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申請品及び関連化合物の名称と構造式 
NS-065/NCNP-01 及び関連化合物の名称 由来 

［一般的名称］ビルトラルセン 
［化合物名］ 

all-P-ambo-[2',3'-Azanediyl-P,2',3'-trideoxy-P-(dimethylamino)- 
2',3'-seco](2'-N→5')(CCTCCGGTTC TGAAGGTGTT C)  

［分子式］C244H381N113O88P20 
［分子量］6924.82 
［化学構造式］ 

B(n)：5'末端から n 番目の塩基（ただし B(21)は 21 番目の塩基を示す） 
塩基配列：CCTCCGGTTC TGAAGGTGTT C 

 

原薬 

［略号］IM1 
［構造の特徴（分子量）］ 

（ ） 
（ ） 

（ ） 
（ ） 

不純物 

［略号］IM2 
［構造の特徴（分子量）］ 

, （ ） 
, （ ） 
, （ ） 
, （ ） 

不純物 

［略号］IM3 
［構造の特徴（分子量）］ 

（ ） 
（ ） 

不純物 

［略号］IM4 
［構造の特徴（分子量）］ 

（ ） 
（ ） 

, （ ） 

不純物 

［略号］IM5 
［構造の特徴（分子量）］ 

（ ） 
（ ） 

不純物 
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2.6.1 緒言 

ビルトラルセンは、国立研究開発法人国立精神・神経医療研究センター（NCNP）と日本新薬株

式会社により、デュシェンヌ型筋ジスロトフィー（DMD）に対する治療薬として開発されたモル

ホリノ構造を有するアンチセンス核酸である。 

 

2.6.1.1 デュシェンヌ型筋ジスロトフィー（DMD）とジストロフィン 

DMD は、ジストロフィン遺伝子の変異により機能的なジストロフィンタンパク質が産生されな

い X 連鎖性劣性遺伝の筋疾患である 1)。DMD 患者は、5 歳頃に運動能力のピークをむかえ、その

後緩徐に症状が進行し 10 歳頃に歩行不能となる。重篤な運動機能障害、嚥下障害、痰の詰まり、

消化管障害が引き起こされ、さらに呼吸筋や心筋の障害も加わり、最終的には呼吸不全や心不全

を認めて死に至る。近年、呼吸管理や心不全管理などの医療技術の進歩もあり、平均寿命は 30 歳

を越えるようになったが、難治性進行性疾患の代表的な存在である 2, 3)。 

ジストロフィン遺伝子は 79 個のエクソンを有する。スプライシングを経た mRNA は約 14 kb の

サイズであり、翻訳されたジストロフィンタンパク質は 3685 個のアミノ酸から構成され、その分

子量は 427 kDa である（図 2.6.1.1-1）。 

 

 

図 2.6.1.1-1 正常ジストロフィン遺伝子及びジストロフィンタンパク質 

はエクソンを表す。  内の数字はエクソンの番号、  の上の数字は塩基数を示す。 
エクソン 1～7（アクチン結合部位）及びエクソン 64～69（ジストログリカン結合部位）は、 
ジストロフィン－ジストロフィン関連糖タンパク質複合体の形成に関わる部位である 4)。 

 

ジストロフィンは細胞質内アクチンと結合し、細胞膜の糖タンパク質とジストロフィン－ジス

トロフィン関連糖タンパク質複合体を形成することで、細胞外マトリックスのラミニン α2 を通じ

て基底膜と連結している 4, 5)（図 2.6.1.1-2）。ジストロフィンは基底膜と筋細胞の細胞骨格（アク

チン）を固定しており、筋細胞の構造を保持する機能を担っている。いわば、天井と柱を支える

梁のような役割である。ジストロフィン－ジストロフィン関連糖タンパク質複合体の形成に関わ

る両端の構造は筋細胞の構造保持機能に必須である。一方で、途中の部分は基本構造の繰り返し

であり、両端の構造が保持されていれば途中の部分は少し短くなっていても機能する 6)。 
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図 2.6.1.1-2 ジストロフィン－ジストロフィン関連糖タンパク質複合体 4) 

ジストロフィンは、N 末端（NT）、rod、システインリッチ（CR）及び C 末端（CT）の 4 つの機能ドメインよ

り構成される 427 kDa のタンパク質である。rod ドメインは 24 の繰り返し構造（1-24）及び 4 つの hinge（H1～
H4）より構成される。 
ジストロフィンは、細胞膜貫通型タンパク質［dystroglycan（αDG 及び βDG）、sarcoglycan、sarcospan］並びに

細胞質内タンパク質［syntrophin（Syn）、dystrobrevin（Dbr）、神経型 NO 合成酵素（nNOS）］とジストロフィ

ン－ジストロフィン関連糖タンパク質複合体を形成している。 

 

ジストロフィンが欠損すると筋細胞の構造が壊れ、筋肉は損傷を受ける。線維芽細胞が活性化

されて線維化がおこり、組織は瘢痕化して、筋細胞が再生されにくくなる 7)。このような筋の壊死

及び再生が繰り返されて脂肪化・繊維化が進むことで症状が重くなる。 

DMD では欠失や重複等のジストロフィン遺伝子の変異によって一部のエクソンが欠失してい

る。この欠失エクソンの塩基数が 3 の倍数でない場合、mRNA がアミノ酸へ翻訳される過程で正

常なアミノ酸の読み取り枠にずれ（アウト・オブ・フレーム）が生じる。例えば、エクソン 45–52

が欠失している場合、スプライシングによってエクソン 44 とエクソン 53 が連結した mRNA が生

じるが、欠失している塩基数（1222 塩基）が 3 の倍数でないため、翻訳過程においてエクソン 53

以降でアミノ酸の読み取り枠のずれが生じ、途中で終止コドンが出現して翻訳が終止する 8)。こ

のような本来の C 末端領域を欠くジストロフィンは、その構造が不安定であることから速やかに

分解される（図 2.6.1.1-3、図 2.6.1.2-2）。結果としてジストロフィンタンパク質が欠損することと

なり、DMD が発症する。 
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図 2.6.1.1-3 DMD 患者におけるジストロフィン遺伝子とジストロフィンタンパク質 

（エクソン 45–52 を欠失した DMD 患者の場合） 

はエクソンを表す。  内の数字はエクソンの番号を示す。 
エクソン 45–52 を欠失した DMD 患者の場合、翻訳の過程でエクソン 53 内に終止コドンが出現

し、翻訳が途中で終止する。合成途中のジストロフィンはその構造が不安定であることから分

解される。 

 

一方、DMD と同様にジストロフィン遺伝子の変異が原因であるベッカー型筋ジストロフィー

（BMD）では、欠失している翻訳領域のエクソンの塩基数が 3 の倍数であり、エクソンが欠失し

てもアミノ酸の読み取り枠が維持される（イン・フレーム）ため翻訳が最後まで完了する。ジス

トロフィンの繰り返し構造は短くなるものの、両端の構造が保持されたジストロフィンが産生さ

れる。結果的にジストロフィンがある程度機能することが、DMD と比較して症状が軽い理由と考

えられている 9)。 

 

2.6.1.2 エクソンスキッピング治療 

DMD の根治治療は、欠失や重複などの遺伝子変異を DNA レベルで修復し、機能的な全長型ジ

ストロフィン産生を回復させることである。しかし、ゲノム DNA の変異の修復は現時点では技術

的に困難である。 

エクソンスキッピング治療は、配列特異的に設計したモルホリノや 2′-O-メチル-ホスホロチオ

エートなどのアンチセンス人工核酸を用いて、pre-mRNA から mRNA を構成するスプライシング

の過程において、スプライシング制御タンパク質・RNA 複合体（スプライソソーム）による 

pre-mRNA の特定領域の認識を阻害してスプライシングを制御し、特定のエクソンをスキッピン

グして読み取り枠を正常化させる。この結果、アウト・オブ・フレームである DMD のジストロフ

ィンの mRNA をイン・フレーム化し、正常よりもやや短いが機能するジストロフィンが産生され

pre-mRNA 5’ 3’

mRNA

1 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 79

C末側が欠けたジストロフィン → 不安定化により分解

スプライシング

翻訳 エクソン53以降で
アミノ酸の読み取り枠がずれる
（アウト・オブ・フレーム）

エクソン53内で終止コドンが出現し、途中で翻訳がストップ

1 44 53 54 79・・・・ ・・・・

エクソン44と53が連結した
mRNA生成

1222塩基が欠失
（エクソン45–52に相当）
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る 10, 11)。エクソン 45–52 欠失例にエクソン 53 スキッピングを行った場合、エクソン 44 とエクソ

ン 54 が連結した mRNA が生じる。エクソン 45 から 53 までの合計 1434 塩基（1222 塩基＋212 塩

基）の塩基が欠失することになるが、この欠失塩基数は 3 の倍数であるため、翻訳過程において

エクソン 54 以降でアミノ酸の読み取り枠が修正され、ジストロフィンタンパク質の発現が回復す

る（図 2.6.1.2-1、図 2.6.1.2-2）。同様にエクソン 43–52、47–52、48–52、49–52、50–52、52 の欠失

ではエクソン 53 スキッピングにより欠失塩基数の合計はそれぞれ 1755、1110、960、774、672、

330 塩基となり、いずれも 3 の倍数となるためアミノ酸の読み取り枠が修正され、ジストロフィ

ンタンパク質の発現が回復する。エクソンスキッピングにより発現回復するジストロフィンタン

パク質は、その機能に重要な両端の構造が存在しているため、患者の状態を重症の DMD から比

較的症状の軽い BMD の状態へ移行させることが可能になる。これにより疾患の進行を抑制する

とともに疾患状態の改善を期待することができる 12)。 

 

 
図 2.6.1.2-1 DMD 患者におけるエクソンスキッピング 

（エクソン 45–52 を欠失した DMD 患者の場合） 

はエクソンを表す。  内の数字はエクソンの番号を示す。 
エクソン 45–52 を欠失した DMD 患者におけるエクソン 53 スキッピングの例。 
欠失領域に隣接するエクソン 53 をスキッピングさせ、イン・フレームに誘導する。 

 
DMD の遺伝子変異はジストロフィン遺伝子の様々な場所で起こりうるため、エクソンスキッピ

ング治療の標的エクソン（スキッピングする特定のエクソン）は患者により異なり、欠失領域に

隣接するエクソンが標的となる。ビルトラルセンの標的はエクソン 53 であり、エクソン 43–52、

45–52、47–52、48–52、49–52、50–52 又は 52 等を欠失する DMD 患者が対象と考えられる。 

 

pre-mRNA 5’ 3’

mRNA

1 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 79

スプライシング

翻訳 アミノ酸の読み取り枠が修正
（イン・フレーム）

エクソン45から53を読み飛ばし、最後まで翻訳が完了する

エクソン53スキッピング薬

短いジストロフィンタンパク質（372 kDa）の発現

1 44 54 79・・・・ ・・・・

エクソン44と54が連結した
mRNA生成

1434塩基が欠失
［エクソン45–52 （1222塩基）と
エクソン53（212塩基）に相当］
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(a) 正常ジストロフィン 

 

(b) エクソン 45–52 を欠失したジストロフィン 

 

(c) エクソン 45–52 を欠失したジストロフィンにビルトラルセンを適用（エクソン 53 スキッピング） 

 

 
図 2.6.1.2-2 DMD 患者の mRNA におけるアウト・オブ・フレーム変異とエクソン 53 スキッピングによるイン・フレーム化 

（エクソン 45–52 を欠失した DMD 患者におけるジストロフィンの場合） 

ハイフン（-）は読み枠、縦のダッシュ線はエクソンの区切りを示す。 
 

(a) 正常ジストロフィンでは、エクソン 52 の最後の 1 塩基（A）とエクソン 53 の始まりの 2 塩基（TT）とが繋がって 1 つのコドン（ATT）を形成している。この読み枠で

は途中の読み枠は TTG-AAT となり、エクソン 53 に終止コドン（赤字）は成立しない。 
 

(b) エクソン 45–52 を欠失したジストロフィンでは、スプライシングによりエクソン 44 とエクソン 53 が連結した mRNA が生成する。この場合、エクソン 53 以降の読み枠

は 1 塩基分だけ右にずれる。しばらく正常ジストロフィンとは異なるアミノ酸が翻訳された後に終止コドン（TGA）が出現し、翻訳は途中で終了する（アウト・オブ・

フレーム）。 
 

(c) エクソン 45–52 を欠失したジストロフィンにビルトラルセンを適用すると、スプライシングの段階でエクソン 53 がスキッピングされ、エクソン 44 とエクソン 54 が連結 
した mRNA が生成する。この場合、エクソン 54 以降は正常ジストロフィンと同じコドンの読み枠となり、最後（エクソン 79）まで翻訳が完了する（イン・フレーム）。 

 

エクソン52

・・・G-CA・・・・-AAG・・・・GCA-・・・・ATT-GAA-AGA-AT・・・CAG-TTG-AAT-GA・・・-AAG-CAG-TTG-・・・・AAA-AGG-GTG-AGT・・・-CAA・・・

エクソン44 エクソン53 エクソン54 エクソン55

・・・G-CA・・・・-AAG-TTG-AAA-GAA-T・・・C-AGT-TGA-ATGA・・・AAGCAGTTG・・・・AAAAGGGTGAGT・・・CAA・・・

エクソン44 エクソン53 エクソン54 エクソン55

終止コドンの出現

・・・G-CA・・・・-AAG-CAG-TTG-・・・・AAA-AGG-GTG-AGT-・・・-CAA・・・

エクソン44 エクソン54 エクソン55
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2.6.1.3 非臨床試験成績の収集 

