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研究成果の概要（和文）：緑内障モデルマウスの網膜内で発現上昇するEcel1の発現機序および機能解析を目的
とした。qPCR、ウェスタンブロッティングおよび免疫染色の結果から、視神経挫滅により網膜神経節細胞障害を
誘導したところ、視神経挫滅４日後にEcel1が網膜神経節細胞に高発現することを確認した。また、Ecel1はNMDA
障害では誘導されないが、軸索流障害によって軸索挫滅と同程度に高発現を示した。網膜神経節細胞にEcel1を
高発現するAAV2-mEcel1ウイルスベクターを作成した。このウイルスを眼内に投与し視神経挫滅を行ったとこ
ろ、仮説とは異なり、Ecel1高発現群での神経保護効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at the mechanism of expression and functional 
analysis of Ecel 1, which is expressed in the retina of glaucoma model mice. From the results of 
qPCR, western blotting and immunostaining, when retinal ganglion cell damage was induced by optic 
nerve crush, Ecel 1 was highly expressed in retinal ganglion cells 4 days after optic nerve crush. 
Although Ecel 1 is not induced by oxidative stress or NMDA injury, it is highly expressed by 
dysfunction of axonal transport as well as optic nerve crush. In order to analyze the function of 
Ecel1 in the retina, we made AAV2-mEcel1 virus vector which highly expresses Ecel1 in retinal 
ganglion cell. when this virus was administered in the eyes and optic nerve crush was carried out, 
unlike the hypothesis, no neuroprotective effect was observed in the group expressing high Ecel 1.
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１．研究開始当初の背景 

緑内障は網膜神経節細胞に障害を来す眼

科疾患であり、我が国の中途失明原因のおよ

そ２５％を占める。しかしながら、本疾患の

病態進行に関わる分子メカニズムや障害さ

れた網膜神経節細胞におけるイベントにお

いては未だ不明な点が多い。この問題を明ら

かにするため、当研究施設では、緑内障の一

つの側面を反映すると考えられる軸索障害

モデル動物を作製し、網膜視神経障害の早期

に変動する遺伝子群を次世代シーケンサー

を用いた網羅解析により明らかにした

（Yasuda et al. 2014）。この研究によりリ

ストアップされた因子のうち、我々は、障害

早期に Ecel1という因子の発現が上昇し、そ

の因子が網膜内の神経節細胞層に局在する

ことを予備実験で確認した。 

 Ecel1 は膜貫通型のプロテアーゼであり、

ストレス障害に対しての細胞死抑制機能を

有 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る

（Kiryu-Seo et al. 2000）。また、Ecel1 は

網膜神経節細胞の軸索障害だけではなく、脳

神経系の軸索障害時においても発現が上昇

することが報告されている（ Kiryu-Seo. 

2006）。これらの研究から、Ecel1 は中枢神

経系の障害に応答して発現上昇し、神経障害

時に生じる酸化ストレスや小胞体ストレス

を緩和させることで細胞死を抑制する、いわ

ば内在性の神経保護因子であると推測され

る。しかしながら、Ecel1 の細胞死抑制に関

わるその詳細な分子メカニズムは明らかに

なっていない。そのため、申請者は、軸索障

害モデルを用いて Ecel1の細胞死抑制におけ

るシグナル経路を明らかにし、新たな緑内障

治療の開発に貢献することを目標としてい

る。神経障害に応答して発現が上昇する内在

性の神経栄養因子の存在は広く知られてい

る。網膜障害において発現が誘導される CNTF

や bFGF, BDNF などは分泌性の神経保護因子

とされる。網膜障害モデルにおいて、これら

の神経保護因子を投与することで、網膜障害

が軽減されることが報告されている（Unoki 

et al. 1994）。また、CNTF については米

Neurotech 社の技術により既に臨床応用が進

められている。つまり、内在性の神経保護因

子は中枢神経障害に対して高い治療効果を

持つことが期待される。内在性の因子は元来

生体内に存在する因子であり副作用が少な

いと予測される。そのため、同じく内在性因

子である Ecel1 を用いた神経保護は、新たな

治療法の可能性を有していると考えられる。

この仮説に基づき、AAV を用いて Ecel1 を過

剰発現させることで緑内障モデル動物にお

ける網膜神経節細胞の保護を試みる。 

 
２．研究の目的 
緑内障モデル動物において発現する

Ecel1 が神経保護効果をもつかどうかを検
証すること。 
 
３．研究の方法 

(１)緑内障モデル動物の作製と神経節細胞

障害の評価 

 当研究施設では、緑内障の一つの側面を反

映するモデル動物として、マウスの視神経挫

滅法により網膜神経節細胞死を誘導する軸

索障害モデル動物の作製法が確立されてい

る。本研究では、この軸索障害モデル動物を

用いた。 

 上記のモデル動物における神経節細胞障

害の評価法には、神経節細胞に特異的に存在

する Thy1, Nefh, Brn3a, Brn3b, Brn3c およ

び新規の網膜神経節細胞のマーカーである

Rbpms の遺伝子発現量を qRT-PCR により確認

する方法を用いた。 

(２)神経節細胞障害時における Ecel1の発現

変動の解析 

 上記の軸索障害モデル動物を用いて、神経

節細胞障害時における Ecel1の経時的な発現

変動を解析した。網膜内の遺伝子発現量を

qRT-PCR により、タンパク質発現量をウェス

タンブロッティングにより調べた。また、網



膜内におけるタンパク質の局在を免疫組織

化学により確認した。 

(３)Ecel1 過剰発現ベクターの作製 

過去の報告から、Ecel1 は酸化ストレスを

軽減させることで細胞死を抑制する機能を

持つことが示唆されている（Kiryu-Seo et al. 

