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研究成果の概要（和文）：リビトールリン酸修飾にかかわる酵素活性を組織レベルで追求し「リビトールリン酸
異常症」という疾患概念の病態解析を行った。骨格筋選択的なISPD-cKOマウスを作出しジストログリカノパチー
患者にみられる生化学的異常と筋ジストロフィー症状を確認し遺伝子治療やCDP-リビトール補充療法の有効性に
ついて検討、生体内でCDP-リビトールを検出する系も確立できた。テトラアセチルCDP-リビトールが最も効率よ
くISPD-cKOマウスの筋ジストロフィー症状を改善した。
NS-035のGLP前臨床試験を完遂、薬物動態には問題はないがやや高い腎毒性が認められ、改善方法を検討し2021
年8月より医師主導治験を開始した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the enzymatic activities involved in ribitol phosphate 
modification at the tissue level and analyzed the pathogenesis of the disease concept of "ribitol 
phosphate dysregulation".
We generated skeletal muscle-selective ISPD-cKO mice and confirmed the biochemical abnormalities and
 muscular dystrophy symptoms observed in dystroglycanopathy patients, examined the efficacy of gene 
therapy and CDP-ribitol replacement therapy, and established a system to detect CDP-ribitol in vivo.
 Tetraacetyl CDP-ribitol most efficiently improved muscular dystrophy symptoms in ISPD-cKO mice.
Completed the GLP preclinical study of NS-035, which showed no pharmacokinetic problems but slightly
 high nephrotoxicity, and investigated ways to improve it; investigator-initiated clinical trial was
 started in August 2021.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 福山型筋ジストロフィー　アンチセンス核酸　ジストログリカン　リビトールリン酸異常症

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本固有のFCMDの治療法開発は、筋ジストロフィー研究における重要課題とされ、FCMDの治療法確立がかなり進
む。生体内でCDP-リビトールを検出する系も確立できテトラアセチルCDP-リビトールが最も効率よくISPD-cKOマ
ウスの筋ジストロフィー症状を確認した。その医薬品としての応用は画期的である。
NS-035のGLP前臨床試験を完遂させ組織移行性など薬物動態には問題はないがやや高い腎毒性が認められ、改善
方法を検討した。2021年8月よりNS-035の医師主導治験を開始し進行中である。これは治療法のない不治の病に
むかって、分子標的治療ができつつあるのは、患者、家族、国民にとって福音である。

※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 

福山型先天性筋ジストロフィ−（FCMD）は、福山によって報告・確立された先天性
筋ジストロフィ−の一型であり、重度の筋ジストロフィ−に脳奇形を伴う常染色体劣性遺
伝性神経筋疾患である。我が国の小児期筋ジストロフィ−の中ではデュシャンヌ型に次
いで多く我々の約 90 人に１人が保因者である。患児は生涯歩行不能であり、同時に精
神発達遅延を伴い、多くは 20歳以前に死亡する難病であり、muscle-eye-brain病(MEB)
などと類似疾患とされる。 

申請者らのグループは日本に特異的に多い FCMD の原因遺伝子の同定に成功、
遺伝子産物をフクチンと名付けた(Nature 1998)。また糖転移酵素 POMGnT1 の遺伝子
が MEB 原因遺伝子であることを明らかにし、糖鎖異常が筋ジスの新たなメカニズムと
した(Dev Cell 2001)。その後同様の原因が相次いで発見され、αジストログリカノパチ
ーという新しい疾患概念が確立された。αジストログリカン（α-DG）の O-マンノース
型糖鎖の異常により、基底膜中のラミニンとの結合能が低下し、筋組織では筋細胞膜が
脆弱化、筋細胞が壊死・変性に陥り、筋ジストロフィーがおき、脳組織では、脳表基底
膜が脆弱化、神経細胞過遊走、大脳皮質形成障害がおき、糖鎖の付き方に臨界期がある
ことを示した（Hum Mol Genet 2018）。 

