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1.研究実施の概要 

 発生過程における網膜内領域特異化の分子機構は、その後起こる視神経の視中枢への

領域特異的神経結合形成の基盤である。我々は発生期ニワトリ網膜において、前後軸あ

るいは、背腹軸方向に発現量の異なる分子について網羅的スクリーニングを行い、総計

53分子を同定している。本研究では、これらニワトリ網膜から同定した分子群の機能解

析を通して、網膜内領域特異化から領域特異的神経結合形成に至る分子機構の全容を解

明することを第一の目標とする。さらに、視神経が再生可能であるキンギョと再生不能

であるマウスを用いて、視神経切断後の遺伝子発現変化の網羅的解析を行い、その違い

を明らかにする。ここでは特に、切断後両生物種間で最初に発現が異なるマスター遺伝

子の同定とその機能解明を目指す。 

 本年度は、ニワトリ網膜において同定された領域特異的発現分子について継続して解

析を進めた。まず53の全分子について詳細な遺伝子発現解析を行った。その結果、網膜

の前後軸及び背腹軸の両方向に二重勾配を示す新しい分子群を同定することができた。

一方、先に二重勾配分子であることを明らかにしたVentroptinについては、継続して詳

細な機能解析を進めている。Ventroptinは、発生初期においてはBMP-4に対して、また

発生後期においてはBMP-2に対して拮抗的に働くことにより、網膜の領域特異化に機能

していると考えられる。これら三者の網膜の領域特異化における他分子に対する詳細な

統御関係を明らかにするため、ニワトリにおいて遺伝子発現を抑制する系、及び、遺伝

子発現を時期特異的に誘導する系の確立を行った。また、他の領域特異的に発現する分

子についても個体レベルでの機能解析を中心に研究を進めている。特に、新規免疫グロ

ブリン様分子については、ニワトリにおける発現抑制系を確立すると同時に、ノックア

ウトマウスの作成にも成功した。 

 視神経の再生機構研究については、基生研グループにおいて、キンギョマイクロアレ

イ作製のために、視神経切断前後の網膜及び神経組織についてcDNAライブラリーを調製

し、シークエンス解析を進めた。その結果、計7万クローンについて塩基配列の決定が

完了した。また、マウス網膜については、市販及びカスタム合成したマイクロアレイを

用いることにより、視神経切断により発現量が変化する遺伝子群を明らかにすることが



できた。一方、金沢大のグループでは、キンギョの視神経再生初期に発現が増加する分

子としてレチノール結合タンパク及びトランスグルタミナーゼ遺伝子を同定していたが、

本年度は、融合タンパクを合成して、その視神経伸長活性を調べることにより、それぞ

れの分子の機能について検討した。また再生後期に視蓋において発現が増大する分子ク

ローンを3個見出した。 

 

