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研究報告書の作成にあたって

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」班が発足して第2年度の研究報告書を作成する運びとなりま

した．

今年は昭和43年，厚生省特別研究助成金により沖中重雄先生を珪長とする「進行

性筋ジストロフィー症の成因と治療に関する研究」班が発足してから20年目にあた

り，これを記念して1月14日に20周年記念講演会が開かれました．

この間にこの研究班が母体となり，我国における筋ジストロフィー症に対する病

因，治療，療育等に関する研究は目覚ましく進歩致しました．また，デュシャンヌ

型筋ジストロフィー症の遺伝子産物，ジストロフィンが同定され，その局在も明ら

かとなり，ようやく分子レベルで病因が解明されるようになりました．しかしこの

発見により全てが解決されたわけではなく，むしろ新しい研究の出発点と言うべき

でありましょう．

筋ジストロフィー症の病態の完全解明と，治療法の一日も早い開発を目指し班月

各位の今後なお一層の努力と研究の発展を期待したいと思います．

20年という永い間筋ジストロフィー症研究に賜わった厚生省当局，そして日本筋

ジストロフィー協会の深い御理解に心から感謝致しますと共に，今後共宜しく御支

援の程お願い申し上げます．

平成元年3月

く班長〉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63年度の報告書である．

当研究班は進行性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，

病因の解明と治療法の開発を最終目的としている．

〔研究組織〕

本研究班はその日的遂行の為，班長以下37名（監事1名，幹事6名，班月30名）より

構成され，昨年同様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〕

本年度班会議で発表された48題の報告の中から2，3のトピックについて述べる．

A．筋ジストロフィー症

筋ジストロフィー症，特にデュシャンヌ型（DMD）の病因が分子レベルで明らかにされ

た．即ちDMD遺伝子cDNAのN末端付近の一部から予測されるペブタイドやfusion蛋

白に対するポリクローナル抗体，或いはペブタイドのモノクローナル抗体は骨格筋，心筋

の表面膜のみを認識する事が確認され，DMD遺伝子産物（ジストロフィン）は膜蛋白の

一部である事がわかった．またこの抗体はDMDの骨格筋，心筋表面膜と全く反応しない

事からDMDはジストロフィンの筋表面膜における欠損による疾患である事が明らかに

なった．この発見は従来より提唱されて来たDMDの病因に関する‘‘膜異常説”を分子レ

ー9－



ベルで証明した事になり，DMD病因の全解明に向けて大きく前進した事になる．

一方DMDと同じ遺伝子座に異常のあると考えられるBecker型（BMD）ではジストロ

フィンは全体として発現が弱く，部分的に発現しており，また症例による差が著しい．こ

の事はDMDより予後が良好であり，且つ臨床経過が多様である事を説明出来ると思われ

る．今後ジストロフィンの抗体染色は進行性筋ジストロフィー症の鑑別診断に極めて重要

な意味を持つであろう．ジストロフィンの欠損が如何なる機序で進行性の筋萎縮をもたら

すかの解明が今後の課題である．

B．ミトコンドリア脳筋症

ミトコンドリア（mt）脳筋症は多様な臨床症状を特徴としているが，当班月によりmtの

全ゲノムをカバーする28種類のクローンが確立され，Kearns－SayreSyndrome（KSS）

は高頻度にmtDNAの部分欠矢が存在する事が明らかとなった．またMELASにおける

多臓器電子伝達系酵素欠損との関連，複合体Ⅰの亜分画の欠損を主たる表現系質とする

mtDNAの欠失，或いはクローン化筋細胞を用いたCCOサブユニットを含むmtDNAの

遺伝子発現調節機構の障害などその病因にせまる幾つかの研究が報告された．

今後は遺伝子欠矢の広がりと臨床症状の多様性との関連，及び当班眉により初めて記載

されたFukuhara病（MERRF）に関する検索が進められるであろう．

－10－
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Ⅰ． 臨 床



1）筋緊張性ジストロフィーにおける反復誘発M波

の出現様式について

田　追

研究協力者　　小　森　哲

宮　本　和

は　じめに

筋緊張性ジストロフィー（MD）は，筋疾患とし

ての位置付けのみならず，内分泌系，骨格系の異

常，心伝導障害，中枢神経障害等の多様な異常が

知られ，それぞれの病態生理について検索がなさ

れている．また，末梢神経障害の存在を重視し，

MDの1次的な異常と考えている報告3）も見られ

る．その中で，末梢神経を頻回刺激して得られる

反復誘発M波に異常が見られることも示され，そ

の病態生理について一応の説明がなされている2）

が全容は明らかでない．今回，我々はMD及び

種々の筋疾患で反復誘発M波を記録し，その変化

を検討した．

対象と方法

対象は，18歳から53歳のMD12例，（男7例，

女5例）と，疾患対照として肢帯型筋ジストロフ

ィー（LG）4例，多発筋炎3例，眼筋咽頭型ジス

トロフィーと先天性筋緊張症各1例の9例である．

方法は，尺骨神経を肘関節部で最大上刺激し，

M波は小指外転筋（ADM）と尺側手根屈筋（FCU）

からそれぞれbelly－tendon法にて記録した（図

1）．刺激方法は，1Hz，3Hzの低頻度刺激

と，10Hz，20Hzの高頻度刺激をそれぞれ約5秒

ずつ，10秒以上の間隔をあけて与えた後，50Hz，

3秒間のtetanus刺激及びその直後の3Hz，2

分後の3Hzと1Hzをそれぞれ約5秒間とした．

誘発波の計測は，各連続刺激の最初の刺激に対す

＊東京都立神経病院神経内科

等＊

夫＊　高　橋　良　輔＊

人＊　長　嶋　淑　子＊

るM波振幅を（C）とし，5発目の刺激に対するM

波振幅を（A），5秒後の刺激に対するM波振幅を

（B）として，まず，（A）／（C）と（B）／（C）を

計測しそれらが0．9以下になったときを異常と

判定した．ただ，50Hzでのtetanus　刺激では

artifactの混入が見られ易いためこの検討からは

除外した．加えて，刺激頻度による（C）の変化に

も注目し，tetanuS刺激前，直後，2分後の3Hz

刺激時の（C）を計測し，変化を検討した．また，

対象患者の臨床的事項との対比も行った．

結　　　果

MDでは，まず，刺激頻度と関係してtetanus刺

激前のM波振幅の変化がみられた．即ち，1

Hz，3Hzの低頻度刺激では（A）／（C）も（B）／

（C）もほぼ1．0で変化せず，10Hz，20Hzの高

頻度刺激では，（A）／（C）や（B）／（C）が低下す

る例が見られた．また，tetanuS刺激直後の3Hz

刺激では，最初のM波振幅が低値で，5秒後にか

けて次第にM波振幅が増大し，2分後の3Hz刺

激では，最初のM波振幅は，tetanuS刺激前の3

Hz刺激時の最初のM披振幅とほぼ同等の振幅

に回復する変化が見られた．その典型例を図2に

示す．これらのうち高頻度刺激での（A）／（C）の

変化は，10HzではFCUで4例（33．3％）に見ら

れたのみでADMでは見られず，20Hzでは

ADMでもFCUでも，それぞれ2例（16．7％）で

見られた．（B）／（C）の変化は，10HzではADM

で1例（8．3％）に，FCUで7例（58．3％）に見

られ，20HzではADMもFCUも6例（50．0％）

－21－
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図1　測定のシェーマ

尺骨神経を肘関節部で刺激し，AbductorDigitiMinimi（A）とFlexorCarpiUlnarlis（F）

よりbelly－tendon方にM波を導出した．

1．1十十日」＋

一皿≠刷皿仙　Pt山」」拙廿

1仙眺刷刷腑帖ト」＋刷刷出仕
a　3

。。M禦聖書讐皿皿肛」＋‖＋‖tlmV

図2　MDの反復誘発M波の変化．

40歳男性，MDのADMでの記録である．刺激頻度は，左列上から，1Hz，3Hz，10Hz，1

20Hz，そして，右列上から，50Hzのtetanus刺激，その直後の3Hz（pt3），2分後の

3Hz（a3）と1Hz（al）が示してある．10Hz，20HzでのM汲振幅の漸減とpt3での

M波振幅の改善が特徴的である．
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表1MDにおける反復誘発M波の異常頻度（対象例数12例）

刺 激頻 度 10 H z 2 0H z

筋名 A D M F C U A D M F C U

（A ）／（C） 4例 （33．3％） 2．例 （16．7％） 2例 （16．7％）

（B）／（C） 1 例 （8．3％） 7例 （58．3（沌） 6例 （50．0％） 6例 （50．0％）

ADM：小指外転筋，FCU：尺側手根屈筋

（A）：5発目の刺激に対するM波振幅

（B）：5秒後の刺激に対するM披振幅

（C）：最初の刺激に対するM波振幅

に見られた（表）．このように，異常を示す例数は

ADMもFCUもほぼ同数であった．（A）／（C）と

（B）／（C）を比較すると，（B）／（C）の方が異常

率が高く，（A）／（C）で異常を示した例は全例，

（B）／（C）は（A）／（C）より低値となった．次に

tetanus刺激前後の（C）の変化を3Hzで見る

と，ADMでは5例（41．7％）で，FCUでは7例

（58．3％）でtetanus刺激直後の（C）が低下し，

2分後にはすでに改善している所見が得られた．

以上のMDにおける反復誘発M波の異常をまと

めると，高頻度刺激でのM波振幅の漸減と，teta－

nus刺激直後のM波振幅の低下及びその改善で，

ADMもFCUも共に対象症例の半数から2／3の

症例で見られた．このような変化の見られる例と

見られない例の問で，年令，性，臨床症状の軽重，

罷病期間等に明らかな差は認めなかった．

一方，今回疾患対象として検索した各種の筋疾

患のうち異常を認めたのは，1例のLGでFCU

においてのみで，この例では10Hzの（B）／

（C），20Hzの（B）／（C）でM波振幅の低下が

見られたが，tetanuS刺激後にはfacilitationand

exhaustionが見られた．他の症例では，全く変化

が認められなかった．

考　　　察

MDでの反復誘発M波の異常の解釈は一般に，

1974年，AdrianandBryantl）がmyotonicGout

の筋で細胞内電極を用いて記録し，一部の筋で

actionpotentialの振幅が漸減する現象と，SpOn－

taneous action potentialが持続する現象につい

て，tubular systemへのカリウムの集積により

action potentialのafter－depolarizationが延長

するためと説明したことが基礎となっている．ま

た同年，Brown2）は，myOtOniacongenitaの4例

と，MD2例の臨床例で，この現象を詳細に検討

し，尺骨神経を頻回刺激してもその神経活動電位

は変化せず，一方，筋線経を直接刺激するとM渡

振幅の漸減現象が得られることから，筋線経の異

常が原因であると述べている．しかし，1975年

Mongiaら3）のように，MDの末梢神経障害を1次

的と解釈し，組織学的に認められる神経筋接合部

の萎縮を2次的な変化と考え，M披振幅の漸減を

神経筋接合部の異常によるとした説もある．

今回，我々が行った検索結果は，Brown2）が示し

た変化と同様であり，MDにおける反復誘発M波

の所見が再確認された．また，今回は約2／3の症

例でのみM波振幅の漸減が記録されたが，

Brown2）は連続刺激の間隔をあけて行うとM波

振幅の漸減が起こりやすいと述べていることから，

今回異常所見の見られなかった例でも，その方法

を再検することで，異常所見を得る可能性がある

と考えられた．これまで文献的2）・4）・5）にはこの現象

について，MDと先天性筋緊張症で認められる以

外にほとんど検討されていないが，今回，他の筋

疾患例も併せて検討し，この現象がMD以外の疾

患では見られずかつMDには高頻度に見られ，比

較的特異的であることを示した．また，この現象

は本邦では松永ら4），栗原ら5）により報告されてい

るが，多数例での検討はなく，さほど注目されて

いない．しかし，欧米の成書にすでに記載され，
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MDの診断に役立つとしたものさえある．そこで，

臨床的には，診断的価値についての検討を今後必

要とし，一方ではこれらがMDの多様な異常のど

ことどのように関連するか等につき，同一例での

経時的観察や，薬理学的・形態学的検索を行うこ

とがさらに重要であると考えられた．

ま　と　め

1）筋緊張性ジストロフィー（MD）12例と他

の筋疾患9例の尺骨神経を刺激し，小指外転筋

（ADM）と尺側手根屈筋（FCU）で反復誘発M

波の変化を観察した．

2）MDの9例でADMとFCUのどちらか又は

両方で高頻度刺激時にM波振幅が漸減した．ま

た，tetanuS刺激直後のM波振幅が低下し，2分

後にはtetanus刺激前の値に回復する所見が8例

で見られた．

3）これらの現象は，他の疾患では観察されず，

MDに比較的特異的と考えられた．

文　　　献

1）AdrianRHetal：Ontherepetitivedischargein

myotonicmusclefibres．JPhysio124t）：505－515，

1974．

2）BrownJC：Muscle weakness after restin

myotonic disorders；an electrophysiological

Study．J NeuroINeurosurgPsychiat37：1336－

1342，1974．

3）Mongia SKetal：Electrophysiologicalabnor一

malitiesincasesofdystrophiamyotonica．Eur

Neurol13：360－376，1975．

4）松永宗雄ら：筋強直性ジストロフィー症の末梢

神経機能について－電気生理学的所見の検討一．

【厚生省神経疾患研究委託費・筋ジストロフィー

症の疫学，臨床及び治療に関する研究”昭和58年

度研究報告書，1984，pp423－428．

5）栗原照幸ら：先天性筋緊張症のミオトニーに対

するdiphenylhydantoinの効果と筋生検所見．臨

床神経16：661－666，1976．
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2）Duchenne型及びBecker型進行性筋ジストロフィー症

における下腿の特異胸筋エコー所見

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

我々は，今まで約220例の神経筋疾患患者に筋

エコー法を実施し検討を重ねてきたが，今回Du－

Chenne型筋ジストロフィー症（以下DMDと略

す）及びBecker型筋ジストロフィー症（以下

BMDと略す）に特異的な下腿の筋エコー所見を

兄いだした．これが，これら疾患のCarrierにも軽

度ないしその一部分が認められ，Carrier検出に役

立てられる可能性があるので報告する．

対象と方法

対象は，DMDlO例（3～9歳），BMD6例（5

－35歳），DMD definite carrier4例（35～43

歳），BMDdefinitecarrier3例，（29～40歳，内

manifestingcarrierl例），DMDpossiblecar－

rier7例（9～39歳，内manifestingcarrier2

例），BMD possiblecarrierl例（28歳），その

他の筋ジストロフイL症では，Limbgirdle型9

例，FSH型7例，myOtOnicdystrophylO例，福

山型3例，その他congenitalmyopathylO例，他

の筋原性疾患54例，神経原性疾患95例である（表

1）．

方法は，超音波断層装置日立EUB－40を用い，

上肢帯・上腕中央・第3腰椎傍脊柱筋・大腿中央・

下腿最大径部前後面で，GAIN　30dB，NEAR

GAIN－30dB，FARGAIN3．OdBと一定条件

で記録した（表2）．

＊信州大学医学部第三内科

表1　Numberofcases

t）uchenne HD

Becker m）

t）MD definite carrier

BItD definite carrier

DHD possible carrier

B【D possible carrier

Lilb girdleItD

FSHItD

【yotonic冊

伽ngenital HD

Congenibl町0匹thy

10（3－19）

6（5～35）

4（35～43）

3（29～40）

7（9－39）

1（祖）
9（3－53）

7（7～61）

10（か～59）

3（4～12）

10（2－13）

Other LyOgenicdisease　54

Neurogenic disease　　　95

MD：1uSCular dystrophy　（）Range of age

結　　　果

図1に代表的筋エコー像を示す．これらはいず

れも下腿後面からアプローチした筋エコー像で，

右に模式図を示す．図1－1は正常対象者で，筋肉

内エコーの増加は明らかではない．排腹筋，ヒラ

メ筋，脛骨，膵骨，皮下組織等が明瞭に区別でき

る．また筋肥大も認めない．

5歳のDMDでは，ヒラメ筋の肥大と筋肉内エ

コーの減少および俳腹筋の肥大と筋肉内エコーの

増加を認めた（図ト2）．また，9歳のDMDで

も同様のパターンを認めた（図1－3）．

20歳のBMDの下腿後面の筋エコー像では，著

明なヒラメ筋の肥大を認め，膵腹筋の肥大と筋肉

内エコーの増加も伴っていた（図1－4）．

図2は，筋エコー像から下腿最大径部のヒラメ

筋の断面積を測定し，患者年齢との関係をプロッ

トしたものである．正常対象者では，小児期では
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1－1正常対象者（24歳男性）

1－2　5歳DMD

1－3　9歳DMD

1－4　20歳BMD

lr5　41歳DMDdefinitecarrier

lr6　40歳BMDdefinitecarrier

1－712歳DMDmanifestingcarrier

1－838歳BMDmanifestingcarrier
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図2　Anareaofsoleus

年齢と共に増加し，成人になると大きな変化がな

い．DMD及びBMDでは，正常対象者に比べ明ら

かに増加している傾向が見られた．特にBMDで

のヒラメ筋の肥大は，DMDにおける肥大よりさ

らに目だっていた．下腿におけるヒラメ筋の肥大

と筋肉内エコーの減少および俳腹筋の肥大と筋肉

内エコーの増加という所見は，我々が検索した220

例の他の神経筋疾患の症例中では，myOtubular

myopathyl例のみで認めた．

DMDでは，年齢が増加するにつれ下肢近位部

から筋肉内エコーの増加が強くなり，下腿におけ

るこのヒラメ筋の肥大と筋肉内エコーの減少およ

び排腹筋の肥大と筋肉内エコーの増加という特異

的パターンがはっきり認められるのは10歳位ま

でで，15歳を過ぎると俳腹筋だけでなくヒラメ筋

の筋肉内エコーの増加も強くなり，下腿の特異的

－27－



表3　筋エコー上の，DMD及びBMDにおける初期変化，DMD及びBMDdefinitecarrierの変化，

manifestingcarrier3例の変化

D isorder 筋エコー像
Quadriceps　　　　 T ibialisAnterior　　　 Tricepssulae

Rectusfem oris Vastusintermedius　　　　　　　 Gastrocnem ius　　 Soleus

D M D
筋束の厚み N N N ↑ ↑

筋肉内エコー ↑ ↑ N ↑ ↓

B M D
筋束の厚み ↑ ↑ N ↑ ↑↑

筋肉内エコー N N N ↑ ↓

D M D definite 筋束の厚み N N N ↑ ↑

Carrler 筋肉内エコー ↑ ↑ N ↑ ↓

B M D definite 筋束の厚み ↑ ↑ N ↑ ↑↑

Carrler 筋肉内エコー N N N ↑ ↓

D M D m anifesting 筋束の厚み ↑ ↑ N ↑ ↑

Carrler 筋肉内エコー N N N N ↓

B M D m anifesting 筋束の厚み N N N ↑ ↑

Carrler 筋肉内エコー ↑ ↑ N ↑ N ～↑

↑↑：著しい増加　↑：軽度増加　N：正常　↓：減少

パターンは不鮮明になっていた．またBMDでも，

年齢が増加するにつれ，次第に大腿部等の筋肉内

エコーの増加がみられるようになり，DMDの変

化に似通っていく傾向を認めた．

DMDdefinitecarrierでは，ヒラメ筋の肥大と

筋肉内エコーの減少を認めた（図1－5）．また

BMDdefinitecarrierでもDMDの場合と同様に

ヒラメ筋の肥大と筋肉内エコーの減少を認めた

（図1－6）．

DMDmanifestingcarrierでは，ヒラメ筋の肥

大と筋肉内エコーの減少および俳腹筋の肥大を認

めた（図1－7）．なお2年後の再検査では，大腿

部で筋肉内エコーの増加を認めた．

BMDmanifestingcarrierの下腿の筋エコー像

では，ヒラメ筋の肥大および肪腹筋の肥大と筋肉

内エコーの増加という所見を認めた（図1－8）．

この症例では，大腿で筋肉内エコーの増加を認め

た．

Possiblecarrierでは，definitecarrier同様に

ヒラメ筋等に肥大を認めるものと，正常のパター

ンを示すものに分かれた．肥大しているかどうか

については，下腿最大径部のヒラメ筋の断面積だ

けではなく，年齢，身長，体重，ヒラメ筋の形態，

すなわち肥大しているものではヒラメ筋の断面の

下腿後面に面する曲線が後方へ突き出す形となっ

ていくことを加味して判別した．表3に，DMDお

よびBMDの下肢の筋エコー上の初期変化，DMD

およびBMDのdefinite carrierの下肢の筋エコ

ー上の変化，manifestingcarrier3例の下肢の筋

エコー上の変化をまとめて示す．

考　　　察

筋エコー上，ヒラメ筋の肥大と筋肉内エコ丁の

減少および俳腹筋の肥大と筋肉内エコーの増加と

いう所見は，DMDおよびBMD以外の筋疾患で

はcentronuclearmyopathyl例の下腿のみで同

様の所見を認めたものの，他の筋疾患ではこれと

同じ所見はなく，比較的疾患特異的といえる．こ

の所見は，DMDでは排腹筋外側頭から障害が始

まりヒラメ筋がその後で障害されるということと，

初期には排腹筋およびヒラメ筋どちらもが肥大し

ていることを意味している．また，川井ら1）の筋C

TによるDMDの筋障害の進展様式についての研

究では，俳腹筋の障害が始まる時期は平均8．7歳
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であるが，筋エコーでみると5歳のDMDで著し

い俳腹筋の筋肉内エコーの増加を認め，5歳より

もっと早期から俳腹筋の障害が始まっていること

になる．

また，ヒラメ筋の筋肉内エコーの低下する原因

であるが，一つには俳腹筋の筋肉内エコーの増加

によるmaskingeffectと，もう一つは，筋肥大自

体による筋肉内エコーの低下が考えられる．一般

に筋肉内エコーが増加する原因として，筋組織内

への結合織および脂肪織の浸潤が筋線経の規則正

しい格子状配列を乱すことと，結合織のエコー輝

度が高いことが要因として考えられている．また，

減少する原因として，超音波を強く反射するもの

が上の層にある場合がある．これ以外に，我々は

肥大している筋肉でよく筋肉内エコーの減少を認

めた．筋肥大自体が筋肉内エコーの減少を来す原

因としては，一本一本の筋線経が肥大して単位断

面積あたりの筋線椎の接合面が減少することが考

えられる．

Definitecarrierについては，全例でヒラメ筋の

肥大を認め，内1例では血清CK値が正常の例も

含まれていた．また，pOSSiblecarrierでヒラメ筋

の肥大を示すものとそうでないものに分かれたこ

とは，筋エコー法がcarrier検出に応用できる可

能性を示唆している．Duchenne型carrier検索に

おける筋エコー法の有用性の検討は，Rottら2）お

よびSteinbickerら3）のものが知られている．1983

年，Rottらが最初にDuchenne型carrier検出に

筋エコー法の有用性を提唱し，1984年，Stein－

bickerらは，Duchenne型definitecarrier全例の

大腿部で筋肉内エコーが増加したと報告している．

しかし，我々の検索した症例の内では，manifest＿

－29－

ing carrier以外では大腿部の筋肉内エコーの増

加を認めなかった．Heckmattら4）が指摘してい

るように，筋肉内エコーの増加および低下は撮影

条件によって著しく変化する．Rottらおよび

Steinbickerらの報告には撮影条件の記載がない

が，筋肉内エコーの増減の所見は，我々が行って

いるように撮影条件を厳密に一定にして検討すべ

きと考える．

要　　　約

ヒラメ筋の肥大と筋肉内エコーの減少および排

腹筋の肥大と筋肉内エコーの増加という所見は，

DMDおよびBMDに比較的特異的な下腿の筋エ

コー所見である．この特異的所見の軽度ないし一

部分がcarrierに認められ，Carrier検出に役立つ

可能性がある．

文　　　献

1）川井充，国本雅也ほか：Duchenne型筋ジストロ

フィー症の筋CT所見とこれにもとづく病気分

類．臨床神経25：578，1985．

2）Hans－DieterRott，MagretSantellanietal：Du・

Chennemusculardystrophy；Carrierdetection

byultrasoundandcomputerisedtomography．

Lancetii：1199，1983．

3）VolkerSteinbicker，LudwigvonRohdenetal：

Duchenne muscular dystrophy；Carrier detec－

tionbyultrasound．Lanceti：1463，1984．

4）JohnZHeckmatt，VictorDubowitz：Detecting

the Duchenne carrier by ultrasound and

COmputedtomography．Lancetii：1364，1983．



3）神経筋疾患におけるtJltrasoundimaging

－画像シミュレーションとフィルター最適化

田　代　邦　雄＊

研究協力者　松　浦　　亨＊　佐　藤松　治＊

森　若　文　雄＊　島　　功　二＊＊

は　じめに

前回までに，神経筋疾患の組織診断に超音波断

層法を適用するための基礎データとして，組織固

有音響インピーダンスの定量化と隣接する各組織

間での超音波信号反射損失を反射型超音波顕微鏡

を用いることによって検討しその結果を報告して

きた．

今回は神経筋疾患のうち代表的な進行性筋ジス

トロフィー（PMD）と筋萎縮性側索硬化症（ALS）

について生検筋組織像から超音波画像のシミュレ

ーションを行うとともに各疾患の組織学的特徴を

より鋭敏に抽出するためのフィルター処理につい

ても検討を加えたので併せて報告する．

方　　　法

1）組織固有音響インピーダンスの算出は従来

報告してきた方法によった1）．

2）PMDおよびALS患者の生検筋組織標本横

断像を1ピクセル25JJX25〟のマトリックスに

展開し，各マトリックスに1）で得られた組織固有

音響インピーダンスを対応させる．

3）組織周有音響インピーダンスの度数分布ヒ

ストグラムを得る．

4）Ⅹ－Y平面において，Y（＋）方向から探

査用の超音波を入射すると仮定し，Y軸方向に隣

接するピクセル間で生じると期待される超音波反

射損失を既に述べた方法によって算出し反射損失

＊北海道大学医学部附属病院神経内科

＊＊国立療養所札幌南病院神経内科

のマトリックスを得る1）．

5）4）で得られたマトリックスをもちいて14

階調疑似カラースケーリングにより超音波画像の

シミュレーションを行うとともに，超音波反射損

失レベルの度数分布ヒストグラムを得る．

6）各病変を最も特異的に抽出可能な反射損失

レベルに対して重みづけを行えるよう，今回は放

物線フィルターおよび平方根フィルター処理を行

い，再度シミュレーション画像を作成し検討する．

以上の演算処理はEPSON PC286V　＋

i80287　＋　40MBHDの動作環境で，MS－DOS

Ver3．1上のN88－BASIC（86）で記述後コンパ

イル処理して実行した．

結　　　果

図1にシミュレーションの対象としたPMD

（1a），ALS（1b）の組織像を示す．前者では

筋線経の大小不同，発達した脂肪組織および結合

組織の混在が特徴的であり，後者においては個々

の筋線経は比較的良好に保たれているものの

fibertypegroupingと筋束間の増生した結合組

織が日だつ．これらの組織像を組織固有インピー

ダンスに従ってマトリックス展開した像を図2a

－1，2b－1に，また，組織固有音響インピーダ

ンスのヒストグラムを図2a－2，2b－2にそれ

ぞれ示したが，PMDでは，筋線経を反映する中

間領域が少なく脂肪組織を反映する低インピーダ

ンス領域と結合組織を示す高インピーダンス領域

に分布が偏っている．一方，ALSでは筋線維群の

占める割合はPMDに比較して明らかに高く，か

ー30－



図1PMD（1a），ALS（1b）の組織像．前者では筋線経の大小不同，発達した

脂肪組織および結合組織の混在が特徴的であり，後者においては個々の筋線経

は比較的良好に保たれているもののfibertypegroupingと筋束間の増生した

結合組織が日だつ．

一31－
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つ結合組織を反映する高インピーダンス領域にも

分布が多いが，低インピーダンス領域への分布は

少ない．

これらの固有音響インピーダンス分布を持つ組

織に対して，Ⅹ－Y平面のY（＋）方向から超音

波を入射した場合に各ピクセル間で生じると期待

される超音波信号の反射損失を算出し，リニアフ

ィルターを介して再構成したBモード超音波画像

のシミュレーション画像を14階調で図3a－1，

3b－1に，また，信号のヒストグラムを3a－

2，3b－2にそれぞれ示す．ヒストグラム上，

PMDにおいては反射信号の損失の少ない，言葉

図4　高輝度領域と低輝度領域のコントラストを強調し，PMDとALSの組織的特

徴をより効率よく分稚するために放物線フィルター処理を行って再構成した

シミュレーション画像．pMD（4a），ALS（4b）．

－34－



をかえれば高輝度領域に分布が集中し，再現され

たシミュレーション画像ではこれを反映して高輝

度信号が広く分布し，臨床上Bモード画像に認め

られるsnow storm patternの特徴をよく近似し

ている．これに対しALSにおいては増生した結

合組織と筋線推群の境界領域では高輝度の反射が

顕著であるがfiber type groupingを主体とした

筋束自体の内部はむしろ低輝度をしめし，Bモー

ド上認められるlaminar structure　を再現してい

る．

高輝度領域と低輝度領域のコントラストを強調

し，PMDとALSの組織的特徴をより効率よく分

図5　20dBに軸移動した放物線フィルターを介して再現した画像PMD（5a），

ALS（5b）．
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能するために放物線フィルター処理を行って再構

成したシミュレーション画像を図4a，4bに示

したが，この結果PMDにおけるsnow storm

patternはより顕著となり全体的に画面輝度も増

加しているのに対して，ALSでは，筋組織自体の

輝度は低下し結合組織の増生をしめすlaminar

structureが増強されている．平方根フィルター処

理を行うことによってこの抽出効率は更に増大す

る．

一方，放物線フィルターのY軸を平行移動する

ことによって任意の信号強度からの分散の程度を

反映する画像を構成することが可能である．この

手法を用いると，例えば正常のモザイクパターン

が存在する領域を高輝度に抽出し，巨視的には正

常に見える筋束内でfiber typegroupingが生じ

ていないかどうかなどの情報を得ることも可能で

ある．例として20dBに軸移動した放物線フィル

ターを介して再現した画像を図5a，5bに示し

た．

結　　　論

組織固有音響インピーダンス分布をもとにして，

PMDおよびALSにおけるBモード超音波画像

をシミュレートした結果，SnOWStOrmpatternや

Iaminar structureなど臨床上超音波画像で認め

られる特徴的所見がよく再現された．フィルタリ

ング処理を行い疾患特異的な信号帯域を抽出する

ことによって，神経筋疾患の超音波画像診断の信

頼性をさらに高めることが可能であると考えられ

る．

文　　　献

1）田代邦雄，松浦亨，土井静樹，森若文雄，島功二：

神経筋疾患におけるUltrasoundimaging－超音

波顕微鏡による組織固有音響インピーダンス定

量化の試み－．【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”（杉田蛙）昭和61年度研究報告書，1987，

pplO0－105．
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4）筋萎縮，皮疹，問節拘縮変形を伴う

lipodystrophy症に類似する症例（山田ら）

の筋病変の検討（2）

豊　島

研究協力者　　小　林　良

山　田

昨年，私達は本班会議で，本症の筋病変がrim一

medvacuoleを伴うmyopathyであることを報

告した．今回は，その筋病変についてさらに検討

した．

本症の特徴は多彩で，以下のようにまとめられ

る．1），2）

1．常染色体劣性遺伝．

2．PartialLipodystrophy様の皮下脂肪組織の

萎縮があり，多くの例では，顔面，上肢，体幹

上部，足指に限局してみられる．

3．皮下脂肪組織の萎縮部にほぼ一致して筋萎縮

がみられ，線維化の軽度な筋にrimmed

VaCuOleを多く伴う．

4．関節の拘縮・変形が四肢遠位部につよくみら

れる．

5．発熱と痺痛を伴う紅斑が出没する（結節性紅

斑を呈することが多い）．

6．高免疫グロブリン血症，赤沈克進，CRP高値

など慢性炎症反応所見を示す．

7．大脳基底核石灰化，知能低下．

8．肝脾腫．

9．心筋障害．

3と9の骨格筋と心筋病変はおそらく同じ成因

によるものと考えられ，また，5，6，8は免疫

異常を示す所見と考えられるが，この2着を関連

＊秋田大学医学部第一内科

＊＊秋田大学医学部第二生化学

＊＊＊秋田赤十字病院神経内科
＊＊＊＊日本大学医学部病理学

至＊

二＊＊　山　田　　　茂＊＊＊

勉＊＊＊＊桜　井　　　勇＊＊＊＊

づけることができるかどうか，これまで不明であ

った．今回は，この2着の関係について検討した．

剖検症例

堀内ら3）・堀越ら2）の症例は1979年に死亡し，剖

検がなされた．死亡時38歳，女性，家族歴で類症

なし．

3ヶ月頃に両手足の指がシモヤケ様にあかく浮

腫状になり発症した．1歳半，発熱と疹痛を伴う

紅斑出現．12歳頃，手足の指の変形，顔面，上半

身の皮下脂肪組織の萎縮がはじまり，その後筋萎

縮も生じた．38歳，肺炎ののちに突然死した．

剖検所見

外観：顔面，上肢，体幹上部の皮下脂肪の減少

と筋萎縮，手足の指の変形と拘絹が認められた．

147cm，32kg．

筋：大胸筋，助問筋，腹直筋の3筋のパラフィ

ン包理標本のみ検討可能であった．いずれの筋で

も問質の軽度～中等度の増加があり筋線経は大小

不同を示す．問質への細胞浸潤は明らかでなく，

血管壁の変化もない．肥大線椎はなく，また，神

経原性萎縮を思わせる所見もなかったが，助間筋

でvacuole　を示すと考えられる萎縮筋線経が認

められた（図1a）．

筋生検は，僧帽筋では著変をみないが2），1969年

の眉毛内端の皮疹の生検では筋束間をおしひろげ

るような多数のリンパ球，組織球の浸潤が認めら

れた3）（図1b）．

皮膚：剖検時の腹壁皮膚では，軽度の血管拡張

ー37－



図1剖検例の骨格筋所見

a：肋間筋で，萎縮線経に空胞が認められる．b：顔面筋生検で，筋束内に多数のリンパ球，組織球の浸潤

が認められる・Masson－trichrome染色bar：100JLm

図2　剖検例の心筋所見

a：右室壁内の巣状線推化．

b二房室結節の膿瘍様の強い細胞浸潤．

bar：100FEm

－38－



と細胞浸潤が認められた．生検では，真皮深層，

血管周囲，皮膚付属器周囲にリンパ球，組織球の

強い細胞浸潤を認めた2）・3）．

心：380g．慢性心筋炎を示す．散在性のfibrosis

が，石室前壁，中隔右前方に多く認められ（図2

a），心内膜も厚く肥厚していた．冠動脈は60～80

％の狭窄を示したが血栓は見られなかった．心外

膜炎を伴っていた．

房主結節からHis束にかけて，塞栓性膿瘍様の

強い細胞浸潤を認め，リンパ球，好中球，好酸球，

マクロファージがみられた（図2b）．

骨：手足関節付近で局所的な骨髄線維化を認め

た．

中枢神経：脳重量1080g．線状体，歯状核石灰

化．脳実質，血管壁，周囲に石灰球を多数認めた．

視床下部，小脳皮質にも認めた．

肺：重量左右とも300g．陳旧性肺結核．

腎：左185g，右160g．髄質のうっ血．

肝：1440g．うっ血．ときに肝細胞の脂肪変性

を認めた．中等度の月旦嚢炎と胆石．

脾：急性牌炎と髄外造血を認めた．460g．

胸腺：大部分脂肪変性し，Hassall小体と実質

をわずかに認めた．

まとめ：本症では有痛性紅斑とともに筋肉痛を

みることがあること，CK値が急上昇することが

あることから，筋に炎症性病変が生じていること

が考えられていたが，本例における筋肉内細胞浸

潤がこのことを説明していると考えられる．皮疹

に伴い，その深部の筋にまで達する細胞浸潤が生

じ，筋線経を破壊することが考えられる．しかし，

多くの部位では，筋内細胞浸潤は明らかでなく，

筋病変のすべてを炎症性変化として理解すること

は困雉である．前回は，本症の筋病変でrimmed

VaCuOleの多くにみられることを強調したが4），本

例では標本の制約から確定にはいたらなかった．

山田らの剖検例で示された血管変化5）も明らかで

なかった．

心筋は巣状の線推化がみられ，一見血管性変化

のようにも思われたが，血管と無関係と思われる

ところもあり，骨格筋病変と同様の成因と考えら

れた．死因である房室結節の膿瘍様変化も，全身

に敗血症の所見はなく，皮疹と同様の病変と推測

される．

抗筋自己抗体

本症の免疫学的検討は，免疫グロブリンの定量

とその高値の報告1ト3）のほか，山田らの症例で細

胞性免疫の検討がなされている6）．今回は，抗筋自

己抗体について検討した．

対象：プレドニゾロン使用以前の血清は，山田

らの2症例（Ⅰ．，SリⅠ．，T．）1）のみで入手可能であ

った．

方法：イムノブロット法を用いて抗筋抗体をビ

オテン・アピジン法で検出した．抗原ははじめヒ

ト骨格筋で行ったが，免疫グロブリンが構造蛋白

分画にも多量に存在するため判定困難であったの

で，ウサギ筋を用いた．ウサギ骨格筋（背筋，胸

筋），心筋（左室），平滑筋（胃筋屑）から凍結乾

燥切片をつくり，1レーンあたり100JJg乾燥重量

をSDS電気泳動した．また，ウサギ背筋をsub－

fractionationして抗原とした．10倍容の0．32M

蕉糖，10mMTris・HCl，pH7．4を加えホモジナ

イズし，10万g1時間遠心して筋肉楽蛋白質と構

造蛋白質を得た．さらに後者から1％TritonX

可溶性分画を得た．血清は100倍希釈とした．

結果：山田らの2症例（ⅠリS．，Ⅰ．，T．）の血清

は，ウサギ骨格筋，心筋，平滑筋のそれぞれにお

いて，いくつかのbandに対し反応した（図3）．

互いに異なったbandが多くみられ，140kDa，120

kDaは共通しているが，対照例（図示せず）でも

陽性になることがあり，意義は少ないものと考え

られた．その他にも非特異的反応がみられる中で

特徴的と考えられたbandは，Ⅰ．，S．例で3筋に共

通Lた72kDa，I．，T．例で骨格筋の86kDa，78

kDa，心筋の98kDa，96kDaであった．これら

はいずれも，筋の主要蛋白質と一致せず，同定が

できなかった．

これらbandのうち，骨格筋に対するものの

Subfractionationについて検討した（図4）．その

結果，I．，S．例の76kDaは筋肉柴蛋白質に，I．，T．

例の86kDa　と78kDaは筋構造蛋白質に属する

ことが明らかとなった．TritonX可溶性分画に
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図3　抗筋自己抗体（1）

a－d：クマシーブルー染色，

e－j：イムノブロット，MHC：ミオシン重鎖，

A二アクチン，a，e，h：ウサギ骨格筋，b，f，

i：心筋，C，g，j：平滑筋．e－g：症例Ⅰ．，S．，h

－j：症例Ⅰ．，T．．e：マークは上から140kDa，

120kDa．72kDa，h：86kDa，78kDa，i：98

kDa，96kDa．d：分子量マーカー．

は，高分子量域にあらたなbandの出現がみられ

た．

まとめ：検討の可能であった2症例で，抗筋自

己抗体を検討した．骨格筋，心筋，平滑筋のそれ

ぞれに対し自己抗体が検出されたが，2症例の両

者に共通する特異的な抗原がみつからなかったこ

とから，これらの自己抗体は2次的な筋病変修飾

因子の可能性を示唆するにとどまると考えられる．

考　　　察

本症は多彩な症状を呈するが，慢性炎症所見と，

筋・皮下脂肪組織の限局性の萎縮が特徴的である．

この2着の相互関係について，今回検討を試みた．

免疫異常が本症の所見をどの程度まで説明可能で

あるかについて，これまでの剖検例の所見の見直

しと，自己抗体の面から検討した．両者ともに，

筋病変に関して免疫異常あ関与を示唆する所見を

示したが，筋病変の全体を免疫異常に帰すること

－40－
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図4　抗筋自己抗体（2）

a－C：クマシーブルp染色．d－i：イムノブロッ

ト，Ck：クレアチンキナーゼ．a，d，g：筋肉渠

蛋白質，b，e，h：筋構造蛋白質，C，f，i：筋構

造蛋白質からのTritonX可溶性成分．d－f：症

例Ⅰ．，S．，g－i：症例Ⅰ．，T．，d：マークは72

kDa，h二86kDa，78kDa，f，i：200kDa付近

の高分子量成分．

の困難も同時に示しているものと考えられる．ま

た，本症でこれまで得られている，NK活性の低

下5），血管変化6）のみで筋病変全体を説明すること

も困難と考えられ，今後の検討が必要と思われる．
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5）ゲルマニウム中毒ミオパテーの筋病理学的検討
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は　じめに

近年，半導体元素として知られるゲルマニウム

の有機化合物の一部に抗腫瘍効果や免疫調節作用

のあることが報告され治験も行われている．一方，

最近ゲルマニウムが健康食品として一部の人に長

期かつ大量に摂取されており，それによるゲルマ

ニウム中毒が臨床的社会的に大きな問題となって

いる．

今回我々はゲルマニウム含有食品を24ヶ月間

服用し，多臓器不全により死亡した5歳男児症

例1）の筋病理学的検索を行った．また，ゲルマニウ

ムの筋に対する毒性を確認する目的で，実験動物

を用いで慢性中毒実験を施行中であり，その途中

経過も報告する．

症　　　例

症例：5歳，男

病歴：家族歴は特記すべきことはなく，既往に

1歳4ヶ月発症のインスリン依存性糖尿病があり，

その治療目的および健康増進のため，2歳6ヶ月

時よりゲルマニウム含有食品を服用し始め，約

35～70mgを連日24ヶ月間服用した．昭和62年1

月に筋力低下，嘔吐が出現し3月には呼吸困難が

出現，肺炎も併発し，5月に鹿大小児科に入院し

人工呼吸を開始した．種々の治療にもかかわらず

7月には四肢麻痺の状態となり同年12月多臓器

不全により死亡した．

＊鹿児島大学医学部第三内科
＊＊鹿児島大学医学部小児科

周　二＊　栗　山　　　勝＊

正　法＊　福　永　秀　敏＊

晃一郎＊＊

現症：身長98cm，体重17kg，体温38℃，血圧

120／90mHg，脈拍132／分．皮膚は乾燥し，右肺

野でラ音を聴取し，心音は奔馬調律を呈した．腹

部は陥凹し，肝を1横指触知した．意識は清明で

視力，聴力は良好．四肢筋力の著明な低下があり，

四肢末端に表在覚の軽度低下を認めた．四肢腱反

射は低下していた．

検査所見：検尿では尿糖は陽性だが血尿，蛋白

尿は認めず，末血ではRBC；334×104／mm3，

Hb：9．7g／dl，Ht27．7％，WBC：10500／mm3，

plt43×104／mm3と正球性正色素性貧血を認めた．

血糖は383mg／dlと上昇し，肝機能は，GOT；106

K．U．，GPT；62K．U．，LDH；1694W．U．，ChE；

0．54△pHと異常を示した．BUN；55．6mg／dl，ク

レアチニン；1．8mg／dlと腎不全の所見を呈し，

尿酸も10．1mg／dlと上昇していた．血清脂質で

は中性脂肪が220mg／dlと上昇していた．血清C

Kは223mu／ml（正常55mu／ml以下）と中等皮

上昇していた．白血球ライソゾーム酵素は正常で

あった．髄液では細胞数1／3，蛋白88mg／dl，

糖51mg／dlであった．また，ゲルマニウム摂取時

の毛髪と思われる毛髪先端部から175ppmのゲ

ルマニウムが検出された．

筋病理学的検索

入院後2ヶ月の時点で大腿直筋より筋生検を施

行した．凍結切片の組織化学では，筋線経は大小

不同が著明で多くの小径線経が散在ないし小集積

しており，小径線経を中心に著しい空胞変性を呈

していた（図1A）．Acidphosphatase染色では
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空胞の一部および多くの筋線稚内において活性が

克進していた（図1B）．SudanblackB染色にて

小径線経の空胞部を中心に多量の脂質が蓄積して

いた（図1C）．またcytochromecoxidase染色

では小径線経の多くのもので著明な活性低下が認

められた．

電顕的には多量の脂質の蓄積とともに，脂質滴

の周辺部に電子密度の高い物質が高頻度に認めら

れた（図2）．また，ミトコンドリアの変形腫大が

あり，一部のミトコンドリア内にも高電子密度の

物質が確認された（図3）．さらにlysosomeある

いはglycogenosome　と思われる構造物も増加し

ていた．

剖検時の腸腰筋では，生検筋に比べ変性はさら

に高度となっており，ほとんどの筋線経は小径化

し，変性していた．

筋内に蓄積していた脂質を分析するため，クロ

ロホルム・メタノールにより稔脂質を抽出し，

TLCLFIDアナライザーにて各脂質成分を測定し

たところ，本症例では中性脂肪が著明に増加して

いた．

実験的ゲルマニウムミオパテtの作成

オスのウィスターラット（体重350g～400g）4

匹に二酸化ゲルマニウムを約100～150mg／kg，連

日4ヶ月間投与した．EDLおよびSoleusを取り

出し，組織化学的および電顕的観察を行った．

組織化学的には，EDLにおいてGomori tri＿

Chrome染色にて赤染する空胞がかなりの筋線経

に出現し，Soleusにおいては，0Ⅹidativeenzyme

の分布異常がみられ，CytOChromecoxidase染色

では多くの筋線椎において著明な活性の低下が認

められた．大量の脂質の蓄積は未だ認められなか

った（図4）．

電顕では，autOphagicvacuoleの形成，ミトコ

ンドリアの変形，腫大およびミトコンドリア内の

高電子密度物質の蓄積が認められた（図5）． 図1　生検筋の組織化学（×500）

A：Gomoritrichrome染色

B：acidphosphatase染色

C：sudanblack B染色
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図2　生検筋の電顕像（×20000）

高電子密度物質を伴う脂質滴の蓄積

図3　生検筋の電顕像（×16000）

ミトコンドリア異常と高電子密度物質の蓄積
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図4　ラット骨格筋の組織化学

A：EDL，Gomoritrichrome染色（×400）

B：Soleus，CytOChromecoxidase染色（×250）
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図5　ラット骨格筋の電顕像（×26000）

ミトコンドリア異常と高電子密度物質の蓄積

考　　　察

今回検索した症例は，病歴，臨床症状，組織所

見およびゲルマニウムの蓄積などから，ゲルマニ

ウム中毒と考えられる．ゲルマニウム中毒は米山

ら2）の報告以来本邦において十数例が報告されて

いる．臓器障害の中では腎障害，貧血の頻度が高

く全ての報告例で認められる．また，筋力低下や

末梢神経障害も30～40％の症例で報告されてい

るが，ミオバナーに関する詳細な病理学的検索は

未だ不充分である．太田ら3）は筋生検にて脂肪顆

粒およびグリコーゲン顆粒の蓄積およびミトコン

ドリアの形態異常を認めたゲルマニウム中毒の一

例を報告しているが，原疾患の慢性アルコール中

毒の影響を無視できないとしている．他には筋線

経の萎縮あるいは壊死を認めたとする報告が散見

される2），4）・5）

本症例はacid phosphataseの活性上昇と著明

な脂質蓄積を伴うvacuolarmyopathyの像を呈

しており，従来のミオバナーではあまり例のない

所見である．また，電顕で認められたミトコンド

リアの形態異常やミトコンドリア内の高電子密度

物質の沈着は，ゲルマニウム中毒例の腎臓におい

ても報告されており6），ゲルマニウム中毒に特徴

的な所見である可能性が高いものと思われる．

また，ラットを用いて行ったゲルマニウム中毒

ミオパテー作成実験では，多量の脂質の蓄積は未

だ認められか－ものの，autOphagicvacuoleの形

成やミトコンドリアの形態異常および高電子密度

物質の蓄積，さらにcytochromecoxidaseの活

性低下等，臨床例と類似した所見が認められ，ゲ

ルマニウムの骨格筋に対する毒性が明らかになっ

たものと思われる．

臨床例および実験動物の筋病理所見より，ゲル

マニウム中毒によるミオパテーの発生機序として，

ミトコンドリア異常および脂質代謝異常が関与し

ている可能性があり，現在，生化学的に詳細に検

討中である．
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6）運動筋のプリン体異化克進

－種々のミオパチ一における分析
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は　じめに

私共は，筋グリコーゲン病あるいは副甲状腺機

能低下症に伴うミオバナーにおいて，運動によっ

て血中のプリン代謝物質やアンモニア濃度が増加

することを報告してきたlト5）．これらに共通した

基本病態はM筋エネルギー産生不全に起因する筋

プリン体の分解冗進”と考えられる．そこで今回，

さらに広い範囲の筋疾患群や電解質，ホルモン異

常に伴うミオバナーにおけるプリン体異化代謝を

検討し，このような病態がどの程度の広がりをも

って存在するかを分析した．

対象と方法

図1，2に示すように，種々の筋疾患（グリコ

ーゲン病ⅠⅠ型2例，ⅠⅠⅠ型2例，Ⅴ型4例，ⅥⅠ型4

例，Kugelberg－Welander症候群2例，Kearns－

Sayre症候群4例，多発性筋炎1例，薬剤性筋症1

例）や，ミオパテーを起こし得る病態であるホル

モン，電解質異常（甲状腺機能低下症4例，低カ

リウム血症6例，低カルシウム血症8例，高カル

シウム血症6例）を対象とした．このうち，グリ

コーゲン病，低カルシウム血症患者については，

これまでの報告に症例を追加している．

部分的阻血下前腕運動試験6）・7）：対象患者仝例

に部分的阻血下前腕運動試験を施行した．本試験

＊大阪大学医学部第二内科

は，中間血圧で上腕を圧迫し2分間に計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．運動後の倍から

前値をひいたものを△乳酸（△アンモニア，△ヒ

ポキサンチン）として表し，そのうち最大のもの

を，運動後の最大乳酸増加量（最大アンモニア増

加量）とした．

自転車エルゴメーター運動試験：Kearns－

Sayre症候群3例に対しては自転車エルゴメータ

ーを用いた好気的な全身運動試験も施行した．本

症候群では運動能力に限界があるため，能力に応

じて15W，10－15分程度の非常に軽い運動を行

った．運動前後の血柴アン、モニ7，イノシン，ヒ

ポキサンチン，尿酸濃度，尿中尿酸濃度を測定し

た．

乳酸，アンモニア，尿酸は酵素法で，イノシン，

ヒポサンテンはHPLC法で測定した2）．

結　　　果

1）部分的阻血下前腕運動試験

図1，2に部分的阻血下前腕運動試験における

最大乳酸増加量と最大アンモニア増加量を示す．

グリコーゲン病ⅠⅠⅠ，Ⅴ，ⅥⅠ型ではグリコーゲン分

解系あるいは解糖系障害のため，全例運動によっ

ても乳酸はほとんど増加しなかった．逆にアンモ

ニアは著明な過剰反応を呈しており，これは既に

報告したようにプリン体の異化冗進を表してい
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る2）．このようなアンモニアの過剰増加反応は，甲　　れた．一方，ミオバナーを呈しても解糖系に異常

状腺機能低下症1例，低カリウム血症3例，低カ　　を認めないグリコーゲン病ⅠⅠ型（リソゾームのα

ルシウム血症3例，薬剤性ミオパテー1例におい　　グルコングーゼ欠損症）やKugelberg－Welander

ても，グリコーゲン病ほど著明ではないが認めら　　症候群，KearnsrSayre症候群，多発性筋炎では，
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運動による乳酸増加量，アンモニア増加量はとも

にほぼ正常領域であり，従ってプリン体異化冗進

はないと判断された．高カルシウム血症でも仝例

正常であった．

一般に乳酸の増加量，アンモニアの増加量はと

もに運動量や強度と密接に関連すると考えられて

いる5）．本研究においても正常対照では，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）．こ

のことから，乳酸産生とアンモニア産生は運動量

に応じて平行して進むことが明らかとなった．そ

こで，部分的阻血下前腕運動試験の結果を，運動

による乳酸とアンモニアの増加量の関連という点

からみたのが図3である．グリコーゲン病ⅠⅠⅠ，Ⅴ，

ⅥⅠ型では，乳酸産生がほとんどなく，アンモニア

が過剰産生されるので，対照群より左上方にプロ

ットされる．対象症例のうち甲状腺機能低下症1

例，低カリウム血症2例，低カルシウム血症4例

において，正常対照の95％信頼限界より上方にプ

ロットされた．すなわち運動後の乳酸の増分に比

較してアンモニアの増分が多いことが明らかとな

った．代表的な例について，前腕運動時のアンモ

ニア，ヒポキサンチンの経時的変化を図4に示す．

これらの症例では運動後アンモニアが過剰反応す

るだけでなく，血渠ヒポキサンチン濃度も著明な

過大反応を示した．

2）自転車エルゴメーター運動試験

KearnS－Sayre症候群患者にエルゴメーター運

動試験を施行した時の血菜アンモニア濃度の変動

について図5に示す．非常に軽い運動であるに＿も

かかわらず，3例のうち1例にアンモニアの過剰

反応を認めた．一万，本症例は部分的阻血下前腕

運動試験では乳酸増加と比較してもアンモニア反

応は正常範囲であった．本症例ではエルゴメータ

ー運動によって血菜イノシン，ヒポキサンチンに

も著明な増加反応を認め，好気的運動時にはプリ

ン体の異化が冗進していると考えられた．血中尿

酸値も運動前5．4mg／dlから運動終了後には6．4

mg／dlまで上昇した．この間，尿中尿酸排泄量（ク

レアチニン比）は運動前0．39mg／mgクレアチニ

ンに対し運動終了後0．46とむしろ増加しており，

血中尿酸の上昇は腎での排泄低下に基づく変化で

はなく，筋でのプリン体異化冗進に基づく尿酸合

成の冗進によるものと考えられた．

EZZか5％con¶dencelimib
ofcontroIs（∩＝1！）

r三日6，P＜Ml

●Hypocalcemia

▲Hy匹kalemia

■Hypothyroidism

OGlycogenosis
ln．V andⅦ

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最大増加量の関連
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●　▲低カリウム血症

