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研究成果の概要（和文）：網膜電図（ERG）の最初の陰性波であるa 波の起源は主に視細胞であると信じられて
きた。しかしながら、視細胞が重度に変性した状態でもこの起源が正しいかどうかは知られていない。我々は、
ウサギの網膜変性動物モデルを用いて、視細胞が変性した状態におけるERGのa波の起源を研究した。高齢のTgウ
サギを使用し、3次ニューロンを抑制する薬物を注射した前後でERGのa波を記録した。その結果、進行した視細
胞変性を有するTgウサギから記録される小さなa波は、TTXとNMDAでほぼ完全に消失することがわかった。以上の
結果により、進行した視細胞変性網膜ではa波の起源に3次ニューロンが多く含まれることがわかった。

研究成果の概要（英文）：It is widely believed that the origin of the a-wave of electroretinogram 
(ERG) is mainly the photoreceptors. However, it was unknown this hypothesis is really true in the 
retina with severe photoreceptor degeneration. In this study, we studied the origin of the a-wave in
 the retina with severe photoreceptor degeneration using transgenic (Tg) rabbit model of 
photoreceptor degeneration. Aged Tg rabbit model of 2-3 years were used. The a-waves were recorded 
before and after intravitreal injection of tetrodotoxin (TTX)and N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) in 
aged Tg rabbits. We found that the small a-wave, which was seen in in aged Tg rabbits, was nearly 
completely suppressed after intravitreal injection of TTX and NMDA. These results suggested that the
 small a-waves which are seen in patients with severe photoreceptor degeneration, like retinitis 
pigmentosa, can originate from retinal third-order neurons.

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の我々の成果によって、網膜変性をERG で評価する際の原理に新しい解釈が加わる可能性がある。｢進行し
た網膜色素変性から記録されるERG のa 波には視細胞の成分はほとんど含まれておらず、その多くは3 次ニュー
ロン由来である｣、という今回の結果は、視覚科学の分野で長年信じられてきたERG の常識を大きく変える可能
性がある。また、今回の我々の成果は、視細胞が変性していく過程で網膜内に起こっている二次的な回路の変化
（視細胞変性後の網膜内ニューロンのリモデリング：Jones, Kondo, et al. Jpn J Ophthalmol. 2012）にも新
しい知見を加えると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

網膜電図（ERG）は、様々な網膜疾患の診断や網膜機能の解析および評価に重要な眼科検査法で

ある。ERG で一般臨床に最も使用される反応は、暗順応後に強いフラッシュ刺激を用て記録する

反応（combined rod-cone maximal ERG）である。この反応において、最初の陰性波（a 波）の

起源は光を感受する視細胞、それに続く陽性波（b 波）の起源は 2 次ニューロンの双極細胞で

あると考えられており、この説は長く臨床に使用されて疾患の評価に用いられてきた。ERG が最

もよく使用される疾患は遺伝性網膜疾患であり、その代表は網膜色素変性である。 

網膜色素変性は約 3000 人に 1 人の割合で発症し、遺伝子変異により視細胞が徐々に変性し、

進行性に視機能が低下することにより最終的には失明に至りうる疾患である。この網膜色素変

性の患者から ERG を記録すると、多くの場合、非常に強く減弱した a 波（正常の 1/10〜1/20 程

度）が記録されることが多い。そして、この a 波の振幅はその網膜色素変性患者における残存

視細胞機能（網膜色素変性では杆体視細胞は早期に変性するために、残っている錐体視細胞機能）

を表していると長く信じられてきた。 

我々は、2009 年に世界で初めてウサギの網膜色素変性モデル動物（ロドプシン P347L トラン

スジェニックウサギ：Tg ウサギ）を作成することに成功した。そして、この Tg ウサギを用 

いて比較的早期の視細胞変性期における ERG の a 波の起源を薬理学的に研究した。その結果、

変性が進むにつれて a 波の振幅全体における錐体視細胞の割合は正常より明らかに小さくなり、

逆に OFF 型錐体視細胞以降の関与が徐々に大きくなっていることを見出した（Hirota, Kondo, 

et al. IOVS 2012）。しかし、この時点では、視細胞が変性するにつれて OFF 型双極細胞以降成

分の関与が大きくなると結論したのみであり、さらに進行した、変性末期の網膜における a 波

の関与については全く調べていなかった。最近我々は、視細胞変性マウスの遊離網膜を用いた実

験で、進行した視細胞変性の状態では a 波のかなりの部分が 3 次ニューロン起源であるという

感触を得ている（Fujii et al. Sci Rep 2016）。 

 

２．研究の目的 

そこで、今回の研究の目的は、ウサギの錐体 ERG の細胞起源がヒトと極めて類似していること

を利用して、Tg ウサギの変性末期（生後 2-3 年）の ERG の細胞起源をニューロン遮断薬やシナ

プス遮断薬を使って薬理学的に解明し、それによって、網膜色素変性の末期患者の ERG の a波

の起源が視細胞ではなく、大部分が 3 次ニューロンであるという我々の仮説を証明するこ 

とである。 

 

