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研究成果の概要（和文）：我々は bacterial artificial chromosome（BAC）遺伝子改変技術を用

いて、ウサギの網膜色素変性（RP）モデルであるロドプシン P347L トランスジェニック（Tg）

ウサギを作製した。このウサギは杆体優位の進行性網膜変性をおこし、視細胞の変性の度合い

には著しい部位的な違いがあることがわかった。このウサギの網膜電図は週齢とともに全ての

成分が減弱したが、b 波よりも a 波の方がより障害されており、律動様小波（OPs）が全ての

成分の中で最も保たれていた。興味深いことに、若い Tg ウサギの OPs は同じ週齢の野生型ウ

サギよりも有意に大きかった。薬理学的な実験により、若い Tg ウサギにみられるこの大きな

OPs は、網膜内層の二次的機能変化に起因していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have generated a rabbit model of retinitis pigmentosa (RP), the 

rhodopsin P347L transgenic (Tg) rabbit, by using bacterial artificial chromosome (BAC) 

transgenesis.  These rabbits showed a rod-dominant, progressive retinal degeneration 

with a marked regional variations in the loss of photoreceptors.  All of the 

electroretinogram components of the Tg rabbits decrease progressively with the a-wave 

more affected than the b-wave, and the oscillatory potentials (OPs) were the best preserved.  

Interestingly, the OP amplitudes of young Tg rabbits were significantly larger than those of 

wild-type rabbits.  Pharmacological experiments showed that the significantly larger OPs 

in young Tg rabbits resulted from secondary alterations in the inner retinal function.   
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１．研究開始当初の背景 

網膜色素変性（RP）は、眼科領域における
難治性の網膜変性疾患であり、網膜の発生・
構造・機能にかかわる遺伝子変異により進行
性に網膜機能が低下し、最終的には重度の視

機能障害に至りうる病気である。RP の頻度
は国際的に 3000-4000 人に１人といわれて
おり、現在も中途失明の主要な原因の１つで
ある。しかしながら現時点では未だに有効な
治療法に乏しい。 
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疾患に対する新しい治療法の開発には、疾
患の動物モデルは重要である。RP にもこれ
まで様々な動物モデルが作製されてきたが、
ほとんどはマウスやラットなどの小型動物
であった。小型動物モデルは扱いやすいが、
眼球が小さいために細胞シートの移植や人
工視覚の移植実験には使用できない。 

 

２．研究の目的 

 申請者は、前回の研究期間中において世界
で初めて進行性網膜変性ウサギ（ロドプシン
トランスジェニックウサギ：Tg ウサギ）を作
成することに成功した。今回の期間内の研究
目的は、この Tg ウサギの変性の過程を詳細
に研究し、網膜変性のメカニズムと機能変化
を明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

(1) Tgウサギの系統については、確実に変性
が確認された 3つのラインに絞って繁殖を継
続した。3ラインのオス F1個体から精子を得
て、4 匹のメスの卵管に移植した。出生直後
に耳サンプルを DNA検定して、Tgウサギと判
明した個体を飼育した。 
(2) 生直後、生後 1M、生後 3M に網膜を摘出
して mRNAを分離し、変異遺伝子の mRNAを認
識するプライマーを設定して RT-PCR を行な
い発現を定量して正常なロドプシンに対す
る％値を計算した。 
(3) 光学顕微鏡切片は、生後 1M、3M、6M、12M
に樹脂による標本を作成してトルイジンブ
ルー染色で評価した。電子顕微鏡による形態
観察では、まず視細胞の内節・外節付近の初
期（1-3M付近）の形態変化を調べた。 
(4) Tgウサギの網膜機能の評価には網膜電図
（ERG）を用いた。ERGの記録のための光刺激
には全視野刺激の Ganzfeld ドームを用い、
最高で 200 cd-s/m2以上の強いキセノンフラ
ッシュを 7log 幅で変化させて ERG を記録し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 前期間に行った研究により、合計 12 羽
が変異遺伝子陽性であることがわかった。こ
の 12羽のうち 10羽が生存し、さらにこの 10
羽のうち 6羽が次世代（F1）にも P347L変異
を引き継いだ。この 6 つの Tg ラインの間で
変異遺伝子の発現量は異なっており、最も発
現量が高かったのはライン 7 の Tg ウサギで
あった。このライン 7 の Tg ウサギの網膜変
性が最も重度であり、変性の速度も速かった。
そこで、以後の研究は主にこのライン 7の Tg
ウサギを用いて行った。 
 
(2) 生後 2週の時点では、Tgウサギの網膜の
外顆粒層には 8-9層の核が存在しており、野
生型ウサギの網膜とほとんど区別できなか

った。しかし、6週以降では Tgウサギの外顆
粒層の核数は徐々に減少し、生後 48 週では
わずかに 1層の外顆粒層が残るのみであった。
また、Tgウサギの視細胞変性は中心の visual 
streakで最も強く、網膜周辺部では変性が比
較的軽いことがわかった。 
 
図 1: Tgウサギの網膜組織 

 
また、Tgウサギの視細胞を電子顕微鏡で観

察した結果、Tgウサギの網膜では視細胞間が
多量の沈着物で占められていることがわか
った。さらに拡大率を上げて観察すると、Tg
ウサギでは視細胞の内節から直径 50-300 nm
の小胞(vesicle)がちぎれるようして多量に
発生しており、これが視細胞間を満たして沈
着物を形成していることがわかった。 

 図 2: Tgウサギの網膜の電子顕微鏡所見 
 
(3) Tg ウサギの ERG は、生後 12 週の段階で

 

 



 

 

既に scotopic ERG は明らかに野生型ウサギ
のそれよりも小さく、週齢が進むにつれて
ERGの振幅はさらに低下していた。Tgウサギ
の ERG の異常は scotopic ERG でより明らか
であり、photopic ERG の振幅は 48 週の時点
でも比較的保たれていた。また、錐体成分よ
りも杆体成分の方が低下が強く、また a 波、
b 波、OPs の順に障害が大きいことがわかっ
た。 

図 3: Tgウサギの網膜電図（ERG）所見 
 
さらに、Tgウサギの変性早期では OPsが正

常よりも増大しており、薬理学的な実験によ
り、その機序としてテトロドトキシンに感受
性のあるスパイク性ニューロンの活動増大
が関与していることがわかった。 
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