○　△低カルシウム血症

考　　　察

本研究では，種々の先天性，後天性ミオバナー

や，ホルモン，電解質異常の運動筋におけるプリ

ン体異化代謝をまず部分的阻血下前腕運動試験に

おけるアンモニア反応を指標として検討した．血

中アンモニアの増加は筋内AMPがAMP

deaminaseによってIMPに異化される時に産生

されたものを反映していると考えられる．筋グリ

コーゲン病において運動時にアンモニアの過反応

が認められることをすでに報告してきた1ト3）よう

に，アンモニアの増加反応はプリン体異化の良い

指標である．さらに，アンモニアの増加が運動量

や強度の影響を強く受けることを考慮して，本研

究では運動による乳酸増分（正常状態では運動量

を反映する）で補正して分析した．この結果，甲

状腺機能低下症，低カリウム血症，低カルシウム

血症の一部に，血祭アンモニアの過剰反応を認め

た（図3）．これらの疾患ではヒポキサンチンも過

剰反応を呈しており（図4），プリン体異化は確か

に克進していることが明らかとなった．

一般に筋のATPが産生を上まわって消費され

ると，2ADP→ATP＋AMP（adenylatekinase）

の反応が促進され，増加したAMPが基質となっ

てdeaminationが冗進する．すなわち筋グリコー

ゲン病に代表されるように，ATP産生不全はプ

リン体異化克進を引き起こす．従って今回プリン

体異化が明らかとなった疾患群においても，運動

時のエネルギー産生機構に何らかの異常が存在す

ることが示唆される．甲状腺機能低下症では骨格

筋のホスホリラ一・ゼの異常8）あるいは低カルシウ

ム血症では，ホスホリラーゼキナーゼの異常9）が

報告されており，そのためのグリコーゲン分解系

の異常がエネルギー供給を障害している可能性が

考えられる．
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一方，Kearns－Sayre症候群では，部分的阻血下

前腕運動試験においては正常であったが，全身性

のエルゴメーター運動を行った場合，1例で著明

なプリン体異化冗進を認めた．この結果は，本症

候群が解糖系に異常がなく、ミトコンドリア内の

好気的代謝に異常があることと関連していると考

えられる．正常反応であった症例については，運

動量が少なかった可能性がある．本来本症候群で

は乳酸の処理能力に限界があるため，運動量の基

準として乳酸以外の指標についても今後検討して

いきたい．

ま　と　め

種々の先天性，後天性ミオバナーの運動筋にお

けるプリン体異化代謝を検討した結果，Kearns－

Sayre症候群，甲状腺機能低下症，低カリウム血

症，低カルシウム血症例の中にもプリン体異化冗

進の存在する例が認められた．運動筋の70リン体

異化冗進は筋ATP産生不全に起因することを考

慮すると，これらの疾患においても，運動時のエ

ネルギー代謝機構に異常のあることが示唆された．
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7）培養ラット筋管細胞におけるリソゾーム関与

の蛋白分解

木　南　英　紀＊

研究協力者　武　野　大　策＊　上　野　　隆＊　岡本　　　洋＊

は　じめに

Duchenne型筋ジストロフィー症の研究は最近

急速に進み，CDNAのシークエンス1）や原因蛋白

の局在も明らかになってきた2）．しかし筋細胞膜

の異常からはじまり，最終的に筋崩壊に至るプロ

セスは全くわかっていない．この筋の崩壊・壊死

に関連してジストロフィー症ではマクロフア‾ジ

の侵入前に筋細胞内のリソゾーム系が活性化して

いることを以前指摘した3）．ところが，正常および

障害を受けた筋細胞におけるオート77ゴゾー

ム・リソゾーム系の動態や機序に関する研究は極

めて少なく，筋原線椎がリソゾームで壊されてい

るという直接的証拠もない．

今回ラット骨格筋由来の培養細胞を用いてオー

トファジーの機序と制御機構について検討した．

対象と方法

本研究には国立精神・神経センター・神経研究

所の小沢銭二郎先生より御供与頂いたラット筋芽

捌包（L8E63）を用いた．筋芽細胞をはじめ100mm

径のシャーレに1．5×106／dishの細胞を播種し，

これを10％の牛胎児血清と3％馬血清を含む

DME液で増植させ，Confluentに達した後4％

馬血清を含むDME液に変え，分化誘導させた．培

養液は2日毎に交換した．分化後3日日頃より

CKの活性は急速に増加するが，この頃筋管細胞が

現れる．自己会食の実験は分化液に変え12日目の

細胞を用いた．血清を0－10％まで変えたDME

液にESTを40JLg／mlになるように加え，18時

＊順天堂大学医学部生化学第一講座

間培養した後，細胞を採取した．細胞を1mlの

0．25M庶液中でDounceのホモゲナイザーを用い

て懸濁化し，650×g，2分間遠心後，その上清

を集める．同じ操作を4回くり返し，遠心上清を

合わせ，10，000×g，20分間遠心する．沈澱（ミ

トコンドリアーリソゾーム分画）を1mlの0．25

M庶糖液に懸濁し，庶糖を含む28％パコール液8

mlの上に重層して28，000回転，40分間遠心する．

底から0．6mlずつ分画し，各種酵素活性を測定し

た．カテプシンLとBはBarrettらの方法4），グリ

コシダーゼはGlaserらの方法5），ミトコンドリア

のマーカー・SuccinicINT reductaseはMorre

の方法6），蛋白量はLowryらの方法7）によった．ウ

ェスタンブロッテイングは12．5％（カテプシン

L，シスタテンーβ）および7．5％（ミオシン）

のSDS－PAGEを行った後，ニトロセルロース膜

に転写し，特異抗体と反応させ，ベルオキシター

ゼ標識一次抗体を用いて検出した．抗ミオシン抗

体には抗ウサギ肝細胞ミオシン抗体8）を使用した．

結　　　果

1．カテプシンB，H，Lおよびその他のリソ

ゾーム酵素の筋細胞分化の過程における変化

筋芽細胞を分化させていると図1－Aに示すよ

うにカテプシンBは分化と共にその活性が上昇し，

7日目以後には約3倍となる．Z－Phe－Arg－MCA

の氷解活性はカテプシンLのみならずカテプシン

Bにもよるが，この細胞ではカテプシンLの量が

むしろカテプシンBを上回っていることが免疫化

学的方法で明らかになっているので，この基質の

水解活性は大部分カテプシンL活性を意味すると
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図1L8E6。細胞の分化過程におけるリソゾーム酵素

活性の変化．（A）プロテアーゼ活性，（B）非プ

ロテアーゼ活性．4シャーレの平均値±標準偏
差

考えてよい．カテプシンLの分化の過程における

増加率はカテプシンBよりも低いが，これはカテ

プシンLが分化の初期段階から相当量存在するこ

とによる．この点はカテプシンL抗体を用いたウ

エスタンブロッテイングの結果から確認できる

（図2）．細胞中のカテ70シンHの含量は低いが，

分化のプロセスではカテプシンLと似た動態を示

した．一方，非プロテアーゼ系のリソゾーム酵素

活性の変動を示したのが図1－Bであり，プロテ

アーゼ群と同様分化と共にそれらの活性は著明に

増加した．しかし，分化につれて全く変化しない

ものもある．シスタテンは内在性の低分子量のシ

ステインプロテアーゼインヒビターで，標的プロ

テアーゼは上述のカテプシンB，H，Lなどであ

る．L8E63細胞に存在するシスタナンはシスタテ

ンーβが主なものであり，その量は分化のプロセス

でほとんど変化がない（図2）．

2．オートファジーの機構と調節

骨格筋細胞は肝細胞などと比べ，リソゾームの

数は少なく，蛋白質の代謝回転速度も遅い．そのた

A

翳＝豊富琵

脚　－29K

銅鉾　二一・コト

－12K

1　0　2　4　7　10　　　Days

図2　分化過程におけるカテプシンB，Lおよびシス

タナンーβの量の変化．12．5％のSDS－PAGE

後　ウェスタンブロッティングを行った．同量

の蛋白量を用いている．（A）カテプシンB，（B）

カテプシンL，（C）シスタナンーβ
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め正常細胞におけるオートファジー（自己貪食）

の研究は極めて少ない．我々はリソゾームに取り

込まれた細胞内の内在性蛋白質の量あるいは活性

を測定し，直接自己貪食胞－リソゾーム系の働き

と制御について調べることにした．図3はEST

処理細胞と非処理細胞から調整したミトコンドリ

ア・リソゾーム画分をパコール密度勾配遠心で分

画し，各種酵素活性の分布を調べたものである．

ミトランドリアのマーカーの分布パターンはES

T処理・非処理細胞の間で差はない（図3－B）が，

リソゾームのマーカー・β－グルクロニダーゼは

EST処理によって軽い画分の酵素活性のかなり

の部分が重い画分にシフトしているのがわかる．

（図3－A）．その重い画分に細胞質の酵素LDH

活性が検出できるが，活性はEST処理細胞の方

が圧倒的に高い（図3－B）．この結果はリソゾー

0

u
O
；
⊃
q
て
l
の
岩

ム酵素陽性で，内在性蛋白質を取り込んだオート

リソゾームがEST処理によって重い画分に蓄積

していることを意味する．LDHなどの細胞質の

酵素が本当に膜内に封じ込められているかどうか

を調べるため，TritonX－100処理前後で，LDH

とピルビン酸キナーゼの活性がどう変化するのか

を調べたのが表1，である．Triton処理によって

3－4倍の活性上昇がみられ，これらの酵素は会

食胞内に封じ込められていることがわかる．

次に，LDHの自己会食月包への取り込みを指標

に自己会食の血清およびインシュリンによる調節

を調べた．図4に示すように血清濃度を下げると

自己会食胞中のLDH活性は増加し，血清濃度を

上げると共に減少し，10％ではほとんどオートフ

ァジーは抑制される．この濃度ではEST処理に

よっても会食胞のLpHはほとんど検出できない．

u
O
；
コ
q
て
l
∽
岩
ボ

02

図3　EST処理および非処理細胞より調整したミトコンドリア・リソゾーム分画のパコール密度勾配遠心にお

ける酵素活性の分布．4％の馬血清を含むDME液にEST（40JLg／ml）を添加し，18時間培養後・細胞よ

りミトコンドリアーリソゾーム分画を調製した．その懸濁液をパコールの上に乗せ，遠心し，底より0・6ml

ずつ採取した．無処理（一〇一，－ロー），EST処理（一一一●－‥，‥－｝‥う
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表1　自己会食胞のLDHおよびPK（ピルビン酸キナーゼ）活性に及ぼすTritonX－100の影響

Enzymes Triton Autolysosomes Cytosol

U／m1　％Increase U／m1　％Increase

LDII （－）　　　0．190

（＋）　　　0．431

（－）　　　0．025

（＋）　　　0．110

（100）　　　　2．31　　　（100）

（227）　　　　2．．30　　　　（100）

（100）　　　　0．605　　　（100）

（440）　　　　0．602　　　（99）

0　　　5　　　10

Serumin Culture Medium（％）

図4　自己会食胞へのLDHの取り込みに及ぼす血清

の効果．牛胎児血清を図のように変え，EST添

加（〇一〇）あるいは無添加（一一一●一日）で18時間

培養した．以後の操作は図3と同様で，底の画

分のLDHの総和を細胞質のLDHとの比率で

表現してある．

無血清によって誘起されたオートファジーはイン

シュリンによっても濃度依存的に抑制される（図

なし）・0・015IU／mlでほぼ完全な阻害がみられた．

3・ミオシンの自己会食胞への取り込み

細胞質の酵素LDHとPKが筋細胞でも・）ソゾ

1　2　3　4

攣轡轡‥磯覿癖紛

－MHC

図5　ミオシンの自己会食胞への取り込み．レーン

1：標準ミオシン，レーン2：非処理細胞から調

製した自己会食胞中のミオシン，レーン3：

EST処理細胞の自己貪食胞中のミオシン，

レーン4：細胞抽出液中のミオシン

ームヘ取り込まれることは証明できたが，筋構成

蛋白はどうか．今回は単純にL8E63細胞中のミオ

シンが自己合食胞へ取り込まれるかどうかをウェ

スタンプロット法で調べた．図5に示すように培

－59－



養12日目の細胞のミオシン重鎖は約20万の1本

のバンドを示す（レーン4）．自己会食胞にもミオ

シン重鎖に一致するバンドとそれに加えて限定分

解を受けたと思われる2本のバンドがみられる

（レーン3）．自己会食胞中のミオシンのバンドは

EST処理細胞の方が非処理細胞より圧倒的に強

い（レーン2，3）点はLDHの取り込み量の差（図

4）と同じであった．

考　　察

オートファジーの機構と調節の研究は肝濯流や

肝培養細胞を用いた実験結果から得られたもの

で9）・10），そのプロセスは①細胞内蛋白質の細胞質

からの隔離，②隔離膜の閉鎖による自己会食胞の

形成，③自己会食胞とリソゾームとの融合，④リ

ソゾーム内蛋白分解と生じたアミノ酸の遊離から

なる．自己合食胞の寿命は約10分で，そのため定

常状態では細胞質中の会食胞の数は革めて少ない．

本実験ではESTにより旬の過程を阻害したため

自己貪食胞の寿命が著しく延び，会食胞が蓄積し，

取り込まれたLDH，ミオシンなどを検出できた

わけである．L9E63細胞では肝細胞と同様血清濃度

の低い低栄養状態では生命に必須な蛋白質を合成

するのに必要なアミノ酸やエネルギーを供給する

ため蛋白異化が冗進すると考えられる．筋細胞の

分化は血清濃度を4％から2％に落としてもイン

シュリンを加えれば進行する理由の一つにこのイ

ンシュリンの蛋白分解抑制効果があるかもしれな

い．オートリソゾーム中にミオシン重鎖のnative

型が検出できる（図5）のはこの細胞のミオシン

も低栄養条件ではリソゾームヘそのまま取り込ま

れ分解されることを示唆する．しかし細胞内では

ミオシンはアクトミオシンとして筋線維構造に組

み込まれており，どのような形で取り込まれるか

は今回明らかにできなかった．オートファジーの

克進は飢餓状態ばかりでなく，筋蛋白の崩壊のみ

られるDMDやmdxマウスでも観察できる．こ

の反応は元来異常蛋白の除去のための修復機転と

して位置づけられるが，過剰反応になることもあ

ろう．正常細胞と同様障害細胞におけるオートフ

ァジーの誘起の機序の詳細は全くわかっていない．

今回の結果を踏まえ，障害細胞についても調べて

いきたい．
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8）ラット骨格筋におけるCa依存性プロテアーゼ

およびそのインヒビターの局在および動態

について

荒　木　淑　郎＊

研究協力者　熊　本　俊　秀＊　D．E．Goll＊＊　LZ・Stern＊＊＊

Ca依存性proteasesは筋組織をはじめあらゆ

る生体細胞の構造タンパク質の代謝回転に重要な

役割を演じ，特に筋ジストロフィー症（以下，筋

ジスと略す）の筋崩壊に深く関与していることが

示唆されている1）．しかしながら，その九日戒叩レ

ベルにおける生理学的・病理学的役割は勿論，細

胞内分布すら十分には検討されていない．

今回，我々はCDPsおよびそのinl1ibitorの正

常ラット骨格筋における細胞内分布，さらに絶食

および脱神経筋における動態をimmun0－gOldを

用いた定量的電顕法により検討したので報告する．

なお，Ca依存性proteaseは，これまで個々の研

究者によ　りCANP2），Calpain3）あるいはCa－

dependent protease（CDP）と呼ばれてきたが，

ここでは，共同研究者の一人であるGollの命名に

従って，CDPおよびそのinhibitorをCDPI4）と記

載する．

方　　　法

実験動物：正常ラットに加え，絶食および脱

神経処理ラット各5匹を用いた．脱神経処理ラッ

トは右坐骨神経を坐骨神経結節直下で結繋後，2，

4，8および15日目に検索した．一方，絶食ラッ

トは，はじめ7日間だけ水のみを与えて絶食させ，

ついで7日間自由に人工固形飼料を与え，さらに

＊熊本大学医学部第一内科
＊＊Arizona大学筋肉生物学

＊＊＊Arizona大学内科神経筋疾患部門

7日間再絶食させた．絶食後7日目，再摂食後7

日目，さらに再絶食後2および7日目に検索した．

これらのラットはsodium barbiturate160mg／

kgで麻酔後，左心室より1％glutaraldehyde，4

％paraformaldehydein O．1－M phosphate

buffer（pH7．4）で濯流固定後，右ヒラメ筋

を摘出し，検索に供した．

免疫組織化学：摘出したヒラメ筋はアルコー

ル脱水後，LR－Whiteresinに包埋し，超薄切片を

作成後，300mesh銅グリッドにすくい取り，免疫

染色は全てテフロン板の上で行った．すなわち，

blocksolutionに10％nonAfatdrymilkを用い，

37℃で10分間incubateL，PBS（0．5％Tween

20および0．1％non－fat daymilk加）でjet

washing後，一次抗体にmonoclonalantirthe80

－KDa ofJLMおよびmMCDP，あるいは

monospecific polyclonal　anti－CDP及びCDPI

againstrabbitと各々37℃で30分間反応させた・

さらにPBSで洗浄後，二次抗体にcolloidalgold

加goatAnti－rabbitAIgGまたはmouse」gGを用

い，各々37℃で30分間反応させた．反応後は，

PBS　ついで蒸留水で洗浄し，uranyl acetateで

counterstainを行った．なお，抗体作成に用いら

れたJLMおよびmMDCP，さらにCDPIはいず

れもbovinemuscleよりGolletal．（1986）5）の

方法で得られた．

定量的検討：定量的検討では，各標本につい

て10，000倍の分割電顕写真を撮り，最終倍率

30，000倍の拡大写真を作成後，BioquartII付き
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AppleMarkIIコンピューターを用いて，筋原線

推（Z－disk，I－band　およびA－bandの各f，aC＿

tion），筋原線絶間腔，ミトコンドリア，核，筋翰

膜・endomysiumのextracellarspaceの面積を

算定し，総colloidalgold数をcountL，単位面

積当たりの密度を算定した．

結　　　果

正常ラット骨格筋の検討：使用された

monoclonalanti－the80qKDaofFEMCDPおよ

びmMCDP・さらにmonospecific polyclonal

anti－CDPおよびCDPIは，いずれもラット骨格

筋とcross reactionすることがimmun。－bl。t＿

ting法で確かめられているが，免疫組織化学的に

も確認された．すなわち，これらの各抗体を反応

させたラット骨格筋では，pre－immuno－Serumに

比し有意にimmun0－gOldを認めた．

正常ラット骨格筋では，CDPsおよびCDPIは

共にほぼ同じ分布を示し，定性的には殆ど筋原線

維上にび慢性にみられた．しかしながら，個々の

筋線経によって，その細胞内分布態度にはいくつ

かの多様性がみられ，主にZ－diskおよびⅠ－band

に存在するもの，あるいは全てのfractionに存在

するもの，A－band有意にみられるものなど様々

であった．また，同一線維内であっても，部位に

よってはその分布態度が異なることもあり，例え

ば，筋線経の中心部では，gOldは主にZ－diskおよ

びトbandに存在するが，その末梢の筋鞘膜近く

では，さらにA－bandにもhomogeneousに存在

するもの，あるいは中心部はgoldは粗であるが，

筋鞘膜近くでは密を示す筋線経もみられた．また，

CDPsおよびCDPI結合immun0－gOldは僅かな

がら，筋原線維間腔にも、認められた．しかしな

がら，筋小胞体およびT管膜には，多かれ少なか

れ見られたが，とくに密に集族しては認められな

かった．

筋鞘膜上にもCDPsおよびCDPIは共に存在

したが，FEMCDPIよりmMCDPがより多く存在

して認められた．また，神経終板のpostsynaptic

Cleft上にも僅かながら散見された．

表1は，筋原線経の各fragment，すなわちZ－

disk，ILband，ALbandおよび筋鞘膜における

polyclonalanti－CDP，CDPI，FEMCDPおよび

mMCDP結合のimmun0－gOld顆粒の分布密度

を算定したものであるが，定性的には筋原線維上

にび慢性に認められるものの，定量的には表1に

示す如くCDPsおよびCDPIは共に約64％がZr

diskを含むI－bandに存在して認められた．なか

表1ThedensityofcolloidalgoldparticlescombinedwithCDPsorCDPIinthemyofibrilsandsarcolemmaof
skeletal muscleofnormalrat§

Structural

Compartment

聾yOfibrl18

2－disk

エーband

A－band

Sarcolema

Anti－（コ）p

polyclonals

No．ルnュ　　t of

℡otal

Anti－　HCDp Ant1－mMCDp

No．ルnユ　　t of

Total
No．ルm三　宅　Of

Total

41・5◆1・2　43・9●　　7・7＋0・8　　42．5●　12．0＋0．8　　58．2●

19・5＋1・5　20・5　　3・9＋0・4　　21●5　　　3．7＋0．5　18．0

19・1◆0・9　20・1　　4・小〇・6　　24．1　　2．5◆0．4　12．0

14・4＋1・3　15・5　　1・6◆0●4　11．9　　　2．4◆0．4　11．7

5．8＋0．6　　37．3●

3．0＋0．4　　19．■3

2．8◆0．4　　18．2

3．9＋0．7　　25．2

§；Fi9ureS are mean8＋S．E．

＋；Back9rOundcountSVerel・7◆0・4for2－d18k′0・7＋0・3forエーband′1．1＋0．3forA－band′・and

O・5＋0・4count8′〃がfor sarc01etlna．

＊：Si9nificantlydifferent fronthecountSin theA－bandandエーbandregions atP＜0．01．

All eountS differed at p＜0・01fromback9rOund counts．
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でも両酵素ともZ－diskに高頻度に認められた．

CDPsの比率分配では〟MCDPはmMCDPに比

し，より多く筋原線維上，とりわけZ－diskに分布

する傾向を認めた．

一方，筋鞘膜には，CDPsおよびCDPIは各々

15．1および11．9％の割合で存在したが，CDPs

の内，FLMCDPがその11．7％，mMCDPがその

25．2％分布し，筋鞘膜にはJLMCDPに比し，より

mMCDPが存在することが示唆された．

筋鞘核でも，表2に示す如くCDP，CDPI，

JLMCDPおよびmMCDP　とも全てpreimmunoL

serumに比べ有意に多数のgoldを認め，核内に

も存在することが示された．それは基本的にび慢

性に認められ，とくに核小体に集族することはな

く，また，核膜には明らかではなかった・

また，ミトコンドリアでもCDP，CDPI・

JLMCDPおよびmMCDPは共に有意に認められ

た（表2）．しかし，その多くはミトコンドリアの

周囲膜上に認められる傾向を示した・一方，ライ

ソゾーム内および膜には殆ど認められなかった．

Endomyslumでは，pOlyclonal anti－CDP，

CDPI，JLMCDPおよびmMCDPは共に筋肉内血

表2ThedensityofcolloidalgoldparticlescombinedwithCI）PsorCDPIinthenucleiandmitochondriaof
skeletalmuscleofnormalrat§

Anti－CDP Anti－CDP工

Structural　叫旦　叫旦
compartment　（No・／〆）　（¶〇・／〆）

Nucleus　　　15・7＋0・4■　　　　4・5＋0・9●

Hitochondria　　4●1＋0・3■　　　　6・3＋0・5●

Anti－1朗CDP Anti－mMCDP

（No．／Um2） （No・／Hm2）

4．6＋0．3★　　　　　2．7＋0．6●

5．6＋0．4★　　　　　3．0＋0・3★

§‥　FigureS are meanS＋S・E‥

＃：BackgroundcountsWereO・4＋0・4foranti－CDPandanti－CDPIonthenuclei，

1．6＋0．3brantトCDpand00PIonmitochondria－0・4＋0・S forantトPMCDp
and－anti－mHCDPonnuClei．andO・Ocounts／〃m2fora＝ti－PLICDPand
ant1－mMCDp on mitochondria・

＊：SignificantlydifferentfrombackgroundcountsatPく0・01・

表3ThedensityofcolloidalgoldparticlescombinedwithCDPsorCDPIintheendomysiumorextracellular
spacesurroundingskeletalmuscleofnormalrat§

Anti一岬CDp Anti－mhCDP

No・〃m　　　封〇・〃m No・岬

Anti－CDP Anti－CDP工

structural Polyclonals polyclonals

COmpartment （¶0．ルna）

Endomysium O・1＋0・3　　　0・小0・3　　　0・2＋0・2　　　0・3＋0・1

Background counts O・3＋0・3for anti－CDP，

0・4土0・3foranti－CDP工andO・1土0・3counts／umZ．foranti－uMCDP
and anti－mHCDP．None of the experimentalcounts differed

significantly from the background counts・
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管内皮細胞，COllagenfiberさらに組織球の顆粒

球内にしばしば認められたが，表3に示すように，

定量的検討でもextracellularspaceにはいずれ

もbackgroundを超えるほどのimmuno一gOldは

認められなかった．

脱神経筋の検討：図1は脱神経筋の各筋線維内

およびendomysiumのextra－Cellularspaceに

おけるCDP，CDPI，FEMCDPおよびmMCDPの

immun0－gOldの密度を経時的に示したものであ

る．脱神経筋の筋線維内におけるCDPsは脱神経

処理後2，4，8，15日目と漸次著しく増加し

た．CDPIも同様に徐々に増加したが，CDPs程で

はなかった．CDPsの内訳ではpMCDPおよび

mMCDP　共に増加した．一方extra－Cellular

SpaCeのこれら酵素のimmuno一gOldの密度も経

時的に増加した．そこではpMCDPより

mMCDPの増加が著しかった．

一般電昆紬勺観察では，CDPs・CDPIの細胞内分

布ではそのgoldの数は正常筋に比し，著明に増加

して見られたが，基本的には筋原線推上にび慢性

に認められ，とくに特別のCOmpartmentに集族

することはなかった．しかし，局所的に筋原線経

が軽微な崩壊を示す部位などでは，未だその筋線

維全体のimmun0－gOldが増加していない時期で
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も，しばしばその部位にCDPs－gOldが島状に集

族してみられた．一方，筋原線経が著しく崩壊し

た線経では，CDPsおよびCDPIはむしろ減少す

る傾向を示した．また，各immuno一gOldは，しば

しば拡大したT管または筋小胞体腔内にも散見さ

れたが，この所見とも相成って，多分に筋線稚内

のCDPs・CDPIのいく　つかがextracellular

spaceにleakしたものと思われた．

絶食筋の検討：絶食後7日目，再摂食後7日目，

再絶食後2および7日目におけるCDPsおよび

CDPI結合immun0－gOldの密度を経時的に図2

に示した．いずれも絶食，すなわち飢餓状態で

CDPsおよびCDPIは増加し，再摂食後で幾分酵

素が低下する傾向を認めた．また，脱神経筋と同

様にextracellular space　にも有意にimmun0－

goldが見られた．

考　　　察

これまでCDPsの骨格筋内の局在に関しては

蛍光抗体法による研究が主で，電顕レベルにおけ

る検討は極めて少なく，mOnOClonal抗体を使っ

たFEMおよびmMCDP，さらにCDPIについて・

しかも同時にCOlloidalgoldをもちいて電顕レベ

ルで定量的に検討した報告はない．
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CDPsおよびCDPIは，筋線維内にあっては極

めて動きやすく，また，検索筋を摘出する際の条

件も加わってその細胞内分布態度は同一標本内で

あっても，個々の線経によって若干異なるパター

ンを示した．従って，画像解析装置を用い定量的

検討を行ったが，CDPsおよびCDPIは筋原線維

上にび慢性に認められるものの，基本的にはZ－

diskを含むI－bandに多く，一方，筋鞘院にも比較

的認められた．そのJLMおよびmMCDPの分布

比率からは，筋原線維上によりJLMCDPが，ま

た，筋小膜にはmMCDPがより多く存在する傾

向を認めた．これはmMCDP　がよ・り高濃度の，

pMCDPがより低濃度のCaで活性化されるとい

う生化学的特性からも，その分布パターンはrea－

SPnableのように思われた．

一方，これまで生化学的に疑問のあったミトコ

ンド））アにもCDPs・CDPIは，その外膜中心に僅

かながら存在することが示された．

さらに脱神経筋及び絶食筋でもCDPsおよび

CDPIは比較的病変の軽微な早期から増加したが，

このことは筋ジス筋のみならずこれらの筋の変性

においても，特に早期に本酵素が深く関与してい

ることが示唆された．

いずれにしても，これまで筋ジスの発症機構に

本酵素の関与が強調され，CANPtheoryなるも

のまで提唱されたが，その根拠となったデータは

基本的に　搾油和によるいわば試験管レベルのも

のであり，筋ジス筋は勿論，玩＝病児レベルにおけ

る筋肉内の本酵素の生理学的，病理学的役割につ

いての確実な知見は殆ど皆無と言ってよい．我々

は，JLMCDP，mMCDPおよびCDPIの骨格筋細

月包内の分布と病的筋における動態を定量的に示し

得たが，基本的に天然型のCDPsと活性型の

CDPsとを区別することが出来ず，本法に加えさ

らに微量測定法の開発による検討が望まれる．し

かも，dystrophinの欠損が明らかになった現在，

筋ジスの発症機構の解明および治療の開発のため

にも，筋ジス筋におけるCDPsおよびCDPIのか

かわり合いを検討する必要がある．
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9）生検骨格筋におけるS－100a。蛋白質の測定

CAIII，MSE，CK－MM値との比較検討

杉　村　公　也＊

研究協力者　　村　山　知　行＊　高　橋　　　昭＊

古　閑

日　　　的

我々は，以前，筋ジストロフィー患者で血清S

－100a。蛋白質（S－100a。）が増加し，特に筋緊

張性ジストロフィー（MyD）でその異常率が高

かった1）ことを示した．免疫組織化学的にS－100

a。はtypel fiberに多い2）とされていることから，

それが単にtypel fiberの異常を示すものか，疾

患特異性があるものかを調べるために，生検骨格

筋におけるS－100a。を測定した．同時にtypel

fiber　に特異的多量に存在するcarbonic anhy－

draseIII（CAIII）3），逆にtype2fiberに多いと

されるmuscle－SpeCificenolase（MSE）4）および

広く筋疾患の指標とされているcreatine kinase

のMM型（CK－MM）を測定し，比較検討した．

対　　　象

症例は30例で，年齢は48±16歳，男23例，女

7例であった．その内訳は，MyDll例，mOtOr

neurondisease（MND）9例（ALS5例，SPMA

4例），pOlymyositis（Myositis）10例であった．

対照は手術時採取した非神経筋疾患または神経筋

症状を訴え一般光顕的観察にて明らかな異常筋病

理所見を認めない9例（年齢45±13歳，男7例，

女2例）を用いた．

方　　　法

生検は大腿四頭筋外側広筋または上腕三頭筋で

＊名古屋大学医学部神経内科

＊＊藤田学園保健衛生大学医学部神経内科

＊＊＊愛知県心身障書者コロニー発達障害研究所生化学部

寛＊＊　加　藤　兼　房＊＊＊

行った．イソペンタン・ドライアイス中で急速凍

結し，－80℃で保有した生検筋をほぼ中央で二分

し，一方を光顕的観察，他方を測定に用いた．測

定に用いた筋の重量は43～228mgで，これに

4℃，10倍量（V／W）の50mMTrisHClbuffer

（pH　7．5，5mM MgC12　含）を加え，0℃で

homogenizeL，15000rpm，20min，4℃で遠沈

した．その上澄を測定に用いた．上澄中の可溶性

蛋白質の測定は，BIORADproteinassay用キッ

ドを用いて行った．S－100a。，CAIII，MSE，CK

－MMの測定は，すでに報告されているサンド

イッチ型enzymeimmunoassay法5）～8）で行った．

ここでは，S－100a。のEIA系についてのみ述べ

る．まずbuffer A（10mM／1））ン酸ナトリウム

（pH7．0，0．1M／lNaCl，1mM／lMgC12，0．1％

bovineserumalbumine，0．1％NaN。）液で希釈

した上澄または標準ヒトS－100a。溶液10〝1を

含むbufferE（10mM／1リン酸ナトリウム（pH

7．0，0．3M／lNaCl，1mM／lMgC12，0．5％egg

albumine，0．1％NaN3，1mMCa2＋）液0．5ml

に，抗ヒトS－100α抗体結合ポリスチレン球を加

え，30℃，5hrs振盟．その後結合球を，4℃の

bufferA液で2回洗浄し，抗体一ガラクトシデー

ス複合体1mUを含むbufferA′（bufferA汲＋1

mMCa2＋）液0．2mlに移し，4℃で一夜静置．

翌日bufferA液で2回洗浄後，球上に結合したガ

ラクトシデースの活性を蛍光光度計で測定した．

CAIII，MSE，CK－MMの測定も，抗体および

buffer液が若干異なるのみで，ほぼ同様な方法で

行った．測定はすべて二重測定で行い平均値を
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表1各測定値の平均±標準偏差

S －10 0a 8 C A Ⅲ ⅩS E C E －ⅩⅩ

ng ／m g ・P ro ． 〟 g／mg ・P ro ． 〟g ／m g ・P ro ． 〟g ／mg ・Pr o．

Co n tr o l （9 ） 60 6 士 2 3 6 7 5 ．5 ± 20．8 7 3．7 ± 1 5．7 18 4 士　 3 7．5

X yD　　 （1 1 ） 63 1 ± 2 3 9 10 1　 士 5 5．4 6 8．8 ± 3 1．7 2 0 5 士　 9 4．7

lⅢD　　 （9 ） 7 4 1 ± 3 25 1 17　 士 94．7 4 2．9 士 24．2 ● 18 6 ± 12 6

Ⅹy o s i ti s （1 0 ） 9 32 士 4 76 ● 10 8　 ±3 9．1 6 1．0 ± 2 8．6 19 6 士　 3 4．7

‥　P〈0．05（Vilcoxon検定）

tリ○○l Hb「
撲）

8　　　　卯　　　4試I　　　馳　　　澗　　　l猶　　12硯
S－1馳0椚・Pr0．

58　　11犯　　158　　2祝　　知　　識

C沌　〟ymg・Po．

図1対照群およびMNDにおけるtypelfiberの比とS－100a。．CAIIIとの相関係数

とった．測定値は，それぞれヒトS－100a。，ヒト　　　　　　　　　結　　果

CAIII，ヒトβエノラーゼ，ヒトMM型のCK等　　対照群および疾患群における測定値を表1に示

価として，上澄中の可溶性蛋白質1mg当りで表し　した．対照群との有意差検定をnon－paramCtriC

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なWilcoxon検定で行った．MyositisにおいてS
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表2　S－100a。とCAIIl，MSEおよびCK－MM値との相関係数

CA Ⅲ 址S E CE －X H

C o nt ro 1　 9例 0．723● 0．2 11 0．528

Ⅹy D　　　 l l例 0．270 0 ．56 0‘ 0．5 8 9●

ⅡN D　　　　 g例 0．667 ‘ 0．2 6 8 0．4 64

Ⅱyo s i t is l O例 0．22 0 －0．65 1’ 0，0 60

◆　P　く　0．05

表3　Typelfiberの比とS－100a。，CAIII，MSEおよびCK－MM値との相関係数

S－10 0a B C A Ⅲ X S E C E－1Ⅹ

C o nt r o1　 9例 0．48 0 0．1 83 －0．10 1 0．23 1

H y D　　 lO例 －0．4 12 －0．1 44 －0．8 4 1● －0．25 0

馴 D　　　　 7例 0．5 64 0．4 14 －0．2 3 1 0．09 1

●　P　く　0．01

－100a。が有意に高く，MNDにおいてMSEが有

意に低値を示した．MyDではいずれも対照群と

有意差を認めなかった．

次にS－100a。と各蛋白質の測定値の相関係数

を表2に示した．対照群とMNDとはいずれも同

様な傾向を示し，同じtypelfiberに多いとされ

ているCAIII3）とのみ有意な相関を示し，type2

fiber4）に多いとされているMSE　とは最も低い値

を示し，CK－MM　とはその中間の値を示した．

MyD，Myositisでは，これらとは異なり，MyD

ではMSE，CKLMM　と有意な相関を示し，

MyositisはMSEと有意な逆相関を示した．

次にtypel fiberの数の比とそれぞれの蛋白

質との相関係数を表3に示した．変性線経などが

－70－



表4　Typelfiberの面積比とS－100a。，CAIII，MSEおよびCK－MM値との相関係数

S－10 0a O C A Ⅲ ・、 XS E C E－Ⅹ甘

C o nt ro l　 g例 0．48 5 0．1 82 －0．10 8 0．2 3 5

Hy D　　 lO例 －0．17 6 －0．0 5 1 －0．72 9● －0．2 9 0

m D　　　　 7例 0．595 0．4 98 －0．24 9 0．3 0 7

●　p　〈　0．01

多く，typel，type2がわかりにくいものは外

し，Myositisでは同様な理由から除外した．MyD

でtype2fiberに多いとされているMSEと有

意な逆相関を認めたが，期待したS－100a。，CAIII

ではいずれも有意な相関を認めなかった．しかし

対照群とMNDの両群を合わせた場合，S－100

ao，CAIIIともに，typelfiberの比と有意な相

関を認めた（図1）．

次にtype別の筋線維径の分布から，筋線雑を円

と考えて，計算上求めた面積比とそれぞれの蛋白

質との相関を表4に示した．typelfiberの数の

比とほぼ同様な結果となった．

考　　　察

今回は症例数も少なく，性差，生検部位による

違いも考えられ，MyDにおける差異を示すこと

はできなかった．また全体としてかなりバラツキ

が大きく，個人差も大きいように思われた．ただ，

対照群とMNDでS－100a。とCAIIIが有意な相

関を持って変化し，またこの両群を合わせたもの

ではS－100a。，CAIIIともtypelfiberの比と有

意な相関を示したことは，免疫組織化学的にS

－100a。，CAIIIがtypel fiberに多いとされるこ

とと一致し，MNDでは筋線経の病理学的な変化

があっても，これらの蛋白質の構成は正常と変わ

らず，基本的には保たれていることが考えられた．

これに対し，MyDやMyositisではS－100a。と

CAIIIとは解敵を示し，typel fiberの比とも全

く相関を示さなかったことは，これらの筋疾患に

おいては，筋線経の障害または再生の過程におい

て形態やfibertypingだけではなく，これらの蛋

白質の構成そのものに変化が生じていることが考

えられた．

ま　と　め

1．生検骨格筋においてS－100a。を測定し，CA

III，MSE，およびCK－MM　との比較検討を

行った．

2．MyDではS－100ao，CAIII，MSEおよびCK

－MMのいずれにおいても対照群と有意差を認

めなかった．

3．対照群およびMNDでは，S－100a。とCAIII

は有意な相関を示し，また両群を合わせたもの

ではS－100a。，CAIIIともにtypel fiberの比

と有意な相関を示し，免疫組織化学的な染色の

結果と一致した．

4．MyDおよびMyositisでは，S－100a。とCAIII

は有意な相関を認めず，またS－100a。，CAIII

とtypel fiberの比も有意な相関を認めな

かったことから，これらの蛋白質の構成に変化

が生じている可能性が考えられた．
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10）培養筋芽細胞の増殖，分化とリソゾーム酵素
ならびにミトコンドリア酵素

川　井　尚　臣＊

研究協力者　佐　藤　幸　一一一＊　鳩　尾　隆　子＊　西　田　善　彦＊

増　田　健二郎＊　須　原　芳　宏＊　山　口　久　雄＊＊

は　じめに

昨年度は，培養筋芽細胞の分化に伴って細胞中

のクレアチンキナーゼ（CK）やミオグロビン

（Mb）などの筋固有の蛋白が増加することを報

告した．本年度は，筋固有蛋白ではないリソゾー

ム酵素やミトコンドリア酵素の変化を検討し，併

せて細胞内Ca濃度の変動も検索した．また，Ca

ionophore（A23187）やcytochalasinBの影響に

ついても検討した．

対象と方法

ATCCより入手した筋芽細胞（L6）を培養細胞

として用いた．この細月包を60mm径のシャーレ

に1×105個／dish播種し，2％馬血清と6JLg／ml

インスリンを含むDME（Dulbeccos Modified

Eagle）液を用いて培養した．細胞の培養は9～10

日間行い，その形態的変化を観察するとともに，

2－3日ごとに細胞を採取し，DNA量1），CK活

性値，Mb量を測定した．なおCK活性低Mb量

については細胞当たりの量を表すためにDNA当

たりの数値（mUCK／JLgDNA，ngMb／JLgDNA）

を示した．同時にリソゾーム酵素の1つであるα

－D一mannOSidase活性を測定2）し，ミトコンドリア

酵素としてはsuccinatedehydrogenase（SDH）3）

とcytochromeoxidase（COX）4）の活性を測定し

た．また，培養細胞内のCa濃度も測定した5）が，

この場合は培養液に3／Jg／mlの蛍光プローブ

＊徳島大学医学部第一内科

＊＊徳島大学医学部第一生理

furaL2AMを添加して30分間静置し，細胞を洗

浄後，顕微蛍光測定により各細胞の340nM　と

380nMの波長の吸光度を測定し，340／380の比

と，別に作成した較正曲線よりCa濃度を求めた．

校正曲線はイオン強度0．19，温度30℃，pH7．0

（150mM KCl，20mM PIPES－KOH，1－10

mM EGTA，0．1－1mM CaC12）でCa2＋濃度

が10－2000nMの標準液をつくり，これと理論値

より作成した5）．培養筋芽細胞の分化に対するCa

ionophoreやcytochalasinBの影響をみるため，

まず培養液にCaionophoreを20nM／L，40nM／

Lまたは100nM／L，CytOChalasinBを200nM／

Lまたは600nM／Lを加えて培養し，筋細胞の増

殖に及ぼす影響を調べた．そして，培養6日目に

これらの試薬を加えない対照群の培養細胞に比べ，

それぞれDNA量を約70～80％に抑制する濃度

の試薬を加えた．すなわちCaionophoreの濃度

は40nM／L，CytOChalasinBは200nM／Lとし，

9－10日目まで培養を行った．細胞は前述と同様

の日程で採取し，同様にDNA量，CK活性値，

Mb量を測定した．この場合も平行して細胞の形

態的観察を行った．

成　　　績

1．培圭細胞の形態的分化と細胞内のMb量，

CK活性値ならびにCa濃度：ラット筋芽細胞は

培養6日日頃より筋管細胞を形成しはじめ，9日

日～10日目には殆どが筋管細胞にまで分化した

（図1）．しかし，それ以後，細胞は培養皿より剥

維した．細胞内のDNA当たりのCK活性値や
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図1培養5日目の筋芽細胞（A）と9日目の筋管細胞（B）（×350）．

Mb量は培養6日目までは極めて低値であったが，

それ以後は急速に増加した．とくにCKの増加は

著明で9日目には38mUCK／JLgDNAであった・

細胞内Ca濃度は3日目22nM／L，6日目62

nM／L，10日日108nM／Lと分化に伴ない上昇が

Hb／DHA CK川HA Ca
（州／し）

みられた（図2）．

2．筋非固有蛋白：リソゾーム酵素のα－D

－mannOSidaseの活性（pH4．3）は形態的に筋管

細胞へと分化が始まる6日目以後に急速に増加し，

8日削二は190nmol／mgprotein／hrになった．

培　養　日　数

図2　筋芽細胞（L6）の分化に伴うMb量，CK活性値，Ca濃度の変化
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ミトコンドリア酵素のSDHやCOXも培養日数

に比例して急速に増加し，6日目以降もさらに増

加した（図3）．

3．α－D－mannOSidase活性のpH依存性活

性：培養1日目，3日目，ついで6日日とpH6．0

近辺の中性領域の活性が急速に上昇したが，8日

日にはpH6．0に比べpH4．8近辺の酸性領域の

活性が高くなった（図4）．pH4．4とpH5．8の

活性の比では培養1日目1．3±0．09（平均値±標

準偏差），3日目2．4±0．1，6日日1．7±0．13，

8日日0．9±0．09と8日日が最も低値を示した．

4・CaionophoreおよびcytochalasinBの影

響：Caionophore添加群とcytochalasinB添加

群では，筋芽細胞から筋管細胞への分化の時期お

よび細胞の形態の点で対照群との間に明らかな違

いは見られなかった．CK活性値は，Caionophore

添加群では8日目より急速に増加したがcyto－

Chalasin B添加群は対照に比べわずかに低値で

図3　筋芽細胞のsuccinatedehydrogenase（SDH），

CytOChrome oxidase（COX），およびα－D

－mannOSidase（Man）の活性の上昇．

あった．Mb量はionophore添加群では対胤こ比

べ急速に増加したが，CytOChalasinB添加群では

むしろ増加が抑制された（図5）．

考　　　察

筋疾患の多くは筋萎縮を伴っている．従って，

これら疾患の治療は筋萎縮をいかに改善するかに

かかっていると言っても過言でない．筋の発達と

分化を促進する因子は生体内に存在すると考えら

れ，この因子を明らかにすれば筋萎縮の治療に役

立つものと思われる．そのためには筋の発達・分

化の機序やそれに作用する因子を明らかにする必

要があり，培養筋芽細胞を用いて研究を行ってい

る．昨年の本研究では，筋芽細胞の分化と筋固有

蛋白のCKやMbの増加または分化との関係に

ついて報告した．これに対し，本論文では主とし

て筋非固有蛋白の変化についての成績を示した．

われわれの用いた細胞培養の条件では，L6細

胞は培養6日目以後に筋芽細胞から筋管細胞へと

分化するが，この時期に一致して細胞中のCKや

（
主
＼
u
芯
；
L
d
冨
＼
一
芸
u
）
三
三
】
U
く

3．0　　4．0　　5．0　　6．0　　7．O

pH

図4　筋芽細胞の分化に伴うα－D－mannOSidase活

性のpH依存性の変化．
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併／肌l

8　　　　川0　1　　　　3

的／DH

6

培　養　日　数

8　　　　106

堵　乗　日　数

0　1　　　　　3

図5　筋芽細胞の分化に伴うCK活性値とMb量の

増加に及ぼすCaionophoreとcytochalasinB

の影響の比較．

Mbが増加を開始し，その後急速に増加した．とく

にCKはすでに発表したごとく6），アイソザイム

パターンは培養9日目の筋管細胞ではMM型優

位に変化しており，筋収縮がおこる前段階にまで

発育・分化していることを示した．このため，筋

収縮に関連の深い培養細胞中のCa濃度を測定し，

形態の分化に伴うCa濃度の上昇が見られ，Ca濃

度は筋芽細胞の分化と関係が深いと考えられる．

筋芽細胞のCa濃度は20～60nM／Lであり，筋管

細胞のそれは成熟筋線経の80－100nM／L7）にほ

ぼ同じであるが，1000nM／L8）との報告もあり，L6

細胞も筋線維にまで分化するとなお細胞内のCa

濃度が増加する可能性がある．

筋非固有蛋白の変化についてみると，リソゾー

ム酵素のαLD－mannOSidase活性は培養日数の経

過とともに増加したが，とくに形態的に筋管細胞

に分化した直後より急速な増加を示した．また，

これに伴い同酵素のpH依存性活性も，中性優位

から酸性優位へ変化した．このことはリソゾーム

酵素のαLD．mannosidaseが細胞質型からいわゆ

るプロセッシングを行うリソゾーム型9）に変化し

たことを示すもので，筋細胞の形態的変化ととも

に細胞内小器官も分化，発達することを示すもの

である．一方，ミトコンドリア酵素の増加は，リ

ソゾーム酵素の増加に比べやや緩やかではあるが

確実に増加しており，やはり形態の分化に平行し

てミトコンドリアの増加，あるいは細胞内呼吸の

活発化を示した．

膜作用物質のCaionophoreと細胞骨格作用物

質のCytOChalasin Bの筋芽細胞分化に及ぼす影

響については，成績の項で示したごとく，両試薬

の濃度は細胞の増殖を若干抑制する濃度であった

が，CKの増加はionophoreを作用させた場合，

対照やcytochalasin Bに比べやや大きい程度で

あったが，Mbはionophoreの添加により培養8

日目以後急速に増加し，高値を示した．Cyto－

chalasin Bでは対照と比べ差が見られなかった．

Mbは筋芽細胞ではきわめて少ないが，成熟筋細

胞の筋固有蛋白であり，ratの骨格筋では0．06

～0．7mg／gwetweight含まれている10）．従って

Mbを筋細胞の分化の1つの指標とすると，CytO－

chalasin Bは筋芽細胞の分化にあまり影響は及

ぼさないが，ionophoreは分化を促進させると考

えられる．すなわち，筋芽細胞の分化と細胞膜の

機能とは密接に関係していると推定される．

ま　と　め

筋芽細胞から筋管細胞への分化の途上で，CK，

Mbなどの筋固有蛋白の著しい増加とともに，リ

ソゾーム酵素やミトコンドリア酵素などの筋非固

有蛋白にも同様の変化がみられ，筋芽細胞の形態

的分化と同時期に，細胞生理学的にも分化が起

こっていることが示唆された．またCaionophore

が筋固有蛋白の増加を促進させたことより，筋芽

細胞の分化と細胞膜の機能とは密接に関係してい

ることが推定された．
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11）無化学固定骨格筋の液体heliumによる急速凍結，

deepetching，回転蒸着replica観察の試み

－特にmyosinfilamentのcrossbridgeについて

若　山　吉　弘＊

研究協力者　　泣　谷　誠　二＊

緒　　　言

Heuserにより開発された急速凍結，deepetch一

ing回転蒸着法によるreplica膜の観察は細胞の

3次元的観察に適しており，membrane cyto－

Skeletalinteractionやcytoskeletalelementsの

微細構造の詳細を研究するのに極めて有用である．

特に細胞膜と細胞膜関連細胞骨格との相互関係を

究明するにはきわめて有力な手段となりうると考

えられる．従来，我々はヒト筋ジストロフィー症

やMDXmouse　骨格筋の細胞膜を中心にfreeze

fracture法にてその膜内微細構造を観察してき

たが，この方法では細胞内の細胞骨格や細胞膜直

する．

3）上記標本をEiko FD－5A凍結割断装置に装

着し－110℃で凍結面の表層近辺を割断する．

4）割断後，試料台の温度を－90℃まで上昇し真

空度1－2×10．7Torrで約30分間deepetch－

ingをおこなう．

5）Deepetching後試料台に装着した標本の温

度を－160℃前後まで冷やす．

6）その後電子銃に装着した白金を膜庄計でその

厚さを監視しながら，また試料台を回転しなが

ら蒸着し，次に同じく電子銃に装着したカーボ

ンを試料の上の白金膜に回転蒸着してreplica

下の微細構造が観察不能であった．今回，我々は

無化学固定骨格筋標本を液体ヘリウムにて急速凍

結し，その試料の表面を割断後deepetchingを施

し，更に回転蒸着法にてプラチナとカーボンを蒸

着し，replica膜を作製し，電顕的に筋原線維とく

にmyosinfilamentのCrOSS bridgeの詳細につ

き観察し，興味ある知見を得たので，若干の文献

的考察を加え報告する．

材料と方法

MDX mouseの成熟controlmouseの長址伸

筋（EDL筋）を用いた．方法は

1）正常MDXmouseのEDL筋を採取する．

2）急速試料凍結装置EikoRF－23型に液体窒素

と液体ヘリウムを入れ－269℃まで冷えた純鋼

blockに採取した筋の小片を圧着し，急速凍結

＊昭和大学藤が丘病院神経内科

膜を作製する．

7）次に試料のついたreplica膜を凍結割断装置

から取り出し，塩素系漂白剤で筋肉だけを消化

しreplica膜を得る．

8）Replica膜を蒸留水で3分ずつ3回洗浄する．

9）Replica膜を鋼メッシュにすくい取る．

10）得られたreplica膜を乾燥後，電子顕微鏡に

て観察し，写真を撮影する．

なお，Heuserらはcytoskeletalelementの写

真は白黒反転して論文に発表している．こうする

とcytoskeletalelementが黒のback groundか

ら浮き出したように白く観察され，より良く見え

るので多くの発表でこの方法が採用されている．

しかしreplica膜の電顕写真はもともとcontrast

が強く，そのうえこのように白黒反転させるため

何度も写真を焼き直すと更にcontrastが増加す

るため，当論文では電顕ネガをそのまま印画紙に

焼き付け，CytOSkeletal elementsは白のback
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図1無化学固定骨格筋標本の液体ヘリウムによる急速凍結・deepetching，回転蒸着replica法による

replica膜の電顕所見・写真上部よりcollagenなどよりなる基底膜，緋包膜直下領域筋原線経など

が見られる．（×40，000）

groundに黒い構造物として観察されるようにし

た．

結　　　果

従来の凍結割断法は膜内の分子構築など膜の超

微構造の観察には通しているが，筋原線経などの

いわゆるcytoskeletalelementsは図2Aのよう

にほとんど観察できず，replica睦によっては目を

凝らして観察するとわずかに筋原線経の走行がそ

れとなくわかる程度である．これに比Lglycer－

inationを施していない標本をdeep etchingする

とcytoskeletalelements周囲の水分が昇華され，

筋細胞内微細構造がはっきりと明瞭に観察され，

筋原線経のA帯Ⅰ帯の区別が一見して明らかであ

る（図2B，図3A，B）．更にdeepetchingを施

した標本では，図1の上方に見られるようにcn1－

1agenなどの細胞外matrixや細胞膜真表面，細胞

膜内部，細胞質側の細胞膜表面なども立体的に観

察される（図1）．他方，glutaraldehydeなどの化

学固定標本と無化学固定骨格筋標本との本法によ

る比較観察では，今迄のところ構造に大差はなさ

そうであるが，無化学固定標本の方が筋原線経な

どがよりしなやかに見える（図3B）．

さて，無化学国定骨格筋標本replica膜の高倍

電顕像では筋原線経がはっきりと認識可能で，図

4の右上太線より右側がⅠ帯，左側がA帯でA帯

のmyosin filamentにはcross bridgeが沢山存

在することが観察される．図4でみられるように，

mouse EDL筋のcross bridgeはactin filament

（矢印）の長軸に対する角度，すなわちdistal

angleが一定ではなく，その角度にかなり大きな

ばらつきが見られ，またactinfilamentのtarget

zone　に対し約30nmの間隔で存在している．

Cross bridgeもmyosinへの付着部位が双頭の
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図2　図Aは従来のfreeze fracture法，図Bはglutaraldehyde固定alcohol浸透骨格筋標本の本法に

