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研究成果の概要（和文）：FCMD患者の治療実現を目標としスプライシング異常を標的とするアンチセンス療法の確立に
向け薬剤の至適化、毒性の検討や薬剤修飾、ドラッグデリバリーシステム(DDS)の構築をモデル動物及び患者由来細胞
系を用い行う研究を計画した。アンチセンス治療法を発見、発表した当時は3剤での投与が必要であったが、さらに詳
しくスクリーニングをすることで、一剤での投与の効果が確認ですることができた。また、その一剤につき安全性の確
認やオフターゲット効果の検討を行った。レトロトランスポゾンの配列にあるスプライシング異常が原因であり、安全
性の検討は今後も慎重に行う必要があるが、臨床治験を目指す可能性のある成果だと考える。

研究成果の概要（英文）：Fukuyama type congenital muscular dystrophy (FCMD) is a second common, severe 
childhood muscular dystrophy in Japan. All patients have ancestral insertion of a SINE-VNTR-Alu 
retrotransposal element (SVA) into a causative gene fukutin. We previously showed that aberrant mRNA 
splicing, induced by SVA exon-trapping caused FCMD.In this study, we optimized of the best, single AON 
for clinical trial. We re-designed AONs precisely around the splice sites and assessed the efficacy for 
exon trap inhibition of these AONs in FCMD patient cells and model mice. By testing on normal Fukutin 
production and functional analysis, we finally selected one best candidate AON termed AON-F. We also 
succeeded in improvement on production efficacy for AON-F. We show the promise of splicing modulation 
therapy as the first radical clinical treatment for FCMD in the near future.

研究分野： 小児神経
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
１．FCMD 研究の学術的背景 

（1） 疾患概念 
 福山型先天性筋ジストロフィー(FCMD)
は日本に特有の疾患であり先天性筋ジス
トロフィー、II 型滑脳症、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)．日本
で 2 番目に多い小児の筋疾患で 10 代のう
ちに死に至る重篤な疾患だが治療法がな
い． 

（2） 原因遺伝子 fukutin 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 遺伝子(fukutin, 9q31)が同定され
た．殆どの 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． 

（3） 現在わかっている病態機構 (ジス
トログリカノパチーと fukutin の機能) 

 FCMD 患者の骨格筋では細胞膜と基底
膜を繋ぐ糖蛋白-dystroglycan(DG)の
O-マンノース型糖鎖修飾に欠損があり、
この糖鎖を介する細胞膜－基底膜間の
結合が破綻する為に重度の筋ジストロ
フィーが発症する(Michele DE, et. al., 
Nature 2002)．類縁疾患の
muscle-eye-brain 病、Walker-Warburg
症候群等においても、DG の O-マンノ
ース型糖転移酵素の遺伝子異常が次々
と同定され、ジストログリカノパチー
(DGpathy)と総称される新しい疾患概
念が確立された(Muntoni, et. al., Lancet 
2002)． fukutin はゴルジに局在し既知
の糖転移酵素とのアミノ酸配列相同性
よりDG の糖鎖修飾に関与する糖転移
酵素あるいは O マンノース型糖鎖にリ
ン酸化された糖残基を転移するヌクレ
オチジルトランスフェラーゼではない
かとされているが機能を含め未知な点
が多い． 
（4） FCMDの分子レベルの発症機序
に関する従来の説 

 FCMD の発症機序は①SVA の挿入変異
が3’非翻訳領域にある為、fukutinのmRNA
が不安定化し分解される、あるいは②トラ
ンスポゾンの反復配列の影響で DNA メチ
ル化やヒストン脱アセチル化等の制御を
受け 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、と考えられてきたが、SVA 配
列はグアニン、シトシンが豊富で解析が難
しく疾患機序は未解明のままであった．最
近、SVA がいくつかの遺伝子内に挿入し
選択的スプライシングや中途終始コドン

を引き起こし、遺伝子の機能に多様性を与
え生物の進化、選択、多様性、あるいは疾
患の発生に関与している可能性が報告さ
れた(Hancks, et. al., Genome Res 2009)． 
（5） 申請者による新しい疾患発症機構
の発見、治療法の構想、及びアンチセンス
治療の成功  

