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研究成果の概要（和文）：筋ジストロフィーは、遺伝子変異により、慢性の経過で筋萎縮が進行する難病であ
る。一方、超高齢化社会を迎えたわが国では，加齢等に伴う筋萎縮（サルコペニア）はADL低下の主因である。
筋ジストロフィーおよび高齢者の骨格筋では、共通してタイプII筋線維優位の萎縮を認めることから、ジストロ
フィー筋と加齢性筋萎縮に共通する分子病態が存在すると考えられた。この仮説を実証するため、DMDモデルマ
ウスのジストロフィー筋を対象に、超高感度定量質量分析を実施し、タンパク質間相互作用のインタラクトミク
ス成果を報告し、DMDおよび加齢に伴う筋萎縮に共通する代謝、炎症、筋肉成長経路間のクロストークを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe muscle-wasting disease 
characterised by loss of ambulation and cardiorespiratory problems. At this moment, many aspects of 
the pathology and disease progression over time are still unclear. Here, we have utilised 
high-resolution isoelectric focusing liquid chromatography-mass spectrometry to investigate 
differential protein expression in the tibialis anterior (TA) of mdx, mdx52 and wild-type controls 
(C57BL/6) at 8, 16 and 80 weeks of age. This technique has provided improved resolution of the 
proteome, whereby 4974 proteins were detected in all samples. Only slight differences in protein 
expression were observed between mdx and mdx52. This analysis showed apparent differences between 
the control and two dystrophic mice with 2148 proteins differentially expressed (t-Test, P=0.01). 
Additionally, protein expression changed significantly with ageing for both groups. 

研究分野：神経内科学関連
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分析　加齢　骨格筋
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は筋萎縮の複雑な分子病態の解明に基づき、筋ジストロフィーおよび社会的課題であるサルコペニア
の克服につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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、ジストロフィン遺伝子の変異により、骨格
筋膜の裏打ちタンパク質であるジストロフィンが欠損して生じる、難治性の X連鎖病で
ある。申請者らは若齢 DMD を対象に、アンチセンス核酸を用いた“エクソン・スキップ
治療”の開発を進めているが、筋線維減少と筋萎縮が進んだ高齢 DMD に対する治療法が
無い事が課題であった。 
一方、高齢者の骨格筋では筋萎縮と筋線維数の減少が生じる。これは、加齢性筋萎縮症
（サルコペニア）とも呼ばれ、超高齢社会を迎えた我が国の重要課題の 1つである（Am 
J Clin Nutr. 1989;50:1231–3）。原因は、1. 代謝や慢性炎症などによる体内環境の老
化、2. 筋衛星細胞（幹細胞）と微少環境の老化、3．神経筋シナプスの老化が関与する
とされるが、詳細な分子病態は明らかにされていない。興味深い事に、高齢者由来の骨
格筋と、DMD 由来の骨格筋では、共通して速筋型タイプ II 筋線維優位の筋萎縮を認め
る（図１）。 
 
問い： DMD（筋ジス）と加齢による速筋優位の筋萎縮に共通する分子基盤は何か。 

本研究では、超高感度定量質量分析で見出した加齢に伴って発現が変動する 16 種類の

タンパク質に着目し、DMD と加齢に共通する速筋優位筋萎縮の分子病理を解明する。本

研究の成功は、高齢 DMD の筋萎縮バイオマーカー開発、筋萎縮の予防・治療法確立につ

ながると期待される（図２）。 

 
 
 
２．研究の目的 
目的：マウス骨格筋の超高感度定量プロテオミクス解析により、DMD と加齢に共通する

分子病態を明らかにし、加齢に伴う筋萎縮症の予防および治療法確立に必要な標的分

子を探索する。 

 

学術的独自性と創造性：申請者らは、DMD モデルマウスとして、Dmd 遺伝子のエクソン
23 にナンセンス変異を有する mdx に加えて、エクソン 52を欠失する mdx52 を保持する 
(BBRC.1997;238:492–497)。両マウスは、骨格筋特異的に発現する全長型ジストロフィ

ン（Dp427）タンパク質を欠くが、mdx52 マウスは Dp140 と Dp260 のジストロフィン・ア

イソフォームが発現するとの違いがある。申請者らは、DMD モデルマウスの mdx と mdx52
は類似の筋ジストロフィー症状を呈するが、mdx52 は mdx と比べて、筋肥大が目立ち、
特に高齢 mdx52 は筋再生能が有意に高い事を見出したが、両マウスの表現型の違いにつ

いては詳細な検討がない（PLoS One. 2013;8:e69194., Hum Mol Genet. 2013;22:4914-

28.） 



本研究では、mdx と mdx52 マウスのバックグランド系統を C57BL/6 に統一した上で、

若齢（8、16 週齢）と高齢（80週齢）の骨格筋を対象に、ジストロフィン欠損と加齢が

骨格筋プロテオームに与える影響を網羅的に解析した上で、DMD と加齢に伴って発現パ

ターンが変動するタンパク質を選別し、筋萎縮関連タンパク質との相互作用を含め詳細

な機能解析を行う点で、他に類例がなく極めて創造的である。さらに、High-Resolution 

Isoelectric Focusing Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry（HiRIEF-

LC-MS/MS）（Nat Methods. 2014;11:59-62）結果の主成分分析では、データ再現性が極

めて高いこと（n=3, each group）、2種類の DMD マウスのプロテオームは近似すること、

DMD マウス（mdx および mdx52）と野生型マウスのプロテオームは大きく異なり、いずれ

も加齢と共に変化することが判った（図３）。 

 
 
