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研究成果の概要（和文）：本研究は、微生物が持つイオンチャネル遺伝子を用いて、網膜変性疾患を治療することを目
的とする。種々の微生物由来イオンチャネル遺伝子を含むプラスミドベクターを作製し、樹立細胞株を用いて、グルタ
ミン酸毒性に対する保護効果を検証した。予想に反して、クロライドチャネル遺伝子では保護効果は認められず、陽イ
オンチャネル遺伝子を導入した細胞でグルタミン酸毒性に対する保護効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to rescue the retina from the oxidative stress by using 
microbial ion channels. We develop the plasmid vectors including various types of microbial ion channel 
genes and established the constitutively those gene-expressing cell lines. We tested the protective 
effect on the glutamate toxicity in those cells. We could observe the protective effect in constitutively 
expressed cation channel gene but not chloride channel genes in the cells.

研究分野： 眼科学

キーワード： 眼生理学　視細胞保護　アデノ随伴ウイルスベクター
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１．研究開始当初の背景 
視覚障害者の数は 164 万にのぼり、高齢化

社会の進行とともに今後ますます増加し、
2030年には200万人にもおよぶと推定されて
いる(2009 年眼科学会資料)。視覚障害を来た
す疾患から網膜神経細胞を保護する治療法
の確立は、高齢化社会の中で、QOL を確保す
るために、重要である。中途失明原因の上位
に位置する緑内障、網膜色素変性症、加齢黄
斑変性症では、障害を受ける網膜神経細胞の
種類は異なるものの、各々の疾病によって引
き起こされる細胞死の形態はアポトーシス
である。当研究室では、緑藻類クラミドモナ
スより単離した光活性化イオンチャネル遺
伝子「チャネルロドプシン-2(ChR2)」を用い
た視覚再生法を検討してきた。視細胞が変性
し、失明した網膜の神経節細胞に ChR2 を導
入することによって、神経節細胞に光受容能
を与え、視機能を回復するというものである。
この研究は、現在ヒトへの応用を目指してい
る段階である。ChR2 の発見以来、数種類の光
活性化イオンチャネル遺伝子が報告され、神
経科学分野で、光活性化遺伝子を利用した実
験手法は「光遺伝学（オプトジェネティク
ス）」と呼ばれ、急速に発展してきている。
このように微生物が持つ遺伝子群の中には、
治療あるいは研究に有用である遺伝子が数
多く存在すると思われ、本研究では、微生物
由来遺伝子を利用した網膜疾患治療を目指
すものである。 
重篤な視覚障害を来す疾患として加齢黄

斑変性症や緑内障がある。加齢黄斑変性症の
原因の１つとして、活性酸素による酸化スト
レスが挙げられている。網膜色素変性症では、
視サイクルに関与する遺伝子の変異がその
原因であり、その視細胞変性の要因の一つと
して、変異タンパク質によって引き起こされ
る小胞体ストレスがある。また、緑内障によ
る神経節細胞死の要因として、グルタミン酸
毒性が挙げられている。いずれの場合も、細
胞のイオン環境の崩壊が１つの要因である
と推察される。人為的にイオン環境を操作す
ることによって、細胞死を制御できる可能性
がある。 
 しかしながら、哺乳類由来のイオンチャネ
ルは、その分子サイズが大きく、in vivo で
遺伝子を網膜細胞に導入することが困難で
あった。哺乳類細胞に比べ、微生物が持つイ
オンチャネルはサイズが小さく、ウイルスベ
クターを用いて遺伝子導入することが充分
可能である。 
 
２．研究の目的 
緑藻類クラミドモナス由来の「光活性化陽

イオン選択的チャネル（チャネルロドプシン
-2：ChR2）を導入することによって視機能を
回復できることが示されている。また、ラッ
トを用いた安全性研究において、ChR2 遺伝子
導入によって重篤な副作用が見られないこ
とが明らかとなっている。これらの結果から、

異種タンパク質を眼内で発現させたとして
も、必ずしも免疫学的な副作用を惹起すると
は限らないと考えられる。高等動物と異なり、
微生物が持つイオンチャネルは、分子サイズ
が小さいものが存在し、これらを利用するこ
とにより、哺乳類細胞のイオン環境を人為的
に制御することが可能になる。電位依存性ナ
トリウムチャネルや電位依存性カルシウム
チャネルは、これまで様々な手法を用いて研
究が行われてきたが、神経系におけるクロラ
イドチャネルの機能については陽イオンチ
ャネルに比べて、活発に研究されていない。
現在、我々は微生物が持つ３つのクロライド
イオンチャネル遺伝子に着目し、すでにクロ
ーニング済みである。光感受性のクロライド
チャネル(mVChR1)、薬剤感受性のクロライド
チャネル（is-Cl）、グルタミン酸感受性のク
ロライドチャネル(GluCl)は、それぞれ、黄
色光、薬剤添加、グルタミン酸刺激で活性化
され、クロライドイオンを細胞内に取り込む。
これらの微生物の特徴的なクロライドイオ
ンチャネル遺伝子をラットの網膜細胞に AAV
を用いて導入することで、光や薬剤など、各
方法によって導入したクロライドイオンチ
ャネルを活性化することが可能となる。人為
的に、イオンチャネルの活性化のタイミング
を制御する技術は、前述した ChR2 などの光
活性化のイオンチャネル遺伝子を利用して、
近年、光遺伝学（オプトジェネティクス）と
して発展してきている。これと同様に、光、
薬剤などの刺激で活性化するクロライドチ
ャネルは、神経ネットワークを調べるための
有用なツールになる可能性がある。 
今回、高度高塩菌から単離した光活性化ク

