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1．要旨

 Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は、dystrophin遺伝子の欠失により進行性

に筋萎縮が起こる致死性疾患であり、今日まで有効な治療方法は確立されてい

ない。現在、根本的治療の開発に向けて多くの遺伝子治療が研究されており、

その一つの手段として用いられるウィルスベクターの中で、唯一ヘルパーウィ

ルス依存型アデノウイルスベクター（HDAdv）のみが、14Kbという巨大な完全長

のdystrophin cDNAを含蓄することが可能である。さらに、自身のゲノムの大部

分を削除することで、従来よりも免疫原性が低いHDAdvが開発されている。

 私は、このmAdvにmyc－tagを標識したマウスの完全長dystrophin cDNAを

挿入してHDAdv－myc－mFLdysを作成した。これを7日齢の幼若な
utrophin／dystrophin double㎞ockoutマウス（dkoマウス）に筋肉注射した。 dkoマウ

スは、DMD患者と極めて類似した臨床症状および経過を呈することから、治療

効果を評価するうえで非常に有用なDMDモデルマウスである。注射は、 DMD

で最もつよく障害される骨格筋をターゲットとし、複数箇所に行った。

 注射後8週で、注射した筋肉において導入したdystrophinの発現を確認し、さ

らにdystrophin関連蛋白であるβ一dystroglycan（β一DG）やα一sarcoglycan（α一SG）、

neuronal nitric oxide synthase（hNOS）の発現も回復した。また、筋肉の異常な壊死

再生を示す中心核線維数の減少を認め、発現しているdystrophinが機能的に有効

であることが示唆された。加えてdkoマウス治療群では、体重増加や運動機能

の有意な改善を認め、寿命も延長していた。

 今回私は、HDAdvを用いた複数箇所の筋肉への完全長dystrop㎞1導入によっ

て、DMDモデルマウスの治療に成功した。この結果は、この方法によってDMD

患者の症状を軽減し失われた機能を回復する有用な治療方法となりうる可能性

を示唆している。
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Summay

   Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a fatal progressive muscle wasting disease

cEaJsed by defects in the dystrophin gene. No viral vector except the helper-dependent

adenovirus vector (HDAdv) can package 14kb fu11-length dystrophin cDNA and

HDAdv is considerably safer than old-generation adenovirus vectors due to the

large-size deletion in its genome. I have generated HDAdv that carries myc･-tagged

murine fu11-length dystrophin cDNA (HDAdv-myc-mFLdys). I iajected it into the

mukiple proximal muscles of 7-day-old utrophinldystroplm double knockout mice (dko

mice), which typically show symptoms quite similar to human DMD, because the

proximal muscles are organs affected in DMD patients. Eight weeks after iajections, the

transduced dystrophn was widely expressed and I found a significant reduction of

centrally nucleated myofibers and the restoration of dystrophin associated proteins,

P-dystroglycan (P-DG) and ct-sarcoglycan (a-SG), as well as neuronal nitric oxide

synthase(nNOS). The ibjected dko mice also showed an increase in body weight, an

improvement in motor perfbrmances, and prolonged lifespan. Using HDAdv, I could

treat DMD model mice, even when the therapeutic gene was transferred into multiple

skeletal muscles. These results suggest that multiple intramuscular administrations of

HDAdv carrying fu11-length dystrophin may reduce symptoms and compensate for lost

functions in DMD patients.

Key words

Duchenne muscular dystrophy (DMD), dystrophin, helper-dependent adenovirus vector,

gene therapy, mdu mouse, dko mouse, nNOS,
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Transduction of fu11-length dystrophin to multiple skeletal muscles improves motor

 perforrnance and lifespan in utrophin/dystrophin double knockout mice
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ES, embryonic stem
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FKRg fUlaJtin-related protein gene

FSHD, facioscapulohumeral muscular dystrophy
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y-SG, y-sarcoglycan

HDAdv, helper-dependent adenovirus vector
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LTR, long terminal repeats
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m.o.i, multiplicity of infection

nGS, normal goat serum

NIPPIvL non-invasive (or nasal) intermittent positive pressure ventilation

NIH, National Institutes of Health

nNOS, neuronal nitric oxide synthase

OPDM, oculopharyngeal distal myopathy

OPMD, oculopharyngeal muscular dystrophy

PA, SV40 polyadenylation signal

PABPN2, poly(A) binding protein nuclear 2

PBS, phosphate-buffer saline

PITXI, paired-like homeodomain transcription factor 1

PK, pyruvate kinase

PMD, progressive muscular dystrophy

QOL, quality oflife

RAC, recombinant DNA advisory committee

SG, sarcoglycan

TA, tibialis anterior

TIPPNL tracheal intermittent positive pressure ventilation

Tg teminal protein

UPR ubiquitin-proteasome pathway

VSV-G, vesicular stomatitis virus G glycoprotein
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5．研究の背景と目的

5一（1）．筋ジストロフィー

 筋ジストロフィー（進行性筋ジストロフィー；progressive muscul訂dystrophy，

PMD）は「筋線維の変性・壊死を主病変とし、進行性に筋力低下と筋萎縮を来

す遺伝性疾患である」と定義され、遺伝形式、発症年齢、罹患筋の分布、臨床

経過などにより、Ducheme型（DMD）、 Becker型（BMD）、肢帯型（LGMD）、顔面

肩甲上腕型（FSHD）、眼咽頭型（OPMD）、遠位型、先天性（CMD）などに分類され

ている。筋ジストロフィーの研究は、1987年にアメリカのKunkelらによって

DMD患者でdystrophin遺伝子の変異が発見され、翌1988年には杉田らによって

筋形質膜のdystrophin欠損が証明されたことによって大きく発展し、現在では

DMDIBMDのみでなく、他の筋ジストロフィーも次々に遺伝子座位の決定ない

し原因遺伝子が単離されている（表1）。

5一（2）．dystrophinとdystrophin結合蛋白

 dystrophin遺伝子はXp21．2に存在し、サイズは2．6Mbにも及ぶ。エクソン数

は79、mRNAは14 kbであり、ヒトX染色体の1％（ゲノム全体の約0．1％）を占

める。dystrophinは427 kDaの巨大な細胞骨格蛋白であり、全長が約150㎜の

細長い棒状の構造をとる。N端からアクチン結合、ロッド、システインリッチ、

C端の4つのドメインに分けられる。ロッドの部分は主としてα一ヘリックスで

できており、繰り返し単位が24個連なっている。それらの両端と中間に4個の

ヒンジとよばれる非α一ヘリックス部分が存在する。上述の427kDaの筋型の

dystrophinは骨格筋、心筋、平滑筋に存在するが、筋型の他に判型（脳皮質に存在）、

プルキンエ型（小脳のプルキンエ細胞に存在）、リンフォイド型（分布や機能は不

明）という3種類のdystrophinが知られている。その他にも様々なイントロンに

それぞれの第一エクソンが存在する短いdystrophinがコードされており、現在の

ところ4種類が知られている。これらにはアクチン結合部位がなく非筋細胞で

発現している。

 筋型dystrophinは筋形質膜の直下に存在し、 N末端側ではアクチンと結合し、

筋線維の収縮・弛緩時に筋線維に弾力を与える働きを有していると考えられて

いる。C末端に近いシステインリッチドメインではdystrophin結合蛋白
（dystrophin－associated proteins， DAPs）の一つである糖蛋白のβ一dystroglycan（β一DG）
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と結合し、α一dystroglycan（α一DG）、ラミニンを介して基底膜と連結している。

sarcoglycan（SG）複合体に属するα一sarcoglycan（α一SG）、β一sarcoglycan（β一SG）、

γ一sarcoglycan（γ一SG）、δ一sarcoglycan（δ一SG）も正確な機能は解明されていないが

DGと密接な関連を持つとされている。 syntrophin複合体は筋形質膜の内側で

dystrophinのC末端に結合しneuronal nitric oxide synthase（nNOS）とも関与してい

る。基底膜と細胞骨格蛋白を結ぶ軸には上述のdystrophin軸の他にintegrin軸が

存在している（図1）。

5一（3）．筋ジストロフィーに分類される代表的な疾患

a）Ducheme型筋ジストロフィー（DMD）／Becker型筋ジストロフィー（BMD）

 DMDとBMDはいずれもX染色体劣性の遺伝形式をとり、同じdystrophin遺

伝子の異常を原因とする疾患であるが、臨床的にはその病像、経過、予後は著

しく異なる。DMDはPMDの中で最も頻度が高く、PMD全体の約6割を占め、

有病率は2．6－5．5人／10万人で新生男児約3500人に1人の割合で発症する。通

常2－5歳頃に転びやすい、走れない、階段を昇れないなどの歩行異常で気付か

れ、初期より腰帯部が障害されるために登はん性起立（Gowers’兆候）が認めら

れる。腓腹筋の仮性肥大は本症に特徴的で例外なくみられる。また、約20％の

症例では知能障害の合併が報告されている。筋力低下と筋萎縮は常に進行性で、

10歳前後で自力歩行が不可能となり車椅子生活になる。従来は20歳前後に呼吸

不全などで死亡する症例が多かったが、最近は人工呼吸器の普及や合併症の管

理により平均寿命は若干延び、心不全で死亡する症例の割合が増加している。

しかしながら極めて予後の悪い疾患であることに変わりはない。一方、BMDは

症例によりばらつきはあるものの、発症年齢はDMDより遅く5－10歳頃に歩行

異常で気付かれることが多い。筋力低下の進行は遅く、40歳以前に歩行不能と

なる症例は約10％に過ぎない。生命予後はDMDよりはるかによいが、四肢筋

の筋力低下に比べて心筋障害の進行が早く心不全を来す症例がみられる。

 DMDとBMDはallelicであり、欠失、重複、点変異などのdystrophin遺伝子

の異常によりdystrophin蛋白に欠陥を認める。 dys伽phin遺伝子は巨大であるが

故に突然変異をおこす頻度が高くなり、約65％の症例では欠画をみるが、とり

わけエクソン45－52には欠失が多く認められる（hot spot）。 dystrophin遺伝子の欠

失の大小とDMDIBMDの臨床的な重症度の問に明らかな相関はなく、遺伝子異

常の結果新たに生じたpremature te㎜ination codonなどによって、 dys廿ophin蛋白
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が完全に欠損した場合にDMDとなる。それに対して遺伝子変異がインフレーム

