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原 著

ジストロフィンは，筋ジストロフィーの原因たんぱく
としてよく知られているが，近年，筋細胞のみでなく広
く体内に分布していることが明らかにされてきた．また
ジストロフィン遺伝子中には複数の独立したプロモータ
ーが存在しており，full-lengthジストロフィン（427kDa）
に加えて様々な大きさのジストロフィンアイソフォーム
（260kDa, 140kDa, 116kDa, 71-75kDa）が発現してくるこ
とが知られており，分子量によってそれぞれDp260,
Dp140, Dp116, Dp71とよばれる．ジストロフィンアイソ
フォームは筋細胞には発現せず，主に中枢神経系や末梢
神経，腎臓，肝臓などで発現している．また中枢神経に
おいては，ジストロフィンアイソフォームのなかでも
71-75kDaのDp71が著明に多いことが示されている14）．
筋ジストロフィーモデル動物であるmdxマウスは

C57BL/10系統のマウスの突然変異によって生じたもの
で，1984年にBulfieldらによって発見された．mdxマウ

緒　　言 スのジストロフィン遺伝子ではexon23の3185番目のCが
Tに置き換わったためにCAA（Gln）であるべきコドン
がTAA（終止コドン）になっている22）．つまりmdxマウ
スではNH２-teminalからロッドの1/3のところで合成が
ストップしてしまうために，full-lengthジストロフィン
が欠損するとされている28）．Dp260, Dp140, Dp116, Dp71
ジストロフィンアイソフォームの各プロモーターは，ポ
イントミューテーションを起こしている部位より下流に
存在する５，17）ため，mdxマウスではfull-lengthを除いた
ジストロフィンアイソフォームが産生されうるが，同一
遺伝子内の異常が下流のプロモーターに全く影響を与え
ないかどうかは不明である．つまりmdxマウスにおいて，
ジストロフィンアイソフォームのたんぱく産生がwild-
typeマウスと同様に行われるかどうかは不明である．
骨格筋細胞におけるジストロフィンの機能に関しては
多くの研究がなされており，ジストロフィンは棒状のた
んぱくで細胞膜下に位置し，細胞骨格のアクチンと膜貫
通たんぱくのジストログリカンをつなぐことで細胞膜の

様々な大きさのジストロフィンアイソフォーム（427kDa, 260kDa, 140kDa, 116kDa, 71-75kDa）が広
く体内に存在していることはよく知られている．中枢神経系においては71-75kDaのDp71が著明に多く，
毛細血管の内皮の基底膜に接しているアストロサイトの細胞質に局在することが報告されている．し
かしながらDp71の機能についてはよくわかっていないことが多い．そこで今回，脳組織におけるDp71
の役割を調べるために，コントロールマウス（wild-typeマウス）およびデュシャンヌ型筋ジストロフィ
ーモデル動物であるmdxマウスを用いて実験的脳梗塞を作成し，その治癒過程を形態学的に観察した．
また，GFAPおよびDp71に関して生化学的に分析をおこなった．
HE染色およびGFAP免疫組織学的染色の結果から，形態学的にはmdxマウスとコントロールマウスの
脳に違いは認められなかった．しかしながら，mdxマウスの脳において，Dp71の発現量がコントロー
ルマウスよりも少ないことがわかった．またmdxマウスにおいて，脳梗塞の修復過程におけるアストロ
サイトの反応がコントロールマウスよりも弱いことがわかった．これらの結果から，mdxマウスの脳に
おいて，アストロサイトの機能，アストロサイトの血管新生に関わる機能の障害されていることが示
唆された．
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強化や，細胞を細胞外マトリックスに固定する役割を果
たしているといわれている９）．一方筋ジストロフィー患
者は知的障害を合併しやすいことが知られており４, ７, 13, 18），
1998年に脳におけるfull-lengthジストロフィンの発現が
報告されてから（Chamberlain JS et al.），中枢神経系に
おけるジストロフィンの役割についての研究が報告され
始めているが，脳におけるジストロフィンファミリーが
どのような構造をとり，どのような働きをしているのか，
ほどんどわかっていない．full-lengthジストロフィンの
局在に関しては，免疫電顕19）や，in situ hybridizationの
研究14）で，小脳のプルキンエ細胞や，大脳皮質および海
馬の錐体細胞の細胞体と樹状突起に発現していることが
示されている．また近年，血管内皮細胞における発現が
報告16）されている．in vivoでは，アストロサイトにおけ
るfull-lengthジストロフィンの発現は認められていない15）．
発育途上にある脳において，血液脳関門の発達ととも
にジストロフィンアイソフォーム発現が増加するという
報告がある11）．これはin vitroの研究10）から，アストロサ
イトに発現するDp71であると推察される．アストロサ
イトは毛細血管とニューロンとの間に介在するような位
置をとっている．血液脳関門は血管内皮細胞，周皮細胞
およびアストロサイトによって構成されている機構であ
るが，近年，血液脳関門の機能構築を促すのはアストロ
サイトであるとの報告が多く１, 21, 23, 26），またGhazanfari８）

