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総  説

遺伝性網脈絡膜疾患の病因遺伝子クローニング

ー ポジショナルクローニングと候補遺伝子アプローチー

真島 行彦,佐賀 正道,小口 芳久

慶應義塾大学医学部眼科学数室

要  約

遺伝性網脈絡膜変性疾患における病的遺伝子のクローニングには2通 りの方法がある。生化学的プロセスの

異常が判明した脳回転状脈絡膜網膜萎縮の場合は,酵素活性の低下 した蛋白質 (オ ルニチンア ミノ トランス

フェラーゼ)に対する抗体を用いて病因遺伝子がクローニングされた。一方,ほ とんどの疾患は生化学的異常

は不明であり,こ れらの疾患に対 してはポジショナルクローニングや候補遺伝子アプローチなどの分子生物学

的手法により,病的遺伝子をクローニングすることが可能 となった。前者の手法によリコロイデレミア,ノ リ

エ病の病因遺伝子がクローニングされた。網膜色素変性症は,病因遺伝子が遺伝的異質を示すので後者の方法

が とられ,ロ ドプシン,ペ リフェリン,■Om_1が常染色体優性網膜色素変性症の病因遺伝子 として,ま たβサ

ブユニットcGMPホ スホジエステラーゼが常染色体劣性網膜色素変性症の病因遺伝子 としてクローニングさ

れた.今後は後者の 2つ の方法を中心に,病因遺伝子がクローニングされていくものと思われる。 (日 眼会誌

97: 1253-1264, 1993)

キーワー ド:分子遺伝学,網脈絡膜変性症,ポジショナルクローニング,候補遺伝子アプローチ,常染色体優

性網膜色素変性症
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Abstract
Two difrerent molecular biological approaches to the disease-causing genes of genetic eye diseases

are described. In gyrate atrophy of the chroid and retina where the biochemical defect was identifled
as inactivation of ornithine aminotransferase, the gene was cloned by using antibody for the enzyme.
ln most genetic eye diseases, however, the biochemical defects are unknown. Positional cloning and/
or the candidate gene approach are used to identify the disease-causing genes for these diseases. The
genes of chroideremia and Norrie disease were cloned by positional cloning. Several genes expressed
in the photoreceptor cells have been identified recently and may be the genes causing progressive
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degeneration of the retina and choroid. Rhodopsin, peripherin (RDS), rom-1, and B subunit-cGMP
phosphodiesterase are identified as the disease-causing genes for retinitis pigmentosa by the candidate
gene approch. (J Jpn Ophthalmol Soc 97:1253-1264,1993)

Key words: Molecular genetics, Hereditary chorioretinal disease, Positional cloning, Candidate
gene approch, Autosomal dominant retinitis pigmentosa

