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原 著

mRNAプロファイリングを用いたRCSラットの網膜変性に対する

ニルバジピンの保護作用の解析
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抄録 カルシウム括抗剤であるニルバジピンがRCSラットの網膜変性を遅延させるメカニズムを解明するため,ニル

バジピン投与後の遺伝子発現の変化をmRNAプロファイリング,免疫組織化学およびウェスタンブロット法を用いて

検討した.ニルバジピン投与および非投与のRCSラットの網膜をDNAマイクロアレイ法によるスクリーニングにて

解析したところ,1101個の遺伝子中,21個の遺伝子が有意に発現変化しており,この中にはアポトーシスに関連す

る遺伝子が含まれていた.また,有意に発現増加した遺伝子の中には,神経細胞のアポ トーシスへの抑制的作用があ

るfibroblastgrowthfactor2(FGF2)とactivity-regulatedcytoskeleton-associatedprotein(Arc)が含まれていた.そこで,

FGF2とArcの二者に注目し,ニルバジピン投与による両者のタンパクレベルでの発現を確認するため免疫組織染色法

およびウェスタンブロット法にて解析したところ,両者の発現が網膜にて増加していることが確認された.本研究の

結果から,ニルバジピン投与により内因性のFGF2およびArcの発現を増加させることが判明し,これらがニルバジ

ピンの視細胞保護効果に関与している可能性が示唆された.
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網膜色素変性は遺伝性,かつ進行性に網脈絡

膜変性をきたし失明にいたる難病である.近年

の分子生物学的研究の発展に伴い,多数の網膜

特異的遺伝子が本症の原因として同定され,そ

の知見は集積 されつつある1).また,本症では

アルツハイマー病など,他の中枢神経変性疾患

と同様,アポ トーシスによる視細胞死が生 じて

いることなども明らかとなっている2).しかし,

詳細な分子病態は不明で,有効な治療法は確立

されていない.

本症の病態治療研究には,以前か ら網膜変

性モデル動物が用い られている.TheRoyal

CollegeofSurgeons(RCS)ラットは,最 もよ

く研究されている網膜変性モデル動物の一つで

ある 3).RCSラットでは網膜色素上皮が原発性

に傷害されてお り,先天的に網膜視細胞の貧食

機能が障害されていることが病理学的検討から

判明 している4･5). すなわち,生後約 3週令か

ら網膜変性が始まり,約一ケ月で形態的に視細

胞外層は完全に消失する.

最近,D'cruzら6) は,RCSラッ トの網膜変

性の原因が,網膜色素上皮細胞による視細胞

外節の貧食に関与するMez-tk遺伝子の異常で

あることをつ きとめた. さらにGalら7) によ

り,ヒトの網膜色素変性患者の一部においても

MERTK遺伝子の異常が確認された.この事実

は,RCSラットはヒトの網膜色素変性そのもの

のモデルであることを示 してお り,RCSラット

を用いた網膜変性に対する治療研究がヒトにも

応用できる可能性があると考えられる.

最近,我々の研究グループはRCSラットに

カルシウム括抗剤であるニルバジピンを投与 し

たところ形態的,および機能的に網膜変性の抑

制効果がみられたことを報告 し8),本症の治療

としてカルシウム括抗剤による薬剤治療が有効

である可能性を示唆 した. しか し,カルシウム

括抗剤であるニルバジピンがどのような機序で

網膜保護効果を発揮するのかについての詳細な

分子機構は明らかでなく,本薬剤の臨床応用の

ためには更なる検討が必要と考えられる.そこ

で,本研究ではニルバジピンが RCSラッ トの

網膜変性を遅延させるメカニズムを解明するた

め,近年,注 目されているDNAマイクロアレ

イ法を用いた解析を行った.

方 法

本研究におけるすべての動物実験は弘前大学

動物実験指針に沿って行われた.

動物の麻酔

本 研 究 において,生 後 3- 5週 令 の RCS

(rdyノー)ラット(クレア社)を12時間明暗周期で

飼育したものを使用した.麻酔に際しては,ジエチ

ルエーテルを用い,覚醒がみられた場合,適宜,

ケタミン(80-125mg/kg)とキシラジン(9-12

mg/kg)の混合液を筋肉注射した.tailclamping

法により麻酔の深さを確認した.