よるreplica隈の電顕所見．Bでは筋原線経がきれいに観察される．（ABとも×20，000）

doubleheaded，いわゆるdoubletではなく本動

物では単頭のSingletであり，その形態もmyosin

への付着部位がくびれ細くなった三角形ないし

COmma状をしたもの（矢尻）や一定の太さの梓状

をしたものまで種々であった（図4）．

考　　　察

我々は今迄凍結割断法を用いヒト筋ジストロ

フィー症1）やMDX mouse2）骨格筋細胞膜の変化

について報告してきた．しかしこのような凍結割

断法では試料凍結時にicecrystalが形成される

ことを防止するため，CryOprOteCtantとして通常

glycerinを使用しており，glycerin浸軟標本を凍

結割断してきたが，glycerinは昇華されにくく

deepetchingされない．従ってdeepetching標本

にはglycerinは使用出来ないのでそのまま急速

凍結するが，本研究のような金属庄着法では金属

への圧着面より遠くなるに従い水晶形成が激しく

なる．一般に生の試料ではicecrystalfreeの理想

的な凍結状態は，液体窒素温度（約－196℃）で

は圧着面より数〝mであり，この極く薄い屑を凍

結割断装置の刃で割断するのは非常に難しい．一

方，液体ヘリウム温度（約－269℃）では，この

厚さが金属庄着面より約20耳mくらいになると

いわれており，最近の凍結割断装置で割断用の刃

が〃m単位で微妙に作動するものを用いれば，こ

の20JJmくらいの厚さの屑を通り割断すること

は可能である．

今迄の急速凍結，deep etching，回転蒸着rep－

lica法を応用した研究報告は，みつばちの羽根を

動かす筋や魚類の筋などについてのものが若

干3）4）5）みられるが，これらは化学固定筋標本を

methylalcoholに通し昇華し易い状態でreplica

月実を作製している．これらの報告でもcross

bridgeのdistalangleは我々の結果と同様かなり

ばらつきがあるとされているが，CrOSSbridgeは

MDXmouseと異なりcrayfishの速筋ではdou－

bletを形成していることが報告されている．

骨格筋のcross bridgeは化学エネルギーを滑

り現象いい換えれば運動エネルギーに変換する構

造物として特に重要であり，この詳細は不明な点

が多い．また高等動物のmyosincrossbridgeの
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図3　図Aは2Bの拡大像，図Bは無化学固定骨格筋標本の液体ヘリウムによる急速凍結，deep

etching，回転蒸着法によるreplica膜の電顕所見・化学国定骨格筋標本より無化学固定標本の方が

筋原線経がしなやかに見える．（ABとも×40・000）

本法による観察はまだなされておらず，従って赤

筋自筋によるcrossbridgeの性状の相違なども

不明である．収縮特性の異なるこのような筋線経

のCrOSSbridgeの詳細を研究することは滑り現

象の詳細の解明にも貢献するので，更に今後研究

を進めていきたい．

ま　と　め

MDX mouseのCOntrOlmouse長址伸筋の無

化学固定標本の液体ヘリウムによる急速凍結，

deepetching，回転蒸着法にて作製したreplica膜

でmyosinfilamentのCrOSSbridgeを観察し次

の結果を得た。

1）crossbridgeのdistalangleは一定していな

かった。

2）crossbridgeはactinfilanentのtargetzone

に対し約30nmの間隔で存在していた。

3）crossbridgeの形態はSingletであり，myOSin

への付着部がくびれ細くなった三角形ないし

comma状をしたものや一定の太さの梓状のも

のまで種々であった。

文　　　献

1）WaknyamaY，JimiT，MisugiNetal：Dystrophin

immunOStainingandfreezefracturestudiesofmus－

clesinearlystagepatientswithamyotrophiclateral
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図4　無化学国定骨格筋標本の液体ヘリウムによる急速凍結，deepetching，回転蒸着replica法による

replica膜の高倍電顕像．右上の黒い太線より右側がI帯，左側がA帯でA帯のmyosinfilament

には多数のcross bridgeが観察される．矢印のactin filamentに対するcrossbridgeのdistal

angleは一定の角度ではなく，CrOSSbridgeの形態もsingletでありmyosinfilamentへの付着が

くびれ（矢尻）comma状ないし三角形をしたものや一定の太さの梓状のものなど種々である．（×

160，000）

SClerosisandDuchennemusculardystrophy．JNeu－

roISci（Inpress）

2）Shibuya S，WakayamaYetal：Freezefracture

Studyofmyofiberplasm早membraneinX－1inked

muscular dystrophy（mdx）mouse．Acta Neu－

ropathol（Berl）76：179，1988．

3）VarrianoTMarstonE，Franzini－ArmstrongCetal：

ThestruCtureanddispositionofcrossbridgein

deep－etChedfishmuscle．JMuscResCellMotili－

ty5：363，1984．

4）Trombit孟sK，BaatsenPHWWetal：Rigorbridge

angle；Effectsofappliedstressandpreparative

procedure．JUltrastruCtMolecStruCtRes97：39，

1986．

5）BardF，Franzini－ArmStrOngCetal：RigorCross

bridgearedouble－beadedinfastmusClefromcray

fish，JCellBiollO5：2225，1987．
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12）Localtetanus法の応用による実験的ミオパテ一

に関する研究　第4報

－ランタン染色による管系の初期病変の検討

田　遠　　　等＊

研究協力者　　水　野　美　彦＊＊

は　じめに

これまでの研究でlocaltetanusに陥ったヒラ

メ筋（SOL）を過伸展することによって生じた

筋ジストロフィー様の病変の発生機序として捌実

の傷害を考えてきた．しかしながら筋膜にはっき

りとしたholeを認めたわけではなく，筋線経の歪

みによるartifactの可能性も否定できなかった．

そこで，今回はランタンを使用した電顕的観察に

より短く初期の病変を検索したので報告する．

対象及び方法

14匹のadultalbinoratを用い，従来の方法に

よりlocaltetanusを作製し，罷患肢の足関節に

50回の他動的背屈刺激を1度与えた．その直後，

1，3，6時間後，更に24時間後に再度50回の

背屈刺激を与え，その24時間後に各々両側SOL

を採取し，組織学的，およびランタン染色による

電顕的検索を行った．ランタン染色はRevel　＆

Karnovskyl）の方法によった．血清CKの測定も

行った．

結　　　果

1．組織所見

背屈刺激開始直後の検体において既に一部の筋

線経に変性が認められ（図1A），6時間目にかけ

徐々に程度が増した（図1B，1C）．48時間後に

はかなりの筋線経に変性が認められた（図1D）．

＊東京都立神経病院

＊＊東京都立神経病院神経小児科

2．ランタン染色による電顕的所見

先ず対照側のSOLではランタンはT管に局在

し，小胞体（SR）には取り込まれていなかった

（図2A）．一方，直後より6時間目迄の病側のS

OLでは変化はほぼ似通っており，筋膜やsar－

comereの構築は良く保たれている一方，筋膜下

にミトコンドリアが集積しその間にT管の変性し

たものと思われる管状構造物が不規則にランタン

を取り込んでいる所見が認められた（図2B）．筋

線経の内部ではSRの構築は比較的良く保たれラ

ンタンの侵入も認められなかったが，筋膜下と同

様で管の変性と思われる構造物が認められた（図

2B）．48時間後では馴莫下に変性したT管起始

部（図3A，3B）および再生したT管の混在と

思われる不規則な管状構造物（図3C），あるいは

myeline figureを伴った多数のautophagic

vacuole（図3D）などが認められた．ランタンの

筋内部への取り込みは一般に悪いが，場所によっ

てはかなり取り込まれており，一部SRへも取り

込まれている所見が認められた（図4）．

3．血清CK

始めの6時間目迄の経過を見ると，直後に最も

高く，その後徐々に低下する傾向が認められた（図

5）．

考　　　察

これまでの研究で本法における筋変性の機序と

して，筋の過伸展による筋膜の傷害を考えてきた．

しかしながら，病変初期の筋膜の電顕による病理

所見では，一部に構築の乱れはあったが，DMD

－86－



図1A　右SOL（直後）HE XlOO 図1B　右SOL（3hr後）HE XlOO

図1C　右SOL（6hr後）HE XlOO

－87－

図1D　右SOL（48hr後）HE XlOO



図2A X9，000

図2B X15，000
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図3A X30，000　　　　　　　　　　　　　　　　　図3B X18，000

図3C X9，000　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3D X15，000
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図4　×13，800

CK（IU／L）

0　　　1　　　3　　　6

（hrs）

図5血清CKの推移

で報告されているようなはっきりとした筋鞘の欠

損孔は認められなかった．この様な病変は筋線経

の歪み，標本の切断面の影響などによる人工産物

の可能性も考える必要がある．一方，今回のラン

タンを用いた検索では病変の極く初期より筋膜下

のT管に異常がみられ，筋膜，筋原線絶，筋小暇

体にはその時点では異常は見られなかった．また‘

ランタンの筋線維内部への取り込みも悪かった．

これらの所見から推察されることは，T管が極め

て伸展力に弱く，他の構造物が変化を受ける前に

最初に変性を生じるのではないかということであ

る．血清CKが直後に最も高く，その後徐々に減

少していることは，この断裂したT管よI）の漏出

を示唆しており，またそこからの細胞外カルシウ

ムの流入を考えれば筋線経の変性も説明が可能で

ある．近年，DMDの欠損蛋白としてジストロフ

ィンが発見され，その局在が問題となっているが，

免疫電顕を用いた方法でWatkins2）らはそれが筋
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膜下にperiodicityをもって存在することを示唆

している．この事はジストロフィンの局在部位と

してT管の起始部も可能性の高いことが考えられ，

この蛋白が外力に脆く筋線経の過伸展により容易

に傷害を受けたと考えれば，筋変性の発生機序と

して本モテリレとDMDは極めて密接な関係を有す

ることになる．今後免疫電顕の手法を取り入れて

この点を検索していきたい．

－91－

文　　　献
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themouseheartandliver．JCellBiology33：
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2）Watkins SC，Hoffman EP，Slayter HS and
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localization of dystrophinin myofibers．

Nature　333：863－866，1988．



13）ラット骨格筋における雌雄差と性腺摘出の影響（ⅠⅠ）

斎　田　孝　彦＊

研究協力者　　小　堀

骨格筋の分化成長と維持に関する栄養因子の研

究の一環として，私達は性ホルモンが骨格筋に与

える影響を調べてきた．骨格筋には，著明な性差

が認められ，その性差の発現には性ホルモンが関

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

的で昨年度は生後10過の時点と性成熟期に達し

たラットを用い，雌雄差，性腺摘出の影響につい

て報告した．

即ち成熟期に達したラットでは筋線維径は

Typelでは雌雄差が少なく，Type2Aと2Bで

は雄で大であること，また生後10週の時点では性

腺摘出により，雄では径が減少し，雌では径の増

大が見られ，雌雄差が減少することを報告した．

今回は各種性ホルモンの長期投与の骨格筋に与

える影響を検討した．即ち，プロゲステロン，エ

ストロゲン各々の単独投与及びエストロゲン・プ

ロゲステロン同時投与が骨格筋に及ぼす影響を検

討した．

方　　　法

ラットの骨格筋は酵素組織化学的にType1，

2A，2Bの3種に大別され，ヒトと異なり，1は

NADH－TR染色でタイプ2Aと2Bの中間の染

色性を有する．線維型の識別は，NADH－TR染色

等により，単一染色で3種の識別は可能であるが，

様々な中間型が，存在しているため，識別に困難

を感じることが多い．

また同一筋肉内においてもそのパターンが著し

く異なり，筋線維径も中心部と周辺部では差があ

＊国立療養所宇多野病院臨床研究部

真＊　酒　井　規　雄＊

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，細い紡錘状の筋腹をもつ

筋を選び，同一高位での全筋横断切片を作製し，

それを構成する全ての筋線経の計測を行うことが

誤差を少なくするために必要である．

こうした条件を満たすものとして，3種の筋線

維型のうち2種のみから成る筋であるsoleusと

大腿二頭筋内側頭の2種の筋を選定し使用した

soleusは総線維数は約3，000本，約80％がタイ

701，残りがタイ702Aで，2Bは含まれない．

大腿二頭筋内側頭（BFM）は総線維数約3，500

本，タイプ1を含まず，タイプ2Aが約30％，タ

イプ2Bが約70％で構成されている．soleusを

用いてタイ701，大腿二頭筋内側頭（BFM）を

用いて，タイプ2Aと2Bの計測を行い，左右両

側の筋の値を加算して，その個体の値とし，ヒス

トグラムを作製し平均値，標準偏差，中間値を求

め，比較検討した．

実験には同一系の生後3週のSDラット29匹

を用い，以下の3群に分けた．エストロゲン群（E

B群）は雌10匹を用い生後3週で性腺摘出後エス

トラデイオルベンゾェイト20JJgをゴマ抽0．1

mlに溶かし週2回皮下投与した．プロゲステロン

群（P群）も雌10匹を用い，同様に性腺摘出後，

プロゲステロン2mgを週2回皮下授与した．エ

ストロゲン・プロゲステロン併用群（EB＋P群）

は，雌10匹を用い性腺摘出後エストラディオルベ

ンゾェイト20JJgとプロゲステロン2mgを週2

回皮下投与した．生後20週で同条件下に両側の

soleusとhamstringを摘出，凍結，薄切し，全筋

横断切片を作製した．体重と筋線維径の関係を見

ると性腺摘出した雄と雌を比べる時，体重差は残

るが径は差がない．また性腺摘出した雄では正常
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表　Effectofgonadectomyandestrogenadministrationonratskeletalmuscle

Body Welgbt

Sex NuⅡ】ber　　　（gI

Musele Flbre DlaⅢeter（〝）

Typel Type　2A Type　28

Control　　；

‡

GX－011　　‡

‡

GX－EB　　　　‡

♀

10　　　　403±16

10　　　　274±9

10　　　　394±11

10　　　　315±8

10　　　　228土6

10　　　　200±5

54．1±1．0

50．5±0．9

54．6±0．6

53．3±0．7

47．6±0．8

47．1±0．9

42．0±1．0

35．3土0．9

42．4±1．0

40．6±0．9

34．1±1．0

32．9±0．9

57．5±1．4

50．4±1．4

52．9±1．2

53．2土1．1

44．2土1．0

42．9±1．0

Values are：meanS　±　SE

の雄に比し体重減少は見られないがType2Bが・
減少するのが解る．

染色はNADH－TR染色，SDH染色，ATPase

染色，pH9．4，4．5，4．2で行い，タイプ1，2A，

2Bの3型を識別同定した．計測はNADH－TR

染色標本で行い，100倍の全筋横断合成写真を作

製し，それを構成する全ての筋線経のlessorfiber

diameterを計測し，数，平均値，標準偏差，中間

値及び5〝単位のヒストグラムを作製し，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

雄の骨格筋に対する性腺摘出の影響を各タイプ

別の径の変化で見ると，タイ701では性腺を摘出

しごま油のみ投与したGX－Oil群では性腺摘出の

後変化が見られず，タイプ2Aでも性腺摘出によ

り変化ない．タイプ2Bは性腺摘出GX－Oil群で

高度に有意に減少する．

雌の骨格筋に対する性腺摘出，プロゲステロン

及びエストロゲン，プロゲステロン投与の影響を

各タイプ別の径の変化で見ると性腺摘出のみの

GX－Oil群は，タイプ1で有意にタイ702Aでは

高度に有意にタイプ2Bでは有意に径の増大が認

められる．

性腺摘出後のプロゲステロン投与により，性腺

摘出のみのGX－Oil群に比し全てのタイプの径の

有意の減少が認められ，タイ701，2Bでは特に高

度に有意の減少を示す．また，プロゲステロン単

独投与に比べて，エストロゲン，プロゲステロン

同時投与では全タイプにさらに高度に有意の径の

減少が認められた．

性腺摘出後のエストロゲン・プロゲステロン同

時投与効果をエストロゲン単独投与やプロゲステ

ロン単独投与の効果と比較して見ると，タイプ1

ではエストロゲン（EB）群とプロゲステロン（P）

群が同程度に有意の径の減少を示し，EB＋P群

はさらに高度な減少を示す．Type2Aではエスト

ロゲン単独EB群とエストロゲン，プロゲステロ

ン同時投与のEB＋P群がP群に比し高度に減少

している．Type2Bではいずれの群も高度に有意

な径の減少を示し，同時投与のEB＋P群が最も

高度で，つづいてEB群，P群の順となる．

筋線維数およびType別の構成比率を各種の処

置，ホルモン投与群問で比較したが，Ham－

String，SOleusともに有意な差異を認めない．
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考　　　察

本実験の結果をまとめると，先ず第一に雄の骨

格筋線経に対するテストステロンの影響は性腺摘

出すなわち生理的に存在するテストステロンの除

去によって，Typel，2Aには変化をきたさない

が，Type2Bすなわちfasttwitchwhiteあるい

はfastglicolytic typeの筋線経の径が著明に減

少した．

第二に雌の性腺摘出による生理的に存在するエ

ストロゲン，プロゲステロンの除去は全てのタイ

プの筋線推径の殊にType2Aすなわちfast

twitchredあるいは0Ⅹidativeglycolitic筋の径

の増大を持たらす．

第三に雌の骨格筋線経に対するエストロゲン，

プロゲステロン及び両剤同時投与の影響としては，

両ホルモンの単独投与により全てのタイプの筋線

推径の減少が見られ，両剤の併用によって加算的

に著明な減少が認められた．

第四に筋線維総数，タイプ別構成比率は性腺摘

出，テストステロン，エストロゲン，プロゲステ

ロンなどの投与により影響を受けなかった．

テストステロン類似体がanabolicdrugとして

またエストロゲン剤が畜産業に広く用いられてい

るにもかかわらず性ホルモンの動物や培養筋組織

に対する作用の研究は多くない．性ホルモンの骨

格筋に対する影響はこれまでしばしばanabolic

な作用による体重増大に基づく2次的な現象に過

ぎないのではないかという議論がなされてきた．

然しながら今回の実験結果は体重増減と筋線維数

の増減分化の間には関係のないことを示唆してい

る．即ち性腺摘出により雌の体重増加が起こるが

依然雄との体重差が残るにもかかわらず筋線維数

や径，typeなどにはほとんど差は見られない．ま

た性腺摘出した雄ではほとんど体重の減少は見ら

れないが，Type2Bを中心とする筋線維径の著明

な減少が見られた．こうしたことは一般的な体重

増減とは直接関係のない機序で性ホルモンが筋線

経に影響を与えていることを示している．ケリー

らは1985年にモルモットの側頭筋における観察

でテストステロンの投与はType2A（fast

oxidative glicolytic）からType2B（fast

glycolitic）fiberへの移行を促し，甲状腺ホルモ

ンの作用と類似していることを指摘している．し

かしながら今回の実験結果は性ホルモンの影響は

筋線維数ではなくその径の増大，減少という形で，

現れることを明らかにした．
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14）脱神経による筋芽細胞増殖促進因子への影響

高　瀬　貞　夫＊

研究協力者

は　じめに

我々はこれまで本班会議において，筋損傷後の

筋再生を賦活化させる因子について研究を行って

きた結果，筋損傷6～48時間（12時間に最大）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（MPF）が脱神経により，どの

ように影響を受けるか①非損傷筋，②損傷筋にお

いて検討を行った．

対象・方法

（1）脱神経筋の作製

250gウィスター系雄ラットの一側の坐骨神経

を坐骨結節部で切断（5mm切断後近位側を結紫）

し，経時的（12時間，1，3，6日後）に前脛骨

筋を採取した．対側の脱神経を行わない前脛骨筋
を対照とした．

（2）脱神経筋における凍結損傷の作製

ラットの一側の坐骨神経を切断後，直ちに前脛

骨筋に液体窒素で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加えた．12

時間後に損傷筋を採取した．対側は脱神経せず凍

結損傷を加えた前脛骨筋を対照とした．

（3）筋抽出液の作製

採取筋に25W％になるようにPBSを加えて

ホモジナイズした．凍結融解を3回くり返した後

に，18，000gにて30分間遠心し，上清を0．45J∠

フィルターで濾過したものを筋抽出液として用い
た．′

（4）筋芽細胞増殖の測定

筋芽細胞L6を15mm径シャーレに5－7×104

＊東北大学医学部神経内科

小　林　和　夫＊

個培養し（DMEM99％，牛胎児血清1％，Penici1－

1in20単位／ml，Streptomycin20JLg／ml，Fung－

izoneO．5／Jg／ml），24時間後筋抽出液を含む培養

液（DMEM99．6％，牛胎児血清0．4％，筋抽出

液1．35－2．1％，Penicillin20単位／ml，Strept0－

mycin20JLg／ml，FungizoneO．5JLg／ml）と取り

替え3日間培養した．トリプシンにて細胞浮遊液

を作製し，血球計算盤にて細胞数を算出した．各

値は3検体の平均及び標準偏差をもって表した．

（5）採取筋の組織学的検索

脱神経12時間後の損傷筋，非損傷筋の凍結切片

標本を作製し，種々の組織化学的染色を行い光顕

的に観察した．

結　　　果

（1）脱神経後の非損傷筋

脱神経12時間後の非損傷筋におけるMPF活

性（×104／dish）は24．17±5．69であり，脱神経

を行わないもの（26．50±5．00）と比較し，有意

差を認めなかった．脱神経後1日（22．26±5．22，

対照：20．75±2．13），3日（27．50±8．05，対照；

32．00±5．29），6日（22．67±6．03，対照；24．

67±4．65）にても有意差を認めなかった（図1）．

（2）脱神経後の損傷筋

脱神経，筋損傷後12時間の損傷筋のMPF活性

は53．67±6．81であり，脱神経を行わない損傷筋

（55．67±3．79）と有意差を認めなかった．しか

し脱神経を行った非損傷筋（29．67±5．03）と比

較し著しく（P＜0．01）高値であった（図2）．

（3）組織学的検討

脱神経を行った場合（脱神経12時間後）と行わ

ない場合の損傷筋，非損傷筋において，組織学的

な差異はみられなかった（図3）．
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図2　脱神経および凍結損傷筋抽出液による筋芽細

胞L6の増殖．D；脱神経筋，Ⅰ：神経支配

‡乱

図3　脱神経12時間後の筋組級像．脱神経を行った場合（損傷筋；3，非損傷筋；1）と脱神経を行わ

ない場合（損傷筋：4，非損傷筋；2）とで組織学的差異はみられない．（1，2；×50，NADH－

TR染色，3，4；×25，HE染色）
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考　　　察

筋衛星細胞に及ぼす神経性因子の影響について

は，筋再生過程を明らかにする上で，検討してゆ

かねばならない課題である．1978年McGeachie

らは3H－thymidineを用いたオートラジオグラ

フィーの研究より，脱神経後48時間より支配筋の

衛星細胞が活性化され，7日後に最大となり，そ

の後減少する事を指摘している2）3）．小口らも同様

に脱神経後48時間に衛星細胞が活性化される事

を報告している4）．1971年Thompsonは骨格筋の

自家移植において，前もって脱神経をしていた筋

を移植した場合により成功しやすい事を報告し，

脱神経による筋再生の既活化の可能性を指摘し

た5）．

しかしながら今回の実験では脱神経後経時的に

MPF活性を検討したが，脱神経によるMPFの

活性化は認められなかった．この結果とMcGea＿

Chieらのオートラジオグラフィーの結果より考

えると，脱神経後一過性に衛星細胞が活性化され

るのはMPFによるものではなく，おそらく抑制

性の神経因子が断たれたための一過性の衛星細胞

の活性化であり，脱神経は筋の増殖をひきおこす

ものではないと推察される．このように考えると，

臨床病理学的に脱神経筋組織において，一部にR

NAに富む賦活化された筋線椎を認めるが6），一

般的に筋芽細胞の増殖や再生線経がみられないと

いう事実も理解し易いと思われる．

一方筋損傷後の再生過程（①筋芽細胞の増殖，

②筋線経の分化）が脱神経にどのように影響をう

けるかも検討すべき重要な課題である．脱神経に

より筋線経の分化が障害を受ける事は従来より指

摘されているが，筋芽細胞の増殖が脱神経により

どのように影響されるか検討した報告は少ない．

木下らは脱神経後に筋損傷を行った場合，損傷3

日までの筋芽細胞の増殖は，脱神経を行わないも

のと同様に著しい事を報告している7）．今回の

我々の実験でも，脱神経と筋損傷を同時に行い12

時間後のMPF活性をしらべたが，脱神経による

影響はみられなかった．

しかしCernyらは脱神経後に筋損傷を加え，3

日後の筋組織所見について，筋芽細胞が脱神経し

ないものと比較し増加する事を報告している8）．

このように筋損傷後の筋芽細胞の増殖に及ぼす脱

神経の影響については，いまだ一定した結果は得

られていない．今後，脱神経後より筋損傷を行う

までの期間を考慮して，増殖する筋芽細胞の定量＼

やMPF活性を検討してゆく必要があろう．

ま　と　め

脱神経による支配筋の筋芽細胞増殖促進因子

（MPF）に及ぼす影響について検討した結果，

①脱神経後経時的に採取した支配筋のMPF活

性は，脱神経を行わないものと比較し有意の差を

認めなかった．

②脱神経，筋損傷後12時間の損傷筋のMPF活

性は，脱神経しない損傷筋と比較し，有意差を認

めなかった．しかし脱神経を行った非損傷筋と比

較し著しく高値であった．

以上より，損傷筋及び非損傷筋中に存在する筋

芽細胞増殖促進因子は脱神経の影響を受けない事

がわかった．
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15）骨格筋の移植に問する研究

1）ヌードマウスに移植後の再生筋の収縮特性
2）再生筋の由来

寺　尾．寿　夫＊

研究協力者　高　津　成　美＊　加　藤　洋　司＊　岡　下　恭　子＊

永　井　由紀子＊　弘　中　哲　治＊＊　五十里　良　生＊＊

は　じめに

我々は骨格筋の移植について研究しているが，

今回の研究は次の3つに要約できる．

1）ヌードマウスにmdxマウスとC57BL／10

ScSn（以下単にC57BL）の長指伸節（EDL）を

移植し，その再生筋の収縮力の経時的測定．2）

dystrophin抗体による移植後の再生筋の由来に

ついての研究．3）inlaygraft後の再生筋の長期

観察．

方　　　法

1）ヌードマウスへの移植

ヌードマウスは生後2ヶ月のものを使用し，ヌ

ードマウスのEDLを取り去った後に，mdxとC

57BL（生後2ヶ月）のEDLを移植した．この

際，近位端は固定し，遠位端は残っているhostの

EDLの腱の断端に国定した．移植後1ヶ月，2ヶ

月，4ヶ月で再生筋の直接電気刺激を行い収縮特

性を測定した後，これを取り出しクリオスタット

でcross－SeCtionを作り，HLE染色後最大直径部

断面の写真撮影を行い，その断面積を測定した．

2）再生筋の電気刺激

ヌードマウス内での再生筋の電気刺激はin

Vivoで行い，38℃のパラフィンプール中で白金電

極を用いて筋の直接刺激を行った．twitch ten＿

Sionの測定には0．2msecのsupramaximal

Squarepulseを使用して刺激を行い，またtetanic

＊帝京大学医学部第一内科

＊＊帝京大学医学部薬理

tensionは100Hz31回の刺激を行った．

3）Dystrophin抗体による染色

まず昨年度と同様の方法でmdxとC57BLの

EDLの交換移植を行った．交換移植後1，2，3

ケ月に取り出し，クリオスタットで6〟の切片を

作製した．切片は2％BSAと，5％熟不活性化ヤ

ギ血清を含むPBSでpreincubate L，その後，

37℃2時間抗dystrophin抗体（1／300）中でincu－

bateした．その後FITCラベルの抗ウサギIgG

ヤギ抗体で45分室温でincubateした後，蛍光顕

微鏡を用いて観察した（精神神経センター，杉田・

荒畑先生に依頼）．

4）1nraygrdft

2g以上の重量を有する比較的大型筋の移植で

は，血流の途絶により許aft中心部の再生が不良

である．これを防ぐためinlaygraftを行った．ネ

コを用いて前脛骨筋の一部を細い有茎のgraftと

して，その先端をEDLのfreegraftの中心部に

埋め込んだ．1年後にinlaygraftを行ったEDL

を取り出し，再生状態を他側に行った単なるfree

graftの再生筋と比較した．

結　　　果

1．ヌードマウスへの移植後の再生筋の組織学

的特徴

1）再生筋線経の数

移植後1ヶ月～4ヶ月までの間，mdxの再生筋

中の筋線維数はC57BLの再生筋中のそれより

も常に多い値を示していた．又時間の経過と共に
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表1ContrActilepropertiesofregeneratednormal（C57BL／10Sc）anddystrophic

（mdx）EDLinnudemouse

2months afteT tranSPIantation

Non－treated Regenerated

Norm a川 2） lDYStrO帥k （12） Norm al（9） Dvstro帥ic （10）

Tw itch tension （g）
　 」 ＊l＊＿ 」

4．4±0．7　 2．8±1．2 1．7±0．7 1．9±0．9

Tetanic tension （9） 14．5±2．8

192．2±57．4

」

13．6±4．3

134．8±56．6

＊・．・．・．・・－ 」

4．13±1．4 3．0 ±0．6

Tw jtch tension／（g／cm 2）

area of m usle section

130．9±46．2 100．7±40．2

Tetanictension／（g／cm 2） 690モ 聖 量竺 望 52・6 385．9±132．9 266．9±80．0

area of m uscle sectl0n l ＊一・・・・・一一・・・・・」

Contraction tjme　　　（m．sec．） 15．5±2．8 13．4±1．5 20．8±3．1 21．9±4．3

Half－reIaxation tim e　　　（m．sec．） 29．1±3．7　 17．6±3．9 32．5±9．6 30．2±8．5

＊P＜8．85　＊＊P＜0．川5n＝（）

表2　Contractilepropertiesofregeneratednormal（C57BL／10Sc）anddystrophic

（mdx）EDLinnudemouse

4months after transplantation

Non－treated Regenerated

Normat（6） DYStrOPhic（7） Normal（川） tDYStr叫Iic （10）

Twich tension （g） 4．4±1．0 3．4±1．0 1．5±0．4　　 1．3±0．3

Tetanic tension（g） 19．3±4．7 18．0±5．1 3．3±1．3　　　 3．1±0．6

Twitch tension／（g／cm2）

areaofmuscle section
189．9±44．7 146．8±10．3 137．3±5．2　 79．0±14．7　」　 ＊＊一・一一一」

Tetanjc tension／（g／cm2）

areaofmuscIesection
798．9±115．1 738．5±77．8

335空 也 聖 二讐 ・1

Contraction time　　　（m．sec．） 25．8±2．5 19．3±2．1 28．0±3．2　　 27．7±5．8

Halfィelaxation time　　　（汀LSeC．） 30．5±0．8 24．7±1．7 32．6±3．2　　 26．6±3．4

＊＊P＜0．005　n＝（）

4ヶ月までは再生筋線経の数は減少する傾向にあ

った．

2）再生筋線経の直径

ヌードマウス中でのmdxのEDLの再生筋線

経の直径はC57BLのそれに比し，有意に小さか

った．

3）再生筋線経の直径の変動係数

再生筋線経の直径のバラツキを示す変動係数は，

移植後4ヶ月間の全期間を通じ，mdxの再生筋の

方が大きかった．とくに4ヶ月目ではその差は有

意であった（P＜0．05）．

2．再生筋の電気刺激

表1は移植後2ヶ月の再生筋の直接刺激による

収縮特性を示したものである．移植前のEDLで
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図1Dystrophin抗体による再生筋の染色（移植後2カ月）．左半分はC57BLのEDLをmdx

に移植した後の再生乱　右半分はmdxのEDLをC57BLに移植後の再生筋を示す．

もmdx　はC57BLより単位断面積当たりの

twichtension，tetanictensionともに低かった．

また再生筋においても，単位断面積当たりの

tetanic tensionはmdxの再生筋の方がC57BL

のそれより有意に低かった（P＜0．05）．

表2は移植後4ヶ月目の収縮特性を示している．

再生筋の単位断面積当たりのtwitch tension，

tetanic tension　はともにmdx　の再生筋はC57

BLのそれより有意に低かった（P＜0．005）．

3．再生筋線経の由来

mdxマウスとC57BLマウスの間にEDLの

交換移植を行い，1～3ヶ月後に取り出しdystro－

phin抗体で染色した．図1は交換移植後2ヶ月で

取り出したもので，図の左半分はmdxのhostに

C57BLのEDLを移植した再生筋線経であり，

右半分は逆にC57BLのhostにmdxのEDLを

移植した後の再生筋である．この図で明らかなよ

うにdonorがC57BLの場合には再生筋線経は筋

細胞膜を中心にdystrophin抗体により良く染色

されたが，逆にdonorがmdxの場合は蛍光は全

くみられなかった．この事実は再生筋線経が

donor由来であることを示している．

DonorのEDLがC57BLの場合は蛍光陽性の

線経はgraft　中の再生筋線椎に限られ，hostの

mdx側の線経は全く染色されず，明確な対比をな

す（図2）．しかし少数ではあるが，host側に1本

または島状に数本の蛍光陽性の線経が散見される

ことがあり，hybrid形成を思わせた．

4．lnlay graft

昨年度も報告した如く，ネコのEDLのfree

graftは一時的な血流の遮断により，その中心部

は壊死となり空洞が形成されることが多い．これ

に前脛骨筋から細いInlaygraftを埋め込むと，空

洞形成が防がれる．このようなInlaygraft後の再

生筋を1年間追跡した．図3は1年目のinlay

graftを示すが，このように大きい筋が形成され

ている．また神経も元の位置にかなり大きな線維

となって再生しているのがみられた．再生筋の重
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図2Dystrophin抗体による再生筋の染色（移植後2カ月）・C57BLのEDLをmdxに移植LJ、　J　　／7、一′　　　　　　．．　」」．＿　＿．

たもので訂aft部分のみに螢光がみられる．

量でみると，移植前のEDLが平均2．12±0．05g

あったのに対し，1年後のinlaygraft側のEDL

は1・63±0・25g，freegraftl．21±0．06gであり

（各々3例），in1ay側がfree側より有意に大きか

った・またATPase，DPNH染色では両者とも

typel，tyPe2線椎の再分化が明瞭にみられた．

筋線経の直径はinlay側がやや大きい傾向があ

るが，例数を増し検討中である．

考　　　察

ヌードマウスにmdxマウスまたはC57BLマ

ウスのEDLを移植した場合，それらが新しい

host内で良く再生することは既に報告した1）2）．そ

の再生筋線経はdonorの筋の性質を引きついで

いる．mdxのEDLの再生筋線経はC57BLのそ

れに比べ，直径が小さく，その変動係数が大きく，

またその数が多いというmdxのEDLの本来の

性質を保っているようにみえる．今回の研究では

その収縮力もC57BLの再生筋より小さいこと

周辺の螢光陰性の部分はhost側である．

が明らかになった．もっとも今回使用したmdx

のEDLは生後2ヶ月目のもので，この時点の

EDLは主として再生筋線経より成るため，その移

植筋は再々生の過程をとることになる．この点に

関しては，より幼若なmdxマウスの筋の移植実

験による確認が必要である．

移植された筋は一旦壊死におちいった後に，

myoblastの分裂により新しい筋線経が形成され

てくることが知られている．筋再生時のmyoblast

の由来についてはdonor由来とする説とhost側

から遊走してくるという説3）がある．

我々はかつてヌードマウスにヒト筋を移植し，

その再生筋線椎を抗ヒトミオシン抗体で染色して，

再生筋線経がすべて蛍光を発することを観察し，

再生筋線椎はヒト筋由来すなわちdonor由来で

あることを証明した4）．今回のmdxマウスとC57

BLマウスのEDL交換移植後の再生筋について

のdystrophin抗体による染色の結果は，再生筋線

経がdonor由来であることを再確認したものと

－102－



図3　ネコEDLのinlaygraft後1年目の再生筋．筋

の再生は良好でinlayされた前脛骨筋の一部も

そのまま保たれている．

考えられる．最近Lawら5）6）は正常のmyoblastを

幼君なジストロフィー筋に注入し，その再生筋を

みると正常とジストロフィーの部分よりなるモザ

イック状の線経が形成されると報告している．

我々の移植実験では，再生筋は明瞭にdonor由来

であることを示していたが，graft周辺でhybrid

形成と思わせる線経が少数存在していたことは興

味深い．

最後にinlaygraftの結果であるが，1年後では

inlaygraftを受けたEDLは大きく発達しており，

inlay側のEDLの方がfree graft側のそれより

有意に大きかった．Inlayによる移植初期の血流

の確保が1年後の筋の再生状態にも影響している

ことを示している．

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）ヌードマウスにmdxマウスとC57BLマ

ウスのEDLを移植した．4ヶ月までの再生筋に

っきその収縮特性を筋の直接刺激で観察した．そ

の結果，mdxのEDLの再生筋の収縮力はC57

BLのそれより小さいことが明らかになった．

2）mdxマウスとC57BLの間にEDLの交

換移植を行い，その再生筋をdystrophin抗体で染

めるとdonorがC57BLの再生筋では良く染色

されるが，mdxがdonorの時は全く染色されな

かった．これは再生筋がdonorのmyoblastに由

来することを示している．

3）ネコのEDLを用いてinlay graftを行い，

その再生状態を移植後1年を経て観察した．Inlay

graftを行ったEDLはfreegraftのEDL再生筋

より重量が重く，再生状態は良好であった．

本研究のdystrophin抗体による再生筋の染色

を行っていただいた国立精神神経センターの杉田

秀夫先生，荒畑喜一先生に感謝の意を表します．
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16）骨格筋とかレシトニン遺伝子問連ペプチドに問する研究

－その受容体とシグナル伝達の解析を中心として－

高　守　正　治＊

研究協力者　　吉　川　弘　明＊

筋疾患の病態を明らかにするうえで，筋の

neurotrophic factorについて検討することは重

要な問題の一つである．Neurotrophicfactorの

候補としてDrachmanら1）はアセテルコ））ン

（ACh）を重要視しているが近年多くのニュー

ロンにおいて古典的神経伝達物質とニューロペプ

チドが共有することが知られるようになり，神経

終末部においてもAChにカルシトニン遺伝子関

連ペ7サド（Calcitoningene－related peptide，

CGRP）が共存することが明らかにされた．

CGRPは37個のアミノ酸よりなる分子量約3800

のペプチドで，Calcitonin遺伝子上にオーバーラ

ップしてコードされており，mRNAのスプライ

シングの過程でCGRPとcalcitoninの2種類の

mRNAが作られ　それぞれの蛋白が臓器特異的

に発現する2）．著者らは筋膜上のCGRPとシグナ

ル伝達機構の解析をレセプター結合実験と電気生

理実験を用いて行いneurotrophic factorの－つ

としてCGRPの重要性を示す知見を得た．

材料及び方法

1．レセプター結合実験

ウィスター系雄ラット下肢筋を一晩臭化リチウ

ム処理した後，超遠心，ショ糖密度勾配遠心にて

筋膜標本を分社した3）．この筋膜標本について

〔125I〕－CGRPとCGRPを用いたbinding

Study，displacement studyを行った．結果は

Scatchard解析をして結合パラメーターを求めた．

CGRP結合部位へのGTP結合蛋白質（G蛋白質）

＊金沢大学医学部神経内科

の関与を見るためにはMgC12（25mM）存在下に

GTPγS（100JLM）を添加し，CGRP結合部位

の親和性の変化を見た．

2．電気生理実験

ウィスター系雄ラット横隔膜神経筋標本を等尺

張力系にセットし，ガス（02：CO2＝95：5）負荷

リンゲル液（122mM NaCl，4．7mM KCl，

15．5mM NaHCO3，1．2mM MgCl2，1．2mM

KH2PO。，2．6mM CaCl2，11．5mM glucose

；筋内神経線絶刺激の可能性を除去するため6

FLg／mlのD－tubocurarine chloride添加）にて濯

流しつつ白金電極により，0．5msecの矩形波にて

筋を直接刺激した．単収縮張力（Pt）とその一次

微分（dPt／dt，時定数30msec），二次微分（d2Pt／

dt2，時定数1msec），時間要素（Tl′2R，T。Pt′。t），

強縮張力（Po）を指標（図2参照）として濯流液

にCGRP（10‾7M）を負荷した場合の変化を検討

した．次にテオフイリン（2×10‾3M）負荷リンゲ

ル液にて濯流した場合，コレラ毒素（10‾7M）にて

1時間処理した横隔膜標本を用いた場合，摘出3

日前に百日咳毒素（5Jg／kg）を静脈内投与した

ラットから得た横隔膜標本を用いた場合について

も検討した．さらに微小電極を用い静止膜電位，

刺入抵抗を測定，またDantrolene sodium（20

JLg／ml）で筋収縮を，D－tubocurarinchloride（6

〝g／ml）で神経刺激を阻止した状態下で，筋直接

刺激による誘発筋活動電位およびその一次微分

（dV／dt，時定数30msec）を記録し，膜レベルに

およぼすCGRP（10，7M）の影響を検討した．
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図1C Affinityspecificforl125I］－CGRPbindingin
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結　　　果

1．レセプター結合実験

Displacement studyにては筋膜標本上に

CGRP特異的結合部位があることが示された（図

1A）．Bindingstudyの結果をScatchard解析

すると，この高親和性結合部位は－種類のもので

結合パラメーターはKd＝6．3nM，Bmax＝94

fmol／mgproteinであることがわかった（図1

B）．MgC12（25mM）存在下にGTPγS（100JJ

M）を添加すると，CGRPに対する筋膜標本の親

和性は著明に低下した（図1C）．

2．電気生理実験

CGRP含有濯流液で10分間処理すると筋標本

の単収縮張力（Pt）は濯流前に比べて増強し，二

次微分ピーク値（d2Pt／dt2）の増大と時間要素

（T。Pt′。t，Tl，2R）の延長を伴っていた（図2，表

1）．しかし強縮張力（Po）には変化は認められな

かった（図2，表1）．テオフイリンも単収縮張力

（Pt）を増強させたが，CGRPとの併用によりそ

の効果はさらに増大した，（図3，表2）．コレラ

毒素処理筋にてはCGRPは単収縮張力（Pt）をさ

らに大きく増強したが，百日咳毒素処理筋では

CGRP添加前後で特に変化は見られなかった（図

3，表2）．以上の薬理学的修飾において強縮張力

（Po）にはいずれも変化は認められなかった（図

3，表2）．静止膜電位，刺入抵抗，直接刺激誘発

活動電位とその一次微分（dV／dt）はいずれも

CGRPの影響を受けず，筋張力の変化が筋表面膜

レベルの修飾による二次的なものでは無いことが

示された（図4）．

考　　　察

CGRPが骨格筋を支配する神経終末部にACh

とともに存在することはすでに知られていたが4），

その骨格筋の受容体，細胞内への情報転換機構に

ついてはまったく知られておらず，さらに生理作

用についても十分明らかにされていなかった．著

者はまずレセプター結合実験にて筋膜上に高親和

性CGRP特異的結合部位があることそ示した．結

合パラメーターは神経伝達物質として妥当な値で

あり5），他臓器におけるCGRP結合実験にても同
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図2Isometrictwitch（Pt）andtetanus（Po）analyzedbydifferentiationsincontrolandCGRP（10－7M）－treated

muscle・Measurementsofeachoftheactivestatepropertiesaredepicted・Contractileresponseswere

elictedbymassivestimulationinthesolutioncontainingD－tubocurarinechloride（6ILg／ml）．Twitchpoten－

tiationbylOminimmersionwithCGRPwasassociatedwithincreasedd2pt′dt2・andprolongationof

TdPt′dtandTl／2R・NoalterationwasinducedinPobyCGRP．

様な値を取っている6）．さらに，MgC12存在下の

GTPγS添加実験7）によりこの高親和性CGRP結

合部位にはG蛋白質がカップリングしていること

が明らかとなった．以上より，筋膜上のCGRP結

合部位はG蛋白質にカッ70））ングしたCGRP受

容体と考えられた．

次に筋張力に注目しCGRPの生理作用につい

て検討した．濯流液中へのCGRP添加は，単収縮

張力をその張力発生加速度と時間要素の変化を伴

って増強したが，強縮張力には影響はなく，微小

電極を用いた筋膜のCable propertyの評価にお

いても変化はなかった．よってCGRPが筋膜の脱

分極反応に修飾を与える事無く，aCtive state

intensityofshorteningの増強とactive state時

間要素の延長をもたらすことがあさらかとなった．

Active stateの概念8）にもとづくとこれらの結果
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表1Effect。fCGRP（10－7M）Onactivestatepropertiesdetermenedbytwitchanalysis，eXpreSSed

inpercentofthepre－treatedlevels・

Pt dPt／dt d2pt／dt2　　　　TdPt／dt Tl′2R

105土2　　　　110土2　　　105土3　　　109土5　　　113土7

Means土S．D．valuesareindicated；7musclesweretested．

EffectofCGRPonpassiveandactivemusclemembraneprOPerties

c。ntrOl CGRP（16－7M）

RestingmembranepotentiaL（mV）　　　77土2．3（n：20）　　　　　77士2．3（n：20）

Lnputresistance（Mn）

DirectJyelicitedactionpotential

andfirstderivative（dV／dt）

0．18土0．06（汀20）　　　　　0．18士0．07（Ⅳ20）

（mean土S．D．）

IlOmV

tv／100ms
：　：4mS

図4　PassiveandactivemembranepropertiesincontrolandCGRP－treatedmuscle・Muscleactionpotential

anditsIstderivative（dV／dt），directlyelictedinDantrolenesodium－COntaingsolution（20ILg／ml），areShown

asexamplesofresultsfrom15fibersineachmuscle・CablepropertieswereallunaffectedbyCGRP・

表2　EffectsofpharmacologiCagentsontwitch（Pt），eXpreSSedinpercentofthepre－treated

levels．

CGRP（1077M）andtheophylline（2×10‾3M）

theophylline（2×10‾3M）alone

CGRP（1077M）andcholeratoxin（10－7M）

CGRP（10－M）andpertussistoxin（IAP）（5FLg／kg）

125±2＊

112±3＊＊

130±1＊＊＊

105±2＊＊＊＊

means±S．D．valuesareindicated；6musClesweretestedforeach・

＊morepotentiatdthanCGRPortheophy11inealone（p＜0・001）；

＊＊lesspotentiatedthanCGRPplustheophylline（p＜0・001）；

＊＊＊morepotentiatedthanCGRPalone（p＜0・001）；

＊＊＊＊notsignificantlydifferentfromCGRPalone・
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ControI CGRP（1d．TM）

Control

choreratoxinlO－TM，1hr．）CGRP（10‾TM）

CGRPand

Theophy”ine（2xlO’JM）

fog

おmse。

（pretre豊蒜kg）CGRP（10TTM）

1109
：　：

400msec

図3　Alterationsoftwitch（Pt）bypharmacologiC

manlpulations to modify CGRP effect．The

CGRP－inducedPtpotentiationwasaugmented

bytheophyllineandcholeratoxin，butwasnot

modifiedbypertussistoxin（IAP）・Nochange

WaSSeenintetanus（Po）．
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はCGRPが興奮収縮連関に作用し筋張力を増強

させ，強縮張力で表現されるアクチンーミオシン

架橋形成過程には影響を与えないことを意味する．

また，ホスフォジエステラーゼ阻害剤のテオフイ

リンはCGRPの筋張力増加作用に相加性があり，

アデニレートシクラーゼにカップリングした促進

性G蛋白質（Gs）を持続的に活性化するコレラ毒

素もCGRPの筋張力増加作用に相加性があった

が，抑制性G蛋白質（Gi）を介する情報伝達を遮

断する百日咳毒素はCGRPの効果に何ら影響を

与えなかったことより，レセプター結合実験で存

在が示されたG蛋白質はGsであり，CGRPはセ

カンドメッセンジャーとしてcAMPを介するも

のと考えられた．

以上より，CGRPは馴莫上の「特異的受容体・

Gs・アデニレートシクラーゼ」という情報転換ユ

ニットを介して興奮収縮連関を修飾することによ

り筋張力を増強することがわかった．今後CGRP

は骨格筋のneurotrophic factorの一つとして注

目していく必要があると思われる．
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17）ヒト培養筋細胞のナトリウム及びカルシウム

チャンネルの発達に問する検討

塚　越

研究協力者　　小　林　高　義＊

一般に骨格筋細胞のNa channelは，innerva－

tionによりtetrodotoxin（TTX）感受性channnel

が増加し，除神経によりTTX抵抗性channelが

増加することが知られている．一方，幼君な培養

鶏あるいはラット骨格筋細胞では，機能的なCa

ChannelのSlowcomponent（Ca－SC）が早い活動

電位（Ap）の後に存在することが知られ七いる

が，ヒト培養筋細胞では，これらのChannelの発

達に関して未だ明らかではない．種々の神経筋疾

患でNa及びCa channelなどに異常があるかど

うかは，特に筋外膜系及びTsystemの病態生理

を知る上で興味が持たれるところである．今回は

COntrOlとして，内因性筋疾患を有しないと考え

られたヒト生検筋より培養を行い，筋単独培養筋

細胞（AM）及びinnervationさせ持続的に収縮し

ている筋細胞（ICM）のNa及びCachannelに関

して検討を行ったので報告する．

材料及び方法

16－73歳の神経原性筋萎縮症と診断された11

例の生検筋を使用した．Explant－reeXplantation

法（Askanas＆Engel，1975）により筋単独培養

を行い，筋芽細胞が融合を始め幼若な筋管細胞が

形成されつつある段階の筋単層培養上に，後根神

経節をつけた13日日妊娠ラット（Sprague－Dow－

ley）脊髄片を併置培養した1）．筋単独培養液は，

Dulbecco，s mbdifiedEagle，smedium63％，

medium19923％，fetalbovineserum（FBS）

10％，fibroblast growth factor（FGF）25ng／

＊東京医科歯科大学医学部神経内科

贋＊

宮　崎　　　弘＊　道　川　　　誠＊

ml，epidermalgrowthfactor（EGF）10ng／ml，

insulinlOJLg／mlの組成のものを使用．脊髄との併

置培養は，筋単独培養液に最終濃度としてぶどう

糖6g／1を入れ，FGF，EGFを除いた液を使用し

た．電気生理学的検討では，3MKClを充鎖した

先端抵抗15－30Mnのガラス管微小電極を使用

し，通電及び細胞内記録を行った．かん流液は，

Na150mM，K4，Ca2．2，Mg1．1，glucose

5．6，HepeslO（pI17．2），bovineserumalbumin

（BSA）0．1％の組成のものを使用した．通常か

ん流液中で，種々の電気生理学的parameterを測

定すると同時に，Nachannelのdensityの指標と

して活動電位の最大立ち上がり速度（Apdv／dt）

を使用し，1JLMTTX添加前，中，及びwashing

Out後のApdv／dtを測定し，実験中細胞の変性が

なく，TTX添加前及びwashingout後のAp

dv／dtがほぼ同一となった実験におけるTTX添加

前及び添加中のApdv／dtについて比較検討を

行った．また，Ca－SCの出現の有無を早い掃引速

度で観察すると同時に10mMBaC12を使用し，Ca

LSCの出現の有無，Ca－SCのdurationなどについ

て検討を行った．また，Ca－Channelblockerとし

てlJLMnifedipineを使用した．

結　　　果

筋単独培養では，eXplant後一週間位で遊走し

た筋芽細胞が融合を始め，横径の不規則な筋管細

胞が形成された．一方，筋と脊髄との併置培養で

は，脊髄片を添加させた2日目には神経線推終末

を有する筋管細胞よりminiature endoplate

potential及びendoplatepotentialが記録された．
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時に筋収縮の開始する前に自発性活動電位が記録

されたが，一般には併置培養10日前後で筋収縮が

おこり，これに一致して，自発性活動電位が記録

された．筋収縮開始後数日して横紋が形成される

が，このICMは長く，横径は均一であった．

電気生理学的parameterでは，静止膜電位（Er）

はICMで62±1（SEM）mV（n＝34），AMで

55±1（n＝71）；活動電位振幅（AmAp）は，ICM

で83±3mV（n＝26），AMで72±1mV（n＝

47）；活動電位最大立ち上がり速度（Apdv／dt）は

ICMで224±20V／sec（n＝15），AMで163±

10（n＝45）と，三者ともAMに対しICMで有意

に増加し（p＜0．01），一方，刺入抵抗（Rin）は

ICMで9±1．O Mfl（n＝21），AMで14±1

（n＝48）と有意にICMがAMに比し低下して

いた．

l．TTX感受性NachanneJの発達について

AMでは図1のAMlの如きTTX下でAp

COntrOl lTXl〃H washout

AMl

」」し′■‾‾‾

l∝hl封t

；三　‥＿ふ；…　∴　‥こ．：
dv／戯tv／鎗亡〉　1日　　　　　　　　　　122　　　　　　　　　　126

AM2

．，Ll一一　「　‾Ⅰ㌔Y

茎に七三臣二三に上紙

巨二蔓巨二蔓巨二
か／仙V／SC〉　117　　　　　　　　　　　　83　　　　　　　　　　　117

図1筋単独培養筋細胞の活動電位に対するTTX

の効果

各々の図の最上段はcurrentを表示．2段目は

anodalbreak excitationにより生じる活動電

位，3段目は上段の活動電位を早い掃引で表示．

最下段の数値は各々のdv／dtの値を示す．

dv／dtがほとんど変化しない細胞が多く存在した

が，中には，AM2の如くTTX下で70％位Ap

dv／dtが低下する細胞も存在した．一方，ICMで

は図2のCMlで示す如くTTX下で約60％

dv／dtが低下する細胞が存在すると同時に，CM

2に示す如くTTX下で完全に活動電位が消失す

る細胞が15例中6例に存在した．まとめとして，

AMではTTX添加前のAp dv／dtは，126．2±

11．0（SEM）Ⅴ／sec（n＝14），1JJMTTX下

では104．6±9．1（n＝14）であり，11．7±1．1％

ほどTTX下ではAp dv／dtの低下を認め，AM

においてもTTX感受性Na channelの存在が示

唆された．一方，ICMでは，TTX添加前の

Apdv／dtは，226．5±20．5V／sec（n＝15），1

FLMTTX下では57．1±19．8V／sec（n＝15）と

なり，TTX添加後Apdv／dtは76．7±7．4％の減

少を認めた．このことは，innervation後，有意に

TTX感受性Na channelが増加したことを示し

TTX hJH washout

5血血

捏＼二町、、二世二
血／即Y／sec）269　　　　　　　　　　186

CM2

図2　脊髄との併置培養で持続的に収縮している培

養筋細胞の活動電位に対するTTXの効果

（表示は図1と同じ）
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ている（p＜0．01）．

ll．Ca－Slowcomponentの検討

図3に示す如くヒト培養筋細胞ではAM，ICM

とも一般にCaLSCは存在しないが，数％の筋細胞

において，掃引速度を早くして活動電位をみると

10msec以内のdurationを持つCaLSCが認めら

れた．

一方Baイオンは，Ca channelを通るinward

Currentを増強させることが知られている2）が，Ca

イオンを除いた10mMBaC12添加の実験では，図

4に示す如くBaイオン添加後，刺入抵抗は深く

なり，Erは脱分極し，数秒のdurationを持つCa

－SCが容易に出現した．また，このCa－SCは1FLM

nifedipineで可逆的にblockされCa channel

を通るinward currとntであることが裏づけられ

Aneura岬C此uredHumanMuscte

15nl mYl rI5∩▲

lnnerYatedContractingHumanMuscle

」＿＿「一卸 mvl　　　　　「
ⅠSn▲

図3　培養筋細胞の活動電位

各々の図の最上段はcurrentを表示．2段目は

anodalbreakexcitationにより生じる活動電

位．3段目は，上段の活動電位を早い掃引で表

示．筋単独培養，脊髄との併置培養において，

各々の右の図の如く，10msec未満のslowre．

polarization componentを通常かん流液中で

数％の細胞に認めた．

た．またICMにおいてもAMと同様に10

mMBa添加後，Erは脱分極し，durationの長い

Ca－SC　が出現した（図4）．一方そのCa－SC　の

durationは，AMで2．8±0．4秒（n＝23），ICM

で2．0±0．8（n＝10）であり，有意差はなかっ

た．また，通常かん流液より10mMBaC12液へ変

更するとErはAMで56．4±3．4mVから44．1

±3．9mVと78．0±5．2％低下し，ICMで66±

1．3から48．8±1．6と74．0±2．7％の低下を認め

た．一一万，Rinは，AMでは，COntrOlで18．7±

4．5Mr2，Baイオンかん流中で33．7±10．8Mtl

となり161．1±15．0％の増加を認めた．

考　　　察

今回の我々の培養系を使用した研究では，TTX

感受性Na channelがAMにおいても存在して

いることを示している．一方，Pr6bstle3）らは，ヒ

ト生検筋を培養し，筋管細胞からmyoballを作成

Lwholecellrecording法によりNachannelの

検討を行っているが，彼らのmyoballにおいても

TTX感受性及び抵抗性Na channelが存在する

ことが明らかにされており，培養下ではinnerva－

tionを受ける前でも量は少ないが，TTX感受性

Nachannelが存在していると考えられる．

一方，innervation後，TTXによって完全に消

失する活動電位が出現し，また統計学的には，

TTX添加後Ap dv／dtが76％ほど低下し有意に

TTX感受性Nachannelが増加した．このことか

ら，TTX感受性Nachannelの発達には，培養下

でもinnervationが重要な役割を果していると考

えられる．Neuronalfactorが，どのような機序

でTTX抵抗性Na channelを抑えTTX感受性

Channelを発現させるのかを分子生物学的に研究

する上でも，今後このような培養系は有用な道具

となり得ると思われる．また，Riidelらによる患

者肋間筋を使用した実験によって，低カリウム血

性周期性四肢麻痺では，膜の興奮性の低下及び

TTXでblock　されないSteady－State Na con－

ductance増加4），高カリウム血性周期性四肢麻痺

では，VOltage　依存性のSlowly activating Na

inwardcurrentの増加5）が病気の本態と考えられ
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COntrOl

