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背景と目的

　糖尿病合併症の一つである糖尿病網膜症は現在，我が

国における失明原因の第 2 位を占めている。糖尿病網膜

症に対する治療法は厳密な血糖管理 , 網膜光凝固術 , 硝
子体切除術 , さらに最近では抗 VEGF 抗体の眼内投与な

どが施行されているが，これらの治療を行っても眼内の

血管新生，増殖性変化の進行を抑制できず，視力予後不

良な転帰をたどる症例も存在する。

　近年，蛋白質の翻訳に関与しない non-coding RNA
が存在し，その中でも 18-25 塩基からなる microRNA 
(miRNA) が標的 mRNA の発現を制御することで発生・

分化などの様々な生命現象の制御，悪性腫瘍の分化・

進展，血管新生，線維化などに関与していることが明

らかとなってきた。(Ambros. Nature 431350-355, 2004, 
Bi et al. J. Cell. Physiol. 218:467-472, 2009)。miRNA は核

内で stem 構造を持つ primary miRNA として転写され，

pre-miRNA へと代謝された後，細胞質に運ばれ成熟型の

mature-miRNA へとプロセスされる。この後 miRNA は

RISC (RNA inducing silencing complex) と呼ばれる蛋白質

複合体中に取り込まれ，蛋白質の翻訳抑制，mRNA の

分解を促進する。

　これまで糖尿病における miRNA の報告をみると，糖

尿病性腎症の線維化の進行，特に TGF-beta を起点と

した細胞外基質の蓄積に miRNA-21,29,93,200 family な

どが関与することが報告されており，眼科領域では

Streptozotocin 誘導ラット糖尿病モデルの網膜において

miRNA-200 の発現が低下，さらに眼内に miRNA-200 を

補充することで VEGF の発現が低下，網膜血管の透過

性も改善したとの報告がある (Diabetes 60:1314-23,2011)。
ヒトの検体を用いた研究では糖尿病患者の剖検眼では正

常眼に比べて miRNA-200 の発現が低下しているとの報

告はあるものの (Diabetes 60:1314-23,2011)，糖尿病網膜

症患者から術中に採取した網膜や眼内液 ( 硝子体 ) 中の

miRNA の発現を検討した報告はない。また糖尿病網膜

症以外の眼疾患における眼内の miRNA の発現に関する

報告は少なく，眼組織における miRNA の生理的，病的

機能の解析はほとんどなされていない。

　本研究課題では non-coding RNA の観点から増殖糖

尿病網膜症の病態機序を明らかにするため，microRNA 
panel PCR 法を用いて糖尿病患者硝子体液中の miRNA
の遺伝子発現，および対照群として黄斑円孔患者の硝子

体液中のmiRNAの遺伝子発現について網羅的に解析し，

miRNA と眼疾患との関連について検討した。

　さらに本研究課題では硝子体液に加えて血清を採取

し，眼内特異的な miRNA の発現プロファイルの有無に

ついて解析を行った。

方　法

1) 対象

　対象は黄斑円孔患者 4 名 (57 歳—75 歳，平均年齢 66 歳，

男性 2 例，女性 2 例 )，増殖糖尿病網膜症患者 4 名 (40 歳—

67 歳，平均年齢 55 歳，男性２例，女性 2 例 )。本研究

について説明し，文書による同意を得た後，手術当日に

採血，硝子体手術中に硝子体液 1ml を採取した。検体

採取後，末梢血から血清を分離，硝子体液を遠心分離し，

硝子体液中の細胞成分を除去したのち，解析まで -80℃
にて保存した。本研究課題は 2011 年に杏林大学倫理委

員会の承認を得た。

2) 硝子体液，血清からの RNA の抽出

検体を氷上にて融解させ，完全に液状になった状態で

再度遠心分離を行い，細胞成分などを除去し，上精部
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黄斑円孔 4症例のmiRNA発現の相関
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case 1/case 2 case 1/case 3 case 1/case 4 case 2/case 3 case 2/case 4 case 3/case 4

