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研究成果の概要（和文）：申請者は網膜色素変性症（RP）モデルラットであるロドプシンP347Lトランスジェニ
ックラット（Tgラット）の眼球へラパマイシンを微量注入することにより、視細胞死を一過性に抑制することに
成功した。ラパマイシン注入によって、Tgラット網膜のBipとCHOPのmRNA発現量が一過性に有意に低下した。一
方でAtg5のmRNA発現量は一貫してTgラットで有意に増加していた。また、ラパマイシンの注入後の視細胞でLC3
の蛍光強度が大きく増強していた。以上の結果から、Tgラット眼球へのラパマイシン注入により、オートファジ
ーが一過性に亢進し、小胞体ストレス応答が改善してアポトーシスが遅延したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We successfully transiently suppressed visual photoreceptor death by 
microinjecting rapamycin to the eyeball of rhodopsin P347L transgenic rat (Tg rat), a retinal 
pigmentosa (RP) model rat. By rapamycin injection, mRNA expression levels of Bip and CHOP of the Tg 
rat retina were transiently and significantly decreased. On the other hand, mRNA expression level of
 Atg5 consistently increased significantly in Tg rats. Also, the fluorescence intensity of LC3 was 
greatly enhanced in visual cells after injection of rapamycin. From the above results, it was 
suggested that autophagy was transiently enhanced by injection of rapamycin into the Tg rat eyeball,
 and the ER stress response improved and apoptosis was delayed.

研究分野：網膜色素変性症の病態解析と治療の研究
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図１．正常ラット(2 週齢)と P347L ラット

(2 週齢)の網膜 

  

  正常ラット        P347L ラット 

１．研究開始当初の背景 

(1)網膜色素変性症は遺伝性疾患であり、発
症頻度は本邦では 4,000～8,000 人に一人、
患者数は 2 万人から 3 万人存在し、世界中で
は約 150 万人と見積もられている。原因遺伝
子として、ロドプシン、ペリフェリン/RDS、
PDEβなど、多数が同定されている。申請者
と連携研究者が開発した P347L 変異ロドプ
シン遺伝子を導入したトランスジェニック
ラットは生後の視細胞外節形成時期に網膜
色素変性症を発症するため、外節が形成され
ずに視細胞層（外顆粒層）がアポトーシスで
変性消失し、生後 14 日（2 週齢）でほぼ完全
に外顆粒層が消失することが明らかになっ

た（図１．コ・メディカル形態機能学会第 12

回学術集会（広島市）発表、2013 年)。生後
9日目のアポトーシス開始直前のP347Lラッ
ト眼球内にラパマイシンを注入したところ、
生後 14 日目で外顆粒層の減少が大幅に抑え
られていたため、この間の変性を抑制するこ
とができれば網膜色素変性症の治療に大き
な展望が開けることが明らかであった。 

(2) 変異ロドプシンを発現するトランスジ
ェニック動物では、先に杆体視細胞が変性し、
それに伴って本来異常の無い錐体視細胞も
変性する。その中でも、P347L ロドプシン変
異と密接に関係するものに、ロドプシンの異
所性蓄積が細胞死を引き起こすという報告
がある（ Tsujikawa M, Malicki J. PNAS 
104:14819, 2007.）。申請者は P347L ラット
網膜を抗ロドプシン抗体とタネル法を用い
て染色し、ロドプシンが外顆粒層の全ての視
細胞の細胞質へ異所性に蓄積することと、外
顆粒層の下層の視細胞核から上層に向かっ
て経時的に DNAの断片化が生じていることを
確認した（コ・メディカル形態機能学会第 13
回学術集会（北九州市）発表、2014 年)。ま
た P347Lウサギでは杆体視細胞の変性過程で
生じた小胞が視細胞周囲に蓄積している
(Kondo M. et al, 2009.）が、申請者はこれ
らの小胞にロドプシンが含まれていること
を免疫細胞化学によって確かめている（未発
表）。主に杆体視細胞の変性死に伴って錐体
視細胞の細胞死が誘発される以上、杆体視細
胞のアポトーシスシグナルを遮断して、さら
に変性過程の杆体視細胞を効果的に除去で

