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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、

研究要旨 

 モデルマウスを用いて筋強直性ジストロフィー１型(DM1)の治療法の開発とその最適
化を行った。まず、塩素チャネル遺伝子のアンチセンスを効率よく筋肉内に導入するバ
ブル・リポソーム法を確立した。その結果、超音波照射によりアンチセンスの筋細胞内
への導入が促進され、塩素チャネル遺伝子のスプライシングが正常化した。次に、低分
子化合物によってスプライシングを正常化することに成功した。最後に、究極の治療法
であるリピートに対するアンチセンスの効果も検討し、良好な結果を得た。 
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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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研究要旨 

先天性筋強直性ジストロフィー（CDM）は、しばしば筋病理学的に先天性筋線維タイプ不均

等症（CFTD）やX連鎖性ミオチュブラーミオパチー（XLMTM）と類似の所見を呈することがあ

る。従って、CFTDの鑑別診断を十分に検討することが、先天性筋強直性ジストロフィーの正

確な診断に繋がる。CFTD様の病理所見を呈する例の中に、LMNA遺伝子変異による例やRYR1複

合ヘテロ接合型の例があることを見出した。従って、LMNA変異例やRYR1変異例もCDMとの鑑

別を考慮すべきである。ただし、RYR1変異例では、顔面筋罹患や外眼筋麻痺が見られること

があり、CDMと比較してCKが低値を示していた。また、XLMTMとの鑑別においては、タイプ2C

線維数とperipheral halo線維数の比率が鑑別に有用であることを明らかにした。 

 

A.研究目的 

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。我々はこれまでに、先天

性筋強直性ジストロフィー（CDM）が臨床病理学的

に先天性筋線維タイプ不均等症（CFTD）やX連鎖性

ミオチュブラーミオパチー（XLMTM）と類似の所見

を呈することを示してきた。このことは、CFTDやX

LMTMとの鑑別診断を十分に検討することが、先天

性筋強直性ジストロフィーの正確な診断に繋がる

ことを示している。 

そこで、1) CFTD様の病理所見を呈する例の中に

核膜蛋白質A型ラミンをコードするLMNA遺伝子変

異による例があるかどうか、2)変異未確定でCFTD

所見を呈する例の中に筋小胞体Ca++遊離チャネル

であるリアノジン受容体をコードするRYR1遺伝子

変異例があるかどうか、3) XLMTMとCDMとの鑑別に

有用な病理学的マーカーがあるかどうか、の検討

を行った。 

CFTD は筋病理学的に、タイプ 1線維がタイプ 2

線維より小径（12%以上の差）であることを特徴

とする先天性ミオパチーである。臨床的には他の

先天性ミオパチーと同様に筋緊張低下と筋力低

下があり、多くは嚥下障害、関節拘縮、側弯症、

細長い顔、高口蓋等を示す。原因遺伝子として

ACTA1、TPM3、SEPN1 の３遺伝子が知られている。

しかし、悪性高熱症やセントラルコア病で認める

ような筋病理所見と CFTD では、筋病理学的に全

く異なっているにも関わらず、乳幼児期に発症し

た CFTD類似の所見を呈する RYR1ミオパチーを見

出したため、臨床、筋病理学的な検討を行った。 

LMNA遺伝子は染色体1q21に存在し、その遺伝子

変異は、Emery-Dreifuss型筋ジストロフィー(EDM

D)、肢体型筋ジストロフィー1B型(LGMD1B)、先天

性筋ジストロフィー(L-CMD)などの原因となる。E

DMDは幼小児期に発症する緩徐進行性の筋ジスト

ロフィー、病初期からの関節拘縮、心伝導障害を

伴う心筋症を三主徴とする。LGMD1Bは近位筋優位

の筋力低下と心伝導障害を伴う心筋症を特徴とす

るが、関節拘縮は明らかではない。L-CMDは乳児期
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早期に発症し、重症の筋力低下と筋緊張低下、呼

