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研究成果の概要（和文）：これまでに我々は、ラット網膜光障害感受性原因遺伝子としてPank4を同定し、さら
にそのヒト相同遺伝子PANK4の多型が加齢黄斑変性 (AMD) の関連遺伝子であることも明らかにした。本研究期間
において、我々は、耐性系統のラットでPANK4タンパク質が発現していないことを確認した。また、ゲノム編集
技術によりPank4-KOマウスおよびPank4正常化ラットを作製し、網膜光障害-感受性の程度（表現型）を比較した
ところ、Pank4遺伝子のエキソン19における4塩基-5塩基置換変異がPank4遺伝子の発現を抑制すること、そし
て、これにより表現型が耐性に変化することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified Pank4 as a gene responsible for the susceptibility
 to rat retinal photic injury, and also demonstrated that the haplotype in the human homologue PANK4
 is associated with the onset of age-related macular degeneration. During this study period, we 
confirmed that the PANK4 protein is not expressed in a resistant strain of rats. We produced 
Pank4-knockout rats and Pank4-normalised rats by genome editing technology, and compared the degree 
of the retinal photic injury (phenotype). It was found that a four-base to five-base substitution 
mutation in the exon 19 of the rat Pank4 gene suppressed the gene expression, which changed the 
phenotype to resistant.

研究分野：眼科学

キーワード： 網膜光障害　加齢黄斑変性　遺伝子改変動物　ハプロタイプ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、感受性系統のラットからPank4-KOラットを作製し、さらに耐性系統のラットからPank4正
常化ラットを作製した。これにより、Pank4遺伝子の重要な動物研究ツールとして、今後も活用できる。また、
Pank4がノックアウトされても個体の成育に異常が認められないことから、AMDの創薬ターゲットとして副作用が
少ない薬剤や治療法に繋がることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性(AMD)は、加齢に伴い黄斑部の視細胞や色素上皮(RPE)細胞の変性や脈絡膜血管

の異常をきたすことで視機能が障害され、発症する失明原因疾患である。本疾患は、遺伝要因と
環境因子（加齢、光曝露、喫煙、黄斑色素量の低下、低メラニン量など）が関与する多因子疾患
である。これまでに AMD の易罹患性を左右する遺伝子として、数多くの遺伝子が報告されたが、
光関連の遺伝子は報告されていない。そのため、視細胞や RPE 細胞といった光受容に関係する
細胞で起こる AMD の発症・進展メカニズムを説明する根幹ストーリーが描けなかった。 
一方、AMD の動物実験モデルとして、網膜光障害実験モデルがある。この実験モデルについ

ては、Noell らが 1966 年に初めてラットを用いた実験系を発表したが、そこで起きる網膜変性が
形態学的にも生化学的にも AMD の病態に類似している。しかし、分子レベルでの発症機構の共
通性が示されておらず、網膜光障害が AMD のモデルであることを裏付ける科学的根拠は乏しか
った。 
我々は、市販の正常アルビノラットの中に極端な網膜光障害-耐性を示す系統があることに気

付いており、この感受性の違い（系統差）に関与する遺伝子が AMD と光を関連付ける鍵となる
のでは？と考えた。そこで我々は、ラット網膜光障害-感受性の責任遺伝子の同定を遺伝学的手
法により試みた。その研究成果として、“パントテン酸キナーゼ 4 (Pank4)”を同定した。 
このラット Pank4遺伝子のヒト相同遺伝子 PANK4のコーディング領域に存在し、アミノ酸置

換変異を引き起こす多型を遺伝子多型データベースの解析により見出すことができた。その多
型は rs7535528 [p.Ala555Val]と rs2494620 [p.Gln692Arg]の 2 種類の一塩基多型(SNP)であった。両
多型について、AMD の症例-対照研究を実施したが、両者とも AMD と有意な関連を示さなかっ
た。しかし、それらの組み合わせ、即ち、ハプロタイプとして関連解析を実施すると、AMD 発
症との関連性を見出すに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究申請では、網膜光障害感受性原因遺伝子 Pank4/AMD 関連遺伝子 PANK4 について、生

化学的研究、遺伝子改変動物での研究、AMD の症例-対照研究を多角的に検討することで、
Pank4/PANK4が関与する AMD 発症メカニズムを追究する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト PANK4-cDNA ミニジーンを挿入したコンストラクトの作製： ヒト PANK4 遺伝子は、
ヒト cDNA ライブラリー(Marathon; クロンテック社)より、Nested PCR 法にて単離した cDNA
ミニジーンを使用した。Nested inner プライマーには、プラスミド DNA との相同配列タグを付
加しており、それを用いて、ヒト PANK4 cDNA を目的のクローニング用プラスミドに挿入し
た。 

   今回、単離したヒト PANK4 cDNA のハプロタイプは C–G であったため、KOD Mutagenesis kit
により、C を T に、若しくは、G を A に変更することで、それぞれ 2 種類のハプロタイプ、T–
G と C–A を作製した。更に、T–G の G を A に変更することで T–A を持つミニジーンを作製
し、4 種類のハプロタイプのヒト PANK4 ミニジーンを持つコンストラクトを揃えた。 

 
(2) 培養細胞株での強制発現実験： (1)で構築した 4 種類のハプロタイプを持つヒト PANK4 ミ
ニジーンコンストラクトからミニジーン部分を発現ベクターに移し替えた。次に、真核細胞お
よび原核細胞で発現させるためにはプロモーター配列が必要であるため、Kozak/SD 配列を開
始コドンの直前に挿入し、それを大腸菌でクローニングした。精製後の 4 種類のコンストラク
トは、FuGENE HD (プロメガ社)を用いて、サブコンフルエント下の ARPE-19 細胞に導入し、
24 時間培養した。培養を終了した細胞は、化学固定の後、通常の免疫細胞蛍光染色を行った。
カウンター染色として、DAPI による核染を実施した。染色過程を終えた細胞は水溶性封入剤
で封入され、蛍光顕微鏡にて観察した。 

