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研究成果の概要（和文）：ステロイド抵抗性ネフローゼ(SRNS)は、小児腎不全の主因疾患である。

アジア人には欧米と異なる SRNS 遺伝子の存在が疑われているが、その実体は不明である。

そこで本研究ではアジア諸国(韓国、中国、台湾)で協力して家族性 SRNS 症例を収集し、疾患遺
伝子を探索した。新生児~幼児期(3 ヶ月-5 歳)に発症する家族例 16、孤発例 10 で全ゲノム連鎖
解析を行ったところ、疾患遺伝子座は数個検出され、原因遺伝子は複数存在する可能性が示唆
された。優性遺伝 SRNS(発症年齢 10-20 歳)の 4家系には、INF2 変異を同定した。疾患遺伝子が
確定しない症例については、全エクソーム解析を行い、原因遺伝子を探索中である。

研究成果の概要（英文）：Steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS) is a major cause of
end-stage renal disease in children. More than 10 SRNS disease genes have been reported
to date. However, there is a considerable ethnic difference in the prevalence of the genes.
In particular, the molecular basis of early childhood onset SRNS in Asian is still largely
unknown. The aim of this study was to identify the disease genes highly specific to Asians
through international collaboration. The linkage mapping 16 Asian SRNS families of
recessive inheritance revealed several candidate loci with HLOD scores>3.0, suggesting
that multiple genes rather than a single major gene may be involved. In 4
autosomal-dominant types of SRNS families, we found INF2 mutations, which are reported
to account for 10- 20 % of dominant SRNS in Caucasians and African Americans. Whole exome
analysis is now being on progress to clarify the genes in other families in which genes
are yet to be determined,
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１．研究開始当初の背景 小児期腎不全の原因疾患は、欧米の報告では

先天性腎尿路奇形が約半数を占め、さらに残
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り約 1 割が糸球体疾患(臨床疾患名：ステロ

イ ド 抵 抗 性 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群

Steroid-Resistant Nephrotic Syndrome:

SRNS, 病理診断：巣状糸球体硬化症 FSGS)で

ある(NAPRTCS, 2007, ItalKid 2003)。これ

に対し本邦の調査では、先天性腎尿路奇形が

45%、FSGS が 35%で、欧米と異なり糸球体疾

患が多いのが特徴である（小児腎臓病学会

1998-2005）。

また欧州の調査では、1 歳以下の SRNS の大部

分が NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2 の 4 つの変

異のいずれかで起こることが報告されてい

る(APNS, 2007)。これに対し本邦（Kitamura

A, 2006）や韓国の調査（Cheong, 2011）で

は、NPHS2 がアジアでは欧州に比してきわめ

てまれであることが示されている。以上のこ

とからアジア人の SRNS の遺伝学背景は欧州

と違いがあり、診断治療の向上のためには、

独自のコホートを構築し病因を調べること

が必要である。

２．研究の目的

家族性 SRNS の家系構造は一般的に小さく、

また疾患遺伝子は複数存在する(Genetic

heterogeneity)がある。

したがって現状を打開して原因遺伝子を明

らかにするには、国内の症例数(30 例程度)

では不足であり、海外共同研究による症例収

集が必要である。

図 1 先天性と新生児 SRNS の原因遺伝子の欧
州とアジアの比較 欧州では先天性 SRNS の
約半数が NPHS2 変異によるものであるが、ア
ジアではわずか数例の報告しかない。新生児
期に発症する SRNS の大部分は、原因不明で
ある。

