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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性症は、遺伝子異常による進行性疾患で、失明原因の上位を占める。早期に診断
が付いても進行を抑制する安定した治療法はないのが現状である。本研究では、患者の異常遺伝子を持つ人工多能性細
胞を用いて、新規の神経保護治療法の開発に向けた病態メカニズムを解析を行った。

具体的には、網膜色素変性症患者の皮膚細胞由来のiPS細胞を樹立し、これを網膜細胞に分化誘導した。そして、視細
胞特異的に発現するNRL遺伝子のプロモーター支配下にGFPを発現するベクターを、分化誘導中の細胞にウイルスを用い
て感染させ標識し、病態の分子メカニズムを解析すると共に、治療のための薬剤スクリーニングの可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We generated induced pluripotent stem cells (iPSCs) from an RP patient carrying a 
rhodopsin mutation (E181K). The cells were then subjected to retinal differentiation; the resulting rod 
photoreceptor cells were labeled with an Nrl promoter-driven enhanced EGFP-carrying adenovirus and 
purified using flow cytometry after 5 weeks of culture. Using this approach, we found a reduced survival 
rate in the photoreceptor cells with the E181K mutation, which was correlated with the increased 
expression of endoplasmic reticulum (ER) stress and apoptotic markers. The use of RP patient-derived 
iPSCs provided a system that can be used to explore candidate therapeutic approaches.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 

京都大学の山中らが、線維芽細胞から人

工多能性幹細胞（induced-pluripotent 

stem cell; iPS 細胞）を作成する方法を発

表した（Takahashi, Yamanaka Cell 2006）

ことにより、遺伝子異常を持つ変性疾患の

研究には、新しい可能性が生まれた。これ

までヒトサンプルを得られにくい神経系等

の臓器・組織の研究には、動物モデルを用

いる等の工夫はされていたが、限界があっ

た。しかし、患者遺伝子異常が保存された

iPS 細胞から各臓器・組織の細胞を誘導す

ることで、遺伝子異常を維持したヒト細胞

を用いた研究の可能性が開けたと言えた。 

ヒト iPS 細胞は、皮膚などの体細胞に山

中らの 3つもしくは 4つの遺伝子（Oct3/4, 

Sox2, Klf4 の 3因子もしくはc-Mycを加え

た 4 因子）を導入して誘導する方法が基本

である。樹立された iPS 細胞から各臓器・

組織細胞を分化誘導する方法は、これまで

に胚性幹細胞（ES 細胞）で発表されたもの

が応用され、それにより、iPS 細胞由来の

各臓器・組織細胞を得ることが可能と考え

られる。それを移植治療等の再生医療に用

いる可能性も研究されている。また、国内

外で、患者より得た体細胞をもとに iPS 細

胞を樹立したと報告された（Parket al. 

Cell 2008, Jin et al. Plos One 2011）。 

申請者らは、これまで網膜疾患の病態解

明、治療法の開発に向けた研究を行ってき

た（Kurihara, Ozawa et al. Diabetes 2008, 

Sasaki, Ozawa et al. Diabetologia 2010）。

その中で、糖尿病網膜症などの網膜疾患で

視機能障害を引き起こすのは、網膜神経変

性によるものであり、原因には組織内微小

環境の変化に伴って網膜神経細胞内で亢進

する炎症性分子の発現や酸化ストレスがあ

ることを、高血糖モデルマウスを用いた解

析から明らかにした。そして、それに対す

る神経保護治療の必要性と、その候補薬剤

としてアンジオテンシン II １型受容体拮

抗剤や抗酸化剤を提案するに至った。 

 

