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研究成果の概要（和文）：本研究では、網膜色素変性患者由来の不死化リンパ芽球を対象に、ゲノム編集技術を
用いて特定の網膜色素変性病因遺伝子のプロモーターを非メチル化することにより同遺伝子の強制発現細胞株の
樹立を可能にする技術を開発することを目的とした。まずは日本人網膜色素変性患者の病因遺伝子として最も頻
度が高いEYS遺伝子を開発対象とした。患者由来の不死化リンパ球細胞株にゲノム編集により、本来リンパ球で
は発現しないEYS遺伝子のmRNA発現解析を行い、同患者のゲノム情報と照合することにより、病因変異が同定可
能であることを確認した。この方法を改良することで比較的簡便かつ安価な遺伝子診断補助検査法の開発が期待
される。

研究成果の概要（英文）：The genetic basis of Japanese retinitis pigmentosa remains largely unknown. 
Therefore, using genome editing technology, we developed a technique for over expression of a 
specific retinitis pigmentosa-causing gene promoter by unmethylating it in lymphoblasts derived from
 patients with retinitis pigmentosa. First, the EYS gene, which has the highest frequency as a 
pathogenic gene in Japanese patients with retinitis pigmentosa, was targeted for development. We 
performed mRNA analysis of the EYS gene expressed by genome editing in a patient-derived 
lymphoblastoid cell lines, and confirmed that the disease-causing mutation could be identified by 
comparing it with the patient's genomic information. It is possible to develop a comparatively 
simple and inexpensive genetic test method.

研究分野： 眼科学

キーワード： 網膜色素変性　ゲノム編集　リンパ球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦の失明原因の上位である網膜色素変性は難治性の遺伝性疾患であるが、大半の患者で病因変異が特定できて
いない。mRNA解析が有効な補助診断となりえるが、血液など容易に採取可能な患者由来サンプルで有用な結果を
得るのは困難であった。この状況において、本研究では、患者リンパ球由来の網膜特異的遺伝子の強制発現細胞
株を樹立し、遺伝子解析に対する有効性を示すことができた。この技術が発展すれば遺伝子診断の補助検査とし
て広く普及する可能性がある。さらに、本技術は、網膜疾患以外の遺伝性疾患や非遺伝性疾患の病態解明や治療
開発にも応用可能であり、汎用性と波及効果が極めて高く、その意義は大きい。

※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 

若年者の失明原因第 1位である網膜色素変性（Retinitis Pigmentosa: RP）は難治性の遺伝性

疾患である。近年、RP 類縁疾患に対する遺伝子治療の成功により、同疾患に対する遺伝子診断

の重要性が増している。しかし、次世代シーケンサーを用いて網羅的ゲノム解析を行っても、本

邦の大半の RP患者で病因変異が特定できない（文献１，２）。この問題に対しては、病因変異は

何らかの mRNA の質的（稀に量的）異常を介して病原性を示すため、mRNA 解析が有効な補助診断

となりえる。しかし、RP 病因遺伝子の多くは網膜特異的な発現を示すため、血液など容易に採

取可能な患者由来サンプルを用いた mRNA 解析で有用な結果を得るのは困難であった。 

近年、メチル化により不活化されたプロモーターの一部を相同的な非メチル化プロモーター

に置換することで、任意の遺伝子の発現を誘導できることが報告された（文献３）。遺伝子の不

活化を担うメチル化酵素群は細胞運命決定後に大幅に活性が低下するために、ある程度分化し

た細胞で非メチル化プロモーターに置換すると、細胞継代後も非メチル状態は維持され、下流の

遺伝子の発現も安定的に持続する。本研究では、この方法を用い、末梢血で任意の RP 病因遺伝

子の発現解析が可能になる技術を開発する。そして、同技術が遺伝子診断の補助検査や遺伝子治

療の効果判定に対する有用性を検証する。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、網膜色素変性（Retinitis Pigmentosa: RP）患者由来の不死化リンパ球を対

