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〈要 約〉

　視物質cis-レチナールがtrans-レチナールへと光異性化することが視覚の初現象であり，この視物質の構造変化が連続する生化学反応よりなる視覚伝達を惹起する．ビタミンAの誘導体であるcis-レチナールは視覚に不可欠であり，眼においてはレチノイド回路により再生し再利用される．レチノイド回路の最初の反応はtrans-レチナールの還元で，この還元反応の遅延は視細胞死と直結している．レチノイド回路は視覚の維持に必須である視物質の供給と，網膜に毒性のある光異性化した視物質のすみやかな排除という2つの役割を担っている．この論文では，アミン製剤の投与が光により産生されるアルデヒド基をもつtrans-レチナールの毒性を可逆性のシッフ塩基の合成により中和し，網膜変性の進行を緩和することを動物実験と生化学的な見地から証明した．この結果は，新規の治療につながる網膜変性の病態の理解と，レチノイドを標的とした薬物治療のしくみを明らかにした．

はじめに

　光は網膜の視細胞により電気シグナルに変換され，視覚として大脳視覚野において認識される．視覚の最初の反応はビタミンAの誘導体である視物質cis-レチナールがtrans-レチナールへと光異性化することである．連続する光刺激に備えるためにはcis-レチナールの安定した供給が不可欠で，脊椎動物では光異性化した視物質をcis-レチナールに再生することで効率的に再利用している．このcis-レチナールの再生のための系がレチノイド回路であり，視細胞とそれに隣接する網膜色素上皮細胞における多段階の酵素反応により構成されている1)（図1）．レチノイド回路の異常による視物質cis-レチナールの供給の低下が網膜変性の原因となる一方，光異性化した視物質trans-レチナールの代謝の遅延も視細胞変性に関与することが知られている．

　trans-レチナールの代謝は視細胞の円盤膜から膜外への輸送と還元反応からなっており，ATP結合トランスポーターABCA4とレチノール脱水酵素RDH8がそれぞれ重要な役割を担っている2)．ABCA4の異常はStargardt’s病（若年性黄斑変性の一型）の原因であり，また，加齢黄斑変性にかかわることが報告されている3,4)．筆者らの研究により，マウスにおいてABCA4とRDH8を同時にノックアウトするとStargardt’s病や加齢黄斑変性に似た網膜臨床像を呈することが明らかにされ5)，trans-レチナールの代謝の遅延が網膜変性にかかわることが直接的に証明された．trans-レチナールの網膜に対する毒性は培養細胞においても確認されている6)．視細胞は視覚伝達のため高度に分化した細胞であり，視物質の0.5％が光異性化するのみで網膜に障害を起こすのに十分なtrans-レチナールが産生される．過度の光刺激や加齢変化が視細胞におけるtrans-レチナールの濃度上昇に寄与しており，この網膜への毒性を制御することは網膜の恒常性の維持に重要である．

