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研究成果の概要（和文）：筋ジストロフィーの新しい治療開発のため全長、複数の短縮dystrophin遺伝子、マーカー遺
伝子、骨格筋への分化誘導因子を発現するLentiviral vectorを作製した。骨格筋特異的promoterと複数のmiR target
シークエンス（樹状細胞等の免疫担当細胞での発現を避ける）の組み合わせを検討した。改変したエストロゲン受容体
ドメインを有するmyoD-ER(T) 融合遺伝子を用い、dermal fibroblast等cell fateの異なる細胞をソースとした骨格筋
への誘導を臨床現場で使われている薬剤Tamoxifenによってコントロールされる系を実現した。

研究成果の概要（英文）：Series of Lentiviral vectors were prepared; each carrying different-type of full- 
and short-version of dystrophin, marker gene, myogenic transcriptional factors, under the control of 
various combinations of muscle specific promoters and the miR target sequences. The myoD-ER(T), fusion 
gene with myoD and modified estrogen receptor biding domain for Tamoxifen, was successfully introduced 
into dermal fibroblasts by lentiviral transduction, and covert themselves to myogenic cells. These cell 
therapy resources are candidates of genetic modifications by not only viral vectors based technologies 
and newly developed gene-editing technologies.

研究分野： 遺伝子/幹細胞治療

キーワード： 筋ジストロフィー　遺伝子治療　レンチウイルスベクター　幹細胞移植
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１．研究開始当初の背景 
 
 筋ジストロフィーは遺伝性の難病で、もっ
とも頻度が高いのは Duchenne 型筋ジストロ
フィーである。伴性劣性遺伝でほとんど男児
に発症し（１／３５００出生男児）兄弟例も
多い。発症年齢は５歳頃、転びやすさや、運
動発達の遅れでみつかることが多い。筋萎縮
は徐々に進行しその多くは１０歳前後で車
イス使用、１０代半ばでほぼ寝たきりとなる。
人工呼吸器の使用をしない場合は２０歳頃
までに、使用する場合も３０歳台で、呼吸不
全、心不全、感染症などによって死に至る重
症の萎縮性筋疾患である。現在対症的にステ
ロイド内服治療が行われるが、多くの効果は
期待できない。現在までに根本的な治療が全
く確立していないのが現状である。 
 本研究はこの難治性疾患の根本治療を実
現するための前臨床研究と位置づける。1987
年に Kunkel 等が分子生物学的手法にて原因
遺伝子ジストロフィンを同定し、根本治療は
近い将来に可能であろうと楽観的に予測さ
れてきた。しかし約 20 年以上経過した今で
も根本治療は実現していない。歴史的には、
筋ジストロフィーに対する筋芽細胞移植研
究は 1989 年に始まり現在も臨床研究が行わ
れているが十分な効果は得られていない。遺
伝子治療研究は 1990 年代に始まり実験動物
（マウス）レベルでは極めて良好な結果を得
ており、2006 年にはヨーロッパと米国におい
て合成 oligo、AAV vector を用いた臨床治療研
究が始まり成果を挙げつつある。しかしなが
らこれらの治療の効果は一過性であり、かつ
進行した患者に対しては治療効果が乏しい
と考えられている。その理由は炎症・線維
化・脂肪変性のため治療すべき骨格筋線維が
極端に減少しているためであり、これを解決
するために骨格筋再生による治療が望まれ
ている。近年、イタリアの Cossu のグループ
は骨格筋の微小血管周囲に存在する壁細胞
由来の細胞 を用い経動脈的に投与し、実験
動物（マウス、イヌ）レベルで、一定の治療
効果を上げている。さらに米国の Perlingeiro 
らによって ES 細胞を用いた研究が報告され
た。また本邦においては国立精神・神経セン
ターの武田らによって、筋衛星細胞、骨髄幹
細胞などの治療応用を目指し研究が進めら
れている。molecular dissection： 4kb 程度の
キャパシティ小さい rAAV の不利な点を克服
するために、dystrophin（cDNA:14kb）のドメ
イン機能の解析を行い、分子機能を保ったま
まサイズを縮小した dystrophin を構築する研
究が Chamberlain, Takeda, Dickson らの研究室
ですめられてきた。しかしながら現在すすめ
られている exon skipping 治療はヒトの
dystrophin の mutation の位置情報に基づき、
該当 exon を splice out をさせる必要があり、
skip 効率を検討している段階である。この変
異に応じた model の構築は、動物種による遺
伝子配列の違いが一つの壁になっており、一

部では生成される dystrophin の機能解析
も”skip”し（蓄積された molecular dissection の
方法論を踏襲することなく）ヒトへの応用が
はじまっているのが現状といえる。今回の研
究提案は、この優れた方法論をリスペクトし、
一つ一つの exon skippingの結果発現する短い
quasi-dystrophin の mini-gene を設計、lentiviral 
vector によって transgenic mouse を作成し、
分子機能を in vivoのモデルで病理学的かつ生
理学的に検討することも含めて計画された。 
 申請者は、2002-2005 年の期間、この分野
の第一人者である Professor Jeff Chamberlain
の研究室 (Department of Neurology, University 
of Washington School of Medicine, Seattle, WA, 
USA) に所属し、アデノウイルス、アデノ随
伴ウイルス６型 (AAV6)および、第３世代
Lentiviral vector を用いて全身の筋組織、心筋
及び間葉系幹細胞への遺伝子導入を成功さ
せてきた。なかでも間葉系幹細胞、心筋細胞、
骨格筋幹細胞は極めてよい遺伝子導入ベク
ターのターゲットであることをあきらかに
した。特に骨格筋特異的に短縮型
dystrophin/eGFP fusion 蛋白質を発現するカセ
ットを組み込んだLentiviral vectorをmdxマウ
スの骨格筋に導入し、少なくとも１年以上安
定して治療用遺伝子を発現させることに成
功している。また一方で、骨格筋幹細胞であ
る satellite cell への安定した遺伝子導入も確
認した。現在、mdxマウス由来の骨格筋およ
び他組織由来幹細胞を ex vivo で治療した後、
骨格筋細胞へ特異的に分化させ移植を行う
骨格筋再生治療研究を進行中である。その一
つとして、mdxマウス fibroblast をコントロー
ル可能な myoD の発現により骨格筋細胞にコ
ンバートし治療への応用を検討している。 
 
