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研究成果の概要（和文）：ミオトニー症候群（骨格筋 Na チャネル病および筋強直性ジストロフ

ィー）の病態解明を行った。骨格筋 Na チャネル病については、本邦の新規変異の機能解析を

電気生理学的に行い、シミュレーションにて病態を明らかにした。また世界で初めて、イント

ロン領域の変異によるミオトニーを同定し、分子病態を解明したことも特筆される。mRNA 病

であると近年仮説されている筋強直性ジストロフィーについては、不整脈と関与する可能性の

あるイオンチャネルのスプライシングの異常を心臓で見出すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Pathomechanism of myotonic syndromes (Na channel disorders of 
skeletal muscle and myotonic dystrophy) were investigated.  Regarding the Na channel 
disorders of skeletal muscle, the channel function of novel mutations identified in Japanese 
patients were electrophysiologically analyzed and computer simulation were performed to 
elucidate pathophysiological mechanism.  It should be noted that we identified a first case 
of non-dystrophic myotonia caused by a mutation in intron and revealed its molecular 
mechanism.  Regarding myotonic dystrophy which is recently hypothesized as “mRNA 
disease”, missplicing of an ion channel mRNA which might be linked to arrhythmia was 
identified in cardiac muscle. 
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１．研究開始当初の背景 
 

イオンチャネルの異常はその発現する
種々の臓器においてさまざまな疾患を引き
起こすことが明らかとなり、「チャネル病」
という概念が提唱されるようになった。骨格

筋においては、ミオトニー、周期性四肢麻痺、
先天性筋無力症などを呈することが知られ
ている。 

ミオトニー症候群は、骨格筋の興奮性異常
のひとつである筋強直現象を示す疾患の総
称で、先天性ミオトニー、先天性パラミオト
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ニー、高カリウム性周期性四肢麻痺、筋強直
性ジストロフィーなどが含まれる。90 年代の
遺伝学的研究の進歩により、これら疾患の多
くはチャネルそのものの遺伝子異常による
ことが明らかにされ、その後の電気生理学的
研究により、変異チャネルの機能的異常がミ
オトニー症状に直接関与することが示され
てきた。 
 なかでも、Na チャネル遺伝子の異常によ
る疾患については、チャネルの速い不活化の
異常がミオトニーを引き起こすこと、遅い不
活化の障害の有無が麻痺症状の有無と関係
することなどを明らかになってきた。しかし
ながら、まだ病態の一部が説明出来たにすぎ
ず、不明な点がいくつもある。例えば、先天
性パラミオトニーにおける、パラミオトニー
現象(反復運動での増悪)や、寒冷による増悪
の機序などはまだきちんと解明されていな
い。 
 いっぽう、筋強直性ジストロフィーの遺伝
的原因は、チャネルとは全く異なるリン酸化
酵素(DMPK)遺伝子にあり、しかも非翻訳領
域における CTG リピートの異常な伸長であ
ることから、どのような機序でミオトニーと
いう細胞膜の興奮性異常を来たすのか疑問
であった。本症では Cl チャネルの mRNA ス
プライシング異常が生じ、機能的なチャネル
が減少することが、ミオトニーの原因である
ことを我々は世界に先駆けて示してきた。 
 確かに本症におけるミオトニーの主たる
原因は Cl チャネルの減少であると思われる
が、Cl チャネル以外のチャネルの異常も指摘
されている。たとえば、通常の骨格筋では発
現していない SK3 チャネル（ある種の Ca 活
性型 K チャネル）が、本症で発現することを
我々は以前に示している。さらに、細胞膜で
はなく筋小胞体に存在し細胞内 Ca 調節・筋
収縮に重要な役割を果たす２つのタンパク、
リアノジン受容体および筋小胞体カルシウ
ムポンプ(SERCA)にもスプライシング異常
があり、変異体が機能異常を有することも示
してきている。そうなると、活動電位の発生、
リアノジン受容体による筋小胞体からの Ca
遊離、細胞内 Ca 上昇による SK3 チャネルの
活性化はすべて関連しあう現象であるだけ
に、個々の実験データから本症の全体像を理
解することが困難となってきていた。 
 以上のように分子レベルの解析が進んで
いたが、細胞レベル・組織レベルの病態の理
解が十分でない状態であった。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では骨格筋 Na チャネル病および筋
強直性ジストロフィー症の病態を細胞・組織
レベルで理解することを目的とした。チャネ