申請者は、FCMD が SVA 挿入変異により
fukutin 蛋白をコードする最終エクソン内に
新たなスプライシング部位が生じ、新生エク
ソン由来の異常蛋白が産生されるスプライ
シ ン グ 異 常 症 で あ る こ と を 見 出 し た
(Taniguchi-Ikeda, et. al., Nature, 2011)．つま
り患者にみられる SVA 挿入配列内の強力な
スプライシング受容部位が、fukutin の蛋白質
をコードする最終エクソン内の潜在的スプ
ライシング供与部位を活性化させ生じる．こ
の標的配列にアンチセンス核酸 (AON)を
pre-m RNA レベルで結合させ異常スプライ
シングを阻止し正常なスプライシングを誘
導する治療法(図１)が有効であると考えた。
我々はすでにヒト正常型及び患者型 SVA 挿
入型 fukutin 配列をマウス fukutin に導入した
ノ ッ ク イ ン モ デ ル マ ウ ス 系 を 構 築 し
(Kanagawa, et. al., Hum Mol Genet 2009) 患
者同様のスプライシング異常を確認した．そ
こで、申請者は異常スプライシング標的配列
に対する AON を設計し、モデルマウスより
樹立した ES 細胞系及び患者由来筋管細胞に
投与したところ、mRNA レベルでのスプライ
シング是正が誘導された．更に AON のマウ
ス骨格筋への局所投与及び経尾静脈での全
身投与において正常型の fukutin mRNA の回
復、正常 fukutin 蛋白の回復、そして機能的回
復を示唆する αDG の糖鎖修飾の回復、また
患者筋管ではラミニン結合能の回復に成功
した  (図２Taniguchi-Ikeda et. al., Nature 
2011)．これらの結果は不治の病である
FCMD に対する初の根治治療の可能性を示
唆する．スプライシング異常を標的とする治
療法は現在デゥシャン型筋ジストロフィー
に対し AON を用いたエクソンスキッピング
法の臨床治験が進行しており最も臨床応用
可能な治療法の一つとして注目されている．
FCMD に対するアンチセンス療法も治療実
現の可能性が高いと考える． 
 
２．研究の目的 
本研究では上述の成果を発展させ FCMD 患
者の治療実現を目標とし初年度には①スプ
ライシング異常を標的とするアンチセンス
療法の確立に向け薬剤の至適化、毒性の検討
や薬剤修飾、ドラッグデリバリーシステム
(DDS)の構築をモデル動物及び患者由来細胞
系を用い行う．AON には人体投与可能なアン
チセンス核酸化合物(モルフォリノ(PMO), 
2O’メチル RNA(2OMePS))及び新型のペプチ
ド架橋型モルフォリノ (PPMO)を使用し
mRNA、fukutin 蛋白及びDG 糖化レベルで
の治療効果や毒性を検討し核酸配列の至適



化も行う．次年度には②現時点で進行中の研
究である、スプライシング治療及び αDG の
糖化を評価するアッセイ系よりの低分子化
合物のライブラリーを用いた薬剤スクリー
ニングを発展させ、有効であった化合物のモ
デル動物を用いた詳細な検討を行う．次年度
には③高分子ナノ粒子(ポリメチルメタクリ
レート)やポリエチレングリコール(PEG)を
AON と混合投与することにより治療効果の
向上化を図り、副作用の軽減、組織移行の改
善等の検討も含めた最適な DDS の構築(現在
進行中)を人体投与可能な酸性核酸化合物
(2OMePS, ENA, LNA)と複合させモデル動物
への治療実験を行う．次年度、最終年度は④
フクチンの機能解明にもつながるフクチン
(酵素)補充療法の開発を試みる．ゴルジに局
在するフクチン蛋白を膜より分離、可溶化さ
せ超遠心し分離精製し、fukutin のアミノ酸配
列より高次構造や機能を予測した上で、酵素
として予測された酵素の転移活性を確認し
細胞系、モデル動物系を用い酵素活性を測定
する．これによりアンチセンス療法による治
療効果の判定が可能となりまた至適な DDS
を構築し骨格筋、心筋に対するフクチン酵素
補充療法の開発を試みる． 
 
３．研究の方法 
1. モ ル フ ォ リ ノ (PMO) 、 2’O メ チ ル
RNA(2OMePS)及びペプチド架橋型モルフォ
リノ(PPMO) を用い疾患モデル動物、ヒト患
者由来細胞系での治療効果判定や毒性の検
討、至適な投与時期の検討： 
A FCMD のモデル動物系及び細胞系を用いた
アンチセンス療法の臨床応用実現に向けて
の検討 
 FCMD 患者由来筋芽細胞に AON(PMO, 
2OMePS, RNA ,PPMO)を投与し最も有効な
アンチセンス核酸を選択する．至適な核酸配
列やカクテルを同定しモデルマウスの尾静
脈 経 由 ま た は 腹 腔 内 に 投 与
(20mg/Kg~400mg/Kg, 毎週, 2~8 回投与）し
骨格筋、心筋を中心に各組織での治療効果を
検討する．FCMD ではDGの O-マンノース
型糖鎖に欠損がみられそのリガンドである
laminin との結合能が低下するため、その回復
を機能的な治療効果の指標とする.FCMD モ
デルマウスには患者に見られる特徴的な臨
床的所見(脳奇形や筋弱力)は見られない．よ
ってモデルマウスにおいて臨床症状の改善
の指標となるパラメーターの検索や、患者で
みられる臨床症状を呈するモデルマウスの
創出も試みる．さらにマーモセットを用いた、
霊長類に対するアンチセンス核酸投与を行
いアンチセンス薬剤の毒性試験も行う． 
B 患者由来細胞に対する AON 治療効果の判
定やモデル動物に対する治療評価は骨格筋
より抽出した mRNA を定量的 RT-PCR 法に
よりスプライシング是正率を測定し、正常な
fukutin 蛋白の回復は fukutin 抗体の免疫沈降
実験及びウエスタンブロットを行い判定す

