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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性症（RP）の原因の 1つに視細胞ホスホジエステラーゼ
6（PDE6）サブユニットの変異が挙げられる．本研究は，Pde6aに変異を持つ RPモデルマウ
スである nmf363，および Pde6bに変異を持つ RPモデルマウスである nmf137において，活
性酸素産生酵素の 1つである NADPHオキシダーゼの阻害薬であるアポシニンや，抗酸化能を
併せ持つ Ca2+チャネルブロッカーであるニルバジピンが，それぞれ視細胞保護効果を示すこと

を明らかにした．これらの薬物は RP患者の治療に用いることができる可能性がある． 
研究成果の概要（英文）：Mutation in phosphodiesterase 6 genes (PDE6) causes retinitis 
pigmentosa (RP). The present study demonstrated that apocynin, a NADPH oxidase 
inhibitor, and nilvadipine, a Ca2+ channel blocker with an anti-oxidant effect, protect 
against photoreceptor cell death in the nmf363 mouse, which has a mutation in Pda6a, and 
the nmf137 mouse, which has a mutation in Pde6b, respectively. Therefore, these drugs 
may be able to use for treatment of RP patients. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 網膜色素変性症（RP）は進行性の視細胞（そ
の中でも特に暗部での視力や視野の広さを
司っている桿体細胞）および網膜色素上皮細
胞の変性により視覚障害，ひいては失明を引
き起こす疾患であり，人口 4000 人あたり 1
人が罹患していると推定されている．RP は
厚生労働省が定めた特定疾患治療研究事業
対象疾患の 1つで，いわゆる難病として認識
されている．現在のところ RPによる視細胞

死を明らかに遅延あるいは停止させる有効
な治療法は存在しない．RP による視覚障害
は患者の生活の質を著しく低下させるため，
その進行を停止あるいは遅らせることので
きる治療法の開発が急務である．現在，動物
実験レベルにおいて，神経幹細胞を用いた再
生医療やウイルスベクターを用いた遺伝子
治療による RPの視覚障害遅延効果が報告さ
れており，注目されているが，加えて，RP
に対する有効な薬物療法の開発もコスト面
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や先進諸国以外での治療を考えると不可欠
である． 
	
 米国テキサス大学の Daiger 博士のグルー
プが視覚障害に関係しているヒト遺伝子の
変異についてまとめた公開データベースで
ある RetNet ホームページによると，これま
でに 21 の常染色体劣性遺伝型 RP の原因遺
伝子が同定されており，それらの多くは桿体
細胞の細胞内情報伝達に重要な役割を果た
しているタンパク質をコードする遺伝子で
ある．それらの中でもホスホジエステラーゼ
6（PDE6）は桿体細胞の機能に中心的な役割
を果たしている分子であり，α, βおよび 2つ
の γ サブユニットで構成されている．PDE6
の α サブユニットをコードする PDE6A と β
サブユニットをコードする PDE6B の変異
は，ヒトの常染色体劣性遺伝型 RP では最も
頻度が高く，RP全体の約 5％を占めることが
知られている． 
	
 RP の治療法の開発には，適切な動物実験
モデルが必須である．Pde6b の変異に起因す
る RPについては，過去に rd1，rd10，rd1-2J 
（nmf137）など数種のマウスモデルが報告
されており，それらを用いて，視細胞死の機
序や，薬物治療，再生医療，遺伝子治療など
の可能性が検討されている．PDE6は cGMP
に特異的なホスホジエステラーゼ（cGMP分
解酵素）であり，その機能が減弱あるいは消
失しているこれらの動物モデルにおいては，
網膜中 cGMP 含有量の上昇が報告されてい
る．桿体細胞では細胞内 cGMP 量の増加は
cGMP-gated channelの開口確率を上昇させ，
細胞内への Na+イオンや Ca2+イオンの流入
量を増加させる．その結果，細胞膜が脱分極
し，電位依存性 Ca2+ channel を通って流入
する Ca2+イオン量が増加する．桿体細胞内
Ca2+イオン量の増加が細胞死を引き起こす
トリガーとなっていることにはほとんど異
論はないが，その下流においてどのような機
序が細胞死を引き起こしているのかについ
ては，まだ確固たる結論は出されていない．
PDE6A の変異に起因する RP に関しては
Cardigan Welsh corgi dogが唯一の動物モデ
ルであり，網膜変性のメカニズムや治療法に
関しては，これまで動物実験レベルでさえほ
とんど検討がなされていない． 
	
