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研究成果の概要（和文）：フックス角膜内皮ジストロフィ（FECD）は進行性に角膜内皮細胞が障害され重症の視
力障害を生じる難治性疾患である。唯一の治療法は角膜移植であり薬物治療の開発が望まれる。本研究ではFECD
の病態における小胞体ストレスの関与を解明し、新規治療法の開発のための基礎的知見を得た。FECD患者の角膜
組織には変性たんぱく質が過剰に蓄積されており、これらの変性たんぱく質が小胞体ストレス応答を介して角膜
内皮細胞の細胞死を誘導することを明らかにした。さらにTGF-βシグナル阻害などによる小胞体ストレスの制御
がFECDの新規治療法となる可能性を示すとともに、cell-basedの薬物スクリーニング系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Fuchs endothelial corneal dystrophy (FECD) is a bilateral, progressive 
corneal endothelial disease. Corneal transplantation is the only current treatment option, though a 
pharmaceutical therapy has been anticipated. In this study, we showed that unfolded protein 
accumulates in the endoplasmic reticulum (ER) of corneal endothelial cells in FECD patients, and 
that unfolded protein progressively induces corneal endothelial cell (CEC) death via ER stress. We 
also showed the possibility of a pharmaceutical treatment of FECD by preventing the ER stress and 
apoptosis of CECs by using transforming growth factor beta (TGF-β) signaling inhibitors.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FECDの病態の詳細は不明であり薬物療法は存在せず、現在の治療法は角膜移植のみである。本研究によってFECD
の病態が解明され、保存的治療法によって角膜内皮障害の進行を遅らせることができれば、多くの患者が生涯に
わたって角膜移植を行わず良好な視力を維持することができる。また、角膜移植に代わる点眼治療薬の開発は、
患者の身体的・経済的負担を軽減するのみならず、医療費削減、ドナー角膜の有効利用につながり、社会福祉に
貢献する極めて重要性の高い研究である。



１．研究開始当初の背景 
Fuchs 角膜内皮ジストロフィ（以下、FECD）は両眼性、進行性の角膜内皮疾患であり、欧米

人では 40 歳以上の 4-5%が罹患する角膜疾患で最も高頻度な遺伝性疾患である。一方で、病態
の詳細は不明であり薬物療法は存在せず、水疱症角膜症に至ると角膜移植が行われる。実際に
米国の角膜内皮移植の約 63%が FECD に対して行われている。 
 研究代表者らはこれまでに FECD の病態解明を目的に、FECD 患者由来の疾患モデル細胞を
樹立した。さらに、FECD では角膜内皮障害とともに、I 型コラーゲンやフィブロネクチンなど
の異常な細胞外マトリクス（ECM）が角膜内皮下に沈着することが知られているが、本疾患モ
デル細胞を用いた研究により、生体同様に FECD 角膜内皮細胞は ECM を過剰に産生すること
を報告した（Okumura N, et al. Lab Invest 2015）。また、上皮間葉系移行を制御する遺伝子である
Snail1、ZEB1 が高く発現することにより、TGF-β に高い反応性を示して ECM を産生し、小胞
体ストレス応答を生じることを見出した。これらの知見をもとに、FECD 患者の角膜内皮にお
いて遺伝的背景が TGF-β への高い反応性を生じ、ECM の過剰産生が unfolded protein の蓄積を
きたし、小胞体ストレスを介した細胞障害に繋がるという独創的な仮説を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 

角膜移植以外に治療法がない難治性角膜疾患である水疱性角膜症の病態を解明し、発症予防
と新規治療法の開発のための基礎的知見を得ることを目的とする。本研究では、FECD の病態
について、「FECD 患者の角膜内皮において ECM が過剰産生されることにより、unfolded protein
の蓄積をきたし、小胞体ストレスを介した細胞障害に繋がる」という研究代表者らの仮説の妥
当性を検証するために、下記の検討を行った。 

(1) FECD患者角膜内皮において unfolded proteinが過剰に発現し凝集しているかについて、
患者組織を用いて明らかにする。 

(2) FECD において unfolded protein が小胞体ストレス応答を介した細胞障害を誘導してい
るかについて、疾患モデル細胞を用いて明らかにする。 

(3) TGF-β シグナルの活性化が FECD の治療ターゲットになりうるかについて、疾患モデ
ル細胞、モデルマウスを用いて検討する。 

 
３．研究の方法 

(1) FECD 患者角膜内皮における unfolded protein の発現解析 
FECD患者組織において I型コラーゲンやフィブロネクチンなどのECMが過剰に産生さ
れ角膜内皮下に沈着することは、臨床的、病理学的に広く知られている。本研究では、
FECD 角膜内皮において過剰に産生される ECM が unfolded protein の過剰産生を生じて
いるのかについて検討した。角膜内皮移植時に採取された FECD 患者の角膜内皮および
基底膜の免疫染色を行い、不要なタンパク質の細胞内凝集体である aggresome を染色し
unfolded protein の細胞内での過剰な蓄積の有無を検討した。さらに、I 型コラーゲン、
フィブロネクチンなどの ECM および、小胞体のマーカーである PDI との多重染色を行
い、unfolded protein の構成成分、局在の検討を行った。さらに電子顕微鏡を用いて、小
胞体、ミトコンドリアの形態変化について検討した。 
 

