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研究成果の概要（和文）：デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)は骨格筋でのdystrophin欠損による筋力低下
を特徴とする進行性遺伝疾患である。細胞外マトリックス分子であるbiglycanは、dystrophinの機能を代償し得
るutrophinの発現を誘導することが知られている。本研究ではDMDモデルマウスであるmdxマウスにAAVを介して
biglycan遺伝子(BGN)を導入した。AAV-Bgnを全身投与したmdxマウスでは、筋組織および肝臓でのBiglycanの発
現量が増加し、筋組織においてUtrophinの上昇が確認された。また運動症状が回復し、筋組織病理像の改善が見
られたことから、有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a devastating muscle disease caused by 
loss-of-function mutationsin DMD encoding dystrophin. Utrophin is a paralog ofdystrophin and is 
highly expressed at the neuromuscular junction. In mdx mice, utrophin is naturally
upregulated throughout the muscle fibers, which mitigates muscular dystrophy. 
The protein-anchoring therapy was applied to mdx mice in this study. rAAV8 carrying hBGN encoding 
human biglycan was intravenously injected into 5-week-old mdx mice. The rAAV8-hBGN treatment 
improved motor deficits and decreased plasma creatine kinase activities. In muscle sections of 
treated mice, the number of central myonuclei and the distribution of myofiber sizes were improved. 
The low transduction efficiency and improved motor functions suggest that biglycan expressed in a 
small number of muscle fibers was likely to have been secreted and anchored to the cell surface 
throughout the whole muscular fibers.

研究分野：神経科学

キーワード： 筋ジストロフィー　AAV　Biglycan　mdx
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１．研究開始当初の背景 
(1)デュシャンヌ型筋ジストロフィー(DMD)
は、骨格筋での dystrophin欠損による筋力
低下を特徴とする進行性の遺伝性疾患であ
る。本疾患は X染色体劣性遺伝であるが、突
然変異率も高く、男児の 3300人に 1人の罹
患率である。DMDに対する根本的な治療法
はなく、進行を遅らせるための様々な取り組
みがされている。 DMDは 3-5歳頃に発症し、
骨格筋の変性・壊死により次第に筋力低下が
進行していく疾患である。DMDは X染色体
に座上する dystrophinの異常から発症し骨
格筋での dystrophin欠損を特徴とする。筋
基底膜ではジストログリカン複合体(α-DG, 
β-DG)とサルコグリカン複合体（α,β,γ,
δ）が存在し、α-DG, β-DGと dystrophin
が結合し筋細胞内のアクチンフィラメント
をマトリックスに固定している(図 1)。
(2)utrophinは通常神経筋接合部の周辺で発
現しているが、dystrophinと類似のタンパク
であり dystrophinの代用として働きうる。 
	
 biglycanは細胞外マトリックスにおいて
α-DGおよびα,γサルコグルカンに結合し
て utrophinの発現を誘導することが知られ
ており、発達段階や筋組織の適時再生におい
てジストロフィン結合タンパク複合体の発
現を調整する重要な分子である。 
 

２．研究の目的 
(1)本研究では、導入効率の高いアデノ随伴ウ
ィルス(AAV)を用いて dystrophin欠損 mdx
マウスの筋細胞に biglycan遺伝子を導入し、
utrophinの発現誘導と筋膜構成分子の安定
化を目標とする。 
	
 筋ジストロフィーに対する dystrophin遺
伝子補充研究はマウス、イヌを用いてされて
きたが、筋細胞全てに遺伝子導入をすること
は極めて困難であり、大量のウィルスの使用
による副作用が障壁となる。現在までに、神
経筋接合部に局在する細胞外分子 Collagen 
Qの AAVを用いた遺伝子治療をマウスで行
い、運動機能の高い治療効果を得た(Ito et al, 
Mol.Ther  2012)。本研究は細胞外液を介し
て遺伝子導入分子である biglycanが非導入
組織にも運搬され筋組織に集積し、
utorophinの発現を誘導することが特色であ
り、これにより遺伝子導入効率と異所性発現
の問題が回避でき、高い治療効果が期待でき
る。 

 
３．研究の方法 
(1)dystrophin 欠損 mdxマウスに対してアデ
ノ随伴ウィルスベクター(AAV)を用いて
biglycan(BGN)遺伝子導入し utrophin の発現
誘導をする。AAV は筋細胞に特異性をもつ
senotype8 を使用する。BGN遺伝子は全長
1.1kb であるため、組換え AAV を作製する可
能なサイズである。	
 
