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研究成果の概要（和文）： 

Duchenne型筋ジストロフィーのモデルである筋ジストロフィー犬は、出生直後の血清CK値と死
亡率が極めて高い。臍帯血と呼吸開始後の血清CK値の比較から、呼吸開始による横隔膜の機械
的傷害がによることが分った。横隔膜を用いてcDNAマイクロアレイを行ったところ、呼吸開
始前ではオステオポンチンが、呼吸開始後ではc-fos、egr-1、IL-6、IL-8が著明に増加し、筋傷
害に関連する分子と考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）： 
The dystrophic dog, a model of Duchene muscular dystrophy, shows a high mortality rate with a marked 

increase in serum creatine kinase (CK) levels in the neonatal period. By measuring serum CK levels in 

cord and venous blood, we found initial respiration resulted in massive diaphragm damage and lead to 

the high serum CK levels. cDNA microarray revealed that osteopontin was prominently upregulated 

even prior to the initial respiration and c-fos, egr-1, IL-6, and IL-8 were distinctly overexpressed after 

the respiration. These molecules could be associated with muscle damage in dystrophic muscle. 
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１．研究開始当初の背景 

筋ジストロフィーは進行性に全身の筋萎縮
と筋力低下を引き起こす遺伝性疾患の総称
である．筋ジストロフィーの中において、
Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は X

染色体連鎖性遺伝を示し、出生男児 3,500
人に１人と最も頻度が高い。一般に、2～5

歳に歩行障害で発症し 13 歳までに歩行不

能となり、30歳前後で呼吸不全あるいは心
不全により死亡する極めて重篤な疾患であ
る。DMD は、筋形質膜に存在するジスト
ロフィンをコードするジストロフィン遺伝
子の変異により発症する。ジストロフィン
は筋収縮および弛緩の間に筋線維の安定化
と細胞内カルシウムの恒常性を維持する機
能を有しているとされるが、ジストロフィ
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ンの欠損によって筋形質膜は脆弱となり、
筋細胞内カルシウム濃度が増加して、様々
なプロテアーゼの活性化により筋壊死が起
こると考えられている。治療法の開発には
筋ジストロフィーの病態機序の理解が重要
であり、このためにはモデル動物が必要不
可である。しかし、最も頻用される DMD

の動物モデルである mdxマウスは、筋壊死
同様に筋再生も非常に活発であり、筋変性
の分子機構は十分には明らかにされていな
い。新生児 DMD において血清または血漿ク
レアチンキナーゼ（CK）値が高値であること
が古くより報告されているが、その原因につ
いては十分解明されてはおらず、DMD の新
生児診断も確立されていない。一方、他の
DMD モデル動物である筋ジストロフィー犬
（以下、筋ジス犬）は、出生時の血清 CK 値
が著しい高値を示す上、新生仔期の死亡率が
高い。 

 

２．研究の目的 

我々は、新生仔筋ジス犬の病態機序を明らか
にすることにより、筋変性の機序を解明でき
る可能性があると考えた。健常新生児におい
ても DMDほどではないが、出生時に血清 CK

値は高く、帝王切開により低下することから、
高 CK 血症の原因として胎児が娩出時の産道
からの圧迫、外傷、あるいは低酸素症が関与
していると考えられている。そこで、分娩時
のストレスあるいは出生直後の呼吸開始が
新生仔筋ジス犬の高 CK 血症に関連している
可能性について検討を行った。また、胎仔期
は既に有効性が認められているステロイド
剤や遺伝子治療の有効性について検討でき
る適期と考え、検討を行った。 

 

３．研究の方法 

【対象】 

国立精神・神経センター（現国立精神・神経
医療研究センター）、神経研究所中型実験動
物研究施設の筋ジス犬繁殖コロニーにおい
て 2001 年 12 月から 2008 年 4 月の間に自然
分娩（39回）によって得られた正常犬 71頭、
保因犬 37頭、筋ジス犬 34頭、および予定的
帝王切開（28回）より得られた正常犬 39頭、
保因犬 26頭、筋ジス犬 41頭を用いた。予定
的帝王切開は、LH サージ法（Witness® LH 

