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研究成果の概要（和文）：網膜格子状変性とは、眼球の赤道部から周辺部網膜において、鋸状縁と平行に走る紡錘形の
境界不鮮明な菲薄化した網膜変性のことである。本研究では、日本人集団を用いて、網膜格子状変性の候補遺伝子であ
るCOL4A4（collagen type IV alpha 4）遺伝子を対象に網羅的な遺伝子解析を実行し、網膜格子状変性と最も顕著に相
関するSNP（single nucleotide polymorphism：一塩基多型）をCOL4A4遺伝子のイントロン領域に見出した。

研究成果の概要（英文）：Lattice degeneration of the retina is a vitreoretinal disorder characterized by 
focal retinal thinning associated with liquefaction of the overlying vitreous gel and with firm 
vitreoretinal adherence to the margins of the lesions. Since it has been suggested that the collagen type 
IV alpha 4 (COL4A4) gene may contribute to the development of lattice degeneration of the retina, we 
performed a comprehensive genetic analysis of the COL4A4 gene region. This study found that some COL4A4 
variants were significantly associated with the disease and that the strongest associated SNP is in the 
intron region of COL4A4.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 網膜格子状変性とは、眼球の赤道部から
周辺部網膜において、鋸状縁と平行に走る紡
錘形の境界不鮮明な菲薄化した網膜変性の
ことであり、その特徴として、限局性網膜菲
薄化、隣接硝子体ゲルの液化、および変性巣
周縁での網膜と硝子体の強固な癒着が挙げ
られる。 
 
(2) 網膜格子状変性では、変性巣周縁に付着
した硝子体が後部硝子体剥離形成時に強く
網膜を牽引しているため、外部衝撃や加齢に
より変性巣の周縁に網膜裂孔や網膜剥離を
形成することもあり、網膜剥離人口の約半数
がこの網膜格子状変性に起因していると言
われている。また、網膜格子状変性を保有す
ることで、網膜剥離を発症するリスク（相対
危険率）が約 10 倍になることも明らかにな
っている。加えて、網膜格子状変性はジスト
ロフィの一所見として現れることも報告さ
れている。 
 
(3) 網膜格子状変性は稀な疾患ではなく、本
邦のみならず全世界で観察され、網膜格子状
変性の発症頻度に民族間差が見られず、全人
口の 1割程度が罹患していると考えられてい
る。しかしながら、網膜格子状変性は自覚症
状が全くないため、健康診断や通常の眼科診
察では見落とされやすく、重度の視力低下が
懸念される網膜裂孔や網膜剥離を発症して
から初めて知るケースがほとんどである。そ
のため、網膜格子状変性の予防、あるいは網
膜格子状変性の迅速かつ簡便な診断法を確
立することは、世界的に見ても大変意義深い
といえる。 
 
(4) しかしながら、多因子遺伝性疾患である
と考えられる網膜格子状変性の発症を左右
する危険因子（疾患感受性遺伝子）に関する
研究は数少なく、未だ疾患感受性遺伝子の特
定には至っていないため、疾患の予防および
早期発見・早期治療は遅々として進展してい
ない。 
 
(5) 私たちは、すでに日本人集団（網膜格子
状変性患者 574 検体、健常者 608 検体）を対
象としたゲノム全域を対象とした相関解析
（ genome-wide association study
（GWAS）：ゲノムワイド関連解析）を完了
しており、網膜格子状変性と有意に相関する
遺伝子として COL4A4（collagen type IV 
alpha 4）遺伝子を見出している（PLoS One 
2012; 7(6): e39300.）。 
 
(6) しかしながら現時点では、COL4A4 遺
伝子内に多くあると推測される遺伝子変異
のいずれが最も重要に網膜格子状変性の発
症に関与しているのか、また COL4A4 遺伝
子が網膜格子状変性の発症機序・病態にどの
ように関与しているのかは不明なままであ

る。 
 
(7) したがって、網膜格子状変性の発症に最
も重要に関与する COL4A4 遺伝子内の変異
（責任遺伝子変異）を特定し、網膜格子状変
性の発症機序・病態を解明することは大変意
義深いと言える。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究において COL4A4 遺伝子を対象
に詳細な遺伝子解析を実行し、網膜格子状変
性の発症に関わる責任遺伝子変異を特定す
る。 
 
(2) 特定した遺伝情報をもとに COL4A4 遺
伝子の介する網膜格子状変性の発症機序を
明確にする。 
 
(3) 本研究の成果は、遺伝要因を対象とした
網膜格子状変性の新規治療薬の開発につな
がり、その医学的意義は大変高いと考えられ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 私たちの GWAS（PLoS One 2012; 7(6): 
e39300.）では、COL4A4 遺伝子のイントロ
ン 20 からイントロン 41 の間のおよそ 60kb
の領域に網膜格子状変性との顕著な相関が
認められたため、本研究では、この 60kb の
領域に位置する 21 個のエクソン（エクソン
21～エクソン 41）のダイレクトシークエン
シングを行い、網膜格子状変性と相関する遺
伝子変異を検出する。エクソン領域はゲノム
全体の約 1%ほどであるが、タンパク質に翻
訳される領域であるため、機能的に重要な領
域である。 
 