は，血液脳関門の本体はアストロサイトであると述べて
いる．
今回は脳梗塞後の治癒過程におけるアストロサイトの
動態に注目し，筋ジストロフィーモデル動物であるmdx
マウスとwild-typeマウスを比較することで脳におけるジ
ストロフィンの役割を検索することとした．

C57BL/10SnSlcマウス（以下wild-typeマウスとする）
（５～９週齢）39匹，C57BL/10-ScSn-mdxマウス（以下
mdxマウスとする）（５～７週齢）31匹を用いた．なお，
実験に使用した動物は，広島大学動物実験施設の動物飼
育ガイドラインに沿って飼育された．また実験は広島大
学医学部における倫理委員会の承認を得て行われた．
麻酔下（抱水クロラール400mg/㎏腹腔内投与）にて

頸部を正中切開し，右総頚動脈を二重結紮した．その後，
右側頭部を切開して右中大脳動脈末梢を焼灼し，右半球
に脳梗塞を作成した．
脳梗塞を作成しないnon-op群としてwild-typeマウス11

匹，mdxマウス９匹を使用した．Op群は手術後１日
（wild-typeマウス５匹，mdxマウス４匹），３日（５匹，
３匹），５日（４匹，３匹），１週（５匹，６匹），２週
（３匹，４匹），３週（２匹，２匹）とした．

対象と方法

組織学的・免疫組織学的検索

麻酔下にて生理食塩水25mlと固定液50mlで経心灌流
固定し，脳および前脛骨筋を摘出した．その後パラフィ
ン切片を作成しヘマトキシリンーエオジン染色（以下
HE染色とする）およびアストロサイトに特異的な細胞
骨格であるglial fibrillary acidic protein（以下GFAPとす
る）を認識するGFAP抗体を用いてABC法で免疫組織学
的染色を行った．また凍結切片を作成しfull-lengthジス
トロフィン（427kDa）のみを認識するNCL-DYS１抗体，
ジストロフィン全てのC端を認識するNCL-DYS２抗体を
用い，ABC法で免疫組織学的染色を行った．

生化学的検索（western blotting法）

麻酔下にて，25ml生理食塩水で経心灌流し脳および
前脛骨筋を摘出した．脳は摘出後，小脳・嗅脳を取り去
り，左右半球に切り分けさらに前額断に４等分した．４
等分したうち腹側から２番目の左右切片を今回の解析に
使用した．たんぱく質の抽出はLouiseら（1999）の方法
に従って行った．組織湿重量（g）×19,000μlのサンプ
ルバッファ中でポリトロンホモジナイザーを用いてホモ
ジナイズした．得られた抽出液をSDS-ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動で分離しPVDFメンブレン（DYS１抗
体使用時），ニトロセルロースメンブレン（GFAP抗
体・DYS２抗体使用時）へトランスファーした．次に
GFAP抗体，DYS１抗体およびDYS２抗体でメンブレン
の免疫染色を行い化学発光によりX線フィルム上に記録
した．フィルム上の写されたバンドをデジタルカメラで
コンピューターに取りこみ，NIH-Image1.62で解析した．

１．non-op群におけるwild-typeマウスとmdxマウスの

比較

HE染色およびGFAP免疫染色において，組織学的・
免疫組織学的にwild-typeマウスとmdxマウスに差異は認
められなかった．
ウェスタンブロッティングによりwild-typeマウスの脳

および前脛骨筋において427kDaジストロフィンが検出
されたのに対して，mdxマウスでは427kDaは検出され
なかった．
また，wild-typeマウスおよびmdxマウスの両方の脳で

