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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性(RP)は常染色体優性遺伝(ad)、常染色体劣性遺伝(ar)、X連鎖性遺伝形式が知
られ、遺伝的異質性が高い疾患である。我々は、100人の日本人arRPに対しEYSの変異解析を行った。結果、18人の患者
から7種の原因変異を同定した。また、残りの82人に対してUSH2Aの変異解析を行い、4人の患者から5種の原因変異を同
定した。これらの結果から、日本人arRP患者のEYSとUSH2Aの寄与は22%であり、2つの遺伝子のスクリーニングは日本人
RP患者の遺伝子検査や遺伝カウンセリングを行う上で極めて有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa (RP) is a highly heterogeneous genetic disease including auto
somal recessive (ar), autosomal dominant (ad), and X-linked inheritance. This study was conducted to deter
mine the spectrum and frequency of EYS mutations in 100 Japanese arRP patients. We detected 7 very likely 
pathogenic mutations in 18 patients. Of these 100 patients, 82 were included in the next study after 18 RP
 patients with very likely pathogenic EYS mutations were excluded. The mutation analysis of the USH2A reve
aled 5 very likely pathogenic mutations in 4 patients. Based on these data, if both EYS and USH2A genes ar
e analyzed among Japanese arRP patients, gene defects could be detected in 22% of the patients in total (1
8% and 4%, respectively). We believe that screening for these 2 genes is effective for genetic testing and
 counseling of RP patients in Japan.
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性（RP）は臨床的にも遺伝的に

