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研究成果の概要（和文）：Pelizaeus-Merzbacher病は、中枢神経系の髄鞘形成不全を特徴とする小児神経難病である。
最も頻度の高い変異であるPLP1重複は、過剰遺伝子発現がその病態と考えられるが、現在有効な治療法はない。そこで
、本研究ではPLP1重複変異に対する治療法を開発するために、合成核酸様物質モルフォリーノによるPLP1遺伝子の特異
的発現抑制を用いたアンチセンス療法の開発を試みた。特異的遺伝子発現抑制効果のある修飾モルフォリーノを設計・
合成し、生後のPLP1トランスジェニックマウスの脳室内および脳実質内への投与実験を行った。モルフォリーノの脳組
織毒性が明らかとなり、本治療法開発は困難と判断した。

研究成果の概要（英文）：Pelizaeus-Merzbacher disease is a hypomyelinating leukodystrophy characterized by 
failure of myelination. the most frequent mutation is PLP1 duplication that lead to gene overexpression, 
but no cure is available. In this study, we employed a synthetic antisense oligonucleotide-like reagent, 
morpholino, to develop a therapy for PLP1 duplication. We designed and produced modified morpholino that 
can specifically suppress PLP1 expression. We treated PLP1 trasngenic mice by injecting morpholino into 
ventricle or cerebral parenchyma. However, we found that morpholino is toxic to brain tissue and 
concluded that morpholino is inappropriate to use in the treatment of PLP1 duplication.

研究分野：神経遺伝学、分子生物学、神経科学

キーワード： トランスレーショナルリサーチ　脳神経疾患　アンチセンス　発現抑制　治療法開発

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 Pelizaeus-Merzbacher 病（PMD）は、遺伝
的な要因により、生来中枢神経系の髄鞘形成
が不完全であるためにおこる先天性大脳白
質形成不全症の代表的疾患である(1)。臨床
的には、知的面および運動面での重度の発達
障害と眼振、痙性対麻痺、筋緊張低下、小脳
失調、ジストニア、アテトーゼなどの神経症
状を呈する小児の稀少性神経難病である。疾
患原因遺伝子 PLP1 は、中枢神経系の主要な
髄鞘膜蛋白質をコードする。最も頻度の高い
変異は PLP1 遺伝子のゲノム重複で、分子病
態はコピー数の増加による過剰発現である
(2)。我々は PLP1 重複を報告してから、これ
までこの小児神経難病の診断や病態の解明
に取り組んできた。しかしながら、現在もな
ぜ品質的には全く問題がない正常な遺伝子
量が倍量産生されるだけで、非常に重篤な病
態を引き起こすのかは不明であり、有効な治
療法も見出されていない。 
 品質上全く問題がない遺伝子産物が過剰
にあることが、小児の脳の発達過程で重要な
大脳の髄鞘形成を妨げるのであれば、この遺
伝子産物の発現を適量に減らしてやること
によりこの疾患を治せるのではないか。一見、
直接的で簡潔な原理であるが、実際にはこれ
を生体内で可能にすることは容易ではなく、
現在までのところ、動物実験モデルのレベル
でもその治療法は確立されていない。そこで
我々は、遺伝子の発現を生体内で抑制的に調
節する効率的かつ安全な技術を確立し、これ
を用いてPMDの治療法を開発することを目指
す。具体的には、合成核酸様物質モルフォリ
ーノを用いて、PMD モデルマウスでの生体内
PLP1 遺伝子発現抑制の技術を確立すること
を目標とする。 
 
