formamide

図3　Denaturinggradientgelelectrophoresis．
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60℃の温度を保ちながら泳動する．ヘテロデュプ

レックス中に塩基置換等によるミスマッチがある

と低い変性剤濃度で二本鎖DNAの部分解離がお

こリ，その高次構造の変化によって易動度がおそ

くなるためホモデュプレックスと区別できる．実

際，上述の混合物をRsaIで切断し，DGGEで分

析すると，一方に欠矢のある相同断片同士のヘテ

ロデュプレックスではかなりの易動度の遅滞がみ

られた．さらに別の断片（411bp）のヘテロデュプ

レックスでも易動度の遅滞が観察され，シークエ

ンスによる分析で，この2種類のmtDNAの断片

の塩基配列には1塩基置換があることが明らかに

なった（図4）．この方法を用いると，ミトコンド

リア・サイトバナーの患者試料を用いた場合でも

正常人試料との比較によって，どの部位で塩基置

換があるかをまず決め，その後シークエンスによ

る分析に発展できるという利点がある．

図4　DGGE法によるヘテロデュプレックスの同定．

結　　　語

（1）正常日本人集団において．mtDNAの多型解析

を行い，その系統分析により日本人集団は異なる

2大グループよI）形成されることを明らかにした．

（2）白人，黒人との比較分析により，日本人にみ

られた2大グループの人種進化における位置づけ

を行い，mtDNAは人種の分岐以前にすでに多型

的であったという示唆を得た．

（3）ミトコンドリア脳筋症において，mtDNAの変

異の有無を明らかにする手段として，Denaturing

gradient gel electrophoresis法によるミスマッ

チを同定する手法を確立した．

文　　　献

1）AndersonS，BankierAT，BarrellBG，deBruijn

MHL，CoulsonAR，DrouinJ，EperonIC，Nier－

lichDP，RoeBA，SangerF，SchreierPH，Smith

AJH，StadenR and YoungIG：Sequence and

Organization of the human mitochondrial

genome・Nature290：457－465，1981．

2）Brown WM，GeorgeJr M and Wilson AC：

RapidevolutionofanimalmitochondrialDNA．

ProcNatlAcadSciUSA76：1967－1971，1979．

3）Myers RM and Maniatis T：Recent advances

indevelopmentofmethodsfordetectingsingle

－base substitutions associated　with human

genetic diseases．Cold Spring Harbor Sym．

QuantBio151：275－284，1986．

4）HoraiS，GojoboriTandMatsunagaE：Mito・

ChondrialDNA polymorphisminJapanese：I．

Analysiswithrestrictionenzymesofsix base

pairrecognition．HumGenet68：324－332，1984．

5）Horai S and Matsunaga E：Mitochondrial

DNA polymorphisminJapanese：ⅠⅠ．Arlalysis

with restriction enzymes of four orfive base

pairrecognition．HumGenet72：105－117，1986，

6）HoraiS，GojoboriTandMatsunagaE：Evolu－

tionaryimplications of mitochondrial DNA

polymorphismin human populations．Human

Genetics，edbyVogelFandSperlingK，Proc

7thIntCongHumGenet，Berlin，1987，pp1777

－131－



181．

7）Cann RL：The evolution of human mitochon・

drialDNA．Ph D thesis，UniversityofCalifor－

nia，Berkeley，California，1982．

8）NeiMandRoychoudhuryAK：Genicvar’iation

within and between the three major races of

man，Caucasoids，Negroids，and Mongoloids．

AmJ Hum Genet26：421－443，1974．

9）Horai S，Gojobori T and Mastunaga E：DisT

tinct clustering of mitochondrial DNA types

amongJapanese，CaucasiansandNegroes．Jpn

J Genet61：271－275，1986．

－132－



20）ゴールド標識免疫電子顕微鏡による

ミトコンドリアミオパテーの研究

佐　藤

研究協力者　　関　　　公

埜　中　征

ミトコンドリアミオバナーの形態学的特徴は異

常ミトコンドリアであり，結晶状封入体を有する

もの，内鋲が同心円状に増殖したものなどが出現

する．生化学的には電子伝達系酵素の複合体Ⅰ，

ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ，ⅠⅤの欠損例が報告されている．異常ミト

コンドリアにおける複合体酵素蛋白の異常を明ら

かにするため，われわれはゴールド標識法による

免疫電子顕微鏡法を開発し．昨年度本研究班にお

いて複合体ⅠⅠⅠの抗体を用い，異常ミトコンドリア

内の結晶には複合体ⅠⅠⅠの酵素蛋白はほとんど存在

しないことを報告した1）．

本年度はさらに複合体ⅠおよびⅠⅤの抗血清を用

い結晶状封入体を有するミトコンドリアを検索す

ると共に2例の複合体ⅠおよびⅠⅤ欠損例を検索し，

生化学的酵素活性と免疫電顕的に検出されるゴー

ルド粒子の密度との相関性を検討したので報告す

る．

方　　　法

症例：ミトコンドリア脳筋症4例の生検筋を用

いた．症例1，2ではさトコンドリアの各複合体

の酵素活性は正常，症例3は複合体Ⅰ欠損症2），症

例4は複合体ⅠⅤ欠損症3）としてすでに報告されてい

るものを検索した．4例すべてに筋線稚内の異常

ミトコンドリアを認めた．

免疫電顕：生検筋を2％グルタールアルデヒド

B］定後，N，N－dimethylformamideにて脱水，

＊順天堂大学医学部脳神経内科
＊＊順天堂大学医学部共同病理

＊＊＊国碩窪センター微細構造
＊＊＊＊名古屋大学医学部第二生化学

猛＊

一＊　　中　村　眞　二日

哉＊＊＊　小　澤　高　将■書目－＊

－20℃にてglycolmethacrylateに置換後，紫外線

重合した．重合後．超薄切片を作成し，ニッケル

グリッドにのせた．これを5％ヤギ血清－PBSに

て各複合体に対する抗血清（1000倍稀釈）にて反

応，洗浄後複合体ⅠIIはプロティンA・コロイドゴ

ールド（8nm）．，複合体ⅠとⅠⅤはゴールド標識抗兎

IgGヤギ血清にて反応した．PBSと蒸留水で洗浄

後，乾燥，2％酢酸ウランにて電子染色後，電顕

にて観察した．

結　　　果

クリステ内に結晶状封入体を有する異常ミトコ

ンドリアでは，辺綾部を取り囲んでいる内膜と結

晶を有しているクリステ膜では複合体ⅠⅠⅠおよびⅠ

に対応するゴールド粒子の密度は正常と同程度で

あった．しかし，結晶内のゴールド粒子密度は内

膜と比較すると明らかに減少していた（表1）．す

なわち結晶内では免疫電子昆頁微鏡的に検出し得る

電子伝達系の酵素蛋白は極めて少なかった．

一方，同心円状に内膜が増殖しているミトコン

ドリアではゴールド粒子の密度は正常対照と同程

度であった．巨大ミトコンドリアで膨大した基質

のみで，クリステがほとんど存在していないもの

では，辺綾部の内膜にのみゴールド粒子が存在し

表l Density of gold particlesin mitochondria
withparacrystalineinclusions
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図1　生検筋の複合体Ⅳ抗体を用いたゴールド標識法による免疫電子顕微鏡．ゴールド粒

子は5nm．A：対照．×36，000，B：症例3（複合体Ⅰ欠損症）2），×36，000，C：症

例4（複合体ⅠⅤ欠損症）3），×45，000．
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表2　Activitiesofelectron－tranSferenzymes

Complex】トnI CompIexILIIT CornplexIV

Case3　　　　　　　　　7　　　　　　　245　　　　　　　73

4　　　　　　　　　15　　　　　　　392　　　　　　　51

Contro1　　　　　227±120　　　　233±97　　　　271±133

（nmol／min／mg．mit．protein）

表3　Densityofgoldparticles

Complex I ComplexIII ComplexIV

Case3　　　　　　　　43．3　　　　　118．0　　　　　　56．4

4　　　　　　　　53．2　　　　　　73．0　　　　　　34．6

Control　　　　　　　71，0　　　　　122．0　　　　105．2

（Numberofgoldparticles／JLm2）

ており，基質には認められなかった．すなわち，

巨大ミトコンドリア1個当りではゴールド粒子数

は著しく減少していた．

症例3と症例4はそれぞれ複合体Ⅰ欠損症，複

合体ⅠⅠⅠ欠損症として報告されている2）3）．これらの

骨格筋内ミトコンドリアの複合体の酵素活性を文

献より引用し，表2にまとめた．2例とも複合体

Ⅰ－ⅠⅠⅠ，およびⅠⅤの低下が著明であった．免疫電顕

による検索では各症例のミトコンドリア単位面積

当りの粒子密度は複合体Ⅰはやや減少，複合体ⅠⅠⅠ

は変りなく，複合体ⅠⅤは症例3は対照の53％，症

例4は33％と減少していた．複合体IVの酵素活性

の減少率は症例3が30％，症例4が19％であるの

で，複合体ⅠⅤについては酵素活性の低下とゴール

ド粒子の減少の程度は大体相関していた．

考察と結論

ミトコンドリア内膜内の電子伝達系酵素の局在

をゴールド標識法により観察する方法をはじめて

確立し，結晶状封入体における結晶では，電子伝

達系酵素が周辺の内暇に比し極めて少ないことを

明らかにした．すなわち結晶はミトコンドリア内

膜の構造蛋白に由来するか，電子伝達系酵素蛋白

が含まれているとしても正常とは著しく異ったも

のとして存在していることが示唆された．

複合体欠損例においては電子伝達系酵素の生化

学的活性低下と共に，免疫電顕において検出され

る酵素蛋白も減少している例では，酵素蛋白の生

合成も阻害されていることか推定された．一方，

酵素活性の低下に比し，酵素蛋白はそれほど減少

していない例では，酵素の生合成は行われていて

も，活性の発現段階で異常があるのではないかと

考えられた．

今後は症例を重ねて検索すると共に，酵素のサ

ブユニットのみを認識する抗体を寺封立し，異常ミ

トコンドリアにおける電子伝達系酵素の局在異常

を明らかにする予定である．
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21）鉄欠乏のミトコンドリア電子伝達系に及ぼす影響

佐　藤

研究協力者　　石　垣　泰

采　　　東

は　じ　め　に

近年ミトコンドリア筋症の原因として，電子伝

達系酵素の欠損が指摘されている．電子伝達系酵

素は，複合体．ⅠからVより成り，NADH，フマル

酸の2種類の基質から分子状酸素に電子の受渡し

を行ない，ATP産生のためのエネルギーの伝達を

行なっている．各複合体は，鉄イオウ中心・チト

クローム・7ラビン・鋼などの補欠分子族を含む．

鉄はこ．のうち鉄イオウ中心・チトクロームに含ま

れ，各複合体に分布し，電子伝達系としての機能

に重要な役割を演じているものと考えられる．

鉄欠乏は，重篤な鉄欠乏性貧血を引き起こすと

ともに，骨格筋ミトコンドリアに巨大化，封入体

出現などの異常が認められることが知られてい

る1）．そこで我々は鉄欠乏ラットモテリレを作成し，

骨格筋ミトコンドリアの生化学的分析ならびにゴ

ールド標識免疫電顕法による形態観察を行なった．

方　　　法

1．鉄欠乏ラット

動物は，生後4週齢，離乳直後の雄Wisterラッ

トを用いた．鉄欠乏群（n＝10）には0．02mg％の

鉄を含んだ鉄欠乏食を与え，コントロール群（n＝

5）には，32．7mg％の通常食を与えた．両群とも

飲料水として蒸留水を与え，プラスチックケージ

内にて飼育した．8週後，採血した血液の赤血球

数・ヘモグロビン値・ヘマトクリット値・血清鉄

を測定し，下肢筋を採取した．

2．ミトコンドリア酵素活性

ラット骨格筋から，ミトコンドリアの調製を行

なった．マト））ックス内酵素であるcitratesynthase

＊順天堂大学医学部脳神経内科

＊＊名古屋大学医学部第二生化学

猛＊

則＊　内　田　悦　子＊

林＊　小　澤　高　将＊＊

およびミトコンドリア電子伝達系酵素である

NADHcytochromecreductase，SuCCinatecyto－

Chromec reductase，COmplexII，CytOChromec

oxidaseの活性を分光学的に測定した．

蛋白定量はLowry法で行なった．

3．ゴールド標識免疫電子顕微鏡

抗体は牛心筋ミトコンドリアより精製された複

合体Ⅰ，lII，ⅠⅤを家鬼に免疫して膏封立されたもの

である．なお複合体Ⅰ，ⅠⅠⅠ抗体は名古屋大学の小

澤高将より供与されたものを使用した．

2％グルタールアルデヒド固定した骨格筋をN，

N－dimethylformamideにて脱水．－20℃にて

glycolmethacrylate置換後，紫外線重合した．重

合後超薄切片作成し，抗体と反応させた．これを

プロテインA・コロイドゴールド溶液と反応させ，

2％酢酸ウランにて電子染色後，電顕観察した．

結　　　果

1．貧血

鉄欠乏ラットは発育不良で，眼の色も淡くコン

トロール群との差は一目瞭然であった．両群の赤

血球数・ヘモグロビン値・ヘマトクリット値・血

i青鉄を比較すると，いずれもコントロール群に比

較して鉄欠乏群では低値を示した（図1）．赤血球

数・ヘモグロビン値は侶‖こよってばらつきが大き

かったが，ヘマトクリット値・血清鉄の値は個体

差が小さい上に，鉄欠乏群では著しく低値を示し，

鉄欠乏の指標として適当であった．

2．酵素活性

マトリックス内酵素であるcitrate synthaseの

活性は，両群に有意差はなかった．電子伝達系酵

素としてNADH cytochrome c reductase，SuC－

Cinate cytochrome c reductase，COmplexII，
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CytOChrome c oxidaseを測定したが，SuCCinate chrome c oxidaseには有意差はなかった（図

CytOChromecreductase，COmplexIIの活性値は　　2）．すなわちsuccinatecytochromecreductase，

コントロール群と鉄欠乏群の間に有意差を認めた．　ComplexIIについては，比較的個体差が少なく．

一方，NADH cytochrome c reductase，CytO－　　鉄欠乏群では全例で活性の低下が示された．NADH

4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9／刷一g／dl
XlO　％

図1　鉄欠乏群（斜線）とコントロール群（白抜き）の赤血球数（RBC）・ヘマトクリット

（Ht）・ヘモグロビン（Hb）・血清鉄（Fe）の比較．

図2　鉄欠乏群（斜線）とコントロール群のミトコンドリア酵素活性の比較．Succinate

cytochromecreductaseとComplexIIの活性が鉄欠乏群において有意に低下して

いる．
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CytOChromec reductase，CytOChromecoxidase

で1ま個体による活性値のばらつきが大きく，平均

値としては両群に差は出なかったが，個体によっ

ては活性低下をきたしているものも認められた．

3．ゴールド標識免疫電顕

鉄欠乏群1例，コントロール群1例の骨格筋を

検索した．鉄欠乏群では，正常形態のミトコンド

リアに混じてマトリックスの膨化したものを散在

性に認めた．ゴールド粒子はクリステおよびミト

コンドリア内膜に一致して認められた（写真1）．

電顕上で観察されたゴールド粒子数は酵素蛋白を

半定量的に示すことが報告されている2）．今回の検

索では，ゴールド粒子の数は分光学的に測定した

酵素活性値ほどの極端な差は出なかったが，ある

程度ゴールド粒子数は酵素蛋白の量を反映してい

るものと考えられた（図3）．

考　　　察

ミトコンドリア筋症の原因検索についての研究

は，近年めざましく進展している．田中らはミト

コンドリア脳筋症における複合体のサブユニット

形成の障害を種々の方法を用いて証明した3）．ミト

コンドリアにおける蛋白合成に障害が生じた場合，

ミトコンドリア由来のサブユニットを多く含む複

写真1　抗複合体ⅠⅠⅠ抗体を用いて，鉄欠乏ラット骨格筋をゴールド標識免疫電顕で観察し

た．ミトコンドリア（M）内膜およびクリステに一致してゴールド粒子が存在す

る．
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図3　ゴールド粒子数とミトコンドリア酵素活性の比較．下段の酵素の酵素活性を有する

ラットの骨格筋をゴールド標識免疫電顕で観察した．ComplexIIⅠの抗体を用いた場

合，ゴールド粒子の減少を認めた．

合体Ⅰならぴ1こⅠⅤに異常をきたし易いと思われる．

電子伝達系の異常の原因としては，ミトコンドリ

ア遺伝子の異常・核遺伝子の異常・ミトコンドリ

アにおける蛋白合成異常・サブユニット蛋白のア

センブリーの異常，そして補欠分子族の異常など

が考えられる．補欠分子族として鉄イオウ中心・

チトクロム・フラビン・鋼が挙げられ，各複合体

に分布している．特に鉄は鉄イオウ中心・チトク

ロムに含まれ，すべての複合体に広く存在する．

中でも複合体ⅠならびにⅠⅠにおける鉄の含有量が

多い．

ミトコンドリア脳筋症の臨床は多彩で，中不区神

経系及び骨格筋以外にも心，肝，腎，内分泌系に

も障害を認める一方，その障害の程度は各臓器に

おいても様々である．また，家族発症例の報告も

少なからず存在するが，同月包発症例であっても必

ずしも同じ臨床型をとらないこともある．そして

ひとつの骨格筋だけをとってみても，各線経にお

いて免疫組織化学染色での染色性がまちまちであ

ったり，ragged－redfiberの現われ方と抗体染色

での欠損線経の現われ方が一致しなかったりと多

型性が認められる．我々の鉄欠乏ラットにおいて

も，同一条件で飼育したにもかかわらず，NADH

CytOChrome c reductaseおよびcytochrome c

OXidaseでは個体差が非常に大きく認められ，個体

間の多型性が示された．

鉄欠乏の際のミトコンドリアの形態異常として

膨化，巨大化，electron－lucentmitochondoriaの

出現などが報告されている1）．このような変化は主

に肝臓やリンパ球で観察され，その発生メカニズ

ムとして蛋白合成障害によるミトコンドリアの分

裂の抑制が考えられている．鉄欠乏ラット骨格筋

ではマトリックスの膨化が散見され，固定時のア

ーチファクトの鑑別も必要であるが，コントロー

ル群に比べて多いように思われた．このことは骨

格筋においても鉄欠乏が蛋白合成に障害をきたし，

ミトコンドリア形態異常を招くことを示唆してい

る．しかし骨格筋の場合には肝月蔵などに比べると

鉄欠乏の影響は受け稚く，その形態異常も軽度で

ある．

ゴールド標識免疫電顕を用いて佐藤らは生検筋

における複合体蛋白のミトコンドリア内膜におけ

る局在を明らかにした2）．ゴールド標識免疫電顕の

優れている点は，超薄切片上に直接抗体を反応さ

せるために，抗体の組織内浸透性についての技術

的問題を除外でき，かつ低温で組織の包哩ができ

るため抗原性が保持できることである．さらに超

微形態的に抗原の局在をきわめて正確に知ること

ができ，ゴールド粒子を数えることにより酵素蛋

白の分布を半定量的に測定可能である．本研究で

もミトコンドリア〟m2当たりのゴールド粒子数を

分光学的に測定した酵素活性と比較した所，半定

量的ではあるが相関性が得られた．酵素活性値は

筋肉全体のミトコンドリアの機能を反映している
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に過ぎないが，ゴールド標識免疫電顕では個々の

ミトコンドリアの酵素の存在を蛋白レベルで解析

できる点で非常に優れた方法である．

ま　　と　め

電子伝達系酵素の補欠分子族である鉄の欠乏が，

骨格筋ミトコンドリアの酵素活性を低下させるこ

とを明らかにした．ゴールド標識免疫電顕を用い

て骨格筋ミトコンドリアを観察したところ，ゴー

ルド粒子の数はその個体の酵素活性と相関してい

た．

文　　　献

1）DallmanPRandGoodmanJR：Enlargementof

Mitochondrial CompartmentinIron and Cop－

perDeficiency．Blood35：4967505，1970．

2）佐藤　猛，安野みどり，中村眞二ほか：ミトコン

ドリア・ミオバナーのゴールド標識法による免疫

電子顕微鏡的研究，神経進歩31：646－652，1987．

3）田中雅嗣，小澤高将：ミトコンドリア脳筋症の電

子伝達系酵素欠損，神経進歩31：653－665，1987．
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22）脱髄性神経炎をきたしたmitochondrial

myopathyの1例

杉　村　公　也＊

研究協力者　　丸　山　和佳子＊＊　久　米　明　人日　馬　淵　千　之＝・

渡　辺　英　夫＝　本　田　　　仁＊　村　山　知　行＊

は　じ　め　に

Mitochondrial myopathyは骨格筋障害のみな

らず，限症二状，中枢神経症状など多彩な症状をき

たす一連の疾患群として近年その研究が進められ

ている．一方これに伴う末梢神経障害に関しては，

その組織像，病因など不明の点が多い．

今回我々は，mitochondrialmyopathyに末梢神

経障害を合併した症例を経験し，その病理像を検

討した．その結果は，今まで報告のあった‘非特異

的’末梢神経障害の所見に加え，炎症所見が明らか

であった．今までの報告例の中に，本症例と同様

炎症性neuropathyが含まれている可能性は否定で

きないように思われるので，この点について若干

の考察を行った．

症　　　例

24歳男性．主訴は両下肢筋力低下および知覚障

害．既往歴として左肘骨折（12歳），右鎖骨骨折（14

歳）など頻回の外傷があり，この頃より転倒傾向

があったものと思われる．幼少時より痩せ型．19

歳ごろより進行性の筋力低下に気付いた．20歳，

23歳時と2回下肢ビJ）・ごり感と脱力のepisodeがあ

ったが，各々2週間，1か月で軽快し，足址のど

リビリ感のみ持続した．1986年（24歳）上気道感

染症状にひき続き両下肢の脱力と知覚障害をきた

し，当院神経内科入院となった．

家族歴としては，母親が同様の体型でileusを繰

り返し，てんかん発作で34歳で死亡しているが，

＊名古屋大学医学部神経内科

＊＊名古屋第一赤十字病院神経内科

＊＊＊名古屋液済会病院神経内科

詳細は不明である．

入院時現症は，身長162cm，体重40kg．全身の

筋萎縮が著明であり，絢足がみられた．神経学的

所見では，限瞼下垂を軽度認めた以外脳神経に異

常なく，遠位優位の筋力低下を上肢に軽度，下肢

に中等度認めた．深部反射は全て消失していた．

知覚については自覚的に両下肢全体のどリビリ感

を訴え，他覚的にはgloveandstokingtypeの全

知覚に軽度低下が認められた．自律神経に異常無

く，小脳症状・不随意運動は認められなかった．

入院時検査（表1参照）

GOTLDHCKAldraseなど血清中筋原性酵素

の軽度上昇と血清・髄液中の乳酸値の上昇がみら

れた．針筋電図ではmyogenicおよびneurogenic

patternの混在がみられた．脳CT，MRICTでは

大脳皮質に非特異的な萎縮が存在した．

以上の結果より，我々は，今回受診の動機とな

った末梢神経障害と共に，筋肉，中枢神経などを

含む全身的な疾患を疑い，筋生検，神経生検を行

った．

生検した前腰骨筋のGomori－trichrome染色で

は，ragged－red fiberが認められ，電顕では封人

体を含む異常ミトコンドリアが明らかであり，本

症例はmitochondorialmyopathyと診断された

（図1）．そのため大腿四頭筋より単離したmito－

Chondriaの電子伝達系酵素活性を名古屋大学第

一生化学教室に依頼し，現在詳細な分析を行って

いる．

一方神経病理に関して，脾腹神経の光顕上の一

般的な観察では大径，小径有髄神経線維密度の減

少，remyelinated fiberの出現，所々にごく軽微
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表1　入院時検査所見

末　梢　血：正常．赤血球，リンパ球，形態　正常．

血液生化学：GOT44IU／dl，LDH428IU／dl，CK390IU／dl，ALD5．9IU／Ⅰ／3rC，乳酸23．5mg／dl（3．3～14．9），ピルビン酸0．75mg／
dl（0．30～0．95），アラ二ン619．3nmol／ml（218～553）．

髄　　液：一般検査正常．髄中蛋白質36mg／dl．乳酸22．1mg／dl（10～16），ピ／レビン酸1．09mg／dl（0．6～0．9）．

尿　：一般検査正常．クレアチニン0．56g／dy（1～1．5），クレアチン137mg．／dy（15～50）．

甲状腺機能，下垂体一副腎系機能：正常．

心　電　図：左室肥大，右軸偏位．

心エコー：全体にややhypokinetic．MRあり．

知能検査：WAISIQ＝94（正常）．

視力・視野・眼底所見：正常．

聴力・ABR：正常．

針筋電図：安静時，四肢筋　denervationpotential収縮時，軽～中等度のNMUの減少および低電位・短持続電位　混入

（neurogenic＋myogenicpattern）．

神経伝達速度：MCVは正中神経，尺骨神経，後脛骨神経　正常範囲内．
SCVは正中神経，尺骨神経　正常，排骨神経　抽出不能．

脳　　波：前頭葉優位のSpOradicOactivity（7～8Hz，30～50pV）．4Hzdiffusephantomspikes＆waveburst．

脳　　CT：前頭葉に軽度萎縮．脳室拡大なし．

脳MRI－CT：皮質の軽度萎縮．

筋　生　検：Gomori－Trichrome染色にてraggedredfiber（＋）電顕像　封入体を有する異常ミトコンドリアを認めた．

神経生検：有髄神経線経のdemyelinationとremyelination．リンパ球，マクロファージ，浸潤

図1　生検筋のGomori－trichrome染色

＊印の線経がragged－redfiber．矢印で示した線経はすでに変性している．
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な0nlon bulbの出現など，これまでの報告での

mytochondrialmyopathyの末梢神経病変となん

ら変わるところがないように思われた．ヒストグ

ラムでは，有髄神経線経は，小径から大径までの

全てがcontrolの約1／2に減少していた．しかる

に，全fiberを傾重に検討すると，脱髄線経のclus－

terが出現していたり，脱髄線経をmacrophageと

思われる細胞が取り囲んでいたり，リンパ球性の

炎症性細胞が明らかに出現していたり，空砲をも

った巨大なmacrophageと思われる細胞が出現し

ていた（図2）．電顕ではこれまでmitochondorial

myopathyで報告されているような比較的小さな

Onion bulbが認められ，またリンパ球やmacro－

phageのような炎症性細胞の出現が電顕上も確認

された．一部ではmacr・Ophageと思われる細胞が

basement membrane内側に深く侵入している像

も認められた．macrophageがonionbulb内に侵

入している像も認められた（図3）．ときほぐし法

では節性脱髄が9％に（controlO％）軸索変性が

10％に（controlO．5％）認められた．

入院後経過：自他覚症状は，発症後20日日ごろ

に最大となり筋力低下の為歩行不能となったが，

4か月日にはほぼ以前の状態まで回復した．髄液

中蛋白は経過中緩やかな上昇を示し，臨床症状よ

り約2週間遅れて最高値50mg／dlとなった後徐々

に低下した．髄液中経胞数の増加は見られなかっ

た．

以上より，本症例はrecurrentinflammatory

demyelinating neuropathyを伴ったmitochon－

dorialmyopathyであると考えられた．

図2　生検排腹神経のエボン切片像

太い矢印は軽微なonionbulb形成を示した線経．矢印の先で示したのは炎症性の細

胞．細い矢印はmacrophages．白抜き三角には脱髄線椎が見える．
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図3　生検排腹神経の電顕像

endoneurium内に見られたmacrophage等の炎症性細胞．Aではmacrophage（星

印）がbasementmembrane内に侵入している．矢印の部分に特有の偽足が見られ

る．Dではonionbulb内に炎症性細胞（皇印）が侵入している．空胞化したfibroblast

の内側に密着している．

考　　　察

Mitochondrialmyopathyに末梢神経障害を伴

った症例については．古くは1968年にDrachman

らの報告が見られる．その後1980年代にはいって

報告が相次いでいるが，それらのうち比較的記述

の詳しいものについて表2にまとめる．Drachman，

Groothuisらの症例はいわゆるKearnSrSayreの症

例で，それぞれの生検所見はhypertrphic neuro－

pathy，nerVerOOtの脱髄性変化である．Peyron－

nardらの生検所見も脱髄性neuropathyの所見で

あり，彼らは慢性のGuillainLBarre症候群が筋疾

患と無関係に生じた可能性があると述べている．

Sasakiらはonion bulbと軸索変性を認めており，

古谷らも線推密度の減少と髄鞘の弗薄化を認めて

いる．一方Yiannikasらは脱髄性所見の他に2例

でmitochondoria内paracrystallineinclusionを

認めたと述べており，脱髄の原因をSchwann細胞

内の異常mitochondoriaと関係づけている．しか

し彼らの示しているparacrystallineinclusionは

これまで筋肉で証明されたものとはかなり形状を

異にし，さらにparacrystallineをもったものが

mitochondoriaとは必ずしも断言できないように思

われる．中西らも従来の報告と類似した所見を認

めている．

－144－



表2　末梢神経障害を伴ったミトコンドリア・ミオパチーの既報告例

年　報告者　　琵琶芸芸　　臨床診断　　　　末梢神経病噺見
1968　DrachmanDA　　　　　　　　　4

1980　GroothuisDReta1　　　　　1

1980　PeyronnardJMetal l

1983　SasakiHeta1　　　　　　　1

1985　古谷　ほか　　　　　　　　　1

1986　YiannikasCeta1　　　　　　4

1987　中西　ほか

1987　日験例

Ophthalmopleglaplus

Kearns・Sayresyndrome

progressive external．ophthal・

moplegia＆a ragged・redfiber

myopathy
MERRF

Kearns・Sayre症候群

mitochondrialmyopathy

4　　　ミトコンドリア・ミオパチー

（MERRFl例を含む）

1　　ミトコンドリア脳筋症

hypertrophicinterstitialneuropathy（2例）

demyelination of cranial＆　spinal nerve

roots

markedlossoflargemyelinatedfibersmito・

Chondrialparacrystallineinclusion（－）

Jossofmyelinatedfibers

axonswith・thinmyelinsheath
有髄線経の罪薄化

大径有髄線経の減少

reduced density oflarge myelinated fibers

Segmentalde・＆remyelination

mitochondrialparacrystallineinclusion（＋）

（2例）

有髄神経線推，特に大径有髄線経の高度脱落

onion・bulb　形成

髄鞘の罪薄化
大径～小径の全ての有髄神経線経の減少

demyelinationとremyelination，Onion bulb

形成軸索変性・炎症細胞の明らかな浸潤

これらの報告は全て，脱髄性病変を主体として

いる点で一致しているが，脱髄性変化をきたした

原因については必ずしも明確にされていない．

一方，われわれの症例の末梢神経病理は従来の

報告と殆ど同様の所見であったが，更に慎重，詳

細に検討することによって，炎症性細月包のactive

な浸潤像を認めることができた．このことから少

なく　とも我々の症例での脱髄性病変は炎症性

neuropathyによるものであると結論した．我々の

症例の今回のepisodeはたまたま比較的亜急性であ

ったため炎症性変化を確認できたと思われる．し

かし，一般的に脱髄性neuropathyの原因は炎症性

のものが多いことを考慮すれば従来の報告例にお

いても炎症性機転が慢性緩徐におきている可能性

が充分考えられる．したがって従来の報告のCaSe

についても生検神経を慎重かつ詳細に検討すれば

炎症性機転が関与している証拠をつかみうる可能

性もあろうと思われる．

ま　　と　め

1）末梢神経障害を伴ったmitochondorial

myopathyの1例を報告した．

2）臨床経過及び病理所見よりrecurrentim・

flammatorydemyelinatingneuropathyがその

病因と考えられた．

3）これまでミトコンドリア・ミオバナーに伴う

“非特異的”末梢神経障害といわれてきたもの

のなかにも本症例と同様炎症性の機序で起こっ

ているものが有るという可能性を指摘した．
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23）ミトコンドリア電子伝達系の検討（第2報）

田　代　邦　雄＊

研究協力者　　伊　藤　和　則■

島　　　功　二■＝

は　じ　め　に

ミトコンドリア異常に基づく種々の疾患が報告

され，形態的，酵素学的，遺伝的検討が加えられ

て，その病態解明への研究がなされつつある現状

であるが，われわれはscanning organ spectro－

photometer（SOSP）を使用して筋肉内のミトコ

ンドリア電子伝達系の検討を施行した．このSOSP

は反射光を利用し．試料に直接光を当てることで

容易に，また試料（筋肉片）を生体内に近い状態

で観察可能である．この場合，筋肉内のミオグロ

ビン，また血管，組織内ヘモグロビンがそれぞれ

酸素の運搬，拡散，触媒作用等の機能を分担して

おり，SOSPを使用した場合，これらの影響がどの

程度，試料（筋肉）の吸光度に干渉してくるか，

またSOSPが真にミトコンドリアのRedoxstate

（酸化還元反応）を反映しているかはいまだ研究

されていない．

目　　　　的

Scanningorganspectrophotometer（SOSP）

を使用して筋肉内ミトコンド））アのRedox state

（酸化還元状態）に影響を与えるヘモグロビン，

ミオグロビンの吸光度分析を検討し，またミトコ

ンドリア・ミオバナーの患者生検筋を用いて，窒

素還元，antimycinA，NaCN等の検討を行い，こ

のSOSPが実際筋肉内のミトコンドリア電子伝達

系のRedoxstateを反映するか否かの実験を試み

た．

＊北海道大学医学部神経内科

＊＊北海道大学】獣医学部1獣医生理学講座

＊＊＊国立療養所札l幌甫病院神経内科

斉　藤　敏　之＝　森　若　文　雄＊

菅　野　富　夫＝

方　　　法

実験1：

1．ウマ・ミオグロビン（MW17000）を用いてミ

オグロビンの吸光度分析を施行した．人ミオグロ

ビンのMWは17500であり，主に骨格筋，心筋に

存在し，種によっても多少の含有量の差は存在す

る．正常成人の大腿四頭筋に含まれるミオグロビ

ン量は日浅らl）の結果より（骨格筋の部位にてもそ

の含有量の差は認められる）6．32mg／1gmuscleと

の研究報告があり，これを基にして採取される生

検筋を約10mgwetweightで換算し，2．478×10，4

Mとして算出した．このi農度のウマ・ミオグロビ

ン溶液を使用して吸光度を測定した．この実験で

は反射光，透過光（SOSP，Beckman）の吸光光度

計を使用した．

2．酸素を通気しながら濯流液を充分濯流した後，

ミオグロビンの吸光度を測定した．

3．その後，窒素還元を施行して，5分後，10分

後，30分後のミオグロビンの吸光度を測定した．

実験2：

約200gのラットを使用して，ネン7●タール（0．15

ml）で麻酔し，総腸骨動静脈にそれぞれカニュレ

ーションを行い，動脈から濯流液を注入し，静脈

から脱血して濯流液と血液とを完全に置換した．

（濯流液は10mMのHEPESbuffer，heparin，5％

dextranを使用し，濯流速度は3ml／minで，濯流

液の酸素濃度は約580－605mmHg）濯流を行いな

がら大腿四頭筋のRedoxstateを経時的にSOSP

で測定した．

更に血液を濯流液に置換後，筋肉を切り出し（7

mg wet weight），同様にRedox state変化を測

定した．

実験3：
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1．生検筋（ミトコンドリア・ミオバナー患者）

を使用して窒素還元，NaCNを添加してミトコン

ドリアのRedoxstateを測定した．基質は10mM

のpyruvateを使用し，まず初めに15分周窒素還元

を行い，10分間酸素を充分濯流し1mM，10mM

のNaCNと順次添加した．最後に窒素還元を行い

この実験は終了した．NaCNはミトコンドリアの

電子伝達系を阻害し，還元状態に移行して，組織

呼吸障害を起こす．このことからNaCNが直接ミ

q

O TIME

N2　5mm

‖210mm

I1230m川

トコンドリアに影響する為，ミオグロビン，ヘモ

グロビン等の干渉を除外することができる2）．

2．同じ生検筋を使用して，窒素還元を施行し，

ミトコンド［）ア電子伝達系阻害剤であるantimycin

Aを20分間添加し続けた．

結　　　果

1．ウマ・ミオグロビンを吸光度分析した結果を

図1に示した．上段はSOSPでの反射光による酸

HOnSE MmGLOBⅢ

500

HORSE M†OGLOm川
眺CKmJm

－0．91
400

図1　上段はSOSP．下段はBeckman型の吸光光度計で測定し，ウマ・ミオグロビン溶液

の還元スペクトルを示す．上段，下段ともにCytOChrome各成分に干渉していない．
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化還元スペクトル，下段はBeckmanの吸光光度計

（透過光）のスペクトルである．共にミオグロビ

ン濃度が2．478×10，一である．上段のO timeから窒

素還元を施行し，5分，10分，30分後にcytochrome

C＋cl，b，aa3に影響を与えるスペクトルの出現は

認めていない．また透過光による結果では窒素還

元30分後で550，575nm付近にpeakが認められる

が，基線のずれもあり，有意にこのスペクトルが

CytOChrome各成分に影響を与えているとは考え難

2．ラットの大腿四頭筋の濯流実験の結果を図2

に示す．室温約17℃の状態でヘモグロビンが完全

に濯流液に置換された時点（濯流後約15分）の

Redoxstate（酸化還元）スペクトルである．cyto－

Chrome c＋cl，b，aa3が理想値よりもやや短波長

側に偏位しているが，ミトコンドリアの各成分が

分離可能であった．

3．潜流実験後，ラットの大腿四頭筋（7mgwet

ー0．090

Weight）を切り出して，基質を10mMpyruvateと

して，SOSPで窒素遠元後のミトコンドリアRedox

Stateを図3に示した．濯流実験と同様にcyto－

Chrome各成分が分離されまた理想値に近い状態

で出現している．

4．生検筋（ミトコンドリア・ミオバナー患者）

を使い，上段にprotocol，下段にFaCNを授与し

た場合のRedoxstateを1mM，10mM，NaCNの

それぞれのスペクトルを図4に示した．1mMの

NaCNでは比較的分離は憩いがcytochrome各成

分のスペクトルが出現した．10mMのNaCNの場

合はより明確にそれぞれのスペクトルが分馳され

た．ともにcytochrome各成分は理想値にほぼ」一致

した．

5．生検筋（ミトコンドリア・ミオバナー患者）

の試料を使用し，窒素還元後antimycinAを添加

した時のスペクトルを図5に示した．窒素還元で

CytOChrome各成分が還元側に移動し，antimycin

R汀　　P【耶US川相
川2mG

420 620

図2　ラット濯流実験でヘモグロビンが完全に濯流液に置換された時の大腿四頭筋の還元

スペクトルである．ミトコンドリアのCytOChrome各成分が理想値にほぼ近く出現し
六二．．
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500　　　　　　　540　　　　　　　580 620420　　　　　　460

nm
図3　濯流実験後，筋肉を切り出し，窒素還元施行後のスペクトルで，図2同様cytochrome

が分牡された．

（山11）

L川　20　30　40　50　60　m　銅　90　川0　日0Ⅰ20

10州　NaCN 栂＋flov stop

nm

図4　上段は実験計乱下段は1mM．10mM濃度NaCN添加後，CytOChrome各成分は分
離され，理想値に近く出現した．
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図5　上段は実験系を下段は各cytochrome還元型スペクトルを示した．antimycinA添
加後の酸化側へ移動していた．

A添加後．それぞれの成分が酸化側へ移動してい

る．理論的にはantimycinAはcytochromeb，C＋

Clを阻害するが，この結果からはミトコンドリア

の電子が流れていることを示している．

考　　　察

ミトコンドリアの形態学的，酵素学的異常に基

づく疾患単位を光学計（反射光）を使用してその

生理的機能からこのミトコンドリア異常を研究す

べく3）4），Scanning organ spectrophtometer

（SOSP）を用いた．今回このSOSPが生検筋の中

に含まれているヘモグロビン，ミオグロビンへの

干渉の程度を検討したが，ミオグロビンが筋肉の

Ⅰ帯に存在し5），酸素の運搬等の役割を果たしてい

ることは知られている．また種族，部位によりミ

オグロビンの含有量の差があるが，今回のミオグ

ロビン濃度程度ではミトコンドリアのRedoxstate

に影響はないと考えられた．ヘモグロビンに関し

ては，血管内に存在し，酸素運搬の主な役割をな

しているが，生検筋を採取した場合，必ずその組

織内にヘモグロビンが存在し，この影響は無視で

きず，どの程度，ミトコンドリアRedoxstateに

干渉するかは組織内のヘモグロビン濃度に依存し

ているが，生検筋採取時に生食（ヘパリン2000単

位加）で充分洗浄した，NaCN添加にてミトコン

ドリアRedoxstateを観察したが，明らかにミト

コンドリアのスペクトルが分離可能であった6）7）．

ここで1まヘモグロビンの影響はほとんどミオグロ

ビン同様無視でき，このSOSPは生検筋を九日舟形

に近い状態で観察可能であった．

生検筋（ミトコンドリア・ミオバナー）に窒素

還元を施行後antimycin Aを投与したが，CytO－

Chrome各成分が酸化側へ移動しているが，これは

単に加える濃度か，他の因子が関与しているかは
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今後の問題と思われた．

ま　と　め

SOSPを使用して筋肉内のミトコンドリアRedox

stateに与えるミオグロビン，ヘモグロビンの影響

を検討した．10mg程度の生検筋に含まれる量（ミ

オグロビン）ではcytochrome各成分に干渉しない

と思われた．また人・生検筋（ミトコンドリア・

ミオバナー）を用いてNaCNを添加するとミトコ

ンドリアのRedoxstateが観察され，ヘモグロビ

ンの干渉は考慮せずに検討可能であった．なおこ

の患者は電子伝達系の異常はなく，antimycinAの

Redox stateは解釈ができなかった．
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24）ミトコンドリア脳筋症におけるcoenzymeQl憤法の
■持続的効果の検討

垂　井　清一郎事

研究協力者　　西　川　嘉　郎＊　依　藤　史　郎＊　中　村　雄　作＊

巽　　千賀夫＊　曽　我　文　久＊　高　橋　光　雄＊

ミトコンドリア脳筋症であるKearns－Sayre症

候群1）（KSS）において血中，髄液中乳酸及びピル

ビン酸漉度の上昇があり，ミトコンドリアのビル

ビン酸代謝異常が存在すると考えられている2）．私

共は本班会議にて，これまで，本症候群において

生検骨格筋ミトコンドリア内膜電子伝達系酵素活

性及びcoenzymeQlO（CoQ）含量が，ミトコンド

リア蛋白量当たりで有意に低下していることを報

告してきた3）．そして何らかの原因により，ミトコ

ンドリアが機能障害をおこしていると考えている．

本症候群において不足したCoQを補うことは低下

したミトコンドリア内膜電子伝達系活性を賦活し

有用であろうと考え，これまでCoQ1日120－150

mgの大量療法を試みてきた3）4）．そして，CoQ投

与後KSSに存在するピルビン酸代謝異常の改善と

共に，心電図，髄液蛋白，大脳誘発電位，一部臨

床症状に改善の認められたことを報告してき

た3）4）．今回，本療法の長期にわたる持続的効果を

明らかにする目的で検討分析した．

対　　　象

対象は表に示す如くKSS患者6例（男性5例女

性1例）で年齢は19歳より40歳，罷病期間は5年

から25年である．進行性外眼筋麻痺，網膜変性，

心伝導障害の3主徴を伴う完全型4例，心伝導障

害を欠く不全型2例である．運動時高乳酸血症，

髄液蛋白増加．ragged red fibersは全例に認め

た．

方　　　法

CoQ療法は対象6例に1日120－150mgのCoQ

を経口投与し．最長3年6カ月間投与した．好気

表　Kearns－Sayre症候群6例の臨床像
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的運動負荷と考えられる15watts15分間の自転車エ