Pearson's correlation: 0.941129 0.917258 0.888053 0.913208 0.892665 0.91750

Spearman's correlation: 0.925455 0.899641 0.863279 0.924542 0.879993 0.92003

図 1

表 1. 黄斑円孔患者および増殖糖尿病網膜症患者の年齢と性別

MH 年齢 性別 PDR 年齢 性別

case 1 57 F case 1 67 M

case 2 74 M case 2 66 M

case 3 60 M case 3 40 F

case 4 75 F case 4 47 F

MH: 黄斑円孔 PDR: 増殖糖尿病網膜症

表 2. 硝子体液および血清中で検出された miRNAの発現数

MH 硝子体液 血清 PDR 硝子体液 血清

case 1 67 164 case 1 117 149

case 2 69 167 case 2 89 160

case 3 55 161 case 3 76 115

case 4 62 159 case 4 65 146

平均 63.2 162.7 average 86.7 142.5

MH: 黄斑円孔 PDR: 増殖糖尿病網膜症

黄斑円孔4例における硝子体液中のmiRNAの発現

* 硝子体と血清との相対的な発現比

rank case 1 dCp
Fold 

change case 2 dCp
Fold 

change case 3 dCp
Fold 

change case 4 dCp
Fold 

change 
1 hsa-miR-21 5.64 3.86 hsa-miR-21 6.23 2.29 hsa-miR-21 5.35 1.12 hsa-miR-223 4.05 0.04

2 hsa-miR-223 4.41 0.16 hsa-miR-223 4.73 0.16 hsa-miR-223 4.59 0.25 hsa-miR-21 3.78 0.76

3 hsa-miR-24 3.83 0.67 hsa-miR-24 3.53 0.45 hsa-miR-24 3.49 0.55 hsa-miR-24 2.9 0.21

4 hsa-miR-19b 3.72 0.09 hsa-miR-23a 3.23 0.59 hsa-miR-19b 3.22 0.09 hsa-miR-15a 2.8 0.17

5 hsa-miR-23a 3.08 0.55 hsa-miR-16 2.94 0.08 hsa-miR-16 3.08 0.05 hsa-miR-19a 2.63 6.64

6 hsa-miR-16 2.81 0.04 hsa-miR-19b 2.74 0.08 hsa-miR-23a 3.08 0.58
hsa-miR-
140-3p

2.31 0.95

7 hsa-miR-210 2.58 6.44
hsa-miR-
125b

2.69 5.79
hsa-miR-
125b

2.76 5.61 hsa-miR-16 2.28 0.05

8
hsa-miR-
125b

2.46 1.03
hsa-miR-
320a

2.58 0.39
hsa-miR-
320b

2.03 0.28 hsa-miR-23a 2.02 0.2

9 hsa-miR-27a 2.36 0.75 hsa-miR-27a 2.41 0.81 hsa-miR-210 1.88 4.47 hsa-miR-19b 2.01 0.06

10 hsa-miR-15a 2.32 0.09 hsa-miR-15a 2.13 0.09 hsa-miR-15a 1.78 0.05
hsa-miR-
133b

1.96 0.07

11 hsa-miR-424 2.26 1.73 hsa-let-7b 1.88 0.32 hsa-let-7b 1.67 0.27 hsa-miR-424 1.77 0.45

12 hsa-miR-101 2.13 0.17 hsa-miR-424 1.85 1
hsa-miR-
320a

1.56 0.21
hsa-miR-
133a

1.52 2.93

13
hsa-miR-
320a

1.97 0.19 hsa-miR-210 1.70 4.36 hsa-miR-27a 1.54 0.34 hsa-miR-210 1.42 3.84

14 hsa-let-7b 1.80 0.22
hsa-miR-
320b

1.66 0.28 hsa-miR-424 1.50 0.63
hsa-miR-
320a

1.39 0.23

15 hsa-miR-92a 1.58 0.04 hsa-miR-99a 1.54 1.91 hsa-miR-20a 1.45 0.06 hsa-let-7b 1.38 0.33

