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研究成果の概要：

デュシャンヌ型筋ジストロフィー（DMD）の遺伝子治療を目指して、2.4Mb におよぶジストロ

フィン（DMD）遺伝子ゲノム領域を染色体改変技術を利用した染色体転座型クローニング法で

HAC ベクター上にクローニングすることに成功した(DYS-HAC ベクターとよぶ)。この DYS-HAC

ベクターを保持するキメラマウスにおいて、DMD 遺伝子の発現は組織特異的かつ筋肉の細胞膜

周辺に発現することが示された。さらにヒト細胞での DYS-HAC ベクターは非常に安定に維持さ

れることが示された。以上のことより、本研究で作製した DYS-HAC ベクターは DMD の遺伝子治

療に利用できることが示された。
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１．研究開始当初の背景

デュシャンヌ型筋ジストロフィー（DMD）

はヒト X 番染色体上に存在する DMD 遺伝子

の機能欠損により引き起こされる進行性筋

萎縮症である。DMD 遺伝子は全長 2.4Mb にも

及ぶ巨大な遺伝子で少なくとも 7 つのプロ

モーターに制御され、18 種のスプライシン

グアイソフォームが報告されており，複雑

な転写調節を受けていると考えられる。1）

2.4Mb の巨大遺伝子を導入するベクターが存

在しないこと、２）ウイルスベクターなど

を用いた単一の cDNA を導入する従来法では

複数のアイソフォームを同時に生理的発現

制御のもとに再現できないこと、から DMD
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の完全な遺伝子治療は現時点では不可能で

ある。また、ヒトにおいてドナー細胞を移

植する際の最大の障壁は主要組織適合遺伝

子複合体（HLA）の違いであることから、自

己の幹細胞を用いた ex vivo 細胞遺伝子治

療が最善の治療策と考えられる。

２．研究の目的

これまでに我々は巨大な遺伝子を染色体

レベルで搭載可能なヒト人工染色体(HAC)ベ

クターの開発を行ってきた。本研究の目的

は上述の背景での問題点を解決するため 1)

ヒト人工染色体(HAC)ベクターに DMD 遺伝子

全長をクローニングし治療用 DYS-HAC ベク

ターを作製すること、2)DYS-HAC ベクターを

保持するキメラマウスを作製し、組織特異

的かつ機能的発現を確認すること、３）ヒ

ト間葉系幹細胞に導入し、安定性を検討し、

DYS-HAC ベクターが筋ジストロフィーの遺伝

子治療用ベクターとしての有用性を示すこ

とである。

３．研究の方法

ヒト X 染色体上に存在する DMD 遺伝子の

テロメア側を人工テロメア配列移入により

切断し、セントロメア側に loxP 配列を導入

した。改変X染色体をHAC導入CHO細胞へMMCT

法を用いて移入後、Cre を一過性に発現させ

ることで HAC 上の loxP サイトに DMD ゲノム

領域を転座クローニングした(DYS-HAC ベク

ターとよぶ)。なお、上記の部位特異的染色

体改変は相同組み換え頻度の高いトリ DT40

細胞にヒト X 染色体を移入して効率的に行

った。

次に作製した DYS-HAC が機能的に発現す

るかを確認するためマウス ES 細胞に導入し

た。FISH 法により DYS-HAC が導入されたマ

ウス ES 細胞株を選別し、その ES 細胞を 8

細胞期胚にインジェクション後、仮親に移

植することでキメラマウスを作製した。こ

のマウスを用いて各種組織において DMD 遺

伝子の組織特異的スプライシングバリアン

トがヒトと同様に発現しているかを RT-PCR

法を用いて解析した。また、筋肉において

細胞膜周辺にジストロフィン遺伝子が発現

するかを確認するために免疫蛍光染色を行

った。

次にヒト間葉系幹細胞での安定性を検討

するため、MMCT 法を用いて DYS-HAC を導入

した。長期培養後、FISH 法にて DYS-HAC の

保持率を検討した。

４．研究成果

2.4Mb におよぶジストロフィン（DMD）遺

伝子ゲノム領域を染色体改変技術を利用し

た染色体転座型クローニング法で HAC ベク

ター上にクローニングすることに成功した。

この DYS-HAC ベクターを保持するキメラマ

ウスにおいて、DMD 遺伝子の発現は組織特異

的かつ筋肉の細胞膜周辺に発現することが

示された。さらにヒト細胞での DYS-HAC ベ

クターは非常に安定に維持されることが示

された。以上のことより、本研究で作製し

た DYS-HAC ベクターは DMD の遺伝子治療に

利用できることが示された。
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