(2)本研究では、4 週齢の mdxマウスの尾静脈
から rAAV8-BGNを投与し、全身の骨格筋細胞
への導入を行う。mdxが正常マウスより運動
能力が大きく劣る 20 週齢において、握力、
回転ホイール、ロタロッドテストにより運動
能力試験を評価する。また、骨格筋中の
utrophin、α-DG,	
 β-DG,	
 dystrobrevin,	
 
nNOS,	
 syntrophin の発現量を mRNA レベルと
タンパクレベルで調査する。また、骨格筋組
織切片において、
biglycan,utrophin,dystrobrevin 抗体を用
いた免疫染色の発現量を調べ、筋組織の正常
化を評価する。さらに肝機能などへの副作用
調査を行い安全性を確認する。また、異所性
発現の副作用の観点から筋組織特異的発現
をするプロモーターhuman	
 skeletal	
 actin	
 
gene	
 (HAS)下で biglycan を発現させ、その
治療効果を調査する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)rAAV8-BGN	
 (1x1012vg)を尾静脈より全身投
与した mdxマウスは、注入後 2週より運動機
能が上昇し、回転ホイール、rota-rod テスト、
握力テストで良好な成績を示した（図 2）。	
 

図 2.AAV-BGN を全身投与したマウスの運動能力は

上昇し、維持された。	
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図 1.ジストロフィン結合タンパク複合体	
 



	
 mdx マウスは成長過程で筋細胞の破壊より
再生が活発であるため、ある程度運動機能が
正常に近いが、横隔膜の筋肉は早い段階から
筋の変性や繊維化が進む。mdxマウスは
utorophin の発現が遅れる生後 6週齢までと
筋萎縮の始まる 16 週齢以降において、骨格
筋組織では筋細胞の大きさにばらつきがあ
り、中心核が多く見られ、筋細胞の再生能が
落ちることにより筋萎縮が促進する。Wilde	
 
type,	
 mdx,	
 AAV-mdx マウスの大腿四頭筋、腓
腹筋、上腕三頭筋を採取し、薄切切片を作製
し、組織学的な病理像の解析を行った。Mdx
マウスは筋繊維の大きさが不均一になり、中
心核が現れる。AAV-BGN 治療マウスにおいて、
筋繊維の大きさが改善し、中心核の比率も減
少した。また、腓腹筋、上腕三頭筋の切片で
の筋繊維面積を測定し、分布グラフを作成し
た。治療マウスでは、小さい繊維が減少して
いることが明らかになった(図 3)。	
 

(2)AAV を介した biglycan 遺伝子補充により
ジストロフィン構成タンパクの発現量の変
化を mRNA を定量し評価した。rAAV8-BGNを 4
週齢の mdxマウスの尾静脈より全身投与を実
施し、24 週齢まで飼育した。その骨格筋にお
いてbiglycan,	
 utrophin,	
 syntrophinのmRNA
量の増加が認められた(図 4）。つまり細胞に
導入された Biglycan タンパクは細胞外に放
出され、血流や細胞外液を介して筋細胞膜マ
トリックスのα-DG およびα,γサルコグル
カンに結合し、utrophin の発現が上昇したと
予想される。	
 
(3)次に、骨格筋組織切片において、utrophin,	
 
dystrobrevin,	
 syntrophin,	
 sarcoglycan の	
 
抗体を用いた免疫染色を行い、イメージ解析
により発現量を調査した(図 5)。	
 
	
 

(4)運動試験の結果では 24週齢においても運
動能の減衰が少なく、治療効果が持続してい
た。骨格筋中の utrophin	
 と DAPC	
 分子の遺
伝子発現量は変化し、biglycan においてはタ
ンパクレベルで上昇していた。これらの結果
からデュシャンヌ型筋ジストロフィーにお
ける AAV を介した Biglycan 治療の有効性が
期待できる。	
 
	
 AAV は一部の筋組織に導入されるだけであ
るが、AAV8 を介した Biglycan 投与により、
肝臓での感染が高く、肝臓において Biglycan
の生産が増加していた。Biglycan は細胞外分
子であるため、血液に運ばれて全身の

図 3.AAV-BGN を投与したマウスの筋繊維の病理像

は正常化した。	
 

図 4.AAV-BGN を全身投与したマウスにおいて、骨

格筋での遺伝子発現量に変化がみられた。	
 

図 5.AAV-BGN 治療により筋組織では各ジストロフィン

複合体分子の発現は増加した。	
 



Biglycan が増加したと考えられる。このよう
な細胞外分子を用いたタンパク係留治療は、
必要な局所にタンパクを補充することがで
き、DMD のみならず様々な病態に効果が期待
できる。	
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