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研究成果の概要（和文）：アダルト哺乳類の中枢神経は一旦損傷を受けると不可逆的ダメージとなり、細胞はアポトー
シスに陥り、やがて機能喪失に至る。ところが魚類中枢神経は、損傷後の軸索再生・修復が可能であり、機能も完全に
回復する。ここでは、魚類視神経を実験的に損傷し、タンパク架橋酵素であるトランスグルタミネースファミリーの一
つ、Factor XIII-A(FXIII-A)遺伝子の発現とその軸索再生への関与について検討した結果、FXIII-A が視神経損傷後い
ち早く視神経および網膜で活性化され、創傷治癒・視神経軸索再生に深く関与することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Unlike mammals, fish retinal ganglion cells have the capacity to repair their 
axons even after optic nerve transection. In the process of fish optic nerve regeneration, a large number 
of genes have been described as regeneration-associated molecules. Using molecular cloning techniques, we 
identified some cDNA clones belonging to the transglutaminase (TG) family as upregulation genes, and one 
of those was Factor XIII A subunit (FXIII-A). FXIII-A is quickly activated after optic nerve lesion and 
deeply involved in wound healing and optic nerve regeneration.

研究分野： 神経化学
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１．研究開始当初の背景 

アダルト哺乳類の中枢神経は一旦損傷を
受けると不可逆的ダメージとなり、細胞はア
ポトーシスに陥り、やがて機能喪失に至る。
ところが、ゼブラフィッシュを含む魚類は、
中枢神経損傷後の軸索再生・修復が可能であ
り、その機能も完全に回復する。魚類には哺
乳類には見られない優れた治癒力、再生力が
認められる。これまで、こうした魚類中枢神
経における修復機構を遺伝子および分子レ
ベルで探求することにより、中枢神経軸索再
生のメカニズムを探求してきた。特に、中枢
神経損傷後に魚類では顕著に発現増加が認
められるのに対し、哺乳類では減少し枯渇す
る分子として、タンパク架橋酵素である
Transglutaminase (TG) が同定された。 

２．研究の目的 

そこで本研究では、魚類中枢神経軸索再生
過程において、このファミリー分子の一つで、
凝固因子の一つとしても知られる Factor 

XIIIA(FXIII-A)遺伝子の発現に焦点を当て
て検索する。FXIII-A は血液凝固の反応過程
においてフィブリン分子を架橋する酵素と
して重要であるが、近年、cellular FXIII と
して組織の細胞中に発現し、様々な生理活性
を有することが新しい知見として得られつ
つある。本研究では、ゼブラフィッシュおよ
び金魚の視神経損傷モデルを用いることに
より、その発現のピーク、局在について網
膜・視神経をサンプルとして検索し、その生
理学的作用について探求する。さらに同様に
発現する他の再生関連分子との相互作用な
どについても検討する。 

３．研究の方法 

(1) In situ TG activity assay： 視神経損傷後の
TG ファミリーの各タイプの活性化について
調べるため、それぞれのタイプに特異的な
FITC 標識合成ペプチド基質を用いて損傷視
神経での組織中の TG 活性を測定した。サン
プルとしてはゼブラフィッシュよりも視神
経が大きい金魚を材料として実施した。また、
損傷後どの時期に発現上昇が見られるかに
ついて経時的に調べた。 

(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：視神経損傷後 1 日後に発
現が増加する金魚の cDNAライブラリーを構
築し、その中で FXIII-A 遺伝子の全長につい
てその塩基配列を解析した。 

(3) 網膜・視神経での FXIII-A の発現の増減
および局在については、タンパクレベルでは
免疫染色およびウエスタンブロッティング、
mRNA レベルでは In situ hybridization (ISH) 

および半定量的 RT-PCR を用いて、視神経損
傷後から治癒に至る間の経時的な解析を行
った。また、FXIII-A 発現細胞の解析を行っ
た。 

(4) RGC-5 培養細胞および網膜組織片培養を
用いて、FXIII-A の軸索伸長への関与や役割
を検討した。RGC-5 細胞への FXIII-A 遺伝子
の過剰発現や FXIII を強発現している視神経
抽出液の添加実験あるいは抗 FXIII-A 抗体な
どの添加により、loss of function 及び gain of 

function の実験を行った。 

(5) マウス視神経損傷モデルを使い、FXIII-A

タンパクの眼球内へのインジェクションを
行い、成熟マウス視神経の再生に対して効果
的か否かを調べた。 

４．研究成果 
(1) 視神経損傷後 FXIII-A の発現時期および
発現部位について調べたところ、視神経およ
び網膜の双方で発現上昇が見られた。しかし
その発現時期については違いが見られたた
め、組織別にその結果を下記に記載した。 

①視神経での FXIII-A の発現について 

In situ TG activity assay にて調べたところ、
FXIII の活性が損傷後 3 時間には既に顕著に
増加していた。これは他の TG1, TG2 に比較
しても、損傷後迅速に、しかも強く活性化さ
れていることがわかった(図１)。 

