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研究成果の概要（和文）：I型筋強直性ジストロフィー（DM1）では、DMPK遺伝子の非翻訳領域に存在するCTGリ
ピート配列が異常に伸長することでスプライシングに異常が生じ、骨格筋などに障害が起こる。本研究では、
DM1患者由来iPS細胞を樹立し、tet-on-MYODを導入してDoxycycline添加で骨格筋細胞へと分化を可能とした。さ
らに、それらの細胞にスプライシング異常をモニタリングするレポーターを導入し、イメージングサイトメータ
ーでのハイスループットな解析を行えるようにして、DM1におけるスプライシング異常を回復する薬剤をスクリ
ーニングできる系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is triplet repeat disease caused by expanded
 CTG triplet repeat in the 3’ untranslated region of the DMPK gene. And, abnormal splicing is 
caused by expanded CTG triplet repeat. In this study, DM1 patient-derived iPS cells (DM1-iPSCs) was 
established. DM1-iPSCs was differentiated into skeletal muscle cells by tetracycline-inducible MYOD 
overexpression. The reporter construct which detects changes in splicing was generated and 
introduced into DM1-iPSCs. DM1 disease model for drug screening was established.

研究分野： 分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにもDM1の治療薬を開発するために薬剤スクリーニングが行われてきたが、未だ有効な治療薬が見つか
っていないのが現状である。本研究では、DM1患者由来のiPS細胞から分化誘導した骨格筋細胞がスプライシング
異常という病態を再現していることを示し、治療薬のスクリーニングにヒトiPS細胞が有用であることを明らか
にした。さらに、新たにスプライシングの状態をモニタリングするレポーターを開発し、ハイスループットな治
療薬のスクリーニングができる系を確立したことで、これまでのスクリーニングで得られなかった新たな治療薬
を開発できる道筋を開いた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
DM1（I型筋強直性ジストロフィー）は、筋萎縮・筋強直などの骨格筋障害をはじめ、不整脈

（心筋障害）、認知障害（中枢神経機能障害）など多系統の臓器障害を示す全身性疾患である。
特に、筋萎縮による筋力低下と筋肉の収縮が過度に持続して弛緩できなくなる筋強直など骨格
筋での障害が特徴的で、症状の進行に伴って起こる呼吸筋の低下による呼吸不全や不整脈によ
り死に至るケースが多い。生活の質の指標とされる QOL の低下が著しい疾患であるが、未だ有
効な治療薬は見つかっておらず、病態全貌の解明と治療薬の開発が強く望まれている。 
これまでの研究により、DMPK 遺伝子の 3’非翻訳領域に存在する CTG リピート配列が異常伸長

していることが DM1 の原因として特定された。この異常に長くなった CTG リピート配列を含ん
で転写された RNA は、リピート部分がヘアピン構造をつくることから核内で凝集し、蓄積する。
核内に蓄積した RNA の凝集体により、RNA に結合する能力の持つスプライシング因子が影響を
受けて正常なスプライシングが障害され、スプライシング異常を引き起こす。DMPK は、骨格筋
や心筋等で強く発現するため、これらの細胞でスプライシング異常が起こり、骨格筋障害など
が引き起こされることが明らかとなった。 
しかし、これまでにも DM1 の治療薬を開発するために薬剤スクリーニングが行われてきたが、

未だ有効な治療薬が見つかっていなかった。その原因として、これまでの研究では CTG リピー
トを強制発現した株細胞や、DM1 患者由来の線維芽細胞など、本来の病変部位である骨格筋細
胞以外の細胞を使っていたことが原因であると考えられる。しかし、DM1 患者から直接採取し
た骨格筋細胞は非常に弱く増殖能も低いため、スクリーニングに耐えうる量を確保できなかっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、DM1 患者由来 iPS 細胞(DM1-iPS 細胞)を樹立し、骨格筋細胞への分化誘導するこ

とで、DM1 疾患の骨格筋細胞を容易かつ大量に用意できるようにする。さらに、これらの iPS
細胞にスプライシング異常をモニタリングできるレポーターを導入することで、スプライシン
グ異常を定量的に解析できるようにし、治療薬のスクリーニングを可能にすることを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 
 健常者由来 iPS 細胞(Normal-iPS 細胞)と DM1-iPS 細胞を骨格筋細胞へと分化させるため、骨
格筋分化を強力に誘導する MYOD 遺伝子を tet-on システムで誘導できるベクターを導入する。
導入した細胞はベクターに搭載されている薬剤耐性ピューロマイシンでセレクションし、安定
発現株をクローニングする。樹立した細胞はドキシサイクリンで MYOD を誘導して培養し、骨格
筋細胞へと分化誘導する。 
スプライシング異常をモニタリングするレポーターは、ヒト iPS 細胞でも十分なプロモータ

ー活性を発揮する CAG プロモーター下流に、スプライシングを受けるミニジーンと融合 EGFP、
さらに下流に IRES-mCherry を設計する。レポーターミニジーンは、骨格筋でスプライシング異
常が報告されている遺伝子のうち、DM1 モデルマウスでもスプライシング異常が認められるも
の、かつ、スプライシング異常が起きるエクソン-イントロン領域が 1kb 以下のものを候補とし
て選ぶ。 
 レポーターと tet-on MYOD を導入した iPS 細胞を骨格筋細胞へ分化させ、報告されているス
プライシング異常を緩和する薬剤を添加し、スプライシングパターンをモニタリングする。 
 
 
４．研究成果 
DM1 患者の血液から DM1-iPS 細胞を樹立した。健常者由来 iPS 細胞と樹立した DM1-iPS 細胞

には tet-on-MyoD を導入して骨格筋細胞への分化を可能とした。DM1-iPS 細胞とそこから分化
させた骨格筋細胞はスプライシング異常を起こしていることを明らかにした。 
スプライシングレポーターとしての条件を満たす候補として CLCN1, JAG2, ATP2A1 の 3 遺伝

子が残り、それぞれの配列をクローニングしてレポーターベクターを作製した。例として JAG2
レポーターの構造を示す。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



JAG2 では DM1 でスプライシング異常を起こし、stop コドンがある Ex10 が含まれてしまうの
で、EGFP の翻訳が途中でとまってしまい、EGFP/mCherry 比が小さくなる。もし、スプライシン
グが正常に回復すれば Ex10 は含まれないので最後まで EGFP が翻訳され、EGFP/mCherry 比が大
きくなる。 
tet-on-MyoD を導入した Normal-iPS 細胞と DM1-iPS 細胞にレポーターを導入した。骨格筋細

胞に分化させてのレポーター解析では、スプライシング異常を緩和させることが報告されてい
るエリスロマイシンの添加で、JAG2 レポーターの EGFP/mCherry 比の増加、即ちスプライシン
グ異常の改善傾向がみられた。さらに、96-well plate で骨格筋細胞への分化誘導を行い、イ
メージングサイトメーターでのハイスループットなスプライシング解析も可能とした。 
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