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遺伝性眼疾患のゲノム解析と診断への応用
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要 約

眼病変は病因刺激とそれに対する生体の防御機構によ

る反応とで示される．近年のゲノム研究の進展に伴い，

大部分の単因子性の遺伝性眼疾患の原因遺伝子(病因)が

明らかとなった．

遺伝性眼疾患の遺伝子解析は，診断の確定に有用であ

る．膠様隆起性病変のない膠様滴状角膜ジストロフィや

格子状病変を示さない格子状角膜ジストロフィ 型に遭

遇し， 遺伝子や 遺伝子解析により

診断を確定し，早期病変や加齢変化の修飾を反映してい

ると考えた．膜型の硝子体を伴う裂孔原性網膜剥離患者

に 遺伝子解析を行い，眼限局型 Stickler硝

子体ジストロフィと診断し，これまで本疾患は本邦では

見逃されるか，Wagner病などと混同されてきたと思

われた．

遺伝子解析は病態のより詳細な把握にも有用である．

経過観察中に多彩な眼底所見を呈した家族性滲出性硝子

体網膜症患者に新規の 遺伝子変異を同定し，ヒ

ト周辺網膜血管の発達にWntシグナル伝達系が重要で

あると想定された．一方，脈絡膜新生血管を生じた網膜

色素線条患者の 遺伝子に新規変異を認め，網

膜色素線条は代謝異常症であると考えた．

今後，ゲノム医科学的手法を用いて，遺伝性眼疾患の

ゲノム解析を迅速かつ包括的に施行できるようになれ

ば，原因遺伝子と臨床表現型との相関の理解を加速し，

疾患概念の再分類や，病勢の予測診断をより容易にでき

る可能性がある．またゲノムレベルの病因から既知の病

理変化へ至る分子機序を解明することで，病態の新しい

理解や，確実な治療の分子標的の創出につながることが

期待される．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract
 

Over the past decade,the pace of gene identifica-

tion of the causes of inherited eye diseases has
 

increased dramatically as the complete human ge-

nome information becoming available.

Molecular genetic analysis establishes reliable
 

clinical diagnostic criteria and improves the accu-

racy of diagnosis. We encountered two atypical
 

cases,a patient who had only bilateral band-shaped
 

opacities without any gelatinous prominences,and a
 

patient who had diffuse central corneal stromal
 

opacity without any lattice lines. The diagnosis of

 

gelatinous drop-like dystrophy and lattice corneal
 

dystrophy  was confirmed by molecular genetic
 

analysis of  and ,respectively.We
 

confirmed the existence of a predominantly ocular
 

type of stickler syndrome by identifying the muta-

tion involving exon of the  gene in a
 

Japanese patient who had received a diagnosis of
 

rhegmatogenous retinal detachment. We surmise
 

that in Japan in the past, this diagnosis may have
 

been overlooked or misdiagnosed as Wagner disease.

Molecular genetic analysis is also useful for gain-
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は じ め に

角膜や黄斑ジストロフィなどの眼科領域の遺伝性疾患

は，致死的でないため決して少なくないが，一般に難治

で，その病態は不明な点が多い．これらの疾患では，眼

組織にどのような病因刺激が起こり，それに対してどの

ような生体反応が起こったために視機能が障害されるの

であろうか．遺伝性眼疾患の病因を正確に明らかにして

いくことは，正しい診断や治療方針の決定などに有用

で，将来臨床に導入される可能性がある再生医療や遺伝

子治療の適応の決定にも必要になると思われ，重要であ

る．

2003年に生命の設計図であるヒトゲノム解読完了が

宣言され，全ての遺伝子の染色体上の位置，構造，機

能，個体差などの情報が加速度的に蓄積されている ．

ヒトゲノム完全解読により，疾患遺伝子座が位置する染

色体領域を抽出すれば原因遺伝子を解明することが容易

になったため(位置的候補遺伝子アプローチ)，現在で

は，大部分の単因子性の遺伝性眼疾患の原因遺伝子が同

定された(表1)．本稿では，角膜ジストロフィ，硝子体

網膜ジストロフィ，黄斑ジストロフィ，Bruch膜ジス

トロフィのうち我々が遺伝子解析を試みた疾患について

概説し，さらに迅速診断確立の試みを述べる．

ing a better understanding of diseases.We detected
 

a novel  mutation in a patient with familial
 

exudative vitreoretinopathy who exhibited periph-

eral avascular areas bilaterally,a dragged disk,and
 

retinal holes unilaterally, suggesting that
 

may be involved in the angiogenesis of the human
 

peripheral retina. Molecular genetic analysis of a
 

Japanese patient with pseudoxanthoma elasticum
 

with choroidal neovascularization revealed a homo-

zygous nonsense mutation in the , a member
 

of the ABC transporter family, indicating that
 

angioid streaks may be caused by a primary meta-

bolic disorder.

