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研究成果の概要（和文）：本研究では，緑内障や網膜色素変性といった網膜変性疾患における網膜神経細胞死の
進行に，microRNAの発現変動が何らかの役割を果たしているとの仮説を立て，一連の研究を行った．緑内障およ
び網膜色素変性モデルマウスの網膜におけるmicroRNAの発現変動を網羅的に解析し，網膜変性疾患において発現
が変化しているmicroRNAをいくつか明らかにすることができた．また，これらのmicroRNAの機能をmicroRNA 
mimicやmicroRNA inhibitorを投与することによって変化させると，網膜神経細胞死の進行を抑制できることが
明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In the present study, I hypothesize that the expression changes of microRNAs
 are at least in part involved in progress of retinal neuronal cell death induced by retinal 
degenerative diseases, such as glaucoma and retinitis pigmentosa. The expression changes of 
microRNAs in the retinas of glaucoma model mice and retinitis pigmentosa model mice were 
comprehensively analyzed. I identified some microRNAs whose expression was upregulated or 
downregulated in the retinas of these model mice. In addition, I found that the progress of retinal 
degeneration in these model mice was delayed by treatment with microRNA mimic or inhibitor of such 
microRNA.   

研究分野：薬理学

キーワード： 薬理学　緑内障　網膜色素変性　microRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，網膜神経変性の発症とmicroRNAの発現変動との間の関係を明らかにすることによって，網膜変性疾
患に随伴する網膜神経細胞死の発症の鍵となる分子を推測・実証するための基礎を得ることができた．今後，本
研究で得られた研究成果は，網膜神経細胞死の発症の鍵となる分子を同定すること，さらには網膜変性疾患に対
する神経保護治療法の開発に繋がることが期待される．網膜神経変性疾患に対する神経保護薬の開発は未だ実現
していないという現状において，本研究成果の学術的および社会的意義は大であると考えられる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
私たちは，眼，耳，鼻といった感覚器から視覚，聴覚，嗅覚などの外界の情報を入手して生活
しているが，視覚はこの感覚器からの情報の 90%以上を占めていると考えられている．網膜変
性疾患は，直接的に生命に危険をもたらさないものの，視覚情報の入手を困難にするため，
Quality of Life（QOL）を大きく低下させる原因となる．網膜変性疾患の克服は，世界的にも非
常に重要な研究課題の 1 つである．我が国における後天性失明原因の第 1 位は緑内障，第 2位
は糖尿病性網膜症，第 3位は網膜色素変性である．我が国では社会の高齢化に伴い，緑内障や糖
尿病性網膜症といった視機能の障害を引き起こす網膜変性疾患の患者数が増加している．また，
網膜色素変性は厚生労働省が定めた特定疾患治療研究事業対象疾患の 1つである． 
 緑内障は，眼圧上昇などの原因により視神経が傷害され，その結果視覚障害をきたす疾患で
あり，そのまま治療せずに放置しておくと患者は失明する．我が国では，眼圧が正常にもかかわ
らず，視神経に緑内障に特有の傷害が認められる正常眼圧緑内障の患者が高眼圧緑内障の患者
よりも多いことが知られている．現在，有効性が認められている高眼圧緑内障および正常眼圧緑
内障の治療法は，眼圧降下薬や手術による眼圧降下のみであるが，眼圧を十分に下げることがで
きない症例や，眼圧が下がったにもかかわらず視野の狭窄が進行する症例が少なからず存在す
ることから，視神経を直接保護する薬物の開発が切望されている．網膜神経節細胞培養系を用い
た in vitroの実験系や， N-methyl-D-aspartic acid（NMDA）硝子体内注入モデルをはじめと
する実験的緑内障モデル動物を用いた神経保護薬の探索が，主に私や国内外の研究者によって
進められている．しかし，明らかな神経保護作用を示す緑内障治療薬は未だ実用化されていない． 
網膜色素変性症（RP）は遺伝病で，厚生労働省が定めた特定疾患治療研究事業対象疾患，い
わゆる難病の 1 つであり，進行性の視細胞および網膜色素上皮細胞の変性により視覚障害，ひ
いては失明を引き起こす疾患である．現在のところ RPによる視細胞死を明らかに遅延あるいは
停止させる有効な治療法は存在しない．近年，RP患者に対し iPS細胞から作製した網膜色素上
皮細胞の移植治療の治験が開始されたことが大きな話題となったのは記憶に新しい．また，動物
実験レベルにおいては，神経幹細胞を用いた再生医療やウイルスベクターを用いた遺伝子治療
による RPの視覚障害遅延効果が報告されている．しかし，これらは視細胞ではなく網膜色素上
皮細胞における遺伝子変異が原因の RPに適用したもの，あるいはあらかじめ分かっている原因
遺伝子の変異をレスキューしたものであり，個々の患者の発症原因遺伝子が不明であることが
多い RP の治療に際しては，原因遺伝子によらず視細胞を保護できる薬物の探索も不可欠であ
る．私は，ヒトの常染色体劣性遺伝型 RPにおいて最も多く変異が認められる遺伝子の 1つであ
るホスホジエステラーゼ 6（PDE6）の αサブユニットをコードする PDE6A に変異を持つ RP
モデルマウスである nmf363 を世界で初めて同定した．このマウスモデルは PDE6A の変異に
起因する RPの機序解明やその治療法の開発に非常に有用なツールであり，応募者は，本モデル
マウス等を活用して，RPにより引き起こされる桿体・錐体細胞死の機序解明のための研究を進
めているところである 
現在のところ，これらの疾患に随伴する視神経細胞死の機序はほとんど明らかになっておら
ず，これを抑制できる神経保護薬はいまだ実用化されていない． 
 
