
　ネフローゼ症候群は小児で最も頻度の高い原発性糸球体
疾患の一つである。標準的なステロイド治療により寛解に
至るステロイド感受性ネフローゼ症候群（steroid-sensitive 

nephrotic syndrome：SSNS）と治療に反応しないステロイド
抵抗性ネフローゼ症候群（steroid-resistant nephrotic syn-

drome：SRNS）に分類される。ネフローゼ症候群の病因は
不明な点が多いが，何らかの液性因子や免疫異常，遺伝的
要因など複数の因子が関与すると考えられてきた。そのな
かで，臨床的にしばしば経験される家族性ネフローゼ症候
群では，より強い遺伝的要因の関与が疑われる。これまで，
家族性 SRNSの家系解析により，50以上の原因遺伝子が同
定されてきた。一方，SSNSでは原因遺伝子の報告はほと
んどなく，その遺伝的背景や SSNSと SRNSの病態の関連
は明らかでない。
　近年，次世代シークエンサーによる全エクソンシークエ
ンスを用いることで，従来は困難であった小規模家系の原
因遺伝子検索が可能となった。全エクソンシークエンスで
は，次世代シークエンサーの高出力特性を利用し，ヒトゲ
ノム中の約 2%を占めるエクソン領域の配列を網羅的に解
析する。参照配列との比較から同定される多数の変異に対
し，家系情報を基に設定した条件にしたがって変異の絞り
込みを行い，原因候補遺伝子を同定することができる。特
に，常染色体劣性遺伝形式が疑われる同胞内発症例は，候

補変異の絞り込みに有利であることが知られている。われ
われは，SSNSの新規原因遺伝子を同定することを目的に，
家族性 SSNSの家系解析を実施した。

　発端となったのは，ネフローゼ症候群の兄妹例であった
（図 1）。兄（II-2）は 2歳でネフローゼ症候群を発症した。初
期治療のプレドニゾロンに抵抗性を示し，シクロスポリン
の併用により寛解した。以後，ステロイド依存性の非常に
強い頻回再発型の経過であった。複数回の腎生検を実施
し，病理所見はいずれも微小変化群（図 1）であった。17歳
時にリツキシマブを投与したところ，ステロイドを中断で
き，19カ月の寛解維持を達成した。妹（II-3）も 2歳でネフ
ローゼ症候群を発症した。早期から頻回再発型となり，ス
テロイド依存性の経過をたどった。病理所見は微小変化群
であった。リツキシマブ投与によりステロイド中断が可能
であった。このように 2人は，臨床的特徴が共通する難治
性 SSNSという表現型が一致することから，遺伝的要因の
強い関与を疑った。家系情報より，単一遺伝子異常による
常染色体劣性遺伝形式での発症との仮説を立て，全エクソ
ンシークエンスを用いた家系解析を行った。罹患者 2例に
両親と非罹患同胞を加えた 5例を対象に全エクソンシーク
エンスを実施した。末梢血より抽出したゲノム DNAを用
いてエクソームライブラリを作成し，HiSeq2000にてペア
エンドでシークエンスした。変異の同定には The Genome 

Analysis Toolkitを用いた。家系内で同定された全変異リス
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トに対し，以下のような条件で絞り込みを行った。すなわ
ち，①翻訳アミノ酸の変化を伴う一塩基変異（Single-nucle-

otide variation: SNV），エクソン領域を含む挿入欠失，スプ
ライス部位（イントロンの 3ʼ，5ʼ 端各 2塩基）の変異，②
1000GenomeデータベースにおけるMinor allele frequency 

（MAF）が 0.01以下，かつ日本人ゲノム情報（Human Genetic 

Variation Database）にホモ接合体変異の登録がない変異，③
常染色体劣性遺伝形式が成立する変異，すなわち患者がホ
モ接合体変異または複合ヘテロ接合体変異であり，両親は
ヘテロ接合体変異の保因者，健常同胞は患者と同じ変異の
組み合わせを持っていないもの，である。絞り込みの結果
家系内の候補変異が単一遺伝子のみに認められた場合，こ
れを原因候補遺伝子とした。解析の結果，2番染色体に存
在する ITSN2が原因候補遺伝子として同定された（図 2）。
父由来の 2塩基欠失（I1214fs）と母由来の 2種類のミスセン
ス変異（Y1442S，S339C）を ITSN2に認めた。2人の罹患者
は両親それぞれの変異を複合ヘテロ接合体変異の形式で有
し，非罹患同胞は父由来の変異のみを有していた。

