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【研究の目的】

中枢神経系における障害は、ほぼ不可逆的であり最終的には変性という過程

を辿る．網膜神経節細胞は細胞体が眼球内に存在するものの中枢神経としての

組織構成の中にあり、しかも中枢投射が上丘・外側膝状体へ一方向である．従

って再生の機能評価において有利である．本研究では網膜神経節細胞に対する

生存・再生作用のあるシュワン細胞を用いて人工移植片を作成し、視覚中枢投

射である上丘と視神経間を架橋することによって、視覚回路網再建を形態学

的・電気生理学的に評価する．また、網膜神経節細胞体への遺伝子導入を合わ

せ、生存率の向上を図ることを目的とする．

【これまでの経過】

１．シュワン細胞培養を行い、人工移植片の作成及び至適条件の設定を行った．

その結果、通常の末梢神経における含有量の 100 倍に相当する培養シュワン細

胞を用いることによって有効な再生を誘導可能であることを見い出した．さら

に人工移植片内に NGF, BDNF, NT-4 等の neurotrophin を加え、眼球側の条件と

しては硝子体内に網膜神経節細胞の生存を促進する BDNF を投与することによ

って約 40％前後の再生を認めるに至った．これは末梢神経を用いた移植での再

生が 10％、多くても 20％以下である現状と比較すると高率の再生誘導であり、

大きな前進であると思われる．また本実験によって、視神経を含めた中枢神経

は人工的環境において再生誘導が可能であることも明らかとなった．

２．上記の条件を用いて人工移植片による視神経ー上丘架橋移植を実施した．

その結果、再生視神経が数センチにわたる移植片内を伸長し、上丘に到達し侵

入することをコレラトキシンを用いた順行性標識によって確認した．またシナ

プス形成に関わるとされているシナプトファイシンとの二重染色によって上丘

内へ侵入した線維の一部においてその発現が認められた．さらに逆行性標識を

行うために上丘へ DiI 蛍光標識物を投与し、中枢に軸索伸長した網膜神経節細



胞の確認を行ったところ、15-18％の再生を認めた．

３．視機能の回復を検討するために移植 3 か月後において行動生理学的解析と

して Prepulse experiment を行った（大阪大学大学院医学研究科　情報生理学

との共同研究）．一部のラットにおいて光刺激を感知している傾向があったが、

統計的有意差を認めるには至らなかった．移植後 6 か月程経過したものでの解

析を検討している．

４．細胞体である網膜神経節細胞の生存維持を目的として in vivo

electroporation 法を独自に改良し、生体レベルにおける網膜神経節細胞への遺

伝子導入方法を考案した．実際の生体における導入は現在、lipofection やウイ

ルスを用いたものが多く用いられている．しかし網膜神経節細胞を標的とした

遺伝子導入方法は現時点での導入率が 20％前後と低く、副作用などの問題点が

ある．そこで培養細胞の遺伝子導入に用いられてきた従来の in vivo

electroporation 法を独自に改変し、50%前後の網膜神経節細胞に導入可能な方

法を見い出した．この方法を用いて虚血網膜における Hsp27 蛋白の導入による

網膜神経節細胞の rescue や、視神経切断モデルにおける BDNF cDNA 導入による

細胞死抑制を確認している．

【研究の特徴・独創性、世界的状況】

　哺乳動物の視神経が末梢神経移植によって再生することが 1985 年に So と

Aguayo によって報告されて以来、カナダ、アメリカなどの各国の研究グループ

が盛んに研究を続けている．これまでの多くの研究では、末梢神経移植による

再生や阻害物質の中和、サイトカインの調節などのアプロ�チが行なわれてき

た．しかし、いずれも再生率が１０％以下という低い率に留まっている．本研

究では、従来の末梢神経移植からさらに一歩踏み出し、人為的に高密度のシュ

ワン細胞環境を作り有効な視神経再生を導こうとするところに独創性がある．

また臨床治療を究極の目的とし、視神経の中枢投射である網膜ー上丘間移植に

よって、人為的環境による再生経路の制御および視神経回路網の再建を図ると

ころに本研究の実用性のみならず先駆性がある．
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