ルゴメーター運動負荷時の血中乳酸，ビルビン＿酸

濃度の上昇，心電図異常，大脳誘発電位の変化よ

りCoQ療法を評価した．なお，エルゴメーター運

動負荷テストにおいて縦軸に血中乳酸／ピルビン酸

濃度比，もしくは，乳酸十ピルビン酸濃度，横軸

に運動開始後の時間をとって作成した曲線の下の

面積を計算し，各々乳酸／ピルビン酸i農度比面積

（Lactate／Pyruvatearea）もしくは乳酸＋ピルビ

ン酸濃度面積（Lactate＋Pyruvatearea）として

表わすこととした．

結　　　果

1）CoQ投与前，上昇していたLactate／Pyruvate

area及びLactate＋Pyruvate areaはCoQ投与

後1年以内に有意に減少したが，その後は有意に

低下し■たままある一定の平衡状態を維持する傾向

を認めた（図1）．また，CoQを一時中止した4例

中3例において，Lactate／pyruVate area，

Lactate＋Pyruvateareaとも悪化する傾向を認め

た（図2）．

2）心電図異常については，第1度房室ブロック

と完全右脚ブロックを認めた症例1について心電

図PQ間隔及びQRSf那扇の経過を図3に示す．本

症例では延長したQRS間隔の一時的改善とともに延

長したPQ間隔の減少が3年以上継続して認められ

た．

3）大脳誘発電位については，経過を追えた4症

例において後脛骨神経刺激体性感覚誘発電位

（PTNrSEP）の身長補正をしたP37潜時（P37／

height）のCoQ投与後の推移を図4に示す．その

うち3例においてP37／height延長を認めたが，CoQ

投与後この延長に改善傾向がみられ，1例では正

常化した．この傾向は2－3年にわたり認められ，

1例ではCoQの一時的中止により悪化した．

考　　　察

血中乳酸／ピルビン酸濃度比は組織ミトコンドリ

ア内NADH／NAD比に比例すると言われてお

り5），自転車エルゴメーター運動負荷時の血中乳酸／

ピルビン酸濃度比の異常上昇は，ミトコンドリア

NADH酸化障害を示すものと考えられる．CoQ投

Before
CoQ

≦12M　　　12M＜

Durlng CoQ

BeIore

CoQ
≦12M　　　12M＜

During CoO

図1　運動負荷時の乳酸，ピルビン酸代謝に対するCoQ療法の効果．数カ月のCoQ投与

にて運動負荷時の血中乳酸／ビルビン酸過度比面積（Lactate／Pyruvatearea）及び

血中乳酸＋ビルビン酸濃度面積（Lactate＋PyruVatearea）は有意に減少し，その

後はある一定の平衡状態を持続する傾向を認めた．
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Betore During Without

CoQ CoQ CoQ

図2　CoQ療法前後及びCoQ一時中止時の乳酸，ピルビン醸代謝．運動負荷後の血中乳

酸／ピルビン酸濃度比面積（Lactate／PyruVatearea），血中乳酸＋ピルビン酸濃度面

積（Lactate＋Pyruvatearea）は，CoQを一時中止した4例中3例において悪化す
る傾向を認めた．

1Y　　　　2Y　　　　3Y

Duration ofCoQ therapy

4Y

150mg舟ay

●■一一一●60mg／day

詔）Noma・range
1Y　　　　　2Y　　　　3Y　　　　4Y

Duraticn ofCoQ therapy

図3　心電図異常に対するCoQ療法の効果（症例1）延長したQRS間隔の一時的改善と

共に延長したPQ間隔の減少が3年以上継続して認められた．
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区14　後脛骨神経刺激体性感覚誘発電位（PTN－SEP）に対するCoQ療法の効果．身長補

正をしたP37潜時（P37／height）の延長の改善傾向が273年にわたり認められ，1

例では正常化した．

与後これが1年以上にわたって有意に低下し，さ

らにCoQの中止により悪化する傾向にあったこと

よりKSSに対するCoQ療法は1年以上の長期に

わたりミトコンドリアNADH酸化障害を改善させ

ているものと考えられた．さらにこの効果は投与

初期に顕著であるが，その後はある一定の平衡状

態を持続する傾向にあるものと推定された．

大脳誘発電位PTN－SEP，P37潜時の延長は中

枢，末梢を含めた知覚の上行性伝導路の異常の存

在を示すものと考えられる．外因性CoQは一般に

中枢神経組織に到着し稚いと言われているが，長

期にわたるCoQ投与にてPTN－SEPP37潜時の延

長が次第に改善する傾向を示したこと，また一例

においてCoQの中止がそれを悪化させたことは，

CoQの何らかの中枢，末梢神経系への作用を示唆

するものとして興味深く今後の検討が必要と考え

られる．また，1例ではあるが，心伝導ブロック

の改善が年余にわたり持続的に認められたことは

本症候群の予後を考える上でも重要なことと考え

られる．

以上KSS神経筋組織においてCoQ療法は一定

の持続的効果をもたらすことが示唆された．

ま　　と　め

1）Kearns－Sayre症候群6例につき，CoQ大量

経口投与を行い，長期の治療効果を検討した．

2）運動負荷時の血中乳酸／ピルビン酸濃度比，血

中乳酸＋ピルビン酸濃度の異常上昇はCoQ投与1

年以内に有意に減少し，その後はある一定の平衡

．状態を持続する傾向を認めた．また，両者はCoQ

の中止にて悪化する傾向を認めた．

3）3例に認められた後脛骨神経刺激体性感覚誘

発電位P37i替時の延長は．CoQ投与後改善傾向が

みられた．

4）第1度房室ブロックを認めた1例のPQ間隔の

改善が3年以上継続して認められた．

文　　　献

1）Kearns TP and Sayre GP：Retinitis Pig・

mentosa，eXternal ophthalmoplegla，and com－

plete heart block．Arch Ophthalmo160：280，

1958．
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25）副甲状腺機能低下性ミオパチ一における

運動筋のプリン体異化元進

垂　井　清一郎＊

研究協力者　　原　　　尚　子＊

山　田　祐　也＊

は　じ　め　に

副甲状腺機能低下症に伴うミオバナーは，後天

性におこるミオバナーであるが，運動時に筋硬直

など筋糖原病に似た症状がみられる．糖原病llⅠ型

（脱分枝酵素欠損症），Ⅴ型（筋ホスホリラーゼ欠

損症），VH型1）2）（筋ホスホフルクトキナーゼ欠損症）

患者では，先天性に筋の解糖系が障害される結果，

運動に伴ってATPの分解が冗進し，筋からアンモ

ニアと尿酸の前駆体であるイノシン，ヒポキサン

チンが多量に血中に放出されることを私共は報告

EXERClSE

河　野　典　夫＊　嶺　尾　郁　夫■

川　知　雅　典＊　清　川　裕　朗＊

してきた3）4）5）（図1）．一方，副甲状腺機能低下症

に伴うミオバナーでは，患者骨格筋における病態

代謝はほとんど検討されていない．本研究では，

副甲状腺機能低下症に伴うミオバナーの骨格筋プ

リン体異化代謝を分析し，ミオバナーを伴わない

副甲状腺機能低下症と比較した．さらに，活性型

ビタミンD。投与による治療効果を検討した．

方　　　法

6例の副甲状腺機能低下症患者を対象とした（表

㌔亡。＿。6，月L⊥G．。C。Se

cAト，（Ⅶ芦6P＋GGP’一←／

S．生息‾‾●Ammonia

図1　骨格筋におけるプリン体異化代謝

＊大阪大学医学部第二内科
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表1　患者の臨床症状および検査成績

Patient　　　　　　　1　　2　　　3　　　4　　　5　　　6

Age

Sex

Diagnosis

Ca

（4，2－5，1mEq／1）

Pi

（3．0－4．5mg／dI）

UricAcid

（2．0－6．0mg／dI）

CK

（16－130U／1）

7
9
M
H
P
2
・

3

42
M
H
P
3
・

3

52
F
H
P
3
・

7

p4
6
M
H
P
3
・

4

3
5
F
H
P
2
・
5

3
2
M
H
P
2
・

9

5．7　　5．5　　4．2　　3．7　　5．3　　5．2

2．8　　6．0　　6．4　　4．2　　7．5　　6．5

207　4255　　84　　18　　66　114

Tetany　　　　　　十　　＋　　－　　－　　±　　－

IHP，idiopathichypoparathyroidism；OpHP，pOStOperative

hypoparathyroidism；PHP，PSeudohypoparathyroidism；

CK，Creatinekinase．

1）．症例1，2，3は特発性，4は術後性，5，

6は偽性副甲状腺機能低下症である．いずれの患

者も血清カルシウムの低値とリンの高値を示した．

このうち症例1と2は，血清クレアチンキナーゼ

が高値を呈し，テタニーなどの神経筋症状が著明

であった．症例3，4，5，6はミオバナーを伴わな

Patient16

（
ミ
一
〇
∈
∈
）
　
0
｝
巾
｝
0
巾
」
『

4

2

Patient26

（
ミ
一
〇
∈
∈
）
　
む
｝
巾
｝
U
巾
」
勺

0
　
　
　
　
　
　
0

（
ミ
0
∈
ヱ
爪
学
○
∈
∈
＜
『

0
　
　
02

0

（
三
〇
∈
ヱ

04

巾
で
0
E
E
＜
『

い症例で，クレアチンキナーゼは正常，筋症状も

無いか，ごく軽度であった．

部分的阻血下前腕運動試験6）7）：上記の6例の患

者を対象に，部分的阻血下前航運動試験を行った．

本試験は，中間血圧で上腕を圧迫し，握力計を用

いて2分間で120回の掌握運動を行う．その後，2

分間完全阻血にした後，肘静脈より経時的に採血

し，血中の乳酸，アンモニア，ヒポキサンチンを

測定した．患者1，2では，活性型ビタミンD。治

療により，血清カルシウムが正常化した後にも同

試験を行い，その治療効果を検討した．

乳酸，アンモニアは酵素法により，ヒポキサン

チンはHPLC法4）により測定した．

結　　　果

図2にミオバナーを呈した症例1，2の部分的

阻血下前腕運動試験における成績を示す．症例1

では治療前（Ca2．6mEq／l），治療開始後3か月

（Ca4．OmEq／1）の2回，症例2では治療前（Ca

（
三
〇
∈
3
m
雇
雲
∪
巾
岩
d
ゝ
工
『

（
ミ
0
∈
3
2
王
室
巾
岩
d
h
工
勺

5

0
　
　
5

10

2　　4　　6　　8　　　　　　　　　　2　　4　　6　　8　　　　　　　　　　2　　4　　6　　8

Time（min）　　　　　　　　　Time（min）　　　　　　　　　Time（rnin）

図2　部分的阻血下前抗運動試験における血中乳酸，アンモニア，ヒポキサンチン濃度の
変化

症例1：治療前（〇一〇），治療開始後3か月（●－●）．

症例2：治療前（△一△），治療開始後9日（ムー△），および3か月（▲－▲）．

医≡≡∃正常値（平均±SD）．
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2．5mEq／1），治療開始後9日（Ca3．7mEq／1），お

よび3か月（Ca4．3mEq／l）の3回本試験を行っ

た．

両者共に，前腕運動後の血中乳酸の増加反応は，

治療前も治療後もほぼ正常であった（図2左）．と

ころがアンモニアは，治療前には症例1，2共に，

正常対照群に比べ，著しい増加反応を示した（図

2中）．症例2では，治療開始後9日ではアンモニ

アの過剰反応はまだ持続していた．しかし，治療

開始後3か月では，症例1，2共に正常反応とな

った．同様に，ヒポキサンチンの反応も，治療前

は両者共に過剰反応，治療開始後3か月では正常

反応となった（図2右）．ミオバナーを伴わない症

例3，4，5，6では，乳酸，アンモニア，ヒポ

キサンチンの反応はいずれも正常範囲であった．

正常対照群では，部分的阻血下前腕運動試験に

おける乳酸とアンモニアの増加量の間には強い正

相関が認められた（図3）．ミオバナーを伴う症例

1，2では，治療前には乳酸に比べアンモニアが

過剰反応し，正常対照群の95％信楯限界より上方

（
ミ
0
∈
ヱ
　
巾
で
0
∈
∈
く
『

1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7

dLactate（mmol／り

図3　部分的阻血下前腕運動試験における乳

酸とアンモニアの増分の関連

症例1：治療前（○），治療開始後3か

月（●）．

症例2：治療前（△），治療開始後9日

（△），および3か月（▲）．

症例3，4，5．6：（［コ）．

に位置するが，治療後は正常化することが確認さ

れた．ミオバナーを伴わない症例3，4，5，6

はいずれも正常対照と同様の相関を示した．

考　　　案

ミオバナー所見を呈した2例の副甲状腺機能低

下症患者では，阻血下前腕運動後にアンモニア，

ヒポキサンチンの過剰反応が認められた．これは，

運動による筋プリン体異化が克進していることを

示す．アンモニアの産生量は筋運動の強度に影響

されると考えられたので，アンモニアの反応を乳

酸反応との比較で評価した．正常対照群では乳酸

の増分とアンモニアの増分は強い正相関を示し，

AMPのdeaminationは解糖反応に比例して進む

ことが示された．一方，症例1，2では，乳酸は

正常反応したにもかかわらず，アンモニアは過剰

反応を呈した．ヒポキサンチンと乳酸についても

正常対照ではよい正相関を示すが，症例1，2で

はヒポキサンチンの過剰反応が認められた．した

がって，ミオバナーを伴う副甲状腺機能低下症の

運動筋におけるプリン体異化克進は，AMP

deaminationの克進の結果おこっていると考えられ

た．

プリン体異化の克進は，先天性に筋のATP産生

に障害のある疾患，例えば，糖原病ⅠⅠⅠ型，Ⅴ型，

vu型において私共やBrookeらが証明した

が4）5）8）9）10），後天性の疾患としては，本症が筋プリ

ン体異化克進を示した最初の疾患である．

一般に，筋のATPが供給を上まわって消費され

ると，アデニル酸キナーゼを介して2ADPから

ATP，AMPを産生する反応が促進する．増加し

たAMPはAMPデアミナーゼを活性化し，アン

モニアとIMPが産生される．したがって，ATPを

減少させる要因があれば，ATP消費の冗進であれ

ATP産生不全であれ，AMPを増加させ，AMP

deaminationが冗進する結果，アンモニアとIMP

が増加し，さらにヒポキサンチンも増加する．本

研究の結果，低カルシウム状態がこのような代謝

系のいずれかのステップに影響を及ぼしているこ

とが示唆された．

CapeらIl），Piechowiakら12）は著しい低カルシ
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ウム血症ではホスホリラーゼキナーゼによるホス

ホリラーゼbの活性化が阻害されることを示唆し

た．私共の症例でも，乳酸産生に伴うATP供給が

不十分なためにAMPdeaminationが冗進している

可能性がある．

ミオバナーを伴う症例の骨格筋にみられたプリ

ン体異化冗進は，3か月の治療により正常化した

ことより可逆的な病態であると考えられる．また，

短期間の治療では，プリン体異化が正常化してい

なかったこと，ミオバナーを伴わない症例では著

しい低カルシウム血症があってもプリン体異化冗

進がないことより，低カルシウム．状態あるいはビ

タミンDの欠乏が相当長期にわたって継続した場

合にのみ，このようなプリン体異化代謝の異常が

生じると考えられる．

結　　　語

以上，副甲状腺機能低下性ミオバナーでは，運

動筋のプリン体異化が冗進している．このような

代謝異常は，治療により是正され，70リン体代謝

異常は可逆的であることが示された．

本研究は昭和62年度厚生省精神・神経疾患研究

委託費（62－2）によって行われた．
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26）熟測定法によるmdxマウス骨格筋の

エネルギー論的研究

山　田　和　贋＊

研究協力者　　米谷快男　児＊　柘

は　じ　め　に

Dangain＆Vrboval）はmdxマウス前腰骨筋の

収縮特性を調べ，mdx筋においては正常筋に比べ

て，発生張力が小さくまた収縮・弛緩の時間経過

が延長するとの報告をしている．Mdx克引こおける

このような収縮特性の異常のうち，発生張力の低

下の原因としては筋組織中に壊死線経が混在する

こと，あるいはアクトミオシンの異常が考えられ

る．また収縮・弛緩の時間経過の延．長のJ京因とし

ては，アクトミオシンの異常，筋小胞体によるCa

取り込み速度の低下あるいは筋肉パルプァルブミ

ン量の減少を考えることができる．Mdxマウス前

脛骨筋においてはパルプァル7●ミン量が減少して

いることが報告され，弛緩速度の遅延への関与が

示唆されている2）．

本研究では，mdxマウスの長指伸筋とヒラメ筋

についてDangain＆Vrbovaと同様の実験を行な

うと共に，mdx筋における収縮異常の原因を調べ

るため熟産生測定を行なったので報告する．

材料と方法

4～6過齢のmdxマウスと正常マウス（C57BL／

10Sc）から摘出した長足止伸筋（EDL）およびヒラ

メ筋（soleus）を用いて実験を行なった．実験方法

の概略は次の通りである3）．摘出した筋標本を熟電

堆に装着し，一端の腱を筋支持器に，他端を張力

トランスデューサに接続した．筋を装着した熟電

堆を，Kreds液の入ったガラス容器に封入し，95

％02／5％CO2混合ガスを通気して酸素供給を行

なった．ガラス容器全体を恒温水槽中に没するこ

＊大分医科大学生理学教重

野　浩　史書　河　野　義　久書

とにより温度制御を行なった．測定温度は20℃で

ある．

筋の刺激時には，Krebs液の液面を下げ筋を空

気中に露出し，熟電唯の上下両端に位置する白金

電極から直接刺激を行なった．等尺性単収縮およ

び0．5－1秒の等尺性強縞を行ない，発生張力と熟

産生の同時記録を行なった．正常およびmdxマウ

ス筋の間で比較検討を行なった諸量は，単収縮に

おける収縮時間，最大張力，強縮状態からの弛緩

の速さ（halfrelaxationtime）および収縮時の定

常熟産生率である．

測定に用いた筋の質重量（mg）の平均値±SDは

EDL筋では正常筋11．5±0．6（7．1±0．7×10‾4，

n＝7），mdx筋12．9±2．0（9．2±1．8×10‾4，m＝

9）であり，SOleus筋では正常筋8．9±0．6（6．9±

0．9×10‾4，n＝3），mdx筋5．8±1．1（5．4±0．6×

10‾4，n＝5）であった．（）内の数値は筋重量／

体重の値を示す．

結果と考察

図1はEDL筋とsoleus筋の等尺性単収縮およ

び強縞の張力曲線を示す．区lには正常筋とmdx筋

の結果を重ね書きして示している．いずれの場合

も張力の小さい記録がmdx筋から得られた記録で

ある．張力の時間経過は，SOleus筋ではmdxと正

常筋との間で殆ど差異を認めないが，EDL筋にお

いては，mdx筋の弛緩の時間経過における明瞭な

遅延が認められる．筋を変えて同様の測定を繰り

返し，得られた結果をまとめてグラフにして示し

たものが図2である．最大張力（P。）は筋の単位

断面積当りに換算して示している．Soleus筋では

最大張力，収縮時間およびhalfrelaxationtimeの
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図1EDL筋とsoleus筋の単収縮および強縞における張力曲線．正常筋とmdx筋の結果
を重ね書きして示す．

いずれにおいても，正常筋とmdx筋の問で有意差

は認められなかった．しかし，EDL筋ではこれら

の諸星のいずれにおいても，両者の間で有意差を

示した．すなわちmdx筋においては，正常筋に比

べて最大張力が低下し，収縮・弛緩の時間経過が

有意に延長している．図2のEDL筋における結果

はDangainとVrbovaの結果1）と定性的に一致し

ている．

図3はEDL筋の強絹における張力および熟産生

の記録を示す．このような熟産生の記録から定常

熟産生率を求め，mdx筋と正常筋との間で比較検

討を行なった．定常熟産生率は，筋収縮時におい

てアクトミオシンATPaseと筋小胞体CaATPase

により．単位時間当りに分解されるATPの加水分

解熟に相当する4）．

EDL筋とsoleus筋について得られた熟産生結果

を図4に示す．図には筋肉の単位重量当りの熟産

生率と発生張力当りに換算した熱産生率とを併せ

て示している．熟産生率／発生張力の比は，一定の

張力を維持するために消費されるATP量の目安を

与える量である．

Soleus筋においては，いずれの諸星においても

mdx筋と正常筋の間に有意差は認められなかっ

た．図2に示された結果と併せ考えると，mdxマ

ウスのSOleus筋においては，力学的・エネルギー

論的な収縮特性は正常筋となんら差異がないと考

えることができる．すなわち，図1に示されたよ

うに，mdx筋における張力発生が小さいことの原

因は，単に筋が小さいためであると考えることが

できる．しかし，この結論は，SOleus筋を構成す

る個々の筋線経が，mdxにおいて何ら変化を受け

ないということを意味しない．mdx筋においては

筋線経の壊死の後，筋再生が速やかに起こること

が知られている1・5）．壊死・再生に伴いfiber type

のpopulationも変動し，4週齢以後のmdxマウス

のsoleus筋においては，typeI線経のpopulation

が有意に大きくなることが報告されている6）．本研

究におけるsoleus筋に関する結果は，そのような

populationの変動にもかかわらず，mdx筋の筋組

織としての力学的・エネルギー論的収縮特性は，

正常筋との間に有意差がないことを示している．

MdxマウスEDL筋における筋肉の単位重量当
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図4　正常およびmdx筋における定常熟度生率（hむ）の比較．

りの熟産生率は，正常筋に比べて有意に小さい．

しかし，張力当りに換算した熟産生率で比較する

と，mdx筋と正常筋との間の差は小さく，有意差

は認められなかった．これらの結果からmdx筋に

おいて張力が小さいことの原因として次のような

解釈をすることができる．すなわち多くの報告に

みられるように4週齢前後のmdx筋においては正

常および再生筋線経と壊死線推とが混在するが，

正常および再生筋線経はATP利用ならびに張力発

生において，正常マウスの筋線経と殆ど差異を示

さないと考えることができる．しかし，mdx筋に

おける明らかな収縮・弛緩の時間経過の延長の原

因については，図4の結果だけでは考察すること

ができない．この原因を調べる目的で種々の筋長

のもとで等尺性単収縮および強縮を行ない，張力

と熟産生の測定を行なった．

筋長を生体長以上に引き伸ばすと，発生張力は

低下し，これに伴い熱産生量も小さくなる．両者

の間には線形関係が成り立ち，張力をzeroに外挿

したときzeroでない熟産生を与える7）．この熟産

生は活動化熟と呼ばれる．単収縮における熟産生

と張力の関係によJ）得られた活動化熟を単収縮活

動化熟と呼び，強縮におけるそれを強縮活動化熱

と呼ぶ．また，強縮時の定常熟産生率から強縮活
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⊂コ　normQl（∩＝5）　圧詔　mdx（∩＝6）

図5　EDL筋における単収縮活動化熱，強縮活動化熟および張力依存性熟産生率の正常筋

とmdx筋における比較（説明は本文参照）．

勧化熟を差し引いた量を張力依存性熟産生率と呼

ぶ．単収縮才言動化熱は単収縮時に筋小胞体から放

出されたCa2＋量に比例し，強縮活動化熟は筋小胞

体CaATPase活性に比例することおよびち昆力依存

性熟産生率はアクトミオシンATPase活性に比例

することが示されている4・8）．

図5はそれらの諸星のmdx筋と正常筋における

比較を示す．Mdx筋の単収縮活動化熟と張力依存

性熟産生率は正常筋と殆ど差異が認められなかっ

た．この結果は，mdx筋の収縮時におけるCa放

出量およびアクトミオシンATPase活性は正常筋

と殆ど差異はないことを示している．これに対し

て，強縮活動化熟はmdx筋と正常筋の間に差異が

あるように見うけられる．実験例数が少ないこと

もあり，有意差を認めるに至らないが，mdx筋の

筋小胞体CaATPase活性は正常筋に比べて低いこ

とを示唆しているように思われる．すなわち，mdx

マウスEDL筋における収縮・弛緩の時間経過の遅

延は筋小胞体による’ca取り込み速度が遅いためで

あることが示唆される．この点に関してはさらに

例数を重ねて実験を行い確認したいと考えている．

ま　　と　め

1．4－6週齢のmdxマウスSOleus筋における力

学的エネルギー論的特性は正常筋と差異を認め

なかった．

2．MdxマウスEDL筋の最大張力は正常筋に比

べて有意に小さく，また収縮・弛緩の時間経過

の明らかな延長が認められた．

3．Mdx筋における最大張力の低下は壊死線経の

混在によるものであり，正常および再生筋線経

の張力は発生能力は正常筋の筋線経と同じであ

ることが示唆された．

4．収縮・弛緩の時間経過の延長は筋小胞体によ

るCa取り込み速度の低下に起因していることが

示唆された．
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27）骨格筋の移植に関する研究

寺　尾　寿　夫＊

研究協力者　　高　津　成　美＊

永井由紀子■

は　じ　め　に

骨格筋の移植については，近年多くの研究が行

なわれているが，ジストロフィー筋の移植につい

ての研究はすくない．この研究の目的は次の3つ

に要約できる．1）ジストロフィー動物（今回はマ

ウス）とコントロール動物との骨格筋の交換移植

2）再生筋およびジストロフィー筋の収縮能力の電

気生理学的検討　3）ネコを用いたやや大型筋の移

植に関する研究．

方　　　法

1）交換移植：ジストロフィー動物と正常動物と

の間の交換移植はmdxマウスとC57BL／10scと

の間で㌧行ない，graftには長持伸筋（EDL）を用

いた．移植法は神経，血管を切り離したdonorの

EDLをhostのEDLを取り除いた後にはめ込

み，近位端を固定し，遠位端は残っているhost

のEDLの腱の断端と縫合した．移植後2ヶ月で

graftを取り出し，クリオスタットでcross－SeC－

tionを作り，H－E染色後この標本につき再生筋

線経の直径variabilitycoefficient（以下Ⅴ．C．）

および数を測定した．

2）収相特性：mdxマウスおよびC57BL／10scの

EDLの電気刺激を行ない，両者を比較した．再

生筋についてはラットのEDLの自家移植後2ヶ

月目のものを用いた．筋の刺激は九日戒畑で行な

い．twitch tensionの測定には0．2msecのsu－

pramaximalsquarepulseを使用し，筋を直接

白金電極にて刺激した．またtetanictensionに

は100Hz，31回の刺激を行なった．

＊帝京大学医学部第一内科

＊＊帝京大学医学部薬理

加　藤　洋　司＊　　岡　下　恭　子＊

弘　中　哲　治＊＊　五十里　良生＝

3）ネコEDLのinlaygraft：ネコのEDLのfree

graftでは血流の途絶により中心部は壊死に落ち

入る．これを防ぐ目的で，前脛骨筋の一部を有

茎のgraftとしてその先端をEDLのfreegraft

の中心部に埋め込むinlaygraftを行なった．

結　　　果

1）交換移植：EDLの交換移植はmdxとコント

ロールマウスC57BL／10scの間のみでなく，mdx

同士，コントロール同士でも行なった．図1は

これら4組の移植の再生筋中の再生筋線経の直

径を示したものである．（この図でC→Cはコン

トロールのEDL．をコントロールのhostに移植

した場合を，C一→DはコントロールのEDLをジ

ストロフィーのhostに移植したということを示

している．以下同様）これにみるように再生筋

線経の直径が大きいのはコントロールマウス相

互間の交換移植の再生筋線経であり，またもっ

とも小さいのはmdx同士の交換移植筋の再生筋

線経である．そして一般にコントロールのEDL

の移植後の再生筋線経はhostがC57BLであ

れ，mdxであれ，直径が大きく，またEDLの

donorがmdxの場合はhostの如何に拘らずこれ

より細いといえる．

次に筋線経の性質を示すもう一つの指標である

V．C．を示したものが図2である．図の横の点線

に示すように，移植前のEDLの値をみると，mdx

はコントロールよりかなり高い値を示している

ことがわかる．再生筋のV．C．についてみると，

EDLのdonorがジストロフィーの場合は正常筋

の場合に比べて大きいのが明らかである．V．C．

の大きさの順序はD一→D＞D→C＞C→D＞C

一→Cであった．
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表l ContractilepropertiesofratEDL（COntrOlandautograft）

2monthsaftertransplantation

Intact Autograft
（∩＝6）　　　　　（n＝6）

Twitch tension（g）

Tetanic tension（g）

¶柚t誓㌫。，mu弘．eS∝t加（離m2）

Tetanict竺慧。．m。SC．eSeC．i。。（kg／cm2）
Contraction time（m sec）

Half－reIaxation tirne（m sec）

24．94±4．49

178．67±57．53

0．21±0．07

1．日±0．12

31．44±5．52

52．48±16．02

9．20±3．37＊＊

29．37±11．33＊＊

0．10±0．04＊＊

0．28±0．07＊＊

16．78±2．88＊＊

27．68±4．17＊

＊　P＜0．05

＊＊　P＜0．01

なお再生筋線経の数については動物の例数が充

分でなく一定の傾向がみられなかった．

2）収縮特性：ラットEDLの自家移植後2ヶ月

日の再生筋の収縮特性を移植前のEDLのそれと

比較したのが表1である．再生筋の単位面積当

りのtetanictensionは移植前の25％前後であっ

た．またcontraction timeおよびhalf relaxa－

tiontimeは移植前の筋より小さい値を示した．

mdxマウスのEDLの収縮特性をC57BLの

EDLのそれと比較してみると，mdxではEDL

の単位面積当りのtetanictensionはコントロー

ルの約40％を示していた．またこの両者の間に

はcontractiontimeとhalfrelaxationtimeに

は有意の差はみられなかった．

3）ネコのEDLのinlay graft：我々は従来マウ

ス，ラット．ハムスターの骨格筋のような小さ

な筋では移植後の再生がきわめて良いことを報

告してきた．しかし，これより大型で2g以上

の重量を有する骨格筋の移植に関しては神経と

血流の維持がとくに大切である．昨年はウサギ

のEDLの移植で再生における神経支配の重要性

を指摘したが，このような大きさのgraftでは血

流の確保はさらに重要と考えられる．

ネコのEDLの移植についてみると，再生はウ
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サギの場合より造かに良好である．しかしこの

場合も再生はgraft周囲から始まるが，再生帯で

あるintermediate zoneはgraft中心まで達せ

ず，多くの場合移植後2ヶ月もすると中心部に

cavityを残してしまう．これは血流が中心部で

は保たれず，酸素不足に落ち入るのが原因と考

えられる．しかし，ネコのEDLの血管を移植時

に縫合するのは困難であるため，ネコの一側下

肢では前腰骨筋の一部をinlaygraftとしてEDL

のfree graftの中央部に埋め込んでみた（図

3）．一方他側下肢では通常のfreegraftを行な

い，両者の再生を比較した．

図4は移植後2ヶ月目のinlaygraft周辺の組

織像を示すが，inlaygraftを取り囲むように新

しく形成された筋線経の再生帯がみられる．こ

の例ではinlayを行なわなかった他側のfree

graftの中心部は大きなcavityを形成していた．

Solal）らは心筋梗塞巣に胸領乳突筋のinlay

graftを行なっている．我々の結果は現在迄のと

ころ再生はやや良い程度であるが，Cavity形成

の抑制にはかな■り有効であった．現在inlayする

筋の種類や大きさを検討中である．



図3　ネコのEDLのfreegraftに前脛骨筋の一部をinlayした

図4　in1aygraft周囲の筋線維再生帯
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考　　　察

近年，ヒトの筋の自家移植に関しては顔面筋や

手の小さな筋での報告が見られる2）3）▲）．しかしヒト

のジストロフィー患者に治療の目的で筋移植を行

なった報告は見当らない．この理由としては，拒

絶反応の問題や大型筋の移植についての基礎的研

究が不充分なためと思われる．この研究の結果は

次のことを明らかにしている．

第1はジストロフィー筋を移植した場合は再生

筋もやはりジストロフィーの性質を有している．

これに反し，正常筋を移植すれば，hostはジスト

ロフィー患者であっても正常の筋が再生されると

いうことであり，治療目的の移植に当っては極め

て重要なことと思われる．これは以前我々がヌー

ドマウスでづ行った実験結果とも一致する5）．

第2は再生筋の筋力はoriginalの筋の1／5程度し

かないことである．測定に当っては周囲との癒着

は注意深く剥離して測定しており，癒着があれば

収縮効果はさらに減少するものと思われる．もっ

ともこれは移植後2ヶ月日の初期の再生筋であり，

さらに時間が経てば増加すると考えられるので，

現在経時的に研究中である．

第3は大型筋の移植では神経と血管の縫合が必

要である．とくに動脈を縫合するためにはある太

さ以上の動脈が一定の位置になければならない．

この条件が満たされない場合は血管の貞連合の代り

にinlaygraftがある程度の効果をあげ得るものと

思われる．

結　　　語

今回の研究で得られた結果をまとめると次の如

くなる．

1）ジストロフィーマウスとコントロールマウス

のEDLの交換移植では，EDLのdonorがジス

トロフィーの場合は，donorがコントロールの場

合に比較し，hostの如何に拘らず再生筋線経は

細く，V．C．が大きかった．これは再生筋線経も

Originalの筋の特性を受けつぐものと考えられ

る．

2）ラットEDL自家移植後2ヶ月目の再生筋の単

位断面積当りのtetanictensionは移植前のそれ

の約25％であった．

3）mdxマウスのEDLの単位断面積当りの

tetanic tensionはコントロールのC57BL／10sc

それの約40％であった．

4）ネコEDLのauto graftに他筋よりのinlay

graftを行なうと，EDLの中心部非再生帯の縮小

傾向がみられ，空洞形成が抑制される．
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28）Duchenne型筋ジストロフィー症生検筋の

ヌードマウスへの移植実験

一再生筋組織のリソゾームプロテアーゼ活性と含有量について－

若　山　吉　弘＊

研究協力者　　武　田　　　篤＝　　三　杉　信　子＝＊

三　宅　捷　太＊日暮　石　原　博　幸HH＊

筋の再生が正常か否かは筋ジストロフィー症に

おいて重要な課題であり多方面から検討され論じ

られてきた1）．本症の病因の一つが筋タンパク質の

異常分解冗進でありプロテアーゼとの関連が提唱

された2）3）．以前我々は，ヌードマウスに移植した

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）生検筋

の移植後のリソゾームカテ70シンB活性が対照再

生筋の活性に比べ高く，それは再生筋細胞内リソ

ゾーム系オルガネラの増加によることを示唆する

結果として報告した4）．今回はその可能性を明らか

にする目的で，DMD生検筋の移植再生後のリソゾ

ームカテプシン群の活性と含有量について対照再

生筋と比較検討した．

材料と方法

ヌードマウスをネンフナタールで麻酔後，背部皮

下の左右に小さな切開を加え，少年のDMD患者

大腿四頭筋8例，組織化学的に正常なAge－ma－

ched少年の整形外科手術患者大腿四頭筋10例を

周囲の筋に直接触れないように挿入し縫い合せた．

そして，移植後2週目で取り出し形態学的な検索

と酵素活性及び含有量測定用標本とした．

再生筋からのホモジネート上清の調製は前轍4）に

従って行った．リソゾームシステインプロテアー

ゼ活性は，カテプシンB＆LにはZ－Phe－Arg－

＊昭和大学藤が丘病院神経内科

＊＊昭和大学藤が丘病院臨床病理科

＊＊＊神奈川県立ことも医療センター整形外科

＊＊＊＿＊神奈川県立ことも医療センター神経内科
＊＊＊＊＊国立東埼玉病院内科

MCA，カテプシンBにはZ－Arg－Arg－MCA，カ

テプシンHにはArg－MCAの各蛍光基質を用いて

Barrett＆Kirschkeの方法5）をわずかに修飾して

測定した．また，再生筋ホモジネート上清のカテ

プシン群の含有量の測定は，Masonら6）及び

Schwartzら7）の方法で精製したそれぞれのヒトカ

テプシンに特異的なウサギ抗ヒトカテプシン抗体

を調製し，それらを用いて確立したミクロELISA

法で定量した（匡11）．

（エ　muron U plate vell〉

こく‡
100ノユ1（1．3ル9l anti－Cathepsin　工9G（Abll

incubated overniqht at　40C

VaShed　二I times vith pBS－Tveen

tS01id phase－bound Abい

●　10ノ1sample t吋

incubated for l h at】70c

vashed　3　tilneS Vith PBS－Tveen

海　（501id phase－bound Abl一入9COmPlex1

100Jll tl，nqI POD－labelled
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inCubated ror　30Inin at　370c

vashed　二〉　times vith pBS－Tveen

・妄・誓
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25pl S・4N H2SOl

neasured the absorbance at492mm by autoreader

図1　Micro enzyme－1inkedimmunosor・

bentassaymethodformeasurement

Ofcathepsins．



結　　　果

移植2週目のDMD及び対照再生筋と成熟骨格筋

のホモジネート上清のリソゾームシステインプロ

テアーゼ活性を図2に示す．カテプシンB＆Lとカ

テプシンB活性は，他のリソゾーム酵素と共に

DMD移植再生筋で対照再生筋に比べて増加の傾

向を示した（表1）．また，両再生筋のそれらのプ

ロテアーゼ活性は，成熟骨格筋の活性に比べて有

意に高かった．尚，Arg－MCAを水解する酵素活

性が前の二つの酵素と異なる傾向を示したのは，

アミノペプチダーゼ活性の寄与によるものと考え

られる．

ミクロELISA法で定量したDMD及び対照再生

筋ホモジネート上清中のカテプシンBの含有量

は，それぞれ632．8±167．6ng／mgprotein（平均±

SD），201．6±67．5ng／mg proteinであり，DMD

再生筋で約3倍と有意な増加を示した（図3）．し

かし，カテプシンHの含有量には両再生筋では有

意な差異はなかった．また，両再生筋のそれらカ

テプシンの含有量も成熟骨格筋に比べて有意に高

かった．

移植2週日のDMD及び「対照再生筋を酸性フオ

ス77ターゼ活性染色し，筋細胞の電顕的検索の

結果，両再生筋細胞内にはautophagyによる二次

リソゾームと考えられるmyeloid bodyが存在し，

また，ゴルジ装置がi農染され一次リソゾームの存

在も強く示唆された．これら一次及び二次リソゾ

ームは両再生筋では成熟骨格筋細胞に比べ有意に

（
　
已
7
3
0
】
d
か
E
＼
u
一
∈
＼
　
T
O
E
斗
）
　
ゝ
J
J
＞
コ
U
q

Z－Phe－Ar9－MCA Z－Arg－Ar9－MCA Arg－MCA

（Cathepsin B島L）（Cathepsin B）（Cathepsin HI

図2　Lysosomalcysteineproteinaseactivl

ities of biopsy muscle，nOrmal and

dystrophicmusclegrafts．

（
亡
ぶ
一
b
h
d
ひ
∈
＼
ひ
u
）
　
仁
一
S
d
聖
も
ね
じ
山
〇
一
㌢
3

Cathepsin B Cathepsin H

図3　Cathepsinlevelsinhomogenate of

biopsy muscle，nOrmal and dystro・

phicmusclegrafts．

表l Lysosomalenzymeactivitiesinnormalanddystrophicmusclegraftsaftertwo

Weeksoftransplantation．

En2：Yme Control（n三10）　　　D比D（n＝8）　　　　DhD／Control

Cathepsin BふL

（pmol／min／mg）

Cathepsin B

（pm01／min′m9）

Cathepsin H

（pmol／min／m9）

Cathepsin D

（m unit／min／mg）

号完13。雪空ヲ霊詫言デe

0．391土　0．139

0．094　土0．021

0．060　土　0．003

0．021土0．004

0．420　土0．042

0．437　土0．149

0．116　土0．041

0．039　土0．008

0．026　±　0．004

0．493　土0．074

DMD：Duchennemusclardystrophy．Mean±SD．
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増加していた8）．

考　　　察

DMDにおける筋の再生が正常であるかどうかは

本症の病因，治療，予後に関して重要な課題であ

りながらまだ一定の結論が得られていない．Wa－

kayamaら9）は，ヌードマウスに移植したDMD及

び対照再生筋の細胞直径を比較し，DMD筋も経時

的に再生していることを明らかにした．しかし，

DMD再生筋の細胞直径が対照再生筋のものと比

較して有意に細かったことは，DMD再生筋の筋タ

ンパク質の分解冗進を強く示唆した．

DMD再生筋のカテプシンB＆LとカテプシンB

活性は，対照再生筋のそれに比べて増加の傾向を

示したが有意ではなかった（図2，表1）．これ

は，ホモジネート中に存在するカテプシン群に特

異的な内在性インヒビターの影響により活性値に

はプロテアーゼの動態を正しく反映されないと考

えられる．そこで，ミクロELISA法を用いて測定

したDMD再生筋ホモジネート中の，特に，カテ

プシンBの含有量が対照再生筋に比べて有意に増

加しており（匡13），DMD筋は再生されると共に

リソゾームカテプシン群量の増加冗進を伴ってい

ることが明らかになった．

最近，Katunuma＆KominamiによってDMD

筋におけるタンパク質の異常分解冗進機構の仮説

が提唱され3），病態発現には筋j我経の崩れた筋細胞

内autophagy冗進と壊死細胞処理として浸潤した

マクロファージ由来のリソゾームカテプシン群の

増加が強く関連していることが示された．本研究

でも成熟骨格筋に比べて両再生筋組織のカテプシ

ン活性と含有量は有意に高かったが，筋の再生と

の関連は不明である．形態学的検索では，両再生

筋に存在するマクロファージ性細胞は，移植2週間

後にはかなり少なくなっておりその存在量には大

差はなかった．さらに，両再生筋細胞内にはauto－

phagyによる二次リソゾームであるmyloidbody

が存在すると共に．酸性フォスファターゼ活性染

色で浪染されるゴルジ装置近傍に一次リソゾーム

の存在も確認できた．この事実は，DMD及び対照

生検筋の移植再生に伴うリソゾームカテプシンの

増加は，再生筋細胞内リソゾーム系オルカネラの

増加によると考えられる．そして，DMD再生筋で

対照再生筋に比べてカテプシンi舌性と含有量が高

値を示したことは，それらプロテアーゼの増加冗

進がDMDの筋再生を不完全にしている可能性を

強く示唆した．

今後，カテプシンLの定量を行うと共に，それ

ぞれの抗力テ70シン抗体を用いて免疫組織化学的

に再生筋細胞内のカテプシンの存在を明らかにす

る必要がある．
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29）脱神経後の筋萎縮過程におけるリソゾ丁ムの動態

