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1. 緒論 

1.1  眼組織 
眼球は角膜、房水、虹彩、毛様体、水晶体及び結膜からなる前眼部と、硝子体、網膜及び

脈絡膜からなる後眼部、及び角膜より後極側の最外壁を覆う強膜から構成される（Figure 
1A）1)。網膜の神経節細胞から出た神経線維は視神経乳頭で集まって視神経となり、視交叉

を経て外側膝状体に至り、大脳後頭葉の皮質中枢（視覚野）に達する（Figure 1B）。その他、

眼球付属器として眼瞼、涙器、外眼筋、眉毛、眼窩等がある。 
 
 

  
 

Figure 1  ヒトの眼球断面模式図及び視路 
（A）眼球を構成する主な組織を示した。眼球は前眼部（角膜、房水、虹彩、毛様体、水晶

体及び結膜）と後眼部（硝子体、網膜、脈絡膜）、及び強膜で構成される。（B）眼球から脳

に至る視覚伝達経路（視路）を示した（MSD マニュアル プロフェッショナル版 17. 眼疾

患／視神経疾患より引用掲載）。網膜で得られた刺激は、視神経を通って脳に達し、視覚と

なる。 
 
  

(A) (B) 
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1.2  眼疾患 
代表的な前眼部疾患として、角膜炎、角膜欠損、角膜潰瘍、角膜血管新生、結膜炎、白内

障などが挙げられる。また、後眼部疾患にはぶどう膜炎（虹彩、毛様体及び脈絡膜に生じる

炎症性疾患の総称）、緑内障、糖尿病網膜症、加齢黄斑変性、網膜色素変性症などがある。 
Figure 2 に世界と日本の中途失明原因を示した。世界の中途失明原因の 51%を白内障が

占める 2)。白内障に対する薬剤治療法は確立されておらず、水晶体を除去して眼内レンズを

挿入する白内障手術が一般的に行われる。欧米や日本では白内障手術が広く普及したため

白内障による失明は激減したものの、特に発展途上国など眼科医療が未発達の国や地域で

は未だ白内障による失明が後を絶たない。一方で、日本では中途失明原因の第一位は緑内障

であり、全体の 25.5%を占める 3)。緑内障による視覚障害は 1988 年から 15 年間の間に 1.47
倍に増加したとの調査報告があり、今後も増加することが予想される 4)。 
 

 

 
Figure 2  世界及び日本の中途失明原因 
世界の中途失明原因の第一位は白内障で、全体の 51%を占める。一方、日本の失明原因と

しては緑内障が最も多く、全体の 25.5%となる。引用文献 2)及び 3)より作図した。 
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1.3  眼科市場 
世界の医療用眼科薬の市場は、2016 年では約 270 億ドルであり、2020 年には 313 億ド

ルに達した 5), 6)。そのうちの約 10%を日本が占め、2020 年の日本の眼科薬市場は日本円に

して 3,100 億円にのぼった。疾患別に見ると、緑内障、網膜疾患及びドライアイの治療剤が

世界の眼科薬市場の約 70%を占め、2016 年ではそれぞれ 23%、33%及び 15%であった。高

齢化に伴い、特に緑内障や網膜疾患患者は増加しており、今後も眼科市場は拡大すると考え

られる反面、疾患領域によっては治療満足度が不十分である。また、国によって治療方針の

違いや医療費の違いがあったり、新興国での治療水準が高まったりするなど、世界の治療ニ

ーズは多様化している。眼科医療には、こうした眼疾患治療の未充足ニーズ（アンメット・

メディカル・ニーズ）に対応した新規治療法を開発し、患者の Quality of life（QOL）と

Quality of vision（QOV）の向上に貢献することが求められている。 
 

1.4  医薬品開発の課題 
医薬品の研究開発には 10 年以上の長い期間を必要とするうえ、莫大な費用がかかる。日

本の製薬企業大手 10 社では年間平均研究開発費が 1,517 億円で、対売上高比率は 18.5%に

ものぼる（全産業平均は 3.39%）7)。それにもかかわらず、新薬発売の成功確率は 2.2 万分

の 1 と極めて低い。患者に必要とされ、有効性と安全性に優れた薬を低コストで効率的に

開発することは、創薬を通じ世界の医療に貢献するために重要となる。 
医薬品の研究開発の初期に当たる探索研究においても、短期間で開発成功率の高い治療

ターゲットの創出が求められる。しかし、細胞を使った in vitro 実験や動物モデルを使った

in vivo 実験で、ヒトでの薬の反応を予測するには限界がある。そのため、ヒト外挿性が高

い、つまり臨床病態を十分に模擬した評価系は、医薬品の開発成功率を高めるうえで欠かす

ことができない。また、慢性疾患の場合は、短期間で病態を表現する評価系であることも、

医薬品開発の迅速化に重要である。 
また、優れた新薬の創出には、これまで創薬の中心となってきた低分子医薬品だけでなく、

抗体医薬品、核酸医薬品、遺伝子治療、細胞治療などの新たな創薬モダリティに取り組むこ

とも重要である。近年、世界の製薬企業による、遺伝子治療薬開発の創薬基盤技術を持つス

タートアップ企業の買収が目立ち、日本でも同様の買収の動きが見える。新しいモダリティ

への挑戦は、従来の医薬品では解決できなかったアンメット・メディカル・ニーズに対して

革新的な新薬を提供することに繋がり、医療の質の向上に貢献できる。 
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1.5  緑内障 
1.5.1  網膜と視神経 
網膜は眼球の内側にある組織で、光刺激を受容して脳に伝達する重要な役割を担う。眼球

内側から内境界膜、神経繊維層、神経節細胞層、内網状層、内顆粒層、外網状層、外顆粒層、

外境界膜、杆体錐体層及び網膜色素上皮層の 10 層からなる（Figure 3）1),8)。神経繊維層は

網膜神経節細胞（Retinal ganglion cell；RGC）から出た軸索により構成され、この軸索が

視神経乳頭に集合して眼球後方で眼球壁を貫通し、脳へ向かう。視神経乳頭は篩状板と呼ば

れる弾性繊維やコラーゲンで形成される多孔性の組織を有し、神経線維はこの篩状板孔を

通過する。 
光刺激は始めに視細胞（錐体細胞及び杆体細胞）で認識され、双極細胞、水平細胞、アマ

クリン細胞での制御を経て、網膜神経節細胞に伝達される。その後、神経線維を通り、視神

経に至る。また、網膜には内境界膜から外境界膜の全層にわたりミュラー細胞と呼ばれるグ

リア細胞があり、RGC の周囲には別のグリア細胞である星状膠細胞（アストロサイト）が

存在する。 

 

 
 
Figure 3 網膜の構造  
網膜は 10 層で構成され、視細胞（Photoreceptor；PR）、水平細胞（Horizontal cell；H）、

双極細胞（Bipolar cell；B）、アマクリン細胞（Amacrine cell；A）、神経節細胞（Ganglion 
cell；G）、ミュラー細胞（Müller cell；M）などを有する。 
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1.5.2  緑内障の疫学及び本態 
緑内障は日本の中途失明原因の第一位であり 3)、患者数は 465 万人と推定される 9)。緑内

障は、発症原因を他の疾患に求めることのできない原発性と、他の疾患や薬物使用が原因と

なって生じる続発性に分類される 10)。さらに、原発性は開放隅角緑内障（Primary open-
angle glaucoma；POAG）と原発閉塞隅角緑内障（Acute primary angle closure；APAC））

に大別され、一般的な緑内障としては POAG を指す。緑内障の本態は進行性の網膜視神経

障害及び視野欠損であり、基本的には非可逆的である（Figure 4）11)。緑内障は患者の自覚

なしに徐々に障害が進行することから、早期発見と早期治療による障害の進行抑制が視野

の維持にとって重要となる。 
 

 
 

Figure 4  緑内障患者の視野欠損 
緑内障患者の代表的な視野検査結果 11)と患者の視覚イメージ 12)を示した。健常眼ではマリ

オット盲点のみに暗点が見られるが、緑内障患者眼では病態が進むにつれ特徴的な視野欠

損が生じる。 
 
緑内障の発症と進行には種々の因子が複雑に関与するとされ、代表的な危険因子の一つ

として眼球の内圧、すなわち眼圧が挙げられる 11)。眼圧は、角膜と虹彩の間（前房）を満た

す房水の量によって制御される。房水は毛様体で産生され、角膜と虹彩の結合部にある線維

柱帯を通って、又はぶどう膜（脈絡膜、毛様体、虹彩）と強膜の間から排出される（Figure 
5）。通常は房水の産生と排出が制御され眼圧は一定に保たれるが、房水循環のバランスが崩

れると眼圧上昇をきたす。眼圧が上昇すると篩状板が後方に偏位・変形するため、篩状板孔

を通過する視神経が機械的に圧迫されて障害を受ける。また、眼圧が正常範囲であるにも関

わらず緑内障性視神経障害を呈する正常眼圧緑内障患者でも、眼圧負荷が病態進行の要因

の一つであると考えられている。 
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Figure 5  眼圧と房水循環 
眼圧は房水量によって制御される。房水産生及び房水排出のバランスが崩れて眼圧が上昇

すると、篩状板が変形して視神経を圧迫し障害をきたす。 
 
緑内障の特徴的な形態的変化として、視神経乳頭の辺縁部の菲薄化と陥凹拡大がある

（Figure 6）11)。網膜所見としては網膜神経繊維層（Retinal nerve fiber layer；RNFL）の

欠損 13)や乳頭周囲網脈絡膜萎縮が見られる（Figure 7）。これら形態学的変化は病態の進行

度に関連して認められ、最終的には視神経の細胞体である網膜神経節細胞（Retinal 
Ganglion Cell；RGC）の細胞死が起こって視野欠損が生じる（Figure 8）14)。 
 

 

     
 
Figure 6  神経乳頭辺縁部の菲薄化と陥凹拡大 
緑内障眼では視神経乳頭辺縁部が菲薄化し、眼底像（写真上）で視神経乳頭外縁と乳頭陥凹

外縁の間（リム）が狭くなる 11)。また、視神経乳頭の陥凹拡大が見られる（写真中及び下）。 

健常眼 緑内障
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Figure 7  網膜神経繊維層の欠損 
緑内障では網膜神経繊維層（Retinal nerve fiber layer；RNFL）の欠損が見られ、病態ステ

ージが進むにつれ RNFL が菲薄化する 13)。 
 
 

 

 
Figure 8  網膜神経節細胞の細胞数の減少 
病態が進行して視野欠損が見られる緑内障眼では網膜神経節細胞（Retinal ganglion cell；
RGC）の細胞数が減少すると考えられる 14)。 
 

1.5.3  緑内障の治療法 
現在、緑内障の治療法として、エビデンスに基づいた唯一確実な方法は眼圧下降である 10)。

眼圧下降治療法の選択肢として、点眼薬により房水産生を抑制又は房水排出を促進する薬

物治療、線維柱帯等へのレーザー照射により房水流出路を拡大するレーザー治療、観血的手
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術により房水流出路を形成する手術治療がある。患者の病期や病型、重症度だけでなく、経

済的負担やアドヒアランスの点も考慮して適切な治療法を選択しなければならない。 
緑内障の眼圧下降治療は、基本的には点眼薬を用いる治療から開始される。眼圧下降作用

を持つ点眼薬は、プロスタグランジン関連薬、β遮断薬、炭酸脱水酵素阻害薬、α2刺激薬、

Rho キナーゼ阻害薬、α1遮断薬、イオンチャネル開口薬、交感神経刺激薬、副交換神経刺

激薬が上市されている（Figure 9）。例えば、α2刺激薬であるブリモニジン酒石酸塩点眼液

は房水産生抑制及び房水排出促進の二つの作用を持ち、点眼投与開始後 4 週でプラセボに

対し有意な眼圧下降効果を示すことが確認されている（Figure 10）15)。点眼薬を用いた眼

圧下降治療では、基本的には単剤治療を行い、効果が不十分な場合は多剤を併用する。しか

し、眼圧下降薬には結膜アレルギーや結膜充血、角膜上皮障害、眼瞼色素沈着等の副作用が

報告されており、多剤を併用する場合そのリスクが高まる（Table 1）10)。さらに、一旦障

害された視機能が回復することはなく、点眼治療により十分な眼圧下降を得られた患者で

も、4.4%は 7 年間の経過観察の間に視野や視神経乳頭の障害が進行したことが報告された

（Figure 11）16)。したがって、眼圧下降に基づいた治療のみでは緑内障の進行抑制は十分

とは言えない。 
 

 
Figure 9  眼圧下降薬 
現在上市されている眼圧下降薬は、房水排出促進作用又は房水産生抑制作用により眼圧下

降効果を示す。そのうちα2刺激薬であるブリモニジン酒石酸塩点眼液は両方の作用を有す

る。 
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Figure 10  ブリモニジン酒石酸塩点眼液の眼圧下降作用 
ブリモニジン酒石酸塩点眼液は、点眼投与開始後 4 週でプラセボに対し有意な眼圧下降効

果を示す。引用文献 15)より作図した。 
 
 
Table 1  眼圧下降薬の副作用 
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Figure 11  眼圧下降剤治療患者の緑内障性視神経障害の進行 
緑内障では一旦障害された視機能が回復することはないとされており、治療により十分な

眼圧下降を得られた患者でも、4.4%は 7 年間の経過観察の間に視野や視神経乳頭の障害が

進行する 16)。 
 

1.5.4  神経保護治療 
近年、眼圧下降治療とは異なる新たな治療法として、神経保護治療が注目されている。

緑内障における RGC 細胞死はアポトーシスであると示唆されていることから 17),18)、アポ

トーシスに関わるグルタミン酸受容体、カルシウムチャネル、酸化ストレス、一酸化窒素

合成酵素が治療ターゲットとされている 19)。さらに、緑内障眼の視神経では脳からの神経

栄養因子の軸索逆行輸送が阻害されることから、網膜での神経栄養因子の発現増加を狙っ

た治療法も注目されている。 
例えば、眼圧下降薬であるブリモニジン酒石酸塩は、神経栄養因子である Brain-derived 

neurotrophic factor（BDNF）の発現増加 20)、アポトーシス抑制に関わる Bcl-2 及び Bcl-
xL の発現増加 21)、N- Methyl-D-Aspartate（NMDA）型グルタミン酸受容体の発現抑制 22)、

及びアポトーシス誘導に関わる Ca2+の細胞内流入の抑制 23)の作用を持つことが報告されて

おり、これらの作用メカニズムにより神経保護効果を示す可能性が示唆されている。臨床で

は、ブリモニジン酒石酸塩点眼液により眼圧下降治療を受けた患者は、β遮断薬であるチモ

ロールマレイン酸塩点眼液と眼圧下降効果は同程度であったにも関わらず、視野維持効果

はそれより高いことが報告された（Figure 12）24)。しかし、ブリモニジン酒石酸塩点眼液

の神経保護効果について、その効能効果を謳う薬剤は現時点ではない。 
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Figure 12  ブリモニジン酒石酸塩点眼液とチモロールマレイン酸塩点眼液の比較 
ブリモニジン酒石酸塩点眼液とβ遮断薬であるチモロールマレイン酸塩点眼液は、眼圧下

降効果は同程度であるが、視野維持効果はブリモニジン酒石酸塩点眼液が優れることが示

された。 
 
一方、NMDA 型グルタミン酸受容体拮抗薬であるメマンチン塩酸塩点眼液は、サルの緑

内障モデルで RGC の減少を抑制したにもかかわらず（Figure 13）25)、臨床試験では神経

保護に対する有効性を示さなかった 19),26)。この臨床試験では、緑内障においてグルタミン

酸受容体を介した神経障害がどの程度、どの病態ステージで関与するかが明確でないなど、

緑内障の基礎研究の課題が見つかった。 
 
 

 
 
Figure 13  メマンチン塩酸塩点眼液の神経保護効果 
メマンチン塩酸塩点眼液はサルレーザー誘発緑内障モデルにて RGC 細胞数の減少を抑制

した 25)。しかし、臨床試験ではメマンチン塩酸塩点眼液の有効性は示されなかった。 
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1.6  角膜上皮障害 
1.6.1  角膜 
角膜は外界からの光を屈折させて網膜に集束する役割を持ち、屈折力は眼球全体の約 3 分

の 2 を占める 8)。角膜は血管のない透明な組織であり、組織学的には表層から角膜上皮層、

ボウマン膜、角膜実質層、デスメ膜、角膜内皮層の 5 層に分けられる（Figure 14）27)。そ

のうち角膜上皮層は 5～6 層からなり、表層より表層細胞、翼細胞、基底細胞が存在する。

角膜上皮は基底細胞が分裂して細胞が増殖し、表層部より脱落する。このターンオーバーは

1～2 週間で繰り返される。 
角膜上皮の重要な機能の一つに、バリア機能がある。角膜上皮の表層細胞の側壁には

Tight junction が存在し、強固なバリアを形成する。これにより、細菌や真菌などの感染か

ら角膜を守り、角膜実質への水の侵入を防ぐことができる。臨床的にも角膜上皮欠損が起こ

ると、バリア機能が破綻して水が実質内に流入することで角膜実質浮腫を呈する。また、角

膜上皮は、表層細胞を平滑にすることで視力維持にとって重要な角膜透明性を維持する機

能を果たす。そのため角膜上皮が欠損すると視力低下をきたす。 
 

 
Figure 14  角膜の構造 
角膜は上皮細胞層（Epithelium）、ボウマン膜（Bowman’s layer）、角膜実質層（Stroma）、
デスメ膜（Descemet’s layer）及び角膜内皮細胞層（Endothelium）の 5 層に分けられる 27)。 
 

1.6.2  涙液 
涙液は油層、水層、ムチン層の 3 層構造からなり、各層の成分バランスが維持されること

により安定した涙液が保たれる（Figure 15）1),8)。油層は涙液の最表面にあり、涙液の蒸発

を防ぐ役割を持つ。油層はコレステロールエステル、ワックスエステル、脂肪酸などで構成
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され、マイボーム腺から分泌される。水層は涙腺から分泌され、涙点を通って排出される。

ムチン層は糖タンパクを主成分とするムチンが角結膜上皮細胞膜に結合した層で、角結膜

上皮の表面に涙液層を保持する働きをする。また、ムチンには水層に混ざりこむ分泌型も存

在する。涙液は、角膜の乾燥からの保護、異物の排出、角膜への酸素や栄養の供給、殺菌作

用による微生物の侵入や感染の予防等、様々な働きを持つ。 
 

 

 
Figure 15  涙液層の構造 
涙液は油層（lipid layer）、水層（aqueous layar）、ムチン層（mucus layer）の 3 層から形

成される 28)。 
 

1.6.3  角膜上皮障害 
角膜上皮障害は、主に障害の範囲に基づいて点状表層角膜症、角膜びらん及び角膜潰瘍に

分類される（Figure 16）8)。点状表層角膜症では表層細胞から翼細胞までの一部を欠損し、

様々な要因による角膜炎が病因となる。角膜びらんでは基底細胞を含む角膜上皮全層を欠

損する。病因として外傷やコンタクトレンズ障害、ドライアイ、角膜ジストロフィ、薬剤毒

性などが挙げられる。さらに角膜組織欠損が深くなり角膜実質まで病変がおよぶと、角膜潰

瘍となる。角膜潰瘍には、細菌、真菌、ヘルペスなどによる感染性と、糖尿病や神経麻痺な

どによる非感染性のものがある。 
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Figure 16  角膜上皮障害の分類 
角膜上皮障害は、点状表層角膜症、角膜びらん及び角膜潰瘍に分類される 8)。 
 

1.6.4  角膜上皮障害の治療法 
角膜上皮障害の治療は、薬剤やコンタクトレンズの誤使用が原因である場合、その原因を

排除することから始まる 8)。また、角膜炎を原因とする場合は眼局所へのステロイド投与、

感染性の場合は抗菌作用をもつ点眼薬や内服薬等で治療を開始する。その上で、角膜上皮の

保護により、創傷治癒促進を目指した治療を進める。角膜上皮保護薬としては、ヒアルロン

酸ナトリウム（Hyaluronic acid sodium salt；HA）を主成分とした点眼液が上市されてい

る。HA 点眼液は涙液を角膜上に保持するため角膜上皮の保護と保湿に有効であり（Figure 
17）29)、細胞の遊走促進による創傷治癒促進効果を持つことも報告されている（Figure 18）
30)。しかし、角膜上皮障害には、自己免疫疾患である Sjögren 症候群など、既存の方法では

治療困難な重症例も存在し 31)、その場合は手術による全層又は部分的な角膜移植が必要と

なる。患者にとって角膜移植は、手術による身体的・精神的負担を与えることに加え、拒絶

反応発症の問題が生じる場合がある。 
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Figure 17  ヒアルロン酸ナトリウム（HA）による涙液保持効果 
ヒトにおいて、プラセボに比べ HA の点眼は涙液層の厚み（Tear film thickness；TFT）を

