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研究成果の概要（和文）：

ヒトでは遺伝性の視細胞変性疾患が知られている。今までの研究から、視細胞変性と小胞輸送

の異常との関連が報告されていたが、その背景にあるメカニズムは不明であった。本研究では、

魚類であるゼブラフィッシュを用いて、視細胞変性のメカニズムを研究し、小胞輸送の破綻に

反応して細胞死を誘導する因子として BNip1 を同定した。この成果は、視細胞変性の原因とな

る新たな仕組みを提示するだけでなく、ヒトにおける遺伝性網膜疾患の病態理解への貢献も期

待できる。

研究成果の概要（英文）：
There are hereditary photoreceptor degeneration diseases in human. While previous studies suggested a
connection between defects in vesicular transport and photoreceptor degeneration, the mechanism
behind this link remained elusive. In this study, we investigated the mechanism underlying
photoreceptor degeneration using zebrafish and identified BNip1 as a factor that induces cell death in
response to vesicular transport defects. This finding uncovers a novel mechanism of photoreceptor
degeneration and may advance our understanding of pathological process of human genetic retinal
disease.
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１．研究開始当初の背景
ヒトでは、網膜色素変性症など視細胞変性を
示す遺伝病が知られている。最近のヒトゲノ
ムの解読によって、それらの責任遺伝子が明
らかにされてきた。2013 年現在、241 の突然
変異座が染色体上にマップされ、そのうち
201 について責任遺伝子が同定されている。
これらの変異遺伝子がコードする蛋白質は、
大まかに、光受容機構に関わる蛋白質、レチ
ノイド代謝関連蛋白質、外節を形成する光受
容膜の維持に関わる蛋白質、視細胞の特異化

に関わる蛋白質の４つのグループに分類さ
れる。しかし、これらに分類されない蛋白質
もあり、上記を含めた蛋白質の機能解明は視
細胞変性へ至る病態を理解する上で重要な
テーマとなっている。また、多くのケースで、
蛋白質の輸送異常との関連が示唆されてい
る。例えば、視物質であるロドプシンの突然
変異は常染色体優性の網膜色素変性症を引
き起こすが、ロドプシンが小胞体から運ばれ
ない変異 Pro23His や、光受容膜から成る外
節に輸送されない変異 Glu344Ter が報告さ
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れている。また、視細胞結合繊毛を介した外
節への輸送機構に破綻をきたすと、視細胞変
性を引き起こす。しかし、蛋白質の輸送異常
がどのように視細胞変性を引き起こすか、そ
のメカニズムは不明である。

我々は視細胞変性のメカニズムを解明す
るために、ゼブラフィッシュを用いて大規模
な突然変異体のスクリーニングを行い、視細
胞 が 変 性 す る 突 然 変 異 体 を 同 定 し た
(Nishiwaki et al., (2008) Mech. Dev. 125,
932-946.)。そのうちのひとつである corona
(coa)突然変異体では、視細胞は一旦特異化さ
れるが、視物質などの光受容蛋白質は外節の
光受容膜まで輸送されず、細胞死を起こす。
我々は、本研究が開始する前年に、coa 突然
変異体の責任遺伝子の同定に成功し、それが
β-SNAP（soluble NSF attachment protein； NSF
は N-ethyl-maleimide-sensitive factor の略）を
コードしていることを発見した。β-SNAP は
細胞内で輸送小胞と膜オルガネラの融合過
程を制御する蛋白質であり、その機能欠損に
よって小胞輸送を介した細胞内物流が低下
すると考えられる。このことから、coa 突然
変異体は、小胞輸送の異常による視細胞変性
のメカニズムを研究する良いモデルとなる
と考えられた。

２．研究の目的
本研究では、小胞輸送の異常による視細胞変
性のメカニズムを明らかにすることを目的
とする。ここでは、β-SNAP に突然変異が起
きたゼブラフィッシュ coa 突然変異体に着目
し、視細胞変性過程を分子レベルで解明する。
また、細胞内の輸送異常が報告されているヒ
トのロドプシン突然変異 Pro23His に着目し、
β-SNAP の機能欠損と同じ経路を介して細胞
死が誘導されるかどうかを検証する。

３．研究の方法
アポトーシス（細胞の自殺）は、Bcl2ファミ
リーに属するpro-apoptotic蛋白質である
Bax/Bakを介して誘導される。Bcl2/BclXLは
anti-apoptotic蛋白質として、Bax/Bakを抑制す
ることで、アポトーシスを抑制する。さらに
、多くのBH3-only蛋白質が同定されており、
これらはBcl2/BclxLを抑制し、Bax/Bakを活性
化することで、pro-apoptotic蛋白質として機能
する。我々は、coa突然変異体にBcl2を強制的
に発現することで、視細胞変性を抑制できる
データを得ており、coa突然変異体ではアポト
ーシスを介して視細胞変性が起きると考えら
れる。本研究では、coa突然変異体における細
胞死経路を明確にする目的で、coa突然変異体
で活性化しているBcl2ファミリー蛋白質を探
索する。また、coa突然変異体の視細胞では小
胞輸送の破綻が示唆されることから、細胞内
の膜オルガネラの異常を検証する。ここでは

膜オルガネラのマーカーを用いた組織染色と
電子顕微鏡観察を行い、顕著に影響を受ける
膜オルガネラを同定することで、細胞死誘導
の発信源となる膜オルガネラを絞り込む。

