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緒 論 

 

筋疾患は、筋自体に一次的な原因が存在する筋原性筋疾患と、筋を支配する

神経系の異常により、二次的に筋が傷害される神経原性筋疾患に大別される（表 0-1）

1,2。筋原性筋疾患と神経原性筋疾患は、それぞれ病態発生機序と治療法が大きく異なる

ため、これらを鑑別することがきわめて重要である。筋原性筋疾患では近位筋や顔面筋

が侵され、神経原性筋疾患では遠位筋が侵される傾向にあるが、遠位筋が選択的に侵さ

れる遠位型ミオパチーや全身での筋力低下が見られる脊髄性筋萎縮症など例外的な疾

患も多い 3。正確な疾患鑑別には様々な臨床検査が必要であるが、以下に述べる針筋電

図検査と筋病理検査が特に重要である。 

針筋電図検査は、臨床的に筋力低下や筋萎縮が明らかでない初期段階でも、

骨格筋の機能異常を検出することができる有用な検査法である 4。針筋電図検査を行う

目的は、骨格筋の活動性異常と慢性異常の判別や病変分布の確認、筋原性と神経原性の

鑑別など多岐に渡り、医学領域では、針筋電図検査と神経伝導検査、神経筋接合部検査

などをあわせて病態を評価する電気生理学的診断法が確立されている 5,6。ヒトの針筋

電図検査では、まず刺入時・安静時の自発電位を観察し、次に患者の随意収縮下で運動

単位電位を観察し、さらに随意収縮を徐々に強めて運動単位電位の動員と干渉パターン

を観察する 5。なかでも、強い随意収縮による動員と干渉を観察することが筋原性と神

経原性の鑑別に最も重要である。代表的な所見として、筋原性筋疾患では低振幅の重合

電位で構成される干渉波が観察され、神経原性筋疾患では杭垣（picket fence）のよう

な重合しない干渉波が観察される（図 0-1a）5,7。電気生理学的検査やその他の臨床学
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的検査の結果から、神経原性と筋原性を鑑別できない場合には、筋生検を実施すること

で病理形態学的に鑑別する 8。 

筋病理検査は筋疾患の診断において中心的な役割を果たしており、筋原性と

神経原性の鑑別だけでなく、筋組織の病理組織学的特徴に基づいて、筋ジストロフィー、

炎症性筋疾患、代謝性筋疾患、先天性ミオパチーなど、様々な筋原性筋疾患の診断が可

能である 8。特に、ネマリンミオパチーや中心核ミオパチーなどの先天性ミオパチーは、

病名そのものが筋組織の形態学的な変化に基づくものであり、病理検査なしには診断す

ることが不可能である 9。ヒトの筋病理診断では、凍結筋組織を用いた多くの組織化学

染色法が発達しており、筋生検検体を新鮮凍結固定することが重要である。ドライアイ

スや超低温冷凍庫（-79℃）を用いた凍結では、氷の結晶によるアーティファクトが発

生し、筋組織の形態評価が困難になる。そこで、液体窒素で間接的に凝固点（-160℃）

まで冷却したイソペンタン中で検体を急速凍結させる 2。凍結組織切片を用いた組織化

学染色のうち、筋線維タイプを染め分ける ATPase 染色が筋原性と神経原性の鑑別に最

も重要である。代表的な所見としては、筋原性筋疾患では、type1 線維（遅筋線維）、

type2 線維（速筋線維）のモザイクパターンが観察されるのに対し、神経原性筋疾患で

は、同じタイプの筋線維のグループ化（筋線維タイプ群化）が観察される（図 0-1a）2。

以上のように、医学領域では針筋電図検査および筋病理検査の評価方法や検体固定法な

どが細かく整備されており、これらの検査所見に基づいた筋疾患の鑑別法が確立されて

いる。 

筋ジストロフィーは、筋の変性、壊死を主病変とし、進行性の筋力低下をみ

る遺伝性の筋原性筋疾患であり、臨床症状や発症年齢、原因遺伝子等に基づいて、様々

な病型に分類される 2。ヒトの筋ジストロフィーのうち頻度が高いものとして、
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Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーや筋強直性ジストロフィー、顔面肩甲上腕型筋ジ

ストロフィーなどが知られている 10。特に、Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーはヒ

トの代表的な遺伝性筋疾患であり、完全欠損型のデュシェンヌ型筋ジストロフィー 

Duchenne muscular dystrophy（DMD）と部分欠損型のベッカー型筋ジストロフィー 

Becker muscular dystrophy（BMD）に分類される 2。DMD、BMD の確定診断は、凍

結筋組織を用いた免疫組織化学的手法あるいはウエスタンブロット法により、

Dystrophin タンパク質の欠損を証明することで行われる。また、DMD 患者で報告さ

れている Dystrophin 遺伝子変異の 70%は、大きな領域にわたる欠失・重複変異である

ことから、欠失・重複変異の検出に優れた MLPA（Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification）法が遺伝子診断の第一選択肢として定着している 11,12。上記のような診

断体制に基づいて、欧州の TREAT-NMD（Treat NeuroMuscular Disease）や日本の

Remudy（Registry of Muscular Dystrophy）など、DMD、BMD 患者レジストリが設

立されており、患者の家系情報や症状、治療経過、遺伝子変異などの膨大な疫学的デー

タに基づいた研究が盛んに行われている 12-15。一方、獣医学領域では、マウス、ラット、

犬、猫、豚など様々な動物で Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーが報告されており、

ヒトの疾患モデルとして検討されてきた 16-22。筋ジストロフィーの治療法としては、上

述の動物モデルを用いた遺伝子治療の前臨床試験が行われてきたが、一般的に動物モデ

ルはヒトの筋ジストロフィーのような重篤な症状を示さないことが問題点として指摘

されており、動物の Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーの病態研究は未だ十分とは言

い難い 23-25。また、動物の Dystrophin 欠損型以外の筋ジストロフィーに関する知見は、

さらに乏しいものと考えられる。 

近年、動物医療にも針筋電図検査、神経伝導検査などに使用する電気生理学
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的診断装置が普及したことにより、動物病院で筋疾患を診察、治療する機会が増えてい

る。そのなかで、動物の筋疾患を診断するうえで次の 2 つの課題があり、正確な診断や

病態解明を困難にしている。すなわち、（1）筋病理検査には液体窒素で急速凍結した

筋材料が必要であるが、獣医学領域ではこの特殊な筋凍結の設備が一般的でなく、病理

検査に提出される筋組織のほとんどがホルマリン固定材料であるため、凍結切片を必要

とする酵素染色等が実施できない。（2）筋疾患の臨床診断に有用な針筋電図検査は、

ヒトでは覚醒下で筋の随意収縮による筋電図を観察するが、動物の針筋電図検査は麻酔

下で実施されるため、安静時の筋電図しか観察できない。そのため、安静時の筋電図と

病態の関連については不明な点が多い（図 0-1b）。正確な診断ができないことが動物

の筋疾患で治療および発生機序解明の妨げになっている。そこで本研究では、犬のホル

マリン固定筋組織を用いた病理学的検索法を検討し、犬の筋疾患において安静時の針筋

電図所見と筋病理所見とを比較する体系的な研究を行うことで、犬の筋疾患の診断に有

用な検査法の確立を目指した。次に、これらの検索法を応用して、筋ジストロフィーが

疑われた犬の症例について、それぞれ病理発生機序を解明することを試みた。 

本論文は 3 章から構成される。第 1 章では、犬の筋疾患症例のホルマリン固

定筋組織を用いて、筋疾患の診断を目的とした免疫組織化学的手法を検討した。第 2

章では、犬の筋疾患において針筋電図所見と筋病理所見とを比較し、筋疾患における骨

格筋の機能と形態との関連性を調べた。第 3 章では、犬の Dystrophin 欠損型筋ジスト

ロフィー、柴犬の筋強直（ミオトニア）を伴う筋疾患、国内の単一群に群発したラブラ

ドール・レトリーバーの原因不明の筋疾患について、病理発生や病因を検討した。 
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図 0-1 針筋電図検査および筋病理検査による筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別 

（a）ヒトの針筋電図検査では、筋の随意収縮による筋電図を観察することで、筋原性

と神経原性の鑑別が可能である。また、筋病理検査では、凍結筋組織の形態学的変化を

観察することで、筋原性と神経原性の鑑別が可能である。（b）動物の針筋電図検査で

は、安静時の筋電図しか観察できないため、筋原性と神経原性の鑑別が困難である。ま

た、ホルマリン固定筋組織を用いた筋病理検査では、酵素染色等が実施できないため筋

原性と神経原性の鑑別が困難である。  
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第１章 

犬のホルマリン固定骨格筋組織の 

免疫組織化学的解析法の確立 

 

序論 

 

 筋疾患は、筋原性筋疾患と神経原性筋疾患に大別される 1,2。神経原性筋疾患

における骨格筋の病理組織学的変化は、小角化線維、群萎縮（小群萎縮、大群萎縮）、

Pyknotic nuclear clumps によって特徴づけられる。一方、筋原性筋疾患における病理

組織学的変化は様々であるが、主に筋線維の大小不同、壊死、再生が認められる 1,2。

しかし、上述の筋原性変化を神経原性筋疾患において、また神経原性変化を筋原性筋疾

患において認める場合があり、実際の筋疾患の診断において両者の鑑別は容易ではない。

したがって、HE 染色の他に酵素染色を実施して、総合的に筋傷害の原因を判断する必

要がある 26。 

筋疾患の診断に有用な酵素染色として、ATPase 染色やアルカリホスファタ

ーゼ染色が知られている 27-31。ATPase 染色は筋線維タイプの分布を調べるために用い

られ、正常または筋原性筋疾患では type1 線維（遅筋線維）、type2 線維（速筋線維）

のモザイクパターンを認める 1,2。神経原性筋疾患では、遅筋線維、速筋線維の両方が

萎縮する群萎縮や同じタイプの筋線維のグループ化（筋線維タイプ群化）が特徴的に認

められ、脱神経と神経再支配による変化と考えられている 1,2。一方、アルカリホスフ

ァターゼ染色は再生線維が陽性で、筋原性筋疾患において陽性線維が多く観察される

29-31。これらの酵素染色は筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別に有用であるが、染色
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を実施するためには凍結組織切片が必要である。獣医学領域では病理検査に提出される

筋組織のほとんどがホルマリン固定材料であるため、これらの染色が実施できない。 

筋線維タイプは各タイプに対応して発現するミオシン重鎖のアイソフォーム

によって決定されるため 32,33、ヒトの筋疾患の病理検査ではATPase染色の代替として、

抗 Slow myosin 抗体と抗 Fast myosin 抗体を用いた免疫染色が検討されている 34,35。

また、筋発生や筋再生の段階で筋管細胞（再生線維）に Nestin や Myogenin が発現す

ることが知られており 36-44、アルカリホスファターゼ染色の代替として、抗 Nestin 抗

体と抗 Myogenin 抗体を用いた免疫染色が検討されている 45-47。これらの免疫組織化学

的手法は酵素染色と同様に凍結切片を用いて実施されるが、ホルマリン固定パラフィン

切片にも応用が可能である。 

本章では犬の筋疾患症例を対象に、ホルマリン固定パラフィン組織切片で実

施可能な免疫組織化学的手法を検討し、神経原性筋疾患と筋原性筋疾患の免疫組織化学

的特徴を明らかにすることを目的とした。 

  