増加させる 29)。 
 

 
 

Figure 18  ヒアルロン酸ナトリウム（HA）による角膜上皮細胞遊走促進効果 
プラセボ（○）に比べ HA（●）は、ウサギ培養角膜片の角膜上皮細胞の遊走を促進させる

30)。 
 

1.6.5  microRNA 
microRNA（miRNA）は 18～25 塩基の遺伝情報を持たないノンコーディング RNA で、

標的とする mRNA のタンパク質翻訳を制御する。これまでに、発生、細胞増殖や細胞分化、

アポトーシス、代謝など、広範な生物学的プロセスに関与することが示されてきた 32)-34)。

さらに、ヒトの遺伝子の 30%以上が miRNA に発現を制御されていると計算予測されたこ

とから 35)、miRNA は生命の恒常性維持において重要な役割を果たすと考えられる。 
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miRNA の産生において、まず核内で RNA ポリメラーゼⅡにより miRNA 遺伝子が転写

され、ヘアピン構造を持つ一次転写産物（primary miRNA；pri-miRNA）が生じる（Figure 
19）36)。次に、核内で Drosha と DGCr8/Pasha からなる複合体によって pri-miRNA が切

断され、中間産物である 60～70 塩基のヘアピン構造をした miRNA 前駆体（precursor 
miRNA；pre-miRNA）が産生される。Pre-miRNA は Exportin-5/Ran-GTP により核から

細胞質に輸送され、RNaseⅢである Dicer によりさらなる切断を受けて～22 塩基の二本鎖

RNA （miRNA/miRNA duplex）となる。この二本鎖 RNA は Argonaute 2（Ago2）に積

み込まれ、ガイド鎖（成熟型 miRNA）のみが残って RNA 誘導型サイレンシング複合体

（RNA-induced silencing complex；RISC）を形成する。RISC に取り込まれた成熟型

miRNA がガイドとなって標的 mRNA と結合し、Ago2 によって mRNA の切断又はタンパ

ク質翻訳の抑制がなされる。miRNA は一般的に、miRNA の 5’末端側 2～8 番目の seed 領

域と呼ばれる配列で、標的とする mRNA の 3'末端側非翻訳領域（3’ untranslated region；
3’ UTR）を認識して結合する 32),37),38)。miRNA の seed 領域は短く、さらには標的 mRNA
と部分的な相同性のみで結合することから、1 つの miRNA は複数の mRNA を認識し、反

対に 1 つの mRNA は複数の miRNA によって認識されると考えられている 35)。 
 

 
Figure 19  miRNA による遺伝子制御機構 
miRNA 遺伝子は核内で RNA ポリメラーゼⅡにより一次転写産物（pri-miRNA）へと転写

され、さらに Drosha により切断されて miRNA 前駆体（pre-miRNA）が産生される。Pre-
miRNA は核外へ輸送され、 Dicer によりさらなる切断を受けて二本鎖 RNA 
（miRNA/miRNA*）となる。二本鎖のうちガイド鎖のみが RNA 誘導型サイレンシング複

合体（RISC）を形成し、mRNA を阻害する。 
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1.6.6  miRNA の角膜上皮障害への関与 
近年、角膜上皮細胞の分化、増殖、遊走に対し、miRNA が関与することが報告されてき

た 39)- 41)。Lin らは、マウス初代角膜上皮細胞にスクラッチによる障害を与えると、miRNA
（miR）-205 の発現が増加することを示した 40)。さらに、ヒト角膜上皮細胞で miR-205 を

強制発現させると細胞遊走が促進され、miR-205 の発現を阻害すると細胞遊走が抑制され

ることも示された。また、An らはマウスを用いて、角膜上皮全層剥離後の創傷治癒過程で、

角膜上皮中の miR-204 の発現が最も強く抑制されたことを示した 41)。不死化ヒト角膜上皮

細胞に miR-204 を作用させると、細胞の増殖及び遊走が抑制された（Figure 20）。これら

の知見から、いくつかの miRNA は角膜上皮障害の創傷治癒に関与する可能性が考えられ

た。しかし、角膜上皮障害に関与する miRNA の報告は少なく、その作用メカニズムは十分

には解明されていない。 
 
 
 

 
 
Figure 20  miR-204 によるヒト角膜上皮細胞の増殖及び遊走抑制作用 
不死化ヒト角膜上皮細胞に miR-204 前駆体をトランスフェクションしたところ、ネガティ

ブコントロール（NC）に比べ細胞増殖が有意に抑制され（A）、細胞遊走が阻害された（B）

41)。 
  

(A) (B) 
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1.7  本研究の目的 
先述の通り、緑内障は日本の中途失明原因の第一位であり、世界においても眼科医療が

未発達な地を除いては最大の失明原因となっている。緑内障の本態は網膜視神経障害であ

るにもかかわらず、現在のところ治療法は眼圧下降に基づいた薬剤又は外科的療法のみで

ある。眼圧下降療法では病態が進行する例もあり、緑内障による視野障害を防ぐ治療方法

の開発が求められている。網膜視神経障害を直接抑制する神経保護薬の開発が進められて

いるものの、十分な治療効果が示されていないのが現状である。神経保護薬の開発を進め

るうえで、緑内障の病態メカニズムに未だ不明な点が多いことが障壁となっている。緑内

障病態の理解のためには網膜や視神経における分子メカニズムの解明が不可欠だが、研究

に緑内障患者の眼を用いることは容易ではないため、緑内障病態をよく模擬した評価系が

必要となる。さらに、緑内障病態をよく模擬した評価系を用いて候補薬の有効性を評価す

ることは、臨床での有効性を予測する確度を高めることを可能とする。緑内障の病態解明

を進め、神経保護に関わる革新的な治療ターゲットを見出し、その効果を適切な評価系で

検証することで、緑内障の神経保護治療を実現できると考える。 
また、角膜上皮障害はコンタクトレンズやドライアイ、感染症等を原因とする比較的身

近な眼疾患である上、発症した場合は自覚症状を感じ易いため QOL/QOV の低下に直結す

る。また、角膜ジストロフィや Sjögren 症候群などでは外科手術を必要とする場合があ

り、患者の身体的・精神的負担は小さくない。しかし、角膜上皮の創傷治癒を目指した治

療薬は少なく、治療満足度は十分でない領域と言える。そのため、角膜上皮創傷治癒効果

が高い新薬の創出は臨床的意義が大きい。近年、多様な創薬基盤技術を駆使した研究開発

が進められ、低分子医薬品だけでなく、抗体医薬品、核酸医薬品、遺伝子治療、細胞治療

といった様々な創薬モダリティを活用した医薬品が実用化されてきている。miRNA は

2000 年頃から様々な研究結果が報告され始め、生体の恒常性維持に重要な役割を果たすも

のとして認識されている。その多彩な機能が次々に解明され、近年ではバイオマーカーや

治療標的として臨床応用を目指した研究も進められている。角膜上皮障害にも miRNA が

関与することが示唆されており、新たな創薬モダリティとして有用である可能性が考えら

れる。新規モダリティの活用により、従来の医薬品では狙えなかった分子を創薬ターゲッ

トとすることができ、アンメット・メディカル・ニーズに応えられる医薬品を提供できる

と期待する。 
以上のことから、本研究では、緑内障の網膜視神経障害に対しては、新規緑内障モデル

の確立とその病態研究を行い、神経保護薬開発の基盤を構築することを目的とした。ま

た、角膜上皮障害に対しては、角膜上皮細胞の恒常性に関わる miRNA を探索し、その作

用機序の解明を進めることで、新たな創薬ターゲットを見出すことを目指した。 
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2. 結膜線維芽細胞の前房内注入によるラット慢性高眼圧モデルの確

立及び病態解析 

2.1  緒言 
緑内障では、眼圧負荷により篩状板が圧縮され、視神経の軸索を機械的に絞扼することに

より軸索障害が起こり、視神経の細胞体である RGC の細胞死が生じると考えられている

11)。しかし、篩状板の変形から RGC 細胞死に至る詳細なメカニズムや関連因子、又はその

時間経過は明らかになっていない点が多い。また、RGC は形態学的及び機能的特徴により

いくつかのサブタイプに分類され、疾患ごとに障害されやすい RGC は異なるとされる

42),43),44)。RGC のサブタイプの機能に応じた視野計測により、緑内障を早期に検出する検査

方法が開発されつつあるが、緑内障で障害を受けやすい RGC のサブタイプは明確にはなっ

ていない。今後、緑内障での神経保護を目指した新規治療薬の創出や、早期発見のための検

査方法の開発のためには、緑内障病態のさらなる解明が求められる。 
緑内障病態の解明のためには、臨床病態をよく反映し、比較的短期間で病態の発症から進

行を表現する動物モデルの存在が重要となる。近年、サル 45)-47)、ラット 48)- 54)、マウス 55)-

58)などの様々な動物種を用いて、持続的に眼圧を上昇させることで緑内障病変を誘導する

慢性高眼圧モデルが検討されている。慢性高眼圧モデルでは房水排出経路を途絶すること

により眼圧上昇を惹起しており、その方法として線維柱帯、上強膜静脈又は輪部静脈に対す

るレーザー光凝固、ヒアルロン酸やマイクロビーズの前房内への注入による隅角（線維柱帯

を中心とした角膜と虹彩の隙間）の閉塞、上強膜静脈の焼灼または結紮、上強膜静脈への高

張生理食塩液の投与による瘢痕化が報告されている。 
サルは、眼組織の解剖学的特徴や、中枢神経系及び視覚系の発達がヒトと類似しているこ

とから、動物モデルとして有用である。しかし、コストが高く、飼育施設が限られることか

ら、十分なサンプル数を確保することが困難である。げっ歯類は比較的コストが安く取り扱

いが容易であり、多くの慢性高眼圧モデルが報告されている。しかし、眼圧上昇の程度やば

らつき、期間は報告によって異なり、高眼圧惹起のために特殊な装置や高度な技術を必要と

するモデルが多い。我々はこれまでに、既報に倣ってラット慢性高眼圧モデルの作出を試み

てきた。上強膜静脈を焼灼又は結紮により途絶させる手法では、途絶後に血管が再疎通する

ため十分な眼圧上昇が起こらなかった。ヒアルロン酸やマイクロビーズの前房内注入では、

注入時の漏出のため十分に隅角を閉塞させることができず、安定的に高眼圧を惹起できな

かった。また、上強膜静脈及び輪部静脈のレーザー光凝固では眼圧上昇が見られるものの一

過的であり、3 日程度で正常の眼圧値に復帰した。このように、現在報告のある手法によっ

ては、持続的な高眼圧を安定して作出できないため、慢性高眼圧モデルの再現が難しい。 
2014 年、Fujishiro らにより、初めてフェレットを用いた慢性高眼圧モデルの作製方法が

報告された 59)。このモデルでは、フェレットの前房内に同系動物から単離培養した結膜線
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維芽細胞を注入する新たな方法が採用された。臨床において、内眼手術後に結膜上皮細胞が

眼球内に侵入して眼内上皮増殖を引き起こし、線維柱帯を閉塞することで緑内障を発症す

る場合がある。フェレットモデルの高眼圧作出はこの原理に基づいており、前房内に注入さ

れた結膜線維芽細胞が眼内で増殖し、集積して隅角を閉塞することで房水排出経路を途絶

した結果、眼圧上昇が引き起こされる。このモデルでは 13 週間にわたる持続的な高眼圧が

作出され、細胞注入後 13 週には視神経乳頭の陥凹拡大と視神経軸索の変性といった、臨床

での緑内障病態に類似する所見が引き起こされることが示された。Fujishiro らの手法は臨

床で見られる現象を模倣していることから、この手法で作製された慢性高眼圧モデルを用

いることで視神経障害の発生機序のさらなる解明が期待できた。一方で、フェレットはサル

と同様に汎用性が低く、緑内障研究において背景データが乏しいという課題がある。 
そこで本研究では、Fujishiro らの手法をラットに応用して新規の慢性高眼圧モデルを確

立することを目的とした。ラットは比較的低コストで探索研究に使用し易く、動物実験を実

施する多くの研究機関で飼育でき、さらに多くの緑内障研究に用いられてきたため背景デ

ータが蓄積されているという点で、緑内障研究の実験材料として優れている。本研究のラッ

トモデルの有用性を検証するため、高眼圧作出の成功率、高眼圧維持期間、RGC 細胞死率、

及び高眼圧に伴う病態を解析した。 
さらに、ラットモデルで見られる緑内障病態の経時的な変化を追跡することで、緑内障の

病態ステージとの類似性を検証した。また、これまでに報告された実験的高眼圧モデルでは、

眼圧が 50 mmHg を超える高眼圧を呈することがあり、この場合、網膜虚血に伴う神経障

害を発症する可能性が考えられる。この症状は、急性緑内障発作とも呼ばれる急性原発閉塞

隅角緑内障（APAC）を模擬しており、慢性進行性の視神経症を伴う一般的な緑内障とは病

態が異なる。そのため、本研究では、ラットモデルの網膜の組織化学的変化と眼圧上昇の程

度との関係を調査し、臨床病態との相関性を評価した。 
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2.2  材料と方法 
2.2.1  動物 

Sprague-Dawley（SD）ラット（8～9 週齢、雄性）を日本チャールス・リバーから入手

した。動物は室温 23°C±3°C、湿度 55%±10%、12 時間点灯（8:00～20:00）に設定した飼

育室内で、3 匹ずつケージに収容して飼育した。飼料として固型飼料（ラボ MR ストック、

日本農産工業）を、飲水として限外ろ過装置を通した市水（兵庫県神戸市）を自由に摂取さ

せた。本研究で使用する動物は全て、 Association for Research in Vision and 
Ophthalmology（ARVO）が定めた「Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 
Visual Research」及び Institute for Laboratory Animal Research が定めた「the guidelines 
for laboratory animal experiments」を遵守して取り扱われた。また、本研究は千寿製薬の

動物実験の実施に関する規定に従い、動物実験委員会の承認を受けて実施した（承認番号：

No. 20150116-01）。 
 

2.2.2  結膜線維芽細胞の準備 
5 匹の動物から結膜組織を採取し、0.2% dispase® Ⅱ（Roche）を含む Dulbecco’s 

Minimum Essential Medium（DMEM、Invitrogen）に浸漬して 1 時間、37℃でインキュ

ベートした。結膜上皮細胞を機械的に除去し、残りの組織を分割して 0.1% collagenase A
（Roche）により一晩、37℃で消化した。単離された結膜繊維芽細胞を栄養培地（10% fetal 
bovine serum（FBS）及び 1% penicillin/streptomycin（いずれも Invitrogen）を含む DMEM）

で再懸濁し、通常条件（5% CO2、37℃、加湿下）で培養した。結膜線維芽細胞を 70%～90%
コンフルエントになるまで増殖させ、継代した。 

 

2.2.3  結膜繊維芽細胞の前房内注入 
約 90%コンフルエントに達した結膜線維芽細胞を、TrypLE™ Express（Invitrogen）で

剥離し、栄養培地で再懸濁して 0.3×107、1.5×107及び 3.0×107 cells/mL の細胞懸濁液を

調製した。動物に 0.5%トロピカミド・0.5%フェニレフリン塩酸塩点眼液（ミドリン®P 点眼

液、参天製薬）を点眼し散瞳させた後、ケタミン注射液（ケタラール®筋注用 500 mg、第一

三共プロファーマ）及びキシラジン注射液（セラクタール®2%注射液、バイエル薬品）をそ

れぞれ 100 mg/kg 体重及び 10 mg/kg 体重となるよう腹腔内投与して全身麻酔を施した。

0.4%塩酸オキシブプロカイン点眼液（ベノキシール®点眼液 0.4%、参天製薬）を生理食塩

液（大塚製薬工場）で 10 倍希釈したもので眼局所麻酔を施し、0.3%ガチフロキサシン点眼

液（ガチフロ®点眼液 0.3%、千寿製薬）で処置眼を抗菌した。実体顕微鏡下で、34G の注射

針を装着したマイクロシリンジを用いて、5 µL の細胞懸濁液を前房内に 2～3 分かけてゆ

っくりと注入した（n=71）。Control 群として、別の動物の前房内に 5 µL の栄養培地を注

入した（n=38）。細胞又は栄養培地の注入は片眼に対して実施し、反対眼は無処置（正常眼）
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とした。前房内注入後、0.3%オフロキサシン眼軟膏（タリビッド®眼軟膏、参天製薬）で処

置眼を抗菌し、塩酸アチパメゾール（アンチセダン®、日本全薬工業）を 1 mg/kg 体重とな

るよう腹腔内投与することで麻酔作用を拮抗し、覚醒を促した。 
 

2.2.4  眼圧測定 
前房内注入前日又は当日（ベースライン）、ならびに前房内注入後 3、7、14、21 及び 28

日に、眼圧測定を以下の通り実施した。動物にセボフルラン（セボフルラン吸入麻酔液「マ

イラン」、マイラン製薬）を吸入させ、全身麻酔を施した。吸入麻酔下で動物を伏臥位に置

き、精製ヒアルロン酸ナトリウム点眼液（ティアバランス®点眼液 0.1%）により眼部の乾燥

を防いだ状態で 5 分間静置して麻酔深度を安定させた。TonoLab® rebound tonometer
（Icare Finland）を用いて両眼の眼圧を測定した。1 眼あたり連続して 3 回測定し、平均

値を算出して個体値とした。麻酔深度による眼圧値への影響を回避するため、眼圧測定は麻

酔導入後 10 分以内に完了させた。また、サーカディアンリズムの眼圧値への影響を回避す

るため、眼圧測定は 9～12 時に実施した。細胞注入後の各時点におけるベースラインから

の眼圧変化値について、台形法により曲線下面積（Area under the curve；AUC）を算出し

た。 
 

2.2.5  スリットランプによる前眼部観察 
前房内注入前日ならびに前房内注入後 3、7、14、21 及び 28 日に、動物を 0.5%トロピカ

ミド・0.5%フェニレフリン塩酸塩点眼液で散瞳させ、スリットランプ（トプコン）を用いて

前眼部を観察した。 
 

2.2.6  眼球採取 
前房内注入後 3、7、14 及び 28 日に以下の通り動物を安楽死させ、眼球を採取した。動

物にイソフルラン（フォーレン®吸入麻酔液、アボットジャパン）を吸入させ、全身麻酔を

施した。開腹、開胸して心臓から生理食塩液を全身灌流して放血致死させた後、4%パラホ

ルムアルデヒド・りん酸緩衝液（PFA、富士フィルム和光純薬）を全身灌流した。両眼球を

摘出し、4% PFA に一晩浸漬して後固定した。 
 

2.2.7  RGC 細胞数の計測 
眼球の角膜輪部と赤道部の間を角膜輪部に沿って切開し、角膜及び水晶体を含む前眼部

を切除した。カップ状の眼球から網膜を単離し、視神経乳頭に向かって放射状に 4 ヵ所切

り込みを入れ、網膜フラットマウント標本を作製した（Figure 21）。1 次抗体としてマウス

抗 BRN3A 抗体（Mouse anti-Brn-3a monoclonal antibody、Millipore）を、2 次抗体とし

て蛍光標識された抗マウス IgG 抗体（Alexa Fluor® 488 Goat Anti Mouse IgG_F(ab’)2、
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Invitrogen）を用いて RGC を免疫染色した。BRN3A は神経節細胞の核内に特異的に発現

する転写因子で、RGC のマーカーとなる。網膜の 4 象限について、視神経乳頭から 1 及び

2 mm の領域（0.4 mm2）を蛍光顕微鏡（BX51、オリンパス）で撮影した。BRN3A 陽性

RGC の細胞数を画像解析ソフトウェア（Image-Pro® Plus、日本ローパー）で計測した。1
つの網膜につき 8 領域の RGC 細胞数を平均し、個体値とした。Control 群に対する細胞注

入群の RGC 細胞数の差の割合を、RGC 減少率として算出した。 
 

 
 
Figure 21 網膜フラットマウント作製イメージ 
固定後の眼球を、角膜輪部と赤道部の間で切開し、角膜及び水晶体を含む前眼部を切除した。

カップ状の眼球から網膜を単離し、視神経乳頭に向かって放射状に 4 ヵ所切り込みを入れ

た。1 象限につき視神経乳頭から 1 及び 2 mm の 2 領域（1 つの網膜につき 8 領域）の蛍光

顕微鏡画像を取得し、RGC 細胞数を計測した。 
 

2.2.8  組織学的評価 
眼球をパラフィン包埋し、3 µm のパラフィン切片を作製した。又は、眼球を凍結組織切

片作製用包埋剤（ティシュー・テック O.C.T.コンパウンド、サクラファインテックジャパ

ン）で包埋し、8 µm の凍結切片を作製した。眼球組織切片をヘマトキシリン及びエオジン

（HE）染色した。前眼部、網膜厚及び視神経乳頭陥凹について、蛍光顕微鏡（オールイン

ワン蛍光顕微鏡 BZ-X700、キーエンス）を用いて明視野観察した。 
 

2.2.9  免疫組織学的評価 
8 µm の凍結切片を作製し、10 mM りん酸緩衝生理食塩液（PBS）に浸漬した。組織切

片をブロッキング液（5%ウシ血清アルブミン（Sigma）及び 0.1% Triton X-100 を含む

10 mM PBS）に浸漬し、室温で 20 分インキュベートすることで非特異的な結合を阻害し

た。1 次抗体としてウサギ抗 Glial fibrillary acidic protein（GFAP）抗体（FLEX Polyclonal 
Rabbit Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein、Dako）を、2 次抗体として蛍光標識された抗

