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研究成果の概要（和文）：筋強直性ジストロフィー（MyD）は、成人で最も多い遺伝性筋疾患で、骨格筋だけで
なく、心筋や脳など多臓器が侵される。本症では、伸長したCTGリピートから転写された異常RNAが、スプライシ
ング調節機構を障害して広汎なスプライシング異常を引き起こす。本研究では、MyDの病態の中心となる異常RNA
をターゲットとして、核酸医薬や低分子化合物を用いた治療法開発を行い、モデル動物における骨格筋、心筋、
中枢神経系での治療効果を実証した。

研究成果の概要（英文）：Myotonic dystrophy (MyD) is the most common inherited muscle disease in 
adults, affecting not only skeletal muscle but also multiple organs, including the heart muscle and 
brain. In this disease, abnormal RNAs transcribed from expanded CTG repeats disrupt splicing 
regulatory mechanisms and cause widespread splicing abnormalities. In this study, we developed 
therapeutic strategies using nucleic acid drugs and small molecules targeting the abnormal RNAs, 
which are central to the pathogenesis of MyD, and demonstrated therapeutic effects in skeletal 
muscle, cardiac muscle, and central nervous system in animal models.

研究分野：神経内科学

キーワード： 筋強直性ジストロフィー　トリプレットリピート　核酸医薬　核酸標的低分子　スプライシング　RNA毒
性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医学だけでなく薬学・化学生物学の革新的技術を応用した本研究の成果により、MyDの全身症状を統合的に改善
する包括的治療法確立への道が拓かれた。こうしたMyD治療法の確立は、現在治療法がなく、進行する筋萎縮の
ため慢性臥床状態となり、呼吸不全や心不全で不幸な転帰をとる世界中の多くのMyD患者（推計総数５０万人程
度）の福音となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
筋強直性ジストロフィー（MyD）は、筋強直や進行性筋萎縮のほか、心伝導障害や耐糖能異常、
認知機能障害など、多彩な全身症状を呈する。MyD の原因は、DMPK 遺伝子非翻訳領域の CTG リピ
ートの異常伸長である。この転写産物であり異常に伸長した CUG リピートを持つ RNA が、核内で
リピートヘアピン構造をとり凝集体を形成する。この凝集体にスプライシング制御因子が吸着
される結果、スプライシング制御機構の破綻をきたす。MyD では 100 をこえる遺伝子のスプライ
シング異常が報告されており、さまざまな症状を引き起こすことが判明している。 
 現在根治療法のない MyD であるが、こうした病態の解明に伴い、病態の首座となる異常 RNA を
ターゲットとする治療戦略が期待されており、核酸医薬や低分子化合物を用いた治療研究も進
行している。申請者らは、DMPK mRNAを標的としたアンチセンス核酸をMyDモデル動物へ投与し、
骨格筋での DMPK mRNA 抑制効果を確認した。しかし、こうした核酸医薬は移行性が十分でなく、
また正常 DMPK mRNA の抑制による副作用も懸念される。また、異常 RNA によるスプライシング制
御因子の凝集を抑制する低分子化合物も多数報告しているが、いずれも全身投与による副作用
が強く、臨床応用への道は遠い状況である。また、MyD で最も重要な症状である進行性筋萎縮の
原因となるスプライシング異常も明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、MyD の治療アプローチに横たわる、有効性・移行性・安全性の問題点を打破する
革新的技術を導入し、MyD の包括的治療法を確立することを目指す。新規修飾核酸医薬や構造最
適化低分子化合物による治療開発、具体的には in vitro スクリーニングシステム、MyD 細胞モ
デルや患者由来 iPS 細胞、動物モデルを用いた治療研究を行う。また、MyD の中核症状である筋
萎縮の原因となるスプライシング異常の同定と制御法の確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）核酸医薬による異常 RNA 分解治療 
MyD における異常 RNA の分解には、Gapmer 型のアンチセンス核酸（ASO）を用いる。Gapmer-
ASO は DNA 鎖の両側に修飾核酸を配置した構造をとり、標的となる mRNA に特異的に結合して
RNase H により切断する。申請者らが過去に用いた DMPK 配列を標的とする Gapmer-ASO は、異常
RNA だけでなく正常 DMPK mRNA も抑制する。DMPK ノックアウトマウスでは、骨格筋の変性や心伝
導障害がみられることから、実際の臨床応用では正常 DMPK mRNA 抑制による副作用が懸念され
る。一方、CUG リピート配列を標的にした Gapmer-ASO の治療研究では、異常 RNA を選択的に抑
制できるものの、通常投与用量では筋以外の臓器で CUG 配列をもつ他の mRNA を抑制する off-
target 効果がみられている。こうした双方の弱点を克服するため、本研究では、従来の修飾核
酸と比べて高い標的結合性・分解耐性をもつ新規修飾核酸を搭載した、特異性と安全性の高い
CUG リピートを標的とした Gapmer-ASO による MyD 治療を目指す。申請者が開発した MyD モデル
細胞 C2C12-800R をもちいて、異常 RNA の抑制効果を TaqMan assay、異常 RNA 凝集体の形成抑制
を FISH、スプライシング異常改善効果を RT-PCR で解析することで、CAG 繰り返し配列で構成さ
れる Gapmer-ASO の鎖長および修飾核酸配置構造といった核酸配列構造の最適化を行なった。次
に、構造最適化した Gapmer-ASO を MyD モデルマウスへ投与し、骨格筋・心筋・中枢神経系での
病態改善効果と安全性を検証した。Gapmer-ASO をマウス尾静脈へ静注し、骨格筋（大腿四頭筋、
前脛骨筋）を採取して異常 RNA 定量を TaqMan assay, スプライシング異常を RT-PCR で、異常
RNA 凝集体形成を Fluorescent in situ hybridization(FISH)で、また筋変性を組織学的に評価
した。また筋強直現象については、針筋電図検査により評価した。心筋でも同様に RNA 抑制効
果、異常 RNA 凝集体形成抑制効果を評価した。中枢神経系での治療効果は Gapmer-ASO をマウス
脳室内へ投与し、RNA 抑制効果を検証した。 
 
