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Ａ．研究目的 

筋強直性ジストロフィー１型(DM1)は筋強直、

耐糖能異常、精神遅滞、精巣萎縮、白内障、など

を伴う全身性症状を呈する疾患である。原因は、

第19染色体にあるDMPK遺伝子の3’非翻訳領域に

あるCTGリピートの伸長で、その結果、数多くの

遺伝子のスプライシングが異常になって全身症

状が出現すると考えられている。その理由は、ス

プライシング因子MBNL1がリピートRNAに結合し、

本来のスプライシング機能が果たせないためで

ある。 

また本症は我が国の筋ジストロフィーの中で

は一番多く、筋力低下やミオトニアなどの治療法

の開発が望まれており、QOL改善が最大の目標で

ある。 

平成 23－25 年度の目標は、ヒト DM1 治療を見

据えて、アンチセンスの効率の良い取り込み法の

開発と、アンチセンス自体の改変、そして併用す

る低分子化合物の選択であった。 

まず平成 23 年度は、塩素チャネル遺伝子を用

いて、スプライシングを正常化させるアンチセン

ス配列を同定し、それを効率良く筋肉に導入する

方法の開発に力を注いだ。平成 24 年度には、塩

素チャネル遺伝子のスプライシングを正常化さ

せる低分子化合物を、化合物ライブラリーからス

クリーニングし、マニュマイシン A を同定した。

最後の平成 25 年度には、治療の最適化というこ

とで、CTG に対するアンチセンスを修飾し、最適

な投与法を確認した。 

これらは、モデル動物（CTG リピートを 300 含

むトランスジェニックマウス HSA-LR）に導入し

て in vivoで検討した。 

 

Ｂ．研究方法（倫理面の配慮含む） 

細胞でのスプライシングアッセイは以下のよ

うに行った。まず、塩素チャネルのミニ遺伝子（エ

クソン 6、7a、7 でできている短い遺伝子）を用

いて、エクソン 7a の有無を PCR とゲル電気泳動

で行った。エクソン 7a を持たない正常型と、エ

クソン 7a を含む異常型の比率は、正常筋では圧

倒的に前者が多く、DM 筋では後者が増加してい

る。エクソン 7a0～25 をコードするモルフォリノ

アンチセンスオリゴを、塩素チャネルのミニ遺伝

子とともに CTG300 を持つトランスジェニックマ

ウス HSA-LR の tibialis anterior (TA)筋に 1回

注射した。最後の注射から 2 日後に、mRNA を抽

出し、スプライシング頻度を測定した。 

このとき、モルフォリノオリゴ(10g)はバブ

ル・リポソームとともに筋注した（全 30l）。そ

の後、0-3 Ｗの出力で超音波を 0.5-3 分照射し、
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筋内にアンチセンスを導入した。 

CTGリピートに対するアンチセンス導入に際し

ては、アンチセンスを vivo-モルフォリノ化して

実験に用いた。 

 (倫理面への配慮) 

今回の実験は、DM 患者生検筋からの mRNA スプ

ライシング異常から派生した研究である。生検筋 

は、インフォームドコンセントを得て取得し、国

立精神･神経医療研究センター倫理委員会で承認

を受けたものを用いた。また、動物実験について

は、東京大学の規定に従って行った。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）バブル・リポソーム法の検討 

 バブル・リポソームを用いるデリバリー法は比

較的新しく、条件検討が必要であった。本研究で

は、出力、時間を変化させ、１Ｗの出力で超音波

を 1 分間照射させることが最適条件であること

が分かった。 

（２）塩素チャネル遺伝子のスプライシング正常

化に関与するアンチセンス配列 

 いくつかの配列を検討した結果、最適なアンチ

センス配列は、エクソン 7a の 0～25 に対するも

のであり、これを用いると細胞系では最もエクソ

ン 7a スキッピングが起こりやすくなった。アン

チセンスによる内因性の塩素チャネル遺伝子の

スプライシング正常化機能を PCR 法で定量した

結果、異常型塩素チャネルのパーセンテージが

18％から 11％に低下した。これは対照（正常）

マウスの10％に近い値であった。またこの時に、

筋強直性ジストロフィーでスプライシング異常

が指摘されているSERCA1とPdlim3遺伝子の異常

型スプライシングの比率は変化させなかった。以

上の事実は、アンチセンスが特異的に塩素チャネ

ル遺伝子に作用したことを示していた。 

（３）アンチセンス投与による表現型の改善 

 エクソン 7a の 0～25 に対するアンチセンスを

HSA-LR に投与したところ、ミオトニアが軽減し

た。動物実験で、初めて表現型改善効果が得られ

た。 

（４）低分子化合物のスクリーニング 

 塩素チャネルミニ遺伝子を用いたスプライシ

ング系を使って、正常スプライシングを起こすと

ルシフェラーゼが発現するコンストラクトを作

成した。この系に、Bioactive compounds400 種

を添加し、光を指標に化合物を探索したところ、

マニュマイシン A がスプライシングを正常化す

ることがわかった。また、H-Ras をノックダウン

するとスプライシングが正常化することから、

H-Ras がこの系に関わっていることが判明した。 

（５）CTG に対するアンチセンスの効果 

 まず長さを検討した結果、CAGCAG…と続くアン

チセンス 15mer が最も効果が高かった。そこで、

vivoモルフォリノ化した 15merアンチセンスを、

1週間おきに 3回に分けてマウスに投与したとこ

ろ、塩素チャネルだけでなく SERCA１遺伝子のス

プライシングも正常化することが分かった。 

 

Ｄ．考察 

この 3年間の研究で、塩素チャネルスプライシ

ングを正常化させるアンチセンスの最適配列を

同定し、バブル・リポソーム法を確立してアンチ

センスオリゴを効率よく導入することに成功し

た。加えて、低分子物質マニュマイシン Aによる

塩素チャネルスプライシングの正常化がうまく

いき、アンチセンスと併用する可能性が示唆され

た。 

本症は、CTG 伸長に伴う各種スプライシング異

常によっておこる。そこで、CTG に対するアンチ

センスが、全症状を改善する可能性が考えられた。

そのため、組織浸透性が良い vivo モルフォリノ

誘導体を用いて治療実験を行ったところ、塩素チ

ャネルだけではなく SERCA1 のスプライシングも

正常化していた。 

以上の結果は、アンチセンスによる治療の最適

化という意味では、十分に目的を達したと言える。 

 

Ｅ．結論 

筋強直性ジストロフィーのモデルである CTG
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リピートを 300 含むトランスジェニックマウス

HSA-LR に対して、私たちが新しく開発したアン

チセンスモルフォリノオリゴ配列＋バブル・リポ

ソーム法は劇的な治療効果をもたらした。また、

併用可能な低分子化合物も見つかった。今後は、

CTGに対するアンチセンスの効きを高める修飾法

の開発と、どれだけ低分子化合物併用の効果があ

るか、を検討したい。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 
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