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１．序論  
 

1-1  眼器官と網膜  
  眼器官は外界に存在する光を情報として受容し、その刺激を脳内で視覚情報

として処理することで視覚を形成する。外界の光は、眼球前部の透明な組織で

ありバリア機能を持つ角膜を通過し、屈折率を調節する水晶体を経由して最終

的には中枢神経系の一部である神経網膜で像を結ぶ。網膜に到達した光は網膜

深層に位置する視細胞により受容される。視細胞で受容された光刺激は電気刺

激に変換され、双極細胞や水平細胞、アマクリン細胞などの二次ニューロンか

らガングリオン細胞を経由して脳の視覚中枢に伝わり、最終的に視覚が形成さ

れる。 
 

1-2  視細胞とオプシン  
  視細胞には桿体細胞と錐体細胞の二種類が存在しており、桿体細胞と錐体細

胞はそれぞれ異なった視物質をもつ。視物質は、タンパク質（オプシン）とビ

タミンA誘導体であり光を吸収する色素である発色団（11-cis-retinal）から成り、
発色団はオプシン内のシッフ塩基と結合している。桿体細胞と錐体細胞の視物

質における発色団は共通しているものの、発現しているオプシンの種類が異な

るために、これらの視物質はそれぞれ異なった最大吸収波長を示す 1。マウス網

膜において、桿体細胞ではロドプシン（λmax=498 nm）、錐体細胞では短波長感
受性オプシン（short-wavelength sensitive opsin: S-opsin, λmax=359 nm）と中波長
感受性オプシン（middle-wavelength sensitive opsin: M-opsin, λmax=510 nm）を視
物質として発現している 2。また、ロドプシンと錐体オプシンでは光感度が異な

っており、ロドプシンは非常に高感度なためわずかな光子量でも活性化される

が、錐体オプシンはロドプシンよりも強い光強度で刺激されなければ活性化し

ない。視物質はこれらの特徴を持つため、桿体細胞は主に明暗を判断するため

の光覚を、錐体細胞は異なった波長吸収特性を持つことで色覚を担っている。 
  ロドプシンおよび錐体オプシンは、外節とよばれる視細胞に特徴的な構造体

に密に充填されている。マウス網膜の場合、全視細胞のうち約 97%が桿体細胞
であると言われており、そのため視細胞には非常に多くのロドプシンが存在し

ている 3。桿体細胞の外節には約 1000枚の円盤状の構造が存在し、7回膜貫通型
であるロドプシンは一枚の円盤状構造あたり 104から 106個存在している 4。 
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1-3  視細胞と光伝達シグナル  
  視覚形成において、視細胞による光受容とその後に発生する光伝達シグナル

の開始が反応の第一段階となる 5。視細胞は効率良く光受容をおこなうために外

節という構造が発達しており、この部位に視物質を高密度に保持している。オ

プシンは発色団である 11-cis-retinal と結合することで視物質としての役割を果
たす。暗条件において、11-cis-retinalの一方は β-イオノン環と結合部位のアミノ
酸側鎖によって形成される疎水性相互作用によって結合し、もう一方はオプシ

ンの 7 番目のαヘリックスに保存されているリジン残基の側鎖とシッフ塩基を
形成して結合している 6, 7。さらにこのシッフ塩基はプロトン化されている。プ

ロトン化されたシッフ塩基は正電荷をもつため、シッフ塩基と対イオンを成す

グルタミン酸との結合により安定に存在している 8。視物質が光を受容すると、

オプシンと複合体を形成していた 11-cis-retinalは光受容の際に all-trans-retinalに
異性化される 9。その際、Gタンパク質共役型受容体であるオプシンの構造が変
化し活性型となる。桿体細胞内に存在するロドプシンの場合、立体構造の変化

は中間体であるバソ/ルミロドプシン、メタロドプシンⅠ、メタロドプシンⅡa
をミリ秒単位で経由して、最終的に活性型であるメタロドプシンⅡbとなる。活
性型となるうえで重要なステップは、メタロドプシンⅠからメタロドプシンⅡa
に移行する際にシッフ塩基のプロトンが対イオンであるグルタミン酸に受け渡

されることで、異性化された all-trans-retinalとオプシンの結合が崩れてしまうこ
とである 7。メタロドプシンⅡbは、GDPが結合して不活性化されているトラン
スデューシンに結合し、GDPを GTPに置換する。これにより活性化状態となっ
たトランスデューシンは、cGMPホスホジエステラーゼの阻害性 γサブユニット
と結合する。これにより触媒活性をもったホスホジエステラーゼの α と β サブ
ユニットは、cGMPを分解して 5’-GMPにする。これにより桿体細胞内で cGMP
の濃度が下がると cGMP 依存性イオンチャネルが閉じ、膜が過分極することで
電位差が生じ、神経伝達物質の放出が減る。この過程により光刺激が視細胞内

で電気刺激に変換される 10。これら一連の反応を光伝達シグナルカスケードと呼

ぶ。暗状態における桿体細胞の膜電位は約-30 mVであり、ニューロンや他の活
動電位を発生させる細胞の膜電位に比べて高いことが知られている。これは少

し脱分極している状態なので、桿体細胞は暗状態でも常に神経伝達物質を放出

している状態となる。光が当たったときの桿体細胞の反応は過分極となり神経

伝達物質の放出が減少し、その変化が脳に伝わることで視覚が形成される。 
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 活性型のロドプシンであるメタロドプシンⅡb は非常に不安定なため、
all-trans-retinalは酵素反応を介さずにオプシンから分離する。これにより光シグ
ナル伝達の刺激が終了する。また、活性型である GTP-トランスデューシンは、
GTPase accelerating protein (GAP) により不活性型である GDP-トランスデューシ
ンに戻される。このような仕組みにより、光刺激が途絶えると光シグナル伝達

系も速やかに不活性化され、必要以上に刺激が継続されることを防いでいる。 
  また、桿体細胞は明るさが異なる光条件でもコントラストを得ることができ

る仕組みとして、わずかな明るさの条件でも感度よく光を受容し、光刺激が強

くなるにつれて光シグナル伝達は阻害される。この働きにはロドプシンキナー

ゼとアレスチンが関わっている。オプシン分子はリン酸化されるセリン残基が 3
個あり、オプシンが光によって活性化された状態の時間に比例してオプシンの

リン酸化の程度が決まる。さらに、リン酸化されるほどトランスデューシンを

活性化することができなくなる。そのため、外界が明るく光刺激が強いほどオ

プシン分子はリン酸化されトランスデューシンの活性化が弱くなる。さらに、3
個のセリン残基全てがリン酸化されたオプシンにはアレスチンが結合し、トラ

ンスデューシンの活性化を完全に抑制する。これにより、光刺激が強すぎる場

合でも桿体細胞の興奮を適切に調節することができる 11, 12。 
 

1-4  視サイクルにおける RPE65と視機能  
  視細胞外節に存在するオプシンは視細胞自らが合成することによって供給さ

れるが、11-cis-retinal は視細胞に隣接して存在する網膜色素上皮細胞（Retinal 
Pigment Epithelium: RPE）によって供給される 13。また、網膜色素上皮細胞によ

る 11-cis-retinalの供給は正常な視覚の維持にとって必須である 14-16。光の吸収に

より活性化された視物質では 11-cis-retinalから all-trans-retinalへの異性化が起こ
る。網膜色素上皮細胞は消費された 11-cis-retinalを視細胞へ供給し、視物質を再
生させる。この経路は一般に視サイクルと呼ばれ、all-trans-retinol (ビタミン A)
とその類縁化合物であるレチノイドの循環経路である 17（図 1）。 
  光の吸収により異性化された all-trans-retinal は視細胞外節で all-trans-retinol 
dehydrogenase (RDH8, RDH12) により all-trans-retinolに変換される 18。視細胞で

産生された all-trans-retinolは cellular retinoid-binding protein 1 (CRBP1) により網
膜色素上皮細胞に輸送される 19。網膜色素上皮細胞に取り込まれた

all-trans-retinolは Lecithin-retinol acyltransferase (Lrat) により all-trans-retinyl ester
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に変換され、網膜色素上皮細胞内に貯蔵される 20。all-trans-retinyl ester を
11-cis-retinolへ変換する酵素として Retinal Pigment Epithelium 65（RPE65）が重
要な役割を担っていることが考えられていたが、解析が困難であることから長

い間その機能が明らかにされていなかった。近年、複数のグループから RPE65
が単体で all-trans-retinyl esterを11-cis-retinolへ変換する機能をもつことが証明さ
れた 21-24。RPE65は異性化反応と、エステル化合物から脂肪酸を取り除く脱水反
応をおこなう isomerohydrolaseであることが同定された。RPE65により生成され
た 11-cis-retinolは網膜色素上皮細胞内に存在する 11-cis-retinol dehydrogenaseで
ある RDH5および RDH11により 11-cis-retinalに再生される 25。この 11-cis-retinal
は cellular retinaldehyde-binding protein (CRALBP) により視細胞へ輸送され、再び
オプシンと結合することで視物質として再利用される。 
  RPE65 は網膜色素変性やレーバー先天盲の原因遺伝子であり、RPE65 遺伝子
異常によるこれらの疾患は乳児期から高度に視機能が障害される 26-34。また、視

サイクルにおいて、RPE65は all-trans-retinyl esterを 11-cis-retinolする唯一の酵

素である。そのため、RPE65遺伝子を欠損した Rpe65-/-マウスでは 11-cis-retinol
および 11-cis-retinal の産生が完全に阻害され、視覚応答は全く反応を示さない
35-38。これらの報告は、RPE65 は 11-cis-retinal の合成に必須であり、ヒトおよび
マウスの正常な視覚形成において重要な役割を果たしていることを示している。 
 

1-5  視サイクル異常と網膜変性  
  ヒト RPE65遺伝子異常では視機能障害だけではなく、若年時より網膜変性が
進行し錐体細胞外節および内節長の減少と錐体細胞核層の非薄化を生じること

が報告されている 39, 40。ヒト RPE65 遺伝子変異では錐体細胞変性が顕著に認め
られるが、網膜変性の機構については明らかにされていない。そのため、モデ

ル動物である Rpe65-/-マウスにおいても錐体細胞に着目した研究がおこなわれ
てきた。まず、Rpe65-/-マウスは桿体細胞が比較的緩慢に変性するが、錐体細胞
は急速に変性することが報告されている 35, 41, 42。さらに、桿体細胞特異的に発現

するオプシンであるロドプシンの局在は正常と同じく外節に限局的であるが、

錐体細胞特異的に発現する錐体オプシンは外節のほかに外顆粒層や外網状層に

も発現が見られ、異常な局在パターンを示すことも知られている 43, 44。Rpe65-/-

マウスと同じく 11-cis-retinal を合成せず、レーバー先天盲のモデル動物である

Lecithin-retinol acyltransferase 欠損（Lrat-/-）マウスも、Rpe65-/-マウスと同様に
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錐体オプシンが外節に正常に輸送されないことが報告されている 20, 45。Rpe65-/-

マウスと Lrat-/-マウスで見られる錐体オプシンの輸送異常は、11-cis-retinalの投
与によって改善されることも報告されている 43, 44, 46。加えて、錐体細胞のマーカ

ーである Peanut agglutinin（PNA）レクチン陽性細胞が Rpe65-/-マウスで減少し
ており、錐体細胞が変性していると考えられている 41, 46。これらの研究は、錐体

オプシンの正常な輸送や錐体細胞の生存維持には 11-cis-retinal が必要であると
いうことを示唆しているが、11-cis-retinal枯渇時における錐体オプシンの輸送異
常や錐体細胞変性の分子メカニズムについては明らかになっていない。 
 

