
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：糖転移酵素 LARGE を過剰発現する遺伝子改変マウスを作出した。

同マウスは正常に誕生、発育し、その骨格筋ではジストログリカンのラミニン結合能が著明に

亢進していた。このマウスを先天性筋ジストロフィーのモデルマウスである dy2Jマウスと交配

して、LARGE によるモデルマウスの治療実験を試みた。誕生したマウスにおいて筋ジストロ

フィーの改善は認められず、筋線維の変性はむしろ増強傾向を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：We generated transgenic mice overexpressing a glycosyltransferase, 

LARGE. The mice were born and grew normally, and laminin binding activity of 

dystroglycan was greatly increased in the skeletal muscle. We crossed the transgenic mice 

with dy2J mice, a mouse model of congenital muscular dystrophy, to examin therapeutic 

effect of LARGE overexpression. The dystrophic change of dy2J mice overexpressing 

LARGE, however, was not improved and the degeneration of myofibers was rather 

deteriorated. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、先天性筋ジストロフィーおよび肢帯

型筋ジストロフィーの一部において、糖転移

酵素と推定される遺伝子変異が相次いで明

らかにされた。その代表的な疾患である福山

型先天性筋ジストロフィーはfukutinの変異

により発症し、我が国において特異的に頻度

の高い疾患である。このほか筋-眼-脳病にお

いてはPOMGnT1の、Walker-Warburg症候群では

POMT1とPOMT2の、先天性筋ジストロフィー1C

型と肢帯型筋ジストロフィー2I型ではFKRPの、

さらに先天性筋ジストロフィー1D型ではLarg

eの遺伝子変異が見いだされている。これらの

疾患ではその遺伝子産物の機能異常の結果-
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ジストログリカンの糖鎖修飾に異常が生じ、

このため基底膜中のラミニンに対する結合

能が著減する。この結果、ジストログリカン

-ラミニン間の相互作用が断たれることが筋

細胞の変性壊死の原因と考えられている。一

方で、先天性筋ジストロフィー1A型はラミニ

ンの遺伝子変異により発症するが、同様にジ

ストログリカン-ラミニン間の相互作用の欠

如がその病態に深く関わっている。最近、糖

転移酵素であるLARGEに関して興味深い報告

がなされた。これはLARGE遺伝子の過剰発現

により、ジストログリカンのラミニン結合能

が著明に亢進するというものである。従って、

LARGEの過剰発現によりジストログリカンの

糖鎖修飾を増強してジストログリカン-ラミ

ニン間の相互作用を亢進させる事が、これら

筋ジストロフィーの治療戦略を考える上で

の大きな分子標的と考えられるようになっ

てきた。 
 

２．研究の目的 

 上述したように各種の筋ジストロフィー
はジストログリカン-ラミニン間の相互作用
の減弱ないし欠如という共通の特徴を有し
ており、この結果筋細胞膜が脆弱になるとと
もに細胞内外のシグナルトランスダクショ
ンに破綻が生じ、筋細胞の変性壊死が生じる
と考えられている。従ってこれら疾患に対す
る治療戦略を構築する際には、ジストログリ
カン-ラミニン間相互作用を増強する事が格
好の分子標的となる。本研究は LARGE を用
いたジストログリカンのラミニン結合能増
強作用を利用して、この分子標的に対する介
入を試みるものである。具体的には、これま
でLARGEによるジストログリカンのラミニ
ン結合能の亢進作用は in vitro の系において
報告されたものであることから、(1) マウス
を用いた in vivo の系で同様の作用が観察さ
れるのかを確認すること、そして将来的なヒ
トの筋ジストロフィー治療への応用を見据
えて、(2) 筋ジストロフィーのモデルマウス
を用いたLARGEによる治療実験を行うこと、
が本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

