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研究成果の概要（和文）：筋強直性ジストロフィーにみられる筋強直の原因は、クロライドチャネル（CLCN1）
の選択的スプイラシング異常であり、これを正常化することは治療に重要である。しかし、マウスとヒトの
CLCN1のゲノム構造がかなり異なること、ヒトで新たに異常なスプライシング型が存在することが分かり、ヒト
のCLCN1を用いて、新しい方法でスプライシングを定量する必要があった。そこで、正常なスプライシングだけ
を定量するシステムを構築し、ヒトCLCN1のスプライシングを効率よく正常化するアンチセンスオリゴヌクレオ
チドの配列の同定と、正常化に重要なスプライシング因子を同定することで、治療方開発に貢献した。

研究成果の概要（英文）：Muscle hyper-excitability (myotonia) in patients with myotonic dystrophy is 
caused by the abnormality in alternative splicing of chloride channel (CLCN1). It is important for 
the treatment to normalize CLCN1 splicing. However, it was found that the genomic structures of 
mouse and human CLCN1 are considerably different, and we newly detected the abnormal splicing 
isoform exists in human CLCN1. So, it was necessary to quantify CLCN1 splicing by a new method using
 human CLCN1 genome. Therefore, we constructed a system to quantify only normal splicing, identify 
the sequence of antisense oligonucleotide that efficiently normalizes splicing of human CLCN1, and 
identify the splicing factor for the normalization. We expect that these results will be contributed
 to development of the treatment.

研究分野： 分子細胞生物学、生化学、疾患生物学、核酸治療

キーワード： myotonic dystrophy (DM)　chloride channel (CLCN1)　MBNL　CELF　antisenseoligonucleotide　Tat 
peptide
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１．研究開始当初の背景 

 筋強直性ジストロフィーは常染色体優性遺
伝する筋疾患であり、成人で最も多くの患者
を有する。症状としては、筋強直、筋萎縮を伴
う筋力低下、心伝導障害、白内障、耐糖能障
害、精神遅滞など全身で様々な症状を呈する
ことが特徴的である。これは、常染色体にあ
る DMPK 遺伝子の 3’ 非翻訳領域に CTG の
繰り返し配列が異常に伸長し、転写された
CUG リピート領域に MBNL という RNA 結
合タンパク質が捕捉され、MBNL の機能低下
によって、様々な遺伝子の選択的スプライシ
ングが異常になることが主な原因だと考えら
れている。また、一方で、同じく RNA 結合タ
ンパク質である CELF1 は、患者の筋肉で活
性が高くなっていることが分かっており、こ
れも選択的スプライシング異常の原因である
と考えられている。 

 選択的スプライシング異常遺伝子の中で、
クロライドチャネル遺伝子（CLCN1）のスプ
ライシング異常は、筋強直の原因であること
が示されており、疾患モデルマウスの Clcn1
のスプライシングをアンチセンスオリゴヌク
レオチド（AON）で正常化すると、筋強直が
正常化する。したがって、ヒトにおいても、
CLCN1 の AON によりスプライシングを正
常化することは、筋強直の有力な治療方法に
なる。しかしながら、マウスとヒトでは
CLCN1 遺伝子のゲノム構造がかなり異なっ
ており、マウスではエキソン 7a だけをスキッ
プさせれば正常なアイソフォームになるが、
ヒトの場合は、エキソン 6B と 7A の 2 つのエ
キソンをスキップさせなければならない。し
たがって、ヒトを治療する AON 配列は、ヒト
のゲノム構造で効率的にスプライシングを正
常化する配列を探索する必要がある。 

さらに、当研究室の研究より、ヒト CLCN1
エキソン 7 の 5’側に余分に TAG の 3 塩基が
入っている異常なアイソフォームが新たに検
出され、それは従来の RT-PCR の検出方法で
は正常のアイソフォームとして定量されてい
た。これまで、CLCN1 のスプライシングに対
して正常化を促進する AON の効果は、従来
の方法で検出していることが多く、これらの
研究についても再度検討し、効果を検証し直
す必要性がある。また、CLCN1 のスプライシ
ングがどのスプライシング因子によって制御
されているか検証する際にも、従来の検出方
法が用いられており、CLCN1 のスプライシン
グ制御機構を正確に調べるためには、新しい
方法で検証し直す必要がある。 

 

２．研究の目的 

 ヒトの CLCN1 のスプライシング異常を効
率よく正常化するAON配列を同定すること。
また、CLCN1 のスプライシングを制御するス
プライシング因子を、従来の方法より正確に
同定することで、正確なスプライシング制御
機構を明らかにし、治療に応用できるように
することを目指した。 

 

３．研究の方法 

 当研究室ではヒト CLCN1 が正しくスプラ
イシングされたアイソフォームのみを特異的
に検出できる正確な定量系を構築した。この
系は、エキソン 7 の前方に余分に TAG が入
っていない、正常なエキソン 7 とエキソン 6

のジャンクションにプライマーを設計し、検
量線を用いたリアルタイム PCR によって正
常なアイソフォームのみを検出できる系
（qRT-PCR）である。なお、検量線には、エ
キソン 7 とエキソン 6 が正常にスプライシン
グされた配列をベクター（pGEM-TEasy）に挿
入したものを精製して用いた。 

この正確な定量系を用いて、ヒト CLCN1
ゲノムよりエキソン 5～7 のエキソン-イント
ロン構造をベクター（pEGFP-C1）に挿入し
たミニジーンと、脱落させたいエキソン 6B、
7A の付近に設計した AON（25mer, 2-O’-MS

