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研究成果の概要（和文）：Tetraspanin(Tspan)は4回膜貫通ドメインと2つの細胞外ループを持つ膜タンパク質で
あり、Tspanを介して様々な膜タンパク質が細胞膜上に集合し、膜タンパク質の輸送やシグナル伝達を調節して
いる。我々は、網膜で発現している新規のTspanを見出し、生後6日目のマウス網膜においてTspan18が動静脈お
よび神経節細胞で発現していること、Tspan18lacZ/lacZマウスではコントロールマウスよりも網膜血管の伸びが
悪く、動静脈の本数が減少していることを見出した。Tspan18の結合候補因子を同定し、この因子のシグナル伝
達をTspan18が調節していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tetraspanins (Tspans) are membrane-anchored molecules with 4 transmembrane 
regions, which promote clustering of other membranous proteins by forming “tetraspanin-enriched 
microdomain”. Integrins and Immunoglobulin superfamily proteins have been identified as their 
binding proteins, and thus Tspans are thought to modulate the signal transduction associated with 
these molecules. However, the function of tetraspanins in vascular development has not been 
understood well. Here, we found some Tspans are expressed in endothelial cells, especially those in 
mature (arterial and venous) vessels. Conventional or endothelial-specific knockout of Tspan  showed
 a significant reduction in the number of arterioles and venules and reduced radial vascular growth.
 In vitro data suggest that Tspan directly interacts with other membrane proteins involved in 
angiogenesis. Overall, Tspan might regulate the formation of arterioles and venules by clustering 
other membrane proteins.

研究分野： 血管生物学
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１．研究開始当初の背景 

脳の微小血管異常と統合失調症の関連は
古くから指摘されている。例を挙げると、
統合失調症患者では脳血流を反映する光ト
ポグラフィー波形に異常があること、心血
管系疾患のリスクが 2 倍以上高いこと、疾
患関連遺伝子の多くが血管で発現すること
などからも、認知機能の異常に血管系が関
与していることが想定される。さらに、
2013 年に Meier らが、統合失調症発症患
者に網膜血管形成異常があることを見出し、
統合失調症の診断における網膜眼底検査の
有用性を報告した。この報告により、統合
失調症と微小血管異常の関連性が実証的に
示された。 
またこれと同時期に Jianmin Yuan らに

よって、統合失調症発症に関連する遺伝子
の SNP 解析により、新規リスク因子の 1
つとして Tspan18 の変異が見出された。
Tspan18 はテトラスパニンスーパーファ
ミリーに属する 4 回膜貫通タンパク質であ
り、ゼブラフィッシュにおける Tspan18
機能低下は体節間の血管形成に異常を呈す
ることが報告されている。 
 

２．研究の目的 

本研究は、Tspan18 の LacZ ノックインマ
ウス(Tspan18lacZ/lacZ)を用いて Tspan18 の
行動解析を行うと共に、網膜を用いた血管
形成における表現型を明らかにし、それら
の因果関係を考察した。 
 Tspan18 による血管異常の表現型が見
出された場合、血管形成に重要な内皮細胞
分化を司るシグナル伝達機構の変化を評価
し、血管形成における Tspan18 の機能メカ
ニズムの解明を試みた。 

 

３．研究の方法 

仔マウス網膜を用いて、組織ホールマウント
血管染色技術による血管網形成過程の観察
を行った。行動学的解析には、nest building 

assay 法を用いた。また、解析対象となった
遺伝子改変マウスは全身性 Tspan18 欠損マ
ウス、血管内皮細胞特異的 Tspan18 欠損マウ
ス、神経特異的 Tspan18 欠損マウスなどであ
る。 

 

４．研究成果 

(1). まず、 Tspan18 全身性欠損マウス
(Tspan18lacZ/lacZ) を 準 備 し 、 6 週 齢 の
Tspan18lacZ/lacZ マウスについて行動異常の
有無を nest building assay 法を用いて解
析 し た 。 な お 、 コ ン ト ロ ー ル に は
Tspan18+/lacZ マ ウ ス を 用 い た 。
Tspan18lacZ/lacZ マウスは生まれにくい傾向
があり、何らかの原因で胎仔期に死亡して
いることが示唆されたものの、出生後の
Tspan18lacZ/lacZ マウスにおいて明らかな行
動異常は認めなかった。 
 

 

(2). 網膜における Tspan18 の発現部位を
LacZ ノックインマウス(Tspan18lacZ/lacZ)の
X-gal 染色によって確認したところ、動静
脈血管内皮細胞および網膜神経節細胞にお
いて強い発現が見られた。 

 

(3). Tspan18lacZ/lacZ マウスにおける血管異
常の表現型があるかを網膜血管を用いて解
析した。その結果、生後 6 日目における網膜
の動静脈数が減少し、血管網が二次元的に伸
長する radial growth の過程が遅延していた。 

 

(4).Tspan18 の発現が認められる血管内皮お
よび神経節細胞で特異的に Tspan18 を欠損
するコンディショナル KO マウスを作製し、
解析を行った。その結果、血管内皮細胞特異
的 Tspan18 KO マウスにおいてのみ、全身性
の Tspan18 KO マウスと同様の表現型が認



められた。 

 

(5). 上記(1)～(3)の結果から、血管形成機構に
おける Tspan18 を介したメカニズムを解明
するために、Tspan18 結合因子の同定に向け
ての準備に取り組んだ。内在性 Tspan18 タン
パク質を検出するための市販の良い抗体が
ないことから、Tspan18 抗体の作製を試みた
ものの、免疫細胞染色およびウエスタンブロ
ットで Tspan18 を検出するに至らなかった。 

そのため、Flag タグ付加 Tspan18 過剰発現
ベ ク タ ー (Tspan18-Flag) を 作 製 し た 。
Tspan18-FlagとVEGFR2コンストラクトを
HEK293T 細胞に co-transfect して免疫沈降
を行ったところ、Tspan18 と結合を示唆する
膜タンパク質を見出した。今後は、HUVEC

細胞を用いて、これらの結合関係を確かめ、 

Tspan18 の制御標的となるタンパク質の同
定を試みる予定である。 
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