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研究成果の概要（和文）：Leber先天性黒内障(LCA)患者ではCCT2遺伝子上の別個の変異２種（T400PとR516H）が
同居する複合ヘテロ接合遺伝子変異が同定されており、本研究ではこれらの遺伝子変異についてそれぞれゲノム
編集技術を駆使してマウスCct2遺伝子に導入したノックインマウスを作製・樹立し、ノックインマウス網膜にお
いてもLCA患者と同様の網膜変性が生後早期より引き起こされることを明らかにした。本研究で樹立したLCAモデ
ルマウスを用いることで、複合ヘテロ接合遺伝子変異の意義やCCT2が有する網膜における生理機能の重要性と
LCA発症機序の理解が進み、さらに将来的な治療法開発の上で有用となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The compound heterozygous mutation, carrying the 2 distinct mutations in the
 same gene, of CCT2 gene (T400P and R516H) has been identified in the Leber congenital amaurosis 
(LCA) patients previously. In this study, these two mutations were introduced into mouse Cct2 gene 
by genome editing technology and established mouse lines as knock-in mouse models. The retina of 
knock-in mouse exhibited similar severe retinal degeneration at early in life as LCA patients. The 
LCA model mice established in this study will help to understand the significance of compound 
heterozygousity in inherited retinal diseases, the physiological function of molecular chaperone of 
CCT2 in the retina and the pathoetiology of LCA onset that further lead to future development of 
therapeutics.

研究分野：眼科学

キーワード： Leber先天性黒内障(LCA)　網膜変性　遺伝子変異　複合ヘテロ接合変異　CRISPR-Cas9　ゲノム編集　モ
デル動物　CCT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子シャペロンの１つであるCCT２は複合体を形成し、細胞内で産生されるタンパク質を正常な立体構造へと折
り畳む機能を持つ。CCT2遺伝子における「複合ヘテロ接合変異」と呼ばれる、同一遺伝子内での別個の2つの変
異が同居することでL C Aという遺伝性網膜変性疾患が惹起されることが過去の研究で示されたが、分子シャペ
ロンの機能と網膜疾患の関連は未だ不明で、また複合ヘテロ接合変異という特殊な遺伝形式の意義について遺伝
型と表現型を実際にモデル動物を用いて解析した研究は過去に例がない。最新のゲノム編集を用いることで可能
となったノックインマウスモデルの樹立により、治療法の開発が可能となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
  
１. 研究開始当初の背景 
（１） CCT2 遺伝子における複合ヘテロ接合変異と Leber Congenital Amaurosis (LCA) 
Leber Congenital Amaurosis 
(LCA: Leber 先天性黒内障)は生
後 2～3 カ月の乳幼児の生後早期
より瞳孔反応の遅延、および重篤
な視力障害が引き起こされる常染
色体劣勢の遺伝性網膜疾患であ
り、小児に至るまでの間に先天性
に発症が多く認められる遺伝性網
膜ジストロフィーのひとつである。 
研究代表者の先行研究から、
Leber Congenital Amaurosis (LCA/Leber 先天性黒内障)と診断され、LCA 既知遺伝子変異が認められ
ないとして共同研究の依頼があった LCA家系について、Whole Exome Sequencing (WES) 解析を行っ
たところ、CCT2 遺伝子内で、アミノ酸 400 番目のチロシンがプロリンに置換される T400P 変異、および
アミノ酸 516 番目のアルギニンがヒスチジンに置換する 2 つのミスセンス変異が患者において同居する
複合ヘテロ接合変異が原因であることが強く示唆された（図１：引用文献①より抜粋引用）。この LCA 患
者末梢血から樹立した iPS 細胞の内在性CCT2 タンパク質量は、健常者である親、もしくはCCT2変異
を持たない独立した iPS 細胞と比較して、半分程度に減少していることなどが明らかとなっている（図２：
引用文献①より抜粋引用）。また分子細胞生物学的検討、立体構造予測な
どから、両変異体では野生型と異なる結合分子が認められること、細胞増
殖が抑制されうるなど、立体構造異常による CCT2 発現量の減少や結合分
子の変化が LCA の疾患発症に寄与している可能性が考えられた。 
上述の結果から、CCT2 の複合ヘテロ接合変異が LCA を惹起している
可能性が強く示唆されたが、実際のモデル動物が存在せず、T400P と
R516H 変異を有するモデル動物を用いた網膜における病態解析が期待さ
れていた。 
（２） ゲノム編集による CCT2 変異ゼブラフィッシュモデルと網膜形態形成異常 
引用文献①に報告したように、CCT2遺伝子における複合ヘテロ接合変異がLCAの発症に寄与してい
ることが強く示唆されていたが、当該遺伝子変異が実際に網膜病態を引き起こすかについての検討は
なされておらず、ヒト LCA 患者で認められる病態を反映し、治療法開発に有用なモデル動物の作製が
求められていた。そこで、ゼブラフィッシュをモデル動物とし、CRISPR-Cas9 によるゲノム編集技術を用
いて CCT2 遺伝子内の変異がもたらす網膜への影響について検討を行った結果、CCT2 遺伝子内で
の 21 塩基欠損により、結果としてアミノ酸 394 番目のロイシンがヒスチジンに置換し、その後のアミノ酸
395〜401 番目までの７アミノ酸が欠
損した L394H-7del 変異個体の変異
体が樹立された。この変異ホモ個体
では、発生早期から小眼球となり、網
膜内のCCT2タンパク質が大きく減少
していた。また発生中の網膜内、特に
視神経節細胞層における有意な細
胞死が認められた（図３：引用文献①
より抜粋引用）。この現象は正常な
CCT2 mRNA をインジェクションし、
CCT2 タンパク質の発現を補填するこ
とで解消されたが、T400P mRNA のイ
ンジェクションにより発現させた変異タ
ンパク質では解消されなかった。 
以上のことから、魚類においても
CCT2 が眼球、特に網膜の形態形成
時に重要な役割を持つことが示され
た。一方で、ゼブラフィッシュをモデ
ルとしたゲノム編集ではマウスをモデルとした場合と比較してヒトと相同の変異を有するノックインフィッシ
ュの獲得が困難であった。またそのためヒト LCA と同義の病態を呈するモデルの獲得には至らず、疾患
治療法の解析に必要となるモデル動物の構築が依然として課題として残されていた。 
 
