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【背景・目的】 

筋強直性ジストロフィー（DM）は常染色体優性遺伝する筋疾患であり、成人の筋ジストロフ

ィーでは最も多くの患者を有する。DM の責任遺伝子は、DM protein kinase (DMPK) 遺伝子

であり、この遺伝子の 3’-UTR（3’ 非翻訳領域）に CTG リピートの塩基配列が異常伸長するこ

とで発症することが知られている。症状としては筋力低下、筋強直といった骨格筋の症状の他に、

心伝導障害、耐糖能障害、精神遅滞など多彩な症状を呈する。DM の分子レベルの異常としては、

様々な遺伝子で選択的スプライシングの異常が見られることが特徴的である。その中で、クロラ

イドチャネルやインスリンリセプターのスプライシング異常はそれぞれ筋強直と耐糖能障害の

原因であることが示されていることから、選択的スプライシング異常が症状の主原因だと考えら

れている。 

このようなスプライシング異常がおこる理由としては、異常伸長した CTG リピートが RNA

に転写され、毒性を示す「RNA 機能獲得仮説」が有力である。これは、転写された CUG リピ

ート RNA にスプライシング因子である MBNL が捕捉され、凝集体を形成することで、その機

能が低下し、muscleblind-like splicing regulator (MBNL) がスプライシングを制御できなく

なくなるためである。また、Mbnl のノックアウトマウスにおいても、DM 患者で見られるのと

同様なスプライシング異常や症状が認められる。一方、MBNL 以外のスプライシング因子の

CUGBP, and the Elav-like family member 1 (CELF1) は、DM 患者やモデルマウスで発現

量が増加しており、これは protein kinase C (PKC) によって CELF1 が高リン酸化状態になっ

て安定化しているためだと考えられている。また、CELF1 を過剰発現するマウスにおいても、



DM 患者と同様なスプライシング異常や症状が見られる。このように、DM では MBNL と

CELF1 の 2 つのスプライシング因子のバランスが崩壊することで、多くの遺伝子の選択的スプ

ライシング異常を引き起こしていると考えられているが、その他のスプライシング因子について

の異常はあまりよく分かっていない。 

そこで私は、患者の骨格筋よりエキソンアレイと RT-PCR を行うことで、DM 患者でスプラ

イシング異常を呈する遺伝子を同定し、これらスプライシング分子機構を解析することで、DM

で新たに異常を示すスプライシング因子を探索することを目的とした。本研究では、DM 患者で

新たにスプライシング異常を呈していた actin binding LIM protein 1 (ABLIM1) exon 11 に着

目し、そのスプライシングの分子機構を解析することで、DM モデルマウスと DM 患者でタン

パク質発現量が増加している新たなスプライシング因子 polypyrimidine tract binding 

protein 1 (PTBP1) を同定することができた。PTBP1 は、ポリピリミジン配列に結合して選択

的スプライシングなど転写後の遺伝子発現を制御している因子であり、筋芽細胞や神経細胞の分

化過程で発現量が減少していることが知られており、これが正常な心筋発生に重要であることが

報告されている。 

 

【方法】 

ABLIM1 exon 11 のスプライシングがどのスプライシング因子によって制御されているか調

べるために、exon 10 から exon 12 の exon - intron 構造を保持した minigene を作製し、マウス

筋芽細胞 C2C12に様々なスプライシング因子を過剰発現するベクターと共に遺伝子導入を行っ

た。遺伝子導入 48 時間後に RNA の抽出を行い、reverse transcription(RT)-PCR でスプライシ

ングを検出した（スプライシングアッセイ）。内在性の ABLIM1 についても、HEK293 にスプ

ライシング因子を過剰発現させることでスプライシングを評価した。また、siRNA によって内

在性のスプライシング因子をノックダウンして、minigene のスプライシングアッセイを行った。

過剰発現とノックダウンの確認はウェスタンブロットまたは RT-qPCR で検出した。DM 患者で

活性化している可能性のある PTBP1 の検出は、患者の生検筋より RNA とタンパク質を抽出し、

RT-qPCR (quantitative PCR: リアルタイム PCR) で mRNA 量を、ウェスタンブロットでタン

パク質の定量を行った。同様に DM モデルマウスの前頸骨筋（TA 筋）においても、Ptbp1 の

mRNA とタンパク質の発現量を定量した。この時に利用した DM モデルマスは、ヒト骨格筋ア

クチン  (Human Skeletal Actin) 3’-UTR に伸長した CTG リピート  (Long Repeat) 