木　南

研究協力者　　勝　沼

は　じ　め　に

正常の筋細胞内のりソゾームはりソゾームの発

達した細胞と比べるとその数は極めて少ないが，

筋細胞に障害が加われば，生じた異常蛋白や崩壊

産物を除去すべく，オートリソゾームが多数形成

され，これらを処理する．さらに障害が持続的に

作用すれば，この自己消化の機転は細胞保存的と

いうよりし．細胞破壊的に変換していくように思

われる．この一連のプロセスにはリソゾームのプ

ロテアーゼ群の中でもシステインプロテアーゼ群

（カテプシンB，H，L）がとくに重要な役割を果

していると考えられる．筋細胞障害に対するオー

トリソゾームの形成（カテプシン群の筋細胞内の

上昇としてとらえることができる）は極めて早期

の細胞反応であることを筋ジストロフィー症（DMD）

とその動物モデル（mdxマウス）および急性筋壊

死のモデルを用いて追求してきた1）．しかし．圧倒

的に強いカテプシン活性をもつマクロファージの

筋細胞内への浸潤のないモデルを用いての解析が

望ましく，今回脱神経後の萎縮筋におけるリソゾ

ームの動態を調べた．従来より脱神経後の萎縮筋

では細胞浸潤はなく，リソゾーム酵素活性が上昇

していると報告されている2）．

材料と方法

4週齢のウィスター系ラットの右坐骨神経を起

始部に近いところから切断し，時間経過を追って

ひらめ筋を分離し，リソゾーム酵素活性を調べる

と共に，一部はホルマリン固定後，抗力テプシン

B，H，およびL抗体を用いた直接法による免疫組

織学的検査でカテプシン群の展在を調べた3）．な

＊徳島大学酵素科学研究センター

＊＊徳島大学医学部第一病理

英　紀＊

信　彦＊　伊　井　邦　雄＊＊

お，左の非脱神経側のひらめ筋を対照として用い

た．総蛋白量は筋ホジネートを0．1NNaOHに充

分溶解させ，遠心上清の蛋白質をLowry法4）で測

定し，総蛋白量とした，カテプシンBおよびB＆

L活性はZ－Arg－Arg－MCAとZ－Phe－Arg－MCA

をそれぞれ基質に用いて測定した5）．β－ガラクトシ

ターゼ，β－へキソサミダーゼおよびβ－グルクロニ

ダーゼは，4－メチルウンベりフェロン螢光基質を

用いて測定した6）．酸フオスファターゼはIgarashi

とHollanderの方法に従った7）．

結　　　果

脱神経側のひらめ筋の総蛋白質の推移を調べた

結果を図1に示す．脱神経後のひらめ筋の総蛋白

（
当
の
の
；
ぞ
ぎ
）
　
u
空
〇
五
【
雲
0
↑

0　　2　　4　　　7　　10　　　14

days

図1　脱神経後のひらめ筋の総蛋白量の推移

（……・）脱神経側，（一・一）非脱神経

側，4匹のラットの平均値，標準偏差

として表現されている．
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量は切断後2日目で一過性に増加しているが，萎

縮の進行につれて漸次低下し，1週間後および2

週間後には対照側のそれぞれ84％および74％とな

っている．

脱神経後のひらめ筋のカテプシンB活性は2日

間の潜伏期の後，4日日に最高値（対照の3倍）

に達し，その後は漸減するが，非神経切断側のレ

ベルには戻らず2週間後でも，1．5－2倍の活性を

有していた（図2－a）．カテ70シンB＆L活性もカ

テプシンB活性と同様の動態を示すが，脱神経後

4日目のレベルが対照側の2．5倍であった（区12－

b）．

他のりソゾーム酵素の活性変動を図3に示す．

3種類の糖酵素と酸フオスファターゼも同様に2

140　1　2　　　　4 7◆　　　　　　10

days

図2　脱神経後のひらめ筋におけるカテプシンB（a），およびカテプシンB＋L（b）の活性変

動．（……・）脱神経側，（一・一）非脱神経側
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日間の潜伏期の後4日日から活性上昇がみられる

が，カテプシン活性のようにその後は減少せず一

定かむしろ上昇するもの（β－ガラクトシターゼと

β－へキソサミダーゼ）もある．比活性として表現

しており，筋組織の蛋白量が脱神経後減少してい

るので，全活性は4日日以後有意には上昇してい

ない．

脱神経後に上昇したカテプシンB，HおよびL

の筋組織内局在を調べるため，抗力テプシンB，

HおよびL－Fab’一ベルオキシターゼ複合体を用い

て直柁法で免疫組織学的染色を行った．脱神経後

4日目の筋線維内にははっきりしたカテプシン群

の増加像が兄い出せなかった．問質には細胞浸潤

はなく，陽性細胞はみられない．しかし萎縮変性

神経線維内のマクロファージ様細胞がカテプシン

B，H，Lいずれの抗体にも強陽性を示したく図4）．

脱神経後数週間を経ても変性神経末端のマクロフ

ァージ様細胞のカテプシンは陽性であり，一部の

012　4　　　7　　10　　14　012　4　　　7　　10
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図3　脱神経後のひらめ筋におけるβ－ガラクトンクーゼ（a），β－へキソサミダーゼ（b），β－グ

ルタロニダーゼ（C）および酸フォスフアターゼ（d）の活性変動．

（……・）脱神経側，（一・一）非脱神経側
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図4　阪神絶後4日目のひらめ筋におけるカテプシンHの局在．カテプシンHは，Waller

変性をおこした筋内神経線経に出現した多数のマクロファージ様細胞に強く陽性で

ある（ト）．筋細胞内には明らかな陽性所見はみられない．

抗ラットカテプシンH FabLベルオキシダーゼによる免疫組織染色

×400（5×10×5）

萎縮筋線経を除いてほとんどの筋線経にカテプシ

ンの増加は今回の実験では得られなかった．

考　　　察

脱神経後にみられるリソゾームの酵素活性は以

前の報告のように2日の潜伏期の後，数倍の活性

上昇がみられた．マクロファージの浸潤を伴う筋

変性・壊死では，それらを含む筋組織ホモジネー

トを用いてカテプシン活性を測定すると，マクロ

ファージ浸潤の程度に比例して，カテプシン活性

は上昇する．今回は筋細胞内や問質内にはマクロ

ファージの浸潤はみられなかったが，変性萎縮神

経線維内のマクロファージに限局してカテプシン

の増加像が兄い出された．脱神経後のひらめ筋内

のカテプシン活性の増加は主として，この神経線

維内マクロファージに由来すると思われる．しか

じ　筋細胞内のカテプシンが全く増してないかど

うかは今回の実験ではわからない．より感度の高

い免疫染色法によっては筋細胞内のカテプシンも

増えていることを示し得るかもしれない．

脱神経のひらめ筋のりソゾーム酵素の変動をみ

ると，カテプシン群が4日目をピークとしてかな

り急速に活性が低下するのに対し，他のリソゾー

ム酵素の活性は減少しない（図2，図3）．この理

由としては次の2つが考えられる．1つは，シス

テインプロテアーゼに対する内在性インヒビター

が4日目以後，筋組織に（筋細胞内だけとは限ら

ない）増加してくる可能性で，インヒビターが増

えれば，筋ホモジネートを用いて活性測定する以

上，見かけ上カテプシン活性は低下してくる．も

う一つの可能性は，4日目以後りソゾームの酵素

の合成と分解のバランスが変ってきたと仮定する

と，カテプシン群が他のリソゾーム酵素より半減

期が短かい8）ため，より早く活性低下することも考

えられる．さらにはカテプシン群と他のリソゾー

ム酵素活性の上昇の由来細胞が異なる可能性も無

視できない．たとえば，酸フオスファターゼ等の

活性増加は筋細胞に由来する可能性もある．しか

し，本研究の初期の目的である筋に障害的要因が

加わった場合，早期（数時間内）にオートフアジ
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ーが冗進する（カテ70シン活性が増加する）こと

を調べる系として，脱神経後の筋萎縮は良いモデ

ルとはいえないことが明らかになった．

最近培養筋細胞を用いて筋細胞障害とオートフ

ァジーの冗進（自己消化の冗進）との関連を調べ，

Preliminaryではあるが，良いモテンレになる感触を

得た．
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30）Localtetanus法の応用による実験的ミオパテ一に

関する研究一第3報－E－64・Cの効果の検討

田　過

研究協力着　　水

日　　　　的

一昨年及び廿享年の本姓会議に於て，我々はlocal

tetanus法の応用により，ラットのヒラメ筋（SOL）

に筋ジストロフィー様病変を作成したことを報告

してきた1）2）．この様な病変が生ずる機序としては

localtetanusによって強収縮状態にある筋を伸展

することにより筋膜も過伸展刺戟を受け，膜の透

過性が克進し，Caイオンの細胞内流入を招き，そ

の結果CANPが活性化され筋蛋白の崩壊を招くこ

とが考えられた．そこで㌧今回の研究ではcystein

proteaseinhibitorであるEL64を投与し，筋の変

性に対する抑制効果を検討したので報告する．

対象及び方法

48匹のSD系adultalbinorat（体重150－180g）

を用い，4×10‾4LFのTetanustoxinを右肺腹筋

に1回筋注した．2日後に右足関節の持続的底屈

（localtetanus）が出現した時点でラットを16匹

ずつの三群に分け，E－64－C（注射可能な剤型）を

連日，1日1回腹月空内投与した．この際，A群は

無投与群，B群は50mg／kg，C群は100mg／kgとし

た．E－64TCは飽和NaHCO。溶液にて中和した

後，1／60MPBSにて希釈した．E－64，Cはラット腹

月空内投与した場合，10分後に血中濃度がピークに

達するので，注射10分後に全ラットの右足関節を

反復的に20回，足関節角度900迄背屈した．背屈刺

戟は1日1回とした．背屈開始後，2，3，4，

7，14，21及び28E］後にラットをNenbutal麻酔下

に殺し，両働SOLを採取し湿重量測定後組織学的

＊都立神経病院神経内科

＊＊都立神経病院神経小児科

等＊

野　美　彦H

に検索した．又，心臓より採血し血清GOT，

GPT，LDH，CKの測定を行なった．筋変性の評

価はSOL全横断面HE染色標本に於て，変性に陥

入った筋線経の比率を測定し，次の6段階に分類

した．Stage O：0％，I：＜1％，ⅠⅠ：＜10％，

lII：＜25％，ⅠⅤ：＜50％，Ⅴ：＞50％．実験は必

らずdoubleで行ない，2匹間でstageに差がある

時は，変性度の強い方を採用した．効果の判定は

障害stageの比較，血清酵素，SOL萎縮皮の比較

によって行なった．

結　　　果

1．組織所見

各検査日における各群のSOLの組織変性の強い

方の変性度をグラフにすると図1の如くなった．

28

Dates

0　　2　3　4　　　　7　　　　14　　　　　21

図1右SOL変性度の推移
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A群　50× A群　125×

C群　50× C群　125×

図2　14日目の各群のSOL組織像H＆E
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まずA群では4日目迄はstageIIに留まり，その

後急速に変性が進み，7日目にstagelII，14日目に

stageIVとなり，その後は再生が進みstageII～Ⅰ

に戻った．次にB群では21日日迄stageI－ⅠⅠに

留まり，21日日以降はstageIとなった．C群では

4日目に一時stageⅡⅠになったが7日日はstage

IIに戻り．14日ヨ以降はstageIⅡからⅠと辿った．

14日目における各群のSOLの組阻　所見を図2に

示す．B，C群では変性は筋の中心部に局在する傾

向が認められた．又，再生現象は図2の高倍率の

写真に見られる如く，各群共同様にしっかりと認

められた．

2．SOL湿重量比

病側SOLの萎縮度の指標として健側SOLに対

する重量比を測定した．結果は表1に示す如く，

各群共80％前後の萎縮を示し，各群間には有意差

を認めなかった．

表l SOL湿重量比
（Sample／Control）

G rolIp W d gbt （％） n

A 81±14 14

B 82：±12 14

C 78 ±11 14

A：E－64－C　　仁」

B：E一朗七・5伽喝／kg

C：E－64－ClOOmg／kg

3．血清酵素

各群の全経過の血ラ青酵素価を平均したものを表

2に示す．対照と比べ各群共上昇を示しているが，

各群間には有意な差は認めなかった．図2に示し

た各群のラットに相当するCK位の発生過による変

動を図3に示すが，図2に照合してみると変性が

強くなる以前にCKは上昇する傾向が認められた．

表2　血i青酵素

G ro u p G O T G F r L D H C K n

A 13 0± 52 39 ± 9 12 99 ±5 94 78 8±：妬1 14

●　 B 13 4±：氾 44 ±1 1 13 22 ±5 75 70 9±2 98 14

C 14 3 ±3 1 4 3± 8 1 48 6±58 9 84 9±3 3 1 15

C o n tro l 7 8 ± 7 38 ± 5 36 3± 19 2 3 69 ± 9 6 4

A：E－64・C（－），B：E－64－C50mg／kg，C：E－64・ClOOmg／kg

0　　2　　3　　4　　　　　7　　　　　14　　　　　　21 28

days

図3　血j青CK値の推移

4．ラット体重増加率

E－64－Cの副作用の有無を調べる一つとして体重

の増加率を各群間で比較した．表3にその結果を

示すが，B群はA群よりやや増加率が悪く，一

方，C群はA群より若干良好であったが，有意と

は言えなかった．

表3　体重増加率●

D a te

G ro u p 2 3 4 7 1 4 2 1 28

A 1 0 2 7 24 32 6 6 7 0 22 6

B 9 2 6 22 4 0 6 3 7 2 2 13

C 14 3 0 32 4 6 5 7 9 1 23 4

■扶養聖淵休卑Xl00（％）初期体重
A：E叔℃卜），B：E・鋸℃50mg／kg，C：E・朗℃100mg／kg

考　　　棄

過去2年間の実績を踏まえて，今回の実験では

localtetanusratに対し，足関節を1度に20回，

1日1回という背屈刺鞍を与えたが，結果として

は筋の変性は強過ぎず，弱過ぎず，薬剤効果を判

定する上で至適の強度が得られた．それに対する

E－64－Cの効果は筋変性を全く抑えることは予想通

り不可能であったが，少なくとも50mg／kg群，100

－186－



mg／kg群いずれにおいてもmaximumな変性の程

度を軽減する作用は認められたと言える．50mg／kg

群に比べて100mg／kg群の方が効果が悪いように見

えるが，これはdoubleで実験して変性の強い方を

採っていることと，ラットの個体差の為，たまた

ま100mg／kg群の一部に変性の強いもの，言いかえ

ればlocaltetanusの強く出たものがあったと考え

られる．

電顕的な観察で筋膜のfocalな障害は各群間に

差は認められず，このE－64－Cの効果は本薬剤の有

する蛋白分解抑制によることが推察された．今回

の実験系はそれでも人間の筋ジストロフィー症に

比べて変性の速度は圧倒的に速く，且つ重篤であ

り，人間の疾患の緩徐な変性を考慮すると，E－64

の効果は更に良好なことが期待される．一方，再

生現象について見ると，E－64－C使用群はいずれの

群も充分な再生が起っており，E－64－Cは再生に悪

影響を与えないことが示された．

一方，筋萎縮度を示すSOLの湿重量の対側正常

SOLに対する比率には各群間に有意差を認めなか

ったが，これはこの程度の組織学的差異から判断

しても，妥当な結果と考えられた．

又，血i青CK値を含む血清酵素値についても全

体の平均をとると各群間に有意な差は認められな

かった．CKは極めて鋭敏な酵素で運動をした後で

は上昇を示すことも知られており．やはり上記し

た程度の組織学的差では有意な差が出ないものと

考えられた．

ラットの体重増加率にも対照群と比較してE－64

－C投与群に有意な差はなく，少なく共体重増加率

に見る限りE－64－Cの影響は認められないことが示

された．

結　　　論

1．E－64－Cはlocaltetanus法の応用により生じ

た筋ジストロフィー様病変に対して，その変化

を軽減する作用が認められた．

2．投与量は100mg／kgは50mg／kgと比較して良

好とは言えず，50mg／kgで充分と考えられた．

3．血清酵素値についてはE－64－Cの投与による影

響は認められなかった．

4．副作用は認められなかった．　　　　　　】
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31）日本人筋緊張性ジストロフィー症と

apolipoproteinC2遺伝子の連鎖解析

後　藤　幾　生＊

研究協力者　　山　田　　　猛■　古　谷　博　和り■　榊　　　佳　之＝

は　じ　め　に

筋緊張性ジストロフィー症（以下MyDと略す）

は，常染色体優性遺伝性疾患であり，新たな突然

変異による発生は少ないとされている．MyDの発

症年齢は比較的遅く，子供をもうけてからの発症

もしばしばみられる．MyDの予後は比較的良いと

はいえ，治痺法の開発されていない現在，早期診

断により遺伝相談を行うことは，新たな患者の発

生を予防するうえで重要と考えられる．現在MyD

の病因遺伝子は不明であり，遺伝子レベルでの直

接診断はできないが，病因遺伝子の近傍に位置す

る遺伝子あるいは遺伝子産物との連鎖に基づいた

間接診断はある程度可能である．MyDの連鎖解析

については従来Lutheran血液型，ABH分泌型，

Lewis血液型，補体C3やpeptidase Dとの連鎖

が報告されてきたが，いずれもMyDとの連鎖は弱

く　MyD診断のマーカーとしては不十分であった．

補体C3の遺伝子は19番目の染色体の短抗に存在

することが明らかにされており，MyDの病因遺伝

子も19番目の染色体上に存在すると推定されてい

る1）．最近apolipoproteinC2（以下ApoC2と略す）

の遺伝子が単離され，19番目の染色体の長腕上に

存在することが明らかにされた2）（図1）．欧米で

はMyDとApoC2との強い連鎖が報告され，

ApoC2遺伝子をプローブに用いたDNA診断の有

用性が示されている3）4）5）．そこで日本人MyDと

ApoC2遺伝子の連鎖解析を行い，日本人MyDに

ついてDNA診断の可能性を検討した．

＊九州大学医学部脳研神経内科

＊＊九州大学遺伝情報実験施設

一

●

■

●

●

●

■

●

■

■

一

DyM

………・I■

ApoC2

13．2

CH　19

図1　第19染色体上のC3，ApoC2および推

定されるMyD病因遺伝子の位置を示す．

方　　　法

MyD7家系34人（患者16人，健常者18人）より

採血を行い，白血球よりDNAを抽出し，サザンプ

ロット解析を行った．Restrictionfragmentlength

polymorphism（以下RFLPと略す）の報告されて

いる制限酵素TaqIまたはBanIにより5～7

〟gのDNAを切断し，アガロースゲル電気泳動を
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行い，ニトロセルロースフィルターにプロッティ

ングした．ハイプリグイゼーションはApoC2cDNA

を　プロ　ー　ブ　と　し　て使用　し，6XSSC，

5ⅩDenhard’S，0．5％SDS，100JLg／mlの変性her－

rlng bone sperm DNA，AmershamのMulti－

primelabellingsystemにより32P標識したプロー

ブを加えて650C，16時間行った．洗いは0．1

XSSC，0．1％SDS，650C，1時間行い，autOradi0－

graphyを行った．

結　　　果

RFLPはTaqIではallelicsize3．8kb／3．5kb，

allelicratioO．33／0．67であり，BanIではそれぞ

れ2．7kb／1．3kb，0．7／0．3で他の報告と大きな差は認

められなかった．

図2にApoC2遺伝子のRFLPを用いた連鎖解

析の結果を示す．3世代について解析が行えた家

芝は　芝は　引：

系1では，患者は全て父方由来のhaplotypebdを

有し，MyDの病因遺伝子とApoC2遺伝子に連鎖

があると考えて矛盾しない．家系2では父親は死

亡しておりgenotypeの解析は直接行えなかった

が，母親と子供の結果より父親のgenotypeはac，

acと推定され，MyD患者はhaplotype acを有

し，MyD遺伝子とApoC2遺伝子が連鎖している

と考えても矛盾しない．

家系3－7については両親が健常者であり，連

鎖解析は行えなかった．MyDの発症年齢にはかな

り幅があり6），優性遺伝性疾患であることを考える

と，両親のどちらか一方が発症前の患者と考えら

れる．家系3ではMyD遺伝子とalleleb，dが同

一染色体上に存在する可能性がある．家系4では

父親が発症前の患者であると仮定した場合，MyD

患者は全てhaplotypebdを有することになりMyD

遺伝子とApoC2遺伝子が連鎖すると考えて矛盾し

・l‡・た
88　　88

c c　　¢¢

ab bb llb

EgI2　家系図およびApoC2genotypeを示す．lILは患者を示し，口は健常者を示す．左上

の数字は年齢を示す．斜線は死亡例を示し，年齢は死亡時の年齢である．a，bは

TaqI RFLPのalleleを，C，dはBanI RFLPのalleleを示す．白抜き文字は

MyDの病因遺伝子と同一の染色体上に存在すると考えられるalleleを示す．
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ない．一方母親が発症前の患者と仮定した場合は，

姉はMyD遺伝子とallelea，Cが，弟はMyD遺

伝子とalleleb，Cが同一染色体上に存在すること

になり，母親においてMyD遺伝子とApoC2遺伝

子の間で組み換えが起きたことになる．家系5，

6，7からは情報は得られなかった．

考　　　察

今回の研究では，解析の行い得た家系数が少な

くまた家系も小さく，MyDとApoC2の連鎖につ

いて正確に評価することはできなかったが，連鎖

解析の可能であった家系1と2では連鎖があると

考えて矛盾はなかった．欧米の報告ではMyDと

ApoC2の連鎖は強く認められ，lodscore3．32か

ら16．29と報告されている3）4）5）．日本人についても

解析する家系数を増すことにより，強い連鎖を兄

いだすことのできる可能性があり，ApoC2遺伝子

をマーカーに用いたMyDの早期診断の有用性はあ

ると考えられる．

MyD遺伝子領域の欠失例はApoC2をプローブ

に用いたサザンプロット解析では兄いだされなか

ったが，パルスフィールドゲル電気泳動を併用す

ることで欠失例を兄いだすことができる可能性が

あり，今後の検討が必要である．MyDとApoC2の

間の組み換え率は2－4％と報告されている5）．哺

乳動物では組み換え率1％は遺伝子上の距艶では

約2000kbに相当するので，MyDの病因遺伝子と

ApoC2遺伝子の距経は少なくとも4000－8000kb

にもなり，ApoC2遺伝子から直接MyDの遺伝子

に到達することは困難と考えられる．より病因遺

伝子に近いプローブの開発が望まれるが，第19染

色体の遺伝子からjumpinglibraryを作成し，プロ

ーブを捜すことも一つの方法である．

文　　　献

1）DaviesKE，JacksonJ et al：Linkage analysis

ofmyotonicdystrophyandsequencesonchr0－

mosome19usingaclonedcomplement3gene

probe．J MedGenet20：259r263，1983・

2）Jackson CL，Bruns GAP et al：Isolation and

sequenceofahumanapolipoproteinCIIcDNA

clone anditsusetoisolate andmaptohuman

chromosome19thegeneforapolipoproteinCII．

Proc Natl Acad SciUSA81：2945－2949，1984．

3）Shaw DJ，Meredith AL et al：The apolipo－

proteinCIIgene：Subchromosomallocalisation

andlinkage to the myotonic dystrophylocus．

Hum Genet70：271，273，1985．

4）Pericak－VanceMA，YamaokaLHetal：Tight

linkageofapolipoproteinC2tomyotonic dys・

trophyonchromosome19．Neurology36：1418

－1423，1986．

5）BirdTD，BoehnkeMetal：Theuseofapolipo－

proteinCIIasagenetic markerfor myotonic

dystrophy．ArchNeuro144：273－275，1987．

6）Bundey S and Carter CO：Genetic hetero・

geneityfordystrophiamyotonica．JMedGenet

9：311－315，1972．

7）本庶　佑ほか：筋緊張性ジストロフィー症のDNA

レベルでの病因解析．筋ジストロフィー症の疫

学．病態および治療開発に関する研究．昭和61年

度研究報告書，1987，pp87－92．
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32）女性筋ジストロフィー患者における細胞遺伝学的

研究並びにリンパ芽球細胞株の樹立

斎　藤　深美子■

研究協力者　　外　村

日　　　的

Ⅹ連鎖性劣性の遺伝様式を示すDuchenne型筋

ジストロフィー症（以下DMDと略す）は，主に

男児に発症するが，日本におけるその頻度は，約

5，000人に1人（Yasuda et al，1980）1）あるいは

6，531人に1人（吉丸ら，1984）2）と推定されてい

る．一方，女性発症例と考えられる患者も多数で

はないが存在する．その発症メカニズムは，以下

の遺伝学的考察から，（1）ホモ按合体の発症（Xd

Xd）3）4），（2）ターナー症候群での発症（XdOおよび

そのモザイク）5ト9），（3）へテロ接合体（保因者）の

発症（XdX）10）11）12）および（4）Ⅹ染色体を含む転座

保有者での発症（Ⅹ／A）13卜18）が考えられており，

（2）や（4）で示されている様に，数的あるいは構造的

な染色体異常と深い関わりのあることが推測され

る．我々は，これら女性のDMD発症に関して以

上の様な染色体異常のもつ意義を検討するため，

調査を行なってきた．

一方，Epstein－Barvirus（以下EBウイルスと

略す）を感染させた末梢血Bリンパ球由来のリン

パ芽球細胞株（LymphoblastoidCe11Line：LCL）

は，玩＝戒和での永代増殖可能な浮遊細胞系であ

る．細月包の大量培養が可能なため．今後，分子生

物学的手法を用いた研究を行う場合，研究材料と

して大変に有用である．そこで我々は，上記の女

性発症者での細胞遺伝学的検索と並行して，LCL

の樹立および細胞の凍結保存も行ってきたので，

その結果をあわせて報告する．

＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門

日　＊
日日 山　本　興太郎■

対象と方法

一般に，女性DMD症と思われる患者の臨床症

状は，男児DMD患者の症状程重度ではなく，ま

たheterogeneityが存在するため，類似疾患と区別

することが困難なことが多い．そこで対象は以下

の様にした．

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のいる家系の中で

の保因者と思われる者（母，娘等）の発症例で，

発症年齢は問わない）．

方　　　法

1．細胞遺伝学的検索

対象者からヘパリン採血した末梢血約10mlのう

ち7～8mlを，培養液と共に，PHA添加後48時

間および72時間培養した後に細胞を回収し，0．075

MKClにて低張処理する．通常どおりに細胞を固

定した後，標本を作製する．染色体分析は，通常

のギムザ染色，トリプシン前処理によるG分染

法，高精度分染法20），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合成期におけ

るBrdU処理によるR分染法により行なった．

2．リンパ芽球細胞株（LCL）の樹立

ヘパリン採血した末梢血の残りの2～3mlに等

量の生理食塩水（0．9％NaCl）を加えてよく混合

し，Lymphoprep（比重1．077）の上に静かに重層

した後，2，000rpmで10－15分間遠沈する．分離さ

れたリンパ球層をピペットで静かに吸いとり，生

理食塩水，次にFCS入りの培養液で洗う．最後に

遠沈して集めた細胞を，調製しておいたEBV液に

浮遊させて，370Cの恒温槽中で約1時間拉盟す
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る．培養液で洗った後，遠沈して集めた細胞を20

％FCS入り培養液中に懸濁し，小さなプラスチッ

ク培養チューブに入れて，5％CO2，37。Cの条件

下で培養する．時々，細胞の状態をチェックしな

がら，週2臥　培養液を交換する．細胞が増殖し

てきたら，24穴のマルチディッシュに移して，さ

らに増殖させる．週2回，同様に培養液を交換し

ながら細胞の状態を観察し，十分に増殖したら，

プラスチック製培養フラスコに移す．さらに安定

して増殖するのを確かめた段階で，細胞の一部を

凍結保存する．

結　　　果

得られた検体は全部で22例で，（1）孤発例および

（2）家系内発症例に分けて表に示した（表1および

表2参照）．

1．弧発例（表1）；13名

細胞遺伝学的検索を行った年齢は2歳そ′つ34歳

までと様々ではあるが，7（ShSh）および12（KiIs）

を除けばすべて発症年齢が7歳以下で特に2～3

歳のものが多かった．すでに歩行不能の患者もあ

り．カッコ内にその時期を示した．また，精神発

達遅延（MR）を示す例も約半数存在した．細胞遺

伝学的検査結果より，13例のうち4例にⅩ染色体

を含む転座染色体が発見された．これらのうち3

例については，Ⅹ染色体の不活性化パターンが観

察でき，正常なⅩが不活性化している割合が，ほ

ぼ100％近い（94．5～100％）ことが判明した．X／

19の転座をもつ1例においては，転座に関与する

染色体セグメントの長さ及びバンドのパターンが

互いによく似ているため，R分染法を行ったが，

正常なⅩと転座型Xのどちらが不活性化している

かの識別は不可能であった．13例のうち，残りの9

例に関しては，特に染色体異常はみられなかった．

一方，リンパ芽球細胞株の樹立については，全

例に関して試みた結果11例（84．6％）で成功した

表l FemalepatientswithmusculardystrophyI．sporadiccases

Patient　　…慧　怒ご　stillWalking MR C慧冨t・（Xninact）
1－Masu

2－KiSa

3－TeIn■

♯　4－ItIt

5－YoMo

6－ReSa

7－ShSh

8－Eiso

9・NaFu

lO－NaMo●

11－MaSh

♯12・KiIs

13－KuSh

m
 
m
 
m
 
m
 
m
 
m

7
　
　
　
9
　
6
　
1
　
7
　
1

y
 
y
 
y
 
y
 
y
 
y
 
y
 
y

1
　
4
　
6
　
9
　
4
　
1
　
4
　
4
－

1
　
1
　
1
　
1
　
2
　
2
　
3

5y　5∬1

2yllm

9y　4m

2－3y

∵
∵
＝
了
∴
∴
…
∵

2
　
2
　
2
　
2
　
3
　
1
　
2
　
3
　
2
　
3
　
3
　
6

＋

－（lly）

－（12y）

＋

－（14y）

－（9y）

y

＋

＋

十

一

＋

＋

一

一

＋

十

＋

十

＋

　

一

一

十

一

一

46，X，t（X；5）（100％）

46，XX

46，X，t（X；3）（94．5％）

46，XX

46，Ⅹ，t（Ⅹ；15）（96．4％）

46，XX

46，XX

46，X，t（Ⅹ；19）

46，XX

46，XX

46，XX

46，XX

46，ⅩⅩ

表2　FemalepatientswithmusculardystrophylⅠ．familialcases

Patient　　…慧　霊芝 StillWalking MR C慧諾ic（％）
1・YoYa　　　　　22ylm　　　5－6y

2－MoMi　　　　　40y　　　　　7y

♯3－HaSh事　　　　16y　3m　　　4y

♯4・ToYa●　　　　30y　7m　　　6y

5－AsTs　　　　　3Y　8m　　　2y5m

♯6－RyYo　　　　　9y　5m　　　8y

7・MeKo　　　　14y　2m　　10y

KaKo llylm lOy

＠8・MoYaH　　　　38y　　　　34－36y

十　　　　　　一　46，XX

45，Ⅹ／46．XX（L20％，F7％）

十　　　　　一　45，Ⅹ／46．XX／47，XXX
（8．3／90．0／1．7％）

－（7－8y）　　＋　46，ⅩⅩ

－（10y）　　＋　46，XX
十

十

＋

＋

＋

46，XX

46，ⅩⅩ

46，XX

46，XX

46，ⅩⅩ
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（表の＃印は樹立できなかった例）．

2．家系内発症例（表2）；9名

発症年齢は，2歳～36歳と非常に帽が広く，10

歳を過ぎても歩行可能な人が多い．一方，精神発

達遅延（MR）を示したのは，10歳までにすでに歩

行困雉となっている2例のみ（3－HaSh，4－ToYa）

で，大半は正常であった．細胞遺伝学的検査結果

については，2例にⅩ染色体の数的異常が発見さ

れた．1例（1－YoYa）では，PHA添加による末

梢血培養法では46，XXの核型を示したが，樹立し

たリンパ芽球細胞株では約20％の割合で，45，Xの

細胞が観察された．また，もう1例（2－MoMi）

では，末梢血で，45，Ⅹ／46，ⅩⅩ／47，ⅩXXの核

型が観察され，各々の割合は順に，8．3％，90．0％

および1．7％であった．

一方，リンパ芽球細月包株の樹立については8－

MoYa以外の症例，計8例について試みた結果，

5例（62．5％）で成功した（表の＃印は樹立しな

かった症例を示す）．

考　　　察

今回，孤先例および家系内発症例に分けて細胞

遺伝学的調査結果をまとめてみたところ以下の2

点が明確になってきた．第1の点は，孤発例にお

いてはⅩ染色体を含む相互転座の関与する意義が

大きいということである．またこれらの転座染色

体は，現在までに報告されている約20例13ト18）も含

めて，皆共通して①転座に関与する常染色体側の

方はどれも様々であるが，Ⅹ染色体側の切断部位

は皆一様で常にP21である．そして，②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遺伝子が発現したと考えら

れる．次に第2の点は，家系内発症例，つまり保

因者の発症と考えられる症例の中で，Turner症候

群の特徴的症状を持たず，妊性も正常にあるか，

■ぁると考えられる女性の軽度の発症例に，Ⅹ疫色

体の数的異常が存在する可能性のあることであ

る19）．この場合，消失した方のXが正常で，残存

したⅩにDMD遺伝子が存在すると推定される．

Kunkelらのグループが，DMD遺伝子座位にお

ける，14kbにもわたるcDNAの完全なクローニン

グを行なったと，最近発表した20）．彼らの論文によ

れば，104人の男児DMDのうち53人（51．0％）に

欠夫が認められ，その切断点は，全体のほぼ中間

に位置する約2kbのセグメントに集中しているこ

とが判明した．今後より詳細に解析が行なわれれ

ば，男児DMDにおける欠失型突然変異の占める

割合は，さらに大きくなると予想される．

一方，女性DMDに関する分子生物学的解析に

関しては，ターナー症候群での発症者におけるde

novoの欠失型突然変異の存在8）およびⅩ／A転座

例における切断点の検討に関する報告21）22）があり，

今後さらに詳細な解析が進むことになろう．今回

我々が樹立したリンパ芽球細胞株は，1－YoYaの

例の様に，モザイクの発見に′もつながり得るし，

また，一度樹立してしまえば，培養操作も簡単で，

しかも高い増殖能を有するため，多くの細胞を必

要とする分子遺伝学的解析を行う際に，有用な研

究材料となると思われる．

最後に，本研究は，検体を提供して下さった次

の先生方およびそのスタッフの方々との共同研究

により行ったもので，深く感謝の意を表します．
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33）Duchemne型筋ジストロフィー症の遺伝子診断

荒　木　淑　郎＊

研究協力者　　西　口　聖　治＊　村　上　龍　文書　内　野　　　誠＊

前　田　秀一郎＊＊　島　田　和　典＝　寺　本　仁　郎＊＊＊

は　じ　め　に

近年，Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）

の病因遺伝子近傍に局在するDNA断片がクロー

ン化され，RFLP（制限酵素切断で生じるDNA断

片の多型性）を利用したDMDの保因者診断が可

能となった1）．日本人DMDにおいても，これら

DNA断片を用いたRFLP解析が有用であること

が，既に本班において報告されている．そこで，

今回我々は，CK値の測定など従来の方法では判定

が困雉であった保因者の同定及びDMD発症機序

の解明に重要と考えられる欠失症例の検索を目的

として，Kunkelらより供与を受けたDNAブロー

フナを用い，熊本県の症例で，DNA診断を試みた．

方　　　法

DNAプローブは，Kunkelらより供与を受けた

pERT87－1，－8，－15を用いたl）．これらは，

DMD，Becker型筋ジストロフィー症（BMD）の

数％において欠失を検出し2），DMD病因遺伝子の

近傍もしくは病因遺伝子内に存在すると考えられ

ている3）．これらのプローブは，表1に示すような

RFLPを検出する2）．患者およびその家族の末梢血

表12）RFLP・detectingsubclonesofpERT87

Subclone Insertsize Enzyme Allele size

（Kb）　　　　　　　　　p q　（Kb）

pERT87－1　　1．3　　　BstNI　　　3．1　2．5／0．6
ⅩmnI　　　　8．7　　　　7．5

pERT87－8　　　1．3　　　　BstNI　　　4．4　　　2．2
TaqI　　2．7／1．1　3．8

でERT87■151－5　器Ⅰ器…　…‡芸

＊熊本大学医学部第一内科

＊＊熊本大学医学部第一生化学

＊＊＊国立療養所再書荘病院

白血球より抽出したDNAを制限酵素で切断し，

電気泳動後，上記プローブを用いてサザンフかロッ

トハイプリグイゼーションを行ない，バンドを検

出した．プローブは，マルチプライムラべリング

システムにより32PdCTPで標識した．

結果および考察

図1にpERT87－8による解析例を示す．14歳男

児はDMD患者で，13歳と7歳の妹があり，13歳

の妹はCKが高値を呈している．Bst刀による

RFLP解析で，父親は2．2kbのへミ按合体，母親

は4．4kb，2．2kbのヘテロ接合体，DMD男児は4．4

kbのbandを示し，13歳と7歳の女児は4．4kb，

2．2kbのヘテロ接合体であった．このことからDMD

は4．4kbのbandと連鎖していると考えられる．従

って上の13歳の女児と同様，下の7歳の妹も保因

者の可能性が高い．

図2の家系は，DMD孤発例である．母親の血

清CK値は正常であり，pERT87－8TaqIRFLPに

おいて，3．8kbと2．7／1．1kbのヘテロ接合体である．

18歳のDMD男児は，2．7／1．1kbのbandを有して

いる．このため，2．7／1．1kbのbandとDMDが連

鎖していることが考えられた．しかしこの弟も，

DMDの兄と同様に，2．7／1．1kbのbandをもつ．

従って，この家系においては，新しい突然変異に

よるDMD発症例か，あるいは交叉が生じた例と

考えられるが，さらに他のプローブによって検討

中である．

以上2家系についてRFLP解析例を示した．現

在さらに多数の家系において，保因者診断，欠失

例の検索を行なっている．また，今回のRFLP解

析には，32P標識プローブを用いたが，今後，一般

の検査室レベルでDNA診断を行なうためには，放
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N F

1　2　　1　2

N F

1　2　　　1　2　　3　　4

32P標識

図3

射性同位元素（RI）を用いないサザンプロットハ

イプリグイゼーションが有用と考えられる．我々

は，ビオナン標識プローブによる，家族性アミロ

イドポリニューロパシー（FAP）のDNA診断を

試み，良好な結果を得た．図3は，正常（N），FAP

患者（F）について，サザンプロット解析を行なっ

たものである．32P標識プローブほど鮮やかではな

いが．ビオテン標識プローブによっても診断でき

ることが明らかとなった．ビオテン標識プローブ

は，32P標識プローブに比較すると，一回の標識で

長期保存が可能であり，汚染の恐れもなく，今後

臨床検査レベルでDNA診断を行なう上に有用であ

ると考えられる．今後は，多数のDMD．BMD症

例についてDNA解析をすすめるとともに，非RI

標識による遺伝子診断についても検討していく予

定である．

ピオテン標識

FAPのDNA診断
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34）Duchenne型筋ジストロフィーのDNA診断

鈴　木　義　之■

研究協力者　　新本美智枝■　辻　　　明　彦■　楊

は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）及び

Becker型筋ジストロフィー（BMD）は，近年

Kunkelらト3）やWortonら4・5）により遺伝子座が解

明された．その遺伝子座内に制限酵素断片長多型

（restriction frogmentlength polymOrphism：

RFLP）を示すいくつかのブローベを用いて，連鎖

解析による保因者診断，出生前診断が行われるよ

うになった．我々はDMD遺伝子座内，もしくは

その近傍に座位を有する数種のブローベを用いて，

DMD及びBMD患者家系の家系分析，保因者診

断を行ってきた．これらの家系の中にはDMD遺

SCALE小心朗

穏　成■

伝子座内で交叉が生じている家系が見出された．

また，DMD遺伝子座内に欠夫が生じている例もあ

った．今回我々はこれらの交叉，欠矢を中心に

DMD，BMDの遺伝子診断の結果について報告す

る．

対象及び方法

1）ブローベ

図1に現在我々が連鎖解析に用いているブロー

ベのⅩ染色体上でのおおよその位置を示す．ブロ

ーベpERT87シリーズは，Kunkelら1・2）により，ⅩJ

シリーズはWortonら一）により，現在DMD遺伝子

r●C01鵬h■tlon O　　　■帥

X・Chromosome

1000　　1さ00　　　2000　　　～■00　　　｝000　　　3500　　　4000　　　■500

3015　01　　　　tu lJ　5Jl

SCALE（K扇

0　　　　　　　200　　　　　　400　　　　　　600

図1　DMD遺伝子周囲のDNAプローベ2）

＊回堵窪センター神経研究所疾病研究第五部
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座の一部として同定されている．これらのブロー

ベの日本人における多型頻度は，すでに報告し

た6）．

2）DNAの抽出

臨床的に診断の確立したDMD，BMD患者及び

その家族から得られた末梢血よりBlinら7）の方法に

従い，プロテアーゼK処理，フェノール抽出，リ

ボヌクレアーゼA処理でDNAを抽出した．その

DNA5／Jgを3倍過剰の各種制限酵素で切断L

DMD－17
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圧
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3）サザンプロット

0．7％アグロースゲル電気泳動後，サザンプロッ

ト法によりDNA断片をニトロセルロース膜へ転写

した．

4）ハイブリッド形成

ニッタトランスレーションにより32Pラベルした

DNAブローベを用いてハイプリグイゼーション

後，－800Cでオートラジオグラフィーを行った．
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図2　DMD遺伝子内交叉例
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結　　　果

1）DMD遺伝子座内での交叉

我々はこれまでにDMD38家系，BMD5家系，

合計43家系について連鎖解析を行ってきた．これ

らの家系のうち2家系においてDMD遺伝子座に

交叉が認められた．

図2に交叉が生じていた家系の例を示す．各々

のブローべに対する多型バンドは図中に示すよう

に，便宜上分子サイズの大小に対してアルファベ

ットの大文字と小文字をあてて示している．

この家系（DMDr17）では4人のDMD患者の

うちⅠⅠ－2，Ⅰト3の患者と母親（ト2）の多型バ

ンドのパターンから，母親のdFLtkpを示す側の

Ⅹ染色体にDMDは連鎖していると考えられる．

従って患者の妹（Ⅰト1）は患者と同じⅩ染色体を

母親から受け継いでおり，保因者であると診断さ

れた．この家系の患者Ⅰト4において，DMD遺伝

子座内に交叉が生じていた．患者ⅠⅠ－4はdFLtと

先の二人の患者（Ⅰト2，Ⅰト3）と同じⅩ染色体

DMD－37

PERT

87・30　　　　　t汀・15．87・1

11hl！h

87・B

廿2サ2

を母親から受け継いでいるが，ブローベpERT87

15とpERT87－8の間で交叉が生じ，続いてKPC

ともうー方の側のⅩ染色体を母親から受け継いで

いた．以上の結果より，この家系のDMDの病因

となった突然変異はpERT87－15側に生じたという

結論が得られた．

もう一つの家系の交叉はブローベpERT87－1と

XJ5．1の間で生じており，この家系の病因となった

突然変異はpERT87－1側に生じていた（図は省

略）．

2）DMD遺伝子座内での欠失

これまでに分析した家系のうち5家系のDMD患

者にDMD遺伝子座内で欠夫が認められた．図3

にこれらの家系のうち一つの家系の例を示す．

この家系（DMD－37）においては発端者（U－1）

のpERT87－15に対する多型バンドが欠失してい

た．この患者の他のブローベに対する多型バンド

は正常であった．通常ホモ接合型の女性の場合，

多型バンドの漉きは男性のそれの2倍になる．と

」－Bir：S言

87－30：Tt

87・15：Lt

87・8：Kk

87－1…P声

XJ－1Jl：Qq

∴
・図3　DMD遺伝子内欠失例
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ころが母親（ⅠⅠ－2）と妹（ⅠII－2）のpERT87－15