71kDaジストロフィンアイソフォームが検出されたが正
常な状態での発現量は有意にwild-typeマウスの方が多か
った（p<0.01）（Fig.1）（以下全てグラフの値はwild-type
マウスのnon-op群のうちの特定のサンプルを100として
算出した）．脳のDYS２免疫染色ではwild-typeマウス，
mdxマウス共に毛細血管に沿って陽性反応がみられた

結　　果
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が，wild-typeマウスの方が染色性が強かった．前脛骨筋
において，Dp71ジストロフィンアイソフォームはいず
れのマウスでも検出されなかった．
アストロサイトの中間径フィラメントであるGFAPの

発現量はwild-typeマウスおよびmdxマウスで有意差が認
められなかった（p<0.05）（Fig.2）．

２．術後の経過について

HE染色

術後１日ではwild-typeマウス・mdxマウス共に，ほ
ぼ右半球全体に及ぶ広い範囲に浮腫がおこっていた
が，術後３日になるとwild-typeマウス・mdxマウス共
に，浮腫は軽減した．それと同時に右大脳皮質の３分
の１から２分の１に限局して凝固壊死に陥った部分
（梗塞巣）が見られた（Fig.3）．
術後５日で，梗塞巣の内部に向かって毛細血管が新
生しマクロファージの浸潤が見られるようになった

が，mdxマウスではwild-typeマウスと比較して新生毛
細血管やマクロファージの数が少なかった．術後１週
になると梗塞部位の毛細血管がさらに増加し，wild-
typeマウスでは壊死組織を貪食して肥大したマクロフ
ァージが毛細血管周囲に多数見られた．mdxマウスで
もマクロファージが現れていたが，貪食肥大したもの
は少なかった（Fig.4）．術後２週になるとwild-typeマ
ウスでは，壊死組織は減少し，梗塞周辺部にグリア細
胞が多数観察された．毛細血管・マクロファージは減
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Fig.2  non-ope群におけるGFAP発現量の比較．アストロサイ
トの細胞骨格であるGFAPの発現量は，wold-typeマウ
スおよびmdxマウスで有意差が認められなかった
（p<0.01）．

Fig.1  non-ope群におけるDp71発現量の比較．wild-typeマウ
スおよび mdx マウスの両方の脳で71kDaジストロフィ
ンアイソフォームが検出されたが，正常な状態での発現
量は有意にwild-typeマウスの方が多かった（p<0.01）．

Fig.3  脳の前額断（右半球）．
Ａ）wild-typeマウスnon-ope群．
Ｂ）wild-typeマウス術後３日． Scale Bar,１㎜



少傾向にあった．mdxマウスでは，肥大したマクロフ
ァージが増加したが，壊死組織はまだ残っていた．毛
細血管は減少していた．術後３週，wild-typeマウスで
は新生した毛細血管・マクロファージはほとんど見ら
れなくなった．梗塞巣周辺部にグリア細胞が集まり，
梗塞巣の周辺部で限界膜を形作っていた．mdxマウス
では毛細血管が減少し，壊死組織も見られなくなった
が限界膜形成には至らなかった．Wild-typeマウスの
術後５週では梗塞巣の毛細血管・マクロファージはほ
ぼ消失し，限界膜のグリア細胞が増加していた．術後
12週（wild-typeマウス），壊死組織は見られなくなり，
皮質の表面では線維化が起こっていた．

GFAP免疫染色（Fig.5）

Non-op群では海馬や外包・内包といった白質・脳
室周囲に線維性アストロサイトが観察されたが，皮質に
はGFAP陽性の細胞はほとんど認められなかった．wild-
typeマウスとmdxマウスに差異は認められなかった．
Op群の術後１日では，右半球において活性化され

endfeetのはっきりと染色されたアストロサイトが散
見された．対側でもやや活性化されたアストロサイト
が観察された．術後１日ではwild-typeマウスもmdxマ
ウスも同じような反応であったが，mdxマウスの方が

活性化の度合いが低かった．術後３日になると梗塞巣
の周辺部に限局してGFAP陽性細胞が肥大・増加して
いるのが観察された．対側半球でも活性化されたアス
トロサイトが観察された．mdxマウスではwild-typeマ
ウスと比較してGFAP陽性細胞の肥大・増加の程度が
左右半球ともに少なかった．術後５日から５週にかけ
て，wild-typeマウスでは梗塞巣の周辺部のみならず脳
全体で活性化したアストロサイトが観察されるように
なった．wild-typeマウスでは術後５日から梗塞巣に向
かって突起をのばすアストロサイトが観察され，術後
１週から限界膜の形成が始まるが，mdxマウスでは術
後１週から梗塞巣に向かって突起をのばすアストロサ
イトが観察され限界膜の形成は術後２週でようやく観
察された．mdxマウスの術後３週の様子は術後２週と
あまり変化せず反応性アストロサイトの大きさも
wild-typeマウスと比較して小さく突起が短かった．
wild-typeマウスは12週たつと活性化したアストロサイ
トが見られなくなった．

