
北里大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

網膜変性疾患の発症におけるmicroRNAの発現変動の意義

Significance of the change in the expression levels of microRNAs in 
neurodegenerative diseases in the retina

８０３１７０６５研究者番号：

坂本　謙司（SAKAMOTO, Kenji）

研究期間：

１５Ｋ０７９７１

平成 年 月 日現在３０   ５ ２５

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：C57BL/6Jマウスの硝子体内にNMDAを投与するとmiR-29bの発現量が増加し，miR-124の
発現量が減少した．miR-29b inhibitorおよびmiR-124 mimicをあらかじめ硝子体内投与しておくと，NMDA誘発網
膜神経傷害が減弱した．網膜色素変性症モデル動物であるnmf363マウスにおいては，加齢に伴いmiR-133aの発現
減少が認められた．生後15日のnmf363マウスにmiR-133a mimicを網膜下投与すると，視細胞死が抑制された．
本研究の結果は，microRNAの発現を制御することにより，網膜変性疾患による視野狭窄の進行を抑制できる可能
性を示している．

研究成果の概要（英文）：Intravitreal injection of NMDA induced upregulation of miR-29b and 
downregulation of miR-124 in the retina of C57BL/6J mice. Pre-treatment with miR-29b inhibitor and 
miR-124 mimic protected against the NMDA-induced retinal injury. 
In nmf363 mice, an animal model of retinitis pigmentosa, the expression level of miR-133a decreased 
with age. Subretinal injection of miR-133a mimic at postnatal day 15 significantly reduced 
photoreceptor degeneration at postnatal day 25.
These data suggest that progress of narrowing of visual field in the retinal neurodegenerative 
diseases could be supressed by alternation of the expression levels of microRNAs. 

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
私たちは外界から視覚，聴覚，嗅覚など

を介して情報を入手しているが，そのほと
んど(一説には 90%以上) を視覚からの入力
が占めている.網膜変性疾患は，直接的に生命
に危険をもたらさないものの，視機能の障害
を引き起こすため，Quality of Life (QOL) を
大きく損なう原因となる.従って，網膜変性疾
患の克服は，世界的にも非常に重要な課題の
1 つである．我が国においては，後天性失明
原因の第 1 位は緑内障であり，第 2 位は糖尿
病性網膜症である.また，第 3 位の網膜色素変
性症は，厚生労働省が定めた特定疾患治療
研究事業対象疾患，いわゆる難病の 1 つであ
り，現在のところ確立された治療法が全 く
存在しない.  
緑内障は，眼圧上昇などの原因により視

神経が傷害され，その結果視覚障害をきた
す疾患であり，そのまま治療せずに放 置 し
ておくと患者は失明する.我が国では，眼圧
が正常にもかかわらず，視神経に傷害が認
められ緑内障の病態を示す正常眼圧緑内障
の患者が高眼圧緑内障の患者よりも多いこ
とも知られている .現在の緑内障の治療方針
は眼圧降下のみであるが，眼圧を十分に下
げることができない症例や，眼圧が下がっ
たにもかかわらず視野の狭窄が進行する症
例が少なからず存在することから，視神経
保護薬の開発が切望されている.視神経節細
胞培養系を用いた in vitro の実験系や，網
膜虚血・再灌流モデルや
N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) 硝子体
内注入モデルといった実験的緑内障モデル
動物を用いた神経保護薬の探索が，主に応募
者や国内外の研究者によって進められてい
る.しかし，未だ明確な神経保護作用を示す
緑内障治療薬は実用化されていない.  
網膜色素変性症 (RP) は遺伝病の 1つであ

り，進行性の視細胞および網膜色素上皮細
胞の変性により視覚障害，ひいては失明を
引き起こす疾患である.現在のところRPによ
る視細胞死を明らかに遅延あるいは停止さ
せる有効な治療法は存在しない.平成 26 年に
RP 患者に対する iPS 細胞から作製した網
膜色素上皮細胞の移植治療の治験が開始さ
れたことが大きな話題となったのは記憶に
新しい．また，動物実験レベルにおいては，
神経幹細胞を用いた再生医療やウイルスベ
クターを用いた遺伝子治療による RP の視覚
障害 遅延効果が報告されている.しかし，こ
れらは視細胞ではなく網膜色素上皮細胞に
おける遺伝子変異が原因の RP に適用したも
の，あるいはあらかじめ分かっている原因
遺伝子の変異をレスキューしたものであり， 
個々の患者の発症原因遺伝子が不明である
ことが多い RP の治療に際しては，原因遺伝
子によらない遺伝子治療のターゲットに加
えて神経保護薬の探索も不可欠である．ヒト
の常染色体劣性遺伝型 RP において最も多
く変異が認められる遺伝子の 1つに，ホスホ

