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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性は、網膜外層の視細胞が変性・消失する遺伝性の疾患で、日本の失明原
因の第2位を占める。しかしながら、視細胞が消失する際に残りの網膜内層にどのような変化が起きるかは詳細
に解明されていない。本研究では網膜変性のモデルウサギを利用して、視細胞変性に伴う網膜内層の変化につい
て検討した。網膜変性中期では、視細胞変性に伴い2次ニューロンである双極細胞の機能増強が起きることが分
かった。また、網膜変性の末期には、網膜のグリーオーシスと呼ばれるグリア細胞の増生がおき、網膜内層機能
が著しく傷害されることが分かった。ただし網膜変性の末期でも視神経の形態は比較的保たれていた。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa (RP) is a heterogeneous group of inherited retinal 
disorders characterized by progressive photoreceptor degeneration leading to a reduction of vision.
 . However, the mechanisms of deconstruction and reprogramming of the middle and inner retina during
 and after the photoreceptor degeneration has not been elucidated.  In the current study we used 
rhodopsin Pro347Leu transgenic rabbits (P347L Tg) as an animal model of RP and investigated the 
change of the inner retina in the course of photoreceptor degeneration. In the middle stage of 
retinal degeneration, enhancement of function in retinal bipolar cells was detected. In the end 
stage of RP, severe gliosis was observed and damaged the inner retinal function. However the 
structure of the optic nerve was relatively preserved.

研究分野： 網膜変性

キーワード： 網膜色素変性　リモデリング　網膜変性　遺伝子改変動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在網膜色素変性に対しては、人工網膜、遺伝子治療、光感受性遺伝子の導入など様々な治療法が試みられてい
る。その多くの治療が、視細胞消失後の網膜内層機能を利用しようとするものである。しかし、視細胞消失後に
どのような変化が起きているかについては今まで詳細に研究されてこなかった。今回の研究は、ウサギという、
比較的長寿のモデル動物を使うことにより、長期にわたる網膜内層の変化を観察できた。本研究の結果は、視細
胞の消失に伴い網膜内層にもかなりの形態の障害をきたしていることを示しており、今後の治療法の開発には網
膜内層の変化を考慮すべきであることを示していた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

網膜色素変性は発生頻度が約 3000-5000人に一人という遺伝性網膜疾患で、失明原因の上

位にくる難病である。原因は、主に杆体細胞に発現するタンパクをコードする遺伝子の異

常により引き起こされるとされている。患者は通常、夜盲と求心性の視野狭窄を訴え、病

気の進行に伴い残った中心視野がさらに狭窄し、最終的に中心視野が消失すると視機能が

ほぼ消失する。以前は網膜色素変性の治療はないとされていたが、最近では人工網膜によ

る治療により視機能の一部を回復されたとの報告が散見されるようになっている。また、

将来的には失った視機能を回復させる治療として、光感受性受容体による遺伝子治療や

iPS 細胞による視細胞の移植などが有望視されている。これらの治療の成否のひとつは、

視細胞が変性した後の２次ニューロン及び３次ニューロンの機能にある。すなわち、iPS

細胞や人工網膜による視細胞の代用が可能になった時に、患者の２次ニューロン及び３次

ニューロンがどの程度機能するかによって、得られる視機能が左右される。そのため、こ

れらのニューロンが、視細胞変性を起こす過程、もしくは消失後に、どのような変化がお

きているかについて研究することは重要である。今までにも、網膜変性後に剖検の結果や

網膜色素変性のモデル動物などの検討により、リモデリングによりグリア細胞の増生や双

極細胞の配列の乱れなどが生じているとの報告があるが、その変化が内層の機能に及ぼす

影響などは検層されておらず十分にされているとは言えない。 

 

２．研究の目的 

今回、我々はいままでに網膜色素変性モデルである網膜色素変性のモデルウサギである

P347LTgウサギ（Tgウサギ）を用いて研究を行ってきた。ウサギはマウスよりも長寿で長

期間にわたり網膜変性中および変性後の網膜の評価を行うことできる。今回は 3つの事象

の解明を目的にした。 

１、網膜変性過程における網膜双極細胞機能の変化 

２、Tgウサギの長期経過とグリオーシスの出現 

３、視細胞消失後の網膜内層機能と視神経の形態変化の関係 

 

３．研究の方法 

3－1, 網膜変性過程における網膜双極細胞機能の変化 

18か月齢の Tgウサギの網膜内層機能を 2、3次ニューロンを抑制する薬剤を使い、Tgウサ

ギにおいて網膜内層機能がどのように変化したかを検討した。白色家兎の 18か月齢の野生

型(WT)と P347LTgウサギそれぞれ 4羽を対象とし、種々の条件で錐体 ERGを記録した。2、

3次ニューロンを抑制する薬剤を硝子体内投与し ERG波形の変化を解析した。 

 

3－2、Tgウサギの長期経過とグリオーシスの出現 

New Zealand White(NZW)種由来のTgウサギ25羽25眼と野生型(以下WTウサギ)5羽5眼の全視

野ERGを経時的に記録した。 

また、全視野ＥＲＧの消失したTgウサギ5羽5眼、WTウサギ5羽5眼（平均43.8月齢）の網膜

厚をSD-OCTで測定し比較検討した。網膜の構造について透過型電子顕微 

鏡および光学的顕微鏡における検討も加えた。 

 