16
hsa-miR-
320b

1.39 0.2 hsa-miR-221 1.39 0.78
hsa-miR-
342-3p

1.44 0.66 hsa-miR-1 1.32 0.09

17 hsa-miR-93 1.27 0.06 hsa-miR-101 1.19 0.2 hsa-miR-92a 1.43 0.05
hsa-miR-
125b

1.14 1.95

18 hsa-miR-99a 1.25 1.16 hsa-miR-29c 1.14 1.41 hsa-miR-101 1.35 0.14
hsa-miR-
320b

0.95 0.23

19 hsa-miR-20a 1.08 0.03
hsa-miR-
342-3p

0.77 0.59 hsa-miR-197 0.93 3.27 hsa-miR-99a 0.94 2.55

20
hsa-miR-
142-3p

0.90 0.14
hsa-miR-
181a

0.70 1.52
hsa-miR-
106a

0.81 0.07 hsa-miR-92a 0.92 0.05

表 3
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位を採取した後，Qiagen miRNeasy® Mini Kit を用いて

miRNA を含めた total RNA の抽出を行った。

3) microRNA panel PCR 法を用いた miRNA の発現解析

　2) で抽出した RNA(6ul) から cDNA を合成するために

miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR, Polyadenyla-
tion and cDNA synthesis kit (Exiqon) を用いた。合成した

cDNA は 50 倍に希釈し，そのうち 10ul を用いて Human 
Serum/Plasma Focus microRNA PCR Panel 法により 168 個

の miRNA の発現について定量 PCR を行った。得られ

たデータは GenEx software (ver.5) (Exiqon) を用いて解析

した。dCp 値 (2nd derivative 法 ) には下記の計算式を基

に算出した。

　dCp 値 (normalized Cp 値 ) = 検出されたと判断された

miRNA 全体の平均 Cp 値 – 個々の miRNA の Cp 値

　また血清中の miRNA の発現量に対する硝子体液中の

miRNA の発現量の相対比（Fold change）については下

記の計算式を基に算出した。

　Fold change = 2（硝子体液中 miRNA の dCp 値－血清中 miRNA の dCp 値）

結　果

1) 黄斑円孔患者におけるmiRNAの発現数，発現プロファ

イル，症例間の miRNA 発現の偏りについての検討

　黄斑円孔患者 4 名の硝子体液中における miRNA の発

現数は症例１:67 個，症例 2:69 個，症例 3:55 個，症例 4:62
個であり，平均発現数は 63.2 個，血清中の miRNA の発

現数は症例１:164 個，症例 2:167 個，症例 3:161 個，症

例 4:159 個であり平均発現数は 162.7 個となり，硝子体

液中の miRNA の発現数が血清中に比較して有意に少な

いという結果となった ( 表 2)。硝子体液中には miR-21，
miR-223，miR-24，miR-23a，miR-19b，miR-16，miR-15
が 4 症例に共通して高頻度に発現が認められた ( 表 3)。

