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研究成果の概要（和文）：研究代表者らはこれまでに、遺伝子変異により発症する網膜色素変性症の患者体細胞
由来の人工多能性細胞(induced-pluripotent stem cell; iPS細胞)を用いて網膜細胞を誘導・培養し、神経保護
治療法薬剤の開発に向けた病態メカニズムの解析(疾患iPS研究) を行い報告した。
本研究では、疾患iPS研究の培養において有効性があった薬剤を、網膜色素変性症モデルマウス(ロドプシンP23H
ノックインマウス）に投与して、生体内で網膜神経細胞の保護 (細胞死抑制) 効果を解析した。

研究成果の概要（英文）：We have previously developed induced-pluripotent stem cell (iPSC) lines from
 somatic cells of a patient with retinitis pigmentosa, which is a hereditary disease caused by gene 
mutation. The iPS cells were differentiated into retinal cells to reveal the mechanism of the 
disease in vitro, and the study proposed candidate therapeutic drugs for neuroprotection. In the 
current study, we treated the mouse model of retinitis pigmentosa (P23H rhodopsin knock-in mice) 
with one of the candidate drugs to analyze the protective effects in vivo.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 

京都大学の山中らが、体細胞から人工多能性

幹細胞（induced-pluripotent stem cell; iPS細胞）

を作成する方法を発表した（ Takahashi, 

Yamanaka Cell 2006）ことにより、遺伝子異常

を持つ変性疾患の研究には、新しい可能性が

生まれた。これまでヒトサンプルを採取しに

くい神経系等の臓器・組織の研究には限界が

あったが、患者細胞由来の iPS細胞から各臓

器・組織の細胞を誘導することで、疾患の原

因となる遺伝子異常を維持したヒト細胞を

用いた病態研究(疾患 iPS 研究)が可能となっ

たのである。 

 

研究代表者らは、現時点では治療法の無い網

膜色素変性症患者由来の iPS細胞を樹立して、

これを遺伝子異常を保持した網膜視細胞に

分化誘導し、コントロール iPS細胞から誘導

した網膜視細胞と比較することで、本疾患の

病態を解析する「疾患 iPS研究」を行い、報

告した（Yoshida, Ozawa, Okano et al. Mol. 

Brain 2014）。さらに、この患者 iPS細胞から

誘導して培養した網膜視細胞の死を抑制す

るための介入薬剤の提案にも成功し、併せて

報告した。なお、疾患 iPS研究は、国内外で

行われ、各臓器の病態研究に用いられている

（Chung. Science 2013, Jin et al. Plos One 

2011）。 

 

この網膜色素変性症に対し研究代表者らは、

上述の疾患 iPS研究を行うにあたり、網膜色

素変性症の中でも多数を占めるロドプシン

遺伝子異常の患者 iPS細胞を用いて研究した。

そして、その病態メカニズムには異常ロドプ

シンタンパクによる小胞体ストレスの亢進

とそれによるアポトーシスの促進であるこ

とを解明した。すなわち、遺伝子異常により

蓄積した異常タンパクが細胞内微小環境の

異常を引き起こし異常なストレス応答を生

じていたのである。 

そして、この患者 iPS細胞から誘導した網膜

視細胞に薬剤を添加したところ、現在抗がん

剤として用いられているラパマイシンは iPS

細胞由来の培養網膜視細胞の生存を促進す

ることを見出した。ラパマイシンは眼科分野

においては、炎症性疾患に対する局所投与剤

も開発され、治験中である。 

また、AMP-activated protein kinase (AMPK)活

性化剤も生存を促進した。その研究の中で現

時点では薬剤ではないが、実験試薬である

5-amino-1-β-D-ribofuranosyl-imidazole-4-carbox

amide (AICAR)を AMPK活性化剤として用い

たが、AMPK活性化作用には、抗糖尿病薬と

して知られるメトフォルミンもあることか

ら、将来の臨床応用につながる可能性の大き

い標的をスクリーニングしたことになった。 

ただし、疾患 iPS研究は、あくまでも細胞レ

ベルの研究である。 

薬剤スクリーニングには優れているものの、

臨床応用に向けた研究の次の段階としては

モデル動物への投与研究が欠かせない。そこ

で今回、研究代表者らは、ロドプシン遺伝子

異常を持つ網膜色素変性症モデルマウスに

ラパマイシンを投与して、網膜視細胞死を抑

制することが可能かを解析することとした。

そして、その際の、効果の分子メカニズムを

in vivoでより詳細に解析することとした。実

際の神経保護治療のためには、薬剤は長期間

投与されることとなり、そのメカニズムに関

する情報は、継続投与の妥当性と安全性を検

討する上で必須である。 

 

