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研究成果の概要（和文）：チャネルロドプシン(ChR)は、緑藻類の一部が持つ、光を感じるための物質である。
当研究室では、この光感受性物質に遺伝的な操作を加え、視細胞変性網膜の神経節細胞に発現させることで視機
能回復を試みている。レチナール(RAL)はChRが光を受容するために必要な補因子であるが、視細胞変性網膜で
ChRを発現させるとRAL合成関連酵素遺伝子の発現が増加した。ミュラー細胞はこれらを多く含むため、網膜神経
節細胞へRALを供給する経路の一つと考えられる。また2つの異なるChRを同時発現させたラットにおいて、視覚
誘発電位応答がビタミンA投与により改善され、2つのChR間でのRALの競合が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Channelrhodopsin (ChR) is a photosensitive material that some green algae 
have. We have been researching the restoration of vision in blind rats with photoreceptor 
degeneration by transducing a genetically modified ChR into retinal ganglion cells. ChR needs 
retinal (RAL) as a cofactor to function in receiving light. RAL-related genes were upregulated in 
the photoreceptor-degenerated retina by ChR expression. We hypothesized that Muller cells plays some
 roles in RAL synthesis for supplying ChR because the RAL-related genes are in Muller cells. We 
observed that amplitudes of VEPs in rats expressing 2 different types of ChRs decreased compared to 
those in rats expressing a single ChR, and the decreased amplitudes were recovered by a vitamin A 
supplementation. These results indicated that RAL competition is caused by two different types of 
ChR.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜色素変性症は人口約5000人に一人が罹患しており、重篤な場合には失明に至る。治療法は未だ確立されてお
らず、難病に指定されている。当研究室では、開発したmVChR1を視細胞変性網膜の神経節細胞に発現させること
で視機能回復を試みている。チャネルロドプシン(ChR)は光受容のために補因子としてレチナール(RAL)を持つ。
今回、ChRを発現させた網膜はRAL合成関連酵素遺伝子の発現が増加していることがわかった。また二つの異なる
ChRを発現させたラットの視覚誘発電位が、ビタミンAの投与により改善することがわかった。このことから遺伝
子治療後のビタミンA投与により、視機能向上できる可能性が示唆された。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性症患者は、人口４０００～８０００人に１人と推定されている。重篤な場合は失

明に至り、中途失明原因の上位に位置する疾患である。多くの原因遺伝子が明らかにされており、
遺伝子治療や iPS 細胞を利用した臨床研究も進められてはいるが、未だ確立された治療法は無
い。当研究室では、緑藻類由来の光活性化陽イオンチャネル遺伝子を視細胞の変性により失明に
至った網膜の神経節細胞に導入することによって視機能を回復させることに成功している
(Tomita H et al, IOVS, 2007; PLOS ONE, 2010; Exp Eye Res, 2011)。しかし、第一世代型の ChR2 は
応答できる波長が青色領域に限定されるため、視覚が回復したとしても青色以外の物体を見る
ことができない。この問題点の解決に取り組み、緑藻類ボルボックス由来のチャネルロドプシン
遺伝子を改変し、多波長に応答する遺伝子(mVChR1)の開発に成功している（Tomita H, et al, 
Molecular Therapy, 2014; 日米で登録済み，2015 文部科学大臣表彰「研究部門」）。この mVChR1
を用いた遺伝子治療の一部の GLP 安全性試験は、橋渡し研究加速ネットワーク支援（AMED）
を受け研究室主導で行い、その後、アステラス製薬株式会社とライセンス契約を締結した。海外
においてはチャネルロドプシン類(ChR)を利用した視覚再生のための遺伝子治療はすでに臨床応
用されているものの、得られる解像度は①遺伝子導入効率に依存する、②生来の視機能に比べて
光感受性が低い、といった問題点が残されている。①遺伝子導入効率については、合成ペプチド
を添加することで AAV の感染効率を上昇させることに成功している(Tabata K, et al, BBRC, 2016)。
後者の②光感受性については、当研究室において２種類の波長特性の異なる ChR を動物に発現
させると単独発現の反応よりも劣ることがわかり(Sato M, et al, Sci. Rep, 2017)、同様にパッチク
ランプ法においても、一つの細胞に共発現させると応答が低くなること、さらに、この反応性の
低下は、レチナール(RAL)添加により回復することを見出している (Watanabe Y, et al, BBRC, 
2018)。実際、in vivo においても、RAL の投与により、視機能の向上が見られることを確認して
いる。従って、ChR の光感受性には発色団である RAL の供給が重要な役割を担っていることが
分かる。視細胞が変性・消失している網膜においては、生来のレチノイドサイクルは機能してお
らず、ChR を導入した神経節細胞への RAL 供給経路は不明であり、かつ充分量存在しているか
も不明である。 
 