であった場合には、たとえ大きな遺伝子欠失が存在しても、短いが部分的に機

能するdystrophin蛋白がつくられ、 BMDになると考えられている。現在までに

有効な治療方法は確立されておらず、治療方法の開発へ向けてさまざまな研究

が行われており、詳細は後述する。

b）肢帯型筋ジストロフィー（LGMD）

 LGMDは、現在17種類が報告されている。そのうち多数を占め常染色体劣性

遺伝形式をとるもの（LGMD2）と、常染色体優性遺伝形式をとるもの（LGMD 1）に

大きく分類される。発症年齢は小児から成人までと幅があり、症状の進行速度

も症例によって様々である。初発症状は肩甲帯もしくは腰帯調いずれかの筋力

低下や筋萎縮であることが多い。近年、LGMDの遺伝子座ならびに原因遺伝子

が相次いで同定されている（表D。しかしながら、各々の原因蛋白は細胞内の局

在（図1）や機能が異なるにも関わらず、臨床病型が近似している理由は不明で

ある。

 常染色体優性遺伝形式をとるLGMDIの遺伝子座は現在までに7箇所が報告

されている（LGMDIA－1G）。 LGMDIAは成人発症で構音障害や顔面筋罹患が認

められ、染色体5q31にあるmyotilin遺伝子の異常によることが明らかになった

（Hauser et al．，2000；Salmikangas et al．，1999）。57kDaのmyotilin蛋白はサルコメアに

存在しα一アクチンと結合している。LGMDIBは心伝導障害を合併し、遺伝子座

は染色体1q21に存在する。原因遺伝子として常染色体優性遺伝形式をとる

Emery－DreifUss型筋ジストロフィー（EDMD）（後述）と同じ核内蛋白質であるlamin

AICの異常が明らかとなった（Muchir et al．，2000）。 LGMDICは染色体3p25に存在

するcaveolin3遺伝子の異常が原因であることが判明している（Mine面et al．，1998）。

caveolinは細胞膜のカベオラと呼ばれる陥入部分に存在する蛋白質で、 caveolin3

は主として骨格筋に発現している。シグナル分子をはじめ種々の蛋白質や脂質

と結合している。またhNOSやα一syntrophin、 dystrobrevinを介してSG複合体と

の関与が示唆されている。

 常染色体劣性遺伝形式をとるLGMD2の遺伝子座は現在までに10箇所が報告

されている（LGMD2A－2J）。 LGMD2Aは染色体15q15－21にある筋特異的プロテ

アーゼであるcalpain3（p94）の遺伝子異常による疾患である（Richard et al．，1995）。

calpain3は細胞内で筋原線維の弾性を保つ巨大な蛋白質であるco㎜ectin／titinと
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結合しうる。最近calpain3の欠損が筋細胞核のアポトーシス変化を引き起こす可

能性が報告されているが、calpain3の異常が筋ジストロフィーの発症にどのよう

に関与しているのかは定かではない。LGMD2Bの原因遺伝子は染色体2p 12に存

在するdysfbrlinである（Bashir et al．，1998）。 dys色rlinは230kDaの筋細胞膜に局在

する蛋白であり、筋形質膜が障害を受けた際に、その形質膜の修復に関与する

とされるが、その詳細な機能はいまだ不明である。des角rlinは下腿後面の筋群が

強く障害される遠位型（三好型）筋ジストロフィー（後述）の原因遺伝子として同

定されており、LGMD2Bが臨床上は全く別の疾患とされている遠位型（三好型）

筋ジストロフィーと同じ遺伝子の異常に起因することは極めて重要な知見であ

る。LGMD2C－Fは、DAPsの一つであるSGの異常によって生じる重症のLGMD

である（Ibraghimov－Beskrovnaya et al．，1992；Matsumura et al．，1992；Ervasti et

al．，1990）。骨格筋では4つのSG（α一，β一，γ一，δ一SG）が集まって複合体を形成してい

るが、これらの異常がそれぞれLGMD2D，2E，2C，2Fに分類されている。いずれ

もSGの異常によるのでsarcoglycanopathyと呼ばれる。臨床症状は、 DMD類似

の北アフリカに多い小児重症型筋ジストロフィーあるいは悪性肢帯型筋ジスト

ロフィーと呼ばれている重症例から、より良性の経過をとるものまで様々であ

る。同一家系内でも重症度が異なるという特徴がある。DMD／BMDとは異なり

心筋障害はまれであり、知能障害は認めない。腓腹筋の仮性肥大はしばしばみ

られ、SGノックアウトマウス（Araishi et al．，1999）で筋の肥大が出現することと

一致している。重要なのは、一次的な異常がどのSGの異常であっても結果的に

はSG複合体全体が影響を受け、免疫染色を行うとすべてのSGが欠損あるいは

著減していることである。DMDでもSGは著減するが、 sarcoglycanopathyでは

dystrophin染色には明らかな異常がないことが多く、DMDとの鑑別診断のポイ

ントになる。なお、我が国でのsarcoglycanopathyの頻度は筋ジストロ：7イー全

体の約2％、LGMDの約10％である。その他、 LGMD2Gの原因遺伝子は染色体

17q11－12に存在するtelethoninであることが明らかになっている（Moreria et

al．，2000）。 LGMD21は最も多く見られるタイプであり、fUkutin－related protein gene

（FKRP）の変異によって起こる（Laval et aL，2004）。腓腹筋仮性肥大や、心不全、呼

吸不全を呈し、臨床像はdystrophinopathyに類似するが、近年ステロイドに良好

に反応する症例も報告され、今後の検討が期待されている（Darlin et al．，2007）。

c）顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSHD）
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 FSHDはPMDのなかで3番目に多い疾患である。常染色体優性遺伝で浸透率

が高い（約95％）。発症年齢は小児から成人までと幅広いが思春期までに気付か

れる例が多い。顔面頬部、肩甲、上腕筋の筋萎縮や筋力低下が強く、翼状肩甲

が特徴的である。進行は比較的緩徐で筋症状は左右差を認めることが多い。網

膜症や神経性難聴の合併が約50％にみられる。遺伝子座は4q35－qter（W6if驚nbach

et al．，1993；W加enga et al．，1992）にあり、この部位でD4Z4 repeatが短縮している

ことがわかっている（van der Maarel et al．，2005）。最近の研究で、 FSHDではこの

D4Z4にmapされているdouble homeobox 4 gene（DUX4）やpaired－like

homeodomain transcription factor l（PITX I）が、up－regulateしていることが新たに判

明し、これらの関与が示唆されている（KowaUow et al．，2007；Dixit et al．，2007）。

d）眼咽頭型筋ジストロフィー（OPMD）

 OPMDは常染色体優性遺伝で、中高年で発症し、進行性の外眼筋麻痺、眼瞼

下垂、嚥下障害が主症状であるが、生命予後は良好である。骨格筋の筋病理所

見ではジストロフィー変化に加え、いわゆるri㎜ed vacuoleがみられる。また、

筋核内に特徴的な8．5㎜のフィラメント状封入体が認められる（Uy㎜a et

al．，2000）。染色体14q11にあるpoly（A）binding protein nuclear 2（朗BP1＞2）遺伝子

のエクソン1に存在する3塩基反復配列（GCG）nの延長がみられることが明ら

かになっている（正常ではnニ6，7であるが、OPMD患者ではnニ8－13であ

る）（Brais et al．，1998）。この（GCG）nの延長の長さと重症度は相関する傾向にある

が疾患の本質的な原因が、polyAの伸展にあるのかmBP1＞2の変異にあるのかは

いまだわかっていない。最近、OPMDモデルマウスが開発され（Hino et al．，2004）、

病態の解明や治療法の開発が期待されており、ubiquitin－proteasome pathway

（UPP）やcellular RNA metabolismの関与が示唆されている（Abu－Baker et a1．，2007）。

なお、OPMDと類似する眼咽頭遠位型ミオパチー（OPDM）が我が国では知ら

れているが、後者では（GCG）nの延長はみられない。

e）Emery－Dreifhss歯剥ジストロフィー（EDMD）

 EDMDは緩徐進行性の筋ジストロフィーで、アキレス腱、肘関節、脊椎の拘

縮や心伝導障害、心筋症の合併が特徴的である。心伝導障害による突然死が50％

にも及ぶことから、ペースメーカー装着が必須である。X染色体劣性の遺伝形

式をとるX－EDMDが多いが、常染色体優性の遺伝形式をとるAD－EDMDもあ
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る。EDMDの原因遺伝子として最初に判明したのは、 xq28に存在するsTA遺

伝子（Bione et al．，1994）で、この遺伝子にコードされる蛋白はエメリンと呼ばれて

いる。エメリンは正常骨格筋や心筋では誌面心膜の核質面に局在しているが、

EDMD筋では欠損している（Nagano et al．，1996）。一方、 AD－EDMDの原因遺伝子

は染色体1q11－21にあり、同じく核内蛋白質である1㎜inAICをコードすること

が判明した（Bonne et al．，1999）。 laminA／CはLGMD I Bの原因遺伝子でもあり、筋

形質膜や基底膜に関連する蛋白質ではない核膜関連蛋白質の一次的な異常によ

っても筋ジストロフィーが発症することが注目されていたが、最近の研究で

nesprinというspectrin－repeat proteinとの相互作用の破綻が影響する可能性が指摘

されている（Zhang et a1．，2007）。

f）遠位型筋ジストロフィー（遠位型ミオパチー，distal myopathy）

 筋ジストロフィーの多くは近位筋優位の筋力低下を生じるが、遠位筋優位の

筋力低下を特徴とする一群が存在し、これらは遠位八筋ジストロフィーと呼ば

れている。大別すると三好型とri㎜ed vacuole型遠位型ミオパチー（DMRV）に分

けられる。三好型は常染色体劣性遺伝で、15－20歳で発症することが多く、血

清CK（creatine kinase）値幅高が特徴的である。下腿屈筋群（腓腹筋とヒラメ筋）が

強く侵されるため、早期からつまさき立ちができなくなる。染色体2p13に存在

するdysfbrlinと名付けられた原因遺伝子が同定されている（Liu et al．，1998）。前述

のようにLGMD2Bと原因遺伝子が同じであり、この他に下腿伸筋が障害される

distal anterior compartment myopathyも同じ遺伝子異常であり、これらをあわせて

dysfbrlinopathyと呼ぶが、表現型の違いがどのような要因によって生じるのか現

在までのところわかっていない。有効な治療法は確立されていないが、筋トー

ヌスや筋力改善を期待して使用されるdantroleneに良好に反応する症例の報告

も散見されており、今後の大規模なコホート研究が待たれる（Ha賃ori et al．，2007）。

DMRVは筋病理所見上、 rimmed vacuoleと呼ばれる細かい穎粒状の物質で縁取

られた空砲を特徴とし、本邦で多くみられる疾患である。常染色体劣性遺伝で

あり、9番染色体に連鎖することが知られている。発症は20歳代が最も多く、

しばしば前脛骨筋が侵されるため、垂れ足を初発症状とすることが多い。一方、

大腿四頭筋は比較的後期まで保たれる。進行は比較的早く、発症10年以内で歩

行不能となることが多い。近年、DMRVモデルマウスの作成が成功したことで

（Malicdan et al．，2007）、更なる病態の解明と治療法開発が期待される。なお、
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ri㎜ed vacuoleは本症に特異白勺ではなく、前述のOPMDや封入体筋炎などでも