３．研究の方法 
 
1 年目／研究期間 3年 

DMD と加齢に伴って変動するタンパク質発現レベルの妥当性検証 

① 定量質量分析結果の妥当性の検証として、ジストロフィン関連タンパク質および前
述の①6種類の候補タンパク質（図４）の発現レベルをウエスタンブロット（WB）に

より確認する。 

② 並行して、ジストロフィン関連タンパク質と候補タンパク質のmRNA発現レベルを

qPCR解析する。 

③ マウス由来筋芽細胞であるH2ｋ-mdx、H2ｋ-mdx52、H2ｋ-WTを対象に、筋分化過程
における候補タンパク質発現レベルの経時変化を解析する。 

 

2 年目／研究期間 3年 

マウス由来筋管を対象にした候補タンパク質の機能解析 

① H2ｋ-mdx、H2ｋ-mdx52、

H2ｋ-WT 筋管を対象に、定量質量分

析で見出した候補タンパク質を

siRNA ノックダウンする。 

② MuRF-1、MAFbx-

1/atrogin-1、IGF-1、Akt-1/PKB、

FOXO、MAFbx-１などの筋萎縮関連

遺伝子の mRNA およびタンパク質発

現レベルを定量 PCR と WB により評

価する。 

③ 筋管分化度を、細胞形態

と筋転写因子発現レベルを基に経

時的評価する。 

図３：マウス骨格筋プロテオームの主

成分分析。C57BL/6（野生型）（黒）、

mdx（ピンク）、mdx52（青）の前脛骨筋

を用いて超高感度定量質量分析を実

施した（n=3, each group）。7110 種類の

タンパク質を同定し、定量に成功した

4974 種類をプロットした。8/16 週齢は

若齢、80 週齢は高齢と表記した。 



 
3 年目／研究期間 3年 
マウスとヒト由来骨格筋における候補タンパク質発現の検討 

① 高齢mdxとmdx52マウスを対象に、共焦点顕微鏡下で候補タンパク質の局在を評価す
る。 

② 高齢mdxとmdx52マウスを対象にモルフォリノ核酸を経静脈全身投与し、2週間後に
骨格筋を採取し、候補タンパク質の発現レベルと局在を、qPCR、免疫組織化学染色、

WB等で評価する。 

③ NCNPバイオバンクからDMD患者由来凍結筋ブロックを入手し、凍結筋切片を作成の
うえ、候補タンパク質の発現と局在を、qPCR、免疫組織化学染色、WB等で評価する。 
 
 
４．研究成果 
筋ジストロフィーは、遺伝子変異により、慢性の経過で筋萎縮が進行する難病である。
一方、超高齢化社会を迎えたわが国では，加齢等に伴う筋萎縮（サルコペニア）は ADL
低下の主因である。筋ジストロフィーおよび高齢者の骨格筋では、共通してタイプ II
筋線維優位の萎縮を認めることから、ジストロフィー筋と加齢性筋萎縮に共通する分子
病態が存在すると考えられた。この仮説を実証するため、DMD モデルマウスのジストロ
フィー筋を対象に、超高感度定量質量分析を実施し、タンパク質間相互作用のインタラ
クトミクス成果を報告し、DMD および加齢に伴う筋萎縮に共通する代謝、炎症、筋肉成
長経路間のクロストークを明らかにした。 
 
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe muscle-wasting disease 
characterised by loss of ambulation and cardiorespiratory problems. The disease 
arises due to a mutation in the DMD gene, leading to the loss of the dystrophin 
protein. The most commonly used mouse models are mdx and mdx52 mice, which has 
a point mutation in exon 23 and a deletion of exon 52, respectively. At this 
moment, many aspects of the pathology and disease progression over time are 
still unclear. Here, we have utilised high-resolution isoelectric focusing 
liquid chromatography-mass spectrometry to investigate differential protein 
expression in the tibialis anterior (TA) of mdx, mdx52 and wild-type controls 
(C57BL/6) at 8, 16 and 80 weeks of age. This technique has provided improved 
resolution of the proteome, whereby 4974 proteins were detected in all samples. 
Only slight differences in protein expression were observed between mdx and 
mdx52. This analysis showed apparent differences between the control and two 
dystrophic mice with 2148 proteins differentially expressed (t-Test, P=0.01). 
Additionally, protein expression changed significantly with ageing for both 
groups. These studies offer a view of the dystrophic proteome with unprecedented 
resolution and provide fundamental new insights into processes occurring in 
dystrophic muscle, with potential therapeutic implications. 
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エクソン51のスキッピングを誘導するアンチセンス核酸

エクソン50のスキッピングを誘導するアンチセンス核酸

 産業財産権の種類、番号

 産業財産権の種類、番号

特許、2020-033483

 発明者

 発明者

 産業財産権の名称

 産業財産権の名称

 権利者

 権利者

同左

医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス財団

中外医学社

6

6

 ４．発行年

 ４．発行年

青木吉嗣

 ２．出版社

CLINICAL NEUROSCIENCE

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 １．著者名

 １．著者名

 ３．書名

 ３．書名

アンチセンス医薬開発の最前線(2)神経・筋疾患に対するアンチセンス医薬品

青木吉嗣

 ２．出版社



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


