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研究成果の概要（和文）：２色覚の表現型で異常３色覚の遺伝子型は 30 例あった。正常遺伝子

型の色覚異常は 85 例あり、表現型－遺伝子型不一致は全 725 例中計 115 例であった。82 例は

－71A→C の塩基置換を持ち、これが当該視物質遺伝子の非発現～低発現を引き起こしているも

のと推定された。エキソン内の変異は11例であった。エキソン3の特殊なハプロタイプにより、

スプライシングにおいて当該エキソンの完全なスキップの起こる例が 2あった。 

 

研究成果の概要（英文）：Thirty dichromats had a genotype of anomalous trichromacy, and 

85 color-deficient subjects had a normal genotype; a total of 115 among the 725 subjects 

showed a discrepancy between their phenotype and genotype. Among them, 82 subjects had 

a base substitution of －71A→C, which is thought to cause no or little expression of 

the corresponding visual pigment gene. Eleven subjects had a mutation in the exons. Two 

had a unique haplotype in exon 3, which causes complete skipping of the exon at splicing. 
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１．研究開始当初の背景 

 2002 年度～2004 年度の基盤研究（C）にお

いて、463 例の日本人先天色覚異常の L/M 視

物質遺伝子アレーを解析し、欧米での報告と

異なり、正常遺伝子型を持つ例が多いことを

見出していた。2007 年度～2008 年度の基盤

研究（C）において、さらに 197 例を追加解

析し、異常３色覚の遺伝子型を持つにも関わ

らず２色覚の表現型を示す例が多いことを

見出していた。 

２．研究の目的 

 日本人先天色覚異常における表現型－遺

伝子型不一致例では、L/M 視物質遺伝子アレ

ーの後続遺伝子のプロモーターに－71A→C

の塩基置換を持つ例が多かった。ミスセンス

変異も 6 例認められていたので、本研究は色

覚異常におけるこれらの塩基置換や変異の

意義づけを目指した。塩基置換が認められな

かった例については、遺伝子全体をクローニ

ングし、その欠陥を明らかにしようとした。 
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３．研究の方法 

 

⑴ ゲノム DNA の抽出 

ゲノム DNA は、滋賀医科大学附属病院ある

いは日本赤十字名古屋第一病院の色覚外来

を訪れた色覚異常の方から、同意を得た上で

採血させて頂き、その末梢血白血球から抽出

した。 

 

⑵ L/M 視物質遺伝子アレーの解析 

 まずロング PCR により、L/M 視物質遺伝子

アレーの先頭遺伝子と後続遺伝子を別々に

増幅し、それぞれの産物中のエキソン 5をみ

ることにより L遺伝子か M遺伝子かを判定し

た。 

 後続遺伝子が増幅されない場合は、

「single L アレー」あるいは「single M ア

レー」（いずれも２色覚の遺伝子型）と判定

した。 

 先頭、後続の遺伝子がいずれも L、あるい

はいずれも Mの場合は、それぞれのエキソン

2、3、4 を PCR 増幅・解析し、これらが同じ

であれば「L － L アレー」あるいは「M － M

アレー」の２色覚の遺伝子型と判定した。異

なれば、「L － L’アレー」あるいは「M － 

M’アレー」の異常３色覚の遺伝子型と判定

した。 

 先頭の遺伝子が L、後続の遺伝子が M であ

れば正常遺伝子型であり、発現がない、ある

いは低いと推定される方の遺伝子について、

プロモーター、エキソン 1～6（エキソン／イ

ントロン境界を含む）をシーケンシングし、

塩基置換を検索した。 

 

⑶ プロモーターの解析 

 プロモーター活性は、ヒト網膜芽細胞腫培

養細胞 WERI-Rb1 を用い、pGL4 ベクターを用

いるルシフェラーゼレポーターアッセイで

解析した。－71 を含む領域をプローブとした

ゲルシフトアッセイは、WERI-Rb1 細胞の核抽

出液を用いて行った。 

 

⑷ 視物質再構成実験 

 ミスセンス変異に関しては、当該変異を導

入した L オプシンの cDNA を発現ベクターの

pFLAG-CMV-5a に繋ぎ、HEK293 細胞にトラン

スフェクトして、変異錐体オプシンを発現さ

せ、2 日後に集めた細胞に 11-シス-レチナー

ルを加えて視物質を再構成し、CHAPS－ホス

ファチジルコリン溶液により抽出した液の

吸収スペクトルを測定した。 

 

⑸ 視物質遺伝子全体を用いたスプライシ

ングの解析 

 視物質遺伝子全体をロング PCR で増幅し、

pFLAG-CMV-5a にクローニングし、HEK293 細

胞にトランスフェクトした。2 日後の細胞か

ら全 RNA を抽出し、錐体オプシン cDNA をプ

ローブとするノーザンブロットを行った。 

 