現在までに αジストログリカノパチーの原因として 1８種類の遺伝子が同定さ
れている（フクチン、POMGnT1、FKRP（fukutin-related protein）、LARGE、POMT1、
POMT2、ISPD、B3GALNT2、TMEM5、DPM2、DPM3 など）。申請者らのグループは
うちPOMT1とPOMT2は複合体をつくって協同的に働くことをしめし（PNAS 2004）、
また α-DG で O-マンノース型糖鎖修飾をうけるアミノ酸を決定した（JBC 2007）。
POMT1-POMT2 複合体と POMGnT1 は、α-DG の O-マンノース型糖鎖を直接合成する
糖転移酵素として活性が同定されているが、他の分子には糖転移酵素活性は見出されて
おらず、機能の詳細は未知であった。我々は網膜特異的分子ピカチュリンが α-DG の
リガンドであること（Nat Neurosci 2008）、フクチンのミスセンス変異により本来のゴ
ルジ体に到達せず ER にとどまり、シャペロン活性のあるクルクミンで異局在を戻せる
こと（JBC 2012）を示した。また近年、O-マンノシル糖鎖にはリン酸基を介した側鎖
構造があり、リン酸基より先の修飾もラミニン結合に必要であることが報告され、
LARGE,FCMD 患者由来の細胞でこのホスホジエステル結合を介した構造が欠如して
いる。FKRP でもこのホスホジエステル結合を介した構造（ポストリン酸構造）が欠如
していることを示した（JBC 2012）。 

さらに申請者らはジストログリカンの糖鎖に“リビトールリン酸”が存在する
ことを見出し、世界にさきがけて遂に糖鎖構造の全容を明らかにした（Cell Reports 
2016）。リビトールリン酸はキシリトール系の糖アルコールリン酸で、哺乳類ではこれ
まで存在が知られていなかった。更に、リビトールリン酸は、フクチンと FKRP によ
って、糖供与体“CDP-リビトール”から DG に転移されること、CDP-リビトールは DG
異常症原因遺伝子のひとつ ISPD によって生合成されることも見出した。興味深いこと
に、ISPD 欠損型疾患モデル細胞に CDP-リビトールを投与すると、糖鎖異常が解消さ
れた。このことは DG 異常症に対する CDP-リビトール補充療法の有効性を示唆してい
る。一方で個体レベルでの治療研究は未だ始まっていない。更に、フクチンと FKRP が
次の反応酵素 TMEM とコンプレックスとなって働くこと（BBRC 2018）も示したが、
リビトールリン酸修飾にかかわる酵素活性を組織レベルで検出する方法もなく、「リビ
トールリン酸異常症」という疾患概念の完全な確立に至っていない。 

そこで本研究では、各疾患個体レベルでの治療研究を行い、更に、リビトール
リン酸修飾にかかわる酵素活性を組織レベルで検出し、「リビトールリン酸異常症」と
いう疾患概念を確立し、α ジストログリカノパチーのさらなる病態解析を行う。 

しかしながら筋ジストロフィーとしてみた場合、重要なのは「治療」である。
デュシャンヌ型に関する治療研究は世界各国で盛んに行われている。一方で、FCMD、
MEB 原因遺伝子同定を契機に α ジストログリカノパチーの研究が大きく進展し、近
年その病態が次第に明らかになり診断法が大幅に進歩したが、治療としては報告がない。
特に FCMD は日本に特異的に多く未だ治療法がない悲惨な疾患であり、一刻も早い治



療法開発が望まれている。申請者らは FCMD モデル細胞系を確立し、大部分の FCMD
患者が持つ SVA レトロトランスポゾン挿入変異を導入したノックインマウスを作成し
て病態解析を行っており（Hum Mol Genet 2009）、また、ポストリン酸糖鎖不全モデ
ルとして２種類のフクチン欠損コンディショナル KO マウスを樹立し、筋幹細胞/筋再
生におけるポストリン酸糖鎖の重要な役割や、静脈投与による AAV 遺伝子治療により
筋病変が回復することを示した（Hum Mol Genet 2013）。 

