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研究成果の概要（和文）：本研究では、バイオインフォマティクスおよび臨床サンプルを用いた解析により、加
齢黄斑変性における新規標的因子としてノンコーディングRNA（ncRNA）およびロングノンコーディングRNA
（lncRNA）を同定した。特に、"標的A"のmiRNA mimicの投与がAMDマウスモデルにおいて脈絡膜新生血管（CNV）
の形成を抑制する効果を示した。蛍光眼底造影および脈絡膜フラットマウント検査により、"標的A"群ではコン
トロール群に比べてCNVからの蛍光漏出が有意に低下し、CNVの大きさも有意に抑制された。これらの結果は、"
標的A"がAMD治療における有望な候補となり得ることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：This study identified non-coding RNAs (ncRNAs) and long non-coding RNAs 
(lncRNAs) as novel targets for age-related macular degeneration (AMD) using bioinformatics and 
clinical sample analysis. We tested the therapeutic potential of a miRNA mimic targeting "Target A" 
in AMD mouse models. Fluorescence fundus angiography showed a significant reduction in CNV 
fluorescence leakage in the "Target A" group compared to controls, and choroidal flat-mounts showed 
significant CNV size suppression.　In VLDLR knockout mice, "Target A" reduced endothelial markers 
PECAM-1, VEGFR1, and VEGFR2, but not VEGF-A. These findings suggest "Target A" miRNA mimic could 
inhibit CNV in AMD, highlighting its potential as a therapeutic candidate. Further research on 
ncRNAs and lncRNAs in AMD is crucial for developing new treatments.

研究分野：眼科

キーワード： 加齢黄斑変性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は加齢黄斑変性における新たな治療ターゲットとして、ノンコーディングRNA（ncRNA）およびロングノン
コーディングRNA（lncRNA）の役割を明らかにした。学術的には、AMDにおけるこれらncRNAの具体的な機能を初
めて示し、特に"標的A"のmiRNA mimicが脈絡膜新生血管（CNV）の抑制に寄与することを発見した。これによ
り、AMD治療の新たな分子メカニズムが解明され、基礎研究と臨床研究において重要な進展が期待される。社会
的には、既存治療に加え新規治療法の開発が患者の治療選択肢を拡げる可能性がある。

