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遺伝性網膜脈絡膜疾患の分子遺伝学

―疾患遺伝子同定の戦略―

真島 行彦
慶應義塾大学医学部眼科学教室

要

目 的 :遺伝性網脈絡膜変性症の疾患遺伝子の同定
法,ク ローニング法の戦略を述べる。

対象と方法 :疾患遺伝子のクローニングには主にファ

ンクショナルクローニング,ポジショナルクローニング

および位置的候補遺伝子アプローチの 3つの方法が行
われてきた。我々のグループは網膜で多く発現 している

新規遺伝子のクローニングを行い,その遺伝子の染色体

マッピング,組織での発現を明らかにし,位置的候補遺伝

子アプローチにより疾患遺伝子の同定を試みた。

結 果 :最近の約 10年間にファンクショナルクロー
ニングにより1疾患,ポジショナルクローニングにより
9疾患の疾患遺伝子が同定され,位置的候補遺伝子アプ
ローチにより,19種類の遺伝子が疾患遺伝子として明ら

約

かにされた.我 々のグループは 3つの新規遺伝子をク
ローニングし,組織発現部位を明らかにしたが,現在網脈

絡膜変性症の疾患遺伝子とは関連がない。

結 論 :21世紀にはヒトゲノムの全塩基配列が決定
するので,位置的候補遺伝子アプローチ法が疾患遺伝子

同定の主流となる。したがって,今後疾患遺伝子の同定に

重要なことは,遺伝性疾患の大きな家系の収集および連

鎖解析による疾患の染色体マッピングである.(日 眼会誌

103:165-177,1999)

キーワード:遺伝性網脈絡膜変性症,位置的候補遺伝子

アプローチ,ポジショナルクローニング,

ファンクショナルクローニング

Molecular Genetics of Inherited Chorioretinal Dystrophy

-Strategy for Identifying Disease-causing Genes-

Yukihiko Ma.shima
Department of Ophthalmology, Keio Uniuersity School of Medicine

Abstract
Purpose: To review the strategies for identifying associated with chorioretinal diseases.

the causative genes of inherited chorioretinal dis- Conclusion: In the next century when the Human
eases. Genome Project is finished and the human genome

Methods : Three techniques, namely functional has been sequenced completely, the positional candi-
cloning, positional cloning, and positional candidate date gene approach will become the predominant
gene approach, have been used for this purpose. Our methoil of disease gene discovery. The future suc-

strategy for identifying the causative genes of inher- cess of this method is predicated on increasingly
ited chorioretinal diseases is to clone retina - en- dense mapping of the responsible genes by linkage
riched genes, learn their chromosomal map position, analysis of multiple affected families with inherited
and identify their expression in the retina. chorioretinal diseases. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 :

Results : In the past l0 years, one gene has been 165-177, 1999)

cloned by functional cloning, I genes by positional
cloning, and 19 genes by the positional candidate Key words: Inherited chorioretinal diseases,Posi-
gene approach. Our strateg'y has itlentified 3 novel tional candidate gene approach,Posi-
genes expressed in the retina, but they have not been tional cloning, Functional cloning

別刷請求先 :160-8582 東京都新宿区信濃町 35 慶應義塾大学医学部眼科学教室 真島 行彦
(平成 10年 8月 17日 受付,平成 10年 10月 15日 改訂受理)
Reprint requests to:  Yukihiko Mashilna, M.D.    1)epartrYlent of Ophthalin01ogy, Keio University Sch001 0f Medi

cine. 35 Shinanornachi, Shinjuku― ku, 
′
:「oky0 160-8582, Japan

(Received August 17, 1998 and accepted in revised form October 15, 1998)



166

I緒  言

現在ものすごい勢いで,遺伝性眼疾患の病因遺伝子が

明らかにされている。これは 1991年に始まったヒトゲノ

ム解析計画により,遺伝子工学の基盤技術の進歩,機器や

システムの開発,そ してデータの収集,管理,情報ネット

ワークの拡大などの成果である.当初の目標では,2005

年までには高密度の遺伝地図,物理地図が作成され,最終

的にはヒトゲノムの完全な全塩基配列が決定される
1).