２．研究の目的 

microRNAとは，細胞内に存在する長さ 25塩基程度のノンコーディング RNA であり，種々
の遺伝子の発現を抑制することにより，細胞の機能を調節していることが明らかにされている．
近年の研究により，microRNAは組織の発生や，がん，感染症，生活習慣病，並びに神経変性疾
患の発症・進行にも深く関与している可能性が指摘されているが，網膜変性疾患における
microRNAの発現変動については，応募者の知る限り，これまでほとんど報告がない．本研究の
目的は，網膜変性疾患の発症に大きく寄与していると考えられる microRNA の機能から網膜変
性疾患の発症の鍵となるタンパク質を推測・実証すること，そして，得られた研究成果を網膜変
性疾患の新規治療法に応用するための基盤づくりを行うことである． 
 
３．研究の方法 
[1] 各種網膜変性疾患モデル動物における microRNA 発現量の変化 
NMDA 硝子体内注入により作製した緑内障モデルマウス，および応募者が同定した Pde6a に変異
を有する RP モデルマウスである C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363において認められる網膜神経細胞死
と microRNA との関係を明らかにするために，これらの疾患モデルマウスの網膜における
microRNA の発現変化を microRNA アレイにより網羅的に解析し，正常動物の網膜における発現プ
ロファイルと比較する．マイクロアレイにより得られた結果は定量的リアルタイム PCR により
確認する． 
NMDA硝子体内注入により作製した緑内障モデルマウスからNMDA投与4〜24時間後に網膜を摘
出し，マイクロアレイにより microRNA の発現変動を網羅的に解析する．また，生後 10〜25 日の



Pde6a に変異を有する RPモデルマウスである C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363の網膜を摘出し，マイク
ロアレイにより microRNA の発現変動を網羅的に解析する．発現変動が認められた microRNA の
中で，リアルタイム PCR によりその発現変動を確認できたものに関して，以降の実験を行う． 
 
[2] microRNA の機能獲得や機能抑制が緑内障モデル動物の神経網膜に与える影響 
microRNA inhibitorと呼ばれる内在性microRNA の機能を欠失させることができる合成 RNAを
用いる．RGC 特異的に ECFP を発現しているトランスジェニックマウスの硝子体内に NMDA を注入
することにより緑内障モデルを作製し，このマウスの網膜に，[1]の結果より選定した発現が増
加している microRNA の microRNA mimic を導入する．microRNA inhibitor の硝子体内投与 18 時
間後に NMDA を硝子体内投与する．その投与 7日後に眼球を摘出し，固定後，網膜ホールマウン
ト標本を作製して共焦点レーザー顕微鏡で観察することにより，網膜神経節細胞に対する純粋
な影響を評価する．  
 
