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要 約

多くの疾患は遺伝的因子と環境因子の複雑な相互関係

により発症すると考えられている．遺伝的要因の強い遺

伝性疾患における遺伝子診断は確定診断である．一方，

生活習慣病に代表される多因子(多遺伝子)疾患における

遺伝子診断はリスク診断である．

遺伝子診断を行う上で，新たな つの診断技術を臨床

応用した． ) Invader法は核酸増幅を必要としない脱

polymerase chain reaction(PCR)法である．大量検体

における既知の遺伝子変異を効率良く検出するために構

築した．さらに Invader法を用いて，ミトコンドリア

DNA変異のヘテロプラスミーを定量する方法を構築し

た． )Denaturing high performance liquid chro-

matography法を利用したWAVE 解析法は，未知の

遺伝子変異をスクリーニングする方法で自動的に大量検

体が処理される．

遺伝子診断の臨床的意義は，単一遺伝子疾患と多因子

(多遺伝子)疾患に分けて考える必要がある．単一遺伝子

疾患における遺伝子診断の臨床的意義は，以下の つが

考えられる． )遺伝子変異型に基づく新たな臨床分類

により疾患が整理された． )確定診断のための遺伝子

診断で，現在臨床応用された疾患はレーベル病である．

)早期診断，早期治療のための遺伝子診断として，臨

床上有用なのは開放隅角緑内障である．家族歴は緑内障

の危険因子の一つであり，現在，緑内障遺伝子はmyo-

cilinと optineurinが明らかになっている．発症前に遺

伝子変異が確認されれば，早期治療が可能となる．日本

人においては，myocilin変異は ，optineurin変異

は にみられた．

多因子疾患における遺伝子診断の臨床的意義は，主に

リスク診断である．単一遺伝子疾患との違いは，対立遺

伝子の浸透率の違いで，疾患の発症リスクは数倍程度に

すぎない．多因子疾患における遺伝的要因の解明は疾患

感受性遺伝子の同定を行う．方法は候補遺伝子多型を

マーカーとして，多数症例［原発開放隅緑内障(POAG)

名，正常眼圧緑内障(NTG) 名，正常人 名の

合計 名)］を用いて case-control関連研究を行った．

緑内障感受性遺伝子同定するに当たり，候補遺伝子法を

用いて 遺伝子 多型を検討し，統計学的に有意の関

連があった遺伝子は， ， ， ，

， であった．レーベル病患者の萎縮期

には緑内障様の視神経乳頭陥凹を来すが，ミトコンドリ

ア DNA変異が緑内障進行の危険因子であるか否かを検

討した．その結果，緑内障患者 名中 名に変異がみ

られたが，正常人 名には確認されなかった． 名の
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Abstract

平均診断時年齢は ± (平均値±標準偏差)歳と

高齢であった．緑内障は加齢とともに有病率は上昇する

が，ミトコンドリア DNA変異が特に高齢者の緑内障患

者に関連する可能性が示唆された．

レーベル病はミトコンドリア DNA変異と環境因子が

関連して発症する多因子疾患であるが，視神経萎縮には

酸化ストレスやアポトーシスが関与していることが報告

されている．今回， 変異を持つレーベル病患者

名において，酸化ストレス( 遺伝子)やアポトーシス(

遺伝子)に関連する遺伝子多型と発症時年齢および最終

視力との関連を検討した．その結果，発症年齢に関し

て， 多型(Tyr His)お よび 多型

(Arg Pro)と統計学的に有意な相関があり，また相

加作用もあった．最終視力とは関連はなかった．レーベ

ル病の臨床所見に核 DNAの変異が関与する可能性が示

唆された．

アンギオテンシン 受容体ブロッカー内服薬が緑内障

治療の代替え医薬品としての応用可能か，さらに眼圧下

降効果と遺伝子多型が関連するかを検討した．正常人

名において，カンデサルタン mgを内服させ 時

間毎に 時間までと 時間後にそれぞれ，眼圧，血圧，

脈拍数を検査した．眼圧はすべての時間において内服前

より有意に低下していた．血圧や脈拍数に有意の変化は

みられなかった．眼圧下降効果と 種類のAT 受容体

多型( A＞C，- C＞T，- T＞G)との関連を検

討したが，関連はなかった．

世紀のゲノム医療の時代における遺伝子診断の意

義は，多因子疾患におけるリスク診断である．遺伝子診

断による確定診断やリスク診断を臨床応用するために，

Invader法を用いて遺伝子診断パネルのプロトタイプを

作成した．現在は確定診断のためのレーベル病と緑内障

遺伝子myocilin変異を検出するパネルである．将来は

緑内障のリスク診断するための緑内障関連遺伝子診断検

出パネルの作成を予定している．緑内障感受性遺伝子変

異や多型の検索は，各個人のゲノムの多様性，すなわち

緑内障になりやすい体質の差や進行しやすい体質の差を

検出する．その情報は，各個人に応じた発症の危険性や

予防，予後予測，および薬剤などの治療法の選択が行わ

れる個別化医療への道が開ける．さらには新しい治療薬

の開発につながることが期待される．(日眼会誌 ：

― ， )

キーワード：インベーダー法，緑内障，レーベル病，多

因子疾患，単一遺伝子疾患，遺伝子診断

Human diseases develop by complex mutual rela-

tionships of genetic and environmental factors. In
 

inherited diseases, DNA diagnosis of the disease-

causing genes provides a confirmation of the dis-

ease. On the other hand, DNA diagnosis of the
 

disease-sensitive genes in multifactorial diseases,

such as the lifestyle-related diseases(common dis-

eases), provides the risk of developing the disease.

Two new technologies are being used for DNA
 

diagnosis in the clinic. The first is called Invader
 

Technology and is a non-PCR method and is useful
 

for detecting well-known genetic variations in
 

large samples efficiently. We have developed a
 

method to quantify the heteroplasmy of mitochon-

drial DNA mutations by this technique.The second
 

technique, called WAVE , uses denaturing high-

performance liquid chromatography to screen for
 

mutations in a large number of samples automati-

cally and efficiently.

Clinical DNA diagnoses are divided into those for

 

single genetic diseases and those for multifactorial
 

diseases.The purposes for DNA diagnosis in single
 

genetic diseases are： ) to propose a new clinical
 

classification of the disease,such as -related
 

corneal dystrophy or retinitis pigmentosa,based on
 

the genotypes； ) to confirm a clinical diagnosis,

such as Leber’s hereditary optic neuropathy(LHO-

N)；and ) to provide an early diagnosis before
 

the development of the disease and thus provide an
 

opportunity to start early treatment.For example,a
 

family history of glaucoma is one of the risk factors
 

for developing glaucoma. The frequency of muta-

tions in the glaucoma genes,myocilin and optineur-

in,were found to be about and , respec-

tively, in Japanese.

The significance of DNA diagnosis in multifactor-

ial diseases is that it provides a risk diagnosis for an
 

individual. Single nucleotide polymorphisms(SNPs)

of disease-sensitive genes are associated with only a

-to -fold risk of developing the disease. A case-
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は じ め に

生物はゲノムに書き込まれた情報に従い遺伝子の発現

が厳密にコントロールされることにより，必要な蛋白質

が作られ，健康な生活が維持されている．しかし，様々

な外的要因や内的要因により，正常な生命活動の維持に

必要な物質にアンバランスが生じた状態により病気は発

症する(図1)．遺伝性疾患では遺伝的因子がより強く関

与し，いわゆる生活習慣病といわれるcommon disease

(ありふれた病気)は，遺伝因子と環境因子の複雑な相互

関係により発症すると考えられている．また，common
 

diseaseにおける遺伝因子である疾患感受性遺伝子の解

明は，common diseaseの予防への道を広げる新たな武

器として期待されている ．現在臨床応用されている遺

伝子診断には，主にウイルス感染症の診断，癌の診断，

遺伝病の診断があり，数社の臨床検査会社が検査を有料

で提供している．これらの遺伝子検査は確定診断であ

る．一方，今後はcommon diseaseの各個人での遺伝

要因のリスク診断，すなわち疾患感受性遺伝子診断が可

能になり，その人に応じた予防，治療が行われる個別化

医療への道が開ける．

我々は固有の遺伝情報を持っており，ゲノムの個人差

の遺伝情報を調べることにより病態の解明だけでなく，

発病の予知まで可能になってきた遺伝子診断であるが，

一方では，その使い方を誤ると，患者への精神的苦痛や

差別をもたらしかねない側面を持っていることを十分に

認識する必要がある．

新たな遺伝子診断技術の臨床応用

遺伝子診断における新しい技術が開発されているが，

多数例を短時間に解析するシステムとして以下の2つが

今後の遺伝子診断を進める上で重要な技術と思われ構築

した．遺伝子解析に関しては倫理委員会の承認を得た．

レーベル遺伝性視神経症(以下，レーベル病)患者，緑内

障患者および正常人からの血液検体は，本研究の目的，

研究対象者に対する人権保護上の配慮，研究方法による

研究対象者に対する不利益，危険性の排除を説明し，理

解を求めた．その後，患者の同意を得て同意書にサイン

遺伝子診断・真島

control association study was performed using many
 

SNP markers to identify glaucoma-sensitive genes.