のバンドは父親と同じi農さであり，両者において

も一方のⅩ染色体のpERT87－15に対する多型バ

ンドは欠失していると考えられる．また発端者の

妹（ⅠⅠト2）は他のブローベの多型バンドからも，

患者と同じST欠失kPqを示す側のⅩ染色体を受

け継いでいると考えられ，保因者であると診断さ

れた．妹（ⅠⅠⅠ－2）のCPK値は高値であり，この

ことからも先の結果は裏付けられた．

図4にまとめてこれらのDMD患者の欠夫の範

囲を示す．DMD－19の家系の二人の患者の臨床症

状は比較的軽く，現在9歳と7歳であるが，通常

の歩行が可能である．他の家系の患者は典型的な

DMDの臨床経過を示している．

3）ブローベ754に欠矢を示す患者

図5にブローベ754に対する多型バンドが欠失し

ている患者家系を示す．この家系の患者は，生後

8ケ月時に筋力低下，筋萎縮が認められた．症状

は軽く，4歳の現在，仮性筋肥大も少なく，歩行は

DMD－13

一応可能である．典型的なDMDとは異なり精神

遅滞を伴っている．この患者において，プローベ

754とそのサブクローン754－11に欠夫が認められ

た．DMD遺伝子座内にあるブローベpERT87シリ

ーズやXJシリーズに対する多型バンドは正常であ

った．

考　　　察

KunkelらはpERT87シ））－ズのブローベを用い

てヒト胎児筋肉からのcDNAライブラリーより14

kbに及ぶDMDのcDNAをクローンした3）．この

CDNAのgenomicDNAでの分布から，現在DMD

遺伝子座は2000kbにも及ぶ大きなものて1あろうと

予想されている．従って，その中の一部のブロー

ベを診断に用いても病気との間に交叉が生じる可

能性がある．多くの欧米人におけるDMD患者家

系の連鎖解析の結果から，70ローベpERT87シ1）

－ズ，ⅩJシリーズとDMDとの間に6％の割合で

交叉が生じることが報告されている8）．我々が分析

PERT87　　　　　xJ
Cen一一●－

3015　81　　　101

DMD－19

115．1

DMD－23

DMD－24

DMD－37

SCAU：（Kb）

200　　　　　　　400

図4　欠失例の欠失部位
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87・15iL1

87・8；Kk

87－1；P声
XJ－11：Qq

XJ－51：R r
754・11；CE

L1．28：Aa

XJ－51　　　　782，754・11　　754

図5　ブローベ754の欠失例

した日本人のDMD患者家系においても，43家系

中2家系に．DMD遺伝子座内のブローベ間で交叉

が認められた．このような高率で遺伝子座内に交

叉が生じることを考慮に入れ，DMDの保因者診断

を行う場合，DMD遺伝子座をはさむ形で複数のブ

ローベを用いることが，診断の精度を上げるため

に有効であると考えられる．

DMD患者における欠夫については，欧米人にお

いて広く調査され9），現在ブローベpERT87シリー

ズ，XJシリーズを用いた場合，11％の割合で欠夫

が見出されると報告されている5）．日本人において

も同様に43家系中5家系で欠矢が認められた．欠

夫の範囲は家系によ1）様々であった．欠夫例はま

だ少なく，DMDの臨床症状とDMD遺伝子座にお

ける欠夫の位置，または大きさとの相関について

は，現在不明である．

DMDのCDNAを診断に用いた場合，患者の50

％に欠夫が見出されると報告されている3）．患者に
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おいて欠矢が認められる場合，保因者診断は容易

になる．現在我々はDMDのcDNAを用いた診断

を検討中である．

プロpベpERT87シリーズ，ⅩJシリーズの多型

バンドは正常であるが，754，754－11に対する多型

バンドが欠失している筋ジストロフィーの患者を

認めた．プローベ754はDMD遺伝子座の動原体側

にある．この患者の欠失部分は，DMD遺伝子座の

調節部位を含んでいる可能性があり，重要な症例

と考えられる．この患者の欠夫がDMD遺伝子座

のどのあたりまでカ、かっているかをさらに詳細に

調べ，臨床症状との相関について，今後検討して

いく予定である．

これらの欠夫が認められた家系にういては，リ

ンパ球をEBウイルスにより株化して詳しい欠失部

位の解析に用いる計画である．

終りに，御協力いただいた瀬川小児神経学クリ

ニック，瀬川昌也先生，野村芳子先生に深謝致し

ます．
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35）女性発症例を含むDMD家系の

遺伝子解析について

中　西　孝　雄■

研究協力者　　小　松　義

近　藤　郁

は　じ　め　に

Duchenne型進行性筋ジストロフィー（以下

DMD）は伴性劣性遺伝型式をとり，男子にのみ発

症し，女性における発症は稀な病態であるとされ

ているが，我々はこれまでに本姓会議でその2家

系を報告してきたl）2）．

Turner症候群を除いた女性発症例出現のメカニ

ズムとしては，

1）Lyonization仮説3㌧すなわちⅩ染色体のラ

ンダムな不活性化が起こらずに正常Ⅹ染色体が偏

位をもって不活性化されることにより異常染色体

保有の症状が発現する，という説がある．実際，

母親がヘテロでない女児におけるLesch－Nyhan症

候群の発症機構を検討したところ，母親由来のⅩ

染色体上でHPRT（hypoxanthineguaninephos－

phoribosyltransferase）遺伝子の完全欠損がお

き，父親由来のⅩ染色体が特異的に不活化されて

いることを明らかにした報告がある4）．しかし，DMD

の場合は，筋疾患であり，筋は融合した細胞なの

で，このことは証明しえない．

2）つぎに，Lyonizationの特殊型ともいうべき

もので，Ⅹ染色体と常染色体の相互転座による正

常Ⅹ染色体の不活性化によるとする説．すなわ

ち，血友病，Ornithine carbamyltransferase欠

損症，α－galactosidase欠損症，外旺葉形成不全症

などで．正常Ⅹ染色体が不活性化した上で常染色

体の転座に際して欠損した遺伝子座が発現したと

考えられるものである．しかし，この症例はすべ

＊筑波大学臨床医学系神経内科
＊＊筑波大学基礎医学系人類遺伝

＊＊＊国立守護センター神経研究所疾病研究第一部

成＊　金　澤　一　郎■

子＝　杉　田　秀　夫日暮

て突然変異によるものであり，Xとの連鎖が証明

されている家系での女性発症例を説明することは

できない．また，この患者に子供ができた場合に

は，DMDだけではなくこれにⅩ染色体の部分欠

損にもとずく症状も伴うものとなる．従来はこの

2つの考えが挙げられてきた．

3）これに対して，最近DMD家系の遺伝子解

析については，KunnkelらによりpERT87クロー

ンをマーカーとしたRFLP検定により，遺伝子連

鎖の検討が可能となってきた5）ことに鑑み，第3の

考え方の可能性を検討する必要がでてきた．すな

わち，女性発症例の遺伝子型の2つの遺伝子のう

ち，1つは保因者である母由来の異常遺伝子，そ

してもう一方は父のⅩ染色体のⅩp21付近に減数分

裂に際して突然変異を起こした異常遺伝子である

と考えれば，女性にも発症しうるものであり，し

かもこの仮説はDNA分析によりその証明が可能で

あるとする考え方である．すなわち，DMD遺伝子

にたいしての，alleleは異なるがcompoundhom－

ozygoteであることによって発症したのではないか

とする仮説である．

そこで本研究では，1）pERT87のサブクローン

をマーカーとしたRFLPにより，我々のDMDで

遺伝子連鎖が証明できるか否か，2）女性発症例

の発症メカニズムに，第3番目にあげた仮説であ

る，父由来のⅩ染色体の遺伝子レベルでの変異が

関与することがあるか否かを調べることを目的と

して，DMD4家系について遺伝子解析を行なっ

た．

ー208－



対　　　象

対象は，女性発症例を含まない2家系（H，J家

系）と女性発症例を含む2家系（N．S家系），計

4家系である（図1，2，3，4）．保因者の同定

は家系図およびCPK値によって行なった．N家系

とそのなかの女性発症者については既に本姓会議

において報告してある1）のでここでは触れないが，

S家系（図4）について簡単に述べておく．女性発

症者ⅠⅠト1については，その母の弟Ⅰト4は劫時期

に発症した近位筋の筋力低下があり，Gowers徴候

が認められ，小学校高学年で歩行不能となり，20

歳で死亡したが，知能は非常に良かったというこ

とから，病歴で判断するかぎり典型的なDMDで

あったと考えられる．また母ⅠⅠ－3はCPKが高値

を呈し，筋電図ならびに筋生検で筋原性変化の所

見が得られている．さてⅠⅠト1は小学校までは正常

H famlly

図2

－209－



N family

S family

であったが，中学校入学後，頸部と下肢近位部に

筋力低下が，俳腹筋に仮性肥大が認められ，CPK

が高値を呈し，筋電図で筋原性変化の所見が得ら

れたことより女性発症者であると診断した．

方　　　法

遺伝子解析の方法は，患者および家族より8ml

Xpter．

†
PERT87－15

l

PERT87－8

1

PERT87－1

↓
Xcent．

（F：3．1，f：3．3）

（B：1．6／1．2，b：2．8）

（E：2．7／1．1，e：3．8）

（D：4．4，d：2．2）

（C：3．1，C：2．45／0・65）
（A：8．8，a：7．5）

図5

ヘパリン採血し，EBウイルスとサイクロスポリン

にてリンパ球の芽化を行なったのち，DNAを抽出

した．このDNAをサザンプロティングハイプリグ

イゼーション法によって分析したが，その際用い

たprobeはKunkelらから提供されたpERT87サ

ブクローンである．pERT8771，－8および一15の

3種である．図5に示したように，pERT87－15に

よっては制限酵素TaqIでは3．1kb（F）および3．3

kb（f）を，さらにXmnlでは1．6／1．2kb（B）お

よび2．8kb（b）を識別した．同様に，pERT87－8
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によってはTaqIで1ま2．7／1．1kb（E）および3．8

kb（e）を，さらにBstXlでは4．4kb（D）および

2．2kb（e）を識別した．そしてpERT87－1によっ

てはBstNlでは3．1kb（C）および2．45／0．65kb（C）

を，Xmnlでは8．8kb（A）および7．5kb（a）を

識別した．

結果および考察

女性発症例を含まない2家系では，まずH家系

（図6）での保因者の母と発症の男児が共通の

haplotypeをもち，J家系（図7）での保因者の祖

母，母および発症者の男児が共通のhaplotypeを

もつことがわかり，これらのprobeにて遺伝子連

鎖を確認することができた．従ってこの方法は高

い確度をもって診断可能なものであるといえる．

一方，女性発症例を含むN家系（図8）では，

女性発症者と，発症の男児が共通のhaplotypeを

H family

有し，非発症の男児はそれとは異なるhaplotypeを

もつことがわかった．女性発症者である母の1つ

の遺伝子が病的なものと考えることによって，男

子の発症は説明でき，もう1つの遺伝子が正常な

男児に伝わりその男児が正常であるので，発症女

性の一方の遺伝子は正常であるといわざるをえな

いことから，我々の仮説を支持する結果ではなか

ったといえる．

つぎに，S家系（図9）では，女性発症者の他，

保因者である祖母，母，妹のすべてが共通のha－

plotypeを有し，女性発症者のもう1つのha＿

plotypeは父のそれと一致していた．ここで女性発

症者S4は，父親から同じhaplotypeをうけつい

でいることから，母親S2からうけとった異常遺

伝子のみで発症していると考えられる．このこと

は，S4の姉妹であるS6が遺伝子型としては発

症者と同一であるにもかかわらず，非発症保因者
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N family

にとどまっていることからも支持される．すなわ

ち，この家系においても，女性発症のメカニズム

に父親の遺伝子レベルでの突然変異が関与する証

拠を得ることはできなかった．

N家系とS家系を併せて考えて，われわれの仮

説は証明できなかったものの，仮説そのものが否

定されたわけではなく，今後症例を重ねることに

よって，この仮説で証明しうる女性発症者を兄い

だす努力を続ける必要があると考える．

謝辞：最後に，サザンを御担当下さいました都

立神経研究所の小泉先生，ならびに御指導を頂き

ました都立臨床研究所の鈴木紘一先生に深謝いた

します．
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36）欠損を伴うDMD遺伝子の検出

鈴　木　紘　一＊

研究協力者　　大　野　茂　男＊

斎藤深美子＝

日　　　的

DMD遺伝子の解析はKunkelら1）の研究により

最近飛躍的に進み，CDNAの全長約14kbがクロー

ニングされ，約2000kbにわたる遺伝子の構造も明

らかにされつつある．このような状況の下で当面

の課題はDMD遺伝子によってコードされる遺伝

子産物の同定と，DMD患者における変異と病因の

解析である．Kunkelらはこれまでに解析した104

例のDMD患者のうち53例が欠夫を伴う変異であ

ることを報告している1）．欠夫を伴う変異による

DMDは比較的まれであると考えられていたにもか

かわらず，実際にはDMD患者の半数以上に欠夫

がみられ，DNAの欠夫がDMDの主因と予想され

るようになった．我々はDNAの欠夫に焦点を絞

り，DNAの変異部位とDMDの発症の相関を解析

することを目標に研究を進めている．

DMD遺伝子部位のDNAの欠夫はRFLPを分

析する場合と同じく，通常次のようにして行う．

即ち，リンパ球のDNAを制限酵素で切断し，電気

泳動で分離したDNA断片をニトロセルロース膜に

転写し，適当なDNAプローブでバンドを検出し，

生じるDNA断片のパターンからDNAの欠夫の有

無を判定している．この方法では，患者と共にそ

の家系を分析する必要があり，使用できる酵素も

多型性が出現するものに限られるなどの制限があ

る．また，分析に多くの時間，労力，経費が必要

なためマススクリーニングに通した方法とは言え

ない．そこで，我々はまず欠夫を伴ったDMD患

者を手軽に検出する方法の開発を試みた．本年度

は，既に欠矢が明らかにされているDMD患者の

＊東京都随床医学総合研究所

＊＊東京医科歯科大学難治疾患研究所

秋　田　朗　子＊　今　野　保　彦＊

山　本興太郎H

DNAを使ったモデル実験を行い，DNAスロット

プロット法がDNAの欠矢を検出する手軽な方法と

なるか否かを検討した．

方　　　法

斎藤ら2）によって見出されたグリセロールキナー

ゼ（GK）欠損症を併発したDMDでpERT87－1

から15領域のDNAを欠失している症例3）を材料と

した．EBウイルスでトランスフォームした患者と

その母親のリンパ球，コントロールとして正常女

性及び46XXXX（4M1416）のリンパ球を用いた．

単離した））ンノⅥ求からAppliedBiosystems社の核

酸抽出機（340A型）を使ってDNAを精製した．

アガロースゲル電気泳動で検定した限りでは，え

られたDNAは分子量的にも純度的にも従来法で精

製したDNAとほぼ同等であった．

DNAを超音波処理（300W，30秒×2回）で約

0．5～1kbに細断し，S＆S社のMinifi1tration

manifoldを使いHybondN膜に帯状（スロット）

に0．5－2／JgのDNAを添付した．上記膜上の

DNAをアルカリ変性後UV照射で固定し，サケ精

子DNAとprehybridizationを行った．次に同じ

条件（650C）で32P－ラベルのプローブpERT87，1

とhybridizeさせ，最終的に膜を0．1×SSC－0．1％

SDS中で650C，20分，2回洗浄し，ラジオオート

グラムを取った．pERT87－1の他にプローブとし

てオルニナントランスカルバミラーゼ（OTC），カ

ルシウム依存性プロテアーゼ（CANP）のcDNA

を用いた．

結　　　果

DMD患者のDNA試料が，OTCプローブでは

欠損していないが，pERT87－1では欠損している
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ことを図1（上部）に示す．母親では2本のⅩ染

色体のうち，1本は正常だが他の1本には欠損が

ある．これらを模式的に図1の下半分に示した．

これらの試料を使ってスロットプロットを行った

結果が図2である．各写真の右側の数字は用いた

プローブと反応すると思われるハブロイド当りの

DNAのコピー数である．

CANP遺伝子はⅩ染色体上にはないので，サケ

のDNA以外はすべて2コピー，OTC遺伝子はⅩ

染色体にあり，患者でもこの部位は欠失していな

いのでコピー数は試料中のⅩ染色体の数に等し

い．pERT87－1をプローブにすると，Ⅹ染色体の

うちⅩ′には欠損しているので1患者と母親ではOTC

よりコピー数が1少なく，患者では明らかなバン

ドの消失が見られる．図2のバンドをデンシトメ

ーターでトレースしたのが図3である．プロット

するDNAの量を正確に合せることは難しいが，

CANPとOTCプローブによるバンドの濃度から

各々添加した全DNA量とⅩ染色体量が標準化で

きる．このトレースの結果からもⅩ′がCANPと

OTCに関しては正常であるが，pERT87－1の領域

が明らかに欠損している．

以上の結果はDNAの欠損が確定しているDMD

患者に対し，pERT87rlプローブを用いて行った

モデル実験ではあるが，スロットプロット法でDNA

の欠夫を検出でき，バンドの濃度を定量すれば，

患者の母親のような部分欠夫でも検出できること

が判明した．

討　　　論

pERT87のようにDMD遺伝子そのものをプロー

ブに使ったRFLP分析では，解析の結果見出され

たDNAの欠夫は，交叉の可能性を除けば疑問をは

さむ余地は少ない．しかし，RELP法は多数の試

図1RFLP法によるpERT87－1領域の欠損の検出と欠損部位の模式図
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2　スロットプロット法による欠矢の検出

CANP

≡；芸；嘉；嶋

図3　デンシトメトリーによるスロットプロット（図2）の定量
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料を検討する方法としては現実的でない．ここで

用いたスロットプロット法はこれに対し次の利点

がある．（∋家系分析によらず，患者だけの分析で

よい．（∋結果が欠損と出た場合には問題がない．

③DNAをプロットした膜は何回か繰返し使用でき

るので幾つかのプローブの結果が直接比較できる．

⑥プローブを組合せて使えば欠損の位置，大きさ

等の概略がわかる．（9労力，時間，経費の点でRFLP

法に比べ非常に優れているので多数の試料が処理

できる．

しかし，一方では，検定可能な症例が限定され

るおそれがあり，幾つかのプローブをあらかじめ

用意し，使用するプローブがcrosshybridization

しないことをチェックする必要がある等の問題点

が考えられる．

スロットプロット法における最大の利点は時間，

労力，経費の節減である．スロットプロットのみ

を行う時には，DNAの精製はずっと簡単になり，

抽出精製からDNA－フィルターの作製までを3時

間で終え，直ちにhybridization，オートラジオグ

ラム（3－5日必要）に進むことができる．RFLP

法ではDNAの抽出精製に3－5日（今回使用した

機械を使えば1日），電気泳動，サザンプロットを

行ってDNA－フィルターを作るのに2日，さらに

その後hybridization，オートラジオグラム（3－5

日）を行うので，全部で約2週間かかる．スロッ

トプロット法の最大の問題点はプローブの選択で

ある．現在入手可能なものはpERT87など数種の

染色体DNA断片と，DMDの全長をカバーする

CDNA断片である．欠夫は染色体DNAの問題

で，検出が可能な限り出来るだけ小さな染色体

DNA断片をDMD遺伝子の全長にわたってとりそ

ろえておけば，これらをプローブにして欠夫が確

実に検出できる．しかし，現在簡単に入手できる

のはcDNA断片で，染色体DNAではない．cDNA

の大きさはDMD遺伝子の約1／150で，CDNAの

l kbは染色体DNAの平均約150kbに相当する．

スロットプロット法では用いるプローブの全長が

完全に欠失していないと検出できないので，1kb

のCDNAをプローブにすると，150kb以上の欠損

しか検出できない．しかし，Kunkelら1）は2種類

のcDNAプローブを使って約80％の欠夫を実際に

検出しているので，うまいものを選択すればcDNA

をプローブにしても事実上は検出できる可能性が

ある．今後はさらに細かい条件を確立し，使用可

能なcDNAプローブを選別し，実際の分析に応用

したい．
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37）ジストロフィー筋の収縮特性と

細胞内小器官の元素分析

吉　岡　利　息＊

研究協力者　　玉　木　哲

は　じ　め　に

筋細胞内における蛋白同化活性より異化の高進

は筋変性をもたらす大きな要因の1つとなる．筋

ジストロフィー症における筋収縮蛋白系の崩壊に

は，カルシウム依存性プロテアーゼ（CANP）が

強く関連していると考えられ，実際Duchenne型筋

ジストロフィー症（DMD）ではかなり高い濃度の

カルシウムイオンが検出されている2）．また，筋ジ

ストロフィー症モテりレ動物であるmdxマウスの筋

細月包のカルシウム濃度を電子線プローブ微量元素

分析法（EPMA）を用いて測定してみると高い分

析値が得られた7）．本報告では，実験動物の数を増

やして他の元素を含めて分析するとともに緩筋及

び速筋における収縮特性について検討を加えてみ

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）およびその対照マウスから

緩筋であるひらめ筋（SOL）および速筋である長

朗＊　竹　倉　宏　明＊

址伸筋（EDL）を摘出し，左側を元素分析用に液

体窒素で冷却したフレオン液（－1650C）を用い瞬

間凍結し，超薄切片を作り，真空乾燥後，特殊冷

却ホルダー（－1000Cに調節）を用い電子顕微鏡と

Ⅹ線検出器から各元素（Na，Mg，P，S，Cl，

K，Ca）を分析，定量した3）7）．

右側の筋束は，95％酸素をバブリングしている

クレブスリンゲル液（370C）に浸漬し，白金プレー

ト電極を介したフィールド刺激を与え，単収縮，

強縮，連続刺激による疲労曲線などが記録された．

結　　　果

生後2カ月半のmdxマウスおよびコントロール

のSOLおよびEDLの単収縮，強縮および10Hz刺

激によって得られた連続単収縮とその張力減衰過

程，それに続く電気刺激に対する反応が無くなる

までの経過から，それぞれの筋の収縮特性を知る

ことができる（図1，2）．疲労曲線の疲労に至る

までの時間は，mdxマウスにおいて延長する傾向

にあり，特にEDLで著明であった（表1の

SOL

－　　⊂〇一：

⊥ト＿二二一・・・・・・・・．ll．一・二一・一一一一一一一・・．

0　　　　　　　1

⊥トこ＿
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図1　ひらめ筋の収縮様式
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0　　　　　　1　　　　　　2

mdx
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図2　長蝕ヒ伸筋の収縮様式

ttCFTH）．その他の特徴では，やはりEDLにおい

て認められ．筋重量当りの発生張力は対照に比較

して減少し（表1のttF／MW”），完全強縞を生ず

る刺激頻度は，mdxマウスで125Hz（対照で156Hz）

と減少している（表1のt’FQ”）．SOLのそれぞれ

の項目においては大きな変動はなく（表1），この

年齢におけるmdxマウスでEDLに対する影響が

強く認められた．

EPMAで求められる元素分析は，1個の細胞全

体（1arge－CytOplasm），太・細フィラメントの部

位（small－CytOplasm），およびミトコンドリアか

ら得られた．Na＋，Cl一，Ca2＋などは筋の摘出，凍

結処理，あるいは薄切時に受けた損傷（すなわち

damaged－fiber）によって高い濃度を示し，またK＋

は激減するので，これらの細胞は分析結果から除

いた．SOLおよびEDLのNa，Mg，P，S，Clお

よびKの濃度については，例数が少ないこともあ

るが，有意な差は認められなかった．表2には膿

7　　　　　　0　　　　　　9　　　　　10　　　　　111両h

度に変動があったカルシウムについてのみ示して

ある．全般的にmdxマウスの両筋において高いカ

ルシウム濃度が得られた．核を除くようにして筋

形質に照射された8～1叫m直径のプローブから得

られる1個の細胞のカルシウム濃度は，mdxマウ

スで5（SOL）および6mmole／kg dry weight

（EDL）であり対照と比較して上昇していた．ま

たミトコンドリアのカルシウムi農皮にも高い測定

値が得られた．

考　　　察

骨格筋糸田胞内の小器官および基質のイオンi農度

分布を測定することは，正常筋収縮機構の解明の

みならず，病的状態の桟能やその原因を極める上

で強力な手段となる6）7）．筋ジストロフィー症骨格

筋細胞やmdxマウスの筋細胞では細胞内カルシウ

ム濃度の上昇が報告されており2）7），今回の結果と

一致する．正常筋細胞の静止状態下では，筋小胞

表1ThecharacteristicsofSOLandEDLincontrolandmdxmice

TE f－Q HFT CFTBW　　　　　　　仰

（n＝3I　　　　　　（ ）　　　　（m

BW F

I　　　（Xlの　　　（ I　　　　（q〉 （l）　　　（HzI tSeCI t8eC）

SOL

EDL

cont　　29．7　　　10．1　　　3．38　　　　5．35　　　　528．2

mdx　　31．0　　　11．8　　　　3．82　　　　4．03　　　　410．3

cont　　29．7　　　14．0　　　　4．73　　　　5．62　　　　402．3

mdx　　31．0　　　15．9　　　　5．10　　　　4．88　　　　305．7

14．9　　　　100　　　　　250　　　　1230

14．7　　　　100　　　　300　　　　1800

20．7　　　　156　　　　　66　　　　　690

22．8　　　　125　　　　　90　　　　1920

HW；muSCle veiqht．F；tenSion force．m／TE；tVitch and tetanus ratio．FQ；frequeney of
complete tetanust HFT…half tizne during complete fatique，CrT：time of complete fatigue．tl血bers

are expressed as mean・
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表2　Theca7ciumconcentrationofwholemusclecellofSOLandEDLincontroland
mdx mice

SOL

COnt mdx

EDL

COnt mdx

Large－CytOPlasm

Sma11－CytOplasm

4

（n＝2）

5

（n＝2）

（n＝2）　　　（n＝2）

Mitochondria　　　　　　1　　　　　　　8

（n＝2）　　　（n＝2）

4±3

（n＝5）

7±2

（n＝5）

2±2

（n＝5）

6±3

（n＝6）

8±3

（n＝6）

Numbers・are eXpreSSed as mean±S．D．（m mole／kg dry weight）
numbers with parenthesis is animal No．

体にカルシウムのほとんどの量が貯蔵されており，

収縮，拘縮時にその6割以上が放出され，trOpOnin

やparvalbuminに結合するが，細胞全体としての

カルシウム量には変動はない4）．

カルシウム濃度はジストロフィー筋で対照群よ

り高値が示されたことから，外からのカルシウム

イオンの流入を考えなければならない．静止時の

細胞内カルシウムイオン濃度は通常0．1／∠：．Ⅰ（10－7

M）以下と極めて低く，その調節にはカルシウム

ポンプやナトリウムーカルシウム交換機構を介して

行われている．ジストロフィー筋ではその細胞膜

にカルシウムイオンを積極的に細胞外へ排出しよ

うとする機構に何等かの異常を示しているのであ

ろう．細胞膜に限らず内部膜系を持つミトコンド

リアについても高い濃度のカルシウムが検出され，

同様に考察できると考えられる（表2）．筋原緑経

に局在するカルシウム濃度が高いことは（表2の

ttsmallcytoplasm”），CANPの活性上昇をさらに

助長することになり筋蛋白の崩壊を進行させるも

のであろう2）．さらにCANPはZ帯に極在するこ

とからその構造変化，たとえばstreamingなどの

幅の広くなったZ帯には高い濃度が予想されるこ

とやオペイク細胞のカルシウム濃度が高いという

報告2）からも，全体としてみた筋内カルシウム濃度

を増加させる要因にもなる．

収縮様式からみるとmdxマウスのEDLは，SOL

の性質を帯びるようになったが5），筋細胞膜の性

質，収縮蛋白系，筋小胞体の機能，筋線経のステ

ッフネスなどに関して，いわゆる除神経的効果が

生じているものと考えられる．カルシウム結合蛋

白であるparvalbumin量が疾患筋で減少している

ことは，筋弛緩速度の遅延を生じ，10Hzで刺激を

与えた場合疲労に至るまでの時間が延長されたも

のと考えられる．また，mdxマウスのEDL筋に対

して刺激頻度を増した場合には，筋小胞体へのカ

ルシウム取り込みに早いphase（troponinより）

と遅いphase（parvalbuminより）があること4）か

ら，疲労に至るまでの時間は逆に短縮される可能

性がある．筋湿重量当りの発生張力の減少は収縮

蛋白の減少，問質の増加などの形態的変化と筋束

の偽肥大1）によるものと考えられる．

今回用いた筋束には，再生された筋線経が多数

を占めるが，たとえ再生筋であっても遺伝的には

発症時の細胞膜の性質が残存している可古訓生も考
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えられる．ミトコンドリアのカルシウム漉皮上昇

に関しては，正常，静止時にはいかなる細胞のミ

トコンドリアにもほとんどカルシウムを含まない

ことから一），カルシウムの異常なる蓄積はミトコン

ドリア膜のイオンの透過性変化，あるいは筋ジス

トロフィー筋においてはミトコンドリアの積極的

なカルシウム取り込みの結果であると考えられる

が今後の問題である．
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38）fura－2による骨格筋細胞内のCa2＋濃度測定の試み

吉　田　瑞　子＊

研究協力者　　工　藤　佳

骨格筋細胞内のカルシウムイオン濃度は，未だ

に正確に測定されていない．そこで1985年Tsienに

よって，細胞内のカルシウムイオン濃度を測定す

るために発表された蛍光プローブ，fura－21）を用

いて骨格筋細胞内のカルシウムイオン濃度測定を

試みた．

fura－2は水溶性で解離するため，細片包膜を通過

しない．細胞膜を通過出来るように，アセトキシ

メチルエステル化し，疎水性にしたfuraT2－AM

がある．これが細胞内に取り込まれると，細胞内

にあるエステラーゼによって分解され，fura－2と

なりカルシウムイオンと結合する．従って細胞が

fura－2－AMを取り込むことが出来，細胞内にfura

－2－AMを分解するエステラーゼが存在するなら

ば，インジェクションが不可能な細胞内のカルシ

ウムイオン濃度を測定出来る．現在まで平手骨筋，

神経細胞，リンパ球等種々の細胞内カルシウムイ

オン濃度が，fura－2－AM負荷によって測定され

ている．しかし骨格筋ではfura－2－AMが細胞内

に取り込まれないのか，細胞内に分解酵素がない

のか，fura－2－AM負荷によるカルシウムイオン

濃度測定の報告がない．

試料と方法

試料：骨格筋はICRマウスの長址伸筋（図1A）

を用いた．腱から腱までを採取し，緩衝溶液2）中で

4本の束にさいた．裂き方は腱が1本の方をピン

で止め，他方腱が4本に別れているうち3本を，

ピンで止めてある方へ，1本ずつひっぼりあげた．

ひっぼりあげた筋束は収縮したままとなった（区l

l Bの右3本）ので除去した．残った筋束はスム

相可托センター神経研究所疾病研究第四部
＊＊三菱化成生命研究所

久＝　菊　池　建　機＝

－スで，ほとんどの筋細胞は腱に結合していた．

この筋束にfura－2－AMを負荷し，細何包内カルシ

ウムイオンi農度測定を行なった．

fura－2－AM負荷：7．5FEMfura－2－AMおよび

0．08％pluronicF－127が入った緩衝溶液に筋束を

入れ，標準酸素を加えながら，370Cで40分間浮置

した．その後筋束を緩衝液でヾ先i條し，さらに10分

間，370Cで標準酸素を供給しながら緩衝溶液中で

浮置した．

測定用セルと蛍光強度測定：fura－2－AMを負

荷した筋束は次のようなセルに試走した．0．1mm

の厚さの培養用カバーグラス（55×70）にフレキ

シパームの仕切りを取りはずし．たものをはりつけ

た．その枠内に，両面テープ（3×5）を筋束の

長さの間隔をあけて2ヶ所にはり，その上にシリ

コンシート（3×5×1）をはった．このセルの

中に緩衝液を入れ，fura－2－AMを負荷した筋束

の除をシリコンシートにステンレス製ピンで止め．

筋束を国定した．

蛍光強度測定は，キセノン光源の落射型蛍光顕

微鏡を用いた．ステージ上に筋束を固定したセル

を設置した．筋束が動かないように，リング状の

ステンレスワイヤーで軽く押え，標準酸素を飽和

した370Cの緩衝溶液をセル内に濯流した．

蛍光強度は超高感度SITテレビカメラを顕微鏡

に接続して受光した．その蛍光強度を画像解析装

置を用いて処理し，カルシウムイオン濃度を算出

した．測定部位の検索は測光回路にモニターテレ

ビを接続して，テレビ画面上で行なった．

カルシウムイオンと結合したfura－2は，340nM

の励起光でカルシウムイオン濃度に依存した蛍光

強度（F34。）を示し，360nMでカルシウムイオン

濃度に依存しない蛍光強度（F。6。）を示す．二波長

の蛍光強度比（F3．。／F360）は，fura－2の濃度，試
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図1ICRマウス長址伸筋
A：睦から腱まで採取した長址伸筋

B：四本の筋束に裂いた長址伸筋

C：Bの左下のスムースな筋束

D：Cの筋束の側面

料の形態，測定装置の係数に関係なく，カルシウ

ムイオン濃度を与える3）．画像解析装置を用いて，

F34。／F36。の比より，細胞内カルシウームイオン濃度

を算出した．

fura－2－AMの細胞内取込みと分解の検索：

fura－2－AM負荷の細胞に，10L5Mのイオノマイ

シン処理を行ない，細胞外からCa2＋を流入させる

ことによって調べた．

標準溶液による蛍光強度測定：Harafuj卜

Ogawaの方法に従って作成したカルシウムイオン

標準溶液に，fura－2を加え，10JLMrfuraT2

－Ca2十標準溶液を作成した．この溶液をかヾ－グラ

スで挟み，顕微鏡下で370Cに保ち，蛍光強度を測

定した．

結果と考察

標準溶液の画像処理像の色彩を図2Aに示す．

カルシウムイオン濃度が50nMでは桃色，100nMで

は桃色にわずか緑色が加わった．200nMでは桃緑

色，500nMでは薄青色，1．0〟Mでは薄青色に黄色

が加わった．

ICRマウス長址伸筋のモニターテレビ画面上の

像と画像処理によるカルシウムイオン濃度を図2

Bに示す．aは腱からはずれた細胞である．細胞内

のカルシウムが異常に高いのか，細胞がスムーズ

でない．画イ象処理による色彩は，白色に黄色が入
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享＿寺二…三
〇．05　0．1　0．2　　0．5　1．O

Ca三十帥）
図2A　画像処理による標準カルシウム溶液の色彩

図2B　骨格筋細胞のモニターテレビの映像と画像処理による筋細胞内カルシウム浪度

a：腱からはずれた骨格筋伯一黄色，1n▲6M以上），b：随からはずれた筋（白

一黄色，10‾6M以上）と腱に結合している筋（桃一緑色，100～200nM），C：無

傷の筋（桃色，50nM），d：Cの骨格筋細胞に10r5Mのイオノマイシンを負荷した
（薄青一緑色，500nM）．
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り10－6M以上のカルシウムイオン濃度を示した．b

は腱からはずれた細胞とその下の腱に結合してい

る細胞を示す．腱に結合している細胞は桃色に緑

色が加わり，カルシウムイオン濃度として，100－200

nMを示した．Cの細胞は，非常にき骨らかな形態を

示している．桃色を示し，50nMのカルシウムイオ

ン濃度を示した．この細胞に10‾5Mのイオノマイ

シンを負荷した．その結果dに示すように，細胞

の形態が変り，外液のカルシウムイオンが流入し

収縮を起していることがわかった．画像解析では

桃色から薄青色に緑色がわずかに加わっており，

約500nMのカルシウムイオン濃度を示した．モニ

ターテレビ画像と，画像解析像と形態が異なるの

は，撮影時間がわずかずれたためである．

以上の結果より次のことが明らかになった．1）

骨格筋細胞はfura－2－AMを取り込み，fura－2に

分解する能力を持っている．2）細胞内のfura－2に

よって，正常一無傷骨格筋の静止状態のカルシウ

ムイオン濃度は100nM以下である．
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39）mdxマウスにみられるmyotonicburstの

筋細胞内記録

栗　原　照　幸＊

研究協力者　　内　田　東　彦＊　根　本　　　博＊

岸　　　雅　彦＊　木　下　真　男＊

は　じ　め　に

mdxマウスは1984年イギリスのBulfieldら1）が

C57BL／10マウスの中からスクリーニングして

Creatinekinaseとpyruvatekinaseの活性が高い

マウスを発見し，Ⅹ染色体劣性の遺伝形式をとる

筋ジストロフィー症モデル動物ということになっ

ているが筋変性が起る他活発な再生がみられるこ

と等ヒトの筋ジストロフィー症とは異なる点もあ

る．今回著者らはmdxマウスの横隔膜標本を用い

て筋細胞内記録を行ったところ，筋変性の始まる

以前の生後4日目の標本でもmyotonicburstが起

ることを見出し，myOtOnicburstの活動電位が反

復して起る機序についてNa十依存性であるか否か

Nachannelblockerを用いて検討したので報告す

る．

方　　　法

mdxマウス生後4日目（筋変性の始まる前の時

期），生後9日目（筋変性が始まる時期）及びそれ

以後の時期（再生筋の時期）の横隔膜標本をつく

り，95％02と5％C02の混合ガスを通じて酸素化

しながら3MKClを満したガラス管微小電極を用

いて筋細胞内記録をした．

mdxマウスの対照としてC57BL／10マウスを用い

て膜電位を計測し，微小管ガラス電極刺入時にミ

オトニーが起らないことを確認した．その他哺乳

動物のミオトニーモデルとして，Wister系ラット

の横隔膜一神経標本を用いて低Cl溶液でミオトニ

ーを実験的につくり，筋細胞内記録を行った．低

＊東邦大学医学部第四内科

Cl溶液はTyrode溶液の組成の中でNaClを59．6

mMのNa2S04に変え，KClを5mMのKH2P04

に変えて作成した．

Myotonicburstの活動電位を生じるイオン機序

についてNa＋依存性であるか否かを検討するため

Na channel blockerとしてtetrodotoxinを1．2

FEM／Lの濃度でmusclechamberに加えることで

筋細胞内へ微小電極が刺入される時や，細胞から

電極が出る瞬間にmyotonicburstが阻止されるか

否か検索した．

結　　　果

静止膜電位はWister系ラットではq85．1±3．1

mV（I．S．D．）（N＝107），C57BL／10マウスでは－

85．7±3．1mV（N＝60）であったが，mdxマウス

では生後4日日では，－66．9±10．OmV（N＝33）：

生後9日目では，一84．2±3．5mV（N＝31）；

生後23日目では，－86．1±4．－5mV（N＝80）：

生後102日目では，－71．9±6．4mV（N＝50）；

生後125日目では，－69．1±7．8mV（N＝52）：

生後229日目では，－71．6±8．7mV（N＝100）：

生後255日目では，－69．7±10．1mV（N＝62）であ

った．mdxマウスでは生後9日目と23日日の標本

で，膜電位は正常であったが，他の時期では60日

日以後の再生筋の時期を含めてみな低下を認めた．

生後4日目のmdxマウスの横隔膜標本を作成

し，Tyrode溶液中に95％02と5％C02の混合ガ

スを通じて酸素化しながら微小管ガラス電極を筋

細胞内へ刺入すると，刺入時の機械的刺激によっ

て図1のようなmyotonicburstが認められた．こ

の図では微小電極が筋細胞膜に触れて完全に細胞
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20ms

図1生後4日目のmdxマウスの横隔膜標本

で、微′ト電極刺入時にみられたミオト

ニー．下図はオシロスコープの掃引速

度を上図の5倍に速めて記録したもの．

表1　生後4日目のmdxマウスの横隔膜標本

で10個の筋細胞よl）微′ト電極刺入時に

起るmyotonic burstを記録し．各

burst中の活動電位の数，発火頻度．持

続時間を計測した．

mdxマウスのmyotonic burst（生後4日目）

筋細胞 活動電位の数 発火頻度 持続時間

1 13　佃 62．5 Hz 220　m sec

2 21 96．2 240

3 19 64．1 370

4 34 45．5 900

5 15 55．6 480

6 13 83．3 180

7 7 50．0 120

8 33 59．5 610

9 13 62．5 200

10 10 54．3 200

平均±S．D． 17．8±9．2 63．4±15．4 352．0±245．7

内へ入り切る前から小さい毒舌動電位が起り始め，

細胞内へ入り切った時にも通常の大きさの活動電

位が反復して起っている．表1は，生後4日目の

mdxマウスで10個の筋細胞からmyotonicburstを

記録して，1回のburstで起った活動電位の数，発

火頻度，発火持続時間を計測してまとめたもので

ある．一回のmyotonicburstでみられる活動電位

の数は7～34個みられ，平均すると17．8個であっ

た．発火頻度は45．5～96．2Hzで平均63．4Hzであ

った．発火持続時間は120～900msecで，平均

352．Omsecと短いburstが多かった．図2は生後

9日目のmdxマウスのmyotonicburstを筋細胞

内記録したものであるが，他のミオトニーにみら

れるように微小電極が筋細胞内へ入ると，脱分優

相のあと活動電位が生じている．

図3には低Cl溶液にラットの横隔院標本を浸し

た時に生じたmyotonicburstの記録であるが，や

はり微小電極を筋細胞内へ刺入した機械的刺激で

反復する活動電位の発火が起っている．活動電位

の形はmdxマウスのミオトニー発火とよく似てい

る．

mdxマウスのコントロールであるC57BL／10マウ

スでは微小電極刺入時にmyotonicburstを認めな

mdxmou＄et9daysotd）

‾／〝ノ／／r

＿＿　　　」20刷
100ms

図2　生後9日目のmdxマウスの横隔膜標本

で，微小電極刺入時に起っ　た

myotonic burst．比較的緩徐な脱分極
相の後に闇値に適した時点で活動電位

が生じ，これを反復している．burstを

く　り返すと揆電位も次第に低下し，活

動電位も次第に小さくなっている．
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かった．

Myotonicburstの各活動電位の発生に先行して

比較的緩徐な脱分極相が存在するが，このような

反復発火を生じるものに心臓の洞房結節がある．

洞房結節が自発性に活動電位をく　り返して生じて

いるイオン機序についてはCa十十依存性であること

が知られている．ミオトニーについて活動電位を

生じるイオン機序について検索する目的でNachan・

nelblockerであるtetrodotoxinをmusclecham・

ber中に1．2JLM／Lの濃度で加えると，mdxマウス

にみられるmyotonicburstは微小電極の刺入時に

おいても，又電転を細胞外へ引き抜く時にも反復

発火が起らなくなった．図4の上図は．生後4日

目のmdxマウスでtetrodotoxin投与前には，微小

電極を筋細胞内から引き抜く時にburstがみられ

る．図4の下図2つは，2つの異なる筋細胞で細

胞内電極が入っている時には陰性の膜電位を示す

が，電短が細胞外へ出る時にはO mVにもどり，

この間の機械的刺激によってもtetrodotoxinが投

0．1S

図3　ラットの横隔膜標本を低Cl溶液に浸し

て実験的につくったミオトニー

下図はオシロスコープの掃引速度を上

図の5倍に速めて記録したもの．

与された時にはburstが起らないことを示す．

低Cl溶液によってつくったラットのミオトニー

標本でも同様な実験を行い，tetrOdotoxinによっ

てmyotonicburstが阻止された．

考　　　察

mdxマウスは形態学的にはBulfieldらにより生

後4日目の骨格筋では変性像は未だ見られず，杉

田らの報告でも5日目の標本で筋変性が起ってい

ないことが報告されている．

図4　生後4日目のmdxマウスの横隔膜標
本．

上図は微小電短を雷印の時点で筋細胞

内から外へ引き抜く時に生じたburst
（↓）．

下図2つはtetrodotoxirlを1．2jLM／L
の浪度でTyrode溶液に加えると，微小

電極を筋細胞内から外へ引き抜く時

（■）にもburstが起らないことを2つの

異なる筋細胞で示した．
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最初の変性は10日目のヒラメ筋で認められ貧食