 
(3) 遺伝子改変動物の作製： 〔1〕 Pank4-ノックアウト(KO)ラットの作製. 感受性系統のラット
受精卵に対して、CRISPR/Cas9 システムによる非相同性末端結合(NHEJ)を介して挿入/欠失
(Indel)の導入をラット子宮内で行う Genome-editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery 
(GONAD)法を実施した。これにより、エキソン 2 に 1 塩基挿入されてフレームシフトが発生
し、終止コドンが発生した個体(N0)が得られた。この N0を起点として交配を繰り返し、Pank4-
KO アレルがホモ化できた個体を取得した。 

 
〔2〕 Pank4-正常化ラットの作製. 耐性系統のラットの Pank4 遺伝子は、最終のエキソン 19 内
に 4 塩基-5 塩基置換変異が存在していた。そこで、耐性系統のラット受精卵に対して、single-
stranded OligoDeoxyNucleotide (ssODN)を使用したCRISPR/Cas9システムによる相同組換え修復
(HDR)を介して目的の塩基配列の置換による導入をラット子宮内で行う GONAD 法を実施した。
これにより、エキソン 19 における 4 塩基-5 塩基置換変異が修復されたアレルを持つ個体(N’0)



が得られた。この N’0を起点として交配を繰り返し、正常化した Pank4-アレルがホモ化できた
個体を取得した。 

 
(4) 免疫学的解析： 培養細胞および動物の臓器からタンパク質画分を抽出し、SDS-PAGE を行
い、ゲル内で分離したタンパク質バンドをセミドライ式のブロッティング装置で PVDF 膜上に
転写した。その後、特異抗体を用いた免疫染色を実施し、抗体と特異的に結合したタンパク質
バンドを化学発光法により検出した。 

 
(5) 光照射実験と表現型解析: ラットは、朝 7 時から夜 7 時までが明環境である明暗サイクル下
にて飼育した。全個体は 10 lux 以下の薄暗いケージ内で飼育した。光照射は 10 週齡以降に実
施した。予め、29 時間の暗順応を行い、その後、夜 12 時より 3 時間、照度 3000 luxの白色蛍
光灯の光を照射した。光照射終了後は通常の光環境下に戻した。光照射終了後、2 週間以上経
過した個体は、イソフルランの過量吸入により屠殺し、定法により矢状断且つ乳頭部を含む眼
球の凍結切片を作製し、ヘマトキシリン-エオシン染色を行い、光学顕微鏡にて観察した。 

 
(6) AMD 症例-対照研究： 聖隷浜松病院・眼科にて、AMD 患者と対照者の抹消血液献体を収集
した。本研究の趣旨を詳細に説明し、インフォームドコンセントが得られた場合のみを対象と
した。 
  抽出、精製したゲノム DNA を用いて、PANK4 などの遺伝子について DNA シーケンス解析
を実施し、各症例における多型を解析した。 

 
４．研究成果 
  単離した PANK4 cDNA は、クローニングベクターに挿入した。そして、DNA シーケンス解析
により、全 PANK4 cDNA 配列が正しく挿入されていることを確認した。今回用いた cDNA ライ
ブラリーは白人に由来していたこともあり、日本人とは異なる SNP が存在していたため、KOD 
Mutagenesis kit で多型を修正する必要があり修正した。その cDNA のハプロタイプは C–G であ
った。この C–G ハプロタイプを起点として、KOD Mutagenesis kit で 1 塩基ずつ塩基を変更し、
4 種類のハプロタイプ(C–G, C–A, T–G, T–A)を揃えることができた。尚、C–G 以外のハプロタイ
プを持つ PANK4 cDNA は cDNA ライブラリーには存在することは確認したが、C–G 以外は単離
できなかった。また、これらのマウスゲノムへの導入による遺伝子改変マウスの作製は、現在中
断している。 
  今回の cDNA が正しいタンパク質を発現することを確認するため、cDNA 部分を発現ベクタ
ーに移し、開始コドン直前に Kozak 配列を挿入した。その発現用コンストラクトをヒト由来
ARPE-19 株細胞に導入し、強制発現させ、特異抗体を用いた免疫細胞蛍光染色を実施したとこ
ろ、全ハプロタイプの PANK4 タンパク質が培養細胞の細胞質で発現していることが確認できた。 
  感受性系統ラット由来の Pank4-KO ラットと耐性系統ラット由来の Pank4 正常化ラットを作
製した。Pank4-KO ラットでの眼などの臓器・組織におけるタンパク質発現をイムノブロット解
析により調べ、PANK4 タンパク質が発現していないことを確認した。一方、Pank4 非発現だっ
た耐性系統ラットから作製した Pank4-正常化ラットでは、眼および他の臓器・組織での PANK4
タンパク質(約 87 kDa)のバンドが検出され、Pank4遺伝子の正常化が確認できたと同時に、最終
エキソンにおける 4 塩基-5 塩基置換変異が PANK4 タンパク質の非発現の原因であることが明ら
かとなった。 
  Pank4-正常化ラットに対して光照射実験を実施したところ、網膜外層の網膜変性が認められた。
その変性の程度は、感受性系統と同様であった。このことから、網膜光障害感受性の原因遺伝子
が Pank4遺伝子であることが確認できた。 
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