ウサギ IgG 抗体（Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit IgG）を用いて組織切片を免疫染色し

た。GFAP はグリア細胞の活性化マーカーであり、緑内障で神経障害が起こると発現が増加
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することが知られている。核染色ができる 4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）を含む

封入剤（Vectashield® Mounting Media with DAPI、Vector Laboratories）で組織切片を封

入し、網膜を蛍光顕微鏡（オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700）で撮影した。 
 

2.2.10  TUNEL 法によるアポトーシスの検出 
眼球の凍結切片を Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

（TUNEL）法により染色し（Click-iT® TUNEL Alexa Fluor® 488 Imaging Assay、
Invitrogen）、アポトーシスの過程で見られる DNA の断片化を検出した。DAPI を含む封入

剤で組織切片を封入し、網膜を蛍光顕微鏡（オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700）で撮影

した。TUNEL 法のポジティブコントロールとして、組織切片を DNase I で処理して DNA
を断片化させたものを用いた。 

 

2.2.11  統計学的解析 
眼圧値及び RGC 細胞数の個体値より、群ごとの平均値と標準偏差を求めた。各評価日の

眼圧値と RGC 細胞数のそれぞれについて、細胞注入眼と Control 眼との差を Student’s t
検定（両側、有意水準 5%）を用いて統計解析した。個体ごとに標準化した RGC 細胞数（無

処置眼に対する細胞注入眼の RGC 細胞数の割合）と眼圧 AUC の間の相関を、Pearson の

相関係数を用いた線形回帰により解析した（有意水準 5%）。 
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2.3  結果及び考察 
2.3.1  細胞注入量の検討 
はじめに、細胞注入量として低量（1.5×104 cells/eye）及び高量（1.5×105 cells/eye）を

検討した（n = 2）。低量群では、1 匹は眼圧上昇が見られず、もう 1 匹は細胞注入後 14 日

で眼圧上昇が見られたものの、注入後 28 日には正常眼圧値に戻った（Figure 22）。一方、

高量群では注入後 3 日又は 7 日で眼圧上昇が示され、注入後 28 日まで正常眼圧より高い眼

圧値が維持された。この結果から、高量の細胞注入により高眼圧を惹起できると考えられた

が、高量の細胞懸濁液を調製するには細胞培養量が多く必要となり、様々な検討を予定する

探索研究には不適切であった。 
そこで、細胞注入量を半分に減じても高眼圧を惹起できるかを検討することとした（n = 

5～6）。高量群の半分にあたる中量（7.5×104 cells/eye）の細胞注入により、注入後 3 又は

7 日から 6 匹全例で眼圧上昇が見られた（Figure 23）。そのうち 4 匹は注入後 28 日まで高

眼圧を維持し、残りの 2 匹は注入後 21 日まで高眼圧を示した。一方、高量群では 6 匹中 2
匹は眼圧が上昇せず、眼圧上昇を示した 4 匹のうち 2 匹は注入後 14 又は 21 日で正常眼圧

値に戻った。また、中量群は高量群に比べ、眼圧変化値が大きい傾向があった。以上より、

細胞注入量として中量が最適であると判断し、以降の検討では中量の細胞注入により慢性

高眼圧モデルを作製した。 
 

 
Figure 22  低量及び高量の細胞注入後の眼圧プロファイル 
細胞又は栄養培地の前房内注入後 28 日間の眼圧プロファイルを示した（n = 2）。細胞低量

群は、眼圧上昇が見られない、又は一過的な眼圧上昇のみが見られた。細胞高量群は、細胞

注入後 3 又は 7 日に眼圧上昇が見られ、注入後 28 日にわたり高眼圧が持続した。 

－ Control 
－ Low amount cell 
－ High amount cell 
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Figure 23  中量及び高量の細胞注入後の眼圧プロファイル 
細胞又は栄養培地の前房内注入後 28 日間の眼圧プロファイルを示した（Control：n = 5、
細胞注入群：n = 6）。細胞中量群は、6 匹全例で眼圧上昇が見られ、注入後 21 日又は 28 日

まで高眼圧を維持した。細胞高量群は、6 匹中 4 匹で眼圧上昇が示されたものの、そのうち

2 匹は注入後 14 又は 21 日に正常眼圧値に戻った。 
 

2.3.2  眼圧測定 
 本研究では、眼圧値がベースラインより 10 mmHg 以上高い場合を眼圧上昇とみなし、

眼圧上昇を示さなかった個体はデータ解析から除外した。Figure 24 に細胞注入後 28 日間

の眼圧プロファイルを示した。注入後 3 日の眼圧平均値は、Control（栄養培地注入）群（n 
= 8）に比べ、細胞注入群（n = 11）で統計学的に有意に高かった（27.1±19.1 mmHg vs. 
12.2±2.0 mmHg、p = 0.04、両側 Student’s t 検定）。細胞注入後 7 日には眼圧平均値は最

大値に達し（39.7±13.3 mmHg）、眼圧上昇は注入後 28 日まで維持された（26.9±
10.5 mmHg）。 

眼圧上昇を示した 11 眼のうち、8 眼は測定期間中に 50 mmHg より低い眼圧値を示し

（Under-50 群）、残りの 3 眼は測定期間中少なくとも 1 回は 50 mmHg を超える眼圧を呈

した（Over-50 群）。Under-50 群の眼圧平均値は全個体の眼圧平均値と同程度であったの

に対し、Over-50 群では高値を示し、細胞注入後 3、7、14、21 及び 28 日の眼圧平均値は

40.7±27.3、49.7±12.7、44.9±3.9、26.6±12.0 及び 33.2±4.2 mmHg であった。本研究

全体では、中量の細胞注入をした 55 眼のうち 70.9%にあたる 39 眼で眼圧上昇が示され、

残りの 16 眼（29.1%）では眼圧が上昇しなかった。眼圧上昇を示した 39 眼のうち、11 眼

（28.2%）は 50 mmHg を超える眼圧上昇が見られた。 
細胞注入後 14 及び 28 日での眼圧曲線下面積（AUC）は、Under-50 群ではそれぞれ 200.9

－ Control 
－ Medium amount cell 
－ High amount cell 
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±174.0 mmHg/day（n = 3）及び 331.6±259.4 mmHg/day（n = 9）で、Over-50 群ではそ

れぞれ 380.5±46.4 mmHg/day（n = 3）及び 768.1±225.1 mmHg/day（n = 3）であった。

このことから、眼圧 AUC のばらつきは大きいものの、Under-50 群に比べて Over-50 群で

は高い眼圧が持続的に負荷されていることが示された。 
 

 

Figure 24  細胞注入群及び Control 群の眼圧プロファイル 
細胞注入（Cell）群では、注入後 3 日から眼圧上昇が見られ、28 日まで持続した。細胞注

入後 3、7、14、21 及び 28 日の眼圧平均値は、それぞれ 27.1±19.1、39.7±13.3、38.3±
8.5、27.7±8.9 及び 26.9±10.5 mmHg であった（n = 11）。細胞注入群のうち 8 匹では最

高眼圧値が 50 mmHg より低く（Under-50）、3 匹では 50 mmHg より高かった（Over-50）。
データは眼圧平均値±標準偏差（mmHg）で示した（*：p < 0.05、**：p < 0.01（Control
群（n = 8）との比較、両側 Student’s t 検定）。 
 

2.3.3  RGC 数の計測 
神経節細胞核の特異的マーカーである BRN3A の抗体を用いて免疫染色し、BRN3A 陽性

RGC 細胞数を計測した（Figure 25）。Under-50 群では経時的に RGC 細胞数が減少した。

一方、Over-50 群では、RGC 細胞数は細胞注入後 14 日以降に顕著に減少した。細胞注入後

3、7、14 及び 28 日の RGC 数の平均は、細胞注入群全体ではそれぞれ 2790±336、2211

(n=8) 
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±286、1361±743 及び 998±764 cells/ mm2（n = 5～9）であった（Figure 26A）。一方、

Control 群では、それぞれ 3128±240、2798±170、2803±160 及び 2677±110 cells/ mm2

（n = 5～6）であった。細胞注入眼の RGC 細胞数は、注入後 7、14 及び 28 日で、Control
群に比べ有意な減少を示した（細胞注入後 7 日：p = 0.0013、14 日：p = 0.0012、28 日：

p = 0.0009、両側 Student’s t 検定）。Control 群と比較した細胞注入群の RGC 減少率は、

細胞注入後 3、7、14 及び 28 日でそれぞれ 10.8%、21.0%、51.4%及び 62.7%であった。 
細胞注入群のうち、Under-50 群の RGC 細胞数は注入後 3、7、14 及び 28 日でそれぞれ

2846±330、2158±306、1719±419 及び 1673±166 cells/ mm2であった（n = 2～7）（Figure 
26B）。一方、Over-50群ではそれぞれ 2455、2395±57、1123±896及び 323±248 cells/ mm2

であった（n = 1～3）。細胞注入後 28 日では、Over-50 群の RGC 細胞数は Under-50 群に

比べ有意に減少した（p < 0.01、両側 Student’s t 検定）。細胞注入後 3、7、14 及び 28 日の

RGC 減少率は、Under-50 群でそれぞれ 9.0%、22.9%、38.7%及び 37.5%で、Over-50 群で

それぞれ 21.5%、14.4%、59.9%及び 88.0%であった。以上の結果より、Under-50 群では

細胞注入後 14 日で RGC 減少が最大となり、注入後 28 日ではそれ以上の RGC 減少が見ら

れないのに対し、Over-50 群では注入後 14 日から Under-50 群より RGC が減少する傾向

が見られ、注入後 28 日では重度な RGC 減少が起こることが示された。 

 

Figure 25  網膜フラットマウントの顕微鏡画像（代表例） 
視神経乳頭から 1 mm の網膜領域を示した。網膜フラットマウント上に、BRN3A 陽性 RGC
を確認した。スケールバー：100 µm。 
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Figure 26  RGC 細胞数の計測 
（A）細胞注入群全体では、注入後 3、7、14 及び 28 日の RGC 細胞数が Control 群に比べ

10.8%、21.0%、51.4%及び 62.7%減少した（n = 5～9）。（B）Under-50 群と Over-50 群に

分けて RGC 細胞数を計測した。注入後 28 日で、Over-50 群は Under-50 群に比べ有意に

RGC 数が減少した（n = 1～7）。データは RGC 細胞数の平均値±標準偏差で示した（（A）

**：p < 0.01（Control 群との比較）、（B）##: p < 0.01（Under-50 群との比較）、いずれも

両側 Student’s t 検定）。 
 

2.3.4  RGC 細胞数と眼圧値の相関分析 
RGC 細胞の減少と眼圧値との相関を、Under-50 及び Over-50 のそれぞれの群について

分析した（Pearson の相関係数を用いた線形回帰）。本分析では、RGC 細胞数の個体差を考

慮し、個体ごとに無処置である反対眼（正常眼）に対する細胞注入眼の RGC 細胞数の割合

を算出して RGC 細胞数を標準化した。また、持続的な高眼圧負荷による RGC 細胞数への

影響を加味するため、パラメーターとして評価時点での眼圧変化の曲線下面積（眼圧 AUC）

を用いた。細胞注入後 14 日では、Under-50 群及び Over-50 群とも、RGC 細胞数は眼圧

AUC と負の相関を示す傾向が見られた（Under-50 群：n = 3、r = −0.8359、p = 0.3699；
Over-50 群：n = 3、r = −0.9473、p = 0.2076）（Figure 27A）。細胞注入後 28 日では、Under-
50 群の RGC 細胞数と眼圧 AUC との間に強い負の相関が見られた（n = 9、r = −0.9308、
p < 0.001）（Figure 27B）。一方、Over-50 群では、RGC 細胞数と眼圧 AUC に負の相関は

見られず、RGC 細胞数は著しく減少した（n = 3、r = 0.5278、 p = 0.6460）。以上より、

Over-50群では一般的な緑内障病態である慢性的な高眼圧に依存したRGC細胞死だけでな

く、重度の RGC 細胞死を引き起こす異なる病態が引き起こされていることが示唆された。

したがって、緑内障モデルとしての病態解析のため、以降の研究では Under-50 群を採用し

た。 

(A) (B) 
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Figure 27  RGC 細胞数及び眼圧 AUC の相関分析 
個体ごとに、無処置である反対眼（正常眼）に対する細胞注入眼の RGC 細胞数の割合と、

各評価時点でのベースラインからの眼圧変化値 AUC（眼圧 AUC）をプロットした。回帰分

析には Pearson の相関係数を用いた。（A）細胞注入後 14 日では、Under-50 群及び Over-
50 群で RGC 細胞数と眼圧 AUC に負の相関が見られる傾向が示された（Under-50 群：n 
= 3、r = −0.8359、p = 0.3699；Over-50 群：n = 3、r = −0.9473、p = 0.2076）。（B）細胞

注入後 28 日では、Under-50 群で RGC 細胞数と眼圧 AUC に強い負の相関が見られた（n 
= 9、r = −0.9308、p < 0.001）。Over-50 群では RGC 細胞数と眼圧 AUC との間に負の相関

は見られず、著しい RGC 細胞数の減少が見られた（n = 3、r = 0.5278、 p = 0.6460）。 
 

2.3.5  眼球の組織学的評価 
 Under-50 群の組織学的評価を行った（n = 2～3）。スリットランプ観察により、細胞注入後

3 日から 28 日にわたって、注入した細胞の角膜内皮への集積と、虹彩の角膜前癒着が確認

された（Figure 28）。Control 群及び無処置である反対眼では異常所見は見られなかった。

摘出眼球の肉眼観察及び眼球組織切片の HE 染色により、細胞注入後 7 日から徐々に眼球

拡大が観察された（Figure 29）。細胞注入後 3 日以降に、虹彩が角膜に接着して隅角が完全

に閉塞され（Figure 30）、視神経乳頭の陥凹が拡大した（Figure 31）。細胞注入後 7 日で

は、神経線維層（Nerve fiber layer；NFL）及び内網状層（Inner plexiform layer；IPL）
の菲薄化が見られ、注入後 14 日及び 28 日では内顆粒層（Inner nuclear layer；INL）及び

外顆粒層（Outer nuclear layer；ONL）を含めた網膜全層の菲薄化が経時的に見られた

（Figure 32）。 

(A) (B) 
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Figure 28  前眼部のスリットランプ観察像（代表例） 
（A）無処眼、（B）Control 群（注入後 28 日）、（C）細胞注入群のスリットランプ観察像を

示した。Control 群では異常所見は見られなかった。細胞注入群では、注入後 3 日から 28
日にわたり、注入細胞の角膜内皮への集積と、虹彩の角膜前癒着を認めた。スケールバー：

5 mm。 
  

(A) (B) 

(C) 
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Figure 29  眼球の肉眼観察及び眼球組織切片の HE 染色像 
（A）Control 群、（B）細胞注入群の摘出眼球のデジタルカメラによる撮影像、及び（C）

無処置眼、（D）Control 群（注入後 28 日）、（E）細胞注入群の HE 染色像を示した。Control
眼では 28 日間で眼球サイズに変化が見られないのに対し、細胞注入群では注入後 7 日から

徐々に眼球が拡大した。スケールバー：5 mm（デジタルカメラ像）又は 1 mm（HE 染色

像）。 

(A) 

(B) 

(C) (D) 

(E) 
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Figure 30  隅角所見（HE 染色） 
（A）無処置眼、（B）Control 群（注入後 28 日）、（C）細胞注入群の隅角を示した。無処置

眼及び Control 群では隅角が開放しているのに対し、細胞注入群では注入後 3 日以降に虹

彩が角膜に接着して完全な隅角閉塞が見られた。C：角膜、I：虹彩、CB：毛様体、スケー

ルバー：200 µm。 
 
 

       

 
 
Figure 31  視神経乳頭所見（HE 染色） 
（A）無処置眼、（B）Control 群（注入後 28 日）、（C）細胞注入群の視神経乳頭を示した。

細胞注入群では注入後 3 日以降に視神経乳頭の陥凹が拡大した。スケールバー：200 µm。 

観察部位 (A) (B) 

(C) 

観察部位 (A) (B) 

(C) 
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Figure 32  網膜所見（HE 染色） 
（A）無処置眼、（B）Control 群（注入後 28 日）、（C）細胞注入群の網膜（視神経乳頭から

2 mm の領域）を示した。細胞注入群では、注入後 7 日に神経線維層（NFL）及び内網状層

（IPL）の菲薄化が見られ、注入後 14 日及び 28 日では内顆粒層（INL）及び外顆粒層（ONL）
を含む網膜全層の厚みが経時的に減少した。NFL : 神経繊維層、GCL : 神経節細胞層、IPL : 
内網状層、INL : 内顆粒層、OPL : 外網状層、ONL : 外顆粒層、スケールバー：100 µm。 
 

2.3.6  網膜での GFAP の免疫染色 
 緑内障性視神経障害の典型的な病変である神経節細胞の活性化を検出するため、細胞注

入後の網膜中のグリア細胞繊維性酸性タンパク質（Glial fibrillary acidic protein；GFAP）
の発現変化を評価した。Control 眼では、GFAP は星状膠細胞（アストロサイト）が存在す

る神経節細胞層（GCL）に局在した（Figure 33A）。一方、細胞注入眼では、注入後 7 日に

は GCL から内網状層（IPL）及び内顆粒層（INL）にわたるミュラー細胞の一部で GFAP
が発現した（Figure 33B）。注入後 14 日には GFAP の発現強度は最大となり、GCL から外

顆粒層（ONL）の網膜全層にわたるミュラー細胞全体で、GFAP の発現が確認された。し

かし、注入後 28 日では、注入後 14 日に比べ GFAP の発現強度は減弱し、発現部位はミュ

ラー細胞の一部に留まった。 
 

観察部位 

(A) (B) 

(C) 
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Figure 33  網膜中の GFAP 発現 
（A）Control 群（注入後 28 日）、（B）細胞注入群の網膜（視神経乳頭から 2 mm の領域）

中の GFAP 免疫染色像を示した。Control 群では GFAP（赤）は GCL のみで発現が見られ

たが、細胞注入眼では注入後 7 日から GFAP の発現範囲が GCL から ONL に向かって広が

り始め、注入後 14 日に発現強度は最大に達した。注入後 28 日では GFAP の発現は減弱し

た。核を DAPI（青）で染色した。GCL : 神経節細胞層、IPL : 内網状層、INL : 内顆粒層、

OPL : 外網状層、ONL : 外顆粒層、スケールバー：100 µm。 

 

2.3.7  網膜での TUNEL 染色 
 細胞注入による RGC 細胞数の減少の機序を明らかとするため、TUNEL 法によりアポト

ーシス細胞に特徴的なDNAの断片化を網膜で検出した。細胞注入後 14日に、網膜のGCL、
INL 及び ONL で TUNEL 陽性細胞が観察された（Figure 34）。しかし、注入後 28 日には

TUNEL 陽性細胞数は減少した。 
  

(A) 

(B) 



39 
 

 
 

     
 
 

 
 
Figure 34  網膜中の TUNEL 染色 
（A）陽性対照、（B）Control 群（注入後 28 日）、（C）細胞注入群の網膜（視神経乳頭から

2 mm の領域）の TUNEL 法による染色像を示した。細胞注入後 14 日に GCL、INL 及び

ONL 層で TUNEL 陽性が見られたが（矢頭）、注入後 28 日には TUNEL 陽性が減少した。

DNase I で DNA 断片化を誘導した網膜を陽性対照とした。核を DAPI（青）で染色した。

GCL : 神経節細胞層、IPL : 内網状層、INL : 内顆粒層、OPL : 外網状層、ONL : 外顆粒

層、スケールバー：100 µm。 
  

(A) 

(C) 

(B) 
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2.4  総括 
慢性高眼圧モデルは様々な動物種で開発されており、特にラットは探索研究においてサ

