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研究成果の概要（和文）：サルコグリカン(SG)欠損筋ジストロフィーは、β-ジストログリカン(

β-DG)のプロセッシングにより筋が変性すると考えられている。本研究はマトリックスメタロプ

ロテアーゼ(MMP)-2及び-9とγ-SGの三重欠損マウスを作出し解析した。β-DGはプロセッシング

され、γ-SG単独欠損マウスと同様に骨格筋変性が認められた。SG欠損によるβ-DGプロセッシン

グにはMMP-2及び-9以外のMMPも働いている。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Processing of β -dystroglycan ( β -DG) by matrix 
metalloproteinases (MMPs) has been considered to play a fundamental role in muscle 
degeneration in sarcoglycan (SG)-deficient muscular dystrophy. Here we generate triple 
knockout (TKO) mice deficient to MMP-2, MMP-9, and γ-SG to investigate in vivo processing 
of β-DG by MMP-2, MMP-9. Muscle pathology of TKO mice was comparable to that ofγ
-SG-knockout mice. Unexpectedly, the 30-kDa-processed form ofβ-DG was present in TKO 
mouse muscles likewiseγ-SG-null mouse muscles. These findings indicate that MMPs other 
than MMP-2/9 participate in the molecular mechanism underlying the processing ofβ-DG 
in sarcoglycan-deficient muscular dystrophy. 
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１．研究開始当初の背景 
 
筋ジストロフィーとは骨格筋の変性・壊死及
び不完全再生を特徴とする“ジストロフィー
性変化”をきたす遺伝性疾患の総称で、現在
治療法皆無の難病である。1987年に筋鞘膜の
裏打ち蛋白質であるジストロフィンの欠損

によってデュシェンヌ型筋ジストロフィー
(DMD)が発症することが報告され、以来 30 種
類を超える筋ジストロフィーの原因遺伝子
が同定されてきた。このうちサルコグリカン
(SG)は筋形質膜に特異的に発現するジスト
ロフィン-糖蛋白複合体（DGC）の構成成分の
１つである。SG 遺伝子変異による一次的 SG
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欠損によって発症する常染色体劣性肢帯型
筋ジストロフィー(LGMD)2C-F の分子病態機
構についてはこれまで殆ど明らかになって
いない。また DMD においても二次的に SG が
欠損するが、なぜジストロフィン欠損によっ
て SG が欠損するのかについても全く解明さ
れていない。 
 β-ジストログリカン (β-DG)は SGととも
に DGC を構成する成分の１つで、筋基底膜-
細胞外マトリックス-筋鞘膜の強固な結合を
直接担当している膜蛋白質と考えられてい
る。2001 年松村らは、SG 欠損によって発症
する LGMD2C モデルマウスの筋組織や DMD モ
デルマウスの骨格筋では、β-DG全長（43 kDa）
の他に 30kDaのプロセッシング産物が存在す
る、一方 SGが発現していない正常筋組織（骨
格筋と心筋）ではこのプロセッシング産物が
検出されないと発表した(Yamada, Matsumura, 
et al. Hum Mol Genet 10, 2001）。この結果
から、SGは生理的には、筋特異的に発現して
β-DG プロセッシングを抑制して筋基底膜-
筋鞘膜結合を維持する、一方 SG の欠損する
LGMD2C-F や DMD では、この SG による筋基底
膜-筋鞘膜結合が破綻し筋ジストロフィーが
発症すると推論した。興味深いことに阻害剤
を用いた培養細胞の in vitro 解析からは、
マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)-2 及
び-9がこのプロセッシングを司っている。 
 この先駆的な発表を契機に、(1）マウスの
実験的アレルギー性脳炎(EAE)モデルマウス
では MMP-2及び-9が活性化してβ-DGプロセ
ッシングが生じて血液脳関門が破綻する、一
方 MMP-2/MMP-9二重欠損マウスではこのプロ
セッシングが起こらず血液脳関門破綻が生
じないため EAEが発症しない(Agrawal, et al. 
JEM 203, 2006)、(2）口腔癌などの癌細胞で
は MMPが活性化して癌脂肪膜と基底膜結合が
破綻して転移能を得るが、MMP-2 及び-9の阻
害剤投与によって転移が防止できる(Shang, 
et al. Oral oncology 208, 2008)、といっ
た非筋組織における MMP-2/MMP-9 依存性β
-DG プロセッシングを支持する報告が集積し
てきた。 
 ところが、SGを欠損した筋組織で MMP-2 及
び-9によってβ-DGをプロセッシングするの
かという本質的問題については未だ解答が
ない。 
 
