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論 文 内 容 要 ヒ
日

筋 ジス トロフィー症は,主 に骨格筋が選択的に,進 行性に破壊される遺伝性筋疾患である。そ

の成因はまだ十分に解明されておらず,ま た,有 効な治療法 も確立されていない。本疾患は,筋

原性 と考えられてきたが1近 年,筋 を支配す る神経側に病因のある神経原性である可能性が示唆

されている。筋の正常な成長や機能の維持に神経が重要な役割を担 っていることが示唆されてい

る。神経の興奮伝導以外のそのような筋の正常機能を維持する作用は,一 般に 「神経の筋に及ぼ

す栄養的支配」と呼ばれている。従 って,筋 ジストロフィー症の成因を知 る上で,神 経の栄養的

支配を検討することは重要であると思われる。しかし,神 経の栄養的支配の本態や機序にっいて

はまだ十分に解明されていない。そこで,本 研究の第1編 及び第2編 では,筋 ジス トロフィー症

の成因解明のための基礎的研究 として,神 経の栄養的支配を薬理学的に解析 し,ま た,筋 ジス ト

ロフィー症の成因と神経の栄養的支配の関係を検討 した。

一方 ,本 疾患の筋変性が,筋 タンパ クの分解元進に起因するのか,タ ンパ ク合成低下に起因す

るのか未だ明らかではないが,ジ ス トロフィー筋では,さ まざまなプロテアーゼの活性が上昇 し

てお り,同 症の筋変性に何 らかのプロテアーゼ変調との因果関係が示唆される。そこで,本 研究

の第皿編では,筋 ジス トロフィーマウス(C57BI./6J-dy)に 及 ぼすチオールプロテァーゼ阻

害薬のエポキシド誘導体(E-64とE-64-d)と セ リンプロテアーゼ阻害薬のキモスタチンの効果

を検討 した。

第1編 では,神 経切断を行 う際に,筋 に残存する神経断端の長 さの異なる神経一筋標本,及 び

神経支配筋標本におけるアセチルコリンに対する反応性及び静止膜電位等の筋機能を比較するこ

とにより,神 経より筋の機能を正常化する,い わゆる,神 経の栄i養的支配の機序を解析するもの

である。

マウス(C57BL/6J)の 長趾伸筋(ex七ensordigi七 〇rumlongus,以 下EDLと 称す る)で,

長い神経断端(14-16mm)を 有する筋(以 下,長 神経断端筋と称する)と 可及的に短 い神経断

端筋(2mm以 下)を 有す る筋(以 下,短 神経断端筋と称する)を 用いた。除神経後,一 定の時

聞経過後,EDL筋 を摘出 し上記筋機能指標を測定 した。

第1章 においては,神 経伝達物質アセチルコリンの栄養的支配因子としての可能性の有無につ

いて検討 した。予備実験で,臭 化エチジウムを除神経直後1回 投与すると,神 経断端終末部から

の自発性アセチルユリン遊離の抑制が認められた。そこで,ア セチルコリンが神経の栄養的支配

因子 としての機能を担 うものであれば,臭 化エチジウムの1回 投与により神経断端の栄養的支配

の減弱が期待される。次の結果が得 られた。1)除 神経筋のアセチルコリンに対する拘縮反応性

と静止膜電位低下は,短 神経断端筋に比べ長神経断端筋の方が小 さかった。即ち,'神経断端 に,
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筋の正常機能を維持する作用,い わゆる栄養的効果が認められた。2)臭 化エチジゥムを除神経