A total of Japanese individuals, POAG pa-

tients, NTG patients, and normal controls
 

were examined. Fifty-two SNPs in the genes
 

were examined to identify the glaucoma-sensitive
 

genes as candidate genes,and SNPs in , ,

, , , and  were as-

sociated with glaucoma statistically.

Mitochondrial(mt) DNA mutations associated
 

with LHON might be risk factors for open-angle
 

glaucoma, because abnormal optic disc excavations
 

are also found in LHON patients. A total of

blood samples were screened for LHON-associated
 

mutations with the Invader assay. Seven patients
 

had one of the five mutations, but none had devel-

oped LHON.The mutations were not identified in

normal controls.MtDNA mutations may make
 

the optic disc more susceptible to damage in glau-

coma patients.

The clinical variability in LHON patients suggests
 

that the disease most likely results from multi
 

factorial mechanisms.To determine whether genet-

ic polymorphisms for oxidative stress and apoptosis
 

cause clinical variability in patients with LHON,

polymorphisms in genes were analyzed in pa-

tients with the mutation in relation to the
 

age at onset and final visual acuity.LHON patients
 

carrying homozygous His in the  gene
 

or homozygous Arg in the  gene developed

 

the disease earlier than those without this genotype.

Thus, nuclear genetic polymorphisms related to
 

oxidative stress or apoptosis may modify the age of
 

LHON onset.

A clinical trial of healthy volunteers without
 

systemic diseases or eye diseases was performed
 

using an angiotensin  receptor blocker(candesar-

tan cilexetil) as an alternative drug for lowering
 

intraocular pressure(IOP).After a single oral dose
 

of candesartan cilexetil, the IOP fell significantly
 

for hr. There was no association between the
 

effects of oral candesartan cilexetil and the three
 

SNPs in the  gene.

In the th century, DNA diagnosis for multi-

factorial diseases will be required to determine the
 

treatment plan for individuals or to prevent dis-

eases.We have developed a panel of tests by Invader
 

assay for clinical use to detect mutations in the
 

myocilin gene or in LHON. In the future, we will
 

develop a panel to detect SNPs in the glaucoma-

sensitive genes to diagnose individuals at risk for
 

developing glaucoma. Such information is expected
 

to help develop new medications.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Invader assay, Glaucoma, Leber’s he-

reditary optic neuropathy,Multifactor-

ial disease, Single gene disease, DNA
 

diagnosis
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した後，血液を採取し，DNAを抽出した．

1．Invader法は核酸増幅を必要としない脱 polym-

erase chain reaction(PCR)法

Invader法はPCR法を使用せず，1塩基置換を検出で

きる方法である．2種類のアレル特異的シグナルプロー

ブ(wild-type probe，mutant probe)，インベーダーオ

リゴ，fluorescence resonance energy transfer(FRET)

プローブと2色の蛍光標識を用いて，等温かつ均一な反

応系で同時に野生型と変異型の1塩基置換を検出する方

法である ．原理を図2に示す．Invader法によるアッ

セイ法は，Third Wave Technologies社から提供され

た96-wellプレートを用いた．各wellにはCleavase
 

enzyme ，FRET probe，MOPS buffer，およびpoly-

ethylene glycolが乾燥された状態で予め入っている．

アッセイには，96-wellプレートに熱変性したDNAと

wild-type probe，mutant probeおよびインベーダー

オリゴを入れ，15μL/wellの反応系で，63℃で1～2時

間インキュベーションした後，蛍光強度を計測し，1塩

基置換を検出する．現在，反応系を63℃でアッセイし，

同時に蛍光強度を計測する機器が開発されている(高速

蛍光マイクロプレートリーダー FluiDia T 70，大塚

電子株式会社)．Invader法は，PCR法を用いずに一塩

基変化など既知の塩基配列の変化を同定するために開発

された方法であるが，現在大量検体を短時間で，遺伝子

型を同定する方法として利用されている ．我々は，本

研究では後述するcase-control関連研究における既知

の遺伝子多型解析に用いた．解析結果の1例を示す(図

3)．短時間に多数検体の遺伝子多型のタイピングが可能

である．

我々はこの新技術に注目し，Invader法を用いて，

レーベル病の5つのミトコンドリアDNA変異(G3460

A変異，G11778A変異，T14484C変異，G9101A変異，

G9804A変異)の検出およびヘテロプラスミー定量法が

図 1 疾患の発症に関連する遺伝要因と環境要因との関

係．

生活習慣病に代表される多因子疾患では，遺伝要因と

環境要因が複雑に関連する．遺伝要因が強い疾患で

は，早期診断や疾患によっては早期治療が可能であ

り，環境要因が強い疾患では，生活習慣の改善が治療

となる．疾患において遺伝要因を診断するのが遺伝子

診断である．遺伝要因は個人により異なるため，個別

化医療に応用できる．眼科領域の多因子疾患には緑内

障，糖尿病網膜症，加齢黄斑変性がある．

図 2 インベーダー法の原理のシェーマ．

遺伝子変異を持ったゲノムに対する変異型検出プローブの反応(A)と野生型検出プローブの反応(B)．野生

型検出プローブには反応しない．野生型のゲノムに対する反応は逆になり，Bが反応し，Aは反応しない．

Cleavaseは三重鎖DNAを切断する酵素である．

866 日眼会誌 108巻 12号



同時に1時間で行えるシステムを開発した ．野生型と

変異型の両方のシグナルプローブを1つのwellの中で

反応させ，それぞれの発光強度を計測することにより，

変異型のミトコンドリアDNAの割合が計測される(図

図 3 インベーダー法による 検体の genotyping．

ホモシステイン代謝酵素であるMTHFR遺伝子多型

(677C＞T)の genotyping．T/T，C/T，C/Cの3つの

型に分けられる．

図 5 レーベル病におけるミトコンドリア DNAの G A変異の遺伝子診断．

A：Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism(PCR-RFLP)法，B：PCR-

single strand conformation polymorphism(PCR-SSCP)法，C：インベーダー法，PCR-SSCP法とイン

ベーダー法によるヘテロプラスミー定量結果はほぼ一致している．

平成16年12月10日 867遺伝子診断・真島

図 4 インベーダー法によるミトコンドリア DNA

の G A変異ヘテロプラスミー定量．

症例15，16はG11778A変異をそれぞれ48％，

93％持つ．他の症例は100％野生型(G11778)を示

す．

：G11778(野生型)， ：A11778(変異型)



4)．ミトコンドリアDNA変異のヘテロプラスミー定量

法としてこれまで幾つかの報告があるが，一般的には

PCR-restriction fragment length polymorphism(RF-

LP)法またはPCR-制限酵素アッセイ法が用いられてい

る ．しかしながら，PCR法によるヘテロ二本鎖(he-

teroduplex)形成の問題もあり，定性的である(図5A)．

ヘテロプラスミーを正確に定量するために，我々は以前

にPCR-single strand conformation polymorphism

(SSCP)法を開発したが ，放射性物質を使用しており，

得られた画像をデンシトメトリーなどでさらに解析する

必要がある(図5B)．従来の一般的な方法であるPCR-

RFLP法は，DNA作製後結果を得るまで約5時間かか

るのに比べ，Invader法では30分程度で同時に定量ま

で可能であり，臨床的には簡単，正確，安価な方法であ

る(図5C)．今後，レーベル病に限らず，ミトコンドリ

ア病のヘテロプラスミーの定量には本方法が主流になる

と思われる．

2．大量検体における未知の遺伝子変異をスクリーニ

ングするWAVE 解析法

遺伝子における塩基の変化を効率よく，かつ安価で検

出する器機として，我々はdenaturing high perform-

ance liquid chromatography(DHPLC)を利用したWA-

VE 核酸フラグメント解析システム(TRANSGENO-

MIC社)に注目した ．DHPLC法は温度調整ヘテロ二

本鎖解析法で，PCR法で増幅されたDNAフラグメン

ト内に塩基置換，欠失，挿入などがあるDNAフラグメ

ントと野生型DNAフラグメントとを熱変性後ゆっくり

ハイブリダイズすると，ヘテロ二本鎖(heteroduplex)