象に、ゲノム編集技術を用いて特定の RP 病因遺伝子のプロモーターを非メチル化することによ

り同遺伝子の強制発現細胞株の樹立を可能にする技術開発である。そして、本来リンパ球では発

現しない RP 病因遺伝子の mRNA 発現解析を行い、技術の有用性を評価する。本研究により、比較

的簡便かつ安価な遺伝子診断補助検査法の開発が可能になり、遺伝性疾患の診断率の向上に寄

与すると期待される。 

 

 

３．研究の方法 

以下の3つのステップで実験を進めた。（1）非メチル化プロモーター置換用のベクターの作

製とmRNA発現解析の最適化、（２）患者由来不死化リンパ球の樹立とmRNA解析の有効性評価、

（３）CRISPRa（CRISPR activation）を用いたmRNA発現誘導 

 

（1）非メチル化プロモーター置換用のベクターの作製とmRNA発現解析の最適化 

対象遺伝子として、日本人で最も頻度の高いRP病因遺伝子であるEYSに着目した。まずは、

メチル化プロモーター領域（約600 bp）を切除するガイドRNA (gRNA)を設計した。さらに、切

除したゲノム領域に相同的な配列に数ベース以内のタグ配列を有する非メチル化プロモーター

を合成し、ドナーDNAとした。ドナーDNAの両端に20 bpのmicrohomology arm（MA）を設置し、

Cas9とgRNAを用いてMicrohomology-Mediated End Joining (MMEJ; 文献４，５）によりドナー

DNAをゲノムへ挿入するベクターを作製した。また、同様にCAGプロモーター配列を挿入するベ

クターを作製した。HEK293T細胞および正常不死化リンパ球に対して、開発したベクターを遺



伝子導入した。導入後に、RT-PCRによりRNA解析を行った。また必要に応じてメチル化抑制剤

の添加も行った。 

 

（２）患者由来不死化リンパ球の樹立と mRNA 解析の有効性評価 

EYS 遺伝子変異が同定済みの患者から不死化リンパ球を作製した。同細胞株に対して開発した

ベクターを遺伝子導入し、RT-PCR による mRNA 解析を行った。さらに、樹立した細胞株に対して、

EYS 病因変異を正常配列に置換するゲノム編集遺伝子治療ベクターを投与し、治療効果を判定し

た。 

 

（３）CRISPRa（CRISPR activation）を用いた mRNA 発現誘導 

Cas9の nuclease を不活化した変異体である dCas9に transcriptional activator を付加した

dCa9-VR とガイド RNA 発現カセットを組み込んだベクターを作製し、HEK293T 培養細胞および不

死化リンパ球細胞に導入し、RT-PCR によりｍRNA 発現を解析した。 

 

 

４．研究成果 

 不死化リンパ球に対してゲノム編集を行うことで、網膜特異的遺伝子のmRNAを安定して発

現する細胞株を作製し、患者由来不死化リンパ球のmRNA解析が遺伝子診断あるいは遺伝子治療

効果判定に有用か検証した。 

 

（1）非メチル化プロモーター置換用のベクターの作製とmRNA発現解析の最適化 

 EYS のメチル化プロモーター領域（約 600 bp）を同配列の非メチル化プロモーターに置換する

ゲノム編集ベクターを作製し、HEK293T 培養細胞を用いた評価を行ったが、内在のプロモーター

配列の置換では、安定した発現が得られなかった。そこで、より強力かつ組織非特異的に発現を

誘導する CAG プロモーター配列を採用して、標的遺伝子の開始コドンのすぐ上流に CAG プロモ

ーター配列をゲノム編集により挿

入するベクターを作製した（図 1）。

このベクターを HEK293T 培養細胞

および不死化リンパ球に導入し、

さらに、脱メチル化剤を添加した

上で、RT-PCR による発現解析を行

ったところ、安定した mRNA 発現を

得ることができた。 

 

