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研究成果の概要（和文）：Sp-1の下流にあるEcel1に着目し、視神経挫滅後のマウス網膜におけるEcel1発現を評
価したところ、網膜神経節細胞において特異的にEcel1発現が誘導された。さらに、Ecel1遺伝子をアデノ随伴ウ
イルス-CRISPR/Cas9システムを用いてノックダウンし、網膜神経節細胞の生存を逆行性標識、qRT-PCR、および
視覚誘発電位で評価したところ、Ecel1のノックダウンは視神経挫滅後の網膜神経節細胞の喪失を促進した。本
成果は、Ecel1が網膜神経節細胞障害の軽減の新規治療標的のとなる可能性を示している。そして、Sp-1の細胞
保護メカニズムの一部にはEcel1が関与していると推測される。

研究成果の概要（英文）：When Ecel1 expression was evaluated in the mouse retina after optic nerve 
crush, focusing on Ecel1 downstream of Sp-1, Ecel1 expression was specifically induced in retinal 
ganglion cells. In addition, knocking down the Ecel1 gene using the Adeno-Associated Virus-CRISPR / 
Cas9 system and evaluating retinal ganglion cell survival with retrograde labeling, qRT-PCR, and 
visual evoked potentials, knockdown of Ecel1 promoted the loss of retinal ganglion cells after optic
 nerve crush. This results indicate that Ecel1 may be a novel therapeutic target for alleviation of 
retinal ganglion cell injury. And it is speculated that Ecel1 is involved in a part of 
cytoprotective mechanism of Sp-1.

研究分野： 緑内障
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において明らかにされた、転写因子であるSp-1の下流にあるEcel1による視神経挫滅後の網膜神経節細胞
障害の軽減効果は、視神経が障害され、重篤な視機能障害を来す緑内障や外傷性視神経症に対して、Sp-1及び
Ecel1が新規治療標的となりえることを示している。緑内障は、本邦の失明原因の第１位の疾患であり、既存治
療である眼圧下降治療が十分に奏功せず失明に至る症例が存在する。また外傷性視神経症は有効な治療法が存在
しない。そのため本研究成果は、緑内障や外傷性視神経症による重篤な視機能障害や失明の防止に繋がる可能性
のある有意義な研究成果と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
本邦は、未曾有の超高齢社会を迎え、2050 年には高齢者人口は約 40%に達することが予想さ

れる。緑内障は視野狭窄を来す疾患であり、本邦の中途失明原因第一位の疾患である。その有
病率は 40 歳以上では約 5%、70 歳以上では 10%を上回り、高齢化が進む本邦では高齢者が自立
した生活を維持する上で、緑内障は重要な疾患である。緑内障は網膜神経節細胞（RGC）の細胞
死が生じ、不可逆的視機能障害を来す。眼圧下降治療が唯一確立された治療であるが、眼圧が
十分に低下した場合でも視機能障害が進行する症例が存在し、眼圧下降以外の治療法が望まれ
る。特に、正常眼圧緑内障が全緑内障患者の 70%以上を占める本邦では、その期待は大きい。 
現在、眼圧下降以外の方法で RGC の細胞死を抑制する神経保護治療の開発が行われているが、
現時点でエビデンスが確立された神経保護治療は存在しない。そこで申請者らは、未だ十分に
解明されていない RGC 障害の機序を明らかにし、その機序に基づいた効率的な治療開発を目的
として、次世代シークエンサーによる転写開始点領域の検出に特化した本邦発の網羅的遺伝子
発現解析手法である CAGE（cap analysis of gene expression）法を用いて、RGC 障害（視神経
挫滅）モデル動物の網膜における網羅的遺伝子発現変動解析を行った。その結果、図 1のよう
に RGC 障害後の遺伝子発現変動を調節する転写因子の候補の 1つとして Sp1 を見出した。 
Sp1 は亜鉛フィンガー構造を有し、プ
ロモーター領域に共通して存在する
ことの多い GC ボックス配列に結合す
ることで、様々な遺伝子の発現を調節
することが知られている。また、アポ
トーシスの制御、酸化ストレス障害及
び小胞体ストレス等に起因する神経
細胞死の抑制に関与することが報告
されている。一方、申請者らはこれまで
の研究から、視神経挫滅による RGC のア
ポトーシスに酸化ストレス、小胞体スト
レス等が関与していることを報告している。以上より、緑内障モデルマウスにおいて活性化す
る Sp1 は RGC の細胞死抑制に関与することを想定している。 
 
２．研究の目的 
 
Endothelin-converting enzyme-like 1(Ecel1)遺伝子発現は、Sp1 の活性化を介して、ATF3、
c-Jun、STAT3 などの軸索再生関連転写因子によって相乗的に調節されていることが知られてお
り、Ecel1 が軸索再生に関連していることを示唆ししている。また、成熟 Ecel1 欠損マウスの
最近の研究では、Ecel1 が視神経損傷後の軸索再生促進に重要な役割を果たしていることを示
している。そこで、視神経損傷後の Ecel1 の発現パターンに焦点を当て、緑内障や外傷性視神
経症のマウスモデルにおいて誘導される網膜神経節細胞死に対する Ecel-1 の保護効果につい
て検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
８~12 週齢のオスのＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスを用いた。外科的処置は、ケタミンとキシラジン
の混合物の腹腔内投与による深部麻酔下で行った。 
視神経挫滅後のマウス網膜における Ecel1 発現を qRT-PCR、ウエスタンブロッティング、およ
び免疫組織化学により評価した。視神経へのビンブラスチン投与および N-Methyl-d-Aspartate
（ＮＭＤＡ）の硝子体内注射を用いて Ecel1 遺伝子発現を評価した。Ecel1 はアデノ随伴ウイ
ルス-CRISPR/Cas9 システ ムを用いてノックダウンし、網膜神経節細胞の生存を逆行性標識、
qRT-PCR、および視覚誘発電位で評価した。 
 