２．研究の目的 
（１） 先行研究の結果を受け、ゼブラフィッシュをモデルとした解析では CRISPR-Cas9 でのゲノム編集
技術を用いたヒト変異と全く同様の変異を有するノックインモデルの作製が困難であったこと、魚類と哺
乳類では網膜の発生、形態が大きく異なっており、治療法の解析にも不向きである可能性について考
慮し、本研究ではマウスをモデル動物とし、CCT2のLCA関連遺伝子変異であるT400P、およびR516H
変異を有するノックインマウスを LCA モデルマウスとして樹立することを第一の目的とし、樹立した LCA



モデルマウスにおいて、Cct2 が持つ哺乳類網膜における生理機能と合わせ、変異ホモ個体、複合ヘテ
ロ接合個体において、ヒトLCA患者と同様の網膜病態が惹起されうるかについて検討を行った上で、遺
伝子治療による病態治療効果について検討を行うことを目的とした。近年の Genotype-Phenotype の概
念から、同一遺伝子内の変異でも生体内での影響は様々で、過去に疾患関連として報告された遺伝子
であっても変異が異なる場合には病態発症がなく、良性の遺伝子変異である場合も数多く報告されて
いる。これまでの遺伝子改変モデル動物の作製には多大な労力と時間が必要であったことから、遺伝
学と病態学との間の因果関係についての検証には解離があった点も否めない。本研究では、CCT2 の
T400P、R516H 変異それぞれがもたらす網膜への影響について詳細に検討を行うことで、Genotype-
Phenotype に対する答えを示し、さらに遺伝学的にも比較的稀なモデルである複合ヘテロ接合変異の
初のモデル動物作製として２種のノックインマウスを樹立することで、その掛け合わせにより、ヒトと全く相
同の遺伝子変異による病態解析を達成することを目的とする。 
 
