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研究成果の概要（和文）：Alport症候群は、腎糸球体基底膜を構成するⅣ型コラーゲンの遺伝子変異が原因で起
こる難治性の遺伝性腎疾患である。本研究では、独自に開発した変異Ⅳ型コラーゲン (G1244D α5(IV)) の三量
体形成・細胞外分泌を発光にて検出可能なHTSシステムを活用し、シクロフィリン結合性カルシニューリン抑制
薬Cyclosporin Aおよびその類縁体Alisporivirが、単独でも用量依存的に変異Ⅳ型コラーゲン三量体の細胞外へ
の輸送・分泌を促進することを明らかにした。本研究は、革新的な作用機序を有する難治性腎疾患Alport症候群
の新規治療薬候補を初めて提示するものである。

研究成果の概要（英文）：Alport syndrome (AS) is an intractable kidney disease caused by genetic 
mutations in collagen type IV (COL4A3/COL4A4/COL4A5), a component of the renal glomerular basement 
membrane. Using this NanoLuc reporter, we performed high throughput screening (HTS) of original 
natural product extract library in Kumamoto University, and revealed that Cyclosporin A (CsA) and 
Alisporivir (ALV) promotes trimer secretion of mutant type IV collagen. Overall, this study provides
 a novel therapeutic candidate for AS with an innovative mechanism of action, and reveals an aspect 
of the intracellular regulatory mechanism of type IV collagen that has remained largely unexplored. 

研究分野： 医歯薬学

キーワード： アルポート症候群　Ⅳ型コラーゲン　HTSスクリーニング　アカデミア創薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在，ASの治療は，他の慢性腎臓病と同様にRAS阻害剤による対症療法が行われるが，患者は，最終的に例外な
く末期腎不全へ進行し，人工透析もしくは腎移植を余儀なくされることとなり，病気の発症機序に基づく直接的
な治療法の開発が強く求められている．腎組織での原因タンパク質COL4A3/A4/A5の３量体形成と細胞外分泌を標
的とした創薬が期待されており，我々は，世界で初めて，AS 起因分子標的治療法となる化合物の候補として，
CsAおよびALVを見出すことに成功した．これらが，真にIV型コラーゲン３量体形成・分泌促進作用を引き起こす
ものであることが明らかになれば，AS治療に新潮流になる．

※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 
 
進行性遺伝性腎炎であるアルポート症候群 (AS) は，
腎糸球体基底膜 (GBM) を構成する Type Ⅳ collagen 
(COL4A3/COL4A4/COL4A5 ; α3/α4/α5(Ⅳ)) の遺伝子変異
により発症する (図1)．小児で発症し，重症例では 10 代
後半から 20 代で末期腎不全への移行を余儀なくされる
ことから，厚生労働省の指定難病にも登録される重篤な

疾患である . これまで，レニンアンギオテンシン系 
(RAS) 阻害による腎支持療法のみが行われているが，現
在の治療では末期腎不全への移行を阻止できない (Gross, et al., Kidney Int., 2012)． 

AS 原因タンパク質のType Ⅳ collagen は，α3/4/5 三
本の鎖がヘテロ三量体を形成し，細胞外へと分泌される

ことで腎糸球体基底膜 (GBM) を形成する．これまで臨
床研究において COL4A5 (α5(Ⅳ)) が GBM に僅かなり
とも存在する場合は軽症であること (Hashimura, et al., 
Kidney Int. 2014)，基礎研究において COL4A3 (α3(Ⅳ)) 欠
損マウスの生後に COL4A3 を発現誘導させると病態が
改善すること (Lin X, et al., J Am Soc Nephrol. 2014) が明
らかにされている．このような研究状況から, 申請者は 
AS の原因タンパク質である α345(Ⅳ) の三量体形成・
分泌の改善が AS の根治療法になり得ると考えた．そこで申請者らは，Split Nano Luciferase に
よるタンパク質間相互作用検出法を用いて，HTSスクリーニング可能な α345(Ⅳ) 三量体形成評
価系を構築した．これは α3，α5 のそれぞれにルシフェラーゼ断片 (sNanoLucシステム) を付加
することによって，α3/4/5(Ⅳ) 三量体形成条件下でのみ高感度に発光を検出できるというもので
ある (図2) (特願 2017-99497) (Omachi, et al., Cell Chemical Biology, 2018: 同号 Preview で紹介)．  

このような背景の中，我々はα3/4/5(Ⅳ) 三量体評価系の α5(Ⅳ) 鎖にG1244D 変異を導入し安
定発現させた細胞株において，本学で独自に収集した約7,000種類の天然物エキスライブラリー 
(文部科学省地域イノベーション・エコシステム形成事業) を用いたスクリーニングを行い，三
量体形成・分泌を改善させる化合物の探索を行ったところ，Cyclosporin A (CsA) を同定した． 
CsAは，作用機序がユニークで，臨床で汎用される薬物の一つであるが，一方，腎毒性を示すた

め AS 治療薬への応用は不可能であると想定される． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，ASの根治療法薬の開発を究極の目的とし，Cyclosporin A (CsA) または低腎毒性の

