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研究成果の概要（和文）：福山型先天性筋ジストロフィー（FCMD）の責任遺伝子 fukutin の発現

解析より、FCMD は SVA 型レトロトランスポゾン由来の挿入配列がもたらすスプライシング病で

あることを発見し、患者由来細胞系、疾患モデルマウスでスプライシング由来の異常 fukutin

蛋白を検出した。この発症機序に基づく治療法確立のため、標的配列を同定し、2O メチル RNA

やモルフォリノ等を用いアンチセンス核酸化合物を設計した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
1, We revealed that FCMD is caused by splicing abnormality which is induced by 
pathogenic exon trapping of SVA retrotransposal insertion. 2, We also detected the 
abnormal fukutin protein in FCMD. 3, We checked that the same abnormal splicing 
pattern was seen in FCMD model mice. 4 We adopted phosphorothioate-linked 
2’-O-methyl RNA (2’OMePS) and Morpholino oligonucleotides to design several 25 mer 
AONs to search the best target sequences. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)疾患概念 
福山型先天 FCMDは先天性筋ジストロフィー、
II 型滑脳症、及び眼奇形の 3症状を示す常染
色体劣性遺伝疾患である（Fukuyama, et. al., 

Brain Dev 1981）。 
 
(2)原因遺伝子の発見 
1998 年にポジショナルクローニング法によ
り FCMD の疾患責任遺伝子である fukutin 遺
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伝子（fukutin, 9q31）が同定された。約 9
割の FCMD 患者は、fukutin の 3’非翻訳領域
に約 3Kb のレトロトランスポゾン（SVA）の
挿入型変異を認める（Kobayashi, et. al., 
Nature 1998）。この変異は約 100 世代前、日
本人祖先の 1 人に生じ、日本人の 90 人に 1
人が保因者で、約 3 万出生に 1 人発症する、
本国特有の疾患でもある（Watanabe, et. al., 
Am J Med Genet 2005）。 
 
(3)FCMD の発症機構 
患者では fukutin の正常サイズの mRNA の発
現がノーザンブロット解析では検出されな
かった。この機構については、患者にみられ
る SVAの挿入部位及びトランスポゾンの性質
より以下のように考えられてきた。①挿入変
異が3’非翻訳領域にある為、fukutinのmRNA
が急速に不安定化し分解される。②トランス
ポゾン等の反復配列周辺は、DNA メチル化や
ヒストン脱アセチル化などの制御を受けや
すいため、fukutin 周辺がエピジェネティッ
クな不活性化を受け、発現抑制や転写伸長障
害が起こる。しかしながら、その SVA 配列は
グアニン、シトシンが豊富で解析が非常に難
しく、疾患機序は未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 当初原因遺伝子 fukutin の mRNA の不安定
化あるいは転写障害が病態と考えられてい
た。目的申請者が最近、定量的 RT-PCR 法を
用いて、fukutin 内各領域での発現を調べた
ところ、患者初代線維芽細胞系において、SVA
挿入変異周辺で発現が激減している部分が
見つかった。一方、挿入変異から離れた
fukutin の 5’側及び 3’側部分では、患者と
健常者で発現量の差が全く無い領域もあっ
た。このことから、従来説とは異なり、FCMD
の挿入変異がスプライシングパターンを変
化させ、周辺領域が新たなスプライシングを
受け脱落したのではないかとの仮説を立て
た。この仮説を検証するために、FCMD 患者由
来初代線維芽細胞およびリンパ芽球の mRNA
の塩基配列を調べたところ、スプライシング
異常由来の産物が確認された。この産物はコ
ンピューター予測で見出された潜在性スプ
ライシングサイト由来の産物と一致した。さ
らに患者線維芽細胞を用いたノザンハイブ
リダイゼーションにおいて、新たなスプライ
シングによるサイズのバンドが確認され、こ
の仮説の正当性が確認された。 
 申請者は従来の説を覆し、レトロトランス
ポゾンの fukutinへの非翻訳領域への挿入変
異により引き起こされる、‘スプライシング
異常症’であることを新たに見出した。この
事実は、スプライシングをターゲットにした
ゲノム創薬による治療が可能であることを
示す。申請者はこの研究を発展させることに

より、発症機構に基づいた FCMD の治療法開
発の実現化を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
1. FCMD 患者での fukutin 異常スプライシン
グに関与する配列の同定及び結合因子の同
定 
(1)ノザンハイブリダイゼーション法による
異常 mRNA の検出 
SVA 挿入変異をホモ接合で持つ患者、他の点
変異との複合ヘテロ接合の患者、保因者、健
常者のリンパ芽球、また疾患モデルマウスの
脳、骨格筋、心筋患者組織より polyA-RNA を
抽出する。以前の報告との改善点として以下
の点を工夫する。 
●mRNA 量を 5倍に増やし、RNA プローブを用
い感度を上げる。 
●ホルマリン変性ゲルではなく、変性力が強
いグリオキサールを用いる。 
●リボヌクレアーゼ保護アッセイも検討す
る。 
 
