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研究成果の概要（和文）：１．アルポート症候群250家系において、遺伝子変異の同定及び遺伝子型と臨床像の相関に
関する検討を行い、遺伝子型と臨床型の相関を明らかとしてきた。２．患者尿中落下細胞の培養により、患者由来尿細
管上皮細胞のcell lineの作成に成功した。３．培養尿細管上皮細胞における4型コラーゲンα5鎖免疫染色を行い、ナ
ンセンス変異を有する細胞では陰性、ミスセンス変異を有する細胞では陽性であることが明らかとなった。４．アンチ
センスオリゴを作成し、目的とするエクソンスキッピングを誘導させることに成功した。今後、実際の患者由来細胞に
対して投与を行い、その治療効果を判定する。

研究成果の概要（英文）：1. We conducted the genetic analysis for 250 suspected Alport syndrome family 
members and conducted the genotype-phenotype analysis. 2.From patients urine samples, we collected the 
urinary sediment cells and cultured those cells, and made the disease specific cell lines for the further 
experiment. 3.We conducted the immunohistochemical analysis of type IV collagen alpha 5 chain (a5) 
expression and identified that patients with truncating mutations don't express a5, on the contrary, 
patients with non-truncating mutations express a5. 4. We designed the antisense-oligonucleotide and tried 
to lead to exon skipping for some of the specific exons. One of them introduced the exon skipping and 
possibly lead truncating mutations to non-truncating mutations.
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１．研究開始当初の背景 

アルポート症候群は重篤な遺伝性腎疾患

で、そのほとんどが 30 歳までに末期腎不

全へと進行する。最も頻度の高い X 染色

体連鎖型アルポート症候群（XLAS）は 4

型コラーゲン α5 鎖をコードする遺伝子

COL4A5 遺伝子の異常で発症する。私たち

はこれまで、200 家系以上の XLAS 患者の

遺伝子診断を行ってきた結果、ナンセン

ス変異を有する患者に比し、ミスセンス

変異を有する患者では末期腎不全到達年

齢が大幅に遅延することを明らかにした。

この事実からナンセンス変異を有する

XLAS 患者において、ナンセンス変異をリ

ードスルーすることで、臨床症状を軽症

化することが可能である。本研究は XLAS

に対する遺伝子治療の可能性を明らかと

する、世界初の研究である。 

 

２．研究の目的 

ナンセンスリードスルー療法やエクソン

スキッピングう療法による、アルポート

症候群の治療の可能性につき検討を行う。 

３．研究の方法 

(1)すでに遺伝子診断により変異が判明

している患者尿中落下細胞の培養により、

患者由来尿細管上皮細胞の cell line 作

成を行う。 

(2)培養尿細管上皮細胞における 4 型コ

ラーゲン α5 鎖染色を行い、遺伝子変異

の種類とその発現の相関関係を再確認す

る。ナンセンス変異株では陰性であるこ

とを確認する。 

(3)ナンセンス変異を有する患者培養細

胞で gentamicin や ataluren など stop 

codon のリードスルーを誘導する薬剤を

投与し、mRNA レベルで実際にリードスル

ーが起こり同部位の 3 塩基欠失に置換さ

れていることの確認および、それにより

4 型コラーゲン α5 鎖が発現することの

確認を行う。 

できうる限り多数のナンセンス変異を有

する患者において同研究を行い、すべて

のナンセンス変異保有患者の培養細胞に

おいて同治療が有効であるかの確認を行

う。 

４．研究成果 

今回私たちは、本研究期間内に以下の研

究を行った。 

（１）患者における遺伝子変異の同定及

び遺伝子型と臨床像の相関に関する検

討：私たちはアルポート症候群 250 家系

において、遺伝子診断を行い、遺伝子型

と臨床型の相関を明らかとしてきた。そ

の結果、①COL4A5 遺伝子にミスセンス変

異を有する場合、②COL4A5 遺伝子にイン

フレーム変異を有する場合、③COL4A5 遺

伝子に体細胞モザイク変異を有する場合、

④COL4A5遺伝子にスプライシングに影響

を与える変異を有するが、腎臓において

は、異常な mRNA と同時に正常の mRNA が

産生される場合、⑤腎病理組織の免疫染

色で糸球体に 4 型コラーゲン α5 鎖の発

現を認める場合に臨床症状が軽症である

ことを次々と明らかとした。(Hashimura 

Y, Nozu K, Kidney Int 

2014;85:1208-13)(Nozu K et al. Clin J 

Am Soc Nephrol 2014;9:1958-64.)(Nozu K 

et al. Mol Genet Genomic Med 

2014;2:451-3.)(Oka M, Nozu K et al. 

Pediatr Nephrol 2014; 29: 1535-44) 

（２）患者尿中落下細胞の培養により、

患者由来尿細管上皮細胞の cell line の

作成に成功した。さらには、尿中落下細

胞より腎前駆細胞を抽出し培養すること

にも成功している。今後、podocyte へと

分化誘導を行い、分子標的薬の治療効果

判定に用いる予定である。 

（３）培養尿細管上皮細胞における 4 型

コラーゲン α5 鎖免疫染色を行い、遺伝



子変異の種類とその発現の相関関係を再

確認を行った。その結果、ナンセンス変

異を有する細胞では陰性、ミスセンス変

異を有する細胞では陽性であることが明

らかとなった。この結果から、分子標的

薬の治療効果判定に用いることができる

ことが明らかとなった。 

（４）アンチセンスオリゴを作成し、目

的とするエクソンスキッピングを誘導さ

せることに成功した。今後、実際の患者

由来細胞に対して投与を行い、その治療

効果を判定する。 
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