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研究成果の概要（和文）：常染色体優性遺伝性（AD)網膜変性疾患（IRD)治療開発を目的として、GUCY2D遺伝子
によるAD錐体杆体ジストロフィ患者由来iPS細胞の遺伝子編集を行い、優性阻害を起すアレルの遺伝子発現を特
異的に抑制しうるモデルを作製した。病因変異を編集することなく、別の多型配列を利用しアレル特異的にフレ
ームシフト欠損を導入することができた。
この方法を応用しうる遺伝子異常をもつ症例を探索するために、130遺伝子についてIRD180症例のターゲットシ
ークエンシング解析を行った。GUCY2D、RHO、CRX,PRPH2,RP1, SNRNP200, RP1L1,PRPF8遺伝子に優性阻害を起こ
す変異を検出した。

研究成果の概要（英文）：To develop effective gene therapy method for autosomal dominant inherited 
retinal degenerations (ADIRD) which caused dominant-negative effects (DNE) by abnormal gene, we have
 created iPS cell lines from a patient with autosomal dominant cone rod dystrophy caused by the 
GUCY2D gene variant(R838C). We developed the method for allele specific gene  editing using CRISPER 
Cas9 system and made a frame shift deletion in the pathological allele specifically in the iPS cell 
form the patient. 
We introduced NGS with a custom target panel of 130 genes for the molecular diagnosis of IRD and 
isolated the pathological variants which were presumed having DNE in GUCY2D RHO, PRPH2, CRX, RP1, 
RP1L1, SNRNP200 and PRPF8 gene. We are now attempting to apply the gene editing method for these 
variants and suppress DNE

研究分野： 眼科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
錐体ジストロフィに代表される遺伝性網膜変性の原因は遺伝子異常であり、ほとんど確立された治療法はない。
病因となっている遺伝子機能の不足を補い代替する遺伝子治療が一部の疾患で有望な成果が得られている。しか
し、常染色体優性遺伝を示すものの一部は遺伝子異常により網膜細胞に有害な転写産物ができているためこの方
法は無効である。このような病態に対して患者血液細胞由来のiPS細胞を用いて正常な遺伝子の機能を損なうこ
となく、有害な働きをする遺伝子のみをを働かなくするように遺伝子編集をおこなう方法を考案しモデルを作成
した。また、多数の患者さんのゲノム解析を行い、この技術が応用しうる疾患遺伝子の候補を同定した。

※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 
遺伝性網膜変性疾患（Inherited retinal degeneration: IRD）の多くは、生後から成人期に発症
し生涯にわたり進行する疾患群である。それぞれは稀な疾患ではあるがほとんどは有効な治療
が確立されておらず、先進国での視覚障害の原因として大きな比率を占めつつある。我が国にお
いても、視覚障害による身体障害者手帳申請登録をもとに行われている推計で、IRD の代表疾
患である網膜色素変性が緑内障についで、原因疾患として 2 番目に多いものとなっている１）。網
膜色素変性は、網膜視細胞のなかでも杆体細胞（暗所で優位に働き眼底の黄斑には少なく、黄斑
周囲から中間周辺部にかけて高い密度で分布する）の機能障害が先行し夜盲と視野狭窄が現れ、
明所で働く錐体細胞の機能障害は遅れて現れることが典型的である。一方、IRD のなかで錐体
ジストロフィ（CD)、錐体杆体ジストロフィ（CRD）、黄斑ジストロフィ（MD）は、錐体の分布
密度が高い黄斑の形態の異常をともなうことが多く、視力障害や色覚異常が先行する。ほとんど
は単一遺伝子疾患で、遺伝的多様性をもつ疾患群であり、網膜以外の疾患をともなう症候性の
IRD を含めると 270 以上の遺伝子が原因とされている２）。遺伝子治療は IRD の治療として最も
有望で期待されるもの一つである。ウイルスベクターを用いた遺伝子補充療法が常染色体劣性
（AR）あるいは X 連鎖性（XL）をしめす疾患の一部に対して臨床応用されている。一方、常染
色体優性遺伝（AD）をとる IRD の場合，１）変異や構造異常をもつアレルの遺伝子の機能低下
を正常のアレルではカバーし切れず生体の機能障害や細胞死を招くハプロ不全と、２）
dominant-negative（優性阻害）により病的遺伝子産物が正常遺伝子の機能を阻害するものが主
な病態と考えられている。２）ではゲノムの原因遺伝子の発現を抑制したうえで、遺伝子補充療
法をおこなうことが計画されている。 
２．研究の目的 
優性阻害により IRD をきたす病因アレルの遺伝子発現のみを遺伝子編集によって抑制する治療
が可能かを検討する。 
３．研究の方法 
AD をとる CD・CRD のひとつに、GUANYLATE CYCLASE 2D（GUCY2D）の変異でおこる
Cone-Rod Dystrophy 6 （CRD6）がある。CRD としては比較的頻度が高く GUCY2D エクソン
13 のコドン 838（CGC）近傍に変異が比較的集中して いる 3）。GUCY2D 遺伝子内のヘテロ接
合バリアントが ADCD、ADCRD （OMIM 601777 and 600977）の原因となる一方で両アレル
の異常が生後まもなくから発症する網膜変性症 Leber 先天盲 (OMIM 204000)の原因である
ことは遺伝学的によく解析されており、家系内で欠失や null 変異をヘテロ接合もつものは眼症
状がない。GUCY2D は membrane bound retinal guanylyl cyclase-1 protein (RetGC-1)をエン
コードしており、 錐体と杆体に発現しているが、より優位に錐体外節に発現している。先行研
究により、このバリアントを含む 18bp 塩基からなる塩基配列は他の角膜疾患をきたす TGFBI
のバリアントが存在するホット子ポットと同一であることが観察されている。従って、この部位
をターゲットした特異性をもった遺伝子編集は技術的に困難であると推定される。しかし、疾患
の原因となるバリアントの近傍で存在する一塩基多型（SNP）が複数同定されている。病因とな
るバリアントと同一アレルに存在する SNP が確認できれば、この SNP を gRNA の標的にする
ことで、変異型のアレルのみを CRISPR/Cas9 の標的とし、非相同組換えによって GUCY2D 変
異体の発現を抑制する変異を導入することが可能と考えた。 
（１）GUCY2D 遺伝子編集 iPS 細胞の作成 
我々の研究で GUCY2D に R838C バリアントを有する症例の induced pluripotent stem cells
（iPS）細胞が作成されている。この細胞では、c.154G>T の SNP がヘテロ接合体で検出され、
こ れ を Clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)-CRISPR-
associated protein 9 (Cas9)システムを用いて遺伝子編集を行い病的アレルのみの発現を抑制す
るモデルを作成した。gRNA、Cas9、ピューロマイシン耐性遺伝子を発現するプラスミド
PX459_V2 （Plasmid #62988 Addgene)を用いて、ターゲットとする部位の DNA 配列を挿入
し PX459_V2_gGUCY2D を作製 4）、エレクトロポレーション法で iPS 細胞に導入した。遺伝子
編集をうけた iPS 細胞の取得を、薬剤耐性選択クローニングを行い、細胞のゲノム解析を行っ
た。目的とする未成熟停止コドンの挿入が得られた iPS 細胞から網膜オルガイドを作成し神経
網膜細胞へと分化させ視細胞に特異的は遺伝子発現の解析を行った。 
（２）ADRP,ADCD,ADCRD 症例について、カスタム作成した網膜変性疾患遺伝子解析パネル
を用いて遺伝子解析を行い、優性阻害が起こすバリアントの探索を行い、新たな遺伝子編集モデ
ルの検討をおこなった。解析は主に次世代シーケンサー Ion Torrent™ system を用いて、IRD 
の原因となる 130 遺伝子の解析を行った。 
４．研究成果 
（１）PX459_V2_gGUCY2D を発現するプラスミドを取り込んだ細胞株をクローニングし、ゲ
ノムの配列解析を行った。親株では c.154G>T の SNP がヘテロ接合で認められる(図１A)。この
SNP を含む 20 塩基を標的配列と矢印の箇所で Cas9 による切断が生じさせ、非相同組換えによ
ってこの前後に編集をおこなった細胞株を選択した。ターゲットとした SNP を含む部分ゲノム



