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動物モデルは，疾患の病態の理解や新たな治療法の開

発に重要である．さまざまな自然発症あるいは遺伝子操

作による動物モデルがこれまで研究されてきた．動物モ

デルの視機能を評価する際には，網膜の他覚的な層別解

析ができる網膜電図(ERG)はきわめて有用な検査法で

ある．我々は，ERGを用いてさまざまな網膜および視

神経疾患の動物モデルの視機能を解析してきた．

まず，マウスの錐体 ERGにおける ON経路と OFF

経路の関与を研究する目的で，代謝型グルタミン受容体

(mGluR 6)欠損マウスの ERGを調べた．このマウスの

ERG の特性と cis-2,3 piperidine dicarboxylic acid

(PDA)の眼内注射の影響を調べることによって，マウ

スの錐体 ERGには OFF経路よりも ON経路の関与の

方が大きいことが分かった．また，ピカチュリン欠損マ

ウスの ERGでは，a波は正常である一方，b波の潜時

が著しく遅延しており，このマウスでは視細胞から双極

細胞への伝達に異常があることが示唆された．

我々はまた，bacterial artificial chromosome(BAC)

遺伝子改変技術を用いて，ウサギの網膜色素変性(RP)

モデルであるロドプシン P347L トランスジェニック

(Tg)ウサギを作製した．このウサギは杆体優位の進行

性網膜変性を起こし，視細胞の変性の度合いには著しい

部位的な違いがあることが分かった．このウサギの ERG

は週齢とともにすべての成分が減弱したが，b波よりも

a波の方がより障害されており，律動様小波(OPs)がす

べての成分の中で最も保たれていた．興味深いことに，

若い Tgウサギの OPsは同じ週齢の野生型ウサギより

も有意に大きかった．薬理学的な実験により，若い Tg

ウサギにみられるこの大きな OPsは，網膜内層の二次

的機能変化に起因していることが示唆された．このよう

な OPs の増大現象は，実際の RP 患者の黄斑部局所

ERGでもみられた．

また我々は，青色背景光下に赤色スポット刺激を用い

て，アカゲザルの黄斑部から局所の photopic negative

response(PhNR)を記録することに成功した．局所 Ph-

NRの振幅は，黄斑部では a波や b波の振幅と比較して
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大きいことが分かった．また，PhNRの振幅は黄斑部

で耳側よりも鼻側で大きく，また下側よりも上側で大き

かった．サルの眼内に tetrodotoxin(TTX)を注射する

ことによって，PhNRのこのような非対称は網膜内層

に存在する TTX感受性スパイクニューロンの活動性の

違いによるものであることが分かった．

このように，ERGはさまざまな動物モデルの視機能

解析にきわめて有用であった．(日眼会誌 114：248―279，

2010)

キーワード：網膜電図，動物モデル，トランスジェニッ

ク，ウサギ，サル

Investigations of animal models with diseases

found in humans are important to the understanding

of their pathophysiology and for developing new

treatments. Both naturally occurring and genetically-

manipulated animal models of human retinal and

optic nerve diseases have been studied in this manner.

Electroretinography(ERG) is valuable for the evalu-

ation of the visual function of animal models, because

a layer-by-layer assessment of the retina can be done

objectively. We used ERGs to analyze the visual

functions of animal models of human retinal and and

optic nerve diseases.

To investigate the contribution of the cone ON- and

OFF-pathways to the mouse photopic ERGs, we

studied the properties of the photopic ERGs of

metabotropic glutamate receptor subtype 6-deficient

mice. The results of the ERG and the effect of an

intravitreous injection of cis-2,3 piperidine dicarbox-

ylic acid(PDA) in these mice suggest that the con-

tribution of the post-synaptic ON-pathway to the

photopic ERG of mice is larger than that of the OFF-

pathway. The ERGs of pikachurin-deficient mice had

normal a-waves with severely delayed b-waves,

indicating that the signal transmission from the

photoreceptors to the bipolar cells was impaired in

these mutant mice.

We also generated a rabbit model of retinitis

pigmentosa (RP), the rhodopsin P347L transgenic

(Tg) rabbit, by using bacterial artificial chromosome

(BAC) transgenesis. These rabbits showed a rod-

dominant, progressive retinal degeneration with

marked regional variations in the loss of photorecep-

tors. All ERG components of the Tg rabbits de-

creased progressively with the a-waves more affected

than the b-waves, and with the oscillatory potentials

(OPs) the best preserved. Interestingly, the OP

amplitudes of young Tg rabbits were significantly

larger than those of wild-type rabbits. Pharmacologi-

cal experiments showed that the significantly larger

OPs in young Tg rabbits resulted from secondary

alterations in the inner retinal function. This type of

supernormal OPs has also been observed in the focal

macular ERGs of some RP patients.

We succeeded also in eliciting focal photopic

negative responses (PhNRs) from the macula of

rhesus monkeys with a red stimulus spot on a blue

background illumination. The amplitudes of the focal

macular PhNRs were relatively large when compared

to those of the a- and b-waves. We found that the

PhNR of the upper macular area was significantly

larger than that of the lower macula, and the PhNR of

the nasal macula was significantly larger than that of

the temporal macula. Results of intravitreal injection

of tetrodotoxin(TTX) in monkeys suggest that these

asymmetries of PhNR are mainly caused by TTX-

sensitive spiking neurons of the inner retina.

Thus, ERGs have proven to be quite useful for

objectively studying the visual functions in various

animal models of human retinal and optic nerve

diseases.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

114：248―279, 2010)

Keywords：Electroretinogram(ERG), Animal mod-

el, Transgenic, Rabbit, Monkey
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Ⅰ 緒 言

網膜電図(electroretinogram：ERG)は，眼科臨床に

おいて網膜機能を他覚的に評価することができる重要な

検査である．夜盲や昼盲を来す網膜疾患の診断，中間透

光体の混濁例に対する網膜機能測定，網膜血行異常や網

膜虚血の評価，原因不明の視機能障害の診断，さらに小

児の網膜機能判定などの際には ERG は欠かすことがで

きない．従来の全視野 ERG 検査では，a 波，b 波，律

動様小波(OPs)の 3 つの成分が主に評価の対象とされ，

杆体成分と錐体成分を分離して記録する方法が一般的で

ある1)
．最近ではこれに加え，網膜局所の電気反応を記

録する局所 ERG2)〜4)や多局所 ERG5)〜7)，網膜内層機能を

反映するパターン ERG8)9)や photopic negetive response

(PhNR)10)11)，青錐体の機能を反映する S-cone ERG12)13)

など，目的に応じてさまざまな種類の ERG を得ること

が可能になってきている．

これに対して基礎研究の領域では，ERG は自覚的な

検査が困難な動物モデルにおける視機能検査として長い

歴史がある．ERG が網膜機能測定に使用される動物種

は多岐にわたり，メダカ，マウス，ラット，ハムスター，

ウサギ，ネコ，イヌ，ブタ，サルなど実にさまざま14)15)

であるが，動物種は異なっていても ERG の基本的な波

形や特性は類似している点は興味深い．

動物モデルに ERG が使用される場合は，主に以下の

3 つである．まず，ある動物モデルに網膜や視神経の機

能異常があると考えられた場合に，その程度と経過を知

る目的である．このような動物モデルには，自然発症の

ものと遺伝子改変を行ったものの両方が含まれる．例え

ば網膜変性のモデル動物を作る目的でマウスの遺伝子を

改変した場合，本当にそのマウスが進行性の網膜機能障

害を有しているかどうかは組織学的評価とともに ERG

を用いて証明するのが普通である．第 2 の目的は，網膜

内における役割がまだよく知られていない遺伝子の機能

を研究するために，その遺伝子を改変(欠損)させた動物

を作製し，その動物から ERG を記録することによって

遺伝子の機能を推定するというものである．例えば

NRL遺伝子を欠損したマウスから ERG を記録するこ

とによって，この遺伝子が視細胞の運命決定に重要な役

割を果たすことが分かった例16)などはこれにあたる．第

3 の目的は，既に網膜や視神経疾患の動物モデルとして

確立されているものに対して何らかの治療を試み，その

治療が奏功しているかどうかを ERG を用いて確認する

というものである．このような場合には，やはり組織学

的評価と ERG による機能評価の両方で評価することが

基本となっている．このように，網膜・視神経疾患の基

礎研究領域において動物モデルに ERG が施行される機

会は非常に多い．

本稿では，我々が網膜および視神経疾患の動物モデル

に対してこれまで取り組んできた ERG解析について示
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図 1 野生型マウス(mGluR6
＋/＋
)とmGluR6欠損マウス(mGluR6

−/−
)の錐体網膜電図(ERG)の波形．

4段階の刺激強度で記録された波形が示されている．左から順に，野生型マウスの波形，mGluR6 欠損マウ

スの波形，両者の重ね合わせ，両波形の差(野生型マウス−mGluR6 欠損マウス)．mGluR6 欠損マウスの錐

体 ERG では，a 波の後に早期の陽性成分(矢印)と後期の緩徐な陽性成分(＊印)の 2 つの陽性成分がみられ

た．

(文献 22 の図を許可を得て転載)



平成 22 年 3 月 10 日 動物モデルの網膜電図・近藤 251

50 msa－wave

Wild－type Pikachurin KO

Scotopic ERGs

b－wave

200μV

50
（ms）－5.0 －3.0

Stimulus intensity（log cd－s/m2）

Scotopic ERG
b－wave implicit time

－1.0 1.0

100

150

200

250

0
1.0

－1.0

－3.0

－5.0

（μV）－5.0 －3.0
Stimulus intensity（log cd－s/m2）

S
tim
ul
us
 in
te
ns
ity（
lo
g 
cd
－s
/m
2 ）

Scotopic ERG
b－wave amplitude

－1.0 1.0

200

400

600

800

1000

＊

＊

A B C

＊
＊

＊
＊

図 3 暗順応下で記録したピカチュリン欠損マウスの網膜電図(ERG)所見．

A：野生型マウス(wild-type)とピカチュリン欠損マウス(pikachurin KO)の ERG 波形が示されている．B：

両マウスの暗順応下 ERG b 波の刺激―振幅曲線． � ：野生型マウス， ▲ ：ピカチュリン欠損マウ

ス．C：両マウスの暗順応下 ERG b 波の刺激―潜時曲線．ピカチュリン欠損マウスでは，a 波は正常である

が，b 波の潜時が遅れており，また弱い刺激強度における b波振幅が野生型マウスに比べて低いことが分か

る．＊：p＜0.05.