（２）患者由来不死化リンパ球の

樹立と mRNA 解析の有効性評価 

構築した培養細胞評価系を用

いて、日本人 RP患者の遺伝子解析により検出された EYS 遺伝子の変異に対して、EYS mRNA の構

造異常を検出できるか解析を行った。EYS については、7つの主要な転写バリアントが存在する

ことが報告されているが、その中でも網膜特異的な長いアイソフォームは、視細胞に不可欠であ

ると考えられている（文献６）。そこで、EYS G843E と S1653Kfs のホモ接合体を保持する患者か

ら不死化リンパ球を樹立し、EYS の発現を調査した。上記のゲノム編集により発現誘導させた

図１ CAG プロモーター挿入ゲノム編集ベクターの構造（A）

とそのゲノム挿入の模式図（B） 

（文献 8 より規定に従い転載のうえ改変） 



mRNA を、RT-PCR により検出し、サンガー法を用いて配列決定したところ、G843E（エクソン 16）

を含む mRNA が網膜特異的な長いアイソフォームの C末端を失うことなく発現することが確認さ

れた（図 2A–C）。一方、ホモ接合型 S1653Kfs では、EYS mRNA が検出されなかったが、ナンセン

ス変異依存 mRNA 分解機構の阻害剤添加により検出することができた。このことは、変異により

ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構が働き、転写産物が分解されることを示している。また、こ

れはゲノム編集によって突然変異を野生型配列に置き換えることで正常化された(図 2D )。この

ことは、血球由来の細胞を用いて、網膜色素変性原因遺伝子 mRNA の構造異常を検出できること

を示している。 

 

 

図 2 患者由来の不死化リンパ球細胞を用いた EYS mRNA の解析 

A： EYS の転写バリアントとエクソン-イントロン構造。 

B：RT-PCR 解析。EYS のエクソン 5-6、エクソン 14-18、およびエクソン 40-43

を RT-PCR で検出した。Y79 網膜芽細胞腫細胞株を陽性対照として使用した。

網膜特異的 Tv1 の C 末端エクソンは、G843E ホモ接合体では検出されたが、

S1653Kfs ホモ接合体では検出されなかった。 

C：RT-PCR 産物のサンガーシーケンス（エクソン 14-18）。G843E が患者由来の

mRNA から検出された。 

D：S1653Kfs ホモ接合体不死化リンパ球の変異置換ゲノム編集（GE）およびナ

ンセンス媒介 mRNA 分解（NMD）の阻害後の RT-PCR 分析。エクソン 40-43 の発

現は NMD 阻害剤投与で検出された（NMD により分解されていた）。また、変異

置換ゲノム編集によりレスキューされた。 

（文献 8より規定に従い転載のうえ改変） 

 



 

（３）CRISPRa（CRISPR activation）を用いた mRNA 発現誘導 

 開発した方法は薬剤により遺伝子発現を誘発するため、安定的な mRNA 発現解析には不十分で

あり、また、シーケンス結果もゲノム領域によってばらつきがあった。そこで、新たな網膜色素

変性原因遺伝子発現誘導の方法として、CRISPRa（CRISPR activation；文献７）による発現誘導

系の構築を行った。これは、Cas9 の nuclease を不活化した変異体である dCas9 に

transcriptional activator を付加したものと対象遺伝子の promotor 領域にデザインしたガイ

ド RNA を用いてｍRNA の発現を誘導する方法である。これを、まずは HEK293T 細胞を用いて確立

した。続いて、正常不死化リンパ球において、EYS を含む網膜色素変性原因遺伝子の上位 3遺伝

子の mRNA 発現を誘導することに成功した。この方法は、薬剤で EYS 発現を誘発する必要がない

ため、より簡便に解析をすることができる。現在、正常者末梢血を用いた網膜色素変性原因遺伝

子の、dCas9 発現システムの構築実験を行っている。 

 

本研究において、患者由来の網膜特異的遺伝子の強制発現細胞株を樹立し、遺伝子解析や遺伝

子治療開発に対する有効性を示すことができた。この技術が発展すれば遺伝子診断の補助検査

として広く普及する可能性がある。また、単一クローン由来の強制発現細胞株を樹立することに

より、RNA シーケンスを含めた詳細な mRNA 解析を介した病態解明研究や遺伝子治療の効果判定

などにも発展的に応用できる。さらに、本技術は、網膜疾患以外の遺伝性疾患や非遺伝性疾患の

病態解明や治療開発にも応用可能であり、汎用性と波及効果が極めて高く、その意義は大きい。 
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