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【背景】

x染色体連鎖型Alport症候群 (XLAS)は、 W型コラーゲンa5鎖をコードする COL4A5
遺伝子の変異により発症し、進行性の腎機能障害を来す他、感音性難聴や眼病変の合併を特徴

とする疾患である。過去の研究により男性患者においては、遺伝子型と臨床像の相関関係が比

較的確立されており、 truncating変異（ナンセンス変異、フレームシフト変異など）を有する患

者が、 non-truncating変異（ミスセンス変異、インフレーム変異など）を有する患者と比較し重

症となることが明らかとなっている。一方、 splicesite変異により発症する患者に関してはそ

の中間の予後を示すと報告されているものの、そのトランスクリプトに基づいた解析という

のは未だ行われていない。

今回我々は、 splicing異常が関与する可能性が考えられた XLAS患者において、全例でト

ランスリプト解析を行い、非典型的な未報告のsplicingパターンを呈した患者 (n=14)の報

告を行った。また、 splicing異常により発症していた男性患者においてはそのトランスクリプ

トレベルで truncatingかnon・truncatingかを区別し、遺伝子型と臨床像の相関関係を比較

した。

［方法】

2006年 1月から 2017年7月までに当科で遺伝学的に診断を行なった279家系のXLASの

うち、 71家系 (25%)はtruncating変異、 159家系 (57%)はnon・truncating変異、 49家

系 (18%)はsplicing異常をきたしていた。本研究では49家系のうち、 somaticmosaicや

47, XXYのkaryotypeを示すもの、 COL4A4変異や COL4A5ミスセンス変異を合併する例

などを除いた41家系を対象とした。そのうち 14例では未報告の非典型的なsplicingパター

ン、すなわちエクソンの前後 2塩基 (splicingconsensus配列）の点変異による直近のエクソ

ンスキッピング以外のスプライシング異常を呈していたため、報告した。また、女性のみの家

系 11家系と exon49skippingの家系 (exon49・51はnon・collagenousdomainとして知られ、

もともと重症型を呈することが明らかになっているため）を除いた 29家系 46人の男性患者

を対象にそのトランスクリプトがtruncatingかnon-truncatingかを区別して ESRDに至っ

た年齢と genotypeとの相関を検討した。これらの患者の大半は他院で継続フォローをされる

中で、腎病理所見や家族歴、臨床症状から Alport症候群が疑われ当科に遺伝子検査目的に紹

介になっており、臨床データは患者の主治医が記載した調査書の内容に基づいて収集を行っ

た。

遺伝学的診断は、サンガー法による COL4A5遺伝子の解析もしくはNGS疾患パネルによ

るCOJAA5遺伝子を含めた網羅的遺伝子解析を行なったのち、変異が同定できない症例につ

いてはコピー数異常の解析やmRNAの解析を追加した。またsplicing異常をきたす可能性が

ある変異が検出された際にも mRNAの解析を追加した。

非典型的な Splicingパターンを呈した 1例 (A422)に関しては Invitro assayとして

minigeneを用いたsplicingassayを行った。また、 41家系の変異に関して、 Ins.正'coassay 



としてHumanSplicing Finderを用いてsplicesiteのスコアの変化を解析した。

【結果】

本研究の対象となった41家系のうち、 32家系 (78%)はsplicesite変異で、 5家系 (12%)

