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「視細胞の形態発生と細胞死（ゼブラフィッシュモデルを用いて）」

辻川　元一　先生

　網膜色素変性症は、遺伝子の異質性が高く、多くの責任遺伝子があり、メカニズムが不明であることから、現在のところ遺伝子治療には至っていない。メカニズムが不明である理由は、視細胞に良いvitroの実験系がないためであることが大きい。そこで、脊椎動物の実験モデルとして、ゲノム解析がされているzebra fishを用いることによって、視細胞の機能を解析した。1つの遺伝子を変化させたときの表現形の変化は、gene targetingや、RNAiのknock down、overexpression、knock-out/transgenic animalsを用いることにより調べることができるが、たとえばマウスでは、transfect、ES細胞の導入、キメラマウス作成、継代などの過程を経て実験モデルをつくるまでに約6ヶ月かかる。しかし、zebra fishでは、morpholinoをinjectionし、3日後には表現形を確認することが出来る。Zebra fishは、①体外で発生し、②早く発生する（受精後3日に視細胞が分化する）③一度に大量の固体を得られる④色覚が発達している、というメリットを持っている上に、morpholinoにより簡単にknock down、overexpressionができる。
例えば免疫組織化学による染色は、transfectしてから6日目に行うことができる。また、DNAをinjectionすると、数％がDNAを取り込み1回のinjectionで数百の胚を得られる。
Tol2（transposase）systemではメダカトランスポゾンを用いた高頻度のゲノムインテグレーションにより、トランジェントな遺伝子の発現をみることができる。その上、ランダムなmutationをつくることができ、その中で任意の変異体を調べることができる。

このzebra fishを用いて網膜色素変性症の遺伝子を解析し、ovlと、mokを発見した。
①ovl：ift88という蛋白を生成するが、これは外節の繊毛の維持に関わっているため、この遺伝子の異常（L260X）により、外節の繊毛が欠損し、繊毛の蛋白輸送に異常をきたす。IFTが欠損すると、初期発生は正常であるが次第に繊毛が喪失し、その後感覚細胞はアポトーシスに陥る。IFTはcomplex AとBからなるが、complex Bの欠損により細胞死が引き起こされる。アポトーシスの原因は異所性ロドプシンの蓄積である可能性が高く、異所性ロドプシンの発現を抑制すると、アポトーシスは50％抑制される。異所性ロドプシンには光感受性があるため、phototransductionによりアポトーシスが引き起こされると考えられる。
②mok：遺伝子異常により、受精後3日までに重篤な細胞死が引き起こされ、網膜では周辺から中心部に向かって細胞死がおこる。この変化は、ovlの変化とは全く違い、ロドプシン輸送は正常である。変異体では核が下方へ偏位している。生成する蛋白はdynactin complexの一員であるdynactin1で、このcomplexの変化により核が変位する。核の変位をおこす遺伝子には、Lis1（滑脳症の原因遺伝子）の変異やKlarsicht（核のアンカー蛋白をコード）の変異などがあり、いずれも核を支える機構に関わっている。また、dynactin1は、BBS（Bardet-Biedle Syndrome）4とbindするが、BBS4の異常は視細胞死を起こすことから、何らかの関連があると考えられる。

今後のテーマとしては、①視細胞死を引き起こすメカニズムを解明する②他の変異の解析③上記メカニズムに対する薬剤のスクリーニング④変性疾患モデルフィッシュの作成⑤遺伝学的スクリーニング⑥治療法の評価などがある。
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