1980年代半ばまでの遺伝性網膜脈絡膜疾患に関する

研究は,疾患遺伝子変異の結果生じた臨床像を電気生理

学的検査を始め種々の方法で解析し,それらを基に疾患

分類を中心に行われており,病因を解明することまでは

できなかった。1970年 代以降の分子生物学の進歩によ

り,遺伝性疾患の分子レベルでの解析が可能になると,ま

ずファンクショナルクローニングが中心となり,生化学

的異常が判明した疾患の遺伝子のクローニングが行われ

た.しかし,こ の方法で遺伝子がクローニングされた遺伝

臨床病型

(表現型 )

日限会誌 103巻  3号

性網膜脈絡膜疾患は唯一,次に述べる脳回状網膜脈絡膜

萎縮である。一方,1980年代後半から,ポ ジショナルク

ローニングや候補遺伝子アプローチという手法により,

生化学的異常が不明であっても,病 因遺伝子を直接ク

ローニングすることが可能になり
2),現
在,遺伝性網膜脈

絡膜疾患の研究が一気に進んだ
3).病
気の本体が遺伝子

レベルで明らかにされれば,今後は分子レベルでの疾患

の解析が可能になり,臨床医学に多くの情報が提供され

る.さ らには,新たな治療または遺伝子レベルでの治療の

道が開ける。

疾患遺伝子の同定,ク ローニングには主に3つ の方法

(フ ァンクショナルクローニング,ポ ジショナルクローニ

ングおよび位置的候補遺伝子アプローチ)があるが (図

1),我 々は5年前にこれらの手法に関して当時の現状を

総説で述べた
°。当時は位置的候補遺伝子アプローチに

よる遺伝子同定が主流であったが,候補となる新規遺伝

子の数が限られていたことが問題であり,我々はそれに

対して網膜組織に特異的に発現している新規遺伝子のク

ローニングと染色体上マッピングの必要性を提案した。

我々はこの5年間に,その戦略に基づき遺伝性網膜脈絡

膜疾患における病因遺伝子の同定を行ってきた。また,こ

の 5年間に冒頭でも述べたように,遺伝性網膜脈絡膜疾

患に関する情報量が飛躍的に増え続けきたので,本総説

では遺伝性網膜脈絡膜疾患における病因遺伝子がどのよ

うにして同定され,解析されてきたかを,当科のデータも

含めて述べる。

ファンクショナール

クローニング

病態生理

生化学的異常

蛋自分子

遺伝子

|

|

|

|

ポジショナルクローニング

位置的候補遺伝子アプローチ
|遺伝子の染色体マッピング

疾患の染色体マッピング

図 1 疾患と原因遺伝子を明らかにする方法 .

図 2 脳回状網膜脈絡膜萎縮の眼底写真 .
(Inana陣 十のご好意による)
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OAT遺伝子変異を図 3に示 した。変異は各エキソンに
分布している。OAT遺伝子の変異に関して特徴的なこ
とは,日 本人,フ ィンランド人,英国人,レバノン人,イ ン

ド人,ユ ダヤ人,ポルトガル人などそれぞれに特異的な変

異が報告され,人種により変異が異なることから,各地域

においておunder mutation(創 始者変異)と して存在す

ることを示している
8,¬η.OAT遺伝子内のいろいろな

変異が脳回状網膜脈絡膜萎縮という単一の病気を生じる

(genetic heterogeneity)。 臨床的にビタミンB6投与によ

り,血中のオルニチン値が低下する型としない型が存在

するが,多 くは後者である
lS)。 ビタミンB6反応型の変異

がこれまで 3か所報告 12)15"6)さ れている。ビタミンB。 反

応型の方が進行がやや遅い。

フィンランド人息者の間では少なくとも2種類の変異

(Arg 180 Thr,Leu 402 Pro)が比較的多 くみ られ,し か

も,ホモ接合体(homozygote)の 遺伝子変異を示すことが

特徴である
9).し たがって,こ れら2つの変異がフィンラ

ンド人の間で比較的多く保因されていることが考えられ

る。一方,同 じようにほぼ単一民族で,地域的に隔離され

た日本人患者では特有の 8種類もの変異が報告され,7

人中 5人がホモ接合体の遺伝子変異を示 している・ '。 日

本人患者の場合は血族結婚が多い.ア メリカからの報告

は血族結婚は少なく,ヘテロ接合体同士の遺伝子変異を

もつ患者が比較的多く(cOmpound heterozygOte),人 種

的,地域的交流が盛んであることが関係していると思わ

れる.