(2) FECD における小胞体ストレス応答およびミトコンドリア機能障害の検討 
研究代表者らが樹立した FECD疾患モデル細胞を用いて unfolded proteinの蓄積による角
膜内皮細胞の小胞体ストレ応答を検討した。我々はこれまでに、FECD 疾患モデル細胞
が、TGF-β に対して感受性が高く、Snail1, ZEB1 遺伝子の発現亢進を介して、正常者由
来の細胞と比較して大量の ECM を産生することを報告している。本研究では、大量に
産生される ECM が unfolded protein の蓄積を生じているか、小胞体ストレスを来すのか
について検討した。具体的には、aggresome と ECM の多重免疫染色、フローサイトメト
リー、電子顕微鏡による解析を行い unfolded protein の蓄積を評価した。また、小胞体ス
トレス応答について、ストレスセンサーおよびシャペロンの発現をウエスタンブロッテ
ィングにより検討した。疾患モデル細胞を用いて、unfolded protein の蓄積がミトコンド
リア障害を生じるかを、フローサイトメトリーによるミトコンドリア膜電位の測定、シ
トクローム c の放出、Bcl2 ファミリーのウエスタンブロッティングによる発現解析など
を指標に検討した。 
 

(3) TGF-β シグナル阻害による角膜内皮細胞障害の抑制効果の検討 
疾患モデル細胞およびマウスモデルを用いて、TGF-β シグナル阻害が、unfolded protein
および小胞体ストレスを抑制することで、角膜内皮細胞障害の治療が可能となるかにつ
いて検討した。 

 
４．研究成果 

(1) FECD 患者角膜内皮における unfolded protein の発現解析 
患者組織を用いた免疫組織学的検討により、FECD 患者の角膜内皮組織には unfolded 
protein が過剰に蓄積されていること、角膜内皮に蓄積した aggresome は I 型コラーゲン



やフィブロネクチンなどの ECM タンパク質であり、小胞体に局在することが明らかと
なった。また電子顕微鏡による観察により、FECD 患者の角膜内皮細胞には小胞体の形
態異常が見られることを示した。これらの結果より、FECD 患者の角膜内皮では、過剰
な細胞外マトリックス（ECM）の産生が unfolded protein の小胞体への蓄積による小胞体
ストレス応答の原因となっていることが示唆された。これらの検討は角膜内皮移植の権
威であるドイツエルランゲン大学のFriedrich Kruse教授およびカーディフ大学のAndrew 
J. Quantock 教授との共同研究として行った。 
 

(2) FECD における小胞体ストレス応答およびミトコンドリア機能障害の検討 
正常ドナー角膜由来の不死化角膜内皮細胞にタプシガルギンを添加して小胞体ストレ
スを誘導すると、小胞体ストレスセンサーである ATF6α、PERK、IRE1α が活性化され、
CHOP の発現亢進、ミトコンドリア膜電位の低下、Bcl-2 の減少、caspase 9 の発現の増
加、caspase 3 の活性化が認められた。さらに siRNA を用いて CHOP をノックダウンす
ると、ミトコンドリア膜電位、Bcl-2、caspase 9 の変化が認められなくなった。また、FECD
患者由来の疾患モデル細胞においても、TGF-β の添加により小胞体における unfolded 
protein の蓄積が生じ、上記の小胞体ストレスセンサーが活性化した。また、小胞体スト
レスセンサーの中でも PERK が p38 MAPK シグナルを介して CHOP を誘導し、ミトコン
ドリア経路（intrinsic pathway）によるアポトーシスを引き起こすことが明らかとなった。
本研究により、FECD では小胞体ストレスにより CHOP を介してミトコンドリア経路が
活性化され、それによって角膜内皮細胞のアポトーシスが誘導されることが示された。 
 

(3) TGF-β シグナル阻害による角膜内皮細胞障害の抑制効果の検討 
FECD 疾患モデル細胞において、TGF-β 受容体阻害剤や siRNA など複数の方法によって
TGF-β シグナルを阻害すると、過剰な ECM 産生を抑制し unfolded protein の凝集が抑制
され、小胞体ストレス応答を介する角膜内皮細胞障害が抑制された。これらの知見は、
現在はドナー角膜組織を用いた角膜移植しか治療法のない疾患である FECD に対して、
点眼薬による治療の可能性を示す社会的意義の高いものであり、論文発表とともにプレ
スリリースを行って研究成果を社会に発信した。また、疾患モデル細胞を用いた
cell-based の FECD 治療薬スクリーニング系を確立した。また、疾患モデル細胞を用いた
in vitro の検討で効果が認められた化合物に関して、疾患モデルマウスを用いた in vivo
の検討を開始した。 
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