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(57) Abstract: Disclosed i s a drug which efficiently allows skipping of the 53rd exon in the human dystrophin gene. Disclosed i s
an oligomer which makes possible sKipping of the 53rd exon of the human dystrophin gene.

(57) 要 約 ： 本 発 明 は、 ヒ トジス トロフ ィ ン遺 伝 子 の 第 53 番 目の ェ ク ソンを高 効 率 にスキ ッ ピング させ る
薬 剤 を提 供 す る ことを 目的 とす る。 本 発 明 は、 ヒ トジス トロ フ ィ ン遺 伝 子 の 第 53 番 目の ェ ク ソ ンの ス
キ ッ ピング を可能 にす るオ リゴマー を提供 す る。
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明 細 書

発明の名称

ア ンチセ ンス核酸

技術分野

本発明は、ヒ トジス トロフィン遺伝子の第 53 番 目のェクソンのスキ ッピングを

可能にす るアンチセンスオ リゴマー及び該オ リゴマーを含む医薬組成物に関する。

背景技術

デュシェンヌ型筋ジス トロフィー （DMD) は出生男子約 3，500人に 1人が発症す る

最 も頻度の高レ、遺伝性進行性筋萎縮症である。乳幼児期には正常のヒ トとほ とん ど

変わ らない運動機能を示すが、4〜 5歳頃か ら筋力低下がみ られる。その後筋力低下

は進行 し12歳頃までに歩行不能にな り、20歳代で心不全または呼吸器不全により死

に至る重篤な疾患である。現在、D に対す る有効な治療法はな く、新たな治療薬

の開発が強 く求め られている。

DMDはジス トロフ ィン遺伝子の変異が原因であることが知 られている。 ジス トロ

フ ィン遺伝子はX染色体に存在 し、220万塩基対のDNAか ら成 る巨大な遺伝子である。

DNAか らm A前駆体に転写 され、 さらにスプライシングによりイ ン トロンが除かれ

79のェ クソンが結合 したmRNAが合成 され る。 このmRNAか ら3，685のア ミノ酸に翻訳

され、ジス トロフィンタンパ ク質が生成 され る。ジス トロフィンタンパ ク質は筋細

胞の膜安定性の維持に関与 してお り、筋細胞 を壊れに くくするために必要である。

DMD患者のジス ト口フ ィン遺伝子は変異を有す るため、筋細胞において機能 を有す

るジス トロフ ィン タンパ ク質が殆 ど発現 されない。そのため、DMD患者体内では、

筋細胞の構造を維持できな くな り、多量のカルシウムイオンが筋細胞内に流れ込む。

その結果、炎症に似た反応が生 じ、線維化が進むために筋細胞が再生 され にくくな

る。

ベ ッカー型筋ジス トロフ ィー （B ) もジス トロフ ィン遺伝子の変異が原因であ

るが、その症状は筋萎縮 による筋力低下を呈す るものの一般にDMD と比較 して軽 く、
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筋力低下の進行 も遅 く、多 くの場合、成人期に発症す る。D とBMD との臨床症状の