２．研究の目的 
視細胞が変性・消失している網膜の、生来のレチノイドサイクルが機能していないにも関わら

ず、RAL を必要とする mVChR1 は機能している。mVChR1 の機能発現に必須である RAL の産
生経路およびその細胞を明らかにすること、また、RAL 投与により mVChR1 の機能を高めるこ
とができるか検証することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) mVChR1 遺伝子を AAV ウイルスに載せ、遺伝的盲ラットである RCSrdy/rdy ラットの硝子
体内に投与し 2 ヶ月以上経過すると、網膜神経節細胞の細胞膜へ mVChR1 が発現する。①基剤
のみ投与した RCSrdy/rdy ラット、②mVChR1 を発現させた RCSrdy/rdy ラット、③視細胞変性し
ない正常な網膜を有する野生型 RCS+/+ラット、④クラミドモナス由来 ChR2 を神経節細胞に発
現させたトランスジェニック(ChR2-TG)ラット、⑤ChR2-TG ラットに高照度光照射にて視細胞変
性処置をしたラット、⑥ChR2-TG ラットの基となった品種の Wistar ラットについて網膜の RAL
濃度を測定した。 
(2) (1)と同様に、mVChR1 遺伝子もしくは蛍光タンパク遺伝子のみを RCSrdy/rdy ラットに投与
し、①蛍光タンパク遺伝子を発現しているラット網膜と②mVChR1 を発現しているラット網膜、
および③未投与の野生型 RCS+/+ラット網膜を用いて、RNA-seq にて網羅的に解析した。 
(3) ChR2-TG ラットおよび Wistar ラットに MNU（N-methyl-N-nitrosourea）を腹腔内投与し、視
細胞変性を誘発 2 週間後、ERG にて反応消失を確認した。その後、mVChR1-mCherry もしくは
mCherry を投与し、2 ヶ月以上経過してから視覚誘発電位(VEP)を測定した。刺激光は 650nm、
525nm、465nm の 3 種類の波長を用い、各々の光強度は 20 / 80 /160µW/mm2の 3 段階とした。測
定ポイントは①ビタミン A 投与前②ビタミン A 投与後 1 日目③3 日目④7 日目の 4 点であった。 
 
４．研究成果 
(1)  RCSrdy/rdy ラットにおける①基剤群、②mVChR1 群での有意差は無く、同じく Wistar ラッ
トにおける⑥野生型と④ChR2 TG 群にも RAL 量に有意差は無かった。チャネルロドプシンの発
現による RAL 量は微量であり、検出できなかったと推察できる。一方、①基剤のみ投与した
RCSrdy/rdy ラット、②mVChR1 を発現させた RCSrdy/rdy ラット、⑤ChR2-TG ラットに高照度光
照射にて視細胞変性処置をしたラットの網膜は互いに同程度の RAL 濃度であり、一方③RCS+/+
ラット、④ChR2-TG ラット、⑥Wistar ラットの網膜がそれぞれ同程度の RAL 濃度であった。前
者の視細胞変性群（①②⑤）は後者の正常網膜群（③④⑥）の半分程度であり、正常網膜内の視
細胞に存在するロドプシンが大きく関わっていると考えられた。 



(2)  RNA-Seq による網羅的遺伝子発現解析を行い検討したところ、光エネルギーを用いて、
atRAL から 11cRAL に変換するRGR およびペロプシン、網膜における atROL の輸送を行う CRBP
において、②mVChR1 発現網膜は①蛍光タンパク遺伝子発現網膜と比較して、高い発現量を示し
た。また、③RCS+/+ラット網膜はここに挙げた遺伝子においては明らかに低い発現量であった。
②において、これらが高い発現量を示したことは mVChR1 へのレチナール供給を意味している
と示唆される。また視細胞が変性消失していることから、これら増加遺伝子群は主に網膜色素上
皮細胞およびミュラー細胞が有しているものと推察できる。 
(3) ChR2 および mVChR1 を両方発現している群のうち、緑光および青光の高輝度条件におい
てのみ、①ビタミン A 投与前に比べ、④投与後 7 日目で有意に高い振幅を示した（図 1）。 
 

  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この有意差があった光条件下での応答は、ChR2 単独発現しているラットと有意差は無かった
（図 2）。これまでに、異なるチャネルロドプシン（ChR）を二種類持つラットはそれぞれ 1 種
類ずつ有するラットに比べ、最大応答が低くなる傾向にあることを見出しており（論文発表済
み）、その低下の要因のひとつは発色団が不足する可能性を提唱してきた。以上の結果から、二
種類の ChR を有するラットでは、ChR 機能発現に必須のビタミン A の不足により RAL の競合
が起こったことで視覚誘発電位が低下し、ビタミン A の投与により機能が改善したと考えられ
た。 
 
視細胞変性網膜に mVChR1 を発現させることで、レチナールの合成が再活性化されているこ

とが明らかとなり、網膜神経節細胞への RAL 供給は網膜色素上皮細胞およびミュラー細胞が関
わっていることが示唆された。本年度行った 2 種類の異なる ChR を発現するラットの視覚誘発
電位から RAL の競合が考えられ、ビタミン A 投与により ChR 機能向上に寄与している可能性
があると考えられた。  
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図 1. 2 種類チャネルロドプシン発現ラット（ChR2+mVChR1）におけ

るビタミン A 投与前と 1 日後、3 日後、7 日後の視覚誘発電位の比較 

（光条件：650nm / 525nm / 465nm，20 / 80 / 160µW/mm2） 

ChR2+mVChR1_465nm

20 80 160
0

50

100

150

200

250
pre
1d
3d
7d

**

bar: SD
n=6
Dunnett's
Multiple
Comparison Test
 vs pre
ns: P>0.05
*: P<0.05stimulus intensity(W/mm2)

am
pl

it
ud

e(


V
)

図 2. ビタミン A 投与前と 1 日後、3 日後、7 日後における 2 種類チャ

ネルロドプシン発現ラット（ChR2+mVChR1）および単独チャネルロド

プシン発現ラット（ChR2）の視覚誘発電位の比較 

（光条件、左から：525nm,160µW/mm2/ 465nm,80µW/mm2/ 

465nm,160µW/mm2） 
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