(文献 26 の図を許可を得て転載)
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図 2 野生型マウス(mGluR6
＋/＋
)とmGluR6欠損マウス(mGluR6

−/−
)の錐体網膜電図(ERG)における cis-

2,3 piperidine dicarboxylic acid(PDA)の効果．

野生型マウス 1匹における結果を上段に，mGluR6 欠損マウス 3匹における結果を下段に示す．硝子体内

に生理食塩水を注入した結果を左列に，PDA を注入した結果を中列に，両者の差を右列に示した．

mGluR6 欠損マウスの波形から PDA を作用させた後の波形を差し引くことによって，マウス錐体 ERG

におけるOFF経路成分を抽出することができる(右列)．

(文献 22 の図を許可を得て転載)



す．特に，①マウスから記録する ERG，②トランスジ

ェニック(Tg)ウサギの作製とその ERG解析，③サル

を用いた新たな ERG 成分の証明，の 3項目を中心に述

べる．本論文における動物実験では，常に倫理的問題に

配慮し，動物の苦痛が最小限となるように工夫して行っ

た．

Ⅱ マウスから記録するERG

�．マウスの重要性

マウスは，実験動物として現在最もよく使用されてい

る動物である．小型哺乳類で繁殖が容易であり，全ゲノ

ム配列が決定されていて遺伝子改変動物の作製法も確立

されている．網膜や視神経疾患の動物モデルにおいても

マウスは中心的な役割を果たしており，原因遺伝子が特
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図 4 Bacterial artificial chromosome(BAC)相同組換え法を用いた，ウサギ遺伝子の改変．

A：今回用いた，ロドプシン遺伝子の全長を含んだウサギ BAC クローン．ロドプシン遺伝子(Rho)の前後

の遺伝子(WDR10 と PLXND1)を確認することで，この BACがロドプシン遺伝子の全長を含んでいること

が確認された．B：改変された BAC遺伝子．相同組換えにより，exon 5(Ex 5)に Pro347Leu遺伝子変異が

導入されている．C：BAC のシークエンス解析の結果により，確かにロドプシン遺伝子に P347L 変異が導

入されていることが確認された．

(文献 35 の図を許可を得て転載)



定されている遺伝性網膜・視神経疾患では，ほとんどの

疾患に対するマウスモデルが存在しているほどである．

また，マウスの ERG 波形はヒトのそれと比較的よく似

ており，マウスから得られる ERG の結果を実際の患者

の ERG と比較して解釈できる利点も大きい．ここで

は，2種類の遺伝子改変マウスの ERG解析から得られ

た知見について述べる．

�．mGluR6欠損マウスの錐体 ERG解析

哺乳類の網膜では，杆体視細胞は ON型双極細胞の

みと連結し，錐体は ON型双極細胞と OFF 型双極細胞

という 2種類の二次ニューロンとシナプスを形成してい

る17)18)
．mGluR6 欠損マウスは，ON型双極細胞のシナ

プスに発現している代謝型グルタミン受容体(mGluR6)

の機能を欠損させたマウス19)であり，完全型先天停在性

夜盲20)21)の動物モデルとして知られている．

このmGluR6 欠損マウスの ERG に関しては，これま

で主に杆体 ERG に関する研究が行われてきた．mGluR6

欠損マウスの杆体 ERG では，視細胞の機能を反映する

a波は正常であるが，杆体経路の二次ニューロンである

ON型双極細胞の機能を反映する杆体 b波はまったく記

録されない19)
．しかしながら，このマウスの錐体 ERG

の波形を詳細に研究した報告はない．錐体系回路におい

て ON経路が欠損して OFF 経路のみとなったマウスの

ERG の波形変化を研究することは，動物モデルとして

よく使用されるマウスの錐体系機能を知るうえできわめ

て興味深い．そこで今回は，mGluR6 欠損マウスの錐体

ERGの特性を研究し，マウスの錐体 ERGに対する錐体

視細胞，ON経路，OFF 経路という 3 つの構成成分の

関与について調べた22)
．

この研究では，野生型マウスと mGluR6 欠損マウス

／ ／に 70 mg／kg のケタミンと 14 mg／kg のキシラジンを筋

注して全身麻酔を行った．ERG の刺激には Ganzfeldド

／ームを用い，錐体 ERG の記録には，1.3 log cd／m2の白

色背景光下で 10 分間明順応した後，最大刺激光 1.0 log

／cd-s／m2を 0.6 log 間隔で変化させて記録した．

野生型マウスと mGluR6 欠損マウスから記録した錐

体 ERG の波形を図 1 に示す．野生型マウスと比較する

と，mGluR6 欠損マウスの錐体 ERG は b 波の振幅が小

さく，野生型マウスの b 波振幅の 35％程度であった．

このmGluR6 欠損マウスにみられる b波は，a 波の後に

続く小さな陽性波(矢印)と，それに続く緩徐な陽性波

(＊印)の 2 つの成分から構成されていた．一方で錐体

ERG の a 波振幅は野生型マウスよりも mGluR6 欠損マ

ウスの方が大きく，野生型マウスの約 180％であった．
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図 5 トランスジェニック(Tg)ウサギ作製に用いた変異遺伝子とサザンブロット解析の結果．

A：今回我々が作製した，遺伝子変異を含んだ bacterial artificial chromosome(BAC)．我々が用いた BAC

(＊印)は，約 150 kb であることが分かった．B：6つの異なるラインのTgウサギのサザンブロット解析の

結果．変異遺伝子の発現量が異なる 6つのラインの結果が示してある．この中のライン 7を主に研究対象と

した．なお，ライン 16 は変異遺伝子が 2箇所に挿入されたダブルコピーラインであったため，さらに 16-a

と 16-b の 2 つのラインに分離した．
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図 6 ライン 7のトランスジェニック(Tg)ウサギの光学顕微鏡による網膜組織所見．

A：野生型(WT)ウサギとTgウサギのさまざまな週齢における網膜組織．視神経乳頭を通る垂直断面における網膜中心部(visu-

al streak)の組織が示されている．週齢が進むほど，網膜外層の厚みが減少している．B：各週齢における，網膜中心部の外顆粒

(ONL)層の厚み(mm)の変化． � ：野生型ウサギ， ▲ ：Tgウサギ(ライン 7)．C：網膜の 3 つの部位〔背側(dorsal)，

中心部(visual streak)，腹側(ventral)〕による組織所見の違い．WTウサギでは中心部(visual streak)の外顆粒層が最も厚いが，

Tgウサギでは逆にこの部位が周辺部よりも薄い．D：視神経乳頭を通る垂直断面の網膜組織における，外顆粒層の厚みのプ

ロット．生後 12週のウサギにおける結果(n＝5)が示されている．ONH：視神経乳頭． � ：野生型ウサギ(12週)， � ：

Tgウサギ(ライン 7，12週)．
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しかしながら，錐体視細胞の機能を直接反映している a