1-6  レチノイドとオプシン  
  ビタミン A とその類縁化合物であるレチノイドがオプシンに与える影響につ
いての研究は、ショウジョウバエを用いた実験報告が多くある。レチノイド代

謝異常である ninaD 遺伝子変異のショウジョウバエでは、野生型に比べ高分子
量である Rh1 オプシン（高等動物のロドプシンに相当）タンパク質が存在し、
小胞体に局在してしまうことが報告されている 47。また、ビタミン A 前駆体で
あるカロテノイド非存在下でショウジョウバエを飼育すると、タンパク質成熟

過程における中間体と思われる、糖鎖切断が不完全な Rh1 オプシンが存在する
ことが報告されている 48, 49。さらに Huberらは、発色団はショウジョウバエのオ
プシン遺伝子の転写制御に関与していないが、翻訳されたオプシンタンパク質

を安定化させる役割を担っていると報告している 47, 49。加えて、オプシンと発色

団が小胞体内で結合していることを示唆する研究結果も報告されている 50。これ

らの研究結果は、ショウジョウバエにおけるオプシンタンパク質の成熟や小胞

体からの輸送および安定性にはレチノイド代謝により視細胞へ供給される発色

団が関与しており、発色団はオプシンタンパク質の翻訳後修飾に重要な役割を

果たしていることを示している。しかしながら、ヒトやマウスにおいても発色

団 (11-cis-retinal)がオプシンの翻訳後修飾を制御しているのかどうかについて
は、これまでには詳細な報告がない。 
 

  そのため、本研究では高等動物であるマウスのオプシンに対して 11-cis-retinal
がもたらす影響を、転写レベルおよび翻訳後修飾レベルで解析することを目的

とした。これにより、視覚形成に必須であるオプシンが網膜内で正常に発現存

在するために、11-cis-retinalがオプシンに対してどのような役割を担っているか
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という分子機構を、高等動物のレベルで明らかにすることができる。また、こ

れらのメカニズムを調べることは、RPE65 遺伝子異常により引き起こされる治
療法のない網膜変性疾患に対して、その分子病態の一端を理解する上でも意義

深いものであると考える。そこで著者は、マウスのオプシンに対する

11-cis-retinalの影響を調べるため、視サイクル異常により 11-cis-retinalを欠損し

た Rpe65-/-マウスを用いた。このモデル動物を用い、マウスが発現する三種類の
オプシン (S-opsin、M-opsin、ロドプシン) の転写および翻訳後修飾における
11-cis-retinalの役割について検討した。さらに、観察されたオプシンの異常と網
膜変性との関連について検討した。 
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２．実験材料および実験方法  
 

2-1  実験動物  
  以下の動物実験は弘前大学動物実験の指針に則っておこなった。野生型とし

て用いたC57BL/6Jマウスは日本クレア社から購入した。Rpe65-/-マウスは
Matthew. M. Lavail博士（University of California in San Francisco）より供与された。 

このRpe65-/-マウスはT. Michael Redmond博士 (National Institute of Health) によ
り、以下の方法で作製された。マウスRpe65遺伝子は129SVマウスゲノムライブ
ラリーから分離した。ここから、エクソン1, 2および3を含む7.7-kbのEcoRⅠ断片
領域と、2.8-kbの5’ flaanking領域をBluescript Ⅱ SK (-) にサブクローンした。5’ 
flanking領域から1.7-kbのEco RⅠ/AflⅡ断片をpLPG9にサブクローンし、EcoRⅠ
/BamHⅠ断片としてリニアライズした。Intoron C領域から2.2-kbのEcl136Ⅱ/EcoR
Ⅰ断片をpLPG9にサブクローンし、XhoⅠ/NotⅠ断片としてリニアライズした。

これらのリニアライズした断片をX-pPNTに挿入したものをpPNT-Rpe65とした。 
pPNT-Rpe65をNotⅠでリニアライズし、エレクトロポレーションで129SVマウス
由来のES細胞内に導入した。G418/gancyclovirを用いて、Rpe65遺伝子のエクソ

ン1からエクソン3までがPGK-neoに置き換わる相同組み替えが起こったES細胞
をクローニングした。目的どおりに相同組み替えが起こったかどうかを確認す

るために、ゲノムDNAをHindⅢで切断したのちにサザンブロッティングをおこ

なった。このクローニングしたES細胞をC57BL/6Jの胚盤胞にマイクロインジェ
クションし、キメラマウスを得た。その後、C57BL/6Jとかけ合わせることでヘ
テロおよびホモのRpe65ノックアウトマウスを得た。RPE65のエクソン4からエク

ソン6を増幅するプライマーでRT-PCRをおこない、得られたRpe65-/-マウスは
RPE65の転写発現をしていないことを確認した35。 
  これらの動物は弘前大学医学部動物実験施設内のアイソラック中で22±3℃、
湿度60%の下、12時間消灯（10 lux以下）、12時間点灯（50 lux前後）の条件下で
飼育した。 
 

2-2  Total RNA抽出  

  野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスの眼球を摘出したのち、実体顕微鏡下、氷
上で網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を採取した。2眼分を 1.5 mlエッペンドルフ
チューブに入れた直後にドライアイスで凍結させ、実験に用いるまで-80℃で保
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存した。RNA抽出には ISOGEN（Nippon Gene, Osaka, 311-02501）を用い、付属
のマニュアルに従っておこなった。具体的には、網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜
2眼分に対し 500 μl の ISOGENを加えボルテックスおよびピペッティングによ
り組織を十分に溶解させたのち、室温で 5分間静置した。その後 100 μl のクロ
ロホルムを加え 15 秒ボルテックスしたのち、室温で 5 分間静置した。これを
12000 × g、15分間、4℃で遠心したのち、水層（上清）を新しい 1.5 mLエッペ
ンドルフチューブに移した。これに 200 μl の 2-プロパノールを加えボルテック
スしたのち、室温で 10分間静置した。その後 12000 × g、10分間、4℃で遠心し
たのち上清を捨て、沈殿に 500 μlの 70%エタノールを加えてボルテックスした。
これを 7500 × g、5分間、4℃で遠心したのち上清を捨て、蓋を空けてエタノー
ルを乾燥させた。乾燥後のRNAを 15 μl の diethylpyrocarbonate (DEPC)水（Nacalai, 
Kyoto）に溶かした。得られた RNA の量および精製度は nano drop（Thermo 
Scientific, Wilmington, DE, ND-1000）を用いて吸光度を測定し算出した。精製度
の低いもの（260 nm/280 nmが 1.6以下）はサンプルとして除外した。 
 

2-3  cDNA合成  
  網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜より抽出した RNA を鋳型とし、cDNA を合成
した。cDNA合成には 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR（Roche, Indianapolis, 
IN, 11483188001）を用いた。1 μgの鋳型RNAに対し、10×Reaction Bufferを 2 μl、
25 mM MgCl2を 4 μl、Random Primer p(dN)6を 2 μl、RNase Inhibitorを 1 μl、AMV 
Reverse Transcriptaseを 0.8 μl加えた。この混合液をサーマルサイクラーにて 25℃
で 10分間、 42℃で 60分間反応させたのち、反応後は 4℃で 5分間冷却した。
合成後の cDNAに 180 μlの DEPC水を加えて希釈し、-30℃で保存した。 
 
2-4  Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
  RT-PCRは Takara Taq（Takara, Osaka, R001A, 5 units/μl）を使用しておこなった。
用いた RPE65のプライマー配列は表 1に示した 35。PCR反応は 0.5 μl の cDNA
に対し、終濃度 0.5 μMの Forwardおよび Reverseプライマーを使用した。PCR
反応条件は、1サイクル-94℃ 4分、35サイクル-94℃ 30秒、54℃ 30秒、72℃ 30
秒でおこなった。PCR後の反応産物は1.5%アガロースゲルとトリスホウ酸EDTA 
(TBE) 緩衝液により電気泳動をおこない、臭化エチジウムで染色したのちプリ
ントグラフ（ATTO, Tokyo）で撮影した。 
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2-5  ウェスタンブロッティング  

  錐体オプシンおよびロドプシンを検出するため、野生型マウスおよび Rpe65-/-

マウスの眼球を摘出したのち、網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を採取した。採取
した組織に溶解緩衝液（5 mMトリス塩酸緩衝液（Tris-HCl）, pH 7.5、65 mM 塩
化ナトリウム（NaCl）、2 mM 塩化マグネシウム（MgCl2）、1 % TritonX-100、プ
ロテアーゼ阻害剤混合物（Roche））を加え、ガラス-テフロンホモジナイザーを
用い氷中で破砕した。15000 × g、5分間、4℃の遠心分離後に上清を回収し、サ

ンプルとして用いた。また、RPE65を検出するため、野生型マウスおよび Rpe65-/-

マウスの眼球を摘出し、リン酸緩衝食塩水（PBS）に浸してホモジナイズしたの
ち超音波破砕を 15秒間、3回おこなった。15000 × g、5分間、4℃の遠心分離後
に上清を回収し、サンプルとして用いた 51。Bio-Rad Protein Assay（BIO-RAD, 
Hercules, CA, 500-0006）を用いた Bradford法にてタンパク質定量をおこないサン
プル濃度を決定したのち、使用するまで-30℃で保存した 52。ウェスタンブロッ

ティングは Townbin らの方法に従った 53。S-opsin の検出には 15%、M-opsin, 
rhodopsin の検出には 12%、RPE65 の検出には 10%ポリアクリルアミドゲルで
SDS-PAGEをおこないタンパク質を分離した。分子量マーカーには Precision Plus 
Protein Dual Color Standard（BIO-RAD, 161-0374）およびMagic Mark（Invitrogen, 
Carlsbad, CA, LC5602）を用いた。60Vで 20分の電気泳動後に 100V、2時間の電
気泳動でタンパク質を分離したのち、タンク式転写装置にて Polyvinylidene 
difluoride (PVDF) 膜（BIO-RAD, 162-0177）に 18V、16-18時間転写した。 
  転写後の膜を0.05 % Tween-20 を含むPBS（Tw-PBS）で洗浄し、非特異的な反
応を防ぐためにブロッキングをおこなった。ブロッキング溶液は、S-opsinの検
出には1 %ブタ血清を含むTw-PBSを、M-opsinの検出には1 %ヤギ血清を含む
Tw-PBSを、rhodopsinの検出には1 %ウサギ血清を含むTw-PBSを、RPE65の検出
には0.5 %スキムミルクを含むTw-PBSをそれぞれ使用し、室温で1時間震盪した。
その後、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体に浸し、ハイブリパック（Cosmo 
Bio, Tokyo, S-1021）で密閉したのち4℃で一晩震盪した。一次抗体には、ヤギ抗
S-opsin抗体（1:5000、Santa Cruz, Delaware, CA, sc-14363）、ウサギ抗M-opsin抗体
（1:5000、Chemicon, Temecula, CA, AB5405）、マウスモノクローナル抗rhodopsin
抗体（1:10000、Chemicon, MAB5316）、マウスモノクローナル抗RPE65抗体（1:5000、
Chemicon, MAB5428）を使用した。反応後のPVDF膜をTw-PBSで20分間、3回洗
浄したのち、二次抗体を希釈した溶液に浸し室温で1時間震盪した。二次抗体に
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は、HRP標識ウサギ抗ヤギ抗体（1:5000、DAKO, Cambridge, UK, P0160）、HRP
標識ヤギ抗ウサギ抗体（1:5000、DAKO, P0448）、HRP標識ウサギ抗マウス抗体
（1:5000、DAKO, P0260）を用いた。反応後のPVDF膜をTw-PBSで20分間、3回
洗ったのち、ECL およびECL plus Western blotting detection reagents（GE Healthcare, 
Piscataway, NJ, RPN2209, RPN2132）を用いて化学発光をおこなった。バンドは
LAS3000 mini（FUJIFILM, Tokyo）のCCDカメラによって取り込まれ、デジタル
データとして映像化された。Loading controlとしてglyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）を検出するため、re-blot western blot recycling kit
（Chemicon, 2060）により使用したPVDF膜から抗体をストリッピングしたのち、
ウサギ抗GAPDH抗体（1:10000、Abcam, Cambridge, MA, ab36840）を使用した。 
 

