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要  約

網膜色素変性症の原因を遺伝子の レベルで解明 し,さ らに,網膜変性機構の解明への糸口をさぐることを目

的 として,分子生物学的手法を用いて研究を行った。本疾患の遺伝子 レベルでの原因解明のひとつの手法とし

て候補遺伝子検索 (candidate gene approach)を 行い, ロドプシン,ペ リフェリン/RDS, フォスデューシ

ンの各遺伝子に着 目した遺伝子診断スク リーニングを非ラジオアイソ トープによるSSCP(single strand
cOnformation polymorphism)法 を用いて行った。対象は,常染色体優性網膜色素変性症 (ADRP)56家系

を含む 387名 の網膜色素変性症患者 とし,自血球からゲノム DNAを 精製 して適宜スクリーニングに用いた。

その結果,ロ ドプシン遺伝子 (Pro‐ 347‐ Leu)と ペ リフェリン/RDS遺伝子 (Asn‐ 244‐Lys)に変異をもつ

ADRP家系を1家 系ずつ検出した.引 き続き網膜変性機構解明の手懸かりを得ることを目的として,そ れぞれ

の家系の遺伝子異常と表現型である臨床像との関連を検索 した。ロドプシン遺伝子コドン347の 変異 (Pro‐

347‐ Leu)で は欧米の同一変異をもつ家系の臨床像に類似 しており,人種差を超えた共通性が見出された。ペ

リフェリン/RDS遺伝子コドン244の変異 (Asn‐ 244‐ Lys)で は定型的網膜色素変性症の所見に加え,bull's‐

eye maculopathyを 来すことが観察され,ペ リフェリン/RDS遺伝子異常が病像に及ぼす影響の一端が明ら

かとなった。最後に,マ ウスにおけるペリフェリン/RDS遺伝子の異常によって発症する網膜変性モデル動物

であるrds/rdsマ ウスを用い,視細胞変性機構をさぐるひとつの試みとして発達期マウス視細胞内グルタミン

酸を免疫組織学的に定量したところ,rds/rdsマ ウス視細胞内節にグルタミン酸の蓄積がみられ,ペ リフェリ

ン/RDS遺伝子異常による視細胞変性過程でグルタミン酸が関与している可能性が示唆された。(日 眼会誌

97: 1394-1405, 1993)
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A Molecular Biological Study on Retinitis Pigmentosa

Mitsuru Nakazawa
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Abstract
Retinitis pigmentosa was investigated with molecular genetic techniques, to identify gene abnor-

malities and to obtain a better understanding of the mechanism of retinal degeneration. First, a
search for candidate genes was perfermed focusing on rhodopsin, peripherin/RDS, and phosducin
genes, using non-radioisotopic SSCP and genomic DNA samples obtained from 387 Japanese patients
with retinitis pigmentosa, including 56 families of the autosomal dominant type (ADRP). One ADRP
family with rhodopsin Pro-347-Leu mutation and another with peripherin/RDS Asn-244-Lys mutation
were identifled. The genotype and phenotype correlation of each ADRP family was then analysed.
Ocular findings associated with the rhodopsin Pro-347-Leu in the Japanese family were similar to
those reported in Caucasian families, indicating that the same mutation can produce the common
phenotype even among difrerent ethnic populations. The phenotype associated with the peripherin/
RDS Asn-244-Lys showed typical findings of retinitis pigmentosa associated with bull's-eye
maculopathy. Finally, glutamate was immunohistochemically quantified in the photoreceptor inner
segment of rds/rds mice using anti-Glu antibody. The results showed that glutamate was accumulated
in the rds,/rds mouse photoreceptor inner segment, suggesting that glutamate may play a role in the
process of retinal degeneration caused by the peripherin/RDS gene abnormality, although the precise
mechanism is currently unknown. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 : 1394-1405, 1993)

Key words: Retinitis pigmentosa, Candidate gene approach, Rhodopsin, Peripherin/RDS, Rds
mouse