が形成される(図6)．ヘテロ二本鎖はホモ二本鎖よりも

低い温度で熱変性する性質があるため，WAVE 核酸

フラグメント解析システムでは両者を簡単に分離でき

る．解析は全自動で行われ，1検体の解析時間は1つの

温度で約4分である．検出感度はSSCP法よりも優れ

ており ，コストも他の方法に比べ安価である．

常染色体優性遺伝の開放隅角緑内障の疾患遺伝子とし

て，現在myocilin と optineurin の 2つが明らかに

なっているが，2つの遺伝子変異の有無をスクリーニン

グするに当たり，我々はこのシステムを用いた．図7に

optineurin遺伝子のエキソン4領域における多型の波形

を示す．6種類の多型が検出されている．さらに，DH-

PLC法は3検体を一緒に解析できる感度を有するので，

図 6 WAVE 核酸フラグメント解析のシェーマ．

PCR産物であるheteropuplexは homoduplexとは

熱変性パターンが異なることを利用して検出力呵能で

ある．図7参照．

図 7 熱変性 high performance liquid chromatogra-

phy(HPLC)法による optineurin遺伝子 Exon 領域

の解析．

a)は野生型のhomoduplex，b)～g)は heteropuplex．

図 8 熱変性HPLC法による optineulin遺伝子 Exon

領域の解析．

a)野生型，b)野生型，c)変異型，d)3検体を混合

(a＋b＋c)．3検体を混合しても検出感度は変わらな

い．大量検体のスクリーニングには3検体を混ぜて行

うと効率が良い．
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大量の検体を1/3の時間でスクリーニングできる(図

8) ．日本人におけるmyocilin遺伝子変異の頻度は3

％ ，optineurin遺伝子変異の頻度は0.25％ と低い

ので，3検体を混ぜてスクリーニングした方が効率がよ

い．

表1に optineurin遺伝子解析結果を示す．433家系の

開放隅角緑内障患者のうち，1家系(0.25％)にのみ変異

が検出され(His26Asp)，疾患遺伝子としては非常に稀

な遺伝子である ．一方，myocilin遺伝子であるが，

171家系の原発開放隅角緑内障(POAG)のうち，5家系

(3％)に4種類の変異(Ile360Asn変異，Ala363Thr変

異，Phe369Leu変異，Thr448Pro変異)が検出された

(表2) ．いずれも日本人特有の変異であったが，今

回，新たな変異として，Phe369Leu変異が確認された．

大量検体の遺伝子変異をスクリーニングする方法とし

て，１)PCR法で各エキソン領域を増幅，２)DHPL-

C法で変異，多型の有無を自動的にスクリーニング，そ

して３)変異が疑われた領域の塩基配列を決定し，変異

を確認する，というシステムが現時点では最も効率が良

いシステムと考えられ，多くの施設で活用されている．

単一遺伝子疾患における遺伝子診断の

臨床的意義

現在行われている遺伝子診断の眼科臨床における意義

は，大きく単一遺伝子疾患における遺伝子診断(確定診

断)と多因子(多遺伝子)疾患における遺伝子診断(リスク

診断)の2つに分けられる．単一遺伝子疾患における遺

伝子診断の臨床的意義は，次の3点と考えられる．

1．遺伝子変異型に基づく新たな臨床分類による疾患

の整理

常染色体優性遺伝する角膜実質ジストロフィでは，そ

の多く(顆粒状角膜ジストロフィ，アベリノ角膜ジスト

ロフィ，ボウマン膜ジストロフィ，格子状角膜ジストロ

フィ)が transforming growth factor beta induced

(TGFBI)遺伝子の変異により発症することが明らかに

なった ．その結果，これまで混乱していた臨床分類が

遺伝子変異に基づき分類することができるようになり，

明瞭になった．これに関する総説は2001年の本誌に投

稿した ．

2．確定診断のための遺伝子診断

臨床的に確定診断するために，遺伝子診断が広く行わ

れている疾患はレーベル病である ．ミトコンドリア

DNAの3つの変異(G3460A変異，G11778A変異，T

14484C変異)を検査することでレーベル病の90％が診

断できるため臨床応用され，鑑別診断，治療方針の決定

に参考になる ．現在，数社の臨床検査会社が有料でG

11778A変異検査のみを提供している．レーベル病の遺

伝子診断の意義に関しては，2001年に本誌に投稿し

た ．実際の臨床応用例を提示する．

１)レーベル病と網膜色素変性の合併家系

症例1は14歳の男児で，3歳頃視力不良のため近医

を受診し，弱視が疑われた．その後，夜盲，視力低下が

進行し，12歳時に近医で網膜色素変性と診断された．

視力は矯正で0.1以下であった．13歳時に急速に視力

低下が進行し，1人では歩けなくなった．精査を希望し

当科を受診した．視力は両眼とも手動弁であった．症例

2は12歳男児で，症例1の弟である．3歳頃視力不良の

ため近医を受診し，兄と同様に弱視が疑われた．その

後，夜盲，視力低下が進行し，10歳時に兄とともに近

医で網膜色素変性と診断された．兄とともに精査を希望

し当科を受診した．視力は矯正で両眼とも0.1であっ

た．Goldmann視野検査で傍中心暗点がみられた．

図9は初診時の眼底写真である．兄は視神経萎縮や網

膜色素上皮の萎縮が著明であった．図10は家系図であ
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表 1 Optineurin遺伝子変異

エキソン 塩基置換 アミノ酸置換

頻度(％)

POAG  NTG 正常対照

Exon4 c.386C＞G  His26Asp 1/194(0.5) 0/217(0) 0/218(0)

Exon4 c.449451delCTC  Leu47del 0/194(0) 0/217(0) 1/218(0.5)

Exon5 c.603T＞A  Met98Lys 33/194(17.0) 48/217(22.1) 36/218(16.5)

Exon16 c.1944G＞A  Arg545Gln 11/194(5.7) 15/217(6.9) 11/218(5.0)

POAG：原発開放隅角緑内障，NTG：正常眼圧緑内障

表 2 Myocilin遺伝子変異

エキソン 塩基置換 アミノ酸置換
頻度

POAG 正常対照

Exon 3 1079T＞A  Ile360Asn 1/171 0/100

Exon 3 1087G＞A  Ala363Thr 2/171 0/100

Exon 3 1105T＞C  Phe369Leu 1/171 0/100

Exon 3 1342A＞C  Thr448Pro 1/171 0/100



■

る．家系図からは父方に網膜色素変性患者がいるので，

X染色体伴性網膜色素変性が考えられた．高度近視を

合併していたため，RP2遺伝子の異常を疑い遺伝子を

解析した結果，コドン278においてTCの2塩基挿入の

変異が同定された(図11) ．これによりフレームシフ

トを生じ，コドン293で翻訳終了コドンが新たに出現す

る異常な蛋白質が作られる．しかしながら，RP2遺伝

子変異だけでは兄弟の臨床所見の著明な違いは説明でき

ない．問診を進めると，母方の家族に視神経萎縮の患者

がいることがわかり，レーベル病を疑いミトコンドリア

DNA検査を施行したところ，G11778A変異が同定され

た．この変異は持っていても必ずしもレーベル病を発症

しないことは良く知られているが，この兄弟例では兄に

だけレーベル病が発症したと考えられた．同じG11778

A変異を持ちながら発症に違いがある原因は不明であ

るが，兄の方がよりミトコンドリアのエネルギー代謝障

害が強いことを示唆していると思われる．その結果，図

12は初診から4年後の眼底写真であるが，兄はさらに

網膜色素上皮の萎縮，黄斑部変性が進行したが，弟は変

化が少ない．

本症例では兄弟で網膜色素変性の臨床所見にかなりの

図 9 レーベル病と網膜色素変性を合併した症例の眼底写真(初診時)．

A：発端者 14歳男児，B：弟12歳男児．兄は視神経萎縮と網膜色素上皮の萎縮が強い．

図 10 レーベル病と網膜色素変性を合併した症例の家

系図．

PR2はX染色体伴性網膜色素変性の原因遺伝子，

11778変異はレーベル病を生じるミトコンドリア

DNA変異．矢印が発端者を示す．発端者とその弟は

ともにRP2遺伝子変異と11778変異を持つが，発端

者のみにレーベル病を発症した．□：男性，○：女

性，◉：保因者

■：X染色体伴性網膜色素変性， ：レーベル病
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差がみられたが，家族歴を参考に遺伝子診断することに

