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研究成果の概要（和文）：視細胞特異的テトラスパニンであるペリフェリン-2は、光受容の場である外節の形
成・維持に不可欠な膜タンパク質である。ペリフェリン-2の外節への輸送にエンドソーム経路が関わることが明
らかになっている。プログラニュリンはリソソーム機能に関わる分泌タンパク質であり、プログラニュリン欠損
マウスが網膜変性を引き起こすことが報告されている。本研究では、プログラニュリンの発現が視細胞において
ペリフェリン-2などのテトラスパニンの局在に影響を与えることを明らかにした。プログラニュリンの発現低下
や遺伝子欠損はペリフェリン-2の外節輸送を阻害することで外節の形態異常と視細胞変性を引き起こすと考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：Peripherin-2(PRPH2, retinal degeneration slow, rds), a 
photoreceptor-specific tetraspanin, is essential for the maintenance of the outer segment in the 
photoreceptors. It has been shown that the endosomal pathway is involved in the transport of PRPH2 
to the outer segment. However, its molecular mechanism has not been fully understood. Progranulin 
(PGRN) is a secreted protein involved in lysosomal function, and it has been reported that 
PGRN-deficient mice cause retinal degeneration. In this study, we show that PGRN expression affects 
the localization of tetraspanins such as PRPH2 in murine photoreceptors, and the deficiency of PGRN 
inhibits the transport of peripherin-2 to the outer segment, leading to abnormal outer segment 
morphology and photoreceptor cell degeneration.

研究分野：網膜

キーワード： エンドソーム　視細胞　プログラニュリン　テトラスパニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペリフェリン-2は視細胞外節の構造に必須の膜タンパク質であることは古くから知られているものの、その外節
輸送の分子基盤については完全には明らかにされていない。ペリフェリン-2の遺伝子変異は網膜色素変性をはじ
め、黄斑ディストロフィーなどの様々な遺伝性網膜疾患を引き起こすため、ペリフェリン-2の正常な代謝回転
は、桿体、錐体両視細胞の維持に重要であると考えられる。今回、ペリフェリン-2の輸送を制御する因子として
プログラニュリンの存在が明らかとなった。プログラニュリンやプログラニュリンが関与する細胞内分解機構は
網膜疾患の新たな治療標的になり得る可能性が示唆された。

※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 

 

加齢黄斑変性は、加齢とともに黄斑の障害が不可逆的に進行し失明に至る網膜変性疾患であ
る。世界的な高齢化傾向に伴い増加傾向にあるが、特に萎縮型とよばれるタイプでは有効な治療
がないため、治療薬の開発が大きな課題となっている。光受容体とも呼ばれる視細胞では、ロド
プシンをはじめとする外節のタンパク質が日々新生され、網膜色素上皮により分解されている。
加齢黄斑変性の病態メカニズムは未だ完全には明らかにされていないが、加齢に伴う網膜色素
上皮における視細胞外節の貪食や分解機能の衰えが病態に寄与していると考えられている。近
年、視細胞の外節へのタンパク質輸送において後期エンドソームの新たな役割が明らかになっ
た（Otsu et al., 2019, J. Neurosci, DOI: 10.1523/JNEUROSCI.2811-18.2019）。後期エンドソーム（Late 

endosome, LE）は多胞体（Multivesicular body, MVB）とも呼ばれ、他の細胞への情報伝達を担っ
ている細胞外小胞形成の場である。網膜の視細胞の特に外節の基部では多数の細胞外小胞が観
察されることが古くから知られている一方で、これらの細胞外小胞の役割については多くは明
らかになっていない。プログラニュリン（PGRN）はリソソーム機能に関わる分泌タンパク質で
あり、そのホモ接合変異は神経セロイドリポフスチン症を引き起こし、PGRN 欠損マウスが網膜
変性を引き起こすことが報告されている。本研究では、網膜、特に視細胞における細胞外小胞の
役割とそれらの分子基盤の解明を目的として実験を実施した。 