1．trans-レチナールの代謝の遅延は網膜における障害を誘発する

　trans-レチナールは視物質cis-レチナールの光異性化により産生され，ATP結合トランスポーターABCA4とレチノール脱水酵素RDH8によりすみやかに代謝される．trans-レチナールの産生がこれら酵素の処理能力をこえる場合や，これら酵素に異常が生じた場合には視細胞におけるtrans-レチナールの濃度上昇がひき起こされる．trans-レチナールは反応性の高いアルデヒド基をもつことから網膜への毒性に関与する可能性が示唆されており，RDH8によるアルデヒド基からアルコール基（trans-レチノールまたはビタミンA）への還元反応は網膜の恒常性の維持に重要である．実際に，生体はtrans-レチノールのかたちでビタミンAの輸送を行っている．このことから，網膜光障害におけるtrans-レチナールの役割は長く示唆されていたが，生体でのtrans-レチナールの濃度が網膜において障害を誘発するのに十分なだけ上昇するのかどうかが問題とされていた．筆者らの研究により，ABCA4とRDH8は網膜におけるtrans-レチナールの代謝に重要な役割を担うことが示唆され，また，光に誘発される網膜変性がABCA4とRDH8のダブルノックアウトマウスにおいて確認された5)．室内光のもとでは数カ月かけて進行するStargardt’s病や加齢黄斑変性に似た所見を，また，強度光のもとでは24時間後に大量の視細胞死をともなう急性の網膜光障害が観察された．trans-レチナールの代謝の遅延もこのダブルノックアウトマウスで検出された．trans-レチナールの代謝の遅延は同時にそのエタノールアミンとの付加物A2Eを産生することが知られており，Stargardt’s病や加齢黄斑変性でもA2Eの蓄積が報告されている7,8)．このA2Eの蓄積もABCA4とRDH8のダブルノックアウトマウスにおいて観察された．trans-レチナールによる網膜に対する毒性の機序もその一部が解明され，細胞膜におけるGタンパク質の活性，イノシトールリン酸に由来する細胞内Ca2+濃度の上昇，NADPH酸化酵素の活性化にともなう活性酸素の濃度の上昇，ミトコンドリアに由来するさらなるアポトーシスが視細胞の障害における分子機構であることが明らかにされている6,9)．

2．trans-レチナールはアミン製剤と可逆性のシッフ塩基を産生する

　視細胞におけるtrans-レチナールの濃度上昇が網膜変性の誘引となることが解明され，そのアルデヒド基の活性の抑制が視細胞死を減少させる可能性が示唆された．しかし，trans-レチナールは視覚に必須な視物質の再生に使われる重要な中間産物としての役割もあり1)，trans-レチナールを取り除くことは視機能の維持のため回避しなくてはならない．そこで，アミン製剤との可逆性シッフ塩基の産生により光照射ののちに一時的に高くなるtrans-レチナールの濃度を下げ，trans-レチナールの代謝速度に歩調を合わせたシッフ塩基からのtrans-レチナールの遊離，レチノイド回路への供給が生体において可能であるかどうかを検討した（図2）．まず，ABCA4とRDH8のダブルノックアウトマウスにみられる急性の光障害にアミン製剤が有効であるかどうかを試し，24のアミン製剤のうち67％が網膜においてシッフ塩基を形成しこの網膜症を軽症化することを明らかにした．

3．アミン製剤は視物質の産生を阻害しない

　trans-レチナールはレチノイド回路における重要な中間産物としての役割があり1)，アミン製剤によるtrans-レチナール濃度の低下が視物質cis-レチナールの産生に影響することが懸念された．実際に，レチノイド回路を制御する薬剤はtrans-レチナールによる網膜への毒性を軽減することが知られているが5,10)，同時に，cis-レチナールの産生を抑制することから夜盲を呈し，極端な場合には視覚に必須な視物質の供給が絶たれ薬剤性の視覚障害あるいは網膜変性を誘発する危険をともなう．そこで，急性の光障害を軽症化したアミン製剤が，cis-レチナールの産生にどのような影響をあたえるかを検討した．マウスにおいてレチノイド回路を制御する薬剤が著しいcis-レチナールの産生抑制をみせたことと比較して，アミン製剤は正常なcis-レチナールの産生にまったく影響を及ぼさなかった．cis-レチナールの産生に直接にかかわる酵素RPE65の活性実験においてもアミン製剤の酵素活性に対する抑制効果は観察されなかった．さらに，アミン製剤のRDH8の酵素活性に対する影響もみられず，アミン製剤の存在下においてもtrans-レチナールからtrans-レチノールへの還元反応はアミン製剤の非存在下と同様の反応速度を示した．

