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研究成果の概要（和文）：デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)は生まれつきの難治性疾患である。近年、新
しい治療法が開発されたものの、理論的には正しくても、全く効果のない人もいる。そこで本研究では、細胞死
に着目した基礎研究を行い、第一選択肢となる治療法への布石を発見することを試みた。申請者は、本研究にお
いて、DMDではアポトーシスとネクロトーシスの２つの細胞死経路が働いて、野生型筋肉細胞に比べて大きく細
胞死を促進していることを生化学的に解明した。

研究成果の概要（英文）：Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is the innate disease that is difficult to
 treat completely. Nowadays, a new treatment method is developed, however even though the method is 
correct theoretically, some patients can have no effectivity. Then in this research, a basic 
research of DMD which is focused in cell death system was performed and I tried to discover a new 
strategic way for DMD treatment. In this research, I could unveil the cell death system of DMD 
muscle cells was higher level than that of wild type muscle cells and this was caused by two major 
cell death pathways, Apoptosis and Necroptosis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： DMD　MLKL　細胞死　アポトーシス　ネクロトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)は生まれつきの難治性疾患であり、難病であるがゆえ、治療法開発が進
まなかった。近年開発された治療法についても、理論的には正しくても効果のない人も大勢いる。本研究では、
細胞普遍的な経路である細胞死に着目し、DMDでは通常の筋肉細胞よりもより激しく細胞死が起こることを示唆
する結果を得た。報告の少ない細胞死とDMDの関係性を生化学的に検証した本研究は、将来の細胞死に着目した
DMD治療薬研究の参考になる可能性が期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
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(以下、DMD とする)は⽣まれつきの疾患である。その原因
は、筋⾁細胞内にジストロフィン(以下、Dys とする)が存在しないことによる。患者の経過は、
2〜3歳頃の運動機能発達遅滞で気付き、10代では寝たきりとなる場合が多い。最終的には筋⾁
の炎症が⼼筋をもおかすことにより、30 歳前後で⼼不全によって死亡する。⻑らく治療法が対
症療法に限られてきたが、最近、新たな遺伝⼦治療が台頭してきた。それはエキソンスキッピン
グ療法である。変異が⼊っている Dys のエキソン部分に対するアンチセンスオリゴを設計し、
そのエキソンを読み⾶ばすことで、短いが正しい配列の Dys に変え、より症状の軽いベッカー
型筋ジストロフィー(以下、BMDとする)に病気⾃体を変えようとする治療法である。BMDの症
状には重いものから軽いものまでグラデーションがあり、症状の軽い患者では寿命で死亡する
まで気付かないレベルのものまである。遺伝⼦を操作して BMDにする意義は⼗分にある。しか
し、理論的には正しくても症状が改善しない場合も多く存在するのが実態である。したがって、
他にも有⽤な治療法を新たに開拓する必要性がある。そこで、申請者は細胞死機構に着⽬した。
細胞死は DMDに限らず、細胞普遍的な機構であり、⼤きく２つの経路が存在する。アポトーシ
スとネクロトーシスである。そこで本研究では、DMDにおける２つの細胞死経路に関連するタ
ンパク質について、その発現を検証し、DMDと細胞死との関係を理解することを⽬指した。 
先⾏研究ならびに本研究における事前準備として、以下の内容が理解されている。 

(1) DMDにおける細胞死は⻑らくアポトーシスであると考えられてきた。しかし、DMDモデル
マウス(mdxマウス)において、ネクロトーシス関連因⼦を調べてみると、その発現が亢進して
いることが確認された。また、DMDが細胞死を引き起こす要因の⼀つに酸化ストレスの可能
性が⽰唆された(Morgan et al, Nature Communications, 2018)。 

 
(2)マウス横紋筋細胞株 C2C12において、Dysを CRISPR/Cas9系を⽤いてノックアウトし、DMD
模倣細胞株を作製することに成功した(Terumitsu and Yashiro et al, in preparation)。 

 
 
２．研究の目的 
 DMD とアポトーシスとネクロトーシスの関係について、詳細に解析した報告はほとんど存在
しない。特にネクロトーシスと DMD の関係に言及した論文については、項目「１」で紹介した
１報のみであり、さらなる解析が待たれる分野である。本研究では、作製した DMD 模倣細胞株
を用いてアポトーシスならびにネクロトーシス関連因子の解析を行い、DMD と細胞死の関係を
詳細に解析することを目的とした。 
(1) DMD 模倣細胞株におけるアポトーシス関連因子の解析 
 Dys をノックアウトし、DMD の病態を模倣した C2C12 筋肉細胞株を用いて、アポトーシス
関連因子の発現を解析した。 
 
(2) DMD 模倣細胞株におけるネクロトーシス関連因子の解析 

Dys をノックアウトし、DMD の病態を模倣した C2C12 筋肉細胞株を用いて、ネクロトーシ
ス関連因子の発現を解析した。 

 
 

３．研究の方法 
(1) DMD 関連因子の探索と細胞死との関連の探索 
 DMD と細胞死の関連について、DMD では細胞死が起こることが知られていたが、それがア
ポトーシスであると漠然と考えられていた。しかし、項目１の(1)に挙げた論文において、ネク
ロトーシスとの関連が示唆されることとなった。そこで、論文や公開ソフトなど、様々な媒体を
通して、DMD と細胞死の関連をさらに分析することとした。 
 