※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 

 加齢黄斑変性(AMD: age-related macular degeneration)の罹患患者数は、社会の高齢化に伴い 2040

年までに世界中で 2 億 8000 万人に達し、中でもアジアでは 1 億 1000 万人になると推定されて

いる(Wong et al., Lancet Glob Health 2014)。さらに、AMDによる視覚障害は、大腿骨骨折、エイ

ズなどの重篤な全身性疾患と同程度に患者の生活の質を低下させることが知られており、社会

に非常に大きな影響を及ぼすと予測される。この慢性進行性疾患である AMDは、脈絡膜新生血

管(choroidal neovascularization;以下 CNV)を特徴とするタイプである滲出型 AMD、および萎縮を

特徴とする地図状萎縮という 2つの最終段階を有するが、アジアにおいては滲出型 AMDが地図

状萎縮より多く、不可逆的な視機能喪失の重要な原因である。現在の治療[抗 VEGF(vascular 

endothelial growth factor)療法]では、短期的な視機能改善しか得ることができず、QOLの大幅

な改善にはほど遠い。このため、新たな治療の開発が急務であるが、我々はモデル動物から同定

された疾患関連 ncRNAが新たな治療標的となりうると考えている。 

本研究では、タンパク質をコードしないノンコーディング RNA（non-coding RNA; ncRNA）の

AMDにおける機能を解析し、その知見に基づいてより効率的な治療法の確立を検討する。具体

的には、アジア型 AMD に類似した病態を有する遺伝子改変実験動物を用いて網羅的解析を行

い、病態に関連して発現変動が認められた ncRNAのうち、種を超えて保存されており、疾患に

関連すると強く示唆される 3つの ncRNAを対象に解析を進める。 

２．研究の目的 

 この数年で AMD の疾患感受性遺伝子の機能解明が進み、炎症、細胞外マトリックスの変化、

血管新生因子などの複合的な作用が判明してきた。中でも自然免疫の役割が重要であると考え

られており、特に単球・マクロファージの役割が最も集中的に研究されてきている(Reviewed in 

Yanagi Y et al., Eye 2018)。マクロファージは AMDの病初期においてはドルーゼン周囲の Bruch

膜(網膜色素上皮の基底膜)に沈着し、デブリおよびコレステロールを除去する。しかしながら、

同時に、破壊的な表現形へと変化し CNVの発生にも関与する。例えば、CNV病変に動員された

マクロファージな血管因子である VEGF-Aを発現し CNVを悪化させる。このため、マクロファ

ージの保護的な表現型から破壊的な表現型への移行メカニズムの解明は AMD の病態解明の新

たな鍵になると考えられる。この点につき、我々は予備的検討で、加齢に伴って単球の表現型が

病的に変化すること、さらに、特定の ncRNAが単球・マクロファージの加齢に伴う表現型変化

に強く関連していることを突き止めた。このような単球の ncRNAの変化が AMDにおよぼす影

響は不明である。 

 さらに現在のアジアにおける主要な AMDの課題は、アジア型 AMDの病態が明らかとなって

いないことである。すなわち、臨床的な検討からアジア型 AMD は欧米型 AMD と病態が異な

り、脈絡膜異常が強いことが分かってきた(柳靖雄 他：日眼会誌. 2014年 評議員指名講演総説)

にもかかわらず、これまでほとんどの基礎研究は欧米型の AMDで生じる網膜色素上皮の機能異

常の検討に向けられている。アジアの研究者が少ないことに加え、脈絡膜血管異常を認める適切

な動物 AMD モデルが未だに少ないこともこの一因であり、アジア型の AMD モデルを用いた

AMDの病態解明が待たれていた。 

 これらの問題に対応すべく、我々は、強い脈絡膜血管異常を認め、アジア型の AMDの病態を

少なくとも部分的には模倣する HtrA1 トランスジェニックマウスを用いて検討を行っている。



HtrA1は AMD疾患感受性遺伝子であり、そのリスクアレルを有する患者で過剰発現が見られる

ことからも AMDの良い動物モデルであると考えられる。そこで、６ヶ月、９ヶ月および１５ヶ

月齢の HtrA1のトランスジェニックマウスの加齢に伴う網脈絡膜におけるmRNA、small RNA、

lncRNAの変化を次世代シークエンサーで検討したところ、100種類以上の ncRNAの異なる制

御が存在することが明らかとなった。予測された様に、このマウスには単球機能変化も認め、同

時に末梢血単球由来のmRNA、長鎖ノンコーディング RNA(lincRNA)を網羅的に解析し、進化

的に保存された配列を有する ncRNA の同定を行い、MIR1236(miRNA)、RNU4ATAC18P、

SNORA20(ACA20:snoRNA)を疾患関連 ncRNAとして同定している。これらの short RNAは進化

的に保存された配列を有する ncRNA であり、AMD の疾患感受性遺伝子座に存在し、バイオイ

ンフォマティックス解析によりこれらの疾患感受性遺伝子とともに発現が調節される可能性が

高い。 

本研究ではこれらの ncRNAの機能を in vitroおよび in vivoで解析し、病態への関与を明らか

にするとともに、新規創薬標的となりうるかどうかを検討する。このような観点からの AMD創

薬標的の検討はこれまでに例がなく、効果的な AMD 治療法の開発に結びつく新たな知見が期

待される。 

 

３．研究の方法 

in vitro 実験では、ATCC から購入した脈絡膜内皮細胞株（RF6A: カタログ番号 CRL-1780）、脈

絡膜内皮細胞（HUVEC）、および網膜色素上皮細胞（hRPE）を使用して細胞実験を行う。ncRNA は、

マイクロ RNA（miRNA）と長鎖ノンコーディング RNA（lncRNA）に分類され、これらの in vitro

での機能解析は以下の通りである。 

miRNA の機能解析は、miRNA 過剰発現（miRNA mimic または Pre-miRNA 発現プラスミド）または

阻害剤を用いて行う。lncRNA の機能解析には、CRISPR/CAS9 系による DNA 二本鎖切断を用いる。 

細胞機能試験として、脈絡膜血管内皮細胞および網膜色素上皮細胞の機能を検討するために、以

下の評価を行う。各実験のサンプルサイズは n=6 から 8程度を予定している。 

脈絡膜内皮細胞（iPSC-CEC、RF6A）の場合、細胞増殖および遊走能は WST-1 アッセイとセルマイ

グレーションアッセイを用いて評価する。また、タイトジャンクションおよびバリア機能はタイ

トジャンクション関連タンパク（ZO-1、Claudin-1、VE-カドヘリン）の免疫染色と経内皮電気抵

抗（TEER）測定によって評価される。さらに、接着分子および増殖因子、遊走因子、血管機能調

整因子の発現は、eNOS、ICAM-1、VCAM-1、MCP-1 の発現を Q-PCR、Western blot、ELISA を用い

て検討する。メタロプロテアーゼ活性については、ゼラチンザイモグラフィーにより MMP2 の活

性を検討する。 

網膜色素上皮細胞の場合、細胞増殖および遊走能は WST-1 アッセイとセルマイグレーションア

ッセイを用いて評価する。また、タイトジャンクションおよびバリア機能はタイトジャンクショ

ン関連タンパク（ZO-1、Claudin-1、VE-カドヘリン）の免疫染色と経上皮電気抵抗（TEER）測定

によって評価される。 

 

