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研究成果の概要（和文）：低分子二本鎖RNAであるsiRNA(small interfering RNA)は、特定の遺伝子発現を抑制する働
きがあることが知られている。本研究では緑内障モデルラットの一つである虚血再灌流モデルラットに対して、siRNA
の硝子体内導入を行い神経保護効果の検討を行い、caspase-3およびcaspase-9の硝子体内導入を行うことにより、虚血
再灌流によって生じる、網膜視神経説細胞の現象がが有意に抑制されることを確認した。本研究の結果から将来的な、
siRNAの原理を応用した、緑内障による視神経説細胞の消失を抑制する、新薬の基礎原理となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：SiRNA(small interfering RNA) is a small molecule double-strand RNA and suppress sp
ecific gene expression. In this study, we investigated the effect of intra-vitreous injection of caspase-3
 siRNA or caspase-9 siRNA against for retinal ganglion cell damage by transient ischemic injury, one of th
e rat's glaucoma models. In caspase-3 or caspase-9 injected eyes, loss of retinal ganglion cell was statis
tically smaller than the control group. Therefor capase-3 siRNA and capase-9 siRNA are expected for novel 
anti-glaucoma siRNA drug, prevent from retinal ganglion cell loosing by glaucoma.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 緑内障は視神経節細胞に不可逆的な障
害による視機能低下を示し、眼圧下降によ
る視機能低下を遅らせる対症療法にとどま
っており、根治的な治療法が無い事から、
本邦における中途失明の原因として最多と
なっている。本邦における緑内障の特徴と
して、眼圧が正常値に保たれているにもか
かわらず、視機能が障害される正常眼圧緑
内障の割合が、諸外国と比較して多い事が
報告されており、眼圧下降による治療効果
が得られにくい、正常眼圧緑内障の治療法
の開発が急務とされている。正常眼圧緑内
障は、旧来から考えられていた機械的な圧
迫による、神経の障害ではなく、神経の脆
弱性を素因とする視神経節細胞のアポトー
シスが病因と考えられており、根治的な治
療法として、障害を受けたし神経節細胞を
再生させる方法と、アポトーシスの阻害を
抑制する方法が挙げられる。神経再生にお
いては、Toll 様レセプターを介した、視神
経節細胞の軸索伸張が確認されており、将
来的な緑内障の治療に期待されているが、
アポトーシスによりし神経節細胞が失われ
た状態では、視神経節細胞の移植が前提と
して必要である事や、長期間の緑内障罹患
により、視覚に関する高次機能障害を来し
ており、視神経節細胞の再生のみでは、視
機能の回復が得られない可能性が示唆をさ
れており、実際の治療法の開発には多くの
困難が見込まれ、視神経節細胞の障害を抑
制する方法がより現実的と考えられた。 
 緑内障はBcl2経路を介した caspaseの活
性を経た、アポトーシスの成立が知られて
おり、caspaseの活性を阻害する事による、
アポトーシスの成立の阻害は、緑内障の進
行を抑制につながると考えられる。一方で、
アポトーシスは生体の維持に関わっている
ことから、全身的なアポトーシスの抑制に
より、生命維持が困難になると考えられる
事から、局所的なアポトーシスの抑制が必
要とされた。 
 
(2) siRNA(small interfering RNA)はター
ゲットとする遺伝子を抑制する、有力な方
法として注目されており、眼科領域におい
ては加齢黄斑変性の治療薬に既に応用がさ
れている。著者らは本研究の予備実験にて
caspase3、caspase9 をターゲットとする
siRNA を硝子体腔内導入した後に、眼圧上
昇による視神経節細胞障害を引き起こした、
緑内障モデルラットにおいて、siRNA によ
る視神経節細胞の障害抑制効果を示唆する
結果を得たことから、Bcl-2 経路を阻害する
ことによる神経保護効果のエビデンスの確
立が必要である背景があった。加えて、製
剤として用いる際に、siRNA が生体内で速

やかに分解されることが問題となることが
想定されたことから、眼内で毒性がない基
剤の探索が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 アポトーシスのカスケードの一つである
Bcl-2経路を構成する、caspase3、caspase9、
の発現を caspaseに対する siRNAを導入し
て行うことにより抑制し、アポトーシスの
抑制による神経保護薬の確立を目的とした。
また生体内で、siRNA を安定的に作用させ
る基剤としてアテロコラーゲンを 
 