　ITSN2はアダプターたんぱく質インターセクチン 2

（ITSN2）をコードする遺伝子である。ITSN2には ITSN2-S

と ITSN2-Lの主要な 2種類のスプライスバリアントが存在
する1）。ITSN2-Lが持つ DHドメインは，Rhoファミリー低
分子量 G蛋白質（Rho GTPase）の一種である CDC42特異的
な活性化作用を持つことが知られている2）。CDC42は
RhoAやRac1とともに糸球体上皮細胞のアクチン細胞骨格

を制御する重要な因子である。マウスにおいて糸球体上皮
細胞特異的に CDC42をノックアウトすると先天性蛋白尿
を認める3）。また，SRNSの家系解析により Rho GTPase制御
因子をコードする ARHGAP24と ARHGDIAが原因遺伝子と
して報告されている4, 5）。われわれは，ITSN2の CDC42活性
能に着目し，同定された変異による機能変化を評価した。

　野生型 ITSN2と家系内で同定された各変異を有する変異
ITSN2の各コンストラクトを作製し，COS-7細胞にトラン
スフェクションした。ELISA法を用いて活性型 CDC42を
測定した。野生型 ITSN2と比較して変異 ITSN2をトランス
フェクションした細胞では，活性型 CDC42が有意に低
かった（図 3a）。また，CDC42活性化によって形成される
Filopodiaと呼ばれる細胞の指状突起構造を有する細胞の割
合を測定した（図 3b）。Filopodia陽性細胞の割合も各変異群
で有意に低かった（図 3c）。以上より，COS-7細胞において
家系から同定された ITSN2の変異により活性型 CDC42を
低下させることと Filopodia形成を抑制することが明らか
となった。

　次に，ITSN2の機能喪失による表現型を解析するために，
Itsn2ノックアウトマウスを作製した。ノックアウトマウス
は自然経過で高度蛋白尿を自然発症することはなかった。

 ITSN2と CDC42

 変異 ITSN2による CDC42活性能の低下

 

Itsn2ノックアウトマウスは LPS刺激による蛋白尿が
増加する
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図 1　ステロイド感受性ネフローゼ症候群兄妹例家系情報
a：家系情報より常染色体劣性遺伝形式での発症が疑われた。
b：症例 II-2の初回腎病理所見。複数回の腎生検ではいずれも微小変化群の診断であった。
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また，腎組織所見にも異常を認めなかった（図 4a）。表現型
の違いを観察するためには何らかの刺激が必要と考え，リ
ポ多糖（LPS）投与による一過性蛋白尿モデルを用いた。4

～6週齢の雌マウスに LPSを腹腔内投与し，投与後 72時間

までの尿中アルブミンを経時的に観察した。野生型マウス
では LPS投与により，24時間以内にピークを迎え 72時間
以内に消失する一過性アルブミン尿が観察される。Itsn2
ノックアウトマウスでは尿中アルブミン値のピークが投与

図 2　家系内の ITSN2変異情報
父親に 2塩基欠失（I1214fs）を，母親に 2種類のミスセンス変異（Y1442S，S339C）をそれぞれヘテロ接合体変異で認めた。
2人の罹患者は両親それぞれの変異を複合ヘテロ接合体変異の形式で有し，非罹患同胞は父由来の変異のみを有していた。
模式図で ITSN2の代表的な 2つのアイソフォームにおけるドメイン構造を示す。
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後 36時間となり，投与後 12時間，36時間で野生型と比較
して有意に高値であった（図 4b）。また，LPS投与後 24時
間と48時間のマウスからそれぞれ腎臓を摘出し，透過型電
子顕微鏡で観察した。野生型マウスでは投与後24時間で観
察される糸球体上皮細胞の足突起消失が投与後 48時間で
回復しているのに対し，ノックアウトマウスでは48時間の
時点でも足突起消失の残存が観察された（図 4c）。

　 本家系以外のネフローゼ症候群患者から ITSN2変異を
同定することを目的とし，SSNS孤発例を解析した。東北
大学小児科，群馬大学小児科，神戸大学小児科の協力によ
り，SSNS 153例のゲノム DNAを収集した。ITSN2を含む
ターゲットシークエンスカスタムパネルを作成し，MiSeq

