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研究成果の概要（和文）：ジストロフィン遺伝子産物のうち脳に高発現するDp71を研究対象として、ジストロフ
ィンミスセンス変異がもたらす効果を明らかにするために、まずは正常型Dp71と膜貫通蛋白ジストログリカンと
の相互作用がもたらす生理的意義を解析した。その結果、ジストログリカンがDp71蛋白の細胞膜直下への局在化
に必要であり、Dp71蛋白発現の安定化を促進するだけでなく、翻訳後修飾の一つであるリン酸化状態が変化する
ことを見出した。ミスセンス変異をもつDp71ではこれら膜局在化・安定化・リン酸化といった全ての現象が異常
をきたすことが確認でき、ジストロフィノパチー分子病態の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Dp71 is highly expressed in the brain as a dystrophin gene product, however,
 its physiological function and molecular pathology of mutated Dp71 remain unclear. To clarify the 
molecular relation between Dp71 and dystroglycan, we coexpressed both proteins and examined the 
molecular dynamics in cultured cells. Interestingly, we found that dystroglycan enhances 
submembranous localization, stabilization, and hyperphosphorylated status of Dp71 through physical 
interaction. As a molecular basis of this phenomena, the EF-hands and ZZ-motif within Dp71 are 
required for binding to dystroglycan intracellular domain. Importantly, Dp71 with point mutation, 
C272Y or L170del, demonstrated abnormal subcellular localization, protein instability, and 
hypophosphorylated status due to the loss of dystroglycan-binding with mutated Dp71. Thus 
Intermolecular interaction of dystroglycan with Dp71 is critical for physiological functions of 
dystrophin-dystroglycan molecular complex in brain. 

研究分野：分子病態学、神経細胞生物学、神経筋疾患

キーワード： ジストロフィン　ジストログリカン　点変異　リン酸化　膜局在化　分子病態　蛋白相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ジストロフィン遺伝子異常が筋壊死や神経発達症を引き起こすことが知られているが、脳で高発現するジストロ
フィン産物であるDp71の遺伝子変異が及ぼす影響は不明な点が多い。本研究において、膜貫通蛋白ジストログリ
カンがDp71と物理的に結合することで、Dp71蛋白の安定化・膜局在化・リン酸化状態が促進されることや、ジス
トロフィノパチー患者において同定された点変異を有するDp71蛋白ではこれら全ての項目で異常になっているこ
とを明らかにした。これらは分子病態の一端を明らかにしたと考えられ、また、蛋白間相互作用領域の詳細に関
しても絞り込み、ジストロフィン蛋白の安定化やリン酸化を制御する分子介入点を見出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ジストロフィノパチーは進行性の筋線維壊死を主徴とする X 染色体劣性遺伝性疾患であり、
高頻度で精神遅滞・自閉症・てんかん・熱性けいれんなどの中枢神経症状を合併する (図 1)。ジ
ストロフィノパチーの原因であるジストロフィン(Dp)遺伝子異常がてんかん発症率を有意に上
昇させるとの知見があるものの、てんかん病態における Dp分子の動態や機能は全くの不明であ
る。Dp は複数のアイソフォームをコードし、時期・組織依存的な発現制御が為されている。筋
では全長型 Dp(Dp427)が筋細胞の形態と機能の維持に必須であり、その分子機序の一端として、
特にジストログリカン分子複合体を介した細胞内骨格と細胞外マトリックスの架橋の重要性が
知られている(図 1)。いっぽう、脳では構成する細胞種の相違と脳構造の複雑性、さらにはそこ
に発現する複数の Dpアイソフォームの存在が、ジストロフィノパチーで発症する中枢神経症状
の病態理解を困難なものにしている。しかし、Dpゲノム領域内の下流側に位置する変異が精神
遅滞の重症度や、てんかんの発症率と相関するとの報告があり、エクソン 63より下流に相当す
る Dp71が、脳で最も高発現する Dpアイソフォームであることからもその生理的機能と中枢神
経合併症における役割の解明が待たれる(図 1)。さらに近年我々は Dp71 のスプライシングアイ
ソフォームである Dp40に関する報告をし(Fujimoto T. et al. BBRC, 2014, 452: 79-84)、本研究課
題が着目する脳型 Dp(Dp71 と Dp40)の分子機能の理解に基づく脳機能調節機構の解明の重要性
が高まった。 

図 1:学術的背景と未解明の課題。(上段)ジストロフィノパチー患者の中枢神経合併症発症率。(中
段)ジストロフィン(Dp)遺伝子から産生される複数のアイソフォーム(Dp427, Dp71, Dp40)の関係。
(下段)筋における Dpジストログリカン(DG)分子複合体の模式図と、明らかにすべき課題。 
 
