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分担研究報告書

A．研究目的
　 嚢 胞 性 線 維 症（Cystic Fibrosis : CF） は
cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator（CFTR）遺伝子1）の変異を原因として
発症する常染色体劣性遺伝疾患である．この遺
伝子産物である CFTR は全身の上皮膜細胞の
細胞膜に発現して，陰イオンチャネルとして機
能して Cl- や HCO3

- などのイオン拡散透過路を
形成するとともに他のイオン輸送体との機能的
に相互作用を介して，上皮膜での水・イオン輸
送において中心的な役割を果たしている2）．膵
外分泌腺においては，強アルカリ性膵液の主
要陰イオンである HCO3

- の分泌を担っており，
その機能障害により膵外分泌不全による消化不
良・脂肪便を引き起こす3, 4）．
　 白 人 種 に は， 大 規 模 な 病 因 性 CF 変 異
F508del の遺伝家系が存在し，白人種25人に1人
の割合でヘテロの病因性変異を持ち，3000出生
に1人の割合で CF 患者が生まれる3）．一方，白

人種に見られるような大規模な CF 変異系統が
ない，日本人を含めたアジア人には極めて稀な
疾患である．しかし，少数ながら日本でも CF
患者が見つかっており，それらの原因変異が明
らかにされている5）．
　遺伝子変異に基づく CFTR 蛋白の機能異常
は，1）CFTR 蛋白の翻訳障害（Ⅰ型），2）CFTR 
蛋白の翻訳後の成熟過程の異常による形質膜表
面での発現障害（Ⅱ型），3）チャネル開閉調節機
能の障害（Ⅲ型），および4）チャネルポアにおけ
るCl- の透過性障害（Ⅳ型）等に大別される3）．最
近，米国で，Ⅲ型変異体に直接作用してチャネ
ル機能を改善する薬剤 Ivacaftor（VX ‐ 770），
およびに白人種で最も高頻度にみられるⅡ型変
異体 F508del に直接作用して，成熟化を補助
し形質膜での発現を改善する薬剤 Lumacaftor

（VX-809）が 開 発 さ れ，FDA で の 認 可 を 受
け て，Kalydeco （Ivacaftor）お よ び Orkambi 

（Lumacaftor /Ivacaftor合剤）として販売・使用
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【研究要旨】
　日本人で発見された病因性 CFTR 変異のうち11変異について，発現障害および機能障害を調べた．そ
のうち７種類は , 蛋白は翻訳されるが成熟化に問題があり形質膜まで到達せず分解されてしまう（Ⅱ型）
障害および蛋白翻訳自体が認められない（Ⅰ型）障害であると考えられた．また，形質膜に発現している
がチャネル機能が障害されている（Ⅲ・Ⅳ型）障害の変異体２種類の他，野生型に匹敵するチャネル機能
を保っている変異体２種類も認められた．Ⅱ型変異体のいくつかについては genistein による活性増強
が確認でき , これらの変異体を形質膜までリクルートできれば，形質膜上 CFTR 活性を治療領域まで増
強できる可能性が示唆された．同じⅡ型変異体のために開発された lumacaftor（VX-809）の日本人Ⅱ型
CFTR 変異体への効果を調べることも有用であると考えられる．欧米において開発・使用されている CF
治療法の日本人 CF 患者への安全で効率的な適用のためには，日本人 CFTR 変異体の発現・機能研究は
非常に重要である． 
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されている6）．
　日本人 CFTR 変異が，どのタイプの障害を
引き起こすのかを調べることは，上記のような
CFTR 機能障害の直接的是正による CF の根本
的治療を目指すために，非常に重要な第一歩で
ある．

B．研究方法（倫理面への配慮）
　 日 本 人 CFTR 変 異 体 cDNA を，Chinese 
Hamster Ovary （CHO） 細胞に導入し，変異
CFTR 蛋白発現を試みた7）．CFTR 蛋白の発現
レベルはウエスタンブロッティングを用いて評
価した．さらに，生成された CFTR 蛋白は，分
子量の違いから，Golgi での糖鎖修飾を受ける
前の未成熟型と，糖鎖修飾を受けて形質膜上に
発現している成熟型に判別した．CFTR のチャ
ネル機能評価のために，各 CFTR 変異体 cDNA
を導入した CHO 細胞にホールセルクランプ法
を適用して，形質膜上に発現している CFTR
チャネルを通って流れた電流の測定をおこなっ
た．未成熟型変異体の場合には，トランスフェ
クション後に低温（27℃）条件で培養することに
より，形質膜での発現を促した．チャネル機能
は，同量のｃ DNA をトランスフェクションし
た場合に得られた野生型 CFTR チャネルの電
流レベルと比較することによって相対的に評価
した．さらに，低活性 CFTR 変異体の活性増強
薬 potentiator として知られている genistein の
効果も調べた7）．

（倫理面への配慮）
　本研究は，チャネル蛋白を強制発現させた培
養細胞を用いた実験であり，特に倫理面への配
慮が必要な研究は含まれていない．遺伝子組み
換え実験はすべて慶應義塾大学の遺伝子組み換
え実験に関する監査委員会に申請書を提出し，

認可を得たうえで実験を行なった．遺伝子組み
換えベクターはすべてプラスミドであり，ウイ
ルスベクターは使用していない．

C．研究結果
　日本人で発見された病因性 CFTR 変異のう
ち11変異を，それによる発現障害および機能障
害の程度にしたがって分類すると表１のように
なった．

D．考察
　日本で発見された病因性 CFTR 変異体１１
種類のうち，７種類は，生理的温度条件（37℃）
下では，糖鎖修飾を受けていない未成熟型で，
形質膜まで到達せず分解されてしまうⅡ型障害

（G85R, G98R, L441P, Y517H, R1066C, T1086I）
もしくは発現自体が認められない I 型障害

（M152R）であると考えられた．また，形質膜
に発現している成熟型変異体においては，電流
量が小さくチャネル機能が障害されているⅢ
またはⅣ型障害（E257V, T1220I）の他，野生型
に匹敵するチャネル機能を保っている変異体

（T633P, R347H）も認められた．
　形質膜上での機能発現がある程度は保たれて
いると考えられる T633P および R347H 変異に
よる病態成立のメカニズムの解明は，重要か
つ興味深い．CFTR が持つチャネル機能以外
の，他のトランスポータの調節機能等の関与も
考えられ，CHO 細胞以外の呼吸・膵管・消化
管上皮系培養細胞でも実験をする必要がある．
未成熟型変異体のいくつかについては，25μM 
genistein による活性増強効果が確認できた．
未成熟型変異体を形質膜までリクルートできれ
ば，genistein 等の活性増強効果によって形質膜
上での変異 CFTR 活性を治療領域まで増強で
きる可能性が示唆された．同じⅡ型変異体のた

表１　日本人病因性 CFTR 変異体の発現および機能障害

　
ホールセル電流レべル

比較的大 （野生型レベル） 小 極小
成熟型 T633P, R347H E267V, T1220I 　

未成熟型 Y517H . L441P, G85R*, G98R*, R1066C, T1086I* M152R

 * Genistein （25 μM）による増強あり
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めに開発された lumacaftor（VX ‐ 809）の日本
人未成熟型 CFTR 変異体への効果を調べるこ
とも有用であると考えられる．

E．結論
　日本人で発見された病因性 CFTR 変異体の
発現および機能を in vitro で調べることによ
り，欧米において開発・使用されている CF 治
療法の日本人 CF 患者への安全で効率的な適用
に役立てることができると期待される．
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