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研究成果の概要（和文）：我々はAMD発症を惹起する原因物質としてドルーゼン内に蓄積するβアミロイド(Aβ)に着目
し、Aβ分解酵素欠損マウスでAβ蓄積に伴い早期AMDの病態が再現できる事を明らかにした。本研究は早期AMDから脈絡
膜新生血管(CNV)を伴う晩期AMDまでの全過程を再現するモデル構築、CNV発生に重要な因子の同定、新たな分子治療の
確立を目的とする。AMD患者でCNVが発生する網膜脈絡膜境界面の病的変化として、Bruch膜のintegrity破綻、マトリッ
クス分解酵素を強発現し脈絡膜側からBruch膜に侵入する細胞の存在をin vivoで同時再現するためcathepsin L、HTRA-
1の重要性を検討した。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that Alzheimer's amyloid beta was an important causativ
e factor for developing the age-related macular degeneration (AMD) by using neprilysin-deficient mice.  Al
though this mouse developed the features of early AMD, such as the degeneration of retinal pigment epithel
ium (RPE) and drusen deposition, they did not develop the choroidal neovascularization, which was an impor
tant feature for late stage AMD.  Thus, in the present study, we focused on the integrity of Bruch's membr
ane as well as a role of endothelial progenitor cells.  As a key factor for disrupted integrity of Bruch's
 membrane, we examined the role of cathepsin L and HTRA-1 in the development of late stage AMD.
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性(AMD)は先進諸国における中
高年の失明原因の首位であり、高齢化社会の
進行とともに罹患人口の更なる増加が予想
される。AMD の中でも特に、脈絡膜新生血
管(CNV)が生じる滲出型 AMDが頻度も多く、
視覚障害も強いことから重要である。滲出型
AMDに対しては、抗 VEGF療法が臨床応用
されているが、CNV 発生後の治療であるた
め、CNV が退縮しても黄斑部に瘢痕組織が
残存し、視力改善効果には限界がある。 
AMD 発症の前駆病変としてドルーゼンがあ
る（日眼会誌 2008）。ドルーゼンは、網膜色
素上皮(RPE)外側の細胞外沈着物であり、疫
学的研究では、黄斑部に大型のドルーゼンと
色素沈着があると 5年以内に 58％にCNVが
発 症 す る と 報 告 さ れ て い る （ Arch 
Ophthalmol 1993）。従って AMD の予防治
療を確立するためには、ドルーゼンからCNV
発生に至るまでの分子機構を解明し、そのメ
カニズムに基づいた分子標的治療を確立す
るのが理想的である。 
しかし、これまでの国内外の研究において、
CNV 発生の分子機構は完全には解明されて
いない。その主な理由として、ドルーゼン蓄
積から CNV 発生に至る過程を再現した動物
モデルが確立されていないことがあげられ
る。 
我々は、AMD 発症を惹起する原因物質とし
て、ドルーゼン内に蓄積しているアルツハイ
マー病発症の原因物質である β アミロイド
(Aβ)に着目して研究を進めてきた。その結果、
RPE に Aβ を負荷すると VEGF の発現上昇
とともに、血管新生抑制因子；PEDFの発現
が低下すること、さらに Aβ の分解酵素であ
る neprilysin を欠損したマウスでは、RPE
外側に basal depositsの蓄積と、RPEの変性
や機能不全が生じ、Aβ の過剰蓄積により、
少なくとも早期 AMDの病態まで再現できる
ことを世界ではじめて明らかにした(J Clin 
Invest 2005)。しかし、早期 AMDの状態か
ら CNV を伴う晩期 AMD までの全過程をマ
ウスモデルで再現することには、我々を含め
国内外の研究者の誰も成功していない。 
CNV 発生の予防治療を確立するためには、
検眼鏡的に確認できる前駆病変であるドル
ーゼンから CNV 発生までの全過程を再現で
きるマウスモデルの確立が急務である。我々
は、neprilysinノックアウトマウスにおいて、
CNV 発症にまで至らなかった原因として、
以下の 3 つの可能性を考えている。① 高齢
のneprilysinノックアウトマウスにおいても、
RPE外側のAβの蓄積量が十分多量ではなか
ったこと（Aβ 蓄積は電顕レベルにとどまっ
ていた）、②Bruch膜は構造的に intact であ
り、integrity の破綻がみられなかったこと、
③ これまでの研究は、主として RPEとその
外側に存在する Bruch 膜の変化に注目した
ものであり、脈絡膜側からどの細胞がどのよ
うな機序で最初に Bruch 膜に侵入するのか