2-6  凍結切片作製  

  野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスの眼球を摘出し、直後に OCT compound
（Sakura, Tokyo, Tissue-Tek, 4583）中で凍結包埋した。包埋時には眼球の上下が
わかるようにインクで印をつけた。クリオスタット（Thermo Scientific, HM 500 
O）で包埋した眼球を 5 μmの厚さに薄切し、MASコートのスライドガラス（松
波硝子工業）にのせた。作製した切片は免疫染色をおこなうまで-30℃で保存し
た。 
 

2-7  免疫組織化学   
  組織を固定するため、凍結切片を固定液に室温で 15分間浸した。固定液とし
て、各種オプシンを検出する場合は 4%パラホルムアルデヒドを含む 0.1M PB 
(pH 7.4)を、RPE65を検出する場合はアセトンを用いた。固定後の切片を PBSで
20分間洗浄したのち、0.3%過酸化水素を含むメタノールに 15分間浸し、内在性
ペルオキシダーゼを不活性化する処理をした。その後、Tw-PBSによる 5分間の
洗浄を 3 回おこなった。洗浄後、非特異的反応を防ぐためにブロッキングを以
下の条件でおこなった。S-opsinと rhodopsinを検出するために 5%スキムミルク
を含む Tw-PBS に切片を浸し室温で 1 時間、M-opsin を検出するために 5%スキ
ムミルクを含む Tw-PBS に切片を浸し室温で 2 時間、RPE65 を検出するために
0.5%スキムミルクを含む Tw-PBS に切片を浸し室温で 1 時間反応させた。一次
抗体は表 2 に示した濃度に希釈し、凍結切片と 4℃で一晩反応させた。Tw-PBS
による 5 分間の洗浄を 3 回おこなったのち、表 2 に示した濃度に希釈した二次
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抗体と 4℃で一晩反応させた。rhodopsinの検出には 1:800希釈、その他の場合は
1:200希釈で二次抗体を使用した。Tw-PBSで 5分間の洗浄を 3回おこなったの
ち、各種オプシンの検出には 0.05% diaminobenzidine (DAB, Nichirei, Tokyo, 
415171)を用いて目的タンパク質を発色させた。RPE65および M-opsinの検出に
は tetramethylrhodamine標識チラミド（PerkinElmer, Waltham, MA, NEL702）を用
い、室温で 10 分間反応させた。核染色には１%メチルグリーンおよび DAPI 含
有封入剤 (Vector, Burlingame, CA, H-1200) を用いた。明視野観察には正立顕微鏡 
(BX60, Olympus) と CCDカメラ (DP71, Olympus)、蛍光観察には共焦点レーザー
顕微鏡 (Olympus, Tokyo, FV 1000-D) を使用した。 
 

2-8  網膜フラットマウント  

  野生型マウスおよびRpe65-/-マウスの眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒド
を含む0.1 M PB (pH 7.4) で室温にて1時間固定した。PBSで洗浄したのち、角膜
と水晶体を取り外した。網膜色素上皮細胞層から網膜を剥離させ、網膜を4%パ
ラホルムアルデヒドを含む0.1 M PBに浸し、4℃にて一晩固定した。PBSで洗浄
したのち、5%スキムミルクを含むTw-PBSを用いて室温で1時間ブロッキングし
た。その後、網膜をヤギ抗S-opsin抗体溶液（1:400）に浸し4℃にて一晩反応させ
た。PBSで洗浄したのち、ビオチン標識ウサギ抗ヤギ抗体（1:200、Vector, BA-5000）
溶液に浸し、4℃にて一晩反応させた。PBSで洗浄したのち、fluorescein 
isothiocianate (FITC) 標識ストレプトアビジン（1:200、DAKO, F0422）溶液に浸
し、室温で1時間反応させた。PBSで洗浄したのち、視細胞側が上になるように
スライドガラス上にのせ、水溶性封入剤Permafluor（Beckman Coulter, Fullerton, 
CA, PN-IM0752）にて封入した。網膜標本は共焦点レーザー顕微鏡（Olympus, FV 
1000-D）を用い400倍の倍率で撮影した。網膜の上方および下方について各4カ
所を無作為に選び撮影した。FITC陽性細胞数はソフトウェアImage-Pro Plus
（Nippon Roper, Tokyo）を用いて計測した。 
 

2-9  リアルタイム PCRを用いた半定量性 RT-PCR法  
  リアルタイム PCR には SYBR Premix Ex Taq（Takara, RR041A）を用いた。 
S-opsin、M-opsin、Rhodopsin、β-actinのプライマー配列は表 1に示した 35, 41, 54。

Forwardおよび Reverseプライマーは終濃度で各 0.2 μMを使用した。リアルタイ
ム PCRには LightCycler version 3.5（Roche）を用いた。PCR反応条件は、1サイ



 

 12 

クル-95℃ 10秒、40サイクル-95℃ 5秒、60℃ 20秒でおこなった。PCR反応の
特異性は融解曲線および 1.5%アガロースゲル電気泳動により確認した 55。電気

泳動に使用したサンプルは図 5A に示したサイクル数でリアルタイム PCR した
ものを使用した。S-opsin、M-opsin および Rhodopsin の mRNA 発現量は β-actin
の発現量により補正し、半定量的に測定した。 
 

2-10  N-型糖鎖切断  

  野生型マウスおよびRpe65-/-マウスの網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を溶解緩
衝液中でホモジナイザーにより破砕し、以下の組成の反応液内で25℃、1時間反
応させN-型糖鎖を切断した。peptide-N-glycosidase (PNGase) F (サンプル27.5 mg
あたり1.0 mU, Takara, 4450) を含む100 mM Tris-HCl (pH 8.6)、0.15% 2-メルカプ
トエタノール、 1% ノニデット P-40、 0.1% SDS。反応後のサンプルは15%ポ
リアクリルアミドゲルでSDS-PAGEをおこないタンパク質を分離した。一次抗体
にはヤギ抗S-opsin抗体を用い、ECL plus Western blotting detection reagentsにて化
学発光をおこないバンドを検出した。 
 

2-11  プロテアーゼ阻害剤およびレチノイド調整  
  Pepstain A（Peptide institute, Osaka, 4397-v）、E64d（Peptide institute, 4321-v）お
よびMG-132（sigma, St. Louis, MO, C2211）はDMSOに溶解し、使用するまで-30℃
で保存した。9-cis-retinal (sigma, R5754) は暗条件の赤色灯下において、99.5%エ
タノールに溶解したのちアルゴンガス封入し -80℃で保存した。溶解後の
9-cis-retinalの濃度を測定するために 200-500 nmの範囲においてスペクトルを測
定した。λmax =373、モル吸光係数=36100から 9-cis-retinalの濃度を求めた。 
 

2-12  網膜培養  

  3週齢の野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスの眼球を使用した。クリーンベン
チ内の実体顕微鏡下、氷上で角膜を除去したのち、滅菌済みのハンクス平衡塩

類緩衝溶液 (HBSS, Nissui, Tokyo) で洗浄した。プロテアーゼ阻害剤および
9-cis-retinal を加えた網膜培養用培地（50% Dulbecco’s Modified Eagle MEM 
(DMEM, Nissui, 25%ウシ胎児血清、25%HBSS、2 mM L-グルタミン、ストレプト
マイシン/ペニシリン含有）を 6 ウェルプレートに 1 mL 加え、インターセル
（Chemicon）を入れて膜を培地に数分なじませたのち、インターセル内に網膜
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培養用培地を 2 mL加えた。角膜除去した眼球をインターセル内に 4眼ずつ入れ、
CO2インキュベーター（5%二酸化炭素、95%空気、37℃）で培養した。 
 

2-13  ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色  
  4%パラホルムアルデヒドを含む 0.1 M PB (pH 7.4) に凍結切片を浸し室温で
15分間固定した。PBSで 5分間の洗浄を 3回おこなったのち、カラッチ・ヘマ
トキシリン溶液（武藤化学、東京）で 10 秒間染色し、流水で 5 分間洗浄した。
その後エオジン Y 1%溶液（武藤化学）で 1秒間染色したのち、70%エタノール
で 5分間、99.5%エタノールで 5分間脱水しキシレンで透徹し、非水溶性封入剤
MGK-S（松波硝子工業、大阪）で封入した。 
 
2-14  TdT-dUTP terminal nick-end labeling (TUNEL)  
  アポトーシス検出キット (in situ Apopsosis Detection kit, Takara, Tokyo) を使用
した。手順はキットの説明書に従い、核染色として DAPI 含有封入剤 (Vector. 
H1200) を用いた。 
 

2-15  電子顕微鏡  

  野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスの眼球を摘出し、2.5%グルタールアルデヒ
ド (TAAB, Berkshire, UK) に入れ 4℃で 3-7日固定した。その後、0.05 M カコジ
ル酸緩衝液 (pH7.4)で洗浄し、1%四酸化オスミウム (TAAB) に浸し 4℃で 2 時
間固定した。その後、0.05 Mカコジル酸緩衝液 (pH7.4) で洗浄し、50%、60%、
70%、80%、90%エタノールに 10分間ずつ、99.5%エタノールと無水エタノール
で 20 分間×3 回ずつ脱水した。その後、酸化プロピレンに置換したのち、室温
で酸化プロピレン：エポン樹脂（Aradide CY212 resin：DDSA EM：Dibutyl 
phtthalate：DMP-30＝10：10：1：0.4）＝3：1で 2時間、酸化プロピレン：エポ
ン樹脂＝1：1で 2時間、酸化プロピレン：エポン樹脂＝1：3で 2時間、エポン
樹脂のみで一晩置換し、眼球にエポン樹脂を浸透させた。その後、ゼラチンカ

プセル (TAAB) にエポン樹脂と眼球を入れ、37℃で 24 時間、60℃で 3 日以上
インキュベートして樹脂を重合させたのち室温に戻し、ガラスナイフで眼球を

削り、0.75 μmの厚さに薄切し、トルイジンブルー染色をした。染色した網膜組
織を光学顕微鏡で観察し、電子顕微鏡で観察したい場所を特定したのちにダイ

ヤモンドナイフで 75-85 nmの超薄切片を作製し観察用メッシュ（ベコグリッド、
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オランダベコ社）の上に貼付けた。メッシュごと 3%ウラン染色を 7分間、蒸留
水で洗浄ののち鉛染色 (Reynolds法) を 7分間おこない、蒸留水で洗浄し乾燥さ
せたのちに電子顕微鏡で観察した。観察には透過型電子顕微鏡 (JEM-1230、日
本電子株式会社、東京) を使用した。 
 

2-16  統計解析  
  統計学的解析には unpaired t-test (Student’s t-test)を用いた。結果は Mean±
Standard deviation (SD) で表した。有意水準を P<0.05とした。 
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３．実験結果  
 

3-1  RPE65発現の確認  

  使用した Rpe65-/-マウスで RPE65 が発現していないことを確認するため、網
膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜サンプルを用いて RPE65の mRNAおよびタンパク
質の検出をおこなった。RT-PCR の結果、野生型マウスでは PCR 産物が確認さ

れたが Rpe65-/-マウスでは PCR 産物は認められなかった（図 2A）。ウェスタン
ブロッティングの結果、野生型マウスでは RPE65のタンパク質が検出されたが、