 
２．研究の目的 
研究開始当初の目的は、脳型 Dp とその相互作用分子群の機能理解に立脚した、てんかん病
態における Dpプロテオスタシスの解明と予防・治療標的分子の同定であった。主に次の四項目
を行うことで達成を試みた。 
(1)BioID 法(詳細は下記参照)を駆使して脳型 Dp 分子が in situ で相互作用する分子群を同定
し、分子ネットワークを機能的に構築することで、脳型 Dpの生理的役割を明らかにする。 
(2)我々が近年発表した Dp71の翻訳後修飾や分解機構に関する知見を発展させるべく、既知
の Dp71 相互作用蛋白との関係性やプロテオスタシスに着目した研究を行うことでジストロ
フィノパチー病態の分子機序を明らかにする。 
(3)マウス in vivo で内在性の脳型 Dp を特異的に捉えることを可能にするモデル動物として
Dp71特異的遺伝子改変マウスを樹立する。 
(4)てんかん動物モデルの脳における脳型 Dp 分子やそれが制御する分子ネットワークの動



態・機能的役割を明らかにすることで、てんかん病態機序の理解とてんかん標的分子の同定
に繋げる。 

 
 
３．研究の方法 
(1)BioID法 
① BirA-Dp71遺伝子発現プラスミドの作製 
大腸菌由来 BirA遺伝子をコドン使用頻度の観点からヒト化し、点変異 (Arg118Gly)を導入し
た BirA遺伝子配列 (Humanized Arg118Gly point mutant)のコーディング領域の 5’UTRにコザック
配列を付加し、この DNA両端に EcoRI認識配列を付加した DNAを人工遺伝子として合成した 
(GeneScript)。既存の C 末端に HA タグ付加した Dp71 発現プラスミド (pFC-EF1-Dp71-HA) 
[Biochem Biophys Res Commun. 2017 Oct 21;492(3):349-355.]の EcoRIサイトに人工遺伝子を挿入
することで N 末端に BirA 配列が融合した状態で蛋白発現させることができる pFC-EF1-BirA-
Dp71-HA発現プラスミドを構築した。 
 
② PC12細胞をホストとした BirA-Dp71安定発現細胞の樹立 
①で作製した pFC-EF1-BirA-Dp71-HA ベクターをインテグラーゼ発現ベクターと共に PC12
細胞に導入し、ピューロマイシン薬剤存在下で培養することで安定発現細胞株を樹立した。この
細胞を用いて BioID法を試行した。ビオチン化標的蛋白をアビジンビーズで回収し、マス解析で
網羅的に同定した。 
 
(2)Dp71の翻訳後修飾やプロテオスタシスに関する研究 
Dp71とラミニン受容体として知られる膜貫通蛋白ジストログリカン DGとの相互作用 
ジストロフィン遺伝子産物として筋細胞では全長型のDp427が、脳では我々が着目する Dp71
が高発現しており、それぞれ DG と物理的に相互作用することで細胞形態維持やシグナル伝達
を発揮することが知られていた。しかし、一般的な免疫沈降法では Dp71や Dp427と DGとの間
の相互作用が生化学的には検出できないという問題を長年抱えていた。本研究において PFA ク
ロスリンクを免疫沈降に適用することで解決するに至り多くの知見を得た。HEK293T細胞、HeLa
細胞を宿主細胞として内在性 Dp71-DGおよび各種欠損変異体、点変異体を用いた強制発現系に
よる免疫沈降や免疫細胞染色を行った。さらに、DGを標的とした siRNA導入による DG発現抑
制がもたらす Dp71に対する影響を検討した。 
 
(3)CRISPR-Cas9ゲノム編集技術を用いた Dp71特異的遺伝子改変マウスの樹立 

Dp71はイントロン 62内に存在する遺伝子発現プロモーターから転写翻訳されるエクソン 3-
79に相当する産物であり、全長型 Dp427（エクソン 2-79の産物）の C末領域と同一であり、ア
ミノ酸一次構造上は区別できない。よって Dp71を免疫組織学的に特異的に検出することが困難
であった。本研究において Dp71の N末端に相当するゲノム領域にタグ配列を挿入することで、
Dp71 特異的タグ挿入マウスを樹立した。DMD 遺伝子は X 染色体上に存在するのでオスではホ
モ状態になっているが、メスではヘテロにタグ挿入された状態である。ホモオスマウスとヘテロ
メスマウスを交配することでホモメスマウスを樹立し、その後は全個体をホモの状態で維持し
た。これにより内在性の Dp71蛋白の全てがタグ付加されたマウスを樹立するに至った。 
 