みられる。

g）先天性筋ジストロフィー（CMD）

 CMDは生下時あるいは乳児期早期から筋緊張の低下と進行性の筋力低下を呈

し、発育、発達の遅れを認める疾患群であり、筋線維の壊死・再生など筋ジス

トロフィーの特徴を有するものをいう。乳児期に死亡するような重篤な例から、

成人期になってごくわずかな筋力低下にとどまる良性のものまで幅広く、以下

のような疾患がある。

 福山型先天性筋ジストロフィー（FCMD）は無脳回や小多脳回などの脳の形態

異常を伴った知能障害を合併する重症のCMDである。わが国ではDMDに次い

で多く認められるが外国からの報告はまれである。戸田らによって、FCMDの

原因遺伝子は染色体9q31に存在し、461アミノ酸からなるfUkutinという蛋白を

コードしていることが明らかにされた（Kobayashi et al．，1998）。 FCMDのほとんど

の症例ではfUkutin遺伝子3’非翻訳領域に約3kbのレトロトランスポゾンの挿

入変異が認められる。fUkutinの局在や機能については研究が重ねられており、

糖鎖形成においてα一DGに作用する可能性が示唆されているが、いまだ明らか

ではない（Yam㎜oto et al．，2006）。

 メロシン欠損型先天性筋ジストロフィーは、非福山型CMDのうち原因遺伝子

や病態が明らかになっているものの一つである。欧米に多く、古典型CMDの約

半数をしめるが、本邦における頻度はCMDのわずか3％にすぎない。 CMDの

中でも重症の臨床経過を示し、歩行を獲得することは稀である。基底膜の主成

分の一つにラミニンがあるが、本症は染色体6q22－23に存在するラミニンα2鎖

遺伝子に異常が認められる（Helbling－Leclerc et al．，1995）。ラミニンはα一DGと結

合し、基底膜を支えている重要な蛋白である。α2鎖を含むラミニン分子をメロ

シンと呼ぶことから、この名がつけられた。本疾患はFCMDとは異なり、明ら

かな知能異常は認めないが、頭部MRIで大脳白質に広範な高吸収域を認めるの

が診断上有用である。抗うミニンα2鎖抗体を用いて免疫染色を行うと、筋細

胞周囲の基底膜での染色が欠損または著減している。しかし、FCMDを含め二

次的にラミニンα2鎖が欠損、減弱する疾患もあるため、診断には注意が必要

である。筋病理所見はFCMDと近似しており、電顕で骨格筋細胞の基底膜が菲

薄、分断化された極めて特異的な所見を認める。
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5一（4）．現在行われている筋ジストロフィーの治療

 現在行われている筋ジストロフィーに対する治療は、対症的な補助療法や支

持療法にとどまっている。最も患者数の多いDMDでは、生命予後に直結する呼

吸筋の筋力低下による呼吸不全に対しては、以前は体外式陰圧人工呼吸が行わ

れていた。しかし最近では、呼吸筋麻痺の初期には非侵襲的陽圧式人工呼吸

（non－invasive（or nasal）inte㎜i賃ent positive pressure ventilation， NIPPV）が、より進

行すれば気管切開下の人工呼吸器装着（tracheal inte㎜ittent positive pressure

ventilation， TIPPV）が行われることが多くなった。これらの呼吸不全対策により

平均寿命が延びており、30歳以上の生存例も増えている。心不全に対しては、

β遮断剤が有する心筋保護作用が注目され、少量の本剤投与が行われている例

もある。副腎皮質ステロイド剤は現時点で筋障害に対する臨床的有効性が証明

されている唯一の薬物である（プレドニゾロン0．36－0．75mg1宝g／day）（Manzur et

al．，2006；Moxley et al．，2005）。その作用機序はいまだ明らかではないが、筋力増強

や運動機能の改善効果を期待して一部では使用されている。しかしながら、特

に成長期の患児に使用する際の長期投与による副作用の問題がある。これらの

治療法の進歩とともに、QOLの改善を目的として、残存する筋力を最大限に利

用して意思伝達を可能にするための補助装置やコンピュータ機器も充実してき

ているが、根本的治療は行われていないのが現状である。今日、さまざまなア

プローチによる遺伝子治療の研究が行われており、1日も早く有効な治療法の確

立が望まれている。

5一（5）．遺伝子治療の歴史的背景

 遺伝子治療の概念はTatum（1966）やLederberg（1968）らにより提唱されたのが最

初である。1926年にバクテリオファージの注入による細菌感染治療の試みがな

されているが、’ηv’voでの遺伝子導入法の最初の臨床応用例は、従来からのワ

クチンの使用であったともいえる。その後、ポリヌクレオチドを導入する試み

や、プラスミド発現ベクター、リポーター遺伝子、’η5枷検出系の改良を基礎に、

加卿。での直接的遺伝子導入が試されるようになった。ヒト遺伝子治療の最初

の試みは1960年代の終わり頃に、Rogersが、ショープパピローマウイルスがア

ルギナーゼ遺伝子を含んでいるという研究結果をもとに、アルギナーゼ欠損症

の患者にこのウイルスを投与したが、同上の3人の兄弟のアルギニンレベルに

はなんら影響を及ぼさないという結果に終わった。1980年、Clineはβグロビ
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ン遺伝子をヒト骨髄細胞に導入し、イスラエルとイタリアの2人の女性サラセ

ミア患者に移植を行ったが効果はなかった。基礎研究が不十分であり、また大

学（UCLA）の倫理委員会で承認が得られなかったためにエルサレムとナポリで見

切り発車的に遺伝子治療実験を始めており、自然科学と方法論の両面から激し

い非難を浴びた。このことをうけて米国では遺伝子治療を行うためのガイドラ

インの整備が進み、National Institutes of Health（NIH）は今後すべてのヒト遺伝子

治療の治験は、組み撚DNA諮問委員会（recombin㎝t DNA adviso理co㎜i枕ee，

RAC）で承認を受けなければならないと定めた。また1985年にヒトの遺伝子治療

のガイドラインを定め、その後も技術の進歩に合わせて度々改定がなされてい

る。RACの承認を得て米国で最初の遺伝子治療が行われたのは1990年に入っ

てからであった。MHのBlaeseらは遺伝子マーキングの技術を応用して、単一

遺伝子欠損の免疫不全症であるadenosine deaminase（ADA）欠損症の患児のうち

ADAの補充療法で効果がみられない症例に対して、本人のリンパ球にθκv’voで

ADA遺伝子を組み込んだレトロウイルスを感染させ、患児の静脈内に繰り返し

投与する方法で治療を試みた（Blaese et al．，1995）。この方法は極めて有効であった

ために、それ以後遺伝子治療の臨床試験が加速した。当初は遺伝子治療のター

ゲットは単一遺伝子の異常による遺伝病であったが、そのアイディアは、他の

分野（分子遺伝学、免疫学、腫瘍学など）の研究結果を応用する形で、癌や後天

性免疫不全症候群（acquired i㎜modeHciency syndrome， AIDS）、動脈硬化症、糖尿

病、高血圧などへも広がりを見せている。

 現在、遺伝子治療のストラテジーとして考えられているのは、1）遺伝子異常

を有する細胞の修復；異常遺伝子を正常遺伝子と置換、正常遺伝子や異常遺伝

子の発現を抑える遺伝子の付加、2）細胞の特定機能の増強；リンパ球の抗腫瘍

免疫能の増強など、3）細胞への新しい機能の賦与；癌細胞へのco－stimulatory分

子遺伝子の導入による癌ワクチンの強化、線維芽細胞への凝固因子遺伝子の導

入など、である。

5一（6）．DMDモデル動物

 1987年にdystrophin遺伝子がクローニングされると（Hof㎞an et al．，1987，

Kenwrick et al．，1987， Koenig et al．，1987）、 DMDは遺伝性疾患治療のモデルとなり、

様々なアプローチで遺伝子治療実験が行われた。その際重要であったのがモデ

ル動物の確立である。筋ジストロフィーのモデル動物には、マウス、ハムスタ
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一、ニワトリ、イヌなどが挙げられるが、現在DMDモデル動物として最も広く

使用されているのはマウスであり、dystrophinを発現していない〃2礁（X

chromosome－linked muscular dystrophy）マウスが頻用されている。この〃2礁マウス

は、1984年にアメリカのBulfieldらによって、 C57BL／10ScSnのコロニー内に血

清PK（pyruvate kinase）およびCK（creatine kinase）高値のマウスがいることが発見

されたことに始まった（Bul且eld et al．，1984）。その後の研究でこれらのマウスが

dystrophin遺伝子にpoint mutationを有し、エクソン23においてpremature

temlination codonをもつことが明らかになった（Sicinski et al．，1989）。〃2礁マウスは、

生後3週頃より筋線維の壊死、細胞浸潤などがみられ始め、それらの所見は生

後5－6週にピークになる。以後、程度はやや弱くなるが、死ぬまでそれらの所

見を呈する。血清PKおよびCK値もまた生後5－6週頃にピークとなり、ずっ

と高い値を維持する。一方で、筋力低下などの症状は死ぬまでほとんどみられ

ない。血清CK高値や筋病理学的にはDMDと類似するものの、骨格異常や運動

機能低下、寿命の短縮を認めず、DMDのモデル動物として不十分であることは

当初から指摘されていた（Cooper et al．，1989；Bulfield et al．，1984）。〃2ぬマウスに臨

床症状がほとんど表れない原因として、筋線維の壊死一再生サイクルがはやく、

しかも再生線維が比較的良好な機能をもつことや、dystrophinに高い相同性をも

つutrophinがup－regulationすることでdystrophinの機能を代償しているためと考

えられている（Hof丘nan et al．，1994；Tinsley et al．，1993）。 utrophinは、 dystrophinと同

様に細胞骨格蛋白であり、その遺伝子座は6q24に位置する。胎生期には筋線維

膜直下に局在するが、生々時にdystrophinに置きi換わり、その後は神経筋接合部

と筋腱接合部にのみ局在することが知られている（Law et al．，1994；Bewick et

al，1993；Bewick et al，1992）。 utrophinの機能は、 dystrophinと同様にアクチンと細

胞膜蛋白の連結と考えられ、神経筋接合部においてはアセチルコリン受容体と

共在することからシナプスの細胞骨格の安定に関与していると考えられている。

筋肉内でのutrophinとdystrophinの相補作用を解明するために、utrophin㎞ockout

マウスと〃2ぬマウスを交配してutrophin／dystrophin double㎞ockoutマウス（dkoマ

ウス）が作成された（Deconinck et al．，1997）。 dkoマウスは、〃2ぬマウスではまだ筋

病理異常が表れていない生後6日頃より、まず横隔膜で壊死像がみられ始め、

生後4週頃には小さな体躯、脊椎変形など明らかな骨格異常を呈し、体重減少、

関節拘縮、呼吸機能や運動機能低下がつよくみられ、寿命も約20週と極めて短

い。死因はDMD同様に呼吸不全や心不全と考えられており、DMDの臨床像と
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一致する。DMDの治療法を開発するうえで、病理学的改善ばかりではなく臨床

像の改善も含めて評価することが求められるが、〃癬マウスではこれは困難で

あり、DMD臨床像のモデルマウスとして、 dkoマウスを用いてdystrophin導入

を試みた報告も増えつつある（YUe et al．，2006；Gregorevic et al．，2006；Wakefield et

al．，2000）。

 筋ジストロフィー犬について最初に報告されたのは1958年であった。その後

自然発生する筋ジストロフィー犬の報告が散見されたが、1983年、Cooperらに

よってゴールデンレトリバーの筋ジストロフィー犬が詳しく調べられ、コロニ

ーがつくられた（CXMD；c班亘ne X－linked muscular dystrophy）。 dystrophin遺伝子に

変異をもち遺伝形式はX染色体劣性で、生後8週頃より筋力低下、開口障害、

こわばった歩行など明らかな異常を呈する。その計数ヵ月間で症状はさらに進

行し、著明な筋萎縮、肘関節外反、踵関節内反、手根骨過伸展、足根骨過屈曲

などがみられ、関節可動域制限も顕著になる。呼吸状態が悪くなり、脊椎や胸

郭の変形もしばしば呈する。心エコー上、心筋の収縮性に異常を認め、心不全

症状も呈する。生後6か月頃までこれらの症状は進行するが、母犬が異なる個

体間で症状の程度に差がある。血清CK、 AST、 ALTはきわめて高値で、とくに

CK値は生後2日目ですでに高く、筋病理所見もDMDに類似する。寿命は長く

て約5－6年である。日本では、2003年にビーグル犬種のコロニーが確立されて

いる（Shimatsu et a1．，2003）。現在、筋ジストロフィー犬は一部の施設でのみ飼育可

能であり、病態の解明とともにdystrophin導入など遺伝子治療が試みられている

（Wang et al．，2007；S㎜paolesi et al．，2006；Shimatsu et al．，2005；Cerletti et al．，2003）。