る．αDGの糖鎖修飾の改善はウエスタンブロ
ット解析により行う．具体的には、レクチン
である WGA(wheat germ agglutinin、小麦胚
芽凝集素)ビーズにより糖蛋白を回収し、αDG
の蛋白を認識する抗体(AP-074G-C）にて疾
患群において低下している αDG の分子量が
治療により正常の分子量まで回復するか、ま
た αDGの糖鎖を認識する抗体(ＩＩH6C、Ⅵ
A41)を用い疾患群で低下している抗体への
反応性が治療により正常まで上昇するかを
検討する．αDG と laminin の結合能回復は外
来性ラミニンをウエスタンブロットの膜上
で結合させ、結合した laminin を検出するラ
ミニンオーバーレイアッセイで検討し αDG
の機能改善の生化学的指標とする．筋ジスト
ロフィーの病理組織及び臨床症状の改善を
総合的に評価するために、臨床症状を呈する
モデルマウスを作成するため骨格筋に対す
る負荷実験を計画する．具体的にはトレッド
ミルによる持続運動負荷、低リン食による筋
力低下の誘発、カルジオトキシン等、筋破壊
を誘導する薬剤の投与を行いモデルマウス
特異的に表現型が出現した系において薬剤
治療を観察し対照と比較する． 
C 薬剤の組織移行や骨格筋、心筋への組織親
和性や毒性の検討 
モデル動物に対し全身投与後の肝、腎毒性の
有無(血清中クレアチニン、尿素窒素、肝機能
(AST,ALT,GTP))を検討．効果の濃度依存性
に加え薬剤による抗体原性の検討も行う． 
組織間(心筋、骨格筋)での治療効果の比較、
病理組織の検討(HE 染色)を行う．治療群、対
照群及び無治療群において薬剤による他遺
伝子への発現の影響を DNA マイクロアレイ
(GeneChip, Affimetrix社)を用いてモデル動物
に対し発現解析を行う． 
2．スプライシング是正薬及び αDG 増強薬
の低分子化合物を用いた薬剤スクリーニ
ング 患者モデルマウス由来のマウス ES
細胞系を用い、αDG のマンノース型糖鎖を
認識する抗体(IIH6C,VIA41)を用い、投与薬
剤による糖化増強を認識するハイスルー
プットな ELIZA アッセイ系を作成する．こ
のアッセイ系を用いて薬剤化合物のケミ
カルスクリーニングを行う． 
3．高分子ナノ化合物、ポリメチルメタクリ
レート(PMMA)等を用いた DDS の構築 
 ヒトへの臨床応用の実現化には、薬剤の
治療効果を高めるに加え副作用の軽減、投
与経路、血液脳関門の通過への検討、組織
移行の効率化等の工夫が必須である．最適
な薬物輸送システムの構築の為に、AON
の高機能化を目指す． 
４．研究成果 
研究１に関しては、現実的にヒトへの投与が
可能かつ安全性が世界的にも証明されてい
る PMO に絞り、薬剤のスクリーニングを行
った。結果１剤で効果的な薬剤を決定するこ
とができた。この１剤で動物及び患者由来筋
芽細胞をもちい、スプライシング阻害活性を



測定したところ、濃度依存的なスプライシン
グ制御を確認できた。動物実験での至適投与
濃度の検討も行い、治療効果の持続期間につ
いての検討も行った。薬剤のデリバリーに関
しては、現在検討中であるが、脳、胎盤への
移行に関するマウス実験を行っている。今後
効果薬剤を用いて更なる DDS の検討を行う
予定である。薬剤スクリーニングに関しては、
アッセイ系の立ち上げを行い、今後スクリー
ニングを予定している。iPS 細胞樹立などの
技術の発展にともない、そのつど最適な方法
を用い実験を継続したいと考えている。また、
効果のみられた薬剤に関しては、今後安全性
試験、毒性試験を行い臨床治研を目指したい。 
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