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研究成果の概要（和文）：本研究では、私達が確立した、デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)の原因遺伝子である
ジストロフィン遺伝子エクソン45のスキッピングを誘導するアンチセンスオリゴヌクレオチドを、異なる欠失変異を有
するDMD由来の培養筋細胞に導入し、エクソン45のスキッピングの誘導効率が変異によって異なることを明らかにした
。さらに、エクソン45スキッピング誘導効率を検討した変異の欠失断端を同定し、欠失断端領域のintronic splicing 
enhancer、intronic splicing silencer等のシス因子とエクソンスキッピング誘導効率について検討したが、その関連
は明らかにはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Antisense oligonucleotides that induce exon skipping is now attracting much attent
ion to express internally deleted-dystrophin in Duchenne muscular dystrophy(DMD). Previously, we identifie
d antisense oligonucleotides(AO85) that could induce exon 45 skipping efficiently. We examined the ability
 of AO85 to induce exon 45 skipping and dystrophin expression in DMD patient-derived myocytes carrying dif
ferent types of deletion mutations, as follows:exon 46-47, 46-48, 46-49, 46-51 or 46-53. The skipping effi
ciency was different from patients to patients. We identified the junction site of each patient with delet
ion mutation and examined the intronic splicing enhancers/silencers (ISEs/ISSs) in the junction site. In t
his study, we could not clarify the correlation between ISEs/ISSs in the junction site and exon 45 skippin
g efficiency.
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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（以下、
DMD）は、ジストロフィン遺伝子の変異に
よって発症し、多くは 20 歳代で死に至る疾
患だが、まだ確立された治療法はない。私達
は DMD に対する治療法として、「エクソン
スキッピング療法」を世界に先駆けて提唱し
てきた。さらに、エクソン 45 を標的とする
エクソンスキッピング療法の臨床応用へ向
けた予備検討を進める中で、同じエクソン
46-51 欠失変異症例でもエクソンスキッピン
グ誘導効率が異なるという知見を得た。これ
は症例によって、イントロン領域の欠失範囲
が異なり、エクソンスキッピング誘導を修飾
していることを示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DMD患者の欠失断端を同定し、
その結果を元に、欠失断端周辺、イントロン
領域の欠失範囲あるいは残存範囲に位置す
る、 intronic splicing enhancers/ intronic 
splicing silencers(ISEs/ISSs)等を解析し、エ
クソンスキッピング誘導効率を規定するシ
ス因子を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）DMD 患者由来の筋細胞を用いたエク
ソン 45スキッピング誘導効率の検討 
DMD 患者より書面による同意を得て、筋生
検組織より筋培養細胞を樹立。培養液を変更
することにより筋培養細胞から筋管細胞へ
と分化誘導した後、エクソン 45 のスキッピ
ングを誘導するアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを導入。48時間後にmRNAを抽出し、
1μgのmRNAを用いて、cDNAを作成。半
定量 PCR によりエクソンスキッピング誘導
効率を検討した。 
 
（２）DMD 患者由来の筋細胞におけるエク
ソン 45 スキッピング誘導によるジストロフ
ィン蛋白の発現の検討 
DMD 患者由来の筋培養細胞を筋管細胞へ文
化誘導した後、エクソン 45 のスキッピング
を誘導するアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドを導入。7 日後に回収し、免疫組織染色お
よびウエスタンブロット法によりジストロ
フィン蛋白の発現の有無を検討した。 
 
（３）欠失変異を有する DMD患者の欠失断
端の同定 
欠失領域の 5’端、3’端のイントロン内にプラ
イマーを設定し、PCRによる各部位の増幅の
有無の確認を繰り返し、直接シーケンス法に
より欠失断端を同定した。 
 
（４）断端領域の配列内の ISEs、ISSs、ESEs
の解析 
断端領域の配列内の ISEs、ISSs、ESEsにつ
いて解析ソフトを用いて検索し、アンチセン
スオリゴヌクレオチドによるエクソン 45 ス