２．研究の目的 

網膜色素変性症は、遺伝子異常を原因とし、

徐々に進行する疾患で、失明原因の第３位を

占める。早期に診断が付いても進行を抑制す

る安定した治療法はない。異常遺伝子が明ら

かになっても、細胞死のメカニズムが不明で

あるものが多いためである。研究代表者らは

既に、異常遺伝子を持つ患者体細胞由来の人



工多能性細胞 (induced-pluripotent stem cell; 

iPS 細胞)を用いて網膜細胞を誘導・培養し、

神経保護治療法薬剤の開発に向けた病態メ

カニズムの解析(疾患 iPS研究) を行い報告し

た。 

そこで本研究では、疾患 iPS研究の培養にお

いて有効性があった薬剤を、網膜色素変性症

モデルマウスに投与して、生体内で網膜神経

細胞の保護 (細胞死抑制) 効果が得られるか

を解析することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

網膜色素変性症モデルマウス（ロドプシン

P23H ノックインマウス）を用いて、研究代

表者らがヒト疾患 iPS 研究(培養)で提案した

候補治療薬剤（ラパマイシン）の網膜視細胞

に対する保護効果(視細胞死抑制効果)を生体

内で解析するとともに、その分子メカニズム

を生体網膜内でさらに解析した。そのために

以下の研究を行った。 

(1) 網膜色素変性症モデルマウス（ロドプシ

ン P23H ノックインマウス）における網膜変

性の進行を解析した。 

ロドプシン P23H ノックインマウスとは、ロ

ドプシンタンパクの N-末端から 23番目のプ

ロリンがヒスチジンに置き換わった遺伝子

改変マウスである。本モデルマウスを

Palczewski 教授の研究室（米国 Case Western 

Reserve University）から供与され、ヒトが 2

本のアリルのうち片方の変異で網膜色素変

性を発症する(常染色体優性遺伝を呈する）こ

とから、へヘテロノックインマウスを生後経

時的に解析した。変性については、TUNEL

アッセイにより細胞死を、ヘマトキシリンエ

オジン染色により層構造の菲薄化変化を解

析した。 

(2) ヘテロ P23H ノックインマウスにラパマ

イシンを投与して、変性の進行抑制について

電気生理学的手法である網膜電図により解

析した。 

(1)で解析した変性開始の時期を参考に、生後

3 週からラパマイシンの連日腹腔内投与を行

った。その際の視機能変化を、網膜電図の経

時的測定により解析した。この方法は動物を

生かしたままで行えるため、同じ動物で経時

的に解析した。また、ラパマイシンは代謝に

関連する薬剤でもあるため、全身状態(体重や

血糖など)の測定も同時に行った。 

(3) ヘテロ P23H ノックインマウスにラパマ

イシンを投与して、組織学的に解析した。 

ラパマイシン投与あり、なしの条件下で、主

に生後 10 週齢について網膜の組織学的解析

をヘマトキシリンエオジン染色等により行

った。 

(4) ヘテロ P23H ノックインマウスにラパマ

イシンを投与して、経時的に網膜内の小胞体

ストレスマーカーを解析した。 

ラパマイシン投与あり、なしの条件下で、経

時的に網膜サンプルを採取して、CHOP, Bip

等の小胞体ストレスマーカーをリアルタイ

ム PCR等により解析した。 

 

４．研究成果 

ロドプシン P23H ヘテロノックインマウスに

おいては生後 3週ごろから TUNELアッセイ

により示されるアポトーシスによる細胞死

が増え始め、6 週では既にヘマトキシリンエ

オジン染色で明らかな視細胞層の菲薄化が

みられた。そこで生後 3週からラパマイシン

を投与した。網膜電図による視機能変化につ

いては、動物によっては機能低下抑制がみら

れたが、個体差が大きく、統計学的な有意差

は認められなかった。組織学的解析において

も同様の結果であった。その一因として、ラ

パマイシンを若年より投与したことによる

体重増加の抑制があり、発達抑制につながっ

たことがあると考察された。網膜内小胞体ス

トレスについては、一部のマーカーは変化が

みられたが、変性が進むとむしろ視細胞が失

われてマーカーのレベルは低下するという



結果であった。 
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