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研究成果の概要（和文）：本研究はロドプシンP347LTgウサギ（Tgウサギ）という網膜色素変性のモデルウサギを用い
た。視細胞がほぼ消失した高齢のTgウサギに人工的に網膜剥離を作成し、網膜色素上皮のポンプ機能を検討した。網膜
下液は24時間で消失しておりポンプ機能は、正常と考えられた。また電子顕微鏡による形態観察でも高齢のTgウサギの
色素上皮の形態に異常が見られなかった。今回の結果は視細胞変性後でも網膜色素上皮の形態及びポンプ機能は保たれ
ていることを示していた。

研究成果の概要（英文）：In this study we used rhodopsin P347L transgenic (Tg) rabbits which are models of 
retinitis pigmentosa. We confirmed the full-field ERG of these Tg rabbit became non-recordable between 24 
and 36 months. We performed subretinal injection of PBS to these old Tg rabbits and created retinal 
detachment artificially. The subretinal fluied was resolved within 24 hours after injections and there 
were no difference in the recovery time of retinal detachment between Tg and control rabbits. Structures 
of RPE evaluated by transmission microscope showed no specific abnormalities compared to those of wild 
type rabbits. Our results indicated even after photoreceptor death the function of RPE were still 
preserved normally.

研究分野： 網膜変性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、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

因の上位である。現状では有効な治療法は

確立されてない。将来的には遺伝子治療、

iPS 細胞を使った網膜再生治療、人工網膜

などによって失明患者の視機能回復が目標

となっている。 

網膜色素変性は周辺部にある視細胞の杆

体の細胞死からはじまり、中心部にある錐

体細胞の視細胞変性が進行し視機能を失う。

しかし、その過程で様々な合併症を生じる。

その中でも黄斑浮腫は網膜色素変性患者の

10－30％程度の頻度で生じるとされてい

る。これにより患者は残った中心視野の機

能障害のため視力の低下を生じ、Quality 

of vision を悪化させるといわれている。こ

の黄斑浮腫の原因としては、視細胞に隣接

する網膜色素上皮の機能の低下によるとい

うのが一説である。そのため、色素上皮の

機能を向上させる目的で炭酸脱水素酵素阻

害薬の内服や点眼などがおこなわれ、黄斑

浮腫を減少させる効果があるとされている。

なぜ視細胞の細胞死によって網膜色素上皮

の機能低下が生じるか、なぜ黄斑浮腫が生

じるのかということに関してはまだ詳細が

不明である。 

２．研究の目的 

今回の研究では、名古屋大学で作成され

た網膜色素変性のモデルウサギである

P347LTg ウサギ（Tg ウサギ）を用いるこ

とにより、このウサギの網膜変性過程とそ

の網膜色素上皮の機能の解析を解析するこ

とを目標とした。ウサギを用いた理由はマ

ウスやラットでは研究しにくかった、網膜

の生体での観察が可能である光干渉断層計

（Optical Coherence Tomography;OCT）

を使った画像検査による経過観察が容易で

あること、手術などの外科的処置のしやす

さという利点を生かすためである。今回は

この Tg ウサギの網膜の機能の長期経過を

観察し今まで報告のなかった生後一年を経

過したウサギの網膜機能を網膜電図で評価

した。また同時に網膜機能の局所性を確認

するために局所網膜電図を用いて、網膜機

能の局所性を評価した。最後にＴｇウサギ

の網膜機能が消失したと考えられる部位に

外科的に網膜剥離を作成し、その回復過程

をみることにより網膜色素上皮のポンプ機

能を評価した。 

 
３．研究の方法 
(１) Ｔｇウサギの網膜局所機能 

ロドプシン P347LTg ウサギ（Tg ウサギ）の

ダッチ種を用いてその変性過程において網

膜の部位による変性の程度の差を局所ＥＲ

Ｇにて検討した。今回は、錐体系と杆体系

の両方の局所ＥＲＧを記録した。今までウ

サギの局所ＥＲＧを記録したという報告が

なかったため、局所ＥＲＧを記録する条件

を検討した。局所ＥＲＧの刺激範囲は通常

の臨床で比較的よく用いられる直径１５度

とした。局所性が保たれているかの確認に

は、網膜光凝固にて網膜変性部位を作成し、

その部位の光刺激では局所ＥＲＧが記録で

きないことによって確認した。記録条件は、

今回の検討の結果杆体系の局所ＥＲＧは 3 

phot cd/m2 で 10 ms、錐体系の局所ＥＲＧ

は 3 0phot cd/m2で 100 ms で記録すること

が最適条件であることが分かった。局所Ｅ

ＲＧは 3か月、6か月、12 か月で正常ウサ

ギ、Tg ウサギ各６匹から記録した。ウサギ

では網膜の視細胞密度が高いとされる、視

神経乳頭下方の visual streak の中心とそ

の周囲4か所の計5か所を15度の円形刺激



を用いて記録した。 

(２) Tg ウサギの網膜機能の長期経過 

Tg ウサギ 22 羽を全視野網膜電図にてその

振幅の経過を観察した。ウサギはアルビノ

であるニュージーランドホワイト種を利用

した。全視野網膜電図は 12 か月の時点で杆

体機能は、ほぼ消失していると以前に報告

されていたため、今回は全視野錐体網膜電

図にて経過を観察し、生後どのくらいの月

例で網膜電図が消失するかを検討した。 

 

