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学他論文の内容要旨

CDP・ribitol prodrug treatment ameliorates ISP.])-deficient muscular 

dystrophy mouse model 

CDP・リビドールプロドラッグ治療は

l況む欠損筋ジストロフィーマウスモデルを改善する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

脳神経内科学

（指導教員：松本理器教授）

徳岡秀紀

＜序論＞

筋ジストロフィーは骨格筋線維が壊死再生を繰り返し、筋力低下や筋萎縮が進行する遺伝

性疾患群である。筋ジストロフィーの一部は、ジストロフィン糖タンパク複合体と呼ばれる

細胞膜と細胞骨格を連結する構造体に関わる遺伝子の異常が原因で発症することが知られて

いる。中でもジストログリカン (DG)異常症は、ジストロフィン糠タンパク複合体の中心

に位置する DGの糖鎖異常によって生じる筋ジストロフィーの総称で、んkutihを原因遺伝

子とする福山型先天性筋ジストロフィーが代表的であるが、いずれも有効な治療薬が開発さ

れていない、9

DG糖鎖にはリピトールリン酸と呼ばれる特異的な修飾構造が含まれており、リビトール

リン酸が欠失すると、 DG糖鎖が最後まで伸長できず、 DGと基底膜問の結合力が低下して

筋細胞が脆弱化することでDG異常症の原因になると考えられている。 DG粧鎖のリピトー

ルリン酸修飾に関わる遺伝子として、現在までにんkutiか nrllP(1J，Kutia・mlated

四 t函以 I邸1)aSO肛 oid砂mhase必main・onほiai偲・prot曲）の3種類が同定されて

おり、 ISPD はシチジン三リン酸とリピトール 5 リン酸からシチジンニリン酸•リピトール

(CDP・Rbo)を生合成する酵素、 fukutinやFl{RPはCDP・Rboを基質としてDG粧鎖にリ

ビトールリン酸を付加する酵素であることが試験管内で示されている。また、欧米を中心に

I殴)})遺伝子の常染色体潜性変異によってWalkerWa,b匹 g症候群やmuscle-eye・b,ain病と

いった中枢神経異常を伴う筋ジストロフィーや肢帯型筋ジストロフィーを発症することが報

告されているが、生体筋組織においてIPSDの異常が筋ジストロフィー発症に直結する DG

糖鎖異常を引き起こすという証拠はない。 I殴3})欠損に伴う筋ジストロフィーモデルマウス

を確立すること、およびその疾患モデルを用いて18P})遺伝子異常に伴う筋ジストロフィー

に対する有効な治療薬候補を開発することを本研究の目的とした。

く方法＞

l疫む欠損を伴う疾患モデルを確立するため、 Myf5・Creを用いた筋特異的lspd欠損マウ

ス（コンディショナルノックアウトマウス）を作出した。以下、 lspcf>如x ：収成双沢忍(•)を

WT.、 IS成＇叫：初命•O忍(+)を Het、 lspや西：知ぉ•Cre"'(＋)を cKO と表記する。 cKO
について体重や握力、血清クレアチニンキナーゼ (CK)値の解析を行った。 12週齢までの