医薬品製造販売承認申請書添付資料の作成にあたり、NCNP 及び日本新薬株式会社が実施又は

委託したビルトラルセンの薬理試験、薬物動態試験及び毒性試験の試験成績を収集した。 

2.6.1.3.1 薬理試験 

効力を裏付ける試験では、in vitro 試験として DMD 患者由来線維芽細胞を用いた検討を、in vivo

試験として静脈内投与（週 1 回、39 週間間歇投与）したカニクイザルを用いた検討を行い、ビル

トラルセンのエクソン 53 スキッピング活性を評価した。 

副次的薬理試験では、ヒト mRNA 及び pre-mRNA を対象とした in silico での解析によってオフ

ターゲット候補遺伝子を抽出した後、これらの候補遺伝子の発現変動についてヒト培養細胞を用

いて検討し、オフターゲット作用（ジストロフィン以外の遺伝子に対する配列依存的な作用）が

生じる可能性について評価した。 

安全性薬理については、中枢神経系、心血管系及び呼吸系に対する影響を検討する試験を行っ

た。医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施の基準（GLP）適用下で実施し、評価資料とした。 

薬力学的薬物相互作用に該当する試験は実施しなかった。 

 

2.6.1.3.1.1 エクソン 53 スキッピング活性の評価 

（1） DMD 患者由来細胞 

ビルトラルセンの標的はエクソン 53 であり、隣接するエクソン 52 を欠失している DMD 患者

のうち、患者数の多いエクソン 45–52 及びエクソン 48–52 を欠失している DMD 患者由来線維芽

細胞を用いた。 

これらの DMD 患者由来線維芽細胞ではジストロフィン mRNA は発現しておらず、筋管細胞に

分化させることでジストロフィン mRNA が発現する。そのため、ビルトラルセンのジストロフィ

ンエクソン 53 スキッピング活性を検討するには、筋管細胞へ分化させる必要がある。筋管細胞へ

の分化には、筋への分化決定遺伝子である MyoD の発現が必須である。DMD 患者由来線維芽細胞

では MyoD 遺伝子はサイレント遺伝子であるため、レトロウイルスベクターを用いてヒト MyoD

遺伝子を強制発現させ、筋管細胞に分化させた後に実験に供した 13)。 

 

（2） RT-PCR 法 

エクソン 53 スキッピング活性の測定には、RT-PCR 法を用いた。in vitro 試験では、エクソン

53 を挟み込むようにエクソン 44（エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞の場合）又は

エクソン 46（エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞の場合）に設計したフォワードプラ

イマー及びエクソン 54 と 55 の境界に設計したリバースプライマーを使用し、エクソン 44 又は

46 からエクソン 55 にかけてのジストロフィン mRNA を RT-PCR により増幅させた。これらの

プライマーを用いると、エクソン 53 スキッピングした mRNA からはエクソン 53 を含まない PCR

産物（A）が生成し、そのサイズは 212 bp（エクソン 45–52 欠損）又は 367 bp（エクソン 48–52

欠損）となる。同様に、エクソン 53 スキッピングする前の mRNA からはエクソン 53 を含む PCR

産物（B）が生成し、424 bp（エクソン 45–52 欠損）又は 579 bp（エクソン 48–52 欠損）のサイ

ズで検出される（図 2.6.1.3.1.1-1）。 
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図 2.6.1.3.1.1-1 エクソン 53 スキッピングと PCR プライマー 

（エクソン 45–52 を欠失したジストロフィンの場合） 

 

カニクイザルに反復静脈内投与（週 1 回、39 週間間歇投与）したときの骨格筋及び心筋組織標本

におけるエクソン 53 スキッピング活性について検討した in vivo 試験では、フォワードプライマ

ーはエクソン 50 に、リバースプライマーはエクソン 54 に設計した。このプライマーセットを用

いた RT-PCR により、エクソン 50 から 54 にかけてのジストロフィン mRNA が増幅され、PCR 産

物（A）は 508 bp、PCR 産物（B）は 720 bp のサイズで検出される。 

 

（3） ウエスタンブロット法（イムノブロット） 

DMD ではジストロフィンタンパク質はほとんど発現していない。ビルトラルセンによりエクソ

ン 53 がスキッピングした場合、エクソン 45–52 が欠失している DMD 患者ではエクソン 45–53 に

相当する部分が欠損したジストロフィンタンパク質が発現する。同様に、エクソン 48–52 が欠失

している DMD 患者ではエクソン 48–53 に相当する部分が欠損したジストロフィンタンパク質が

発現する。 

DMD 患者由来細胞を用いたジストロフィンタンパク質発現に対するビルトラルセンの影響を

検討した試験では、イムノブロット法を用いてジストロフィンタンパク質を検出した。 

ビルトラルセンを適用した細胞（DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞）を回収し、

超音波破砕した後に遠心分離して上清（細胞溶解液）を得た。上清（タンパク質量として 10 μg）

をポリアクリルアミドゲル（3–8%）で電気泳動し、セミドライブロット法によりメンブレンに転

写後、一次抗体としてマウス抗ジストロフィン抗体（NCL-Dys1、Leica Biosystems）を、二次抗体

としてヤギ抗マウス IgG (H+L)-horseradish peroxidase 複合体（Bio-Rad Laboratories）を用い、ECL

（enhanced chemiluminescence）により化学発光させて検出した。陽性対照には、ヒト正常線維芽細

胞から分化させた筋管細胞より同様に回収した上清を用いた。使用した一次抗体はヒトジストロ

フィンの 1181～1388 番目のアミノ残基（ロッドドメイン、エクソン 25～30 に相当する領域）を

認識する抗体であるため、正常ジストロフィンタンパク質だけでなく、エクソン 45–53 又はエク

212 bp 

エクソン 53 スキッピング後の PCR 産物（212 bp） 

エクソン 53 スキッピング前の PCR 産物（424 bp） 

hDMD44F 

エクソン 44 エクソン 54 エクソン 55 

hDMD54/55R 

エクソン 44 

hDMD44F 

エクソン 53 

424 bp hDMD54/55R 

エクソン 54 エクソン 55 

212 bp 
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ソン 48–53 に相当するアミノ酸が欠損したジストロフィンタンパク質にも反応可能である。この

抗体を用いると、正常ジストロフィンタンパク質に由来するバンドは 427 kDa、エクソン 45–53 欠

損ジストロフィンタンパク質に由来するバンドは 372 kDa、エクソン 48–53 欠損ジストロフィン

タンパク質に由来するバンドは 390 kDa の大きさのバンドで検出される。これらの大きさのバン

ドの有無を確認し、ビルトラルセンの影響を検討した。 

 

2.6.1.3.2 薬物動態試験 

薬物動態試験については、日本新薬株式会社が実施又は委託した試験を評価資料とした。また、

安全性薬理試験及び単回／反復投与毒性試験におけるトキシコキネティクス測定の結果を評価資

料として記載した。 

 

2.6.1.3.3 毒性試験 

毒性試験については、日本新薬株式会社が委託した試験を評価資料（GLP 試験）又は参考資料

とした。その他の毒性試験では、製造方法の異なる原薬（ 、 及び

）を用いて不純物の毒性試験を実施した。 
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略語一覧表 
語句略語 語句略語内容 

AUC area under the time-plasma concentration curve：血漿中濃度時間曲線下面積 
AUC0-t は時間 0 から t（hr）までの AUC を表す。 

CHO chinese hamster ovary：チャイニーズハムスター卵巣 

Cmax maximum plasma concentration：最高血漿中濃度 

DMD Duchenne muscular dystrophy：デュシェンヌ型筋ジストロフィー 

EC50 50% effective concentration：50%有効濃度 

FOB Functional Observation Battery：機能観察総合評価 

GLP Good Laboratory Practice：医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施の基準 

HEK293 細胞 human embryonic kidney 293 cells：ヒト胎児由来腎臓 293 細胞 

hERG human ether-a-go-go related gene：ヒト ether-a-go-go 関連遺伝子 

ITO-II 細胞 human testicular tumor cells：ヒト精巣がん細胞 

RD 細胞 human rhabdomyosarcoma cells：ヒト横紋筋肉腫細胞 

RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction：逆転写酵素-ポリメラーゼ連鎖反応 

tmax time to maximum concentration：最高血漿中濃度到達時間 
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2.6.2 薬理試験の概要文 
2.6.2.1 まとめ 
（1） 効力を裏付ける試験 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞にビル

トラルセンを適用し、ジストロフィン pre-mRNA に対するビルトラルセンのエクソン 53 スキッピ

ング活性について、逆転写酵素-ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）法で解析した。また、ジストロ

フィンタンパク質発現に対するビルトラルセンの影響について検討した。さらに、カニクイザル

にビルトラルセンを 39 週間反復静脈内投与（週 1 回の間歇投与）した際の骨格筋及び心筋におけ

るエクソン 53 スキッピング活性について評価した。 

 

1） エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来細胞を用いた検討 
エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞にビルトラルセン（0、

0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）を 2 日間適用した。適用終了後にエクソン 53 スキッピン

グ活性が認められ、その EC50値は 0.63 μmol/L（95%信頼区間 0.53～0.74 μmol/L）であった。 

同筋管細胞にビルトラルセン（0、0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）を 2 日間適用

した。適用開始 7 日後にエクソン 53 スキッピング活性が認められ、その EC50 値は 0.90 μmol/L

（95%信頼区間 0.61～1.32 μmol/L）と推定された。また、本薬の適用により新たなジストロフィン

タンパク質の発現が認められた。 

 

2） エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来細胞を用いた検討 
エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞にビルトラルセン（0、

0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）を 2 日間適用した。適用開始 7 日後にエクソン 53

スキッピング活性が認められ、その EC50値は 2.30 μmol/L（95%信頼区間 1.84～2.88 μmol/L）と推

定された。また、本薬の適用により新たなジストロフィンタンパク質の発現が認められた。 

 

3） カニクイザルにおけるエクソン 53 スキッピング活性 
カニクイザルにビルトラルセン（0、10、60 及び 360 mg/kg）を週 1 回、39 週間反復静脈内投与

したとき、投与期間終了時の骨格筋（60 及び 360 mg/kg）及び心筋（360 mg/kg）において、有意

なエクソン 53 スキッピング活性が認められた。回復期間（8 週間）終了時の骨格筋及び心筋では、

いずれも 360 mg/kg の用量においてスキッピング活性が認められた。 

 

（2） 副次的薬理試験 
1） In silico 解析によるオフターゲット候補遺伝子の検出 
In silico 解析の結果、ビルトラルセンの相補配列に関しては、ヒト mRNA 及び pre-mRNA から

は 2 塩基以内相違配列を含む遺伝子は検出されなかった。ビルトラルセンの n±1 mer の相補配列

では、完全一致もしくは 1 塩基相違配列を含む遺伝子は検出されなかったが、2 塩基相違配列を

含む遺伝子では 30 遺伝子が検出された。このうち 11 遺伝子はカニクイザルと配列が一致してお

り、19 遺伝子がヒト特異的なオフターゲット候補遺伝子と考えられた。 
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2） エクソンマイクロアレイによる遺伝子変動解析 
In silico 解析によってオフターゲット候補遺伝子として抽出された 19 遺伝子の発現変動につい

て、エクソンマイクロアレイを用いて検討した。 

 

a) RD 細胞 
ビルトラルセン（30 及び 60 μmol/L）を 2 日間適用したヒト横紋筋肉腫細胞株（RD 細胞）にお

いて、10 遺伝子はオフターゲット作用を引き起こす可能性は低いと判断した。9 遺伝子 

（RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、APCDD1、CNTNAP2、FSHR、FUT1、MYT1、SLC22A10 及び SLC24A2）

については影響を評価できなかった。 

 

b) HEK293 細胞 
ビルトラルセン（120 μmol/L）を 2 日間適用したヒト胎児由来腎臓（HEK）293 細胞において、

4 遺伝子（APCDD1、CNTNAP2、FUT1 及び MYT1）で発現変動が認められた。9 遺伝子はオフタ

ーゲット作用を引き起こす可能性は低いと判断した。6 遺伝子（RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、

FSHR、PCDH15、SLC22A10 及び SLC24A2）については影響を評価できなかった。 

 

c) ITO-II 細胞 
ビルトラルセン（60 μmol/L）を 2 日間適用したヒト精巣がん細胞（ITO-II 細胞）において、1 遺

伝子（ALDH1A2）で発現変動が認められた。12 遺伝子はオフターゲット作用を引き起こす可能性

は低いと判断した。6 遺伝子（RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、CNTNAP2、FSHR、PCDH15 及び

SLC22A10）については影響を評価できなかった。 

 

