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研究成果の概要（和文）：Duchenne型筋ジストロフィー(DMD)に対し、アンチセンスオリゴヌクレオチド
(AS-oligo)によってエクソンスキッピングを誘導する治療法の有効性を高めるために、症例ごとの有効性を検討
するとともに、本治療における炎症性物質等の関与を検討した。エクソン45のスキッピングを誘導するAS-oligo
の筋培養細胞における有効性を解析し、エクソンスキッピング効率は症例により異なることを明らかにした。そ
して、DMD症例に対しAS-oligoの投与を行い、一部の炎症性物質に変動がみられることを見出した。治療効果が
乏しい症例に対して、炎症に関与する因子を制御することが新たな治療戦略となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To enhance the efficacy of antisense oligonucleotide (AS-oligo)-mediated 
exon skipping therapy for Duchenne muscular dystrophy (DMD), the difference of the efficacy of the 
same AS-oligo among DMD cases and the involvement of inflammatory factors to exon skipping therapy 
were examined. At the beginning the efficacy of the AS-oligo inducing the skipping of exon 45 (AO85)
 was examined using cultured muscle cells of several DMD patients. In each case, exon 45 skipping 
was induced by AO85, as expected; however, the skipping efficacy was different from patient to 
patient. Furthermore, administration of AO85 to DMD cases resulted in the change of some serum 
inflammatory factors. These results suggested that exon skipping efficacy is modulated by some 
cis-element, and some inflammation factors may affect the efficacy of AS-oligo therapy.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 

Duchenne 型筋ジストロフィー(以下

DMD)はジストロフィン蛋白の欠損に

より発症し、その病態の主体は筋組織の

壊死・再生であるが、私たちは、筋組織

で産生されるプロスタグランジン D を

中心とする炎症が本疾患の進行に大き

く関わっていることを明らかにした

（Nakagawa T. et al. 2013. Clin Chim 

Acta. 423: 10-4）。そして、このことか

らプロスタグランジン D 産生を制御す

ることによる DMD に対する新たな治

療法の検討を進めている。一方、私たち

は、DMDに対する根治治療としてアン

チセンスオリゴヌクレオチド (以下

AS-oligo)によってエクソンスキッピン

グを誘導し遺伝情報を修正する治療法

の有効性を、世界で初めて明らかにした

（Takeshima Y. et al. 2006. Pediatr 

Res. 59: 690-4）。そして、このエクソ

ンスキッピング誘導治療は、今日では

DMD治療の世界標準となりつつある。 

私たちは、DMDに対する分子治療

であるエクソンスキッピング誘導治

療によってジストロフィンの発現が

誘導される際のプロスタグランジン

Dを中心とする炎症に関わる因子の

動態を明らかにすることにより、

DMDの治癒過程における炎症の制御

機構を明らかにすることができ、さら

に、これらの因子を修飾することに

よって、以前より検討を進めている

分子治療の有効性をより高める新た

な治療戦略を見いだせる可能性を着

想した。 

現在、世界各地で AS-oligo によるエ

クソンスキッピング誘導治療の臨床研

究・治験が行われ、その有効性が報告さ

れているが、その有効性は個々の症例に

より異なっている可能性がある。そのた

め、非レスポンダーに対し本治療法の効

果を高める治療戦略が必要となる。本研

究では、個々の症例におけるエクソンス

キッピング誘導治療の効果の差を筋培

養細胞を用いて検討する。さらに、DMD

症例に対して AS-oligo によるエクソン

スキッピング誘導治療を行った際の炎

症に関与する因子の動態を明らかにす

る。 

 

２．研究の目的 

   DMD に対する AS-oligo によるエク

ソンスキッピング誘導治療の有効性を

高める治療戦略を見だすために、個々の

症例に筋培養細胞における AS-oligo の

有効性の違いを検討する。さらに、DMD

症例に対して AS-oligo によるエクソン

スキッピング誘導治療を行った際の炎

症に関与する因子の動態を明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

  (1)DMD 筋 培 養 細 胞 に おけ る

AS-oligo によるエクソンスキッピング

誘導治療の有効性の個々の症例による

違いの検討：DMD 筋培養細胞に対し、

エクソン 45のスキッピングを誘導する

AS-oligo（AO85）を添加し、ジストロ

フィンmRNAをRT-PCR法によって解

析し、エクソン 45のスキッピング効率

を検討した。また、ジストロフィン蛋白

発現は免疫組織染色によって解析した。

これらの解析結果より、症例ごとの違い

に関して検討を行った。 

 

  (2)DMD 症例に対する AS-oligo 投与

における、有効性の検証および炎症に関

与す因子の動態： DMD 症例に対し

AO85の長期投与を行い、その有効性を

検討した。また、治療期間中経時的に血



清の炎症に関与する因子の測定を行っ

た。 

 

４．研究成果 

(1)DMD 筋 培 養 細 胞 に お け る

AS-oligo によるエクソンスキッピング

誘導治療の有効性の個々の症例による

違いの検討：筋培養細胞に AO85（0～

400nM）を添加したところ、濃度依存

性にジストロフィン遺伝子エクソン 45

のスキッピングが誘導され，100nM で

は、100%のmRNAにおいてエクソンス

キッピングが誘導された（下図：文献 1

より）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、13 症例由来の筋培養細胞に

対し、100nMの AO85を投与し、エク

ソンスキッピング効率とジストロフィ

ン蛋白発現の検討を行った。その結果、

下図（文献 1より）に示すように、症例

によりエクソンスキッピング効率に差

がみられ（30～100%）、さらにジストロ

フィン蛋白発現も症例により異なるこ

とが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、AS-oligoによるエ

クソンスキッピング効率は症例により

異なることが明らかとなった。その機構

に一つに、症例ごとの欠失領域の断端が

異なっており、そのため intronic 

splicing enhancer / silencerが症例ごと

に異なっている可能性が考えられる。

AS-oligo の効果が乏しい症例に対して、

炎症に関与する因子を制御することな

どによる新たな治療戦略により、その有

効性を高める必要がある。 

 

(2)DMD 症例に対する AS-oligo 投与

における、有効性の検証および炎症に関

与す因子の動態：DMD症例に AO85投

与を行い、長期投与の有効性を明らかに

した。さらに、炎症に関与する因子の、

治療中の推移を検討し、Interleukin-16、

MCP-1 などの因子が大きく変動してい

ることが見出された。 
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