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日本人の常染色体優性網膜色素変性患者のロドプシン

遺伝子の分子生物学的検討
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要  約
常染色体優性網膜色素変性 (ADRP)の約 18%に ロドプシン遺伝子の点突然変異が合併することが報告さ
れ,こ の異常が一部の ADRPの原因ではないかと考えられている。我々は日本人の 19家系 28人の ADRP患
者について末梢血から高分子量 DNAを抽出し,PCR(Polymerase Chain Reaction)法 を用いて調べたい

部分の DNAを 増幅 し,制限酵素による切断や,塩基配列の決定により解析 した。 1家系 2人にコドン 347の
CCGか らCTGへ の点突然変異を認めた。Dryjaら の報告にあった人種と異なった祖先の日本人にも異常が認
められたことから, この異常はADRPの原因の一部と考えられた。 (日 眼会誌 96:237-242,1992)
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Abstract
The author analyzed codon 347 of the rhodopsin gene using PCR (polymerase chain reaction)

amplification and restriction enzymes in 19 unrelated Japanese families including 28 patients with
autosomal dominant retinitis pigmentosa (ADRP). An allele of codon 347 mutation was found in a

family (father and daughter). Sequence analysis shows that the mutation is from CCG to CTG. This
mutation appears to be the cause of one form of ADRP, since it was also found in Japanese cases of
ADRP which have a different racial background from families reported by Dryja et al. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 96 : 237-242,1992)

Key words: Autosomal dominant retinitis pigmentosa, Rhodopsin, Gene, Point mutation, Genetic
heterogeneity

別刷請求先 :113 文京区本郷 3-1-3 順天堂大学医学部眼科学教室 堀田 喜裕
(平成 3年 5月 31日 受付,平成3年 6月 27日 改訂受理)
Reprint requests tO: YOshihirO HOtta,ヽ 1.D. Depanment of Ophthalmology,Juntendo University School of

4ヽediclne.

3-1-3][IOngO,Bunkyo‐ ku l13,Japan

(Received May 31, 1991 and accepted in revised forrn June 27,1991)



238

I緒  言

網膜色素変性は失明原因として眼科臨床の場で大き

な問題であり,その原因の解明,治療法の確立が望ま

れている網脈絡膜ジス トロフィーである。遺伝形式は

常染色体劣性が最も多く,常染色体優性,X染 色体性
のものが知られ,そ の遺伝的異質性から種々の遺伝子

座の異常による疾患群であることが予想される。1989

年にアイルランドのグループが常染色体優性の網膜色

素変性 (以下 ADRPと 略す)について種々のマーカー

と,彼 らのもつ大家系 と連鎖分析を行い,プ ローブ

C171)と その家系が連鎖 していることを報告 した
2)。

C17は視機能で最も重要なタンパク質であるロドプ

シンの座位と近いことから,ADRPにおけるロドプシ
ン遺伝子が注目された。

ロドプシン遺伝子はすでに全構造が 1984年に明か

にされており3),ボ ス トンの Dryiaら 4)に よって彼らの

ADRPの うち約一割にロドプシン遺伝子の対立遺伝
子の一方 (ア レル)の コドン 23の CCCが CACに変異
していることが発見された。 この変異は疾患と相関し
ており,こ の変異がある種の ADRPの 原因ではないか
と考えられた。さらにロドプシン遺伝子のコドン 58の

ACG力 A`GGに , コ ドン 347の CCGが CTGま たは
TCGへ 変異 してい る症例 が発見 され た5).ま た
Bhattacharyaら 6)の イギ リスのグループは当初,発見

のきっかけとなったアイルランドの大家系も含むヨー

ロッパの 91家系についてコドン23を検討し異常がな

かったという報告をしたが,そ の後コドン 255も しく
は 256の 3塩基対の欠失を認めた 1家系, コドン347

の CCGが CTGへ変異 している 1家系を報告 してい
る7)8).我々は人種の異なる日本人のADRPの ロドプ
シン遺伝子について検討することは重要と考え, 日本

人の家系について PCR(Polymerase Chain Reac‐

tion)法 9)を使って増幅したロドプシン遺伝子を,制限

酵素を用いたり,塩基配列を決定 (シ ークエンス)す
ることによって異常の有無を検討した .

