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研究成果の概要（和文）：高機能性人工核酸を用いたスプライシング制御技術を開発するために、

まず、蛍光を利用してスプライシングの違いを簡便・迅速に評価できるスクリーニング系を構

築した。次に、多数の BNA アンチセンス分子を設計し、構築したスクリーニング系を用いて

スプライシングを制御するか否か評価した。その結果、エクソンスキップを促す分子を多数得

ると共に、アンチセンス分子の標的として効果的な領域を同定することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：First, we established cell lines containing the reporter gene for 

antisense oligonucleotides that modify the RNA splicing. Next, we designed and analyzed 

various BNA antisense oligonucleotides using these screening cell lines, which allowed us 

to obtain several antisense oligonucleotides that induce exon skipping. We also identified 

three regions in the dystrophin gene as a good target for antisense 
oligonucleotide-mediated exon skipping. 
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１．研究開始当初の背景 

  ヒト遺伝子の総数は約 22,000 であり、
20-30 万種のタンパク質ができるためには、
一つの遺伝子から複数のアイソフォームが
できる選択的スプライシングが重要である。
一方、遺伝子に変異が入りスプライシング異
常が起こることで生活習慣病などの疾患が
発症すること、また、筋ジストロフィーなど
の遺伝性疾患に対してスプライシングを制
御することにより治療する方法などが報告
されている。このように、スプライシングは

生命活動や疾患の発症・治療などにおいて重
要な役割を担っている。 

 

  脂質の取り込みに関わる LDL 受容体
（LDLR）遺伝子の 12 番目のエクソンのスプ
ライシングシス因子（ESE）に変異が入ると、
エクソンがスキップし、フレームシフトが起
こり異常なタンパク質が発現する。その結果、
血中コレステロールの取り込みが減少し、早
期に心筋梗塞を引き起こす（家族性高コレス
テロール血症）。従って、スキップするエク
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ソンを回復し、機能するタンパク質を発現さ
せることで家族性高コレステロール血症の
新たな治療法の開発が期待できる。 

 

  一方、Duchenne 型筋ジストロフィーとは、
年齢と共に筋力の低下が進行し、20 歳前後で
死に至る重篤な疾患である。本疾患は、原因
遺伝子であるジストロフィン遺伝子の変異
により、異常なジストロフィンタンパク質が
産生されることにより生じる疾患である。近
年、ジストロフィン遺伝子のエクソンをス
キップさせ、機能を持つジストロフィンタン
パク質の発現を促すことで、治療が可能であ
るとする報告がなされている。このような遺
伝子のスプライシングを制御することによ
る治療法を実現するためには、自在で緻密な
スプライシング制御技術を確立することが
必要不可欠である。 

 

  スプライシングを自在に制御するために
は、エクソンのスキップ、および、スキップ
するエクソンを回復し mRNA に包含すると
いう、2 つの方法論を確立しなければいけな
い。エクソンのスキップに関しては、ジスト
ロフィン遺伝子に対する研究などいくつか
報告されているが、その効果は不十分である。
また、スキップしたエクソンを回復させる研
究に至っては、脊髄性筋萎縮症の治療標的で
ある SMN2 遺伝子に関する例しか報告され
ていない。さらに、これまではそれら方法が
単独で検討されてきており、自在にスプライ
シングを制御するためには不十分であり、両
者の包括的な解析が必要である。 

 

  スプライシング制御技術を開発する上で
は、標的遺伝子配列に対して高い特異性・親
和性を持つ核酸分子を活用することが非常
に有効である。しかし、S オリゴなど既存の
人工核酸は、標的配列に対する選択性の低さ
や、タンパク質との非特異的な相互作用など
問題がある。このように現在の技術では効果
が限定されており、応用展開がなされておら
ず、緻密で自在なスプライシングの制御の実
現は困難な状況である。 

 

  これまでに我々は、核酸医薬による難治性
疾患の治療法を開発するために、RNA に対
する強い親和性、高い酵素耐性能、高い配列
選択性を持つ高機能性人工核酸 BNA

（Bridged Nucleic Acid）を世界に先駆け合
成し、アンチセンス分子などに応用し、遺伝
子発現の自在な制御を実現してきた。本研究
課題では、この BNA アンチセンス分子を用
いて、特異的で正確なスプライシング制御技
術の開発を行う。 

 

 

 

２．研究の目的（図 1） 

（１）エクソンを回復させる BNA アンチセ
ンス分子の開発 

  家族性高コレステロール血症の治療薬開
発を目指して、原因遺伝子 LDLR 遺伝子のス
キップするエクソンを回復させるアンチセ
ンス分子の開発を行う。 
 

（２）エクソンをスキップさせる BNA アン
チセンス分子の開発 

  筋ジストロフィーの治療薬開発を目指し
て、原因遺伝子ジストロフィン遺伝子のエク
ソンをスキップさせるアンチセンス分子の
開発を行う。 

 
３．研究の方法 

（１）我々はすでに、家族性高コレステロー
ル血症の原因遺伝子 LDLR 遺伝子のエクソ
ン 11 から 13 までの領域を用いた、スプライ
シングの違いを検出できる評価系を構築し
ている。具体的には、蛍光タンパク質 DsRed