I緒  言

1. は じ2の|に

網膜色素変性症は進行性の夜盲 と視野狭窄を主症状

とし,徐々に失明へと至る遺伝性網膜変性疾患で,我
が 国 に お け る有 病 率 は 人 口 10万 人 に 対 し て

12.5～ 36.8人 と推定されている1)～ 3)。 また,本疾患は我

が国における成人中途失明原因の上位にあ り,1987年

の厚生省の統計によると糖尿病網膜症,緑内障に次い

で自内障 と並び第 3位 に位置 している。近年の眼科学

の進歩に伴って,糖尿病網膜症や緑内障, 自内障に対

してより有効な治療法が開発され,多 くの患者が失明

を免れえるようになってきた。 これに対して,網膜色

素変性症に対 しては現在でもその進行を阻止できるほ

どの有効な治療法はないといってよい。このような疾

患に対 してどのような治療法を開発してゆくのかとい

うことが,今後 21世紀にかけて大きな課題 となること

と思われる。その一環として近年急速に眼科学に応用

されてきたのが分子生物学的研究方法であ り, この方

法により従来全 く原因のわからなかった網膜色素変性

症も一部ではあるが,遺伝子のレベルでその原因が明

らかにされつつある。

眼科学における分子生物学も臨床医学の研究である

以上,最終的目標はよりよい治療法の開発へ向けられ

るべ きものと考えられる。分子生物学を用いた臨床医

学の研究の流れとしてひとつ考えられるのは,ま ず第

1段階 として病気の原因を遺伝子や蛋白質のレベルで

明らかにし,引 き続いて第 2段階として細胞内の代謝

や細胞内小器官の構造変化 といった細胞 レベルで網膜

変性機構を明らかにし,それらの知識の上に第 3段階

として特異的かつ有効な治療法が考案,開発されてく

ることである.将来, よりよい治療法が生みだされる

ことを期待しつつ現段階で我々が成し得 ることは網膜

色素変性症の原因を遺伝子 レベルで解明し, さらに,

それ らの知識をもとに網膜変性機構を解明してゆくこ

とにあると思われる。

2.網膜色素変性症の原因遺伝子に関する世界の研

究状況

遺伝性疾患の原因遺伝子検索法として,現在広 く用

い られ て い る方法 に ポ ジ ショナル ク ローニ ング
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(positional cloning)4)と 1尿:補遺伝子検索 (candidate

gene approach)5)の 2つがある.そ の具体的方法論に

関 しては他の文献にゆずるとして,網膜色素変性症に

対 してはポジショナルクローニングの うちでも連鎖解

析によって大まかに原因遺伝子の部位が推定され,引

き続 き候補遺伝子検索により原因遺伝子が同定される

とい う方法が多 くとられてきている. これまでに判明

している原因遺伝子 としては常染色体優性網膜色素変

性症|(autosornal dorninant retinitis pigrnentosa,

ADRP)におけるロドプシン遺伝子 (第 3染色体)6),

ペ リフェリン/RDS遺伝子(第 6染色体)7)3),ロ ム 1遺

伝子 (第 11染色体)9)の異常が同定された他,遺伝子は

未だ同定されていないが,第 8染色体長腕10),第 7染色

体短腕・ )お よび同長腕 12)にそれぞれ 1か所ずつ原因と

考 えられる遺伝子座が推定されている。常染色体劣性

網膜色素変性症 (autosomal recessive retinitis pig‐

mentosa,ARRP)に おいても, ロドプシン遺伝子13)ぉ

よび cGMP phosphodiesterase β‐subunit遺伝子 (第

4染色体)“
)の 異常が報告されている。これらの報告を

総合すると,網膜色素変性症の原因となる遺伝子異常

の多 くは, これまでに判明した範囲では網膜に特異的

に発現する遺伝子の突然変異であり,変異部位は家系

ごとの分布はかなリランダムなものであることと,遺

伝子異常の種類 と頻度は人種や地域により差があるら

しいことなどが類推 されてきている。

3.本研究の目的

このような世界の状況をふまえて本研究で目的とし

た点は,ま ず第 1に 日本人における網膜色素変性症 ,

とくに ADRPについてその原因遺伝子の種類や頻度

を明らかにし, これまでの欧米での報告 と比較するこ

とにより人種の差による遺伝子異常の差の有無,さ ら

に, 日本人に特徴的な遺伝子異常の有無を検索すると

い う点と,第 2に遺伝子の異常がどのような機序で網

膜変性を引き起 こすのかを知るための基礎 となる知見

を得 るという点である.

