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研究成果の概要（和文）：申請者が見出した、「福山型先天性筋ジストロフィー（FCMD）がレト

ロトランスポゾンの挿入変異がもたらすエクソントラッピングと名付けられるスプライシング

異常症であること」をもとに、この異常スプライシングを是正する治療法の実現を目的とし、

核酸化合物であるアンチセンスオリゴヌクレオチド(AON)による治療を開始し FCMD モデルマウ

スに対する AON のモデル動物への局所及び全身投与、ヒト患者由来細胞系への投与を行い成功

し、不治の病の初の治療法の可能性を示した（Taniguchi-Ikeda et.al. Nature 2011）。 

 
研究成果の概要（英文）：Fukuyama muscular dystrophy (FCMD), one of the most common 
autosomal recessive disorders in Japan, was the first human disease found to result from 
ancestral insertion of a SINE-VNTR-Alu retrotransposal element (SVA) into a causative 
gene. Here we show that aberrant mRNA splicing, induced by SVA exon trapping, underlies 
the molecular pathogenesis of FCMD. Introduction of antisense oligonucleotides (AONs) 
targeting the splice acceptor, the predicted exonic splicing enhancer, and the intronic 
splicing enhancer prevented pathogenic exon trapping by SVA in FCMD patient cells and 
model mice, rescuing normal fukutin mRNA expression and protein production. AON 
treatment also restored fukutin functions, including as O-glycosylation of -dystroglycan 
(-DG) and laminin binding by -DG. We have demonstrated the promise of splicing 
modulation therapy as the first radical clinical treatment for FCMD. 
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及び眼奇形の 3症状を示す常染色体劣性遺

伝疾患である（Fukuyama, et. al., Brain 

Dev 1981）。日本で 2番目に多い小児の筋

疾患であり、10 代で死に至る重篤な疾患だ

が未だ治療法がない1998年にポジショナル

クローニング法によりFCMDの疾患責任遺伝

子である fukutin 遺伝子（fukutin, 9q31）

が同定された。殆どの FCMD 患者は、fukutin

の3’非翻訳領域に約3kbのレトロトランス

ポゾン（SVA）の挿入型変異を認める

（Kobayashi, et. al., Nature 1998）。こ

がその病態機序は不明であった。 

近年、FCMD 患者の骨格筋では、細胞膜と

基底膜を繋ぐ糖蛋白α-dystroglycan(α

DG)の O-マンノース型糖鎖に異常があり、こ

の糖鎖を介する細胞膜－基底膜間の結合が

破綻する為に重度の筋ジストロフィーが発

症することが示された（Michele DE, et. al., 

Nature 2002）。FCMD と類似の臨床症状を来

たす muscle-eye-brain 病、Walker-Warburg

症候群等においても、αDG の O-マンノース

型糖転移酵素の遺伝子異常が次々と同定さ

れ、αジストログリカノパチー（αDGpathy）

と総称する新しい疾患概念が確立した

（Muntoni, et. al., Lancet 2002, Toda, et. 

