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研究成果の概要： 
Duchenne型筋ジストロフィーの動物モデルである筋ジストロフィー犬では，作業心筋に病変が
見られない早期からプルキンエ線維に変性が生じ，月齢に伴いジストロフィン分子種 Dp71 の
発現増加とジストロフィンのホモログであるユートロフィンの発現が低下していた．また，活

性化された Ca依存性プロテアーゼµカルパインにより基質である心筋型トロポニン-Iおよび-T，
デスミンが分解およびユビキチン化を受けていた． 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：実験動物学 
キーワード：筋ジストロフィー，心筋障害，プルキンエ線維，カルパイン，ユビキチン 
 
１．研究開始当初の背景 
筋ジストロフィーは，筋線維の変性・壊死を
主病変とする疾患群である．最も頻度が高く
かつ重篤な経過を示す Duchenne 型筋ジスト
ロフィー（DMD）はジストロフィン遺伝子の
変異により引き起こされ，全身の骨格筋・心
筋障害を引き起こす．20歳前後で呼吸不全や
心不全により死亡するが，人工呼吸器の進歩
により，心不全や致死性不整脈による心臓死
が問題となっている．心筋障害の特徴として，
左室後壁より始まる線維化，心電図上の深く
幅の狭い Q 波，PQ 間隔の短縮などがある．

致死性不整脈もみられ，心臓死の原因とし重
要視されているが，心筋障害の検討において
は，心筋生検が生命の危険を伴うこと，末期
患者の高度に変性した組織を用いているた
め十分な情報が得られなかった．このために，
モデル動物を用いた研究が重要となる． 

DMD のモデル動物として広く用いられる
mdxマウスは，骨格筋障害が軽度であり，心
筋障害もほとんど呈さないために必ずしも
適切なモデルではなかった．一方，ゴールデ
ンレトリーバー種に見出された筋ジストロ
フィー犬（GRMD）は進行性の骨格筋・心筋
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障害を呈することから DMD に最も類似した
モデルと考えられているが，大型のため飼
育・繁殖が容易でなかった．そこで，申請者
らは GRMD の凍結精子を用いて飼育・繁殖
が容易な中型犬ビーグル種を背景とした筋
ジストロフィー犬（以下筋ジス犬）の作出に
成功し，canine X-linked muscular dystrophy in 
Japan（CXMDJ）と命名した（Shimatsu et al., 
Exp Anim, 2004）．現在，当施設においてコロ
ニーの維持が行なわれ，筋ジス犬に関する実
験は，国立精神・神経センター 神経研究所 
中型動物実験倫理問題検討委員会の承認を
受けて実施されている． 
 筋ジス犬は生後 2~3 ヶ月齢頃から四肢や
側頭筋の筋萎縮が出現し，歩行障害，脊柱後
湾，関節拘縮が加わる．また，巨舌，舌下筋
群の肥大，開口障害による流涎や嚥下障害も
認める（Shimatsu et al., Acta Myologica, 2005）． 
心筋障害は，生後 2週頃から心電図 II，III，

aVF 誘導で異常 Q 波が出現し，6-7 ヶ月齢の
全頭で認められた．一方，心筋の左室後壁の
線維化は5ヶ月齢の１頭で認められた他は12
ヶ月齢以降で見られた．左室後壁の線維化よ
りも異常 Q 波の出現が先行することを初め
て見出し，異常 Q波の成因として左室後壁の
線維化による起電力の低下が原因との従来
の仮説と異なる知見を報告した（Yugeta et al., 
BMC Cardiovasc Dis., 2006）． 
 
２．研究の目的 
Duchenne 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発症し，
全身の骨格筋・心筋障害を引き起こす致死性
疾患である．人工呼吸器の進歩により心不全
や不整脈による心臓死が問題となっている．
我々は，DMD に最も類似した症状を持つ筋
ジストロフィー犬を用いて，１）異常 Q波の
出現が左室後壁の線維化に先行すること，
２）作業心筋の病変出現以前にプルキンエ線
維に著しい空胞変性を認めること，３）作業
心筋・プルキンエ線維の細胞膜に C端型分子
種 Dp71 の染色性を認めること，４）ウエス
タンブロット上，プルキンエ線維で Dp71 と
µ-カルパインが過剰に発現していることを見
出した．そこで，筋ジス犬のプルキンエ線維
の変性の分子機構を心筋タンパク質であり，
µ-カルパインの基質となる心筋型トロポニン
-I，-T および-C，デスミンの変性の有無，お
よびユビキチン化の関与の有無について検
討することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)対象およびサンプルの調整 
筋ジス犬 7頭およびコロニーを同じくする正
常対照犬 7頭（それぞれ 2–24ヶ月齢），およ
び保因犬 1 頭（9 ヶ月齢）の血清と心筋を用
いた．プルキンエ線維および作業心筋を 10 