ロライドチャネルの改変体（mNpHR）、微生物
から単離した薬剤感受性のクロライドチャ
ネル(is-Cl)、グルタミン酸感受性のクロラ
イドチャネル(GluCl)、mVChR1 を視細胞ある
いは神経節細胞に導入し、視細胞変性保護ま
たは神経節細胞死保護に機能するかどうか
を調べることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）遺伝子導入用ベクターの作製 
ラット網膜では、80％以上の網膜神経節細胞
で CaMKIIαサブユニットが発現しているこ
とが知られており、CaMKIIαプロモーターを
利用することにより、神経節細胞に特異的に
目的遺伝子を発現させることができる。そこ
で、神経節細胞特異的に遺伝子導入を行うた
めに、カルモジュリンキナーゼ IIαサブユニ
ット（CaMKIIα）のプロモーターを持つウイ
ルスベクターを作製した。 
 また、視細胞特異的ベクターとして、
Phosphodiesterase(PDE)のプロモーターの
一 部 分 と interphotoreceptor 
retinoid-binding protein(IRBP)のプロモー
ターを組み合わせたハイブリッドベクター
を作製した。 
 



（２）培養細胞を用いたイオンチャネル遺伝
子の効果検証 
GluCl 遺伝子をプラスミドベクターを用いて
PC12 細胞に導入し、恒常的に GluCl 遺伝子を
発現する細胞株を樹立した。NGF 添加によっ
て PC12 細胞を神経細胞用に分化させ、GluCl
のグルタミン酸毒性に対する保護効果を調
べた。また、光感受性クロライドチャネルと
して機能するmNpHR遺伝子をマウス海馬由来
神経細胞株（HT22）に導入しｍNpHR-HT22 細
胞株を作製し、同様にグルタミン酸毒性に対
する保護効果を調べた。 
 
（３）緑内障モデルの作製 
持続的な眼圧上昇を引き起こす緑内障モデ
ルはなく、今回、新しい緑内障モデル作製に
ついて検討した。デキサメタゾン誘発緑内障
モデルは、高眼圧を維持するため、前房内に
頻回投与する必要がある。そこで、デキサメ
タゾン投与同時に細胞塊を前房内に投与し、
眼圧上昇を維持させることを試みた。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子導入用ベクターの作製 
CaMKIIαプロモーターをAAV用に短縮したも
のを作製し、0.4,1.2,1.6 kbp の 3 つの異な
る長さのプロモーターを作製し、網膜神経節
細胞への導入および発現効率を調べたとこ
ろ、1.2kbp の長さのプロモーターで充分機能
することが確認できた。しかし、その発現量
は、強力なプロモーターである CAG に比べ弱
いものであった。 
視細胞特異的プロモーターの IRBP-PDE は、
網膜下投与で視細胞に特異的に発現が見ら
れたものの、硝子体内投与では発現はみられ
なかった。しかし、血清型を変異型にするこ
とによって、硝子体内投与においても、視細
胞で発現が確認された。 
 
（２）培養細胞を用いたイオンチャネル遺伝
子の効果検証 
分化した PC12 細胞はグルタミン酸毒性を示
すとの報告があったものの、今回、グルタミ
ン酸毒性は認められなかった。そこで、血清
除去による細胞死に対するGluCl遺伝子の効
果を調べた。しかし、保護効果は認められな
かった。そこで、GluCl の機能を調べるため
に、脱分極刺激による膜電流を測定し、GluCl
の機能を調べた。イオン電流がほとんど観察
されなかった。 
 次に、ｍNpHR-HT22 を用いてグルタミン酸
毒性に対する保護効果を調べた。その結果
mNpHR もまた、保護効果を示さないことが明
らかとなった。一方、実験のコントロールと
して用いた mVChR1 遺伝子を恒常的に発現す
る HEK293 細胞では、グルタミン酸毒性に対
する保護効果が観察された。 
 
（３）緑内障モデルの作製 
デキサメタゾンと細胞塊を前房内に投与す

ることによって、１回の投与で、4 週間の眼
圧上昇が認められた。再度、4 週間目の投与
でさらに4週間持続的な眼圧上昇が見られた
が 3 度目の投与（8 週間目に投与）では、効
果が持続しなかった。上丘より蛍光色素を注
入し神経節細胞を逆行性標識し、神経節細胞
数を計測した結果、極わづかに減少傾向が見
られたものの、有意な減少は観察されなかっ
た。 
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