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研究成果の概要： 

筋強直性ジストロフィー患者において、以前に我々が報告したリアノジン受容体スプライシン

グ異常が、安静時、興奮時の Ca2+代謝に異常を生じさせることを新たに見出した。脳、心筋で

のスプライシング異常を解析し、心筋ではリアノジン受容体タイプ 2の新規スプライシング異

常、脳ではリアノジン受容体タイプ 1、NMDA 型グルタミン酸受容体、および Ca2+/カルモジュリ

ン依存性プロテインキナーゼ II の新規スプライシング異常を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
筋強直性ジストロフィー症は成人でもっと
も頻度の高い筋ジストロフィー症であり、筋
強直や進行性の筋萎縮のほかに、白内障、不
整脈、耐糖能異常、禿頭、認知機能障害など
の各種の症状を呈する全身疾患である。本疾
患はある種のリン酸化酵素（ＤＭＰＫ）遺伝
子の非翻訳領域でのＣＴＧリピートの延長
によっておこるが、その下流に種々のスプラ
イシング異常があることが知られている。
我々は本疾患で筋萎縮がおこるメカニズム
として細胞内 Ca2+代謝異常に着目し、Ca2+代謝

に重要な役割を果たしているリアノジン受
容体タイプ１(RyR1)および小胞体 Ca2+ポンプ
のスプライシング異常を報告してきた。しか
しこのスプライシング異常が筋肉での Ca2+代
謝にどのように影響するかについては十分
に検討されていなかった。一方本疾患でみら
れる不整脈、認知機能障害につながる脳、心
筋でのスプライシング異常についてはいま
だ不明な部分が多かった。 
 
２．研究の目的 

（１）RyR1スプライシング異常の興奮収縮連
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関に与える影響の検討 

筋肉での RyR1 スプライシング異常が実際に
Ca2+代謝にどのように影響を与えるかについ
て明らかにする。 
 

（２）モデルマウス筋での RyR1 機能解析 

今までの我々の研究では、HEK 細胞、マウス
筋管細胞への発現によって RyR1 機能をみて
いるが、成熟筋細胞での機能差については知
られていない。筋強直性ジストロフィーモデ
ルマウス筋でも RyR1 スプライシング異常は
起こっており、この筋でどのような RyR1 機
能の異常があるかを解析する。 
 
（３）RyR1 受容体スプライシング部位近傍の
遺伝子変異体の機能的解析 
RyR1 は、悪性高熱症、セントラルコア病の原
因遺伝子である。スプライシング部位の極近
くにセントラルコア病の遺伝子変異が見つ
かっている。セントラルコア病および筋強直
性ジストロフィー病態解明のため、この遺伝
子変異が RyR1の機能に与える影響を調べる。 
 
（４）筋強直性ジストロフィー患者脳、心筋
での新規スプライシング異常の探索 
本症でみられる認知機能障害、不整脈の病態
機序を解明するため、脳、心筋での新規スプ
ライシング異常を検索する。 
 
 
３．研究の方法 
（１） 
RyR1 の発現していない筋管細胞に正常およ
び変異 RyR1 を発現させた。パッチクランプ
法、および細胞内 Ca2+蛍光試薬を用いて電位
変化による細胞内 Ca2+を測定した。 
 
（２） 
モデルマウス骨格筋より筋小胞体分画を精
製し、活性依存的にリアノジンが RyR1 に結
合する性質を利用したリアノジンバインデ
ィングアッセイを用いて、RyR1 の開口確率を
測定した。 
 
（３） 
正常および変異 RyR1 を HEK293T 細胞に燐酸
カルシウム法を用いて発現させる。細胞を回
収、ホモジナイズ後、マイクロゾーム分画を
とる。リアノジンバンディングアッセイをお
こない、RyR1 の開口確率を測定する。 
 
（４） 
インフォームドコンセントを得て採取した
剖検脳、心筋から RNA を抽出し、RT－PCR 法
により、スプライシング異常を解析した。検
索遺伝子としては、15 遺伝子、24 エクソン
について解析した。 

４．研究成果 
（１） 
変異 RyR1 では、安静時の Ca2+放出は低下して
おり、脱分極刺激時の Ca2+放出は増加してい
た。スプライシング部位のごく近傍に 5個の
塩基性アミノ酸が連続している領域があり、
この部分が興奮収縮連関に関与しているこ
とが、我々および他のグループによって報告
されているが、スプライシング変異により興
奮収縮連関の異常が起こる可能性を考えた。
またこれらの Ca2+放出異常が、筋強直性ジス
トロフィー症での筋力低下の原因になる可
能性を考えた。 
 
（２） 
筋強直性ジストロフィーモデルマウス筋の
検討では、予想に反して、モデルマウス筋と
正常マウス筋ではリアノジンバインディン
グアッセイで見る限り機能差は認めなかっ
た。この原因としてはどちらのマウスでも
RyR1 の二つのスプライシングアイソフォー
ムは発現しており、その機能差をあわせたも
のを見ているため、違いを認めなかった可能
性を考えている。しかしより詳細な検討が必
要であり、今後も引き続き検討していく予定
である。 
 
（３） 
スプライシング部位近傍のセントラルコア
病の遺伝子変異体の解析では、正常 RyR1 と
変異 RyR1 の間に機能的な差は認められなか
った。また ATP など RyR1 の agonist に対す
る反応を調べたがこれについても正常と変
異体の間で明らかな差異をみとめなかった。
このことは、セントラルコア病の遺伝子変異
であっても、通常の方法では機能的な違いを
見出せない可能性を示しており、より詳細な
機能的解析、あるいは薬剤などによる負荷試
験の必要性を示している。今後も引き続き検
討していく予定である。 
 
（４） 
筋強直性ジストロフィー患者の心筋ではリ
アノジン受容体タイプ 2 の 24+というアイソ
フォームがコントロールと比べ有意に増加
していた。筋強直性ジストロフィー患者脳で
は RyR1 のエクソン 83、NMDA 型グルタミン酸
受容体エクソン 5、エクソン２１をそれぞれ
含むアイソフォームがコントロールと比べ
有意に増加していた。患者脳で Ca2+/カルモジ
ュリン依存性プロテインキナーゼ IIδ9アイ
ソフォームがコントロールと比べ有意に増
加していた（図 1）。これらのスプライシング
異常を起こすメカニズム、スプライシング異
常による影響なども検討中である。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 筋強直性ジストロフィー症患者脳で
の Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキ
ナーゼ IIδのスプライシング異常。 
筋強直性ジストロフィー患者（ＤＭ）群では
adult 群、disease 群に比して、delta9 の割
合が有意に増加していた。 
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