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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患は神経突起の退縮によるシナプスの消失や細胞死が原因となって進行し
ていく。そこで脳由来神経栄養因子BDNFの高親和性受容体であるTrkBの細胞内領域のみを細胞膜に強制発現させ
るアデノ随伴ウイルスベクター（AAV-iTrkB）を作製して、視神経外傷モデルに投与したところ、視神経軸索の
再生が確認された。緑内障モデルに投与した場合には、細胞死が抑制された。さらに視中枢である上丘の外傷モ
デルにおいては、再生線維が切断部位を超えて上丘内に到達して、視機性動眼反射が一部改善した。以上から
AAV-iTrkBベクターを用いた遺伝子治療が、神経突起の伸長や神経機能の回復に寄与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Neurodegenerative diseases progress due to synapse loss and cell death 
caused by neurite retraction. Therefore, an adeno-associated viral vector (AAV-iTrkB) was created to
 force expression of the intracellular region of TrkB, a high-affinity receptor for brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF), at the plasma membrane. When AAV-iTrkB was administered to an optic 
nerve trauma model, regeneration of optic nerve axons was observed. When administered to a glaucoma 
model, cell death was suppressed. Furthermore, in an optic tract transection model, regenerating 
axons successfully formed pathways to their brain targets, resulting in partial recovery of visual 
behavior. These results indicate that gene therapy using AAV-iTrkB vector may contribute to neurite 
outgrowth and recovery of neuronal function.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
視神経外傷や緑内障などで視神経が変性した場合、現在のところ直接的な治療法は開発されていない。今回作製
した遺伝子治療ベクター (AAV-iTrkB)はBDNFの投与を必要としない画期的なものであり、視神経の保護や再生に
も強力な効果を示した。この成果は国際的な専門誌において発表済み（Molecular Therapy, 2023）であり、国
際特許申請も終えている。またこうした新しい手法は他の神経変性疾患の治療にも応用可能であることから、将
来的に大きな社会的意義を持つことが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）我が国における失明原因の多くは網膜と視神経の変性疾患で占められており、現在のよう
に技術的に進化した治療や手術でも回復困難な症例が多いのが実態である。例えば失明原因の
第 1位である緑内障は網膜神経節細胞（Retinal ganglion cell; RGC）の細胞体や、その軸索で
ある視神経が変性し、しだいに視野が障害される疾患である。さらに頭部外傷や脳卒中などによ
って視神経や視覚経路が損傷し、視力や視野を喪失するケースも多数見られる。緑内障の治療と
しては眼圧を低下させる点眼薬や手術が一般的であるが、十分に眼圧を降下させても視野障害
が進行するケースが一定の割合で観察される。視神経や頭部の外傷についても回復が困難な場
合が多いことから、こうした視神経や視覚経路が障害される疾患に関して、全く新しい治療法の
開発が求められる状況にある。 
 
（2）一方、眼科領域では遺伝性網膜ジストロフィーなど、視細胞変性疾患に対する遺伝子治療
が国内外で進められており、海外ではすでに承認されている事例もある。そこで本研究では複数
の疾患モデルを用いて緑内障に対する遺伝子治療実験を行い、その効果を検討した。また RGC に
対する保護効果に加えて、一旦変性した視神経軸索が再生する可能性について、合わせて検討を
行った。 
 
２．研究の目的 
視神経または脳内の視覚経路が障害を受けた場合の２種類のケースを想定し、遺伝子治療を

活用することにより、一旦失明した状態からの視機能の回復を目指す。これにより緑内障や視神
経外傷等による網膜・視神経変性に加えて、頭部外傷や脳卒中後に起きた視覚障害についても幅
広く対応可能となる。 
 
３．研究の方法 
（1）常時活性型 TrkB 分子の開発 
神経細胞の保護に有用な分子として、以前から神経栄養因子の活用が検討されてきた。例えば

脳由来神経栄養因子（brain-derived neurotrophic factor; BDNF）の眼球内投与は網膜の神経
保護に有用であるが、有効期間が短いのが難点である。一方、BDNF の高親和性受容体である
Tropomyosin receptor kinase B（TrkB）を用いた遺伝子治療については、全長 TrkB は分子量が
大きいために promoter 領域のサイズに制限が加わり、強力な発現量を得ることができない。遺
伝子治療用ベクターとして活用されるアデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus; AAV）は
比較的小さな DNA しか運搬できないため、発現分子のサイズを縮小することは非常に重要な課
題である。また TrkB が細胞膜上に発現しているタイミングで BDNF が供給される必要があるた
め、BDNF の発現に依存した神経保護になってしまい、高い治療効果を得るのが困難であった。
そこで本研究では TrkB の中でも tyrosine kinase 活性のある細胞内領域のみをファルネシル化
することにより、細胞膜に過剰発現させる常時活性型 TrkB 分子（F-iTrkB）を開発した。 
 
（2）常時活性型 TrkB を用いた遺伝子治療ベクターの網膜内発現 
F-iTrkB を用いた遺伝子ベクター（AAV-F-iTrkB）を作製し、眼球内投与による発現確認を行

った。今回は AAV2 に搭載することにより、RGCへの特異的な発現を目標にした。 
 
（3）常時活性型 TrkB を用いた緑内障の治療研究 
緑内障モデルマウスである高眼圧モデルマウス、あるいは正常眼圧緑内障モデルである GLAST
欠損マウス 1)2)に AAV-GFPまたは AAV-F-iTrkB を１回だけ眼球内投与した。 
 
（4）視神経損傷マウスあるいは脳内視覚経路損傷モデル（optic tract transection model）3)4)