，し ト・→　120
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図4　筋単独培養筋細胞に対するBaイオンの効果

左端下段は上段の活動電位の掃引を早くして表示．上段で10mMBa

添加後，刺入抵抗の増加，脱分極が生じ，その後slowcomponentが出

，現することを示す。下段ではこのslowcomponentが1JLMnifedipine

でblockされることを示す．
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図5　脊髄との併置培養で，持続的に収縮している培養細胞の活動電位に対

するBaイオンの効果

10mMBaイオン添加により静止膜電位は脱分極し，Slowcomponent

が出現することを示す．
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ているが，培養系を使用し，そのようなNa

inward currentの異常が周期性四肢麻痺のAM

あるいはICMで存在するのか否か，もし存在す

るとすれば発達のいかなる段階でその異常が明ら

かになるかを検討することは，周期性四肢麻痺の

i9nChannelの異常の発現機序を知る上で重要な

手がかりになると考えられる．

一方，ヒト培養筋細胞では，CachannelのSlow

COmpOnentは，鶏あるいはラット培養筋と異な

り，幼若な筋管細胞の段階から存在しなかった．

Baイオン添加によって，このCa－SCがAM，ICM

で出現したことは両者の膜にCa channelが存在

し，Ca－SCは不活化された状態であることを示し

ている．一方Desnuelleら6）は，筋単独培養ヒト培

養筋で，nitrendipineでblockされるCachannel

が，insulinを添加したmedium中で培養した筋で

COntrOlに比べ有意に増加していることを示して

おり，膜自身に存在しているCachannelの量は発

達あるいはある種の条件下で増加する可能性があ

る．現在，このようなCachannelが機能的な役割

を果していると考える訂Oupと，生理的意義はな

いと考える訂Oupがあり，その役割は依然として

不明である．一方，我々の各種神経筋疾患の培養

筋の電気生理学的検討からparamyotonia con－

genitaの父子例において，Erが深く，AmAp，Ap

dv／dtが大きいにもかかわらず，このCa－SCが頻

回に認められたが，このCa－SCの残存が，膜の異

常な興奮性，myOtOniaの出現に何らかの役割を

果している可能性があり今後更に検討を加える必

要があると思われる．
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IV．　ミトコンドリア（Partl）



18）ミトコンドリアDNAのクローニングと塩基配列の解析

宝　来 聴＊

研究協力者　　早　坂　謙　二＊　五候堀　　　孝＊

ヒトのミトコンド））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

なり速いことが知られており2），種内の個体間変

異（多型）の分析や近縁種間の比較には，極めて

有効な研究対象である．本研究では，mtDNAと核

DNA多型解析の比較，霊長類mtDNAの柱間変

異を解析した．さらに，ミトコンドリアミオパテー

の病因解明の一助にすべく，ヒトmtDNA全ゲノ

ムのクローニングを行った．

1）ヒトミトコンドリアDNA全ゲノムのクロー

ニング

最近Holtら（1988）によって，ミトコンドリア

ミオバナーでは，筋組織由来のmtDNAに大きな

欠失のある症例が報告された3）．これら欠失部位

のマッピングを明らかにするには，mtDNAの各

部分領域をプローブに用いて，サザンプロット法

による分析が必要となる．このため，mtDNA全ゲ

ノムを数種類の制限酵素を用いて，単独あるいは

二重消化によって小断片を得，pUC19にクロー

ニングした．6塩基認識の制限酵素6種類（SacI，

ⅩbaI，EcoRI，HindIII，PstI，KpnI）の消化

により得た断片により，仝ゲノムの約80％は比較

的容易にクローニングが行えた．しかしND5，

ND6，Cytbの3種の構造遺伝子を含む領域

（bp12640－16048）は，この方法では，クローニ

ングが非常に困難であった．このため，この領域

は，4塩基認識の制限酵素（HpaII，HaeIII，Taq

＊国立遺伝学研究所

Ⅰ）による消化で得た小断片をクローニングした．

この結果，全ゲノムをカバーする28種類のクロー

ンの採取に成功した（図1，表1）．Ozawaら

（1988）は，ミトコンドリアミオバナーの母子症

例において，これらのクローンをプローブとして，

筋組織mtDNA中の大きな欠失部位のマッピン

グと，その特異な遺伝様式に関して報告した4）．

2）ミトコンドリアDNA（mtDNA）と核DNA多

型解析の比較

日本人集団（静岡・沖縄・青森）におけるmtDNA

多型分析について，既に報告してきた5ト8）．今回は

核DNA多型に関する分析について報告する．上

記3地域において収集した各々60検体の胎盤よ

り，核DNAを精製した．さらに，各人種（白人，

アフリカ黒人，アジア人，パプアニューギニア人）

約30検体の胎盤より精製した核DNAを各種制

限酵素で切断後，種々の染色体由来のDNAを

probeとして，サザンプロット法によるRFLPを

分析した．調べた各種probeのうちpHs－49（C－H

－raS）およびpAWlOl（D14Sl）では，各人種に

よって特徴的な対立遺伝子に支配される切断型が

検出された．これらのprobeを用いて上記の3地

域より得た日本人180検体のDNAのRFLP分

析を行った．このうちpHs－49での分析では特に

多型性が著しく，TaqIでの反応では静岡で7種

類，沖縄で8種顆，青森で4種類の切断型が観察

され，これらは4種類の対立遺伝子（断片サイズ：

3．7kb，2．7kb，2．6kb，2．3kb）によって支配され

る多型現象と考えられる．またそれぞれの遺伝子

頻度は日本の地理的に艶れた3地域において，か

なり類似していることが明らかとなり（表2），
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図1　ヒトmtDNA仝ゲノムをカバーする28種類のクローン化DNAのマッピング

mtDNA多型分析で得られた所見とは，様相を異

にすることが示唆された（表3）．これはmtDNA

の母性遺伝という特徴と関連するのではないかと

考えられる．

3）霊長類mtDNAの分子進化と系統関係

霊長類の系統関係を明らかにするために，旧世

界ザル・マカタ4種（ニホンザル，アカゲザル，

カニクイザル，バーバリーマカタ），新世界ザル1

種（コモンリスザル），原猿2種（フィリピンメガ

ネザル，ワオキツネザル）のmtDNAを精製し，

相同な約900塩基対の断片（ND4，ND5および

3種類のtRNA遺伝子を含む領域）の塩基配列を

決定した．これらの配列を，ヒトを含む5種の類
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表1HumaIimtDNAclonesinpUC19coveringthewholemitochondrialgenome
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人猿の既知の塩基配列と比較して，霊長類におけ

る進化系統樹とmtDNAの塩基置換速度を推定

した．塩基配列の相同性は，67．7％から96．4％ま

での範囲にあった．類人猿と旧世界ザル間で平均

75．3％，類人猿，旧世界ザルと新世界ザル問で71．

9％，真猿と原猿問で69．6％の相同性が見られ，真

猿と原猿間の相同性は，ほぼ類人猿とマウス，あ

るいはウシとの間の相同性に等しいものだった。

このことは真猿と原猿との間ですでに塩基置換が

飽和に達していることを示唆している．また，類

人猿の配列を比較した研究でも見られたように，

比較した種間の分岐年代が古くなればなるほど，

塩基置換に占めるトランジションの割合が減る傾

向が観察された．3つのtRNAをコードする領域

では，いくつかの塩基の挿入・欠失および塩基置換

が観察されたが，アンチコドンはすべての種で保
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存されており，さらに，かなりの数の代償的塩基

置換が見られ，tRNAの機能はよく保有されてい

るものと考えられた．

解析の結果得られた系統関係は，従来の種々の

解析から得られた知見とほぼ一致するものである．

マカカ属霊長類の系統関係に関しては，制限酵素

切断型による分析結果9）とも非常によく一致した．

Neighbor－joining法で作成した系統樹によると，

類人猿，マカタが各々のクラスターを形成し，つ

ぎに，この二つのクラスターが狭鼻猿クラスター

を作る．さらにリスザルが，狭鼻猿クラスターと

ともに真猿クラスターを形成し，一方，メガネザ

ルとキツネザルは原猿クラスターを作る．

UPGMA法，Distance－Wagner法からも同じ系

統関係が得られたので，この系統関係が信頼に足

るものであると考えられた．マカタの中では，バー
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表2　NuclearDNApolymorphismsin3JapaneSepOpulations．

Allele Fragrnent FrequellCyin per。eIlt．
SlZe

（kb）　　Aomori Shizuoka　　〔扶inziL．；；i

＋
A
 
A
 
B
 
C
 
D

3．85　　　　　0．8

3．70　　　　　6．7

2．60　　　　76．7

2．50　　　　　5．8

2．30　　　10．0
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O．コ
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7こl．2

8．1

10．3

D14SI Allelic Frequencyin　3Japanese Populations

Allele Fragment FrequencyiII PerCellt
SlZe

（kb）　　Aomori Sllizuoka Okinaua

昌・　…：≡　　43：喜　　4喜：3　　53：≡
B　　　　　7．8　　　　55．0　　　　54．2　　　　　48．3

表3　日本人3地域集団におけるミトコンドリアDNA多型

Tota1

4G．7

0．8

52．5

塩基配列　　3地域に　　　各地域に
地域　個体数　　タイプ数　の多様性　共通なタイプ　特有なタイプ

61　　　43　　　0．0026　　　20人　　　27タイプ

33％　　　28人（46％）

静岡　116　　　62　　　0．0026　　　45人　　　45タイプ
39％　　　49人（42％）

沖縄 82　　　39　　　0．0016　　　27人　　　25タイプ

33％　　　29人（35％）

全体　　259　　117　　　0．0023 92人　　　97タイプ
36％　106人（41％）
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バリーマカタが他のアジア産マカタに比べて系統

的に離れており，アジア産のマカタの中では，ニ

ホンザルとアカゲザルがより近縁だった．この系

統関係は，化石，形態の解析，およびmtDNAの

制限酵素による解析とは一致するものであったが，

血液タンパク質多型の解析結果とは差異が見られ

た．血液タンパク質多型のような核遺伝子から得

られた系統関係と，mtDNAから得られた系統関

係との間に差異があることは，他の動物種でも観

察されており，核とミトコンドリアの遺伝様式の

違いによるものと説明されてきた．ただし，メガ

ネザルの系統的位置に関しては，従来の分子生物

学的手法による解析結果と異なり，真猿類に比べ

て，原猿であるキツネザルに近縁であるという結

果が得られた．

また，2種類の蛋白コード領域の分析では，ND

5の非同義置換速度が，ND4のそれに比べてか

なり高いことが明らかになった．このことは，ND

5がND4に比べて，機能的制約の程度が低いこ

とを示唆している（表4）．

次に，霊長類の各系統における塩基置換速度を

比較するため，古生物学的解析より得られた種の

分岐の絶対年代と，塩基置換数の関係を調べた．

バーバリーマカタとアジア産マカタの分岐を

300－600万年前と仮定し，ヒト・チンパンジー・

ゴリラの分岐を500－1000万年前と仮定すると，

マカタの系統では，系統当たり，年当たり，サイ

ト当たりの塩基置換数が，2．24－1．12×10‾8と推

定され，ヒト，チンパンジー，ゴリラの系統では，

1．05－0．53×10‾8と推定された．このように，マカ

タにおけるmtDNAの塩基置換速度は，ヒト，チ

ンパンジー，ゴリラにおけるより約2倍高いこと

が明らかになった．マウス柱間，および，ヤギ，

ヒツジの比較から，系統当たり，年当たり，座位

当たりの塩基置換数は，1－2×10‾8と推定されて

いる．したがって，類人猿の系統で，他のは乳類

に比べて，塩基置換速度が低下しているものと考

えられる．

さらに，マカクと類人猿の系統における塩基置

換速度の差を検定するために，リスザルを参照種

として5種の類人猿と4種のマカタ，各々の組合

せについて，塩基置換の相対速度テストを行った．

その結果，すべての組合せにおいて，その差は統

計的有意差はなかったものの，マカタの系統で類

人猿の系統に比べて，多くの塩基置換が蓄積され

てきたこと，すなわち，前者における塩基置換速

度が，後者より高いことがわかった．

上記の相対速度テストの結果が，類人猿におけ

るmtDNAの塩基置換速度の低下を支持しては

いるものの，この解析における塩基置換速度に関

する議論は，比較した柱間の絶対分岐年代の信頼

性に大きく依存している．絶対分岐年代を推定す

るためには，現在までに知られている化石のデー

タは充分であるとは言えないが，ここで用いた分

岐年代一バーバリーマカタとアジア産のマカタ間

の300－600万年前，ヒト・チンパンジー・ゴリラ

表4　SynonymousandnonsynonymousnucleotidesubstitutionsinND4andND5genes

Specie5　COmpared No．synonymouS No．nonSynOnymOu5
5ub5titutionS／Site sub5titutionS／Site

ND4　　　　　　ND5　　　　　　　　　ND4　　　　　　ND5

Amon9　hominirleS

Hominine5　－　0rangutar）

Great ape5　－　gibbon

Among Asian macaque5

A5ian　－　Barbary macaque5

Hominoid5　－　maCaqueS

Catarrhine5　－　5quirrel mor）key

Anthropoid5　－　prOSimians
Tar5ier　－lemur

0．511

0．646

0．825

0．334

0．639

1．020

1．503

1．991

1．147

0．437

0．816

1．111

0．270

0．591

1．266

1．009

1．697

2．153

0．026

0．068

0．102

0．020

0．025

0．133

0．203

0．206

0．167

0．049

0．182

0．148

0．022

0．087

0．319

0．363

0．421

0．307
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の500－1000万年前－の幅の中に化石から推測し

た分岐年代も，分子生物学的手法を用いて推定し

た分岐年代もほぼ含まれており，信頼できるもの

であると考えられる．したがって，分子進化速度

についての結論も信頼できるものと考えられる10）．
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19）ミトコンドリア・サイトパテ一における

母系遺伝の分子遺伝学的解明
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は　じめに

ミトコンドリアの異常に起因するミオパテーは

ミトコンドリア・ミオバナーないし，多臓器障害

を伴うことが多いためミトコンドリア・サイトパ

テーと呼ばれている．Egger＆Wilsonl）はミトコ

ンドリアサイトバナーの家系分析を行い，この疾

患群の多くが非メンデル型の遺伝様式をとること

を示し，いわゆる細胞質遺伝として，母親から子

に伝えられたミトコンドリアDNA（mtDNA）の

異常がその病因であるとの仮説を示した．しかし，

一見，孤発性の患者も多く，仮説の証明はされて

いなかった．

慢性進行性外眼筋麻痺（CPEO）は，Kearns

－Sayre症候群の不全型と考えられており，ミトコ

ンドリアミオバナーの中でも軽症でかつ頻度の高

い病型である．我々は，CPEOの病像を呈した母

娘例，および特記すべき家族歴を有しない3例の

CPEO患者において，生検骨格筋について組織

化学的検索を行うと同時に，その骨格筋mtDNA

について，mtDNA全体およびクローン化された

mtDNAの各断片をプローブとして用いたサザン

プロット法により分析を行った．

その結果，CPEOの母娘例において，異常

mtDNAが世代を越えて母系遺伝され疾患を惹き

起こすことを分子遺伝学的手法によって世界で初

＊名古屋大学医学部第二生化学

＊＊愛知医科大学第四内科

＊＊＊国立精神神経センター神経研究所
＊＊＊＊国立遺伝学研究所

めて実証することができた2）．また，さらに一見，

孤発性と考えられた患者の母親においても組織化

学的異常が見出され，何等かのmtDNAの異常が

母系遺伝しているととを示唆する結果が得られた．

対　　　象

患者1（70歳，母）は30歳から，患者2（32

歳，患者1の娘）は14歳から外眼筋麻痺を発症し

た3）．四肢筋力低下，低身長があったが，その他の

神経学的異常は認めなかった．血清・髄液中の乳

酸値は正常であった．母の両親は，いとこ結婚で

あった．母の兄の子は進行性の歩行障害をもち10

歳時に死亡している．

患者3－5においては特記すべき家族歴はない．

患者3（15歳・女）は15歳時に右眼瞼下垂にて発

症した．患者4（20歳・男）は15歳時に限瞼下垂

にて発症．患者5（26歳・男）は21歳時に左眼瞼

下垂にて発症した．患者3～5はいずれも高度の

両眼瞼下垂・慢性進行性外眼筋麻痺を呈している．

患者3－5の母親については，同意を得た上で筋

生検を行い，その骨格筋の組織化学的および分子

生物学的検索を行った．

方　　　法

組織化学：生検骨格筋より10JJmの凍結切片

を作製し，mOdifiedGomori’Strichrome染色お

よびCCO活性染色を行った．

ミトコンドリアの単離：ミトコンドリアを生検

骨格筋からChance＆Hagiharaの方法に従って
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表1慢性進行性外眼筋麻痺の母娘例（患者1，2）のミトコンドリアにおける電子伝達系酵素活性

Subject

NADH－

CytOChrome c

reductase

SuCCjnate－　　　　　　CytOChrome c

CytOChrome c oxidase

reductase

Mother　　　　　　　　　　　　330（145）意

Daughter　　　　　　　　　　250（ll0）

Control（mean　±S．D．）　　227　±120

（range）　　　　114－432

166　（71）　　　　159　（59）

183　（79）　　　　　219　（80）

233　±　97　　　　　　　　271±133

128　－　487　　　　　　　105　－　434

Actjvjtie！are eXPreSSed jn nmol／mjn／mgofmjtochondrjalproteinr
’X’Fjguresln Parentheses are percentages of mean cortrol values．

単離した．

酵素活性測定：ロテノン感受性NADHLCytO－

Chrome c reductase，SuCCinate－CytOChrome

C reductase，およびCytOChrome coxidaseの酵

素活性を既報に従って測定した2）．

ミトコンドリアDNA：日本人において典型的

に観察されるmorphlのmtDNAはDrouinら

の方法に準じて調製した．mtDNAを適当な制限

酵素によって切断し，得られた27種の異なった断

片をpUC19ベクター中にクローン化した（宝来

ら，未発表）．

Southernblot分析：凍結生検筋標品から抽出

したDNA（50ng）を制限酵素（AtIまたは

助mHI，2－3units）により消化した後，0．6％ア

ガロースゲルを用いて電気泳動的に分匪した．ゲ

ル中のDNAを変性させた後，GeneScreenPlus

膜（DuPont－NewEnglandNuclear）に移した．

ハイプ））ダイゼーションは，10％　dextran sul－

fate，1％SDS，1M NaCl，変性‾させたサケ精

巣DNA（100JJg）および32pでラベルしたプ

ローブDNA（2L3×105cpm）を含む溶液中で

65℃で15時間行った．0．3M NaCl　と30mM

SOdiumcitrate（pH7．0）を用いて5分間，室温

で2度，ついで1％SDSを含む同溶液を用いて

65℃で30分間，15mMNaClと1．5mMsodium

Citrate（pH7．0）膜を用いて30分間，室温で洗

浄した．オートラジオグラフィーは室温で6－24

時間行った．ヒトmtDNAおよび組み換えpUC

19プラスミッドから切り出したmtDNA断片は

multiprimelabellingsystem（Amersham）を用

いて〔α－32p〕dCTP（3000Ci／mmol）によっ

てラベルし，プローブとして使用した．

結　　　果

RRFの出現頻度は患者1で7％，患者2で

3％であった．CCO活性陰性の筋線経の頻度は

母で11％，娘で13％であった．単駈ミトコンドリ

アにおける複合体Ⅰ－ⅠⅠⅠ活性は患者1で正常の

145％，患者2で110％，複合体ⅠⅠ－ⅠⅠⅠ活性はそ

れぞれ71％，79％，複合体ⅠⅤ活性は患者1で

51％，患者2で80％であった（表1）．

患者骨格筋のDNAのSouthernblot分析では，

16．6kbの正常mtDNAに加えて，患者1では正

常より2．5kb短い異常mtDNAが検出され，患

者2では正常より5kb短い異常mtDNAが見出

された．欠矢をもったmtDNAの全mtDNAに対

する割合は患者1で36％，患者2で53％であった

（図1）．

クローン化したmtDNA断片を用いた分析で

は，患者1と患者2の間で欠夫の範囲が一部重複

しながら異なっていることが明らかになった（図

2）．すなわち患者1の異常mtDNA欠失領域に
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轟　　　　　　　き
区＝　慢性進行性外眼筋麻痺の母娘例（患者1，2）における全長ミトコンドリアDNAをプローブとして用い

たサザンプロット分析．A：AtI消化．B：励mHI消化Nは正常コントロール，Mは母親，Dは娘を

示す．DNA鎖の大大きさをkb単位で示した．（文献2より引用）

は少なく　とも複合体Ⅰの2種のサブユニット

（ND5，ND6）と3種のtRNAの遺伝子が含

まれていた（図3）．一方，患者2の異常mtDNA

の欠失領域には複合体Ⅰの4種のサブユニット

（ND3，ND4L，ND4，ND5），複合体ⅠⅤ

の1ないし2種のサブユニット（ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ），複合体

Vの2種のサブユニット（ATPase6，ATPase

8），および5ないし8種のtRNA遺伝子が含ま

れていた．しかしながら，mtDNAのH鎖とL鎖の

複製開始点（OriHとOriL）は欠失領域に含まれ

ず，異常mtDNAが自己複製能を有していること

が示唆された．

さらに生検骨格筋のmodified Gomori’s triT

Chrome染色において，患者3・患者4では少数

の，患者5では多数のragged－redfiberが認めら

れた．cytochrome c oxidase染色においては，

患者3～5では酵素活性欠損線経を認めた．

患者3～5の母親の生検骨格筋のmodified

Gomori’Strichrome染色において，筋鞘膜下に好

塩基性物質の集積を認めた．

患者3～5の骨格筋mtDNAのSouthern blot

分析では，それぞれ正常より4．Okb，5．9kb，3．4

kb短い，大きな欠夫を有する異常mtDNAが，正

常の長さのmtDNAと共存していることが見出
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図2　慢性進行性外眼筋麻痺の母娘例（患者1．2）における種々のミトコンドリアDNAフラグメントをプ

ローブとして用いたサザン7小ロット分析．A：PstI消化した母親のDNA．B：上おmHI消化した娘の

DNA．DNA鎖の大きさをkb単位で示した．プローブ1～7の領域はそれぞれ，1：8，005－8，957；2：

9，020－12，640；3：11，688－12，123；4二12，123－13，364：5：13，364－13，712；6：13，051－13，957；7：

13，957－15，047である．（文献2より引用）

図3　慢性進行性外眼筋麻痺の母娘例（患者1，2）におけるミトコンドリアDNAの欠失領域
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だされた．

患者3～5の母親のSouthern blot　分析では

mtDNAの大きな欠夫は存在しなかったが，患者

3の母親においては制限酵素PJI，励∽HIに

よる切断が困雉であった．

考　　　察

ミトコンドリア・サイトパテーの家系分析から

推測されていた，異常mtDNAが世代を越えて伝

達され疾患を惹き起こすという仮説を，CPEOの

母娘例（患者1，2）において分子遺伝学レベル

で初めて実証した．CPEOの病因はmtDNA欠夫

とそれに伴うミトコンドリア機能障害にあると考

えられた．酵母では，mtDNAの塩基置換あるいは

小さな欠夫をもった変異株（mitJmutant）から大

きなmtDNAの欠夫をもった変異株（pJmutant）

が生じてくることが知られている．同一家系内に

おいてmtDNAの欠失領域に相違が見られたこ

とは，母から子へ伝えられた共通の欠夫がそれぞ

れの個体において異なった拡大をしたためと解釈

される（図3）．

さらに同症の患者3例（患者3－4）において

も3～5kbの欠損を証明した．この場合，患者の

母親は無症状で，患者は，一見，孤発例と思われ

た．しかし，その3例の母親において骨格筋ミト

コンドリアの異常集積を認め，1例の母親におい

ては，制限酵素（助mHIおよびP好Ⅰ）による

DNA切断部位の消失といった塩基置換に基づく

と考えられる小さな異常が母親のmtDNAにあ

ることが判明した．すなわち，ミトコンドリア・

サイトバナーは，数世代に亘って母系遺伝され蓄

積された異常が患者の世代になって大きく発現さ

れたものと考えられる．

文　　　献
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kaI，Horai S：Maternalinheritance ofdeleted
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は　じめに

ミトコンドリア脳筋症（MELAS）は骨格筋と中

枢神経系を主体に障害が報告されている．我々は，

ウェスタンプロットを中心とした分子レベルの分

析で，MELAS4症例において，その病因がミト

コンドリア電子伝達系酵素複合体Ⅰのサブユニッ

ト（SU）の異常にあることを明らかにした1）．す

なわち，鉄－イオウ蛋白質画分に属する75－kDa

SU，フラビン蛋白質画分に属する51－kDaSUお

よび疎水性蛋白質画分に属するいくつかのSUが，

著しい減少を示していた．また，EPRスペクトル

による解析によっても，複合体Ⅰの鉄－イオウク

ラスターのうちN－2およびN－3が著しく減少

していた2）．これらの事実から，MELASにおいて

は複合体ⅠのSUの異常あるいは減少によって分

子構築の異常をきたしているものと考えられた．

その病因はミトコンド））アDNA（mtDNA）の異

常にあると推定される．本研究の第1の目的は，

臨床的にMELASと診断された症例のmtDNA

の異常を明らかにすることにある．一方，これま

で本教室で検討しえた複合体Ⅰ欠損の症例および

文献に報告されている症例の臨床症状に注目し検

討したところ，MELASを呈する以外に，心病変

の合併が多く認められた．本研究の第2の目的は，

MELASにおける心筋および冠動脈病変を臨床

的・生化学的に明らかにすることにある．

＊名古屋大学医学部第二生化学

＊＊秋田大学医学部小児科学

嗣＊　米　田　　　誠＊

理＊　根　本　大　輔＊＊

子＊＊高　田　五　郎＊＊

MELASにおけるミトコンドリアDNA異常の

検討

本教室において複合体の活性測定およびSU分

析により複合体Ⅰの異常が明らかにされた

MELASの症例の生検および剖検骨格筋から

DNAを抽出し，ヒト胎盤より精製mtDNAをプ

ローブとしてサザンプロットによる分析を行った．

その結果，正常の長さ（16．5kb）のmtDNAが一

本のbandを形成し，大きな欠矢を持った

mtDNAは認められなかった．しかし，文部省海外

学術研究によるオーストラリアのLinnaneグ

ループとの協同研究の結果，MERRFとMELAS

の臨床的特徴をあわせ持った症例で，mtDNAの

ND5遺伝子中に400塩基対の欠夫が兄いだされ

た3）．しかも，その異常mtDNAは単独で存在して

おり（homoplasmy），Kearns－Sayre症候群ある

いは慢性進行性外眼筋麻痔の患者において観察さ

れるような，正常の大きさのmtDNAと欠矢を

持った異常mtDNAの混在（heteroplasmy）は見

られなかった．複合体Ⅰの抗体を用いたウェスタ

ンプロットによる分析では，患者ミトコンドリア

複合体Ⅰ中のND5SUの欠損があり，他のいく

つかのSU量も減少していることが明らかになっ

た．このことから，MELASの他の症例において

もその病因はmtDNAのわずかな欠失ないしは

点変異にあるものと考えられた．
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MELASにおける心筋および冠動脈病変

【症例】対象とした4例は，全例で脳卒中様発

作があり，頭部CTscan上で低吸収域を，生検骨

格筋でraggedLredfiber（RRF）を認め，臨床的

にMELASと診断した．表1に臨床症状を，表2

に心電図，エコーおよび心筋シンチ所見を示した．

症例P3とP4は兄弟例である．症例Pl，P2，

P4に心電図上で波の平低化と，エコー上左室壁

の肥厚を認めた．症例P2以外の3例では，dipyr－

idamole負荷心筋シンチで初期に低濯流を，再分

布期に“fillingin”の像を認めた．症例PlとP4

においてPlとP2の心カテーテル検査を行った．

それぞれLVEDPの上昇，右室系の圧の上昇が認

められた．心内膜生検組織のmodified Gomori

表1MELASの4症例の臨床症状および検査所見

Fpatrl汗P　　　　　症例Pl

毎e／SeY
UeakneSS

Seizure

Dement．ia

Short stature

Episodic vomiting

Cortical b＝ndness

Hemiparesis or

hel両anopia

Sensorineural

hearingIoss

Lactic acidosis

Positive fam＝y

history

Ragged－red fibers

Low density area

in CT scan
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表2　MELASの4症例の心電図，エコーおよび心筋シンチ所見

症例　　ECG　　　　エコー　　　　負荷心筋シンチ（初期／再分布期）

PI T波平低化　　左室壁肥厚
P2　　T波平低化　　左室壁肥厚
P3　　正常　　　　　正常
P4　　T波平低化　　左室壁肥厚

低濯流／F‖lingin
正常　／正常

低濯流／F‖ling

低濯流／Fi‖ing

n

 

n
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図1 症例1の心内膜標品の電路像

trichromestainでは核の周辺に赤染が認められ，

ragged－redfiberに類似した所見が得られた．電

顕では両症例において共に巨大化した，あるいは

封入体をもった異常ミトコンドリアを認めた（図

1）．冠動脈造影では，拡張も狭窄も認めなかった．

【方法】生検骨格筋よりミトコンドリアを単駈

し，電子伝達系の酵素活性を測定した．複合体Ⅰ

～ⅤのSUの分析はWesternblot法を用いた．す

なわちミトコンド））ア蛋白をSDS－PAGEにより

分離後，Duraporeフィルターに電気泳動的に移
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表3　MELASの4症例における骨格筋ミトコンド））アの複合体I～Ⅴの酵素活性

症例　　　Ⅰ　　　Ⅱ　　　Ⅲ－Ⅲ　　Ⅲ　　　　Ⅳ　　　　Ⅴ

P1　　　　　3　　　　672　　　　　nd‡

P2　　　　　36　　　　765　　　　nd

P3　　　　　36　　　　nd lO2

P4　　　　　39　　　　nd　　　157

Contr01日46±59日317±64　145±59

（∩）　　　（7）　　（5）　　（7）

607　　　　　457

397　　　　　421

nd　　　　　958

nd　　　　　　730

731±319　　613±276

（3）　　　（7）

3

　

′

l

ヽ

7 2

4
8
5
6
5
9
8
3
±
わ

Enzymic activities are expressedin nmo．／min／mg of mitochondriaI protein．

Xnd：not determined

XXmean±SD

lV

Co－●－疇■→←－

額縁　頚

75－蝉細

き2亡■●一一
Cl■

壷SP－

C P C P

ll■■、■－｝－

C P C P

図2　症例1の骨格筋ミトコンドリアにおける複合体Ⅰのサブユニット欠損

し，各複合体に対する特異抗体と反応させたのち，　電子伝達系複合体の酵素活性を示した．仝例にお

〔125I〕proteinAを用いて検出した．　　　　　　いて複合体Ⅰの酵素活性は著明に低下していた．

【結果】表3に4症例におけるミトコンドリア　　症例Pl，P2では複合体ⅠⅤの酵素活性の軽度低

－133－



下も認められた．これに対し複合体ⅠⅠ，ⅠⅠⅠ，Ⅴの

活性は仝例において正常であった．SUの分析で

は，いずれの症例においても複合体ⅠのSU量の

減少が認められ，特に75－kDa SU，51－kDa SU

および疎水性蛋白質画分に属するSUの減少が見

られた．

【考察】従来よりMELASは中枢神経系と骨格

筋の症状が注目されてきたが，Tanakaら4）は，

MELAS剖検例の，心，肝，腎でも複合体IのSU

量の低下がみられたと報告しており，酵素欠損が

全身性に存在していることが知られている．複合

体Ⅰの異常の確認された症例について，その臨床

症状をみると明らかな心病変が存在する例，ある

いはその存在がうかがわれる例が多く認められ

る5）．今回報告した4症例のうち3例は明らかに

心筋の肥大を認めており，MELASでは心筋症の

合併は稀でないと考えられた．Ohamaら6）は

MELASの骨格筋や脳の中小動脈内皮細胞に電

顕的にミトコンドリアの異常があると報告してい

る．我々の症例のdipyridamole負荷心筋シンチ

グラムで初期像にhypoperfusionが，再分布期に

什fillingin”のパターンが認められたことは心筋

循環血液量の低下があることを示しており，心筋

内中小動脈にアンギオバナーが存在していること

を示唆している．循環血液量の低下は，電顕的ミ

トコンドリア異常でみられる複合体Ⅰの異常によ

ると考えられた．

これらの結果から，肥大型心筋症と心筋内中小

動脈病変の合併は，複合体Ⅰ欠損を病因とする

MELASの特徴的所見であると考えられた．

MELAS症例には心不全による死亡例があり，本

教室においても2例については生化学的分析を終

了し，ともに心筋より単維したミトコンドリアに

おいては，複合体Ⅰの活性の低下とSU量の異常

を認めている．この症候群においては心筋症が予

後を左右する大きな要因と考えられる．また，複

合体Ⅰ異常による肥大型心筋症のみをしめす症例

も存在する可能性が考えられた．

おわ　り　に

MELASにおいては，ここに報告した兄妹発症

例のほかに祖母・母・娘の発症例も報告されてい

る．MERRFと同様にMELASも母系遺伝により異

常が伝達されるものと考えられる．本研究により

MELASの1例においてmtDNAの複合体Iサ

ブユニット遺伝子の中に小さな欠矢が見出され，

そのサブユニットの欠損が証明された．他の

MELASの症例においてもmtDNAの変異がそ

の病因と考えられ，その詳細な解析をすすめている．

一方，MELASにおいて肥大型心筋症ならびに

冠動脈病変は，これまで注目されていなかった異

常である．神経・筋症状ばかりでなく循環器の症

状を呈する患者についてもミトコンドリア異常を

疑い検索をすすめる必要があろう．
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21）核にコードされるヒトcytochromecoxidasesubunit

VIc遺伝子のクローニングと臨床診断への適応

水　野　美　邦＊

研究協力者　　大　家　美恵子＊・＊＊太　田　成　男＊＊

は　じめに

ミトコンドリア脳筋症において，部分欠損を含

めて数多くのCytOChromecoxidase（CCO）欠損

例が報告されている．CCOは13のサブユニット

から構成され，その10は核DNAにコードされて

いる．Kadenbachらはさらにその中で核にコード

されているサブユニットのいくつかは牛あるいは

豚で臓器特異性があると報告しており1），また，

DiMauro　らは胎児のサブユニットの発現は出生

後と異なることを推論している2）．したがってヒ

トでも臓器特異性があると思われ，そのためにミ

トコンドリア脳筋症に現れる臓器特異的な発症，

あるいはモザイク状の発症，さらには時間的酵素

活性の変動はこれらの遺伝子の発現の変化による

ものとも考えられるが未だ明らかになっていない．

図1はTakamiyaらの報告3）によるCCOのSDS

ポリアクリルアミド電気泳動であり，これによる

と牛心臓と肝臓でASA（subunitVIa），ⅥIa，ⅦⅠ

で見かけ上の分子量に差が現れており，心臓と肝

臓に特異的なサブユニットが存在することを示唆

している．このようにCCOのいくつかのサブユ

ニットの多様性は以前より疑われており，最近，

Kadenbachらによってラットの心臓型，肝臓型の

Subunit VIaのCDNAクローンが別々にクロー

ン化された4）．したがってまず臨床診断に必要な

ヒトの各サブユニットのCDNAをクローニング

することが重要と思われる．今回，わたしたちは

ヒトsubunit VIcのCDNAを初めてタロ一二ン

＊自治医科大学神経内科

＊＊自治医科大学第一生化学

グしたので報告し，その特徴について述べたい．

方　　　法

CCOsubunit VIcをコードするcDNAをhuman

fibroblast cDNAlibrary（Okayama－Berg

library）5）からクローニングした．図2はプローブ

として用いた合成オリゴヌクレオチドである．こ

れはErdwegらが決めた6）牛心臓CCOsubunit

VIcのタンパク質から決定したアミノ酸配列の一

部に一致したものである．Thirdletterはひとつ

の塩基で決定されないのでイノシンを代用した．

このオ））ゴヌクレオチドをγ－32PATPでラベル

し，プローブとしてクローニングした．Okayama

，Berglibraryから，COlonyhybridizationにより

positive cloneをとり出し，そのプラスミドベク

ターからPstI，Bam HIを使ってcDNA断片を

切り出し，連結反応によってクローニングベク

ターM13に組み込み，形質転換しM13組み換え

体をつくり，一本鎖M13を精製した．一本鎖M13

をアニール反応でプライマーをアニールさせ，

dideoxyシークエンス法により反応させ，ゲル電

気泳動後オートラジオグラフィーし，シークエン

スを解読した．

結　　　果

図3はその塩基配列とアミノ酸配列の結果であ

る．subunitVIcのCDNAのタンパク質をコード

する部分は225塩基，75のアミノ酸で構成される

ことが明らかとなった．二重線の部分はプローブ

にしたアミノ酸配列である．図4はヒト，牛，ラッ

トのアミノ酸配列を比較したものである．アル
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図1AcomparisonofthesubunitstruCtureSOfbeef

heartandbeeflivercytochromecoxidaseto

ShowthealteredmigrationsofASA．CvIIand

CIX（reproducedfromTakamiyaetal．，1986）

0tigonucfeotide

d（ATGAAIGAITTrGAlGAJATG）

図　2

ファベット文字はアミノ酸の略号を示す．図4の

ボックスは，ヒト，牛，ラットの相同部分を示し，

約67％の相同性がみられ，クローン化した．DNA

はサブユニットVIcのものであることを示して

いる．

考　　　察

表1は，組織特異的発現に関して現在までのと

ころ確認されている　ミト　コンドリア酵素の

CDNAであ　る．この中でATPsynthase

proteolipidで2以上のcDNAが，またATP／

ADPtranslocatorで3以上のcDNAがクローニ

ングされており，それぞれ前者では2以上の

mRNA，後者では3以上のmRNAが組織特異的

に発現することが確認されている．一方ATP

Synthaseβsubunit，CytOChrome Cl，PDHα

Subunitではゲノム遺伝子のクローン化の結果，

発現可能な遺伝子は1コピーであることが確認さ

れている（太田ら，未発表）．またここに書いた

pseudogeneは発現できない遺伝子，偽遺伝子で

ある．さて，おおまかな遺伝子の数を知るために

total Southern blot　が有効である．図5は

DiMauro　らによってクローン化されたヒト

CCOsubunitIVのtotalSouthernblotの結果であ

GGGGGGGGGGGGGTCAGGAAGGACGTTGGTGTTGAGGTTAGCATACGTATCAAGGACAGT　60

AACTACCATGGCTCCCGAAGTTTTGCCAAAACCTCGGATGCGTGGCCTTCTGGCCAGGCG120

M A P E V L P K P R M R G L L A R R

TCTGCGAAATCATATGGCTGTAGCATTCGTGCTATCCCTGGGGGTTGCAGCTTTGTATAA180

L R N H M A V A F V L S L G V A A L Y K

GTTTCGTGTGGCTGATCAAAGAAAGAAGGCATACGCAGATTCCTACAGAAACTACGATGT　240

F R V A D　（）　R K K A Y A D S Y R N Y D V

CATGAAAGATTTTGAGGAGATGAGGAAGGCTGGTATCTTTCAGAGTGTAAAGTAATCTTG　300

M K D F E E M R K A G I F Q S V K　首

GAATATAAAGAATTTCTTCAGGTTGAATTACCTAGAAGTTTGTCACTGACTTGTGTTCCT　360

GAACTATGCCACATGAATATGTGGGCTAAGAATAGTTCCTCTTGATAAATAAACAATTAA　420

C（A）∩

図3　NucleotidesequenceofhumancytochromecoxidasesubunitVIc
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トj E Ei

図5　GenomicsouthernblothybridizationHindⅢ

（H），EcoRI（E），BamHI（B）

る6）．制限酵素で切断した仝DNAの断片をアガ

ロースゲル電気泳動でその大きさにより分画した

ものをゲルからナイロン膜に移しとる．一方目的

とする遺伝子に対応するDNAを標識プローブと

表1Tissuespecificexpression

l bona fjde PSeUdogene

ATP synthetase βsubunit 1 （1）

（Ohta et al．）

＞2

1

（？）

（0）

P「OteOlipid

（W aFker et al．）

CytOChrom e cl（Suzukiet al．）

ATP／ADP transl0CatOr（Atta「di） ＞3 （？）

PDHC a subunit（Ohta et al．） 1 （1）

図6　Evidence for a multigene family of the

CytOChrome c oxidasesubunitVIc

する．このプローブはフィルター上の相補的な塩

基配列をもつDNA断片とハイブリッドを形成す

る．このハイブリッド形成したDNA断片をオー

トラジオグラフィーで検出する．これをtotal

Southernblotという．DiMauroらの結果（図5）

では比較的単純なバンドの数を示していた．図6

はわたしたちがクローニングしたCCO subunit

VIcをプローブとしたtotal Southern blot　であ

る．これによると，17－22本のバンドがみられ，
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巨大な遺伝子群を形成していることがわかる．発

現しない遺伝子，pSeudogeneも含まれていると

仮定しても例外的に多い遺伝子群であるといえる．

これらのバンドがどのようなところで発現する

Subunit VIcの遺伝子を示しているか，さらには

ミトコンドリア脳筋症における特異な欠損状態と

どのような関係があるかは今後の課題である．

図7はレテノール酸で処理したヒト白血病細胞

HL60のNorthern blotの結果である．HL60

はレテノール酸によって顆粒球へ分化し，それに

伴いミトコンドリアタンパクの遺伝子の転写の程

度も変化する（新井，太田ら，未発表）．それぞ

れ，ATPsynthaseβsubunit，CytOChromeCl，

CCOsubunitVIcをプローブとし，経時的変化を

みたものであるが，CCOsubunitVIcをプローブ

としたものは，他の2つのものと異なり1－3日

で転写レベルに変化がみられなかった．このこと

はCCOsubunitVIcが明らかに他の2つの酵素

とは異なった転写制御をうけていることを示して

いる．

012345ddyS

八一TF s、・r－！：～dミ；eミ　S．∴つ・jn：

つyt（JCト1rL）rl嶋　Cて

√・パリ、∴‖・．い．七一　r一・．りりしい日中、

：・、：．丁）．：●：、！、．一一∴

図7NorthernblotofHL－60treatedwithretinoic

結　　　論

核にコードされたcytochrome c oxidase

Subunit VIcのCDNAを初めてクローニングし

た．このcDNAをプローブとしたtotalSouthern

blot　の結果，巨大な遺伝子群を示唆した．また

Northern blotの結果では，ATP synthase　β

Subunit，CytOChrc）me Clの発現と異なる転写制

御をうけていることが明らかとなり，疾患におけ

る特異な挙動との関連は今後の課題であると思わ

れた．
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22）ミトコンドリア・ミオパチー1家系における

ミトコンドリアDNAの解析

中　西　孝　雄＊

研究協力者　大　越　敦　夫＊　金　澤　一　郎＊

針　原　伸　二＊＊　原　田　勝　二＊＊

はじめに

ミトコンドリア・ミオパテーの発症には，電子

伝達系酵素の障害が強く関与しており，またその

電子伝達系酵素の一部の遺伝支配がミトコンドリ

ア（mt）DNAおよび核DNAにあることが明らか

にされている．一方，mtDNAは母親の卵細月包由来

であり，母系遺伝により伝播するとされている．

従って，ミトコンドリア・ミオパテーの遺伝形式

には核DNAとmtDNAの両者の複雑な機構が

存在するものと考えられていも．近年，Holtら1）

は，ミトコンドリア・ミオパテーの症例で筋の

mtDNAに部分欠矢があることを報告した．以後，

Kearns－Sayre症候群の症例にmtDNAの欠夫が

みられたとする報告2）や母系遺伝を示唆する症例

の報告3）がみられ，本症の遺伝子レベルでの解析

が注目されている．そこで我々は，本症の兄弟例

およびその無症状の母親について筋のmtDNA

の解析を行い，その結果母親には明らかな異常を

認めなかったが，兄弟例ではいずれも筋mtDNA

に欠夫を認めた．このことは，本家系の遺伝様式

を推定するうえに興味ある結果と考え報告する．

症　　　例

症例：症例1（51歳，男性），症例2（49嵐　男
性）は，Mizusawaらが什Familialmitochondrial

myopathy associated with peripheral neuro－

pathy”として既に報告した兄弟例である3）．両親

＊筑波大学臨床医学系神経内科
＊＊筑波大学社会医学系法医学

はいとこ婚で，母親，両症例の弟，母親は同じで

父親の異なる3人の子供はすべて臨床的には無症

状であった（図1）．両症例とも，20歳以前に眼瞼

下垂，視力障害で発症し，以後30歳代には四肢筋

力低下・筋萎縮，40歳代に四肢のしびれ感，歩行

障害などを里した．臨床的特徴は，限症状として，

眼瞼下垂，きわめて軽度の外眼筋麻痺，視神経萎

縮を認めたが，網膜色素変性はなかった．四肢筋

力低下および筋萎縮，末梢神経障害，軽度の知能

障害を認め，心伝導障害は症例2にのみ存在した．

低身長，ミオクローヌス，小脳失調，神経性難聴，

髄液蛋白増加，乳酸性アンドーシスなどは認めな

かった．筋生検所見（図2）：症例1および2で

は，mOdifiedGomoritrichrome染色にてragged

－red fiberが多数散在していた．また，CytO－

Chrome c oxidase（CCO）染色では，症例1，

2とも染色性が低下した筋線経が多数みられ，C

COの部分欠損を示唆する所見であった．症例1，

2の母親ではmodified Gomori trichrome染色

で明らかな異常を認めず，CCO染色でも染色性

の低下した筋線経は調べた範囲では全く見出すこ

とはできなかった．なお，母親の筋生検に関して

は，母親自身は無症状であり，本家系が一見常染

色体劣性遺伝をとるように思われるものの，患者

のmtDNAに欠夫があることが期待され，かつ母

系遺伝を示すとされる本症の遺伝様式をこの家系

について推定するには，母親のmtDNAの検索が

必要と考え，この点を母親および家族の人々に十

分に説明し，理解を得た上で施行した．

生検筋の生化学的分析（表1）：ミトコンドリア
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図1家系図．』が症例1，2を示す・

電子伝達系の酵素活性は，CytOChromecoxidase

の活性低下，SuCCinate－CytOChromecreductase

は正常，rOtenOne－SenSitiveNADH－CytOChrome

c reductaseの活性低下を認め，すなわちCOm－

plexIおよびCOmplexIVの活性低下を呈した．

方　　　法

材料：mtDNA分析には，症例1，2，母親，対

照としてごく軽度の多発筋炎の1症例，計4例の

生検筋を用いた．

bNAの抽出：それぞれ約100」150mgの凍

結生検筋よりDavisらの方法＠上5）により高分

子DNAを抽出した．

mtDNA分析：抽出したそれぞれのDNA約5

表1筋の生化学的分析

生検筋のミトコンドリア電子伝達系酵素活性
（。mOl／minperm90fmitochondrialprotein）

症例1症例2　Control（炬10）

Cytochromecoxidase　　　　　　　373　　438
1554　±753

（601－2837）

Succi雨一CYt。C血eCreductaSe1317　619（；：；＿諾
Rotenone－SenSitive　　　　　　　　　30　　51　　249±174

NADH－CYtOChrmeCreductaSe　　　　　　　　　（82－637）

〝gを各種制限酵素（BamHI，EcoRI，HindIII，

PstI，ⅩbaI）にて消化後，0．7％agarosegel電

気泳動にて分散，nitrocellulose膜へ転写後，ヒト

胎盤から採取したmtDNAをプローブに用いて

Southernblottinghybridizationを行ったのち，

オートラジオグラフィーにて検索した．

結　　　果

図3は，症例1，2，母親，対照例の計4例の

それぞれの制限酵素で切断したSouthernhybrid－

izationのパターンである．なお，それぞれの制限

酵素のmtDNAにおける切断部位を図4aに示

す．mtDNAは環状であり，BamHIlヵ所のみを

切断し，仝例に16．6kbのbandがみられたが，さ

らに症例1，2では12．5kbのextrabandを認め

た．EcoRIは正常例では3カ所を切断し，8．1，

7．4，1．2kbのbandを認めるが，症例1，2では

その他に11．4kbのeXtrabandを認めた．Hind

IIIも正常例では3カ所を切断し，10．2，5．5，0．9

kbの3つのbandがみられ，さらに症例1，2で

は12．5kbのextrabandを認めた．PstIは2ヵ

所を切断し，14．5，2；1kbの2つのbandを認め，

症例1，2ではさらに10．4kbのextrabandを認

めた．XbaIは5カ所を切断し，7．5，4．5，2．0，
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図2　症例2の筋生検所見

a．ModifiedGomori－trichrome染色（×30）

Ragged－redfiberが散在性に認める．

b．Cytochromecoxidase（CCO）染色（×30）

染色性の低下した筋線経が多数みられ，CCO活性の部分欠損の所見を呈する．
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ふ云眉産層

図3　ミトコンド））アDNAのSou－

thernhybridization

C：対照例，M：母親

Pl：症例1，P2：症例2

ⅩbaIにおける＊は制限酵素に
よる切断が不十分な部位



1・8，0．8kbのbandを認め，症例1，2では5．4

kbのextrabandが出現していた．以上の5種類

の制限酵素による検索の結果は，症例1，2の筋

には，正常のmtDNAの他に図4bに示すように

約4・1kbの欠矢を有するmtDNAが存在するこ

とが強く示唆された．と同時に，母親には明らか

なmtDNAの欠矢を見出すことができなかった

ことが明らかになった．なおここでは示さないが，

母親のmtDNAについては大量のmtDNAを上

述の方法で分析し，症例1，2がもつと考えられ

た欠夫を示すextrabandを認めないことをみて

いる．

考　　　察

本研究によって明らかになった最も注目すべき

ことは，母親は調べた範囲では正常のmtDNA塩

基配列のみを有していると推定されるのに対して，

その子供である患者2例はいずれも正常mtDNA

の他にその一部が欠失したmtDNAをも有して

いることである．

従って，本症例の遺伝様式に関しては，以下の

ような可能性が考えられる．第－には，母親の体

細胞に我々が用いた方法では検出できない程度の

ごく少量の異常mtDNAが存在しており，それが

発症の兄弟に母系遺伝により伝播した可能性であ

り，第2には母親の体細胞に異常ミトコンドリア

が存在すると考えるよりも，むしろ母親の生殖細

胞のミトコンドリア遺伝子の一部に突然変異が生

じた可能性である．これまでの研究の多くはこの

うち第一の可能性に組するものが多いが，本研究

のように臨床的に正常な母親の筋ミトコンドリア

を検索したものはない．その意味で我々のここに

示した結果はきわめて大きな意味をもつと思われ

る．我々の調べた母親の筋にはCCO染色によっ

ても染色性の低下した線椎を一本も見出すことが

できなかったことから考えても，少なくともその

子供である症例1，2と同じ欠矢をもつ異常ミト

コンドリアが母親の体細胞，とくに筋に存在する

とは考えにくい．少なくとも我々の家系では第一

の可能性を支持する結果は得られなかったとすべ

きであろう．一方，第二の可能性については，こ

れまでの報告の中に実例がない以上推測の域を出

図4　本症例のミトコンドリアDNA欠失部位

黒塗り部は確実な欠矢部を示し，白抜き部は欠夫の可能性がある部位を表す．

a・ヒトミトコンドリアゲノムにおける各種制限酵素の切断部位

B：BamHI・E：EcoRI，H‥HindIII，P‥PstI，Ⅹ：ⅩbaI

b・ヒトミトコンドリアゲノムにコードされている各種サブユニット

OH：Originofheavy－Strand，CO：cytochromecoxidases。b。nits

ND：NADHdehydrogenase（NADH－ubiquinoneoxidoreductase）

Cytb：cytochromeb．
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ない．しかし，ホルスタインのミトコンドリア

