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研究成果の概要（和文）：ジストロフィン遺伝子のスプライシング時にエクソンスキッピングを誘導して、ジストロフ
ィンを発現させることは、Duchenne型筋ジストロフィー(DMD)の治療法となりつつある。本研究では、エクソンのスキ
ッピング誘導する低分子化合物の探索を目指した。そして、エクソンスキッピングを誘導する低分子化合物の探索を図
った。一部の化合物がエクソンスキッピング誘導作用を有することを見出した。さらに、エクソンスキッピング誘導治
療の標的となる代表的エクソンについて多エクソン同時スプライシング解析系の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：Antisense-meditated exon skipping is the most promising treatment for Duchenne 
muscular dystrophy. Here, small chemicals that induce dystrophin exon skipping were searched using in 
vitro splicing system. Unfortunately, chemicals that can be applied for clinical use were not identified 
yet. Furthermore, a new splicing analysis system that enabled detection of skipping of 10 exons 
simultaneously was established to enhance screening of chemicals.

研究分野：小児科
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１．研究開始当初の背景 
Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は
ジストロフィン遺伝子の異常による骨格筋
のジストロフィン欠損を主徴とする進行性
の筋萎縮症である。出生男児３５００人に１
人が罹患する最も頻度の高い、かつ、２０歳
代に心不全・呼吸不全で死亡する極めて重篤
な疾患である。そのため、ジストロフィン発
現を目指したDMDの治療法に関する様々な
研究が世界中の研究者によってなされてい
る。申請者は「ＡＯ（アンチセンスオリゴヌ
クレオチド）を用いてジストロフィン遺伝子
のスプライシング時にエクソンスキッピン
グを誘導し、mRNAのアミノ酸読み取り枠を
回復させてジストロフィンの発現をはかる
DMD 治療法」を世界に先駆けて提唱した。
そして、この方法の臨床への展開を推進し、
世界で初めてＡＯを用いたDMD治療を実施
し、ジストロフィンを発現させることに成功
した。このＡＯ用いた方法の有効性から、世
界中の研究者がこの方法を追随するところ
となった。現在、この DMD治療法はジスト
ロフィン遺伝子のエクソン欠失異常に対す
る世界標準として確立されつつある。 
このように、申請者はＡＯを用いたエクソ
ンスキッピング誘導治療の開発の世界のト
ップランナーとして、数多くの世界をリード
する研究実績をこれまでに積み重ねてきた。
その中で、高分子の核酸を用いるＡＯに代わ
って、投与法が容易な低分子化合物を用いた
エクソンスキッピング誘導法を世界に先駆
けて着想した。そして、驚くべきことに変異
エクソンではあるが塩基配列特異的にスキ
ッピングを誘導する低分子化合物を見出し、
それを用いてジストロフィンの発現を促進
することに成功した。その成果は Nature 
Commun 誌に掲載され、世界中の研究者か
らそれまでの常識を打ち破るものとして数
多くの驚嘆的賛辞を得た。 
この変異エクソンで得られた事実は、正常
エクソンでも低分子化合物を用いてエクソ
ンスキッピング誘導が可能なことを強く示
唆するものである。したがって、エクソンの
スキッピングを誘導する低分子化合物の探
索・同定は、世界中の患者が強く望んでいる
DMD の画期的な治療法を確立するための喫
緊の課題である。 
本研究は、この事実を基盤として、DMD
の治療の際に標的となるエクソンを対象と
して塩基配列特異的にスキッピング誘導す
る低分子化合物をそれぞれ探索・同定をはか
るものである。 
 
２．研究の目的 
 申請者らが提唱した「ＡＯ（アンチセンス
オリゴヌクレオチド）を用いてジストロフィ
ン遺伝子のスプライシング時にエクソンス
キッピングを誘導して、ジストロフィンを発
現させる Duchenne 型筋ジストロフィー
（DMD）の治療法」は、現在世界標準の治

療法となりつつある。一方、申請者はこれま
での研究実績から、高分子核酸の「ＡＯ」に
代わり「低分子化合物」を用いる最先端手法
を世界に先駆けて着想した。そして、低分子
化合物が変異エクソンではあるがそのスキ
ッピングを誘導し、ジストロフィン発現を促
進する事実を明らかにした（ Nature 
Commun、２０１１）。本研究は、正常のエ
クソンを塩基配列特異的にスキッピング誘
導する低分子化合物を探索・同定し、優れた
DMD治療法の確立をはかるものである。 
 
３．研究の方法 
Duchenne 型筋ジストロフィー（DMD）のエ
クソンスキッピング誘導治療では、ジストロ
フィン遺伝子の欠失したエクソンに隣接す
る正常なエクソンを標的として、そのスキッ
ピングを誘導する必要がある。しかし、正常
なエクソンのスキッピングを誘導すること
は極めて困難な課題と考えられる。そこで、
各エクソンのスプライシング制御特性を解
明し、各エクソンをその特性からグループに
分類する。そして、グループごとの特性に従
った探索を行うことにより、探索の効率化と
確実性の向上を図ることをめざした。次いで、
各エクソンを挿入したレポーター遺伝子を
構築し、これを用いてスキッピングを誘導す
る低分子化合物を探索・同定する。さらに、
同定した化合物の臨床応用性を検討するも
のである。この化合物探索において効率化を
図るため多エクソン同時スプライシング解
析系を確立した。 
１）各エクソンのスプライシング制御特性に
よるグループ化 
 ジストロフィン遺伝子の 79 ケあるエクソ
ンのスプライシング制御特性をもとに、各エ
クソンをその特性に応じてグループ分けす
る。ジストロフィン遺伝子のスプライシング
に関与するおびただしい数の制御因子につ
いて、各エクソンのスプライシングへの関与
の度合いを数値化し、各エクソンの制御特性
を明らかにする。その結果と、選択的スプラ
イシングなどのスプライシング時の挙動を
指標として decision tree を作成する。これ
で、すべてのジストロフィン遺伝子のエクソ
ンをスプライシング制御特性に応じたグル
ープに分類する。 
２）エクソンスキッピングを誘導するリード
低分子化合物の探索・同定 
患者の遺伝子診断から明らかにしている
エクソンスキッピング治療対象の頻度を考
慮し、低分子化合物の探索対象となるエクソ
ンの順位づけを行う。各標的エクソンを組み
込んだレポーター遺伝子を構築し、それを培
養細胞に導入する。そして、低分子化合物の
存在下でスプライシング反応を進行させ、エ
クソンスキッピング誘導能を有する化合物
の同定を図った。 
（１）レポーター遺伝子の構築と評価 
  本研究では、各標的エクソンを組み込ん



