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研究成果の概要： 
正常遺伝子型の 1型色覚 6例の L遺伝子イントロンに変異はなく、5例のエキソン 3に稀な多
型が認められた。これが当該 L遺伝子の非（低）発現に関連している可能性が考えられた。正
常遺伝子型の 2型色覚のうち－71C を持っていた 3例においても M遺伝子イントロンに変異は
なかった。しかし－71C を持つ M遺伝子プロモーターは、通常の－71A を持つ M遺伝子プロモ
ーターの 30～40％の活性しかなく、－71C が当該 M遺伝子の非（低）発現に直接的に関与して
いる可能性が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 

研究課題名では「赤」、「緑」を用いたが、
本報告書では、日本眼科学会の「眼科用語集
第 5版」に合わせ、「赤」の代わりに「L」、「緑」
の代わりに「M」を用いる。 

Nathans らによる視物質遺伝子の単離以来、
先天色覚異常の原因は L／M遺伝子間の不等
交差であるとされてきた。すなわち、正常色
覚者では先頭の L遺伝子に続いて M遺伝子が
存在する（「L－M」アレー、と表すことにす
る）が、先天色覚異常では不等交差により、
アレーが「Lのみ」、「L－L」、「Mのみ」、ある
いは「M－M」となってしまうのである。 

しかし、われわれによる、日本人先天色覚
異常 463例における視物質遺伝子の解析では、
L／M遺伝子が正常に（L－M）並んでいる例が
53（11％）も存在していた。先天色覚異常が
不等交差だけでは説明できないことを示し
ていた。この 53 例のうち 4例はミスセンス
変異を持っており、それで表現型が説明でき
たが、残る 49 例はエキソンやエキソン／イ
ントロン境界に変異がなかった。この 49 例
中、2型色覚は 44 例であったが、41例の M
遺伝子に－71A→C の塩基置換が認められた。 
正常の並びの遺伝子アレーを持つ先天色

覚異常は、欧米では殆ど報告がない状況であ
った。 
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２．研究の目的 
 

本研究の目的は、不等交差では説明がつか
ない先天色覚異常の原因を明らかにするこ
とにある。本研究の進展により、遺伝子型－
表現型相関の理解が深まるものと期待され
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ゲノム DNA 

滋賀医科大学附属病院および日本赤十字
名古屋第一病院の色覚外来を訪れた先天色
覚異常の方、および日本人正常色覚者からイ
ンフォームドコンセントを得て採血させて
頂き、ゲノム DNA を抽出した（滋賀医科大学
倫理委員会承認、承認番号 13-7）。 

中国人正常色覚男性、タイ人正常色覚男性
のゲノム DNA は、それぞれ傅教授、Lertrit
教授から頂いた。欧米人男性、アフリカン（ア
メリカ在住）男性のゲノム DNA は Coriell 
Cell Repositories から購入した。 
 
(2) ロング PCR 

ロング PCR で先頭の遺伝子（通常は L遺伝
子）と後続の遺伝子（通常は M遺伝子）を別々
にPCR増幅し、その産物を鋳型にした二次PCR
で各エキソンを増幅した。ロング PCR は、
QIAGEN 社の LongRange PCR Kit を用いた。増
幅領域の大きさは、L遺伝子が 15,634 bp、M
遺伝子が 14,285 bp である。 
 
(3) エキソンの PCR とシーケンシング 
① ロング PCRで後続遺伝子が増幅されなけ
れば、視物質遺伝子アレーには 1個の遺伝子
しかない。LかMかをエキソン5で判定した。 
② 先頭、後続遺伝子がいずれも増幅された
場合は、それぞれからエキソン 5を増幅した。
エキソン 5の解析により、「Lのみ」か「Mの
み」か、あるいは「先頭遺伝子－後続遺伝子」
が「L－L」か「M－M」か、または 「L－M（正
常）」か、を明らかにした。 
③ 「L－L」や「M－M」の場合はエキソン 2、
3、4を増幅し先頭と後続で異なるか否かを見
た。「L－M（正常）」の場合のみ、いずれかの
遺伝子（1型色覚であれば発現していない L
遺伝子、2型色覚であれば M遺伝子）につい
て変異の有無を調べた。 
 