ンプル数を得やすいことから広く使用されている。ラット慢性高眼圧モデルで用いられる

手技として、上強膜静脈の焼灼や結紮 48)-50)、線維柱帯又は上強膜静脈及び輪部静脈のレー

ザー光凝固 51),52)、上強膜静脈への高張生理食塩液の注入 53)、マイクロビーズの前房内注入

54)などが挙げられる。しかし、これらの慢性高眼圧モデルでは眼圧上昇を惹起することが技

術的に困難な場合がある。また、慢性高眼圧モデルの病態の経時変化を追った知見は少ない。

そのため、本研究では新規のラット慢性高眼圧モデルを確立し、さらにこのモデルの病態に

ついて経時変化を解析した。 
本研究では、Fujishiro らがフェレットで確立した慢性高眼圧モデルをラットに応用した

59)。結膜線維芽細胞をラットの前房内に注入することにより、細胞注入後 3 日で Control 眼
に比べて有意な眼圧上昇が誘導された。細胞注入後 7 日には眼圧上昇が最大に達し、その

後 28 日時点まで高眼圧が持続した。本モデルでは細胞注入による眼圧上昇の惹起成功率は

70.9%であり、慢性高眼圧モデルを安定的に作製できることが示された。 
スリットランプ観察により、角膜内皮への細胞集積及び虹彩の角膜前癒着が細胞注入後 3

日から確認された。また、眼球切片の HE 染色では、虹彩が角膜に接着することによる隅角

の完全な閉塞が起こることが示された。このことから、注入した結膜線維芽細胞が虹彩及び

角膜に接着し、虹彩－角膜間が癒着して隅角が閉塞した結果、房水の流出が障害されたこと

によって眼圧上昇が惹起されたと考えられた。 
慢性高眼圧モデルにおいて、眼圧上昇の程度を適切に保つことは課題の一つである。我々

のモデルでも、眼圧が 50 mmHg を越える例が眼圧上昇眼のうち 28.2%で見られた。本研

究では最大眼圧値が 50 mmHg より低い群（Under-50）と高い群（Over-50）の RGC 細胞

障害を比較した。相関分析の結果、細胞注入後 14 日では、Over-50 群及び Under-50 群と

もに RGC の細胞数減少は眼圧値依存的に起こった。しかし、注入後 28 日では両群で異な

る RGC 障害パターンが見られた。Under-50 群では RGC の細胞数減少は眼圧依存的に引

き起こされた。これより、我々のモデルは慢性的な高眼圧の影響により、眼圧値に応じた

RGC 細胞障害が誘導され、その結果として POAG の臨床病態を模擬した所見を示したこ

とが示唆された。一方で、Over-50 群では、細胞注入後 28 日の時点では、眼圧値に依存し

ない重度の RGC 細胞障害が引き起こされた。50 mmHg を超える眼圧上昇が急激にラット

で誘発されると、視神経乳頭の変形が見られた後、網膜血流速度の低下や網膜血管径の縮小

が見られると報告されている 60)-62)。臨床の急性原発閉塞隅角症（APAC）では、眼圧が急激

に上昇することで、緑内障性視神経障害と虚血性視神経障害が引き起こされ、短期間で重度

の視神経障害が引き起こされる 63)。これらのことから、本モデルでも眼圧が 50 mmHg を

超えた場合は、網膜虚血による神経障害が起こり、重度の RGC 細胞数減少に繋がったもの

と考えられた。これは、一般的に多い原発性開放隅角緑内障（POAG）を模擬した慢性高眼

圧モデルとは異なることから 64),65)、本モデルの病態解析には Under-50 群を採用した。 
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臨床では、眼圧上昇により篩状板が機械的に圧迫されて変形した結果、篩板孔を通過する

網膜神経線維が絞扼され、欠損が生じると考えられている 66),67)。これら組織学的及び形態

学的変化に伴い、視神経乳頭の陥凹拡大や網膜の菲薄化が起こるとされる。我々のモデルで

も、視神経乳頭の陥凹拡大（注入後 3 日以降）や網膜の菲薄化（注入後 7 日以降）といった

緑内障に特徴的な形態学的変化が観察された。このことから、本モデルでは臨床と同様に、

眼圧上昇による影響で視神経乳頭が圧迫され、視神経障害が引き起こされた可能性が考え

られた。一方で、細胞注入眼の眼球サイズは Control 眼に比べ拡大したことから、網膜全体

に高い圧力がかかり、眼球が伸展したことが予想された。そのため、本モデルでは、視神経

乳頭の圧迫に起因する視神経障害だけでなく、網膜全体への機械的圧迫による網膜変性も

誘導された可能性が考えられた。これより、我々のモデルは一般的な臨床病態を反映してい

ない点もあると言える。 
緑内障患者や種々の慢性高眼圧モデルの網膜では、GFAP の発現上昇に特徴づけられる

グリア細胞の活性化が見られ 50),68)-70)、緑内障において網膜中のグリア細胞の活性化は神経

障害のマーカーと考えられている。我々のモデルでは、Control 眼では GFAP の発現はアス

トロサイトが局在する GCL のみに限定されたが、細胞注入眼では注入後 7 日より GFAP の

発現は Müller 細胞の局在に沿って広がり、注入後 14 日には発現強度はピークに達して

GCL から ONL を通して発現が示された。また、Kerrigan らにより、緑内障患者の網膜で

TUNEL 陽性細胞が増加することが報告され、アポトーシスが誘導されることが示唆され

ている 71)。我々のモデルでは、細胞注入後 14 日に、GCL、INL 及び ONL で TUNEL 陽

性細胞が見られたことから、RGC の細胞減少はアポトーシスによる細胞死であることが示

唆された。以上のことから、本モデルでは臨床で見られる緑内障性の病態変化を呈すること

が示唆された。一方で、細胞注入後 28 日ではこれらの細胞応答はいずれも減退した。 
Yu らは、上強膜静脈の結紮モデルでは高眼圧誘発後から経時的に RGC 細胞数の減少が

見られ、コントロール眼に比して約 32%の RGC 細胞死を示してからは、さらなる RGC 細

胞数の減少は見られないことを報告した 50)。本モデルでは、Under-50 群の細胞注入後 14
日の RGC 減少率は 38.7%であり、注入後 28 日でも 37.5%と、さらなる減少は見られず、

Yu らの報告とも一致した。本研究の検討結果を合わせると、本モデルでは細胞注入後 3 日

ごろに隅角が閉塞して眼圧が上昇し、視神経乳頭の陥凹拡大が見られた結果、視神経が障害

される。注入後 7 日ごろから網膜菲薄化が見られ、網膜神経の細胞障害応答が活性化され

る。この頃には約 20%の RGC 減少が見られる。網膜神経の細胞障害応答は細胞注入後 14
日ごろに最大となり、約 40%の RGC で細胞死が誘導された後、細胞障害応答は減弱する。

以上のことから、本モデルは眼圧上昇に起因する緑内障の発症初期から進行、網膜神経の障

害に至るまで、臨床病態を模擬した病変を 28 日間で再現できていると考えられる（Figure 
35）。 

本研究で確立したラット慢性高眼圧モデルでは高眼圧の長期的な維持を達成し、眼圧値

50 mmHg を境界として POAG と APAC の 2 つの型の緑内障病態を呈することが示唆され
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た。眼圧値が 50 mmHg を超えない個体では、一般的な緑内障である POAG を模擬した網

膜神経障害を呈することが明らかとなった。効率的に POAG モデルの例数を確保するため

には、注入細胞数や注入方法の検討により眼圧上昇の程度をコントロールすることが課題

となる。現在、本モデルを用いて、緑内障の発症と進行に関わる分子メカニズムの解明に取

り組んでいる。本モデルは緑内障病変の初期から後期までを 28 日間で再現できていること

から、本モデルの網膜中の遺伝子発現変化を細胞注入後 7、14 及び 28 日で網羅的に解析

し、緑内障の各病期での関連因子を見出すことができると考えている。今後、網膜神経障害

に関与する可能性があるターゲット因子を選出し、それらの RGC 細胞死に対する作用を検

証することで、神経保護作用に基づく新たな緑内障治療薬の開発に繋げたい。 
 

 
 
Figure 35  本モデルにおける緑内障病態進行 
本モデルでは、細胞注入後 3 日ごろから細胞が集積することで隅角が閉塞して眼圧が上昇

し、視神経乳頭の陥凹拡大が見られる。注入後 7 日ごろから網膜菲薄化が見られ、網膜神経

の細胞障害応答が活性化され、網膜細胞のアポトーシスが起こる。この時点では約 20%の

RGC 減少が見られる。網膜神経の細胞障害応答は細胞注入後 14 日ごろに最大となり、約

40%の RGC 減少が誘導された後、細胞障害応答は減弱する。 
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3. 涙液に特徴的なmicroRNAの同定とその角膜上皮細胞に対する作

用の解明 

3.1  緒言 
いくつかの miRNA は、組織や細胞種に対し特異的に発現することが報告されている。例

えば、miR-122 は肝臓に、miR-124 は脳に特異的に発現する 72)-76)。さらに、miRNA の発

現パターンは同じ組織であっても病態や症状、進行度によって異なることも報告されてい

る。ヒトの慢性腎臓病では miR-21 及び miR-193a の腎臓での発現が増加し、miR-23b 及

び miR-26a の発現が減少するのに対し、急性腎障害では miR-21、miR-24 及び miR-146a
の発現が増加する 77)。これらのことから、組織や細胞ごとに異なる miRNA が産生され、

組織特異的な、あるいは病態特異的な作用を示すことで、生体の恒常性維持に寄与する可能

性が考えられる。これらの知見から、眼組織においても特徴的な miRNA が存在し、恒常性

維持に重要な役割を果たすことが予想される。 
近年、miRNA は、産生された細胞内で機能するだけでなく、エクソソームなどの膜小胞

体に封入されて様々な体液中に分泌され、別の細胞へ取り込まれて機能することで、細胞間

の情報伝達を担うことが示唆されている 78)-81)。これまでに、血液、尿、唾液等の様々な体

液中で miRNA の発現が報告されている 82)-86)。Weber らは 12 種類の体液中 miRNA の発

現を解析し、体液の種類によって存在するmiRNAの構成や濃度が異なることを示した 87)。

この報告では、ヒトの涙液中にも 320 種類の miRNA が存在することが確認された。涙液

中で発現量が多い上位 20 種類の miRNA のうち、miR-335*、miR-515-3p、miR-509-5p、
miR-873 及び miR-616*は少なくとも 9 種類の他の体液中でも高い発現を示し、これらの

miRNA は共通の起源を持つことや、全身で共通の機能を持つことが考えられた。一方、miR-
637 は涙液中のみで発現が確認されたことから、miR-637 は眼組織に特異的な機能を持つ

可能性が示唆された。涙液中の miRNA に関する報告は他にもあるが 88)-92)、いずれもアル

ツハイマー病、ガン、Sjögren 症候群、糖尿病網膜症や緑内障など、特定の病態での情報で

あり、恒常的に、あるいは特徴的に発現している miRNA の情報は少ない。また、涙液中の

miRNA の機能も不明な点が多い。 
そこで本研究では、サルの涙液中 miRNA の発現プロファイルを解析して涙液に特徴的

な miRNA を同定し、その機能を解明することを目的とした。他の眼組織と異なり、角膜

には血管が存在しないため、涙液から酸素や栄養などの物質供給を受ける。このことか

ら、涙液中の miRNA は、角膜、特に涙液と接触する角膜上皮の恒常性維持に強く関与す

る可能性が考えられた。本研究では、涙液に特徴的な miRNA の角膜上皮細胞の生存への

影響を検証し、そのメカニズムを探索した。 
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3.2  材料と方法 
3.2.1  涙液及び血清サンプル 
カニクイザル（Macaca fascicularis）（雌雄各 4 匹）の個体ごとの涙液及び血清をイブバ

イオサイエンスから入手した。涙液は、50 µLの生理食塩液（大塚製薬工場）を片眼の鼻側

より点眼し、強制瞬目させた後に耳側より回収した。希釈涙液が全量約 600 µLとなるまで

間隔を空けて回収を繰り返した。血清は、大腿静脈から採取した約 2 mLの血液から分離し

た。本研究で使用する動物は全て、Association for Research in Vision and Ophthalmology
（ARVO）が定めた「Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Visual Research」
及び Institute for Laboratory Animal Research が定めた「the guidelines for laboratory 
animal experiments」を遵守して取り扱われた。 
 

3.2.2  涙液及び血清の miRNA マイクロアレイ 
300 µLの涙液及び血清を 3,000 g で 15 分間遠心した後、上清を回収し、サンプルに混入

した細胞及び細胞片を除去した。各サンプルから Total RNA を抽出し、RNA 6000 Pico kit
（Agilent Technologies）を用いて Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）に

より Total RNA の品質と量を評価した。Total RNA 中の miRNA に miRCURY LNA Array 
miR labeling kit（Exiqon）を用いて Hy5 標識し、3D-Gene Human miRNA Oligo chip 
V16.1.0.0（東レ）上でハイブリダイゼーション反応させた。この miRNA チップには 1212
種類の検出用オリゴヌクレオチドが固定されている。シグナルを 3D-Gene Scanner（東レ）

で検出した。測定値のうち、バックグラウンド値の平均値＋2 標準偏差以上の測定値を採用

し、それら採用データについてバックグラウンド値の平均値を減算し、標準化した（Grobal 
normalization）。涙液中の miRNA プロファイルを血清中のものと比較した。涙液及び血清

はそれぞれ 2 サンプルを使用し、2 サンプルともに検出できた miRNA を解析に用いた。 
 

3.2.3  miRNA のリアルタイム定量 PCR 
300 µL の涙液及び血清から、QIAzol（QIAGEN）及び miRNeasy Serum/Plasma Kit 

(QIAGEN)を用いて Total RNA を抽出した（n=4~6）。スパイクインコントロールとして

0.01 fmol の合成 cel-miR-39-3p（QIAGEN）を QIAzol 添加後に添加し、実験間のばらつ

きの補正に用いた。抽出した Total RNA に、分解を防ぐために RNase 阻害剤（SUPERase-
In、Thermo Fisher Scientific）を加えた。RNAの品質及び量をNanoVue™（GE Healthcare）
で評価した。1.12 µLの Total RNA を miRCURY LNA RT Kit（QIAGEN）により逆転写

し、miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit（QIAGEN）を用いてリアルタイム PCR を行

った。成熟型（mature）miRNA の特異的な Forward primer として、hsa_miR-184 
miRCURY LNA miRNA PCR Assay、hsa_miR-3616-3p miRCURY LNA miRNA PCR 
Assay、hsa_miR-3610 miRCURY LNA miRNA PCR Assay、hsa_miR-203a-3p miRCURY 
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LNA miRNA PCR Assay（いずれも QIAGEN）を使用した。相補的 DNA（complementary 
DNA：cDNA）の増幅及び検出は、7500 Real Time PCR system（Thermo Fisher Scientific）
を用いて以下の条件で実施した。検量線法により発現量を算出し、各 miRNA 発現量を cel-
miR-39-3p の発現量で補正した。 
 

熱変性：95℃、15 秒 
↓ 

サイクル前の熱変性：95℃、15 分 ⇒  アニーリング：55℃、30 秒  ×40 サイクル 
↓ 

伸長反応：70℃、35 秒 
 

3.2.4  miRNA mimic、inhibitor 及び siRNA 
miRNA の類似体（mimic）として、完全長の合成 2 本鎖 miRNA（miScript miRNA Mimic：

Syn-hsa-miR-184 及び Syn-hsa-miR-203a-3p（いずれも 22-bp、QIAGEN）を、miRNA の

阻害剤（inhibitor）として、2’-O-メチル化された完全相補的なアンチセンスオリゴヌクレ

オチド（miScript miRNA Inhibitor：Anti-hsa-miR-184 及び Anti-hsa-miR-203a-3p（いず

れも 22-mer、QIAGEN）を使用した。miRNA mimic 及び inhibitor のネガティブコント

ロールとして、全ての miRNA あるいはアンチセンスオリゴヌクレオチドと相同性を持た

ない配列（AllStars Negative Control siRNA 及び miScript Inhibitor Negative Control
（QIAGEN））を使用した。IGFBP5 及び NUCKS1 の siRNA、及びそれらのネガティブコ

ントロールには Silencer® Select siRNAs（Thermo Fisher Scientific）を使用した。 
 

3.2.5  細胞及びトランスフェクション 
不死化ヒト角膜上皮細胞（Human corneal epithelial（HCE-T）cell）は独立行政法人地

域医療機能推進機構（Japan Community Health care Organization：JCHO）星ヶ丘医療

センターの佐々木香る博士から入手した。HCE-T 細胞は Short Tandem Repeat（STR）解

析により遺伝子型を解析し、細胞株が認証されたものを使用した。HCE-T 細胞を栄養培地

（5% FBS、5 µg/mL insulin (富士フィルム和光純薬)、10 ng/mL human recombinant 
epidermal growth factor（EGF、Invitrogen）及び 40 µg/mL gentamycin（Invitrogen）
を含む DMEM/F12 培地（Invitrogen））中で、通常条件（5% CO2、37℃、加湿下）で培養

した。約 90%コンフルエントに達した後、TrypLE™ Express で剥離して継代、もしくは細

胞懸濁液を調製した。 
細胞懸濁液は、5% FBS 及び 40 µg/mL gentamycin を含む DMEM/F12 培地で細胞を再

懸濁して調製した。Water-soluble tetrazolium salt（WST）アッセイでは 96 ウェルプレー

トに 1.0×103 cells/ well、デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイでは 24 ウェルプレ
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ートに 4.0×104 cells/ well、RNA 抽出では 6 ウェルプレートに 9.0×104 cells/ well となる

よう細胞を播種した。通常条件で 18 時間前培養した後、培地を無血清培地（DMEM/F12）
に交換した。miRNA mimic（最終濃度 20 nM）又は miRNA inhibitor（最終濃度 50 及び

100 nM）を、HiPerFect Transfection Reagent（QIAGEN）と混合して細胞に添加し、通

常条件で培養することでトランスフェクションした。siRNA（50 nM）のトランスフェクシ

ョンには、Lipofectamine® RNAiMAX（Invitrogen）を用いた。 
 

3.2.6  Water-soluble tetrazolium salt（WST）アッセイ 
miR-184 及び miR-203 mimic 及び inhibitor をトランスフェクションして 48 時間後に、

WST-8（Cell Counting Kit-8 reagent、同仁化学研究所）をウェルに添加して通常条件で 1
時間インキュベートした。450 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー（BioTek）により

測定した。WST-8 溶液のみの吸光度をバックグラウンドとして各測定値から減算した。

miRNA mimic 又は miRNA inhibitor をトランスフェクションした細胞の測定値について、

ネガティブコントロールに対する比を算出し、相対的な変化値（細胞生存率）を求めた。1
回の実験は triplicate で実施し、2～3 回繰り返した。 
 

3.2.7  HCE-T 細胞の DNA マイクロアレイ及びリアルタイム定量 PCR 
 miR-203 mimic 及び inhibitor をトランスフェクションして 48 時間後に、Total RNA
を TRIzol® Reagent（Invitrogen）及び RNeasy Mini kit を用いて抽出した。Agilent 
2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）で RNA の品質と量を確認し、Genechip
（Affymetrix）を用いてマイクロアレイ法による遺伝子発現解析を実施した（n=3）。 
 マイクロアレイ法による解析を、リアルタイム定量 PCR により検証した。300 ng の

Total RNA を PrimeScript® RT Master Mix（Perfect Real Time）Kit（Takara Bio）を

用いて逆転写し、TaqMan™ Gene Expression Master Mix を用いてリアルタイム定量

PCR を実施した。プライマーには以下の TaqMan™ Gene Expression Assay を用いた：

Hs00181213_m1（Insulin-like growth factor binding protein 5（IGFBP5））、
Hs05054673_s1（nuclear casein kinase and cyclin dependent kinase substrate 1
（NUCKS1））及び Hs02786624_g1（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
（GAPDH））。GAPDH は内在性コントロールとして用い、検量線法により相対的な発現

量を算出した。 
 

3.2.8  miRNA のターゲット予測 
DNA マイクロアレイで発現変化が見られた mRNA について、miR203 の mRNA 結合領

域（2～8 nt）に対する 3’末端側非翻訳領域（3’ untranslated region；3’ UTR）内の相補的

配列の有無を、miRNA のターゲット予測のためのオンラインデータベース（miRDB；
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http://www.mirdb.org/）により調査した。 
 

3.2.9  デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイ 
50 ng のヒト IGFBP5 の 3’ UTR を含むルシフェラーゼレポータープラスミド

（HmiT100927-MT06、Genecopoeia）又は pEZX-MT06 ベクターのコントロールプラスミ

ド（CmiT000001-MT06、Genecopoeia）を、50 nM の miR-203 mimic 又はネガティブコ

ントロールと、Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いて HCE-T 細胞に同時にトランス

フェクションした。48 時間後、ホタルルシフェラーゼ及びウミシイタケルシフェラーゼの

活性を Luc-Pair™ Duo-Luciferase Assay Kit 2.0（Genecopoeia）を用いて測定した。ウミ

シイタケルシフェラーゼ活性を基に、ホタルルシフェラーゼの相対的な活性を算出した。 
 

3.2.10  統計学的解析 
リアルタイム定量 PCR、WST アッセイ及びデュアルルシフェラーゼレポーターアッセイ

のデータについて、平均値±標準偏差を算出した。群間の差を Student’s t 検定で統計解析

した（両側、有意水準 5%）。 
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3.3  結果及び考察 
3.3.1  マイクロアレイ法による涙液及び血清中の miRNA の発現解析 
バイオアナライザにより、涙液及び血清から高純度の RNA が抽出されたことを確認した

