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Ａ．研究目的 

筋強直性ジストロフィー１型(DM1)の症状は多

様で、筋強直、白内障、耐糖能異常、精巣萎縮、

などが典型的なものである。これらの症状は、ス

プライシングが異常になって出現すると考えら

れている。DM1は、我が国の筋ジストロフィーの

中では一番多く、QOLの観点から筋力低下やミオ

トニアなどの治療法開発が望まれている。 

本症の責任遺伝子は第19染色体にあるDMPKで

あり、その3’非翻訳領域にあるCTGリピートの伸

長が病気の直接の原因である。また、筋強直性ジ

ストロフィー２型(DM2)も発見されたが、これは

第3染色体にあるZNF9遺伝子中のイントロン１に

あるCCTGリピートの伸長である。また海外の研究

結果によれば、伸長したリピートだけを発現させ

たHSA-LRマウスでも同じ症状が見られることも

わかった。その結果、現在では、本症が、伸長し

たRNAに特定のスプライシング因子が結合し、ス

プライシング因子本来の機能が果たせないこと

で起こるという「RNA機能獲得説」が唱えられて

いる。これは、私たちの以前の結果「スプライシ

ング因子MBNL1がDM1とDM2の2つの異なる型の塩

基リピートに結合することの発見」が証拠の１つ

となっている。 

以前より、バブル・リポソームを用いた導入効

率の高いアンチセンス法によって疾患モデル動

物のミオトニアを軽減することができていたが、

最近、低分子化合物を用いてスプライシングを正

常化することも可能になった。最終年度の平成25

年度は、アンチセンス治療の最適化に的を絞り、

モデル動物を用いた究極の治療法を開発するこ

とを目的とした。この目的のために、CTGに対す

るアンチセンスを用いることにした。 

 

Ｂ．研究方法 

 マウス塩素チャネルミニ遺伝子と CTG480 コン

ストラクトを発現させたマウス細胞株 Neuro2a

に、CTG に対するモルフォリノアンチセンス CAG

を、長さを変えて発現させた。この場合、アンチ

センスの塩基数は、15、20、25 とした。 

 次に、バブル・リポソームを用いて HSA-LR マ

ウスTA筋にモルフォリノアンチセンス10㎍を筋

注し（1 週間おきに 3 回）、最後の筋注後 1 週間

で TA 筋を摘出した。 

 最後に、vivo-モルフォリノ修飾を施したCAG15

を同様に、バブル・リポソームとともに HSA-LR

マウス TA 筋に 10㎍を筋注して効果を調べた。投

与回数は 3回とした。 

(倫理面への配慮) 

今回の実験は、東京大学・動物実験委員会の指

研究要旨 

 筋強直性ジストロフィー１型(DM1)は、CTG トリプレットの伸長によって多くの遺伝子
のスプライシング異常が起こる全身性の疾患である。多様な症状には、筋強直、白内障、
耐糖能異常、精神遅滞、精巣萎縮などがある。私たちはモデルマウスを用いて、アンチ
センス投与により筋強直症状を治療することに成功した。また、低分子化合物や CTG に
対するアンチセンスも効果があった。これらの結果から、アンチセンス治療に低分子化
合物を加えた複合療法が最も効率の良い治療法であることが示唆された。 
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針通りに行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 Neuro2a 細胞を用いたアンチセンス実験では、

アンチセンスの塩基数が短いほど、塩素チャネル

遺伝子のスプライシング正常化効果が認められ

た。また、HSA-LR マウスに投与する実験でも、

CAG15 に一番良好な効果が認められた。 

 そこで、生体内への浸透性が高いと考えられる

CAG15 vivo-モルフォリノを 3 回、バブル・リポ

ソームとともに筋注した結果、塩素チャネル遺伝

子のみならず、SERCA１遺伝子エクソン 22 のスキ

ップを減少させ正常化する効果が認められた。 

 

