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研究成果の概要（和文）：失明原因である網膜色素変性には、現時点で有効な治療法が世界的に無い。これまで
に申請者は遺伝子変異を持つ患者iPS細胞を樹立し、網膜細胞を培養し解析する疾患iPS研究を行い、網膜色素変
性に対する小胞体ストレスを標的とした神経保護治療の可能性を提案した。そこで、本研究では、臨床応用につ
なげるために生体内での失明予防効果を解析した。iPSテクノロジーを用いた研究を発展させ、将来のヒト臨床
試験、新規神経保護治療法の開発につなげる解析をした。

研究成果の概要（英文）：Retinitis Pigmentosa (RP) is a leading cause of blindness, worldwide. There 
are currently no treatments in the world. We previously reported that endoplasmic reticulum (ER) 
stress is one of the pathogenesis of RP, using RP patient-derived induced pluripotent stem cells 
(Yoshida, Ozawa, Okano et al. Mol. Brain 2014). In the current study, we performed in vivo analyses 
using RP model mice to show the proof of concept of the new therapeutic approach for RP focusing on 
ER stress.

研究分野： 医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞研究から発した新しい研究手法を用いた研究である点に大きな学術的意義があり、これまでに治療法の
無い網膜色素変性に対する新規治療法の開発につながる研究である点に大きな社会的意義がある。疾患の分子メ
カニズムに着目した解析であり、病態に即した治療法の提案となる点が重要である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
国内の失明原因の第２位（本研究の申請当初は第3位

であったが、その後、他の疾患の治療成績が上がり失

明が減少したため、本疾患は第2位となった）であり、

人口の4000-8000人に1人という高率に生じる遺伝性神

経変性疾患である網膜色素変性(図1)は、その多くが中

年以降に発症する。眼底に色素異常を伴い（図2）比較

的周辺部から中心部に向かって進行性の視野欠損を来

し、最終的に失明に至る遺伝性神経変性疾患である。

高齢化社会では患者の更なる増加が予想される。しか

し、患者の網膜神経組織の採取は困難であり、病態解

明や治療法の開発には遅れを取ってきた。これに対

し、京都大学の山中らが作成した人工多能性幹細胞

(induced-pluripotentstem cell; iPS細

胞)(Takahashi, Yamanaka Cell 2006)を用いた研究手

法は、患者の組織検体を取りにくい神経系等の臓器・

組織の研究の発展につながった。 

 

申請者らはこれまでに、網膜色素変性の患者体細胞由来iPS細胞を樹立して、遺伝子変異を保

持したまま網膜視細胞に分化誘導し、病態解明をする「疾患iPS研究」を行った(Yoshida, 

Ozawa, Okano et al. Mol. Brain 2014)(図3)。さらに、この培養系で、薬剤スクリーニングを

行い、網膜視細胞死を抑制する薬剤候補を提案した。 

しかし、疾患iPS研究は、in vitroの実験であり、次

に目標とされるのは、in vivoにおける効果の解析であ

る。そこで、本研究では、次の段階として生体内での

失明予防効果を解析することで将来の新規治療法の開

発、すなわち臨床応用につなげることとした。 

 

網膜色素変性の中でも多くを占めるのはロドプシン

変異であり、申請者らは上述の疾患iPS研究でもロドプ

シン変異を解析した。その結果、本変異では小胞体ス

トレスが亢進しており、これを抑制すると網膜視細胞

死が抑制された。すなわち、小胞体ストレス抑制剤を

本症の新規治療法として提案した。 

 

そこで本研究では、ロドプシン変異を持つ網膜色素変性モデルマウス(P23Hノックインマウス

[Sakami, Palczewski et al.Hum Mol Genet.2014])に対し、小胞体ストレスに着目した病態解

析を行うこととした。P23Hは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

に置き換わった遺伝子変異で、細胞株に強制発現すると小胞体ストレスが亢進することが報告

された。(Illing et al. J Biol Chem 2002)。これにより、疾患iPS研究の結果を臨床応用に近

づけることを着想した。 

 
図１ 網膜色素変性は国内失明原

因第 2位 (Morizane et al. 2019) 

 
図 2 網膜色素変性の眼底写真 
主に周辺部の眼底に色素沈着があ
る。 

 

図 3 申請者らの疾患 iPS 細胞を用

いた先行研究の概要 

(Yoshida, Ozawa, Okano et al. 

Mol. Brain 2014) 



 

２．研究の目的 
 
本研究の最終目的は、国内外で人口の 4000 から 8000 人に 1 人という多数の患者を持つ遺伝

性神経変性疾患である網膜色素変性による失明を予防するための世界初の新規治療法の開発で

ある。 

 

本研究は、培養である疾患 iPS 研究で解明された内容を発展させ、モデルマウスを用いた生体

における効果の解析をすることで、将来の創薬に結び付けるという学術的独自性と創造性を持

つ。候補薬剤は、申請者の研究室で行われた疾患(患者)iPS 研究で提案されたメカニズムから割

り出され、一貫性を持つ。この研究スタイルがうまくいけば、患者 iPS 研究から創薬への研究を

つなぐモデルケースとなり、様々な分野の医学の発展に貢献しうる発展性を持つ。疾患 iPS 研究

は、国内外で行われ、各臓器の病態研究に用いられている(Chung. Science 2013, Jin et al. 