という、脈絡膜側からの要因の解明がなされ
てこなかったこと、があげられる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、これまでの我々の研究成
果をさらに発展させ、Aβ 蓄積量の増加に加
え、RPE、Bruch 膜、および脈絡膜という
CNV発生に criticalな 3つの組織に生じる病
的変化を同時に再現することにより、ドルー
ゼン蓄積から CNV 発生に代表される晩期
AMD までの全過程を再現するマウスモデル
を確立し、さらに、その成果に基づいて、AMD
進行過程の分子機構に基づいた全く新しい
観点からの予防治療を確立しようとするも
のである。 
 
３．研究の方法 
（1）網膜下における Amyloid β (Aβ)の蓄積
量増加 
neprilysin 欠損マウスで CNV が発生しなか
った要因の 1つとして、本マウスでは Aβの
蓄積は電顕レベルで認められるのみであり、
Ab の蓄積量が不十分であった可能性が考え
られる。そこで、網膜下の Aβ 蓄積を増加さ
せるために、以下のアプローチを行った。 
①Aβ の前駆蛋白(APP)トランスジェニック
マウスとneprilysin欠損マウスとの交配によ
る二重変異体の作成 APP トランスジェニッ
クマウスはプリオン・プロモーターを用いて
神経細胞特異的に APP を過剰発現するマウ
スであり、脳組織においては、neprilysin欠
損マウスより数十倍多い Aβ の蓄積がみられ
る。我々はこれまでの研究において、プリオ
ン・プロモーターが RPE で作用するか不確
実であったため、neprilysin欠損マウスを使
用したが、予備実験として APP トランスジ
ェニックマウスにおける網膜組織の変化を
観察したところ、neprilysin欠損マウスに類
似した basal depositsの蓄積、RPEの変性が
みられ、網膜下における Aβ の蓄積が免疫電
顕で確認された（未発表データ）。以上から、
APP ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と
neprilysin欠損マウスの交配により網膜下の
Aβ 蓄積が増幅される可能性が高いと予測さ
れる。そこで、両マウスの二重変異体のホモ
動物における網膜変化を光学顕微鏡、電子顕
微鏡を用いて経時的に観察した。 
 
（2）ヒト網膜色素上皮細胞に対する加齢お
よび高コレステロール負荷による Aβ の発現
変化 
AMD の発症要因として加齢と高コレステロ
ール血症は重要な要因である。そこでこれら
因子により Aβ の蓄積を制御する因子に発現
変化があるか、培養ヒト網膜色素上皮細胞を
用いて APP, β-secretase, γ-secretase, BACE, 
neprilysin の mRNA の発現および酵素活性
を調べた。さらにこれらの制御因子の変化に
より、Aβ の蓄積が変化するかについて
ELISA法にて解析した。 



（3）脈絡膜血管新生（CNV）発生早期のメ
カニズムの解明 
つぎに、Bruch膜破たんに伴う CNV発生早
期の細胞イベントを理解するために、レーザ
ー光凝固を用いたマウスの CNV モデルを作
成し、レーザー照射から CNV 発生までの 3
日以内の早期の変化を組織学的に解析した。
特に CD43 陽性のマクロファージ、Iba-1 陽
性のミクログリア、ならびにマトリックス分
解酵素であるカテプシン Lに着目し、これら
に対する抗体を用いて免疫組織学的に解析
した。 
さらにカテプシンL欠損マウスを用いて同様
にレーザー照射による CNV モデルを作成し
CNVに対する影響を解析した。 
（4）Aβ による血管内皮前駆細胞における
CX3CR1への影響を解明 
さらに骨髄由来の血管内皮前駆細胞とその
受容体 CX3CR1の役割に着目し、上記に Aβ
がどのような影響を与えるか、培養細胞を用
いた in vitroの実験ならびにCX3CR1欠損マ
ウスに野生型マウスの骨髄を移植し、レーザ
ー照射による CNV モデルを作成した場合に
CNV の大きさがどのように変化するかを脈
絡膜フラットマウントを用いて解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（1）APP トランスジェニックマウスとネプ
リライシン欠損マウスの二重変異マウス作
成 
上記の 2 種類のマウスを交配し、tail DNA
を用いた genomic PCRにより二重変異体が
作成できたことを確認した。ネプリライシン
欠損マウス、APPトランスジェニックマウス、
二重変異マウスそれぞれの網膜組織のみを
抽出して homogenateし、Western blotting
にて網膜内 Aβ の定量を試みたがこれは検出
できなかった。しかし、網膜組織切片を用い
て Ab 抗体による免疫組織染色の結果では、
ネプリライシン欠損マウス、APPトランスジ
ェニックマウスに比較して二重変異マウス
では網膜内の染色が増強しており、交配によ
り網膜内 Ab の蓄積が増加していることが示
唆された。 
（2）二重変異マウスの網膜変化の解析 
つぎに、二重変異体が加齢後（12か月令）に
sacrificeし、光学顕微鏡、電子顕微鏡的に網
膜の組織所見を観察した。光学顕微鏡ではネ
プリライシン欠損マウスにおいてすでに
我々が報告した所見と同様に、二重変異マウ
スにおいても網膜色素上皮細胞の空砲形成
を伴った網膜変性がみられた。電子顕微鏡所
見では、網膜色素上皮細胞の変性所見、貪食
されなくなった視細胞外節の蓄積、RPE外側
のドルーゼン様の細胞外沈着物の形成がみ
られた。Bruch 膜の integrity は保たれてお
り明らかな連続性の破綻や CNV は観察され
なかった。 
（3）網膜色素上皮細胞に対する加齢および