⑹ ミニジーンを用いたスプライシングの

解析 

 ゲノム DNA から Lまたは M視物質遺伝子の

エキソン2～エキソン4の領域をPCR増幅し、

BbsI で 切 断 し た 。 L オ プ シ ン cDNA

（pFLAG-CMV-5a にクローニングしてある）を

BbsI で切断し、そのエキソン 2-3-4 部分を上

記の遺伝子断片で置き換えた。これを HEK293

あるいは WERI-Rb1 にトランスフェクトし、2

日後に集めた細胞から全 RNA を抽出した。 

FLAG の R プライマーを用いて逆転写、次い

でエキソン 1の Fプライマーとの間で PCR を

行い、どのような mRNA が作られているかを

調べた。 

 

⑺ in vitro mutagenesis によるエキソン 3

の多型（ハプロタイプ）クローンの作製 

 エキソン 3には多型が 8か所あるが、最初

の 3か所、次の 2か所をそれぞれ一まとめに

し、6 か所目は Cを採用することにより全 16

通りのミニジーンを作製し、⑹に記した系で

スプライシングを解析した。 

 

⑻ 日本人以外での－71 の解析 

 CIMRから購入した様々な人種のゲノム DNA

を鋳型として、視物質遺伝子のプロモーター

領域を PCR 増幅し、HhaI により－71 の塩基

を解析した。－71 が C であれば HhaI 認識配

列となり切断されることを利用して Aか Cか、

あるいは両方持つかを判定した。 

 

４．研究成果 

 

⑴ L/M 視物質遺伝子アレーの解析 

本研究期間内に、100 名以上の方が色覚外

来に来られた（A712～A838 と番号づけを行っ

た）。ゲノム DNA を頂けなかった方が含まれ

るので、L/M 遺伝子アレーの解析数は 92 であ

った。次にその内訳の例数を示すが、（ ）

内は本研究までの例数と合計したものであ

る。 

１型２色覚：24（128） 

 異常３色覚の遺伝子型：12（28） 

 正常遺伝子型：1（6） 

１型３色覚：18（95） 

 正常遺伝子型：2（6） 

２型２色覚：27（220） 

 異常３色覚の遺伝子型：0（2） 

 正常遺伝子型：1（9） 

２型３色覚：23（282） 

 正常遺伝子型：9（64） 

今回新たに見出された表現型－遺伝子型不

一致は計 25 例（92 例中 27.1％）であった。 

 



 

 

⑵ プロモーター、エキソン、エキソン／イ

ントロン境界の解析 

 上記 25 例において次の塩基置換やミスセ

ンス変異、ナンセンス変異が見出された。 

１型２色覚： 

 異常３色覚の遺伝子型：12 例中 6例にお 

いて後続 L遺伝子に－71A→C 

  正常遺伝子型：1例中 1例において 

       先頭L遺伝子にTrp177STOP 

１型３色覚： 

 正常遺伝子型：2 例中 1例において 

       先頭 L 遺伝子に His300Tyr 

２型２色覚： 

 正常遺伝子型：1 例中 1例において 

後続 M遺伝子に－71A→C 

２型３色覚： 

 正常遺伝子型：9 例中 8例において 

後続 M遺伝子に－71A→C 

残る 1例において 

後続 M遺伝子に Pro307Leu 

残る 7例には塩基置換や変異は見出されな

かった。 

 

⑶ 視物質再構成実験 

 今 回 見 出 さ れ た ミ ス セ ン ス 変 異

（His300Tyr）と、以前に見出していた

Pro187Leu、及び、米国からの報告（Vis 

Neurosci 21: 205- (2004) ） に あ っ た

Pro187Ser とイスラエルからの報告（Invest 

Ophthalmol Vis Sci 51: 3884- (2010)）に

あった Val120Metのミスセンス変異をそれぞ

れ L オプシンの cDNA に導入し、視物質再構

成実験を行った。 

野生型再構成 L 視物質が 560 nm に極大吸

収を持つスペクトルを呈したのに対し、これ

らの変異を持つ再構成 L視物質は全く吸収を

示さなかった。 

 以上の結果は、これらのミスセンス変異が

視物質の機能に悪影響を及ぼすことを示し

ている。Pro187Leu は正常遺伝子型の L 遺伝

子の方にあったが、表現型－遺伝子型の不一

致はこの変異で説明可能であった。しかし

His300Tyr に関しては、この遺伝子から機能

を持った産物が作られないのであれば、表現

型は２色覚となるはずであるが、実際は３色

覚（アノマロスコープでは 50－55 の等色値）

であり、表現型と遺伝子型の不一致はこの変

異だけでは説明できなかった。 

 