４．研究成果 
 
視神経挫滅後の網膜神経節細胞の障害の経過を明らかにするために、視神経挫滅後の網膜の

網膜神経節細胞マーカー（Brn3a、Brn3b、Brn3c、Thy-1.2、Nefh、および Rbpms）の遺伝子発
現レベルを測定した。これらのマーカーはすべて、視神経挫滅後に経時的に減少した。Nefh お
よび Rbpms の転写レベルは、視神経挫滅の 2日後に有意に減少し、Brn3a、Brn3b、Brn3c、およ
び Thy-1.2 の遺伝子発現は、視神経挫滅の 4日後に有意に減少し（図 2）、視神経挫滅４日目に
網膜神経節細胞が減少したことが示唆された。 

図 1 CAGE 法による網羅的遺伝子発現解析結果 



 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
図 2 視神経挫滅後の網膜神経節細
胞マーカーの発現変化 
 

 
またマウス網膜における Ecel1 の発現パターン（図 3）を調べるために、視神経挫滅後 2〜7

日目に qRT-PCR およびウエスタンブロッティングを行った。視神経挫滅の 2日後、Ecel1 の mRNA
レベルは、有意に上昇し、視神経挫滅の 4日後および 7日後に、Ecel1 の mRNA レベルはさらに
増加した。 Ecel1 のタンパク質レベルは、転写レベルと同様に、視神経挫滅の 4日後および 7
日後に増加した。さらに免疫組織化学染色の結果、Ｅｃｅｌ１は、視神経挫滅の４日後にＲＧ
Ｃが位置するＧＣＬにおいて明確に検出された、他の細胞層では検出されなかった。 視神経挫
滅の 4 日後の GCL 中の Ecel1 陽性細胞は、有意に増加した。Ecel1 陽性細胞はＲＢＰＭＳ（Ｒ
ＧＣマーカー）と共局在化しており、Ｅｃｅｌ１が網膜神経節細胞で発現していることが明ら
かになった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 視神経挫滅後の Ecel1 発現 
 
マウスにおける Ecel1 誘導のメカニズムを明らかにするために、軸索輸送を阻害するための

ビンブラスチン投与または興奮毒性を誘導するためのNMDA投与を受けた網膜においてqRT-PCR
を行った。 ビンブラスチン及び NMDA のいずれの投与によっても、網膜神経節細胞マーカーで

あるThy-1.2及びRbpmsは減少したが、
ビンブラスチン投与のみが Ecel1 の
mRNA 発現上昇を誘導し、ＮＭＤＡは
Ecel1 発現を誘導しなかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 

図 4 ビンブラスチン投与及び NMDA 投  
与後の網膜神経節細胞マーカー   
と Ecel1 の発現 



RGC 保護における Ecel1 誘導の役割を明らかにするために、ゲノム編集を行い、Ecel1 ノック
ダウンを誘導するために AAV2-CRISPR / Cas9 システムを用いた。視神経挫滅 4日後、Ecel1 タ
ンパク質レベルおよび Ecel1 陽性細胞の数が、AAV2-CRISPR/Cas9-Ecel1 の投与を受けた網膜に
おいて有意に減少することを見出した。次に、Ｅｃｅｌ１が視神経損傷後の網膜神経節細胞の
生存を促進するか明らかにするために、Ｅｃｅｌ１のノックダウンを受けたまたは受けなかっ
たマウスにおける生存網膜神経節細胞数を比較した。その結果、生存網膜神経節細胞を示す FG
陽性細胞が、視神経挫滅後では、AAV2-CRISPR / Cas9-Ecel1 を投与された網膜において有意に
減少することを見出した。網膜神経節細胞マーカー及び視覚誘発電位による評価においても、
AAV2-CRISPR / Cas9-Ecel1 を投与された網膜において網膜神経節細胞の有意な障害を示す結果
であった（図 5）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 CRISPR / Cas9 システムによる Ecel1 ノックダウンによる視神経挫滅後の網膜神経節細胞
障害の変化 
 
本研究成果は、網膜神経節細胞における Ecel1 の発現誘導がマウスの視神経の軸索損傷に対す

る網膜神経保護反応の一部であることを示唆している。これらの知見は、Ecel1 が外傷性視神
経症や緑内障において生じるような、網膜神経節細胞障害の軽減のための新規治療標的となる
可能性を示している。そして Sp-1 自体も細胞保護効果が報告されているため、Sp-1 の細胞保
護メカニズムの一部には Ecel1 が関与していることが推測される。 
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