III ポジショナル クローニ ングによる

遺伝子クローニ ング

1.ポジショナルクローニングとは

連鎖解析によるマ ッピング

染色体

B

DNAマーカー DNA カ ー

II ファンクショナルクローニ ングによる

疾患遺伝子 クローニ ング

1.脳回状網膜脈絡膜萎縮の病因遺伝子

脳回状網膜脈絡膜萎縮は,常染色体劣性遺伝形式を呈

する,比較的まれな遺伝性眼疾患である。小児期において

夜盲を初発症状とする症例が多い
5).眼
底所見は特徴的

であり,赤道部を中心に脳表面の脳回を思わせる,自色～

黄白色の脈絡膜網膜萎縮病変が多発し,後極部に向かい

進行していく(図 2)。 強度近視,自 内障を高頻度に合併す

る.病変は進行性であり,40～ 50代 までには高度の視力

障害をもたらす。本疾患においては,1973年 に高オルニ

チン血症,高オルニチン尿症が報告され,体液中(血液 ,

尿,脳脊髄液)のオルニチンの増量が明らかとなり,その

後,1977年 にオルニチン代謝経路の中で ornithine― am―

inotransたrase(OAT)活性の欠損,高 度低下が発見され

た.OAT蛋自が精製され,抗体を用いて OATcDNAが
1986年 にクローニングされた

6'.その後,染色体マッピン

グおよび遺伝子構造も明らかにされた
7).

2.OAT遺伝子構造と遺伝子変異の特徴
OAT遺伝子は第 10染色体の長腕に存在し(10q26),
サイズは約 22 kbで あり,11個 のエキソンから成る.翻

訳開始部位はエキソン3に存在する.解読枠の転写によ

り439個 のアミノ酸残基から成る分子量 48Kの OAT
前駆体が形成される。OAT遺伝子の発現を調節するプ
ロモーター領域には,体中どこの組織でも発現する構造