違いは、変異によ りジス トロフィンのmR Aがジス トロフィンタンパク質へ と翻訳 さ

れ る際のア ミノ酸読み取 り枠が破'壊 され る力 あるいは維持 され るかによるもの と

考えられている （非特許文献 1) 。つま り、D では、ア ミノ酸読み取 り枠がずれ る

変異を有す ることによ り、機能を持つジス トロフィンタンパ ク質がほ とん ど発現 し

ないが、B では変異によりェ ク ソンの一部は欠失 しているが、ア ミノ酸読み取 り

枠は維持 されているために不完全なが らも機能を有す るジス トロフ ィ ンタンパ ク

質が産生 され る。

D の治療法 として 、エ タ ソンス キ ッピン グ法が期待 されてい る。 この方法は、

スプライシ ン グを改変することでジス トロフ ィンの mRNA のア ミノ酸読み取 り枠を

修復 し、部分的に機能を回復 したジス トロフ ィン タ ンパ ク質 の発現を誘導す る方法

である （非特許文献 2) 。エ タソンス キ ッピングの対象 となるア ミノ酸配列部分は

失われ ることになる。そのためこの治療で発現 され るジス トロフィンタンパ ク質は

正常の もの よ り短 くなるが、ア ミノ酸読み取 り枠が維持 され るために筋細胞 を安定

化す る機能が部分的に保持 され る。従って、ェクソンスキ ッピングにより、DMD は、

よ り軽症の B と同 じよ うな症状 を呈す るよ うになると期待 されてい る。ェ ク ソン

スキッピング法は、マ ウスゃィヌによる動物実験 を経て、ヒ トD 患者 に対す る臨

床試験が行われている。

エ タソンス キッピングは、5，若 しくは 3，ス プライス部位のいずれか若 しくは

両方、又はェ クソンの内部を標的 とす るァンチセ ンス核酸の結合によ り誘導す るこ

とができる。エタソンは両方のスプライス部位がスプライ ソソーム複合体によって

認識 された場合のみ mRNA に包含 され る。従って、スプ ライ ス部位 をア ンチセ ンス

核酸でタ一ゲ ッテ ィングす ることによ り、エ タソンス キッピングを誘導す ることが

できる。また、ェ クソンがスプライシングの機構 に認識 され るためにはェ クソンス

プライシングェンハンサー （ESE) への SR タンパ ク質の結合が必要であると考え ら

れてお り、ESE をターゲ ッテ ィングす ることでもエタソンのスキ ッピングを誘導す

る こ とがで き る。

ジス トロフィン遺伝子の変異は D 患者によつて異なるため、遺伝子変異の場所

や種類に応 じたアンチセ ンス核酸が必要になる。これまでに、西オー ス トラ リア大
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学の Steve Wi 1ton らによって 79個全てのェ クソンに対 してェクソンスキ ッピング

を誘導す るア ンチセ ンス核酸が作製 され てお り （非特許文献 3) 、オ ランダの

Annemieke Aartsma-Rus らによって 39 種類のェ クソンに対 してエタ ソンス キッピ

ングを誘導す るア ンチセ ンス核酸が作 られている （非特許文献 4) 。

全 DMD 患者の 8%程度は、第 53 番 目のェ クソン （以下、 「ェ クソン 53」とい う）

をスキ ッピングす ることで治療可能 と考えられている。近年では、ジス トロフィン

遺伝子のエ タソン 53 をエタソンス キッピングのターゲ ッ トとした研究について、

複数の研究機関か ら報告がなされている （特許文献 1〜4 ；非特許文献 5) 。 しか し

なが ら、ェクソン 53 を高効率にス キッピングさせ る技術は、いまだに確立 されて

いない。

特許文献 1 国際公開公報 W0 2006/000057

特許文献 国際公開公報 W0 2004/048570

特許文献 3 米国特許公開公報 US 2010/0168212

特許文献 4 国際公開公報 2010/048586

非特許文献 1 Monaco A. P. e t al. , Genomics 1988 ; 2 : p. 90-95

非特許文献 Matsuo M. , Brain Dev 1996 ; 18 : p. 167-172

非特許文献 3 Wi l ton S. D. , e t al. , Molecular Therapy 2007 : 15 : p.

1288-96

非特許文献 4 Annemieke Aartsma-Rus et al. , (2002) Neuromuscular

Disorders 12 : S71-S77

非特許文献 5 Linda J. Popplewel l e t al. , (2010) Neuromuscular

Disorders , vol. 0, no. 2, p. 102-10

発明の開示

上記のよ うな状況にぉレ、て、ジス トロフィン遺伝子のェ クソン 53 のスキ ッピン

グを強 く誘導す るアンチセ ンスオ リゴマ ー 及びそのオ リゴマ ー を含む筋 ジス トロ

フィ一治療薬が望まれている。

本発明者 らは、ジス トロフ ィン遺伝子の構造 を詳細に研究 した結果、ジ ス ト口
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