


先天性筋緊張性ジス トロフィーにおける

ジス トロフィン発現遅延の免疫学的解析

砂田 芳秀



1.緒言

デュシェンヌ型筋ジス トロフィー (Duchennemusculardystrophy,DMD)は伴性劣性

遺伝形式をとる重症型筋ジス トロフィーで､およそ新生男児3,000人に1人の割合で発症

し､突然変異が多いことが特徴の一つとされてきた｡多くの臨床的 ･生化学的研究にも

かかわらず､100年余りにわたって原因不明であったが､1986年 KunkelらによりDMD

遺伝子産物(genetranscript)がreversegeneticsのstrategyを用いてクローニングされり､

構造解析がなされた｡その後の研究もふまえDMD遺伝子は×染色体短腕Xp21.1に局在

し､2､300kbにわたり75個以上のexonから成り2)､X染色体の1%を占める巨大遺伝子で

あることが明らかにされた｡その genetranscriptは14kbで､cDNAの塩基配列から3685

個のアミノ酸から成る分子五427kDaの巨大蛋白質ジス トロフィンが演繕 され､4つの ド

メイン構造を持つことが提唱された3)｡N末端の240個のアミノ酸を含む球状の N末端 ド

メインは骨格筋構造蛋白α-アクチニン､赤血球膜直下の細胞骨格蛋白スペク トリンと類

似性が高くアクチン結合能を持つと考えられている4)｡第二 ドメインは三重 らせん構造

単位24佃の繰り返 しを持つ 2､700個のアミノ酸の長い梓状構造をとり､膜蛋白である

スペク トリンに類似していが ｡第三 ドメインはシステインの多い280個のア ミノ酸か

らなりEFhandに似た構造を持つ｡第四 ドメインはC末端の420個のアミノ酸からなる

が.既知のどの蛋白質 とも相同性が認められないジス トロフィン特有の構造 をとってお

り､種を越えてよく保存されている6mo蛋白質レヘルにおいてもウェスタンブロット解

析により分子量～400kDa蛋白質が同定され8),免疫組織化学9JIO)ぉよび免疫電顕117により

骨格筋の細胞膜直下に存在することが確認 され､細胞膜の糖蛋白質と結合していること

が強く示唆されている12)｡ ジス トロフィンは骨格筋だけではなく心筋や平滑筋そして脳

にも発現 しており137､しかも組織によって異なるpolymorphismが存在することが明らか

にされLalternativesplic'ngl̀)またはpromotorの多型性15)によるporymorphismは現在まで

に約10種が報告されている｡またマウスでは胎仔と成体とでサイスの異なるジス トロフ

ィンmRNAが発現 していることが朝告されており'6)､多くの細胞骨格蛋白質同線 ジス

トロフィンでも胎児型isoIorm の存在が示唆 されている｡ しかしこうしたジス トロフィ

ンisotorm の蛋白質レベルの同定はまだなされていない｡また最近､第6染色体長腕上の
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遺伝子によりコー ドされるジス トロフィンと高いhomologyを持つ13kbのmRNAが骨格

筋に発現 していることがわかり･ジス トロフィン矧 以蛋白質 (dystrophinrelatedprotein.