[3] microRNA の機能獲得や機能抑制が網膜色素変性モデル動物の神経網膜に与える影響 
 microRNA mimic あるいは microRNA inhibitor と呼ばれる内在性 microRNA の機能を増幅ある
いは欠失させることができる合成 RNA を用いる．生後 15 日の Pde6a に変異を有する RP モデル
マウスである C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363の網膜下に，[1]の結果より選定した発現が増加している
microRNA の microRNA mimic を導入する．投与 10 日後に眼球を摘出し，固定後，パラフィン包
埋標本を作製する．厚さ 4 µm の組織切片を作製して HE 染色し，光学顕微鏡で観察することに
より，視細胞に対する影響を評価する．加えて，固定後，網膜ホールマウント標本を作製して
Alexa Fluor 488-peanut agglutinin により錐体細胞を標識して，錐体細胞数に対する影響を
評価する．逆に網膜変性疾患において発現が減少している microRNA の microRNA inhibitor を
導入した際に神経網膜に起きる変化も同様に解析する． 
 
４．研究成果 
[1] 各種網膜変性疾患モデル動物における microRNA 発現量の変化 
 NMDA 硝子体内注入により作製した緑内障モデルマウスの網膜を用いてマイクロアレイ解析を
行ったところ，いくつかの microRNA の発現変動が認められた．リアルタイム PCR で検討したと
ころ，miR-187-5p の発現量は NMDA 投与 8 時間後に，miR-223-3p の発現量は NMDA 投与 12 時間
後に，miR-702-3p の発現量は経時的に増加し，NMDA 投与 24 時間後には有意に増加することが
明らかとなった． 
 C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363 の網膜を用いてマイクロアレイ解析を行ったところ，いくつかの
microRNA の発現変動が認められた．リアルタイム PCR で検討したところ，生後 25 日において，
miR-712-3p の発現量は，C57BL/6J と比較して有意に増加しており， miR-7685-3p の発現量は
減少する傾向にあることが明らかとなった． 
 
[2] microRNA の機能獲得や機能抑制が緑内障
モデル動物の神経網膜に与える影響 
 miR-187-5p inhibitor および miR-702-3p 
inhibitor を NMDA 投与 18 時間前に硝子体内
投与しておくと，NMDA 投与 7 日後における網
膜神経傷害が有意に減弱する傾向を示した．
miR-223-3p inhibitor を同様に前投与してお
くと，NMDA 投与 7 日後における網膜神経傷害
が減弱した． miR-187-5p inhibitor の前投与
は，網膜視神経節細胞層および内網状層にお
いて，この microRNA の標的候補の 1つである
TRPC4 のタンパク質の発現量を有意に上昇さ
せた．従って，miR-187-5p inhibitor の NMDA
誘発網膜神経傷害抑制作用には，TRPC4 の発現増加が関与している可能性があるが，今後のさら
なる検討が必要である． 
 
[3] microRNA の機能獲得や機能抑制が網膜色素変性
モデル動物の神経網膜に与える影響 
生後15日のC57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363マウスにmiR-
712-3p inhibitor や miR-7685-3p mimic を網膜下投
与すると，生後 25 日における明順応下網膜電図の振
幅および錐体細胞数の減少が，対照眼と比較して有意
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Figure 1  miR-187-5p inhibitor、miR-223-3p inhibitor 、および
miR- 702-3p inhibitor の NMDA 誘発網膜神経傷害に対する保護効果
miR-187-5p inhibitor および miR-702-3p inhibitor 投与群において，RGC 残存率は
NC 群と比較して有意に増加し，miR-223-3p inhibitor投与群においては増加傾向を
示した． *p<0.05 vs. miR-inhibitor NC, n=5-7.

Figure 2  miR-712-3p inhibitor による錐体細胞脱落の抑制
miR-712-3p inhibitor は C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363 で観察される
錐体細胞の脱落を有意に抑制した。*p<0.05 vs. NC, n=4-6.
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に抑制された．従って，nmf363 における錐体細胞障害
の進行には，miR-712-3p の発現量増加や miR-7685-
3p の発現量減少が関与していることが示唆された．
今後，miR-712-3p や miR-7685-3p の標的遺伝子を同
定できれば，網膜色素変性において認められる視細胞
の脱落に関与している因子を明らかにすることがで
きる可能性があると考えられる． 
 
本研究の結果は，miRNAの発現を制御することによ
り，網膜変性疾患により引き起こされる視野狭窄の進
行を抑制できる可能性に加えて，miRNAの発現変動
から網膜変性に関与している因子を明らかにするこ
とができる可能性を示唆している． 
 

Figure 3  miR-7685-3p mimic による錐体細胞脱落の抑制
miR-7685-3p inhibitor は C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363 で観察される
錐体細胞の脱落を有意に抑制した。*p<0.05 vs. NC, n=6.
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