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研究成果の概要（和文）：ジストロフィン遺伝子の変異によりジストロフィンが欠損して発症するデュシェンヌ型筋ジ
ストロフィー（DMD）に対して、アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)を用いて、エクソン・スキップの治療法の開発を検
討した。U7 snRNAとアンチセンス配列を組み込んだAAV を構築し、細胞において、その効果が確認された。さらにマウ
スにおいてもエクソン・スキップと蛋白の発現が認められた。また長期持続性も確認された。この方法は、DMDに対す
るエクソン・スキップ療法を更に発展させる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Antisense-mediated exon skipping is one of the most promising therapeutic tools 
for the treatment of Duchenne muscular dystrophy (DMD), which is caused by mutations in the dystrophin 
gene. Here, we tried to develop the adeno-associated virus (AAV)-induced exon skipping therapy for DMD.U7 
snRNAs harboring antisense motifs induce skipping of exon 51, and thus restore dystrophin expression. 
Furthermore, we show the efficacy of these constructs in vivo in mdx. Our constructs are promising for 
the optimization of therapeutic exon skipping for DMD.
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1. 研究開始当初の背景 

 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）

は，ジストロフィン遺伝子（DMD）の変異に

よるジストロフィン(dystrophin)の欠損の

ため，筋線維の変性・壊死きたし進行性の

筋力低下をみる致死性の遺伝性筋疾患であ

る。筋ジストロフィーの中で最も頻度が高

い。小児期に発症し，20〜30 歳代で呼吸不

全あるいは心不全で死亡する。現在，根本

的な治療法は存在しないが，アンチセン

ス・オリゴヌクレオチド(AON)によるエクソ

ン・スキップ療法は、研究および臨床開発

の進展がめざましい。AON は pre-mRNA のス

プライシング制御領域に相補的な約 25 塩

基対程度の一本鎖ヌクレオチド配列で、人

工核酸医薬品である。AON は、標的エクソ

ンのスプライシングを抑制し， mRNA から

スキップさせる。エクソン欠失によるフレ

ームシフト変異の場合，欠失領域に隣接す

るエクソンがスキップされると mRNA はイ

ンフレームとなり，一部短縮した機能的な

dystrophin が発現する。エクソン 51 スキ

ップでインフレームとなるエクソン欠失変

異患者の割合は最多(DMD 患者の 13%)であ

ることから、エクソン 51 スキップの治験が

先行しており、dystrophin の発現と歩行機

能の改善などが報告され、有望視されてい

る。我々は、これまでに、筋ジストロフィ

ー犬やマウスなどの DMD モデル動物を対象

にエクソン・スキップの基盤研究を実施し

てきた。一方で AON を用いたエクソン・スキ

ップ治療には、その心臓への移行性や反復投

与が必要など限界も明らかになりつつある。

このような背景を踏まえ、DMDの治療法として

アデノ随伴ウイルス(9型 AAV)/改変 U7 snRNA/

マルチ・カセットシステムを用いた、エクソ

ン・スキップ治療の開発を目指す。我々は 9

型 AAV ベクターでは静脈内投与で、心筋にお

いて一年半以上発現する持続や、線維化の予

防を確認しており、心筋でのスキップが期待

出来る。(Shin et al, Gene Ther, 2011)また

AAV はウイルスの中では唯一、欧州医薬品評

価委員会が販売承認を推奨した Glybera があ

るなど、臨床応用の可能性が高いと考えられ

る。 

 

2. 研究の目的 

 

エクソン・スキップは AON を用いてジスト

ロフィンの発現を回復させる治療法として、

これまでに我々は、その安全性と有効性を

示してきた。今回は従来の技術をさらに発

展させ、心筋にも効果的な 9 型 AAV を応用

し、エクソン・スキップ治療の臨床応用に

向けた治療法の開発を目的とする。アンチ

センスの担体として、9 型 AAV ベクターを

応用し、改変 U7 snRNA によるアンチセン

ス送達システムを検証する。AAV ベクター

を応用したエクソン・スキップは、心筋に

も長期的に作用し、複数のエクソンを一度

に標的とした次世代のエクソン・スキップ

治療法として期待出来る。 

 

