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研究成果の概要（和文）：アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）へ改変型ボルボックス由来チャネルロドプシン1遺伝子
(mVchR1)、並びにハロロドプシン遺伝子(NpHR) を挿入し、発現ベクターを作製した。キャプシドタンパク質を改変し
たAAV2M型は高い発現効率をもたらした。NpHRはタンパク質発現が低いことが分かり、その膜移行配列を改変し機能を
調べた。しかし、in vivo, in vitro共に大きな改善は見られなかった。そこでタンパク質の三次元構造のモデリング
を行ってきた。その過程において、イオンを細胞膜に透過させる経路にも問題があり、イオン透過率、すなわちチャネ
ルとしての機能が低いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Modifierd vorvox derived channelrhodopsin-1 (mVChR1) or halorhodopisin(NpHR) gene 
was inserted into adeno-associated virus vector (AAV), and capsid modified AAV2 was most efficient vector 
for retinal ganglion cells. However, NpHR was low expression in mammalian cells by AAV gene transfer. We 
modified the transmembrane signal of NpHR {m(em)-NpHR}, however, there was not sufficient to improve the 
expression and function compared to that of ChR2 protein in vivo and vitro. We also studied about the 
3-dimentional structural analysis of protein on data base, these analyze indicated that there might be a 
problem in the pathway of the ion and result in low light sensitivity.
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性症は近年、多くの原因遺伝子
が同定されている。しかしながら、その種類
が多く、遺伝子治療のターゲットとしては、
開発が困難であった。一方、網膜色素変性症
の治療法はなく、経過観察が行われているの
みである。本疾患は失明原因の上位に位置し、
厚生省特定疾患に指定されている。本疾患に
より視細胞変性が進行すると失明に至るが、
近年の研究で、視細胞変性後も神経節細胞を
はじめ多くのニューロンは残存し、視神経が
十分機能することが明らかにされている。 
 我々はこの「残存する神経節細胞に ChR2
遺伝子を発現させ、光受容能を賦与する」と
いう方法で視覚再建に取り組んできた。そし
て視機能を回復できることを電気生理学的、
行動学的に明らかにした。(Tomita et al., 
IOVS, 2007) 
 しかし、ChR2 の感受波長域が 460nm を
ピークとして、540nm以下であることから、
ChR2 を用いた視覚再建では赤色方の視覚情
報を得ることができない。そこで、我々は新
規に赤方型チャネルロドプシン(mVChR1)を
作製した。（Tomita et al., Mol Ther. 2014） 
 
２．研究の目的 
 網膜には従来、光情報を得た時に反応する
ON 型網膜神経節細胞、と光情報が消滅した
時に反応するOFF型網膜神経節細胞がある。
しかしながら、我々が研究を行っている視覚
の再建方法では、チャネルロドプシン遺伝子
が組み込まれた網膜神経節細胞は全てON型
網膜神経節細胞と同様の機能を持つため、ヒ
トが持つ高度な視覚機能に比較し劣るもの
であると推察される。そこで、オプトジェネ
ティクスを用いて、ON 型神経節細胞と共に
OFF 型神経節細胞の反応を創出することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
網膜神経節細胞に遺伝子を導入するため
のベクターとして、アデノ随伴ウイルスベク
ター（AAV)を用いた。このベクターに更に細
胞への透過性を改善する目的でキャプシド
タンパク質をコートする遺伝子変異を与え
（AAV2M）、網膜神経節細胞へ透過性を高め
た。OFF応答を得るために、光を受容し陰イ
オンを取り込む NpHR 遺伝子をこのウイル
スベクターに組込み（AAV2M-NpHR）細胞
にこの遺伝子を導入し、パッチクランプ法に
て NpHR の光受容機能を調べた。また、
NpHR を本来発現すべき細胞膜に局在させ
るための改変を行った。この m(em)-NpHR
についてもパッチックランプ法で機能を調
べた。 

in vivo 実験では、 AAV2M-ChR2 と 
AAV2M- m(em)-NpHR を混合で硝子体に投
与し、その網膜での発現について調べた。 
 
４．研究成果 

 AAV2M 型は、正常ラット及び網膜変性ラ
ット（RCSラット）で従来の AAV2型に比較
し、網膜全域への広い発現が確認できた。ま
た、網膜神経節細胞へも高い親和性が確認さ
れた。 
 NpHR は光に対する応答性が弱く、また、
細胞での発現が弱く、タンパク質の局在にも
問題が認められた。そこで本来の発現すべき
領域である細胞膜に発現させるため、膜移行
配列を組み込んだ。その結果、細胞内での発
現を高めることができた。しかしながら、そ
の発現改善は十分ではなく、発現量は、ChR2
等の膜タンパク質を発現させた場合と比較
し、低いことが認められた。 

AAV2M-ChR2 と  AAV2M-m(em)-NpHR
を混合で硝子体内に投与し、発現を調べた結
果、m(em)NpHRは ChR2に比較し顕著に低
い発現であった。また、視覚誘発電位測定に
おいては AAV2M-ChR2単独投与群と比較し、
AV2M-ChR2と AAV2M-m(em)-NpHR混合
投与群において変化が見られなかった。 
パッチックランプ法で解析した結果でも、

AAV2M-m(em)-NpHR は光応答性が ChR2
と比較し顕著に低いことが認められた。 

NpHR はバクテリア由来の遺伝子であり、
哺乳類で発現させることが困難であった。遺
伝子改変により、細胞膜での発現を高めるこ
とができたが、そのタンパク質発現も ChR2
と比べ、低いものであった。そこで NpHR
の局在を更に改善させるため、タンパク質の
三次元構造のモデリングを行ってきた。その
過程において、イオンを細胞膜に透過させる
経路にも問題があり、イオン透過率、すなわ
ちチャネルとしての機能が低いことが分か
った。 

NpHRは、神経細胞に光に対して OFF応
答を起こすタンパク質として重要である。本
遺伝子を改変できればオプトジェネティク
スとして、重要なツールとなり得る。今後は、
タンパク質としての立体構造検討から、光応
答性を高める検討も行いたい。 
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