DRP)の存在が示唆され17'､dystrophinfami-yがクローズアップされている｡以上のよ

うな分子生物学 ･細胞生物学的研究の急速な発展と平行して臨床的な研究も努力的に行

われており､現在までに次のようなことが明らかにされているo すなわち､(1)DMD患

者の約半数以上でDMD遺伝子の欠失(deletion)が発見され18)､大多数でジス ト｡フィン

が骨格筋形質膜に欠損 しているo(2)伴性劣性良性筋ジス トロフィーであるヘ ッカー型

(BeckermUsculardystrophy,BMD)はDMDのallelicdlSOrderであり､欠失あるいは重

檀(dupl-cation)の遺伝子異常により､分子量の異なる異常ジス トロフィンが発現 している

か､または少量の正常サイズのジス トロフィンが発現 している'9'0 (3)DMDとBMDの

Phenotypeの遣いは欠失の大きさによるものではなく､欠失によりreadingframeが変化

するか(outo‖rame)､readingframeが維持されるか(in-frame)によるというframeshift

仮説201が脚 昌されているが､それでも説明できない症例が存在する2り｡(4)DMD/BMD以

外にfamiflalX-linkedmyalgiaandcramps22)･quadncepsmyopathy23),spina一muscu一ar

atrophy24'などの症例でもジス トロフィン異常が指摘され､臨床病型とDMD遺伝子異常 ･

ジス トロフィン蛋白異常との対応が勢力的に研究されている｡ともあれDMD/BMDはジ

ス トロフィン異常症と定義することができるが､ジス トロフィンの生理機能やジス トロ

フィン欠場が筋細胞死を引き起こす機序 (臨床的発現)についてはまだ十分解明されて

いない0本研究はジス トロフィン異常と臨床病型の対応を棉討するため､様々な神経筋

疾患の生絹筋でジス トロフィン発現を解析 した中で､先天性筋緊張性ジス トロフィーに

おけるジス トロフィン発現異常を兄いだし､これがジス トロフィンの発現遅延によるこ

とを報告するものである｡



2 対象と方法

(1)研究対象 :8例の先天性筋緊張性ジス トロフィー (年齢生後40日-18嵐 男5例,女3例,

表1)および疾患対照として筋緊弓長性ジス トロフィー 16例､多発筋炎 2例､肢帯型筋 ジ

ス トロフィー4例､顔面肩甲上腕型筋ジス トロフィー1例､筋萎縮性側索硬化症 1例､

nema=nemyopathy6例､myotubularmyopathy2例､congenitalflbertypedlSPrOPOr-

tionl例､ セントラルコア病 2例の生横筋について根討 したOなお先天性筋緊張性ジス

トロフィーの診断根拠としては､(1)筋病理像が壊死 ･再生所見に乏 しく､筋肉の未熱性

(小円形線維 ･中心核線維 ･タイプ2C線維の増加､タイプ2B線維欠損などのタイプ分

化不良)を呈すること (2)母親に筋緊張性ジス トロフィーの病歴があることを重視 した

(表1)0

(2)杭ジス トロフィン抗体 :本研究では異なった ドメインを書忍識する3種頬の抗ジス トロ

フィン抗体 AIC,PO4e,NCL-DYS2を使用 した｡前述 したようにジス トロフィンには複

数のisotormがあり得､またBecker型の一部の症例では分子構造の一部が欠指 したり､

重複する異常なジス トロフィン分子が作られている27)｡ 従ってジス トロフィンの免疫学

的角等析には認識部位の異なる複数の抗体を併用する必要がある｡AICはN末側のアクチ

ン結合 ドメイン (アミノ酸215-264)を認識する単クローン抗体28)､po4eは三重 らせん

構造部分 (アミノ酸440-489)を認識するウサギ抗血清29)､NCL-DYS2 (Newcastle

Laboratory社)はC末端の17個のアミノ酸を認識する単クローン抗体で (図 1)､いず

れもIgG分画である｡

(3)免疫組織化学 :採取後180℃にて凍結保存 した生根筋ブロックをmicrotomeで切り出

し8Jjmの凍結切片 を作製し､冷エタノ-ルで10分､続いて冷アセ トンで10分固定した

ものを使用 した｡リン酸緩衝液pH7.2で洗浄 し､50%正常羊血清を用いて室温で30分間

ブロッキングをした後､一次抗体として抗ジス トロフィン抗体を反応させた｡抗体によ

り至適反応温度ならびに至適反応時間に遣いがあり､AIC,NCL-DYS2は室温で1時間､

PO4eは37℃で一晩incubateした｡反応終了後pBSで洗浄 し､再び50%正常羊血清で5分

間ブロッキングし､マウスIgGあるいはウサ利gGに対するFITC標識二次抗体 を室温で

30分反応させた｡標本はZeiss社の蛍光顕微鏡で観察 した｡

3



(4)電気泳動およびウェスタンブロット:-80℃にて凍結保存 した生検筋ブロックの一部

を蛋白溶解液 (0.24MTris/HCIpH6.7,10%SDS.10%2-mercapto-ethanol,3.4mMEDTA)

