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【研究の背景】 

Dystonin（DST）は、細胞構造の維持や細胞接着に寄与する細胞骨格連結タンパク質であり、神経型の DST-a、筋肉型の

DST-b、皮膚型の DST-e という 3 種類のアイソフォームが存在する（Yoshioka et al., Anat Sci Int, 2024）。DST-a/b 遺伝子

変異により発症する遺伝性感覚性自律神経性ニューロパチー6 型（HSAN-VI）や、DST-e 遺伝子変異により発症する単純

型表皮水疱症などが知られていたが、筋組織における DST-b の役割については不明であった。これまでに研究代表者は、

筋肉型の Dst-bアイソフォームに特異的な遺伝子変異マウスを作製して、高齢の Dst-b変異マウスにおいてｐ62やユビキチ

ンを含むタンパク質凝集体の形成を伴うミオパチーと心筋症を見出し、Dst-b が横紋筋の維持に必須である事を報告した

（Yoshioka et al., eLife, 2022）。一方で、Dst-b 変異マウスの心筋細胞に形成される蛋白質凝集体の形成機序や構成分子

については不明であり、DST 遺伝子変異による遺伝性心疾患の病態解明に向けた研究が求められている。 

 

【目  的】 

我々は、高齢のDst-b変異マウスの心筋細胞においてｐ62やユビキチンを含むタンパク質凝集体が形成されることを見出

しており、Dst-b 変異マウスの心筋細胞でのトランスクリプトーム解析により、小胞体ストレス応答に関わる遺伝子群の発現上

昇が示されている。本研究では、異常タンパク質のリフォールディングに関わる小胞体ストレス応答や、分解処理に関わるオ

ートファジーに着目し、Dst-b 変異マウスの心筋細胞に形成される蛋白質凝集体の形成機序と構成分子の検証することで、

遺伝性心疾患の病態機序の解明を目的とした。 

 

【方  法】 

【① Dst-b 変異マウスの心筋組織における分子発現解析】 

4％パラホルムアルデヒド（PFA）で灌流固定した Dst-b変異マウスの心臓をパラフィン包埋して、ロータリーミクロトームを用

いて 10μm 厚のパラフィン切片を作成した。脱パラしたパラフィン切片に対して、抗 p62 抗体、抗 HspA1L 抗体、抗 Hsp25

抗体、抗 MVP 抗体などの一次抗体を反応させて免疫組織化学を実施した。 

【② Dst-b 変異マウスの心筋組織からの核分画の調整】 

タンパク質凝集体を含む核分画を精製するために、Dst-b 変異マウスの心筋組織から Nuclear Extract Kit（Active Motif）

を使用して、細胞質分画と核分画を調整した。ウェスタンブロットにより核分画の純度を検証した上で、プレパラート上に核分

画を固定して、p62 や Sumo2/3、LaminA/C などを免疫染色することで、タンパク質凝集体が核分画に含まれるかを検証した。 

 

【結  果】 

【① Dst-b 変異マウスの心筋組織における分子発現解析】 

Dst-b変異マウスの心筋組織において発現上昇する小胞体ストレス応答関連遺伝子のうち、熱ショックタンパク質のHsp25



 

と HspA1L の分布を調べたところ、Hsp25 が細胞質に凝集するのに対して、HspA1L が核内に凝集した（図 1）。また p62 の

核内凝集体と HspA1L は完全には一致しないことから、HspA1L 凝集体は p62 凝集体とは別の構造として形成された。 

 

次に、オートファジー関連分子の発現解析を行った。過去の報告から p62 体を介した選択的オートファジーの基質として

細胞内小器官のヴォルト（vault）が知られており、オートファジー機能低下によって、ヴォルトが異常に蓄積することが報告さ

れている（Kurusu et al., Dev Cell, 2023）。今回、ヴォルトの主要構成分子である MVP （Major vault protein）が、Dst-b 変異

マウスの心筋細胞に異常に蓄積した（図 2）。この結果は、p62体を介した選択的オートファジーの機能不全を示唆している。 

 

【② Dst-b 変異マウスの心筋組織からの核分画の調整】 

また細胞質と核内に凝集するタンパク質を区別して解析するために、心筋組織から細胞質分画と核分画を調整した。Dst-

b 変異マウスの心筋組織から調整した核分画内では、組織切片と同様に p62 ならび Sumo2/3 陽性の凝集体が観察された

（図 3）。この結果から、タンパク質凝集体を有した状態の核分画の調整法を確立できた。 

 



