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研究成果の概要（和文）：ジストロフィン遺伝子の中央部に独自のプロモーターと終止コドンを有する転写産物の断片
配列を入手し、その断片配列を手懸りとして転写産物の全長配列を明らかにした。得られたアミノ酸配列から抗体を作
成し、ヒト各組織を免疫染色した。ヒト各種の組織でひろくこの抗体に反応するタンパクが発現していることが確認さ
れた。また、尿のタンパクをこの抗体を用いたウェスターンブロット法により解析したところ、この抗体に反応するタ
ンパクが尿中に存在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：A novel transcript from the central part of the dystrophin gene was cloned. From 
the elucidated amino acid sequence, an antibody was produced and used for immunostaining of human 
tissues.　Immunoreactive　materials　were　detected　in 
several　human　tissues.　Especially、immunoreactive　material　was　identified in urine sample.

研究分野：内科系・臨床医学　小児科学
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１．研究開始当初の背景 
デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)
は、最も頻度が高い致死性の筋疾患で、骨格
筋でのジストロフィンが欠損した進行性の
筋萎縮を示す。DMD では、精神発達遅滞あ
るいは早発性の心筋症などの非骨格筋症状
を高頻度に合併する。そのため、非骨格筋症
状の発症機序の解明は、世界中の DMD研究
者に課された大きな課題となっている。 
申請者は、これまで 400名以上の DMD症例
でジストロフィン遺伝子異常を解析し、世界
でも有数のジストロフィン遺伝子異常のデ
ータベースを構築してきた。さらに、DMD
の画期的治療法について世界で初めての成
果を挙げてきた。この提唱した治療法を用い
た私たち独自の治療法は、新聞報道されたよ
うに治験実施の方向へと進んでいる。こうし
たこれまでの成果から、申請者は DMDの非
骨格筋症状が、ジストロフィン遺伝子内のあ
る特定領域に非ジストロフィン遺伝子を想
定すると解明できることを着想した。さらに、
この着想に基づいて非ジストロフィン遺伝
子の転写産物の探索を行ったところ、想定遺
伝子の存在を強く示唆する結果を得ている。 
本研究は、ジストロフィン遺伝子に内在す
る非ジストロフィン遺伝子を明らかにする
ものである。これまでの申請者の予備的な検
討により、非ジストロフィン遺伝子の存在を
強く示唆する cDNA 断片配列を得ることに
成功している。本研究では、この断片を起点
として非ジストロフィン遺伝子 cDNA の全
長を分子生物学的手法を駆使してクローニ
ングする。さらに、その配列からコードされ
たタンパクのアミノ酸配列をもとに抗体を
作成し、その抗体を用いてタンパクについて
解析を進め、DMD の非骨格筋症状の発症機
序の解明の手掛かりを得るものである。 
 
２．研究の目的 
 デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)
は、ジストロフィン遺伝子の異常による進行
性の筋萎縮を特徴とするが、高頻度に非骨格
筋症状を合併する。DMD にみられる非骨格
筋症状の発症機序の解明は、世界の研究者に
課された大きな課題となっている。申請者は、
これまでに 400名以上のDMD症例でジスト
ロフィン遺伝子の解析を行ってきた。その結
果を詳細に検討したところ、巨大なジストロ
フィン遺伝子内に非ジストロフィン遺伝子
の存在を想定すると、先の課題が解決できる
ことを着想した。さらに、想定した遺伝子の
存在を強く示唆する予備的な検討結果を得
ている。 
本研究は、想定した非ジストロフィン遺伝
子を世界で初めてクローニングする極めて
挑戦性の高い研究である。このクローニング
した cDNA 配列にコードされたタンパクに
ついて、抗体の作成とその抗体を用いた組織
免疫染色あるいはウェスターンブロット解
析をおこなう。そして、DMD の非骨格筋症