３．研究の方法 

今回の実験では、生後 2 年以上経過している正常ウサギおよび Tg ウサギを 5 匹ずつ使用し

た。刺激には網膜全体を均等に光刺激することができる Ganzfeld 刺激装置を用いた。まず正常

および Tg ウサギから、30-50 cd-s/m2 程度の強力なフラッシュ光刺激を用いて、ERG の a 波を

記録した。刺激の強さによって ERG の細胞起源が異なる可能性も考慮し、念のために neutral 

density filter を用いて 0.5 log 間隔で刺激強度を変化できるようにした。ノイズの少ない a 

波の曲線が得られるまで、10-20 回の加算平均を行った。続いて、Tg ウサギにおいて杆体の活

動を十分抑制できると考えられている 30 cd/m2 程度の背景光を点灯させ、同じ光刺激で ERG の

a 波を記録して、背景光（＋）と（-）でほとんど a 波の波形と振幅が変化しないことを確認し

た。これは、生後 2 年を過ぎた Tg ウサギにおいては、その ERG が全て錐体系細胞由来である

ことを示しておくために重要である。 

 次に、同様の ERG を tetrodotoxin (TTX)と N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)を作用させた

後に記録した。TTX と NMDA を同時に硝子体内に注射すると網膜の 3 次ニューロン（アマクリ

ン細胞および網膜神経節細胞）はほぼ完全に遮断されることが知られている。TTX＋NMDA を作用

させたあとに、進行した変性 Tg ウサギの ERG の a 波がどの程度低下するかを a-wave fitting 

で計算した。もしこの段階で加算平均を行っても a 波が検出できない程度に減弱していれば、



進行した視細胞変性の網膜から記録した ERG の a 波はほぼ全て 3 次ニューロンであることに

なる。TTX＋NMDA を注射後に記録した ERG に a 波がわずかでも残存していた場合には、続いて

AMPA/KA 型受容体のantagonist である6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt 

hydrate (CNQX)を作用させる予定とした。CNQX は錐体視細胞から錐体 OFF 型双極細胞への神経

伝達活動を遮断することから、注射前後の波形の変化を観察することによって a 波に占める錐

体 OFF 型双極細胞の関与の割合を知ることができる。もしもこの段階で初めて a 波が消失して

いれば、進行した視細胞変性の網膜から記録した ERG の a 波は 2 次ニューロンと 3 次ニュー

ロン由来であることになると仮定した。 

 

４．研究成果 

(1) Tg ウサギにおいて杆体の活動を十分抑制できると考えられている 30 cd/m2 程度の背景

光を点灯させ、30-50 cd-s/m2 程度の強力なフラッシュ光刺激光刺激で ERG の a 波を記録した

結果、背景光（＋）と（-）でほとんど a 波の波形と振幅が変化しないことが確認された。この

結果により、生後 2 年を過ぎた高齢の Tg ウサギにおいては、その ERG が全て錐体系細胞由来

であることがまず確認された。 

(2) 次に、同様の ERG を tetrodotoxin (TTX)と N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)を作用さ

せた後に記録した結果、TTX と NMDA を同時に硝子体内に注射して網膜の 3 次ニューロン（ア

マクリン細胞および網膜神経節細胞）はほぼ完全に遮断すると、a 波の振幅は加算平均を行って

も a 波が検出できない程度に減弱することがわかった。以上の結果から、進行した視細胞変性

の網膜から記される ERG の a 波はほぼ全て 3 次ニューロンであると推定された。続いて、

AMPA/KA 型受容体のantagonist である6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt 

hydrate(CNQX)を作用させた後の a 波も記録したが、CNQX を作用した後でも高齢の Tg ウサギ

の小さな a 波の振幅はほぼ完全に抑制されることがわかった。この理由については、CNQXは 3 

次ニューロンの活動も強く抑制する効果があるためであると考えられた。さらに生後 3 歳を超

えた高齢のウサギからも同様の実験を行ったが、やはり TTX と NMDX のみで小さな a 波振幅は

ほぼ消失することがわかった。 

(3)最後に、この動物実験で得られた結果をもとに、実際の眼科臨床の場で 30分暗順応後に網

膜色素変性症患者から得られたわずかな a 波振幅の起源をウサギ a 波モデルに当てはめて推定

してみた。その結果、網膜色素変性症患者からわずかに得られることのある小さな a波の起源は

TTX+NMDA 由来、つまり網膜の 3次ニューロン由来である可能性が強く示唆された。 

(4) 以上の結果は、ERGの a波の起源が網膜色素変性のような進行性の視細胞変性疾患の状態

においては、正常の概念と大きく異なるという我々の仮説を証明するものとなった。これまでも、

遺伝子変異によって視細胞が変性すると、ERG の起源に変化が生じる（正常と細胞起源が変わり

うる）のではないかという説はあったが、ヒトに近い網膜変性疾患モデルがなかったために、実

証することができなかった。自然発症の網膜色素変性モデルのイヌあるいはロドプシントラン

スジェニックブタは海外に存在するが、貴重なうえに十分な頭数が確保できないために ERG の

起源に関する実験は十分に検証されてこなかった。近年我々が作成した Tg ウサギは、ヒトの網

膜色素変性に極めて近い網膜変性を示すとともに、錐体 ERG の特徴もヒトに類似しており、し

かも眼球の大きさが十分に大きいために繰り返して薬物を眼球内に投与して特定の神経を次々

に遮断していくという実験を安定して遂行することができた。 

(5)今回の我々の成果により、網膜変性を ERG で評価する際の原理に新しい解釈が加わる可能

性がある。｢進行した網膜色素変性から記録される ERG の a 波には視細胞の成分はほとんど含

まれておらず、その多くは 3 次ニューロン由来である｣、という今回の結果は、視覚科学の分野

で長年信じられてきた ERG の常識を大きく変える可能性がある。今回の我々の成果は、視細胞

が変性していく過程で網膜内に起こっている二次的な回路の変化（視細胞変性後の網膜内ニュ

ーロンのリモデリング：Jones, Kondo, et al. Jpn J Ophthalmol. 2012）にも新しい知見を加

えると考えている。 
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