この 2つ の目的のため,本研究では以下の 4項 目に

ついて研究を行った。まず,第 1に遺伝子異常を検索

す るためにできるだけ多数の本症患者のグノムDNA
を収集 し,得 られた グノムDNAを用 いて,第 2に

PCR‐ SSCP法を用いて遺伝子診断スク リーニングを

行 った.第 3に遺伝子異常が判明した家系について,

遺伝子異常とその表現型である臨床所見 との関連につ

き各年齢層ごとに検索 した.第 4に網膜変性モデル動

物であるrdsマ ウスを用いて,rdsマ ウス網膜視細胞

中のグルタミン酸を定量した

て,順にその結果を報告する
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以上の研究項 目につい

II 患者ゲノムDNAの 収集

前述の遺伝性疾患に対する分子生物学的研究方法の

うち,網膜色素変性症のような多因子疾患では, どち

らかというと候補遺伝子検索が現段階では原因遺伝子

同定という目的には適 しているものと思われる.そ こ

で,本研究では日本人の網膜色素変性症患者に対する

候補遺伝子検索を行 うこととした.方法については後

述するが,そ の 目的のためには多数の患者のグノム

DNAを スク リーニングする必要があ り,我々の施設

だけでは患者数に限界があった。そこで,全国の各施

設に協力を依頼 し,本症患者の血液ないし精製したゲ

ノムDNAの 送付を依頼した。その結果,本症患者 387

名の血液ないしゲノムDNAが 集め られた。387名 の

内訳は ADRP 56家系 106名 ,ARRP 82家系 96名 ,

Usher症候群 11家系 12名 ,Leber先 天盲 4家系 5名 ,

X染色体劣性網膜色素変性症 5家系 10名 ,孤発例 148

名,その他 10名 であった。387名 および ADRP 56家

系の地理的分布を図 1, 2に 示す。

´
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′

・。′
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/

図 1 対象となった網膜色素変性症患者 387名 の分布

を示す。
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遺伝子診断スク リーニング法 としては,こ れまで

種 々の方法15)16)18)～23)が
考案されている。これまでの研

究によって,本症の突然変異部位はレーバー病におけ

る ミトコン ドリアDNAの 11877番 の変異24)25)と は異

な り,あ る特定の場所に存在するのではなく,家系ご

とにかな リランダムな分布を示す ことが知 られてい

る26).し たがって,本研究においてもランダムな分布を

示す変異部位を検出できる方法を用いる必要があっ

た。この目的にかなう方法 としては,こ れまでに SSCP

法 (single strand conforrnation polylllorphisin)19)～ 21),

DGGEI去 |(denaturing gradient gel electropho―

resis)22),heteroduplex法 23)な どが考案されている。本

研究では簡便性 と安全性からラジオアイソトープを用

い ず に,銀 染 色 法 に よ りDNAを 可 視 化 す る

nonradioisotopic SSCP法 20)21)を
採用した。 IIで得ら

れた患者のグノムDNAを鋳型 としてロドプシン遺伝

子,ペ リフェリン/RDS遺伝子およびフォスデューシ

ン遺伝子の各エクソンを PCR法 27)に より増幅 し,引
き続き8～ 10%ア クリルア ミドグルまたは lX MDE
hydrOHnkグ ルを用いた非変性 グルにて電気泳動を

