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研究成果の概要（和文）： 

誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）を網膜色素上皮細胞特異的に発現する iNOSトランスジェニ
ックマウスを 5系統作成したところ、そのうち 3系統のマウスで、網膜に検眼鏡的にドルーゼ
ンを確認した。この結果から、網膜色素上皮に過剰に発生した一酸化窒素（NO）は、網膜外層
に酸化ストレス・ニトロ化ストレスを与え、マウスの網膜にヒト加齢黄斑変性症様の変化を起
こしたと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We generated 5 lines of inducible nitric oxide synthase transgenic mice. Fundus 

examination revealed retinal drusen in 3 lines of transgenic mice. These results indicated 

that nitric oxide overexpressed in the outer layer of retinas caused oxidative stress and 

degenerative change in mouse retinas as is seen in the patients of age-related macular 

degeneration.  
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１．研究開始当初の背景 
酸化ストレスによる神経細胞障害は、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索
硬化症などの難治性神経変性疾患と密接な

関わりがあることがすでに証明されている
が(Lin et al., Nature, 2006, Review)、近
年眼科分野においても酸化ストレスと網膜
色素変性症、加齢性黄斑変性症をはじめと
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する種々の難治性網脈絡膜変性疾患との関
連を報告する論文が急増しつつある。加齢
性黄斑変性症に関しては、2001年に米国にお
いて抗酸化薬及び亜鉛の経口投与での進行
を遅延させることができるという結果が報
告されている（ Age-Related Eye Disease 
Study Group, Arch Ophthalmol, 2001）。ま
た、マウスを用いた動物実験においても、酸
化ストレスに対する防御機構因子の 1つであ
るスーパーオキシドディスムターゼ 1（SOD1）
のノックアウトマウスがヒト加齢性黄斑変
性症の表現型を再現することが報告されて
おり（Imamura et al., Proc Natl Acad Sci 
USA, 2006）、その病態に酸化ストレスが深く
関与していることが確定的である。 

細胞傷害性の酸化ストレスを生む活性酸
素分子としては、主にラジカル種ではスーパ
ーオキシド・ヒドロキシルラジカル・一酸化
窒素（NO）など、ノンラジカル種では過酸化
水素・パーオキシナイトライト（ONOO-）な
どが挙げられるが、代表者は NO を発生させ
る酵素である NO合成酵素（NOS）を長年研究
対象としてきた経緯があり（Komeima et al, 
J Biol Chem, 2000; Komeima et al, FEBS Lett, 
2001）、網膜色素変性症、加齢性黄斑変性症
をはじめとする難治性網膜疾患に対する NO
の関連性を明らかにすることにした。NOには
血管拡張作用、神経伝達物質様作用をはじめ
とした様々な重要な生理活性作用があるが、
その反面、NOはスーパーオキシドと反応して
活性酸化窒素種を生じ、生体内の分子を酸
化・ニトロ化して細胞を傷害する。すでに代
表者は NOS阻害剤を用いた薬理学的アプロー
チにより網膜色素変性症モデルマウスの錐
体細胞変性に NO が大きくかかわっているこ
とをつきとめている（Komeima et al., Free 
Radic Biol Med, 2008 ）。また、加齢性黄斑
変性症の患者から採取した脈絡膜新生血管
膜から誘導型 NOS（iNOS）が検出されたとす
る 報 告 が あ り （ Hattenbach et al, 
Ophthalmologica, 2002）、加齢黄斑変性にお
ける網脈絡膜の酸化ストレス障害にも NO が
深く関与していることが推察された。研究代
表者はこのような背景に立ち、網膜（視細胞、
網膜色素上皮、脈絡膜）に対する酸化・ニト
ロ化ストレスに焦点を当てて網膜色素変性
症、加齢性黄斑変性症をはじめとする難治性
網膜疾患の病態生理を明らかにするととも
に新規の有効な治療法を開発につなげてい
きたいと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
NOS には神経型 NOS（nNOS）、内皮型 NOS
（eNOS）、誘導型 NOS（iNOS）の 3種類のア
イソフォームが存在し、すでにそれぞれの
ノックアウトマウスが作成され表現型が解

析されている（Huang et al., Cell, 1993; 
Huang et al., Nature, 1995; MacMicking et 
al., Cell, 1995; Wei et al., Nature, 
1995）。網膜研究においてもこれらのノック
アウトマウスはしばしば利用されており、
各々の内在性 NOSアイソフォームの様々な
網膜疾患への関与が検討されている
（Vorwerk et al., Invest Ophthalmol Vis 
Sci, 1997; Sennlaub et al., J Clin 
Invest., 2001; Ando A et al., J Cell 
Physiol, 2002）。また、各 NOSアイソフォ
ームの選択的阻害剤を用いて内在性 NOSの
活性を抑制することで、さまざまな病態に
おける NOS の果たす役割を解明する研究も
数多くなされており、NOS 阻害剤を用いた
実験は NO 研究の大きな柱となっている。 
しかしながら、in vivo で NOS を過剰発現
させて酸化・ニトロ化ストレスをかけ、そ
の影響を調べた報告は少なくとも網膜に関
しては皆無で、網膜に対する持続的な長期
にわたる NO負荷の影響を調査する上で、こ
のプロジェクトは非常に大きな意義のある
ものであると考えられた。 
研究代表者は、この NOS トランスジェニッ
クマウスが酸化・ニトロ化ストレスによっ
て何らかの形で機能的・形態的に網膜変性
を起こすものと考えた。また、視細胞で過
剰に発生した NOは、部分的にスーパーオキ
サイドと反応してパーオキシナイトライト
となり、或いはヘム鉄を介した Fenton 
reaction によって錐体・桿体細胞を攻撃し
て視細胞をアポトーシスに導くと考えられ
た。網膜色素上皮に過剰に発生した NOは同
様の機序でヒト加齢性黄斑変性症に見られ
るような視細胞変性、網膜色素上皮萎縮、
あるいは Bruch 膜を攻撃して新生血管を誘
導する可能性があると考えられた。以上の
ような推測から、NOSを過剰発現させた NOS
トランスジェニックマウスは網膜色素変性
症モデルとして、あるいは加齢性黄斑変性
症モデルとして使用できることを期待して
本プロジェクトを推進した。研究代表者は
網膜に対する持続的・長期にわたる NOの過
剰負荷によるマウスの網膜変性モデルを確
立し、このモデルを解析することによって、
網膜色素変性症、加齢性黄斑変性症を含む
難治性網膜疾患の病態生理の一端を明らか
にすることを目的にこの実験を行った。 
 

