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研究成果の概要（和文）：我々はZebrafishをモデルとして眼疾患の病態の研究を行っている。本課題において
は先進国での失明の第一位の原因である加齢黄斑変性の強力な疾患感受性遺伝子HTRA1が視細胞死を引き起こす
メカニズムについて明らかにし、疾患の疾患感受性変異や加齢といった発症要因が、このHTRA1の発現の亢進を
引き起こし、これが視細胞死を引き起こすこと。そして、ヒト加齢黄斑変性と同様の表現型を示すことを明らか
にした。また、その下流としてTGFβ-FOXOの系により視細胞死が誘導されていた。
その他の視細胞死を引き起こす系（日本人に多いEYS変異におけるもの）についても、そのメカニズムについて
検討を行った。

研究成果の概要（英文）：We have researched pathology in ophthalmologic field sing zebrafish model in
 reverse genetics. In this study, we have mainly analyzed a role of HTRA1, which is a strong disease
 related gene in age-related macular degeneration. HTRA1 induction in photoreceptors resulted in 
photoreceptor cell death. The expression of HTRA1 is induced by age and the mutation. The downstream
 of HTRA1 related to TGF beta - FOXO signal. We have also researched Eys gene function, which is a 
main cause of Japanese retinaitis pigmentosa.

研究分野：病態学

キーワード： 視細胞死　加齢黄斑変性　網膜色素変性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性の治療は現在のところ、血管新生因子に対する介入療法である。しかし、これは病態の最終段階へ
の介入であり、効果は限られる。今回疾患感受性遺伝子変異であるHTRA1の発現亢進が視細胞死を引き起こし、
それが加齢黄斑変性の発症につながるという新たな発症機序が明らかになったことで、新たな治療戦略がとれる
ようになり、実際に製薬企業との共同研究につながった。また、学術的にも新たな病因論を提案したため、その
価値は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
視細胞死は失明につながる眼科領域で最も重要な病態であるが、そのメカニズムは解明されて
おらず、これを阻止する治療法もない。我々は 10 年来、ゼブラフィッシュを用いた新たな in 
vivo の系を用いて、このメカニズムについて検討し新たな視細胞死のメカニズムとして、光受
容反応を起点とした視細胞死の新たなメカニズム(Neuron 2004)、アデニル酸シクラーゼをター
ゲットとした視細胞死のメカニズムなどを（PLoS One 2012) 数多く明らかにしてきた。 
また、加齢黄斑変性は先進国における失明の第一位の原因である。この疾患については失明を引
き起こす視細胞死は網膜色素上皮の異常、細胞死に伴い二次的に発生するものと考えられてい
た。 
 
２．研究の目的 
本研究ではゼブラフィッシュを用いた系により網膜に発現する遺伝子の発現を制御することで
網膜疾患の疾患発症メカニズムや視細胞死に与える影響を検討するものである。必要であれば
新たに我々が開発した iPS 細胞から網膜を含む眼組織の 2 次元構築を行う SEAM 法（Nature 
2016）を用いた in vitroの解析法を加える。 
対象疾患として加齢黄斑変性に浮いて、加齢黄斑変性の重要な疾患感受性遺伝子である HTRA1
の視細胞死の詳細なメカニズムの解析を行う。これにより加齢黄斑変性のモデルを得ることと、
疾患における新たな発症機序、特に初期の発症メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
また、網膜色素変性に対しては日本人に多い EYS 変異の一つであるミスセンス変異 p.G843E
が病因性を持つものかどうかを検討した。また、光による視細胞死の新たな下流のシグナルにつ
いて検討を行うこととした。 
 
 
３．研究の方法 
HTRA1 の発現について、若年、老齢のマウス、ゼブラフィッシュに於いて定量 PCR と免疫組織化
学、Western Blot により、ヒト加齢網膜標本に対して免疫組織化学を行った。 
HTRA1 の病因変異、HTRA1 プロモーター領域の疾患感受性変異（rs.10490924）について、この有
り無しについてコンストラクトを作成し、ルシフェラーゼ活性によりヒト RPE 細胞由来株、およ
びヒト網膜芽細胞腫由来株に於いて、変異の発現に対する影響を観察した。 
ヒト HTRA1 分子をゼブラフィッシュロドプシンプロモーター下で発現させるコンストラクトを
作成し、Tol2 トランスポゾンシステムによりゼブラフィッシュに於いて発現させたモデル体を
作成し、視細胞死について、視細胞の数、TUNEL 解析などを用いて解析した。 
上記の視細胞死に対して HTRA1 の阻害剤を適応させてレスキュー実験を試みた。 
ヒト網膜色素変性症のモデル魚の眼球（網膜）における HTRA1 の発現を定量 PCR および、免疫組
織化学にて確認した。 
ヒト網膜色素変性症のモデル魚に対して HTRA1 の発現抑制モルフォリノを投与することで視細
胞死のレスキュー実験を試みた。 
HTRA1 の強制発現体の網膜、RPE の電子顕微鏡的観察（透過型電顕）や自発蛍光の測定を行った。 
HTRA1 の強制発現体において TGFβシグナルの分子発現について主に免疫組織化学で検討した。 
HTRA1 の強制発現体において VEGF シグナルの分子発現について主に定量 PCR にて検討した。 
HTRA1 のノックアウト魚について CRSPR/Cas9 系により作成を試み、G0体を得た。 
Eys の局在について、成魚および、胚においての発現を免疫組織化学で検討した。 
Eys のモルフォリノノックダウンを行い、ノックダウン体におけるロドプシンの局在を免疫組織
化学で検討した。 
上記モルフォリノ体にヒト変異 EYS および、ヒト正常 EYS mRNA を同時に投与することでロド
プシン局在への影響を検討した。 
IP3R、Erp44 の発現を RT-PCR,免疫組織化学にて検討したのち、それぞれの過剰発現体、および
ノックアウト体を作成した。 
 