ウェスタンブロッティングによるGFAPの定量化

右半球において，wild-typeマウスにおける発現量は，
術後１週でプラトーに達し術後５週まで高いレベルを
維持するが，mdxマウスは術後２週をピークに術後３
週では減少していた．発現量は全体的にmdxマウスの
方が低レベルで推移し，免疫組織学的検索の結果を裏
付けるものとなった（Fig.6, 7）

１．mdxマウスの脳組織では，脳梗塞後の治癒が遅延

する

今回，non-op群の脳および筋を免疫組織化学的・生化
学的に比較検討したところ，mdxマウスの脳および筋に
はfull-lengthジストロフィンの発現が認められず，今回
使用したmdxマウスのジストロフィン遺伝子の機能不全
が確認された．
組織学的検索としてHE染色によるwild-typeマウスと

mdxマウスの脳の比較検討を行ったところ，non-op群の
脳組織の形態に違いは認められなかった．しかし脳梗塞
後の修復過程を比較すると，術後５日からmdxマウスの
最終タイムポイントである３週まで，梗塞巣における毛
細血管の新生，マクロファージの出現・貪食，アストロ
サイトによる限界膜の形成などでmdxマウスの反応は
wild-typeマウスよりも遅れる傾向にあった．このことか
らmdxマウスの脳には何からの機能障害が存在すること
が示唆された．

考　　察
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Fig.4  梗塞巣における毛細血管新生およびマクロファージの出
現．HE染色．Ａ）wild-typeマウス術後１週．Ｂ）mdx
マウス術後１週．Scale bars, 50μm.
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Fig.5  梗塞巣境界面．
Ａ）wild-typeマウスnon-ope群．Ｂ）mdxマウスnon-ope群．Ｃ）wild-typeマウス術３日．Ｄ）mdxマウス術後３日．
Ｅ）wild-typeマウス術後３週． Ｆ）mdxマウス術後３週．＊は梗塞巣を示す． Scale bars, 100μm．

Fig.7  脳梗塞作成後におけるGFAP発現量の経時的変化．右半球
において，wild-typeマウスは術後１週でプラトーに達し術
後５週まで高いレベルを維持するが，mdxマウスは術後２
週をピークに術後３週では減少していた．発現量は全体的
にmdxマウスの方が低レベルで推移し，免疫組織学的検索
の結果を裏付けるものとなった．

Fig.6  GFAP陽性を示したバンドの一例．
各レーン２μ１アプライ．



２．脳梗塞後におけるアストロサイトの反応について

成体の脳においてアストロサイトは，ニューロンの支
持・栄養，イオン環境の整備を行うと考えられているが，
病態時においては様々な神経保護的機能を果たすことが
知られている．なかでも，シナプス間隙から興奮性神経
伝達物質である細胞外グルタミン酸を積極的に取り除く
ことによって神経細胞を興奮毒性から守る役割は重要で
あると言われている20, 25）．その他にもアストロサイトは，
ニューロンが興奮するとニューロン内から流出する細胞
外カリウムイオン濃度上昇の緩和や，各種のサイトカイン
放出によりニューロンを保護するとも言われている２, ３, ６）．
また，梗塞直後からその周囲のアストロサイトは肥大，
増殖し，梗塞巣周辺に集積し壊死部を境界，分離する12）