（Figure 36）。抽出された RNA には 200 nt 以下の small RNA のみが含まれ、18 S ある

いは 28 S ribosomal RNA（1874 nt あるいは 4718 nt）は含まれないことが確認された。

このことより、抽出された RNA には細胞由来の RNA は含まれず、体液中を循環する RNA
のみが含まれることが示された。 
マイクロアレイ法による涙液中及び血清中の遺伝発現解析では、それぞれ 483 及び 492

種類の miRNA が検出された。それらのうち、367 種類の miRNA は涙液及び血清の両方で

の発現が確認された。367 種類中、314 種類の miRNA は、涙液で血清に比べ 2 倍以上高い

発現が見られた。血清に比べ涙液で発現が高いmiRNAの上位 20種類をTable 2に示した。

そのうちの上位 5 種類は、miR-184、miR-3616-3p、miR-720、miR-3610 及び miR-203 で

あり、涙液での血清に対する発現量比はそれぞれ 83.7、35.6、33.3、30.1 及び 28.8 倍であ

った。 
 
 

  

 
Figure 36  バイオアナライザによる抽出 RNA の品質確認 
（A）電気泳動ゲル像と、（B）涙液及び（C）血清のシグナル分析結果を示した。涙液及び

血清から抽出した RNA にはいずれも 200 nt 以下の small RNA のみが含まれることが確認

された。 
  

(A) (B) 

(C) 
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Table 2  miRNA マイクロアレイ結果（血清に比べ涙液で発現が高い上位 20 種類、n = 2） 

 

Name of 

miRNA 

Intensities 

Average (individual) 
Fold change 

(Tear/ Serum) 
Tear Serum 

hsa-miR-184 1616.7 (1173.4, 2060.0) 19.3 (21.6, 17.1) 83.7 

hsa-miR-3616-3p 1123.3 (775.1, 1471.6) 31.5 (40.1, 23.0) 35.6 

hsa-miR-720† 7077.6 (3950.5, 10204.6) 212.3 (262.3, 162.3) 33.3 

hsa-miR-3610 471.3 (562.2, 380.4) 15.7 (16.1, 15.3) 30.1 

hsa-miR-203 587.3 (184.4, 990.1) 20.4 (22.1, 18.7) 28.8 

hsa-miR-518c* 715.7 (1003.4, 428.1) 28.1 (35.2, 21.0) 25.5 

hsa-miR-3918 896.7 (455.7, 1337.6) 37.5 (52.5, 22.4) 23.9 

hsa-miR-583 351.8 (299.1, 404.4) 15.3 (13.4, 17.2) 23.0 

hsa-miR-1246 5825.8 (3261.9, 8389.7) 255.4 (379.0, 131.7) 22.8 

hsa-miR-3197 16785.3 (30306.9, 3263.7) 849.2 (999.8, 698.7) 19.8 

hsa-miR-3679-5p 1570.5 (952.5, 2188.5) 84.2 (110.9, 57.5) 18.7 

hsa-miR-1254 287.7 (338.1, 237.2) 15.4 (16.2, 14.7) 18.6 

hsa-miR-3122 353.5 (334.6, 372.4) 19.0 (22.7, 15.3) 18.6 

hsa-miR-4257 1411.5 (770.0, 2052.9) 77.5 (80.2, 74.9) 18.2 

hsa-miR-491-5p 330.8 (411.2, 250.4) 18.4 (18.4, 0.0) 18.0 

hsa-miR-3936 289.3 (404.6, 174.0) 16.1 (13.1, 19.2) 17.9 

hsa-miR-614 447.6 (707.5, 187.7) 25.0 (30.1, 19.9) 17.9 

hsa-miR-1908 20012.9 (15340.5, 24685.4) 1188.5 (1519.8, 857.2) 16.8 

hsa-miR-4299 261.9 (302.2, 221.6) 15.6 (14.7, 16.6) 16.7 

hsa-miR-3678-3p 447.7 (475.1, 420.2) 26.8 (26.8, 0.0) 16.7 

†The sequence annotated as miR-720 is likely to be a fragment of a transfer RNA, and it has been removed 

from the miRBase (https://www.mirbase.org/). 
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3.3.2  リアルタイム定量 PCR 法による涙液及び血清中の miRNA 発現量の検証 
血清に比べ涙液で発現が高い上位 5 種類の miRNA のうち、miR-720 は transfer RNA の

断片であると報告され、miRNA のデータベース（miRBase；https:// www. mirba se. org/）
から削除されていることから、本研究の解析から除外した。すなわち、miR-184、miR-3616-
3p、miR-3610 及び miR-203 について、涙液と血清との発現量比をリアルタイム定量 PCR
法により検証した。4 種類のうち、miR-184 及び miR-203 の Ct 値は涙液で 21.3 及び 25.5、
血清で 35.6 及び 33.2 であった（Figure 37A）。一方、miR-3610 の Ct 値は涙液及び血清と

もに 35 以上で、涙液と血清に有意な差は見られず、miR-3616-3p は涙液及び血清ともに検

出されなかった。miR-184 及び miR-203 の涙液での発現量は血清に比べ有意に高く、それ

ぞれ 165,542.8 及び 567.8 倍であった（p < 0.05、両側 Student’s t 検定）（Figure 37B）。 
 

 
 
Figure 37  リアルタイム定量 PCR 法による涙液及び血清中の miRNA 発現量の検証 
（A）miR-184、miR-3610、miR-203 及び cel-miR-39-3p の Ct 値を示す。miR-3610 の Ct

(A) 

(B) 

** 
** 

* * 
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値は涙液と血清で有意な差は見られず、miR-3616-3p は涙液及び血清ともに検出されなか

った（N.D.；Not detected）。（B）涙液中の miR-184 及び miR-203 は、血清中に比べ有意

に高い発現を示した。データは血清に対する涙液での相対的な miRNA 発現量の平均値±

標準偏差で示した（n = 4~6、**：p < 0.01、*：p < 0.05（両側 Student’s t 検定））。 
 

3.3.3  ヒト角膜上細胞に対する miRNA の作用の検証 
血清中に比べ涙液中で発現が高い 2 種類の miRNA（miR-184 及び miR-203）の眼組織

に対する機能を調査するため、ヒト角膜上皮（HCE-T）細胞にこれら miRNA を強制発現

又は発現阻害させた場合の細胞生存率を WST アッセイにより評価した。miR-203 の類似

体（mimic）を HCE-T 細胞にトランスフェクションすると、48 時間後の細胞生存率はネガ

ティブコントロールに比べ約 0.8 倍に減少した（p < 0.05、両側 Student’s t 検定）（Figure 
38A）。また、miR-203 の阻害剤（inhibitor）により、HCE-T 細胞はネガティブコントロー

ルに比べ約 1.2 倍高い細胞生存率を示した（p < 0.05、両側 Student’s t 検定）（Figure 38B）。

一方、miR-184 の mimic 及び inhibitor は、いずれも HCE-T 細胞の細胞生存率を変化させ

なかった（Figure 39）。 
 
 

 
 
Figure 38  miR-203 の強制発現又は発現阻害による HCE-T 細胞の生存率への影響 
（A）miR-203 の mimic を HCE-T 細胞にトランスフェクションして 48 時間後の細胞生存

率は、ネガティブコントロールに比べ有意に減少した（n = 6）。（B）miR-203 の inhibitor
を HCE-T 細胞にトランスフェクションして 48 時間後の細胞生存率は、ネガティブコント

ロールに比べ有意に増加した（n = 9）。データはネガティブコントロールに対する mimic 又
は inhibitorの相対的な細胞生存率の平均値±標準偏差で示した（*：p < 0.05（両側Student’s 
t 検定））。 

(A) (B) 
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Figure 39  miR-184 の強制発現又は発現阻害による HCE-T 細胞の生存率への影響 
miR-184 の mimic 又は inhibitor を HCE-T 細胞にトランスフェクションしたところ、48
時間後の細胞生存率はネガティブコントロールと差が見られなかった（n = 9）。データはネ

ガティブコントロールに対する mimic 又は inhibitor の相対的な細胞生存率の平均値±標

準偏差で示した。 
 

3.3.4  miR-203 の強制発現又は発現阻害による HCE-T 細胞における遺伝子発現

変化の解析 
miR-203 により HCE-T 細胞で発現が制御される mRNA を同定するため、miR-203 の

mimic 又は inhibitor をトランスフェクションした後の HCE-T 細胞でのトランスクリプト

ーム解析を、DNA マイクロアレイ法により実施した。mimic 及び inhibitor のトランスフ

ェクション後 48 時間で、HCE-T 細胞での発現量が変化する mRNA のうち、mimic と

inhibitor による発現変化が相反した 10 種類を同定した（Table 3、カットオフ値：ネガテ

ィブコントロールに対する発現量比が 1.3 倍）。IGFBP5、GNAO1、CDKN2B、NUCKS1、
FRAS1、TLL1 及び ARID5B は miR-203 の mimic により発現が減少し、inhibitor により

発現が増加した。一方、AREG、PSTPIP2 及び NFATC2 は miR-203 の mimic により発現

が増加し、inhibitor により発現が減少した。以上より、上記 10 種類の mRNA は直接ある

いは間接的に miR-203 により発現が変化することが示唆された。 
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Table 3  miR-203 mimic 及び inhibitor により発現が変化する遺伝子（n=3） 

 

Gene 

symbol 

Intensity Fold 

change 

( / NC) 

Intensity Fold 

change 

( / NC) 
miR-203 

Mimic 

Mimic 

NC 

miR-203 

Inhibitor 

Inhibitor 

NC 

IGFBP5 36.76 63.56 -1.72 80.45 48.50 1.66 

GNAO1 38.85 72.00 -1.85 67.18 46.85 1.44 

CDKN2B 58.08 95.01 -1.64 105.42 68.59 1.54 

NUCKS1 48.84 83.29 -1.7 98.36 72.50 1.36 

FRAS1 70.52 112.99 -1.6 126.24 90.51 1.4 

TLL1 199.47 278.20 -1.39 254.23 184.82 1.37 

ARID5B 120.26 160.90 -1.34 170.07 128.89 1.32 

AREG 44.02 32.45 1.36 33.59 44.63 -1.33 

PSTPIP2 310.83 215.27 1.45 177.29 238.86 -1.35 

NFATC2 106.15 54.95 1.94 45.25 62.25 -1.38 

NC: Negative control, IGFBP5: Insulin-like growth factor-binding protein 5, GNAO1: G protein subunit alpha 

o1, CDKN2B: Cyclin dependent kinase inhibitor 2B, NUCKS1: Nuclear casein kinase and cyclin-dependent 

kinase substrate 1, FRAS1: Fraser extracellular matrix complex subunit 1, TLL1: Tolloid like 1, ARID5B: AT-

rich interaction domain 5B, AREG: Amphiregulin, PSTPIP2: Proline-serine-threonine phosphatase 

interacting protein 2, NFATC2: Nuclear factor of activated T cells 2 

 

 
3.3.5  miR-203 のターゲット mRNA の同定 
上述の DNA マイクロアレイ法の結果から、HCE-T 細胞では、miR-203 により直接ある

いは間接的に 10 種類（IGFBP5、GNAO1、CDKN2B、NUCKS1、FRAS1、TLL1、ARID5B、

AREG、PSTPIP2 及び NFATC2）の mRNA の発現が変化することが明らかとなった。次

に、これら 10 種類の mRNA は、miR-203 が直接結合してその発現を制御するターゲット

mRNA となり得るかを、オンラインデータベースを用いて調査した。10 種類の候補ターゲ

ット mRNA のうち、IGFBP5 及び NUCKS1 は、それぞれ 3’末端側非翻訳領域（3’ 
untranslated region；3’ UTR）内に、miR-203 の 5’末端側より 2～8 nt との相補的配列を

2 カ所保持していた（Figure 40）。 
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Figure 40  miR-203 と候補ターゲット mRNA との結合部位の解析 
（A）IGFBP5 の 3’ UTR の 87～93 bp 及び 3957～3963 bp、（B）NUCKS1 の 1693～1699 
bp 及び 2831～2837 bp は、miR-203 の 5’末端側 2～8 nt と相補的な配列であることが示さ

れた（miRDB；http://www.mirdb.org/）。 
 
 
  

(A) 

(B) 
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miR-203 mimic 及び inhibitor のトランスフェクションによる HCE-T 細胞中の IGFBP5
及び NUCKS1 の発現変化を、リアルタイム定量 PCR により解析した。トランスフェクシ

ョン後 24 時間では、miR-203 mimic によりこれら 2 遺伝子の発現量はネガティブコント

ロールに比べ減少し、miR-203 inhibitor により発現量は増加した（Figure 41）。トランス

フェクション後 48 時間では、miR-203 mimic 及び inhibitor による遺伝子発現変化量は減

弱した（データ非掲載）。 
 

 

 

 
Figure 41  miR-203 mimic 及び inhibitor のトランスフェクションによる IGFBP5 及び

NUCKS1 の発現変化 
（A）IGFBP5 及び（B）NUCKS1 の HCE-T 細胞中の発現量は、miR-203 mimic により

ネガティブコントロールに比べ有意に減少し、miR-203 inhibitor により有意に増加し

た。データはネガティブコントロールに対する mimic 又は inhibitor の相対的な遺伝子発

現量の平均値±標準偏差で示した（n = 4、**：p < 0.01、*：p < 0.05（両側 Student’s t
検定））。 

(A) 

(B) 
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 次に、HCE-T 細胞で IGFBP5 及び NUCKS1 をノックダウンした場合の細胞生存率へ

の影響を評価した。IGFBP5-siRNA のトランスフェクションにより、HCE-T 細胞の細胞

生存率はネガティブコントロールに比べ有意に減少した（Figure 42）。一方、NUCKS1-
siRNA は細胞生存率に有意な変化をもたらさなかった。 
 
 

 
 
Figure 42  IGFBP5 及び NUCKS1 のノックダウンによる HCE-T 細胞の細胞生存率の変化 
IGFBP5-siRNA のトランスフェクションにより、HCE-T 細胞の細胞生存率はネガティブ

コントロールに比べ有意に減少した。一方、NUCKS1-siRNA による細胞生存率の変化は

見られなかった。データはネガティブコントロールに対する各 siRNA の相対的な細胞生

存率の平均値±標準偏差で示した（n = 6、*：p < 0.05（両側 Student’s t 検定））。 
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そこで、HCE-T 細胞でのデュアルルシフェラーゼレポーターアッセイにより、IGFBP5
が miR-203 の直接のターゲット遺伝子であるかを検証した。ヒト IGFBP5 の 3’ UTR を含

むルシフェラーゼレポータープラスミドを miR-203 mimic と同時にトランスフェクショ

ンした場合、ルシフェラーゼレポーター活性は mimic のネガティブコントロールに比べ有

意に減少した（Figure 43）。このことから、miR-203 は IGFBP5 の 3’ UTR に直接結合

し、その発現を制御することが示された。 
 

 

 
Figure 43  デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ルシフェラーゼレポーター活性は、ネガティブコントロールに比べ miR-203 mimic によ

り有意に減少した。データはウミシイタケルシフェラーゼに対するホタルルシフェラーゼ

の相対的なルシフェラーゼ―レポーター活性の平均値±標準偏差で示した（n = 3、*：p < 
0.05（両側 Student’s t 検定））。 
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3.4  総括 
本研究では、マイクロアレイ法により、サルの涙液中で 483 種類、血清中で 492 種類の 

miRNA を検出した。涙液は角膜に酸素や栄養を供給してその恒常性を維持するのに対し、

血液は全身を循環して様々な器官の恒常性を維持する役割を持つ。そのため本研究では、涙

液に特徴的で角膜の恒常性維持に重要な miRNA を同定するため、比較対象として血清中

の miRNA プロファイルを用いた。定量 PCR 法を用いた検証により、miR-184 及び miR-
203 の 2 つの miRNA は、血清に比べ涙液で高発現することが確認された。 

miR-184 及び miR-203 の角膜上皮細胞との関連を調査するため、ヒト角膜上皮（HCE-
T）細胞でそれらを強制発現又は発現阻害した。2 つの miRNA のうち、miR-203 は HCE-
T 細胞の生存を制御することが示された。miR-203 の強制発現により HCE-T 細胞の生存

率は約 0.8 倍に低下し、miR-203 の発現阻害により生存率は約 1.2 倍に増加した（ネガテ

ィブコントロール比）。不死化ヒト角膜上皮細胞株に標準的な増殖因子を加えた場合の増

加率は約 1.5 倍であることから 93)、miR-203 inhibitor による 1.2 倍の生存率増加は意義

のあるものと考える。HCE-T 細胞の生存を促進する薬剤は角膜上皮創傷治癒効果を示す

ことから 94)-97)、miR-203 inhibitor は角膜上皮創傷に対し治療効果を示す可能性がある。 
miR-203 はガン抑制因子として、また、皮膚関連 miRNA として広く知られ、様々な遺

伝子を制御することで細胞増殖、分化及び転移に関わる重要な役割を持つことが報告され

ている 98) -104)。皮膚においては、miR-203 は細胞の増殖能を抑制することにより、細胞の

幹細胞性を抑制して表皮の分化を促進することが明らかとなっている 102),104)。このことか

ら、miR-203 は角膜でも細胞増殖を抑制することで分化を制御し、増殖と分化のバランス

を取ることで恒常性維持に寄与している可能性が考えられた。しかし、涙液中の miR-203
の発現レベルは血清と比較すると高いものの、他の涙液中 miRNA と比較すると高くはな

い。そのため、miR-203 の角膜における重要性は不明であり、更なる研究が必要である。 
本研究では、HCE-T 細胞で miR-203 の発現を増加又は阻害することにより、10 種類の

遺伝子発現が変動することを明らかにした。miR-203 により発現が阻害される遺伝子のう

ち、IGFBP5 と NUCKS1 は、それぞれの 3’ UTR に miR-203 の seed 領域（5’末端側 2～
8 番目）と相同的な配列を持つことが分かった。さらに、デュアルルシフェラーゼレポー

ターアッセイにより、IGFBP5 は miR-203 の直接のターゲット遺伝子であることが示され

た。IGFBP5 は、細胞増殖、遊走、又は接着に関与することが報告されている 105),106)。ま

た、IGFBP5 は Transforming growth factor-β1（TGF-β1）による線維化促進機能及び前

転移性の機能を阻害することで、乳腺上皮細胞の創傷治癒を促進することも報告されてい

る 107)。本研究では、HCE-T 細胞における IGFBP5 のノックダウンにより、細胞生存率が

低下することを示した。これらのことから、miR-203 は角膜上皮細胞において IGFBP5 の

発現を直接制御することで細胞生存を制御することが示唆された。 
一方、HCE-T 細胞における NUCKS1 のノックダウンは細胞生存率に影響しなかった。

NUCKS1 は腫瘍での細胞増殖に関わることが報告されている 108)。その一方で、マウスの
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角膜アルカリ障害モデルにおいて NUCKS1 の遺伝子発現を抑制すると、角膜上皮の創傷

治癒が促進されることも示されている 109)。これらのことから、NUCKS1 は細胞の種類や

環境によって、細胞増殖に対し異なる効果を示す可能性が考えられた。 

miR-203 以外の涙液に特徴的な miRNA である miR-184 は、血清に比べた涙液での発現

比が miR-203 より高いにもかかわらず、HCE-T 細胞の生存率を変化させなかった。miR-

184 は、角膜のリンパ脈管新生及び血管新生を抑制すると報告されている 110)-112)。これらの

ことより、涙液中の miR-184 は炎症応答や血管新生応答を抑制することで角膜の恒常性維

持に寄与する可能性が考えられた。 

本研究では、正常状態の細胞に対する miR-203 の作用を評価しており、病態下での作用

は不明である。Viticchieらは、マウスの表皮で創傷が起こるとmiR-203の発現が抑制され、

miR-203 によるターゲットの発現抑制が解除されることで、角化細胞の増殖や遊走に必要

な因子の発現が増加し、創傷治癒における皮膚の再上皮化が促進されることを明らかとし

た 103)。さらに An らは、マウスの角膜上皮創傷モデルでは、角膜上皮細胞における miR-

203 の発現が抑制される傾向にあることを示した 41)。これらのことから、角膜上皮障害に

おいて miR-203 を阻害することにより、本研究で示したように角膜上皮細胞の生存が促進

される可能性が示唆された。 

本研究により、涙液中の miR-203 は角膜上皮細胞の生理的機能を制御する重要な因子で

あることを明らかにした。miR-203 inhibitor による角膜上皮細胞の細胞生存率の増加は、

miR-203 の阻害が角膜上皮障害の新たな治療法となる可能性を支持し、miRNA が新たな創

薬モダリティとなり得ることが期待できる。今後、miR-203 inhibitor の in vivo での有効

性を検証することにより、miR-203 阻害による治療法の有用性を評価できると考える。さ

らに、体液中の miRNA は様々な疾患のバイオマーカーになり得ることが報告されている

113)-117)。そのため、涙液中に特異的に、あるいは豊富に発現する miRNA は眼疾患のバイオ

マーカーとして有用かもしれない。今後、miR-203 以外の miRNA についても、眼組織に

おける作用や眼疾患での発現変化を探索したい。 

  