2.研究実施内容 

網膜内領域特異化グループ 

 ニワトリ網膜について、既にRLCS法により同定された、前後軸方向に33分子、背腹軸

方向に20分子、合計53の領域特異的分子の機能と相互の関係を解析する。53分子は発現

パターンおよび分子構造から、A）網膜における領域特異化、もしくは、B）視神経投射

における領域特異的神経結合形成のいずれかにおいて機能していると考えられるため、

これら2つのカテゴリーに分けて研究を展開する。個々の分子のin vivoにおける機能は

レトロウイルスベクター等の発現ベクターを用いてcDNAを異所的に強制発現させたとき、

あるいは、RNAi等を用いて発現抑制をかけたときの、他の分子の発現量や領域特異性の

変化等を解析することによって行う。また、細胞レベルの機能を明らかにするため、初

代培養細胞等における各分子の挙動や、機能修飾を行った分子を発現させたときの軸索

の動態ついて、イメージング技術を用いた解析を行う。更に、いくつかの注目分子につ

いては遺伝子ノックアウトマウスの作成・解析を進める。本年度の成果・進展は以下の

通りである。 

A) 網膜における領域特異化の分子機構 

① RLCS法により単離した53分子の総合的解析 

 RLCS法により単離した53の全分子について、ノーザンブロット法とin situ 

hybridization (ISH) 法による遺伝子発現解析を行った。その結果、これらの分子の発

現様式は多様であり、それぞれ非常に個性的であることが明らかになった。また、多く

の分子が発生の早期より発現しており、網膜における領域特異性の決定や維持に機能す

ることが示唆された。さらに、Ventroptin以外に3個の分子の発現が、発生8日目の網膜

において前後軸及び背腹軸の両方向に二重勾配を示すことが明らかになった。 

② VentroptinとTGF-βファミリー分子の相互作用による領域特異化機構の解明 

 Ventroptinは発生初期には背腹軸方向においてBMP-4に拮抗するが、発生後期におい

ては二重勾配をなしてBMP-2に拮抗し、ephrin-A2の領域特異的な発現を制御しているこ

とが明らかになった。これら2つのTGF-βファミリー分子は発現時期、発現領域は異な

るものの、その生理活性としてはほとんど同じである。したがって、従来から用いてき

た発生初期から恒常的に遺伝子を発現させる異所的発現系では、両者の機能を区別する

ことができない。この問題を解決するため、レトロウイルスベクターを用いたsiRNAに

よる特異的遺伝子発現抑制系および薬剤による時期特異的遺伝子発現誘導系の開発を行

った。その結果、ニワトリ胚網膜においてBMP-2の発現を特異的に長期間抑制したり、



VentroptinやBMP-2が二重勾配をもって発現する発生後期においてBMP-2の異所的発現を

誘導したりすることが可能となった。現在、これらの実験系を用いて、各種の領域特異

的分子の発現と視神経投射に対するBMP-2の役割を解析中である。 

③ 新規bHLH型転写因子の解析 

 RLCSにより単離した分子群の中に、新規のbHLH型転写因子を見出した。詳細なin 

situ hybridizationによる解析の結果、本分子は網膜の双極細胞と一部のアマクリン細

胞に発現することが明らかになり、NeuroAB（Aはアマクリンを、Bは双極細胞を表わ

す）と命名した。NeuroABが発現するアマクリン細胞はGABA作動性アマクリン細胞へと

成熟することから、NeuroABは双極細胞とGABA作動性アマクリン細胞の成熟に機能する

ことが示唆された。さらにin vitroにおける解析の結果、NeuroABはリプレッサーとし

て機能し、またその転写制御活性は、セリン／スレオニンキナーゼであるGSK-3βによ

って調節を受けることが示された。 

B) 領域特異的神経結合形成の分子機構 

① 受容体型プロテインチロシンホスファターゼ 

網膜の神経節細胞において領域特異的に発現する受容体型プロテインチロシンホスフ

ァターゼ（RPTP）であるCRYP-2、並びに、網膜において領域特異的に発現する

pleiotrophinをリガンドとするRPTPであるPtprzについて解析を行っている。CRYP-2に

ついては、基質の候補分子として、ある種の受容体型チロシンキナーゼ(RTK)を同定し

ている。培養細胞にこれらのRTKを強制発現させると、細胞内タンパクの著しいチロシ

ンリン酸化レベルの亢進が観察されるが、CRYP-2が共存すると、このリン酸化の亢進が

抑えられた。さらに、CRYP-2の細胞内領域のリコンビナントタンパクによって、これら

