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研究成果の概要（和文）：外来のFuchs角膜内皮変性症患者から採取した41人分のDNAに対してSTR assayおよび
Repeat primed PCRを行い、TCF4のリピート伸長は8人(19.5%）に認められた。不死化角膜内皮細胞HCEnCのリピ
ートをCRISPR-Cas9を用いて切断し、リピートノックアウト細胞株の作成に成功した。この細胞株は光学顕微鏡
による表現型、細胞増殖曲線、TCF4の遺伝子発現量に違いがなかった。HCEｎCに対して60および80リピートのド
ナーを用いリピートノックイン細胞株の作成にも成功した。80リピートノックイン細胞株ではRNA凝集、TCF4遺
伝子発現の増加がみられた。

研究成果の概要（英文）：In this research, STR assay and repeat primed PCR were performed on the DNA 
of 41 outpatients with Fuchs corneal endothelial dystrophy, and repeat elongation of TCF4 was 
observed in 8 patients (19.5%).
We succeeded in cleaving the repeat of the immortalized corneal endothelial cell HCEnC using 
CRISPR-Cas9, and succeeded in creating a knock-out cell line. We also succeeded in producing 
knock-in cell lines for HCEnC with 60-repeat and 80-repeat donors using the Homology direct repair 
method. RNA foci was observed in the 80 repeat knock-in cell line, and TCF4 gene expression by 
RT-PCR was increased.

研究分野： 眼科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題における検討において、世界で角膜移植の約４０％を占めるFuchs角膜内皮変性症について本邦の症例の
DNA解析を行い、TCF4遺伝子のリピート伸長型が一定の比率を占めることを確認できた。また、CRISPR-Cas9を用
いて角膜内皮細胞株のリピートのノックアウトおよびノックインに成功し、リピート切断治療の可能性および、
リピート伸長によるRNA凝集という細胞内の病態を反映するモデルを作成できた。今後のFuchs角膜内皮変性症の
病態解明および治療法の検討にあたり、大変有用なモデル細胞で学術的、社会的意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Fuchs 角膜内皮変性症（FECD）は角膜内皮細胞が進行性に障害される遺伝性疾患であり、滴状角
膜というデスメ膜肥厚を呈する角膜内皮変性症である。進行して角膜内皮細胞密度が低下する
と水疱性角膜症という不可逆性の角膜浮腫をひきおこし、重篤な視機能低下をもたらす。現在考
えられている病態としては、酸化ストレスを介した角膜内皮細胞のアポトーシスが有力視され
ているが（Am J Pathol 2010）、まだはっきりとはわかっていない。現時点で角膜移植しか治療
法がなく、本疾患は、 世界のアイバンクのサーベイランスにおいて、角膜移植の約 4割を占め
る第一位の原因疾患であることが報告されている（JAMA Ophthalmol 2016）。FECD の原因遺伝子 
については、GWAS によると 18 番染色体上の TCF4 遺伝子の rs613872 の SNP と有意な関連性が示
されてきたが（N Engl J Med 2010）、この SNP と連鎖関係にある 3塩基の繰り返し多型（CTG リ
ピート）の伸長がより高い特異性を示し、疾患の原因として考えられている。このリピートは
TCF4 遺伝子の intron 2 に存在し、FECD 患者の約 80％に、50 個以上の CTG リピートがみられた
との報告もある(PLoS One 2012)。 
TCF4 のイントロン領域の CTG リピート伸長による疾患発症メカニズムは未解明であるが、筋強
直性ジストロフィなど他のトリプレットリピート病の知見からは、TCF4 の選択的スプライシン
グに影響を与えていることが想定される。また、TCF4 遺伝子が上皮間葉転換（EMT）経路を制御
すること（J Cell Sci 2009）や、FECD において ZEB1、SNAL1 などの EMT 関連転写因子の発現が
亢進していること（Lab Invest 2015）などより、EMT 経路の亢進が病態に関与している可能性
が考えられているが、CTG リピートとの因果関係については明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、FECD の角膜内皮細胞にみられる TCF4 遺伝子のイントロン領域の CTG リ ピー
トが splicing variants を介して EMT 経路の亢進及びミトコンドリア変異といった細胞内
の状態にどのように関わっているかを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
FECD 患者の TCF4 CTG リピート数の同定 
同意の得られた FECD 患者から採取した血液または角膜移植時に得られた検体より、DNA の
Target sequencing を行い、18 番染色体 TCF4 遺伝子のイントロン 2 領域の CTG リピート数を同定
する。 
FECD 患者の角膜内皮細胞における遺伝子発現解析 
FECD 患者の角膜検体、及び研究用正常ヒト角膜から得られた角膜内皮細胞から RNA を抽出し
RNAseq を行い、遺伝子発現解析を行う。 
CRISPR/Cas9 を用いた CTG リピート数の操作および疾患モデルの樹立 
CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集技術により、CTG リピート数の操作を行い、 疾患モデ
ルの樹立および治療応用の可能性を検討する．まず、TCF4 イントロン 2 の CTG リピート領域を標
的とした guide RNA および切断後の DNA 修復テンプレート dsDNA を設計する．この dsDNA に
CTG リピートの追加配列を用いることによってリピート数を増やすことが可能となる．これらを Cas9-
GFP タンパク発現プラスミドと共に、培養角膜内皮細胞にリポフェクション法で導入を行う。導入後
FACS により GFP 陽性細胞 をソートし回収、シングルクローンを培養して増やし、DNA を抽出、
RFLP アッセイにてゲノム編集の結果を確認する。また、CRISPR/CAS9 システムを用いて CTG リピ
ートの短縮操作も行う。すなわち、CTG リピートの 2 か所に gRNA を設計し、CTG リピートを切断し
たうえでリピート数を減少させる。 
 
４．研究成果 
外来の Fuchs角膜内皮変性症患者から採取した 41人分の DNA に対して STR assay および Repeat 
primed PCR を行い、TCF4 のリピート伸長は 8人(19.5%）に認められた。 
FECD の角膜移植検体 3 検体と正常角膜 6 検体の角膜内皮から RNA を抽出し、RIN 値が低い検体
が含まれるため SMART 法による RNAseq を行った。FECD で有意に発現上昇している遺伝子群の
Pathway 解析より PI3K-Akt signaling、Focal adhesion、ECM-receptor interaction に関する
遺伝子群の上昇が認められた。 
不死化角膜内皮細胞 HCEnC のリピートを CRISPR-Cas9 を用いて切断し、リピートノックアウト
細胞株の作成に成功した。この細胞株は光学顕微鏡による表現型、細胞増殖曲線、TCF4 の遺伝
子発現量に違いがなかった。HCEｎC に対して 60 および 80 リピートのドナーを用いリピートノ
ックイン細胞株の作成にも成功した。80 リピートノックイン細胞株では RNA 凝集、TCF4 遺伝子
発現の増加がみられた。 
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