きれば、錐体視細胞の細胞死を阻止できるは
ずである。そのためには、変性後も視細胞周
囲に留まっている杆体細胞由来のデブリ小
胞を効果的に除去する抗体の開発が必要で
あると考えた。 
 

２．研究の目的 

網膜色素変性症を発症する遺伝子変異の
内 10%を占めるロドプシン遺伝子変異では、
変異ロドプシンが小胞体内に蓄積し、小胞体
ストレス応答の破綻によるアポトーシス誘
導によって視細胞の細胞死が生じると考え
られている。アポトーシスを阻止すれば視細
胞死による網膜変性を抑制または遅延させ
ることが可能であるが、未だ効果的な方法は
発見されていない。本研究では、変異ロドプ
シン発現トランスジェニック動物(ラットお
よびウサギ)を利用し、網膜色素変性症発症過
程で生ずるアポトーシスによる視細胞死が
ラパマイシン投与によって抑制される仕組
みを解明する。さらに、P347L 変異ロドプシ
ン特異的モノクローナル抗体によって抗体
依存性細胞介在性障害(ADCC)作用による杆
体外節由来の変性小胞の除去および変性し
た杆体視細胞の除去によって錐体視細胞の
細胞死を阻止する。最終的には我々のモデル
動物の視細胞の長期機能維持を達成するこ
とによって、可能な限り侵襲の少ない網膜色
素変性症治療法の確立を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)トランスジェニック動物の網膜色素変性
症における小胞体ストレス関連試薬の効果
を解析する。 
 P347L ラットを用い、ラパマイシンとその
他の小胞体ストレス関連試薬をそれぞれ眼
内に注射し、経時的に網膜組織の構造を調べ
る。P347L ラットの外顆粒層は、生後 10 日か
ら急速に厚みが減少することが分かってい
るため、生後 9日以前からラパマイシンの投
与を開始して網膜の構造変化を調べる。解析
には免疫組織化学を用い、網膜の構造の変化、
視細胞内のロドプシンおよび小胞体ストレ
スタンパク質の局在について詳細に調べる。
ラパマイシンの投与によって変異ロドプシ
ンの発現量に変化があると考えられるので、
リアルタイム PCR によって mRNA レベルをモ
ニターしていく。 
(2)P347L 変異ロドプシンに特異的に反応す
るモノクローナル抗体を作製する。 
 P347L 変異ロドプシンに特異的に反応する
モノクローナル抗体を作製するための戦略
の要は、ハイブリドーマのスクリーニング方
法にある。ロドプシンの 347 番目のプロリン
をロイシンに置換した合成ペプチド（以下、
P347L ペプチド）とワイルドタイプの正常ロ
ドプシンペプチド（以下、WT ペプチド）の両
方を用いて、ELISA 法を使ってハイブリドー
マ培養上清をスクリーニングすることによ
り、P347L ペプチドとのみ反応する抗体産生



図 3． 
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ハイブリドーマを選択できる。さらに免疫抗
原と同じエピトープを持つ変異ロドプシン
を発現している P347Lウサギの網膜を用いて
間接蛍光抗体法とウエスタンブロットによ
ってスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
(1)本研究に用いた P347L ラット（Tg ラット）
の網膜では、生後 9 日目に 13 から 15 層の外
顆粒層が完成するが、その後外節が伸長する
ことなくアポトーシスによって視細胞が変
性消失し、生後 14 日目には 2～3層にまで減
少する。この網膜色素変性症（RP）モデルラ
ットの視細胞変性消失過程は、現在までに知
られているどの RP モデル動物より急激な変
化である。タネル法による DNA 断片化検出に
よると、減少した 2～3 層の細胞核に DNA 断
片化が生じていたため、この時点で視細胞は
死滅していると考えられた。Wt と Tg の両方
のロドプシンと反応する抗体を用いた蛍光
抗体染色観察を行ったところ、生後 8日目で
Wt の内節に蓄積するロドプシンが、Tg ラッ
トでは視細胞の細胞質に蓄積していた（図 2）。

