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研究成果の概要（和文）：筋ジストロフィーニワトリの筋線維変性はWWP1 E3 ユビキチンリガーゼ遺伝子のミスセンス
変異により、441番目のアルギニンがグルタミンに変換するためと考えられている。我々はin vivo及びin vitroでの解
析から、この1アミノ酸変異がWWP1の分解を誘導しE3ユビキチンリガーゼとしての酵素機能を失活させると同時に、そ
の局在を変化させることを明らかにした。これらの変化は筋変性に先行して生じることから、筋ジストロフィーの原因
となる可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：The R441Q missense mutation in the WWP1 protein was reported as the most 
promising candidate responsible for chicken muscular dystrophy (MD). We generated an antibody against 
WWP1, and characterized WWP1 protein expression in skeletal muscles in vivo and in vitro. In wild-type 
skeletal muscle, WWP1 was detected as an approximately 130-kDa protein and localized to the sarcolemma, 
sarcoplasmic reticulum, mitochondria, as well as in a part of the nucleus, whereas it was markedly 
degraded and absent from the sarcolemma in MD muscle. These changes were already observed in MD chickens 
in the pre-pathological stage. In vitro expression analysis demonstrated significant degradation of 
mutant but not wild-type WWP1, specifically in myogenic cells. Our study revealed that the R441Q missense 
mutation in the WWP1 protein causes its degradation as well as loss of its sarcolemmal localization, 
which are hence implicated in the pathogenesis of chicken MD.

研究分野： 総合領域
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１．研究開始当初の背景 
 
⑴ 筋ジストロフィーは筋細胞そのものが変
性することにより生命活動に困難をもたら
す遺伝子疾患群である。この筋疾患はヒトに
限らず様々な動物種においても認められて
おり、古くから筋ジストロフィー研究の重要
な動物モデルとなってきた。これまでに発見
された筋ジストロフィー動物の遺伝子解析
の結果、そのほとんどがヒトの筋ジストロフ
ィーに対応することが示され、ヒト疾患の病
態研究や診断法及び治療法開発に重要な役
割を果たしている。一方、鳥類という特殊性
のためか、家鶏の中に発見された筋ジストロ
フィーニワトリの原因遺伝子だけは長い間
不明のままであったが、近年になり、神戸大
学のグループから WWP1 と呼ばれる E3ユビキ
チンリガーゼ（転移酵素）遺伝子中に生じた
ミスセンス変異がその原因であると報告さ
れた。この遺伝子にコードされる WWP1 タン
パク質はアミノ基端（N 端）とカルボキシル
基端（C 端）にそれぞれ、リン脂質との結合
に関与する C2 ドメインと、ユビキチン転移
酵素機能を持つ HECT ドメインを配し、それ
に挟まれる形で基質との結合に関わる4つの
WWドメインを有する922アミノ酸から成る分
子である(下図)。 

発見されたミスセンス変異は441番目のアル
ギニンをグルタミンへと変換する(R441Q)が、
これがちょうど WW ドメイン群の中央に位置
することから、WWP1 の基質特異性を変化させ、
ユビキチンの転移機能に影響を及ぼす結果、
筋変性を生じるのではないかと考えられて
いる。WWP1 は生体内に広く発現しており、細
胞増殖や細胞死、骨の形成や老化、神経疾患
など様々な事象に関わっているばかりか、
mRNA レベルでは骨格筋や心筋に発現が強い
ためその機能が注目されていたが、タンパク
質分子としての発現や存在様式に関する情
報は皆無であった。 
 
⑵ 我々は、筋ジストロフィーニワトリは常
染色体・共優性の遺伝形式をとることから正
常筋細胞に R441Q 変異型 WWP1 を発現させれ
ば哺乳類でも同様の筋病態を再現できると
考え、この変異型 WWP1 を発現するトランス
ジェニックマウス（Tg マウス）を作製した。
これと同時に WWP1 に対する特異抗体を新た
に作製して Tg マウスを解析したところ、変

異型 WWP1 は横紋筋組織特異的に分解・断片
化され、約 90 kDa の小さな WWP1（sWWP1）に
なること、そしてこの sWWP１は細胞膜へ限定
的に局在するという明瞭な分子レベルの変
化が示された。しかしその一方、マウス個体
としての筋肉の異常は軽微なもので、老化マ
ウス骨格筋に空胞変性が認められるという
ものであった。 
 