 

２．研究の目的 

 

視細胞特異的テトラスパニンであるペリフェリン-2/rds（PRPH2）はその外節への局在が視細
胞の生存と網膜構造の維持に不可欠である。PRPH2 は視細胞の内節や細胞体の後期エンドソー
ムや多胞体に局在し、PRPH2 の C 末端領域にはこれらの細胞内分布を規定するモチーフが存在
している。テトラスパニンは細胞膜を 4 回貫通する構造を持つ膜タンパクファミリーであり、
CD63 や CD81 などのテトラスパニンは細胞外小胞に分布し、エクソソームマーカーとしても知
られている。視細胞は暗所で働く杆体細胞と色覚に重要な錐体細胞に大別されるが、特に錐体細
胞周囲には細胞外小胞が豊富に存在するものの、これらの細胞外小胞の機能や役割については
ほとんど明らかにされていない。本研究では、視細胞層の後期エンドソームや、細胞周囲に存在
する膜小胞の役割について明らかにすることを最終的な目標とし、膜小胞の局在を規定する因
子としてプログラニュリンに着目して、実験を実施した。 

 

３．研究の方法 

 

1. プラスミド DNA の作製：mCherry を付加したヒト GRN、c-Myc タグを付加したヒト PRPH2、
または 3xHAタグを付加したヒト CD63を含む cDNAを pCAG-IRES-GFPを背景に持つベクター
に挿入した。マウス Grn 遺伝子または Sort1 遺伝子を標的とする shRNA の配列を pCAG-IRES-

tdTomato および pCAG-CD63-HA-IRES-tdTomato に挿入した(図 1)。遺伝子の発現については、共
発現した tdTomato の蛍光で確認した。 

2. 細胞培養： 不死化マウス網膜細胞株 661W を既報（Otsu et al., 2020, Biochem. Biophys. Res. 

Commun., DOI: 10.1016/j.bbrc.2020.03.118）の通りに培養・継代し、Neon NxT システムを用いた
電気穿孔法を用いて遺伝子導入を実施した。 

3. 子宮内電気穿孔法： 胎生期網膜遺伝子導入は、Slc:ICR マウス（日本 SLC、浜松）を用いて、
妊娠 14.5 日目に行った（図 A, Otsu et al., 2019, J. Neurosci. DOI: 10.1523/JNEUROSCI.2811-18.2019）。 
遺伝子導入した動物は 12 時間明暗期サイクルで飼育し、生後 21 日目に採取した網膜を免疫蛍
光染色に供し、オリンパス社の共焦点顕微鏡 FV3000 で撮影し画像を得た。 

 

４．研究成果 

 

mCherry タグ付加 PGRN はマウス網膜由来細胞株 661W において LysoTracker で染色されるリ
ソソームに局在した。同様のプラスミド電気穿孔法にてマウス網膜に遺伝子導入したところ、発
現させた PGRN は錐体および桿体細胞においてリソソームマーカーである Lamp1 と局在を共に
した。次に PGRN に対する shRNA 発現プラスミドを用い 661W 細胞において PGRN の発現を
抑制したところ、同時に発現させた PRPH2 や CD63 の酸性オルガネラへの局在が低下した。マ
ウス網膜に遺伝子導入し PGRN の発現抑制したところ、錐体細胞において外節が菲薄化し、内
節が膨化する像が観察された。また、対照群では錐体細胞の外節に局在していた CD63 は、PGRN

発現抑制により内節で小胞様の分布を示し、PRPH2 においても同様の局在異常を示した（図Ｂ）。
以上の結果から、視細胞において PGRN はテトラスパニンの局在に重要であり、その発現低下
や遺伝子欠損は PRPH2 の外節輸送を阻害することで外節の形態異常と視細胞変性を引き起こす
と考えられる。 



 

実験に用いた子宮内電気穿孔法（A）とマウス網膜にて発現させた HA タグ付加 CD63 の視細胞

における局在（B） 
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