The development of rapid and comprehensive

 

genotyping systems using state-of-the-art technol-

ogy such as genotyping microarray may eventually
 

offer unique and reliable diagnostic tools. This
 

should then accelerate our understanding of the
 

basic mechanisms underlying inherited eye diseases
 

and their phenotypic variability, thus facilitating
 

prospective diagnosis.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Inherited eye disease, Molecular diag-

nosis,Human genome,Genotyping mi-

croarray
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表 1 遺伝性眼疾患と原因遺伝子

臨床像 原因遺伝子

角膜ジストロフィ TGFBI，GSN，TACSTD2，CHST6，COL8A2，KRT3，KRT12

先天緑内障 PAX6，FOXC1，PITX2，CYP1B1

先天白内障 CRYAA，CRYAB，CRYBB1，CRYBB2，CRYBA1，CRYGC，CRYGD，MIP，CX50，CX46，
BFSP2，PITX3，MAF，HSF4

硝子体網膜ジストロフィ COL2 A1，COL11A1，COL11A2，FZD4，LRP5，NDP，NR 2 E 3，RS1

黄斑ジストロフィ EFEMP1，RDS，ELOVL4，VMD2，TIMP3

錐体ジストロフィ PDE6B，GUCA1A，GUCY2D，CRX，ABCA4，RHO，RDH5，FSCN2，RPGR

網膜色素変性 RHO，RDS，RP1，ROM1，NRL，IMPDH，PRPC8，FSCN2，CRX，PRPF31，ABCA4，
RPE65，CRB1，USH2A，MERTK，，RHO，CNGA1，PDE6B，LRAT，PDE6A，TULP1，
RGR，RLBP1

先天夜盲 GNAT1，CACNA1F，SAG，RHOK，NYX，RDH5，RDS，RLBP1，CYP4V2
 

Bruch膜ジストロフィ ABCC6

脈絡膜ジストロフィ OAT，REP1

遺伝性視神経萎縮 OPA1，PAX2，ミトコンドリア(11778，14484，3460番塩基など)

色覚異常 CNGA3，CNGB3，GNAT2

白子症 TYR，OA1
 

Usher症候群 USH 2 A，MYO 7 A，CDH23，PCDH15
 

Bardet-Biedl症候群 BBS4，BBS2
 

Kearns-Sayre症候群 ミトコンドリア

脊髄小脳変性7型 SCA7

網膜芽細胞腫 RB1
 

von Hippel-Lindau病 VHL
 

von Recklinghausen病 NF1



遺伝性眼疾患の遺伝子解析

1．角膜ジストロフィ

遺伝性，両眼性に角膜混濁を生じる疾患である．近年

原因遺伝子の解明が最もすすんだ眼疾患群の1つであ

る．

１)transforming growth factor, beta-induced, 68

kDa(TGFBI)遺伝子関連角膜ジストロフィ

(OMIM #122200，#607541)

10代から20代にかけて角膜実質に種々の混濁を生

じ，常染色体優性遺伝形式を示す顆粒状角膜ジストロ

フィ，格子状角膜ジストロフィ，アベリノ角膜ジストロ

フィ，そしてReis-Bucklers角膜ジストロフィは同一

の TGFBI 遺伝子の異なる変異により生じることが明

らかになっている ．TGFBI 遺伝子は，角膜上皮細胞

の接着や進展に関与していると考えられ ，患者角膜の

混濁中に変異蛋白の蓄積が認められる ．

角膜ジストロフィは臨床上非典型的な病型を示すこと

がある．我々は格子状病変を示さない角膜混濁のみを示

す患者に対し TGFBI 遺伝子解析を行い，格子状角膜

ジストロフィⅠ型(LCDI)と診断を確定した (図1)．

我々が以前に行ったヒト眼組織のマイクロアレイ解析で

は，加齢に伴い遺伝子発現レベルが変化するのを観察し

ており ，角膜の加齢に伴う遺伝子発現レベルの変化

が格子状病変消失に関与した可能性を考えている ．

２)膠様滴状角膜ジストロフィ(OMIM #204870)