5一（7）．DMDの根本的治療に向けての歩み

 筋ジストロフィーの有効な治療方法の確立を目指して、様々な遺伝子治療が

研究されている。

 骨格筋の修復過程において形成される新しい筋線維は、休眠状態の仁恕細胞

である筋衛星細胞に由来する。そこで筋ジストロフィー患者の筋線維形成時に、

正常の宿衛星細胞由来の核を病的な筋線維の中に入れることができれば、正常

な遺伝子産物を供給できジストロフィー筋を正常な筋に変換できるのではない

かと考えられた。この方法は、正常の筋芽細胞の中には治療に必要な遺伝子が

存在し、またそれぞれの発現は正常なメカニズムでコントロールされているた

めに、基礎的な遺伝的欠陥が明らかでない場合にも応用しうるという利点があ
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る。Partridgeらは正常マウスの骨格筋を培養してヌードマウス化した〃2ぬマウ

ス筋内に毛羽細胞を注入した（Blaveri et al．，1999）。その結果〃7ぬマウスの筋線維

では壊死後に活発な再生がみられるが、その再生途中の筋に培養した正常な筋

芽細胞が取り込まれ、dystrophinを発現する筋線維が多数出現した。しかし多く

の研究者が追試した結果では、ヌードマウス化していない〃癬マウスの筋では

拒絶反応が引き起こされるために取り込み効率は悪く、十分なdystrophinの発現

はみられず、治療効果は確認されなかった。また1999年には、骨髄由来の島細

胞の一部には筋細胞に分化する能力があり、再生筋に取り込まれていることが

わかり注目を集めた。骨髄幹細胞は、血流によって目的である骨格筋まで運ば

れるため、経静脈的投与による有効性が期待され、患者から得られた骨格筋の

幹細胞にθxv’vo操作でdystrophin遺伝子を組み込み、それを増殖して経静脈的

に返すというストラテジーが考えられたものの、筋への分化ではなくfUsionで

はないかという疑念や、たとえ分化するとしても筋細胞へ分化する骨髄幹細胞

の割合の低さやその選別方法などの問題があり、現段階ではその有効性は明ら

かではない。骨格筋細胞へと分化する能力をもつ幹細胞は皮膚真皮細胞、血管

細胞、神経細胞にも認められ、皮膚線維芽細胞に砂oD遺伝子を組み込んで筋

芽細胞へ変換する研究も行われたが、これらも実用化には至っていない。また

最近のES細胞を用いた再生医療の流れから、 ES細胞に種々の遺伝子を発現さ

せ筋細胞への分化を誘導する技術（Prelle et al．，2000）を用いて、移植する筋芽細胞

を作成する実験も行われている。

 また、プラスミドを直接マウスの骨格筋内に注入する方法（Wolff et al．，1990）を

用いて、短期間ながら骨格筋にdystrophinを発現させることに成功した報告が

ある（Acsadi et al．，1991）。この方法は多くの研究施設で追試されたが、結果として

筋ジストロフィーを治療するためにはdystrophinの発現が量的にも期間の面か

らも不十分であった。しかしながらこれらの研究で集積された知見から導き出

された結果として、骨格筋は他の臓器と比較してプラスミドの取り込み効率が

よいことが明らかになった。この事実は、分泌蛋白（Rizzuto et al．，1999）や血管新

生を促す因子（Ts㎜ieta1．，1996）を産生する場として骨格筋を用いる方法に応

用されている。現在までに臨床治験も行われ、完全長dystrohinを発現している

プラスミドDNAを、9人のDMD患者のradial muscleに筋肉注射で導入する方

法が第1相まで終了している。結果として、免疫反応を始めとする副作用はみら

れなかったものの、dystrophinの発現率は、6％と非常に弱く、より効率のよい
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遺伝子導入法の開発が期待されている（Romero et al．，2004；Romero et al．，2002）。

 抗マイオスタチン療法は、骨格筋量をネガティブに調節する増殖抑制因子で

あるマイオスタチンを阻害することで筋肉の肥大を期待する方法である。〃癬

マウスにマイオスタチン阻害抗体を投与すると、ジストロフィー変化が改善し

たという報告から（Khurana et a1．，2003）、新たな筋ジストロフィーの治療法として

注目され、欧米ではBMD、 LGMD、 FSHを対象とした臨床治験も行われている

（Sunada，2006）。近年、マイオスタチン機能阻害手段として、特異的にマイオスタ

チンを阻害できる改変fbllistatinの開発（Nakatani，et aL，2007）に成功し、貼薬のタ

ーゲットとして期待されている。

 エクソンスキッピング誘導療法は、premature te㎜ination codonを含むエクソン

か、欠位部位に隣接するエクソンに相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチド

を用いてスキッピングを人工的に誘導し、mRNAのアミノ酸読み取り枠のアウ

トオブフレームをインフレームに修正して短縮型dystrophinを発現させる方法

である。〃2ゐマウスで行った研究では、比較的高率にdystrophinの発現を得るこ

とができた（Lu et al．，2003）が、対象となるのは欠失部位が判明している症例に限

定され、DMD遺伝子変異のhot spotといわれるエクソン51でも、それ単独では

DMD患者の17％しか対象とならない。しかしその後、 DMD患者の細胞におい

てmu豆tiple skippingが成功し、この方法によってDMD患者の最大85％にエクソ

ンスキッピングが有効である可能性がでてきた（Aartsma－Rus et al．，2004）。さらに

最近の研究では、エクソン45－55のmultiple skippingによって実に63％のDMD

患者が治療可能となるといわれている（Beroud et aL，2007）。世界で初めてエクソ

ン19のスキッピングに成功したのは神戸大学のグループであり（Pramono et

al．，1996）、2003画面は日本でエクソン20を欠失したDMD患者に対して、エク

ソン19のスキッヒ．ングを誘導するアンチセンスオリゴヌクレオチドの静脈投与

が実施された。しかし骨格筋でのdystrophinの発現効率は低く、治療後の血清

CK値にも改善はみられず、さらなる研究が期待されている（Takeshima et

al．，2006）。現在、スイスとイギリスで臨床治験が進行中であり、両者ともエクソ

ン51単独のスキッピングであるが、ともに全身投与が計画されており結果報告

が待たれる（Arechavala－Gomeza et al．，2007；Foster et al．，2006；Mutoni et al．，2005）。

また、dystrophinの遺伝子にナンセンス突然変異を有する症例に対しては、

premature te㎜ination codonを薬剤などでread－throughさせて、 dystrophin蛋白を

合成させる方法が考えられている。ゲンタマイシンなどのアミノグリコシド系
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抗生物質のread－through活性が高いため、これらの薬剤を用いた検討がなされて

いるが、薬剤の毒性やread－through効率の問題があり、臨床応用には至っていな

い。

5一（8）．ウイルスベクターを用いた治療

 DMDの遺伝子治療を実現するために期待されている方法の一つがウイルス

ベクターを用いた治療である。その中で最も歴史があるのはレトロウイルスベ

クターで（Dunckley et al．，1993；Dunckley et al．，1992）、前述した筋芽細胞移植とレト

ロウイルスベクターを組みあわせたθκ卿。遺伝子導入法が主体であった。これ

は、高力価のウィルス液をとるために感染した細胞を薬剤で選別する必要があ

ったからである。しかし、この方法では筋芽細胞が再生筋に取り込まれる効率

が悪く十分な効果は得られなかった。最近では、技術の進歩とともに、高力価

のウイルス液をとることが可能となり、条件付きながら加v’voでの使用も可能

となっている。

レンチウイルスベクターはよく研究されているh㎜副㎜㎜ode丘ciency vims

type 1（HIV 1）を元に作成され、非分裂細胞への遺伝子導入と染色体へ挿入される

点が特徴である。プロウイルスゲノムを以下の3つに分割し293T細胞にトラン

スフェクションして作成する。3つのプラスミドとは、LTR（long te㎜inal repeats）

をcMvプロモーターとpoly（A）シグナルに置き換えHIv l本来のエンベロープ

を欠いたパッケージングプラスミド、vesicular stomatitis virus G

glycoprotein（VSVLG）をコードするエンベローププラスミドおよび導入遺伝子を

コードするベクタープラスミドである。VSV－Gをエンベロープに置き換えてい

るためにターゲットが広がり、理論的に野生型のHIV 1が出現することはない。

また比較的高力価のウイルス液の回収が可能である。DMDの遺伝子治療として

これまでに報告されているのは、mini－dystrophinをパッケージングしたレンチウ

ィルスベクターを〃2ぬマウスの骨格筋に筋肉注射で導入し、少なくとも6ヵ月

間、遺伝子の有効な発現を維持できたというものや（Li et al．，2005）、レンチウィ

ルスベクターを用いてmicro－dystrophinを様々な未分化幹細胞に導入し〃7ぬマウ

スに静脈内投与を行ったところ、骨格筋にdystrophinの発現を認めたというもの

があり（Barchrach et al．，2004）、今後の進展が期待されている。

 アデノ随伴ウイルスベクター（adeno－associated virus， AAv）は、ヒト19番染色体

に特異的に挿入される性質を持つために、発現が長期に及ばないとされるアデ
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ノウイルス（Ad）の欠点を補うことができる可能性があり、注目を集めている。ウ

イルスゲノムが小さいためにパッケージングサイズが約4．7kbに制限され、また

ベクター化したものはウイルスゲノムを欠くために19番染色体に特異的に挿入

される性質に必要なRep蛋白質遺伝子を失っており、長期発現と安全性の両立

という最も期待されていた機能が欠けている。しかしながら、Adやヘルペスウ

イルスとのハイブリッドベクターにすることでRep蛋白を発現させる試みや

（Liu et aL，2006；Liu et al．，2005；Bakowska et al．，2003；Wang et al．，2002）、 dystrophin

遺伝子をAAvベクターに組み込むことが可能なように、巨大なdystrophin遺伝

子のロッドドメインをコードする部分の一部を短縮した短縮型dystrophin

（m㎞一dystrophin， micro－dystrophin）を用いた研究も進んでいる。最近では、 dkoマ

ウスへの血管内投与で全身へのdystrophin導入に成功したという良好な結果を

得ており（Gregorevic et al．，2006）、今後の研究が期待されている。

 ヘルペスウイルスベクターは潜在的に大きなパッケージングサイズ（30－

50kb）を有し、さらに元々もっている神経細胞の染色体外に長期に潜伏感染する

性質を利用して研究が進められている。複製機能を有するタイプと有しないタ

イプがあり、中枢神経系を主なターゲットとして研究が進められている。本来

のゲノムのサイズが約150kbと大きいことや細胞毒性の面で実用化が遅れてい

たが、先述したAAvとのハイブリッドベクターや、最近ではとくにヘルペスウ

ィルスの構造蛋白の一つであるVP22を融合させることで、より効率の良い発現

を実現する方法が注目を集めている（Xiong et al．，2007）。

 アデノウイルスベクター（Adv）は成熟した骨格筋のような非分裂細胞への遺伝

子導入が可能であり、比較的高い力価のウイルス液を得やすい点や染色体への

組み込みがほとんど起こらないという安全性の面から、多くの遺伝子治療に使

用されてきた。ヒトアデノウイルスは1953年に初めて発見されて以来、これま

でに47種の異なった血清型が同定され、A－Fの6つのグループに分類される。

アデノウイルス（Ad）は一般的には眼、気道、消化管などの分化した上皮細胞に感

染し、血清型によって組織特異性や毒性に違いがある。C亜型のAd2とAd5は

軽微な呼吸器感染症を引き起こすことが知られており、生化学かつ遺伝学的に

最もよく研究されている。Adは約36kbの線状2本鎖DNAを中心とする複雑な

非エンベロープ20面体カプシド蛋白からなる（Philipson，1984）。宿主となる細胞

への侵入様式は完全に明らかではないが、Adは細胞内への取り込みに際して、

効率的な細胞侵入機構と細胞の小胞体システムから逃れる手段を持ち合わせて
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おり、リソソームによる破壊を回避できうるという点で、非ウイルスベクター