またさらに FCMD は、患者 fukutin のレトロトランスポゾン挿入変異内に存
在する潜在的スプライシング受容部位が、fukutin の exon 10 の翻訳領域内にある潜在
的スプライシング供与部位を活性化するために、exon 10 の翻訳部領域が異常スプライ
シングを受け、異常フクチン蛋白が産生されることにより発症する、‘スプライシング
異常症’であることを見出し、さらにアンチセンス核酸をデザインし、モデルマウスや
ヒト患者細胞に投与すると、正常フクチンが回復し、α‐DG の糖鎖異常が是正された。
これにより、アンチセンス核酸による FCMD の根本治療への可能性を示した(Nature 
2011)。さらに多数のスクリーニングを行い、ミックスカクテルでなく１本のアンチセ
ンス核酸を用いて実際の治療に使用できる様に最適化した（NS-035 として製薬会社と
ともに開発中）。 

そこで本研究では、むしろ治療研究を主眼とし、FCMD を中心とし、FCMD モ
デル細胞とモデル動物を用いて、①アンチセンス・モルフォリノ治療を臨床の場にもっ
ていけるよう、GLP 前臨床試験を完遂させ、医師主導治験へと進めること、②リビト
ールリン酸異常症という新しい筋ジストロフィー病型を確立させ、vivo にて CDP-リビ
トール補充療法の有効性を示すこと、また③AAV 遺伝子治療に関して有効性安全性の
解析を非 GLP から始め企業と共同で GLP グレードの前臨床試験へ進むことをめざす、
などさまざまなユニークな治療実験、前臨床試験を行って、臨床応用可能な治療法を確
立し、臨床試験への道筋を目指す。そして α ジストログリカノパチー全体の治療へ応
用する。 
 
２．研究の目的 

日本固有の FCMD の治療法開発は、我が国の筋ジストロフィー研究における重要課
題とされているが、FCMD の治療法確立がかなり進む。また他のαジストログリカノパ
チー各疾患にも応用可能で、社会的・学術的な意義は非常に大きい。我々が発見したリ
ビトールリン酸糖鎖と、その修飾に関わるフクチン、FKRP、ISPD の機能は、DG 異常症
研究のブレイクスルーである。CDP-リビトールが哺乳類細胞で生理機能を担っているこ
とは想定すらされておらず、その医薬品としての応用は画期的である。治療法のない不
治の病にむかって、今はじめて分子標的治療ができつつあるのは、患者、家族、国民に
とって福音である。 
 
３．研究の方法 
１、 アンチセンス・モルフォリノ治療 〜選択した１種類の PMO アンチセンス核酸の

in vivo にての効果を判定し GLP 前臨床試験を完遂させ、医師主導治験へと進める 
 大部分の FCMD 患者に、創始者変異である約 3kb の SVA レトロトランスポゾンの
挿入変異が fukutin 遺伝子の 3’非翻訳領域に見られる。申請者は近年、発症機序は当
初推定されていた mRNA 不安定化でなく、実はスプライシング異常であることを明ら
かにした。最終エクソンにおいて、正常な翻訳領域中に存在する潜在的スプライシング
供与部位が SVA により活性化され、SVA 中の潜在的スプライシング受容部位との間が
スプライシングされて脱落し、fukutin タンパク質がフレームシフト切断されてしまう
のである。そこで治療戦略として、スプライシング供与部位、スプライシング受容部位、
スプライシングシスエレメントを標的として、異常スプライシングを起きないようにす
るモルフォリノなどによるアンチセンス治療の有効性を確認した（Nature 2011）。 
 しかしながらここでの検討では、毒性が危惧される膜透過型モルフォリノ核酸 VMO
を使用していることと、３種類の配列のアンチセンス核酸 A3, E3, D5 の３種ミックス
カクテル療法であるため、各成分ごと、混合ごとに、通常の７倍量の非臨床試験を必要
とする問題点が存在する。さらに多数のスクリーニングを行い、ミックスカクテルでな
く１本のアンチセンス核酸を用いて実際の治療に使用できる様に最適化した（NS-035、
未発表）。 



 毒性、薬物動態の検討（前臨床試験）：実際臨床的に有効である化合物を考慮する際、
組織移行や骨格筋、心筋への組織親和性や毒性の検討は必須である。これらを GLP グ
レードで行う。 
・モデル動物に対し、全身投与後の肝、腎毒性の有無（血清中クレアチニン、尿素窒

