
 

 

 
   

  

 
 
【概要】 
緑内障術後に生じ予後不良因子となる線維化のメカニズムは解明されておらず、特異的な治療法もない。RNA
修飾は従来眼内で研究されていない新しい因子として緑内障病態に寄与する可能性があるため、本研究では

この RNA 修飾の緑内障病態への関与を解析することによって、新たな標的分子の同定と、次世代修飾 RNA
創薬への応用を目指す。 
 
【背景】 
緑内障は本邦中途失明原因一位の加齢性疾患であり、高齢化が加速する現代において社会的重要性が増して

いる。研究代表者は TGF-βや VEGF 等の眼内生理活性（液性）因子の観点から Rho-ROCK シグナルやエピ
ジェネティクスと緑内障術後予後不良因子である術後線維化の研究を行なってきたが 1)-3)、既存の因子や機序

だけで病態を理解することが困難であり、新たな切り口から病態に迫る必要がある。 
生体内の液性因子のうち、核酸型液性因子はアデノシンや ATPに集約されており、他の液性因子と比べて多
様性が極端に乏しい。近年、DNAやタンパク質だけでなく RNAもメチル化やアセチル化といった化学修飾
を受けることが明らかになった。RNAには 150種にも及ぶ多彩な化学修飾が存在し 4)、RNA修飾は転写後の
遺伝子発現制御を担い、修飾異常が疾患発症原因となることが明らかになりつつあるが 5)、分解後にどのよ

うに振る舞い、細胞機能に影響を与えるか不明であった。更に、RNAはセントラルドグマの根幹を成す分子
であるにもかかわらず、その修飾は解析方法が特殊であり、眼病態、中でも緑内障と RNA修飾については報
告がない。 
 
【方法】 
(1) RNA修飾代謝の網羅的検出法の確立 
質量分析を用いて細胞外液に含まれる RNA 修飾の代謝物を安定して測定する手法の確立を目指して比較検
討を行った。また、この系を用いてヒト眼房水や血漿、尿中の代謝物の定量評価を行った。 
(2) RNA修飾代謝物の生理活性の検討 
ヒト細胞外液中に存在する RNA 修飾の代謝物の液性因子としての活性評価を TGF-α shedding assay 法 6)を

用いて行った。各種 G タンパク質共役受容体(GPCR)の発現ベクターとアルカリフォスファターゼ融合
TGFα(AP-TGFα)を一過性に HEK293A細胞に強制発現させ、代謝物を添加した際に GPCRを介した活性化が
起こると細胞膜から培養上清中に遊離する AP-TGFα量を測定した。 
(3) RNA修飾代謝物の活性機構の解明と生理作用の同定 
GPCR 活性が明らかになった RNA修飾代物の活性機構の解明を in silicoモデルと変異体作成により行った。
更に外的環境に応じた RNA 修飾代謝物の生体内での変動の有無を測定し、その変動の機序について核酸分
解と核酸代謝の観点から検討を行った。更に受容体を介した代謝物の生理作用・病的作用について、生体モ

デルを用いて検討した。 
(4) 緑内障予後不良モデルを用いた RNA修飾変動の網羅的検討 
緑内障術後瘢痕化において研究代表者が確立した予後不良モデル 1)を用い、RNA修飾の変動を網羅的に検討
した。更に、RNA種の中でも被修飾率の最も高い tRNAをアミノ酸ごとに単離し、細胞質・ミトコンドリア
ごとに検討を行った。 
(5) リパスジル（K115）処理を行った際のミトコンドリア特異的 RNA修飾変動とミトコンドリア機能変動の
検討 
緑内障瘢痕化モデルにおいて抗線維化作用を持つとして研究代表者が報告した緑内障点眼薬リパスジル 1)は

Rhoキナーゼ（ROCK）阻害剤である。ROCK阻害剤は mitophagy経路を活性化することで神経保護作用を示
すという報告があるが、リパスジルのミトコンドリア特異的な RNA 修飾への影響やミトコンドリア機能に
対する影響については不明な点が多い。そこで本研究ではヒト初代結膜線維芽細胞にリパスジル処置を行っ

た際のミトコンドリア特異的 RNA修飾の変動や酸化的リン酸化、膜電位を検討することで、ミトコンドリア
RNA 修飾の観点から緑内障術後線維化の分子機序の解明を行った。RNA 修飾の変動は質量分析を用い、酸
化的リン酸化はウエスタンブロット法で、ミトコンドリア膜電位は JC-1を用いた免疫染色法で、それぞれ検
討した。 
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【結果】 
(1) RNA修飾代謝の網羅的検出法の確立 
生体サンプルは採取後-80°Cで保存し、測定日に解凍し、有機溶媒を加えて除タンパクした後に水を添加して
液層を 2 層に分け、そのうちの水層を限外濾過を行った後に回収した。回収した水層を遠心濃縮して超純水
に再溶解し、質量分析装置により RNA修飾代謝物を検出した(図 1)。 
(2) RNA修飾代謝物の生理活性の検討 
上記検出法を用いてヒトを含む様々な生物種の細胞外液中の RNA 代謝物の分布を測 定したところ、多種
の代謝物が検出された。これらの代謝物はヌクレオシドの修飾体であるため活性スクリーニングを行った。