角膜に膠様半透明の隆起物を特徴とする常染色体劣性

の疾患である ．日本人患者の報告が多く，典型的には

膠様半透明の隆起性病変を認める．

病理学組織的に角膜上皮下に沈着物を生じ，アミロイ

ド陽性である(図2)．疾患責任遺伝子は，1番染色体短

腕に存在する tumor-associated calcium signal trans-

ducer 2(TACSTD2)遺伝子で，その遺伝子変異により

上皮のバリアー機能が障害されると考えられている ．

我々は典型的な膠様隆起性病変を持たない帯状の角膜

混濁のみを示す患者に TACSTD2遺伝子解析を行い，

日本人の好発変異であるGlu118Stop変異を認め，膠

様滴状角膜ジストロフィ(GDLD)と診断できた (図2)．

観察された角膜所見はGDLDの早期の病変を反映して

いると考えた．これまでGDLDの臨床病型に関する詳

細な記述は少なく，近年新しい病型分類が提示されてい

る ．

３)斑状角膜ジストロフィ(OMIM #217800)

角膜実質全層に斑状の混濁を生じる常染色体劣性遺伝

の疾患で，GroenouwⅡ型とも呼ばれる ．発症年齢は

10歳以前で，典型的には初期では角膜中央，表層の微

細な淡い灰白色の混濁で発症し，加齢とともに角膜全

層，全体へと混濁が増加する．

原因遺伝子は硫酸転位酵素をコードするcarbohydrate

(N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 6(CH-

ST6)遺伝子である ．我々は周辺角膜に混濁を認め，

その混濁が角膜裏面沈着物様の内皮側への膨隆を認めた

非典型的な症例に対して CHST6遺伝子解析を行い，

診断を確定した (図3)．患者ではケラタン硫酸の硫酸

基付加がうまくいかず，低硫酸化ケラタン硫酸が角膜実

質全層に沈着したと考えられた．

４)角膜ジストロフィに伴う角膜血管新生の誘導機序

膠様滴状角膜ジストロフィや格子状角膜ジストロフィ

などでは進行に伴い角膜血管新生が生じる場合がある

が ，角膜血管新生は角膜移植術後の拒絶反応の有意な

危険因子であるため ，その生成機序を把握するのは重

要である．

ビトロネクチンは細胞外マトリクス分子であり，アミ

ロイドーシスで発現が亢進するため ，アミロイドの沈

着を認めるGDLDの病態形成に関与している可能性を

考えた ．そこで，全層角膜移植術で摘出された血管新

日眼会誌 110巻 11号900

図 1 格子状病変のない格子状角膜ジストロフィ 型(LCDI)．

Ａ：54歳女性，右眼の前眼部写真．

Ｂ：transforming growth factor,beta-induced,68kDa遺伝子のダイレクトシークエンスでLCDIに特異的

なArg124Cys変異(矢印)をヘテロ接合で認めた．

(文献6より引用)



図 3 角膜周辺部の斑状の混濁を認めた斑状角膜ジストロフィ．

Ａ：55歳女性，右眼の前眼部写真．角膜周辺部角膜に斑状の混濁が多数みられる．

Ｂ：carbohydrate(N-acetylglucosamine 6-O)sulfotransferase 6遺伝子のダイレクトシークエンスで斑状

角膜ジストロフィに特異的なAla217Thr変異(矢印)をホモ接合で同定した．

(文献15より引用)

平成18年11月10日

図 2 膠様隆起性病変のない膠様滴状角膜ジストロフィ．

Ａ：37歳男性，右眼の前眼部写真．帯状の角膜上皮下混濁がみられる．

Ｂ：角膜病理組織顕微鏡写真．上皮下にコンゴレッド染色陽性の沈着がみられる．上皮は菲薄化している．バーは

200μm．

Ｃ：tumor-associated calcium signal transducer 2遺伝子のダイレクトシークエンスでGlu118Stop変異(矢印)を

ホモ接合で同定した．

(文献11より引用)
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生を伴ったGDLDの角膜を用いてビトロネクチンの発