２．研究の目的 
 
⑴ WWP1はE3ユビキチン転移酵素であるため、
その酵素機能と筋細胞の維持機構との関連
を明らかにする必要がある。そこで R441Q 変
異型 Tg マウスの骨格筋で生成される sWWP1
が E3 ユビキチン転移酵素として、その機能
を維持できるのか否かを明らかにする。 
 
⑵ 筋ジストロフィーニワトリの遺伝形式よ
り、変異型WWP1の発現が優性阻害的に働き、
筋変性を生じさせるという仮説を立てて解
析を行って来たが、R441Q-WWP1 Tg マウスの
筋症状は予測以上に軽微なものであり、筋変
性そのものがほとんど認められない。そのた
め変異型 WWP1 が優性阻害的に働くという仮
説について検証する。 
 
３．研究の方法 
 
⑴ WWP1がE3ユビキチン転移酵素として機能
するためには E2 ユビキチン結合酵素からユ
ビキチンを一旦 HECT ドメインへ移す過程を
経るが、そのためには末端付近に位置する
890 番目のシステイン（890C）が必要となる
(左図参照)。このため、このシステインに隣
接した N 端側領域を認識する新たな WWP1 抗
体を作製し、R441Q 変異型 WWP1 Tg マウスで
生成されたsWWP1にこのアミノ酸残基が存在
するか否かを解析し、E3 ユビキチン転移酵素
としての機能を明らかにした。 
 
⑵ 孵化後 1 週、２週、３週、１ヶ月、２ヶ
月、３ヶ月までの筋ジストロフィーニワトリ
（NH-413 ニワトリ）とその対照群（正常ニワ
トリ）の骨格筋を入手し、生化学的および組
織化学的解析から WWP1 タンパク質分子の同
定と変異型分子の分解パターン、また、筋細
胞における局在について解析した。尚、入手
した全ての筋ジストロフィーニワトリにつ
いてゲノム DNA を解析したところ、WWP1 遺伝
子変異はホモ接合体であり、正常型 WWP1 は
存在しなかった。 
 
４．研究成果 
 
⑴ WWP1 がユビキチン転移酵素として働くた



めには 890 番目の活性化システイン残基
（890C）に E2 ユビキチン結合酵素のユビキ
チンをチオエステル結合させることが必須
となる。R441Q-WWP1 Tg マウスの骨格筋にお
いて、変異型 WWP1 は 130 kDa から 90 kDa の
sWWP1 へと分解されるが、これは分子全体の
30％に及ぶ領域を N端か C端、或いは両方か
ら失うことであり、C末端からわずか 32 残基
目に位置する 890C は sWWP1 では欠失してい
る可能性が高い。そこで、我々は 890C に隣
接する N 末側 10 残基のアミノ酸配列を認識
する抗体（890C 抗体）を作製してイムノブロ
ットを行ったところ、sWWP1 との反応は全く
認められなかった。これとは異なり C2 ドメ
インの終りから WW ドメインの始まりまでの
領域を抗原として作製した抗 WWP1 抗体 
(FF15K抗体)で免疫沈降してきたWWP1を調べ
たところ、分解されない 130 kDa の WWP１（正
常型）とは明瞭に反応すること、また、変異
アミノ酸のみを認識する抗体を用いると正
常型分子（130 kDa）には反応せずに sWWP1
のみと反応するのが確認された。このことは
WWP1遺伝子のミスセンス変異により441番目
のアルギニンがグルタミンに置き換わると、
WWP1 の分解が誘起され、C末端が大きく欠失
するため E3 転移酵素としての機能を果たせ
なくなることを示していた。更に、C2C12 培
養筋細胞を用いた in vitro での発現解析か
らはプロテアソーム阻害剤存在下では変異
型 WWP1 の分解がある程度抑えられるのが認
められたため、WWP1 消化による機能喪失とプ
ロテアソームとの関連が注目された。 
 
⑵ 我々が作製した抗 WWP1 抗体（FF15K 抗体）
でニワトリ胸筋のホモジネートを解析した
ところ、マウスの骨格筋と同様に、正常なニ
ワトリの WWP1 は約 130 kDa のタンパク質と
して検出されたが、NH-413 筋ジストロフィー
ニワトリではこれが著しく減少し、代わりに
90 kDa の sWWP1 が増える傾向にあった。但し、
マウスの場合とは異なり、この sWWP1 の安定
性は低く、分解が進む過程で現れる中間体的
存在と考えられた。また、同じ抗体を用いて
胸筋の免疫組織化学染色を行ったところ、ニ
ワトリ胸筋においては正常 WWP1 筋線維の筋
形質膜と筋小胞体、そしてミトコンドリアと
核の一部にシグナルが認められた。これに対
して、NH-413 ニワトリの胸筋では筋形質膜の
染色性のみが著しく弱まり、細胞質内のシグ
ナルがわずかに増強されていたが、オルガネ
ラマーカーとの二重染色によりこの増強は
ミトコンドリアが増加したためであると考
えられた（右図を参照）。 
NH-413 ニワトリにおける WWP1 の分解と筋形
質膜からの消失は、筋症状が認められない若
齢個体でも認められることから、筋変性によ

