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研究成果の概要（和文）：デュシェンヌ型筋ジストロフィー(DMD)に対するエクソンスキッピング誘導治療で
は、治療効果を増強する新たな戦略の開発が急務となっている。研究者らは、イントロン内スプライシング制御
配列を同定し、同領域を制御することでエクソンスキッピング効率を増強し得ることを検証した。まず欠失変異
を有するDMD患者の末梢血より抽出したgDNAを用いてイントロン配列を解析した。さらに末梢血または筋由来
mRNAを用いてスプライシングパターンを解析する系を確立した。イントロン配列とスプライシングパターンを検
討し、イントロン内スプライシング制御配列の同定およびエクソンスキッピング治療効果へ与える影響について
検討した。

研究成果の概要（英文）：Exon skipping therapies for Duchenne muscular dystrophy (DMD) require new 
strategies to enhance the effect. We have identified intronic splicing control sequences and 
verified that exon skipping efficiency can be enhanced by controlling the region. First, the intron 
sequences were analyzed using gDNA extracted from the peripheral blood of DMD patients with deletion
 mutations. Furthermore, we established a system to analyze splicing patterns using peripheral blood
 or muscle-derived mRNA. By examining the intron sequences and splicing patterns, we investigated 
the intronic splicing control sequences and  the effect on the exon skipping therapy.

研究分野： 小児神経、遺伝学

キーワード： デュシェンヌ型筋ジストロフィー　エクソンスキッピング治療　スプライシング　イントロン内スプラ
イシング制御配列　アンチセンスオリゴヌクレオチド

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はイントロン制御部位を新たな標的とするAS-oligoを開発しエクソン内とイントロン内の両方の制御部位
を抑制することでさらに効率よくエクソンスキッピングを誘導することを目的とする独創的な研究であり、エク
ソキッピング治療の有効性を高め、DMDの根治治療に大きく貢献するものである。

※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 
 
（１）デュシェンヌ型筋ジストロフィー(Duchenne muscular dystrophy: DMD)に対してアンチ
センスオリゴヌクレオチド（As-oligo）によりエクソンスキッピングを誘導する治療が注目され
ている。エクソン内スプライシング制御配列を標的とし、スプライシングを変化させる治療であ
り、近年世界各国で治験が進められている。しかし、明確な臨床効果を示すには至っておらず、
治療効果を増強する新たな戦略の開発が急務となっている。 
 
（２）研究者らは、ジストロフィン遺伝子内において、イントロン内にスプライシングを制御し
得る配列があることを明らかにしており（Dwianingsih EK.et al. J Hum Genet. 59: 423-9, 
2014）、さらにエクソンスキッピング治療研究の中で、スキッピング効率が症例によって異なり、
その差異が ESE 以外のイントロン内スプライシング制御部位に由来する可能性を見出していた。 
 
２．研究の目的 
 
エクソンスキッピング治療研究では様々な AS-oligo の開発が行われてきたが、いずれもエク

ソン内スプライシング促進配列(exonic splicing enhancer: ESE)を標的としたものであった。
本研究は、ジストロフィン遺伝子のイントロン内スプライシング制御配列を明らかにし、AS-
oligo により ESE だけでなくイントロン内スプライシング制御配列をも抑制することにより、さ
らに効率的にスプライシングを制御し得ることを検証するという新たな視点からの独創的なア
プローチであり、エクソンスキッピング治療の有効性を増強する新たな治療法を創造するもの
である。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ジストロフィン遺伝子のイントロン内スプライシング促進配列(intronic splicing 
enhancer：ISE)を明らかにする。 
DMD 症例の gDNA を用いて欠失変異の解析を行うとともに、mRNA を解析し、スプライシング異

常を同定する。さらに、これらの症例における欠失断端などイントロンの塩基配列を PCR 法、お
よびダイレクトシークエンス法により詳細に解析していくことにより、イントロン内スプライ
シング制御配列を同定する。 
 
（２）DMD 患者由来培養筋細胞 mRNA において、DMD 遺伝子の ISE を AS-oligo を用いて抑制し、
スプライシングの変化を検証する。 
 同定した ISE に相補的に結合する AS-oligo を作成する。AS-oligo を添加した培養筋細胞より
mRNA を抽出し、スプライシング産物を解析し、スプライシングの変化を確認する。 
 
（３）DMD 患者由来培養筋細胞において、DMD 遺伝子の ESE および ISE の両方を AS-oligo を用
いて抑制することによる、スプライシングの変化およびジストロフィン蛋白発現の増加を検証
する。 
 ESE を標的とした AS-oligo、ISE を標的とした AS-oligo、さらにその両者を DMD 患者由来培
養筋細胞に添加し、その効果を検証する。mRNA 解析によりエクソンスキッピング誘導を確認す
る。リアルタイム PCR 法によりエクソンスキッピング誘導を認めた mRNA 量を測定し、ISE を標
的とした AS-oligo によるエクソンスキッピング増強効果を検証する。また、その結果発現する
ジストロフィン蛋白量についても免疫組織化学法およびウエスタンブロット法により発現量を
測定し比較する。 
 
４．研究成果 
 
まず欠失変異を有するDMD症例において欠失領域近傍のイントロン配列を解析した。ジストロ

フィン遺伝子は巨大であるためそのイントロン配列解析は容易ではない。我々は、欠失変異を
有しているDMD患者の末梢血より抽出したgDNAを用いて、PCR法・直接塩基配列解析法などによ
りイントロン配列を解析した。次に、抹梢血もしくは筋由来のmRNAを用いてスプライシングパ
ターンを解析する系を確立した。イントロン配列とmRNA解析より得られたスプライシングパタ
ーンをあわせて検討し、イントロン内のスプライシング制御配列の同定およびそれらの配列が
エクソンスキッピング治療効果へ与える影響について検討した。 
その結果、gDNAにおいてイントロン10のスプライスサイト変異（c.1150-2A>T）を同定した

DMD症例ではmRNA解析ではエクソン11のスキップを認めた。また、イントロン64のスプライスサ
イト変異（c.9361+1G>A）を同定した症例では、mRNA解析によりエクソン64と65の間にイントロ



ン64内の57塩基が挿入されているスプライスパターンを示すことが明らかとなった。イントロ
ン７内にスプライスサイト変異（c.650-3C>G）を同定したDMD症例についてのmRNA解析結果の詳
細を図１に示す。この症例では、リンパ球由来のcDNA解析により３つのスプライス産物が明ら
かになった。さらにサブクローニング解析を追加で行った結果、イントロン7内の52塩基が挿入
されたパターン、エクソン８内の一部（63塩基）が欠失しているパターン、エクソン８全体が
欠失しているパターンの３種類が確認された。 
 
図１：mRNA を用いたスプライシングパターンの解析 

 
 
これらの結果より、イントロン内の変異により様々なスプライシングパターンが生じることが

明らかとなり、イントロン内配列がスプライシングに影響を及ぼしていることが検証できた。こ
の成果は、イントロン内スプライシング制御配列を標的とした AS-oligo によりエクソンスキッ
ピング治療の効果をより強力にする新たな治療戦略の開発につながるものと考える。 
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