(GC enrichment,Sp l binding site)と ,組織特異性に発

現を調節する構造 (atypical TATA box,CCAAT box)の

両方の構造が存在する.OATは ミトコンドリアマ ト

リックス酵素であるが,OAT前駆体 (439個のアミノ酸

残基)が細胞質からミトコンドリアヘ移行する際に重要

なリーダー配列は最初の 32個のアミノ酸残基であり,プ

ロセシングにより切り放され 407個 のアミノ酸残基の分

子量 45Kの OATと なる.OATは ビタミンB6を補酵素
としており,コ ドン292(エ キソン8)の リジンおよびその

周囲のアミノ酸残基がビタミンB6の結合部位とされて

いる。

これまでに報告された脳回状網膜脈絡膜萎縮における

Vlt B 6結合ドメイン

エキソン

100 bp

図 3 脳回状網膜脈絡膜萎縮にみられる遺伝子変異 .
○ :ミ スセンス変異,● :ノ ンセンス変異,△ :欠失 (数

塩基).▲ :欠失 (数キロ塩基,エキソン 6を 含む),▽ :ス

プライシング変異,□ :挿 入(数塩基)バーは 100 bp

染色体DNAのクロー三ング

~~~~…  YACク ロー ン

| (～

2000kb)

ⅡⅡ~_Ⅱ
. _―

… …
 BACクローン (～ 300kb)
|  コスミッドクローン (～40kb)
ロ  ファージクローン (～ 20kb)

† プラスミッドクローン(～ 1 0kb)
■■

候補遺伝子のクローニング (エキソントラッピング等)

|

遺伝子変異の存在

|
疾患遺伝子として同定

3

▲
．
Ｉ

ＡＴ 4 5 6 7 8 9 10 11

▲
テ
Ｉ

ＴＣ

図4 ポジショナルクローニングのストラテジー
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図 4にポジショナルクローニング法のシェーマを示し

た。第 1のステップは,連鎖解析により疾患遺伝子の染色

体上での座位を明らかにする。この場合,連鎖解析で判明

する最小の距離である 1セ ンチモルガン(lcM i減数分

裂時に 2つの座位間で 1%の確立で組み換えの生じる遺

伝子上での最小の距離で,染色体上では約 106塩基また

は 1,000 kbに 相当)ま で近接するDNAマ ーカーを単離
することが必要である。コロイデレミア,ノ リエ病,X染

色体伴性網膜色素変性 (RP 3)の ように,染色体の部分欠

失,転座部分などをもつ症例が存在すれば,遺伝子の座位

をより狭い領域に精密に決定でき,遺伝子のクローニン

グをより有利に進めることができる。第 2のステップは,

連鎖解析により決定されたDNAマ ーカー座位から病因
遺伝子に向かい担念に染色体上の DNAを 調べていく。
その場合,染 色体上の DNAを 200～2,000 kbま で ク
ローニングできる酵母人工染色体 (yeast art減 cial chro―

mosome,YAC)ベ クターを用いて,完全整列クローン(コ
ンテイグ)地図を作成し,重要と思われるゲノム領域に関

しては,さ らに高密度なコンテイグ地図を作成するため

に,300 kbま でクローニングできる細菌人工染色体 (bac―

terial artificial chromosome,BAC)′ ベクター,40 kbま
‐
で

のコスミッドベクター,20 kbぐ らいまでのファージベ

クターや 10 kbま でのプラスミドベクターヘと,目 的に

応じて DNAを ダウンサイジングしてクローニングして
いく。クローニングされたDNA断片から遺伝子を同定
するために,zoo blot,CpGア イランドの同定,エキソン

トラップなどの手段を用いて遺伝子の一部であるエキソ

ン領域がみつかれば,こ れをプローブとして用いて,網膜

の cDNAラ イブラリーから候補となるcDNAを クロー
ニングすることができ,続いて遺伝子の全構造が決定さ

れる.そ して対象としている疾患において,その遺伝子内

に突然変異の存在を確認することで,最終的に疾患遺伝

子として同定される。しかしながら,こ の方法は膨大な時

間と労力が必要である.も し,その領域に既知の遺伝子が

存在すれば,次に述べる位置的候補遺伝子アプローチ法

を選択する。レーベル先天盲(Leber's congenital am―

aurosis)の 疾患遺伝子は,ポ ジショナルクローニングの

日眼会誌 103巻  3号

過程で,後述する候補遺伝子アプローチ法で明らかに

なった1".表 1に これまでにポジショナルクローニング

によリクローニングされた網脈絡膜疾患を示 した。8年

間で 9個 の遺伝子がクローニングされたに過 ぎない

が 20)～ 30),最近の 3年間で 7つ の遺伝子がクローニング

されたので技術,情報管理の進歩が早い速度で進んでい

ることを示している.ま た,多 くはX染色体に位置する

疾患であり,ま た,染色体の転座や欠損を伴った疾患に多

い.ノ リエ病に関しては,本邦では大庭ら
31)の
総説がある

が,同 じ遺伝子の変異で家族性滲出性硝子体網膜症 (X染

色体伴性)を生じる。

2.X染色体伴性先天網膜分離症