より，疾患の背景を明らかにすることが可能である．

２)帯状疱疹による両眼性視神経症と思われた症例

症 例：65歳，女性．

主 訴：右眼視力低下．

現病歴：2001年10月，右三叉神経第2枝領域の帯状

疱疹および右眼の虹彩炎を発症し，近医でアシクロビル

点滴治療およびステロイド点眼治療を受けた．その後も

右眼の虹彩炎と高眼圧が続き，ステロイド点眼薬と眼圧

降下剤の点眼薬で経過をみていた．2002年2月ごろか

ら右眼の視力低下を自覚し当科を受診した．

家族歴：特記すべきことなし．

初診時所見：視力は右眼0.01(0.02×＋1.00）cyl－

0.75Ax90°)，左眼 0.7(1.2×＋1.25）cyl－0.87Ax

100°)であった．瞳孔反応は，右眼の直接対光反射は遅

鈍，左眼の直接対光反射は迅速で，右眼にマーカス-ガ

ン瞳孔がみられた．眼圧は右眼22mmHg，左眼17

mmHgで，右眼の前房内にはcells(＋)，flare(＋)の虹

彩炎がみられた．眼底所見は，右眼は視神経乳頭耳側が

軽度の蒼白化していたが，左眼の視神経乳頭には異常所

見はみられなかった．Goldmann視野検査で，右眼は中

心暗点を示した．右眼の帯状疱疹ヘルペス後の視神経炎

を疑い，精査，加療目的のため3月28日に入院した．

経 過：血液検査では血清VZ-IgGは 74index，VZ-

CFは16倍と軽度上昇していた．髄液検査では細胞数

0，蛋白正常，PCR法で単純ヘルペスウイルス(HSV)

および水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)は検出されなかっ

た．帯状疱疹ヘルペス性視神経炎の診断でアシクロビル

内服1,500mg(500mg×3回)を10日間とステロイドパ

ルス療法(メチルプレドニゾロン1,000mgを3日間点

滴投与)を施行したが，右眼視力の改善はみられなかっ

た(図13)．

初診から4か月後に左眼の視力低下と中心暗点が出現

し，7月4日再入院となった．視力は右眼0.01(矯正不

能)，左眼0.4(0.5×＋1.50）cyl－1.25Ax90°)で，視野

検査で左眼は中心暗点を呈した．眼圧は右眼28mmHg，

左眼24mmHgで，前眼部は右眼前房内cells(＋)，fla-

re(－)，左眼前房内cells(－)，flare(－)であった．血

液検査は血清VZ-IgGは 71index，VZ-CFは16倍とほ

ぼ前回入院時と同じ値であった．髄液検査では細胞数

0，蛋白正常であった．この時点では，帯状疱疹ヘルペ

ス後の両眼性の視神経炎と診断し，再度アシクロビル内

服1,500mgを15日間とステロイドパルス療法(メチル

プレドニゾロン1,000mgを3日間点滴投与)を施行し

たが，左眼視力は0.04まで低下した．蛍光眼底造影で

左眼視神経乳頭からの蛍光漏出はなかった．

治療に抵抗性の予後不良な両眼性の視神経症の鑑別診

断として，7月10日にミトコンドリアDNA検査を施

行し，11778番塩基の変異が検出され，レーベル病と診

断した．

レーベル病は両眼性の遺伝性視神経疾患(遺伝形式は

母系遺伝)で，10～20代の男性に好発し，視力障害は急

性または亜急性に出現する ．その発症時期に左右差は

あるが両眼性である．急性期には視神経乳頭の発赤・腫

図 11 X染色体伴性網膜色素変性家系の RP 遺伝子解析結果

発端者はコドン278に2塩基(TC)挿入があり，その結果，それ以降のアミノ酸翻訳にフレームシ

フトが生じた．
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図 12 レーベル病と網膜色素変性を合併した症例の眼底写真(初診 年後)

A：発端者 18歳男児，B：弟16歳男児．兄は網膜色素上皮の萎縮がさらに進行したが，弟には変化があ

まりみられない．

図 13 帯状庖疹後に発症したレーベル病患者の臨床経過．

右三叉神経第2枝領域の帯状疱疹4か月後に右眼，8か月後に左眼の視神経症を発症した．

PSL：プレドニゾロン
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脹，網膜血管の蛇行，時に網膜出血がみられ，蛍光眼底

