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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 Pseudoxanthoma elasticum (PXE)は、発症頻度は低いものの、一度発症すれば皮膚や眼のみでな

く心臓血管病変が進行し致死的な病態に至る、治療法がない疾患である。研究開発代表者である宇

谷教授／原講師ら（長崎大学 皮膚科）のグループは、全国から収集したその難治性皮膚疾患患者

の遺伝子変異からナンセンスコドンを抽出した。我々は site-directed mutagenesis を用いて、その

変異 ABCC6 遺伝子をもつベクターを作成、293T 細胞に導入し、リードスルーされた際にのみ発現

する GFP を標識に、試薬の効果を確認する in vitro の系を確立した。 
 そして我々は、林教授（東京薬科大学 薬学部）らのグループとともに、ネガマイシン誘導体

TCP-169 が PXE ナンセンス読み飛ばし効果判定検出系にて、活性を示すことを見出した。この結果

からより詳細な生物活性評価を実施するため、林グループは本誘導体のスケールアップ合成を行っ

た。また一方で、ネガマイシン新規誘導体の効率的合成法の確立を目指し、種々検討を行った結果、

新規合成経路の開発に成功した。 
 日本で比較的発症頻度の高い色素性乾皮症 (XP)の約 75%の症例は、ヌクレオチド除去修復機構 
(NER)と呼ばれる DNA 修復機構の先天的な欠損が疾患原因とされる。また、早期老化症状を特徴と

するコケイン症候群 (CS)も NER 欠損性の遺伝性疾患である。荻教授（名古屋大学 環境医学研究

所）らのグループは、NER の活性を指標として XP および CS の臨床診断を実施しており、我々は

この技術を応用して、読み飛ばし効果を判定する方法を確立し、疾患緩和薬を探索することを計画

した。 
 これらのアッセイを用いて、これまでに TGA 変異に対し、２試薬の効果を認めている。これらの

結果は、リードスルー試薬が遺伝性疾患に対して効果があるかもしれないことを示唆している。 
 
 

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) is a rare hereditary disease that there exists no treatment, 
and once it developed, it attacks not only their skin and eyes, but also their cardiovascular 
systems, leading to death. We Prof. Utani / Dr. Hara group, research representatives (Nagasaki 
University Hospital, Department of Dermatology and Allergology), extracted nonsense codons 
information in patients with the intractable skin disease from the all over Japan. We established 
in vitro assay system by using site-directed mutagenesis, in which cultured 293T cells are 
transfected with expression vector consists of ABCC6 with the mutated nonsense codon and 
followed by GFP as tag at C-terminus. When readthrough compounds are effective, GFP is 
expressed as a fusion protein with ABCC6.  
Then we cooperated with Prof. Hayashi group (School of Pharmacy, Tokyo University of 
Pharmacy and Life Sciences) and found that a negamycin derivative, TCP-169, exhibited a good 
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readthrough activity in the assay readthrough system for the PXE nonsense mutations. From 
this result, in order to evaluate more detailed biological activity of TCP-169, Hayashi group 
carried out scale-up synthesis of this derivative. Hayashi group also succeeded in developing an 
efficient synthetic route for novel negamycin derivatives. 
Also, xeroderma pigmentosum (XP) is a rare inherited skin disorder with an increased risk of 
cancer. XP occurs with relatively high incidence in Japan, and approximately 75% of patients 
are with defects in the nucleotide-excision repair (NER). Cockayne syndrome (CS) is another 
hereditary disorder with NER deficiency, which is characterized by premature aging. Prof. Ogi 
group (Nagoya University Research Institute of Environmental Medicine) has established a 
rapid measurement method for detecting NER activities, which provided us a useful tool for 
clinical diagnosis of XP and CS. In this research proposal, we set out to develop an evaluation 
system for the stop codon read-through effects based on the abovementioned method and set up 
a screen for putative drugs used in palliative care of XP and CS patients.  
With these assays, we recognized the efficacy of two reagents in TGA mutation so far. These 
results suggest that readthrough reagents may have potency against hereditary diseases with 
nonsense mutations. 
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