によるトランスフェクションと遺伝子導入効率において決定的な差を有するも

のと考えられる。Adは理論的には比較的大きな外来のD：NA断片を運ぶことが

可能なゲノムを持っているので、早期から遺伝子導入用ベクターとして興味を

持たれ、1977年にGrah㎜らによってAd5のEl領域を発現する細胞株（293）が

できると（Graham et al．，1977）、ヘルパーウイルスを用いずに簡便に組み換えAd

を構築することができるようになった。さらに斉藤らは、組換え体作成時のAd

遺伝子として、ウイルス遺伝子に結合してウイルス複製の際にプライマーとし

て働く末端蛋白（te㎜inal protein， TP）とAdゲノムDNAの複合体を用いることで、

従来の方法より効率的かつ親ウイルスの出現がほとんどみられない方法

（COS－TPC法）を開発し（Miyake et al．，1996）、本邦で用いられているほとんどの第

1世代Advがこの方法で作成されている。しかしながら当初期待されていた非

分裂細胞での導入遺伝子の長期発現はみられず、その原因としては宿主の免疫

反応を惹起することや、導入遺伝子のプロモーター活性が低下するなどいくつ

かの間題が考えられている。Advに対する宿主免疫反応は、カプシド蛋白に対

する中和抗体（液性免疫）の出現と、感染細胞がウイルス由来の蛋白質を発現する

ことに対する細胞性免疫反応に大別される。これらを解決する方法としては、

Advと免疫抑制剤（Loc㎞uller et al．，1996）やCTLA41g（Schowalter et al．，1997）との

共投与で一定の効果がみられた報告や血清型が異なるAdを元にベクターを作

成した報告がある（Parks et al．，1999）。

 ヘルパーウイルス依存型アデノウイルスベクター（HDAdv）は、第1世代Adv

で問題となっていたパッケージングサイズの制限（一8kb）とAdvにより惹起され

る細胞性免疫を解決するために考案され、ヘルパーウイルスを用いた新しい系

（Chen et al．，1997；Clemens et al．，1996）とバクテリオファージのCre－loxP系を利用

し、安定してCre recombinaseを発現している293細胞とパッケージングシグナ

ル配列（ψ）をloxPで挟み込んだヘルパーウイルスを用いて、両端の繰り返し配

列（hlverted terminal repeat， ITR）とψを除くすべてのアデノウイルスゲノムを欠

くベクターとして開発された（Parks et a1．，1996）。この系を用いて作成された

HDAdvはアデノウイルスゲノムのDNAをほとんど欠いているためにクローニ

ングキャパシティーが非常に大きく、37kb程度までの導入遺伝子の搭載が可能

となった（Clemens et al．，1996；Kochanek et al．，1996；Mita㎡et al．，1995）。その上、 Ad

由来の蛋白質をほとんど発現しないために、第一世代Advに比べて惹起される
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細胞性免疫反応が著しく小さい。作成の煩雑さとヘルパーウイルスの混入とい

う問題点は残るものの、14kbという巨大な全長dystrophin cDNAを組み込むこと

が可能である。さらに前田らによって、よりゲノムの混入を抑えた改変ヘルパ

ーウィルスが開発され（Maeda et al．，2003）、遺伝子治療の応用へ可能性が広がって

いる。HDAdvを用いた遺伝子導入実験では、〃2ぬマウスに対して完全長

dystrophinを導入し、筋生理機能が改善したとの報告（Gilbert et al．，2003；

DelloRusso et al．，2002）や、完全長dystrophinとともに自身のレセプターを組み込

んだHDAdvによって骨格筋の感受性を増強させ、反復投与の有効性を証明した

報告がある（Uchida et al．，2005；Kimura et aL，2001）。

5一（9）．本研究の目的

 本研究で私は、dkoマウスの四肢近位筋および体幹の骨格筋にHDAdvを用い

て完全長dystrophinを導入し、その治療効果を病理学的観点および運動機能の観

点から評価、検討する。

 発見から約20年が経過しているにもかかわらず、dystrophin遺伝子の機能は

完全に解明されていない。そこで私は、完全長のdystrophinを導入することがき

わめて重要であると考え、14kbという巨大な完全長dystrophin cDNAをすべてパ

ッケージングすることが可能なHDAdvを用いて、完全長dystrophinの導入を試

みた。導入方法は、治療の対象となる筋肉以外の臓器へのベクターの暴露を回

避するために筋肉注射とし、さらに、局所性を補うために複数箇所に行った。

治療効果の評価には、病理学的検討はもちろん臨床症状の改善についても検討

する必要があると考え、従来頻用されてきた〃癬マウスよりもDMDに類似し

た症状を呈するdkoマウスを用いて多方面から検討した。これらの結果をもと

に、mAdvによる完全長dystrophin導入の可能性について考察する。
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表1．主な進行性筋ジストロフィーの分類と遺伝子座・原因遺伝子

疾患名 遺伝子座 遺伝子産物

X染色体劣性

Duche㎜e型

 Becker型

 Emery－Dre血ss型（XR）

常染色体優性

 肢帯型成人型（LGMD IA）

       （LGMD IB）

       （LGMD IC）

       （LGMD ID）

       （LGMD IE）

       （LGMD IF）

       （LGMD IG）

 Emery・Dre血ss型（AD）

 顔面肩甲上腕型

 眼咽頭型

 筋強直性ジストロフィー type l

             type2

常染色体劣性

 肢帯型若年型（LGMD 2A）

       （LGMD 2B）

       （LGMD 2C）

    幼年型（LGMD 2D）

  アマン族型（LGMD 2E）

       （LGMD 2F）

       （LGMD 2G）

       （LGMD 2且）

       （LGMD 21）

       （LGMD 2J）

遠位型（三好型）

 r㎞med vacuole型遠位型ミオパチー

 眼咽頭型遠位型ミオパチー

Xp21

Xp21

Xq28

  5q31

  1q21

  3q25

  6q23

  7q

  7q32

  4p21

 1q11－21

  4q35

14q11．2，13

  19q13

  3q21

15q15．1－q21．1

  2p12

  13q12

17q12．q21．33

  4q12

 5q33・q34

 17q11・q12

9q31－q34．1

 19q13．3

 2q24．3

  2p13

   9

 unknown

ジストロフィン

ジストロフィン

 エメリン

      ミオチリン

      ラミンAIC

     カベオリン・3

      unknown

      u司known

      unknown

      unknown

      ラミンAIC

      unkllown

ポリA結合蛋白2（GCG）6～7→掛13

 ミオトニンプロテインキナーゼ

   Zing且血ger protein 9

 カルパイン・3

 ジスフェリン

γ一サルコグリカン

α・サルコグリカン

β一サルコグリカン

δ・サルコグリカン

  テレソニン

  TRIM32

   FKRP

   Titin

  dysfbrhn

  unknown

  unknown
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先天性

 Wblander型

 福山型

 インテグリンα7欠損症

 ラミニンα2鎖（メロシン）欠損症

  メロシン正常型

 Walkerwarburg型

 Muscle・Eye－Brain type

U恥ich病

 2p13

 9q31

12q－13

6q22・23

unknown

 9q34

1p32・34

21q22

 2q37

  unknown

  フクチン

インテグリンα7

ラミニンα2鎖

 unknown
 POMT 112

 POMGn Tl

CoUagen VIα2

Colagen VI α3

表2．遺伝子治療に用いられるウイルスベクターの特徴

遺伝子導入ベクター

   の種類

最大挿入

サイズ

染色体への

組み込み

非分裂細胞へ

の遺伝子導入

生体内での

発硯期間

安全性に

関する問題

 レトロウイルス

 レンチウイルス

 ァデノウイルス

ァデノ随伴ウイルス

ヘルペスウイルス

 Naked DNA

7・7．5kb

7・7．5kb

。37kb

－4．7kb

30・50kb

制限なし

あり

あり

なし

あり1？

なし

なし

不可能

可能

可能

可能

可能

可能

短い？

長い

短い

長い

長い？

短い

発がん性など？

発がん性など？

 炎症反応

 炎症反応

 炎症反応

  なし
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6．実験方法

 本研究は、熊本大学遺伝子組曲え生物等第二種使用等安全管理規則（課題名：

Utrophin－Dystrophin－De且cient Miceを用いて臨床症状や生理機能の経時的観察・

評価および、アデノウイルスベクターを用いたジストロフィン導入の効果等に

関する検討、平成17年7月4日承認、承認番号17－17）および熊本大学動物実

験指針（課題名：Ducheme型筋ジストロフィーの遺伝子治療に関する研究、承

認番号NI8－031）を遵守して行われた。

6一（1）．培養細胞

 本研究で使用したcell lineは以下の2つである。 COS7；monkey kidney cells

（American Type culture Collection， Manassas， VA， USA）そしてCre recomibinaseを

安定して発現しているHEK293；h㎜an embryonic kidney cells（ニCre293）である

（Maeda et al．，2003）。細胞はすべて10％色tal bo曲se㎜（㎜Biosciences， Lenex亀

KS， USA），と50 U／ml penicillin、50U／ml streptomycin（Sigma， St． Louis， MO， USA）

を加えたDMEM（Dulbecco’s modi丘ed Eagle’s medi㎜）σnvitrogen C卿．， C舳ad，

CA， USA）で維持し、370C、5％CO2下で培養した。

6一（2）．ヘルパーウィルスの作成

 本研究で使用したヘルパーウィルス（AdASw）は、 COS－TPC法を用いて作成し

た（Miyake，et al．，1996）。まず、2つの並行する10xP siteをもつpAdex－Asw－loxの

SwaI siteに、λ一phageのEcoR 7丘agment（4．6kb， nt 2087 to nt 6683）を挿入して、

アデノウイルスのパッケージングシグナルであるψをもつcosmid
pAdex－ASw－lox－4．6λを作製し、このcosmidがアデノウイルスの左側端領域の配

列をもつことを確認した。つぎに、E3領域をもつwild－typeのアデノウイルスゲ

ノムをEωπ21siteでdigestし、その0．5μgをte㎜inal protein（TP）と14．5mgの

pAdex－Asw－lox－4．6λとに嬬合させ混合した（Maeda et al．，2003）。直径60㎜のデ

ィッシュ内で、HEK293細胞と混合されたDNAをリン酸カルシウム法にてトラ

ンスフェクションした。Over nightでトランスフェクションしたのち、ディッシ

ュの細胞層を0．5％アガロースゲルを含む細胞培地で覆った。組み換えたウィル

スを標準的手法によって精製し増幅させた（Graham etal，1991）。
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6一（3）．ヘルパーウィルス依存型アデノウイルスベクター（HDAdv）の作成

