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研究成果の概要（和文）：網膜変性の患者において遺伝子解析を行った。その中でペリフェリンRDS遺伝子異常、クリ
スタリン網膜症家系でのCYP4V2遺伝子異常などを見いだした。ｘ連鎖性網膜色素変性症の患者ではＲＰＧＲ遺伝子,exo
n ORF15領域に加え、ＲＰ２遺伝子も加え遺伝子解析を行った。さらに先天性網膜分離症患者でＲＳ－１遺伝子変異を
検索し、その家系で硝子体手術を行って経過を見て、視力の低下を抑制することを見いだした。さらに虚血性視神経症
の実験モデルを作成し、そこでＳＴＲを記録することにより神経節細胞などの網膜内層機能を電気生理学的に計測する
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We analysed causative genes of retinal degenertions. We have found several mutatio
ns in peripherin-RDSgene or CYP4 V2 gene of Bietti crystalline retinopathy. In x-linked retinitis pigmento
sa gene patients, we analysed ORF15 region of RPGR gene and RP2 gene. In congenital retinoschisis patients
 with RS-1 gene mutation, we performed vitreous surgeries and reported the results.
We also established experimental model of ischemic optic neuropathy and successfully recorded STR. Recordi
ng of STR revealed innner retinal function.    
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性症は夜盲と視野狭窄を特徴と
する遺伝性の難治疾患であり、進行すると重
篤な視力障害を引き起こす。日本人における
発症頻度は 3000 人-5000 人に 1 人、成人中
途失明原因の第 4位に位置し社会的にも重要
な疾患である。その原因は長らく不明とされ
ていたが、最近の分子生物学、遺伝学の発展
により、本疾患の原因についても解明されつ
つある。遺伝形式は常染色体優性、劣性、X
連鎖性と様々である。 
従来の研究成果 
網膜色素変性症のなかでもX連鎖性網膜色素
変性症(XLRP)は最も重症型である。われわれ
はこの X連鎖性網膜色素変性症に注目し、日
本人網膜色素変性症家系について調査を行
いその中で見いだされたX連鎖性色素変性の
可能性のある 37 家系を収集し、視力、眼底
所見、網膜電図や視野を詳細に検討すると同
時 に 、 Retinitis Pigmentosa GTPase 
Regulator(RPGR)や RP2 遺伝子の直接塩基
配列決定を行い、4家系に RPGRの ORF15 
の三種類のミスセンス変異を同定し、アジア
人においてもRPGRのORF15が好発変異部
位であることを見出した。また 1家系で RP2
変異を見出した。(Mol. Vis.,2006)さらに直接
塩基配列決定法で変異を同定できなかった
家系に対しては、サザンブロット解析を行い、
RPGR の 30kbにおよぶmacrodeletionを初
めて同定した。(Mol. Vis.,2005)さらに本来キ
ャリアであるべき発端者の母親に変異が見
出されなかったことから毛母細胞、頬粘膜細
胞を採取しその遺伝子型を決定することに
より、RPGR遺伝子で最も頻発する変異であ
る g.ORF15+652-653delAG 変 異 で
somatic-gonadal mosaicismが弧発性色素変
性の一部の原因となっていることをはじめ
て提示した。(Am. J. Med. Genet., 2007) ま
た XLRPの一家系で ORF15の 3’末端の変
異を初めて見いだし ORF15 コーディング領
域と臨床症状との関連を論じた。 (Arch. 