化 AON；図 3-1）をヒトの培養細胞（HEK-

293）に遺伝子導入し、スプライシングを効率
よく正常化する AON 配列の同定を試みた。 

 

次に、ヒト CLCN1 のスプライシングがど
のスプライシング因子によって制御されてい
るか検証するために、ヒト CLCN1 ミニジー
ンと MBNL ファミリータンパク質（MBNL1-

3）と CELF ファミリータンパク質（CELF1-

6）を過剰発現するベクターをヒトの培養細胞
に遺伝子導入し、正確に定量する qRT-PCRを
行った。なお、ミニジーンの EGFP の発現量
によって遺伝子導入効率の違いを補正してい
る。 

 MBNL1 に細胞膜透過性ペプチドである
TAT 配列とタンパク質分解を阻害するペプチ
ドである GAr 配列を付加した TAT-GAr-

MBNL1 融合タンパク質を大腸菌（BL21 株）
より精製し、これをヒト培養細胞（HeLa）の
培養液に添加、または膜透過性ペプチド試薬
の Xfect protein transfection regent と共に
培養液に添加し、内在性の様々な遺伝子で選
択的スプライシングが正常化するか、簡易的
な RT-PCR によって測定した。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト CLCN1 選択的スプライシング 

異常を正常化する AON 配列の同定 
 患者の筋強直の原因である CLCN1 のスプ
ライシング異常を、効率よく正常化する AON

配列を同定するために、qRT-PCR を行ったと
ころ、エキソン 7A の後半に設計した 7A (+63 

-8) の AON 配列で最も正常なアイソフォー



ムが増加していた（図 4-1）。なお、Control は
ヒト CLCN1 とは関係のない AON 配列であ
る。 

 
この結果は、マウス Clcn1 ではエキソン 7a

（ヒトの 7A に相当）+1+25 で最も効果的に
正常なスプライシングを促進していたが、ヒ
ト CLCN1 では効果的な AON 配列がマウス
とは異なることが示唆された。この知見は、
ヒトの筋強直の治療の応用に役立つことが期
待できる。 
 
 (2) ヒト CLCN1 選択的スプライシング 

制御機構の解析 

 より正確なスプライシング定量系において、
ヒト CLCN1 のスプライシングを制御する因
子を測定したところ、MBNL1 を過剰発現さ
せると正常なスプライシングが有意に促進さ
れていた（図 4-2）。なお、MBNL1 はエキソ
ン 7 の前方に TAG が入るスプライシング制
御には関与していないことも示した。 

 
一方で、患者で活性化されているCELF1を

過剰発現しても、正常なスプライシングアイ
ソフォームの減少傾向はみられるものの、有
意な減少は見られなかった。以上の結果は、
先行研究のマウス Clcn1、ヒト CLCN1 にお
いても同様である①。しかし、マウス Clcn1

の場合 CELF3-6 を、ヒト CLCN1 の場合
CELF4-6 を過剰発現させると、正常なアイソ
フォームが減少することが報告されているが、
今回の系では減少傾向は見られるものの、有
意な減少は見られなかった。以上の結果の違
いは、マウスとヒトでスプライシング制御機
構が異なっていること、また定量性の高い
qRT-PCR でスプライシングを定量化したこ
とによるものと考えられる。 
 
(3) 細胞膜透過性ペプチド TAT を付加した

MBNL1 の細胞導入法の検討 

スプライシング因子の MBNL1 の過剰発現
による CLCN1 スプライシングの正常化は、
AON の最も効果が高い配列に比べてもやや
高い傾向であった。したがって、ヒト CLCN1
の正常化には、AON より MBNL1 のほうが
効果的だと考え、カチオン試薬による遺伝子
導入法より低侵襲性で体への負担が少ない方
法で MBNL1 を細胞内に入れる方法を模索す
ることにした。また、MBNL1 は、CLCN1 以
外の他の遺伝子のスプイラシング異常も正常
化することが報告されているので、CLCN1 だ
けをターゲットにしている AON に比べ、筋
強直以外の症状の治療にも応用できると考え
られる。 

そこで着目したのが、HIV 由来膜透過性ペ
プチド TAT を MBNL1 に融合させたタンパ
ク質を細胞に導入する方法である。この方法
の原理は諸説あるが、細胞が元々保持してい
るエンドサイトーシスの機序を利用してタン
パク質が細胞内に取り込むため、細胞の損傷
が少ないことが知られている。また、TAT 配
列だけでなく、タンパク質分解による機能低
下を低くするために、タンパク質分解を抑制
させるペプチド GAr 配列をさらに付加した
TAT-GAr-MBNL1 融合タンパク質も用いた。
しかしながら、これらタンパク質を培養液に
添加しても、MBNL1 によって制御されてい
ることが知られている細胞内在性の遺伝子
ABLIM1 と SRECA1 のスプライシングは正
常化しなかった。この結果は、細胞内に入る
タンパク質量が不足していることに起因する
と考え、膜透過性ペプチド試薬と共に
MBNL1 融合タンパク質を培養液に加え、よ
り多くのタンパク質が細胞内に入りやすくし
たが、スプライシングは変化しなかった。以
上の結果より、スプライシングは細胞の核内
で起こっていることから、エンドサイトーシ
スで細胞質に取り込まれたタンパク質が核内
まで輸送される必要があり、積極的に核輸送
されるためのペプチドも付加させる必要があ
ると考えられる。今後も、これら工夫により、
様々な遺伝子のスプライシング異常を正常化
させるような MBNL1 を細胞内に導入する方
法を確立することができれば、治療方の発展
に大きく貢献できると考えられる。 
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