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研究成果の概要：ほ乳類と異なり、魚類では中枢神経の再生が可能である。これまで我々は魚

類視神経損傷後の網膜内で一酸化窒素合成酵素 (NOS) の発現が高まることを見つけていた。
本研究では NOS と神経再生の関連について詳細なシグナル解析とともに調べた。その結果、
視神経損傷後の網膜神経節細胞層で増加する神経型の NOS はレチノイン酸で誘導され細胞内
で産生された一酸化窒素がグアニル産シクラーゼ活性化を介して cGMP 依存的な軸索伸長を
示すことがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経は損傷、脱落をうけるとアポトーシス

が誘導され再生しないという概念から緑内障を
はじめとする中枢神経疾患の治療は難しいとさ
れてきた。近年、ほ乳類における中枢神経再生
の試みとして末梢神経移植や幹細胞の神経様
分化誘導の応用が盛んに行われているが、いず
れも機能的な再生には至っていない。一方、魚
類は神経損傷させても、神経軸索再生阻害因
子をコードする遺伝子がないため再生が可能で
あり、神経再生モデルとして用いられる。しかし
どのようなメカニズムで神経再生が起こるかにつ
いては不明であった。下等脊椎動物の中枢神

経系が再生可能である理由やそのメカニズムを
知ることはほ乳類中枢神経再生への応用に大き
な貢献をもたらすだろうと考える。魚類視神経損
傷後に網膜神経節細胞において一酸化窒素合
成酵素(NOS)の発現が高まることをすでに報告
しており(Devadas et al., Neuroscie. Res. 2001)、
今回は特に神経再生における NOS の作用メカ
ニズムについて解析を行なった。これらのメカニ
ズムの解析が将来的な難治性中枢神経疾患の
治療に何らかの貢献ができれば幸いである。 
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２．研究の目的 
魚類網膜‐視神経系を用いた神経再生モデ

ルにおいて、神経損傷後の網膜神経節細胞
(RGC) では NOS の発現が網膜の RGC 層で
発現増加することが分かっていたので中枢神経
再生における NOS との関わりを知るために詳
細なシグナル経路を精査することを目的とした。
また、予試験的に魚類神経再生にレチノイン酸
が関連することが分かっていたのでレチノイン酸
と NOS の関係も調べ、視神経再生との関連性
を精査した。特にレチノイン酸合成酵素
(RALDH2)、分解酵素(CYP26a1)、レチノイン酸
結合タンパク質(CRABPI, CRABPIIb)とレチノイ
ン酸のレセプター(RARalphaa)の発現パターン
や局在についても調べた。視神経損傷後に 
RGC において増加するレチノイン酸がnNOS発
現後、NO-cGMP-PKG 経路を介した軸索再伸
長を起こすかどうかについて in vitro および in 
vivo において調べた。 
 

３．研究の方法 
金魚視神経損傷後の RALDH2、CYP26a1、

CRABPI、CRABPIIb、RARalphaa 発現パターン
や局在については in situ ハイブリダイゼーショ
ン法と RT-PCR 法を用いた。また視神経損傷後
の神経型NOS(nNOS)の発現パターンと局在もin 
situ ハイブリダイゼーション法と RT-PCR 法、ウ
ェスタンブロット、免疫染色法を用いて調べた。
また実際の一酸化窒素(NO）産生量と活性につ
いてはグリース法とNADPHジアホラーゼ染色法
を用いて精査した。軸索伸長と nNOS-NO の関
係は金魚網膜組織片培養を用いた薬理学的な
解析を用いて軸索伸長効果と関連するシグナル
を調べた。最終的にはin vivoにおける視神経再
生をトレーサ－法により解析した。 
 

４．研究成果 
 我々の以前の研究よりレチノールは著しく視神
経損傷後網膜組織片培養において軸索の再伸
長を促進する結果を得ている(Matsukawa et al., 
J. Neurosci. 2004)。これらのことから視神経損傷
後の RGC におけるレチノイン酸のレベルを
RALDH2およびCYP26a1のレベルで精査した。
その結果視神経損傷後 7目より RALDH2 の発
現上昇、CYP26a1 の発現抑制が見られ、RGC
内でレチノイン酸合成量が高まっていることが示
唆された(図.1)。また、同時に細胞内のレチノー
ル結合タンパク質 CRABPIIb の発現とレチノイン
酸レセプターの RARalphaa の発現も高まってい
ることからレチノイン酸による何らかのタンパク質
発現が軸索伸長促進に関わっている可能性が
示唆された（Nagashima et al., Neurochem. Int. 
2009）。 
一方、魚類視神経損傷後に網膜神経節細胞 
 
 
 

図 1. 視神経損傷後の RALDH2 の発現 
 
 
 
において一酸化窒素合成酵素(NOS)の発現が
高まることをすでに報告しており(Devadas et al., 
Neurosci. Res. 2001)、その NOS のアイソタイプ
の決定や機能解析を行なった。その結果視神
経損傷後、RGCにおいて nNOS の mRNA、タン
パク質、活性と NOの産生量ともに上昇すること
がわかった。 
 

 
図 2. 視神経損傷後の nNOS の発現 

 
 
そこで視神経再生と NO-NOS の関係を網膜
組織片培養で調べた。その結果 NOS 阻害剤で
ある L-NAME によって軸索伸長が抑制されるこ
とや SNAP、NOR2 といったNO発生剤では軸索
伸長が促進される結果となった。またより特異性
の高い nNOS 阻害剤や nNOS 選択的な siRNAi
によっても軸索伸長が抑制された結果から
nNOS は損傷後の視神経再生に強く関わってい
ることが分かった。また、NOは可溶性グアニル
酸シクラーゼを直接活性化し細胞内で cGMP を
産生することが知られているのでNO-cGMPと神
経再生の関係についても精査した。sGC阻害剤
である ODQによって軸索伸長は有意に阻害さ
れ膜透過性の cGMP アナログ dbcGMP により
ODQによる阻害が抑えられた。また cGMP 依存
的なプロテインキナーゼ(PKG)の阻害剤によっ
ても軸索伸長が抑制されることからも
NO-cGMP-PKG 経路が視神経再生に関わって
いると結論づけ現在論文投稿中である。実際に
金魚視神経損傷後に眼球内に cGMP を投与し



 

 

た群では順行性、逆行性トレーサーにより in 
vivo での神経再生が確認された(図. 3)。 
またレチノイン酸処理により網膜の nNOS レベ

ルや NO産生量が増えることからも細胞内でレ
チノイン酸レベルが上昇することがnNOS発現増
加、ひいては cGMP、PKG の活性化を引き起こ
し視神経の再生を促進していると考える(図. 4)。 
今後、NOS のアイソタイプのレベル変化やレ

チノイン酸により発現増加するシグナルを精査、
解析することで神経再生メカニズムを再生できな
いほ乳類に応用したい。 
 
 

 
図 3. in vivo での dbcGMP による視神経再生 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 4.  NO-cGMP-PKG 経路による神経再生 
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