II 対象と方法

1.対象

東北大学 と順天堂大学の 2代 または 3代発症の

ADRPと考えられる 19家系 28症例を対象とした。
2.方法

1)DNAの抽出
ヘパ リン採血 した末槍血約 10 ccか らBellら の方

日眼会誌 96巻  2号

法 1° )で核のペレットを得た.DNA抽 出機 (340A,
Applied Blosystems)を用いて Proteinase Kを 使

い11)DNAを 抽出し,精製した。
2)プ ライマー

コドン23については DrЛaら 4)の 用いたオリゴヌ

クレオチ ドと同じ塩基配列の 20 merを用いた。コド

ン 23の 塩基配列の決定には PCRと 同じプライマー

を用いた。コ ドン 347については 5168塩基対か ら

5191塩基対までのセンス5'‐TTCCGGAACTGCATGG
TCACCACC-3'と 5806塩基対から 5829塩基対までの

アンチセンス 5'‐CGGCAGGACCAGGGATCTGGG―
ATT‐ 3'(それぞれ 24 mer)を 用いた。6)で述べるシー

クエンス用のオリゴヌクレオチドも含めて DNA合成
機 (381A,Apphed Blosystems)を 用いて作成し,

HPLCによって純度を確認した.
3)PCR法 9)に よるDNAの増幅
コドン23に ついては 231塩基対から 788塩基対ま

でと, コドン 347については 5168塩基対から5829塩

基対までを PCR法 によって増幅した。条件は 94°Cl
分,55℃ 30秒,72℃ 1分 30秒までのサイクルを Taq

DNAポ リメラーゼ (宝酒造)を用 いて 30サ イクル
行って増幅した。増幅にはサーマルサイクラー (Per‐

kin Elmer Cetus)を用いた。

4)制限酵素によるコドン347の検討

増幅された 5168塩基対から5829塩基対までの 662

塩基対のDNAを精製し,制限酵素 NaI,″s,I(と
もンこBethesda Research Laboratory, BRL)を 使っ

てそれぞれ 37℃ 5時間反応させて消化 し, 2%ア ガ
ロースグルに流した.123塩基対 ladder(BRL)を ス

タンダードとして同時に流した。制限酵素 N″ Iは

5'‐CC/SGG‐ 3'(S:Cま たは G)と言 う塩基配列を認識
し″ψ Iは 5'‐C/CGG‐ 3'と 言う塩基配列を認識する。

従って正常ではともに消化され 103塩基対と559塩基

対の二本のバンドになるが,突然変異があれば切断さ

れずに662塩基対のバンドが残る。

5)突然変異患者の塩基配列決定
コドン347の片方のアレルの異常がわかった者につ

いて,増幅したDNAをベクターに組み込み,異常のあ
るクローンを取 り出してシークエンスを行った.

pUC l18(宝酒造)を ,“ I(BRL)と 一晩 37℃ で反
応させアルカリフォスファターゼ (宝酒造)と 65℃ 30

分間反応させた。精製した5168塩基対から5829塩基

対までの662塩基対の PCR産物を blunting kit(宝 酒
造)を用いて末端を平滑化し上記のベクターと混和し,
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T41igaSe(宝酒造)と 16℃一晩反応 させた。competent

cen,HB101(BRL)に移入していくつかのクローンを

とり出した。約 lμgの DNAを調整 しユニバーサル
RVプ ライマー (宝酒造)をセンス用に 5411塩基対か

ら5430塩基対 までの 20 mer(5'‐ACAGGCCCTGC―
TCCTGGTGG‐ 3')を アンチセンス用にした。二本鎖
DNAを α32P_dCTP(Amersham)と Klenow DNAポ
リメラーゼ (Boehringer Mannheim)を 用いてジデオ

キシ法12)に よってシークエンスした。 6%ポ リアクリ
ルアミドグル (7M尿素)に流 し,XAR‐2フ ィルム

(Kodak)を用いてオートラジオグラフを行った。また

約 lμgの上記のベクター (2本鎖 DNA)を ユニバー
サル RVプ ライマー (宝酒造)を プライマーとし,dye
deoxy terminator(Apphed Blosystems)を 用いてジ