(4) プロモーターの解析 
正常の並び（L－M）を持った例については

プロモーターの PCR増幅を行い塩基置換がな
いか検討した。 
 
(5)プロモーターの機能的解析 
レポータープラスミドを用いたプロモータ

ーアッセイを行った。そのために、後続遺伝

子のプロモーターの、－888 ～ ＋41、－748 
～ +41、－317 ～ +41、－190 ～ ＋41 の領
域を pGL2-Basic プラスミド（Promega 社）に
クローニングした。ヒト網膜芽細胞腫培養細
胞である WERI-Rb-1 に、作製したプラスミド
DNA を、Fugene HD を用いてトランスフェク
トした。2日後に細胞を遠心して集め溶解し、
ルシフェラーゼ活性を測定した。活性の測定
には東洋ビーネット社（東京）のピッカジー
ン発光キットを用いた。ルミノメーターはマ
イクロテックニチオン社（船橋）の NU-1422ES
を使用した。標準化のためのβ-ガラクトシ
ダーゼプラスミドは、cDNA を pCR3.1 にクロ
ーニングし作製した。β-ガラクトシダーゼ
の活性は、ONPG を基質とし、生じる
o-nitorophenyl を 404 nm で吸光測定した。L
／M遺伝子プロモーターをつないだ
pGL2-Basic プラスミドの SalⅠ－BamHⅠ、あ
るいは BamHⅠサイトに視物質遺伝子のイン
トロンをクローニングし、イントロンにおけ
るエンハンサー活性の有無を検討した。 
 
(6) ミニジーンを用いたスプライシング解
析 

視物質遺伝子の断片（－53 ～－46 の Srf
Ⅰサイト～エキソン2内のBamHⅠサイト）を、
pFLAG-CMV5 の EcoRⅤ－BamHⅠにクローニン
グした。作製したミニジーンクローンは、
WERI 細胞あるいは HEK293 細胞にトランスフ
ェクションし、2日後に ISOGEN を用いて RNA
を抽出した。RT-PCR は、SuperScript III 
One-Step RT-PCR System with PlatinumTaq
を用いて行った。 
プライマーFとしてエキソン 1に、プライ

マーRとしてFLAGタグに対応したプライマー
を用いた。RNA 抽出のコントロールとして、
βアクチン用のプライマーも用いた。 
 
(7) 視物質遺伝子イントロンの解析 

視物質遺伝子アレーの先頭遺伝子と後続
遺伝子それぞれをロング PCRで増幅した産物
を鋳型とし、二次 PCRでイントロンを増幅し、
シーケンシングを行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 日本人色覚異常では、「L－M」の正常遺
伝子型が 10％以上存在することが確認され
た。 
 
前回の科学研究費報告書（「先天色覚異常

における赤緑視色素遺伝子変異の機能的解
析」（代表）山出新一）では、日本人先天色
覚異常 463 例（A514 まで）における視物質遺
伝子の解析結果について記した。ここでは、
その後の 197 例（A515～A711）について述べ
る。 



 

 

① 1 型 2 色覚（35 例）  
「M」アレー： 13 例 

 「M－M」アレー： 14 例 
 「M－M’」アレー＊： 5 例 － 5 例

とも後続遺伝子に－71A→C の塩基
置換 

 「L－M」アレー＃： 2 例 － 1 例に
ミスセンス変異 

 確定不能： 1 例 － 2 色覚か 3色覚
か確定不能 

＊「M－M’」アレー（先頭の M遺伝子と後
続の M’遺伝子の構造が異なり、産物の吸
収特性にも違いがある）は 1型 3色覚の遺
伝子型であり、遺伝子型－表現型不一致が
存在した。しかし、5例とも後続遺伝子に
－71A→C の塩基置換が存在し、後続遺伝
子の発現が弱いか、あるいはないため、2
色覚になっているものと推測された。 
＃「L－M」アレーの 2例中 1例には L遺伝
子に Pro187Leu のミスセンス変異が認め
られ、これが当該 L遺伝子の産物の機能障
害を引き起こしているものと推定された。
残る 1例（A642）の L遺伝子には変異が認
められなかった。 

② 1 型 3色覚（16 例） 
 「M－M’」アレー： 16 例 

全例、遺伝子型と表現型が一致した。ただ
し、「M視物質においてはエキソン 2によ
ってコードされるアミノ酸配列は分光吸
収特性に影響しない」とされているが、先
頭 M遺伝子と後続 M遺伝子でエキソン 2
のみが異なっていたのは 7例もあり、M視
物質においてもエキソン 2は波長の弁別
に関与していると考えないと表現型の説
明がつかない。 

③ 2 型 2色覚（41 例） 
「L」アレー： 29 例 
 「L－L」アレー： 4 例 
「L－M」アレー： 1 例 － M 遺伝子

に－71A→C の塩基置換 
確定不能： 7 例 － 2 色覚か 3色覚

か確定不能 
④ 2 型 3色覚（64 例） 

「L」アレー＊： 5 例 
「L－L」アレー＃： 2 例 
「L－L’」アレー： 35 例 
「L－M」アレー： 4 例 － 4 例とも

M遺伝子に－71A→C の塩基置換 
確定不能： 18 例 － 2 色覚か 3色

覚か確定不能 
「L」アレー＊（アレーを構成する遺伝
子が Lの 1個のみ）と「L－L」アレー＃

（先頭の L遺伝子と後続の L遺伝子の
構造が同じ、あるいは、産物の吸収特
性に違いがない）は 2型 2色覚の遺伝
子型である。いずれも等色幅は広く本
当は 2色覚であるが 3色覚に分類され