４．研究成果 
 
本研究は加齢黄斑変性の重要な疾患感受性遺伝子 HTRA1 が視細胞死を引き起こすメカニズムに
ついて明らかにすることができた 
 
まず、ゼブラフィッシュ、マウスに於いて加齢により網膜での HTRA1 の発現は劇的に上昇してい
た。さらに、その発現位置は予想された網膜色素上皮細胞（RPE）よりも視細胞に多く認められ
た。老年の人網膜に於いても免疫組織化学は視細胞での HTRA1 の発現を支持した。 
次に、ヒトに於いて強力な遺伝的背景である HTRA1 プロモーター領域の疾患感受性変異
（rs.10490924）について、この変異によりこのプロモータ―活性が、RPE に於いては増強され



ないのに対し、視細胞由来株（正確には網膜芽細胞腫由来株）においてはその発現が１．８倍に
増強されていた。 
これらの結果は視細胞における疾患特異的変異の何らかの影響を示唆するものであったため、
視細胞（Rod）に於いて HTRA1 を強制発現させるトランスジェニック体を作成したところ、非常
に強い視細胞死を示した。この視細胞死は HTRA1 の阻害剤により、抑制されることから HTRA1 特
異的と考えられた。 
さらに、幼少から視細胞死を引き起こす網膜色素変性のモデル魚（rh1::hsa.rh1.Q344X,人の網
膜色素変性を引き起こすロドプシン Q344X の遺伝子をロドプシンプロモーターでドライブした
魚）においては、幼少から HTRA1 の発現が大きく上昇していた。 
さらに、この HTRA1 の発現をモルフォリノで抑制したところ視細胞死は有意に減少した。このこ
とから、おそらく、HTRA1 の発現上昇は視細胞死一般において何らかの重要な機能を担っている
と考えられた。 
また、HTRA1 のトランスジェニック体（強制発現体）は新生血管こそ示さなかったが、RPE の異
常（リポフスチンやドルーゼン様の沈着物、自家蛍光の増強）を示した。 
このことから HTRA1 は視細胞死を通して、2次的に色素上皮の異常をきたし、それがさらに視細
胞死を増強するという、今までにない加齢黄斑変性の発症メカニズムを確立した。 
さらにその下流として TGFβシグナルについて Rh1::HTRA1 トランスジェニック魚視細胞と正常
魚視細胞における実際には 5日目胚の眼球の比較により TGFβisoforms (TGFβ1a, TGFβ2, TGF
β3) 、TGFβ precursor および latency associated peptide (LAP)の発現量の差を免疫組織化
学において確認し、TGFβシグナルがし視細胞死と関連していることを示した。特に LAP の亢進
を認めており、TGFβの系が視細胞において活性化されていた。また、その下流における FOXO の
系においても発現の亢進が認められ、実際には TGFβ－FOXO の系により視細胞死が誘導されて
いると考えられた。 
これらの結果は学術雑誌への論文掲載にいたった(Am. J. Pathology) この研究においては、
CRISPR による HTRA1 のノックアウト魚、および、HTRA1 の活性中心を破壊した HTRA1 強制発現
魚をを作成しその表現型解析を行っている。また、この強制発現体の眼球に於いて視細胞死が引
き起こされる以前では（視細胞は VEGF の主要な供給源であるのは現在までの研究で明らかにな
っている）、VEGF シグナル系の分子の発現が増強していることも示している。これは HTRA1 関連
で VEGF が生体で上がったという貴重な検討であると考える。 
次に、TRA1 疾患感受性変異（rs.10490924）を持つ iPS 株は作成可能であったが、そこからの視
細胞誘導は SEAM 法を用いても誘導効率に差が大きく、遺伝子型による差よりも大きいと考えら
れた。したがって、必要であればノックインで作成することと変更したが、以後の検討でヒトで
の確認が必要であるとき行うこととした。 
 
次に遺伝子座異質性が強い、失明に至る重要疾患（難病で最も多いもののひとつである）網膜色
素変性についてであるが、日本人にての変異が多い（約全体の２０％）Eys について、モルフォ
リのノックダウン体を用いて、EYS がシリアに局在する点、おそらく、タンパクの輸送に関与す
ることで、ノックアウト体では視細胞での視物質の局在が乱れること、日本人にお言い G843E ミ
スセンス変異においても、このヒト変異 EYS を発現させてもノックアウト体でのこの表現型が
回復されないこと（野生型の EYS では表現型は回復する）から、このミスセンス変異がハイポモ
ルフィックアレルであり、日本人での病態変異であることを示した。これについては、さらにノ
ックアウト体を作成することで、臨床学的研究も行っていく。これらの検討については Commun 
Biol 誌に掲載された 
 
また、光受容反応の下流に存在するシグナルについてのさらなる研究についてはに ERp44 介し
た視細胞死を検討した。我々はまず、視細胞における IP3 受容体の発現を RT-PCR,免疫組織化学
を用いて解析し、視細胞において ERp44 のターゲットである IP3R1 の発現があることを確認し
た。 
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