波の落ち始めの成分(leading edge)は両者で一致してい

たことから，mGluR6 欠損マウスの a波振幅が大きい理

由は，陽性波である b 波成分の減少による見かけ上の

振幅増加であることが分かった．また，野生型マウスか

ら mGluR6 欠損マウスの錐体 ERG を差し引いて錐体

ERGの ON経路成分を抽出すると，マウス錐体 ERGの

大部分は ON経路の活動電位によって構成されている

ことが分かった(図 1，右端の波形)．

次に，マウスの錐体 ERG における OFF 経路成分の

関与を研究する目的で，mGluR6 欠損マウスの硝子体内

に視細胞と OFF 型双極細胞の間の伝達を遮断する cis-

2,3 piperidine dicarboxylic acid(PDA)を注入した(図

2)．その結果，mGluR6 欠損マウスにおいて a波の後に

みられた 2 つの陽性波は PDA注入後にほぼ完全に消失

し，緩徐な陰性波のみ(視細胞成分)が残った．さらに

mGluR6 欠損マウスにおける PDA注入前後の波形を差

し引きして，マウスにおける錐体 OFF 経路成分を抽出

した．その結果，OFF 経路成分として小さな陰性波と

それに続く緩徐な陽性波が得られた(図 2，右の波形)．

この結果から，キセノン光のようなフラッシュ刺激で記

録されるマウスの錐体 ERGにおいて，OFF 経路は a波

と b 波の両方の一部分のみに関与していることが分か

った．

また今回の研究では，波形の差し引きによりマウスの

錐体 b波に対するON経路成分とOFF 経路成分の関与

を直接比較することができた．両者の振幅を計測する

と，OFF 経路成分の b 波の振幅(図 2 の右の波形)は

ON経路成分(図 1 の右端の波形)の b 波の振幅の 23％

しかないことが分かった．この結果により，マウスの錐

体 ERG の b 波の起源として，錐体の OFF 経路成分に

比べて ON経路成分が圧倒的に優位であることが証明

された22)
．Peachey ら23)もフリッカ ERG を用いてマウ

スの錐体系 ERG における ON経路成分の優位性を報告

している．これに対して霊長類では，フラッシュ刺激に

よる錐体 ERG の b 波24)やフリッカ ERG25)における ON

経路成分と OFF 経路成分の関与の度合いはほぼ等しい

ことが知られている．マウスと霊長類の錐体 ERG 波形

における ON経路成分と OFF 経路成分の関与の比重が

違う理由は明らかではないが，マウスと霊長類間のON

経路と OFF 経路の神経細胞の数あるいは電気的特性の

違いに由来するものであると考えられた．この結果は，

マウスの錐体 ERG の結果を解釈する際に重要な所見で

あると考えられた．

�．ピカチュリン欠損マウスの ERG解析

哺乳類では，光刺激は視細胞で電気信号に変換され，

リボンシナプスという特殊なシナプスを介して二次ニュ

ーロンである双極細胞および水平細胞に伝達される．こ

のリボンシナプスでは，視細胞の末端に双極細胞と水平

細胞の突起が入り込んだような構造をしており，視細胞

から放出されるグルタミンが二次ニューロンに効率的に

伝達されるのに都合のよい構造となっている．しかしな

がら，この特殊なリボンシナプスが形成される仕組みは

ほとんど分かっていない．Sato ら26)は，視細胞の発生

や機能にかかわる遺伝子群を網羅的にクローニングし，

その結果，運動神経と骨格筋の間のシナプス形成に重要

な細胞外マトリックス蛋白質と類似したドメイン構造を

もつ新規の蛋白質であるピカチュリンを見出した．ピカ

チュリンは生後では視細胞に特異的に発現しており，リ

ボンシナプスが存在する外網状層に局在していた．さら
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図 7 生後 48週の野生型ウサギ(左)とトランスジェニック(Tg)ウサギ(右)の網膜の免疫組織学的結果．

杆体はロドプシン抗体(緑)で，錐体は PNA-lectin(赤)で染色されている．Tgウサギの網膜は 48週の時点

で杆体がほぼ消失し，錐体の外節も短縮していることが分かる．バーは 50 mm．OS：視細胞外節，ONL：

外顆粒層，OPL：外網状層．
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に免疫電子顕微鏡法によって，この蛋白質はリボンシナ

プスのシナプス間隙に存在し，ピカチュリンを欠損させ

たマウスでは，視細胞のシナプス末端に双極細胞の突起

が陥入しない状態になっていることが示された26)27)
．

ピカチュリンが視細胞と双極細胞のシナプス形成過程

に重要であることが分かったが，実際にピカチュリンを

欠損させたマウスの網膜では，光信号はどのように伝達

されているのであろうか．そこで我々は，ピカチュリン

欠損マウスの網膜機能を調べる目的で，このマウスから

ERG を記録した．図 3 にピカチュリン欠損マウスから

記録された暗順応下 ERG(scotopic ERG)を示す．ピカ

チュリン欠損マウスでは，視細胞機能を反映する a波は

まったく正常であるが，杆体双極細胞の機能を反映する

b 波は著しい異常を示した．まず b 波の振幅に関して

は，低い刺激強度ではピカチュリン欠損マウスの b 波

振幅は明らかに野生型のそれより小さい(図 3 A)．しか

し刺激が強くなるにつれて b 波振幅は増加し，最大刺

激では b 波振幅は野生型とほぼ同じレベルにまで達し

ている．この刺激―振幅曲線をプロットすると，ピカチ

ュリン欠損マウスの曲線は，野生型マウスの曲線をやや

右にシフトさせた形状になっている(図 3 B)．この結果

により，ピカチュリンを欠損させたマウスでは，光刺激
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図 8 生後 6週の野生型(WT)ウサギ(左)とトランスジェニック(Tg)ウサギ(右)の網膜の電子顕微鏡写真．

A：視細胞間隙(＊印)をみると，Tgウサギの網膜には多量の小胞状の沈着物(vesicle)が存在していた．B：

拡大像．Tgウサギの網膜にみられたこの小胞は，視細胞の内節からちぎれるようにして産生されていた

(矢印)．
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は上位ニューロンに伝達されてはいるものの，特に低い

光刺激に対しては反応が弱く，また野生型マウスと同じ

反応を得るには，約 0.7 log程度強い光刺激が必要であ

ることが分かった．

このマウスの ERG で最も興味深かった点は，b 波の

潜時の遅れであった．ピカチュリン欠損マウスの b 波

の頂点潜時は野生型マウスと比較して著しく遅延してお

り，最大刺激における b 波潜時で比較すると野生型が

約 70 ms であるのに対しピカチュリン欠損マウスは 210

ms と，約 3 倍近くも頂点潜時が遅れていることが分

かった26)(図 3 C)．この結果から，ピカチュリンが欠損

すると視細胞から双極細胞への伝達効率が悪くなる(感

度が低下する)ことに加えて，二次ニューロンに伝達さ

れるまでの時間が著しく遅延することが分かった．これ

らの結果は，ピカチュリン欠損マウスの電子顕微鏡所見

においてシナプスの形成に著しい異常があったこととも

よく一致している．

さらにこのピカチュリン欠損マウスの行動学的実験で

は，動く縞模様への眼球の追従の遅れがみられた26)27)
．

以上の結果により，ピカチュリンは視細胞と双極細胞と

の間のリボンシナプスの形成と信号伝達において不可欠

な役割を担っていることが判明した．哺乳類の網膜にお

ける新規蛋白質であるピカチュリンの役割を調べた本研

究において，ピカチュリン欠損マウスの ERG解析は重

要な所見を提供したといえる．

Ⅲ ウサギの網膜色素変性モデルの作製

�．網膜色素変性の中型〜大型動物モデルの現状

網膜色素変性(RP)28)は，網膜の発生・構造・機能に

かかわる遺伝子変異により進行性に網膜機能が低下し，

最終的には重度の視機能障害に至りうる疾患である．

RP の頻度は 3,000〜4,000 人に 1 人といわれており，

平成 22 年 3 月 10 日 動物モデルの網膜電図・近藤 257

12 weeks 24 weeks

Scotopic ERG

48 weeks

12 weeks 24 weeks

Photopic ERG

S
tim
ul
us
 S
tr
en
gt
h（
lo
g 
cd
－s
 m
－
2 ）

48 weeks

20 ms
100μV

－5.3

－4.3

－3.3

－2.3

－1.3

－0.3

0.7

1.7

WT

Tg2.2

－0.8

0.2

1.2

2.2

図 9 生後 12週，24週，48週の野生型(WT)ウサギ(青)とトランスジェニック(Tg)ウサギ(赤)の代表的

な網膜電図(ERG)の波形．

上段に暗順応状態で記録された scotopic ERG，下段に明順応状態で記録された photopic ERG を示す．刺

激フラッシュの強度が左に示されている．Tgウサギでは，生後 12週の段階で既に scotopic ERG は明ら

かにWTウサギのそれよりも小さく，週齢が進むにつれてERGの振幅はさらに低下している．
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眼科領域における中途失明の主要な原因の一つである．

現時点では RPに対する安全かつ有効な治療法は確立さ

れていないが，眼内栄養因子注入，遺伝子治療，再生治

療，人工視覚などのさまざまな新しい治療法が試みられ

ている．

RP のような難治性疾患に対する新規治療法の開発に

は，疾患の動物モデルはきわめて重要である．RP の動

物モデルとして，以前はマウスやラットのような小動物

が用いられていたが，近年ではイヌ，ネコ，ブタなどの

中型〜大型の動物が使用されることが多くなってきた．

中型〜大型の動物は眼球の大きさがヒトに近いために，

手術操作を必要とする実験(人工視覚移植，栄養因子を

徐放するカプセル移植，幹細胞シート移植など)が容易

だからである．欧米では，10 年以上も前から RP の中

型〜大型動物モデルの作製や系統維持のプロジェクトが

積極的に進められており，自然発症の RP ネコ29)
，RP

イヌ30)の発見に加えて，遺伝子操作によるトランスジェ

ニックブタ31)も作製されている．欧米における Leber 先

天盲の遺伝子治療の臨床試験32)33)の前に行われた予備実

験も，同じ遺伝子変異を有するイヌのモデルを使用して
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図 10 野生型(WT)ウサギとトランスジェニック(Tg)ウサギの杆体 a波，錐体 a波，杆体 b波，錐体 b

波，錐体律動様小波(OPs)の最大振幅のプロット．

生後 12週，24週，48週の結果が示されている．Y軸の振幅の値は，最大振幅の対数値で示されている．

A：a 波解析の結果，B：b波解析の結果，C：錐体 OPs解析の結果．Tgウサギのすべての成分が，週齢

の進行とともに振幅が低下している．また Tgウサギでは，錐体成分よりも杆体成分の方が低下が強く，

また a 波，b 波，OPs の順に障害が大きいことが分かる．＊：p＜0.05.
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図 11 トランスジェニック(Tg)ウサギにおける律動様小波(OPs)の増大．

A：生後 12週の野生型(WT)ウサギ 5羽と Tgウサギ 5羽から記録した錐体網膜電図(ERG)の波形．B：

85〜300 Hzのデジタルフィルタを使ってOPsだけを抽出した波形．TgウサギのOPs は，明らかにWTウ

サギのそれより目立って大きいことが分かる．

(文献 48 の図を許可を得て転載)



いる34)
．このように，RP の新規治療法の開発には中型

〜大型の RPモデル動物は不可欠であるが，現在本邦で

はラットより大きい RPモデルが存在しない．欧米で使

用されている中型〜大型動物モデルは貴重であるために

本邦での入手はきわめて困難である．そこで我々は，中

型動物として広く使用されている実験動物であるウサギ

の遺伝子を操作して，トランスジェニック(Tg)ウサギ

を作製し，RP モデルウサギを作製するプロジェクトを

開始した．

�．Tgウサギの作製方法

我々は，2004 年から RP モデルウサギを作製するプ

ロジェクトを開始した35)
．まず米国オークランド小児研

究所が所有するニュージーランド白色種(NZW種)ウサ

ギの bacterial artificial chromosome(BAC)遺伝子ライ

ブラリーから，ロドプシン遺伝子の全長を含む BAC ク

ローンを同定した．この BACを相同組換え技術36)〜38)に

より，ロドプシン遺伝子の 347番目のプロリン(CCG)

