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研究成果の概要（和文）：福山型筋ジストロフィー（FCMD）がスプライシング異常症であることを見出し、この異常ス
プライシングを制御するアンチセンス核酸を用い患者細胞及びモデルマウスでの治療に成功した。さらにアンチセンス
核酸の指摘化を行い前臨床試験に用いる至適アンチセンスを決定した。今後臨床応用を目指したい。
ポストリン酸修飾構造はαDG異常症モデルマウスで欠損しており、FCMDおよび類縁疾患の病態の中心といえる構造であ
る。
フクチン欠損型ジストログリカノパチー２種作成し、筋再生障害を伴う筋ジストロフィーであり、またAAV遺伝子治療
は、多くのタイプのジストログリカノパチーに対して有効な治療法であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Fukuyama muscular dystrophy (FCMD) is the first human disease found to result from
 ancestral insertion of a SINE-VNTR-Alu (SVA) retrotransposon into a causative gene. Here we show that abe
rrant mRNA splicing, induced by SVA exon-trapping, underlies the molecular pathogenesis of FCMD. Introduct
ion of antisense oligonucleotides (AONs) targeting the splice acceptor, the predicted exonic splicing enha
ncer and the intronic splicing enhancer prevented pathogenic exon-trapping by SVA in cells of patients wit
h FCMD and model mice, rescuing normal fukutin mRNA expression and protein production. AON treatment also 
restored fukutin functions, including O-glycosylation of a-DG and laminin binding by a-DG. Thus, we have d
iscovered in human disease a role for SVA-mediated exon-trapping and demonstrated the promise of splicing 
modulation therapy as the first radical clinical treatment for FCMD and other SVA-mediated diseases.
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１．研究開始当初の背景 

