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研究成果の概要（和文）： 哺乳類と異なり魚の視神経は損傷を受けても再生する。なぜ再生で

きるのかを考えたとき、我々は視神経損傷により網膜神経節細胞（RGCs）が幼若化するので

はないかと考え、神経幹細胞のマーカーや山中因子について検討したところ、山中因子の sox2, 
klf4, c-myc が損傷 2-3 日で、RGCs で活性化し、その後幹細胞マーカー、ネスチンも活性化す

ることを見出した。このシグナルカスケードについて検討したところ、LIF（リューケミア イ

ンヒビトリー ファクター）が１～２日と最も早期に活性化することを見つけ、LIF 以降のカ

スケードについて現在検討中である。  
 
研究成果の概要（英文）： Unlike mammals, fish optic nerve can regenerate after nerve 
injury. We have a hypothesis of this regenerative capacity of fish optic nerve that mature 
retinal ganglion cells (RGCs) in fish are reprogrammed to neural stem-cell like cells by 
optic nerve injury. To certain this hypothesis, we investigated expression levels of sox2, klf4, 
c-myc and nestin in the zebrafish retina after optic nerve injury. The levels of sox2, klf4 and 
c-myc mRNA increased in the retina 3 days after axotomy. The level of a neural stem cell 
marker, nestin increased in the retina 4-5 days after axotomy. These molecules were all 
localized to the RGCs. Furthermore, we found that leukemia inhibitory factor (LIF) was 
positional as an upstream signal to the klf4 and sox2. In the presence of LIF in culture 
medium of retinal explant, a significant neurite outgrowth could be seen as compared to 
the no treatment, control. In contrast, the inhibition of LIF signals leaded to the 
suppression of neurite outgrowth from retina. Therefore, we conclude that the capability of 
fish optic nerve regeneration is due to reprograming mechanism of matured RGCs after 
optic nerve injury. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
哺乳類と異なり、魚の視神経は損傷を受け

ても再生でき、視機能も完全に回復する。し
かし、何故再生可能なのかは全く不明であっ
た。そこで我々は、網膜神経節細胞（RGCs）
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が視神経を切断されることにより、自発的に
幼若化、幹細胞化するのではないかと考え、
山中先生の見つけた iPS 細胞を作製するた
めの四つの山中ファクターに注目した。まず、
この四つの転写因子のゼブラフィッシュ視
神経損傷後RGCsでの発現パターンを追跡す
ることを思いついた。すると、sox2、klf4 が
損傷後 3～5 日後に特異的に活性化すること
を発見した。それを契機に神経幹細胞マーカ
ーであるネスチンを調べたところ、同じく 3
～5 日後に RGCs で有意に上昇しており、神
経幹細胞化が明らかとなり、本研究課題の提
案を思いついた。 
 
２．研究の目的 
  

視神経の軸索が損傷を受けると、魚の中枢
神経は再生できて、哺乳類は原則再生が難し
い。何故魚の中枢神経が再生できるのかを考
えた時、魚の網膜では蛋白合成の促進やRNA
合成が促進されることは、従来から知られて
いた。また、我々は様々な再生関連遺伝子が
誘導されることも報告してきた。この様な現
象を総合すると成熟細胞があたかも幼若神
経細胞に交代したように見える。そこで、成
熟神経細胞が損傷を受けると幹細胞化し、幼
若化し、神経発生時の様に軸索が再生できる
のではないかと考えたところ、山中因子の一
つである sox2 やネスチンなど幹細胞マーカ
ーが確かに活性化していた。そこでこの sox2
へのシグナルを詳細に調査し、そのトリガー
分子を同定すれば、哺乳類等への応用を試み
ることで、全く新しい再生医療が生まれるこ
とを期待し本実験を企画した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 山中因子（sox2、klf4、c-myc）等の
mRNA・蛋白の定量的解析と細胞局在の形態学
的研究のため、上記因子のプライマーや抗体
を用意し、視神経損傷後の網膜標本上でのシ
グナルを、RT-PCR法、ウエスタンブロット法、
インサイチュハイブリ法、免疫組織化学法を
用いて精査する。 
 
(2) 上記実験の詳細なタイムコースを調べ、
各ファクターが活性化される順番を調べ、カ
スケードの可能性を探る。 
 
(3) 各シグナルの siRNAやモルフォリノを
用いた RNA抑制実験を行い、視神経再生に及
ぼす影響を、分子の発現や網膜組織片培養で
の神経突起の伸長を比較し、精査する。 
 更に、各シグナルの低分子インヒビターな
ども適宜使用し、シグナルカスケードに当て
はまるか確認する。 
 

(4) 更に、sox2, klf4を活性化させる先行
分子として文献的に言われている LIFの視神
経損傷時での活性化、それに続くカスケード
について追及する。 
 
(5) LIF以降のリン酸化経路の同定。特に
Jak/Stat3系のシグナルについて、その抑制
インヒビターを用い、下流シグナルの発現に
ついて調べる。 
 
(6) 網膜組織片培養を用い、LIFの添加効果
や、そのインヒビターによる組織片培養にお
ける神経突起の伸び具合を精査する。 
 
４．研究成果 

 

 
 

 

 
図１． 
ゼブラフィッシュ網膜における視

神経損傷後の山中因子の発現誘導 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 本研究の最
大の成果は、
中枢神経再生
が可能な魚網
膜において、
視神経損傷後
速 や か に
klf4,sox2 の
分子が網膜神
経節細胞で活
性が上昇して
いることが確
認できたこと
である（図 1．
参照）。また、
LIF が klf4 の
上流分子とし
ていち早く活
性化されるこ
とも見い出し
た（図２．参
照）。更に、そ
の下流分子 JAK, Stat3 系のインヒビターを
あらかじめ網膜に添加した標本では神経突
起の伸長が著しく阻害されることも見い出
した。このことで、何故魚の視神経が再生出
来るのかについて、成熟神経細胞がリプログ
ラミングを起こし、あたかも神経幹細胞の如
く軸索を伸長することが推測できた。この事
実は魚を含めて初めての報告であり、神経生
物学上大変興味深い事実である。また、4 つ
の因子を外来性に導入して作る iPS 細胞と
異なり、視神経を損傷するだけで３つの因子
が内在性に上昇する我々の魚の系は、簡便な
iPS 細胞のモデルとして、iPS 細胞の研究に
も役立つと期待される。また、細胞のリプロ
グラミングという概念は、全く新しい概念で
あり、今後の再生医療の進歩にもつながるイ
ンパクトの高い研究成果である。 

更に、我々のモデル系で c-mycの抑制機構
等が解明できれば、現在問題になっている
iPS 細胞の発癌抑制にも十分貢献できると確
信している。 
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図２． 
LIF から klf4, sox2 への
シグナルカスケード 
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