そこで本研究では民族特異性が高いと推測

される疾患遺伝子を明らかにすることを目

的とし、アジアの研究拠点が相互連携して家

族性 SRNS 症例を収集し、その疾患遺伝子を

探索した。

３．研究の方法

(1) 遺伝学的解析

連鎖解析：マイクロサテライトマーカー(ABI

linkage mapping set)を 20cM 間隔で配置し

てタイピングを行った。また Human SNP 6.0

マイクロアレイ(Affymetrix)で決定した遺

伝子型を、Merlin プログラムを用いて、尤

度 HLOD 値を計算した。連鎖が疑われる部分

については、ハプロタイプ解析を行った。

エクソーム解析：SureSelect Kit (50Mb,

Agilent)で全エクソームライブラリーを作

成し、次世代シークエンサーHiseq2000 を用

いて、paired-end 75bp, depth x30-50, total

5-6 Gb の条件で変異を検索した。リードの

マッピング状況については、IGV ブラウザで

目視にて確認した。

Sanger シークエンス：

PCR 直接サイクルシークエンス法により塩基

配列を決定した。アレル頻度は公共データベ

ース(dbSNP137, 1000 Genomes)を参考にした。

(2) 候補遺伝子の意義付け：候補遺伝子のヒ

ト腎での局在を、免疫組織染色法で検討した。

発現実験を行い、変異体の細胞生物学、生化

学的特性を検討した。

倫理的な配慮 3 省合同の「ヒトゲノム遺伝

子解析研究に関する倫理指針」に従った計画

書を作成して本学倫理委員会の審査承認を

受け(ヒ-0805 号)、カウンセリングを提供す

る体制を整えた。

４．研究成果

(1) 劣性遺伝家系の遺伝子解析

症例収集のために、3カ国の海外共同研究者

Prof. Hae Il Cheong (Seoul National

University Children’s Hospital, Seoul),

Hong Xu (Children’s Hospital of Fudan

University, Shanghai), Tzu-Hao Wang

(Chang Gung Memorial Hospital, Taiwan) ら

と症例収集に関する打ち合わせを行った(学

会発表 2)。

共同で収集した劣性遺伝SRNS症例(図2,家族

例 16、孤発例 10 例, Kitamura A 2006)で、

全ゲノムのマイクロサテライトマーカーと

SNP をタイピングし連鎖解析マッピングを行

った。



図 2 INF2 変異による優性遺伝 SRNS の 4 家
系
両親には異常はなく、劣性遺伝が疑われる。
患児は 3 ヶ月-5 歳に発症し、腎生検で FSGS
の組織像が確認されている。多くは 10 歳ま
でに末期腎不全になっているが、腎移植後の
再発は認めていない。

疾患遺伝子座は数個検出されたが、いずれも

HLOD 1.3-1.7, で、

single major gene モデルよりも、oligo or

polygenes モデルによく合致する結果となり、

遺伝的な異質性が確認された。

候補領域のハプロタイプ解析では、患児はヘ

テロ接合体あり、共通のハプロタイプは見い

だせなかった。欧州における同様の臨床像を

呈する SRNS コホートの解析では、20-40%に

NPHS2 変異が検出されている。しかし本邦の

症例では NPHS2 locus 1q25 には連鎖スコア

のピークがなく、NPHS2 変異はアジアではま

れであることがわかった。

(2) 優性遺伝 SRNS の遺伝子解析

優性遺伝SRNS(発症年齢10-20歳)の 4家系に

は、inverted formin-2(INF2)のヘテロ接合

体ミスセンス変異を同定した（図 3, 論文作

成中、雑誌 3）, 学会 5））。

原因変異は DID 領域をコードする exon 2-4

に集中していた。INF2 変異は欧米の優性遺伝

FSGS 家系の 10-20%に検出され、優性 SRNS 遺

伝子としては最も頻度が高い。本邦でも優性

遺伝で 20 歳までに腎不全に進展する症例に

限定すれば INF2 変異が 1 割程度に検出され

る可能性があり症例を増やして検討中であ

る。また INF2 変異は、SRNS と末梢神経変性

症を合併するまれな症例の原因となること

がわかっており、調査中である

(OMIM 614455 Charcot-Marie-Tooth

Disease, dominant intermediate E; CMTDIE,

文献 1） 。

図 3 INF2 変異による優性 SRNS
A., 家系図 親子 2世代に発症しており優性
遺伝が考えられる。B., INF2 のドメイン構
造と変異部位 ミスセンス変異がN端側のDID
ドメインに集中している。1 個を除き、新規
変異である。

(3) 新規 SRNS 候補遺伝子群

現在、既知の 3 大疾患遺伝子

(NPHS1,NPHS2,WT1)の変異を検出できなかっ

た症例について、エクソーム解析を実施して

原因を探索している。エクソーム解析では、

一人当たり 300-400個の一塩基置換が検出さ

れるため、良性多型と病的変異との鑑別に難

渋するケースに多く遭遇した。

たとえば COL4A3,4,5, COQ2,6 などの既知

SRNS 遺伝子群のミスセンス多型、あるいはミ

トコンドリア遺伝子のホモプラスミー点変

異が、単独あるいは組み合わせで検出される

症例が数例あった。これらの症例ではどれが

病因変異かを特定するために、対照となる家

系内健常人の検体を追加収集し segregation

を確認するなど、慎重な検討を行っている。

全エクソーム解析の導入により変異探索を

大幅に効率化できたが、キャプチャーにくい

ゲノム反復領域にある変異は、見逃されてい

る可能性がある。また現行の次世代シークエ

ンサー技術は 100bp のショートリードであ

るため、短い Indel は検出できない。そのた

め細胞遺伝学マイクロアレイや、場合によっ

ては全ゲノムシークエンス、Sanger シーク

エンスを併用し、さらなる探索を継続してい

る。
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