I緒  言

網膜色素変性症をはじめ とする遺伝性の網脈絡膜変

性疾患,黄斑部変性疾患は先天性疾患の失明,高度視

機能障害の原因の大きな割合を占めるが,そ の原因,

発症機構に関しては未だ十分に解明されていない。こ

れまで, これらの変性症は眼組織における生化学的異

常の解明が困難であり,病態解明に手がか りがほとん

どなかった。 しかしなが ら, これらの遺伝性疾患に対

して最近では分子生物学 とい う新しい方法論を用いる

ことにより, この問題が一気に解決されつつある。す

なわち,異常な生化学的プロセスは不明のまま,病気

の原因 となる遺伝子をまず先に直接研究することがで

きるようになり,そ こから逆に病因となる蛋白, さら

にその病態が解明されつつある.こ の方法論は,生化

学的異常からその病因遺伝子を解明してい くこれまで

の分子遺伝学の研究法とは逆の流れであ り,そ の意味

でかつては逆向き遺伝学 (reverse genetics)と 呼ばれ

ていたが1),現 在では染色体上を検索し病因遺伝子を

クローニングするとい う意味で,ポ ジショナルクロー

ニング (positional cloning)と 呼ぶのが一般的であ

る2)。 ヒ ト遺伝子数は 50,000～ 100,000個 あるとされ

るが, クローニングされた遺伝子は 10%以 下にすぎ

ず,現在,新 しい分子生物学的技法が開発 されつつ遺

伝子のクローニングが盛んに行われている。今回,遺

伝性の網脈絡膜変性疾患に対 して,現在まで どのよう

にして病因遺伝子がクローニングされてきたが,そ の

分子生物学的アプローチを述べる。

II 病因遺伝子に対する

分子生物学的アプローチ

図 1は ,遺伝性疾患に対する分子生物学的アプロー

チを示 したものである。あらゆる生命活動は遺伝子に

よリコン トロールされているが, もし遺伝子に異常が

生じれば,異常な蛋白が合成 され,た とえば作 られた

酵素は活性を失い,代謝に異常を来し,異常な生理学

的現象が生 じ,それが病気の発症につながる。したがっ

臨床表現型

生理学的特徴

生化学的プロセス

蛋自分子

遺伝子

染色体上へのマッピング

図 1 遺伝性疾患に対する分子生物学的アプローチ

て,我々が日常臨床で見ている病像は遺伝子に異常

(genotype)が生じた結果を見ていることになり,こ れ

を臨床表現型 (phenotype)と いう。我々臨床家は,網

脈絡膜疾患を遺伝形式,眼底所見,心理物理学的また

は電気生理学的方法などにより,臨床表現型を研究 ,

分類 してきた。また,病因検索に酵素や蛋白質を対象

として研究が進め られた。その中で,唯一脳回転状脈

絡膜網膜萎縮は 1973年に高オルニチン血症が発見 さ

れたため,その後の研究により,オルニチンの代謝経

路の中で ornithine aminotransたrase(以下 OAT)の

活性欠損,高度低下が明らかとなった。ヒトOAT蛋自

が精製され,OATに対する抗体が作 られたので,こ れ

を用いてまず OATの mRNAを表す cDNA(一本鎖

の メッセンジャーRNAに相補的な配列をもつ二本鎖

の DNA)が網膜の cDNAラ イブラリーからクローニ

ングされ(1986年 )3),第 10染色体長腕 (10q26)に マッ

ピングされ,そ して OATの遺伝子構造が決定された

(1988年 )4).OATの クローニングに関する本邦の総説

と し て は,OATの cDNAを ク ローニ ン グ した

Inana5)の ものがある。そして,実際に OAT遺伝子内

に突然変異が存在することが報告された0)7)。 このよう

に,生理学的特徴,生化学的プロセスの異常,病因と

なる蛋自の機能障害の解明,蛋自の単離・精製,そ し

て病因遺伝子のクローニング,染色体上へのマッピン

グとい う方向に解析が進む方法は,従来から行われて

きた古典的な方法である (図 1の上から下への方向).

小児科領域にみられる多くの先天代謝異常を来す疾患

は, このような方法により病因遺伝子がクローニング
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され,遺伝性疾患の病態が分子 レベルで研究されてい

る。しかしながら,こ のアプローチにより病因遺伝子

がクローニングされた疾患は,眼科領域では脳回転状

脈絡膜網膜萎縮だけであ り, この方法では新たに病因

遺伝子を同定 していくには,現時点では限界がある。

一方,ほ とんどの網脈絡膜変性症は化学的異常の手

がかりがないため, ここから先の研究が長い間進まな

かった。このような疾患に対 しては,生化学的プロセ

スは不明のまま,病因となる遺伝子をまず染色体上に

マッピングし,次 いで染色体上を検索 し遺伝子を ク

ローニングする方法が取 られるようになった.こ の方

法論はポジシ ョナルクローニングといい,眼科領域で

は網膜芽細胞腫8), コロイデレミア9)10),無虹彩H), ノ

リエ病12)13)の 病因遺伝子がクローニングされた。また

最近では,ボ ス トンの Dryiaら 14)の グループが行って

い る候 補 遺 伝 子 ア プ ローチ Ccandidate gene'

approach)に より常染色体優性網膜色素変性症の原因

となる遺伝子がロドプシンをはじめいくつか同定 され

た。遺伝子がクローニングされれば,逆にその蛋自質

の機能が解析 され, さらに生化学的プロセスや生理学

的機能が明らかとなり,病気 との関係も明らかになる

(図 1の 下から上への方向).