二ルバジピンの投与

ニルバジピン (藤沢薬品工業)をエタノール :

ポリエチレングリコール400:蒸留水 (2:1:7)

で濃度が 0.1mg/mlになるように溶解 し, こ

れをさらに生理食塩水で2倍に希釈 したものを

腹腔内に 1.0ml/kgの量で,14日間連日投与 し

た.コントロールとして,基剤のみを投与 した.

このニルバジピンの投与濃度は,ヒトの高血圧

症患者-臨床的に投与 している一日あたりの量

(0.05-0.3mg/kg)9)とほぼ同様である.

DNAマイクロアレイ法

ニルバジピン投与による網膜での遺伝子発

現 プロファイルを得るため DNAマ イクロア

レイ法によるスクリーニングを行った.生後 3

週令の RCSラッ トに,ニルバジピンまたは基

剤を 14日間連続で腹腔内投与 した後,眼球摘

出 した.摘出網膜は,それぞれ4眼 (RCSラ

ット2匹)を使用 した.摘出網膜から5ト1gの

mRNAを抽出,SuperScriptⅡRNaseHReverse
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Transcriptase(Lifeテクノロジー)(20U)を用い

1山(0.5mg/ml)T7-oligo(dT)プ ラ イマ ー (5′

-TCTAGTCGACGGCCAGTGAATTGTAATA

CGACTCACCACTATAGGGCGT-3′)存在下で

42℃ 1時間反応 させ一本鎖 cDNAを合成 した.

次に,4山DNApolymeraseI,1山RNaseH

存在下 で16℃ 2時 間 インキュベ - ト後,2山

T4DNApolymeraseを加 え さらに10分 間イン

キュベ- トし,二本鎖cDNAは150山フェノール

クロロホルムでタンパク除去後,抽出 した.RNA

の 増 幅 に は T7TranscriptionKit(Epicentre

Technologies)を 用 い,T7RNApolymarase

存在下で 42℃3時間 インキュベ- トした.堰

幅 された RNAは,Cy3,Cy5蛍光色素で標識

し,50℃ 16時 間 AtrasFluorescentLabeling

Kit(Clontech)-ハイブリダイズさせた.その後,

マイクロアレイを洗浄,乾燥 させ,スキャナに

て蛍光を検出 した.遺伝子はすでにラッ トでの

発現が確認 されている 1101個の遺伝子 を対象

とし,発現比率はコン トロールと比較 して2倍

以上の変化を有意 とした.なお,mRNA抽出か

ら以後の実験操作 は外部検査機関 (Clontech)

へ委託 した.

免疫組織染色法

ニルバ ジピン投与,お よび非投与の RCSラ

ット (生後 5週令 :各 2匹)を用いた.

麻酔 下 で,300mlの 4%paraformaldehyde

を含む,0.1M phosphatebu鮎r(PH7.4)で還

流 固定 した後,眼球 を摘 出,パ ラフィン包埋

し,視神経 を通る垂直面での約 4umの網膜組

織切片 を作成 した.切片 を脱パ ラフィンした

徳, 5%ヤギ血清および3%ウシ血清アルブ ミ

ンを含む PBSにて 1時間ブロッキ ングを行 っ

た.一次抗体として抗 FGF2 (丘broblastgrowth

factor2,1:100)または抗 Arc(activity-regulated

cytoskeleton-associatedprotein,1:100)抗体 (サ

ンタクルズ社)を4℃,overnightでインキュベ-ト

した.各切片をPBSで 5分間 3回洗浄 し,二次

抗 体 と して FITC (fluorescein-isothiocyanate)
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標識抗 ウサギ IgG(1:100,Dako)にて,室温で

一時間インキュベ- トした.組織切片の観察に

際 しては,免疫蛍光顕微鏡 (modelBHⅡ,オリ

ンパス社)を用い,写真は視神経か ら1-2mmの

場所でbluefilterを使い撮影 した.

ウェスタンブロット法

ニルバ ジピン投与,お よび非投与のRCSラッ

ト (生後 5週令 :各 1匹)を用いた.

