
JP 2019-33745 A 2019.3.7

10

(57)【要約】
【課題】ヒト糖尿病網膜症をはじめとするヒト網膜血管
疾患に類似する症状を良好に呈することができる網膜血
管疾患の非ヒトモデル動物、及び、その作製方法を提供
する。特に、高度の視力障害の要因となる網膜浮腫に対
する治療法や予防法、診断法の確立に好適な非ヒトモデ
ル動物、及び、その作製方法を提供する。更に、非ヒト
モデル動物を利用した網膜血管疾患の治療及び予防用薬
剤のスクリーニング方法を提供する。
【解決手段】恒常活性化型Aktを発現している網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物、恒常活性化型Aktを発現して
いる網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法、及び
、恒常活性化型Aktを発現している網膜血管疾患の非ヒ
トモデル動物を利用する網膜血管疾患の治療又は予防用
薬剤のスクリーニング方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　恒常活性化型Aktを発現している網膜血管疾患の非ヒトモデル動物。
【請求項２】
　前記恒常活性化型Aktが、恒常活性化型Akt-Merである請求項１に記載の網膜血管疾患の
非ヒトモデル動物。
【請求項３】
　前記恒常活性化型Aktは、前記発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktである
請求項１に記載の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物。
【請求項４】
　前記網膜血管疾患が、糖尿病網膜症である請求項１～３の何れか一項に記載の網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物。
【請求項５】
　前記網膜血管疾患が、網膜浮腫、網膜出血、網膜毛細血管瘤、及び、網膜血管の拡張か
ら選択される少なくとも１の症状を呈する請求項１～４の何れか一項に記載の網膜血管疾
患の非ヒトモデル動物。
【請求項６】
　網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法であって、
　Aktの活性を人為的操作により制御が可能なように恒常活性化型AktをコードするDNAを
含むコンストラクトが導入されたトランスジェニック非ヒト動物を作製する工程、
　前記恒常活性化型AktのAkt活性を制御することにより、網膜血管疾患を誘導する工程、
を含む、網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
【請求項７】
　前記恒常活性化型Aktが恒常活性化型Akt-Merであり、前記恒常活性化型AktのAkt活性の
制御を前記トランスジェニック非ヒト動物への4-ヒドロキシタモキシフェンの投与により
行う請求項６に記載の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
【請求項８】
　前記4-ヒドロキシタモキシフェンを、生後1日～14日までの任意の期間に5～50 μg/g 
体重/日投与する請求項７に記載の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
【請求項９】
　前記恒常活性化型Aktが、発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktであり、
　前記トランスジェニック非ヒト動物の作製を、LoxP配列の介在により前記恒常活性化型
Aktの発現が阻止された状態で前記恒常活性化型AktをコードするDNAが配置されたコンス
トラクトを導入することにより行い、
　前記恒常活性化型AktのAkt活性の制御を、前記トランスジェニック非ヒト動物と、血管
特異的又は時期特異的にCreリコンビナーゼを発現するトラスジェニック非ヒト動物とを
交配させ、前記コンストラクトを含む細胞内で血管特異的又は時期特異的にCreリコンビ
ナーゼを発現又は活性誘導できる子孫を得ることにより行う、請求項６に記載の網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
【請求項１０】
　網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法であって、
　請求項１～５の何れか一項に記載の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物に被験物質を投与
する工程、
　前記被験物質の治療効果又は予防効果を判定する工程を有する、網膜血管疾患の治療又
は予防用薬剤のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖尿病網膜症に代表される網膜血管疾患の非ヒトモデル動物、網膜血管疾患
の非ヒトモデル動物の作製方法、及び、網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニ
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ング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　網膜血管疾患とは、網膜の少なくとも一部の血管に、出血や滲出、血管瘤、浮腫、虚血
、梗塞等の病的変化が生じ、かかる網膜血管の病的変化に起因する眼疾患の総称である。
網膜血管疾患は、糖尿病網膜症、未熟児網膜症、及び、網膜静脈閉塞症が代表的症例であ
り、コーツ病等も含まれる。
【０００３】
　糖尿病にみられる慢性合併症は、細動脈や毛細血管等の細小血管障害に起因しており、
網膜症、腎症、及び、神経障害等をきたす。特に、糖尿病網膜症は、高血糖状態の持続に
よる網膜の細小血管障害に起因する疾患であり、壮年期の失明原因となり得る。糖尿病網
膜症の有病率を報告した世界35研究を基にしたメタ研究では、糖尿病患者の3人に1人が何
らかの網膜症をもち、8～9人に1人が視力を脅かす危険のある網膜症を有していると報告
されている。
【０００４】
　網膜静脈閉塞症は、高血圧や動脈硬化が危険因子とされており、有病率は40歳以上の2%
と比較的頻度の高い疾患である。失明まで至ることは少ないが、歪視などを伴う視力低下
があり視覚の質は著しく低下する。
【０００５】
　未熟児網膜症は小児失明疾患の主因であり、世界で失明患者は5万人を超えるとされる
。本邦では、盲学校における失明原因の1位であり、新生児医療の向上と共に重症例が増
加している。
【０００６】
　糖尿病網膜症をはじめとする網膜血管疾患では、血管閉塞による網膜虚血と血管透過性
亢進による網膜浮腫が視力低下の要因となる。虚血網膜は低酸素に陥り血管内皮増殖因子
(以下、「VEGF」と略する)を産生し血管新生を誘導するが、病的新生血管は網膜から逸脱
して形成されるため虚血の改善には繋がらない。更に、新生血管は脆弱で容易に出血する
ことに加えて、血管周囲の膜状組織の収縮で網膜剥離をきたし、失明に至る。一方、網膜
浮腫は網膜血管の閉塞や炎症に続発する血管拡張や血管瘤などを基盤として、血管透過性
の亢進が起こり浮腫を生じる。網膜浮腫は失明しないものの高度の視力低下を示し、長期
化すれば視細胞や網膜神経細胞は不可逆的な変性に至り、浮腫が解消しても視力回復は得
られない。
【０００７】
　網膜血管疾患における虚血（とそれに続く眼内出血や網膜剥離）に対する治療法として
、光凝固術や硝子体手術等の外科的処置療法、及びVEGFタンパクを阻害する抗VEGF薬等の
薬物療法が知られている。これらの治療法は網膜虚血に対して、病的血管新生を阻害する
ことを目的としており虚血を改善するものではないが、進行を停止させ失明を防ぐ治療効
果が認められている。一方、網膜浮腫に対しては、近年承認された抗VEGF薬を中心とする
治療が行われている。抗VEGF薬によって得られる透過性亢進の抑制効果は一時的で、再発
を繰り返すため非常に高額な薬剤を継続して眼内に投与する必要がある。本邦における糖
尿病黄斑症の有病者数が約110万人という点を鑑みると、今後さらなる医療費の増大は避
けられない。また、視力の改善効果については十分とは言いがたく、新たな治療薬の開発
が求められている。
【０００８】
　糖尿病腎症では、高血糖状態の持続により、糸球体の細小血管が硬化し腎機能が低下す
る。進行例では、虚血状態が生じることで腎臓の硬化が促進され、腎不全に至る。糖尿病
腎症の治療は、血糖と血圧の厳格なコントロールを中心におこなわれ、アンジオテンシン
変換酵素阻害薬やアンギオテンシンII受容体拮抗薬等による治療が一定の治療効果が認め
られているが、糖尿病腎症を根治するには至らない。腎不全に至ると、透析療法による治
療に移行する。
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【０００９】
　疾患の治療法や予防法、診断法の開発、及び、病態の解析等において、疾患非ヒトモデ
ル動物を使用する試みが行われている。例えば、糖尿病非ヒトモデル動物として、自然発
症モデル動物、遺伝子改変モデル動物、薬剤等による発症誘導モデル動物が作製されたこ
とが報告されている。また、高酸素負荷により、網膜虚血を人為的に誘導し、異常新生血
管を形成する非ヒトモデル動物が報告されている（非特許文献１）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】L.E. Smith他著, “Oxygen-induced retinopathy in the mouse”,  In
vestigative Ophthalmology & Visual Science January 1994, Vol.35, 101-111
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　糖尿病網膜症をはじめとする網膜血管疾患及び糖尿病腎症の治療法や予防法は確立して
おらず、治療法及び予防法の確立は喫緊の課題となっている。有効な治療法及び予防法の
確立が困難である原因として、適切な非ヒトモデル動物が存在しないことが挙げられる。
これまでに報告された非ヒトモデル動物は、ヒト糖尿病網膜症等のヒト網膜血管疾患やヒ
ト糖尿病腎症に類似する症状を呈するものではない。特に、血管透過性の亢進により網膜
浮腫をきたすタイプの網膜血管疾患の非ヒトモデル動物についての報告はない。
【００１２】
　そこで、本発明は、ヒト糖尿病網膜症をはじめとするヒト網膜血管疾患に類似する症状
を良好に呈することができる網膜血管疾患の非ヒトモデル動物、及び、その作製方法の提
供を課題とする。即ち、網膜血管疾患の治療法や予防法、診断法の開発、網膜血管疾患の
発症機構や病態の解明に利用することができる網膜血管疾患の非ヒトモデル動物、及び、
その作製方法の提供を課題とする。特に、高度の視力障害の要因となる網膜浮腫に対する
治療法や予防法、診断法の確立に好適な非ヒトモデル動物、及び、その作製方法の提供を
課題とする。更に、本発明は、非ヒトモデル動物を利用した網膜血管疾患の治療及び予防
用薬剤のスクリーニング方法の提供を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく研究を重ねた結果、非ヒト動物においてヒト網膜
血管疾患に類似する症状を誘導するため、セリン／スレオニンキナーゼであるAktタンパ
ク質に着目した。発生期の網膜血管にAktを持続的に活性化させた状態とすることで、瘤
状変化を伴う血管径の拡大や血管伸長の遅延、及び、血管透過性の亢進等が認められた。
これらの知見に基づいて、ヒト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒトモデル動物の
作製に成功し、本発明を完成するに至った。
【００１４】
　すなわち、上記の課題を達成するため、下記の〔１〕～〔１０〕の構成、方法からなる
発明を提供する。
【００１５】
〔１〕恒常活性化型Aktを発現している網膜血管疾患の非ヒトモデル動物。
〔２〕前記恒常活性化型Aktが、恒常活性化型Akt-Merである上記〔１〕の網膜血管疾患の
非ヒトモデル動物。
〔３〕前記恒常活性化型Aktは、前記発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktで
ある上記〔１〕の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物。
〔４〕前記網膜血管疾患が、糖尿病網膜症である上記〔１〕～〔３〕の何れかの網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物。
〔５〕前記網膜血管疾患が、網膜浮腫、網膜出血、網膜毛細血管瘤、及び、網膜血管の拡
張から選択される少なくとも１の症状を呈する上記〔１〕～〔４〕の何れかの網膜血管疾
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患の非ヒトモデル動物。
【００１６】
　上記〔１〕～〔５〕の構成によれば、ヒト糖尿病網膜症をはじめとするヒト網膜血管疾
患に類似する症状を呈する網膜血管疾患の非ヒトモデル動物を提供することができる。本
構成の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、網膜出血や毛細血管瘤の構造等がヒト糖尿病
網膜症の病理標本と類似しており、特に、現在有効な治療法がない、血管透過性の亢進に
よる網膜浮腫の症状を再現できる非ヒトモデル動物を提供することができる。したがって
、本構成の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、網膜血管疾患の治療法や予防法、診断法
の探索、及び、病態の解析等の研究材料として好適に利用することができる。更に、本構
成の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、重症度を制御できることから、症状の進行度に
応じた治療法や、予防法、診断法の探索を行うことができる共に、発症過程や進行過程等
の病態の解析等の研究材料として好適に利用することができる。
【００１７】
　特に、上記〔２〕及び〔３〕の構成によれば、それぞれ4-ヒドロキシタモキシフェン及
びCreリコンビナーゼにより、恒常活性化型AktのAkt活性を制御することができる。した
がって、簡便な人為的操作により、所望のヒト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒ
トモデル動物を提供することができる。網膜血管疾患の重症度等を制御できることから、
症状の進行度に応じた治療法や予防法、診断法の探索や、発症過程や進行過程等の病態の
解析等の研究材料として特に好適に利用することができる網膜血管疾患の非ヒトモデル動
物を提供することができる。また、上記〔４〕の構成によれば、糖尿病網膜症の治療法や
予防法、診断法の探索、及び、病態の解析等の研究材料として好適に利用することができ
る非ヒトモデル動物を提供することができる。上記〔５〕の構成によれば、網膜血管疾患
に特有の症状を呈する非ヒトモデル動物を提供することができる。特に現在有効な治療法
がない、血管透過性の亢進による網膜浮腫の症状を再現できる非ヒトモデル動物を提供す
ることができる。
【００１８】
〔６〕網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法であって、
　Akt活性を人為的操作により制御が可能なように恒常活性化型AktをコードするDNAを含
むコンストラクトが導入されたトランスジェニック非ヒト動物を作製する工程、
　前記恒常活性化型AktのAkt活性を制御することにより、網膜血管疾患を誘導する工程、
を含む、網膜血管疾患非ヒトモデル動物の作製方法。