(2) 本シークエンシング解析では、日本人網
膜格子状変性患者 574 検体と日本人健常者
608 検体を対象とし、Applied Biosystems 社
のキャピラリシークエンサー（3730 DNA 
Analyzer）を用いて、エクソン領域のシーク
エンシングを系統的に実行する。実験は
Applied Biosystems 社のプロトコールを準
拠して行う。 
 
(3) 本研究では、COL4A4 のエクソン領域
の解析に加えて、イントロン領域および非翻
訳領域についても網羅的な解析を実行する。
イントロン領域および非翻訳領域は、タンパ
ク質に翻訳されない領域であり、イントロン
領域および非翻訳領域内の遺伝子変異が遺
伝子の機能に直接影響を与えることはない
ものの、遺伝子発現量の制御に関与すること
が知られている。 
 
(4) イントロン領域および非翻訳領域の網
羅的な遺伝子解析では、Imputation 法を用
いる。私たちはすでに本領域内の 34 個の
SNP（single nucleotide polymorphism：一



塩基多型）について、本研究で用いる日本人
集団（網膜格子状変性患者 574 検体と健常者
608 検体）における遺伝子型情報を得ている
ため（PLoS One 2012; 7(6): e39300.）、本
Imputation 解析ではそれら遺伝子型情報を
活用する。まず初めに、1000 Genomes 
Project（ 1000 人ゲノムプロジェクト）
（http://www.1000genomes.org/）の東アジ
ア人集団（日本人集団（JPT）、中国北京の漢
民族集団（CHB）および中国南方の漢民族集
団（CHS））のリファレンスデータを用いて、
対象領域内に存在するすべての未解析 SNP
の遺伝子型の推測（Imputation）を行う。
Imputation 解析は、MACH v.1.0.16 ソフト
ウ ェ ア （ ミ シ ガ ン 大 学 、
http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Ma
CH/tour/imputation.html）を用いて実行す
る。 
 
(5) その後、Imputation 法により見出され
た SNP について、患者・健常者間の相関解
析を実行し、網膜格子状変性と最も強固な相
関を示す SNP を同定する。同定された SNP
について、TaqMan アッセイを用いて患者お
よび健常者の実際の遺伝子型判定を行い、網
膜格子状変性との相関性を最終確認する。
TaqMan アッセイは Applied Biosystems 社
のプロトコールに準拠して行う。 
 
(6) エクソン領域を対象としたシークエン
シング解析とイントロン領域および非翻訳
領域を対象とした Imputation 解析の結果を
比較し、網膜格子状変性と最も強固な相関を
示す遺伝子変異を特定する。 
 
(7) COL4A4 のイントロン領域において、
最も強固な相関を示すSNPが認められる（研
究成果内にて後述）。イントロン領域内の遺
伝子変異は、遺伝子発現量の制御に関与する
ことが知られているため、本研究では、同定
した SNP と COL4A4 遺伝子の発現量の関連
を調査する。本遺伝子発現解析では、リアル
タ イ ム RT-PCR （ reverse transcription 
polymerase chain reaction）法を用いて遺伝
子の発現量を定量し、SNP の遺伝子型の変動
における遺伝子発現量の比較を実行する。本
遺伝子発現解析は Applied Biosystems 社の
プロトコールに準拠して行う。 
 
(8) 本研究では、すべての血液提供者に対し
て研究の目的、研究の期間と方法、予測され
る効果及び危険性、協力しない場合であって
も不利益を受けないこと、研究への参加に同
意した場合であっても、随時これを撤回でき
ること等を十分説明し、インフォームドコン
セントを得た上で研究に参加して戴いた。得
られた個人情報は連結匿名化の上、本研究に
関わらない個人情報管理者により厳重に管
理されている。 
 

(9) 本研究に参加するすべての検体提供施
設は、各々の施設の倫理委員会より本遺伝子
研究への参加を承認されている。 
 
４．研究成果 
(1) 日本人集団（網膜格子状変性患者 574
検体と健常者 608 検体）を対象としたエクソ
ン領域のダイレクトシークエンシングを実
行し、エクソン領域内の遺伝子変異を網羅的
に検出した。 
 
(2) さらに、同一の日本人集団を対象に、イ
ン ト ロ ン 領 域 お よ び 非 翻 訳 領 域 の
Imputation 解析を実行し、両領域に位置す
る計 734 個の SNP の遺伝子型情報を取得し
た。 
 
(3) (1)および(2)で取得した遺伝子変異につ
いて、患者・健常者間の相関解析を実行した
結果、COL4A4 遺伝子のイントロン領域に位
置する SNP において網膜格子状変性の発症
リスクとの最も強固な相関が認められた
（P=0.000014、オッズ比=1.43（95%信頼区
間=1.22-1.69））。 
 
(4) 同定した SNP を対象に、COL4A4 遺伝
子の発現量解析を実行した結果、SNP のリス
クアリルが COL4A4 遺伝子の発現量を有意
に 減 少 さ せ る こ と が 分 か っ た
（P=0.0000066）。 
 
(5) 以上より、COL4A4 遺伝子のイントロ
ン領域内の SNP を介した COL4A4 遺伝子の
発現量の低下が網膜格子状変性に関与する
ことが推測された。本研究の成果により、網
膜格子状変性の発症メカニズムの解明が大
きく進展することが期待される。 
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