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研究成果の概要（和文）：ヘテロP23Hロドプシン変異マウスの網膜視細胞層の菲薄化は生後6週で既に明らか
で、生後10週ではさらに進行していた。生後3週齢でTUNEL assay陽性細胞すなわちアポトーシスを生じた細胞が
視細胞でのみ見られた。ミトコンドリア抗酸化剤を3週齢から連日投与し、組織学的変化を解析したところ、6週
齢においてアポトーシス細胞はむしろ増加していた。この結果は予想に反したものであったが、ミトコンドリア
抗酸化剤は網膜色素変性症の病態に変化を与えたことになり、ミトコンドリアの状態が、病態と関連する可能性
があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Thinning of the retinal photoreceptor cell layer in the heterozygotes of 
P23H rhodopsin mutant mice was significant in the postnatal 6 weeks old, and further progressed in 
the 10 weeks old. TUNEL positive cells and apoptotic cells were observed only in the photoreceptor 
layer at 3 weeks old. Mitochondria targeting antioxidant was constantly administered to the model 
from the age of 3 weeks old. The apoptotic cells were increased at 6 weeks old. The results were not
 what we had expected, however, we found that mitochondria condition affected the pathogenesis of 
the retinitis pigmentosa.

研究分野： 網膜研究

キーワード： 網膜　失明　遺伝子変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜色素変性症は進行性の視野欠損を呈する疾患であり、最終的には失明に至りうる。日本でも世界でも
4000-8000人に1人が発症し、国内失明原因の第3位である。本疾患は遺伝子異常が原因であり、有効な治療法は
国内・海外共に確立されていない。早期発見をされた症例でも、特別な進行予防法がないまま、経過観察される
のが通常である。近年では疾患iPS研究などにより研究への機運は上がってきたが、未だ実現可能な治療法は報
告されていない。そこで、本疾患のメカニズムを解析し、新規治療法の開発に向けた研究はアンメットニーズに
答えることにつながり学術的のみならず社会的に重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
【網膜色素変性症とは】 
網膜色素変性症は進行性の視野欠損を呈する疾患

であり、最終的には失明に至りうる。日本でも世界
でも 4000-8000 人に 1 人が発症し、国内失明原因の
第 3 位である。本疾患は遺伝子異常が原因であり、
有効な治療法は国内・海外共に確立されていない。
早期発見をされた症例でも、特別な進行予防法がな
いまま、経過観察されるのが通常である。近年では
疾患 iPS 研究などにより研究への機運は上がってき
たが、未だ実現可能な治療法は報告されていない。 
 
【ロドプシン異常による網膜色素変性症】 
網膜色素変性症の原因遺伝子は、報告されている

だけで 50 個ほどあり(Daiger et al. Clin Genet 
2013)、その中で光受容体の性質を決める視物質ロド
プシンの異常は最も多く報告されている(Kaushal. 
Trans Am Ophthalmol Soc 2006)。視野欠損は中間部
から始まり中心と周辺に向かって進行し、ロドプシ
ン異常では特に進行が速く失明に至る症例が多い
(図 1)。 
 
ロドプシン異常の中でも米国で最も多いものがロドプシンタンパクのN-末端から23番目の

プロリンがヒスチジンに変わった Rho P23H (P23H)であり、常染色体優性遺伝を呈す。アメリ
カの網膜色素変性症の約 10％を占める。この変異については、細胞レベル、遺伝子改変マウ
スレベルで世界的に研究が行なわれているが、未だ確立された治療法はない。また、N-末端
から 23番目のプロリンがヒスチジンに変わる以外にもロドプシン変異による網膜色素変性症
は複数あり、そのいくつかは、P23H 変異と同様の病態を示すであろうことが、ロドプシンタ
ンパクの構造変化のシミュレーションから、言われている。 
 
P23H やその他の多くのロドプシン遺伝子異常では、細胞に強制発現させた実験等から、異

常ロドプシンタンパクの異常折りたたみ(misfolding)が生じ、それが蓄積することが細胞死
につながると考えられてきた(Mendes et al. TRENDS in Molecular Medicine 2005)。misfolding
した異常タンパクは一般に小胞体ストレスを引き起こし、これが細胞内の Ca2+を放出させてミ
トコンドリアの呼吸鎖に作用し、ミトコンドリアの酸化ストレスを生じさせることが知られ
る(Bhandary et al. Int J Mol Sci 2013)。酸化ストレスはミトコンドリアの機能の過程で
発生するものであり、内因性の抗酸化酵素の発現等による自浄能力があるが、それを超えた
酸化ストレスの発生は、ミトコンドリア障害、ひいては細胞障害・細胞死につながりうる。
そこで本研究では、Rho P23H 網膜色素変性モデルマウスにおいて酸化ストレスを抑制するこ
とが治療効果につながるかを解析することとした。 
 
