
 

主論文の要旨 

 

 

 

LDB3 splicing abnormalities are specific to skeletal 

muscles of patients with myotonic dystrophy type 1 

and alter its PKC binding affinity 

 

LDB3 スプライシング異常は筋強直性ジストロフィー1 型に 

特異的な所見であり、PKC への結合性を変化させる 
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【緒言】 

筋強直性ジストロフィー１型（DM1）は、成人発症型筋ジストロフィーでもっとも

頻度が高く、筋強直を主とし、筋力低下、耐糖能異常、白内障、不整脈などの全身症

状を呈する常染色体優性遺伝疾患である。原因遺伝子変異として、DMPK 遺伝子の

3’UTR 領域における、CTG リピートの異常伸長が同定されている。病態の分子メカニ

ズムとして、DMPK 遺伝子 3’ UTR の異常伸長 CTG リピートから転写される CUG リ

ピート RNA が、RNA 結合タンパク MBNL1 の機能不全と RNA 結合タンパク CUGBP1

の過剰発現を促し、多数の標的遺伝子のスプライシング異常を惹起して、全身症状の

原因となるという、RNA 病態が提唱されている。異常伸長 CUG リピートは MBNL1

を積極的に捕捉し、核内封入体を形成することで MBNL1 を機能不全に至らす。同時

に、プロテインキナーゼ C（PKC）の異常活性化を介して CUGBP1 をリン酸化し、

蛋白を安定化させることで CUGBP1 過剰発現を誘導する。 

DM1 患者骨格筋においては、約 30 遺伝子のスプライシング異常が報告されている

が、筋変性の病態は十分に解明されていない。筆者らは、独自開発したエクソンアレ

イ解析ツールを用いた網羅的スプライシング解析により、計 16 遺伝子での DM1 患者

骨格筋特異的なスプライシング異常を同定している (Yamashita et al. J Hum Genet 

57:368, 2012)。とりわけ、LDB3 遺伝子では、その選択的 exon である exon 4 および

exon 11 の inclusion が異常増加していた。 

LDB3 は、筋骨格 Z バンドに発現する構造蛋白であり、その遺伝子変異は拡張型心

筋症・筋原線維性ミオパチーといった、心筋、骨格筋疾患の原因となることが知られ

ている。LDB3 遺伝子は、全 18 exon から成り、選択的 exon 4 を含む transcript から

翻訳される心筋特異的な isoform (cardiac isoform, c) と、exon 4 の代わりに選択的

exon 5,6 を含む transcript から翻訳される骨格筋特異的な isoform (skeletal isoform, 

sk) が産生される。また、選択的ポリアデニル化により、exon 10 に終始コドンを持

つ short isoform (S) と、exon 18 に終始コドンを持つ long isoform (L) が産生される。

これらすべての isoform は、N 末端側に筋構造タンパクと結合する PDZ domain を有

している (Figure 2A.)。また、 long isoform は PKC と結合する LIM domain を C 末端

側に有しており、PKC の活性を抑制することが知られている。我々が異常スプライシ

ングを見出した exon 11 は、PKC と結合する LIM domain 近傍に存在しており、PKC

との結合性を変化させる可能性が示唆される。そこで本研究では、DM1 における LDB3 

exon 11 スプライシング異常と筋変性の関連性を検討するため、このスプライシング

異常の生成機序、DM1 骨格筋における LDB3 isoform 発現パターン、および exon 11 

inclusion による LDB3 と PKC の結合性変化について検討した。 

 

【対象および方法】 

 まず、CUG リピート RNA 依存的に LDB3 exon 11 スプライシング異常が生じるこ

とを検討するため、 LDB3 exon 9 - 12 を含むミニジーンを作製し (Figure 1A.)、CUG

リピート RNA 発現ベクターと共にマウス筋芽細胞 C2C12 に transfection により強制
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発現させ、RT-PCR 法により exon 11 のスプライシングを解析した。続いて、MBNL1、

CUGBP1 の exon 11 異常スプライシングへの関与を検討するため、MBNL1、CUGBP1

を発現ベクターにより同ミニジーンとともに C2C12 に過剰発現させ、スプライシン

グ変化を RT-PCR 法により検討した。 

DM1 患者骨格筋における LDB3 isoform 発現パターンを検討するため、DM1 ならび

にコントロール骨格筋サンプルから total RNA を抽出して RT-PCR 解析を、タンパク

質を抽出して抗 LDB3 抗体によるウエスタンブロッティングを行った。 

LDB3 exon 11 スプライシング異常による、LDB3 の PKC に対する結合能の変化を

検討するため、FLAG タグを付加した LDB3 の exon 11 を含む isoform (exon 11 (+) )、

または、exon 11 を含まない isoform (exon 11 (-) )と myc タグを付加した PKCα、β、

ε の発現ベクターをそれぞれ作製し、これらを COS-7 細胞に共発現させた。Total cell 

lysates を回収し、抗 myc 抗体による共免疫沈降を行い、抗 FLAG 抗体によるウエス

タンブロッティングを行うことで、exon 11 の有無による LDB3 の PKC への結合性を

評価した。 

 

