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要 旨

アルポ- 卜症候群は,神経性難聴や眼症状を高頻度に伴う遺伝性の進行性糸球体腎炎である.

Ⅳ型コラ-ゲンα3,α4,α5鎖をコ-ドするCOL4A3,COL4A4,COLAA5遺伝子の異常が原

因である.われわれは,これらの二鎖が単独ないし複数発現する細胞株を樹鼓し,これら三鎖が

細胞内でヘテロ三蛋体を形威 し,分泌されることを明らかにした.また,この複合体形成には

heatshockprotein47が必須であることを明らかにした.更に,a5(Ⅳ)鎖にアルポ- 卜症便

群患者で認められる種々の変異を導入してヘテロ三量体形成について検討した.NClドメイン

に変異を導入した15種類のα5(勘 錆では,ヘテロ三量体は形成されないか,形威されても

細胞から分泌されず,これがアルポ-ト症候群の分子病態の一つと考えられた. ∴方で,コラー

ゲンドメインに変異を有する12種類のα5(Ⅳ)鎖においては,5穫頬では減弱 していたが複
合体形成を認め,3種類では複合体形成は正常と差異がなかった.これらのα5(Ⅳ)鎖では,
分泌されたヘテロ三量体が一員は糸球体基底膜のネットワークを構成するが,ネットワーク構

造は徐々に破綻し,これら三鎖も次第に欠損 していくことが予想される.複合体形成に対する

影響が軽微な変異を持つモデル動物の作出が更なる病態の解明や新たな治療法の開発に有用と

思われる.
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は じ め に

ア)i,求- 卜症候群は,神経性難聴や眼症状を高

頻度に伴う遺伝性の進行性糸球体腎炎である.腎

症状は当初は血尿が唯 一 の所見であるが,進行と

ともに蛋白尿が増加し,10代後半から30代で末

期腎不全に至ることが多い.腎組織では電顕橡が

特徴的で,糸球体基底膜 (GBM)の不規則な肥
厚や層状の断裂,網目状変化を認める.発症頻度

は約 1/5,000人といわれ,小児期慢性腎不全の約

5%を占めている.遺伝形式はⅩ連鎖性 (850/a),

常染色体劣性 (14%),常染色体優性 (柿)があ

り,Ⅹ連鎖性はⅣ型 コラーゲンα5鎖遺伝子

(COL4A5),常染色体性はα3鎖ないしα4鎖遺

伝子 (COLAA3,COL4A4)の異常が原因である1)2)

Ⅳ型コラーゲンはα1(Ⅳ)-α6(Ⅳ)鎖から成

り,このうちα1(Ⅳ)鎖とα2(Ⅳ)鎖は [α1

潤 )]2α 2欄 )のヘテロ三量体を形成 し生体

内の基底膜に広範に分布するが,他の α(Ⅳ)錐

は組織特異的に存在する.腎臓ではα3(Ⅳ),α

4(Ⅳ)鎖はGBMに限局 し,α5(Ⅳ)鎖は
GBMに加えα6(紺)緒と共にポウマン嚢にも

存在する3)4).これらの分布 パ タ～ンに加え,ア

ル ポ - 卜症 候 群 で は COL4AS, COL4A4,

COL4AS遺伝子のいずれか一つの異常で α3

(Ⅳ),α4(Ⅳ),α5(Ⅳ)鎖全てがGBMから
欠損することから,α3(Ⅳ),α4(那 ,α5

潤 )錆はヘテロ三遺体を構成し,その形成不全

がアルポー ト症候群を引き起こすことが予想され

ていた.

本稿では,組み換え蛋白や培養細胞を用いた,

α3(Ⅳ),α4(Ⅳ),α5(Ⅳ)鎖の複合体形成
についてのわれわれの解析について紹介したい.

cl3(Ⅳ).cX-I(Ⅳ).cr5(Ⅳ)鎖の

ヘテロ三量体形成

はじめに COL4A3,COIAA4,COL4AS遺伝子

cDNAにそれぞれ異なるエビト-プタグ (myc,

V5,FIAG)を付加した後に発現ベクターにサブ

タロ-ニングLHEK293細胞に導入し,更に薬剤

で選択することにより安産形質転換株を樹立し

た.樹 立した細胞株 に他の α(Ⅳ)鎖遺伝子

cDNAを導入することにより,単独ないし複数の

α(Ⅳ)鎖を発現する細胞株を樹立した.これら

の細胞株の全細胞抽出液および培養上清を用い

て,α5(Ⅳ)鎖に付加したFIAGエピトープに

対するモノクロナ-ル抗体での免疫沈降,ウェス

タンブロット解析を行うことにより複合体形成に

ついての解析を行った それらの結果は以 Fの通

りであった.① ty3(Ⅳ),α4(Ⅳ),α5(Ⅳ)

鎖はヘテロ三量体を形成 した.②この三量体は細

胞内で形成された後に細胞外に分泌された.③ α

3(Ⅳ)銀とα4(Ⅳ)鎖,α3(Ⅳ)鎖とα5

(Ⅳ)鎖,α4(Ⅳ)鎖とα5(Ⅳ)鎖の組み合わ

せでは複合体を形成しなかった.④ α(Ⅳ)鎖は,

モノマ-の形でも細胞外に分泌されていた.⑤ a

価 )鎖は,N末端側のGly-X-Yの繰り返し構造を

もつ約 1,400残基のコラ-ゲンドメインとC末端

側の約 230残基の NClドメインから或るが,い

ずれの ドメインを欠いても袴合体を形成しなかっ

た5).

