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網膜の変性と再生に関する研究
網膜色素変性症の遺伝子診断・治療を目指して

サブテーマ２　網膜細胞で発現している遺伝子の網羅的解析

サブテーマ１　網膜色素変性症の原因遺伝子探索　

網膜色素変性症とは？
　網膜色素変性症患者６８名と
対照晴眼者６８名から血液の提
供を受け、これからゲノムDNA
を抽出しました。既知原因遺伝
子および新規原因遺伝子候補の
遺伝子座の塩基配列を決定し、
変異の有無を調べました。さら
に一塩基多型(SNP)を求め、この
領域のハプロタイプを推定しま
した。

疾患原因遺伝子のSNP解析
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シーケンシング 変異の例（ロドプシン遺伝子）

-CGCAGCCCCTTCGAG-

-ArgSerProGluTyr-   

-CGCAGCCACTTCGAG-

-ArgSerHisGluTyr-   

正常

網膜色素変性症

患者の既知原因遺伝子上に見出された変異

　網膜色素変性症とは、夜盲の自覚から始まり、次第に視
野狭窄が起こり、最後に失明に至る遺伝性の網膜変性疾患
です。当センターを含め全国の障害者施設に入所している
視覚障害者の中で最も多いのが網膜色素変性症の患者さん
です。米国では、この疾患を引き起こす原因遺伝子がすで
に数十種類報告されています。このように多様な遺伝子が
原因となりうる疾患であるため、まだ多くの未発見の原因
遺伝子が残されていると考えられています。一方、日本人
患者の原因遺伝子は、まだほとんどわかっていません。そ
こで当センター病院眼科外来に来院された網膜色素変性症
患者の方々の協力を得て、日本人患者の原因遺伝子探索を
実施しています。原因遺伝子が分かって診断法が確立され
れば、病気の進行の程度が
予測できるようになり、ロ
ービジョンケアの現場での
リハビリテーションに活か
すことが出来ます。また将
来的には遺伝子治療法の開
発につながることが期待さ
れます。
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完全長cDNAライブラリー作製法の開発

　網膜細胞内で発現しているすべての遺
伝子を取得するために、新規の完全長
cDNA合成法を開発しました。ベクター
キャッピング法（V-キャッピング法）と
命名したこの方法は、次の特徴を有して
います。
（１）わずか３工程からなる。
（２）PCR工程を含まないので、人工
　　　的な変異が入らない。
（３）数μgの全RNAから106の独立
　　　クローンからなるライブラリー
　　　を作製できる。
（４）5'端に付加する余分なGの存在に
　　　より、完全長cDNAかどうかを
　　　判定できる。
（５）完全長cDNAクローンの含有率　
　　　が95％以上のライブラリーを作
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網膜細胞特異的遺伝子のクローン化

　V-キャッピング法を用い
て視細胞由来細胞株Y79と網
膜色素上皮細胞株ARPE-19
から完全長cDNAライブラリ
ーを作製しました。それぞれ
のライブラリーから数万個の
クローンを拾い、解析を進め
ています。これまでに、それ
ぞれの細胞で特異的あるいは
優先的に発現している遺伝子
を同定しました。この中には
転写開始点やスプライシング
が既知のものとは異なる新規
バリアントが多く含まれてい
ました。今後、これらを網膜
変性疾患の原因遺伝子候補と
して、患者のゲノム解析を行
っていく予定です。

新規バリアントの例
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　眼の網膜は外界からの光を電気化学的信号に変換して脳
に送るセンサの役割を果たしています。網膜は光を受容す
る視細胞、これを支える網膜色素上皮細胞、脳に信号を伝
達する各種神経細胞から構成されています。これらの細胞
に異常が起きると視覚障害を引き起こします。本研究は、
網膜の生化学的、分子生物学的、遺伝学的研究を行うため
に必須となる遺伝子をすべてそろえることを目的としてい
ます。具体的な目標は、次の２点です。
（１）網膜細胞で発現しているすべての遺伝子を完全長
　　　cDNAの形で収集する。
（２）網膜変性を引き起こす原因遺伝子候補として、網膜
　　　細胞で特異的に発現している遺伝子群を同定する。
　得られた遺伝子コレクションは、網膜細胞の変性や再生
のメカニズムを明らかにすること、並びに遺伝性網膜変性
疾患の原因解明に役立ちます。

研究目的

網膜の構造

国リハ更生訓練所視覚障害者の罹患疾患
（計189名）

米国の常染色体優性RP患者の原因遺伝子

Leu141Ser; Arg288Trp

Ala116Ser; Met152Val; Phe319Leu

Glu121Lys; Arg247Trp; Val302Ile; His322Tyr

Asp49Tyr; His557Tyr; Thr604Ile; Arg788His
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　変異スクリーニ
ングを行った結果
見出されたアミノ
酸変異を引き起こ
す塩基変異の位置
を染色体上に示し
ました。赤で記し
た変異は、患者で
のみ見出されたの
で、病因変異であ
る可能性がありま
す。PRPF31の変
異はエキソンーイ
ントロンの境界部
にあるため、正常
なスプライシング
が起こらなくなり
ます。
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