直後1回 投与すると,神 経断端終末部からの自発性のアセチルコリン遊離が抑制された。 しか し,

短及び長神経断端筋の上記の機能指標に変化が認められなかった。即ち,神 経断端の栄養的支配

がアセチルコリン遊離拘制の影響を受けないことが示された。従って,ア セチルコリンが神経の

栄養的支配に関与 していないことが示唆された。

アセチルコリン遊離停止後,1回 投与 と異なりさらに臭化エチジウムを連続的に投与すると,

神経のタンパク合成阻害作用に起因す ると思われる神経断端の栄養的支配の減弱効果を見い出 し

た。そこで第2章 では,神 経の栄養的支配 と神経で合成されるタンパク質との関係を知 るため,

神経断端の栄養的支配に及ぼす臭化エチジウムの他に,タ ンパク合成阻害作用を有するクロラム

フェニコール,ア クチノマイシンD,及 びシクロヘキシミドの影響を検討 し,次 の結果を得た。

3)ミ トコンドリアのタンパク合成を阻害す る臭化エチジウム,ア クチノマイシンDを 除神経直

後か ら連続投与すると,神 経支配筋 と短神経断端筋の静止膜電位 とアセチルコリンに対する拘縮

反応は変化 しなかったが,長 神経断端筋のこれらの筋機能の変化が増強された。即ち,上 記薬物

に神経断端の栄養的支配に対する減弱効果が認められた。一方,細 胞質のタンパク合成を阻害す

るシクロヘキシミドにっいて も上記薬物 と同じ方法で検討 したが,長 神経断端筋の上記筋機能の

変化は増強されず,栄 養的支配の減弱効果はシクロヘキシミドには認められなかった。即ち,神

経断端の栄養的支配にミトコンドリアで合成されるタンパク質の関与 していることが示唆される。

そこで,こ の点をさらに明 らかにするために,第3章 において,ミ トコンドリアのタンパ ク合成

を主に翻訳段階で阻害す るクロラムフェニコールとエ リスロマイシン,及 び同 じく転写段階で阻

害する臭化エチジウムとアクリジンの神経断端の栄養的支配に及ぼす影響を,静 止膜電位を指標

として検討 し,次 の結果を得た。4)除 神経後2日 間上記薬物を投与 した場合,長 神経断端筋の

静止膜電位の低下は,臭 化 エチジウム及びアクリジン投与に比べてクロラムフェニコール及びエ

リスロマイシン投与の方が大 きかった。この静止膜電位低下の違いは,除 神経後3日 間投与 した

場合には認められなかった。即ち,神 経断端の栄養的支配の減弱効果は,臭 化エチジウム及びア

クリジンに比べてクロラムフェニコール及びエリスロマイシンで早期に出現 した。また,5)神

経断端のカテプシンB,L(リ ソゾーム酵素)活 性は,神 経断端の変性に伴って上昇 した。神経

切断後,ク ロラムフェニコール,及 び臭化エチジウムをそれぞれ連続投与 したが,神 経断端のカ

テプシンB,L活 性は,変 化 しなかった。即ち,3)の 結果で示 した ミトコンドリアタンパク合

成阻害薬による神経断端の栄養的支配の減弱効果 は,5)の 結果から神経断端の変性を介 した間

接的効果でないことが示唆された。これ らを4)の 結果 とあわせて考察すると,神 経の栄養的支

配に神経の ミトコンドリァで合成されるタンパク質が関与 していることが明 らかとなった。

第H編 では,ジ ス トロフィー筋と除神経筋の静止膜電位に及ぼすフェニ トインの影響とこれ ら
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両筋のアセチルコリン感受性に及ぼすクロラムフェニコールの影響を検討 し,筋 ジス トロフィー

症における筋の神経支配について考察 した。C57BL/6J-dyの ジス トロフィーマウス(dy/dy)

