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要 旨 顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSHD）は顔，肩，上腕の筋萎縮・筋力低下を特
徴とする遺伝性疾患で，患者数の最も多い型の筋ジストロフィーの 1 つである．平均

発症年齢は10代であるが，先天性型や早期発症型も知られており，網膜症や難聴の合併がみられ
る例もある．FSHD患者の約95%は，第４番染色体4q35領域に存在するD4Z4反復配列が11回未
満に短縮しており，FSHD1と分類される．また，約５%の患者は，SMCHD1遺伝子に変異を有し
ており，FSHD2と分類される．どちらの型も4qAと呼ばれる特別な遺伝子多型を持つ場合にの
み発症する．これまでの研究から，FSHD1とFSHD2は共通のメカニズムで発症すると考えられ
ており，D4Z4反復配列の短縮またはSMCHD1変異の結果，D4Z4領域のDNAメチル化が減少し，
最もテロメア側のD4Z4配列内に存在するDUX4遺伝子の脱抑制が生じることが疾患の原因と考え
られている．FSHD患者の筋細胞に認められるDUX4-flタンパク質はホメオボックスを 2 つ持つ
転写因子であるが，本来，筋細胞には発現しておらず，その機能については未知の部分が多い．
われわれはDUX4のcDNAをクローニングし，さまざまな改変体を作製してDUX4の転写活性と
細胞毒性が相関することを明らかにした．また，DUX4-flタンパク質のC末端約80アミノ酸残基
が転写活性化ドメインとして機能することを明らかにした．さらに，ロングリードシークエンサー
を用いたトランスクリプトーム解析により，DUX4-flは筋細胞で初期胚特異的遺伝子や非遺伝子
領域からの転写を誘導することが確認された．これらの結果から，DUX4-flの転写因子活性の阻
害がFSHDの治療法開発戦略の 1 つとなることが示唆された．

キーワード　FSHD, DUX4, 転写因子，トランスクリプトーム

はじめに

　顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（Facioscapul-
ohumeral muscular dystrophy :  FSHD）は常染色
体優性遺伝形式をとる筋ジストロフィーである．有
病率はおよそ8,000人に 1 人と推測されており，頻
度の高い筋疾患の 1 つである．顔，肩，上腕の筋萎
縮，筋力低下を主な症状とし，筋肉以外の症状とし

て網膜症や神経性難聴の合併が認められる．筋病理
所見では，筋線維の壊死・再生といった筋ジストロ
フィー変化がみられ，血管周囲の炎症細胞浸潤がみ
られる場合もある．
　FSHDの遺伝的要因は複雑であり，現在の学説で
は第４番染色体4q35に存在するD4Z4領域の低メチ
ル化と，そのテロメア側に存在する遺伝子多型（４
qA, 4qB）の 2 つの要因が重要と考えられている（図
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1 ）．FSHD患者の約95%では４q35に存在する3.3kb
の繰り返し配列（D4Z4）が短縮しており，FSHD1

（OMIM158900）と分類される．短縮したD4Z4領域
では，DNAのメチル化が減少している．FSHD患
者の約５%にはD4Z4の短縮が認められないが，
D4Z4のメチル化の減少は認められる．近年，こう
した患者の中にD4Z4のメチル化に関わるSMCHD1

遺 伝 子 に 変 異 が 見 い だ さ れ，FSHD2（OMIM : 
158901） と 分 類 さ れ て い る． さ ら に 最 近 で は，
DNMT3B遺伝子やLRIF1遺伝子もD4Z4のメチル化に
関与することが示唆されている．通常，筋細胞では
D4Z4領域は高度にメチル化され，4q35領域からの
転写は抑制されているが，FSHD1およびFSHD 2
では低メチル化により転写がおこりやすい状態に
なっている．その結果，D4Z4配列内に存在する
DUX4遺伝子からの転写が生じる．D4Z4配列内には
ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が な く， 転 写 さ れ た
DUX4mRNAは速やかに分解されるが，４qA多型
にはポリアデニル化シグナルとなる塩基配列
ATTAAAが存在している．そのため，D4Z4が低
メチル化状態にあり4qA多型を持つ人では，最もテ
ロメア側のD4Z4配列から転写されたDUX4mRNA
がポリアデニル化を受けて安定化する．その結果，
DUX4タンパク質が産生され，筋細胞に障害を与え
ると考えられている 1 ）．