Ｄ．考察 

 本年度は、長く伸びた CTG に対するアンチセン

スの効果を調べた。その結果、アンチセンスの長

さが短いほど、細胞とマウス組織で塩素チャネル

遺伝子のスプライシングを正常化する効果が認

められた。 

 本症は、全身性に多くの遺伝子のスプライシン

グが異常になる病気である。正常化することが必

要なのは塩素チャネルのみならず、多くの遺伝子

である。私たちは、典型的なスプライシング異常

が見られる SERCA１を調べたところ、この遺伝子

のスプライシングも正常化することが分かった。 

 本研究で用いた CTGに対するアンチセンス CAG

は、抜本的に本症の症状を改善する可能性がある。

また、前年度までに明らかにした低分子化合物マ

ニュマイシン Aと併用することにより、スプライ

シング正常化効果が増進する可能性があること

が示唆された。 

 

Ｅ．結論 

筋強直性ジストロフィーのモデルである CTG

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、CAG アンチセンス vivo-モルフ

ォリノオリゴは、バブル・リポソームと併用する

ことで効果的な治療法になることがわかった。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 

 

Ｇ．研究発表 

１． 論文発表 

(1) Oana, K., Oma, Y., Suo, S., Takahashi, 

M.P., Nishino, I., Takeda, S. & Ishiura, 

S. (2013) Manumycin A corrects aberrant 

splicing of Clcn1 in myotonic dystrophy 

type 1 (DM1) mice. Scientific Reports 3, 

2142 

(2) Koebis, M., Kiyatake, T., Yamaura, H., 

Nagano, K., Higashihara, M., Sonoo, M., 

Hayashi, Y., Negishi, Y., 

Endo-Takahashi, Y., Yanagihara, D., 

Matsuda, R., Takahashi, M.P., Nishino, 

I. & Ishiura, S. (2013) 

Ultrasound-enhanced delivery of 

morpholino with bubble liposomes 

ameliorates the myotonia of myotonic 

dystrophy model mice. Scientific 

Reports 3, 2242 

(3) Sasagawa, N., Koebis, M., Yonemura, Y., 

Mitsuhashi, H. & Ishiura, S. (2013) A 

high-salinity solution with calcium 

chloride enables RNase-free, easy 

plasmid isolation within 55 minutes. 

BioScience Trends, 7, 270-275 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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Ａ．研究目的 

先天性筋強直性ジストロフィー（CDM）とX連鎖

性ミオチュブラーミオパチー（XLMTM）とは遺伝

学的に全く異なる疾患である。CDMは、染色体19q

13上のDMPK遺伝子の3’非翻訳領域にある三塩基

（CTG）反復配列が伸長（1000リピート以上）す

ることで発症し、XLMTMは染色体Xq28上のMTM1遺

伝子の機能喪失型変異により発症する。しかしな

がら、両疾患はしばしば臨床的、筋病理学的に極

めて類似しており、鑑別が困難なことがある。と

もに、臨床的には出生前に胎動減少、羊水過多を、

出生後は重度の筋緊張低下、呼吸不全を呈し、筋

病理学的には中心核とperipheral haloを呈する

ことが知られている。 

筋疾患が疑われる際には伝統的に筋生検が考

慮されることに加えて、本邦では一部に遺伝子解

析に対する慎重な考え方があることなどもあり、

遺伝子診断に選考して筋生検が行われることが

少なからずある。従って、筋病理から両疾患を鑑

別する必要性は少なくない。そこで、CDMとXLMTM

の病理学的鑑別方法を十分に検討することによ

ってCDMおよびXLMTMの正確な診断に寄与したい

と考え、本年度は、両疾患の筋病理学的鑑別に有

用なマーカーを探索するため各種組織学的検討

を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

 国立精神・神経医療研究センター骨格筋レポジ

トリーに登録されている症例のうち、遺伝学的に

DMPK遺伝子の三塩基配列伸長が示唆された 31例

（CDM 群）、及び MTM1 変異の同定されている 37

例（XLMTM 群）を対象とし、タイプ 2C 線維と

peripheral halo を有する線維の割合を計算し、

生検時年齢との関係を比較検討した。 

 