でhomogenizeL､直ちに3分間煮沸 した後13.000xgで20分間遠沈 し､その上清 をRoss

&schatzの方法30)で蛋白定量 した.ジス トロフィン分子は梓状の巨大分子であるため､

ドテシル硫酸ポリアクリルアミドゲル電気泳動はDoucet&Trifaro(1988)の方法31)により

8%のゲルを用いて行った｡各々のレーンには総蛋白量100/ノg相当の骨格筋ホモジェネ

- トをapplyした.電気泳動終了後､Kyhse-Andersen(1984)の方法32)により､semldry

systemで PVDF膿 くImmobilo∩,Mlmpore社)に転写 し､抗ジス トロフィン抗体 PO4e,

NCL-DYS2と反応させABC法 (vectastain,Vecter社)を用いて発色させた｡なおAICは

SDSにより変性 したジス トロフィンに対する反応性が悪いため､ウェスタンブロット

によるジス トロフィンの半定量的解析には使用できなかった｡



3.結果

(1)筋組織化学 :研究対象とした8例の先天性筋緊張性ジス トロフィーの骨格筋は通常の

組織化学で以下のような所見がみ られた (表2)｡case1-3の乳児症例では豊富な間質

成分の中に517FLmの極めて細い円形の筋線維が散在 し.groupingに乏しく,胎生筋に類

似 した組織構造がみられた｡更にNADH-TR染色ではmyotube様構造を反映するperl-

pheralhaloや中心核を持った線維が多数認められ,ミオシンATPase染色でtype2C線維

の割合が55-90%と著 しく高 く､筋線維の末熱性が主体をなす所見であった.flbertype

分化の点からcase1.3は胎生35週頃､case2は胎生20週頃に相当すると判定される㍊)0

これらの症例では成人の筋緊張性ジス トロフィーでみられるような､typel線維優位や

typel線維萎縮､pyknotLCnuclearclump.sarcoplasmicmass,nngflberなどの所見はみ

られず､壊死 ･再生像も観察されなかったocase416の幼児症例では線維径が10Jjm前

後の小径線維と40-50Jjmの線維の二峰性分布を示 し､NADHITR染色でもperIPheral

halo線維はみられなくなり､中心核の存在も激減 した｡すなわちmyotube様構造はみら

れなくなった｡ミオシンATPase染色によるfibertype組成においてもtype2C線維の割

合は1-2%となり､type1,2A.2B線維への分化が進む｡ しかしtypelが明らかに優位であ

り､筋束によってはtype2Bあるいはtype2A欠損を認め､flbertype分化異常があった｡

しかもこのtypel線維は明らかに萎縮性であり､中心核線維の増加 (case5)やsarco-

pLasmicmass(case6)の所見が喜君められた.これらの変化はいずれも筋緊張性ジス ト

ロフィーにみられる形態変化であり､10歳を越 えるcase7,8では肥大線維を持った著 し

い大小不同､中心核線維の増加､typel線維優位､typel線維萎縮という筋緊張性ジス

トロフィーに特徴的な病理所見を備えるようになる｡ しかし壊死 ･再生像はほとんどみ

られない｡

(2)抗ジス トロフィン抗体の特異性 :今回使用 した3種類の抗ジス トロフィン抗体は､多

発筋炎患者の上腕二頭筋およびコン トロールマウス (SCN)大腿四頭筋のイムノプロ

ット解析において､ラミニンAとミオシン重姐との間に泳動される蛋白質と反応 したOこ

の蛋白質は約400kDaの分子長を持ち､DMD患者あるいはmdxマウスの骨格筋では積出

されないことからジス トロフィンと同定される｡従って､これら3種類の抗体はジス トロ
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フィンを認識 し反応することが確認された｡またα-actinlnや DRPとの交差反応性はな