２．研究の目的 
“筋ジストロフィーの幹細胞/遺伝子治療法の
開発”を大目標として掲げており、本研究の具
体的な目的として、難病・筋ジストロフィー
をターゲットに定め、病的骨格筋に治療用蛋
白質 ”dystrophin” および”dysferlin”を導入す
る（replacement therapy）ことである。特に導
入遺伝子を半永久的に発現できるレンチウ
イルスベクターを用いかつ自己由来の骨格
筋特異的幹細胞、間葉系幹細胞、iPS 細胞を
ex vivo で治療し移植する方法を検討した。将
来的に他のタイプの筋ジストロフィーや神
経筋疾患への広い応用が期待される点でも
意義が大きいと考えられた。 
 
３．研究の方法 
1) 複数の mini-dystrophin と dystrophin/eGFP 

fusion 遺伝子、full length dystrophin CDS 
(11.1 kb, 11.5 kb)、骨格筋への特異的分化誘
導を促す因子 (MyoD , Pax3, Pax7)、マーカ
ー遺伝子 (LacZ, eGFP)を発現する
Lentiviral vetor を作成した。遺伝子の発現
調節にはユビキタスな promotor(CMV, RSV, 
CAG)に加えて骨格筋特異的 promotor 



(HSA: human α-skelatal actin, CK6/7/8: 
modified creatine kinase enhancer/promoter)
を用いた。また同時に、miR target シーク
エンス（mir-142-3pT）を 3’非翻訳領域に搭
載するコンストラクトを作成した。同様に、
dysferlin cDNA を組み込ん Lentiviral vector
も作成した。 

2) また骨格筋由来の幹細胞を mdxマウスよ
り採取し、Lentivirus でマーキングおよび
full dsytrophin cDNA による ex vivo 遺伝子
導入を行い（moi = 0.5, 1, 50）、導入効率を
確認した。さらに遺伝子導入が確認された
骨格筋細胞を増殖させ、それぞれ 2 x 105

個を、1 週齢の mdxマウスの前脛骨筋に移
植し(n = 10)、4 週後に解析を行った。 

3) myoD cDNA に estrogen receptor hormone 
binding domain を組み込んだ myoD-ER(T) 
融合遺伝子を用い、Tamoxifen によって
myoD の ON-OFF をコントロールする系に
より、同様の検討を行った（現在、解析中）。 

 
４．研究成果 
1) full dystrophin cDNA(11.5kb)および、これを

改変したセントラルロッドドメインを有
さないバージョンの dystrophin 遺伝子を含
むコンストラクトを作成し、それぞれ
Lentiviral vector に導入した。骨格筋への特
異的分化誘導を促す因子として転写因子
活性をコントロールできる myoD, Pax7, 
Pax3、マーカー遺伝子として EGFP, LacZ
を発現する Lentiviral vector コンストラク
トを作製した。 

2) HEK293D 細胞 および NIH3T3 細胞に、full 
dystrophin cDNA(11.5kb)を遺伝子導入し、
H-300 dystrophin-特異的抗体を用いて、ウ
ェスタンブロット法と免疫染色法で、発現
を確認した。 

3) mdxマウスより筋芽細胞を採取し
Lv-CMV-full-dystrophin および
LV-MSCV-EGFP による遺伝子導入を行っ
た。さらに、in vitro で dsytrophin の発現と、
筋管の形成を確認した。 

4) dystrophin 遺伝子導入が確認された骨格筋
細胞を移植した 1週齢のmdxマウスの前脛
骨筋を 4 週後に解析した。それぞれの筋線
維で dystrophin とマーカーとして導入した
GFP の発現が確認された。 

5) myoD-ER(T)をマウス dermal fibroblast に導
入し、骨格筋誘導の調整の条件検討を行っ
た。遺伝子導入された細胞は筋線維と融合
した。現在、確認実験中である。 

6) 考察として、Lentiviral vector に full 
dsytrophin cDNA を搭載し、ex vivo 遺伝子
治療のモデルを呈することに成功した。さ
らに、細胞ソースとして線維芽細胞を骨格
筋へコンバートする方法を示した。長期発
現の可否、病理学および病態生理学的な有
効性の評価は、未だ検討段階にとどまり、
今後、治療薬の候補となる遺伝子を含むコ
ンストラクトの作成・検証を進めると同時
に、他の幹細胞を用いる方法や in vivo 
therapy への応用とコンセプトの実証が必
要である。治療効果に影響を及ぼす免疫応
答の調節について、個体の中での遺伝子発
現コントロールについては検討が残る。 
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