造影上，乳頭周囲に血管拡張性の微細血管症がみられる

のが特徴とされ，また全経過を通じて蛍光色素の漏出が

ないことが多発性硬化症による視神経炎(乳頭炎)との極

めて重要な鑑別所見である．

本症例では，65歳女性と高齢であり，右三叉神経第2

枝領域の帯状疱疹発症4か月後に右眼，8か月後に左眼

の視神経症を発症した．文献的にも，稀ではあるが帯状

疱疹に伴う両眼性の視神経症の報告があり，予後が不良

と報告 されている．左眼にも発症した時点でも我

々は帯状疱疹後の左眼視神経炎として治療したが，ステ

ロイドパルス療法や治療にも抵抗性であったため，鑑別

診断としてレーベル病の遺伝子診断を施行した．その結

果，レーベル病と診断された症例である．本症例の経過

を振り返ってみても，レーベル病を疑う特徴的な所見は

なく，治療に抵抗性の予後不良な両眼性の視神経症の鑑

別診断として，発症年齢に関係なくミトコンドリアDN-

Aの遺伝子診断は臨床上有用である．もし，右眼が発

症した時点でレーベル病と診断できれば，左眼発症時の

ステロイドパルス療法は施行されなかった．これまで当

科では多くのレーベル病患者が受診しているが，他院で

診断が付かないままステロイドパルス療法を繰り返し施

行されてきた症例も何例か経験している．

3．早期診断，早期治療のための遺伝子診断

治療法のある遺伝性疾患における遺伝子診断は，早期

診断，早期治療のために有用である．眼科領域では緑内

障がその適応と考える．前述したが，我々はmyocilin

遺伝子解析において新たな変異として，Phe369Leu変

異を見出した ．この変異を持つ患者の発症年齢は，一

般の開放隅角緑内障患者と同じであった．この家系にお

ける遺伝子診断の意義を述べる．

発端者は49歳の女性で，数年前から左眼の霞視を時

々自覚し，1998年2月に当科を受診した．問診上，家

族に緑内障患者はいなかった(図14)．初診時，矯正視

力は両眼とも1.0で，眼圧は右眼45mmHg，左眼57

mmHgであった．Humphrey視野検査(30-2)と眼底写

真を図15に示す．ダイアモックス 内服，2％ミケラ

ン 点眼薬およびレスキュラ 点眼薬による治療が開始

され，両眼とも眼圧は20mmHg前後となった．5月に

左眼の線維柱帯切除術が施行され，眼圧は10台前半に

コントロールされた．その後，右眼はキサラタン 点眼

薬と0.5％チモプトール 点眼薬で15mmHg前後にコ

ントロールされている．

発端者は40歳以降の発症が考えられたことや家族歴

がなかったことから，myocilinに関連する緑内障とは

考えていなかったため，当初myocilin遺伝子変異の検

索は行わなかった．しかし，2002年以降は，発症年齢

や家族歴の有無にかかわらず，インフォームド・コンセ

ントが得られた開放隅角緑内障患者を中心にmyocilin

遺伝子解析を開始したところ，本症例にPhe369Leu変

異が同定された．図14は家系図であるが，52歳の弟，

23歳の長男からインフォームド・コンセントが得られ，

遺伝子検査および臨床検査を行った．その結果，弟は正

常であり，遺伝子変異は持ってなかった．一方，長男は

遺伝子変異を持っていた．長男の眼圧は両眼とも20～

22mmHgを変動しており．視神経乳頭には陥凹がみら

れた(C/D値は右眼0.6，左眼0.8)(図16)．静的視野検

査では異常所見はみられなかった．現在は無治療で経過

をみているが，将来視神経障害が進行することは確実な

ため，患者と相談の上治療開始の時期を検討している．

長男の場合は自覚症状が全くないため，遺伝子診断によ

り早期診断が可能になった症例であった．早期診断・早

期治療を開始することで，母親のように強い視機能障害

を来すリスクはなくなる．

多遺伝子(多因子)疾患の

感受性遺伝子解明

ゲノムプロジェクトの成果により，多因子疾患である

高血圧，糖尿病，虚血性心疾患などcommon disease

としての生活習慣病の疾患感受性遺伝子の解明が可能に

なった ．単一遺伝子疾患との違いは，対立遺伝子の浸

透率の違いで，発症リスクは数倍程度にすぎず，また一

般に観察されるありふれた遺伝的多型がターゲットにな

る．すなわち，疾患発症に対するリスク診断として意義

がある ．今回，我々は多因子疾患であるレーベル病と

緑内障を対象に危険因子の検索を行った．

1．レーベル病

レーベル病は，主として10～20代にかけて両眼性に

急性あるいは亜急性の視力低下で発症し，通常1年以内

に高度の視神経萎縮に至る予後不良の遺伝性疾患であ

る ．レーベル病は，発症年齢，視力予後，性差など臨

床経過が多彩である．レーベル病発症にはミトコンドリ

アDNA変異は必須であるが，発症にはその他二次的な

図 14 緑内障遺伝子ミオシリン Phe Leu変異を持

つ家系図．

□：男性，○：女性，●：開放隅角緑内障， ：高眼

圧症．括弧内は初診時の年齢．
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因子，すなわち環境因子や遺伝因子が関与しているとさ

れている(図17) ．遺伝因子として他のミトコンドリ

アDNA変異(いわゆる secondary mutations)やX染

色体上の遺伝子の関与が報告されているが，確定したも

のはなく未だ不明である．一方，動物実験や in vitroで

の実験から酸化ストレス(SOD2 ，8-OHdG )，アポ

トーシス に関連する核DNA変異の影響が考えられ

ている．今回，レーベル病患者において，酸化ストレ

ス，アポトーシスに関連する遺伝子多型と多彩な臨床所

見のうち，発症年齢および最終視力との関連を検討し

た．

１)対象

11778変異を有するレーベル病患者87例(男性79例，

女性8例)を対象とした．発症年齢は3～65(平均25.0±

13.0)歳で，10代をピークとして30代までが8割以上

を占めていた(図18)．最終視力として視力の良い方の

眼の最終視力を解析対象とし(視力検査が施行できなか

った1例を除く)，分布を図19に示した．0.1未満の症

例が8割以上であったが，中には1.0まで回復する場合

もあり，発症年齢が低いほど視力が回復しやすい傾向が

あった．

２)方法

酸化ストレスに関連する遺伝子多型として，SOD2(Val

16Ala)，GSTT1(positive or null)，GSTM1(positive
 

or null)，EPHX1(Tyr113HisとHis138Arg)，NQO1

(Pro187Ser)，p22PHOX(His72Tyr)，NOS3(－786

T＞CとGlu298Asp)，アポトーシスに関連する遺伝子

多型として TP53(Arg72Pro)および CD95(－670A＞

G)，また網膜特異的アミンオキシダーゼAOC2(－81

A＞G)の遺伝子多型を検討した．これらの遺伝子多型

の検出にはPCR-RFLP法を用い，各遺伝子型とレーベ

ル病患者の発症年齢および最終視力〔logarithmal of min-

imum angle of resolution(log MAR)視力に換算〕との

関連を解析した．統計学的解析にはMann-Whitneyの

U検定を用い，有意水準は5％未満とした．

右眼 左眼

左眼 右眼

図 15 ミオシリン Phe Leu変異を持つ発端者の初診時の視神経乳頭写真(上段)とHumphrey

静的視野(下段)
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３)結果

12種類の遺伝子多型と発症年齢および最終視力との

関連において，統計学的に有意差がみられたのは，TP-

53(Arg72Pro)多型と発症年齢，および EPHX1(Tyr

113His)多型と発症年齢であった．TP53 Arg/Arg型の

発症年齢は20.5±10.5歳と，それ以外(Arg/Pro型お

よびPro/Pro型)の発症年齢28.1±13.8歳より有意に

低く(p＝0.007)，また，EPHX1His/His型の発症年齢

右眼

左眼

図 16 ミオシリン Phe Leu変異を持つ長男(高眼圧症)のHeidlberg Retina Tomography(HTR)

による視神経乳頭解析．

Disk Area(右眼2.199mm，左眼2,534mm)，Cup Area(0.568mm，1.142mm)，Cup/Disk Area
 

Ratio(0.258，0.451)，Rim Area(1.632mm，1.392mm)，Cup Volume(0.061cmm，0.263cmm)，

Rim Voleme(0.276cmm，0.278cmm)，Mean Cup Depth(0.138mm，0.291mm)，Maximum Cup
 

Depth(0.363mm，0.745mm)，Cup Shape Measure(－0.114，－0.133)，Height Variation Contour

(0.394mm，0.390mm)，Classifcation(－1.70，－1.40)．
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は21.9±11.3歳と，それ以外(Tyr/Tyr型およびTyr/

His型)の発症年齢27.9±13.9歳より有意に低かった

(p＝0.026)．次に，これら2つの多型を組み合わせ二

元配置分散分析とSceffe法を行ったところ，TP53 Arg

/Arg型かつ EPHX1His/His型を持つ患者(A群)の発

症年齢は17.5±9.1歳，TP53 Arg/Arg以外の型，か

つ EPHX1His/His以外の型を持つ患者(C群)の発症年

齢は29.8±15.1，それ以外の型を持つ患者(B群)の発

症年齢は25.3±11.3歳であった(図20)．A群はC群よ

り有意に発症年齢が低く(p＝0.011)，TP53(Arg72Pro)

多型と EPHX1(Tyr113His)多型に相加作用があった．

今回調べた遺伝子多型と最終視力に関連はなかった．

４)考按

レーベル病は明らかな炎症所見を示さず網膜神経節細

胞層や視神経が変性し，乳頭黄斑線維束の萎縮により多

くの症例で中心暗点と視力低下を来す．この病態に関し

ては未だ明らかではないが，活性酸素種やアポトーシス

が関与することが示唆されている ．Qiら はマウス

を用いた実験で活性酸素種がレーベル病の病因の鍵とな

ることを指摘した．また，ミトコンドリアDNAの11778

変異により電子伝達系酵素複合体Ⅰ(NADH脱水素酵

素)の活性が低下し，細胞の最大呼吸率が20～28％減少

するため ，レーベル病患者では活性酸素種の慢性的な

蓄積もしくは産生増加が起こり ，網膜神経節細胞など

が傷害されて神経萎縮に至ることが推定されている．

p53をコードする TP53は，主に細胞周期の停止やア

ポトーシスの誘導といった機能を持ち，DNA損傷など

のストレスに応答してp53蛋白レベルが上昇し，標的

遺伝子の活性化を誘導してアポトーシスを惹き起こすと

考えられている．TP53に存在するArg72Pro多型につ

いて，Arg/Arg型の方がArg/Pro型よりもアポトーシ

スを起こしやすく ，また，Arg72の方がより多くミト

コンドリアに局在することなどにより，Pro72よりも数

倍アポトーシスを誘導しやすいことが報告 されてい

る．我々の結果において，Arg/Arg型の発症年齢がそ

れ以外の型(Arg/Pro型およびPro/Pro型)の発症年齢

より有意に低かった(p＝0.007)ことから，レーベル病

患者のうちArg/Arg型を持つ患者は，ミトコンドリア

DNA変異による視神経障害をより助長し，発症年齢を

早める可能性が示唆された．

一方の今回我々が調べたアポトーシスに関連する遺伝

子 CD95については，サイブリッドを用いた実験から

ー ェー ．

レーベル病の発症にはミトコンドリアDNA変異の他

に，核遺伝子変異や環境因子が影響すると考えられてい

る．

図 18 レーベル病患者 名の発症年齢分布．

平均発症年齢は25.1±13.0(平均値±標準偏差)歳で

あった．

図 19 レーベル病患者 名の最終視力分布．

両眼で良い方の視力を採用した．

図 20 レーベル病患者 名の発症年齢分布と遺伝子多

型．

■：A群(TP53 Arg/Aeg型かつ EPHX1His/His型

を持つ患者で平均発症年齢は17.5±9.1歳)， ：B

群(A群，C群以外の型を持つ患者で発症年齢は

25.3±11.3歳)，□：C群(TP53 Arg/Arg以外の型

かつ EPHX1His/His以外の型を持つ患者で平均発症

年齢は29.8±15.1歳)
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Fas(CD95)依存性のアポトーシスが，レーベル病にお