く､骨格筋ではジス トロフィン特異的と考えられた (図2)0

(3)免疫組織化学 :疾患対照として根索 した筋緊張性ジス トロフィー､多発崩炎､肢帯型

筋ジス トロフィー､顔面肩甲上腕型筋ジス トロフィー､筋萎縮性側索硬化症,nemaline

myopathy､myotubularmyopathy､congenltaHibertypedlSPrOPOrtion､セン トラルコア

病については3種類の抗ジス トロフィン抗体AIC.PO4e.NCL-DYS2により､骨格筋細胞膜

が全周にわたって均一に染色された (図3A,B)｡ところが､先天性筋緊張性ジス トロフ

ィー 8例中3症例 (case1､2､3)では3種類全ての抗体についてジス トロフィンの染色が

不良であった (図3C.D,E)Oすなわち､ジス トロフィンが比較的良好に発現 している

筋線維も散見されるが､大多数は形質膜上の発現が部分的 ･不連続であったり全 く発現

していない筋線維であった｡これらジス トロフィンの発現が不良であった3症例は生後

10カ月以下の症例であり.生後18カ月以降の 5症例 (case4-8)では形質膜上に正常な

ジス トロフィン染色パターンが観察 された (図3トH)｡ジス トロフィンの発現が不良

であった3例について連続切片上でスペク トリンの免疫組織化学を行ったところ､ジス

トロフィンの染色が不良であった前線維も含めて､全ての骨格筋形質膜全周にスペク ト

リンが染色された (図4)0

(4)ウエスタンプロット対照とした筋緊張性ジス トロフィーおよび多発筋炎ではPO4eと

NCLDYS2の2種類の抗体により約400kDaの明瞭なジス トロフィンバンドが積出され

る (図51ane1,2,図61anel)｡先天性筋緊張性ジス トロフィーの生後40日のcaselお

よび生後3ケ月のcase2は､PO4eでほとんどバンドは積出されず (図5lane3.4)､NCL

-DYS2で請い～400kDaバンドが積出された (図6lane2,3)｡生後10ケ月のcase3で

はcase1,2より若干明瞭なジス トロフィンバンドが積出されるが､対照に比べるとジス

トロフィン量は少ない (図5Iane5,図6lane4)｡すなわち､免疫組織化学上ジス トロ

フィン染色が不良であった生後10カ月以下のcase1,2,3は､ウェスタンブロットの上で

も対照に比べてジス トロフィン発現畳が明らかに低下していた｡他方.生後18ケ月以降

の5例では対照とほぼ同量のジストロフィンバンドがみられ (図51ane6-10,図6lane5)､

正常量のジス トロフィンが発現 していることが示唆された｡次に組織学的に筋線維の未

貫劉生を認めジス トロフィンの発現量も少なかったcase3の試料を､多発筋炎の試料と混
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和 し同一レーンで電気泳動 しイムノブロッ トしたところ､両者のジス トロフィンは co-