Synbiotics、Kansus City、MO）により想定さ
れた日時、または妊娠保因犬の体温が急速に
低下した時点で施行した。妊娠保因犬の帝王
切開における麻酔の導入から維持にはイソ
フルラン（2.0－3.0%）用いた。新生仔の蘇生
術は、獣医師および獣医師の監視下で動物取
り扱い技術者の資格を有し、蘇生術の経験を
有する者が行った。蘇生後の犬に対し呼吸促
進剤であるドキソプラムを使用し、酸素補給
が行われた箱内で、乾燥かつ保温されたタオ

ルの上に置かれた。血清 CK 値の経時的変化
（臍帯血および蘇生後 30 分、1、2、4、8、
24 および 48 時間後）を見るために、予定的
帝王切開（3 回）から得られた正常犬 5 頭、
保因犬 3 頭、および筋ジス犬 6 頭を用いた。
また、帝王切開で得られた各群の犬各 4頭を
病理学的および分子生物学的解析に供した．
本研究は、国立精神・神経センター（現国立
精神・神経医療研究センター）神経研究所中
型実験動物倫理問題検討委員会により承認
（承認番号：13-03、14-03、15-03、16-03、17-03、
18-03、19-04、および 20-04）を受け、同研究
所の動物実験指針に従い実施した。 

【血清 CK 値の測定】 

臍帯血あるいは静脈血を室温で 10 分間の
1,800gの遠心を行って血清を分離した後、比
色法（FDC3500、FujiFilm、Tokyo）により CK

値を測定した。 

【一般病理および免疫組織化学】 

安楽死後、横隔膜を凍結固定し、7 mに薄切
した後にヘマトキシリン・エオジン染色およ
びカルシウム染色法であるアリザリン・レッ
ド染色（pH 4.1）を行った。また、免疫組織
化学は、薄切した凍結固定標本を 15 分間乾
燥後、5%ウシ血清アルブミン（BSA）または
熱不活化正常ヤギ血清アルブミンを含むリ
ン酸緩衝生理食塩水（PBS）（pH 7.4）で洗浄
し、1次抗体で 4°Cで 16時間のインキュベー
トを行った。1次抗体には、CD18（MCA1780、
AbD Serotec、Oxford）、CD68（M0876、Dako、
Denmark）、CD11b（MCA1777S、AbD Serotec）、
C5b-9 （ ab66768 、 Abcam 、 Cembridge ）、
cleaved-caspase 3 （ #9661 、 Cell Signaling 

Technology、Beverly、MA）、LC3（#4108、Cell 

Signaling Technology）、osteopointin（Rb-9097、
Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA）、c-Fos

（#2250、Cell Signaling Technology）、EGR-1

（#4153、Cell Signaling Technology）、 IL-6

（sc-80108、Santa Cruz Biotechnology、Sacta 

Crus、CA）および IL-8（109-401-311、Rockland 

Immunohistochemical、Gilbertsville、PA）を用
いた。PBS を用いて室温で洗浄後、FITCで標
識 2次抗体を用いて室温でインキュベート後
に再び PBSで洗浄し、蛍光顕微鏡で観察した。 

【ウエスタンブロット】 

凍結固定した横隔膜をサンプルバッファー
（62.5mM Tris-HCl、pH 6.8、2% SDS、10%グ
リセロール）でホモジナイズし、遠心分離
（15,000g、10 分間）後に上澄を採取した。
DC Assayキット（BioRad、CA）を用いてタ
ンパク質濃度を測定した後、95°Cで 5分間の
熱変性を行い、40 g をウエスタンブロット
に供した。PVDF 転写膜は 0.1% Tween 20 を
含むトリス緩衝生理食塩水（TBST）+ 5%ス
キムミルクでブロッキングを行い、1 次抗体
を用いて 4°C で 16 時間のインキュベーショ
ンを行った。1 次抗体には、オステオポンチ