反応を伴った壊死線経が集塊を成して認められる

ことが杉田らの報告にある．著者らも9日目の横

隔膜標本で変性像を認めている．変性の後には，

中心核線経が増して60日日～120日目では大部分の

筋線経が再生筋線維となる．mdxマウスではヒト

の筋ジストロフィー症と異なり完全な再生が起っ

ていることが特徴である．

今回の実験から生後4日昌のmdxマウスの横隔

膜標本でもmyotonicburstが細胞内記録されたこ

とは，筋変性に先立って筋細胞月実の機能的異常が

起っていることを示唆する．又再生筋の時期でも

mdxマウスは膜電位が低く，形態学的には再生し

ても，筋細胞冨莫の異常は存在すると考えられる．

又ミオトニーが生後4日日でもそれ以後でも，再

生筋の時期においても認められることは膜異常が

常に存在していることを示す．

ミオトニーの発生機序については先天性筋緊張

症4）及び1先天性にヤギにみられるミオトニー5），実

験的にはアントラセンー9－カルポン酸によって誘

発される実験的ミオトニー6）において筋細胞膜のCl

イオンに対する透過性が減少していることが示さ

れている．Clイオンの透過性が減少すると異常整

流が起り，完別舌動電位の再分極相でKイオンの

conductanceが増加する時間が延長し，膜電位は

過分柾をする傾向が生じる．Kイオンのcon－

ductanceが増加する相はそのまま長続きはせず，次

にNaイオンのCOnductanceの増加を引き起す．

そして過分極状態から比較的緩徐な脱分極相に移

行し，ミオトニーでは発火問値も下っていること

から，次の発火を起し，次々に反復する発火がみ

られる．mdxマウスにおいてもミオトニーが記録

されたということは，筋細胞膜の機能的異常があ

り，おそらくは上述と同様なイオン機序が反復発

火を引起していると考えられる．そして膜の異常

としては，CIchannelを構成する蛋白質の異常が

ある可能性が示唆される．それによって異常整流

が起り，過分極から脱分梅相を経て，反復発火を

起すと考えられる．活動電位のイオン機序につい

てはNachannelを介していることが今回の実験で

示された．

mdxマウスの月莫の異常は，好莫電位の低下という

ことでも示され，膜異常は一方でミオトニーを引

起すと共に，筋変性については異常な膜を通して

筋細胞内Ca＋＋の上昇が起り，カルシウム依存性中

性プロテアーゼが活性化され筋崩壊を起す第一段

階になっていると推測される．

結　　　論

1）mdxマウスでは生後4日目の横隔膜標本で筋

細胞内記録によりミオトニーを認めた．筋変性

が形態学的に認められる以前の時期から筋細胞

膜の異常が機能的には起っていることを示唆す

る．

2）mdxマウスの筋細胞では再生の時期でも膜電

位は低下していて，ミオトニーも認められる．

このことから膜異常は再生筋にも存在すること

が示される．

3）mdxマウスのmyotonicburstはNachannel

blockerであるtetrodotoxinによって阻止され

る．

4）低Cli容液によるラットの実験的ミオトニーも

Na channelblockerによって阻止される．
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40）骨格筋におけるCa＋＋paradoxについて（第2報）

高　守　正　治＊

研究協力者　　橋　井　美奈子＊

目　　　的

筋ジストロフィー症病態とCa十十関係検討の一環

として，骨格筋にもCa十十paradox，すなわち濯流

溶液のCa＋＋濃度をfreeから正常に戻すと，Ca＋＋

が細胞内へ過剰流入し筋細胞障害に至る現象がみ

られることを，第1報で報告した．本報では，Ca十十

paradoxの膜イオン透過機構を解析し，筋ジスト

ロフィー症類似のCa＋＋rinducedmyopathyの引き

金となる細胞膜の病態につき検討を加えた．

材料および方法

雄ウイスターラット（250～300g）より横隔膜筋

標本を得，下記溶液にて濯流した．

Ⅰ．濯流溶液：リンゲル液組成は，122mM

NaCl，4．7mMKCl，15．5mMNaHCO3，1．2mM

MgC12，1．2mMKH2P0．，2．6mMCaC12，11・5

mMglucose，pH7．4とした．Ca十十一free溶液は，

上記リンケリレ液からCaC12を除き（OCPC法で0．0

mg／dlを確認），0．1mMEGTAを添加した．さら

に，濯流溶液に種々の処理を加え，表1に示す順

序で筋標本を濯流した．なお各濯流液は，ガス（02：

CO2＝95：5）負荷，370Cの一定温下においた．

ⅠⅠ．電気生理学的検討：筋標本をリンゲル液で

濯流しつつ，等尺性筋張力計にセット，白金板電

極により刺激（クラーレ10γ／ml添加で筋内神経刺

激の可能性除去）し．単収縮張力（Pt），強縮張力

（Po）を記録した．続いて，表1の2－8の濯流

を行い，経過中単収縮張力を記録，強縮張力につ

いては再濯流15分後のみ記録した．諸処理による

張力変化は，処理前張力（100％）の％で表現し

た．

III．筋細胞内イオン濃度測定：Ca＋＋－free溶液

＊金沢大学医学部神経内科

表l Summary of experimental groups and
SequenCeOfperfusions．

Group Perfusionl Perfusion2　　　Perfusion3

1．　RS－　　　　　　　RS　　　　　－RS

2．　RS－　　Ca＋十一free solution＋－RS

EGTA

3．　RS－　　Ca十十一free solution＋－RS

EGTA＋nifedipine　　　　＋nifedipine

（4JJM）　　　　　　　　（4JJM）

4．RS－　Ca≠－free，highMg十一（12－RS

mM）solution＋EGTA

5．　RS－　　Ca＋＋・free solution＋－RS

EGTA＋ouabain（1．7×

10－4hI）

6．　RS－　　Ca十十一free solution＋　，　nOrmalCa≠

EGTA lowNa＋

（72．5mM）

7．　RS－　　Ca＋十一free solution＋－RS

EGTA＋FCCP（0．5JLM）

8．　RS－　　Ca＋十一free solution＋　　　　＠

EGTA

9．　RS－　　Ca≠・free，lowNa＋（22．5　　　　＠

mM）solution＋EGTA

lO．　RS－　　Ca＋十・free solution＋　　　　＠

EGTA＋ouabain（1．7×

10‾一M）

RS，Ringersolution；＠，Perfusion3wasnotdone．

濯流後リンゲル液で再濯流した群（表1－2），

ouabain添加Ca＋＋－free溶液濯流後リンゲル液で

再濯流した群（表1－5）の筋細胞内Ca十十，

Mg＋＋．Na＋，K＋濃度を，リンゲル液で30分間濯流

した対照筋（表1－1）のそれと対比した．さら

に，Ca＋十一free溶液15分間濯流直後の筋細胞内イオ

ン変化につき，Ca十十－free溶液濯流群（表1－

8），低Na＋処理を加えたCa十＋，free溶液催流群

（表1－9），Ouabain添加Ca十＋－free溶液濯流群

（表1－10）を対照群（表1－1）と比較した．イ

オン濃度測定については，濯流後の筋標本をただ

ちに0．4Mサッカロース・1mMEGTA・10mM

トリス緩低披くpH7．4，0～20C）で洗浄し．折紙
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でプロットした．次に筋肉片を1400Cにて60時間乾

燥，硝酸を加え加熱分解後，誘導結合プラズマ発

光装置にて測定，筋肉単位重量当りのCa＋＋，

Mg＋＋，Na＋，K＋濃度を算出した．

成　・績

Ⅰ．Ca＋＋－free溶液濯流にJ：る筋収縮力変化：

リンゲル液再盲電流15分後（表1－2）における単収

縮張力は，処理前の60±11％に低下，また強縮張

力も処理前の60±10％に低下した．再濯流後の時

間経過と共に，張力低下の程度が変化するかを調

べるため，単収縮張力の経時的変化を迫った（図

1）．その結果，再濯流後いずれの時期を比較して

も有意の変化はなく，骨格筋におけるparadox現

象は，再擢流後1分目までに完成すると予想され

た．

ⅠⅠ．湾流条件を変えた場合の筋収相力変化：

1．nifedipine添加による処理（表2－3）

0

（
一
〇
L
l
u
O
O
辞
）
エ
O
l
盲
ト

Ca＋十指抗剤のnifedipine（4JLM）を，Ca＋十一free

i容液濯流～再潜流にかけて添加した結果，再濯流

15分後の張力は，Ca十＋－free溶液のみの処理群との

表2Changesofcontractilepropertiesaftervari－
ousperfusionsofmuscle．

Experimental Pt％　Po％　　　　　　Pv．Group2．
Group Pt Po

100±0100±0（n：5）

60±1160±10（n：15）

65±13　58±6（n：5）

65±12　67±6（n：5）

21±8　27±2（n：5）

33±12　34±13（n：7）

3±3　7±5（n：3）

S
鼠
0
1
0
1
0
1

N
 
N
 
O
．
0
．
0
．

息
鼠
0
1
0
1
0
1

N
 
N
 
O
．
0
．
0
．

Numbers of experimentalgroups correspond to thosein

Tablel．Po，maXimumtetanicforce；Pt，maXimumtwitch

force：Pv．Group2リStatisticalcomparison of the means

With Group2．achievedby Duncan’smultiplecomparison

test．

Eachvaluerepresentsmean±S．D．．

0　　　　　　　　5　　　　　　　10 15　　　　　　　20　　　　　　25　　　　　　　30

Time（min）

図1　ChangesoftwitchduringtheCa＋＋－freeperiodandthereperfusionperiod．Forces

wereexpressedaspercentofthoserecordedpriortotheCa＋十一freeperfusion．
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間に有意差を認めなかった．また，再濯流直後よ

り経時的に単収縮張力について測定した結果も，

Ca＋十一free溶液群に比し有意な阻止効果は見られ

なかった（図1）．

2．高Mg＋＋・Ca十十－free溶液での濯流（表2－

4）

Ca＋＋－free溶液に，SlowCa＋＋channelblocker

として働くMg十十1）の濃度を増加（12mM）する処

理を加えたが，再濯流15分後の張力は，Ca＋＋Tfree

音容液群に比し有意差を認めなかった．

3．ouabain添加による処理－（表2－5）

Ca＋＋－free溶液中に，（Na十一K＋）ATPase阻害

剤であるouabain（1．7×10－4M）を添加した結

果，再濯流15分後の筋張力低下は，Ca＋＋－free溶液

群に比し，一層著明となった．

4．低Na十・正常Ca十十溶液での再濯流（表2－

6）

再濯流溶液に低Na十処理（72．5mM）を加えた

結果，再濯流15分後の筋張力低下は，Ca＋十一free溶

液群に比し，一層著明化した．

5．FCCP添加による処理（表2－7）

ミトコンド））ア脱共役剤，Carbonylcyanide－p－

trifluolomethoxyphenylhydrazone（FCCP）を

Ca＋＋一free溶液中へ添加した結果，筋張力はほi三田肖

失し，Ca＋＋－free音容液濯流一再濯流にかけて持続的

拘絹を認めた．

ⅠⅠⅠ．筋細胞内イオン濃度測定：

1．再濯流15分後の変化（表3）

対照群，Ca＋＋－free溶液濯流後，リンゲル液で再

濯流した群（paradox筋），Ouabain添加Ca＋＋－

free溶液濯流後，リンゲル液で再濯流した群

（ouabain添加paradox筋）間で細胞内イオン濃

度を比較した．結果は，paradox筋は対照克別こ比

し，いずれのイオン濃度にも差を認めなかったが，

ouabain添加paradox筋では．対照筋に比し，細

胞内Ca＋＋の増加，Na十の増加，K＋の減少を認め

た．

2．Ca＋＋－free溶液濯流直後の変化（表4）

対照群，Ca＋＋－free溶液濯流群（Ca十十一free溶液

群），低Na＋（22．5mM）・Ca十十－free溶液濯流群

（低Na＋処理群），Ouabain添加Ca＋＋－free溶液

濯流群（ouabain添加群）の間で細胞内イオン濃度

を比較した（表1－1，8，9，10）．Ca＋＋－free溶

液群では対照群に比し，細胞内Ca＋＋減少を認め

た．一方，低Na＋処理群では，細胞内Ca＋＋は対照

群に比し軽度の減少が見られたが，Ca＋＋pfree溶液

群に比べると有意に減少が抑えられていた．Ouabain

添加群では，対照群およびCa＋＋－free溶液群に比

し，細月包内Na十増加を認めた．

考　　　察

Ca＋＋paradoxにおけるCa＋＋過剰流入機序とし

て，心筋では次の仮説があげられている．第1は，

再濯流後初期に重視される，SlowCa＋＋channelを

介してのCa＋＋流入説2）である．第2は，Ca＋十，free

溶液濯流中に細胞内Na＋は増加，Ca十十は減少し，

ついで再濯流時，［Na＋］．－［Ca十十］。交換系を介して

Ca＋十流入がおこるという説3）である．Ca＋＋－freei容

液濯流中の細胞内Na＋増加は，心筋ではparadox

発現の前段階として重視され，この機序としてNa＋

のslowCa十十channelを介しての流入一）等が想定さ

れている．第3は，再濯流後期，膜が機能・形態

的に障害されるため，paSSivediffusionによりCa十十

が流入するという仮説5）である．その他，Ca＋＋－free

溶液濯童充中に膜結合Ca十十の減少により，基底陵内

での剥離がおこり，ここからCa＋＋が流入するとい

う説等も想定されている．

本報では，これら心筋での解釈をふまえ，骨格

筋について検討した．本現象はouabainを添加し

て，Ca＋十一free溶液濯流中に細胞内Na＋濃度を高

めたり（表4），再濯董充溶液に低Na＋処理を加えた

場合，再濯流後の張力低下は一層著明化し，再濯

流中［Na＋］1－［Ca＋＋］。交換系による細胞外Na＋流

出，細胞内Ca十十流入機序が示唆された．筋イオン

膿度も，Ouabain添加で強調した筋ではCa＋＋増加

を伴っていた．さらにCa＋＋－free溶液濯流直後の

筋イオン測定において，細胞内Ca十十は減少を認

め，Ca＋＋－free溶液のNa十が低ければ，このCa＋＋

減少は有意に抑えられた．これは，Ca十＋－free溶液

濯流中，［Na＋］。－［Ca＋＋L交換系が活性化されてお

り，同時に細胞外液Na十濃度が低い場合には，こ

の交換系が抑制され，Ca十＋の細胞外への流出が抑
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表3TotaltissuecontentsofCa≠，Mg十・Na・・andK・レmol′gdrywt），afterreperfusionwithRingersolution
（15min）．

COntrOl（n：6） ExperimentalGroup Pv．Control
Ca＋ト8．3±0．4

Mg≠38±1．5

Na＋100±7

K＋254±17

Numbersofexperimental

2・Ca＋トーfreeperfusion

5．Ca＋・free＋ouabain

2．Ca十・freeperfusion
5．Ca≠・free＋ouabain

2．Ca＋ト・freeperfusion

5．Ca十一・free＋ouabain

2．Ca■廿・freeperfusion

5．Ca十㌧free＋ouabain

9．3±1．4
12．4±0．9

37　±1．8
38　±2．1

90　±13
142　±　8

243　±35
209　±11
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groupscorrespondtothoseinTablel．

Pv・COntrOl・StatisticalcomparisonofthemeanswithcontrolachievedbyDuncan，smultiplecomparisontest．Eachvalue
representsmean±S．D．．

表4TotaltissuecontentsofCa≠，Mg十十，Na＋，andK＋レmol／gdrywt），immediatelyafterCa≠－freeperfusi。n

（15min）．

Control（n：6）　　　ExperimentalGroup Pv．ControI Pv．Group8．
Ca■什8．3±0．4

Mg◆ト38±1．5

Na◆100±7

K十254±17

8．Ca■什・freeperfusion

9．Ca≠一free＋lowNa◆

10．Ca十㌧free十ouabain

8．Ca■什－freeperfusion

9．Ca＋Lfree＋lowNa＋

10．Cal＋－free＋ouabain

8．Ca十・freeperfusion

9．Ca＋トーfree＋lowNa＋

10．CaJI＋・free＋ouabain

8．Ca十・freeperfusion

9．Ca＋トーfree＋lowNa＋

10．Ca≠・free＋ouabain

5．9±0．6

7．3±1．0

5．6±1．0
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0．01

0．05　　　　　0．01

0．01　　　　N．S．

N．S．　　－

N．S．　　　　N．S．

N．S．　　　　N．S．

N．S．　　－

0．01　　　　0．01

0．01　　　　0．01

N．S．　　－

N．S．　　　　N．S．

0．01　　　　0．01

NumbersofexperimentalgroupscorrespondtothoseinTablel．

Pv・，StatisticalcomparisonofthemeansachievedbyDuncan・smultiplecomparisontest．Eachvaluerepresentsmean±S．D．．

えられるためと推察された．次に，Ca十＋－free溶液

濯流時，および再濯流時におけるslowCa＋＋chan＿

nelの役割検討のため，Ca＋＋－free溶液渥流～再濯

流時にかけnifedipine添加処理を加えたり，Ca＋＋

－free溶液濯流時にMg＋＋増加処理を加えた．しか

し，いずれの操作によっても本現象を阻止するこ

とはできず，Ca十十－free溶液濯流中，Slow Ca＋十

Channelを介したNa＋流人機序は証明されなかっ

た．さらに，再濯流中，SlowCa十十channelを介

したCa＋＋流入機序の有無を検討するため，Ca＋＋一

free溶液濯流期～再濯流期の単収縮張力変化をプ

ロットした（図1）．その結果，nifedipineは再濯

流後初期を含むいずれの時期にも張力低下の阻止

をもたらさず，SlowCa＋＋channelの関与を示唆

する証左はえられなかった．なお図1は，再濯流

後期に作動する，paSSivediffusionの存否の検討

を含んでいる．再濯流後経時的に誘発した単収縮

張力が，後期で低下する所見はなく，本機序の役
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割は否定的と考えられた．次に，Ca＋＋－free溶液に

FCCPを添加して，ミトコンドリアへのCa十十取込

み阻止6）による張力低下阻止を期待したが，逆に張

力消失を認め，FCCPによりATP過剰消費から細

胞崩壊が促される機序が考えられた．

筋ジストロフィー症の病態として細胞内Na＋異

常の関与も報告されており，Fongら7）は，ジスト

ロフィーマウスに見られる細胞内Na十増加は，Na＋

－K＋pumpの障害によるのではないことを示すと

共に，細胞内Na＋設定濃度自体の変化を予想して

いる．本研究でのOuabain修飾の結果は，筋ジス

トロフィー症の一次的成因に細胞内過剰Ca＋＋の存

在が重要とした場合，その前段階の機序として細

胞内Na＋異常が重要であることを示唆している．

なお，筋ジストロフィー症成因の一部には，細胞

内器官自体の機能的異常も注目されており，ミト

コンドリアでは，酸化的リン酸化障害8），Ca＋＋濃度

上昇等が報告されている．本研究でのFCCP修飾

結果も，本病病態成立に，細胞内器官機能異常も

関与することを示唆している．

結　　　語

1．骨格筋のCa＋＋paradoxでは，Na＋－Ca＋＋交換

系が主役を演じ，SlowCa＋＋channelおよび，

passivediffusionの役割は少ない．

2．骨格筋のparadox現象は，前段階として細胞

内Na＋濃度の上昇があれば著明化する．

3．ミトコンドリア脱共役剤は，ミトコンドリア

へのCa十十取込み阻害から細胞壊死を抑えるよ

り，むしろATP消費から細胞崩壊への機序を促

す．
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41）各種神経筋疾患における，針筋電図上のSpOntaneOuS

activityについての検討

中　野

研究協力者　　園　生　雅　弘＊

神　宝　知　行＝

は　じ　め　に

針筋電図検査におけるfibrillationなどのspon－

taneousactivityの存在はよく知られているが，高

周波数のものまで含めた種々の用語の指す概念に

は，まだ若干の音昆乱が残っているように思われる．

また様々な疾患での出現状況を，包括的に調べた

報告は多くない．fibrillationについては，発射間

隔の不規則なものに病的意義があるかという点も

一つの問題となっている．

今回我々は，筋ジストロフィー症を始めとする

種々の神経筋疾患におけるspontaneous activity

を記録し，これらの点について検討したので報告

する．

対象　方法

対象は，表1に示した69例で，Duchenne型を始

めとする筋ジストロフィー症各型，多発筋炎など

の筋原性疾患46例と，筋萎縮性側索硬化症，

demyelinatingpolyradiculoneuropathyなどの神

経原性疾患23例とから成る．被検筋には，三角筋，

上腕二頭筋，横側手根伸筋，大腿四頭筋，俳腹筋

などを主に選んだが，病変の分布によっては他筋

も対象とした．

方法としては，Medelec社MS－6筋電計を用い，

通常の同芯針電極を刺入して，随意活動を記録し

た後，筋を完全に弛緩させて，安静時活動の記録

を行った．筋腹内での針先の移動を繰り返して，

一筋あたりおよそ数十個の地点を検索した．通常

＊国立療養所下志津病院神援内科

＊＊東京大学医学部脳研神経内科

今　治＊

下　平　雅　之＊　野　原　　　勉＊

萬　年　　　徹＝

表1　対　象
筋ジストロフィー

Duchenne型（DMD）
Becker型（BMD）
肢帯型（LG）

顔面肩甲上腕型（FSH）
遠位型（三好）（Miyoshi）
rimmedvacuoleを伴う遠位型ミオパチー（RV）

多発筋炎
その他のミオパチー

例6
　
6
　
6
　
4
　
3
　
1

1

筋原性疾患

筋萎縮性側索硬化症（ALS）

Demylinatingpolradiculoneuropathy（DPN）

その他の神経原性疾患

6
　
4
　
3

．41

16

神経原性疾患 23

総計　　　　69例

のinsertionalactivityより長く続く活動が見られ

た時には，直ちにこれを全て記録紙上に記録した．

記釜剥ま，100JLV／cm，20msec／cmのRASTERモ

ードで行った．なお，検査室内の温度は25℃前後

に保つように心がけた．総計，234筋より，1496個

の安静時活動が得られた．

活動の分析方法

得られた個々の活動について以下のような分析

を行った．まず，fibrillation，pOSitive sharp

WaVe，あるいはcomplexrepetitivedischargeな

どの用語を無条件に使うことを控え，純粋に発射

の一単位の形態のみを見て，これを，fibrillation

type，pOSitivesharpwavetypeと，複数のスパ

イク成分から成るように見えるcomplexedtypeの

三つに分類してみた．

次いで，発射間隔の規則性をregular，Semir－
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egular（voluntarydischargeの規則性にほぼ相当

する程度），irregular（end－platespike程度に不

規則なもの）の三つに分類した．特にregularの場

合には，経過中の最大周波数も測定し，15Hzを一

応の基準として，高周波数，低周波数に分けた．

また，end－platenoiseそのものは，今回の分析

対象とはしなかったが，基線の揺れとしてのend－

plate noiseが背景に見られた場所を，end－plate

zone内と判定しT：．end－platezone内で見られる

irregularなfibrillation type　のスパイク，特に

初期陰性の二相性のものは，通常end－platespike

とされるものだが，これも一応分析対象に含めた．

その他，発射の一単位の振幅，持続時間，位相数，

活動全体の継続時間なども判定した．

結　　　果

1）fibrillationの規則性について

図1に一単位の形態別にregular，Semir－

e壷ular，irregular各々の出現数の割合を円グラフ

に示した．fibrillationtypeではirregularのもの

がかなり見られるが，他の二型はほとんどregular

のものばかりであることがわかる．

表2にfibrillationtypeのものについて，規則性

と，end－plateとの関係を示した．end－platezone

内ではirregularのものがほとんどであるのに対

し，end－platezone外ではregularのものの方が

多くみられている．irregularのもので，end－plate

zone内外の振幅を比較すると，end－platezone外

の方が有意に低振幅であった．regularなもので

は，end－platezone内外の振幅に有意差は見られ

表2　Endplatezoneと規則性との関係（fibrillationtype）

endplatezone内岩語数2。2．7±216．7pV

endplatezone外藍語数1。7．8±138．7pV
149

p＜0．001

Regular

14

89．3±71．2JJV

339

122．6±120．5／JV

n．S．

fjbriIJationtype POSitivesharpwavetype compIexedtype

蚤　手　＿yl
□regular

昌semire9山ar

∈‖rre9山ar

図1　－単位の形態と規則性との関係
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なかった．　　　　　　　　　　　　　　　　　っいては，活動の継続時間10秒以上C●omplextype

2）疾患と安静時活動のタイプとの関係　　　　　　については1秒以上のものを集計した．

ここでは，発射間隔のregularなものだけを対象　　図2に，代表的な疾患いくつかについて，一単

とし，またある程度永続性のある活動をという二　　位の年態別に，最大周波数のヒストグラムを作成

とで，fibrillation，pOSitivesharpwavetypeに　　したものを示す．前述のごとく，15Hzを基準とし

fjbriTlatIontype posMvesharpwavetype

DMD

BMD

80

20

10

0

10

0

20

LG lO

O

Miyoshi

30

20

10

0

1580458075g0105120Hz

153045607590105t20日工

153045607590105120日王

153015も07590105120Hz

虹「††［
158045607500105120Hz

153045607590105120日王

DPN…定志Z

30

20

10

0

－

　

1

　

●

　

■

、

　

1

1

‾1＄804500760010512〇・Hz

158045007890105120Hz

1530458078的105120Hz

153045807500105120日王

軋L＿
15804580－500105120Hz

153045607590105120批

t53045607590用5120Hz

COmPlexedtypo

188045007600105120Hz

Ll「＿，L

1530－5807800iorはOH王

15804gも07800105120Hz

15さ045●076…10引201は

」
153015807600105120Hz

……」／

」
153015607500105120Hz

図2　代表的疾患についての形態別最大周波数ヒストグラム

ヒストグラム横軸は活動の経過中の最大周波数を，縦軸は記録活動数を示す．
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て，高，低周波数を色分けで区別した．

まず，低周波数のfibrillation．．もしくはpositive

sharpwavetypeのものは，神経原性疾患はもち

ろんだが，筋ジストロフィー症各型，及び，筋炎

の筋展性疾患でもかなりの量の出現があり，疾患

間での差はそれほど見られない．

一方，高周波数のfibrillation，pOSitive sharp

WPVetypeのものは，各種筋原性疾患では，いず

れもかなりの量の出現が見られるのに対し，

ALS，demyelinatingpolyradiculoneuropathyで

は，極めて少量である．

また，高周波数のcomplexed typeのもの（い

わゆるcomplex repetitive discharge）は，主と

して，Duchenne型，Becker型の筋ジストロフィ

ー症，ALSなどの限られた疾患においてのみ出現

を見た．

考　　　察

1）fibrillationの規則性について

従来fibrillationには，regularなものとirregu－

larなものがあるとされることが多かった1）．しか

し，end－platespikeの存在がよく認識されてくる

につれて，irregular fibri11ationとはendLplate

spikeと同じものに他ならず，従って病的意義はな

いという意見が支配的となりつつある2）．しかしな

がら，病的なirregularfibrillationもやはり存在

するのだとする研究者もみられる3）．

今回我々も，安静時活動の分析を始めるにあた

り，何を病的な活動と判断するかを明らかにする

必要を感じたので，この点についての検討をまず

試みた．その結果，fibrillation typeの活動のう

ち，end－platezone内でみられるのはirregularの

ものが圧倒的に多く，これらはend－platespikeに

相当すると考えられた．

irregularfibrillationは病的ではないとする立場

からは．end－platezone外で記録されたirregular

fibrillationは，end－platespikeがたまたまend－

plateからやや軋れたところで記録されたものであ

ると考えられている．この考えからすれば，end－

platezone外で記録されるものは，end－platezone

内のものより，振幅が低い確率が大きいと推定さ

れる．今回の結果で，end－plate内外の振幅を比べ

ると，regularなものでは差がないのに対し，irregu－

larのものではend－plate外のものが有意に低振幅

であった．このことから，病的なirregularfibrilla・

tionの存在を全て否定することはできないが，end

－plate spikeとの鑑別が難しいことは確かのよう

に思われる．

2）安静時活動の用語について（high frequency

のものを中心に）

従来myotonia以外の疾患でみられる高周波数

の安静時活動に対して，pSeudomyotonia，bizarre

highfrequencypotentialなど様々な用語が用いら

れていた．しかし最近では，COmplex repetitive

dischargeを一つの概念として独立させる他は，高

周波数のものまですべてfibrillation，pOSitive

sharpwaveなどの範疇に入れてしまう場合が多い

ようである．しかしBuchthalら1），Conradら4）

は，traumaticを含むneuropathy，radiculopathy

などを主な対象とした，多数の安静時活動の分析

にて，それぞれ11Hz，15Hzを越えるものはない

との結果を得ている．我々の結果でも，一部の神

経原性疾患では，15Hz以下のものがほとんどであ

り，15Hzを越えるものは筋原性疾患に特徴的であ

った．以上のようなことから，この15Hzあたりを

境に高低周波数を分けて扱うことは，何らかの意

味があることのように思われる．

3）疾患との関係について

高周波数のfibri11ation，pOSitivesharpwaveと

疾患との関係については，既に述べた．過去の報

告では，Hausmanowa－Petrusewiczら5）が，周波

数などの定義は必ずしも明らかではないが，同様

の結果を得ている．

いわゆるcomplexrepetitivedischargeについ

ては，多くの疾患で出現が報告されているが，種々

の疾患で系統的に検討した報告は少ない．Emeryk

ら6）の多数例の検討では，COmplexed typeの

bizarre high frequency dischargeは，primary

muscular groupとspinalgroupに多くみられた

とされている．我々の結果では，高周波数complex－

edtypeのものは，Duchenne型，Becker型筋ジ

ストロフィー症，及びALSで多くみられた．
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このように種々の疾患間で出現する安静時活動

のタイプに差がみられたことは，これらの診断の

一助としての意義をもっと評価できる可能性を示

唆すると思われ，また，これらの安静時活動の機

序を考えていく上でも重要と考えられるので，今

後更に検討を加えていく予定である．

結　　　論

（D各種神経筋疾患における安静時活動について検

討した．

②irregular fibrillationはend－plate spikeとの

区別が難しいことを論じた．

③高周波数のfibrillation，pOSitive sharp wave

typeは筋原性疾患ではよく見られたが，ALS，

demyelinatingpolyTadiculoneuropathyでは稀

であった．

④Duchenne型，Becker型筋ジストロフィー症，

及び，ALSでは，高周波数のcomplexedtype

のものが多く見られた．
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ClinNeurophysion14：339，1974．
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42）筋緊張性ジストロフィーにおける

ミオトニア現象定量化の試み

垂　井　清一郎＊

研究協力者　　北　口　正　孝＊　中　村　雄　作■

今　岡　弘　之＊　高　橋　光　雄■

は　じ　め　に

筋緊張性ジストロフィー患者の病態生理につい

ては，月莫電位，イオン透過性および1漠の脂質分析

を中心に研究が進められ，多くの知見が得られて

いるが，ミオトニア現象そのものの臨床生理学的

研究の進展は乏しい．それは一つにはミオトニア

現象の定量化の困雉さによると思われる．これま

で各種刺激後の筋弛緩の遅延の解析を中心に，電

気生理学的手法，機械的手法を用いてミオトニア

現象の定量化が試み．られているが，未だ満足な結

果は得られていない．我々は今回，叩打ミオトニ

アの定量化を目的とし，叩打後のmyotonic dis－

chargeの解析法を開発，その時定数をもとめた．

対　　　象

筋緊張性ジストロフィー患者6名，年齢は29－53

歳，すべて男性（表1）．室温約26℃の恒温室で30

分以上経過後測定した．

方　　　法

図1に示すように脳波用の針電極2本を約3cm

間隔で㌧母指球筋に刺入し，記録電極とした．ハン

マーにて電極間を叩打，発生したmyotonic dis－

chargeをメデレク社製筋電計MS6にて増幅したあ

と，日本電気三栄社製シグナルプロセッサー7T17

にて整流，SmOOthing，artifact除去を行った．得

られたデータを対数表示し，その一次回帰曲線の

傾きより時定数をもとめた．検査中，手掌におい

たサーミスタにて皮膚温をモニターした．冷水負

＊大阪大学医学部第二内科

荷時にも測定を行い，時定数の温度依存性を検討

した．

結　　　果

図2aに症例5のmyotonicdischargeと，その

解析結果を示す．上段は筋電計よりの波形である

が，lowcutfilterで低周波成分を除くと，電極が

正，負極とも同じ形態のため，ほぼ正負対称の筋

表1　症例の臨床的profileと時定数（time
constant）

Case Age Sex GF TML GS Time Constant

0
0
0
0
0
0

2
4
ク
ー
l
l
1

53
2
4
3
9
4

M
M
M
M
M
M

詭
2
9
3
1
4
2
5

3
4
0

1
つ
1
3
▲
4
5
一
b

1．69±0，27

2．85±0．43

3．23±0．48

4．76±0．29

5．47±0．72

6．52±0．47

GF：Grip Frequency（t＝meS／10sec）

TM：Tirne for Maximum GF（sec）

GS：Grip Strength（kg）
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電図が得られる．これを整流し，artifactを除去，

SmOOthing処理を行い，対数表示したのが下段で

ある．下段の曲線はほぼ直線的に減衰しており，

上段のmyotonicdischargeは，eXpOnentialに減

衰していると考えられた．下段のグラフの一次回

帰曲線より時定数をもとめると5．06秒であった．

図2bは症例6のデータであるが，図2aに比べ

明らかに，減衰が綬徐であり，得られた時定数は

6．72秒と図2aに比べ1．66秒の延長である．図2

Cは症例1のデータであるが，図2a，2bと異

なり，下段の減衰曲線は，叩打直後の急速な減衰

相（第1相），それにつづく，やや緩徐な渉衰相（第

2相），非常に緩徐な減衰相（第3相）と，おおむ

ね3相に分割される．第1相は，図2a，2bに

おいても非常に短いが．わずかに認められており，

経験的には，ほぼ叩打の強さに相関し，各叩打毎

にその傾きにかなりの差異がみられる．第2相は

後に述べるように，叩打の強さに相関せず，ほぼ

一定の傾きをもつ．第3相は，非常に長く持続す

る低電位の筋電図によって形成されるもので図2

a，2bに示した症例5，6においても見られる

が第2相が長いため，これらの図の表示範囲外で

ある．第3相の傾きは一定せず，持続時間の計測

l
U
男
の
⊂
O
U
む
∈
Ⅷ
ト

も困雉であるため，本症における何らかの異常放

電を反映していると思われるが，今回は評価の対

象としなかった．これに対し第2相の傾きは再現

性がよく．myotonicdischargeの減衰相の主要部

分を占め，その時定数を叩打ミオトニアの定量的

指標とした．図2Cの第2相の時定数は1．53秒と

図2a，2bに比べ非常に低値である．

図3に症例3，6についてmyotonicdischarge

の出現初期の電圧（initialvoltage）と第2相の時

定数（以下，時定数）の相関を示す．initialvoltage
●C85e　6

0Case　3
SeC

●　　●
●　　　●

7008：。8。0
0

0　　　　　　　50　　　　　　100　　　　　　150

InitialVoJtage（JLV）　　　　　＊：rneal±SD

図3　Myotonic discharge発生初期の電圧

（initialvoltage）と時定数（timecon－

Stant）

lpm且奴m

l　　町血鵬cd叫e（Cases6）

Tc＝a72sec

図2　Myotonic dischargeとその解析

a）症例5　b）症例6　C）症例1
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は叩打の強さにより，叩打毎に大きく異なるが，

時定数は，それとは相関せず，狭い範囲内に分布

する．

区14は，各症例の叩打毎の時定数を示すが，そ

の分散は，平均値に対して6～16％と，再現性は

良好であった．

症例6において，冷水負荷により手掌温度を

24．8℃まで下げて，室温での値と比較したが，図

5に示すように室温（34．8℃）での時定数6．52±

0．47秒に比べ，10．54±0．84秒と著明に延長した．

盲
巾
】
S
u
O
U
む
∈
膚
ト

盲
q
｝
S
U
O
U
む
∈
T
ト

T
十
⊥

●

3

●

I
●
示
・髄

ト
ド節

か

1　　　2　　　3　　　4

Case Number

図4　各症例における叩打毎の時定数（time

constant）と分散

T
－
十
l

●
　
●
暮
　
　
l

●

Under cool噛
24．2℃■

●

：持

before c∞ling
34．8℃●

＊temperatUre Of palm

図5　冷水魚荷による時定数の変化

考　　　案

叩打ミオトニアは，叩打による物理的刺激が膜

の興奮を誘発するために生じるが，その興奮の発

生は他の刺激，たとえば，電気刺激や，随意的筋

収縮による刺激によるものに比べ安定している．

電気的刺激では，100Hzのテタヌス刺激を10数秒

間加えても安定したmyotonicdischargeは得られ

ない1）J3）．随意収縮後のmyotonicdischargeの発

生も不安定で，その定量的評価は困雉である4）．叩

打ミオトニアは，叩打の強さにより，得られるデ

ータが大きく変化するとの報告5）があり，これまで

ほとんど定量化の対象にはさまれていないが，我々

の方法では，先に示したように叩打の強さによら

ず安定した結果を得た．

各殖行毎の再現性の検討においても，我々の方

法によるmyotonicdischarge減衰の時定数の分散

（各症例についての約10回測定）は，平均値に対

して6～16％であった．従来の方法でのそれが

50－100％であったことを考えると非常に低値であ

る．本法による時定数は叩打ミオトニアの定量的

指標として，有用であると思われる．

冷水負荷にて時定数を測定すると，室温での値

に比べ著明に延長した．筋緊張性ジストロフィー

における細胞膜の易興奮性は，細胞膜のイオン透

過性異常によるとされているが，時定数の著明な

温度依存性は，この膜異常による易興奮性が低温

で非常に増大することを示すもので，イオンチャ

ンネルを構成する蛋白の構造的な変化であること

を示唆する．

臨床症状と時定数を表1に示すが，手の開閉回

数，手の開閉が貴大頻度に達するまでの時間は時

定数とは比例せず，むしろ手の開閉回数について

は，回数の多い症例の方が時定数が長い傾向がみ

られる．これは一見予想に反するようであるが，

筋緊張性ジストロフィーでは病態が進行するにつ

れて，手の開閉の遅延など，いわゆるミオトニア

症状が軽くなる，あるいは消失することが知られ

ている．我々の症例5も罷病期間が長く，筋萎縮

が著明で握力2kgであるが，手の開閉回数∴最大

回数に至るまでの時間などのいわゆるミオトニア

症状は他の例に比べて軽度であった．しかし時定
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数は症例1～4に比べ有意に長い．これは臨床的

にいわゆるミオトニア症状が改善しても，筋膜の

興奮性など筋線推そのもののミオトニア現象が必

ずしも改善しないか，むしろ進行することを示唆

しており，ミオトニア現象を評価するには，臨床

症状のみではなく，本法のような電気生理学的方

法が必要であると思われる．

ま　　と　め

1．Myotonicdischargeを解析して，その減衰曲

線より時定数をもとめた．

2．時定数は再現性に優れ，叩打ミオトニアの定

量的指標となる．

3．時定数には，著明な温度依存性が見られた．

4．筋緊張性ジストロフィーにおいてミオトニア

現象を評価するには，臨床的なミオトニア症状

のみならず，本法のような電気生理学的手法が

必要であると思われる．

文　　　献

1）真野行生，本日　イ二二，高柳哲也：筋緊張性ジスト
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析．臨床神経　26：358－362，1987．

2）LiversedgeLAandNewmannMJD：Thetreat－

ment of myotonia：Acontrolled clinical tr・ial，

Brain79：395，1956．

3）GriggsRC，MoxleyRT，RiggsJEetal：Effect

Ofacetazolamideonmyotonia，AnnNeuro13：

531－537，1978．

4J TorresC，MoxleyRTandGriggsRC：Quanti－

tative testing ofhandgrip strength，myOtOnia，
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5）Durelli L，Mutani R，Piredda S et al：The

quntificationofmyotonia，J NeuroISci59：167
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43）筋緊張性ジストロフィー，先天性パラミオトニア

培養筋細胞の電気生理学的検討

！家　越

研究協力者　　小　林　高　義＊

W．K．EngelH＊

ミオトニアを呈する筋疾患で，先天性ミオトニ

アではCl－COnductanceの低下が指摘され，先天性

パラミオトニアではNa channelの異常が指摘され

ているが，筋緊張性ジストロフィー（MD）を含め

その病態生理の詳細はなお不明である．今回，我々

はMD及び先天性パラシオトニア（PC）の生検筋

を使用し，培養筋の電気生理学的，形態学的検討

を行ったので報告するl）2）．

方　　　法

7例のMD，2例のPC及び17例の内因性筋疾患

を有しないと考えられる生検筋を使用し，eXplant

－reeXplantationcultureを行い，COntrOl及びMD

では，筋単層培養に未熟な筋管細胞が出現し始め

て1週間後に妊娠13日日Sprague－Dawleyratの

後根神経節を含んだ脊髄片を付加した3）．筋単独培

養には，10％fetalbovineserum（FBS），fibrob－

lastgrowthfactor（FGF）50ng／ml，epidermal

growthfactor（EGF）10ng／ml，insulinlOJLg／ml

を加えたF14mediumを使用し4），脊髄片とのCO－

Cultureには，10％FBS及びinsulinlOJLg／mlを加

えたF14mediumを使用した．電気生理学的検討

は，3MKClを充テンした15－40M‘1のガラス管微

小電極を使用し，脊髄を付加しない筋細胞

（AM），脊髄付加後，持続的に収縮し横紋形成を

している筋細胞（CM）の電気生理学的parameter

に関して検討を行った．かん流液の組成は，Na150

mM／1，K4mM／1，Ca2．2mM／1，Mgl．1

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

＊＊国立精神神経センター神経研究所

＊＊＊NeuromuscurarCenter．Dept．of Neurol，USC

廣●

斉　藤　公　司＝　Ⅴ．AskanasH＋

K．IshikawaH＊

mM／1．Cl160．6mM／1，glucose5．6mM／1，Hepes

lOmM／1（pH7．2）0．1％bovine serum albumin

であり，液は通常の場合27～31℃に保ち実験を行

った．また，MDでは長期培養（co－Culture後5

～17週）で，神経筋接合部を検討するため，Acety1－

Cholinesterase（AChE）染色と125Ⅰα－Bungarotox－

inによるautoradiography（ARG）のdouble

labeling3）を行い，AChE活性部位とAChRcluster

の相互関係を観察し，定量的検討を行った．

結　　　果

Ⅰ．ヒトMD培養筋の検討

MD生検筋より神経を付加しない筋単独培養で

も，良好な多くの筋管細胞が得られ，COntrOl筋と

その出現率，形に差異を認めなかった．しかし，

MDで1ま，脊髄付加後，持続的に収縮し，横紋形

成を有する筋線結束の出現率は，正常に比し低下

していた．

1）電気生理学的検討（表1）　静止膜電位

（Er）：MDのAMまた，CO－Culture初期のCM

のErは各々一52mV，一63mVで，COntrOl筋の

それに対し（各々－59，－69mV），有意に低下し

ていた（p＜0．0001）．

活動電位（Ap）の振幅（AmAp）及びその最大

立ち上り速度（Apdv／dt）：MDのAM及びCM

のApAmは，80mV，85mVと，正常に比し（各々

89，92mV）有意に低下していた（p＜0．03，p＜

0．01）．MDのAMのAm dv／dLは．症例によ

りバラツキがあるが，全体として，COntrOl筋と

有意差を認めなかったが，CMではMDで127V／

secとcontrol筋（147V／sec）に比し，有意の低
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表l Electricmembranepropertiesofaneural1yculturedandinnervatedcontracting

musclecellsfromsevenpatientswithMDandfromcontroIs・

Aneurally cultured muscle

Patients
RII P AP Amp AP dV／dt

（mVI l mV）　　（V／secI

Innervated contractinq muSCle

R M P（mV）　　　A P Amp t TrLVl AP dv′dt（Ⅴ／sec）

early lon9－term
CO－　　　　　　CO－
Culture culLure

CorltrOl

mean　土　SD

2

】

4

5

‘

7

mean　土　SD

59土6　89士10　112土26　‘9±7日57士　9

（68　〉　　（17）　（17）　（92）　152）

45士　6　　81±　8　　97‡21　62　±8　　52　±　8
（10）　（　8）　　　　OI tlSI　（21）

47！7　　88　土13　141士　22　　6】土10　　－17　±　7

t13）　（10）　（10）　　t SI t　21I

Sl±13　　77　±　8　　8‘土15　　49±】　Sl　土　5

（12）　　（　9）　　（　91　　（　2）　（　8）

54！‘　69　土11　11－1士19　　61±10　　72　±13

14】）　（　4）　（　4）　　t S）　（10）

50士10　　81士11　108　土　29　　　　　　　　54　士　8
（10）　（10）　（10　〉　　　　　　　　【20）

57！5　　89　士　7　136　±21　66±　7
（21）　（　9）　（　9I l　21）

55±　6　　71±　9　　78！29

110）　（10）　（10）

52±8…80±12　10，±32　63±811雷54±11

（119）　　（60）　　（60）　　（48）　（82）

92士111
115）

78　土　S
t　9）

78　土11

（3）

84　土14
（4）

101土　21

（5）

82　士　9

85±14；
（27）

】47土】5日

（29）

112‡22
（91

126　±12

（】）

1－12　土　】

（4）

14コ　士　32
（5）

123　土　21
（9）

127±　27曇

（36）

values are mea、ナSD■Nu止ber oo CellS te5Led arein the pafentheses・

●三　Pく0．01′…：p＜0－03■★●：Pく0・0001－　COmPared witb control．

曽；P‘0．01′ll：Pく0●001■　日l…　p＜0・0001－COmpared vlth aneuralく：ul亡u【e・

RMP：reStin9membrane potential′AP Amp…aCtion potential a叩litude

AP dV′dt；maXimum rate Of rise of actlon potential

l）Aneural culture days are⊥】－19days・Early c0－Culture meanslesS than28day50f co－

culture（10－27days o亡co－Cultureh andlon9－term CO－Culとure means more than27ddyS Of

co－Culture（28－78days of・二〇一Culture）・

2）AP Amp vas meaSu【ed from restin9membrane potential LO the peak of off－reSpOnSe a圧e【

hyperpolarization of membra1e t0－80－－100mV・
3）AP dv／dt VaS meaSured usln9a differenCiatin9Circuit Vi亡h time cons亡anL Of150usec．

