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研究成果の概要（和文）：様々な遺伝性腎疾患において、その発症機序や重症度におけるスプライシング異常が
大きく関わっていることを、in vitro、in vivo、臨床的観点から検討を行ってきた。その結果、これまでミス
センス変異として解釈されてきたエクソン最後の塩基の置換がスプライシング異常を来していることや、それに
より、遺伝子型・臨床型の相関の解析が間違った情報を元にされていることが明らかになった。またスプライシ
ングの制御により一部の遺伝性腎疾患では治療が可能であることも明らかとした。今後、核酸医薬を用いた治療
法の開発へとつながる重要な情報を多数見いだすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have investigated in vitro, in vivo, and clinical viewpoints that 
splicing abnormalities in the pathogenesis mechanism and severity of various hereditary renal 
diseases are greatly involved. As a result, the substitution of the last base of the exon, which has
 been interpreted as a missense variant, causes a splicing abnormality, and as a result, the 
analysis of the genotype-phenotype correlation has been conducted based on incorrect information. It
 was also clarified that some hereditary renal diseases can be treated by controlling splicing. We 
have succeeded in finding a lot of important information that will lead to the development of 
therapeutic methods using nucleic acid drugs.

研究分野：小児腎臓病学

キーワード： splicing　核酸医薬　アンチセンスオリゴ　minigene
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで遺伝性腎疾患においてスプライシング異常の関与はほとんど検討されてきていなかったが、今回の研究
から遺伝子の1塩基置換であってもその結果、ミスセンス変異ではなくスプライシング異常を来すことにより病
気を発症していることが多々あることが証明できた。一般的にミスセンス変異は軽症、スプライシング異常を来
す変異は重症の臨床像を呈することが多いが、ミスセンス変異と解釈することにより、誤った臨床的重症度評価
をする可能性がある。本研究成果はそれに対する警鐘を鳴らす物となった。また、スプライシングを正しく理解
することでスプライシングを制御による治療法の開発へとつながることも本研究で示すことができた。

※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 
 
小児の腎疾患においては、その多くを遺伝性腎疾患が占める。また小児期に末期腎不全へと進行
する患者のうち、30％以上が遺伝性腎疾患を原疾患とすることが判明している。私たちは日本国
内における遺伝性腎疾患が疑われる患者の検体を用いた包括的遺伝学的検査体制を確立し、年
間 500 件以上の診断を行ってきた。 
一方、遺伝学的検査結果において、イントロンの奥深くの変異や、一塩基置換に伴うサイレント
変異（アミノ酸の置換を伴わない変異）はこれまで病原性無しとして見過ごされてきたが、これ
らの変異でも、RNA シークエンスを行った結果、スプライシング異常を起こすことにより病気を
発症していることがあることが決して希ではないことを私たちはこれまで多数報告してきた。
つまり、ゲノム DNA の解析により一塩基置換に伴うミスセンス変異と診断されている例におい
ても、RNA シークエンスを行うと実はスプライシング異常を来している可能性がある。遺伝性腎
疾患の中にはミスセンス変異を有する場合軽症で、スプライシング異常を有する場合は重症で
有る疾患が多々有る。そのため、ミスセンス変異なのかスプライシング異常変異なのかを見誤る
と、誤った予後予測をすることとなる。しかし、遺伝性腎疾患におけるスプライシング異常の関
与の全貌は全く明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
私たちは上述のように、すべての遺伝性腎疾患を対象とした網羅的遺伝子診断体制を確立し遺
伝子研究を行っている。これまでの私たちの研究の結果、遺伝性腎疾患において、これまで病原
性はないと判断され見過ごされていた遺伝子変異が実はスプライシング異常をきたし、それに
より病気を発症する患者が少なからず存在することが明らかとなってきた。 
本研究においては、遺伝性腎疾患を対象とし、スプライシング異常による疾患発症メカニズムの
の解明およびスプライシング制御による治療法の開発を行う。また、遺伝学的検査結果による予
後予測を正しくできるよう、どのような場合にスプライシング異常を来すかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
次世代シークエンサーを用いた解析によりスプライシング異常が疑われる変異を同定した場合、
１）末梢血白血球または患者尿中落下細胞の mRNA を抽出の上、RNA シークエンス法によりスプ
ライシング異常の証明を行う。２）尿中落下細胞より作成した患者腎由来培養細胞および患者遺
伝子配列を挿入し作成した minigene に対し、スプライシング制御蛋白を強制発現または siRNA
による発現抑制を行い、スプライシングパターンの変化を観察することで、スプライシング異常
の発症機序および関与する蛋白の解明を行う。３）同実験系を用い、アンチセンスオリゴヌクレ
オチドや化学化合物の投与を行い、そのスプライシング制御（異常スプライシングを正常パター
ンに戻す、またはエクソンスキッピングによりナンセンス変異などの重症型の変異をインフレ
ーム変異へと置換する）による疾患軽症化を試みる。 
 