も異質性の高い疾患であり、臨床的重症度や

症状、進行の速さは症例や家系により多彩で

ある。本疾患は、夜盲が初期症状であること

が多く、進行すると周辺部視野障害・視力低

下へつながり、最終的に失明に至る。 

 RP は常染色体優性遺伝 (ad), 常染色体劣

性遺伝 (ar), Ｘ連鎖性遺伝の 3 つの遺伝形式

をとり、我が国の各遺伝形式の占める割合は、

ad が 16.9%、ar が 25.2%、X 連鎖性が 1.6%と

報告されている。また、家系内に他に患者が

見られず遺伝形式が明らかでない孤発例が

多く存在している（56.3%）。我が国では以前、

近親婚率が諸外国に比べて比較的高かった

ため arRP の相対頻度が高かったが、近年の

近親婚率の低下によりその相対頻度が減少

しつつある。また少子化に伴って arRP が孤

発例となっている可能性がある。 

RP は、本研究開始当時から多くの原因遺

伝子が同定されていた。欧米ではこれまでに

見つかった原因遺伝子を検討し、adRP の約半

数、arRP の約 60%で原因を同定することがで

きると見積もられていた。将来、本疾患に対

して有効な治療法が開発されるためには遺

伝子レベルでの病因解明が必要である。 

RP 原因遺伝子のスクリーニングは、既に

欧米、中国等の多数の施設によって行われて

いたが、我が国では一部の adRP 患者につい

て変異解析が行われているのみであり、arRP

の原因遺伝子の変異解析は諸外国と比べ圧

倒的に後れをとっていた。この状況を打開す

るために、申請者は研究分担者である神戸理

化学研究所高橋政代チームリーダー、千葉大

学山本修一教授、三重大学近藤峰生教授(当時、

名古屋大学准教授)と共同で arRP 患者を収集

し、当時同定されていた 31 個の arRP 原因遺

伝子を用いて大規模なスクリーニングを計

画した。 
 
２．研究の目的 

我が国の RP 患者を効率よくスクリーニング

できる遺伝子診断システムを構築する目的

で (1) 4 基幹施設（浜松医科大学眼科、神戸

理化学研究所、名古屋大学医学部眼科、千葉

大学医学部眼科）と連携し、できるだけ多く

の RP 症例の収集を試みる。(2) 収集した患者

DNA を用いて、当時報告のあった 31 個の

arRP 原因遺伝子のうち、USH2A、RPE65 と、

候補遺伝子 OPTN のスクリーニングを行う。

上記 3 遺伝子に変異が認められなかった場合、

他の遺伝子についても他国で遺伝子異常の

報告が多い遺伝子から順にスクリーニング

を行い、日本人患者に高頻度で認められる原

因遺伝子の同定と日本人固有の遺伝子変異

を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) RP 患者の診断と検体収集 

各施設の眼科外来では、倫理規定に基づき遺

伝子検査について十分な説明を行い、インフ

ォームドコンセントが得られた患者に対し、

詳細な問診（可能な限り家族歴を詳細に調査

する）と眼科的検査（視力検査、眼底検査、

視野検査、網膜電図）を行い、RP の確定診

断および遺伝形式の分類を行う。現在は一般

に家系が小さく（発端者に同胞がいない）、

家系情報がそろわない（祖父母等の情報がな

い）ため正確な遺伝形式を判断することが難

しいため、4 施設において収集する検体は「発

端者の両親が正常の患者（優性以外の遺伝形

式）」という共通の定義を使用して収集する。 

この定義から収集された検体は、遺伝形式と

して常染色体劣性と X 連鎖で残りが孤発例

である。孤発例の男性患者や男性同胞例の家

系では X 連鎖なのか劣性なのか家系図で判

断することが困難であるが、これらの患者を

除外すると孤発例に潜んだ常染色体劣性の

家系を逃してしまう可能性もあるため、本研

究では「優性以外の遺伝形式をとる検体」全

てを収集し、遺伝子解析の対象とする。 
(2) DNA の調製、細胞の株化 



確定診断された患者より血液を最大 20ml 採

取する。検体は連結可能匿名化し、血液 2ml

より DNA を抽出精製する。また 5ml より白

血球を分離し EB ウィルスを感染させて B リ

ンパ芽球様細胞株の樹立を行い、常に必要量

の高分子量 DNA を調製することができるよ

うに準備する。残りの血液はフリーザーに冷

凍保存する。 

(3)arRP 原因遺伝子の変異検出法の検討 

多くの検体に対してエキソン数が多い遺伝

子の全エキソンを PCR 法で増幅し、ダイレ

クトシーケンスすることは時間と労力がか

かる。そのため我々は(2)で確立する細胞株

での mRNA の発現を検討し、検出出来れば

活用する。発現量が実用的でない場合は通

常どおり以下に述べる(4)の方法を用いる。 

(4) arRP 原因遺伝子の変異検索 

(3)が確立できれば活用する。活用できない場

合は、通常通り PCR ダイレクトシーケンス法

を行う。即ち、末梢血から単離したゲノム

DNA を用いて原因遺伝子の各エキソン及び

その隣接イントロン領域を独自設計したプ

ライマーで PCR 増幅し、配列を決定する。遺

伝子変異を同定できた患者では、家族の検体

を利用して分離解析を行うとともに、正常コ

ントロールでの解析、他種生物での相同遺伝

子のホモロジー解析を行う。 

(5) 遺伝子変異と表現型の検討 

遺伝子解析結果をもとに、原因遺伝子の変異

部位と臨床症状との関連を検討する。これら

データを蓄積し、我が国の RP 患者における