ヒトでは網膜色素変性症など遺伝性網膜
疾患が知られている。中でも、ロドプシン遺
伝子は有名で、100 以上の突然変異が同定さ
れている。本研究では、輸送異常が報告され
ているロドプシン変異の中で、β-SNAP の機
能欠損による細胞死と同じ機構を介して変
性を起こすものがあるか検証する。最初に、
米国の患者の中で最も多いロドプシン変異
である Pro23His に着目する。この変異をもつ
ロドプシンは外節の光受容膜まで輸送され
ず、小胞体で蓄積することが報告されている。
ここでは、ゼブラフィッシュにおいてこの変
異をもつトランスジェニック系統を作製し、
視細胞変性を調べるとともに、coa 突然変異
体と共通のアポトーシス経路を介して細胞
死が起きるか検証する。

４．研究成果
coa 突然変異体での視細胞変性過程を明らか
にするために、膜オルガネラを可視化した。
ここでは小胞体とゴルジ体に局在化できる
アミノ酸配列と融合した蛍光蛋白質を、網膜
で発現させた。その結果、coa 突然変異体の
視細胞においてゴルジ体のシグナルが減少
していることが観察された。さらに電子顕微
鏡観察でも、ゴルジ体と、光受容膜から構成
される外節の形成不全が観察された。このこ
とから、coa 突然変異体の視細胞では、ゴル
ジ体や外節などの膜オルガネラの維持が損
なわれることが明らかになった。

次に、coa 突然変異体の視細胞変性におけ
るアポトーシスの関与を調べた。ゼブラフィ
ッシュでは２つの bax 遺伝子、bax1 と bax2
が存在し、bax2 mRNA は初期の受精卵のみで
発現し、bax1 mRNA は発生過程を通じて発現
している。Bax1 と Bax2 のモルフォリノアン
チセンスを coa 突然変異体に導入した結果、
Bax1 のアンチセンスでのみ、その視細胞変性
は抑制された。このことから、coa 突然変異
体では、Bax1 を介して、アポトーシスが誘導
されることが明らかになった。
さらに、Bax1 の上流で働く BH3-only 蛋白質

を明らかにするために、候補となる BH3-only
蛋白質をモルフォリノアンチセンスで阻害
し、coa 突然変異体における視細胞変性をレ
スキューできるか調べた。ヒトの培養細胞を
用いた研究から、-SNAP の強制発現によっ
て BH3-only 蛋白質である BNip1 の細胞死活
性を抑制できることが報告されている
(Nakajima et al., 2004 EMBO J. 23,
3216–3226.) 。ヒトの-SNAP とゼブラフィッ
シュの β-SNAP はアミノ酸レベルで 81%の相
同性があるので、coa 突然変異体における



BNip1 の関与を調べた。ゼブラフィッシュで
は 2 つの bnip1 遺伝子 bnip1a と bnip1b がデ
ータベースに登録されている。そこで、
BNip1a と BNip1b の機能阻害を行ったところ、
協調して coa 突然変異体の視細胞変性を抑制
した。これらの結果から、coa 突然変異体の
視細胞変性はBNip1に依存することが明らか
になった。

小胞輸送は、ドナーの膜オルガネラから小
胞が出芽し、標的となる膜オルガネラへ輸送
され、融合するステップから成っている。輸
送小胞と標的オルガネラ膜との融合過程は、
SNAP receptor (SNARE)と呼ばれる一群の蛋
白質で制御されている。SNARE 蛋白質は
vesicle-membrane SNARE (v-SNARE) と
target-membrane SNARE (t-SNARE)に分類さ
れる。輸送小胞の融合過程は、輸送小胞上に
ある１つの v-SNARE と標的膜上に存在する
３つの t-SNARE が相互作用することで開始
され、膜融合を経て、cis-SNARE 複合体と呼
ばれる t-SNARE-v-SNARE 複合体が形成され
る。coa 突然変異体の責任遺伝子である
β-SNAP はこの cis-SNARE 複合体に結合し、
ATPase である NSF を誘導し、cis-SNARE 複
合体の解離を担うことで、個々の SNARE 蛋
白質をリサイクルし、次の輸送小胞の融合を
可能にする。coa 突然変異体では β-SNAP の
活性低下により、すべての cis-SNARE 複合体
が解離できず、蓄積することが予想される。
BNip1 は、ゴルジ体から小胞体への逆行性輸
送を制御する syntaxin18複合体の t-SNARE因
子であることから、syntaxin18 cis-SNARE 複
合体の蓄積が、BNip1 の細胞死誘導を促進す
る可能性が考えられた。実際に、syntaxin18
の cis-SNARE複合体の形成を阻害すると、coa
突然変異体における視細胞変性が抑制され
た。以上の結果から、BNip1 は通常、SNARE
の一員として小胞輸送の融合を制御してい
るが、β-SNAPの活性が低下すると、syntaxin18
cis-SNARE 複合体が蓄積し、BNip1 の細胞死
活性が上がり、アポトーシスが起きることが
明らかになった。β-SNAP の活性低下は輸送
小胞の破綻につながるので、BNip1 は小胞輸
送の破綻に反応して、アポトーシスを誘導す
る警報装置として機能すると考えられる。こ
れ ら の 研 究 成 果 は 、 学 術 雑 誌 で あ る
Developmental Cell に発表した。

さらに、Pro23His 変異ロドプシンによる視
細胞変性と BNip1 との関連を調べる目的で、
この変異ロドプシンをもつトランスジェニ
ック系統を複数作製し、網膜を組織学的に調
べたところ、桿体が減少していることが観察
された。今後、BNip1 や小胞体ストレスとの
関連を検証していく予定である。
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