　DUX4タンパク質は転写因子であり，選択的スプ
ライシングにより約55kDaのDUX4-flと約20kDaの
DUX4-sが産生され得る．FSHD1，FSHD2両方の患
者で，全長型のDUX4-flが高頻度に産生される．
DUX4-flは 転 写 因 子 と し てZSCAN4, MBD3L2，
TRIM43などの初期胚に発現する遺伝子群や，MaLR
などのレトロトランスポゾン由来配列からの転写を
活性化する．実験的にDUX4-flを培養細胞や動物に
発現させるとアポトーシス性細胞死や筋変性が生じ
るが 2 ） 3 ），DUX4-flが活性化する遺伝子群との関連
性 に つ い て は ま だ 解 明 さ れ て い な い． 一 方，
DUX4-sは健常人にも発現が認められ，転写因子と
しての活性がほとんどないことが報告されている．
　われわれは，DUX4-flの転写因子としての働きと
筋細胞死との関連性を調べるため，DUX4のcDNA
をクローニングし，さまざまな改変体を作製して転
写因子活性と細胞毒性との関係を詳細に解析した．
また，ロングリード次世代シークエンサーを用いた
DUX4発現筋細胞のトランスクリプトーム解析を行
い，非遺伝子領域も含めDUX4-flによって誘導され
る転写産物について網羅的な解析を行った．これら
の研究によってDUX4-flが筋細胞に障害を及ぼすメ
カニズムを分子レベルで明らかにすることにより，
今後の治療法開発の戦略が少しずつみえてきた．
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図 1 　 FSHDの遺伝的要因
4q35の模式図を示す．D4Z4配列の中にはDUX4のOpen Reading Frameが存在する．
4qA多型の中にはポリアデニル化シグナルが存在し，末端のD4Z4から転写されるDUX4 
mRNAが安定化する．
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方 法

1 ．DUX4の転写因子活性と細胞毒性の相関の検討
　DUX4-flおよびDUX4-sのcDNAをクローニング
し，哺乳類細胞での発現コンストラクトを作製した．
それらをもとに，DUX4-flのホメオボックスに変異
を 入 れ た 変 異 体 を 3 種（ 図 2 , Hox1, Hox2, 
Hox 1 / 2 ），DUX４-flに特異的なC末端領域を部分
的に欠失した欠失変異体を５種（図 2 , delMid, 
delDC 1 /2, delDC2, S+DC1, S+DC 2 ），ホメオボッ
クス変異とC末端欠失を両方持つ変異体 1 種（図2, 
Hox 1 / 2 -delMid）の合計９種類のDUX4変異体を
作製した．作製したDNAをヒト子宮頸癌由来細胞
株HeLa細胞に遺伝子導入し，48時間後の細胞生存
率をCell Counting Kit-８アッセイ（同仁化学研究
所）で測定した．また，遺伝子導入して24時間後に
total RNAを抽出し，逆転写したのち，DUX4標的
遺伝子の 1 つであるZSCAN4の発現量を定量的PCR
で測定した．また，DUX4-flと各DUX4変異体を同
時に発現させ，競合阻害がおこるかどうかをルシ
フェラーゼアッセイで検討した．

2 ．ロングリードシークエンサーを用いたトラン
スクリプトーム解析
　DUX4-fl発現コンストラクトをヒト横紋筋肉腫由
来細胞株RD細胞に遺伝子導入し，24時間後にRNA
を抽出した．ポリアデニル化されたRNAを精製し，
ロングリード次世代シークエンサーPromethION

（Oxford Nanopore Technologies社）でRNAの塩基
配列を解読した．対照実験として活性を持たない
DUX４-sを遺伝子導入した細胞を用いた．得られた
データはヒトゲノムリファレンス（GRCh38）に
LAST（https://gitlab.com/mcfrith/last）を用いて
マッピングし，DUX4-fl発現によって統計的有意に
発現量が変化する転写産物を同定した．

結 果

1 ．DUX4の転写因子活性と細胞毒性の相関の検討
　DUX4変異体をHeLa細胞に遺伝子導入し，48時
間後に観察したところ，DUX4-flの 2 つのホメオ
ボックスのうち， 1 つでも変異が入ったもの（図 2
のHox1, Hox2, Hox 1 / 2 ）は細胞死を引き起こさな
かった．また，DUX4-flのC末端50アミノ酸残基

