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研究成果の概要（和文）： 本研究では、トロポミオシン(Tpm)1/2が、白内障術後の後嚢混濁(PCO)や創傷治癒な
ど上皮間葉系移行(EMT)の発症に関与していることを証明した。本研究では、FGF2によるTpm1/2抑制機序の一つ
として、Fibroblast growth factor (FGF)2-MAPK経路の活性化が関与していることを明らかにした。また、Tpm2
ヘテロノックアウトマウスを作成し、Tpm2が，LECのEMTや創傷治癒、水晶体混濁に関与していることを証明し
た。Tpm1/2は、PCOや創傷治癒などEMTの発症に関与しており、Tpm1/2の抑制はその進行予防に有用である可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that Tpm1/2 was related to progression of rat PCO
 after cataract surgery and other processes of EMT such as wound healing. We showed that stress 
fiber formation in MLEC induced by EMT could be reversed by FGF2 and Tpm1/2 siRNA transfection. Our 
results revealed involvement of FGF2-MAPK pathway in FGF2-mediated inhibition of Tpm expression. 
Furthermore, we investigated the role of Tpm2 in PCO, EMT and lens opacity by generating Tpm2 
hetero-knock-out mice. Since Tpm2 is involved in the progression of EMT in LEC wound healing its 
inhibition may suppress PCO.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
白内障術後には、眼内前房水中に、初期に

は Fibroblast growth factor (FGF)2が上昇
し、遅れて Transformin growth factor (TGF)
βが上昇することが知られている。これらが、
後発白内障（後嚢混濁： PCO）に関与するこ
とが知られている。PCOでは、水晶体上皮細
胞(LEC)が、上皮間葉系移行（EMT）により線
維芽細胞様変化をきたし、線維化による白濁
及びコラーゲン産生、遊走、水晶体嚢の収縮
を示す一方、細胞増殖し水晶体の再生という
2 方向に変化する。PCO では、TGFβに誘導さ
れるトロポミオシン(Tpm)が上昇し, EMTや嚢
収縮時関与している可能性がある  
われわれは、ラットに水晶体摘出 (嚢外摘
出:ECLE) 手術をし、PCOを in vivoで再現す
ることに成功している。このラットの実験に
て、術直後の LECにおいては、この Tpmの 1
と 2の発現がきわめて低いが、術後 1－2週
間経過し、EMTにより筋線維芽細胞様変化を
誘導した LECにおいて、Tpm の発現が上昇す
ることを確認し、報告している(Kubo E, et al. 
J Cell Mol Med. 2013)。また、ヒトの白内
障術後の前嚢収縮し白濁した水晶体嚢にお
いても、LEC の筋線維芽細胞様変化と同部位
における Tpm1/2が強く発現していることか
ら、ヒト PCO においても Tpm がその発症に強
く関与している可能性が示唆される。 
また、培養水晶体上皮細胞(LEC)を用いた実
験で、Tpm1/2は、TGFβ2により発現が上昇
し、FGF2投与により発現が抑制されることも
明らかにしているが、Tpm1/2 とこれらサイト
カインとの相互作用および PCO発症における
役割は明らかにはなっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PCOの進行に関与する Tpm1/2

の発現に対する FGF2と TGFβ2の制御機構を
細胞遊走、ストレスファイバー形成、
Ras-Extracellular Signal-regulated 
Kinase (ERK), Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) 経路の活性化経路を解析し、
解明する。さらに、Tpm2の水晶体における役
割を解明するために、CRISPR-Cas9システム
を用いた新しいゲノム編集技術により Tpm2
ノックアウト(KO)マウスを作成し、Tpm2 の白
内障発症機構および正常水晶体の上皮から
線維細胞への分化のメカニズムを解明する。
さらにTpmを標的としたLECのEMT制御とPCO
発症予防の可能性を、PCOモデルである創傷
治癒モデルを用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット後発白内障モデルにおける FGF2
と FGF receptor 2 (FGFR2)の発現変化と PCO
抑制の観察 
 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, FGF-R2
と Tpm1と 2 の発現変化を免疫組織化学染色
にて観察する。 

 
(2) LECの EMT変化と細胞遊走能、ストレス
ファイバー形成機序の解明 
培養 LEC では、TGFβ投与により Tpmの発

現が上昇し、EMTが誘導され、FGF2 投与によ
り Tpmの発現が抑制される。よって培養マウ
ス LEC (MLEC)をもちいて、TGFβ2および FGF2
投与による、ストレスファイバー形成と細胞
遊走能への関与を観察する。また、siRNAに
より Tpm1/2 発現抑制し、ストレスファイバ
ー形成を観察する。 
 
(3) FGF2の Tpm1/2 発現抑制機構の解明 

培養マウス LEC とヒト LECをもちい、FGF2
刺激(0-10ng/mL)による Ras-Extracellular 
Signal-regulated Kinase（ERK）, Mitogen- 
Activated Protein Kinase （MAPK）経路の
活性化を抗 ERK、p-ERK抗体を用いたプロテ
インブロット法により確認する。FGFR 
antagonist (SU5402：SU) and MECK inhibitor 
(PD98059:PD) による Tpm発現抑制効果を、
プロテインブロット法にて確認する。 
 