 研究代表者は，米国留学中に Pde6a の変
異に起因する RPの新規マウスモデルである
nmf363 を同定することに成功した．これら
のマウスモデルは PDE6A の変異に起因す
る RPの機序解明やその治療法の開発に非常
に有用なツールであり，かつ世界初のマウス
モデルである．加えて，応募者はこれまで長
年にわたり，心筋虚血・再灌流による心筋細
胞死や網膜虚血・再灌流による視神経細胞死
の機序，および細胞を虚血・再灌流傷害から
保護する薬物の探索について研究を続けて

きた．また，網膜神経細胞の生存には，網膜
を栄養する網膜血管の循環機能の保持が重
要なことはいうまでもないが，応募者は所属
研究室で独自に開発した小動物用網膜循環
解析システムを用いて，多くの網膜循環改善
薬のリードとなる化合物を報告している．応
募者は，１）RPモデルマウスである nmf137
および nmf363の詳細な解析を通じて，視細
胞死のメカニズムを追求することが新たな
視細胞保護薬の開発につながり，また，２）
過去の研究により見いだされた化合物をこ
れらのマウスモデルに適用することにより，
視細胞保護作用をもつ化合物を探索できる，
との考えから本研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は，応募者が米国留学中に同
定した新規 RP マウスモデルおよび既存の
RP マウスモデルにおいて見られる視細胞死
の機序を解析することによって，新たな RP
の治療法の開発に結びつけることである． 
 
３．研究の方法 
（１）	
 応募者が他の実験系で見いだした

候補化合物が RP モデルマウスの視細胞死に
与える影響 
	
 生後 7 日から 17 日にかけて，nmf137 マウ
スの母親に薬物を飲水に混和して投与した．

薬物投与終了日に，網膜電図を測定して網膜

機能の客観的評価を行い，その後眼球を摘出

した．1 つの眼球を固定後，パラフィン包埋
し，薄切組織切片を作成し，視細胞の脱落を

H-E 染色を行った組織切片で評価した．もう
1 つの眼球からは網膜を剥離し，錐体細胞を
Alexa Flour 488標識ピーナッツアグルチニン
（PNA）で特異的に染色し，錐体細胞数を計
測した．以上の項目に関して，薬物を投与し

た群と溶媒を投与した群とを比較し，投与し

た薬物に視細胞保護作用があるかどうかを

組織学的かつ機能的に検討した．用いる薬物

は，応募者が過去に網膜虚血・再灌流モデル

において視神経細胞死を抑制することが明

らかにしたCa2+チャネルブロッカーのニルバ

ジピン，抗アルツハイマー病薬のドネペジル

など，応募者の持つ候補薬物ライブラリーよ

り神経保護効果を持つ可能性が高いものを

選択して用いた． 
（２）	
 RP モデルで認められる視細胞死に
対する NADPHオキシダーゼの関与 
	
 Pde6b に変異を持つマウスモデルでは，網
膜 cGMP含有量の増加が Ca 過負荷を引き起
こして細胞死を導くという概念が，一応，学

会のコンセンサスとなっている．しかし，

Pde6a の変異がどのようにして細胞死を引
き起こすのかについては今のところ全く報



 

 