 

 

ン（Rb-9097、Thermo Fisher Scientific）、c-Fos

（#2250、Cell Signaling Technology）、EGR-1

（ sc-189、Santa Cruz Biotechnology）、 IL-6

（AF1609、R&D Systems、Minneapolis、MN）
および IL-8（ab34100、Abcam）を用いた。転
写膜を TBST で洗浄後、2 次抗体（マウスま
たはウサギ特異的 HRP 標識抗体）でインキュ
ベートを行い、再度 TBST で洗浄し、ECL-Plus 

Western Blotting Detection System （ GE 

HealthCare、Buckinghamshire）で検出した。 

【cDNAマイクロアレイ】 

呼吸開始前後の正常犬および筋ジス犬（各 4

頭）から採取し、凍結保存した横隔膜から
RNeasy Mini Kit（Qiagen、Hilden）を用いて
total RNAを抽出した。RNA濃度は、NanoDrop 

ND-1000 UV- 分 光 光 度 計 （ NanoDrop 

Technologies、Wilmington、DE）を用いて測定
した。RNA の質は Agilent Bioanalyzer 2100

（Agilent Technologies、Santa Cruz、CA）で検
定した。個々の total RNA（500ng）は犬用の
whole genome oliogo microarray 44K（Agilent 

Technologies）にアプライし、ハイブリダイゼ
ーションは Bio Matrix Research 社（流山、千
葉）で行った。蛍光イメージは Agilent 

Technologies microarray scanner （ Agilent 

Technologies）を用いた。標準化は GeneSpring 

10.0（Tomy Digital Biology、Denver、CO）を
用いてチップ間の遺伝子を比較した。正常犬
と筋ジス犬の呼吸開始前および後との間で
発現量に違いのある遺伝子を、ANOVA 検定
を行った後に Benjamini and Hochberg 法によ
る多群間検定を行って選別した。 

【Real-time RT-PCR】 

マイクロアレイの結果から各群間で 10 倍以
上に発現が増加していた遺伝子について定
量的 PCR法を用いて検定を行った。用いた各
個体の total RNAは cDNA マイクロアレイに
用いたものと同じ total RNAを使用した。18s 

RNA（内部コントロール）、オステオポンチ
ン、c-fos、egr-1、IL6 および IL8 の各遺伝子
の増幅用プライマーを設計した。Real-time 

PCRは、SYBR mixed Ex Taq II kit（Takara）
を用いて 95C、20秒間、60C、1 分間の 40サ
イクルの PCR 反応を BioRad iCycler system

（BioRad）で行った。遺伝子の発現量は 18s 

RNAに対する相対値［（Ct/18s RNA－Ct/目的
の遺伝子）］を求め、呼吸開始前後の正常犬
および筋ジス犬との多群間比較を行った。 

【胎仔治療】 

3 頭の妊娠保因犬に対して強力な抗炎症作用
を有するデキソメサゾン（デカドロン注）を
用い、１頭には帝王切開１時間前に 2 mg、別
の１頭には自然分娩前日に 2.72mg を 2 回、
最後の１頭には帝王切開前日に 1.98 mg 及び
当日に 1.98 mgを追加投与した。娩出された
筋ジス犬の出生 1 時間後の血清 CK 値につい
て検討した。 

【統計解析】 

2 群間のデータの比較には student-t 検定を、
死亡率の検定にはカイ二乗検定を用いた。ま
た、real-time PCR のデータにおける多群間比
較には、ANOVA検定を行った後、Tukey's 法
による多群間検定を行った。p < 0.05 を有意
差ありと判定した。 

 