 

 9 

材料と方法 

 

【症例】 

2013 年から 2019 年の 7 年間に、東京大学獣医病理学研究室で実施した剖検

により、骨格筋および神経組織（末梢神経、神経根、脊髄）を採取した犬 5 例、筋生検

を実施した犬 10 例の計 15 例の組織を用いた。症例の情報および筋の採材部位を表 1-1

に示した。症例 1、3 については、末梢神経生検も実施した。 

 

【骨格筋および神経組織の病理組織学的評価】 

採取した組織は 10%中性緩衝ホルマリンで固定後、定法に従い厚さ 2µm のパ

ラフィン切片を作製、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を実施した。神経組織の

病変の評価については、ルクソール・ファスト・ブルー（LFB）染色、PAS 染色、抗

Neurofilament 抗体を用いた免疫染色を実施した。また、末梢神経炎あるいは筋炎と診

断した症例については、抗 CD3 抗体、抗 CD20 抗体を用いた免疫染色により、T 細胞

と B 細胞を同定した。 

 

【疾病診断および疾患群の分類】 

病理組織学的所見をもとに症例の疾病診断を確定した。筋ジストロフィーに

ついては、抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色の結果をあわせて診断した。すべての

症例を神経原性筋疾患あるいは筋原性筋疾患に暫定的に分類し、2 群間で免疫染色の結

果を比較検討した。 
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【抗体作製】 

犬の Myosin heavy chain 2（UniProt ID Q076A7）の 1929 から 1937 番ア

ミノ酸残基の配列（［H］SREVHTKVI［OH］）に、6-Aminocarponic acid（Ahx）を

導入した抗原ペプチド（［H］CXSREVHTKVI［OH］、X＝Ahx）を合成し、ウサギに

接種した（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）。初回の抗原接種から、14 日後、28 日後、

42 日後に追加の抗原接種を行い、56 日後に採血した。採取したウサギ血清を抗 Canine 

fast myosin 抗体として免疫染色に使用した。 

 

【パラフィン切片を用いた免疫染色】 

抗 Dystrophin 抗体による染色に際しては厚さ 8µm のパラフィン切片を作製

し、その他の抗体による免疫染色には厚さ 4µm の切片を作製した。パラフィン切片を

脱パラフィンし、再水和した後、表 1-2 に示した方法で抗原賦活化の処理を行った。内

因性ペルオキシダーゼ活性を抑制するために、3％の過酸化水素水を含むメタノールに

4 分間浸漬した。Tris-bufferd-saline（TBS）で 5 分×3 回洗浄後、非特異反応を防ぐた

めに、8％のスキムミルク添加 TBS で 37℃、30 分間インキュベートした。一次抗体と

して、TBS で希釈した抗 Neurofilament 抗体、抗 CD3 抗体、抗 CD20 抗体、抗 Iba-1

抗体または抗 Dystrophin 抗体（表 1-2）と 4℃で一晩反応させた。TBS で 5 分×3 回洗

浄後、二次抗体として、Envision+System, HRP-Labelled Polymer Anti-Rabbit IgG

（Dako, Tokyo, Japan）または Envision+System, HRP-Labelled Polymer Anti-Mouse 

IgG（Dako）を使用し、37℃、40 分間インキュベートした。TBS で 5 分×3 回洗浄後、

過酸化水素と 0.05% 3-3’-diaminodezidine（DAB）を用いて発色し、ヘマトキシリン

で対比染色した。 
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【パラフィン切片を用いた二重免疫染色】 

厚さ 4µm のパラフィン切片を脱パラフィンし、再水和した後、表 1-2 に示し

た方法で抗原賦活化の処理を行った。3％の過酸化水素水を含むメタノールに 4 分間浸

漬した。TBS で 5 分×3 回洗浄後、8％のスキムミルク添加 TBS で 37℃、30 分間イン

キュベートし、非特異反応をブロックした。第一の一次抗体として、TBS で希釈した

抗 Slow myosin 抗体または抗 Nestin 抗体（表 1-2）と常温で 1 時間半反応させた。TBS

で 5 分×3 回洗浄後、再び、8％のスキムミルク添加 TBS で 37℃、30 分間インキュベ

ートした。第二の一次抗体として、TBS で希釈した抗 Canine fast myosin 抗体または

抗 Myogenin 抗体（表 1-2）とそれぞれ 4℃で一晩反応させた。TBS で 5 分×3 回洗浄

後、二次抗体として、Envision+System, HRP-Labelled Polymer Anti-Rabbit IgG、

Envision+System, HRP-Labelled Polymer Anti-Mouse IgG （ Dako ） お よ び

N-Histofine® Simple Stain Universal Immuno-Alkaine-Phosphatase Polymer, 

Anti-Mouse、N-Histofine® Simple Stain Universal Immuno-Alkaine-Phosphatase 

Polymer, Anti-Rabbit（Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan）を使用し、37℃、40 分

間インキュベートした。TBS で 5 分×3 回洗浄後、DAB および New Fuchsin を用いて

発色し、ヘマトキシリンで対比染色した。 

 

【凍結切片を用いた免疫染色】 

症例 14、15 の診断を確定するために、厚さ 8µm の凍結切片を作製して

Dystrophin の免疫染色を実施した。標本は流水洗後、3％の過酸化水素水を含むメタノ

ールに 4分間浸漬した。TBSで 5分×3回洗浄後、8％のスキムミルク添加TBSで 37℃、

30 分間インキュベートした。その後、抗 Dystrophin 抗体と 4℃で一晩反応させた。TBS
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で 5 分×3 回洗浄後、二次抗体として、Envision+System, HRP-Labelled Polymer 

Anti-Mouse IgG（Dako）を使用し、37℃、40 分間インキュベートした。TBS で 5 分

×3 回洗浄後、最後に DAB を用いて発色し、マイヤーのヘマトキシリンで対比染色し

た。また、正常な犬の骨格筋組織を陽性コントロールとして用いた。 
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結果 

 

【犬の症例の病理学的特徴】 

 末梢神経、神経根、脊髄における病変の分布を表 1-3 に示した。症例 1〜8 の

神経組織に顕著な病理学的変化を認め、症例 1〜3、5、7 では神経線維の脱落を、症例

4、6、8 では脱髄を認めた。また、症例 1、2 では線維化を認めた。症例 3 では末梢神

経組織に CD3 陽性の T 細胞と CD20 陽性の B 細胞が重度に浸潤していた。以上の結果

をもとに、症例 1、2 は末梢性ニューロパチー、症例 3 は末梢神経炎、症例 4、5 は多

発性根神経症（polyradiculoneuropathy）、症例 6 はポリニューロパチー、症例 7、8

は変性性脊髄症と診断した。症例 9〜15 の神経組織に病変は観察されなかった。 

 症例 9〜12 では筋組織にリンパ球が重度に浸潤する像を認めた。症例 9〜11

では、浸潤する炎症細胞は CD3 陽性の T 細胞と CD20 陽性の B 細胞が混在し、症例

12 では CD3 陽性の T 細胞が優勢であった。症例 13 では筋組織内の小血管に線維軟骨

片が塞栓する像を認めた。症例 14、15 では、凍結切片を用いた免疫染色で Dystrophin

の欠損所見を認めた。以上の結果をもとに、症例 9〜11 は咀嚼筋筋炎、症例 12 は多発

性筋炎、症例 13 は線維軟骨塞栓症、症例 14、15 は Dystrophin 欠損型筋ジストロフィ

ーと診断した。なお、パラフィン切片を用いた免疫染色では、Dystrophin の安定した

染色結果が得られなかった。 

 

【犬の筋組織の病理組織学的特徴および免疫組織化学的特徴】 

主に小角化線維、群萎縮、筋線維の大小不同、壊死、再生が認められた（表

1-3）。症例 1〜8 では、小角化線維または群萎縮を認めた（図 1-1a, 1-1b）。これらす
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べての症例において、抗 Slow myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた

二重免疫染色で、遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維と群萎縮を認めた（図

1-1c）。また、症例 4、6 では、筋線維タイプ群化を認めた（図 1-1d）。症例 1〜3、6

では稀に筋線維の再生を認め、Myogenin 陽性核を有する Nestin 陽性線維を認めた。

また、症例 6 では一部の Pyknotic nuclear clumps が Myogenin 陽性であった。症例 4、

5、8 では、Nestin 陽性線維を認めたが、筋核は Myogenin 陰性であった。 

 症例 9〜15 では、筋線維の大小不同を認め（図 1-2a）、抗 Slow myosin 抗体

および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染色で、遅筋、速筋線維のモザイ

クパターンを認めた（図 1-2b）。これらの症例で筋線維の壊死を認め、壊死線維内に

浸潤する筋芽細胞の核が Myogenin 陽性であった。また、症例 9〜12、14、15 では筋

線維の再生像を多見し（図 1-3a）、再生線維の細胞質が Nestin 陽性であり、再生線維

が有する核小体明瞭な大型核が Myogenin 陽性であった（図 1-3b）。以上の結果をも

とに、症例 1〜8 を神経原性筋疾患、症例 9〜15 を筋原性筋疾患と診断した（表 1-3）。  
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考察 

 

神経原性筋疾患と診断した 8 例中 3 例では、神経組織において脱髄を認めた

が、軸索の脱落は観察されなかった。アラスカン・マラミュートのポリニューロパチー

では、遠位神経における軸索変性や神経線維の脱落が報告されているが 48-50、本章の症

例は神経根における脱髄が特徴的であり、過去の報告と病変のパターンが異なっていた。

また、ミニチュア・シュナウザーで脱髄性ポリニューロパチーの症例報告があり 51、本

章の症例も同様に脱髄を認めた。脱髄のみでは骨格筋の脱神経は起こらないため、これ

らの症例では検索した範囲外の神経組織に軸索変性がある可能性が推測された。 

免疫組織化学的手法は、Dystrophin などのタンパク質欠損を確認することで

筋ジストロフィーの診断に有用であるが、通常は凍結切片を必要とする 52-54。本章では、

パラフィン切片を用いた Dystrophin の免疫染色を行ったが、安定した染色結果が得ら

れなかった。したがって、犬の Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーについては、ホル

マリン固定材料では確定診断ができないと考えられた。 

 一方、本章で行った抗 Slow myosin 抗体と抗 Fast myosin 抗体を用いた免疫

染色により、犬の筋組織のパラフィン切片でも、筋線維タイプの分類が可能であること

が示された。ヒトの Fast myosin を抗原とする市販抗体は犬に反応しなかったため、

犬の Fast myosin を抗原とする抗体を新規作製した。脱神経および神経再支配による

筋組織の変化の重要な特徴は、遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維、群萎縮お

よび筋線維タイプ群化である 1,2。本章の研究で観察された遅筋、速筋線維の両方が萎

縮する小角化線維と群萎縮は、犬の神経原性筋疾患のすべての症例において、診断に有

用な所見であった。筋線維タイプ群化も犬の神経原性筋疾患に特異性の高い変化であっ
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たが、すべての症例では観察されなかった。その理由として、筋線維タイプ群化を認め

