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研究成果の概要（和文）： 

デュシャンヌ型筋ジストロフィー（DMD）の遺伝子治療を目指して、2.4Mbにおよぶジストロフィ

ン遺伝子ゲノム領域を搭載したヒト人工染色体ベクター(DYS-HAC)により、DMDモデル(mdx)マウ

ス由来の中胚葉性血管芽細胞に遺伝子修復を施し、モデルマウスに移植することで、長期間、運

動機能を改善させることに成功した。以上より、DYS-HACベクターと中胚葉性血管芽細胞により、

DMDの遺伝子治療に利用できる可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Toward gene therapy of Duchenne muscular dystrophy (DMD), we transferred the human 

artificial chromosome with 2.4 Mb genomic dystrophin gene (DYS-HAC) to the DMD mouse model 

(mdx)-derived mesoangioblasts, then the corrected mesoangioblasts were transplanted to 

mdx-mice. As a result, we succeeded in the long term-amelioration of the dystrophic 

phenotype in the mdx mice. Thus, a combination of HAC-mediated gene replacement and 

transplantation with mesoangioblasts will be useful for gene therapy of DMD. 
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１．研究開始当初の背景 

デュシャンヌ型筋ジストロフィー（DMD）
はヒト X番染色体上に存在する DMD 遺伝子の
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機能欠損により引き起こされる進行性筋萎

縮症である。DMD 遺伝子は全長 2.4Mb にも及

ぶ巨大な遺伝子で少なくとも 7つのプロモー

ターに制御され、18 種のスプライシングアイ

ソフォームが報告されており，複雑な転写調

節を受けていると考えられる。1）2.4Mb の巨

大遺伝子を導入するベクターが存在しない

こと、２）ウイルスベクターなどを用いた単

一の cDNA を導入する従来法では複数のアイ

ソフォームを同時に生理的発現制御のもと

に再現できないこと、から DMD の完全な遺伝

子治療法は存在しないのが現状である。また、

ヒトにおいてドナー細胞を移植する際の最

大の障壁は主要組織適合遺伝子複合体（HLA）

の違いであることから、自己の幹細胞を用い

た ex vivo 細胞遺伝子治療が最善の治療策と

考えられる。これまでに我々は巨大な遺伝子

を染色体レベルで搭載可能なヒト人工染色

体(HAC)ベクターの開発を行ってきた。さら

に、ヒト人工染色体(HAC)ベクターに DMD 遺

伝子全長をクローニングすることで治療用

DYS-HAC ベクターを作製し、この DYS-HAC ベ

クターがヒト細胞で安定に維持されること、

マウス個体内で機能的な DMD 遺伝子の発現が

制御されていることを示し、本研究の基盤研

究を行ってきた。 

 

２．研究の目的   

本研究の目的は上述の問題点を解決し、これ

まで作製した DYS-HAC ベクターを、DMD 患者

の治療に対応できるレベルに到達させるこ

とである。具体的には、筋ジストロフィーモ

デルマウス(mdx)由来の自己由来幹細胞であ

る中胚葉系血管芽細胞(Mesosngioblast)と

DYS-HAC ベクターを用いて、以下の方法にあ

げる基盤研究を実施することで、DYS-HAC ベ

クターが筋ジストロフィーの遺伝子治療用

ベクターとして有用であるかを検討するこ

とである。 

 

３．研究の方法 

以下の 5 つのステップで本研究を実施した。

1)これまでに作製した治療用 DMD-HACベクタ

ーを mdx-マウス由来中胚葉系血管芽細胞

(Mesosngioblast)に導入した。2) 治療用

DYS-HAC ベ ク タ ー 導 入 済 み

mdx-Mesosngioblast へ MyoD 遺伝子および

LacZ 遺伝子を導入し、in vitro で分化誘導

させることで機能的発現を in vitro で確認

した。3)上記細胞を mdx-nude マウスに移植

することで治療効果が得られるかを検討し

た。4)改良型の DYS-HAC ベクターを構築した。

5) 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 患 者 由 来

Mesosngioblastへ改良型のDYS-HACベクター

を導入した。 

 

４．研究成果 

筋ジストロフィーのモデルマウスである mdx

マウスから、mesoangioblast 細胞を樹立し、

これまでに構築・精製した DYS-HAC を微小核

細胞融合法にて導入した。GFP 陽性コロニー

を 29 クローンピックアップし、そのうち 24

クローンでシングルセル由来の増殖を確認

した。それらの 24 クローンについて、PCR 法

にて、DMD ならびに HAC 上のプライマーを用

いてゲノムの存在を確認した結果、13 クロー

ンで DYS-HAC 全長が存在することが明らかと

なった。次に、それらのうちの 8クローンに

ついて、FISH 解析を行った結果、6クローン

について、DYS-HAC が宿主染色体とは独立に

保持されていることが確認された。 

次に in vivo で DYS-HAC ベクター導

入筋肉細胞を標識すること、ならびに筋分化

を誘導するため、核移行 LacZ 遺伝子ならび

に MyoD 遺 伝 子 を

mdx-mesoangioblast(DYS-HAC)細胞に導入し



 

 

た。これらの細胞をクローン化し、増殖能、

分化能を in vitro において解析し、in vivo

実験に利用できる細胞を２クローン選別し

た。これらの細胞を用いて、mdx-ヌードマウ

スの静脈内に移植し、免疫染色、ウェスタン

ブロット解析、RT-PCR 解析を行った結果、

mdx-mesoangioblast(DYS-HAC)由来の細胞が

筋肉において生着し、ヒトジストロフィンタ

ンパク質が検出された。さらに、上記細胞を

mdx-ヌードマウスの動脈内に注射し、in vivo

での性能評価を行動解析などにより実施し

た。その結果、6 ヶ月以上長期に上記細胞は

生着し、さらに行動解析試験で mdx マウスに

比較して優位に機能が回復していることが

示された。以上のことから、mesoangioblast

細胞と DYD-HACベクターを用いた治療戦略の

有用性が示された。 

一方で、これまでに作製した

DYS-HAC ベクター上には免疫原性となる可能

性がある MC1-TK 遺伝子と CAG-GFP 遺伝子が

搭載されていたので、それらを除去するため

に DT40 細胞内で相同組換えにより FRT で挟

まれた neo 遺伝子を置換することで、上記遺

伝子を除去することに成功した（DMD-HAC2 と

呼ぶ）。さらに上記で作製した DMD-HAC2 ベ

ク タ ー を 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 由 来 の

meosngioblast 細胞に微小核細胞融合法にて

導入し、1 クローン獲得された。今後は mdx

マウス由来 mesoangioblast 細胞での実験を

筋ジストロフィー患者由来 mesoangioblast

細胞で再現する予定である。 
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