 (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。国立精

神･神経医療研究センター倫理委員会で承認を得

た書式を用いて、検体の研究利用に対するインフ

ォームドコンセントを取得している。 

 

Ｃ．研究結果 

 CDM、XLMTM 両疾患において、タイプ 2C 線維と

peripheral halo を有する筋線維の割合を計算し、

筋生検時の年齢と比較した。CDM においてはタイ

プ 2C 線維、peripheral halo 線維共に、出生直

後は高い割合を占めた。この割合は、筋生検時の

年齢が高くなるに従い低下した。一方、XLMTM に

おいては、出生直後はタイプ 2C 線維、peripheral 

halo 線維共に割合は少ないが、年齢が高くにな

るにつれて、peripheral halo 線維のみ顕著な増

加を認めた。これらの結果は、両疾患における

peripheral halo の成因の違いを示唆している。 

研究要旨 

先天性筋強直性ジストロフィー（CDM）は、先天性ミオパチーの一種であるX連鎖性ミ
オチュブラーミオパチー（XLMTM）と臨床的、病理学的に類似の所見を呈することがある。
従って、XLMTMとの鑑別診断を十分に検討することが、CDMの正確な診断に繋がる。本年
度、遺伝学的にCDMもしくはXLMTMと確定した例において、病理学的に鑑別可能であるか
どうかを検討した。その結果、タイプ2C線維数とperipheral halo線維数の比率で両疾患
が鑑別可能であることを明らかにした。 
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Ｄ．考察 

 CDM において、特に出生直後に多数のタイプ 2C

線維を認めたのは、近年指摘されている筋線維の

成熟遅延、すなわち未熟性の遷延を反映したため

と推測された。一方、XLMTM においてはタイプ 2C

線維は少なく、peripheral halo が筋未熟性によ

るものではなく、近年の研究で明らかにされてい

る筋構造維持の欠陥により筋障害が起こるとい

う説を支持する結果であると考えられた。 

 

 

Ｅ．結論 

 CDM と XLMTM は病理学的にタイプ 2C 線維と

peripheral halo を有する筋線維の割合から鑑別

可能であると考えられる。この結果は両疾患の疾

患発症メカニズムの違いを反映していると考え

られる。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 

 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

Motoki T, Fukuda M, Nakano T, Matsukage S, 

Fukui A, Akiyoshi S, Hayashi YK, Ishii E, 

Nishino I: Fatal hepatic hemorrhage by peliosis 

hepatis in X-linked myotubular myopathy: A case 

report. Neuromuscul Disord. 23(11): 917-921, 

2013  

 

Liang WC, Hayashi YK, Ogawa M, Wang CH, 

Huang WT, Nishino I, JongYJ: Limb-girdle 

muscular dystrophy type 2I is not rare in Taiwan. 

Neuromuscul Disord. 23(8): 675-681, 2013 

 

 

Koebis M, Kiyatake T, Yamaura H, Nagano K, 

Higashihara M, Sonoo M, Hayashi YK, Negishi Y, 

Endo-Takahashi Y, Yanagihara D, Matsuda R, 

Takahashi MP, Nishino I, Ishiura S: 

Ultrasound-enhanced delivery of Morpholino 

with Bubble liposomes ameliorates the myotonia 

of myotonic dystrophy model mice. Sci Rep. 3: 

2242, 2013 

 

Oana K, Oma Y, Suo S, Takahashi MP, Nishino I, 

Takeda S, Ishiura S: Manumycin A corrects 

aberrant splicing of Clcn1 in myotonic dystrophy 

type 1 (DM1) mice. Sci Rep. 3: 2142, 2013 

 

Murakami N, Hayashi YK, Oto Y, Shiraishi M, 

Itabashi H, Kudo K, Nishino I, Nonaka I, Nagai 

T: Congenital generalized lipodystrophy type 4 

with muscular dystrophy: Clinical and 

pathological manifestations in early childhood. 

Neuromuscul Disord. 23(5): 441-444, 2013  

 

２．学会発表 

なし 

 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

特になし 

 

２．実用新案登録 

なし 

 

３．その他 

なし 
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