 マウスfUll－length dystrophin cDNA丘agmentはプラスミドpCCL－DMD（Lee et

al．，1991）からとり、pCAGGS（Niwa et al．，1991）にligateした。このプラスミドは

pCAG－mFLdysと名付けた（Uchida et al．，2005）。 pBluescriptをbackboneとし、

inverted temlinahepeats（ITR）、ψおよびE鷹2 gθηθ（Ybshida et al．，1997）の一部を

13kbのstuf驚rとしてもつプラスミドをpPNI3と名付け、これにpCAG－mFLdys

から取り出したdystrophin発現カセットだけをligateした。さらに10アミノ酸

からなる内在性myc蛋白由来のmyc－tagオリゴヌクレオチド
（EQKLISEEDL）（Campbell et a1．，1992）をdystrophin cDNAのunique甜α1 siteに挿入

し、こうしてできたプラスミドをpPN－myc－mFLdysと名付けた。 myc－tag、

dystrop止血およびそれら周囲の配列はシークエンスで確認した。pPN－myc－mFLdys

をハb’1siteでdigestし、それをリン酸カルシウム法でCre293細胞にトランスフ

ェクションしたのち、AdAswをおよそm．o．i．（multiplicity of i㎡ヒction）3で感染さ

せ、増幅を繰り返し、最後に塩化セシウムの密度勾配法で精製した。精製され

たHDAdvの卿icle titerを260㎜の吸光度で測定し（Mi廿ereder，et al．，1996）、最終

的にvector titer 5．8×1012（virus palticles／ml）を得、これをHDAdv－myc－mFLdysと名

付けた。AdAswの混入は1％以下であった。 myc－tagと釦ll－legth dystrophinの発

現はWbstem blotting法で確認した。感染させたCOS7細胞と注射した筋肉から、

cell lysis bu銑rを用いて蛋白を抽出し、同量の蛋白をSDS－PAGEで丘actionし、

ニトロセルロース膜（Amersham Bioscience， Piscataway， NJ， USA）に転写した。

dystrophinの検出には、 rabbit polyclonal anti－dystrophin antibodyである

dystrop㎞H－300（1：100；Santa Cruz Biotec㎞ology， Santa Cruz CA， USA）を使用し、

myc－tagの検出にはmonoclonal anti－c－myc（mouse lgGI isotype）である

clonegE l O（1：50；SIGMA，USA）を使用した。 HDAdv作成の概要は図2に示す。

6一（4）．実験動物

 本研究では、先述したdkoマウスおよびwild－typeコントロールとして

C57BL／10を用いた。

 本研究で使用したdkoマウスは、 Deconinckらによって作成されたdkoマウス

を（Deconinck et al．，1997）、日本実験動物中央研究所の埜中博士、国立精神神経セ

ンターの武田博士を通して供与していただいたものである。交配にはutrophin

heterozygousマウス（utr（∫代mdx）を使用し、産まれた仔の尻尾からDNAを抽出
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し、Deconinckらと同じくマウスユートロフィンエクソン7のfbrward primer（5’

GTG AAG GAT GTC ArG AAA G 3‘）、イントロン7とPGK promoterのreverse

primerである（5’TGA AGT CCG AAA GAG ATA CC 3’）、（5’ACG AGA CTA

GTG AGA CGT GC 3’）の3つのprimerを用いたPCRにより遺伝子診断を行った

（Deconinck，et al．，1997）。 PCRは（94℃，30s；53℃，30s；720C，25s；30cycles）の条件下で

行った。

6一（5）．注射計画

 マウスは6日齢までにgenome－typhlgを行い、7日齢でdkoマウスの両上肢・

背側・両大腿・両下腿それぞれにHDAdv－myc－mFLdysを5μ1ずつ、計40μ1／1body

筋肉注射した。具体的な注射筋は両側の上腕三頭筋、大腿四頭筋、前脛骨筋

（tibialis anterior， TA）および忌敵心筋または広背筋である。注射は1回のみ行った。

注射にはマイクロシリンジ（H㎜ilton， Reno， NV；USA）と30Gl／2の針（BD

Bioscience， S㎝Jose， CA， USA）を用い、深さ1－2㎜刺入した。注射の前にマ

ウスはon iceで麻酔をした。注射後8週（9週齢時）で運動機能評価を行い、そ

の後頚椎脱臼で安楽死させ組織学的評価および筋張力測定を行った。

6一（6）．組織学的検討と免疫染色

 マウスを安楽死させた後、注射した部位の筋肉を取り出して液体窒素で凍結

した。凍結した筋肉はクリオスタットで10μmの厚さにスライスし、H．E．染色

あるいは蛍光免疫染色した。

 dystrophinの蛍光免疫染色の一次抗体は、 dystrophin H－300（1：100；Santa Cruz

Biotec㎞ology）を用い、二次抗体はAlexa 546－labeled goat Imti－rabbit

IgG（H＋L）（1：100；Molecular Probes， Eugene， OR， USA）を用いた。 myc－tagの検出に

は、clonegElO（1：50；SIGMA， USA）を一次抗体として用い、二次抗体はAlexa

488－labeled goat anti－mouse IgG（H＋L）（1：1000；Molecular Probes）を用いた。β一DG

の検出にはmouse monoclonal anti一β一dystroglycan（NCL－b－DG）（1：50；Novocastra，

：Newcastle upon Tyne， UK）を一次抗体に用い、 Alexa 488－labeled goat anti－mouse

IgG（H＋L）（1：1000；Molecular Probes）を二次抗体として用いた。α一SGの検出には

mouse monoclonal antibody anti一α一sarcog豆ycan（Adhalin）（NCL－a－SARC）（1：100；

Novocastra， Newcastle upon Tyne， UK）を一次抗体に用い、 Alexa 488－labeled goat

anti－mouse IgG（H＋L）（1：200；Molecular Probes）を二次抗体として用いた。 nNOSの
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検出には、rabbit polyclonal anti－hNOS C－te㎜inus antibodめNOS1（R－20）（1：50；Santa

Cruz Biotec㎞ology）を一次抗体として用い、二次抗体はdystrophinと同様にAlexa

546－labeled goat anti－rabbit IgG（H＋L）（1：100；Molecular Probes， Eugene， OR， USA）を

用いた。

 細胞性免疫応答反応の指標として、dystrophin発現部位におけるCD4／CD8陽

性細胞数を評価した。CD4とCD8の一次抗体には、順にrat monoclonal anti－mouse

CD4 antibody（1：20；clone RM4－5， BD Bioscience）、 rat monoclonal anti－mouse CD8

｛mtibody（1：20；clone RM4－5， BD Bioscience）を用いた。

 染色した切片は、co㎡bcal laser sca㎜ing microscope（LSM410， Carl Zeiss

Microscopy， Sena， Ge㎜any）とoptical microscope（DP70－WPCXROIympus， Tokyo，

Japan）で観察した。

 組織学的改善については下腿の筋肉で評価した。評価にはコンピュータソフ

トウェアWin ROOF（version 5．6， MITANI CORPORArlON， Japan）を使用した。

6一（7）．運動機能評価

 9週齢のマウスの運動機能を評価するためにfbotprintテストと赤外線自動セ

ンサーを利用した運動量の定量化を行った。

 Foo‡print testは縦25cm、横7cm、高さ14cmのプラスチック製の容器に1匹

ずつマウスを入れて行い、マウスが自然に歩ける環境でつま先からつま先まで

の直線距離を一歩とみなし、磁心を計測して平均の歩幅を求めた。

 運動量の定量化にはlocomotor activityを用いたが、これはautomated activity

co㎜ter（NS－ASOI；Neuroscience， Inc．， Tokyo）を使って測定した（Egashira et

al．，2005；Matsushita et aL，2005）。縦24cm、横17cm、高さ12cmの透明なアクリ

ル製の容器に1詠ずつマウスを入れ、その15cm上方にcounterを設置して、24

時間連続で計測し、1匹あたりの平均を求めた。

 寿命の評価にはKaplan－Meier成長曲線を用いた。解析はLogrank検定で行っ

た。成長評価は週齢毎の体重を測定した。

 いずれの項目もdkoマウス注射群、非注射群、 wild－typeの3っのグループで

行い、比較、検討した。

 なお、すべてのマウスは、温度（22±20C）、湿度（50±10％）が通年一定に保

たれ、12時間ごとの照明管理の元で飼育された。
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6一（8）．筋張力の測定

 筋肉の生理学的評価として筋張力を測定した。被検筋は前脛骨筋（TA）とし、

9週齢のマウスから剥離、摘出した。95％02と5％CO2で酸素化し、30℃に保

温したリンゲル液で満たしたチャンバー内へ注意深く筋肉を入れ、一方の腱を

固定し、もう一方の腱は、dual－mode servomotor system（Electronic Stimulat叫

：NIHON KOmEN， Tokyo， Japan）のレバーアームに5－0外科用シルク糸で結び付

けた。単一刺激で最大の振幅が得られる長さまで筋肉を伸展させ（optimal length；

Lo）、 tetanic fbrceを測定した。 Teta㎡c fbrceは刺激の長さ500ms、刺激の間隔は

120sとして、20、50、100、150Hzで行った。これによって得られた結果をもと

にspeci飾fbrceを求め、検討した。 Speci丘。 fbrce（S）の計算式はS（N／cm2）＝fbrce（g）

×9．8×Lo（cm）×1．06（g／cm3）×1σ3 x Mo（g）である。 Moは被検筋の重量（g）を示し、

1．069／cm3は筋肉の密度を示す（Gilbert et al．，2003；Gregorevic et al．，2006；Liu et al．，

2005；Ybshimura et al．，2004；Yhe et al．，2006）。

6一（9）．統計学的処理

 統計学的処理はtwo－fhctor analysis of variance（ANOVA）およびM㎜一Whitney’s

U検定で行った。

 統計学的有意差はP値く0．05とした。
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7．実験結果

7一（1）．HDAdv－myc－mFLdysの構造と飾IHength dystrophinの確認

 HDAdv－myc－mFLdysの構造を図3に示す。導入したdystrophinと内在する

dystrophinを区別するために、 dystrophin cDNAの塩基配列6886と6887の間に

インフレームになるようにmyc－tagを挿入した。 mAdv－myc－mFLdysを感染さ

せたCOS7細胞と、筋肉注射をしたdkoマウスの骨格筋から抽出した蛋白で

Western blo“ing解析を行った。 COS7細胞とdkqマウス骨格筋ともに正常骨格筋

で発現している内在性dystrophin蛋白と同じサイズである427kDaのバンドを認

め、さらにmyc－tag染色の結果とも一致することから、導入したfUll－length

dystrophinが’〃v”mおよび’ηv’voで発現することを確認した（図4）。

7一（2）．dystrophin導入による病理学的改善

 1週齢のdkoマウスにHDAdv－myc－mFLdysを筋肉注射し、8週後（マウスは9

週齢）に筋肉の組織学的評価を行った。DMDでは近位筋障害がとくにつよいこ

とから、両上肢・背側・両大腿・および両下腿の骨格筋をターゲットとした。

9週齢のdkoマウス前脛骨筋のH．E．染色、 dystrophin、 myc－tag、β一DG、α一SG、

nNOSの免疫染色の結果を図5に示す。 dkoマウスの切片はすべて連続切片を使

用した。コントロールとして9週齢のwild－typeの骨格筋も同様に染色を行った

（図5）。

 dkoマウス注射群では、 dystrophin陽性筋線維を認め、 wild－typeと同様に細胞

膜直下にdystrophinが局在していることを確認した。さらに同部位に一画面て

Inyc－tagも陽性であり、発現しているdystrophinが導入されたものであることを

確認した。注射した筋肉におけるdystrophinの陽性率は、注射後8週であるにも

かかわらず25．3±6．7％（n＝3）であった。さらに、注射した筋肉のみならず隣接す

る筋肉においても、わずかではあるがdystrophin陽性線維を認めた。導入した

dystrophinの発現期間を検討するために、 dkoマウスよりも長期生存可能な〃2ぬ

マウスで評価したところ、注射後13ヵ，月でもdystrophinの発現を確認すること

ができた。

 次に、dystrophin結合蛋白の一つであるβ一DGとα一SGについて、 dkoマウス

注射群ではdystrophin陽性部位と一致して両者ともに陽性線維を認めたが、 dko

マウス非注射群ではいずれも陽性線維は認めなかった。さらにrNOSについて
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も、dkoマウス注射群ではdystrophin発現部位に一致して発現の回復を認め、

