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研究成果の概要（和文）：近年、microRNA (miRNA)が標的mRNAの発現を制御することで免疫・炎症の病態に作用
することが明らかとなってきた。本研究ではimmune-regulatory miRNAとして知られるmiRNA-124を眼内に投与す
ることで自己免疫性ぶどう膜網膜炎(EAU)に対して炎症抑制効果がみられること、EAUを発症したラット血清中の
miRNAの発現について網羅的に検討したところmiRNA-146に代表される炎症抑制に関与するmiRNAが免疫前に比較
して発現が上昇していることが確認された。これらの結果からmiRNAがぶどう膜炎の病態の形成に関与している
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：microRNAs (miRNAs) are small, noncoding, and regulatory RNAs and regulate 
gene expression through repression of the expression of target genes. Our previous study revealed 
that the expression of miRNA -223, 142, and 146 in retina was elevated, whereas the expression of 
miRNA-181, 183, 124, and 331 was decreased during development of experimental autoimmune 
uveoretitnitis (EAU).  The present study demonstrated that intravitreal injection of miRNA-124 
significantly reduced the pathological socre of EAU in rats.  Furthermore, we investigated the 
changes of miRNA expression in serum during the development of EAU. Microarray analysis demonstrated
 that the expression of miRNA-3544 and 146a was increased, whereas the expression of miRNA-100 and 
130a was reduced on day 14 after immunization. These findings were confirmed by quantitative PCR 
method. These results suggest that the up-regulated or down-regulated miRNA in serum s may play 
regulatory roles for development and regulation of EAU.

研究分野： 眼炎症

キーワード： 眼炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
以前に我々はEAUの眼局所におけるmiRNAの発現について報告したが、今回の研究から、immune-regulatory 
miRNAとして知られるmiRNA-146が眼局所に加えて全身的にもEAUの炎症抑制に関与している可能性が示唆され
た。本研究課題におけるmiRNAを介したEAUに対する炎症制御・神経保護作用の解析、および血液中のmiRNAの網
羅的発現解析を通じて難治性ぶどう膜炎に対する新規治療標的分子の同定、miRNAを用いた新たな疾患活動性バ
イオマーカーの確立へと発展していくことが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、蛋白質の翻訳に関与しない non-coding RNA が存在し、その中でも 18-25 塩基からなる
microRNA (miRNA)が標的 mRNA の発現を制御することで発生・分化などの様々な生命現象の制
御、また悪性腫瘍の分化・進展にも関与していることが明らかとなってきた (Cell 136:215-
33, 2009,Nat Rev Mol Cell Biol 15:509-24, 2014)。さらに最近では免疫制御に関わる miRNA
の研究が進み、Toll-like receptor (TLR)を中心とした自然免疫の制御やリンパ球の分化・成
熟にも重要な役割を果たす miRNA もいくつか同定されるようになった (Shock. 46:122-
31,2016)。 
 
近年、Toll like receptor(TLR)を中心とした自然免疫系を促進,または抑制するいくつかの
miRNAが報告されていることから、申請者はEAUの発症前期(免疫後7日目)、炎症極期(免疫後14
日目)、炎症消退期(免疫後21日目)の各病期における網膜のmiRNAの発現について680個のプロー
ブを搭載したmicroRNA arrayを用いて網羅的な解析を行った。 
その結果、免疫直前と比較してmiRNA の発現が上昇(2倍以上)したmiRNAは免後7、14、21日目で
それぞれ0個、9個、9個、一方で低下(1/2以下)したmiRNAは0個、4個、0個であった。炎症極期
となる免疫後14日目ではmiRNA-223、miRNA-142-5p、miRNA-21、miRNA-146aなどのmiRNAの発現
上昇がみられた。さらにIn site hybridization法 (ISH法)にてmiRNA-223、miRNA-146aの局在
を検討したところ、炎症極期の眼内に浸潤した炎症細胞において強い発現がみられることを確
認した。一方で免疫後14日目ではmiRNA-181、miRNA-183、miRNA-124などのmiRNAの発現低下が
みられることを報告した(Watanabe T et al.Br J Ophthalmol.100:425-31, 2016)。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では EAU の炎症極期の網膜において発現の変動がみられた miRNA の中で免疫調節作
用を有する miRNA として知られる miRNA-124 の抗炎症効果、神経保護効果を評価するため、
miRNA-124 を硝子体内に投与し、EAU の軽症化が得られるか検討した。また EAU を発症したラッ
トの全身における miRNA の動態を明らかにするため EAU 発症前、炎症極期、炎症消退期におけ
る血清中の miRNA の発現を gene miRNA 4.0 assay を用いて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 (1) EAU の誘導 
既報 (Watanabe T et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 50:2283-90, 2009)に準じて網膜抗原
の一種である IRBP の部分ペプチド R14(5ug)を完全フロイントアジュバント(CFA)と 1:1 に混和
した乳液をルイスラットの皮下に接種し、EAU を誘導した。 
 
(2)EAU の重症度の評価 
免疫当日(免疫直前)、免疫後 7日目(発症前)、14 日目(炎症極期)、21 日目(炎症消退期)にスリ
ットランプを用いて前眼部炎症を評価した。同日ラットを屠殺後、眼球を摘出、ホルマリン固
定、HE切片を作成し、病理組織学的な評価を行った。 
 