3） RT-PCR 法による遺伝子変動解析 
エクソンマイクロアレイによる遺伝子発現変動の結果を検証した。 

a) HEK293 細胞 
エクソンマイクロアレイによりビルトラルセンによる発現変動の認められた 4遺伝子（APCDD1、

CNTNAP2、FUT1 及び MYT1）について、RT-PCR 法を用いてエクソンマイクロアレイの結果を検

証した。RT-PCR 法を用いて検討した場合も、ビルトラルセン（120 μmol/L）の適用により、APCDD1、

CNTNAP2、FUT1 及び MYT1 の 4 遺伝子に発現変動が認められた。 

 

b) ITO-II 細胞 
エクソンマイクロアレイによりビルトラルセンによる発現変動の認められた 1 遺伝子

（ALDH1A2）及び RD 細胞、HEK293 細胞及び ITO-II 細胞のいずれの細胞においてもエクソンマ

イクロアレイで発現を確認できなかった 2 遺伝子（FSHR 及び SLC22A10）について、RT-PCR 法

を用いてエクソンマイクロアレイの結果を検証した。ビルトラルセン（60 μmol/L）の適用により、

ALDH1A2、FSHR 及び SLC22A10 のいずれの遺伝子においても有意な発現変動は認められなかっ

た。 
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（3） 安全性薬理試験 
安全性薬理試験として、中枢神経系、心血管系及び呼吸系に及ぼす影響について検討した。ま

た、サル 12 週間間歇静脈内及び筋肉内投与による毒性試験の中で、安全性薬理の主要評価項目で

ある中枢神経系、心血管系及び呼吸系についても評価した。中枢神経系について、機能観察総合

評価（FOB）法を用いてラットにおける一般症状及び行動を観察し中枢神経系に及ぼす影響を検

討した結果、ビルトラルセン 500 mg/kg を静脈内投与した 2 時間後に最大となる 0.75°C の体温低

下を一過性に示したが、それ以外の中枢作用は認められなかった。また、サル 12 週間間歇静脈内

投与毒性試験において、FOB 法を用いて一般症状及び行動を観察し中枢神経系に及ぼす影響を検

討した結果、ビルトラルセンは 600 mg/kg（静脈内投与）まで中枢神経系に影響は認められなかっ

た。心血管系について、hERG（human ether-a-go-go related gene）によりコードされたチャネルタ

ンパク質を安定発現させたチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞を用いた in vitro hERG 試験

の結果、ビルトラルセンは 3 mg/mL まで hERG 電流に影響を及ぼさなかった。また、サルを用い

て血圧、心拍数並びに心電図に及ぼす影響を検討した結果、ビルトラルセンは 600 mg/kg（静脈内

投与）まで、あるいは 100 mg/kg（筋肉内投与）まで、血圧、心拍数並びに心電図パラメータに影

響は認められなかった。呼吸系について、サルを用いて呼吸数及び血液ガスパラメータに及ぼす

影響を検討した結果、ビルトラルセンは 600 mg/kg（静脈内投与）まで呼吸数及び血液ガスパラメ

ータに影響は認められなかった。 

 

（4） 薬力学的薬物相互作用 
該当試験なし。 

 

2.6.2.2 効力を裏付ける試験 
2.6.2.2.1 エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞を用いた検討 
エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞を用いてビルトラルセ

ンのエクソン 53 スキッピング活性を評価した。 

 

2.6.2.2.1.1 ビルトラルセンを 2 日間適用した直後のエクソン 53 スキッピング活性に対する影

響（試験番号 PH-065-001、資料番号 4.2.1.1-1、評価資料） 
（1） 方法 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞に、ビルトラルセン（0、

0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）を遺伝子導入試薬である Endo-Porter○R（Gene Tools）とと

もに 2 日間適用し、total RNA を抽出した。ビルトラルセンのエクソン 53 スキッピング活性は、

RT-PCR 法で評価した。そのプライマーは、エクソン 53 を挟み込むようにフォワード側をエクソ

ン 44 上に、リバース側をエクソン 54/55 上に設計した（2.6.1.3.1.1（2）項参照）。ビルトラルセ

ンの各濃度におけるエクソン 53 を含まない PCR 産物（212 bp、A）及びエクソン 53 を含む PCR

産物（424 bp、B）を定量し、「A/（A+B）×100」の式を用いてスキッピング効率（%）を算出し、

ビルトラルセンのスキッピング活性を評価した。その解析として、2 パラメータロジスティック式

を使った非線形回帰分析を行い、EC50値及び 95%信頼区間を推定した。 
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（2） 成績 
ビルトラルセンを筋管細胞に 2 日間適用することでエクソン 53 スキッピング活性が認められ、

その EC50値は 0.63 μmol/L（95%信頼区間 0.53～0.74 μmol/L）と推定された（図 2.6.2.2.1.1-1）。 

 

 
図 2.6.2.2.1.1-1 ビルトラルセンを 2 日間適用直後のエクソン 53 スキッピング活性に対するビ

ルトラルセンの影響 
NS-065：ビルトラルセン 
各点は平均値±標準偏差（n=4）を表す。  

［4.2.1.1-1 図 1 を引用］ 

 

2.6.2.2.1.2 ビルトラルセンを 2 日間適用したときの適用開始 7 日後のエクソン 53 スキッピン

グ活性に対する影響（試験番号 PH-065-002、資料番号 4.2.1.1-2、評価資料） 
（1） 方法 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞に、遺伝子導入試薬を

使わずにビルトラルセン（0、0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）単独で 2 日間適用し

た。その後、被験物質を含まない培養液に交換してさらに培養を継続した。適用開始 7 日後（適

用終了 5 日後）に total RNA を抽出し、RT-PCR 法でビルトラルセンのエクソン 53 スキッピング

活性を評価した（RT-PCR については 2.6.2.2.1.1（1）項参照）。その解析として、2 パラメータロ

ジスティック式を使った非線形回帰分析を行い、EC50 値及び 95%信頼区間を推定した。 

 

（2） 成績 
ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始から 7 日後の筋管細胞においてエクソン 53 スキッピ

ング活性が認められ、その EC50 値は 0.90 μmol/L（95%信頼区間 0.61～1.32 μmol/L）と推定された

（図 2.6.2.2.1.2-1）。 
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図 2.6.2.2.1.2-1 ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始 7 日後におけるエクソン 53 スキッ

ピング活性に対する影響 
NS-065：ビルトラルセン 
各点は平均値±標準偏差（n = 3）を表す。 

［4.2.1.1-2 図 2 を引用］ 

 

2.6.2.2.1.3 ビルトラルセンのジストロフィンタンパク質発現に対する影響（試験番号 PH-065-
005、資料番号 4.2.1.1-3、評価資料） 

（1） 方法 
エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞に、遺伝子導入試薬を

使わずにビルトラルセン（0、0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）単独で 2 日間適用し

た。その後、被験物質を含まない培養液に交換してさらに培養を継続した。適用開始 7 日後（適

用終了 5 日後）に回収した細胞を用いて、イムノブロットによりジストロフィンタンパク質の発

現を検出した。正常ジストロフィンタンパク質（陽性対照、ヒト正常線維芽細胞から分化させた

筋管細胞より回収）に由来するバンドは 427 kDa、エクソン 45–53 欠損ジストロフィンタンパク質

に由来するバンドは 372 kDa の大きさで検出される。これらのバンドの有無を確認することで、

ビルトラルセンの影響を検討した（2.6.1.3.1.1（3）項参照）。 

 

（2） 成績 
ヒト正常線維芽細胞から分化させた筋管細胞では正常ジストロフィンタンパク質に由来すると

考えられる 427 kDa の大きさのバンドが検出された。ビルトラルセンを適用した細胞では、

1 μmol/L 以上の濃度で正常ジストロフィンタンパク質より分子量の小さいバンドが検出され、エ

クソン 45–53 に相当する部分が欠損した 372 kDa のジストロフィンタンパク質に由来すると考え

られた（図 2.6.2.2.1.3-1）。 
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図 2.6.2.2.1.3-1 ビルトラルセンによるジストロフィンタンパク質発現 

NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
PC：陽性対照。ヒト正常線維芽細胞から分化させた筋管細胞より回収したジストロフィンタンパク質

（427 kDa）。 
 

［4.2.1.1-3 図 1 を引用］ 

 

2.6.2.2.2 エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞を用いた検討 
エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞を用いて、ビルトラル

センのエクソン 53 スキッピング活性を評価した。 

 

2.6.2.2.2.1 ビルトラルセンのエクソン 53 スキッピング活性に対する影響（試験番号 PH-065-
006、資料番号 4.2.1.1-4、評価資料） 

（1） 方法 
エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞に、遺伝子導入試薬を

使わずにビルトラルセン（0、0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）単独で 2 日間適用し

た。その後、被験物質を含まない培養液に交換してさらに培養を継続した。適用開始 7 日後（適

用終了 5 日後）に total RNA を抽出し、ビルトラルセンのエクソン 53 スキッピング活性を RT-PCR

法で評価した。そのプライマーは、エクソン 53 を挟み込むようにフォワード側をエクソン 46 上

に、リバース側をエクソン 54/55 上に設計した（2.6.1.3.1.1（2）項参照）。ビルトラルセンの各濃

度におけるエクソン 53 を含まない PCR 産物（367 bp、A）及びエクソン 53 を含む PCR 産物（579 

bp、B）を定量し、「A/（A+B）×100」の式を用いてスキッピング効率（%）を算出し、ビルトラ

ルセンのスキッピング活性を評価した。その解析としては、2 パラメータロジスティック式を使っ

た非線形回帰分析を行い、EC50 値及び 95%信頼区間を推定した。 
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（2） 成績 
ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始から 7 日後の筋管細胞においてエクソン 53 スキッピ

ング活性が認められ、その EC50 値は 2.30 μmol/L（95%信頼区間 1.84～2.88 μmol/L）と推定された

（図 2.6.2.2.2.1-1）。 

 
図 2.6.2.2.2.1-1 ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始 7 日後におけるエクソン 53 スキッ

ピング活性 
NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
各点は平均値±標準偏差（n=4）を表す。 

 

［4.2.1.1-4 図 2 を引用］ 

 

2.6.2.2.2.2 ビルトラルセンのジストロフィンタンパク質発現に対する影響（試験番号 PH-065-
007、資料番号 4.2.1.1-5、評価資料） 

（1） 方法 
エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞に、遺伝子導入試薬を

使わずにビルトラルセン（0、0.03、0.1、0.3、1、3 及び 10 μmol/L、終濃度）単独で 2 日間適用し

た。その後、被験物質を含まない培養液に交換してさらに培養を継続した。適用開始 7 日後（適

用終了 5 日後）に回収した細胞を用い、イムノブロットによりジストロフィンタンパク質の発現

を検出した。正常ジストロフィンタンパク質（陽性対照、ヒト正常線維芽細胞から分化させた筋

管細胞より回収）に由来するバンドは 427 kDa、エクソン 48–53 欠損ジストロフィンタンパク質に

由来するバンドは 390 kDa の大きさで検出される。これらのバンドの有無を確認することで、ビ

ルトラルセンの影響を検討した（2.6.1.3.1.1（3）項参照）。 

 

（2） 成績 
ヒト正常線維芽細胞から分化させた筋管細胞では正常ジストロフィンタンパク質に由来すると

考えられる 427 kDa の大きさのバンドが検出された。ビルトラルセンを適用した細胞では、
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0.1 μmol/L 以上の濃度で正常ジストロフィンタンパク質より分子量の小さいバンドが検出され、

エクソン 48–53 に相当する部分が欠損した 390 kDa のジストロフィンタンパク質に由来すると考

えられた（図 2.6.2.2.2.2-1）。 

 

 

図 2.6.2.2.2.2-1 ビルトラルセンによるジストロフィンタンパク質発現 
NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
PC：陽性対照。ヒト正常線維芽細胞から分化させた筋管細胞より回収したジストロフィンタンパ

ク質（427 kDa） 

［4.2.1.1-5 図 1 を引用］ 

 

2.6.2.2.3 カニクイザルに対する影響 
2.6.2.2.3.1 39 週間間歇静脈内投与したときのエクソン 53 スキッピング活性に対する影響（試

験番号 PH-065-004、資料番号 4.2.1.1-6、評価資料） 
ビルトラルセンの標的配列は、カニクイザルとヒトで同じである。カニクイザルにビルトラル

センを反復投与した毒性試験（39 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 8 週間回復性試験、試験番号

TX10818、資料番号 4.2.3.2-4）において、剖検時に採取した骨格筋及び心筋組織標本を用いて、エ

クソン 53 スキッピング活性に対する影響を検討した。 

（1） 方法 
ビルトラルセンをカニクイザルに 0（媒体：生理食塩液）、10、60 及び 360 mg/kg の用量で週 1

回、39 週間静脈内投与し、投与期間終了翌日の剖検時に採取した骨格筋（右腓腹筋）及び心筋か

ら total RNA を抽出した（各群 n=5）。また、0（媒体：生理食塩液）、60 及び 360 mg/kg の用量

群においては、8 週間の回復期間を設けた後の骨格筋（右腓腹筋）及び心筋からも total RNA を抽

出した（各群 n=3）。エクソン 53 スキッピング活性は、エクソン 53 を挟み込むように設計した

フォワードプライマー（エクソン 50）及びリバースプライマー（エクソン 54）を用いて RT-PCR

を行った（2.6.1.3.1.1（2）項参照）。各投与量におけるエクソン 53 を含まない PCR 産物（508 bp、

A）及びエクソン 53 を含む PCR 産物（720 bp、B）を定量し、「A /（A+B）×100」の式を用いて

スキッピング効率（%）を算出し、ビルトラルセンのスキッピング活性を評価した。 

 

