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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性の原因遺伝子の一つであることが知られているRPE65遺伝子を人工的に
変異させて作成したRPE65ノックアウトマウスを用いて、9-シスーレチナールを生後27日齢にて経口摂取させ、
その後の視細胞変性の進行を光干渉断層計と網膜電図にて観察した。その結果、摂取7日後では光干渉断層所見
では摂取群と対照群との形態的な差異はみられなかったが、網膜電図にてa波およびb波とのその振幅は摂取群の
方が統計学的に有意に大きかった。以上から、RPE65遺伝子欠損には9－シス－レチナール経口摂取の有効性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the RPE65 gene have been known to cause retinitis pigmentosa. 
To confirm the photoreceptor protective effects of 9-cis-retinal, we fed RPE65 knock-out mice by per
 os administration of 9-cis-retinal on postnatal 27 days old and checked whether we could find 
photoreceptor protective effects after administration of 9-cis-retinal using optical coherence 
tomography (OCT) and electroretinography (ERG). Results showed that although there was no 
morphological difference by OCT, there were statistically significant differences in the amplitudes 
of ERG a- and b-waves after 7 days of administration of 9-cis-retinal. The result indicated that 
administration of 9-cis-retinal has a therapeutic potential for retinitis pigmentosa caused by the 
mutations in the RPE65 gene.

研究分野：眼科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RPE65 (retinal pigment epithelium 65kDa protein) は網膜色素上皮において視細胞から運搬された全－トラ
ンス－レチナールを11－シス－レチナールに変換することにより11－シス－レチナールの再生を司っている。
RPE65遺伝子変異により、11－シス－レチナールの再生が障害されることで視細胞が変性するが、この遺伝子型
をもつ網膜色素変性に対しては9－シス－レチナールを経口投与にて摂取することで視細胞変性を抑制すること
ができる可能性があると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 網膜色素変性は遺伝性の視細胞変性疾患で、視細胞杆体変性を初発とし、次第に視細胞錐体変
性へと進行する。したがって、初期症状として夜盲などの暗順応障害が生じ、徐々に周辺部から
求心性に視野狭窄が進行する。その後、やがて中心視野障害から視力低下や色覚異常へと進むの
を特徴としている。本疾患は、本邦における視覚障害の原因疾患の 14％を占め、緑内障に次い
で第 2 位に位置する視覚障害対策としては主要な疾患に位置する。本疾患の原因遺伝子異常が
判明している症例は網膜色素変性全体の高々40％程度でしかないものの、判明した原因遺伝子
はすでに 65 種類以上になっており、原因遺伝子の多様性が際立っている。このうち RPE65
（retinal pigment epithelium 65-kDa protein）遺伝子の変異によって発症する網膜色素変性で
は網膜色素上皮に特異的に発現する RPE65 の欠損によって網膜色素上皮による全−トランス−
レチナールが 11−シス−レチナールに変換されないために、視細胞に存在する視物質の発色団の
供給不良が生じて、結果的に視細胞変性が生じることが知られている。この病態に対しては近年、
アデノ随伴ウイルスベクターを用いて野性型塩基配列の RPE65 遺伝子を網膜色素上皮細胞に
導入する方法が成果を上げたことが報告され、一部では臨床応用されつつあるが、このような遺
伝子治療は高額な医療費を必要とするため現段階では誰にでも行える治療とは言えないのが実
情である。そこで、本研究では再生できない 11−シス−レチナールの代替として外因性に 9−シス
−レチナールを経口投与することで視細胞の機能を補助できれば、結果的に視細胞変性を遅延さ
せる効果があるのではないかと考えて研究を進めることとした。RPE65 遺伝子異常に対する 9
−シス−レチナール経口投与の効果についてはすでに報告があるところではあるが、当教室にて
飼養している RPE65 ノックアウト  (RPE65-/-) マウスを用いて、光干渉断層計  (optical 
coherence tomography, 以下 OCT) にて形態的に、また全視野網膜電図 (full-field ERG, 以下 
ERG) を用いて機能的に評価することも十分意義があるのではいかと考えて研究を行うべく計
画した。もし、この治療法の有効性が確認されれば遺伝子治療に比べてはるかに安価で簡便な治
療法として日常臨床に応用可能となるはずである。 
 