3. 研究の方法 

① AAV/改変U7snRNA/マルチ・カセッ

トの構築および投与実験 

 すでに、エクソン・スキップに最適な

アンチセンス配列は決定しており、それ

に基づき 9 型 AAV/改変 U7 snRNA を構築

し、ウイルスを作成する。その後、マウ

ス由来細胞を用いて、そのスキップ効果



を確認する。効果確認後、このアンチセ

ンス配列でスキップ後にジストロフィン

の発現が確認できるマウスの前脛骨筋に

局所投与し、効果を検討する。その後、

全身投与を検討する。 

②ヒト由来細胞株を用いたエクソンごと

の配列の設計と組み合わせのスクリーニ

ング 

 より効果的なスキップを目指すために

dmd 遺伝子のエクソン 45-55 領域にある

エクソンで最適配列が得られていないエ

クソンに対して、エクソン内スプライシ

ング促進配列近傍、スプライス・アクセ

プターおよびドナーを標的に 25 mer のア

ンチセンス配列を 5-10 種類ずつ設計し、

モルフォリノ人工核酸を合成する。その

後、ヒト細胞を用いて各エクソンを最も

効率良くスキップする配列をスクリーニ

ングし、配列を決定する。その後、様々

な組み合わせを検討して、エクソン45-55

を同時にスキップさせる最も効率的な組

み合わせを決定する。 

 

4. 研究成果 

① AAV/改変 U7snRNA/マルチ・カセッ

トの構築および投与実験 

これまでに我々が示したマウスのエクソ

ン 51 スキップの有効配列であるエクソン

51のアクセプターおよびドナーに対するア

ンチセンス配列を決定した。ssAAV には、

それぞれ 5 個ずつのタンデムで発現するよ

うに作製した。また scAAV に対しては、そ

れぞれ一種類ずつ導入している。その後、

マウス由来細胞 C2C12 で感染させ、エクソ

ン 51 のスキップを確認している。両者に

skipping 効率に大きな違いを認めていない。

その後、mdx52 の前脛骨筋に対して、投与

して検討した。その結果、筋肉においても

2種類のベクターの両方で skipping が確認

できた。ただ効果に関しては、ほぼ同等で

あったが充分 skipping が誘導できること

が確認できた。6および 12 か月投与でもス

キッピングの持続が確認された。12 ヶ月で

は効果の減弱が認められた。全身投与に関

しては skipping 効率が弱いために用量を

増量して行った。用量の増加により効果は

低いが骨格筋・心臓での skipping が確認さ

れた。 

 

② ヒト由来細胞株を用いたエクソン

ごとの配列の設計と組み合わせのスクリー

ニング 

これまでに有効なスキップを起こす配列

を同定できていないエクソンに対して、ヒ

ト由来細胞で検討を行った。具体的にはエ

クソン 47/48/49/52/54 について、skipping

を起こす候補配列をモルフォリノで数種類

ずつ合成した。その配列を用いて効率よく

skipping を起こす最適配列を確定した。そ

の後、エクソン 45 から 55 に対するスキッ

プさせる 11 種類のモルフォリノを合成し

て、4 種類の DMD 患者線維芽細胞から myoD

で分化させた筋芽細胞で検討した。対象と

したのはエクソン 45-50 欠損、48-52 欠損、

54 欠損、46-50 欠損の DMD 患者由来でいず

れも 45-55 スキップで in-frame 化する。

mRNA の解析では 45-55 スキップ一致するバ

ンドが観察された。しかしながら、ウェス

タン・ブロットでは、45-51、48-53、54-55

スキップに一致するジストロフィンの発現

は確認されたが、45-55 スキップに一致す

るジストロフィンは確認できなかった。こ



のことは 45-55 skipping は mRNA レベルで

は起こるが、より長い in-frame した mRNA

からのジストロフィン転写が細胞内で優先

されており、今後、更なる配列の調整が必

要と考えられた。 
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