３. 研究の方法 
（１） ノックインマウスの作製 
(a). T400P ノックインマウスの作製： CRISPR-Cas9 では、目的変異近傍に、目的遺伝子以外の配列
に影響をもたらさない、オフターゲット効果が低くかつ遺伝子特異性の高い領域が存在し、その PAM配
列を標的としてガイド RNA を設定することが高効率な変異導入のための一つの重要な考慮点であるが、
T400P をコードする遺伝子配列周辺ではノックインの作製に有用と思われる PAM配列を認めることがで
きなかった。そこで本研究では、T400P 変異を挟み、目的変異導入箇所からやや離れた PAM 配列２箇
所を標的としガイド RNA を設計し、その２箇所の PAM 配列をまたぐ全長 200bp 以上となる比較的長鎖
なドナーオリゴを用いたゲノム編集により T400P 変異の導入を試み、ノックインマウスを得ることとした。 
(b). R516H ノックインマウスの作製: R516H をコードする配列周辺ではノックイン作製に有用と思われ
る PAM配列を認めたため、その配列を標的としてガイド RNAの設計を行い、その PAM配列を中央とし
て全長 100bp のドナーオリゴを用いることで R516H 変異の導入を試み、ノックインマウスを得ることとし
た。 
ゲノム編集により得られる F0 世代のマウス（ファウンダーマウス）から、生後３週齢前後に〜5mm 程度
の尾組織サンプルからゲノムを回収し、PCR とサンガーシークエンス方を用いたダイレクトゲノムシーク
エンスにより当該領域の遺伝子配列について確認する。そのうち、目的変異導入部位において変異導
入が認められた個体についてはさらに TA クローニングを組み合わせることで、当該領域における塩基
配列の確定を行う。目的の T400P、もしくは R516H 遺伝子変異を有する F0 個体を、C57BL/6j 野生型
マウスと掛け合わせることで得られる産仔である F1 世代について、繁殖の可否と合わせ、遺伝形質の
次世代への伝達(Germ Line Transmission)についての成否を確認する。本研究で用いるマウス作製技
術では網膜変性疾患の研究に汎用される C57BL/6j のマウス胚を用いて行なっているため遺伝背景が
揃っていることから、バッククロスの必要性が従来法と比較して軽減できると考えており、F3 世代以降の
ヘテロマウスの獲得をもってノックインマウスの確立とし、以降の世代のヘテロ個体を実験用に拡大繁殖
へ移行させることとした。 
（２） 網膜の形態観察: ゲノム編集技術により樹立した上記ノックインマウスの掛け合わせにより得られ
る同腹産仔について、体重減少や明らかな異常所見の有無について検討を行ったのち、ジェノタイピン
グにより野生型ホモ個体、変異ヘテロ個体、変異ホモ個体について確認を行う。種々の遺伝型の個体
について、その網膜形態をOptical Coherence Tomography (OCT)を用いて経過観察を行い、病態変化
の有無、その特徴について検討を行うことで、病態発症時期、および網膜病態の特徴について明らか
にする。網膜構成細胞の変化については各種細胞に対するマーカー抗体を用いた免疫組織化学によ
り細胞種の同定を行うことで検討を行う。網膜組織内CCT2 タンパク質およびCCT シャペロンの支配下
にあり、網膜病態に関連すると考えられるタンパク質の変化についてウェスタンブロットによる検討を行う。 
（３） アデノウィルス随伴(Adeno virus associating vector: AAV)ベクターの作製：上記の形態観察により
ヒト LCAの網膜病態と相同、もしくは類似した病態が認められた場合、目的細胞を標的とするAAVベク
ターを用いて CCT2 補填実験を行い、遺伝子治療効果の有用性とそのタイミングについて検討を行う。 
 
４．研究成果 
（１） T400P ノックインマウスの樹立 
上述した通り、T400P のノックインマウス作製に当たっては２箇所のガイド RNA を利用したが、通常の
F0 産出数（通常 50 匹前後）よりもかなり少ない産仔しか得られず、通常用いているゲノム編集手法では
T400P をノックイン変異として有するファウンダーマウスは得られなかった。しかしながら、このトライアル
の時点で、1 塩基欠損によりアミノ酸 376 番目以降でフレームシフトが生じ、その結果アミノ酸 401 番目
が終始コドンとなることで CCT2 タンパク質が中途終了となる遺伝型（R376Vfs*25）を持つマウスが認め
られたことから、このマウスをT400P代替用として、ノックアウト様マウス(T400fs*Stop)として先行して樹立
を行った。アミノ酸 400 番目周辺は CCT2 の立体構造に重要な alpha-helix を構成していることから、ゲ
ノム編集により、この遺伝子領域に不要に大きな変異が導入されたり、また本系で用いているゲノム編
集の高い導入効率によって T400P が両アレルに導入され遺伝子型としてホモ個体となってしまうと、個
体発生自体が障害され胎生致死となり、ファウンダーマウスの獲得が困難となる可能性が強く示唆され
た。そこで、T400P ノックインマウスの作製に限っては、ゲノム編集効率を多少下げることで、胚操作の過
程で T400P 変異がホモ変異として導入されないようなゲノム編集条件が必要であると考え、次に Cas9-
NLA 量を減らしてゲノム編集を試みた。その結果、得られたファウンダーマウスのうち、2 匹に T400P 変