 福山型先天性筋ジストロフィ−（FCMD）

は、福山によって報告・確立された先天性筋

ジストロフィ−の一型であり、重度の筋ジス

トロフィ−に脳奇形を伴う常染色体劣性遺伝

性神経筋疾患である。我が国の小児期筋ジス

トロフィ−の中ではデュシャンヌ型に次いで

多く我々の約 90 人に１人が保因者である。

患児は生涯歩行不能であり、同時に精神発達

遅延を伴い、多くは 20 歳以前に死亡する難

病であり、muscle-eye-brain 病(MEB)などと

類似疾患とされる。 

 研究代表者らのグループは日本に特異的

に多い FCMD の原因遺伝子の同定に成功、

遺伝子産物をフクチンと名付けた(Nature 

1998)。また糖転移酵素 POMGnT1 の遺伝子

が MEB 原因遺伝子であることを明らかにし、

糖鎖異常が筋ジスの新たなメカニズムとし

た(Dev Cell 2001)。その後同様の原因が相次

いで発見され、αジストログリカノパチーと

いう新しい疾患概念が確立された。αジスト

ログリカン（α-DG）の O-マンノース型糖鎖

の異常により、基底膜中のラミニンとの結合

能が低下し、筋組織では筋細胞膜が脆弱化、

筋細胞が壊死・変性に陥り、筋ジストロフィ

ーがおき、脳組織では、脳表基底膜が脆弱化、

神経細胞過遊走、大脳皮質形成障害がおきる。 

 現在までにαジストログリカノパチーの

原因として 6種類の遺伝子が同定されている

（フクチン、POMGnT1、FKRP、LARGE、

POMT1、POMT2）。申請者らのグループは

うちPOMT1とPOMT2は複合体をつくって

協同的に働くことをしめし（PNAS 2004）、

またα-DG で O-マンノース型糖鎖修飾をう

けるアミノ酸を決定した（JBC 2007）。

POMT1-POMT2 複合体と POMGnT1 は、α

-DG の O-マンノース型糖鎖を直接合成する

糖転移酵素として活性が同定されているが、

他の分子には未だ糖転移酵素活性は見出さ

れておらず、機能の詳細は未知である。我々

は、フクチンは糖鎖合成を直接担う酵素では

ないが、POMGnT1 と結合する、O-マンノー

ス型糖鎖の合成に不可欠な調節・制御因子で

あることを示した（BBRC 2006）。またαジ

ストログリカノパチーは筋以外に神経筋接

合部異常による分化障害であることを示し

た（Hum Mol Genet 2006）。また網膜特異的

分子ピカチュリンがα-DG のリガンドであ

ること（Nat Neurosci 2008）、各種αジスト

ログリカノパチーではその結合がラミンと

同じ糖鎖依存的に低下しており網膜病変を

説明できること（JBC 2010）、を示した。ま

た さ ら に 予 備 実 験 で は 、 フ ク チ ン は

POMGnT1 以外にも、FKRP、LARGE、β

4GalT-II との相互作用を示唆する結果が得

られている。そこで本研究では、これらの分

子間の相互作用の詳細な検討を行って巨大

複合体形成を確認し、またそれらと結合する

他のタンパク質を探索して、O-マンノース型

糖鎖修飾の分子機構の解明、αジストログリ

カノパチーのさらなる病態解析を行う。 

 しかしながら筋ジストロフィーとしてみ

た場合、重要なのは「治療」である。デュシ

ャンヌ型に関する治療研究は世界各国で盛

んに行われている。一方で、FCMD、MEB

原因遺伝子同定を契機にαジストログリカ

ノパチーの研究が大きく進展し、近年その病

態が次第に明らかになり診断法が大幅に進

歩したが、治療としては報告がない。特に

FCMD は日本に特異的に多く未だ治療法が

ない悲惨な疾患であり、一刻も早い治療法開

発が望まれている。申請者らは、fukutin 欠

失細胞や RNAi による fukutin ノックダウン

細胞などの FCMD モデル細胞系を確立し、

さらに FCMD モデル動物として fukutin 欠

損 ES 細胞由来のキメラマウス（Hum Mol 

Genet 2003）、大部分の FCMD 患者が持つ

SVA レトロトランスポゾン挿入変異を導入

したノックインマウスを作成して病態解析

を行っており（Hum Mol Genet 2009）、また



fukutin コンディショナル KO マウスを作出

し、糖鎖異常と病態を示すことを確認し、よ

りくわしく解析をしている。 

 そこで本研究では、むしろ治療研究を主眼

とし、FCMD を中心とし、FCMD モデル細

胞とモデル動物を用いて、アンチセンス・モ

ルフォリノ治療、LARGE による糖鎖治療、

AAV 遺伝子治療酵素補充治療、など（研究計

画に詳述）、さまざまなユニークな治療実験

を行って、臨床応用可能な治療法を確立し、

臨床試験への道筋を目指す。そしてαジスト

ログリカノパチー全体の治療へ応用する。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者は、福山型先天性筋ジストロフ

ィー（FCMD）および類縁疾患の原因遺伝子

を同定し、糖鎖の異常であることを世界で初

めて明らかにしてきた。本研究は、日本に特

異的に多い FCMD をはじめとするαジスト

ログリカノパチーの発症原因である O-マン

ノース型糖鎖の合成機構とその病態を解明

することと、我が国の筋ジストロフィー研究

における重要課題である FCMD の治療へ向

けて、下記に記した有望な分子標的治療であ

るアンチセンス・モルフォリノ治療、LARGE

による糖鎖治療、AAV 遺伝子治療など、さま

ざまなユニークな治療実験を行い、臨床応用

可能な治療法を確立し、臨床試験への道筋を

目指す。全く治療法のない不治の病にむかっ

て、今はじめて分子標的治療ができつつある

のは、患者、家族、国民にとって福音である。 

 

