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緒　言

　遺伝性疾患はナンセンス変異，フレームシフト変異，ミスセンス変異，スプライス変異などといった遺伝子変異によ
り発症する．遺伝性疾患に対する治療として，遺伝子治療，細胞療法（iPS を含む），タンパク質補充療法などの開発
が行われているが，一部の酵素欠損症に対するタンパク質補充療法などの例外を除けば，現時点では，遺伝性疾患に対
し広く臨床で使用できる根治的な治療法は開発されておらず，ほとんどの場合，生涯にわたり難治性で対症療法に終始
せざるを得ない．本研究は，遺伝性疾患の約 5-70%の患者 1) が病因として保有するナンセンス変異をターゲットにした
新規治療法の開発を目指すものである．
　ナンセンス変異は，塩基置換により本来の終止コドンよりも上流に TGA，TAG，TAA といった終止コドンを生じ
る変異である．通常，ナンセンス変異により早期終止コドンができるとリボソームはそこで mRNA からタンパク質へ
の翻訳を中止するため，機能性タンパク質が産生されず，疾患を発症する．本研究では，リボソームによる mRNA 翻
訳時にナンセンス変異を読み飛ばしタンパク質合成をし続ける「リードスルー」という現象を使い，遺伝子に生じたナ
ンセンス変異を読み飛ばすことを目指す．興味深いことに，アミノグリコシド系抗生剤である G418 やゲンタマイシン
がリードスルー活性を持つことがすでに証明されている 2)．しかし，アミノグリコシドは長期使用により腎障害や内耳
障害が必発であるため，遺伝性疾患の患者に対し極めて短期間しか使用することができない．本研究では，アミノグリ
コシドと同様にリボソームに作用し，mRNA からタンパク質への翻訳に影響を与えるマクロライド系抗生剤に着目し
た．マクロライドは，例えば，重症の尋常性ざ瘡の患者では数年間継続的に内服することがあり，臨床的に長期間安全
に使用することが可能である．これまでマクロライドのリードスルー活性を詳細に検討した報告はほとんどないが 3)，
本研究でマクロライドによるリードスルー治療の有効性を証明できれば，遺伝性疾患に対する新たな治療戦略の確立が
期待できる．本研究では，in vitro でのレポータージーンアッセイを用いたリードスルー活性の定量系を確立し，マク
ロライドのリードスルー活性を検討した．

方　法

　pGL4.20 ベクターのルシフェラーゼ遺伝子 (luc2) 内に，site directed mutagenesis により，人工的に早期終止コドン
(TAA) を作製した (Y179X)．制限酵素を用い，同変異を有する luc2 遺伝子を pcDNA5/FRT ベクター内の CMV プロ
モーターの下流にクローニングした．変異 luc2 遺伝子を挿入した同ベクターと pOG44 を 293FlpIn 細胞に co-
transfection し，ハイグロマイシンで選択後に得られたコロニーから，stable cell line を作製した．
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図 1． 使用したコンストラクトと本研究の概略．
ルシフェラーゼ遺伝子に TAA 終止コドンを人工的に作製し，stable cell line を作製ののち，種々のマクロライ
ド系抗生剤で治療した．

　それぞれのコロニーから得られたクローンについて，ルシフェラーゼアッセイによる characterization を行った．次
に，変異 luc2 遺伝子を持つ stable cell line を，種々のマクロライド系抗生剤（アジスロマイシン，ロキシスロマイシ
ン，エリスロマイシン，ロイコマイシン，スピラマイシン）で 24 時間治療し（治療には 11 種類の濃度を用い，3 mg/
ml から 1/2 ずつ sequential dilution を行った），発光量を計測した．
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図 2． 治療実験の流れ．
１日目に細胞を plating し，２日目に細胞の治療を行い，３日目にルシフェラーゼアッセイを行った．

　なお，アミノグリコシド系抗生物質の一つである G418（注：重大な副作用を持ち，人体には投与不可能）を用いた
治療によりこの細胞株は強い発光を示したため，G418 を陽性コントロールとして用い，陰性コントロールには，DMSO

（1％）を用いた．また，すべての実験で細胞数自動カウント装置や分注機を用いることでなるべくマニュアルでの作業
を減らし，再現性の高い実験になるよう工夫を凝らした．

結　果

　ダイレクトシークエンスにより，luc2 遺伝子内に Y179X が作製されていることを確認した．変異 luc2 遺伝子を持つ
stable cell line は，無治療ではルシフェラーゼアッセイにおいて極めて低い発光しか示さないのに対し，強力なリード
スルー薬である G418（ヒトには使用不可能なアミノグリコシド系抗生剤）で 24 時間治療後には強い発光を示した．そ
の後，変異 luc2 遺伝子を持つ stable cell line を用いて，細胞数など種々の条件を変えてルシフェラーゼアッセイを行
い，96 ウェルプレートに 5,000 個の細胞を播き，500μg/ml の G418 で 24 時間治療した場合に，最も精度の高いデー
タ (%CV，Z' factor) が得られることを確認した．
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図 3． リードスルーアッセイ系の確立：G418 は強力なリードスルー作用を呈する．
G418 で治療すると強い発光を示した．

　変異 luc2 を持つ stable cell line を用いて，種々のマクロライド系抗生剤で治療したところ，アジスロマイシンで治
療した場合に陰性コントロールと比べ約８倍弱の発光を示した．その他，エリスロマイシンとロキシスロマイシンで陰
性コントロールと比べ約４倍以上の発光が認められた．
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図 4． マクロライド系抗生剤のリードスルー活性．
アジスロマイシンが最も高いリードスルー活性を示し，ロキシスロマイシンやエリスロマイシンも陰性コントロ
ールと比べて約 4 倍以上のリードスルー活性を示した．

考　察

　我々はリードスルー治療の開発を目指し，ルシフェラーゼアッセイを用いて，薬剤のリードスルー活性を測定可能な
レポータージーンアッセイシステムを構築した．今回のスクリーニングで，%CV，Z' factor ともに良好な値を示し，
今回我々が確立したアッセイがリードスルー活性測定において精度と質の高いものであることを確認した．この良質
なアッセイシステムを用い，マクロライド系抗生剤で治療したところ，アジスロマイシン，ロキシスロマイシン，エリ
スロマイシンでリードスルー作用を認めた．これらの薬剤は，リードスルー活性を持つため，種々の遺伝性疾患への臨
床応用につながることが期待される．また，今後，これらのヒット化合物について，GFP など他のレポータージーン
アッセイを用いた評価を進めるとともに，遺伝性疾患患者由来の培養細胞を治療し，タンパク質の発現量が回復するか
検討を行う予定である．遺伝性疾患の中でも，特に TGA 終止コドンを持つ常染色体劣性遺伝性疾患がリードスルー治
療の良いターゲットと考えられるため，現在掌蹠角化症の一型である長島型掌蹠角化症（常染色体劣性遺伝性疾患であ
り，かつ患者の 90%以上が TGA 終止コドンを持つ 4)）患者の表皮角化細胞を不死化し，現在，治療実験を行ってい
る．
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