（赤色）と EGFP（緑色）の遺伝子を連結さ
せ、さらにその 5'側に、LDLR 遺伝子のエク
ソン 11から 13までの領域を挿入したレポー
ターミニジーンを構築している。このレポー
ターミニジーンを導入したFlp-In293細胞株
を、スプライシングの違いを識別できるスク
リーニング細胞株として用いる。なお、本レ
ポーターミニジーンは、エクソンのスキップ
の有無でコドンの読み枠がずれるように設
計してあり、スプライシングの違いにより異
なる蛍光色（赤色もしくは緑色）を発する。
従って、このスクリーニング細胞株を用いる
ことで、スプライシングの違いを可視化でき、
多数のアンチセンス分子を簡便・迅速にスク

 
 

図 1  アンチセンス分子を用いた 

スプライシング制御法 



 

 

リーニングすることが可能になる（図 2）。 

 

 

  今回本スクリーニング系を改良するため
に、エクソン間のイントロンの領域を短くし、
転写・翻訳の効率を上げることで蛍光強度を
増強させ、評価系の感度を上げることを試み
る。 

 

  さらに、エクソンの含有を促進する ESE

配列を有する BNA アンチセンス分子を設計
し、その効果を本評価系を用いて検証する。 

 

（２）上記と同様の手法で、エクソンのス
キップを検出する系を構築する。具体的には、
蛍光タンパク質 DsRed と EGFP の遺伝子を
連結させ、さらにその 5'側に、ジストロフィ
ン遺伝子のエクソン 50 から 52、または、エ
クソン 57から 59までを挿入したレポーター
ミニジーンを構築する。このレポーターミニ
ジーンをそれぞれ Flp-In293細胞に導入して、
スプライシングの違いを識別できるスク
リーニング細胞株を樹立する。 

 

  次に、標的エクソンを網羅的にカバーする
ように、15 mer からなる BNA アンチセンス
分子を多数設計する。それぞれのアンチセン
ス分子を単独、あるいは複数組み合わせて用
いて、エクソンをスキップさせる効果を検証
する。 

 

４．研究成果 
（１）まず、スプライシングの違いを検出で
きる評価系の感度を上げるために、LDLR 遺
伝子のエクソン間のイントロンの領域を短
縮したレポーターミニジーンを作製した。作
製したレポーターミニジーンを用いて転
写・翻訳の効率を上げることで、蛍光強度を
増強させることに成功した。 

 

  次に、スキップするエクソンを回復させる
BNA アンチセンス分子の開発を行った。
LDLR 遺伝子の配列を参考に、エクソンの含

有を促進する ESE 配列を設計し、BNA アン
チセンス分子と繋いだ。このアンチセンス分
子の効果をスクリーニング細胞株を用いて
検証した結果、エクソンの回復は認められな
かった。一方で、予想に反してエクソンのス
キップを亢進するアンチセンス分子が数種
得られた。このことは、今回用いた ESE 配
列が機能しないのではなく、エクソン含有に
寄与する因子をトラップし、デコイとして機
能したためにスプライシングを阻害したと
いう可能性が考えられる。今後、ESE 配列並
びにアンチセンスの配列を改善することで、
効果的なエクソン回復の実現を目指す。 

 

（２）エクソンスキップを促すアンチセンス
分子を開発するために、まず、ジストロフィ
ン遺伝子のエクソン 50 から 52、または、57

から 59 までの領域のクローニングを行い、
これら配列を持つレポーターミニジーンを
構築した。この際、上記（１）で得られた知
見をもとに、イントロンを短縮することで蛍
光強度が強くなるような工夫を施した。この
レポーターミニジーンを Flp-In293細胞に導
入し、エクソンスキップを評価できる系を構
築した。 

 

  次に、エクソン 58 に対する BNA アンチセ
ンス分子を 9 種類設計した。作製したアンチ
センス分子を 100 nM で投与し、効果のある
BNA アンチセンス分子を探索した。その結
果、エクソン 58 に対しては 3 種類のアンチ
センス分子にエクソンをスキップさせる効
果が認められた。さらに詳細に解析するため
に、この配列をもとにアンチセンス分子を 48

種類作製し、検討を行った。その結果、アン
チセンス分子によってエクソンがスキップ
する標的領域として、強く効果の認められる
2 ヶ所、また、弱いながらも効果のある 1 ヶ
所を同定することができた（図 3）。今後、用
いるアンチセンス分子の長さや導入する
BNA 分子の数の検討を行い、さらなる効果
の増強を図る。 

 

 
 

図 2  スプライシングの違いにより蛍光が 

変化するレポーターを用いた評価系 

 
 

図 3  アンチセンス分子による 

    スプライシングの効果 



 

 

  同様に、エクソン 51 に対する BNA アンチ
センス分子を 16 種類設計し、100 nM になる
ように投与した。その結果、エクソン 51 に
関しては単独では効果のあるアンチセンス
分子は得られなかったものの、2 種類以上の
分子を混合して用いた時にエクソンスキッ
プの効果が認められるという大変興味深い
結果を得た。今後、これらの組み合わせを精
査することで、新たなスプライシング制御機
構の解明が期待できる。 

 

  以上本研究は、アンチセンス分子を用いた
スプライシング制御技術の開発に大きく貢
献するものであり、本研究を発展させること
でスプライシング制御に基づく難治性疾患
を治療できる新たな核酸医薬の開発に繋が
ることが期待できる。 
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