（2） 成績 
投与期間終了時、ビルトラルセン 0、10、60 及び 360 mg/kg の用量における骨格筋でのエクソ

ン 53 スキッピング効率はそれぞれ 0.1% ± 0.2%、0.5% ± 0.3%、2.3% ± 1.5%及び 6.2% ± 1.8%であ

り、60 mg/kg（P < 0.025）及び 360 mg/kg（P < 0.0005）の用量で有意であった（Williams 多重比較、
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片側、図 2.6.2.2.3.1-1）。心筋でのエクソン 53 スキッピング効率はそれぞれ 0.1% ± 0.1%、0.2% ± 

0.0%、0.5% ± 0.2%及び 3.9% ± 3.2%であり、360 mg/kg（P < 0.005）の用量で有意であった（Williams

多重比較、片側、図 2.6.2.2.3.1-2）。 
 

 
図 2.6.2.2.3.1-1 投与期間終了時のカニクイザル骨格筋におけるエクソン 53 スキッピング活性 

NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
各カラムは平均値及び標準偏差（n=5）を表す。 
*: P<0.025、***: P< 0.0005、n.s.:有意差なし（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 

［4.2.1.1-6 図 2 を引用］ 

 

 

図 2.6.2.2.3.1-2 投与期間終了時のカニクイザル心筋におけるエクソン 53 スキッピング活性 
NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
各カラムは平均値及び標準偏差（n=5）を表す。 
**: p<0.005、n.s.: 有意差なし（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 

［4.2.1.1-6 図 3 を引用］ 
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回復期間終了時、ビルトラルセン 0、60 及び 360 mg/kg の用量におけるエクソン 53 スキッピン

グ効率は、骨格筋（図 2.6.2.2.3.1-3）でそれぞれ 0.0% ± 0.0%、1.4% ± 0.7%及び 4.8% ± 2.7%、心筋

（図 2.6.2.2.3.1-4）でそれぞれ 0.0% ± 0.0%、0.0% ± 0.1%及び 0.6% ± 0.3%であり、骨格筋（P < 0.025）

及び心筋（P < 0.005）ともに 360 mg/kg の用量において有意なエクソン 53 スキッピング活性が認

められた（Williams 多重比較、片側）。 

 

図 2.6.2.2.3.1-3 回復期間終了時のカニクイザル骨格筋におけるエクソン 53 スキッピング活性 
NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
各カラムは平均値及び標準偏差（n=3）を表す。 
*: P<0.025、n.s.:有意差なし（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 

［4.2.1.1-6 図 4 を引用］ 

 

 

図 2.6.2.2.3.1-4 回復期間終了時のカニクイザル心筋におけるエクソン 53 スキッピング活性 
NS-065/NCNP-01：ビルトラルセン 
各カラムは平均値及び標準偏差（n=3）を表す。 
**: P<0.005、n.s.:有意差なし（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 

［4.2.1.1-6 図 5 を引用］ 
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2.6.2.3 副次的薬理試験 
アンチセンス核酸は、その相補配列と同一あるいは類似した配列を含む標的以外の遺伝子に対

して、配列依存的に作用する可能性がある。また、アンチセンス核酸の製造過程において、1 塩基

が欠失した n−1 mer 又は連続して同じ塩基が挿入した n+1 mer が不純物として含まれる場合があ

り、これら n±1 mer についても、上記と同様に、配列依存的に作用する可能性がある。このような

標的以外の遺伝子に対する配列依存的な作用はオフターゲット作用と呼ばれ、意図しない毒性（副

作用）の原因となる。ビルトラルセンのオフターゲット作用（ジストロフィン以外の遺伝子に対

する配列依存的な作用）の可能性について検討するために、ヒト mRNA 及び pre-mRNA を対象に

したオフターゲット候補遺伝子を in silico で解析した。さらに、その候補遺伝子の発現変動につい

てヒト培養細胞を用いて評価した。 

 

2.6.2.3.1 In silico 解析によるオフターゲット候補遺伝子の検出 
2.6.2.3.1.1 ヒト mRNA/pre-mRNA を対象とするビルトラルセン配列及びその n±1 mer 配列に

ついての 2 塩基以内相違配列の検索並びに実験動物における 2 塩基以内相違配列の

相同性検索（試験番号 TX-1829、資料番号 4.2.1.2-1、評価資料） 
（1） 方法 

ビルトラルセン及びその n±1 mer の相補配列（4.2.1.2-1 表 2 及び表 3 参照）について、ヒトの

mRNA 及び pre-mRNA 配列セットに対して、ミスマッチ、インサーション及びデリーションの総

数が 2 塩基以内の配列（以下、2 塩基以内相違配列）をスクリプトにより検索し、オフターゲット

作用を及ぼす可能性のある遺伝子をリストアップした。 

（2） 成績 
ビルトラルセンの相補配列に関しては、ヒト mRNA、pre-mRNA ともに 2 塩基以内相違配列を

含む遺伝子は検出されなかった。ビルトラルセンの n±1 mer の相補配列においても、完全一致も

しくは 1 塩基相違配列を含む遺伝子は検出されなかった。しかし 2 塩基相違配列を含む遺伝子で

は、ヒト mRNA から 3 遺伝子、ヒト pre-mRNA から 30 遺伝子が検出された（表 2.6.2.3.1.1-1）。

なお、ヒト mRNA で検出された 3 遺伝子は、ヒト pre-mRNA にも含まれていた。 

次に、n±1 mer の相補配列の 2 塩基相違配列を含む遺伝子として検出された遺伝子について、そ

の動物種間の配列保存性を調査した。ヒト mRNA において検出された 3 遺伝子については、マウ

ス及びラットでは一致する配列が検出されなかったが、カニクイザルでは 2 遺伝子で一致する配

列が検出された。これら 2 遺伝子の影響については、カニクイザルを用いたビルトラルセンの非

臨床試験においてその影響を評価することが可能であることから、以降の遺伝子発現解析の検討

からは除外した。また、ヒト pre-mRNA において検出された 30 遺伝子については、マウス及びラ

ットでは一致する配列が検出されなかったが、カニクイザルでは 11 遺伝子で一致する配列が検出

された。これら 11 遺伝子についてもヒト mRNA と同様の理由により以降の遺伝子発現解析の検

討から除外した。残りの 19 遺伝子のうち 1 遺伝子（ZNF557）については、ヒト mRNA と pre-

mRNA の双方に共通して検出された。 

以上の結果から、ヒト特異的なオフターゲット候補遺伝子として 19 遺伝子が抽出された。 
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表 2.6.2.3.1.1-1 ビルトラルセンの n±1 mer の 2 塩基以内相違配列を含むヒト遺伝子 
 ヒト mRNA ヒト pre-mRNA 

ヒト特異的な遺伝子 ZNF557 ALDH1A2、APCDD1、CAMKK2、CNTNAP2、FSHR、
FUT1、LMTK2、LRIG1、MYT1、PCDH15、PRKCH、

RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、SLC22A10、
SLC24A2、TIAM1、WDR20、WRN、ZNF557 

カニクイザルの配列と

一致している遺伝子 
RP11-649E7.5、SYCP2L AC008697.1、COL18A1、EEF2K、GRIA1、GRIN2A、

RP11-145G20.1、RP11-649E7.5、SLC25A18、SLIT3、
SYCP2L、ZMIZ1-AS1 

 

2.6.2.3.2 遺伝子発現解析 
In silico 解析（2.6.2.3.1.1 項参照）によって抽出されたヒトに特異的な 19 個のオフターゲット候

補遺伝子の発現変動について、エクソンマイクロアレイを用いて検討した。また、RT-PCR 法によ

りエクソンマイクロアレイの結果を検証した。 

 

2.6.2.3.2.1 エクソンマイクロアレイを用いた RD 細胞における遺伝子発現解析（試験番号

TX10902、資料番号 4.2.1.2-2、評価資料） 
（1） 方法 

RD 細胞にビルトラルセンを 0（対照）、30 及び 60 μmol/L（細胞毒性を示さない最高濃度）の

濃度で遺伝子導入試薬である Endo-Porter○R とともに 2 日間適用した。適用終了後に抽出した total 

RNA を用いてオフターゲット候補遺伝子（19 遺伝子）の蛍光標識プローブを作成し、マイクロア

レイとハイブリダイゼーション（65°C、17 時間）させた。ハイブリダイゼーション後の蛍光シグ

ナル値について、対照群とビルトラルセン群を比較するためにアレイ間補正を行った。対照群と

ビルトラルセン群のシグナル値（補正後）について Welch の t 検定を実施するとともに、対照群

に対するビルトラルセン群の発現比を算出した。「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 超

又は 0.67 未満」を示した場合に、発現変動があると判定した。さらに、網羅的な遺伝子発現変動

に基づいてパスウェイ解析を実施した。 

（2） 成績 
19 個のオフターゲット候補遺伝子のうち、RP11-459O1.2 及び RP11-479O16.1 はプローブを作成

できず、また APCDD1、CNTNAP2、FSHR、FUT1、MYT1、SLC22A10 及び SLC24A2 は発現が確認

できなかったため、これら 9 遺伝子についてはビルトラルセンの影響は評価できなかった。残る

10 遺伝子の発現に変動は認められなかった。 

パスウェイ解析では、30 及び 60 μmol/L 群でそれぞれ 29 及び 19 パスウェイが有意（P<0.05）

に検出された（4.2.1.2-2 Table 4-1, Table 4-2）が、これらのパスウェイに発現変動を示すオフター

ゲット候補遺伝子は含まれておらず、オフターゲット作用と関連性のない変化と考えられた。 

以上、エクソンマイクロアレイを用いた RD 細胞における遺伝子発現変動解析の結果、19 個の

オフターゲット候補遺伝子のうち、10 遺伝子はオフターゲット作用を引き起こす可能性は低いと

判断した。9 遺伝子（RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、APCDD1、CNTNAP2、FSHR、FUT1、MYT1、

SLC22A10 及び SLC24A2）については影響を評価できなかった。 
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2.6.2.3.2.2 エクソンマイクロアレイを用いた HEK293 細胞における遺伝子発現解析（試験番

号 TX10903、資料番号 4.2.1.2-3、評価資料） 
（1） 方法 

HEK293 細胞にビルトラルセンを 0（対照）及び 120 μmol/L（細胞毒性を示さない濃度）の濃度

で遺伝子導入試薬である Endo-Porter○R とともに 2 日間適用した。適用終了後に抽出した total RNA

を用いてオフターゲット候補遺伝子（19 遺伝子）の蛍光標識プローブを作成し、マイクロアレイ

とハイブリダイゼーション（65°C、17 時間）させた。ハイブリダイゼーション後の蛍光シグナル

値について、対照群とビルトラルセン群を比較するためにアレイ間補正を行った。対照群とビル

トラルセン群のシグナル値（補正後）について Welch の t 検定を実施するとともに、対照群に対

するビルトラルセン群の発現比を算出した。「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 超又は

0.67 未満」を示した場合に、発現変動があると判定した。さらに、網羅的な遺伝子発現変動に基

づいてパスウェイ解析を実施した。 

（2） 成績 
19 個のオフターゲット候補遺伝子のうち、RP11-459O1.2 及び RP11-479O16.1 はプローブを作成

できず、また FSHR、PCDH15、SLC22A10 及び SLC24A2 は発現が確認できなかったため、これら

6 遺伝子についてはビルトラルセンの影響は評価できなかった。APCDD1（プローブ名：

A_23_P337262）、CNTNAP2（プローブ名：A_33_P3367196、A_37_P156408、A_37_P156409）及び

MYT1（プローブ名：A_37_P413045）については発現低下が認められ、FUT1（プローブ名：

A_23_P107963）については発現上昇が認められた。残る 9 遺伝子の発現に変動は認められなかっ

た。 

パスウェイ解析では、41 パスウェイが有意に検出されたが、これらのパスウェイに発現変動を

示すオフターゲット候補遺伝子は含まれておらず、オフターゲット作用と関連性のない変化と考

えられた。 

以上、エクソンマイクロアレイを用いて HEK293 細胞における遺伝子発現変動を解析した結果、

19 個のオフターゲット候補遺伝子のうち、4 遺伝子（APCDD1、CNTNAP2、FUT1 及び MYT1）で

発現変動が認められた。9 遺伝子はオフターゲット作用を引き起こす可能性は低いと判断した。6

遺伝子（RP11-459O1.2、RP11-479O16.1、FSHR、PCDH15、SLC22A10 及び SLC24A2）については

影響を評価できなかった。 

 

2.6.2.3.2.3 エクソンマイクロアレイを用いた ITO-II 細胞における遺伝子発現解析（試験番号

TX10904、資料番号 4.2.1.2-4、評価資料） 
（1） 方法 

ITO-II 細胞にビルトラルセンを 0（対照）及び 60 μmol/L（細胞毒性を示さない濃度）の濃度で

遺伝子導入試薬である Endo-Porter○R とともに 2 日間適用した。適用終了後に抽出した total RNA を

用いてオフターゲット候補遺伝子（19 遺伝子）の蛍光標識プローブを作成し、マイクロアレイと

ハイブリダイゼーション（65°C、17 時間）させた。ハイブリダイゼーション後の蛍光シグナル値

について、対照群とビルトラルセン群を比較するためにアレイ間補正を行った。対照群とビルト

ラルセン群のシグナル値（補正後）について Welch の t 検定を実施するとともに、対照群に対す
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るビルトラルセン群の発現比を算出した。「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 超又は 0.67

