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研究成果の概要（和文）： 
近年、視細胞変性後の視機能回復手段として人工網膜の開発・研究が進んでいる。人工網膜で
は残存網膜神経回路が正常に機能することを前提にしているが、視細胞変性にともなって大規
模な網膜内回路のリモデリングが生じることが報告されている。そこで本研究では、我々が開
発した脈絡膜上-経網膜刺激型の人工網膜を、このリモデリングに対応させるため、視細胞変性
後の網膜神経回路の機能的特性がどのように変化するか、視細胞変性進行中の網膜への電気刺
激が残存する網膜神経回路の機能に対してどのような影響を及ぼすのか明らかにすることを目
的とした。視細胞変性モデル動物である RCS ラットを用いて、視細胞変性の過程で網膜残存機
能がどのように変化するかを電気生理学的計測法および光学計測法により解析した。さらに、
網膜刺激に対する網膜の細胞構築や神経節細胞の形態の変化を調べた。その結果、電気刺激に
対する網膜応答特性、即ち、上丘における誘発電位の振幅、閾値、潜時や皮質視覚野における
VSD 応答の広がりは少なくとも検討期間中ほとんど変化しなかった。この結果は、我々が現在
進めている脈絡膜上-経網膜刺激型の人工網膜の開発において、失明後のリモデリングが大きな
障害となる可能性は低いことが判った。同時に人工網膜の使用が残存回路の変性過程を加速さ
せる可能性も極めて低いことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The retianl prosthesis is one of the feasible methods to some extent to recover visual 
sensation of blind patients caused by the degeneration of photoreceptors in the retinas. 
The feasibility depends on the stabile function of retinal circuitry remaining after 
photoreceptors degeneration. Since remodeling of the retinal neurons and their 
networks has been reported, we investigated how electrophysiological and optical 
response in the retina and visual centers to transretinal electrical stimulation could 
changed during progress of photoreceptor degeneration in the RCS rat, which is well 
established as a model animal for patients with retinitis pigmentosa. No significant 
difference in collicular filed potentials and VSD images of visual cortical response to 
the stimulation was detected between young and old animals. Retinal cytoarchitecture 
and dendritic morphology of the retinal ganglion cells after loss of photoreceptors also 
is well preserved until 36 wks of age. These results suggest that remodeling of retinal 
circuitry, if any, might not be a seriously taken consideration in development of retinal 
prosthesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 網膜色素変性や加齢黄斑変性などの視細
胞変性は眼科における失明原因疾患の約１
／３を占め、全国で 3 万人以上、全世界で数
百万人規模の失明患者がいるとされている。
視細胞変性に対する遺伝子治療や細胞移植
治療はまだ研究段階であり、変性後の視覚機
能を回復させる手段はまだない。その現状に
対して 1990 年以降、マイクロデバイス技術
と生体適合材料の急速な進歩を背景に、人工
網膜の開発が国内外で進んできた。人工網膜
とは、眼鏡に装着したマイクロビデオカメラ
で外界の画像を捉え、その画像データに基づ
いて失明者の網膜を電気刺激することによ
り、疑似光覚を発生させる人工感覚器である。
米国、ドイツを筆頭にさまざまな網膜埋込電
極や刺激方法が提案・開発されており、16

極から始まった電極数も 49-64 極と増え、中
には 1000 極に迫るものも開発され、機能向
上が著しい。臨床試験での安全性・有効性の
評価も進んでいる。我々も 2001 年以来、独
自の刺激方式である脈絡膜上-経網膜刺激型
の人工網膜を考案し、開発を進めてきた。 

 網膜への電気刺激により疑似光覚を発生
させるためには、視細胞変性後も網膜に残存
する神経回路が正常に機能することが前提
となる。しかし、最近、視細胞変性後の網膜
神経回路では、大規模なリモデリングが生じ
ている事が分かってきた。神経節細胞やアマ
クリン細胞の遊走と変性、樹状突起の退縮や
発芽、異所性シナプス結合の形成、ミュラー
細胞の肥大、神経腫の形成などが報告されて
いる（Machida et al. , 2000; Strettoi et al., 

2002; Jones and Marc, 2005,）。しかも、こ
のようなリモデリングは視細胞の変性初期
から始まり、経時的に進行するという。した
がって、健常な神経回路の残存を前提とした
従来型の人工網膜開発では、このリモデリン
グに対応できず、QOL の向上につながるよ
うな視覚機能回復は望めない可能性がある。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、申請者が開発した脈絡膜上
-経網膜刺激型の人工網膜を、このリモデリン
グに対応させるため、以下の点を明らかにす
ることとした 

