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研究成果の概要（和文）：組織中のCellular FXIII-A (cFXIII-A)は、通常は不活性化状態であるが、どのよう
に活性化されるかは不明であった。本研究ではcFXIII-Aの発現誘導が起こるゼブラフィッシュ視神経損傷後の網
膜を実験材料とし、その活性化機構について調べた。その結果、Heat shock factor 1の発現上昇がより早期に
起こりcFXIII-Aの遺伝子に結合することがわかった。この結合部位はcFXIII-Aが活性化する際に切り離される”
Activation peptides” 以降の配列と推測され、活性化型のcFXIII-Aが直接的に転写・翻訳されるという発現機
構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cellular Factor XIII (cFXIII), which is distributed in various tissues and 
cells, usually exists as an inactive type. Here, we investigated the molecular mechanism of cFXIII 
gene activation using genetic information from the A-subunit of cFXIII (cFXIII-A). cFXIII-A mRNA, 
lack of "activation peptides" cording region, is rapidly upregulated in the zebrafish retina after 
optic nerve injury. Chromatin immunoprecipitation provides direct evidence of enrichment of cFXIII-A
 genomic DNA bound with heat shock factor 1 (HSF-1), which is immediately upregulated in damaged 
retina. These findings indicate that rapid HSF-1 binding to the cFXIII-A gene results in an active 
form of cFXIII-A protein in the zebrafish retina after optic nerve injury without thrombin.

研究分野：神経化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液凝固因子のFactor XIIII-Aについては、トロンビンが活性化されることによって"Activation peptides"が
切断され、活性化タイプのFXIII-Aに変化することが知られている。ところが、組織中や細胞に存在する
cellular FXIII-A (cFXIII-A) の活性化機構については、十分な知見が得られていなかった。
今回のゼブラフィッシュの視神経損傷モデルを使用することにより、まず、Heat shock factor 1が視神経損傷
後のごく初期の段階で発現増加し、この関与によって、直接、活性化タイプのcFXIII-Aが発現するという、新た
な活性化機構が解明された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

血液凝固因子として知られる Factor XIII (FXIII) は、その構成の一部で酵素活性ユニットか
らなる A-subunit (FXIII-A) のダイマーが、骨、肺、脾、精巣など様々な組織中にも cellular FXIII-
A (cFXIII-A)として存在することが近年明らかとなってきた。魚類視神経の損傷実験において、 
cFXIII-Aは視神経の損傷直後から網膜で発現上昇し、視神経の再生・修復に関与する重要な分
子であることを発見した 。しかもこの修復機構により、魚類では視覚機能も完全に回復する
ことが可能である。FXIII-Aは、損傷後短時間で起こる急性相反応物質の如く視神経損傷局所
で特に強く活性化し、また網膜においても同様に活性上昇が見られるが、この視神経再生過程

での FXIII-Aの活性化を誘導する分子や何を基質として組織修復機構が作動するかなど、不明
な点が多い。 

２．研究の目的 
cellular FXIII-Aが、生体内においてどのように活性化されるのかを解明することが本研究の
第一目的である。そこで、cFXIII-Aが確実に発現する in vivoの実験系として、ゼブラフィッ
シュの視神経損傷モデルを用いた。ゼブラフィッシュなどの魚類の視神経は、損傷を受けても

完全なる修復・再生が可能であり、視覚機能が完全に回復する。この再生過程において、FXIII-
Aは損傷直後から網膜と視神経の両方に発現上昇が見られ、視神経の再生・修復に関与する再
生関連分子の１つであることをこれまでに確認した。このことから、視神経損傷後にどのよう

に網膜において cFXIII-Aが活性化するのか、その活性化機構に焦点をしぼって解明を試みた。 

３．研究の方法 

１）ゼブラフィッシュ視神経損傷前後のサンプル採取と cFXIII-Aの経時的変動について 
実験的に視神経をクラッシュし損傷させる。その後、損傷後急性期の FXIII-Aの活性上昇
初期 (0, 1, 2, 3, … 日後) の網膜、視神経および視蓋より組織を摘出、total RNAを抽出する。
また、眼球－視神経－視蓋の視覚に関与する一連の組織を摘出後、4%パラホルムアルデヒ
ドで固定し、OCT 包埋後凍結切片用の組織ブロックを作成する。無処置(0 d)をコントロー
ル群とし、リアルタイム PCRによって mRNAレベルの経時的変化、 in situ hybridization や
免疫組織化学染色により cFXIII-Aの網膜組織内での局在を調べる。 

リアルタイム PCRの Primerは、exon 1-2 の領域と
exon 7-8 の領域の 2か所を設定し解析する。exon 
1-2 のコード領域は、活性化タイプの FXIII-Aタン
パクでは、Avtivation peptide としてトロンビンに
より遊離し切り離される領域であり、exon 7-8
は、酵素の活性中心をコードする領域である 
（図１）。 

２）視神経損傷後の網膜由来サンプルの cDNAのクロ
ーニングとその塩基配列の検索  

コントロールおよび視神経損傷後の経時的に採

取した網膜由来の total RNA をサンプルとして、 
FXIII-Aの cDNAのクローニングとその塩基配列の ↑ 図２ zebrafish 網膜由来のmRNAをサンプ

ルとした 5’RACE 解析の概略 

図 1  ゼブラフィッシュ FXIII-A 遺伝子およびタンパクの構造の概略 



解析を 5'-RACE (rapid amplification of cDNA ends) 法により行う（図２）。 

３）Heat shock factor 1 (HSF-1) インヒビター投与実験 

視神経損傷 1時間前に眼球内に HSF-1のインヒビターをインジェクションする。その 24時
間後、網膜を摘出し、total RNAを抽出としてサンプルとし HSF-1および FXIII-A mRNAの
発現について、リアルタイム PCRで解析を行う。(下図参照) 

