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研究成果の概要（和文）：日本人常染色体優性網膜色素変性と関わっていると考えられているレ
チナルファシン遺伝子の解析を行ってきた。ゼブラフィッシュにおいてもレチナルファシン遺
伝子が網膜に発現していることが明らかになった。トランスジェニックフィッシュでの解析で
は形態変化を観察することはできなかった。何らかの機能的な変化が起こっている可能性が示
唆され、網膜色素変性の病態を解明する手掛かりになると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）：Retinal fascin gene has been analyzed to determine its role in 
Japanese patients with autosomal dominant retinitis pigmentosa. We found the retinal 
fascin gene in zebrafish as well as in human. Morphological changes have not been found, 
however, some functional change might occur in transgenic fish, which could be helpful 
to determine the cause of retinitis pigmentosa. 
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１．研究開始当初の背景 

網膜色素変性は進行性夜盲、視野狭窄、視
力低下を主症状とし、確実に有効な治療法が
現在も確立されていない疾患である。遺伝形
式の違いにより網膜変性の進行に差が認め
られ、遺伝形式の情報が得られれば予後の差
も分かり患者には有益な情報となる。候補遺
伝子検索等により国内・外で現在までに 20

種類以上の網膜色素変性の原因遺伝子が報
告されている。和田らはレチナルファシン遺
伝子が日本人の常染色体優性網膜色素変性
と関わっていることを報告し、その変異が日
本人に特異的、または比較的高頻度に原因と
なる遺伝子異常であると推察している（Wada 
Y, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 42：
2395-2410,2001）。しかし、これらの遺伝子



異常のみでは網膜色素変性患者の原因の一
部が解明されたにすぎず、レチナルファシン
遺伝子の変異が日本人常染色体優性網膜色
素変性をどのように引き起こすのか、その機
序の解明が必要である。変性の機序の解明や
治療法の開発の検討のためには遺伝子変異
動物や遺伝子欠損動物などのモデル動物作
製が必要である。研究代表者である西信良嗣
は網膜の視細胞に特異的に発現する新規遺
伝子、レチナルファシンを単離した（Saishin 
Y, et al. FEBS Lett 414：381-386,1997）。
さらにレチナルファシン が他のファシン 
gene family と 同 様 に actin bundling 
protein（アクチン束形成蛋白）であること
も証明した（Saishin Y, et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci 41：2087-2095,2000）。
研究分担者の辻川元一はゼブラフィッシュ
における視細胞の発生と機能を解析し
（Tsujikawa M, et al. Int J Dev Biol. 48: 
925-934,2004.）、ゼブラフィッシュを用いて
脊椎動物の感覚神経の分化と維持のために
ある種の遺伝子が必要であることを報告し
ている（Tsujikawa M, et al. Neuron. 42: 
703-716,2004.）。これまでの研究で得たレチ
ナルファシンに関する知識や実験材料とゼ
ブラフィッシュを用いた研究実績をもとに、
本研究では、日本人常染色体優性網膜色素変
性と関わっているレチナルファシン遺伝子
に関連するトランスジェニックフィッシュ
を作製し、作製した様々なトランスジェニッ
クフィッシュを用いていまだ有効な治療法
のない網膜色素変性の機序を解明し、網膜色
素変性に対する治療法の手がかりを探るこ
とは可能ではないかと着想に至った。 

 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュ網膜におけるレチナル

ファシンの局在を明らかにする。次にゼブラ
フィッシュ網膜のレチナルファシンの全長
を単離し、日本人の常染色体優性網膜色素変
性と関わっているレチナルファシン遺伝子
のトランスジェニックフィッシュをゼブラ
フィッシュを用いて作製する。作成したトラ
ンスジェニックフィッシュを解析すること
によっていまだ有効な治療法のない網膜色
素変性に対する治療法の手がかりを得るこ
とが最終的な目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）ゼブラフィッシュのレチナルファシン
の全長の単離：ゼブラフィッシュのゲノムお
よび EST データベースを用いて、哺乳類（ヒ
ト、マウス）のレチナルファシン遺伝子配列
を基に、高い相同性を示す EST クローンを検
索する。 
（２）ゼブラフィッシュの網膜におけるレチ
ナルファシンの発現の検討： 