３．研究の方法 

（１） アンチセンス・モルフォリノ治療 

① 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 

筋局所投与で有効性の確認されているAONを

KI マウスの尾静脈経由または腹腔内に投与

し骨格筋、各組織での治療効果を検討する。

FCMD ではαDG 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

結合能が落ちる為その回復を機能的な治療

効果の指標とする。筋病理組織及び臨床症状

の改善を総合的に評価し、機能的治療効果判

定を行う。 

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 

AON を用いたＦＣＭＤ患者由来リンパ球に対

する治療では、vivo-Morpholino は濃度依存

的に効果が上昇する。正常、FCMD 患者由来リ

ンパ芽球の培地内に AON（800nM～5μM）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。 

AONを用いたFCMD患者由来初代筋芽細胞に対

する治療では、筋細胞の機能的回復をみるた

めに、筋細胞膜上のαDGの糖鎖の回復を検討

する。また機能的な効果として、外来性の

laminin を筋管に投与し、正常で見られる

laminin の凝集（クラスタリング）能力が、

治療群の患者由来の筋管において回復する

かを検討する（ラミニンクラスタリングアッ

セイ）。 

③有効な AON の至適化 

毒性が低く、効果の高い核酸配列を探求し標

的配列の微調整を行う。2,3 塩基をずらすだ

けで効果が劇的に上がる配列もあるため、標

的配列（スプライシング受容部位、供与部位、

スプライシングエンハンサー、サイレンサー

等）を網羅的に検討する。また、核酸分子（PMO, 

2’O メチル,LNA,PNA,ENA,vMO 等）の配合や

濃度も検討し配列の至適化を行う。更には論

文に発表した３種配列混合でなく、２種理想

的には１種で可能な配列を見いだす。 

（２）フクチン遺伝子治療 

 ジストログリカノパチーと総称される一

群の筋ジストロフィーは、ジストログリカン

の糖鎖異常によって発症する。本研究では、

ジストログリカンに修飾される糖鎖の病態

生理的意義の解明と、治療法の開発を目的に、

ジストログリカノパチーとして最初に見出



された福山型筋ジストロフィーの原因遺伝

子フクチンのconditional knock-out （cKO）

マウスを２種類作出した。 

 定法であるが欠損しているfukutin遺伝子

を外来的に補う遺伝子治療が有効であると

考えられる。骨格筋に対して感染性が高く、

遺伝子導入効率の高い免疫応答を惹起せず

長期の遺伝子発現が可能なアデノ随伴ウイ

ルス(AAV) ベクターを用いて尾静脈、腹腔か

らの全身投与を行う。 

 