 ITSN2変異を有するネフローゼ症候群孤発例の検索

図 3　変異 ITSN2の機能喪失
a： 患者から同定された変異を有する変異 ITSN2（ITSN2-del，ITSN2-S339C，ITSN2-Y1442S，ITSN2-S339C + Y1442S）をトラン
スフェクションした COS-7細胞では，野生型 ITSN2（ITSN2-WT）をトランスフェクションしたものと比較して活性型 CDC42
が有意に低下した。

b： Myc-CDC42（赤）と FLAG-ITSN2（ピンク）をトランスフェクションした COS-7細胞の典型的な蛍光顕微鏡所見を示す。ITSN2-
WTでは全周性に密な Filopodia形成が多数観察された。アクチンの染色には Phalloidine（緑）を用いた。

c： 変異 ITSN2をトランスフェクションした COS-7細胞では，ITSN2-WT と比較して Filopodia陽性細胞率が有意に低かった。
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または HiSeq2000を用いてシークエンスした。ITSN2の非
同義低頻度変異を抽出したが，日本人孤発例に常染色体劣
性遺伝形式を満たす低頻度変異を同定することはできな

かった。そこで，ボストン小児病院との共同研究により，
新たにSSNS 800例を含むネフローゼ症候群 2,000例を対象
とした解析を行った。その結果，アラブ系の血族婚家系の

図 4　Itsn2ノックアウトマウスの表現型
a： ノックアウトマウスと野生型マウスの腎組織 PAS染色像：ノックアウトマウスにおいて糸球体や尿細管間質所
見に明らかな異常所見を認めなかった。

b： LPS投与前から投与後 72時間までの 12時間毎の尿中アルブミン値の推移。投与後 12時間から 48時間でノッ
クアウトマウスが高い値を呈し，12時間，36時間では有意に高値であった。

c： LPS投与後 24時間，48時間における糸球体係蹄壁の電子顕微鏡像：24時間の時点では野生型，ノックアウト
マウスともに足突起消失（矢印）が観察された。48時間では野生型で足突起構造がほぼ回復したのに対して，
ノックアウトマウスでは広範囲で足突起消失が残存した。
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SSNS症例より，ホモ接合体の新規病原性変異（c.1313A>G）
を同定した。これらの結果より，ITSN2が SSNSの新規原
因遺伝子であることが明らかとなった。

　さらに，この解析のなかで新たに 5つのネフローゼ症候

 

ネフローゼ症候群原因遺伝子群と RhoGTPase活性
調節パスウエイ
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図 5　RhoGTPase活性調節系とネフローゼ症候群原因遺伝子群
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群新規原因遺伝子（MAGI2，TNS2，DLC1，CDK20，ITSN1）
が計 16症例より同定された。この 16症例はいずれも常染
色体劣性遺伝形式で変異を有していた。また，すべての原
因遺伝子でステロイド治療に反応を示す症例が含まれてい
た。ITSN2を加えた6つの原因遺伝子群はいずれもCDC42，
RhoA，Rac1といった糸球体上皮細胞で重要な役割を果た
す RhoGTPaseの活性調節に関与する同一パスウエイ上に
存在していた（図 5）。RhoGTPase活性調節因子であるARH-

GDIAや ARHGAP24といった既知の原因遺伝子では，報告
された症例はすべて SRNSであった。われわれは SSNSと
SRNSの一部において，共通の病態を有することを明らか
にした。また，HEK293T細胞を用いた DLC1の機能解析に
おいて，DLC1ノックダウンにより増加した活性型 RhoAが
デキサメタゾン添加により抑制される結果が示された。こ
のことはネフローゼ症候群において RhoGTPase活性調節
パスウエイがステロイド治療の作用ターゲットとなってい
る可能性を示唆する。今後，原因遺伝子群の相互作用機序
の解明により，ネフローゼ症候群におけるステロイド感受
性メカニズム解明に寄与することが期待される。
　

　 ネフローゼ症候群兄妹例の解析を発端として，新規原因
遺伝子群を同定した。SSNSにおいて，単一遺伝子異常を
原因とする症例はきわめて稀であると考えられる。しかし
こうした稀少例の解析による知見の蓄積が，ネフローゼ症

候群の病態や治療反応性を理解するための一助となるであ
ろう。
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