方 法 は既 報 に準 じ8). まず 網 膜 2枚 を

200両の 0.5%Tween20を含 む 10mM Hepes

(pH7.5)100mM NaCl中 で ホモ ジナイズ し

た. 各 10山の 試 料 を,SDSサ ンプ ル bu鮎r

(0.125M Tris-HCl,PH6.8, 5%SDS,20%グリ

セロール,15LIM BPB)で溶解 し,SDSポ リ

アクリルア ミ ドゲル (12.5%)電気泳動 を行い,

分 離 され た タ ンパ ク を10%methanolを含む

10mMbis-trisphosphatebu鮎 r(pH8.4)中 の

PVDF (Hybond-P)膜へ転写 した.PBS

(phosphate-bufferedsaline)で潜解 した 2%ス

キム ミル クにて室温 で 30分 間ブ ロ ッキ ング

した後,1次抗 体 お よび,HRP (horseradish

peroxidase)標 識 の 2次抗 体 (フナ コシ) を

そ れ ぞ れ 室 温 で 2時 間 反 応 させ た. 膜 を

0.05%Tween20を含む PBSで十分に洗浄後,抗

原抗体複合体 をジア ミノベ ンチジンと H202を

基質に用いて発色させた.

結 果

DNAマイクロア レイ法によるニルバジピン投

与後の網膜遺伝子発現の変化

DNAマ イクロアレイ法にて有意な発現変動

を示 した遺伝子 は,今回検討 した 1101個 中,

21個であ り,発現量が減少 した遺伝子は 13個,

発現量が増加 した遺伝子は8個であった.(表 1)

発現量が減少 した遺伝子の中には CD4510),

ErbAprotO-Oncogenell),∫AK212) (janus

tyrosine-proteinkinase2)などのアポ トーシスに

関連 した遺伝子が含 まれていた.他に,ホルモ
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表lDNAマイクロアレイ法での解析結果 RCSラット-のニルバジピン投与により有意に発現変動 した遺伝子

Downregulatedgenes ratio Possibleroles ※文献

CD45antlgen

ErbAprot0-0ncogene

Janustyrosineproteinkinase2(JAK2)

ADP-ribosylcyclase1

Ⅵ)ltage-gatedKchannel3.4
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ApolipoproteinBmRNAeditingprotein

Opioidreceptordelta1

Somatostatinreceptor4

ⅥlSOpreSSionV2receptor

Mineralocorticoidreceptor

Renin

GlyplCanl

0.48 Apoptotic(tyrosinephosphatase)

0.26 Apoptotic

0.43' Apoptotic

0.23 Ca2+metabolism

0.39 Potassiumchannal

0.36 Possibleneuroprotectivefactor

0.09 Plasmalipoprotein

Riskfactorforatherosclerosis
0･29 Neurotransmitterreceptor

0.34 Neurotransmitterreceptor

0.21 Homonereceptor

0.29 Homonereceptor
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0.34 RegulatorofFGF2
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Arc
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Ralち

Ⅵ)ltage一gatedKchannelprotein3.1
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Fmctose-bisphosphatealdolaseA

2.72 PossibletherapeuticfactorfわrRCSretinal
degeneration

2.27 1mmediateearlygenes

2.64 Phototransduction

2.33 Signaltransduction
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2.26 Potassiumchanna1

2.73 Peptidetransporter

3.55 Muscletypealdolase

2

3 23～
33

34

35
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0

ンレセプター,ニューロ トランスミッターレセ

プターなどが含まれていた.

発現量が増加 した遺伝子の中には,網膜視

細胞 に特異的なtransducinを含むい くつかの

Gタンパクの増加がみられた.また,この中に

は細胞増殖に促進的に作用する成長因子である

FGF224-30),神経系に特異的に発現 している遺

伝子であるArcS卜33)が含まれていた.

ニルバジピン投与による網膜でのFGF2と Arc

の免疫組織学的所見とタンパクレベルでの発現

量変化

FGF2および Arcは,ともに神経細胞でのア

ポ トーシスに対 し保護的に作用する重要な因子

であることが知られていることから,本研究で

はこの2つの遺伝子発現増加に焦点を絞 り,m

RNAレベルのみならず,組織,およびタンパ

クレベルでのニルバジピン投与による発現量

変化を確認 した.それぞれの特異抗体を用いた

免疫組織染色法による解析では図 1に示すよう

に,FGF2,Arcともにニルバジピン投与により

視細胞層のみならず網膜各細胞層での発現が増

加 してお り,特にFGF2については顕著であっ

た.また,両者のタンパクレベルでの発現量は

ウェスタンブロット法にて解析 した.結果は図

2に示すようにFGF2および Arcともニルバジ

ピン投与により網膜でのタンパク発現量が増加

していることが確認された.



