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研究成果の概要（和文）：我々を含め、多くの研究グループから日本人に多い滲出型黄斑変性症

と強く関連することが報告されている HtrA1 を高発現するトランスジェニックマウスの作製

を試みた。その結果、9 系統のトランスジェニックマウスが得られた。Real time-PCR 法によ

るコピー数測定、ウェスタンブロッティングにより選別した 3 系統のトランスジェニックマウ

スについて眼底観察および、眼球の切片を作製し HE 染色を行ったところ、眼底撮影によりド

ルーゼン様の沈着が観察され、HE 染色による形態観察により網膜に変性部位が認められた。 
これらの研究成果から日本人に多い滲出型 AMD と強く関連する HtrA1 は、滲出型 AMD の発
症に関与していることが強く考えられ、HtrA1 を高発現させたトランスジェニックマウスは滲
出型 AMD の発症機構の解明に有用なモデル動物として利用できることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Age-related macular degeneration (AMD) is a common cause of 
blindness in the elderly. Genetic association in the 10q26 (ARMS2/HTRA1) region has been 
established in many ethnic groups for dry-type AMD, typical wet-type AMD. Here, we 
describe the phenotypic characteristics of transgenic mice overexpressing HtrA1. The copy 
numbers for cDNA construct were approximately 8 to 14 per mouse as determined by 
TaqMan real-time PCR assay. Fundus observation by gonio lens and slit lamp showed 
drusen-like deposition on transgenic mice retina. Histopathological examination by HE 
stain of the retina showed that the animals had choroidal neovascularization. Our results 
indicate that HtrA1 transgenic mice may be a good model system in which to study the 
mechanism of AMD. 
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黄斑部が加齢に伴い様々な異常をきたした
状態を黄斑変性(AMD)と呼ぶ。AMD には脈
絡膜から新生血管を伴い進行の早い滲出型
と色素細胞層とブルッフ膜の間に黄白色の
ドルーゼンと呼ばれる物質の沈着がおこり
色素上皮細胞の萎縮が起こる萎縮型とに大
別される。米国では加齢黄斑変性症が６５歳
以上の失明原因の 1 位となっており、我が国
においても、急速な高齢化や生活様式の欧米
化などのために近年増加傾向にある。九州大
学石橋教授らによる 1998年に久山町の 50歳
以上の住民を対象に行われた調査では少な
くとも 1 眼に滲出型を有する人は 0.67%、萎
縮型を有する人は 0.2%であり、男性に多い
と報告されている。今後、我が国において急
速に進む高齢化社会の問題点となることが
予測されており、進行が早く失明にいたる可
能性の強い滲出型 AMD の早期診断法の開発
や根本的な治療法や治療薬の開発は急務で
ある。 
 
（２） 学術的背景 
①遺伝学的解析 
複数のグループが全ゲノムを対象としたマ
イクロサテライトマーカーを用いた連鎖解
析を行った結果、AMD と相関する領域が明
らかになっている (Abecasis et al. 2004, 
Iyengar et al. 2004, Majewski et al. 2003, 
Schick et al. 2003, Seddon et al. 2003, 
Weeks et al. 2004)。一方、最近、一塩基多型
(SNPs)を用いた連鎖解析により 2005 年に補
体 H 因子遺伝子 (Complement factor H, 
CFH)の 402 番目のアミノ酸がチロシンから
ヒスチジンに置換される変異(rs1061170)が
米国白人患者において強く相関しているこ
とが明らかとなり(Klein et al. 2005)、2006
年に中国人患者および白人患者におけるリ
スク変異としてセリンプロテアーゼの一つ
である HtrA1 の上流に位置する SNP 変異
(rs11200638, rs10490924) が 報 告 さ れ た
(Yang et al. 2006, Dewan et al. 2006)。 
②CFH, HtrA1 について 
CFH は、マイクロサテライトマーカーを用
いた家系の研究で報告された領域(1q31-32)
に 位 置 し て い る が 、 我 々 は CFH の
SNP(rs1061170)と滲出型日本人 AMD 患者
に相関がないことを報告した(1; Okamoto et 
al. 2006)。 
HtrA1 はプロモーター領域の SNP 変異
(rs11200638)により発現が増すことが示唆
されており、AMD 患者のドルーゼンに含ま
れていることも報告されている(Yang et al. 
2006, Dewan et al. 2006)。また最近我々は、
これらの SNPs が滲出型の日本人 AMD と強
く相関していることを明らかにした (2; 
Yoshida et al. 2007)。しかしながら、HtrA1
の上流の SNP(rs10490924)は仮想タンパク

(LOC387715)のアミノ酸置換を起こす SNP
でもあること、SNP 変異によるプロモーター
活性への影響について否定的な報告もされ
ている(Kanda et al. 2007)ことなどから、
LOC387715 と HtrA1 のどちらが AMD のリ
スク因子なのか、またそのメカニズムなどの
結論は未だ出ていない。 
 
２．研究の目的 
これまでに我々は、AMD のリスク因子とし
て報告された 2 つの因子(CFH, HtrA1)と日
本人 AMD 患者との相関について解析し、
CFH は相関が見られないが、HtrA1 上流の
SNPs は日本人 AMD 患者と強く相関するこ
とを相次いで報告してきた(1,2)。また、Yang
らは HtrA1 上流の SNP 変異により HtrA1
プロモーター部位の転写活性が増強される
ことを示唆している。本申請研究では、こら
らの背景および研究成果から、HtrA1 を高発
現させれば黄斑変性症と類似した症状を示
す可能性が強いと考え、HtrA1 高発現トラン
スジェニックマウスの作製を試みる。このト
ランスジェニックマウスのドルーゼンや新
生血管の有無など形態学的・病理学的解析お
よび視機能の検討を行うことにより動物個
体での HtrA1 高発現が網膜組織におよぼす
影響について検討する。 
 
３．研究の方法 
HtrA1 の動物個体内での生理活性および網膜
色素上皮細胞への生理活性を明らかとする
ために、HA エピトープを付加した mHtrA1 遺
伝子を作成し、この高発現トランスジェニッ
クマウスを作成する。PCR 法により陽性個体
を選別し、各陽性系統の繁殖をおこなう間、
網膜色素上皮細胞における HtrA1 の生理活性
について解析する。次に、高発現トランスジ
ェニックマウスの解析をおこない、AMD の発
症機構における HtrA1の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
まずマウス脳から Total RNA を精製し、
RT-PCT法によりマウスHtrA1遺伝子をクロー
ニングした。さらにこの遺伝子に HA タグを
有するベクタープラスミドにサブクローニ
ングし、HtrA1 遺伝子の C末に HA タグを付加
した。この HA-HtrA1 遺伝子を直鎖状にした
後にマウス受精卵に注入しトランスジェニ
ックマウスの作成を試みた。その結果、9 系
統の HA-HtrA1 遺伝子を持つトランスジェニ
ックマウスを得ることが出来た。 
Tg マウスの導入遺伝子のコピー数を測定お
よび遺伝子発現をウェスタンブロッティン
グでおこない 3系統の Tgマウスを選別した。
これらの Tgマウスについて眼底観察および、
眼球の切片を作製し HE染色を行ったところ、
眼底撮影によりドルーゼン様の沈着が観察



され、HE 染色による形態観察により網膜に変
性部位が認められた。 
これらの研究成果から日本人に多い滲出型
AMD と強く関連する HtrA1 は、滲出型 AMD の
発症に関与していることが強く考えられ、
HtrA1 を高発現させたトランスジェニックマ
ウスは滲出型 AMDの発症機構の解明に有用な
モデル動物として利用できることが示唆さ
れた。 
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