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研究成果の概要（和文）：DMDはジストロフィン (Dys) 遺伝子変異が原因で発症し、骨格筋・心筋に重篤な臨床症状を
起こす一方で、Dys遺伝子のexon45-55を欠損した患者はほぼ無症状である。この短縮型Dys(Δ45-55Dys)の機能をΔ45-
55Dysのみが発現するマウス(Tg/mdx)を作出し検討した。Δ45-55Dys は全長Dysと同等の機能を有していた。一方で、S
Rのリアノジン受容体 (RyR1) はmdxと同程度ニトロシル化され、細胞内Ca2+濃度の上昇を惹起していたものの、その機
能とSERCAの機能は野生型と同程度であった。細胞内Ca2+動態を調節することがDMDの治療法を考えるうえで重要である
。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD) is caused by lack of dystrophin. Exon skipping 
is a promising treatment for DMD and “exon 45-55 skipping” strategy is though to be one of the goals of 
this therapy, partly because Becker muscular dystrophy patients with exon 45-55 in-frame deletion show 
very mild skeletal muscle symptoms. However the function of exon 45-55 deleted dystrophin is not well 
investigated. We generated Tg/mdx mice and extensively analyzed their phenotypes. The improvement of 
muscle pathology and muscle function of Tg/mdx were confirmed. On the other hand, nNOS of Tg/mdx exists 
as an activated form and its localization was changed from sarcolemma to cytosol. We found that activated 
nNOS in Tg/mdx led to hyper-nitrosylation of the RyR1 and subsequent constant Ca2+ release from SR to 
cytosol. These phenomena were also confirmed in mdx. However, the function of RyR1 stimulated by caffeine 
and SERCA were maintained in Tg/mdx and wild type but not in mdx.

研究分野： 筋生理学
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１．研究開始当初の背景 

 Duchenne muscular dystrophy (DMD) は
筋ジストロフィーの中で最も重篤で発症頻
度の高い進行性筋疾患である [1]。DMD は
主にジストロフィン遺伝子のフレームシフ
ト、ノンセンス変異、重複変異によって発症
す る  [2] 。 Becker muscular dystrophy 

(BMD) は同じジストロフィンの遺伝子変異
に起因するがその症状は DMD に比べ軽く、
発症は成人期であることが多い。BMD の発
症は主としてジストロフィン遺伝子のイン
フレーム欠失により、機能はあるものの短縮
型ジストロフィンしか発現しないことに起
因する [3]。一方で、ジストロフィンエクソ
ン 45-55 を欠失した臨床例における骨格筋
症状はほぼ無症状である。同患者の骨格筋、
心筋では通常の発現量よりは少ないものの
短縮型ジストロフィンが発現しているだけ
でなく DMD の患者では発現していない
dystrophin glycoprotein complex (DGC) の
構成分子の発現が回復しており、BMD の様
態を示す [4]。 

また、ジストロフィン遺伝子の特定のエク
ソ ン を 標 的 と す る antisense ・
oligonucleotide (AO) はリーディングフレー
ムを回復させ BMD のような機能的なジスト
ロフィン発現を惹起することが知られてい
る [5]。その中でジストロフィン遺伝子の変
異が集中している Ex. 45-55 すべてのエクソ
ンを読み飛ばすことが出来れば、DMD 患者
の約 60%が対象となる [6]だけでなく、重症
の BMD にも治療の幅が広がると考えられて
いる。実際、我々のグループはエクソン 52

を欠失している mdx52 マウスのエクソン 

45-55 の各エクソンを標的に AO を設計し、
10 個のエクソンをスキップさせるマルチエ
クソン・スキップにより短縮型ジストロフィ
ンの発現が認められ、筋機能が回復すること
を報告した [7]。 

 

２．研究の目的 

しかし、エクソン 45-55 を欠失した短縮型ジ
ストロフィンの機能的な役割については明
らかとなっていない。また、AO を用いた
mdx52 マウスに対するマルチエクソンスキ
ッピングでは骨格筋におけるジストロフィ
ンの発現は認められたものの心筋でのジス
トロフィンの発現は認められなかったこと
から、心筋における機能的役割はより不明で
ある。骨格筋・心筋におけるエクソン 45-55

を欠失した短縮型ジストロフィンの機能的
役割を詳細に検討することはインフレーム
欠失の筋ジストロフィー患者を早期に発見
する方法の開発や、エクソン・スキップ治療
の発展性を考えるうえで重要であるだけで
なく BMD のモデル動物を初めて得るという
点からも極めて重要である。 

 

３．研究の方法 

これらの点を明らかにするため、エクソン 

45-55 を欠失させたジストロフィン遺伝子を
導入したΔ45-55 トランスジェニックマウ
ス (Δ45-55 Tg) を作出した。このΔ45-55 

Tg とジストロフィン欠失の DMD モデルマ
ウスである mdx マウスを交配させてエクソ
ン 45-55が欠失したジストロフィン遺伝子の
みを持つΔ45-55 Tg/mdx を骨格筋、心筋を
中心にエクソン 45-55を欠失したジストロフ
ィンの機能的役割を検討する。 

 