キッピング誘導効率との関連を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）アンチセンスオリゴヌクレオチドによ
るエクソン 45スキッピング誘導効率の検討 
ジストロフィン遺伝子エクソン 44、46-47、
46-48、46-49、46-53 の欠失を有する DMD
患者由来の筋培養細胞を用いてエクソンス
キッピング誘導効率について検討した結果、
エクソン 44欠失 1例、エクソン 46-47欠失
2例における、エクソン 45スキッピング誘導
効率は 20%未満と低かったのに対し、エクソ
ン46-48欠失1例、エクソン46-49欠失1例、
46-53欠失 3例では、50~70%のエクソン 45
スキッピング誘導効率を示した（図 1）。これ
までに得ていたエクソン 46-51欠失の 3例と
合わせて、10例の DMD患者由来の筋培養細
胞におけるエクソン 45 スキッピング効率を
検討した。エクソン 45 のスキッピングを誘
導する同じ配列のアンチセンスオリゴヌク
レオチドを導入してもエクソンスキッピン
グ効率はそれぞれ異なることが明らかとな
った。 
＜図 1＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）エクソン 45 スキッピング誘導による
ジストロフィン蛋白発現の検討 
エクソン 45 スキッピング誘導により蛋白の
発現を認めたのは、免疫組織染色、ウエスタ
ンブロット法ともに、エクソン 44欠失例（A）、
エクソン 46-49例（E）、エクソン 46-51例（H）
の 3例であった。mRNAにおけるエクソンス
キッピング効率とジストロフィン蛋白発現
には相関は見られなかった。 
 
（３）欠失変異の欠失断端の同定 
アンチセンスオリゴヌクレオチドを用い、エ
クソン 45 スキッピング誘導効率を検討した
10 例中、エクソン 44 欠失例（A）以外の 9
例、および、エクソンスキッピン誘導効率を
検討していないエクソン 46-49欠失例 1例の
計 10 例について欠失断端を以下のように同
定した。 
・エクソン 46-47欠失例 
（B）c.6614+20554_c.6913-5511 
（C）c.6614+13448_c.6913-18406 
・エクソン 46-48欠失例 
（D）c.6614+22395_c.7099-1375 



・エクソン 46-49欠失例 
（E）c.6614+18560_c.7201-12736 
（ ス キ ッ ピ ン グ 誘 導 効 率 未 検 ）

c.6614+23492_c.7201-16568 
・エクソン 46-51欠失例 
（F）c.6614+35997_c.7543-41747 
（G）c.6614+7406_ c.7543-30227 
（H）c.6614+11854_ c.7543-44005 
・エクソン 46-53欠失例 
（I）c.6614+5698_c.7873-8547 
（J）c.6614+18658_ c.7873-12655 
欠失断端は 10 例すべてで異なっていること
が明らかになった。イントロン 45 内の欠失
断端が比較的近傍に位置する例で比較した
結果、（E）と（J）、（G）と（I）ではエクソ
ン 45 のスキッピング誘導効率が同程度であ
ったのに対し、（B）と（D）、（C）と（H）
では誘導効率は明らかに異なっており、本研
究ではイントロン 45 内の断端の位置とエク
ソン 45 スキッピング誘導効率との関連は明
らかにならなかった。 
 
（４）欠失断端領域の配列内の ISEs、ISSs、
ESEsの解析 
欠失断端領域の配列について、解析ソフト
（SpliceAid、RescueESE）を用いて解析し
たが、エクソンスキッピング誘導効率の違い
を説明できる候補となる配列を挙げること
ができなかった。 
 
本研究では、DMD 症例由来の筋培養細胞に
おけるアンチセンスオリゴヌクレオチドに
よるエクソン 45 スキッピング誘導効率は、
症例により異なることを、明らかにした。し
かし、欠失断端配列とエクソンスキッピング
誘導効率との関連を検討したが、エクソンス
キッピング誘導効率を規定するシス因子を
明らかにすることはできなかった。本研究で
検討した症例数が十分ではなかったことが、
エクソンスキッピング誘導効率を規定する
シス因子を明らかにできなかった原因であ
る可能性が考えられる。エクソンスキッピン
グ療法は、DMD に対する有力な治療法とし
て注目されており臨床試験が進められてい
る。今回の研究成果は、症例によってエクソ
ンスキッピング療法の効果が大きく異なる
可能性を示すものである。エクソンスキッピ
ング誘導効率が異なるメカニズムを解明す
ることは、臨床試験を進める上でも重要と考
えられることから、さらに症例数を増やして
検討するべきであると考える。 
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