 
４）クロマチン免疫沈降（Chromatin immunoprecipitation, ChIP）アッセイ 

HSF-1と cFXIII-A遺伝子の相互関係を調べるために、ChIPアッセイを行った。視神経損
傷前と損傷後 24 時間の網膜サンプルをホモジナイズし、ホルムアルデヒド等の試薬で処理
後、抗 HSF1または通常の IgGと結合した磁性プロテイン A / Gビーズを用い免疫沈降を行っ
た。洗浄後、HSF-1に関連する FXIII-Aのゲノム DNAを精製し、リアルタイム PCRにより定
量した。  

４．研究成果 

１）視神経損傷後のリアルタイム PCRによる網膜での FXIII-Aの発現変化 

視神経損傷前の網膜と損傷後の網膜から経

時的に採取した total RNAを用いて、リアルタ
イム PCRによる cFXIII-Aの発現について調べ
た。この際、プライマーの設定は FXIII-A遺伝
子の exon1-2 の領域と exon7-8 の 2 か所を設
定した。exon1-2は、活性化する際に切り離さ
れる領域であり、exon7-8は、酵素の活性中心
をコードする領域である。その結果、exon7-8
については、視神経損傷後１日後から有意な

発現上昇が観察され、５日後にピークが見ら

れたのに対し、exon1-2は変動が見られなかっ
た（図３）。 

２）Short type cFXIII-Aの発現 

異なるPrimerセットを用いた場合、
5’領域に近い exon1-2の発現はほとん
ど変化がないのに比べ、酵素活性中心
をコードする領域 (exon7-8) では、著
明な発現上昇が確認できた。さらに、
図 4に示すように、exon1-8をコード
する領域を PCR によって増幅する
と、視神経損傷前では full length の
1,155bpのバンドが確認できる一方、
視神経損傷後では経過日数に伴い、
800bpの短い DNA産物が顕著に増加
した。 
これは、Western blottingによりタンパクレベルでの変化について調べた結果と同様で、full 

■̶■ exon1-2 
〇̶〇 exon7-8 

図 3 zebrafish 網膜における視神経損傷後の
FXIII-A mRNA の発現変化 

図 4 視神経損傷後の網膜由
来のサンプルを用いた exon 
1-8 領域の RT-PCR 

図 5 視神経損傷後の網膜由
来サンプルを用いた FXIII-A
の Western blotting 



length で 84kDaの FXIII-Aタンパクは、視神経損傷後 24時間で、65kDAの分子量の小さい
ものに置き換わっていくことが確認できた（図５）。 

３）5’RACE法による short type cFXIII-Aのシークエンス解析 

視神経損傷後に発現が見られる short type cFXIII-Aについて、5’RACE法により詳細に解
析を行った。その結果、視神経損傷後に網膜で発現する short type cFXIII-Aは、exon 1-2, 及
び exon 3の一部を欠如したものであることが判明した。また、この開始直前部分には、
HSF binding sequences と呼ばれる配列が２箇所存在することが、判明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４）Heat shock factor 1 (HSF-1)の cFXIII-A発現への関与について 

5’RACE解析により、cFXIII-Aの発現に HSF-1が関与する可能性が示唆された。そこで、
視神経損傷実験の直前にあらかじめ HSF-1 inhibitor の投与を行い、その後、視神経損傷を
行って 24 時間後の網膜のサンプルを摘出、total RNA を抽出し、HSF-1 および FXIII-A の
mRNA発現についてリアルタイム PCRにより解析を行った。 

 

 
 
 
 

５）ChIPアッセイによって示唆された HSF-1誘導の cFXIII-A発現 

視神経損傷前後の網膜をサンプルとして、ChIPアッセイを行った。抗 HSF-1抗体
は、FXIII-A 遺伝子の exon 2をコードする領域において、IgGコントロール血清と比較
し約 5倍量の FXIII-A特異的 DNAを沈殿させることが判明した（図８）。 

以上の結果より、視神経損傷後に発現する HSF-1は、FXIII-Aゲノムに結合すること

図 7  HSF-１inhibitor 投与実験  
（左図）視神経損傷24 時間後の網膜における HSF-1 mRNA発現は、コントロール(無処置) と比較し約 10 倍に発
現が上昇するが、インヒビター投与群ではコントロールレベルと変わらなかった。この条件下で、FXIII-A の mRNA発現レベ
ルを測定したところ、視神経損傷群はコントロール群の約 100 倍の発現を示したのに対し、HSF-1 インヒビター投与群では
約 40％に発現が抑制されていることがわかった (右図)。 

←図６   
5’RACEによるシーケンス解
析結果。  
 
損傷した網膜に由来する
cFXIII-A の多くのクローン
は、赤い矢頭(▼)から開始
のクローンが多く見られた。こ
れは、エクソン 1-2 領域とエ
クソン 3 の一部を欠如する
ものであった。この short 
type cFXIII-A の開始直
前部分には HSF 結合配
列が 2箇所確認された。 



で、FXIII-Aの発現を調節している可能性が示唆された。また、この FXIII-Aの cellular 
FXIII-Aとしての発現は、トロンビンの関与がなくとも既に Activation peptidesが欠如し
た short type FXIII-Aとして転写・翻訳され、ダイレクトに活性化タイプの cFXIII-Aが
損傷網膜で発現している可能性が示唆された。 

 

図８ ChIP assayによるHSF-1 とｃFXIII-Aの相互関連性。  
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