なかった症例では、神経再支配が起こらなかった可能性が考えられた。 

 ヒトの神経筋疾患において、筋芽細胞および再生線維における Myogenin ま

たは Nestin の発現が報告されている 45-47。本章の犬の筋疾患症例においても同様の発

現パターンを認め、特に筋原性筋疾患において、細胞質が Nestin 陽性、核が Myogenin

陽性の筋線維は再生線維と解釈された。一方で、神経原性筋疾患においても同様の染色

パターンを示す筋線維や Myogenin 陽性の Pyknotic nuclear clumps を認めた。

Myogeninまたは Nestinは脱神経筋でも発現が上昇することが知られているが 42,55-57、

その発現が再生または脱神経のいずれに起因するかについては判別できなかった。 

 以上より、本章で用いたホルマリン固定パラフィン切片で実施可能な免疫組

織化学的手法により、特に神経原性筋疾患に特異性の高い変化を検出することができた

ことから、この手法は犬の神経原性筋疾患と筋原性筋疾患の鑑別に有用であることが示

された。 
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要約 

 

犬のホルマリン固定パラフィン切片で実施可能で筋疾患の診断に応用できる

免疫組織化学的手法を検討した。筋疾患診断においては、まず筋原性筋疾患と神経原性

筋疾患を鑑別することがきわめて重要である。そこで、神経原性筋疾患と筋原性筋疾患

の免疫組織化学的特徴を明らかにする目的で、犬の筋疾患症例 15 例（犬の神経原性筋

疾患 8 例、筋原性筋疾患 7 例）の筋組織のホルマリン固定パラフィン標本を用いて、通

常の組織検索に加えて免疫染色を行なった。抗 Slow myosin 抗体と抗 Fast myosin 抗

体を用いた免疫染色により、神経原性筋疾患において、遅筋、速筋線維の両方が萎縮す

る小角化線維と群萎縮および筋線維タイプ群化が観察された。これらの所見は筋原性筋

疾患ではみられなかった。また、抗 Nestin 抗体と抗 Myogenin 抗体を用いた免疫染色

では、筋原性筋疾患において、細胞質が Nestin 陽性、核が Myogenin 陽性の再生線維

が観察された。神経原性筋疾患においても同様の染色性を示す筋線維あるいは筋核を認

めたが、再生または脱神経のいずれに起因する変化かは判別できなかった。以上の結果

から、抗 Slow myosin 抗体と抗 Fast myosin 抗体を用いた免疫染色は、犬の神経原性

筋疾患と筋原性筋疾患の鑑別に有用であり、抗 Nestin 抗体と抗 Myogenin 抗体を用い

た免疫染色は、筋原性筋疾患における再生線維の描出に有用であることが示された。 
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図 1-1 犬の神経原性筋疾患の組織学的特徴（a, b）および免疫組織化学的特徴（c, d）。 

症例 7（変性性脊髄症）、上腕二頭筋（a）、大腿二頭筋（b）、腓腹筋（c）。症例 4

（多発性根神経症）、前肢遠位の筋（d）。 

（a）HE 染色。小角化線維および小群萎縮。（b）HE 染色。大群萎縮。（c）抗 Slow 

myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染色。Slow Myosin

陽性の遅筋線維（赤色）および Canine fast myosin 陽性の速筋線維（茶色）の両方が

萎縮する大群萎縮。（d）抗 Slow myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用

いた二重免疫染色。Slow myosin 陽性の遅筋線維（赤色）および Canine fast myosin

陽性の速筋線維（茶色）それぞれがグループを形成する（筋線維タイプ群化）。 
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図 1-2 犬の筋原性筋疾患の組織学的特徴（a）および免疫組織化学的特徴（b）。 

症例 14（筋ジストロフィー）、外腹斜筋。 

（a）HE 染色。萎縮線維および肥大線維が混在し、筋線維の大小不同を呈する。（b）

抗 Slow myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染色。Slow 

myosin 陽性の遅筋線維（赤色）および Canine fast myosin 陽性の速筋線維（茶色）が

モザイク状に分布する（筋線維タイプのモザイクパターン）。 

 

 

図 1-3 犬の筋原性筋疾患の組織学的特徴（a）および免疫組織化学的特徴（b）。 

症例 12（多発性筋炎）、多裂筋。 

（a）HE 染色。核小体明瞭な大型の複数核を有する再生線維。（b）抗 Nestin 抗体お

よび抗 Myogenin 抗体を用いた二重免疫染色。再生線維の細胞質が Nestin 陽性（赤色）

を示し、再生線維の核小体明瞭な大型核が Myogenin 陽性（茶色）を示す。  
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第２章 

犬の筋疾患における 

針筋電図所見と筋病理所見との関連 

 

序論 

 

第 1 章では、犬のホルマリン固定筋組織における、筋原性筋疾患と神経原性

筋疾患の免疫組織化学的特徴を明らかにした。特に、免疫染色で遅筋、速筋の分布の変

化を観察することにより、犬の筋疾患を形態学的により詳細に検証することが可能とな

った。緒論で述べたように、ヒトでは筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別に、針筋電

図検査と筋病理検査の両方が重要であり、両検査の所見に基づき精度の高い鑑別や病態

解明を実施している。これに対し、動物の針筋電図検査は麻酔下安静時に制限され、筋

電図所見と病態の関連については不明な点が多いため、一般的な診断法としては用いら

れていない 58,59。そこで本章では、犬の安静時の筋電図所見の診断的意義を明らかにす

る目的で、犬の筋疾患における針筋電図所見と筋病理所見の関連について検討した。 

針筋電図検査は、運動単位（骨格筋、神経筋接合部、末梢神経、脊髄の運動

ニューロン）の傷害を検出する検査である 58-60。ヒトでは、覚醒下で主に筋の随意収縮

による筋電図を観察することで、筋疾患における骨格筋の活動性異常と慢性異常との判

別や病変分布の確認、筋原性と神経原性の鑑別を行う 60。また、筋電図の異常の有無に

基づいて、筋生検で組織病変を検出しやすい筋の選定にも用いられる 61,62。一方、動物

の針筋電図検査は麻酔下で実施されるため、針電極刺入に伴う活動電位（刺入時電位）

と力を抜いた筋より得られる安静時電位を評価する 58。刺入時電位は正常筋でも観察さ
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れ、骨格筋の傷害にともない電位が増大あるいは減少する。安静時電位には、筋線維の

変性に起因する線維自発電位、陽性鋭波、複合反復放電、ミオトニー放電や、神経末端

の傷害に起因する線維束電位などの異常電位が知られている 63-66。線維束電位は筋原性

筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別に唯一有効な安静時電位であるが、動物の疾患との関連

性は十分に検討されていない。また、線維束電位を除いたその他の異常電位は疾患特異

性に欠けるため、安静時に実施した針筋電図検査の結果をもとに、動物の神経筋疾患を

診断することはできない 58,59。 

ヒトの筋疾患に関する、針筋電図所見と筋病理所見との関連を検討した過去

の研究では、筋の随意収縮による筋電図を評価した研究が多く 67-74、刺入時電位および

安静時電位と特定の病理組織学的変化の関連について詳細に検討した研究は少ない 75。

本章では、神経筋疾患が疑われた 48 頭の犬において、針筋電図検査および筋生検を実

施し、刺入時電位および安静時電位と筋病理所見をもとに、骨格筋の機能と形態的変化

の関連を検証した。  
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材料と方法 

 

【症例および筋材料】  

2014 年から 2019 年の 6 年間に、血液生化学検査、画像検査、一般神経学的

検査などにより筋疾患が疑われ、針筋電図検査を実施後に筋生検を行った犬 48 例を用

いた。針筋電図検査または画像検査で異常が認められた筋、あるいは神経伝導検査で異

常が認められた神経の支配を受けている筋から、開放生検または針生検（14G、

16GTru-cut 針）により骨格筋を採取した。いずれの症例も末梢神経生検は実施されな

かった。 

 

【電気生理学的評価】 

電気生理学的検査は、筋電図・誘発電位検査装置 Neuropack MEB-9404

（Nihon Koden, Tokyo, Japan）を用いて実施した。すべての検査をアルファキサロン

静脈内投与・イソフルラン吸入麻酔下で行い、直腸温度を 38.0℃以上に維持した。神

経伝導検査として、運動神経伝導検査、感覚神経伝導検査、F 波検査を、神経筋接合部

機能検査として反復刺激誘発筋電図検査を実施した。これらの検査は、脛骨神経または

尺骨神経において行った。また、四肢および体幹、症状によっては頭部の筋に対して、

同心針電極を用いた針筋電図検査を実施した。なお、筋電図検査および筋生検は同一の

筋に実施し、筋生検の部位を避けるように針電極を刺入した。 

筋電図検査では、①刺入時電位の増大あるいは②減少、③線維自発電位/陽性

鋭波、④線維束電位、⑤複合反復放電、⑥ミオトニー放電の 6 つの異常電位の有無につ

いて、症例ごとに記録した。なお、線維自発電位および陽性鋭波は筋電図上では波形が
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異なるが、いずれも神経支配を失った筋線維から発生する電位であるため、同一の項目

にまとめた。 

 

【病理組織学的評価および疾病診断】 

採取した筋組織は 10%中性緩衝ホルマリンで固定後、定法に従い厚さ 2µm の

パラフィン切片を作製、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色、マッソン・トリクロ

ーム染色を実施した。筋内末梢神経組織の病変の評価については、PAS 染色を実施し

た。また、それぞれ第 1 章で使用した、抗 Dystrophin 抗体、抗 Nestin 抗体を用いた

免疫染色、抗 Slow myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染

色を行った。抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色については凍結切片を使用した。 

主に病理組織学的所見をもとに症例の疾病診断を確定した。神経原性疾患に

ついては、神経伝導検査の異常、筋内末梢神経の異常、筋組織の神経原性変化のうち、

2 つ以上を認めることを診断基準とした。また、椎間板ヘルニア、甲状腺機能低下症に

ついては、画像検査、血液生化学検査の結果から診断した。 

 

【筋病理所見のグレーディング】 

①筋線維の萎縮（小角化線維および群萎縮）、②筋線維の壊死および再生、

③ネスチン陽性筋線維（脱神経筋線維）の存在、④筋線維タイプ群化、⑤脂肪浸潤およ

び線維化の 5 つの所見について、程度によりそれぞれグレード 0 から 3 までスコア化

した（表 2-1）。１個体から複数の筋を採取した場合は、最も高いスコアを採用した。 
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【針筋電図所見と筋病理所見との比較】 

上述した 6 つの異常電位の有無と 5 つの筋病理所見との関連について、症例

ごとに解析した。 
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結果 

 

