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研究成果の概要（和文）：ステロイド感受性ネフローゼ症候群の同胞発症家系を用いた研究により、Rhoファミ
リー低分子量G蛋白質の活性調節経の本症発症への関与を報告した（Nat Commun, 2018;17:9:1960)。同様な戦略
により新たな病的経路を検索し、罹患同胞は複合ヘテロ接合体、両親は保因者となるIL1RAP遺伝子変異を同定し
た。変異IL1RAP遺伝子を発現させるとIL1結合能低下を認めた（Int Immunol. 2020;12;32:283-292）。更に、
Il1rapノックアウト・マウスを解析したが、尿蛋白質排出において野生型と有意差を認めなかったため、マウス
遺伝学的背景を変えた検証が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To clarify gene for steroid-sensitive nephrotic syndrom (SSNS) we performed 
the whole exsome-sequencing of SSNS family with affected sibs, and identified first gene ISTN1, and 
identified additional 23 mutations in the ISTN1-related genes.To explore a novel SSNS gene we 
screened additional 7 families with affected sibs and found a compound-heterozygous mutations in 
IL1RAP gene. Since IL1RAP is a critical subunit of the functional interleukin-1 receptor (IL-1R), we
 tested the its functional effect. When stimulated with IL-1β, peripheral blood cells from the 
patients produced markedly lower levels of cytokines compared with cells from healthy family 
members. Moreover, IL-1R with a variant IL1RAP subunit had impaired binding ability and low 
reactivity to IL-1β. To confirm the causality of the mutations in a mouse model we analyzed urine 
protein levels in the Il1rap knockout mouse. However, the protein level was not different form 
wild-type mouse, suggesting necessity of further analysis.

研究分野：小児科学、ゲノム医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ネフローゼ症候群には、ステロイド治療が効くステロイド感受性と効かない病型がある。小児では、ステロイド
感受性の症例が多数を占めるが、遺伝的背景はステロイド日感受性に比べて解明されていない。本研究では、同
胞発症のステロイド感受性症例に着目し、その遺伝的背景を明らかにするゲノム解析を行った。この同様な戦略
により、申請者らはこれまで6つの病因となる遺伝子を明らかにしてきた。今回、同様の手法によりIL1RAPとい
う遺伝子に候補遺伝子変異を見出し、その性質を培養細胞内および遺伝子改変マウスを用いて検証したところ、
相棒レベルでは機能低下を認めたが、マウスレベルでは認めなかった。現在更なる検証を進めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１. 研究開始当初の背景 
 
多因子病の遺伝的背景を解明する方法として Wide Association Study, GWAS)が実施されて
きた。しかしながら、効果の強い遺伝子を同定することが出来ない多因子病も多く、「失われた
遺伝率」と呼ばれている。また、一般に GWASで同定された感受性遺伝子の多くはその効果が
小さく、機能解析や動物モデルにおける再現が困難で、発症メカニズムの解明になかなか迫るこ
とができない、という側面がある。現時点では、「ネフローゼ症候群はいかに発症するか？」、古
くかネフローゼ症候群の治療に古くから用いられてきたステロイドが「どのようにして効くの
か？」、といった基本的な問題に答えることができない。 

 
ネフローゼ症候群のステロイド治療が長期間に及ぶ場合、小児では成長障害などのステロイ
ドの副作用が深刻な問題となる。このような副作用の無い治療法を開発するには、ステロイドの
作用分子を明らかにし、その分子に作用する薬剤（分子標的薬）の開発が必要である。また、以
前より繰返し問われてきた「先行感染がどのように SSNS の発症に関係しているか？」の問題
も未解決である。GWAS による SSNS 感受性遺伝子解析の結果、HLA 遺伝子が SSNS の発症
に関連してことが示されている。また、リツキシマブが新しい治療選択肢となっていることも、
SSNSと免疫系の関連を示唆するが、その病的経路の解明には至っていない。従って、SSNSの
遺伝学的背景の解明には、これまでの手法とは異なる、新たな遺伝的背景の解析戦略が必要と考
える。 
  
これまでの GWAS による SSNS のゲノム解析では限
界があるため、新たな戦略で SSNSの遺伝的背景の解明
を計画した。着目したのは、当科外来でフォローしてい
たステロイド依存性ネフローゼ症候群の同胞（姉弟）発
症家系であった（図１）。両親は非罹患、同胞（姉弟）は
罹患、であるため、常染色体劣性遺伝を想起させる。「多
因子病と考えられている SSNS でなぜ同胞発症したの
か？」という問いに対し、次の様な仮説を立てた。「この
家系には SSNS発症に劣性に働く効果の強い遺伝子を持
つため、あたかも常染色体劣性遺伝のように見えるので
はではないか？」 
 
この仮説に基き、全エクソーム解析により常染色体劣
性遺伝に当てはまる遺伝子変異を検索したところ、合致
する変異遺伝子は単一で ITSN2 という新規病因遺伝子
であった。ITSN2 遺伝子は、腎足細胞の糸状仮足形成に関与するため、正常型と変異型の ITSN2 
cDNAを培養細胞で発現させところ、変異遺伝子の糸状仮足形成能の低下を認めた。更に、マウ
ス Itsn2をノックアウトしたところ、炎症惹起時の尿蛋白排泄増加を認め、病因性を確認した。 