また、この発現は再生した視神経が視蓋に到
達する約 30～40 日後まで継続することが判
明した(図２)。 

図 1 金魚視神経損傷後の In situ TG activity assay 

   ▽は損傷 (crush) 部位を示す 

図 2 (A) 視神経の FXIII-A mRNA の RT-PCR 

    (B) 視神経 FXIII-A の ISH. crush 1時間後には

損傷部位で発現上昇が見られる 



損傷視神経での FXIII-A 発現細胞を解析する
ため免疫染色を行ったところ、これらは
DAPI 陽性であり、グリア細胞のマーカープ
ロテインGFAPあるいは Iba1を発現しており、
グリア細胞であることが分かった (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②網膜での FXIII-A の発現について 
視神経損傷後、網膜では 3～10 日をピークに
FXIII-A の発現が一過性に上昇した。網膜に
おける FXIII-A 発現細胞は、網膜神経節細胞
であることが免疫二重染色より判明した (図
４)。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 網膜での FXIII-A 発現の生理的作用につ
いての解析 

①FXIII-A の RGC-5 cell への強制発現 
下図に示したように、FXIII-A を強制発現さ
せると RGC-5 cell より神経突起の保有率が増

加し、またその突起の長さについても有意に
長くなるという結果が得られた(図 5)。 

②網膜組織への強制発現実験 
２つの条件下で採取した金魚網膜を用いて
網膜組織片細胞への FXIII-A 強制発現実験を
行った。一つは、視神経損傷後 3 日経過した
網膜を取り出して、強制発現実験に使用した
もの(Primed retina)、もう一つは、視神経には
何も損傷を与えず、採取してすぐの網膜
(Unprimed retina or Naïve reitna)を用いたもの
である。すると、RGC-5 cell で観察されたよ
うな神経突起の形成を促進させる効果が
Unprimed retina でのみ観察され、損傷後 3 日
以上経過した網膜ではその効果は見られな
かった (図 6)。これは、視神経損傷後 3 日経
過すると、すでに網膜内では FXIII-A の発現
増加が始まっており、強制発現による効果が
マスクされてしまうと考えられた。また、
FXIII-A 強制発現による神経突起保有率の促
進効果は、Anti-FXIII-A IgG (1µg/ml)の培養液
への添加により完全に消去される結果とな
った。  

これらの結果より、FXIII-A の網膜での発
現は、ダメージを受けた網膜神経節細胞から、
視神経再生のために新しい神経突起の形成, 

Neurite sprouting を促すという重要な生理学
的作用があると考えられた。 

(3) 視神経での FXIII-A 発現の生理的作用に
ついての解析 

網膜での一過性の FXIII-A に比べ、損傷を
受けた視神経では 30 日以上にも及ぶ長い期
間の発現が RT-PCR や ISH で観察された。そ
こで、その発現の生理学的作用を解析するた
め損傷を受けた 3 日後の視神経 (3d-N) その
ものをホモジナイズして抽出液を作製し、網
膜組織片に添加して培養実験を行った。損傷
を受けていない視神経抽出液 (0d-N)を対照
として用いた。この場合の網膜も、Unprimed 

retina と Primed Retina (視神経損傷 3 日後)の 2

種類を用いた。 

その結果、視神経抽出液 3d-N のみが、
Primed Retina に対してのみ、神経突起形成促
進効果のあることが分かった。Unprimed 

retina に対しては、0d-N, 3d-N ともに視神経
の抽出液の添加効果は見られなかった（図 7）。 

図 3 視神経の Anti-FXIII-A による免疫染色 

FXIII-A 陽性細胞はグリア細胞 

図 4 (A) 網膜の FXIII-A mRNA の RT-PCR 
    (B) 網膜 FXIII-A の ISH. GCL(網膜神経節細

胞層)で発現上昇が見られる 
(C) 網膜神経節細胞のマーカー Tuj1 と

FXIII-A が完全にマージする 

C 

図 5  RGC-5 cell への FXIII-A 強制発現 

図 6 2 つの条件下で採取した網膜組織片への

FXIII-A 強制発現後の培養結果 (3 日間培養) 



また、培養液に Anti-FXIII-A IgG (1µg/ml)を添
加すると、神経突起形成の促進効果が完全に
ブロックされた (図 7 D, E)。 

 以上の結果より、視神経での視神経損傷後
長期間に亘る FXIII-A 発現は、再生準備段階
にある網膜神経節細胞に対して、神経突起形
成及び軸索伸長を促す作用があると考えら
れた。 

 (4) 成熟マウスの視神経損傷モデルへのリ
コンビナント FXIII-A タンパク添加実験 

マウス視神経損傷モデルに、リコンビナン
ト FXIII-A タンパク(30ng/ml)を眼球内に 5µl

インジェクションし、経過を観察した。その
結果、図８に示すように視神経損傷 10 日後
の視神経について再生した神経突起を
Anti-GAP43 抗体を用いて免疫染色したとこ
ろ、コントロール群に比較して FXIII-A リコ
ンビナントタンパク投与群は、視神経の再生
が促進するという結果が得られた。 
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