行った。電気泳動はアクリルア ミドは 0.4mm厚 の塩

基配列決定用グル装置にて,ま た,MDE hydrOHnkグ
ルは 1.Omm厚のスラブグル装置 (10× 7cm)を用い

た.DNAは 前述のごとく銀染色 (Bio‐ Rad社 ,silver

stain kit)に て DNAを観察 した.異常が認められた

DNAについては,プ ラス ミドベクターpBluescriptま

たは pGEMに サ ブクローニングした上でひ とつの

PCR産物につき 6個 以上のクローンについて塩基配

列を決定 した.塩基配列は螢光 プライマーを用いた

dideoxy法 に よ りA.L.F.オ ー トシーク エ ン サー

(Pharmacia社 )により決定 した。

1.ロ ドプシン遺伝子の検索

対象は,ADRP 43家 系,ARRP 60家 系を含む網膜

色素変性症患者 250名 であ り, ロドプシン遺伝子の 5

個のエクソンとプロモーター領域約 280 bpを 含む 7

つの領域に分け (図 3)PCR‐SSCP法 を行った。今回

の検索により疾患の原因とな り得る異常パターンを示

したのは既報 15)28)29)の エクソン 5に位置するコ ドン

347 CCG(Pro)が CTG(Leu)に変異する異常をもつ

1家系のみであった.その家系におけるSSCP像 を図

4に示す。また, これとは別に疾患の原因とはならな

い DNAの変異であるポ リモルフィズムについては
,

今回の検索で翻訳開始 コ ドンの 26塩基上流の A→ G
(図 5),第 4イ ン トロン内の第 5エ クソン開始部から

θ

′

′

図 2 網膜色素変性症患者のうち,autosomal domi‐

nant retinitis pigmentosa(ADRP)56家 系の分

布を示す。

血液サンプルからは既報の方法15)に 従 って白血球を

分離し,SDS処理,proteinase K消 化,フ ェノール抽

出,エ タノール沈殿の順で高分子グノムDNAを精製

した。精製された遺伝子 DNAは TE緩衝液(pH 8.0)

にて透析後定量 し,次の段階へと進んだ。

III 遺伝子診断スクリーニング

(候補遺伝子検索)

前述のごとく, これまでの網膜色素変性症に対する

分子生物学的研究の成果によって,本症の原因となる

遺伝子が網膜に特異的に発現する蛋白質をコー ドする

ものであることが次第に明らかになってきている。そ

こで,逆に網膜に特異的に発現する遺伝子に注目し
,

これを候補遺伝子 として,そ の遺伝子に異常をもつ例

をスク リーニングによって検出してゆ く方法を用い

て,本症の遺伝子異常を同定することとした (候補遺

伝子検索).本研究で候補遺伝子 としたのは,すでにそ

の異常によって網膜色素変性症が発症 し得ることが明

らかとなっているロ ドプシン遺伝子
6)16),ペ リフェリ

ン/RDS遺伝子7)8)に 加えてフォスデューシン(MEKA
蛋自質)を コー ドする遺伝子

17)の 三者である。
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図3 ロドプシン遺伝子とpolymerose chain reac‐

tiOn(PCR)法 による増幅部位 .

各 PCR産物の長さは 250 bp前後とした。

>

図 4 ロドプシン遺伝子コ ドン347の 変異 (CCG→
CTG)を もつ家系におけるSSCP所見.

症例 1, 2,3,5は ADRPの同一家系における網

膜色素変性症患者であり,症例 6は同一家系の健常

者,Nは 正常人 DNAを示す。矢尻で示された位置

が突然変異をもつDNAに 由来するバンド.ミ ニス

ラブグルによるSSCP.

24塩基上流の G→ A(図 6)の 2カ 所が確認された。

2.ペ リフェリン/RDS遺伝子の検索

ペリフェリン/RDS遺伝子については,ADRP 56家

系を対象とした。ペリフェリン/RDS遺 伝子の 3つの

エクソンのうち,第 1エ クソンと第 2エ クソンに焦点

をしばり,第 1エ クソンは 4つの部位に,第 2エ クソ

ンは 2つ の部位に分割して PCR法 にて増幅した (図

図 5 ロドプシン遺伝子エクソン 1にみられたポリモ

ルフィズムの SSCP所見.

翻訳開始 コドンの 26 bp上 流が AであるDNAと
GであるDNAの 下方バンドの易動度の差を示す.

両方のバンドをもつ症例は両者のヘテロ接合体であ

ることを示す. ミニスラブグルによるSSCP.

Pl-2

図 6 ロドプシン遺伝子イントロン4にみられたポリ

=[ル フィズ ヱ、σ)dngle strand conferntatiOn

polymorphism(SSCP)月 斤見.

左から3症例に共通してみられる矢印に示された異

常バン ドがエクソン 5開始点 より24 bp上 流がA
であるDNA.他の症例と共通してみられるバンド

は同部位が GであるDNA.最上のバンドは非特異

的増幅産物.右端 の 2症 例は コ ドン347の 変異

(CCG→ CTG)を もつイギ リスとドイツの症例.

シークェンス用グルによるSSCP.

7).引 き続 きSSCP法 にて変異の有無につ きスク

リーニングを行った。その結果,網膜色素変性症の原
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IV 遺伝子異常 と表現型 との関連

遺伝子異常の検索の結果から,次 に網膜変性機構の

解明の手懸かりを得ることを目的として, まず第一段

階として遺伝子異常が確認された例について,そ の表

現型である臨床所見を各年齢層にわた り検索 した。こ

れは遺伝子異常がどのような臨床所見に関連するかを

明らかにすることにより,あ る特定の遺伝子異常が網

膜変性に実際に及ぼす影響を知ることができるのでは

ないか との考えに基づ く.