たものと推測された。 
⑤ PCD（pigment color defect、2 型 3 色覚

の特殊型）（10 例） 
「L－M」アレー： 10 例 － 全例、

M遺伝子に－71A→C の塩基置換 
PCD の定義としてわれわれは、「アノマ
ロスコープでの等色中央値が 30－50
にあり、等色幅が 15 を超えない 2型 3
色覚」を採用している。今回の 10 例を
含め、全部で 26 例がこれに当てはまっ
ているが、全例が「L－M」アレーを持
ち、しかも M遺伝子に－71A→C の塩基
置換を持っていた。 
④で「L－L’」アレーを持っていた典
型的な 2型 3色覚の 35 例では、等色中
央値が 18.1 であり、30 を超えた例も 1
例しかなく、PCD は明らかにこれらと
は異なった表現型であることが確認さ
れた。 

⑥ まとめ 
A515～A711 で、31 例は対象から除外（女
性、採血させて頂けなかった例、兄弟、正
常色覚など）されたので、これらを除いた
166 例中、 
遺伝子型と表現型が一致： 111 例
（66.9％） 
2 色覚と 3色覚の不一致： 12 例（7.2％） 
正常遺伝子型：  17 例（10.2％） 
遺伝子型確定不能： 26 例（15.7％） 
であった。 

 
(2) 視物質遺伝子イントロン内に新規な多
型を 15 か所に見出した。 
 
日本人先天色覚異常では 10％以上が「L－

M」の正常遺伝子アレーを持っていたが、そ
の殆どはエキソンやエキソン／イントロン
境界に変異がなかった。 
M遺伝子のプロモーターには－71A→Cの塩

基置換が多数例で見られたが、これが当該 M
遺伝子の発現低下に直接関わっているのか、
あるいは、イントロン内の未知の変異と連鎖
不平衡の関係にあるのかについては不明で
あった。 
そこで、視物質遺伝子のイントロン内の変

異を検索する計画を立てたが、それに当たっ
ては、正常の多型を知る必要が生じた。 
NCBIのSNPデータベースには視物質遺伝子

の多くの多型が登録されてはいるが、 
① L 遺伝子と M遺伝子を区別していない 
② 表現型（色覚）を確認していない 
③ 頻度を示していない 

点に問題があると思われた。 
また、正常の視物質遺伝子アレーには、L

－M、L－M－M、L－M－M－M、L－M－M－M－M
などのバリエーションがあるが、3番目以降
の遺伝子は網膜で発現せず、有害な変異を持



 

 

っている可能性があり、それが多型として登
録されている可能性もあった。 

そこでまず、2遺伝子（L－M）のアレーを
持つ日本人正常色覚男性 30 名から、先頭の L
遺伝子、後続の M遺伝子をロング PCR で増幅
してそれぞれ多型を調べた。その結果、多型
を 3種類に分類することができた。 

それらは、 
[NJ] データベースに登録されている多型
であるが、多型を確認できなかったもの（no 
polymorphisms in Japanese） 
[LM] L 型と M型に分類可能な多型（L／M遺
伝子間の多型） 
[PO] L／M 遺伝子のいずれか、あるいは両方
で多型（polymorphisms） 
であり、[LM] と [PO] には今回新たに見出
された 15 の多型が含まれる。 
これらの結果が欧米人や（アメリカ在住）

アフリカンにも当てはまるかどうかを知る
ため、それぞれから男性 13 名ずつ選び、同
様の解析を行った。なお、これらの男性の色
覚は不明である。 
 
[NJ] ： 23 種がこれに分類された。欧米
人 13 名とアフリカン 13 名（後続遺伝子で
は 4名）の解析では、10か所で多型が確認
できたが、そのうち 9か所はアフリカンで
だけ、残る 1か所は欧米人でだけ多型が確
認できた。他の 14 か所ではやはり多型は確
認できなかった。 
[LM] ： 15 種がこれに分類された。日本
人での結果をもとに、L遺伝子特異的な塩基、
M遺伝子特異的な塩基を 15 か所リストアッ
プしたわけであるが、うち 14 か所は欧米人
でも確認できた。アフリカンは後続遺伝子
の解析数が 4 と少ないが、非アフリカンと
比べると多型の頻度が高いことが示唆され
た。それでも、L／M遺伝子間に多型の偏よ
りが見られたのは 6か所あった。 
[PO] ： 残る 29 種類はこれに分類された。
サイト 46 とサイト 47 の多型は日本人のみ
ならず、欧米人やアフリカンにおいても完
璧に連鎖していた。 