遺伝性疾患を分子生物学的に解明していく場合,図
1に あるように大きく2つの方向のアプローチ方法が

あ り,現在では病因となる遺伝子をまずクローニング

していくアプローチが盛んに行われている。

III ポ ジ シ ョナル ク ロー ニ ング (図 2)

この方法は,次の 2つ の原理に基づ く。第 1の ステッ

プは,連鎖解析 (Hnkage analysis)に より疾患遺伝子

のおおよその染色体上の座位を決定する。疾患に連鎖

していくDNAマ ーカーを見つけ出すことにより病因

遺伝子の存在する染色体,お よびその染色体上での座

位を,座位の判明しているDNAマ ーカーとの距離で

表すことができる。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: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 ーカーが単離するこ

とが必要であるが,現実的には数 cMであることが多

い。病因遺伝子 との位置関係を把握するためには,遺
伝子を中央にはさみ両方向に 2つ のマーカーが必要で

ある(図 2の A,Bの DNAマ ーカー).さ らに網膜芽

細胞腫,コ ロイデレミア,無虹彩,ノ リエ病のように,
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図 2 ポジシ ョナルクローニングのス トラテジー .

染色体の部分欠失,転座部分などを持つ症例が存在す

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 (染 色体 歩 行,跳 躍

Chr01nOS01nal Walking, Chr01■ OS01nal iuinpingと い

う)。 その場合,染色体上の DNAを 100～ 1,000 kbま

でクローンできる酵母人工染色体 (yea゛  art五cial

chromosome:YAC),40 kbま でのコス ミッド,23 kb

ぐらいまでのファージヘとDNAを ダウンサイジング

してクローニングして,目 的の遺伝子に近づいていく。

その中で他の種族でも保存されているDNA配列を見

つけ出し (zoo blotting),そ れがたとえば網膜組織に

強 く発現 しているものであれば (ノ ーザ ンプロット

法),目 的の遺伝子の一部であるエクソン領域 と判断で

きる。これを プローブとして用 いて,そ の疾 患 の

mRNAを 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,最終的に病因遺伝子 として同定される.し かし

ながら, この染色体歩行の作業には膨大な時間と労力

が必要である。これらの過程の中で,わずか数百 bpの

染色体
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エクソン部分をいかに同定してい くかが問題であ り,