mlgrateして約400kDaの単一バンドだけが積出され､分子量の異なったジス トロフィン

isoformは積出されなかった (図61ane6)0



4.考察

(1)先天性筋緊張性ジス トロフィーにおけるジス トロフィン発現異常

本研究は筋緊張性ジス トロフィーに羅患 している母親から生まれた筋緊張性ジス トロ

フィー患児 (先天性筋緊張性ジス トロフィー)において､生後40日､3カ月および10カ

月児ではジス トロフィンの発現が不良で､18カ月以降18歳児では正常と同様の発現が

みられたことを報告 している｡免疫組織化学で形質膜上のジス トロフィン発現が不良で

あった3例は.ウェスタンブロッ トでも400kDaのジス トロフィンバンドが極めて薄 く､

ジス トロフィンの量自体が少ないことが明 らかとなった｡従って細胞膜上での発現が悪

いのはジス トロフィン分子の形質膜へのアセンフリー段階での異常によるものではなく､

ジス トロフィン分子の発現丑自体が少ないためであると考えられるが､これら3症例 に

おけるジス トロフィン発現不全は乳児期骨格筋の生理的特徴なのか､あるいは何 らかの

病的過程によるものなのかが問題となる｡

最近骨格筋の発生過程におけるジス トロフィン発現様式が経時的に棉討されている｡

Hagiwaraら2g'はラッ ト骨格筋細胞において､ジス トロフィンのdevelopmentalexpresI

sionを免疫組織化学 およびウェスタンブロッ トにより根討 し､胎生15日より primary

myotube上にジス トロフィンの発現が始まり､生後5日には prlmaryおよび secondary

myotUbeの形質膜上へのジス トロフィンの発現が完成することを報告 している｡またヒ

トの胎児筋におけるジス トロフィン発現も根討されており､Strongら34)はウェスタンブ

ロット上 胎生8過 ですでにジス トロフィンが積出 されると報告 している｡一方､prelle

ら35'は免疫組織化学上は胎生9過ではジス トロフィンが積出 されず胎生11週頃から細胞

質および形質膜上に発現 し始め､胎生22週には成人と同程度に形質膜上に発現 している

と報告 している｡我々も17過と35週の胎児筋におけるジス トロフィン発現をAICを用

いて根討 し､ウェスタンブロット上は両時期にジス トロフィンがみられ､免疫組織化学

上は35過ではほとんどの筋線維の形質膜上にジス トロフィンが均一に発現 しているが､

17週では一部にしか発現 していないことを確言忍している28). すなわちヒ トで胎生10過

前後からジス トロフィンの発現が始まり､生下時には筋形質膜上のジス トロフィン発現

は完成 している.従って今回根討 した生後10カ月までの先天性筋緊張性ジス トロフィI
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｣ _

患児の骨格筋ではジス トロフィン発現に異常があると考えられる｡ しかし本疾患は常染

色体優性遺伝形式をとり､第19染色体長腕に遺伝子座が想定されている疾患であり､暦

年齢を経るに従い正常サイスのジス トロフィンが発現 してくることからみても､X染色

体上のDMD退伝子の異常は考えにくい｡DMD/BMDなどの DMD遺伝子に異常のある疾

患以外で､ジス トロフィン発現の異常がみつかっているのは常染色体劣性遺伝の福山型

先天性筋ジス トロフィーだけである｡この場合ジス トロフィン陰性線維と陽性線維とが

混在するケース36)と､全線紺陰性のケース37廿報告 されている｡ 前者におけるジス トロ

フィン陰性線維は形態的に壊死線維であり､抗スペク トリン抗体でも形質膜が染色され

ないことから壊死による二次的変化 と考えられている｡後者はDMDとの異同が問題 と

なっており再根討が必要とされている｡先天性筋緊張性ジス トロフィーにおけるジス ト

ロフィン陰性線維は形態的にも､またスペク トリン免疫組織化学所見からも壊死線維 と

は区別されるのでジス トロフィン発現異常の原因として別の機序を考えざるをえない｡

従来より先天性筋緊張性ジス トロフィーでは中心核の増加､小径 ･円形線維の増加､ミ

オシンATPase染色による筋線維タイプの分別不良38)､タイプ2B線維の欠損 39)など筋の

未熟性を示唆する病理所見が報告されており､筋の成熟異常があることが指摘されてい

る38)39)｡ 今回根討 した先天性筋緊張性ジス トロフィー8例について､ジス トロフィンの発

現と筋組織所見を対比させてみると､ジス トロフィン発現不全のあったcase1-3の乳児

症例ではいずれもperipheralhaloや中心核といったmyolube様構造がみられ､未分化な

type2C線維が55-90%を占めており､20-35週の胎生筋に匹敵する未熱性を認めた.他

方､幼児期以降の5例ではperipheralhaloは消失 Ltype2C線維も5110%以下で､type1

線維優位やtypel線維萎縮など成人の筋緊張性ジス トロフィーの所見 を呈 し､ジス トロ

フィンは正常に発現 していたOこのようにジス トロフィン発現不全が筋の未勲性の指標

(①peripheralhalo②中心核③lype2C線維倭位)と一致 して認められたことは本症の

ジス トロフィン発現不全が筋の成勲異常に伴 うジス トロフィンの発現遅延によることを

強く示唆 している｡ミオシンATPase染色によるflbertype分化の点からDubowitzは胎児

期骨格筋の発達を3つのphaseに分類 している仰 )̀2)0 phaselは胎生20過頃までの全

ての筋線維が未分化なtype2Cの時期､phase2は胎生20-28週のtypelへの分化が始

まる時期､phase3は胎生28週以降 type2への分化を遂げる時期とされている｡正常な
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筋の発達プロセスではDubow.tzのphaselの段階でジストロフィン発現が積出され始め､