1.ロ ドプシ ン遺 伝 子 コ ドン347の 異 常 (Pro‐

347・ Leu)の 眼所見の特徴

本家系の臨床像の特徴については,すでに Shiono

ら29)に より報告されている。本研究で対象 としたのは

ADRPの 同一家系 4名であ り,症例 II‐4(発端者)49

123456789

図 8 ペ リフェリン/RDS遺伝子エクソン 2に みら
れた異常バンド (レ ーン5).
コドン244の 変異 (AAC→ AAA)に 由来する.

l Kb

因となり得る変異を 1家系についてエクソン 2に認め

た。その SSCP像 を図 8に示す.図 8に示された レー

ン5の症例が発端者であ り, この症例と同一家系の患

者 8名 に同様な異常バン ドの出現が確認された。また,

同一家系の健常者にはこのような異常バンドは出現し

なかった。塩基配列を調べてみると, この異常バン ド

はコドン 244の AAC(Asn)が AAA(Lys)に変異す

ることに由来することが判明した。この家系について

は SSCP上,他の PCR産物に異常は認められていな

い。

3。 フォスデューシン遺伝子の検索

フオスデューシン遺伝子については 4つのエクソン

のうち,ア ミノ酸をコー ドしている第 2,第 3,第 4

エクソンについて,こ れを 4か所に分け(図 9),PCR・

SSCP法 に て ス ク リーニ ン グを 行った。対 象 は
,

ADRP 36家系,ARRP 50家系を含む 230例 としたが,

フオスデューシン遺伝子については異常が確認された

例はなかった。
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図7 ペ リフェリン/RDS遺伝子 とPCR法 による増

幅部位 .

各 PCR産物の長さは 180 bp前 後とした。
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図 9 フォスデューシン遺伝子とPCR法 による増幅部位 .

各 PCR産 物の長さは 100か ら300 bpの 間になるようにした。
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歳,症例 II‐5(弟)47歳,症例 HI‐ 1(長女)20歳 ,症

例 HI‐2(次女)12歳 という構成である。 これらの症例

の臨床所見をまとめると,以下のようになる。

眼底所見はいずれの例もびまん性の網膜色素変性症

のタイプを示し,周辺部から中間周辺部の萎縮性変化

は年齢 とともに重症 となるが,中心寓はよく保存 され

49歳 の症例 II‐4で も中心視力は 1.0を 保持している.