未満」を示した場合に、発現変動があると判定した。さらに、網羅的な遺伝子発現変動に基づい

てパスウェイ解析を実施した。 

（2） 成績 
19 個のオフターゲット候補遺伝子のうち、RP11-459O1.2 及び RP11-479O16.1 はプローブを作成

できず、また CNTNAP2、FSHR、PCDH15 及び SLC22A10 は発現が確認できなかったため、これら

6 遺伝子についてはビルトラルセンの影響は評価できなかった。ALDH1A2（プローブ名：

A_37_P398120）については発現上昇が認められた。残る 12 遺伝子の発現に変動は認められなか

った。 

パスウェイ解析では、有意なパスウェイは検出されなかった。 

以上、エクソンマイクロアレイを用いて ITO-II 細胞における遺伝子発現変動を解析した結果、

19 個のオフターゲット候補遺伝子のうち、1 遺伝子（ALDH1A2）で発現変動が認められた。12 遺

伝子はオフターゲット作用を引き起こす可能性は低いと判断した。6 遺伝子（RP11-459O1.2、

RP11-479O16.1、CNTNAP2、FSHR、PCDH15 及び SLC22A10）については影響を評価できなかっ

た。 

 

2.6.2.3.2.4 RT-PCR 法を用いた HEK293 細胞における遺伝子発現解析（試験番号 TX10968、
資料番号 4.2.1.2-5、評価資料） 

（1） 方法 
エクソンマイクロアレイで発現変動の認められた APCDD1（プローブ名：A_23_P337262）、

CNTNAP2（プローブ名：A_33_P3367196、A_37_P156408、A_37_P156409）、FUT1（プローブ名：

A_23_P107963）及び MYT1（プローブ名：A_37_P413045）の 4 遺伝子（2.6.2.3.2.2 項参照）の発現

変動について、ビルトラルセン（0 及び 120 μmol/L）を適用した HEK293 細胞より抽出した total 

RNA（2.6.2.3.2.2（1）項参照）を用い、RT-PCR 法で定量的に解析した。プライマーは、プローブ

配列の一部もしくは全配列が包含されるように設計した（CNTNAP2 では 3 種類を設計）。結果は、

ビルトラルセン 0（対照群）及び 120 μmol/L 適用群の間で有意差検定（Welch の t 検定）を行うと

ともに、両者の発現比を算出した。 

（2） 成績 
ビルトラルセン（120 μmol/L）の適用により、APCDD1（プローブ名：A_23_P337262）、CNTNAP2

（プローブ名：A_33_P3367196、A_37_P156409）及び MYT1（プローブ名：A_37_P413045）の発現

は有意に低下し、FUT1（プローブ名：A_23_P107963）の発現は有意に増加した。CNTNAP2（プロ

ーブ名：A_37_P156408）については、有意な変動は認められなかった（表 2.6.2.3.2.4-1）。 

以上、RT-PCR 法により HEK293 細胞における遺伝子発現変動を解析した結果、APCDD1、

CNTNAP2、MYT1 及び FUT1 の 4 遺伝子に発現変動が認められた。 
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表 2.6.2.3.2.4-1 RT-PCR を用いた HEK293 細胞におけるオフターゲット候補遺伝子の発現変

動 

遺伝子名 PCR 領域 a 
発現比 

対数（log2 ratio） 真数 b 
APCDD1 A_23_P337262 -0.99* 0.50 

CNTNAP2 
A_33_P3367196 -3.25* 0.11 
A_37_P156408 0.16 1.12 
A_37_P156409 -3.88* 0.07 

FUT1 A_23_P107963 0.61* 1.53 
MYT1 A_37_P413045 -2.44* 0.18 

*：P<0.05 vs 対照群（Welch の t 検定） 
a：プローブ名で示す。PCR プライマーは、ジストロフィンの当該プローブを含む領域で設定した。 
b：対数値（log2 raio）を真数に変換した。 

 

2.6.2.3.2.5 RT-PCR 法を用いた ITO-II 細胞における遺伝子発現解析（試験番号 TX10967、資

料番号 4.2.1.2-6、評価資料） 
（1） 方法 

ビルトラルセン（0 及び 60 μmol/L）を適用した ITO-II 細胞より抽出した total RNA 

（2.6.2.3.2.3（1）項参照）を用い、ALDH1A2（プローブ名：A_37_P398120）、FSHR（プローブ名：

A_37_P041819、A_37_P041818）及び SLC22A10（プローブ名：A_37_P434573）の 3 遺伝子の発現

変動を RT-PCR 法で定量的に解析した。ALDH1A2 は ITO-II 細胞においてエクソンマイクロアレ

イで発現変動が認められた遺伝子、FSHR 及び SLC22A10 については、RD 細胞、HEK293 細胞及

び ITO-II 細胞のいずれの細胞においてもエクソンマイクロアレイで発現を確認できなかった遺伝

子として選択した。プライマーは、プローブ配列の一部もしくは全配列が包含されるように設計

した（FSHR では 2 種類を設計）。結果は、ビルトラルセン 0（対照群）及び 60 μmol/L 適用群の

間で有意差検定（Welch の t 検定）を行うとともに、両者の発現比を算出した。 

（2） 成績 
ビルトラルセン（60 μmol/L）の適用により、ALDH1A2、FSHR 及び SLC22A10 のいずれの遺伝

子においても有意な発現変動は認められなかった（表 2.6.2.3.2.5-1）。 

 
表 2.6.2.3.2.5-1 RT-PCR を用いた ITO-II 細胞におけるオフターゲット候補遺伝子の発現変動 

遺伝子名 PCR 領域 a 
発現比 

対数（log2 ratio） 真数 b 
ALDH1A2 A_37_P398120 0.10 1.07 

FSHR 
A_37_P041819 -0.15 0.90 
A_37_P041818 -0.03 0.98 

SLC22A10 A_37_P434573 -0.37 0.77 
a：プローブ名で示す。PCR プライマーは、ジストロフィンの当該プローブを含む領域で設定した。 
b：対数値（log2 raio）を真数に変換した。 
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2.6.2.4 安全性薬理試験 
ビルトラルセンの安全性薬理試験として、ラット及びサルを用いて中枢神経系、心血管系及び

呼吸系に及ぼす影響を検討した。心血管系においては、hERG 安定発現 CHO 細胞を用いて in vitro

での検討を行った。また、サル 12 週間間歇静脈内及び筋肉内投与による毒性試験の中で、安全性

薬理の主要評価項目である中枢神経系、心血管系及び呼吸系についても評価した。 

 

2.6.2.4.1 中枢神経系 
2.6.2.4.1.1 ラットを用いた一般症状及び神経行動学的機能に及ぼす影響（試験番号

TX10764，資料番号 4.2.1.3-1、評価資料） 
Crl:CD(SD)系雄性ラット（8 週齢、各群 n=6）にビルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、125、

250 及び 500 mg/kg の用量で単回静脈内投与し、FOB 法を用いて一般症状及び神経行動学的機能

観察を行い中枢神経系に及ぼす影響を評価した。また、そのときの全身的曝露についても評価し

た。ビルトラルセンは 500 mg/kg の用量で投与後 1 及び 2 時間において体温を有意に低下させ、

その程度（平均値の差）は媒体群と比較してそれぞれ 0.58°C（投与後 1 時間）及び 0.75°C（投与

後 2 時間）であった。なお、体温低下は投与後 24 時間までに回復した。その他の中枢神経系に対

する影響は認められなかった。 

ビルトラルセンを 125、250 及び 500 mg/kg の用量で単回静脈内投与したときのビルトラルセン

の最高血漿中濃度（平均値±標準偏差）はそれぞれ 641.8 ± 113.5、1077 ± 400及び 1862 ± 214 µg/mL、

投与開始から 24 時間後までの血漿中濃度時間曲線下面積（AUC0-24hr、平均値）はそれぞれ 273.1、

604.8 及び 2361 μg∙hr/mL であった。 

 

2.6.2.4.1.2 カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験の中

枢神経系に及ぼす影響（試験番号 TX10746，資料番号 4.2.3.2-3、評価資料） 
雄性カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験において、ビ

ルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、60、200 及び 600 mg/kg の用量で週 1 回、12 週間間歇静

脈内投与し、FOB 法を用いて一般症状及び神経行動学的機能観察を行い、中枢神経系に及ぼす影

響を検討した。観察は 3 並びに 10 回目投与日の投与終了後約 2 及び 6 時間に行った。ビルトラル

センはいずれの投与用量においても中枢神経系に影響を及ぼさなかった。 

 

2.6.2.4.2 心血管系 
2.6.2.4.2.1 hERG 電流に及ぼす影響（試験番号 TX10836、資料番号 4.2.1.3-2、評価資料） 

hERG 安定発現 CHO 細胞にビルトラルセンを 0（媒体：Tyrode 溶液）、0.3、1 及び 3 mg/mL の

濃度で適用し、ホールセルパッチクランプ法を用いて hERG 電流に及ぼす影響を検討した。ビル

トラルセンはいずれの適用濃度においても hERG 電流に影響は認められなかった。 

陽性対照物質である E-4031 は 0.1 μmol/L で hERG 電流を顕著に抑制した。 
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2.6.2.4.2.2 覚醒サルの心血管系に及ぼす影響（試験番号 TX10834、資料番号 4.2.1.3-3、評価

資料） 
雄性カニクイザルにビルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、60、200 及び 600 mg/kg の用量

で週 1 回、4 週間漸増静脈内投与し、テレメトリー法を用いて心電図パラメータ（心拍数、PR 間

隔、QRS 時間、QT 間隔及び QTc [Bazett の補正式]）並びに血圧（拡張期血圧、収縮期血圧及び平

均血圧）に及ぼす影響を検討した。ビルトラルセンはいずれの投与用量においても心電図パラメ

ータ及び血圧に影響は認められなかった。 

 

2.6.2.4.2.3 カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験の心

血管系に及ぼす影響（試験番号 TX10746、資料番号 4.2.3.2-3、評価資料） 
雄性カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験において、ビ

ルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、60、200 及び 600 mg/kg の用量で週 1 回、12 週間間歇静

脈内投与し、心電図パラメータ（心拍数、PR 間隔、QRS 時間、QT 間隔及び QTc [Bazett の補正

式]）並びに血圧（拡張期血圧及び収縮期血圧）に及ぼす影響を検討した。心電図検査及び血圧測

定は 2 及び 11 回目投与日の投与終了後 1～3 時間に、それぞれホルター心電計と全自動血圧測定

装置を用いて無麻酔下で測定した。ビルトラルセンはいずれの投与用量においても心電図パラメ

ータ及び血圧に影響は認められなかった。 

 

2.6.2.4.2.4 カニクイザルを用いた 12 週間間歇筋肉内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験の心

血管系に及ぼす影響（試験番号 TX10747、資料番号 4.2.3.2-5、評価資料） 
雄性カニクイザルを用いた 12 週間間歇筋肉内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験において、ビ

ルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、100 mg/kg の用量で週 1 回、12 週間間歇筋肉内投与し、

心電図パラメータ（心拍数、PR 間隔、QRS 時間、QT 間隔及び QTc [Bazett の補正式]）に及ぼす

影響を検討した。心電図検査は 2 及び 11 回目投与日の投与終了後 1～3 時間に、ホルター心電計

を用いて無麻酔下で測定した。ビルトラルセンは心電図パラメータに影響は認められなかった。 

 

 

2.6.2.4.3 呼吸系 
2.6.2.4.3.1 カニクイザルの呼吸系に及ぼす影響（試験番号 TX10765、資料番号 4.2.1.3-4、評

価資料） 
雄性カニクイザル（1 歳）にビルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、60、200 及び 600 mg/kg

の用量で週 1 回、4 週間漸増静脈内投与し、呼吸数及び血液ガスパラメータ（pH、酸素分圧、二

酸化炭素分圧及びヘモグロビン酸素飽和度）に及ぼす影響を検討した。ビルトラルセンはいずれ

の投与用量においても呼吸数及び血液ガスパラメータに影響は認められなかった。 
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2.6.2.4.3.2 カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験の呼

吸系に及ぼす影響（試験番号 TX10746、資料番号 4.2.3.2-3、評価資料） 
雄性カニクイザルを用いた 12 週間間歇静脈内投与毒性試験及び 4 週間回復性試験において、ビ

ルトラルセンを 0（媒体：生理食塩液）、60、200 及び 600 mg/kg の用量で週 1 回、12 週間間歇静

脈内投与し、呼吸数に及ぼす影響を検討した。呼吸数測定は 2 及び 11 回目投与日の投与終了後 1

～3 時間に、無麻酔下で 15 秒間の呼吸数を測定した。ビルトラルセンはいずれの投与用量におい

ても呼吸数に影響は認められなかった。 

 

2.6.2.5 薬力学的薬物相互作用試験 
該当試験なし。 

 

2.6.2.6 考察及び結論 
ビルトラルセンは、DMD の原因遺伝子であるジストロフィン pre-mRNA のエクソン 53 内の相

補配列に結合することでスプライシングを制御し、エクソン 53 をスキッピングするアンチセンス

核酸である。 

エクソン 45–52 を欠損した DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞を用いてビルト

ラルセンのエクソン 53 スキッピング活性について検討した。ビルトラルセンを 2 日間適用したと

き、適用終了直後及び適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）におけるエクソン 53 スキッピング活性

は非線形回帰分析から濃度依存的に増加すると考えられ、その EC50 値はそれぞれ 0.63 μmol/L 及

び 0.90 μmol/L と推定された。エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管

細胞を用いた場合にも、適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）にエクソン 53 スキッピング活性が認