phase2で完成すると考えられるoところが本症乳児例 (10カ月以前)ではphase2-3

段掛 こありながらも未だジス トロフィン発現が不良で､ジス トロフィン発現が極めて遅

延していると推定されるo従って本症でのジス トロフィンの発現遅延は正常な筋発達プ

ロセスがそのまま遅延 したものではなく､ジス トロフィン発現の方がミオシンの分化よ

りもさらに遅延 していると結論される｡ジス トロフィンの発現調節のメカニズムについ

てはほとんどわかっていないが､筋線維の-●bertypeによってジス トロフィンの発現に差

異がみられないことや､ジス トロフィンの発現時期とミオシンの分化程度の間に一定の

関係がみられないことから､両者は全 く独立なメカニズムによるre9ulationを受けてい

ると考えられるoこのジス トロフィン発現遅延の原因 ･機序については今後の課題であ

る｡

(2)ジス トロフィン欠損と筋細胞死

現在､細胞内局在やアミノ酸配列などよりジス トロフィンは形質膜の裏打ち構造を支

える細胞骨格蛋白であると推定されているが､その生理機呂Eti十分解明されていないO

従ってDMDにおいてジス トロフィン欠損筋が細胞死に至る機序についても完全に解明

されているわけではない｡従来の筋ジス トロフィーの膜異常説2SJt=おけるprimarytl･原

因をジス トロフィン欠損と解釈 し･ジス トロフィン欠胤 こより細胞膜の脆針 ヒや細胸外

ca2◆の流入が生じ､CANPなどのプロテアーゼが活性化され､筋構造蛋白が分解を受け

ることにより筋細胞が壊死に陥ると考えられている2㌔ Lb,L,､この図式の中で膿にあ

けるジス トロフィンの欠場がなぜ膜の脆弱化やCa2･の透過性の冗進を引き起こすのか､

十分説明されていない｡先天性筋緊張性ジス トロフィーではジス トロフィン発現不全例

においても筋細胞壊死は生じておらず､このことは形質膜にジス トロフィンが欠損して

いるだけでは必ずしも膜の脆弱化-細胞死に至るわけではないことを示唆 している｡従

って､ジス トロフィン欠損の上に更に何 らかの要因が加わって膜の脆弱化やCa2･の透過

性の元進が生じると思われる｡
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(3)胎児型ジス トロフィンisoform