マウスについて液体クロマトグラフィー質量分析を用いた筋肉中CDP・Rbo濃度測定、ウェ

スタンプロットを用いた骨格筋DG糖鎖の生化学的解析、免疫染色やHE染色を用いた病理

学的解析を行い、それぞれWTやHetと比較した。 4週齢のcKOに対して、ヒト I殴む遺

伝子を粗み込んだアデノ随伴ウイルス (AAV)ベクターを2.0XlO"vector genome静脈注

射し、体重、握力、筋肉中 CDP・Rbo濃度、 DG糖鎖及び筋ジストロフィー病理の改善につ

いて評価した。

次に膜透過性や安定性向上を目的とした CDP・Rboのプロドラッグ化合物を複数作製し、

l況も欠損HEl{293細胞にて糖鎖回復活性を評価するとともに、 cKOに対して筋肉注射



(O.lM tibialis anterio, 40 pl, calf 60 μI)を行い糖鎖回復活性および毒性を評価した。明ら

かな壽性を認めず、糖鎖回復活性が高かったテトラアセチル体（TetA)およびCDP・Rboを

4週齢のcKOに3週間繰り返し筋肉注射し、長期局所投与による病態改善効果を生理食塩水

（生食）注射群と比較した。最後に181も変異を持つ2人の患者由来の皮膚線維芽細胞に対

して、 200μMのTetAおよびCDP・Rboを蹄加し、糖鎖回復活性を比較した。いずれも

GmphPad Pcism v.8.20を用いて統計解析を行った．

く結果＞

cKOはWT、Hetと比較して4週齢より握力が低く、体重も低下しており、有意な CK値

上昇を認めた．また、 20週齢までに約8割の個体が死亡した。筋肉中CDP・Rbo濃度は

WT、Het、cKOの順に低下した。 cKOは骨格筋DG糖鎖の伸長不全と基底膜ラミニンとの

結合活性低下を認め、筋病理では壊死再生や中心核線維の増加、筋線維の大小不同、結合組

織の増加などの典型的な筋ジストロフィー病理を示した。

AAVを投与した遺伝子治療群では、 cKOと比較して 12週齢で体重および握力の増加と

CK値の低下を認めた。筋肉中CDP・Rbo濃度は増加し、 DG糖鎖の回復および筋ジストロフ

ィー病理の改善を認め｀発症後のcKOであっても遺伝子治療により筋ジストロフィー症状

が改善することが示された．

次にJ殴lJ欠損HEK細胞を用いて 10種類のCDP・Rboプロドラッグの活性を評価したと

ころ、 TetAを含むいくつかのアシル化化合物およびピロリン酸保護化合物では、 CDP・Rbo

より高い糖鎖回復活性を認めた。しかし、マウスヘの筋肉注射ではTetA以外の化合物では

毒性を認めたため、長期局所投与実験にはTetAを用いることにした。プロドラッグの長期

局所投与実験で比生食を注射した群と比ぺて、 CDP・Rbo群、 TetA群ともに壊死線維の減

少を認めたが、再生線維およびマクロファージ浸潤はTetA群のみ有意な低下を認め、結合

紐織浸潤はCDP・Rbo群と比較してTetA群で有意な改善を認めた。

最後に1況lJ変異を伴う患者由来ヒト線維芽細胞に対するプロドラッグ添加実験では、

CDP・Rboと比較してTetAでは有意な糖鎖回復を認めた。

く考察＞

本研究によって、 ISPDの機能不全により筋肉中CDP・Rbo濃度が低下することが示さ

れ、哺乳類の骨格筋細胞においてISPDがCDP・Rbo合成の主体を担っていることが示唆さ

れた。また骨格筋における ISPDの機能不全によって、 DG糖鎖の伸長不全が生じ、重度の

筋ジストロフィー症状が生じることを示した。

AAVベクターを用いた遺伝子治療は、機能喪失変異を伴う単一遺伝性疾患に対する有望な

新規モダリティである。本研究ではAAVを用いた遺伝子治療により、モデルマウスの筋ジ

ストロフィー症状が発症後でも改善することを示した。しかし、 AAVペククーには高用量投

与による肝障害や成人における中和抗体の存在など問題点も数多く残されている。

今回我々はISPDがCDP・Rbo合成を担っている酵素であることに着目し、 ISPD機能不

全の病態に対して、低分子治療薬である CDP・Rbo補充療法の有効性を証明することを試み

た。しかし、 CDP・Rboは多くの水酸基並びにピロリン酸を有し、生体内安定性および骨格

筋細胞内へのデリパリー効率が低いと予想されたため、プロドラッグの開発を行った。特に

TetAは長期局所投与にて、同濃度のCDP・Rboよりも筋ジストロフィー病熊により優れた治

療効果を認めており、これは主に水酸基の修飾によってTetAの膜透過性が向上した効果に

よると考えられる。 ・ 

CDP・Rbo補充療法はISPD機能不全の病態に対して有効であることが示唆されたが、こ

の補充療法を効率的かつ安全に行うことができれば、 I8P})遺伝子異常のみならず、福山型

先天性筋ジストロフィーなどの CDP・Rboを基質とする酵素の機能低下に伴う疾患の治療に

も応用できる可能性があり、今後更なるドラッグデリバリーシステム (DDS)の向上が必要

と考えられる。

く結語＞

本研究ではI＄ンD欠損に伴う筋ジストロフィーの疾患モデルマウスを確立し、マウスに対

するAAVを用いた遺伝子治療およびCDP・Rboプロドラッグによる低分子治療が有効である

ことを示した。 CDP・Rbo補充療法の実用化に向けて、さらにDDSを向上させていく必要が

