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研究成果の概要（和文）：  中枢神経の再生可能なサカナの視神経切断モデルを使用し、再生初期に発現が上昇する遺
伝子を同定し、細胞生存や神経突起伸長作用を確認し、これらを神経再生初期分子とした。この候補物質としてHSP70,
 レチノール結合蛋白プルプリンを同定した。これらに引き続いてレチノイン酸シグナル分子の発現が上昇した。これ
ら再生分子を成熟ラット網膜に導入することにより、ラット視神経がin vivoで再生できた。

研究成果の概要（英文）：Regeneration-associated genes (RAGs) were cloned from axotomized zebrafish retina.
 HSP70 (a stress protein) and purpurin (a retinol-binding protein) were rapidly induced in the fish retina
 after optic nerve injury. HSP70 was involved in cell survival of injured retinal ganglion cells (RGCs), w
hereas purpurin was involved in neurite sprouting from injured RGCs. These RAGs could easily induce regrow
th of axotomized optic nerve in adult rat.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 魚の視神経は、ヒトを含む哺乳類と異
なり、損傷しても再生することが知られてい
る。そこで我々は形態学的，生化学的，行動
学的手法を用いて、まず正確な魚の視神経再
生過程のタイムスケジュールをゼブラフィ
ッシュで決定した。その結果、i)準備期（～5
日以内），ii)軸索伸長期（1～4 週），iii)シナ
プス再編成期（1～3 ヵ月），iv)機能回復期（～
４ヵ月）に分類された。 
 
(2) 損傷後５日以内の準備期（再生初期）
に発現が上昇する遺伝子をクローニングし
た。次に、この再生初期分子が、如何なる働
きをしているかを詳細に調べた。更に、これ
ら分子が次の軸索伸長に向けてのカスケー
ドを活性化させる仕組みについて、２，３の
分子を例として、その分子機構の解明を試み
た。 
 
(3) これら魚の再生関連遺伝子が視神経再
生の起こらないラットではどのような振る
舞いをするのかを検討した。 
 
２．研究の目的 
(1) 魚視神経再生初期（準備期）に発現が
上昇する分子をクローニングし、その発現時
期（ピーク）、発現局在を明らかにする。 
 
(2) 網膜片培養等を用いて、再生分子の軸
索伸長への関与や更にモルフォリノや
siRNA 等による mRNA 発現の抑制効果より、
その果たすべき役割を検討する。また、阻害
剤の使用により、loss of function の実験を行
う。さらに、過剰発現系の実験も行い、gain 
of function 実験を行う。 
 
(3) クロマチン免疫沈降法等の実施により、
核内移行メカニズムや転写活性化のメカニ
ズムなどを精査する。 
 
(4) ラットの視神経損傷モデルを使い、こ
れら魚再生分子相当分子がどのような推移
を示すか比較検討し、成熟ラット視神経の再
生に対して効果的か否かを調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 再生分子の機能的役割の解明 
 上記の HSP70，IGF-1, LIF, プルプリン,
ファクターXIII A等のmRNA量はRT-PCR法で、
局在は in situ ハイブリ法で検索した。Loss 
of function の実験には、RNA に関してはモ
ルフォリノ，siRNA を使用し、その他特異抗
体や低分子阻害剤を使用した。Gain of 
function の実験には、リコンビナント蛋白の
添加や遺伝子導入により実施する。 
 
(2) 分子相互間作用 
 上記のインヒビターや siRNA 等により、各
分子間相互作用に対する影響を生化学的に

調べる。 
(3) 視神経再生の機能的解析―行動学的実
験 
 ゼブラフィッシュを水槽に入れ、OMR
（optomotor response）を指標に簡単な視神
経再生を確認する。複数匹の場合には追尾行
動，群れ行動を指標に高次の視覚機能回復を
評価する。 
 
(4) CHIP アッセイ 
 ゲノム遺伝子の５′上流ヌクレオチドに
結合している DNA 結合蛋白を、抗体を使い  
沈降し、視神経損傷或いはその継時変化を定
量する。 
 
(5) 成熟ラット視神経損傷モデルにおける
上記魚再生分子相当分子の推移を比較する。 
 
４．研究成果 
(1) 再生初期分子 
魚の再生準備期において発現が上昇する分
子としてHSP70,IGF-1, LIF, レチノール結合
蛋白プルプリン,ファクターXIIIA 等が同定
された。そのうちプルプリンを除いては、網
膜神経節細胞で特異的に発現上昇した。他方
プルプリンは興味あることに視細胞で発現
上昇し、蛋白は網膜神経節細胞を含む網膜全
層に分泌されていた。これら初期分子の機能
としては大きく２つに分類された。 
 
① 細胞生存に働く因子 
HSP70 や IGF-1 はインヒビターの使用によ

り生存因子 p－Akt や Bcl2 を抑えることが明
らかとなり、PI3K/Akt を介し、細胞生存に関
与することが証明された。（図１） 

 
 
 
 

図１．サカナ網膜における視神経損傷後の
HSP70 の誘導とインヒビターによる抑制と
細胞死誘導 



② 神経突起発芽因子 
 LIF, プルプリン, ファクターXIIIA は神
経突起の発芽 neurite sprouting を促進する
ことが網膜切片培養により明らかとなった。 
 
(2)プルプリンの特異的作用 
 プルプリンの作用はレチノールの添加に
より増強され、かつレチノイン酸合成酵素阻
害剤により、完全に抑えられた。そのことよ
り、プルプリンはレチノール結合蛋白として
働き、各網膜神経細胞へレチノイン酸を供給
し、そのレセプターは核内に移行することが
証明された。（図２） 

 
(3)転写因子の活性化機構 
 魚の網膜神経節細胞は視神経損傷後 3～7
日をピークに RNA 合成や蛋白合成が増加し、
再生関連遺伝子の発現が増加することが知
られている。そこで、この再生遺伝子活性化
機構を探るため、ヒストンのアセチル化等エ
ピジェネティックな変化をアセチル化ヒス
トン（AcH3, AcH4）抗体を用い免疫染色を施
したところ、損傷後３日目の網膜神経節細胞
でヒストンのアセチル化が強く認められた。
他方、再生できないラットでは損傷後
AcH3,AcH4が急激に減少していた。今回の我々
の実験から２つの転写活性化機構を見出し
た。 
 
 
① 細胞生存のための Keap1/Nrf2 系の活性

化 
 Keap1 のニトロシル化により、Nrf2 が核内
移行することが、免疫染色及び Chip 法によ
り確認できた。（図３） 
 

 
 
 
② ヒストン脱アセチル化酵素の抑制 
 HDAC のニトロシル化により HDAC が抑制さ
れ、その結果、再生分子の一つレチノイン酸
レセプターβ（RARβ）の発現が活性化し、
神経突起の伸長が促進された。（図４） 

 

図２．プルプリンによるレチノール
の損傷神経節細胞への供給 

図３．Keap1 の S-ニトロシル化による抗
酸化蛋白の誘導 

図４．HDAC の S-ニトルシル化によ
るアセチル化ヒストンの誘導 



(4) 行動学的研究 
 上記再生分子の抑制，モルフォリノ，siRNA，
阻害剤等により、魚の視運動反射（OMR）の
遅滞が確認された。 
 
(5) 成熟ラット視神経の再生 
 魚で得られた知識より、細胞死の抑制と神
経突起伸長因子の組み合わせにより、ラット
中枢までの長い視神経の再生が確認され、簡
単な視機能も再生した。 
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