【電気生理学的解析】 

 検索した 48 例中 17 例で運動神経（末梢）または運動ニューロン（中枢）の

傷害を示唆する異常な神経伝導検査所見を認めた。主に、運動神経伝導速度、F 波伝導

速度の遅延、F 波出現率の低下、複合筋活動電位の振幅低下あるいは時間的分散を認め

た。神経筋接合部機能検査（反復刺激誘発筋電図検査）の結果は全例で正常だった。 

 48 例中 40 例の筋電図検査で異常電位を認め、観察した代表的な異常電位を

図 2-1 に示した。線維自発電位/陽性鋭波は 32 例、複合反復放電は 15 例、刺入時電位

の増大は 5 例、ミオトニー放電は 4 例、線維束電位は 3 例、刺入時電位の減少は 2 例

でそれぞれ認められた。また、14 例で複数の異常電位が観察され、特に線維束電位は

いずれも線維自発電位/陽性鋭波と同時に観察された。 

 

【病理学的解析および疾病診断】 

開放生検を実施した 14 例中 12 例、針生検を実施した 34 例中 21 例で採取し

た筋組織に評価可能な末梢神経組織を認めた。そのうち、1 例で神経線維の減少および

線維化、4 例で軸索の膨化、粘液変性、水腫などの病変を認めた。パラフィン標本では、

軽度の脱髄とアーティファクトの区別は困難であった。筋組織では、神経原性変化とし

て、遅筋、速筋線維両方の群萎縮や筋線維タイプ群化、筋原性変化として、筋線維の壊

死、再生や炎症細胞の浸潤などを認めた。神経伝導検査で異常所見を認めた 17 例中 7

例で筋内末梢神経の異常あるいは筋組織の神経原性変化を認め、1 例で間質の炎症を認

めた。その他の 9 例では疾患特異的な変化は観察されなかった。 
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検索した 48 例のうち、7 例を神経原性疾患、4 例を筋炎（うち 1 例は間質の

炎症）、2 例を筋ジストロフィー（Dystrophin 欠損型）、3 例を椎間板ヘルニアに伴う

筋萎縮、2 例を甲状腺機能低下症に伴う筋萎縮、1 例を線維軟骨塞栓症による筋線維の

壊死と診断した。その他 29 例については、特定の疾患群に分類することができなかっ

た。なお、椎間板ヘルニアと診断した症例では、MRI 検査でヘルニア物質による脊髄

圧迫を確認した。線維軟骨塞栓症と診断した症例では、MRI 検査で脊髄梗塞を疑う像

を認め、病理検査では筋組織内の小血管に線維軟骨片が塞栓する像を認めた。 

 

【針筋電図所見と疾患との関連】 

線維自発電位/陽性鋭波および複合反復放電は、線維軟骨塞栓症を除いたすべ

ての疾患群で認められた。また、線維束電位は神経原性疾患でのみ認められた。間質の

炎症あるいは線維軟骨塞栓症と診断した 2 例では異常電位は観察されなかった。各異常

電位を認めた疾患を表 2-2 にまとめた。 

 

【針筋電図所見と筋病理所見との関連】 

筋病理所見のグレーディングにおいて観察した代表的な病理組織像を図 2-2

に示した。筋線維タイプ群化については 48 例中 15 例で認めたが、遅筋あるいは速筋

の片方の群化が 12 例、遅筋、速筋両方の筋線維タイプ群化が 3 例であった。 

疾病診断がついた 19 例の針筋電図所見と筋病理所見を表 2-3 にまとめた。刺

入時電位の減少を認めた 2 例で、グレード 2 の脂肪浸潤および線維化が認められた。線

維自発電位/陽性鋭波が観察された症例の筋病理所見は、いずれの項目についてもグレ

ード 0 の割合が最も高く、所見を認めた場合はグレード 1 から 3 まで様々な程度であ
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った（図 2-3）。複合反復放電が観察された症例の筋病理所見は、いずれの項目につい

てもグレード 0 の割合が最も高く、所見を認めた場合は高グレードの割合が高かった

（図 2-4）。具体的には、グレード 3 の筋線維タイプ群化（15 例中 4 例）、グレード 2、

3 の脂肪浸潤および線維化（15 例中 5 例）、グレード 3 のネスチン陽性筋線維（脱神

経筋線維）（15 例中 4 例）であった。線維束電位を認めた 3 例中 2 例で遅筋、速筋両

方の筋線維タイプ群化を認めた。刺入時電位の増大、ミオトニー放電と筋病理所見の間

に関連はみられなかった。 
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考察  

 

神経伝導検査における異常所見は末梢神経傷害の指標であり、ヒトでは特に

神経原性疾患を鑑別する際に評価される 66。犬における本研究で、48 例中 17 例に神経

伝導検査の異常所見を認めたが、そのうち 10 例の組織検査で筋内末梢神経の異常およ

び筋組織の神経原性変化が観察されなかった。このような症例の診断には、末梢神経生

検の実施を検討する必要があると考えられる。また本研究では、神経原性疾患あるいは

筋原性筋疾患（筋炎、筋ジストロフィー）とは別の疾患群として、椎間板ヘルニアおよ

び甲状腺機能低下症、線維軟骨塞栓症を分類した。これらの疾患では、神経伝導検査の

異常所見や脱神経を示唆する針筋電図検査所見を認めることが過去に報告されている

が 76-78、椎間板ヘルニアおよび甲状腺機能低下症、線維軟骨塞栓症の症例は、いずれも

本研究で定めた神経原性疾患の診断基準を満たさなかった。線維軟骨塞栓症の症例では、

脊髄梗塞による脱神経と血管障害による筋組織の壊死の両方が病態に関与すると考え

られた。 

本研究における異常電位と疾患の関連の検証から、線維束電位は動物におい

ても神経原性疾患に特異性の高い異常電位であることが示唆された。線維束電位は同一

の運動ニューロンに支配される筋線維のグループから発生する異常電位であり、神経末

端の傷害に起因する 60。線維束電位は正常な骨格筋でも観察されることがあるが

（benign fasciculation と呼ばれる）、線維自発電位/陽性鋭波と同時に認められる線維

束電位は神経原性疾患に特異性が高く、ヒトでは特に ALS の診断に重要な所見である

4,79。本研究では、線維束電位は線維自発電位/陽性鋭波と同時に、神経原性疾患のみに

認められた。また、線維束電位を認めた症例の筋組織では、神経原性疾患に特異性の高
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い変化である筋線維タイプ群化が観察された。 

線維束電位以外の異常電位は、過去の報告と同様、いずれも疾患特異性は認

められなかった 58,59。本研究では、ミオトニー放電は筋原性筋疾患（筋炎、筋ジストロ

フィー）のみで認められたが、ヒトでは神経原性疾患でも認められることがある 60。筋

間質の炎症を認めた症例に異常電位が観察されなかった理由としては、筋組織の傷害が

なかったことが考えられる。また、線維軟骨塞栓症と診断した症例に異常電位が観察さ

れなかった理由としては、急性発症の直後（発症 4 日後）に筋電図検査が実施されたこ

とが考えられる。犬の神経原性疾患では、神経傷害の 5 日から 8 日後に筋電図の異常が

検出されるという報告がある 80,81。 

本研究における異常電位と筋組織の病理学的変化との関連の検証では、特に

線維自発電位/陽性鋭波および複合反復放電と病理組織学的変化の関連が明らかになっ

た。まず、線維自発電位/陽性鋭波および複合反復放電が観察された症例では、筋病理

所見はいずれの項目についてもグレード 0 の割合が最も高く、これらの異常電位が形態

学的変化に先立って観察される可能性が考えられた。 

線維自発電位/陽性鋭波は、神経支配が断たれた単一の筋線維が発する異常電

位であり、ニューロパチーや筋炎、筋ジストロフィーなどの様々な疾患で観察される

58,60。ヒトでは、線維自発電位/陽性鋭波と関連がある病理組織学的所見として、筋線維

の萎縮、壊死、再生、脱神経筋線維、線維化が報告されている 75,82。本研究において、

線維自発電位/陽性鋭波が観察された犬の症例においても、ヒトと同様の所見や筋線維

タイプ群化が様々な程度で観察された。したがって、線維自発電位/陽性鋭波は、急性

から慢性の様々な病理組織変化と関連すると考えられた。また、複合反復放電は多数の

筋線維から発生する異常電位であるが、組織学的変化との関連については不明な点が多
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い 58,60。本研究では、線維自発電位/陽性鋭波が観察された症例に比べて、複合反復放電

が観察された症例の方が、より高グレードの病理組織学的所見を示していた。この結果

は、複合反復放電が神経筋疾患の慢性期に観察されることが多いという過去の報告と矛

盾しない 58。なお、刺入時電位の減少を認めた症例数は少なかったが、脂肪浸潤および

線維化との関連が示唆され、過去の報告を支持する結果であった 83-85。刺入時電位の増

大、ミオトニー放電を認めた症例も少なく、筋病理所見との関連は不明であった。 

以上のことから、犬の筋電図検査において、線維自発電位/陽性鋭波と複合反

復放電は、筋の病理変化に先立って観察される可能性があるが、前者は急性から慢性の

様々な組織変化に関連し、後者は慢性期の重度の組織変化と関連することが示された。

また、線維束電位は神経原性疾患に特異性の高い異常電位であることが示唆された。こ

れらの知見から、筋電図検査と筋病理検査をあわせて筋疾患を鑑別、診断することが有

用であると考えられた。本章の研究では、症例ごとに筋生検実施部位が異なっていたが、

今後は個々の筋疾患において筋生検の実施部位を統一して同様の検討を行い、異常電位

の種類に基づいて筋病理検査に適した筋を選定する方法を探る必要があると思われる。  
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要約 

 

動物の針筋電図検査は麻酔下で実施されるため、刺入時電位および安静時電

位を評価している。しかし、これらの筋電図所見と筋病理所見との関連については不明

な点が多い。本章では、針筋電図検査および筋生検を実施した犬 48 例について、6 つ

の筋電図所見と 5 つの筋病理所見の関連について解析した。筋病理所見は、程度により

それぞれグレード 0 から 3 までスコア化した。線維束電位は神経原性疾患でのみ認め

られたのに対し、線維自発電位/陽性鋭波および複合反復放電はほぼ全ての疾患群で認

められた。線維自発電位/陽性鋭波あるいは複合反復放電が観察された症例の筋病理所

見は、いずれの項目についてもグレード 0 の割合が最も高かった。病理所見がある場合、

線維自発電位/陽性鋭波が観察された症例の筋病理所見は、いずれの項目でもグレード 1

から 3 まで様々であり、複合反復放電が観察された症例の筋病理所見は、高グレードの

割合が高かった。以上の結果から、線維束電位は神経原性疾患に特異性が高く、線維自

発電位/陽性鋭波および複合反復放電は疾患特異性がないことが示された。また、線維

自発電位/陽性鋭波と複合反復放電は、筋の形態学的変化に先立って観察される可能性

があるが、前者は急性から慢性の様々な組織変化に関連し、後者は慢性期の重度の筋組

織変化と関連することが示された。 
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図 2-1 犬の筋疾患における代表的な針筋電図所見 