ある．
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＜序論＞

ジストログリカン (DG)異常症は、ジストロフィン粧タンパク複合体の中心に位恒する DGの

蒻異常によって生じる筋ジストロフィーの認称で、有効な治療薬がない。OG糖鎖にはリピ トー

ルリン酸と呼ばれる特異的な修飾構造が含まれており、リピトールリン酸修飾異常ではDG紺鎖の

伸長が不完全となり、 DG異常症の郎因になる。DG糖鎖のリビトールリン酸修飾には3つの酵索

が関わっており、 lSPDはfuku血やFIqむがDG栂鎖にリビトールリン酸を付加する際に、基質

となる CDP・リビトール (CDP・Rbo)を生合成する酵素であることがillI，，．troで示されている。ま

た、 ISPD遺伝子の常染色（本治性変異によってWalke1-Warbut-g症候群などの直症先天性筋ジスト

ロフィーを発症することが報告されている。JSP.D欠損に伴う筋ジストロフィーモデルマウスを確

立すること、およびその疾患モデルを用いて ISPD遺伝子異常に伴う筋ジストロフィーに対する有

効な治療薬を開発することを目的と した。

く方法 ・結果＞

JSPD欠損を伴う疾患モデルを確立するため、 Myf5・Creを用いた筋特異的Ispd欠損マウス（コ

ンディショナルノックアウトマウス）を作出した。 以下、 lspd如駈：M只'5·C1吟1(•)を WT、 Ispdb,J+ :

My印•C,-e"'(＋)を Het、 Jspdlox/lox: MyflJ・Cr,!{l(＋）をck0と表記する。 ck0はWT、Hetと比較し

て4週齢より掘力や体直が低く、血消クレアチニンキナーゼ (CK)値上昇を認めた。また、 20週

齢までに約8劉の個体が死亡した。液体クロマトグラフィー質祉分析を用いた筋肉中CDP・Rbo濃

度測定ではWT、Het、cKOの類に濃度が低下した。ウェスタンプロットを用いた竹格筋DG紺鎖

の生化学的解析では、 cKOは粧鋲の伸長不全および基底膜ラミニンとの結合活性低下を認め、搭理

学的解析では壊死再生など典型的な筋ジストロフィー病理を示した。以上からcKOはISPD欠損

に伴う筋ジストロフィーモデルマウスとなると考えた。

次に4週齢のcKOに対して、ヒト fSPD遠伝子を組み込んだアデノ随伴ウイルス (MV)ベク

ターを2.0X 1012vector genome静脈注射し、AAVによる遺伝子治療を試みた。遺伝子治療群では、

cKOと比較して 12週齢で体瓜および握力の増加と CK領の低下を認めた。DG糖鋭の回復およぴ

筋ジストロフィー病理の改善を認め、発症後のcKOであっても遺伝子治療により筋ジストロフィ

ー症状が改善することが示された。

さらに低分子化合物による治療を試みるため、 CDP・Rboのプロドラッグ化合物を 10種類作製

し、 ISPD欠禎HEI<293細胞にて粧鎖回復活性を評価するとともに、 cKOに対して筋肉注射を行

い糖鋲回復活性および喜性を評価した。明らかな茄性を認めず、紺鎖回復活性が高かったテトラア

セチル体（TotA)およびCDP・Rboを4週齢のcKOに繰り返し筋肉注射し、長期局所投与による

病態改善効果を比較したところ、生食群と比べて、 CDP・Rbo群、 TctA群ともに壊死線維の減少を

認めたが、再生線維は'fetA群のみ有意な低下を認め、結合組織浸憫はCDP・Rbo群と比較して1'etA

詳で有意な改善を認めた。

最後に ISPD変呉を持つ 2人の患者由来の皮廣線維芽細胞に対して、 20~の 1'etA および

CDP・Rboを振加し、糖鎖回復活性を比較したところ、 CDP・Rboと比餃して'l'etAでは有意な焼鎖

回復を認めた。

く考察＞

本研究ではISPDの機能不全により筋肉中 CDP・Rbo浪度が低下し、 1't格筋DG粧鎖の伸長不全

によって重度の筋ジストロフィー症状が生じることが示唆された。また、 AAVを用いた遺伝子治療

により、モデルマウスの筋ジストロフィー症状が改善することを示した。さらにISPDがCDP・Rbo

合成を担っている酵素であることに培目し、 ISPD機能不全の病態に対して、 CDP・Rboプロドラッ

グによる局所補充療法が有効であることを示した。この補充療法を効率的かつ安全に行うことがで

きれば、 ISPD遺伝子異常に伴う DG異常症のみならず、福山型先天性筋ジストロフィーなどの

CDP・Rboを基質とする酵素の牒能低下に伴う疾患の治療にも応用できる可能性があり、今後更な

るドラ ッグデリパリーシステムの向上が必要と考えられる。



く結語＞

CDP・Rboプロドラッグ治療1:t!SPD欠損筋ジストロフィーマウスモデルの病能を改善し、 IPSD

遺伝子異常に伴う DG異常症の治療薬となる可能性がある。

本研究9ま｀従来治級知）なかった ISPD欠損筋ジストロフィーに対して、追伝子治板や低分千化合物
による治9紀のnfi砒l：に言及する世界で初めての研究成果である，，学術的かつ臨床的にも非常に意義のあ

る研究成果と点えるr

よって、本研究れは， 1県l:（医学）の学位を得る貨格があると詔める。
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