60 
 

4. 結論 

本研究では、緑内障と角膜上皮障害に対し、新たな治療薬の開発に繋げるための探索的な

研究を異なるアプローチで行った。緑内障については、ラットを用いた新たな慢性高眼圧モ

デルを確立し、その臨床との類似性を確認した。さらに本モデルは緑内障の病態ステージを

段階的に模擬していたことから、病態ステージごとに発現が増減する因子を調査すること

で、緑内障視神経障害の発症や進行に関わる新たな治療標的を見出せることが期待できる。

角膜上皮障害については、涙液に特徴的に存在する miRNA を同定し、そのうち miR-203
は、IGFBP5 の発現を直接抑制することで角膜上皮細胞の生存を制御することを明らかと

した。miR-203 inhibitor により角膜上皮細胞の生存が促進されたことから、miR-203 の阻

害は角膜上皮障害の創傷治癒に有用である可能性が考えられる。 
今後は、本研究を基盤として、緑内障と角膜上皮障害の治療薬開発に向けた研究を進める。

緑内障では、確立した慢性高眼圧モデルを利用して網膜中の遺伝子発現変化を解析し、新た

なターゲット分子を捉え、それらの緑内障神経保護に対する作用を検証する。角膜上皮障害

では、miR-203 inhibitor の角膜上皮創傷治癒効果を、動物モデルを用いて検証する。以上

のように本研究をさらに発展させ、眼科領域のアンメット・メディカル・ニーズに応えられ

る革新的な治療薬を創出し、眼科医療に貢献することを目指す。 
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Development and characterization 
of a new rat ocular hypertension 
model induced by intracameral 
injection of conjunctival fibroblasts
Ayumi Nakagawa1, osamu sakai1, Hideki tokushige1, takashi Fujishiro2 & Makoto Aihara  2

Glaucoma is a chronic optic neuropathy that leads to visual field loss. Elucidating the mechanisms 
underlying glaucoma is essential for developing new treatments, such as neuroprotective drugs. Various 
glaucoma models based on the induction of intraocular pressure (Iop) elevation have been established 
for use in glaucoma studies. However, the time-dependent pathological changes accompanying IOP 
elevation have not been fully elucidated. In this study, rat conjunctival fibroblasts were injected into 
the anterior chamber of rat eyes, and IOP elevation was induced for 28 days. Glaucomatous signs such 
as optic nerve head cupping, retinal thinning, glial activation and apoptotic signaling in the retina were 
obvious in the cell-injected eyes on the 14th day after injection. The pattern of retinal ganglion cell 
(RGC) loss differed by the magnitude of IOP elevation. The number of RGCs decreased by 37.5% in eyes 
with IOP lower than 50 mmHg (Under-50) and by 88.0% in those with IOP higher than 50 mmHg (Over-
50) 28 days after cell injection. The RGC counts were correlated with IOP in the Under-50 group but 
not in the Over-50 group. Our model may contribute to the investigation of pathogenic mechanisms of 
glaucoma and the development of new glaucoma treatments.

Glaucoma is a chronic degenerative optic neuropathy characterized by retinal ganglion cell (RGC) dysfunction, 
and it is a leading cause of visual field loss and irreversible blindness. Multiple and complex risk factors influence 
the development and progression of glaucoma. Elevated intraocular pressure (IOP) is one of the critical risk 
factors for glaucomatous optic neuropathy, and currently, the only evidence-based treatment for glaucoma is 
the lowering of IOP by pharmacological and surgical therapies1,2. IOP elevation causes optic nerve damage at 
the lamina cribrosa3, but the progression of optic nerve damage and the mechanism of RGC loss are not fully 
understood4. Thus, a chronic ocular hypertension (COH) model is essential for studying the pathophysiology of 
glaucoma5,6. Moreover, COH models are required for identifying therapeutic targets for not only IOP-lowering 
drugs but also neuroprotective drugs, as well as for the evaluation of neuroprotective drugs7–9

To date, various COH models have been established in monkeys10–12, rats13 and mice14–17 to investigate the 
molecular mechanisms underlying glaucomatous optic neuropathy progression. Monkey models of COH have 
particular advantages because the ocular anatomy is similar between monkeys and humans. However, preparing 
samples from a large number of monkeys is a challenging task. Although rodent models have some advantages 
over monkey models in experiments, some models require special devices or advanced techniques to induce 
IOP elevation. Therefore, establishing a new rodent model through a simple procedure would be helpful for the 
advancement of glaucoma research.

We previously reported a method for developing a COH model in ferrets18. In this model, conjunctival fibro-
blasts obtained from ferrets were injected into the anterior chamber of ferret eyes. The injected conjunctival 
fibroblasts accumulated at the angle of the anterior chamber and occluded the outflow, resulting in IOP elevation 
followed by an increase in optic nerve head (ONH) cupping and degeneration of axon in the optic nerve. This 
damage in the ferret COH model resembles the clinical pathogenesis of glaucoma. However, ferrets are difficult 
to handle and house. Nevertheless, ferrets are often used for visual-pathway investigations because they have 
binocular vision. Rats are easy to use in preclinical studies and have been extensively employed in glaucoma 
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experiments6. In this study, we adapted the technique of intracameral fibroblast injection to rats and developed a 
simple model of COH that mirrored the pathology in human glaucoma.

Few studies have reported the time-dependent pathological changes, particularly the initial response, in 
glaucoma models. Thus, information regarding the time course of the neurological and morphological changes 
accompanying IOP elevation is limited. Therefore, we studied multiple pathological changes in our rat model at 
several time points. Furthermore, open angle glaucoma (OAG), which is the most common type of glaucoma, is 
characterized by long-term optic nerve neuropathy with a slow rate of progression. Animal models that display 
long-term IOP elevation but not abnormally high IOP are required to mimic the clinical pathology of OAG. 
However, the pathology in some experimental COH models differs from that in COH patients because those 
models are exposed to IOP values higher than 50 mmHg, leading to ischemic optic neuropathies such as acute 
primary angle closure (APAC)19. In this study, we also investigated the relationship between retinal morphologi-
cal changes and the magnitude of IOP elevation and evaluated the pathological similarity between our model and 
glaucoma patients.

Results
Intraocular pressure (IOP). In this study, IOP was elevated in 39 of 55 eyes (70.9%) that were injected 
with conjunctival fibroblasts (i.e., the IOP difference between baseline and post-injection was higher than 
10 mmHg) but not elevated (IOP differences consistently lower than 10 mmHg) in the remaining 16 injected 
eyes (29.1%). Animals without IOP elevation were excluded from the data analysis. Figure 1 shows IOP pro-
files for 28 days in the cell-injected eyes (n = 11) and in the medium-injected control eyes (n = 8). The mean 
IOP values were significantly higher in the cell-injected eyes than in the control (medium-injected) eyes 3 days 
after cell injection (27.1 ± 19.1 mmHg vs 12.2 ± 2.0 mmHg, p = 0.04, two-tailed Student’s t-test). The mean IOP 
values in the injected eyes reached its maximum value (39.7 ± 13.3 mmHg) 7 days after cell injection and was 
26.9 ± 10.5 mmHg 28 days after injection. The IOP was lower than 50 mmHg in 8 of the 11 cell-injected eyes (the 
“Under-50” group: eyes consistently showing IOP lower than 50 mmHg throughout the measurement period) and 
higher than 50 mmHg in the remaining 3 eyes (the “Over-50” group: eyes showing IOP higher than 50 mmHg at 
least once during the measurement period). The mean IOP values in the Under-50 group were similar to those in 
the whole group of injected eyes. Conversely, the mean IOP values of eyes in the Over-50 group were 40.7 ± 27.3, 
49.7 ± 12.7, 44.9 ± 3.9, 26.6 ± 12.0, and 33.2 ± 4.2 mmHg on the 3rd, 7th, 14th, 21st, and 28th day after cell injec-
tion, respectively. Overall, 11 eyes had an IOP higher than 50 mmHg on the 3rd or 7th day after cell injection, and 
it constituted 28.2% of the total number of eyes (39 eyes) with elevated IOP. An IOP higher than 50 mmHg may 
cause ischemic optic neuropathy, which differs from chronic glaucomatous optic neuropathy in OAG. Therefore, 
we compared the number of RGCs between the Over- and Under-50 groups using the following tests.

Slit-lamp examination. Injected cells accumulated on the corneal endothelium and anterior synechiae 
developed in eyes with elevated IOP. These observations were confirmed from 3 to 28 days after cell injection 
(Fig. 2a). There were no abnormal findings in the control (medium-injected) eyes.

Histological analysis of eyeballs. To characterize the morphological changes after cell injection, we per-
formed histological analysis on some eyes from the Under-50 group (n = 2–3). The size of the eyes with elevated 
IOP started to increase 7 days after cell injection (Fig. 2b). The angle was completely occluded due to the adhe-
sion of the iris to the cornea (Fig. 2c) and ONH cupping was increased (Fig. 2d) in the eyes with elevated IOP 

Figure 1. IOP profiles in eyes after cell injection and in control eyes. IOP elevation was first observed 3 days 
after cell injection and persisted for 28 days. The IOP values across all cell-injected eyes were 27.1 ± 19.1, 
39.7 ± 13.3, 38.3 ± 8.5, 27.7 ± 8.9, and 26.9 ± 10.5 mmHg on the 3rd, 7th, 14th, 21st, and 28th day, respectively, 
after cell injection (n = 11). IOP was lower than 50 mmHg (Under-50) in 8 and higher than 50 mmHg (Over-50) 
in 3 of the 11 cell-injected eyes. Data are presented as the mean ± S.D. (mmHg). *p < 0.05, **p < 0.01 compared 
with the control (medium-injected) group (n = 8) (two-tailed Student’s t-test).

https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2


3Scientific RepoRts |          (2019) 9:6593  | https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

beginning 3 days after cell injection. Moreover, the thicknesses of the nerve fiber layer (NFL) and the inner plexi-
form layer (IPL) decreased 7 days after cell injection, and thinning of the retina, including the inner nuclear layer 
(INL) and the outer nuclear layer (ONL), was observed 14 and 28 days after cell injection (Fig. 2e).

Figure 2. Histological analysis of the Under-50 group and the control group. Representative images of control 
eyes and Under-50 eyes on the 14th day (a,b), the 3rd and 14th day (c), or the 3rd, 7th, 14th, and 28th day after 
cell injection (d,e). (a) Slit-lamp examination of the anterior chamber of eyes under mydriasis. Cell accumulation 
in the anterior chamber and anterior synechiae was observed in the injected eyes from the 3rd to the 28th day 
after cell injection. Scale bars represent 5 mm. (b) Histological micrographs of hematoxylin and eosin (HE)-
stained eyeballs. The cell-injected eyes gradually increased in size starting 7 days after the injection. Scale bars 
represent 1 mm. (c) Angle closure and (d) increase in optic nerve head cupping were observed 3 days after cell 
injection. Scale bars represent 200 µm. (e) Histological micrographs of retinal sections located 2 mm away from 
the optic nerve head. The retinal thickness in the Under-50 group decreased from 7 to 28 days after cell injection. 
Scale bars represent 100 µm. C, cornea; I, iris; CB, ciliary body; NFL, nerve fiber layer; GCL, ganglion cell layer; 
IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer.

https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2


4Scientific RepoRts |          (2019) 9:6593  | https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

Quantitative analysis of RGCs. BRN3A is specifically expressed in the nuclei of ganglion cells; thus, 
BRN3A-positive cells were counted as RGCs (Fig. 3). The number of BRN3A-positive cells decreased in a 
time-dependent manner in the Under-50 group, whereas in the Over-50 group, the number of BRN3A-positive 
cells markedly decreased from 14 days after cell injection onward. The overall mean number of RGCs on the 
3rd, 7th, 14th, and 28th day after the induction of IOP elevation was 2790 ± 336, 2211 ± 286, 1361 ± 743, and 
998 ± 764 cells/mm2 (n = 5–9), respectively, in all eyes with elevated IOP, and 3128 ± 240, 2798 ± 170, 2803 ± 160, 
and 2677 ± 110 cells/mm2 (n = 5–6), respectively, in control (medium-injected) eyes (Fig. 4a). The RGC counts 
were significantly lower in the injected eyes at 7, 14, and 28 days after cell injection than those in the control eyes 
(p = 0.0013, 0.0012, and 0.0009, respectively, two-tailed Student’s t-test). The rates of RGC loss on the 3rd, 7th, 
14th, and 28th day after cell injection were 10.8%, 21.0%, 51.4%, and 62.7%, respectively. RGC counts at 3, 7, 14, 
and 28 days after cell injection were 2846 ± 330, 2158 ± 306, 1719 ± 419, and 1673 ± 166 cells/mm2 (n = 2–7) in 
the Under-50 group and 2455, 2395 ± 57, 1123 ± 896, and 323 ± 248 cells/mm2 (n = 1–3) in the Over-50 group, 
respectively (Fig. 4b). Thus, the RGC numbers were significantly lower in the Over-50 group than in the Under-50 
group at 28 days after cell injection (p < 0.01, two-tailed Student’s t-test). The rates of RGC loss on the 3rd, 7th, 
14th, and 28th days after cell injection were 9.0%, 22.9%, 38.7%, and 37.5% in the Under-50 group and 21.5%, 
14.4%, 59.9%, and 88.0% in the Over-50 group, respectively.

Correlation analysis between the number of RGCs and IOP change. RGC counts in the cell-injected 
eyes were compared to those in the contralateral (noninjected) normal eyes for each animal and expressed as a 
percentage of the RGC count of the cell-injected eyes. This percentage of RGCs showed a tendency toward a neg-
ative correlation with the area under the curve (AUC) of IOP change 14 days after cell injection (Under-50 group: 
n = 3, r = −0.8359, p = 0.3699; Over-50 group: n = 3, r = −0.9473, p = 0.2076) (Fig. 5a). On the 28th day after cell 
injection, there was an apparent negative correlation between the percentage of RGCs and the AUC of IOP in the 
Under-50 group (n = 9, r = −0.9308, p < 0.001) (Fig. 5b). In contrast, there was no negative correlation between 
the percentage of RGCs and the AUC of IOP in the Over-50 group (n = 3, r = 0.5278, p = 0.6460), and the number 
of RGCs showed an obvious reduction.

TUNEL assay of retinal cells. TUNEL assays were performed to investigate how RGC loss was induced 
after cell injection. TUNEL-positive cells were observed in the ganglion cell layer (GCL), INL, and ONL 14 days 
after cell injection in the Under-50 group (Fig. 6a). However, the number of TUNEL-positive cells decreased by 
28 days after cell injection.

Immunostaining for glial fibrillary acidic protein (GFAP) in retinal cells. To detect the activation 
of glial cells, a typical sign of glaucomatous neuropathic damage, we evaluated the induction of GFAP expression 

Figure 3. Representative micrographs of RGCs in retinal field. Representative micrographs showing RGCs 
located 1 mm away from the optic nerve head. BRN3A-positive RGCs were identified on flat-mounted retinae. 
The number of RGCs decreased in the injected eyes. In the Over-50 group, the numbers of RGCs were notably 
lower 14 and 28 days after cell injection than the numbers in the Under-50 group. Scale bars represent 100 µm.
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in retinae. Positive staining for GFAP was restricted to the GCL, co-localizing with astrocytes, in control eyes 
(Fig. 6b), but GFAP was expressed in Müller glial cells throughout the GCL, IPL, and INL in the injected eyes of 
the Under-50 group 7 days after cell injection and was present in all retinal layers, reaching its highest level, 14 
days after cell injection. GFAP expression was attenuated 28 days after cell injection.

Discussion
COH models have been developed in several animal species, and rat COH models, in particular, are widely 
studied because rats are easy to use in large numbers of experiments in preclinical settings. The techniques 
used in establishing these models include episcleral vein cauterization20 and ligation13,21, trabecular meshwork 
laser photocoagulation22,23, episcleral and limbal vein laser photocoagulation23, hypertonic saline injection 
into the episcleral vein24 and intracameral injection of microbeads25. In some cases, however, it is technically 
difficult to induce IOP elevation. Furthermore, few reports have demonstrated the pathological changes in 
their models sequentially. Thus, we developed a new COH model and performed a time-course analysis using 
the model.

In this study, we developed a rat COH model using a method that we previously established in ferrets18. The 
idea of intracameral injection of conjunctival fibroblasts is based on the clinical occurrence of epithelial down-
growth into the anterior chamber, which has often been observed during invasive ocular surgery with a wide 

Figure 4. Quantitative analysis of RGCs. (a) Overall, the number of RGCs in the cell-injected eyes decreased by 
10.8%, 21.0%, 51.4%, and 62.7% of that in the control group 3, 7, 14, and 28 days after cell injection, respectively. 
Data are presented as the mean ± S.D. (n = 5–9). **p < 0.01 compared with the control group (two-tailed 
Student’s t-test). (b) The number of RGCs in the Over-50 group was significantly decreased relative to that in 
the Under-50 group 28 days after cell injection. Data are presented as the mean ± S.D. (n = 1–7). ##p < 0.01 
compared with the Under-50 group (two-tailed Student’s t-test).

Figure 5. The correlation between RGC loss and area under the curve (AUC) of IOP change. The number of 
RGCs 14 days (a) and 28 days (b) after cell injection showed a negative correlation with the AUC of IOP change 
from baseline, except in the Over-50 group 28 days after cell injection.
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corneal incision. Intracameral injection of conjunctival fibroblasts into the rat anterior chamber induced signifi-
cant IOP elevation, relative to that in control eyes, 3 days after cell injection. The peak IOP was reached on the 7th 
day, and IOP remained at higher-than-normal levels until 28 days after cell injection. In our model, cell injection 
succeeded in inducing high IOP in 70.9% of the cell-injected eyes. This result shows that long-term IOP elevation 
could be stably induced in our rat model. In this model, slit-lamp examination revealed cell accumulation on the 
corneal endothelium and anterior synechiae starting at 3 days after cell injection. These changes finally led to the 
obstruction of the aqueous outflow, followed by IOP elevation. A longitudinal study is required to confirm the 
appropriate model for OAG.

Maintaining IOP elevation at a desired level has been one of the problems with existing experimental COH 
models. IOP elevations of higher than 50 mmHg were observed in 28.2% of the eyes with elevated IOP in this 
study. It has been reported that abrupt increases in IOP values to higher than 50 mmHg in rats lead to ONH 
degeneration, followed by a reduction in the retinal blood flow rate and diameter26–28. This finding suggests that 
an IOP higher than 50 mmHg causes ischemic optic neuropathy identified in APAC and unlike COH models 
that mimic primary open-angle glaucoma (POAG)29,30. Therefore, we compared RGC degeneration between the 
Over-50 group and the Under-50 group (Fig. 5). IOP-dependent RGC loss occurred 14 days after cell injection 
in both groups. However, 28 days after cell injection, the pattern of RGC loss differed between the two groups. 
In the Under-50 group, RGC loss increased in an IOP-dependent manner (Fig. 5b). This result indicates that 

Figure 6. TUNEL and immunostaining for GFAP in retinal cells. Representative images of TUNEL-stained 
and GFAP-immunostained retinal sections 2 mm away from the optic nerve head. (a) TUNEL positivity was 
observed in the GCL, INL, and ONL of retinae in the injected eyes 14 days after cell injection (arrow heads) 
but decreased by 28 days after the injection. Positive controls were treated with DNase I to induce DNA 
fragmentation. Nuclei of cells were stained with DAPI (blue). Scale bars represent 100 µm. (b) GFAP positivity 
(red) was only observed in the GCL in control eyes. However, GFAP expression gradually extended throughout 
the retina from the GCL to ONL starting on the 7th day after cell injection, and it reached a peak 14 days after 
the injection. GFAP expression decreased by the 28th day after the injection. Nuclei of the cells were stained 
with DAPI (blue). Scale bars represent 100 µm. GCL, ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner 
nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer.

https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2


7Scientific RepoRts |          (2019) 9:6593  | https://doi.org/10.1038/s41598-019-43048-2

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

chronic high IOP led to IOP-dependent cell death, mimicking the clinical pathology of POAG. Conversely, in 
the Over-50 group, severe RGC loss occurred on the 28th day after cell injection without correlation with IOP 
(Fig. 5b). In clinical APAC, abrupt elevation in IOP elicits ischemic optic neuropathy rather than glaucoma-
tous optic neuropathy with chronic deformation of the lamina cribrosa. This suggests that IOP values exceeding 
50 mmHg in our model induced severe RGC loss by ischemic optic neuropathy; these cases can be classified as 
having APAC. Therefore, the Over-50 group in this model may be useful for developing neuroprotective drugs 
for APAC-induced optic neuropathy.

