
筋ジストロフィー

A．研究目的
デ ュ シ ェ ン ヌ 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー

(Duchenne

は、細胞の裏打ちタンパク質をコードし、

染色体上に存在するジストロフィンの遺伝子

異常によって発症する、進行性の筋疾患であ

る。人種や地域に関係なく出生男子約３５０

０人に１人の割

しているが、治療法に関しては、遺伝子治療

や再生移植治療の研究が進められているが、

いずれも研究段階である。

本研究では、

カーとなる尿中プロスタグランジン

代謝物の酵素免疫測定法

測定法確立を目的とした抗体作製と尿中

PGD2 代謝物と病態進行度の相関を

デル(mdx)

的とする。

 
Ｂ．研究方法

【研究要旨】
デュシェンヌ型筋ジストロフィー

は呼吸不全により死亡する極めて重篤な遺伝子筋疾患である。

損により発症する事が明らかになったが、病態の進行が患者によって大きく異なる等、

態の進行機構

病態の進行マーカーも未だに確立されていない。

我々は、筋ジスの治療法や病態評価指標の研究を続け、

が欠損した

襲性マーカーになることを示し、患者団体の協力を得て、尿中

脱酵素としての血中

筋ジス患者のリハビリに伴い増加することを見出した。

本年度は、尿中

体を作製した。

代謝物の抑制を伴う病態の軽減効果
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損により発症する事が明らかになったが、病態の進行が患者によって大きく異なる等、

は不明である。そのため、診断が容易であるが、

病態の進行マーカーも未だに確立されていない。
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はジストロフィン蛋白質欠
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有効な治療法は確立されておらず、

と同様にジストロフィン遺伝子

代謝物が病態進行度を予測する非侵

代謝物量が筋断裂に伴う逸

値とは異なる筋繊維の二次炎症傷害の指標となることや、ベッカー型
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の簡

易測定法の確立を目的とした特異的モノクロ
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低分子化合物の tetranor-PGDM (C16H24O7, 

分子量 328、図 1) に対する特異的抗体を作製

するために、Keyhole Limpet hemocyanin 

(KLH) をキャリアタンパク質とした複合体

(KLH-tetranor-PGDM) を抗原として用いた。

これを2種類のPGD合成酵素 (造血器型PGD

合成酵素およびリポカリン型 PGD 合成酵素）

遺伝子を欠損させた雌性マウス (Balb/c 背景) 

に免疫した。 

経時的な採血による抗体価の確認と追加

免疫を行い、最終的に脾細胞を採取した。続

いて、細胞融合を行い、得られたハイブリド

ーマの特異性は、抗原である tetranor-PGDM

と尿中に排泄される各種プロスタグランジン

の 代 謝 物 で あ る PGE2 代 謝 物 

(tetranor-PGEM) 、 PGF2α 代 謝 物 

(tetranor-PGFM) およびトロンボキサン (TX) 

A2 代謝物 (2,3-dinor-TXB2) を比較対照として

用いてスクリーニングを行った。続いて、ヒト尿を

用 い て EIA 法 を LC-MS/MS 法 に よ る

tetranor-PGDM 測定を行い、相関性を比較し

た。 

更 に 、 tetranor-PGDM の 分 解 物 で あ る

tetranor-PGJM に対する交叉性も調べた。 

 

(2) 筋ジストロフィーモデルマウスへの H-PGDS

阻害薬の投与による病態の軽減と尿中 PGD2 代

謝物の抑制 

mdx マウス (4 週齢、 n=17) に、混餌(0%、

0.01%、0.1%) にて経口投与で有効な H-PGDS

選択的阻害薬 (TAS-205) を 1 か月間投与した。

自発運動量並びに組織化学染色により病態を

評価した。自発運動量は、解剖の 3 日前から赤

外線センサー行動量測定装置を用いて測定し

た。 

尿は病理組織検索を目的とした解剖の前々

日より解剖前日までの暗期約 12 時間の尿を代

謝ケージを用いて採取した。 

尿中の tetranor-PGDM および tetranor-PGEM

は、液体クロマトグラフィー・タンデムマススペクト

ル (LC-M/MS) 法を用いて分析した。 

病理組織 (横隔膜) は、摘出後に液体窒素

で冷却したイソペンタン内で凍結することで凍結

ブロックを作成し、クライオスタットで薄切 (7µm) 

した。切片は、ヘマトキシリン・エオジン染色 (HE

染色) 或いは抗マウス IgG 抗体で免疫染色した。

抗 IgG 染色される壊死部は、顕微鏡画像を電子

フ ァ イ ル 化 し た 後 、 解 析 ソ フ ト  (BZ-9000 、

KEYENCE) を用いて切片の全体面積、および

壊死面積を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

 実験動物を用いる研究については、公益財団

法人大阪バイオサイエンス研究所動物実験委員

会の動物実験指針に準拠して実施した。実験計

画は動物実験委員会の承認を得ている。また、

麻酔使用等により動物愛護上の倫理的配慮を

行い、適切な環境のもとで飼育管理を行った。 

 

Ｃ．研究結果 
(1) Tetranor-PGDM に特異的なモノクロー

ナル抗体の作製 

生体内で PGD2 がほとんど産生されない

PGD 合成酵素遺伝子欠損マウスに KLH をキ

ャリア蛋白質とし複合体抗原 

(KLH-tetranor-PGDM) を免疫したところ、

tetranor-PGDM に対する高い抗体価を示す血

清を得ることができた。追加免疫後に得られ

た脾細胞を用いて、細胞融合を行い、得られ

たハイブリドーマをスクリーニングしたとこ

ろ、対照とした tetranor-PGEM 、

tetranor-PGFM 、2,3-dinor-TXB2 に対する交叉

性が 1/100 以下の特異性の高い 5 つの単クロ

ーンを得た。 

続いて、5 つのクローンを用いて EIA 法に

よる測定系を構築した。予め抗マウス IgG ウ
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は用量依存的にかつ有意に抑制された (6.6
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Ｄ．考察 

生体内でプロスタグランジン (PG) D2 が

産生されない、PGD 合成酵素欠損マウス 

(Balb/c 背景) に PGD2代謝物との KLH をキャ

リアタンパク質とした複合体を免疫すること

により高い抗体価を得ることができた。他の

PG 代謝物に比べて 100 倍以上高い特異性を

示す 5 つのクローンを用いた EIA 測定法と

LC-MS/MS 法による尿試料測定を行ったとこ

ろ、いずれのクローンも LC-MS/MS と良好な

相関を示したが、測定値は大きな隔たりがあ

った。この結果から、尿試料中に

tetranor-PGDM と類似した化学構造を有し、

かつ同様の体内動態を示す未知の化合物の存

在が示唆された。 

DMD と同様にジストロフィン遺伝子の異

常を示す mdxマウスに H-PGDS 特異的阻害薬

を与えると、尿中 PGD2 代謝物の抑制と病態

の軽減、壊死の抑制が認められたことから、

尿中 PGD2 代謝物は筋壊死の新たな進行マー

カーになりうると考えられる。 

 

 

Ｅ．結論 
(1) Tetranor-PGDMと tetranor-PGJMに特異
性の高いモノクローナル抗体を作製した。 
 
(2) mdx マウスに H-PGDS 阻害薬を投与す
ると尿中 tetranor-PGDM の抑制を伴った
病態の軽減が観察された。 
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