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研究成果の概要（和文）：Leber先天盲（LCA）は生後早期より高度に視力が障害される遺伝的異質性の高い疾患
であり、最も重篤な遺伝性網膜変性疾患（IRD）である。本研究は日本人LCAの原因遺伝子の寄与を明らかにする
為、収集した34家系の日本人LCAに対して既報のIRDの原因遺伝子74個を解析対象とした次世代シークエンサーに
よるターゲットシークエンス（TS）解析を実施した。
結果、19家系の患児から原因変異を検出した。他人種のLCAの変異スペクトラムとは異なっていた。既知のIRD原
因遺伝子のスクリーニングにより56%の日本人LCAの原因変異を同定した。日本人LCAの遺伝子診断にTS解析は有
効な手段である事がわかった。

研究成果の概要（英文）：Leber congenital amaurosis (LCA) is a genetically heterogeneous disease, 
whose clinical features include blindness or severe visual impairment within the first year of life 
and represents the most severe form of inherited retinal dystrophy (IRD). We performed the mutation 
analysis in 34 Japanese families with LCA to evaluate the mutation spectrum and frequency of known 
LCA-associated genes in the Japanese population. 74 genes responsible for IRD were examined by 
targeted-next generation sequencing (NGS).
The results of these analyses revealed 30 potential pathogenic variants in 12 genes among 19 of the 
34 analyzed families. The results also showed the mutation spectra and frequencies identified in the
 analyzed Japanese population to be distinctly different from those previously identified for other 
ethnic backgrounds. The observed detection rate of about 56% indicated that targeted NGS is a 
valuable method for molecular diagnosis of LCA cases in the Japanese population.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Leber先天盲(LCA)は、生後早期より高度に視機能が障害される遺伝性網膜疾患である。LCAの原因遺伝子の同定
は、予後の判定に重要である。2017年末にアメリカ食品医薬品局がLCAの原因遺伝子RPE65の遺伝子治療を承認
し、患児らに希望を与える事になった。この遺伝子治療を受けるには原因遺伝子の特定が必須であり、遺伝子診
断の重要性は増している。本研究では、日本人LCA 34家系の遺伝子診断を行い19家系の患児から原因変異の可能
性が高い変異を検出した。今回検討した家系からはRPE65遺伝子治療に適応する患児は検出されなかったが、本
研究の成果はわが国の今後の遺伝子治療を考える上で必要な情報である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小児期に発症する眼疾患は先天異常や遺伝性疾患が多い事が特徴である。小児の失明原因の

3/4 は遺伝性疾患であり、眼形態形成異常(無虹彩、小眼球、コロボーマ)、前眼部疾患(Peters

奇形)、水晶体疾患(先天白内障)、網膜疾患(レーバー先天盲 (LCA)、スターガルト病、家族性

滲出性硝子体網膜症、若年性網膜分離症、先天性停止性夜盲、眼振・黄斑低形成)、視神経障害

(遺伝性視神経萎縮)など非常に多くの先天性の視覚障害が存在する。 

先天性視覚障害は、早期に発見して適切な治療と訓練を行うことで視力が期待できるものもあ

り、期待できない場合でも早くからロービジョンケアの参加やリハビリテーションを行って社

会参画を促す事が重要である。先天性視覚障害は早期発見が予後に重要であるが、小児では十

分な検査が出来ないため原因、病態、経過、予後が明らかでない症例が多く、臨床所見のみで

は診断が困難な事が多い。また、就学前は眼科検診が行われないために発見が遅れやすいとい

う問題がある。上記疾患の早期発見が予後に重要な事を考えると原因遺伝子の同定は極めて速

やかに行われるべき課題である。研究代表者らは、疾患原因や発症機序を明らかにするために

も原因遺伝子の同定は非常に重要であると考えている。 

わが国の遺伝子診断はオーファンネットジャパン(http://onj.jp/)に委託する事が可能である

が、検査対象遺伝子は一部の網膜疾患の原因遺伝子のみであり、上記遺伝子群を網羅的に検査

する事は出来ない。欧米のようなテーラーメード医療をわが国の先天性視覚障害患者に提供す

る為に、効率の良い遺伝子診断法を確立し、臨床の場において迅速に遺伝子検査ができるシス

テムの確立が急務である。 
 
２．研究の目的 
LCA は、生後早期より高度に視力が障害される網膜色素変性の類縁疾患であり、失明につなが

る重篤な遺伝性網膜疾患である。これまでに 25個の原因遺伝子が同定されており、同定された

原因遺伝子のスクリーニングにより欧米の LCA の約 7割の原因が説明できると見積もられてい

る。LCA は 80,000 人に 1～2 人の頻度で認められ、先天盲の約 20%を占めるとされている。2017

年 12 月に LCA の原因遺伝子 RPE65 に対する遺伝子治療がアメリカ食品医薬品局(FDA)により承

認され(US Food and Drug Administration. FDA approves novel gene therapy to treat patients 