µm厚の心筋凍結切片をpoly L lysin塗布の2.0 
µm厚の PEN付き膜スライド（Leica）を用い，
アセトン中固定，水洗，0.05%トルイジンブ
ルーによる染色を施した後，レーザーマイク
ロダイセクションシステム LMD6000（Leica）
を用いて採取した． 
 
(2)免疫組織化学 
6 µm厚の凍結切片を 4%パラホルムアルデヒ
ド/0.1 Mリン酸バッファー（pH 7.2）で固定
し，一次抗体には抗ユビキチン抗体（SC-8017，
Santa cruz）および抗 MuRF1抗体（東京都臨
床医学総合研究所 反町博士からの供与）を
用いて行った． 
 
(3)ウエスタンブロット 
血清を Aurum Serum Protein Mini Kit（Bio 
Rad）を用いてアルブミンおよび免疫グロブ
リン G を除去した後，サンプルバッファー
（10% SDS, 70 mM Tris-HCl，pH 6.8, 5% 2-メ
ルカプトエタノール, 10 mM EDTA）で調整し
た．レーザーマイクロダイセクション法で採
取した心筋（作業心筋およびプルキンエ線
維）は，同サンプルバッファーでタンパク質
を抽出した．12.5% SDS-PAGE で分離後，
PVDF膜（Immobilon，Millipore）に転写した．
抗心筋型トロポニン -I 抗体（ 16A11，
Fitzgerald），抗心筋型トロポニン-T抗体（6G9，
Hytest），抗心筋型トロポニン-C抗体(sc-20642，
Santa cruz)，抗デスミン抗体と反応させた後，
HRP 標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体
（Amersham）またはロバ抗ウサギ IgG 抗体
（Amersham）と ECL plus Western Blotting 
detection system （Amersham）を用いて検出
した． 
 
(4)免疫沈降 
心内膜組織を lysis buffer{50 mM Tris-HCl, pH 
7.5，50 mM NaCl，1% NP-40，0.5% sodium 
deoxy cholate，protease inhibitor (Complete，
Roche)}を用いてタンパク質を抽出した．抗ユ
ビキチン抗体（Stressgen）で沈降した後，プ
ロテイン Aビーズにより回収し，抗心筋型ト
ロポニン-I，-T および-C，デスミン抗体を用
いてウェスタンブロットを行った．また，同
サンプルを用いて免疫沈降，ウエスタンブロ
ットおよび免疫組織化学的に，心筋型トロポ
ニン-I，-T，デスミンの分解産物の検出，ユ
ビキチンおよびユビキチンライゲースであ
る MuRF-1，atroginの発現について検討した． 
 
４．研究成果 
(1)筋ジス犬のプルキンエ線維において，以
下の結果を得た．ウェスタンブロット法によ
り心筋型トロポニン-I，-T およびデスミンが
µ-カルパインによる分解を受けた場合に出現
する断片産物が検出された．心筋型トロポニ



 

 

ン-I は筋ジス犬の血清サンプルにおいても同
分子量の断片化産物が検出された．一方，心
筋型トロポニン-C は分解を受けていなかっ
た． 
(2)免疫組織化学では，筋ジス犬のプルキン
エ線維では正常対照犬に比べユビキチンお
よび MuRF-1の強い染色性を認め，心筋型ト
ロポニン-I と共局在を示した．免疫沈降法に
より，ユビキチン化を受けた断片化心筋型ト
ロポニン-Iが検出された． 
以上の結果より，筋ジス犬のプルキンエ線

維では，細胞内カルシウムの増加により活性
化されたµ−カルパインにより心筋型トロポ
ニン-I，-T およびデスミンが断片化を受ける
こと，断片化された心筋型トロポニン-I が
MuRF-1 によってユビキチン化されてユビキ
チン−プロテアソーム系によってタンパク質
分解を受けた結果，変性が生じている可能性
が考えられる．また，これらの結果から筋ジ
ストロフィーの病態機構にも筋萎縮と同様
のユビキチン化が関与している可能性が示
唆された． 
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