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研究成果の概要（和文）：トロポミオシン(Tpm)遺伝子は、細胞骨格蛋白であり水晶体の分化との関与が示唆されてい
る。
　我々の研究により、ヒトの水晶体では、Tpmは、前嚢下白内障および、強い核白内障の発症に関与していることがわ
かった。またTpmは、水晶体の上皮間葉系移行と白内障術後の視機能の原因となる後嚢混濁の発症にも関与していた。
　上記結果より、Tpmは、水晶体の分化と上皮間葉系移行に関与する重要な遺伝子と推測された。

研究成果の概要（英文）：Tropomyosin is an extracellular matrix protein related with differentiation of len
s.Our study revealed that Tpm is related with the onset of human anterior subcapsular cataract and severe 
nuclear cataract. Further, Tpm was also related with the progression of posterior capsular opacity after c
ataract, which induces the impaired visual function.
 From these results, Tpm may be an important gene related with lens differentiation and epithelial mesench
ymal transition.
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１．研究開始当初の背景 
水晶体は、一層からなる水晶体上皮細胞
(LEC)の部位によって、細胞周期が異なる
きわめて特徴的な器官である。現在、唯
一の白内障治療は、白内障手術である。
白内障術後には、LECの再生、線維化や
増殖、上皮間葉系移行(EMT)が生じ、後
嚢混濁(PCO)を生じる。それら変化を誘導
する遺伝子として、われわれは FGF2 お
よび細胞骨格蛋白、トロポミオシン(Tpm)
に注目して研究を進めてきた。白内障を
含めた加齢現象は、遺伝子と環境因子に
より制御されている。microRNA (miRNA)
制御システムは、蛋白質の翻訳を制御し、
病気の進展にも関与する。われわれは、
水晶体の成長段階では、miR29cが上昇す
ることを発見した。この miR29c は、白
内障眼で減少し、miR29c が制御 (抑制)
する遺伝子：Tpm1α/2βの発現が上昇する。
この Tpmは、細胞骨格蛋白であり水晶体
の分化や酸化ストレスとの関与が示唆さ
れる注目すべき遺伝子である。 
 
２．研究の目的 
本研究において、白内障における Tpm発
現上昇のメカニズムと miR29C の白内障
眼における遺伝子制御機構を解明し、
Tpm および miRNA を標的とした加齢眼
疾患に対する予防薬開発の可能性を検討
する。 
白内障や PCO におけるトロポミオシ
ンの発現上昇のメカニズムを解明し、ト
ロポミオシンを標的とした LEC の EMT
制御と PCO 発症予防の可能性を検討す
ることである。 

 
３．研究の方法 
(1). マウス、ラット水晶体上皮細胞
(LEC)における Tpm発現制御 
ラ ッ ト LEC(RLE) の GFP-Tpm1α と
GFP-Tpm2β の 過 剰 発 現 と マ ウ ス
LEC(MLEC)を用いて、Tpm1α/2β siRNA, 
および miR29C mimics (Tpmを抑制制御
するmiRNA)によるTpm発現抑制を,リポ
フェクタミン 2000 をもちいた遺伝子導
入により行った。EMTマーカーである α
平滑筋アクチン(αSMA)の発現をプロテ
インブロット法にて確認し、細胞形態の
観察を行った。 
後発白内障(PCO)の発症に関与する、

FGF2とTGFβ2によるトロポミオシン
(Tpm1α/2β)の発現変化を、LECを用いて検
討した。通常ではTpm1α/2βの発現が少な
い培養MLECとTpm1α/2βの発現が高いペ
ルオキシレドキシン6(Prdx6)ノックアウ
ト(Prdx6-/-)MLEC,ヒト不死化LECを使用

した。TGFβ2、TGFβ2＋FGF2、FGF2含有
培地でMLECまたはPrdx6-/- MLECを培養
した。プロテインブロット法とリアルタ
イムPCR 法でTpmと上皮間葉系移行
(EMT)マーカーであるα平滑筋アクチン
(αSMA)の発現量を測定した。また、形態
変化を位相差顕微鏡で撮影した。 
 
(2). ひとLECにおけるTpm発現の変化の
解析患者の同意を得て、白内障手術時に
破棄される前嚢試料（LEC付き）を採取
しtotal RNAを抽出した。ひとLECにおけ
るTpm2β発現の変化を解析した。 
 
(3). ラット PCO モデルにおける Tpm 発
現と PCO抑制効果の検討 
ラット後発白内障モデルの、発症時期
（Day0、1W、2W）、病態変化での FGF2
レセプター(FGFR2)と Tpm1α/2の発現変
化を免疫組織化学染色にて観察した。ラ
ット水晶体嚢外摘出術時に、FGF レセプ
ター抑制薬(SU5402)と TGFβ タイプ 1 受
容体阻害剤(LY 2157299)を前房内投与し、
PCOの形態変化を観察した。さらに、こ
の PCO モデルに細胞内に抗酸化タンパ
ク Prdx6 蛋白をデリバリー可能にする
TAT-Prdx6点眼を、1日 1回施行し、PCO
の抑制を観察した。 
 