がロイシン(CTG)となるような変異を導入した(図 4)．

この遺伝子改変 BACは約 150 kb であり(図 5 A)，マイ

／クロインジェクション用に濃度 1 ng／ml に調整された．

ロドプシン P347L 遺伝子変異を有する BAC は，

NZW種ウサギの受精卵にマイクロインジェクションさ
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ニック(Tg)ウサギにおける，律動様小波(OPs)の各

波(O 1〜O 4)の比較．

早期のO 1 の振幅は両群で違いはなく，後期のO 2〜

O 4 では Tgウサギの方が有意に大きかった．■□：野

生型，■：トランスジェニック．N. S：有意差なし，

＊＊：p＜0.01．

(文献 48 の図を許可を得て転載)
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図 13 視力が良好な網膜色素変性(RP)患者 39眼(●)と正常者 39眼(○)から直径 10度の円刺激を用いて

黄斑部局所網膜電図(ERG)を記録し，X軸に b波振幅を，Y 軸に律動様小波(OPs)の振幅をプロットし

た図．

b 波と OPs の振幅の正常範囲が灰色で示されている．RP の患者の中に，黄斑部局所 ERG の OPs の振幅

が正常者 39 名よりも大きな症例が存在していた(矢印)．

(文献 56 の図を許可を得て転載)



れた．今回の実験では，合計 456個の受精卵に遺伝子変

異 BAC を注入し，それを偽妊娠処理した 17羽の雌ウ

サギに人工授精した．平均 32週の妊娠期間の後に，こ

の 17羽の雌ウサギから産出された 80羽の仔ウサギの耳

の一部を切除してサザンブロットで解析した結果，80

羽中 12羽が変異遺伝子陽性であることが分かった．こ

の 12羽のうち 10羽が生存し，さらにこの 10羽のうち

6羽が次世代(F1)にも P347L 変異を引き継いだ．この 6

羽のTgウサギ(F1)のサザンブロット解析の結果を図 5

Bに示す．この 6つの Tg ラインの間で変異遺伝子の発

現量は異なっており35)
，最も発現量が高かったのはライ

ン 7 の Tgウサギであった．さらに ERG で網膜変性の

速度を調べた結果，このライン 7の Tgウサギの網膜変

性が最も重度であり，変性の速度も速かった．そこで，

以後の研究は主にこのライン 7 の Tg ウサギを用いて

行った．

�．Tgウサギの特徴と組織学的検査の結果

ライン 7 の Tgウサギの眼底を生後 10 か月まで観察

したが，野生型ウサギと比べて特に目立った違いはみら

れなかった．Tgウサギの眼底には，RP に特徴的とい

われる色素沈着はみられず，視神経乳頭も正常であった35)
．

しかしながら，網膜血管径はTgウサギの方がやや野生

型ウサギよりも細い傾向がみられた．今回，我々が白色

のNZWウサギを用いたために眼底に色素沈着が現れな

かったのではないかと推定された．

このTgウサギが進行性の網膜変性を起こしているか

どうかを知るために，Tgウサギの網膜中心部の光学顕

微鏡所見を調べた．生後 2週の時点では，Tgウサギの

網膜の外顆粒層には 8〜9層の核が存在しており，野生

型ウサギの網膜とほとんど区別できない．しかし，6週

以降ではTgウサギの外顆粒層の核数は徐々に減少し，

生後 48週ではわずかに 1層の外顆粒層が残るのみであ

った(図 6 A，B)．しかし，この時期においても網膜内

層の構造は比較的よく保たれており，我々の作製した

Tgウサギがヒトの RP と同様に進行性の視細胞変性を

起こしていることが確認された．

ウサギの網膜では視細胞は均一に分布しているわけで

はなく，視神経乳頭の約 2 mm下方に視細胞が最も密集

している帯状の ｢ウサギの黄斑｣が存在し，この部位は

visual streak と呼ばれている．ヒトの黄斑とは異なり，

ウサギではこの visual streak において杆体，錐体両方

の密度が最高値となる39)40)
．このような網膜をもつウサ

ギにロドプシン遺伝子変異を導入して視細胞変性を惹起

した場合に，視細胞変性の程度にどのような部位的な差

がみられるのかは非常に興味深い．そこで我々は，生後

12週の Tgウサギと野生型ウサギの垂直断面の網膜組

織切片を作製し，2 mmおきに外顆粒層の厚みを計測し

た．その結果，Tgウサギの視細胞変性は visual streak

で最も強く，網膜周辺部では変性が比較的軽いことが分

かった(図 6 C，D)．我々は，ヒトの RP と同様に Tg

ウサギも網膜周辺から変性が始まり，徐々に中心に向か

って変性が進行していくことを予想していたために，こ

の結果は予想外であった．前述したように，ウサギでは

杆体の密度が中心部の visual streak で最も高く，その

ために変異ロドプシンの発現もこの部位で高いために中

心部の変性が最も重度になったと考えられた41)42)
．興味

深いことに，ロドプシン遺伝子に変異を有するイヌやブ

タにおいても我々のTgウサギと同様に網膜中心部にお
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図 14 代表的な正常者 1名(左)と，図 13で大きな律動様小波(OPs)を示した網膜色素変性(RP)患者 1名

(右)から記録した黄斑部局所網膜電図(ERG)の波形．

刺激には直径 10度の円を用いた．時定数(T. C.)0.03秒の波形は a 波と b 波の解析に，T. C. 0.003秒の

波形は OPs の解析に用いた．この RP 患者では，a 波と b 波の振幅は正常者より小さいが，OPs の振幅

は正常者より大きい．

(文献 56 の図を許可を得て転載，改変)



いて視細胞変性が最も強いことが報告されており30)31)
，

我々の結果もこれらに一致する所見であると考えられ

た．

我々の作製した Tgウサギが RP モデルとして適当で

あるならば，視細胞変性は杆体優位でなければならな

い．これを組織学的に証明するために，次に我々は Tg

ウサギを免疫組織学的に調べた(図 7)．杆体をロドプシ

ン抗体で染色し，錐体を PNA-lectin で染色して観察し

た．その結果，Tg ウサギでは杆体視細胞の変性が強

く，どの週齢においても錐体視細胞の方が保たれてい

た．生後 48週の段階では，Tgウサギの網膜はロドプ

シン抗体ではほとんど染色されず，この時点で杆体はほ

ぼ消失に近い状態になっていることが分かった．この時

点で錐体はまだ PNA-lectin で染色されていたが，外節

は短縮して構造は著しく変形していた．これらの結果

は，ヒトの RPの免疫組織学的所見ともよく類似してい

た．

今回我々は，ロドプシン遺伝子の P347L 変異を導入

することによってウサギの RPモデルを作製したが，こ

の P347L 遺伝子変異が進行性の視細胞変性を惹起する

正確な機序についてはまだよく分かっていない．過剰ロ

ドプシンによる細胞死説43)44)
，ロドプシン活性化延長に

よる細胞障害説45)
，異所性ロドプシンの活性化による細

胞死説46)
，などいくつもの説がある．我々は，Tgウサ

ギの視細胞変性の機序を調べる目的で，Tgウサギの視

細胞を電子顕微鏡で観察した．その結果，Tgウサギの

網膜では視細胞間が多量の沈着物で占められていること

が分かった(図 8上段)．さらに拡大率を上げて観察する

と，Tg ウサギでは視細胞の内節から直径 50〜300 nm

の小胞(vesicle)がちぎれるようにして多量に発生してお
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図 15 生後 16週の野生型(WT)ウサギとトランスジェニック(Tg)ウサギの律動様小波(OPs)に対する，

種々の薬物の影響．

上の波形が作用前の波形で，下の波形が作用後の波形である．作用させた薬物は左に示してある．最下段

は，5匹の異なったウサギにおける tetrodotoxin(TTX)作用後の波形を重ねて示してある．APB：L-2

amino-4-phosphonobutyric acid，PDA：cis-2,3 piperidine dicarboxylic acid，GAGA：gamma amino

butyric acid．TTX投与前は Tgウサギの方がWTウサギよりも OPs が大きいが，TTX投与後は逆に

WTウサギの方がOPs が大きくなっていることが分かる．

(文献 48 の図を許可を得て転載)
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が WT ウサギよりも OPs の振幅の減弱度が有意に大きかった．APB：L-2 amino-4-phosphonobutyric

acid，PDA：cis-2,3 piperidine dicarboxylic acid，GAGA：gamma amino butyric acid．N. S.：有意差なし，

＊：p＜0.001．
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渉断層計による visual streak部の網膜断層面の所見(下段)．

