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新しいトランスジェニック⿂を⽤いた網膜⽣理学研究の展開 Research Project

Project/Area Number 14658267

Research Category Grant-in-Aid for Exploratory Research

Allocation Type Single-year Grants

Research Field 神経・脳内⽣理学

Research Institution Kanazawa University

Principal Investigator 加藤 聖   ⾦沢⼤学, 医学系研究科, 教授 (10019614)

Co-Investigator(Kenkyū-
buntansha)

荒井 國三  ⾦沢⼤学, ⾃然科学研究科, 講師 (50126562) 
松川 通  ⾦沢⼤学, 医学系研究科, 助⼿ (30219414)

Project Period (FY) 2002 – 2004

Project Status Completed (Fiscal Year 2004)

Budget Amount *help ¥3,500,000 (Direct Cost: ¥3,500,000)
Fiscal Year 2004: ¥700,000 (Direct Cost: ¥700,000) 
Fiscal Year 2003: ¥1,300,000 (Direct Cost: ¥1,300,000) 
Fiscal Year 2002: ¥1,500,000 (Direct Cost: ¥1,500,000)

Keywords ⾦⿂ / ゼブラフィッシュ / 神経再⽣ / クローニング / プルプリン / トランスグルタミネース / RNAi / リコンビナント蛋⽩ / 遺伝⼦ / 過剰発現 / 中枢神経再⽣
/ ゲノムDNAライブラリー / レチノール結合タンパク

Research Abstract ⿂は哺乳類と異なり中枢神経軸索の損傷を受けても再⽣する。我々は視神経をモデルとして⿂類の神経両⽣分⼦をクローニングし、プルプリン、トランスグル
タミネース等をクローニングした。これら分⼦のcDNA全⻑を得、まずプラスミドに組み込み⼤腸菌にトランスフェクションし(1)リコンビナント蛋⽩を精製し
た。(2)この蛋⽩からペプチド抗体やウサギに免疫し抗体を作製した。(3)更に標的遺伝⼦特異的なRNAiを⾏なうためsiRNA⽤のプライマーを設計した。ルシフ
ェラーゼ遺伝⼦をレポーターとして、標的遺伝⼦のルシフェラーゼ活性を指標に遺伝⼦発現の抑制量より適するプライマーを取得した。網膜組織培養切⽚を⽤
いて神経突起の伸⻑(神経の再⽣)を⾒た所、プルプリンやトランスグルタミネースのリコンビナント蛋⽩の添加により著明な神経突起の伸⻑が⾒られた。逆に抗
体の添加により神経突起の伸⻑が抑えられた。また、リポフェクタミン2000の共存下にsiRNAを添加したところ、ランダムプライマーによるmock実験と⽐べ
て著明に神経突起の伸展が抑制された。以上の結果より、⾒つかったプルプリン、トランスグルタミネースが網膜の神経節細胞の軸索伸⻑(視神経の再⽣)に⼤き
く関わっていることが判明した。現在、ウィルスベクターによる過剰発現の影響と哺乳類網膜への導⼊実験を⾏っている。この様に⿂で得られた遺伝⼦の導⼊
や抑制実験により新しい網膜での機能が明らかにされた。
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