４．研究成果 
①Δ45-55 Tg/mdx の筋重量は正常マウス、
mdx マウスと比較して特に速筋で優位に軽量
であった。 
 
②Δ45-55 Tg/mdx 骨格筋の筋病理所見は
mdx マウスでみられるような中心核線維や、
筋線維の大小不同もなく正常マウスと同様
の所見を示した。心筋の筋病理所見は 3 群間
に大きな差は認められなかった (Fig. 1)。 

 
③Δ45-55 Tg/mdx 骨格筋線維数は変わらな
いものの筋径が小径化していた。この原因を
明らかにするため、前脛骨筋 (TA) を用いて
筋線維タイプの変化・萎縮・autophagy 経路の
活性化が起こっているのかを検討した。その
結果、Δ45-55 Tg/mdx TA の Type2B 線維は
線維数は変わらないものの Type2B 線維自体
が萎縮していた。一方で Type2A 線維は萎縮
は認められず、線維数自体が増加していた。 
一方で、autophagy のマーカーである LC3A, 

LC3B の発現レベルに変化は認められなかっ
た。 

 
④Δ45-55 Tg/mdx の運動機能を Treadmill, 

Rota rod, Treadmill を用いて検討したとこ
ろΔ45-55 Tg/mdx の運動機能は mdx マウス
より有意に回復しており、正常マウスと同程
度の機能を有していた。また、筋損傷のマー
カーであり、mdx マウスで優位に上昇してい
る血清クレアチンキナーゼの値も正常マウ
スと同程度まで低下していた。 

 

⑤Δ45-55 Tg/mdx の筋細胞膜には mdxマウ
スでは消失している DGC の１つである
-dystroglycan, -sarcoglycan の発現が回復
しており、筋細胞膜が安定化していることが
示された。 

Fig. 1  There is no difference in muscle pathological 
findings between Tg/mdx and wild type.
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⑥Δ 45-55 Tg/mdxでは、-dystroglycan, 

-sarcoglycan といった DGC の発現が回復
しているものの、DGC に含めれる一酸化窒
素合成酵素 (nNOS) の局在が筋細胞膜から
細胞質へ変化しており、細胞質で活性化して
いた (Fig. 2)。 

 

⑦mdx マウスではジストロフィンの欠失に
伴い nNOSを含むDGCの筋細胞膜での発現
が消失しており、細胞膜に局在できなかった
nNOS が筋小胞体 (SR) のリアノジン受容
体 (RyR1)をニトロシル化することで、SR か
ら細胞質へ Ca2+が放出されていることが知
られている[8]。Δ45-55 Tg/mdx でも、細胞
質に局在を変化させたnNOSがRyR1をニト
ロシル化するかを検討した結果、mdx マウス
と同程度 RyR1 がニトロシル化されていた 

(Fig. 3)。 

 

⑧RyR1 のニトロシル化に伴い SR から細胞
質に Ca2+が放出されるかを検討する為、長趾
伸筋から single fiber を摘出し、細胞内 Ca2+

濃度を検討した。その結果、Δ45-55 Tg/mdx
の細胞内 Ca2+濃度は正常マウスと比較して
有意に高く、mdx マウスと同様の傾向を示し
た (Fig. 4)。また、この Ca2+濃度の上昇は
RyR1の阻害剤dantroleneにより抑制された
ことから、RyR1 のニトロシル化に伴い SR

から細胞質に Ca2+が放出されていることが
示唆された (Fig. 5)。 

 

⑨ニトロシル化された RyR1の機能をアゴニ
ストであるカフェインを各マウスから得ら
れた myotube に付加して検討したところ、
カフェインの刺激に対しΔ45-55 Tg/mdx は
正常マウスと同様に Ca2+を細胞質に放出し
たものの mdx マウスではその程度が有意に
低かったことからΔ45-55 Tg/mdx の RyR1

は mdx マウスと同程度ニトロシル化されて
いるにもかかわらず、機能は正常マウスと同
程度維持されていることが示された(Fig. 6)。
このことが、Δ45-55 Tg/mdx と mdx マウス
との筋病理所見・筋機能との違いに表れてい
ることが示唆された。 

 

⑩Δ45-55 Tg/mdx と mdx マウスの RyR1 は
同程度ニトロシル化されているにも関わら
ず、なぜ機能が異なるかを細胞質から SR に
Ca2+を取り込む役割を担う SERCAに注目し
て検討した。その結果、mdxマウスの SERCA

機能は正常マウスより有意に低い一方で、Δ
45-55 Tg/mdx の SERCA 機能は正常マウス
と同程度維持されていたことから、Δ45-55 

Tg/mdx 、正常マウスは mdx マウスと異な
り SR内にCa2+が大量に保存されていること
が示唆された。このことが、カフェイン刺激
に対する RyR1の応答性の違い現れるとこが
考えられた。 

 

以上より、エクソン 45-55 欠失の短縮型ジス
トロフィンは筋細胞膜を安定させるものの
nNOS の局在変化によりジストロフィン欠
失の mdx マウスと同様に RyR1 のニトロシ
ル化が惹起さる。一方で、SERCA の機能が
正常マウスと同様に維持されていることか
ら筋病理所見、筋機能の維持に重要な役割を
担っていることが明らかとなったことより、
DMD や BMD に対する治療は筋細胞膜を安
定させるだけでなく、細胞内の Ca2+動態を司
る RyR1 や SERCA の機能維持が重要である
ことを示すことができた。 
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