現在このための新 しい分子生物学的技術が開発されて

いる.ま た, これまでにクローニングされたすべての

遺伝子,DNA断 片のシークエンス (塩基配列)の デー

タ は,米 国 で は Gene Bank,欧 州 で は Europia

Molecular Biology Laboratory(EMBL), 日本では

国立遺伝学研究所の DNA Date Base in Japan

(DDBJ)に管理 されているので, もし染色体歩行中に

エクソンと思われるDNA断片や,ま た cDNAラ イブ

ラリーから,あ るcDNAを クローニングした場合,そ

れが未知のものか既知のものかを検索するためには
,

これらにコンピュータにてアクセスすれば直ちに判明

する。このようにして未知の遺伝子のクローニングを

進めていく。

コロイデレミアの場合は,1985年 に病因となる遺伝

子が連鎖解析によりX染色体長腕の Xq 13‐ 21に マ ッ

ピングされ,そ の時の DMAマ ーカーと遺伝子との距

離は約 10 cM(10,000 kb)であった.そ の後, この領

域における染色体の非常に小さな欠失例や染色体の転

座例 (X:13)の 存在によりXq 21.1～21.2へ と限局さ

れた。さらに, この領域で遺伝子に非常に近いDNA
マーカーがクローニングされ, これを用いてコロイデ

レミアと関係があると思われる 45 kbの DNA断片が

クローニングされた。後は前述した方法により1990年

に cDNAがクローニングされた。mRNA構 造は 1990

年9)お よび 1992年 10)に報告されたが,網膜組織だけで

はな く, リンパ球にも発現 していることが明らか と

なった。このコロイデレミア遺伝子産物は,smgp 25 A

(ま たは rab 3 A)‐ GDP解離抑制蛋白 (CDI)と 高いホ

モロジーが認め られ15),細胞内情報伝達系と細胞機能

を制御すると考 えられている。rab 3 A蛋 白とは低分

子量 G蛋 自の 1つ であるが,標的蛋白質は不明であ

る。rab 3 A‐GDlは rab 3 A‐CDP(非 活 性型)か ら

rab 3 A‐ GTP(活性型)への GDP/GTP変換反応を制

御 している蛋白であ り,多 くの組織に存在 している.

したがって, コロイデレミア遺伝子 も脳回転状脈絡膜

網膜萎縮の OATと 同様に,眼組織に特異的に発現 し

ている遺伝子ではないことが考えられる。また最近 ,

ラットやマウスの rab 3 Aを 触媒す るrab geranyl―

geranyl transferaseと のホモロジーも報告され,実際

にコロイデレミア患者の リンパ球において rab gera‐

nylgeranyl transferaseの コンポーネン トAの活性低

下が報告されている16).コ ロイデレミア遺伝子におい

て遺伝子変異が報告されているが, ノンセンス変異を
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来すことが特徴である17)18)。

著者は 1989年 から2年間ほどアメリカのマイア ミ

大学で X染色体伴性網膜色素変性症のポジショナー

ルクローニングの仕事に関与 したが,当時の現実問題

として連鎖解析によりl cMま で病因遺伝子に近接 し

た DNAマ ーカーは,~般的にはクローニングされて

いないので自らが見つけださなければならず, また連

鎖解析も当時はサザンブロット法により行っていたた

め,と りあえず染色体歩行の起点 となるDNAマ ー

カーのクローニングには 2年近 くを要したが,ま だ数

～10 cMの 距離にあると思われた。最近では,イ ン ト

ロン領域に存在する繰 り返 し配列であるVNTR(va‐

riable number trandenl repeat), CAリ ピー トなどは

多型に富むため, これらをDNAマ ーカーとして利用

でき, p01ylnerase chain reaction(PCR)法 ′こより上ヒ

較的簡単に連鎖解析が行われている。また,従来 の

RFLP(制 限酵素断片長多型 restriction fragment

length polymorphism)を 用いた方法もPCR法 と制限

酵素を用いて行われている。1991年 までに判明した各

染色体上 にお け るDNAマ ーカーは Human Cene

Mapping(HGM)1119)に 記載 されているので,連鎖解

析を行いたい場合はこれで調べ DNAマ ーカーを選択

すればよい。また,最も新 しい遺伝子マップまたはグ

ノムマップの情報は,ジ ョンホプスキン大学が管理 ,

運営している GenOmic Date Base(GDB)に 登録さ

れているので, コンピュータにてアクセスし,情報が

得られる。現在, 日本においても日本科学技術情報セ

ンター(JICST)に て GDBの グノムマップデータが管

理され, ここに直接アクセスできつつある.ま た,慶

應義塾大学医学部の分子生物学教室が開発,運営 して

いるGeneViewと い う遺伝子 マップライブラリーが

あり,約 1万件のマップデータおよび約 2万件の文献

データを日本語 と英語で一般に公開している.

