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研究成果の概要（和文）：我々は，神経筋疾患に対する遺伝子治療，特に筋ジストロフィーへの遺伝子治療の開発を目
指している．レンチウイルスベクターを用いて筋ジストロフィーモデル動物 (mdxマウス) に直接遺伝子導入を行い，
病理学的，生理学的機能評価により有効性の検討を行った．レンチウイルスベクターにより骨格筋，satellite cellの
中で導入遺伝子の安定した発現が得られた．これによリ筋線維の変性を妨ぐことができ，永続的に治療用遺伝子が供給
された．呼吸筋とくに横隔膜はin vivo遺伝子導入の有効なターゲットとなることを示した．MSCVプロモーター活性と
筋のfiber typeとの間には相関関係が示された．

研究成果の概要（英文）：We are intended to develop the gene therapy for neuromuscular disease, especially 
about muscular dystrophy. Lentiviral vector can stably transduced therapeutic dystrophin gene into mdx mus
cle fibers and satellite cells. The transduced satellite cells can contribute to muscle regeneration proce
ss and keep providing a therapeutic gene product, dystrophin. Mdx respiratory muscle may be an appropriate
 target for in vivo direct gene delivery approach. LvMSCV-EGFP transgenic mice showed fiber type-dependent
 variations in EGFP protein expression.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

 Duchenne 型筋ジストロフィー (DMD) は重

篤な遺伝性筋疾患であり，現在までに根本治

療は確立されておらず，ウイルスベクターを

用いた遺伝子治療が精力的に研究されてい

る．我々の目的は dystrophin 遺伝子導入に

よる筋ジストロフィーの改善であり，レンチ

ウイルスベクターを用いたDMD遺伝子治療研

究に取り組んでいる．HIV-I を改変したレン

チウイルスベクターは VSVG pseudotyped の

ベクターであり，自己複製はせず，分裂期・

非分裂期の哺乳動物細胞ゲノムに効率よく

導入される．これまでの報告でレンチウイル

スベクターは骨格筋に極めて長い期間発現

させることができ，satellite cell にも導入

可能であることが示された．これは治療効果

の継続と患者の生命予後に極めて重要であ

る． 

 また，遺伝子導入後の筋線維タイプ別での

プロモーター/エンハンサー活性を解析した

報告はなく，MSCV プロモーターについても，

これまでに造血幹細胞や小脳のプルキンエ

細胞で安定した遺伝子発現が得られた報告

はあるものの筋線維での詳細な発現効率ま

で検討した報告はない． 

 研究代表者は臨床医学 (神経内科学) を

バックグラウンドとしており，最終的には筋

ジストロフィー対する遺伝子治療の臨床応

用に向けた研究へと展開したいと考えてい

る． 

 

２．研究の目的 

 今回我々はレンチウイルスベクターを用

いて骨格筋をターゲットとし myofiber，

satellite cell に遺伝子導入を行った．生命

予後の改善のためにはまず呼吸機能を保持

する必要があり，呼吸機能に直結する横隔膜

をターゲットに遺伝子導入を試みた． 

 また，骨格筋での導入遺伝子の発現強度を

測定することで，MSCV プロモーターの筋線維

タイプ別の活性を評価，検討を行った． 

 

３．方法 

 本研究では dystrophin の機能ドメインを

保ったまま短縮した dystrophin cDNA を用い

た． Muscle specific human skeletal α

-actin gene promoter で ド ラ イ ブ し た

microdystrophin/eGFP (3.8kb)の fusion 蛋

白質を発現するカセットを組み込んだ力価 

1x108 TU/ml のレンチウイルスベクターを作

製し，2日齢の mdxマウス前脛骨筋に 5μl筋

注した．筋注後 4週，4ヶ月，1年後，2年後

に harvestして組織像を観察した．Satellite 

cell へ遺伝子導入されているか確かめるた

めに microdystrophin で治療した 1 年後に

mdx マウスの骨格筋から mono-neuclear 

cells を回収し primary culture を行った． 

 横隔膜への遺伝子導入を行うために，MSCV

でドライブし eGFP を組み込んだ力価 1 X 108 

TU/ml のレンチウイルスベクターを生後 2 日

齢の mdx マウスに氷上麻酔下で 100μｌ腹腔

内投与し，6 週後に harvest して横隔膜の切

片を観察した． 

 MSCV プロモーターでドライブする EGFP を

組 み 込 ん だ レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 

(LvMSCV-EGFP) をマウス骨格筋をターゲッ

トに直接遺伝子導入を行い，後日組織学的に

評価，解析を行った．またより詳細に評価を

行うためにLvMSCV-EGFP を2細胞期胚へ導入

することでトランスジェニックマウスを作

製した．このトランスジェニックマウス骨格

筋での遺伝子発現を評価，解析を行った． 

 

４．研究成果 

 生後 2 日齢で筋注後，2 年後に至るまで導

入した dystrophin/eGFP fusion 蛋白質は筋

形質膜にそって正常に局在した．治療 1年後

の mdx マウス骨格筋から mono-neuclear 

cells を回収し primary culture を行ったと

ころ，micro-dystrophin/eGFP positive の多



核の myotube を認めた． 

 生後 6週の横隔膜をダイレクトに蛍光顕微

鏡で観察したところ，筋線維にそって非常に

強い eGFP の発現が観察された．横隔膜の断

面でも両側で横隔膜全層にわたってほぼ

100％の筋線維で eGFP の発現が観察された． 

 生後 2年に至るまで極めて長期間にわたり

microdystrophin の発現を認めた．これは壊

死再生のサイクルを経たにもかかわらず，

microdystrophin が永続的に供給されている

ためと考えられた．遺伝子導入した骨格筋で

施 行 し た primary culture で

micro-dystrophin/eGFP positive の myotube

形成をみたことから，satellite cell へ遺伝

子導入できたとみられ，長期発現の要因と考

えられた． 

 筋線維，初代培養筋芽細胞，および注入さ

れた筋より分離した筋管細胞においていず

れも導入遺伝子発現が観察された．また，遺

伝子発現は直接導入を行った筋組織におい

て筋線維別に発現強度に差がみられ，トラン

スジェニックマウス骨格筋では type I 線維

と type IIA 線維で最も強く，type IID/X 線

維が中間で type IIB 線維で最も弱い傾向が

みられた． 

 筋ジストロフィーモデルマウスである mdx

マウスで変性，壊死変化が強いヒラメ筋や横

隔膜は type I 線維と type IIA 線維で構成さ

れており，MSCV プロモーターを用いた更なる

遺伝子治療研究は mdxマウスの表現型改善に

寄与する可能性がある． 

 レンチウイルスベクターによる myofiber, 

satellite cell への遺伝子導入を確認した．

レンチウイルスベクターは骨格筋に効率よ

く遺伝子を導入でき，骨格筋幹細胞をターゲ

ットとした dystrophin 遺伝子導入は治療効

果の長期発現が期待でき，有効な治療手段と

なる可能性がある．また，レンチウイルスベ

クターにより作製されたトランスジェニッ

クマウスはプロモーター/エンハンサー活性

を評価するのに有用と思われる． 
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