〔７〕前記恒常活性化型Aktが恒常活性化型Akt-Merであり、前記恒常活性化型AktのAkt活
性の制御を前記トランスジェニック非ヒト動物への4-ヒドロキシタモキシフェンの投与に
より行う上記〔６〕の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
〔８〕前記4-ヒドロキシタモキシフェンを、生後1日～14日までの任意の期間に5～50 μg
/g 体重/日投与する上記〔７〕の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法。
〔９〕前記恒常活性化型Aktが、発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktであり
、
　前記トランスジェニック非ヒト動物の作製を、LoxP配列の介在により前記恒常活性化型
Aktの発現が阻止された状態で前記恒常活性化型AktをコードするDNAが配置されたコンス
トラクトを導入することにより行い、
　前記恒常活性化型AktのAkt活性の制御を、前記トランスジェニック非ヒト動物と、血管
特異的又は時期特異的にCreリコンビナーゼを発現するトラスジェニック非ヒト動物とを
交配させ、前記コンストラクトを含む細胞内で血管特異的又は時期特異的にCreリコンビ
ナーゼを発現又は活性誘導できる子孫を得ることにより行う、上記〔６〕の網膜血管疾患
の非ヒトモデル動物の作製方法。
【００１９】
　上記〔６〕～〔８〕の方法によれば、ヒト糖尿病網膜症をはじめとするヒト網膜血管疾
患に類似する症状を呈する非ヒトモデル動物を作製することができる。本方法で作製され
る非ヒトモデル動物は、網膜出血や毛細血管瘤の構造等がヒト糖尿病網膜症の病理標本と
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類似しており、特に、現在有効な治療法がない、血管透過性の亢進による網膜浮腫の症状
を再現できる。また、本方法で作製された網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、恒常活性
化型AktのAkt活性の制御から極めて短時間でヒト網膜血管疾患の症状を呈することができ
る。したがって、本方法は、網膜血管疾患の治療法や予防法、診断法の探索、及び、病態
の解析等の分野で好適に利用することができる。更に、本方法によって作製される非ヒト
モデル動物は、恒常活性化型AktにおけるAkt活性の状態を人為的操作することにより重症
度を制御できることから、症状の進行度に応じた治療法や予防法、診断法の探索や、特に
発症過程や進行過程等の病態の解析等の研究材料として非常に好適に利用することができ
る。
【００２０】
　特に、上記〔７〕～〔９〕の方法によれば、それぞれ4-ヒドロキシタモキシフェン及び
Creリコンビナーゼにより、恒常活性化型AktのAkt活性を制御することができる。したが
って、簡便な人為的操作により、所望のヒト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒト
モデル動物を作製することができる。また、網膜血管疾患の重症度等を制御できることか
ら、症状の進行度に応じた治療法や予防法、診断法の探索や、発症過程や進行過程等の病
態の解析等の研究材料として特に好適に利用することができる。
【００２１】
〔１０〕網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法であって、
　上記〔１〕～〔５〕の何れかの網膜血管疾患の非ヒトモデル動物に被験物質を投与する
工程、
　前記被験物質の治療効果又は予防効果を判定する工程を有する、網膜血管疾患の治療又
は予防用薬剤のスクリーニング方法。
【００２２】
　上記〔１０〕の方法によれば、ヒト網膜血管疾患と類似した症状を呈する非ヒトモデル
動物を使用する網膜血管疾患の治療及び予防用薬剤のスクリーニング方法を提供すること
ができる。ヒト網膜血管疾患と類似した症状を呈する非ヒトモデル動物を使用するため、
高い信頼度で被験物質の治療効果及び予防効果を判定することができる。また、恒常活性
化型AktのAkt活性の制御により網膜血管疾患の重症度を制御できることからも、症状に応
じた治療及び予防用薬剤の開発を行うことができる。更に、現在有効な治療法が存在しな
い血管透過性の亢進により網膜浮腫をきたす網膜血管疾患の治療及び予防用薬剤の開発に
も好適に利用することができる。したがって、本スクリーニング方法は、網膜血管疾患の
治療及び予防技術の発展に多大な貢献が期待される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】実施例１で検討した恒常活性化型Akt-Mer 発現トランスジェニック非ヒト動物の
構築の模式図である。
【図２】実施例１で検討した恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターの構築の模式図である。
【図３】実施例２で検討した網膜におけるAkt活性の確認した結果を示すウエスタンブロ
ット。
【図４】実施例３で検討したAktの持続活性化が網膜に与える影響の結果を示す網膜の光
学顕微鏡画像である。
【図５】実施例４で検討したAktの持続活性化が網膜血管新生に与える影響の結果を示す
網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【図６】実施例４で検討したAktの持続活性化が網膜毛細血管形状に与える影響の結果を
示す網膜のホールマウント免疫染色画像であり、図５の拡大図である。
【図７】実施例４で検討したAktの持続活性化が網膜毛細血管形状に与える影響の結果を
示す血管伸長（mm）、動脈径（μm）、静脈径（μm）の計測結果のグラフである。
【図８】実施例５で検討したAktの持続活性化（低活性化）が網膜毛細血管形状に与える
影響の結果を示す網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【図９】実施例５で検討したAktの持続活性化（低活性化）が網膜毛細血管形状に与える
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影響の結果を示す網膜あたりの毛細血管瘤の数の計測結果のグラフである。
【図１０】実施例５で検討したAktの持続活性化（低活性化）が網膜毛細血管形状に与え
る影響の結果を示す網膜のホールマウント免疫染色画像と、ヒト糖尿病網膜症の病理標本
との比較である。
【図１１】実施例６で検討したAktの持続活性化が網膜の血管透過性に与える影響の結果
を示す網膜の実体顕微鏡画像である。
【図１２】実施例６で検討したAktの持続活性化が網膜の血管透過性に与える影響の結果
を示す網膜血管から漏出したエバンスブルーの蛍光強度の計測結果のグラフである。
【図１３】実施例７で検討したAktの持続活性化が網膜表層に与える影響の結果を示す網
膜の顕微鏡画像である。
【図１４】実施例８で検討したAktの持続活性化による血管形態異常の要因解析（血管内
皮細胞及びアストロサイト）の結果を示す網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【図１５】実施例９で検討したAktの持続活性化による血管形態異常の要因解析（VEGF発
現量）の結果を示すウエスタンブロット及びグラフである。
【図１６】実施例１０で検討したAktの長時間持続活性化が網膜に与える影響の結果を示
す網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【図１７】実施例１１で検討したAktの持続活性化の活性度及び活性期間が網膜に与える
影響の結果を示す網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【図１８】実施例１１で検討したAktの持続活性化の活性度及び活性期間が網膜に与える
影響の結果を示す網膜あたりの毛細血管瘤の数の計測結果のグラフである。
【図１９】実施例１２で検討した網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニングへ
の利用の結果を示す薬剤投与後の網膜のホールマウント免疫染色画像である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　以下、本発明の実施形態について詳細に説明する。ただし、本発明は、後述する実施形
態に限定されるものではない。
【００２５】
〔非ヒトモデル動物〕
（網膜血管疾患の非ヒトモデル動物）
　本実施形態に係る非ヒトモデル動物は、網膜血管疾患の病態を呈する網膜血管疾患の非
ヒトモデル動物に関する。本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、恒常活
性化型Aktを発現する。
【００２６】
　本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物において、動物は、ヒト以外の哺乳
動物であり、その種は特に限定されない。例えば、マウス、モルモット、ハムスター、ラ
ット等の齧歯目動物、ウサギ、イヌ、ネコ、サル、ヒツジ、ブタ、ウシ、及び、ウマ等を
挙げることがきるが、好ましくは、マウスである。
【００２７】
　本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物において、網膜血管疾患とは、網膜
の少なくとも一部の血管に、出血や滲出、血管瘤、浮腫、虚血、梗塞等の病的変化が生じ
、かかる網膜血管の病的変化に起因する眼疾患の総称である。網膜血管疾患は、糖尿病網
膜症、未熟児網膜症、及び、網膜静脈閉塞症が代表的症例であり、コーツ病等も含まれる
。本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は何れを対象とする。
【００２８】
　糖尿病網膜症は、糖尿病の合併症の１つであり、高血糖状態の持続による網膜の細小血
管障害に起因する疾患である。糖尿病網膜症は、重症度により、例えば、単純網膜症、増
殖前網膜症、及び、増殖網膜症の三段階に分類することができ、本実施形態に係る網膜血
管疾患の非ヒトモデル動物は何れを対象とする。単純網膜症では、細小血管壁が障害され
て毛細血管瘤及び点状網膜出血等が生じる。詳細には、網膜細小血管において、血管内皮
細胞の変性や周皮細胞の脱落及び変性、及び基底膜肥厚等により血管壁が脆弱化し、それ
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により、毛細血管瘤の形成及びその破綻により点状出血が生じる。増殖前網膜症では、細
小血管の一部が閉塞して虚血部分が生じる。増殖網膜症では、網膜の虚血状態を補うため
新生血管が現れ、新生血管が網膜の表面や硝子体に伸びていく。新生血管は、未熟である
ため脆弱で容易に破綻し出血を起こしやすく、また、増殖組織といわれる線維性の増殖膜
が形成され、周囲の網膜を牽引し網膜を剥離させる。そして、重症度には関係なく、網膜
の毛細血管瘤の形成等に起因する毛細血管の透過性亢進により血漿成分が網膜内に貯留し
て網膜浮腫が生じる。
【００２９】
　網膜静脈閉塞症は、網膜静脈の閉塞に起因する疾患であり、網膜中心静脈の閉塞により
発症する網膜中心静脈閉塞症、網膜中心静脈より末梢側の静脈閉塞により発症する網膜静
脈分枝閉塞症があり、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は何れをも対象
とする。発症初期には、静脈潅流圧の上昇と血流のうっ滞により網膜出血及び浮腫が生じ
る。慢性期には、閉塞静脈の周辺毛細血管の拡張や蛇行及び血管瘤の形成などが起こり、
網膜浮腫が持続する。静脈閉塞が高度の場合は、網膜虚血を示し、他の網膜血管疾患と同
様に病的血管新生が誘導されて網膜剥離へと進展する。
【００３０】
　未熟児網膜症は、低出生体重児や在胎週数が37週未満で出生した早産児にみられる網膜
血管の未熟性に起因する疾患である。進行が穏やかなI型と急速に進行するII型に分類さ
れる。I型は重症度に従い5段階に分類される。本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモ
デル動物は何れをも対象とする。I型は重症度に従い5段階の病期に分類し、第1段階では
視神経乳頭から周辺に向けて伸長過程にある血管の先端に境界線とよばれる組織ができ、
第2段階では、線維成分を伴う血管増殖がおこり境界線の厚みが増す。第3段階では、線維
血管増殖組織が硝子体側に突出して伸長する。第4及び第5段階では、硝子体側に増大した
線維血管増殖組織の収縮により周囲の網膜を牽引し網膜を剥離させる。全ての段階におい
て、網膜静脈の拡張と動脈の蛇行は悪化を示す徴候とされている。II型では、網膜血管の
拡張と蛇行が顕著で、段階的な進行はせずに急速に網膜剥離に至る。
【００３１】
　このような網膜血管疾患の眼底所見としては、例えば、毛細血管瘤、網膜点状・斑状・
線状出血等の限局性出血、硬性白斑、網膜浮腫、網膜肥厚、軟性白斑、静脈異常、網膜内
細小血管異常、網膜・乳頭上新生血管、網膜前・硝子体出血、線維血管性増殖膜、網膜剥
離等が挙げられる。
【００３２】
　本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、上記１又は複数の症状を呈する
。例えば、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、網膜浮腫、網膜出血、
網膜毛細血管瘤、及び網膜血管の拡張等を、実体顕微鏡や蛍光顕微鏡によって確認するこ
とができる。好ましくは、血管内皮細胞等を免疫染色等により染色した蛍光顕微鏡画像と
して網膜血管異常等を確認することができる。例えば、１網膜当たり50個以上、特に好ま
しくは80個以上の毛細血管瘤の形成や、正常網膜血管と比較して1.5倍、特に好ましくは2
倍以上の血管径の拡張で特徴づけられる。また、好ましくは、色素の血管外漏出や網膜厚
の測定等により網膜浮腫等を確認することができる。例えば、正常網膜厚と比較して1.2
倍以上、特に好ましくは1.5倍以上の網膜厚で特徴付けられる。
【００３３】
　Aktは、プロテインキナーゼBとも称されるPH（Plekstrin Homology; プレクストリン相
同）ドメインをN末端に有するセリン／スレオニンキナーゼであり、重要な細胞内シグナ
ル伝達因子として知られている。Aktは、PI3キナーゼ依存的に活性化し、様々な細胞内基
質をリン酸化する。本発明者らは、Akt活性（キナーゼ活性）を制御することにより、幹
細胞の分化多能性の維持、及び、所望に応じて分化させる技術を報告している（特開2005
-304487号を参照）。
【００３４】
　Aktはあらゆる高等動物細胞に普遍的に存在する。例えば、Aktは、酵母から線虫・ショ
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ウジョウバエ、哺乳動物まで保存されたタンパク質である（酵母については、Fabrizio P
. et al., Science 2001 Apr 13:292(5515):288-290. Epub 2001 Apr 05を、線虫につい
ては、Paradis S. et al., Genes Dev. 1998 Aug 15:12(16):2488-98を、ショウジョウバ
エについては、Staveley BE. et al., Curr. Biol. 1998 May 7:8(10):599-602を参照の
こと）。また、哺乳動物のAktは様々な組織でユビキタスに発現している（Altomare D. A
. et al., Oncogene 11:1055-1060, Altomare, D. A. et al., Oncogene 116:2407-2411,