以上の結果から,生体内においてa3(Ⅳ),α

4漕 ),α5(Ⅳ)鎖は糸球体上皮細胞中でヘテ

ロ三量体を形威 した後に分泌され,GBMにおけ
るコラーゲンの網目状構造を構成することが推察

された.

NClドメインに変異を有する

α5(Ⅳ)鎖の複合体形成

NClドメインは約 230アミノ酸から成 り,α

(Ⅳ)鎖のC末端に位置する.NClドメインには

分子認識配列があると考えられており,選択され

た三本の α(Ⅳ)鎖はここで会合 した後,コラー

ゲンドメインにおいて N末端側に向かって巻か

れて トリプルへリックス構造を形成 していく6)

NClドメインはその長さに比べ,アルポー ト症候

群愚者で多くの変異が報告されており,その重要

性がうかがわれる.われわれは,Ⅹ連鎖アルポ-

卜症候群患者で報告されている12種類のミスセ

ンス変異および3種類のナンセンス変異,C末端
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表 i NClドメインにアミノ酸置換を有するα5(Ⅳ)班

Aminoacid 0nsetof Hea｢tng Ocular Functionofrecombina∩tQ5(lV)chain

cha∩geinhumanct5(JV)chain ESRD(age) loss 一esions Heterotrimer ct5(JV)secretionCell Medium

A1498D A(37) ND ND + 十

P1517T ｣(16) + + 十

R1677Q A(40-62) + 十

W1538R

W1538S A(33)

R1511H ｣(く30) 十 +

R1563Q J(25-29) + +

し1649R A(>31) + ND +

G1486A -(49) + ND

C1564S A(33) + ND

C1567R ｣.(16) + 十 -

C1586R ｣(14) + ND

Wildtype + + 十

衰2 C末端側にアミノ酸欠失を有するα5(Ⅳ)鎖

Ami∩oacids 0nsetof Hea｢l∩g Ocular Functionofrecombinanto5(lV)

deletioninhumano5(lV)chain ESRD(age) toss lesions chain

Heterotrimerincellextract cl5(JV)sec｢etion

△C123 ｣(23) +

AC9 ｣(13-25) + +

AC7 -(15) ND

△C4

△C3

△C2

△C1 ±

VVildtype 十 十
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側の 1- 4アミノ酸の欠失をα5(Ⅳ)鐙に導入

し,aヨ潤 )鎖,α4漕 )鎖との複合体形成に

ついて検討し,以下の結果を得た (表 1,2).①3

種 類 の ミス セ ンス変 異 (A1498D,P1517T,

R1677Q)を看するα5(Ⅳ)鎖では,細胞内でヘ

テロ三凝体を形成 したが亨その :還 体は分泌され

なかった ②その他の ミスセンス ･ナンセンス変

異を有するα5(Ⅳ)鎖は細胞内でもヘテロ三量

体を形成 しなかった.③ 5種類の ミスセンス変異

(A1498D,R1511H,P1517T,R1563Q,L1649R)

ではα5(Ⅳ)鎖はモノマ-で分泌 された.④こ

れらの障害のパタ-ンと臨床所見 (末期腎不全に

至る年齢,薙聴 ･眼病変の有無)との間で明らか

な相関はなかった.⑤ C末端側の 1アミノ酸を欠

失するとへテロ三量体の形成は減弱 し分泌 され

ず,2アミノ酸を欠くとヘテロ三量体は全く形成

されなかった7)一

以 Lのことから,NClドメインに変異を有する

α5(Ⅳ)鎖はα3潤 )鎖,α4(Ⅳ)鎖との極

合体形成に障害があり,これがアルポ- ト症候群

掩するLでα5撒 )鎖C末端側アミノ酸は重要

と考えられた

症状が軽微な家系でみられたC1638Y変異

最近,腎症状の進展が緩徐で腎外症状を欠き,

腎組織でもα3(Ⅳ),α4(Ⅳ),α5(Ⅳ)鎖が

残存するニ3: ジーランドの太家系において, α

5(Ⅳ)鎖 NClドメインでのC1638Y変異が報告

された 8).この変異を有するα5(Ⅳ)鎖の複合

体形成について解析 したところ,変異 α5(Ⅳ)

鎖は∴正常に比べ量は減少していたが,細胞内で

ヘテロ三量体を形威 し培養液中に裡合体として分

泌 されていた.また,袴合体のプロテア-ゼに対

する感受性は変異α5(Ⅳ)鎖と正常 α5(Ⅳ)

鎖でほぼ同等であった.C1638Y変異 a5(Ⅳ)

鎖ではα3(Ⅳ),α4漕 )鎖との纏合体形成能

及び複合体としての分泌能が若干残存しており,

そのためアルポ- ト症候群としての症状が軽微で

あると考えられた9).