められており、EC50 値は 2.30 μmol/L と推定された。いずれの細胞においても、正常よりも短い新

たなジストロフィンタンパク質の発現が確認され、それぞれエクソン 45–53、エクソン 48–53 に

相当するアミノ酸が欠けたジストロフィンタンパク質と考えられた。 

薬物動態試験において、筋ジストロフィーモデルマウスである mdx マウスに 20 mg/kg の用量で

14C-ビルトラルセンを静脈内投与したとき、骨格筋における放射能濃度は最高（前肢下部の筋肉）

で 47.3 μg eq./g であり（2.6.5.5.2 項参照）、この値はビルトラルセンの分子量（6924.82）から

6.8 μmol/L に相当する。上述したように、培養細胞を用いた検討において、概ね 1 μmol/L 前後の

濃度域で活性が確認されており、本薬投与時もこの濃度域で薬効発現すると考えられた。 

カニクイザルにビルトラルセンを 10、60 及び 360 mg/kg の用量で週 1 回、39 週間反復静脈内投

与したとき、投与期間終了時の骨格筋におけるエクソン 53 スキッピング効率はそれぞれ 0.5%、

2.3%及び 6.2%であり、Williams 多重比較検定の結果から用量依存的に増加したと考えられた。14C-

ビルトラルセンを用いた組織分布試験（2.6.4.4.2 項参照）において、mdx マウスでは野生型マウス

と比較して筋肉組織中で高い放射能濃度を示した。これは、ビルトラルセンの基本骨格であるモ

ルホリノ核酸は再生初期の筋線維に効率よく取り込まれ、筋再生が活発な DMD 患者の筋線維に

取り込まれやすいという報告 1)と一致しており、DMD 患者ではより高いスキッピング活性が得ら

れると推察された。 
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mdx52 マウス（エクソン 52 欠損マウス）にエクソン 51 スキッピング薬（320 mg/kg）を週 1 回、

7 週間反復投与したとき筋機能が回復したことが報告 2)されており、エクソン 53 スキッピングす

ることでも、機能的なジストロフィンタンパク質が発現し筋機能の回復が期待できると考えられ

た。国内 P1/2 試験（2.7.6.2 項参照）において、ヒトに本薬 80 mg/kg を 1 時間かけて静脈内投与

（週 1 回、24 週間）したときの最終投与時の Cmaxは 47.5 μmol/L（329 μg/mL）、AUC0-∞は 73.4 μmol/L

（508 μg·hr/mL）である。DMD 患者由来線維芽細胞から分化させた筋管細胞を用いた検討におい

て、本薬のエクソン 53 スキッピング活性の EC50 値は 1 μmol/L 前後と推定されていることから、

ヒトに投与した際にもエクソン 53 をスキッピングすることで、正常よりも短いもののジストロフ

ィンタンパク質を発現させると考えられた。 

ビルトラルセンのオフターゲット作用を検討するために、ビルトラルセン及びその n±1 mer に

ついて、ヒト mRNA 及び pre-mRNA の全ての遺伝子配列に対して in silico で解析した。その結果、

30 種類のオフターゲット候補遺伝子を見出した。このうち、11 遺伝子はカニクイザルでも認めら

れ、ヒト特異的なオフターゲット候補遺伝子は 19 遺伝子であった。これらの 19 候補遺伝子につ

いて、ヒト由来の RD 細胞、HEK293 細胞及び ITO-II 細胞を用いてビルトラルセンの遺伝子発現

に及ぼす影響をエクソンマイクロアレイ法及び RT-PCR 法により評価した（表 2.6.2.6-1）。エク

ソンマイクロアレイ法による検討では、薬効標的臓器である筋細胞（RD 細胞）では、10 遺伝子

について発現変動が認められず、9 遺伝子についてはビルトラルセンの影響を評価できなかった。

ビルトラルセンの毒性標的臓器である腎臓細胞（HEK293 細胞）では、4 遺伝子（APCDD1、CNTNAP2、

FUT1 及び MYT1）で、ITO-II 細胞では 1 遺伝子（ALDH1A2）で発現変動が認められた。SLC24A2

は ITO-II 細胞での発現変動が認められず、遺伝子発現に影響しないと考えられた。FSHR 及び

SLC22A10 は、RD 細胞、HEK293 細胞並びに ITO-II 細胞のいずれにおいても発現が認められず、

エクソンマイクロアレイにより評価できなかった。エクソンマイクロアレイにより発現変動の認

められた 5 遺伝子（APCDD1、CNTNAP2、FUT1、MYT1 及び ALDH1A2）及び影響を評価できなか

った 2 遺伝子（FSHR 及び SLC22A10）について、RT-PCR 法を用いて遺伝子発現を評価した。そ

の結果、APCDD1、CNTNAP2、FUT1 及び MYT1 については発現変動が認められ、遺伝子発現に影

響すると考えられた。ALDH1A2、FSHR 及び SLC22A10 については発現変動が認められなかった

ことから、遺伝子発現に影響しないと考えられた。なお、RP11-459O1.2 及び RP11-479O16.1 はい

ずれの細胞においてもエクソンマイクロアレイの際にプローブを作成できずビルトラルセンの遺

伝子発現への影響を評価ができなかったが、これらの遺伝子は生体における機能が知られておら

ず、遺伝子発現変動が生体の機能に与える影響を評価できないため、RT-PCR 法による検討は実施

しなかった。 
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表 2.6.2.6-1 ビルトラルセンによるオフターゲット候補遺伝子の発現変動 

遺伝子名 実験系 
発現変動 

RD 細胞 HEK293 細胞 ITO-II 細胞 最終判定 

ALDH1A2 
エクソンマイクロアレイ ― ― ↑ 

影響なし 
RT-PCR   ― 

APCDD1 
エクソンマイクロアレイ 発現なし ↓ ― 

↓ 
RT-PCR  ↓  

CAMKK2 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

CNTNAP2 
エクソンマイクロアレイ 発現なし ↓ 発現なし 

↓ 
RT-PCR  ↓  

FSHR 
エクソンマイクロアレイ 発現なし 発現なし 発現なし 

影響なし 
RT-PCR   ― 

FUT1 
エクソンマイクロアレイ 発現なし ↑ ― 

↑ 
RT-PCR  ↑  

LMTK2 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

LRIG1 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

MYT1 
エクソンマイクロアレイ 発現なし ↓ ― 

↓ 
RT-PCR  ↓  

PCDH15 
エクソンマイクロアレイ ― 発現なし 発現なし 

影響なし 
RT-PCR    

PRKCH 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

RP11-459O1.2 
エクソンマイクロアレイ    

未検討 
RT-PCR    

RP11-479O16.1 
エクソンマイクロアレイ    

未検討 
RT-PCR    

SLC22A10 
エクソンマイクロアレイ 発現なし 発現なし 発現なし 

影響なし 
RT-PCR   ― 

SLC24A2 
エクソンマイクロアレイ 発現なし 発現なし ― 

影響なし 
RT-PCR    

TIAM1 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

WDR20 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

WRN 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし 
RT-PCR    

ZNF557 
エクソンマイクロアレイ ― ― ― 

影響なし RT-PCR    
RD 細胞はエクソンマイクロアレイのみ実施。斜線のカラムは未検討を示す。 
―：変化なし、↑：発現増加、↓：発現低下 

 

CNTNAP2 は神経系に発現するニューレキシンファミリーに属するタンパク質をコードしてお

り、自閉症、統合失調症を含む神経発達障害に関与している 3, 4)。また、MYT1 は神経に特異的な

Zn フィンガーを含有する DNA 結合性タンパク質をコードしており、発育時の神経細胞の分化に

関与している 5)。実験動物を用いた組織分布試験の結果（2.6.4.4.2 項及び 2.6.4.4.3 項参照）より、

ビルトラルセンはヒトにおいて神経系への分布は少ないと考えられることから、CNTNAP2 及び

MYT1 の遺伝子発現に影響を与える可能性は低いと考えられた。FUT1 は赤血球の H 抗原の前駆体
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の生成に関与するフコシルトランスフェラーゼをコードし、遺伝子の突然変異は血液型のボンベ

イ型の原因となる 6)。また、FUT1 はがん細胞の分化 7)、転移 8)、薬剤耐性 9)に関連するとの報告

もあるが、正常細胞を用いた検討は報告されていない。エクソンマイクロアレイ試験では、遺伝

子導入試薬である Endo-Porter○R を用いたうえで、ビルトラルセンを最高 120 μmol/L（831 μg/mL）

で適用している。これは、臨床試験（2.7.6.2 項参照）において 80 mg/kg を静脈内投与した時の Cmax

値（329 μg/mL）より 2.5 倍高い条件であるが、このときの FUT1 mRNA の増加は 1.53 倍と僅かで

あった。したがって、ビルトラルセンはヒトにおいて FUT1 の遺伝子発現に影響を与える可能性

は否定できないものの、ヒトの生理機能に影響を与える可能性は低いと考えられた。APCDD1 は

Wnt シグナル経路の抑制因子をコードしている。この遺伝子の変異は先天性貧毛症と関連性があ

るとされ、しばしば毛幹の脱色又は低色素化を伴うことが報告されている 10, 11)。なお、この遺伝

子の発現増加は大腸がんとの関連性が疑われている。ヒトにおいて、APCDD1 の発現低下により

毛髪伸長の過程に影響を及ぼす可能性も考えられたものの、臨床試験において貧毛は認められな

かった。国内 P1/2 試験において、16 例中 1 例の患者において毛髪変色が認められたが 

（2.7.4.2.1.5（3）項参照）、貧毛を伴うものではなく、オフターゲット作用との関連性は明らかで

なかった。 

ヒトとカニクイザルで共通して発現するオフターゲット候補遺伝子（11 遺伝子）の評価は、カ

ニクイザルを用いた非臨床試験の中で実施した。カニクイザルにビルトラルセンを反復静脈内投

与した毒性試験で認められた所見は尿細管の好塩基性顆粒などの腎臓への影響に限定されたもの

であった（2.6.6.9.1.2 項参照）。これらはアンチセンスオリゴヌクレオチドを投与した際に一般的

に認められるものであり 12, 13)、ハイブリダイゼーション非依存的な変化と推察された。また、同

11 遺伝子について、ヒト細胞を用いたエクソンマイクロアレイから得られたデータを再解析した。

5 遺伝子（COL18A1、EEF2K、SLC25A18、SLIT3、SYCP2L）については、遺伝子発現変動は認め

られなかった。残りの 6 遺伝子はいずれのヒト細胞においても遺伝子発現がない、あるいはエク

ソンマイクロアレイにプローブが搭載されていなかったが、4 遺伝子（ZMIZ1-AS1、AC008697.1、

RP11-145G20.1 及び RP11-649E7.5）については生物学的特性が不明であり、ヒトにおけるリスク

評価は不能と考えられた。2 遺伝子（GRIA1 及び GRIN2A）については主に脳に発現する遺伝子で

あり、ビルトラルセンは神経系への分布は少ないと考えられること（2.6.4.4.2 項及び 2.6.4.4.3 項

参照）から、本薬がこれらの遺伝子発現に影響を与える可能性は低いと考えられた。上記のとお

り、カニクイザルを用いた非臨床試験において認められた毒性所見は核酸薬を投与した際に一般

的に認められる腎障害に起因した変化に限定されており、中枢神経症状を含めこれら 6 遺伝子の

変動を疑う変化は認められなかった。したがって、ヒトに対してビルトラルセンの標的以外の配

列へのハイブリダイゼーションに基づくオフターゲット作用が生じるリスクは低いと考えられた。 

安全性薬理試験として、ラット中枢神経系、in vitro hERG 試験ならびにサル心血管系及びサル

呼吸系に及ぼす影響について検討した。また、サル 12 週間間歇静脈内及び筋肉内投与による毒性

試験の中で、安全性薬理の主要評価項目である中枢神経系、心血管系及び呼吸系についても評価

した。ラット中枢神経系において、500 mg/kg を静脈内投与した 1 及び 2 時間後にのみ、最大で

0.75°C の軽度な体温低下が一過性に認められた。この時の血漿中濃度はそれぞれ 278.8 及び

120.9 μg/mL であった（4.2.1.3-1 参照）。これらの血漿中濃度を超えるその他の測定時点ではいず
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れも体温は低下しておらず、血漿中濃度推移との関連性が認められないことから、この一過性の

体温低下は偶発的な変化であると考えられた。また、サルを用いた中枢神経系評価では、最大用

量である 600 mg/kg を急速静脈内投与しても体温への影響は認められず、この時の Cmax は

7835 μg/mL であった（初回投与日の Cmax、2.6.7.7.3 項参照）。以上より、ラットで認められた体

温低下は統計学的には有意であるものの生物学的な意義はなく、ヒトへ影響を及ぼす可能性は低

いと考えられた。その他、中枢神経系、心血管系および呼吸系に影響は認められなかった。以上

の安全性薬理試験より、臨床使用にあたり特別に注意を要する作用は認められなかった。 

以上より、本薬はジストロフィン pre-mRNA のエクソン 53 に結合してエクソン 53 をスキッピ

ングさせ、機能的なジストロフィンタンパク質を発現させることにより DMD の治療に貢献する

と考えられた。 

 

2.6.2.7 図表 
図表は、本文中の適切な場所に記載した。 
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2.6.3 薬理試験概要表 