だレポーター遺伝子を作成し、HeLa 細胞に
導入して、そのスプライシング反応が正常に
進むことを、転写産物を RT-PCR 解析して明
らかにした。こうして、本レポーター遺伝子
システムが正常に機能することを確認した。 
（２）レポーター遺伝子を用いたエクソンス
キッピング誘導する低分子化合物の探索・同
定 
  レポーター遺伝子を導入した HeLa 細胞
培養の培地に各種の低分子化合物を添加す
る。さらに培養を続けたのち、挿入したエク
ソンのスキッピングを RT-PCR 解析により確
認する。このような検討を繰り返し、エクソ
ンスキッピング誘導作用を有する化合物を
同定を図った。 
３）多エクソン同時スプライシング解析系の
構築 
 標的エクソンのスキッピング誘導を個別
のエクソン毎にミニ遺伝子を構築し個々に
探索するのでは非常に非効率である。そこで、
標的となる 11 ケのエクソンのスキッピング
同時に解析できる多エクソン同時解析率の
構築をはかった。先に構築した 11 ケのミニ
遺伝子を一挙に１つの細胞に導入、その細胞
でスプライシング産物を解析する高性能化
を行った。 
 
４．研究成果 
1)ジストロフィン遺伝子のグループ化 
 ジストロフィン遺伝子のスプライシング
制御特性によりグループ化を図った。ジスト
ロフィン遺伝子の79ケのエクソンの内、5‘と
3’端のエクソン１と７９を除いた 77 ケのエ
クソンについて、そのスプライシング特性を
解析した。その結果 77 ケのエクソンは大き
く Aから Eの５グループに分類された。各グ
ループ毎のスプライシング制御特性から、そ
れらのグループに属するエクソンのスキッ
ピングを誘導するのに最適な特性について
検討した。スプライシング促進配列に大きな
特徴のあるエクソンは、この配列に対する AO
を用いることにより、エクソンスキッピング
誘導されることが想定された。今回の検討で
は AO に代わる低分子化合物の検索となるの
で、こうした配列に結合するスプライシング
制御タンパクの機能をかえることが治療標
的になるものと示唆された。 
 
２）標的エクソンの特定化 
DMD の患者はジストロフィン遺伝子の特定の
エクソンの欠失を有する例が多い。そのため、
DMD の治療の標的となるエクソンは絞られて
くる。さらに、同じエクソン欠失パターンを
有する患者数が頻度の高いものから低いも
のまで多様である。DMD 患者の治療への応用
を考えると、より頻度高く治療対象の多いエ
クソンを標的としたエクソンスキッピング
誘導できれば理想的である。こうした検討か
ら、ジストロフィン遺伝子のエクソンのうち
の１１エクソンのスキッピングを誘導する

化合物の探索が急がれることが判明した。 
 
３）エクソンスキッピングを誘導する化合物
の同定  
 各標的エクソンを組み込んだレポーター
遺伝子を構築し、それを培養 HeLa 細胞に導
入した。そして、低分子化合物の存在下でス
プライシング反応を進行させ、エクソンスキ
ッピング誘導能を有する化合物の同定をは
かった。その中で、エクソンスキッピング誘
導能を呈する化合物が少なからず見い出さ
れた。現在、それらの化合物についてその臨
床応用性を主眼とした検討を加えている。 
 ある一つの化合物は、研究者らが既に報告
したTG003という低分子化合物によるエクソ
ンスキッピング誘導作用をさらに増強する
という特異な作用を示した。この化合物を
TG003 とともに使用することにより、より治
療効果が促されるものと大きく期待された。
しかし、この見出した化合物は細胞毒性を有
しており、実際の臨床応用に際しては慎重で
あらねばならない。そこで、現在この化合物
と類似化合物で毒性の低い化合物を探索中
である。 
 
４）多エクソン同時解析システムの構築 
ジストロフィン遺伝子の 11 のエクソンを
H492 ペクターに挿入し、１１種のミニ遺伝子
を構築した。そして、各ミニ遺伝子が正常ス
プライシングを進めることを確認した後、１
１種のミニ遺伝子を同時に不死化筋細胞に
導入し、スプライシング産物の解析を行った。
１１種スプライシング産物が電気泳動によ
り分離され、同時多エクソンスプライシング
系が機能することが明らかとなった。 
さらに、この系のエクソンスキッピング検
出能の有効性を明らかにするために、エクソ
ン 45のスキッピングの誘導を促進する AOを
この反応系に導入した。その結果、予想通り
エクソン４５のスキッピング産物の検出と
正常スプライシング産物の減少を確認し、こ
の系の有用性を明らかにした。現在この系を
用いた低分子化合物の探索を進めている。 
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