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１．研究計画の概要 
 人工網膜は、視細胞変性疾患による失明患
者の視機能を回復させる目的で研究されて
いる人工感覚器であり、カメラで捉えた画像
データに基づいて網膜を電気刺激すること
により患者に疑似光覚を発生させるもので
ある。現在、国内外で研究されている人工網
膜は、視細胞変性後の残存網膜神経回路が正
常に機能することを前提にしてきた。しかし、

近、視細胞変性後の網膜神経回路では、そ
の変性初期から残存する神経細胞の遊走、変
性、異所性シナプスの形成など大規模なリモ
デリングが始まっている事が分かってきた。
そこで、本研究の目的は、我々が開発してい
る 脈 絡 膜 上 - 経 網 膜 刺 激 型
（ suprachoroidal-tranretinal electrical 
stimulation, STS）の人工網膜をリモデリン
グに対応させるため、網膜神経回路の機能特
性が視細胞変性に伴ってどのように経時的
に変化していくのかを解析するとともに、網
膜神経回路への電気刺激がこのリモデリン
グにどのような影響を与えるのかを検討す
ることとする。実験材料には視細胞変性疾患
モデル動物で、ヒトの網膜色素変性症と酷似
した経過の視細胞変性をおこすことで知ら
れる Royal College of Surgeons（RCS）ラッ
トを使う。まず、変性初期の８週齢から完全
変性後の３２週齢までの RCS ラットを用い
て STS に対する網膜興奮の時空間応答特性
を調べ、それが加齢、すなわち視細胞変性の
進行にともなってどのように変化するのか
を解析する。 
 続いて、網膜への慢性 STS が網膜神経回路
のリモデリングに与える影響を評価するた
め、RCS ラットの片側眼球に２時間/日、５
日/週の頻度で STS を１ヶ月間加えたのち、

この動物の網膜切片標本を作製する。反対側
の眼球は sham operation を施しておく。神
経節細胞・ミュラー細胞・アマクリン細胞・
双極細胞の免疫染色を行い、網膜の細胞構築
を光学顕微鏡下で解析する。さらに、同様の
電気刺激をした網膜を用いて、STS に対する
網膜興奮の時空間応答特性がどのように変
化したかを調べるため、前述の（１）（２）
の解析をおこなう。 
後に、以上の結果を踏まえて、リモデリン

グした網膜神経回路に 適な刺激パラメー
タを検討する。 
 
２．研究の進捗状況 
 (1) 変性網膜における神経細胞の応答の in 
vitro イメージングの手法を検討した。健常ラ
ットおよび視細胞変性ラットの眼球内に膜
電位感受性色素あるいは細胞内 Ca2+濃度指
示薬を注入し、2 時間後に網膜を摘出した。
眼底観察から色素は硝子体内全体に広がっ
ていたが、網膜の染色部位はごく一部にとど
まっていた。そこで、眼球から摘出した網膜
組織を、通気した培養液内で維持しながら、
液中に膜電位感受性色素あるいは細胞内
Ca2+濃度指示薬を添加した。添加 1 時間後の
網膜を観察するとほぼ全体が染色されてい
た。この標本を神経線維層を上にして記録チ
ャンバーに固定し、その表面に金属製刺激電
極を設置して定電流矩形パルス刺激を加え
たところ、脱分極性の応答が電極付近で発生
するのを観察することができた。しかし、
Ca2+濃度の変化は捉えることが出来なかっ
た。 
 (2) STS に対する網膜神経細胞の応答のイ
メージングの確立するため、予め膜電位感受
性色素(VSD) で染色した ラットの摘出網膜



伸展標本に STS を与え、その応答を VSD イ
メージング法で記録・解析した。その結果、
刺激電極直下の部位から潜時１ms 以内で数 
ms の 興奮性応答が発生した。この応答は網
膜内の視神経線維の走行に沿うように視神
経円板に向かう方向とその逆に遠ざかる方
向との２方向に広がった。更に、この応答は 
TTX により消失することが分かった。以上
のことから、STS による VSD イメージン
グ法で網膜に残存する神経節細胞の応答特
性を解析可能になった。(3)視細胞変性後の網
膜神経節細胞の形態変化を解析するため、変
性開始直後の RCS ラットの網膜神経節細胞
内にビオチン化合物を注入して樹状突起を
可視化し、その形態を解析した結果、この段
階では特に異常は認められなかった。 
 
３．現在までの達成度 
    ③やや遅れている。 
（理由）視細胞変性モデル動物であるＲＣＳ
ラットの供給（繁殖）が悪いこと。さらに、
この動物ではしばしば白内障を伴うことや
強膜と網膜の癒着が強く、遊離網膜実験を行
うのが技術的に困難であること。また、慢性
刺激の埋植手術が確立できていないことに
よる。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 網膜全伸展標本を作製するのは困難なの
で、強膜つきの網膜断片組織を用いて研究を
継続する。また、慢性刺激に替えて急性電気
刺激に対する効果を検討する予定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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