など，アストロサイトは脳損傷後の修復過程で重要な役
割を果たしていると考えられている．
今回，full-lengthジストロフィンの欠損した脳におい

て，GFAPの発現量は少ない傾向があるもののwild-type
マウスと有意差が認められなかった．免疫組織学的にも
GFAPの局在，染色態度に差異は認められなかった．術
後１日の浮腫の程度もwild-typeマウスとmdxマウスで組
織学的に同程度であったが，術後１日からmdxマウスの
アストロサイトには形態学的変化の遅れが観察された．
右半球におけるGFAP発現量増加の程度もwild-typeマウ
スと比較すると少なく，wild-typeマウスは術後１週から
ほぼプラトーに達し術後５週でも発現量のピーク値を保
ったまま推移しているのに対してmdxマウスでは術後２
週にwild-typeマウスのピーク値の約７割の発現量でピー
クを迎え，術後３週ではすでに減少傾向にある．GFAP
発現量が少ないのは免疫組織学的染色の観察と照らし合
わせてみてGFAP陽性細胞（つまりアストロサイト）の
数が少ないこと，および各アストロサイトの突起が短く
大きさが小さいためひとつの細胞に含まれるGFAPが少
ないことが影響していると考えられる．アストロサイト
の細胞数が少ないということは，細胞外のグルタミン酸
やカリウムイオンの処理が進みにくいことを意味する．
また修復を促すアストロサイト由来のNerve Growth
Factorをはじめとする様々なサイトカイン24）の発現も十
分でないことも考えられ，梗塞巣の修復が遅れる原因と
なりうる．
３．脳梗塞後のアストロサイトの反応が弱いのはなぜか

mdxマウスはfull-lengthジストロフィンの欠損が特徴
とされているが，アストロサイトにはfull-lengthジスト
ロフィンは発現しないといわれており15），full-lengthジ
ストロフィンの欠損が直接アストロサイトに影響すると
は考えにくい．アストロサイトは血管とニューロンを介
在する位置におり，三者が相互に関連しあって脳内環境
を保ち，脳梗塞後には障害を受けたニューロンや血管内
皮細胞がサイトカインを放出してアストロサイトを活性

化させることが報告されている24, 27）．ニューロンや血管
内皮細胞にはもともとfull-lengthジストロフィンが発現
しているといわれており，ジストロフィンが欠損するこ
とでこれらの細胞が何らかの機能障害を来し，アストロ
サイトの活性化がおこりにくいことが考えられる．また，
アストロサイトに発現するといわれるDp71の発現量は
non-op群のmdxマウスで有意に少なく，一方でGFAPの
有意差は認められなかったことおよび免疫組織学的検索
の結果から，mdxマウスのnon-op群ではアストロサイト
の数には違いがなく，個々のアストロサイトに発現する
Dp71が少ないと推察される．そのためアストロサイト
自体にも障害がある可能性が考えられる．Dp71の発現
量が少ないことについては，ジストロフィン遺伝子のポ
イントミューテーションがDp71のプロモーターに何ら
かの影響を与えている可能性も否定できない．

本研究では脳梗塞後の治癒過程におけるアストロサイ
トの動態に注目し，筋ジストロフィーモデル動物である
mdxマウスとwild-typeマウスを比較することで脳におけ
るジストロフィンの役割に関する知見を得ることを目的
とした．今回の実験の結果から，mdxマウスの脳組織で
は損傷部の修復が遅く，何らかの機能障害があることが
示唆された．そのひとつとして，損傷部修復にはたらく
べきアストロサイトの反応が弱いことがわかった．この
原因については，アストロサイトに影響を及ぼすニュー
ロンおよび血管内皮細胞の機能障害，あるいはジストロ
フィン遺伝子内のポイントミューテーションがDp71の
プロモーターに影響しDp71産生減少の可能性が考えら
れた．
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It is now well known that dystrophin isoforms (427kDa, 260kDa, 140kDa, 116kDa, 71-75kDa) are widely
distributed throughout our body. In the central nervous system a considerable amount of Dp71 (71-75kDa)
is found in the perivascular cytoplasm of the astrocytes. However, the function of this dystrophin is still
unknown. To investigate the role of Dp71 in the brain tissue, cerebral infarction was induced in the control
(wild-type) mouse and mdx mouse which is known as an animal model of human muscle dystrophy
(Duchenne type), and morphological changes of the infarcted area were observed during repair of the
infarction. In addition, biochemical analysis of GFAP and Dp71 was carried out in the brain of the control
and mdx mouse.
In our present study, there were no differences in brain morphology between mdx and control mouse as
revealed in H-E stain and GFAP immunohistochemistry. However, the Dp71 were smaller in quantity in
the brain of the mdx mouse than that of the control mouse. The reaction of astrocytes during repair of
cerebral infarction was distinctly delayed in the mdx mouse compared with that of the control mouse.
These findings suggest that the astrocytes in the brain of the mdx mouse are functionally impaired
including perivascular cytoplasmic processes with relation to neo-vascularization.


