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研究成果の概要（和文）：タンパク架橋酵素であるFactor XIII(FXIII)は、血液だけでなく様々な組織や細胞に
も分布が見られる。しかし、血液凝固過程でのトロンビン切断による活性化が組織中でも起こるのか、その活性
化機構については不明である。今回、ゼブラフィッシュ視神経を損傷する実験系において、軸索再生過程におい
て酵素活性のあるFXIII A-subunit (FXIII-A) が自然に発現上昇することを利用し、神経組織での活性化機構に
ついて調べた。その結果、損傷神経組織ではFXIII-A mRNAの5’領域が一部欠如した短いタイプのものが多数出
現し、このことがトロンビンを介さない活性化機構の存在を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Factor XIII-A (FXIII-A), also known as cellular transglutaminase, plays 
important roles in mediating cross-linking reactions in various tissues. Previous research has shown
 that FXIII-A was immediately upregulated in the fish retina and optic nerve after nerve injury. 
However, the activation mechanism of the FXIII-A remains unclear. Here, we investigated the 
activation mechanism of the FXIII-A using zebrafish CNS regeneration system. Thrombin mRNA was 
undetectable in zebrafish optic nerve and retina both before and after optic nerve injury. Sequence 
analysis of FXIII-A 5'-RACE products showed that most of clones derived from intact retina showed 
full sequence of FXIII-A, however, many clones derived from injured retina showed short sequences of
 FXIII-A which lacked exon 1-2 region. Therefore, unlike plasma FXIII-A, activation of FXIII-A in 
injured retina and optic nerve does not need the cleavage by thrombin, may occur the directly 
production of activated FXIII-A protein.

研究分野： 神経化学，分子生物学、臨床検査学

キーワード： Factor XIII-A　CNS regeneration　optic nerve　retina　cellular Factor XIII　zebrafish　activa
tion peptide　repair
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１．研究開始当初の背景 

Factor XIII (FXIII) は、血液凝固の最終段階
で働いてフィブリンを重合するタンパク架
橋酵素、トランスグルタミナーゼファミリー
の一つとして知られる。この FXIII の酵素活
性中心を担う A サブユニット(FXIII-A) は、
血液凝固作用だけでなく 2 量体として様々な
組織や細胞にも存在し、Cellular FXIII (cFXIII)
として血液凝固以外の生理作用を有するこ
とが報告されている。中枢神経が損傷を受け
た際にダメージを修復する過程においても
FXIII-A の活性化が起こることが、金魚視神
経を用いた実験系で確認された (Sugitani et 
al., 2012)。魚類では中枢神経が損傷を受けて
も修復・再生が可能で、視神経を実験材料と
して用いた場合、再生視神経が約 1 ヶ月で視
蓋に到達し、その後、数カ月の経過で完全に
視覚機能が回復する。金魚視神経を実験的に
損傷させると、視神経および網膜での
FXIII-A の活性化により、網膜神経節細胞か
ら新たな神経突起を形成し、視神経損傷局所
においては伸長した軸索の伸展を促進する
作用を有していた。しかし、ここでの FXIII-A
がどのように活性化しているのかについて
は不明であった。 

 

２．研究の目的 

血液中の FXIII の活性化については、酵素
の活性中心を担う FXIII の A-subunit の一部
(Arg37-Gly38 部分) に凝固のカスケード反応
で活性化されたトロンビン作用し Activation 
peptide と呼ばれるぺプチドが乖離すると、
FXIIIが酵素活性を有する活性化型FXIIIに変
化することが証明されている。しかし、組織
や細胞における FXIII-A の活性化については、
明確な知見が得られておらず、特に、この視
神経再生過程での FXIII-A の活性化機構につ
いては不明である。本研究では、生体内、特
に神経再生における FXIII-A の発現・活性化
機構の解明を目指す。また同時に FXIII-A の
生理学的機能については、まだ解明すべき不
明な点が多い。 

３．研究の方法 

中枢神経軸索の再生が可能な魚類の中で
もゼブラフィッシュを用いた。これは、視神
経を損傷させると生理的に修復のプロセス
がスタートし FXIII-A 活性化が誘導されるこ
と、また、遺伝子の発現状態を調べる上で、
遺伝子のデータベースが最大限に利用でき
ることの利点が挙げられる。ゼブラフィッシ

ュ視神経の実験的損傷モデルを作製し、以下
のように実験を進めた。 

(1) 網膜・視神経での視神経損傷前後での
FXIII-A の発現の増減および局在：FXIII-A 酵
素活性染色、免疫染色、In situ hybridization 
(ISH) およびリアルタイムPCR法などにより、
視神経損傷後から治癒に至る間の経時的な
FXIII-A の変動について解析を行った。 

(2) 視神経損傷後に発現増加する FXIII-A 遺
伝子のクローニング：ゼブラフィッシュ視神
経損傷前（コントロール群）と損傷後の視神
経および網膜を摘出し、total RNA を抽出後、
逆転写反応により cDNA を合成し、5’RACE
反応によりその塩基配列を解析した。 

(3) FXIII-A 遺伝子の領域特異的な増減の検
索：損傷を受けていないコントロール群とは
異なる 5’側の欠如した短いタイプの FXIII-A
が確認されたため、これを確認するために欠
如部分と酵素活性中心部分の 2 組のプライマ
ーを設定し、各々の視神経修復過程における
発現についてリアルタイム PCR で検索した。 

(4) 網膜，視神経組織におけるトロンビンの
発現の有無：視神経損傷前後における網膜，
視神経でのトロンビンについて mRNA の発
現の有無を RT-PCR 方により確認した。 