告がない．研究代表者は，視細胞死に対する

活性酸素の役割に注目し，活性酸素産生酵素

の 1つである NADPHオキシダーゼの活性を
阻害する薬物であるアポシニンや塩化ジフ

ェニルヨードニウム（DPI）が RPモデルの視
細胞死に与える影響を検討した．生後 7日か
ら 17 日にかけて，nmf137 マウスの母親に薬
物を飲水に混和して投与した．また，生後 16
日から 26 日にかけて，nmf363 マウスに薬物
を飲水に混和して投与した．以降の実験方法

は上記（１）と同様に行った． 
 
４．研究成果	
 
（１）	
 応募者が他の実験系で見いだした
候補化合物が RP モデルマウスの視細胞死に
与える影響 
①	
 	
 nmf137 マウスにおけるニルバジピン
の視細胞保護作用 
	
 生後 17日齢の nmf137マウス網膜にお
いて，ONL には視細胞の核が 2 層，あ
るいは 3層存在しており，その層厚の平
均はおよそ 7 ~ 8 µmであった．生後 7
日目から 17日目の間に，母親に対して
nilvadipine（30 mg/kg/day）を投与したと
ころ，生後 17日齢において，nmf137マ
ウスの視細胞の脱落が有意に抑制され
ており，加えて錐体細胞機能の指標とな
る明順応網膜電図の b 波の大きさが有
意に大きくなっていた． 
	
 従って，ニルバジピンが PDE6Bの変
異に起因するRPに対する視細胞保護薬
となり得る可能性が示唆された． 

②	
 	
 nmf137 マウスの視細胞死に対する他
の薬物の影響 
	
 網膜虚血・再灌流モデルや N-メチル
-D-アスパラギン酸硝子体内投与モデル
において，視神経保護効果が認められて
いる，ドネペジルやエダラボンが
nmf137 マウスで認められる視細胞死に
与える影響を検討したが，これらの薬物
には視細胞保護効果が認められなかっ
た． 

（２）	
 	
 RP モデルで認められる視細胞死
に対する NADPHオキシダーゼの関与 
①	
 	
 nmf137 マウスで認められる視細胞死
に対する NADPHオキシダーゼの関与 
	
 生後 7日目から 17日目の間に，母親
に対して NADPH オキシダーゼ阻害薬
である apocynin（100 mg/kg/day）を投与
したが，視細胞の脱落や明順応網膜電図
の b 波の大きさに対して有意な影響を
示さなかった．Apocynin と同様に
NADPH オキシダーゼを阻害すること
が 知 ら れ て い る diphenyliodonium 
chloride（DPI）（10 mg/kg/day）を母親に
対して投与したところ，明らかな視細胞

脱落抑制作用を示したが，明順応網膜電
図の b 波の大きさに対しては有意な影
響を示さなかった．溶媒投与群および上
述の薬物投与群において， peanut 
agglutinin（PNA）を用いて網膜フラッ
トマウント標本を染色し，錐体細胞数を
検討したが，明らかな変化は認められな
かった． 

Fig. 1 生後 26日齢の nmf137マウスにおいて認め
られる視細胞の脱落に対する nilvadipine の影響  
nmf137 マウスの出生が確認された日を 0 日齢とし，
生後 7 日から母親に対し薬物の投与を開始した．薬物
は飲水に混和し，投与期間は 10 日間とした．生後 17
日目に溶媒投与群（A）と薬物投与群（B）の眼球を摘
出し，paraffin 包埋標本を作製した．組織切片を作製
して HE 染色を行い，光学顕微鏡を用いて観察した．
Aおよび Bには代表的な網膜組織標本の光学顕微鏡写
真を示した．溶媒投与群（A）と比べて，nilvadipine
（30mg/kg）投与群（B）では ONLに存在する視細胞
の核の脱落が抑制されていた． 視神経節細胞（RGC）
数および網膜各層の厚さを測定したところ，
nilvadipine投与群において ONLの層厚が有意に大き
かった（C）．眼球摘出前に明順応 ERG（cone ERG; D）
を測定したところ，nilvadipineは，cone ERGの b波
の大きさの低下を抑制した． Scale bar = 50 µm．   
*P < 0.05． 
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 従って，nmf137 マウスで認められる
視細胞死には NADPH オキシダーゼ由
来の活性酸素種が関与している可能性
がある．アポシニンと DPI の結果の違
いは，薬物の母乳への移行性の違いに起
因する可能性がある．また，DPIの組織
学的保護効果が NADPH オキシダーゼ
阻害作用以外の作用に起因している可
能性も否定できない．今後のさらに詳し
い検討が必要である． 
 

