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研究成果の概要（和文）：光活性化陽イオンチャネル遺伝子(ChR)を遺伝盲ラットの網膜神経細胞に導入することによ
って視機能を回復できる。失明者の視機能を回復するための遺伝子治療として、この方法を発展させるためには高等動
物で回復される視力ならびに安全性を評価する必要がある。しかし、霊長類で視力を客観的に評価する手法は確立され
ていない。本研究ではカニクイザルでの視力評価法を確立するとともに、慢性留置型EcoG電極を用いた皮質脳波記録に
よる評価を目指して、霊長類網膜および皮質への遺伝子導入法を確立することを試み、カニクイザルで視力評価が可能
であること、皮質へのChR2遺伝子導入により光刺激で直接皮質を興奮できることが示した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded to restore their vision in genetically blind rats by 
transducing ChR2 gene into the retinal neuron with photoreceptor degenerations. To establish the method 
as a gene therapy for restoring vision, it is needed to evaluate the recovered visual acuity and the 
adverse effects caused by the gene therapy on a higher mammals close to human but not mice and rats. 
There is no method to measure the visual acuity in higher mammals such as monkeys. In this study, we 
tried to establish the method of the visual acuity test in cynomorgus monkeys and to develop a new method 
to evaluate the visual acuity by using chronically implantable electrode array for electrocrticograms. We 
also tried to transduce the gene into the retinal neuron and the cerebral cortex by using various 
serotypes AAV vector including the specific promoters. We established the method to measure the visual 
acuity test on cynomorgus monkeys and succeeded to record the ECoG from the site ChR2 gene was 
transduced.

研究分野：視覚科学
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１．研究開始当初の背景 

網膜色素変性症患者は、人口４０００～８

０００人に１人と推定されている。重篤な場

合は失明に至り、中途失明原因の上位に位置

する疾患である。近年の遺伝子解析技術の進

歩により、網膜色素変性症(RP)に関与する多

くの原因遺伝子が明らかにされているが、そ

の治療法は未だ開発されていない。我々は、

緑藻類由来の光受容チャネル遺伝子（チャネ

ルロドプシン-2：ChR2）を残存する神経細胞

に導入し光受容能を賦与するという、全く新

しい方法で、遺伝盲ラットの視機能を回復さ

せることに成功している。 

（１）ChR2 は緑藻類由来遺伝子であることか

ら、ヒトへの応用には高等動物での有効性と

安全性を調べる必要がある。高等動物で有効

性を評価するために、客観的に評価可能な視

力検査法を確立する必要がある。 

（２）アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの

遺伝子導入効率は、動物種依存的であり、上

記の評価行うためには、最適な動物種の選択、

導入方法を検討する必要がある。 

 

２．研究の目的 

（１）遺伝子導入によって回復される視力を

評価することを目的とし①トレーニングを

主体とした視力評価法と②皮質電位記録に

よる新しい手法を試みる。 

（２）霊長類で遺伝子導入効率を高めること

を目的とし、種々の血清型および特異的プロ

モーターを持つ AAV ベクターを用いて、網膜

あるいは皮質への遺伝子導入を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）①トレーニングを行うことにより、ラ

ンドルト環を用いた視力検査をカニクイザ

ルに習得させた。図のように、カニクイザル

がボタンを押すと、画面上にランドルト環が

表示され、ボタンを押している間、一定の時

間毎に、点滅し、向きの異なるランドルト環

がランダムに表示される。向きが変わった時

にボタンを離せば正解となり、報酬（水）が

与えられる仕組みである。このトレーニング

により視力検査を習得させた。 

 

②従来、脳活動記録用に使用されてきた電極

は、剣山状の高密度電極がほとんどで、剣山

状電極を脳内部（実質）に刺入し、神経細胞

活動を記録していたが、電極そのものが異物

であるため、異物を排除しようとする脳内の

免疫反応が発生し、長期間記録することは困

難であった。研究分担者の藤井が開発した

ECoG 電極は、半年以上の安定使用が可能であ

る。この慢性留置型 ECOG 電極の記録用電極

に LED 光源を内蔵した新しい ECOG 用電極を

製作し、埋め込みを行い、皮質電位の記録を

行った。 

 
 

（２）カニクイザルの硝子体内に強力な発現

を誘導する CAG プロモーターを持つ AAV2 型

ベクターを投与し、遺伝子導入を行った。ま

た、カニクイザルの樹立細胞株を用いて、遺

伝子導入効率を高める手法を検討した。神経

細胞への導入に適したプロモーターおよび



血清型を調べるために、大脳皮質に AAV を注

入し、上記の LED 内臓 ECoG 電極を注入箇所

に移植し、LED 刺激によって大脳皮質ニュー

ロンの活動が見られるかを調べた。 

 

４．研究成果 

（１）①約 1ヶ月間のトレーニングで、カニ

クイザルは視力検査を習得し、視力 0.2 のラ

ンドルト環で 80％以上の正解率となった。薬

剤を用いて視細胞変性を誘導（Isago H, 

2013）することによって、視力検査が実施不

能となった。アデノ随伴ウイルスベクターを

用いて ChR2 遺伝子を導入したものの、遺伝

子発現が見られなかったため、その原因を調

べた結果、カニクイザル特有の硝子体粘度に

あることが判明した。他の霊長類（マーモセ

ット）へ遺伝子導入行ったところ、ラットと

ほぼ同等の遺伝子導入効率が得られた。②一

方、皮質への遺伝子導入で、光刺激で直接皮

質を刺激できるかについて、遺伝子導入後、

LED 内臓 ECoG 電極を埋め込み、皮質電位を測

定した（Komatu M, NSF 2014）。 

 

 
ウイルス注入箇所に限局して遺伝子の発現

が確認され、光強度に依存した活動が記録さ

れた。 

（２）カニクイザル網膜への遺伝子導入効率

が極端に低いかったことから、カニクイザル

の樹立細胞株を用いて導入効率を改善する

手法を検討した。AAV ゲノムの核への移行に

はEGF受容体シグナル伝達系が関与している

ことが知られている。そこでシグナル伝達を

阻害する分子を合成し、導入効率に与える影

響を調べた。 

 

 

新規に合成した分子Aを添加することによ

り、導入効率は control に比べ、約 2.5 倍

上昇した（特許出願済み）。精製した AAV

溶液に添加するのみで、導入効率を上昇さ

せることが可能で、今後、培養細胞だけで

なく、動物実験で検証していく予定である。 
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