特に miR-21，miR-223，miR-24 は全例において発現の

上位を占めていた。各症例間の miRNA の発現について

相関関係をみたところ，ピアソン , スピアマンの相関係

数ともに 0.85 以上であり，症例間の miRNA の発現の偏

りは非常に少ないことが確認された ( 図 1)。硝子体液と

血清中の miRNA の発現について比較したところ，硝子

体液にみられた miRNA が血清中にも多数存在し，かつ

血清中のほうが発現量も高い傾向を示したが，miR-210
は全例において血清に比べて硝子体液において２倍以上

の発現がみられた。

2) 糖尿病網膜症患者における miRNA の発現，発現プロ

ファイル，症例間の miRNA 発現の偏りについての検討

　糖尿病網膜症患者４名の硝子体液中における miRNA
の発現数は症例１: 117 個，症例 2:89 個，症例 3:76 個，

症例 4:65 個であり，平均発現数は 86.7 個，血清中の

miRNA の発現数は症例１:149 個，症例 2:160 個，症例

3:115 個，症例 4:146 個であり平均発現数は 142.5 個とな

り，黄斑円孔症例と同様，硝子体液中の miRNA の発現

数が血清中に比較して有意に少ないという結果となった

( 表 2)。硝子体液の miRNA の発現をみると，黄斑円孔

症例とほぼ同様，miR-21，miR-223，miR-24，miR-23a，
miR-19b，miR-16，miR-15 が 4 症例に共通して高頻度に

発現が認められた ( 表 4)。特に miR-21，miR-24 は全例

において発現の上位を占めていた。また症例 1と 3では，

miR-451 の高い発現が確認された。

　各症例間の miRNA の発現について相関関係をみたと

ころ ( 図 2)，ピアソンの相関係数が 0.54-0.89, スピアマ

ンの相関係数が 0.62-0.86 であり，症例間の miRNA の発

現の偏りは少ないことが確認された。

　硝子体液と血清中の miRNA に発現について比較した

ところ，黄斑円孔の症例と同様，硝子体液にみられた

増殖糖尿病網膜症4例における硝子体液中のmiRNAの発現

rank case 1 dCp
Fold*

change case 2 dCp
Fold*

change case 3 dCp
Fold*

change case 4 dCp
Fold*

change 
1 hsa-miR-21 8.15 11.36 hsa-miR-21 6.25 3.05 hsa-miR-451 9.71 0.96 hsa-miR-21 6.30 3.60 

2 hsa-miR-451 5.89 0.02 hsa-miR-24 5.19 1.83 hsa-miR-16 5.59 1.18 hsa-miR-24 4.13 0.83 

3 hsa-miR-24 5.24 2.82 hsa-miR-223 4.98 0.17 hsa-miR-21 5.58 3.19 hsa-miR-210 3.65 16.52 

4
hsa-miR-
125b

4.44 10.6 hsa-miR-23a 4.50 2.13 hsa-miR-19b 5.14 0.53 hsa-miR-23a 3.60 1.03 

5 hsa-let-7b 4.29 1.61 hsa-miR-27a 4.19 2.35 hsa-miR-92a 4.26 0.41 hsa-miR-223 3.41 0.05 

6 hsa-miR-23a 4.27 2.23 hsa-miR-210 3.58 15.78 hsa-miR-15a 3.98 0.61 hsa-miR-19b 2.54 0.06 

7 hsa-miR-375 4.19 65.59 hsa-miR-15a 3.35 0.15 hsa-miR-20a 3.72 0.64 hsa-miR-15a 2.53 0.12 

8 hsa-miR-29c 3.68 4.71 hsa-miR-19b 3.33 0.09 
hsa-miR-486-
5p

3.32 0.87 
hsa-miR-
320b

2.51 0.56 

9 hsa-miR-16 3.64 0.06 hsa-miR-16 3.10 0.04 hsa-miR-320a 3.26 0.45 
hsa-miR-
320a

2.47 0.39 

10 hsa-miR-19b 3.62 0.09 hsa-miR-424 2.93 1.17 hsa-miR-320b 3.09 0.76 hsa-miR-16 2.02 0.03 

11 hsa-miR-15a 3.60 0.22 hsa-miR-125b 2.67 3.60 hsa-miR-223 2.98 0.19 hsa-miR-424 1.89 0.58 

12 hsa-miR-101 3.54 0.73 hsa-miR-320a 2.52 0.45 hsa-miR-24 2.96 0.70 hsa-miR-451 1.72 0.00 

13 hsa-miR-27a 3.54 3.15 hsa-miR-93 2.23 0.11 hsa-let-7b 2.95 1.70 hsa-miR-29c 1.62 1.39 

14 hsa-miR-99a 3.48 9.35 hsa-let-7b 2.16 0.28 hsa-miR-93 2.85 0.52 hsa-miR-101 1.43 0.16 

15 hsa-miR-223 3.45 0.14 hsa-miR-29c 2.02 1.04 hsa-miR-101 2.54 0.64 hsa-let-7b 1.34 0.24 

16
hsa-miR-
148a

3.25 5.05 hsa-miR-101 2.01 0.16 hsa-miR-106a 2.26 0.48 hsa-miR-103 1.29 0.24 

17 hsa-miR-222 3.21 1.74 hsa-miR-23b 1.97 2.22 hsa-miR-23a 2.10 0.62 
hsa-miR-
125b