現を検討したところ，角膜上皮基底層，浸潤白血球およ

び角膜上皮下沈着物に局在していた(図4)．さらにビト

ロネクチン受容体であるインテグリンαVβ3やαVβ5

は角膜血管新生に関与していることが報告 されている

ため，ビトロネクチンの血管新生能をラット角膜法で検

討したところ，血管新生を著明に惹起した(図4)．これ

らの結果より，GDLDにおいて加齢に伴い角膜にビト

ロネクチンが蓄積し，血管新生誘導に関与したと考え

た ．

また，我々は角膜浸潤白血球のうち単球/マクロファ

ージ(MΦ)の角膜血管新生への関与を明らかにするた

め，角膜焼灼血管新生モデルを用いて以下の検討を行っ

た．Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)法

で，焼灼角膜でmacrophage chemotactic protein-1

(MCP-1)やmacrophage inflammatory protein-1α

(MIP-1α)といったMΦ走化性因子や炎症性サイトカ

インで血管新生能を有する interleukin-1β(IL-1β)の発

現上昇がみられた．これらの因子の発現は主に角膜上皮

基底細胞や実質の浸潤細胞で認められた (図5)．免疫

組織二重染色では浸潤MΦと IL-1βが共染色された

(図6)．以上より我々は，病原刺激を受けた角膜上

皮細胞がMCP-1などの走化性因子を産生して病変局所

にMΦを動員し，局所に遊走したMΦが IL-1βや

interleukin-8(IL-8)などの血管新生促進因子を放出して

角膜血管新生を誘導する機序を想定した ．

2．硝子体網膜ジストロフィ

硝子体の変化および異常な網膜硝子体癒着や変性など

網膜硝子体に異常を生じる遺伝性疾患である．

１)Stickler(STL)硝子体ジストロフィ(OMIM #

108300)

網膜と硝子体の変性および強度近視を伴う常染色体優

性遺伝の疾患である．強度近視，硝子体網膜変性や網膜

剥離を特徴とし，関節変性，顔面低形成，難聴などの眼

外症状を合併する ．

現在まで眼科的に広く受け入れられている診断基準は

ないが，欧米では近年，分子遺伝学的に膜型硝子体を伴

うSTL硝子体ジストロフィⅠ型(collagen, typeⅡ, al-

pha1；COL2A1遺伝子異常)，ビーズ型硝子体を伴う

Ⅱ型(collagen, type , alpha1；COL11A1遺伝子異

常)，眼症状を伴わないⅢ型(collagen, type , al-

pha2；COL11A2遺伝子異常)に分類されている ．Ⅰ

図 4 血管新生を伴う膠様滴状角膜ジストロフィ角膜でのビトロネクチンの発現．

Ａ：全層角膜移植術摘出母角膜の免疫染色．ビトロネクチンの発現が角膜上皮基底層，浸潤白血球および角

膜沈着物にみられる．バーは100μm．

Ｂ：ビトロネクチンの角膜血管新生誘導．生理食塩水(上段)あるいはビトロネクチン1μg(下段)を含んだ

ハイドロンペッレトを角膜実質に挿入し，7日後に新生血管を観察した．

(文献19より引用)
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型は眼限局型(COL2A1遺伝子のエキソン2の異常)と

眼外症状合併型に細分類されるが (図7)，エキソン

2以外の変異でも眼に限局した病変が生じ得ると報告

され，今後の検討を要する．

我々も，両眼に膜型の硝子体を伴う日本人の網膜剥離

患者に対し，COL2A1遺伝子解析を行ったところ，

COL2A1遺伝子のエキソン2に変異を認め，本邦にも

眼限局型STL硝子体ジストロフィⅠ型が存在するのを

確認している (図8)．眼限局型STL硝子体ジストロ

フィⅠ型は眼外症状を伴わないため見落とされている

か，Wagner病などと混同されてきていると思われ(表

2)，COL2A1遺伝子解析が，STL硝子体ジストロフィ

の診断確定や診断基準の確立に有用であると考えてい

る ．

２)家族性滲出性硝子体網膜症(FEVR)(OMIM #

133780)

周辺部網膜血管の発育不全により未熟児網膜症類似の

病変を示す遺伝性疾患である．1969年Criswickら に

よって初めて報告された．

近年，原因遺伝子が相次いで報告されている．FEVR

には遺伝的異質性があり，遺伝形式として常染色体優性

(frizzled homolog 4；FZD4遺伝子異常，low densi-

tiy lipoprotein receptor relatedprotein 5；LRP5遺伝

子異常)，常染色体劣性(LRP5遺伝子異常)，X連鎖性

図 5 マウス角膜の hybridization．

macrophage chemotactic protein-1(MCP-1)(A-C)と interleukin-1β(IL-1β)(D-F)のアンチセンス(A，

B，D，E)あるいはセンス(C，F)プローブを用いてハイブリダイゼーションを行った．

A，D：未刺激角膜．B，C，E，F：角膜焼灼12時間後．

MCP-1mRNAシグナルは角膜上皮細胞(矢印)にみられる(B)．IL-1βmRNAの発現は角膜上皮細胞(矢

印)と浸潤白血球(矢じり)にみられる(E)．Ep＝上皮；S＝実質 バーは50μm．

(文献22より引用)
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劣性遺伝(norrie disease；NDP遺伝子異常)が報告