状の発症機序解明の手掛かりを得るもので
ある。 
 
３．研究の方法 
本研究は、申請者がすでに断片配列を得て
いるジストロフィン遺伝子に内在する非ジ
ストロフィン遺伝子の全 cDNA 配列を明らか
にするものである。まず、入手している断片
配列を起点として、RACE 法を駆使してその
cDNA の全長を明らかにする。そして、その配
列情報をもとに逆転写PCR法により発現組織
を、そして抗体を用いたにより組織免疫染色
とウェスターブロット解析を行う。 
１）非ジストロフィン遺伝子の全長 cDNA の
クローニング 
 これまでのDMD症例の詳細な解析結果と多
数のジストロフィン mRNA 解析結果からジス
トロフィン遺伝子の中央部に独自のプロモ
ーターと終止コドンを有する mRNA の存在が
強く示唆されている。また、その示唆に基づ
いて検討したところ、新しい mRNA の断片配
列を入手している。そこで、この断片配列を
手懸りとして転写産物の全長を明らかにす
る。 
（1）3’RACE（Rapid amplification of cDNA 
end）と 5’RACE 
 ヒト骨格筋由来 mRNA を購入し、それをテ
ンプレートとしてランダムプライマーを用
いて cDNA を合成する。この DNA を用いて目
的とする転写産物の全長を明らかにする。 
まず、既得配列を起点として、3’RACE を実
施する。3’RACE 産物が得られるまで、プラ
イマーの位置を様々な位置に変えて実施す
る。産物が得られた時にはその塩基配列を明
らかにする。次いで、5’RACE を行う。産物
が得られるまでプライマーの位置を順々に
上流の位置に変えるなど繰り返し‘5RACE を
行う。そして、5’RACE 産物を得、その塩基
配列の同定を行う。こうして新規転写産物の
5’端を明らかにする。 
 (2）ジストロフィン遺伝子内での座位 
 確認された全長 cDNA の配列とホモロジー
のある配列をジストロフィン遺伝子内で探
索する。そして、新規遺伝子は転写されてき
た領域を同定する。同定した領域内の上流に
プロモーター配列があることを確認し、実際
の遺伝子であることを確認する。 
２) 遺伝子発現組織の解析 
 新規遺伝子が発現するヒト組織を明らか
にする。そのために、先に明らかにした塩基
配列をもとに、ヒト各種組織から抽出した
RNA を用いてその配列が増幅できるか否かを
逆転写 PCR 法を用いて検討する。 
(１）骨格筋 RNA で RT-PCR 産物の同定 
先に明らかにした全長配列の中から、極めて
特異性の高い部分を選び、そこにプライマー
設計して PT-PCR する。そして、まず骨格筋
において新規転写産物が発現されているこ
とを明らかにする。 
(2）組織分布の確定 



ヒト各組織の抽出 RNA のパネルを購入し、そ
れぞれをランダムプライマーを用いて cDNA
合成する。そして、PCR 増幅をおこない、そ
の増幅産物の量から非ジストロフィン mRNA
の発現の大きい組織を明らかにする。 
３) 特異抗体の作成 
 cDNA の塩基配列にコードされたアミノ酸
配列の中から特異性に優れた領域の配列を
抽出する。抽出したアミノ酸配列に対応する
ペプチドを合成する。合成したペプチドをウ
サギに投与し、抗体を産生させる。産生され
た血清からペプチドカラムを用いて、精製抗
体を得る。 
４) 新規タンパクの組織免疫染色 
 先に得た精製抗体を用いてヒト組織の蛍
光免疫染色を実施する。特にヒト組織のパラ
フィン包埋切片での染色について力点にお
いて免疫染色を確立する。ヒト組織の染色パ
ターンを明らかにする。 
５) ウェスターブロット解析 
作成した抗体を用いて骨格筋などを用いて
ウェスターブロット解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 非ジストロフィン遺伝子の全長 cDNA の
クローニング  
 これまでのDMD症例の詳細な解析結果と多
数のジストロフィン mRNA 解析結果からジス
トロフィン遺伝子の中央部に独自のプロモ
ーターと終止コドンを有する mRNA の存在が
強く示唆されている。その示唆に基づき新し
い mRNA の断片配列を入手し、その断片配列
を手懸りとして転写産物の全長を明らかに
した。明らかにした全長 cDNA は、一部ジス
トロフィンの配列と重なるが、3’末端領域
の配列が全く異なり非ジストロフィン遺伝
子産物と確認された。さらに、ヒトの各組織
由来の RNA を用いて、RT-PCR 法でその発現を
検討した。その結果、RT-PCR 産物が組織特異
的に得られ、このｍRNA が組織特異的に発現
していることが判明した。  
(2) 新規 mRNA にコードされたタンパク解析 
 明らかにした塩基配列をもとに新規 cDNA
にコードされたタンパクのアミノ酸配列を
明らかにした。そして、このアミノ酸の配列
中のジストロフィンとは異なる新規アミノ
酸配列部位を特異的に認識する抗体の作製
をはかった。新規配列中の抗原性の高い配列
についてペプチドを合成し、それを免疫源と
してウサギに投与したところ、特異的抗体と
考えられる抗体の作製に成功した。 
そして、得られた抗体を用いてヒト各組織
を免疫染色した。ヒト各種の組織でひろくこ
の抗体に反応するタンパクが発現している
ことが確認された。 
さらに、作成した抗体を用いてウェスター
ブロット解析を行ったところ、この抗体に特
異的に反応するバンドが検出された。また、
尿タンパクをこの抗体を用いたウェスター
ンブロット法により解析したところ、この抗

体に反応するタンパクが尿中に存在するこ
とが明らかになった。そこで、この抗体に反
応するタンパクについて、尿を試料としてさ
らなる解析を行っている。 
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