最近,X染色体伴性先天網膜分離症の疾患遺伝子

(XLRS I)が クローニングされたが,1985年 に Galら が

DNAマーカーを報告してから,疾患遺伝子に lcM以内
まで近づくのに約 10年 を要し

32),1997年 に疾患遺伝子

(XLRS l)がグ百―ニングされた25)。 この蛋自のアミノ

酸構造をみると,細胞の接着因子である discodinと ホモ

ロジーを有し,発生期における細胞と細胞の接着に重要

な働きをしていることが想像される。エキソン4～6が

discOdinと ホモロジーを有するが,ミ スセンス変異はエ

キソン4～6に存在し,一方,翻訳開始コドン変異,エキソ

ン1お よびプロモーター領域の欠失,ス プライシング変

異といった蛋自の発現を障害する変異がエキソン 1～3

に存在する
25助 3● .したがって,エキソン4～6は 機能的

に重要な領域を意味していると思われる.我々も9人の

日本人息者において 9つの変異を見出し,同様の結果を

得た。また,そのうち4つの変異は欧米人とは全 く異なる

日本人特有の変異であつた。5つ は欧米人にみつかった

変異と同じであったが,このことは先祖を同じくすると

いうよりは,■,RSI遺伝子内に各々独自に変異が生じ

たと考えられる。,⊂況SI遺伝子内のいろいろな変異が

先天網膜分離症という単一の病気を生じる。

IV 位置的候補遺伝子アプローチに
よる疾患遺伝子の同定

以下の 3つの方法がある

表 1 ポジショナルクローニングされた網脈絡膜変性症の疾患遺伝子

疾患 報lli年 遺伝子 染色体 丈1状

コロイデレミア

ノリエ病

X染色体伴性網膜色素変性症 (PR3)
スタルガルト病

先天網膜分離症

ベス ト病

X染色体伴性停在性夜盲 (不全型)
アッシャー症候群Ⅱa型

X染色体伴性網膜色素変性症 (PR2)

(1990年 )

(1992年 )

(1996年 )

(1997年 )

(1997年 )

(1998年 )

(1998年 )

(1998年 )

(1998年 )

Xq21.2

Xpl1 3

Xp21.1

lp21-22.1

Xp22.2

1lq13

Xll.23

l p41

Xpll.3

REP_1(Rab escort protein_1)

norrin
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く存在せず,ある疾患に特異的に存在し,②元のアミノ酸

が種族を越えて保存され重要な意味をもっていて,さ ら

に,③その変異が家系内で疾患とともに遺伝していれば,

単なる多型ではなく突然変異と断定することができ,そ

の遺伝子が疾患遺伝子として同定されることになる。図

5に ロドプシン遺伝子の同定のシェーマを示す。現在ま

でに約 50種類のロドプシン変異が報告されている.欧米

人ではadRP患者の約 25%がロ ドプシン変異とされて

いるが3o,本邦での報告
87)-41)は
少なく,日 本人ではロド

プシン変異の患者は少ないと思われる。図 6は ロドプシ

家系図

1.網膜特異的な既知の遺伝子からのアプローチ

この方法を用いて最初に疾患遺伝子としてロドプシン

が同定されたのは,常染色体優性遺伝網膜色素変性

(adRP)で ある
35).既に染色体マッピング,構造,機能の判

明した遺伝子を対象に,その遺伝子と連鎖解析により

マッピングされた疾患とが同じ染色体上に位置している

場合,その遺伝子内に疾患に特異的な突然変異が存在す

るか否かを調べていく方法を位置的候補遺伝子アプロー

チという。対象疾患の患者において候補となる疾患遺伝

子内に,①アミノ酸の変化が存在した場合,正常人には全

ロドプンン

ｑ

ゴ
■

DNAマ ーカー i C 17

3番染色体

図 5 ロドプシンと常染色体優性網膜色素変性 .
連鎖解析により,こ の家系の疾患遺伝子は 3番染色体長腕にマッピングされた。次に,候補遺伝子アプローチ

法により疾患遺伝子としてロドプシンが同定された.

図6 ロドプシン Glu 181 Lys変 異による常染色体優性網膜色素変性の眼底写真 (39歳 )
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ン遺伝子の Glu 181 Lys変 異がみられた adRPの眼底写

真である
l'9).色
素沈着は下方網膜中心にみられる。

2.遺伝性網脈絡膜変性動物モデルからのアプローチ

ペリフェリン/RDS遺伝子は遺伝性網膜変性の動物モ

デルである rds(retinal degeneration slow)マ ウスから

出発した方法である。優性遺伝するこの動物モデルの疾

患遺伝子が 1989年にクローニングされ,こ の cDNAプ
ロープを用いてヒトにおいても同じ遺伝子が存在するこ

とが 1991年に明らかにされ
42),ヒ トでは第 6染色体短腕

にマッピングされた日)。 ペリフェリン/RDSは 346個 の

アミノ酸から成り,ロ ドプシンと同様に梓体円板膜を4

回横切る構造をしており,接着分子として円板膜形成と

図7 ペリフェリン/RDS Cys 214 Ser変 異による常染色体優性網膜色素変性(52歳 )