デオキシ法12)に よってシークエンスした。解析には

Gene ScannerTM(373A,Apphed Blosystems)を 用

いた。

6)塩基配列の決定によるコドン 23の検討
コドン 23については適当な制限酵素がないため ,

231塩 基対か ら 788塩基対までの DNA断片を精製
し,非対称 PCR13)を 行って 94℃ 1分,55°C2分,72℃
3分を 40サ イクル増幅した。PCR産物を 2%ア ガ
ロースグルに流し,切 り出して Gene Clean ③ (Blo
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101)を用いて精製した。231塩基対から251塩基対ま

でのオリゴヌクレオチ ドを α32P_ATP(Amersham)

とT4Kinase(宝酒造)を用いて 37℃ 1時間反応させ

てラベルし 100℃ 2分間沸騰させて鋳型 DNAと混和
し,ジ デオキシ法

12)によってシークエンスを行った。ア

ニールは 37℃ で 10分間,プ ライマーの伸長には PCR
法と同じTaq DNAポ リメラーゼを使い 70℃ 10分間

行った。シークエンスグル,オ ートラジオグラフは 5)

と同様に行った。

III 結  果
19家系 28症例のうち 1家系 2例 (父 と娘)に コドン

347の異常と考えられるパターンを認めた(図 1,図 2

に結果の一部を示した。)図中の 1と 2で不したレーン

で正常と異なったパターンが制限酵素 Nα
・
I,″sρ Iの

両方で見られた。これは正常では 103塩基対と 559塩

基対の二本のバンドが見られるのに対して, この家系

ではロドプシン遺伝子の片方のアレルの異常により

103塩基対 と 559塩基対の 2本の DNA断片の他に,
もう一方のアレルの制限酵素の認識部位を失って切断

されなかった 662塩基対のバンドが出現している。さ

らにシークエンスをすることにより,図 3, 4か ら明

らかなように,こ れはCCGか らCTGへ の変異で,ア
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図 1 2%ア ガロースグルの写真.St,123塩 基対のDNA ladder。 レーンNl,N2,
PCR法 によって正常者のDNAの 5168塩基対から5829塩基対までを増幅し,Nεグ
I消化した, レーンN3,N4,PCR法 によって正常者の DNAの 5168塩基対から
5829塩基対までを増幅しそのまま流した.レーン 1～ 17,ADRPの患者の DNAの
5168塩基対から 5829塩基対までを増幅し,N″ Iで消化した.bp,塩基対.レ ーン
1, 2に N″ Iで消化されないバンドを認める。
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図2 2%ア ガロースグルの写真.St,123塩基対の
DNA ladder.Nl,N2,PCR法 によって正常者の
DNAの 5168塩基対から5829塩基対までを増幅
し,″ψ I消化した。レーン1～ 5,14,ADRPの
患者のDNAの 5168塩基対から5829塩基対までを
増幅し,″ψ I消化した.レ ーンの数字は図 1と一
致させてある。bp,塩基対.レ ーン1, 2に ″ψ I
で消化されないバンドを認める。

ミノ酸はプロリンからロイシンに変異していた (Pro―

347・ Leu)。 そしてアンチセンスのオリゴヌクレオチ ド

を用い,逆から読んでこの結果を確認した。コドン23

については 6家系 6症例について結果が得られたが ,

変異を認めなかった。図 5にその結果の 1例 として ,

図 1, 2の レーン 3の患者の塩基配列を示した。

IV考  按

網膜色素変性はわが国の失明原因として重要であ

り,そ の原因の解明が望まれる網脈絡膜ジス トロ

フィーである。病理学的には視細胞の粁体に初期変化

が起こると考えられている.種 々の遺伝形式があるこ

と,種々の全身疾患に合併することなどから,いろい

ろな遺伝子異常による疾患群と考えられるが,今まで

その原因についてはっきりとした手がかりがなかっ

た.一方ロドプシンは視覚における光信号の受容体で

粁体の円板膜上に存在する膜タンパク質である。その

構造は1983年 Hargraveら “
)に よってウシの構造が

決定され,ヒ トは1984年 Nathansら 3)に よってその

cDNAの全構造が明らかにされ,染色体上の存在は 3
番染色体の 3q21-3q24に位置していることが明ら

日眼会誌 96巻  2号
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図 3 オートラジオグラフ.5256塩 基対から5298塩
基対までの塩基配列を示す。A(ア デニン),G(グ
アニン),C(シ トシン),T(チ ミン)そ れぞれに一
致する塩基配列を持つとバンドが出現する.5271塩

基対は Tで ,コ ドン347は CCGか らCTGに 変異
している.