 Brodbeck D. et al., J. Biol. Chem. 274:9133-9136, Nakatani K. et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 257:906-910を参照のこと）。
【００３５】
　本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物において発現する恒常活性化型Akt
とは、Akt活性が恒常的に活性化されているものであれば特に限定されない。また、恒常
活性化型Aktはいかなる高等動物由来のものでもよい。また、恒常活性化型Aktの由来は、
発現導入される非ヒト動物と同種由来であってもよく、異種由来であってもよい。好まし
くは、ヒト由来のものである。
【００３６】
　ヒト由来のAktには、Akt-1、Akt-2、及び、Akt-3 の3つのアイソフォームが知られてお
り、そのアミノ酸配列の相同性は非常に高い。野生型ヒトAktとしては、例えば、配列番
号３又は配列番号５で表される塩基配列でコードされ、配列番号４又は配列番号６で表さ
れるアミノ酸配列からなるヒト野生型Akt-1（Accession No. AH011307、又は、NM_001014
432）等を挙げることができる。また、配列番号７で表される塩基配列でコードされ、配
列番号８で表されるアミノ酸配列からなるヒト野生型Akt-2（Accession No. NM_001626）
や、配列番号９で表される塩基配列でコードされ、配列番号１０で表されるアミノ酸配列
からなるヒト野生型Akt-3（Accession No. NM_181690）を挙げることができる。しかしな
がら、これに限定するものではなく、Aktとしては、上記したアミノ酸配列に対して、少
なくとも一定割合の配列同一性を有するアミノ酸配列、又は、上記したアミノ酸配列にお
いて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つの改変を有す
るアミノ酸配列を有し、上記したAktの性質を有するものが含まれる。
【００３７】
　Akt-1の活性化には308位のトレオニン（Thr-308）と473位のセリン（Ser-473）の2箇所
のリン酸化が必要であり、Akt-2の活性化には309位のトレオニン（Thr-309）と474位のセ
リン（Ser-474）の2箇所のリン酸化が、Akt-3の活性化には305位のトレオニン（Thr-305
）と472位のセリン（Ser-472）の2箇所のリン酸化が必要である。これらのAktファミリー
におけるリン酸化はPI3キナーゼの下流で制御されている。詳細には、PI3キナーゼによっ
て産生されたPI（3,4,5）P3等にAktのPHドメインが結合することによりAktが細胞膜に移
行する。細胞膜近傍でAktはPDK1及びmTORC2複合体により上記した部位のリン酸化を受け
て活性化する。
【００３８】
　恒常活性化型Aktとしては、上記した活性化に関連する箇所がリン酸化されたものが含
まれ、例えば、野生型ヒトAkt-1のThr-308とSer-473が恒常的にリン酸化されているもの
、野生型ヒトAkt-2のThr-309とSer-474が恒常的にリン酸化されているもの、及び、野生
型Akt-3のThr-305とSer-472が恒常的にリン酸化されているものが挙げられる。Akt-1にお
いて、リン酸化の対象となるアミノ酸残基は、好ましくは配列番号４又は配列番号６を参
照配列としたときの308位に相当する位置のThr残基及び473位に相当するSer残基であり、
Akt-2及びAkt-3のリン酸化の対象となるアミノ酸残基についても同様である。
【００３９】
　恒常活性化型Aktとしては、例えば、AktのN末端又はC末端に膜局在化シグナル配列を付
加したものを挙げることができる。恒常活性化型Aktとしては、好ましくは、野生型Aktの
Ｎ末端のPHドメインを欠損させ、その代わりにＮ末端にミリスチン酸化シグナルを付加し
たものや、野生型AktのＮ末端にミリスチン酸化シグナルを付加したものが挙げられる。
ミリスチン酸化シグナルによって、Aktは恒常的に膜結合型となり、細胞膜に存在するキ
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ナーゼによって恒常的にリン酸化され、Akt活性（キナーゼ活性）が活性化された状態と
なる。ミリスチン酸化シグナル配列は、好ましくは、N末端側からMet-Gly-Xaa-Xaa-Xaa-S
er/Ala/Thr/Phe-Xaa-Xaa-Xaaモチーフ（Xaaは任意のアミノ酸である）（配列番号１１）
を含む（Utsumi T. et al., The Journal of Biological Chemistry 276(13):10505-1051
3等を参照のこと）。ミリスチン酸化シグナル配列としては、例えば、c-Src由来のＮ末端
ミリスチン酸化シグナル配列（MGSSKSKPKDPSQR（配列番号１２）及びMGSSKSKPKDPSQRRRRI
RT（配列番号１３））等を利用することができるが、これらに限定するものではない。
【００４０】
　更に、野生型ヒトAkt-1の第40位のグルタミン酸（Glu-40）がリシン（Lys）に置換され
た変異体（以下、「E40K-Akt-1」と略する場合がある）や、野生型ヒトAkt-1の第17位の
グルタミン酸（Glu-17）がリシン（Lys）に置換された変異体（以下、「E17K-Akt-1」と
略する場合がある）等の、恒常活性化型のAkt変異体であってもよい。同様に、野生型ヒ
トAkt-2及び野生型ヒトAkt-3において、上記置換E40K、E17Kを有するものもAkt変異体に
含めることができる。このような変異体は、自然界をスクリーニングすることにより、若
しくは、遺伝子クローニング技術を用いて取得することができる。例えば、公知の変異導
入技術を利用して取得することができ、野生型Aktをコードする核酸分子に変異部位を挿
入することによって行うことができる。変異部位を挿入する方法としては、特に制限はな
く、当該技術分野で公知の変異型タンパク質作製のための変異導入技術を利用することが
できる。例えば、部位特異的突然変異誘発法、PCR法等を利用して変異を導入するPCR突然
誘発法、あるいは、トランスポゾン挿入突然変異誘発法等の公知の変異導入技術を利用す
ることができる。また、市販の変異導入用キット（例えば、QuikChange（登録商標） Sit
e-directed Mutagenesis Kit（Stratagene社製）等）を利用してもよい。
【００４１】
　Akt-1において、置換対象となるアミノ酸残基は、好ましくは配列番号４又は配列番号
６を参照配列としたときの40位に相当する位置のGlu残基及び17位に相当するGlu残基であ
る。置換位置は、異なる配列を有するAkt-1のアミノ酸配列と、配列番号４又は配列番号
６に開示のAkt-1のアミノ酸配列とのアラインメントに基づいて決定することができる。A
kt-2及びAkt-3における置換対象となるアミノ酸残基についても、配列番号８及び配列番
号１０を参照配列として同様にして決定することができる。したがって、恒常活性化型の
Akt変異体としては、上記したアミノ酸配列に対して、上記置換位置のアミノ酸置換が生
じている限り、少なくとも一定割合の配列同一性を有するアミノ酸配列、又は、上記した
アミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加の少なくとも
１つの改変を有するアミノ酸配列を有し、上記した恒常活性化型Aktの性質を有するもの
も含まれる。
【００４２】
　恒常活性化型Aktとしては、例えば、配列番号１に示す塩基配列からなる核酸分子によ
ってコードされるタンパク質が含まれ、そのアミノ酸配列を配列番号２に示す。しかしな
がら、これに限定するものではなく、恒常活性化型Aktとしては、配列番号２に示すアミ
ノ酸配列に対して、少なくとも一定割合の配列同一性を有するアミノ酸配列、又は、配列
番号２に示すアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加
の少なくとも１つの改変を有するアミノ酸配列を有し、上記した恒常活性化型Aktの性質
を有するものも含まれる。
【００４３】
　ここで、少なくとも一定割合の配列同一性とは、好ましくは、70、75、80、又は85％以
上の配列同一性、更に好ましくは、90％以上の配列同一性、特に好ましくは、95、96、97
、98、又は99％以上の配列同一性を保持することを意味する。
【００４４】
　このような改変体は、自然界をスクリーニングすることにより、若しくは、遺伝子クロ
ーニング技術を用いて取得することができる。また、アミノ酸配列の改変に際しては、当
業者は、上記特性を保持する改変を容易に予測することができる。具体的には、例えばア
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ミノ酸置換の場合には、タンパク質構造保持の観点から極性、電荷、親水性、若しくは疎
水性等の点で置換前のアミノ酸と類似した性質を有するアミノ酸に置換することができる
。このような置換は保守的置換として当業者には周知である。具体例を挙げると、例えば
、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、メチオニン、フェニルアラニ
ン、トリプトファンは、共に非極性アミノ酸に分類されるため、互いに似た性質を有する
。また、非荷電性アミノ酸としては、グリシン、セリン、スレオニン、システイン、チロ
シン、アスパラギン、グルタミンが挙げられる。また、酸性アミノ酸としては、アスパラ
ギン酸及びグルタミン酸が挙げられる。また、塩基性アミノ酸としては、リジン、アルギ
ニン、ヒスチジンが挙げられる。これらの各グループ内のアミノ酸置換は、タンパク質の
機能が維持されるとして許容される。
【００４５】
　本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物において発現する恒常活性化型Akt
としては、そのAktのキナーゼ活性を人為的操作により制御可能なものが好ましい。Akt活
性を人為的操作により制御可能な恒常活性化型Aktとしては、例えば、恒常活性化型Aktと
、そのAkt活性を生体外からの刺激により調節できるタンパク質がインフレームに連結し
た融合タンパク質、恒常活性化型Aktが、そのAkt活性を生体外から刺激により調節できる
タンパク質と共発現しているもの、そして、恒常活性化型AktをコードするDNAと、部位特
異的組換えタンパク質等の作用により自在に恒常活性化型AktをコードするDNAの発現を制
御できる配列とを含むDNAによってコードされるもの等が挙げられるが、これらに限定す
るものではない。恒常活性化型Aktは、好ましくは、後述する活性化型Akt-Mer、及び、発
現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktを挙げることができる。
【００４６】
　恒常活性化型Aktの一例である恒常活性化型Akt-Merは、恒常活性化型Aktと改変型エス
トロゲンレセプター（Mer：Modified Estrogen Receptor）がインフレームに連結した融
合タンパク質であるが、恒常活性化型AktとMerの間にタグ配列が挿入されたものをも含む
。タグ配列としては、インフルエンザウイルスの表面に存在する糖タンパク質ヘマグルチ
ニンのペプチド配列を利用したHA等が例示されるが、これらに限定するものではない。
【００４７】
　Merは、エストロゲン受容体を改変したものであり、内在性エストロゲンには結合しな
いが、人為的に合成したエストロゲン誘導体である4-ヒドロキシタモキシフェン（以下、
「4-OHT」と略する）に結合する。Merは、4-OHTの不在下ではヒートショックプロテイン
（以下、「Hsp」と略する）90に結合しており、Hsp90によって活性部位がマスクされるた
め不活性化されている。しかしながら、4-OHTの存在下ではHspによるマスキング解除され
、それに伴って恒常活性化型Aktが活性化される。このように、Merを連結させることによ
り、恒常活性化型AktのAkt活性を4-OHTによって自在に制御することができる。
【００４８】
　Merとしては、例えば、配列番号１４の塩基配列によってコードされるものが挙げられ
、そのアミノ酸配列を配列番号１５に示す。しかしながら、これに限定するものではなく
、Merとしては、配列番号１５に示すアミノ酸配列に対して、少なくとも一定割合の配列
同一性を有するアミノ酸配列、又は、配列番号１５に示すアミノ酸配列において、１若し
くは数個のアミノ酸が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つの改変を有するアミノ酸配
列を有するタンパク質であって、上記Merの性質を有するものも含まれる。ここで、少な
くとも一定割合の配列同一性とは、好ましくは、70、75、85、又は80％以上の配列同一性
、更に好ましくは、90％以上の配列同一性、特に好ましくは、95、96、97、98、又は99％
以上の配列同一性を保持することを意味する。
【００４９】
　このように構成することにより、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は
、恒常活性化型Akt-Merが発現し、恒常活性化型AktのAkt活性が4-OHTの存在下で活性化さ
れた状態となり、上記したヒト網膜血管疾患に類似した症状を呈する。
【００５０】
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　恒常活性化型Aktの一例である、発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktとし
ては、例えば、上記恒常活性化型AktをコードするDNAの上流及び下流に、LoxP配列等のCr
e認識配列を同方向、又は、逆方向に配置したものが挙げられる。更に、LoxP配列等のCre
認識配列を同方向に転写終結配列等を挟んで配置し、その上流にプロモーター配列、下流
に恒常活性化型AktをコードするDNAを配置したものが挙げられる。
【００５１】
　恒常活性化型AktをコードするDNAとしては、上記した性質を有する恒常活性化型Aktを
コードするDNAである限り、特に限定されない。例えば、野生型AktのPHドメインが欠失し
、その代わりにN末端にミリスチン酸化シグナルが付加された恒常活性化型Aktをコードす
る配列番号１に示す塩基配列を有するDNA、及び、そのアミノ酸配列である配列番号２に
示すアミノ酸配列をコードするDNAが挙げられる。しかしながら、これに限定するもので
はなく、恒常活性化型AktをコードするDNAとしては、配列番号１に示す塩基配列に対して
、少なくとも一定割合の配列同一性を有する塩基配列、配列番号１に示す塩基配列におい
て、１若しくは数個の塩基が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つの改変を有する塩基
配列、又は、配列番号１に示す塩基配列と相補的な塩基配列に対してストリンジェントな
条件下でハイブリダイズする塩基配列を有するDNAであって、上記した活性化型Aktの性質
を有するタンパク質をコードする限り含まれる。
【００５２】
　ここで、少なくとも一定割合の配列同一性とは、好ましくは、70、75、85、又は85％以
上の配列同一性、更に好ましくは、90％以上の配列同一性、特に好ましくは、95、96、97
、98、又は99％以上の配列同一性を保持することを意味する。
【００５３】
　また、ストリンジェントな条件とは、例えば、以下のようなハイブリダイゼーション条
件及び洗浄条件を含む条件である。
・ハイブリダイゼーション条件
  ハイブリダイゼーション液（100mM Tris-HCl pH8.0、1 M NaCl、10mM EDTA、0.2 mMウ