４．研究成果 

「SVA レトロトランスポゾンによる病的エク

ソントラッピングと福山型筋ジストロフィ

ーにおけるレスキュー」 

 福山型筋ジストロフィ－(FCMD)は、重度の

筋ジストロフィ－に脳奇形を伴う常染色体

劣性遺伝性神経筋疾患であり、日本に多く、

未だ治療法がない。殆どの FCMD 患者は、フ

クチン遺伝子の 3’非翻訳領域に約 3kbの SVA

型レトロトランスポゾンの挿入変異を持つ。

この疾患の発症機序は、mRNA の不安定化や転

写障害によるものと考えられていたが、詳細

は不明であった。 

 今回我々は、FCMD が SVA の挿入により誘導

されるスプライシング異常症であることを

証明した。この異常スプライシングは、SVA

挿入配列内に存在する強力なスプライシン

グ受容部位の exon-trapping 機能により、最

終エクソンのフクチンをコードする領域内

の選択的スプライシング供与部位が活性化

されて、引き起こされていた。そこで、異常

スプライシングを阻止するアンチセンスオ

リゴヌクレオチド(AON)を用いたスプライシ

ング制御治療法が有効と考え、異常スプライ

シング部位、エクソン内スプライシング促進

配列、及びイントロン内スプライシング促進

配列を標的とする AON を設計した。患者由来

細胞に導入、及び FCMD モデルマウスに筋注

ならびに全身投与した結果、患者由来細胞に

おいて正常のフクチンが回復し、またモデル

マウスにおいて正常フクチンの回復、αジス

トログリカンの糖鎖修飾及びラミニン結合

能の回復が確認された。さらにこの SVA の

exon-trapping 機能による異常スプライシン

グが、SVA 挿入変異をもつ他疾患（高コレス

テロール血症、中性脂肪蓄積症）においても

引き起こされていることを証明し、またチン

パンジーにはないヒト特異的な SVA の

exon-trapping 由来の遺伝子産物を脳で同定

した。以上より、SVA の exon-trapping 機能

はヒトの疾患や進化に関与しており、FCMD に

対しては初の根治療法実現の可能性が示唆

された。 

「フクチン関連タンパク（FKRP）はαジスト

ログリカンのポストリン酸修飾に関与する」 

 αジストログリカン(αDG)は糖鎖修飾構

造を介して細胞外マトリックス蛋白である

ラミニンやアグリンと結合している。福山型

筋ジストロフィー（FCMD）およびその類縁疾

患はαDG の糖鎖修飾異常を病態として共有

することからαDG 異常症と総称される。 

近年ラミニンとの結合に重要なαDG 糖鎖修

飾構造として O-マンノースの６位炭素から

リン酸ジエステル結合を介して分枝する未

知の糖鎖修飾構造（ポストリン酸修飾構造）

が注目されている。FCMD 患者培養筋細胞や

Large変異マウス骨格筋ではαDGのポストリ

ン酸修飾構造が失われており、fukutin や

Large がこの構造の生合成に関与することが

報告されている。 

 今回我々は複数のαDG 異常症モデルマウ

スを用いた生化学的解析によって、fukutin、

Largeに加えてFKRPがポストリン酸修飾に関

与することを確認した。また一方で、正常野

生型マウスにおいても、肺と精巣で発現する

αDG にはポストリン酸修飾構造がないこと、

マウス精巣組織で fukutin、FKRP、LARGE の

発現は正常であることを見出した。ポストリ

ン酸修飾構造にはαDG 異常症における病的

意義だけでなく、ラミニン結合能の組織特異



性を決定するという生理的意義があると考

えられた。 

「２種類のフクチン欠損マウスを用いた福

山型筋ジストロフィーの病態解析と遺伝子

治療」 

 筋線維選択的なMCK-fukutin-cKOマウスは、

非常に軽症の筋ジストロフィー病変を示し

た。未発症の MCK-fukutin-cKO マウスを用い

た強制運動負荷実験の結果から、細胞膜の脆

弱化が発症の引き金になることが示された。

一方、筋前駆細胞選択的な Myf5-fukutin-cKO

マウスは、より重篤な病態を示した。単離し

た筋前駆細胞を用いた増殖・分化実験の結果

から、フクチン依存のジストログリカン糖鎖

修飾異常は、筋前駆細胞の増殖・分化活性、

筋再生能を低下させることが明らかになっ

た。これらの結果は、筋前駆細胞活性がジス

トログリカノパチー病態の重篤度に関連す

ることを示唆している。更に、頻繁に繰り返

される筋変性・再生の結果、筋前駆細胞数や

活性の低下が生じることから、発症の引き金

となる膜脆弱化の抑制が、筋前駆細胞異常を

伴う疾患モデルにおいても、治療効果を生み

出す可能性が考えられた。そこで、アデノ随

伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い 、

Myf5-fukutin-cKO 筋線維限定的にフクチン

発現を回復させ、その治療効果を検討したと

ころ、発症後に遺伝子治療を開始した場合で

あっても、重篤な病態を軽減することに成功

した。 

「福山型先天性筋ジストロフィーのアンチ

センス治療における至適薬剤の選択」 

 我々は初年度に、FCMD が SVA 配列内にある

強力なスプライシング受容部位のエクソン

トラップ機能により、最終エクソンのフクチ

ンをコードする領域内の選択的スプライシ

ング供与部位が活性化されることで発症す

るスプライシング異常症であることを証明

し、アンチセンス核酸を用いたエクソントラ

ップ阻害による根治療法の可能性を示した

(Nature 2011)。しかしながらここでの検討

では、毒性が危惧される膜透過型モルフォリ

ノ核酸(VMO)を使用していることと、３種類

の配列のアンチセンス核酸 A3, E3, D5 の３

種によるカクテル療法であるため、通常より

多くの非臨床試験が必要となる可能性が存

在した。 

 今回我々は、このエクソントラップ阻害剤

の臨床応用に向けさらに至適薬剤の選択を

行った。患者由来細胞を用いてスプライシン

グ阻害活性測定系を再設定し、まず臨床応用

が進んでいる 2-O メチル RNA を用い、エクソ

ントラップを誘導するスプライシング受容

部位・供与部位及びスプライシング促進配列

に網羅的にアンチセンス核酸を設計した。ス

プライシング阻害活性を測定したところ、ス

プライシング調節部位に設計したアンチセ

ンス核酸１種類で十分なエクソントラップ

阻害効果を認めることが判明した。次にその

核酸配列をモルフォリノ核酸を用いて合成

し、最適化を行い複数の候補配列を見出した。

これらの配列をモデルマウス及び患者由来

細胞系に投与したところ、正常フクチン蛋白

の回復及びαジストログリカンの糖鎖修飾

の改善が確認された。 

 安全性と有効性の観点から１種の配列を

選択し、今後、臨床応用に向けて大型動物を

用いて薬剤の副作用や投与用量、薬物動態

（吸収・組織分布・代謝・排泄）の検討など

（いわゆる非 GLP 試験および GLP 試験）を行

い、臨床治験を目指したいと考えている。 
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