かにされた15)16).1989年 アイルランドの McWiniam

ら2)は彼 らのもつ ADRPの 大家系 と 3番染色体長腕
に位置するDNAマ ーカーC17と の連鎖 (Lod ScOre
14.7)を報告し,Dryiaら 4)5)は このマーカーがロドプ

シン遺伝子の位置と近いことから,ADRPの ロドプシ
ン遺伝子を解析 し,コ ドン 23,コ ドン58,コ ドン

347(2種類)の 4種類の異常を報告した.イ ギリスの

Bhattacharyaらのグループ6)は ,彼 らのもつ発見の手

がかりとなったアイルラン ドの家系も含めて, ヨー

ロッパの 91家系についてコドン 23を検討し異常なし

と報告したが,その後の検討からコドン255も しくは
コドン 256の 3塩基対の欠失7), コドン 347の点突然

変異を報告している8).我 々は人種的背景の異なる日

本人においてこの変異が存在するかどうか検討するた

めに,コ ドン 347については 19家系 28例の ADRP,
コドン 23については 6家系 6例の ADRPについて検
討し,コ ドン 347の CCGが CTGへ変異する一家系を
みつけた。
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GATC
C

T

図 4 Gene Scannerに よる解析結果.5261塩基対か
ら5283塩基対までの塩基配列を示す。T(チ ミン),
C(シ トシン),G(グ アニン),A(ア デニン)それ
ぞれに一致する塩基配列を持つと,それぞれの色の
ピークが出現する.

本症例は遺伝子異常をもつ ADPRの 日本人におけ
る初めての家系であり,人種的背景の異なる日本人に
もこの異常が認められたことから, この遺伝子異常が

ADRPの原因の一部 と考えられた。また このコドン
347の CCGか らCTGへ の変異はヨーロッパの家系 ,
アメ リカの家系,日 本の家系にみ られ ることから

ADRPにおけるロドプシン遺伝子異常の “hot SpOt"
であると考えられる.今後,さ らに多数例によってロ

ドプシン遺伝子全体が検索されること, この遺伝子異

常に一致するコドンの点突然変異をマウスに入れてト

ランスジェニックマ ウスを作ることな どによって

ADRPにおけるロドプシン遺伝子異常の意味がさら
にはっきりすると考えられる.

臨床的にADRPを 2つのタイプに分ける考え方が
あり17)18),早期発症でびまん性の変性を起こす I型 と

晩期発症で区画性の変性を起こすII型に分けられる。

C17と 連鎖するのは最初の家系も含めて I型であり,
II型は C17と 連鎖しないことが報告され19)2o),2つ の

タイプと分子レベルでの遺伝的異質性の関連が検討さ

れた。しかし Bersonら 21)は コドン23の点突然変異を

もつ 17家系の患者は, コドン23の異常のないその他

の ADRPの 家系より臨床的には視力 とERCの 面で

図5 オートラジオグラフ.図 1の レーン3の思者の
ロドプシン遺伝子の 352塩基対から377塩基対まで

の塩基配列を示す.G(グ アニン),A(ア デニン),
T(チ ミン),C(シ トシン),それぞれに一致する塩
基配列を持つとバンドが出現する。コドン23に異常

を認めない。

軽症で,さ らに家系内,家系間でも臨床的に差がある

と報告しており遺伝子異常と臨床像の関係や遺伝子異

常と I型,II型 の関係等については今後さらに検討が

必要であろう.

今回異常の見られた家系では DNA診断が可能であ
る。例えばこの変異を持った娘の子供について DNA
診断を行い,変異を持った方のアレルが伝わっている
かどうか知ることができる。血液からDNAを抽出し,
PCR法を用いて調べたい部分の DNAを増幅し,制限
酵素による切断によって調べられる. しかし解っても

有効な治療法がないため,知 り得た情報を遺伝相談の

場でどう生かすかが今後の問題となるであろう.出生

前診断については致死の疾患でないことからその是非

について議論を要すると考える22).網膜色素変性の原

因の解明にはさらに多くの困難が予想されるが, この

発見は網膜色素変性の分子生物学的研究における最初

の突破口と考えられる。
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