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研究成果の概要（和文）：我々は2015年に世界で初めて完全型先天停在夜盲の犬(cCSNB犬)を発見し、その系統
を樹立することに成功した。今回我々は、このcCSNB犬の原因遺伝子を同定することに成功した(Das et al. Sci
 Rep. 2019)。原因遺伝子はLRIT3であり、実際の患者のcCSNBの原因遺伝子の1つと同じであった。さらに我々
は、正常なLRIT3遺伝子を搭載した変異型アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)をcCSNB犬の硝子体内に注射するこ
とによる遺伝子治療を試みた。コロナウイルスの流行により実験計画は遅れを生じたが、遺伝子治療後のcCSNB
犬の網膜機能回復を確認する実験が現在進行中である。

研究成果の概要（英文）：In 2015, we discovered the dog model of complete-type congenital stationary 
night blindness (cCSNB dog), and successfully established its family lineage (Kondo et al. PLoS One.
 2015). In this study, We have succeeded in identifying the causative gene of this cCSNB dog (Das et
 al. Sci Rep. 2019). The causative gene was LRIT3, which was identical to one of the causative genes
 of cCSNB in human. We further attempted gene therapy by intravitreal injection of adeno-associated 
viral vector (AAV) carrying the normal LRIT3 gene for cCSNB dogs. Although the experimental plan was
 delayed due to the coronavirus pandemic, our experiments are now underway to confirm the recovery 
of retinal function of cCSNB dogs after gene therapy.

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性の網膜疾患に関しては、現在有効な治療法がほとんどない。網膜の中で光を受け取るために重要な視細胞
や網膜色素上皮細胞の機能不全の一部の疾患には遺伝子治療が試みられている。しかし、網膜の中で情報伝達の
2番目の細胞である双極細胞の機能不全疾患には全く治療法がない。今回の研究では、我々が2015年に世界で初
めて発見した完全型先天停在夜盲の犬(cCSNB犬、双極細胞の機能障害による夜盲の犬)の原因遺伝子、LRIT3を同
定した。さらにこの犬モデルの治療を目的として、正常なLRIT3遺伝子を搭載したウイルスベクターを作成し、
遺伝子治療を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）疾患の病態解明や新規治療法の開発には、適切な動物モデルの確立が極めて重要である。
眼科領域において未だに治療法に乏しい網膜色素変性をはじめとする遺伝性網膜疾患において
も、これまで多くの動物モデルが発見・作成されてきた。しかしその多くはマウスやラットのよ
うな小動物（最近では zebrafish）であり、特に日本ではラットより大きな遺伝性網膜疾患モデ
ルが発見・作成されてこなかった。欧米で遺伝子治療が成功したレーバー先天盲の遺伝子治療で
は、マウスモデルの成功に続いて、大型動物モデルである犬で治療を成功させて電気生理学的お
よび行動学的実験でその効果を実証したことが人への臨床応用につながったことはよく知られ
ている（Acland et al. Nat Genet 2001 など）。犬や猫などの中型-大型動物は眼球の大きさが
人に類似しており、遺伝子導入の際の手術手技も実際の患者を想定した実験を行うことができ
る。さらに、生理学的および行動学的な効果の判定実験も大きな動物の方がより確実に行うこと
が可能である。 
 
（２）このような状況の中、研究代表者の近藤は、眼球の大きさがヒトに類似しており、繰り
返しの手術操作や眼内注射にも耐えうる中型動物での網膜色素変性モデルを作成すれば、この
疾患の病態解明や治療法開発に有用であると考え、2004 年にロドプシン P347L トランスジェニ
ックウサギ（Tgウサギ）の作成を開始し、世界で初めてウサギの網膜色素変性の作成に成功し、
（Kondo et al. IOVS. 2009）この Tgウサギの系統樹立と網膜変性過程を研究した。 
 