Rpe65-/-マウスでは RPE65のタンパク質は検出されなかった（図 2B）。免疫染色
の結果、野生型マウスでは RPE層に特異的に RPE65の局在を認めたが、Rpe65-/-

マウスでは抗 RPE65抗体による免疫反応が認められなかった（図 2C）。 
 

3-2   Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンとロドプシンの局在  
  野生型マウスとRpe65-/-マウスにおけるオプシンタンパク質の局在について
比較するため、免疫染色をおこなった。野生型マウスのS-opsinは錐体細胞外節

に局在を認めたが、Rpe65-/-マウスでは錐体細胞外節のほかに外顆粒層や外網状
層にも局在を認めた（図 3A）。野生型マウスのM-opsinもS-opsinと同様に錐体細

胞外節に局在を認めたが、Rpe65-/-マウスでは抗M-opsin抗体による免疫反応はほ
とんど見られなかった（図 3B）。rhodopsinの局在は野生型とRpe65-/-マウスとも
に桿体細胞外節のみに見られ、局在箇所の違いは認められなかった（図 3C）。 
 

3-3   Rpe65-/-マウスの網膜内におけるS-opsinの分布  
  Rpe65-/-マウスにおけるS型-錐体細胞の変性時期を調べるために、網膜フラッ
トマウントを作製しS型-錐体細胞のマーカータンパク質であるS-opsinの陽性細
胞数を測定した。マウス網膜内のS-opsin発現分布には勾配があり、網膜下方で
S-opsin発現細胞が多い一方、網膜上方ではS-opsin発現細胞は少ないとの報告が
ある2, 56。そのため、S-opsin陽性細胞数の測定は網膜下方および網膜上方を区別
して標本を撮影し、視細胞外節に存在するS-opsin陽性細胞数の測定をおこなっ
た（n=3, Mean±SD）。図 4Aに網膜下方のS-opsin染色画像を、図 4Cに網膜上方
のS-opsin染色画像を示した。網膜下方における3, 5, 7週齢の野生型マウスの
S-opsin陽性細胞数は約1100-1300個/視野であった。網膜下方における3週齢の

Rpe65-/-マウスのS-opsin陽性細胞数は野生型と比較して有意な差を認めなかっ
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たが、5週齢および7週齢のRpe65-/-マウスS-opsin陽性細胞数は野生型と比較して
有意に減少しており、野生型に比べおよそ20%の細胞数であった（図 4B）。網
膜上方における3, 5, 7週齢の野生型マウスのS-opsin陽性細胞数は約200-400個/視

野であった。一方、網膜上方における3, 5, 7週齢のRpe65-/-マウスのS-opsin陽性
細胞数は野生型と比較して有意な増加を認め、野生型に比べおよそ2.5-3倍に増
加していた（図 4D）。 
 

3-4   Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンおよびロドプシンの遺伝子発
現  
  11-cis-retinal欠損によるオプシンの転写レベルへの影響を調べるために、リア

ルタイムRT-PCRを用いて野生型マウスおよびRpe65-/-マウス網膜内の錐体オプ
シンおよびロドプシンの mRNA発現量を測定した（n=6, Mean±SD）。使用した
cDNA 量を補正するために β-actin の発現量で標準化した。図 5A にリアルタイ
ム RT-PCR 後の PCR 産物を電気泳動した典型的なデータを示した。3 および 5

週齢の Rpe65-/-マウスの S-opsin mRNA発現量は同週齢の野生型マウスと同程度
の発現量を示したが（有意差なし）、7週齢の Rpe65-/-マウスの S-opsin mRNA発
現量は同週齢の野生型マウスと比較して有意に減少していた（図 5B）。M-opsin

も同様に、3および 5週齢では野生型と Rpe65-/-マウスでは mRNA発現量に差は
認められなかったが、7週齢では Rpe65-/-マウスのM-opsin発現量は野生型マウ
スと比較して有意に減少していた（図 5C）。しかしながら、ロドプシンの mRNA

発現量は3, 5, 7週齢すべての週齢においてRpe65-/-マウスで有意な減少が認めら
れた（図 5D）。Rpe65-/-マウスにおいて野生型に比べて有意に mRNA発現量が減
少している週齢では、目視でも明らかに PCR産物のバンド輝度が低下していた
（図 5A）。 
 

3-5   Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンおよびロドプシンのタンパク
質発現  
  三種類のオプシンのタンパク質レベルが転写レベルと相関を示すかどうかを

調べるために、野生型マウスおよび Rpe65-/-マウス網膜内の錐体オプシンおよび
ロドプシンのタンパク質発現をウェスタンブロッティングにより調べた。3, 5, 7
週齢の野生型マウスの S-opsinは約 40 kDaに主要なバンドを、約 42 kDaに薄い

バンドを認めた。3および 5週齢の Rpe65-/-マウスでは約 42 kDaにのみ S-opsin
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のバンドを認め、7 週齢の Rpe65-/-マウスでは S-opsin のバンドは確認されなか
った（図 6A）。 
  一方、M-opsinタンパク質検出の結果、3, 5, 7週齢の野生型マウスでは約 41 kDa

にバンドを認めたが、Rpe65-/-マウスではバンドがほとんど検出されなかった
（図 6B）。S-opsin および M-opsin の検出後に PVDF 膜をストリッピングし、
Loading controlとして GAPDHを検出した。各サンプルにおける GAPDHの発現
量は同程度であった。 
  抗ロドプシン抗体を用いたウェスタンブロッティングの結果、野生型マウス

および Rpe65-/-マウスのどちらも約 38 kDaに主要なバンドを認めた。しかし、
発現量は野生型に比べ Rpe65-/-マウスでは低く、3週齢から 7週齢になるにつれ
て Rpe65-/-マウスのロドプシン発現量は減少していた（図 6C）。また、野生型マ
ウスでは約 80 kDaの位置にダイマーと思われるバンドを認めた。ロドプシンの
検出後に PVDF 膜をストリッピングし GAPDH の検出を試みたが、鮮明なバン
ドを得ることができなかった（データ不掲載）。そのため、ロドプシンの検出と

は別に新たな PVDF 膜にタンパク質を転写し GAPDH を検出した。各サンプル
における GAPDHの発現量は同程度であった。 
 

3-6   Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンの翻訳後修飾解析  
  Rpe65-/-マウスの S-opsinタンパク質は移動度が野生型マウスと異なっており、
野生型マウスに比べて分子量が大きいことが示された（図 6A）。分子量の違い
は糖鎖部分に起因するのか、それともタンパク質部分に起因するのかを調べる

ために、PNGase Fによる糖鎖切断実験をおこなった。PNGase Fは高マンノース
型、複合型および混成型の N型糖鎖を認識し、アスパラギン酸と N-アセチルグ
ルコサミン（GlcNAc）の間を切断する。S-opsinは N型糖鎖を一つもつ糖タンパ

ク質であり、PNGase F処理をおこなうことで Rpe65-/-マウスの S-opsinの受けて
いる翻訳後修飾が不完全な糖鎖切断かどうかを判断することができる。3週齢の
マウス網膜サンプルを PNGase F 処理したのちウェスタンブロッティングで

S-opsinを検出した結果、野生型マウスおよびRpe65-/-マウスはどちらも約35 kDa
に検出された（図 7A）。この結果は、糖タンパク質である S-opsinのタンパク質

部分は、野生型マウスと Rpe65-/-マウスで同じ分子量であることを示している。
このことから、Rpe65-/-マウスの S-opsin の分子量が大きい原因は、野生型に比
べてN型糖鎖の分子量が大きいからであると判明した。Rpe65-/-マウスの S-opsin
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は糖タンパク質成熟における翻訳後修飾の糖鎖切断の過程において、糖鎖切断

が不完全なために分子量が大きくなっていることが示された。 
  さらに、ECL plusを用いた高感度な条件で S-opsinタンパク質を検出すると、

Rpe65-/-マウスのサンプルでのみ約 23 kDaと約 25 kDaにバンドを認めた（図 7B）。
この二本のバンドは S-opsinを検出しているのか、それとも非特異的な反応であ
るかを調べるために、抗体作製時に抗原として用いたペプチド（ブロッキング

ペプチド）で一次抗体を吸収させる実験をおこなった。一次抗体吸収後のウェ

スタンブロッティングの結果、約 25 kDaのバンドは消失したが約 23 kDaのバン

ドは残ったままであった（図 7C）。これより、Rpe65-/-マウスで検出された約
25kDaのバンドは S-opsinであるが、本来の分子量よりも小さいことから S-opsin
タンパク質の分解産物であること、また約 23kDa のバンドは二次抗体による非
特異的反応産物であることが示された。 

  また、M-opsinにおいても野生型マウスと Rpe65-/-マウスで移動度に違いがあ
るのかどうかを調べるために、ECL plusを用いた高感度な条件で Rpe65-/-マウス
のM-opsinを検出した。野生型と Rpe65-/-マウスの移動度を比較するために、バ
ンド輝度が同程度になるようにアプライするタンパク質量を調整した。ウェス

タンブロッティングの結果、Rpe65-/-マウスのM-opsinの移動度は野生型と同じ
であり、分子量の違いは見られなかった（図 7D）。 
 

3-7  網膜培養  
  網膜に薬剤処理をする際、眼球内に投与すると硝子体液が還流されてしまい

薬剤濃度が一定に保てない懸念がある。そのため、培養系の実験が適している

と考え、網膜を培養するための実験条件を検討した。当初は網膜組織のみで培

養を試みたが、培養後に網膜組織が崩れて培地中に拡散してしまい、サンプル

が回収できず、また組織切片も作製することができなかった（データ未掲載）。

そのため、網膜を眼球ごと培養した。網膜に対する培地の浸透を良くする目的

で角膜除去をおこない、眼球や網膜の形態をできるだけ維持する目的で水晶体

は眼球内に残した。 
  まず、網膜組織に対する培養の影響を調べるため、野生型マウスの眼球を 12
時間および 24時間培養し、凍結切片を作製して網膜組織を観察した。比較のた
め培養していない眼球の網膜切片も作製した。ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色の結果、培養していない眼球の網膜組織は層構造に乱れがなく、外顆粒層



 

 19 

および内顆粒層の細胞が密に存在していた（図 8A, B）。一方、培養した眼球の
網膜組織は層構造が歪んでいるものの、外顆粒層および内顆粒層内に目立った

空胞化はなく細胞は比較的密に残存していた（図 8C-F）。続いて、培養におけ
る網膜細胞への傷害について調べるため、TUNEL法によりアポトーシス細胞を
検出した。ポジティブコントロールとして用いた網膜変性モデル動物である

RCSラット（4週齢）では、視細胞が存在する外顆粒層に TUNEL陽性細胞を多
く認めた（図 9B）。培養していない野生型マウス（成体）では TUNEL 陽性細
胞は検出されなかった（図 9A）。培養 12時間後および 24時間後の野生型マウ
スの網膜でも、TUNEL陽性細胞はほとんど観察されなかった（図 9C, D）。 
 

3-8  培養 Rpe65-/-マウス網膜の M-opsin に対するプロテアーゼ阻害剤およ
びレチノイドの影響  

  まず、Rpe65-/-マウスのM-opsinタンパク質が翻訳後に分解されているかどう
かを調べるため、二種類の主要なタンパク質分解経路であるリソソームとプロ

テアソームによるタンパク質分解を阻害した。リソソーム阻害剤には pepstatin A
および E64dを用い、プロテアソーム阻害剤にはMG-132を用いた。網膜培養用

培地に 20 μM pepstatin A、30 μM E64d、10 μM MG-132を加え、3週齢の Rpe65-/-

マウスの眼球を 24 時間培養した。培養後の眼球から網膜-網膜色素上皮細胞-脈
絡膜を採取し、ウェスタンブロッティングによりM-opsinの発現量を調べた。三
種類のタンパク質分解阻害剤を加えた群では、コントロールに比べM-opsinの発
現量が顕著に増加していた（図 10A）。GAPDH の発現量には変化は見られなか
った。免疫染色の結果、三種類のプロテアーゼ阻害剤を加えた眼球ではコント