シ血清アルブミン、0.2％ Ficoll400、0.2％ポリビニルピロリドン、100μg/mlサケ精子D
NA）中、65℃で、一晩（16時間以上）のハイブリダイゼーション。
・洗浄条件
  洗浄液（0.2×SSC（6.67mM NaCl、6.67mMクエン酸トリナトリウム二水和物pH7.0、0.1
％ SDS））で65℃、30分間での2回の洗浄。
【００５４】
　Cre/LoxP系とは、上記したLoxP配列と称される特定のDNA配列に対してバクテリオファ
ージP1 Creリコンビナーゼ（以下、「Cre」と略する）が働くことにより生じる部位特異
的組換え反応系である。ここで、Creは、ファージλインテグラーゼファミリーのメンバ
ーの部位特異的DNA組換え酵素である。
【００５５】
　LoxP配列としては、例えば、ataacttcgtataatgtatgctatacgaagttat（配列番号１６）が
挙げられる。LoxP配列の一例として示した配列番号１６に示す配列は34bpからなり、両端
には13bpのinverted repeat（Cre結合ドメイン）を有し、その間に8bpの領域を有する。
下述するCreによる認識と部位特異的相同組換え反応が起こるためには、LoxP配列中の13b
pのCre結合ドメインのそれぞれにおいて、8～10塩基が配列番号１６に示す配列のものと
一致していれば十分であるとされている。また、Cre結合ドメインに挟まれる8bpの領域も
配列番号１６に示す配列のものと少なくとも一定割合の配列同一性を有するものであるこ
とが要求される。
【００５６】
　したがって、LoxP配列としては、配列番号１６に示す配列に限定するものではなく、配
列番号１６に示す塩基配列の両端の13bpにおいて、少なくとも8～10塩基が一致しており
、かつ、Cre結合ドメインに挟まれる8bpの領域が少なくとも一定割合の配列同一性を有す
るか、又は、配列番号１６に示す塩基配列において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換
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、又は付加の少なくとも１つの改変を有する塩基配列を有するものも、下記のLoxP配列の
性質を有する限り含まれる。ここで、少なくとも一定割合の配列同一性とは、好ましくは
、70、80、又は90％以上の配列同一性を保持することを意味する。
【００５７】
　２つのLoxP配列は、同方向に並んで位置する場合、Creによって認識され、LoxP配列の
間に存在する配列が切り出される。一方、逆方向に並んで位置する場合は、Creによって
認識され、LoxP配列の間に存在する配列がLoxP配列の外側の配列に対して反転する。つま
り、Creは、LoxP配列を認識し、2つのLoxP配列が同方向に配置している場合にはLoxP配列
間の配列の切り出しを触媒し、また、2つのLoxP配列が逆方向に配置されている場合にはL
oxP配列間の配列を反転させる反応を触媒する酵素である。Creとして、例えば、配列番号
１７の塩基配列によってコードされるものが挙げられ、そのアミノ酸配列を配列番号１８
に示す。しかしながら、これに限定するものではなく、Creとしては、配列番号１８に示
すアミノ酸配列に対して、少なくとも一定割合の配列同一性を有するアミノ酸配列、又は
、配列番号１８に示すアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、
又は付加の少なくとも１つの改変を有するアミノ酸配列を有するタンパク質であって、上
記Creの性質を有するものも含まれる。ここで、少なくとも一定割合の配列同一性とは、
好ましくは、70、75、85、又は85％以上の配列同一性、更に好ましくは、90％以上の配列
同一性、特に好ましくは、95、96、97、98、又は99％以上の配列同一性を保持することを
意味する。
【００５８】
　このように構成することにより、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は
、Cre/LoxP系による部位特異的組み換え反応を利用することにより、恒常活性化型AktのA
kt活性を制御することができ、恒常活性化型Aktが活性化された状態となることにより、
上記した網膜血管疾患の症状を呈する。具体的には、2つのLoxP配列が同方向に配置して
いる場合には、順位に配置された恒常活性化型Aktをコードする塩基配列はCreの不在下で
は活性化状態に維持され、Creの存在下では恒常活性化型Aktをコードする塩基配列は切り
出され恒常活性化型Aktは不活性の状態となる。一方、2つのLoxP配列が逆方向に配置して
いる場合には、恒常活性化型Aktをコードする塩基配列を逆位に配置することにより、恒
常活性化型AktはCreの不在下では不活性状態に維持され、Creの存在下では、恒常活性化
型Aktをコードする塩基配列が反転することにより恒常活性化型Aktは活性化状態に維持さ
れる。
【００５９】
　また、恒常活性化型Aktの一例である、発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型A
ktとしては、更に、転写終結配列等の恒常活性化型AktをコードするDNAの発現を抑制する
塩基配列の上流及び下流にLoxP配列を同方向に配置し、上流側のLoxP配列の上流に恒常活
性化型AktをコードするDNAの恒常的な発現を惹起するプロモーター配列を、そして、下流
側のLoxP配列の下流に恒常活性化型AktをコードするDNAを配置したものによってコードさ
れるものも好ましく例示される。このように配置することで、CreによるLoxP配列の認識
により、恒常活性化型AktコードするDNAの発現を抑制する塩基配列が切り出され、恒常活
性化型AktをコードするDNAはプロモーター配列の制御下におかれる。これにより恒常活性
化型AktをコードするDNAは発現し、恒常活性化型Aktは活性化状態に維持されることで、
本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、上記した網膜血管疾患の症状を呈
する。
【００６０】
　更に、Cre/LoxP系だけでなく、Flp/FRT系やRox/Dre系等の他の部位特異的DNA組換え酵
素と他の部位特異的DNA組換え酵素認識配列の組み合わせを利用することもできる。
【００６１】
　本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、ヒト糖尿病網膜症をはじめとするヒ
ト網膜血管疾患に類似する症状を呈する。網膜出血や毛細血管瘤の構造等がヒト糖尿病網
膜症の病理標本と類似しており、特に、現在有効な治療法がない、血管透過性の亢進によ
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る網膜浮腫の症状を再現できる非ヒトモデル動物を提供することができる。したがって、
本実施形態網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、網膜血管疾患の治療法や予防法、診断法
の探索、及び、病態の解析等の研究材料として好適に利用することができる。更に、本実
施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、重症度を制御できることから、症状の進行
度に応じた治療法や予防法、診断法の探索を行うことができ、特に、発症過程や進行過程
等の病態の解析等の研究材料として好適に利用することができる。
【００６２】
（糖尿病腎症の非ヒトモデル動物）
　本実施形態に係る非ヒトモデル動物は、糖尿病腎症の症状を呈する糖尿病腎症の非ヒト
モデル動物に関する。本実施形態に係る糖尿病腎症の非ヒトモデル動物は、恒常活性化型
Aktを発現する。
【００６３】
　糖尿病腎症は、糖尿病の合併症の１つであり、高血糖状態の持続による腎臓の糸球体の
細小血管障害に起因する疾患である。高血糖状態が持続することで、糸球体を構成する毛
細血管に硬化病変が生じ、糸球体が毛細血管の破壊や閉塞により老廃物をろ過する本来の
役割を果たせなくなり腎機能が低下する。糖尿病腎症の組織所見としては、糸球体基底膜
肥厚、メサンギウム拡大による瀰漫性病変や結節性病変、滲出性病変、融解や微小血管瘤
等のメサンギウムの微細構造破綻、糸球体肥大、糸球体門部小血管増生、全節性や虚血性
、分節性の糸球体硬化、糸球体上皮細胞や内皮細胞の変化等の糸球体変化、尿細管基底膜
肥厚、尿細管萎縮、尿細管間質の拡大や線維化、細胞浸潤等の尿細管及尿細管間質の変化
、傍糸球体装置の拡大やT細胞浸潤等の傍糸球体装置の変化、及び、血管極の細血管新生
等が挙げられる。臨床所見としては、微量及び顕性アルブミン尿、持続性タンパク尿、浮
腫、高血圧、腎不全等が挙げられる。本実施形態に係る糖尿病腎症の非ヒトモデル動物は
、上記組織所見又は臨床所見の１又は複数の所見を示す。
【００６４】
　なお、本実施形態の糖尿病腎症の非ヒトモデル動物における、非ヒト動物及び恒常活性
化型Aktについては、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の項で説明した通り
である。
【００６５】
　本実施形態の糖尿病腎症の非ヒトモデル動物は、ヒト糖尿病腎症に類似する症状を呈し
、糖尿病腎症の治療法や予防法、診断法の探索、及び、病態の解析等の研究材料として好
適に利用することができる。
【００６６】
〔非ヒトモデル動物の作製方法〕
（網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法）
　本実施形態に係る非ヒトモデル動物の作製方法は、ヒト網膜血管疾患に類似する症状を
呈する網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法に関する。本実施形態に係る網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物の作製方法は、Akt活性を人為的操作により制御が可能なように
恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトが導入されたトランスジェニック
非ヒト動物を作製する工程（トランスジェニック非ヒト動物の作製工程）と、前記恒常活
性化型AktのAkt活性を制御することにより網膜血管疾患を誘導する工程（網膜血管疾患の
誘導工程）を含む。以下、各工程について詳述する。
【００６７】
・トランスジェニック非ヒト動物の作製工程
　恒常活性化型Akt発現トランスジェニック動物は、Akt活性を人為的操作により制御が可
能なように恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトが導入されている。
【００６８】
　トランスジェニック非ヒト動物とは、発生初期に外来遺伝子を人為的に導入することに
よって、個体レベルで外来性遺伝子を保有する非ヒト動物、及び、当該外来遺伝子を保有
するその子孫を意味する。本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法
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で使用される非ヒト動物の種類については、本実施形態の非ヒトモデル動物の項で説明し
た通りである。
【００６９】
　恒常活性化型AktをコードするDNAは、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動
物の項で説明した通りであり、例えば、野生型AktのPHドメインが欠失し、その代わりにN
末端にミリスチン酸化シグナルが付加された恒常活性化型Aktをコードする配列番号１に
示す塩基配列を有するDNA、及び、そのアミノ酸配列である配列番号２に示すアミノ酸配
列をコードするDNAが挙げられる。しかしながら、これに限定するものではなく、恒常活
性化型AktをコードするDNAとしては、配列番号１に示す塩基配列に対して、少なくとも一
定割合の配列同一性を有する塩基配列、配列番号１に示す塩基配列において、１若しくは
数個の塩基が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つの改変を有する塩基配列、又は、配
列番号１に示す塩基配列と相補的な塩基配列に対してストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする塩基配列を有するDNAであって、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモ
デル動物の項で説明した恒常活性化型Aktの性質を有するタンパク質をコードする限り含
まれる。
【００７０】
　恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトには、恒常活性化型Aktをコー
ドするDNAの機能発現に必要な公知の塩基配列が含まれていてもよい。例えば、プロモー
ター配列、リーダー配列、及びシグナル配列等が挙げられる。プロモーター配列としては
、例えばEF1αプロモーター、CAGプロモーター、SRαプロモーター、SV40プロモーター、
LTRプロモーター、CMV（サイトメガロウイルス）プロモーター、RSV（ラウス肉腫ウイル
ス）プロモーター、MoMuLV（モロニーマウス白血病ウイルス）LTR、HSV-TK（単純ヘルペ
スウイルスチミジンキナーゼ）プロモーターなどが用いられる。なかでも、EF1αプロモ
ーター、CAGプロモーター、MoMuLV LTR、CMVプロモーター、SRαプロモーター等が好まし
い。
【００７１】
　恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトには、プロモーターの他に、所
望によりエンハンサー、ポリＡ付加シグナル、選択マーカー遺伝子、SV40複製起点などを
含有していてもよい。選択マーカー遺伝子としては、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝
子、ネオマイシン耐性遺伝子、ピューロマイシン耐性遺伝子等が挙げられる。
【００７２】
　恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトは、恒常活性化型Aktの発現確
認のためにレポーター遺伝子が含まれていてもよい。レポーター遺伝子としては、恒常活
性化型Aktの発現を確認できるものであれば、特に制限されるものではなく公知のレポー
ター遺伝子を利用することができる。例えば、蛍光タンパク質遺伝子、ルシフェラーゼ遺
伝子、β-ガラクトシダーゼ遺伝子等を挙げることができる。好ましくは、蛍光タンパク
質遺伝子であり、緑色蛍光タンパク質（以下「GFP」と略する。）、及び、強化型緑色蛍
光タンパク質（以下、「EGFP」と略する）等のGFPの改変体を利用することができる。更
に、レポーター遺伝子を、IRES（internal ribosome entry sites）、自己開裂ペプチド
をコードする配列等を介して、恒常活性化型AktをコードするDNAに連結してもよい。
【００７３】
　コンストラクトの導入のためには、例えば、当該コンストラクトを組み込んだ発現ベク
ターを構築する。ここで、使用可能なベクターは、恒常活性化型AktをコードするDNAを含
むコンストラクトを目的宿主に導入でき、かつ、宿主内において恒常活性化型Aktを発現
させ得るものである。したがって、ベクターは、恒常活性化型AktをコードするDNAを含む
コンストラクトを挿入できる少なくとも１つの制限酵素部位の配列を含むものである。ま
た、コンストラクトの導入を確認するための薬剤抵抗マーカー等を有していることが好ま
しい。かかるベクターとしては例えばpCMV-Tag、pAdEasy、pCMVLacI等が挙げられるが、
これらに限定するものではない。
【００７４】



