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研究成果の概要（和文）：　網膜色素変性症は、網膜の悍体細胞とよばれる光受容細胞が脱落して失明にいたる疾患で
ある。本研究では、ロドプシン遺伝子に変異をもつ網膜色素変性症患者の皮膚細胞からiPS細胞を樹立し、杆体細胞の
変性機構の解析と細胞死を抑制する薬剤のスクリーニングを行なった。患者から樹立したiPS細胞を悍体細胞に分化誘
導したところ、ロドプシン変異を持たないiPS細胞から分化誘導した悍体細胞と比較して、細胞死の割合が亢進してい
た。また、ラパマイシンの添加により、ロドプシン変異をもつ悍体細胞の細胞死が抑制されたことから、ラパマイシン
を本疾患の患者に投与することにより病状の進行を抑制する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa (RP) is a kind of neurodegenerative diseases, which causes de
generation of rod cells in retina. In this work, we analyzed the mechanisms of the rod cells death and scr
eened reagents which inhibited the degeneration. First of all, we developed a iPS cell line from an RP pat
ient which a rhodopsin mutation and then induced rod cell differentiation. The rod cells with a rhodopsin 
mutation had more apoptotic cells than the cells without rhodopsin mutations. Next, we found that a reagen
t called 'rapamycin' inhibited the cell death of the rod cells, indicating that prescribing rapamycin to R
P patient, which were caused by rhodopsin mutations, could inhibit the progress of the conditions of the d
isease. 
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１．研究開始当初の背景 
 網膜色素変性症は、網膜に存在する光を受
容する細胞である視細胞が変性する疾患で
ある。変性の原因については様々な研究がな
されており、視細胞や網膜色素上皮細胞で発
現する遺伝子の変異による変性が報告され
ている。その代表的な例が、視細胞に発現す
るロドプシン遺伝子であるが、それによる変
性原因も不明な点が多く残されている。また、
根本的治療法は確立されていないため、再生
医療の確立が期待されている。 
 iPS 細胞は、皮膚細胞のような体細胞から
人工的に誘導できる分化多能性を持つ細胞
であるため、疾患をもつ患者から作成した
iPS 細胞が、疾患原因の研究や移植治療のソ
ースへの応用に期待がかかっている。 
 しかし、疾患の原因が遺伝子の変異が原因
であった場合、例えば網膜色素変性症の場合、
iPS 細胞から視細胞を分化誘導して患者の網
膜に移植しても、その患者にもともとあった
視細胞が変性してしまった原因と同じ原因
で、移植した視細胞も変性してしまうことが
予想される。そのため、iPS 細胞内の遺伝子
変異は、遺伝子修復を行っておく必要がある。 
 申請者の研究グループでは、ロドプシン遺
伝子に変異をもつ網膜色素変性症患者から、
既に iPS細胞を樹立していた。そこで、申請
者は、このロドプシン変異をヘルパー依存型
アデノウイルスベクターを用いて修復し、以
下の研究を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
（１）181番目のアミノ酸がグルタミン酸か
らリジンに置換されるロドプシン遺伝子変
異を持つ網膜色素変性症患者から iPS細胞を
作成した。この患者の疾患の原因が、上記ロ
ドプシンの変異であるかどうかを調べ、その
変異による変性原因を解析するとともに、疾
患の進行を抑制する薬剤の探索をおこなう。 
 
（２）ロドプシン遺伝子変異を修復した iPS
細胞から分化誘導した視細胞をソースとす
る、移植治療法を確立する。 
 
（３）目の構造は、マウスとヒトで大きく異
なる。そこで、目の構造がヒトに近いサル（コ
モンマーモセット）を、眼疾患モデルにする
系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）網膜色素変性症患者から作成した iPS
細胞と、その iPS 細胞のロドプシン遺伝子変
異を修復した iPS 細胞を、ワシントン大学の
Reh博士が報告した方法(Lamba et al., 2010)
で視細胞に分化誘導を行う。さらに、視細胞
特異的に発現するNrl遺伝子のプロモーター
調節下で緑色蛍光タンパク室GFPを発現する
コンストラクトを作成し、アデノウイルスベ
クターで発現させることにより、視細胞を可
視化する。これら２種類の視細胞の分化誘導