ルという分子レベルの解析、筋小胞体という
オルガネラレベルの解析からや細胞レベル
の解析結果を元に、コンピューターシミュレ
ーションのためのモデルを確立し、病態生理
の理解深めることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
申請時の計画に基づくものは下記の(1)から
(4)であるが、世界で初めてのイントロン領
域の遺伝子変異によるミオトニーの症例に
ついて同定し得たこと、また筋強直性ジスト
ロフィー症の剖検心筋を入手できたことか
ら(5,6)を追加して行った。 
 
(1) 変異 Na チャネルの機能解析 
これまでに報告のない新規の遺伝子変異

の場合、疾患の原因であるのか単なる正常多
型なのかを明らかにする必要がある。チャネ
ル機能に異常があり、しかも症状を説明でき
るような異常であれば、疾患の原因であるこ
とがほぼ証明される。 
Na チャネル発現ベクターを用い、変異導入

したベクターを作成する。正常および変異チ
ャネルのベクターを培養細胞(HEK293 細胞)
にリン酸カルシウム法でマーカー(CD8 発現
ベクター)と共にトランスフェクションした。
マーカー陽性細胞を顕微鏡下で同定し、パッ
チ電極を用いてホールセルクランプ法で Na
電流を記録した。膜電位をステップ状に変化
させるいくつかの測定プロトコールでチャ
ネルの活性化、速い不活化、遅い不活化など
の機能について解析した。 
 
(2) 筋強直性ジストロフィーにおけるチャ
ネル発現・機能や筋小胞体機能の解析 
 生検筋およびモデルマウス骨格筋より RNA
を抽出した。cDNA に逆転写後、各種プライマ
ーにて cDNA を PCR 法で増幅した。アクリル
アミドゲルにて電気泳動後、染色しイメージ
アナライザーにて定量した。また、mRNA 量を
定量評価するため、TaqMan 法による、半定量
的解析を行った。 
 
(3) モデルマウスを用いた薬物投与実験 
ミオトニーを増悪させる薬剤として知ら

れているβ作動薬の塩酸リトドリンを、筋強
直性ジストロフィーのモデルマウスに全身
（腹腔内）投与し、臨床的変化を観察し、血
清電解質やクレアチンキナーゼ値などを測
定した。骨格筋組織内の種々のタンパクやそ
れらの mRNA 発現量の変化をウエスタンブロ
ット法や半定量的 PCR にて検討した。 
 
(4) 骨格筋シミュレーションモデルの開発 
 細胞レベルでの病態をシミュレーション



 

 

するために、Cannon らの報告を基本に、筋膜
および T管系のコンパートメントを組み合わ
せた Hodgkin-Huxley モデルを Visual Basic
を用いて新たに構築した。正常チャネルおよ
び上記(1)の変異チャネルのデータから、チ
ャネルのパラメーターを推定し、シミュレー
ションを行った。特に実際の患者骨格筋では
異常なチャネルがどの程度発現しているの
かは厳密には不明である AT-ACIIイントロン
の変異によるスプライシング変異体につい
ては発現量を種々に変化させてシミュレー
ションを行った。 
 
(5)骨格筋型Naチャネルの AT-ACIIイントロ
ンの変異による異常スプライスの機序解明 
 米国 Cold Spring Harbor 研究所の Adrian 
Krainer 博士らと共同で、我々の同定した変
異についてミニジーンを用いた in vitro で
の解析を行った。また、どの snRNP の配列認
識が重要であるかを明らかにするため、mRNA
認識配列を変異させた snRNPを共発現させス
プライシングが正常化されるかどうかを検
討した。 
 
(6) 筋強直性ジストロフィー心筋における
mRNA 異常の解析 
 剖検心筋およびモデルマウス心筋より RNA
を抽出した。cDNA に逆転写後、各種プライマ
ーにて cDNA を PCR 法で増幅した。制限酵素
で切断後アクリルアミドゲルにて電気泳動
後、染色しイメージアナライザーにて定量し
た。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 変異 Na チャネルの機能解析 
 本邦で見出された新規 Na チャネル変異の
機能解析を積極的に行った。具体的には埼玉
医大症例 Q1633E 変異、鹿児島大症例 P1158L
変異、岡山大症例 I693L 変異、さらに大阪大
症例の AT-ACII イントロンの変異である。 