のRTKがin vitroにおいて特異的に脱リン酸化されることを確認した。 

Ptprzについては、視神経に加えて、他の中枢神経系あるいは末梢組織におけるPtprz

の発現と機能を解析することによって、Ptprzのシグナル伝達機構を明らかにしつつあ

る。本年度はPtprzが胃粘膜上皮細胞に発現すること、更にヘリコバクター・ピロリ菌

が分泌する細胞空胞化毒素VacAによる胃潰瘍形成においてPtprzがVacAの受容体分子と

して機能することを明らかにした。従来VacAによる細胞空胞化が胃潰瘍形成の主要な要

因と考えられてきたが、Ptprz遺伝子欠損マウスを用いた研究により、Ptprz-/-マウス由

来の細胞においてもVacAによって細胞空胞化が起きるにもかかわらず、同マウスは胃潰

瘍をまったく発症しないことを見い出した。VacAは、Ptprzに対する外因性リガンド分

子としてPtprzに結合し、Ptprzを不活化する。培養細胞を用いた実験により、VacAによ

ってGit1を始めとするPtprzの細胞内基質分子のチロシンリン酸化レベルが上昇し、そ

の結果、胃上皮細胞と細胞外マトリックス（基底膜）との接着が弱まり、細胞を剥離さ

せてしまうことが判明した。また、VacA毒素はヒト胃癌由来細胞株において、MAPキナ

ーゼファミリーに属するp38及びERK1/2を活性化させることを明らかにした。中枢神経

機能に関しては、Ptprz欠損マウスは覚醒剤メタンフェタミンに対して低応答性を示す

ことを見い出しているが、その原因を明らかにするためにPtprz遺伝子欠損マウスにお



ける線条体のドーパミン取り込み活性を中心に検討している。また、Yeast substrate-

trapping systemを開発することによって得られたPtprzの基質候補分子（既に報告した

Git1を含む）を分類した結果、チロシンリン酸化に依存して結合性を示す基質候補分子

とPDZドメインを持つ恒常的結合分子、の大きく2種類に分類できることが判明した。さ

らに、これら基質候補分子は、リコンビナントPtprzによって、in vitroにおいて特異

的に脱リン酸化されることが確認された。 

② 新規免疫グロブリン分子 

免疫グロブリンドメインを2個有する新規分子が、ニワトリ網膜背側由来の視神経軸

索並びに成長円錐に特異的に分布することを見出している。本分子については、ニワト

リ及びマウスにおいて個体レベルの機能解析を進めている。まずニワトリにおいて、レ

トロウイルスベクターを利用してsiRNAを網膜に発現させることにより、本分子の発現

を抑制する系を確立した。現在、この発現抑制による視神経投射への影響を解析中であ

り、興味深い結果が得られつつある。 

一方マウスにおける機能解析のために、ノックアウトマウスの作成を進めた。昨年度

に作成したキメラマウスを野生型マウスと交配し、ヘテロマウスを得た。これらへテロ

マウス同士を交配し、得られたノックアウトマウスにおいて、本分子の発現が欠損して

いることを確認した。またノックインした蛍光タンパクのGFPが発現することも確認で

きた。ヘテロマウスにおけるGFPの発現を解析することにより、本分子の詳細な発現領

域を明らかにすることができる。解析の結果、GFPの発現は背側の網膜神経節細胞だけ

でなく、脳内の限局した領域の神経細胞に特異的に発現することが明らかになった。こ

のことから、本分子は網膜神経節細胞だけでなく、他の領域の神経細胞においても働い

ていることが示唆された。現在、作成したノックアウトマウスについて、視神経の投射

を中心に解析を進めている。 

③ マウスにおける新しいin vivo発現系の確立 

 最近レンチウイルスを用いることにより、高い効率でトランスジェニックマウスを作

成できることが報告された。この系を用いると、核内へのDNA注入による通常のトラン

スジェニックマウスの作成と異なり、マウスのライン化のステップが省略できるため、

多数の分子の機能解析を効率的に進めることができる。そこで本年度はこの系の立ち上

げを行った。培養細胞を用いてCAGプロモーター支配下にGFPを発現するレンチウイルス

を作製した。このウイルスをマウス受精卵に感染させた後、仮腹マウスの子宮内に移植

し発生させたところ、移植した約半数の仔マウスにGFP遺伝子が導入されていることが

確認された。また、これらのトランスジェニックマウスにおいては、GFPによる蛍光が

全身で観察された。このように、レンチウイルスによるトランスジェニックマウスの作

成系が確立できたと考えられる。 

 