（３）さらに我々は 2015 年に世界で初めて犬において完全型先天停在夜盲（cCSNB）の表現系
を有する常染色体劣性の 1家系を発見し、その眼科的検査所見、組織学的および免疫組織学的所
見を詳細に報告した（Kondo et al. PLoS One. 2015）。これは自然発症のビーグル犬であり、実
験動物として飼育されていた犬をスクリーニングする過程で見つかったものである。我々は、こ
の犬に詳細な網膜電図（ERG）による検査を施行し、視細胞から ON 型双極細胞の伝達が完全に遮
断されていることを突き止めた。この犬の原因遺伝子を研究し、それが人の cCSNB と同じ遺伝子
によるものであれば、この犬は cCSNB 患者の治療実験として極めて有用な動物モデルになると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
遺伝性の網膜疾患に対しては、未だにほとんど治療法が存在していない。一部の疾患（レーバ
ー先天盲など）に対しては、正常な遺伝子を搭載した AAV ベクターを網膜下に注入することによ
り視機能が改善したことが報告されている。同様の治療は現在コロイデレミア、杆体一色覚、X
染色体性の網膜色素変性の一部にも応用されている。しかしながら、これらは全て視細胞あるい
は網膜色素上皮細胞に原因がある疾患である。網膜の 2 次ニューロンである双極細胞の機能異
常の疾患に対する治療はまだ未開発である。背景で述べた我々の cCSNB 犬は、双極細胞の機能異
常が原因で生来の強い夜盲をきたす疾患である。そこで、cCSNB 犬の原因遺伝子を同定し、それ
が人の cCSNB と同じであるかを確認し、さらに cCSNB 犬に対して遺伝子治療実験を行うことが
できれば画期的な研究になると考えた。 
そこで、今回の研究における目的は、以下の３つである。 
 
（１）我々が世界で初めて発見した cCSNB 犬の原因遺伝子を米国ペンシルバニア大学の Aguirre
博士との共同研究により同定すること。 
（２）もしその原因遺伝子が人の cCSNB と同じものであった場合には、正常な原因遺伝子を搭載
した変異型アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)を作成すること。 
（３）このベクターを cCSNB 犬の硝子体内もしくは網膜下に注射し、cCSNB の夜盲が改善するか
どうかを、電気生理学的および行動学的に解析し、さらに治療後の網膜を免疫組織学的に解析し
て視細胞と ON型双極細胞の間のシナプス構造に改善がみられるかどうかを確認すること。 
 
３．研究の方法 
（１）cCSNB 犬の原因遺伝子の研究については、我々が有している cCSNB 犬の家系の血液から
DNA を抽出し、犬の全ゲノム解析を行った。犬遺伝子に対する全ゲノム解析は日本では困難であ
るため、米国ペンシルバニア大学の Aguirre 博士との共同研究を行った。さらに、原因遺伝子の
候補に対しては、抗体を用いて cCSNB 犬の網膜におけるタンパクの発現の有無を確認した。 
 
（２）正常な原因遺伝子を搭載した変異型アデノ随伴ウイルスベクター(AAV)の作成に関しては
岩手大学の富田教授が担当した。目的遺伝子（Invitrogen GeneArt より購入、LRIT3：leucine 



rich repeat, Ig­like and transmembrane domains 3 (Ac.No. ENSCAFG00000011519)：cDNA, 
2kbp）をプラスミドより光感受性遺伝子（ChR2）を切り出したベクターへサブクローニングした。
さらに、作製した発現用プラスミドを用いて、非増殖性アデノアソシエイトウイルスを作製した
（アジレント・テクノロジー株式会社の AAV ヘルパーフリーシステムを使用した）。 
 