Tgウサギの網膜の色調は暗く，また網膜の厚みが減少して特に視細胞層が薄くなっていることが分か

る．GCL：神経節細胞層，IPL：内網状層，INL：内顆粒層，OPL：外網状層，ONL：外顆粒層，IS／

OS：視細胞内節外節境界，OS：視細胞外節，RPE：網膜色素上皮層，Choroid：脈絡膜．



り，これが視細胞間を満たして沈着物を形成しているこ

とが分かった(図 8下段，矢印)．これと非常によく似た

電子顕微鏡所見は，ロドプシン P347S 変異 Tg マウス

でも報告されている47)
．この報告では，さらに変異ロド

プシンの抗体を用いた免疫組織電顕も行われており，視

細胞からちぎれた小胞の中に変異ロドプシンが存在して

いることが示されている．この論文で Li ら47)は，ロド

プシンの C末端付近はロドプシンの細胞内輸送に関与

していることから，ロドプシン C末端付近の変異を有

する異常なロドプシン蛋白質は外節に輸送されずに細胞

内に蓄積し，その結果内節から放出されて多量の vesi-

cle が蓄積されていると推定している．我々は，ウサギ

の変異ロドプシンに対する抗体の作製が困難であったた

め，我々の Tgウサギの視細胞間に蓄積した vesicle内

に実際に変異ロドプシンが存在しているかどうかを確認

することはできなかったが，変異の部位が Li ら47)の Tg

マウスと同じ 347番目にあることと，電子顕微鏡所見の

類似性から，我々のTgウサギの視細胞死の原因の 1つ

としてロドプシンの細胞内輸送障害と異常ロドプシンの

蓄積が関与している可能性があると考えた．

�．Tgウサギの ERGの特徴

続いて我々は，Tgウサギの ERG を研究した48)
．図 9

に生後 12週，24週，48週の野生型ウサギ(青)と Tgウ

サギ(赤)の代表的な ERG 波形を重ねて示す．野生型ウ

サギでは週齢に伴う ERG の変化はほとんどみられな

い．これに対して Tgウサギでは，生後 12週の段階で

既に scotopic ERG は明らかに野生型ウサギのそれより

も小さく，週齢が進むにつれて ERG の振幅はさらに低

下している．Tgウサギの ERG の異常は scotopic ERG

でより明らかであり，photopic ERG の振幅は 48週の時

点でも比較的保たれていることが分かる．

TgウサギのERGの変化を定量的に評価する目的で，

a 波の解析には Hood と Birch による a-wave フィッ

ティング式49)を，また b 波の解析には Naka-Rushton の

式50)を用いた．さらに OPs の解析の際には，まず波形

全体から a波を差し引いて，残った成分の高周波成分を

デジタルフィルタを用いて抽出した51)
．この際，野生型

ウサギと Tgウサギの OPs が 85〜300 Hzの間にあるこ

とを予備実験で確認した48)
．錐体成分の解析には pho-

topic ERG をそのまま用い，杆体成分の解析には sco-

topic ERG から photopic ERG を差し引いた成分を用い
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図 18 黄斑部局所 photopic negative response(PhNR)の記録装置．

A：装置の全景．B：赤外線眼底モニタで観察したサルの眼底．C：被検者側からみた，青色背景と赤色刺

激スポットの様子．1：赤外線眼底カメラ，2：発光ダイオード(LED)のコントロールボックス，3：赤外線

眼底モニタ，4：刺激スポットの位置を動かすためのジョイスティック．

(文献 81 の図を許可を得て転載)



た．OPs に関しては，杆体成分のみの OPs の抽出が困

難であったので，錐体成分の OPs のみを解析の対象と

した．

以上の方法によって杆体 a波，錐体 a波，杆体 b波，

錐体 b 波，および錐体 OPs の最大振幅を計測し，野生

型ウサギとTgウサギとで比較した結果を図 10 に示す．

各成分間における比較を容易にするために，このグラフ

の Y 軸は同一の対数表示を用いた．この結果から，Tg

ウサギのすべての ERG 成分は週齢が進むに従って進行

性に低下し，錐体成分よりも杆体成分の方が低下が強

く，また a 波，b 波，OPs の順に障害が大きいことが分

かった．この結果は，我々のTgウサギが杆体に発現し

ているロドプシン遺伝子に異常を有していることを考え

れば当然の結果であるといえる．これまでも RP の動物

モデルにおいて同様の ERG 所見を示した報告52)〜54)があ

る．

今回我々が作製した Tgウサギの ERG 所見で最も興

味深かった点は，若年期における錐体 ERGの OPs の増

大であった．図 10 に示したように，Tgウサギの ERG

の最大振幅は，OPs＞b 波＞a 波の順に保たれていた．

しかし生後 12週で記録すると，OPs はよく保たれてい

るだけではなく，その振幅は野生型ウサギよりもむしろ

大きかった(図 10 C)．図 11 A に，生後 12 週における

野生型ウサギ 5 羽と Tg ウサギ 5 羽から記録した錐体

ERG の波形を示す．図 10 に示したように生後 12週の

Tgウサギの錐体 ERG の a 波は野生型よりも小さく，b

波は野生型とほぼ同等であることが分かる．これに対し

て OPs は明らかに Tg の方が野生型ウサギより目立っ

て大きい．ERG 波形からデジタルフィルタによって

85〜300 Hz成分，つまり OPs のみを抽出すると，両群

における OPs の違いはより明らかであった(図 11 B)．

また，OPs の各波(O 1〜O 4)を比較すると，早期のO 1

の振幅は両群で有意差はなかったが，後期の O 2〜O 4

は Tgウサギの方が大きかった(図 12)．

�．TgブタやヒトのRP患者でもみられるOPsの増大

これまでに RP の動物モデルや実際の RP 患者でOPs

の増大現象がみられたという報告は 2つみられる．1 つ

はロドプシン遺伝子変異を有する Tgブタ55)である．こ

のブタは我々のTgウサギと同様にロドプシン遺伝子の

P347L 変異を有しており，進行性に杆体優位の視細胞

変性を示す．この Tg ブタでは，やはり幼少時の錐体

ERG において OPs が野生型ブタよりも大きいという特

徴があり，しかも早期の O 1 は正常であるにもかかわ

らず後期の O 2 以降の成分の振幅が大きく，これも

我々のTgウサギの特徴に非常によく類似している．ロ

ドプシンの同じ変異(P347L)を有する異なった 2 つの種

(ブタとウサギ)の動物モデルで同じ ERG変化を示した

という事実は実に興味深い．
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図 19 黄斑部局所 photopic negative response(PhNR)の記録システムの設計図．

PhNR の反応を最大限に引き出すために，刺激に赤の発光ダイオード(LED)を，背景に青の LED を用いて

いる．
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また我々は，実際の RP 患者の中に黄斑部局所 ERG

の OPs が正常より増大していた患者がいたことを報告

している56)
．我々は，視力が良好な RP 患者 39 名 39 眼

から黄斑部局所 ERG を記録し，a 波，b 波，OPs の各

成分を正常者 39 名 39 眼の結果と比較した．その結果，

直径 10度の円刺激で黄斑部局所 ERG を記録すると，

RP 患者の OPs は正常者の 67％も保存されており，a

波(39％)や b 波(46％)よりも有意に保存されているこ

とが分かった．また，b 波の振幅が正常者の下限以下で

ありながら OPs の振幅が正常範囲内であった RP 患者

は 10 名(26％)もみられた(図 13)．この臨床研究で最も

興味深かった点は，OPs の振幅が正常者 39 名の上限を

上回っていた RP 患者が 1 名みられたことである(図 13

矢印，図 14)．この RP患者が正常より大きなOPs を示

した機序として，この時点で我々は，網膜外層の機能低

下を代償しようとする網膜内層の二次的変化(remodel-

ing)が関与しているのではないかと予想した56)
．

�．Tgウサギの ERGの薬理学的研究

上に述べたように，RP 患者の黄斑部局所 ERG およ

びロドプシンTg 動物モデルの ERG において OPs が正

常よりも大きくなる現象が報告されているが，この増大

現象の機序については不明のままであった．OPs の起

源としては，網膜内層における抑制系フィードバック回

路が関与していると考えられており，特にアマクリン細

胞と神経節細胞の一部が OPs の発生に重要な役割を果

たしていると考えられている57)〜61)
．ウサギの眼球は大

きいので，硝子体内に薬物を作用させることによって特

定の網膜内ニューロンやシナプスをブロックさせて

ERG を記録することも容易である．そこで我々は，次

に Tgウサギの OPs増大現象の機序を薬理学的に研究
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図 20 我々の用いた装置の刺激条件が局所であることの証明．

／ ／

A：サルの黄斑部の直径 15度の領域をレーザーで完全に光凝固した．B：この部位を直径 15度の円スポッ

トで刺激して記録した網膜電図(ERG)．100 scot cd／m2の一定背景光下で，赤色刺激の強度が 55 phot cd／m2

以下であれば，光凝固した黄斑部を刺激してもまったく ERG の反応が得られなかった．それ以上の刺激強

度では，b 波様の反応(＊印)や PhNR様の反応(矢印)が記録された．

(文献 81 の図を許可を得て転載)



することとした．

図 15 では，生後 4 か月の野生型ウサギと Tgウサギ

に種々の薬物を作用させた前後における OPs の波形を

示す．作用前の ERG 波形は上に，作用後の ERG 波形

は下に示してある．まず L-2 amino-4-phosphonobutyric

acid(APB)を作用させて，視細胞からON型双極細胞へ

の伝達を遮断した．その結果，Tgウサギも野生型ウサ

ギもともに OPs の振幅は著しく減弱したが，両群間で

振幅の減弱度に差はみられなかった(図 16)．次に PDA

を作用させて視細胞と OFF 型双極細胞，水平細胞，お

よび三次ニューロンの多くを遮断し，また gamma amino

butyric acid(GABA)を作用させて水平細胞とアマクリ

ン細胞を含む網膜内層の活動を抑制した．しかし，どち

らの薬物においても投与前後の OPs の振幅の変化に両

群間で差はみられなかった(図 16)．最後に tetrodotoxin

(TTX)を作用させて，網膜内層のスパイク性ニューロ

ンを抑制した状態で両群のウサギからOPs を記録した．

その結果，両群とも OPs の振幅は減弱したが，その減

弱度は Tgウサギの方が有意に大きかった(図 16)．そ

の結果，TTX投与前は Tgウサギの方が野生型よりも

OPs が大きいにもかかわらず，TTX投与後は逆に野生

型の方が OPs が大きくなっていた．この結果は両群の

5匹のウサギで共通してみられた(図 15，最下段)．以上

の結果により，Tgウサギの変性早期におけるOPs の増

大現象の起源として，アマクリン細胞と神経節細胞の中

でも特にTTXに感受性のあるスパイク性ニューロンの

活動増大が関与していることが分かった．

以上の結果により，我々はTgウサギの視細胞の変性

早期に OPs の振幅が増大していた起源として，網膜内

層のスパイク性ニューロンの活動が増大していることを

見出したが，このスパイク性ニューロンの電気活動が増

大する理由そのものについては不明であった．これには

いくつもの仮説が考えられ，①内層ニューロンのシナ

プスあるいは電気活動が変化した62)63)
，②視細胞変性に

伴って内層ニューロンへの抑制性入力が減少した，ある

いは③視細胞死に伴って細胞外の液性因子が変化した64)
，

などが可能性として考えられた．我々は，今後もさらに

免疫組織や電子顕微鏡を用いて，Tgウサギの網膜内層

付近の細胞やシナプスの二次的変化を詳細に研究してい

く予定である．

�．Tgウサギの有色系統の樹立

今回我々が作製した Tgウサギは，NZW種の白色ウ
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図 21 アカゲザルから直径 15 度の刺激スポットを用いて記録した，黄斑部局所 photopic negative re-

sponse(PhNR)の代表波形．

局所反応が得られる 55 phot cd／m2以下の刺激強度で，刺激強度と刺激時間をさまざまに変化させて記録し

ている．直径 15度内の局所網膜からきれいに局所 PhNRが記録されている．

(文献 81 の図を許可を得て転載)