ける細胞死の病態生理メカニズムに関与することが推定

されているが ，－670A＞G多型と発症年齢や最終視

力に関連はなかった．

EPHX1は喫煙などによって生じたアルキル化剤であ

るepoxideを代謝する酵素であり ，酸化ストレスに

対する防御作用を持ち，ニューロンを含め大抵の組織や

細胞に存在する．エクソン3にTyr113His多型は，in
 

vitroにおける酵素活性は野生型の活性を100％とする

と，約40％低下している ．今回の我々の結果では，

エクソン3のTyr113His多型においてHis/His型の発

症年齢はTyr/Tyr型およびTyr/His型の発症年齢よ

り有意に低かった(p＝0.026)．Hisアリルの人は EP-

HX1の酵素活性が低いため酸化ストレスに対する防御

作用がTyrアリルの人よりも弱く，レーベル病への進

行を促進する可能性が示唆された．

また，TP53(Arg72Pro)多型と EPHX 1(Tyr113

His)多型の組み合わせにおいて，TP53 Arg/Arg型，

かつ EPHX1His/His型の患者の発症年齢が，それ以外

の型同士の患者の発症年齢よりも有意に低かったのは興

味深い結果であり，これら2つの遺伝子多型が相加的に

作用してレーベル病の発症年齢を修飾している可能性が

示唆された．しかしながら，これらの多型が本当にレー

ベル病発症に関与するかは，11778変異のキャリアと発

症者とでの比較が必要であり，現段階ではキャリアの症

例が少ないため不明であるが，今回の我々の結果から，

酸化ストレスやアポトーシスがレーベル病の発症年齢に

影響を及ぼしていることが推定された．

2．開放隅角緑内障

緑内障は多因子疾患であるが，多因子疾患の疾患感受

性遺伝子を同定する方法として，候補遺伝子多型をマー

カーとして，多数症例を用いてcase-control関連研究

を行った ．対象は，POAGが201名(採血時の平均年

齢±標準偏差は65.1±12.0歳)，正常眼圧緑内障(NTG)

図 21 レーベル病患者の視神経乳頭所見の経過．

A：1987年7月4日急性期には線状出血がみられる．)，B：1987年7月20日，C：1987年10月19日，

D：1989年7月25日(2年後の萎縮期には視神経乳頭陥凹がみられる)．
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が234名(同58.8±13.6歳)，正常人が236名(同70.6

±10.9歳)の合計671名である．正常人は緑内障の発症

の可能性を少なくするために意図的に高年齢とした．

１)視神経乳頭の脆弱性とミトコンドリアDNA変異

レーベル病の萎縮期では視神経乳頭の陥凹所見がこれ

までに報告されてきた．図21は11778変異を持つレー

ベル病患者の2年間の経過における視神経乳頭写真であ

る．萎縮期には緑内障様の視神経乳頭陥凹がみられた．

我々はレーベル病患者とNTG患者において，視神経乳

頭陥凹所見を他覚的に解析するために，Heidelberg
 

Retinal Tomography(HRT)を用いで三次元的に解析

した結果を2003年に報告 した．その結果，HRTの9

個のパラメータのうち7個において両者でほとんど差が

みられなかったが，陥凹の深さに関するパラメータであ

るMean Cup DepthとMaximum Cup Depthにおいて

のみ有意にNTG患者の方が有意に陥凹が強かった(両

者ともp＜0.001)．また，緑内障判定プログラムでは

(classification)73％が緑内障と判定された．このこと

から，ミトコンドリアDNA変異が視神経の脆弱性に関

与する可能性があること ，筋組織では加齢によりミト

コンドリアDNA変異が蓄積すること ，また常染色体

優性遺伝視神経萎縮の原因遺伝子OPA 1はミトコンド

リア蛋白をコードし，その遺伝子多型と正常眼圧緑内障

患者に有意に関連すると報告 されており，ミトコンド

リアDNA変異が緑内障の悪化因子であるという仮説を

立てた．

今回，開放隅角緑内障187名，正常眼圧緑内障患者

234名，正常者236名の合計657名を対象に，レーベル

病に関連する6つのミトコンドリアDNA(G3460A(ND

1)，G11778A(ND4)，T14484C(ND6)，T9101C(AT-

Pase6) ，G9804A(CO ) ，T14498C(ND6) )変

異の有無，およびヘテロプラスミーの定量を Invader

法で行った ．前者3つはレーベル病として一般的な変

異であるが，後者3つは稀な変異である．その結

果，7症例に3種類のミトコンドリアDNA変異(G11778

A，T9101C，G9804A)と新たな2種類の変異(C9099

A，T9101G)がみられた．これらの変異は正常人236名

にはみられなかった．T9101C ，G9804A の両変異

は，レーベル病を発症するには比較的稀で，家族内発症

が少ない変異であることから，変異としては強い障害を

もたらすよりは，他の因子の影響を受けることでレーベ

ル病を発症するものと考えられる．したがって，今回の

結果は，ミトコンドリアDNA変異が直接緑内障を発症

するということではなく，ミトコンドリアDNA変異が

緑内障性視神経障害に二次的に関与している可能性を考

えている．症例数が少ないが，今後は緑内障の進行の危

険因子の可能性として，緑内障の発症に強く関連する他

のミトコンドリアDNA変異を解明する価値はあると思

われた．

視神経線維は篩状板を境に視神経乳頭部では有髄から

無髄へと変化するが，cytochrome-c oxidase活性は視

神経乳頭部の無髄神経線維において高いことが報告

されている．したがって，ミトコンドリアDNA変異が

存在すると無髄神経線維部が強く障害されることが考え

られる．ミトコンドリアDNA変異を持つ緑内障患者で

は，ミトコンドリアの賦活剤，CoQ10などの投与が治

療に有効な可能性がある．

２)Optineurinと tumor necrosis factor(TNF)-α

Optineurin遺伝子の412G＞A多型に関して，case-

control関連研究を行った結果，POAGおよびNTGの

発症に強く関連していることが明らかになった(表3)．

すなわち，Aを持つ人は緑内障を発症するリスクがあ

ることを意味している(オッズ比はPOAGは1.75，N-

TGは1.50)．ただし，これ自体の多型が直接疾患の発

症に関連するか，その生物学的な意味は不明である．お

そらく，この多型と連鎖不平衡にある別の多型がopti-

neurinの活性変化に関連している可能性が高い．今後

はその多型を明らかにする計画である．

Optineurinは TNF-α誘導蛋白質であり，アポトー

シスを阻害し，TNF-αシグナル回路を通じて視神経保

護作用に関連することが提唱されている ．我々は，

TNF-α遺伝子プロモータの－308G＞A多型 ，－857

C＞T多型 に注目した．TNF活性はTalleleの方が

高いことが報告 されている．－308G＞A多型およ

び－857C＞T多型に関してcase-control関連研究を

行ったが，POAG，NTGともに関連はなかった．しか

しながら，－857C＞T多型に関して，POAGにおいて

optineurin遺伝子の412G＞A単独の場合のオッズ比

1.76に比べ，－857C＞T多型と組み合わせた場合には

オッズ比はさらに高くなり2.86となった(図22)．すな

わち，TNF-α遺伝子プロモータの－857Tアレルと

optineurin遺伝子の412Aアレルの両者を持つと緑内

表 3 Optineurin G＞A(Thr Thr)多型頻度

臨床型 n

アレル頻度(％)