高コレステロールによる Aβ制御因子の変化 
AMD 発症の要因として加齢と高コレステロ
ール血症が重要である。そこで網膜下へのAβ
蓄積に関与すると思われる。RPE細胞におけ
る Aβ 制御因子の発現変化について解析した。
生後 2 か月と 24 か月のマウスからそれぞれ
primary RPE 細 胞 を 培 養 し 、 APP, 
β-secretase, γ-secretase, BACE, neprilysin
の mRNA の発現および酵素活性を調べた。
加齢マウスのRPE細胞の上清中にはAβの蓄
積が増加していた。その原因として、Aβ 分
解酵素であるネプリライシンの発現は加齢
とともに低下し、また Aβ の切り出し酵素で
ある BACE の発現は加齢とともに上昇して
いた（図 1）。BACEのうち、BACE1が RPE
細胞では主たる因子であった。 
（図 1） 

 
つぎに、RPE細胞を高コレステロール状態で
培養すると、やはり培養上清中の Aβ 量が増
加しており、コレステロール下ではネプリラ
イシンの発現が低下していた（図 2）。さらに
高コレステロール餌で飼育したマウスでは、
網膜下に depositsの形成と、そこに一致した
Aβ の蓄積が免疫電顕により確認され、我々
が二重変異マウスにおいて観察した所見を
再現することができた（図 3）。 
（図 2）                         

 

（図 3）      

 



（4）レーザー光凝固による脈絡膜血管新生
（CNV）モデルの Bruch膜の観察 
さらにマウスの眼底にレーザー照射により
Bruch膜の断裂を起こし CNV発生までの早期
に生じる細胞イベントを観察した。その結果、早
期にはVE cadherin陽性の血管内皮前駆細胞
が重要であり、本細胞がマトリックス分解酵素で
あるカテプシン L を発現していることがわかった。
カテプシン L欠損マウスに骨髄致死照射ののち
に野生型マウスの骨髄を移植しそこにレーザー
照射を行うと CNV は有意に小さくなっており、
以上から Bruch膜の連続性が破たんした CNV
の早期過程においては血管内皮前駆細胞が発
現するマトリックス分解酵素カテプシン L が重要
であることが示された。 
（5）CX3R1 を介した Aβによる血管内皮前駆細
胞の遊走促進 
そこでつぎに、血管内皮前駆細胞(EPC)にさ
らに着目し、Aβが EPCの遊走と CNVに与
える影響を検討した。EPCは成熟した血管内
皮細胞である HUVEC に比べ、受容体
CX3CR1 を有意に高く発現しており、Aβ 負
荷によりさらに CX3CR1の発現が上昇した。
CX3CR1のリガンドである fractalkineを培
養上清中に転嫁し EPC の遊走を見るアッセ
イにおいて上清中にさらに Aβ を付加すると
遊走がさらに促進された（図 4）。また、
CXC3R1欠損マウス由来の EPCでは遊走が
有意に抑制されていた。CX3CR1欠損マウス
の骨髄を移植された野生型マウスではレー
ザー照射による CNV が有意に小さく、
CX3CR1 を介した EPC の遊走が CNV 発生
に重要であること、また Aβ がこれを促進す
ることが示された。 
（図 4） 

 

（6）二重変異マウスに対する光線力学療法
の施行による CNV 
最後に AMDの全過程を再現し、Bruch膜の
integrity 破たんを侵襲的手技でなく再現す
るために、APPトランスジェニックマウスと
ネプリライシン欠損マウスの二重変異マウ
スに光線力学療法を施行し、EPCの遊走が同
部位に起こることを見出した（未発表デー
タ）。これに引き続く CNVの発生を現在さら
に解析中である。 
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