3－3、視細胞消失後の網膜内層機能と視神経の形態変化の関係 



全視野ＥＲＧの消失したTgウサギ6羽6眼（40.3か月齢）とWTウサギ6 羽6眼（43.8月齢）に

対して経角膜電気刺激を行いElectrically Evoked Response(EER)と呼ばれる脳波を記録し

た。記録後、安楽死させた後視神経を摘出しの神経の軸索の評価を行った。EERの振幅とそ

の視神経軸索の本数や形態の関係を評価した。 

 

４．研究成果 

4－1 網膜変性過程における網膜双極細胞機能の変化の結果 

光刺激 off時に Tgウサギでは特異的な陽性波が確認され(図１)、この陽性波は薬剤投与に

よる解析から主に 3次ニューロン成分由来と考えられた。薬剤投与によるさらなる解析で

は Tg ウサギにおいて OFF 型双極細胞以後の成分が増幅し、Tg ウサギの視細胞成分がかな

り減弱していることが示された。これらの結果から、Tgウサギの ERG波形はほとんどが 2

次ニューロン以後の成分であり、特に OFF型双極細胞以後の成分は WTウサギよりも増幅し

ていると考えられた。網膜変性の進行した Tgウサギにおいて 2、3次ニューロンがリモデ

リングを起こし機能変化を起こしている可能性が示唆された 

 

 

図 1 WT ウサギと Tg ウサギにおける矩形波刺激による ERG。矢印に示すように Tg ウサギ

では光刺激 off時に大きな陽性波がみられた。 

 

 

図 2  薬物を使った構成成分の解析の結果 

ON型双極細胞由来のON成分はWTウサギに比べ

てTgウサギでは減少しているが（A）、OFF型双

極細由来のOFF成分はTgウサギの方が野生型よ

り増大しており（C）リモデリングによりOFF型

双極細胞の機能亢進が起きていると考えられ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



この内容は以下の論文に掲載された 

Kominami T, Ueno S, Okado S, Nakanishi A, Kondo M, Terasaki H. Contributions of Second- 

and Third-Order Retinal Neurons to Cone Electroretinograms After Loss of Rod Function 

in Rhodopsin P347L Transgenic Rabbits. Investigative ophthalmology & visual science 

2017  

 

4－2 Tgウサギの長期経過とグリオーシスの出現 

Tgウサギは30か月齢からERG波形が消失する個体が確認され54か月齢では全てで消失した

(図3)。WTウサギのＥＲＧには特に異常所見は無かった。OCTで測定したTgウサギとWTウサ

ギの網膜厚はほぼ同等であり、Tgウサギの網膜内層は肥厚していると考えられた。Tgウサ

ギの網膜では透過型電子顕微鏡像にて視細胞が消失しており、内顆粒層や神経節細胞層の

構造が著しく乱れやミュラー細胞の増殖がみられた。これはGFAPにより免疫組織染色でも

確認された(図4)。 

図3 Tgウサギの錐体ERGの振幅の

推移 

Tgウサギの錐体ERGは振幅が徐々

に減少し、5歳までには消失してい

た。 

 

 

 

 

 

 

図4 WTウサギとERGが消失後の

Tgウサギの網膜組織像 

トルイジンブルー染色(A,B) 

Tgウサギ（B）ではWTウサギ（A）

に比べて網膜内層の肥厚がみら

れる。 

 

GFAPによる免疫組織染色（E, F） 

Tgウサギ(F)ではGFAP陽性(赤)の

グリアと考えられる細胞がWTウ

サギ(E)に比較して増生し視細胞

変性後グリオーシスが進行して

いる。 

 WT ウサギ          Tg ウサギ 

この内容は以下の論文に掲載された 

Ueno S, Kominami T, Okado S, Inooka D, Kondo M, Terasaki H (2019) Course of loss of 

photoreceptor function and progressive Muller cell gliosis in rhodopsin P347L 

transgenic rabbits. Experimental eye research. 2019 



 

4－3、視細胞消失後の網膜内層機能と視神経の形態変化の関係 

網膜内層機能を反映するEERはTgウサギで有意に振幅が低下していた(図5)。一方、Tgウサ

ギの視神経の軸索の本数はWTウサギの60％ほどに有意に減少していたが、その減少度はEER

の振幅の方が有意であり、EERは軸索の残存数とは相関しなかった(図6)。このことは、人

工網膜の移植などで角膜電気刺激にて網膜内層機能を評価する際には、視神経の形態がよ

い患者でも治療の対象から除外される可能性を示していた。 

 

図 5  WT ウサギ 5 匹と Tg ウサ

ギ 5匹の EER の波形（B） 

Tg ウサギの波形は WT ウサギに

比べて有意に振幅が低下してい

たが（C）潜時に差はなかった（D）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 EER の振幅と視神

経の数の関係 

Tgウサギにおいて EERの

振幅はおおむね低下して

おり、軸索の数が WTウサ

ギと同程度であっても

EER の振幅は小さいこと

を示している。 

 

 

 

 

この内容は以下の論文に掲載された 

Kominami T, Ueno S, Nishida K, Inooka D, Kominami A, Kondo M, Terasaki H. Electrically 

Evoked Potentials Are Reduced Compared to Axon Numbers in Rhodopsin P347L Transgenic 

Rabbits With Severe Photoreceptor Degeneration.  Investigative ophthalmology & 

visual science.2019 
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