ロールに比べM-opsin陽性細胞数が多く、視細胞外節に加えて外顆粒層や外網状
層にもM-opsinの局在を認めた（図 10B, C）。 
  続いて、三種類のプロテアーゼ阻害剤のうちどの阻害剤がM-opsinの分解を抑
制しているのかを調べるため、それぞれの阻害剤を別々に投与し濃度の検討を

行った。6 μM および 30 μM E64dを含む培地で 3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球
を 24 時間培養し、培養後の網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜をサンプルとしてウ
ェスタンブロッティングをおこなった。コントロールに比べて 6 μM E64d処理
ではM-opsinの発現量が若干増加していたが、30 μM E64d処理ではコントロー
ルに比べM-opsinの発現量は低下していた（図 11A）。免疫染色の結果、6 μMお

よび 30 μM E64d処理をした Rpe65-/-マウス網膜のM-opsin陽性細胞数はコント
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ロールと同程度であった（図 11B-D）。一方、MG-132 を含む培地で 3 週齢の

Rpe65-/-マウスの眼球を 24時間培養した場合では、2 μM および 10 μM MG-132
処理により M-opsin 発現量が増加していることがウェスタンブロッティングで
確認された（図 12A）。E64d 処理、MG-132 処理のいずれも未処理群と比べて
GAPDHの発現量には変化は見られなかった。免疫染色の結果、2 μM および 10 

μM MG-132処理をした Rpe65-/-マウスの網膜では M-opsin陽性反応が視細胞外
節で多く観察され、コントロールではほとんど観察されなかった外顆粒層や外

網状層においてもM-opsinの局在が観察された（図 12B-D）。これらの結果から、

Rpe65-/-マウスのM-opsinタンパク質は分解を受けており、プロテアソーム系で
分解されていることが示された。 

  さらに、Rpe65-/-マウスの M-opsin タンパク質が分解を受ける原因が
11-cis-retinal の欠損に因るものかどうかを調べるために、11-cis-retinal の代替と
してアナログである 9-cis-retinal を用いた。0.05 nM、0.5 nM および 5 nM 

9-cis-retinalを含む培地で 3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を 24時間培養すると、
0.5 nM 9-cis-retinal処理ではコントロールに比べM-opsinの発現量が増加してお
り、5 nM 9-cis-retinal処理でもわずかだがM-opsinの発現量増加を認めた（図13A）。
免疫染色によりM-opsinの局在を観察した結果、コントロールでは視細胞外節に
反応を認めたのに対し、0.5 nM および 5 nM 9-cis-retinal処理では視細胞外節の
ほか外顆粒層や外網状層にも強い反応を認めた（図 13B-D）。次に、0.5 nM 

9-cis-retinal を含む培地で 3 週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を培養し、6 時間、12
時間、24 時間後に網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を回収してウェスタンブロッ
ティングをおこなった。培養 6時間、12時間および 24時間後において、0.5 nM 
9-cis-retinal 処理ではコントロールに比べ M-opsin の発現量が増加していた（図

14A）。また、5 μM MG-132を含む培地でも 3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を培
養し、同様に 6時間、12時間、24時間後にサンプルを回収しウェスタンブロッ
ティングをおこなった。いずれの時間も 5 μM MG-132処理によりM-opsinの分
解は若干抑えられていたが、0.5 nM 9-cis-retinal処理ほどの差は見られなかった
（図 14B）。GAPDHの発現量は 0.5 nM 9-cis-retinal処理とコントロール間、5 μM 
MG-132処理とコントロール間で差はなかったが、培養時間が長くなるにつれて
GAPDH発現量の減少が認められた（図 14A, B）。 
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3-9   Rpe65-/-マウスの微細形態観察  
  Rpe65-/-マウスで観察された錐体オプシンの翻訳後修飾異常は形態異常や細
胞死と関連があるのかどうかを調べるため、電子顕微鏡により視細胞の微細構

造や核を観察し、視細胞の形態学的な異常の有無を検討した。まず視細胞外節

を観察したところ、3週齢の野生型マウスでは棒状の外節が規則的に配列してお

り、外節内には円盤状の構造物が密に充填されていた（図 15A）。3週齢の Rpe65-/-

マウスでは、一部の外節では円盤状の構造物の密度が低く、水泡状に膨らんで

いる様子が観察された（図 15B）。5週齢の Rpe65-/-マウスでは、円盤状の構造
物の密度が低く水泡状に膨らんでいる外節の割合が 3週齢よりも多く観察され、
ちぎれて崩壊している外節も観察された。野生型マウスで多く観察された正常

な構造の外節は少数であった（図 15C）。7週齢の Rpe65-/-マウスでは、異常な
構造の外節はまれに観察されるものの多くの外節は正常であった。しかしなが

ら、外節の長さは短くなっており外節の数も少数であった（図 15D）。 
  次に内節の構造を観察したところ、3週齢の野生型マウスでは丸長の内節構造
が密に配列しており、内節内にはミトコンドリアなどの細胞小器官も認められ

た（図 16A）。3および 5週齢の Rpe65-/-マウスでは、特に異常な構造の内節は
見られず野生型と同じような電子顕微鏡像が観察された（図 16B, C）。7週齢の

Rpe65-/-マウスでも内節の構造異常は観察されず、ネクローシスで見られるよう
なミトコンドリアの膨潤も観察されなかった（図 16D）。 
  続いて視細胞核について観察したところ、3週齢の野生型マウスでも 3, 5およ

び 7週齢の Rpe65-/-マウスにおいても、アポトーシスの特徴であるクロマチンの
凝集やネクローシスの特徴である細胞膜の破裂は認められず、異常な構造を示

す視細胞は観察されなかった（図 17）。 
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４．考察  
   

  本実験において、Rpe65-/-マウスのS-opsinは糖鎖切断が不完全な未成熟型の糖
タンパク質であり、さらに局在異常や分解も起きていることが示された。一方、

Rpe65-/-マウスのM-opsinについてはmRNAが野生型と同程度発現しておりタン
パク質への翻訳もおこなわれていた。さらにM-opsinタンパク質成熟も正常であ
ったものの、11-cis-retinalと結合していないため非常に不安定であり翻訳後に分

解されてしまうことが示された。電子顕微鏡の結果、Rpe65-/-マウスの外節は崩
壊していたが内節に顕著な異常は認められず、細胞死の所見もほとんど観察さ

れなかった。これらの結果から、11-cis-retinalはマウスの網膜視細胞において、
正常な錐体オプシンタンパク質の発現や輸送および外節構造の維持に重要であ

るが、細胞生存に必須な要素ではないことが明らかとなった。 
 

4-1   Rpe65-/-マウスにおけるオプシンタンパク質の成熟と局在  
  レチノイド代謝異常であるninaD変異体ショウジョウバエは、マウスのロドプ
シンに相当するRh1オプシンの分子量が野生型に比べて大きいことが報告され
ている47。また、カロテノイド欠損状態で飼育したショウジョウバエは糖鎖切断

が不完全なオプシンを発現することから、カロテノイドはオプシンの正常な糖

鎖切断に必要であり、3-hydroxyretinalがショウジョウバエのオプシンタンパク質

の成熟に必須であることが報告されている48。しかし本実験の結果から、Rpe65-/-

マウスにおけるロドプシンの分子量は野生型と比較して変化は見られなかった

（図 6C）。これらの実験結果は、ロドプシンタンパク質の糖鎖切断が正常にお
こなわれるためには、ショウジョウバエの場合では発色団となるレチノイドが

必須であるが、マウスの場合では必須ではないということを示している。一方、

S-opsinの分子量は野生型に比べ増加しており、糖鎖切断が不完全な未成熟タン
パク質であることが明らかとなった（図 6A, 7A）。これらの結果は、RPE65を経
由する視サイクルによって供給されるレチノイドはマウスのロドプシンタンパ

ク質の成熟には必要ではないが、S-opsinタンパク質の成熟には必要不可欠であ

ることを示している。また、ウェスタンブロッティングにおけるRpe65-/-マウス
のM-opsinの移動度は野生型マウスのものと同じであった（図 7D）。そのため、

Rpe65-/-マウスに発現する三種類のオプシンであるロドプシン、S-opsin、M-opsin
のうちS-opsinだけに不完全な糖鎖切断が起きていることが判明した。 
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 ショウジョウバエの網膜における発色団は、ロドプシンが小胞体から分泌さ

れるのに重要な役割を果たしている47。しかしながら、本実験ではRpe65-/-マウ
スのロドプシンは正常に外節に輸送されていた（図 3C）。これらの違いは、ロ
ドプシンタンパク質が正常に輸送されるためのメカニズムはマウスとショウジ

ョウバエで異なっており、ショウジョウバエではロドプシンの輸送に発色団を

必要とするが、マウスでは発色団である11-cis-retinalが必須ではないということ
を示唆している。 
  脊椎動物におけるロドプシンの輸送機構においては、ある程度明らかにされ

ている。ロドプシンは他の膜タンパク質と同様に小胞体内に合成された後、ゴ

ルジ体で修飾を受ける。これらの細胞小器官は視細胞の細胞体内にあり、合成

されたロドプシンは視細胞内節を経由して視細胞外節に輸送される。ゴルジ体

により修飾されたロドプシンは、トランスゴルジネットワーク (TGN) 膜より形
成されるrhodopsin transport carriers (RTCs) と呼ばれる小胞により外節へ輸送さ
れる4。TGNからRTCが形成される過程においてはsmall GTPaseであるrab6、rab11
およびARF4による調節が必要であり、ARF4はロドプシンのC末端領域に結合す
ることでその役割を果たす57, 58。そのため、ロドプシンのC末端領域に変異が生
じると輸送障害が起き、ロドプシンは外節のほかに内節やシナプスにも局在す

るようになることがトランスジェニックラットやカエルの実験から知られてい

る59-61。一方、錐体オプシンの輸送機構については明らかになっていない。本実

験ではRpe65-/-マウスのロドプシンは正常に外節へ輸送されていたが、S-opsinは
細胞体やシナプスにも局在しており、輸送異常が起きていた。これは、ロドプ

シンと錐体オプシンの輸送機構は異なっており、Rpe65をノックアウトすること

で錐体オプシンの輸送に特異的に関与している因子が機能しなくなっている可

能性を示唆している。 
  また、ロドプシンの遺伝子異常は網膜色素変性という遺伝性網膜変性疾患の

原因であり、本疾患の発症により夜盲や視野障害の症状を呈する62-67。ロドプシ

ンのC末端領域変異であるロドプシンS334terトランスジェニックラットでは、変
異ロドプシンの輸送異常と細胞死の割合に相関があると報告されている60。また、

ロドプシン遺伝子欠損マウスに比べC末端変異ロドプシンを発現させたラット
の方が網膜変性の進行が早いことから、変異ロドプシンの蓄積はアポトーシス

を誘導し網膜変性を引き起こすと考えられている68。本実験において3週齢の

Rpe65-/-マウスのS-opsinは、ロドプシンのC末端領域に変異のある場合のような
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局在異常を示しており、さらに糖鎖の切断が不完全であったが、S-opsinのmRNA
発現量は減少しておらず、電子顕微鏡でも錐体細胞の細胞死は観察されなかっ

た（図 5B, 7A, 17B）。これらの結果は、未成熟なS-opsinの発現および局在異常
は、錐体視細胞死を誘導しないことを示唆している。そのため、ロドプシンのC
末端変異により誘導される視細胞死は、ロドプシンの局在異常が原因ではなく、