４．研究成果 
分娩時のストレスが新生児に筋障害を与え
うること、帝王切開によりそのストレスが減
少するとの報告をもとに、予定的帝王切開を
導入し、正常犬、保因犬および筋ジス犬にお
いて自然分娩と帝王切開後の血清 CK 値の違
いについて検討した。その結果、帝王切開後
の血清 CK 値は正常犬および保因犬では有意
に低下していたが、筋ジス犬では低下は見ら
れなかった。以上の結果は、分娩時のストレ
スが新生仔筋ジス犬の高 CK 血症の主たる原
因ではないことを示唆している。出生直後に
は呼吸開始という重要な過程があるため、高
CK 血症の原因が肺呼吸開始に関連している
か否かを検討する目的で、帝王切開により得
た新生仔に対し臍帯血（呼吸開始前の条件を
反映）と呼吸開始 1 時間後の頸静脈血の血清
CK 値を比較検討した。 

 呼吸開始後の血清 CK 値の値は、正常犬お
よび保因犬の臍帯血 CK 値との間に違いは見
られなかった。一方、筋ジス犬の臍帯血 CK

値は正常犬の帯血に比べて既に約 5倍高値を
示していたが、筋ジス犬の呼吸開始後の静脈
血 CK 値はさらに筋ジス犬臍帯血の 35 倍、正
常犬の呼吸開始後静脈血の 150倍に増加して
いた。各犬群で血清 CK 値は、呼吸開始後 30

分までに急速に増加し、呼吸開始後 4～8 時
間後の間にピークに達して 48 時間後には臍
帯血 CK 値のレベルまでに戻っていたが、一
定して筋ジス犬で高値を示していた。呼吸開
始前の横隔膜の病理では、カルシウム陽性
opaque 線維数が散見されるのみで、筋の基本
的構築は保たれていたが、呼吸開始後では、
多数のカルシウム陽性 opaque 線維数、間質の
増大を示し、硝子様変性像を呈し、好中球な
どの炎症細胞の浸潤はほとんど見られなか
った。以上の結果から、呼吸開始による急激
な機械的負荷により横隔膜の筋線維の断裂
を含む著しい筋障害が起こったと考えられ
た。一般に、DMD では出生時に呼吸障害は
認めないが、未熟児においては呼吸障害が高
度であることが報告されている。筋ジス犬と
DMD の呼吸障害の出現時期の違いは、筋ジ
ス犬を含めイヌでは筋発達が他の動物やヒ
トに比べてかなり遅れていることから、出生
時の筋成熟の違いが関連している可能性が
ある。また、血清 CK 値の経時的観察から生
後 48 時間後には全犬で臍帯血のレベルまで
戻っていたが、筋ジス犬は高値を示していた



 

 

ことは、少なくとも生後 2日以降には正常犬
や保因犬で見られた分娩の影響はなくなっ
ていると考えられ、同時点での血清 CK 値を
用いた新生児のスクリーニングが可能であ
ることを示唆している。DMD の早期診断は、
将来の家族計画や今後開発されるうる治療
法を早期より検討する上で重要と考えられ
るため、新生児期の様々な時点において血清
CK 値を測定することで、DMD の新生児スク
リーニングの時期について新たな知見が得
られる可能性がある。 

 次に、cDNA マイクロアレイを用いて筋ジ
ス犬の横隔膜において呼吸開始前後で発現
が増加している遺伝子について検討した。ま
た、マイクロアレイの結果において、呼吸開
始前の正常犬と筋ジス犬の比較、および筋ジ
ス犬の呼吸開始前後の比較で 10 倍以上に増
加していた遺伝子については、定量的
RT-PCR 法を用いて発現量を確認し、タンパ
ク質レベルおよび局在についてそれぞれウ
エスタンブロット法および免疫組織化学法
で検討した。その結果、呼吸開始前の筋ジス
犬ではオステオポンチンが正常犬横隔膜の
約 27 倍に著しく発現しており、タンパク量
の増加と筋細胞質内および間質に局在する
ことを確認した。また、オステオポンチンは
呼吸開始後の筋ジス犬横隔膜においても高
い発現を有していた。オステオポンチンは、
ジストロフィン欠損筋の再生早期に高発現
していることや、線維化の促進に関連するこ
とが報告されている。オステオポンチンの活
性化は、stretch-activated channel により流入し
た細胞内カルシウムイオンによって起こり、
好中球やマクロファージを誘導するサイト
カインとしての役割を有している。我々のデ
ータと既報告を考え合わせると、オステオポ
ンチンは筋ジストロフィーの病態のより早
期の段階から発現して炎症細胞を誘導など
に関連し、さらに後期に起こる線維化にも関
与していると考えられ、DMD の病態に本質
的な役割を担っている可能性がある。現在、
DMD に対する治療における標的分子の一つ
として考えられている。 