In the Under-50 group, characteristic features of glaucoma, such as thinning of the retina and increased 
ONH cupping, were confirmed. Mechanical compression by IOP elevation leads to the deformation of the 
lamina cribrosa in humans or the glial lamina in rats, and then compression of retinal nerve fibers results in 
RGC dysfunction in glaucoma6,31. The histological and morphological changes leading to the development of 
retinal thinning and increased ONH cupping were also observed in our model (Fig. 2d,e). These results sup-
port the claim that optic neuropathy is caused by ONH compression following IOP elevation in our model, 
similar to the changes in POAG. Meanwhile, eyeballs with elevated IOP were enlarged, and it was predicted 
that the entire posterior retina was exposed to high pressure. Thus, not only did optic neuropathy result 
from ONH compression but retinal degeneration was also induced by mechanical compression of the reti-
nae in our model. Longitudinally, this eyeball expansion might continue because flexibility of the sclera in 
young (9-week-old) rats could predispose their eyeballs to expansion by pressure32,33. Moreover, this global 
expansion may compensate for the high IOP-induced focal stress on ONH. Thus, older rats may be ideal as 
glaucoma models with severe ONH deformation because of lower induction of eyeball expansion, thereby 
exposing the ONH to higher pressure.

TUNEL-positive cells were identified in the GCL, INL and ONL 14 days after cell injection. Kerrigan et al. 
have reported that the retinae of glaucoma patients contain an increased number of TUNEL-positive cells34, and 
our results corroborate these clinical observations. Glial activation, a marker of neurological disorder character-
ized by increased GFAP expression, is also observed in the retinae of glaucoma patients and various experimental 
COH models21,35–37. In this study, GFAP expression was limited to the GCL, co-localizing with astrocytes, in con-
trol eyes but was observed in Müller glial cells throughout the GCL extending to the ONL from the 7th day to a 
peak expression on the 14th day after cell injection. These results suggest that our model exhibits the pathological 
changes that occur in glaucoma and that the neurological disorder in our model progresses from approximately 
the 7th day to the 14th day after cell injection.

There are several limitations in this study. First, we only examined changes in IOP and morphology until 28 
days after cell injection. Analysis of the duration of elevated IOP should be extended beyond a month after cell 
injection. Second, while long-lasting IOP elevation was achieved at a high rate, IOP values were difficult to con-
trol. It should be possible to control the degree of IOP elevation by varying the cell injection protocol. Third, the 
main disadvantage of our model is that the view of the posterior chamber of the eye was continuously obstructed 
by cell accumulation and iris adhesion at the front of the lens. We need to improve our method for producing 
occlusion of the angle by restricting cell accumulation to the peripheral area of the anterior chamber. Fourth, the 
possibility that an inflammatory response to injected cells occurred in the anterior segment cannot be excluded. 
However, it is possible to select animals with limited anterior damage. Finally, as mentioned in a recent review 
of glaucoma animal models38, rodents have only a glial lamina rather than a structured lamina cribrosa. Thus, 
humans or primates may exhibit a different pathology of axon damage and pattern of progression. Nevertheless, 
in contrast to models with a structured lamina cribrosa, our rat model may still be used to clarify the initial site 
or mechanism of axon damage.

In this study, we developed a reproducible rat glaucoma model with sustained IOP elevation using intraca-
meral injection of conjunctival fibroblasts. In addition, our model was classified into two groups based on the 
cut-off value of IOP, and each group displayed different types of RGC loss. One type of RGC loss represented 
chronic optic neuropathy, which developed after an increase in ONH cupping and RGC dysfunction and mim-
icked the clinical pathology of POAG. The other type was severe RGC loss, mimicking APAC. Our model has 
great potential for further investigation of the pathogenic mechanisms of glaucoma and may be useful in the 
development of IOP-lowering drugs and neuroprotective drugs.

Methods
Animals. All animals used in this study were treated in accordance with the ARVO Statement for the Use of 
Animals in Ophthalmic and Vision Research. The protocol was approved by the Institutional Animal Care and 
Use Committee of Research Laboratories at Senju Pharmaceutical Co., Ltd. (No. 20150116-01). Nine-week-old 
male Sprague-Dawley rats were obtained from Charles River Japan (Yokohama, Japan), housed at 23 °C with a 
12-hour light/dark cycle, and fed ad libitum.

Preparation of conjunctival fibroblasts. Conjunctival tissues were excised from five rat eyes and 
incubated in Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with 0.2% 
dispase® II (Roche, Basel, Switzerland) for 1 hour at 37 °C. Epithelial cells were mechanically removed, and the 
remaining tissue was minced and digested with 0.1% collagenase A (Roche) overnight at 37 °C. Conjunctival 
fibroblasts in collagenase solution were then re-suspended in DMEM supplemented with 10% fetal bovine 
serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin (all from Invitrogen) and cultured under standard conditions 
(humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C). Cultured conjunctival fibroblasts were repeatedly cultured after 
achieving 70%–90% confluence.

Intracameral injection of conjunctival fibroblasts. After achieving approximately 90% conflu-
ence, conjunctival fibroblasts were dissociated with TrypLE™ Express (Invitrogen) and suspended in DMEM 
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supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin (1.5 × 107 cells/mL). After topical adminis-
tration of 0.5% tropicamide and 0.5% phenylephrine mixed eye drops (Mydrin-P, Santen Pharmaceuticals, 
Osaka, Japan), animals were anesthetized with intraperitoneal ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/
kg). Then, topical 0.4% oxybuprocaine (Benoxyl, Santen Pharmaceuticals) diluted 10-fold and 0.3% gatiflox-
acin (Gatifro, Senju Pharmaceutical, Osaka, Japan) were applied to the corneal surface. Five microliters of 
cell suspension was injected slowly over 2–3 minutes into the anterior chamber of one eye with a 34-gauge 
needle (n = 55), and the contralateral eye was left untreated. In addition, 5 µL of culture medium was unilat-
erally injected into the anterior chamber of one eye in other rats as a control (n = 31). The contralateral eyes 
of animals in both groups were untreated and regarded as normal eyes. After injection, the eyes were treated 
with an ointment containing 0.3% ofloxacin (Tarivid, Santen Pharmaceuticals), and animals were given an 
intraperitoneal injection of 1 mg/kg atipamezole (Antisedan, Nippon Zenyaku Kogyo, Fukushima, Japan) to 
facilitate recovery from anesthesia.

Measurement of intraocular pressure (IOP). After inducing anesthesia with sevoflurane, IOP was meas-
ured using a rebound TonoLab® (iCare, Helsinki, Finland) 1 day before (baseline) and 3, 7, 14, 21 and 28 days 
after intracameral injection. IOP measurements were started 5 minutes after the induction of anesthesia and 
completed within 5 minutes to circumvent the effect of anesthesia on IOP. All measurements were conducted 
between 9:00 and 12:00. To avoid drying of the cornea, we administered 0.1% hyaluronic acid (Tearbalance, Senju 
Pharmaceutical) during the maintenance of anesthesia. Three IOP values were obtained from each eye, and the 
daily mean IOP values for each eye were calculated. The area under the curve (AUC) of IOP change from baseline 
in each injected eye was calculated 3, 7, 14, and 28 days after cell injection.

Slit-lamp observation of the anterior chamber. The anterior segments of eyes were examined with a 
slit lamp (Topcon, Tokyo, Japan) at the same time as the IOP measurements were made.

Tissue preparation. Animals were deeply anaesthetized by inhalation of air-saturated isoflurane and per-
fused with cold saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA) on the 3rd, 7th, 14th or 28th day after intracam-
eral injection. Eyes were enucleated and post-fixed with 4% PFA.

Histological analysis. Three-µm paraffin-embedded sections and 8-µm cryosections were prepared and 
stained with hematoxylin and eosin. Changes in the anterior segment, retinal thickness, and ONH cupping were 
examined using the bright-field mode of a fluorescence microscope.

RGC counting. After overnight fixation, retinae were flat-mounted and then incubated with a primary 
antibody against BRN3A (Millipore, Billerica, MA, USA), a transcription factor specifically expressed in the 
nuclei of ganglion cells. Then, retinae were incubated with a secondary antibody conjugated to Alexa Fluor® 488 
(Invitrogen). Regions that were located 1 mm and 2 mm away from the ONH in each of four quadrants were pho-
tographed with a fluorescence microscope (Keyence, Osaka, Japan). BRN3A-positive RGCs were counted in fields 
of 0.4 mm2 using an image visualization software (Image-Pro Plus, Nippon Roper, Tokyo, Japan). The counts of 
RGCs in 8 areas of each eye were averaged, and the mean numbers of RGCs for each group were calculated. The 
rate of RGC loss was defined as the percentage decrease in the number of cells in the cell-injected eye relative to 
the number of cells in the control (culture medium-injected) eye.

TUNEL assay. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) staining of cryosec-
tions was carried out using the Click-iT® TUNEL Alexa Fluor® 488 Imaging Assay (Invitrogen) to detect DNA 
degradation that occurs during apoptosis in situ. Sections were embedded with Vectashield® Mounting Media 
with 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and examined under 
a fluorescence microscope. Positive controls were prepared by treating sections with DNase I before TUNEL to 
detect DNA fragmentation.

Immunohistochemical analysis. Eight-µm-thick cryosections were cut and immersed in 10 mM 
phosphate-buffered saline (PBS). The sections were incubated with a blocking solution containing 5% bovine 
serum albumin/0.1% Triton X-100/10 mM PBS at room temperature for 20 minutes to eliminate non-specific 
binding, incubated with primary antibodies against glial fibrillary acid protein (GFAP, Dako, Glostrup, 
Denmark) at 4 °C overnight, and washed with PBS. Then, they were incubated with secondary antibodies con-
jugated to Alexa Fluor® 546 (Invitrogen) at room temperature for 1 hour and embedded with Vectashield® 
Mounting Media with DAPI (Vector Laboratories). Immunofluorescence images were acquired using fluores-
cence microscopy.

Statistical analysis. The IOP values and RGC counts are presented as the mean ± standard deviation (S.D.). 
The differences in IOP values and RGC counts between the injected eyes and the control eyes were statisti-
cally analyzed with two-tailed Student’s t-tests of data from each day after cell injection. Linear regressions with 
Pearson’s correlation coefficients were performed between normalized RGC numbers and AUCs of the differ-
ential IOP from baseline in cell-injected eyes for the Under-50 and Over-50 groups. p < 0.05 was considered 
statistically significant.

Data Availability
The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from the corresponding author 
upon reasonable request.
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Tear miRNA expression analysis reveals miR-
203 as a potential regulator of corneal epithelial 
cells
Ayumi Nakagawa1, Takeshi Nakajima2 and Mitsuyoshi Azuma2* 

Abstract 

Background: microRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs that negatively regulate gene expression. They are 
found within cells and in body fluids. Extracellular miRNAs have been shown to associate with the surrounding tissues. 
Therefore, we predicted that miRNAs in tears may contribute to regulate corneal epithelial cell function. However, 
information on the miRNA expression profile of tears is limited and the specific functions of tear miRNAs for corneal 
epithelial cells are still unknown. To study the role of tear miRNAs, we determined which miRNAs are highly expressed 
in tears and examined the involvement of miRNAs in corneal epithelial cell viability.

Methods: miRNAs extracted from monkey tears and sera were subjected to microarray analysis. miRNAs of which 
expression levels were higher in tears than in sera were selected, and their expression levels were quantified by 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR). To examine miRNA function, mimics and inhibitors of miRNAs were 
transfected into human corneal epithelial (HCE-T) cells and incubated for 24 or 48 h. After transfection of miRNA mim-
ics and inhibitors, the viability of HCE-T cells was measured using the water soluble tetrazolium salt (WST) assay, and 
microarray analysis and qPCR were performed using total RNA extracted from HCE-T cells. siRNAs of the candidate 
targets for miR-203 were transfected into HCE-T cells and the WST assay was performed. To determine a direct target 
gene for miR-203, a dual luciferase reporter assay was performed in HCE-T cells using a luciferase reporter plasmid 
containing 3′-UTR of human IGFBP5.

Results: Microarray and qPCR analyses showed that miR-184 and miR-203 were expressed significantly more highly 
in tears than in sera (165,542.8- and 567.8-fold, respectively, p < 0.05). Of these two miRNAs, transfection of a miR-203 
mimic significantly reduced the viability of HCE-T cells (p < 0.05), while a miR-203 inhibitor significantly increased this 
viability (p < 0.05). miR-203 mimic downregulated insulin-like growth factor-binding protein 5 (IGFBP5) and nuclear 
casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate 1 (NUCKS1), while miR-203 inhibitor upregulated these two 
genes. Transfection of IGFBP5-siRNA decreased the viability of HCE-T cells. miR-203 mimic significantly diminished the 
luciferase reporter activity.

Conclusions: In this study, we identified miRNAs that are highly expressed in tears, and the inhibition of miR-203 
increases the viability of corneal epithelial cells. Our results suggest that miR-203 contributes to regulating the 
homeostasis of corneal epithelial cells.
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Background
The cornea, the anteriormost layer of the eye, is a trans-
parent tissue and mechanical barrier that limits the entry 
of exogenous substances into the eye and protects the 
ocular tissues [1]. Based on its transparent structure, 
the cornea is the only part of the human body that has 
no blood supply; it receives nutrition through tears and 
aqueous humor, as well as oxygen from the air. The cor-
neal epithelium, which is the outermost layer of the cor-
nea, is replaced approximately every 2 weeks, and corneal 
wound healing is a highly regulated process that requires 
the proliferation and migration of epithelial cells. In tears, 
various proteins such as growth factors are secreted by 
the lacrimal gland and distributed over the cornea, where 
they are involved in cellular proliferation, migration, and 
survival. However, various chemical, physical, and patho-
logical factors injure the corneal epithelium, resulting in 
corneal epithelium disorder. It is clinically important to 
develop a new method for treating corneal epithelium 
disorder.

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs 
(~ 22 nucleotides) that regulate gene expression at the 
post-transcriptional level by binding to the 3′-untrans-
lated region (3′-UTR) of target messenger RNAs 
(mRNAs) for translational repression or degradation [2, 
3]. The interaction between miRNAs and their target 
mRNAs requires only partial base-pairing of miRNAs, 
occurring at a site called the seed region (nucleotides 
2-8), which allows miRNAs to target multiple genes [4]. 
Several studies have revealed that miRNAs play impor-
tant regulatory roles in diverse cellular pathways includ-
ing differentiation, organogenesis, cell proliferation, and 
apoptosis [5–7]. In addition, miRNAs have been reported 
to contribute to human diseases including ocular dis-
eases such as glaucoma, cataract, and diabetic retinopa-
thy [8–10].

Recently, some of the functional miRNAs previously 
identified in cells and tissues were found in extracellular 
fluids such as plasma, serum, saliva, and urine, and also in 
tears [11–17]. Although these studies showed the expres-
sion profile of miRNAs in patients such as Alzheimer’s 
disease, cancer, Sjögren syndrome, diabetic retinopathy 
and glaucoma, there is little information available on 
miRNA which is constitutively and specifically expressed 
in tears. miRNAs can be packaged in membrane vesicles 
such as exosome, released into various extracellular flu-
ids, and transferred into cells to participate in cell-to-cell 
communication [16, 18, 19]. The delivered miRNAs can 
regulate other cells in new locations [19, 20]. Thus, we 
hypothesized that miRNAs present in tears might func-
tion and play important roles in maintaining the homeo-
stasis of the ocular surface like growth factors. However, 
many of the available miRNA expression profiles in tears 

are limited in a particular disease condition and the 
functions of miRNAs detected in tears are not clearly 
understood.

The first aim of this study was to identify the dominant 
miRNAs in tears. We then investigated the contribution 
of miRNAs highly expressed in tears to the viability of 
corneal epithelial cells, and explored its target genes.

Methods
Sample collection
Tear and serum samples were collected from 4 male and 
4 female cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis). All 
of the samples were individually obtained from EveBio-
science Co., Ltd. Fifty microliter of saline (Otsuka Phar-
maceutical, Japan) was instilled in the nasal side of one 
eye by micropipette, and after a few blinking, diluted 
tears were collected from the temporal side. Diluted tears 
were repeatedly collected after an interval until suffi-
cient volume (approximately 600 μL) was acquired. Sera 
were separated from approximately 2 mL blood sample 
drawn from the femoral vein. Animal care and all experi-
mental procedures were performed in accordance with 
the guidelines of the Association for Research in Vision 
and Ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of 
Animals in Ophthalmic and Vision Research. The proto-
col was approved by the Animal Welfare Committee of 
Research Laboratories at EveBioscience Co., Ltd.

Microarray analysis of miRNAs
Three hundred microliter of tears and sera were centri-
fuged for the removal of cellular components, and their 
aqueous phases were gently collected. Total RNAs were 
extracted from each sample in accordance with the man-
ufacturer’s protocol. The quality and quantity of total 
RNAs were confirmed by an Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) with an 
RNA 6000 Pico kit. The miRNAs extracted from monkey 
tears and sera were labeled with Hy5 using the miRCURY 
LNA Array miR labeling kit (Exiqon, Vedbaek, Denmark) 
and hybridized onto 3D-Gene Human miRNA Oligo 
chip V16.1.0.0 (Toray Industries, Tokyo, Japan), on which 
1212 oligonucleotides are spotted. Hybridization signals 
were scanned using a 3D-Gene Scanner (Toray Indus-
tries). The raw data above a level corresponding to the 
average of the background plus two standard deviations 
were selected, and selected miRNAs were processed by 
background subtraction and global normalization. The 
miRNA profile of tears was compared with that of sera 
(n = 2 for each of tear and serum). The miRNAs which 
were detected in two samples were included in the 
analysis.
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Quantitative real‑time PCR of miRNAs
Total RNAs were extracted from 4 ~ 6 samples for each of 
tears and sera (300 μL) using QIAzol (QIAGEN, Hilden, 
Germany) and miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen). To 
normalize for technical variation, 0.01 fmol of synthetic 
cel-miR-39-3p (QIAGEN) was spiked into each tear and 
serum sample after addition of denaturing solution. Total 
RNAs were treated with SUPERase-In (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA), and the quality and quantity 
of the extracted miRNAs were assessed using a spectro-
photometer (NanoVue™; GE Healthcare, Little Chalfont, 
UK).

Four miRNAs, expressed at high levels in microarrays, 
were measured by quantitative polymerase chain reac-
tion (qPCR) following the manufacturer’s instructions. 
Briefly, 1.12 μL of template RNAs were reverse-tran-
scribed using miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN), then 
real-time PCR was performed using miRCURY LNA 
SYBR Green PCR Kit (QIAGEN). The following prim-
ers were used: hsa_miR-184 miRCURY LNA miRNA 
PCR Assay, hsa_miR-3616-3p miRCURY LNA miRNA 
PCR Assay, hsa_miR-3610 miRCURY LNA miRNA PCR 
Assay, hsa_miR-203a-3p miRCURY LNA miRNA PCR 
Assay (QIAGEN). Fluorescence was monitored on a 7500 
Real Time PCR system (Thermo Fisher Scientific). Rela-
tive expression levels were normalized to cel-miR-39-3p 
and calculated using standard curve method.

miRNA mimics, inhibitors and siRNAs
The synthesized double-stranded full-length miRNA 
(22-bp) and the fully 2′-O-methylated complementary 
antisense oligonucleotide (22-mer) were purchased from 
QIAGEN (miScript miRNA Mimic: Syn-hsa-miR-184 
and Syn-hsa-miR-203a-3p, miScript miRNA Inhibitor: 
Anti-hsa-miR-184 and Anti-hsa-miR-203a-3p, respec-
tively). miRNA without any homology and 2′-O-methyl-
ated antisense oligonucleotides without any homology 
were purchased from QIAGEN (AllStars Negative Con-
trol siRNA and miScript Inhibitor Negative Control, 
respectively) as negative controls. siRNAs of IGFBP5, 
NUCKS1 and negative control were purchased from 
Thermo Fisher Scientific (Silencer® Select siRNAs).