（DC 2 と呼ぶ）を欠失したdelDC 2 変異体でも細胞
死 は お き な か っ た． 反 対 に， 細 胞 毒 性 の な い
DUX4-sに，DUX4-flのC末端50アミノ酸を付加した
S+DC 2 変異体では，有意に細胞死が引き起こされ
た．DUX4-sにDUX4-flのC末端82アミノ酸を付加し
たdelMid変異体では，DUX4-flと同程度の細胞死が
引き起こされた．これらの結果から，DUX4-flによ
る細胞毒性には， 2 つの完全なホメオボックスとC
末端50アミノ酸残基が必要であることが明らかと
なった（図 2 , 3 ）．次に，これらのDUX4変異体の
転写因子としての活性を，標的遺伝子の 1 つである
ZSCAN4の発現量を指標として検討した（図４）．そ
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図 2 　作製したDUX４変異体．×はホメオボックスの変異を表す．
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の結果，細胞毒性のあるdelMid変異体とS+DC2変
異体ではZSCAN4の発現が誘導されるが，細胞毒性
を示さなかった変異体では，ZSCAN4の発現は認め
られなかった．また，われわれの別の実験では，転
写因子活性がなく細胞毒性もないDUX4-sに，ウイ
ルス由来のVP16転写活性化ドメインを融合させる
と，ZSCAN4の発現が強力に誘導されるばかりでな
く，細胞毒性も持つことが示されている４）．これら
の結果を総合すると，DUX4-flの細胞毒性は転写因
子活性に依存すると考えられた．また，DUX4-flの
2 つのホメオボックスはどちらも等しく毒性に必要
であること，DUX４-flに特異的なC末端約80アミノ
酸残基が転写活性化ドメインとして機能しており，
とくに末端の50アミノ酸残基が重要だということが
明らかとなった．
　この実験の結果から，DUX4-flがホメオボックス
を介して標的DNAに結合するのを阻害すれば，細
胞毒性が弱まるのではないかと考えた．DUX4-sや，
転写活性化ドメインを欠失させたdelDC2変異体な
どは，DUX4-flと同じホメオボックスを有している
が，転写因子活性を持たない．そのため，DUX4-fl
と競合し，阻害効果を発揮するのではないかと考え
た． そ こ でHEK細 胞 にDUX4-flとDUX4-sま た は
delDC2変異体を共発現させ，ルシフェラーゼアッ
セイでDUX4-flの転写因子活性を測定したところ，
顕著な抑制が認められた４）．この結果から，DUX4-
flのDNA結合阻害はFSHDの治療戦略になりうると
考えられる．

２．ロングリード次世代シークエンサーを用いたト
ランスクリプトーム解析

　ロングリードRNAシークエンシングを行った結
果，DUX4-flを発現するRD細胞においてZSCAN4, 

MBD 3 L2, TRIM43, RFPL2, PRAMEF1, LEUTX, 

KDM4Eなどの初期胚特異的遺伝子の顕著な発現増
加が認められた．これらは過去に報告されたショー
トリード次世代シークエンサーでのトランスクリプ
トーム解析の結果と非常によく一致していた．した
がって，これらの遺伝子がDUX４-flの標的であり，
FSHD患者の骨格筋で高発現していることはかなり
確証の高い事実と考えられる．また，MaLRなどの
レトロトランスポゾン由来配列からの転写も多数，
検出された．われわれの解析では，MaLRのほかに
内在性レトロウイルスであるHERVLやLINE，Alu
要素，SVA因子，セントロメア付近に存在するサ
テライト配列（HSATII） などの非遺伝子領域から
の転写も複数，検出された．これらの非遺伝子領域
からの転写がFSHD患者の体でもおきているかを調
べるため，FSHD患者から作製したiPS細胞を筋細
胞に分化させ，定量的PCRで発現量を調べた．その
結果，調べた４種類の非遺伝子領域配列のうち，２
種類は健常者由来の細胞に比べ，FSHD患者由来の
細胞で発現が増加していた．これらの結果から，
DUX４-flによって活性化される非遺伝子領域から
の転写産物は，過去の報告よりも複雑であることが
明らかになった５）．
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図 3 　DUX4変異体の発現による細胞生存率の変化
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考 察

　本研究により，FSHDの原因と考えられている
DUX４-flタンパク質が筋細胞に障害を与えるメカ
ニズムは，その転写因子活性に依存することが強く
示唆された．DUX４-flのDNA結合阻害が 1 つの治
療戦略になる可能性が示唆された．また，トランス
クリプトーム解析により，DUX４-flの下流の遺伝
子群が明確になり，非遺伝子領域からの多数の転写
も確認された．初期胚特異的遺伝子群や内在性レト
ロウイルスなどの非遺伝子配列は，本来，骨格筋に
は発現していないものであるため，これらの異常な
タンパク質やRNAが筋細胞の障害や炎症に関与し
ている可能性が考えられる．こうしたDUX４-flの
下流でおきる現象を解明することが，将来，FSHD
の治療法開発につながるものと期待する．

〈本論文は第74回国立病院総合医学会シンポジウム
（2020年）「筋ジストロフィー治療開発の最先端，次の
10年に何が起こるか」において「顔面肩甲上腕型筋ジ
ストロフィーの治療法開発に向けたDUX４遺伝子の機
能解析」として発表した内容に加筆したものである．〉
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図４　DUX4変異体の発現によるZSCAN4遺伝子の発現


