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研究成果の概要（和文）： 私達は、Duchenne 型筋ジストロフィー（以下 DMD）に対する根治治療として、アンチセ

ンスオリゴヌクレオチド（以下 AS-oligo）によってエクソンスキッピングを誘導し、out-of-frame 欠失を in-frame 欠

失に変えて遺伝情報を修正する治療法の有効性を、世界で初めて臨床的に明らかにした。本研究では、その治療法の有

効性をさらに高めるために、日本人でみられる遺伝子異常を明らかにし、それに基づき AS-oligo 治療のモデルシステ

ムを構築した。さらにそのシステムにおいて、シグナル伝達因子などを解析した。AS-oligo 治療の有効性を検討するう

えで、個々の症例における解析が重要であることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）： We have shown the clinical effectiveness of antisense therapy for Duchenne muscular 

dystrophy (DMD) which converts out-of-frame to in-frame mutation by inducing the exon skipping by antisense 

oligonucleotide. To enhance the effect of this therapy, we developed the in vitro model system of antisense therapy 

based on the mutation spectrum of Japanese DMD cases. Furthermore, the effect of antisense oligonucleotide on 

dystrophin production and signal transduction system was investigated. The effect of this therapy was different 

among DMD cases, and it is important to examine the effect of antisense therapy using individual in vitro system 

of each case. 
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１．研究開始当初の背景 

Duchenne 型筋ジストロフィー

（Duchenne muscular dystrophy 以下

DMD）は、ジストロフィン遺伝子異常によ

って発症する、最も頻度の高い遺伝性筋疾

患である。本症は 10 歳前後で車いすが必要

となり、10 歳台後半から 20 歳前後で呼吸

不全・心不全を呈する重篤な疾患であるが、

根治治療法は確立していない。DMD のおよ

そ60％はジストロフィン遺伝子の１ないし

数エクソンの欠失によって発症する。DMD

では、ジストロフィン遺伝子のエクソン欠

失によってアミノ酸読み取り枠にずれが生

じているため（out-of-frame 欠失）、ジスト



ロフィン蛋白が産生されない。一方、同じ

ジストロフィン遺伝子の異常であっても、

欠失によりアミノ酸読み取り枠にずれを生

じない場合は（in-frame 欠失）、不完全なが

らジストロフィン蛋白が産生され、軽症型

である Becker 型筋ジストロフィー（Becker 

muscular dystrophy 以下 BMD）となる。

このことより、スプライシングの過程でエ

クソンスキッピングを誘導し、DMD でみら

れるout-of-frame欠失を in-frame欠失に変

換することにより、ジストロフィン蛋白の

産生を促し、軽症化することが可能となる。 

私たちは、DMD に対する根治治療として、

アンチセンスオリゴヌクレオチド（以下

AS-oligo）によってエクソンスキッピング

を誘導し、out-of-frame 欠失を in-frame 欠

失に変えて遺伝情報を修正する治療法の有

効性を、世界で初めて臨床的に明らかにし

た(Takeshima Y. et al. 2006. Pediatr Res. 59: 