X染色体伴性網膜色素変性症は 1984年 から連鎖解

析法が行われ,80年代後半には世界中で染色体歩行が

開始され,著者が研究に参加 していた頃, この領域の

YACク ローンはすでに取 られていたので,遺伝子の

単離は時間の問題 と考えられていたが,世界中で未だ

に病因遺伝子はクローニングされていない。この病因

として,病因遺伝子が連鎖解析法から少なくとも 2か

所 (Xp 21,Xp ll)に存在することが考えられ20), こ

れが連鎖解析結果を複雑にし,同 時に病因遺伝子に非

常に近い DNAマ ーカーがなかなかクローニングでき

なかったこと,そ して Xp ll領域には連鎖解析により



いくつかの疾患がマッピングされてお り,本症に特異

的な染色体の欠失,転座例が見つかっていないので同

定が困難なことなどが考えられる。Xp 21領域には染

色体の部分欠失を持った 3症例が存在するにもかかわ

らず, クローニングされていない.も っと種々の部分

欠失,転座をもつ症例が必要 と思われる。Xp ll.4領域

にあるノ リエ病12)は病因遺伝子が 1992年 にクローニ

ングされた .

他に連鎖解析によリマッピングされた主な網膜脈絡

膜変性症 として Usher症候群 (1型 , 2型 )21)-25),網

膜分離症(Xp 22.1～ p22.3)26)27),家 族性滲出性網膜硝

子体症 (1l qお よび Xq 21.3ま たは Xq ll)28)29),卵 黄

様黄斑部変性症 (ベ ス ト病)(1l q 13)30)な どがある。

Utter症候群は常染色体劣性遺伝 し,先天難聴 と網膜

色素変性症を伴 う疾患であるが, 1型 は第 11染色体

(短腕 と長腕の 2か所)21)22),第 14染色体長腕23)と 病因

遺伝子が多様 (遺伝的異質 genetic heterogeneityと い

う)であ り, 2型は第 1染色体長腕にマッピングされ

ている24)25).興 味あることに,コ ロイデレミア遺伝子 と

アミノ酸 レベルで 76%の 相同性をもつ遺伝子が第 1

染色体長腕で Usher症 候群 2型 と同じ位置にマッピ

ングされている31)。

ボジシ ョナルクローニングからのアプローチは,連
鎖解析のために多数の, または大きな家系が必要なこ

とと,染色体歩行により遺伝子 (ま たはエクソン)を
比較的簡単に捜し出す技術が現在完全には確立 してい

ないため,染色体の小さな部分欠失,転座部分などを

持った症例が存在しないと病因遺伝子のクローニング

には膨大な時間と労力を要する。実際に,前述 したよ

うにこれまでに遺伝子のクローニングに成功した疾患

は染色体に部分欠失や転座を持った症例が存在 したも

のに限られている。この意味では,臨床家は染色体の

異常を持 った疾患,症例の発見に努める必要がある。

さらに, コロイデレミアのように病因遺伝子が 1つ の

場合は, この方法で遺伝子のクローニングが可能 と思

われるが,網膜色素変性症のように病因遺伝子が遺伝

的異質を示す場合,連鎖解析の結果 も家系毎に異なり,

ポジショナルクローニングだけからのアプローチによ

る病因遺伝子のクローニングは困難である。したがっ

て,以上の理由により,最近では,網膜色素変性症に

対しては候補遺伝子アプローチによる病因遺伝子の同

定 (ク ローニング)が行われ,成果をあげている.
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IV 候補遺伝子アプローチ

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,あ る遺伝子 と連鎖解析により新たに染色

体上にマ 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 の遺伝子は病因とな り得 るので,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 となる病因遺伝子内

に,① ア ミノ酸の変化を認めた場合,正常人には全 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,その遺伝子が病因遺伝子として同定されること

になる.網膜色素変性症では遺伝的異質を示すため,

現実的にすべての家系毎に連鎖解析によるマ ッピング

の情報を得ることはできない。そこで, もし 1家系で

も新たなる染色体上へのマ ッピングの情報が得 られ,

さらに同じ位置に病因遺伝子 として候補 とな り得る既

知の遺伝子が存在すれば,その遺伝子を対象に直ちに

多数例の網膜色素変性症患者が候補遺伝子アプローチ

により解析される.

