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研究成果の概要：視力に重要な領域「黄斑」について、カニクイザルの網膜を用いた実験から、

黄斑で高発現しているタンパク質として、トロポミオシン 1 αを同定した。本研究では、トロ

ポミオシンの黄斑における特徴を以下の点で明らかにした。１）黄斑では、複数のアイソフォ

ームが発現していた。２）黄斑で高発現しているアイソフォームは、脈絡膜の血管内皮細胞に

局在していた。3）黄斑変性モデル動物のカニクイザル網膜において、局在、発現量に変化は

観察されなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトを含めた霊長類の網膜に存在する「黄

斑」と呼ばれる領域は、視力を決定する重要
な部位であり、黄斑における損傷は視覚機能
の重篤な低下を招く。代表的な疾患としては、
成長期に発症する各種黄斑ジストロフィや、
加齢とともに発症する加齢黄斑変性(AMD)な
どがある。AMD では、網膜色素上皮(RPE)細胞

とブルッフ膜との間にドルーゼンと呼ばれ
る多形性物質が蓄積し、網膜の恒常性を乱す
ことが知られている。ドルーゼンは、黄斑に
優先的に蓄積する傾向が見られるが、その原
因は明らかではない。そこで、黄斑において、
周辺網膜とは異なるタンパク質の発現が、
AMD の発症・進行に関与しているのではない
かと考え、カニクイザルの網膜を用い、2 次
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元電気泳動と質量分析によって、黄斑と周辺
網膜の比較を行い、黄斑で高発現しているタ
ンパク質として、トロポミオシン 1 αを同定
した。 
トロポミオシンは、アクチンフィラメント

に結合し、アクチンの安定と調節にかかわる
タンパク質である。哺乳類では、α、β、γ、
Δの 4遺伝子が存在し、それぞれの遺伝子が
転写の際の、スプライシングによって、40を
超える多数のアイソフォームが生成されて
いる。質量分析で同定されたトロポミオシン
1αのアイソフォームは、測定されたアミノ
酸配列の一つから、脳で発現するタイプ(Bｒ
-3)である可能性が示された。またその他の
アミノ酸配列は、各アイソフォームに共通す
るものであった。 
 
２．研究の目的 
黄斑で高発現するアイソフォームの絞込

みと、網膜における局在を観察し、トロポミ
オシン 1α黄斑における機能を考察する。ま
た、黄斑変性モデル動物である、カニクイザ
ルの網膜切片を用い、トロポミオシン 1αの
発現量と局在の変化を観察し、AMD との関連
を考察する。 
 
３．研究の方法 
網膜のタンパク質は、13-19 歳の正常なカ

ニクイザルの眼球 8個から抽出した。黄斑を
含んだ領域と、その周辺部は、それぞれ直径
3mmの円形に切り出した。その際、RPE 細胞
および、脈絡膜を含んだ状態で切り取った。 
免疫組織染色には、13歳の正常な雌カニク

イザルの網膜切片を用いた。また黄斑変性の
モデルとして、下記のカニクイザル 2個体の
網膜切片を用いた。 
・遺伝型黄斑変性モデル：加齢に伴い、自然
発症し、黄斑部にドルーゼンを伴う変化を生
ずる。 
・加齢型黄斑変性モデル：若年性にドルーゼ
ンを伴う黄斑変性を発症する。 
 
①正常なカニクイザル網膜の、黄斑、周辺網
膜、各々のタンパク質抽出液に含まれるトロ
ポミオシン１αを、ウエスタンブロッティン
グによって検出した。トロポミオシンの抗体
として、下記の 3種類を使用した。 
・Br-3：脳に特異的なアイソフォームを検出

する。 
・TM311：Br-3以外の複数のアイソフォーム

を検出する。 
・smooth muscle type：平滑筋に特異的なア
イソフォームを検出する。 

 
②正常および疾患カニクイザルの網膜切片
を用い、トロポミオシンの局在を調べた。上
記の抗体でトロポミオシンを検出した。また

血管内皮細胞のマーカーとして、
platelet/endothelial cell adhesion 
molecule (PECAM1)に対する抗体を用いた。 
 
４．研究成果 
①ウエスタンブロッティングの結果、Br-3お
よび TM311では、トロポミオシン由来のバン
ドが検出された。一方、smooth muscle type
は、黄斑、周辺網膜の両方の網膜抽出液で、
検出されなかった。発現量は、TM311 が明ら
かに黄斑で高い発現を示したのに対して、
Br-3では、差が見られなかった。このことか
ら、黄斑で高発現しているトロポミオシンの
アイソフォームは、脳、あるいは平滑筋で発
現するタイプではないことが示された。 
 
②ウエスタンブロッティングで検出可能で
あった 2 種類の抗体を用いて、正常なカニク
イザルの網膜で局在を調べた結果、Br-3 は、
視細胞内節と外網状層で検出された。視細胞
におけるトロポミオシンの存在は既に報告
されているが、脳特異的アイソフォーム、
Br-3の視細胞での局在は、これまで報告され
ていない。一方、TM311 は、脈絡膜で検出さ
れた。脈絡膜における局在を明らかにするた
めに、血管内皮細胞のマーカーである PECAM1
で共染色を行った結果、TM311 は血管内皮細
胞に局在していることが示された。黄斑は、
網膜血管が存在せず、無血管領域であるが、
脈絡膜での毛細血管の密度は最も高い領域
である。血管内皮細胞に発現するトロポミオ
シンが、黄斑で高発現するタンパク質として、
プロテオミクスの手法で同定されてきたの
は、脈絡膜の領域間における密度の差に由来
するものであると考えられる。 
 
③正常な網膜で観察されたトロポミオシン
の局在が、黄斑変性により変化するか観察す
るために、疾患カニクイザル 2個体の網膜切
片について免疫組織染色を行った。しかし、
遺伝型モデル・加齢型モデルの両方について、
Br-3と TM311のそれぞれ、著しい局在や発現
量の変化は観察されず、正常個体との明らか
な差異は見られなかった。 
 
血管内皮細胞は、血管内のバリア機能とし

て重要な細胞であり、細胞間の接着が変化し
て起こる膜透過性の増大は、動脈硬化や糖尿
病との関連が報告されている。AMD と脈絡膜
の血管内皮細胞との関連は、現時点で、明ら
かではないが、膜透過性増大における細胞骨
格の変化に対して、トロポミオシンがアクチ
ンフィラメントの制御を介して、何らかの役
割を有している可能性が考えられる。血管内
皮細胞と AMDの関連については、今後、検証
していく予定である。 
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