【結果】 

 骨格筋サンプルは、Table 1.に示した患者、部位より採取した。DM1 については、

サザンブロッティング法により算出した CTG リピート数も示す。 

C2C12 細胞でのミニジーンのスプライシングパターンを RT-PCR 法により解析し

たところ、LDB3 exon 11 は CUG 異常伸長リピート RNA の過剰発現により、その

inclusion が 15%増加した（Figure 1B.）。また、MBNL1 の過剰発現では control に比

べて exon 11 の inclusion が 57%減少、CUGBP1 の過剰発現では逆に 16%増加した

（Figure 1B.）。 

ヒト骨格筋抽出蛋白のウエスタンブロッティングを行ったところ、DM1 特異的に

LDB3 exon 11 (+) isoform が増加することを確認した（Figure 2B.）。また、 long 

isoform/short isoform 比が DM1 で増加していた（ Figure 2B.）。同様に、 long 

isoform/short isoform 比の増加は、RT-PCR でも確認された (Figure 2C.)。DM1 にお

いて、exon 4-6 skipping, exon 7 inclusion されている正常骨格筋には存在しない

transcript が少量観察された（Figure 2D. , bottom bands）。Exon 4 が inclusion され

た transcript は、検出されなかった（Figure 2D.）。 

LDB3 の各 isoform および PKCα、β、ε を COS-7 細胞に強制発現させ、lysate を回

収して共免疫沈降を行ったところ、exon 11 が含まれた LDB3 は exon 11 を欠損した

LDB3 に比べて、共沈降される PKCα と β の量が低下していた。共沈降される PKCε

の量は変化を認めなかった（Figure 3.）。 

 

【考察】 

  C2C12 細胞における CUG リピート異常伸長の強制発現で、LDB3 minigene の exon 

11 inclusion が増加した。したがって、DM1 患者骨格筋で観察される LDB3 exon 11 
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inclusion は、筋変性による非特異的な変化でなく、CUG リピート異常伸長 RNA によ

って増加していると考えられる。そして、そのスプライシングは、MBNL1、CUGBP1

の過剰発現で著明に変化しており、両者によって制御されていると考えられた。実際、

exon 11の 500bp周囲のイントロンに、MBNL1結合配列 (YGCY) が 11個と、CUGBP1

結合配列 (GUGU) が 1 個存在しており、MBNL1/CUGBP1 は LDB3 pre-mRNA 上の

これら配列に結合して、exon 11 のスプライシングを制御していると思われる。DM1

患者骨格筋では、MBNL1 は機能不全に、CUGBP1 は過剰発現状態になっていること

から、これらの相乗効果により LDB3 exon 11 の inclusion が促進されていると考えら

れる。 

また、既報告どおり、DM1 において、exon 5, 6 skipping, exon 7 inclusion してい

る short isoform transcript の少量の発現を確認した。現在のところ、この異常スプラ

シングの病的意義は解明されていない。 

共免疫沈降の結果から、LDB3 exon 11(+) isoform は、PKCα、β に対する結合能が、

exon 11(-) isoform に比して低下していると考えられた。LDB3 は筋骨格蛋白であり、

N 末端側の PDZ ドメインを介して Z バンドの構成蛋白と結合し、Z バンドに局在する。

一方、C 末端側の LIM ドメインでの PKC と結合する。LDB3 の働きの全貌は未だ解明

されていないが、この結合関係から、PKC を Z バンドに稽留することで骨格筋細胞内

のシグナル伝達に関与すると推測される。DM1 では、LDB3 exon 11(+) isoform の増

加に伴い、PKC 稽留能が低下して、PKC の異常活性化の原因となっている可能性が

考えられる。 

 

【結論】 

 本研究により、DM1 骨格筋特異的な LDB3 exon 11 inclusion 増加、および、この

transcript から翻訳される LDB3 long isoform の PKC への低結合性が明らかとなった。

この isoform の産生増加により PKC が骨格筋 Z バンドから遊離することで、DM1 の

病態形成の一因である PKC 異常活性化を促している可能性が示唆された。 
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