Wt では 10 日以降の外節形成と同時にロドプ
シンが外節に輸送されるが、Tg ラットでは外
節が形成されずにロドプシンは視細胞の細
胞質にとどまり続ける。次に、ラット網膜の
外顆粒層が完成する前日の生後 8 日目の Tg
ラット眼球へラパマイシンを微量注入した。
経時的な形態変化の観察、およびタネル法に
よるアポトーシス細胞核数の定量的な変化
を記録し統計処理を行ったところ、ラパマイ
シンを投与した Tg ラットでは未投与群と比
較して外顆粒層の減少が 1日（24 時間）遅延
した。その後アポトーシスは再開し、この阻
害効果は一過性であることが判明した（後述
のリアルタイム PCR 参照）が、投与群の 14
日目で外顆粒層が 7～8 層も残っていて、更
に非投与群と比較すると内節も残っている
ことがわかる（図 3）。本 RP モデルラットの

網膜色素変性過程（視細胞層の変性消失過

程）が極めて急激な変化であることを鑑みれ
ば、ラパマイシンの微量注入によって外顆粒
層の変性を丸 1日遅延させた効果もまた極め
て大きい。 
 
(2)ラパマイシン投与後の視細胞内でのタン
パク質発現レベルがどのようにしてアポト
ーシスを一過性に抑制したのかを解析する
ために、いくつかのタンパク質の mRNA レベ
ルの変化をリアルタイム PCR によって詳細に
解析した。まず Wt と Tg の外顆粒層における
Bip と CHOP の mRNA 発現量を調べたところ、
生後 7 日目では両者に差は無く、生後 13 日
目の Tg ラットにおいて 3 倍以上に増加して
いた。これらの結果は Tg ラットの外顆粒層
完成時期の 7－8 日目ではロドプシンが細胞
質に蓄積しているがアポトーシスが生じて
おらず、外節が形成される時期からアポトー
シスが生じて外顆粒層の変性消失が進行す
るという形態学的観察と良く一致した。次に、
オートファジー関連因子である Atg5 の mRNA
発現量を調べたところ、生後 7日以降一貫し
て Tg ラット外顆粒層での発現量が亢進して
おり、最大で Wt の 5 倍量に達していた。こ
の時、オートファゴソーム局在分子である
LC3 の分布を蛍光抗体染色によって調べたと
ころ、ラパマイシン投与後では Wt と比較し
て Tg ラットの視細胞の細胞質で蛍光強度が
大きく亢進していた。さらに細胞内の LC3 は
ロドプシンと共局在していた。このことはラ
パマイシン投与によってオートファジーが
亢進したことを示している。 
 以上の結果から、Tg ラット眼球へのラパマ
イシン微量注入によって、オートファジーが
亢進し、小胞体ストレス応答が一過性に改善
してアポトーシスが遅延したと考えられる。 
 
(3)抗体依存性細胞介在性障害(ADCC)作用に
よる杆体外節由来の変性小胞の除去および
変性した杆体視細胞を除去し、錐体視細胞の
細胞死を阻止するために P347L 変異ロドプシ
ン特異的モノクローナル抗体を作製した。外
注した P347L を含むペプチド抗原を BALB/c
マウスに免疫し、その脾臓とミエローマ細胞
を融合してハイブリドーマを作製した。スク
リーニングには、Wt の網膜と Tg ラットの網
膜を用いて、Tg ラット網膜のロドプシンとの
み反応する細胞株 5E10 を選別した。その結
果 Tg ラットのロドプシンとのみ反応するモ
ノクロナール抗体の作製に成功した（図４）。

5E10 モノクロナール抗体は、図４に示すとお



り Tg ラットの視細胞の細胞質に蓄積してい
るロドプシンとのみ反応し、Wt のロドプシン
とは反応しない。 
今後はこの抗体を用いて、P347L ラットお

よびウサギへの薬剤投与後の変性杆体視細
胞の除去による錐体視細胞の機能維持実験
を行っていく。 
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