変異したロドプシンそのものによる細胞毒性が原因であるかもしれない。 
 

4-2   Rpe65-/-マウスにおけるM-opsinタンパク質の分解  
  リアルタイムRT-PCRの結果、3および5週齢のRpe65-/-マウスのM-opsin mRNA
発現量は、野生型マウスと比較して有意な差を認めなかった（図 5C）。しかし

ながら、免疫染色ではRpe65-/-マウスのM-opsinはほとんど検出されず、ウェスタ
ンブロッティングの結果でも野生型マウスに比べて顕著に低い発現量であった

（図 3B, 6B）。これらの結果から、Rpe65-/-マウスのM-opsinにおいてmRNAは正
常に転写されるものの、タンパク質として翻訳された後に分解が生じていると

考えられた。 
  11-cis-retinalはRPE65を経由して網膜色素上皮細胞から視細胞へ供給されるこ

と、11-cis-retinalはM-opsinのリガンドであることが知られている。Rpe65-/-マウ
スにおいてM-opsinが分解してしまう理由の一つとして、RPE65遺伝子欠損によ
り11-cis-retinalが視細胞内に供給されなくなることでM-opsinの安定性が低下し
てしまうことが原因であると推測した。この仮説を証明するために、①プロテ

アーゼ阻害剤処理によってM-opsinタンパク質の分解が抑制されるか、②
11-cis-retinalのアナログである9-cis-retinal処理によってM-opsinタンパク質の分
解が抑制されるかという2点について実験をおこなった。生体の眼球組織におい
て硝子体液は常に還流しており、硝子体腔に薬剤を投与しても間もなく還流に

より薬剤濃度が低下してしまうことが考えられる。そのため、網膜に薬剤を一

定期間、一定濃度処理するためには生体内よりも培養系が適切であると判断し

た。培養後の網膜組織は層構造に歪みを生じていた（図 8）。この歪みは、角膜
を外して眼球を培養したために眼圧が存在せず、網膜組織が物理的に網膜色素

上皮細胞側に圧迫されなくなるために生じたと考えられる。本実験では、リソ

ソームおよびプロテアソームによるタンパク質分解を阻害する薬剤として過去

に報告のある、pepstatin A、E64d、MG-132を用いた69。pepstatin Aはアスパラギ
ン酸プロテアーゼの可逆的阻害剤で、カテプシンD、レニンおよびペプシンを阻
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害する。E64dはチオールプロテアーゼの阻害剤で、カテプシンB/H/Lおよびカル
パインを阻害する。またMG-132はプロテアソーム阻害剤で、ユビキチン結合タ

ンパク質の分解を抑制する。本研究において、3週齢のRpe65-/-マウス眼球に20 
μM pepstatin A、30 μM E64d、10 μM MG-132の三種類を同時に24時間処理すると、
M-opsinタンパク質の分解が抑制された（図 10）。さらに、30 μM E64dで24時間
処理してもM-opsinタンパク質の分解は抑制されなかったが、10 μM MG-132で24
時間処理するとM-opsinタンパク質の分解が抑制された（図 11, 12）。加えて、0.5 
nM 9-cis-retinalで24時間処理してもM-opsinタンパク質の分解は抑制された（図 

13）。これらの実験結果から、Rpe65-/-マウスのM-opsinタンパク質は発色団であ
る11-cis-retinalが結合していないために不安定で分解が促進されており、その分
解経路には少なくともプロテアソーム系が関与していることが明らかとなった。 
  9-cis-retinalは熱、光、酸素に対して不安定であるため、培養で24時間インキュ
ベートしている間に分解されている可能性がある。そのため、24時間よりも短
い時間でサンプルを回収したほうがより9-cis-retinalの影響を正確に調べること
ができると考えたため、9-cis-retinal 処理後6時間および12時間においても
M-opsinの発現量を測定した。0.5 nM 9-cis-retinal処理後6時間および12時間でもコ
ントロールに比べてM-opsinの発現が増加しており、分解の抑制が認められた（図
14A）。同様に5 μM MG-132処理後6時間および12時間でもコントロールに比べ
M-opsinの分解抑制が認められたが、0.5 nM 9-cis-retinal処理よりもM-opsinの分解

を抑えることはできなかった（図 14B）。これらの結果は、Rpe65-/-マウスの
M-opsinは6時間以内に分解され、その分解経路にはプロテアソーム系以外の経路
も存在していることを示唆している。また、培養後6時間、12時間、24時間と培
養時間が長くなるに従ってGAPDHの発現量は減少していた（図 14A, B）。この
現象から、培養時間が長くなることによって細胞が傷害される可能性が示唆さ

れた。 

  Rpe65-/-マウスは視覚に必須である11-cis-retinal を合成できないため、視機能
異常は11-cis-retinalを外部より供給することで改善されると考えられる。しかし、
11-cis-retinalは温度と熱に非常に不安定なため、すぐに代謝されてしまう70。その

ため、11-cis-retinalを補う方法は最適ではない。そこでより安定な9-cis-retinalを
用いる方法が検討されてきた。9-cis-retinalのロドプシンに対する親和性は
11-cis-retinalに比べて劣るものの、9-cis-retinalを視物質として利用することで光

感受が可能であることが知られている71, 72。Rpe65-/-マウスに9-cis-retinalを投与す
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ることで視機能が改善されるという報告がある38, 73。これは、枯渇した

11-cis-retinalの代わりに9-cis-retinalを補うことで視物質が供給されることに因る
ものと考えられる。さらに本実験結果（図 13, 14）から、9-cis-retinalを投与する

ことでRpe65-/-マウスのM-opsinの分解が抑制されることが明らかとなった。これ
より、視機能の改善は9-cis-retinal投与による視物質の供給だけではなく、錐体視
物質のタンパク質部分であるM-opsinそのものの分解を抑制していることも一因
であると推察される。薬物治療に用いることを念頭において、さらに安定な状

態に改良した9-cis-retinalの誘導体を投与した動物実験もおこなわれており、良好
な結果が報告されている40, 74。今後、視サイクル異常の視覚障害に対して

9-cis-retinalを投与するという治療法が検討されるかもしれない。 

  近年、Lrat-/-マウスにおいて錐体系の光トランスダクション関連タンパク質で
あるcone-specific phosphodiesterase 6α-subunit (PDE6α’) やcone transducin α
-subunit (Tα) のタンパク質発現レベルが野生型マウスに比べ減少している一方、
mRNA発現レベルには差がないことから、これらのタンパク質発現レベルの減少

は翻訳後に分解されていると示唆するデータが報告された46。Rpe65-/-マウスと
Lrat-/-マウスに共通する特徴として11-cis-retinal欠損が挙げられる20, 35。これらの

結果から、11-cis-retinalは錐体系の光トランスダクション関連タンパク質の正常
な翻訳後調節と安定性に寄与していることが推測された。これら11-cis-retinal欠
損マウスにおけるM-opsin、PDE6α’、cone Tαタンパク質の翻訳後分解のメカニ

ズムについては明らかではないが、Rpe65-/-マウスとLrat-/-マウスにおけるこれ
らのタンパク質分解の機構は似ているかもしれない。 
 

4-3   Rpe65-/-マウスにおけるロドプシンの発現機序  
  Feathersらの報告では、4週齢におけるRpe65-/-マウスのロドプシンタンパク質
の発現量は野生型に比べ減少していた75。本研究の結果でも、3, 5, 7週齢におけ

るRpe65-/-マウスのロドプシンタンパク質の発現量は野生型と比較してそれぞ
れ減少していた（図 6C）。さらにリアルタイムRT-PCRの結果、3, 5, 7週齢にお

けるRpe65-/-マウスのロドプシンのmRNA発現量はそれぞれ野生型に比べて有意
な減少を認めた（図 5D）。これらの結果から、Rpe65-/-マウスにおけるロドプシ
ンのタンパク質量の減少はmRNA転写の過程で減少していることが示された。加

えて、Rpe65-/-マウスの視細胞においてアポトーシスを引き起こしている細胞は
極めて少数であり、電子顕微鏡観察でも細胞死の所見を認めなかった（図 17, 予
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備実験結果）。これより、Rpe65-/-マウスで見られたロドプシンmRNAの発現量減
少は細胞死に伴うものではなく、ロドプシンmRNAの転写が直接制御されたこと
でmRNA発現が減少したと考えられる。このことは、マウスにおけるロドプシン
mRNAの転写発現には11-cis-retinalが関与していることを示唆している。しかし
ながら、Huberらは、ショウジョウバエにおいて発色団はオプシンのmRNA転写
を調節しないことを報告した49。これらの実験結果の違いは、ロドプシンmRNA
発現の調節機構はマウスとショウジョウバエで異なっており、マウスでは発色

団である11-cis-retinalを必要とするがショウジョウバエでは必須ではないという
ことを示唆している。 
 

4-4   Rpe65-/-マウスにおける錐体細胞の変性様式  
  過去の論文において、Rpe65-/-マウスは 3週齢において錐体細胞のマーカーで
ある PNAレクチン染色陽性細胞数が減少していることから、錐体細胞の消失が
起きていると示唆している報告がある 41, 46。しかしながら本研究において、錐体

細胞のマーカーである S-opsin および M-opsin の mRNA 発現量は 3 週齢の

Rpe65-/-マウスでは有意な減少は認められなかった（図 5A, B）。この結果から、
3週齢の Rpe65-/-マウスでは錐体細胞は細胞死を起こしていないことが予想され
た。そのため、Rpe65-/-マウスで実際に細胞死が誘導されているかどうかを直接
調べるために、TUNEL法によりアポトーシス細胞を検出した。視神経を基準に
50 μm間隔で切片を作製し一眼あたり 30枚の切片を TUNEL染色することで、
できるだけ眼球を広範囲に調べた。視細胞のアポトーシス細胞数を調べるため、

外顆粒層での TUNEL陽性細胞数を計測した。3, 5および 7週齢の Rpe65-/-マウ
スはいずれも網膜上方と網膜下方でのアポトーシス細胞数に大きな差は見られ

なかった。3週齢から 7週齢にかけてアポトーシス細胞数はわずかに増加傾向が
見られたが、アポトーシス細胞数は網膜上方と下方合わせても 3 週齢で切片あ
たり約 1.5個、7週齢でも切片あたり約 3.5個であり、検出された視細胞のアポ
トーシス細胞数はごくわずかであった（予備実験結果）。これより、マウス網

膜の視細胞に 11-cis-retinal が供給されなくともアポトーシスはほとんど生じな
いことが判明した。 

  しかしながら、Rpe65-/-マウスではネクローシスのようにTUNEL法では検出で
きないアポトーシス以外の細胞死が起きている可能性も考えられる。そのため、

電子顕微鏡にて視細胞の微細構造を観察した。3週齢のRpe65-/-マウスでは外節
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の構造が崩壊している様子が見られ、5週齢のRpe65-/-マウスでは崩壊した外節
がより多く観察され変性が進行していると考えられた（図 15）。しかしながら

Rpe65-/-マウスの内節構造に特に異常は見られず（図 16）、視細胞核もアポトー
シスおよびネクローシスを呈する像は観察されなかった（図 17）。これらの結

果から、若齢のRpe65-/-マウスは外節が崩壊しているものの錐体細胞は細胞死に
は至っておらず、そのために錐体オプシンのmRNA発現量は比較的保たれている
と考えられた。PNAは錐体細胞の外節および内節に発現する細胞外マトリック

スの糖鎖を認識するレクチンである。過去の報告においてRpe65-/-マウスにおけ
るPNAレクチン染色陽性細胞数が減少していたのは、錐体細胞が細胞死を起こ
していたためではなく錐体細胞の外節が崩壊してPNAと反応する糖鎖が減少し
ていることが原因であると推測される。 