表2　Percentage ofmuscle cellswith spontaneous firing（SpF），and repetitive dis－

charge（RD）Ontheinsertionofamicroelectrode，andelicitedbyanodal－break

excitationordeporalizingcurrentpulseinculturedMDandcontrolmuscles・

Aneurally cultured muscle

Patient insertion RD by electric
RD Stimulation

Innervated contracting muscle

spF　　…：霊1詰霊ric

COntrOl

mean　＋　SD

nD

1．6　＋　3．7

12てiS）

0

（10）
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58．3

（12）

65

（20）

18．2

（22）

40

（101

90．9

（11）

70．6

（17）

10．5

（19）

mean±SD　　　12．3±　9．4　　　　1．4　±　3．6　　12．5　＋　25．7　　　　100　　　　　　　49・2　±　31・5

Numbers of cclls tested drCin the parentheses．

1）Ancurally cultured cells from▲U cOntrOIs＆7nDpatients、一erC eXaminedin13－59．

＆16－22days of culturep respectively・Innervated contracting cells from14controIs

＆　6MD patients vere examinedin13－78daYS Of co－Culture・

2）RD plicited by electrjc stimulation was examinedininnervatcd znuscIcin thc prc叩neC
of】L－SM d－tubocurarincin one COntrOl muscIc andト｝muscles cxccpt case　4　ふ　5・
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下（p＜0．03）を認めた．またMDのCMのAp

dv／dtはAMに比べ有意に増加し，COntrOl筋と

同様の傾向を示した．

Repetitivedischarge（RD：表2）：筋単独培養

ではspontaneousfiring（SpF）は症例によって

0－52％とバラツキがあり，COntrOl筋では平均

1．6％で，MD症例間のバラツキが大きいため，

有意差を認めなかった．AMでは，MD，COntrOl

とも微小電極刺入時にはRDはほとんど観察さ

れず，電気刺激（脱分極あるいは過分極刺激）

後11－13％の筋細胞にRDを認めた．脊髄付加

後生じるSpFは，MDではcontrolと同様10．4

～10‾5Md－tubocurarine（d－TC）で，一部を除

いて可逆的に阻害された．dTC添加後の電気刺

激によって生じるRDもその出現頻度はcontrol

と差を認めなかった．

2）AChE，AChRのdoublelabeling：MD3例

から，5回のdoublelabelingを行いCOntrOlと

比較検討した．Controlの長期培養のCMでは，

37％のAChE活性部位が複雑なpretzel様構造

を呈するのに対し，MDのCMでは，96．4％の

AChE活性部位が線状の単純な構造を呈してい

た．またAChE活性部位あるいはAChRcluster

は600JLmの筋のSegmentあたり2．3±0．2個と

controlに比し増加していた（controlでは1．7±

0．2以下）．ControlのCM上では，98％のAChE

活性部位がAChRcluster部位を共有し，64％の

AChR cluster上にAChE活性部位が存在する

のに対し，MDでは，84％のAChE活性部位が

AChRcluster部を共有し，68％のAChRclus－

ter上にAChE活性部位が存在し，COntrOl筋に

比し，AChE活性部位とAChRclusterの共存の

比率は低下していた．

ⅠⅠ．ヒトPC培養筋の検討

PCのAMは，正常に比し，長く，幅広くかつ厚

みのある筋が形成され，時にこれらの筋細胞に不

規則な自発収縮が認められた．脊髄付加により，

持続的に収縮し横紋形成を呈する筋線維束の出現

頻度は極めて低く，電気生理学的検討はAMにお

いてのみ行った．

電気生理学的結果を表3に示す．

Er：症状の強かった症例2では，AMのErは－

68mVとcontrolに比し（－59mv）有意に高く（p＜

0，0001），また症例1，2ともMDのErに比し有

表3　Electricmembranepropertiesofaneurallyculturedmusclecellsfrom2patients
withPC，COmparedwiththosefrom MDandcontroIs．

Patient R M P

（mV）
Ap Amp．
（mv）

Ap dV／dt

（Ⅴ／sec）

appearlng rate

Of Ca channcl

（亀）

COntrOl

mean　±　SD

M D

mean　±　SD

PC

59　±　6

（68）

51　±　4
（119）

59　‡　5蠣

（26）

2　　671日0…

89　＋　10

（17）

79　！　8

（60）

84　！　8
（12）

107芸）10日

112　±　26

（17）

109　±　24
（60）

110　±　21

（12】

152　±14霹
（　5）

0　－　a few

（68）

0　－　a few

（119）

25．0

（16）

55．6

（18）

Valucs areJT．eani SD・Nurnbers of cells tested arein the parentheses．
＊：Pく0・05■　tt：Pく0・005，＊”：Pく0－0001l COmPared vith control．

苫：いく0・01　翳‡：1，く0．001昔話蒙：】－く0．0001．compared with MD．

RMP：reSting membrane pote；一tial．AP Amp：aCtion potential amplitude，

＾P dV／dt＝maXirnum rate of risc of action potential

l）＾P ATnl，VaS TnCaSured froTT．rCSting Tnembrane potcntial to the peak of offrrcsponse

arterIlyperPOlarization of membrane t0　－80　－　－100　mV．

2）＾P dV′dt was mcasured using a differentiating circuit vith tiTne COnStant Of150uscc．

3）CLI ChilnnCl rncans slow rcpolarization cornponcnt of action potential whichisiIbolishcd
I〉）・2〉：10－5M nitrendipine．

－251－



表4　Percentageofmusclecellswithspontaneousfiring，repetitivedischarge（RD）on
・theinsertionofamicroelectrodeandelicitedbyhyperpolarizingordepolari2：ing

currentpulseinaneurallyculturedPC，MD，andcontrolmusclecellsat320Cand

220C．

PatieJlt

Spontaneous firing（l）　RD on theirlSerSioJ10f a RD elicited by electric
microelectrode（も）　　　　　stimulation（も）

at　320c at　220c at320c at　220c at　320c at　220C
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（1391

4．3

1　23）

81．3

116）

0　　　　1．1！3．3
（20）　　　　（205）

0　　　　1．4　±　3．6
（10）　　　　（1391
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123）　　　（　23）
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0
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Valuesaremean±SD．Thenumberofcellstestedareintheparentheses．

1）ThemeanvalueswerefiguredoutfromlOcontroIsand7MDpatientsat320C．

2）PCmusclewasexaminedat120Cinadditionto220C．

意に高かった．Lemann－Hornら5）は，PC患者の

外肋間筋を使用し，PC筋のErは温度依存性であ

ることを示しているが，同様の現象が培養下で出

現するか否か，bathの温度を32℃から22℃に変え

る（あるいは逆にする）ことによって検討した．

症例2では22℃で32℃のErに比し78．4％と低下

し，また症例1では90．6％と低下した．一方，MD

では96．6％，COntrOlでは92．6％の低下しか示さ

ず，症例2はMD，COntrOlに比し有意の低下を認

めた（p＜0．0001）．

ApAm及びApdv／dt：control筋のApAmは

87mV，Apdv／dtは112V／secで，MD筋のApAm

は80mV，Apdv／dtは109V／secであったが，症例

2のApAmは100mV，Ap dv／dtは152V／secと

control，MD筋に比し有意に高かった．一方症例

1ではApAm，Apdv／dtとも，COntrOl，MDと

有意差を認めなかった．

ApのSlowcomponent：早いApに続くゆるや

かなreporarization componentが症例2で55．6

％，症例1で25％と高頻度に認められた．このCOm－

ponentは，Ca channelの阻害剤であるnitren・

dipine2×10‾5Mで消失し，10mMBa存在下で調

べたPC筋全例で出現し，同様にnitrendipine添加

により消失することからCachannelと考えられた

（図1）．

RD：MDのAMでは，12．5％，COntrOlでは10．7

％に，電気刺激後のRDが認められたにすぎなか

ったが，PCの症例2では100％，症例1では91％

にRDを認めた．このようなRDはPCでは容易に

出現し，時に2分以上，103以上のApを持つburst

が認められた．特に，症例2では，81％の筋に長

く続くSpFを認め，68．8％の筋細胞でガラス電極

刺入時のRDを認めた．症例1では4．3％の筋細胞

にSpF，そして電極刺入時のRDを認めたが，MD

あるいはcontrol筋では電転刺入時のRDはほとん

ど認めず，SpFはcontrolで1．6％，MAで12．3％

認めたのみであった．Bath内の温度を下げると（12℃

あるいは22℃）SpF，あるいは電気刺激または機械

的刺激によるRDは著明に減少するが，Spikedis－

chargeが消失したあと長く続く著名なoscillatory

potentialを認めた．このようなoscillatorypoten・

tialはcontrol，MDでは認めずPCで特有な現象

であった．低i五度下で，COntrOl及びMD筋におい

てSpFは出現しなかったが，症例1で9％，症例

2で19％のSpFあるいはRDを認めた．

考　　　察

MD培養筋の筋単独培養での電気生理学的検討

はTAmoushら6），Merickelら7）により行われてい

るが，前者ではMDのEiはcontrolと差はなく，
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A11

山哩上里

」」小二に
図l Slow repolarizing component of

action potentialin　aneurally cul－

tured PC musclecells．

Ⅰ・Slowcomponent ofaction poten－

tialofPCmusclecellsina regular

perfusionmedium．

A）Spontaneous action potential

Withslowcomponent．

B）Absenceofthiscomponentina

medium containing20uM nitren・

dipine．

II．Slowcomponentofactionpoten・

tialwithoutslowcomponent．

A）Spontaneous repetitive action

potentialwithoutslowcomponent．

B）After addinglO mM Baion to

regularmediumin the absence of

Caion，SpOntaneOuSfiringceased，

andslowcomponentappearedfo1－

lowingfastactionpotentialelicit・

edbyanodal－breakexcitation．

C）This component disappeared

afteradding20uMnitrendipine．

D）Reappearanceofthecomponent

afterwashingoutofthedrug．

E）Disappearanceofthecomponent

againintheregularmedium．

Hyperpolarizingcurrent pulses（500

msec）ofO．2，0．7，1．4，andl．8nAwere

appliedinB・C・D，andE，reSpeCtively．

後者はcontrolに比し低下していると報告してい

る．我々とほぼ同じ培養法を使用したTamoushら

のcontrolのErの値（－50mv）に比し今回のER

の値（一59mv）が高いのは．我々の場合，いくつ

かのpeptide（EGF．EGF，insulin）を含んだ培養

液を使用しているためと考えられる．今回，MDの

筋単独培養でもco－Culture後のCMにおいても

MDのErはcontrolに比し有意に低下していた

が，その原因としてMDの細胞はinsulin抵抗性が

あり，insulinに対するreceptoraffinityの低下が

最近報告されていることから筋細胞膜のinsulinに

対する反応性の低下が1つの可能性として考えら

れる．Co－CultureにおいてCMのEr，Apdv／dt

ともMDではcontrolに対し低下を示しているこ

と，またco－Cultureの長期培養においても，AChE

活性部位が単純な構造にとどまっていることは，

MD培養筋では，COntrOlに比し，神経からのいわ

ゆる｛trophic”な影響を受けにくい状態に筋細胞

（膜）がおかれていることが推察された．

一方，PC培養筋は，MDと逆にEr，AmAp，

Apdv／dtとも高く，Nachannelはよく発達して

いた．また症状の強い症例2では，Lehmann－Horn

らの外肋間筋と同様に温度の低下と共にErの有意

な低下を認めた．更に，PC培養筋では，高頻度に

SpFを認め，電気的，機械的刺激によりrepetitive

dischargeが認められ，COntrOl及びMD培養筋に

比し極めて興奮性が高かった．これは，MDでは

筋単独培養，CO－CultureしたCMでもcontrolと

差を認めないのと対照的な結果であった．PC培養

筋のもう一つの大きな特徴は，Erが深いにもかか

わらず速いApに続くslowrepolarizationcompo－

nent（Cachannel）が頻繁に出現していることで

ある．PC筋のミオトニアの原因は依然として不明

であるが，ミオトニアをひきおこす機序として，

1）遷延化するrepetitivedischarge，2）細胞外液か

らのCainfluxの増加，3）sarcoplasmicreticulum

からのCaの遊離または再吸収の異常などが考えら

れるが，PC培養筋の今回の結果は．1）2）の現象が

invivoでもPCのミオトニアの発症に関与してい

る可能性を示唆しているものと考えられる．
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44）ヒト生検筋組織培養法による筋細胞及び

神経筋接合部の発達に問する検討

塚　越

研究協力者　　小　林　高　義＊

W．K．EngelH’

ヒト神経筋疾患の病因，病態を研究する上で，

ヒト生検筋よりの培養法は有力な道具となり得る．

しかしながら一般に，ヒト生検筋からの培養筋細

胞は未熟な段階にとどまり，自発収縮はなく横紋

形成をせず，そのために筋緊張性ジストロフィー，

Duchenne型筋ジストロフィー，McArdle病など

では培養下で病的形質が出現しないのではないか

と考えられていた．最近，我々はヒト生検筋より

の筋単層培養に後根神経節を含んだ脊髄片とのco

，Cultureにより機能的神経筋接合部を形成し，自

発収縮，横紋形成を有する培養法を確立したので

報告する1）．

方　　　法

内因性筋疾患を有しないと考えられる57例の生

検筋を使用し，eXplant－reeXplantationcultureを

行い，筋単層培養に未熟な筋管細胞が出現し始め

て1週間後に妊娠13日日Sprague－Dawleyratの

後根神経節を含んだ脊髄片を付加した．筋単独培

養には，10％fetalbovineserum（FBS），fibrob－

1astgrowthfactor（FGF）50ng／ml，epidermal

growthfactor（EGF）10ng／ml，insulinlOJLg／ml

を加えたF14medium2）を使用し，脊髄片との

cocultureには，10％FBS及びinsulin10JLg／mlを

加えたFl。mediumを使用した．継時的に位相差顕

微鏡で観察を行うと同時にco－Culture後1，2，

3W及びそれ以上の長期培養で，aCetyl－

cholinesterase（AChE）染色及び，1251α一Bungaro－

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

＊＊国立精神神経センター神経研究所

＊＊＊NeuromuscularCenter，Dept．of Neurol．USC

磨＊

斉　藤　公　司H V．AskanasH＊

K．Ishikawa書目

toxin（α－BT）を使用したautoradiography

（ARG）を行いAChE活性部位とacetylcholine

受容体（AChR）clusterの動態を定量的に分析し

た．また，AChE活性部位とAChRclusterの相互

関係をみるためAChE染色と125IαBTのARGに

よるdoublelabelingを行い定量的検討を行った．

電気生理は，3MKClを充項した15－40Mnのガ

ラス管微小電極を使用し，神経を付加する前の筋

芽細胞，筋管細胞更に脊髄付加後の筋細胞につい

て継時的に電気生理学的parameterに関し検討を

行った．かん流液の組成は，Na150mM／1，K4

mM／1，Ca2．2mM／1，Mg1．1mM／1，Cl160．6

mM／1，glucose5．6mM／1，Hepes’10mM／1

（pH7．2），0．1％bovine serum albuminであり，

液は27－31℃に保ち実験を行った3）．

結　　　果

Ⅰ．位相差顕微鏡下培養筋の観察

脊髄片付加後，24時間以内に脊髄及び後根神経

筋より神経線経が伸び始め，筋細月包と接触し．更

に，多くの神経線経は筋細胞に沿って伸び続ける

が一部はボタン状の終末を形成する．co－Culture

後，平均10日で筋細胞は収縮を開始し，数日後横

紋形成がみられるようになる．長期培養では，脊

髄片の一側（腹側）に，接続的に収縮し，横紋形

成をした筋線維束が形成され（図1－a），筋に侵

入する神経線椎は鞄等宵を形成し（図1－C），後根

神経節細胞も成熟し，長期に維持される（図1－

b）．収縮し横紋形成をした筋細胞（CM）の長さ

は19．0×102±18．OJLm（SEM），CO－Culture内の収

縮していない筋細胞（NM）の長さは5．3×102±7．9
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図1　Phase，COntraStmicroscopyoflong－termCO－Culturesofhumanmuscleandfetal

ratspinalcordwithdorsalrootgangliaattached・

a．Low－pOWer photomiCrograph of9－Weekrold co－ACulture・Abundant muscle

fibersin close proximity to the presumably ventral part of the spinal cord

explant are densely packed，Parallel to each other，and are continuously

contracting．Musclefibersinproximitytotheother（presumablydorsal）partof

thespinalcordexplanthavedegenerated．Bar，1mm・
b．Well－maintained DRGneuronsin4－Week－OldcoLCulture．Bar，50JLm．

C．Myelinatednervefibersbranchingovermusclefibers（fromlefttoright）in5

－Week－01dco－Culture．Bar．50JLm．

d，C．Contracting（d）and noncontracting（e）muscle fibersin3rweek．01d co－Cul－

ture．contractingmusclefibersarethinner，longer，andmoreuniformintheir

individualdiametersthannoncontractingsistermusclefibers．Bar，10JLm．（from

ref．1）
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〃mとCMの方が有意に長く，一方平均横断径

は，CMで8．9±0．07JLm，NMで，21．4±0．41FLm

と径は有意に細くなった．また，CMではNMに

比べ平均横断径は均一であり，各々の筋細胞の幅

も均一であった．

ⅠⅠ．AChR cruster，AChE活性部位の定量的検

討

神経線経と接触している筋細胞でのAChRclus－

terを有Lている筋細胞は，COLCulture後5日で

35．3±1．5％であるが，COrulture2，3週間には

46－47％となり有意に増加し（p＜0．05），更に筋

が収縮している部位では80．3％と増加した（p＜

0．025）．一方，各々の筋細胞上のAChRclusterの

数はco－Culture1，2，3週のNMでは平均3個

であるが，培養3週後のCMでは，1．7±0．15（同

一皿のNMでは，3．21±0．21）と有意に減少し

た．同様に，AChE活性部位を有する筋細胞は，

CO－Culturel，2週では14．1±1．7，15．3±2．4％

であるが．3週には25．1±1．7％と有意に増加（p＜

0．025）し，更に筋が収縮している部位では50．3±

6．9％となり急速に増加した．一方，各々の筋細胞

上のAChE活性部位の数はco－Culturel．2，3

週のNMで平均2．1～2．6個であるが，長期培養で

のCMでは1．5±0．2．同一皿上のNMでは，2．5±

0．1と，CM上のAChE活性部位の数が有意に低下

した（p＜0．005）．AChE活性部位とAChRcluster

の関係をdoublelabelingで検討すると，NMで

は，AChRclusterの44％の部位にAChE活性部が

存在し，一方AChE活性部位の93．4％にAChR

Cluster・が存在した．CMでは，AChR clusterの

図2　Double－labelingofAChEandAChRonmusclefibersinnervatedandcontracting

in5weeksofco－Culture・a・HistochemistryofAChE．b．Autoradiographyof125I

alpha－BTofasimpleunorganizednerve－muSClecontact．NotethattheAChR

ClusterismuchlargerthantheAChEpatch・Bar，10JLm．C．Histochemistryof

AChE．d．Autoradiographyof L25Ialpha－BTofawellorganizedneuromuscular

junction・ThesizeoftheAChEpatchisvirtuallythesameasthatoftheAChR

Cluster．Bar，10ym．（fromref．1）．
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64％の部位にAChE活性部位が存在し，一方

AChE活性部位の98％にAChR clusterが存在し

た．CMにおける単純な構造を持つAChE活性部

位の長さはAChRclusterの長さに対し65％である

が，複雑なAChE活性部位の長さはAChRcluster

と同一となった（図2）．

ⅠⅠⅠ．電気生理学的検討

1）静止膜電位（Er）：紡鐘形をした筋芽細胞の

Erは－40－－69mV（平均－50mV）で，核を5

－10個有する筋管細胞では－53±8mVであっ

た．Co－Culture後のErを継時的に検討すると

（図3），筋収縮開始後，CMはNMに比して有

意に深くなり，逆にNMではErがやや浅くな

る傾向になった．CMの平均Erは初期のCO－

cultureで769mVであり，NMは－51mV，ま

た神経を付加しない筋細胞（AM）では，一59mV

で，CMのErは有意に増加した．

2）活動電位（Ap）：筋芽細胞においても，anOdal

－breakexcitationにより，10％の筋芽細胞にAp

を認めた．OvershootingApは3核以上の筋細

胞で認め，10核以上の筋細胞ではほぼ全例で電
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気刺激後Apを認めた．Apの振幅（ApAm）

は，AM，CM，NMとも有意差はなく平均89丁－92

mvであったが，ApAmの最大立ち上り速度（Ap

dv／dt）は，CM，NMで147V／secとAM（112

V／sec）に比べ有意に増加した．自発放電は，CM

の全例にみられ，NMの6％の筋細胞に認めら

れたがAMでは認めなかった．Anodal，break

excitationにより出現するApは2×10－6M

TTXで，消失せず，Nafreeの溶液で消失する

ことから，TTX抵抗性Nachannelと考えられ

た（図4）．

3）Neuraltransmission（図5）：Miniatureend

－platepotential（mepp）は，CO－Culture後3日

に認められたが，その振幅，出現頻度は不規則

でしあった．自発性end－platepotential（epp）及

びApはco－Culture6日目には認められ，epp，

Apは2×10J6Md－tubocurarine（d－TC）によ

り可逆的に阻害された．Co－Culture後平均10日

で筋は自発収縮を始めるが，その収縮に一致し

て，持続的なApを認めた．これらのApも10－4

－10－5MdTCで阻害されるが，一部の筋では収

◎　aneurallldl muH■！eIlber

0110爪10ntn〔tin9日■t mUゝ‘lゼ
Ilber

●in…rV■ted and川lHJCtin9

CyHndrkaI muゝtlt・libtr

睾一一一手L＼一書：

10　　　　　　　　　　　　20

ddyS dtler r0・ruhu－～With叫川alrord

★　p O・0（Jl runlPa‥・lt with

llatlibtr5　0llht　ヽamP

いtllu・e day

図3　Restingmembranepotentialofthemusclecellsafterco－Culture，Abscissa：days

afterco－Culture with spinalcord．Ordinate：reStingmembranepotential・◎：

aneuralflatmusclecellsatO－dayco－Culture．0：neuralnon－COntraCting flat

musclecells．●：neuralcontractingcylindricalmusclecells．Eachsymboland

verticalbarshowsmean±SDandnumberofcellstestedisshownneareach

symbol．＊：Significantlydifferent（p＜0．001）fromnon－COntraCtingflatce11sof

thesameco－Culturedays．
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縞が残存し，高濃度のdTCでも阻害されないAp

が認められた．これらのことから，多くの自発

収縮はneuraltransmissionによるが，一部の筋

には筋細胞膜自身の自発性電気活動が存在して

いると考えられた．

考　　　察

我々の今回の研究で，ヒト生検筋よりの筋単層

培養に，後根神経節を含んだ脊髄片とのco－Culture

により，筋は自発収縮を開始し，横紋を形成する

成熟した筋線推束が形成され，また電気生理学的

にchemical transmissionがおこり，成熟した神

経筋接合部が形成されると共に，multifocalinner－

Vationからunifocalinnervationに転換すること

が示された．

Crainらは，ヒト筋のstringと，後根神経筋を

含んだ脊髄片とのorganotypiccultureで，筋が収

縮し，横紋形成をすることを報告している4）．しか

しこの系は筋のstringを残すため，長期に渡㌧て

extracellularmatrix（ECM）が残存し，その中

で筋の再生がおこり，更に新しい神経接合部も以

前に存在した部位に形成される可能性が高いこと，

また，筋の成長分化を筋芽細胞から継時的に観察

を行えないこと，OrganOtypiccultureのため細胞

内微小電極法に通しないなどの問題があり，筋の

筋芽細胞からの発達，神経筋接合部の発生を継時

的に観察するのには，我々の系のような筋単層培

養に，脊髄片を付加する系がより適していると考

COntrOl wash
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図4　Effectsonactionpotentialsoftetrodotoxin（TTX）andabsenceofCaorNaions

fromaperfusingmedium．Actionpotentialsincolumn（a）and（C）wererecorded

in normalperfusing medium beforeand after test medium，reSpeCtively．The

tracein（Ab）wasinthepresenceofTTX（10－6M），（Bb）inaCa－freemediumand

（Cb）in a Na－free mediumwith tris－Cl（pH7．2）．Records were taken from the

SamemuSClecellscorcultured for37days．

－259－



A C1．．．1 b　‥‖…2．．M （　“．。、I．

lJ　・b41tlV

1＿l＿－bUIllV

〟～→｝－レ一・・・・一仙－…・川．・・叫無一二一二二二一ご＝

r二二二・

Q r…‖…，　　　b．U．…】。。γM　　　　（…h

一二十＋

D Q　‥・…・　　　b1－1日…5〃M

＿J、－■＿l＼一一
▲

】りOInヽPt　　　　5tIOltlヽPt’

八日．IHllM

⊂　“．。、1．

－」√；．rtV
図5　Synaptic potentials，SpOntaneOuS aCtion potentials and acetylcholine（ACh）－

induceddepolarizationofneurallyculturedmusclecells・Miniatureend－plate

potentialsin（Aa）and（Ac）Wererecordedinnormalmediumbeforeandafterthe

addtionofd－tubocurarine（2×10－6M，Ab）totheperfusingsolution，reSpeCtively・

Restingmembranepotential＝－64mV・Recordsweretakenfroma3－dayco－

culturednon－COntraCtingflatcelLSpontaneousend－platepotentialwererecor・d－

edfrom a6－dayco－Culturednon－COntraCtingflatcell（B）・Restingmembrane

potential：－60mV・Amplitudeoftheactionpotentialindicatedbyarrowheads

areoverscaled．Spontaneousactionpotentialsin（Ca）and（cc）wererecordedin

n。rmalsolutionbeforeandaftertheaddtionofd－tubocurarine（10一一M，Cb）tothe

perfusingsolution・Recordsweretakenfrom50－dayco－Culturedcontracting

cylindricalcells．DepolarizationinducedbyAChin（Da）and（Dc）Wererecorded

innormalmediumbeforeandafterthe additionofd－tubocurarine（5×10－6M，

Db），reSpeCtively．ACh（10‾5M）wasappliedbyapressurepulseforlOO（▽）and

500（▼）msec．Recordsweretakenfrom62－dayco－Culturedflatcells・
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えられる．

この系では，生化学的にも，CO－Culture後，持

続収縮し，横紋形成をした部位では，Creatine

kinaseのMM型の比率が高まること，筋特異的な

phosphorylaseisozyme5）及び，phosphoglycerate

mutase6）が出現することが明らかにされている．ま

た，組織化学的には，脊髄を付加しない筋細胞に

比Lco－Cultureにより，持続収縮し横紋形成をし

ている筋線維束では，NADH－TR，SDH染色など

によって，よく発達したintermyofibrillarnetwork

が認められ，phosphorylase活性も強くなり，ま

た，ATPase染色では，いわゆるtypeIIcに属す

ると考えられる筋線経が大部分であったが一部type

II線経と考えられる染色性を示す細胞も認められ

た7）．

今回，我々の確立した脊髄片とのco－Cultureに

よるヒト生検筋の培養法は，ヒト筋細胞の発達，

神経筋接合部の発達に関する研究，更に各種神経

筋疾患の病態生理，病因解明に有効な道具となり

得ると考えられる．
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45）培養ラット筋芽細胞（L6）のクレアチン代謝

並びにプロテオグリカン合成

高　木　昭　夫＊

研究協力者　　紫　芝　良　昌＊

目　　　的

クレアチン代謝は筋細胞の分化，発育に伴って

変化する代謝パラメーターで，昨年までに私達は

多核にfusionする前のprefusionstageにおいて

はクレアチンの集積（線維芽細胞の7－10倍）のみ

が起こること，多核細胞にfusionした後phospho－

creatineが形成されるが，細胞内のクレアチンの

みを考えると集積能はほとんどprefusionstageと

変わらないことを報告した1）．これら筋細胞の発育

や分化は基質との関連においても最近問題にされ

るところである．種々の細胞は基質としてproteog－

lycanを合成し，このproteoglycanが細胞の分化

や成長を誘導する可能性も数多く示唆されている．

筋ジストロフィー症ではproteoglycan合成に異

常があることを示唆する所見をHutchinsonらは報

告している2）．クレアチン代謝は筋の実質細胞とし

ての面から重要であるが，同時にproteoglycan代

謝を調べることも問質横能を知る上で重要である

と考えた．L6細胞についてはproteoglycanに関す

る研究はまだ報告されておらず，今後の研究のた

めに基礎的なデーターを得ておく必要性も大きい．

筋細胞の分化や発育に作用する外的要因として，

甲状腺ホルモンがこの両面にどう作用するかを調

べることを当面の目標とした．

材料・方法

ラット筋芽細胞（L6）は10％牛胎児血清を含む

DME培地に培養した．培養6，12日目に血清中の

T。濃度が0．120，1200ng／dlになるように調整し

た牛血清を10％含むDME培地に変え，更に3日間

＊沖中妃念成人病研究所

清水多恵子＊　横　井　紀　子＊

培養し，最後の24時間14C－Creatine，または

35SO。，3H－glucosamineとインキュベートした．

インキュベート終了後，14C－Creatineとインキュベ

ートしたwellから培養液を取り除き，細胞層を0．2

NNaOHで溶解し，TCAで蛋白を沈澱させ，得

られた上清を中和した後HPLCで分析した．分析

にはカラムとしてsmipaxnucreosillOSA，移動

相には0．01M KH2PO4WithNrH。PO．pH3．7を

用いた．また，このTCA沈澱の蛋白量をLowry

法で測定した．

35SO。，3H－glucosamineとインキュべ－トした

wellは，培養液を分離しこれに4Mになるようにグ

アニジン塩酸と蛋白分解酵素阻止剤を加えた．細

胞層は洗浄した後，2％tritonx，100を含む4Mグ

アニジン塩酸で抽出した．これら抽出液はsephadex

G50カラムにより利用されなかったアイソトープを

除去した後，Q－Sepharoseミニカラムに吸着さ

せ，0．15Mから1．5MのNaClgradientで溶出

し，SepharoseCL－6Bカラムで分子サイズを調べ

た．ChondroitinaseABC処理，亜硝酸処理，OH－／

BH。処理は既報のごとく行い3），Sepharose CL－6

Bカラムでこれら処理による分子サイズの変化か

ら構造を調べた．

成　　　績

（1）L6細胞prefusionstageにおけるクレアチン代

謝：図1にL6細胞の培養6，12日目に72時間，甲

状腺ホルモン0，12，120ng／dlとインキュベート

した際のクレアチン代謝について示す．6日から

12日目にかけて細胞数，蛋白量，クレアチンとり

こみ量ともに増加するが，クレアチン取り込み量

を蛋白当り表現すると，6日目と12日目ではほと
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んど差が認められない（この取り込み量は線維芽

細月包の7－10倍である）．また，T3の濃度によって

も影響されない．クレアチンをHPLCで分画した

成績を図1Bに示すが，14C－Creatine（amidine－14

Clabel）の溶出位置に放射活性のど－クがある

が，phosphocreatineやその他クレアチン代謝産物

の溶出位置には放射活性のピークは認められない．

（2）L6細胞prefusionstageにおけるPrOteOglycan

合成：図2にL6細胞の培養液・細胞層のQ－Se－

pharosesaltgradientchromatographyの結果を

示す．3Hの第一のピークと第二の小さなピークは

糖蛋白，第三のピークはhyaluron酸である．

Mediumでは次の第四のど－クは単一で85Sと同時

にピークを形成しており，これはchondroitinsul－

fateproteoglycan（CSPG）である．この脚部に

heparansulfateproteoglycan（HSPG）に相当す

る部分がある．Celllayerではhyaluron酸のピー

クのあとに3H，35S両者のピークが二つに分かれて

存在し，早く溶出してくる方がHSPG，あとから
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図1

溶出してくる方がCSPGである（chondroitinase

ABCで水解されることから確認した）．次にCSPG

をOH‾／BH4で処理してその前後でSepharoseCL

－6Bカラムで比較すると，mediumに存在する

proteoglycanのglycosaminoglycan（GAG）

Chainの大きさは50Kで，OH‾／BH4処理前と大き

さは変わらない．従って，prOteOglycanはGAG

Chainが1本，glycoproteinよりなるごく小さな

COre－peptideに結合している形のものであると推

定された．ところがce111ayerには全く構造と大き

さの異なるproteoglycanがあり，GAG chainの

大きさは約20K，これが複数個，おそらくは4～5

個，COre－peptideに結合して分子量100K以上の巨

大分子を形成しているものである．今回，HSPGの

Characterizationは行わなかった．

（3）L6細胞のPrOteOglycan合成に対する甲状腺ホ

ルモンの影響：図3に示すごとく，培養液のT3濃

度を12ng／dlから120ng／dlとすると，mediumにお

Hyaturonite and proteogly⊂anS Synthesizrd by

r▲t myObliStin cultur●（町●一山Sion）

rFOIil●Sin Q－S叩hirOS●　⊂hromitOgriPhy）

S
宍
　
1
1
・
・
1
　
＝
M
 
T
⊥
盲
d
U
M
O
こ
言
＞
＝
U
3
石
g

151015　20　25　刀　詭　咄45　50

Celltayer

1

－263－

151015　20　25　3U　35　叫　45　50
FraCtion

図2

（
H
）
－
U
■
2

3

　

2

　

l

O

 

O

 

O

 

O



Sy州で扇S Ot PrOt00glycans by myoblast

（EHoCt Ot thyroidIⅦrmOnり

（
∈
d
U
も
こ
　
S
詫
　
言
，
毛
3
石
屋

いてもcelllayerにおいてもCSPGは有意に増加

する．HSPGの増加はCSPGほど著明ではない

が，推計学的に有意に増加する．

考　　　察

L6細胞のprefusionstageではクレアチン代謝は

甲状腺ホルモンに影響されないが，CSPGの合成

は増加することが認められた．そもそもL6細胞が

どのようなproteoglycanを合成するのか知られて

おらず，今回の成績から考えて，pOStfusionstage

ではprefusionstageと異なるproteoglycanを合

成している可能性があり，現在，鋭意検討中であ

る．

L6細胞のCSPG合成が甲状腺ホルモンで刺激さ

れることについても従来は知られることのなかっ

た知見である．私達は人皮膚線維芽細胞での

proteoglycan合成がT。で刺激される所見を得てお

り，これは問質系細胞に共通する所見である可能

性が考えられる．筋ジストロフィー細胞のprimary

cultureでHutchinsonらは，硫酸基の数が少ない

CSPGが合成されると報告しているがその意義は

明らかでない．私達はproteoglycanを中心とした

細胞問質の代謝を様々な立場から探って，筋ジス

トロフィー症に取り組んでみたいと考えている．
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46）筋芽細胞（L6）の増殖，分化とCaイオノフォア

およびサイトカラシンBの影響

川　井　尚　臣＊

研究協力者　　佐　藤　幸　一一一＊　鳴　尾　隆　子＊　西　田　善　彦＊

竹　田　勝　則＊　増　田　健二郎＊　山　口　久　雄＊＊

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症などの変性性筋疾患の病因

や病態を明らかにするためには．筋細胞の増殖や

分化そして変性の機序を知ることが必要である．

本研究ではラット筋芽細胞について，その形態の

変化および筋固有蛋白の出現や増加を指標として，

増殖と分化のあり方を調べるとともに，培養細胞

に膜系あるいは細胞骨格の障害物質を作用させ，

それら物質の培養筋細胞に及ぼす影響を検討した．

対象と方法

本研究にはamerican type culture collection

（ATCC）のラット筋芽細胞（L6）を用いた．こ

の筋芽細胞を培養し，培養筋細胞の増殖と分化，

ならびに培養細胞に対する細胞膜障害物質（Caイ

オノフォア，A23187）と細胞骨格障害物質（サイ

トカラシンB）の影響を調べた．増殖や分化の指

標としては，細胞の形態の変化，細胞中のクレア

チンキナーゼ（CK）活性値の上昇，ミオグロビン

量（Mb）の増加，単位DNA当たりのCK活性値

（CK／DNA）の上昇などを用いた．

1．筋芽細胞増殖の実験は，初め60mm径のシャ

ーレに1×105／dishの細胞を播種し，これを10％牛

胎児血清を含むDME液（増殖用培養液）で増殖さ

せた．

2．筋芽細胞分化の実験には，2％馬血清，6JJg／

mlインスリンを含むDME液（分化誘導用培養液）

にて細胞培養を行った．細胞増殖の実験は3日毎

＊徳島大学医学部第一内科

＊＊徳島大学医学部第一生理

に，そして細胞分化実験は2日毎に培養液の交換

を行い，細胞播種後6hr，3日，6日，8日，10

日，12日後にそれぞれ細胞を採取し，l dish当た

りの細胞数，DNA量，CK活性値，Mb量を測定

した．

3．CaイオノフォアとサイトカラシンBの影響を

みる実験では，まず細胞増殖用の培養液にCaイオ

ノフォア100～300ng／ml，あるいはサイトカランン

BlOO～500ng／mlになるように加え増殖に対する影

響をみた．また，分化に対する影響をみる実験に

は，はじめ60mm径のシャーレに1×105個／dishの

筋芽細胞を播種し，2％馬血清と6J′g／mlインス

））ンを含むDME液にCaイオノフォア200ng／ml

あるいはサイトカラシンB300ng／mlを加えた培養

液で培養を行い，播種後は増殖の実験と同様の日

程で培養細胞を採取し，同じくDNA量，CK活性

値，Mb量を測定した．

上記実験では，いずれも経過を追って細胞の形

態を観察した．また．細胞数の算定には，0．25％

トリプシン溶液を用い培養細胞の浮粘液を作製し，

自動血球計算装置で測定した．そして，培養細胞

のDNA量の測定はErwinらの方法1）によった．CK

活性値の測定には，採取した細胞を，凍結・解凍

後に遠沈し，上清を01iver変法2）にて測定した．細

胞中のCKアイソザイムパターンは，テトラゾリ

ウム塩法3）で検索した．細胞内のMb量はRIA法4）

でう則定した．

結　　　果

1．筋芽細胞の増殖

ラット筋芽細胞（L6）を増殖用の培養液で培養
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を行うと，細胞数は初め1×105であるが3日目よ

り急速に増加し，6日目では81×104，12日目では

326×104に増殖し，細胞数の増加と共にDNA量も

増加した（図1－A）．しかし，細胞内にCK活性

値は殆ど増加せず，従ってDNA当たりのCK活性

値（CK／DNA）も不変であった．また，細胞内に

Mbは検出されなかった．また，形態的にも紡錘状

の筋芽細胞のみがみられた（図2－A）．

2．筋芽細胞の分化

筋芽細胞（L6）を分化誘導用の培養液で培養す

ると，図1－Bに示したごとく，DNA量は3日目

以後増加した．CK活性値は6日日より急速に増加

し，従ってCK／DNA値も急激に増加した．また12

日日にはMbが5ng／dishの量出現した．形態的に

も6日日頃より筋管細胞が出現し，12日目には殆

どの細胞が筋管細胞に変化した（図2－B）．また

細胞中のCKのアイソザイムパターンでも，筋芽

l書　■　R t

図1A：増殖用培養液で培養したラット筋

芽細胞．細胞数，DNA量は増加した

が，CK活性値、CK／DNA値は増加し

なかった．

B：分化用培養液で培養したラットの筋

芽細胞．CK，Mb等の筋固有蛋白が増

加しCK／DNA値も上昇した．

細胞の段階ではMB型を示したが，分化した筋管

細胞ではMM型が主成分となった（図3）．

3．筋芽細胞の増殖と分化に及ぼすCaイオノフォ

アとサイトカラシンBの影響

1）Caイオノフォアの影響

細胞増殖用の培養液にそれぞれCaイオノフォア

100，300ng／mlを加え培養を行なった。100ng／ml

では増殖に殆ど影響を及ぼさなかったが，300ng／

mlでは70％の増殖抑制がみられた．

次の培養細胞の分化に対するCaイオノフォアの

影響の研究には，100と300の中間の200ng／mlの濃

度で培養を行った．その成績を図4－Aに示した

図2　A：増殖用培養液で培養した筋芽細胞

の培養11日目の細胞を示す．細胞数は

増加しているが形態は紡錘型で儲芽細

胞でとどまっている（×350）．

B：分化用培養液で培養した筋芽細胞

の培養12日呂の細胞を示す．殆どが多

核の筋管細胞に分化している（×700）
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図3　CKアイソザイムパターン．筋芽細胞で

はMB型のみであったが筋管細胞では

主としてMM型に変化した．

■　t B t

図4　A：分化用培養液にCaイオノフォアを

200ng／mlの濃度に加え培養した場合．

DNA量，CK活性値，CK／DNA値，

Mb量は殆ど増加しなかった．

B：分化用培養液にサイトカランンBを

300ng／mlの濃度に加えた場合．DNA

量，CK活性値の増加は少なく，Mbは

検出できなかった．

が，細胞は殆ど増殖せず，またDNA量，CK活性

値，CK／DNA値のいずれも殆ど増加しなかった．

形態的にも筋芽細胞はさらに細長い紡錘状になっ

た（図5－A）が，筋管細胞は認められなかった．

ただし，変性したと思われる変形細胞は少なもゝっ

た．

2）サイトカラシンBの影響

細胞増殖用の培養液にそれぞれサイトカラシン

BlOOng／ml，500ng／mlを加え培養を行なった．100

ng／mlでは増殖には殆ど影響を及ぼさなかった

図5　A：Caイオノフォア200ng／ml添加培

養液における培養11日目．紡錘状の筋

芽細胞のみがみられた．形態的に変性

細胞と思われる細胞は少ない

（×700）．

B：サイトカラシンB300ng／ml添加培

養における培養11日目．筋管細胞がみ

られ，その一部に膨化して変性に陥っ

たと思われる細胞（矢印）がみられる
（×700）．
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が，500ng／mlでは50％の抑制が認められた．

