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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、1.皮質への遺伝子導入法、2.導入効率の高いアデノ随伴ウイルスベクターの血

清型の決定、3.導入後の光反応性について調べた。AAV2 型に比べ AAV5 型で導入効率が高いこ

とが明らかとなったが、広範囲に遺伝子導入するためには更なる工夫が必要であると考えられ

た。また、プロモーターの種類により、光反応性が異なり、脳光刺激型人工視覚を成功させる

ためには、最適なプロモーターを検索する必要があると思われた。 

  

研究成果の概要（英文）： 

The transduction efficiency to the cortex using AAV type 2/5 was higher than that 

using AAV2/2. However we could not succeed to transfer to the broad area. It was 

limited to the only injection site. We tested two types of AAVs including a CAG or 

CaMKII promoter. Different light responsivities elicited by ChR2 transferred cortex 

were recorded depending on the promoter the AAV included. These results indicated 

that it is important to choose appropriate promoter to transfer a gene into the cortex.     
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１．研究開始当初の背景 

失明に対する視機能再建方法として、世界

的に人工網膜（機械の眼）が研究されている。

一般的な人工網膜の形態は、眼内に設置し、

画像情報に基づいて残存する網膜細胞を電

気的に刺激し、脳へ視覚情報を伝達する仕組

みである。この脳への情報伝達は網膜に残存

する神経節細胞（視神経）を介して行われる

ために、神経節細胞の変性による失明、ある

いは外傷による失明は適応外である。これら

の失明原因に対する視覚再建法として、視覚

野を直接電気的に刺激する、脳刺激型の人工

視覚が研究されているが、普及するに至って

いない。網膜神経節細胞の変性に代表される
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失明を来す疾患として、緑内障が挙げられ、

糖尿病網膜症と並んで、中途失明原因の上位

に位置する。    
 これまでに我々は、視細胞（光受容細胞）
の変性による失明に対する視機能再建の方
法として、ChR2 を神経節細胞に導入する視
覚再生方法を検討し、遺伝盲ラットの視機能
を回復できることを電気生理学的(Tomita H., 

et al., 2007,IOVS, 特許)、行動学的(Tomita H., 

et al., Exp. Eye Res., 2010）に明らかにして
いる。この方法では、1 回の眼内注射で約３
０万個（３０万画素）の神経節細胞が光受容
細胞として機能し、現在、臨床研究が行われ
ている人工網膜の最大１０００画素に対し、
遥かに高い解像度が期待される。また、ChR2

が網膜神経節細胞に特異的に発現するトラ
ンスジェニックラットを用いた研究で、
ChR2 によって得られる視覚は、感受波長領
域である青色に限定すると、正常網膜と同等
の空間周波数特性を持つことを報告してい
る（Tomita H., et al., 2009, PLoS ONE,一般科
学雑誌 NEWTON2 月号）。しかしながら、こ
の方法による視覚再生法は、神経節細胞が残
存していることが必須条件であり、上述した
ような神経節細胞変性による失明には適応
できない。失明原因の上位に位置する緑内障
などの神経節細胞変性よる失明に対する視
覚再生法を開発する必要がある。 

 

２．研究の目的 

緑藻類クラミドモナスより単離されたチ
ャネルロドプシン-2（ChR2）は、発色団とし
てレチナールを有し、540nm 以下（青色）の
光に反応し、細胞内に陽イオンを透過させる
光受容陽イオン選択的チャネルとして機能
することが知られている。「光受容 + 陽イ
オンチャネル」という特性から、神経細胞に
発現させた場合、単一の分子の働きで光情報
を電気信号に変換することが可能である。本
研究では、一次視覚野に ChR2 遺伝子を導入
し、視覚野を直接、映像で刺激するという全
く新しい脳刺激型人工視覚装置の基礎を築
くことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

研究は以下の 3 課題を行った。 

（１）視覚野への遺伝子導入技術の開発 

（２）性質の異なるプロモーターを持つアデ

ノ随伴ウイルスベクターの作製  

（３）光反応性評価 

実験には、遺伝的に視細胞変性を来す遺伝盲
ラット（Royal College of Surgeons; RCS）
を使用した。 

皮質に広範囲に遺伝子導入を行う目的で、厚
膜を剥離し、ウイルスベクター溶液を散布し

遺伝子導入を行う手法とマイクロシリンジ
で注入する方法を試みた。また、アデノ随伴
ウイルスの血清型は 2 型と 5 型を使用した。 
また、上丘への遺伝子導入も試みた。 
遺伝子導入の確認は蛍光顕微鏡を用いた、
ChR2のC末に融合した蛍光タンパク質の発現
を指標にした。また、光反応性について、直
接遺伝子導入部位に、468nm の LED を照射し
瞳孔反射を調べた。 
 
４．研究成果 
アデノ随伴ウイルスベクター2 型、および

5 型を用いて、注入による遺伝子導入法を検
討したところ、両ウイルスで遺伝子の導入が
確認された。導入効率は 5型の方が高いこと
が確認された。一方、皮質の広い範囲に導入
するために、厚膜を剥がし、ウイルス液を散
布した。しかし、この方法では皮質に遺伝子
を導入することができなかった。CAG ではな
く CaMKII プロモーターを用いた場合にわず
かに瞳孔反射が確認された。しかし、その発
現効率は CAG プロモーターを用いた場合の方
が高く、導入効率とその反応は必ずしも一致
しなかった。 
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