これに対し、網膜色素変性症は、4000～

8000 人に 1人で発症するとされ、遺伝子異

常により生じる網膜視細胞もしくは網膜色

素上皮細胞の変性であるが、そのメカニズ

ムには不明の点が多い。各々の患者の遺伝

子異常は多様でそれらを保存した動物モデ

ルを各種作成するのは不可能であり、ヒト

網膜細胞を入手し、研究に用いることはさ

らに困難であることが、その一因であった。

しかし、患者体細胞から iPS 細胞を樹立し

て、そこから網膜細胞を分化誘導すれば、

患者遺伝子異常を持つ網膜細胞を用いて病

態メカニズムを研究し、新規治療法開発に

向けた研究をすることが可能になると考え

た。 

一般に、異常タンパクが蓄積すると小胞

体内の運搬が妨げられ、小胞体ストレスを

起こすことがある。そこで、申請者らは網

膜色素変性症で蓄積する異常タンパクも小

胞体ストレスを引き起こし、網膜視細胞死

を誘導する可能性があると考えた。これを

網膜色素変性症患者の iPS 細胞から分化誘

導した網膜細胞の培養系で解析することで、

実際の患者の遺伝子異常に基づく病態を解

明し、さらに将来的にはその機構を抑制す

る薬剤スクリーニングを行うことができる

と考えた。 

 

２．研究の目的 

網膜色素変性症は、遺伝子異常を原因と

し、徐々に進行する疾患で、失明原因の上

位を占める。早期に診断が付いても進行を

抑制する安定した治療法はないのが現状で

ある。異常遺伝子が明らかになっていても、

網膜神経細胞障害（死）のメカニズムは今

のところ、わかっていないものが多いため

である。そこで、患者の異常遺伝子を持つ

人 工 多 能 性 細 胞 (induced-pluripotent 

stem cell; iPS 細胞)を用いて病態メカニ

ズムを解析し、新規の神経保護治療法の開

発に向けた研究を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

【方法の概要】 

網膜色素変性症患者の体細胞から樹立し

た iPS 細胞を網膜細胞（特に視細胞）に分

化誘導し、その培養系を用いて細胞死のメ
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カニズムを解明する。今回は遺伝子異常が

既知である患者の iPS 細胞を用いる。患者

iPS 細胞とコントロール iPS 細胞を網膜細

胞に分化誘導した細胞で細胞死の頻度を比

較する。また、誘導した細胞内で生じる小

胞体ストレスについて、分子生物学的手法

等を用いて解析する。その上で、これらの

阻害剤の効果を解析する。 

 