はdeepintronの変異、 4家系 (10%)はexon内の変異を認めた (Tablel)。トランスクリプ

ト解析の結果は41家系のうち、 22家系 (54%)でエクソンスキッピングをきたしており、 13

家系 (32%)で新たなsplicesiteが生じていた。さらに 5家系 (12%)でクリプティックエク

ソンを生じ、 1家系で巨大エクソンが生じていた (Tablel)。未報告の非典型的なsplicingパ

ターンを呈した 14例に関してはそのトランスクリプトを Figure!に示した。非典型的な

splicingパターンを呈した 1例 (A422)に関する Invitro splicing assayでは患者配列にお

いて、生体と同様のエクソンスキッピングが生じうることが示された。 41家系の Human

Splicing Finderを用いたInsilico解析の結果から、 19家系では完全に splicingパターンを

予測可能であり、 17家系ではsplicing異常の可能性は予測できるものの、実際の splicingパ

ターンは予測不能であり、 5家系ではsplicing異常の可能性が予測不能であった。 29家系46

人の男性患者の腎生存曲線を作成し求めた ESRDに至った年齢の中央値は Non-truncating

群でその中央値が 29歳、 Truncating群で 20歳であり、統計学的有意差をもって Non・

truncating群で腎予後が良好であった (Table2,Figure2)。

［考察】

本研究は splicing異常に伴う XLAS患者を対象とした caseseriesであり、非典型的な未

報告のsplicingパターンを呈した患者 (n=14)の報告を行うとともに、世界で初めてトラン

スクリプトレベルで truncatingか non・truncatingかを区別し、 splicing異常に伴う男性

XLAS患者の遺伝子型と臨床像の相関関係を比較したという点で優れていると考えられる。

すでにこれまでの報告で、男性XLAS患者において、遺伝子型と臨床像の相関関係は比較

的確立されており、 truncating変異を有する患者が、 non・truncating変異を有する患者と比

較し重症となることが示されている。しかしながらこれらの報告で、 splicesite変異により発

症する患者はひとくくりにされており、そのトランスクリプトに基づいた解析というのは未

だ行われていなかった。本研究で我々は初めて、 splicing異常に伴う男性XLAS患者におい

てtruncatingトランスクリプトを示す患者が、 non-truncatingトランスクリプトを示す患者

と比較し重症となることを明らかにした。

近年、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いたエクソンスキッピング療法の開発各種疾

患で進んでいる。 truncating変異をnon・truncatingトランスクリプトに変換する治療法は筋

ジストロフィーなどの疾患ですでにFDAの承認を受けており、遺伝子型と臨床像の相関関係

が比較的確立されている XLASにおいても同様の治療戦略をとれる可能性がある。エクソン

スキッピング療法開発においても、本研究でのnon・truncatingトランスクリプトのデータは

非常に有用であると考えられる。

本研究のlimitationは、腎組織から抽出したmRNAではなく、末梢血リンパ球から抽出し

た mRNA を用いたこと、腎予後に関係しうる薬剤・高血圧• その他の腎疾患の可能性等の関

連を解析できていないこと、サンプルサイズが比較的小さいために、家族例や同じ変異をもっ

例を含んでいることである。

本研究はsplicing異常に伴う男性XLAS患者において、 truncatingトランスクリプトを示

す患者と non-truncatingトランスクリプトを示す患者は明らかに異なった腎予後を示し、

non-truncatingトランスクリプトの方がより軽症であるということを初めて明らかにした。

このことは、 XLAS患者において、 splicingパターンを修飾し、 truncatingトランスクリプト

をnon-truncatingトランスクリプトに変換することが治療上有効である可能性を示す根拠と

なり得るだろう。



神戸大学大学院医学（系）研究科（博士課程）

論文審査の結果の要旨

受付番号 甲第2852号 ~ 堀之内智子•

論文題目 1

Detection of Splicing Abnormalities and Genotype-Phenotype 

Title of 

Dissertation 

Correlation in X-linked Al port Syndrome 

x染色体連鎖型Alpert症候群におけるスプライシング異常の同定と
臨床遺伝学的検討

審査委員

Examiner 

主査

Chief Examiner 

副査

y 1ce-exam1ner 

副査

y 1ce-exam1ner 

---~
 
嵐ー

ノ}Jし＼巧

工嘉蓼唸乙

（要旨は1, 0 0 0字"-'2, 000字程度）

背景と目的： x連鎖型アルポート症候群は COL4A5伝子異常により発生する遺伝性疾患である。一般に
non-t rune at i ng変異は、 truncating変異より軽症型である。しかし、 transcript解析が十分になされ