ジエステラーゼ 6 (PDE6) の α サブユニッ
トをコードする PDE6A があるが，我々はこ
の遺伝子に変異を持つ唯一の RP モデルマウ
スである nmf363 を世界で初めて同定した．
このマウスモデルは PDE6A の変異に起因す
る RP の機序解明やその治療法の開発に非常
に有用なツールである．nmf363 で見られる
視細胞死には NADPH オキシダーゼならび
にフェントン反応に由来する活性酸素種が
関与しており，フェントン反応に必要な鉄
分子を鉄キレート剤で除去することによっ
て，視細胞の傷害を抑制できることが応 募
者の研究により明らかになりつつある．しか
し，RP により引き起こされる視細胞変性の
機序を解明するためにはまださらに詳細な
検討が必要である．  

microRNA とは，細胞内に存在する長さ 
20 か ら 25 塩基程度のノンコーディング 
RNA であり，種々の遺伝子の発現を調節す
ることにより，細胞の機能を調節している
ことが明らかにされつつある．近年の研究に
より，microRNA は組織の発生や，がん，感
染症，生活習慣病，並びに神経変性疾患の
発症・進行にも深く関与している可能性が
指摘されている．これまでにロドプシンの変
異が原因の網膜色素変性症モデル動物の網
膜における microRNA の発現変化がいくつ
か報告されているが，緑内障ならびに網 膜
色 素 変 性 症 に 伴 う 神 経 傷 害 に 対 す る
microRNA の関与については，これまでほ
とんど報告がない.  
私は，各種変性網膜疾患モデルにおける神

経細胞死と microRNA との関係を詳細に解
析することは，新たな網膜変性疾患の新規治
療法の開発に応用することができる，との考
えから本研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，網膜電図による視機能の

客観的評価と，病理学的，免疫組織化学的お
よび分子生物学的手法を組み合わせること
により，1）網膜変性疾患モデル動物の網膜
における microRNA 発現量の変化を解析し，
microRNA の機能の増幅あるいは欠失が正
常動物および網膜変性疾患モデル動物の網
膜に与える影響，例えば，視神経節細胞や桿
体ならびに錐体細胞の数およびそれらの機
能の変化を検討する事により，網膜変性疾患
と microRNA の発現変動との間の関係を明
らかにすることである． 
 
３．研究の方法 
[1]  神 経 網 膜 に microRNA mimic や
inhibitor を導入する方法の確立 
 網膜変性疾患と microRNA との関係を明
らかにするためには，神経網膜に microRNA 
mimic あるいは inhibitor と呼ばれる内在性
microRNA の機能を増幅あるいは欠失させ
る核酸を安定的に導入する必要がある．まず
本研究では，神経網膜に microRNA mimic



や inhibitor を安定して導入できる方法を確
立する．過去にポリエチレンイミン系遺伝子
導 入 試 薬 （ in vivo-jetPEI™, Polyplus 
Transfection, Illkirch, France）を用いて核
酸を神経網膜に導入したことを報告してい
る論文（Liao et al., BioTechniques 42: 
285-288, 2007）を参考にし，神経網膜に核酸
を安定して発現できる実験系を確立する．
種々の条件検討を行い，視神経細胞や桿体・
錐体細胞に最も効率良く遺伝子を導入でき
る実験条件を決定する． 
 [2] microRNA の機能獲得や機能抑制が網
膜変性疾患モデル動物の神経網膜に与える
影響 
 7 週齢の C57BL/6J マウスの眼内に，網膜
変性疾患において発現が減少していた
microRNA の microRNA mimic や発現が増
加 し て い た microRNA の microRNA 
inhibitor を導入する．その後硝子体内に
NMDA（40 nmol/eye）を投与し，実験に応
じて，NMDA 投与 6 時間後から 7 日後にか
けて眼球を摘出し，固定後，パラフィン包埋
し，薄切組織切片を作成する．TUNEL 法に
よりアポトーシスの疑いのある細胞を染色
する．視神経細胞の脱落や網膜の菲薄化は
HE 染色を行った組織切片で評価する．加え
て，RGC 特異的に ECFP を発現しているト
ランスジェニックマウスを用いて同様の実
験を行い，網膜ホールマウント標本を共焦点
レーザー顕微鏡で観察することにより，視神
経節細胞に対する影響を評価する． 
また，網膜色素変性症モデルマウスである

