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研究成果の概要（和文）：１）14種類のヒトロドプシン変異体発現コンストラクトを作成し10種類
を受精卵にインジェクションした。このうち K296E,R135W，Q344X,S334X については捍体視細胞の数
が減少しており、網膜色素変性モデルとして用いることができると思われた。 
２）独創的な視神経設置型電極デバイスを開発し、臨床応用をおこなった。デバイスは眼内でのコン
トロールに優れており、視神経乳頭への刺入設置が容易、かつ電気刺激により、患者はフォスフェン
を知覚した。 
研究成果の概要（英文）：１）We made constructs of 14 kinds of human rhodopsin mutants and injected 
10 of the 14 into zebrafish embryos to establish transgenic lines for each mutation. We also performed 
phenotype analyses and found that the numbers of rod photoreceptors decreased in K296E, R135W, 
Q344X, and S334X transgenic lines. These transgenic lines are useful as a model of human retinitis 
pigmentosa. 
２) We developed a unique and novel electrode device. The device was handled easily using a 
vitreoretinal forceps in the vitreous cavity and was easily implanted into the optic disc with one action. 
The patient perceived phosphenes with electrical stimulation through each of the electrodes.  
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１．研究開始当初の背景 
 網膜色素変性（ＲＰ）は、罹病率が4000人
に 1 人と、厚生省の定める特定疾患の中でも患
者数が多く、視覚障害の原因として第 3 位を
占める遺伝性疾患であるが、その視覚障害の
予防、治療方法は皆無である。RP の症状は年

の単位で徐々に進行する。経過と共に周辺部の
視野を失い、更なる進行により強度の視野狭窄
に陥り、日常生活に著しい不便をきたす。患者
の多くがこの状態にあると考えられる。しかし
ながら、この時点でも中心視力は良好なことが
多く、さらに時間の経過を伴って病変部が黄斑
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部を侵し、最終的に失明に至る。このような数
十年に及ぶ緩徐な進行が、RPの最大の特徴であ
る。このような特徴を踏まえれば、RP治療にお
いては 2 次予防、すなわち、発症した患者にお
いて病状の進行をいかに食い止めるかが重要で
あることが理解される。過去の報告では、高度
の視野障害をきたす患者は発症後 40 年の時点
では59%である（早川ら、臨眼：1992）。重度の
視力障害を来たすのはこれよりさらに後である。
これに基づけば、何らかの方法で 20 年強 RP の
進行を遅らせることができれば、患者の半数以
上は生涯重度の中心視力障害に苦しむことはな
くなると考えられる。一方、このように進行を
遅らせることができたとしても、周辺視野の消
失という障害は残存し、生活上、重大な問題に
なることは否定できない。事実、現在の患者の
多くはこの周辺視野を失った状態にあると考え
られ、これに対する対策は急を要する。 
 
２．研究の目的 
まず、初期～中期病状に対して日常生活可能な
視力・視野を保持する目的で、視細胞死を抑制
する薬剤等を開発する。それと平行し、晩期病
状に対しては、失明あるいは視野欠損率 90%以
上（視覚障害 1-2 級相当）の患者が物体形状の
相違を識別し、既知の道であれば独歩できる程
度の視野を構築する目的で独自の人工視覚ｼｽﾃﾑ
を開発する。 
 
３．研究の方法 
１）視細胞死抑制法 
A)プレスクリーニング 
ゼブラフィッシュ視細胞変異体 ovl とゼブラフ
ィッシュロドプシンプロモーター駆動 EGFP ト
ランスジェニックを交配し TOCRISET化合物ラ
イブラリーの化合物を 10uM で飼育液中に投与
し、7dpfにおいて凍結切片を作成し、捍体視細
胞の数をカウントすることで化合物のスクリー
ニングを行う。TOCRISET は 20 種弱の化合物し
か含まないが大規模スクリーニングのテストの
意味で行う。 
B)ロドプシン変異体群の作成 
我々は本邦河上浩一らが開発したメダカトラン
スポゾン tol2 システムをベースとしてゼブラ
フィッシュ捍体細胞での強制発現を行うための
トランスジェニック作成系を作出した。これを
用いてヒトロドプシンをサブクローニングした
のち代表的なRP変異、および本邦において認め
られたRP変異、それぞれのミュータジェネシス
を行った。これらのサブクローンをトランスジ
ェニック系の発現ベクターにさらにサブクロー
ニングしゼブラフィッシュ受精卵に tol2 mRNA
とともに微小注入し、それぞれの G0 体を得た。
それぞれのG0体を野生型ABと交配してF1ライ
ンを多数得た。これらにおいて眼におけるヒト
変異ロドプシンの発現を確認したのち、ゼブラ
フィッシュロドプシンプロモーター駆動 EGFP

