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研究成果の概要（和文）：Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）はジストロフィンが欠失し、筋細胞膜が脆弱で
細胞外からのCa2+流入の影響を受けやすく、この細胞質へのCa2+流入は慢性炎症や進行性の再生不良を惹き起こ
す。そこで我々は細胞内Ca2+動態を制御することでDMD病態を改善することを目指し、研究を行った。
その結果、DMD病態ではSERCA機能が低下していることで、細胞内Ca2+濃度が上昇していること、このSERCA機能
の低下にはその機能を負に調節するサルコリピン (SLN) が発現増加することが原因であることが明らかになっ
た。そこでSLNが発現しないDMDモデルマウスを作出したところ、DMD病態が改善した。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD), the most common and severe form of 
muscular dystrophy in childhood, is caused by dystrophin deficiency. Absence of dystrophin has been 
shown to lead to an increased Ca2+ influx and an abnormal cytosolic Ca2+ homeostasis of myofibers, 
leading to increased necrosis. Several underlying mechanisms have been suggested to cause this 
abnormal cytosolic Ca2+ regulation in dystrophic muscle. Therefore, the aim of this study is to 
identify new therapeutic targets based on cytosolic Ca2+ regulation for DMD. We found that 
sarcolipin, an intrinsic inhibitory sarcoplasmic reticulum protein of SERCA, is abnormally high in 
the dystrophic muscle. In this study, we determined the physiological relevance in DMD following 
loss-of function by sarcolipin gene deletion. Knockdown of SLN ameliorated the cytosolic Ca2+ 
homeostasis and the dystrophic phenotype in DMD mice model. These findings suggest that SLN may be a
 novel target for DMD therapy.

研究分野： 骨格筋生理学

キーワード： Duchenne型筋ジストロフィー　筋小胞体　SERCA　サルコリピン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
明確な治療法が確立されていないDuchenne型筋ジストロフィーに対して、現在推進されていることは欠失してい
るジストロフィンを補う・代償することを目指しているが、本研究はそれら方向性とは異なり、細胞内のCa2+動
態に着目した研究である。ジストロフィンの補填・代償する治療方法と併用することでより効果的な治療効果が
得られることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
致死性の筋疾患である Duchenne 型筋ジストロフィー (DMD) に対する治療法は開発されて
いない。また、現在、臨床治験が進んでいるエクソン・スキップ治療は個別化医療に留まるの
で、新たな病態解明とその分子を標的とした治療法の開発が望まれている。申請者らはジスト
ロフィン遺伝子のエクソン (Ex. )45-55 が欠失している BMD 患者の骨格筋症状は極めて軽微
であることを見出した。そこで新たに Ex. 45-55 を欠失した短縮型ジストロフィンのみが発現
するマウス (Δ45-55Tg/mdx)を作出した。同マウスでは筋細胞膜が安定し、筋病理所見や筋機
能はDMDモデルマウスのmdxマウスと比較して野生型と遜色のないレベルまで回復していた。
一方、ジストロフィン糖タンパク質複合体  (DGC)に含まれる神経型一酸化窒素合成酵素 
(nNOS)は通常細胞膜に局在するものの、Tg/mdx では細胞質に局在していた。このことは Ex. 
45-55 を欠失した場合、nNOS の結合領域を一部欠くためと考えられる。一方、mdx はジスト
ロフィン欠失に伴い細胞膜に局在できなくなった nNOS やマクロファージ等の浸潤細胞由来
の iNOS が産生する NO が筋小胞体 (SR) のリアノジン受容体 (RyR1) をニトロシル化し、
RyR1 が leaky になることで細胞内 Ca2+濃度が恒常的に高い。そこで Tg/mdx について検討す
ると、mdx と同程度 RyR1 がニトロシル化されていた。一方、Tg/mdx の細胞内 Ca2+濃度は野
生型より高いものの、mdx と比較して低値で両群の中間の値を示した。意外なことに caffeine
で RyR1 を刺激すると Tg/mdx におけるその応答性は mdx より高く、野生型と同程度保たれて
いた。以上から推測されるのは Tg/mdx と mdx との間で①細胞質から SR に Ca2+を取り込む
役割を担う SERCA の機能が異なること、②SERCA 機能の違いにより SR 内の Ca2+量が異な
ることであり、このことが DMD と BMD といった重症度の違いを反映していることである。
実際、mdx では SERCA 機能が野生型と比較して有意に低下していること、SERCA を過剰発
現させると筋ジストロフィー症状が改善するという報告もある。 
 