al., Congenit Anom 2003）。fukutin の機

能は未知であるが、上記の事実や既知の糖

転移酵素とのアミノ酸配列相同性より、α

DG の糖鎖修飾に関わっていると考えられて

いる。 

患者では fukutin の mRNA の発現がノザン

ブロット解析で検出されなかった。この機

構については、SVA の挿入部位及びトランス

ポゾンの性質より以下のように考えられて

きた。①挿入変異が 3’非翻訳領域にある為、

fukutin の mRNA が不安定化し分解される。

②トランスポゾン等の反復配列周辺は、DNA

メチル化やヒストン脱アセチル化等の制御

を受けやすく、fukutin 周辺がエピジェネテ

ィックな不活性化を受け、発現抑制や転写

伸長障害が起こる。しかしながら、SVA 配列

はグアニン、シトシンが豊富で解析が難し

く、疾患機序は未解明のままであった。ご

く最近、SVA がいくつかの遺伝子内に挿入し、

選択的スプライシングや PTC（premature 

termination codon）を引き起こし、遺伝子

の機能に多様性を与え生物の進化、選択、

多様性に関与していることが報告された

（Hancks, et. al., Genome Res 2009）。  

申請者はこれまでに、FCMD の病態が、SVA

の挿入により、fukutin 蛋白をコードする最

終エクソン内に新たなスプライシング部位

が生じ、新生エクソン由来の異常タンパク

が産生されることで発症する、スプライシ

ング異常症である事実を証明した（未発表）。

この異常スプライシングは、挿入配列内に

存在する強力な潜在的スプライシング受容

サイトが、蛋白質をコードする最終エクソ

ン内の潜在的スプライシング供与サイトを

新たに活性化することが原因となる。そこ

で、この標的配列に対し、アンチセンスオ

リゴヌクレオチド（AON）を pre-mRNA レベ

ルにおいて結合させ、異常スプライシング

を阻止し、正常なスプライシングパターン

に是正させる治療法が有効との着想に至っ

た。 

我々はすでにヒト正常型及び患者型 SVA

挿入型 fukutin 配列をマウス fukutin に導

入したノックインモデルマウス(KI マウス)

系を構築し(Kanagawa, et. al., Hum Mol 

Genet 2009)、患者同様のスプライシング異

常を示すことを確認した。そこで、申請者

は標的配列に対する AON（Octa- Guanidine 

Morpholino vivo-Morpholino, vMO）を設計

し、KI マウスより樹立した ES 細胞系に投与

したところ、mRNA レベルでのスプライシン



グの是正が確認された。更にマウス骨格筋

への局所注射では、mRNA の回復に加え正常

fukutin 蛋白の回復や、機能的回復を示唆す

るDG の糖鎖修飾の回復に成功した。これら

の事実はFCMDがスプライシング異常症であ

るとの仮説を再度支持する結果であった。   

スプライシング異常に着目した治療法と

して、現在 DMD に対し AON を用いたエクソ

ンスキッピング法が臨床適用になっており、

また脊髄性筋萎縮症に対するスプライシン

グ制御の研究も進んでいる。従って FCMD に

対する、スプライシング制御を目指したヒ

トへの治療は実現可能であると考えている。 

２．研究の目的 

申請者が見出した、「FCMD がレトロトラ

ンスポゾンの挿入変異がもたらすエクソン

トラッピングと名付けられるスプライシン

グ異常症であること」をもとに、この異常ス

プライシングを是正する治療法の実現を目

的とし、核酸化合物であるアンチセンスオリ

ゴヌクレオチド(AON)による治療を開始し

FCMDモデルマウスに対するAONのモデル

動物への局所及び全身投与、ヒト患者由来細

胞系への投与、薬剤毒性の検討、核酸配列や

化合物分子の至適化、ドラッグデリバリーシ

ステムの構築及び低分子化合物からの有効

薬剤の探索を行った。 

３．研究の方法 

1. Octa-Guanidine Morpholino (vMO)、及び

2’Oメチル RNA 等の有効な核酸化合物（AON） 

①FCMD モデル動物への全身投与：FCMD モデ

ルマウス（KIマウス）に対するアンチセンス

化合物の全身投与による治療 

 有効な AON を KI マウスの尾静脈経由または

腹腔内に AON を投与（20mg/Kg~200mg/Kg）し

骨格筋、心筋、各組織での治療効果を検討す

る。FCMD では・DG の O-マンノース型糖鎖に

異常がみられ、そのリガンドである laminin

との結合能が落ちるため、その回復を機能的

な治療効果の指標とする。 

②ヒト患者由来細胞系（リンパ芽球、初代筋

芽細胞）に対する治療： vivo-Morpholino は

濃度依存的に効果が上昇する（Yokota, et. 