トランスジェニックと交配し、捍体細胞の数を
凍結切片上で評価した。また、視細胞死を確認
するためにTUNEL assayを行った。 
C)評価用トランスジェニックの作成 
化合物および遺伝子のスクリーニングを行うに
あたって、ゼブラフィッシュロドプシンプロモ
ーター駆動 EGFP トランスジェニックは視細胞
が可視化されており、有用なツールであり評価
系であるが、プレスクリーニングの経験から、
この系を使っても大規模スクリーニングには負
担が大きいと考えられた。このため、さらに簡
便な評価法を確立するため、ゼブラフィッシュ
ロドプシンプロモーター駆動の下に、可溶性の
ルシフェラーゼを発現するトランスジェニック
を開発した。Clontechが開発した可溶性ルシフ
ェラーゼ、Met－Lucをゼブラフィッシュロドプ
シンプロモーター下流に挿入した発現ベクター
を作成し、トランスジェニック体を作成、wt AB
と交配しF1ラインを得た。これらの胚において
ルシフェラーゼの RT-PCR と、これらの胚を 96
穴プレートで飼育し、飼育液のルシフェラーゼ
活性を測定した。 
 
２）人工視覚システム開発 
 Ａ）電極、ワイヤーに用いる素材の検討 
直径 50μmの白金イリジウム線をテフロンで
被覆し、直径 68μm と 100μm になったもの
を使用した。生体適合性については、白色家
兎(n=4)に対しては、直径 68μm のテフロン
被膜の白金イリジウム線 20mm を硝子体腔内
に移植した。移植前、移植後 1週間、1、3及
び 6カ月に網膜電図（ERG）、蛍光眼底造影検
査（FA）、前眼部および後眼部の観察を行っ
た。移植後 6 カ月で、眼球摘出を行った後、
組織切片を作成し、光学顕微鏡にて観察した。
また、テフロン被膜の耐久性を検討するため
に、直径 68μm と 100μm の白金イリジウム
線を、硝子体鑷子で把持する前後で、走査型
顕微鏡を用いて被膜の状態を観察した。 
Ｂ）視神経設置型電極デバイスの開発とその

臨床応用 
7本の刺激電極、2本の参照電極、1本のデバイ
ス把持用白金線、シリコンパッドからなる電極
デバイスを作成した。刺激電極、参照電極は直
径50 µm の白金イリジウム線であり、被覆は、
テフロン被覆であった。電極先端は0.5 mm被覆
を除いた。両眼視力が光覚弁の44歳の網膜色素
変性患者の左眼に対し、倫理委員会の承認、イ
ンフォームドコンセント取得後、当デバイスを
埋植手術を施行した。 
 手術は全身麻酔下で施行された。水晶体乳化
吸引術、硝子体切除後、輪部より 3.5ｍｍの位
置に強膜切開を作成し、パーフルオロカーボン
使用の上、上記デバイス、ワイヤーを眼内へ挿
入し、パーフルオロカーボン除去後、電極デバ
イスを視神経乳頭に刺入、設置した。手術は、
強膜創、結膜切開を縫合し、終了した。 



 

 

 術翌日、9 ヶ月後、14 ヶ月後、ワイヤー後端
を結膜を切除することによりとりだし、電気刺
激装置と接続し、視神経維を電極を通じて電気
刺激することにより患者がフォスフェン（擬似
光覚）を認識可能か否かを確認した。 
 