されている．

FEVRの病変は生涯にわたって変化する可能性があ

り，早期の診断と適切な時期の治療が必須である ．鑑

別疾患である第一次硝子体過形成遺残と誤診されること

もあり ，診断確定には遺伝子診断が有用である場合が

ある．我々も，約10年間の経過観察中に内斜視，滲出

性網膜剥離，網膜円孔など多彩な眼底所見を呈した日本

人FEVR患者に新規の FZD4遺伝子変異を同定した

(図9)．

図 6 マウス焼灼角膜における IL- βと単球/マクロファージの 重染色．

Ａ：焼灼2日後角膜でF4/80陽性細胞が多数みられる．

Ｂ：IL-1β特異的染色でAと同様の染色パターンを認める．

Ｃ：IL-1βと単球/マクロファージの2重染色では両抗体ともに染色陽性の細胞がみられる(矢印)．バーは

50μm．

(文献22より引用)

図 7 型コラーゲンのアイソフォーム．

collagen,typeⅡ,alpha 1(COL2A1)遺伝子は選択的スプライシングによりエキソン2を含むⅡA型コラー

ゲンと含まないⅡB型コラーゲンのアイソフォームを生じる．ⅡA型は硝子体に，ⅡB型は軟骨に優位に

発現している．現在のところ，COL2A1遺伝子のエキソン2の変異で眼限局型の表現型が，エキソン2以

外の変異で全身症状合併型のStickler症候群を生じると考えられている．
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FZD4遺伝子，NDP遺伝子，LRP5遺伝子ともに

Wntシグナル伝達系に関与していることが明らかに

なっている (図9)．Wntシグナリングはショウジョウ

バエからヒトに至るまで普遍的に保存されるシグナル伝

達機構で，神経の極性決定や軸索誘導に重要な役割を演

じている．マウス網膜での fzd4遺伝子の発現は網膜神

経細胞に発現しており ，発達期周辺網膜神経細胞で

Wntシグナル伝達系が活性化し，神経細胞と血管内皮

細胞の巧妙な相互作用を介してヒト周辺網膜血管形成が

誘導される機序が想定される．

3．黄斑ジストロフィ

黄斑に進行性の変性がみられる遺伝性疾患の総称であ

る．

図 8 眼限局型 Stickler硝子体ジストロフィ 型の硝子体所見．

Ａ：25歳女性，右眼の前眼部写真．

Ｂ：B-モードエコー(水平断)．膜型の硝子体がみられる．

Ｃ：COL2A1遺伝子のダイレクトシークエンスで新規の第237グアニンの欠失変異(矢印)をヘテロ接合で

同定した．

(文献29より引用)

表 2 Stickler硝子体ジストロフィとWagner病の比較

Stickler

硝子体ジストロフィ
Wagner病

遺伝形式 常優 常優

屈折異常 強度近視 中等度近視

硝子体異常 ＋ ＋

網膜剥離 約50％ まれ

網脈絡膜異常 ＋ ＋

夜盲 － ＋

眼外症状 ± －

原因遺伝子 Col2A1，Col11A1  CSPG2
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１)錐体(杆体)ジストロフィ(OMIM #602093，#

120970)

