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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自開発した常時活性型TrkB分子を活用した遺伝子治療よって網膜神経
節細胞の保護効果および軸索再生効果を促進させることで、失明したマウスの視機能回復の可能性について検討
した。常時活性型TrkB分子を発現した網膜神経節細胞では、視神経挫滅によって誘導される細胞死を強く抑制し
た。また、切断された軸索再生効果もあり、再生軸索が視交叉まで到達することを確認した。さらに、緑内障モ
デルマウスでは、神経保護効果だけでなく視機能低下の抑制効果も確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the possibility of recovering visual function
 in blind mice by promoting the neuroprotective effect and axonal regeneration of retinal ganglion 
cells (RGC) by gene therapy using our originally developed constitutive active TrkB. We found that 
constitutive active TrkB strongly suppressed cell death induced by optic nerve crush. The 
regenerated axons also reached the optic chiasm. Furthermore, in glaucoma model mice,  suppression 
of visual function decline was observed, as well as neuroprotective effect.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これらの成果から、常時活性型TrkB分子は、細胞内のシグナル活性化を介してin vivoにおけるマウス網膜神経
節細胞の保護・再生を強力に促進することが判明した。したがってアデノ随伴ウィルスなどの遺伝子治療との併
用することで、緑内障などの網膜神経変性に対する新たな治療法となる可能性に期待が持たれる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は網膜神経節細胞（RGC）の細胞死を引き起こし、進行性の視野障害が生じる疾患であ
る。2000年以降、現在まで20年近くに渡り視覚障害の原因疾患第一位となっており、年々その
割合が増加する一方で、未だ根本的な治療方法がなく、大きな社会問題となっている。緑内障
に対する唯一有効性のある治療として、眼圧を下げる薬剤の投与または手術が現在行われてい
るが、根本的な治療には至っていない。さらに日本人では眼圧が正常である正常眼圧緑内障が
全体の約7割を占めるという特徴がある。これらを背景として、眼圧を下げる治療以外の、より
病態に直接的に作用する神経保護効果や視神経軸索再生作用を有する治療方法の確立が求めら
れている。 
神経栄養因子は神経細胞の生存維持や分化増殖、機能調節に関わる分子であり、NGF、
BDNF、CNTF、NT3、NT4などに分類される。そのうちBDNFは高親和性受容体であるTrkBに
結合し、様々な細胞内シグナル経路を介してRGCへの高い神経保護作用を示すことが知られて
おり、さらに発生期には軸索伸長への関与も指摘されている。そのため、これまでに外部から
のBDNF投与、またはBDNF過剰発現によるRGC保護治療に関する多くの検討がなされてきた
が、in vivoでは神経保護効果は限定的であった。 
一方、近年では視神経を利用した軸索再生研究に世界中から多くの注目が集まっている。視神
経再生の誘導においては炎症性シグナルの増強が重要であると考えられてきたが、炎症反応は
神経変性も引き起こしてしまい、治療応用には不向きであることが以前から指摘されていた。
そのような中、今回独自に開発した活性型TrkBは炎症性シグナルを活性化することなく、網膜
の形態と機能を保ったまま、強力な視神経再生能を獲得することを見出しており、その活用に
は大きな治療効果が期待される。 
 
２．研究の目的 
これまで神経細胞の軸索再生は非常に困難であると考えられてきた。しかし近年の成果から、
AAV などを利用した遺伝子導入によって細胞内シグナルを活性化すると、in vivo においても軸
索再生を誘導できることがわかってきた。特に視神経は網膜神経節細胞（RGC）の軸索の集合体
であり、眼球から脳後部まで長く投射していることから、軸索再生研究において最も適した組織
の１つと考えられている。また、RGC は樹状突起の形態解析にも適しており、軸索と樹状突起
の再生を同一サンプル（組織）で解析することが可能である。さらに、神経細胞の機能回復につ
いてはその評価方法が重要であるが、マウスの視機能については電気生理学的手法も含めた様々
な客観的解析法が存在し、複雑な脳と比べてその有用性は非常に高い。そこで本研究では RGC
における軸索および樹状突起の再生促進の分子機序を解明し、そこで得られた知見によって、さ
らに強力な軸索再生効果を獲得するための開発応用に進むことを期待したい。 
 