それらすべてで症状を説明しうる機能異
常を見出すことができた。例えば、Q1633E 変
異チャネルでは、速い不活化の電位依存性が
脱分極側にシフトし、不活化の時間経過も遅
く、速い不活化が生じにくいという機能的異
常が存在した。いっぽう I693L 変異では、不
活性化ではなく活性化の電位依存性が過分
極側にシフトしているという異常の例も認
めた。大阪大症例の AT-ACII イントロンの変
異でも電位依存性が過分極側にシフトして
いたが、その程度はこれまでの報告にないほ
どの変移であった 

これらの解析結果を(4)のシミュレーショ
ンの基礎データとして使用し、症状を本当に
説明できるのか検討した。 

 
(2) 筋強直性ジストロフィーにおけるチャ
ネル発現・機能や筋小胞体機能の解析 
SK3 チャネル mRNA が HSA-LR において増加

していた。 また、SK2 チャネルのエクソン
7-8 間に 9 塩基からなる新規エクソンを同定
した。このエクソンを含むアイソフォームは
正常マウスにおいては大脳、小脳、網膜に高
率に発現していた。 
 
(3) モデルマウスを用いた薬物投与実験 
 β作動薬の塩酸リトドリンを、筋強直性ジ
ストロフィーのモデルマウスに腹腔内投与
したが、ミオトニー徴候や筋力低下は出現せ
ず。有意な血清カリウム、クレアチンキナー
ゼ値の上昇を認めなかった。予期された変化
が見られなかったため、骨格筋を採取・保存
したのみで、mRNA などの解析は行わなかった。
この予想外の結果については、ヒトとマウス
という種差、あるい疾患モデルが病態をすべ
ては反映していないという問題などが可能
性として想定される。 
 
(4) 骨格筋シミュレーションモデルの開発 
(1)で機能解析実験を行った変異の測定結

果からチャネルのゲ－ティングパラメータ
ーを推定し、シミュレーションに用いた。症
状を説明しうる機能異常であることが明ら
かになった。 
 特に、AT-ACII イントロンの変異によるス
プライシング変異体については、機能異常が
見出され、膜興奮性の亢進という臨床症状に
合致する機能異常を見出したが、もし発現量
が少なければ病態を説明しえない可能性が
ある。そこで、上記(1)の計測からチャネル
のゲーティングパラメーターを推定しシミ
ュレーションしたところ、変異チャネルの発
現量が 15%程度であっても刺激終了後にもミ
オトニーに相当する活動電位の連続発火が
認められ、症状に関与することが示されシミ
ュレーションが非常に有用であった。 
また、このモデルを用いミオトニー放電の

出現機構についてもシミュレーションを行
い T管が寄与していることが明らかになった。 
 
(5)骨格筋型Naチャネルの AT-ACIIイントロ
ンの変異による異常スプライスの機序解明 
 まずミニジーンを用いた実験で、本変異が
存在すると、患者骨格筋と同様にスプライシ
ングの異常が生じることが明らかになった。
さらに、スプライシング異常を正常化するに
は、U1 の mRNA 認識を変化させるだけでは不
十分で、U6 の認識も必要であることが判明し
た。このように、まだ未解明な AT-AC II イ
ントロンのスプライシング機構の一端が明
らかにすることもできた。 
 



 

 

(6) 筋強直性ジストロフィー心筋における
mRNA 異常の解析 
 心筋型ナトリウムチャネルは QT 延長症候
群、Brugada 症候群、洞不全症候群などの遺
伝性不整脈の原因となることから、本症の心
症状に重要である可能性が疑われた。心筋型
ナトリウムチャネルに存在する選択的スプ
ライシングに注目し、患者およびモデルマウ
スの心筋サンプルを使用し検討した。すると、
患者群にてスプライシング異常が認められ
たが、MBNL ノックアウトマウスでは同様の異
常を認めなかった。 

さらにこの異常チャネルの電気生理学的
機能解析の結果をコンピューターシミュレ
ーションで検討し、実際に不整脈と関連する
可能性が明らかになっている。 
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