錐体ジストロフィ(cone dystrophy；COD)や錐体杆

体ジストロフィ(cone-rod dystrophy；CORD)は早期の

錐体視細胞の変性による視力低下，色覚異常や中心暗点

を特徴とする遺伝性網脈絡膜変性疾患の1つである．進

行すると，錐体視細胞の変性に続き杆体視細胞の変性が

起こり，夜盲や周辺視野欠損などを惹き起こす ．

眼底像は多彩であり，非定型的黄斑変性，標的黄斑症

や，異常のないものもある．網膜電図が診断の決め手と

なり，典型例では錐体系の反応が高度に減弱している．

CODやCORDの遺伝形式は多様で，これまでに優

性，劣性，X連鎖性が報告されている．遺伝的異質性

も高い(表1)．我々は臨床的にCORDと診断した患者

に新規の guanylate cyclase2D(GUCY2D)遺伝子の複

合ミスセンス変異(2540A＞T，2541G＞C，2542A＞C

(Gln847Leuと Lys848Gln))を同定した ．GUCY2D

遺伝子は視細胞特異的な酵素である網膜のグアニル酸シ

クラーゼ(RetGC-1)をコードし，網膜の5’-guanosine
 

monophosphate(GMP)から cyclic guanosine mono-

phosphate(cGMP)を合成し，暗順応過程において開大

したcGMP依存性チャネルの比率を増す．

これまで，コドン838のヘテロ接合性の変異が好発変

異部位であることが明らかとなっているが，遺伝子解析

により我々は，コドン838以外の GUCY2D 遺伝子の

変異がCORDの原因となり得ることを確認した ．さ

らにはRetGC-1はダイマーの状態で存在すると考えら

れているが ，本症例で認められたコドン847と848の

変異部位もRetGC-1蛋白の重合化部位に存在し ，

GUCY2D 遺伝子の機能発現には重合化が重要であるこ

とを支持している．

図 9 家族性滲出性硝子体網膜症．

Ａ：13歳女子の右眼の眼底写真．牽引乳頭と耳側血管の直線化がみられる．

Ｂ：同一症例の左眼眼底周辺網膜．無血管野があり，網膜円孔，網膜硝子体癒着(矢印)を生じている．

Ｃ：frizzled homolog 4(FZD4)遺伝子のダイレクトシークエンス．595番目のアデニン(A)からグアニン

(G)へのミスセンス変異(矢印)をヘテロ接合で同定した．

Ｄ：Wnt受容体複合体の模式図．7回膜貫通型受容体である FZD4遺伝子，low densitiy lipoprotein rece-

ptor relatedprotein5遺伝子，norrie disease遺伝子はWnt受容体複合体を形成し，周辺部網膜血管形

成を制御していると考えられる．

(文献38より引用)
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２)卵黄様黄斑ジストロフィ(OMIM #153700)

特徴的な卵黄様の黄斑所見からその病名がつけられた

疾患で，1905年Best により初めて報告された．遺伝

形式は常染色体優性で，眼底所見は病期によって変化

し，卵黄様病巣期，偽前房蓄膿期，いり卵期，萎縮期に

わけられる．通常保因者でも5歳から10歳ごろまで正

常眼底を示す．

患者では病期に関わらず眼球電図で明極大と暗極小の

比(L/D比)の減少がみられる ．網膜電図は通常正常

である．病理組織学的には網膜色素上皮層のメラニン顆

粒の増加や，異常なリポフスチン顆粒の細胞内蓄積，病

巣部では視細胞層にも変性がみられる ．

原因遺伝子としてvitelliform macular dystrophy2

(VMD2)遺伝子が報告 され，自験例でも既知の変

異を同定している．VMD2遺伝子のコードするbestro-

phin蛋白は網膜色素上皮のbasolateral membraneに

存在するカルシウム感受性クロライドチャネルで ，

VMD2遺伝子の変異により網膜色素上皮細胞の膜電流

が抑制され，眼球電図の平坦化およびリポフスチンの沈

着が生じると考えられる ．通常，眼球電図が診断に用

いられるが，幼児には施行不可能なため，両親の同意が

得られた場合，遺伝子診断が確定に有用である．

4．Bruch膜ジストロフィ

１)網膜色素線条(OMIM #264800)

網膜色素線条はBruch膜の断裂により特徴的な線条

が眼底にみられる常染色体劣性の疾患である．病理組織

学的にはBruch膜は肥厚，断裂し，弾性線維にカルシ

ウムの沈着がみられる ．

原因遺伝子は，アデノシン三リン酸結合カセット(A-

BC)ファミリーに属するATP-binding  cassette, sub-

family C,member 6(ABCC6)遺伝子で，網膜の神経細

胞で発現している ．我々も網膜下新生血管を生じた網

膜色素線条患者に新規の変異を同定している (図10)．

ABCC6遺伝子の輸送基質はまだ明らかでないが，軟部

組織のミネラルの代謝制御を介して，弾性線維の恒常性

維持に重要な役割を演じていると考えられ，網膜色素線

条の根本原因は代謝異常病であることが示唆され

る ．

図 10 網膜色素線条．

Ａ：48歳男性の左眼の眼底写真．視神経乳頭からのびる網膜色素線条を認める．黄斑部に網膜下出血，脈

絡膜新生血管を生じている．

Ｂ：ATP-binding cassette，sub-family C，member6(ABCC6)遺伝子のダイレクトーシークエンス．1026

番目のシトシン(C)からチミン(T)へのミスセンス変異(矢印)をホモ接合で同定した．

Ｃ：ABCC6遺伝子蛋白の構造．3つの膜貫通ドメインと2つのATP結合ドメインから成る．

(文献58より引用)
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遺伝性眼疾患の迅速診断システム開発