２．研究の目的 
 
まず SG 欠損筋ジストロフィーモデルマウス
を用いて、骨格筋の MMP-2及び-9の発現につ
いて解析する。次いで、SGを欠損した筋組織
で認められるβ-DG プロセッシングが MMP-2
及び-9 によって惹起されるかについて明ら
かにするために、γ-SGと MMP-2 及び-9の三
重欠損マウスを作出して、その骨格筋を in 

vivo 解析する。これにより、骨格筋で SG が
MMP-2 及び-9 による筋細胞のβ-DG のプロセ
ッシングを抑制しているのか明らかにする
ことを研究の目標とする。更に MMP-2及び-9
を分子標的とした SG欠損 LGMD2C-F 及び DMD
の治療の可否についてモデルマウスへの
MMP-2及び-9阻害剤投与によって検証するこ
とを最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)α,及びγ-SG 欠損 LGMD2C, 及び 2D 筋ジ
ストロフィーモデルマウス、DMD モデルマウ
スの骨格筋を用いて、β-DG プロセッシング
の有無と MMP遺伝子発現及び蛋白量を解析し
た。 
 
(2)MMP-2/MMP-9 二重欠損マウスの作出：米国
Jackson ラボ社から購入した MMP-2 及び
MMP-9 欠損マウスを交配して MMP-2/MMP-9 二
重欠損を作出する。前者では MMP-2 のエキソ
ン 2が、後者では MMP-9のエキソン 9がネオ
マイシンカセットで置換されているため、こ
の部分に相当するプライマーをそれぞれ設
定した。これらのプライマーを用いて、誕生
したマウスの尾から抽出したゲノムを PCR法
によって増幅して遺伝子型を解析した。交配
F2世代の MMP-2/MMP-9二重欠損マウスを選択
した。 
 
(3)γ-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウスの作
出：国立共同研究機構基礎生物学研究所笹岡
俊邦博士との共同研究によってγ-SG 欠損マ
ウスを搬入した。このマウスではγ-SG のエ
キソン 1がネオマイシンカセットで置換され
ているため、この部分に相当するプライマー
をそれぞれ設定して遺伝子型を解析した。こ
のマウスと MMP-2/MMP-9二重欠損マウスを交
配し F2 世代で誕生した 6 種類の遺伝子型を
示すマウス(野生型、MMP2-2 欠損、MMP-9 欠
損 、 MMP-2/MMP-9 二 重 欠 損 、 γ
-SG/MMP-2/MMP--9三重欠損、γ-SG欠損マウ
ス)について、系統維持を行った。 
 
(4)骨格筋解析：野生型、MMP-2 欠損、MMP-9
欠 損 、 MMP-2/MMP-9 二 重 欠 損 、 γ
-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損、γ-SG 欠損マウ
スのそれぞれの骨格筋を採取して、3 種類の
β-DG 抗体を用いたウエスタンブロット解析
によってβ-DG プロセッシングの有無につい
て検討をおこなった。次いで H&E染色による
組織解析とβ-DG抗体、α,及びγ-SG 抗体を
用いた免疫組織学的解析によってγ-SG 欠損
マウスで認められる“ジストロフィー性変
化”が三重欠損マウスで改善するか否かにつ
いて検証した。 
 



 

 

