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研究成果の概要（和文）：独自に開発した小型簡易蛍光顕微鏡による生体ラットの網膜神経節細胞及び大脳皮質
の細胞の観察が、Thy-1プロモーターによってGFPを発現したラットで可能であることを低倍率観察で確認し、高
倍率観察を行うと、これまで他の方法ではin vivo観察ができなかった神経節細胞の軸索および樹状突起等の網
膜内構造を、観察できることが示された。また、神経細胞の活動をin vivo観察するため、カルシウム濃度に応
じて蛍光強度が変化するGCaMPの遺伝子導入ラットを作成することに成功した。今後GCaMP導入ラットの電気刺激
中の蛍光イメージングを試みる予定である。

研究成果の概要（英文）：Observation of retinal ganglion cells and cerebral cortical cells in living 
rats using a small simple fluorescence microscope developed independently was possible in rats 
expressing GFP by the Thy-1 promoter. Observations showed that intraretinal structures, such as 
ganglion cell axons and dendrites, could be observed that could not be observed in vivo by other 
methods. In addition, in order to observe neuronal activity in vivo, we succeeded in creating 
GCaMP-transfected rats in which fluorescence intensity changes according to calcium concentration. 
In the future, we plan to try fluorescence imaging during electrical stimulation of GCaMP-introduced
 rats.

研究分野： 網膜

キーワード： 網膜イメージング　軸索　樹状突起　GFP　Thy-1プロモーター　GCaMP

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障最初期には、網膜神経節細胞軸索の活動が低下することが知られているが、その早期診断は困難である。
本研究では、小型蛍光顕微鏡を開発し、GFPを発現したラットを用いて、網膜および大脳視覚野で、神経細胞を
解剖学的に詳細に描出することに成功した。さらに、機能性蛍光タンパクを網膜内の神経節細胞と視覚領の神経
細胞に遺伝的に組み込んだラットの作成に成功し、光刺激に対する初期視覚経路の活動を、時空間特性も含め調
べる準備ができた。今後は、緑内障最初期のモデルラットに対して、神経節細胞軸索の活動の低下が脳の活動に
及ぼす影響を調べ、解析することにより、緑内障の超早期診断に繋がる可能性がある。

※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。



１．研究開始当初の背景 

緑内障最初期には、網膜神経節細胞の軸索の活動が低下することが知られている。網膜神経節

細胞層の変化の解剖学的診断は、光干渉断層計（OCT）で臨床的に実用化されているが、機能的

な早期診断は困難である。最近、機能性蛍光タンパクを発現した動物モデルで、光学的に神経

活動を調べることが可能になっている。我々は、新しい小型のプロトタイプの蛍光顕微鏡を開

発中で、機能性蛍光タンパクを発現した動物モデルを使うと、初期知覚の神経系のin vivoでの

精密な解剖学的解析が可能であると考えられ、また、機能的な活動を光学的に観察する実験も

行なえると考えた。 

 

２．研究の目的 

① 小型の蛍光高解像顕微鏡系の開発 

Open-sky（角膜と水晶体を除去した）のラット眼に対し、顕微鏡対物を用いた網膜細胞の高解

像度イメージング装置（解像度は網膜細胞の内部組織を0.2μmで観察可能）を開発する 

② 機能性蛍光タンパクを発現させたラットの作成。 

Thy-1プロモータを用いると神経節細胞と大脳皮質神経細胞の両方に組み込んだ遺伝子が発現す

るため、1匹のラットで神経節細胞と大脳皮質神経細胞の両方から同時に形態的、機能的な記録

を行うことが可能である。解剖学的in vivo精密解析には、Thy-1プロモータによってGFPを発現

したラットを、機能的in vivo精密解析には、カルシウム濃度に応じて蛍光強度が変化する

GCaMPの遺伝子を導入したラットを作成する。 

③ 機能性蛍光タンパクを発現させたラットを用いた、初期視覚過程の解剖学的および機能的

解析 

Thy-1プロモータによってGFPを発現したラットでは、網膜および視覚領の細胞から高分解能の

画像が検出可能か否かを検討し、GCaMPの遺伝子を導入したラットでは、電気刺激による網膜お

よび視覚領の機能解析が可能か否かを検討する。 

 

３．研究の方法 

① 小型の蛍光高解像顕微鏡系の開発 

小型の高解像蛍光顕微鏡は、蛍光を使った超高解像のイメージングに有利な、広範囲の同時計

測も可能な、撮像素子タイプの光学系を使用して作成する。 

② 機能性蛍光タンパクを発現させたラットの作成は、外部業者に委託して作成する。 

③ 機能性蛍光タンパクを発現させたラットを用いた解剖学的は、GFPを発現したラットを用

い、試作した小型の高解像蛍光顕微鏡を用いて、Open-skyのラット眼の網膜に対して解剖学的

な詳細な解析を行い、併せて視覚領の解剖学的解析も行う。機能的解析は、GCaMPの遺伝子を導

入したラットを用い、網膜を光または電気刺激した場合の反応光量の変化を検討する、 

 

４．研究成果 

小型の蛍光高解像顕微鏡は、眼の小さいラットの網膜画像を弱拡大(10 倍)から、強拡大(40 倍)

まで安定して取得できることが分かった。GFP 発現ラットでは、高倍率観察を行うと、これまで

他の方法では in vivo 観察ができなかった神経節細胞の軸索および樹状突起等の網膜内構造を、

観察できることを示すことができた(図１)。逆行性染色よりも細胞全体が強く染色され、また，

動物のイメージング前の染色のための手術侵襲が無いこともメリットであると考えられた。た

だ問題点として，角膜と水晶体の除去による侵襲で網膜剥離が頻発することが挙げられた．従来

カバーガラスの使用で網膜剥離を抑えて来たが，網膜が剥離し観察野に傾斜が付いてしまうこ



とが多かった．2019 年の研究後半では対策として，硝子体の代わりに agar を充填する，あるい

は除去した角膜部分に眼圧を維持する目的で窓付きプラグを導入し、プラグの場合には大きな

剥離が起こるまでの時間を延ばすことができた．2020 年度に細胞の活性を in vivo 観察するた

め、カルシウム濃度に応じて蛍光強度が変化する GCaMP の遺伝子導入ラットの作成を進めた．

Long-Evans ラットの受精卵に Thy1-GCaMP の cDNA を含む遺伝子配列を注入し、得られた仔から

作成した F1 動物のゲノムを PCR で調べることによって、遺伝子導入ラットが得られたことを確

認した。今後 GCaMP 導入ラットの電気刺激中の蛍光イメージングを試みる予定である。 

 

 
図１：20 倍画像．starburst amacrine cell とその軸索あるいは樹状突起が観察できる。 
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