吸筋と頚部筋の筋力低下が目立つ。LMNAミオパチ

ーの筋病理は筋線維の大小不同、壊死再生所見、

間質結合組織の増加といった非特異的な筋ジスト

ロフィーの特徴を示し、タイプ1線維、タイプ2線

維ともに侵される。LMNAミオパチーとCFTDは筋病

理学的にも臨床的にも異なっているにも関わらず、

乳幼児期に発症しCFTDに類似した筋病理所見を呈

するLMNAミオパチーを見出したため、臨床・筋病

理学的に検討を行った。 

RYR1遺伝子は染色体 19q13 上に存在し、その蛋

白質であるリアノジン受容体は、筋小胞体膜のカ

ルシウム調整チャネルとして作用し、骨格筋の筋

収縮連関に関与する。これまで、悪性高熱症患者

での遺伝子変異が同定されているほか、先天性ミ

オパチーのなかのセントラルコア病の責任遺伝

子としても知られている。近年、マルチコア病、

中心核病など、他の先天性ミオパチーでの報告も

散見され、先天性ミオパチーのなかで比較的多く

認められる変異ではないか、とも言われている。

悪性高熱症患者は日常生活では無症状であるが、

誘発薬を投与されることにより発症し、一度発症

すると症状は急激に悪化し死に至る。筋病理所見

はほぼ正常で特有の所見は認めない。セントラル

コア病は、軽度の筋力低下のほか側彎を認めるが、

生命予後としては良好な疾患である。筋病理では、

NADH-TR 染色で筋線維の中心部がコア様に抜け染

色されない特徴的な所見がみられ、同じ RYR1 変

異でも、その表現型は異なる。悪性高熱症やセン

トラルコア病で認めるような筋病理所見と CFTD

では、筋病理学的に全く異なっているにも関わら

ず、乳幼児期に発症した CFTD 類似の所見を呈す

る RYR1 ミオパチーを見出し、臨床・筋病理学的

な検討を行った。 

さらに、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、CDMとXLMTM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先天性ミオパチー症例 746

例のうち、筋病理学的に CFTD が示唆された 94 例

(CFTD 群)を対象とし、臨床像、臨床病理、遺伝学

的解析を行った。また、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）  

今回の研究は、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  

 

1) CFTD 群のうち 2例に LMNA遺伝子変異を見出し

た。一方、LMNA 群の 5 例で筋線維タイプ不均等

(FTD)が認められた。成人発症例 1例を除く、6例

の発症年齢は 1歳 2ヵ月から 5歳（平均 2歳 8ヵ

月）で、高口蓋や呼吸障害はなく、血清CK値は 915

±698 IU/L と全例で高値を示した。筋病理所見か

ら計算した fiber size disproportion（%FSD）

［（mean type 2 fiber diameter）－（mean type1 

fiber diameter）／mean type 2 fiber diameter 

×100］は 27.8±17.8%で ACTA1 及び TPM3 に遺伝

子変異のある CFTD 9 例の%FSD（41.3±13.5%）と

比べ、有意差は認めなった。 

 CFTD 群、LMNA 群それぞれのタイプ 1 線維とタ

イプ2線維の平均径を通常年齢における筋線維径

と比較したところ、CFTD 群ではタイプ 1線維萎縮

を、LMNA 群ではタイプ 2線維肥大を認めた。この

ことは、両群における FTD の成因の違いを示唆し
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た。 

2) CFTD 群のうち 6例に RYR1遺伝子変異を複合ヘ

テロ接合型で認めた。この 6例の発症はいずれも

生下時あるいは乳幼児期で、筋病理学的に診断さ

れたのは 0 歳 6 ヵ月から 4 歳（平均 1 歳 9 ヵ月）

であった。出生時は、フロッピーインファントと

いった筋力・筋緊張低下を呈し、また呼吸障害も

認め、人工呼吸器または酸素投与が行われている。

しかし、その後の成長（加齢）とともに軽快し、

1 例を除いて人工呼吸器や酸素投与からの離脱が

可能であった。運動発達も遅れを認めながらも、

3 例で歩行獲得まで認めている。また顔面筋罹患

は顕著で、外眼筋麻痺をも認めていた。血清 CK

値は、54±21 IU/L (基準値 45-163)と基準値内

ではあるが低値を示した。筋病理所見から計算し

たfiber size disproportion (%FSD) [(mean type2 

fiber diameter)-(mean type1 fiber diameter)/ 

mean type 2 fiber diameter] ×100 は 56.2±5.1%

であり、ほかの筋病理所見として、内在核や非典

型的なコア構造を示す例も散見された。 

3) 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。 

 

 

D.考察  

 

1) LMNA変異は筋病理所見上、CFTD と鑑別困難な

例が存在する。高口蓋や呼吸障害を認めず、高 CK

血症があり、CFTD に類似した所見を呈する症例に

おいては LMNA遺伝子解析も考慮すべきと考えら

れた。 

2) 今回同定し得た RYR1 複合ヘテロ接合型の

CFTD 類似例は、同様の RYR1 変異である悪性高

熱症やセントラルコア病の表現型とは全く異な

り、成長に伴い人工呼吸器からの離脱が可能であ

るなど、むしろ先天性筋強直性ジストロフィーに

類似の臨床症状を示していた。筋病理上のほか、

臨床症状においても類似する点があるが、顔面筋

罹患や外眼筋麻痺といった臨床所見や、CK 値が

低値である点は、RYR1 遺伝子を考慮すべき所見

であると考えられた。 

3) 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  

 

 LMNA 遺伝子変異における FTD 所見は、CFTD と

異なり、タイプ 2線維の肥大による相対的なタイ

プ1線維萎縮で成り立っていることが示唆された。 

RYR1 複合ヘテロ接合型の例は、先天性筋強直性

ジストロフィーと筋病理学的にも臨床症状にお

いても共通する点を認めたことから病因として

は互いに近い位置にある可能性があると考えら

れた。CDM と XLMTM は、両疾患の疾患発症メカニ

ズムの違いを反映して、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。 
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