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研究成果の概要（和文）：網膜変性疾患に対して脱落した視細胞を移植する網膜再生治療に期待が寄せられてい
る。しかし現在、視細胞の再生の対象となっているのは網膜周辺部であり、高解像度の視覚を担う中心視野の再
生は未だに手つかずである。その原因として、網膜中心領域の神経機能を正確に評価する方法がないことが挙げ
られる。本研究では、2光子顕微鏡システムおよびイメージングチャンバーなどを自作することで、網膜全層を
撮影可能なこと、視細胞の核構造が発生・成熟とともに変化することを示した。以上より、本研究において網膜
の発生過程および神経活動を細胞レベルで評価することが可能な2光子顕微鏡ライブイメージング法の確立に成
功した。

研究成果の概要（英文）：Regenerative medicine represents a promising future treatment of retinal 
degenerative diseases by making use of the proliferation and differentiation potential of stem 
cells. At present, transplantation of photoreceptors in the peripheral retina can be most promising 
therapy. Regeneration of the central retina, however, has not been tried due to the lack of 
appropriate methods that evaluate the function of the central retina with cellular resolution in 
mice and monkeys. In the present study, we succeeded in establishment of two-photon microscope 
system with imaging chamber that makes it possible to evaluate the development and function of 
photoreceptors in the live retina. 
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１．研究開始当初の背景 
視機能が損なわれる網膜変性疾患に対し
て、脱落した視細胞を移植により補充し、2
次ニューロンへの伝達の再構築を目標とし
た網膜の再生医療に期待が寄せられている。
しかし現在までに、視細胞の再生の対象と
なっているのは、網膜の周辺部であり、高
解像度の視覚を担う中心視野の再生は、未
だに手つかずである。その原因として、網
膜の中心領域の神経機能を正確に評価する
方法がないことが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高密度に分布する視細胞の
機能を細胞レベルで評価可能な新規網膜イ
メージング法の確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
2 光子顕微鏡システムおよびイメージン
グチャンバーなどを自作した。単離した網
膜をイメージングチャンバーに静置した。
培地や緩衝液の組成、灌流システムの有無、
対物レンズの倍率、蛍光色素およびタンパ
ク質、2 光子レーザーの波長などの条件を
検討した。 
 
４．研究成果 
2 光子顕微鏡のセットアップを行った。
システムの主な導入ポイントを以下に挙げ
る。多色による標識と可視化を行うために、
それが可能なデュアルレーザーおよび検出
器、フィルターセットなどを整備した。網
膜の水平方向および深さに対応できる対物
レンズおよび光軸方向に高速移動が可能な
ピエゾ素子を導入した。網膜を静置・観察
するチャンバーには 2種類を検討した。混
合ガス（酸素 95％・二酸化炭素 5％）をバ
ブリングした緩衝液を灌流する実験系、お
よび二酸化炭素に依存しない緩衝液を用い
て灌流が不要な実験系を開発した。イメー
ジング中に観察する網膜を固定するために、
2 種類の方法を検討した。単離網膜にアン
カーを置いて固定する方法、および網膜を
アガロース中に包埋する方法である。イメ
ージングの時間や目的に応じて、緩衝液や
灌流方法、固定法を選択するのが良いと考
えられた。 
2 光子顕微鏡システムおよびイメージン
グチャンバーなどを自作することで、マウ
ス網膜の全層を 2光子顕微鏡にて撮影可能
なこと、マウスの眼球を摘出し、単離した
網膜をイメージングチャンバーに静置し経
時的にライブ観察が可能なこと、視細胞の
核構造およびクロマチンの分布が発生・成
熟とともに変化することを示した。以上よ
り、本研究において、網膜の発生過程およ
び神経活動を評価することが可能な、2 光
子顕微鏡を用いたライブイメージング法を
確立することができた。 
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