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研究成果の概要（和文）：dysferlinopathyは、筋肉細胞の膜タンパク質dysferlinの異常によって引き起こされ
る成人発症の筋ジストロフィーの総称である。dysferlinの欠損によって、筋細胞膜の損傷時の修復機能が損な
われ、その結果として筋細胞の変性・壊死が生じ、筋肉の萎縮と筋力の低下につながると考えられている。本研
究では、dysferlinopathyの治療標的として、新たにAMPK複合体を同定した。また、AMPK活性化剤を投与するこ
とにより、dysferlinopathy患者由来の筋細胞で膜修復機能が改善すること、モデル動物で筋力低下や筋損傷が
改善することを示した。

研究成果の概要（英文）：Mutations in dysferlin are responsible for a inherited muscular dystrophy 
known as dysferlinopathy. Using affinity purification method combined with liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, we found that AMP-activated protein kinase (AMPK)γ1 was 
bound to a specific region of dysferlin. Using ex vivo laser injury experiments, we demonstrated 
that the AMPK complex was vital for the sarcolemmal damage repair. Furthermore, it was found that 
the phosphorylation of AMPKα was essential for plasma membrane repair, and treatment with an AMPK 
activator rescued the membrane-repair impairment observed in human myotubes with dysferlinopathy and
 dysferlin-null mouse fibers. Finally, it was determined that treatment with the AMPK activator 
improved the muscle phenotype in zebrafish and mouse models of dysferlin deficiency. These findings 
indicate that the AMPK complex is essential for plasma membrane repair and is a potential 
therapeutic target for dysferlinopathy.

研究分野： 神経筋疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国の指定難病である筋ジストロフィーは、筋肉の萎縮や筋力の低下といった障害を示す、進行性の難治性遺伝性
疾患である。本研究で得られたAMPK複合体が損傷を受けた筋細胞膜の修復において重要な役割を担っているとい
う新たな知見は、根治療法がいまだないdysferlinopathyひいては筋ジストロフィー全体の治療法の開発に結び
つく可能性がある。

※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 
（１）筋ジストロフィーは、進行性の筋力低下と筋萎縮を呈する難治性遺伝性疾患である。原因
として筋細胞膜の構造タンパク質の異常や筋細胞膜の修復維持機構の破綻が知られている。前
者の代表が小児発症の重篤な表現型をとる Duchenne 型筋ジストロフィー、後者として成人発
症の dysferlin タンパク質の機能異常に起因する dysferlinopathy が挙げられる。 
（２）dysferlin 遺伝子は、2 番染色体（2p13.3-p13.1）に存在し、55 エクソン、6,243 塩基対か
らなる巨大遺伝子であり、その遺伝子産物 dysferlin は筋細胞膜に局在する（Liu, 青木ら, Nat 
Genet 1998, Neurology 2001）。Duchenne 型筋ジストロフィーの原因遺伝子である dystrophin
をはじめ、筋ジストロフィー原因遺伝子の多くが筋鞘膜の構造安定性に関わるなかで、dysferlin
タンパク質は筋細胞膜修復に関わるという特徴をもつ（Bansal, 三宅ら, Nature 2003）。これま
で dysferlin のほかにも筋細胞膜修復に関与する dysferlin 結合タンパク質の存在が複数報告され
ているが、膜修復機構の詳細はいまだ不明である。明らかになっていない膜修復機構の鍵分子の
存在が考えられる。 
 
２．研究の目的 
dysferlin の新規結合タンパク質を同定し、レーザー膜損傷の実験系を用いて、筋細胞膜修復機構
の全容解明を目指す。そして、得られた知見をもとに dysferlinopathy の治療法開発に取り組む。 
 