（a）症例 13（筋ジストロフィー）。振幅は 20〜200µv 程度で、二相性または三相性

の波形。線維自発電位。（b）症例 10（筋炎）。多相性の複雑な波形（群放電）が一定

の頻度で反復する。複合反復放電。（c）症例 4（神経原性疾患）。振幅が 1mv 以上あ

り、運動単位電位に類似した波形。線維束電位。（d）症例 9（筋炎）。図の矢印の点

で針電極を動かしているが、活動電位が低電位であり、ほとんど持続しない。刺入時電

位の減少。 
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図 2-2 犬の筋疾患における代表的な筋病理所見 

筋線維の萎縮、筋線維の壊死および再生、脂肪浸潤は HE 染色、ネスチン陽性筋線維は

抗 Nestin 抗体を用いた免疫染色、筋線維タイプ群化は抗 Slow myosin 抗体および抗

Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染色、線維化はマッソン・トリクローム染

色で評価。 
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図 2-3 線維自発電位/陽性鋭波が観察された症例の筋病理所見のグレードの割合 

線維自発電位/陽性鋭波が観察された症例の筋病理所見は、いずれの項目についてもグ

レード 0 の割合が最も高い。所見がある場合はグレード 1 から 3 まで様々。 
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図 2-4 複合反復放電が観察された症例の筋病理所見のグレードの割合 

複合反復放電が観察された症例の筋病理所見は、いずれの項目についてもグレード 0

の割合が最も高い。所見がある場合は高グレードの割合が高い。  
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第３章 

電気生理学的および病理組織学的解析に基づく 

犬の筋原性筋疾患の診断および病態解明 

 

序論 

 

第 1 章および第 2 章では、犬の筋疾患の病理組織学的および筋電図学的診断

法を検討した。犬の遺伝性筋原性筋疾患のなかでは、筋ジストロフィーが最もよく研究

されており、ヒトの筋疾患のモデルとしての有用性も示されている。特に、Dystrophin

欠損型筋ジストロフィーは、最も一般的な筋ジストロフィーで、多くの犬種で報告され

ている 23,86。したがって、犬の筋疾患研究では、筋ジストロフィーの正確な診断および

病態解明が重要である。本章では、筋ジストロフィーが疑われた犬について、病理学的

および電気生理学的検査法を用いて疾患解析を行った。 

犬の Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーは、X 連鎖劣性遺伝で、主に若齢の

雄犬に発生する 86。ヒトと同様に、完全欠損型と部分欠損型に分類され、筋細胞膜を保

持、強化するタンパク質である Dystrophin が完全または部分的に欠損することで、筋

線維の変性、壊死が進行する 23。完全欠損型は「犬の X 染色体連鎖性筋ジストロフィ

ー canine X-linked muscular dystrophy（CXMD）」と総称され、ヒトの Duchenne

型筋ジストロフィー（DMD）に相当する 87。CXMD は、ゴールデン・レトリーバー、

ラブラドール・レトリーバー、ビーグルなどを含む 20 犬種以上で報告されているが、

犬種やコロニーによって症状や生存期間が異なるなど、表現型の多様性が指摘されてい

る 23。また、部分欠損型は日本スピッツおよびラブラドール・レトリーバーで報告があ
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り、ヒトの Becker 型筋ジストロフィー（BMD）に相当すると考えられている 88,89。第

1 章で検討したように、ホルマリン固定パラフィン切片を用いた Dystrophin の免疫染

色では安定した結果を得られないため、犬の Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーの確

定診断には、従来通り凍結切片を用いた免疫染色またはウエスタンブロットによる解析

が必要である 52-54。 

筋強直性ジストロフィー myotonic dystrophy, dystrophia myotonica（DM）

は、筋強直状態の病的延長（ミオトニア）と進行性の筋力低下を特徴とする常染色体優

性遺伝性筋疾患である。DM は変異遺伝子が異なる DM1 と DM2 に分類され、DM1

では DMPK遺伝子、DM2 では ZNF9遺伝子に CTG または CCTG の反復配列が挿入

される 90-92。DM の病理発生機序は完全に解明されていないが、いずれの病型でも異常

に伸張した RNA が核内で凝集することで、種々のスプライシング異常が起こると考え

られている 93-95。ヒトでは Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーと並んで発生頻度の高

い遺伝性筋疾患とされ、神経学的検査、電気生理学的検査および遺伝子検査で診断され

るため、一般的には筋生検は実施されない 90。一方で、犬の DM の症例報告は少数の

みであり、原因遺伝子が不明であるため、診断には電気生理学的検査に加えて筋病理検

査が必要である 96-100。 

ラブラドール・レトリーバーは筋疾患の好発犬種であり、上述した

Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーに加えて、中心核ミオパチー centronuclear 

myopathy（CNM）が海外で報告されている 101-107。ラブラドール・レトリーバーの

CXMD は、出生直後あるいは 6 週齢以下の雄に発症し、後肢の硬直や虚弱、嚥下障害

が認められ、進行性疾患のため予後不良である 108。これに対し、CNM は 2~7 ヶ月齢

で性差なく発症し、運動不耐性や運動失調、疼痛を伴わない筋萎縮が認められる。遺伝
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様式は常染色体劣性遺伝で、生後 6~12 ヶ月で臨床症状が安定し、予後が良い 101-104。

CNM は PTPLA 遺伝子に原因変異があり、PCR 検査により変異型では野生型より長い

断片が検出される 106,107。PTPLA は脂肪酸代謝に関連する小胞体局在性酵素であるが

109,110、CNM の病理発生機序については不明な点が多い。 

本章の研究では、筋ジストロフィーが疑われた犬の 9 例について、電気生理

学的検査および筋病理検査を実施した。このうち 5 例は、国内の単一コロニーで繁殖、

管理されているラブラドール・レトリーバーに多発した、遺伝性と考えられる筋疾患の

症例の一部である。これらの疾患の電気生理学的特徴および病理学的特徴を明らかにす

ることで、病理発生や病因を検討し、第 1 章および第 2 章で検討した診断法の有用性を

検証することを目的とした。  
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材料と方法 

 

【症例】 

症例の概要を表3-1に示した。筋生検を実施した若齢の雄犬3例（症例1〜3）、

中年齢の雄の柴犬 1 例（症例 4）、剖検を実施したラブラドール・レトリーバー5 例（症

例 5〜9）について検索した。症例 5〜9 については、死後に病理解剖し、食道、側頭筋、

四肢の筋、脊髄、末梢神経を含む全身臓器を採材した。症例 1、3、4、7、9 について

は、電気生理学的検査も実施した。なお、症例 1〜3 は、第 1 章および第 2 章で検索に

用いた症例である。 

症例の臨床症状について、表 3-2 にまとめた。症例 5〜9 は、いずれも国内の

同一コロニー内で維持され、同時期（発症時の年齢は 3〜5 歳）に頻回の吐出および進

行性の全身性筋萎縮を示し、臨床的に巨大食道症と診断された個体である。これらの症

例については、コロニーの家系図を作成し、コロニー内の各個体の臨床症状の有無につ

いて調べた。 

 

【電気生理学的検査】 

電気生理学的検査は、筋電図・誘発電位検査装置 Neuropack MEB-9404

（Nihon Koden, Tokyo, Japan）を用いて実施した。神経伝導検査として、運動神経伝

導検査、感覚神経伝導検査、F 波検査を、神経筋接合部機能検査として反復刺激誘発筋

電図検査を実施した。また、四肢および体幹、症状によっては頭部の筋に対しては、同

心針電極を用いた針筋電図検査を実施した。 
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【病理組織学的検査および免疫染色】 

筋生検または剖検により採取した筋組織は、10%中性緩衝ホルマリンで固定

後、定法に従い厚さ 2µm のパラフィン切片を作製、ヘマトキシリン・エオジン（HE）

染色を実施した。それぞれ第 1 章で使用した抗体を用いて、抗 Nestin 抗体を用いた免

疫染色、抗 Slow myosin 抗体および抗 Canine fast myosin 抗体を用いた二重免疫染色

を行った。 

 

【凍結切片を用いた免疫染色】 

Dystrophin の発現を評価するために、採取した筋組織の一部を、液体窒素で

間接的に凝固点まで冷却したイソペンタン中で凍結固定し、厚さ 8µm の凍結切片を作

製、免疫染色を実施した。標本は流水後、3％の過酸化水素水を含むメタノールに 4 分

間浸漬した。TBS で 5 分×3 回洗浄後、8％のスキムミルク添加 TBS で 37℃、30 分間

インキュベートした。その後、第 1 章で使用した抗 Dystrophin 抗体と 4℃で一晩反応

させた。TBS で 5 分×3 回洗浄後、二次抗体として、Envision+System, HRP-Labelled 

Polymer Anti-Mouse IgG（Dako）を使用し、37℃、40 分間インキュベートした。TBS

で 5 分×3 回洗浄後、最後に DAB を用いて発色し、マイヤーのヘマトキシリンで核を

対比染色した。正常な犬の骨格筋組織を陽性コントロールとして用いた。 

 

【Dystrophin タンパク質の抽出およびポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）】 

クリオスタットにて薄切した筋切片を 1.5 ml 遠心チューブに集め、100-200 

µL の Modified Laemmli sample buffer （70 mM Tris-HCl (pH6.7)、10%SDS、10 mM 

EDTA）を加え、20,000xg、30 分間の遠心を行ったのち、上層をタンパク質抽出液と
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して回収した。回収した抽出液のタンパク質濃度を BCA protein assay reagent

（Fujifilm Wako Pure Chemical, Tokyo, Japan）により測定した。タンパク質濃度測

定後の溶液に 2-mercaptoethanol を 5%の濃度で加え、95˚C で 5 分熱処理した。抽出

したタンパク質は、10%の SDS を含むポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動によ

り分離した。総タンパク質量 20-30mg の試料を各レーンにアプライし、泳動バッファ

ー （25mM Tris、192 mM glycine、0.1% SDS）中で 150 V の定電圧下にて 1~1.5 時

間泳動した。 

 

【ウエスタンブロット】 

ウェット式転写装置ミニトランスブロットセル（BIO-RAD, Hercules, CA）を用いて、

45V の定電圧下で一晩メンブレンへのブロッティングを行った。ブロッティングには転

写バッファー（10%MetOH, 25 mM Tris, 190 mM glycine）を用いた。ブロッティン

グ終了後、メンブレンを取り出し、5%スキムミルク、0.1% Tween 20 添加

Tris-bufferd-saline（TBS-T）に浸し、室温で 1 時間ブロッキング処理した。抗

Dystrophin 抗体（免疫染色で使用したものと同一）を TBS-T で希釈し、4℃にて一晩、

ブロッキング後のメンブレンと反応させた。一次抗体反応後、メンブレンを取り出し、

振盪しながら TBS-T で 30 分間洗浄した。二次抗体反応では、1%スキムミルク添加

TBS-T で 5,000 倍希釈した horseradish peroxidase（HRP）標識抗マウス IgG ヤギ抗

体（Jackson ImmunoResearch Laboratory, West Grove, PA）を用い、室温で 1 時間

反応させた。再び TBS-T で 30 分間洗浄したのち、ECL Western blotting analysis 

system（GE Healthcare Life Sciences, Tokyo, Japan）により発光させ、BIO-RAD 

Chemi Doc XRS+（BIO-RAD）によりバンドを検出、撮影した。 
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【PCR 法による遺伝子解析】 