（2）構造最適化低分子化合物によるスプライシング制御因子の凝集抑制治療 
 申請者らは、抗生物質ペンタミジンが MyD の異常 RNA に結合し、スプライシング制御因子の凝
集を抑制して病態を改善することを見出した。その後ペンタミジン誘導体や in silico スクリ
ーニングより得られた多数の低分子化合物でも同様の効果を示しており、こうした化合物には
共通の骨格構造があることを見出している。本研究では、この共通基本骨格をもつ誘導体ライブ
ラリから、より効果の高く安全な低分子化合物を導出する。前述の C2C12-800R 細胞を用いたハ
イコンテンツスクリーニングにより、まず異常 RNA 凝集体抑制効果をもつ化合物を選定した。こ
れら化合物の効果について、同細胞モデルでの TaqMan assay による異常 RNA 抑制効果、RT-PCR
によるスプライシング異常改善効果を確認した。細胞モデルで効果が確認された低分子化合物
を、MyD マウスモデルへ腹腔内もしくは経口投与をおこなった。投与後骨格筋を採取し、異常 RNA
抑制効果（TaqMan assay）、異常 RNA 凝集体抑制効果（FISH）、スプライシング異常改善効果（RT-



PCR）を検証した。また骨格筋症状については、筋病理学的解析および針筋電図による評価を行
った。 
 
(3) 筋萎縮の原因となるスプライシング異常の同定と制御法の確立 
重症 MyD で骨格筋症状が非常に重篤な先天性 MyD 筋検体をもちいて RNA-seq を行い、筋萎縮
への関与が疑われる新規スプライシング異常を同定した。これらの中から、真に MyD の筋萎縮の
原因となるスプライシング異常を確定するため、各スプライシング異常を誘発するアデノ随伴
ベクター（AAV2/9-U7-snRNA アンチセンス）を正常型マウスの前脛骨筋へ投与し、投与 2か月後
に筋を採取し、病理学的解析を行った。また、標的となるスプラシング異常を制御する、スプラ
シング制御型核酸医薬を開発し、その効果をMyDモデル細胞を用いてRT-PCR法により解析した。 
 