(4)ペンチレンテトラゾール誘発てんかんモデル 

(3)で樹立した Dp71遺伝子改変マウスに 35mg/kg用量でペンチレンテトラゾールを１日毎に
3, 6, 10回投与し、てんかん発症状態下での Dp71や相互作用蛋白群の発現レベル・組織局在を検
討した。 

 
 
４．研究成果 

(1)BioID: 
BirA-Dp71 を安定発現する PC12 細胞を樹立し BioID を試行した。コントロールとしてビオ
チン不含培養液での同細胞からの蛋白抽出物を調製し、ビオチン化蛋白を網羅的に同定した。候
補蛋白群のリストは未発表データであるため公表を避けるが、有力と考えた蛋白群を対象とし
て免疫沈降法による検証実験を行った。野生型 ICRマウスの脳から蛋白を抽出し、anti-DMD抗
体を用いた免疫沈降にて BioIDで挙げた候補蛋白群の真偽を検証した。複数の anti-DMD抗体を
用いることで偽陽性を排除した結果、重要視していたシナプス関連蛋白は特定の DMD抗体依存
的に共沈降するが、他社の DMD 抗体や強制発現系での検証ではネガティブと判定するに至り、
PC12細胞における BioIDでは本物の Dp71相互作用蛋白を同定することは難しいと判断した。 

 
(2) Dp71の翻訳後修飾やプロテオスタシスに関する研究 
Dp71は複数のアイソフォームが存在し C末端の違いにより Dp71dや Dp71fと呼ばれる。そ
れぞれを特異的に認識する抗体を性質決定し、アイソフォームを区別して検出できる状態にし
た。DG との物理的相互作用に関しては Dp71d, Dp71f の両者で同等起こることが確認されたの



で、それ以降の主な研究対象は Dp71d に設定したが、得られた知見は Dp71f にも適用できるも
のと考える。興味深いことに、DG の細胞内領域のうち膜貫通領域近傍に位置する 19 アミノ酸
長の領域が Dp71 の EF-hand と ZZ-motifから成る N末領域との結合に必須であり、この相互作
用を介する Dp71蛋白の膜局在化や蛋白安定化、さらには高リン酸化といった一連の Dp71プロ
テオスタシス制御を顕在化するに至った(図 2)。これらの現象は siRNAを用いた DG抑制実験で
も整合性がとれる結果が得られ、また、ヒト DMD患者で同定された点変異のうち、EF-handや
ZZ-motif に位置するミスセンス変異は、DG との結合能を消失させることで、Dp71 の細胞内局
在異常、不安定化、低リン酸化状態をもたらすことを実験的に証明した(図 3)。この詳細は Human 
Molecular Genetics 2020に掲載され、ジストロフィノパチー病態の分子機序の一端を明らかにし
た点で意義が深い。 

図 2：正常型 Dp71は DGと結合することにより、安定化・膜局在化・リン酸化が維持され正常
な機能を発揮する。しかし、C272Y点変異をもつ Dp71は DGとの結合が消失し、不安定化・低
リン酸化状態になり異所的な局在を示す。 
 

 
 
 
図 3：リコンビナント技術
で作製した欠失変異体を
用いた研究により、EF-
handと ZZを含むDp71の
領域が DG との結合や蛋
白安定化に重要であるこ
と、そして DG の細胞内
領域 19 アミノ酸(赤文字)
が Dp71 との結合に必須
であることを明らかにし
ました。 
 
 

 
 

(3) CRISPR-Cas9ゲノム編集技術を用いた Dp71特異的遺伝子改変マウスの樹立 
タグ抗体を用いて内在性 Dp71 の脳内分布を検出した結果、過去に DMD の C 末領域に対す
る抗体でもたらされた知見と整合性のある知見が得られ、本マウスが今後の DMD研究、とくに
Dp71産物を対象とした研究に利用できることが確認できた。発現分布の詳細に関しては再現性
を確認後、論文発表のかたちで報告する。 

 
(4) ペンチレンテトラゾール誘発てんかんモデル 
本項目は(3)で樹立した Dp71 トランスジェニックマウスを用いて行ったため、得られた知見
が少ない。しかし、ペンチレンテトラゾール誘発てんかん発症下で明らかなグリオーシスが複数
の脳領域で観察され、着目すべき脳領域が絞り込めた。 
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