Ophthalmol.2007) FSCN2 変異は網膜色素
変性症の原因遺伝子としてわが国で発見さ
れたものである。われわれは三名の c.72delG
の変異を持つ患者と、変異を持つ正常者およ
び持たない正常者で allele copy 数を検討し
た結果、三名の患者と三名の正常者では等し
い数の copy 数であることを見いだした。他
の一名の患者では野生型 allele は変異型
alleleの４倍の copy数が認められた。さらに
allele specific methylation 分析を行ったと
ころ、 methylationはランダムに行われてい
ることがわかった。このように allelic copy 
number variation は網膜色素変性症と合併
しておらず、FSCN2遺伝子の c.72delGは網
膜色素変性症の原因と考えることは出来な
いと結論し、単に遺伝子の変異だけで新しい
原因がわかったとする安易な報告に警鐘を
鳴 ら し た 。 (Invest Ophthalmol Vis 
Sci.,2008) 

このようにわれわれの研究の特徴は単に多
数の症例を収集して遺伝子解析の頻度を出
すだけでなく、個々の症例できめ細やかに解
析を行い表現型と併せて疾患を理解してい
くという点を主眼にしている。 
２．研究の目的 
今までの研究により日本人家系においても
RPGR 遺伝子変異をはじめとする X 連鎖性
色素変性は従来考えられてきた以上の頻度
で存在し、また弧発例の中にも少なからず存
在することが想像できる。ところが RPGR遺
伝子の蛋白機能はまだ不明な点が多く、また
遺伝子に変異がある場合の視細胞の変性の
メカニズムもわかっていない。今回の研究の
目的はこの RPGR タンパクの機能を解析す
ることである。最近の RPGR遺伝子をノック
アウトしたモデルマウスの研究から RPGR
遺伝子は網膜光感受細胞に重要な役割があ
ることが判明しつつある。RPGRタンパクは
RCC1(guanine nucleotide exchange factor 
for Ran-GTPase)ドメインと相同性が高いこ
とから細胞内輸送に関与していると想像さ
れている(Adv. Exp. Med.Bio.,2006)ために
RPGR タンパクの中でも RCC1-like ドメイ
ンに注目して解析するのを目的とする。 
具体的な目標としては 
 (1) RPGR タンパクと相互干渉を起こし複
合体を形成するタンパクの同定と機能の解
明  
 (2) RPGRの conditional null mutationマ
ウスを用いた RPGRタンパクの機能解析  
 (3) RPGRタンパクの発現と局在の解析 
 (4)臨床患者におけるRPGR遺伝子の分子生
物学的、電気生理学的解析  
RPGR 遺伝子異常をもつ色素変性症はキャ
リアの近視が強く、表現型にも特徴があるの
で、標準化された網膜電図、黄斑機能を解析
するための黄斑局所網膜電図、多局所網膜電
図を組み合わせて、RPGR遺伝子変異がある
群と無い群で電気生理学的な差異が見られ
るかどうかも調査したい。われわれの研究の
特徴は単に多数の症例を収集して遺伝子解
析の頻度を出すだけでなく、個々の症例でき
め細やかに解析を行い表現型と併せて疾患
を理解していくという点を主眼にしている。
さらにこれまでの研究で ORF15の 3末端に
位置する変異はX連鎖性錐体桿体ディストロ
フィーと強く関連することが判明した。この
ような遺伝子変異の部位と機能異常の関連
について解析する。 
３．研究の方法 
(1) RPGRタンパクと相互干渉を起こし複合体
を形成するタンパクの同定と機能の解明 
まず出芽酵母を用いた two-hybrid スクリー
ニング法を用いて RPGR タンパクと相互干渉
を起こすタンパクを見出した。次に GST プル
ダウンアッセイと co-immunoprecipitation 
分析を用いて相互作用を特定する。さらにイ
ムノアフィニティ抽出を用いるクロマトグ
ラフィで網膜より RPGR を含んだ複合物を抽



出し、その生化学的性質を調べた。 
(2) RPGR タンパクの発現と局在の解析 
ポリクロナルとモノクロナルの両方の抗体
を用いて、RPGR タンパクの発現と細胞内局在
を免疫組織化学的に決定した。これには成熟
した網膜と、胎児も含めた発達期網膜を用い
て比較した。 
(3)臨床患者におけるRPGR遺伝子の分子生物
学的、電気生理学的解析 
A. 患者調査 
1) 問診および診察により男性より男性への
伝搬が無く、男性患者の症状が女性患者の症
状に比し重篤である、あるいは高度近視を伴
うなどＸ連鎖性網膜色素変性症の可能性が
あると判断された患者をスクリーニングし
た。 
2) 患者ならびにその血縁者より血液を採取
する。患者は宮崎大学医学部付属病院、宮崎
中央眼科病院ほか宮崎県内の眼科施設、およ
び全国の協力病院より紹介された患者を対
象とした。 
3) 電気生理学的検査 X 連鎖性網膜色素変
性症はその軽重に幅があり、特に女性患者
（キャリア）の場合には罹患者か否かの判断
に迷うことも多い。その様な場合には電気生
理学的検査を施行し、罹患しているか否かを
はっきりさせた。これまでの研究では男性患
者では網膜電図は全ての記録で強く障害さ
れており、女性キャリアでは症状が無くとも