したがって,こ のアプローチでは遺伝子変異の有無

を多数例において効率よく,かつ 100%検 出できるス

クリーニング方法が必要である。現在,その方法はほ

ぼ確立 してお り,遺伝子構造が判明していれば PCR
法を応用 して遺伝子内に存在する変異を簡単に検出す

ることができる.そ の方法論 としては,脳回転状脈絡

膜網膜萎縮 (図 3),および常染色体優性網膜色素変性

症 (autOSOrnal dOn■ inant retinitis pigrnentosa, 以下

ADRP)(図 4)を例に示すが,① 病気の原因となる突

然変異のほとんどは,ア ミノ酸配列を決定するエクソ

ン内に存在するため,翻訳開始から翻訳終了までの各
エクソン領域を 1組の PCRプ ライマーを用いて増幅

する(図 3A)。 ②増幅して得られた各エクソン領域の

PCR産物のうち,ど のエクソンに変異が存在するのか

スクリーニングする。その方法としていくつかあるが,

現イ
=「

Clま denaturing gradient gel electrophoresis

(DGGE)法32)(図 3B)ま たは single strand cOnfOrma‐

tiOn polymorphism(SSCP)法 33)(図 4A)が主に行

われ,後者の方が簡単なのでよリー般的であるが,前
者の方が検出率は良い.③ スクリーニングにより変異

の存在が疑われたエクソン領域のPCR産物をシーク

平成 5年 11月 10日 遺伝子クローニング・真島他



1258

AM123456

Trp

B1 2 3 4 5 6

180
Arg

181

Thr

182
Leu

133
Ser

エンス法により塩基配列を調べ,変異を確認する (図

3C,4B).図 3, 4の 例は,既 に病因遺伝子が判明し

た疾患において遺伝子変異を検出した ものであるが

(臨床的には分子診断学 として応用), これらの方法を

病因遺伝子が不明な疾患に対 して,病因として候補 と

な り得る遺伝子内に,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のが候補遺伝子アプローチで

ある。

この方法によりADRPの病因遺伝子 として現在 3

つ決定されたが,候補 となった遺伝子の選択は下記に

述べるが,各々異なったアプローチによりなされた。

このように ADRPに おいては生化学的 プロセスが不

明のまま,病因遺伝子がまず先に同定 された。

1.連鎖解析法か らのアプローチ :ロ ドプシン遺伝

子

10年にわた り22組 の常染色体の うち,半数近 くの

常染色体を連鎖解析法にて各々調べた結果,ADRPの
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1型 (早期発症)の病因遺伝子が第 3染色体長腕に位

置することが,1989年アイルラン ドのグループ(Hum‐

phriesら 34))に より明らかとなった。ボス トンのグルー

プ(Dryjaら “
))は,そ の部に存在す るロドプシンを病

因遺伝子として注 目し,148人 の ADRP患者のロドプ

シン遺伝子を検索 した結果,17人 の患者に同一の点突

然変異が見つか り,102人の正常人には全 く存在 しな

いこと,ま た種族を越えて保存 されているアミノ酸の

変化であることから病因遺伝子 として同定された。現

在では 30種類以上のロドプシンの変異が報告されて

いる。Dryiaら 35)に よると,ADRP患者の約 30%に ロ

ドプシン遺伝子変異が存在するとしている。日本人に

おいては現在まで,コ ドン 1736),181(図 4B),34736)37)

の 3種類の遺伝子変異しか報告 されていない。第 3染

色体長腕にロドプシン遺伝子以外の病因遺伝子の存在

は否定的である。その他,連鎖解析により第 7染色体

短腕39),長腕
40),お よび第 8染色体短腕

41)に マッピング

C(症 例 5)
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図 3 P01ymerase chain reaction(PCR),去 , denaturing gradient gel electro‐

phoresis(DGGE)法および直接塩基配列決定法による遺伝子変異検出.

