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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサーを用いた網羅的解析により、LAMB2異常症を8例診断した。また
LAMB2異常症6例について遺伝子表現型関連を報告した。ここでは、ミスセンス変異と思われたが、スプライシン
グ異常に伴うtruncating変異であったため重症であった例、またスプライシング異常による重症例と考えられた
が、正常と異常のスプライシングを産生するため軽症であった例など、スプライシング解析により重症度機序を
説明しえた。しかしLAMB2蛋白の機能に重要なLNドメイン内のミスセンス変異では、スプライシング異常を来さ
ないにも関わらず、重症な表現型を示しており、スプライシング異常以外の重症化機序の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Eight cases of LAMB2 abnormalities were diagnosed by a comprehensive 
diagnosis system for congenital nephrotic syndrome, infantile nephrotic syndrome and 
steroid-resistant nephrotic syndrome using a next-generation sequencing (NGS). In addition, six 
cases of LAMB2 abnormality were examined and reported. This paper explains the mechanism of the 
disease severity by splicing analysis, for example, a case in which the disease seemed to be a 
missense mutation but was severe because it was actually a truncating mutation associated with 
abnormal splicing, and a case in which the disease was suspected to be severe because it showed 
abnormal splicing but was mild because it produced both normal and abnormal splicing products. 
However, even though missense mutations in the LN domain, which is important for the function of the
 LAMB2 protein, do not cause splicing abnormalities, some cases show severe phenotypes, suggesting 
that mechanisms other than splicing abnormalities may also be involved.

研究分野： 小児腎臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
希少疾患であるLAMB2異常による小児ネフローゼ症候群について、本邦の小児例の臨床遺伝学的特徴を明らかに
した。LAMB2異常により発症するPierson症候群は眼病変、精神運動発達遅滞、先天性ネフローゼ症候群を特徴と
し、生後早期に末期腎不全に至る重症疾患であるが、一方で眼病変を呈さず、精神運動発達は正常で、腎機能も
比較的長期に保持されるような軽症例も存在することが知られていた。私たちのこれまでの研究で、こういった
重症度の違いを規定する要素の一つとして、スプライシングが関連していることを示してきたが、今回の研究
で、一部のLAMB2異常においても、スプライシングが重症度規定因子となることを示した。

※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 
Pierson 症候群は眼病変、精神運動発達遅滞、先天性ネフローゼ症候群を特徴とし、生後早期に
末期腎不全に至る疾患である。Pierson 症候群は LAMB2 遺伝子の機能喪失型変異により発症す
るが、一方で LAMB2 遺伝子に機能喪失型変異を有するにもかかわらず、眼病変を呈さず、精神
運動発達は正常で、腎機能も比較的長期に保持されるような軽症例も多数存在することが近年
の分子生物学的研究により次々と明らかとなった。 
過去のいくつかの報告では、一般に LAMB2 遺伝子の 2 本のアレルのうち、少なくとも一方の
アレルに、ミスセンス変異などの機能喪失の程度が軽い変異(non-truncating 変異)などを持つ場
合は軽症であるとされ、両側にナンセンス変異などの機能を著しく低下させる変異（truncating
変異）を持つ場合は重症であるとされている。しかしこの法則に当てはまらず、ミスセンス変異
を有するにもかかわらず重症な例や、truncating 変異が疑われるにもかかわらず軽症の臨床像
を呈する例も報告されている。また LN ドメイン内に変異を有する場合も、non-truncating 変
異であっても重症となる症例があることが知られている。 
我々のグループではすでに、遺伝性腎疾患において Minigene を用いたスプライシングアッセイ
方法を確立し、スプライシングパターン解析に非常に有用であることを証明してきた。そして過
去の研究から、いくつかの遺伝性腎疾患において、一見変異の種類と重症度が一致しない症例で
は、スプライシングの異常が大きく関与していることがわかっており、報告を重ねてきた。 
一方近年あらゆる遺伝性疾患において、スプライシング調節に影響を与える薬剤を用いた遺伝
子標的療法により治療が可能であることが示唆され、注目されている。スプライシング調節を目
的とした遺伝子標的治療はこれまで有効な治療法が見出されていない遺伝性疾患に対する有効
な治療法として実現の可能性が高い。そのため本疾患においても、スプライシングパターンと重
症度の関連について検討することが重要である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は Pierson 症候群における重症化および軽症化機序の解明のみならず、スプライシング
異常に起因した重症例における、スプライシング制御による軽症化を目的としたはじめての試
みである。具体的には、既報の LAMB2 異常症について、minigene を使用した in vitro 実験系
によりスプライシングパターン解析を行い、スプライシング異常による重症化の原因究明を行
う。また最終的には、スプライシング異常を軽症化する可能性のあるアンチセンス治療により、
重症例でみられる truncating 変異を比較的軽症と考えられる non-truncating 変異に修復する
ことで、疾患の軽症化をはかる、LAMB2 異常症の分子治療法を確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
次世代シーケンサー(NGS)を用いた、先天性ネフローゼ症候群や乳児ネフローゼ症候群、ステロ
イド抵抗性ネフローゼ症候群に対する網羅的診断体制により、新規の LAMB2 異常症の発掘を行
う。さらにその発症頻度、臨床的特徴、遺伝子型-表現型の関連について詳細に検討する。また
こういった患者の発症頻度を解明するためには、全国から遺伝性腎疾患の症例を集め遺伝子解
析を行い診断する必要があるため、今後関連学会で当研究室における取り組みを紹介し、全国か
ら広く解析依頼を受け診断数を増やしていく。 
既報の LAMB2 遺伝子変異におけるスプライシング異常発症メカニズムの解明を行う。既報の変
異を掲載したデータベース(HGMD)上に登録されている、LAMB2 遺伝子に変異を持ち、変異の種類
から予想される重症度と実際の重症度が一致しない症例を抽出する。さらに変異導入により、既
報の LAMB2 遺伝子変異を含む DNA 配列を minigene(H492 ベクター)に挿入した minigene 
construct を作成する。その後培養細胞(HEK293T および Hela)に導入し、mRNA を強制発現させ、
培養細胞から mRNA を抽出し、cDNA に逆転写してスプライシングパターンの解析を行う。これに
より、実際にその変異によりスプライシング
異常が生じるかどうかを確認する(図 1)。 
スプライシング異常により重症化していると
考えられるものを治療対象とし、作成した
minigene construct および患者腎由来培養細
胞に対し、アンチセンス治療薬を投与するこ
とで、truncating 変異から、non-truncating
変異へと修復されることを証明する。
Crisper-Cas9 システムを利用した、マウスモ
デルの作成を行い、実際にアンチセンス薬に
よる治療効果を検討する。 
 