の試み

上述のように種々の遺伝性眼疾患の原因遺伝子が明ら

かになったが，実際の臨床で遺伝子診断を行っている施

設は現在のところ大学病院などに限られ，広く一般臨床

に普及しているとはいえない．この理由の一つとして，

臨床現場で運用できるような簡便，迅速な遺伝子診断法

が確立されていないことが挙げられる．現在一般にゲノ

ム解析にはpolymerase chain reaction(PCR)-ダイレク

トシークエンス法が用いられているが，まだ高価で，労

力も少ないとはいえず，改善の余地があると考え，以下

の検討を行った．

1．real-time PCR法を用いた角膜ジストロフィの

好発変異を標的とした迅速診断システム

我々は以前の報告 と同様に，九州地方でも，TGF-

BI 遺伝子のエキソン4と12が変異の好発部位である

ことを確認した ．特にエキソン4の隣接した塩基の変

異で格子状角膜ジストロフィとアベリノ角膜ジストロ

フィを生じるため，この部位をターゲットとして，迅速

診断システムを構築できないか試みた ．近年のゲノム

医科学の進展に伴い，既知の遺伝子型を迅速かつ，ハイ

図 11 LightCycler polymerase chain reaction(PCR)を用いた角膜ジストロフィの迅速診断システム．

Ａ：TGFBI 遺伝子エキソン4のプライマーとプローブデザインの模式図．

Ｂ：TGFBI 遺伝子エキソン4の融解曲線解析．野生型ホモ接合体，変異型ホモ接合体，ヘテロ接合体の判

別には，融解曲線における蛍光強度の一次微分のピーク値(Tm値)を用いた．各CDの遺伝子型(418

G＞A，417C＞T，1710C＞T，およびワイルドタイプ)は異なる融解ピーク温度によって全例で明確

に区別できた．1回の所要時間は約40分であった．

(文献63より引用)
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スループットでタイピングする方法として，マイクロア