２．研究の目的 
Pelizaeus-Merzbacher 病（PMD）は、中枢神
経系の髄鞘形成不全を特徴とする小児神経
難病である。最も頻度の高い変異である PLP1
重複は、過剰遺伝子発現がその病態と考えら
れるが、現在有効な治療法はない。そこで、
本研究では PLP1 重複変異に対する治療法を
開発するために、合成核酸様物質モルフォリ
ーノによる PLP1 遺伝子の特異的発現抑制を
用いたアンチセンス療法の開発を行う。モル
フォリーノは、効果の持続性、効率、安全性
から最も臨床応用の可能性の高いアンチセ
ンスオリゴである。対象は PLP1 重複のモデ
ル動物である PLP1 トランスジェニックマウ
スで、脳実質内、脳室内、血管内、鼻腔内な
ど様々な投与法について検討し、最も効果的
な治療法を探る。この研究成果は、ゲノム病
一般の治療法開発に応用可能な技術として
期待できる。 
 

３．研究の方法 
PLP1重複変異によるPMDに対する非ペプチド
修飾モルフォリーノ（VivoM）治療の前臨床
試験として、培養細胞とモデル動物を用いて
下記の項目についての PLP1 発現抑制による
治療効果の検証を行う。 
① 培養細胞系での VivoM の遺伝子抑制効
率の検証 

② 野生型マウスでの VivoM の各種投与法
による発現抑制効率の検証とプロトコ
ールの確立 

③ 非侵襲的投与方法の開発と効果の検証 
④ PMDモデルマウスでのVivoMの治療効果
の検証 

 
４．研究成果 
I. 培養細胞系での VivoM の遺伝子抑制効
率の検証 

A. 標的遺伝子に対する最適なモルフォリー
ノの配列の選定 
通常、遺伝子発現抑制のためには、蛋白質翻
訳開始コドン付近にモルフォリーノを設計
した。PLP1 遺伝子は、翻訳開始部位が１つだ
けであるので、これが標的となる。配列の決
定は、GeneTools 社の専用ソフトを用い、最
適と予想される配列を決定した。 
B. 培養細胞を用いた遺伝子抑制効果の検証 
十分な 5’UTR を含む PLP1cDNA（VivoM 結合
配列を含む）を GFP 上流に組み込んだ発現プ
ラスミドを構築した。これを HeLa 細胞に一
過性に導入した後、VivoM を培地中に投与し、
遺伝子抑制効果を蛍光顕微鏡およびウェス
タンブロットにより観察し、VivoM は特異的
に PLP1 蛋白質の発現を抑制することを確認
した。 
II. 野生型マウスおよび PLP1 トランスジェ
ニックマウスでの VivoM の各種投与法
による発現抑制効率の検証とプロトコ
ールの確立 

 野生型マウスの大脳にVivoMを直接投与し、
PLP1 発現量のウェスタンブロット法および
蛍光免疫染色法などにより遺伝子抑制効果
の検定を行った。投与時期は、出生直後から
１週間後ごろまで、安全かつ有効な投与濃度
および用量の検討を行う。投与法は、まず確
実に発現抑制効果を検証するために、大脳実
質内に単回投与し、一定日数後に PLP1 免疫
染色で接種部位でのPLP発現抑制の効果を検
証。次に、脳室内に投与し、より広範囲での
発現抑制効果を検証することとした。しかし、
脳実質内投与でも脳室内投与でも、コントロ
ールおよび PLP1 標的モルフォリーノともに
投与後数日のうちにマウスが死亡した。生食
投与群では、死亡個体はほぼみられないこと
から、投与による脳外傷が原因ではなく、モ
ルフォリーノの細胞障害性が原因であるこ
とが示唆された。実際に脳実質を観察すると、



投与部位の組織が軟化していることが明ら
かとなった。 
 そこで、投与量を減らして細胞障害性を回
避できるかどうかを検証したが、５分の１量
程度の原料でも、一部、組織毒性を認めたた
め、モルフォリーノの使用は、実臨床に応用
しうる治療法の開発には適さないとの結論
に至った。 
 そこで、現在は、モルフォリーノに代わる
発現抑制治療として、AAV を用いた shRNA に
よる発現抑制治療法の検討を実施している。 
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