1.28 1.72 

18
hsa-miR-
320a

2.98 0.46 hsa-miR-27b 1.93 1.60 hsa-miR-144 1.42 0.51 hsa-miR-92a 1.14 0.04 

19 hsa-miR-27b 2.63 3.45 hsa-miR-320b 1.85 0.43 hsa-miR-125b 1.39 1.69 hsa-miR-34a 1.09 6.26 

20 hsa-miR-29a 2.52 2.98 hsa-miR-365 1.60 3.78 hsa-miR-185 1.16 1.03 hsa-miR-93 0.69 0.06 

表 4

* 硝子体と血清との相対的な発現比
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miRNA が血清中に多数存在し，かつ発現量も血清の方

が高い傾向を示したが，miR-21 は全例で血清に比べて

硝子体液において 3 倍以上の発現がみられた ( 表 4)。

3) 黄斑円孔症例と糖尿病網膜症症例における miR-21，
23，24 の発現量の比較

　近年，血管新生促進に関与する miRNA として報告さ

れている miR-21，23，24 の血清に対する硝子体液中の

相対的な発現比について黄斑円孔症例と糖尿病網膜症症

例との間で比較したところ，血清に対する硝子体液中の

miR-23，24 の発現比が黄斑円孔症例に比べ増殖糖尿病

網膜症症例では有意に高値を示した ( 図 3)。

考　察

1) 黄斑円孔 vs 増殖糖尿病網膜症の miRNA の発現数の

比較検討

　本研究では糖尿病網膜症における眼内液 ( 硝子体液 )
の miRNA の発現について検討するために増殖糖尿病網

膜症患者から硝子体液と血清を採取，対照として黄斑円

孔症例から採取した硝子体液，血清を用いて Panel PCR
法を用いて 168 個の miRNA の発現について解析を行っ

た。その結果，黄斑円孔症例の硝子体液中の miRNA 発

現数が平均 63 個であったのに対して，増殖糖尿病網膜

症症例では平均 87 個であり，増殖糖尿病網膜症の症例

において硝子体液中の miRNA 発現数が有意に高いとい

う結果であった。今回の増殖糖尿病網膜症症例では全例

で網膜面上の線維性血管膜が形成されており，黄斑円孔

に比較して，眼内における著明な増殖性変化が認められ

た。これまでの報告では，増殖糖尿病網膜症の硝子体液

中には vascular endothelial growth factor (VEGF) が高度に

発現していることが判明しており，VEGF による血管内

皮細胞の活性化，血管透過性亢進により血球細胞，血漿

成分の血管外への漏出が硝子体液中の miRNA の発現数

に影響した可能性が考えられる。また最近では培養網膜

細胞や網膜色素上皮細胞において miRNA が産生されて

いることが報告されており，糖尿病網膜症の基本病態で

ある網膜の虚血性変化がこれらの細胞からの miRNA の

産生，分泌に影響している可能性も示唆される。

case 1/case 2 case 1/case 3 case 1/case 4 case 2/case 3 case 2/case 4 case 3/case 4

Pearson's correlation: 0.760 0.743 0.839 0.540 0.886 0.682

Spearman's correlation: 0.769 0.685 0.840 0.623 0.855 0.721
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2) 黄斑円孔における硝子体，血清中の miRNA の発現プ