(4) Tpm2-KO マウスの作製 

今回、Tpm2の水晶体における役割を解明す
るために、CRISPR-Cas9システムを用いた新
しいゲノム編集技術により Tpm2 KO マウスを
作成し、水晶体における Tpm2 の役割を解析
した。Tpm2 KO は、ホモ(Tpm2-/-)では胎生致死
となり水晶体特異的なコンディショナル KO
でも心拡大などが報告され、作製が困難であ
る。よって、Tpm2ヘテロ KOマウス(Tpm2-/+) を
作製の後、後発白内障モデルとして、27ゲー
ジ針刺入による水晶体創傷治癒モデルマウ
スを作成する。 
 
４．研究成果 
(1) ラット後発白内障モデルにおける FGF2
と FGFR2 の発現変化と PCO抑制の観察 

図 1：ラット PCOモデル免疫染色像: ECLE 術
後、2 週間(W)目の赤道部 Lens Capsule 
 
図 1に示すように、PCO組織中での Tpm, 

FGF2, FGFR2 の発現をみてみると、FGF と
FGFR2 は再生水晶体線維内や中央に遊走して
いく LEC に強く発現しており、Tpm1/2は再生
水晶体にはほとんど発現がない代わりに、筋
線維芽細胞様変化を生じた LECに強く発現し

 



ている傾向が観察された。しかし、組織染色
では Tpm と FGF2発現部位が明確に分かれて
はいなかった。 
 
(2) LECの EMT変化と細胞遊走能、ストレス
ファイバー形成機序の解明 

図 2: TGFβ2, FGF2 投与における細胞遊走率 
 
培養 MLECに対し、TGFβ2投与により細胞

の遊走は上昇したが、TGFβ2±FGF2投与では、
細胞の遊走能がより亢進していた(図 2)。よ
って FGF2による、Tpm1/2の抑制が遊走亢進
に関与している可能性が示唆された。 
 通常の培養 MLECでは、細胞内のストレスフ
ァイバー形成は見られないが、MLEC への TGF
β2投与により細胞内にストレスファイバー
が形成された。これは細胞の EMT変化を誘導
している。しかし、FGF2の同時投与によりス
トレスファイバー形成が有意に減少した。さ
らに、Tpmの Tpm1/2 siRNAを MLECにトラン
スフェクションさせると TGFβ2により誘導
される、ストレスファイバー形成が抑制され
ていた。これらの結果より、TGFβ2投与によ
り細胞内に形成されるストレスファイバー
は、TPM1/2誘導されており、FGF2による
Tpm1/2発現抑制により、ストレスファイバー
形成も抑制されたことが明らかになった。つ
まり、EMTにより生じるストレスファイバー
形成には Tpm1/2が重要な役割を担っている
ことが明らかになった。 
 
(3) FGF2の Tpm1/2 発現抑制機構の解明 
 
MLECへの FGF投与により、MAPKの活性化

が生じているか、Erkのリン酸化をプロテイ
ンブロット法にて確認した。培養 MLEC に、
FGF2を投与後、リン酸化された Erk の発現が
上昇しており、Erkのリン酸化つまり MAPKの
活性化が生じていた。一方 TGFβ2を単独投
与しても Erkのリン酸化はみられなかった
(図 3)。 
しかし、MAPK活性化阻害剤の PD098059(PD)

と FGF受容体拮抗薬 SU5402(SU)を投与すると、 
FGF2に誘導される TPm1の発現抑制が阻害

された（図 4）。 

図 3: FGF2投与による MAPK の活性化 

図 4: ERKのリン酸化の抑制と Tpm 発現変化 
 
これらの結果より、MAPK/ERK 経路の活性化

により、FGFは Tpm の発現を抑制しているこ
とが明らかになった。MAPK阻害薬は、LECに
おいて EMT、細胞遊走などを抑制するため、
PCO抑制効果も期待できるかもしれない。 
 
(4) Tpm2+/-における水晶体組織変化と創傷
治癒への影響 
 
7 週齢の Tpm2+/-では、白内障の混濁や組織

変化が生じていなかったが、24週齢の
Tpm2+/-では、水晶体中央に前嚢下混濁様変
化や水晶体皮質浅層にリング状の混濁を認
めた。WTでは、7、24週齢ともに水晶体に変
化は見られなかった。マウスにおける Tpm2
のノックアウトは、加齢による白内障を発症
していた。この結果より、Tpm2は水晶体線維
の分化に重要な働きをしている可能性が示
唆された。 
PCOモデルとして、水晶体創傷治癒モデル

を用いた。Tpm2+/-とコントロールのワイルド
タイプマウス(WT)に角膜より針刺入し、水晶
体に穿孔創を作成し、創傷治癒変化を観察し
た。創傷治癒に伴う EMTの組織変化である線
維芽様組織変化（赤で囲んだ部分）が、WTに
比較して Tpm2+/-では、明らかに少なく、Tpm2
は，LECの EMTや白内障術後の後発白内障発
症に関与していることを証明した(図 5)。 

 

 

 



図 5：マウス創傷治癒モデルにおける組織変
化 
 
これらの結果より、Tpm2の抑制により PCO

や EMTが予防できる可能性がある。また、Tpm2
のノックアウトは水晶体混濁を誘発してい
たことより、Tpm2は正常の水晶体上皮の線維
細胞への分化などに重要な働きをしている
可能性が示唆されるが、さらなる機能解析が
必要と思われた。 
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