（３）cCSNB 犬に対する遺伝子治療 
ベクターの濃度は複数用意し、最初は硝子体注射で行うが、効果がない、あるいは不十分の場
合は網膜下注射に切り替えることとした。生後１年以内の若年の cCSNB 犬を用いた。注射後 3か
月後-6か月に ERG 検査と行動実験を行うこととした。ERG 検査は全身麻酔後に 30分の暗順応を
行い、その後、ERG の閾値レベルから最大 10cd-s/m2 の強さまで様々な光刺激で ERG を記録する
こととした。特に錐体応答が惹起されない低い光刺激レベルで記録する ERG は重要であり、cCSNB
犬では低光刺激レベルでは全く ERG 応答が観察されない。これが遺伝子治療後に記録できるレ
ベルに回復するかどうかが重要な実験となると予想された。 
行動学的実験に関しては、犬の飼育室の近くにスペースを確保し、いくつかの障害物を置いた。
出発地点から目的場所まで歩行させ、到達するまでの時間と障害物への衝突回数をカウントし
た。我々はこれまでに cCSNB 犬では暗所において有意に衝突回数が多く到達までの時間が長い
ことを報告したが、これが遺伝子治療後にどの程度回復するかを繰り返し観察することとした。
この場合、部屋の明るさを絶対暗所から薄暗い環境までいくつかのレベルに可変して行うこと
が大切である。 
さらに ERG 実験と行動学的実験を終了した後に犬の網膜を摘出し、視細胞と ON 型双極細胞の
構造が未治療の cCSNB よりも改善しているかどうかを確認することにした。さらに視細胞と ON
型双極細胞の結合部に特異的に発現している様々なタンパクの抗体を用いて免疫組織学的な観
察を行うことにした。これにより、LRIT3 の発現だけでなく視細胞と ON 型双極細胞の結合部が
構造的に改善しているかどうかを確認することができる。 
 
４．研究成果 
（１）原因遺伝子の同定 
米国ペンシルバニア大学の Aguirre 博士との共同研究により、我々の cCSNB 犬の原因遺伝子は
LRIT3 であることがわかった（Das, Kondo, et al. Sci Rep. 2019）。我々の cCSNB 犬は 1bp の
ホモ欠失があり（CFA32: 30,038,862_30,038,863delG）、タンパク質の早い段階でフレームシフ
トを起こすものであり、LRIT3 のほぼ完全な機能喪失となることが予想された。さらに我々は、
cCSNB の網膜に対する抗体 LRIT3 の反応についても調べた。その結果、cCSNB 犬の網膜では LRIT3
は全く発現していないことを確認した。 
LRIT3 遺伝子は人の cCSNB において現在知られている 5 つの原因遺伝子（NYX, GRM, TRPM1, 
GRP179, LRIT3）の１つである。これにより、我々の cCSNB 犬は人の cCSNB の大型動物モデルと
して治療研究に使用できることがわかった。 
 
（２）遺伝子治療に向けたベクター作成 
LRIT3 遺伝子は比較的短い遺伝子であり、AAV に搭載することが可能であると考えられた。そ
こで我々は正常な LRIT3 遺伝子を搭載した AAV ベクターを作成した。目的遺伝子（Invitrogen 
GeneArt より購入、LRIT3：leucine rich repeat, Ig­like and transmembrane domains 3 (Ac.No. 
ENSCAFG00000011519)：cDNA, 2kbp）を岩手大学にて作製したプラスミドより光感受性遺伝子
（ChR2）を切り出したベクターへサブクローニングした。さらに、作製した発現用プラスミドを
用いて、非増殖性アデノアソシエイトウイルスを作製した（アジレント・テクノロジー株式会社
の AAV ヘルパーフリーシステムを使用した）。ベクターの濃度に関しては、高濃度と低濃度の 2
種類を作成した。 
 
（３）硝子体注射による遺伝子治療 
正常な LRIT3 遺伝子を搭載したベクターを若年の cCSNB 犬の硝子体内に注射した。最初の実験
では、注射によりベクターが網膜まで効率よく到達していないことがわかり、2回目の実験から
は硝子体カッターで中心部の硝子体を切除した後にベクターを投与した。この遺伝子治療の実
験の途中にコロナウイルスの流行があり、実験計画に遅れが生じた。しかしながら、2021 年 10
月から実験が再開され、現在は遺伝子治療後に cCSNB 犬の夜盲が改善するかどうかを、ERG を用
いて解析している。この実験の終了後には行動学的に夜盲が改善したかどうかを解析し、さらに
cCSNB 犬の網膜を免疫組織学的に解析して、治療後に cCSNB 犬の網膜に実際に LRIT3 が発現し、
視細胞と ON 型双極細胞の間のシナプス構造の改善がみられるかどうかを確認する予定である。 
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