３．研究の方法 
 虚血再還流モデルラットにおける
caspase3、caspase9 に対する siRNA の視
神経節細胞保護の検討。 
 
(1) ラットの眼圧を、トノラボ接触眼圧測定
機を使用して測定した後に、上丘にフルオ
ロゴールドを導入し、３日後に４％パラホ
ルムアルデヒド１００ml を左心室より全
身に循環させることにより、網膜の固定を
行った後に眼球摘出を行う。摘出眼球から、
網膜伸展標本を作成し、蛍光顕微鏡による
観察を行い、網膜の神経節細胞数を計測す
ることにより、正常群とした。 
 
(2)眼球摘出を行い、網膜のパラフィン切片
を視神経付近から２標本、視神経から赤道
部にかけての部位から２標本、赤道部から
周辺部にかけての部位から２標本、作成し
て Hematoxilin-Eosin 染色および TUNEL
染色を行い、光学・蛍光顕微鏡にて観察を
行い、網膜厚の計測とアポトーシスの発現
がないことを確認した。 
＜上記により、正常眼の評価を行った。＞ 
 
(3) ラットを高眼圧維持することを目的と
した、前房挿入型のカニューラを 30G 針に
て作成し、120 分間の前房内での安定性に
ついて評価を行った。 
 
(4) 作成したカニューラを前房内に挿入し
た後に、生理食塩水を眼球から 120ｃｍの
位置に固定して、120 分間の加圧を行い、
経過中の安定性について評価を行った。 
 
(5) 高眼圧時の眼底評価を行い、網膜動脈の
虚血を確認した。 
＜上記により、虚血再灌流モデルを確立し
た。＞ 
 
(6) 対照群として、non-silencing siRNA と
トランスフェクションリガンドの混合物ま



たは生理食塩水を硝子体腔内に投与して、
24 時間後に虚血再灌流を行った。  
 
(7) 対照群の虚血再灌流後、2 日目、7 日目
に眼球摘出を行い、網膜のパラフィン切片
を視神経付近から２標本、視神経から赤道
部にかけての部位から２標本、赤道部から
周辺部にかけての部位から２標本、作成し
て Hematoxilin-Eosin 染色および TUNEL
染色を行い、光学・蛍光顕微鏡にて観察を
行った。 
 
(8) 眼球摘出の３日前に、ラットの上丘にフ
ルオロゴールドを導入し、対照群の虚血再
灌流後、2 日目、7 日目で４％パラホルムア
ルデヒド１００ml を左心室より全身に循
環させることにより、網膜の固定を行った
後に眼球摘出を行った。摘出した眼球から
網膜伸展標本を作成し、蛍光顕微鏡下で１
mm×１mm の範囲で蛍光標識されている
視神経節細胞数を、視神経付近から４カ所、
視神経と赤道部の中心部から４カ所、赤道
部付近から４カ所で計測した。 
 
(9) 対照群の虚血再灌流後、2 日目に眼球摘
出を行い、網膜を回収して Real-time 
rt-PCR を施行して caspase3 の mRNA 量
の定量をおこなた。 
＜上記により対照群の虚血再灌流による網
膜視神経節細胞の障害の定量化と、アポト
ーシス発現、caspase3 の発現を確認した。
＞ 
(10) 介入群として、caspase3 siRNA とト
ランスフェクションリガンドの混合物
（caspase3 群）または caspase9 siRNA と
トランスフェクションリガンドの混合物
（caspase9 群）を硝子体腔内に投与して、
24 時間後に虚血再灌流を行った。  
 
(11) capsase3 群の虚血再灌流後、2 日目、7
日目、14 日目および caspase9 群の虚血再
灌流後、2 日目、7 日目に眼球摘出を行い、
網膜のパラフィン切片を視神経付近から２
標本、視神経から赤道部にかけての部位か
ら２標本、赤道部から周辺部にかけての部
位 か ら ２ 標 本 、 作 成 し て
Hematoxilin-Eosin 染色を行い、光学顕微
鏡にて網膜厚の評価を行った。 
 
(12) capsase3 群の虚血再灌流後、2 日目、
7 日目に眼球摘出を行い、網膜のパラフィ
ン切片を視神経付近から２標本、視神経か
ら赤道部にかけての部位から２標本、赤道