170~200 程度を持つトランスジェニックマウス (HSALR)であり、骨格筋で CUG リピート

RNA が発現している。比較対照としては、野生型のマウス（FVB）を利用した。また、HSALR 

の TA 筋において RT-PCR を行い、Ablim1 のスプライシングが異常を呈しているか確認した。 

 

【結果・考察】 

ABLIM1 exon 11 は DM 患者の骨格筋では、有意に脱落しており、正常な成人の心筋と骨格

筋以外の組織では全て ABLIM1 exon 11 は脱落していた。ABLIM1 exon 11 のスプライシング



がどのスプライシング因子によって制御されているか調べるために、マウス筋芽細胞に

ABLIM1 の minigene と各種スプライシング因子を過剰発現させてスプライシングアッセイを

行ったところ、MBNL1、MBNL2、MBNL3 を過剰発現させると exon 11 が入るスプライシン

グが促進された。また、わずかに fox-1 homolog (C. elegans) 1 (FOX1) においてもスプライシ

ングが促進された。これらMBNLの exon 11のスプライシングの促進はminigeneだけでなく、

内在性の ABLIM1 においても確認できた。一方、CELF1、CELF2、CELF6 の過剰発現によっ

て exon 11 が入るスプライシングは抑制され、特に PTBP1 では DM 患者の骨格筋で見られる程

度まで exon 11 のスプライシングが抑制された。 

また、siRNA によってマウス筋芽細胞の Mbnl1、Celf1、Celf2、Ptbp1 をノックダウンさせ

た時に、過剰発現とは逆の結果が得られるかどうか、ABLIM1 の minigene のスプライシング

アッセイを行って検討した。すると、Mbnl1 をノックダウンすると過剰発現とは逆に exon 11

の脱落が促進され、Ptbp1 をノックダウンすると exon 11 が入るスプライシングが促進された。

しかし、Celf1 をノックダウンさせてもスプライシングは変化せず、Celf2 においては、siRNA

の配列によって過剰発現とは逆の結果になったものと、スプライシングが変化しないものがあっ

た。 

また、MBNL1 と CELF1 または CELF2、CELF6、PTBP1 をそれぞれ共発現させ、競合さ

せた状態で ABLIM1 のスプラシングアッセイを行ったところ、PTBP1 は少量で MBNL1 の効

果を打消すことから、MBNL1 より強く ABLIM1 のスプライシングを制御していると考えられ

た。 

このように、過剰発現、ノックダウン実験、競合実験から、ABLIM1 exon 11 のスプライシ

ングが PTBP1 によって非常に強く制御されていると考え、DM 患者においても PTBP1 が活性

化している可能性があると考えた。まず始めに、DM モデルマウス HSALRの TA 筋においてタ

ンパク質レベルで Ptbp1 の発現量が野生型のマウスより増加しているか、ウェスタンブロット

で調べた。なお HSALRでは DM 患者と同様に Ablim1 のスプライシング異常を検出できた。す

ると、Ptbp1 の発現量は有意に増加しており、すでに DM 筋で発現が上昇することが報告され

ていた Celf1 の発現量も有意に増加していた。しかし、DM モデルマウス HSALRの TA 筋にお

いて Ptbp1 の mRNA 発現量を RT-qPCR で測定したところ発現量に差はなかった。次に、DM

筋と正常筋において PTBP1 のタンパク質発現量をウェスタンブロットで調べたところ、DM 筋

で上昇傾向を示したが、有意差は検出できなかった。しかし、DM 筋で発現が上昇することが報

告されている CELF1 においても DM 筋では上昇傾向を示すが、有意差は検出できなかった。

また、PTBP1 の発現量を RT-qPCR によって測定したところ発現量に差はなかった。したがっ

て、DM 筋では PTBP1 の発現量が RNA レベルではなく、タンパク質レベルで上昇しており、

翻訳または翻訳後修飾によって発現量が上昇していると考えられる。 

以上のことから、DM 筋で見られるスプライシング異常は、PTBP1 の発現量の増加によって

引き起こされている可能性があり、PTBP1 の発現量を抑制することはこれらスプライシングの

正常化に寄与すると考えられ、新たな治療法のターゲットになり得ることが明らかになった。 
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