2000）。また当研究施設では、軸索障害モデ

ル動物における網膜神経節細胞死が酸化ス

トレスによるものであることを報告してい

る（Himori et al. 2013, 2014）。これらの

研究結果に基づいて、申請者は、Ecel1 を網

膜内で過剰発現させることで緑内障モデル

動物における神経節細胞の保護を試みた。

Ecel1 を過剰発現させるツールとして in 

vivo用のウイルスベクターを作製した。 

(４)緑内障モデル動物における Ecel1過剰発

現を用いた神経節細胞保護の評価 

 作製した Ecel1過剰発現ウイルスベクター

を用い、緑内障モデル動物における神経節細

胞の保護を試みた。マウス硝子体内に Ecel1

過剰発現ウイルスベクターを投与し、4 週間

後に緑内障モデルを誘導した。神経節細胞に

対する保護作用は、網膜神経節細胞に特異的

に発現する Thy1, Nefh, Brn3a, Brn3b, Brn3c

および Rbpmsの遺伝子発現量を測定し、緑内

障モデルにより減少する網膜神経節細胞マ

ーカーの減少が、Ece11 を過剰発現させたマ

ウスにおいて抑制されるかどうかを指標と

した。また、逆行性ラベルされた神経節細胞

数をカウントし、緑内障モデルにおいて減少

する神経節細胞数が、Ece11 を過剰発現させ

たマウスにおいて抑制されるかどうかを調

べた。 

 
４．研究成果 

(１)緑内障モデル動物の作製と神経節細胞

障害の評価 

視神経挫滅により神経節細胞が変性して

いるかどうかを、網膜神経節細胞のマーカー

である Thy1, Nefh, Brn3a, Brn3b, Brn3c お

よび Rbpmsの遺伝子発現量を qRT-PCRにより

調べた。その結果、視神経挫滅２日後、４日

後および７日後において経時的に網膜神経

節細胞のマーカー遺伝子の発現減少が認め

られた。 

(２)神経節細胞障害時における Ecel1の発現

変動の解析 

軸索挫滅２日後、４日後および７日後の網

膜において Ecel1 の mRNA 発現量は未処置群

に比較して数十倍から数百倍に増加し、

Ecel1 のタンパク質発現量も明らかな増加が

認められた。免疫染色によりその網膜内局在

を調べたところ、網膜神経節細胞が局在する

神経節細胞層に多く発現していることが確

認された。加えて、Ecel1 の転写レベルは軸

索流を阻害するビンブラスチン処理により、

軸索挫滅時と同様に発現誘導されたが、神経

興奮毒性を誘導する NMDA 処理では有意な差

を認めなかった。一方、酸化ストレスを誘導

する AAPH処理群においては、Ecel1 はごくわ

ずかに発現誘導される程度であったことか

ら、軸索挫滅による Ecel1の発現は主に神経

栄養因子やミトコンドリアなどの輸送を阻

害することが引き金となっていることが示

唆された。 

(３)Ecel1 過剰発現ベクターの作製 

 申請者は過去の報告から、網膜内に発現す

る Ecel1は酸化ストレスなどの細胞障害に対

する保護効果を有していると推測した。その

ため、Ecel1 を過剰発現させることで緑内障

モデルにおける網膜神経節細胞死を抑える

ことができるとの仮説を立てた。そのため、

網膜神経節細胞に特異的に Ecel1を過剰発現

させるウイルスベクターAAV2-mEcel1 を作製

した。マウス眼球内に AAV2-mEcel1を投与し、

その４週間後に眼球摘出をおこない Ecel1の

発現を解析したところ、AAV2-mEcel1 投与マ

ウスの網膜では、Ecel1の mRNAレベルはおよ

そ 300 倍に増加し、タンパク質レベルでも

Ecel1 が網膜神経節細胞に過剰発現されてい

ることが確認された。 



(４)緑内障モデル動物における Ecel1過剰発

現を用いた神経節細胞保護の評価 

 作製した AAV2-mEcel1 を投与し、その４週

間後に視神経挫滅により緑内障モデルを作

成し、Ecel1 過剰発現マウスにおいて網膜神

経節細胞の細胞死が抑制されるかどうかを

評価した。視神経挫滅後における網膜神経節

細胞マーカー遺伝子である Thy1, Nefh, 

Brn3a, Brn3c および Rbpms の発現量は

AAV2-mEcel1 投与群およびコントロールであ

る AAV2-MCS 群との有意な差は認められなか

った。一方、Brn3b のみ AAV2-mEcel1 投与群

で有意な増加が認められた。また、網膜神経

節細胞細胞をフルオロゴールドで逆行性に

染色し、視神経挫滅後の残存している網膜神

経 節 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た と こ ろ 、

AAV2-mEcel1 投与群およびコントロールであ

る AAV2-MCS 群との有意な差は認められなか

った。これらの結果から、Ecel1 は網膜神経

節細胞に対する神経保護効果を有していな

いことが示唆された。 

  

 本研究では当初の仮説に基づく予定して

いた検証実験を行ったが、その結果は申請者

の仮説とは異なった結果であり、本研究で対

象とした Ecel1の網膜内機能は不明のままで

ある。しかしながら、軸索挫滅時に発現誘導

される Ecel1は軸索損傷時において重要な機

能を持つであろうこと難くなく、その機能解

析の意義は重要であると考える。申請者は今

後も Ecel1の機能解析を続けることを検討し

ており、これが緑内障病態の分子メカニズム

の解明の一助となることを期待している。 
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