視神経再生グループ 

 哺乳類や鳥類においては、視神経が切断を受けると再生が起こらないのに対して、魚



類では視神経切断後、視神経軸索は再び伸長し、トポグラフィックな正常投射を再生す

る能力を有している。 

A）基礎生物学研究所グループ 

 本研究においては、キンギョとマウスにおける視神経切断時の遺伝子発現パターンの

変化についてマイクロアレイを用いて網羅的に比較解析することにより、再生の初期に

機能する鍵となる分子の同定を目指している。 

 キンギョについては、市販のマイクロアレイは無く、公的データベースにおける塩基

配列の登録数も極めて少ないため、まず塩基配列の解析より開始している。キンギョの

視神経切断前後の網膜、視蓋等についてcDNAライブラリーを作製し、各クローンについ

てシークエンシングを行った。これまでに合計約7万クローンについて塩基配列の決定

が終了している。現在、得られた配列データについて、クラスタリングを行うとともに

アノテーションの付加を行い、データベースを構築している。 

 マウスについては、市販のオリゴマイクロアレイとカスタム合成を行ったマイクロア

レイを用いて、総クローン数6万の遺伝子について視神経切断前後の網膜における遺伝

子発現の変化を経時的に解析した。その結果、視神経切断後数時間のうちに多数の遺伝

子の発現が変化することが明らかになった。また、このうちの約1/3の遺伝子について

は、12時間以内に遺伝子発現が元のレベルまで戻る、一過性の発現変化を示すことも明

らかになった。これらの解析結果を、今後キンギョで行うマイクロアレイの解析結果と

比較することにより、再生において重要な機能遺伝子の同定を目指す。 

B) 金沢大学グループ 

視神経再生可能なキンギョを材料として、視神経切断から視覚機能が完全に回復する

までの神経再生過程を、再生繊維の伸長期、視蓋への到達期、視蓋シナプス再形成期に

区分し、それぞれに強く関与する分子の同定を行い、視神経再生の全容を分子レベルで

解明することが目的である。 

金魚の視神経切断5日目の網膜からcDNAライブラリーを作製し、正常及び切断5日目網

膜からmRNAを抽出、ディファレンシャル・ハイブリダイゼーションを実施した。5日目

網膜で特異的にmRNAの発現が増加しているクローンを選択し、塩基配列を決定した。そ

の結果、再生初期に増加する分子としてレチノール結合蛋白（RBP）、トランスグルタ

ミナーゼ（TG）分子を同定した。ISH法により網膜での局在はRBPは視細胞、TGは神経節

細胞であることが明らかになった。またノーザン法により、RBPのmRNA量は、視神経切

断2-5日に一過性に増え10日で正常に復した。またTG mRNAは5-10日から増加し始め、20

日でピークとなり、その後ゆっくりと正常に復した。その機能解析には、大腸菌や

HEC293細胞で産生させたリコンビナント融合タンパクを精製して用いた。培養網膜組織

片において、RBPは、レチノールと共存下に特異的に神経突起の伸展を促進した。また

TGは単独で有意に神経突起の伸展を促進した。またRBP、TGの抗体の添加では、いずれ

も突起伸展が抑制された。このように両分子は、いずれも視神経線維の再伸長に重要な

役割を果たしている分子であることが明らかになった。また、合成siRNAを培養下に細



胞内に導入したところ、有意に突起伸展が抑制された。また、神経細胞の生存・細胞死

の観点から検討したところ、金魚の網膜では生存シグナルPI3K-Akt系が活性化されるこ

と、ラットではアポトーシス関連のBax、カスパーゼ系が増加することを見い出した。 

また、視神経切断60日後の視蓋からcDNAライブラリーを作製し、視神経切断により視

蓋で発現が増加する分子をクローニングした。その結果、視蓋で増加するクローンを3