(4). Tpm トランスジェニックマウス
(Tgm)と Tpmノックアウトマウスの作成 
水晶体特異的にヒト Tpm1α と 2β を発現
させるために PAX6 プロモーターの下流
にヒトTpm全長を配置するベクターを作
成した。 
 
４．研究成果 
(1). マウス、ラット、ヒト LECにおける
Tpm発現制御 
・Tpm1αとTpm2βの過剰発現により、細胞
が伸長しEMT様の形態変化を呈し, αSMA

の発現が上昇した(図1)。つまりTpmの発

 



現は、RLECのEMTを促進する。 
・TGFβ2含有培地培養後、2，4日目に
Tpm1α/2βとαSMAの発現が上昇した(図
2A)。しかしTGFβ2＋FGF2含有培地および

FGF2 含有培地培養では2,4日目には、
Tpm1α/2βとαSMAの発現が有意に抑制さ
れた。TGFβ2 10ng/ml＋FGF2 10ng/mL添加
培地で培養すると、Tpm1α/2β発現が有意
に抑制される(図2B)と同時に細胞増殖能
が有意に低下し、アポトーシス細胞が増
加した。 

マウス水晶体上皮細胞(MLEC)は、通常
の状態ではTpm1α/2βの発現は微量であ
る。MLECのTpm発現をTpm2βsiRNAにて
抑制すると、10.0ng/mlTGF-β投与による
Tpm発現誘導が抑制された。さらに、上
皮間葉系移行(EMT)マーカーであるα平
滑筋アクチン(SMA)の発現も抑制された。
つまり、MLECのEMTは、Tpmの発現亢進
によるものであることが示唆される。 

MLECに、miR29c mimics (Tpmを抑制制
御するmiRNA)のトランスフェクション
により、Tpm発現が抑制された。さらに
FGF2の細胞への投与により、miR29cが誘
導されていた。このmiR29cは、Tpm1α/2
β発現を抑制することが、われわれの過
去の報告で分かっており、FGF2による
Tpm発現抑制はmiR29cにより制御されて
いる可能性がある。 
 
(2). ひとLECにおけるTpm発現の変化の

解析 白内障手術時に破棄される前嚢試
料（LEC付き）を用い、ひとLECにおける
Tpm発現の変化を解析した。水晶体前極
部の異常な細胞分化を呈する前嚢下白内
障では、Tpm2βの発現が有意に上昇して
いた(図3)。強い核白内障（LOCS III分類 
NO5, NC5以上）でも、有意にTpm2βの発
現が亢進していた。ひと白内障における
LECの上皮間葉系移行、白内障変化にも
Tpmの発現上昇が関与している可能性が
示唆された。 
 
(3). ラットPCOモデルにおけるTpm発現
とPCO抑制効果の検討 
ラットPCOモデルでは、FGF発現が高い赤
道部再生水晶体上皮部位で、トロポミオ
シン発現は減少していた。FGFR2は、再
生水晶体を呈する赤道部、硝子体側と増
殖しているLECに発現が認められた(図4)。 

 FGFレセプター抑制薬(SU5402)とTGFβ
タイプ1受容体阻害剤(LY 2157299)の前房
内投与においては、PCOの形態変化の違
いは観察されなかった。さらに、
TAT-Prdx6点眼においても、PCOの抑制は
みられなかった。今後投与方法の検討が
必要と思われる。 
 
(4). Tpm トランスジェニックマウスと
Tpmノックアウトマウスの作成 
  Tpmトランスジェニックは、当初水
晶体特異的にヒト Tm を発現させるため
に αＡクリスタリンプロモーターの下流
にヒトTpm全長を配置するベクターを作
成予定であったが、水晶体上皮細胞への
発現は確認できず、水晶体線維細胞にの
み発現することが予備実験結果より、明
らかになった。よって、PAX6 プロモー
ターの下流にヒトTpm全長を配置するベ
クターを作成した。 

Tpmノックアウトマウスについては、ダ
ブルノックアウトは作成困難であったた
め 、 European Mouse Mutant Archive 
(EMMA)よりからTpm1αコンディショナ

 

 

 



ルノックアウトマウス作成のための受精
卵を入手した。今後、ヘテロまたはホモ
マウス作成を行い表現型観察する。
Tpm2βは、受精卵の入手が困難なため、
CRISPR 法 を 用 い 作 成 し て お り 、
CRISPR/CasTpm2発現ベクターを作成し
た。ヘテロマウス作成に約半年かかる見
込みである。 
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