wild－typeと同様に細胞膜直下に局在していた。

 改善度の指標として、筋線維の異常な壊死一再生を反映する中心核線維数で評

価したところ、dkoマウス注射群の中心側線画数は、非注射群と比較して有意に

減少していた（P＜o．03）（図6－i）。

7一（3）．HDAdv－myc－mFLdys投与による細胞性免疫反応

 細胞性免疫反応の評価は、CD4陽性T細胞数とCD8陽性T細胞数で検討した。

9週齢のwild－typeとdkoマウス注射群および非注射群の3グループで比較した

ところ、CD4陽性細胞数は、 wild－type l．0±1．2（n＝10）、 dkoマウス注射群4．1±

2．2（nニ15）、dkoマウス非注射群13．0±4．0（n＝15）であった。 CD8陽性細胞数は、

wild－type l．3±1．8（n＝15）、 dkoマウス注射群5．7±2．7（n＝15）、 dkoマウス非注射

群7．5±3．2（nニ15）であり、dkoマウス注射群は、 wild－typeよりも炎症細胞数は多

かった（CD4；P＝0．0004， CD8；Pニ0．0002）が、非注射群よりも著明に減少していた

（cD4；P＜o．ooo1， cD8；Pニ。．1548）（図6－ii）。

7一（4）．HDAdv－myc－mFLdys投与による身体的改善および寿命延長

 wild－type、 dkoマウス注射群、 dkoマウス非注射群の3つのグループについて

成長および寿命の評価を行った。

 まず、9週金時の身体的外見については、dkoマウス非注射群は小さな体躯（体

重13．8g）、顕著な脊椎後弩、筋肉の萎縮、関節の拘縮を呈しているが、 dkoマウ

ス注射群では体躯も大きく（体重21．8g）、筋萎縮、脊椎後面、関節拘縮はいずれ

も改善していた。身体的改善が得られたことで、実際の体重の差よりも体躯の

差は大きくみえる（図7）。

 dkoマウスとage－matchしたwild－typeの体重を週齢毎に測定しグラフ化したも

のを図8に示す。dkoマウス注射群とdkoマウス非注射群を比較すると、3週齢

頃より注射群の体重が非注射群より重くなり始め、以後10週齢になるまで、注

射群の方が非注射群よりも重いものの、8週齢時をピークに下降傾向にあるのは

両群とも同じであった。また、雨曇とも同誌齢のwild－typeを超えることはなか

った。

 Kaplan－Meier生存曲線では（図9）、 dkoマウス注射群と非注射群との間に有意

な差を認め、dkoマウス注射群は非注射群よりも寿命が延長していることがわか
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つた（P＜0．05）。

7一（5）．HDAdv－myc－mFLdys投与による運動機能の改善

 先述した3つのグループについて、fbotprint test、 locomotor activityで運動機能

を評価した。

 各グループのfbotprintの代表例を図10に示す。つま先からつま先までの直線

距離の平均値は、dkoマウス注鰭37．2±3．1㎜（n＝6）、面マウス非注射群27．3

±6．5㎜（n＝7）、輌ld一呼pe 525±67㎜（n＝10）であり、面マウス注射群と伽

マウス非注射群において、注射群の方で有意に距離がのびていた（P＜0．01）。ま

た、dkoマウス注射群はdkoマウス非注射群よりもケージ内で立ち上がる回数が

圧倒的に多く、面様についても、dkoマウス非注射群では、なかなか歩こうとし

ない、歩いてもwide－baseでまっすぐ歩きづらく下腹部を引きずるように歩くと

いったDMD様所見がみられるが、 dkoマウス注射群ではそれらの所見は改善し

ていた。

 赤外線自動センサーを用いて、運動量の定量化を3つのグループについて行

った（図11）。24時間連続測定した平均値は、dkoマウス注射群9643±5948回／24

時間（n＝6）、dkoマウス非注射群3859±3189回／24時間（n＝6）、 wild－type 18563

±7840回／24時間（nニ10）であり、dkoマウス注射群とdkoマウス非注射群にお

いて、注射群の方が有意に回数が多かった（P＜0．05）。

 筋肉の生理学的改善を評価するために、筋張力を測定した。被角筋は9週齢

の前脛骨筋とした。Maximal tetanic fbrceをもとに計算したspecific fbrceは、 dko

マウス注射群で0．394±0．115N／cm3（nニ4）、非注射群で0．278±0．20 N／cm3（n＝3）

であり、dkoマウス注射群で改善している傾向を認めた（Pニ0．2888）。

35



lTR CAGP fulHength dystrophin PA stuffer lTR

myc－tag

30kb

図3．HDADv－myc－mFLdysの構造

略語：ITR， inve丘ed te㎜inal repeats of adenovirus

     ψ，packaging signal

    PA， SV40 polyadenylation signal

    釦皿一length dystrophin， the murine fhll－1ength dystrophin cDNA

    CAGR the CAG promotor

    stuf飴r， a part of the murine E〃π2 gene

myc－tagはdystrophin geneの塩基配列6886と6887間に挿入している。
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麟

   （1） （2）    （1》 （2）

   dystrophin   myc・tag

C・S7［信濃鼎ed

＜一427

  220
  97

→】の

（kDa）

一E

（1）  （2）  （3）

  dystrophin

（1）wild－type

（2）dko（injected）

（3）dko（uninlected）

図4．Western bloUing解析

Left． COS7細胞から抽出した蛋白

  （レーン1）非感染COS7細胞

  （レーン2）HDAdv－myc－mFLdysを感染させたCOS7細胞

RighLマウスの骨格筋から抽出した蛋白

  （レーン1）wild－type

  （レーン2）HDAdv－myc－mFLdysを注射したdkoマウス

  （レーン3）非注射dkoマウス

dystrophinの検出にはdystrophinH－300（1：100）、 myc－tagの検出にはclonegElO（1：50）を使

用した。

HDAdv－myc－mFLdysを感染させたCOS7細胞とHDAdv－myc－mFLdysを注射したdkoマ

ウスから抽出した蛋白では、427kDaの大きさのバンドを認めた。これは、 wild－typeの

マウス骨格筋からで検出された内在性dystrophin蛋白と同じ大きさであり、完全長

dystrophinが’〃v’vo、∫ηv”roともに発現していることが確認された。
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H＆E dystrophin myc－tag β一DG α・SG nNOS

｝㌔ぎ

図5．dystrophinおよびdystrophin関連蛋白とnNOSの発現回復

上段：wild－type

中段：dkoマウス非治療群

下段：dkoマウス治療羅

列は左から順に、旺E．染色、dystrophin抗体染色（dystrophinH－300；1：100）、 myc－tag抗体

染色（clonegElO；1：50）、β一DG抗体染色（NCL－b－DG；1：50）、α一SG抗体染色（NCL－a－SARC；

1：100）、nNOS抗体染色（NOSI（R－20）；1：50）

Scale bar＝100μm

いずれも9週齢マウスの前脛骨筋（TA）である。

dystrophin染色で、 dystrophinはwild－typeでは細胞膜直下に局在しており、dkoマウス

治療群でも同様に細胞膜直下に局在している。連続切片をmyc－tag染色したところ、

dystrophin発現部位とmyc－tag発現部位は完全に一致している。さらにdystrophin関連蛋

白であるβ一DGおよびα一SGとnNOSも、 dkoマウス治療群においてdystrophin発現部

位と一致してその発現を認める。いずれもdkoマウス非治療群では発現していない。
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図6．組織学的評価．

（i）．中心核線維の減少

dkoマウス治療群では、非治療群と比較して、中心核線維数の有意な減少を認め

た（wild－type：0．51±0．34， dko非治療群：89．1±4．3， dko治療群：13．7±16．4，非治療

群㎎治療群：P＜0ρ5）。

（ii）．免疫応答反応

9週齢のwild－type、 dkoマウス治療群、 dkoマウス非治療群の筋肉におけるCD4

陽性細胞数とCD8陽性細胞数のデータを示す。 dkoマウス治療群では、非治療

群と比較して、いずれの陽性細胞数も著明に少ないことがわかる。
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図7．mADv－myc－mFLysによってもたらされた身体的改善

治療したdkoマウスと治療していないdkoマウスを同週齢（9週齢）で比較する

と、dkoマウス非注射群は小さな体躯、顕著な脊椎後弩、筋肉の萎縮、関節の拘

縮を呈しているが、dkoマウス注射群では体躯も大きく、筋萎縮、脊椎後弩、関

節拘縮はいずれも改善していた。

呈示しているマウスの体重は、非注射dkoマウスが13．8g、注射dkoマウスが21．8g

であった。

形態的改善が得られたことで、実際の体重の差よりも体躯の差は大きくみえる。
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 Weight

 （grams）

  25

  20                     一●一

                            wild－type

  15                         （n＝10）

                             十
                            inlected dko
  10
                            （n＝4’》10）

                             十

                            dko（n＝4’》8）
      2   4   6   8   10

                          Age（weeks）

図8．マウスの体重の推移

●：wild－type（2w：6．6±0．3，4w：12．6±1．0，6w：19．2±2．1，8w：20．6±2．9，10w：22．6

±1．6）9

▲：dkoマウス治療群（2w：6．3±1．1，4w：9．4±2．2，6w：14．1±1．g，8w：17．0±2．1，

 10w：17．6±3．6）g

■：dkoマウス非治療群（2w：5．3±1．3，4w：8．7±2．6，6w：13．3±2．3，8w：15．g±3．0，

 10w：15。6±2．2）g

dkoマウス治療群と非治療群との各測定ポイントでのP値は、2w－0．1198，

4w－0．2614，6w－0．6985，8w－0．425，10w－0．2482

dkoマウス治療群は、非治療群よりも体重は重い傾向にあるが、 wild－typeは超え

なかった。
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図9．Kaplan－Meier生存曲線

一一一 Fwild－type（nニ10）

●：dkoマウス治療群（nニ18）

凹：dkoマウス非治療群（n＝33）

dkoマウス治療群は非治療群と比較して、有意に寿命が長いことがわかる

（P＜0．05）。
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図10．Footprintテスト

代表的なパターンを示す。

レーン左側よりwild－type、 dkoマウス非治療群、 dkoマウス治療群

dkoマウス非治療群は、歩幅がせまくwide－baseで、下腹部に付着したインクも

プリント紙上についており、下腹部を引きずるような歩様が伺える。一方、dko

マウス治療群では歩幅も大きくなり、歩様の改善がみられる。

歩幅はつま先からつま先までを一歩として測定している（湖中矢印）。

■・輌1晦P・（52．5±67）㎜

1避：面マウス非治麟（27．3±6．5）㎜

□：面マウス治麟（37．2±3．1）㎜

dkoマウス治療群は、非治療群と比較して、有意に歩幅が大きいことがわかる

（P＜0．01）。
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図U．Locomotor activity

