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研究成果の概要（和文）：EYS遺伝子のc.8805C>A変異をhomozygousに持つ網膜色素変性患者3名をリクルート
し、同意を得てたうえで末梢血を採取、プラスミドを用いた遺伝子導入でiPS細胞を樹立した。これらの細胞
株、また正常のiPS細胞株を分化誘導し、視細胞のマーカーとなる遺伝子群の発現に伴って、EYS遺伝子の発現レ
ベルが上昇することを確認した。薬剤の効果につき引き続き検討中である。また当該疾患の原因遺伝子変異と表
現型の関連を検討する過程で、非典型的な網膜所見を呈す症例の特徴、および環境因子、特に喫煙による表現型
の修飾について新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We established disease-specific iPS cells from retinitis pigmentosa patients
 with homozygous EYS c.8805C>A mutations. These cells will be available through Riken BioResource 
Center after a certain period. Two-dimentional retina-like cell culture was established from these 
iPS cells. Candidate drugs are screened for their potential to modulate expression of EYS mRNA and 
protein. In addition, while we reviewed genotype-phenotype correlations in patients with retinitis 
pigmentosa, we found that environmental factors such as tobacco smoking may affect clinical course.

研究分野：眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、網膜色素変性の原因として本邦で特に頻度の高い変異をもつiPS細胞を樹立した。本細胞株は理研
BRCに寄託しており、他の研究者も自由に使用することが出来るため更なる発展につながる可能性がある。また
本研究で得られた環境因子（喫煙）による病態の修飾という知見については、直ちに臨床に還元することも可能
なものであり、確立した治療法のない本疾患にとって重要なものになると考えらえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
網膜色素変性は遺伝性、進行性に網膜、特に視細胞が障害される疾患である。本疾患は日本の
視覚障害の原因の第三位を占めており（最新の統計では二位になっている）、その治療法の開発
は公衆衛生上重要な課題である。本疾患に対してはこれまで神経細胞保護治療や、幹細胞移植
など様々な治療戦略が研究されているが、いまだ罹患者全員が対象となるような治療法は確立
されていない。その理由の一つに本疾患は 90 以上の原因遺伝子が報告されるなど、遺伝的に
多様であることがあげられる。これまで行われてきた神経細胞保護治療についても原因遺伝子
が違えば、おそらく治療効果にも差があり、対象者全体としてみると治療効果が検出できない
という可能性がある。原因遺伝子を特定したうえで、治療効果をみることで、より正確な結果
が得られる可能性がある。 
また近年、特定の遺伝子変異に対しては遺伝子治療が実現しつつある。これを適応するために
も、個々の症例で原因となっている遺伝子変異を確定することが必須である。ここでもより多
くの症例で正確な遺伝子診断を行うことの重要性が確認される。 
一般的に遺伝子治療と言った場合、欠損する遺伝子の補充という戦略が用いられることがほと
んどであり、最近欧米で認可されたものもこの原理を用いている。一方このような一つの遺伝
子の治療では、全体のうちごく一部の症例しか対象とならない、また原因遺伝子によっては遺
伝子自体が大きすぎてベクターに搭載することができない、また正常のコピーを補うだけでは
gain of functionの変異には対応が難しい、という限界がある。 
そこで我々は stop codon read throughと呼ばれる機序に注目した。メッセンジャーRNAの本
来の終端より上流に stop codonを生じさせるような変異は premature termination変異と呼
ばれる。このような変異は途中で途切れた活性のない（低い）タンパクを生じるか、またはこ
のような変異を含むメッセンジャーRNAが nonsense mediated decayにより分解されること
で、タンパクの発現をまったくなくしてしまう。Stop codon readthroughという現象は、変異
により premature termination codonが生じた箇所に他のアミノ酸を割り当てることで翻訳が
継続するというものである。（例:UAA、UAGは stop codonであるが、これを UAUまたは UAC
と誤認するとチロシンとなり、翻訳が継続される。）この現象は通常でも 1%未満の低い確率で
生じているが、特定の薬剤によりその頻度を高めることが出来る。遺伝性疾患の原因となる変
異のうち約 11%は premature termination変異と推定されているので、この作用を制御できれ
ば、原因遺伝子によらず多くの症例を対象とした治療につながる可能性がある。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、上記の背景を踏まえ、 
① より多くの遺伝性網膜変性疾患症例の原因遺伝子を特定すること 
② 変異と表現型の関係を調べることで、介入を考える際にどのような症例でどのような
タイミングで行うべきかの基礎的なデータを得ること 
③ これまでの遺伝子検査で診断が確定した変異のうち、終止変異を持つ症例から疾患特
異的 iPS 細胞を樹立し、stop codon readthrough 作用のある複数の化合物、特に
PTC124による効果を検証すること 
④ Stop codon readthroughの効果については、平行して動物モデルも用いて検証するこ
と 

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
・遺伝子診断 
網膜色素変性およびその類縁疾患の症例について同意を得たうえで末梢血を採取し、DNA を抽
出、次世代シーケンサーを用いて全ゲノム解析を行ったのち、正常データベースでの変異の頻
度や in silico prediction tool などにより、出来るだけ多くの症例で遺伝子診断を確定する。
患者家族についても可能な限り採血や唾液採取により DNA を採取し結果の確認に用いる。 
遺伝子診断が確定した症例での臨床像と遺伝子変異を照合することで、変異と表現型の関係に
ついて検討を行う。これらの結果については人種による差を検討することも含め、他国の研究
者とも連携して検討を行う。 
 