図 8 cGMP phosphodiesterase β―subunit lle 535 Asn変異による常染色体劣性網膜色素変性 (49歳 )

安定化に重要な機能をしていると考えられている。さら

に,ベ リフェリンは錐体外節にも存在する.

連鎖解析により第 6染色体短腕にマッピングされた

adRP家系においてペリフェリン/RDS遺伝子との強い

連鎖が報告されたので,数多くのadRP患者をスクリー

ニングした結果,数家系においてペリフェリン/RDS遺

伝子変異がなつかり,疾患遺伝子として同定された
14■5).

また,網膜色素変性の亜型である自点状網膜炎や,さ らに

黄斑部変性症においてもペリフェリン/RDS遺伝子内に

変異がみつかっている.("″ )。今までは,ある一つの遺伝子

はその中に種々の突然変異を生じても,一つの臨床表現

型(phenOtype)の みを表現するという考えであったが,

日眼会誌 103巻  3号
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表 2 位置的候補遺伝子検索により同定された遺伝子
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遺伝子 (染色体座位 ) 報告年 疾患 文献

RDS(6pll.2-211)

PDEB(4p163)

norrin(Xpll.3)

TIMP3(22q13-ter)

CNGC(4p14-q13)

RDS and ROヽ1-1(6pll and llq13)

PDEA(5q31-34)

myosin VΠ A(1lp13.5)

arrestin(SAG)(2q37.1)

RETGC(17p13.1)

GNATl(3p21)

PHOK(13q34)

CRALBP(15q26)

RPE65(lp31)

CRX(19q13.3)

TULPl(6p21.3)

GUCAlA(6p21.1)

CNGA3(2qll)

(1990)

(1992)

(1993)

(1991)

(1993)

(1993)

(1994)

(1993)

(1994)

(1994)

(1994)

(1995)

(1995)

(1995)

(1996)

(1998)

(1996)

(1997)

(1997)

(1997)

(1997)

(1998)

(1998)

(1998)

(1998)

adRP

arRP

adCSNB
adRP(動物モデル)

rnacular dystrophy

arRP(動物モデル)

adCSNB
fanlilial exudative vitreoreinopathy

Sorsby's fundus dystrOphy

arRP

digenic RP

arRP

Usher syndrome type IB(動 物モデル)

(:)guchi disease

Leber.s congenital arnaurOsis

ad cone‐ rod dystrophy

adCSNB(Nougaretお rm)

Oguci dsease

arRP

Leber's congenital arnaurosis

ad cone‐rod dystrophy

Leber's congenital anlaurosis

arRP(動物モデル)

ad cone dystrophy

total colorblindness

３

９

団

４４

“

５３

●

ｍ

６１

２

“

６４

“

“

Ю

げ

６８

∞

η

７１

”

％

Ｖ

％

７７

72

74

55

oess+7Ernift)
RHO: rhodopsin,RDS: retinal degeneration slow, PDEB:rod CGMP phosphodiesterase 6 subunit, TIMP3:
tissue inhibitor of metalloproteinases-3, CNGC : rod cGMP-gate cation channel o subunit . PDEA : rod cGMP
phosphodiesterase a subunit, RETGC: retina-specific guanylate cyclase . GNAT1 : rod transducin c subunit,
RHOK : rhodopsin kinase . CRALBP : cellular retinaldehyde-binding prote-in , CRX : cone-rod homeobox .

TULP1: tubby-like protein 1, GUCA 1A : guanyl cyclase activator 1A , CNGA3 : o-subunit of the cone
photoreceptor cGMP-gate cation channnel , RP : retinitis pigmentosa , CSNB : congenital stationary night