(16) JP 2019-33745 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

　トランスジェニック非ヒト動物の作製工程において、非ヒト動物に、Akt活性を人為的
操作により制御が可能なように恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトを
導入する。これにより、人為的操作により、恒常活性化型AktのAkt活性を自在に制御でき
る。このように、Akt活性を人為的操作により制御が可能なように恒常活性化型Aktをコー
ドするDNAを含むコンストラクトを導入することとしては、恒常活性化型Aktをコードする
DNAとそのAkt活性を生体外からの刺激により自在に調節できるタンパク質をコードするDN
Aをインフレームに連結したキメラDNAを含むコンストラクトを導入すること、恒常活性化
型AktをコードするDNAを含むコンストラクトと当該恒常活性化型AktのAkt活性を生体外か
らの刺激により自在に調節することができるタンパク質をコードするDNAを含むコンスト
ラクトとを共導入すること、そして、恒常活性化型AktをコードするDNAと部位特異的組換
えタンパク質等の作用により自在に恒常活性化型AktをコードするDNAの発現を制御できる
配列とを含むコンストラクトを導入すること、等が挙げられる。好ましくは、恒常活性化
型Akt-MerをコードするキメラDNAを含むコンストラクトを導入すること、及び、発現がCr
e-LoxP系の制御下にある恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラクトを導入す
ることを挙げることができる。
【００７５】
　恒常活性化型Akt-Merは、本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の項で説
明した通り恒常活性化型AktとMerの融合タンパク質である。MerをコードするDNAとしては
、例えば、配列番号１４に示す塩基配列を有するものが挙げられ、また、そのアミノ酸配
列である配列番号１５のアミノ酸配列をコードするものを挙げることができる。しかしな
がら、これに限定するものではなく、MerをコードするDNAとしては、配列番号１４に示す
塩基配列に対して、少なくとも一定割合の配列同一性を有する塩基配列、配列番号１４に
示す塩基配列において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つ
の改変を有する塩基配列、又は、配列番号１４に示す塩基配列と相補的な塩基配列に対し
てストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有するDNAであって、上記
したMerの性質を有するものをコードする限り含まれる。ここで、少なくとも一定割合の
配列同一性とは、好ましくは、70、75、85、又は85％以上の配列同一性、更に好ましくは
、90％以上の配列同一性、特に好ましくは、95、96、97、98、又は99％以上の配列同一性
を保持することを意味する。また、ストリンジェントな条件については上記した通りある
。
【００７６】
　したがって、恒常活性化型Akt-MerをコードするDNAとしては、上記した恒常活性化型Ak
tとMerの融合タンパク質をインフレームにてコードするDNAであれば、特に限定されない
。また、恒常活性化型AktをコードするDNAとMerをコードするDNAの間にタグ配列をコード
するDNAを挿入したものも含まれる。
【００７７】
　発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型AktをコードするDNAとしては、例えば、
本実施形態に係る網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の項で説明した恒常活性化型Aktをコ
ードするDNAの上流及び下流に、LoxP配列を同方向、又は、逆方向に配置したDNA、転写終
結配列等の恒常活性化型AktをコードするDNAの発現を抑制する塩基配列の上流及び下流に
LoxP配列を同方向に配置し、上流側のLoxP配列の上流に恒常活性化型AktをコードするDNA
の恒常的な発現を惹起するプロモーター配列を、そして、下流側のLoxP配列の下流に活性
化型AktをコードするDNAを配置したDNA等を挙げることができる。恒常活性化型Aktをコー
ドするDNAの塩基配列については上記した通りである。
【００７８】
　コンストラクトを非ヒト動物に導入する方法としては、安定的に所望のコンストラクト
を導入できる限り特に限定するものではない。例えば、恒常活性化型AktをコードするDNA
を含むコンストラクト等を導入する方法としては、好ましくは、マイクロインジェクショ
ン法、レトロウイルスウイルス感染法、アデノウイルス感染法等を利用することができる
。
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【００７９】
　一般的に行われるマウスを用いたマイクロインジェクション法においては、例えば、自
然交配又は人工授精を行った雌マウスの卵管より受精卵を採取し、この受精卵の雄性前核
にマイクロキャピラリー等を用いて、所望のDNAを含むコンストラクトを注入する。注入
されるコンストラクトの形態は特に限定されないが、導入効率の観点から直鎖状又は環状
であることが好ましい。注入を行った受精卵を偽妊娠マウス（仮親）の卵管に移入し、所
定期間飼育後に仔マウスを得る。仔マウスの染色体に所望のDNAが組み込まれているか否
かを確認し、所望のDNAが組み込まれた個体を選別する。また、その子孫を獲得して系統
を樹立することもできる。DNAの組み込みの確認は、導入したコンストラクトにレポータ
ー配列が含まれる場合にはレポーター配列の種類に応じて行うことができる。例えば、蛍
光タンパク質等が含まれる場合には、仔マウスの尾の蛍光観察により行うことができる。
また、仔マウスの尾等からDNAを抽出し、PCR法やサザンハイブリダイゼーション法等によ
るDNA解析を実施することによって行ってもよい。
【００８０】
　また、Akt活性を人為的操作により制御が可能なように恒常活性化型AktをコードするDN
Aを含むコンストラクトを非ヒト動物に導入する方法としては、胚性幹細胞（以下、「ES
細胞」と称する）を利用することもできる。胚性幹細胞を利用する場合には、例えば、予
めES細胞に所望のDNAを導入し、それを胚盤胞に戻すことにより、同様にしてトランスジ
ェニック非ヒト動物を作製することができる。ES細胞に所望のDNAを導入する方法として
は、安定的に所望のDNAを導入できる限り特に限定するものではないが、例えば、エレク
トロポーレーション法、リン酸カルシウム法、DEAE-デキストラン法、リポフェクション
法等を利用することができる。
【００８１】
　発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型AktをコードするDNAを含むコンストラク
ト等を導入し、Cre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktが導入されたトランスジェニ
ック非ヒト動物を得る方法としては、好ましくは、ES細胞におけるROSA26遺伝子座（標的
遺伝子座）に、相同組換えによって、プロモーター配列を含むコンストラクトを導入して
、恒常活性化型Akt遺伝子が転写されないアリルを作製する。 前記プロモーター配列を含
むコンストラクトとしては、例えば、プロモーター配列、Cre認識配列、転写終結配列及
びCre認識配列、恒常活性化型AktをコードするDNAを5’側から3’側方向に順次配置され
たものが挙げられる。プロモーター配列は、上記したものを使用することができ、なかで
もCAGプロモーターが好ましい。Cre認識配列としては、特に制限されないが、例えば、従
来公知のLoxP配列を利用することができる。また、前記ES細胞への前記コンストラクトの
導入を確認のために、前記Cre認識配列の間に挟まれ、かつ、前記転写終結配列の上流に
、選択マーカーをコードする配列を有することが好ましい。選択マーカーとしては、特に
制限されず、例えば、薬剤耐性マーカー、蛍光タンパク質マーカー、酵素マーカー、及び
、細胞表面レセプターマーカー等を利用することができる。当該コンストラクトを、上記
したエレクトロポーレーション法等の従来公知の方法に基づいてES細胞に導入し、ES細胞
のゲノムにおけるROSA26転写開始点を含むプロモーター領域の相同組換えを行う。そして
、導入細胞の培養を行い、選択マーカーの発現株を選択する。この選択マーカーの発現株
が、相同組換えにより前記コンストラクトが導入された変異アリルを有する組換えES細胞
株である。前記選択マーカーが、例えば、薬剤耐性マーカーの場合には、薬剤耐性株を選
択すればよい。この変異アリルを有する組換えES細胞株では、ROSA26遺伝子の内部に導入
されたコンストラクト内の薬剤耐性等の選択マーカーや転写終結配列の介在により、恒常
活性化型Akt遺伝子は転写されない。次に、得られた組換えES細胞株を胚盤胞へ注入した
後、これを偽妊娠非ヒト動物の子宮に戻し、誕生したキメラ非ヒト動物を野生型非ヒト動
物と交配させることによって、変異アリルを持つ非ヒト動物（F1、ヘテロ接合体）が得ら
れる。このヘテロ非ヒト動物を交配することによりホモで変異アリルを持つ非ヒト動物（
F2、ホモ接合体）を得ることができる。各非ヒト動物の遺伝子型は、サザンブロッティン
グ等の従来公知の方法により確認することができる。
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【００８２】
・網膜血管疾患の誘導工程
　網膜血管疾患の誘導は、トランスジェニック非ヒト動物に導入された恒常活性化型Akt
を人為的操作により活性化状態にすることにより行う。活性化状態への移行は、導入され
た恒常活性化型Aktの形態に応じて操作される。
【００８３】
　恒常活性化型Aktが、恒常活性化型Akt-Merである場合には、4-OHTにより活性化状態の
制御を行うことができる。したがって、恒常活性化型Akt-Mer発現トランスジェニック非
ヒト動物に、４-OHTを投与すると恒常活性化型Aktが活性になり、本実施形態の網膜血管
疾患の非ヒトモデル動物で説明したヒト網膜血管疾患に類似する症状が誘導される。
【００８４】
　4-OHTの投与形態は、網膜血管疾患の症状が誘導させる限り特に制限はなく、使用する
非ヒト動物の種類や誘導する網膜血管疾患の重症度等に応じて適宜設定することができる
。例えば、腹腔内投与、経口投与、静脈内投与、動脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、皮
内投与、直腸内投与、眼内投与、気道内投与、鼻腔内投与、口腔内投与、舌下投与、脳室
内投与、硬膜内投与、硬膜外投与、経腸投与、経皮投与、吸入等を例示することができる
が、これらに限定するものではない。好ましくは、腹腔内投与である。
【００８５】
　4-OHTの投与量、投与期間、及び、投与頻度等は、網膜血管疾患の症状が誘導させる限
り特に制限はなく、使用する非ヒト動物の種類や誘導する網膜血管疾患の重症度、投与経
路等に応じて適宜設定することができる。また、連続した投与でもよく、間欠投与であっ
てもよく、複数回投与することにしてもよく、その場合には、各回の投与量は同一であっ
ても異なっていてもよい。例えば、恒常活性化型Akt-Mer発現トランスジェニック非ヒト
動物の生後1日～14日までの任意の期間に5～50 μg/g 体重/日、好ましくは生後4～6日に
10～100μg／日×3日で投与することができる。なお、下記実施例で使用したマウスは、
生後7日で約2～4gである。また、上記した投与条件においては、網膜血管疾患の症状は、
恒常活性化型Akt-Mer発現トランスジェニック非ヒト動物の生後7日以降に顕著に現れるが
、投与条件を適宜変更することにより網膜血管疾患の症状の誘導に要する日数を制御する
ことができる。
【００８６】
　例えば、後述する実施例において、恒常活性化型Akt-Mer発現トランスジェニック非ヒ
ト動物に対して、生後4～6日に、4-OHT 100μgを1回／日で腹腔内投与し生後7日目の網膜
血管形状観察したところ、網膜出血、網膜膨化、及び、顕著な毛細血管瘤の形成等の症状
が認められ、網膜血管全体に顕著な拡張が認められた。ヒト糖尿病網膜症において網膜出
血及び浮腫は重症度に関わらず生じる所見である。投与量を10分の１として10μgで投与
し生後7日目の網膜血管形状を観察したところ、100μgの投与に比べて軽度ではあるが、
毛細血管瘤の形成等の症状が認められた。観察された毛細血管瘤は、複数の細胞核が存在
し、内皮細胞の集簇によって構成されることが認められ、これまで報告されているヒト糖
尿病網膜症等のヒト網膜血管疾患の毛細血管瘤の病理標本と類似している。
【００８７】
　一方、恒常活性化型Akt-Merが発現していない動物、及び、恒常活性化型Akt-Merを発現
している動物であっても4-OHTが投与されていない動物においては、正常網膜血管と比較
して血管異常は認められなかった。したがって、Akt活性を人為的操作により制御するこ
とにより、糖尿病網膜症等のヒト網膜血管疾患に類似する網膜の血管異常を非ヒトモデル
動物において再現することができることが判明した。しかも、4-OHTの投与後、極めて短
時間でヒト網膜血管疾患に類似する症状を誘導できる。
【００８８】
　また、4-OHTの投与量及び投与期間等により、Aktの活性化状態を調節することにより、
網膜血管疾患の重症度を制御することができる。Aktの活性化状態を増強することにより
、網膜血管疾患の症状を顕著に呈する非ヒトモデル動物を提供することができ、網膜血管
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疾患の発症機構や病態の解明等の研究用に特に好適に利用することができる。Aktの活性
化状態を軽減することにより、網膜血管疾患の症状の発現を緩和でき、よりヒト網膜血管
疾患に類似する症状を呈する非ヒトモデル動物を提供することができる。特に、血管透過
性の亢進による網膜浮腫をきたすヒト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒトモデル
動物を提供することができる。
【００８９】
　恒常活性化型Aktが、その発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型Aktである場合
には、Creにより恒常活性化型AktのAkt活性の制御を行うことができる。Cre-LoxP系の制
御下にある恒常活性化型Aktが導入されたトランスジェニック非ヒト動物へのCreの導入は
特に限定されないが、CreをコードするDNAが導入されたCre発現トランスジェニック非ヒ
ト動物との交配により行うことができる。例えば、上記の通り作製したCre-LoxP系の制御
下にある恒常活性化型Aktが導入されたトランスジェニック非ヒト動物と、Cre発現トラン
スジェニック非ヒト動物のメス（又はオス）と交配させる。ここで、Cre発現トランスジ
ェニック非ヒト動物は、適当なプロモーター配列の下流に配置されたCreをコードするDNA
を含むコンストラクトを利用して作製することができる。前記交配による受精卵が、例え
ば、母親より変異アリルを受け継いだ場合、胚の細胞では、発現したCreの触媒作用によ
ってLoxP配列等のCre認識配列で挟まれた転写終結配列（選択マーカー配列を含む場合に
は選択マーカー配列）を含む領域が除去される。恒常活性化型Akt遺伝子の転写を抑制し
ていた転写終結配列が除去されるため、恒常活性化型Akt遺伝子がCAGプロモーター等のプ
ロモーターによって恒常的に発現される変異アリルへと不可逆的に転換される。
【００９０】
　Cre発現トランスジェニック非ヒト動物としては、Creの発現を、組織特異的、時期特異
的に制御できるものを好ましく利用することができる。例えば、特定の組織に特異的に発
現する遺伝子のプロモーター（組織特異的プロモーター）の制御下にCreをコードするDNA
