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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子異常を修正する「Replacement Therapy」について

検討した。視細胞に特異的にタンパク質を発現させる為、ロドプシンプロモーターを用いて遺伝

子導入を行ったが、プロモーター活性が極めて低かった。これに対し、IRBPプロモーターとPDE

プロモーターの組み合わせを用いる事で、網膜視細胞に特異的に遺伝子導入を行える事が分かっ

たが、その発現は投与部に限られていた。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, appropriate vectors for “Replacement Therapy” were 
investigated. To express a target gene to photoreceptors, rhodopsin promoter was tested. 
But the target gene expression induced by the promoter was extremely low. The regulator 
element of IRBP in conjunction with PDE promoter improve the expression, which was 
restricted to photoreceptors. But the region of the trans-gene expressed cells was limited to 
the injected area.  
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１．研究開始当初の背景        

網膜色素変性症は、視細胞変性を来たす遺

伝性疾患である。4000-8000人に１人の割合で

発症する。網膜色素変性症に起因する遺伝子

は、４０以上も報告されており(Retinal 

Information Network database)、この遺伝子変異

の多様性が遺伝子治療及び、治療法の確立を

難しくしている。例えば、ヒトロドプシン遺

伝子の変異は常染色体優性に１００箇所以上

が見つかっている。これら個々の遺伝子変異

を治癒する事は技術的にも難しく、また経済

的ではない。この事から、変異の多様性を回

避する治療法が必要である。 
２．研究の目的 
 本研究では、網膜色素変性症の遺伝子変異



に 関 わ ら ず 、 遺 伝 子 異 常 を 修 正 す る

「Replacement Therapy」について、検討を行

う。この方法は、異常を起こす変異と対立遺

伝子の両遺伝子を抑制する。両遺伝子を抑制

するために、変異に依存しない部位に siRNA

を選定し、転写を抑制する。そして、この

siRNA によって、抑制がかからない「modified 

gene（正しいアミノ酸配列）」を発現させる。

この方法で重要な点は、変異と野生型対立遺

伝子の両者を抑制した上で、その抑制を免れ

る「modified gene」を導入し置き換えること

である。これにより、網膜色素変性症の多様

な遺伝子変異に関わらず遺伝子異常を修正

する治療法の開発を目指す。 
３．研究の方法 
 視細胞特異的に遺伝子導入を行う為、プロ

モーターの検討を行った。ロドプシンプロモ

ーターを用いて発現系を作製した。さらに、

視細胞への親和性の高いアデノ随伴ウイルス

(AAV-Type5)を作製した。このウイルスをSD

ラットの網膜下から投与し、発現を調べた。

また、IRBP-PDEをプロモーターとした

AAV-Type5の作製を行い、発現について調べ

た。 

遺伝子導入の範囲を拡大する為に、投与ニー

ドルを研究室で新たに作製し、硝子体側から

の網膜下投与を試みた。さらに、細胞へのウ

イルス親和性、安定性を高めるため、ウイル

スキャプシドタンパク質のアミノ酸を改変し

た。このキャプシド改変ウイルスを用いて、

網膜下より投与を行った。また、視細胞保護

を目的として、光異性化酵素を視細胞へ発現

させ、保護効果を調べた。 
４．研究成果 
H23年度及びH24年度の研究を通して、以下の

結果が得られた。 

（H23年度）視細胞に特異的に発現させる為、

ロドプシンプロモーターを用いて遺伝子導入

を行ったが、プロモーター活性が極めて低 

かった。これに対し、Interphotoreceptor 

Retinoid-Binding Protein(IRBP)プロモーターと

phosphodiesterase（PDE）プロモーターの組み

合わせを用いる事で、網膜視細胞に特異的に

遺伝子導入を行える事が分かった。実験では、

IRBP-PDEをプロモーターとしたアデノ随伴

ウイルス(AAV-Type5)を作製し、網膜下から

投与した。この結果、視細胞特異的に遺伝子

発現を起せたが、網膜の一部のみに発現が限

られた(図1)。そこで、細胞へのウイルス親和

性、安定性を高めるため、ウイルスキャプシ

ドタンパク質のアミノ酸を改変した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（H24年度）ウイルスキャプシドタンパク質

のアミノ酸を改変したウイルス（RC 

Modified）を用い、網膜下より投与した。そ

の結果、投与範囲を中心に遺伝子導入範囲の

拡大が見られた(図2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このベクターを用い、視細胞でのall-trans 

図 1.  IRBP-PDE をプロモーターとした

AAV5 を網膜下から投与した。導入遺伝子

の発現は投与部のみに限られている。 
Green; 遺伝子導入した Venus 
Blue;  DAPI 染色した核  

図 2.  IRBP-PDE をプロモーターとした

AAV(RC Modified) を網膜下から投与し

た。導入遺伝子の発現範囲が投与部を中心

に拡大した。 
Green; 遺伝子導入した Venus 



retinal から11-cis retinalの合成をもたらす光

異性化酵素opn5遺伝子をゼブラフィッシュか

ら得て、S334Terラットへ遺伝子導入を行った。

しかし、顕著な保護効果を確認できなかった。

視細胞保護効果を示すには、さらに広範囲の

遺伝子導入を行う必要があると考えられる。 

今後は、網膜下への投与ではなく、硝子体側

から投与し広範囲に視細胞へ遺伝子導入を行

うベクターを作製したい。 
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