原因遺伝子変異と病態の対応関係の基盤デ

ータを作成する。 

 
４．研究成果 

(1)と(2)については 100 人の日本人 arRP 患

者を収集でき、全ての患者の血液より DNA

を抽出精製した。また可能な限り B リンパ

芽球様細胞株の樹立を行った。解析候補遺

伝子として USH2A, RPE65, OPTN を挙げ、

USH2A から変異解析を行う計画だったが、

本研究開始時に新たに欧州の arRP 家系で

EYS に変異が検出される頻度が非常に高い

と報告があり、予定を変更して EYS から変

異探索を行うことにした。 (3)については

樹立した患者 B リンパ芽球様細胞株での

EYS の発現検討を試みたが、発現は認めら

れなかった。そのため通常通りゲノム DNA

を用いて(4)の変異探索を行った。 

(4)の結果は以下のとおりであった。 

EYS 遺伝子の変異解析の結果、100 人の日

本人 arRP 患者において 18 人の患者から 7 種

(c.4957_4958insA, c.8868C>A, 

c.2522_2523insA, Deletion exon 32, c.6557G>A, 

c.7793G>A, c.8351T>G)の疾患原因変異を同

定した。18 人中 9 人は片側アレルの原因変異

のみ同定できた。また上記 18 人の患者以外

の 8 人から 6 種のミスセンス変異(c.77G>A, 

c.2923T>C, c.5404C>T, c.5884A>G, c.8875C>A, 

c.9272T>C)を同定した。今回同定した 13 種の

変異のうち c.6557G>A 以外の 12 種は新規変

異であった。c.4957_4958insA は 12 人の患者

から、c.8868C>A は 4 人の患者から同定した。

これら 2 種類の変異は日本人 arRP 患者にお

いて突出して頻度の高い遺伝子変異である

可能性が高い(表)。 

同様に日本人レーバー先天盲患者 28 人に

対して c.4957_4958insA と c.8868C>A のスク

リーニングを行ったが、上記 2 変異は見つか

らなかった。これら解析結果は 2012 年 2 月

17 日に PLoS ONE 誌に掲載された。 

上記研究成果の報告後も arRP 患者の収集を

継続して、更に 106 人の arRP 患者を収集し

た。新たに収集した arRP 患者に対しては

c.4957_4958insA と c.8868C>A の 2 か所のみ

を PCR ダイレクトシーケンス法で変異解析

を行い、arRP 患者 106 人中 15 人に

c.4957_4958insA(14%)、5 人に c.8868C>A(5%)

変異を同定した。これまでに解析した arRP

患者を含めると 206 人中 27 人に



c.4957_4958insA(13%)、9 人に c.8868C>A(4%)

変異を同定した。これら 2 種の変異は我が国

の arRP 患者の主要な原因変異の可能性が高

いことを改めて確認できた。 

表．100 人の日本人 arRP 患者において同定さ
れた EYS遺伝子の原因変異 

引き続きEYSから原因変異を同定できた

患者以外の arRP患者 82名に対してUSH2A

の変異探索を行った。結果、82 人の日本人

arRP患者において 4人から 5種類(p.G229R, 

p.E1199del, p.R926C, c.8559-2A>G, 

c.468-14G>A)の原因変異を同定した。4 人

中 1 人は片側アレルの原因変異のみを同定

できた。また、上記 4 人の患者以外の 2 人

から 2 種のミスセンス変異(p.V2386F, 

p.S4748F)を同定した。同内容は論文投稿中

である。 

(5) の結果は以下のとおりであった。  

EYS 遺伝子より原因変異を両アレルより同

定できた 10 名について個々の臨床像と変異

の関連について詳細な検討を行った。結果、

EYS 遺伝子異常による RP 患者の臨床像は類

似しており、多くの患者は 10-20 代で夜盲を

発症し、30 代まで比較的良好な視力を保ち、

40-50 代で視機能が低下していることが分か

った。特に c.4957_4958insA 変異をホモ接合

体でもつ患者の臨床像は EYS 遺伝子に他の

変異を持つ患者と比べて臨床像のばらつき

が少なかったことを明らかとした。同内容は

Ophthalmic Genetics 誌で報告した。 

今回の遺伝子解析により、日本人 arRP 患

者におけるEYS遺伝子の寄与は18%と大きく、

原因変異 c.4957_4958insA と c.8868C>A 変異

は我が国の arRP 患者において突出して頻度

の高い遺伝子変異である可能性が高いこと

がわかった。この情報は網膜色素変性疾患を

研究する研究者、患者をケアする臨床医にと

って重要なデータである。日本人 RP の遺伝

形式のうち孤発例を含む ar が最も多く、その

内 18%もの原因であることは、全 RP 症例の

14%に EYS遺伝子の異常が存在することにな

る。これ程の頻度で見つかるのであれば、通

常の遺伝子検査によって十分に検出できる。

日本人 RP 患者の早期診断が可能となり、遺

伝カウンセリングを行う上で極めて有用な

情報となり、創薬による薬物療法に道を開く

可能性がある。 
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