blindness, ad: autosomal dominant, ar: autosomal recessive

位置的候補遺伝子検索

|

疾患遺伝子の確定

図 9 遺伝性眼疾患の疾患遺伝子解 明 の ためのス トラテ
ンー .

ペリフェリン/RDSの場合は異なるいくつかの臨床表現
型を表現している.ペ リフェリン/RDSは 粁体と錐体の

両方に存在するため,このようにアミノ酸変異の違いに

よりどちらか一方が優位に障害されると異なる臨床表現

型を呈するものと考えられ,本遺伝子変異の臨床表現型

は多彩なことが特徴である。図7にペリフェリン/RDS

遺伝子変異の症例の眼底写真を示す
48).黄斑部にも変性

がみられ,明 らかにロドプシン遺伝子変異の症例 と眼底

所見は異なる。現在までにペリフェリン/RDS遺伝子変
異は約50種類が報告されているが(網膜色素変性および

黄斑部変性症),本邦においても5種類ほど報告 18,-52)さ

れている。

同様に,動物 モデルからのアプローチによりBPDE
遺伝 子

53),賀
寛PI遺 伝 子 "詢が 同定 され た。図 8は

BPDE遺 伝子変異の常染色体劣性遺伝網膜色素変性患
者の眼底写真である

56).

1.ま たは 2.の 方法で主に視細胞で作用 している遺伝

子が検索 され,表 2に示す遺伝子が疾患遺伝子 として同

定された
19,35)14)ヽ 17)53,‐ 5)57)ヽ ア7).

3。 新たな網膜特異的遺伝子のクローニングからのア

プローチ

遺伝性の網脈絡膜疾患の疾患遺伝子同定のために,網

膜特異的 cDNAラ イブラリーを作製し,そ こから新規遺
伝子をクローニングし,さ らに染色体にマッピングし,位

置的候補遺伝子アプローチを効率良く応用するというも

ッピング

眼組織内での発現部位

|

クローニン

(網膜、毛様体、
柱帯)で多く発現している

遺伝性眼疾患の

染色体マッピン

RHO(3q21-24)
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のである(図 9)。 この戦略により,cOne‐ rOd dystrOphyの

病因遺伝子である cOne― rod homeobox(CRX)遺 伝子が

クローニングされた7371).同様の戦略はマイアミ大学の

Bascoln Palmer Eye lnstitute C)George lnanaら のグ

ループでも行われ,リ カバリン
78),HRG 4'9がクローニン

グされたが,これらの遺伝子は現在疾患遺伝子として同

定されていない。

我々の慶應大学グループも疾患遺伝子同定のために,

同様の戦略を用いて,1993年 からクローニングを開始し

たm)。 すなわち,以下の 5つのステップで我々は現在まで

に 5つの遺伝子のクローニングおよび染色体マッピング

を行い,そのうち 3つに関しては抗体を作製し,眼組織で

の発現を明らかにした.

1)網膜特異的 cDNAラ イブラリーの作製

網膜 cDNAラ イブラリーから脳 cDNAラ イブラリー

を差 し引き(subtractional hybridization法 )す ることに

より,網膜に特異的に発現しているcDNAを 集める.さ

らに,肝 ,胎児脳,胎児肝および胎盤などの組織のcDNA

をプローブとして用い,他の臓器に発現 しているcDNA

を除去し,網膜に強く発現しているcDNAを約 100選択
した (differential hybridization法 ).

2)数 100 bpの塩基配列を決定し,データベースから

未知のクローンを30個選択した。

3)ノ ーザンブロット法で網膜に多く発現しているク

ローンを20個選択した。

4)11個 のクローンに関して fluorescenceれ sjιθ hy―

bridization(FISH)法 による染色体マッピングを行った。

現在までに報告されている遺伝性眼疾患の染色体マッピ

ング情報と比較した(1994～ 1995年 当時).

5)染色体にマッピングされた疾患を基に,5つ のク

ローンに関して全 cDNAの構造解析を行ったが,さ らに

網膜脈絡膜変性と強く関連すると思われた以下の 3つの

クローンに注目し,遺伝子構造解析,組織発現,変異検索

を行った。

a)ミ オシリン(myOcilin,遺 伝子名はνYOC)

染色体 l q 23～ 24に存在し,mRNAは約 2.3 kb,ノ ー

ザンブロット法で網膜,毛様体,骨格筋,心筋などに発現

がみられる。アミノ酸配列 (504ア ミノ酸)は オルファク

トメジンに相同性のある部分(40%)と ,ミ オシンに相同

性のある部分(25%)と から構成されている.こ の新規遺

伝子は運動蛋自質ミオシンに相同性を有していたので,

我々はミオシリンと命名した
8°
.ミ オシリンはマウス網

膜では外顆粒層で発現し,免疫電子顕微鏡による観察で

は視細胞の結合線毛の基底器官に存在する細胞骨格蛋白

である.結合線毛は粁体内節と外節とを結合する機能を

もつ.さ らに,ミ オシリンは嗅覚組織の感覚上皮,蝸牛の

線毛細胞にも発現している.我々は,当初ミオシリンの組

織発現部位から,ア ッシャー症候群 2A型の病因遺伝子