（１）視細胞変性後の網膜神経回路の機能的
特性がどのように変化するかを、経時的に明
らかにする。 

（２）視細胞変性進行中の網膜への電気刺激
が残存する網膜神経回路の機能に対してど
のような影響を及ぼすのか明らかにする。 

（３）以上の結果を踏まえて、リモデリング
後の網膜神経回路に最適な人工網膜用刺激
パラメータを確立する。 

 

３．研究の方法 

実験材料には、Royal College of Surgeons
（RCS）ラットを用いた。これは視細胞変性
疾患モデル動物で、ヒトの網膜色素変性症と
酷似した経過の視細胞変性をおこすことで
知られる。変性初期の 12週齢から完全変性
後の 36週齢までの RCSラットを用いて脈絡
膜上-経網膜刺激 (STS)に対する網膜および
視覚中枢の応答の時空間特性と網膜神経節
細胞の形態を調べ、それが加齢、すなわち視
細胞変性の進行、さらに経角膜電気刺激にと
もなってどのように変化するのかを解析し
た。具体的には 
（１）in vitro 実験：摘出網膜伸展標本を
作製し、標本への直接電気刺激に対する網膜
神経細胞の応答を、細胞内カルシウムイオン
濃度指示薬や膜電位感受性色素を使ってイ
メージングした。健常ラットおよび視細胞変
性ラットの眼球眼球から摘出した網膜組織
を、通気した培養液内で維持しながら、液中
に膜電位感受性色素（RH1691）あるいは細胞
内 Ca2+濃度指示薬（Oregon Green 488 
BAPTA-AM）を添加した。添加 1時間後の網膜
を観察するとほぼ全体が染色されていた。こ
の標本を神経線維層を上にして記録チャン



バーに固定し、その表面に金属製刺激電極を
設置して定電流矩形パルス刺激を加えて蛍
光強度変化比の時空間変動を光学計測シス
テム（Brain Vision社製 MiCAM Ultima L）
で計測した。 
（２）in vivo 実験：麻酔した RCSラットの
頭部を固定し、右上丘を外科的に露出した。
上丘表層に記録電極を置いた。電極を上丘全
域を 250μm間隔で格子状に分けた各地点に
おいて左眼球に加えた STSに対する誘発電位
を記録した。その振幅や閾値が変性期間中に
どのように変化するのかを調べた。さらに、
固定した動物の右大脳皮質視覚野を膜電位
感受性色素（RH1691）で染色し、左眼球に加
えた STSに対する視覚野の蛍光強度変化比の
時空間変動を光学計測システム（Brain 
Vision社製 MiCAM Ultima L）で計測した。 
（３）組織学実験：RCSラットの摘出網膜伸
展標本を作製し、顕微鏡観察下で通気した培
養液内で維持しながら、網膜神経節細胞内に
ビオチン化合物または蛍光色素 Lucifer 
Yellowを注入して樹状突起を可視化し、その
形態を解析した。また、RCSラット眼球を摘
出し樹脂包埋した後、ミクロトームで網膜切
片標本を作製し、顕微鏡下で網膜の細胞構築
を観察した。作製した標本からは神経線維
層・神経節細胞層・内網状層・内顆粒層の平
均の厚さ、神経節細胞層・内顆粒層の平均細
胞密度を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）in vitro 実験：刺激電極直下の部位
から潜時１ms 以内で数 ms の 興奮性応答
が発生した。この応答は網膜内の視神経線維
の走行に沿うように視神経円板に向かう方
向とその逆に遠ざかる方向との２方向に広
がった。この応答は TTX により消失するこ
とから、STS による網膜に残存する神経節細
胞の興奮性応答であることが判った。次に、
16-20 週齢(n=4)と 30-36 週齢(n=7)の網膜で
応答の範囲と閾値を比較したところ、有意な
差は認められなかった。 
（２）in vivo 実験：強膜においた Pt製 STS
電極を通じて矩形電流パルス(0.2 ms, 0.3 
mA) を与えると、上丘の局所から潜時約 15 ms
で陽性-陰性波が記録された。また、予め
RH1691 で染色された皮質視覚野では潜時約
20ms から局所の脱分極性応答が発生し、約
30 ms で最大応答に達した。上丘誘発電位の
振幅・閾値ならびに皮質視覚野の脱分極性応
答の範囲と閾値を 16-20 週齢(n=9)と 30-36
週齢(n=11)のラットで比較したところ、有意
な差は認められなかった。 
（３）組織学実験：視細胞変性の進行にとも
なう網膜神経節細胞の形態変化を解析する
ため、12-20 週齢と 28-36 週齢の 2 群の RCS
ラット網膜神経節細胞にトレーサを細胞内