３．研究の方法 

構成的活性型 NOS gene を網膜視細胞特異的
プロモーターである interphotoreceptor 
retinoid-binding protein (IRBP) promotor、
網膜色素上皮特異的プロモーターである
Vitelliform Macular Dystrophy 2 (VMD2) 
promotor に連結した DNA constructs を作成
し、 これを用いて IRBP/NOSおよび VMD2/NOS



 

 

トランスジェニックマウスを作成した。また
トランスジェニックマウスの作成と平行し
て細胞レベルで NO負荷した細胞の反応を調
べた。NOSトランスジェニックマウスの網膜
電図（ERG）を用いた電気生理学的解析およ
び免疫組織染色などを用いた組織学的解析
を行い、網膜に対する持続的、長期間にわた
る酸化・ニトロ化ストレスの影響を調査した。
また、網膜における NOSの過剰発現による酸
化・ニトロ化ストレスの定量および網膜の経
時的変化を精査した。 
具体的に詳細を述べると、まず mouseの VMD2 
promotor部分を PCRで増幅し、TA cloning 
vector にinsertして、sequenceを確認した。
次に、すでに cloningが完成している構成的
活性型 NOSをこれらの promotorに連結した。
具体的には、現在 Cytomegalovirus（CMV）
promotorの下流に挿入してある誘導型一酸
化窒素合成酵素（iNOS）の DNA plasmid から 
CMV promotor を制限酵素を用いて抜き出し、
そこに VMD2 promotorを挿入した。（Chang et 
al., 2000, Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2000,41:4281-7., Esumi et al., 2000, J 
Biol Chem. 2004,30;279:19064-73.を参照）
開始コドン直前の KOZAK配列、3’の poly A
はそのまま使用した。DNA constructが完成
した後、VMD2/NOSトランスジェニックマウス
作成を外注した。NOSトランスジェニックマ
ウスの完成に先立ち、これと平行してヒト網
膜色素上皮の培養細胞（ARPE-19）、マウス網
膜色素上皮の初代培養細胞を用いて in vitro
で過剰な NO負荷に対する細胞の反応を調べ
た。具体的には、酸化ストレス関連酵素
（superoxide dismutase、 glutathione 
peroxidase、 catalaseなど）の mRNA発現量
およびタンパク発現量の変化、酵素活性の変
化などを解析した。また、NO負荷した網膜色
素上皮細胞の lysateに対して、タンパクの 2
次元電気泳動、Massspectroscopyなどを用い
て、ニトロ化または S-ニトロソ化されるタン
パクの同定を行った。また、生後 10日、15
日、21日、1ヶ月、2ヶ月、3 ヶ月、6 ヶ月、
1年、1年 6ヶ月、2年の各タイムポイントで
NOSトランスジェニックマウスに対して眼底
を検眼鏡的に精査し、その表現型を経時的に
記録・解析した。さらに網膜変性、ドルーゼ
ン、新生血管などの表現型をチェックした。
上記に示した各タイムポイントにおいて、マ
ウス網膜をホモジナイズして得られた
lysateに対してタンパクカルボニル量、ニト
ロ化されたタンパク量を ELISAによって定量
した。 
 
４．研究成果 
iNOS を網膜色素上皮細胞特異的に発現する
iNOSトランスジェニックマウスを5系統樹立
したが、そのうち 3系統のマウスについて月

齢 6カ月以上のマウスの網膜に検眼鏡的にド
ルーゼンを確認した。その後、さらにこれら
のマウスの網膜ドルーゼンの経時的変化を
記録し、データを蓄積した。同時に、その発
現型を眼底検査、網膜電図、網膜の凍結切片
を用いて解析した。当初、研究代表者はこの
iNOSトランスジェニックマウスが酸化・ニト
ロ化ストレスによって何らかの形で機能
的・形態的に網膜変性を起こすという仮説を
立てて実験を進めたが、上記の 3系統のトラ
ンスジェニックマウスで見られた網膜ドル
ーゼンの出現は、網膜色素上皮に過剰に発生
した NO が網膜外層に酸化ストレスを与え、
ヒト加齢黄斑変性症様の変化を起こしたと
考えられた。 
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