ニルバジピン投与RCSラットの遺伝子解析

Anti-Arc

GCL

IPL

INL

OPL

ONL
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二ルパジピン

l

I

地

軸

肌

Ant

i-FGF2図1 ニルバジピン投与および非
投与のRCS.ラット網膜での抗 FGF2抗体,抗 Arc抗体を用いた免疫組織染色法での

結果 FGF2,Arcともニルバジピン投与により網膜全層において発現増加が
認められ,特にFGF2では顕著である.生後5週のRCSラッ

ト網膜を使用.GCL:神経節細胞層,IPL:内網状層,INL:内頼粒層,OP
L:外網状層,ONL:外頼粒層,OS:視細胞外節 スケールは

50Llm.FGF2 Arc

二ルバジピン 十 一 十 一図2
ニルバジピン投与および非投与のRCS.ラット網膜でのF

GF2およびArcのウェスタンブロット法での解析結果FGF2(24kDa
),Arc(56kDa)を特異的に認識するバン

ドがみられ,ニルバジピン投与により両者とも増加している.

生後5週のRCSラット網膜を使用.考 按DNAマイクロアレイ法 39)は,一度に多数の

遺伝子発現を比較解析できることにより生理学

的,あるいは薬理学的現象の理解に有用な検査

法として注 目されている.今回,このDNAマ

イクロアレイ法を用い,網膜変性に対する遅延

効果が示唆されているニルバジピン投与によりRCSラット網膜で発現変動する遺伝子について 53検討 した

.1101個の遺伝子のうち,21個の

遺伝子が有意に発現減少,または増加 した.

この中には,種々のホルモンレセプター,

ユーロ トランスミッターレセプター,ペプチ ド

トランスポーターなどが含まれていたが,これらはCa2+ァンタゴニス トとしての作用を受けた

影響と考えられ,実際にニルバジピンの作用に

よる遺伝子発現変変動をとらえていることを示

していると考えられた.また,発現減少 した遺

伝子の中にはアポ トーシスに関連 した遺伝子が

含まれ,ニルバジピンがアポ トーシスの抑制効

果を持つことも推察された.これらに加えて,発現増加 した遺伝子には,

FGF2および Arcが含まれ注目された.

FGF2はペプチ ド性細胞成長因子の一つで,

細胞の分裂,増殖,伸長などを促進する物質であり40),inv

itroおよびinvivoでのこれまでの研究によって,いわゆ

るneurosurvivalfactorとしての作用を持つことが知られている41).網

膜変性に関してもよく研究されてお り,次のよ

うな研究結果から,変性過程に抑制的に作用する

ものと考えられている. 1)変性網膜では,コ

ントロールに比 し,有意にFGF2の発現量が増加 してい
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ラットの網膜変性および光障害による網膜変性

に対 し神経保護効果を示す 23-29). 本研究の結

果からは,ニルバジピン投与によりRCSラッ

トの変性網膜において内因性のFGF2の発現が

増加することが示され,ニルバジピンがRCSラ

ットの網膜変性を遅延させる経路の一つには,

FGF2の発現増加による視細胞保護効果が関連

していることが示唆された.

Arcは, はじめ,神経 におけるimmediate-

earlygenesとして同定された 30).ArcmRNA

は通常,細胞体内に発現しているが,てんかんな

どのさまざまな電気的シグナルにより軸策からシナ

プスへと運ばれる.正確な機能は不明な点が多

いが,最近になりArcの作用の一つとして神経

細胞のアポ トーシスに対する抑制的効果が報告

された31).本研究からニルバジピン投与により

Arcの発現が増加することが示され,網膜変性

における神経活動に何 らかの影響を及ぼしてア

ポ トーシスに抑制的に働いている可能性が示唆

された.以上より,本研究により,ニルバジピ

ンがRCSラットの網膜変性を遅延させる機序と

してFGF2や Arcを介した経路が関与している

ことが示唆され,これらの知見は今後の網膜変

性治療研究-の発展的応用が期待される.また

一方で,今回の研究に用いた動物の数は比較的

少ない数であったため,今回得られた結果をよ

り確かなものにするために今後 も引き続 きこの

研究を継続することも必要であると思われた.
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