(5) 5’側の欠如した短いタイプの FXIII-Aが実
際にフルレングスの FXIII-A にくらべて作用
に異なる点があるのか、金魚網膜組織片培養
を用いた FXIII-A 強制発現実験を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 視神経損傷が誘導する網膜および視神経
における FXIII-A の発現について 

①損傷視神経での FXIII-A の発現 
In situ activity assayにてFXIII-Aの酵素とし

ての活性変化について FITC 標識特異的ペプ
チド基質を用いて調べた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 

視神経損傷前 (無処置コントロール，0 h) と
視神経をクラッシュした後の視神経につい
て未固定の状態で longitudinal section を作製
し、FITC 蛍光標識基質を作用させたところ、
視神経損傷前のコントロール (0 h) は、ほと

 
 
 
 
 

図１Zebrafish 視神経損傷前後の In situ FXIII-A 
activity assay.  ▽は損傷 (crush) 部位を示す。 

(Scale bar, 50µm) 



んど蛍光が観察できず FXIII-A 酵素活性は確
認できなかった。しかし、視神経をクラッシ
ュして 2 時間後 (2 h)、48 時間後 (48 h) と損
傷後の時間経過と共に蛍光が増強し、FXIII-A 
の活性が増強していることが示された。特に、
損傷を受けた局所での活性化が強いという
結果が得られた。 

②網膜での FXIII-A の発現変化について 
視神経損傷後に網膜から経時的に total 

RNA を抽出し，リアルタイム PCR による
FXIII-A mRNA の変動について調べた（図２）。
この時、プライマーは 2 組用いた。1 つは酵
素活性中心をコードする領域（オレンジ）、
もう一つはトロンビンにより切断される領
域をコードする 5’先端領域（青色）である。
その結果、同じ遺伝子でありながら、酵素活
性中心をコードする領域は視神経損傷 7 日後
をピークに発現の増加が見られるのに比べ、
5’先端領域についてはほとんど変化が見られ
ないという結果が得られた。 

上記の結果を確認するため、ゼブラフィッシ
ュ網膜を使った FXIII-Aの In situ hybridization
を実施し、視神経損傷前後で比較した。この
時、2種類のプローブを用意した。Probe 1は、
トロンビンによる切断で FXIII-A が活性化さ
れた際に除去される部分をコードする領域
であり、Probe 2 は、酵素活性中心の一部をコ
ードする領域である。 

その結果、図３で示されるように、酵素活性
中心をコードする領域から成る Probe 2 では、
損傷 7 日後に網膜神経節細胞層 (GCL) に強
いシグナルが観察されるのに対し Probe 1 で
は非常に弱いシグナルしか得られなかった。 

(2) 視神経損傷後に発現増加する FXIII-A 遺
伝子のクローニング結果 

zebrafish の FXIII-A遺伝子は 15 の Exon か
らなる。視神経無処置のコントロール視神経
および網膜から抽出した total RNA をサンプ
ルとした 5’RACE 反応の結果、クラッシュ後
のサンプル由来の cDNAでは 5’側の先端が欠
如しExon3から cDNAがスタートしているこ
とが確認され、翻訳されるアミノ酸を推測す
るとトロンビンの切断部分よりもあとの領
域である 162 番目のメチオニンから翻訳され
ていることが推定された。 

(3) 網膜，視神経組織におけるトロンビン発
現について 

zebrafish の視神経損傷前 (コントロール, 0 
d)と損傷後 (1 d, 3 d) の視神経 (ON) および
網膜 (Retina) の各組織より total RNA を抽
出し、トロンビンの mRNA 発現について
RT-PCR による解析を行った。その結果、視
神経および網膜由来のサンプルでは損傷前
後ともにトロンビンの発現は確認できなか
った。陽性コントロールの zebrafish 肝臓 
(Liver) 由来のサンプルでは、目的のトロンビ
ンのバンドが確認できた（図４）。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 金魚網膜組織片培養を用いた FXIII-A 
cDNA の強制発現実験について 

 以上の結果より、視神経損傷後に発現する
短いタイプの FXIII-A cDNA はトロンビンの
作用がなくても酵素活性のある FXIII-A タン
パクの発現に寄与すると推定された。そこで、
これを確認するため金魚の未処置(視神経を
損傷させていない)網膜の組織培養を用いて、
2 種類の FXIII-A 遺伝子の強制発現実験を行

GCL 

図２Zebrafish 網膜由来のサンプルを用いた
Real time PCR の結果.  

 

 

 

 

 

 

 

図４ Zebrafish 視神経損傷前後の各サンプル
における RT-PCR 法によるトロンビン
mRNA の発現。  

図３ Zebrafish 網膜組織における FXIII-A In situ 
hybridization. 0h, 3h, 7d, 24d は視神経損傷後
の経過時間を示す。GCL, ganglion cell layer. 

               (Scale bar, 40µm) 



った。1 つは FXIII-A cDNA の全長（F13-L）
であり、もう 1 つはエキソン 1-2 領域を欠く
改変された短鎖 FXIII-A 遺伝子（F13-S）であ
る。本実験では pEGFP-C1 plasmid vector を用
い Lipofectamine 2000 を使って強制発現を行
った。Mock は対照としてベクターのみを強
制発現させた。Mock については有意な神経
突起伸長を示さなかったが、FXIII-A 過剰発
現網膜組織片は２つのタイプともに Mock と
比較して、神経突起伸長が促進された（図５）。 
特に、F13-S 過剰発現系では F13-L よりも、
より長い神経突起を有する網膜組織片の割
合が有意に増加するという結果が得られた
（図５）。 
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図５金魚網膜組織片培養を用いた FXIII-A 

cDNA の強制発現実験（5 日間培養）。 
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F13-S, Activation peptideの cord領域の欠
如した FXIII-A cDNA を強制発現. 
Mock, プラスミドベクターのみ強制発現. 

(Scale bar, 100 μm) 
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