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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、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名の日本人arRPに対しEYSの変異解析を行い、18名の患者から7種の原
因変異を同定した。
更に我々はEYS遺伝子の片側アリルにのみ変異を認めた9名の患者に対してエキソンレベルのコピー数異常を検討するた
めMLPA法を施行した。結果、1名にエキソンの欠失、もう1名にエキソンの重複を同定した。RP患者のEYS遺伝子や他の
原因遺伝子においてコピー数変異が少なからず寄与している可能性が高い事がわかった。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa (RP) is a highly heterogeneous genetic disease with 
autosomal recessive (ar), autosomal dominant, or X-linked inheritance. We analyzed mutations of EYS and 
USH2A in Japanese arRP cases (total 100). The analysis of EYS for 100 RP patients elucidated 7 probable 
pathogenic mutations from 18 cases.
Our recent analysis of the EYS using MLPA method to assay the copy number of each exon elucidated a case 
with an exon deletion and another case with an exon duplication from 9 patients in which only one 
probable causative mutation had been detected. It is quite possible that more of copy number mutations 
latently exist in EYS and others of RP patients.

研究分野： 分子生物学、遺伝学

キーワード： 網膜色素変性　EYS遺伝子
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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ことが多い。 

 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

く存在しており(56.3%)、日本の RP の症例は

孤発例を含む arRP が 80%を占めている。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 が孤発例に見えている可能性がある。 

申請者は研究協力者である浜松医科大学

堀田喜裕教授、神戸理化学研究所高橋政代チ

ームリーダー、国立成育医療研究センター東

範行教授、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 100 名の arRP 患者を収集し、arRP の原因

遺伝子の１つである EYS(Eyes Shut Homolog)

遺伝子の変異解析を実行した。結果、日本人

arRP 患者で EYS 遺伝子に変異が検出される

頻度は 18%と大きく、特に

c.4957_4958insA(p.S1653KfsX)と

c.8868C>A(p.Y2956X)の 2 種類の変異は東ア

ジアにおける arRP の主要な原因変異の可能

性がある事を明らかにした(Hosono K. et al., 

PLoS One 2012)。日本人の RP 遺伝子診断シス

テムを構築するためには、簡便かつ精密な

EYS 遺伝子の変異解析法の開発が重要である。

しかし、EYS 遺伝子はエキソン数が多く翻訳

領域も長いためゲノム DNA を用いた変異解

析法は効率が悪い。申請者は EYS 遺伝子の

mRNA が鼻腔粘細胞に発現していることを

発見した。このことは国内外で未だに報告が

なく世界初の知見と思われる。毛根 cDNA を

用いた変異解析法は既に報告されているが

(Nakanishi H. et al., J. Hum. Genet. 2011)、鼻粘

膜から検体を採取する方が患者にとって侵

襲性は低い。また、採取法も専用の綿棒を鼻

孔へ挿入し粘膜を擦過するだけなので簡便

である。申請者は鼻粘膜から擦過した検体を

用いて簡易で精密なEYS遺伝子の変異解析法

の開発を計画した。 

またEYS遺伝子に変異が同定されている患

者の中で片側アリルの変異のみしか同定さ

れていない患者が複数例見つかっている。変

異が片側アレルにしか同定されなかった症

例の原因の１つとして、変異が見つかってい

ない片側アリルの一部エキソン領域に欠失

や重複が存在している可能性がある。その場

合、PCR ダイレクトシーケンス法では検出で

き な い た め に MLPA(Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification)を用い

てエキソンレベルのコピー数異常を検出す

る実験を計画した。 

 
２．研究の目的 
本研究は鼻粘膜から擦過した検体を用いて

簡易で精密なEYS遺伝子の変異解析法を開発

し、日本人 RP 患者の遺伝子診断に応用する

ための基礎データを収集することを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
(1) 鼻粘膜 cDNA を用いた EYS遺伝子の変異

解析法の確立 

①鼻粘膜 cDNA の合成と RT-PCR 

鼻孔から鼻腔へ専用の滅菌された綿棒を挿

入して粘膜を擦過し、RNA を抽出する。次に

逆転写反応を行い total RNA から cDNA を合

成して変異解析を行う。抽出精製される RNA

は微量であるので精製した検体ごとに

G3PDH遺伝子を用いてRT-PCRを行い cDNA



が合成されているかどうか、ゲノム DNA の

混入がないかどうかを確認する 

 

②EYS遺伝子の cDNA クローニングと遺伝子

構造解析 

①で合成した cDNAを用いて鼻粘膜に発現し

ている EYS 遺伝子の構造を明らかにする。 

 

(2) 変異探索 

患者鼻粘膜 cDNAを用いてEYS遺伝子の変異

解析を行う。片側アリルの変異のみしか同定

できなかった患者や片側アリルの欠失が疑

われた患者に対して MLPA 解析を実施する。

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。 
 
４．研究成果 

正常人の鼻腔粘膜細胞から RNA を抽出し、

RT-PCR 法を用いて鼻腔粘膜細胞に発現して

いる EYS 遺伝子の構造解析を行った。結果、

鼻腔粘膜細胞由来 cDNA からは、網膜で発現

している EYS 遺伝子のエキソン 33 の一部と

エキソン 34~44 の転写物を確認した。しかし、

エキソン1~32の転写産物はRT-PCR法では同

定出来なかった。鼻腔粘膜で発現している主

な EYS 遺伝子は、網膜で発現している転写物

と異なる構造の転写物が発現している可能

性が高い。鼻粘膜細胞由来 cDNA を用いて

EYS 遺伝子の変異解析を行うには、鼻粘膜特

異的に発現しているEYS遺伝子の遺伝子構造

や発現量について更なる検討が必要である。 

また、片側アリルの変異のみしか原因変異を

同定されていない 9 名の患者に EYS遺伝子に

ついて MLPA 解析を行った。上記 9 名につい

ては 6 名から c.4957_4958insA、3 名から

c.8868C>A 変異を同定している(Hosono K. et 

al., PLoS One 2012)。結果、c.4957_4958insA

のヘテロ接合体患者(RP12H)から片側アレル

のエキソン 1 とその周辺イントロン領域の欠

失、c.8868C>A のヘテロ接合体患者(RP8H)か

ら片側アレルのエキソン 23 とその周辺イン

トロン領域の重複が示唆された。RP12H につ

いては分離解析を行い、エキソン 1 の欠失ア

レルは母親由来であることが分かった。EYS

遺伝子の変異解析にエキソンレベルのコピ

ー数変異の検討は重要である事がわかった。 
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