 
 
４．研究成果 
 

1. アルポート症候群患者において検出したアミノ酸置換を伴わない一塩基置換を同定し

たため、それらがスプライシング異常を来すことを minigene を用いて証明した。

Horinouchi T, Nozu K, et al: Pathogenic evaluation of synonymous COL4A5 variants in X-linked 

Alport syndrome using a minigene assay. Mol Genet Genomic Med, e1342, 2020  

2. Dent 病患者において同定したイントロンの奥深くの一塩基置換 6 つのうち、5 つでス

プライシング異常を来すことを minigene を用いて証明した。Inoue T, Nozu K, et al: 

Functional analysis of suspected splicing variants in CLCN5 gene in Dent disease 1. Clin Exp 

Nephrol, 24: 606-612, 2020  

3. Alport 症候群における核酸医薬を用いたエクソンスキッピング療法の開発を行ってい

る。マウスモデルに対して本治療法は著効することを証明した。Yamamura T, Nozu K, et 

al: Development of an exon skipping therapy for X-linked Alport syndrome with truncating 

variants in COL4A5. Nat Commun, 11: 2777, 2020 



4. アルポート症候群患者における遺伝子型・臨床型の相関に関する調査を行い、スプライ

シング異常を有する場合はミスセンス変異を有する場合より重症であることを大規模

データを用いて示した。Yamamura T, Nozu K, et al: Genotype-phenotype correlations 

influence the response to angiotensin-targeting drugs in Japanese patients with male X-linked 

Alport syndrome. Kidney Int, 98, 1605-1614, 2020 

5. 同じ OCRL 遺伝子異常にもかかわらず、発達障害を伴う重症の Lowe 症候群と腎症状

に限局する軽症の Dent disease-2において、その発症機序の違いがこれまで全く不明で

あったが、軽症ので Dent-disease-2ではエクソン 8から始まるスプライシングアイソフ

ォームが存在し、そのため軽症となることを初めて明らかにした。Sakakibara N, Nozu K, 

et al: Identification of novel OCRL isoforms associated with phenotypic differences between 

Dent disease-2 and Lowe syndrome. Nephrol Dial Transplant, 2021 

6. WT1 遺伝子イントロン 9 のスプライスサイト変異で腎不全や Wilms 腫瘍を認める

Frasier 症候群において、これまで 6 つの遺伝子異常が報告されていたがそれらの変異

間での重症度の違いは不明であった。今回の研究でスプライシング異常による異常な

mRNAの定量を行ったところ、遺伝子異常間で全く差が無く、さらに systematic review

により臨床的重症度にも全く鎖が無いことを見いだした。Tsuji Y, Y Nozu K, et al: 

Systematic Review of Genotype-Phenotype Correlations in Frasier Syndrome. Kidney Int Rep, 

6: 2585-2593, 2021 

7. アルポート症候群患者で見いだされた新規のイントロン内変異がスプライシング異常

をきたすことを minigeneを用いて証明した。Wu J, Nozu K, et al: A disease-causing variant 

of COL4A5 in a Chinese family with Alport syndrome: a case series. BMC Nephrol, 22: 380, 

2021 

8. アルポート症候群患者で検出された遺伝子異常のうち、各エクソンの最後の一塩基置

換はこれまでミスセンス変異と解釈されていたが、実はそのほとんどがスプライシン

グ異常を来していることを証明した。Aoto Y, Nozu K, et al: Last Nucleotide Substitutions 

of COL4A5 Exons Cause Aberrant Splicing. Kidney Int Rep, 7: 108-116, 2022 

9. アルポート症候群において、かなりの遺伝子異常がスプライシング異常であることを

総説にまとめた。Yamamura T, Nozu K, et al: The Contribution of COL4A5 Splicing Variants 

to the Pathogenesis of X-Linked Alport Syndrome. Front Med (Lausanne), 9: 841391, 2022 
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