690-4)。すなわち、エクソン 20（242 塩基）

が欠失している DMD 症例では out-of- 

frame 欠失のためアミノ酸読み取り枠にず

れが生じておりジストロフィン蛋白が産生

されない。しかし、この症例に AS-oligo を

静脈内投与しエクソン 19（88 塩基）のスキ

ッピングを誘導することによって、in-frame

欠失（242 塩基＋88 塩基＝330 塩基）とな

り、ジストロフィン蛋白が産生されるよう

になることを明らかにした。 

しかし、AS-oligo によるエクソンスキッ

ピング誘導治療の臨床応用を広げるために

は、その効果をさらに高めることが不可欠

である。近年、MyoD、myogenin などの筋

分化に関与するシグナル伝達因子のみなら

ず、炎症・アポトーシスなどに関与するシ

グナル伝達因子が筋細胞の壊死・再生に関

与し DMD の進行に大きな影響を与えてい

ることが注目されている。このことから、

本治療の過程における炎症などに関与する

シグナル伝達因子の動態を明らかにするこ

とによって、アンチセンス治療の効果をさ

らに高めることができる可能性が考えられ

る。本研究では、このような可能性を検討

するために、AS-oligo によるエクソンスキ

ッピング誘導治療の in vitro におけるモデ

ルシステムを確立し、検討を行った。 

２．研究の目的 

AS-oligo によるエクソンスキッピング誘

導治療は、欠失しているエクソンに隣接し

ているエクソンのスキッピングを誘導する

治療であり、各症例の遺伝子異常に依存し

ている。そのため、症例の遺伝子変異の同

定が不可欠である。そこで、本研究では初

めに日本人ジストロフィン遺伝子異常症の

遺伝子解析を行い、日本人の変異スペクト

ラムを解明することを目的として検討を行

った。 

次に、適応症例の多いエクソンスキッピン

グ誘導治療に関する基礎検討を行うことが

必要である。そのため、ジストロフィン遺

伝子異常症の変異スペクトラム解析の結果

に基づき、適応症例の多いエクソンスキッ

ピング誘導治療のモデルを筋培養細胞系な

らびに DMD モデルマウス系を確立し、

AS-oligo の有効性を検証した。 

そして、これらのシステムにおいてシグナ

ル伝達因子の動態を検討し、AS-oligo によ

るエクソンスキッピング誘導治療の有効性

をさらに高める治療戦略を見出すことを目

指した。 

３．研究の方法 

はじめに、日本人のジストロフィン遺伝

子変異スペクトラムを明らかにするために、

ジストロフィン遺伝子解析を行った。対象

はジストロフィン異常症 480 例 (DMD お

よび BMD)で、遺伝子解析については、当



施設の倫理委員会の承認を受け、本人ある

いは家族に文書によって説明し同意を得て

いる。エクソン単位の欠失・重複はゲノム

を用いてサザンブロット法、Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification 

assay （MLPA 法）、およびキャピラリー

電気泳動による半定量 PCR 法によって同

定した。ナンセンス変異・スプライシング

変異などの微小変異は筋あるいはリンパ球

の mRNA を鋳型とした RT-PCR 法および

ゲノムあるいは cDNA を用いた直接塩基配

列解析法によって決定した。 

この結果に基づき、適応の多いエクソン

スキッピング誘導治療に関して、DMD 筋培

養細胞初代培養系ならびに DMD モデルマ

ウス系における AS-oligoによるエクソンス

キッピング誘導治療システムを構築した。

DMD 筋培養細胞初代培養系構築に関して

は、当施設の倫理委員会の承認を受け、文

書によって説明し同意を得ている。エクソ

ンスキッピングは RT-PCR 法によってジス

トロフィン mRNA を解析し、検討した。ま

た、ジストロフィンタンパク発現に関して

は、免疫組織染色法およびウエスタンブロ

ット法によって検討した。さらに、このシ

ステムにより、本治療の有効性をさらに高

める方法の検討を行った。 

４．研究成果 

遺伝子解析の結果、DMD388 例中、エク

ソン単位の欠失・重複をそれぞれ 226 例

（58％）、35 例（9％）に、ナンセンス変異

を 75 例（19％）、微小欠失・挿入変異を 29

例（7％）、スプライシング変異を 19 例（5％）、

ディープイントロン変異を 2 例（0.5％）に

認め、2 例（0.5％）では X 染色体の構造異

常がみられた。一方、BMD92 例では、エ

クソン単位の欠失・重複をそれぞれ 63 例

（68％）、8 例（9％）に、ナンセンス変異

を 3 例（3％）、微小欠失・挿入変異を 7 例

（8％）、スプライシング変異を 8 例（9％）、

ディープイントロン変異を 2 例（2％）に認

めた。 

次に、エクソンスキッピング誘導治療の

適応について検討した。エクソン単位の欠

失を有する 226 例中 185 例は隣接する 1 エ

クソンの、30 例は 2 ないし 3 エクソンのス

キップを誘導することにより治療が可能な

変異であった。エクソン 51 のスキッピング

誘導によって 43 例が、エクソン 53 のスキ

ッピング誘導によって 40 例が、エクソン

45 のスキッピング誘導によって 34 例が、

治療可能であり、これら 3 エクソンのスキ

ッピング誘導により 106 例（欠失症例の

47％）の治療が可能であった。 

微小欠失挿入変異・スプライスサイト変

異中 12 例はスプライシング異常により

mRNA 上でエクソンが消失しており、これ

らの症例も隣接するエクソンのスキップを

誘導することにより治療が可能な変異であ

った。また、deep intron の変異によりイン

トロン内配列が pseudoexon として mRNA

に挿入された 2 例もエクソンスキッピング

誘導治療の適応であった。 

これらの結果から、適応症例の比較的多

いエクソンのスキッピングに関して、モデ

ルシステムの構築を行った。DMD 症例の筋

培養細胞初代培養系を構築し、AS-oligo を

導入したところ、ジストロフィン mRNA に

おけるエクソンスキッピングの誘導がみら

れ、in-frame の mRNA が認められた。さ

らにジストロフィンタンパク発現を、免疫

組織染色およびウエスタンブロット法によ

って検討したところ、タンパクの発現が確

認された。また、DMD モデルマウスにおい

ても有効性が確認できた。DMD 症例の筋培

養細胞初代培養系における AS-oligo治療に



関して、複数例の検討を行ったが、その有

効性は症例によって差がみられた。そのた

め、AS-oligo 投与することによる効果は、

個々の症例において検討することが必要と

思われた。また、シグナル伝達因子の変動

に関して解析したところ、AS-oligo による

治療効果によって変動している可能性が示

唆され、これらに関しても症例ごとの検討

が重要と思われた。 

今回の検討において、日本人ジストロフ

ィン遺伝子変異スペクトラムを明らかにし

た。そして、適応症例の多いエクソンスキ

ピング治療のモデルシステムを構築し、

AS-oligo 治療の有効性を検証し、さらにそ

れに伴うシグナル伝達因子の動態を検討し

た。同じ AS-oligo であっても筋培養細胞に

おける効果は症例によって差がみられたた

め、個々の症例ごとの検討が重要である。

今後、個々の症例において、シグナル伝達

因子のみではなく、炎症や線維化のマーカ

ーも含めて検討することにより、AS-oligo

によるエクソンスキッピング誘導治療の有

効性を高める治療戦略を見出すことができ

る可能性がある。 
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