DNAの変異を9代にわたって調べたHauswirth

らは，意外にもミトコンドリアのDNAは代を経

るにつれて変異が生じ易いことを示しており6），

このことを考慮に入れるとヒトにおいてもこのよ

うな子供の代に生じる変異も十分起こりうるもの

と考えられる．

なお，本症例1，2のextrabandが，これまで

に報告されている欠失ミトコンドリアDNAの

bandよりも明らかに幅広いbandとして認めら

れたことについては，欠失部分がおおよそ同じで

はあるが，細かくみると欠矢部が少しずつ異なる

異常ミトコンドリア群の集合であることを意味し

ている可能性があり興味深い．今回の検索で得ら

れた欠失部分は，これまで報告されている欠失ミ

トコンドリアDNAとしてはよく認める部位であ

り，欠矢に関するhotregionであると思われ，そ

こには数多くのhotspotが存在することは十分

に考えられることである．

今回の検索から得られたmtDNAの欠失部位

とmtDNAにより支配されている電子伝達系酵

素の関連をみると，，NADH－dehydrogenase

subunit3，4L，4，5は確実に欠失部位に含まれ，

CytochromecoxidasesubunitIIIは欠失部位に

含まれる可能性を有していた．このことから本症

例のcomplexIおよびⅠⅤの活性低下にmtDNA

の欠夫が関与している可能性もあるが，これまで

の報告では電子伝達系の酵素異常とmtDNAの

欠矢が必ずしも対応していないことからさらに検

討が必要と思われる．

ま　と　め

1）　ミトコンドリア・ミオパテーの兄弟例および

その母親の生検筋におけるミトコンドリアDNA

の解析を行った．

2）対照例および母親の筋のmtDNAには明らか

な異常は認めなかったが，患者2例の筋には正常

mtDNAの他に約4．1kb　の欠矢を有する

mtDNAが存在していた．
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23）ミトコンドリア脳筋症におけるミトコンドリア
DNAの解析

垂　井　清一郎
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は　じめに

最近，ミトコンドリア脳筋症におけるミトコン

ドリアDNA（mtDNA）の部分欠矢が報告さ

れ1）2）3），特にKearnsLSayre症候群においては高

率に2－7kbにおよぶ大きな欠矢の存在が報告さ

れている（Zevianietal）3）．その欠矢の成因，欠

夫と病態との関連を考えるうえで，より多数例で

の検討が必要である．そこで我々は　Kearns

－Sayre症候群を含むミトコンドリア脳筋症およ

び種々の筋疾患におけるmtDNA異常について

Southern blotting法による解析に着手した．今

回は，まずミトコンドリア脳筋症および各種筋疾

患自験例において，これまでの報告にあるような

大きな欠矢の有無についてのスクリーニングを主

目的とした．すなわち，生検骨格筋から総DNAを

抽出して制限酵素BamHI　で消化した後，精製

mtDNAをプローブとしてSouthernblotting法
により検討した．

対　　　象

対象とした症例はミトコンドリア脳筋症17例，

その他の筋疾患20例である．検索したミトコンド

リア脳筋症はKearns－Sayre症候群4例，

MELAS2例，MERRFl例，分類困難な10例に

はraggedrredfibersを伴うocularmyopathy2

例，FSH型筋症2例，小脳性失調を伴う筋症3例

が含まれている．ミトコンドリア脳筋症以外の筋

疾患は多発性筋炎8例，FSH型および眼筋咽頭型

＊大阪大学医学部第二内科

筋ジストロフィー症各1例，遠位型筋症3例，

OCularmyopathy2例，甲状腺機能低下性筋症3

例，McArdle病，nemalinemyopathy各1例

の計20例である．

Kearns－Sayre症侯群4例の臨床的特徴を表1

に示す．症例1は外眼筋麻痺，網膜色素変性，心

伝導ブロックを伴う完全型，他の3例は心伝導ブ

ロックを欠く不全型であり，仝例でraggedTred

fibers，好気的運動負荷の乳酸，ピルビン酸の異常

増加4）を認めている．中枢神経症状については，症

例1で軽度の痴呆が認められた．頭部CT，脳波で

は，Kearns－Sayre症候群で通常見られる所見以

外の特別な異常は見られなかった．

これら4症例のミトコンドリア内膜電子伝達系

酵素活性測定5）結果を表2に示す．症例2で

NADH－CytOChromecreductaseの活性が低下し

ていたが，他の3例では有意な低下は認められて

いない．

方　　　法

生検骨格筋20－30mgをDaviSらの方法6）に従

いSDSおよびProteinaseKで処理し，約20jLg

の稔DNAを抽出した．ヒト胎盤組織約500gを

Potter－EIvehjem型ホモジナイザーで破砕後，分

画遠心法，ショ糖密度勾配遠心分画法にてミトコ

ンドリアを分散した．分社したミトコンドリアを

SDS，prOteinaseK処理後DNAを抽出し，CsCl

平衡密度勾配遠心法で環状DNA分画を得て，

フェノール抽出により高純度mtDNA約100FLg

を得た．このmtDNA25ngをrandomprimer法
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表1Kearns・Sayre症候群臨床的特徴

Case
3 4

Age（Yr）／sex

Age Of onset

Ophthalmoplegia

Retinal degeneration

Hearing Loss

Dementia

Limb muscle weakness

Heart block

RaggedTred fibers

CSF protein（mg／dl）

Exerciseinducedlactacidemia

〃
5
＋
＋
＋
一
二
＋
7
0
＋

7
1

4レ
2
2
＋
＋
＋
一
十
一
寸
5

8
．

3レ
20
．
＋
．
ニ
ー
．
5
1
．

5M／
4
＋
＋
＋
＋
一
＋
＋
8

2
＋

0
1

2

表2　Kearns－Sayre症候群症例の骨格筋ミトコンドリア内膜電子伝達系酵素活性

case　　　　　　　　　　　　　　1　2　　3　　4　Control（n＝12）

NADH－CYtOChrome c reductase　　2・3　0・13　0・73　0・78　1・4±0・6

Succinate－CytOChrome c reductase l・5　0・36　0・78　0・49　　0・9±0・3

cytochrome c oxidase l・6　0・85　0・910・90　1・3±0・5

Activities are expressed asJ‘mOl／minute／gram wet wei9ht of muscle・

Control values are mean±SD．

で32P標識したものをプローブとして用いた．

SouthernblottingはBamHI50unitsで完全消

化した骨格筋総DNA約5〟gを0．7％アガロー

スゲルに40volt，10時間泳動展開し，ナイロンメ

ンブレン（Amersham社，Hybond－N）に転写し

た．このメンブレンを3時間prehybridization

後，3×SSC，55℃，OVernightでmtDNAプロー

ブとのhybridizationを行った．次いで0・1×

SSC，55℃，3時間洗浄後に行ったオートラジオグ

ラフィーは，増感スクリーンを使用し，一80℃，3

時間曝写で明瞭な像を検出することができた・

結　　　果

調製したmtDNAのアガロース電気泳動では

BamHI消化で16．5kb，EcoRI消化で8・0，7・4，

1．2kbの3つの断片に切断されており個1左）

これはmtDNAが16．5kbの環状DNAであり，

BamHIで1カ所，EcoRIでは3カ所の切断部位

を有する事と⊥致する．このプローブを用いてコ

ントロール筋DNAをBamHIで完全消化した

ものをSouthernblotting法で解析した・オート

ラジオグラフィーでは16．5kbの位置に1本のバ

ンドとしてmtDNAが検出できる（図1右）．

Kearns－Sayre症候群4例のSouthernblotting

のオートラジオグラフィー像を図2に示す．

mtDNAのサイズは上述した条件では正常コント

ロールのそれと差がなく，従来の報告にあるよう

な2kb以上におよぶ大きなmtDNAの欠矢は認
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図2　Kearns－Sayre症候群症例における骨格筋　　　図3　甲状線機能低下性筋症，多発性筋炎症例に

mtDNAc7）Southernblotting像　　　　　　　　　おける骨格筋mtDNAのSouthern blotT

ting像
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められなかった．他のミトコンドリア脳筋症13

例，その他の筋疾患においても明らかなmtDNA

の欠矢を認めなかった．図3は甲状腺機能低下性

筋症，多発性筋炎症例のSouthern blotting解

析の結果であるが，mtDNAは約16．5kbの大き

さで一本の明瞭なバンドを示した．

考　　　案

Kearns－Sayre症候群では高率にmtDNA部分

欠夫が存在し，その欠夫は2－7kbにおよぶ大き

なものであると報告されている2）3）．そこで，

Kearns－Sayre症候群をはじめとするミトコンド

））ア脳筋症17例における大きなmtDNA欠矢の

有無を解析したが，報告にあるような欠矢を見出

すことはできなかった．ただし今回のSouthern

blottingの条件，つまり制限酵素BamHIで消化，

mtDNA全体を一本のバンドとし，この泳動皮の

差から欠矢の有無，程度を判定するという条件で

は1kb以下の比較的小さな欠夫の検出は困難で

ある．したがって今回の症例においては，1kbあ

るいはより狭い範囲のmtDNAの欠矢が存在す

る可能性は残っている．ミトコンドリア内膜電子

伝達系酵素活性低下とmtDNA欠失部位とは必

ずしも一致しない症例の報告もあるが）3），今回対

象としたKearnsrSayre　症候群症例2では

rotenone－SenSitive NADH－CytOChrome c

reductase活性の低下が見られており，COmplex

Iを構成する酵素のサブユニットのうちmtDNA

にコードされている領域での小さな欠矢の検索は

必須である．現在，いくつかの制限酵素，より短

いmtDNAプローブ，高濃度アガロースゲルを用

いた解析を行っている．さらに高純度，均一なプ

ローブを得るためにmtDNAのクローニングを

試みており，すでにEcoRI消化による1・2kb

fragmentを得，8．0，7．4kb断片についてはコロ

ニーをスクリーニング中である．

ま　と　め

1．KearnsrSayre症候群4例を含むミトコンド

リア脳筋症17例の骨格筋ミトコンドリア

DNAをSouthernblotting法により解析し

た結果，ミトコンドリアDNA部分欠矢は認

められなかった．

2．多発性筋炎8例およびその他のミオパテ‾，

筋ジストロフィー症12例においてもミトコ

ンドリアDNA部分欠矢を認めなかった・

3．ミトコンドリアDNAのより詳細な解析のた

めに，正常ミトコンドリアDNAのグロ‾ニ

ングを行っている．

文　　　献

1）HoltIJ，HardingAE，Morgan－HughesJA：Deletion

。fmuscle mitochondrialDNAinpatients with

mitochondrialmyopathies・Nature331＝717－719・

1988．

2）LestienneP，PonsotG：KeamS－Sayresyndrome

withmusclemitochondrialDNAdeletion・Lancet

l：885，1988．

3）ZevianiM，MoraesCT，DiMauroSetal：Deletions

ofmitochondrialDNAinKearns－Sayresymdrome・

Neurology38＝1339－1346，1988・

4）OgasaharaS，NishikawaY，YorifujiSetal：Treat－

mentofKearnS－Sayresyndromewithcoenzyme

QlO．Neurology36：45－53，1986・

5）YorifujiS，Ogasahara S，TaknhashiM et al‥

I）ecreasedactivitiesinmitochondrialinnermem－

braneelectrontransportsysteminmusclefrompa－

tientswithKeamS－Sayresyndrome．JNeuroISci

71：65－75，1985．

6）DavisLG，DibnerMD，BatteyJF・eds＝Basic

methodsinmolecularbiology．EIsevier，NewYork，

1986，pp47－50．
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24）クローン化MELAS筋細胞における

ミトコンドリアの異常の解析

桃　井　真里子＊

研究協力者　下　泉　秀　夫＊　太　田　成　男＊＊

小　林　葉　子＊　中三川　晃　利＊

ミトコンドリア脳筋症の一部はミトコンドリア

DNAに欠夫が兄いだされ，細月包質遺伝が明らか

になったが，MELASおよびその他の病型では欠

夫は検出されていない．我々は，ミトコンドリア

脳筋症の解析のために，筋細胞のクローン化を進

めてきたが），筋組織に於いてチトクロームC酸

化酵素の部分欠損を示すMELASの細胞をク

ローン化し，ミトコンドリア電子伝達系酵素の発

現に関する知見を得た2）．培養細胞における蛋白

合成系の検討は，欠矢の兄いだされないMELAS

などの病型の病態に関して重要な示唆を与えると

思われる．

方　　　法

①骨格筋でチトクロームC酸化酵素部分欠損を示

すMELAS患者筋の初代培養系に複製起始部欠

損SV40・DNAを導入し，形質転換した細胞をク

ローン化した．クローンは，筋型CK，多核形成，

を指標に1），筋細胞由来を確認し，組織化学染色に

てチトクロームC酸化酵素陽性細胞と陰性細胞を
選択した．

②椚包培養は，通常は，HamF12，10％FCS，中
で行った．

③細胞の電子伝達系酵素活性は，ミトコンドリア

を分離後，通常の方法で測定した．

④チトクロームC酸化酵素組織化学電顕は，細胞

を2％グルタールアルデヒドにて60分固定後，

＊自治医科大学小児科
＊＊自治医科大学生化学

Seligmanの方法3）にて染色し，Osmium酸で後固

定後，epOn包埋した．④細胞の電子伝達系酵素欠

損のスクリーニング法として，グルコース欠損培

地での生存率を求めた．24wellプレートに陽性細

胞，陰性細胞を等数，4wellずつ培養し，2well

をグルコース欠損培地（極東DM170；グルコー

スの代わりにピルビン酸を含む）に置換した．置

換後，72時間後に，おのおののWell内細胞の生存

率を求めた．

⑤ミトコンドリア内蛋白合成の検討：細胞をメチ

オニン欠損培地で培養後，エメチン（150JJg／ml）

2時間処理し，35S－メチオニンで合成蛋白を標識

し，12．5％SDS－PAGE上に分駈し，フルオログ

ラフィーで検出した．

結　　　果

①チトクロームC酸化酵素陽性クローンと陰性ク

ローンの確立は，昨年報告したが，酵素活性測定

にても，陰性クローンは，検出感度以下であり，

中間値を取るクローンは無かった．

②チトクロームC酸化酵素活性の組織化学電顕で

は，陽性クローン内のミトコンドリアはすべて活

性陽性であり，陰性クローン内のミトコンドリア

はすべて活性陰性であった（図日）．

③ミトコンドリア内蛋白合成：合成蛋白の泳動パ

ターンは陽性，陰性クローン間で差はなく，陰性

クローンにおいては，チトクロームC酸化酵素サ

ブユニットII，III（COII，COIII）と，ATP合成

酵素サブユニット6（ATP6）の合成低下が認め
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図1　チトクロームC酸化酵素組織化学電顕チトクロームC酸化酵素陽性細胞（A），陰性細胞

（B）を，2％グルタールアルデヒドで60分固定後，染色した．

られた．おのおののゲル上の移動度は，陽性，陰

性クローン間で有意の差は認めなかった（図2）．

④陰性クローンは，グルコース欠損培地では72時

間後には，約10％の生存率であり，グルコース

（＋）培地中の生存率の15％であったが，陽性ク

ローンは，グルコース欠損培地中でもグルコース

（＋）中と同様の生存率を示した（図3）．

考　　　察

チトクロームC酸化酵素部分欠損を示す

MELAS患者骨格筋より，酵素活性陽性細胞と陰

性細胞をクローン化した事は，筋組織内では，チ

トクロームC酸化酵素陽性細胞と陰性細胞がモザ

イク状に存在することを示している．筋細胞が，

チトクロームC酸化酵素発現の核遺伝子支配に関

して，本来，ヘテロな系であれば，その一部の細

胞群が核遺伝子変異によって活性低下を示してい

る可能性は否定できない．筋組織がチトクローム

C酸化酵素の核支配に関して，均一な細胞集団の

系であるならば，陽性細胞，陰性細胞の存在は，

ミトコンドリア遺伝子の変異を示唆していると考

えられる．

昨年報告したように，陰性クローンのミトコン

a LJ

図2　ミトコンドリア内蛋白合成の検討

チトクロームC酸化酵素陽性細胞（a），陰性細

胞（b）を，細胞質内蛋白合成抑制条件下で，培

養し，35S－メチオニン標識後，ミトコンドリア

画分を12．5％　SDS－PAGE上に泳動した．

CO：チトクロームC酸化酵素，ATP：ATP合

成酵素，ND：NADH脱水素酵素
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図3　グルコース欠損培地による電子伝達系酵素欠損細胞のスクリーニング

チトクロームC酸化酵素陽性細胞（A，B）陰性細胞（C，D）をHamF12（A，C），DM170（B，D）中
で72時間培養した．

ドリアDNAに大きな欠夫は認めなかったが，小

さい欠失あるいは，塩基置換は否定できない．核

遺伝子支配による蛋白合成を抑制した条件下で，

ミトコンドリア内蛋白合成を検討した結果，

COII，COIII，ATP6に，検出し得る範囲内では分

子量に差はなく，合成量の低下を認めたことは，

ミトコンドリア遺伝子の発現の調節機構異常が，

陰性細胞の酵素欠損の背後にあることを示唆して

いる．このミトコンドリア遺伝子発現調節機構が

核遺伝子により支配されているか，ミトコンドリ

ア遺伝子の支配下かは，現在までのデータでは確

定できない．ここに示した実験条件下では，核遺

伝子による蛋白合成の抑制は2時間であり，それ

以前の核遺伝子効果が現れていることも考えられ

るからである．但し，上述したように，核遺伝子

支配である可能性は，筋細胞が核遺伝子支配に於

いて本来へテロな集団であるという場合のみであ

り，本来均一な集団であれば，核遺伝子のキメラ

の状態が患者と兄とに遺伝的に発現している可能

性は無いので，ミトコンドリア遺伝子異常と確定

し得る．

細胞内のミトコンドリアに，正常，異常の混在

状態がなく，均一であった事は，ミトコンドリア

遺伝子支配の異常としては説明し得るであろうか．

細胞内の異常ミトコンドリアがランダムに分配を

繰り返す結果，正常，異常ミトコンドリアが集束

し，均一な細胞群に分かれる（Stochasticsegrega－

tion）という現象が報告されている4）．1個のミト
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コンドリア遺伝子に生じた変異が，細胞が何回成

熟分裂を繰り返すと異常ミトコンドリア遺伝子を

もつミトコンドリアのみの細胞群が生じるかが計

算されれば，A％の筋組織内部分欠損を示すため

には，母親の，あるいは，その前の代のどの生殖

細胞に1ミトコンドリアの変異が生じたかを推定

し得るはずである．

本研究で示した筋細胞のモザイクが，ミトコン

ドリア遺伝子支配異常によるとすると，臨床上は

常染色体劣性遺伝にみえる遺伝形式も，ミトコン

ドリア遺伝子の母系遺伝であり，母親の体細胞の

異常ミトコンドリアはSubclinicalであると考え

られる．

陰性クローンにおけるmRNAの解析，DNA

の解析が，ここに示されたミトコンドリア遺伝子

の発現異常の機構を明らかにすると思われる．

また，組織の酵素活性測定で低下を認めない

MELAS筋細胞をクローン化し，その一部の筋細

胞にグルコース欠損培地で死滅するクローンを兄

いだしたことは，電子伝達系酵素の欠損細胞のス

クリーニング法として有用であると思われる．

文　　　献

1）NakamigawaT，MomoiMY，MomoiTandY加感－

sawa M：ENeuroISci83：305－319，1988．

2）ShimoizumiH，MomoiMY，OhtaS，KagawaY，

YanagisawaM：AnnNeuro11989（inpress）・

3）SeligmanM，etal：JCellBio138：1，1968・

4）HayashiJ，TagashiraY，Yoshida M C，Ajiro K，

SekiguchiT：ExpCellRes147：51・61，1983・
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25）多臓器障害を呈したMELAS剖検例の臨床

および生化学的研究

宮　武

研究協力者　　米　田　　　誠＊　田

渥　美　哲　至＊　田

大　浜　栄　作＊＊＊　宝

Mitochondrial myopathy，enCephalopathy，

lactic acidosis，andstrokelikeepisodes（以下

MELAS）は，ミトコンドリア脳筋症の中でも，脳

卒中様発作，筋症状，乳酸アシドーシスを主徴と

する－疾患単位である．最近，本症において電子

伝達系酵素複合体Ⅰの欠損した症例が多く報告さ

れ病因として注目されている1）．

今回我々は，多臓器障害を呈したMELASの

一部検例2）を生化学的，免疫組織化学的に分析し，

本症の電子伝達系酵素欠損の臓器分布について検

討を加えた．

症　　　例

14歳の男性で，両親がいとこ結婚であった．2

歳時，精神運動発達遅延，四肢のやせが出現．9

歳時，健診で難聴，蛋白尿，心臓障害を指摘され

た．さらにこの頃より，頭痛，嘔吐を伴う間代性

痙撃，片麻痺発作を繰り返す様になった．12歳

時，心タンボナーデとなり，この際の精査により

肥大型心筋症，WPW症候群と診断された．原病

精査の目的で．新潟大学神経内科に入院した．入

院時の現症では，全身所見として低身長，心雑音

を認めた．神経学的には知能低下，視神経萎縮，

＊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

＊＊＊＊国立遺伝研究所人頸遺伝学
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視力障害，交代性外斜視，感音性雉聴，びまん性

筋萎縮，筋力低下を認めた．腱反射は正常で病的

反射も認めなかった．感覚障害，協調運動障害，

膀胱直腸障害，不随意運動も認めなかった．網膜

色素変性症，外眼筋麻痺は認めなかった．検査所

見では，血中・髄液中の乳酸・ピルビン酸の上昇

を認め，筋生検ではragged－red fiberを認めた．

さらに本例においては，血清蛋白の低下，蛋白尿

を認めネフローゼ症候群と診断された．また，心

電図・心エコーより，肥大型心筋症，WPW症候

群と診断された．さらに，低Ca血症・高P血症の

存在とEllsworth－Howard testの結果より偽性

副甲状腺機能低下症と診断された．以上のように，

本例は典型的なMELASの徴候の他にネフロー

ゼ症候群・肥大型心筋症・偽性副甲状腺機能低下

症などの多臓器障害を呈した一例であった．腎不

全の増悪により14歳で死亡した．剖検は死後2時

間で行われた．

方　　　法

剖検後すみやかに－70℃で凍結保有されていた

組織からミトコンドリアを単駈し，電子伝達系酵

素の各酵素複合体Ⅰ～Ⅴ活性を測定した．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維後，Westernblotに

よりDuraporefilterに移し，ウシ心筋ミトコンド

リアから精製した複合体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
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表1骨格筋および脳における電子伝達系および酸

化的リン酸化系酵素活性．複合体Ⅰ活性の低下

が認められた．骨格筋においては複合体ⅠⅤおよ

び複合体Vの活性の低下も伴っていた．

Enzyme Skeletal muscle Brajn

ComplexI

Patjent（Z）

Control（n）

Range

ComplexII

Patjent（Z）

Contr01（∩）

Range

CornplexIII

Patjent（Z）

Contr01（n）

Range

Co叩1exIV
Patjent（Z）
Control（刀）

Range
Complex V

Patient（Z）

Control（n）

Range

23　　　（16）

146±　59（7）
82－246

165　　　（58）

317土　64（5）
216　－350

340　　　（47）

731土319（3）

411－1117

112　　　（18）

613±276（7）
325－1143

19　　　（26）

73±　22く7）
30－　97

77　　　（42）

184±　55（3）
155　－168

126　　　（180）

70土15（3）
52　－　89

464・　　（107）

431±208（3）
212　－711

107　　　（78）

137±　51（3）
89　－250

17　　　（65）

26±　2（3）
24－　29

ブユニットを検出した．心臓のパラフィン包埋標

本を複合体Ⅰ特異抗体を用いて免疫組織化学的に

検討した．骨格筋，脳より全DNAを抽出後，ヒト

胎盤より抽出したミトコンドリアDNAをプロー

ブとして用いSouthernblot分析によりミトコン

ド））アDNA（mtDNA）の欠夫の有無を検討し

た．

結　　　果

本例の骨格筋，脳の複合体酵素活性では，複合

体Ⅰの活性が16％，42％と低下しており，骨格筋

においては複合体ⅠⅤ，Ⅴの低下も認められた（表

1）．心臓，腎臓においても複合体Ⅰの活性の低下

の他に他の複合体にも活性の低下が認められた．

さらに，臨床症状を呈きなかった肝臓においても

複合体活性の低下が認められた．しかしながら，

ミトコンドリア由来のサブユニットを持たない複

合体ⅠⅠの活性は各臓器ともほぼ正常範囲内であっ

た．臓器間で酵素活性の低下の程度は異なってい

たが複合体Ⅰ，ⅠⅤ，Ⅴの低下が比較的共通に認め

られ，臓器間での低下のパターンは類似していた

（図1）．

Western blot法による各剖検組織の複合体Ⅰ

サブユニットの分析では，すべてのサブユニット

の低下が認められたが，特に，矢印で示した75

kDaおよび51kDaのサブユニットおよび疎水性

画分の低分子量のサブユニットの低下が著明で

あった（図2）．複合体ⅠⅤおよび複合体Ⅴのサブユ

ニットも活性低下と平行した減少が認められた．

複合体ⅠⅠⅠのサブユニット量は心臓，骨格筋，肝臓

で比較的良く保たれていたが，腎臓，脳ではCytO－

ChromeGが軽度に低下していた．本例の心筋パ

ラフィン包埋標本の複合体Ⅰ特異抗体を用いた免

疫染色（図3A）では，コントロール（図3B）

に比べ，心筋線経の染色性が不均一に低下してお

り，心筋においても骨格筋同様に免疫反応性物質

の低下が認められた．さらに，エボン包埋トルイ

ジンブルー染色では，心筋内の血管平滑筋細胞に

おいて空砲を伴ったり変性した細胞が認められ，

内皮細胞においても脂肪滴の蓄積が一部に認めら

れた．本例の心臓の血管の複合体Ⅰ特異抗体を用

いた免疫染色（図3C）では，コントロール（図

3D）に比べ，染色性が不規則に増しており，心

筋内の血管においても，本症の脳血管で認められ

たのと同様なミトコンドリアの異常集族の存在が

推察された．骨格筋，脳のDNAを励∽HI，PfⅠ

切断後，ヒト胎盤より精製したmtDNAをプロー

ブとして用いたSouthernblot分析の結果（図4）

では，mtDNAの大きな欠夫は認められなかった．

考　　　察

MELASは，これまでその中枢神経症状と筋症

状が注目されてきたが，今回分析した症例では心

筋症，ネフローゼ，偽性副甲状腺機能低下症など

の多臓器障害を伴っていた．

Morgan－Hugherら3）は，複合体I欠損を呈した

ミトコンドリア脳筋症15例中の5例に心筋症を

伴っていることを見出している．また，我々は心

筋症を呈したMELASの別の一例4）をすでに一昨

年の本姓会議で報告しておりMELASにおける

心筋症はけっして稀なものではないと思われる．

ミトコンドリア脳筋症において腎臓障害を呈した

例は，そのほとんどがde Toni－Fanconi－Debre

症候群でネフローゼ症候群を呈した例は極めて稀
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図1各臓器の電子伝達系および酸化的リン酸化系酵素活性の正常平均に対する

パーセント．複合体Ⅰ活性がすべての臓器で低下していた．複合体ⅠⅠ活性は良

く保たれていた．一部の臓器で複合体ⅠⅤあるいは複合体Ⅴの活性の低下を伴っ

ていた．

である．また，偽性副甲状腺機能低下症は，

Bresolinら5）が致死性乳児型cytochrome C欠損

症において一例報告があるのみである．本例にお

いては生化学的にも脳筋以外に電子伝達系酵素欠

損が広く全身性に存在し，脳・骨格筋以外の症状

もミトコンドリア恵子伝達系酵素欠掛こよるもの

であり，臨床面においてMELASを広く全身臓器

障害としてとらえる事が必要と考えられた．

MELASにおける生化学的異常については，電

子伝達系酵素複合体Ⅰの障害が主体であると考え

られている．しかしながら，特に進行した例にお

いては他の複合体の欠損をともなった例が報告さ

れている．古賀ら6）は，ミトコンドリア脳筋症患者

の筋の電子伝達系酵素活性を経時的に測定し，経

過が長くなると伴に欠損の程度も強くなりさらに

複数の複合体の欠損を伴ってくる事を見出してい

る．複数の酵素複合体のサブユニットに欠損が認

められたことやミトコンドリアDNAで規定され

ない複合体ⅠⅠ活性が保たれていたことは本症の病

因を核のDNAよりもミトコンドリアDNAの異

常に求めやすいと考えられる．最近，Kearns

－Sayre症候群あるいは慢性進行性外眼筋麻痺の

臨床病型をとるミトコンドリア脳筋症患者の筋の

mtDNAにおいて正常の長さを持つmtDNAの他

に欠矢を持つmtDNAが存在し，heteroplasmy

をなす事が見出されミトコンドリア脳筋症の原因
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図2　複合体Ⅰのサブユニット分析．酵素活性と平行してサブユニットの不均衡な減少が

認められた．

図3　心筋の複合体Ⅰ特異抗体を用いた免疫染色A：本例の心筋線経．B：コントロールの心

筋線経．C：本例の心筋内血管．D：コントロールの心筋内血管．
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図4　ミトコンドリアDNAのSOuthern blot分析．

C：コントロールDNA．B：本例の脳のDNA．

M：本例の骨格筋のDNA．

の一部を成すものとして注目されている7）8）．本例

のSouthernblot分析の結果ではmtDNAの欠夫

は存在せずmtDNAの微細な変異の有無をさら

に今後検討する必要があると思われる．
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26）Kearns－Sayre症候群の剖検例におけるミトコンドリア

電子伝達系酵素と遺伝子の異常

佐　藤

研究協力者　内　田　悦　子＊　平

池　辺　紳一郎＊　松

宝　来　　　聴＊＊＊小

は　じめに

Kearns－Sayre症候群では骨格筋などにおい

て，ミトコンドリアの電子伝達系酵素の活性低下，

サブユニットの欠損，さらに最近では遺伝子の欠

矢が見出されている1ト3）．ミトコンドリアDNA

（mtDNA）の異常を詳細に解析することが次の

問題点となっている．われわれはKearns－Sayre

症候群の1剖検例を神経病理学的に検索し，骨格

鼠末梢神経，脊髄に異常所見を見出した．さら

に生化学的に骨格筋の電子伝達系酵素のサブユニ

ット欠損および遺伝子の欠矢を証明したので報告
する．

症　　　例

47歳，男性．家族歴：1人の妹は27歳時，すで

に認められていた腎不全，聴力低下にくも膜下出

血を併発し死亡した．他の妹は40歳，Kearns－

Sayre症候群不全型．現病歴‥3歳まで正常に発

育していたが，その頃から難聴が生じた．34歳頃

から四肢筋の萎縮が漸次進行し，昭和59年7月

19日当科に入院した．一般理学所見は正常．神経

学的には眼瞼下垂，眼球運動制限が著明，四肢筋

はびまん性萎縮が著明，知能は正常，眼底には異
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骨なし，知覚障害，小脳症状なども認めない．

検査成績：血清CK132u，乳酸23．2，ピルビン

酸1．51mg／dl，髄液乳酸51．5，ピルビン酸1．93

mg／dlと上昇．血中テストステロン1．9ng／ml（正

常40～100），FSH120ng／ml（正常4～42），

LH190ng／ml（正常2－32），HCG負荷試験にて

テストステロンの上昇がみられず，原発性性腺機

能低下症と診断，他にhyperinsulinism，腎近位尿

細管障害を認めた．脳CTスキャンでは大脳自質

のびまん性低吸収城，脳波では基礎律動の徐汲化，

筋電図では筋原性と神経原性変化の混在，神経伝

導速度では排腹神経41m／secにて軽度遅延など

を認めた．

筋生検ではragged－redfiber，小径線維群，CytO－

Chromecoxidaseの組織化学にて5～7％の陰性

線経などがみられた．電顕では筋鞘下に結晶状封

入体を有する異常ミトコンドリアが多数集積して

いた．

神経病理学的所見：KB染色では大脳自質のび

まん性淡明化，光学顕微鏡では前頭葉皮質，歯状

核，プルキンエ細胞，下オリーブ核，脊髄前角の

神経細胞の軽度～中等度脱落，前根に多数のglial

isletsを認めた．電顕では骨格筋，外眼筋，心筋の

ミトコンドリア異常，末梢神経の軸索の変性，脊

髄灰自質では毛細血管のpericytesの異常な増生

と細胞質内に無数の異常ミトコンドリアの集積，

無髄神経終末のミトコンドリア集積などを認めた．

（図1）．
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図1胸髄前角部の電顕写真．

前角細胞の軸索突起周辺（A）に多数のミトコンドリアを含む

pericytes（P），および種類不明の細胞が認められる

（×5，600）．

表l Activitiesofmitochondrialenzymes

Muscle Brain Liver

Cyt．c oxid．矢　　　　　0．00135（0．05－0．11）　0．013（0．0639）　0．0025（0．038）

Succ．cyt．c red．＊＊　11　　（30－170）　83　（101．3）　24　（147）

NADH cyt．c red．央＊　　35　　（70－240）　54　（46．3）　220　（46）

ComplexⅡ衷太　　　　　47　　（38－　80）　26　（58）　　47　（254）

Citra亡e sythase＊＊　　30　　（60－190）　99　（123）　　32　（55）

央　　sec－l・mg－1・m1－1

央央　　nmol／min／mg of protein

（　　）　　control
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生化学的検索

骨格乱大脳，肝臓のミトコンドリアを抽出し，

酵素活性を二波長分光光度計で測定した．骨格筋

と肝臓ではCytOChromecoxidase，骨格筋ではさ

らにrotenone－SenSitive NADH cytochrome c

reductaseの著明な活性低下を認めた（表1）．

抗体を用いたWesternblottingでは骨格筋に

おいて複合体ⅠⅠⅠのサブユニット1，6，複合体ⅠⅤの

サブユニット2，5の反応性の低下が認められた．

（図2）．複合体Ⅰではサブユニットの低下は明ら

かでなかった．大脳および肝臓ではサブユニッ

ト・パターンの異常は認めなかった．この結果，

骨格筋ではミトコンドリアの内膜における複合体

ⅠⅠⅠおよびⅠⅤの成熟酵素のサブユニット生成に異常

があることが推定された．

mtDNAの解析

剖検時得た骨格筋を凍結保存しておき，Boo－

kelman法でミトコンドリアを分画後，DNAを抽

出し，制限酵素（EcoRI，PstI，PvuII，KpnI）

にて切断後，0．7％　agarose gelで電気泳動し

た．ヒト胎盤から精製したmtDNAをPvuIIで

1inearize後，〔α－32P－dCTP〕または〔α．32P－

dATP〕をmulti－primeDNAlabeling法で標識

してブローフナとした．gelからDNAをニトロセ

ルロース膜に転写後，SOuthernblothybridization

を施行した．

その結果，EcoRIでは9．4，PvuIIでは9．8，

KpnIでは9．8kbのextra bandが出現，PstIで

は2．1kbのbandが減少していた．従って本例の

骨格筋のミトコンドリアでは約5－6kbの欠夫を

有する異常mtDNAの混在が考えられた（図

3）．
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図2　骨格筋，Westernblot

C：対照筋，P：患者
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図3　骨格筋のmtDNAのSouthernblothybridization

制限酵素EcoRI，PvuIおよびKpnI切断にてextraband（矢印）が認められる．mtDNA

のシェーマにて推定欠失部を示す．（E：EcoRI，Pt：PstI，P：PvuII，K：KpnI）
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考察と結論

最近，ミトコンドリア脳筋症のうち，特に

Kearns－Sayre症候群において高率にmtDNA欠

夫が報告されている1ト3）．われわれのKearns－

Sayre症候群の剖検例の骨格筋においても約

5－6kbの欠失を示す異常mtDNAが認められた．

自験例では異常mtDNAの欠失領域には電子

伝達系の複合体Ⅰのサブユニット（ND3，4，4L，

5），複合体lVのサブユニット（COIII），ATPase

のサブユニット6の遺伝子が含まれている．骨格

筋で認められた複合体ⅠおよびⅠⅤの活性低下，お

よびWestern blotで認められたサブユニットの

著明な減少はこの異常mtDNAの欠矢部に対応

していると推定された．

Western blotでは複合体IVのサブユニット5

の減少も認められたが，このサブユニットは核由

来の遺伝子によって生成される．従ってmtDNA

由来の複合体ⅠⅤのサブユニット1，2，3の生成障

害が，核由来のサブユニJソトへも影響を与え，成

熟酵素の生成が阻害されることが示唆される．

神経病理学的検索では骨格筋，心筋だけでなく，

脊髄灰白質の毛細血管周囲のpericytesにも異常

ミトコンドリアの集積が認められた．MELASで

は大脳の血管壁の平滑筋内のミトコンドリア異常

が報告されているが4），Kearns－Sayre症候群の脊

髄でも認められたことは興味深い．

本例では骨格筋だけでなく，他の臓器の

mtDNAの検索も行う予定である．
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27）Insituhybridizationによるミトコンドリア

電子伝達系酵素のmRNAの検出

佐　藤　　　猛＊

研究協力者　中　村　眞　二＊＊　関　　公　一一＊　　小　林　　了＊＊＊

宝　来　　聴＊＊＊＊氏　家　　寛＊書目＊川　村　純一郎＊＊＊＊＊＊

は　じめに

ミトコンドリア脳筋症では電子伝達系酵素の活

性低下，サブユニット異常，さらに遺伝子異常が

報告されている1）．ミトコンドリア（mt）DNAの

欠夫は4－6kbとかなり広範囲にわたっており，

骨格筋内では正常と異常mtDNAとが混在して

いることが推定されている．その場合，一本の筋

線維内で混在しているのか，正常mtDNAを有す

る筋線経と異常mtDNAを有するものとが個別

に存在しているのか問題になっている．この点を

明らかにするため筋線経におけるmtDNAない

しmRNAの存在を直接観察できるようin situ

hybridizationの方法を開発し，ミトコンドリア

mRNAの部分欠損例を見出したので報告する．

症　　　例

症例1は26歳男性．慢性進行性外眼筋麻痺，複

合体ⅠⅤ欠損症（岡山大・氏家　寛）．症例2は41歳

男性．Mit．脳筋症・。高乳酸血症，脳卒中様発作

（MELAS），複合体I欠損症（天理よろず病院・川

村純一郎）．症例3は45歳男性，Kearns－Sayre症

候群不全型．（演題26の症例）

また，生検筋のGomori・trichrome染色では全

症例にragged－red fiberを認め，CytOChrome c

OXidase染色においては少数の陰性線経が症例2

＊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

＊＊＊順天堂大学医学部法医学
＊＊＊＊国立遺伝学研究所

＊＊＊＊＊岡山大学医学部精神科

＊＊＊＊＊＊天理よろず相談病院神経内科

と症例3に見られ　症例1では多数認められた．

電子伝達系の酵素活性は症例1ではCytO－

Chrome c oxidase，症例2ではrotenone－

SenSitiveNADHcytochromecreductaseが低下

していた（表1）．

方　　　法

Probe：プローブはヒトmtDNAの複合体ⅠⅤの

サブユニットⅠとND2のそれぞれ一部を含む領

域と対応するものを　35S・dATP，35S－dCTPを

multi－primeDNAlabeling法にて標識した．

ln situ hybridization：生検により得られた患者

の骨格筋から凍結切片を作成した．Insituhybrid－

ization（ISH）の方法はNakaneらの方法に基い

た2）．先ず，切片を4％paraformaldehydeで固定

した後，前処理を0．2NHCl，prOteinasek（5JLg／

ml）で行い，次いで4％paraformaldehydeで再

固定，2mg／mlglycineで順次処理し脱水，乾燥し

た後，hybridization（37℃，15hr）させた．洗

浄を50％formamide－2ⅩSSCで行った後Sl

nuclease（500unit／ml）で非特異的なプローブを

除去し3），autOradiographyによりシグナルを検

出した．コントロールとしてRNaseA（100JLg／

ml）処理した切片を用いた．また別に，ミトコン

ドリア　CDNAにnick translasion法によりビ

オナン標識したものと，対照としてY染色体特異

的プローブにビオナン標識したものも用い，パラ

フィン包埋切片でもinsituhybridizationを施行

した．
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図1～3Insituhybridizationによる生検筋のミト

コンド［）アmRNAの検出．

症例2（図1），症例3（図2）では全ての筋

線経に密度の高い反応粒子が見られ，症例

2では筋鞘膜下に粒子の集積が存在する．

症例1（図3）では2本の筋線維以外は反応

が陰性である．（×600）
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表1Activitiesofmitochondorialelectrontransportenzymes

NADH CytOCbrome Succlnate

C reduCtaSe●　　　　cytochrome

C reductaset

Complex　Ⅱ●　　　CytoChrome c Cltrate

OXldase●　　　　　－　Synthase＝

177 90　　　　　　　　　　54　　　　　　　　　0．084　　　　　　　　147

83　　　　　　　　166　　　　　　　　　48　　　　　　　0．216　　　　　　　113

Control（n：15）198・4±89．4　　　243．0±117．8　　　79．8±29．4　　　0．271±0．070　　227．1±126．6

★：n m01／mln／mg Of mltochondorlal proteln

H；SeC一㌧mrl．ml‾1

結　　　果

ビオテン標識プローブを用い，腎臓，小脳のパ

ラフィン切片でinsituhybridizationを施行した

ものでは，細胞内に陽性反応を呈した顆粒が検出

された．その分布はミトコンドリアの複合体ⅠⅤの

抗体を用いて免疫組織化学を行った成績と大体一

致していた．またY染色体特異的プローブを用い

たinsituhybridizationでは核内にやや大きな顆

粒として陽性反応が認められた．

ミトコンドリアおよびY染色体プローブでは

陽性反応の分布が全く異なっていることからin

Situ hybridizationの結果はかなり特異性のある

ものと考えた．

ミトコンドリア脳筋症の生検筋では症例2，3で

は全ての筋線経に強く反応した粒子が密に分布し

ていた．（図1，2）症例2では筋革朋莫下に反応粒子

の密な集積が認められ，ragged－red fiberと対応

していると推定された．症例2，3ともcyto－

Chrome c oxidase陰性線経が数％存在していた

が，用いたプローブの範囲では異常線経はみられ

なかった．

症例1では陽性反応した粒子が存在している筋

線経は少数で，大多数の線経は陰性であった．（図

3）本例はCytOChromecoxidase染色でも80－90

％の線椎は陰性であり，これらの線経はmRNA

形成の段階で既に異常のあることが推定された．

結　　　論

ミトコンドリアCDNAのプローブを用いたin

Situ hybridizationにて，ミトコンドリア脳筋症

の生検筋における個々の筋線経の遺伝子の局在を

観察する方法を開発した．本法にてragged・red

fiberに対応したミトコンドリアmRNAの集積，

CytOChrome c oxidase欠損例におけるmRNA

欠損線経の混在をはじめて明らかにした．

文　　　献

1）HoltIJ，HardingAEandMorgan－HughesJ
A：DeletionsofmusclemitochondrialDNAin

patients with mitochondrial myopathies．

Nature331：717－719，1988．

2）小路武彦，中根一穂：ハ70テン標識DNA probe

を用いたHistoinSitu Hybridization法．細胞

18：224－228，1986．

3）JVPriestleyetal：Insituhybridizationusing

32Plabe11edoligodeoxyribonucleotides forthe

cellularlocalisationofmRNAinneuronaland

endocrinetissue．Histochemistry89：467－479，

1988．
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28）タロロキンミオパテ一における

ミトコンドリア代謝の検討

福　原　信　義＊

研究協力者　　島

は　じめに

Rimmedvacuole（RV）は主にRV型遠位型ミ

オパテ一，封入体筋炎などにおける中心的な筋病

理所見としてしられている1）．このRVは自己会

食胞であり，CathepsinB，Hなどのリソゾーム酵

素の活性克進により形成される2）ことが明らかに

されている．一方，封入体筋炎では，最初の報告

者Chouの症例3）で結晶様封入体などミトコンド

リアの形態異常が特徴的であったようにしばしば

ミトコンドリアの形態異常を伴っている．RV型

遠位型ミオパチーでもしばしば異常形態のミトコ

ンドリアが観察される．RVをきたす疾患の実験

モデルであるクロロキンミオパテー4）におけるミ

トコンドリア代謝について検討を行った．

方　　　法

ウィスター系雄性ラット（150～160g）12匹に

燐酸クロロキン（10mg／mlの割で生食に溶解）50

mg／kg／日を連日腹腔内に注射した．投与開始1

か月日（5匹），2か月日（3匹），3か月日（4匹）

に骨格筋と脳についてそのミトコンドリア代謝を

検討した．

骨格筋のミトコンドリア分画は，大腿屈筋群よ

りMakinen＆Lee5）の方法により調整し，脳のミ

トコンドリア分画は関頭1分以内に大脳をとり出

し，Ozawaら6）の方法により調整した．

クラーク型酸素電極により30℃でのState4で

の酸素消費率（natomO／min．／mgミトコンドリ

＊国立療羞所犀潟病院神経内科

＊＊金沢大学医学部神経内科

孝　仁＊＊

ア蛋白），呼吸調節率（RCI）（state3のState4に

対する酸素消費率の比），P：0比（使用したADP

の量とそれに対する酸素消費量の比）を求めた．

蛋白測定はLowry法によった．

また，大腿四頭筋，前脛骨筋，俳腹筋について

は通常のごとく光顕，電顕で観察した．対照とし

ては7匹を用いた．

結　　　果

1．臨床所見

クロロキンラットは四肢麻痺は明らかではなか

ったが，次第にやせが目立ち，特に3か月日には

対照に比べ筋萎縮が明らかとなった（区‖）．

図1クロロキンラット（矢印：3か月日）

と対照ラット

2．形態的変化

クロロキンラットでは筋線経の大小不同が目立

つが（図2），特にNADH－TR染色で濃染するタ

イプⅠ線経の萎縮が明らかであった．筋線経の細

胞質には好塩基性顆粒状物質が多数出現してき，

RVも多数みられる（図3）が，特にタイプⅠ線維
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図2　クロロキン投与3カ月目，排腹臥　HE染色．×950

図3　クロロキン投与3か月日，大腿四頭筋．×950
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に多くみられた．顆粒状物質の蓄積のしかたは1

か月のラットと2か月日のラットでは差はみられ

ず，大腿四頭筋，前脛骨筋，俳腹筋の間にも差は

なかった．一部の筋線経であったが，筋線経の壊

死，貪食細胞の浸潤もみられた．

3．骨格筋のミトコンドリア代謝

1）酸素消費率（単位：natomO／min．／mg

ミトコンドリア蛋白）

Glutamate十malateを基質としたものでは，対

照603．66±327．47（SD）に対し，1か月日のもの

では417．63±72．56（p＞0．05），2－3か月日のも

のでは235．34±116．39（p＜0．05）と低下してい

た．Pyruvate＋malateを基質としたものでは，対

照508．38±281．52に対し，1か月日のものでは

395．42±61．72，2－3か月日のものでは176．16±

71．78といずれも有意に低下（p＜0．025）してい

た．Succinateを基質としたものでも，対照539．25

±247．60に対し，1か月日のもの462．35±75．79，

2－3か月日のもの201．02±128．90（p＜0．05）と

低下していた．

2）RCI

Glutamate十malateを基質としたものでは，対

照が711±0．86に対し，1－か月日5．81±0．56，2－3

か月日3．15±1．00といずれも有意に低下（p＜

0．025，p＜0．005）していた．Pyruvate十malate

を基質としたものも，対照が6．73±0．74に対し

1か月日5．37±0．91，2－3か月日2．67±0．31と

いずれも有意に低下（p＜0．05，p＜0．005）してい

た．一方，SuCCinateを基質としたものでは対照が

3．44±4．24に対し，1か月日3．34±0．56，2－3か

月日2．40±0．65と有意差は認められなかった．

3）P：0比

Glutamate＋malateを基質としたものでは，対

照2．53±0．36，に比べ，1か月日2．93±0．31，2～3

か月日2．59±0．43と有意差はなく，pyruVate＋

malateを基質としたものでも対照2．49±0．32ぐ，

1か月日3．06±0．18と増加（p＜0．005）したが，

2－3か月日には2．80±0．54と対照に比べ有意差

がなくなっている．Succinateを基質としたもの

も対照1．83±0．28，1か月日2．06±0．19，2－3か

月日2．65±1．45と有意差は認められない．

4．脳のミトコンドリア代謝

1）酸素消費率（単位：natomO／min．／mgミ

トコンドリア蛋白）

Glutamate＋malate，pyruVate十malate，SuC－

cinateを基質としたstate4での酸素消費率は，

対照がそれぞれ78．97±17．29，93．44±25．01，

113．89±30．66，1か月日がそれぞれ79．80±13．71，

73．60±7．32，106．64±13．02といずれも有意差

はないが，2～3か月日にはそれぞれ，51．79±

10．37（p＜0．025），58．34±7．95（p＜0．01），89．28

±16．59（p＜0．05）といずれも有意に低下してい

た．

2）RCI

Glutamate十malateを基質としたものは対照

が4．42±0．36に対し，1か月日3．96±0．25（p＜

0．05），2－3か月日3．00±0．90（p＜0．01）といず

れも有意に低下し，pyruVate＋malateを基質と

したものでは対照が3．48±0．46に対し，1か月日

3．24±0．50，2－3か月日2．92±0．54といずれも

有意差はなかった．Succinateを基質としたもの

では対照が2．28±0．27に対し，1か月日1．56±

0．12と低下（p＜0．005）していたが，2－3か月日に

は1．85±0．34と有意差が認められなくなってい

る．

3）P：0比

Glutamate十malateを基質としたものは対照

が2．34±0．49，1か月日2．42±0．12，2－3か月

日2．70±0．67，pyruVate＋malateを基質とした

ものは対照が2．23±0．25に対し，1か月日2．64

±0．12，2－3か月日2．42±0．29，SuCCinateを基

質としたものは対照が1．62±0．28に対し，1か月

日1．50±0．15，2－3か月日1．48±0．17であり，

pyruvate＋malateを基質とした1か月日で一時

増加（p＜0．01）しているほかは，いずれも有意差

は認められなかった．

考　　　察

クロロキンはリソゾーム系蛋白分解酵素の活性

を著明に冗進することが知られているが，ミトコ

ンドリア代謝に対する影響は知られていない．

本実験では，例数が少ないため，2か月日，3か
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月日のラットはまとめて比較したが，個々のデー

ターをみると経時的に酸素消費率が低下してきて

おり，ミトコンドリア代謝の障害のあることは明

らかである．ミトコンドリアミオバナー以外の進

行性筋ジストロフィー症などの筋疾患で検討した

報告ではミトコンドリア代謝の障害は認められて

いない．また，比較のため測定した脳のミトコン

ドリア代謝の検討結果も筋肉の結果とほぼ一致し

ており，タロロキンミオパテーのミトコンドリア

異常は筋変性による二次的な異常というよりは，

タロロキン自体によるミトコンドリア代謝の一次

的な障害と考えた方がよいように思われる．

本実験では3種類の基質のいずれでも酸素消費

率が低下してきており，ミトコンドリア呼吸鎖全

体に障害が生じている可能性が強いが，

pyruvate＋malateを基質としたもので最も低下

が強　く，RCIがglutamate＋malateや

pyruvate＋malateを基質としたもので低下し，

loose couplingをきたしているのに，SuCCinate

を基質としたもののRCIには変化を生じないこ

とから，COmplexIで特に障害されやすいこと

が考えられる．

タロロキンミオパテ一における骨格筋の病理変

化がRV型の遠位型ミオパテ一に類似し，どちら

も同様のリソゾーム系酵素の活性元進が原因と考

えられているが，本実験で認められたタロロキン

ミオバナーにおけるミトコンドリア代謝の異常が

RV型の遠位型ミオバナーにも認められるかどう

かは今後の検討課題である．しかし，RV型遠位型

ミオパテーでは電顕的にミトコンドリアの形態異

常がしばしば認められ，ときにragged－red fiber

のみられた症例も報告されている7）．

結　　　論

タロロキンミオパテーでは原因としてリソゾー

ム酵素の異常が注目されてきたが，ミトコンドリ

ア機能も低下してくる．
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29）ミトコンドリアミオパチー生検筋内の血管変化

埜　中　征　哉＊

研究協力著　　作　田　亮

後　藤　雄

卒中様発作をともなうミトコンドリアミオバナ

ー（mitochondrial myopathy，enCephalopathy，

lactic acidosis and stroke－like episodes，

MELAS）では中枢神経系内の中小動脈，特にその

平滑筋細胞のミトコンドリアに変化のあることが

大浜ら1）により明らかにされた．くり返す卒中様

発作は血管変化に由来すると考えられ，ミトコン

ドリア異常は筋内だけでなく血管をも含む広汎な

ものであることが分かった．最近の研究では

MELASは複合体Iの欠損に多くみられ、複合体

Ⅰ欠損では血管変化を起こし易いと考えられる．

本研究の目的はMELASを伴う複合体I欠損

の血管変化は，はたして全身性のものであるかど

うかを確かめることにあった．もし全身性のもの

であるならば，生検筋の血管にも何らかの変化が

あるはずである．さらに血管変化は複合体Ⅰ欠損

に限らず，他の電子伝達系異常にもみられる可能

性を確かめるため，複合体IV　（cytochrome c

OXidase，CCO）欠損の生検筋についても検討し

た．さらに血管壁内のミトコンドリアにも酵素欠

損が存在しうるかどうか電子顕微鏡レベルでの細

胞組織化学染色で確かめた．

対象と方法

1）筋生検中に含まれる小動脈内ミトコンドリア

の形態学的，数量的検討

複合体I欠損を伴うMELAS6例，複合体ⅠⅤ

欠損1例，複合体Ⅰ＋ⅠⅤ欠損3例，計10例と対照

6例について，その生検筋内の動脈系を検討した．

生検筋内の小動脈の10，000倍の写真を作成し，内

＊国立精神・神経センター神経研究所微細構造研究部

＊　古　賀　靖　敏＊

＊　石　井　弘　子＊

皮細胞，平滑筋細胞のミトコンドリア数を数え，

さらに個々の細胞あたりに占めるミトコンドリア

の面積も計測した．核のある細胞は細胞の中心に

近く，核のないものは細胞の周辺部であって，各々

ミトコンドリアの分布は異なると考えられる．そ

こで核のある部位，ない部位に分けて検討した．

2）CCO電顔組織化学による血管内酵素活性の

分布

生検筋を組織ブロックのままグルタール固定し，

その後CCO染色を行っても，反応液は表面から

50JJm以上はなかなか浸透しないといわれてい

る．ゆえにブロックの中心部でミトコンドリアが

染色されない時は人工的なものか，病的なものか

は判断できない．そこで我々は図1に示すような

方法を考案した．それは①検体をグルタール固定

後，筋線経をときほぐして，その後CCO染色，

OsO4固定する方法と，②凍結切片（約20JJm厚）

をグルタール固定，CCO染色，OsO4固定するもの

である．

上記の方法で，乳児致死型，良性型，脳筋型（急

性増悪例2例，慢性型1例）の生検筋内の血管の

CCO陽性，陰性ミトコンドリアの分布について検

討した．

結　　　果

1）筋生検中に含まれる小動脈内ミトコンドリア

の形態学的，数量的検討

（む血管内皮細胞（表1）

MELASを伴う複合体I欠損（症例1－6），CCO

欠損（症例7），複合体Ⅰ＋ⅠⅤ欠損（症例8－10），

いずれの例でも内皮細胞1個あたりのミトコンド

リア数は核のレベル，それ以外の何れでも正常対
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図1　Cytochromecoxidase活性の電顕細胞化学的