脳回転状脈絡膜網膜萎縮 6症例においてOAT遺伝子のエクソン6領域をPCR法

にて増幅後,3%NuSieve+1%Agaro∞ グルにて電気泳動し160 bpの バンドがみ

られる(A).6症例のこのPCR産物をホルムアルデヒド変性剤濃度勾配アクリルア

ミドグルにて電気泳動し,症例 1お よび 5は症例 2, 3, 4, 6と は異なる泳動パ

ターンを示し,塩基置換の存在が確認された (B;DGGE法 ).症例5の PCR産物

をサブクローニングすることなく,そのまま塩基配列を決定し, コドン181に おい

て C→ Tの塩基置換がみられた(C)。 それによリアミノ酸はスレオニンからメチオ

ニンに変化した。
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図 4  1)CR,,去, single strand cOnfOrimatiOn paly‐

mOrphism(SSCP)法 および自動塩基配列決定法に

よる遺伝子変異検出.

ADRP 8症 例において ロ ドプシン遺伝子のエクソ

ン 3領域を PCR法 にて増幅し,熱変性後アクリル

アミドグルにて電気泳動 し,症例 2に他の症例 と異
なる泳動パターンを認め,塩基置換の存在が確認さ

れた (A:SSCP法 ).症例 2の PCR産物をサブク
ローニングし,螢光ラベルによるオートシークエン

サーにより塩基配列を決定 し, コドン181に おいて

Gマ Aの塩基置換がみられた(B),それによリアミ
ノ酸はグルタミンからリジンに変化した。

された家系が報告されている.いずれ,ポ ジシ ョナル

クローニングまたは候補遺伝子アプローチ法により,

これらの病因遺伝子が明らかになるものと思われる。

また最近では,常染色体劣性遺伝網膜色素変性症患

者のロドプシン遺伝子において, ノンセンス変異のホ

モ接合体が報告されているが42),頻
度としては稀であ

る。
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2.遺伝性網膜変性 の動物モデルか らのアプロー

チ :ペ リフェリン (RDS)遺伝子,β サ プユニット

cGMPホ スホジエステラーゼ遺伝子

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 s10w)マ

ウスから出発した方法である.優性遺伝するこの動物

モデルの病因遺伝子が連鎖解析によリマウスの第 17

染色体に存在することがわかっていた。視細胞にだけ

発現 しているmRNAを サブ トラクション法により選

び出し,さ らにこの中から第 17染色体に存在するもの

を選 び出し,病 因 となるcDNAが クローニングされ

た43).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44),そ れは以前にペ リフェリンとして報告された視

細胞外節に存在する糖蛋白(膜蛋白)と 同じものであっ

た45).ペ リフェリンは 346個のアミノ酸から成 り,ロ ド

プシンと同様に粁体円板膜を 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安定化に重要な機能

をしていると考えられている(図 5).さ らに,ベ リフェ

リンは錐体外節にも存在する。 ヒトでは第 6染色体短

腕に位置している。アイルランドのグループは,連鎖

解析により第 6染色体短腕にマッピングされたアイル

ラン ドの ADRP家系を報告し46)47),ア イルランドとボ

ス トンのグループは ADRP患者においてペ リフェリ

ン遺伝子内の突然変異をほぼ同時に報告 した48)49,.ペ

リフェリンもADRPの 病因遺伝子として同定された。

最近では,網膜色素変性症の亜型である白点状網膜

炎58)ゃ, さらに黄斑部変性症51)に おいてもペ リフェリ

ン遺伝子内に変異が見つかっている。今までは,あ る

1つの遺伝子はその中に種々の突然変異を生じても,

1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,ペ リフェリンの場合は異なる 2つの

臨床表現型を表現 している.ベ リフェリンは梓体と錐

体の両方に存在するため, このように突然変異の違い

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,今後,ペ リフェリン

遺伝子変異と臨床表現型 との研究は大変興味がある。

もう 1つ の遺伝性網膜変性の動物モデルである rd

(retinal degeneration)マ ウスは劣性遺伝するが
,

cCMPホ スホジエ ラステラーゼの活性低下により視

細胞に cGMPの蓄積がみられる.視細胞にだけ発現し

ているmRNAを集め(cDNAラ イブラリー), ホモ変

異体のライブラリーからヘテロ変異体を差 し引 くこと

により(サ ブトラクシ ョン法),原因となるcDNAがク

A
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ローニングされ,病因遺伝子として cGMPホ スホジエ