al., Ann Neurol 2009）。正常、FCMD 患者由

来リンパ芽球の培地内に AON（800n M～5μ

M）を投与し、96 時間後に細胞を回収し、正

常 fukutin 蛋白の回復を解析する。③薬剤毒

性の検討及び④有効な AON 薬剤の至適化 

2. 高分子ナノ化合物（ポリメチルメタクリ

レート；メタクリル樹脂：PMMA）等を用いた

DDS の構築アンチセンス核酸の高機能化を用

いたドラッグデリバリーシステム（DDS）の

構築：ヒトへの臨床応用の実現化には、薬剤

の治療効果を高めるだけでなく、副作用の軽

減、投与経路、血液脳関門の通過への検討、

組織移行の効率化等の工夫は必須の要素で

ある。最適な薬物輸送システムの構築の為に、

AON の高機能化を目指す。3. 低分子化合物ラ

イブラリーからのスクリーニングによる、

FCMD に対する有効治療薬剤の探索：・

 SVA 挿入型 fukutin コンストラクト

の正常 fukutinをコードする翻訳領域下流に

レポーター遺伝子を導入したコンストラク

トを作成し、安定発現細胞株を構築する。こ

の細胞株に標的化合物を投与し、異常スプラ

イシングが是正され、正常 fukutin の翻訳が

回復すると、細胞はレポーターと融合し正常

fukutin を発現する。このアッセイ系を用い、

低分子化合物ライブラリーより、有効化合物

の治療効果を評価する。有効な化合物につい

て、患者由来細胞系、モデル動物を用い治療

効果、濃度依存性、毒性を検討する。 

４．研究成果 

この 2年間において申請者はモルフォリノオ

リゴを用い核酸化合物であるアンチセンス

オリゴヌクレオチドカクテル(AON－AED)に



よる異常スプライシングに対する分子標的

治療を開始した。その結果 FCMD モデルマウ

スへの局所投与および尾静脈を介した全身

投与、及び患者由来細胞系において、AON が

RNA レベルにおいて劇的に効果のあることを

示した(図 1)。 

 

この AED カクテルの効果は RNA レベルにとど

まらず、蛋白レベルでの回復(図２)、及び疾

患の機能的改善を示すαジストログリカン

の糖鎖修飾の回復に対しても有効であるこ

とを示した(図３)。 

 

 

また患者由来筋細胞にこの AON-AEDを投与し

たところ機能的回復を示すラミニンクラス

タリング能力の劇的改善も示した(図４)。 

 

このことより、FCMD はスプライシング異常で

あり、このスプライシング異常をアンチセン

ス核酸で治療する、という不治の病に対する

初 の 治 療 法 の 可 能 性 を 示 し た

（Taniguchi-Ikeda et.al. Nature 2011）。 

また FCMD で引き起こされるスプライシン

グ異常は人の疾患の原因になることを初め

て示し、同様のレトロトランスポゾンの挿入

を認める他の 2疾患についても同様のスプラ

イシング異常を発見し、またチンパンジーに

はないヒト特異的な SVA挿入を認める新規遺

伝子（AB627340）のエクソントラッピング由

来の遺伝子産物をヒト脳において同定し、エ

クソントラッピングの病的意義だけでなく

進化、多様性に関する可能性も示した(図 5)。 

 

われわれが目指す福山型筋ジストロフィ

ーに対するアンチセンス療法は、デゥシャン



型筋ジストロフィーに対するエクソンスキ

ッピング療法と違い、完全なフクチン蛋白の

回復を目指す根治療法であり、しかも日本の

すべての福山型筋ジストロフィーの患者を

対象に同一の方法で行えるものである．現時

点では、このアンチセンス療法には脳や心筋

組織への移行が困難である点、また先天性疾

患であるため、脳の形成異常を治療するため

には胎児治療が必要になる点など、解決すべ

き問題が多い．しかし、まずは筋力を回復す

る治療が実現され、患者及びその家族の QOL

の上昇につながればと考えている．今後は臨

床応用の実現にむけ、核酸化合物の至適化や

毒性試験などを行ってゆきたい．この発表は

国内でも各種新聞やテレビで報道され、患者

家族に対しても公表され大きな反響をえた。

この結果をもとに是非臨床応用の実現を目

指して、核酸化合物の最適化や薬剤の毒性の

検討などを行って行きたい。 
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