症例 5、6 および正常犬 2 頭（症例が属するコロニーとは血縁関係のないラブ

ラドール・レトリーバー）の肝臓から、DNeasy® Blood & Tissue Kit （QIAGEN, Hilden, 

Germany）を用いてメーカーのプロトコルに従い DNA を抽出した。CNM の原因遺伝

子であるPTPLAのexon2について、特異的なプライマーを用いたPCR法を実施した。

変異型の PTPLA では、短鎖散在反復配列（SINE）が exon2 に挿入され、野生型では

610bp、変異型では 848bpのバンドが検出される 14, 15。使用したプライマーは、Forward, 

‘5-CCT CGA AGA AGG GTC AGT GTA-3’; Reverse, ‘5-CCA GCC ACA ATC ACA 

GAA GTA-3’ である。 
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結果  

 

雄の若齢犬の筋疾患（症例 1〜3） 

【電気生理学的所見】  

 電気生理学的特徴を表 3-2 にまとめた。症例 1 の針筋電図検査では、線維自

発電位、陽性鋭波、複合反復放電、ミオトニー放電を認めた。症例 3 の針筋電図検査で

は、線維自発電位、陽性鋭波を認めた。神経伝導検査において、運動神経伝導速度、感

覚神経伝導速度、複合筋活動電位の振幅はいずれも正常であった。また、F 波検査にお

いて、F 波伝導速度、F 波出現率、F 波振幅もいずれも正常であった。神経筋接合部機

能検査（反復刺激誘発筋電図検査）の結果も正常であった。 

 

【病理組織学的所見および免疫組織化学的所見】 

病理組織学的、免疫組織化学的特徴を表 3-2 にまとめた。組織観察では、主

に筋線維の大小不同、壊死および再生が観察された。症例 1 では筋線維の壊死は稀であ

った（図 3-1a）。症例 2 では筋線維の大小不同が顕著であり、肥大線維を多見した。

また、筋線維の壊死を散在性に認め、間質の線維増生を認めた（図 3-1b）。症例 3 で

は、筋線維の大小不同は軽度であったが、壊死が顕著であり、壊死線維内に単核細胞（マ

クロファージあるいは筋芽細胞）が重度に浸潤していた（図 3-1c）。症例 2、3 では、

症例 1 に比べて、筋病変が重度であった。 

抗Slow myosin抗体および抗Canine fast myosin抗体を用いた二重免疫染色

では、全ての症例で正常な遅筋、速筋線維のモザイクパターンを認めた。抗 Nestin 抗

体を用いた免疫染色では、症例 1 で Nestin 陽性の再生線維が散在性に認められたのに
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対し（図 3-2a）、症例 2、3 では Nestin 陽性の再生線維が群を形成していた（図 3-2b,c）。

いずれの症例も採材部位による病変の顕著な違いはみられなかった。 

 

【抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色】 

免疫染色において、症例 1 で筋細胞膜の Dystrophin の発現低下、症例 2、3

で筋細胞膜の Dystrophin の発現欠損を認めた（図 3-3）。 

 

【抗 Dystrophin 抗体を用いたウエスタンブロット】 

ウエスタンブロットにおいて、正常犬では 427kDa の Dystrophin のバンド

が検出されたが、症例 2、3 では検出されなかった（図 3-4）。なお、症例 1 について

はウエスタンブロットを実施するのに十分な量の凍結筋材料を確保できなかった。 

 

柴犬の筋疾患（症例 4） 

【電気生理学的所見】  

 電気生理学的特徴を表 3-2 にまとめた。針筋電図検査では、刺入時電位の低

下および低電位のミオトニー放電を認めた（図 3-5）。神経伝導検査において、運動神

経伝導速度、感覚神経伝導速度、複合筋活動電位振幅はいずれも正常であった。また、

F 波検査において、F 波伝導速度、F 波出現率、F 波振幅もいずれも正常であった。神

経筋接合部機能検査（反復刺激誘発筋電図検査）の結果も正常であった。 

 

【病理組織学的所見および免疫組織化学的所見】 

病理組織学的、免疫組織化学的特徴を表 3-2 にまとめた。組織観察では、筋
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線維の大小不同、高頻度の内在核および脂肪組織浸潤を認めた（図 3-6a）。また、小

角化線維を散見した。一部の筋束では、濃染核集塊（Pyknotic nuclear clump）を有す

る筋線維を認めた（図 3-6b）。なお、採取した筋組織には評価可能な末梢神経組織を

認めなかった。 

抗Slow myosin抗体および抗Canine fast myosin抗体を用いた免疫染色では、

筋線維タイプのモザイクパターンが失われ、採取組織に含まれるほぼ全ての筋線維が

Slow myosin 陽性であった（遅筋線維優位、type 1 fiber predominance）（図 3-7a）。

また、Slow myosin および Canine fast myosin の両方に陽性を示す筋線維が多数認め

られ、濃染核集塊を有する萎縮線維は Canine fast myosin 陽性、Slow myosin 陰性で

あった（図 3-7b,c）。抗 Nestin 抗体を用いた免疫染色では、内在核を有する筋線維は

Nestin 陰性であった。抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色では、Dystrophin の正常

な発現を認めた。 

 

ラブラドール・レトリーバーの同一コロニーにおける筋疾患（症例 5〜9） 

【家系図解析】 

症例 5〜9 を含む、ラブラドール・レトリーバーの家系図の一部を図 3-8 に示

した。特定の遺伝様式はみられなかった。 

 

【電気生理学的所見】 

電気生理学的特徴を表 3-2 にまとめた。症例 7、9 の針筋電図検査では、食道

筋および後肢の筋群から線維自発電位、陽性鋭波を認めた。神経伝導検査において、運

動神経伝導速度、感覚神経伝導速度は正常だったが、複合筋活動電位振幅の低下および
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波形の時間的分散を認めた。また、F 波検査において、F 波伝導速度の遅延、F 波出現

率の低下、F 波振幅の低下を認めた。神経筋接合部機能検査（反復刺激誘発筋電図検査）

の結果はいずれも正常であった。 

 

【病理解剖学的所見】 

 全例に四肢骨格筋の萎縮を認め（図 3-9a）、症例 5〜7 では側頭筋の萎縮が

顕著であった（図 3-9b）。また、全例で重度の食道拡張、食道壁の菲薄化が認められ

た（図 3-9c,d）。死因は、すべての個体で誤嚥性肺炎であった。症例 9 では、L3-4 椎

間部において椎間板物質が突出し、脊髄を圧迫していた。症例 5〜8 の脳、脊髄および

末梢神経に著変はみられなかった。その他の臓器に著変は見られなかった。 

 

【神経組織の病理組織学的所見】 

症例 8 では脊髄神経根の軽度の脱髄および軸索膨化を認めた。症例 9 では、

圧迫されていた部位（腰髄）で脊髄軟化を認めた。その他の症例では、中枢神経組織お

よび末梢神経組織に形態学的異常はみられなかった。 

 

【筋組織の病理組織学的所見および免疫組織化学的所見】 

病理組織学的、免疫組織化学的特徴を表 3-2 にまとめた。食道横紋筋には、

筋線維の萎縮、筋線維の壊死および再生、石灰沈着、線維化を認めたが、壊死および再

生、線維化の程度は症例により異なっていた。筋線維の萎縮による筋層の菲薄化は全例

に共通して認められた（図 3-10）。 

側頭筋の組織病変は症例により様々であった。症例 5、7 では筋線維の重度の
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萎縮および大小不同、線維化、症例 6 では筋線維のびまん性の萎縮と筋線維の変性、症

例 8、9 では筋線維の軽度の大小不同を認めた（図 3-11）。中心核筋線維については、

症例 6 で散見し、症例 8、9 で多見した。 

四肢の骨格筋では、筋線維の大小不同、筋線維の変性、壊死、石灰沈着、線

維化を認めた。筋線維の再生は稀であり、中心核筋線維は見られなかった。また、全例

で小角化線維および群萎縮を認めた（図 3-12）。これらの病変は全例で、前肢に比べ

後肢でより顕著であったが、遠位と近位では病変の程度に差を認めなかった。 

抗Slow myosin抗体および抗Canine fast myosin抗体を用いた免疫染色の結

果、全例の四肢骨格筋で遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維あるいは群萎縮を

認めた（図 3-13a）。また、症例 8、9 の一部の筋では、筋線維タイプ群化を認めた（図

3-13b）。全例の食道横紋筋で、正常犬に比べて Slow myosin 陽性の筋線維の割合が著

しく増加していた（遅筋線維優位）（図 3-14）。また、同部位では、Slow myosin お

よび Canine fast myosin の両方に陽性を示す筋線維が多数認められた。抗 Nestin 抗体

を用いた免疫染色では、全例の食道横紋筋および症例 5、9 の骨格筋の一部で Nestin

陽性の再生線維を散見した（図 3-15a,b）。症例 8、9 における抗 Dystrophin 抗体を用

いた免疫染色では、Dystrophin の正常な発現を認めた。 

 

【PTPLA 遺伝子解析】 

 PTPLA 遺伝子の exon2 に特異的なプライマーを用いた PCR では、正常犬お

よび症例 5、6 の増幅産物の各バンドはいずれも 800bp から 900bp の位置に検出され、

野生型の 610bp のバンドは検出されなかった（図 3-16）。 
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考察 

 

本章では、筋ジストロフィーが疑われた犬の症例について、電気生理学的お

よび病理学組織的解析を行った。また、Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーを診断す

るために、全例で Dystrophin タンパク質の発現を評価した。さらに、ラブラドール・

レトリーバーの筋疾患症例については、遺伝様式の推定と CNM の遺伝子検査も実施し

た。 

抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色あるいはウエスタンブロットの結果か

ら、症例 1〜3 を Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーと診断し、症例 1 を部分欠損型、

症例 2、3 を完全欠損型に分類した。犬の Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーの主な

臨床症状は、筋力低下、歩様異常、嚥下障害などであり、症例 1、 2 の臨床症状は過去

の報告と類似していた 111。一方、症例 3 では骨格筋に安静時異常電位を認め、重度の

筋組織病変を認めたにも関わらず、臨床症状は明らかでなかった。犬の Dystrophin 欠

損型筋ジストロフィーでは、筋組織に壊死、再生が観察されるが、筋力低下などの臨床

症状を示さない例外的な症例が報告されている 24,25。これらを考え合わせると、犬の

Dystrophin 欠損型筋ジストロフィーでは、症状と筋病変の程度が関連せず、異常電位

が発生している状態でも骨格筋がほぼ正常に機能する場合があると考えられた。筋ジス

トロフィーにおける筋病変の程度と異常電位の関連については、さらに症例数を増やし

て検討する必要があると思われる。また、群をなして存在する Nestin 陽性の再生線維

は症例 2、3 でのみ認められたことから、DM やラブラドール・レトリーバーの筋疾患

に比べて、Dystrophin 完全欠損型の筋ジストロフィーでは筋再生が活発であることが

示唆された。 
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ヒトの DM では、臨床症状としてミオトニアを認め、ミオトニー放電を特徴