(3) Ｔｇウサギの網膜色素上皮の機能評

価 

ウサギに全身麻酔を行った後、顕微鏡下に

リン酸緩衝液（ＰＢＳ）をⅠ00マイクロリ

ットル網膜下に注入し網膜剥離を作成した

。その直後よりＯＣＴにて網膜剥離の状態

を確認することにより、網膜下液の吸収を

検討し、網膜色素上皮のポンプ機能を検討

した。Ｔｇウサギ4眼、ＷＴ3眼の検討した

。Ｔｇウサギの検討には網膜電図が消失し

たものを使用した。網膜色素上皮の機能は

アルビノウサギであるニュージーランドホ

ワイト種と有色家兎であるダッチウサギを

使用した。また、電子顕微鏡を用いて高齢

Tgウサギの透過型電子顕微鏡による網膜色

素上皮を含む網膜断層像の検討を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 

Tg ウサギの網膜局所反応  

暗順応下で杆体系の局所ＥＲＧはすべての

部位で反応はなかった。このことは、比較

的早期から、杆体は変性を起こしているこ

とが推測された。明順応下の局所ＥＲＧは

、図2に示すようにすべての部位で時間の経

過とともに局所網膜電図のb-waveの振幅は

小さくなっていったが、b-waveの振幅は

visual streakと呼ばれる図でCに相当する

部位の中心が最も振幅が小さく、網膜変性

が中心でより進んでいることを示唆してい

た。また律動様小波は図1でＡにあたる視神

経乳頭の上方で大きくなっており、このこ

とは視細胞の変性に伴い、その内層の変化

は網膜部位によって異なることを示唆して

いた。組織学的な検討では、律動様小波が

大きくなっていたvisual streak上方のＡ

の部位に網膜内層の厚みに変化はなく、こ

の網膜電図の変化に伴う組織学的な変化は

見られなかった。以下に局所ＥＲＧの記録

部位(図１)とＴｇウサギの生後3か月、6か

月、12か月の代表波形と正常ウサギの3か月

の波形(図2)を示す。12か月齢で局所ＥＲＧ

はほぼ記録されないのが分かる。また、図3

に局所網膜電図の各成分の振幅を示した。

 

図1 ウサギ網膜と局所網膜電図の記録部

位 

 

 
図2 生後3か月の野生型と生後3，6，12か



月の各局所網膜電図の代表波形局所ＥＲＧ

は早期から振幅の低下を示している。 

 

 

図３ 局所網膜電図のb波と律動様小波の振

幅。Ａの部位で他の部位に比べて有意に律

動用小波が大きい。 

 

(2) Tgウサギの全視野網膜電図の経過 

ウサギ22羽を検討したところ、網膜電図が

約24か月で消失するＴｇウサギが出現し、

生後36か月では全てのウサギのＥＲＧが消

失した。すなわちこのウサギは生後36カ月

までにほぼ錐体視細胞の機能が消失するこ

とが分かった。 

 

(3) 網膜色素上皮の機能評価 
網膜電図が消失したＴｇウサギ4眼、ＷＴ3

眼の検討では、図4に示すように、両者とも

網膜下液は翌日にほぼ消失しており、両群

に差はみられなかった。このことから、視

細胞の変性が進行し、視細胞がほぼ消失し

た状態でも色素上皮のポンプ機能は保たれ

ていることが考えられた。ただし、網膜色

素変性患者では視細胞が変性してからはよ

り長期になるため今回の結果からすぐに網

膜色素上皮の機能が保たれているとするこ

とはできないが、少なくても視細胞が消失

してもある程度の期間は網膜色素上皮の機

能は保たれていることが分かった。網膜色

素上皮のポンプ機能はアルビノウサギであ

るニュージーランドホワイト種とダッチ種

で相違はなかった。 

図4 網膜下液の吸収機能 

Ｔｇウサギの網膜下にＰＢＳを注入し投与

後直後（上）と投与後24時間のＯＣＴ像。

投与直後確認できた網膜剥離は24時間後（

下）にはほぼ消失した。 

また、電子顕微鏡による観察では網膜色素

上皮の明らかな形態の異常はなかった。 
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