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研究成果の概要（和文）：NAK/Nokhラットは完全な眼球欠損を認める無眼球ラット系統であり、その主要な発症原因と
なる遺伝子変異は、第16番および2番染色体に存在することを明らかとした。そこで、これら染色体領域を対象とした
次世代シークエンス解析により、第16番染色体ではTti2およびCyp4v3、第2番染色体ではGja8およびAbca2がNAKの無眼
球症に関与する有力な遺伝子であることが示唆された。さらに、Tti2についてはアミノ酸残基の置換を引き起こすミス
センス変異がNAK特異的に同定された。以上の結果から、本研究はTti2がNAKの小眼球症の原因の一つとなることを強く
示唆した。

研究成果の概要（英文）：The Nodai aphakia (NAK/Nokh) rat is one of the promising model for human 
microphthalmia which exhibits complete lack of the eye. We have reported that intercross progenies 
between NAK rat and other strains showed heterogeneous phenotypes as bilateral or unilateral anophthalmia 
or microthalmia, and have suggested that major causative gene mutation is in chromosome 16 and 2. We 
conducted RNA-seq and WGS analysis in order to identify gene mutations associated with NAK phenotype, and 
detected four candidate genes. One of them, we determined cDNA sequence, and identified NAK specific 
missense mutation. Therefore, we suggested that a missense mutation of this gene is one of causative gene 
mutation associate with NAK phenotype. In addition, we revealed that several marker protein for retinal 
development decreased in retina of NAK. Therefore, we suggested that loss of NAK embryonic eye is caused 
by defects of retinal development.

研究分野：実験動物学

キーワード： 小眼球症
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１．研究開始当初の背景 
 
無眼球症および無水晶体症を含む小眼球
症は、ヒト集団において約 10,000人に一人の
割合で発症する極めて重篤な先天性眼球疾
患である。また、小眼球症のほとんどは家族
性の遺伝性疾患であることは疑いのないも
のの、しばしばクリアなメンデル遺伝による
伝達を示さず、その病態には多様な個人差が
存在すること、また左右の眼球間に異なる病
態が示されることも知られている。これまで
に、このような個体間および左右眼球間の表
現型の差、すなわち、表現型の不均一性を引
き起こす遺伝的要因が実証された報告例は
ない。 
 我々はその最適なモデル動物となりうる
新たなモデルラットを樹立し、Nodai aphakia
（NAK/Nokh）と命名した（図 1）。 

 
また、本ラット系統と他の系統との交配個体
が、野生型に加えて両眼性および片眼性の無
眼球および小眼球など、ヒトの眼球サイズ異
常患者にみられるような多様な表現型が出
現し、眼球サイズにも大きなバリエーション
が認められた。このことから、NAKラットは
おそらく一つの主働原因遺伝子によって眼
球発達不全を発症することが推定されたが、
2 種の遺伝的背景が異なるラット系統との交
配実験によってラットのゲノムには眼球サ
イズを修飾する遺伝要因が存在することが
強く示唆された。そこで、戻し交配個体の眼
球重量を指標とした連鎖解析を行った結果、
高い LODピークが第 16番染色体上に検出さ
れ、この領域に主働原因遺伝子が存在するこ
とが推定された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、第 16 番染色体上に同定された

NAK ラットの眼球発達不全の主働原因遺伝
子、および修飾遺伝子の同定を第一目標に立
案した。さらに、第二の目標として、同定し
た遺伝子群の新規遺伝子改変ラットおよび
マウスを作製し、それら遺伝子群の眼球形成
への機能の実証を目指した。 

 

３．研究の方法 
 
（1）連鎖解析 
 
 100個体の [NAK x (NAK x SD)F1]N2の眼
球重量を測定し、マイクロサテライトマーカ
ーの遺伝子型に基づいた連鎖解析を R/qtl プ
ログラムにより行った。 
 