個見い出した。うち1個は鉄貯蔵蛋白フェリチン相同遺伝子であった。ISH法により視蓋

の各層にポジティブ細胞が散在していることが観察された。そのmRNA量は正常では殆ど

検出されず、その後ゆっくりと増加し、視神経切断60日目がピークであった。この発現

時期から、視蓋でのシナプス再編成に何らかの役割を果たしていると思われる。更に、

既知分子エフリンとセマフォリンのクローニングを行い、視神経のシナプス再編成にお

けるこれら退縮分子の役割についても検討しているところである。 

一方、魚の視神経再生の行動学的評価法としてコンピューター画像処理装置を開発し

た。この装置は稚魚から成魚まで撮影可能であり、また1つの水槽に入れた2匹の魚を同

時に、軌跡、相互作用（追尾行動）などを計測できるという利点をもっている。 

 

3.研究実施体制 

網膜内領域特異化グループ 

① 研究分担グループ長：野田昌晴（基礎生物学研究所、教授） 

② 研究項目：網膜における領域特異化の分子機構、領域特異的神経結合形成の分子機構 

氏 名 所 属 役 職 担当する研究項目 

野田昌晴 基礎生物学研究所 教授 研究総括 

作田 拓 同上 助手 Venroptin結合蛋白の同定 

新谷隆史 同上 同上 領域特異的遺伝子の機能解析 

檜山武史 同上 同上 KOマウスの解析 

鈴木亮子 同上 学振研究員 Retinaldehyde合成酵素の同定 

藤川顕寛 同上 研究員 PTPaseの機能解析 

加藤 彰 同上 研究員 新規Igファミリー分子の機能解析 

山本泰憲 同上 研究員 同上 

深田斉秀 同上 非常勤研究員 PTPaseの基質分子の解析 

溝口正枝 同上 補助員 動物実験補助、生化学的実験補助 

後藤 恵 同上 補助員 塩基配列解析等 

松井深恵 同上 補助員 In situ hybridization等 

綾部夕子 同上 補助員 同上 

田村 洋 同上 総研大大学院生 KOマウスの解析 

大河原剛 同上 同上 新規転写調節因子の役割 

高橋弘雄 同上 同上 新規特異化分子間の関係解析 



鳥海 滋 同上 同上 新規CRMP分子の解析 

井原 賢 同上 同上 新規特異的分子の細胞レベルにおける解析 

米原圭祐 同上 同上 新規Igﾌｧﾐﾘｰ分子遺伝子改変ﾏｳｽの解析 

榎谷和真 同上 同上 新規CRMP分子の解析 

清水秀忠 同上 同上 KOマウスの解析 

 

視神経再生グループ 

① 研究分担グループ長：野田昌晴（基礎生物学研究所、教授） 

② 研究項目：マイクロアレイ法による再生関連遺伝子の同定、ディファレンシャルスク

リーニング法による再生関連遺伝子の同定 

氏 名 所 属 役 職 担当する研究項目 

野田昌晴 基礎生物学研究所 教授 研究総括 

新谷隆史 同上 助手 Tgaseの機能、DNAチップ解析 

中村隆弘 同上 研究員 キンギョcDNAライブラリーの構築 

高雄元晴 同上 学振研究員 視神経切断マウスの作成と解析 

山田 薫 同上 補助員 SPFマウスの管理等 

竹内 靖 同上 文科技官 TGマウスの作成 

田中瑠美 同上 総研大大学院生 TGaseの機能 

加藤 聖 金沢大学大学院 教授 再生期発現遺伝子の解析 

菅原 清 同上 講師 再生視神経の解剖学的解析 

松川 通 同上 助手 再生期発現変動遺伝子の単離 

荒井國三 同上 講師 再生分子の機能解析 

杉谷加代 同上 助手 組織の単離と遺伝子発現解析 

本間啓子 同上 同上 再生分子の発現解析 

劉 中武 同上 研究員 再生期発現遺伝子の機能解析 

郡山恵樹 同上 技術員 組織切片の作成 

田中聖之 同上 大学院生 Na, K-ATPaseの機能解析 

中川貴志 同上 同上 キンギョの行動解析 
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