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研究成果の概要：私はｾﾞﾌﾞﾗﾌｨｯｼｭ視細胞変異体 ovl を用いて、この変異体における視細胞死が
フォトトランスダクションと関連すること、視細胞死のシグナルはトランデューシンの位置で

フォトトランスダクションと連結し、他のエフェクターを介し伝播されることを示した。また、

ｾﾞﾌﾞﾗﾌｨｯｼｭ視細胞における強制発現をトランスジェニックにより達成する系を開発し、ヒト変

異体とパラレルなモデル動物を多数手に入れた。 
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性は罹病率約1/4000の進行性遺

伝性網膜疾患群で、これはわが国における失

明の原因の第４位を占め、これによる患者と

家族の苦難、また、社会的な損失はきわめて

大きいものがある。患者は１０代から２０代

に夜盲の自覚で発症することが多く、それま

では、全く普通の視機能を有するが、徐々に

周辺部の視野を失い、やがて失明に至る。こ

れらの経過は視細胞の内、まず桿体細胞が変

性し、続いて錐体細胞が変性することによる。

社会的な視力を担っているのは錐体細胞であ

るため、発症初期の段階で網膜色素変性の進

行を停める、または、大幅に遅らすことが出

来るならば、患者は残りの人生をほとんど不

自由なく過ごせると考えられ、患者のQOL向上

に大きく貢献することが期待される。この疾

患群は遺伝子座異質性が極めて高いが、病因

探求と治療を目指し、原因遺伝子の検索が精

力的に行なわれ、現在までに数多くの原因遺

伝子が単離された。しかしながら、期待され

た病因の解明には至らず、網膜色素変性にお

ける視細胞死がどのように引き起こされてい

るのかはほとんど不明のままである。したが

って、網膜色素変性に関する有効な治療法は

現在のところ存在しなった。 
２．研究の目的 
現在のところ視細胞においては良いVivoの

実験系が存在しない。したがって従来研究は

マウス、特に遺伝子改変マウスを用いて行わ

れることが多かった。しかしながら、前述の

ようにRPを引き起こす遺伝子座は多く、また、

特に重要視されているロドプシン等ではアレ

ルによりその病因的効果が大きく異なるであ
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ろうことが以前から指摘されており、このよ

うに広域にわたる変異についてそれぞれの変

異マウスを作製し検討するのは事実上難しい。

しかし、脊椎動物以外のモデルではCilia視細

胞を持たないため限界がある。そこで我々は

小型魚類であるゼブラフィッシュ実験系を本

教室においても立ち上げ、このモデルを中心

に研究を進めている。 

まず、この系で特徴的な順遺伝学を核とし

た研究として、我々はすでに、ENU誘導視細胞

変異体、ovlとmokの責任遺伝子を明らかにし

てきた。Ovl変異体はCiliaの輸送蛋白である

IFT88が責任遺伝子であり、これが異常をきた

すことにより、ovlでは外節が発生せず、その

後視細胞が死滅していった。Mok変異体におい

てはモーター蛋白であるdynactin 1に異常が

存在したが、これは視細胞における物質輸送

に異常をきたすのではなく、核の位置の制御

を失い、極性の異常から視細胞死を引き起こ

していると考えられた。 

我々の目的はこのような背景をもったモデ

ルとしてのゼブラフィッシュを使用し、視細

胞死のメカニズムを探求することにあった。

また、上記のような順遺伝学の手法のほかに、

視細胞において逆遺伝学的手法を開発、使用

することも副次目的である。  

３．研究の方法 
視細胞死の原因は詳細不明であるが、視物質
の細胞内局在の変化が視細胞死を少なくと
も促進していると考えられている。ロドプシ
ンを含めた視物質は通常、視細胞外節に存在
しているが、網膜色素変性の患者標本やモデ
ルマウスにおいてこの局在が崩れていると
いうデータが複数報告されている。また、ロ
ドプシンはその細胞内輸送にはそのアミノ
末端の数アミノ酸が重要な働きを担うが、こ
この部分に変異をきたしたロドプシンは、そ
の生化学的な機能は正常であるにもかかわ
らず、細胞内局在の異常を来たし、網膜色素
変性に至る。興味深いことに、網膜剥離や加
齢黄斑変性といった遺伝性網膜疾患以外の
疾患でも、視細胞死に先立ってロドプシンの
局在異常が観察されるという報告があり、視
物質の細胞内局在の変化が視細胞死を促進
するという根拠の一つになっている。 
我々が解析した ovl変異体は視細胞の外節が
全く発生せず、これによりロドプシンは視細
胞の細胞膜全体に異所性に異常蓄積する。
我々はこれが視細胞死を引きおこすメカニ
ズムの一つと考え、 
これを証明するために、変異体においてロド
プシンの発現を抑制した。すると、ロドプシ
ンを抑制した場合、変異体の視細胞死は明ら
かに抑制された（図２）。つまり、ロドプシ
ンの細胞内局在の変化は視細胞死を促進し