細胞分化だ対するサイトカラシンBの影響に関

する研究には100と500の中間の300ng／mlの濃度で

培養を行った．その成績を図4－Bに示した．DNA

量とCK活性値は増加したが，サイトカラシンB

を加えないものに比べ共に少なく，Mb量も増加が

みられなかった．CK／DNA値は遅れて8日目以降

に増加した．また形態的には筋管細胞が一部で膨

化して変性に陥っていると思われるものが数は少

ないが認められた（図5－8）．

考　　　察

筋ジストロフィー症の病因としては，Duchenne

型（DMD）については最近の遺伝子分析の研究5）6）

により，dystrophinと称する（Hoffmanら）著し

く大きな蛋白質が欠損していることが明らかにさ

れた．

本蛋白質は膜系に存在するとの成績も報告され

ているが、これはまだ確定的とは言えない．我々

は、DMDの欠損蛋白質が筋細胞の膜系あるいは筋

細胞骨格に関係のある蛋白質と考え，本症におけ

る筋障害のあり方を究明するため，本研究では細

胞膜障害物質としてCaイオノフォアを，また細胞

骨格の障害物質としてサイトカラシンBをとりあ

げ，これらの物質の筋細胞の増殖と分化に及ぼす

影響，および，これらによる筋細胞の変性につい

て検討した．

我々の用いたATCCの筋芽細胞は増殖用培養液

では細胞数は増加したが，形態の変化や筋国有の

蛋白（CK，Mb）の増加はみられなかった．ま

た，分化用の培養液では培養6日目以降ではCK，

12日日にはMbと筋固有蛋白の出現がみられ分化

していることが窺われた．形態的には紡靂垂状の筋

芽細胞から管状の多核の筋管細胞へと分化した．

そして，CKに比べMbは遅れて出現したことよ

り，筋固有蛋白は分化途上で，それぞれ出現する

時期が異なることが示唆された．

CaイオノフォアあるいはサイトカランンBの分

化ならびに細胞に対する影響については，細胞増

殖を20－30％抑制する濃度のものを用いて研究を

行なったが，両者共，明らかに細胞の増殖を抑制

し，また分化も抑制あるいは遅らせた．その程度

はCaイオノフォアの方が強いと考えられたが，な

お両物質を用いる濃度を検討する必要がある．

両物質による増殖，分化，細胞の変性について

は，Caイオノフォアでは用いた200ng／mlの濃度

では形態的な変化が少なかった．この濃度では細

胞は増殖分化できなかったので，このことが逆に

変性をおこさせない要因になったのかも知れない．

サイトカラシンBでは筋管細胞の一部が膨化し

て見える細胞が少数ではあるが，見出され，これ

は一種の変性所見とも見える所見である．このこ

とは，細胞骨格の障害により，筋芽細胞の増殖や

分化抑制のほかに分化した筋管細胞に変性が生じ

ることが示唆される成績で興味深い．

今後はひき続き培養筋芽細胞を用いて細胞骨格

障害による培養細胞の変性と細胞膜障害による変

性とを対比しながら，さらに詳細に筋細胞の分化

の異常と変性の起こり方を調べたい．

おわ　り　に

筋芽細胞の培養系を用いて筋細胞の増夕直と分化

ならびに細胞膜障害物質と細胞骨格障害物質によ

る筋芽細胞，筋管細胞の変化を明らかにした．今

後さらに，これら物質による培養筋細胞の変化を

詳細に研究し筋ジストロフィー症をはじめとする

変性性筋疾患の病因・病態の究明に役立てたい．
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47）横隔膜の多様性病変について

田　通

研究協力者　　磯　崎　英　治■

は　じ　め　に

横隔膜は，四肢の骨格筋と異なりたえず呼吸運

動即ち収縮，弛緩を繰り返している筋であり，ま

た不随意筋であると同時に随意筋の要素もあわせ

もつ横紋筋である．我々は，そうした特殊な性質

を有する筋が，形態学的にはどの様な特徴を持つ

のかを検討してきた．その結果，肺気腫など使性

閉塞性肺疾患における横隔膜では，ほとんど常に

ragged red fiber（RRF），COre／targetoid fiber

（C／Tfiber）が認められるほか，呼吸不全の期間

が長い例ほどtypel fiber predominanceが著明

となることもわかった1）．そこで今回は，脱神経を

きたす疾患を中心とした神経筋疾患を対象とし，

横隔膜の筋病変を明らかにするとともに，あわせ

て正常と思われる生検横隔膜についても検討した．

対象及び方法

対象は表1に示した剖検例20例，生検例4例で

あり，これらの中には疾患コントロールという意

味から非神経筋疾患も含まれている．検体採取部

位は，全例下位肋骨に起始部を持つ肋骨部横隔膜

であり，剖検例20例のうち15例については全身の

筋病理所見との対応を行うため，非呼吸筋である

表1　対象
剖検例　20例

筋萎縮性側索硬化症　4例　Neuromyositis
パーキンソン病　　　3例
脳血管障害　　　　　3例
オリーブ橋小脳萎縮　2例
急性心筋梗塞　　　1例

肺癌　　　　　　　1例

生検例　4例

慢性肺気腫　肺癌　1例

肺癌　　　　　　　　3例

結核性髄膜炎
ヘルペス脳炎
脳原発性悪性リンパ腫
多発神経炎

hangingdeath

例
例
例
例
例
例

l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l

＊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

等■

宮　本　和　人＊　小　田　雅　也＝

大腿四頭筋も採取した．生検例4例は，いずれも

肺癌のため開胸術施行時に横隔耳真の一部を生検し

た例であり，特に肺癌のみを有した3例はスパイ

ログラムおよび血液ガス分析ともに正常域にある

ため，便宜上これらを臨床的正常例として扱った．

また他の一例は肺ヲ苗のほか肺気腫を合併した慢性

閉塞性肺疾患例である．これらの検体は採取後直

ちに，液体窒素で冷却したイソペンタンにて瞬間

凍結し，1叫の切片を作製，ルーチンバッテリーに

もとずく各染色を施したほか，生検例4例および

剖検例2例についてはcytochrome c oxidase

（CCO）染色も行った．

結　　　果

横隔膜においても基本的には四肢筋と同様，原

疾患にもとずく変化が認められたが，この他に，

RRF，C／Tfiber，CytOplasmicbody（CB），ring

fiberなどの特有な変化が認められたため，これら

の所見を中心に各疾患毎にその結果を示した（表

2）．なお，NADH－TR活性像ではしばしば著明

なmoth－eaten fiberが認められ，必ずしもC／T

fiberとの鑑別が容易ではなく，事実C／Tfiberと

同時に出現することもあった．従って，両者はむ

しろ移行しうるように思えたカミ今回は便宜上moth

－eatenfiberの有無に関わりなく，明らかなC／T

fiberが認められた場合のみを記載した．RRFは，

一般に原疾患と関係なく高率に出現したが，逆に

ALSでは4例中1例にしか認められなかった点が

注目された．RRFが認められた生検例4例，剖検

例2例に対しCCO染色を行うと横隔膜では全例

CCOの部分欠損（図1）を示したが，剖検例2例

の大腿四頭筋では認められなかった．CCO不染線

経は通常RRFに一致して認められたカミ時にはTC

染色で異常を認めない筋線経にも明らかなCCO不
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表2　筋病理所見

横　隔　膜　　　　　　　　　　　　大腿四頭筋

RRF CCO C／T CB RF RRF CCO C／T CB RF

ALS（1）

ALS（2）

ALS（3）

ALS（4）

〇
〇
〇
〇

パーキンソン病（1）

パーキンソン病（2）

パーキンソン病（3）

〇
〇
〇

・
・
〇

〇
〇
〇〇

〇
〇
〇

OPCA（1）

OPCA（2）

脳血管障害（1）
脳血管障害（2）
脳血管障害（3）

急性心筋梗塞

肺癌

Neuromyositis

結核性髄膜炎

ヘルペス脳炎

脳原発性悪性リンパ腫

多発神経炎

Hangingdeath

〇
〇
〇
〇
〇
〇
〇

〇
・
・
〇
・
・
・

・
〇
・
〇
〇
・
・

・
〇
〇
〇
・
〇
・

・
〇
〇
・

生検例
慢性肺気腫　肺癌

肺癌（1）
肺癌（2）
肺癌（3）

0
0
0
0

n
0
0
0

〇
・
・
・

・
・
〇
・

RRF；raggedredfiber CCO；partialcytochromecoxidasedeficiency

C／T；COre／targetoidfiber CB；CytOplasmicbody RF；ringfiber

図1　臨床的正常例における横隔膜

A：raggedredfiber（＊）．TC変法×250

B：CytOChromecoxidaseの部分欠格像（＊）．CCO染色×250
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染性を認め，いわゆるモザイク状をt．ミした．なれ

これらのCCO部分欠損を示した筋線経はmyosin

ATPase染色にて．typel fiberであることが確

、認された．

C／Tfiberも高率に認められたが，生検例ではい

ずれにもはっきりとしたものは認められなかった．

その他，出現頻度は以上の所見に比べれば低下す

るものの，CBやringfiberが比較的多くの例で認

められ（図2），前者はALSで，後者はパーキン

ソン病で高率に認められる傾向にあった．横隔膜

図2　横隔膜

A：CytOplasmicbody（ヘルペス脳炎例）．TC変法×125

B：ringfiber（慢性肺気腫例）．NADHLTR活性像×300
B’：同拡大像　×800
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では以上のような多彩な変化が認められたが，大　　　図3は，脳原発性の悪性リンパ腫で，頸髄転移

腿四頭筋ではこれらの変化はごく少数例にしか認　　の結果，左横隔神経麻痺をきたした例における左

められず，その変化も軽微であった． 右の横隔隈である．健側に比し，麻痺側ではRRF

図3　左横隔神経麻痺例

A：左横隔膜の挙上

B：raggedredfiberの散在（右横隔晩）．TC変法×125

C：raggedredfiberは認められない（左横隔膜）．TC変法×125
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が明らかに少ないことが示された．

考　　　察

すで1こ我々は慢性閉塞性肺疾患における横隔膜

では，RRF，C／Tfiber，typelfiberpredominance

が認められることを報告してきた1）．そしてこれら

の出現機序として，同疾患における横隔膜では気

道抵抗の上昇に打ち勝つため呼吸仕事量が増大し

た結果，横隔膜全体の血液量を陵駕する状態，即

ち相対的な虚血が生じるためではないかと考えた．

Heffnerら2）は，ラットの大腿部を阻血することに

より，RRF，C／Tfiber等我々が横隔膜で認めた

のと同様な変化を報告している．ところで，呼吸

不全状態にあり，更に一側の横隔神経麻痔を来す

と，その側では健側に比LRRFは非常に少なかっ

たが（図2），これは脱神経により横隔膜の動きが

減少した結果，酸素需要量が減り健側のような相

対的虚血を免れたためと考えられる．ALSの場合

も末期には呼吸筋麻痺にもとずく慢性呼吸不全の

状態を呈するが，慢性閉塞性肺疾患患者に比L

RRFの出現が少なかったのは上記と同様，脱神経

による筋のimmobilizationが関与しているのかも

しれない．Karpati3）は，神経切断，腱切断，筋の

固定などを受けた筋はその活動性低下のためエネ

ルギー及び髄素需要量が減少し，その結果ischemic

Changeを予防すると述べているが，同様な機序が

横隔膜に起こった可能性がある．真木ら4）は，正常

対照例7例およびALS2例における剖検外眼筋に

ついて検討しており，正常対照群では全例に

RRF，ring fiberを認めている．特に興味深いの

は，ALS2例のうち，より神経原性変化のはっき

りした例では正常対照例に比しむしろRRFが少な

いという結果である．我々は，ALSの横隔膜では

RRFの出現が少なく，それは脱神経によるimmobi－

lizationが関与すると考えたが，同様なことがsub－

Clinicalな意味で外眼筋においても生じているのか

もしれない．ただし，当然のことながらこれらの

ALS2例はいずれも眼球運動制限がなく，また外

眼筋はもともと四肢筋ほどその組織化学的性質を

明らかにしえない複雑なfiberからなるなど，簡単

には両者を同一視することはできず，今後の検討

が必要である．ただ，少なくとも横隔膜の場合に

は，臨床的にはほぼ正常と考えられるような僅か

な負荷で極めて容易にRRFが生じやすい筋である

ことは確かであり，それは単に外的条件の変化だ

けでなく，筋そのものがoxidativereactionを起

こしやすいという，いわば筋側の因子も存在する

と思われる．RRFの出現と脱神経との関係につい

ては，西ら5）の．ラットの大腿部を駆血した実験が

ある．彼らは，予め支配神経を切断しておくこと

により異常ミトコンドリアが増加し，RRFの形成

がむしろ加速化されて出現するという現象を兄い

出しており，一見我々の結果と相反するように思

われる．しかし，我々の場合には，脱神経即ち横

隔神経麻痔によりその支配筋（横隔膜）の活動が

低下することにより，すでに相対的乏血状態から

は免れていると考えている点で大きな相違がある．

さて，こうしたRRFの認められた生検例4例，剖

検例2例についてCCO染色を行うと，全例組織化

学的にCCOの部分「欠損を認めた．近年，CCOの

部分†欠損は必ずしもミトコンドリアミオバナーに

特異的ではなく，二次的な変化としても生じうる

ことが示唆されており6），我々が認めた横隔膜にお

けるCCOの部分欠損もおそらくそうしたnon－Spe－

Cificなものであろうと思われるが，単に相対的乏

血によるものかどうかは今の所不明である．今後，

生化学的にもCCOの活性低下が認められるか否か

検討していく予定である．

横隔膜におけるその他の組織化学的変化として

CB及びringfiberの出現がある．一般に，これら

は何れもnon－SpeCificな変化とされている．しか

し，CBにおいては少なくとも，ある場合において

は，神経原性変化と関連して出現する7）とされ，事

実我々もALSでは4例中全例に認められた．一般

にCBはtype2fiberにみられるとされるが，我々

のヘルペス脳炎例では大部分がtypel fiberに認

められ，福原ら8）の有機燐ニューロバナーと同様で

あった．ただし，我々のヘルペス脳炎例では，ヘ

ルペスウィルスそのものによる影響も無視できず，

今後CBの出現する筋線経のタイプ別のみならず，

ウィルス疾患とCBという観点からも検討する必要

があろう．CBの出現機序については，いまだ明ら
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かではないが，横隔E莫にCBの認められたALS4

例の大腿四頭筋について検討すると，明らかな神

項星原性変化を呈しているにもかかわらず，1例に

しかCBは兄いだせなかった．このことからCBの

形成には単に脱神経ばかりでなく，前述したよう

な虚血（相対的）あるいは筋活動の冗進等が直接

的，間接的に関与することが考えられる．

Ringfiberについては，一端が遊離した筋，例

えば横隔膜や外眼筋等では，正常でも出現するこ

とがすでに報告されている9）が，我々が検討した臨

床的正常例3例ではいずれにも認められず，むし

ろ慢性肺気腫を合併した例で多くのring fiberが

認められた．我々の結果で特に興味深く思われた

のは，パーキンソン病で高率にring fiberが認め

られた点である．朝長ら10）もパーキンソン病の俳骨

筋で，やはりringfiberを認めており，いまだ検

索例数が少ないため確定的なことは言えないが，

パーキンソン病では呼吸筋，非呼吸筋を問わずring

fiberが出現Lやすいのかもしれない．実験的に

は，Ciesielskiら11）は横隔神経を電気刺激すること

により，横隔膜にC／Tfiberのほかringfiberの

出現を見ている．また，一般に，ringfiberが多発

する疾患として筋緊張性ジストロフィーが有名で

あるが，これらはいずれも筋の活動ないしは緊張

が完進した状態にあり，さらに肺気月重例でringfiber

の多発を認めた点からも，筋の活動あるいは仕事

量が増大した状態でring fiberが出現Lやすいの

かもしれない．

以上，横隔膜では多彩な筋病変を呈するが同様

な変化は筋ジストロフィーを含む種々な神経筋疾

患で認められ，これらの筋病態を考える上で示唆

に富む所見と考えられる．

ま　　と　め

主として脱神経を来す神経筋疾患を対象とした

剖検横隔好莫及び大腿四頭筋，臨床的に正常と考え

られる生検横隔好莫について組織化学的検討を行っ

た．その結果，横隔膜ではRRF，CCOの部分欠

損，C／T fiberを認めたほか，さらにCBやring

fiberなど多彩な所見が認められ，特に前者の出現

については横隔月実における相対的虚血の関与を類

推した．また，RRFの出現が脱神経にもとずく

immobilizationにより抑制される可能性や，CB，

ringfiberなどの所見についても若干の考察を加えた．
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48）凍結損傷による筋病変の組織学的研究

高　瀬　貞　夫＊

研究協力者　　小　林　和　夫■　小　暮　久　也●

は　じ　め　に

筋損傷後の再生過程は，静止状態にあった筋衛

星細胞が賦活化されひきおこされると考えられて

いる．我々はこれまで本姓会議において既活化す

る因子について研究を行なってきた結果，筋損傷

6～48時間後（12時間後に最大）の筋組織中に筋

芽細胞増殖促進因子（分子量96Kの蛋白質）の存

在する事がわかった1）．今回は筋芽細胞増殖促進因

子の出現時期と筋芽細胞の出現時期との関連性を

検討する目的で，実験的再生筋における筋芽細胞

の出現時期を中心に組織学的検討を行なったので

報告する．

対象・方法

250gのウイスター系雄ラットの前脛骨筋を無菌

的に露出し，液体窒素で20秒間冷却した7gの鉄

棒（径7mm）を15秒間押し当てて凍結損傷を作製

した．経時的に損傷筋を採取し（3，15分，1，

2，3，6，12時間，1，2，3，5，7，10

日），採取筋の凍結切片，パラフィン切片，エボン

包理によるsemi－thin切片を作製し，光顕的に観察

した．又超薄切片を作製し，ウラン・鉛染色後，

電顕的にも観察した．

結　　　果

損傷3分後では損傷筋線経の径が増大し，細胞

質はeosinophilicとなり，特に損傷部と非損傷部の

境界域（B域）で著明である（図1A）．B域に限

局して氷の結晶によると思われる多数の小空胞が

みられ，損傷部の筋細胞核は変形，萎縮し，クロ

マチンが濃縮してくる．電顕的には細胞膜は断続

的に破壊消失し，細胞膜下のミトコンドリアの腫

＊東北大学医学部脳研神経内科

大を認める．縦断標本では筋原線経の軽度の過収

縮，過伸展を認める．損傷15分後で過収縮，過伸

展は高度になり，核の周囲にわずかの細胞質をも

つ筋衛星細胞が，基底膜をこえ問質に一部あるい

は完全に遊離している所見もみとめられる（図1

B）．

損傷1～2時間では損傷部の浮腫が著明となり，

多核白血球の浸潤をみとめる（図1C）．損傷3時

間後ではB城に填死線経がみられ（図1D），損傷

6時間後には填死線経の細月包質内に多核白血球が

侵入してくる．損傷12時間後には損傷部に填死線

経が広範に出現し，筋細月包核はほとんど消失して

しまう．B域の填死線経にはmacrophageの侵入

もみられるようになる．

損傷1日後のB域では多核白血球はみられず，

壌死線維内には単核状の侵入のみとなり（図2

A），RNA染色（methylgreenpyronine染色）で

はpyronineに強く染色される筋芽細胞が確認され

た（図3A）．損傷2日後ではB域は二層に分か

れ　損傷側は（丑壊死線経のphagocytosisがみら

れ非損傷側は②増殖した筋芽細胞とmacrophage

で占められる（図2B）．筋芽細胞の増殖層では

RNA染色で陽性となるため，損傷部をとりかこん

で帯状にみとめられる．損傷3日後では筋芽細胞

の増殖屑はさらに拡大し，3～4日後に最大とな

る（図3C）．損傷5日後ではmyotubeが形成さ

れ，B城は損傷側よりG）phagocytosis屑，（∋筋芽

細胞増殖層，③myotube層に分かれる（図2

C）．RNA染色では筋芽細胞増殖層は強陽性，

myotube層は陽性となる．筋芽細胞増殖屑では多

くの線経は基底隈下に筋芽細胞が輪状に配列して，

中央部にmacrophageを認める（図4A）．成長し

た筋芽細胞にはmyofilamentが形成され，隣接す

る筋芽細胞（多くはmyofilamentを形成していな
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国1凍結損傷による筋病変　A；損傷後3分（HE染色，×20）C：損傷後2時間（HE染色，×160）
B：損傷後15分（電鏡像，×3000）D；損傷後3時間（HE染色，×40）

図2　凍結損傷による筋病変　A：損傷後1日（HE染色，×20）C‥損傷後5日（HE染色・×16）
B：損傷後2日（HE染色，×40）D：損傷後7日（トルイジンブルー染色，×80）
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い若い筋芽細胞）との融合がみられる．

損傷7日後では筋芽細胞増殖層とmyotube層

との間に，基底膜下に5－6コの筋芽細胞が配列

し，中央部は膠原線経で占められた輪状の細胞が

出現する（図2D，4B）．筋芽細胞の融合，成長

磯
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図3　凍結損傷による筋病変（RNA染色）
A：損傷後1日．ピロニンに濃染する

筋芽細胞（矢印）が出現する．（×100）
B；損傷後2日．多数の筋芽細胞をみ
とめる．（×100）

C；損傷後3日．筋芽細胞の増殖が最
大となり，B域に帯状に分布する．
（×20）

とともに基底膜が全局を囲むようになると，中心

部の膠原線経は問質の結合織となる．損傷10日後

では壊死組織，筋芽細胞の増殖はほとんど消失す

る．一方myotubeの線推径はしだいに増大して，

RNAの染色性も弱くなってゆく．

考　　　嚢

筋細胞が損傷をうけると静止期（G。／Gl期）にあ

った筋衛星細胞が賦活化因子により，合成期（S期）

へとすすむ．すなわち分裂能を有する筋芽細胞へ

変化して筋の再生が始まる．駄活化因子が衛星細

胞に作用してから筋芽細胞が出現するまでの期間

は，賦括化因子の作用機構を考えるうえで重要な

期間である．耽活化因子の作用している時期は我々

の研究より，損傷後6－48時間である事がわかっ

匡14　電顕像

A；損傷後5日．基底膜（矢印）に接
して筋芽細胞（m）が輪状に配列し，中

央にはmacrophage（星印）を認める．
（×2000）

B；損傷後7日．図2Dの電卓窮像．

（×2000）
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た1）．しかし筋芽細胞の出現時期の正確な決定は難

しい．筋芽細胞と同時に混在しているmacrophage

を区別しなければならないが，初期の筋芽細胞は

alkalinephosphatase等のライソゾーム酵素の組

織化学的染色，電長房的検査にてもmacrophageと

の区別が判然としない．

今回我々はRNA染色（methylgreenpyronine）

を行なったところ，筋芽細胞は強陽性，maCrOphage

は陰性～弱陽性となり，両者の区別は可能であっ

た．筋損傷より24時間後に筋芽細胞が出現，損傷

3－4日後に最大となり，myOtubeの形成ととも

にしだいに減少する事が明らかにされた（図5）．

DNAはRNAと同時にS期に合成されるので，3H

－thymidinの取り込みからみた筋芽細胞の動態は

RNA染色によるものとほぼ同様の動態を示すと考

えられる，損傷筋における3H－thymidinの筋芽細

胞への取り込みは，損傷後12時間では取り込まれ

ず，損傷後30－36時間に始めて取り込まれると報

告されている2）3）．

培養筋芽細胞の増殖促進因子（MPF）における

我々の研究より，筋損傷後MPFは6時間後に出現

し，12時間後に最大となり，3日後にはほとんど

認められなくなる事を報告してきた1）．っまりMPF

が出現した後，筋芽細胞が出現するまでは6～18

時間かかる事になる（図6）．この時間はおそらく

MPFがG。／Gl期にある衛星細胞のMPF受容体と

結合し，新たな2次シグナルが形成され，シグナ

ル量がG．期後半にある限界点（R）をこえ，

RmOu泊。Ju．ql▲HG丘SmCMl…▼

伽●tt■叫叶Yld●Yl

図5　凍結損傷後の病理的変化

DNA，RNAの合成を開始するまでの時間を意味

するものであろう．上皮成長因子においては休止

期の細胞に作用し，DNA合成が行なわれるまで最

低12時間が必要であるとされている▲）．MPFにお

いてもほぼ同様の時間を要すると考えられた．

MPFが損傷筋組織のどこで産生されるか興味の

ある課題である．本実験でも明らかなように凍結

損傷では決して一様な再生組織像を呈するわけで

はない．B城において最も早期に筋芽細胞の増殖

が始まり，しだいに損傷中心部へとすすんでゆく．

筋再生の場はBl戒であり，おそらくはMPFもB

城に存在するのであろう．B域に筋芽細胞が出現

する以前に壊死線経が帯状にみられ，MPFは筋原

線経の崩壊過程において壊死線維内で産生される

のであろうか．壊死線維出現後まもなく（3時間

後），maCrOphageが出現するが，損傷部位のma－

crophageに線推芽細胞，血管内皮細胞，平滑筋細

胞の増殖を促す因子（macro－phage－derived

growthfactor）が含まれている事が近年指摘され

ており5），筋芽細胞の増殖因子もmacrophageでつ

くられている可能性も否定できない．

どうして始めにB城に再生がおこるかという事

については，（》損傷中心部では衛星細胞も死に至

り，B城での衛星細胞の損傷は軽度である事，②

B域は正常組織に揺するため，血管，神経からの

栄養供給を受けやすい事，（∋B域は非損傷部より

遁走してきた衛星細胞に最も近い位置にある事な

どが考えられよう．
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図6　筋芽細胞増殖促進因子（A）

と筋芽細胞（B）の経時的変化
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衛星細胞の遊走性については従来筋線維内での

移動は確認されていたが，基底膜をこえて遁走す

る事はないとされていた．しかし最近標識された

培養衛星細胞を正常筋組織へ移殖すると，衛星細

片包は細胞外より基底膜の内側に入り込む事が確か

められた6）．又wholemuscleの移植実験からも衛

星細胞が基底膜をこえて遊走しうる事が指摘され

ている7）．衛星細胞をB城に遁走させる因子はMPF

の濃度勾配によるものなのか，あるいは新たな因

子が作用するのか今後の研究によらねばならない．

ま　　と　め

凍結による実験的損傷筋を作製し，経時的に形

態的検討を行なった．その結果，

（∋筋再生は損傷部と非損傷部の境界域より始ま

り，

（診筋芽細胞は筋芽細胞増殖促進因子の出現時期

より6－18時間遅れて，損傷24時間後より出現し

た．

③筋芽細胞は3－4日後で最も増加し，その後

myotubeの形成と反比例して漸減する事がわかった．
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49）ラット骨格筋における雌雄差と性腺摘出の影響

斎　田　孝　彦＊

研究協力者　　小　堀　　　真書　西　谷　　　裕■　山　室　隆　夫＝

骨格筋には，著明な性差が認められ，その性差

の発現に性ホルモンが関与していることは確かと

考えられる．男女性ホルモンが，骨格筋の成長分

化維持に及ぼす作用を調べ，どのタイプにどのよ

うに働いているのかを知る目的で，ラット骨格筋

の雌差を検討し，性腺摘出の影響を各タイプ別

の筋線維径，数，構成比率について検討した．

方　　　法

ラットの骨格筋は酵素組織化学的にタイ701，

2A，2Bの3種に大別される．ヒトと異なり，タイ

プ1はNADH－TR染色でタイプ2Aと2Bの中間

の染色性を有する．タイプ1がslowoxidative，

タイ702Aがfast oxidativeglycolytic，タイプ2

Bがfastglycolyticである．骨格筋は，これら3

種の筋線経が，さまざまな比率でモザイク状に混

在しており，筋により，そのパターンが異なり，

同一筋肉内においても，そのパターンがいちじる

しく異なる．筋線維径も，中心部と周辺部では差

があり，筋の形状，採取高位によっても異なる．

従って，筋を比較する際には，比較的細い紡錘状

の筋腹をもつ筋を選び，全筋横断切片を作製し，

それを構成するすべての筋線経の計測を行うこと

が，誤差を少なくする為に必要である．筋線維型

の識別は，NADH－TR染色等により，単一染色で

三種の識別は可能だが，実際には，筋線維型はさ

まざまな中間型が存在している為，NADHTTR染

色でも，識別に困難を感じることが多く，判定者

の主観で結果が異なる．

連続切片を用いて多種染色を組み合わせること

により．同定は可能だが，手技が繁雉となる．こ

＊国立療養所宇多野病院臨床研究部

＊＊京都大学医学部整形外科

れに対しては，3種の筋線綻型のうち2種のみか

ら成る筋を求め，採取条件，高位を一定にするこ

とにより，誤差を少なくすることができる．こう

した条件を満たすものと　して，SOleusと

caudofomoralisの2種の筋を選定し，使用した．

Soleusは代表的なSlowmuscleであり，糸詮線維

数は約3，000本．約80％がタイプ1，すなわちslow

oxidativeで，残りがタイ702Aで，2Bは含まれな

い．Caudofemoraliseは，footmuscleで，総線維

数約3，500本．タイプ1を含まず，タイプ2Aすな

わちfastoxidativeglycolyticが約30％，タイプ

2Bすなわちfastglycolyticが約70％で構成されて

いる．Soleusを用いてタイプ1，Caudofemoralis

を用いてタイ702Aと2Bの計測を行い，ヒストグ

ラムを作製，平均値，標準偏差，中間値を求め，

比較検討した．

同一家系のSDラット40匹を用い，性腺摘出群

（雄10匹，雌ユ0匹）と無処置群（雄10匹，雌10匹）

に分けた．性腺摘出は生後3週で行い，以後，ゴ

マ油0．1mlを週2回皮下投与した．無処置群に対し

ては，性腺摘出操作，薬剤投与共に行っていない．

生後20週で．両側のsoleusとcaudofemoralisを同

条件下に，筋腹のほぼ中央部で筋クランプを用い

て採取し，dtコンパウンドを用いて液体窒素によ

り凍結，クリオスタットにより8〝厚の全筋横断連

続切片を作製した．染色はNADH－TR染色及び

ATPase pH9．4，4．5，4．2で行い，タイ701，2

A，2Bに識別，同定した．計測は，NADH－TR柴

色標本を用いて行い，最終倍率100倍の全筋横断合

成写真を作製した．Kontron MOPAMO3画像解

析装置を用いて，筋を構成するすべての筋線経の

1essorfibrediameterを直接計測し，数，平均値，

標準偏差，中間値及び5／‘平値のヒストグラムを求

め，比較検討した．Lessorfibrediameterを用い
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図1　雌ラットsoleusでのヒストグラム．い

ずれのfibreタイプも分散の小さい正規

分布を示す．
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日日‖」‖
図2　タイプ別の筋線維径の性腺摘出群（GX

Oil群）と無処置群との比較．
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図3　性腺摘出群（GX oil群）での筋線維径
の変化．－

（a）筋線維径（含）
（b）筋線維径（♀）
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図4　全筋切片におけるタイプ別筋線維数の
比較．

ることにより，キンキングによる誤差も最少とす

ることができ，かつ，計測者を同一とすることに

より，主観による差を少なくするようにつとめた．

筋線維径のヒストグラムは，分散の少ない正規分

布を示す．各筋線維型の平均値をその個体の平均

値とみなし，t検定により有意水準5％で有意差を

求め比較検討した．

結　　　果

性成熟期に達した20週齢での雌雄差は，筋線維

径において，無処置群では，すべてのタイプで雄

が有意に大きく，特にタイプ2Aと2Bで著明であ

る．雌の性腺摘出により，すべてのタイプで筋線

維径の増大が認められ，特にタイプ2Aで著明であ

る．雄の性腺摘出により，タイプ1と2Aは共に変

化しないが，タイプ2Bの径は著明に減少する．そ

の結果，性腺摘出により，筋線維径の雌雄差が消

失する．

体重と筋線維径との関連をみると，雄では性腺

摘出により体重には有意差がなく，一方筋線維径

ではタイプ2Bの著明な径の減少が認められる．ま

た，性腺摘出を行った雌雄を比較すると．体重に

約20％の差があるにもかかわらず，筋線維径に有

意差が認められない．従って，筋線維径と体重と

は，本実験では直接の相関はないと思われる．

Soleusを構成する総線維数及びタイプ1と2Aの構

成比は，性腺摘出により2Aが増える傾向がある

が，有意差はない．また，Caudofemoralisを構成

するタイプ2Aと2Bの構成比は，同様に有意差が

ない．従って，骨格筋における雌雄差は，その構

成パターン，すなわち性格の変化でなく，筋線維

径，すなわち筋力に差があると考えられる．卵巣

摘出は，女性ホルモン，すなわちエストロゲン，

プロゲステロンの除去と考えられるが，それによ

り，すべての筋線維径が増大し，特にタイプ2Aで

著明である．このことは，これら女性ホルモンの

筋線維径に対する抑制的作用をうかがわせる．葦

丸摘出により，テストステロンが除去されると考

えられるが，これにより，タイプ1と2Aは変化せ

ず，タイプ2Bの径が著明に減少する．従って，テ

ストステロンはタイプ2Bとの関連があるように思

われる．性腺摘出により雌雄差が消失することは，

性ホルモンの骨格筋に対する強い影響をうかがわ

せる．

考　　　察

ラットの雌雄差に関しては，筋線維径において

みられ，雄が，タイプ1，2A，2Bのすべてのタイ

プにおいて大きいことが認められる．雌の卵巣摘

出，すなわち女性ホルモンの除去により，タイ70

1，2A，2Bのすべての径が増大し，特に2Aで著

明である．雄の葦丸摘出，すなわちテストステロ

ンの除去により，タイプ1，2Aは変化せず，タイ

プ2Bの径が減少する．その結果，性腺摘出によ

り，筋線維径においてみられた雌雄差が消失した．

筋線維総数及びタイプ別構成比率は，雌雄差を認

めず，また，性腺摘出により影響されない．従っ

て，性ホルモンは，筋線維径すなわち筋力により

関与し，各タイプの構成比すなわち筋の性格には

関与していないものと思われる．今後，各種性ホ

ルモンの授与実験を行い，性ホルモンが骨格筋に

与える影響を検討していきたいと考えている．

－286－



50）福山型先天性筋ジストロフィーの脳奇形

一小脳小多脳回の特徴とその成立機序

中　村　晴　臣事

研究協力者

我々は昨年の本姓会議で，福山型先天性筋ジス

トロフィー（FCMD）の23週胎児の神経病理学的

検討の結果を報告し，本症では胎児期のかなり早

期から大脳皮質の全表面でグリア間菓組織が増生

し，これと関連して軟膜一グリア境界（piaトglial

barrier）の局所性ないしび浸性の欠損がおこり，

その欠損部を通じて多数の神経細胞が皮質上部の

グリア間菓組織内に進入し，種々の程度に神経細

胞へテロトピアを形成することによって，大脳皮

質形成異常が成り立つものと推測した1）．

ところで，FCMDでは大脳のみならず小脳皮質

にも広範な細胞構築異常が見られる．従来知られ

ているその特徴は，（卦分子層と顆粒層が島状に不

規則に入り交じるいわゆる小脳小多脳回をなすこ

と，（∋小多脳回は小脳上面とくに上半月小葉に限

局する傾向があること，（診小脳の表面をしばしば

異所性の有髄線結束が走行していることなどであ

る2）．小脳皮質では，最初に表面を覆う外頼粒細胞

の遁走は大脳とは逆に外から中に向かって行われ，

満期出生後数カ月にわたってなお持続する3）．従っ

て，小脳小多脳回の発生機序は多少とも大脳のそ

れとは異なることが想像できる．今回は，2歳例

およびⅦ台児例を用いてFCMDの小脳奇形を検討

し，その発生機序を考察した．

研究対象および方法

対象は死亡時年齢2歳のFCMD患者の脳，およ

び胎児例（胎齢23週）の脳である．

小脳は脳幹を含めて水平断とした．パラフィン

包理切片を作成しへマトキシリン・エオジン（H＆

＊鳥取大学医学部神経病理

高　田　邦　安■

E）染色，ニッスル染色，髄鞘（ルクソールファー

スト青）染色を施し，一部の切片ではブリ7線維

蛋白（GFAP）に対する抗体を用い免疫組織化学染

色を行った．また，標本の一部から厚さ7ないし

10JJmの連続切片を作り，連続的に観察し立体的構

造を把握した．また連続切片の一部を描画装置

（cameralucida）を用いてトレースし，さらにパ

ーソナル・コンピューター画像解析装置（Nikon

Cosmozone98）によって三次元再構築を試みた．

結　　　果

1）小脳小多脳回の特徴

連続切片の観察の結果，不規則に顆粒層と入り

交じる分子屑は互いに樹枝状に連続し，脳表とも

連続していた．プルキンエ細胞も大多数は顆粒層・

分子量の境界に分布していた．稀には皮質が局所

的に欠損し，白質が表面に露出する部分もあった．

樹枝状につながる分子屑の中心部には血管が含ま

れ，それらは最終的に脳表血管とつながっていた．

コンピューター解析による三次元再構築ではその

特徴がよく示された（図1）．大脳と異なり脳表の

グリア結合織増生は顕著でないが，一部くも膜内

にGFAP染色に染まる異所性グリア組織を認め

た．

2）23週胎児における小脳奇形

肉眼所見として，小脳半球には偶発性と思われ

る両側性くも膜下出血があり，その付近では小脳

回の形成を欠いていた．組織学的には，小脳虫部

の皮質がほぼ胎齢相当の正常細胞構築を示したの

に対し，両側半球外側部の皮質は比較的味な間某

組織で覆われ，皮質成分は不規則な凹凸をなし，

外頼粒細胞層・ブルキンエ相月包層の配列が断裂し

－287－



ていた．そこでは皮質表面に多数の小陥凹が存在

し，半球深部の自質にも多数の小空洞があった（図

2a）．小陥凹の内部には外頗粒細胞の小集団が少

量の間某組織とともに取り込まれ（図2b），また

外頼粒細胞の小集団は時には開業組織内に島状に，

あるいは細い血管に沿って突出するようにも見え

た．半球深部の小空洞は，やや疎な間菓組織を取

り込んでいた（図2C）．白質内の小空洞の周囲に

は神経細胞と見なしうる成分は見あたらず，また

しばしば空洞内に出血を伴っていた．

連続切片標本で観察すると，単一切片で白質内

に多数認められた小空洞は，その中心に小血管を

含むかたちで小脳表面と交通していた．すなわち

小空洞内の間某組織とくも膜下のそれは連続・一

体のもので，両者の出血も連続していることが分

かった．

考　　　察

発生学上，小脳は菱脳翼板と蓋板の移行部につ

くられ，菱脳基板からできる橋との関連が深い．

ヒトでは，胎齢6週頃に左右の菱脳唇（rhombic

lip）が厚くなって中央でつながり，やがて蓋板全

体が肥厚する3）．3カ月頃には中央部（将来の虫部）

と外側菓（半球および片葉）が区別可能となるが，

小脳満の出現や皮質神経細胞の成熟は，虫部や片

葉では半球に比べ，数週早く進む．

小脳原基と第四脳室蓋板の境界部では，脳室墾

図1　小脳小多脳回と血管との関係．Nikon

Cosmozone98です苗いた三次元再構築像

をトレースしたもの．黒丸の領域は根

粒層．

図2　23週胎児例の小脳（本文参照）．へマト
キシリン・エオジン染色：a7倍：b

60倍；C150倍．
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のgerminallayerから小脳の表面に沿って神経細

胞が遁走しはじめ，やがて表面を覆って外顆粒層

をつくる．Germinallayerの相月包の一部は直接放

射状に皮質に向かい将来Purkinje細胞となり，一

部は脳室付近に留まって小脳核をつくる．皮質表

面の顆粒細胞はここでさらに増殖して数を増し，

やがて順次分子層内に平行線経を出し，さらに皮

質深部に降りてPurkinje細胞層よりも深部に到達

し，内頼粒層をつくる．この顆粒細月包の遁走は胎

齢15過頃から生後数カ月にわたって行われ，また

大脳皮質のradialgliaに相当する細胞遁走のガイ

ドは，Bergmanngliaであるといわれる3）．

以上に述べた小脳皮質細胞の遁走の特徴を大脳

との比較で要約すると，（D神経細胞の大多数を占

める顆粒細胞の遊走は，大脳とは逆に表面から皮

質深部に向かって行われること，（診大脳皮質でほ

ぼ遊走が終了した生後20週以後も，小脳外頼粒屑

の細胞は皮質表面でさらに増殖し続けていること，

③細胞遁走は生後数カ月にわたって行われること，

⑥発生的に橋との関係が深いこと，などである．

今回，生後の小脳小多脳回を連続切片で検討す

ると，分子層が血管を中心にして，不規則に枝分

れしながら，深部に陥入していくのが確認できた．

脳表一髄膜（血管）と，分子層，顆粒屑さらに

Purkinje細胞の相互の位置関係は正常皮質と基本

的に同一であり，文字どおり小脳脳回のminiature

（小多脳回）というべきものであった．言い替え

れば小脳小多脳回において，皮質細胞は分子層内

で複雑に分岐する血管を中心に異常な配列を来た

したと想像され，おそらく顆粒細胞やPurkinje細

胞自身の遊走能力やそれらの相互作用に異常の原

因があるのではない．

また，FCMD胎児脳の神経病理学的検索の結

果，小脳皮質の表面でも大脳同様，間菓系の増殖

がみられ，直下の小脳皮質も既に異常を示したが，

生後の小脳皮質奇形とは程遠く，いわばまだ発達

途上にある．これは，大脳皮質が二次溝はまだ形

成されないものの，生後とほとんど基本的に同一

の異常細月包構築を示すのと対照的で，おそらく，

胎齢23週という時点で，大脳では細胞遁走が既に

ほぼ終了しているのに対し，小脳皮質ではまだ外

顆粒細胞が皮質表面で活発に増殖し，その細月包遁

走も始まったばかりの時期であることに対応する．

その異常所見は，第－に皮質表層部における顆粒

細胞を取り込んだ多数の小陥凹の形成であり，第

二に深部における比較的疎な結合組織を含む小空

洞の形成である．連続切片の観察で深部の小空洞

は小脳表面との交通が確認され，その中心に小血

管が含まれていた．

これらの所見からFCMDにおける小脳小多脳回

の形成機序を推測すると（図3），小脳でもやはり

大脳同様胎生期の皮質表層におけるグリア間某組

織増生が重要で，とくに小脳実質の内部に及ぶ結

合組織の増生が奇形発生のj蓮を握るように思われ

た．小脳で1ま胎児後期以後もなお外頼粒細胞には

増殖能力があるので，その数の増加にしたがって

表面の小陥凹は複雑化し，最後に顆粒細胞が，正

常の小脳皮質と同様の機序で，血管（髄耳莫組織の

一部）から遠ざかる方向に遁走して島状の顆粒層

を形成するものと推測された．

FCMDの胎児小脳皮質ではなぜこの様な結合組

織あるいは顆粒細月包を取り込んだ小空洞ないし小

陥凹が作られるのであろうか．大脳では軟膜－グリ

ア境界の局所的な欠壬則こより，神経細胞が，くも

膜下，すなわち正常位置よりも外側に集積するこ

1　　　　　　　　2
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E2）3　FCMDにおける小脳少多脳Ei］の成立ち

1．髄膜問薬組織の増生と共に，血管

に沿って結合組織が増加，小陥凹な

いし小空洞を作る．

2．外頼粒屑の増加と共に空洞が複雑

化し，さらに空洞表面を頼粒細胞が

覆うようになる．

3．顆粒細胞は髄膜（血管）から遠ざ

かる方向に遁走し，島状の頼粒屑を

作り，小多脳回が完成する．



とが奇形発生の鍵と考えられた1）．ところが小脳で

は結合組織の増生は大脳とは逆に外から内に向か

うように見える．また結合組織内のグリア増生も

大脳ほど顕著ではない．その理由は今のところ明

らかでないが，大脳における細胞遊走が内から外

に向かうのに反し，小脳では顆粒細胞は表面でま

だ活発に増殖し，やがて深部に向かって遁走して

いくので，グリア細胞や神経細胞は，仮に大脳と

同様の軟膜－グリア境界の局所的な欠損があっても

外部に能動的に飛び出しにく　く，逆に結合組織だ

けが内部に進入するのかも知れない．すなわち，

FCMDでは，本来混じり合わないはずの髄膜間菓

組織と神経グリア組織が限界板の欠損により互い

に入り交じり合って皮質奇形を作るが，大脳と小

脳では細胞遊走の方向が正反対のため，奇形発生

のプロセスが一見逆方向に見えるのであろう．

今後，FCMDの脳奇形の発生メカニズムの解明

のためには，髄膜間某組織の異常な増生と軟8莫－グ

リア境界の破壊がどの桂な生化学的異常に基づく

ものか，さらにそれが骨格筋の変性といかなる関

連があるかを追究することが必要と思われる．

文　　　献

1）Takada K，Nakamura H et al：Cortical

dysplasiain a23－Week fetuswith Fukuyama

COngenitalmusculardystrdphy（FCMD）：aCaSe

analysis．ActaNeuropathol（Berl）74：300，1987．

2）Takada K，Nakamura H et al：Cortical

dysplasia　in　congenital muscular dystrophy

with central nervous systeminvoIvement（Fu－

kuyama type）．J NeuropathoIExp Neuro143：

395，1984．

3）RakicRLandSidmanP：Neuronalmigration，

With speCial reference to developing human

brain：a reView．Brain Res62：1，1973．
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51）ネマリンミオパテーの進行性