素、肝機能）を検討。濃度依存性、抗体原性の検討 
・組織間（心筋、骨格筋）での治療効果の比較、病理組織の検討（HE 染色） 
・細胞に対し生存率をトリパンブルー染色により測定し、増殖能の変化も含め毒性を

検討 
・治療群、対照群、及び無治療群において、他遺伝子への発現の影響を、DNA マイ

クロアレイ(GeneChip,Affimetrix 社)を用いて細胞及びモデル動物の両者に対し
発現解析 

・放射性標識した薬物の体内動態を測定 
また、改訂版 GMFM が運動機能評価として最適であることが示されたので、治験

protocol を作成し臨床試験へとむかう。 
 
２、 リビトールリン酸の異常を発端とする病態の解析と CDP-リビトール補充療法の

開発 
申請者らの近年の成果から、ISPD 変異型のαDG 異常症には、CDP-リビトール補

充療法が有効であることが示唆される（Cell Rep 2016）。CDP-リビトール補充療法の
非臨床 POC を得るには疾患モデルの妥当性を明らかにする必要があるが、これまで
ISPD 欠損マウスの報告例はない。申請者らは筋選択的 ISPD cKO マウス（Myf5-ISPD 
cKO）の作出に成功したところである。本項目ではまず、Myf5-ISPD cKO マウスの病
態解析を実施し、疾患モデルとしての妥当性を明らかにする。次いで、ISPD 遺伝子治
療により、CDP-リビトール合成酵素活性が回復し、確かに治療効果が得られることを
証明する。これらの知見をもとに、Myf5-ISPD cKO マウスを用いて、CDP-リビトール
補充療法の効果を in vivo で明らかにする。また、医薬品としての CDP-リビトールの
体内動態を追跡するためにCDP-リビトール検出法を開発する。更に、フクチンとFKRP
の病原性点変異体の酵素学的特徴を検討し、CDP-リビトール基質濃度を増加させるこ
とで酵素活性が増加する変異体を見出す。最終的には、この変異をもつモデル細胞やゲ
ノム編集マウスに対して CDP-リビトールを投与することでαDG 異常が解消されるか
検証し、医薬品としての CDP-リビトールの適応範囲を拡充させる。 
 
３、AAV を用いたフクチン遺伝子治療の臨床へ向けた開発 
 定法であるが欠損している fukutin 遺伝子を外来的に補う遺伝子治療が有効である
と考えられる。骨格筋に対して感染性が高く、遺伝子導入効率の高い免疫応答を惹起せ
ず長期の遺伝子発現が可能なアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用いる。以前にマウ
スモデルでの有効性を示しているため（Hum Mol Genet 2013, 2018）、ここでは臨床試
験をめざして、有効な AAV ベクターの選択、配列の選択、効果の判定など、非 GLP か
ら始め企業と共同で GLP グレードの前臨床試験をおこなう. 

４、脳特異的フクチン cKO マウスへの遺伝子治療 

 Challenging であるが、胎児治療をめざして脳特異的フクチン cKO マウス胎仔脳へ
in utero electroporation などで導入、改善を見る。 
 
 
４． 研究成果 
「福山型先天性筋ジストロフィーのアンチセンス治療における至適薬剤の選択と前臨
床試験、医師主導治験」 

福山型筋ジストロフィーは日本人特有の重篤な疾患であり、これまで治療薬は
存在しない。本研究では福山型筋ジストロフィー新規治療剤としてアンチセンス核酸の
開発を行った。FCMD モデル細胞とモデル動物を用いて既報告の A3,E3,D5 周辺の網羅的
スクリーニングによって高活性配列の探索を実施した。さらにヒトへの投与試験が開始
されており安全性の問題が無いと考えられるモルフォリノ核酸（PMO）を用いてさらに
配列の最適化を実施し、ミックスカクテルでなく 1本のアンチセンス核酸によって高活



性を示す候補配列 NS-035 を見出し、実際の治療に使用できる様に最適化した。 
また毒性、薬物動態の検討（前臨床試験）を GLP グレードで行い、NS-035 の前