 呼吸開始後の筋ジス犬横隔膜では、転写因
子／シグナル伝達分子である c-fos および
egr-1 が筋細胞核および細胞質に強く発現し
ていた。即初期遺伝子である c-fos および
egr-1 は局所的な細胞内カルシウムイオン濃
度により制御され、下流の様々な遺伝子を誘
導する。また、炎症／免疫応答遺伝子である
IL-6および IL-8の発現も筋ジス犬横隔膜で著
しく増加し、筋細胞質に局在していた。IL-6

および IL-8 は、それぞれ EGR-1 および c-Fos

の下流遺伝子であり、ともに筋細胞内で産生
されるサイトカイン（マイオカイン）として
運動後の正常骨格筋において発現が増加す
ることが報告されている。IL-6 は、正常骨格

筋の代謝恒常性の維持に関わっている可能
性が指摘されているが、機械的負荷後のジス
トロフィー筋における炎症誘発的な役割を
担っているかもしれない。IL-8 は傷害部位に
おける好中球の誘導に関連する主なケモカ
インである。抗体を用いた好中球の除去が
mdx マウス筋壊死を減少させたことから、好
中球がジストロフィーの初期の病態の中心
的な役割を担っていることが報告されてい
る。以上から、ジストロフィー筋における機
械的負荷から炎症性細胞が浸潤するまでの
分子機構を明らかにすることができた。 

 我々は、新生仔筋ジスの高CK血症の原因を
究明することで、呼吸開始による機械的負荷
前の横隔膜においてはオステオポンチンの
発現が増加していること、呼吸開始による機
械負荷後の横隔膜では、筋形質膜の破綻とカ
ルシウムの流入がはじめに起こり、次いで即
初期遺伝子が発現して下流の分子であるIL-6

やIL-8のサイトカイン、ケモカインの発現を
増加させて好中球などの炎症性細胞が誘導
されるという二段階仮説を提案する。筋ジス
トロフィーでは筋障害や壊死により血清CK

が著しく高い値を示すことから診断に用い
られてきたが、運動により値が容易に変動す
るために診断や病勢の把握には問題がある。
そこで、その他の分子マーカーが求められて
きた。本研究で同定した遺伝子および分子は、
筋ジストロフィーの病態機序に新たな視点
を与えるのみならず病勢や治療効果の評価
を得る上で新たな分子マーカーとなる可能
性がある。 

 胎仔治療については、抗炎症作用の強いデ
キサメサゾン注を用いて胎仔治療を試みた。
帝王切開１時間前に2 mgを投与した保因犬
から生まれた筋ジス犬の血清CK値は115,200 

U/L、12,170 IU/L、自然分娩前日に2.72mgを2

回投与した保因犬から生まれた筋ジス犬の
血清CK値は66,000 U/L、18,270 IU/L、56,200 

IU/L、帝王切開前日に1.98 mg及び当日に1.98 

mgを追加投与した保因犬から生まれた筋ジ
ス犬の血清CK値は199,000 U/L、117,800 IU/L

であった。同じ分娩でも血清CK値に大きな開
きが認められた上、投与量および投与間隔に
一定の傾向は認められなかった。高度な筋傷
害に対しては、ステロイド剤では筋壊死を抑
制することは困難と考えられた。そこで、胎
仔期にジストロフィンを発現させることが
可能なAAVベクターを用いたジストロフィ
ン遺伝子治療を計画し進めている。 
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