サギの BAC遺伝子を改変して，それを同種の NZW種

のウサギの受精卵に導入することによって作製したもの

である．しかしながら白色ウサギの網膜は，Dutch種な

どの有色ウサギに比較して神経節細胞の数が少なく65)
，

または視交叉異常がみられるなど，動物モデルとして視

機能検査に用いるには不利な点がある．また眼底に色素

が存在しないために，RP の動物モデルを作製した際に

特徴的な眼底変化を示さなかった可能性もある．そこで

我々は，NZW種の Tgウサギを Dutchウサギと交配さ

せることで，有色のTgウサギの系統を樹立する試みを

行った．雄の NZW種の Tgウサギの精子を用いて，偽

妊娠処理をした数匹の雌の Dutch種ウサギに人工授精

し，得られた仔ウサギをNZW種の仮親に授乳させる方

法で飼育した．生後 12週程度では，有色の野生型ウサ

ギと有色のTgウサギの間に眼底所見の違いはほとんど

みられなかった．しかし，生後 48週近くになると，Tg

ウサギの網膜血管は明らかに野生型のそれよりも細く，

色素沈着はみられなかったものの，眼底の色調は粗造で

あり，ヒトの RP患者に類似した所見がみられることが

分かった(図 17上段)．また，光干渉断層計(OCT)によ

る網膜の断層面の撮影も，網膜色素上皮に色素がある有

色ウサギの方が詳細に観察できることが分かった(図 17

下段)．網膜の構造変化を調べる際によく用いられる組

織標本では，固定の際などにアーチファクトを生じやす

い欠点があるが，OCT解析は直接生体の断層面の解析

ができるために，有色 Tgウサギの経時的な構造変化の

解析には有用性が高いと考えられた．

現在我々は，この有色のTgウサギを用いて，人工視

覚の移植実験，細胞死を抑制する徐放剤の眼内移植療

法，細胞移植療法などの新しい治療法の評価を行ってい

る．今後，このTgウサギが国際的に広く使用される有

用なRPの中型動物モデルとなることを期待している．

Ⅳ サルを用いた新たなERG成分の証明

�．サルから ERGを記録する利点

サルの眼球は，解剖学的にも生理学的にヒトときわめ

て類似している．特に錐体系 ERG の波形に関しては，

他の動物種と比較して同じ霊長類であるサルの波形のみ

がヒトの波形と類似しており，ヒトの錐体系 ERG の起

源や成分分析を動物で証明したい場合24)25)には，サルを

使用しなければ直接的な結果が得られないといわれる．

また，サルはヒトのように錐体視細胞が密集した黄斑が

発達しているため，黄斑部局所 ERG や多局所 ERG の

基礎実験66)を行いたい場合にもサルが最も適している．

我々は，これまでもサルの硝子体内に特定の神経細胞や

シナプスをブロックする薬物を注入することによって，
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図 22 黄斑部局所 photopic negative response(PhNR)の刺激強度―振幅曲線．

A：さまざまな刺激時間で記録した，黄斑部局所 PhNR の刺激―振幅曲線．黄斑部局所 PhNR の振幅は，

刺激が強いほど大きな振幅を示した．B：短時間刺激(10 ms)を用いた場合の b 波と PhNR の振幅の比較

(上)と，長時間刺激(150 ms)を用いた場合の b波と PhNRの振幅の比較(下)．黄斑部局所 PhNRの振幅は，

10 ms の短い刺激時間で b波振幅の約 2倍であり，150 ms の長い刺激時間では b波振幅の約 3倍であった．



全視野錐体 ERG の起源や黄斑部局所 ERG の細胞起源

を研究してきた67)〜70)
．

今回我々は，黄斑部における PhNR の局所反応，つ

まり黄斑部局所 PhNR の記録を試み，その至適記録条

件を決定するとともに，局所 PhNR の細胞起源を網膜

神経節細胞障害モデルのサルで証明することを目的とし

た．

�．サルの黄斑部から局所 PhNRを記録する試み

PhNR とは，錐体 ERG において b 波の後にみられる

緩やかな陰性波であり，1999 年に Viswanathan ら10)に

より初めて報告された．彼らは，PhNR の中には網膜神

経節細胞を含む網膜内層に起源を有する電位が含まれて

いることをサルの緑内障モデルで報告している10)
．その

後実際の臨床研究において，PhNR は緑内障11)71)〜73)
，視

神経萎縮74)〜76)
，網膜血管閉塞による網膜内層障害77)〜79)

，

さらに硝子体手術後80)に低下を示すことが示されてい

る．このように，PhNR はこれまで ERG で困難とされ

ていた網膜内層の機能を示す新しい波形成分として注目

されている．しかしながら，これまで PhNR の記録は

主に網膜全体を刺激して記録する全視野刺激により記録

されており，眼底における刺激位置を確認しながら正確

に局所網膜から PhNR を記録してその特性や起源を研

究した報告はなかった．

今回，局所 PhNR を正確に記録するために，我々は

三宅らによって開発された黄斑部局所 ERG装置2)〜4)を

新しく改良した81)(図 18)．眼底観察に赤外線眼底カメ

ラを用いた点は従来の装置と同じであるが，刺激に赤色

LED(lmax＝627 nm；LXK 2-PD 12-S00，Philips Lumi-

leds, San Jose, USA)を用い，背景に青色 LED(lmax＝

450 nm；L450，Epitex，京都)を使用した(図 19)．この

赤色刺激と青色背景光の組み合わせは，PhNR を記録す

る際に最も理想的な刺激条件82)83)であり，神経節細胞に

由来する電位を最も効率的に記録できる刺激であること

が分かっている．
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／図 23 刺激光の強度を 55 phot cd／m
2
の一定にした状態で，刺激時間を 5 msから 150 msまでさまざまに

変化させて記録した黄斑部局所 photopic negative response(PhNR)．

A：黄斑部局所 PhNR の代表波形．刺激時間が 100 ms以上になると，刺激終了後にみられる PhNR-off

(＊印)が観察された．B：すべての波形の重ね合わせ． ：5 ms， ：10 ms， ：16 ms，

：30 ms， ：50 ms， ：100 ms， ：150 ms．C：さまざまな刺激時間による PhNR

の振幅のプロット．4匹のサルから得られた値の平均値±標準誤差が示されている．刺激時間 30〜50 ms

で記録すると，最も大きな黄斑部局所 PhNRが記録できることが分かった．

(文献 81 の図を許可を得て転載，改変)



まず初めに，今回の装置で記録した反応が確かに局所

である条件を設定した．既報2)にあるように，サルの黄

斑部の直径 15度の領域をすべてレーザーで光凝固して

この部位の網膜機能を完全に消失させた．この部位を直

径 15度の円スポットで刺激して反応が得られなければ，

その刺激条件は散乱光の影響が最小限の局所刺激である

ということができる2)
．今回の装置では，青色の定常背

景光の強度として杆体活動を抑制するのに十分な 100

／scot cd／m2を用いた．この一定の背景光下で，赤色刺激

の強度と刺激時間をさまざまに変化させて反応を記録し

／た．その結果，赤色刺激の強度が 55 phot cd／m2以下で

あれば，光凝固した黄斑部を刺激してもまったく反応は

得られなかった(図 20)．この結果から，本装置におい

／ ／て 100 scot cd／m2の青色背景光の下で 55 phot cd／m2以

下の赤色刺激で記録していれば局所 ERG が得られるこ

とが分かった．

�．サルから得られた局所 PhNRの特性

／図 21 に，55 phot cd／m2以下の赤色刺激を用いて，刺

激強度と刺激時間をさまざまに変化させてアカゲザルか

ら記録した局所 PhNR の代表波形を示す．この記録で

は直径 15度の円刺激を用いたが，この狭い範囲の局所

網膜からでもきれいに b 波の後に PhNR が記録できて

いることが分かる．この黄斑部局所 PhNR の振幅は，

刺激が強いほど，また刺激時間が長いほど振幅が大きく

なる傾向があることが分かった(図 22 A)．さらにサル

から黄斑部局所 PhNR を記録して分かったことは，黄

斑部では PhNR の振幅が a 波や b 波の振幅と比較して

著しく大きいということであった．黄斑部局所 PhNR

の振幅は，10 ms や 30 ms などの比較的短い刺激時間で

b 波振幅の約 2 倍あり，150 ms の長い刺激時間では b

波振幅の約 3倍にも達していた(図 22 B)．これは，過

去に報告されている全視野刺激による相対的 PhNR振

平成 22 年 3 月 10 日 動物モデルの網膜電図・近藤 269

Stimulus luminance：55 cd/m2

Stimulus energy

（cd－s/m2）Monkey♯5

0.28

0.55

1.65

S
tim
ul
us
 d
ur
at
io
n（
m
s）

2μV

30 ms

10

150

100

50

30

10

5

5 30

50 100 150 ms

after TTX

before TTX

＊

＊

図 24 1 匹のサルの硝子体内に tetrodotoxin(TTX)を注入した前後の黄斑部局所 photopic negative re-

sponse(PhNR)の変化．

TTX投与前の波形と TTX投与後の波形が重ねて表示されている．刺激終了後の PhNR(PhNR-off，＊

印)も TTX投与後に減少していることが分かる．
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幅10)11)と比較して明らかに大きかった．黄斑部において

a波や b波と比較して大きな PhNRの振幅が得られた理

由として，霊長類で神経節細胞の密度が黄斑部で非常に

高い84)〜89)ことが関与していると考えられた．Curcio ら89)