検出法．SeligmanAM，KarnovskyMJetal：

JCellBio138：1，1968．

照と比較して差はなく，またミトコンドリア面積／

内皮細胞面積でも差はなかった．

（∋血管平滑筋細胞（表2）

MELASを伴う複合体I欠損では患者生検筋内

に19本の血管を見出した．2症例（症例1，3）

を除く4症例で，計11本の血管平滑筋細胞に異常

を見出した．核のあるレベルでも，ない部分でも，

平滑筋細胞1個あたりのミトコンドリアの数は正

常対照の2～6倍（平均3倍前後）に増加してい

た．さらにミトコンドリア面積／平滑筋細胞面積

は著しく大きく，個々のミトコンドリアもその形

が大きくなっていることを反映した．

同様の血管変化はCCO欠損，複合体Ⅰ＋ⅠⅤ欠

損でもみられた．

2）CCO電顕組織化学による血管内酵素活性の

分布

方法で述べた2つの方法（ときほぐし法，凍結

切片法）いずれでも，正常対照の骨格筋線推，血

管壁内のミトコンドリアは全てCCO染色で濃染

した．CCOはミトコンドリア内膜に局在する酵素

であるのでクリステが特に濃染した．

血管壁内のミトコンドリアのCCO活性は症例

ごとにより異なった．症状が相反する乳児致死型，

乳児良性型では，筋線稚内のミトコンドリアには

差があったが，血管内皮細胞，平滑筋細胞内のミ

トコンドリアは正常であった．

脳筋型で急性増悪をとった2例では両者とも平

滑筋細胞には活性がなく，1例では内皮細胞にも

活性がなかった．慢性型では内皮細胞には活性が

あったが，平滑筋細胞では活性のある血管と，な

い血管がモザイクをなしていた（図2）．

以上血管内のCCO活性の有無を表3に示した．

考　　　察

MELASではその中枢神経系内の中小動脈に著

明な変化があり，卒中（stroke）は血管変化に由来

することが大浜ら1）により明らかにされた．すな

わちミトコンドリアミオバナーでは筋内だけでな

く，血管壁内のミトコンドリアも侵されているこ

とが明らかにされたのである．血管変化は全身性

のものであるかどうかを確認することが本研究の

目的であった．その結果はMELASでは全身の血

管に変化がある可能性を示していた．その変化は

大浜らの中枢神経内でみられたものと同じであっ

た．

MELASの多くの患者で複合体I欠損が見出さ

れていて，MELASと複合体Ⅰ欠損は密接に関係

していると思われている2），3）．我々は今回複合体Ⅰ

欠損でMELASを伴った例を中心に検索したが，

我々が経験した複合体Ⅰ欠損はほとんど例外なく

卒中発作を伴った．複合体Ⅰ欠損は小動脈内の平

滑筋細胞内のミトコンドリアにも酵素欠損があり，

その異常は全身性で，中枢神経系には症状として

卒中を伴うと考えられる．

血管平滑筋内のミトコ王ドリア異常は複合体Ⅰ

欠損だけでなく，複合体ⅠⅤ，Ⅰ＋ⅠⅤ欠損でも認め

られた．すなわちミトコンドリアミオバナーは血

管の変化は普遍的現象であることが分かった．そ

れは複合体ⅠⅤ欠損でもまれに卒中様症状を伴う

ことから分かる4）．

複合体ⅠⅤ（CCO）活性は組織化学的，電顕細

胞化学的に活性が証明できた．この方法でみると
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表1 Morphometricanalysisofmitochondriainendothelialcellsofsmallarteries．

Patient Nurnber of Number of Mitochondria Mitochondrial Area to

Arteries per Cells

Examined with nuclei withouヒ

CornplexI deficiencY With MELAS

1　　　　　　　　3　　　　　　　　　　2．5

2　　　　　　　　3　　　　　　　　　　3．5

3　　　　　　　　1　　　　　　　　　　2．1

4　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　3．2
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表2　Morphometricanalysisofmitochondriainsmoothmusclecellsofsmallarteries・
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図2　ccO欠損脳筋型（慢性進行例）の小動脈壁．内皮細胞（E）内のミトコンドリアには酵素活性があって濃

染しているが，平筋筋細胞（M）内のミトコンドリアには活性がない．CCO染色．横線＝1／‘m．（ウ

ラニール染色のみで鉛染色は省いてある）

表3　Summaryofcytochromecoxidaseactivityonelectronmicroscopy．

Blood Vessels

Patients Muscle Fibers Fibroblasts Endothelium Smooth Muscle

FatalInfantj1e

l

BenignInfantj1e
2

Encephalomyopaythic
Acute

3

4

Chronic

5

ControIs

1

2

3

M：Mosaic distribution ofcytochrome c oxidase positive and negative Cells
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組織特異性がよく表現できた．その組織特異性は

臨床症状とは必ずしも相関していない．なぜなら

ば乳児良性型でも，致死型でも血管内のミトコン

ドリアCCO活性はよく保たれていたのに，乳児

致死型より軽症の脳筋型の方で欠損例が多かった

からである．ただ，線維芽細胞にも，血管壁内の

も全てのミトコンドリアでCCO活性が存在しな

かった例は急激な経過をとった．今後この組織特

異性がミトコンドリアミオバナーの病因を知る上

で重要な鍵をもっていると考えられる．

ま　と　め

①MELASを伴う複合体I欠損の血管変化は筋

内でも存在し，血管病変は中枢神経系に限らず全

身性のものと思われた．

②血管変化は小動脈の平滑筋細胞内のミトコンド

リアの変化が中心で，内皮細胞はよく保たれてい

た．

③血管壁内のミトコンドリア変化は複合体ⅠⅤ

（CCO）欠損でもみられ，酵素欠損が電顕細胞化

学染色で証明された．

④血管壁内にも組織特異性が証明された．

文　　　献

1）Ohama E，Ohara S et al：Mitochondrial an－

giOpathyincerebralbloodvesselsofmitochon・

drial encephalomyopathy．Acta Neuropatho1

74：226，1987．

2）KobayashiM，MorishitaHetal：Twocasesof

NADH－COenZymeQreductasedeficiency：rela－

tionship to MELAS syndrome．J PediatrllO：

223，1987．

3）KogaY，NonakaIetal：Findingsinmusclein

complexI（NADH coenzyme Q reductase）

deficiency．AnnNeuro124：749，1988．

4）NonakaI，KogaYetal：Musclepathologyin

cytochrome c oxidase deficiency．Acta Neur・

Opatho177：152，1988．
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30）ミトコンドリア電子伝達系の検討（第3報）

田　代　邦　雄＊

研究協力者　伊　藤　和　則＊　斉　藤　敏　之＊＊　森　若　文　雄＊

島　　　功　二＊＊＊菅　野　富　夫＊＊

は　じめに

ミトコンドリアの異常に起因する疾患に対して，

生化学的，遺伝子的検索が行われているが，われ

われはミトコンドリア電子伝達系の障害を吸光度

分析を用いて，検討してきたが，特に筋肉内ミオ

グロビン，ヘモグロビンの影響を完全に除去する

ことはできず，しかしこれらの干渉因子を最大限

にブロックする目的で今回NaCNを用いて実験

した1）・2）．また最近筋肉内のエネルギー代謝の面で

無侵襲的に施行可能な3lPNMRspectroscopyを

用い，ATP，Pi（無機リン），PCr（クレアチンリ

ン酸）の測定が可能になってきた．

症　　　例

家族歴を有する症例1（74歳），症例2（44

歳），症例3（41歳）について報告する．

症例1（74歳男性）：50歳頃より眼瞼下垂，眼

球運動障害を自覚し，以後徐々に進行した．今回

精査のため入院中に突然のAV70ロックを起こ

し，心停止，呼吸停止となるも現在は独歩可能な

までに改善した．

症例2（44歳），症例3（41歳）は症例1の子

供であり，同様に眼瞼下垂，眼球運動障害にて発

症した．家族歴，それぞれの血清乳酸，ピルビン

酸値を示す（図1）．今回症例2（44歳）に対し

て，左上腕二頭筋の筋生検を施行した．光顕では

結合組織の増加，中心核の軽度増加を認め，

Gomori Trichrome染色で中等度のragged red

＊北海道大学医学部附属病院神経内科

＊＊北海道大学獣医学部生理学講座

＊＊＊国立療萱所札幌南病院神経内科

fiberが見られた．電顕にてミトコンドリアの形態

の異常，数の増加を認めた．

方　　　法

症例2の生検筋約10mgを用いて，Scanhing

OrganSpeCtrOphometer（SOSP）にて筋肉内のミ

トコンドリア電子伝達系を検討した．

家人支J是

㌶

48　　　　　　　M　　　　41　　　　36

乳 猥　　　　　 ピ ル ビ ン 級

（9 －1 6 m文／d t） （0 ．3 6 －0 ．5 9 m 又／d l）

★ 7 4 才
l 2 3 ．8 日　 1 ．。2 日

4 6 才 8 ．3　　　　　　 1 ．0 2 †

★ 4 4 才 1 2 ．2　　　　　　　 0 ．7 4 †

★ 4 1 才 1 8 ．0 †　　　　　 0 ．9 0 †

3　 6 才 1 3 ・1　　　　　　 0 ．8 5 †

図1　家族歴と検査値

∫はミトコンドリア　ミオバナーの症例を示

し，検査値では★が症例を示す．74才の症例1

を含めてピルビン酸値の上昇を認めた．
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基質をそれぞれ10mMpyruvate，10mMsuc－

cinateを用い，室温にて，まずpyruvateを基質と

して酸素を通気した後，窒素還元　AntimycinA

を添加した．その後10mMNaCNを添加した．

次に基質をsuccinateに代えて同様に窒素還元，

Antimycin A，Rotenonを加えた後，10mM

NaCNを添加した．

8

．0

（
q
O
）
む
U
⊂
帽
q
L
O
S
q
e

Siemens社Magnetom（磁場強度1．5Tesla）を

用いて，5インチのSurfacecoilを被検者の排腹

筋に置き，安静時および運動負荷後の筋肉内のエ

ネルギー代謝を経時的に測定した．ATP，無機リ

ン，クレアチンリン酸のSpeCtrOSCOpyをchemi－

calshiftの像よりPCr／Piを計算し，時間による

推移を検討した．

0　10　　20　　　　　　40　　60　　　　　　　　　　　　　　　120

10か1 PymVate

N2　」

声司
N2　」

帖CN

wwELENGTH（nm）

図2　SOSPによるSpectrumを示す．

上段はプロトコールを下段はspectrumを示す．基質を10mMのpyruvateを用い，窒素還元を行い，10

mM NaCNを添加した時点のspectrumであるが，CytOChrome b，aa3は理論値に出現しているが・

cytochrome c＋clの波長は短波長へ連れている・
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結　　　果

SOSPによるミトコンドリアの吸光度分析にて

基質の差（pyruvate，SuCCinate）は認められず，

前回，われわれは筋肉内のミオグロビン，ヘモグ

ロビンはミトコンドリアの電子伝達系（cyto－

Chromec＋cl，b，aa3）の吸収スペクトルに干

渉しないであろうことを報告した2）．しかし特に

ミオグロビンは筋肉細胞内に存在し，分解除去で

きず，多少なりとも吸収率に影響する．そこで今

回ミトコンドリアの電子伝達系の直接阻害剤であ

る10mMNaCNと窒素還元を添加することで真

の電子伝達系の動態を観察可能と思われた．症例

2の検討にてはcytochromeb，CytOChromeaa3

は理論値として認められ，波長のずれは認められ

0　510　　20　　　40　　　60　　　　　　120

IOmM　　Succinate

Rotenone
l

N2

N2 NaCN lOmM

antimycinA

WAVELENGTH（nm）

図3　SOSPによるSpectrumを示す．

上段はプロトコール，下段はspectrumであり，10mMsuccinateを基質として用い，窒素還元施行後，10

mMNaCNを添加時のspectrumである．

Cytochromeb，aa3は理論値として出現しているが，CytOChromec＋clは理想値より短波長側へ偏位し
ている．
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図4　3lPNMRspectroscopyによるChemicalshift

症例2のspectroscopyであり，左上段は安静時のもので，右上段は運動負荷中，左下段は運動負荷直

後，運動負荷3分後のChemicalshiftを示す．

なかった．しかLcytochromec＋clは短波長側

に移動していた（図2，図3）．このずれがミトコ

ンドリア電子伝達系の異常を示唆するものと推察

された．

3lPNMRspectroscopyは安静時と運動負荷後

を連続的，経時的に測定し，Chemicalshiftとして

表した（図4）．安静時のSpeCtrOSCOpyを示す．Pi

（無機））ン），PCr（クレアチンリン酸），γATP，

αATP，βATPのそれぞれの波形が分離される．

運動負荷によるPCr／Piの比を示す．★は正常者，

●は症例2のものを示す．症例はPCr／Piの著し

い低下と回復の遅延が認められた（図5）．

考　　　察

ミトコンドリアの異常にも、とづく疾患を生体内

にもっとも近い状態で観察可能な方法として・現

在われわれが用いているScanning Organ

spectrophtometer（SOSP）と3lPNMRspectro－

scopyがある．SOSPは生検筋を約10mg程度を

用い，還流装置にて酸素，窒素を通気しながら，

基質を還流しつつ，それぞれの阻害物質を添加し，

反射光にてCytOChromeの各成分の吸光度を測定

するものであるが，特に問題になるのが，筋肉内

のミオグロビン，ヘモグロビンであるが，前回の

本研究報告にてそれらの影響を比較的受けづらい

ことを指摘したが，今回の実験系にて，吸収率に
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図5　PCr／Piの時間的推移

★は正常コントロール，●は症例2のPCr／Pi

の安静時，運動負荷による経時的変化を示す．

症例のPCr／Piは運動負荷にて低下し，安静時

まで回復するのに6～8分程度の時間を要し

ている．一方コントロールは運動負荷にても

PCr／Pi値の変化は認められなかった．

影響していることが観察され，窒素還元を行い，

NaCNを投与することで，真の筋肉内ミトコンド

1）アのREDOX STATEを観察可能であること

が認められた1）・2）．

3lPNMRspectroscopyは細胞内のエネルギー

代謝を非侵襲的に観察でき，また細胞内のpHの

経時的変化も抽出できる．ミトコンドリアの活動

状態を観察するにはATP／ADPxPiでエネルギ

ー状態を測定する．しかし実際にはPCr／Piにて

間接的に類推している．PCr／Pi値は正常人で安

静時，運動負荷時，ともに変化を認めないが，ミ

トコンドリアの障害を認める症例は安静時，運動

負荷時に低下を認めている3）・4），5）

ATP signal値はATPが5．5mM／kgとして

換算して表現されるが，ATPの正常値を検討し

ていないので今回は計算できなかった．運動負荷

時にPCr／Piの回復状態がミトコンドリアの機能

に左右され，非常に敏感に反映される．今回の症

例も運動負荷でPCr／Piは低下し，安静時の値ま

で回復する時間の遅延を認めた．このことから

PCr／Piはミトコンドリアの機能異常を類推する

ための特異的指標となる可能性を示唆した．また

今後ミトコンドリアの障害例に対する薬剤の治療

効果判定をScreeningする手段として応用される

ことが期待される．
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31）Duchenne型筋ジストロフィーの欠損蛋白質

一免疫組織化学的検討一

杉　田　秀　夫＊

研究協力者　荒　畑　喜　一一一＊　石　浦　章　一＊　塚　原　俊　文＊

目　　　的

DMDに関する最近の分子遺伝学的研究の進歩

は目覚ましく，なかでもHarvard大学のKunkel，

Monaco，Koenig，Hoffmanらのグループにより

遺伝子のCDNAシークエンスおよび欠損蛋白質

（ジストロフィン）が明らかにされた事は特筆さ

れる1）・2）・我々は今回DMDのcDNA配列に基づ

いてペプチドを合成し，これに対する抗体を得て

ジストロフィンの局在，生化学的特性等を検討し

た・これによって臨床病理学的な有用性を明らか
にし得たので報告する3）・4）・7）

方　　　法

①我々は，Kunkelらにより発表されたDMD

CDNAマップをもとに，その一部分に対応する

（N一末端より1526－1675）ポリペプチド（分子量

6，267）を合成し（図1），これに対するポリクロー

ナル抗体を調製した．②抗体の特異性は，イムノ
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回1抗原として用いたペプチドのアミノ酸シーク

エンス

＊国立精神・神経センター神経研究所

プロット法と免疫組織化学的方法により検討した．

③検索対象はDMD28例，Becker型9例，その

他の筋ジストロフィー24例，各種神経筋疾患24

例および正常筋9例などである（表1）．

表1　ヒトおよびマウスの骨格筋および心筋表面膜の

DMD遺伝子産物の発現（免疫組織化学的解析）

（文献4より引用）

臨　床　診　断　　　　症例数
遺伝子産物発現

骨格筋　心筋

DMD

発症前DMD

女性DMD（Ⅹ；5転座）

BMD

Emery－Dreifuss型

先天性福山型

肢　帯　型

顔面・肩甲・上昧型

節緊張性ジストロフィー

皮膚筋炎（小児）

多発性筋炎

脊髄性筋萎縮症

その他の疾患＊

正常コントロール＊＊

mdxマウス

コントロールマウス

計

22

5

1

9　　－／

1　　　＋

5　　　　一十

5　　　　＋

8　　　　＋

5　　　　＋

6　　　＋

5　　　　＋

6　　　＋

7　　　　＋

9　　　＋

5

5　　　　＋

104

▲

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

N

D

＋

■

＋

＋

－：陰性，＋：陽性，一／＋：部分発現，ND：末施行

＊：ネマリンミオバナー，セントラルコア病，強皮症および、

甲状腺機能低下性ミオバナーなど

＊＊：神経筋疾患を伴わない剖検例
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結　　果　　　　　　　　　に反応したが，Ⅹ；5転座の女児例を含むDMD

図2及び表1はこれらの結果をまとめたもので　仝例で免疫反応を示さなかった．またBMD

ある．即ち我々の抗体は正常筋の表面膜と特異的　（Beckermusculardystrophy）を除くその他の

図2　抗DMDペプチド抗体による各種神経筋疾患のジストロフィン染色（文献4より一部改変）

a～C：H＋E染色

d～1：FITCr螢光抗体法によるジストロフィンの免疫染色

a，d：正常，b，e：BMD，C，f：DMD，正常筋の表面膜に染色されるジストロフィンはDMD

筋では認められない．しかし部分的染色がBMDでは見られる．その他の神経筋疾患はいずれ

も免疫反応が陽性である．　（×185）

g：Emery－Dreifuss筋ジストロフィー

h：先天性福山型筋ジストロフィー

i：肢帯型筋ジストロフィー

j：顔面一肩甲一上腕型筋ジストロフィー

k：筋緊張性ジストロフィー

1：Kugelberg－Welander病
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神経筋疾患では筋細胞表面膜はすべて陽性に染色

された．さらにDMDの動物モデルとされるmdx

マウスでも陰性反応が，そのコントロこルである

BlOマウスでは陽性反応が同様に確認された．な

お，ジストロフィンは正常心筋の表面膜に一様に

発現していたが，DMDの心筋には欠損していた．

またBMDの骨格筋では免疫染色のムラや部分欠

損が認められた．しかし，その他の疾患では正常

筋同様，陽性反応を見た．これらの結果はイムノ

ブロットでも確認された．ジストロフィンは，TX

－100不溶性，SDS可溶性であった事から筋表面

膜細胞骨格の構成成分であるものと推察された．

考　　　察

Kunkelらは（1987）DMDcDNAの一部分（N

一末端より1．3～2．7kbと3．7－4．4kbの2種類）

を発現ベクターと共に大腸菌に組み込んでDMD

タンパク質断片（それぞれ60kdと30kd）を得，

これに対する抗体を調製した後ウエスタンプロッ

ト法により，分子量約400kdに相当するタンパク

質がDMD患者の筋肉には欠損している事を発見

し（正常筋には存在する）“ジストロフィン”と命

名した（このDMDタンパク質は非常に微量で，

仝筋肉タンパク質の僅か0．002％程度に過ぎない

と推定されている）．彼らは，当初ジストロフィン

が正常骨格筋と心筋の細胞分画中“重い”ミクロ

ソームを中心とした分画に検出されたことから，

ジストロフィンはこの分画に含まれているtriad

に存在すると考えた．しかし既に記した様に，

DMDタンパク質の局在部位が主として筋細胞の

表面膜にある事は疑いの無い事実である3）・4）．むろ

んのことこれはジストロフィンがtriadにも存在

する可能性を完全に否定するものではない．Wat＿

kinsらは（1988）金コロイド標識二次抗体を用い

た免疫電顕により，ジストロフィンが筋細胞表面

膜の内側（細胞質面）に存在する事を示している．

ところがtriadとの関連は必ずしも明確では無い

ように思われる5）．

BMDは，良性DMDとも言われているごとく，

分子遺伝学的にもD叩Dと同一遺伝子の欠損（変

異）を認める．Hoffmanらは（1988），BMDでは

分子量の異常なジストロフィンが発現しているこ

とをウエスタンプロット法により明らかにしてい

る6）．このようなタンパク質レベルで生ずるDMD

とBMDの差異が遺伝子レベルではどうなってい

るのか，なお未知な部分も多く残されているが，

一つの考え方はKunkelらの言うDNAレベルの

フレームシフト仮説であろう．これに従えば，ジ

ストロフィンの欠損の有無は欠失DNAの大小と

は関係せず，DNAのreading frameがシフトし

てしまえば誓え僅かのDNA欠夫であってもジス

トロフィンの欠損を来すし，他方readingframe

がシフトせずに残っていれば，internal deletion

が存在してもジストロフィンは（不完全ながらも）

発現することが説明できる．BMDは後者の場合

に相当しよう．免疫組織化学的に見てもDMDと

BMDが異なる事は，我々の今回の結果によって

明らかになった．即ち，DMDでは陰性であった免

疫反応が，BMDでは部分的ながら反応を筋表面

膜に認めたことである（陽性線維数は0．1～91．3

％）．このことはBMDにジストロフィンが発現し

ていることを示すものである．と同時にその発現

は正常と異なり，量的または質的に不完全である

ことを示している．これらの事実は前述したHof－

fmanらの結果とも矛盾しないものであろう．さ

らにこの事実はBMDがDMDと比べて臨床的に

良性であることを裏付けるものと考えられる．

結　　　論

このようにDMDで特異的に欠損している蛋白

質が明らかになった意義は極めて大きいと言えよ

う．中でも，これまで必ずしも容易ではなかった，

①DMDとBMDの鑑別，②DMDとFukuyama

型筋ジストロフィーの鑑別，（診DMDといわゆる

肢帯型筋ジストロフィーの鑑別などが可能になっ

た点である．また④DMDキャリアー診断の手段

として，どの程度有用であるのかなども今後検討

すべき課題となる7）．今回の結果は，本症の膜異常

説を分子レベルから支持するものと考えられ，今

後さらにジストロフィンの欠損がいかにして表面

膜異常という結果をもたらすのか等について追求

して行くことが新たな研究テーマとなった．
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32）Duchenne型筋ジストロフィー症ならびに

各種神経筋疾患におけるdystrophinの局在

および疾患特異性について

荒　木　淑　郎＊

研究協力者　　内　野

は　じ　め　に

Kunkelら1ト4）の最近の研究によると，Duchen・

ne型筋ジストロフィー症（DMD）の遺伝子座はⅩ

染色体短晩ⅩP21の約2，000kilobase（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200basepairs）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

とが明らかにされている．この60個のexonは

mRNAサイズとしては14kbに相当するが，既

にcDNAとしてクローニングされており4），最近

同じ研究グループのHoffmanら5）6）により，この

遺伝子産物として分子量400kdのMdystrophin”

（叶dつ　と呼ばれる蛋白の存在が明らかにされ，

DMDおよびmdx mouseではこれを欠失するこ

とが報告された．

今回我々は什d”の細胞内局在および各疾患にお

ける特徴を明らかにするため，抗”d”抗体を用い

て，DMD，女性DMD，Becker型筋ジストロフィ

ー症（BMD）およびその他の各種神経筋疾患につ

いて検討を加えたので報告する．

対象並びに方法

対象はDMD6例（2－12歳），女性DMDl例

（6歳），BMD5例（13－40歳），その他の各種神

経筋疾患39例および正常対照7例の計58例の生

検筋について，抗什d”抗体を用いて，Westernblot

ならびに免疫組織化学染色による検索を行った．

＊熊本大学医学部第一内科

＊＊国立療茸所再春荘病院神経内科

＊＊＊熊本大学医学部発達小児科

誠＊＊　三　池　輝　久＊＊＊

なお抗Md”抗体はHoffmanより供与された羊抗

dystrophin抗血清（30kdおよび60kdの二種類

の抗原に対する抗血清）を用い，biotinylatedrab－

bit anti－SheepIgGを二次抗体としたAvidin

Biotinperoxidasecomplex（ABC）法にて行っ

た．

結　　　果

l．Weste「nbTottingによる分析

1）正常対照：SDSに可溶性の全筋蛋白のSDS－

PAGEを行った後，前述の方法に従って抗【d”抗

体による抗原（〝dつの検出を行ったが，30kd抗

体および60kd抗体のいずれにおいても，分子量

400kdの部位に一致して明瞭なbandの発現がみ

られた（図1）．

2）DMD：検索した6例全例で30kd抗体および

60kd抗体のいずれにおいても【d”は検出できな

かった（図1，2）．

3）女性DMD：Md”は検出されたが，正常対照や

その他の神経筋疾患患者と比較すると明らかに減

少していた（図2）．

4）BMD：女性DMDと同様にMd”は検出された

が，正常対照と比較すると’d”は明らかに減少し

ていた（図2）．

5）その他の神経筋疾患：先天型筋ジストロフィー

症（非福山型），筋緊張性ジストロフィー症，多発

性筋炎を含め，DMD・女性DMD・BMD以外の神

経筋疾患においては正常対照と同様に分子量400

kdの部位に一致して，明らかな什d”の発現がみ

られた（図1）．
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図1Immuno－blotanalysisofdystrophininmusclebiopsyspecimensfromDuT

Chennemusculardystrophy（DMD），amyOtrOphiclateralsclerosis（ALS），

andnormalcontroIs（C）usingsheepanti－mOuSedystrophinantibodies．

Lanel‥tOtalSDSLSOlubilizedmuscleproteins（amidoblackstain）；lanes2

－5‥immuno－blotusing30kdsheepanti－dystrophinantibody；lanes6LlO：

immuno－blotuslng60kdsheepanti－dystrophinantibody．

NotethecleardetectionofdystrophininthemuscleofnormalcontroIsand

patientswithALS・Bycontrast，themuscles ofDMDpatientsshowan

absenceofdystrophin・MHC：myOSinheavychain，α－Act：α－aCtinin，Act：

actin．

ll．免疫組織化学

1）正常対照：横断像および縦断像にて，筋鞘に一

致し，全周性に明瞭な抗体の沈着がみられた（図
3－B，C）．

2）DMD：検索した6例全例で，横断および縦断像

にて筋線推鞘には抗体の沈着はみられず，筋線維

内部にも明らかな’甘’の局在はみられなかった
（図3－E）．

3）BMD：筋鞘に一致して抗体の沈着がみられた

が，正常対照に比較して量的に少なく，また仝周

性に均等な分布ではなく，断続してみられた（図

3－F）．

4）その他の神経筋疾患：正常対照と同様に筋線経

の表面膜に一致して仝周性に明瞭な抗体の沈着が

みられた．この他多発性筋炎など検索した一部の

症例で筋線維内部にも顆粒状に抗体の沈着を示唆

する所見が認められたが，筋表面膜と比較すると

極少量であり，また横紋との関係は明らかではな
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図2Immuno－blotanalysisofdystrophininmusclebiopsyspecimensfromDMD，

femaleDMD，Becker’smusculardystrophy（BMD），andcontroIs（C）using

anti－dystrophinantibody．

ThemusclesofDMDpatientsshowanabsenceofdystrophin．InBMDand

female DMD，the density of dystrophinis clearlylower thanin normal
COntrOIs．

Lanel：tOtalSDSLSOlubilizedmuscleproteins（amidoblackstain），lanes2

‾10：immuno－blotusingsheepanti－dystrophin（60kdpolyclonals）．

かった（図3－D）．

考　　　案

最近Sugitaら7）は既に報告されているヒトⅩ

染色体のCDNA mapをもとに51個のアミノ酸

からなる分子量6，267dのpeptideを合成し，こ

のpeptideに対する抗体を用いて，正常対照では

筋線経の表面膜に仝周性に均等な抗体の沈着がみ

られるのに対し，DMDおよびmdx mouseでは

壊死線経やopaque線推のみならず，明らかに正

常と思われる筋線経でも筋表面膜に抗体の沈着が

みられないことを報告した．その後同じ研究グル

ープのArahataら8）は更に多数例で検索を行い，

BMDでは表面膜に部分的に抗体の沈着がみられ

ること，筋緊張性ジストロフィー症では正常対照

よりも抗体の沈着が著明であること，およびim－

munoblotによる検索でこの抗体が結合する蛋白

が分子量210kdの蛋白であることを報告した．ま

たZubryckaLGaarnら9）も独自にDMDの原因遺

伝子の遺伝子産物が筋形質膜に局在することを報
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図3　Frozensectionsofbiopsiedskeletalmusclesfromvariousneuromusculardiseasesstainedwith

antトdystrophinantiserumusingtheavidin－biotinperoxidasecomplex（ABC）method．A，B，

D，E，F，tranSVerSeSeCtion；C，longitudinalsection．B，C，D，E，F，immuneserum；A，preimmune

Serum・Note the complete absence ofimmuno－Stainingin DMD（E）Compared with the

homogeneousstainingofthemembrane（arrows）inallthenormalmusclefibers（B，C）．

InpatientswithBMD，Onlypartialstainingofthesurfacemembrane（arrows）isobserved

（F）・Someofthepatientswithpolymyositisshowfinegranularspotsinsidethemuscle

fibers，tOgetherwithpositiveimmuno－Stainingofthesurfacemembranes（arrows，D）．Bar＝

50／Jm．
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告しており，DMDの原因蛋白が形質膜に局在す

る膜蛋白である可能性が有力になってきている．

一方Hoffman．らは筋homogenateのSubfrac－

tionにより，【d”がheavymicrosomalfraction

に最も大量に含まれるところから，triad付近に局

在するのではないかと当初推定していたが5），その

後の免疫電顕による検索により，やはり形質膜お

よびT－tubulesに抗体の沈着がみられることを

報告している10）．今回の我々の検索結果でも

Sugitaら，ZubryckaLGaarnらと同様に正常対照

の骨格筋においては筋表面膜に明瞭な抗体の沈着

がみられており，什d”は主として筋線雑報に局在

しているものと思われる．ただ検索した症例の一

部においては少量ながら筋線維内部にも顆粒状に

抗体の沈着が示唆され，今後さらに免疫電顕によ

る細月包内局在の検索が必要と思われる．

一方DMDにおいてはHoffmanらの報告と同

様にWesternblotで全例Md”の発現はみられ

ず，免疫組織化学所見でも形質膜に”d”は欠如し

ていた．正常対照およびDMD以外の神経筋疾患

患者では全例筋形質膜にMd”の局在が認められる

ところから，”d”の欠如はDMDに極めて特異的

な，かつ成因に直結する変化と考えられた．また

女性DMDおよびBMDでは【d”の発現はみられ

るものの，量的に減少していた．この量的減少の

機序は女性DMDの場合はいわゆるLyonの仮説

で説明可能とも思われるが，BMDにおいては量

的減少よりも若干分子量の異なる蛋白が産生され

ているという意見11）もあり，DMDの遺伝子欠矢

との違いの解明にも関連するため，今後症例を増

しての検討が必要と思われる．

膜を構成する蛋白が欠如することはDMDの成

因に関するこれまでの膜説12）‾14）あるいはCANP

説15ト17）を裏づける有力な根拠となるが，恐らく

DMDにおいては形質膜の障害のために細胞の正

常な機能を維持できなくなり，筋線経の変性・壊

死をきたしているのは間違いないものと思われる．

既に〝d”のアミノ酸組成および分子構造も明らか

にされており18），近い将来”d”の生理的役割が明

らかになれば，DMDがこれを欠失することによ

って筋線経の崩壊がおこる詳細な機序も解明され

るものと思われる．

以上DMDの原因遺伝子の単離に続き，原因蛋

白の発見，および細胞内局在部位の判明とDMD

の成因究明にむけての研究は近年飛躍的な進歩を

とげているが，同じ筋表面膜に局在する膜蛋白な

がらSugitaら7），Arahataら8）が報告した分子量

210kdの蛋白とHoffmanら5）のMd”（Mr400kd）

の関係，同じく筋表面膜に什d”を欠く病態であり

ながらDMDとmdx mouseの臨床像が全く異な

り，一方は筋萎縮が常に進行して死に至るのに対

し，他方は臨床的に殆ど無症状である理由，また

”d”のmRNAは骨格筋や心筋のみならず，平滑

筋や脳などにも含まれていることが知られてお

り19）20），これらの細胞機能維持に什d”がいかなる

役割を果しているのかなど，まだ未解決の問題も

多く，今後これらの残された問題の解明にむけて

の詳細な研究が必要と思われる．

要約ならびに結論

1）dystrophinの細胞内局在および疾患特異性を

明らかにするため，抗dystrophin抗体を用いて，

DMDおよび各種神経筋疾患の生検筋について

Western blotならびに免疫組織化学染色による

検索を行った．

2）正常対照およびDMD以外の神経筋疾患では筋

表面膜に全周性にdystrophinが局在し，DMDで

は欠失していた．女性DMDおよびBMDでは

dystrophinは量的に減少していた．

3）dystrophinの欠如はDMDに特異的な変化で

あり，形質膜の障害のため，筋線経の変性・壊死

をきたすことが示唆され，今後dystrophinの生理

的役割の解明が重要と考えられた．
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33）　DMDにおけるジストロフィン発現の一考察

－モノクローン抗体による解析－

清　水　輝　夫＊

研究協力者　　橋　本　和　李＊　寓

埜　中　征　哉＊＊＊小

江　口　親比古＊＊＊＊

は　じめに

1988年KoenigらはDMD遺伝子のmRNA構

造を明らかにし，その産物であるジストロフィン

蛋白の全アミノ酸配列を予想した1）．これにもと

づき現在までに4種の抗血清がえられ2ト6），ジス

トロフィンが筋表面膜に局在すること，DMDで

その発現がないことが判明してきている．我々は

恒久的で同一の性質をもつ単クローン抗体を確立

し，ジストロフィンの生理機能解明のため以下の

実験を行った7）．

方法・材料

ヒト・ジストロフィンの予想されたアミノ酸配

列のうち，N末端より215～264番アミノ酸50個

に相当するペプチドを固相法により合成．逆相

HPLCにて単維後，0．1mgをcompleteadjuvant

とともにBalb／Cマウスに免疫．その後2回の

booster後3日目に牌臓細胞をとり出し，

PEG4000を使用して通常の方法によりP3NP

ミエローマ細胞と融合した．この中よりモノクロ

ーン抗体産生株AICを確立した．

抗体のアッセイは酵素抗体法，抗体の反応性は

イムノブロットおよび間接蛍光抗体法をもちいた．

＊東京大学医学部脳研神経内科

＊＊国立療萱所下志津病院

＊＊＊国立精神・神経センター神経研究所
＊＊＊＊味の素中央研究所

年　　　徹＊　松　村　喜一郎＊＊

沢　鋲二郎＊＊＊石　黒　恒　夫＊＊＊＊

結　　　果

単クローン抗体AICはヒト骨格筋ホモジェネ

ートでイムノブロットすると，分子量約400kd蛋

白に選択的に反応をした．アクチン，α－アクチニ

ンなど他の筋蛋白とは反応しなかった．DMD筋

のホモジェネートではこの蛋白は全く検出されな

かった（図1）．

免疫組織化学的にジストロフィンの細胞内局在

をみた所，筋線経のタイプとは関係なくすべての

線経の表面膜に存在していた（図2D）．細胞内膜

系への染色性はみとめられなかった．その他の臓

器の染色性を調べたが，神経系・血管平滑筋・肝

にはなく赤血球表面膜を染めるのみであった．赤

血球のイムノブロットをみるとα一スペクトリン

と弱い反応性を示し交差反応と考えられた．

正常ヒト骨格筋発生過程におけるジストロフィ

ンの発現様式をみると，生後8ケ月では，少数の

タイプ2C線経と分化したタイプ1，2A，2B線

経がみられたが，そのすべての線経にジストロフ

ィン発現がみられた（図2C）．胎生35週をみる

と約4％がタイ701線経でそのすべてがAIC陽

性であった．残りの96％はタイプ2C線経であり

その少数例（＜1％）でAIC陰性であったが大部

分は陽性であった（図2B）．従ってこの時期には

すでに多くの線経でジストロフィン発現があると

考えられる．胎児17週では，すべてがタイプ2C

線経でありそのうちAIC陽性線経は約31％で

あった．多くの線経は陰性であった（図2A）．

従ってこの時期ではジストロフィンの発現が始ま
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図1　ヒト骨格筋ホモジェネートのイムノブロット．

コントロールでは分子両約400kd蛋白と反応

したが（B），DMDでは全くみられなかった

（A）．

ってきている時期と考えられる．換言すれば，初

期のmyotubeにはジストロフィンの発現がなく，

分化するにつれて筋蛋白の分化とは相関なく出現

すると考えられる．

DMDでの発現様式を検討した所，検索した18

例中5例で諸家の報告同様にすべての筋線経で陰

性であった（図3B）．これに対し7例はうすく陽

性線経が陰性線経に混在し，さらに別の6例では，

正常者とかわらない位にはっきりした陽性の線椎

が色々の割合で混在していた（図3A）．このはっ

きりした陽性線経をさらに連続切片でみた所，あ

る断面では一部にしか出現していなかったりさら

に別の断面では全く陰性であったりした．従って

モザイクというよりも“partially expressed

fiber，，と考えられる．この部分発現は今までに全

く報告がなく今回AICで確認された所見である．

考　　　察

諸家の報告では，いくつかの異論はあるものの，

ジストロフィンは分子量約400kdの蛋白で骨格

筋表面膜に局在することが指摘されている．今回

我々が確立した単クローン抗体AICはこれらの

特徴をそなえた蛋白を選択的に認識しており確実

にジストロフィンに対する抗体である．Im－

munogenとしたペプチドはジストロフィンのN

末端に最も近く，aCtinbindingdomainに含まれ

る場所であり，塩基配列からの予想ではα－アク

チニンやスペクトリンとの類似性が示唆されてい

たので検討した所，α－アクチニンには交差反応は

なかったがスペクトリンと弱い交差反応を認めた．

その他には反応性はなかった．諸家の報告にはな

く我々の抗体だけがスぺクトリンとの相同性を示

した．

ジストロフィンの筋発生上の発現を調べたもの

では，myOblastにはジストロフィンmRNAがな

いこと，fusionをするとまもなくmRNAが出現

することが知られる．今回我々のデータではヒト

の胎生17週筋で約30％の線経をAICが陽性に

染め，約70％は陰性であった．この陰性線経は

myotubeもあるが，すでに筋線維となっているも

のもあった．従ってジストロフィン蛋白は初期の

myotubeには細胞膜に局在していないようであ

る．mRNAは出来ているのでこの時期のジスト

ロフィン動態は成熟筋とはかなり異なっているこ

とが予想される．ヒトの場合妊娠後期にはほとん

ど成人と同様になっており，この時期のタイプ2

C線経でも細胞操に局在していた．

ジストロフィン発現の疾患特異性をみると多発

筋炎，運動ニューロン疾患，筋緊張性ジストロフ

ィー，顔面肩上腕型ジストロフィー，肢帯型ジス

トロフィーでは細胞険にきれいに発現されている

のに対し，DMDでは発現の欠損している例があ
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図2　ヒト上腕二頭筋の関節螢光抗体法．

9歳時（D），8ケ月時（C）では成人のコントロール筋と同様にすべての筋表面膜を染色した．胎児35週

では1％以下の少数の筋線推（タイプ2C線維）でAIC陰性であった．ほとんどの線椎で表面膜が染色さ

れていた（B）・胎児17週では31％の線経がAIC陽性で，69％は陰性であった（A）．

図3　DMD筋の関節螢光抗体法．

18例のDMD筋のうち6例はすべての筋線経でAIC陰性であった（B）．5例では一部の線経でその全局

又は一部が陽性であった（A）．
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った．これは諸家の報告とよく一致しており検索

した18例中5例は全く発現がみられなかった．と

ころが残りの13例は一部にAIC陽性細胞があ

り7例は弱い染色性であったが，6例はコントロ

ールと同じ程度に著明に陽性な線経を混在してい

た．この陽性線経の頻度は症例により異なり，生

検筋の全視野中数本位から数10本が群をなして

いる例まで色々であった．このことはDMDの中

で部分的にせよジストロフィンのN末端が蛋白

として発現し筋表面膜に集積していることがある

可能性を示唆している．

このような部分的発現をしている線経を連続切

片で検討した結果，ある断面で筋表面膜全周が

AIC陽性であっても別の断面では全く陰性であ

ったり，または一部の表面膜が陽性であったりし

ていた．従って，ジストロフィンまたはその一部

を発現しているDMD線経であっても発現量は極

めて限定されており，線維全体が陽性になる程は

ないことが示唆される．今までの報告でこれ程は

っきり部分限定発現をしていることを示した報告

はなく，DMDにおけるジストロフィン発現を蛋

自レベルで検討するのに極めて有用なプローブと

考えられる．

ジストロフィンの最もN末端側に対する単ク

ローン抗体AICを確立し，DMDにおけるジス

トロフィン発現欠損を支持するが，一部の線経で

ジストロフィンまたはその一部が部分，限定発現

されている例もあることを確認し，今後ベッカー

型・保因者の検討を行う予定である．
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ⅥⅠ．DMD遺伝子



34）Ⅹp21を切断点に持つ転座染色体を有する

雑種細胞株作製の試み

斎　藤　深美子＊

研究協力者　　外　村

伴性劣性のDuchenne型筋ジストロフィー症

（以下DMDと略す）の遺伝子は，RFLPsを用い

たlinkage studyl），2）の結果より大体予想されては

いたが，Ⅹ染色体と常染色体との相互転座（Ⅹ／A

転座）を有する幾人かの女性患者での細胞遺伝学

的研究により3）ナ4），Ⅹ染色体短腕の中間（Ⅹp21）に

存在することが初めて指摘された．転座を有する

女性患者は正常なⅩ染色体が選択的に不活性化

していることによって発症したと考えられ，この

場合転座染色体に関与しているⅩp21内の切断

部位がDMD遺伝子の発現に変化を与えたためと

思われる．この女性例に関しては，我々の発見し

た6例5）胤7）も含めて，臨床症状に多様性の見られ

る20例程の報告がある（表1）．より精度の高い分

染法を用いた細胞遺伝学的検索により，その切断

点はⅩp21．1かp21．2付近で一定しておらず8），

またこの切断点の相違と臨床症状との関連性は兄

いだされていない．一方，男児患者では，クロー

ニングされたDMD遺伝子のCDNAを用いての

詳細な検討がなされており，50％以上の男児例に

欠矢が兄いだされ9），またdeletion－prOne領域が

存在することが報告されている9）・10）・11）．男児患者

では，切断部位と症状に関する詳細な検索が行わ

れているが12），女性転座例においては，症例が少な

いことおよび，同一個体内で少数だが活性を持つ

正常なⅩ染色体からの遺伝子産物の関与が考え

られるため分析が困雉となっている．

そこで，現在得られているDMD関連の様々な

DNAプローブを用いて分子レベルでⅩ／A転座

＊東京医科歯科大学難治疾患研究所細胞遺伝部門

＊＊東京医科歯科大学難治疾患研究所ウイルス／免疫疾患

日　＊
日日 山　本　興太郎＊＊

に関する比較検討を行う事は，上記問題解決のた

めに意義のあることと思われるので，本年度はそ

の一段階として，Ⅹ／A転座を正常なⅩ染色体と

分離するため，体細胞融合による雑種細胞の作成

を試みたので，その結果を報告する．

材料および方法

一細胞と培葦条件一

用いた細胞は，Ⅹ染色体と15番染色体との相

互転座を有する女性DMD患者由来のリンパ芽球

細胞株LCL－Ⅹ／15および8－aZaguanine（8AG）

耐性を示すマウスミエローマ細胞（P3Ⅹ63－Ag8

－Ul）である（図1a）．LCL－Ⅹ／15は10％の牛

胎児血清（FBS）を含むRPMI1640培地で培養し

たもので，一方，P3Ⅹ63－Ag8－Ulは，30JLg／ml

の8AGを含む同様の培地で増殖させたものであ

る．融合細胞はHAT培地（10FEg／mlhypoxanth－

ine，1FLg／ml amethopterin，5J‘g／ml

thymidine）にて選択した．

一細胞融合－

DavidsonとGeraldの改良法を用いた．P3

Ⅹ63－Ag8－Ulは付着性のある細胞だが，物理的

刺激により剥牡しやすい性状があるためトリプシ

ンを用いずにpipettingにより細胞を剥がし，浮

遊細胞系のLCL－Ⅹ／15もpipettingして細胞をほ

ぐした．各々細胞数を調整し，1対10の割合にな

る様混合して，細胞を血清freeの培地で2回洗浄

した．細胞を遠沈後，上清を静かに吸引し，pOly－

ethyleneglycol（PEG）1000で1～2分間処理し

た．血清freeの培地を足して遠沈した後，20％

FBS人の培養液で2回洗浄して37℃で2－3日
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表1SummaryofnineteenDMD／translocationcases
●一一一一■－■一一一■一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一・一・一一一一一・・一一一・・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一・一一一一一・一一■■■■■‾■

Late Exchange points

References Additional features replicating after detailed

normal X anさ1ysis
一一一一一●●●■■■－t■一・一一●●一一・■－■■■一・一一一一一一一一・一一一一■一一一一一一一一一・一一・一一一一・一一・一一一一一一一一一・一一・一一一一■一一一■一一■・一一一一一一一一一一一一一一・■－■■■l■■一一

Greenstein et al．（1977）

Canki et al．（1979）

Lindenbaum et al．（1979）

Jacobs et al．（1981）

Zatz et al．（1981）

Emanuel et al．（1983】

MacLeod et al．（1983）

Nielsen et al．（1983）

Perez－Vidal et al．（1983）

Nevin et al．（1984，1985）

Nielsen et al．（1984）

Verellen－Dumoulin et al．

（1984）

Narasaki et al．（1985）

Ribeiro et al．（1986）

Saito et al．（1986）

Saito et al．（1986）

でomi e亡　al．（1986）

Salto et al．（1986）

SaiヒO et al．（1987）

mental retardation

dysmorphism

invXpllO6－2107

mental retardation

mental retardation

less severe

1ess severe；21

breakpointin rRNA
loci

Non－random●■

54／58

75／75

576／586

55／56

84／86

12／15

92．的

mental re亡arda亡ion　　　86／91

Ⅹp2105：11q13

Xp212：3q132

0r Xp213：3q1332■

Xp212：1p3410r343＊

Xp211：5q353

0r Xp212：5q353暮

Xp212三6q2い

Xp212：9p223＊

Xp212：2q373■

Xp212：11q233◆

Xp21：6q16

Xp212：5q311■

Xp21：9p21

Xp211：21p12

0r Xp212：21p12■

Xp211：Bq243

Xp21：15q26

Xp211：3q28

0r Xp212：3q29

104／104　　　　　　　　　Xp211：4q26

1ess severe　　　　　　　　　70／70

mental retardation　　134／139

Xp211：5ql〕2
0r Xp212：5q131

Xp211：15q262

0r Xp212：15q263

Xp211；19q12　0r131

＊　BoYd and Buckle，1986

＋■　■一Non－randominactivation of the normal X．．（no data provided）

間培養した．その後HAT培地を添加し，細胞の

増殖を観察しながら培地交換を行った．

一染色体分析一

染色体標本は通常の方法で作製して，QM－

33258Hoechst法14）により二重染色し，蛍光顕微

鏡にて染色体を観察した．

一軟寒天培地による雑種細胞のクローニングー

プラスチックシャーレにbaselayer　（0．4％

agar）およびseedlayer（0．3％agar）が二層に

なる様に軟寒天培地を作成し，その際，1シャーレ

当たり細胞数が100～200個となるようseed

layerに細胞を混合する．5％CO2，37℃の条件下

でincubatorにて培養し，細胞のコロニーの増殖

状態を確認した後，各々のコロニー細胞を拾い出

して液体培地内で増殖させた．

結　　　果

PEGlOOOを用いた細胞融合後のQMr33258

Hoechst法による染色体分析により，雑種細月包の

形成が確認された．その後の軟寒天培地による細

胞のクローニングも成功し，そのクローニング効

率は1．1－5．7×10‾2であった．これらから液体培

地に拾い出したコロニー数は合計45個で，各々の

コロニーの細胞はその後すべて液体培地で増殖し
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図1　QM－33258Hoechst法による染色体写真

a：マウスミエローマ細胞（P3Ⅹ63－Ag8－Ul）

b：細胞融合により形成された雑種細胞（大きな矢印は転座Ⅹ染色体，小さな矢印はそれ以外のヒトの染色体

を示す．）

た．現在，これら雑種細胞コロニーの染色体を分

析中であるが，転座型のⅩ染色体（Ⅹp21－Cen一

Ⅹqterを含む）を保持する雑種細胞の存在を確認

している（図1b）．

考　　　察

DMDおよびその軽症型のBecker型（BMD）

は同一遺伝子の変異によるものと判明しているが，

分子生物学的検索によりこれらの患者で検出され

る欠夫や転座の切断点には多様性がみられる．こ

のことは，DMD遺伝子が非常に巨大なものであ

ることを示しており15），最近の研究により，この遺

伝子は2100kbにもおよぶことが報告されてい

る16）．

一方女性転座例に関しては，プローブⅩJ1．1，

pERT87等を用いたBoydら17）の検索により，彼

らの所有している5人の転座例の切断点は3つの

カテゴリーに分けられ，転座染色体によって破壊

されるゲノムの標的は最小176kbであることが

報告されている．

今回，Ⅹ／15転座染色体を含む雑種細胞作成を

行ったが，今後の分子生物学的手段による切断点

の比較検討をするためには，その他の転座を含む

雑種細胞も作成する必要がある．また，最近行わ

れているPFGE改良法やFIGE法あるいはin

situ hybridyzationを用いた検索も，適切なプロ

ーブの選択により有力な手段と成り得るため，検

討を要すると思われる．
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35）DMD遺伝子の欠矢の検索

鈴　木　紘　一＊

研究協力者　大　野　茂　男＊　秋　田　朗　子＊

今　野　保　彦＊　和　田　　　仁＊

は　じめに

Kunkelら1），2）によりジストロフィンのCDNA

の全構造が決定し，その結果をもとに，DNAレベ

ルで病因を解明することが可能になった．これま

での解析によれば，ドシャンヌ型筋ジストロフィ

ー症（DMD）の約半数例でDNAの欠夫が見られ

るが，欠夫の位置や大きさは様々で一定せず，共

通の部位が欠失している像は見られない．また

DNAレベルではDMDとBMD（ベッカー型筋ジ

ストロフィー症）を区別する明確な差は見出せな

い．しかしタンパク質レベルではDMDとBMD

ははっきり異なり，DMDではほぼ全例でジスト

ロフィンが完全に欠損しているのに対し3），4），

BMDでは欠損は部分的で，異常な分子量を持つ

ものが見出される3）．DNAレベルの異常とタンパ

クレベルの異常の相関を明らかにすることは

DMDやBMDの病因の解明や両者を区別する遺

伝子診断には必須で，緊急に解決すべき重要な問

題である．

我々はRFLPを使ってDNA診断を行った家

系の中から適当な家系を選び5），6），ジストロフィン

のCDNAプローブを使ってジストロフィン遺伝

子の欠矢を検索し，DNAの欠矢とジストロフィ

ンの欠損の関係，および，一見DNAが正常にみえ

る症例とジストロフィンの欠損との関係を解析す

ることを目的に研究を行った．

対象および方法

1．対象

主にpERT87プローブを用いてRFLP分析を

＊東京都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部

行ったDMD17家系，BMDl家系5），および，

DMDと思われたが87プローブの分析では同一

家系中の2名以上の患者間で遺伝的な相関が認め

にくかった2家系（共に女性患者）を選び，その

中の代表的な患者1名を分析した．

2．方法

血液リンパ球から単放したDNAのEcoRI断

片をアガロース電気泳動で分推し，サザンプロッ

トを行った．メンブランを米国ATCCライブラリ

ーから得たジストロフィンのCDNAプローブ（仝

翻訳領域約14kbをカバーする6種芙頁のプロー

ブ）とハイプリグイズさせ，ジストロフィン遺伝

子に対応するバンドをオートラジオグラムで検出

し，正常人で得られるバンドのパターンと比較し，

バンドの欠失，移動度の差，バンドの濃淡等をも

とにDNAの欠矢を判定した．

結　　　果

分析結果を表1，2にまとめた．図1には1例と

して欠損が認められた例を含む電気泳動図を示し

た．

全20症例のうち，正常と判定したもの5例，明

らかな欠損を持つもの4例で，欠損を含むと思わ

れる3例や，今回の分析では確定できなかった5

例中に含まれる若干の欠損例を合わせると全体の

約半数に欠矢が存在することになる．これはKun－

kelらの結果とよく一致している1）．検出できた欠

矢はいずれも比較的短いもので，図1のE2

（No．5）の場合のように正常と比べて1本のバン

ドのみが欠失していた．ただ，BMDの家系

（No．16）では3種類のプローブ（4－5a，5b－7，

8）に対して欠夫が認められたが，3種の70ロー70
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表1cDNAブロー7小を使ったDNAの欠損の解析

＾nalysis of Delct・ionsin Dyst・rOphin Gene
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表2　DNAの欠損の解析まとめ
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図1　DNAの欠壬員の検出
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Tota1　　　　　17（100男）　　　1　　　　　　2