ステ ラーゼの 3つ のサ ブユニットの うち,β サブユ

ニットが同定された52)。 同じ遺伝子は ヒトでもクロー

ニングされ第 4染色体短腕に存在し53),常染色体劣性

網膜色素変性症患者において候補遺伝子 として検索さ

れ54),最近遺伝子変異が報告された55)。

さらに,新 しい遺伝性網膜変性の動物モデルである

rd‐3マ ウスの病因遺伝子がマウスの第 1染 色体に

マ ッピングされたので56),ぃ ずれ遺伝子がクローニン

グされるものと思われる。 ヒトでは第 1染色体長腕に

相当する。

3.網膜に特異的に発現 しているmRNAか らのア

プローチ :rom‐ 1遺伝子

網膜組織において,種属を超えて多量に発現してい

る遺伝子がもし存在す るものであれば,その遺伝子は

網膜組織において構造的,機能的に重要な遺伝子とな

る。 この考えを元に,網膜で発現 しているすべての

mRNAか ら皮膚で発現 しているmRNAを 除去し(サ

ブ トラクション法),網膜に特異的な mRNAを 選び,

さらに牛の網膜で発現 しているmRNAと 反応させ ,

共通に発現している mRNAを 選び出した。その 1つ

が rom‐ 1と 名付けられたが,351個のア ミノ酸から成

リペ リフェリンと約 35%相同性を有 し,粁体の円板膜

にのみ存在しベ リフェリンと同様に円板膜を 4回横切

る構造をしている57)。 第 11染色体長腕 (1l q 13)に 位

日眼会誌1 97巻  11号
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図5 粁体視細胞外節円板膜におけるペリフェリンおよびロドプシンの構造.

モノクロナール抗体染色やアミノ酸配列から予想される位置および構造を示す.ペ リ

フェリンの機能は不明であるが,円板内におけるペリフェリンの相互作用により円板

の形成や維持に関係していると考えられる.ま た,ベ リフェリンは錐体視細胞外節に

も存在する。Юm‐ 1はベリフェリンと35%の アミノ酸が相同性をもつ.rom‐ 1の機能

も不明であるが,ベ リフェリンとほぼ同じ構造をしていることから粁体外節の形態保

持機能が考えられている。

表 1 光情報伝達系に関係する遺伝子とマッピング

形

質

膜

遺 伝 子 染色体上の位置

ロドプシン

錐体オプシン

赤

緑

粁体 トランスジューシンα(1)

錐体 トランスジューシンα(2)

トランスジューシンβ(1)

汗体 cCMP― PDE
αサブュニット

β

γ

粁体 cGMPチ ャンネル

IRBP

S抗原

フォスジューシン

ペ リフェリン

ROヽ1‐ 1

リカバ リン

5q312‐ q34

4p16.3

17q21.1

4p14‐ q13.3

10 p l1 2‐ p21 1

2q24‐q37

l q 24‐ q32

6pl1 2-p21.2

1l q 13

17p13 1

sqzrqzc

Xq 28

Xq 28

7q22‐ qter

3

1

l pter‐ p31.2

PDE(phosphodiesteraSe):フ オスフオジエステラーゼ

IRBP(interstitial retinol‐ binding prOtein):

視細胞間 レチノール結合蛋白

置する58).rom_1も ペ リフェリンと同様に粁体外節の

形態保持に重要な働きをしていることが考えられてい

る。ADRP患者において rom‐1遺伝子内に変異が報告
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本論文の主 旨の一部は第 58回 日本中部眼科学会 シンポ
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