各種誘導体に着目し，これらの化合物の作用機序を詳細に解明し，見出した関連因子に着目した

アカデミア創薬のための分子基盤を確立することを目標とし，下記課題に対応した実験を展開

することとした (図3)． 



 

 

課題1：Cyclosporin A (CsA)よりも低腎毒性の誘

導体にも，三量体形成・分泌を改善させること

が可能であるか？ 

課題2：CsAまたは低腎毒性のCsA各種誘導体が

三量体形成・分泌を改善させるメカニズムは何

か？標的タンパク質は存在するのか？ 

課題3：CsAまたは低腎毒性のCsA各種誘導体

は，どのような変異体コラーゲンの三量体形

成・分泌を改善させることができるのか？ 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) CsAよりも低腎毒性の化合物 Alispolivir (ALV) の三量体形成・分泌に関する検討 

予備検討から，CsAよりも低腎毒性のAlispolivir (ALV) にも，三量体形成・分泌促進作用が認め

られている．本研究では，ALVの作用プロファイルをsNanoLuc評価系にて詳細に検討した．  

(2) CsAまたはALVの三量体形成・分泌改善メカニズムの解明 

予備検討により，CsAまたはALVに共通する作用標的であるタンパク質ファミリーのノックダ

ウンを行ったところ，CyclophilinF (CypF) のノックダウンにより三量体形成・分泌が劇的に促進

し，CsAまたはALVと併用することでその効果が増強されることを明らかにした．CypFこれまで
に研究報告が少ないタンパク質であり，α3/4/5(Ⅳ) 三量体形成・分泌における詳細な役割の解

明を行うことで画期的な AS 根治療法の開発が期待されることから，CypFの関与に関しての検

証を行った． 

(3) CsAまたはALVが作用しうるコラーゲン変異体の同定 

ASを引き起こすことで知られるType Ⅳ collagenの変異体は数多く存在する．臨床報告のある

α3/4/5(Ⅳ) それぞれの変異体約50種類以上に対して，CsAまたはALVが効果を発揮する変異体

の絞り込みを行った． 
 
 
４．研究成果 
 

(1) AS治療薬候補化合物CsAまたはALVの変異 α345(Ⅳ) 三量体分泌促進への影響 

 

 CsA は免疫抑制剤として広く知られ, Cyclophilin (Cyp) と Calcineurin (Cn) を作用標的とし

ている. そこで CsA による変異α345(Ⅳ) 三量体分泌促進作用がどちらの標的を介したもので

あるかを明らかにすべく, Cyp, Cn に対して異なる結合能を持つCsA 誘導体 2 種 (Alisporivir : 
Cyp にのみ結合, Valspodar : Cyp, Cn どちらにも結合しない)とCyp には結合せず, FKBP, Cnを作
用標的とする免疫抑制剤である Tacrolimus (FK506) を用いて変異 α345(Ⅳ) 三量体分泌アッセ

イを行った. その結果, FK506とValspodarでは変異 α345(Ⅳ) 分泌促進作用は確認されず, 
Alisporivir (ALV) を処理した場合に CsA と同じく, 用量依存的な変異 α345(Ⅳ) 三量体分泌促

進作用が確認された. このことから, CsA及びALVの三量体分泌促進作用には共通の作用標的で

あるCypが関与することが示唆された. 

  

(2) AS治療薬候補化合物CsAまたはALVの変異 α345(Ⅳ) 三量体分泌促進に関わる仲介分子の

同定 
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Cyp はPeptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase (PPIase) 活性を持ち, CsA と結合するタンパク質ファ

ミリーとして同定され, ヒトでは15種類ほどが報告されている. そこでCsA と結合することが

報告されているCyp ファミリー 11 種類に対してsiRNAによる遺伝子Knock down (K.D.) を行い, 
その後CsA, ALV を処理し変異 α345(Ⅳ) 三量体分泌促進作用がどのように変化するか検討し

た. その結果それぞれのCyp K.D. 単独で変異三量体の分泌が変化したが, 中でもCypF のノッ

クダウンで三量体分泌が顕著に増加した. さらにCsA, ALV を処理すると, CypF K.D. でのみ追

加の三量体分泌促進作用は観察されなかった. このことからCsA及びALVの変異三量体分泌促

進作用は主にCypFを介したものであることが示唆された. そこでCypF の過剰発現 (O/E) 並び

に CsA及びALVの処理を行い, 三量体分泌アッセイを行った. その結果CypF 過剰発現により

変異 α345(Ⅳ) 三量体の細胞外分泌が阻害され, CsA, ALV の三量体分泌促進作用が減弱するこ

とが確認された.  

 

(3) AS治療薬候補化合物CsAまたはALVが作用しうるコラーゲン変異体の同定 

複数の変異Ⅳ型コラーゲン (変異α5(IV)) を用いた網羅的遺伝子標的解析の結果から，CsAお
よびALVは広範な遺伝子変異に対して効果を示すことを明らかにした． 

 

以上よりCsA及びALVはCypFの阻害を介して変異 α345(Ⅳ) 三量体の分泌を促進することが

示唆された. 本研究は，革新的な作用機序を有する難治性腎疾患Alport症候群の新規治療薬候補

を提示するだけでなく，これまでほとんど明らかにされていないⅣ型コラーゲンの細胞内制御

機構の一端を明らかにするものである． 
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