with a rare form of inherited vision loss. December 19, 2017)、これまで治療法が存在し

なかった LCA の患児とその家族に希望を与える事となった。しかし、この遺伝子治療の適応は

遺伝子ごとに異なり、LCA の原因遺伝子の特定が必須であるため、近年、遺伝子治療を希望す

る患者と家族にとって遺伝子診断の重要性は急増している。 

 そこで本研究はわが国のレーバー先天盲患児に高頻度で変異が認められる原因遺伝子と日本

人固有の遺伝子変異を効率よく同定する為に次世代シークエンサー(NGS)を用いた遺伝子変異

診断法を構築して臨床の場において迅速に遺伝子診断を実施できるシステム化を目指す。更に、

研究の成果として得られる蓄積した変異と臨床の統合データを実際の臨床の場で遺伝情報に基

づく予後予測と治療方針の決定に応用する事も検討する。 

 
３．研究の方法 
(1)症例 

国立成育医療研究センター眼科、東京慈恵会医科大学眼科、浜松医科大学眼科、産業医科大

学眼科で詳細な問診と眼科的検査により LCA と診断された 34家系 39 人の患児を解析対象にし

た。本研究では下記 3項目を全て満たす症例を LCA として収集した。 

① 生後早期から高度な視機能障害をもつ（夜盲、眼振、対光反応の欠如、指眼症候など）。 



② 網膜電図にて消失または著しい減弱を示す。 

③ 検査時にて神経発達遅延以外の全身症状を認めない。 

各眼科外来で倫理規定に基づき、両親に遺伝子検査について十分な説明を行い、書面上でイン

フォームドコンセントを取得の上、患児と一部両親から採血を行い、DNA を精製した。 

当該研究に関する遺伝子及び末梢血の収集にあたり、成育医療研究センター、東京慈恵会医

科大学、産業医科大学、浜松医科大学の倫理委員会(承認番号686、24-232 6997、H29-03、14-040)

の承認を受けている。末梢血は、同意を得た患者または保護者より提供を受けた。採血前に本

研究の研究内容、協力の任意性と撤回の自由、研究計画書等の開示、個人情報の保護、提供者

の利益および不利益、解析結果の通知、研究成果の公表、研究終了後の試料等の取扱いの方針、

知的財産権、費用、遺伝カウンセリング等について詳しく説明し、インフォームドコンセント

を書面で得られたもののみを対象とした。本研究は、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫

理指針」（文部科学省、厚生労働省、経済産業省）及び、「疫学研究に関する倫理指針」(文部科

学省、厚生労働省)を遵守して行った。 

 

(2)NGS を用いたターゲットシークエンス解析 

使用機器は、浜松医科大学の先進機器共用推進部の次世代シークエンサーMiSeq (イルミナ

社) を使用した。遺伝子変異を同定するため、RPと LCA の原因遺伝子 74 個を解析対象とした

遺伝性網膜疾患パネルをデザインした。研究代表者らは、このライブラリーを使用して複数の

遺伝性網膜疾患患者より新規の原因変異を同定している。1) サンプルライブラリーの作成は、

HaloPlex Target Enrichment kit(アジレント社)を使用した。MiSeq 用のシークエンス試薬は

MiSeq Reagent Kit v2 300 cycle (イルミナ社)を使用した。 

 

(3)変異の抽出法 

MiSeqより出力された大量のシークエンスデータは当教室で構築した専用のパイプラインを

用いて解析した。研究分担者らは、MiSeqから出力された大量データを用いて変異を検出する手

技や、検出した変異が疾患原因変異かどうかを評価する経験と実績がある。1,2) 

 

(4) 疾患原因変異の判定 

原因変異を同定できた検体はサンガー法を用いて確認実験を行う。その後、家族の検体を利

用して分離解析を行うと共に、他種生物での相同遺伝子のホモロジー解析、収集済み健常コン

トロールでの解析、1000ゲノムデータベース(http://www.1000genomes.org/)、Exome 

Aggregation Consortium データベース (http://exac.broadinstitute.org/)、Human Genetic 

Variation データベース(http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp/SnpDB/)、東北メガバンクデ

ータベース (https://ijgvd.megabank.tohoku.ac.jp/)を用いて評価する。既報告の疾患原因変

異はHuman Gene Mutation データベース 

(https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/portal/login.cgi)を用いて評価した。  

スプライス変異は、スプライス部位予測ソフトを用いてドナー/アクセプターサイトの影響を評

価した。新規のミスセンス変異は、SIFT(http://sift.jcvi.org/www/SIFT_seq_submit2.html)、

PolyPhen2(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)、Mutation Taster 

(http://www.mutationtaster.org/)、CADD (http://cadd.gs.washington.edu/)の 4種類の in 

silico 解析を行いアミノ酸置換による病原性を評価した。 

 



 
４．研究成果 

 19 家系の患児から原因変異の可能性が高い変異を検出した。LCA の原因遺伝子以外の原因遺

伝子からも変異を検出した。同定した原因遺伝子の中では CRB1、NMNAT1、RPGRIP1 の寄与が高

かった。LCA の原因遺伝子以外の原因遺伝子(RPGR, RP2, BEST1)から原因変異の可能性が高い

変異を検出した。定量 PCR 法により LRAT の全 3エキソン領域の片側アレルが欠失している症例

を検出した。 

NGSを用いたターゲットシークエンス解析によって56%の日本人LCA患者から原因の可能性の

高い変異を検出した。欧米の LCA の変異スペクトラムと異なっていた。日本人 RPに原因変異の

寄与が極めて高い EYS 遺伝子変異のような高頻度変異は検出されなかった。 
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