網膜電図各成分が正常の1/2からそれ以上の
振幅に低下しているのでこの所見からＸ連
鎖性網膜色素変性症の家系を見出すことが
可能であった。 
B. 遺伝子解析 
1) 患者から採取した血液より DNA を抽出す
る。 
2) RPGR 遺伝子エキソン ORF15 とエキソン
1-15a に対応したプライマー を作製し、ホッ
トスタート用酵素のキットを用いてサーマ
ルサイクラーによりPCR法による増幅を行う。
得られた fragment はダイターミネーター法
サイクルシークエンスキットを用いてシー 
クエンス反応を行い、ゲルカラム精製後、ABI
ジェネティックアナライザー3100 で直接塩
基配列決定を行い、変異の有無を正常者の配
列とのホモロジーを解析して調査した。 
3) 遺伝子に大きな欠失がある場合、上記の
直接塩基配列決定では変異の同定が困難で
ある。上記方法で PCR 法による増幅を行った
後、得られた反応液で電気泳動を行うと、大
きく欠失している部位は増幅されず、泳動像
が確認されない。これにより、欠失のおおま
かな部位の見当をつける。その後、欠失部位
に該当するプローブを作製し、放射性同位体
にてラベルする。適当な制限酵素で処理した
該当検体と正常人のDNAにてメンブレンフィ
ルター作製後、プローブとハイブリダイゼー
ションを行い、シグナルの出現の状況により
欠失を確認する。最終的に解析が終わった時
点で日本人家系での頻度を算出した。臨床電

気生理学的検査の結果を、RPGR 遺伝子変異の
結果と併せて比較し、変異部位と臨床像の関
係、臨床的な重症度にばらつきの大きいキャ
リアの分析を行った。 
４．研究成果 
網膜の疾病のうち、循環障害は症例も多く
重要である。また最近は抗 VEGF 抗体が認可
され、循環障害などの眼疾患に応用されてい
る。われわれはウサギの後毛様動脈の
in-vitro 標本を用いて抗 VEGF 抗体である
bevacizumab およびメチルプレドニゾロンの
血管への作用を測定した。その結果、
bevacizumab は動脈を弛緩させなかったが、
メチルプレドニゾロンは弛緩作用があった。
その結果、メチルプレドニゾロンは NO 非依
存性の血管拡張作用があることが示され、循
環障害の治療に用いられる可能性を示した。 
 人口の老齢化とともに、非動脈炎性虚血性
視神経症が増加している。われわれはラット
における虚血性視神経症モデルを用いてメ
チルプレドニゾロン投与と経角膜電気刺激
の効果を検証した。メチルプレドニゾロンは
有意に急性の乳頭浮腫を減少させたが、網膜
内層厚の保存、STR の保持、網膜神経節細胞
数の保持には効果がなかった。経角膜電気刺
激は網膜神経節細胞数の保持やSTRの保持に
効果があることが判明した。 
また、前部虚血性視神経症の実験モデルラ
ットにおいて STR を記録し、神経節細胞など
の網膜内層機能を電気生理学的に計測する
ことに成功して報告した。さらに同じモデル
を用いて、L-アルギニンを静脈内投与したと
ころ、急性期の乳頭浮腫を減少させ、網膜内
層の保持、STR 電位の保持、網膜神経節細胞
数の減少抑制に効果があることが判明した。 
 網膜機能を大きく減弱させる網膜症とし
て未熟児網膜症に着目し、ベバシズマブを投
与することにより光凝固を行わなくとも、未
熟児網膜症を治癒させることができること
を報告し、さらに術後の視機能が光凝固眼よ
りも優れている可能性についても検討した。 
 さらに未熟児網膜症の光凝固および
bevacizumab 治療後の屈折値、角膜曲率半径、
眼軸長を比較研究し両者で有意の差がみら
れることを見いだした。 
X連鎖性網膜色素変性の患者ではRPGR遺伝
子、exonORFl5 領域を中心に遺伝子検索を行
った。さらに先天性網膜分離症の RS-1 遺伝
子変異をもつ家系を見いだし、その一症例に
内境界膜剥離を伴う硝子体手術を行った。そ
れにより網膜分離の形態は著明に改善し、ま
た視力低下がとどまるのみならず、若干の改
善をみた。これは遺伝子で確認された網膜分
離症で外科的治療が行われ、改善をみた最初
の症例である。 
また網膜機能を大きく減弱させる網膜症
として未熟児網膜症に着目し､抗 VEGF抗体を
投与することにより光凝固を行わなくとも
未熟児網膜症を治癒させることができるこ
とを報告した。 



網膜色素変性では主に視細胞、色素上皮細
胞の変性が注目され、網膜内層である神経節
細胞や神経線維層はあまり注目されてこな
かった。しかし最近の電気生理学的研究や形
態学的研究によって網膜内層にも変性が及
んでいることが報告されてきている。われわ
れは OCT を使用して、網膜内層の層別の形態
を解析した。遺伝子情報と合わせて、どのよ
うな変異を持つ症例が内層の変性が大きい
かを検討してきた。将来人工網膜刺激装置が
実用化された時に網膜内層の機能が残って
いないと視機能が得られないことが予想さ
れるが、本研究によりその判別ができるので
はないかと考えている。 
 またペリフェリン/RDS 遺伝子異常、クリス
タ リ ン 網 膜 症 （ Bietti  crystalline 
retinopathy）家系での CYP4V2 遺伝子異常な
どを見出した。  
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