３．研究の方法 
ヒト TrkB分子の細胞内領域を細胞膜へ人工的に局在化させるために、ファルネシル化シグナル
を付与した F-iTrkB分子を作製した。細胞内局在の確認については Neuro2a細胞へ transfectionし
た後に免疫細胞染色によって解析を行った。また、細胞内シグナルの活性化の測定については
Cos7細胞へ transfectionした後にウェスタンブロット解析により、リン酸化 ERKやリン酸化AKT
などについて TrkB 下流分子の活性を定量することで TrkB シグナルの活性を評価した。さらに
F-iTrkBの２量体形成については pull down assayにより明らかにした。 
In vivoでの治療効果を検討するために F-iTrkBをアデノ随伴ウィルス（AAV）へ組み込み、マウ
ス眼球へ投与し、網膜神経節細胞の保護効果や軸索再生効果などへの影響について解析を行っ
た。神経保護効果については、網膜 flat mountの RBPMS抗体を用いた免疫組織染色により残存
する網膜神経節細胞の数を計測し評価を行った。さらに光干渉断層系による生体網膜の形態変
化の観察、および多局所網膜電図により視機能の保護効果の有無などについても解析を行った。
これらの解析を緑内障モデルマウス（GLAST KO）および視神経挫滅モデルマウスで行った。 



 

 

 
 
４．研究成果 
（１）ファルネシル化した TrkB細胞内領域分子である F-iTrkBによる細胞内シグナル活性化に
ついて、Cos７細胞を用いて検討を行った。F-iTrkB を transfection した n2a 細胞では細胞膜に局
在することが免疫染色解析によって明らかとなった（Fig.1B)。また、Cos7細胞に transfection す
ると、下流シグナル分子の ERK や AKT 分子を活性化することがリン酸化抗体を用いたウェス
タンブロット解析により明らかとなった(Fig.1C)。さらに、F-iTrkBによる活性化は ERKと AKT
だけではなく、Stat1、Stat3、GSK3-β、p38などの分子も活性化することが判明した（Fig.1D）。
これは full length TrkBを transfection した Cos7細胞に BDNFを添加した時にも同様の活性化レ
ベルであった。また、ファルネシル化に限らずミリストイル化によっても同様に下流シグナルの
活性化が確認された（Fig.1E）。 
 
（２）さらに F-iTrkB分子の性質について解析を進めた。F-iTrkB分子内の ATP結合部位に変異
を導入すると ERK/AKTを活性化できないこと（Fig.2A）、F-iTrkBは２量体を形成してお互いを
リン酸化すること（Fig.2B and C）、活性化した F-iTrkBは結合分子である GRB、Shc、PLCとも
複合体を形成する（Fig.2E）ことなどを明らかとした。一方、TrkAについても、細胞内領域のフ
ァルネシル化により細胞膜に局在させるとF-iTrkBと同様に、ERK/AKTの活性化が認められた。
しかし、kinaseドメインを持たない細胞膜受容体である LIF受容体や gp130受容体では細胞内領
域をファルネシル化しても、ERK/AKTの活性化は認められなかった（Fig.2F-H）。 
 
（３）F-iTrkBを AAVに組み込み緑内障モデルマウス（GLAST KO）に硝子体注射することで緑
内障症状の進行を抑制できるか検討を行った。AAV-F-iTrkBを投与された緑内障モデルマウスで
は、網膜神経節細胞の細胞死が抑制されており、視機能低下も軽症化することが判明した(Fig.3)。 



 

 

 

 
 
以上の結果から、独自に開発した F-iTrkB分子の遺伝子治療は網膜神経節細胞に対して強い神経
保護作用を示し、遺伝子治療による新たな治療法開発の基盤となる可能性があると推察された。
今後は視細胞など網膜組織にある他の神経細胞に対する保護効果や、脳や脊髄の神経細胞に対
する保護作用の有無についても明らかにする必要がある。 
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