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研究成果の概要（和文）：本研究は、その大半が40歳までに腎不全にいたるAlport症候群男性患者を対象とし
て、アンチセンス核酸によるエクソンスキッピングを利用して、重症型変異を軽症型変異に修復することを目指
す世界で初めての分子治療法開発の基礎となる研究である。アンチセンス核酸によりエクソンスキッピングを誘
導できることを患者の培養細胞レベル及び患者と同じ変異を持つモデルマウスで確認することができ、今後、ヒ
トへの応用に発展させる予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to prove the basic concept of the exon-skipping
 therapy, a molecular therapy, for male patients with X-linked Alport syndrome, the most popular 
hereditary nephritis with poor prognosis. The exon-skipping by antisense oligonucleotides will 
convert severe mutations to milder ones. In this study, we found that antisense oligonucleotides 
actually induced the exon-skipping in cultured cells obtained from patients and in model mice having
 the same mutation in the patient. We will apply this therapy to patients with Alport syndrome in 
the future.

研究分野： 腎臓学・小児科学
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１． 研究開始当初の背景 
X 染色体連鎖性アルポート症候群（XLAS）

は小児期に発症する遺伝性進行性腎炎で、男
性患者は経過中にほぼ全例が末期腎不全へ
と進行する予後不良の疾患である。IV 型コラ
ーゲン α5 鎖蛋白 (α5(IV)) をコードする
COL4A5 の変異が原因であり、5,000 人に 1
人という比較的高頻度で発症するが、現在の
ところ有効な治療法はない。我々は、これま
で200家系以上のXLAS患者の遺伝子型―表
現型解析を行ってきた。これまで、XLAS 男
性患者の腎生検組織ではα5(IV)は染色され
ないとされてきたが、最近、我々は、XLAS
男性患者の約 30％でα5(IV)が正常パターン
に染色され（図 1A）、α5(IV)染色陽性例では
染色陰性例に比して、腎不全への進行が有意
に遅いことを明らかにした。さらに、α5(IV)
染色陰性例の大半がナンセンス変異やフレ
ームシフト変異などの“Truncating 変異”で
あったが、α5(IV)染色陽性例では全例がミス
センス変異やインフレーム変異などの“非
Truncating 変 異”であったことから 、
“Truncating 変異”を“非 Truncating 変異”
に修復することで、正常に近いα5(IV)が作ら
れ、XLAS 患者の予後を改善することが可能
になるとの着想を得た。 
 具体的には、ナンセンス変異及びフレーム
シフト変異に対して、アンチセンスオリゴヌ
クレオチド（AS-oligo）などを用いてエクソ
ンスキッピングを誘導し遺伝子レベルでイ
ンフレーム変異へと置換することで、正常に
近いα5(IV)を発現せしめ、末期腎不全進行年
齢を遅延させることができると考えている。 
 また、本研究では、患者への負担を軽減す
るために、患者の尿中落下細胞や末梢血リン
パ 球 よ り 樹 立 し た iPS 細 胞 か ら
organ-culture 法を用いて腎オルガノイドを
誘導し、それらを用いてエクソンスキッピン
グによるα5(IV)発現効果を評価する予定で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究ではナンセンス変異及びフレーム

シフト変異を有する XLAS 男性患者由来の
尿中落下細胞あるいは iPS細胞から誘導した
腎オルガノイドを用い、エクソンスキッピン
グ誘導療法の効果を検討する。それにより、
未だ特異的治療法が存在しない XLAS の新
規治療法開発を目指す。  
 
３．研究の方法 
本研究では、 

① ナンセンス変異及びフレームシフト変
異などの“Truncating 変異”を有する
XLAS 男性患者より尿中落下細胞培養系
を確立する。また iPS 細胞から腎オルガ
ノイドを誘導する。 

② 患者由来尿中落下細胞及び腎オルガノ
イドのα5(IV)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。 

③ As-oligo 等のエクソンスキッピング誘
導活性は、ターゲットエクソン及びその
周辺のイントロン配列を挿入したスプ
ライシング解析用ベクターを HEK293 細
胞あ るい は HeLa 細胞に導 入した

minigene assay も含めてスクリーニン
グする。 

④ エクソンスキッピング誘導物質を患者
由来尿中落下細胞及び腎オルガノイド
に作用させ、“Truncating 変異”を“非
Truncating 変異”に修復することで、
α5(IV)が発現することを確認する。 

 
４．研究成果 
① 患者由来尿中落下細胞に関しては、2-3

代までの継代が限界であるが、その細胞
は LTA陽性で近位尿細管の特徴を有して
いた。この近位尿細管と考えられる患者
由来尿中落下細胞やマウスポドサイト、
さらには市販のヒト近位尿細管細胞及
びヒト線維芽細胞等を用いて、α5(IV)
に対する種々の抗体の染色性を検討し
たところ、重井医学研究所の佐渡博士か
ら提供を受けたモノクローナル抗体の
みがすべての細胞に対して染色陽性を
示し、今後の実験系にはこの抗体を用い
ることとした。 

② エクソンスキッピングは、ナンセンス変
異、フレームシフト変異の両者をインフ
レーム変異に変えうることから、エクソ
ンスキッピングに集中して研究を進め
ることとしたが、アンチセンスオリゴヌ
ク レ オ チ ド と し て
2'-O,4'-C-ethylene-bridged nucleic 
acid (ENA)  アンチセンスオリゴヌク
レオチド(ENA-ASO)を用いることとした。
その理由としては、エチレン炭素 couple
構造のためにヌクレアーゼに対する抵
抗性が高く、低用量で効果があり持続性
も高いことがあげられる。 

③ 比較的変異症例の多いエクソンを対象
として、患者由来尿中落下細胞や患者と
同じ変異を導入した minigene assay で
種々の ENA-ASNのエクソンスキッピング
誘導活性を検討し、最も活性の高い
ENA-ASOを同定した。 

④ 患者由来 iPS細胞からの腎組織分化もほ
ぼ完了したところであり、今後、患者由
来の腎オルガノイドを用いて、エクソン
スキッピング活性の検討を行う予定で
ある。 

⑤ 将来の臨床応用のためには、ENA-ASO が
腎構成細胞、特に IV 型コラーゲンα5
鎖を発現・産生すると考えられるポドサ
イト及び尿細管上皮細胞に取り込まれ
る in vivoで確認する必要があるが、正
常マウスに ENA-ASO を投与したところ、
期待したとおりに、ポドサイト及び尿細
管上皮細胞に取り込まれることを確認
した。対象患者と同じ変異を持つアルポ
ート症候群モデルマウスを作成し、現在、
尿所見や腎組織などの表現型を検討し
ているところとであり、その表現型を確
認し次第、ENA-ASO を用いた治療実験
（POC 実験）を実施する予定である。 
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