⑷ ゲルシフトアッセイ 

 －71A→C の塩基置換は、今回の解析でも頻

繁に見出され（25 例中 15 例、60.0％）、これ

までの累計においても 115 例中 82 例

（71.3％）と、これが当該遺伝子の非（ある

いは低）発現に関与していることは間違いな

いものと考えられる。その機序に関してはす

でにレポータープラスミドを用いたプロモ

ーターアッセイにおいて、－71C のプロモー

ターは－71A のプロモーターの 30％程度の活

性しか持たないことを見出していた（Ueyama

ら、J Hum Genet 54: 525- (2009)）。 

今回は、－71を含むプロモーター領域を

32

P

で標識し、WERI-Rb1 細胞の核抽出液を用いた

ゲルシフトアッセイを行った。 

－71A プローブと－71C プローブ及び、こ

れらのコンペティターを用いて解析したと

ころ、－71C プローブの方でのみ、競合のか

かるバンドが見られた。このことは、－71C

を含む領域にある種のタンパク質が結合し

てしまい、そのために本来結合すべき転写因

子が疎外されるために転写効率が落ちると

いう可能性を示唆している。 

今後は、この仮説を実証すべく、－71C に

結合するタンパク質の同定を行う予定であ

る。 

 

⑸ 様々な人種における視物質遺伝子プロ

モーター－71 の解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 日本人の先天色覚異常において我々が頻

繁に見出している－71A→C の塩基置換は、外

国では殆ど報告されていない。そこで、様々

な人種のゲノムDNAについて－71を調べてみ

た。 

 正常色覚の日本人 230 名では 56名が－71C

を持っていた。ただし、－71C を持つ者は必

ず－71A も持っていた（＝後続 M 遺伝子が必

ず複数あった）。網膜で発現する M 遺伝子の

－71 が A であることは、ロング PCR を用いて

証明済である（Ueyama ら、Proc Natl Acad Sci 

100: 3357- (2003)）。 

正常色覚の中国人 98 名では 19 名が、正常

色覚のタイ人 104 名では 8 名が－71C を持っ

ていたが、これらの 27 名も必ず－71A も持っ

ていた。色覚は不明であるが、カンボジア人

45 名では 2 名、台湾原住民計 20 名では 2 名

が－71C を持っていた。 

 これらに対し、オセアニア（0/9）、南アメ

リカ（0/17）、米国（アフリカンアメリカン、

0/86）、インド・パキスタン（0/17）、アラビ

ア（0/29）、北アフリカ（0/9）、南アフリカ

（0/12）、東ヨーロッパ（0/15）、西ヨーロッ

パ（1/50）では、西ヨーロッパの 1 名だけが

 



 

 

－71C を持っていた（この例は－71A も持っ

ていた）。 

以上のことから、日本や中国を含めた東ア

ジアでは－71C は低くない頻度で存在するが、

その他の地域では殆ど見られず、－71C を原

因とする色覚異常も東アジア人に特有のも

のと推測された。 

 

⑹ スプライシングの解析 

 今回の 7例を含め、これまでに蓄積された、

表現型－遺伝子型不一致の原因が全く分か

らない色覚異常例は次の通りであった。 

 １型２色覚： 12 例 

 １型３色覚： 4 例 

 ２型２色覚： 0 例 

 ２型３色覚： 5 例 

 これらについて、視物質遺伝子全体を発現

ベクターにクローニングして培養細胞にト

ランスフェクションし、スプライシングに異

常がないか調べた。 

 その結果、１型２色覚の 12 例中 2 例につ

いては、エキソン 3 に特殊なハプロタイプを

持ち、これが原因で、スプライシングにおい

て当該エキソンが完全にスキップされるこ

とが判明した。１型３色覚の 4例中 3例も上

記のハプロタイプとよく似た特殊なハプロ

タイプを持ち、エキソン 3がかなりの割合（半

分以上）でスキップされることがわかった。 

エキソン 3のハプロタイプを構成する多型

は次のようなものである。 

 

         コドン 

 

 151 153   155   171   174 178 180 

 

   G C G G G C A T 

 A A C A T T G G 

 

ハプロタイプはこれらの組み合わせであ

るが、上記１型２色覚 2例のハプロタイプは、 

 G C G A T C G G 

であり、上記１型３色覚 3例のそれは、 

 G C G G G C G G 

であった。 

われわれはこれまでに 725 例の色覚異常、

230 例の正常色覚における L/M 遺伝子を解析

してきたが、この 2 種のハプロタイプはこれ

らの 5例にしか存在せず、極めて稀なもので

あることを確認した。 

ハプロタイプは、多型（＝正常のバリエー

ション）の組み合わせであり、それぞれは異

常ではないわけであるが、その組み合わせに

よってはスプライシングに影響する場合が

あることを示した。われわれの成果は、色覚

異常の理解にとどまらず、先天性の表現型を

遺伝子から考察する場合の新たな視点を提

供したものと考えている。 
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