G  A  P  value オッズ比

POAG 194 311(80.2) 77(19.8) 0.005 1.75(1.20-2.56)

NTG 217 358(82.5) 76(17.5) 0.043 1.50(1.03-2.19)

Control 218 382(87.6) 54(12.4)

P value forχ test.
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障発症の危険度が増すことを表している．臨床型では，

TNF-α遺伝子プロモータの－857Tを持つ患者のう

ち，optineurin遺伝子の412Aを持つ患者(modified
 

Aulhon-Greve classificationによる視野障害の平均

値±標準偏差は3.2±1.3)は持たない患者(2.7±1.3)に

比べ，視野がより進行していた(p＝0.024，Mann-

Whitney U test)．

この結果は，optineurinと TNF-αが互いに直接影響

して緑内障を発症，悪化させるということを意味してい

るのではなく，危険因子のマーカーとしてこの遺伝子型

を有すると，より危険度が増すという意味である．

Optineurinと TNF-αが互いに生物学的な相互作用が

あることは証明されているが，これらの多型が持つ蛋白

質の生物学的な相互作用は証明されていない．今後それ

が証明されれば，緑内障の発症機序が解明されると考え

られる．

３)全身疾患は緑内障の危険因子に成り得るか

眼圧が緑内障性視神経障害に対して，最も危険な因子

であることはこれまでに多くの報告 がなされてきた．

しかしながら，正常眼圧緑内障や開放隅角緑内障患者の

末期においては，眼圧が低めにコントロールされていて

も視野欠損が進行する．したがって，緑内障は眼圧だけ

でなく，非眼圧性の因子による視神経障害も考えられて

きた ．これまでの疫学的研究により，高血圧，夜間低

血圧，糖尿病，喫煙等が緑内障発症と関連するとの報告

もあり，全身性の血管病態が緑内障発症に関与する可能

性がある(図23) ．

我々は，全身疾患に関連することが予測される緑内障

の疾患感受性遺伝子の検出を行った．この緑内障感受性

遺伝子を明らかにする新しい方法論として，候補遺伝子

解析法とゲノムワイドな検索により解析する2つのアプ

ローチがある．

緑内障感受性遺伝子同定するに当たり，候補遺伝子法

を用いて38遺伝子52多型をcase-control関連解析で

検討した．その内訳は，血管作動性物質関連(ATG，

REN，ACE，CYM，CYP11B1，HMOX1，END1，

NOS3)，動脈硬化関連(APOE，MTHFR)，酸化スト

レス関連(SOD2，NQO1，p22phox，PON1，PON2)，

サイトカイン関連(TNFA，TNFR2，IL-1α，IL-1β，

TGBF1)，アポトーシス関連(TP53，CD95)，接着分子

関連(SELE)，外来物質代謝酵素関連(EPHX1，GSTM

1，GSTT1，GSTP1)，線溶系関連(PAI-1)，細胞外マ

トリックス関連(MMP2，MMP9)，加齢関係(WRN)，

受容体関連(AT1，AT2，ENDRA，ENDRB，TNFR-

SF1A，TNFRSF1B，HTR2C，CNR1)，そしてその

他にストレス蛋白HSP70，網膜特異的アミンオキシ

ダーゼRAOを検討した．これらの中で緑内障と関連し

た遺伝子多型は，AT2，PON1，GSTT1，NOS3，

EDN1であった．

個人個人でその危険因子となる緑内障感受性遺伝子多

型が異なることがわかり，今後は緑内障感受性遺伝子多

型を数多く明らかにすることで，緑内障の発症機序が明

らかになることが考えられる．

４)ゲノムワイドな方法による緑内障感受性遺伝子の

同定

これまでに述べてきたことは，候補となる感受性遺伝

図 22 開放隅角緑内障発症の遺伝子多型オッズ比．

OPTN/412Acarrierのオッズ比は1.76であるが，同時に TNFA/－857Tcarrierでもあれば，

オッズ比は2.86と高くなる．
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子多型の同定であったが，今後は未知の新規な感受性遺

伝子も同定してゆく必要がある．これまで外国では，ゲ

ノムワイドな方法による緑内障感受性遺伝子の染色体上

のマッピングに関する報告 がされている．我々は

現在企業と共同で，日本人緑内障患者における感受性遺

伝子を解明するプロジェクトを進めている．

アンギオテンシンⅡ受容体ブロッ

カーの緑内障治療薬(代替え医薬品)

としての応用

レニン・アンギオテンシン系は強力な血管収縮作用に

より血圧を上昇させるが，眼局所(網膜，毛様体)にもレ

ニン・アンギオテンシン系が存在し ，房水動態に

関与すると考えられている．実際にACE阻害剤 やア

ンギオテンシンⅡ受容体ブロッカー の投与により眼圧

が下降することが報告されており，これを支持してい

る．眼圧下降の機序として，動物実験からはuveal flow

の増大が考えられている ．

今回我々は，正常人38人においてアンギオテンシン

Ⅱ受容体ブロッカーであるカンデサルタン12mgを内

服させ1時間毎に6時間までと24時間後にそれぞれ，

眼圧，血圧(拡張期および収縮期)，脈拍数を検査した．

男性21名，女性17名であった．眼圧下降効果と3種類

のAT 1受容体多型(1166A＞C，－521C＞T，－713T

＞G)との関連を検討した．実験に当たり，慶應義塾大

学医学部倫理委員会の承認を得た後，被検者からイン

フォームド・コンセントを得た後，検査および採血を行

った．

結果を図24に示す．One-factor ANOVA検定にて，

障感受性遺伝子と生活習慣病感受性遺伝子が考えられる．これらの因子は個人により異な

るので，それを明らかにすれば治療に関して個別化医療へ応用が可能である．

図 24 アンギオテンシン 受容体ブロッカー(カンデサ

ルタン)内服による眼圧下降効果．

24時間にわたり内服前と有意に眼圧が下降している．

One-factor ANOVA検定でp＜0.001．内服前眼圧

14.3±3.3(平均値±標準偏差)mmHg，内服1時間後

眼 圧 12.2±3.0mmHg( 1：p＝0.0004，Fisher
 

PLSD検定)，内服2時間後眼圧11.1±2.5mmHg(

2：p＜0.0001)，内服3時間後眼圧10.6±2.4mmHg

( 2：p＜0.0001)，内服 4時 間 後 眼 圧 10.9±2.3

mmHg(2：p＜0.0001)，内服5時間後眼圧11.1±

2.2mmHg( 2：p＜0.0001)，内服 6時 間 後 眼 圧

11.9±2.2mmHg(3：p＝0.0001)，内服24時間後眼

圧12.9±2.2mmHg(4：p＝0.03)．
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p＜0.001で，多群間で統計学的に有意差がみられた．

