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研究成果の概要（和文）：本研究は、高度好塩菌より見出されたハロロドプシンを哺乳類に最適化し、網膜のOFF反応
を誘発するために利用することを目的とした。AAV2型ベクターを用いることによって、改変型NpHRを網膜神経節細胞に
導入することができた。しかし、光刺激によりOFF反応を誘発することができなかった。培養細胞を用いて、細胞内の
発現部位を調べたところ、小胞体に多く蓄積し、改変型NpHRの細胞膜移行性が悪いことが原因であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to utilize the halorhodopsin (NpHR) gene derived from 
Halobacterium salinarum for producing OFF responses in the photoreceptor degenerated retina. We modified 
the amino acid sequence of NpHR (mNpHR) to express it into a mammalian cell. The mNpHR expression was 
clearly observed in the retina after the AAV2 mediated mNpHR gene transfer. However we could not get the 
expected responses such as the light induced OFF responses. We investigated the localization of mNpHR in 
the cell. The mNpHR expression was mainly observed in the endoplasmic reticurum but not in the cell 
membrane.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
生来の視覚システムでは、光に対する応答

を作る ON 型、暗状態の応答を作る OFF 型が
存在し（その他 ON-OFF 型などもある）、コ
ントラスト強調などの機能的役割を担って
いる。当然のことながら、生来の視覚システ
ムでは、視細胞からの出力（双極細胞経由）
によって、神経節細胞の受容野が形成されて
いる。しかし、視細胞が消失して失明に至っ
た網膜にこの ON 型、OFF 型の受容野を創出す
るためには、直接、神経節細胞に ON あるい
はOFF反応を誘起するシステムを構築する必
要がある。 
我々はこれまでに、視神経を構成する神経

節細胞に ChR2 を導入することによって遺伝
盲ラットの視覚機能を回復できることを明
らかにし(Tomita H et al, IOVS, 2007; PLOS 
ONE, 2010; Exp Eye Res, 2011)、人への応
用に向け安全性研究を行っている(Sugano E 
et al, Gene Therapy, 2010；Isago H, J Mol 
Neurosci, 2012)。また、ChR2 の感受波長が
青色に限定されることに対して、ボルボック
ス由来のチャネルロドプシンを改変し、可視
光全域に波長感受性を持つ改変型ボルボッ
クス由来チャネルロドプシン-1（mVChR1）を
開発している（日米欧登録済み）。しかしな
がら、生来の視覚システムを考えた場合、単
に光感受性細胞を作り出すだけでなく、OFF
応答を示す網膜神経細胞も必要である（図 1）。 

図１ChR2 によって作られる視覚システム 
 
今回、ON 型反応を誘導するために、ChR2

遺伝子を用い、OFF 型の反応を誘導するため
に光活性化クロライドチャネル（NpHR）を利
用する。 
 
２．研究の目的 
高度好塩菌より見出されたハロロドプシ

ン（NpHR）は、光活性化クロライドチャネル
として機能することが知られている。これを
利用することによって特定の波長光でOFF反
応を模倣することができると思われる。しか
しながら、NpHR の哺乳類細胞での発現は細胞
毒性を示し、実用化には細胞毒性を低減させ
る必要がある。我々は NpHR を改変し細胞毒
性を示さない mNpHR を創出済みである。そこ
で、ChR2 と mNpHR を神経節細胞に導入し、照
射光の波長を変えることによって、ON および
OFF 反応を誘導することを試みた。 

 
３．研究の方法 
（１）血清型の異なる AAV ベクターの作製 
遺伝子導入に用いる AAV ベクターは、AAV ヘ
ルパーフリーシステムによって産生した。
AAV ヘルパーフリーシステムでは、目的遺伝
子を搭載したプラスミドベクターとAAVの複
製およびキャプシド遺伝子を持つ RC プラス
ミドとウイルス粒子産生に必要な遺伝子を
持つヘルパープラスミドの3種を共感染させ
ることによって、AAV を産生させた。 
 
（２）遺伝盲ラットへの遺伝子導入と導入効
率評価 
網膜変性症ラット（RCS ラット）の硝子体内
に各血清型の AAV-mNpHR を投与し、2 ヶ月後
に網膜伸展標本を作製した。眼球摘出の 1週
間前に上丘より蛍光色素 FluoroGold を注入
し、網膜神経節細胞を逆行性標識し、神経節
細胞への遺伝子導入効率を調べた。 
 
（３）視覚誘発電位測定 
AAV2-mNpHRをRCSラットの硝子体内に投与し、
遺伝子導入を行った。硝子体内投与 2カ月後
に、視覚誘発電位を測定した。 
 
（４）パッチクランプ法によるイオン電流の
測定 
HEK293 細胞に mNpHR 遺伝子を導入し、mNpHR
を恒常的に発現する細胞株を作製した。パッ
チクランプ法により、光誘発イオン電流を測
定した。 
 
（５）NpHR の再改変 
NpHR の細胞膜移行性を高めるために、NpHR
の N 末領域に Neuromodulin タンパク質の N
末２０アミノ酸をを付加した（N20-NpHR）。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝盲ラットへの mNpHR 遺伝子の導入
および視覚誘発電位測定 
AAV2 型、5型、DJ 型のベクターを作製し、RCS
ラットの網膜に遺伝子導入を行ったところ、
AAV2 型で最も高い導入効率が得られた。この
ため、視覚誘発電位測定には AAV2 型で遺伝
子導入を行った RCS ラットを用いた。網膜の
神経節細胞に、mNpHR の発現が確認されたも
のの、NpHR によって誘発される OFF 反応は認
められなかった。ｍNpHR の発現が網膜神経節
細胞で確認されたものの、その発現は細胞膜
および細胞質に顆粒状に観察され、細胞膜へ
の移行効率が悪いために反応が誘起されな
い可能性が考えられた。そこで、培養細胞を
用いて、発現部位を調べた。 
 
（２）培養細胞での発現部位同定とパッチク
ランプ法による光誘発電流の測定 
HEK293 細 胞 に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
AAV-mVChR1-Venus をエレクトロポレーショ
ン法により導入した。導入細胞における



mNpHR の発現を確認した後、小胞体を特異的
に染色する蛍光色素、Er-Tracker を培地中に
添加し染色を行った。細胞を固定後、共焦点
レーザー顕微鏡を用いて、mNpHR の細胞内の
局在を調べた。その結果、改変体においても、
依然として小胞体への蓄積が多く見られた。
パッチクランプ法による膜電流測定におい
ても、顕著な膜電流の増加は認められず、再
度、ミスフォールディングの原因等、小胞体
蓄積の要因を調べることとした。 
 
（３）NpHR の再改変 
小胞体タンパク質は、小胞体への移行シグナ
ルとして機能するシグナルペプチドが存在
する。これらの配列を検索した結果、これら
に完全に一致する配列は存在しないものの、
類似した配列をもつことが明らかとなった。
これらが、小胞体移行に関与するかについて、
変異体を作製し、パッチクランプ法とともに
検討する予定である。 
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