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研究成果の概要（和文）：2014-15年度に人工網膜の臨床研究を行った3名中2名で、術後６か月経過すると、残
存する視力が術前よりも改善することが判明し、継続的な電気刺激が神経賦活に有効であることが示された。そ
の機構解明のための基礎実験として、神経細胞死にいたる初期の変化をラマン顕微鏡を用いて検討し、細胞死に
関係するミトコンドリアの動態が、生きた状態で観測できることを示した。網膜色素変性症では、視細胞が徐々
に変性するが、これを定量化するために、補償光学(AO)眼底カメラを用いた錐体密度の自動計測システムを開発
した。今後はラマン顕微鏡およびAO眼底カメラを用いて、電気刺激による神経賦活機構の解明をさらに進める予
定である。

研究成果の概要（英文）：In 2 of 3 patients who underwent clinical trial on artificial retina in 2014
 - 2015, the residual vision improved 6 months after surgery, suggesting that continuous electrical 
stimulation is effective to improve neural function. As a basic experiment to elucidate its 
mechanism, we investigated early changes of neuronal cell death using a Raman microscope and showed 
that kinetics of mitochondria- related to cell death can be observed in a living state. In retinitis
 pigmentosa, photoreceptors gradually degenerate. In order to quantify this, we developed an 
automatic measurement system for cone density using an adaptive optics (AO) fundus camera. We plan 
to further elucidate the neuronal activation mechanism by electrical stimulation using Raman 
microscope and AO fundus camera in the future.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 

われわれの研究室では、世界で初めて経角膜
電気刺激（TES）が網膜神経保護・賦活効果
をもたらすことを、動物実験および臨床研究
で示した。 

２．研究の目的 

（１）電気刺激による網膜神経・賦活効果の
分子メカニズムを検討するための基礎研究。 

(i) ラマン分光による神経細胞死に到る過程
を非侵襲的検討。 

(ii) 補償光学(AO)眼底カメラを用いた視細
胞密度とコントラスト感度の関係、および光
刺激による散乱光強度変化の検討 

（２）人工網膜移植後の視覚回復の評価。 

 

３．研究の方法 

a)網膜神経節細胞の不死化した細胞である
RGC5 を用い、RGC5 に対してグルタミン酸を
負荷し細胞死を誘導させ、投与から細胞死に
至るまで、経時的にラマン顕微鏡で測定する。
測定したラマン波から cyt c のラマン波に基
づいたラマン画像を作成する。 
 b)ラマン画像が何を示すのか解明するた
め、cyt c の免疫組織染色や細胞の生死に関
係するミトコンドリアを Mitotracker®を用
いて染色し、ラマン画像と対比させる。 ま
た電子顕微鏡標本を作製し、細胞死に至る過
程でのミトコンドリアや核の形態変化につ
いても検討する。 
c)形態学的検討だけでなく、細胞内の cyt c
のタンパク濃度とラマン画像の cyt cのシグ
ナル強度の関連についても ELISA法を用いて
検討し、ラマン画像と比較する。 
  d)ラマン信号の定量法は現時点では、確立
されていない。このため統計解析が可能なラ
マン信号の定量方法を確立し、定量を行い、
ラマン信号の生物学的意味を解明する。 
(1)(ⅱ)補償光学(AO)眼底カメラを用いた光
刺激による散乱光強度変化の検討、および視
細胞密度とコントラスト感度の関係 

健康人被験者 8 名の右眼に散瞳薬（ミドリ
ン P®）を点眼後、10 分間の暗順応を行った。
補償光学レーザー走査検眼鏡を用いて視細
胞を観察しながら、波長 630nmの赤色光を眼
内に 5分間照射し、錐体細胞の反射率変化を
測定した。 
健康人被験者 15名、網膜変性疾患 11 例に対
して、コントラスト感度の検査(CSV-1000HGT
使用)を実施した。補償光学レーザー走査検
眼鏡を用いて、中心窩の錐体モザイクを撮影
した。コントラスト感度検査の視標と重なる
部分の錐体密度を算出し、コントラスト感度
と錐体細胞密度の相関を統計解析した。         
(2) 人工網膜移植後の視覚回復の評価。 

2014-15 年度に人工網膜の臨床研究を行
った 3 名に対して、人工網膜ＯＦＦ時の
残存視力を経時的に１年間月１回計測し
た。 
４．研究成果 
（1）(i)ラマン分光による神経細胞死の検討 

研究 a の結果 
図１のように正常な RGC5のラマン像を示す。 
図１B のように、核と細胞質でのラマンシフ
トが異なており、細胞質内の cyt cのラマン
シフトはピークは４つ見られ（図１ C 
a,b,c,d）それぞれのピークに基づいた画像
が図１Dのように描出できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．正常 RGC5細胞のラマン像 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．RGC5 細胞のグルタミン酸投与後の cytｃラマン像

とラマンシフト 

 
グルタミン酸投与後に cyt c ラマン像が当初
は粒子状にシグナルが出ていたのが徐々に



消失し、ラマンシフトの 4つの cyt cシグナ
ルのピークが消失した。 
 
 
研究ｂの結果 
図 3に高濃度のグルタミン酸投与による RGC5
細胞の細胞死の各段階のミトコンドリアの
免疫染色（Mito）と電顕像（EM）を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．RGC5細胞のミトコンドリア免疫染色と電顕像 

 
細胞の変性過程で、ミトコンドリアの分布が
変化し、徐々にミトコンドリアの粒子状のシ
グナルが融合している。電顕像では投与 0.5
時間後にミトコンドリアがすでに変性して
いることがわかった。 
 
研究 c の結果 
図 4 のように cytｃタンパクのシグナルの分
布は、グルタミン酸投与後に変化するが、シ
グナル強度はラマンシグナルと異なり、強い
ままであり、ELISA 法による cyt c タンパク
量の変化も同様に 2時間後でもそれほど低下
しておらず、cytｃラマンシグナルと乖離し
ていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．RGC5 細胞の Cytc 免疫染色と ELISA 法による量的

変化 

 
研究 d の結果 
図 5のように Cyt c ラマンシグナルの 4つの
ピークについてグルタミン酸投与後の経時
変化について、シグナル強度を定量した結果 
どのピークも投与後に統計学的に有意に減
少することがわかった（ one way-ANOVA, 
P<0.05） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 5．RGC5細胞の Cytcラマンシグナルの強度の変化 

 
以上の実験結果よりグルタミン酸投与によ
り還元型 cyt cが減少し、酸化型 cyt c が増
加したと考えられ、ラマンシグナルによって
酸化ストレスの程度やミトコンドリアのダ
メージを組織学的手法を用いずに光学的に
評価できる可能性があることがわかった。 
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