(1) LARGEトランスジェニックマウスの表現

形の解析 

研究代表者らはCAGプロモーターの制御下

にLARGEを過剰発現するトランスジェニック

マウス（LARGE Tgマウス）を作出していた。

本研究では同マウスの骨格筋や心筋におけ

るジストログリカンのラミニン結合能につ

いてブロットオーバーレイ法を用いて検討

を行った。また骨格筋や心筋をはじめとする

各組織の異常の有無を形態学的、免疫組織化

学的に検討した。さらに、同マウスの成長、

行動、寿命などが野生型と比較して変化して

いないかどうかを観察した。 

(2) 筋ジストロフィーモデルマウスに対す

るLARGEによる治療効果の検討 

dy2Jマウスは先天性筋ジストロフィー1A型

のモデルマウスで、ラミニン2鎖の点変異に

よるラミニンの機能障害からジストログリ

カン-ラミニン間の相互作用の減弱が生じて

いると考えられる。このマウスをLARGE Tgマ

ウスと交配し、その結果得られたLARGEを過

剰発現しているdy2Jマウス（dy2J/LARGEマウ

ス）の筋ジストロフィーを中心とした表現型

を観察し、dy2Jマウスとの比較、検討を行っ

た。治療効果は①マウスの体重、②握力、②

寿命、③骨格筋の病理組織像などを検討して

総合的に判定した。骨格筋の病理組織像に関

しては、H-E染色や免疫蛍光抗体法を用いて

筋線維径、線維化、中心核保有線維を定量化

して統計学的検討を加えた。 

(3) LARGE Tgマウス骨格筋の遺伝子発現解

析 

 LARGE Tgマウスと野生型マウスの腓腹筋

からRNAを抽出して、DNAマイクロアレイ解析

を行い遺伝子発現の変動を網羅的に解析し

た。 
 
４．研究成果 

(1) LARGE Tg マウスの解析の結果骨格筋を含

む各種臓器においてLARGEの過剰発現を認め

た。またブロットオーバーレイ法の結果から、

同マウスの骨格筋ではジストログリカンの

ラミニン結合能が著明に亢進していること

が明らかとなった。一方、同マウスは正常に

誕生、発育し、交配も可能であり、外観上明

らかな行動異常を示さなかった。さらに各組

織を光学顕微鏡で観察したところ明らかな

形態学的異常は認められなかった。これらの

ことから LARGE は in vivo においても確かに

ジストログリカンのラミニン結合能を亢進

させるが示されると共に、LARGE の過剰発現

は明らかな有害事象を引き起こさないこと

から治療への応用に際しても副作用等の問

題が生じる可能性が低いことが示唆された。 

(2) dy2Jマウスと LARGE Tg マウスとの交配

の結果誕生したdy2J/LARGEマウスではジスト

ログリカンのラミニン結合能の著明な亢進

が認められた。しかし予想に反して

dy2J/LARGE マウスは dy2Jマウスよりも有意に

体重が小さく、短寿命であった。さらに H-E

染色における筋線維の変性壊死像の改善は

認められず、定量的解析の結果むしろ筋線維

は dy2Jマウスよりも小径化し、結合織の浸潤



 

 

も増加していた。一方で中心核は dy2Jマウス

よりも有意に減少していた。これらのことか

ら dy2J/LARGE マウスでは、筋線維の再生過程

に何らかの障害が生じている可能性が示唆

された。 

(3) DNA マイクロアレイ解析の結果、LARGE

の過剰発現により筋再生や結合織生成に関

与する遺伝子の発現変動が観察された。この

ことからLARGEの過剰発現によってジストロ

グリカン-ラミニン間の相互作用が増強され

ただけではなく、何らかの細胞内シグナルの

変化が惹起された可能性が考えられた。そし

てこれによりdy2J/LARGEマウスではdy2Jマウ

スより筋ジストロフィーが悪化したものと

推測される。今後この LARGE により惹起され

る細胞内シグナルの変化が同定されれば、筋

細胞の変性、再生の分子機序のさらなる解明

と共に新たな治療の分子標的の発見につな

がる可能性がある。 
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