４．研究成果 
１）視細胞死抑制 
A)プレスクリーニング 
TOCRISETにおけるスクリーニングでは有意に視
細胞死を抑制できる薬剤は存在しなかった。ポ
ジティブコントロールは抑制したので、系自身
は問題ないと考えられた。したがってプレスク
リーニングとしては成功であるが、評価方法で
ある。冷凍切片作成から視細胞のカウントは、
EGFPにより視細胞染色が不要であっても予想以
上に手間がかかり、改良の余地があると考えら
れた。よってC)の評価用トランスジェニック体
の作成に着手した。 
B)ロドプシン変異体群の作成 
ヒ ト ロ ド プ シ ン 変 異 体 Q344X, P347S, 
T17M,P23H,T58R, G89D,G106R, G188R, K296E, 
R135W, T4R, N15S, L88P, S334X の発現コン
ストラクトを作成しQ344X, P23H,G89D,G106R, 
G188R, K296E,R135W, N15S, L88P, S334X を
受精卵にインジェクションした。このうち
K296E,R135W，Q344X,S334X については表現型
解析を確認しこれらにおいては捍体視細胞
の数が減少していた。 

図１．ロドプシン変異体の表現型 
さらにQ344X,S334XにおいてはTUNEL assay
を行い捍体細胞の減少が捍体細胞のアポト
ーシスによるものであることを証明した。 
 
C)評価用トランスジェニックの作成 
可溶型ルシフェラーゼのコンストラクトを受精
卵にインジェクションし、定法通りトランスジ
ェニック体を得た。トランスジェニック体は
RT-PCRレベルにおいてルシフェラーゼを転写し
ていたが、飼育用液中にはルシフェラーゼは高
値ではなかった。胚をすりつぶしたものにはル
シフェラーゼ活性があったため、何らかの理由
で細胞外にルシフェラーゼが出ていないと考え
られた。 
 

２）人工視覚システム開発 
 Ａ）電極、ワイヤーに用いる素材の検討 
ERG の A 波及び B 波の振幅、潜時は、経過観
察中、有意な変化を認めなかった。FA、眼底、
および前眼部観察でも、変化は認められなか
った。前眼部の観察では、移植後 3 カ月で、
白金イリジウム線自体の機械的な接触によ
ると思われる、軽度の白内障を 1羽で認めた
が、その後、消失した。組織学的検討でも、
異常を認めなかった。 
硝子体鑷子で把持した際は、テフロン被膜

の障害を走査型顕微鏡で認めたが、白金イリ
ジウム線には達していなかった。次に、シリ
コンパッド付きの硝子体鑷子で把持した際は、
テフロン被膜に障害は起こらなかった。 
 テフロン被膜白金イリジウム線は、移植後
6 カ月の間、高い生体適合性を持っていた。
しかし、硝子体鑷子で把持した場合は、テフ
ロン被膜に障害がおこり、シリコンパッドつ
きの鑷子で把持した場合は、テフロン被膜に
障害は起こらなかった。 
 Ｂ）視神経設置型電極デバイスの開発とその
臨床応用 
硝子体内において、硝子体鉗子を用いて把持棒
を把持することにより、デバイス（図２）の位
置を自由にコントロールすることが可能であり、
視神経乳頭への刺入設置も容易であった（図３）。 
 術翌日、9 ヶ月後、14 ヶ月後の電気刺激によ
り、患者は 7 本の電極中、5 本において、フォ
スフェンを知覚することが可能であった。 
 手術中、電気刺激試験中、経過観察期間中、
出血、炎症、網膜剥離等の合併症は認めず、視
力も経過観察中、光覚弁のまま推移した。 
 以上より、当電極デバイスは、有用かつ、安
全性の高いものであると考えられた。 

 

図２．新しく開発された電極デバイス  
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図３．電極デバイス埋植前後の眼底写真。
Ａ：埋植前、Ｂ：術後 4ヶ月眼底写真。Ｃ：
術後 9ヶ月眼底写真。Ｄ：視神経乳頭拡大写
真 視神経乳頭上に電極デバイスが留置さ
れている。合併症は認められない。 
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