②	
 	
 nmf363 マウスで認められる視細胞死
に対する NADPHオキシダーゼの関与 
	
 生後 26日齢の nmf363マウス網膜にお
いて，ONL には核が約 3 層存在してお
り，その層厚の平均はおよそ 12 µm で
あった．生後 16日目に離乳を行い，生
後 26 日目までの 10 日間，飲水に
apocynin（6 and 20 mg/kg/day）を混和し，
投与した．その結果，生後 26日齢にお
いて nmf363 マウスの視細胞の脱落が
apocynin の用量に依存して抑制される
傾向が認められた． Apocynin（ 20 
mg/kg/day）投与群では ONLには核が約
4 層観察された．その平均層厚は約 16 
µmであり，溶媒投与群よりも有意に大
きかった．加えて ERGによる電気生理
学的な機能検査を行ったところ，
apocynin（20 mg/kg/day）は，明順応 ERG
の b 波の大きさの減少を有意に抑制し
た．溶媒投与群および apocynin 投与群
において，網膜を PNAで染色し，錐体
細胞の数を検討したが，各群間に差は認
められなかった．PNA は錐体細胞外節
のみならず内節に対しても結合するた
め，外節は脱落して内節さえ残っていれ
ば蛍光標識された細胞が観察される．す
なわち，PNA は外節が消失して機能を
失った錐体細胞も標識してしまう可能
性があり，ERG で錐体機能が認められ
なくても，PNA により錐体細胞の存在
が確認されることがあり得ると考えら
れる． 
	
 従って，nmf363 マウスで認められる
視細胞死には NADPH オキシダーゼ由
来の活性酸素種が関与している可能性
がある．加えて，NADPHオキシダーゼ
阻害薬が PDE6A の変異に起因する RP
に対する視細胞保護薬となり得る可能
性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 2 生後 26 日齢の nmf363 マウスにおいて認めら
れる視細胞の脱落に対する apocynin の影響  
	
 nmf363 マウスの出生が確認された日を 0 日齢とし，生
後 16日において離乳および群分けを行った．離乳と同時に
薬物の投与を開始した．薬物は飲水に混和し，薬物投与期
間は 10日間とした．生後 26日目に対照群（A and C）と
薬物投与群（B, D and E）の眼球を摘出し，paraffin包埋
標本を作製した．組織切片を作製して HE 染色を行い，光
学顕微鏡を用いて観察した．A ~ Eには代表的な網膜組織
標本の光学顕微鏡写真を示した．溶媒投与群（C）に比べ
apocynin投与群（D and E）では ONLに存在する視細胞
の脱落が抑制されていた．RGC数および網膜各層の厚さを
測定したところ，apocynin（20 mg/kg/day）投与群におい
て ONLの層厚が有意に大きかった（F）． Scale bar = 50 
m．*P < 0.05 

Fig.3 Apocynin が生後 26 日齢における nmf363 マウ
スの明順応網膜電図に与える影響  
nmf363 マウスの出生が確認された日を 0 日齢とし，生後
16 日において離乳および群分けを行った．離乳と同時に
apocynin（20 mg/kg/day）の投与を開始した．薬物は飲水
に混和し，薬物投与期間は 10日間とした．生後 26日齢に
おいて明順応 ERG（cone ERG）を測定した．Apocynin（20 
mg/kg/day）は，nmf363マウスで認められる cone ERG（A 
~ F）の b波の大きさの減少を有意に抑制した（C, F and 
G）．*P < 0.05． 
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