とする筋電図所見と、高頻度の内在核および濃染核集塊、遅筋線維の割合が増加する遅

筋線維優位などの病理組織学的所見を特徴的に認める 90。今回の犬の症例 4 においても、

同様の臨床症状、筋電図所見、病理組織学的所見を認めたため、本症例を犬の DM と

診断した。特に、遅筋線維優位については、正常な犬の頸部多裂筋の遅筋線維の割合が

70%であるのに対し 112、本症例では遅筋線維の割合がほぼ 100％であった。犬の DM

についての過去の報告では、本症例と同様にミオトニアおよびミオトニー放電、高頻度

の内在核などの所見が認められたが、遅筋線維優位については言及されておらず、本症

例で認めなかった筋線維の断裂（myofiber splitting）が報告されている 96-100。ミオト

ニー放電は本研究の症例 1 でも認められ、ヒトでもミオトニアを伴わない筋原性筋疾患

で認められると報告されているように、疾患特異的な異常電位ではない 60。しかし、ミ

オトニアを伴うミオトニー放電は、DM や先天性ミオトニーなどの疾患を強く疑う所見

である 91。遅筋線維優位も同様に疾患特異的な組織変化ではないが、高頻度の内在核と

あわせて認められた場合は、DM が強く疑われる 90。また、遅筋線維優位はヒトの DM1

と DM2 に共通の特徴であるが、本症例の濃染核集塊を有する萎縮線維の免疫染色結果

はヒトの DM2 と類似していた 90。さらに、Slow myosin および Canine fast myosin

の両方に陽性を示した筋線維は、遅筋と速筋の中間的な性質を有する type2C 線維（ハ

イブリッド筋線維）に相当すると考えられ、高頻度のハイブリッド筋線維は、ヒトの

DM の過去の報告と一致する 90。以上より、DM の診断においては、電気生理学的特徴

および病理学的特徴を総合的に判断することが特に重要と考えられた。 

症例 5〜9 については、従来のラブラドール・レトリーバーの CNM とは異な

る新たな筋疾患と考えられた。ラブラドール・レトリーバーに好発する CNM では、特
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に側頭筋、四肢の近位筋の萎縮が見られ、組織学的に筋線維の大小不同、筋線維の壊死

および再生などの筋原性変化に加えて、中心核筋線維を特徴的に認める。さらに、小角

化線維や群萎縮、筋線維タイプ群化などの神経原性変化および速筋線維（type2 線維）

の選択的萎縮を認めることも報告されている 101,102。臨床的に巨大食道症と診断された

重症例の報告もあるが、CNM に特異的な所見ではない 105。症例 5〜9 の全例に共通す

る特徴は、巨大食道症と食道横紋筋の重度の組織病変、四肢骨格筋の筋原性変化と神経

原性変化が混在する組織病変である。側頭筋の萎縮および中心核筋線維は全例に共通し

た所見ではなく、遺伝子検索の結果、特異的な遺伝子変異が認められなかったことから

CNM を否定した。また、発症年齢、性別および Dystrophin の発現低下がみられなか

ったことから、Dystrophin 異常症も否定した。本症については、同一コロニーで同年

齢に発生していることおよび病態の共通性から遺伝性筋疾患が疑われたが、その遺伝様

式は単純ではないと推測された。 

症例 5〜9 の四肢骨格筋では、症例 9 を除いて神経組織に顕著な病理組織学的

異常を認めなかったにもかかわらず、遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維ある

いは群萎縮、筋線維タイプ群化などの神経原性変化を認めた。また、神経伝導検査およ

び筋電図検査の結果は、運動神経近位部の脱髄または軸索変性、および脱神経による骨

格筋の異常放電を示唆する所見であり、電気生理学的解析と病理学的解析の結果が一致

しなかった。一方、食道筋組織で認められた遅筋線維優位は、DM や筋ジストロフィー、

先天性ミオパチーなど、様々な筋原性疾患に認められる非特異的変化である 2。食道筋

では神経原性変化は認められず、四肢骨格筋とは異なる病理発生機序が考えられた。筋

原性変化と神経原性変化が混在する原因については不明であったが、猫の代表的な筋原

性筋疾患である Laminin α2 欠損型筋ジストロフィーでは、神経組織および筋組織の両
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方に分布する Laminin α2 の欠損により、脱髄性ニューロパチーが生じることが報告さ

れている 113,114。従って、ラブラドール・レトリーバーの本症においても、神経組織お

よび筋組織の両方に分布する分子の異常について検索する必要があると考えられた。 

以上より、第 1 章、第 2 章で検討した診断法は、特に DM の診断に有用であ

ったが、ラブラドール・レトリーバーの新規筋疾患については、筋原性と神経原性の鑑

別が困難であった。病理学的および筋電図学的診断法はいずれも、筋組織または神経組

織が傷害された結果を観察することで疾患の鑑別を行っている。したがって、筋原性と

神経原性の両方の特徴を有するような筋疾患の鑑別には、傷害の原因である分子学的異

常を検索する必要があると考えられた。 
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要約 

 

本章では、筋ジストロフィーが疑われた犬 9 例について、第 1 章および第 2

章で検討した病理学的および筋電図学的診断法を用いて解析した。抗 Dystrophin 抗体

を用いた免疫染色およびウエスタンブロットの結果から、症例 1〜3 を Dystrophin 欠

損型筋ジストロフィーと診断し、症例 1 を部分欠損型、症例 2、3 を完全欠損型に分類

した。症例 4 については、臨床症状のミオトニア、ミオトニー放電を特徴とする筋電図

所見、高頻度の内在核および濃染核集塊、遅筋線維優位などの病理組織学的所見に基づ

いて、犬の筋強直性ジストロフィー（DM）と診断した。症例 5〜9 は筋疾患の好発犬

種であるラブラドール・レトリーバーで、巨大食道症と食道横紋筋の重度の病変、四肢

骨格筋の筋原性変化と神経原性変化が混在する病変が全例に共通する特徴であった。側

頭筋の萎縮および中心核筋線維は全例に共通した所見ではなく、また遺伝子検索で特異

的な遺伝子変異が認められなかったことから、本犬種で報告がある中心核ミオパチー

（CNM）を否定した。同一コロニーで、ほぼ同一の年齢に発生していることや病態の

共通性より、巨大食道症を特徴とする新規の遺伝性筋疾患が疑われた。 

以上より、第 1 章および第 2 章で検討した診断法は、特に DM の診断に有用

であった。しかしながら、ラブラドール・レトリーバーの新規筋疾患については、筋原

性と神経原性の鑑別が困難であった。 
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図 3-1 症例 1〜3 の筋病理所見。HE 染色。ホルマリン固定筋組織。 

（a）症例 1、橈側手根伸筋。筋線維の壊死は稀。（b）症例 2、外腹斜筋。筋線維の大

小不同が顕著であり、肥大線維を多見する。また、筋線維の壊死を散在性に認める。（c）

症例 3、上腕三頭筋。筋線維の大小不同は軽度であり、重度の筋線維の壊死を認める。

壊死線維内に単核細胞（マクロファージあるいは筋芽細胞）が重度に浸潤する。  
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図 3-2 症例 1〜3 の免疫組織化学的特徴。抗 Nestin 抗体を用いた免疫染色。ホルマリ

ン固定筋組織。 

（a）症例 1、橈側手根伸筋。Nestin 陽性の再生線維を散在性に認める。（b）症例 2、

外腹斜筋。Nestin 陽性の小径から大径の再生線維が群を形成する。（c）症例 3、上腕

三頭筋。壊死部において、Nestin 陽性の小径の再生線維が群を形成する。  
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図 3-3 抗 Dystrophin 抗体を用いた免疫染色。凍結筋組織。 

（a）正常犬。筋細胞膜に Dystrophin の正常な発現を認める。（b）症例 1。筋細胞膜

の Dystrophin の発現低下を認める。（c, d）症例 2 および症例 3 では、いずれも筋細

胞膜の Dystrophin の欠損を認める。 
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図 3-4 抗 Dystrophin 抗体を用いたウエスタンブロット 

正常犬では 427kDa の Dystrophin のバンドを認めるが、症例 2、3 では認めない。 

  



 

 63 

 

 

図 3-5 症例 4 の針筋電図所見。頸部多裂筋。 

刺入時電位の低下および振幅の漸減と周波数の変化を特徴とする低電位のミオトニー

放電を認める。  
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図 3-6 症例 4 の筋病理所見。頸部多裂筋。HE 染色。ホルマリン固定筋組織。 

（a）筋線維の大小不同および脂肪組織浸潤を認め、小角化線維を散見する。また、内

在核を有する筋線維を多見する。（b）一部の筋束では、濃染核集塊（Pyknotic nuclear 

clump）を有する筋線維を認める。  
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図 3-7 症例 4 の免疫組織化学的特徴。頸部多裂筋。抗 Slow myosin 抗体（a, b）およ

び抗 Canine fast myosin 抗体（c）を用いた免疫染色（b, c は連続切片）。ホルマリン

固定筋組織。 

（a）筋線維タイプのモザイクパターンが失われ、遅筋線維（type1 線維）が優位であ

る（type 1 fiber predominance）。（b, c）Slow myosin（b）および Canine fast myosin

（c）の両方に陽性を示す筋線維を多数認める。また、濃染核集塊を有する萎縮線維（矢

印）は Canine fast myosin 陽性（c）、Slow myosin 陰性（b）（矢印）。 
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図 3-8 症例 5〜9 を含むラブラドール・レトリーバーコロニーの家系図（一部抜粋）。 

臨床的に巨大食道症を認めた症例を黒い四角（雄）または丸（雌）で示した。特定の遺

伝様式はみられなかった。 

 

 

 

  



 

 67 

 

 

図 3-9 症例 5〜9 の代表的な肉眼所見。左側が頭側、右側が尾側。 

（a）症例 6。四肢骨格筋が重度に萎縮する。（b）症例 6。側頭筋の萎縮が顕著（矢印）。

（c）症例 5。食道（*）が重度に拡張し、特に下部（尾側）で顕著。（d）症例 8。食

道壁が菲薄化し、特に下部（尾側）で顕著。粘膜面は全体的に発赤し、糜爛、潰瘍も認

められる。 
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図 3-10 症例 5〜9 の食道筋の筋病理所見。HE 染色。ホルマリン固定筋組織。 

全例に共通して、筋線維の萎縮による筋層の菲薄化を認める。症例 5（b）、9（f）で

は筋線維の壊死、石灰沈着を認め、症例 6（c）、8（e）では重度の線維化を認める。

症例 7（d）では、筋線維の萎縮、消失が顕著。  
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図 3-11 症例 5〜9 の側頭筋の筋病理所見。HE 染色。ホルマリン固定筋組織。 

症例 5（b）、7（d）では筋線維が重度に萎縮し、重度の線維化も認める。症例 6（c）

では筋線維がびまん性に萎縮し、筋線維の変性を多見する。症例 8（e）、9（f）では

筋線維の萎縮は軽度であるが、中心核筋線維を多見する。 
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図 3-12 症例 5〜9 の後肢筋の筋病理所見。HE 染色。ホルマリン固定筋組織。 