 

【考  察】 

研究代表者が解析している Dst-b 変異マウスは、Dst-b アイソフォームのみを選択的に欠失する世界で唯一のモデル動

物であり、骨格筋と心筋の変性を伴うミオパチーと心筋症を発症することから横紋筋の維持における Dst-b アイソフォームの

重要性が明らかになっていたが（Yoshioka et al., eLife, 2022）、Dst-b 変異マウスの心筋細胞に形成されるタンパク質凝集体

については、その形成機序や構成分子などは十分に分かっていない。 

本研究において、心筋細胞におけるタンパク質凝集体の構成分子として、MVP を初めて同定した。MVP は選択的オート

ファジーの基質である細胞内小器官のヴォルトの構成分子であり、オートファジー機能不全によって組織内に蓄積することが

報告されている（Kurusu et al., Dev Cell, 2023）。MVP 以外にもオートファジーに関連する幾つかの分子が蓄積することも確

認しており、Dst-b変異マウスの心筋細胞ではオートファジー機能不全がタンパク質凝集体の形成に関与すると考えられた。 

さらに本研究では、熱ショックタンパク質である Hsp25 と HspA1L の其々が Dst-b 変異マウスの細胞質と核内に凝集する

ことを示した。熱ショックタンパク質は、不良タンパク質の蓄積による小胞体ストレス応答により誘導されることで、不良タンパク

質のリフォールディングにより細胞生存に関与する。今回の結果は、不良タンパク質の増加に対する補償的な作用と考えら

れる。 

今回、心筋組織から細胞質と核を分画することで、タンパク質凝集体を持つ核分画の精製に成功した。 

核内に p62 や Sumo の蓄積を伴う疾患として、核内封入体病（NIID：Neuronal intranuclear inclusion disease）がある。この

疾患では、質量分析による蛋白質解析から、核内封入体病の核内で発現上昇する分子が報告されている（Park et al., Acta 

Neuropathol Comm, 2022、Kurihara et al., Neurobiol Dis, 2023）。今後、核分画の更なる解析や論文報告によって核内封入

体に蓄積する分子について、Dst-b 変異マウスの心筋細胞に形成される蛋白質凝集体の分子的実体や生理的意義などの

解明が期待される。今後、細胞質と核分画における不溶性画分からのタンパク質精製などにより、細胞質と核内のタンパク質

凝集体の性状の違いや形成機序についてより詳細な解析が必要となる。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

今回、Dst-b変異マウスにおいて、オートファジーによる自食作用や小胞体ストレス応答による不良タンパク質のリフォール

ディングの変化が、心筋細胞でのタンパク質凝集体の形成に寄与することが示唆された。これまでにオートファジーの機能

亢進によって、タンパク質凝集体の形成に付随した心筋細胞変性が軽減することが知られている（Tannous et al., Proc Natl 

Acad Sci U S A, 2008）。またシャペロン分子の Cryab 遺伝子変異によって、タンパク質凝集を伴う心筋症を発症することも報

告されており、小胞体ストレス応答の変化が、タンパク質凝集の中核をなす機序として働く可能性がある（Wang et al., Circ 

Res, 2003）。将来、オートファジーや小胞体ストレス応答を亢進することでタンパク質凝集を防止することが出来れば、タンパ

ク質凝集体の形成を伴う心筋症に対する革新的な治療法に繋がると期待される。DST 遺伝子からは、神経型の DST-a と筋

肉型の DST-b が産生されることが知られており、これまでに DST-a の欠失による遺伝性感覚性自律神経性ニューロパチー

6 型（HSAN-VI）の患者では、心血管系の反射異常などが報告されている（Manganelli et al., Neurology, 2017）。研究代表者

は、神経回路選択的に Dst 発現を操作できる条件付き遺伝子トラップマウスにおいて末梢神経選択的な Dst cKO マウスを

作製している（Yoshioka et al., Sci Adv, 2024）。末梢神経選択的な Dst cKO マウスにおいて心拍調節異常などを確認して

いる。これらの動物モデルを包括的に解析することで、神経系と筋肉系に発現する各々の DST アイソフォームがどの様にし

て心血管系の維持に寄与しているかを解明し、DST 遺伝子変異に起因する多様な疾患の病態を明らかにしていく。 
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