nmf363 の網膜下にも同様に microRNA 
mimicや inhibitorを生後 14日において投与
し，生後 25 日の時点において視細胞の脱落
や網膜の菲薄化が抑制されているかどうか
を評価する．網膜機能の客観的評価は網膜電
図により行う． 

microRNA の機能から発現量の変化が起
きることが考えられる遺伝子の候補をリス
トアップし，実際に発現変動が起きている可
能性のあるタンパク質の発現量の変化を免
疫組織化学により評価する．  
 
４．研究成果 
[1] 神 経 網 膜 に microRNA mimic や
inhibitor を導入する方法の確立 
 まず，既報に従って， in vivo-jetPEI™
（Polyplus Transfection, Illkirch, France）
を用いて網膜神経節細胞に核酸を導入する
ことを試みた．種々の条件検討を行ったが，
この方法では核酸を神経網膜に導入するこ
とはできなかった． 
 次に，高研（東京）から発売されている
AteloGene® Local Use “Quick Gelation”を
用いて Dharmacon 社の microRNA mimic
や inhibitor をマウスの硝子体内に投与した
ところ，神経網膜にこれらの核酸が導入され
たことを確認できた．従って，以後の実験で
は，この方法を用いて，microRNA の機能獲
得や機能抑制が網膜変性疾患モデル動物の

神経網膜に与える影響を検討することとし
た． 
 [2] microRNAの機能獲得や機能抑制が網膜
変性疾患モデル動物の神経網膜に与える影
響 
 C57BL/6J マウスの硝子体内に NMDA を
投与するとその 8 時間後に miR-29b の発現
量が有意に増加し，miR-124 の発現量が有意
に減少した． miR-29b inhibitor および
miR-124 mimic を NMDA 投与 18 時間前に
硝子体内投与しておくと，NMDA 投与 7 日
後における網膜神経傷害が有意に減弱した． 
miR-29b inhibitor の前投与は，NMDA 投与
12 時間後の網膜神経節細胞層および内顆粒
層において観察されるTUNEL陽性細胞数の
増加および MCL-1 陽性細胞の減少を有意に
抑制した． miR-124 mimic の前投与は，
NMDA 投与 8 時間後の網膜視神経節細胞層
および内顆粒層において観察される TUNEL
陽性細胞数の増加，および網膜神経節細胞層
および内網状層における Bax と Bim の発現
量の上昇を有意に抑制した．従って，NMDA
誘発網膜神経傷害には，miR-29b の発現増加
を介した MCL-1 の発現減少に加えて，
miR-124 の発現減少を介した Bax および
Bim の発現増加を介した網膜神経細胞のア
ポトーシスの促進が関与していることが示
唆された． 
 nmf363 マウスにおいては，日齢の進行に
伴い，miR-133a の発現減少が認められた．
特に生後 25 日において，miR-133a の発現
量は顕著に減少していた．生後 15 日の
nmf363 マウスに miR-133a mimic を網膜下
投与すると，生後 25 日における明順応下網
膜電図の振幅および錐体細胞数の減少が，対
照眼と比較して有意に抑制された．また，
miR-133a mimic の網膜下投与により，生後
25 日において，外顆粒層における 8-OHdG
陽性細胞数の有意な減少が観察された．従っ
て，nmf363 における錐体細胞障害の進行に
は，miR-133a の発現減少による酸化ストレ
スの亢進が関与しており，miR-133a を補充
することによって，この障害の進行を抑制で
きることが示された． 
 本研究の結果は，miRNA の発現を制御す
ることにより，網膜変性疾患により引き起こ
される視野狭窄の進行を抑制できる可能性
を示唆している． 
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