注入して樹状突起を可視化し、その樹状突起
の広がりと分枝パターン、細胞体の大きさを
解析した結果、両群に差違は認められなかっ
た。また、網膜全伸展標本上で網膜神経節細
胞のマーカーである抗 TuJ-1 抗体による免
疫染色を行い、神経節細胞の残存数を調べて
も、有意な細胞数の変化は見いだせなかった。
さらに、網膜各層の厚みと顆粒層の細胞密度
についても両群間に有意な差は認められな
かった。次に、経角膜電気刺激の及ぼす効果
を検討するために、25 週齢の RCS ラットの
片側の眼球に二相性矩形電流パルス(0.2 ms/
相, 0.1-0.5 mA) を 20Hz で１hr/日、１日/
週の頻度で 4週間経角膜的に与えた。コント
ロールとして、反対側の眼球には電極を装着
するのみで電気刺激は与えなかった。両眼へ
の STSに対する効果を上記の in vivo実験で
調べたところ、両条件間で有意な差は認めら
れなかった。また、Lucifer Yellow 細胞内
注入による神経節細胞の樹状突起を可視化
して、樹状突起の広がりと分枝を観察したが、
電気刺激側とコントロール側との間に有意
な差は見いだせなかった。 
 これまで視細胞変性後の網膜内リモデリ
ングが形態学的研究に基づいていくつか報
告されている。しかしながら、本研究におい
ては電気刺激に対する網膜応答特性、即ち、
上丘における誘発電位の振幅、閾値、潜時や
皮質視覚野における VSD応答の広がりは少な
くとも検討期間中ほとんど変化しなかった。
これらの結果は、視細胞変性マウスやラット
の網膜神経回路の機能が視細胞変性後も長
期に維持されているという最近の報告
(Kolomiets, et al., 2010; Margolis, et al., 
2008; Mazzoni, et al.,2008) とも一致する。
微細形態のリモデリングの報告にもかかわ
らず今回の研究で機能的変化が見いだせな
かった理由として、いくつの可能性が考えら
れる。 
 一つは RCSラットの網膜変性の進行が緩や
かであるため、残存回路の可塑的変化を起こ
しにくいのかもしれない。また、今回は主に
視覚中枢での機能解析に基づいて網膜のリ
モデリングを評価したが、中枢における代償
的な回路の可塑的再構築が起こることによ
って機能的変化を観察出来なかった可能性
もある。あるいは、現在の脈絡膜上-経網膜
刺激型人工網膜が提供できる視力が指数弁
程度なので、特に微細なリモデリングが起こ
ったとしても余り大きな影響を与えないの
かもしれない。同時に、本研究の in vitro
実験での機能的リモデリングの評価の精度
が不足していた可能性も考えられる。ただし、
上述の Kolomiets, et al.や Margolis, et al.
も視細胞変性マウス網膜を用いた研究で機
能的リモデリングが認められなかったこと
を報告していることから、単なる評価手段の



精度の問題だけに帰因することはできない
と考えられる。 
 本研究により、我々が現在進めている脈絡
膜上-経網膜刺激型の人工網膜の開発におい
て、失明後のリモデリングが大きな障害とな
る可能性は低いことが判った。同時に人工網
膜の使用が残存回路の変性過程を加速させ
る可能性も極めて低いことが示唆された。し
かし、患者の長寿化で視細胞変性後の期間が
長くなれば、網膜を含めた視覚系神経回路の
機能特性が変化し、人工網膜の電気刺激によ
り発生する疑似光覚の質が変化する可能性
は残されている。また、欧米で進められてい
る網膜上刺激型や網膜下刺激型の人工網膜
では電極が直接網膜に接触ないし刺入され
るので、自然発生的なリモデリングがなくと
も電極による網膜侵襲が機能的リモデリン
グを誘発する可能性はあるかもしれない。ま
た、今回の刺激パラメータでは十分に見いだ
せなかったが、適切な電気刺激が与えられれ
ば網膜神経回路が賦活化され、変性の進行が
抑制ないし阻止される可能性は依然残って
いる。実際、経角膜電気刺激によって視細胞
変性や視神経挫滅後の視覚中枢での視覚刺
激応答が動物実験で報告されている。さらに、
臨床試験では、刺激中に網膜色素変性患者の
視力が回復し、その視力改善が数週間にわた
って持続することを見出している。これらの
可能性に関しては今後さらに検討する必要
があると考えられる。 
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