を鋳型とする PCR 産物のクローニングを
行い、塩基配列解析を行った。c.154_G を
もつプラスミッドクローンではでは遺伝
子編集をうけておらず正常の GUCY2D の
塩基配列が確認された（図１B）、変異型ア
レ ル の プ ラ ス ミ ッ ド ク ロ ー ン で は 
c.154_T の配列が確認され Cas9 の切断部
位付近で 7 塩基の欠失が認められ、この欠
失によりリーディングフレーフのシフト
が生じる未成熟終止コドンが確認された。 
同様の確認を行い複数のクローンを分離
し、これらの細胞から、網膜オルガノイド
作成を開始した。 
定量化 RT−PCR 解析, RNA シークエンス
法など用いて遺伝子発現をおこなう計画
を実施するため GUCY2D 変異をもたな
いコントロール iPS 細胞を網膜細胞に分
化させたのち、予備的におこなった解析で
は、GUCY2D の発現までには長期に培養
を維持する必要があり、安定して発現量を
解析することが困難であった。一連の網膜
オルガノイドの作成、機能解析を安定して
行うための研究基盤の整備に時間を要し
ている。近年、網膜オルガノイドを用いた
single cell RNA 解析の報告が相次いでお
り、研究協力者とともに GUCY2D 編集モ
デルの再解析を行う予定である。 
（２）ADRP,ADCD,ADCRD 症例の遺伝
子解析と原因バリアントの同定をおこな

った。 
RP, CD,CRD の原因遺伝子のなかで、前述の概念実証が可能な遺伝子バリアンアトの探索を開
始した。180 症例の IRD の解析を行い、遺伝形式として AD をとると推定される原因遺伝子の
バリアントをもつ 22 症例（18 家系）が同定された５

）。その内訳は、新たに GUCY2D（２）、
RHO（3）、PRPH2 （3）、CRX（3）、RP1（3）、RP1LI（２）SNRNP200 （1）、PRPF8（1）
であった（括弧内家系数）。 このうち約 30％は優性阻害によるものと推定された。新たに同定
された GUCY2D のバリアントは c.2512C>T (p.R838C)と c.2513G>A (p.R838H)とが検出さ
れ、コドン 838 近傍の SNP の解析を行ったが、病因バリアントのアレルを区別する SNP は
coding 領域には検出されなかった。今後、イントロン内の SNP の解析を行う予定である。 
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図１GUCY2D c.154G>T 近傍の塩基配列 
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