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研究成果の概要（和文）： 

チャネルロドプシン(ChR2)遺伝子導入後の RCS ラットは視覚誘発電位が回復し、神経節細

胞の機能が保持されていることが確認出来た。また、免疫組織学的評価により、ChR2 は、神

経節細胞の二次変性抑制にも効果的であると考えられた。そこで、マイクロアレイによる解析

を行った結果、イオンチャネルに関連する遺伝子群、シグナル伝達に関与する遺伝子群が有意

に減少していたことより、ChR2 が網膜内で光活性化イオンチャネルとして機能することによ

って、イオンチャネルおよびシグナル伝達に関する遺伝子の発現が減少したものと考えられた。 

研究成果の概要（英文）： 

 We examined protection effects of ChR2 expression on the retinal ganglion cells of 

hereditary photoreceptor cell degeneration rats(RCS rats).  The RCS rat showed recovery 

of visual evoked potentials after the gene transfer, that indicated the function of the 

ganglion cell was held. Moreover, results of the immunohistological evaluation indicated 

ChR2 was also effective on secondary degeneration of ganglion cells by the ChR2 

expression. 

 Next, mRNAs from the retinas were extracted and performed by a microarray analysis. As 

a result, we detected 437 increased-genes and 755 decreased-genes in the ChR2 transduced 

group. The detected genes were relevant to ion channels and signal transductions.It was 

thought that these changes were caused by ChR2 gene functioned as a photoactivated ion 

channel within the retina after ChR2 gene transfer. 
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１．研究開始当初の背景 

重度の加齢黄斑変性症、網膜色素変性症患者

の網膜において、視細胞が変性している場合

でも、網膜内層の神経細胞は残存しており、

人工網膜チップを網膜下、あるいは網膜上に

インプラントし、網膜を電気的に刺激するこ

とで、残存する神経細胞を利用して視覚情報

を伝達できることが明らかになっている。そ

の一方で視細胞変性後の網膜神経節細胞は

視細胞からの情報が消失し、興奮の伝達を行

わなくなると、神経節細胞自身の機能が低下

し、二次変性による生存の減少が見られるこ
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とが報告されている。 

 当研究室では、以前より緑藻類チャネルロ

ドプシン遺伝子を使用した、視機能の再生に

ついて研究している。この遺伝子の最大の特

徴は光受容能に加えて、陽イオンチャネルを

併せ持っていることである。チャネルロドプ

シンに光を照射することにより、単一の分子

の働きで、光情報を電気信号に変換すること

が可能である。また、遺伝子を導入した視細

胞変性遺伝盲ラットは導入後１年を経過し

ても視覚誘発電位の波形、反応性について低

下が見られなかった。 

このことからも、チャネルロドプシンによ

って神経節細胞を興奮させる事が、視細胞変

性後の神経節細胞の保護、機能の保持に有用

であり、神経節細胞生存維持に効果があると

考えられる。 

２．研究の目的 

 我々は、チャネルロドプシンを導入した遺

伝盲ラットの神経節細胞の機能の評価を行

う為に、視細胞変性進行度の異なる、生後６

ヶ月齢と 10 ヶ月齢の遺伝盲ラットの神経節

細胞に遺伝子を導入し、その導入効率と視覚

誘発電位の違いから、残存する神経節細胞の

機能評価を行った。 

 その結果、6 ヶ月齢のラットは 10 ヶ月齢よ

り網膜神経節細胞数が多く、視覚誘発電位に

ついては、どちらも記録できたが、10 ヶ月齢

ではその振幅は有意に小さいものであった。 

そして、6 ヶ月齢で遺伝子導入したラットは

導入後 18 ヶ月が経過しても、神経節細胞の

導入時からの機能的変化が見られないこと

から、視細胞変性遺伝盲ラットへのチャネル

ロドプシンの早期の導入は神経節細胞の二

次変性による細胞死が抑制されていること

が予想される。しかしながら、現在までその

神経節細胞の生存保持、細胞死抑制の機能の

メカニズムは明らかになっていない。そこで、

今回の研究課題として、チャネルロドプシン

を導入した網膜神経節細胞の二次変性抑制

の機構を明らかにし、神経節細胞保護機能と

生存維持の効果を高めることを目的とする。 

３．研究の方法 

 網膜神経節細胞でのチャネルロドプシン

による神経節細胞の生存保護効果について

検討する為、遺伝的視細胞変性ラット（RCS

ラット）の網膜へアデノアソシエイトウイル

スベクターを用いて、チャネルロドプシン遺

伝子を導入した。その後、遺伝子導入ラット

の網膜を採取し、免疫組織学的評価、マイク

ロアレイによる特異的なタンパク質の検出

を行い、二次変性抑制因子と供に神経節細胞

死抑制の要因となるタンパク質を見出し、細

胞死抑制のメカニズムの解明を行うことと

した。 

４．研究成果 

遺伝子導入を行った RCS ラットは視覚誘

発電位の回復を示し、神経節細胞の機能が保

持されていることが確認できた為、凍結切片

を作製し免疫組織化学的に検討を行った。そ

の結果、神経節細胞の生存維持に対して重要

な役割をもつp65の発現が神経節細胞層に強

く見られた。その一方でチャネルロドプシン

を導入していないラットでは、GFAP および

GS の反応が網膜全層に見られた。GFAP は

網膜のアストロサイトやミューラー細胞の

ストレス状態の指標とされており、RCS ラッ

トの視細胞変性過程において発現が亢進す

ることが報告されている。これらのことから、

網膜神経節細胞のチャネルロドプシンを導

入することにより保護効果に関連する因子

が発現し、またそれらは神経節細胞保護に伴

う視細胞の二次変性抑制にも効果的であり、

神経節細胞保護機能と生存維持の効果を高

めることが出来ると考える。 

また、マイクロアレイの結果より、ChR2

と Venus の融合遺伝子と Venus 遺伝子を導



 

 

入した網膜を比較した結果、発現遺伝子パタ

ーンは類似していたが、ChR2 遺伝子導入群

のみで増加した遺伝子は 437 個、減少した遺

伝子は 755 個であった。また、増減した遺伝

子の特徴は Venus 遺伝子を導入した網膜で

は免疫に関与する遺伝子の発現増加が認め

られたのに対し、ChR2 と Venus 遺伝子導入

群では、イオンチャネルに関連する遺伝子群、

シグナル伝達に関与する遺伝子群の発現が

有意に減少していた。 

 

 これらの結果をまとめると我々がすでに

報告している、「ChR2 遺伝子導入によって免

疫学的な副作用は見られない（Sugano E.,et 

al Gene Therapy）」という結果が、マイクロ

アレイの解析によって得られた。また、ChR2

が網膜内で光活性化イオンチャネルとして

機能することにより、イオンチャネルおよび

シグナル伝達に関係する遺伝子の発現が減

少したものと考えられた。 
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