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研究成果の概要（和文）：顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー(FSHD)は最も患者数の多い遺伝性筋疾患の1つであ
るが、その分子病態は十分に理解されていない。近年、DUX4遺伝子が原因で発症すると考えられている。本研究
では、DUX4遺伝子のcDNAを様々に改変し、DUX4の細胞毒性に必要なドメインを明らかにした。また、DUX4の細胞
毒性が転写活性に依存することも明らかにし、競合阻害が有効であることを示した。さらに、DUX4遺伝子のDNA
配列を解析する新たなシークエンス技術の可能性も示した。

研究成果の概要（英文）：Facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) is one of the most common 
muscular dystrophies. However, its molecular pathology is not well understood. In recent years, it 
has been revealed that DUX4 is a causative gene of FSHD. In this study, we generated a series of 
DUX4 mutant cDNAs to reveal the functional domain necessary for the cytotoxicity of DUX4. We also 
revealed that the cytotoxicity of DUX4 depends on its transcriptional activity and showed that 
competitive inhibition is effective to alleviate the cytotoxicity. Furthermore, we also showed the 
possibility of a new sequencing technology to analyze DNA sequence of DUX4 gene within D4Z4 repeats.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー(FSHD)
は常染色体優性の遺伝形式をとる、最も患者
数の多い筋ジストロフィーの１つであり、社
会的にも重要な疾患である。患者では顔、肩、
上腕の筋肉に顕著な筋力低下が見られるほ
か、網膜症や難聴も頻繁に合併し、重篤な症
例では精神遅滞やてんかんの合併も見られ
る。FSHD の遺伝学的な原因は、第 4 番染色
体に存在する遺伝子をコードしない反復配
列 D4Z4 リピートの短縮にある。近年、D4Z4
リピートが周囲の遺伝子発現を抑制するシ
スエレメントとして働くことがわかり、リピ
ートの短縮により FSHD 患者では近傍の遺
伝子 DUX4 が脱抑制され、骨格筋で異所性の
発現が起きていることが明らかとなった。
我々は DUX4 cDNA をクローニングし、ゼブ
ラフィッシュ胚に発現させると筋障害を示
すことを明らかにしていたが、DUX4 が細胞
毒性を生じるメカニズムについては不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、DUX4 が細胞毒性を生じるメ
カニズムを明らかにするため、DUX4 のドメ
イン構造と毒性の関係を探ることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 DUX4 遺伝子からは DUX4-fl と DUX4-s
と呼ばれるスプライシングバリアントが転
写されるが、DUX4-fl のみが細胞毒性を持つ。
そこで、DUX4-fl と DUX4-s のドメイン構造
を比較し、DUX4-fl に特有の C 末端配列に着
目して、分子生物学的手法により DUX4 変異
体を 17 種類作製し、それぞれの細胞毒性と
転写活性、細胞内タンパク質分解に与える影
響を検討した。さらに、DUX4-fl の細胞毒性
を阻害する方法についても検討をおこなっ
た。また、細胞毒性に重要なドメインの DNA
シークエンスを解読するための新たなシー
クエンス技術の開発にも取り組んだ。 
 
４．研究成果 
 DUX4-fl および DUX4-s cDNA をもとに、
分子生物学的手法を用いて 17 種類の変異型
DUX4 発現コンストラクトを作製した。変異
型 DUX4 は、2 カ所ある DNA 結合部位に変
異を導入したもの、DUX4-fl に特異的な C 末
端領域を様々に欠失させたもの、中央領域を
欠失させたもの、DUX4-s に VP16 転写活性
ドメインを融合させたもの、DNA 結合領域
を PAX3 や GAL4 の DNA 結合領域と交換し
たものである。これらをヒト由来の培養細胞
である HeLa 細胞に発現させたところ、
DUX4-flに特有のC末端側の配列が細胞毒性
に重要であることが明らかとなった。DUX4
の C 末端欠失変異体をモデル動物であるゼ
ブラフィッシュ胚に発現させたところ、ヒト
培養細胞と同様の結果を得たことから、