 
４．研究成果 
今年度までに次世代シーケンサーを用いた網羅的解析により、LAMB2 異常症を 8例診断した。ま
た LAMB2 異常症 6 例について遺伝子表現型関連を報告した(Minamikawa,Sakakibara et al. J 
Hum Genet.2020)。この 6例のうち 4例は軽症で、そのうち 1例のみ 3歳で末期腎不全に至った
が、残りの 3例はそれぞれ 3歳、5歳、7歳の時点で末期腎不全に至っていなかった。また重症
例は 2例で、これらの症例は生後早期に末期腎不全に至った。 
重症例 2例のうち 1 例は、ホモ接合体に LNドメイン内のミスセンス変異を有していたため、重
症であったと考えられた。もう 1例は LN ドメイン外にミスセンス変異を有しているにも関わら
ず重症であった。そこで末梢血の mRNA 解析によりスプライシングパターン解析を行ったところ、

この症例ではc.4616G>Aの変
異により、Exon28 の 5’側 44
塩基が Exon と認識されず、
そ の 結 果 実 際 に は
truncating 変異であったこ
とが明らかとなった(図 2)。
そのため一見軽症が予測さ
れる変異であったにも関わ
らず、重症であったと考えら
れた。 

また、軽症例 4例のうち 3例は少なくとも一方のアレルに LNドメイン外のミスセンス変異(non-
truncating 変異)を有していたため、軽症であったと考えられた。しかし残りの 1例は両方のア
レルにスプライシング異常による truncating 変異を有していたことから重症が予測された例で
あった。これについても末梢血の mRNA 解析を行ったところ、c.3797 + 5G>A は、実際には正常
と異常のスプライシングを産生していることが判明した(図 3)。つまりこの症例においては、一
部の正常スプライシングが、軽症化に寄与したと考えられた。 
今回の検討では、これらのスプ
ライシングが重症度に関与し
たと考えられる 2例において、
スプライシング解析により重
症度機序を説明しえた。また既
報の通り、LAMB2 蛋白の機能に
重要な LN ドメイン内のミスセ
ンス変異では、スプライシング
異常を来さないにも関わらず、
重症な表現型を示しており、
LAMB2 蛋白の構造に重要な LN
ドメインの変異は重症化に大
きな影響を与えることが改め
て確認された。 
一方既報の LAMB2 遺伝子変異
について前述の法則にあては
まらず、スプライシングが重症度に関与していると予想された症例について、minigene 
construct を用いたスプライシングパターン解析を行ったが、明らかなスプライシング異常は検
出されなかった。つまり LN ドメイン外のミスセンス変異であっても、スプライシング異常以外
の重症化機序によって、重症な表現型を示す症例があることがわかった。 
今回既報の変異からはスプライシング異常により重症化していると考えられる症例は発掘でき
なかったが、今後も次世代シーケンサー解析を継続していく予定であり、図1に示したc.4616G>A
変異のようなスプライシング異常が重症化に寄与していると考えられる症例を蓄積し、治療開
発につなげたいと考えている。 
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