部から周辺部にかけての部位から２標本、
作成して TUNEL 染色を行い、蛍光顕微鏡
にて観察を行った。 
 
(13) 眼球摘出の３日前に、ラットの上丘に
フルオロゴールドを導入し、caspase3 群の
虚血再灌流後、2 日目、7 日目、14 日目お
よび、caspase9 群の 2 日目、7 日目で４％
パラホルムアルデヒド１００ml を左心室
より全身に循環させることにより、網膜の
固定を行った後に眼球摘出を行った。摘出
した眼球から網膜伸展標本を作成し、蛍光
顕微鏡下で１mm×１mm の範囲で蛍光標
識されている視神経節細胞数を、視神経付
近から４カ所、視神経と赤道部の中心部か
ら４カ所、赤道部付近から４カ所で計測し
た。 
 
(14) 対照群の虚血再灌流後、2 日目に眼球
摘出を行い、網膜を回収して Real-time 
rt-PCR を施行して caspase3 の mRNA 量
の定量をおこなった。 
 
Non-silencing siRNA アテロコラーゲン複
合体による網膜毒性と眼内安定性の検討。 
 
(15) non-silencing siRNA とアテロコラー
ゲン複合体を作成した。作成した複合体を
硝子体腔内に注入。眼球摘出 3 日前にラッ
トの上丘にフルオロゴールドを導入した。
アテロコラーゲン複合体の硝子体腔内注入
の 2 日後に４％パラホルムアルデヒドにて
網膜を固定後、眼球摘出を行い、網膜伸展
標本を作成し、蛍光顕微鏡下で１mm×１
mm の範囲で蛍光標識されている視神経節
細胞数を、視神経付近、視神経と赤道部、
赤道部付近から４カ所で計測し、細胞の異
型性、視神経節細胞数について観察を行っ
た。 
 
(16) non-silencing siRNA とアテロコラー
ゲン複合体を作成した。作成した複合体を
硝子体腔内に注入。眼球摘出 3 日前にラッ
トの上丘にフルオロゴールドを導入した。
アテロコラーゲン複合体の硝子体腔内注入
の 2 日後に４％パラホルムアルデヒドにて
網膜を固定後、眼球摘出を行い、網膜のパ
ラフィン切片を視神経付近から２標本、視
神経から赤道部にかけての部位から２標本、
赤道部から周辺部にかけての部位から２標
本、作成して Hematoxilin-Eosin 染色を行
い、光学顕微鏡にて観察を行い、網膜厚の
評価を行った。 



 
４．研究成果 
 
(1) 形状学的な評価項目である網膜厚の評
価において、網膜内層が caspase3 群におい
て、対照群と比較して、虚血再還流後 2 日
目、7 日目で有意に網膜厚の減少が抑制さ
れていた。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1：網膜各層の網膜厚 
 
(2) もう一つの形態学的評価項目である、
視神経節細胞数は caspase3 群、caspase9
群のいずれにおいても、虚血再灌流後 2 日
目で対照群と比較して、有意な減少の抑制
を認めた。以上の結果から、capase3 群、
caspase9 群のいずれにおいても、形態的に
神経保護効果が確認された。（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：視神経節細胞数 
 

(3) TUNEL 染色による TUNEL 陽性細胞数に

ついては、caspase3 群の虚血再還流 2日目
において、対照群と比較して有意に少なか
ったことから、対照群と比較して caspase3
群で有意に、アポトーシスが抑制されてい
ることが確認された。（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：TUNEL 陽性細胞数 
 
(4) Real-time rt-PCR による caspase3 mRNA
はcaspase3群の虚血再還流後2日目におい
て、対照群と比較して有意に発現が抑制さ
れていた。 

図 4：Real time rt-PCR 
  
(5) (1)〜(4)より、caspase3 に対する siRNA 
を硝子体注入することにより、虚血再還流
モデルにおいて、caspase3 の発現が抑制さ
れ神経保護効果が得られることが確認され
た。 
 
(6) Non-silencing siRNA とアテロコラー
ゲンの複合体は注入後 2 日目において、網
膜上に付着をしており、眼内での安定性が
確認された。アテロコラーゲン付着部位を
含めて、網膜厚および視神経節細胞数は正
常群と比較して、有意差を認めなかったこ
とから、アテロコラーゲンは網膜毒性を持
つ可能性が低く、硝子体注入における基剤
として有用であることが確認された 
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