２．研究の目的 
 本研究者の研究室では近年、RPE65-/- マウスにおける網膜視細胞変性の自然経過を OCT に
よる形態変化と ERGによる機能変化の両面から解析した（参考文献１）。本研究では、RPE65-
/-マウスの視細胞変性過程に 9−シス−レチナールを経口で投与した場合に、視細胞変性がどのよ
うな影響を受けるかを明らかにすることを目的とした。本研究では OCTにより、網膜とくに視
細胞形態の定性的および定量的解析を行い、ERGにより視細胞の電気生理学的な機能の変化に
注目することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）RPE65-/- マウスの飼養 

RPE65-/- マウスはカリフォルニア大学サンフランシスコ校の Mathew M. LaVail 博士から供与
され、本学大学院医学研究科附属動物実験施設にて継代的に飼養されている個体を用いた。飼育
環境は 12時間ずつの明暗周期（明順応：50lx照明、暗順応：10lx未満）で、飼料と飲用水の摂
取は ad libitumとされた。この RPE65-/-マウスにおける視細胞変性の自然経過の詳細については
すでに報告されている（参考文献１）。 
 
（２）9−シス−レチナール液の調整と経口投与 
研究用 9−シス−レチナールを 10mg/mlになるように食用ベジタブルオイルに溶解した。この溶
解液 0.25mlを gavage needle (20-gauge 3.5cm long gavage needle) を用いて生後 27日齢の RPE65-/-
マウス 9頭に対して無麻酔で経口的に胃内へ注入し、これを投与群とした。対照群として無処置
の RPE65-/-マウス 6頭を用いた。 

 
（３）OCTによる形態的観察 
 投与群 5頭と対照群 6頭を使用した。生後 34日齢（投与群では 9−シス−レチナール投与 7日
後）と生後 38日齢（投与群では 9−シス−レチナール投与 11日後）の RPE65-/- マウス（両群）
をメデトミジン（0.315g/kg）、ミダゾラム（2.0mg/kg）、およびブトルファノール（2.5mg/kg）
の三種混合液を腹腔内投与することにより全身麻酔とし、右眼を 0.5%トロピカミドと 0.5％フ
ェニレフリンの配合点眼液により散瞳した。散瞳眼についてMicron IV OCT (Phoenix社、USA) 
を用いて OCT画像を撮像した。撮像部位は生後 34週齢時には視神経乳頭を含む水平断面と
し、生後 38日齢においては既報同様、視神経乳頭の中心から半径 500µｍの円周断面とした。
得られた画像は性 34日齢像については両群を定性的に観察し、生後 38日齢像については両群
を定性的および定量的に解析した。定量解析に当たっては、ソフトウエアである InSight®を使
用して網膜表層（神経線維層、神経節細胞層、内網状層、内顆粒層、外網状層）、外顆粒層、光
受容体層、網膜色素上皮から外層までの 4層に分けて画像上の平均層厚を算出して両群間の統
計学的な差異を比較検討した。 
 
（４）ERGによる機能解析 
 生後 34日齢の投与群 5頭と対照群 6頭を使用した。両群とも 24時間の暗順応の後、前述の



全身麻酔を施行し、右眼を散瞳させた。ERGは Phoenix社の Full-field ERG を用い、3.0cds/m2

の緑色光刺激により杆体と錐体の両者を刺激して得られる波形（a波と b波）を記録した。波
形から両群間の両波の振幅を求め、統計学的に比較解析した。 
 
（５）統計学的解析 
 統計学的な解析には SPSS (IBM社) vol. 26 を用い、両群の各データの正規性を確認した後に
Student t-検定により両群間の差異を解析した。 

 

図 1 生後 34 日齢の RPE65-/-マウスの OCT像と眼底写真を示す。A、対照群
のOCT像。B、Aの個体の眼底写真。赤線はOCTを撮像した断面の位置を示
す。C、投与群のOCT像。D、Cの個体の眼底写真。緑線はOCT断面の位置を
示したもの。両群とも網膜各層厚に差異はみられず、ellipsoid zone もほぼ正常
の構造を示している。 
 