レイ法，lnvader法，TaqMan PCR法，Hybridization
 

Probe法，MALDI-TOF/MS法など数多く開発されて

きているが，このうちLightCyclerを使用したHybrid-

ization Probe法に着目した ．本法では，2本の蛍光

プローブによりPCRの各サイクルで蛍光をモニター

し，遺伝子型のリアルタイム検出を行うことで，精度の

高い遺伝子診断が可能である．また，PCR後の電気泳

動は不要なため，迅速，簡便で，チューブ交換によるサ

ンプルの取り違えや，コンタミネーションの危険もな

い．

我々はまず，TGFBI 遺伝子のエキソン4と12を増

幅するプライマーを設計し，各々のPCR産物の配列内

にハイブリダイズするような3’端をフルオレセインで

ラベルしたプローブと5’端をLCRed640蛍光色素でラ

ベルしたプローブを設計した(図11A)．それぞれのプ

ライマーとプローブを一本のキャピラリーに混合し，

PCRで増幅後，蛍光シグナルをモニターしながら，温

度をゆっくりと上げて融解曲線解析を行った．すなわ

ち，ある高温に達するとまずTm値(融解温度：プロー

ブとその相補鎖との間で形成されるDNAハイブリッド

の安定性を特徴づける)の低い方のプローブが解離し，

フルオレセインとLC Red640の距離が離れるため蛍光

強度が急激に低下する．DNAハイブリッドにミスマッ

チが存在すると，完全にマッチした配列よりも解離しや

すくなり，Tm値がより低い値となるため，各PCR産

物のプローブに対するTm値の差から遺伝子型を検出

できる．融解曲線解析で，各遺伝子型(418G＞A，417

C＞T，1710C＞T，および野生型)は異なる融解ピーク

温度によって検討した66例全例で明確に区別でき，ダ

イレクトシークエンスによる結果と100％一致した(図

11B)．血液採取から解析終了までの所要時間は約1時

間30分で，PCR-ダイレクトシークエンス法が丸1日

以上かかるのに比べると，迅速性や労力，コスト面で優

れていると考えた(表3)．

本法は正確であるため，現在日常の臨床診断に用いて

いる．本法により，非典型的な臨床所見を示す TGFBI

遺伝子関連角膜ジストロフィの正確な診断，TGFBI 遺

伝子関連角膜ジストロフィと紛らわしい角膜疾患におけ

る除外診断，さらに，遺伝性角膜ジストロフィのゲノム

解析に基づいた疾患単位の再分類がより容易になると考

えている ．

2．遺伝子型タイピングマイクロアレイを用いた原因

遺伝子同定の試み

CORDなど高い遺伝的異質性を示す疾患は原因遺伝

子同定が難しく，まだ一般臨床で広く用いられるには

至っていない．様々な候補となる遺伝子から迅速，効率

的な原因遺伝子の同定法の確立が望まれる．

この目的で，我々は遺伝子型タイピングマイクロアレ

イの可能性を検討した ．様々な遺伝子型タイピングマ

イクロアレイのうち，arrayed primer extention(AP-

EX)法は5’末端でオリゴヌクレオチドを硝子基板の上

に固定したものである ．CORD患者ゲノムDNAを

PCRで増幅，酵素切断後，固定したオリゴヌクレオチ

ドにハイブリダイズし，4種類の蛍光でラベルしたデオ

キシヌクレオチドを用いたプライマー伸長反応を行った

(図12)．その結果，変異同定には至らなかったが，マ

イクロアレイ解析で同定された塩基変化はすべてダイレ

クトシークエンスで確認され，APEXスクリーニング

システム自体の再現性は高いと考えてよいことを確認し

た．したがって，適切な変異部位を網羅した遺伝子型タ

イピングマイクロアレイを作成すれば，疾患原因遺伝子

変異と疾患修飾遺伝子を同時にスクリーニングできる可

能性があると考えている ．

お わ り に

位置的候補遺伝子アプローチで明らかとなった TGF-

BI 遺伝子やABCC6遺伝子などの原因遺伝子は，今ま

で予想しえなかった蛋白をコードしている場合が少なく

なく，従来の病理組織学や電気生理学的な知見は，原因

表 3 LightCyclerを用いた迅速診断法と直接塩基配列決定法との比較

LightCyclerを用いた迅速診断法 直接塩基配列決定法

所要時間 DNA抽出 30分 DNA抽出 30分

Real-time PCR 60分 PCR 2時間45分

電気泳動 40分

精製 50分

PCR 2時間30分

精製 40分

シークエンス 3時間

計 約 90分 計 約 10時間55分

コンタミネーション 少ない 多い

コスト 約500円 約1500円

情報量 少ない 多い
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遺伝子変異に対する生体反応の過程あるいは結果を反映

していることが分かる．したがって，生命の設計図であ

るゲノムレベルでの病因把握を続行し，これを基盤にし

て分子機序を明らかにできれば，病態の新しい理解や，

確実な治療の分子標的の創出につながっていくことが期

待される．

遺伝性眼疾患といえども生涯を通じて必ずしも典型的

な病型を示すわけではなく，多様な臨床所見を示すこと

も明らかである．今後，DNAチップなどを用いた疾患

原因遺伝子や修飾遺伝子の包括的かつ迅速なゲノム解析

システムが確立していけば，原因遺伝子と臨床表現型と

の相関の理解を加速し，病勢の予測診断をより容易にす

図 12 arrayed primer extention法による遺伝子型タイピング．

Ａ：解析のワークフロー．

検索遺伝子をPCR法で増幅，濃縮，精製後，断片化する．断片化産物を用いて蛍光標識したddNTP

(Texas Red-ddATP，Cy3-ddCTP，fluorescein-ddGTP，Cy5-ddUTP)存在下でマイクロアレイ上でプラ

イマー伸長反応を行う．その後20-μmの解像度でスキャンする．(ASPER BIOTECH(http://www.asper-

bio.com)より引用)

Ｂ：蛍光ラベルしたジデオキシヌクレオチドによるスキャン画像の false-colorオーバーレイ．
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る可能性がある．同時に，簡便な遺伝子検出法の確立に

伴う患者様や家族への遺伝カウンセリング体制の充実が

必要である．また，疾患概念があいまいなSTL硝子体

ジストロフィやFEVRなどのゲノム解析は，より確か

な診断基準の確立につながる可能性があるし，角膜ジス

トロフィなどでは，原因遺伝子ごとの疾患単位の再(細)

分類がなされていくだろう．さらに，眼組織の発生，加

齢の分子機序解明やエピジェネティクスの疾患への関与

も明らかにできれば， 病気の個性」の理解が深まり，

遺伝カウンセリングにも有用となるだろう．

稿を終えるにあたり，受賞口演の機会を与えてくださいま

した第110回日本眼科学会総会長大西克尚教授をはじめ学術

奨励賞選考委員各位，臨床と研究の両面でご指導いただきま

した石橋達朗教授(九州大)，貴重な知見を与えていただきま

した患者様に感謝いたします．
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