DUX4 による細胞毒性および毒性を発揮す
るメカニズムは種を越えて保存されている
可能性が示唆された。また、DUX4 変異体の
転写活性を DUX4 標的遺伝子の 1 つである
ZSCAN4 遺伝子の発現量を qPCR で測定す
ることによって評価した。その結果、毒性の
ない変異体は転写活性も低いことが明らか
となった。したがって、DUX4-fl は転写活性
依存的に細胞毒性を発揮することが示唆さ
れた。さらに詳細に DUX4 の一次配列と細胞
毒性、転写活性の関係を調べたところ、C 末
端の約 80 アミノ酸残基と 2 つの DNA 結合
ドメインがあれば細胞毒性および転写活性
には十分であることがわかった。反対に C 末
端領域の 20 アミノ酸残基が欠失するだけで
毒性および転写活性が大幅に減弱すること、
2 つの DNA 結合部位のうち 1 つでも変異が
生じると毒性および転写活性がほぼなくな
ることも明らかとなった。DUX4 変異体によ
る転写活性についてさらに一般性を確認す
るため、ボストン大学と共同研究をおこない
DUX4 結合配列を用いた luciferase assay で
検討した。その結果、ZSCAN4 の qPCR 解
析と非常によく相関した結果を得た。また、
細胞毒性の分子経路としてカスパーゼの活
性化をともなうアポトーシスを考え、カスパ
ーゼ 3/7 の活性測定をおこなった。その結果、
先の細胞死の測定とカスパーゼの活性化も
非常によく相関した。よって DUX4 依存的な
細胞死にはカスパーゼの経路が関与してい
ることが示唆された。さらに、DUX4 変異体
の転写活性、細胞毒性と相関して、細胞内の
ユビキチン化タンパク質量が増加すること
も明らかとなり、DUX4 の毒性とタンパク質
分解系との関連も示唆された。 
これらの研究から DUX4 の細胞毒性と転写
活性の間に非常に強い相関があることが明
らかとなった。したがって、DUX4 の転写活
性の抑制が将来の治療法開発研究の標的と
なる可能性が示唆された。また、DUX4 の毒
性と転写活性を担う約 20 アミノ酸残基の領
域を特定したことから、この領域を阻害する
ことで DUX4 による毒性を抑制できる可能
性があると考えられる。 
次に、DUX4 の毒性を阻害する方法につい
ての検討をおこなった。DUX4 は核に局在す
るが、DUX4 変異体の免疫染色より、その局
在は N 末端側ドメインに依存していること
が示唆された。そこで、DUX4 cDNA に核外
移行シグナルを融合し、DUX4 の核内移行を
抑制して細胞毒性の軽減を検討したが、この
方法ではほとんど細胞毒性を抑えることは
できなかった。したがって、DUX4 の局在変
化による治療法を目指す場合は、完全な
DUX4 の核内移行阻害が必要であると考え
られた。異なる DUX4-fl 阻害の手法として、
競合阻害実験をおこなった。先の実験より、
DUX4-fl は DNA に結合してはじめて細胞毒
性を発揮することがわかっている。そこで、
作製した種々の DUX4 変異体を DUX4-fl と



HeLa 細胞に共発現し、DUX4 変異体による
競合阻害が起きるかを検討した。その結果、
DUX4 変異体のうち、DNA 結合能力を持つ
が、転写活性を失っているものについては、
共発現により DUX4-fl の毒性を軽減するこ
とがわかった。したがって DUX4-fl の DNA
結合を妨げる競合阻害剤を開発することが
できれば、FSHD の治療法になる可能性があ
ると考えられた。 
 ここまでの研究結果から、DUX4-fl に特異
的な C 末端領域が細胞毒性に重要な役割を
果たしていることが明らかとなり、その領域
に欠失が生じると DUX4-fl の毒性が軽減す
ることがわかった。このことは、ヒトゲノム
DNA 上で、DUX4-fl 特異的な C 末端領域に
多型や変異が存在した場合、DUX4-fl の毒性
に個人差が生まれる可能性を示唆している。
実際、FSHD では病気の重症度に個人差が大
きいことが知られているが、その理由はわか
っていない。我々はこの謎を解くためにはヒ
トゲノム上の DUX4 遺伝子の配列を多数解
読し、遺伝学的なアプローチをおこなう必要
があると考えた。しかし、現在、DUX4 遺伝
子の配列をシークエンス解析することは容
易ではない。その理由は DUX4 遺伝子と同じ
配列が4番染色体に1~100回繰り返し存在す
る D4Z4 リピート内に存在するためである。
この問題を解決するため、我々は近年開発さ
れたロングリードシークエンサーであるナ
ノポアシークエンサーを用いたシークエン
スを試みた。ナノポアシークエンサーでは 1
リード数十 kbp という非常に長い DNA 断片
をシークエンスすることが可能である。我々
はD4Z4が 13個含まれたBACクローンを解
析し、99.8%という高い制度で配列を解読す
ることに成功した。したがって、ナノポアシ
ークエンサーを応用をさらに研究すること
により、今後、FSHD 家系の D4Z4 配列を比
較解析することが可能になるのではないか
と考えられた。 
 DUX4-fl は DNA に結合して標的遺伝子の
発現を活性化することにより細胞死が導か
れるが、DUX4-fl の DNA 結合ドメインと相
同性の高い転写因子としてPAX3が知られて
いる。PAX3 は骨格筋や神経系の発生に重要
な遺伝子であるため、DUX4-fl の発現が発生
時期にPAX3標的遺伝子群の発現を撹乱して
いるのではないかと考えた。そこで、PAX3
と DUX4 のキメラ遺伝子を作製し、ゼブラフ
ィッシュ胚に発現させることで、胚発生への
影響を検討した。その結果、DUX4-fl を発現
させた場合は骨格筋に主な障害が見られた
が、PAX3-DUX4 キメラの発現では目の発生
に主な障害が見られた。このことから、
DUX4-flはPAX3とは異なる独自の遺伝子経
路の活性化により筋障害を引き起こしてい
る可能性が示唆された。どのような遺伝子経
路が活性化しているかについては今後、詳細
に調べていく予定である。 
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