異をヘテロ、もしくはモザイクで有する個体を得ることができた。しかしこれら 2 匹は生後致死となり、ノッ
クインマウスモデルとして確立することは不可能であった。依然として F0 として得られる産仔数が少なか
ったことから、次にガイドRNA量を減らしてのゲノム編集を試みた。その結果、得られたファウンダーマウ
スのうち 1 匹において T400P 変異を認めた。この T400P 変異を有する F0 マウスは外見上正常であり、
大きな異常所見も認めらず、またファウンダーマウスと野生型マウスを掛け合わせて得られた F1 世代に
おける T400P ヘテロ個体が確認できたことから、本マウスを T400P ノックインマウスとして確立し、拡大
繁殖中へと移行させた。 
（２） R516H ノックインマウスの樹立:通常のインジェクション作業から、R516H で 50 匹以上のファウンダ
ーマウスが得られた。これらのマウスについて上述の手法と同様の手順で当該領域の遺伝子配列につ
いて確認を行なったところ 2 匹が R516H 変異ホモ個体であった。この F0 マウスは外見上正常であり、
大きな異常所見もなく繁殖が可能であった。そこで、これらのファウンダーマウスに野生型マウスを掛け
合わせ、F1 世代においても遺伝形質が伝達されていることを確認しのち、これらの 2 匹由来のマウスラ
インを R516H ノックインマウスとして、以降の実験に用いるため、拡大繁殖へと移行させた。 
 
本研究のゲノム編集で得られた結果をまとめた表を下記に示す。 

 
（３） 先行してノックインマウスが確立していた R516H ノックインマウスの F3 世代以降のヘテロ型マウス
同士を掛け合わせることで、複数の同腹産仔を得た。これらのマウスについて生後 10 ヶ月齢にて眼底
カメラを用いた眼底観察を行ったところ、野生型（WT）CCT2 のみを有する WT/WT ホモ個体、もしくは
WT/R516H ヘテロ個体では異常が認め羅れなかったが、R516H/R516H ホモ個体の眼底観察では非
常に重篤な色素上皮の脱落が認められ、何らかの網膜病態が惹起されていることが示唆された。そこで、
対応する同一個体の網膜全層の変化について、OCT を用いた形態観察を行ったところ、
R516H/R516H ホモ個体では網膜が菲薄し、特に網膜外層に変性が認められ、加えて神経繊維層・視
神経節細胞層・内網状層・内顆粒層の網膜内層でもにおける層構造の不明瞭化・菲薄化が進んでおり、
網膜全層、かつ網膜広範にわたり非常に重篤な網膜変性が惹起されていることが明らかとなった。そこ
で病変が惹起されるタイミングについて検討を行うため、別途、６週齢のマウスを用い、OCT を用いて網
膜全層の厚さ、および視細胞の核が位置する外顆粒層(ONL)の厚さについて検討を行った。その結果、
WT/WT ホモ個体および WT/R516H ヘテロ個体では通常の正常マウス網膜である 200um 程度の厚さ
が認められたが、R516H/R516H ホモ個体では生後６週齢の時点ですでに網膜萎縮を示唆する顕著な
網膜全層厚の減少認められ（100〜130um弱）、特に、視細胞の数を反映しているONLでの厚さが顕著
に減少していたことから、R516H/R516H ホモ個体で認められる網膜変性は主に視細胞が障害されるこ
とに起因することが示唆された。後続の検討より、R516H/R516H ホモ個体では生後３週齢〜４週齢の時
点ですでに視細胞内節-外節接合領域を示す Ellipsoid Line の不明瞭化が認められたことから、生後非
常に早期より網膜変性が惹起されていることが明らかとなった。これらの網膜病態所見は、多くのヒト
LCA 患者が生後半年以内に視機能の異常を認め、視細胞の減少を起点とした網膜変性を呈する特徴
的な病態をよく反映する結果であった。以上の結果から、本研究で確立した R516H ノックインマウスが
LCA疾患モデル動物として有用であることが強く示唆された。 
一方で、これまでに CCT シャペロン機能、特に CCT2 の支配下にあって、網膜機能の維持に重要で
あると報告されているタンパク質であるG1の網膜での顕著な発現消失は６週齢時点では認められず、
別因子の関連が考えられた。 
現在 T400fs*Stop ノックアウト様マウス、T400P ノックインマウスについても同様の解析を行っていると
ころである。先行研究では T400fs*Stop 様変異や T400P では R516H よりも、生化学的変化、生理機能
においてより重篤な影響が認められてきたことから、網膜症状に加え胎性致死の可能性についても加
味した検討を行っている。 
（４） AAV ベクターの構築を行った：研究代表者らは引用文献③にある通り、マウス網膜に対する遺伝
子治療モデルとして AAV を用いた系をすでに確立している。そこで、本研究で必要となる Cct2 の補填
療法のため、同様の AAV ベクターの構築を行った。現在進行中の T400fs*Stop、T400P マウスモデル
の基礎データ取得後、複合ヘテロ接合モデルとして WT/T400P と WT/R516H を掛け合わせ、その網
膜変化について解析を行うと同時に、構築したAAVベクターを同腹産仔マウスの眼内網膜下に投与す
ることで、遺伝子治療モデルとしての CCT2 補填療法による網膜病態の軽減効果について検討を行う
予定である。 
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