Cell cultures and transfection
Cultured immortalized human corneal epithelial (HCE-
T) cells were obtained from Dr. Kaoru Sasaki at JCHO 
Hoshigaoka Medical Center. The cell line was authenti-
cated with short tandem repeat (STR) analysis. The STR 
results showed that the DNA of the cell line completely 
matched HCE-T. These cells were cultured with DMEM/
F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 5% 
fetal bovine serum (FBS, Invitrogen), 5 μg/mL insulin 

(Wako, Japan), 10 ng/mL human recombinant epider-
mal growth factor (EGF, Invitrogen), 40 μg/mL gentamy-
cin (Invitrogen), and 100 U/mL penicillin/streptomycin 
(Invitrogen) at 37 °C and 5%  CO2. Cells were seeded at 
1.0 ×  103 cells/well in 96-well culture plates for water-
soluble tetrazolium (WST) assay, 4.0 ×  104 cells/well in 
24-well culture plates for dual luciferase reporter assay, 
and 9.0 ×  104 cells/well in 6-well culture plates for RNA 
extraction in DMEM/F12 medium containing 5% FBS 
and 40 μg/mL gentamycin on the day before transfection. 
At 18 h post-plating, the culture medium was replaced 
with DMEM/F12 medium. Transfection of miRNA mim-
ics/ inhibitors and siRNAs was performed according to 
the manufacturer’s recommendations. The miRNA mim-
ics (20 nM) and inhibitors (50 to 100 nM) were trans-
fected into HCE-T cells with HiPerFect Transfection 
Reagent (QIAGEN). The 50 nM of siRNAs were trans-
fected with Lipofectamine® RNAiMAX (Invitrogen).

To examine the baseline expression level of miR-184 
and miR-203 in HCE-T cells, total RNAs were extracted 
from cultured cells using QIAzol and miRNeasy Mini 
Kit (QIAGEN) followed by reverse transcription PCR. 
qPCR was performed with specific primers using RNU6B 
(endogenous control).

Water‑soluble tetrazolium salt (WST) assay
The cell viability was determined by WST assay [21]. 
Forty-eight hours after transfection, WST-8 (Cell Count-
ing Kit-8 reagent; Dojindo Laboratories, Kumamoto, 
Japan) was added to each well, followed by incubation 
in a 37 °C, 5%  CO2 incubator for 1 h. The absorbance 
was measured at 450 nm in a microplate reader (BioTek, 
Winooski, VT). The background (WST-8 reagent absorb-
ance) was subtracted from the data for each well. Relative 
changes of miRNA mimic- or inhibitor-treated cells were 
calculated comparing with negative control-treated cells. 
All assays were performed in triplicate and repeated two 
or three times.

Microarray analysis and qPCR of genes
Forty-eight hours after transfection of miR-203 mimic 
and inhibitor, total RNA was extracted from HCE-T cells 
using TRIzol® Reagent (Invitrogen) and RNeasy Mini kit 
(QIAGEN). Subsequently, microarray analysis was per-
formed using Genechip (Affymetrix, Santa Clara, CA). 
The relative expression levels of genes after transfection 
of mimic or inhibitor compare with their negative control 
were calculated (n = 3).

To validate the expression levels of insulin-like 
growth factor binding protein 5 (IGFBP5), nuclear 
casein kinase and cyclin dependent kinase substrate 1 
(NUCKS1) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) mRNAs, 300 ng of template RNAs were 
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reverse-transcribed using PrimeScript® RT Master Mix 
(Perfect Real Time) Kit (Takara Bio, Shiga, Japan), and 
real-time PCR was performed using TaqMan™ Gene 
Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific). The 
assay ID of TaqMan® Gene Expression Assays used as 
primers were following: Hs00181213_m1 (for IGFBP5), 
Hs05054673_s1 (for NUCKS1) and Hs02786624_g1 (for 
GAPDH). GAPDH was used as an internal control. Rela-
tive expression levels were calculated using standard 
curve method.

miRNA target prediction
Potential target genes of miR-203 and the target sites on 
their 3′-UTR were predicted by miRDB (http:// mirdb. 
org/), an online database for miRNA target prediction 
[22].

Dual luciferase reporter assay
Fifty nanogram of luciferase reporter plasmid containing 
3′-UTR of human IGFBP5 (HmiT100927-MT06, Gene-
copoeia, Rockville, MD) or pEZX-MT06 control plasmid 
(CmiT000001-MT06, Genecopoeia) were co-transfected 
with 50 nM of miR-203 mimic or negative control into 
HCE-T cells by Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in 
24-well culture plates. At 48 h after incubation, the firefly 
and Renilla luciferase activities were measured using the 
Luc-Pair™ Duo-Luciferase Assay kit 2.0 (Genecopoeia). 
Relative luciferase activities were calculated by normali-
zation of firefly luciferase activities based on those of 
Renilla luciferase.

Statistical analysis
All data of qPCR, WST assays and dual luciferase 
reporter assay are expressed as mean ± standard devia-
tion (SD). Differences in these assays between groups 
were assessed using Student’s t-test. A p value of < 0.05 
was considered statistically significant.

Results
miRNA expressions in tears and sera
High-quality total RNAs from tears and sera were con-
firmed with the bioanalyzer (Fig.  1). There were only 
RNAs shorter than 200 nt and no ribosomal RNA, sug-
gesting that the purified total RNAs did not contain 
RNAs derived from cells but contained RNAs circulating 
in fluids. The yields of total RNAs were 4 to 18 ng.

Microarray analysis detected 483 and 492 miRNAs in 
monkey tears and sera, respectively (Additional  file  2). 
Of these, 367 were confirmed to be expressed in both 
tears and sera. Among these 367 miRNAs, 314 exhibited 
expression that was at least twice as high in tears as that 
in sera. Table 1 shows top miRNAs with higher expres-
sion in tears than in sera among these 314 miRNAs. 

On the other hand, the top miRNAs expressed higher 
in tears were shown in Table  2. There were few differ-
ences in the expression level between tears and sera 
(Additional file 2).

Fig. 1 Quality validation of purified total RNAs from teas and sera. 
The quality of purified total RNAs obtained from tears and sera was 
validated using an Agilent 2100 Bioanalyzer. The gel image shows 
that only RNAs shorter than 200 nt were contained in each fluid 
(n = 2)

Table 1 Top 5 miRNAs with higher expression in tears than in 
sera

a The sequence annotated as miR-720 is likely to be a fragment of a transfer RNA, 
and it has been removed from the miRBase (https:// www. mirba se. org/)

miRNA name Averages of intensities 
(individual value)

Fold change 
(Tears/ Sera)

Tears Sera

miR-184 1616.7
(1173.4, 2060.0)

19.3
(21.6, 17.1)

83.7

miR-3616-3p 1123.3
(775.1, 1471.6)

31.5 (40.1, 23.0) 35.6

miR-720a 7077.6
(3950.5, 10,204.6)

212.3 (262.3, 162.3) 33.3

miR-3610 471.3
(562.2, 380.4)

15.7 (16.1, 15.3) 30.1

miR-203 587.3
(184.4, 990.1)

20.4 (22.1, 18.7) 28.8

http://mirdb.org/
http://mirdb.org/
https://www.mirbase.org/
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Validation of microarray analysis by qPCR
miR-720, which is likely to be a fragment of a transfer 
RNA, has now been removed from the miRNA data-
base (miRBase; https:// www. mirba se. org/). Therefore, 
the expression levels of the top 4 miRNAs, miR-184, 
miR-3616-3p, miR-3610, and miR-203, were validated by 
qPCR. The average threshold cycles (Ct values) of miR-
184 and miR-203 in tears were 21.3 and 25.5, respec-
tively, and those in sera were 35.6 and 33.2, respectively 
(Fig. 2A). The Ct value of miR-3610 was higher than 35 

Table 2 Top 5 miRNAs with the higher expression in tears

miRNA name Averages of intensities 
(individual value)

miR-2861 22,888.4 (14,951.8, 30,825.0)

miR-4294 22,274.8 (4206.8, 40,342.8)

miR-1908 20,012.9 (15,340.5, 24,685.4)

miR-3665 18,755.7 (15,602.1, 21,909.3)

miR-762 18,247.9 (13,612.1, 22,883.6)

Fig. 2 qPCR analysis of miRNAs differentially expressed between tears and sera. The average threshold cycles (Ct values) were obtained for miR-184, 
miR-203, miR-3610 and cel-miR-39-3p (spike-in control) (A). There was no significant difference in Ct value of miR-3610 between tears and sera. 
miR-3616-3p was not detected by qPCR in both tears and sera. miR-184 and miR-203 showed significantly higher expression in tears than in sera (B). 
Data are mean ± SD (n = 4 ~ 6). **p < 0.01, *p < 0.05 relative to sera (two-sided Student’s t-test)

https://www.mirbase.org/
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in both tears and sera, and there was no significant dif-
ference between them. miR-3616-3p was not detected 
by qPCR in both tears and sera. Two of the four miR-
NAs, miR-184 and miR-203, showed significantly higher 
expression in tears than in sera (Fig. 2B, 165,542.8- and 
567.8-fold, respectively, p < 0.05). Thus, two dominant 
miRNAs in tears, miR-184 and miR-203, were selected to 
identify their effects on HCE-T cells.

Contribution of miRNA to the viability of HCE‑T cells
We next studied the contributions of the two relatively 
highly expressed miRNAs in tears, miR-184 and miR-
203, to regulating the viability of corneal epithelial cells. 
The baseline expression levels of miR-184 and miR-203 
compared with that of RNU6B (endogenous control) 

were 0.56 and 0.15, respectively (Fig. 3A). The cell viabil-
ity was significantly decreased to 0.8-fold by the miR-203 
mimic (p < 0.05) and was significantly enhanced 1.2-fold 
by miR-203 inhibitor (p < 0.05) comparing with these of 
the negative controls (Fig. 3B and C). In contrast, mimic 
and inhibitor of miR-184 did not change the cell viability 
(Fig. 3D).

Transcripts in HCE‑T cells changed by miR‑203 mimic 
and inhibitor
To identify target mRNAs for miR-203 in HCE-T cells, 
we confirmed the identity of the transcripts altered after 
transfection of miR-203 mimic and inhibitor in HCE-T 
cells by microarray analysis (Table  3). At 48 h after 
transfection, seven genes, IGFBP5, GNAO1, CDKN2B, 

Fig. 3 Contribution of miR-203 and miR-184 to the viability of corneal epithelial cells. The baseline expression level of miRNAs (A). The viability of 
HCE-T cells was significantly decreased by the miR-203 mimic (B) and was significantly increased by the miR-203 inhibitor (C). The viability of HCE-T 
cells was not changed by the mimic and inhibitor of miR-184 (D). Data are mean ± SD (n = 6 for miR-203 mimic, n = 9 for miR-203 inhibitor, and 
n = 9 for mimic and inhibitor of miR-184). *p < 0.05 relative to the negative control (two-sided Student’s t-test)
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NUCKS1, FRAS1, TLL1, and ARID5B, were downregu-
lated by miR-203 mimic and upregulated by miR-203 
inhibitor (cut-off: > 1.3-fold). In contrast, three genes 
AREG, PSTPIP2, and NFATC2, were upregulated by 
miR-203 mimic and downregulated by miR-203 inhibitor 
(cut-off: > 1.3-fold).

Identification a direct target gene for miR‑203
To screen the target genes of miR-203 among 10 genes 
which was identified by microarray analysis, miR-203 
target sites were identified by an in silico miRNA tar-
get prediction search. IGFBP5 and NUCKS1 mRNA 
had two putative target sites in their 3′-UTR (Fig.  4A). 
In order to validate the change of expression level of 
IGFBP5 and NUCKS1 in microarray analysis, we then 
performed qPCR analysis for these two genes 24 h and 
48 h after transfection of miR-203 mimic and inhibitor 
into HCE-T cells. At 24 h, the expression of IGFBP5 and 
NUCKS1 were significantly downregulated by the miR-
203 mimic (p < 0.01) and were significantly upregulated 
by the miR-203 inhibitor (p < 0.01) comparing with the 
negative controls (Fig. 4B and C). The effects induced by 
miR-203 mimic and inhibitor were reduced at 48 h (data 
not shown).

The effect of IGFBP5 and NUCKS1 silencing on the 
viability of HCE-T cells was determined using siRNAs 
of these genes. IGFBP5-siRNA significantly decreased 
the cell viability of HCE-T comparing with the negative 
control (Fig.  4D, p < 0.05). In contrast, NUCKS1-siRNA 
had no significantly effect on the cell viability. To further 
determine whether IGFBP5 is a direct target gene for 
miR-203, a dual luciferase reporter assay was performed 
in HCE-T cells. The luciferase reporter activity was 

significantly diminished after the transfection of miR-203 
mimic compared with transfection of negative control of 
miRNA (Fig.  4E). These results demonstrated that miR-
203 negatively regulates the proliferation of HCE-T cells 
by targeting IGFBP5.

Discussion
Several miRNAs have been reported to be specific to 
individual organs, tissues, or cell types. For example, 
miR-122 and miR-124 are specifically expressed in liver 
and brain, respectively [23–27]. In addition, Weber et al. 
reported that the composition and concentrations of 
miRNAs differ among several body fluid types [11]. These 
results demonstrate that specific miRNAs are generated 
at each cell and secreted into body fluids to act in the 
specific site. Therefore, we hypothesized that miRNAs 
express higher in tear than in other body fluid may play 
key roles in the homeostasis of ocular surfaces such as 
corneal epithelial cells.

In this study, we characterized the miRNA expression 
profiles of two body fluids, tears and sera. Several stud-
ies on miRNA expression in tears have been reported 
[12–17]. Although these studies showed the difference of 
miRNAs expression between patients and healthy con-
trols, little information is currently available on miRNA 
which is constitutively and specifically expressed in 
tears. Blood circulates throughout the body and main-
tains the homeostasis of various organs, while tears 
supply oxygen and nutrition to the ocular surface and 
maintain its homeostasis. For this reason, sera fraction-
ated from blood were used as a control body fluid to 
determine miRNAs specific for tears. Dufourd T et  al. 
reported that there were differences of miRNA quality, 
content and profile between plasma and serum in rat 

Table 3 Gene transcripts changed by miR-203 mimic and inhibitor

NC Negative control, IGFBP5 Insulin-like growth factor-binding protein 5, GNAO1 G protein subunit alpha o1, CDKN2B Cyclin dependent kinase inhibitor 2B, NUCKS1 
Nuclear casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate 1, FRAS1 Fraser extracellular matrix complex subunit 1, TLL1 Tolloid like 1, ARID5B AT-rich interaction 
domain 5B, AREG Amphiregulin, PSTPIP2 Proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2, NFATC2 Nuclear factor of activated T cells 2

Gene symbol Intensity Fold change
(/ NC)

Intensity Fold 
change
(/ NC)miR‑203 Mimic Mimic NC miR‑203 Inhibitor Inhibitor NC

IGFBP5 36.76 63.56 −1.72 80.45 48.50 1.66

GNAO1 38.85 72.00 −1.85 67.18 46.85 1.44

CDKN2B 58.08 95.01 −1.64 105.42 68.59 1.54

NUCKS1 48.84 83.29 −1.7 98.36 72.50 1.36

FRAS1 70.52 112.99 −1.6 126.24 90.51 1.4

TLL1 199.47 278.20 −1.39 254.23 184.82 1.37

ARID5B 120.26 160.90 −1.34 170.07 128.89 1.32

AREG 44.02 32.45 1.36 33.59 44.63 −1.33

PSTPIP2 310.83 215.27 1.45 177.29 238.86 −1.35

NFATC2 106.15 54.95 1.94 45.25 62.25 −1.38
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while no differences were found between them in human 
because of its large blood volume. Therefore, monkey 
serum and plasma also might not show important dif-
ferences in miRNA profile because of their comparably 
large blood volume similar to human [28]. We analyzed 
the miRNA expression profiles in tears of monkey using 
human probes because the majority of monkey miR-
NAs have been well conserved in the human genome 
[29]. We revealed that miR-203 expressed higher in tears 
than sera. The viability of HCE-T cells was significantly 
increased 1.2-fold by miR-203 inhibitor compared with 
negative control (Fig.  3). In the immortalized HCE cell 

line, the proliferation was promoted approximately 1.5-
fold even by standard growth supplements [30], indicat-
ing the effect of miR-203 inhibitor was significant for the 
viability of HCE-T cells. Several studies demonstrated 
that the effect of the drug on the viability of HCE-T cells 
can be linked to the effect on the corneal wound healing 
[31–34]. Taken together, miR-203 inhibitor may have a 
therapeutic potential in corneal epithelial wound healing.

miR-203 is widely known as a tumor suppressor and 
skin-related miRNA, and plays important roles in cell 
proliferation, differentiation, and metastasis by control-
ling various genes [35–41]. In the skin, miR-203 represses 

Fig. 4 The potential target genes of miR-203. There were two putative target sites of miR-203 in the 3′-UTR of IGFBP5 and NUCKS1 mRNA (A). qPCR 
analysis revealed that the relative expression levels of IGFBP5 (B) and NUCKS1 (C) were significantly decreased by the miR-203 mimic (20 nM) and 
were significantly increased by the miR-203 inhibitor (75 nM) comparing with the negative controls. Data are mean ± SD (n = 4). **p < 0.01, *p < 0.05 
relative to the negative control (two-sided Student’s t-test). The viability of HCE-T cells was significantly decreased by the IGFBP5-siRNA comparing 
with the negative controls (D). NUCKS1-siRNA had no significantly effect on the cell viability. Data are mean ± SD (n = 6). *p < 0.05 relative to the 
negative control (one-sided Student’s t-test). The luciferase reporter activity using a luciferase reporter plasmid containing 3′-UTR of human IGFBP5 
was significantly diminished after the transfection of miR-203 mimic (E). Data are mean ± SD (n = 3). *p < 0.05 relative to the negative control 
(one-sided Student’s t-test)
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stemness and promote epidermal differentiation by 
restricting proliferative potential [36, 37]. miR-203 may 
also control corneal differentiation by inhibiting its pro-
liferation to balance between them and maintain its 
homeostasis.

Our microarray analysis and qPCR analysis revealed 
that miR-203 mimic downregulates IGFBP5 and 
NUCKS1, and miR-203 inhibitor upregulates this gene 
(Table 3 and Fig. 4B). In silico analysis demonstrated that 
miR-203 directly recognizes the 3′-UTR of the IGFBP5 
and NUCKS1 mRNAs by its positions 2 to 8 (Fig.  4A). 
Luciferase reporter assay demonstrated that IGFBP-5 
is a direct target gene for miR-203 (Fig.  4E). IGFBP5 
have been reported to be involved in cell prolifera-
tion, migration and/or adhesion [42, 43]. Another study 
demonstrated that IGFBP5 enhances wound closure of 
mammary epithelial cells during injury by inhibiting 
the pro-fibrotic/pro-metastatic actions of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1) [44]. In this study, we also 
revealed that silencing of IGFBP5 resulted in decreasing 
the cell viability of HCE-T cells. These findings support 
that miR-203 directory regulates IGFBP5 expression to 
control the viability of corneal epithelial cells, and inhib-
iting miR-203 enhanced its viability. In contrast, the 
silencing of NUCKS1 had no significantly effect on the 
cell viability of HCE-T cells. Previous studies demon-
strated that NUCKS1 associates with cell proliferation 
in tumor [45], while the silencing of NUCKS1 facilitates 
corneal wound healing following alkali injury [46]. Taken 
together, these and our results indicated that NUCKS1 
may have a different effect on the cell proliferation in dif-
ferent cells or conditions.

miR-184, other highly expressed miRNA in tears, did 
not show an association with any change in the viability 
of HCE-T cells. However, miR-184, which showed the 
highest relative expression level in tears compared with 
that in sera, has been reported to negatively regulate cor-
neal lymphangiogenesis and angiogenesis [47–49]. These 
findings indicate that miR-184 in tears may be important 
for maintaining corneal homeostasis to prevent inflam-
mation and neovascularization.

A limitation of this study is that we confirmed the func-
tion of miR-203 in the steady state cell culture, not in the 
disease condition. Viticchie et al. reported that miR-203 
was downregulated to increase the expression of its tar-
gets which are necessary for cell proliferation and migra-
tion in keratinocytes of mouse skin epidermis during 
injury [38]. They demonstrated that miR-203 repression 
could mediate the skin re-epithelialization during wound 
healing. Furthermore, An J et  al reported that miR-203 
was downregulated in mouse corneal epithelium dur-
ing corneal epithelial injury [50]. Their study suggested 
the possibility that inhibiting of miR-203 during corneal 

epithelial injury might increase the viability of corneal 
epithelial cells as shown in this study. Further studies are 
needed to understand the function of miR-203 in corneal 
epithelial disease. Moreover, the circulating miRNA can 
reportedly be a biomarker for several diseases [51–55]. 
Thus, the specific and/or abundant miRNAs in tears 
might have the potential to be valuable biomarkers for 
ocular diseases.

Conclusion
The abundant miRNAs in tears would play important 
roles to maintain the homeostasis of ocular surface. In 
particular, our study provides evidence that miR-203 in 
tears is an important factor in controlling the physiology 
of corneal epithelial cells. The effect of inhibiting miR-
203 on enhancing corneal epithelial cell viability supports 
its potential as a therapeutic role in corneal epithelial 
wound healing.
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