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研究成果の概要（和文）：単一細胞レベルでの網羅的な機能性miRNAプロファイルを作成し、miRNA 205がヒト角
膜上皮幹細胞で有意に発現が亢進していることを、複数のヒト角膜上皮細胞群においてその再現性を確認した。
次にmiRNA-205の遺伝子改変マウスの作成した。miRNA-205ノックアウトマウスは胎生期に皮膚の形成不全により
致死的であった。胎生期および生後5日までの角膜上皮の形態学的、細胞生物学解析を行った。WTと比較して、
重層化の程度など軽微な変化は認められたが、あきらかな形態学的・細胞生物学的差異はなかった。以上より、
miRNA205は角膜上皮幹細胞において胎生期と成体における機能が異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We created a comprehensive functional miRNA profile at the single-cell level
 and confirmed that reproducibility of miRNA 205 was significantly upregulated in human corneal 
epithelial stem cells in multiple human corneal epithelial cell groups. Next, a genetically modified
 mouse of miRNA-205 was prepared. The miRNA-205 knockout mouse was fatal during the embryonic period
 due to skin hypoplasia. Morphological and cytobiological analyzes of corneal epithelium during the 
embryonic period and up to 5 days after birth were performed. Compared with WT, slight changes such 
as the degree of stratification were observed, but there were no obvious morphological or cell 
biological differences. These results suggest that miRNA205 has different functions in embryonic and
 adult corneal epithelial stem cells.

研究分野： 眼科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の精力的な基礎研究から、タンパク質をコードしていないnon-coding RNAの一種であるmiRNAは生体内の
様々な部位に存在し、発生・分化・癌化などの生命現象や幹細胞分化制御に深く関与していることが報告されて
いる。生体内で角膜は視覚を司る重要な組織であり、その角膜上皮幹細胞の単一細胞レベルでの網羅的な機能性
miRNAプロファイルの作成の試みは、世界的に見ても初めての試みであり、極めて独創的・先駆的である。ま
た、miRNAレベルでの遺伝子改変マウスの作成の試みは、いまだ報告が少なく、遺伝改変技術を用いた生体内で
の恒常性維持機構の解明、分子レベルでの機能解析に大きく貢献したと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

一般に、生体の各臓器・組織には組織特異的な幹細胞が存在し、その修復・再生に重要な役割を

担うと考えられている。これまでの細胞生物学的な基礎研究から、角膜上皮幹細胞は角膜周辺部

に位置する角膜輪部の基底層に存在すると考えられている。しかし、角膜上皮幹細胞の細胞動態

や分子機構に関しては未だ不明な点が多い。 

一方、近年の精力的な基礎研究から、タンパク質をコードしていない non-coding RNA の一種

である miRNA は生体内の様々な部位に存在し、発生・分化・癌化などの生命現象や幹細胞分化制

御に深く関与していることが報告されている。しかし角膜上皮幹細胞における機能性 miRNA の

役割に関しては全く不明である。今後、組織幹細胞を用いた角膜再生医療の発展を考える上では、

機能性 miRNA を含めた分子レベルでの細胞動態の理解が必須である。 

我々の研究グループはこれまでに上皮幹細胞の恒常性維持機構を明らかにする目的で、スイス

連邦工科大学より single cell clonal analysis 法を導入し、単一細胞レベルからの網羅的な

上皮幹細胞遺伝子発現プロファイルを作成した。その結果 Lrig1 が角膜上皮幹細胞マーカーの

候補となることを突き止めた 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでの知見をさらに発展させ、角膜をモデルに用いて、近年領域横断的に注目

されている機能性 miRNA と Lrig1 による包括的な上皮幹細胞の恒常性維持機構の解明を主目的

とする。具体的には、我々が本年作成した角膜上皮幹細胞の単一細胞レベルでの網羅的な機能性

miRNA プロファイルから、角膜上皮幹細胞に高発現していた miRNA 205 に焦点を当て、その遺伝

子改変マウス等を用いて in vivo および in vitro の機能解析を行う。また、一連の研究から得

られた miRNA 205-Lrig1 に関連する角膜上皮幹細胞の恒常性維持機構に必須のネットワーク関

連分子、環境因子(ニッチ)の知見を集積する。 

 

３．研究の方法 

角膜上皮幹細胞の恒常性維持機構の解明を目的に、その分子機構の鍵となる機能性 miRNA と推

察される miRNA 205 ノックアウトマウスを作成し、形態学的・細胞生物学的・分子生物学的考察

を加える。また、同マウスから得られた miRNA 205 のターゲット遺伝子等の知見を集積し、我々

がすでに解析した Lrig1 ノックアウトマウスと関連性を比較検討する。 

 

４．研究成果 

単一細胞レベルでの網羅的な機能性miRNAプロファイルを複数作成した。その結果、miRNA 205

がヒト角膜上皮幹細胞で有意に発現が亢進していることを、複数のヒト角膜上皮細胞群におい

て確認した。また、予備実験段階で、miRNA 205遺伝子改変マウスの創出技術をさらに確立し

て、安定したmiRNA 205ノックアウトマウスの創出に成功した。また、創出したmiRNA-205ノッ



クアウトマウスは、胎生期において皮膚の形成不全により致死的であることを確認した。そこ

で胎生期および生後5日までの角膜上皮の形態学的、細胞生物学解析を行った。WTと比較して、

重層化の程度など軽微な変化は認められたが、あきらかな形態学的・細胞生物学的差異はなか

った。以上より、miRNA205は角膜上皮幹細胞において胎生期と成体における機能が異なること

が示唆された。生体内で角膜は視覚を司る重要な組織であり、その角膜上皮幹細胞の単一細胞

レベルでの網羅的な機能性miRNAプロファイルの作成の試みは、世界的に見ても初めての試みで

あり、極めて独創的・先駆的である。また、miRNAレベルでの遺伝子改変マウスの作成の試み

は、いまだ報告が少なく、遺伝改変技術を用いた生体内での恒常性維持機構の解明、分子レベ

ルでの機能解析に大きく貢献したと考える。  
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