のうち中央に存在するプローブ（5b－7）に対して

も1本のバンドの欠失しか認められなかったので，

3つのプローブにまたがる大きな欠損ではなく，2

個又は3個の小さな欠夫と考えられる．また，

No．19，20の女性患者では欠夫が見出せなかっ

た．
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欠夫が認められた位置をジストロフィンの模式

図と共に図2にまとめた．欠矢が検出されたのは

いずれもロッド状のトリプルへリックス部分のほ

ぼ中央に相当する3つのプローブである1）・2）．Kun－

kelらはプローブ8で全体の欠矢の約50％を，プ

ローブ1bで約30％を検出したとしているが1），

ここで検出した欠夫はブロー708近辺の欠失だけ

であった．1b近辺の欠夫が見出せなかったのは，

1bを含むプローブ（1－2a）で検出した際に不明確

な結果が多く正確な判定ができなかったためと思

われ，今後の分析によってこの近辺の欠夫が検出

される可能性は大きい．また，プローブ9－14の領

域では欠矢が発見されなかったが，Kunkelらも

この領域では欠夫を認めていない1）．

考　　　察

今回分析した家系はいずれも既にRFLPを使

った分析で一応の結論を得ているものであるが，

今回得られた結果は従来の結果を確認するもので，

前回の結果と矛盾することはなかった．また，得

られた結果はKunkelらが得ている結果と大筋で

は同じといえる．次に得られた結果をもとに幾つ

かの点について考察する．

1．一見DNAの欠損がない場合や欠損があって

もごく一部の小さな領域なのに，何故DMDでは

ジストロフィンが完全に欠損するのか？

今回の症例についてはまだジストロフィンの検

索をしていないが，おそらく従来の症例と同様に

DMDの場合には完全にジストロフィンが欠けて

いると思われる．即ち，ユキソン領域が完全に，

または，ほぼ完全に保存されているのに，ユキソ

ンに対応するジストロフィンは検出できない．1

つの可能性としてユキソン部分に欠矢を含む何ら

かの変異がおこるとmRNAまたはタンパク質が

不安定になり検出できないことが考えられる．こ

れはmRNAを検査すればよいが，分析には数百

mgの骨格筋が必要で簡単に調べるわけにはいか

ない．しかし，BMDの場合には，量的な問題はあ

っても，分子量が異常なジストロフィンでも検出

できることを考えると，変異したDNAから生じ

るmRNAやタンパク質がすべて不安定であるこ

とはない．

また，DMDの場合には変異や欠失により翻訳

の読み枠がずれるが，BMDでは枠がずれないた

めにジストロフィンが検出できるとの説もある．

もしそうなら，変異よりN末端に近い部位を認識

する抗体ではジストロフィンがDMDの場合でも

検出できるはずである．現在使われている抗体の

ほとんどは図2のロッド部分のはじめの部分に対

Positions of DeIetjonsin Dystrophin Gene

lI日　日　川I Hllll　　　　肌1111

9－14

＋　　（＋）＋

（＋）　（＋）＋

＋
　
十
　
十

BMD　　　　　　　　＋　　　＋　（＋）

図2　DNAの欠損の位置とジストロフィン
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するもので3）・4），欠矢が頻繁におこる70ローブ8の

領域より明らかにN末端側にあるが，実際にはジ

ストロフィンが検出できない．

もう1つの可能性として，DNAの転写を制御

する領域の異常が考えられる．例えば，プロモー

ター領域に異常が生じmRNAが全く発現しない

のがDMDで，BMDはユキソン部分の変異とも

考えられる．DMDではジストロフィンに対応す

るDNA領域が不安定で，転写制御領域のほかに

もユキソン部分等でも変異が生じやすいが，ユキ

ソン部分の変異はジストロフィンの欠除とは直接

関係しないとすればよい．DMDではDNAの欠

矢の位置や大きさに共通性がないこともこのよう

に考えれば理解できる．また，CDNAプローブを

使った検査では一見正常と区別できない全体の約

半数をしめる症例についても，CDNAプローブで

は検出できない転写制御領域の異常と考えれば異

常が発見されなかったことも一応納得がゆく．い

ずれにせよ転写制御領域に焦点をしぼって解析を

進める必要がある．

2．DNAの欠矢の大きさ，位置と発現するジスト

ロフィンの量，重篤度の関係

ここで得られた結果も従来の結果と同じく欠矢

の大きさ，位置と発現するジストロフィン量との

間には明らかな関係はなさそうである．上述した

ように，この事実もDMDでは欠夫が直接の病因

であることを疑問視させる1つの理由である．し

かし，発現するジストロフィンの量と重篤度とは

ある程度の相関がある．

現在DNAレベルではDMDとBMDをはっき

り区別できないし，一見正常にみえるDMDの場

合も遺伝子診断ができない．これらの診断を可能

にするためには単に欠失だけでなく点変異を検出

する詳細な解析が必要である．BMDとDMDの

双方で，欠矢を含む場合と含まない場合につき，

DNAレベル，RNAレベル，タンパクレベルで相

互に比較しながら分析を進める必要がある．
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36）Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子診断

鈴　木　義　之＊

研究協力者　　新　本　美智枝＊　楊　　　嶋　成＊

大　島　章　弘＊　桜　庭　　　均＊

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，Kunkel

らにより遺伝子座が解明され1），そのCDNAもク

ローニングされた2）．またその塩基配列から，原因

となるタンパク質ジストロフィンの構造が推定さ

れており3），合成ペプチドから抗ジストロフィン

抗体も得られ，これを用いた組織学的研究も行わ

れている4ト6）．

我々はDMD及びBMDの遺伝子診断を

Restriction fragmentlength polymorphism

（RFLP）を用いて行っており，現在までに両疾患

合わせて65家系の分析を行っている．昨年本班会

議において，我々はこれまでに分析した家系の中

に認められたgenomic DNAブロー7轟に対する

欠矢について報告した7）．今回我々は，先に欠夫を

報告した家系を含めた27家系のDMD患者及び

8家系のBMD患者について，DMDのCDNAに

対する欠夫の有無及び範囲をさらに詳しく検討し

た．また昨年報告したDMD遺伝子座の外にある

プローブ754に対する部位が欠失している，非定

型的筋ジストロフィー患者について，欠夫の末端

を明らかにする目的でpulsed field gel電気泳動

（PFGE）を用いさらに詳しく検討した．

対象および方法

1）cDNAプローブ

DMDのCDNAはAmerican Type Culture

Collection（ATCC）により入手した．14kbの

CDNAは，図1に示すように6種類の断片として

＊東京都臨床医学総合研究所臨床通伝学研究部門

プラスミドに挿入されている．cDNAの各断片は

便宜上ATCCの番号をそのまま用いている．

CDNAの各断片と従来のRFLPによる診断で用

いられるgenomic DNAプローブとのおおまか

な位置関係を図1に示す．

2）DNAの抽出

臨床的に診断の確立したDMD，BMD患者およ

びその家族から得られた末梢血白血球，または

Epstein－Barrウィルス（EBV）により株化したリ

ンパ球よりDNAを抽出した．そのDNA5JLgを

3倍過剰の各種制限酵素で切断した．

3）サザンプロット

0．7％アガ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プローブを用いてハイプリグイゼーショ

ン後，－80℃でオートラジオグラフィーを行った．

5）Pulsedfieldgel電気泳動（PFGE）

EBVにより株化した正常人，患者およびその家

族のリンパ球を低融点アガロースゲルに包埋し，

Kenwrickら8）の方法に従ってDNAを調製した．

得られたアガロースゲルブロック中のDNAを

SfiIで切断LPFGE後，サザンプロット，ハイブ

リッド形成を行った．

結　　　果

1）DMD患者のCDNAに対する欠失

27家系のDMD患者について，6種のCDNA断

片全てに対して欠夫の有無を検討した．制限酵素

はEcoRIおよびHindIIIを用いた．図2に・CDNA
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図2　DMD患者のCDNAに対するサザンプロット

分析

断片57674に対する分析の結果を示す．各レーン

の番号は患者の番号を示している．EcoRIによる

切断で正常人は，このCDNA断片に対し25，13，

7．8，6．Okbのバンドを示した．症例70はEcoRI

DMD‾70　（

DMD－118，119

DMD－130，131（）－

DMD－142

DMD－155

DMD－216

DMD－270

図3　DMD患者のCDNAに対する欠夫例

による切断で，このCDNAに対する全てのバンド

が欠失していた．一方同一家系の患者である症例

130，131は，25kb，13kbのバンドが共通して欠

失していた．他のCDNA断片に対するサザン70ロ

ットの図は省略するが，調べた27家系のDMD患

者のうち9家系の患者は，何らかのCDNA断片に

対する欠夫を示した．図3に欠夫の認められた患

者の欠夫の範囲をまとめて示す．

2）BMD患者のCDNAに対する欠失

図4にBMD患者のCDNA断片57674に対す

るサザンプロットの結果を示す．調べた8家系の

うち5家系の患者は，HindIIIによる切断により

このCDNA断片に対するバンドのうち10kbの

一210－
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57674拍手rld冊

図4　BMD患者のCDNAに対するサザンプロット

分析

バンドが共通して欠失していた．図には示さない

が，EcoRI断片に対しても13kbのバンドが共通

して欠失していた．調べたBMD患者の中には，

その他のCDNA断片に対する欠夫は検出されな

かった．

3）プローブ754に対し欠夫を示す患者の

PFGEによる分析

DMD遺伝子座の外にあるgenomicDNAプロ

ーブ754に対して欠夫を示した非定型的筋ジスト

ロフィー患者について，その欠夫の末端を明らか

にする目的でPFGEによる分析を行った．この患

者のCDNAに対するバンドは全て正常で，欠矢は

検出されなかった（図は省略）．PFGEを用いた患

者のSfiI断片の分析の結果，DMD遺伝子座内の

genomic DNAプローブpERT87－1に対して

350kbのバンドが検出され，これは正常人のそれ

と一致した（図は省略）．またプローブ754に対し

ては，予想されるように患者のSfiI断片中にバン

ConL轡
1　2　3

～

　

　

　

－

Pt．

4　5　6　7

∴　　′　′　　、

図5　非定型的筋ジストロフィー患者のPFGE分析

ドは検出されなかった．正常人の754に対するバ

ンドは770kbであった（図は省略）．

図5にCDNA断片57666に対するPFGE，サ

ザンプロットの結果を示す．正常人コントロール

（1，2，3）は850kbのバンドを示した．これに対

し患者は700kbの異常なバンドを示した（5）．ま

た保因者と診断された母親は850kbの正常なバ

ンドと，患者と同じ700kbの2本のバンドを示し

た（4）．またRFLPによる連鎖解析から保因者で

はないと考えられる2人の叔母は，共に850kbの

正常なバンドを示した（6，7）．同様な結果がDMD

遺伝子座内のgenomic DNAプローブXJ1．1に

対しても得られた（図は省略）．

考　　　察

DMDのCDNAを診断に用いた場合，患者の約

50％に欠夫が検出されると報告されている2）．

我々も，分析した27家系の患者のうち9家系の患

者にCDNAに対する欠夫を見出した．患者におけ

るこの欠夫の割合は，今後分析の精度を上げるこ

と，家系数を増やすことで，さらに増加すると考

えている．患者における欠夫の部位，範囲は家系

により様々であったがCDNA断片のうち57666，

57668および57672，57674近傍の2箇所に欠失頻
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度の高い部位が存在する（図3）．この結果は

Koenigら2）の結果ともよく一致している．患者に

おいて欠夫が見出される場合，その家系の出生前

診断は容易で，かつ正確に行うことが出来る．従

ってこの2箇所のCDNAは，DMDの遺伝子診断

に有効である．

BMD患者に対しては，DMDとは異なり，調べ

た8家系のうち5家系の患者において，CDNA断

片のうち57674に対する特定のバンドが共通して

欠失していた（HindIII断片の10kb，EcoRI断片

の13kb，図4）．このBMD患者において高率で欠

失している部位が，BMDに特徴的なものかどう

か，またもしそうであるならば，BMDの臨床像と

どのように関連しているのか，今後さらに検討を

要する．

昨年本姓会議においてgenomic DNAプロー

ブ754に対し欠夫を示す非定型的筋ジストロフィ

ー患者を見出し報告した7）．ブロー70754はDMD

遺伝子座の外，5′末端の上流に位置している（図

1）．この患者の筋肉組織は，抗ジストロフィン抗

体で染色されなかった．この患者のCDNAに対す

るサザンプロットの結果は正常であることより，

この患者の欠夫がDMD遺伝子座の5′末端上流域

のどのあたりにまでかかっているかを調べること

は，DMD遺伝子座の調節部位を知る上で重要で

あると考えている．DMD遺伝子座近傍のSfiIサ

イトについては，PFGEを用いてVanOmmenら9）

やKenwrickら8）により分析されている（図1）．そ

こで我々は，この患者の欠夫の末端を明らかにす

るためにPFGEによる分析を行った．その結果，

この患者のプローブpERT87－1で検出される

SfiI断片は正常であった（350kb）．genomicDNA

プローブⅩJl．1およびCDNA断片57666で検出

される患者の700kbの異常なバンドの中に，この

患者の欠夫の末端は含まれていると推測できる．

そして，そのDMD遺伝子座側の末端は正常人の

860kbのバンドの中に含まれていると考えられ

る．この患者の欠夫の考えられる最も短い可能性

は，正常人のプローブ754に対して検出される

770kbのSfiI断片の中心節側のSfiIサイトが残

っている場合で，この場合には欠矢の範囲は約

900kbと推定される．しかし，欠夫がこのSfiIサ

イトを含んでいる場合には，現在のところ適当な

プローブを入手しておらず，この患者の欠夫がど

こまでかかっているかは推測できない（図1）．

DMD遺伝子座との関連を考える上では，DMD遺

伝子座側の欠夫の末端がより重要である．

今後，この患者については，さらにPFGEによ

り切断頻度の低いいくつかの制限酵素を用いるこ

とで，さらに詳しく検討していく予定である．ま

た最終的には塩基配列の分析により，この患者の

欠失部位を明らかにしたいと考えている．
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37）Kennedy－Alter－Sung症候群の遺伝子解析の試み

高　守　正　治＊

研究協力者　　松　原　四　郎＊　横　地　英　博＊　島　孝　　　仁＊

は　じめに

遺伝性神経筋疾患に対する分子遺伝学的なアプ

ローチは，今後次第に重要性を増すとおもわれる．

KennedyLAlter－Sung症候群（KAS）は遺伝性運

動ノイロン疾患の1つで，Ⅹ染色体劣性遺伝形式

を示し，臨床的には球脊髄型筋萎縮症をきたす

（Kennedyetal，1968）．KAS自体はまれな疾患

で，しかも経過は比較的良性であるが，筋萎縮性

側索硬化症に代表される運動ノイロン疾患全体と

してみると，その病因解明の糸口を得ることは重

要な意味を持つものと思われる．KASに関して，

既に欧米では染色体上の多形を利用した遺伝子解

析により遺伝子座が推定されている．Fischbeck

ら（1986）は，種々のⅩ染色体に関連するマーカ

ーのうち，DXYSlと呼ばれるⅩ染色体長腕近位

部，Ⅹq13－21に位置するプローブで検知される多

形とKASの発現の問にLod score3．53と有意の

連関が認められたと報告した．またこのDXYSl

とⅩ染色体性優性型CharcotLMarie－Toothニ

ューロパテー（lonasescu et al，1988）の連関も

報告されている．我々は本邦での解析を開始する

にあたり，まず日本人における染色体上の多形の

有無について検討した．

材料と方法

ヒト末梢血より分離した白血球に対し，Maniatis

ら（1982）の方法に従って以下の処理を行った．

まずproteinkinaseKで処理後フェノール・クロ

ロフォルム抽出を繰返して除蛋白を行いDNAを

得た．この後RNA分解酵素で処理後再び7ェノ

＊金沢大学医学部神経内科

ール・クロロフォルム抽出を繰返して除蛋白した．

こうして得られたDNAを制限酵素TaqIで消化

した．続いてアガロースゲル電気泳動で展開後，

サザン法にてDNAをナイロン膜に転写，固定し

た．プレハイプリグイゼションおよびハイプリタ

イゼションのあと洗浄し，最後に－80℃で1ないし

7日間オートラジオグラフィーを行った．プロー

ブとしてATCCを通じてD．C．Page博士より

供与して頂いたDXYSlを32Pで予めラベルし

たものを用いた．

結　　　果

正常人コントロールで得られた結果の一部を図

に示す．左のレーンが男性，右の2レ∵ンが女性

である．男性では約15kbのバンドが共通して認

められ，くわえて約11kbのバンドまたは本図で

は示さないが約12kbのバンドが認められ，一方

女性では12kbまたは11kbと12kbの両者が認

められた．なおこうして観察されたバンドの大き

さはPageらによって報告されたバンドのそれと

一致すると推定されたので図では彼らの報告と同

じ14．6kb，11．8kb，10．6kbの数値を示した．

現在までに得られた男女合わせて14名の結果

を表に示す．男性ではいずれも約15kbのバンド

が認められ，加えて12または11kbのバンドが1

本存在した．女性では15kbのバンドはなく，11

と12kbのバンドの両者または12kbのバンドの

みが存在した．男性では11kbのバンドを有する

者と12kbを示す者の比は5：3であった．一本の

バンドを示す女性をホモ，2本のバンドの者をヘ

テロと呼ぶと，女性のホモとヘテロの比は1：1と

なった．
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図　Hybridizationpatternofmale（M）andtwofemales（F）
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考　　　察

DXYSlと呼ばれるPageら（1982）により

humangenomiclibraryより見出されたDNA断

片の特異な点は，それがⅩ染色体とY染色体の

両者に相補性を持ち，両染色体の間に99％以上の

homologyが存在するsequenceを含むと考えら

れる点である．Pageら（1984）がinsituhybridiza－

tionによりヒトのkaryotype中でのDXYSlの

局在を調べた結果，Ⅹ染色体長腕近位部およびY

染色体短航上に存在することを見出した．

このプローブを用いて現在まで我々が日本人で

得た以上の結果は，すでに欧米で報告された成績

とほぼ一致する．Pageら（1982）の報告した6名

の女性でもホモとヘテロの比は本シリーズと同じ

く1：1であった，日本人においてもPageらの説

と矛盾せず15kbの断片はY染色体由来，11kb

と12kbの断片はⅩ染色体に由来し，多形を示し

ていると考えられた．このような結果から

DXYSlをプローブとして，TaqIdigestと組合

せて行う遺伝子解析は日本人においても有用と思

われる．

ま　と　め

日本人男女14名より得た末梢血白血球DNA

のTaqI digestとDXYSlをハイプ））ダイズし

た．

男性では約15kbのバンドが共通して存在し，

加えて約11kbまたは約12kbのバンドのいずれ

かが認められた．

女性では約11kbと約12kbのバンドの両者，

または約12kbのバンドのみが認められた．

この結果は欧米人の結果とほぼ一致し，15kb

はY染色体由来，11kbと12kbのバンドはⅩ染

色体由来で多形を表すとの説明と矛盾しない．

DXYSlをプローブとして，TaqIdigestと組み

合せて行う遺伝子解析は日本人においても有用と

思われる．
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38）筋緊張性ジストロフィー症のパルスフィールドゲル

電気泳動による解析

後　藤　幾　生＊

研究協力者　山　田　　猛＊　古　谷　博　研，＊＊榊　　佳　之＊＊

は　じめに

筋緊張性ジストロフィー症（MyD）は，常染色

体優性遺伝性疾患であり，補体C3遺伝子や

ApolipoproteinC2（ApoC2）遺伝子との連鎖解

析により，病因遺伝子が第19染色体のセントロメ

ア付近に存在すると推定されている（図1）1）・2）
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図1第19染色体上のC3遺伝子，ApoC2遺伝子お

よび推定されるMyD痛因遺伝子の位置を示す．

＊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

MyD遺伝子とApoC2遺伝子との連鎖は多くの

報告において認められ，ApoC2遺伝子をプロー

ブに用いた間接診断の有用性が示されている3）・4）．

欧米の報告では，MyD遺伝子とApoC2遺伝子の

間の組み換え率は2～4％とされており4），組み換

え率1％は遺伝子上の距離1000kbに相当するこ

とから，両遺伝子間の距経は少なく　とも

2000～4000kbはあることになり，ApoC2遺伝子

からMyD遺伝子に直接到達することは困難と考

えられる．

遺伝子の解析方法をその扱い得るDNAの大き

さからみると，DNAシーケンシング法は1kb以

下，通常のアガロースゲル電気泳動法では20kb

以下が対象であり，また分染法などの染色体分析

法では数千kb以上が解析対象である．Schwarz，

Cantorらにより考案されたパルスフィールドゲ

ル電気泳動法（pulsedfieldgelelectrophoresis，

PFG）では，数十kb～数千kbのDNAを解析す

ることが可能である5）．DNAは溶液中ではランダ

ムコイルの形状をしており，20kb以下のDNA

は，アガロースゲル電気泳動の際，アガロースマ

トリックスの分子筋効果により分子量にしたがっ

て分画されるが，20kb以上のDNAはアガロー

スマトリックスの孔より大きいため，そのままの

形状ではゲルの中に入りきらず，図2上のように

線状に変形し，ゲルの中を分子量によらずに泳動

されるようになる．このとき図2下のように電場

の方向を変えるとDNAの移動方向も変わるわけ

であるが，長いDNA程新しい電場の方向に向か

って移動できる形に変形するのに時間がかかり，

分子量に応じた方向転換の時間差を生ずる．PFG

では電場の方向を一定時間ごとに変え，DNA分
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図2　20kb以上のDNAがアガロースゲル中を泳

動される様子を示す．上に通常の電気泳動の場

合を示し，下にPFGの場合を示す．

子が方向転換する際の時間差を累積することによ

り，巨大なDNAでも分子量に応じて分画するこ

とを可能にしている．

現在までMyDにおける染色体欠夫の報告はな

く，またApoC2遺伝子をプローブに用いた通常

のサザンプロット解析でも遺伝子欠矢は兄いださ

れていないが，PFGとApoC2遺伝子をプローブ

に用いたサザンプロット解析を併用することによ

り，染色体分析では検出困難な遺伝子欠夫を兄い

だし得る可能性がある．そこで今回はまず実験条

件について検討した．

方　　　法

1）DNAの調整：末梢血白血球からアガロー

スブロック法によりDNAを調整した．すなわち

ヘパリン加仝血10mlに3％デキストラン，0．9

％NaCl溶液を等量加え，室温にて1時間放置し

白血球層を分離した．遠沈後白血球ペレットを0．

5mlのPBSに浮遊させ，等量の1％低融点アガ

ロースを加えゲルブロックとした．ブロックを10

等分し，6倍量の0．5M EDTA，1％SDS，0．5

mg／mlproteinase K溶液中で，55℃，一晩保温

した．TEにて2回洗浄し，0．6FEg／mlpAPMSF

中で，50℃，1時間保温し，prOteinaseKを失活

させた．末梢血白血球数を5000／m扉とするとゲル

ブロック1個あたり約5JJgのDNAが得られる．

図3　Contour－Clamped homogeneous electric

fieldgelelectrophoresisの装置を示す．

2）PFG：ゲノムDNAは比較的切断部位の少

ない制限酵素（NotI，SfiI，SmaIなど）を

DNAIJLgあたり20－40units加え，12時間反応

した後泳動した．また，サイズマーカーとしてイ

ーストSaccharomyces cerevisiaeの染色体

DNAを泳動した．図3の様な泳動装置を用い，1

5．⊂ereVisiae

図4　左にイーストS．cerevisiae染色体DNAの

PFGを示し，右にLeu2cDNAをプロ一一ブに

用いたサザンプロット解析の結果を示す．
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％LEアガロースゲル，泳動バッファーは0．5×

TBE，12℃，200V定電圧，パルスタイム60秒の

条件で，20⊥〉24時間泳動した．

3）サザンプロット解析：ゲルを0．25N HCl

にて30分処理後，アルカリ変性，中和を行い，ナ

イロン膜に20×SSCにてトランスファーした．ハ

イプリ　グイゼーショ　ンは5×SSC，50　mM

NaPO4（pH6．5），5×Denhardt’S，0．5％

SDS，100JLg／mlの変性herring bone sperm

DNA，50％ホルムアミド溶液中で，32P標識した

プローブを加え，42℃，12時間行った．洗いは

0．2×SSC，0．1％SDS溶液にて1時間行い，オー

トラジオグラフィーを行った．

結　　　果

イーストS．cerevisiaeの染色体は15本あるが，

図4左のようにPFGでは260kb～1500kbの13

本のバンドに分離された．サザンプロット後，第

3染色体上にあるLeu2遺伝子のCDNAをプロ

ーブに用いてハイプリデイゼーションを行うと，

図4右の様に370kbの第3染色体のバンドが同

定された．

図5　左にヒトゲノムDNAのPFGの例を示し，右

にアルツハイマー病のβ蛋白前駆体遺伝子の

cDNAをプローブに用いたサザンプロット解

析の結果を示す．

ヒトゲノムDNAを図5左に示す制限酵素で切

断後泳動し，アルツハイマー病のアミロイド蛋白

前駆体遺伝子のCDNAを用いてサザンプロット

解析を行うと，図5右の様にSfiIでは460kb

の，SmaIでは400kbのバンドが認められた．

NotI，MluIでは泳動上端にバンドがあり，バ

ンドの長さは確定できなかった．

MyD患者について検討するため，ApoC2

cDNAを用いて解析を試みたが，NotI，Mlu

I，SmaI，SacII，SfiI消化のいずれにおいて

もバンドが固定できなかった．

考　　　察

MyD患者における遺伝子欠夫の有無を検討す

るために，末梢血白血球DNAを使いPFGとサ

ザンプロット解析を行ったが，ApoC2cDNAを

プローブに用いた場合，同定できるバンドが得ら

れず，遺伝子欠夫に関する結論は得られなかった．

イーストDNAを用いた場合や，ヒトゲノム

DNAについても他のCDNAプローブを用いた

場合にはバンドが認められ，基本的な実験方法に

っいては問題はないと考えられた．バンドが得ら

れなかった理由としては，1）ゲノムDNAの精

製が不十分，あるいは収量が少ない，2）DNAの

制限酵素による消化が不完全である，3）DNA

のフィルターへのトランスファーの効率が低い，

4）プローブの比活性が低いなどが考えられ，今

後これらの点を中心に検討していきたい．プロー

ブについては，ApoC2遺伝子よりMyDとの連鎖

の強いD19S196）を用いる，あるいは新しく開発す

ることも必要と考えられる．
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39）mdxマウスの筋再生能

マーカイン局注による筋壊死と再生

中

研究協力者

正常者やその他の疾患の骨格筋では筋形質膜に

局在するDMD蛋白（dystrophin）が，Duchenne

型筋ジストロフィー（DMD）とmdxマウス

（mdx）の両者で欠損することが証明された．し

かし，dystrophinの欠損がなぜ筋形質膜の脆弱性

につながるかは依然解決されていない．

また，mdxでは筋線推再生が活発なため，臨床

症状を殆ど示さず，動物の寿命もほぼ正常である．

この事実は，同じく広範な筋線椎の壊死・再生を

繰り返しながら，進行性に筋萎縮が悪化し，死に

至るDMDとの大きな相違点である．しかしなが

ら，mdxの筋線維再生能が対照動物と全く同等か

否かについて，検討した研究はまだ見あたらない．

本実験では，血管や末梢神経に殆ど影響せず選

択的に筋線維壊死をきたすとされる局所麻酔剤マ

ーカイン（塩酸ブビバカイン：BPVC）をmdxお

よび対照マウスのヒラメ筋に注射して筋壊死を惹

起し，その後の筋再生の状態を検討して，mdxの

マーカインに対する反応，筋線維再生能を対照と

比較してみた．

方　　　法

実験には生後35－45週のmdxマウスおよび

同時期の対照マウスを用いた．その理由はこの時

期でのmdxは，若年期に活発に起こる筋の変性・

再生が一段落し，中心核をもつ再生筋が大部分を

占め，筋線経の性状が比較的均一であること，ま

たヒラメ筋が太いため薬液が漏れ出しにくく，比

較的一定の結果が得られやすいためである．ネン

＊鳥取大学医学部神経病理

村　晴　臣＊

高　田　邦　安■

ブタールで全身麻酔した後，下腿の皮膚を切開し，

ヒラメ筋を露出し，左側には0．5％BPVCo．1ml

を，右側には同量生食水をそれぞれ直視下に注射

し，十分筋が膨張するのを確認して，皮膚を縫合

した．注射後6時間，24時間，4日，7日，10日，

20日後にエーテル麻酔下に屠殺，両側ヒラメ筋を

採取して，カコジル酸緩衝液加2．5％グルタール

溶液で固定し，型のごとくエポキシ樹脂に包埋し，

1JJ切片・超薄切片をそれぞれ光顕・電顕で観察し

た．動物数は各時点でmdx，対照各々3ないし5

匹である．

結　　　果

BPVC注射側のヒラメ筋は，mdx・対照とも注

射後6時間で既に筋線維壊死を認めた．光顕では，

“opaquefiber”様に濃染する筋線経が散在し，一

部には既にmyofibrilを失った，空虚な筋線経も

兄いだされた．個々の筋線経の変性所見は，mdx・

対照の間でほぼ同一の像を示したが，mdxでは概

ねヒラメ筋のほぼ全体が壊死・変性に陥ったと見

なされるのに対し，対照マウスではその範囲が50

ないし60％程度にとどまった．電顕的には

mdx・対照の両者で，筋形質膜の一部欠損（基底

膜は保たれる），表層へのミトコンドリアおよび

VeSicleの集積，myOfibrilの断裂等を認めた（図

1）．注射24時間後には筋線経の壊死・崩壊所見は

より顕著となり，問質の浮腫，細胞浸潤（主とし

て単球，組織球）が日だつようになった．しかし

筋線推合食像はまだ明瞭ではなかった．これらの

組織反応，とくに問質の浮脛と細胞浸潤は対照よ

りもmdxでより顕著であった．6時間，24時間後
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図1BPVC注射6時間後のmdxマウスヒラメ筋．

筋形質膜が一部欠損し（挿入図：矢じりの間），表層にミトコンドリアやVeSicle

が集積している．×11，000；挿入図

のいずれにおいても，生食水注射側では，少数の

壊死筋線経が散在するのみで，問質の浮腫・細胞

浸潤はごく軽度なことから，BPVC注射側にみら

れた組織反応は筋崩壊に伴うもので，単なる注射

液の貯留ではない．BPVC注射4日後は、mdx・

対照とも活発な筋線推会食像を認め，とくにmdx

では問質に多数の単球・マクロファージさらに線

維芽細胞の浸潤と膠原線推増生，また一部に活性

化された筋衛星細胞も認められた（図2）．対照群

では問質の膠原線維増生・細胞浸潤は比較的軽度

であり，逆に活性化された筋衛星細胞はやや多数

認められた．7日後ではmdxでも対照動物と同

様，myOtubeおよび，中心核をもつ多数の再生筋

線椎が見られるようになったが，なお一部には筋

合食像も残存していた．また，この時点では

mdx・対照マウスともまだ問質の細胞浸潤が明ら

かであった．10日後にはnldxで再生筋直径の大

小不同がまだかなり顕著で，問質の細胞浸潤も明

らか（図3）なのに比べ，対照マウスでは直径分布

のバラツキも小さく問質の組織反応もわずかであ

×17，500

った（図4）．同様の傾向は20日後でもまだ幾分残

存していたが、再生筋線椎の直径を計測すると，

生食水注射側と殆ど変わらない程度にまで回復し

ていることが示された（図5）．

考　　　察

mdxマウス骨格筋は生後20日以前は明らかな

異常所見を示さないが，この頃から各所で小壊死

巣が散見されはじめ，20～30日にかけて活発な壊

死・再生が見られるようになる1）．再生筋は概ね中

心核を持つので，その後繰り返し起こる壊死・再

生の結果，筋線経の大多数が中心核を持つように

なるが，問質の線維増生は一般にごく軽度である．

mdxにおいて筋線推再生が活発な理由として

問質の線推増生が少ないことが挙げられている．

しかし，今回の実験や，坐骨神経切断による萎縮

下腿筋の検討（未発表）では，mdxマウスで小径

線維間にかなり明瞭な問質線推症を観察しており，

線推増生の多寡は再生筋の発育や成熟度に影響さ

れる可能性も示唆された．
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図2　BPVC注射4日後のmdxマウスヒラメ筋．

多数の筋線維会食像，問質の細胞浸潤と線維

増生が著明．toluidineblue，×450

BPVCは，基底膜を損傷せず，筋形質膜を部分

的に損傷することにより筋線維壊死を起こすとさ

れ，筋ジストロフィーにおける筋線経の変性と類

似のメカニズムと考えられている2）．また，末梢神

経や血管には直接損傷を与えないため，凍結や挫

減による筋損傷と比べ，純粋に筋線維のみを損傷

できる点で優れている．

今回の実験では，BPVC注射直後の筋線経の壊

死・変性過程は，mdxと対照マウスとの間で質的

な差が認められなかった．しかし，壊死・変性は

mdxでより広範に起こっていた．

マウスのヒラメ筋はかなり細く，今回使用した

26ゲージの注射針では一部薬液が漏れ出すこと

があり，そのため薬液が筋束全体に及ばなかった

可能性も否定Lがたいが，mdxの方がBPVCに

対して感受性が高いため広範な壊死が惹起された

可能性も考えられる．

4日後では，mdx・対照とも問質にマクロファー

図3　BPVC注射10日後のmdxマウスヒラメ筋．

まだかなり小径線経があり，問質に線推芽細

胞が目だつ．tOluidineblue，×300

ジ浸潤，筋線維会食像，膠原線維増生が見られた

が，これらの組織反応は概して，mdxの方が高度

であり，最初の筋線維壊死がmdxでより広範に

起こったことに相関していると思われた．また，

筋線経の平均直径は7日目ではまだ幾分小さいが，

10日，20日では，対照動物とほとんど同様に推移

しており，直径に関する限り，筋再生能は概ね対

照動物と同等であると結論された．

しかし，7日，10日目で問質の組織反応はmdx

の方で明らかに遷延しており，また筋線維直径分

布のバラツキも大で，小径線経の集まる部分でと

くに問質線維症が明らかをことなど，mdxと対照

動物では問質の組織反応が若干相違することも考

えられ、今後検討を要する．

今回の実験では，筋線経の性状が比較的均一で

あることから，生後日数の経過した動物を用いた

が、老齢動物は当然若年動物とは筋再生能が異な

る可能性があり（老齢ラットでは若年より再生能
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図4　BPVC注射10日後の対照マウスヒラメ筋．

中心核を持つ再生筋が殆どだが，筋線経の直

径は揃っている．toluidineblue，×300

Pm

87　10　　　20

図5　再生筋線経の平均直径の推移．

M＝mdxマウス；C＝対照マウス

Sは生食水注射側

が劣る3）），更に時期を違えた検討が必要であろ

う．また，神経や血管など，筋肉に対しtrophicな

働きをもつ因子に種々の傷害を与えて，筋再生能

に及ぼす影響がmdxと対照との間でいかに変化

するかなどの問題も今後検討しなければならない．

結　　　論

BPVC局部注射による筋壊死は対照よりも

mdxでより顕著であり，筋線維合食像や問質の組

織反応も対照より遷延していたが，20日後までに

は再生筋線経の直径は対照側とほぼ同等に回復し

ており，筋線維再生能に著しい差はないものと考

えられた．
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40）mdxマウスの白内障

筋緊張性ジストロフィー症の白内障との異同

栗　原　照　幸＊

研究協力者　　暫　藤　伸　行＊＊　山　下　　晃＊＊　河　本　道　次＊＊

は　じめに

ヒト老人性白内障の水晶体ではCaイオン，Na

イオンの増加とKイオンの低下が認められる．ヒ

ト筋ジストロフィー症では筋緊張性ジストロフィ

ー症に白内障の頻度が高くJungel）は約95％に合

併すると報告している．筋ジストロフィーモデル

動物の一つであるmdxマウスには細胞内記録で

ミオトニーがみられ，また水晶体の混濁も認めら

れたので眼科的に水晶体を経時的に観察し，筋緊

張性ジストロフィー症の白内障との異同について

検討した．

方　　　法

対照には生後1，2，3，4日齢のmdxマウ

ス，各1匹，8眼，生後14日，21日，28日，120

日，150日齢のmdxマウス各2匹，20眼およびそ

の対照の生後112日齢のC57BL／10◆マウス1匹，2

眼（合計15匹，30眼）を用いた．各マウスの両眼

にMydrinP⑧（塩酸フェニレフ・）ン，トロピカマ

イド）の点眼を行い，散瞳後ネンブタール注射液

（ベントパルビタールナトリウム）を腹腔内注射

し，麻酔下にて細隙灯顕微鏡による観察を行った．

1～4日齢マウスは開眼していないため眼瞼切開

を行って観察したが，MydrinP⑧点眼によっても

散瞳が不十分であったため水晶体を摘出し，細隊

灯顕微鏡および実体顕微鏡による観察を行った．

水晶体の部位を前垂下，皮質，核，後嚢下に分

類し，混濁の状態を観察した．また，31歳の

＊東邦大学医学部第四内科

＊＊東邦大学医学部附属大森病院眼科

図11日齢mdxマウスの水晶体
核のみの混濁を認める．

myotonicdystrophyの患者の両眼にMydrinP⑧

を点眼し散瞳後，細隊灯顕微鏡による水晶体の観

察を行った．

結　　　果

1，2，3日齢のmdxマウスは散瞳が不十分で

あり，細隙灯顕微鏡では水晶体の混濁は不明であ

った．水晶体摘出後，実体顕微鏡下の観察ではい

ずれも同程度に核のみの混濁を認めた（図1）．4

日齢においては核の混濁の他に微細な前嚢下の混

濁も認められた（図2）．14日齢水晶体は軽度の前

嚢下混濁を認めたが，水晶体前極部中央は透明性

が保たれていた．微照法で観察すると水晶体中央

部に軽度の前垂下の樹枝状混濁を認めた．21－120

日齢と経時的に観察すると前嚢下混濁はしだいに

求心性に水晶体前極部中央へと進行し，前嚢下の

樹枝状混濁も著明となってきた．150日齢になる

と水晶体前嚢下の混濁が前極部全面に生じている
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図2　4日齢mdxマウスの水晶体

核の混濁と微細な前垂下の混濁を認める．

図3150日齢mdxマウスの水晶体

融極部全面を満たす前嚢下の混濁を認める．

例も存在した（図3）．

C57BL／10マウスは112日齢であっても水晶体

の混濁は殆ど認められなかった（図4）．Myotonic

dystrophyの31歳女性は初診時は視力右1．0（n．

C．），左0．6（n．C．）で細隊灯顕微鏡で観察すると左

右眼とも後垂下に軽度の放射状混濁を認めた．初

診から経時的な水晶体後嚢下混濁の増強を示し，

1年9ケ月経た時点では視力右0．7（n．C∴左

0．07（0．1×－4．OD）となった（図5）．

考　　　察

典型的な筋緊張性ジストロフィー症の白内障は，

水晶体の混濁の進行程度および形態から，Vogot型

およびFleisher型に分類される．Vogot型白内障

の細隊灯顕微鏡所見は水晶体皮質部の短く狭い層

図4112日齢C57BL／10マウスの水晶体

ほとんど混濁を認めない．

図5　Myotonicdystrophy31歳女性の水晶体

後嚢下の放射状混濁を認める．

に赤，緑など’多彩な色調を呈する閃輝性小点状の

混濁および，白色点状混濁を特徴とする．この時

期は一般に視力は良好で数年同じ状態が続いた後，

皮質浅層の混濁はびまん性になり，後嚢下皮質の

放射状ないしは星空状混濁も出現する．この型を

Fleischer型白内障という．我々が経験した

myotonic cataractもこのFleischer型白内障に

分類できると思われる．この時期になると視力障

害も出現し，さらに進行すると，核，皮質の混濁

も出現し，やがて仝白内障となる．これに対し

mdxマウスの白内障の進行過程は，まず核の混濁

から出現した．やがて水晶体の前極部と赤道部の

中間に微細な前垂下混濁が出現し，以後前嚢下混

濁は求心性に水晶体前極部へ拡張しており，ヒト

筋緊張性ジストロフィーの白内障とはかなり異な
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た進行過程を示していた．

動物による白内障のモデル実験から岩田ら2）は，

1）遺伝性の誘発因子や先天性の因子があると水

晶体は核より混濁する．2）外部環境の異常性に

発生要因がある場合には赤道部の皮質から混濁が

進行し，前嚢下，後嚢下へと混濁の範囲が拡張し

ていく．3）細胞配列を乱す化学物質の影響によ

る白内障では水晶体赤道部から混濁が始まり次第

に皮質へと混濁が進行する．4）膜の能動輸送系

の活性の低下があれば前妻下の混濁から始まり，

水晶体前極部全体が混濁した後，後垂下混濁も出

現する．5）代謝異常による白内障は後垂下から

混濁が出現し，次第に混濁の部位が広がっていく，
としている．

筋緊張性ジストロフィー症の白内障は，主な混

濁部位が後垂下であり経時的増加を示したことか

ら代謝異常による白内障に最も類似していたが，

典型例では前嚢下に近い皮質浅層より白内障が始

まるとされておりかなり複雑な要因が存在してい

ると思われた．また，mdxマウスの白内障は，出

生時には核の混濁を認め，1）の遺伝性の誘発因

子が原因で生じたモデルと同様の状態であった．

出生後は前垂下の混濁が出現し，やがて水晶体前

極面全体を満たした．この後の後妻下の混濁は不

明だが我々が観察した時点までは膜の能動輸送系

の活性の低下による白内障に類似した進行を示し

た．水晶体の膜の能動輸送には，Na，K，ATPase

やCaATPaseが関与しているといわれている．

岩田3）らによるとCaイオンは，水晶体中で膜構造

の安定化作用，膜透過性の制御，細胞間接着因子

として重要な働きをし，タンパク質の会合作用も

あるとされている．また，水晶体中のCaイオン輸

送の大半はCalmodulinに依存したCa ATPase

によるとされており，膜の能動輸送系が要因とな

っていると考えた場合，mdxマウスの白内障にお

いては，Calmodulinを阻害する因子を有している

可能性も示唆される．今後Caイオン濃度の変動

など生化学的な検討が必要であると思われる．

ヒト筋緊張性ジストロフィー症の白内障に関す

る原因について，K血nら4）は，低眼圧との関係を

示唆し，Vassilopoulosら5）はγ－glutamyltrans－

peptidaselevelの低下について検討したが現在

なお不明である．

形態学的な検討では，ヒト筋緊張性ジストロフ

ィー症の白内障の多色閃輝性混濁をVogot6）はコ

レステリンであるとしている．また，矢島ら7）は細隙

灯顕微鏡で混濁として認められる部分の水晶体線

確聞には小球状ないしは滴状の変性物が認められ，

上皮細胞は，小塙形成，核の濃縮，変性萎縮を生

じて消失の傾向があったとしている．電顕的には，

野田ら8）は水晶体嚢内に突起構造が観察され，前

嚢下で水晶体線経は細く，全般に圧縮されていた．

空胞形成や滴状の変性物が認められた他，電子密

度の高い部分も認められたと報告している．今回

我々はmdxマウスの白内障とヒト筋緊張性ジス

トロフィー症の白内障との組織学的な比較は行わ

なかったが，今後この面からの検討も行いたいと

考えている．

結　　　語

mdxマウス14匹，28眼の水晶体を細隙灯顕微

鏡を用い観察を行った．mdxマウスの白内障は

核より混濁が出現するが，生後4日齢で前嚢下混

濁が出現し，経時的な前垂下混濁の進行を示した．

これはmdxマウスは先天的な水晶体混濁を生じ

る因子を持つとともに膜の能動輸送系が障奮され

る因子が存在することを示唆するものであった．

ヒト筋緊張性ジストロフィー症の白内障進行過程

は代謝異常による白内障と類似した進行過程を示

しておりmdxマウスの白内障とはかなり異なっ

た進行過程を示した．
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41）mdxマウス長政伸筋細胞膜のFreeze－Fracture法

による微細構造の経時的変化について

若　山

研究協力者

X chromosomeLlinked muscular dystrophy

（mdx）マウスはヒトDuchenne型筋ジストロフ

ィー症（DMD）と欠損遺伝子部位が近似し，その

遺伝子産物（dystrophin）も欠損しているといわれ

ている・またdystrophinが筋細胞膜に関連して存

在する蛋白であることが最近報告されており1），

DMDの発症機序と筋細胞膜変化は従来以上に重

要な関連性をもつと考えられる．昨年度はその

mdxマウス筋細胞膜のCaveolae密度につき検

討したが，今年度は筋細胞膜の膜内粒子を中心に

検討をおこなった．

方　　　法

生後8週，16週および24週の成熟雄mdxマウ

スならびにそのCOntrOl（C57BL／10ScSn）マウ

スを各々6匹ずつ使用し，摘出した右側長址伸筋

（EDL筋）はisopentanおよび液体窒素で凍結固

定後，光顕組織化学標本，特にATPase染色にお

いてはfibertypeの分析をおこなった．左側EDL

筋は十分に露出し，下腿骨につけたまま，直ちに

2・5％glutaraldehyde solutionin o，1M phos－

phatebuffer（pH7・4）の中で2時間固定し，実

体顕微鏡下でEDL筋の筋膜を注意深く取り除い

た後，小さなblockに切り，10％から30％の

glycerolに浸し，Freeze－Fracture（F－F）法に

より筋細胞膜電顕標本を作製した．F－F法による

標本割断は，EikoFDIIA（－120℃，2．5－4×10－7

Torrの条件下）を用いた．また電顕にて観察し，

撮影された筋細胞膜写真中の膜内粒子数は各々1

＊昭和大学藤が丘病院神経内科

二ヒ

【二Ⅰ

溢

弘＊

谷　誠　二＊

匹につき，最低10本の筋線維（5P面および5E

面）について，各群それぞれ60枚ずつ，最終倍率

16万倍の写真をcodeL，すべて混ぜ合わせ，mdx

群かCOntrOl群か不明にした後，intramem－

branous particle（IMP），Orthogonal array

（OA），Orthogonal array subunit particle

（OASP）のそれぞれについて，IMPは1本の筋

線経の0．25／JmZの細胞表面積をもつ領域内の，

OAは1～1．85／‘m2の領域内の粒子数を，さらに

OASPはカウントしたすべてのOAについて算

出した．これらはdecodingした後，各群間で統計

的に検討した．

結　　　果

光顕的にmdxマウスはどのStageも中心核線

経を主体とし，その中に合食細胞の浸潤を伴った

壊死再生線経の集塊がみられた．またATPase染

色によるfiber typeの分析では，その多くが

type2線維（99％）よりなり，そのうちtype2C

線経は7％以下とDMDと比較しても少数であっ

た．

F－F標本におけるIMPの密度をmdx群と

COntrOl群とで比較すると，OASPに含まれる粒

子は含めないでカウントした場合のP面の粒子

数は，生後8週では差を認めなかったが，生後16

週および24週ではmdx群で減少がみられた．ま

たOASP内の粒子を含めた場合には，どのStage

もmdx群で減少を示し，一方，E面の粒子数は

mdx群およびCOntrOl群の間に有意な差は認め

なかった（表1）．

1／－げあたりのOA密度は生後8週，16週およ
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表1Particledensity／pm2inEDLmuscleplasmamembranesfromControlandMDXmiceat
differentstages（Groupmean土Standarderrorofthemean）

Control

p faceb E face
Age Pfacea pfaceb E face

8weeks　　　2291＋96★　　2625＋112★★　764＋53★★★

p facea

2233＋100★　2288＋99★★　744＋30★★★

－■■■＝■‥一一一一‥一一一一一一…一一一…一一一一一…一一…一一一一一一一一一一…　　－日日一一一一一一一一一一一‥一一一一一一一…一一…一■■一日

16weeks　　2461＋128†2608＋114十十　988＋39†十十　1844＋95十　1915＋104十十　914＋71十††
＿＿＿＿＿＿＿－■■一　　　　　一一■一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一■■Hl－●一■●●

■■■■■■1．■一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一■●■■●■●　　　　‾▼‾－‾‾‾‾‾

24weeks　　2053＋95幸　2246＋114幸手　727＋20榊　1854＋140幸1936＋134幸手　783＋60榊
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表2　0rthogonalarraydensity／pm2inEDLmuscle

plasmamembranesfromControlandMDX
miceatdifferentstages

Age ControI MDX

8weeks

Median　　　　3．89＊　　　1．61＊

Midrange l・61－11・30　0・54－2・95

（25％to75％）

16weeks

Median　　　　3．77H　　　0．54…

Midrange l・61－6・80　　0－1・61

（25％to75％）

24weeks

Median　　　　3．54＊＝　　　0．54…＊

Midrange l・61－7・00　　0－1・13

（25％to75％）

＊　p＜0．01（Wilcoxonranksumtest）

H p＜0．01（Wilcoxonranksumtest）

…p＜0．01（Wilcoxonranksumtest）

び24週の順にそのMedian値およびMidrange

（25％～75％）（括弧内）が，COntrOl群では3・89

（1．61～11．30），3．77（1．61－6．80），3．54（1・61

～7．00）であり，一方mdx群では同様に1・61

（0．54～2．95）（P＜0．01bywilcoxonranksum

test），0．54（0～1．61）（P＜0．01），0．54（0～1・13）

表3　Subunitparticlenumberperoneorthbgonalar－

rayinEDLmuscleplasmamembranesfrom
Control and MDX mice at different stages

（Groupmean土Standarderrorofthemean）

Age ControI MDX

8weeks　　18．5土0．3＊　　12．4士0．7＊

16weeks　　18．1士0．6＊＊　　13．4土1．1＊＊

24weeks　　17．7土0．4＊＊＊　17．0土0．9＊＊＊

＊　p＜0．001（2tailedttest）

＊＊　p＜0．01（2tailedttest）

＊＊＊p＞0．2（2tailedttest）

（P＜0．01）とmdx群ではどのStageも明らかな

減少を示した（表2および図A－D）．

OASPの数，すなわち各々のOAひとつあたり

に含まれる粒子数の平均を比較すると，生後8週，

16週のmdx群では，その構成する粒子数はCOn－

trol群に比べて少なく，SmallsizeのOAよりな

っていたが，生後24週では差はみられなかった

（表3）．

考　　　察

昨年度報告したCaveolae密度の結果2）を含め

て，mdxマウスの筋細胞膜は超微形態学上，

Caveolaeの増加，P面のIMPの減少，OAおよび
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図A－DHighmagnificationelectronmicrographsoffreezeTfracturepreparationsillustrating

Orthogonalarraydensityinextensordigitorumlongus（EDL）muscleplasmamembraneof

normalcontrolandmdxmiceafter24weeksofbirth・Fig・A・Normalprotoplasmic（P）face；

Fig・B・ⅩChromosome－linkedmusculardystrophy（mdx）Pface；Fig．C．Nomalexternal

（E）face；Fig・D・mdxEface・Decreaseddensityofbothorthogonalarraysandtheirpits

（arrows）areapparentinmdxmembrane・C＝Caveolae．Bar＝0．2pm x160，000
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OASPの減少よりなっていたが，この中でもOA

の減少はCOnStantにみられ，ほとんどOAがみら

れない線経も多数みられた．この結果は従来より

いわれているDMD筋細胞膜変化3）5）とほぼ同様

な変化といえ，またこの中でもOAの減少は特に

顕著な所見といえた．

mdxマウスの臨床症状は軽い筋力低下を示す

のみで，その予後も良好であることや光顕病理組

織学的にもmdxマウスでは再生が旺盛で壊死再

生のプロセスが繰り返し起きている点などDMD

と異なる面も多い．しかしながら，異常遺伝子部

位の類似とdystrophin欠損というその本質にお

いてDMDと同質のこのmdxマウスが筋細胞膜

変化に関しても，ややOA密度がDMDより多い

かという印象を受けるが，同様の所見であったこ

とは興味深い．

Hoffmanら6）は，Becker型筋ジストロフィー

症（BMD）においてdystrophinの分子量の質的異

常を報告しており，mdxマウスにおいても同様の

異常が推測されるが，荒畑ら7）の免疫組織化学染

色の結果はBMDでは部分的な筋線経のdystro－

phin陽性を認めたが，mdxマウスでは全く認め

ていない．それゆえに，dystrophinの異常のみで

DMDとmdxマウスの臨床像と病理組織像の違

いを論ずることは難しく，今後の課題であろう．

その一方，dystrophinの欠如とDMDおよびmdx

マウスの筋細胞膜変化，特にOAの減少との関係

は，この蛋白が筋細胞膜の裏打構造的細胞骨格で

あることから，またOAが筋細胞膜内の中でも，

特に細胞質側（P面）に存在することより，強く影

響をうけている可能性が考えられ，OAがこの

dystrophinとlinkした細胞骨格である可能性も

示唆された．

結　　　論

1．mdxマウスの筋細胞膜は超微形態学上，DMD

と類似していた．

2．その中でもOAの減少はCOnStantにみられ，

ほとんどOAがみられない線経も多数みられた．

3．DMDを規制する遺伝子による産物（dystro－

phin）とOAの関係に関して興味がもたれ，さら

に研究を進めたい．
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skeletalandcardiacmusclesurfacemembrane

withantibodyagainstDuchennemusculardys－

trophypeptide．Nature333：861，1988・
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42）m血マウス骨格筋収縮の燐NMR

山　田　和　贋＊

研究協力者　米谷快男児＊　中村大群　武居光雄＊

スザンヌ・フィリップス＊

Duchenne型筋ジストロフィー症では，その筋

線経の変性および壊死が生じていることが，組織

学的によく知られている・また，ジストロフィン

の筋線経における局在と，ジストロフィー症にお

けるその欠如については，最近明らかにされ

た1）2）3）・しかし，筋ジストロフィー発症前の筋線維

あるいは発症後再生した筋線経について，そのエ

ネルギー代謝に異常がみられるかどうかについて

は，明らかにされていない．

このような問題について，主に筋生検を用いて

多くの研究が行われているが，線雄の壊死に伴う

組織の変性のために研究が大変困雉であった．こ

のため燐NMR法による研究が試みられている4）．

筋ジストロフィーマウス（mdx）は，ヒトの

DuchenneまたはBecker型筋ジストロフィー症

のモデル動物として注目されている．ジストロフ

ィンの欠掛こついてもヒトDuchenne型ジストロ

フィーと類似している・一方，mdxマウスでは，

壊死に続く再生が早期から活発にみられることが，

ヒトの筋ジストロフィー症と異なっている．

1・mdxマウス筋の生理学研究

mdxマウスは，上に述べたように疾患モデル動

物として有用な性質を持っている．mdxマウスの

摘出筋肉は・その生理学的性質について調べるた

めのよい対象である5）6）7）．とくに山田ら6）はmdx

マウスの長址伸筋（EDL）およびヒラメ筋（soleus）

を摘出し，力学的およびエネルギー論的研究を行

っているが，正常および再生筋線経については対

照マウスの筋と相違がみられないことが示唆され

＊大分医科大学生理学教室

ている・一万・上に述べた研究によって収縮・弛

緩の時間経過がとくにEDLで延長して居り，筋

小胞体機能における異常が示唆されている．

mdxマウス筋肉のエネルギー代謝については，

上に述べたように燐NMRによる研究が特に有

用であると考えられるが，対象とする筋肉が非常

に小さいため，研究が非常に困難である．山田ら8）

は，EDLを用いて，mdxjウスと正常対照マウス

の燐NMR測定を行ったが，4匹のマウスより摘

出したEDL筋（総重量約50mg）を用い，信号／

雑音比のよいスペクトルを得るのに約3万回測定

を繰り返して得られた信号を加算することが必要

であり・1つのスペクトルを得るのに10－20時間

を要している・したがって，測定は静止筋に限ら

れることになるが，その結果はmdxマウス筋と

正常対照マウス筋の間に静止状態における燐

NMRスペクトルには，特に差異が認められなか
った．

2・最大エンロビーイメージ再構成法によるNMR

スペクトルの信号／雑書比の改善

1980年代の初めから，最大エントロピー法と呼

ばれる，雑音にかくれている弱い信号を抽出する

数学的方法が，NMRスペクトルにも適用される

ようになっが）10）11）・NMR法はもともと感度の悪

い方法である・生体組織を対象とするときのよう

に特に組織の量や測定時間による制限を受ける場

合には，上に述べたイメージ再構成法を適用する

ことは非常に有効であると考えられる．また，こ

のような方法を用いると，mdxマウス筋を対象と

する場合にも，収縮・弛緩による燐化合物の量の

変化を知るための・動的測定が可能となると考え
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図1mdxマウスEDL（4匹分）を対象とし，1024回信号を加算して得られ