は，ヒトの網膜における網膜神経節細胞と錐体視細胞の

／密度(細胞数／mm2)を中心窩から 21 mmまでの範囲で 1

／mmおきに計測しており，神経節細胞／錐体視細胞の比

は中心付近で最も高く，周辺に向かって徐々に低くなる

事実を報告している．今回我々が刺激に用いた直径 15

度の円は，中心窩からの距離に換算して半径約 2.8 mm

／以内の範囲であり，Curcio らの研究で神経節細胞／錐体

視細胞の比が最も高い領域に相当する89)
．そこで，もし

もこの網膜の解剖学的特徴が黄斑部における大きな

PhNR の理由であるとするならば，黄斑部は PhNR を

記録するのにきわめて有利な部位であり，黄斑部局所

PhNRは黄斑部の網膜神経節細胞機能を他覚的に評価す

る手段として有用な検査法になりうる可能性があると考

えられた．

�．刺激の長さが黄斑部 PhNRに与える影響

PhNR は 10 ms以内の短時間刺激で記録する方法と

100〜150 ms程度の長時間刺激で記録する方法がよく用

いられているが，刺激時間の至適条件はよく知られてい

／ない．そこで我々は，刺激光の強度を 55 phot cd／m2の

一定にした状態で，刺激時間を 5 ms から 150 msまで

さまざまに変化させて黄斑部局所 PhNR を記録した．

その結果，50 msまでは刺激時間が長くなるほど PhNR

の振幅は大きくなった(図 23)．これは，刺激時間が長

くなることによって刺激の総エネルギーが増加した影響

によるものであると考えられた．それより長い刺激にな

ると PhNR の振幅は逆に小さくなり，それと同時に Ph-

NR が刺激開始後にみられる PhNR-on と刺激終了後に

みられる PhNR-off(図 23 A，＊印)の 2 つの成分に分離

していく様子が観察された．以上の結果から，黄斑部局

所 PhNRで単純に最も大きな振幅を得たいのであれば，

30〜50 ms程度の中等度の刺激時間がよいことが分かっ

た．

�．黄斑部局所 PhNRが内層起源であることの証明

次に我々は，今回記録した局所 PhNR が確かに網膜

内層のスパイク性ニューロンの電位を多く含んでいるか

どうかを調べた．この目的のために，サルの硝子体内に

TTXを注入し，網膜内層のスパイク性ニューロンの活

動を遮断した前後で黄斑部局所 PhNR を記録した．図

24 では，1匹のサルにTTXを注入した前後の黄斑部局

所 PhNR波形の変化を示す．これまでに示したように，

サルの黄斑部 PhNR はどの刺激時間においても b 波と

比較して十分大きな振幅が得られている．しかし TTX
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Upper Nasal

図 25 サルの黄斑部における photopic negative response(PhNR)の非対称性を研究するために用いた，

直径 15度の半円刺激．

上段は眼底モニタからみた眼底と刺激スポット，下段は被検者側からみた刺激の様子がデジタルカメラで

撮影されている．
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を硝子体内に注入するとこの PhNR は劇的に小さくな

り，b 波の後の陰性波は基線レベルより上にシフトして

いる．これに対して，TTX 注入によって a 波や b 波の

振幅はほとんど変化していない．この結果により，我々

がサルの黄斑部から記録した黄斑部局所 PhNR は，確

かに網膜内層のスパイク性ニューロンに由来する電位を

含んでいることが分かった．また，長時間刺激における

PhNR記録でみられる PhNR-off(＊印)も網膜内層成分

を含んでいることが分かった．

同時に，この図において PhNR の変化分を計測する

ことによって，黄斑部局所 PhNR記録の至適条件，つ

まり最大の網膜内層成分を引き出す刺激時間，を知るこ

とができた．図 24 における TTX 前後における PhNR

の変化分を計測すると，30〜50 ms の刺激時間で記録し

た場合に最も PhNR の変化分が大きく，この刺激長が

黄斑部局所 PhNR を記録する至適条件である可能性が

示された．

�．局所 PhNRの網膜内における非対称

これまでも局所 ERG や多局所 ERG を用いて，ERG

の各成分の網膜内分布特性についての研究が行われてき

た．一般的に錐体 ERG の a 波および b 波，あるいは多

局所 ERG の N 1 および N 2 は下側網膜よりも上方網膜

の方が若干振幅が大きい結果が報告されている2)3)90)91)
．

またMiyake ら3)4)は局所 ERG を用いて黄斑部における

OPs の分布特性を調べており，OPs は耳側網膜の方が

鼻側網膜よりも振幅が大きく，また中心窩よりも傍中心

窩の方がより振幅が大きいと報告している．しかしなが

ら，PhNR の網膜内分布特性に関してはこれまでまった

く研究されていない．そこで今回我々は，サルの黄斑部

において PhNR の上-下側間および耳-鼻側間の非対称

が存在するかどうかを調べた92)
．

我々はこの目的のために直径 15度の半円刺激を作製

し，5匹のアカゲザルの黄斑部から局所 PhNRを記録し

た(図 25)．その結果，PhNR の振幅は下側網膜よりも

上側網膜の方が，また耳側網膜よりも鼻側網膜の方が有

意に大きいことが分かった92)(図 26 A，図 27 A)．この

事実は 5匹のサルすべてに共通しており，統計学的にも

有意であった(図 26 B，C，図 27 B，C，p＜0.05)．

次に我々は，この上-下側間および耳-鼻側間の PhNR

の非対称の細胞起源を調べる目的で，サルの硝子体内に

平成 22 年 3 月 10 日 動物モデルの網膜電図・近藤 271

Upper Lower

Lower

Upper

Lower

Upper

LowerUpper LowerUpper LowerUpper LowerUpper

SuperimpositionA

Brief－flash：10 ms

Brief－flash：10 ms

Long－flash：150 ms

Long－flash：150 ms Brief－flash：10 ms Long－flash：150 msB C

2μV
30 ms

P
hN
R
 a
m
pl
itu
de
（
μ
Ｖ
）

A
m
pl
itu
de
（
μ
Ｖ
）

2
3

0 0

1

2

3

4

5

6

1

2

3

4

4

5

6

7

3

4

PhNR
PhNR

＊

＊

＊＊

a－wave

b－wave

a－wave
b－wave

図 26 サルの黄斑部における photopic negative response(PhNR)の上-下側の非対称．

A：直径 15度の半円刺激を用いて記録した代表波形．短時間刺激(10 ms)と長時間刺激(150 ms)の結果が示

されている．黄斑部局所 PhNR の振幅は，下側網膜(lower)より上側網膜(upper)の方が振幅が大きいこと

が分かる．B：5匹の異なったサルにおける PhNR の振幅のプロット．C：上側および下側網膜から記録し

た，a 波，b 波，PhNR の振幅のプロット．5匹の平均値±標準誤差の結果が示されている．黄斑部局所

PhNRの上-下側の非対称は有意であった．＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01．
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TTXを注入して網膜神経節細胞を含む網膜内層のスパ

イク性ニューロンの活動電位を遮断して，再び局所

PhNR を記録した．その結果，TTX 注入後には PhNR

の上-下側間および耳-鼻側間にみられた非対称はすべて

消失した(図 28，図 29)．逆に，波形の差し引きによっ

て TTX 注入により変化した成分(TTX感受性成分)を

求めると，この成分は明らかに下側よりも上側に大き

く，また耳側よりも鼻側に大きいことも分かった(図

28，図 29)．以上の結果により，PhNR の振幅は黄斑部

内で上-下側および耳-鼻側間で非対称が存在し，この非

対称は TTX に感受性を有する網膜内層のスパイク性

ニューロンの電位に由来していることが推定された．

今回得られた PhNR の非対称性の結果は，過去のパ

ターン ERG の非対称の結果とよく類似している．パタ

ーン ERG の中にも神経節細胞に由来する電位が含まれ

ていることは古くより知られているが8)9)
，パターン ERG

の振幅もやはり下側網膜よりも上側網膜の方が大きく
93)94)

，また耳側よりも鼻側の方が大きい94)〜96)
．また，今

回の PhNR の結果は過去の神経節細胞の密度分布の結

果ともよく一致している．Curcio ら89)はヒトで，また

Perry ら88)はサルで神経節細胞の数を各象限で比較して

いる．その結果，ヒトもサルも神経節細胞の密度は相対

的に下方網膜よりも上方網膜で高く，また耳側網膜より

も鼻側網膜で高かったとされている．現在局所 PhNR

は，局所網膜の内層の機能障害を他覚的に検出する手段

として重要性が増してきている．正常網膜においてこの

ような PhNR の非対称が存在することを知っておくこ

とは，疾患における局所 PhNR の変化を検討する際に

きわめて重要な基礎データであると考えられた．

�．黄斑部局所 PhNRの臨床応用例

現在我々は，この黄斑部局所 PhNR の記録装置を用

いて，原因不明の視力低下や視野欠損の患者の診断や，

緑内障や視神経萎縮症の病態評価に用いている．以下

に，黄斑部局所 PhNR が病態の把握に役立った 1 例を

紹介する．この症例は 28歳の女性であり，約 1 年前か

らの右眼の傍中心部の視野欠損を主訴に紹介されてき

た．矯正視力は右眼が 0.8，左眼が 1.0 であり，眼圧は

右 12 mmHg，左 13 mmHg であった．静的量的視野計

(Humphrey 10-2)では，患者の訴えのとおり，右眼の

傍中心部に小さな感度低下領域がみられた(図 30)．検
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図 27 サルの黄斑部における photopic negative response(PhNR)の耳-鼻側の非対称．