ミトコンドリアの呼吸システムは ATP を産生するとともに活性酸素種(reactive oxygen 

species; ROS)を産生する。細胞内酸化ストレスを抑制するための抗酸化剤には、
N-acetyl-cysteine (NAC)やレスベラトロール等、数多くあるが、ミトコンドリアに直接作用
するものに MitoQ10 (James, Murphy et al. JBC, 2005) がある。これはミトコンドリア内膜
に取り込まれて、ROS による lipid peroxidation を抑制し、脂質二重膜への病的影響を抑制
する。さらに、電子伝達系にある Complex II により還元され再利用可能な効率のよい抗酸化
剤である。 

 
そこで、MitoQ10を用いれば、P23H ロドプシン異常マウスのミトコンドリア酸化ストレスを

抑制し、視細胞死を抑制できると考えた(図 2)。 
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その機構を解析すれば病態メカニズムの一端を解
明し得る。ミトコンドリアで産生された ROS はミト
コンドリアに対して障害を与えるばかりか、ミトコ
ンドリアから流出して細胞全体に障害を与える可能
性がある。また、ミトコンドリア障害自体が、細胞
のエネルギー(ATP) 確保に支障をきたすため、細胞
死の原因となりうる。なお、MitoQ10は既に、パーキ
ンソン病や Friederich 病に対して臨床試験が行わ
れており、臨床応用に近い位置にある(Murphy & 
Smith Annu Rev Pharmacol Toxicol, 2007)。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
P23H ロドプシン異常網膜色素変性症モデルマウスの表現型を解析したうえで、本モデルマ

ウスに対して MitoQ10を投与し、視細胞の状態を解析する。MitoQ10の投与・非投与群における
TUNEL 染色等による視細胞アポトーシスを組織学的に解析し比較する。これにより、将来的に
はヒトにミトコンドリアや酸化ストレスに介入する新規治療法の可能性があるかを解析する。 
 

３．研究の方法 
 
計画１．P23Hロドプシン異常網膜色素変性モデルマウスの網膜変性の過程を解析した。 
P23Hロドプシン異常網膜色素変性症マウス(P23Hマウス)はPalczewski教授の研究室(米国

Case Western Reserve University)から既に供与され、当研究室で飼育中である。ロドプシ
ンタンパクのN-末端から23番目のプロリンがヒスチジンに置き換えられたノックインマウス
である(Palczewski et al. Hum Mol Genet 2014)。出生後経時的にこのマウスの眼球を採取
し、網膜切片を解析した。P23Hロドプシンヘテロマウス及びホモマウスについて、雄マウス
を用いて、ヘマトキシリンエオジン染色をもとに解析した。 

 
計画2．P23Hロドプシン異常網膜色素変性モデルマウスの網膜細胞のアポトーシスを解析し

た。 
23Hロドプシンヘテロマウス及びホモマウスについて、雄マウスを用いて、出生後経時的に

眼球を採取し、網膜切片を作製したうえで、ApopTag Red apoptosis detection kit (Millipore, 
Bedford, MA, USA) を用いてTdT-mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL) assayにより染
色し、蛍光顕微鏡(Olympus Co., Tokyo, Japan)で観察した。 

 
計画3．P23Hマウスにおける網膜内酸化ストレスとMitoQ10投与の効果を解析した。 
計画1と2に準じて、MitoQ10を連日投与し、組織学的変化を解析した。投与は、網膜変性の

始まる時期が生後3週前後であったため、生後3週目から週5回の腹腔内投与とし、容量は全身
状態に影響がないことを確認したうえで決定した。 

 
４．研究成果 
 
計画1により解析したところ、ヘテロP23Hロドプシン変異マウスの網膜視細胞層の菲薄化は

生後6週で既に明らか(図3)で、生後10週ではさらに進行していた。ホモP23H ロドプシン変異
マウスについては生後3週で既に変性しており生後10週ではほぼ視細胞が消失していた。ヒト
P23Hロドプシン変異は優性遺伝であり、ヘテロで発症することと、ホモモデルマウスの変性
が非常に速く介入の効果が検出できない可能性が高いことから、ヘテロP23Hロドプシン変異
マウスの解析を進めることとした。 

 

 

図 2 本研究の仮説 



 
 

計画2により解析したところ、ヘテロP23Hロドプ
シン変異マウスでは、生後3週齢でTUNEL assay陽性
細胞すなわちアポトーシスを生じた細胞が視細胞
でのみ見られた。また、生後3週齢のほかに、6週齢、
10週齢の網膜も解析したところ、それらに比べ生後
3週齢で特にアポトーシス細胞の出現が多いことが
明らかとなった。すなわち、生後3週齢で最も視細
胞死を生じ、その後、それ以外の視細胞の死がゆっ
くり進行していき、徐々に視細胞層の菲薄化が進む
ものと考えられた。 

 
計画3により、MitoQ10を3週齢から連日投与し、組

織学的変化を解析したところ、6週齢において明ら
かアポトーシス細胞はむしろ増加していた。 

 
この結果は予想に反したものであったが、MitoQ10は網膜色素変性症の病態に変化を与えた

ことにはなり、ミトコンドリアの内膜の状態が、病態と関連する可能性があると考えられた。
MitoQ10を治療に用いる仮説とは別の結果ではあったが、P23Hロドプシン変異による網膜変性
の進行には、ミトコンドリアの状態が関与しうる可能性が示唆されることとなった。 
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