を導入することにより組織特異的にCreが発現するように制御することができる。組織特
異的プロモーターとしては、血管組織、特には、血管内皮細胞で特異的に発現する遺伝子
のプロモーターを好ましく利用することができ、これらに限定するものではないが、Tie2
遺伝子のプロモーター制御下にCreをコードするDNAが導入されたTie-Cre非ヒト動物（マ
ウス）や、VEカドヘリン遺伝子のプロモーター制御下にCreをコードするDNAが導入された
VE-cad-Cre非ヒト動物（マウス）等を利用することができる。ここで、Tie2遺伝子は、TE
K受容体チロシンキナーゼとも称されるチロシンキナーゼ受容体をコードしており、内皮
細胞において特異的に発現することが知られている。VEカドヘリンは、カドヘリン5又はC
D144 とも称されるカドヘリンファミリーに属する接着分子で、内皮細胞において特異的
に発現することが知られている。非ヒト動物が一定の段階に成長して初めて活性化される
遺伝子のプロモーター（時期特異的プロモーター）の制御下にCreをコードするDNAを導入
することにより時期特異的にCreが発現するように制御することができる。
【００９１】
　また、Cre発現トランスジェニック非ヒト動物としては、外来からの薬剤等の刺激によ
り誘導的にCreによるCre認識配列の認識と部位特異的組換え反応を制御できるものをも好
ましく利用することができる。好ましくは、タモキシフェン誘導型Creを発現するトラン
スジェニック非ヒト動物を利用することができ、例えば、CAGプロモーター制御下で、Cre
に当該CreのN末端及びC末端で変異型エストロゲンレセプターのリガンド結合ドメイン（
上記で説明したMer）が融合した融合タンパク質をコードするDNAを含むコンストラクトが
導入されたCAG-MerCreMer非ヒト動物（マウス）（Egawa G. et al., J Invest Dermatol.
 2009 : 129(10):2386-95等を参照のこと）を利用することができる。更に、CreER非ヒト
動物（マウス）やCreERT2非ヒト動物（マウス）、Pdgfb-iCreER非ヒト動物（マウス）（C
laxton S. et al., Genesis. 2008 : 46(2):74-80等を参照のこと）等のCreと変異型エス
トロゲンレセプターのリガンド結合ドメインとの融合タンパク質をコードするDNAを含む
コンストラクトが導入されたCre発現トランスジェニック非ヒト動物を利用することがで
きる。MerCreMerやCreER等は、通常は細胞質に留まり核内に移行することはない。しかし
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ながら、エストロゲン誘導体であるタモキシフェン又はタモキシフェン誘導体の存在下に
おいては、これらと結合し核内に移行し、核内でLoxP配列等のCre認識配列を認識し部位
特異的組換え反応を触媒する。この性質を利用することで、時期特異的及び組織特異的に
Cre-LoxP系の作動を制御することができる。
【００９２】
　CreをコードするDNAとしては、例えば、配列番号１７の塩基配列を有するもの、及び、
そのアミノ酸配列である配列番号１８に示すアミノ酸配列をコードするものが挙げられる
がこれに限定するものではなく、配列番号１７に示す塩基配列に対して、少なくとも一定
割合の配列同一性を有する塩基配列、配列番号１７に示す塩基配列において、１若しくは
数個の塩基が欠失、置換、又は付加の少なくとも１つの改変を有する塩基配列、又は、配
列番号１７に示す塩基配列と相補的な塩基配列に対してストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする塩基配列を有するDNAであって、上記Creの性質を有するものをコードする
DNAも含まれる。ここで、少なくとも一定割合の配列同一性とは、好ましくは、70、75、8
5、又は85％以上の配列同一性、更に好ましくは、90％以上の配列同一性、特に好ましく
は、95、96、97、98、又は99％以上の配列同一性を保持することを意味する。
【００９３】
　このように、恒常活性化型Aktが、その発現がCre-LoxP系の制御下にある恒常活性化型A
ktである場合には、好ましくは、Cre発現トランスジェニック非ヒト動物との交配を通し
て、恒常活性化型AktのAkt活性の制御を行うことができる。組織特異的又は時期特異的に
Creの発現及び活性誘導を制御することにより好適にAkt活性の制御を行うことができ、網
膜血管疾患の発症や重症度等を制御することができる。例えば、薬剤等の外部からの刺激
によりCreの活性誘導を制御する場合には、薬剤は上記した投与形態により投与すること
ができる。薬剤の投与量及び投与期間等によりAktの活性化状態を調節することができ、
網膜血管疾患の重症度を制御することができる。したがって、薬剤の投与量及び投与期間
は、目的とする網膜血管疾患の重症度や投与する薬剤の種類等に応じて適宜変更すること
ができる。
【００９４】
　本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法は、ヒト糖尿病網膜症をはじ
めとするヒト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒトモデル動物を提供することがで
きる。本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法で作製される非ヒトモデ
ル動物は、網膜出血や毛細血管瘤の構造等がヒト糖尿病網膜症の病理標本と類似している
。特に、現在有効な治療法がない、血管透過性の亢進による網膜浮腫の症状を再現できる
非ヒトモデル動物を提供することができる。また、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモ
デル動物は、恒常活性化型AktのAkt活性の制御から極めて短時間でヒト網膜血管疾患の症
状を呈することができる。したがって、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物作
製方法は、網膜血管疾患の治療法や予防法、診断法の探索、及び、病態の解析等の分野で
好適に利用することができる。更に、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作
製方法によって作製される非ヒトモデル動物は、恒常活性化型AktのAkt活性化状態を人為
的操作することにより重症度を制御できる。したがって、症状の進行度に応じた治療法や
予防法、診断法の探索や、特に発症過程や進行過程等の病態の解析等の研究材料として非
常に好適に利用することができる非ヒトモデル動物を提供することができる。
【００９５】
（糖尿病腎症の非ヒトモデル動物の作製方法）
　本実施形態に係る非ヒトモデル動物の作製方法は、ヒト糖尿病腎症の症状を呈する糖尿
病腎症の非ヒトモデル動物の作製方法に関する。本実施形態に係る非ヒトモデル動物の作
製方法は、Akt活性を人為的操作により制御が可能なように恒常活性化型Aktをコードする
DNAを含むコンストラクトが導入されたトランスジェニック非ヒト動物を作製する工程（
トランスジェニック非ヒト動物の作製工程）と、前記恒常活性化型AktのAkt活性を制御す
ることにより糖尿病腎症を誘導する工程（糖尿病腎症の誘導工程）を含む。
【００９６】
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　トランスジェニック非ヒト動物の作製工程は、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデ
ル動物の作製方法の項で説明した通りに行うことができる。また、糖尿病腎症の誘導工程
は、本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物の作製方法の項で説明した誘導工程に
準じて行うことができ、本実施形態の糖尿病腎症の非ヒトモデル動物で説明したヒト糖尿
病腎症に類似する症状が誘導される。
【００９７】
　本実施形態の糖尿病腎症の非ヒトモデル動物の作製方法は、ヒト糖尿病腎症に類似する
症状を呈する非ヒトモデル動物を提供することができる。したがって、本実施形態の糖尿
病腎症の非ヒトモデル動物作製方法は、糖尿病腎症の治療法や予防法、診断法の探索、及
び、病態の解析等の分野で好適に利用することができる。
【００９８】
〔治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法〕
（網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法）
　本実施形態の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物は、網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤
のスクリーニング方法に好適に使用でき、当該スクリーニング方法も本発明の実施形態に
含まれる。
【００９９】
　本実施形態の網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、本実施形態
の網膜血管疾患の非ヒトモデル動物に被験物質を投与する工程と、被験物質の治療効果又
は予防効果を判定する工程を有する。
【０１００】
　被験物質としては、網膜血管疾患の治療又は予防効果が予想される物質であれば特に制
限はない。したがって、被験物質は天然物由来であっても、人為的に合成されたものでも
よい。具体的には、ペプチド、酵素及び抗体等をも含むタンパク質、DNA、RNA及びiRNA等
をも含む核酸、ペプチド核酸、脂質、低分子及び高分子の化合物、動物及び植物の細胞又
は組織抽出液、細胞培養上清、動物の血漿や血清等、微生物、ウイルス等を例示すること
ができるが、これらに限定するものではない。人為的に合成されたものを被験物質とする
場合には、複数の被験物質を含むコンビナトリアルケミストリー技術を用いて作製された
化合物ライブラリーやペプチドライブラリー等を被験物質とすることもできる。被験物質
の形状についても特に制限はない。したがって、固形、半固形、及び、液状の何れの投与
形であってもよく、被験物質の種類、投与経路及び投与量、投与期間等に応じて適宜設定
することができる。
【０１０１】
　被験物質を投与する経路については、被験物質の種類、及び、投与期間や投与量等に応
じて適宜設定されるものであり、特に制限はない。例えば、腹腔内投与、経口投与、静脈
内投与、動脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、皮内投与、直腸内投与、眼内投与、気道内
投与、鼻腔内投与、口腔内投与、舌下投与、脳室内投与、硬膜内投与、硬膜外投与、経腸
投与、経皮投与、吸入等を例示することができるが、これらに限定するものではない。投
与期間及び投与量についても、被験物質の種類や投与経路に応じて適宜設定されるもので
あり、特に制限はない。
【０１０２】
　被験物質の治療効果又は予防効果の判定は、被験物質を投与した非ヒトモデル動物の網
膜血管疾患の症状の変化を測定し、治療効果又は予防効果を示すか否かを評価し、評価結
果に基づき被験物質の有効性を判定する。評価においては、被験物質を投与しないものを
コントロールとして、被験物質を投与する試験群と比較することができる。これにより、
容易に評価ができると共に、評価の信頼性が向上することができる。また、試験群及びコ
ントロール群とする個体数は特に制限はないが、判定の信頼性を担保できる個体数とする
ことが好ましい。
【０１０３】
　被験物質の治療効果又は予防効果の指標としては、上記した網膜血管疾患の網膜血管の
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形状や網膜厚等の所見の何れをも指標とすることができ、単独の所見だけなく、複数の所
見を組み合わせて指標とすることができる。
【０１０４】
　評価の結果、例えば、試験群がコントロールと比較して網膜血管疾患の症状の軽減や消
失が認められる場合、症状の進行の遅延が認められる場合、症状の重篤化が認められない
場合、網膜血管疾患の発症の遅延が認められる場合、発症が認められない場合等には、被
験物質は網膜血管疾患の治療効果及び予防効果を有すると認められる。かかる被験物質は
、網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤として有用な候補物質であると判定することができ
る。
【０１０５】
　本実施形態の網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、非ヒトモデ
ル動物はとしてヒト網膜血管疾患と類似した症状を再現した非ヒトモデル動物を使用する
ものであることから、高い信頼度で被験物質の治療効果及び予防効果を判定することがで
きる。また、恒常活性化型AktのAkt活性の制御により網膜血管疾患の重症度を制御できる
ことからも、症状に応じた治療及び予防用薬剤の開発を行うことができる。現在有効な治
療法が存在しない血管透過性の亢進により網膜浮腫をきたす網膜血管疾患の治療及び予防
用薬剤の開発にも好適に利用することができる。したがって、本実施形態の網膜血管疾患
の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、網膜血管疾患の治療及び予防技術の発展
に多大な貢献が期待される。
【０１０６】
（糖尿病腎症の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法）
　本実施形態の糖尿病腎症の非ヒトモデル動物は、糖尿病腎症の治療又は予防用薬剤のス
クリーニング方法に好適に使用でき、当該スクリーニング方法も本発明の実施形態に含ま
れる。本実施形態に係る糖尿病腎症の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、本実
施形態に係る網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法の項で説明したス
クリーニング方法に準じて行うことができる。これにより、糖尿病腎症の治療又は予防用
薬剤として有用な候補物質を探索することができる。
【０１０７】
　本実施形態の糖尿病腎症の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、非ヒトモデル
動物としてヒト糖尿病腎症と類似した症状を再現した非ヒトモデル動物を使用するもので
あることから、高い信頼度で被験物質の治療効果及び予防効果を判定することができる。
したがって、本実施形態の糖尿病腎症の治療又は予防用薬剤のスクリーニング方法は、糖
尿病腎症の治療及び予防技術の発展に多大な貢献が期待される。
【実施例】
【０１０８】
　以下に実施例を示し、更に本発明を具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例に限
定されるものではない。
【０１０９】
実施例１．恒常活性化型Akt-Merを発現するトランスジェニックマウスの作製
　本実施例において、Akt活性を可逆的に制御できる恒常活性化型Akt-Merを発現するトラ
ンスジェニックマウス（以下、「恒常活性化型Akt-Mer TGマウス」と称する場合がある）
の作製について検討した。
【０１１０】
（方法）
　CAGプロモーターの支配下に、キメラ遺伝子恒常活性化型Akt-MerとIRES-EGFP（mRNA内
部のリボソーム進入サイト－強化型緑色蛍光タンパク質：塩基配列を配列番号１９に示す
。）を連結した遺伝子発現プラスミド（以下、「恒常活性化型Akt-Mer発現ベクター」と
称する）を構築した（特開2005-304487号を参照）。構築した恒常活性化型Akt-Mer発現ベ
クターをBDF1マウスの受精卵の前核にインジェクションした。図１に、恒常活性化型Akt-
Mer TGマウスの構築を、図２に恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターの構築を模式的に示す