① ERG(electroretinogram) ：網膜電図を
測定し、その波形を解析する。 
② RT-PCR 法：RT-PCR によりレチナルファ
シンの発現を確認する。 
③  免 疫 染 色 法 ： 免 疫 染 色 は 胚
（whole-mounted embryo）および 2ヶ月齢の
ゼブラフィッシュから摘出した眼球の凍結
切片の両方で行う。ゼブラフィッシュレチナ
ルファシンのアミノ酸の部分配列よりなる
ペプチドを合成し白色家兎に免疫し、特異的
抗体を作成する。抗レチナルファシン抗体で
免疫染色を行う。 
④ whole mount in situ ハイブリダイゼー
ション法(WISH)：PCR 法によりゼブラフィッ
シュレチナルファシン 遺伝子に特異的なア
ンチセンス cDNA プローブを作製する 
（３）レチナルファシン変異遺伝子を持つト
ランスジェニックフィッシュの作製： 
Tol2 トランスポゾン転移システムを用いた
トランスジェニックフィッシュ作製。レチナ
ルファシン変異遺伝子を組み込んだ Tol2 ト
ランスポゾンベクターを作製し、このプラス
ミド DNA と転移酵素 mRNA を受精卵にともに
微量注入する。Tol2 トランスポゾンベクター
はプラスミド DNA から切り出され、ゼブラフ
ィッシュゲノムへ組み込まれる。微量注入し
た胚の半分以上が子孫にトランスポゾン挿
入を伝えることができる founder fish とな
る。 
（４）トランスジェニックフィッシュの解
析： 
① ERG(electroretinogram) 
② RT-PCR 法：RT-PCR によりレチナルファ
シンの発現を正常眼と比較する。 
③ 免疫染色法：胚（whole-mounted embryo）
および 2ヶ月齢のゼブラフィッシュから摘出
した眼球の凍結切片の両方で抗レチナルフ
ァシン抗体を用いて免疫染色を行い野生型
と比較する。 
④ whole mount in situ ハイブリダイゼー
ション法(WISH)：トランスジェニックフィッ
シュの 8細胞期から孵化直後までの胚を用い
て WISH を行う。初期発生、発達段階での mRNA
の発現を正常ゼブラフィッシュと比較検討
し、形態形成のどのような段階にレチナルフ
ァシンが関与しているかを検討する。 
（５）GFP-retinal fascin ダブルトランスジ
ェニックフィッシュの作成：視細胞（ロドプ
シン）が GFP でマークされているゼブラフィ
ッシュと 208delG変異型レチナルファシント
ランスジェニックフィッシュを掛け合わせ
る。 
（６）GFP-retinal fascin トランスジェニッ
クフィッシュの解析：蛍光顕微鏡による観察
を行う。 
（７）siRNA：変異型フィッシュ用いて、siRNA
による遺伝子抑制実験を行い網膜内、特に視



細胞内のレチナルファシンの局在がどのよ
うに変化するのかを検討する。 
 
４．研究成果 
（１）RT-PCR 法によりレチナルファシンの部
分クローンを単離した。これをプローブとし
てゼブラフィッシュ幼魚の cDNA ライブラリ
ースクリーニングをし、全長 ORF を含む cDNA
クローンを単離した。蛍光シークエンサーを
用いて塩基配列を決定し、それがマウスおよ
びヒトレチナルファシンと高い相同性を有
しており、ゼブラフィッシュのレチナルファ
シンであることを証明した。 
（２）発生各段階のゼブラフィッシュの眼球
から RNA を抽出し、RT-PCR 法により mRNA を
検出した。その結果、幼魚の段階より発現を
認め、成魚においてより多くの発現を認めた。
免疫染色は胚（whole-mounted embryo）およ
び 2ヶ月齢のゼブラフィッシュから摘出した
眼球の凍結切片の両方で行った。抗レチナル
ファシン抗体を使用し、蛍光抗体方法の手法
を用いて免疫染色を行った。幼魚の段階より
発現を認め成魚においても継続して発現を
認めることが証明された。コンフォーカル顕
微鏡により、網膜の視細胞層外節に発現を認
めた。 
（３）Tol2 トランスポゾン転移システムを用
いてトランスジェニックフィッシュを作製
した。レチナルファシン変異遺伝子を組み込
んだ Tol2トランスポゾンベクターを作製し、
このプラスミド DNA と転移酵素 mRNA を受精
卵にともに微量注入した。このようにして
founder fish を作成した。 
（４）レチナルファシン変異遺伝子を持つト
ランスジェニックフィッシュの解析：網膜電
図を用いて正常眼と比較検討した。正常眼と
の差異はなかったが、加齢とともに振幅の低
下が見られることを証明した。匹数が少なか
ったので、更に検討する必要がある。RT-PCR
によりレチナルファシンの発現を正常眼と
比較した。その結果、幼魚の段階より mRNA
の発現を認め、成魚において多くの発現を認
めた。正常眼よりもトランスジェニックフィ
ッシュにおいて多くの発現を認めることが
証明された。抗レチナルファシン抗体で染色
された部分の面積を測定し、野生型と変異型
との間でレチナルファシンの発現の量的変
化を検討した。幼魚の段階より発現を認め成
魚においても継続して発現を認めることが
証明された。正常眼よりもトランスジェニッ
クフィッシュにおいて多くの発現を認める
ことが証明された。 
（５）GFP-レチナルファシンダブルトランス
ジェニックフィッシュの解析：作成したダブ
ルトランスジェニックフィッシュの視細胞
に発現している GFPの発現変化を検討するこ
とによって、変異型におけるレチナルファシ

ンの発現変化を観察した。今回の検討の範囲
では、レチナルファシンの発現は減弱してい
たが、視細胞の配列および形態変化を観察す
ることはできなかった。変異型ゼブラフィッ
シュ用いて、siRNA による遺伝子抑制実験を
行い網膜内、特に視細胞内のレチナルファシ
ンの局在がどのように変化するのかを検討
した。今回の検討の範囲では、正常眼との差
異を認めなかった。 
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