2.6.3.1 薬理試験：一覧表 

 
一覧表（1/2） 

被験物質：Viltolarsen 

試験の種類 試験系 投与方法 実施施設 試験番号 CTD 
記載箇所 

効力を裏付ける試験 

エクソン 53 スキッピング後のジストロフィン
mRNA 発現（エクソンスキッピング活性） 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患
者由来線維芽細胞（筋管細
胞） 

in vitro 

日本新薬東部創
薬研究所/国立
精神・神経医療
研究センター 

PH-065-001 4.2.1.1-1 
(評価資料) 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患
者由来線維芽細胞（筋管細
胞） 

in vitro 

日本新薬東部創
薬研究所/国立
精神・神経医療
研究センター 

PH-065-002 4.2.1.1-2 
(評価資料) 

エクソン 53 スキッピング後のジストロフィンタ
ンパク質発現 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患
者由来線維芽細胞（筋管細
胞） 

in vitro 

日本新薬東部創
薬研究所/国立
精神・神経医療
研究センター 

PH-065-005 4.2.1.1-3 
(評価資料) 

エクソン 53 スキッピング後のジストロフィン
mRNA 発現（エクソンスキッピング活性） 

エクソン 48–52 欠損 DMD 患
者由来線維芽細胞（筋管細
胞） 

in vitro 

日本新薬東部創
薬研究所/国立
精神・神経医療
研究センター 

PH-065-006 4.2.1.1-4 
(評価資料) 

エクソン 53 スキッピング後のジストロフィンタ
ンパク質発現 

エクソン 48–52 欠損 DMD 患
者由来線維芽細胞（筋管細
胞） 

in vitro 

日本新薬東部創
薬研究所/国立
精神・神経医療
研究センター 

PH-065-007 4.2.1.1-5 
(評価資料) 

カニクイザルにおけるエクソン 53 スキッピング
活性 カニクイザル 静脈内 日本新薬東部創

薬研究所 PH-065-004 4.2.1.1-6 
(評価資料) 

DMD：デュシェンヌ型筋ジストロフィー 
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一覧表（2/2） 

試験の種類 試験系 投与方法 実施施設 試験番号 CTD 
記載箇所 

副次的薬理試験 
ヒトでの 2 塩基以内相違配列の検索並びに実験動
物における 2 塩基以内相違配列の相同性検索 ヒト mRNA 及び pre-mRNA in silico 日本新薬東部創

薬研究所 TX-1829 4.2.1.2-1 
(評価資料) 

遺伝発現変動解析（エクソンマイクロアレイ） 

RD 細胞 in vitro TX10902 4.2.1.2-2 
(評価資料) 

HEK293 細胞 in vitro  TX10903 4.2.1.2-3 
(評価資料) 

ITO-II 細胞 in vitro TX10904 4.2.1.2-4 
(評価資料) 

遺伝発現変動解析（RT-PCR 法） 
HEK293 細胞 in vitro  TX10968 4.2.1.2-5 

(評価資料) 

ITO-II 細胞 in vitro TX10967 4.2.1.2-6 
(評価資料) 

安全性薬理試験 

中枢神経系に及ぼす影響 ラット 静脈内  TX10764 4.2.1.3-1 
（評価資料） 

中枢神経系に及ぼす影響 カニクイザル 静脈内  TX10746 4.2.3.2-3 
（評価資料） 

hERG 電流に及ぼす影響 hERG 安定発現 CHO 細胞 in vitro  TX10836 4.2.1.3-2 
（評価資料） 

心血管系に及ぼす影響 カニクイザル 静脈内  TX10834 4.2.1.3-3 
（評価資料） 

心血管系に及ぼす影響 カニクイザル 静脈内  TX10746 4.2.3.2-3 
（評価資料） 

心血管系に及ぼす影響 カニクイザル 筋肉内  TX10747 4.2.3.2-5 
（評価資料） 

呼吸系に及ぼす影響 カニクイザル 静脈内  TX10765 4.2.1.3-4 
（評価資料） 

呼吸系に及ぼす影響 カニクイザル 静脈内  TX10746 4.2.3.2-3 
（評価資料） 

薬力学的薬物相互作用試験：該当試験なし 
RD 細胞：ヒト横紋筋肉腫細胞、HEK293 細胞：ヒト胎児由来腎臓細胞、ITO-II 細胞：ヒト精巣がん細胞、hERG：human ether-a-go-go related gene  
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2.6.3.2 効力を裏付ける試験 

2.6.3.2.1 エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由来細胞を用いた検討 

2.6.3.2.1.1 エクソン 53 スキッピング活性に対する影響（1） 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 適用濃度 
（μmol/L） 

スキッピング効率 b 

（%） 

EC50値 
（95%信頼区間） 

（μmol/L） 

ジストロフィン mRNA
の RT-PCRa 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由
来線維芽細胞から分化させた筋管
細胞 

0 0.7 ± 0.8 

0.63 
（0.53～0.74） 

PH-065-001 
（4.2.1.1-1、 
評価資料) 

0.1 17.7 ± 7.4 
0.3 33.1 ± 2.9 
1 59.3 ± 5.2 
3 82.6 ± 7.4 

10 90.3 ± 3.3 
a：ビルトラルセンを 2 日間適用した直後に回収した細胞から total RNA を抽出し、ジストロフィン mRNA の RT-PCR 産物を検出した。 
b：平均値±標準偏差（n=4） 

 

2.6.3.2.1.2 エクソン 53 スキッピング活性に対する影響（2） 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 適用濃度 
（μmol/L） 

スキッピング効率 b 

（%） 

EC50値 
（95%信頼区間） 

（μmol/L） 

ジストロフィン mRNA
の RT-PCRa 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由
来線維芽細胞から分化させた筋管
細胞 

0 3.3 ± 1.5 

0.90 
（0.61～1.32） 

PH-065-002 
（4.2.1.1-2、 
評価資料) 

0.03 4.3 ± 1.0 
0.1 11.6 ± 4.4 
0.3 26.8 ± 5.8 
1 58.5 ± 14.4 
3 72.5 ± 13.1 
10 81.7 ± 18.8 

a：ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）に回収した細胞から total RNA を抽出し、ジストロフィン mRNA の RT-PCR 産物を検出した。 
b：平均値±標準偏差（n=3） 
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2.6.3.2.1.3 ジストロフィンタンパク質発現に対する影響 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 適用濃度 
（μmol/L） タンパク質発現 

ジストロフィンタンパ
ク質のイムノブロット a 

エクソン 45–52 欠損 DMD 患者由
来線維芽細胞から分化させた筋管
細胞 

0, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 
1 μmol/L 以上の濃度で、ジストロフィン
タンパク質の発現が確認された（図
2.6.2.2.1.3-1 参照）。 

PH-065-005 
（4.2.1.1-3、 
評価資料) 

a：ビルトラルセンは 2 日間適用し、適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）に回収した細胞を用いてジストロフィンタンパク質を検出した。ヒト正常線維芽細胞を分化させ

た筋管細胞より回収したジストロフィンタンパク質を陽性対照として用いた。 
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2.6.3.2.2 エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由来線維芽細胞を用いた検討 

2.6.3.2.2.1 エクソン 53 スキッピング活性に対する影響 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 適用濃度 
（μmol/L） 

スキッピング効率 b 

（%） 

EC50値 
（95%信頼区間） 

（μmol/L） 

ジストロフィン mRNA
の RT-PCRa 

エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由
来線維芽細胞から分化させた筋管
細胞 

0 0.7 ± 0.5 

2.30 
（1.84～2.88） 

PH-065-006 
（4.2.1.1-4、 
評価資料) 

0.03 1.8 ± 1.5 
0.1 4.9 ± 3.3 
0.3 20.9 ± 5.9 
1 29.5 ± 5.0 
3  57.4 ± 11.9 
10 76.4 ± 9.0 

a：ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）に回収した細胞から total RNA を抽出し、ジストロフィン mRNA の RT-PCR 産物を検出した。 
b：平均値±標準偏差（n=4） 

 

2.6.3.2.2.2 ジストロフィンタンパク質発現に対する影響 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 適用濃度 
（μmol/L） タンパク質発現 

ジストロフィンタンパ
ク質のイムノブロット a 

エクソン 48–52 欠損 DMD 患者由
来線維芽細胞から分化させた筋管
細胞 

0, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 
0.1 μmol/L 以上の濃度でジストロフィン
タンパク質の発現が確認された（図
2.6.2.2.2.2-1 参照）。 

PH-065-007 
（4.2.1.1-5、 
評価資料) 

a：ビルトラルセンを 2 日間適用し、適用開始 7 日後（適用終了 5 日後）に回収した細胞を用いてジストロフィンタンパク質を検出した。ヒト正常線維芽細胞を分化させ

た筋管細胞より回収したジストロフィンタンパク質を陽性対照として用いた。 
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2.6.3.2.3 カニクイザルに対する影響 

2.6.3.2.3.1 39 週間間歇静脈内投与したときのエクソン 53 スキッピング活性に対する影響 

被験物質：Viltolarsen 

試験項目 試験系 

試験成績 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 
標本採取時期 組織 投与量 

（mg/kg） 
スキッピング効率 a 

（%） 

ジストロフィン mRNA の
RT-PCR 

カニクイザル 39 週
間静脈内投与試験 
（週 1 回間歇） 

39 週間の投与期
間終了時 

骨格筋 
0（媒体） 0.1 ± 0.2 

PH-065-004 
（4.2.1.1-6、 
評価資料) 

10 0.5 ± 0.3 
60 2.3 ± 1.5 b 
360 6.2 ± 1.8 c 

心筋 
0（媒体） 0.1 ± 0.1 

10 0.2 ± 0.0 
60 0.5 ± 0.2 
360 3.9 ± 3.2d 

39 週間の投与期
間終了後の 8 週
間の回復期間終
了時 

骨格筋 
0（媒体） 0.0 ± 0.0 

60 1.4 ± 0.7 
360 4.8 ± 2.7 b 

心筋 
0（媒体） 0.0 ± 0.0 

60 0.0 ± 0.1 
360 0.6 ± 0.3 d 

媒体：生理食塩液 
a：平均値±標準偏差（投与期間終了時は n=5、回復期間終了時は n=3） 
b：P<0.025（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 
c：P< 0.0005（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 
d：P<0.005（Williams 多重比較検定（片側）、媒体群との比較） 
 

 

 



 

 

N
S

-065/N
C

N
P

-01 
2.6.3 

薬
理
試
験
概
要
表

 
P

age 8 

 
 

 

2.6.3.3 副次的薬理試験 

2.6.3.3.1 in slico 解析によるオフターゲット候補遺伝子の検出 

2.6.3.3.1.1 ヒト mRNA/pre-mRNA を対象とするビルトラルセン配列及びその n±1 mer 配列についての 2 塩基以内相違配列の検索並びに実験動物

における 2 塩基以内相違配列の相同性検索 

（1/2） 被験物質：Viltolarsen 

遺伝子名 Description ヒト mRNA ヒト 
pre-mRNA 

試験番号 
（CTD 記載箇所） n−1 n+1 n−1 n+1 

AC008697.1 ―   ✓  TX-1829 
（4.2.1.2-1、評価

資料） 
ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family member A2 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:15472]   ✓  

APCDD1 APC down-regulated 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:15718]   ✓  

CAMKK2 calcium/calmodulin dependent protein kinase kinase 2 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1470]   ✓  

CNTNAP2 contactin associated protein-like 2 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13830]   ✓  

COL18A1 collagen type XVIII alpha 1 chain 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2195]   ✓  

EEF2K eukaryotic elongation factor 2 kinase 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24615]   ✓  

FSHR follicle stimulating hormone receptor 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3969]   ✓  

FUT1 fucosyltransferase 1 (H blood group) 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4012]   ✓  

GRIA1 glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4571]   ✓  

GRIN2A glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2A 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4585]   ✓  

LMTK2 lemur tyrosine kinase 2 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17880]   ✓  

LRIG1 leucine rich repeats and immunoglobulin like domains 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17360]   ✓  

MYT1 myelin transcription factor 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7622]   ✓  

✓：検出された遺伝子 
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（2/2） 

遺伝子名 Description ヒト mRNA ヒト 
pre-mRNA 

試験番号 
（CTD 記載箇所） n−1 n+1 n−1 n+1 

PCDH15 protocadherin related 15 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14674]   ✓  TX-1829 

（4.2.1.2-1、評価

資料） PRKCH protein kinase C eta 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9403]   ✓  

RP11-145G20.1 ―   ✓  
RP11-459O1.2 ―    ✓ 
RP11-479O16.1 ―   ✓  
RP11-649E7.5 ― ✓  ✓  

SLC22A10 solute carrier family 22 member 10 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:18057]   ✓ ✓ 

SLC24A2 solute carrier family 24 member 2 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:10976]   ✓  

SLC25A18 solute carrier family 25 member 18 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:10988]   ✓  

SLIT3 slit guidance ligand 3 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11087]   ✓  

SYCP2L synaptonemal complex protein 2 like 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:21537] ✓  ✓  

TIAM1 T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11805]   ✓  

WDR20 WD repeat domain 20 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:19667]   ✓  

WRN Werner syndrome RecQ like helicase 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:12791]   ✓  

ZMIZ1-AS1 ZMIZ1 antisense RNA 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:27433]   ✓  

ZNF557 zinc finger protein 557 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28632] ✓  ✓  