に対して AAV-GFPまたは AAV-F-iTrkB を１回だけ眼球内投与した。さらに tracer（CTB647）の
注入を行った。 
 
４．研究成果 
（1）iTrkB は全長よりも分子量が小さいため、最も活性の強い全長 CAG promoter を使用可能で
あった。コントロールとして GFP 搭載ベクター（AAV-GFP）を眼球内投与したところ、ほぼ網膜
全体におよぶ発現が確認された。また AAV-F-iTrkB 投与後網膜の Western blot では、F-iTrkB
の発現が確認できた。さらに AAV-F-iTrkB を投与後の網膜の免疫染色では、RGC 内における ERK
および AKT の活性化が確認された。以上から AAV-F-iTrkB は RGC に対する遺伝子治療研究に十
分なポテンシャルを持つことが確認できた。 
 
（2）次に in vivo における実験として、前房中にシリコンオイルを入れて作製した眼圧上昇モ
デルマウス 5)を用いて、AAV-F-iTrkB による遺伝子治療実験を行った。同モデルではシリコンオ



イル注入後の４週間目の段階で、すでに多くの RGC が変性・脱落していた。シリコンオイル注入
の２週間前に AAV-GFPを眼球内投与したコントロール群では、RGC 数は正常個体の３分の１程度
にまで低下していたが、AAV-F-iTrkB による治療群では生存 RGC 数が約２倍と、有意に増加して
いた（図 1）。

図 1 高眼圧緑内障モデルに対する F-iTrkBを
用いた遺伝子治療の効果 
（左）RBPMS 抗体による RGC染色像. 緑内障モ
デルでは RGC 数の減少が見られるが（中段）、治
療群ではより多くの RGC が観察された（下段）. 
（右）RGC 数の定量解析. **P < 0.01. 

（3）GLAST 欠損（GLAST KO）マウスにおいては生後３週から５週頃にかけて RGC の変性が観察
される。そこで生後１０日目に AAV-GFP または AAV-F-iTrkB を１回だけ眼球内投与して、生後
３, ５, １２週目で効果の判定を行った（図 2）。生後３週の段階では既報通り、まだ RGC 数の
減少は起きていなかった。しかし生後５週齢になると、AAV-GFPを眼球内投与したコントロール
群では、RGC 数は正常個体の半分程度にまで低下していた。一方、AAV-F-iTrkB による治療群で
は生存 RGC 数がコントロール群よりも有意に多かった。生後１２週齢では５週齢と比較して、コ
ントロール群でもさらなる RGC 数の減少は見られなかったが、AAV-F-iTrkB による治療群でも
RGC 数には大きな変化は見られなかった。以上から、AAV-F-iTrkB による遺伝子治療は、緑内
障モデルにおける RGC 保護に有効であり、またその効果は１回の投与で長期間に渡る可能性が
示された。

図 2 正常眼圧緑内障モデル（GLAST KO マウス）に対する F-iTrkB を用いた遺伝子治療の効果 
（左）RBPMS 抗体による RGC染色像. GLAST KO マウスでは RGC 数の減少が見られるが（中段）、
治療群ではより多くの RGC が観察された（下段）. 
（右）RGC 数の定量解析. *P < 0.05. 

（3）AAV-F-iTrkB による遺伝子治療実験においては、一度の眼球内投与で強い神経保護効果を
得られた。そこで引き続き視神経外傷モデルを用いて、一旦退縮した視神経軸索を、遺伝子治療
によって再生することができるかを検討した。AAV-GFPを投与してから２週間後のマウス視神経
では再生線維が全く観察されなかった（図 3, 左上）。しかし AAV-F-iTrkB による治療群では２
週間（図 3, 左中）、４週間（図 3, 左下）と時間が経過するにつれて再生線維が中枢側に伸展し
ていき、４週間後では一部の線維が視交叉に到達することが確認された（図 3, 右下）。
以上のように、一遺伝子の過剰発現だけで視交叉に到達するほどの再生効果を得られたとい

う報告はほぼ見当たらないことから、AAV-F-iTrkB は神経保護と軸索再生の両面で有用なツール
となることが期待される。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３  F-iTrkB を用いた遺伝子治療による視神経軸索の再生効果 

（左）AAV-GFPを投与した２週間後（AAV-Control, 上段）, AAV-F-iTrkB投与の２週間後（中

段）, AAV-F-iTrkB投与の４週間後（下段）における再生した視神経軸索.  

（右）左図中の四角部分（視交叉付近）の拡大図. AAV-F-iTrkB による遺伝子治療の４週間後に

は多くの再生軸索が視交叉に到達していることが確認できる. 

 

 

（4）頭部外傷のモデルとして視覚中枢

である上丘において視覚経路を切断し

たマウスを作製した（図 4、上段）。こ

のマウスの眼球内に遺伝子治療ベクタ

ーを投与すると、多くの再生線維が切

断部位を超えて、上丘内に到達した（図

4、中段）。視機能が回復しているかど

うかを調べるために視機性動眼反射を

計測したところ、遺伝子治療群では部

分的ながら、改善することが確認でき

た（図 4、下段）。以上から AAV-iTrkB

ベクターを用いた遺伝子治療が、緑内

障を含む網膜変性疾患の進行抑制だけ

でなく、視覚経路損傷後の視機能回復

にも寄与する可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 上丘損傷モデルに対する遺伝子治療による視機能の回復 

（上段）上丘（SC）損傷後の個体では、眼球に投与した色素が障害部位で途絶している。 

（中段）右の遺伝子治療後の個体では、上丘内に多数の再生線維が観察された（黄色円内）。 

（下段）上丘損傷によって視機性動眼反射は大きく低下するが、遺伝子治療後の個体では部分的

な回復が確認された。 
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