と同系統の正常マウス(+/+,+/dy)のEDI.筋 を用 いた。なお,本 編で用 いた正常マ ウス

の除神経筋は長神経断端筋である。次の結果を得た。1)神 経支配筋では認め られないアセチル

コリンに対する拘縮反応がジス トロフィー筋で も正常マウスの除神経筋と同様に認め られた。ク

ロラムフェニコールを3日 間連続投与するとアセチルコリン拘縮反応が増強されたが,ジ ストロ

フィー筋では,同 じく3日 及 び7日 間連続投与 したが,増 強されなかった。2)ジ ストロフィー

筋の静止膜電位の低下が,正 常マウスの除神経筋と同様に認められた。フェニトイ ンを9～11日

間連続投与す ると,除 神経筋の静止膜電位には変化が認められなかったが,ジ ストロフィー筋の

静止膜電位に回復が認め られた。3)フ ェニ トインは,Na+一K+ATPase活 性 を阻害するウア

バイン処理で低下 した正常マウスの神経支配筋の静止膜電位に回復効果を示さなかった。4)ジ

ス トロフィーマウスの前肢筋と後肢筋の両方で,カ テプシンB,L活 性はジストロフィー症の現

われない幼若時において顕著に上昇 していた。ジス トロフィー症状は,成 長に伴って後肢に現わ

れたが,前 肢には現われなかった。即ち,1),2)の 結果より,ジ ス トロフィー筋のアセチルコ

リン拘縮反応性 と静止膜電位低下の原因が,除 神経筋 と異なることは明 らかである。また,フ ェ

ニ トインによるジス トロフィー筋の静止膜電位の回復が,Naポ ンプ刺激作用に起因 したもので

ないことが3)の 結果より示唆される。クロラムフェニコールが,無 傷の神経の栄養的支配に影

響を及ぼさない(第1編)こ とと考え合わせると,1)の 結果は,ジ ス トロフィー筋が神経支配

筋であることを示唆 しているものと理解で きる。従 って,神 経の栄養的支配下にある静止膜電位

とアセチルコリン感受性がジス トロフィー筋で変化 していることは,同 症の神経の栄養的支配に

異常のあることを示唆 している。4)の 結果は,筋 ジス トロフィー症と神経の栄養的支配の関係

を直接示すものではないが,ジ ス トロフィー症の発現に,神 経の栄養的支配の異常に起因すると

考えられる筋再生の欠陥が想定される。

第皿編では,筋 ジス トロフィーマウス(C57BL/6J-dy)の 自発運動量,生 存期間,血 清 クレ

ァチンホスホキナーゼ(CPK),筋 のカテプシンB,L活 性及び筋 タンパク含有に及ぼすE-64

とE-64-d,及 びキモスタチ ンの効果 を検討 し,次 の結果を得 た。 ジス トロフィーマウスの運動

量 は正常マウスに比べて著 しく低下 しており,症 状の進行に伴 ってその低下 は更に著明となる。

E-64,E-64-d,キ モスタチンを6週 令か ら投与す ると,運 動量の減少が緩やか となった。ま

た,ジ ストbフ ィーマウスの血清CPK活 性 は,正 常マウスに比べて高かったが,上 記薬物の投

与によって減少 し,生 存期間 も延長された。キモスタチンにっいては,筋 タンパク含量に及ぼす

影響も検討 したが,ジ ストロフィー筋で投与後増加が認められた。また,E-64-dは,筋 のカテ

プシンB,L活 性に対 して有意ではないが抑制傾向を示 した。以上の結果より,こ れら上記プロ
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テアーゼ阻害薬が筋ジストロフィー症の進行抑制に有効であることが示唆された。

以上の結果をまとめると,神 経の栄養的支配に ミトコンドリァで合成されるタンパク質の関与

していること,及 び筋 ジストロフィー症の神経の栄養的支配に欠陥のあることが示唆された。栄

養的支配を担 うタンパク質に関する今後の研究は,ジ ストロフィー症の成因に関与する重要な知

見を提供するものと思われる。一方,同 症に著効のある治療薬は現時点において皆無である。そ

れゆえ,上 記のプロテアーゼ阻害薬に有効性が示唆されたことは,同 症の成因究明とともに,今

後の治療薬開発の面か らも興味ある知見といえよう。
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審 査 結 果 の 要 旨

筋 ジス トロフィー症 は,主 として骨格筋が選択的かっ進行性に障害される遺伝的筋疾患であ

り,有 効な治療法も確立 されていない難病の一つである。最近,筋 の正常機能維持を司る支配神

経の作用,す なわち興奮伝導以外の神経の筋肉に対する"栄 養的支配"の 変調 としてその病態を

理解する考え方が提唱され てきた。 しかし,正 常状態での栄養的支配の本体についてすら未詳の

部分が多い。また,筋 ジス トロフィー症ではプロテアーゼ活性上昇に起因す ると考え られる筋 タ

ンパク含量の減少が知 られている。本研究では以上の背景を踏まえて,筋 ジス トロフィーマウス

およびその対照マウスを用 いて栄養的支配について基礎的な検討を加え,更 に栄養的支配 と筋 ジ

ス トロフィー症 との因果関係およびタンパ ク分解酵素阻害薬による筋 ジストロフィー症の改善効

果の可能性について検討を行 ったものである。

第1編 では長趾伸筋に残存する神経断端の長さの異なる神経一筋標本を用い,ア セチルコリン

拘縮反応,お よび静止膜電位等の筋機能指標に対する各種 タンパ ク合成阻害薬の影響を比較検討

し,① 栄養的支配 には神経伝達物質アセチルコリンの関与は認め られないこと,② 栄養的支配に

は神経の ミトコンドリアで合成されるタンパ ク質が関与 していることを明らかにした。

第2編 では筋 ジストロフィーマウスと対照正常マウスの長趾伸筋の除神経筋を用い,ア セチル

コリン拘縮反応および静止膜電位に対するフェニ トイ ン,ミ トコンドリア蛋白分解酵素阻害薬 ク

ロラムフェニコールの影響を比較検討 し,ジ ス トロフィー筋 は神経支配筋ではあるが栄養的支配

の欠陥を示唆する知見を得た。

第3編 では筋ジストロフィーマウスの自発運動量,生 存期間,血 清クレアチニンホスホキナー

ゼ,筋 カテプシンB,L活 性,筋 タンパ ク含量を指標 として,チ オールプロテアーゼ阻害薬エポ

キシド誘導体とセリンプロテアーゼ阻害薬キモスタチ ンの効果を検討 したもので,こ れ らプロテ

ァーゼ阻害薬は筋 ジス トロフィー症の進行抑制に有効であることを見出 した。

本研究で得 られた新知見は筋 ジストロフィー症の成因究明の一助とな り,更 に今後の治療薬開

発に有用な情報を提供 した ものと評価されよう。

以上,本 研究内容は学位論文として価値あるものと判断する。
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