ていると考えられる。この現象を逆に見れば、
ovl 変異体は網膜色素変性において視細胞死
を引き起こす原因の一つであるロドプシン
の細胞内局在変化を端的に引き起こしてい
る優秀なモデル動物であることを示してい
る。また、このロドプシンの局在異常は遺伝
性網膜疾患のみならず、網膜剥離や加齢黄斑
変性症などの失明原因疾患にも認められる
現象で、そのメカニズムが解明されればこれ
らの疾患への臨床応用も考えられる。私はこ
の ovl 変異体をモデルに、ゼブラフィッシュ
における逆遺伝子学的手法を用いて異所性
ロドプシンとフォトトランスダクションの
関係、そして、そのシグナルが視細胞死を引
き起こすに至るメカニズムを解明し、その知
見にもとづいた視細胞変性の 
治療法の開発をめざす。具体的な目標として
は視細胞死を簡便にモニターするためのグ
リーンフルオレスセントプロテイン(GFP)で
視細胞が可視化された変異体フィッシュラ
インの確立をまず行い、これを用いて 1. 視
細胞死におけるロドプシン活性化の影響の
検討。2. 視細胞死においてフォトトランス
ダクションはどの位置まで視細胞死にかか
わっているのか。これらについて、モルフォ
リノによる発現抑制やのちに述べるトラン
スジェニック系を用いて検討を行った。 
次に視細胞において容易に遺伝子の強制
発現を行うため、トランスジェニック系の開
発を行った。これには、国立遺伝研の川上が
開発した tol2 トランスポゾンシステムを基
本に開発を行った。まず。Tol2 アーム内にゼ
ブラフィッシュロドプシン（RH1）プロモー
タ 3.1kb 領域の下に Gateway Cassette とポ
リ Aサイトを導入した。これにより、任意遺
伝子をベクターに導入できる。さらにこれに
タンデムに臭細胞特異的遺伝子である ompプ
ロモーター1.1kbにEGFPをつけた発現カセッ
トをタンデムに導入したベクターを開発し
た。これにより、トランスジェニック体を鼻
の蛍光のみで容易に鑑別することができる。
我々はこの系を強制発現系に利用する一方、
重要なヒト網膜色素変性の原因遺伝子であ
るロドプシン変異体群のモデルを開発する
こととした。ロドプシンには多くの病因変異
が報告されているが、そのそれぞれにおいて
表現型が異なり、病因論的効果も異なると考
えられている。我々は代表的な変異と、本邦
患者が持っている変異についてそれぞれト
ランスジェニック体を開発し、その解析を行
った。 
４．研究成果 
Ovl において異所性ロドプシンをモルフォリ
ノを用いてノックダウンした場合、視細胞死
は有意に抑制された。さらに、ovl において、
視細胞死は光感受性を示したことより、この
視細胞死はフォトトランスダクション系を



解することが示唆された。 
次に、フォトトランスダクション系がどこま
で関与するかを調べるため、次の段階である
トランデューシンをノックダウンしたとこ
ろ、同様に有意な視細胞死の抑制を認めた。
これに対し、次の段階であるフォスフォジエ
ステラーゼをモルフォリノにてノックダウ
ンしても、視細胞死の抑制効果は認められな
かった。このモルフォリノはフォスフォジエ
ステラーゼの発現は効率に抑制していた。こ
れらの結果から、視細胞死のシグナルはトラ
ンデューシンの位置でフォトトランスダク
ションのシグナルと連結していると考えら
れた。 
ここでフォスフォジエステラーゼは Gタンパ
ク受容体のエフェクター分子であるため、他
のエフェクター分子とのミスマッチを想定
し、本来外節に発現しないこの分子を修飾し
て外節に発現させるようにし、前述の強制発
現系でトランスジェニック体を得ると、その
魚においては有意に視細胞死が引き起こさ
れた。さらに、この分子の阻害剤は ovl 変異
体で視細胞死を抑制し、促進剤は逆の効果を
示したことより、このエフェクター分子が視
細胞死にかかわると考えられ、さらに下流の
検討を現在行っている。 
上記にも使用したトランスジェニック体で
あるが、我々は開発したデスティネーション
ベクターと Tol2mRNA をゼブラフィッシュ受
精卵に co-injection しそのゲノムへの組み
替え効率とトランスジェニック体が鼻に蛍
光を持つことを確かめた上、まず、ヒトロド
プシン Q344X変異体のトランスジェニック体
を作製した。変異ロドプシンの発現を RTPCR
で確認でき、さらに、この変異体は発生後 4
日目から視細胞杆体の数が減少しており、人
の網膜色素変性の表現型を上手くコピーて
できていると考えられた。さらに、この変異
体の視細胞死は光感受性は ovlほど強くなく、
別の視細胞死の機構が関与しているものと
考えられた。 
さらにわれわれはこの発現系を用いて、すで
にロドプシン P23H（欧米で最も多い変異、
Q344X と表現型が異なる）のトランスジェニ
ックラインを得ており、その他、神戸理化学
研究所の高橋政代チームリーダーの協力を
仰いで、日本人に見られるロドプシン変異の
情報を提供していただき、これら変異の発現
コンストラクトを受精卵にインジェクショ
ンしている。この系を用いることによって優
性の色素変性の多くを模倣することができ
ると考えており、これらの病態解明、治療法
開発にきわめて重要なツールであると考え
ている。 
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