効率を比較することにより、ロドプシン変異
が細胞死の原因になっているかを調べる。さ
らに、GFP を発現する視細胞をフローサイト
メーターをもちいて回収し、遺伝子発現を解
析することにより細胞死の原因を調べる。ま
た、GFP 陽性細胞の割合をフローサイトメー
ターで調べることにより視細胞の細胞死を
抑制する薬剤を探索する。 
 
（２）網膜色素変性症患者から作成した iPS
細胞と、その iPS 細胞のロドプシン遺伝子変
異を修復したiPS細胞を視細胞に分化誘導し、
網膜色素変性症モデルマウスの網膜下に移
植する。遺伝子修復を行った方が、より機能
的な回復がえられたことを確認するために、
網膜電位図をもちいて移植後の視細胞の機
能を調べる。 
 
（３）視細胞で特異的に発現する Nrl 遺伝子
のプロモーター調節下で、視細胞の変性の原
因となることが報告されている変異ロドプ
シンを発現するコンストラクトを作成し、ア
デノ随伴ウイルスにのせたものをマウス網
膜下に注入し、視細胞に発現させる。この系
で、生体の視細胞に細胞死を誘導できること
が証明されたら、マーモセットでも同様のこ
とを行うことにより、網膜変性モデルサルを
作成する。さらに、このモデルサルにヒト iPS
細胞から分化誘導した視細胞を移植し、網膜
電位図を用いて視細胞の機能が回復したか
どうかを調べる。 
 
４．研究成果 
（１）網膜色素変性症患者から作成した iPS
細胞と、その iPS 細胞のロドプシン遺伝子変
異を修復したiPS細胞を視細胞に分化誘導し、
視細胞を可視化して全体の細胞中の割合を
調べたところ、ロドプシン遺伝子に変異があ
る方はない方よりも有意に低かった。さらに、
視細胞を回収して細胞死をおこしている細
胞の割合をしらべたところ、ロドプシン遺伝
子に変異を持つ視細胞の方が高かった。よっ
て、このロドプシンの変異が、疾患の原因に
なっていることが示唆された。 
 次に、視細胞を回収して遺伝子発現解析を
行ったところ、ロドプシン遺伝子に変異があ
る方の細胞で、小胞体ストレスとオートファ
ジーとよばれる現象が亢進していることが
わかった。 
 そこで、小胞体ストレスとオートファジー
を調節する数種類の薬剤を、細胞の培養液に
添加したところ、視細胞の細胞死を抑制する
もの薬剤を数種類みいだした。 
 この研究結果は、Molecular brain 誌に掲
載されることが決定している。 
 
（２）ロドプシン変異を修復した iPS 細胞か
ら分化誘導した視細胞を、視細胞変性モデル
マウスの網膜下に移植した。移植細胞にルシ
フェラーゼを発現させ、IVIS とよばれる体の



外からルシフェラーゼを発現する細胞の位
置を調べることができる装置をもちいて、移
植細胞が網膜下に留まっているかどうかを
調べたところ、免疫抑制剤を投与することに
より、移植後２ヶ月でも移植細胞は網膜下に
存在することがわかった。しかしながら、網
膜電位図による視細胞の機能アッセイで改
善が認められなかった。他グループからも、
視細胞移植による視力の改善は網膜電位図
で確認することができないとの報告があり、
本研究は中止することとなった。 
 
（３）視細胞で特異的に発現する Nrl 遺伝子
のプロモーター調節下で、視細胞の変性の原
因となることが報告されている変異ロドプ
シンおよび緑色蛍光タンパク質GFPを発現す
るコンストラクトを、アデノ随伴ウイルスに
のせたものを作成した。現在、マウス網膜下
への注入実験を準備中である。 
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