た燐NMRスペクトル（下図）と，これに，最大エントロピーイメ「ジ

再構成法を通用した結果（上図）を示す．

約30分）に，上に述べた最大エントロピー法に基

図1は1024回の測定による信号を加算するこ　づくイメージ再構成を行った結果を示している・

とによって得られた，mdxマウスEDL筋を対象　信号を約3万回加算（必要時間は16時間）するこ

とする燐NMRスペクトル（測定に必要な時間は　とによって得られたスペクトルとを比較したもの
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図2　mdxおよび正常対照マウスEDL（4匹分）を対象として，約3万回信

号を加算して得られた燐NMRスペクトルに，さらに最大エントロビ

‾イメージ再構成法を適用した結果を示す．正常マウス筋より得たスペ

クトル（下方）に認められる燐酸ジエステル領域のピーク（＊印）が，

mdxマウス筋（上方）では認められない．

である．イメージ再構成を行った結果，約30分の

加算によるスペクトルの信号／雑書比は，約16時

間を要したスペクトルのものよりも良くなってい

て，その結果，測定の時間分解能はおよそ100倍

程度改善されることが期待されるに至った．

図2は，約16時間を要して加算したスペクトル

（この程度の信号／雑音比からは，mdxマウスと

正常マウスとの間の燐化合物のわずかの差異は検

出できない）に，さらにイメージ再構成法を通用

した結果を示す．その結果mdxマウスと正常対

照マウスのEDLの静止状態における燐スペクト

ルにはかなりの差異が認められる．これらの差異

については，ここで用いたイメージ再構成法上の

問題，および各ピークがどのような燐化合物に由

来するのかという，燐NMRスペクトルのピーク

の同定についての非常に困難な問題があり，今後

の研究にまたねばならない．しかし図2に示すよ

うに，燐酸ジエステルに由来することが明らかに

されているスペクトル線の領域において，正常対

照マウスEDLにおいて認められるピークが，

mdxマウス筋では消失している．Burtら12）は筋

ジストロフィー症ニワトリの胸筋を対象として，
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燐NMR測定を行い，燐酸ジエステルに由来する

ピークの出現するスペクトル領域に，正常対照筋

に認められない特異なピークの出現することを報

告し，これをL－Serine ethanolamine phos－

phodiesters（SEP）と同定しているが，この事実

と関連して，上に述べた結果は大変興味深い．
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43）筋ジストロフィーマウス（MDX）筋の高分子領域での

欠損蛋白質について

堀　　　眞一郎＊

研究協力者　杉　浦　弘　子＊　大　谷　幸　子＊　平　林　民　雄＊＊

Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子異常の

研究が著しい進展をみせ，欠損遺伝子の単離から，

それにコードされている蛋白質（dystrophin）が推

定され，それに対する抗体を使って組織化学的に

局在が検討されるに至っている．しかし，この蛋

白質の化学的性質，生理的役割は推測の域を全く

出ていない・私達はDuchenne型筋ジストロフィ

ーと類似の遺伝子異常をもつとされている筋ジス

トロフィーマウス（MDX）を用いて，筋蛋白質の

異常を二次元電気泳動と銀染色の併用によって検

索したところ，高分子蛋白質の欠損を兄いだした

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／10

ScSn－MDX，以下MDX－マウスと略す）および正

常対照マウス（C57BL／10ScSn）の長指伸筋，ヒ

ラメ筋及び心筋を使用した．

蛋白質の可溶化および抽出：摘出した筋組織を8

M塩酸グアニジンLO．1MTris－HCl，pH7．5－10

％　β－merCaptOthano1－2％NP－40LlOmMピロ

リン酸ナトリウム液中にglasshomogenizerで懸

濁し，この懸濁液を5Murea－1．5Mthiourea－0．

5％　β－merCaptOethanol液に対して透析した後，

遠心し，得られた上清を可溶化された蛋白質標品

として用いた．

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離し，銀染色し

＊東京都神経科学総合研究所神経生化学
＊＊筑波大学生物科学系

た後，観察した．

結　　　果

図1は長指伸筋の筋蛋白質の二次元電気泳動図

であるが，大部分の蛋白質はMDX－マウス，正常

対照マウス共に認められたが，中性領域で，ミオ

シン重鎖よりはややアルカリよりで分子量350

kDと推定される蛋白質は正常対照マウスでは認

められるが，MDX－マウスでは認められなかっ

た．この領域は電気泳動に際して，筋組織に多量

に含まれるミオシン蛋白により，蛋白質の分経が

影響を受け易いところである．そこで，ミオシン

蛋白が低イオン濃度で沈澱することを利用して，

筋組織を8M塩酸グアニジンで処理した後，0．15

MKCl溶液に対して透析した．ミオシン蛋白の大

部分は沈澱分画に回収されたが，正常対照マウス

で認められた分子量350kDの蛋白質は上清分画

に回収された．図2はこうした低イオン濃度処理

をした試料を実験方法で述べた常法に従って，等

電点電気泳動したのち，二次元目のアクリルアミ

ドの濃度を4％の均一にして泳動したものである．

正常対照マウスでは存在する蛋白質がMDX一マ

ウスでは消失していることが，確認された．MDX

－マウスにおける筋ジストロフィーの発症は長指

伸筋のみなられずヒラメ筋あるいは心筋において

も認められることが知られている．これらの筋組

織についても同様に検索したところ，図3，図4

に示す様に，長指伸筋で認められたと同じ蛋白質

の欠損がヒラメ筋（図3）及び心筋（図4）におい

ても兄いだされた．

一239－



図1　長指伸筋の蛋白質の二次元電気泳動．

二次元目のSDS－PAGEにおけるアク））ルアミドは5％～12％の濃度勾配にしてある．正常

対照マウスの長指伸筋で認められる蛋白質（矢印）が，MDX－マウスの長指伸筋では欠損し

ている．

準鱒攣攣轡嘩轡準率画鱒固郎軸隠鞠幽離軸癖牒勘

図2　長指伸筋の蛋白質の二次元電気泳軌

8M塩酸グアニジン処理した後，0．15MKCl溶液に対して透析し，ミオシン蛋白の多くを沈

澱させた上清分画を電気泳動したもの．二次元目のSDS－PAGEにおけるアクリルアミドの

濃度は4％の均一である．正常対照マウスの長指伸筋で認められる蛋白質（矢印）が，MDX

－マウスの長指伸筋では欠損している．
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図3　ヒラメ筋の蛋白質の二次元電気泳動．

泳動条件は図2と同じ・中央の図（mixed）は二次元電気泳動上に検出される蛋白質相互の位

置の確認のため，電気泳動する直前に正常対照マウスからの試料とMDX－マウスからの試料

とを混ぜ合わせて，泳動したものである・正常対照マウスのヒラメ筋で認められる蛋白質（矢
印）が，MDX－マウスのヒラメ筋では欠損している．

′　　　　・、モ　　　ー　一．●・、二、・、・・・・l＼▲ノ・、・．い．t　′・

）

Con汀〇日C57BL10S（、Sn．ま　　　　　　　　　　　MiX匂d

図4　心筋の蛋白質に二次元電気泳動．

泳動条件は図2と同じ．中央の図（mixed）は二次元電気泳動上に検出される蛋白質相互の位

置の確認のため，電気泳動する直前に正常対照マウスからの試料とMDX－マウスからの試料

とを混ぜ合わせて，泳動したものである．正常対照マウスの心筋で認められる蛋白質（矢印）

が，MDX－マウスの心筋では欠損している．
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考　　　察

二次元電気泳動で，兄いだされた欠損高分子蛋

白は分子量350kDと推定されたが，この分子量

はDuchenne muscular dystrophyの原因遺伝子

にコードされている蛋白質であるdystrophinの

分子量約400kDと一致している．また，この欠損

はMDX－マウスの骨格筋，心筋に共通していた．

これらの結果はここで兄いだした欠損蛋白質が

dystrophinであることを示唆している．この蛋白

質がdystrophinと同一のものであるのか否かに

ついて，dystrophinに対する抗体を用いて，反応

性を検討する必要がある．Dystrophinは筋細胞の

SarCOlemmaに局在している3）4）．Knudson等5）は

dystrophinの筋細胞内の局在と遺伝子から推測

される蛋白質のアミノ酸配列から，この蛋白質は

NH2端末にアクチンを結合し，筋小胞体（sarco－

plasmiC reticulum）の終末槽とT管で構成され

るtriadの構造の中に埋もれて存在して，triadの

構成因子相互の安定化に働いていると推察してい

る．この蛋白質の化学的性状，生理的役割を，更

に明らかにするために，蛋白質そのものを出来る

限り生理的状態で抽出単艶することが必要である．

ここでは8M塩酸グアニジンと，5M尿素とで処

理することによって可溶化している．この可溶化

の条件では蛋白質の立体構造は破壊されるので，

今後より適切な可溶化の条件を工夫する必要があ

る．

ま　と　め

二次元電気泳動と銀染色によって，正常対照マ

ウスの筋組織には存在するが，MDX－マウスの筋

組織には欠損している蛋白質を兄いだした．この

蛋白質の欠損は長指伸筋のみならず，ヒラメ筋及

び心筋においても認められた．この蛋白質の分子

量は350kDで，等電点はミオシン重鎖よりやや

アルカリよりの中性であると推定された．
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44）筋ジストロフィーマウス（MDX）筋の

C－プロテインの動態について

堀

研究協力者　杉　浦　弘　子＊

筋ジストロフィーマウス（MDX）は人のDu＿

Chenne型筋ジストロフィーと類似した遺伝子異

常をもった動物モデルであることが明らかになっ

ている・このマウスを用いて，筋蛋白質における

遺伝子の情報発現の異常を二次元電気泳動で検討

している過程で，ミオシン重鎖より分子量が少し

小さく，等電点のややアルカリよりの蛋白質（145

KD）に正常対照マウスとMDX－マウスとの問に

量的差があった・しかし，この蛋白質は5M尿素

処理に先だって，8M塩酸グアニジンで処理する

とMDX一マウスでも正常マウスとほぼ同程度認

められた・このことから，8M塩酸グアニジンで

失活する因子がMDX－マウスに存在するのでは

ないかと推測されることを昨年報告した．ここで

はこの蛋白質の同定と変化の動態について検討し
た．

実験方法

大部分の筋線雑に中心核が出現する生後120日

の雄の筋ジストロフィーマウス（C57BL／10

ScSn－MDX・以下MDX－マウスと略す）および正

常対照マウス（C57BL／10ScSn）の長指伸筋を使

用した・摘出した筋組織を5M尿素－1．5M

thiourea－0．5％β一merCaptOethanol液（以下5M

urea含溶解液と略す）で，可溶化後，平林の改良

した二次元電気泳動法l）により分匪し，C。。maSSie

BrilliantBlueRで染色した後，観察した．筋蛋

白質の可溶性については0．6M KCト0．01M

TrisLHCl，pH7・8にホモゲナイズした後，

＊東京都神経科学総合研究所神経生化学

＊＊筑波大学生物科学系

眞一郎＊

大　谷　幸　子＊　平　林　民　雄＊＊

16，000gX20minで遠心し，上清と沈澱に分離し

た．マウスの骨格筋からのC－プロテインの分離精

製はOffer等（1973）2）の方法によった．

結　　　果

異常を示した蛋白質の同定：二次元電気泳動で

の，この蛋白質の出現する位置から，いわゆるC－

プロテインではないかと推測されるので，Offer

ら（1973）の方法で，部分精製したCrude CLプロ

テインと，はたして二次元電気泳動上，一致する

のか否か検討してみた．図1に示す様に，精製し

たC－プロテインと全く一致する蛋白であること

が解った．

C－プロテインの変イ亡を促進する因子：先に報告し

たように，筋組織中には8M塩酸グアニジンで失

活する変換因子が存在することが示唆されている．

このC－プロテインを変換する因子は可溶性のも

のか否かを検討するため，0．6MKCl溶液に筋組

織をホモゲナイズした後，16，000gX20minで遠

心し，上清と沈澱に分錐した．図2は筋組織のホ

モゲナイズ，あるいは上清と沈澱に分旺した後，

上清のみでインキュベートしたものを5Murea

含溶解液で処理した後，二次元電気泳動にかけ観

察したものですが，ホモゲナイズでは認められた

C－プロテインの変化が上清のみのインキュベー

ションでは認められなかった．つまり，変換因子

は沈澱分画に回収されるのではないかと推測され

る．そこで，先に採っておいたC－プロテインと沈

澱分画とでこの点を検討してみた．図3に示す様

にC－プロテインと沈澱分画をまぜてインキュベ

ートすると，C－プロテインは消失した．このこと

はこの変換因子が0．6MKCl溶液では沈澱分画
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CrudeC－PrO励n 臣密造霊感数学或感誠USCe

図1　長指伸筋の蛋白質の二次元電気泳動．二次元目のSDS－PAGEにおけるアク））ルアミドは5％－12％

の濃度勾配にしてある．中央の図（mixed）は二次元電気泳動上に検出される蛋白質相互の位置の確認

のため，電気泳動する直前に精製したC－プロテインと長指伸筋の抽出液を混ぜ合わして，泳動したも

のである．長指伸筋の抽出液で認められる蛋白質（矢印）は精製したC－プロテインと一致することを
示す．

図2　長指伸筋の蛋白質の二次元電気泳動．摘出した長指伸筋を0．6MKCl溶液に懸濁した状態でインキュ

ベーションした場合と遠心して上清と沈澱に分画し，上清のみでインキュベーションした場合におけ

るC－プロテインの変化の差を示す．
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図3　長指伸筋の筋組織中のC一プロテイン変換因子．筋組織を0．6M KCl溶液に懸濁した後，遠心して上

清と沈澱に分画した．図は精製したC－プロテイン（左），長指伸筋の0．6M KCl溶液沈澱分画

（右），C－プロテインと沈澱分画とを混和してインキュベーションしたもの（中央）のそれぞれを二次

元電気泳動したものである．

の存在することを示している．なお，このC－プロ

テインを変換する因子はMDX－マウスのみなら

ず正常対照マウスにも存在した．

考　　　察

MDX－マウスで顕著な変化を示したミオシン重

鎖よりやや低分子量で，アルカリよりにある蛋白

質はC－プロテインであることが解った．C－プロ

テインには自筋型，赤筋型及び心筋型と3種の

isoformがあり，それぞれ抗原性及び分子量が異

なっている．これらのisoformは個体発生の過程

で，発現が変化することが知られている．大日方

ら3）は筋ジストロフィー鶏の胸筋では．正常対照

鶏で胎時期にしか見られない赤筋型が成鶏におい

ても認められることを報告している．さて，ここ

で兄いだしたC一プロテインの変化が，C－プロテ

インのisoformへの変換であるのか否か，また，

ヒラメ筋（赤筋）及び心筋のC一プロテインでも観

察されるものか否かについては，今後の検討課題

であるが，C－プロテインに特異的な変換因子が筋

組織中に存在することが示唆されることから，こ

のC－プロテインの変換は遺伝子発現の変化によ

るものではない．なお，この変換因子は正常対照

マウスにも存在することからこの因子の筋肉にお

ける生理的役割および筋ジストロフィーの発症と

の関連は今後の検討課題である．

ま　と　め

1．MDX－マウスで顕著な変化を示したミオシ

ン重鎖よりやや低分子量で，アルカリよりにある

蛋白質はC－プロテインであることが解った．

2．C－プロテインを特異的に変化させる因子が

筋組織中に存在することが解った．

3．C－プロテイン変換因子は0．6MKCl溶液で

沈澱分画に回収され，8M塩酸グア二ジンで不活

性化することから酵素ではないかと推定される．

4．このC－プロテイン変換因子は，正常対照マウ

スにも存在することからこの因子の筋肉における

生理的役割および筋ジストロフィーの発症との関

連は今後の検討課題である．
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45）mdxマウスのミオトニーに対する

Ca措抗剤の効果

研究協力着　岸

栗　原　照　幸＊

雅　彦＊　木　下　眞　男＊

は　じめに

筋緊張性ジストロフィー症にCa括抗剤

（nifedipine30mg／day）を投与したところ，ミオ

トニーが改善したという報告が1987年Grantら

によって記載された1）・著者らは筋緊張性ジスト

ロフィー症患者に塩酸ニカルジピン（ベルジピン）

20mgを1日3回投与したところgripmyotonia

が改善し，日常生活動作で手指の運動が楽になり，

今までできなかったビンのふたを開けることが可

能になった症例を経験した．Ca括抗剤が何故ミ

オトニーに有効であるかは未だ明らかでない．そ

こでミオトニーに対する本剤の作用機序を明らか

にするためmdxマウスにみられるミオトニー2）

に対して本剤を用いて筋細胞内記録を行って検討

した・又哺乳動物の骨格筋に対するCa括抗剤の

効果について，ラットの横隔膜一神経標本を用いて

神経刺激の閥値，筋活動電位の立ち上がり時間と

振幅，静止膜電位に対する作用を検討し，Ca括抗

剤にはNachannelのpartialblockerとしての

作用が神経及び筋細胞膜に対してあることを明ら

かにした・そしてCa括抗剤のミオトニーに対す

る阻止作用は，Na channelに対するpartial

blockerとしての作用が関与していることを明ら

かにしたので報告する．

対象と方法

対象としては生後4日－65日のmdxマウスと

ウィスター系ラットを用いた．Ca括抗剤として

はnicardipineとverapami1を用い，10－6－10－4

M／Lの種々の濃度でTyrode溶液中に加えて，

＊東邦大学医学部第四内科

mdxマウスにみられるミオトニーの抑制効果を

筋細胞内記録によって検索した．哺乳動物へ神経

筋標本に対してCa括抗剤がどのような効果を及

ぼすかについてはラットの横隔膜一神経標本を用

いて神経刺激の開催，静止膜電位，筋活動電位を

記録し，メモリースコープより写真をとり，立ち

上がり時間や振幅の計測をした．微小電極は3M

のKCl溶液を満たしたガラス管微小電極を自作

して用いた．筋標本はTyrode溶液中に常時95％

02と5％C02の混合ガスを通じることによって

酸素化した．

結　　　果

（1）mdxマウスのミオトニーに対するC。括抗

剤の効果

mdxマウスの横隔膜標本に微小電極を刺入す

る時や細胞内から微小電極が細胞外に出る時の機

械的刺激によって生後4日以後どの日齢のmdx

マウスでもmyotonicburstが認められる．図1

は36日齢のmdxマウスにnicardipineを10－7

M／Lの濃度でTyrode溶液に用いると，この濃度

ではミオトニーを阻止できないが，10－6M／Lの濃

度になるとミオトニーの発火を減少させることを

示す・2×10－5M／Lの濃度に増加させると微小電

極刺入時にも・微小電極抜去時にもmyotonic

burstを阻止できる（図2）．

別のCa括抗剤verapamilを用いると，図3の

上図2つのようにTyrode溶液中でみられた

insertionmyotoniaが2×10－5M／LのVerapami1

によって阻止され，微小電極が細胞内から外へ出

る際にも発火は起こらない．

静止膜電位は表1の様に65日齢のmdxマウ
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Ca antagonisHnicardipine〉

mdx mouse136days）

1xlO‾7M／L

1xlr6呵／L

樗璽
．10mV

50nlS

図136日齢のmdxマウスの横隔膜標本を用い・微

小電極が筋細胞内へ入る時に生じるミオト

ニー放電を，Ca桔抗剤（ニカルジピン）が阻止

できるか否かを検索した．1×10‾TM／Lの濃度

でTyrode溶液にニカルジピンを加えても，ミ
オトニーは抑制されない（上図）．

1×10－6M／Lの濃度になると，下図のようにミ

オトニーを抑制する作用が出てくるが，完全に

は阻止しない．

スでTyrode溶液中では，76．0±7．03（S．D・）mV

のものが，VeraPamilを10‾5～10－4M／Lで加えて

もー73．3～76．1mVの範囲にあり，低下は認めら

れなかった．

（2）哺乳動物の骨格筋に対するCa桔抗剤の効

果

ラットの横隔膜一神経標本に対するverapami1

の作用について，まず横隔膜神経刺激の問値をみ

るとTyrode溶液中では0・02msec，1・4Vであ

ったものが，2×10r5M／LのVerapamilを加える

と間借が0．02msec，2．5Vに増し，1×10．4M／L

のVerapamilでは閥値が更に上昇して0・02msec，

4．4Vになった．

nicardipi11e　2xlO‾5M／L

mdx mousei48daYS）

eJectrodeinsertion

eIectrode withdrawaJ

」10汀Ⅳ

10ms

図2　mdxマウスの横隔膜標本．

ニカルジピンを2×10－5M／LでTyrode溶液

中に加えると，上図のように微小電極の挿入時

にも，ミオトニー放電は抑制され，下図のよう

に微小電極を細胞内から外へ抜去する時の機

械的刺激によっても，一つの活動電位が見られ

た他は，連続する発火は抑制される．

次にラットの横隔膜標本の筋の静止膜電位を計

測すると，Tyrode溶液では－87・6±2，18（S・D・）

mv（N＝40），Verapami12×10r5M／Lを加える

と－88．6±2．36mV（N＝30），VerapamillXlO‾4

M／Lを加えると．86・3±2・61mV（N＝30）と変化

は認められなかった．

筋活動電位の立ち上がりは骨格筋ではNacon－

ductanceの急激な増加によって生じるが，

Tyrode溶液中では0・98±0・068msecであるが，

2×10－5M／LのVerapamilを加えると1・19±
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表1mdxマウスの静止膜電位は，ベラパミルを1×

10．5－1×10‾4M／Lの濃度でTyrode溶液に加
えても有意な変化は見られない．

mdxmouse（65日齢）の膜電位（RMP）

Solutions R M P （m ean 土S ．D こ）

Tyrode’S －76 ．0 ±7 ．03 m v

So h」tion （N ＝40 ）

V erapam il

1×10－5M ／L
－7 4 ．1 ±8 ．38 m v

in T yrode ’i S oIution （N ＝40）

V erapam il

2 ×10■5M ／L
－75 ．3 ±8 ．28 m v

in T yrode’s s olution （N ＝4 0）

V erapam H

5×10▼5M ／L
－ 76 ．1 ±6 ．46 m v

in T yrode’s S orution （N ＝40）

V eraPam il

1×10‾4M ／L
－73 ．25 ± 6 ．42 m v

in T yrode’s S oIutio n （N ＝40 ）

0・14msecに延長し，1×10L4M／Lのverapamil

を加えると更に1．34±0．28msecに延長した．代

表的な図を速い掃引速度で示したのが図4である．

筋活動電位の振幅もverapami1によって20mV

以上低下させる作用か認められた．

考　　　察

mdxマウスのミオトニーはNachannelbl。Ck－

er（tetrodotoxin）で阻止されるが，低Ca溶液で

は阻止されないことからmyotonicburstの筋活

動電位の発火はNachannelを介することを著者

らが昨年報告した．今回Ca桔抗剤を用いたとこ

ろnicardipineでもverapami1でもmdxマウス

のミオトニーを阻止することができ．膜電位には

影響を与えないことが示された．Ca桔抗剤はラ

ットの横隔膜一神経標本を用いた哺乳動物の末梢

神経と骨格筋に対しては，末梢神経の刺激問値を

上昇させ，又筋活動電位の立ち上がり時間を遅延

させ，活動電位の振幅も低下させる作用のあるこ

とが今回の一連の実験で示された．これらはCa

括抗剤が上記の興奮膜に対して抑制的に働いてい

梅rapami葦2㍍0－5M／L

＿＿　　＿＿＿＿」10rnV

lOOmsec

20mSeC

図3　mdxマウスの横隔膜標本．

上二つの図は，Tyrode溶液中では微小電極が

筋細胞内へ入る時に，ミオトニー放電が認めら

れることを示す．下図はベラパミルを2×10－5

M／Lの濃度でTyrode溶液に加えると，微小電極

が筋細胞内から外へ抜去される時（矢印）に，

ミオトニー放電が抑制されることを示す．

ることを示すものであり，完全には興奮を阻止し

ないが，2×10‾SM／Lや1×10－4M／Lの濃度では

Nachannelのpartialblockerとして作用してい

る．

Ca括抗剤は何故ミオトニーを阻止する効果が

ヒトの筋緊張性ジストロフィー症で認められるか

についてはGrantらは今のところ不明であるが，

仮説として1）筋細胞膜のCa輸送を抑制するこ

と，2）T－tubulesからSRJunctionの刺激伝達

を抑制することのどれかではないかと推論してい

る．著者は今回の筋細胞内記録により，Ca桔抗剤
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Action Potential

二二　」　－OmV

図4　ラットの横隔膜一神経標本．

横隔膜神経を刺激して速い掃引速度で筋活動

電位の立ち上がりを筋細胞内記録でみる．最上

図の対照に比して，ベラパミルを2×10‾5M／L，

1×10r4M／Lの濃度でTyrode溶液に加えると

筋活動電位の立ち上がり時間が遅くなり，振幅

も低下することを示す．

が微小電極刺入時に起こる筋活動電位の連続発火

を阻止していることから，Ca桔抗剤は筋細胞膜の

レベルでNa channelのpartialblockerとして

働くことによってミオトニー放電を阻止している

と考える．

哺乳動物の骨格筋に対するCa桔抗剤の作用に

関する論文は心筋に対する効果の論文ほど多くは

ないが，1979年にSkirbollら3）はネコの排腹筋と

ヒラメ筋を用いてverapamilを動注して効果を

みている．両筋共に睦電位は低下させないが筋活

動電位の持続を延長させると報告している．筋活

動電位の立ち上がりは0．69から0．81msecに延

長したり，0．87から1．09msecに延長している

が，統計的には有意ではなかったと報告している・

その他VanDerKlootら4）や，Bondiら5）はカエル

の骨格筋でverapami1は膜電位を下げずに膜の

興奮性を低下させ，Na＋とK＋の透過性を下げてい

ると述べている．これは筋活動電位の上行脚も，

下行脚も両方遅くなることからNachannelとK

channelの両方がCa桔抗剤によって阻止されて

いると考えたのである．このようにカエル及び哺

乳動物の骨格筋に対してはCa桔抗剤が純粋に

CachannelだけでなくNachannelやKchannel

に対しても阻止的に働くという文献は散見され，

著者らの実験とも合致する．

テトロドトキシンはミオトニーを阻止するが治

療薬としては用いることができない．しかしCa

桔抗剤は副作用も少なく抗ミオトニー剤の1つと

してヒトのミオトニー疾患に用い得る可能性があ

り，今回その作用機序としてはCa括抗剤のもつ

筋細胞膜に対するNachannelのpartialblocker

としての働きが関与していることを明らかにした．

結　　　語

1）nicardipineとverapamilは，mdxマウスの

ミオトニーを阻止する効果が認められる．

2）Ca桔抗剤は哺乳動物の神経筋標本に対して

は，神経刺激の閥値を上昇させ，筋活動電位の

立ち上がり時間を遅延し，振幅も低下させる作

用がある．これは興奮膜に対するNa channel

のpartialblockerとして働いていることを示

す．

3）mdxマウスのミオトニーを阻止する作用も

Ca括抗剤が筋細胞膜にけおるNa channelの

partialblockerとして働いているためと考え

られる．
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46）mdxマウス骨格筋内のCa2＋濃度

吉　田　瑞　子＊

研究協力者　　菊

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）は，

膜異常のために細胞外から細胞内にCa2十が流入

し，細胞内のCa2＋濃度が高くなり，筋細胞が壊死

に陥るといわれてきた．実際表面膜に存在するジ

ストロフィンの欠損による膜異常であることが最

近明らかになったl）．

そこで我々は筋ジストロフィー症のモデルマウ

ス（mdx）の骨格筋内のCa2十濃度を測定すること

を試みた．

試料および方法

3週齢と16週齢のmdxマウスとその対照の

BlOマウスを用いた．共に雄で，各ケースで4匹

ずつ検索した．骨格筋は，長指伸筋を腱から腱ま

で取り出し，緩衝液中でできる限り結合組織を除

去した．緩衝溶液の組成は，118．4mMNaCl，4・

7mMKCl，2．52mMCaC12，25・01mMNaCO3，

1．18mMKH2PO4，1．18mMMgSO4，11・OmM

glucose（pH7．4）を用いた．

細胞内のCa2十の検出は螢光プローブfurar2を

用いた．DMSOに溶解した1mM－fura－2－AMと

25％－pluronicF－127を，上記緩衝液に加え，最終

濃度10〃Mと0．08％とし，fura－2負荷溶液とし

た．

この負荷溶液に1肢の長指伸筋を入れ，02：

CO2＝95：5の混合ガスを吹き込みながら，10℃

で1時間45分浮置した．次に細胞外に付着してい

るfura－2－AMとpluronicF－127を除去し，細胞

内に入ったfura－2－AMをエステラーゼで分解す

るために，緩衝溶液中に入れ混合ガスを吹き込み

＊国立精神・神経センター神経研究所

池　建　機＊

ながら，37℃で25分間浮置した・他肢を自己発光

測定に用いた．fura－2rAMを負荷した場合と同様

に，負荷溶液からfura－2－AMを除いた溶液中で

浮置した．

furar2を負荷した筋束あるいは自己発光測定

用の筋束は，0．1mmの厚さの培養用カバーグラ

スの上にシリコン製の梱（フレキシムパーム）■を

接着し，その中に置いた．筋束は直接カバーグラ

スに接着し，両端の腱を両面テープで押さえた・

緩衝液を溝し，螢光測定のため螢光顕微鏡下に置

いた．螢光測定中は，酸素一炭酸ガスの混合ガスを

吹き込んだ緩衝液を環流した．測定時の試料の温

度は，25℃とした．

細胞内Ca2＋濃度測定は，Xe光源付倒立型螢光

顕微鏡を用い，340と360nmの励起波長で照射し

た．筋束からの螢光像（510mm）を超高感度カメ

ラ（SIT：浜松ホトニクス）で撮影，その像をモニ

ターテレビ（PVM－1371Q，ソニー）で観察しな

がらビデオテープ（U・マナック用KSP，ソニー）

にとり，画像解析装置（アルガス100，浜松ホトニ

クス）で解析した．励起光量は極少量にし，SITカ

メラの感度を最高にして測定した．

画像解析でCa2十濃度を擬似カラーで表現する

ための標準化は，EGTAを用いたCa2＋緩衝液2）で

行った（25℃，pH7．00）．

螢光プローブによる実測光量から自己発光光量

を差引いて細胞内Ca2十濃度を算出した・

結果と考察

3週齢のmdxマウスの長指伸筋内のCa2＋濃度

は，80～100nM・を示す線経と200nMを示す線経

が存在した．16週齢の筋線経は80～100nMを示
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し，スポット的に200nMを示す部位があった．

BlOマウスの長指伸筋内のCa2＋濃度は，3週

齢，16週齢ともに80－100nMを示した．

mdx，BlOマウスの各週齢で，わずか4匹ずつ

の検索のため，静止状態の骨格筋内Ca2＋濃度の結

論は出せない．しかし正常マウスの骨格筋内の

Ca2＋濃度は，昨年の結果も合わせて，100nM以下

であることは確かであり，他の方法で測定された

結果と一致する．

最近，mdxマウスと正常マウスの屈筋線稚内

に，fura－2を注入して，筋細胞内のCa2＋濃度を測

定した結果が報告されが）．その結果はmdxマウ

スのCa2＋濃度は92nMで，正常マウスの約2．3

倍であった・mdxマウスの筋細胞内Ca2十濃度が，

中骨マウスに比較して高いとはいえ，我々の結果

と同様に現在いわれている生理的Ca2＋濃度であ
る．

細胞内の生理的Ca2＋濃度の範囲内で，mdxマ

ウスと正常マウス骨格筋内Ca2＋濃度の違いが，細

胞壊死にどのように関与しているか，今後明らか
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にしなければならない．
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47）ジストロフィー筋の細胞内膜系と収縮

吉　岡　利　息＊・

研究協力者　　田　中

緒　　　言

再生筋が多数を占めている週齢のmdxマウス

であっても，その下肢骨格筋細胞の形質中やミト

コンドリアに高濃度のカルシウムイオンが電子線

プローブ微量元素分析法によって測定された8）．

筋中蛋白分解酵素（CANP，CDP）は，細胞内の

高濃度カルシウムイオンによって賦活されるが，

これまでの実験で用いた週齢マウス骨格筋では収

縮蛋白系の崩壊像は少ない．また張力発揮につい

ても対照群とほぼ同じ傾向が示されたが，刺激頻

度による結果では速筋から遅筋への性質移行も示

唆された8）．細胞内高カルシウムの原因が，筋鞘を

介する細胞外からの流入によるものかあるいは細

胞内貯蔵部位からのカルシウム放出によるものか

不明である3）．

最近の知見によると5），横行小菅系に存在する

ryanodinereceptorはカルシウム遊維機構に影響

を持つとされ，横行小菅系および筋小胞体の終槽，

および両者間に存在する連結構造などの形態学的

知見を重要視し，収縮様式との関連性について研

究した．

実験方法

当研究室で繁殖し，飼育している筋ジストロフ

ィーモデル動物であるmdxマウスとそのコント

ロールのヒラメ筋（SOL）および長址伸筋（EDL）

を用いた．生後4日，2週齢および4週齢の片側摘

出筋から収縮様式の特徴を記録し，他側は4℃の

2．5％グルタールアルデヒド0．1Mリン酸緩衝液

＊聖マリアンナ医科大学第二生理学教室

＊＊鹿屋体育大学体力科学講座

みどり＊　竹　倉　宏　明＊＊

で前固定し，2％オスミウム酸で後固定，その後脱

水，包埋，薄切が施された．電子顕微鏡像は直接

倍率5，000，10，000，および20，000倍で撮影し，

3．3倍のプリントを得た．細胞内小器官の容積は

weibelによって提唱された“pointcounting法7）”

によって分析され，横行小菅と筋小胞体の終槽の

間に存在するfeetあるいはjunctionalgapの幅

は0．1mm精度のルーペを用い測定した．この場合，

feet構造が明瞭なものをランダムに選出して行

った．この計測は2万倍の像から3．3倍のプリン

ト写真を用いて行われた．

結　　　果

Stereologicalに計測された筋線維1本当りの

細胞内小器官の容積変動は表1に示されており，

生後4日目のSOLおよびEDLの筋小胞体（SR）

においてmdxおよびcontrolとも2．5－2・9％に

減少したが，EDLでは変動が小さかった．mdxマ

ウスのミトコンドリア（MIT），および筋原線維

（MYO）の容積は，横行小菅（T－T）を除いて同

様に変動が無かった．これまでに多くの報告があ

るように4），一般に細胞内膜系は対照，mdxともに

若い週齢で筋線経に占める比率が高く，幼君なも

のでは粗面筋小胞体および豊富なリポゾーム顆粒

が認められた．またサテライト細胞の散在も観察

された．

図1にはmdxマウス生後2週目のSOLおよ

びEDLの筋鞘の電子顕微鏡像が示されている．

広義的に筋草創ま形質瞑，基底膜，グリコカリック

ス層（糖皮）を含むが，細胞膜の微細構造は壊死

線経を除いて対照と変わらず，筋鞘下には多くの

小胞が存在し，かつ多量のグリコーゲン頼粒が筋
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表1mdxおよび対照マウス骨格筋細胞の細胞内小器官の筋線経に占める比率

VoIume Fraclion or CellElementin mdx and controIMouse SkeIetalMuscle

mdx

MnlO SOL　　12±6

EDL　　9土3

T”T soL O．6土0．4

EDL O．6　±0．2

S R soL　4．2土0．3

EDL　　4．6　±0．5

MYO soL　81±ll

EDL　　79土　6

4d
COntrOl mdx　2w COntrO）　　　mdx　4w COntrO1

15◆7　　　　　10土2　　　8±3　　　　　　7　±5　　　8±4

10　＋　5

0．5±0．2

0．6±0．4

4．7　±　0．4

5．1±0．2

78±11

80＋13

8士2　　　　7　土3　　　　　　　6土2　　　　6士4

0．4土0．1　0．2土0．2

0．5±0．3　　0．4±0．2

2．7±1．0　　2．5　＋0．7

4．5±0．3　　4．8土0．9

79土13　　80土　8

78土14　　　75土　9

0．3　土0．1

0．4　＋　0．2

2．8±0．2

4．7±0．3

82！13

75　＋11

0．2　±0．1

0．4　＋　0．1

2．9　±　0．5

4．5土0．6

80　王　9

74　＋　‖

ResuItsareexpressedasMean±SD（％）andoblainedbythemethodof・・pointcounting”．

B l

脈i妄t

O．5トIm

図12週齢mdxマウス骨格筋形質膜

A：ひらめ筋，B：長址伸鼠　sl：筋鞘，mit：ミトコンドリア，Z：Z一帯

原線稚内に認められ，活動性の高い細胞の様子が　　図2には4白目の対照マウス（A，C）および

示されている．生後4日臥　4週目の試料も同様　mdxマウス（B，D）のSOLおよびEDLから得

の像が示されるが，mdxでは筋原線経の直径が縮　られた三連構造（triads）が示されている．成熟骨

小する傾向にあった．　　　　　　　　　　　格筋のtriadsと異なる微細構造は認められない．
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図2　4日齢マウス骨格筋細胞の三連構造（Triads）・

A：対照ひらめ筋，B：mdxひらめ筋，

C：対照長址伸筋，D：mdx長址伸筋．

筋小胞体および横行小菅の間にあるfeet構造も

明瞭であった．Feet部位が興奮収縮連関のプロセ

スの一部であるとすれば，筋収縮機構は既に完成

されている．Feet構造の幅，すなわちjunctional

gapの幅を測定した結果，mdxマウスの4日齢，

2週齢および4週齢は対照群に比較して7－27％

表2　mdxおよび対照マウス骨格筋細胞三連構造の

junctionalgap幅．

The width oflhe．junc【ional gapin

mdx and conlrOl mouse skeletal muscle

（mean　三　SD，nm）

mdx contrOl

15　±　3．2

（81）

19　±　6．5

（99）

19　±　5．5

（95）

14　±　2．1

（152）

16　±　3．1

（113）

15　土　2．6

（163）

の有意な増加がみられ，週齢が経過するに従いそ

の特徴が明らかになった（表2）．全ての試料は同

じ緩衝液が用いられその浸透圧も規定されている．

一部対照マウス筋の横行小菅の径を測定したとこ

ろ30±5nm（mean±S．D．，n＝151）であり，こ

の値は多くの報告と一致することから，mdxでの

junctionalgapの幅の拡大は特徴的な結果であっ

た．

考　　　察

得られた結果の最も特徴的なことは，mdxマウ

ス骨格筋細胞のtriadsにおいてjunctionalgap

幅が拡大していることと，それが週齢の経過する

に従い増大することである．2週齢のmdxマウス

骨格筋では壊死線経が混在しているが，表2に示

されている結果はその中でもintactな線経から

得られたものである．細胞膜の脱分極は横行小菅

を介して筋小胞体に伝えられるが，その機構につ

いて多くの議論があり，いずれも仮説の域を出な

い．
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最近，junctional gapのfeet構造物が

ryanodinereceptorであるという報告がなされ5），

それがカルシウム放出の際に重要な受容器蛋白で

あるとしている．mdxマウスの筋収縮張力の低下

はほとんど認められないので，果してgapの幅の

拡大がどの程度興奮収縮連関に係わりがあるかど

うか不明である．しかしながら筋形質中やミトコ

ンドリアのカルシウムイオン含有量が上昇してい

るというこれまでの報告8）から，gapの拡大はカル

シウムイオンの調節機構に対してなんらかの影響

を与えているように考えられる．Duchenne型筋

ジストロフィー（DMD）では，その筋形質膜に

dystrophinの欠落を伴い1）・2），Orthogonal array

Submitparticleも減少しており6），横行小菅が筋

鞘から湾入する小器官とすれば，mdxでその

triadsに形態的異常を認めても不思議ではない．

筋鞘の微細構造からは異常所見は得られなかった

が，Turnerら3）の報告によると細胞内カルシウム

イオン濃度の上昇は形質膜を介して行われている

という・結論として横行小菅系の微細構造的変化

がトリガーとなり細胞内へのカルシウムイオン流

入を増加させ，その結果カルシウム依存性プロテ

アーゼ活性の上昇をきたし，筋収縮蛋白やその他

の細胞内小器官の崩壊を助長するものと考えられ

る・静止状態のmdx骨格筋細胞の筋小月包体に貯

蔵しているカルシウムイオン濃度を測定できれば，

この仮説をより強くサポートするものとなろう．

結　　　語

mdxマウスの各日齢のヒラメ筋および長址伸

筋を用いその収縮様式と微細構造について報告し

た・収縮様式，張力は対照群と類似していた．筋

形質膜の微細構造についても同様であった．筋小

胞体の細胞に占める率は幼君なもので4．2－5．1

％であり，緩筋，速筋の性質が分化するに従いそ

の特徴を示すようになった．横行小菅および筋小

胞体問に存在するjunctionalgapの幅がmdxマ

ウスで拡大する傾向にあり，ryanOdinereceptor

との関連性および細胞内カルシウムイオン濃度の

上昇について論じた．
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48）mdxマウスの筋小胞体（SR）

高　木　昭　夫＊・＊＊

研究協力者　　小　島

荒　木

最近の知見によるとDuchenne型筋ジストロフ

ィー（DMD）の欠損蛋白質，dystrophinは主とし

て筋表面膜に分布しており，筋小胞体（SR）とは

無関係とされた1）．従来よりDMDのSRには種々

の異常が指摘された2）．我々はDMDのSR・Ca－

ATPase蛋白の減少やCaffeine拘錆の克進を報

告した2）－3）．今回mdxマウスを使用して，この間題

を再検討した．またdystrophinの生理的機能解析

を目的として，1－2の実験を追加した．

方　　　法

生後8－20週のmdxマウス（C57BL／10ScSn－

mdx）および対照（C57BL／10ScSn）の長址伸筋

を使用した．凍結切片を使用して通常の組織化学

と免疫組織化学染色を行った．グリセリン筋から

蛋白溶解液中でホモジュネートを作製し，その上

活（3000×G，20分）のSDSゲル電気泳動を行っ

た．Immunoblotは既報のように行った3）．使用し

た抗体は抗ヒトSR・Ca－ATPase抗体あるいは抗

ラットheavySR（HSR）抗体である3）・7）．染色に

はVectastainキットを使用した．筋線経の収縮

力，SRのCa摂取あるいはCa遊離はスキンドフ

ァイバー法により分析した4）．筋節長はヘリウム

レーザービームの回折より計算した．

結　　　果

1）免疫組織化学およびimmunoblot

抗SR・Ca－ATPase蛋白抗体を使用して，免疫

＊沖中記念成人病研究所

＊＊虎の門病院神経内科

進＊＊　井　田　雅　祥＊＊

誠＊　紫　芝　良　昌＊

組織化学を行った．対照ではtype2線推がより濃

染した．mdxではやはりtype2線維がより強く

染色された．しかし対照に比してmdxの染色性

は減弱していた（図1）．MyosinATPase（pH

lO．4）染色との比較を行った．対照およびmdxの

いずれでもtypelとtype2線経はよく分別され

る．ただ同一条件の染色にもかかわらず，硫化コ

バルト沈澱は示dxより対照で強い（図2）．すな

わちmyosinATPase活性はmdxで減弱してい

る可能性がある．

グ1）セリン筋のimmunoblotを対照とmdxの

問で比較した．染色は抗HSR抗体によった（図

3）．両者において100Kダルトン（Ca－

ATPase），60K（Calsequestrin），50K（Car

bindingprotein）が認められた．他に38K，34K，

31K，28K，21．5Kのバンドが染色された．この

うち34K，31K，21．5KはCa－ATPaseの分解

産物と推定された．抗HSR抗体を使用した染色

では対照とmdxの間に差異は観察されなかった．

2）スキンドファイバー

a）収縮系：外液のCaイオン濃度を3×10rSM

以上に上昇させて，最大収縮力（Po）を測定し

た．mdxは0．92±0．27（n＝8，平均±S．D．，Kg／

戯），対照は0．81±0．41（n＝8）で差をみとめな

い．Srイオンによる活性化を検討すると，typel

とtype　2の線経の中間的反応を呈するいわゆる

typeX線経は認められない．

b）筋小胞体のCa摂取能：SRがCaイオン最大

摂取後のCaffeine拘露の大きさをPoと比較し

て，Ca摂取指数を比較した．この指数はmdx

O．68±0．21（n＝15），対照0．67±0．20（n＝14）で
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図1　抗ヒトSR・Ca．ATPase蛋白抗体による免疫組織化学．対照（C）およびmdx（X）

の両者で，type2線維がより染色される．mdxでは対照より染色性が低下している．

図2　MyosinATPase（pHlO，4）染色．対照（C）およびmdx（Ⅹ）の両者で，type2

線経が濃染，typelは淡染される．mdxの染色性は対照より弱い．
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ご蔓…三　…亨享云竃

図3　抗ラットHSR抗体によるimmunoblot．対照

（C）およびmdxの筋ホモジェネートを10％

SDS・PAGEで分画した．右側の（数字）は分

子量マーカー．100K付近のバンドはCa－

ATPase，60K：calsequestrin，50K（faint

band）：Ca－binding蛋白．他のminor bands

は分解産物あるいは未同定．

あった．両者間に有意差をみとめない．SRのCa

摂取は別の方法でも評価した．SRにCaイオンを

負荷後EGTA濃度の異なる溶液中でCaffeine拘

縞を発生させた．張力発生をみるEGTAの最大

濃度を比較した（図4）．mdxは0．66±0．36mM

（n＝7）対照は0．85±0．49mM（n＝6）であり，

両者間に有意差をみとめない．

C）Caffeine拘縮（図5）：SRに一定条件下で

Caを負荷後，Caffeine拘縮の濃度・作用曲線を比

較した．mdxではより低濃度のCaffeineにより

EGTA（mM）

0

●

1r O
O

●　　　　　　○

●●　　　　　0

7●　　　　○

mdx control

図4　種々の濃度のEGTA溶液中でのCaffeine拘

縮．Caffeineにより張力発生が観察される

EGTAの最高濃度をプロットした．この濃度は

mdxと対照（control）の問で有意差をみとめな

しヽ

筋拘縞が開始した．1mMCaffeineによる拘縞

の大きさはmdxO．43±0．39（arbitoryunit，n＝

6），対照0．03±0．06（n＝6）であり，mdxが有

意に大きい．このようにmdxでCaffeine拘綿の

克進をみとめた．

3）伸展による筋機能変化

単一筋線経を弛緩溶液中で伸展し，発生する静

止張力と筋節長の関係を検討した（図6）．筋節長

3．0〃m付近で張力の発生が始まり，43〃mまで，

ほぼ直線的に張力は増加した．この関係はmdx

と対照の間で差を呈きない．

SRのCa摂取能を筋節長2FLmと4FLmの状

態で比較した．対照筋では4／Jmの筋節長では2

FEmの時の平均86％（n＝3）に減少した．mdxで

はやはり平均91％（n＝3）に減少し，両者間に差

をみとめなかった．
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1．0　　　2．5　　　　　　5．O mM

図5　Caffeine拘縞の濃度・作用曲線．横軸：Caf－

feine濃度．縦軸：Caffeine拘縞のpeak tenT

sion（30mM Caffeineの張力に対する比率）．

mdxは0．5mMで拘縞が開始し，1．OmMの拘

絹は対照より有意に大きい．

2・5　　3．0　　3．5　　4．04．3　叩

図6　単一筋線経を伸展した際の静止張力．横軸：筋

節昆　縦軸：静止時張力の大きさ（その筋線経

の最大収縮力Poに対する比として表現）．mdx

と対照間に有意差をみとめない．

考　　　案

昨年度の報告において，Duchenne型筋ジスト

ロフィー（DMD）の生検筋でSR・Ca－ATPase蛋

白の減少を報告した3）．既にDMDでtypex線維

（トロポニンのCaやSrイオン感受性異常を呈

する）の頻発やCaffeine拘縞の異常冗進を指摘し

た4）．後者はDMD患者が時として悪性高熱類似

の麻酔作用を呈することと対応している．

mdxマウスの四肢筋においてもほぼ類似の異

常を観察した．SR・Ca－ATPase抗体による染色

性の低下，Caffeine拘絹の異常元進などである．

ただ，typeX線経はmdxマウスにおいては観察

されなかった．またSDSゲル電気泳動によるim－

munoblotでは，mdxマウスにおいても，対照とほ

ぼ同様にCa－ATPase蛋白，Calsequestrinある

いはCa結合蛋白が検出され，定性的異常は観察

されなかった．MyosinATPaseの組織化学では，

mdxマウスで全体的な染色性の低下傾向をみと

めた．このようにmdxマウスの筋肉では，SRの

みならず収縮系に関しても，対照との間に差がみ

られ，ジストロフィー筋の特徴の1つと考えられ

た．mdxマウスでは中心核が多数観察されるよう

に，分化や成熟の停止の可能性が推定される．こ

れが，dystrophin欠損とどのように関連するかは

興味ある問題である．Caffeine拘縮克進の機序に

関しても，類似の問題が考慮される．即ちSRの分

化停止に由来するのか，あるいは膜変性に基づく

のかの問題である．mdxマウスにおいてもDMD

と同じように筋の興奮と収縮の基本的プロセスに

は異常は指摘できない．両者の骨格筋には

dystrophin欠損が共通して存在することは指摘

されているところである5）．Dystrophinは細胞骨

格蛋白として，表面膜とZ帯のような内部構造と

の連結に関与するとの仮説もある6）．今回，我々は

筋線経を過伸展した際の反応において，mdxマウ

スと対照間に差があるかどうかを検討した．筋節

長を約2倍の4．3J‘mまで伸展した際の静止張力

の大きさは両者で異ならないことが判明した．ま

た過伸展した際のSRのCa摂取能を検討した．

対照においてはCa摂取能は若干低下したが，こ

の現象はmdxにおいてもみとめられた．このよ

うにdystrophinの生理的機能に関する手がかり

は現在まで得られず，今後の問題として残ってい

る．

ま　と　め

mdxマウスの骨格筋機能を筋小胞体中心に検

討して，DMDの場合と比較した．免疫組織化学的

に観察されるCa－ATPase蛋白の減少とCaf－
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feine拘縮元進は両者に共通した．TypeX線経は

mdxマウスには出現しない．筋小胞体にみられた

異常は分化停止あるいは変性に由来する現象と推

定した．Dystrophin欠損の生理学的意義につき若

干の考察を行った．
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国立療養所犀潟病院神経内科 0255－34－3131

〒 949－31 新 潟 県中頸城 郡 大 潟町 犀 潟　468－ 1

鹿児島大学医学部第三内科

（内 553）

0992－64－2211

〒 890　 鹿児島市宇宿町 1208－ 1 （内 2148）

名古屋大学医学部第二生化学 052－74 1－2111

〒 466　名古屋市昭和区鶴舞町 65 （内 2031）

徳 島大学医学部第一 内科 0886－3 1－3111

〒 770　 徳 島市歳本町 3 丁 目 （内 3204）

九州大学医学苦闘送研神経内科 092－64 1－115 1

〒 812　 福 岡市東 区馬出 3－ 1－1 （内 2281）

東京医科歯科大学難治研細胞遺伝 03－813－6111

〒 113　 文京区湯 島 1 － 5 －45 （内 6132）

東京大学医学書即還研神経内科 03－815－5411

〒 113　 文京区本郷 7 － 3 － 1 （内 8763）

信州大学医学部第三 内科 0 263－35－4600

〒 390　 松本市旭 3 － 1－ 1 （内 5321）

名古屋大学医学部神経内科 052－741－2 111

〒 466　 名古屋市昭和区鶴舞町 65 （内 2297）

東北大学医学部脳研神経内科 022－274－1111

〒 980　 仙台市星陵町 1－ 1 （内 2323）

金沢大学医学部神経 内科 0 762－62≠8 151

〒 920　 金沢市宝町 13－ 1 （内3950）

北海道大学医学部神経内科 0 11－716－1161

〒 060　 札幌市北区北 14 条西 5 丁目 （内6027）

東京医科歯科大学医学部神経内科 03－813－6 111

〒 113　 文京区湯島 1－ 5 －45 （内 3380）

筑波大学臨床医学系神経 内科 0298－53－3196

〒 305　 つ くば市天王台 （直通）

鳥取大学医学部脳研神経病理 0859－3 3－1111

〒 683　 米子市西町 86 （内 2371）

国立遺伝学研究所 0559－75－0771

〒 411 三 島市谷田 111 （内 568）

大分医科大学生理学 0975－49－4411

〒 879－56 大分 県大分郡 狭間町医大 が丘　1 －1506 （内 2640）

－266一



区　　 分 氏　　　　　 名
所　 属　 施　 設　 名 所属にお

連絡 の際の電話
所　　　 在　　　 地 け る地位

二旺　　　　 月 豊 島 至

三 好 和 夫

豊 倉 康 夫

宇尾野 公 義

安 部 和 子

秋田大学医学部神経内科 講 師

名誉教授

院 長

院 長

0188－34－1111

顧 問

〝

〝

事 務 担 当 者

〒 010　秋 田市本道 1 － 1 － 1 （内 2563）

徳 島大学 医学部第一内科

〒 770 徳島市蔵本町 3 丁 目

東京都老人医療センター

〒 173 板橋区栄町 3 5－ 2

国立静岡病院

〒 420 静 岡市城東町 24－ 1

沖中記念成 人病研究所

0886－3 1－3111

03－964－113 1

0 542－45－010 1

03－588－1111

〒 105　 港区虎 ノ門 2 － 2 － 2 （内 2 168）
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