ていなかったことから、 splicing異常による non-truncating変異と truncating変異の臨床的差異は十

分に解明されてこなかった。

この研究では、 sp!icing異常が関与する可能性が考えられたXLAS患者において、全例でトランスリプ

ト解析を行い、非典型的な未報告の splicingパターンを呈した患者 (n=14)の解析を行った。また、

splicing異常により発症していた男性患者においてはそのトランスクリプトレベルで truncatingか

non-truncatingかを区別し、遺伝子型と臨床像の相関関係を比較した。

方法と結果： 2006年 1月から 2017年7月までに神戸大学小児科で遺伝学的に診断を行なった 279家系

のXLASのうち、 71家系 (25%)はtruncating変異、 159家系 (57%)はnon-truncating変異、 49家系

(18%)は splicing異常をきたしていた。本研究では 49家系のうち、 somaticmosaicや 47,XXYの

karyotypeを示すもの、 COL4A4変異や COL4A5ミスセンス変異を合併する例などを除いた41家系を対象

とした。そのうち 14例では未報告の非典型的な sp!icingパターン、すなわちエクソンの前後 2塩基

(splicing consensus配列）の点変異による直近のエクソンスキッピング以外の splicing異常を呈し

ていたため報告した。また、女性のみの家系 11家系と exon49skippingの家系 (exon49-51は

non-col !agenous domainとして知られ、もともと重症型を呈することが明らかになっているため）を除

いた29家系46人の男性患者を対象にそのトランスクリプトが truncatingかnon-truncatingかを区別

してESRDに至った年齢と genotypeとの相関を検討した。

遺伝学的診断は、サンガー法による COL4A5遣伝子の解析もしくはNGS疾患パネルによる COL4A5遺伝子

を含めた網羅的遺伝子解析を行なったのち、変異が同定できない症例についてはコピー数異常の解析や

mRNAの解析を追加した。また sp!icing異常をきたす可能性がある変異が検出された際にも mRNAの解析

を追加した。非典型的な splicingパターンを呈した 1例 (A422)に関しては Invitro assayとして

minigeneを用いた splicingassayを行った。また、 41家系の変異に関して、 Insilico assayとして

Human Splicing Finderを用いてsplicesiteのスコアの変化を解析した。

41家系例はスプライシング異常による Alport症候群例で、 14家系例は新規の点変異による非典型的

exon skipping以外の A!port症候群例であった。末期腎不全への進行速度は、 truncating変異例では

平均 20年(95%CI. 14-23年）、 non-truncating変異例では平均 29年95%CI.25-40年）で有意差がみら

れた (p=O.00 I)。

考察：本研究はsplicing異常に伴う XLAS患者を対象としたcaseseriesであり、非典型的な未報告の

splicingパターンを呈した患者 (n=l4)の報告を行うとともに、世界で初めてトランスクリプトレベル

でtruncatingかnon-truncatingかを区別し、 splicing異常に伴う男性XLAS患者の遺伝子型と臨床像

の相関関係を比較したという点で新規のデータと考える。

既報では男性XLAS患者の遺伝子型と臨床像の相関関係は比較的確立されており、 trun cat i ng変異を有

する患者が、 non-truncating変異を有する患者と比較し重症となることが示されている。しかしこれら

の報告で、 splicesite変異により発症する患者はひとくくりにされており、そのトランスクリプトに



基づいた解析というのは未だ行われていなかった。本研究で初めて、 splicing異常に伴う男性XLAS患

者において truncatingトランスクリプトを示す患者が、 non-truncatingトランスクリプトを示す患者

と比較し重症となることを明らかにした。

近年、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いたエクソンスキッピング療法の開発各種疾患で進んで

いる。 truncating変異を non-truncatingトランスクリプトに変換する治療法は筋ジストロフィーなど

の疾患ですでに FDAの承認を受けており、遺伝子型と臨床像の相関関係が比較的確立されている XLAS

においても同様の治療戦略をとれる可能性がある。エクソンスキッピング療法開発においても、本研究

でのnon-trune at i ngトランスクリプトのデータは非常に有用であると考えられる。

本研究の limitationは、腎組織から抽出したmRNAではなく、末梢血リンパ球から抽出したmRNAを

用いたこと、腎予後に関係しうる薬剤・高血圧•その他の腎疾患の可能性等の関連を解析できていない

こと、サンプルサイズが比較的小さく、家族例や同じ変異をもつ例を含んでいる点である。

本研究は splicing異常に伴う男性 XLAS患者において、 truncatingトランスクリプトを示す患者と

non-truncatingトランスクリプトを示す患者は明らかに異なった腎予後を示し、 non-truncatingトラ

ンスクリプトの方がより軽症であるということを初めて明らかにした点において、優れた研究であり価

値ある知見の集積である。よって本研究は博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