４．研究成果 
 
(1)SG 欠損筋ジストロフィーモデルマウス骨
格筋でのβ-DG プロセッシングと MMP 過剰発
現：α,及びγ-SG欠損 LGMD2C, 及び 2D筋ジ
ストロフィーモデルマウス骨格筋のウエス
タンブロット解析ではα,及びγ-SG が欠損
し、全長β-DG (43 kDa)の他、プロセッシン
グ型(30 kDa)が認められた。DMD モデルマウ
スではα,及びγ-SG とβ-DGは緒減していた
が、β-DG については全長とプロセッシング
型の双方の存在が確認された。これらの骨格
筋のノザンブロット及びウエスタンブロッ
ト解析では、MMP-2, MMP-9, 及び MMP-14, 
MMP-15 の遺伝子発現及び蛋白質発現が野生
型マウスと比較して有意に上昇していた。 
 
(2)MMP-2/MMP-9 二重欠損マウスの解析：
MMP-2/MMP-9 二重欠損マウスでは MMP-2 マウ
スで認められた鼻骨の変形が認められたが、
その他には野生型マウスと比較して外観や
成長に明らかな差異は認められなかった。骨
格筋組織解析では、二重欠損マウスは、野生
型マウスと比較して中心核線維数が僅かに
増加していたが、筋壊死や再生所見は認めら
れなかった。 
 
(3)γ-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウスの骨
格筋解析：野生型、MMP-2欠損、MMP-9欠損、
MMP-2/MMP-9 二重欠損、γ-SG/MMP-2/MMP-9 三
重欠損、γ-SG 欠損の 6 種類のマウス骨格筋
について、3 種類のβ-DG 抗体を用いたウエ
スタンブロット解析をおこなった。野生型、
MMP-2 欠損、MMP-9欠損、MMP-2/MMP-9二重欠
損マウス骨格筋では全長β-DG のみで、プロ
セッシング型は存在しなかった。一方、γ-SG
欠損マウス骨格筋ではβ-DG プロセッシング
型 が 存 在 し た 。 期 待 に 反 し て 、 γ
-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウス骨格筋でも
同様にβ-DG プロセッシング型が存在した。
体重及び握力は野生型、MMP-2 欠損、MMP-9
欠損、MMP-2/MMP-9 二重欠損マウスでは差異
が認められなかったが、γ-SG マウスとγ
-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウスでは体重増
加と握力低下が認められた。γ-SG 欠損マウ
スの骨格筋組織解析では筋線維肥大と一部
の筋束で認められる筋線維壊死・再生の“ジ
ストロフィー性変化”が認められ、γ
-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウス骨格筋でも
ほぼ同様の所見であった。免疫組織学的解析
では野生型、 MMP-2 欠損、 MMP-9 欠損、
MMP-2/MMP-9 二重欠損マウス骨格筋ではα,
及びγ-SG 抗体によって筋鞘膜が染色された。
一方γ-SG 欠損及び三重欠損マウスでは筋鞘
膜は染色されなかった。β-DG の染色性につ
いてはそれぞれのマウスで差異は認められ
なかった。 

 
本研究では、骨格筋の SG の欠損によってβ
-DG のプロセッシングが生じるという松村ら
の結果の再現性と、これら SG 欠損筋におけ
る MMP2, MMP-9 とその活性化に関連する
MMP-14, MMP-15 の発現上昇を明らかとした。
しかし作出したγ-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損
マウスの骨格筋では、γ-SG 欠損マウスで認
められるβ-DG プロセッシング型が存在し筋
ジストロフィー病変の改善も認められない
という予想外の結果となった。本研究と松村
らの培養細胞を用いた MMP阻害剤の結果との
解離については、①骨格筋では MMP2, MMP-9
以外の MMP がβ-DG プロセッシングに関与し
ている、②MMP 以外のプロテアーゼによって
もβ-DG プロセッシングが生じる、という 2
つの可能性が考えられる。そこで、この可能
性を検証するために、三重欠損マウスの骨格
筋での MMP遺伝子発現について網羅的に解析
を開始している。更に、γ-SG 欠損マウス骨
格筋とγ-SG/MMP-2/MMP-9 三重欠損マウス骨
格筋の粗分画のβ-DG プロセッシング活性に
ついて、リコンビナントβ-DG を基質として
アッセイを進める予定である。SG 欠損による
β-DG のプロセッシングの分子機構の全貌が
解明できれば、プロテアーゼを標的とした治
療介入の糸口が得られる可能性がある。 
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