２．研究の目的 
 
SR を介した細胞内 Ca2+動態を標的とした新たな治療法の開発である。具体的には SERCA 機
能の改善を目指し、筋ジストロフィー病態の主要因である細胞内 Ca2+動態を制御することで
DMD 病態が改善するかを検討する。 
 
３．研究の方法 
 
SERCA 機能を調節する因子としてその機能を抑制的に制御する sarcolipin (SLN) をターゲッ
トとする。SLN の発現を抑制することで DMD 病態の改善を目指すことを目的とし、以下の研
究を行った。 
(1) mdx 由来の筋芽細胞を採取し、筋分化誘導時に siRNA を用いて SLN の発現を抑制し、筋
管形成後に caffein 刺激を行った際、 
① RyR1 機能がどのように変化するか、 
② 細胞質へ放出された Ca2+の SR への再取り込み時間が改善するか 
を検討する。 
(2) SLN knock out (KO)マウスと mdx とを交配させ、SLN KO/mdx を作出し、筋病理、筋機
能、細胞内 Ca2+動態解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) Tg/mdx、mdx における SLN ならびに他の SERCA 調節因子の発現
レベルの検討 
各マウス前脛骨筋から RNA を抽出し、SLN と SERCA 調節因子であ
る myoregulin (MLN)の発現を検討した（図 1）。その結果、MLN の発
現は野生型と比較して Tg/mdx、mdx ともに大きな変化は認められな
いものの、SLN の発現が mdx のみ有意に増加しており、mdx で認め
れれる SERCA 機能の低下はその機能を負に制御する SLN の発現増
加に起因することが示唆された。 
 
(2) SLN の発現抑制による SERCA 機能・RyR1 の Ca2+放出能の検討 
mdx 骨格筋に対して siRNA を用いて SLN の発現を抑制ると SERCA
機能と、RyR1 の機能が如何に変化するかを野生型、mdx マウスから
採取した筋芽細胞を用いて in vitro レベルで検討した。SLN に対する
siRNA の効率を図 2 に示す。mdx 筋芽細胞における SLN に対する
siRNA の抑制効果は十分でありことが示された。 
そこで、SLN の発現を抑制した mdx 由来筋芽細胞に対し、caffeine
を用いて RyR1 を刺激し、その Ca2+放出能とその後の SERCA 機能を
検討した。その結果を図 3 に示す。 
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図 1. SLN の発現レベル 
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SLN 抑制により、mdx 筋芽細胞の RyR1 の Ca2+放出能は回復し、SERCA の細胞質から筋小胞
体への Ca2+取り込み能も有意に回復した。 
(3) In vivo レベルにおける SLN の発現抑制による DMD 病態改善へのチャレンジ 
In vitro レベルの検討により、SLN の発現抑制が SERCA 機能を改善し、mdx で認められるニト
ロシル化された RyR1 の機能改善にも寄与することが示唆されたことより、in vivo レベルにお
ける SLN 抑制が DMD 病態を改善するかを SLN KO マウスと mdx マウスを交配させ、SLN 
KO/mdx マウスを作出し、筋機能、筋病理像が改善するか否かを検討した。 
その結果、mdx マウスに対する SLN の発現抑制により、血清 CK 値の減少、筋機能の改善が認
められた（図 4）。 

 
 
次に、HE 染色により筋病理所見（図 5）と筋変性の指標となる中心核線維の割合（図 6）を検
討した結果を示す。 

 
 
その結果、mdx に比べて中心核線維の割合は減少し、筋病理所見は若干の改善を認めたものの、
野生型レベルまでの改善は認められなかった。 
最後に mdxに対する SLN抑制が筋細胞膜の安定性に関与するか否かを Evans blue dyeを用いて
検討した（図 7）。 
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図 3. SLN 抑制による RyR1 機能と
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図 4. SLN KO/mdx マウスの血清 CK 値並びに筋機能測

 

 

図 5. SLN KO/mdx マウスの HE 染色像 
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In vitro、In vivo レベルの検討により、SLN の発現抑制により細胞内の Ca2+動態を制御すること
が出来れば、筋ジストロフィー病態の改善がすることが明らかとなった一方で、DMD 病態の
発症の要因となる筋細胞膜の安定性には関与しなかった。したがって、最善の方法として現在、
DMD に対する治療法として最善と考えられているエクソン・スキップ治療と SLN の発現抑制
を併用することで、より高い治療効果が得られると考えられる。また、今後は SLN の発現調節
機構の解明により、SLN の発現を抑制する方法の解明を目指す必要があると考えられる。 
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