 
４．研究成果 
（１）9−シス−レチナール経口投与後の OCTによる解析 
生後 34日齢での OCT像と眼底所見を図 1に示す。対照群（図 1 A, B）と投与群（図 1 C, D）
との間には網膜厚と網膜内の構造に定性的な差異は生じていない。また、この時期には両群と
も光受容体層内の ellipsoid zoneと称される部位の所見もほぼ正常構造と言ってよい所見である
事がわかる。次に生後 38日齢での両群での OCT象と眼底所見を図 2に示す。図 1同様に両群
間で網膜厚と網膜内構造に定性的な差異は生じていないように観察された。実際に各層厚を計
測してみると網膜表層（投与群 109.936±2.611µm n = 5、対照群 110.456±3.752µm n = 6、P = 
0.800）、外顆粒層（投与群 53.124±2.522µm、対照群 51.802µm、P = 0.336）、光受容体層（投
与群 30.828±3.621µm、対照群 31.691±1.650µm、P = 0.611）、網膜色素上皮細胞以降（投与群 
33.292±1.911、対照群 31.277±2.874、P = 0.215）とも両者間には有意な差異は認められなかっ
た。また、生後 34日齢時に比較して光受容体層が両者とも同様にびまん性に高輝度化してお
り、生後 34日から 38日までの間に視細胞変性が両群共に進行したことが推察された（図２）。 

 



 

図 2 生後 38 日齢の RPE65-/-マウスの OCT像と眼底写真。A, B は対照群、C, 
D は投与群であることは図 1と同様である。生後 34 日齢と異なり、ellipsoid 
zone ははっきりとは判別できなくなりびまん性に高輝度となっている。両群
とも硬膜各層厚には差異はみられない。 
 
 
（２）9−シス−レチナール経口投与後の ERGによる解析 
 生後 34日齢での ERGの代表的波形を図 3に示す。両群を比較すると a波、b波ともに明ら
かに投与群の方が振幅が保持されていることが分かる。定量的にみてみると a波振幅は投与群
が 54.40±9.84µV (n = 5)であるのに対して対照群は 17.60±3.97µV (n = 5)で両者の間に有意の差
を認めた（P = 0.009）。しかし b波振幅は投与群が 127.60±44.61µVであるのに対して、対照群
は 36.00±1.92µVであり、両者の間には t−検定では有意の差異を認めなかった（P = 0.074）。 
 

 



図３ 生後 34 日齢の RPE65-/-マウスの ERGの典型例。A、対照群、B、投与
群。太矢印が光刺激照射時点を示す。a波と b波の位置はそれぞれ細矢印で示
した。 
 
 
 
（３）考按 
 本研究において RPE65欠損による視サイクル異常によって引き起こされる網膜色素変性は主
として網膜色素上皮の異常が原発巣であり、視細胞自体には代謝異常がないため視細胞の変性
は比較的軽症である可能性がある。このため外部から 11−シス−レチナールの代わりに 9−シス−
レチナールを供給することにより、9−シス−レチナールを視物質の発色団として利用することで
比較的容易に視細胞機能が改善させることが可能となると考えられる。この機能改善は比較的
速やかに生じ、かつ形態的に変化がでる相当以前からみられる変化であることが確認された。
今回の研究では投与群の ERGの各波振幅には個体差がみられ、これは恐らく 9−シス−レチナー
ルの投与手技の問題であり、強制的な胃への注入効率にバラツキが生じたためであるかもしれ
ないと考えられた。実際に 9頭に対して経口投与したが、うち 4頭は投与 1週以内に死亡し
た。これは胃内への挿管と薬液注入が相当なストレスとなった可能性もあり、今後の改善点か
と思われた。しかし、上手く胃内に注入できたと考えられた個体については ERGでみるよう
に、視細胞機能回復は明らかであり、それは投与後短期では OCTによる形態変化の観察以上に
効果的な判定法であることが明らかとなった。今後の臨床応用を考えた場合、網膜色素変性の
遺伝子診断により RPE65遺伝子バリアントによる網膜色素変性であることが診断された症例に
ついては 9-シス−レチナールの経口投与も治療法の選択肢として考慮してもよいのではないか
と考えられる。まだ長期投与後の副作用、例えば全−トランス−レチナールや全−トランスーレチ
ニルエステルなどの異常蓄積による弊害などがどの程度なのかなどを検討する必要性は残る
が、今後さらに本研究を発展させる意義は十分認められるものと考えられた。 
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