(23) JP 2019-33745 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

。
【０１１１】
　具体的には、まず、pCAG-neoベクター（pCXNベクター）（Niwa H, Yamamura K, Miyaza
ki J.Gene. 1991 Dec 15;108(2):193-199.に記載）のクローニングサイトに、pMY-IRES-E
GFP（Murata K, Kumagai H, Kawashima T, Tamitsu K, Irie M, Nakajima H, Suzu S, Sh
ibuya M, Kamihira S, Nosaka T, Asano S, Kitamura T.The EMBO Journal Vol. 18,pp. 
4754-4765, 1999に記載）由来のEcoRI-SalI断片（IRES-EGFP部分に相当する）を挿入した
ベクター（pCAG-neo-IRES-EGFPベクター）を作製した。
【０１１２】
　続いて、pCS2 Akt activeベクター（(Masuyama N, Oishi K, Mori Y, Ueno T, Takaham
a Y, Gotoh Y. J Biol Chem. 2001 Aug 31;276(35):32799-32805. Epub 2001 Jul 03.に
記載)）を鋳型にして、
5’-cggaattcaccatggggagtagcaag-3’（配列番号２０）、
5’-cggaattcggatccagcgtaatctggaacatcgtatgggtaggccgtgctgctggccgag-3’（配列番号２
１）
のプライマーを用いてPCRを行い、5’末端にEcoRIサイト、3’末端にBamHIサイトをもち
、stopコドンを除いた恒常活性化型Akt cDNAを増幅した。
【０１１３】
　また、pCAG-MerCreMerベクター（SCL/tal-1-dependent process determines a compete
nce to select the definitive hematopoietic lineage prior to endothelial differen
tiation. Endoh M, Ogawa M, Orkin S, Nishikawa S. EMBO J. 2002 Dec 16;21(24):6700
-6708に記載）を鋳型にして、
5’- cgggatccggagatccacgaaatgaaatg-3’ （配列番号２２）、
5’- cgggatccgtcgactcagatcgtgttggggaagcc-3’ （配列番号２３）
のプライマーを用いてPCRを行い、5’末端に活性化型Merにインフレームで連結できるBam
HIサイト、3’末端にSalIサイトをもつMer cDNA（Mer）を増幅した。
【０１１４】
　次に、この恒常活性化型Akt cDNA とMer cDNAの２つのDNA断片を、pCAG-neo-IRES-EGFP
ベクターのEcoRI- XhoIサイトにクローニングし、恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターpCAG
-neo-myr-△PH-Akt-Mer-IRES-EGFPを構築した。
【０１１５】
　次に、恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターをマウスの受精卵に導入した。導入は、当該
技術分野で公知の方法の何れを使用して行うことができる。例えば、制限酵素PvuI消化に
より直鎖状にした恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターを、目的の断片を得るため、必要に
応じて精製を行い、精製後の恒常活性化型Akt-Mer発現ベクターをBDF1マウスの受精卵の
前核にインジェクション法により挿入した後、仮親マウスの卵管に移植する。仮親マウス
を自然分娩させて産仔を得る。生まれてきた仔マウスに恒常活性化型Akt-Mer発現ベクタ
ーが適切に導入されているか否かを仔マウスの尾の蛍光により確認し、恒常活性化型Akt-
Mer Tgマウスを得ることができる。
【０１１６】
実施例２．網膜におけるAkt活性の確認
　恒常活性化型Akt-Mer は、4-ヒドロキシタモキシフェン（以下、「4-OHT」と略する）
の存在によりAktの活性化状態の制御を行うことができる。そこで、本実施例では、実施
例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜におけるAkt活性を確認した
。
【０１１７】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの 4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日)を腹腔内に投与した。生後7日目に
潅流固定をせずに摘出した網膜からタンパク質を抽出し、ウエスタンブロッティング法を
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用いてAktリン酸化を確認した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同
様に処理を行ってAktリン酸化を確認した。
【０１１８】
（結果）
　結果を図３に示す。図３の各パネルにおいて、上方のバンドは導入された恒常活性化型
Akt由来であり、下方のバンドは内在性Akt由来である。恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（
Akt-Mer）の網膜ではコントロールに比較してThr-308とSer-473が強くリン酸化されてい
ることが確認できた。これにより、恒常活性型Aktが発現していることが確認でき、Akt活
性が持続的に活性化されていることが理解できる。一方、コントロール、及び、恒常活性
化型Akt-Mer Tgマウスの何れにおいても内在性Aktが発現し、一部はリン酸化されている
ことをも確認できる。
【０１１９】
実施例３．Aktの持続活性化が網膜に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により網膜に与える影響を検討した。ここでは、網膜への影響は、Aktの持
続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜を光学顕微鏡で観察することにより確
認した。
【０１２０】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
4% パラホルムアルデヒド（以下、「PFA」と略する）を用いて心臓から潅流固定を行った
後、摘出した眼球から網膜カップを作成し、MZ16F（Leica社）を用いて網膜の光学顕微鏡
画像を取得した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行
って画像を取得した。
【０１２１】
（結果）
　結果を図４に示す。図中、濃灰色の細かな点状変化は出血を示す。その結果、4-OHTを
投与することにより、Aktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）で
は点状の網膜出血が認められた。網膜出血は、ヒト糖尿病網膜症の重症度に関係なく生じ
る所見である。一方、コントロールでは網膜出血が認められなかったことから、網膜出血
はAktの持続活性化に起因するものであることが理解できる。
【０１２２】
実施例４．Aktの持続活性化が網膜血管新生に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により網膜血管新生に与える影響を検討した。ここでは、Aktの持続活性化
後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜をホールマウント免疫染色により確認した。
【０１２３】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
4% PFAを用いて心臓から潅流固定を行った後、摘出した眼球から網膜カップを作成した。
抗PECAM-1（platelet endothelial cell adhesion molecule-１：CD31）抗体を用いた蛍
光免疫染色を行って、血管内皮細胞を染色した。続いて、フラットマウント網膜の画像を
、AxioObserver（Zeiss社）により取得した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウス
についても同様に処理を行って画像を取得した。
【０１２４】
（結果）
　結果を図５に示す。コントロールに比べて、4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常
活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）では密な血管網が形成されていることが認められ
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た。
【０１２５】
　網膜血管形態を詳細に検討するため、図５の拡大画像を図６に示す。4-OHTを投与してA
ktを持続活性化した活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）では、視神経乳頭（画像下端)
から周辺(画像上端)にむけて血管が伸展するが、コントロールに比較して血管伸長は遅れ
ていることが確認できる。動静脈・毛細血管の何れも血管径は拡張し、網膜血管全体に著
しい拡張が認められると共に、瘤状構造の毛細血管瘤の形成が誘導されていることが認め
られた。一方、コントロールにおいては、このような所見は認められなかった。
【０１２６】
　更に、網膜血管形態を詳細に検討するため、血管伸長及び血管径を計測した。詳細には
、血管伸長は、Photoshop CS5ソフトウェアを用いて、視神経乳頭辺縁から静脈に沿って
血管伸長の先端部までの距離を測定した。1網膜あたり4箇所の測定をおこない、定量した
。動脈径・静脈径は、photoshop CS5ソフトウェアも用いて視神経乳頭を中心として半径1
500μmの円周上にある動脈及び静脈の太さを計測した(** < 0.01)。結果を図７に示す。4
-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）では、血
管伸長の遅延、及び、血管の顕著な拡張が認められた。かかる結果は、図６で確認された
網膜画像の所見を追認するものである。
【０１２７】
　本実施例の結果より、ヒト糖尿病網膜症に代表される網膜血管疾患に生じる所見である
、毛細血管瘤、毛細血管拡張、及び、新生血管等の所見が、Aktの持続活性化により生じ
ることが認められた。このことから、Aktの持続活性化により、ヒト糖尿病網膜症等のヒ
ト網膜血管疾患に類似する症状を呈する非ヒトモデル動物を構築できることが判明した。
【０１２８】
実施例５．Aktの持続活性化（低活性化）が網膜血管形状に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により網膜毛細血管形状に与える影響を検討した。ここでも、先の実施例
と同様に、Aktの持続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜をホールマウント
免疫染色により確認した。
【０１２９】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり1μg/μlの4-OHT 10μl（総量10μg／日×3日）を腹腔内に投与した。かかる投与量
は、先の実施例での投与量の10分の１である。生後7日目に4% PFAを用いて心臓から潅流
固定を行った後、網膜カップを作成した。抗PECAM-1（CD31）抗体を用いた蛍光免疫染色
を行い、フラットマウント網膜の画像をAxioObserver（Zeiss社）により取得した。コン
トロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行って画像を取得した。
【０１３０】
（結果）
　結果を図８に示す。4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウ
ス（Akt-Mer）では、先の実施例における投与量の1/10量の低濃度の4-OHTの投与によって
も毛細血管瘤の形成が誘導されていることが認められた。一方、コントロールにおいては
、このような所見が認められなかった。また、先の実施例で認められた毛細血管瘤に比べ
て、小さく、また、数も少なかったことから、Aktの活性化の程度により、発現する網膜
血管疾患の重症度を制御できることも判明した。
【０１３１】
　更に、網膜血管形態を詳細に検討するため、毛細血管瘤の数を計測した。詳細には、毛
細血管瘤数の測定は、1網膜あたりの毛細血管瘤の数をフラットマウント網膜の画像を用
いて手動で行った。結果を図９に示す。毛細血管瘤は、コントロールではほとんど認めら
れなかったが、4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Ak
t-Mer）では、1網膜当たり平均90個もの多数の毛細血管瘤が認められた。
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【０１３２】
　次に、毛細血管瘤の構造を詳細に検討するため、抗PECAM-1（CD31）抗体に加え、抗ERG
抗体を用いた二重免疫染色を行い、抗PECAM-1（CD31）抗体による血管内皮細胞の染色と
共に、抗ERG抗体により内皮細胞核を染色した。結果を図１０に示す。図１０の上段の画
像は、LSM710（Zeiss社）により取得した画像を示し、左の画像は、恒常活性化型Akt-Mer
 Tgマウス（Akt-Mer）における毛細血管瘤の抗PECAM-1（CD31）抗体による染色、中央の
画像は抗ERG抗体による染色、右の画像は両者による二重染色の結果を示し、淡灰色の蛍
光染色領域が認められる。図１０の下段の画像は、比較としてヒト糖尿病網膜症の毛細血
管瘤の病理標本（眼の組織・病理アトラスより引用）を示し、詳細にはトリプシン処理に
よる血管網の標本の光学顕微鏡像である。その結果、図８等で観察された瘤状の血管構造
においては、複数の内皮細胞核が存在し、内皮細胞の集簇によって構成されることが理解
できる。この構造は、これまでに報告されているヒト糖尿病網膜症の毛細血管瘤の病理標
本（瘤状の血管構造内等に認められる濃灰色の部分が、細胞核の集簇を示す）に類似して
いることも理解できる。このことから、Aktの持続活性化により、ヒト糖尿病網膜症と類
似性の高い症状を示す非ヒトモデル動物を提供できることが判明した。
【０１３３】
実施例６．Aktの持続活性化が網膜の血管透過性に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により網膜の血管透過性に与える影響を検討した。ここでは、Aktの持続活
性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜の色素漏出を実体顕微鏡で観察することに
より確認した。
【０１３４】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
、20μlのエバンスブルーを腹腔内に投与し、1時間後に4% PFAを用いて心臓から潅流固定
を行い眼球を摘出した。摘出した眼球を、MZ16F 実体顕微鏡（Leica社）を用いて画像を
取得した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行って画
像を取得した。
【０１３５】
（結果）
　結果を図１１に示す。図中、実線（黒）の内部が硝子体側から見た網膜を示し、点線（
白）の内部は、光学顕微鏡下で青色色素であるエバンスブルーが漏出していることが確認
できる領域を示す。その結果、4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Me
r Tgマウス（Akt-Mer）では、色素の血管外漏出が観察され、血管透過性が亢進している
ことが認められた。一方、コントロールでは血管透過性の亢進が認められなかったことか
ら、血管透過性の亢進はAktの持続活性化に起因するものであることが理解できる。
【０１３６】
　更に、血管透過性を定量的に評価するため、LSM710共焦点顕微鏡（Zeiss社）を用いて
、網膜血管から漏出したエバンスブルーの蛍光強度を測定した（(*** < 0.001)）。結果
を図１２に示す。その結果、4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer 
Tgマウス（Akt-Mer）では、コントロールに比べて色素の血管外漏出量が有意に高いこと
が認められた。
【０１３７】
実施例７．Aktの持続活性化が網膜表層に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により網膜の網膜表層に与える影響を検討した。ここでは、Aktの持続活性
化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜切片画像を観察することにより確認した。
【０１３８】
（方法）