・疾患特異的 iPS 細胞 
過去の研究で原因遺伝子が確定した網膜色素変性患者のうち、特に EYS 遺伝子の c.8805C>A 変
異を持つ患者を対象に、説明を行ったうえで同意書を取得し、末梢血を採取する。末梢血から
単核球を抽出して、プラスミドを用い OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC を導入し疾患特異的 iPS 細
胞を樹立する。これを既報の方法で培養することで、網膜様組織に分化させる。個体差や細胞
株の違いを確認するため、複数の株を樹立し、分化誘導を行う。 



樹立した網膜様組織に対し候補化合物を投与、タンパクの発現に与える影響を検討する。安全
性の点から PTC124 が第一候補であるが、gentamicin, amikacin, kanamycin, neomycin, 
negamycin, spiramycin, josamycin, tylosin など stop codon readthrough 作用を持つ他の薬
剤も効果の比較のため検討対象とする。候補薬剤を様々な濃度で一週間（または二週間）投与
したのちウエスタンブロッティングでタンパクの発現量を半定量的に測定し対照群と比較する。
Stop codon の下流にあたる exon の mRNA の量もリアルタイム RT-PCR で測定する。また毒性の
評価のため、生/死細胞をそれぞれ染色しフローサイトメトリーで計数する。 

 
・動物モデル 
pde6b 遺伝子 exon7 にナンセンス変異をもつ rd1 系統のマウスを用い、硝子体注射で PTC124 を
投与し用量依存性、および経口投与との効果の差を検討する。効果の評価には pde6b タンパク
のウエスタンブロッティングと、mRNA のリアルタイム RT-PCR を用いる。毒性評価には野生型
のマウスも用い、網膜電図、組織切片での各細胞層の厚み、TUNEL 染色などによって判定する。 
 
４．研究成果 
 
・遺伝子診断 
550 人の網膜色素変性患者に全ゲノム解析を行い、254 人で遺伝子診断を確定することが出来た。
原因遺伝子としてとｋに多かったのはこれまでの研究と同様に EYS, USH2A, RPGR であり、 
PDE6B, CNGA1, RP1, SNRNP200, PRPF8 がこれに続く結果であった。（図１） 
 

 
 図１ 
網膜色素変性症例の遺伝子診断の結果 
既報と同様 EYS, USH2A の比率が比較的高い
が、それ以外では多数の遺伝子がそれぞれ
数％ずつの症例で原因となっている。 
 
 
 
 
 
 
 

なお診断が確定した中には今回の疾患特異的 iPS 細胞での検討対象である EYS c.8805c>A 変異
を有する患者が 20 人以上含まれていた。また診断が確定した症例のほかにも、正常者では極め
て頻度の低いバリアントを持つ症例を多数認めており、その病原性について評価を進めている。 
また本疾患について多くの症例を持つドイツのグループと共同研究を行い、CNGB1 変異による
網膜色素変性ではしばしば嗅覚障害を伴うことや、遺伝子診断が確定しない症例は臨床的にも
非典型的な検査所見や自己免疫疾患の合併など通常と異なった特徴を有する率が高いことを報
告した。 
さらに表現型に関する検討で、一部の症例では視機能低下が網膜画像検査で評価した視細胞死
に先行していることを見出した。（図２）これは介入の対象やタイミングを考えるうえで、重要
な知見になるものと思われた。 

 
図２ 
遺伝性網膜変性疾患の網膜断層像と視力 
どちらの症例も視力は 0.03 と不良だが、下の症
例では中心窩の外顆粒層厚が比較的保たれてお
り、視細胞の機能障害があるものの、細胞死は
まだ生じていないことが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 

また環境因子として喫煙が症状の悪化に寄与している可能性を見出し報告した。このことは現
実的な介入手段の確立につながることが期待された。 
 



・疾患特異的 iPS 細胞 
EYS遺伝子にc.8805C>Aの変異をhomozygousに有する患者3名から同意を得て、疾患特異的iPS
細胞株を樹立した。正常の iPS 細胞株およびこの疾患特異的 iPS 細胞株を網膜様組織に分化誘
導した。（図３） 

図３ 
iPS 細胞からの網膜様細胞
の分化誘導 
培養 28 日目頃から色素上皮
様の細胞が現れ、その後神経
網膜のマーカーを発現する
細胞の分化が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

分化した組織では iPS 細胞の状態ではほぼ発現のない PAX6, CHX10, CRX, リカバリン,ロドプ
シンなど視細胞のマーカーとなる遺伝子の発現を確認した。EYS 遺伝子についても分化誘導開
始 2週間前後で発現が確認できた。RTPCR で mRNA の発現量の変動を調べたが、c.8805C>A の変
異では nonsense mediated decay が起こらないことが他のグループからも報告されつつあり、
(Seko et al. Stem Cell Res Ther 2018) 変異株と正常株の差は確認できていない。ウェスタ
ンブロッティングによるタンパクの定量も試みたが、よい抗体がないためか安定した結果が得
られていない。変異の影響と介入の効果については、光照射ストレスによる細胞死など他の条
件も含め検討中である。 
 
・動物モデル 
rd1マウスによる実験ではPTC124投与によりpde6b遺伝子およびタンパクの発現上昇が確認で
きた一方、発現上昇の幅は最大でも 1割程度と予想よりその効果は小さく、網膜の機能や形態
のうえでは明らかな変化を認めなかった。投与量や投与時期、他の薬剤や他の系の動物を用い
ることを検討中である。 
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