4．アミン製剤はtrans-レチナールに関連する網膜症を軽減する

　マウスの網膜においてアミン製剤の投与が，シッフ塩基の産生によりtrans-レチナールの濃度を低下させること，視物質cis-レチナールの産生抑制を示さないこと，ABCA4とRDH8のダブルノックアウトマウスにみられる急性の光障害を軽症化させることから，さらにアミン製剤の有効性をABCA4とRDH8のダブルノックアウトマウスにみられる室内光のもとで進行するStargardt’s病や加齢黄斑変性に似た経時性の網膜変性において検討した．生後1カ月齢から4カ月齢まで3カ月のあいだアミン製剤の投与を行い，網膜変性に対する影響を観察した．アミン製剤を投与したダブルノックアウトマウスでは対照に比べて網膜変性の軽症化がみられ，trans-レチナールの濃度を反映するA2Eの蓄積量も減少していた．アミン製剤の長期投与において懸念される網膜の機能の異常も観察されなかった．以上より，アミン製剤によるtrans-レチナールの濃度の低下が網膜症に対する新たな治療戦略となりうることが示唆された．

　また，野生型マウスにおける網膜光障害に対するアミン製剤の影響についても検討したところ，野生型マウスでみられる過剰な光刺激により誘発される視細胞死が，アミン製剤の投与により軽減されることが明らかになった．この結果は，正常な個体における網膜光障害の原因のひとつとしてtrans-レチナールが重要な役割を担っていることを示唆した．

おわりに

　この研究においては，構造の類似性が乏しいアミン製剤24種についてその網膜変性に対する治療効果を検討し，24種のうち16種（67％）のアミン製剤が，シッフ塩基を形成することによりtrans-レチナールの濃度を一時的に低下させ網膜症を軽症化することを明らかにした．通常の薬物治療における標的分子は酵素や受容体をはじめとするタンパク質であることが一般的だが，ここでの標的分子は低分子であるレチノイドであり視物質の産生抑制を回避することが可能であった．また，加齢変化にともなう神経変性疾患に属する網膜症において，適切な病態の理解とマウスモデルの作製により1週間という短時間での薬剤スクリーニングが可能となることも示された．正常な網膜の機能を損なうことなく，毒性物質を一時的に抱合し隔離してその網膜への傷害性を抑制し，視覚に必要な中間産物として生体にもどすことのできるこの方法は，新規の薬物治療の可能性を示唆するものであり，今後の網膜変性疾患に対する治療の開発および発展に役立てられることが期待される．
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〈図説明〉
図1　レチノイド回路と網膜の疾患

レチノイド回路は視物質cis-レチナールを再生する連続する生化学反応からなり，網膜の視細胞と網膜色素上皮細胞において行われている．視細胞が光を受容するとcis-レチナールはtrans-レチナールに光異性化される．この構造変化が視覚を惹起する．trans-レチナールはATP結合トランスポーターABCA4により視細胞の円盤膜から膜外へと輸送され，レチノール脱水酵素RDH8とRDH12によりtrans-レチノールに還元される．RDH8がこの反応の70％を担うことがわかっている．trans-レチノールはCRBP1により網膜色素上皮細胞へと輸送され網膜色素上皮においてLRATによりレチニルエステルに変換される．さらに，レチニルエステルはRPE65によりcis-レチノールに，また，RDH5をはじめとするレチノール脱水酵素によりcis-レチナールに再生される．再生されたcis-レチナールはCRALBPにより視細胞に輸送され視物質として再利用される．この回路のいずれの反応の異常も網膜の疾患に関与している．

図2　アミン製剤によるtrans-レチナールの一時的な隔離

視物質cis-レチナールは光異性化によりtrans-レチナールに変換され視細胞の細胞質に放出される．正常な状態ではtrans-レチナールはレチノイド回路に入りABCA4とRDH8によりtrans-レチノールに変換され再利用されるが，ABCA4やRDH8の異常によりこの反応が遅延するとtrans-レチナールがその網膜への毒性により視細胞死を誘発し，また，網膜色素上皮細胞においてエタノールアミンとの付加物A2Eの蓄積を誘導する．アミン製剤の投与は可逆性のシッフ塩基の合成によりtrans-レチナールを一時的に抱合し隔離する．