と考え(l q 32～ q41),ア メリカとの共同研究によリアッ

日眼会誌 103巻  3号

シャー症候群 2A型の 10家系を検索したが,遺伝子異

常は同定できなかった
82)。 その後,1997年 にStoneら の

グループは,若年性家族性開放隅角緑内障 (染色体 l q 23

～q25)の 病 因遺伝子 として trabecular meshwork in―

duced glucOcOrticOid respOnse(TIGR)遺 伝子 を報告“
'

した。これは,グルココルチコイド投与後の培養隅角線維

柱帯細胞で発現が誘発される蛋白質であるが,ミ オシリ

ンと同一のものであった。現在,ミ オシリン/TIGR変異

が 20種類ほど報告84'さ れている。我々のグループはマウ

スのミオシリンをクローニングしたが,ヒ トの ミオシリ

ンと約 82%の相同性があり,隅角の線維柱帯に発現がみ

られた85)。 今後はミオシリン遺伝子の過剰発現による影

響を調べるトランスジェニックマウスや遺伝子の機能を

抑制したノックアウトマウスによる解析を予定してい

る。

b)網 膜特異的アミンオキシダーゼ[retina― speciic

amine o対 dase(RAO),遺伝子名はスOC2]

染色体 17q21に 存在 し,mRNAは 約 2.3 kb,ノ ーザ
ンプロット法で網膜だけに発現がみられる。アミノ酸配

列 (729ア ミノ酸)はほ乳類の銅依存性アミンオキシダー

ゼと60～ 80%の 高い相同性を示したため,我々は網膜特

異的アミンオキシダーゼと命名した
い).Ls力α hybridi―

zation法 ではマウス網膜の神経節細胞に発現がみられ

た8η .当初は染色体 17qに マップされた常染色体優性網

膜色素変性の疾患遺伝子を想定していたが,発現パター

ンから遺伝性の視神経萎縮症の疾患遺伝子と考え,6歳

までに発症している視神経萎縮,ま たは視神経低形成患

者の DNAを 検索している。ラット副腎のジアミンオキ
シダーーゼはプ トレッシンからγ

―aminobutyric acid(GA―

BA)を 合成することが知られているので
88),ヒ ト網膜に

おいて RAOは GABAを 合成していることが想定され,
現在生化学的に検討している.マウス網膜の GABAの染
色パターンはアマクリン細胞と一部の神経節細胞が染色

される。したがって,こ の一部に染色された神経節細胞に

おいて RAOが関係している可能性がある。
c) IInnlunoglobulin superfamily containing leucine―

rich repeat(ISLR)

染色体 15q23～ q24に 存在 し,mRNAは 約 2.3 kb,
ノーザンブロット法で網膜だけでなく,多 くの組織に発

現がみられる(心臓,骨格筋,膵臓,胸腺,前立腺,睾丸,卵

巣,小腸,甲状腺,副腎,脊髄)8動 。ただし,脳 には発現はみ

られない。アミノ酸配列から,機能として構造蛋白,接着

蛋自が考えれられる。Bardet― Biedle症 候群は肥満,精神

発達遅延,多指症,網膜色素変性,性腺機能低下症を呈す

る全身疾患であるが,病因遺伝子の 1つが染色体 15q22

～q23にマッピングされている").ISLRの 組織の発現パ

ターンとBardet― Biedl症 候群の染色体マッピングから

考え,ISLRが Bardet― Biedl症候群の疾患遺伝子である

可能性も考えられ,現在解析中である。
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Vお わ り に

21世紀にはヒトゲノムの全塩基配列が決定され,あ る

程度機能遺伝子の存在が明らかになるので,ポ ジショナ

ルクローニング法により遺伝子をクローニングする必要

はなくなる。すなわち,ある遺伝性疾患が染色体上に精密

にマッピングされれば,目 的の領域にいくつかの遺伝子

が存在するので,それを 1つずつ候補遺伝子 として検索

していくことになる。21世紀には位置的候補遺伝子アプ

ローチ法が疾患遺伝子同定の主流となり,疾患遺伝子が

同定された場合,その遺伝子の機能解析,さ らに,疾患の

発症機序を解明していくことにつながる。したがって,今

後疾患遺伝子を同定してい くために重要なことは,遺伝

性疾患の大 きな家系の収集および疾患の染色体マ ッピン

グである。一方,疾患は少ないと思われるが,生化学的異

常が判明した疾患に関しては,フ ァンクショナルクロー

ニング法により,遺伝子がクローニングされることにな

る。現在,本邦においては遺伝性網脈絡膜疾患の大きな家

系調査,臨床解析は少なく,遺伝性疾患の染色体マッピン

グはほとんど行われていない
。1).我々のように,網膜で発

現している新規の遺伝子をクローニングした場合は,疾

患遺伝子の染色体マッピングを進めている海外のグルー

プと共同研究で進めていくしかない。

本論文を終えるに当たり,ご校閲を賜りました小口芳久教

授に深謝いたします.
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