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神経個性化ラボ
( Newt Lab. )

研究項目 : 神経細胞の個性化と機能獲得メカニズムの研究
研究期間 : 平成9年度～平成13年度

インサイチュハイブリ法により調べた。その結果，Pax-6

が，再生初期の分裂中の神経前駆細胞，再生中期のシ

ナプス部，再生後期・再生完了期の神経節細胞で発現

していることを見出した再生中期のPax-6のシナプス

部での大量発現が，シナプス形成タンパク質の発現の

開始と同時であることを証明し，P a x - 6 がシナプス形

成にかかわっている可能性を提案した。

　再生中における網膜神経細胞のアポトーシス（プロ

グラムされた細胞死）が頻繁に起こることを証明し，

その発生の時空間パターンを明らかにすることに成

功した。特に，細胞分裂が終了した直後のアマクリン

細胞・神経節細胞が，シナプス形成の相手先細胞との

コンタクトをする時期に，多くのアポトーシス細胞が

観察された（図１）。このことは，細胞分裂が終了し，細

胞分化した直後の細胞にとって，アポトーシスを逃れ

るためには，適切な細胞間相互作用・シナプス結合で

のターゲット獲得が，重要であることを意味している。

　再生過程各ステージの網膜における全網膜（w h o l e

retina)，網膜周辺部（periphery），視細胞層（ONL)，内顆粒

層（INL)および神経節細胞層（GCL)でもアポトーシス

細胞の密度。再生各ステージは，初期（early），中期（inter），

後期（late），手術後50日，手術後80日に分けた。

図１　イモリ網膜再生過程でのアポトーシス細胞の変化
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1.　当該研究の背景

　中枢神経系は，外傷･変性疾患･虚血等によりひとた

び損傷を受けると再生できず，外科・内科的治療も効

果がなく，機能を再び回復させる事は不可能である。

ところが，ある特定の生物は，中枢神経組織の再生能

力が備わっており，神経組織が破壊された後でも組織

が完全に再生し，機能を取り戻す事ができる。本研究

では，この特定生物の再生能力のメカニズムを解明

し，それを応用する事により本来再生不可能な損傷神

経組織を再生させる技術の開発を目指している。

2.　これまでの研究経過と現状

　成体イモリの神経網膜を除去すると残った色素上

皮細胞から網膜が再生される。色素上皮細胞は，網膜

の傷害を契機に脱分化して網膜前駆細胞となり増殖

し，網膜の種々の細胞に分化して完全に機能的な網膜

を再構築する。まず，この神経再生過程を分子生物学

的レベルから研究するために，c D N A ライブラリー，

RNAプローブの作成を行い，神経細胞の分化決定因子

の発現パターンを調べ，再生時の神経分化の機序を解

明することをめざした。

　イモリの網膜再生において，神経回路網形成初期の

神経前駆細胞にナトリウムチャネルが発現している

事を電気生理学・生化学的に証明した神経再生現象を

分子生物学的に研究していくための基本材料となる

網膜のcDNAライブラリーを作成し，それを用いて網

膜神経回路の再生時に発現する遺伝子を分子生物学

的に単離・同定した。ナトリウムチャネルのクローニ

ング・全長アミノ酸配列決定に成功し，そのフグ毒耐

性が，たったひとつのアミノ酸により決定される事を

解明した。

　神経系転写因子Pax-6のイモリでのクローニングに

成功し，網膜神経回路網再生過程での発現パターンを
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　細胞間相互作用因子No t c h のイモリ再生網膜でク

ローニングし，網膜神経回路網再生過程での発現パ

ターンをインサイチュハイブリ法により調べた。

Notch 発現による細胞間コミュニケーションと再生の

進行の相関を明らかにした。

3.　期待される波及効果

　本研究では，神経再生能力のメカニズムを解明し，

それを応用する事により本来再生不可能な損傷神経

組織を再生させる技術の開発を目指している。現在で

は，中枢神経系は，外傷・変性疾患・虚血等によりひと

たび損傷を受けると再生できず，外科・内科的治療も

効果がなく，機能を再び回復させる事は不可能であ

る。本研究の成果は，全く新しい神経再生治療の道を

拓くものとして期待されている。

4.　今後の研究展開の方向

　網膜神経回路の再生時に働く機能分子・細胞分化因

子・細胞間相互作用因子を単離・同定した。単一細胞レ

ベルでの増殖細胞の標識および分化をつかさどる遺

伝子の発現確認の技術を開発・確立し，イモリの網膜

神経回路網再生時の増殖・分化因子の発現のタイミン

グ・相関関係を明らかにし，増殖・分化の機序の決定を

行った。更に次のステップに入るにあたっては，神経

系の再生をうながす極めて微量で短期間のみ発現す

る重要因子を単離・同定する事が必要不可欠となって

くる。この作業は，従来の手法では極めて困難であり，

その目的達成のためには，全く新しい手法の開発を必

要としている。極めて多くの候補の中から，目指す物

質を選択し，それを同定し，その性質を決定するには，

従来の精製技術に頼る方法では不可能である。目指す

物質が極めて微量しか存在しない事，またその特異性

が際立って大きいわけではない事がその理由である。

この問題を解決するには，はじめから目指す物質をい

きなり精製しようとするのではなく，それを含む似た

性質を持つ物質のグループを選択し，そのグループの

みを特異的に増幅する。次に，そのグループの中でさ

らに似た性質を持つ物質のサブグループを選択し，そ

のサブグループのみを特異的に増幅するという操作

を繰り返し行う事によって，精製不可能なほど微量な

A 精�製�

B 選�択�と�増�幅�

図2　目的とする物質の2つの獲得方法
A 従来の精製方法。　
この方法では，最終的にその物質を解析に充分な高い精製度で必要量を得る事が不可能
な場合が圧倒的に多い。●が目的の物質，性質の似ているものを似た色であらわした。

B 選択と増幅を繰り返す新しい方法。
目的の物質(●)を解析のために必要な非常に高い精製度で十分な量を得る事ができる。
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物質を大量に生産し，同定することができるのである

（図2）。

　この実験手法の基本技術となるのは，遺伝子の変異

とその産物蛋白質の選択・増幅を繰り返して目的の性

質を持つ産物を得る進化分子工学という非常に新し

い技術である。この技術を改良し，細胞の遺伝子発現・

信号伝達系の特定遺伝子の発見に応用できるよう技

術開発し，再生を可能にする因子を同定することが以

後の研究において，非常に重要となる。
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