  本研究の結果において、Rpe65-/-マウスのS-opsinは局在が異常であり外節に正
常に輸送されていないものがあり、またM-opsinは分解されており外節ではほと
んど検出されなかった（図 2A, B）。外節内には多数の円盤状構造があり、その

構造を構成するタンパク質の大部分はオプシンである。Rpe65-/-マウスにおいて
外節構造が崩壊している原因は、錐体オプシンの輸送障害やオプシンタンパク

質そのものの分解により、外節を構成するオプシンタンパク質が正常に供給さ

れないためであると推察される。 
 

4-5   Rpe65-/-マウスにおけるS-opsinの発現分布  
  7週齢のRpe65-/-マウスの網膜上方において、S-opsin陽性細胞数は野生型マウ
スに比べ有意に増加していた（Rpe65-/-マウス：約500細胞数/視野 vs 野生型マ
ウス：約200細胞数/視野）（図 4C, D）。一方、7週齢のRpe65-/-マウスの網膜下方
においては、S-opsin陽性細胞数は野生型マウスに比べ有意に減少していた

（Rpe65-/-マウス：約250細胞数/視野 vs 野生型マウス：約1200細胞数/視野）（図 
4A, B）。そのため、7週齢のRpe65-/-マウスの網膜全体におけるS-opsin陽性細胞
数は減少していると考えられることから、S-opsinのmRNA発現量も野生型に比
べ減少していると推測される（図 5B）。 
  マウスにおける錐体オプシンの発現パターンには、網膜内で勾配が存在する

ことが報告されている。S-opsinの発現は網膜下方で多く、M-opsinは網膜上方で
高い発現レベルを示すことが報告されている2, 56。網膜下方において、3週齢では

Rpe65-/-マウスと野生型ではS-opsin陽性細胞数は有意な差を認めなかったが、5
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および7週齢のRpe65-/-マウスでは野生型マウスに比較して有意に減少していた
（図 4A, B）。これらの結果は、Rpe65-/-マウスの網膜下方において、S型-錐体細
胞が3週齢から5週齢にかけて視細胞外節に存在するS-opsinが減少していること

を示唆している。興味深いことに本実験では、Rpe65-/-マウスの網膜上方におい
てS-opsin陽性細胞は野生型マウスに比べて有意に上昇していた（図 4C, D）。こ
の現象はretinoid X receptor γ (RXRγ) 欠損マウスで見られる現象と良く似ている。
RXRγとthyroid hormone receptor β2 (TRβ2) はヘテロダイマーを形成して網膜上
方でのS-opsinの発現を抑制的に調節することで、網膜内におけるS-opsin発現パ
ターンの勾配を形成している76。RXRγのリガンドとして9-cis-retinoic acidや
polyunsaturated fatty acid docosahexanoic acidが報告されている77, 78。しかし、主要

な視サイクルにより供給される因子でRXRγのリガンドとなるものは報告され
ていない。マウス網膜において視サイクル内でRPE65を経由して供給されるレチ

ノイドも内在性のRXRγのリガンドとして働いているのであれば、Rpe65-/-マウ
スの網膜上方ではRXRγのリガンドが供給されずS-opsinを抑制的に調節するシ
グナルが入らないために、網膜上方においてS-ospin陽性細胞数が増加している
のかもしれない（図 18）。 
 

4-6  総合考察  
  今回の実験結果から、マウスの視細胞およびオプシンにおける11-cis-retinalの
新たな役割が解明された。11-cis-retinalは錐体オプシンに結合することにより、
S-opsinタンパク質に対しては正常な糖鎖切断や外節への輸送に、M-opsinタンパ
ク質に対しては分解を抑制するために働いており、錐体オプシンタンパク質の

成熟や輸送および安定性に寄与していることが明らかとなった。また、視細胞

外節が正常に構築されるためには、11-cis-retinalがオプシンタンパク質を正常に
制御することが必要であることも示された。また、これらの結果はRPE65遺伝子
異常における視細胞変性機序の解明に重要な示唆を与えるものであると考えら

れた。 

  Rpe65-/-マウスは若齢時から錐体オプシンのタンパク質発現に異常を認めた。
S-opsinは分子量が大きく糖鎖切断が不完全であり、野生型では観察されない視

細胞核やシナプス層にも局在を認めた。Rpe65-/-マウスのS-opsinは3週齢では視
細胞外節にも多く存在しているが、5週齢では外節に局在するS-opsinは大幅に減

少していた。一方、Rpe65-/-マウスのM-opsinは若齢時では野生型と同程度の
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mRNA発現を認めるもののタンパク質は急速に分解されており、視細胞外節にも

局在はほとんど観察されなかった。さらにRpe65-/-マウスのロドプシンは若齢時
よりmRNA発現の減少を認め、それに伴いタンパク質発現の減少も認められたが、

局在は正常でありRpe65-/-マウスのロドプシンは若齢時でも成体でも視細胞外
節に限局していた。Rpe65-/-マウスは3週齢で視細胞外節の形態異常が観察され、
5週齢ではさらに外節の崩壊が進行していた。しかしながら、アポトーシスやネ
クローシスなどの細胞死はほとんど観察されなかった。これらの結果は、外節

の主要な構成成分であるオプシンタンパク質が外節に存在する量が減少するこ

とにより、外節が正常に構築できず崩壊してしまうが、7週齢の時点では外節に
存在するオプシンが野生型に比べて減少しても細胞死にまでは至らないことを

示唆している。一方、24週齢のRpe65-/-マウスではTUNEL染色陽性の視細胞が観
察され、Bax依存的なアポトーシス経路で細胞死が誘導されていることが報告さ

れている79。これらは、Rpe65-/-マウスで視細胞死が起きる時期は非常に遅く、
視細胞変性の進行は緩慢であると考えられる。そのため、本研究により観察さ

れた結果はRpe65-/-マウスにおける視細胞変性の初期段階であり、錐体オプシン
が翻訳後の過程で、ロドプシンがmRNA転写レベルで正常に制御されないために、
細胞死に先立って顕著な外節の崩壊が誘発されていることが推測された。本研

究により得られた結果は、高等動物の視覚形成を司る分子であるオプシンと

11-cis-retinalの関わりについて新たな知見をもたらし、さらに難治性疾患である
RPE65遺伝子異常における視細胞変性機構を解明するための重要なヒントにな
り得ると期待される。 
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表１．RT-PCRのプライマー配列。 
 
 
 

 
 

表２．ウェスタンブロッティングおよび免疫染色に使用した抗体の希釈倍率。  
  ロドプシンの免疫染色時のみ二次抗体を 1:800で使用した。 
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図１．視細胞と網膜色素上皮細胞間における視サイクル。 
  RPE65は網膜色素上皮細胞内に発現し、all-trans-retinyl esterから 11-cis-retinol
への異性化を触媒する酵素である。RPE65 欠損により 11-cis-retinol および
11-cis-retinalの供給が途絶える。 
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図２．野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスにおける RPE65発現。 
  RT-PCR による RPE65 の mRNA 発現（A）およびウェスタンブロッティング
によるタンパク質発現の確認（B）。免疫組織化学による RPE65の局在確認（C）。
RPE65を赤（矢頭）で、核を青(DAPI) で示した。Negative controlには一次抗体
の代わりに正常マウス IgGを用いた。RPE; 網膜色素上皮細胞, ONL; 外顆粒層, 
INL; 内顆粒層。スケールバーは 50 μm。 
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図３．野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスにおけるオプシンの局在。 
  免疫組織化学により S-opsin（A）、M-opsin（B）およびロドプシン（C）の網

膜内局在を褐色で示した。Rpe65-/-マウスの S-opsin は ONL や OPL に異常な局
在を認めた（矢印）。一方、Rpe65-/-マウスのM-opsinはほとんど検出されなかっ
た。Rpe65-/-マウスにおけるロドプシンの局在は正常であった。OS; 視細胞外節, 
ONL; 外顆粒層, OPL; 外網状層, INL; 内顆粒層。スケールバーは 100 μm。 
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(A) Inferior                                 (B) Inferior 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(C) Superior                                 (D) Superior 

 

 

図４．野生型マウスおよび Rpe65-/-マウス網膜内における S-opsinの分布。 
  網膜フラットマウントを作製し、抗 S-opsin 抗体を用いて S 型-錐体細胞を蛍
光染色した。400 倍で撮影した網膜下方（A）および網膜上方（C）の視細胞外
節の写真をそれぞれ示した。網膜一枚あたり網膜下方および網膜上方それぞれ 4
箇所を無作為に選び、S-opsin陽性細胞数を計測し網膜下方（B）と網膜上方（D）
についてグラフで示した。グラフは Mean±SD/視野（n=3）で示した。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001。スケールバーは 50 μm。 
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(A)                                        (B) 
 
 

 
(C)                                         (D) 
 
 
 
 
 
 
                                     
 
 

図５．野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンおよびロドプシ
ンの mRNA発現量測定。 
  リアルタイム RT-PCR 産物を 1.5%アガロースゲルにより電気泳動し臭化エチ
ジウムで染色し可視化した（A）。リアルタイム RT-PCR により S-opsin（B）、
M-opsin（C）、rhodopsin（D）の mRNA発現量を半定量解析し、β-actinにより発
現量を補正した。グラフはMean±SD（n=6）で示した。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。 
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 (C)                  <rhodopsin> 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  <GAPDH> 
 
 
 
 
 

図６．野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンおよびロドプシ
ンのタンパク質発現解析。 
  網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜をサンプルとし、S-opsin（A）、M-opsin（B）、
rhodopsin（C）それぞれのタンパク質をウェスタンブロッティングにより検出し

た。Rpe65-/-マウスの S-opsinは野生型で見られた 40 kDaのバンドが観察されず、
42 kDaにのみバンドを認めた（A）。Rpe65-/-マウスのM-opsinは野生型に比べ非
常に少ない発現量であった（B）。Rpe65-/-マウスの rhodopsin は成育につれて発
現量が徐々に減少していた（C）。Loading control として GAPDH を検出した。
M; 分子量マーカー。サンプルは 10 μg/Lane（A）、5 μg/Lane（B）、rhodopsin検
出に 0.5 μg/Lane、GAPDH検出に 5 μg/Lane（C）をアプライした。 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 <GAPDH>                             <GAPDH> 
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   (D)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  <GAPDH> 
 
 
 
 

図７． Rpe65-/-マウスにおける錐体オプシンの翻訳後修飾。 
  ウェスタンブロッティングにより脱糖鎖前後の S-opsinを検出した（A）。3週
齢のマウスの網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜をサンプルとし、材料と方法の項に
従って PNGase Fで 25℃、1時間処理をした。PNGase F処理により脱糖鎖され

た S-opsinは野生型マウスおよび Rpe65-/-マウスでどちらも約 35 kDaに検出され
た（A, 矢頭）。高感度な条件で S-opsinを検出すると Rpe65-/-マウスでは約 25 kDa
と約 23 kDaにバンドが検出され（B）、一次抗体を吸収するブロッキングペプチ

ドにより約 25 kDaのバンドのみが消失した（C）。また、Rpe65-/-マウスのM-opsin
を検出するために高感度な条件でウェスタンブロッティングをおこなった（D）。

Rpe65-/-マウスのM-opsinタンパク質の移動度は野生型マウスとほぼ同じであっ
た（D, 矢印）。それぞれのウェスタンブロッティングでは loading controlとして
GAPDHを検出した。 
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   (A)                     (B)   
 
 
 
 
 
 
              (C)                     (D) 
 
 
 
 
 
 
              (E)                     (F) 
 
 
 
 
 
 
 