A：直径 15度の半円刺激を用いて記録した代表波形．短時間刺激(10 ms)と長時間刺激(150 ms)の結果が示

されている．黄斑部局所 PhNR の振幅は，耳側網膜(temporal)より鼻側網膜(nasal)の方が振幅が大きいこ

とが分かる．B：5匹の異なったサルにおける PhNR の振幅のプロット．C：耳側および鼻側網膜から記録

した，a 波，b 波，PhNR の振幅のプロット．5匹の平均値±標準誤差の結果が示されている．黄斑部局所

PhNRの耳-鼻側の非対称は有意であった．＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01．
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眼鏡的には視神経乳頭の陥凹の程度は軽度にみえたが，

OCT を行うと左眼の視野欠損部位に一致して網膜神経

線維層の厚みがやや減少していた．この結果からこの患

者の右眼は正常眼圧緑内障と診断された．我々は，この

患者の中心付近の神経節細胞の機能を他覚的に評価する

ために，この患者の両眼から黄斑部局所 PhNR を記録

した．その結果，右眼の PhNR振幅は左眼に比べて明

らかに低下しており，PhNR を基線から計測すると，右

眼の PhNR振幅は正常な左眼の 30％しかないことが分

かった．緑内障患者において，視野異常が現れたときに

はその部位に既に 50％近くの網膜神経節細胞死が起き

ている97)98)ことが知られている．視野における感度低下

がまだ軽度な時期であっても，局所の網膜神経節細胞の

機能が予想以上に低下している事実を電気生理学的に知
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図 28 サルの黄斑部の上-下側から記録した局所 photopic negative response(PhNR)に対する tetrodo-

toxin(TTX)の効果．

1匹のサルにおけるTTX前後の波形が示されている．TTX前に存在した上-下側の非対称(最左列)が，

TTX後は消失している(左から 2列)．TTX前後の波形を差し引いてTTXによって消された成分を求め

る(左から 3列)と，このTTX感受性成分には上-下側の非対称が明らかであった(左から 4列目)．

(文献 81 の図を許可を得て転載，改変)
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図 29 サルの黄斑部の耳-鼻側から記録した局所 photopic negative response(PhNR)に対する tetrodo-

toxin(TTX)の効果．

1匹のサルにおけるTTX前後の波形が示されている．TTX前に存在した耳-鼻側の非対称(最左列)が，

TTX後は消失している(左から 2列)．TTX前後の波形を差し引いてTTXによって消された成分を求め

る(左から 3列)と，このTTX感受性成分には耳-鼻側の非対称が明らかである(左から 4列目)．
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ることができる本装置は，特に初期の緑内障や視神経症

の評価に有用な検査となりうる可能性があると考えられ

た．実際に本邦の研究者により，緑内障の他覚的機能評

価としての黄斑部局所 PhNR の有用性99)100)が報告され

てきている．今後，黄斑部局所 PhNR のさらなる臨床

応用が期待される．

Ⅴ お わ り に

基礎および臨床における視覚の基礎的研究において，

動物モデルは欠くことができない重要な存在である．動

物モデルはヒトのように視力や視野といった自覚的な検

査が困難であることから，他覚的視機能評価として

ERG はきわめて重要な評価手段である．以前は動物か

ら記録が困難であった局所 ERG や多局所 ERG の記録

技術や，PhNR のような新たな成分の解析が日々進歩し

ており，それに伴って動物モデルの視機能評価もさらに

詳細な解析が可能になってきている．今後，この分野の

さらなる発展を期待する．

稿を終えるにあたり，私を ERG 研究の道に導いてくださ

り，常に貴重なご助言と暖かい励ましの言葉をお与えくだ

さった三宅養三名誉教授(名古屋大学)に心より感謝を申し上

げます．また，本講演の機会をお与えいただいた日本眼科学

会評議員の先生方，本講演に際し多大なご支援をいただいた

愛知県眼科医会の先生方に心より感謝を申し上げます．今回

の研究は，科学研究費補助金(基盤 C20592075)，厚生労働科

学研究費補助金(H19感覚器一般 001)，厚生労働科学研究費

補助金(H18感覚器一般 005)より補助を受けました．
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図 30 右眼が正常眼圧緑内障である 28歳女性の両眼から記録した黄斑部局所 photopic negative response

(PhNR)の結果．

左：眼底写真．中：静的量的視野検査(Humphrey 10-2)の結果．右：黄斑部局所 PhNR の波形(矢印が
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Comment：宇治 幸隆

名古屋大学の近藤峰生先生は，長年にわたり臨床網膜電図(ERG)と動物モデル ERG の解析に取

り組み，両者の結果を検討することによって，網膜疾患の病態解明に多大な貢献をされてきた日本

の臨床視覚電気生理学のエースである．第 113 回日本眼科学会総会の評議員会指名講演 ｢眼疾患と

動物モデル｣において，｢網膜・視神経疾患動物モデルの ERG 解析｣と題した講演をされたが，電

気生理がまったく門外漢の聴衆にも，実際の動物実験の状況も理解できるように，非常に分かりや

すくユーモアを交えて説明され，感動的な講演であったと思う．

網膜・視神経疾患の研究において，ヒトであれば自覚的視機能検査を最も高度な解析法の一つと

して使うことができるが，動物では ERG が他覚的かつ鋭敏に，また経時的に，さらに発生起源の

解明から層別に解析が可能であることなどから，多くの網膜・視神経疾患の病態解明とその治療法

の開発につながる研究方法であるといえる．そして組織学的研究による検証が可能なことが，得ら

れた結果の信憑性を高める．近藤先生は常に眼科医の矜持を持って臨床に軸足を置きつつ，臨床の

問題を解決する手段として動物を対象に実験を行ってこられた．

本報告はマウスの ERG，トランスジェニックウサギの作製と ERG 解析，サルを用いた新たな

ERGの解析の 3つのテーマからなる．

まず，原因遺伝子の特定がなされている網膜・視神経疾患のモデル動物として，マウスは非常に

有用な存在であるが，そのマウス ERGはヒト ERG と波形がよく似ていて，その解析は ERGのさ

らなる理解を深めることにつながる．近藤先生は完全型先天停在性夜盲の動物モデルである

mGluR6 欠損マウスを使って，錐体 OFF 経路成分の b 波振幅は ON 経路成分の b 波振幅の 23％

しかないことから，ON 経路成分が圧倒的に優位であることを証明された．マウスの特に錐体

ERG の解析に重要な所見であると思う．さらに外網状層に局在するピカチュリン蛋白質の役割を

解明しようと，ピカチュリン欠損マウスの ERG を検討し，このマウスでは，杆体双極細胞の機能

を反映する b 波は著しい異常を示し，ピカチュリンは視細胞から双極細胞への伝達に重要な役割

をもっていることを証明された．このような研究手法は多くの学者が取り組んでいることである

が，近藤先生のような臨床を熟知する眼科医が行う研究においては，どのような意義があるかをも

う少し明確にされた方がよかったのではないかと思った．

全世界が持ち望む網膜色素変性の有効な治療法開発をめざした研究として，ヒトの網膜色素変性

と同じ病態をもつ動物の研究が必須である．近藤先生は実験をするにも，またさまざまな眼科的治

療操作を加えるのにも便利な動物はウサギであると考え，2004年からトランスジェニック(Tg)ウ

サギの作製に取り組み，ついに成功に至るわけだが，その成果の検証に ERG は非常に大きな役割

を果たす．組織学的には，Tgウサギ 6週以降で外網状層の核数が徐々に減少するも内網状層の構

造は保たれていて，ヒトの網膜色素変性と同様に進行性の視細胞変性，特に杆体視細胞の強い変性

が観察される．動物を長期に生かし 48 週まで ERG の経時的変化を観察して，ヒトのそれと同様

に錐体成分よりも杆体成分の低下が強く，また a波，b 波，OP波の順に障害が大きいことを証明

された．また Tg ウサギやヒトの患者でみられた OPs の増大の解明においては，tetrodotoxin

(TTX)を使った実験から網膜内層のスパイク性ニューロンの活動が増大していることを示された．

さらに Tgウサギの研究の精度を高めるべく有色Tgウサギの作製にも成功された．決して大げさ

でなく，全世界が待ち望む網膜色素変性の治療法確立に向けた確かな第一歩であると思うし，講演

の中で聴衆が最も感動した部分であったろうと思う．

次にサルの黄斑部 PhNRの解析をされた．黄斑部局所 ERG記録は三宅養三名誉教授が確立され

た名古屋大学の得意とする手法であるが，近藤先生は LED刺激を用いて刺激部位を確認しながら

黄斑部 PhNR を記録し，PhNR が内層起源であること，さらには網膜の部位による非対称性が存

在し，それは内層の TTX感受性スパイク性ニューロンに由来しているとの推測を示された．ヒト

ときわめて似ている眼底，網膜構造をもつサルで証明されたことの意義は大きいと思う．PhNRは

緑内障のような網膜神経節細胞死が起きている疾患の他覚的機能評価への利用に期待が高まってい

るが，今後症例を増やして臨床応用を確実にされることを期待したい．

近藤先生の評議員会指名講演は網膜変性疾患のような経時的観察が必要な疾患モデルの研究にお

いて，ERG がいかに多くの情報をもたらすか，また治療効果の検証に有意義かを示した報告で

あった．難病の治療開発をめざす多くの研究者に勇気を与えるものであると思う．
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