(27) JP 2019-33745 A 2019.3.7

10

20

30

40

50

　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
、4% PFAを用いて心臓から潅流固定を行って眼球を摘出した後、網膜凍結切片を作成した
。Hoechst染色により核を可視化して、顕微鏡（Zeiss社）を用いて画像を取得した。コン
トロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行って画像を取得した。
【０１３９】
（結果）
　結果を図１３に示す。4-OHTを投与してAktを持続活性化した恒常活性化型Akt-Mer Tgマ
ウス（Akt-Mer）では、網膜全体、特には、血管層が存在する表層に顕著な膨化が認めら
れた。一方、コントロールではそのような所見が認められなかったことから、表層の膨化
はAktの持続活性化に起因するものであることが理解できる。
【０１４０】
　実施例６及び実施例７の結果より、Aktの持続活性化により、網膜の血管透過性が亢進
することにより網膜浮腫が生じることが認められた。かかる網膜浮腫は、ヒト糖尿病網膜
症の重症度に関係なく生じる所見であり、また、現在まで報告されたモデル動物において
はこのような所見を示すものはほとんど存在しなかった。
【０１４１】
実施例８．Aktの持続活性化による血管形態異常の要因解析（血管内皮細胞及びアストロ
サイト）
　本実施例では、先の実施例において確認されたAktの持続活性化による血管形態の異常
の要因について検討した。ここでは、Aktの持続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウ
スの網膜をホールマウント免疫染色により確認した。
【０１４２】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
4% PFAを用いて心臓から潅流固定を行った後、網膜カップを作成した。抗PECAM-1（CD31
）抗体、及び、抗GFAP抗体を用いた蛍光免疫染色を行い、フラットマウント網膜の画像を
LSM710（Zeiss社）により取得した。
【０１４３】
（結果）
　結果を図１４に示す。図１４の上段の画像は、抗PECAM-1（CD31）抗体及び抗GFAP抗体
による二重染色、下段は抗PECAM-1（CD31）抗体による染色の結果を示す。その結果、Akt
の持続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）の網膜血管網において、血
管伸長の足場となるアストロサイト（GFAP）の形態に、コントロールとの相違は認められ
なかった。したがって、先の実施例で確認されたAktの持続活性化による血管構造の異常
は、内皮細胞の異常に起因することが理解できる。
【０１４４】
実施例９．Aktの持続活性化による血管形態異常の要因解析（VEGF発現量）
　本実施例では、先の実施例において確認されたAktの持続活性化による血管形態の異常
の要因について検討した。ここでは、Aktの持続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウ
スの網膜のVEGF発現量を測定した。
【０１４５】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。生後7日目に
潅流固定をせずに摘出した網膜からRNAを抽出し、逆転写からDNAを合成し、定量PCRにてV
EGF遺伝子の発現を解析した。このとき、ハウスキーピング遺伝子としてβ-アクチンの発
現についても解析した。同様に、コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても
同様に処理を行って解析した。
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【０１４６】
　ここで使用した、プライマー配列は以下の通りである。
Vegf用：
　5’-tacacaattcagagcgatgtgtggt-3’（配列番号２４）
　5’-ctggttcctccaatgggatatcttc-3’（配列番号２５）
β-アクチン用：
　5’-ggctgtaattcccctccatcg-3’（配列番号２６）
　5’-ccagttggtaacaatgccatgt-3’（配列番号２７）
【０１４７】
（結果）
　結果を図１５に示す。VEGF遺伝子の発現量について測定したグラフを示すが、Aktの持
続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）において、VEGF遺伝子の発現に
コントロールとの相違は認められず、血管形態の異常は過剰VEGFに誘導される二次的な変
化ではないことが理解できる。
【０１４８】
実施例１０．Aktの長時間持続活性化が網膜に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの長期間の持続活性化により網膜毛細血管形状に与える影響を検討した。ここでは、先
の実施例よりも長期間のAkt活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜をホールマ
ウント免疫染色により確認した。
【０１４９】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり1μg/μlの4-OHT 10μl（総量10μg／日×3日）を腹腔内に投与し、生後14日目に抗P
ECAM-1（CD31）抗体を用いた蛍光免疫染色を行い、フラットマウント網膜の画像を取得し
た。LSM710（Zeiss社）で取得した画像をZ方向の深度により濃淡によって色分けした画像
を取得した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行って
画像を取得した。
【０１５０】
（結果）
　結果を図１６に示す。生後14日目では、Aktの持続活性化後の恒常活性化型Akt-Mer Tg
マウス（Akt-Mer）において、網膜の血管径の拡張と血管密度の低下が認められた。
【０１５１】
実施例１１．Aktの持続活性化の活性度及び活性期間が網膜に与える影響
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化の活性度及び活性期間により網膜毛細血管形態に与える影響を検討した。
ここでは、Aktの持続活性化の活性度及び活性期間を4-OHTの投与量と投与期間の変更によ
り制御し、恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜血管の形態変化を網膜のホールマウント
免疫染色により確認した。
【０１５２】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）、生後4～6日目まで1日当たり1μg
/μlの4-OHT 10μl（総量10μg／日×3日）、生後4日目のみ10μg/μlの4-OHT 10μl（総
量100μg／日×1日）、の何れかの投与量及び期間で腹腔内に投与し、生後7日目に4% PFA
を用いて心臓から潅流固定を行った後、網膜カップを作成した。続いて、抗PECAM-1抗体
を用いた蛍光免疫染色を行った。フラットマウント網膜の画像をAxioObserver（Zeiss社
）により取得し、取得した画像を各群で比較した。コントロールとして、4-OHT非投与の
マウスについても同様に処理を行って画像を取得した。
【０１５３】
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　結果を図１７に示す。4-OHTの投与量・投与期間によって毛細血管瘤の程度が異なるこ
とが確認された。
【０１５４】
　更に、網膜血管形態を詳細に検討するため、毛細血管瘤の数を計測した。詳細には、毛
細血管瘤数の測定は、1網膜あたりの毛細血管瘤の数をフラットマウント網膜の画像を用
いて手動で行った。結果を図１８に示す。なお、生後4～6日目まで1日当たり10μg/μlの
4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）の群は血管瘤が融合しており計測できないので定量
からは外してある。
【０１５５】
　上記の結果から、Aktの持続活性化の活性度及び活性期間により網膜毛細血管の形態が
変化し、Aktの持続活性化の活性度及び活性期間等の活性化様式に基づいて、所望の網膜
血管形態を形成でき、網膜血管疾患の重症度を制御できることが理解できる。
【０１５６】
実施例１２．網膜血管疾患の治療又は予防用薬剤のスクリーニングへの利用
　本実施例では、実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスにおいて、Ak
tの持続活性化により形成された網膜の毛細血管形態異常に、Akt阻害剤が与える影響を検
討した。ここでは、Akt阻害剤投与による恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスの網膜血管の形
態変化を網膜のホールマウント免疫染色により確認した。
【０１５７】
（方法）
　実施例１において作製した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウスに、生後4～6日目まで1日当
たり10μg/μlの4-OHT 10μl（総量100μg／日×3日）を腹腔内に投与した。さらに、網
膜採取24時間前に細胞増殖阻害作用のあるマイトマイシンC、Akt阻害剤1(Triciribine)、
Akt阻害剤2(GSK)のいずれかを腹腔内に投与した。薬剤投与群及び薬剤非投与群（Akt-Mer
）について、4% PFAを用いて心臓から潅流固定を行った後、網膜を採取して網膜カップを
作成した。採取した網膜に対して抗PECAM-1抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。フラッ
トマウント網膜の画像をAxioObserver（Zeiss社）により取得し、取得した画像を各群で
比較した。コントロールとして、4-OHT非投与のマウスについても同様に処理を行って画
像を取得した。
【０１５８】
（結果）
　結果を図１９に示す。Akt阻害剤投与によってAkt持続活性化を介して形成された毛細血
管瘤は減少し、Akt持続活性化による血管拡張も解消した。したがって、Aktを持続活性化
した恒常活性化型Akt-Mer Tgマウス（Akt-Mer）モデルは、薬剤投与による網膜血管疾患
の治療効果の判定に利用できることが理解できる。
【産業上の利用可能性】
【０１５９】
　医療分野や生物化学分野等で利用可能であり、特に、糖尿病網膜症に代表される網膜血
管疾患及び糖尿病腎症の治療法や予防法、診断法の開発、及び、病態の解析等に利用する
ことができる。



(30) JP 2019-33745 A 2019.3.7

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】

【図５】



(31) JP 2019-33745 A 2019.3.7

【図６】 【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】



(32) JP 2019-33745 A 2019.3.7

【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】 【図１５】



(33) JP 2019-33745 A 2019.3.7

【図１６】 【図１７】

【図１８】 【図１９】



(34) JP 2019-33745 A 2019.3.7

【配列表】
2019033745000001.app


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article