(2)RNA-seq 解析による網羅的変異スクリー
ニング、および遺伝子発現解析 
 
 胎齢 12.5 日（E12.5）および E14.5 の SD、
E14.5の NAKの眼球からトータル RNAを抽
出した（n = 4～5）。また、BNおよびWister
系統からも 1腹の E14.5胚から同様にトータ
ル RNAを抽出した。RNAの純度はバイオア
ライザー（Agilent）により確認し、バイオア
ライザーによりRINが 8以上と診断されたも
のについて、ライブラリーを作製し、Hiseq 
2500（Illumina）により RNA-seq 解析を行っ
た。また、NAKに特異的な変異が検出された
遺伝子については、RT-PCR およびサンガー
シーケンスにより塩基配列を決定し、変異解
析を行った。 
 また発現変動が認められた遺伝子につい
ては、その検証のために in situハイブリダイ
ゼーションおよび免疫組織化学的解析を行
った。 
 
（3）WGS解析 
 
 NAKの肝臓組織からゲノムDNAを抽出し、
RNA-seqと同様に Hiseq 2500（Illumina）によ
り全ゲノムシークエンシングを行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）NAK小眼球症に関与する複数の遺伝子
座 
 
 左右眼球重量を区別した連鎖解析により、
左眼ではこれまでの結果と同様に 16 番染色
体に最も高い LOD スコアが検出されたのに
対し、右眼では 16番染色体よりも高い LOD
スコアが 2番染色体に確認された（図 2）。ま
た、14番染色体においても LODスコア 3を
超えるピークが認められたことから、NAKの
小眼球症は複数の遺伝子が関与することと
推測された。 
 
 

図 1. NAK ラッ ト



 
 
（2）RNA-seqによる変異スクリーニング・ 
遺伝子発現解析 
 
 連鎖解析により NAK の主要な原因遺伝子
が存在することと示唆された第 16 番染色体
を対象として、RNA-seqにより得られた NAK、
SD、BNおよびWisterの塩基配列を比較した
結果、Tti2 遺伝子において NAK 特異的なミ
スセンス変異が検出された（図 3）。本ミスセ
ンス変異により置換するアミノ酸残基は、マ
ウスから両生類まで保存されていることか
ら、Tti2 は NAK の小眼球症に関与する遺伝
子の一つであることが示唆された。 

 
 
また、E12.5の SDおよび E14.5の NAK眼
球における RNA-seq 解析によって、NAK の
発生過程の眼球では Rax および Vsx2 などの
網膜発生誘導因子に大幅な発現量の減少が
みられた（図 4）。 
これら遺伝子の発現量の減少を検証する
ために、Raxおよび Vsx2について、それぞれ
ホールマウント in situハイブリダイゼーショ
ンおよび免疫組織化学的解析を行った。その
結果、Rax は SD の網膜において強いシグナ
ルが認められたのに対し、NAKにおいてはそ
のシグナルの欠失が認められた（図 5）。さら
に、VSX2の免疫組織染色では、SDが網膜に
強く発現するのに対し、NAKの網膜にはその
シグナルが認められなかった。一方、眼球形
成のマスター分子である PAX6のシグナルは

SDとNAKの双方の水晶体および網膜に検出
され、SOX2は NAKの水晶体において発現は
みられるものの、それが網膜においては欠失
することを確認している。このことから、
NAK の無眼球症は網膜の発生異常を原因と
して引き起こされることと推測した。 
 
 

（3）連鎖解析、WGSおよび RNA-seqによる
NAK小眼球症関連遺伝子のスクリーニング 
 
 連鎖解析により絞りこまれた NAK 無眼球
関連遺伝子のうち、WGS によって変異が検
出され、さらに発現変動した遺伝子、かつ
RGD によって眼球機能に関与することが報
告されている遺伝子を抽出した。その結果、
第 16番染色体に 2種類、第 2番染色体にも 2
種類の候補遺伝子が検出された。 
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図 2.左右別眼球重量を指標とした連鎖解析．(A)左眼．（B）右眼
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図 3. NAKラット特異的に検出された Tti2のミスセンス変異．
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図 4. RNA-seq解析により NAKに減少が

認められた遺伝子

図 5. NAKにおける Raxおよび VSX2の発現欠失
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