(2) DMD 模倣細胞株の作製 
 DMD の研究は Dys を欠損したモデルマウスを用いて研究を行われてきた。マウスという個
体を用いるより、細胞株を用いる方が明らかに簡便である。もちろん、さらなる解析をマウス等
の個体レベルで行わなければならないことは自明である。その前提で、今回、DMD と細胞死の
関連を調べる一歩として、CRISPR/Cas9 システムを用いて DMD 模倣細胞株の作製を行った。 
 
(3) DMD 模倣細胞株を用いた細胞死関連タンパク質の解析 
① アポトーシス関連タンパク質の解析 
 DMD における細胞死は従来、アポトーシスによるものと考えられてきた。本研究では、DMD
模倣細胞株を用いて、アポトーシス関連タンパク質の発現の変化について確認することで、DMD 
とアポトーシスの関連について調べた。 



 

 

② ネクロトーシス関連タンパク質の解析 
 DMD における細胞死は従来、アポトーシスによるものと考えられてきたが、細胞の様子を確
認すると、プログラム化された細胞死とは異なる動態を示していた例がある。その中で、先にも
紹介したように、英仏合同グループによる DMD とネクロトーシスとの関連をにおわせる論文
が出版され、本格的にネクロトーシスとの関連を具体的に示す意味が出てきた。そこで本研究で
は、DMD 模倣細胞株におけるネクロトーシス関連タンパク質の発現変化を確認することで、
DMD とネクロトーシスとの関連について調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) DMD 関連因子の探索と細胞死との関連の探索 
 本研究では、細胞死との関連が示唆される様々なタンパク質について、抗体を購入し検討した。
断片的に報告されているネクロトーシスとの関連、DMD との関連や Zinc Finger タンパク質と
の関連などで登場する様々なタンパク質について検証した。結果的には、それらのうち、細胞死
に特に新規の興味深いタンパク質の注目には至らなかったものの、通常の細胞死に関連するタ
ンパク質群に興味深い変化が確認された。 
 
(2) DMD 模倣細胞株の作製 
 マウス横紋筋細胞株 C2C12 を用いて、CRISPR/Cas9 法により、Dys をノックアウトした。
DMD は Dys を完全欠損することによる疾患であり、その病態を模倣した細胞株と言え、DMD
模倣細胞株とした。 
 
(3) DMD 模倣細胞株を用いた細胞死関連タンパク質の解析 
① アポトーシス関連タンパク質の解析 
 ミトコンドリア関連タンパク質の Mitofilin を、siRNA を用いてノックダウンすると、アポト
ーシスのレベルが上昇するという報告があった(Ngonidzashe et al, Am J Cell Physiology, 
2018)。そこで、本研究でも Mitofilin の発現が野生型株と DMD 模倣細胞株で発現が変化して
いるか確認した。その結果、DMD 模倣細胞株では野生型のおよそ 1/5 の発現に低下していた。
次にアポトーシスによる細胞死の活性化が考えられたので、抗アポトーシスタンパク質である
Bcl-2 とそのリン酸化フォームである p-Bcl2 の発現を検証した。その結果、Bcl2 の発現に有意
な差は認められなかったが、p-Bcl2 について非リン酸化状態のおよそ 8 倍の発現上昇が認めら
れた。ところで、Bcl2 は抗アポトーシスタンパク質であるが、リン酸化している状態がアポト
ーシスを促進する状態で非リン酸化している状態がアポトーシスを抑制する状態である。従っ
て、リン酸化状態の発現が上昇しているということは、アポトーシスの促進が考えられる。ここ
で、Bcl2 を脱リン酸化するタンパク質として同定されている Calcineurin の活性を確認した。
Calcineurin は A と B の 2 つのフォームがあり、それらが 1:1 で結合することで活性化する。
その活性を確認したところ、DMD 模倣細胞株で活性が低下していることが分かった。この結果
は、先の Bcl2 のリン酸化フォームの発現が上昇している結果とも一致する。最後に、JNK がア
ポトーシスを引き起こすのに重要であるという報告より、本研究でも JNK と p-JNK の発現を
検証してみることとした(Miura et al, Cell Reports, 2018)。その結果、野生型と比べて DMD 模
倣細胞株で p-JNK の発現が上昇していることが確認された。以上より、DMD においてアポト
ーシスが起こっている可能性が強く示唆された。 
② ネクロトーシス関連タンパク質の解析 
 ネクロトーシスはアポトーシスとは異なりネクローシスの一種であるが、もともとネクロー
シスは細胞が崩壊していく過程において、特にプログラム化されたものではないと考えられて
きた。しかし、ここ 10〜15 年の研究で、ネクロトーシスはアポトーシスと同様、緻密なタンパ
ク質発現制御によって実行されるものであることが明らかになってきた。そこで本研究では、そ
の実行タンパク質の最前線である MLKL の発現を確認した。MLKL は、マウスの場合は 345 番
目のセリンがリン酸化されていることが活性化の指標となる(ヒトの場合は 348 番目のセリン)。
そこで本研究では、zVAD 処理によりカスパーゼを抑制した条件で、p-MLKL の発現を確認し
た。その結果、野生型と比べて DMD 模倣細胞株において、発現亢進が認められた。従って、本
研究では DMD において、ネクロトーシスも合わせて起こっているものと結論づけた。 
 
(4) 結論 
 以上より、DMD 模倣細胞株を用いた解析より、DMD において、活発な細胞死が起こってい
ることが示唆された。それは、アポトーシスとネクロトーシスという 2 種類の細胞死経路を用
いるもので、炎症反応への応答として、通常筋肉細胞よりも大きな反応が DMD では起こってい
る可能性を生化学的に検証することができた。 
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