視野は傍中心部の暗点から始まり,年齢 とともに求心

性狭窄となる。網膜電図 (ERG)所見では 12歳の症例

で,white nash ERGにて a波,b波 ともに振幅の低

下を示 し,30 Hzフ リッカーERGにても振幅の低下を

示すが,20歳 以上の症例ではいずれの症例でもwhite

nash ERG, フリッカーERGと もに消失型を示した。

ロドプシン遺伝子 コドン347の 異常についてはこれ

までに報告30)が あ り,本家系 と基本的には類似した臨

床所見をたどることが示されている。 このことは人種

が異なっても遺伝子異常が同じであれば,同様の臨床

像を来すことを示唆している。

2.ペ リフェリン/RDS遺 伝 子 コ ドン244の 異 常

(Asn‐ 244‐Lys)の眼所見の特徴

ペ リフェリン/RDS遺伝子異常を伴 う網膜変性症の

臨床像についてはこれまで報告があ り31)～ 33),そ の突然

変異部位を図 10に示す。これまでの報告を総合す る

と,ペ リフェリン/RDS遺伝子はその変異部位により

様 々な臨床所見を呈するという点が明らかになってい

る。今回の検索で明らかとなった コ ドン 244の変異は

これまでに世界で報告がなく,新 しい知見である。我々

はこの異常をもつ ADRP l家 系 8症例について,そ の

臨床所見を調査 した。対象は,II‐5(発端者,63歳 ),

II‐ 6(弟,62歳 ), II・ 9(妹,53歳 ),III‐ 2(発端者次女 ,

37歳 ),IH‐3(同三女,32歳),III-4(II‐ 6の 長男,34

歳),IH‐6(II‐ 9の長女,23歳),IV‐ 1(II‐2の長男 ,

9歳)である。本家系の臨床像の特徴をまとめると,

以下の通 りとなる。

眼底像ではびまん性の網膜色素変性を示し,中間周

辺部から周辺部にかけての領域に主 として変性が生 じ

る.黄斑部は 30代前半までは比較的正常な所見を呈

し,中心視力はこの時期までは矯正にてほぼ 1.0を保

つ傾向にある。30代後半以降の症例には,び まん性網

膜変性に加えて黄斑部にも所見を認めるようになる。

それは 30代 ～50代 にかけては中心寓を囲む領域の網

膜下に黄白色顆粒状沈着物として認められ,螢光眼底

写真上いわゆる bulPs‐ eye maCu10pathyの 所見 とな

り,60代 になると黄斑部の萎縮性病巣 となる。視力も

INTRADISCAL SPACE

図 10 ペ リフェリン/RDSの模式図 と244番 目のア

ミノ酸 (正 常ではAsn)の位置 .

これまでに変異が報告されている部位を矢尻で示

す.

bun's‐ eye maculopathyの 出現 とともに低下し,IH-2

では 0.5,II‐ 9では 0.1～ 0.3であ り,黄斑部萎縮性病

巣を来しているII‐ 5,II‐6では眼前手動～0.02に低下

している。視野ではロドプシン遺伝子コドン347の 変

異による網膜色素変性症同様,傍中心部の感度低下に

始まり,不規則な輪状比較暗点へ進行 し,最終的には

求心性狭窄へ至る.ERGでは夜盲の自覚のないIV‐ 1で

も粁体系 ERGですでに消失型を示 し,錐体系 ERGで
は subnormal型を示した。IH‐6よ り年齢の高い症例で

は粁体系,錐体系いずれの ERGで も反応消失型 と

なっていた。暗順応検査では年齢に従って最終閾値の

上昇が認め られ,IH‐ 6では正常に比 し 1.0 1og unit,IH‐

4で は 3.0 1og unit,II‐ 6では 5.0 1og unit上 昇を示 し

た。

ベ リフェリン/RDS遺伝子 コ ドン 244の異常 (Asn

→ Lys)に よる網膜色素変性症は,びまん性の網膜変性

に加 え て 30代 後 半 以 降 に み られ る buH's― eye

maculopathyが 特徴的である。これは,従来 ADRPの

約 40%に 認 め られ る と さ れ て きた bull's‐ eye

maculopathyの 原因のひ とつ にペ リフェリン/RDS
の異常が関与 していることを示す ものであり,今後の

bun's‐ eye maculopathyの 発症機構解明にひとつの手

懸かりをもた らす結果となった。

44
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図 1l rds/r翡 マウス網膜におけるグルタミン酸とグリシンの免疫組織化学所見。
左上写真 :rds/msマ ウス網膜におけるグルタミン酸の分布.右上写真 :Balb/cマ ウ
ス網膜におけるグルタミン酸の分布.左下写真 i rds/rdsマ ウス網膜におけるグリシ
ンの分布.右下写真 i Balb/cマ ウス網膜におけるグリシンの分布.グ リシンは両者と
も内網状層と内顆粒層に認められる。rds/rdsマ ウスおよびBalb/cマ ウスいずれも生
後 3週 目のもの.4枚 ともに同一の倍率であり,右上写真中のバーは 50μ m.

ri. l ;.

マ
ご :

澪

‥

キ

ー

1

1

1

1

1

1

:

:

:

:

:

:

:

:

:

:

:

:

:

|

:

l・

1・‐

l

1111
・す

．■

・



1402

V 網膜変性モデル動物 (ds/rdsマ ウス)

