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研究成果の概要（和文）：Duchenne型筋ジストロフィー(以下DMD)に対し、アンチセンスオリゴヌクレオチド(以下AS-o
ligo)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、本疾患における線維化および炎症の
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の薬効動態を検討し、EC50が58.0nMであることが明ら
にした。さらに、DMD患者において炎症のマーカーである尿中のプロスタグランジンD代謝産物の排泄量が増加している
ことを明らかにした。これらの結果を踏まえ、DMD症例に対しAS-oligo投与を行い、一部の炎症性サイトカインにおい
て改善傾向がみられることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To enhance the effectiveness of antisense oligonucleotide (AO)-mediated exon skipp
ing therapy for Duchenne muscular dystrophy (DMD), the relationship of fibrosis and inflammation to DMD wa
s examined. At the beginning pharmacodynamics of the AO inducing the skipping of exon 45(AO85) was examine
d using cell-free splicing system, and the EC50 of AO85 was revealed to be 58.0 nM. Then, urinary tetranor
 PGDM which is major urinary metabolite of prostaglandin (PG) D2 were shown to be increased in DMD patient
s and became higher with advancing age. It was indicated that PGD2-mediated inflammation plays a role in t
he pathology of DMD. Furthermore, administration of AO85 to DMD cases resulted in the improvement of some 
inflammatory cytokines. These results indicated that fibrosis and inflammation were involved in the pathog
enesis of DMD, and the modification of these factors was considered as one possible strategy for the enhan
cement of the effectiveness of AO-mediated exon skipping therapy.
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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、近年、本疾患の進行

において、筋組織における線維化および

炎症が重要な役割を果たしていることが

明らかにされ、TGF-β などの線維化促進

因子、プロスタグダンジンなどの炎症に関

わる因子、およびそれらを制御する因子の

動態が注目されている。さらに、これらの

分子を標的とした治療の可能性が報告さ

れてきている。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)。すなわち、

エクソン 20（242 塩基）が欠失している

DMD 症例では out-of-frame 欠失のため

アミノ酸読み取り枠にずれが生じており

ジストロフィン蛋白が産生されない。しか

し、この症例に対し AS-oligo を静脈内投

与しエクソン 19（88 塩基）のスキッピン

グを誘導することによって in-frame 欠失

（242塩基＋88塩基＝330塩基）となり、

ジストロフィン蛋白が産生されることを

明らかにした。その後、このアンチセン

ス治療への取り組みが欧米でも開始され、

今日では DMD 治療の世界標準となりつ

つある。しかし、このアンチセンス治療

の臨床応用を広げるためには、その効果

をさらに高めることが不可欠である。 

私達は、DMDにおける線維化あるい

は炎症に関わる因子の動態を明らかに

し、さらに、アンチセンス治療によっ

てジストロフィンの発現が誘導される

際のこれらの因子の動態を明らかにす

ることによって、以前より検討してい

るアンチセンス治療においてこれらの

因子を制御し、アンチセンス治療の有

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。 

 

２．研究の目的 

本研究では、in vitro スプライシングシ

ステムあるいは DMD 症例において、

AS-oligo によるエクソンスキッピングを

誘導する際の、分子動態を明らかにする

とともに、DMD 症例における炎症の関与

に関して検証し、その結果をもとに、こ

れらの因子を制御することによるアンチ

センス治療効果を促進する戦略を見いだ

す。 

 

３．研究の方法 

（１）in vitro 無細胞スプライシング系に

おけるエクソン 45 スキッピング誘導アン

チセンスオリゴヌクレオチドの分子動態

の解明：ジストロフィン遺伝子エクソン

45 および隣接するイントロンの塩基配列

を組み込んだ、3 エクソン・2 イントロン

よりなるミニジーンを作成し、in vitro 転

写系において mRNA 前駆体を作成する。

HeLa細胞核抽出液において、このmRNA

前駆体のスプライシングを誘導する際に、

エクソン 45 スキッピングを誘導するアン

チ セ ン ス RNA/ENA (2’-O, 4’-C- 

ethylene- bridged nucleic acid)キメラオ

リゴである AO85 を添加し、分子動態を

検討した。 

 

（２）DMD 症例における、プロスタグラ

ンジン D2 代謝物（尿中 PGDM）の解析：

筋組織における炎症に関与するプロスタ

グランジン D2 産生を評価するために、

191 例の DMD 症例および 79 例の健常児

を対象として、プロスタグランジン D2 代

謝物である尿中 11, 15- dioxo-9α- 



hydroxy-, 2,3,4,5- tetranorprostan- 1,20- 

dioic acid (tetranor PGDM)の測定を行な

った。 

 

（３）DMD 症例に対する AO85 投与にお

ける、有効性の検証および線維化に関与す

る炎症性サイトカインの動態：AO85 を

DMD 症例に投与し、その有効性を三次元

歩行解析装置によって検討した。また、治

療後経時的に血清の各種サイトカインの

測定を行った。 

 

４．研究成果 

（１）in vitro 無細胞スプライシング系に

おけるエクソン 45 スキッピング誘導アン

チセンスオリゴヌクレオチドの分子動態

の解明：AO85 投与により、本システムに

おいてエクソン 45 のスキッピングが誘導

され、全転写物の 80％に及んだ。さらに、

EC50は58.0nMであることが明らかとな

った（下図）。 

 

 
 

（２）DMD症例における、プロスタグラ

ンジンD2代謝物（尿中PGDM）の解析：

DMD患者では対象に比べて尿中のプロ

スタグランジンD代謝産物の排泄量が増加

しており（対象3.08 ± 0.15、DMD 6.90 ± 

0.35 ng/mg creatinine (mean ± SE)）、さ

らに、病状の進行する8歳以降において、

より著しく増加することが明らかとなっ

た（4-7歳DMD4.75 ± 0.32、8‐15歳

DMD7.69 ± 0.44 ng/mg creatinine (mean 

± SE)）（下図。黒丸がDMDで、白四角が

献上対照）。 

このことは、線維化に関わる炎症、中でも

プロスタグランジンDの関与する炎症が、

DMDの病態に関与していることを示唆し

ており、線維化あるいは炎症を制御する

ことによる治療の可能性が考えられた。 

  

（３）DMD 症例に対する AO85 投与にお

ける、有効性の検証および線維化に関与す

る炎症性サイトカインの動態：投与前後の

重心の動揺性および関節トルクにおいて

改善が見られ、本治療の有効性が示唆され

た。さらに治療経過における炎症性サイト

カインの変動を検討した。その結果、

Interferon-γ、Interleukin-6、Interleukin 

-12 などにおいて継時的な改善傾向がみ

られた。 
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