Fisher ptotected least significant difference(Fisher
 

PLSD)検定で，すべての時間において内服前より有意

に眼圧は低下していた(p＜0.01)．眼圧下降は内服後3

時間で最大となり，24時間下降効果は維持された．血

圧(拡張期および収縮期)や脈拍数に有意の変化はみられ

なかった．図25は38名の個々の眼圧変化を示した図で

あるが，AT1遺伝子多型と眼圧効果には関連はなかっ

た．各個々により薬剤効果に差があることがわかる．

アンギオテンシンⅡ受容体ブロッカーは高血圧でない

人にはそれほど血圧下降を来さないことが報告されてい

る．したがって，ダイアモックス が何らかの理由で内

服できず，高血圧を合併していない緑内障患者では使用

できる可能性がある．現在点眼薬(オルメサルタンメド

キソミル)の開発も行われている(フェーズ2)．今回の

結果は，緑内障患者で高血圧治療薬としてアンギオテン

シンⅡ受容体ブロッカーを内服している患者の眼圧は，

実際の眼圧よりも数mmHgほど低いことを念頭に入れ

ておく必要があることを示唆している．問診の時にアン

ギオテンシン転換酵素(ACE)阻害剤やアンギオテンシ

ンⅡ受容体ブロッカーの内服の有無を知っておく必要が

ある．

遺伝子変異検出パネルの作成

将来の遺伝子診療や個別化医療に備え，Invader法を

用いた緑内障遺伝子のミオシリン変異診断パネルのプロ

トタイプを作成した(http://biotech.nikkeibp.co.jp/news

/detail.jsp?newsid＝SPC2003063023256)．現在解析で

きる変異は Ile360Asn，Ala363Thr，Gly367Arg，Pro

370LeuおよびThr448Proである．

今後は，緑内障発症または進行に関するリスク診断を

行う感受性遺伝子多型検出パネルの作成を目指してい

る．例えば，ある人が危険因子を持っているとして，数

が多ければそれだけ発症や進行のリスクが高くなること

が考えられる．図26は予想図であるが，持っている数

によりその危険度は異なるため，将来的には多数症例を

検討することにより，リスクの高い範囲を決定できると

考えられる．しかしながら，緑内障発症や進行の危険度

は危険因子の数だけの問題ではなく，その質(または種

類)にもよるので，危険因子の質にもリスク度の順番を

決定して行くことが重要と考える．

遺伝子診断の今後の展望

図27は第107回日本眼科学会総会の特別講演で塚原

図 25 アンギオテンシン 受容体ブロッカー(カンデサ

ルタン)内服による眼圧下降幅．

38名の個々の眼圧下降幅を示す．

図 26 緑内障感受性遺伝子多型検出パネルと緑内障発症リスクの予想．

診断パネルにより危険因子数を検出し(上段)，それに基づき危険度を推定する(下段)．
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重雄名誉教授が述べられている 21世紀の緑内障診療の

現状と未来」を参考にゲノム医療における緑内障による

失明予防戦略を作成したものである．

一次予防として，緑内障の発症に関連する危険因子が

同定できれば，その因子を除去することにより発症を抑

えるか，発症を遅くすることが可能となる．最近，スタ

チン(HMG-CoA還元酵素阻害剤)や他のコレステロー

ルを下げる内服薬を長期に使用することにより緑内障発

症の危険を下げることが報告 された．特に，コレステ

ロールが高い人ではより有効であった．スタチンはコレ

ステロールを低下させるだけでなく，血管保護作用(血

管内皮のNO合成酵素の発現増加やAT 1受容体作用の

抑制)が報告されている．各個人における危険因子を診

断することができれば，それに応じた治療が行われる

(個別化医療)．二次予防としては，早期発見，早期治療

であるが，緑内障の患者はその20％が医療機関を受診

しているに過ぎないことから，積極的な啓蒙活動を行う

ことが重要と思われる．家族歴は高い危険因子なので，

家系内に緑内障を発症している人は，緑内障遺伝子診断

を行うことで，発症前にその確定診断を受けることがで

き，早期治療が可能となる．

三次予防としては，緑内障を発症した患者の進行を遅

らせることであるが，各個人において，進行の危険因子

がわかれば，それに応じた治療が行われる．例えば，エ

ンドセリンは緑内障との関連が示唆されているが，エン

ドセリン関連の感受性遺伝子多型が悪化に関連するとす

れば，その危険因子を持った患者はエンドセリンを抑え

る薬剤の投与が有効である可能性がある ．

21世紀のゲノム医療の時代における遺伝子診断の意

義は，多因子疾患におけるリスク診断である．緑内障感

受性遺伝子多型の検索は，各個人のゲノムの多様性，す

なわち緑内障になりやすい体質の差や進行しやすい体質

の差を検出することになり，その情報は個別化医療にむ

けて発症の危険性や予防，予後予測，および将来的には

薬剤などの治療法の選択および新しい治療薬の開発につ

ながることが期待される．また，今回，アンギオテンシ

ンⅡ受容体ブロッカーによる眼圧下降効果に関連する遺

伝子多型は発見できなかったが，レニン・アンギオテン

シン系多型と関連する緑内障患者はアンギオテンシンⅡ

受容体ブロッカーが有効である可能がある．したがっ

て，今後は既存の内服薬でもスタチンやアンギオテンシ

ンⅡ受容体ブロッカーのように，緑内障予防や治療に関

連する内服薬を個別化医療の中で緑内障治療薬として使

用できる可能性が考えられる．

稿を終えるに当たり，宿題報告の機会をいただきました日

本眼科学会評議員各位，座長の労をお取りいただき研究の方

向につきご助言を賜りました東京大学新家 眞教授に心から

感謝申し上げます．

また，本研究は多くの学内外の先生方にご協力を賜りまし

た．ここに心より感謝し御礼を申しあげます．

本研究は，文部科学省科学研究費補助金，厚生労働省科学

研究費補助金，未来開拓学術研究推進事業委託研究などの研

究助成を受けた．
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本論文で記載した遺伝子異常に関する検査(レーベル

病におけるミトコンドリアDNA G3460A変異，G11778

A変異，T 14484C変異の有無とヘテロプラスミー定量

検査および開放隅角緑内障におけるミオシリン遺伝子

Ile360Asn変異，Ala363Thr変異，Gly367Arg変

異，Pro370Leu変異，Thr448Pro変異)は下記の検査
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でに記載する(株式会社ビー・エム・エル(http：//uwb
 

01.bml.co.jp/test/index.html)．ただし，著者はこの会

社と営利的あるいはそれに類似した関係はない．

遺伝子診断・真島平成16年12月10日 885



 

Comment：大庭 紀雄

第108回日本眼科学会宿題報告 眼科検査診断法：個別化医療の時代にむけての遺伝子診断」は，

検査や診断の領域にも新しい時代がやってきたことを感じさせる．今や，evidence-based medi-

cineに準じて医療を標準化しcritical pathwayを活用して効果的に提供する時代であるが，同じ

外因に曝されて発症しても病状は個体ごとにさまざまであるし，同じライフスタイルで過ごしても

生活習慣病を患う個体もあれば患わない個体もある，同じ疾病を患っても薬物に反応する個体もあ

れば反応しない個体もある，同じ疾病の有病率が人種や民族によって著しく異なる，といったこと

は日常茶飲事に経験することである．患者ごとにきめ細かに対応しようという個別化医療は，いわ

ば ready-madeから order-madeへのパラダイムの変革である．こうした tailored-medicineを進

めるために欠かせないのが集団や個人の遺伝情報である．分子生物学の黎明から半世紀，臨床に応

用されて成功を収めたのは，Nathansの先天色覚異常(1986年)，Wallaceのレーベル遺伝性視神

経症(1988年)，Dryjaの網膜色素変性(1990年)の三つを先駆けとする単一遺伝子病原因遺伝子の

発見であった．メンデル遺伝病の全貌が明らかにされて遺伝子診断学が完成するのも遠くはないで

あろう．一方，新課題の個別化医療の標的は多因子性遺伝病polygenic disease(multifactorial
 

disease)あるいは生活習慣病というカテゴリーのcommon diseaseである．対象を例示すれば，ア

トピー性眼症，翼状片，加齢白内障，各種緑内障，高血圧，糖尿病，加齢黄斑変性，網膜剥離と重

要疾患が目白押しである．こうした広義の生活習慣病はa prioriに，多数の遺伝要因と多数の環境

要因とが複雑に絡み合って成立すると想定されるのだが，ヒト白血球抗原(HLA)との関連性が確

認されているベーチェット病や原田病を例外として，実体的知識はほとんどない．遺伝要因を把握

するための方略として今のところ有力視されているのは，箇々の疾患で関連すると考えられる候補

遺伝子の多型(polymorphism)と罹病性(disease susceptibility)との関係性(association)を把握す

ることである．この報告では，原発開放隅角緑内障201例・正常眼圧緑内障234例・健常コント

ロール236例という多数を試料として候補遺伝子38種類の多型頻度を調査している．個別化医療

は今のところスローガンや掛け声が先行し，実践を促すにはデータ不足ではあるが，精力的に取り

組まれているから今後迅速に進むのではないだろうか．そして，数千も数万もの遺伝子多型を簡単

に調べる分析技術，疾病との関連性を検定するための統計分析技術が開発されるであろう．その日

に備えて，患者と健常対照の良質の試料をできるだけ多く集めて保存しておくことが大切だと思

う．
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