ロファイルの検討

　今回，黄斑円孔患者 4 例の硝子体液中の miRNA の発

現を検討したところ miRNA の発現数は 55 個〜 69 個と

ほぼ均一であり，症例間の硝子体液中の miRNA につい

て相関係数を算出したところ，ピアソン , スピアマンの

相関係数ともに 0.85 以上であったことから，miRNA の

発現プロファイルは症例間でほぼ一致していると考え

られる ( 図 1)。その中でも miR-21，miR-223，miR-24，
miR-23a，miR-19b，miR-16，miR-15 は４例に共通して

高発現していることが判明した（表 3）。最近，Ragusa
らは黄斑円孔の硝子体液を用いて miRNA の発現を検討

したところ，miR-223，miR-24，miR-19b が高発現して

いることを報告しており，我々の結果と一致していた

(Ragusa et al. Mol Vis. 19:430-440, 2013)。一方で我々の実

験では検出されなかった miR-628-5p，miR-518f，miR-
302c，mir-639 などの miRNA の発現が硝子体液中に高発

現することも報告している。この要因として検出可能な

miRNA 数が異なった他社の定量 PCR システムを用いて

いることが関係している可能性がある。今回発現の確認

された miRNA が眼内のどの細胞，組織から産生されて

いるのか，また眼球機能の維持にどのように関与してい

るのか多くの点が不明であり今後の検討が必要である。

一方で硝子体液と血清中の miRNA の発現とを比較する

と，多くの miRNA が硝子体液よりも血清中において高

発現を示した。元来眼球には血液成分の血管外への漏出

を防ぐ血液—眼バリアーが存在するが，miRNA は 18-25
塩基の低分子物質であることから血清中の miRNA がバ

リアーを超えて眼内に漏出している可能性も考えられ

る。一方で硝子体中に発現していた miRNA のなかでも

miR-210 は血清に比べて硝子体液中に高発現しているこ

とが確認された。これまでのところ，低酸素状態におい

て miR-210 の発現が誘導されること，miR-210 による細

胞増殖抑制作用，血管新生促進作用，ミトコンドリア

代謝制御作用などが報告されているが，眼内における

miR-210 の作用についての報告はなく，今後の検討を要

する。

3) 増殖糖尿病網膜症における硝子体中の miRNA の発現

プロファイル，黄斑円孔との比較検討

　糖尿病網膜症患者 4 例の硝子体液中の miRNA の発現

を検討したところ miRNA の発現数は 65 個〜 117 個と

黄斑円孔と比較して症例ごとに発現数のばらつきがみら

れた。各症例間の miRNA の発現について相関関係をみ

たところ，ピアソン相関係数が 0.54-0.89, スピアマン相

関係数が 0.62-0.86 であり，症例間の miRNA の発現のば

らつきは黄斑円孔の硝子体液と同様，比較的少ないこと

が確認された (図２)。硝子体液のmiRNAの発現プロファ

イルをみると，症例 1 と３の硝子体液中で miR-451 が

高発現であった以外は miR-21，miR-223，miR-24，miR-
23a，miR-19b，miR-16，miR-15 が 4 症例に共通して高頻

度に発現しており，黄斑円孔の硝子体液とほぼ同様の傾

向を示した ( 表 4)。しかし硝子体液と血清中の miRNA
の発現比について比較したところ，miR-21 については

糖尿病網膜症患者全例で血清に比べて硝子体液において

3 倍以上の発現上昇がみられた。また miR-21 以外でも

図 3 で示したとおり，増殖糖尿病糖尿病症例の硝子体液

では血清に比べて miR-23 や miR-24 が高発現している

ことが判明した。最近の報告では，miR-21 は VEGF や

HIF-1α の発現を亢進させることで血管新生に関わって

いることや（Liu et al. PLoS One 6:e19139, 2011），mi-23
と mi-24 が共同して VEGF を介した脈絡膜新生血管の誘

導に関与することが示されており (Zhou et al. PNAS 108: 
8287-8292, 2011)，増殖糖尿病網膜症においてもこれら

の miRNA が血管新生の誘導を促進している可能性が考

えられる。

　また糖尿病網膜症の１例目と３例目において miR-451
が高発現した理由については，硝子体における微細な出

血の影響の可能性が挙げられる。以前から miR-451 は

血液細胞に多く含まれていることが分かっていることか

ら増殖糖尿病網膜症に硝子体出血が合併し，遠心分離後

も硝子体液中に血球成分が混入していた可能性が考えら

れる。

総　括

　黄斑円孔，増殖糖尿病網膜症患者の硝子体液，血清中

に miR-21，miR-223，miR-24，miR-23a，miR-19b，miR-
16，miR-15 などの miRNA が症例間に共通して発現して

いることが確認された。特に増殖糖尿病網膜症患者の硝

子体液において miR-21，miR-23，miR-24 などの血管新

生の促進に関与する miRNA が黄斑円孔症例に比較して

高発現していることが判明した。硝子体液中に存在する

miRNA が眼内の生理的な機能，および増殖糖尿病網膜

症の病態に関与する可能性が考えられた。
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