臨床試験を遂行し、組織移行性など薬物動態には問題がなく、やや高い腎毒性が認めら
れ、改善方法を検討した。臨床試験に移行できうることをほぼ確認した。2021 年 8月よ
り NS-035 の医師主導治験を開始し進行中である。現在医師主導治験の 2 用量目の治験
薬投与を行い、重篤な副作用なく完了した。2023 年 3 月には、3用量目となる治験薬投
与を開始し、治験薬投与安全性を確認した。 
 
「リビトールリン酸の異常を発端とする病態の解析と CDP-リビトール補充療法の開発」 

Myf5-Ispd cKO マウスは健常コントロール群と比較して 4週齢から握力が弱く、体重
増加や成長も遅延しており、血清 CK 値の上昇を認めた。また、20 週齢までに約 8割の
個体が死亡した。骨格筋組織における CDP-Rbo 濃度も著減していた。Myf5-Ispd cKO マ
ウスでは DG の糖鎖不全と基底膜ラミニンとの結合低下を認め、筋病理では壊死再生や
中心核線維の増加、筋線維の大小不同、結合組織の増加などの典型的な筋ジストロフィ
ー病理を示した。以上から、Myf5-Ispd は DG 異常症患者の病変を再現する有効なモデ
ルといえる。 

Myf5-Ispd cKO マウスが、発症後においても治療可能であることを確認するため、ア
デノ随伴ウイルスベクターに正常 ISPD 遺伝性を搭載したベクターを作出した（AAV-
ISPD）。AAV-ISPD を投与した遺伝子治療群では、未治療 cKO 群と比較して 12 週齢で体
重および握力の増加と CK 値の低下を認めた。骨格筋組織内の CDP-Rbo 濃度は増加し、
DG 糖鎖の回復および筋ジストロフィー病理の改善を認めた。以上から、発症後の介入
であっても遺伝子治療により筋ジストロフィー症状が改善することが示されたととも
に、CDP-リビトール補充療法が有効であることも示唆された。 

そこで、CDP-リビトールを筋組織内に送達するために、プロドラッグ化した CDP-リ
ビトール誘導体を 10 種類合成し、まず、ISPD 欠損 HEK 細胞を用いてプロドラッグ活性
を評価した。テトラアセチル型（TetA）を含むいくつかのアシル化化合物およびピロリ
ン酸基保護化合物では、CDP-Rbo より高い糖鎖回復活性を認めた。しかし、マウスへの
筋肉注射では TetA 以外の化合物では毒性を認めたため、長期局所投与実験には TetA を
用いることにした。プロドラッグの長期局所投与実験では、生食を注射した群と比べて、
CDP-Rbo 群、TetA 群ともに壊死線維の減少を認めたが、再生線維およびマクロファージ
浸潤は TetA 群のみ有意な低下を認め、結合組織浸潤は CDP-Rbo 群と比較して TetA 群で
有意な改善を認めた。最後に ISPD 変異を伴う患者由来ヒト線維芽細胞に対するプロド
ラッグ添加実験では、CDP-Rbo と比較して TetA では有意な糖鎖回復を認めた。以上の
結果から、ISPD 変異型 DG 異常症に対しては、プロドラッグ化 CDP-リビトール補充療法
が有効であることが示唆された。 
 
「AAV を用いたフクチン遺伝子治療の臨床へ向けた開発」 
「脳特異的フクチン cKO マウスへの遺伝子治療」 
 横紋筋選択的にフクチン遺伝子を発現させる AAV ベクター、ならびに横紋筋と中枢神
経系の両方でフクチン遺伝子を発現させる AAV ベクターを作出した。骨格筋選択的フク
チン欠損マウスに対して全身性の AAV フクチン遺伝子治療を行ったところ、骨格筋病理
と筋機能の改善が観察され、寿命が延長した個体も得た（未発表データ）。この結果か
ら、骨格筋を標的としたフクチン遺伝子治療は効果的に筋病変を改善できると考えられ
る。 
中枢神経病変については、胎生初期からフクチンを欠損するマウスの作出に成功、患
者にみられる重篤な中枢神経障害を再現するモデルであることを確認した（未発表デー
タ）。一方で、出生後のウイルスベクター投与では中枢神経での遺伝子発現効率が低か
ったこと、胎仔期から中枢神経病変が始まっていることを考慮し、胎仔期からの介入研
究の必要性があると考えられる。 
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