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研究成果の概要：Aβは RPE に対し Htra1 と MMP2 という二つの重要なプロテアーゼの発現を亢
進させることが明らかになった。さらに MMP2 発現上昇の過程として、Aβは MMP14 の重要な
transcriptional factor である NFkB を活性化させ、この NFkB の活性化が MMP14 発現を亢進さ
せる可能性が示唆された。この MMP14 の発現亢進が引き続き MMP2 を活性型へと導くことで、
Bruch 膜の構造変化を引き起こす可能性があると予想される。AMD における脈絡膜新生血管発生
の過程の中で Aβの Bruch 膜への影響は重要なステップと考えられ、AMD における予防治療のア
プローチを考慮する際に重要であると思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
 加齢黄斑変性(AMD)は先進国において失明
原因の上位にあり増加傾向にある。病態の本
態は脈絡膜新生血管であり、近年では抗 VEGF
療法などが行われるようになり、一定の成果
が出ているものの、疾病発生後の治療法であ
り、発生以前の状態に戻すことは不可能であ
り、後遺症としての視力障害が残ってしまう。
このことから予防治療こそが最も有効な解決
策であるが、脈絡膜新生血管発症の機序は未
だ明らかになっていない。 
 脈絡膜新生血管発症には網膜色素上皮細胞

の基底膜である Bruch 膜を貫く必要があり、
Bruch 膜の何らかの変化が脈絡膜新生血管発
症には重要であることがわかっており、AMD
患者の前駆病変である細胞外沈着物 drusen
が注目されているが、我々は drusenn 中に存
在する Amyloid beta (Aβ)が AMD 発症の原因
物質である可能性をつきとめた (JCI 2005)。 
 さらに近年では、セリンプロテアーゼの一
つである HtrA1 遺伝子の１塩基多型が滲出型
AMD の発症リスクを大幅に増大させ、HtrA1
がAMD患者のdrusen中に有意に存在すること
が報告された(Science 2006) 。HtrA1 は細胞
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外基質の合成に関与する TGF-βのシグナル
を阻害することや、細胞外基質の構成成分で
ある Fibronectin を分解することから、我々
は HtrA1 が眼においても細胞外基質である
Bruch 膜の合成分解に関与している可能性が
あると考えた。また、Alzheimer 病の脳にお
いてもHtrA1が老人斑内にAβとともに存在す
ること (PNAS 2006)から、今回我々は AMD に
おいて、drusen 中における Aβの異常蓄積に
より RPE における HtrA1 の遺伝子発現が上昇
することでHtrA1が過剰にdrusen内に蓄積し、
HtrA1 は Bruch 膜の合成や分解に影響を与え
ると考えている。 
 
２．研究の目的 
加齢黄斑変性眼において網膜色素上皮下に異
常蓄積し、我々のこれまでの研究により加齢
黄斑変性の本態である脈絡膜新生血管(CNV)
の発生に大きな影響を及ぼすことが明らかに
なった Aβが、さらにはヒト RPE 細胞におけ
る HtrA1の発現に変化を与えるか、その他に
も脈絡膜新生血管発症に重要とされる Matrix 
Metalloprotainase(MMP)-2、さらには MMP2
の活性型への変換酵素である MMP14 にも焦
点をあて、その発現変化が細胞外基質である
Bruch 膜の組成に影響を与え、その組成の変
化が Bruch 膜の構造変化をもたらすことで、
脈絡膜側からの血管侵入をたやすくし、CNV
発生へ導かれるかを検討し、新しい治療のア
プローチにつなげていく。 
 
３．研究の方法 

①RPEにおけるAβによるHtrA1の発現変化 

 培養ヒト RPE を分化誘導条件下で培養し，
分化形質の発現が最大になった段階で Aβ (50
μM)刺激を 24 時間行い mRNA 抽出，および培
養上清を採取し，HtrA1 に対してリアルタイ
ム PCR にて遺伝子の発現を確認する。 
 