 
４．研究成果 
（1）核酸医薬による異常 RNA 分解治療 
MyD モデル細胞を用いて、異常 RNA を直接分解する作用をもつ新規修飾核酸含有 Gapmer-ASO
の配列・構造の最適化を行い、異常 RNA を 90％以上抑制し、スプライシング異常を正常に回復
させる Gapmer-ASO 核酸配列・構造を決定した。構造最適化した Gapmer-ASO をモデルマウスへ全
身投与後、骨格筋・心筋での異常 RNA 抑制効果、核内異常 RNA 凝集体形成抑制効果、スプライシ
ング異常改善効果を実証した（図 1）。また、Gapmer-ASO のモデルマウス脳室内直接投与による
中枢神経系への治療効果の検討では、Gapmer-ASO に新規修飾核酸を導入することで中枢神経毒
性の低減化を達成し、異常 RNA の直接分解効果も確認した。 

 
（2）構造最適化低分子化合物によるスプライシング制御因子の凝集抑制治療 
異常 RNA の毒性を低減させる効果をもつ低分子化合物の開発について、化合物ライブラリの
スクリーニングにより異常 RNA 凝集抑制効果があるものを同定した。In vitro での十分な異常
CUG-RNA への結合性を確認し、MyD 細胞モデルで異常 RNA 凝集体抑制効果、スプライシング異常
改善効果を実証した。リード化合物を MyD モデルマウス腹腔内投与し、Clcn1 と Atp2a1 のスプ
ライシング異常改善効果、筋強直症状の改善を確認した。さらに、リード化合物のプロドラッグ
化も行い、MyD モデルマウス経口投与でのスプライシング異常や筋強直症状の改善を実証した。 
また、経口投与でそれぞれ治療効果が示されているエリスロマイシンとフラミジンのカクテ
ル療法により、MyD モデルマウスの骨格筋での異常 RNA 抑制効果と凝集体形成抑制効果、スプラ
イシング異常改善効果および筋強直症状改善効果を確認し、効果的な治療レジメンを確立した。 
さらに、MyD モデル細胞を用いた化合物スクリーニングにより、コルヒチンなどの microtubule 
inhibitor に異常伸長 CTG リピートの産生を抑制する作用があることを明らかにした。既存薬で
もあるコルヒチンについては、MyD 細胞モデルでの異常 RNA 抑制作用、スプライシング異常改善
作用を確認したほか、MyD モデルマウス腹腔内投与でスプライシング異常の改善効果を実証した
（図 2）。 

 



 
(3) 筋萎縮の原因となるスプライシング異常の同定と制御法の確立 
MyD で最も重要な症状である筋萎縮の原因となるスプライシング異常の同定については、重症
型 MyD 骨格筋を用いた RNA-seq による網羅的解析を行い、候補となる新規スプライシング異常
を多数同定した。また、これら重症型 MyD 骨格筋の解析により、疾患の原因となる CTG リピート
伸長のメカニズムに、リピート周囲の CpG メチル化の異常亢進やクロマチン構造変化が影響し
ていることを明らかにした。 
重症型 MyD で見出された CLTC 遺伝子のエクソン 31スプライシング異常を AAV-U7 システムを
用いて野生型マウスで誘導することにより、筋形質膜下の構造異常や筋力低下を再現すること
に成功した（図 3）。また、CLTC exon 31 のスプライシング異常について、スプラシング制御型
核酸医薬の開発をすすめた。MyD モデル細胞でのスプライシング異常改善効果を検証し、候補核
酸医薬の配列の最適化を完了した。 
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