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研究成果の概要（和文）：デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）はDMD遺伝子変異により発症する致死性筋疾
患である。近年、DMDを軽症ベッカー型筋ジストロフィー（BMD）に変換するエクソン・スキップ治療開発が進ん
でいる。DMD遺伝子エクソン3－9欠失が無症候であり、DMDの約10%がエクソン3～9に変異を持つことからエクソ
ン3－9スキップ治療開発のためiPS細胞を用いて検討した。ゲノム編集で作製したエクソン3－7（DMD型）および
3－9欠失型（無症候型）iPS細胞から心筋細胞を分化誘導し比較したところ、エクソン3－7欠失に比しエクソン
3－9欠失では成熟化因子及び心筋負荷マーカー関連遺伝子の発現異常が改善していた。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal muscular disease caused by 
mutations in the DMD gene. In recent years, the development of exon skipping therapy for converting 
DMD to mild Becker muscular dystrophy (BMD) has been progressing. Since the DMD exon 3-9 deletion is
 asymptomatic and about 10% of DMDs have mutations in exon 3-9 region, we investigated using iPS 
cells for the development of exon 3-9 skipping therapy. Myocardial cells were induced to 
differentiate from exon 3-7 (DMD type) and 3-9 deleted (asymptomatic type) iPS cells prepared by 
gene editing. Abnormal expressions of genes of maturation factors and myocardial loading markers 
were improved in exon 3-7-deleted myocardium compared with exon 3-9 deleted myocardium.

研究分野：脳神経内科学、筋肉病学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では多くのジストロフィン異常症患者を無症候性にまで改善させることが可能なエクソン3－9スキップ治
療の基盤研究を行うことである。エクソン・スキップ治療はアンチセンス核酸やゲノム編集を用いて行うことが
できるが、特に心筋細胞についてはエクソン・スキップ治療後に細胞の機能や遺伝子発現がどの程度正常化する
かについての検証はほとんどない。そこで、健常男性iPS細胞からゲノム編集を用いてDMD型と無症候性型のiPS
細胞作製し、さらに各細胞から分化誘導した心筋細胞について分子レベルにおける有効性を検証した成果であ
る。エクソン3－9スキップ治療の臨床応用に向けた基盤となるデータを示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）は、DMD遺伝子の変異によりジストロフィンが完全
に欠損し、その結果全身の骨格筋・心筋の変性・壊死が進行性に起こり、最終的には呼吸不全
または心筋障害（心不全・不整脈）により30代半ばで死亡する致死性疾患である。最近、DMDを
軽症のベッカー型筋ジストロフィー（BMD）に転換を目指したアンチセンス核酸によるエクソ
ン・スキップ治療の臨床応用が進んでいる。 
現在、DMD/BMDでは呼吸器管理などの進歩により寿命が延長しているため、心筋障害が生命予
後を規定する重要なファクターになってきた。エクソン・スキップ治療はアンチセンス核酸ま
たはゲノム編集を用いて可能であるが、アンチセンス核酸の細胞導入効率が骨格筋に比して心
筋細胞で著しく低いために、より導入効率の高いアンチセンス核酸の開発が進められている。
しかし、細胞毒性やオフターゲットなどの課題も少なくない。将来的にはウイルスベクターや
ゲノム編集も導入手段として用いられる可能性があり、導入効率の課題は改善される可能性が
ある。一方でエクソン・スキップ後の遺伝子型へ修正することで本当に症状が改善し得るかの
問題については十分に検討されていない。 
 
２．研究の目的 
我々は DMD 遺伝子エクソン 3－9 欠失患者が無症候であること、DMD の約 10%がエクソン 3～7
の領域に変異が集積していることに注目し、エクソン3～9内に変異を有するDMDおよび重症BMD
患者に対してエクソン 3－9 スキップが極めて有効な治療法になる可能性があることを提案して
きた。本研究では、エクソン 3－9 スキップ治療の効果検証についての基盤的研究を行うため、
細胞への導入効率が安定しないアンチセンス核酸よりも先にゲノム編集技術を用いて検討を行
った。 
 
３．研究の方法 
理研バイオリソースセンターから入手した健常男性 iPS 細胞（610B1）を用い、ゲノム編集技
術により iPS 細胞への蛍光カルシウム（R-CaMP）および活動電位（ASAP2s）インジケーター遺伝
子（東北大学中井教授より供与）を導入した。次にこの iPS 細胞から分化誘導した心筋の Ca2+の
動態及び活動電位を検討した。さらに、無症候型となるエクソン 3－9欠失および DMD 型となる
エクソン 3－7欠失 iPS 細胞を作製し、それぞれ分化誘導した心筋細胞を用いて、細胞機能およ
び遺伝子網羅的発現解析を行った。 
 
４． 研究成果 
(1) 健常男性iPS細胞610B1のAAVS1領域にASAP2sおよびR-CaMPが組み込まれたインジケータ遺伝
子をゲノム編集技術を用いて相同組み換え修復を行った。さらにpuromycinセレクションお
よびCreエレクトロポレーションを用いて薬剤選択を行い、目的とするiPS細胞（610B1AR 
iPSと命名）を得た。 
 

 



(2) 610B1AR iPS細胞に対してActivin A、DMP4、CHIR、XaVにより心筋細胞に分化誘導し、day 
30で心筋特異的なCa2+の動態と活動電位を確認できた。 

 
(3) 610B1AR iPS細胞に対してゲノム編集を用いてエクソン3－7および3－9欠失型iPS細胞を樹
立した。 

 
(4) エクソン3－7および3－9欠失型iPS細胞を各々心筋細胞に分化誘導し、正常心筋細胞と比較
した結果、成熟化因子（ミオシン軽鎖やトロポニンI）の遺伝子、心筋負荷マーカー（心房
性、脳型ナトリウム利尿ホルモン）の遺伝子、イオンチャネル（ナトリウム、カリウム、
カルシウムの各イオンチャネル）の遺伝子の発現異常を見出した。また、DMD型のエクソン
3－7欠失心筋細胞に比べ無症候型のエクソン3－9欠失心筋細胞においてこれらの遺伝子の
発現異常は改善していた。 
 
これまで、心筋細胞についてはエクソン・スキップ治療後に細胞の機能や遺伝子発現がどの
程度まで改善するかについての検証はほとんど行われていなかったが、本研究では健常男性iPS
細胞からゲノム編集を用いたDMD型と無症候型の心筋細胞について分子レベルでその有効性につ
いて検討することができた。今回、スキップ効率が100％となるゲノム編集によるエクソン・ス
キップにより検討した結果である、アンチセンス核酸を用いた場合の対照データが得られたと
考えている。今後はエクソン3－7欠失型心筋細胞に対しアンチセンス核酸によるエクソン8、9
スキップを行った細胞とゲノム編集によるエクソン3－9欠失細胞の遺伝子発現について検討を
行う必要がある。 
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