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研究成果の概要（和文）： 

血管型エーラス・ダンロス 症候群 (血管型 EDS, エーラス・ダンロス 症候群 IV 型)は、血

管や管腔臓器に特異的に発現する III 型コラーゲン (COL3A1)の片方のアレルの遺伝子変異で

発症する．本症候群は血管破裂、消化管破裂、子宮破裂を合併し、時に突然死を呈する常染色

体優性遺伝病であり，他のエーラス・ダンロス 症候群と異なる疾患群と考えられている。現在

のところ、根本的な治療法はなく対症療法が主となっている．本研究では血管型 EDSの COL3A1

変異型（グリシン変異、splicing 変異）ごとに、COL3A1 変異アレルに対する RNAi(RNA 

interference)による発現抑制効果を検討し、これまで治療法のない血管型 EDS に対する治療の

可能性について臨床応用に向けた基礎的研究成果を集積することを目的とした．それぞれの変

異型に対して変異部位特異的な siRNA を作成し、変異線維芽細胞に導入した。Splicing 変異に

おいては、変異 mRNAの発現を特異的に 80%以上減少することができた。さらに、コラーゲンの

発現増加に関わる Lysyl oxidase(LOX)の発現ベクターを siRNA と同時に導入したところ正常

COL3A1 の発現の増加を認めた。その後、グリシン変異、splicing 変異による dominant negative 

メカニズム以外に、 haploinsufficiency を来すナンセンス変異に対しては、 Lysyl 

oxidase(LOX)を導入することで正常 COL3A1 の発現の増加を認めた。新たに splicing 異常をき

たすを来す変異を同定し、スプライスを人工的に起こす発現ベクターを構築し、in vitro 変異

評価できるシステムを構築した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Vascular Ehlers-Danlos syndrome (vEDS), is a life-threatening dominantly inherited 

disorder caused by COL3A1 mutation. Although gene therapy is an important option for 

treatment of genetic disorders, addition of the defective gene is not applicable for 

dominant diseases such as vEDS. To establish a therapeutic strategy for vEDS, we examined 

the feasibility of two approaches in each mutation. First, we tested RNAi mediated 

inhibition of the mutant allele. We synthesized several small interfering RNA (siRNA) 

molecules targeting sequence specific for mutant mRNA and introduced into patient’s 

fibroblasts. Quantitative measurement of COL3A1 mRNA showed that mutant mRNA levels could 

be selectively decreased up to 80 % in splicing mutation and it was possible to increase 

the relative concentration of normal triple helix. Second, we attempted to increase the 
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concentration of normal COL3A1 mRNA, since half-dose of COL3A1 may not be sufficient to 

prevent vEDS symptoms. Lysyl oxidase(LOX)is a bifunctional protein carrying activities 

of both an extracellular enzyme that controls the maturation of collagen and elastin and 

an intracellular tranascriptional activator for the human collagen III promoter. When 

patient’s cells were transfected with mutant specific siRNA and LOX expression vector, 

specific inhibition of the mutant allele and enhancement of the normal allele were 

observed.  
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１．研究開始当初の背景 

血管型エーラス・ダンロス 症候群 (血管

型 EDS, エーラス・ダンロス 症候群 IV 型)

は、血管や管腔臓器に特異的に発現する III 

型コラーゲン (COL3A1)の片方のアレルの遺

伝子変異で発症する．本症候群は血管破裂、

消化管破裂、子宮破裂を合併し、時に突然死

を呈する常染色体優性遺伝病であり，他のエ

ーラス・ダンロス 症候群と異なる疾患群と

考えられている。現在のところ、根本的な治

療法はなく対症療法が主となっている．欧米

では家族歴のある動脈瘤の鑑別疾患として

マルファン症候群と対比されている．血管型

EDS はマルファン症候群に比して血管脆弱性

が強く，血管へのアプローチが難しく手術に

よる対応が難しい．我々は COL3A1 遺伝子解

析法を確立し、本邦での遺伝子変異を同定す

るとともに、血管型 EDS の遺伝診療のあり方

を検討している。血管型 EDS を来す COL3A1

遺伝子変異には、コラーゲン構造に重要な役

割を示すグリシン変異が 2/3 、splicing 変

異が 1/3 を占める。両者の変異はともにドミ

ナント・ネガティブにより、正常コラーゲン

産物機能を阻害し、正常コラーゲンの増加で

は治療に結びつかないことが予測されてい

た。 

 

２．研究の目的 

本研究では血管型 EDSの COL3A1変異型（グ

リシン変異、splicing 変異）ごとに、COL3A1

変異アレルに対する RNAi(RNA interference)

による発現抑制効果ならびに正常 COL3A1 の

増加を RNA、蛋白、細胞レベルで解析、安全

性も含め検討し、これまで治療法のない血管

型 EDSに対する治療の可能性について臨床応

用に向けた基礎的研究成果を集積すること

を目的とする． 

 

３．研究の方法 

血管型 EDS で報告された COL3A1遺伝子変異

型それぞれについて、治療の可能性を検討し

た。splicing 異常では splicing donor site



が消失し、変異 mRNAでは正常 mRNAとは異な

る配列を含めて転写される。２種類の

splicing部位変異に対し、それぞれ変異 mRNA

に特異的配列を有する２種類の siRNA を設

計し、患者線維芽細胞に導入した。グリシン

変異についても変異部位に対する２種類の

siRNA を設計し、患者線維芽細胞に導入した。

発現の評価は total RNA から得られた RT-PCR

をリアルタイム法で検討した。コラーゲンを

増幅する目的として、Lysyl oxidase(LOX)を

含む発現ベクターを構築した。 

４．研究成果 

 splicing異常をきたす 2つの変異部位に対

しては、変異特異的 siRNA を用いることで、

変異 RNAの発現を特異的に阻害することが可

能であった。Lysyl oxidase(LOX)を含む発現

ベクターを同時に細胞に導入することで、正

常 COL3A1 の特異的発現増加を来すことを明

らかにした。グリシン変異に対しては、変異

RNA においては 1 塩基の違いしかないため、

変異 siRNA を作成したが、正常 RNA の発現阻

害も認められた。 

その後、グリシン変異、splicing 変異に

よる dominant negative メカニズム以外に、

haploinsufficiency を来すナンセンス変異

に対しては、Lysyl oxidase(LOX)を導入する

ことで正常 COL3A1 の発現の増加を認めた。 

新たに splicing 異常を来すイントロン部

位の変異を同定した。変異部位によりスプラ

イスを人工的に起こす発現ベクターを構築

し、COL3A1 を発現していない COS細胞に導入

することにより変異 RNA を産生する in vitro 

変異評価できるシステムを構築した。この変

異に対しては、変異特異的なアンチセンスオ

リゴを合成し、変異線維芽細胞と発現ベクタ

ーとともに COS細胞に導入したが正常修復を

来さなかった。 
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