 
ITSN2 遺伝子変異を持つ別の症例を検索す
る目的で、患者 DNAを多数収集しているボス
トン小児病院と共同研究を開始した。ITSN2遺
伝子と機能的に関連がある遺伝子群を 1000症
例において変異スクリーニングし、6つの新規
病因遺伝子（MAG22, TNS2, DLC1, CDK20, 
ITSN2, ITSN2）を同定した。遺伝子変異を認
めた家系は、いずれも頻回再発型のステロイド
依存性ネフローゼ症候群であり、常染色体劣性
の遺伝形式をとっていた。 

 
これらの遺伝子は、いずれも同一のシグナル伝
達経路（Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質の
活性調節経路）上の分子をコードし（図２）、
SSNSの病的経路が明らかになった（Ashraf S, 
Kudo H, Kure S, et al. Mutations in six 
nephrosis genes delineate a  pathogenic 
pathway amenable to treatment. Nat 
Commun, 2018;9:1960）。このシグナル伝達経
路は、腎足細胞におけるアクチン重合を調節す



ることにより足突起の運動を制御するため、この経路の機能不全により蛋白尿を来すと推察さ
れた。また、経路内にはステロイドが作用する CAV1分子も存在するため「ステロイドは何故効
くか？」の問題解決へ示唆を与えた。図２に SSNSの 17家系で変異を認めた 6遺伝子（全 23
変異）と各遺伝子の機能的関連を示す（上述論文の Fig.2より引用）。 
 
 
２．研究の目的 
これまでの申請者らの研究により、Rhoファミリー低分子量 G蛋白質の活性調節経の調節障
害が SSNS の発症に関連していることが判明した。しかしながら、SSNS は多因子病であり、
この経路の調節障害のみでは、説明できない点も多く存在する。特に先行感染やHLA分子が関
わると考えられる免疫系の関与が説明できない。また、先行研究から免疫系に対するステロイド
の関与も示唆されているため、ステロイド作用機序も更に複雑と推察されるため、SSNSの発症
に関与する、第２、第３の病的経路が存在すると考えている。 

 
本研究では、新たな同胞発症 SSNS 家系をできるだけ多く収集し、これまで実施してきた手
法により第 2、第 3の病的経路を同定し、SSNS発症機序の解明を目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
 
基本的には、これまの研究で第１の病的経路（Rho フ
ァミリー低分子量 G蛋白質の活性調節）の解明の際に利
用した手法をそのまま実施する。実際には、ゲノム解析、
候補遺伝子絞込、培養細胞を用いた機能解析、遺伝子改
変動物を用いた機能解析、関連遺伝子の変異スクリーニ
ングの順に進める（図３）。 
 
 
以上の手法により、第 2、第 3 の病的経路を同定し、
SSNS 発症機序の解明を目指す。基本的には、これまでの
研究の経験から、で病的経路の解明の際に、最も時間が
かかると予想されるのは、マウスモデルの作成とその表
現型（尿中蛋白排出の増加）の証明であった。 
 
その問題を克服するために、今回の研究計画では、ゼ
ブラフィッシュ・モデルの解析系を導入し、CRISPR/CAS9
による遺伝子改変によるノックダウンやノックインによ
る遺伝子改変動物の作成を行う。マウスモデル作成に比
べ、実験期間の大幅な短縮が期待できるので、研究を加
速するものと考えられる。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、まず初めに同胞発症者が存在する
含む SSNS 家系を新たに 7 家系を収集した（図
４）。全て日本人症例であった。この研究の発端
となった同胞発症家系を左上に示す。残りの７家
系に対し、全エクソーム解析を実施し、常染色体
潜性遺伝または、X連鎖性遺伝に合致する家系を
抽出した。 
 
その結果、１家系（図４中、上段右の家系）
に常染色体潜性遺伝に合致する新たな病因遺伝
子変異候補を見出した（図５）。遺伝子変異は、
インターロイキン１受容体アクセサリー蛋白質をコードする IL1RAP 遺伝子であった。この家系
の同胞患者は共に複合ヘテロ接合体（I175T/R22H）、両親は一方の遺伝子の保因者であった。こ
の変異遺伝子を持つ IL1 受容体を培養細胞に発現させ、その性質を検索したところ、IL1 受容
体への IL1 リガンド結合能が低下していること、IL1 受容体を介したサイトカイン分泌能が有



意に低下していることを見出した（Niizuma S, Kure 
S, et. al., Int Immunol. 2020;32:283-292）。 
 
 
個体レベルの検証を行うべく、Il1rap 遺伝子ノッ
クアウト・マウスの解析を行った。Il1rap 遺伝子ノ
ックアウト・マウスの尿蛋白質排出量を野生型マウス
と比較した。しかしながら、IL1RAP ノックアウト・マ
ウスの尿蛋白排出量は、野生型マウスと有意差を認め
なかった。次に炎症惹起時の尿蛋白質排出量を検討し
た。LPS により炎症を惹起したが、尿中蛋白濃度にも
変化がなかった。ネフローゼ症候群の病因遺伝子とな
っている確証を得ることは出来なかった。以上の実験
は B6 系統マウスで実施したが、今後はマウスの遺伝
学的背景を変化させて表現型を解析するなど検索が
必要と考えている。 
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を認めた SSNS 家系 
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