コラーゲンドメインに変異を有する

05(Ⅳ)鎖の複合体形成

コラ-ゲンドメインはG豆y-Ⅹ-Yの繰 り返 し構造

を持っているが,アルポー ト症候群ではこのグリ

シンについて数多くの ミスセンス変異が報告され

ている.このうち末期腎不全に,比較的早く (10

代で)至った6種類の変異,比較的遅く30代後

半以降に至った6種類の変異についてそれぞれ α

5(Ⅳ)鎖に導入 し,ヘテロ三量体の形成能につ

いて解析 した (表 3).12種類の変異 α5(Ⅳ)鎖

のうち,4種類ではα3(Ⅳ)鍾,α4(Ⅳ)鎖と

の複合体形成を認めず,5種類では減弱 していた

が竣合体形成がみられた.3種類の変異α5(Ⅳ)

鎖では,複合体形成に異常を認めなかった.また,

これら複合体形成や分泌における障害のパタ-ン

と臨床症状との間に相関は明らかでなかった.複

合体が形成されていてもその構造が十分でない可

能性もあり,今後,形威 された掩合体のプロテア

ーゼ抵抗性について解析を行う予定である.

llヽ]-1TI:111､ill､IIH･l､lll･川l･ilItT､の

複合体形成への関与

HSP47は小胞体に存在するス トレス蛋白質の

-つである.コラ-ゲンに特異的な分子シャペロ

ンであり,コラ-ゲンの トリプルへ リックス形成

に関与 している 10).HEK293細胞ではHSP47の

発現が低いことが今までに報告 されている 11)

われわれの樹立したα345細胞 (α3(Ⅳ),α4

(Ⅳ),α5(Ⅳ)鎖を発現する細胞)において,

形成されるへテロ三量体が三鎖の発現量に比べて

少ないのは,ホス トである HEK293細胞での

HSP47の低発現に起因すると思われた.そこで,

α345細胞に対 しHSP47を線維芽細胞と同程度

まで強発現させたが,ヘテロ二量体の形成に変化

はなかった.一方で,α345細胞にHSP47siRNA

発現プラスミドを導入しHSP47の発現を減弱 さ

せたところ,ヘテロ三鼠体の形成は不良となった.

①α3(Ⅳ),α種豚 ),ey5(Ⅳ)鎖の複合体形

成にはHSP47は必須であること,② HEK293細
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表 3 コラ-ゲンドメインにアミノ酸置換を有するα5(Ⅳ)鎖

Aminoacid 0nsetof Hean∩g Ocu一ar Fu∩ctionof｢ecombinantcl坤∨)cha‥1

changeinhUmano5(〟)chain ESRD(age) loss 一esions Heterotrimer 05(JV)secretionCeH Medium

G292V ｣(15) + + + 十

G1030S A(37) + ND + + +

G1196R ｣(18) + + + +

G524D A(41) + ± 十 +

G545V ｣(17) ± + +

G567A ｣(16) + ± + +

G941C A(50†40) + ND ± + +

G216R ｣(15) + ± ± +

G264R A(48) + +

G497C A(47) + ND +

G669R ｣(18) + 十 +

G626A A(38,60) + ND ±

胞ではHSP47の発現は低いがこのヘテロ三量体

形成に対しては い分巌であること,が考えられた.

お わ り に

多くの変異 α5撒 )鎖は,α3(Ⅳ),α4

(Ⅳ)鎖とのヘテロ三巌体形成に支障を来し,そ

れがアルポ-ト症候群の分子病態の一つと考えら

れた,山方で,コラ-ゲンドメインに変異を有す

るα5(Ⅳ)鎖では,ヘテロ三量体形成や分泌が

正常と変わりないものが存在した ｢これらのへ

テロ三量体は糸球体上皮細胞か ら分泌 され,

GBMのネットワークを一旦は構成するが,構造

の物理的脆弱性やプロテア-ゼへの感受性先進な

どのために,ネットワ-クは徐々に破綻し,GBM

から三鎖が欠損していく｣ことをもう一つの分子
病態として予想している.多くのアルポート症候
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群患者の腎組織ではα3(Ⅳ)-ty5(Ⅳ)鎖全て

が欠損しているが,それはこの終末橡を観察して

いるのかもしれない.胎児期を含め幼若期からの

腎組織の経略的な観察には,モデル動物が有用で

ある.既存のアルポー ト症候群のモデル動物 (ノ

･ソクアウトマウスやアルポー ト症候郡を自然発症

するイヌ)は全て当初からα3(Ⅳ)-α5(Ⅳ)

鎖がGBM に存在しないタイプであり12)13)∴更な
る病態解明のためには不完全なヘテロ三量体が

GBM に存在するようなモデル動物 (変異のノ､ソ

クインマウスなど)の作出が望まれる.また,ヘ

テロ三量体を形成しうるアルポート症候群におい

ては,このヘテロ三量体の維持に向けた治療法

(特異的なプロテアーゼの抑制など)も想定され

その点からも新たなアルポー ト症候群モデル動物

が必要と思われる.
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