(2)RT-PCR 法によるスプライシング異常の検
討 
SVA 挿入変異をホモ接合で持つ患者、他の点
変異との複合ヘテロ接合の患者、保因者、健
常者のリンパ芽球、線維芽細胞、また疾患モ
デルマウス、患者組織から全 RNA を抽出し、
RT-PCR 解析を行う。患者型 fukutin 由来の得
られた cDNA の塩基配列を決定し、スプライ
シング異常由来であるか、またその部位の同
定を行う。疾患モデルマウス各組織（脳、骨
格筋、心筋）、また FCMD 患者組織においても
検討する。以下の点を考慮して実験を行う。 
 
●RNA 中の他遺伝子由来の SVA 配列を含む転
写物の影響を避けるため、逆転写酵素反応の
際に fukutin特異的プライマーを用い特異化
を図る。 
●グアニン・シトシン豊富な配列の対策とし
て、SVA 挿入配列全長が増幅できるような至
適 PCR 条件の設定を試み、非特異的 PCR 産物
を抑制しスプライシング異常を検出する。 
 
2. スプライシングに関与する部位を治療標
的としたアンチセンス核酸化合物を用いた
治療の in vitro 及び in vivo における検討 
 
最終エクソンの非翻訳領域に SVA配列が挿入
された fukutinミニ遺伝子発現コンストラク
トを作成する（SVA 挿入型 fukutin）。これま
での実験より、このコンストラクトを動物細
胞内に導入すると、異常スプライシングが誘
導されることが期待される。このスプライシ
ング供与部位、受容部位、シスエレメントに
特異的に変異を導入し、異常スプライシング



 

 

が阻止されるかを確認し、治療標的の可能性
を検討する。スプライシングの是正は、
RT-PCR 法及びノザンハイブリダイゼーショ
ンで確認する。 
 
(1)スプライシングアッセイ系の確立 
 SVA 挿入型 fukutin コンストラクトの、正
常 fukutinをコードする翻訳領域下流にレポ
ーター遺伝子を導入したコンストラクトを
作成し、安定発現細胞株を構築する。この細
胞株に標的化合物を投与し、異常スプライシ
ングが是正され、正常の fukutin の翻訳が回
復すると、細胞はレポーターと融合し正常
fukutin を発現するようになる。このアッセ
イ系を用い化合物の治療効果を評価する。 
 
(2)アンチセンス核酸化合物の設計とスプラ
イシングアッセイ系を用いた治療効果検討 
 
アンチセンス核酸化合物の塩基配列間の結
合特異性や、素材（架橋人工核酸、ペプチド
核酸、モルフォリノ核酸等）、を充分考慮し、
治療標的の可能性を検討する。スプライシン
グ供与部位、受容部位、シスエレメントの 3
部位を標的にアンチセンス核酸化合物を設
計、合成する。構築したスプライシングアッ
セイ系を用い、感受性及び特異性の高い有効
な核酸化合物を探索する。 
 
3. 低分子化合物治療薬のスクリーニング 
2-(1)において作成したコンストラクトを用
い、ケミカルライブラリーを用いたドラッグ
スクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
 
1. FCMD におけるスプライシング異常の標的
配列を決定するために、挿入変異をはさむＰ
ＣＲ反応により、産生される患者由来のスプ
ライシング産物を直接シークエンス法にて
塩基配列を決定した。この結果によると、こ
の異常スプライシングは、挿入配列内に存在
する強力な潜在的スプライシング受容サイ
トが、蛋白質をコードする最終エクソン内の
潜在的スプライシング供与サイトを新たに
活性化することが原因となっていることが
予測された。また、ノザンハイブリダイゼー
ションにより、FCMD 患者特異的な異常 mRNA
を検出した。これらにより、FCMD は SVA 型レ
トロトランスポゾン挿入変異がもたらす、エ
クソントラップによるスプライシング異常
症であることを証明した。 
 
2. この挿入変異を有する fukutin cDNA コン
ストラクトに変異を導入し、異常スプライシ
ングが阻止されることより、このスプライシ
ング供与部位、受与部位およびスプライシン

グ促進配列が標的配列であるとの予測を立
てた。これらの配列を標的とするアンチセン
ス治療化合物（２O メチル RNA やモルフォリ
ノオリゴ）をその標的配列の周囲に網羅的に
設計、合成し、細胞内（患者由来リンパ芽球
や、線維芽細胞）へ核酸化合物を導入し、
RT-PCR 法を用いて、スプライシング是正効果
のある配列を選別し、至適な配列を同定中で
ある。 
 
3. SVA 挿入型 fukutin コンストラクトの、正
常における翻訳領域の下流にレポーター遺
伝子を導入したコンストラクトを作成し、そ
の３’側に挿入変異を導入し、異常スプライ
シングのモデルを作成し、一過性強制発現に
おいて、患者同様の異常スプライシングが導
入されることを確認し、細胞内安定発現細胞
株を構築した。この細胞株に標的化合物を投
与し、異常スプライシングが是正され、正常
の fukutin の翻訳が回復すると、細胞はレポ
ーターと融合し正常 fukutinを発現するよう
になる。このアッセイ系を用い、レポーター
遺伝子の発現の程度を測定することで、今後
は低分子化合物ライブラリーより、有効化合
物の治療効果を評価する予定である。またそ
れぞれの核酸化合物の毒性の検討を細胞系
を用い行っている。これらの結果を踏まえ、
細胞レベル、動物レベルでのスプライシング
是正効果（mRNA レベル及び蛋白レベル）を検
討予定である。 
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