における視細胞異常の検索

日本人においてもペ リフェリン/RDS遺伝子異常に

よる網膜色素変性症の存在が確認されたことにより,

マウスにおける同一の遺伝子異常によって発症す る

retinal degeneratiOn s10w(rds/rds)マ ウスクこおける

網膜変性機構を解明することは, ヒトにおける網膜色

素変性症の網膜変性機構を知る上で大きな示唆を与え

るもの となろう。そこで,今回我々は興奮性神経伝達

物質 として知 られ,ま た,網膜変性にも関与すると考

えられるグルタミン酸34)35)について,発達期 rds/rds

マウス網膜内での分布を抗グルタミン酸抗体を用いた

免疫組織化学的方法にて検索 した。

対象は,rds/rdsマ ウス生後 3週 と9週の眼球を用

い,2.5%グ ルタールアルデヒドにて固定 し,ア セ トン

にて脱水後 LR whiteに固定 した。一次抗体 としてア

フィニティカラムにて精製 したウサギ抗グルタミン酸

抗体を用い,二次抗体 として金 コロイ ド標識ヤギ抗ウ

サギ IgG抗体を用いて銀染色を行い光学顕微鏡にて,

また,酢酸 ウラン・鉛二重染色を行い電子顕微鏡にて

観察 した.対照 として同一週齢の Balb/cマ ウス眼を

日眼会誌 97巻  12号

用い, さらに, グルタ ミン酸以外のア ミノ酸としてウ

サギ抗グリシン抗体を用いてグリシンについても同様

に検討を加えた。

光学顕微鏡での結果を図11に示す。グルタミン酸は

Balb/cマ ウスとの比較で rds/rdsマ ウスにおいて視

細胞内節により蓄積している所見を得た.こ れをより

定量的に観察するため,電子顕微鏡的に視細胞内節内

に認められた金コロイド粒子をカウントして比較した

ところ(図 12),生後 3週 目ではrds/rdsマ ウス 365±

80,Balb/cマ ウス 220± 120 GCP/μ m2,生後 9週 目で

|ま rds/rdsマ ウス 415± 70,Balb/cマ ウス 300± 60

GCP/μm2(平均±標準偏差)で,いずれの週において

もrds/rdsマ ウスにおいて有意水準 1%にて統計学

的に有意なグルタミン酸の上昇が認められた。また,

対照として用いた抗グリシン抗体によるグリシンの観

察では,ds/rdsマ ウスとBalb/cマ ウスとの間に差は

認められず(図 10),ま た,視細胞内節における蓄積も

認められなかった。 このことはrds/rdsマ ウスにおけ

る視細胞内節でのグルタミン酸の蓄積がペリフェリ

ン/RDS遺伝子異常によって起こる視細胞変性に伴っ

て起こる特異性の高い現象であることを示している.

現時点では,グルタミン酸の蓄積が視細胞変性の原因

図 12 rds/rdsマ ウス視細胞内節に認められた抗グルタミン酸抗体の反応を示す金コ

ロイド.

生後 3週 目.バ ーは lμ m.
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網膜変性モデル動物を作成す ることが可能 となる07).

今後は, よ り疾患に近 いモデルを用いて網膜変性機構

が解明 されて くるもの と思われる。そのよ うなモデル

動物の視細胞のグルタ ミン酸 などが測定 されれば,今
回の結果 が どのような意味があったのか とい う質問に

対する解答が与えられ るもの と思われる。そ して, こ

れらの研究の成果が相侯 って将来 より有効 な網膜色素

変性症 の治療法の開発へ とつ なが らん ことを期待す

る。

稿を終えるにあたり,宿題報告の機会を与えて下さいま

した日眼評議員,日 眼会員の皆様に感謝いたします。本研究

に際し,血液やゲノムDNAの送付に協力して頂いた研究

協力者の方々に心から感謝の意を表します。また,恩師水野

勝義東北大学名誉教授をはじめ,東北大学医学部眼科学教

室同窓会の諸先生のご指導とご協力に深謝いたします。本

研 究 に は文 部省科学 研 究 費 補 助金 (B‐ 03454411,B―

05454468),厚 生省特定疾患網膜脈絡膜萎縮症調査研究班お

よび日本失明予防協会から研究助成を受けた。記 して謝意

を表します.
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検討が望まれる。

ベ リフェリン/RDS遺伝子については,今回は 1家

系のみの検出であったが,欧米でもこの遺伝子の異常

による網膜色素変性症の頻度はロドプシン遺伝子のそ

れに比して低 く, 日本でもほぼ同様の頻度である可能

性がある。
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り, この方面での知見の集積が行われている。今後さ

らに有益な情報が得 られることを期待する。

動物モデルを用いた実験では,今回は rds/rdsマ ウ

スを用いた。その結果,ペ リフェリン/RDS遺伝子異常

による視細胞変性過程で視細胞内節にグルタミン酸の

蓄積がみられることが明らかになった。グルタミン酸

の働きは多様であ り, この事実が即網膜変性機構の解

明へとつながるとはいえないにしても,遺伝子異常に
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