症例 6（c）では小角化線維および小群萎縮、症例 5（b）、7〜9（d, e, f）では大群萎

縮を認める。症例 7（d）では線維化、症例 8（e）では脂肪組織浸潤も認める。 
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図 3-13 症例 8 の免疫組織化学的特徴。抗 Slow myosin 抗体（赤色）および抗 Canine 

fast myosin 抗体（茶色）を用いた二重免疫染色。ホルマリン固定筋組織。 

（a）後肢筋。遅筋、速筋線維の両方が萎縮する群萎縮。（b）後肢筋。遅筋、速筋線維

それぞれがグループ化する（筋線維タイプ群化）。 
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図 3-14 症例 5 の代表的な免疫組織化学的特徴。抗 Slow myosin 抗体を用いた免疫染

色。ホルマリン固定筋組織。 

正常犬（a）の食道横紋筋に比べて、症例 5（b）の食道横紋筋では、Slow myosin 陽性

の筋線維の割合が著しく増加する（遅筋線維優位）。  
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図 3-15 症例 9 の免疫組織化学的特徴。抗 Nestin 抗体を用いた免疫染色。ホルマリン

固定筋組織。 

（a）食道。核小体明瞭な大型核を有する再生線維の細胞質が Nestin 陽性を示す。（b）

後肢筋。核が明瞭でない細長い筋線維の細胞質が Nestin 陽性を示す。 
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図 3-16  PCR 法による PTPLA 遺伝子の解析 

正常犬および症例 5、6 の増幅産物のバンドはいずれも 800bp から 900bp の位置に検

出され、野生型の 610bp のバンドは検出されない。  
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総 括 

 

本研究では、筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別に着目して、犬の筋疾患

の病理学的および筋電図学的検査法を検討した。第 1 章では、犬のホルマリン固定パラ

フィン切片を用いて筋疾患の診断に応用できる免疫組織化学的手法を検討した。その結

果、抗 Slow myosin 抗体と抗 Fast myosin 抗体を用いた免疫染色は、神経原性筋疾患

における遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維と群萎縮および筋線維タイプ群化

を描出することで、犬の神経原性筋疾患と筋原性筋疾患の鑑別に有用であることが示さ

れた。また、抗 Nestin 抗体と抗 Myogenin 抗体を用いた免疫染色は、筋原性筋疾患に

おける再生線維の描出に有用であることが示された。第 2 章では、筋疾患の針筋電図所

見と筋病理所見の関連について解析した。線維束電位は神経原性疾患に特異性が高く、

線維自発電位/陽性鋭波および複合反復放電は疾患特異性がないことが示された。また、

線維自発電位/陽性鋭波と複合反復放電は、筋の病理組織学的変化に先立って観察される可

能性があるが、前者は急性から慢性の様々な組織変化に関連し、後者は慢性期の重度の組

織変化と関連することが示唆された。第 3 章では、第 1 章および第 2 章で検討した病理

学的および筋電図学的診断法をもとに、筋ジストロフィーが疑われた症例について解析

した。その結果、ミオトニー放電を特徴とする筋電図所見、高頻度の内在核および遅筋

線維優位などの病理組織学的所見に基づいて、筋強直性ジストロフィーの診断が可能で

あることが示され、本研究で提示された診断法の有用性が示された。 

本研究で明らかにした電気生理学的特徴および病理学的特徴に基づいて、犬

の筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別フローチャートを作成した（図 4-1）。このフ
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ローチャートでは、まず、安静時の筋電図検査で認められる 4 つの異常電位に基づいて

疾患を分類し、次に、ホルマリン固定筋組織を用いた病理組織学的特徴に基づいて疾患

を分類、診断する。最後に、必要に応じて、凍結筋組織を用いた Dystrophin タンパク

質の発現を評価して、筋ジストロフィーを診断する。特に、安静時異常電位として線維

束電位を、免疫組織化学的特徴として、遅筋、速筋線維の両方が萎縮する小角化線維と

群萎縮および筋線維タイプ群化を観察することで、神経原性筋疾患の診断が可能である。

また、ミオトニアを伴う筋疾患の診断では、安静時異常電位としてミオトニー放電を、

免疫組織化学的特徴として遅筋線維優位を観察することで、筋強直性ジストロフィーの

診断が可能である。この鑑別フローチャートは、犬の筋疾患の診断に応用できるが、病

因が明確にならなかった疾患（図の点線で囲まれた疾患）も存在した。今後これらの疾

患についての診断法を発展させるうえでの課題を検討するために、これらの疾患の予想

される病因について以下に述べる。 

安静時異常電位を認めるにもかかわらず、筋病変を認めない疾患や非特異的

な筋病変しか認めない疾患については、神経原性筋疾患（ニューロパチー）が疑われる。

このような疾患の診断には、末梢神経生検を実施することが望ましい。ニューロパチー

は、その原因により脱髄型と軸索変性型に分類されるが、電気生理学的にこれらの病型

を鑑別するためには、時間をあけて複数回の神経伝導検査を実施する必要がある 115。

本研究では、単回の神経伝導検査の結果に基づいて末梢神経傷害の有無を判定したため、

ニューロパチーの病型を特定できなかった。ヒトでは、筋萎縮性側索硬化症やギラン・

バレー症候群などの発生頻度が高いニューロパチーにおいて、脱髄型および軸索変性型

のサブタイプの鑑別まで含めた電気生理学的診断基準が確立されている 4,115。一方、犬

では、急性多発性神経根神経炎（アライグマ猟犬麻痺）や変性性脊髄症などの疾患で電
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気生理学的解析に関する報告があるが、いずれも明確な電気生理学的診断基準は確立さ

れていない 116-119。人医学では侵襲性が高い末梢神経生検はほとんど実施されず、同様

の理由で獣医学においても敬遠される傾向にあるが、電気生理学的知見の乏しい獣医学

領域においては、ルーチンの診断として末梢神経生検の実施を検討する必要があると考

えられる。 

本研究の第 3 章では筋強直性ジストロフィーを診断したが、ミオトニアおよ

びミオトニー放電を認める疾患のうち、筋組織病変がほとんど認められない疾患として、

先天性または後天性ミオトニーが挙げられる。先天性ミオトニーは、骨格筋の電位依存

性 Cl チャネルの異常による遺伝性筋疾患であり、後天性ミオトニーは中年齢から高齢

の犬において、副腎皮質機能亢進症に続発して発症することが知られている 120-125。先

天性ミオトニーは多くの犬種で症例報告があるが、遺伝子変異の同定はジャック・ラッ

セル・テリアにおいてのみ報告されており、ほとんどは原因が明らかでない 120-122。先

天性ミオトニーに限らず、骨格筋のイオンチャネル（Na, Cl, Ca, K チャネル）に関連

する遺伝子異常により、ミオトニアや四肢麻痺などの臨床症状を呈する疾患群を筋チャ

ネロパチーと呼ぶ 126,127。ヒトでは、筋電図検査でミオトニー放電の有無を確認したう

えで、運動負荷直後や皮膚冷却後に神経伝導検査を行う特殊な電気生理学的診断法によ

り、筋チャネロパチーを鑑別している 128。犬においても、本研究の電気生理学的知見

を土台として、先天性ミオトニーを含む筋チャネロパチーの電気生理学的診断法を研究

する必要がある。 

本研究で診断したミオトニアを伴わない筋ジストロフィーは、Dystrophin 欠

損型筋ジストロフィーのみであるが、ヒトでは欠損タンパク質の種類が異なる 50 種類

以上の筋ジストロフィーが報告されている 129。高グレードの筋原性変化を認めたにも
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かかわらず、確定診断できなかった疾患については、Dystrophin 欠損型以外の病型の

筋ジストロフィーが疑われる。犬では、Sarcoglycan 欠損型および Laminin α2 欠損型

筋ジストロフィーについて少数の症例報告があるが 130,131、他の病型の筋ジストロフィ

ーの多くも Dystrophin 欠損型と同様に、免疫染色またはウエスタンブロットによって

診断が可能である。ただし、犬の Laminin α2 は市販抗体と反応せず、Shelton らの

Laminin α2 欠損型筋ジストロフィーに関する報告では、犬の Laminin α2 を抗原とす

る抗体を作製することで診断を実施している 130。本研究の第 1 章では、犬の Fast 

myosin を抗原とする抗体を新規作製したが、筋ジストロフィーの診断においても、犬

に特異的な抗体の作製などを検討する必要がある。 

第 3 章で検討した新たなラブラドール・レトリーバーの筋疾患は筋原性と神

経原性の両方の特徴を有しており、特定の遺伝様式がみられなかったことから、遺伝的

素因ばかりでなく、環境因子などを含む複合的な原因が考えられた。このような疾患が

筋原性筋疾患と神経原性筋疾患のいずれに属するのか、または混合型の筋疾患なのか、

電気生理学的検査および筋病理検査だけでは判断ができなかった。これらの検査では、

筋組織または神経組織が傷害された結果を観察することで鑑別を実施しているが、傷害

の原因である分子学的異常や遺伝学的異常に遡って検索しなければ、筋原性と神経原性

の両方の特徴を有するような筋疾患の病態を解明できないと考えられる。ヒトでは、上

述したニューロパチー（代表例はシャルコ・マリー・トゥース病）、筋チャネロパチー、

Dystrophin 欠損型以外の病型の筋ジストロフィー（代表例は肢帯型筋ジストロフィー）

のいずれにおいても、様々な原因遺伝子が特定されている（表 4-1）。対して、犬の神

経筋疾患で遺伝子変異が明らかにされている疾患は、変性性脊髄症や先天性ミオトニー

などのごく一部の疾患に限られている。従って、筋原性と神経原性の鑑別の精度をさら
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に向上させるためには、遺伝子学的診断法を検討することが必要であり、犬でも筋電図、

筋病理および遺伝子を総合的に評価する診断法の確立が求められる。本研究で確立した

筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別法は、遺伝子検索に際しての候補遺伝子の選定に

も役立つと考えられる。 

最後に、Dystrophin 欠損型筋ジストロフィー治療の前臨床試験として、ゲノ

ム編集による遺伝子治療やアンチセンス核酸を用いたエキソン・スキッピング療法が筋

ジストロフィー犬を用いて検討されている 132,133。本研究で得られた一連の知見によっ

て、犬の筋疾患の診断および病態解明が可能になれば、ヒトの筋疾患のモデルとして有

用な犬の筋疾患を発見、研究し、積極的な遺伝子治療を行うことができる。加えて、ヒ

トの類似筋疾患の病理発生機序を理解する上で、有用な比較生物学的情報を提供するも

のと考える。  
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図 4-1 犬の筋疾患の鑑別フローチャート 

線維束電位、遅筋と速筋線維の両方が萎縮する小角化線維および群萎縮、筋線維タイプ

群化は、神経原性筋疾患に特異性の高い所見であり、ミオトニー放電、遅筋線維優位は、

筋強直性ジストロフィーを強く疑う所見である。これらの電気生理学的特徴および病理

学的特徴に基づいて、犬の筋原性筋疾患と神経原性筋疾患の鑑別が可能である。なお、

図では神経伝導検査による鑑別を省略した。 
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