収縮蛋白や細胞骨格蛋白など発達に伴って発現調節を受けるタンパク質は､通常em-

bryonicISOformからadultisoformへ移行することが知 られている｡ ジス トロフィンに関

しても胎児型isoformが存在するか否か問話になっている.Dicksonら'6)は胎仔マウスの

骨格筋から抽出したジス トロフィンmRNAを成体マウスのものと比較 したところ胎仔マ

ウスではジス トロフィンmRNA量が少ないだけではなくそのサイズも明らかに小さいこ

とを報告 し胎児型isoformの存在を主張 している｡またStrongら叫は8過の胎児骨格筋

におけるジス トロフィン発現をウェスタンブロットで調べたところ成人のジス トロフィ

ンよりもわずかに分子量の小さいジス トロフィンが根出されたとし､これが胎児型ジス

トロフィンである可能性を指摘 している.しかし.KunkeIら44)は第7回国際神経筋学会に

おいて､幼若筋のgenetranscnptの解析から明瞭に否定 しており､幼若筋に特有なiso-

tormは考えにくくなっている｡今回先天性筋緊張性ジス トロフィー症例のなかで組織学

的に胎生筋に類似 した未熱性を示 し､ジス トロフィンの発現も不良であったcase3の生

根筋を用いて､Strongらが指摘するような分子量の小さい胎児型ジス トロフィンの喉出

を試みた｡すなわちcase3の骨格筋ホモジェネ- トを多発筋炎の骨格筋ホモジェネ- ト

と混和 して同一 レーンで電気泳動 し､イムノブロットを行った｡ その結果､両者のジ

ス トロフィンはComlgrateし､約400kDaの単一バンドだけが積出された｡従って両者の

ジス トロフィンはウェスタンブロット上では同一サイズであり､分子量の異なった胎児

型isotormの存在を示唆する結果は得 られなかった｡ この結果だけではヒトにおける胎

児型ジス トロフィンの存在を否定するものではありえないが､Strongらの指摘する分子

量の小さいジス トロフィンについては否定的と考えられるO今後核酸レヘルでの根討 と

ともに､蛋白質レヘルでも二次元電気泳動法や特異抗体の作成などによる棉討が必要 と

思われる｡先天性筋緊弓長性ジス トロフィーではジス トロフィン発現が不十分な未熟筋線

維で何故筋壊死が生じないのかその理由は不明だが､胎児型isoformの解明が何 らかの手

がかりを与えてくれる可能性もあり研究の発展が期待される｡
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5.まとめ

(1)8例の先天性筋緊張性ジス トロフイ-および対照とした種々の神経筋疾患の生根筋に

ついて免疫組織化学およびウェスタンブロットによりジス トロフィン発現様式を根討 し

た｡

(2)先天性筋緊張性ジス トロフィーの生後18ケ月から18歳までの5例ではジス トロフィン

は正常に発現 していたが､組織学的に筋線維の末熱性が墨頁著であった生後10ケ月以下の

3例についてはジス トロフィンの発現が不良であった｡ヒト骨格筋では胎生10週前後か

らジス トロフィンの発現が始まり生下時には完成 していることから､先天性筋緊張性ジ

ス トロフィー乳児症例におけるジス トロフィン発現異常は骨格筋の成熟異常に伴ったジ

ス トロフィンの発現遅延よるものと考えられた｡

(3)正常筋発生ではミオシンATPase染色性からみたミオシン分化に先んじてジス トロフ

ィン発現がみられるのに対 し､先天性筋緊張性ジス トロフィーではジス トロフィン発現

の方がミオシンの分化よりさらに遅れていた｡

(4)先天性筋緊張性ジス トロフィーの末勲筋線維では､ウェスタンブロッ ト解析による胎

児型ジス トロフィンisoformは積出されなかった｡
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図 1.ジス トロフィン分子モデルと抗ジス トロフィン抗体の認識部位

(ジス トロフィン分子のシェーマは文献3)より引用 した｡)
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図 2.抗ジス トロフィン抗体のcharacterizati｡n

bne1.2:PO4e.rane4,5:AIC,lane6,7:NCL-DYS2による

マウス骨格筋のウェスタンブロット｡

Iane3.8:二次抗体だけを反応させたマウス骨格筋ウェスタン

ブロットによる非特異的バンド｡

mdx:mdx-mouse,SCN:controlmouse.NC:negativecontrof

MHC:myosinheavychain ▲-ジス トロフィンバンド





図 4･先天性筋緊張性ジス トロフィーCaSe3の骨格筋連続切片標本の

ジス トロフィン(A)およびスペク トリン(B)免疫組織化学

(抗ジス トロフィン抗体po4eを使用｡ ×1.150)
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図 5 抗ジス トロフィン抗体PO4eによる骨格筋のウェスタンブロッ ト

ranel.多発筋炎(pM)･rane2:筋緊張性ジス トロフィー(MyD).

lane3-10･先天性筋緊張性ジス トロフィー(CMyD)case1-8

(laneの上に年齢 を示 した｡) I- ジス トロフィンバン ド
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図 6･抗ジス トロフィン抗体NCL-DYS2による骨格筋のウェスタンブロット

Ianel‥多発筋炎(pM)Ilane2-5二先天性筋緊張性ジス トロフィー(CMyD)

case1,2,3,6,fane6:多発筋炎+先天性筋緊張性ジス トロフィーCaSe3
嘉一ジス トロフィンバンド
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