４．研究成果 

(1) 候補標的につき、さらに bioinfoamatics を用いた解析および検討を行ない、また、臨床サ

ンプルを用いた解析をおこなうことで加齢黄斑変性のあらたな標的因子について明らかにした。 

まず、ノンコーディング RNA に加えて、新たなノンコーディング RNA 標的を同定するため、レー

ザー誘発性脈絡膜新生血管モデルを用いて発現量が変動しているマイクロ(mi)RNA と mRNA（ロ



ングノンコーディング RNA を含む）を miRNA-seq および mRNA-seq を用いて検討した。その結果、

予想に反して miRNA において FDR を 0.05 に設定すると発現が有意に変動しているものは確認さ

れなかった（各群 n=4）。このため、FDR を緩く設定し、発現変動の可能性のある miRNA を抽出

し、デジタル PCR で変動を確認したが、調査した miRNA の中で発現変動を認めるものは存在しな

かった。 

この結果を踏まえ、レーザー誘発性新生血管モデルでは miRNA の影響は僅かであると考え、以降

は miRNA ではなく lncRNA に着目して検討を行うこととした。さらに、培養系では RPE のスフェ

ロイド培養において血清を用いることでドルーゼン様物質の沈着を確認し、それらが ApoE 陽性

であることも明らかにした。 

これらの結果から、AMD 研究において lncRNA の役割をさらに明らかにするための研究が重要で

あることが示唆された。 

(2) さらに ①滲出型 AMD のモデル動物であるレーザー誘発性脈絡膜新生血管モデルの網膜/網

膜色素上皮(RPE)/脈絡膜組織より mRNA を抽出し、RNA sequencing(RNA seq)を行ない、レーザー

誘発性脈絡膜新生血管モデルで発現の変動している因子を同定した(各群 n=4)。 ② 同時に、老

齢マウスの RPE/脈絡膜組織より senescence associated beta-galactosidase の発現を元に老化

細胞をフローサイトメトリーを用いて収集し、若齢マウスより同様に老化細胞を除いた細胞集

団を収集した。両者を RNA seq を用いて RPE/脈絡膜での老化細胞での発現変動している因子を

抽出した (各群 n=4)。 ③ これら２つの RNA seq で共通して変動している因子のうち、血管新

生、ならびに、線維症に関連している 6因子を同定した。これらはレーザー誘発性脈絡膜血管新

生モデル、並びに、老化細胞のいずれも発現上昇が認められており、これらの加齢によるエピジ

ェネティックな変化による発現変動が、加齢黄斑変性における脈絡膜新生血管の活動性に関連

している可能性がある。 

これらの因子は全身疾患では線維症と関連しているとわかっているが、眼科領域ではこれまで

に機能報告がほとんどないものである。このため、これらの因子が新たな加齢黄斑変性の標的と

なる可能性が示唆された。 

(3) 中でも"標的 A"の miRNA mimic を投与することで、標的"A"の ncRNA が加齢黄斑変性(AMD)に

与える影響をさらに検討した。具体的には、マウスのレーザー誘発性モデルを使用し、最も有用

と思われる標的 RNA"A"を用いて脈絡膜新生血管(CNV)の評価を行った。 

その結果、蛍光眼底造影検査において、コントロール群と比較して"A"群では CNV からの蛍光漏

出が有意に低下した(n=6, P<0.01)。また、脈絡膜フラットマウント検査により、"A"群において

CNV の大きさが有意に抑制された(n=6, P<0.05)ことが示された。 

組織学的検討の結果、新生血管部位以外には異常所見が認められず、活性化したグリア細胞のマ

ーカーである GFAP 陽性細胞の出現も確認されなかった。さらに、網膜血管新生モデルである

VLDLR ノックアウトマウスにおいて、標的"A"の効果を Q-PCR で検討したところ、血管新生因子

のうちVEGF-Aの発現量には変化が見られなかったが、血管内皮細胞のマーカーであるPECAM-1、

VEGFR1、VEGFR2 の発現はコントロールと比較して有意に減少していた。また、IL-6 については

有意差は認められなかったものの減少傾向が見られた。 

さらに、蛍光眼底造影検査の結果、"A"群では抗 VEGFR2 中和抗体(DC-101)と同等の血管新生抑制

作用が確認された。 

総じて、in vivo での実験において、"標的 A"の miRNA mimic の投与が AMD における CNV の形成

と進展を抑制する可能性が示された。この成果は、"標的 A"の miRNA mimic が AMD 治療における

脈絡膜新生血管の形成や進展に対して有益な効果を持つ可能性を示唆しており、治療開発にお



いて有望な候補となり得ることを示している。 
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