② RPE における Aβによる MMP2 の発現変化 
 培養ヒト RPE を分化誘導条件下で培養し，
分化形質の発現が最大になった段階で Aβ (50
μM)刺激を 24 時間行い mRNA 抽出，および培
養上清を採取し，MMP2 に対してリアルタイム
PCR にて遺伝子の発現と ELISAを用いて活性
型と非活性型のタンパク発現を確認する。 
 
③ RPE における Aβによる MMP2 の発現変化 
 培養ヒト RPE を分化誘導条件下で培養し，
分化形質の発現が最大になった段階で Aβ (50
μM)刺激を 24 時間行い mRNA 抽出，および培
養上清を採取し，MMP14 に対してリアルタイ
ム PCR にて遺伝子の発現を確認する。 
  
④ Neprilysin knockout mice の網膜色素上
皮細胞における MMP14 遺伝子の発現 
 Aβの分解酵素である Neprilysin を遺伝子

操作により欠損させ、網膜色素下に Aβが異常
蓄積することが確認されているマウスより網
膜色素上皮を摘出、ホモジナイズし total RNA
を抽出、MMP14 に対してリアルタイム PCR に
て遺伝子の発現を確認する。 
 
⑤ RPE における Aβによる転写因子 NFkB 活
性化 
 NFkB binding site を 3 つもつ Luciferase
発現遺伝子をrenila発現遺伝子とともにRPE
に導入し、12 時間後 Aβ刺激(50μM, 24時間)
を行い、Dual Luciferase assay にて蛍光を
Luminometerを用いて測定する。 
 
４．研究成果 
 
①RPE における Aβによる HtrA1 遺伝子の発現
変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
培養 RPE 細胞に Aβ (50μM)刺激（24 時間）
をおこなったところ、Htra1 遺伝子の発現は
コントロールに比べ約 1.5 倍になり、有意差
が認められた。 
 
② RPE における Aβによる MMP2 の発現変化 

 
培養RPE細胞においてMMP2の遺伝子発現はコ
ントロールと比べ Aβ刺激(24 時間、50μM)に
より変化はない（A）。上清を用いての総 MMP2
タンパク発現は Aβ刺激(24 時間、50μM)によ
り変化はない（C）。しかし活性型 MMP2 は Aβ
刺激(24 時間、50μM)により約 3.1 倍と有意
に増加していた(B)。このことより、MMP2 活
性の上昇が確認され、posttranscriptional 



level であることが確認された。 
 
③ RPE における Aβによる MMP14 の発現変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

培養 RPE 細胞において MMP14 の遺伝子発現は
コントロールと比べ Aβ刺激(24 時間、50μM)
により約 2.7 倍と有意に上昇していた。 
 
④ Neprilysin knock-out mice 網膜色素上皮
細胞における MMP14 遺伝子の発現 
 
Neprilysin knock-out mice の網膜色素上皮

細胞において MMP14 の遺伝子発現がコントロ
ール(Wyld Type:WT)と比べ 2.3 倍と有意に上
昇していた。 
 
⑤ RPEにおける Aβによる転写因子 NFkB活
性化 
 
培養 RPE 細胞において Luciferase 発現は Aβ

刺激(24 時間、50μM)によりコントロールと
比べ 1.7 倍と有意に上昇していた。 
 

 
 AMD において Aβによるブルッフ膜への影響
は未だ報告はないが、今回の結果より、Aβは
RPE に対し様々な細胞外基質に影響を与える
因子に変化を与えることが明らかになった。 
 Htra1とMMP2という二つの重要なプロテア
ーゼがAβによりRPEにおいて発現亢進するこ
とが明らかになった。さらに MMP2 発現上昇の
過 程 と し て Aβ は MMP14 の 重 要 な
transcriptional factor である NFkB を活性
化させ、この NFkB の活性化が MMP14 発現を亢

進させる可能性が示唆された。そして MMP14
の発現亢進が引き続き MMP2 を活性型へと導
くことで、Bruch 膜の構造変化を引き起こす
ことで新生血管が Bruch 膜を貫きやすくする
可能性があると考えられる。 
 AMD における脈絡膜新生血管発生の過程の
中でAβのBruch膜への影響は重要と考えられ、
AMD における予防治療のアプローチを考慮す
る際に非常に重要な事項であると思われる。 
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