３．研究の方法 
（１）アフィニティカラム法と質量分析による新規 dysferlin 結合タンパク質の同定；dysferlin
のドメイン構造に着目し、機能分子の結合が予想された特定領域を大腸菌とバキュロウイルス
を用いて発現・精製し、担体に固定化してアフィニティカラムを作成する。細胞抽出物を加えて
相互作用するタンパク質を結合させ、アフィニティ精製により dysferlin 結合タンパク質を溶出
させる。溶出させた結合タンパク質を SDS-PAGE により分離し、質量分析（LC/MS/MS）によ
り同定する。新規に同定した結合タンパク質は、タグ融合タンパク質さらには内在性タンパク質
に対する共免疫沈降法により dysferlin との結合を確認し、また免疫組織化学により培養細胞や
マウス/ヒト骨格筋での局在を確認する。 
（２）多光子顕微鏡による膜修復機構のライブセルイメージング；マウス筋芽細胞 C2C12、ヒ
ト骨格筋芽細胞 HSMM、そして dysferlin 変異患者由来の筋芽細胞を用いる。アフィニティカラ
ム法と質量分析で同定したタンパク質を蛍光標識して細胞内に発現させ、カメレオンレーザー
装填の二光子顕微鏡で、レーザー膜損傷を引き起こす。ライブイメージングにより細胞膜損傷と
修復における蛍光標識タンパク質の細胞膜内局在の変化を観察する。マウス（正常、dysferlin 欠
損）単離骨格筋の ex vivo モデルでも実験を行う。また、注目遺伝子について siRNA を用いてノ
ックダウンし、結合タンパク質欠損状態での膜修復機構の破綻の有無を評価する。 
（３）in vitro 細胞膜損傷モデルを用いた薬剤のスクリーニング；同定した結合タンパク質の機
能から膜修復機構への関与の仮説を立て治療標的としての可能性を探る。たとえば、キナーゼ分
子を同定した場合、キナーゼの活性化により膜修復機構が改善されるか、キナーゼ活性化剤を用
い て 検 討 す る 。 上 記 レ ー ザ ー 膜 損 傷 の 実 験 系 を 用 い て 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、
dysferlinopathy の治療薬剤候補を絞り込む。 
（４）薬剤投与によるモデル動物の異常回復効果の検証；動物モ
デル（ゼブラフィッシュ、マウス）への薬剤投与による運動機能
や骨格筋構造の異常回復効果の検証を経て、治療応用につなげる。 
 
４．研究成果 
（１）dysferlin のドメイン構造に着目し、特定領域のアフィニテ
ィカラムを作成した。このカラムに細胞抽出物を反応させて相互
作用するタンパク質を抽出し、SDS-PAGE により分離して、質量
分析にかけることで、複数の結合タンパク質を同定した（図 1）。 
（２）同定した結合タンパク質の一つである AMPK 複合体に注
目し、レーザー膜損傷の実験系を用いて解析を行った。マウス骨
格筋において AMPK 複合体がレーザーによる膜損傷部位に集積
し、また培養細胞において AMPK 遺伝子発現抑制が筋細胞膜修
復機能の低下に繋がることを発見した。さらに dysferlin 欠損マウ
ス骨格筋のレーザー膜損傷で、AMPK 複合体の損傷部位への集積
が遅延することから、膜修復機構において、dysferlin が AMPK 複
合体の局在を規定している（dysferlin が足場タンパク質とし
て機能している）ことを見出した。 図 1. dysferlin 特定領域の 

結合タンパク質候補 
（SDS-PAGE の銀染色結果） 

 



（３）AMPK 活性化剤の投与により、dysferlin
変異をもつ患者培養細胞において膜修復機能
が改善することを明らかにした（図 2）。さら
に臨床応用のために in vivo での検証実験を
行 っ た 。 初 期 胚 に morpholino を 用 い た
dysferlinopathy のゼブラフィッシュモデルで
は、生後 3～4 日に約 35%の割合で骨格筋の
構造異常が観察されるが、AMPK 活性化剤投
与により、その割合は約 18%まで低下した。
dysferlinopathy のマウスモデルでは、AMPK
活性化剤投与により、筋力低下の一部改善、
筋損傷マーカーである血清クレアチンキナー
ゼ値の低下、筋線維横断面積の増加（筋萎縮
の改善）が得られた（小野ら, Mol Ther 2020）。 
 
 
 
 

 
図 2. 患者細胞において、AMPK 活性化剤
により細胞外蛍光試薬流入量が減少する 
（レーザー膜損傷実験の結果） 
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