【具体的な方法】 

（１）網膜色素変性症患者体細胞由来お

よびコントロールの iPS 細胞を網膜視細胞

に分化誘導する系を確立した。 

申請者は、既に成人のヒト皮膚細胞を用

いて京都大学･山中研究室で樹立されたiPS

細胞（201B7 クローン）を、共同研究者の

慶應義塾大学医学部生理学教室･岡野栄之

教授を通じて同研究室から入手し、網膜細

胞への分化誘導をした。これをコントロー

ル iPS 細胞とした。一方、申請者らは網膜

視細胞特有の遺伝子の異常を診断された網

膜色素変性症患者の皮膚細胞を採取し、そ

れを用いて iPS 細胞株（図１）を５０株樹

立し、その中でも特に効率よく網膜視細胞

に分化誘導される株を選出した。そして患

者遺伝情報を保持した効率よい網膜視細胞

の分化誘導系を構築した。分化誘導は、ロ

ドプシン mRNA の発現レベルにより判断し

た(変異の有無にかかわらず検出する方法

を用いた)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）分化誘導した網膜細胞の中で視細

胞を標識しフローサイトメトリーで生細胞

数を測定した。 

今回は網膜細胞の中でも、視細胞の異常

を検出する必要がある。そこで、網膜細胞

の分化誘導の過程で、桿体視細胞に特異的

に発現する転写因子 Nrl のプロモーター支

配下にGFPを発現するウイルスを、患者iPS

細胞から誘導した網膜細胞に感染させ、培

養中で視細胞を GFP の蛍光発色により標識

した。標識された細胞を生存視細胞として、

フローサイトメトリーを用いて経時的に計

測した。また、死んだ細胞をアネキシン等

で染色して、GFP 陽性細胞に含まれる死ん

だ細胞の割合を計測した。 

（３）分化誘導した視細胞において小胞

体ストレスの有無を解析した。 

遺伝子異常により異常タンパクが蓄積す

ると、小胞体ストレスを生じることが予想

された。そこで、（２）で標識した視細胞を

フローサイトメトリーで回収し、mRNA を抽

出して cDNA を作成し、リアルタイム PCR に

より小胞体ストレスのマーカーであるCHOP、

Bip などの発現を解析した。 

（４）分化誘導した視細胞において小胞

体ストレス経路の阻害剤の効果を解析した。 

小胞体ストレスにはいくつかの経路があ

ることが知られている。関与しうる各分子

の阻害剤を、患者 iPS 細胞から分化誘導さ

せた視細胞の培養に添加し、フローサイト

メトリーを用いて、標識した生存視細胞数

を計測した。また、そのときの小胞体スト

レスマーカーを、(3)と同様にリアルタイム

PCR を用いて解析した。阻害剤としてはラ

パマイシン、PP242、AICAR、NODI-1、およ

びサルブリナールを用いた。 

 

４．研究成果 

分化誘導培養後４週目までは、患者 iPS

細胞由来の視細胞も、コントロール iPS 細

胞由来の視細胞も、生存細胞数は同等でい

ずれも徐々に増加していた。しかし、５週

目になると、患者 iPS 細胞由来の視細胞は

コントロール iPS 細胞由来の視細胞に比べ

て、生存細胞数は少ないという結果となっ

た(図２)。 

 

 

 

 

図１ 患者 iPS 細胞 
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分化誘導５週目の患者 iPS 細胞由来とコ

ントロール iPS 細胞由来の視細胞を比べる

と、前者では明らかに死んだ細胞数が増加

した。 

それぞれの iPS 細胞由来の視細胞におい

て、小胞体ストレスのマーカーをリアルタ

イムPCRを用いて計測したところ、患者iPS

細胞由来の視細胞ではコントロール iPS 細

胞由来の視細胞に比べて CHOP、Bip などの

マーカーの発現は明らかに上昇していた。 

次に、各阻害剤を患者 iPS 細胞由来の視

細胞に添加したところ、どの阻害剤でも明

らかに、分化誘導 5 週後の生存細胞が増加

した。この時小胞体ストレスマーカーの発

現は低下していた。生存細胞増加の程度と

してはラパマイシン添加時が最も顕著であ

った。 

 

このように、網膜色素変性症患者の体細

胞から樹立したiPS細胞を分化誘導した網

膜視細胞では細胞死が促進されており、そ

のメカニズムとして小胞体ストレスが影

響することが示された。そして、小胞体ス

トレスに対する阻害剤の視細胞保護効果

が、患者iPS細胞由来の培養系で示された。 

 

これまで網膜色素変性症の病態メカニズ

ムは、主にマウスなどの動物モデルを用い

て研究されてきた。しかし、本研究はヒト

網膜細胞を用いて分子レベルで病態を解析

するところが特色であり独創的であった。

この研究が成功したことで、将来的には網

膜色素変性症の中でもさまざまな遺伝子異

常による病態メカニズムを次々と解析する

ことが可能になると予測される。また、本

手法は、将来、他の神経保護治療薬のスク

リーニングのためにも用いることができる

可能性があり、発展性のあることが明らか

にされた。これまで治療法のない分野に対

して、積極的治療法の開発の動きを与える

出発点となる研究であった。 

また、最近では生活習慣病に伴う網膜疾

患においても遺伝的素因の関与が考えられ

ており、遺伝子の違いによる細胞反応性の

相違のある可能性が指摘される。本研究の

成果は、将来的には、より広い分野の網膜

疾患研究に役立つ可能性を持つ重要な研究

である可能性を示すことにつながることが

予測される。 
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