 
(3) イントロンにも、エキソンと同じよう
に L型と M型とがあることを見出した。 
 

これは、前項の [LM] に分類された多型の
ことである。エキソンには L型と M型とがあ
るが、イントロンにも L型と M型があること
を示したのはわれわれが最初である。 
 
(4) エキソンやエキソン／イントロン境界
に変異がなかった正常遺伝子型の 1型色覚 6
例では、L遺伝子の全領域をシーケンシング
したが、意義のある変異は見出せなかった。 
 

正常な遺伝子の並び（L－M）であるにも関
わらず 1型色覚で、かつ、エキソンやエキソ
ン／イントロン境界やプロモーターに変異
がなかった 6例について L遺伝子の全領域を
シーケンシングしたが、塩基置換は 1例
（A185）でのみ検出された。GG が AG となる
塩基置換であり、新たなスプライシングのア
クセプターサイトとなる可能性があったが、
ミニジーンを用いたスプライシングの解析
の結果、この可能性は否定された。 
しかし、5例において、エキソン 3の多型

が当該 L遺伝子の非発現（あるいは低発現）
に関連している可能性を見出した。すなわち、
エキソン 3に注目すると、5例が、Leu153－
Ala174－Val178－Ala180の多型を持っていた（塩
基では C153－C174－G178－G180）。われわれの解析
例や外国での解析例（合計して 2,000 遺伝子
以上）を詳細に検討した。Leu153－Ala174－
Val178－Ala180は 7 例（そのうち 5例はわれわ
れの解析例）であり、全例で当該遺伝子の非
発現（あるいは低発現）が示唆されていた。
一方、Met153－Ala174－Val178－Ala180（塩基で
は A153－C174－G178－G180）は 9例あったが、全
例で当該遺伝子の発現が確認できた。 
以上のことより、Leu153／Met153や、Ala174

／Val174、Ile178／Val178、Ser180／Ala180自体は
正常な多型であるが、その組み合わせによっ
ては、視物質遺伝子の発現に影響する可能性
が考えられた。今後は、これらの多型を持っ
た cDNA を作製し、その発現を検討してゆく
予定である。 
 
(5） 正常遺伝子型の 2型色覚のうち、－71C
を持っていなかった 3例中 2例について M遺
伝子の全領域をシーケンシングしたが、意義
のある変異は見出せなかった。 
 
全 3 例中 2例（A42 と A303）について、そ

の M遺伝子の全領域をシーケンシングしたが、
全く変異が見いだされなかった。これらでは、
プロモーターを含め全く異常が検出されな
かったことになる。なぜ M遺伝子の非発現が
起こっているのか、未だに不明である。 
 
(6) 正常遺伝子型の 2型色覚のうち、－71C
を持っていた 47 例中 3例について M遺伝子
の全領域をシーケンシングしたが、意義のあ
る変異は見出せなかった。 
 
A315 でのみ、イントロン 5に CT から GT へ

の塩基置換が認められたが、前後の塩基配列
から、スプライシングの新たなドナーサイト
にはなり得ないと推定された。また、イント
ロン 5にエンハンサー活性があるか、M遺伝
子のプロモーターをつないだルシフェラー
ゼプラスミドにさらにイントロン5をつない
で検討したが、エンハンサー活性は認められ



 

 

なかった。従って、この変異がエンハンサー
活性を損なうという可能性も否定された。 
 
(7) プロモーター活性を調べたところ、－
71C を持つ M遺伝子プロモーターは－71A を
持つM遺伝子プロモーターの30 ～ 40％のプ
ロモーター活性しかなく、L遺伝子プロモー
ターと同程度であることを見出した。 
 

M 遺伝子のプロモーターが、L遺伝子のプ
ロモーターの数倍高い活性を持つことが確
認できた。LCR（locus control region）に L
遺伝子は近く、M遺伝子は遠いので、LCR の
作用を受けるためにM遺伝子プロモーターは
L遺伝子プロモーターよりも活性があるもの
と考えられた。しかし、－71C を持つ M遺伝
子プロモーターは、L遺伝子プロモーターと
同等の活性しかなかった。－71C を持つ M遺
伝子プロモーターはLCRの作用を受けにくく
なっているのではないかと推定され、－71C
が、当該 M遺伝子の非発現（あるいは低発現）
の原因であることが示唆された。 
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