図８．眼球培養後の網膜組織切片。 
  野生型マウスの眼球を 50% DMEM, 25% FBS, 25% HBSSの培地で培養前（A, 
B）、12時間培養後（C, D）、24時間培養後（E, F）に凍結切片を作製し、HE染
色をおこなった。光学顕微鏡を用い 40倍（A, C, E）および 200倍（B, D, F）に
て観察した。培養前では網膜層は整然とした三層構造を形成していた。培養す

ることにより網膜層構造の歪みを認めるが、細胞密度は比較的保たれていた。

RPE; 網膜色素上皮細胞, ONL; 外顆粒層, INL; 内顆粒層, GCL; ガングリオン細
胞層。スケールバーは 500 μm（A, C, E）および 100 μm（B, D, F）。 
 
 



 

 48 

 
 
              (A)                     (B)   
 
 
 
 
 
 
 
              (C)                     (D)   
 
 
 
 
 
 
 
 

図９．眼球培養後の網膜におけるアポトーシス細胞検出。 
  野生型マウスの眼球を 50% DMEM, 25% FBS, 25% HBSSの培地で 12時間およ
び 24時間培養したのち、凍結切片を作製し TUNEL染色をおこなった。ポジテ
ィブコントロールには 4 週齢の RCS ラットを使用した。TUNEL 陽性細胞は緑
色で、核は DAPIで染色し青色で示した。RCSラットでは ONLにおいて多数の
TUNEL陽性細胞を認めた（B）。培養前の野生型マウスの網膜では TUNEL陽性
細胞は観察されず（A）、培養 12時間後（C）および 24時間後（D）でも TUNEL
陽性細胞はほとんど観察されなかった。染色した網膜切片は蛍光顕微鏡を用い

200 倍で観察した。RPE; 網膜色素上皮細胞, ONL; 外顆粒層, INL; 内顆粒層, 
GCL; ガングリオン細胞層。スケールバーは 100 μm。 
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図１０．培養 Rpe65-/-マウス網膜の M-opsin に対するリソソーム/プロテアソー
ム阻害剤の影響。 

  3 週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を三種類のリソソーム/プロテアソーム阻害剤
（20 μM pepstatin A, 30 μM E64d, 10 μM MG-132）を含む 50% DMEM, 25% FBS, 
25% HBSS の培地で 24 時間培養したのち、網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を回
収しウェスタンブロッティングにより、凍結切片を作製し免疫染色により

M-opsinを検出した。Vehicleは終濃度 2% DMSO。リソソーム/プロテアソーム阻
害剤を加えた眼球ではコントロールに比べM-opsinタンパク量が多く、分解が抑
制されていた（A）。免疫染色では M-opsin を赤色で、細胞核を青色で示した。
リソソーム/プロテアソーム阻害剤処理をした網膜は錐体外節（矢印）のほか、
視細胞核周囲やシナプス層（矢頭）にM-opsinの局在を認めた（B, C）。染色し
た網膜切片は蛍光顕微鏡を用い 200倍で観察した。RPE; 網膜色素上皮細胞, OS; 
視細胞外節, ONL; 外顆粒層, OPL; 外網状層。スケールバーは 50 μm。 
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図１１．培養 Rpe65-/-マウス網膜の M-opsinに対するリソソーム阻害剤 E64dの
影響。 

  3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を 6 μMおよび 30 μM E64dを含む 50% DMEM, 
25% FBS, 25% HBSSの培地で 24時間培養したのち、網膜-網膜色素上皮細胞-脈
絡膜を回収しウェスタンブロッティングにより、凍結切片を作製し免疫染色に

よりM-opsinを検出した。Vehicleは終濃度 0.2% DMSO。6 μM E64d処理ではわ
ずかにM-opsinの発現量が増加していたが、30 μM E64d処理ではM-opsinの発
現量は減少していた（A）。免疫染色では M-opsin を赤色で、細胞核を DAPI で
染色し青色で示した。6 μM および 30 μM E64d 処理をしてもコントロール
（vehicle）と比べて局在や染色性の顕著な違いは認められなかった（B-D）。RPE; 
網膜色素上皮細胞, OS; 視細胞外節, ONL; 外顆粒層, OPL; 外網状層。スケール
バーは 50 μm。 
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     (B)                    (C)                   (D) 

 

図１２．培養 Rpe65-/-マウス網膜の M-opsin に対するプロテアソーム阻害剤
MG-132の影響。 

  3 週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を 2 μM および 10 μM MG-132 を含む 50% 
DMEM, 25% FBS, 25% HBSSの培地で 24時間培養したのち、網膜-網膜色素上皮
細胞-脈絡膜を回収しウェスタンブロッティングにより、凍結切片を作製し免疫
染色によりM-opsinを検出した。Vehicleは終濃度 0.02% DMSO。免疫染色では
M-opsinを赤色で、細胞核を DAPIで染色し青色で示した。2 μMおよび 10 μM 
MG-132処理によりM-opsinの発現量は増加しており（A）、免疫染色による観察
では 2 μMおよび 10 μM MG-132処理をした網膜においてコントロール（vehicle）
に比べてM-opsin陽性反応が多く観察された（B-D）。MG-132処理をした網膜は
錐体細胞外節（矢印）のほか、視細胞核周囲やシナプス層（矢頭）に、コント

ロールに比べ多くの細胞にM-opsinの局在を認めた（C, D）。RPE; 網膜色素上皮
細胞, OS; 視細胞外節, ONL; 外顆粒層, OPL; 外網状層。スケールバーは 50μm。 
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図１３．培養 Rpe65-/-マウス網膜のM-opsinに対する 9-cis-retinalの影響。 
  3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を 0.05 nM, 0.5 nMおよび 5 nM 9-cis-retinalを含
む 50% DMEM, 25% FBS, 25% HBSSの培地で 24時間培養したのち、網膜-網膜
色素上皮細胞-脈絡膜を回収しウェスタンブロッティングにより、凍結切片を作
製し免疫染色によりM-opsinを検出した。Vehicleは終濃度 0.1%エタノール。免
疫染色ではM-opsinを赤色で、細胞核を DAPIで染色し青色で示した。0.5 nMお
よび 5 nM 9-cis-retinal処理によりM-opsinの発現量は増加しており（A）、免疫染
色による観察では 0.5 nMおよび 5 nM 9-cis-retinal処理をした網膜においてコン
トロール（vehicle）に比べM-opsin陽性反応が多く観察された（B-D）。9-cis-retinal
処理をした網膜は錐体細胞外節（矢印）のほか、視細胞核周囲やシナプス層（矢

頭）に、コントロールに比べ多くの細胞にM-opsinの局在を認めた（C, D）。RPE; 
網膜色素上皮細胞, OS; 視細胞外節, ONL; 外顆粒層, OPL; 外網状層。スケール
バーは 50 μm。 
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図１４．培養 Rpe65-/-マウス網膜のM-opsinに対する 9-cis-retinalおよびMG-132
の影響。 

  3週齢の Rpe65-/-マウスの眼球を 0.5 nM 9-cis-retinalおよび 5 μM MG-132を含
む 50% DMEM, 25% FBS, 25% HBSSの培地で 6時間、12時間および 24時間培養
したのち、網膜-網膜色素上皮細胞-脈絡膜を回収しウェスタンブロッティングに
よりM-opsinを検出した。0.5 nM 9-cis-retinal処理によりM-opsinの発現量はコ
ントロールに比べて増加しており（A）、5 μM MG-132 処理においても若干
M-opsinの発現量は増加していた（B）。Loading controlとして GAPDHを検出し
たが、培養時間が長くなるにつれて GAPDHの発現量は減少していた（A, B）。 
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 (A)                           (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        (C)                           (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１５．Rpe65-/-マウス網膜の微細形態観察。 
  3週齢の野生型マウスと 3, 5および 7週齢の Rpe65-/-マウス網膜の視細胞外節
部を電子顕微鏡により観察した。3および 5週齢の Rpe65-/-マウスでは外節の密
度が低く、崩壊している様子が観察された（B, C、矢印）。7週齢の Rpe65-/-マウ
スでは崩壊した外節はほとんど観察されなかったが、外節長が短くなっていた。

スケールバーは 2 μm。 
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  (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          (C)                           (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１６．Rpe65-/-マウス網膜の微細形態観察。 
  3週齢の野生型マウスと 3, 5および 7週齢の Rpe65-/-マウス網膜の視細胞内節
部を電子顕微鏡により観察した。Rpe65-/-マウスの内節構造は野生型マウスと比
較しても顕著な異常を認めなかった。スケールバーは 2 μm。 
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 (A)                           (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          (C)                           (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１７．Rpe65-/-マウス網膜の微細形態観察。 
  3週齢の野生型マウスと 3, 5および 7週齢の Rpe65-/-マウス網膜の視細胞核を
電子顕微鏡により観察した。いずれの週齢の Rpe65-/-マウスにおいても、細胞死
の様相を呈する細胞核は観察されなかった。C; 錐体細胞, R; 桿体細胞。スケー
ルバーは 2 μm。 
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図１８．マウスにおける S-opsinおよびM-opsinの発現制御（文献 46より改変）。 
  マウス網膜上方において、RXRγと TRβ2のヘテロダイマーからのシグナルに
より、S-opsinの転写は抑制される 76。また、M-opsinの転写には TRβ2のホモダ

イマーからのシグナルが必要であると推測されている 80。Rpe65-/-マウスの網膜
上方において S-opsin 陽性細胞数が野生型に比べ増加していた原因として、
RPE65の欠損により未知の内在性リガンドが減少し、RXRγと TRβ2のヘテロダ
イマーからのシグナルが弱まったために、S-opsin の転写抑制が不十分であった
可能性が考えられる。S; 網膜上方, I; 網膜下方。 
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図１９．マウスにおけるS-opsinタンパク質の翻訳後調節と11-cis-retinalの役割。 
  マウスの S-opsinタンパク質は 11-cis-retinalが結合することによりおそらく立

体構造の変化を生じ、糖鎖切断が正常におこなわれ外節へ輸送される。Rpe65-/-

マウスでは 11-cis-retinal が結合しないことで糖鎖切断に必要な立体構造の変化

が起こらず、糖鎖切断が不完全な状態となる。また、Rpe65-/-マウスでは S-opsin
の輸送障害が生じ、視細胞核周辺やシナプス層に局在してしまう。加えて、糖

鎖切断が不完全な未成熟 S-opsinタンパク質の一部は、比較的大きい断片に分解
される。 
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図２０．マウスにおけるM-opsinタンパク質の翻訳後調節と 11-cis-retinalの役割。 
  マウスのM-opsinタンパク質は 11-cis-retinalが結合することによりおそらく立

体構造の変化を生じた結果、安定な構造となる。Rpe65-/-マウスではM-opsinの
mRNAが発現しM-opsinタンパク質も翻訳されるが。11-cis-retinalが結合しない
ために不安定な構造となり、急速に分解される。また、その分解経路には少な

くともプロテアソーム系が関与している。M-opsin タンパク質成熟には
11-cis-retinal は関与しておらず、11-cis-retinal の有無に関わらず糖鎖切断は正常
におこなわれる。 
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図２１．Rpe65-/-マウスの視細胞外節の崩壊機序 
  Rpe65-/-マウスの網膜内で 11-cis-retinal が枯渇することにより、錐体オプシン
は翻訳後に局在異常や分解が生じる。またロドプシンの mRNA発現低下による
タンパク質の減少が生じ、視細胞外節を構成する錐体オプシンおよびロドプシ

ンが外節内で不足する。その結果、外節内の円盤状構造の密度が下がり外節構

造の崩壊が起きる。しかしながら視細胞内節や細胞核に大きな影響はなく、細

胞は生存している。Rpe65-/-マウスは若齢で視細胞外節が崩壊する一方、成体で
も視細胞死はほとんど生じないという特徴をもつ。 
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