■：wild－type（18563±7840）回／24時間

璽：dkoマウス非治療群（3858±3189）回／24時間

□：dkoマウス治療群（9642±5947）回／24時間

dkoマウス治療群は、非治療群と比較して、有意に運動量が多いことがわかる

（P＜0。05）。
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8．考察

8一（1）．HDAdvによるdkoマウスへの完全長dystrophinの導入

 完全長dystrophinの局所的導入による治療効果を、 dkoマウスを用いて病理学

的観点および運動機能を含む身体的観点から評価し、有効性を確認した。

 今回私はヒトへの応用にあたり、遺伝子治療の効果を病理学的観点のみなら

ず症状の改善度で評価する必要があると考え、DMDにきわめて類似した症状を

呈するdkoマウスを用いた。これまでにdkoマウスを用いた研究で、 AAvを用

いた血管内投与による全身への短縮型dystrophin導入により良好な結果が得ら

れたという報告がある（Gregorevic et al．，2006）。しかしながら、マウスよりも大型

のモデル動物である筋ジストロフィー犬にmesoangioblast stem cellを用いて短縮

型dystrophinを導入した研究では、必ずしも満足のいく結果ではなかった

（Sampaolesi et al．，2006）。発見から約20年が経過した今日でもdystrophin遺伝子

の機能はいまだ完全には解明されていないことからも、完全長のdystrophinを導

入することがきわめて重要であることが考えられる。先に報告した内田らの結

果から、DMDで最もつよく障害される骨格筋へのHDAdvの直接的なアプロー

チの安全性は保たれていると考え、14kbという巨大な完全長dystrophin cDNAを

すべてパッケージングしたHDAdvの筋肉注射による完全長dystrophinの導入を

行った。

8一（2）．dystrophin発現による病理学的改善

 完全長dystrophinを発現するHDAdv－myc－mFLdysを1週齢のdkoマウスの骨

格筋に局所的に注入し、8週間後にdystrophinが発現していることを確認した。

dystrophin陽性線維はモザイク状に確認されたが、下腿筋断面におけるdystrophin

の発現率は、1回投与にもかかわらず平均25％であった。過去の報告によると、

完全長dystrophinを〃7礁マウスに導入した場合、30％の発現率で部分的ではある

が病理学的改善が得られたのに対し（Phelps et al．，1995）、短縮型dystrophinを20％

発現させた場合は形態学的改善は得られなかった（Liu et al．，2005）。25％の発現率

でdkoマウスの病理学的改善および身体的改善が得られたという今回の結果は、

短縮型dystrophinよりも完全長dystrophinが、病理学的にも機能的改善にもより

効果的であるという可能性を示唆する。また導入したdystrophinは、注射をした

筋のみならず、わずかではあるが隣接する筋でも発現を認めた。これは、幼若
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なdkoマウスに注射をしているため、筋線維間の隔壁の脆弱性や注射する際の

圧力によってウィルス液が周囲へ漏出したことが一因と考えられる。このこと

は、筋肉注射という局所的投与にもかかわらず全身的な改善が得られた今回の

結果を支持するものといえる。さらに、dystrophin発現部位に一致して、β一DG

やα一SGといったdystrophin結合蛋白やnNOSの発現も回復しており、導入され

たdystrophinが機能的に有効であることが組織学的に確認された。 hNOSは、

DMD患者や繍マウスでは筋線維膜にみられないことがわかっている（Bre㎜㎝

et al．，1995）。 nNOSは、運動している筋肉において血管収縮神経の反応を鈍らせ

て血液の流れを調節していると考えられており、hNOSの欠損はdystrophicな病

理変化に影響を及ぼすことが報告されている（Sander et al．，2000；Thomas et

al．，1998；Chang et al．，1996）。平滑筋にのみヒト完全長dystrophinを発現する

transgenic〃2ぬマウス（SMTg／mdxマウス）による研究でも、 SMTg／mdxマウスは

hNOS発現が回復すると同時に、血清CK値の低下を認めた（Ito et al．，2006）。先に

記した組み換え型AAvを用いて短縮型dystrophinを導入した研究では、 hNOS

の発現回復が得られなかったのに対し（YUe et al．，2006）、完全長dys伽phinを導入

した今回の研究ではdystrophin発現部位に一致してhNOSの発現が回復したこと

は注目すべきことであり、完全長dystrophinの発現によるnNOSの回復が良好な

結果をもたらす一因となった可能性がある。本研究の結果は、先述した

SMTg／mdxマウスの結果とともに、いまだ完全には果たされていないdystrophin

の機能解明やhNOSを介したdystrophinの役割を示唆するものといえる。

 正常な筋線維は多角形で大きさはほぼ均一であり、核は辺縁に存在している

が、少なくとも1サイクルの壊死一再生過程を終えた筋線維は中心に核をもつ。

DMDの特徴ともいえる中心核線維の増加は、病的な壊死一再生が起こっている

ことを示している。中心核線維数を病理学的改善度の指標として評価したとこ

ろ、dkoマウス治療群は、非治療群と比較して有意に中心核線維数は減少してお

り（P＜0．05）、導入されたdystrophinによって筋線維の壊死一再生が効果的にさまた

げられ、筋線維の正常化が得られたと考えられた。つまり、今回行った方法に

よって筋線維の変性、壊死というDMDの本質的な病変を根本的に治療しうるこ

とが示唆された。

 また、HDAdv－myc－mFLdysによる細胞性免疫反応をcD4陽性T細胞とcD8

陽性T細胞の浸潤で検討した結果、dkoマウス治療群ではwild－typeよりもいず

れの陽性細胞数も多く、dkoマウス非治療群よりも少なかった。この結果から
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HDAdv－myc－mFLdysによって免疫反応が惹起されることが否定はできないが、

dkoマウス非治療群で自然に起こってくるdystrophicな変化に伴うT細胞活性化

（Spencer et．al．，2001）を超えることはなく、むしろ病理学的改善によってそれらの

活性化を抑制している可能性が考えられた。免疫応答反応を抑えることは、よ

りよい発現効率やより長期の発現に影響すると考えられ、今後免疫抑制剤の併

用などを検討していく必要がある。発現期間については、これまでに、アデノ

ウイルスベクターにより導入された完全長dystrophinが〃2砒マウスで5ヵ月間

発現し続けたという報告があるが（Gilchrist et al．，2002）、今回の研究では、〃7ぬマ

ウスへの1回のHDAdv－myc－mFLdys投与で、13ヵ，月間の発現を確認することが

できた。内田らの報告で、dystrophin発現HDAdvは筋肉注射による反復投与が

可能であり、かつそれを行うことにより、dystrophinの発現量が増加することが

確認されており、その方法を用いることでより高い発現率と長期発現の可能性

が期待される。

8一（3）．dystrophin発現による体重増加および寿命の延長

 dkoマウス治療群では、筋萎縮、脊椎変形、関節拘縮が明らかに改善していた。

また週三二に測定した体重では、有意差はなかったものの、dkoマウス治療群が

非治療群より重い傾向を認めた。体重増加の原因としては、組織学的改善によ

って増えた筋肉の重量が体重に反映されたことや、脊椎変形、関節拘縮が改善

するごとで餌や水への到達が容易になるなど摂食状況の改善などが考えられた。

 さらに、dkoマウス治療群において非治療群よりも有意に寿命が延長していた

（P＜0．05）。dkoマウスの死亡原因は1）MDと同様におもに心不全や呼吸不全と考

えられている。本研究では、心機能や呼吸機能に直接影響を及ぼす筋肉への

dystrophin導入は試みていないにもかかわらず寿命が延長する傾向を認めており、

これは着目すべきことといえる。その原因は私にも十分は分かっていないが、

摂食状況の改善がその一因として考えられた。

8一（4）．dystrophin発現がもたらす運動機能改善

 dkoマウス非治療群は、6週齢になる頃からケージ内を動き回ったり立ち上が

ることが著明に減り、開脚、wide－baseで下腹部を引きずるようにして歩いてい

るのに対し、dkoマウス治療群ではそれらの所見は改善していた。運動量を定量

化するために、まずfbotprintテストによる解析を行ったところ、 dkoマウス治療
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群は非治療群よりも有意に歩幅が拡大していた（P＜0．Ol）。また、足跡から歩様の

改善も確認された。これは、四肢や体幹の筋肉の機能が改善したことを示唆す

ると考えられ、病理学的結果と矛盾しない。さらに赤外線自動センサーの結果

からも運動量の有意な増加を認め（P＜0．05）、今回のように四肢・体幹への筋肉注

射であっても、複数箇所に行うことで全身的な運動機能が改善するととが確認

された。実際の筋力を評価するために行った筋張力測定でもdkoマウス治療群

は非治療群よりも筋張力がつよい傾向を認め、個々の筋肉の張力改善が全身的

な運動機能改善につながったと考えられた。

8一（5）．HDAdvによる完全長dystrophin導入の可能性と課題

 本研究でHDAdvによる完全長dystrophin導入がもたらした病理学的および臨

床的改善は、様々な可能性を示唆している。完全長dystrophinを導入することで、

短縮型dystrophinでは得られなかったhNOS発現回復が得られた点や、25％とい

う導入率で病理学的改善および生理機能的な改善が得られた点は、dystrophinの

いまだ解明されていない未知の機能を示唆しており、完全長dystrophin導入の重

要性を示している。また、HDAdvを用いて完全長dystrophinを導入することで

得られた組織学的改善によって、dystrophicな筋肉で自然に起こるT細胞活性化

を抑える効果が示された。dystrophin導入のアプローチ方法についても、筋肉注

射という局所的導入であっても、複数箇所に行うことで全身的な改善が得られ

ることが示され、mAdvによる完全長dystrophin導入は、 DMDの有効な治療方

法となりうると考えられた。

 今後の課題として、導入効率や発現期間、また心筋や呼吸筋、消化管の筋肉

といった生命予後に大きな影響を及ぼす部分での検討は必要不可欠である。導

入効率や発現期間に関しては、先述したように反復投与によりある程度の効果

が期待されるが、より高い効果を得るために免疫抑制剤や組織内での浸透性を

高めるための補助剤などの併用も検討する必要があるだろう。また、骨格筋以

外の臓器への導入については、筋肉注射という直接的な導入方法だけではなく、

腹腔内投与や血管内投与などによる全身への導入も検討していく必要がある。

さらに治療時期についても、幼若期のみならず若年期以降について検討を行う

必要がある。これらの課題について検討を重ね、より有効で安全な治療方法の

実現を目指していく。
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9．結語

 本研究で私は、筋肉注射で完全長dystrophinをi導入することで、病理学的改善

だけでなく臨床症状の改善を得ることに成功した。このことは筋肉注射という

局所的治療でも、DMDの症状を軽減し失われた機能を補う治療になりうること

を示唆しており、HDAdvによる完全長dystrophin導入は、 DMDの有効な治療方

法となりうると考えられた。

 今後、さまざまなアプローチによる研究によって、DMDの根本的治療の確立

が実現することを切に望み、本研究がその一端を担えることを期待する。
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