埜　中　征　哉＊

研究協力者　　石　浦　幸

手直　田　初

ネマリンミオバナーは先天性非進行性ミオバナ

ー（congenitalnonprogressivemyopathy）に分

類され，乳児期から筋力，筋緊張低下はあるもの

の，非進行性て予後はよいとされてきた．しかし

中には急速に進行し，呼吸不全をみたり1），死に到

る例のあることも知られていて，けっして予後良

好でないことが分かってきた．ネマリンミオバナ

ーで1まなぜ，どのようにして筋力低下が進行する

のか，それを知るために本研究を行った．

対象・方法

ネマリンミオバナー7例，対照7例の生検筋（症

一■　　荒　畑　喜　一＊

江川　丸　山　哲　弘＝書

例6は剖検筋）を使用した（表1）．症例1～5は

乳児期に発症し，現在まであまり明らかな進行が

みられない典型例であった．症例6は乳児期より

症状があり，急速な進行を示し，3歳9月で死亡

した．この患者には拡張性心不全があり，心筋も

侵されていることが臨床的に疑われていた．症例

7は41歳まで全く正常で，2年間で急速な進行を

みた成人発症例で，筋生検で本症であることが分

かった．

生（剖）検筋は採取後直ちに液体窒素で冷却した

イソペンタン内にて固定，連続切片を作成し，へ

マトキシリン・エオジン（H＆E），Gomoriトリタ

表1ネマリンミオバナー症例の臨床像のまとめ，ネマリン小体量，酸7オスファターゼ
活性．

Patient Age／Sex Onset W慧霊　pr。greSSion N芸：ニ：B．；：こ，．

1　　　　　8m／M

2　　　　17m／M

3　　　　　4y／F

4　　　　　6y／F

5　　　　24y／F

6●　3y9m／M

7　　　　43y／M

2M

Neon．

Neon．　　　18M

Neon．　　　4y

3M

41Y Norm．

≠

＋

＋

＋

＋

　

≠

　

≠

＋

廿

＋

■

＋

　

≠

　

≠

Pationt6：dlod at3y9m from cardiac

Pationt7：adult onSet

＊国可托センター神経研究所

＊＊国立循環器病センター病理

＊∴＊＊長野赤十字病院神経内科
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ローム変法，それに各種組織化学的検索を行った．

さらに蛍光基質を使ってカテプシンBの活性をみ

た．症例2，6，7にはカテプシンB，L，Hの抗

体を使用しその抗原性を免疫組織化学的に検索し

た．生検筋には全て電子顕微鏡的検索を型のごと

く行った．

生（剖）検筋の一部は採取後凍結し一70℃保有し，

生化学的分析（カテプシンB＆L，カテプシンH，

酸フオスファターゼ，アミノペプチダーゼB，M，

デイペプチディール，ペプチダーゼⅠ～Ⅳ）を行

った．

結　　　果

1）一般組織化学的所見

仝例に筋線経の大小不同，ネマリン小体の存在

を確認した．ネマリン小体の数と重症度，経過の

速さはある程度相関しても必ずしも一敦しなかっ

た．症例7を除いて全例に，タイプ1線維小径化

（typelfiberatrophy）と数の優位（typelfiber

predominance）を認めた．症例7ではタイプ1，

2線経とも大小不同を示し，小径線経が群をなす

傾向にあった．しかしそれは神経原性のものとは

考えられず，また筋線維タイプ群化（fiber type

grouping）はみられなかった．

2）酸フオスフアタtゼ染色

特記すべきことは全例に，特に小径の線経に酸

フオスファターゼ（AcP）活性の上昇をみたこと

である．正常筋でもわずかに点状に活性の高い所

が線維内にみられたが，ネマリンミオパテ一筋で

は非進行例でもその活性が高かった．急速増悪例

ほど高く，症例6，7の小径筋に強く，特に小例

6の心筋では強い活性を示した（図1）．心筋線維

図1ネマリンミオパチーで心筋障害で死亡例は心筋線経も細くなり（A），また酸フォス

ターゼの活性も著しく上昇している（B）（写真では黒い点として表現されてい

る）．正常対照骨格筋（C）では活性はほとんどない．A：H＆E．B．C：酸フォス

ファターゼ．A－C：×200．
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は細く問質の結合織も増加していた．この例では

心筋にもネマリン小体を認めた．

3）筋内カテプシン活性

筋線経の崩壊に関与するといわれるカテプシン

Bの活性を蛍光基質を用いて染色すると，AcP活

性の高い症例6，7の小径線経に活性の上昇をみ

た．しかし筋ジストロフィーの壊死線経にみられ

る貪食細胞の活性に比較すると．はるかに弱い活

性であった．

カテプシンB，H，Lの抗体を用いて染色した結

果は全て陰性であった．

4）生化学的分析

生（剖）検筋の生化学的分析ではカテプシンB＆

Lの値がネマリンミオバナー筋で有意に高値を示し

た（図2）．特に急性増悪を示した2例（症例6，

7）で高く，醸フォスファターゼの活性とよく平

行した．心筋は患者で高値を示したが，対照でも

高値のものがあり，有意にはとれなかった．AcP

活性は生化学的にはやや高値を示すのみであった．

nln010／30両n

CATHEPSJN B＆L

1．810
宋　●
く）

●
　
●
　
●
●
lQ

①
8

0：CONTROL

●：NEMALINE
MYOP．

8K鵠記とE CARB隠しE

図2　カテプシンB＆Lの活性値
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図4　筋原線経の乱れの著しいところでは，
症例7．×10，000．

また，dipeptidylpeptidaseI（DPI）は正常範囲

であった．

5）電子顕微鏡所見

全例にネマリン小体を認めた．さらに急性増悪

例では筋原線経の崩壊像がみられ（図3），特に急

性増悪例では多くの自己会食空胞（autophagic

vacuoles）を認めた（図4）．この空胞は膜をも

ち，しばしばグリコーゲン頼粒を入れていた．時

にrimmedvacuoleにみられるようなミエリン′ト

体を認めた．

考　　　察

ネマリンミオバナーは乳児期から筋緊張低下．

筋力低下があり発育発達の遅れを特徴とする．中

には乳児期や小児期に死亡する例もあるが，多く

は歩行を獲得し，その後の経過は良好で非進行性

であると教科書的には記載されている．しかし，

急性増悪し呼吸不全や歩行不能となる例もある．

このように急性増悪するのはどのような病理学的

変化に起因するかは全く知られていなかった．

多くの自己貧食空胞（矢印）を認める．

急性増悪する例に限らずネマリンミオバナーの

生検筋ではAcPの活性が高いこと，特に急性増悪

例にその傾向が強いことに気付いた．AcPはリソ

ゾーム酵素であるので，本酵素活性が高いのは壊

死線経に侵入する食食細胞であり，それに続く再

生線経である．また自己食食機転が克進したrim－

medvacuole，糖原病ⅠⅠ型，軽度ではあるが脱神経

筋でも高活性がみられる．また筋緊張性ジストロ

フィーの小径線経も高活性を示す．

ネマリンミオバナーでは壊死，再生がみられな

いので，生検筋でAcPが高いのは自己会食機転が

冗進していることが考えられる．それはリソゾー

ム酵素の一つで，筋原線経の崩壊に大きな役割を

果たすというカテプシンB＆Lの活性上昇があった

ことからもうらづけられた．また電子顕微鏡で

autophagicvacuolesを多く認めたことからも疑い

のない事実と考えられる．

ネマリンミオバナーでは筋線経のタイプの分布

の異常があること，筋線経の未熟性があることよ

り，何らかの神経因子の欠如が推定される2）．その
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ために筋構造蛋白の構成（assembly）の異常を来

しネマリン小体を見るのであろう．このような筋

では筋原線経の局所的な崩壊を来し易く，その結

果崩壊産物の自己貪食が起こると考えられる．急

性増悪を来す筋では崩壊は著しく冗逢し，ために

自己会食機転が顕著となり，組織化学的，生化学

的にリソゾーム酵素の活性上昇として表現される

と想像される3・4）．成人発症例のネマリンミオバナ

ーは先天性のものと発症機序は異なるかもしれな

いが急性増悪する機序は同じと考えられる．

症例6でみられたような心筋寝息は極めてまれ

である5）．しかし心筋罷息による死亡例の報告も散

見されるので，本症では心筋障害にも董主日する必

要がある．なぜ心筋が侵されるかその機序は不明

であるが，心筋にもAcPの活性が上昇していたこ

とは，やはり骨格筋と同様の変性機序が働いてい

たと考えるべきであろう．

ネマリンミオバナーの発生機序は不明である．

しかし急性増悪例では何らかのプロテアーゼの酵

素活性が上昇し，筋原線経の崩壊が緩徐に進行し

ていることはリソゾームの酵素活性の上昇からみ

て疑いない．E64のようなチオプロテアーゼインヒ

ビターの使用が急性増悪に効果をもたらす可能性

もある．

ま　　と　め

（》ネマリンミオバナーの7例の生（剖）検筋を

検討し．急性増悪例ほどAcP，カテプシンなどリ

ソゾーム酵素活性の上昇を組織化学的，生化学的

に認めた．

（∋電子顕微鏡的には急性増悪例ほど，筋原線経

の崩壊像，自己貪食空胞の増加を認めた．

（∋本症の急性増悪は何らかのプロテアーゼの活

性上昇，筋原線経の崩壊，自己食食機転の冗進が

あり，再生が乏しいためと思われた．
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52）成熟mdxマウス長址伸筋細胞膜のCaveolae密度の

Freeze－Fracture法による検討

－ヒト筋ジストロフィー症との比較－

若　山　吉　弘事

研究協力者　　脇

目　　　　的

X chromosome－linked muscular dystrophy

（mdx）mouseは，その異常遺伝子部位がDuchenne

筋ジストロフィー症（DMD）と近似しており1），

光顕，電昆頁的病理所見においても類似性が認めら

れている2〉3）．また最近ではヒト筋ジストロフィー

症の筋表面膜形態異常も明らかにされており4ト7），

本年度は，Freeze－Fracture法により，mdxマウ

ス筋表面膜のCaveolae密度とDMDおよび福山

型先天性筋ジストロフィー症（FCMD）の筋表面

膜Caveolae（CA）密度とを比較検討した．

方　　　法

生後8週，16週および24過における雄mdxマウ

スおよび正常雄コントロールマウスの各々6匹ず

つの長址伸筋（EDL）を使用した．各々マウスの

右EDLについてはイソペンタン・液体窒素下で冷

凍後，光顕組織化学標本作製に利用し，myOSin

ATPase（pHlO．0，9．4，4．6，4．3，4．0）染色で

fibertypeの分析を行った．一方，左EDL筋は2．5

％glutaraldehydeの0．1Mリ　ン酸緩衝溶液．

（pH7．4）で固定後，若山ら8）の方法でFreezeT

Fracture（F－F）標本を作製し，CA密度算定は各々

のマウス1匹につき，1本の筋線経で少なくとも

10－29．6JJm2の細胞膜面積をもつ筋線維10本（5P

面および5E面）を観察の対象とした．各々のstage

で最終倍率4万倍のmdx群60枚と対照群60枚，計

120枚の写真をすべてcode後混ぜ合せ，mdx群，

＊昭和大学鳥が丘病院神経内科

谷　誠　二＊

対照群がわからない状態でCA密度を算出し，

decoding後両群間で統計的に比較検討した．

結　　　果

光顕所見：H－E，Gomori－trichrome，PASお

よびoilredO染色による観察において，mdxマ

ウスのどのstageも，中心核線経よりなる筋線経で

占られ，その中に壊死線推および貧食細胞の浸潤

がみられたり，比較的大きな核を持ち，好塩基性

に染まる胞体よりなる再生筋線経の集塊が認めら

れた．中心核線経は，生後8週では3分の2以上

を占め，生後16週および24週ではそのほとんどす

べての筋線経が中心核線経であった．結合組織お

よび脂肪組織の増加は認められなかった．

Myosin ATPase染色によるfiber typeの分析

（表1）：どのstageも，そのほとんどがtype2線

経よりなり，type1線経は2％以下であった．ま

た再生筋線経とみなされるtype2C線経は，生後

8週mdxマウスで7％，生後16週では6％，生後

24週では3％と同じ成熟mdxマウスの中でも加齢

表l Fiber type percentagein EDL mus－
Cles from control and MDX mice at

differentstagesafterbirth

type l　 type 2A　 type 28　 type 2C

　　 M DX

8 W ●eks

1 ％　　　　 69 ％　　　　 23 ％　　　　 7　％

Control 1 ％　　　　 86 ％　　　　 33 ％　　　　 0　％

M DX 1 ％　　　　 70 ％　　　　 23 ％　　　　 6　％

16 woeks　　Conb0l
2　％　　　　 64 ％　　　　 封％　　　　 0　％

M DX 1 ％　　　　 83 ％　　　 13 ％　　　　 3　％

24 woeks　　Control 1 ％　　　　 67 ％　　　　 32 ％　　　　 0　％
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に伴い減少してみられた．

Freeze－Fracture法によるCA密度：低倍の倍率

におけるP面およびE面の観察において，コント

ロールマウスのCAの分布は，A帯よりもⅠ常によ

り多く認められたが，mdxマウスではsarcomere

bandとは無関係に分布していた．

生後8週，16週および24週における各々の筋表

面膜CA密度は，コントロール群において12．47±

1．21／FEm2（Groupmean±SE），12，28±0．55およ

び10．12±1．44であ　り，mdx群では15．61±

0．77（p＞0．1，tWO－tailedttest），18．48±0．51（p＜

0．001）および15．45±1．11（p＜0．02）であった（図

1，2および表2）．

考　　　察

筋表面膜内部構造の構成成分であるCAは，

pinocytoticvesicleやT管の開口部と関連を持つ

という考えや，membranereservoirとしての働き

などが考えられているが，その詳細な機能につい

ては不明である．しかしながら，様々な筋病態に

伴い，その数の減少や増加がみられることが知ら

れており，重要な機能を担っていることには違い

ない．例えば，塩酸bupivacaine処理により作製

したラットEDL筋の変性過程の強い時期ではCA

密度の減少が8），再生過程では逆に増加がみられる

ことが報告されている9）．

ところでDMDではCA密度は増加傾向を示す

ことが報告されており5）6），本研究での生後16週お

よび24週のmdxマウスは同様の傾向を認めた．こ

れはDMDにおける数多い再生筋線経の存在と関

表2　Caveolar density／JLm2in EDL mus・
Cleplasma membranesfromcontrol

and MDXmice at different stages

（Groupmean±standarderrorofthe

mean）

Age Contror MDX

8weeks　　　12．47±1．2ド　　　　15．61±0．77：〉

16weeks　　　12．28±0．55禁‘‡　　18．48±05ド丹

24weeks lO．12±1．44令く＞　　15，45±1．11・H

■　　P＞0．1（2taHed t test）

＊＊　P＜0．001（2tailed t test）

＊♯★P＜0．02（2tailed t test）
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図2　DistributionfrequencyofCaveolae／pm2

連をもつ可能性も考えられているが，生後16週お

よび24週のmdxマウスのtype2C線経は，それぞ

れ6％および3％とDMDと比較して少なく，こ

の再生筋細胞膜のCA密度を観察しているとは考

えにくく，むしろmdxマウスのmassiveな筋線維

変性後の未熟再生筋から成熟したtype2Cの性格

を示さない筋細胞膜のCaveolae密度を示している

と考えたい．一方，FCMDにおけるCA密度は正

常であり7），より若い生後8週のmdxマウスの筋

細胞膜と同様の所見であった．このことは，mdx

マウス筋線経のmassiveな変性後の再生筋でも，

成熟途上の筋細胞膜のCA密度を示していると考

えられ，FCMD筋細胞膜はDMDのそれより，よ

り未熟（未分化）であることが示唆された．

結一　　　語

1．生後8週mdxマウスのEDL筋表面膜CA密

度は正常であり，FCMDと同様であったが，生

後16週および24週のCA密度は増加しており

DMDと同様の傾向を有していた．

2．本研究では，再生筋でも未熟なものはCA密

度は正常であり，このことよりFCMDの筋細胞
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図1Freezefractureimagesofcontrol（CONT）andmdx（MDX）EDLmuscleplasma

membranePfacesat16weeksafterbirthar・eShown．Caveolaeinmdxaremore

numerous than thosein control．

Arrowsshowcaveolae．Bar＝1FEm，×40000・
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膜はDMDのそれより，より未熟（未分化）あ

ることが示唆された．
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53）Coreformationの免疫学的研究

清　水　輝　夫■

研究協力者　　寓　年

先天性ミオバナーの一型であるセントラル・コ

ア病は，1）ほとんどの筋線経がタイプ1型であり

タイプ2型線経の発現がない，2）筋線維中心部に

コア形成がみられる，の2点に特徴がある．この

うちコア形成は組織化学的にミトコンドリア系酵

素活性がないことによって最も明らかにみい出さ

れ，電顕上ミトコンドリア・グリコーゲン願粒が

なく，筋放線維構造が残されている（structured

core）．これに類似する構造物として慢性神経原性

筋萎縮症等にみられるターゲット線経，呼吸困雉

患者の横隔膜に観察されるコア形成（横隔院コア）

が知られている．

今回この3種類のCOreformationを筋蛋白に対

する様々な抗体をもちいて免疫組織学的に検討し，

セントラル・コア病の特異性を兄い出そうとして

以下の実験を行なった．

方法および材料

セントラル・コア病9歳3ヶ月女子と進行性脊

髄性筋萎縮症70歳男子の上腕二頭筋の生検材料お

よびデュシャンヌ型筋ジストロフィー・慢性気管

支拡張症の横隔膜（死後3時間以内の剖検材料）

の凍結横断切片10JJmをアセトン固定し，間接螢光

抗体法にて染色・観察した．

使用した抗体はミオシン重鎖（QM355）・コネク

ナン（SMl・36・2）・アクチン（Actin3）・トロ

ポミオシン（G17－1）・α－アクチニン（Sα5－17）に

対するモノクローン抗体とウサギ抗ネプリン抗血

清・ウサギ抗Z－プロテイン抗血清の7種類であ

る．後者の2つの抗血清は千葉大学理学部丸山工

作教授の提供による．

＊東京大学医学部脳研神経内科

＊＊国立療義所東埼玉病院

徹■　石　原　博　幸＊

結　　　果

最初にセントラル・コアについてしるす．抗ミ

オシン重鎖モノクローン抗体QM355はタイプ2a・

2b・2C・1型線経のすべてを共通して染める抗体

である．これでセントラル・コア病を染色する’．

コア部分は，他の細胞質部分同様によく染まって

おり，一部のコアで抗原性が低下しているのみで

あった．セントラル・コア病ではタイ701型線推

しか発現していないので，タイ701型ミオシン重

鎖特異モノクローン抗体SMl・11・2をつかって

みたが結果は同じであった．抗コネクナン抗体

SMl・36・2による染色では観察したすべてのコ

アでその抗原性がよく保たれていた．この結果は

ミオシン・フィラメントやコネクテンフィラメン

トがよく保たれることを示唆している．これに対

し，抗アクチン抗体Actin3および抗トロポミオ

シン抗体G17・1ではそれらの抗原性がよく保た

れているコアと低下しているコアとがあった．Z帯

構成蛋白であるα－アクチニンに対するモノクロー

ン抗体Sα5－17では抗原性が低下しているコアもみ

られるが多くはよく保たれていた．これに対し同

じZ帯構成蛋白であるZ－プロテインに対する抗血

清では，観察したすべてのコアでその抗夙性が低

下していた．Z帯のすぐ両脇にアクチン・フィラメ

ントと直角方向に走るN－lineを形成するネ7サリン

に対する抗血清でみると，その抗原性がコア部分

で強く低下しておりZ－プロテインと同様の染色パ

ターンを示した．以上からセントラル・コアでは

特にZ帯構成蛋白に変化がみられ，Z－プロテイン

の抗尉生が低下していたこと，それにネブリキの

抗原性の低下にはっきりとした異常がみつかった．

次に70歳男性にみられたターゲット線経につい

て示す．このコアの特徴は，調べた7校の抗体で，

ほぼすべてのコアで類似の染色性を示したことに
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ある．特定の抗原性がコア部分で失なわれている

というのではなく，すべての抗原性は保たれてい

た．ただコアが一様に染まるのではなく，位相差

顕微鏡で膿くみえるコア最中央部が非常につよく

染色されていた．コアの辺綾部はかえって抗原性

が低下しており，コアの周囲は一様に再び抗原性

が保たれていた．従って筋線維横断面でみて同心

円太に三層に区別でき，最中央部が最も強い抗原

性で，次いで最外層に抗原性がみられ中間層は低

下内至消失していた．このような染色パターンが

検討したすべての抗体で共通してみられた点にこ

のコアの特徴があった．少数例ではあるが一部の

コアではミオシン重鎖の抗原性が低下しているも

のがあり，次に述べる横隔膜コアとやや類似する

面もあった．

最後に横隔膜に疾患非特異的にみられる横隔膜

コアについて示す．抗ミオシン重鎖抗体および抗

コネクナン抗体で染色するとコア部分全体が免疫

性をほぼ完全に失なっていた．これはセントラル・

コアやターゲットでは見られなかった変化である．

抗アクチン抗体では一部のコアで抗原性が残って

いるものもあり低下してしまっているものもあっ

た．抗トロポミオシン抗体，抗ネプリン抗体では

抗凰性が低下していた．これに対し，抗α－アクチ

ニン抗体・抗Z－プロテイン抗体はその抗原性の低

下しているコアはなく非常によく保たれていた．

但し，その染色性は必ずしも一様でなくspottyな

ものが多かった．この点でもセントラル・コアの

染色性とは異なると考えられる．

考　　　察

以上の結果の概略を表1に示す．セントラル・

コアで最もはっきりみられたのはネプリン・Z－プ

ロテインの抗原性が低下し，α一アクチニンや細フ

ィラメント蛋白の抗夙性が軽い低下傾向を示して

いたのに対し．ミオシン・コネクナンが非常によ

く保たれていたことである．これに対し横隔膜コ

アはミオシン・コネクテンの抗原性がほぼ完全に

失なわれてしまっており一部細フィラメント蛋白

の抗原性が残っていたものの主としてZ帯構成蛋

白がよく保有されていた．このことからセントラ

表l Coreformationの免疫性

セ：三言ル　 ターゲット 横隔膜 コア

抗 ミオシン重鎖 →　　　　　　 D　　　　 （－）

抗コネタチン 一→　　　　　　 D　　　　 （－）

抗アクチン 一→Or l　　　　 D　　　 ・→Or l

抗 トロポミオシン → Or l　　　　 D 、　　　　 1

抗ネプリン l　　　　　 D　　　　　 l

抗 αアクチニン → Or l　　　　 D　　　　　 ・→

抗 Z プロテイン l　　　　　　 D　　　　　 一→

（一）；免疫性の消失，1：低下，→；保存
D：disstortedの略。抗原性が保たれているがコア以外の部分と
は異なった免疫性を示す。

ル・コアと横隔膜コアは，非常に異質のものであ

ることを示唆しており病態上異なったメカニズム

の存在が示唆される．両コアともミトコンドリア

を含んでいない点，又ネプリンの抗原性が失なわ

れている点には類似点をみるものの筋蛋白の障害

され方の点で相違点が多いからである．

この2種のコアに対し，ターゲット線経での抗

原性はこれら2種のコアとも異なる様子を示した．

一部のターゲットでミオシンの抗原性の低下して

いるものがあって横隔膜コアと顆似する面を示唆

された．しかし大部分のコアは，検討したすべて

の抗体の抗原性がほぼ中央によせられた様にゆが

んだものであった．さらにネプリンの抗原性は横

隔首莫コアで低下していたのに対し，タ→ゲットで

は低下していなかった．従ってターゲットと横隔

膜コアが単に病態ステージの相違とは考えにくい．

セントラル・コアでは電顕上いわゆるZ－Stream－

ingがみられる．今回の実験でZ帯構成蛋白α一ア

クチニンとZ－プロテインをみるとセントラル・コ

ア部分でα－アクチニンの抗原性が比較的よく保た

れているのに対し，Z－プロテインの抗原性が低下

している点に着目される．先天性ミオバナーの中

で過去比較的よく研究されてきたネマリン・ミオ

バナーのネマリン梓状体およびそのZ帯は両蛋白

がよく保有されていた1）．今回の実験でコア部分の

Z帯にはZ一プロテインが少ないことが示唆され，

セントラル・コア病とネマリン・ミオバナーの相

違が明らかになった．ネマリン・ミオバナーでは

梓状体という形で全Z帯構成成分が“沈着〟する

のに対し，セントラル・コア病ではZ帯構成成分
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が低下してきていると考えられ，両者でのZ帯蛋

白の動向が逆であると考えられる．

今後さらに別の先天性ミオバナーについて検討

を加えたい．

文　　　献
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54）抗Capump蛋白抗体による免疫組織化学

高　木　昭　夫＊・＝
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は　じ　め　に

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）や悪性

高熱など1～2の筋疾患では，筋小胞体（SR）の

機能が問題となっている．SRのCa輸送の生理学

的解析には，スキンドファイバー法が応用されて

きた．しかしその分子レベルでの異常について，

知見はきわめて乏しい．今回Capump蛋白に対す

る抗体を作成し，免疫組織化学を行い，これらの

疾病の病態を検討したので報告する．

対象・方法

対象はDuchenne型筋ジストロフィー（DMD）

1例，原発性低K性周期性四肢麻痺1例，悪性症

候群1例，筋緊張性ジストロフィー2例，多発性

筋炎6例，神経原性筋萎縮10例など計25例30検体

である．

方法は人剖検大腿四頭筋およびラット自筋より

HarigayaとSchwartzl）の方法で筋小胞体分画

（FSR）を調整し，Meissnerら2）に従いdeoxy－

Cholateで処理してCapump蛋白を精製した．こ

れを抗原とし，抗原（1mg蛋白，1ml）と等量の完

全アジュバンドと共に家兎背部皮内に2週間間隔

で3回注射して抗体を得た．抗体は免疫拡散法

（ouchterlony）およびwesternimmunoblotによ

り確認した．免疫拡散法に際して，抗原溶液に0．1

％TritonXlOOを加えた．FSR及びCapump蛋

白分析はSDS－PAGE（10％）を使用しlaemmli法

で行った3）．immunoblotはメンブランフィルター

（S＆S社，BA85）を使用し，VeCStainABCキッ

トを用いた．

＊虎の門病院神経内科

＊＊沖中妃念成人病研究所

免疫組織化学は上記疾患の筋凍結切片を使用し

て施行した．8～10／Jmの凍結切片を作成乾燥後，

冷アセトンで固定した．0．1％過酸化水素水加メタ

ノールで内因性ベルオキンダーゼ活性を，正常山

羊血清で非特異的な抗体の結合を，各々阻止した．

一次抗体に対する対照試験としては，1）吸収試験

（抗血清を8倍量の抗原で吸収後の上清を使用），

2）正常家兎血清，3）PBSの3種を同時に施行して

その特異性を確認した．二次抗体は，VecstainABC

キットを使用した．染色は3．3，－DAB（Graham－

KarnOVSky）で施行し，核染はmethylgreenを使

用した．一部はルーチン組織化学と比較対比した．

結　　　果

1）Capump蛋白おJ：び抗血清

Deoxycholateで処理した精製Capump蛋白は

SDS－PAGE上，100KDの主バンドと少量の51

KD，30KDのバンドより構成されていた（図

1）．免疫拡散法（ouchterlony法）ではCapump

蛋白およびFSRに共通する沈降線が各々1本認め

られた．Cholicacidで処理したFSRでは沈降線は

ほぼ消失した（図2）．Immunoblotでは，100KD

に主バンドが幅広く浪染した．他に70KD，53

KD，27KDに淡いバンドを認めた（図3A）．グリ

セリン筋をSDS－PAGEにて分画してimmunoblot

を行った．100KDの主バンドが潰染され，61KDの

淡いバンドが染色された（区はB）．

2）免疫組織化学

a）筋線維タイプとの関連（図4）．myfibrillar

ATPaseとの対比から以下の結果を得た．タイプ

2線経は1に比Li農染したがこの差は抗ラット抗

体でより著明であった．タイプ2A，2Bでは差がな

く，2Cはよりタイプ1に近いものから2に近いも
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図1ヒトFSRおよびCapump蛋白のSDS－PAGEによる分析・St：標準蛋白・B：Ca

pump蛋白．C‥FSRの蛋白組成・Coomassie染色による・

図2　抗ヒトCapump蛋白 二重免疫拡散法による検討．（中央）抗ヒトCapump蛋

自血清．A：ヒトCapump蛋白．B：ヒトFSR．C：cholateで抽出したFSR・A

とBには共通する一本の沈降線をみとめた．
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図3　抗ヒトCapump蛋白抗体を種田した免疫プロット　A‥（左）．St：標準蛋白　B：

ヒトCapump蛋白lBw：Bのimmunoblot・StとBはCoomassie染色による蛋白

染色Bwでは100KD付近が幅広く染色され，他に70KD，53KD，27KDに免疫染

色かみとめられた・B佑）・グリセリン筋の蛋白染色（Mf）と免疫染色（Mf－

W）・抗ヒトCapump蛋白抗体では100KDの主バンドと61KDの副バンドが染色さ
れた．

のまで種々の染色性がみられた．

b）原発性周期性四肢聴棒にみられたtubular

aggregatesは浪染された（図5）．tubularaggre－

gatesを認めない線経のCapump蛋白の染色性に

も不均一性があり，SR系の形態異常が示唆され

た．

C）DMDでは他の疾患に比し仝瀬鋸勺に染色性の低

下がみられた．opaquefiberでは，分節性に濃染

する部位がみられた．その一部は筋表面陣にも染

色性を認めた．貪食されている線経はすべて染色

されなかった．（図6）．

d）神経原性の検体では、小角化線経におけるCa

pump蛋白の膿染が見られた．タイプgroupingを

呈する検体の染色性はあまり低下がない．grouping

を形成する筋線経では．タイプ1の線経の中にも，

Capump蛋白が渡染するものがみられた．grouping

を呈きない検体では全般的な染色性の低下が見ら

れた．

e）筋線維以外の組織では，血管内皮，神経軸索，

結合組織の一部に染色性かみとめられた．
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図4　抗ヒトCapump蛋白抗体による免疫組織化学．ATPase（pHlO．6、pH4．6．pH4．3）

染色と対比した．（上）タイプ1はタイプ2A、2B，2Cに比して染色が弱い．しかし

タイプ1問には免疫染色に差かみとめられる（1と10）．（下）タイプ2C線経の染色

性は線維により異なり，軌、もの（2C▲）から強いもの（2Ct）まで分布した．
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図5　原発性低K血性周期性四肢麻痺にみられたtubularaggregates．（右）NAI）H－TR

染色によりtubularaggregatesは浪染した．（左）抗Capump蛋白抗体による免疫
染色．tubularaggregatesは浪染した．

考　　　察

今回抗原として使用したCapump蛋白はFSR

に比しかなり純度が高いとはいえ，まだ若干の

extrabandを有していた．しかLcalsequestrin（66

KD）に相当するものは含まれていない．100KD相

当のmain bandはCa pump蛋白，すなわちCa

ATPaseでありそれに対する抗体が得られたと考

えられる．Ca pump蛋白はト［）プシン分解で55

KD，45KDのフラグメントになる．55KDのフラ

グメントはトリプシン分解を続けることにより30

KD，20KDのサブフラグメントになるといわれて

いる．今回の抗原のextrabandに関してはこの分

解産物をみている可肯削生がある．グリセリン筋の

電気泳動で得られた61KDのバンドに関しては未同

定である．

今回の抗体は，血管内皮，神経軸索などを標識

することが免疫組織化学の結果より判明している．

最近Damianiら4）はSRのCaATPaseとT管の

MgATPaseとが共通のドメインを持つ事を報告

している．同様に神経細胞膜とSRのCaATPase

は共通のドメインを持つ可能性もある．すなわち，

今回の抗体はpolyclonalであり種々の組織に分布

するcationATPaseの一部をも標識する可能性は

否定できない．今後検討を続ける予定である．

Capump蛋白の免疫組織化学については，いく

つかの報告がある．しかし人のCapump蛋白を抗

原として抗体を作製し，ヒト骨格筋を染色したと

いう報告はまだない．Karpatiらは鶏の大胸筋のSR

に対する抗体で，ヒト筋を染めタイプ1と2とで

染色性に差を認めていない5）．Jorgensenら6），

Salviatiら7）は家兎，ラットのSRを用いている

が，今回我々の結果と同じくタイプ2が1より濃

染するとの結果を得ている．タイプ2の方が1よ

りCapump蛋白の量が多い事はよく知られている

が，タイプ1と2のCapump蛋白の抗原性が異な

るか否かについては以前より議論がある11）．この点

に関して今回の検討からは結論はだせない．将来

の検討課題と考えている．

－307－



図6　DMDと対照（C）の抗ヒトCapump蛋白抗体による免疫染色．（上）DMDは対照

より染色性が低下している．中央には軽度に染色されたタイプ2線経がある．対照の

タイプ2よりは染色性は弱い．（下）左側ではH．E．染色にて浪染するOpaquefiber

（硝子化線推）がみられる．右側の免疫染色ではOpaque fiberは浪染されている．
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タイプ2Cがタイプ1に近いものからタイプ2に

近いものまで種々のvariationを示したことは筋線

維タイプの転換において，Capump蛋白はmyosin

ATPase系より速く変化するという生化学的な報

告と一致する所見であり興味深い8）．

Tubular aggregatesは古くより電顕所見より

SR起源が示唆された．Salviatiら7）もラット自筋

からの抗体を用いて我々と同様の結果を得ている．

しかし，先に述べたように，T管のMgATPase

とSRのCa－ATPaseの間に共通の抗原性がある

とすれば4），tubularaggregatesのSR起源を即断

することはできない．

DMDに関しては，NagyとSamahaがCapump

蛋白の減少を報告している9）．彼らはSR蛋白の

SDS－PAGEで100KDのバンドの減少および55

KD，45KDのバンドの増加，prOteaSeinhibitorの

効果などより，CANPによるCapump蛋白の分

解を推定した．今回の我々の検討はあくまでも定

性的なものであるが，免疫組織化学的にもCapump

蛋白の減少が観察された．タイプ1線経の増加，

未分化な線経の増加などが原因の一つと思われる．

しかし，組織学的に変性の所見を示さない線経に

も染色性の低下がみられること，タイプ2線経で

も低下がみられることなど病因的に意義ある変化

と思われる．opaquefiberでは分節性にCapump

蛋白が膿染された．Capump蛋白合成の調節には

細胞内Ca濃度が関与するといわれる10）．変性の過

程における細胞内Ca上昇に対する一つの反応の可

能性が推定された．DMD筋はある条件下では過剰

にCa pump蛋白を合成しうることを示している．

DMD筋のCapump蛋白の減少の機序として，蛋

白合成の調節異常を示唆する所見と考えた．

ま　　と　め

1）ヒト剖検大腿四頭筋およびラット白筋よりCa

pump蛋白を精製し，家兎を免疫して各々の抗血

清を得た．

2）抗体は免疫拡散法およびImmunoblot法によ

り確認した．

3）この抗血清を用いて，種々の筋生検凍結切片

の免疫組織化学を行った．

a）タイプ2線経は1に比し浪染した．抗ラッ

ト抗体でこの差はより著明であった．タイプ2A

と2Bの差はなかった．タイプ2Cはタイプ1に近

いものから2A，2Bに近いものまであり均一では

なかった．

b）tubularaggregatesは濃染し，SR起源が示

唆された．

C）DMD筋は他の疾患筋に比しタイプ1および

タイプ2の両者で染色性の低下を認めた．Opaque

fiberの一部は筋鞘および細胞質がともに浪染し

た．

d）神経原性筋萎縮では，小角化線経は浪染し

た．

またタイプ1線経でありながら，Capump蛋

白を多量に含むものがみられた．タイプ変換中

の筋線経と推定された．
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55）細胞骨格蛋白（ネビュリン，コネクテン及び

α一アクチニン）から見たDMDの病体

杉　田　秀　夫●

研究協力者　荒　畑　喜　一＊　石　浦　章　一一一＊　丸　山　工　作…

日　　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の欠失

蛋白（DMDP）同定に開通したこの一年間の研究

には，日ざましい進展がみられた（表1）．Monaco，

KunkelらによりDMD遺伝子のmRNAの大きさ

からDMDPが500kDa以上であることが推定さ

れ1），Woodらはこれが既知蛋白の中からnebulin

である可能性を推定した2）．しかしSugita，Maru－

yamaら3），およびFtlrst，Weberら4）の追試により

DMDPがnebulinであることは否定され，Wood

らの結果はproteolyticdegradationによる二次的

なnebulinの消失であったことが明らかになった．

更にごく最近Hoffman，Kunkelらにより400kDa

の“Dystrophin”が報告され，これがDMD患者

表l RecentadvancesinDMDresearches

1986・Oct・（Nature）：MonacoAP・NeveRL，KunkelLM，etal．：The9enereS－

POnSible forDMDencodesmRNAofabout16kb・This sug9eStS that the
gene product would be over500kDa．

1987・Jan・（N EnglJMed）：WoodDS，ZwvianiM，Rowland LP，etal．：Nebulin

has been proposedas a candidate fortheDMDgeneproductbecauseof
itslarge size（一一700kDa）andits absencein DMDmuscle．

1987，Mar・（ProcJapAcad）：Sugita H，NonakaI，MaruyamaK，etal．：Nebu－
HnandconnectinareevidentlyexpressedinDMDmuscle，butboth
PrOteins are more orless degradedin DMDmuscle．

1987・Oct・（Cell）：Hammonds RG，Jr・：ProteinsequenceofDMDgeneisrela－

ted to actin－binding domain ofalpha－aCtinin．

1987，Oct・（Science）：HoffmanEP，MonacoAP，Kunke－LM，etal・：DMDgene
is expressedin skeletal and cardiacmusclein both human and mice．

Nebulinis probablynottheprimaryproductofDMDgene，however，the

disturbedpatternsofnebulininDMDimplicatenebuHnas anlmPOrtant
COmPOnentin the etiolo9y Of this disease．

1987，Nov・（FEB）：Furst D，Nave R，Weber K，et al．：Nebulin and titin

express onin DMD muscle appears normal．

1987，Dec・（Nature）：Hoffman EP，Knudson CM，Kunkel LM，et al．：
l■Dystrophinl’（－－400kDa）is absentin two DMD－affectedindividuals and

inmdxmice・This proteinis associatedwith the triadicjunctionin
Skeletal muscle．

＊国立器センター神経研究所疾病研究第一部
＊＊千葉大学理学部
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2例とmdxマウスにおいて欠失していることか

ら，DMDPの有力な候補になっていることは特筆

される5）．しかしながら，DMD筋の崩壊過程はな

おほとんどが未知である．我々は，骨格筋のelastic

componentsであり生理学的にも重要なnebulinお

よびconnectinがDMD筋において早期から蛋白分

解を受けていることに注目し，これらのDMD筋

における存在様式を検討したので報告する．

対象と方法

DMD患者5症例（2～7歳）と，生検筋に特別

な異常所見を認めなかった5症例を検索した．抗

nebulin，抗connectin，抗α－aCtinin抗体は，ニワ

トリより抽出した各抗原をウサギに免疫して得ら

れ，抗体の特異性はimmunoblot法とグリセリン

筋を用いた局在により検定した．免疫組織化学的

方法は，螢光抗体間接法を用いた．アセトン固定

された凍結切片をあらかじめ2％BSA・5％ヤギ

血清加PBS（solution G）にてブロックした後．

一次抗体を1／1000稀釈（insolutionG）で反応さ

せた．対照は免疫前のウサギ正常血清を用いた．

二次免疫試薬はFITCラベル・ヤギF（ab’）2・抗ウ

サギIgG（Tago社）を使用した（10JLg／ml）．蛍

光試料の観察はZeiss，AxiophotFluorescence顕

微鏡を使用，BP485／20，BP520－560フィルターに

て特異螢光を得た．なお一般組織像の観察には隣

接切片を供し，H＋E染色，gOmOritrichrom染

色，酸性フォス77ターゼ染色等を施した．壊死

筋線経の同定は，これらに加えてC9，MAC（C5b－。）

の局在も参考とした．

結　　　果

各一次抗体の特異性は既に丸山らにより報告さ

れている．また今回はラット・グリセリン筋にて

もこれを確認した（図1）．対照5例の筋では，各

細胞骨格蛋白とも微細な網目状構造（横断切片）

を示した．DMD症例での結果は症例間の差異がほ

とんど認められなかったので，以下まとめて述べ

る．Opaque線椎（OP）ではnebulinの著しい減

少が認められた（図2）．Connectinの減少は，

nebulinに比較して軽度に止まったが，α－aCtinin

礫鞄　梯穏皐領嶽鍵

顔静㊨静を紗那戯戯感感藤巻

図1　ネビュリン（A），コネクチン（B），α－ア

クチニン（C）、コントロール血清（D）

の，螢光抗体法による局在（各上段は

明視野位相差像）．ラット・グリセリン

筋による．矢印はZ線の位置を示す．

はむしろ濃染する傾向を示した（図3）．しかし壊

死筋線経には，いづれの細胞骨格蛋白とも，ほと

んど消失していた（図3）．なお再生筋では

nebulin，COnneCtinとも逆に強く染色されたが，

α一aCtininは再生初期に微弱であった．その他の筋

線経はおおむね対顔筋と同様の染色性を示した．

考　　　察

Nebulin，COnneCtinは，これをまとめてelastic

filamentsとも呼称しており，これらはA帯

（myosin）をZ線に結合させている．生理学的に

は筋線経に一定のrestingtensionを与えている重

要な細胞骨格蛋白である6）．今回の検索から先ず特

筆すべきことはDMDのOpにはnebulinが著しく

減少していたことと，COnneCtinの中等度減少，α

ractininの比較的残存ということであろう．これら
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図2　DMD筋におけるネビュリンの局在・へマトキシリン・エオジン染色（A）の中央に並

ぶopaquefibers（星印）ではネビュリンの著しい消失が認められる（B）．しかLそ

の他の筋線経にはネビュリンが存在し・これがDMDの欠失蛋白では無いことが示
された．（×210）

図3　DMD掛二おけるコネクナン，α－アクチニンの局在．へマトキシリン■エオジン染

色（A）に見るOpaquefiber（星印）のコネクナン（B）はやや減少しているが，．α－

アクチ二ン（C）はむしろ強く染色されている．しかし壊死線推（nec）ではいづれも
消失する．（×210）

の存在様式は，nebulinがとくにCANPによる

proteolysisを受けやすいことと考え併せると，DMD

のOp形成過程にCANPが関与していることを示

唆する．いづれにしてもDMDの筋構築異常が生

じる初期の段階に，nebulin，COnneCtinも何らかの

形で関与しているものと考えられる．次に明らか

になったことは，免疫組織化学的にもDMD筋に

nebulin，COnneCtinの欠夫は認められなかったとい

うことである．これは我々のimmunoblot法によ

る検索結果3）と一致するものであった．
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