その結果、N6-methyladenosine (m6A)がアデノシン A3受容体に対して特異的な活性を有することことを同定
した（図 2）。m6Aは眼房水中にも含まれている修飾ヌクレオシドである。 
(3) RNA 修飾代謝物の活性機構の解明と生理作用の同定 
m6Aの強力な受容体活性機構を解明するためにホモロジーモデリングによる予測構造を調べ、さらに変異体
アッセイを行うことで裏付けを取り、m6A 結合に特異的な疎水性アミノ酸残基を同定した。次に m6A の制
御機構を調べるため様々な外的刺激を加えて変動を調べたところ、細胞傷害時特異的な RNA 分解がリソソ
ームで起こることで m6Aが 
細胞外で増えることが修飾酵素のノックアウト細胞株作成により分かった。さらにこの m6A-アデノシン A3
受容体の下流シグナル伝達により生体内で I 型アレルギーあるいは局所的な炎症性サイトカインの産生が
増えることが分かった。 
(4) 緑内障予後不良モデルを用いた RNA修飾変動の網羅的検討 
研究代表者が確立した緑内障術後線維化モデル 1)を用い、ヒト初代結膜線維芽細胞から total RNAを抽出して
RNA修飾を質量分析により網羅的に解析すると、線維化素因である TGF-β刺激で低下する RNA修飾として
修飾 Xと Yを同定した(図 3)。これらの修飾は Xと Yはいずれもミトコンドリア tRNA特異的に存在し、ミ
トコンドリア品質管理に関わる RNA修飾であり、TGF-βによるミトコンドリア機能低下が示唆された。 
(5) リパスジル（K115）処理を行った際のミトコンドリア特異的 RNA修飾変動とミトコンドリア機能変動の
検討 
まずヒト初代結膜線維芽細胞に対して TGF-β刺激を行う前にリパスジル（K115）処理を行うと、TGF-βによ
るα-smooth muscle actin（α-SMA）陽性の筋線維芽細胞への分化転換が抑制されることをウエスタンブロッ
トおよび免疫染色で確認した（図 4A, B）。次に質量分析法による RNA 修飾量定量により、K115 は TGF-β
刺激による修飾 Xと Yの低下をほぼコントロールレベルまで改善することを見出した（図 3）。次にミトコ
ンドリア膜電位変化を調べた。JC1 染色を行うと、ミトコンドリアが正常で膜電位差が保たれている状態で
は JC-1が重合してポリマーになり赤色蛍光を示すが、K115の前処理により TGF-β単独時より有意にミトコ
ンドリアが高い膜電位を示しており、拮抗作用があることが示された。 
ミトコンドリア機能は生体代謝レベルに直接影響するため、次に細胞内代謝の比較検討を行った。TGF-β 刺
激をしたヒト初代結膜線維芽細胞を K115 前処理の有無によりメタノールで抽出し、クロロホルムを含む有
機溶媒で精製し、濃縮遠心後に質量分析によってまずノンターゲットのメタボロミクス解析を行った。主成

分分析（Principal component analyses：PCA）解析の結果、無処理群と TGF-β刺激群ではプロット上明確に区
別でき、TGF-βにより代謝プロファイルが大きく変動するが、K115の前処理によって変動が軽減されること
が分かった。（図 5）なお第一主成分（PC1）の寄与率は 30.2%、第二主成分（PC2）の寄与率は 22.4%であっ
た。 
 
【考察】 
近年、DNA やタンパク質だけでなく、RNA もメチル化やアセチル化といった化学修飾を受けることが明ら
かになり、RNA 修飾がエピジェネティクスに次ぐ新たな研究分野として定着しつつある。本研究では RNA
修飾代謝に着目し、その網羅的検出の最適化を行い、更にこの手法を用いて様々な検体を解析することによ

り成果を得た（業績 2-3）。更に眼内に存在し受容体を特異的に活性化する m6Aを同定しており、この m6A
の緑内障病態への関与についても現在解析を進め、投稿準備中である（未発表データは本報告書には未記載）。

緑内障関連の業績としては、分子シグナル、あるいは新規点眼薬の臨床研究に貢献した（業績 4-6, うち多施
設臨床研究については筆頭責任著者）。また、世界的パンデミック COVID-19 ワクチンの RNA修飾動態（業
績 7）あるいは核酸治療薬の副作用の受容体活性についても明らかにすることができた（業績 1, in press）。 
末筆ながら、本研究の遂行に際して支援していただいた公益財団法人アステラス病態代謝研究に厚く御礼申

し上げる。 
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図１ 細胞外液中の RNA修飾代謝物の検出
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