(3)miRNA-124 の硝子体内投与による EAU の発症抑制効果の検討 
miRNA-124-3p siMature (Koken 社より購入)を細胞内導入試薬である AteloGene(Koken 社)と混
合、3.5 ug/5 ul の濃度に調整し、硝子体内に投与(miRNA-124 群)。対照として non-specific 
miRNA を合成し、AteloGene と混合したものを硝子体内に投与(control miRNA 群)、硝子体内投
与を行わない群(無処置群)の 3群に分類した。上記投与量は既報(Ito et al. Ophthalmologica 
DOI:10.1159/000354092) )を参考に算出した。上記試薬を EAU 発症初期である免疫後 11日目に
硝子体内に投与、免疫後 17 日目に屠殺して眼球を摘出、病理組織標本を作成し病理組織スコア
を測定した。既報(Okada et al. Ocul Immunol Inflamm. 6:215-226, 1998)を参考に病理組織
のスコアリングを行った。 
 
(4)血清採取、RNA の抽出，miRNA マイクロアレイ解析 
免疫当日(免疫直前)、免疫後 7日目(発症前)、14 日目(炎症極期)、21 日目(炎症消退期)で血清
を採取しトータル RNA を抽出、gene miRNA 4.0 assay による網羅的な発現解析を行った。 
 
(5)定量 PCR による血清中 microRNA の発現解析 
4)において発現の上昇、低下のみられた microRNA について miRNA card を用いた定量 PCR 法
(Applied Biosystems 社、TaqMan®MicroRNA Assay)を用いて発現の確認を行った。 
 
 



４．研究成果 
(1)miRNA-124の硝子体投与によるEAUの抑制効果の検討 
硝子体投与を施行していない無処置群、EAU発症初期である免疫後11日目にnon-specific miRNA
を硝子体内投与した群(control miRNA群)、およびmiRNA-124-3pを硝子体内投与した群(miRNA-
124群)の3群において免疫後17日目に屠殺して眼球を摘出、病理組織標本を作成した。 
その結果、無処置群、およびcontrol miRNA群では前房中や虹彩・毛様体、硝子体、網膜内に炎
症細胞の著名な浸潤を認め、網膜視細胞層および網膜外顆粒層が広範囲に破壊されていた。一
方、miRNA-124投与群においても炎症細胞の浸潤や網膜外層の破壊は観察されるものの、上記2
群と比較して軽度であった。病理組織スコアの結果は、無処置群では8.8±2.2、control miRNA
群では10.0±1.0、miRNA-124群では5.0±1.4であり3群間に有意な差がみられた。 
 
(2) Gene chip 法を用いた EAU 誘導ラットの血清中 miRNA 発現の経時的な変化の検討 
EAUを誘導したラットの発症前(免疫後7日目)、炎症極期(14日目)、消退期(21日目)の各病期に
おける血清中miRNA発現についてGene chip法を用いて網羅的な解析を行ったところ、対照群(抗
原接種前)に比較して、1.5倍の上昇がみられたmiRNAが免疫後7日で5分子、14日目で9分子、21
日目で9分子、1.5倍以下に低下したmiRNAが10分子、14日目で10分子、21日目で10分子であっ
た。経過中に発現の上昇がみられたmiRNAとしてmiRNA-3544やmiRNA-146a、低下したmiRNAとし
てmiRNA-100やmiRNA-130aが含まれていた。EAU炎症極期(14日目)の網膜において高発現を示し
たmiRNA-146は同日の血清中においても免疫前と比較して2.19倍、消退期(21日目)において1.93
倍の上昇を認めた。 

 

(3) 定量 PCR を用いた miRNA の発現解析の検討 
EAU を誘導したラットの炎症極期(14 日目)における血清中 miRNA 発現について miRNA array 
card を用いた検討したところ、3倍以上発現の上昇した miRNA が 19 分子、1/3 倍以下に低
下した miRNA が 43 分子であった。また miRNA-146 の発現は免疫後 14日目の時点で免疫前と
比較して 4.1 倍の上昇を認めた。 
 
以上の結果から immune- regulatory miRNA として知られる miRNA-124 を硝子体内に投与す
ることで EAU の軽症化が観察された。これまでの報告では miRNA-124 は TNF-や IL-6 の産
生抑制に関与することが知られていることから miRNA-124 を眼内に投与することで眼局所に
おける炎症性サイトカインの反応を抑制することで EAU の病態の進行を抑制している可能性
が示唆された。 
また今回、EAU を誘導したラットの血清中の miRNA の発現変動についてマイクロアレイ、お
よび定量 PCR の手法を用いて網羅的に検討したところ、両方の実験系において miRNA-146 を
含めたいくつかの miRNA の発現変動が共通して確認された。以前に我々は EAU を誘導したラ
ットの網膜において miRNA-146 が免疫前に比較して高発現を示していることを報告した。
miRNA-146 は Toll-like receptor（TLR）を介した刺激が細胞へ伝わることにより誘導が促
進され、TNF 受容体関連細胞内転写因子である TRAF6 などを標的とし、炎症抑制に作用する
miRNA として知られている。今回の研究では EAU の経過中に全身、特に血清中において
miRNA-146 の発現上昇がみられたことから眼局所だけでなく、血液中の miRNA-146 の発現が
上昇することで全身的にも immune-regulatory miRNA として機能している可能性が示唆され
た。 
本研究課題における miRNA を介した EAU に対する炎症制御・神経保護作用の解析、および血液
中の miRNA の網羅的発現解析を通じて難治性ぶどう膜炎に対する新規治療標的分子の同定、新
たな疾患活動性バイオマーカーの確立へと発展していくことが期待される。 
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