る二次的影響によるものではなく、ミスセン
ス変異により生じた WWP1 分子中の 1 アミノ
酸置換によると結論された。実際に、C2C12
培養筋細胞に WWP1 cDNA をトランスフェクシ
ョンすると正常型は安定して発現するのに
対し、R441Q 変異型は分解するのが確認され
た。更に、培養細胞でも筋肉以外のものでは
変異型 WWP1 に分解が生じないことから、変
異型 WWP1 の分解には筋肉に特異的な細胞環
境が関与するものと考えられた。 
NH-413 ニワトリで興味深いのは筋変性が白
筋特異的に生じるという点であり、赤筋であ
る前広背筋（ALD）は正常を保つことである。
そこで、我々はこの ALD における WWP1 の発
現を解析したが、NH-413 では WWP1 の分解が
認められるものの、正常ニワトリにおいても
著しく発現量が少なく、それは NH-413 ニワ
トリの胸筋に残存する WWP1 と比べてもより
低いレベルであった。更に WWP1 の局在につ
いて調べたところ、NH-413 だけではなく、正
常ニワトリのALD筋線維においても筋細胞膜
への局在はほとんど認められなかった。一方
で、細胞質内の染色に変化はなく、筋小胞体
とミトコンドリア、そして核の一部に局在が
認められたが、胸筋のようなミトコンドリア
の増加はなかった。正常ニワトリ ALD の WWP1
の発現量は NH-413 の胸筋よりも少なく、筋
細胞膜にも存在していないことから、ALD（赤
筋）に果たす WWP1 の機能は胸筋（白筋）と
は異なるものと推察された。 
WWP1 はニワトリ筋ジストロフィーの最も有
力な責任タンパク質候補として同定され、ま
た、WWP1 については様々な研究が成されてき
たが、筋肉における WWP1 タンパク質の発現
を初めて明らかにしたのが本研究である。ま
た、NH-413 で発見された WWP1 遺伝子のミス
センス変異が WWP1 分子の安定性と局在を大
きく変化させることも明らかにした。筋ジス
トロフィーニワトリの遺伝形式から、変異型
WWP1 を発現する Tg マウスを作製し筋ジスト
ロフィーニワトリのマウスモデル化を試み
たが、これにより、変異型 WWP1 が筋特異的
に分解されユビキチン転換酵素としての機
能を失うことが示された。実際に NH-413 で
も同様な結果が示された。しかしながら筋線
維での分子局在については筋ジストロフィ
ーニワトリと R441Q-WWP1 Tg マウスとでは異
なる結果を示した。即ち、NH-413 では、WWP1



が分解と同時に筋形質膜より消失して行く
のに対して Tgマウスにおいては WWP1 の分解
はむしろ筋形質膜への局在をより強固にす
るものであった。NH-413 と Tg マウスとでは
分解により生成されたsWWP1の安定性が異な
り、これが局在の違いとして現れている可能
性がある。本来、sWWP1 は筋形質膜に存在す
るターゲット分子に結合できるが、ニワトリ
のsWWP1は速やかにより小さな分子へと消化
されるため、細胞膜に留まり難いという可能
性が考えられた。我々が明らかにした WWP1
分子の挙動から筋ジストロフィーニワトリ
の遺伝形式を考えると、WWP1 遺伝子のミスセ
ンス変異は WWP1 タンパク質の機能亢進によ
る優性阻害的効果を誘導するのではなく、タ
ンパク質の用量依存的な機能発現を表して
いると考えることができる。これは筋ジスト
ロフィーニワトリが当初、常染色体劣性の遺
伝形式を示すものとして報告されていたこ
とと矛盾しない。そのような仮定の下では
WWP1 の筋形質膜への局在は機能的に重要で
あり、ニワトリとマウスにおける変異型 WWP1
の局在の差異が筋症状へ反映された可能性
がある。 
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