ビルトラルセンの相補配列：ヒト mRNA、pre-mRNA ともに 2 塩基以内相違配列を含む遺伝子は検出されなかった。 
ビルトラルセンの n±1 mer の相補配列：ヒト mRNA、pre-mRNA ともに完全一致もしくは 1 塩基相違で一致する配列は含まれていなかった。 
✓：検出された遺伝子 



 

 

N
S

-065/N
C

N
P

-01 
2.6.3 

薬
理
試
験
概
要
表

 
P

age 10 

 
 

 

2.6.3.3.2 遺伝子の発現変動解析 

2.6.3.3.2.1 エクソンマイクロアレイを用いた遺伝子変動解析：RD 細胞 

試験番号 TX10902（資料番号 4.2.1.2-2）参照。 

 

2.6.3.3.2.2 エクソンマイクロアレイを用いた遺伝子変動解析：HEK293 細胞 

（1/2） 被験物質：Viltolarsen 

遺伝子名 プローブ名 発現比 判定 a プローブ名 発現比 判定 a 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 

APCDD1 
A_23_P337262 0.54* ↓ A_37_P099263 0.67* － TX10903 

（4.2.1.2-3、評価資

料） 
A_37_P099261 0.95 － A_37_P099264 0.71* － 
A_37_P099262 0.75* －    

CNTNAP2 

A_33_P3367196 0.09* ↓ A_37_P156401 0.82 － 
A_37_P156386 0.93 － A_37_P156403 0.89 － 
A_37_P156387 0.99 － A_37_P156404 0.99 － 
A_37_P156389 0.86 － A_37_P156405 0.87 － 
A_37_P156390 1.43 － A_37_P156408 0.19* ↓ 
A_37_P156391 1.12 － A_37_P156409 0.13* ↓ 
A_37_P156392 0.87 － A_37_P380098 0.90 － 
A_37_P156394 1.09 － A_37_P380103 0.95 － 
A_37_P156395 0.77 － A_37_P380108 1.05 － 
A_37_P156396 0.79 － A_37_P380112 1.09 － 
A_37_P156397 1.03 － A_37_P380116 0.95 － 
A_37_P156399 0.87 － A_37_P380117 0.92 － 
A_37_P156400 0.98 －    

*：P<0.05 vs 対照群（Welch の t 検定） 
↓：発現低下、－：変動なし、 
a：「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 倍超又は 0.67 倍未満」を示した場合に発現変動ありと判定 
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（2/2） 

遺伝子名 プローブ名 発現比 判定 a プローブ名 発現比 判定 a 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 

FUT1 
A_23_P107963 1.53* ↑ A_37_P143217 1.11 － TX10903 

（4.2.1.2-3、評価資

料） 
A_37_P143216 0.90 － A_37_P143218 1.00 － 

MYT1 

A_23_P210835 0.99 － A_37_P189349 0.85 － 
A_37_P189336 0.99 － A_37_P189350 0.99 － 
A_37_P189337 1.18 － A_37_P189351 1.04 － 
A_37_P189338 0.92 － A_37_P189352 0.74 － 
A_37_P189339 1.14 － A_37_P413044 0.76 － 
A_37_P189341 0.89 － A_37_P413045 0.30* ↓ 
A_37_P189342 0.87 － A_37_P413050 0.88 － 
A_37_P189343 1.08 － A_37_P413054 1.02 － 
A_37_P189345 0.74 － A_37_P413058 0.95 － 
A_37_P189346 0.97 － A_37_P413063 0.94 － 
A_37_P189347 0.96 － A_37_P462811 0.79 － 

評価不能遺伝子 
・発現が認められなかった遺伝子：FSHR、PCDH15、SLC22A10、SLC24A2 
・プローブ作成ができなかった遺伝子： RP11-459O1.2、RP11-479O16.1 

発現変動が認められなかった遺伝子：ALDH1A2、CAMKK2、LMTK2、LRIG1、PRKCH、TIAM1、WDR20、WRN、ZNF557 
有意なパスウェイ：41（オフターゲット候補遺伝子は含まれず） 

*：P<0.05 vs 対照群（Welch の t 検定） 
↑：発現上昇、↓：発現低下、－：変動なし、 
a：「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 倍超又は 0.67 倍未満」を示した場合に発現変動ありと判定 
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2.6.3.3.2.3 エクソンマイクロアレイを用いた遺伝子変動解析：ITO-II 細胞 

被験物質：Viltolarsen 

遺伝子名 プローブ名 発現比 判定 a プローブ名 発現比 判定 a 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 

ALDH1A2 

A_24_P73577 1.10 － A_37_P174417 0.78 － TX10904 
（4.2.1.2-4、評価資

料） 
A_37_P174407 1.01 － A_37_P174418 0.99 － 
A_37_P174408 0.94 － A_37_P398120 1.54* ↑ 
A_37_P174409 1.15 － A_37_P398124 1.31* － 
A_37_P174411 1.14 － A_37_P398125 1.04 － 
A_37_P174412 1.22 － A_37_P398129 1.08 － 
A_37_P174413 1.20 － A_37_P461571 1.00 － 
A_37_P174416 0.86 －    

評価不能遺伝子 
・発現が認められなかった遺伝子：CNTNAP2、FSHR、PCDH15、SLC22A10 
・プローブ作成ができなかった遺伝子：RP11-459O1.2、RP11-479O16.1 

発現変動が認められなかった遺伝子：APCDD1、CAMKK2、FUT1、LMTK2、LRIG1、MYT1、PRKCH、SLC24A2、TIAM1、
WDR20、WRN、ZNF557 

有意なパスウェイ：なし 
*：P<0.05 vs 対照群（Welch の t 検定） 
↑：発現上昇、－：変動なし 
a：「Welch の t 検定で有意」かつ「発現比が 1.5 超又は 0.67 未満」を示した場合に発現変動ありと判定 
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2.6.3.3.2.4 RT-PCR 法を用いた遺伝子変動解析：HEK293 細胞 

被験物質：Viltolarsen 

遺伝子名 プローブ名 プローブ配列 a 
発現比 

（log2 ratio） 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 

APCDD1 A_23_P337262 5′-GTTTTATATGCTGGAATCCAATGCAGAGTTGGTTTGGGACTGTGATCAAGACACCTTTTA-3′ -0.99* TX10968 
（4.2.1.2-5、評

価資料） 
CNTNAP2 

A_33_P3367196 5′-CTCTCTAAAAGCAACAGCATGTAAACTAGAATGAAAGAAGGAAATTATGTACGTATGCCT-3′ -3.25* 

A_37_P156408 5′-AATTGACCAAGAGATTCACAAATACAACACCCCAGGATTCACTGGTTGCCTCTCCAGAGT-3′ 0.16 

A_37_P156409 5′-ATCCAGGACAAGGCCAAGCTATAAGAAATGGAGTCAACAGAAACTCGGCTATCATTGGAG-3′ -3.88* 

FUT1 A_23_P107963 5′-AACTCAGCTGCCACGGGTGAGAGAGCAGGAGGTATGAATTAAAAGTCTACAGCACTAAAA-3′ 0.61* 

MYT1 A_37_P413045 5′-ATGAGTTCCGAGGTGAGCTGTTAAATCAGAGGTGGACACACGGAGGCAAGGCCAGCAGCT-3′ -2.44* 
*：P<0.05 vs 対照群（Welch の t 検定） 
a：PCR プライマーは、当該プローブの一部もしくは全配列が包含されるように設計 

 

 

2.6.3.3.2.5 RT-PCR 法を用いた遺伝子変動解析：ITO-II 細胞 

被験物質：Viltolarsen 

遺伝子名 プローブ名 プローブ配列 a 
発現比 

（log2 ratio） 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 

ALDH1A2 A_37_P398120 5′-AGGGGACGTCTGTTGGATAAGCTTGCAGACTTGGTGGAACGGGACAGGGCAGTTCTTGCA-3′ 0.10 TX10967 
（4.2.1.2-6、評

価資料） FSHR 
A_37_P041819 5′-AGGTCGACTTACAACTTAAAAAAGCTGCCTACTCTGGAAAAGCTTGTCGCCCTCATGGAA-3′ -0.15 

A_37_P041818 5′-TAATAATTTAGAAGAATTGCCTAATGATGTTTTCCACGGAGCCTCTGGACCAGTCATTCT-3′ -0.03 

SLC22A10 A_37_P434573 5′-AAATATTTTCTCCCTTTGAACTTATCTCCGTAAAGCCATTGTGCCTCCTCTTGGGGGTCA-3′ -0.37 
a：PCR プライマーは、当該プローブの一部もしくは全配列が包含されるように設計 
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2.6.3.4 安全性薬理試験 

2.6.3.4.1 中枢神経系に及ぼす影響 

 

被験物質：viltolarsen 

試験項目 動物種/ 
系統 投与方法 投与量 

(mg/kg) 
性別及び 
動物数/群 特記すべき所見 GLP

適用 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 
一般症状及び行
動（FOB 法） 
 
トキシコキネテ
ィクス測定 

ラット
/Crl:CD(SD) 

静脈内 0, 125, 250, 
500 

雄 6 体温（500 mg/kg）： 
0.58°C 低下（投与後 1 時間） 
0.75°C 低下（投与後 2 時間） 

（その他、一般症状及び行動についてはな
し） 
 
血漿中ビルトラルセンの薬物動態パラメ
ータ 

Dose 
(mg/kg) 

Cmax a 
(µg/mL) 

AUC0-24hr b 
(μg∙hr/mL) 

125 641.8 ± 113.5 273.1 
250 1077 ± 400 604.8 
500 1862 ± 214 2361 

 

適 TX10764 
（4.2.1.3-1、評
価資料） 

一般症状及び行
動（FOB 法） 

サル
/Cynomolgus 

静脈内 
（週 1 回、12 週間） 

0, 60, 200, 600 雄 5 一般症状及び行動 c：なし 適 TX10746 
（4.2.3.2-3、評
価資料） 

a：平均値 ± 標準偏差 
b：平均値 
c：3 並びに 10 回目投与日の投与終了後約 2 及び 6 時間に観察 
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2.6.3.4.2 心血管系に及ぼす影響 

 

被験物質：viltolarsen 

試験項目 動物種/ 
系統 投与方法 投与量 

(mg/kg) 
性別及び 
動物数/群 特記すべき所見 GLP

適用 
試験番号 

（CTD 記載箇所） 
hERG 電流 
(tail peak current) 

hERG 安定発現 
CHO 細胞 

in vitro 0, 0.3, 1, 3 
mg/mL 

6 例 hERG 電流：なし 適 TX10836 
（4.2.1.3-2、評価
資料） 

血圧 
心拍数 
心電図（PR 間隔、 
QRS 時間、QT 間
隔、QTc） 
（無麻酔、テレメト
リー法） 

サル
/Cynomolgus 

静脈内 
（漸増投与） 

0, 60, 200, 600 雄 4 血圧：なし 
心拍数：なし 
心電図 
 PR 間隔：なし 
 QRS 時間：なし 
 QT 間隔：なし 
 QTc：なし 

適 TX10834 
（4.2.1.3-3、評価
資料） 
 

血圧 
心拍数 
心電図（PR 間隔、 
QRS 時間、QT 間
隔、QTc） 
（無麻酔、ホルター
法） 

サル
/Cynomolgus 

静脈内 
（週 1 回、12 週
間） 

0, 60, 200, 600 雄 5 血圧 a：なし 
心拍数 a：なし 
心電図 a 
 PR 間隔：なし 
 QRS 時間：なし 
 QT 間隔：なし 
 QTc：なし 

適 TX10746 
（4.2.3.2-3、評価
資料） 

心拍数 
心電図（PR 間隔、 
QRS 時間、QT 間
隔、QTc） 
（無麻酔、ホルター
法） 

サル
/Cynomolgus 

筋肉内 
（週 1 回、12 週
間） 

0, 100 雄 5 心拍数 a：なし 
心電図 a 
 PR 間隔：なし 
 QRS 時間：なし 
 QT 間隔：なし 
 QTc：なし 

適 TX10747 
（4.2.3.2-5、評価
資料） 

a：2 及び 11 回目投与日の投与終了後 1～3 時間に測定 
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2.6.3.4.3 呼吸系に及ぼす影響

被験物質：viltolarsen 

試験項目
動物種/ 
系統

投与方法
投与量 
(mg/kg) 

性別及び 
動物数/群 特記すべき所見

GLP
適用 

試験番号 
（CTD 記載箇所） 

呼吸数 
血液ガス（pH、酸素分
圧、二酸化炭素分圧、
ヘモグロビン酸素飽和
度）

サル
/Cynomolgus 

静脈内 
（漸増投与）

0, 60, 200, 600 雄 4 呼吸数：なし 
血液ガス

pH：なし 
酸素分圧：なし
二酸化炭素分圧：なし
ヘモグロビン酸素飽和度：なし

適 TX10765 
（4.2.1.3-4、評価
資料）

呼吸数 サル
/Cynomolgus 

静脈内 
（週 1 回、12 週
間）

0, 60, 200, 600 雄 5 呼吸数 a：なし 適 TX10746 
（4.2.3.2-3、評価
資料）

a：2 及び 11 回目投与日の投与終了後 1～3 時間に測定 

2.6.3.5 薬力学的薬物相互作用試験

該当試験なし。

2.6.3.6 参考文献

なし。


	2.6_非臨床試験の概要文及び概要表
	2.6.1 緒言
	2.6.2 薬理試験の概要文
	2.6.3 薬理試験概要表