Plos One 2011)。しかし、患者 iPS 細胞で提案された物質の生体内での効果の解析は、今のとこ

ろ報告が無い。 

 
３．研究の方法 
 
本研究では、網膜色素変性モデルマウス(P23H ロドプシンノックインマウス)に対して小胞体

ストレス抑制剤もしくはコントロール溶媒を投与し、網膜視細胞死および変性による視機能低

下を抑制する効果のメカニズムを解析した。そのために下記の実験を行った。 

 

実験方法 1.P23H ロドプシンノックインマウスの網膜変性の経時的進行を組織学的に解析した 

本モデルマウスは、Palczewski 教授の研究室（米国 Case Western Reserve University）で開

発され（Sakami, Palczewski et al. Hum Mol Genet.2014）、同研究室から供与され、当研究室

で飼育した。野生型、ヘテロ P23H ロドプシンノックイン、ホモ P23H ロドプシンノックインマ

ウスの網膜切片を経時的に作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色および抗ロドプシン抗体によ

る免疫染色を行った。ヒト網膜色素変性はヘテロで生じること、およびホモ P23H ロドプシンノ

ックインマウスの網膜視細胞は生後より減少が著しく、ヒトの病態を必ずしも再現していない

可能性が高いことから、以後の研究にはヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスを用いること

とした。 

 
実験方法 2.ヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスの網膜変性の経時的進行を視機能的に

解析した 

ヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスの視機能を網膜電図（ERG）により解析した。ロドプ

シンは暗所で働く視物質であるため、マウスを 12時間以上、暗順応させた後、測定した。なお、

ERG 測定のシステムは既に研究室で確立したものがあり、これまでも論文発表に用いてきた

(Kamoshita, Ozawa et al. PLoS One 2014)。すなわち、0.5% tropicamide と 0.5% phenylephrine

の合剤を点眼して散瞳し、midazolam 4 mg/kg BW, medetomidine 0.75 mg/kg BW, および 

butorphanol tartrate 5 mg/kg BW の混合薬で麻酔した上、Ganzfeld System SG-2002 および

PowerLab System 2/25 を用いて、背景光は 30 cd s/m2に設定し、刺激光は 0.6 から 1.6 log 

cd s/m2 でそれぞれ測定した。 

 

実験方法 3.ヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスに小胞体ストレス抑制剤を連日投与し

て網膜変性の進行抑制について解析した 

ヘテロ P23H ロドプシンノックイン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

あったため、薬物治療の開始時期は生後 2 週とした。小胞体ストレス抑制剤は、PBS に溶解し、

5，10，20mg/Kg 体重とし、週 5 回の腹腔内連日投与で実験を開始した。コントロールには同量

の PBS を週 5回の腹腔内連日投与した。ERG は動物を生かしたままできる実験であるため、同じ

動物を経時的に測定した。 

 



実験方法 4.ヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスに小胞体ストレス抑制剤を連日投与し

て効果を組織学的に解析した 

実験方法 3 で効果が見られた最小の用量で投薬し、その過程における網膜内の変化を組織学

的に経時的に解析した。網膜の切片における、ヘマトキシリン・エオジン染色および抗ロドプシ

ン抗体による免疫染色のほか、ApopTag red apoptosis detection kit を用いた TUNEL アッセ

イを行った。 

 
実験方法 5.ヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスに小胞体ストレス抑制剤を連日投与し

て効果を分子生物学的に解析した 

実験計画 3 で効果が見られた最小の用量で投薬し、その過程における網膜内の変化を分子生

物学的に経時的に解析した。神経網膜を採取してトリゾールを用いて RNA を抽出した後、

SuperScript VILO master mix を用いて cDNA を作製した。このサンプルに対し、StepOnePlus™ 

PCR system を用いてリアルタイム PCR を行った。これによりアポトーシスマーカーおよび小胞

体ストレスマーカーを解析した。 

 
実験方法 6.P23H ロドプシンを細胞株に強制発現して小胞体ストレス抑制剤を添加し、タンパ

ク凝集について解析した 

培養細胞株に P23H を遺伝子導入によりを強制発現して小胞体ストレス抑制剤添加の有無によ

る小胞体におけるタンパク凝集の変化を解析した。ER-ID Red assay kit (Enzo)とロドプシン

抗体を用いて、タンパクの局在を観察した。 
 

４．研究成果 

 

実験結果 1.方法の欄に記述したようにホモ P23H ロドプシンノックインマウスの網膜変性は

生後 4 週齢で既に組織学的に明らかであるという、著しく速い進行であることが明らかになっ

た。そこで、その後の研究はヘテロ P23H ロドプシンノックインマウスを用いて行うこととした。

また、ヘテロでも生後 6 週齢では既に変化が明らかで、10 週齢ではさらに顕著であることが明

らかとなった(図 4)ため、治療開始時期は生後 2 週齢とした。 

 

実験結果 2.実験結果 1 と整合性を持って、P23H ロド

プシンノックインマウスでは ERG 波の振幅が減少する

ことを示した。 

 

実験結果 3.治療群では同週齢の非治療群と比較し

て、ERG で、より大きな視反応を得た。 

 

実験結果 4.その際の網膜視細胞の生存はより多く、

アポトーシス細胞は減少した。 

 

実験結果 5.網膜内の Bcl2, BAX 等のアポトーシス関

連分子および BiP や CHOP 等の小胞体ストレスマーカーの発現は低下した。 

 

実験結果 6. P23H ロドプシンを細胞株に強制発現して観察した。導入した P23H ロドプシンタ

ンパクが小胞体にとどまる傾向が観察された。 

 
このように、治療群では非治療群と比較して、視機能的、組織学的、および分子生物学的に明ら
かに網膜保護が可能となることを示した。この結果により、さらに詳細な分子メカニズムを詰め
れば実臨床に応用できるよう、発展させられる可能性が示された。 
 

 

図 4  P23H 変異マウス(生後 10
週)では視細胞層が菲薄化した
(Ozawa et al. unpublished 
data)。 
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