
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

ドラッグ・リポジショニングによるフックス角膜変性症治療薬の開発

Development of a novel drug to treat corneal dystrophy by drug repositioning

００２３５７８０研究者番号：

榛村　重人（SHIMMURA, Shigeto）

研究期間：

１９Ｋ０９９７８

年 月 日現在  ４   ６   ６

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：フックス角膜内皮変性症（FCD: Fuchs corneal dystrophy）は加齢とともに進行性に
内皮細胞数の減少をきたし、水疱性角膜症をきたす疾患であるがその病態は不明な点が多い。本研究の目的は
FCD患者由来iPS細胞から誘導した角膜内皮細胞を用いFCDのin vitro疾患モデルを確立し、病態解明や創薬開発
を行うことである。申請者は慶應義塾大学倫理委員会の承認のもとFCD患者4名(3名日本人、1名オランダ人)の末
梢血単球からiPS細胞を樹立し、既報を改変した方法により一か月の培養期間を経て角膜内皮細胞を誘導した。

研究成果の概要（英文）：Fuchs corneal dystrophy (FCD) is a progressive disease of the corneal 
endothelium of unknown etiology. This investigation sought to derive induced pluripotent stem cells 
(iPS) from patients with Fuchs dystrophy, and to use these cells to investigate pathophysiology of 
the disease, as well as to develop new drugs for therapy. Following approval by the institutional 
review board, iPS cells were derived from the peripheral blood of 4 FCD patients (3 Japanese, 1 
Dutch), and were differentiated into corneal endothelial cells. qRT-PCR was performed for markers of
 differentiation, ER stress, aging and cell metabolism. Immunocytochemistry was performed for 
cleaved caspase 3, gamma H2AX as markers of DNA damage, and data was imaged by in cell analyzer. 
Flux analyzer was used to measure mitochondrial stress. We found that FCD-derived endothelial cells 
were prone to oxidative stress, ER stress as well as DNA damage. 

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
得られたFCD患者由来角膜内皮細胞に対しqRT-PCRによる分化・小胞体ストレス・老化・代謝関連分子の解析を行
った。また細胞死の指標となるCleaved caspase3 ,DNA損傷の指標となるγH2AXのfociについても免疫染色しin 
cell analyzerを用いて解析を行った。さらにFlux Analyzerを用いてミトコンドリアストレステストを行った。
結果、FCD疾患由来角膜内皮細胞では酸化ストレス・小胞体ストレス・DNA damage response が障害されている
ことが明らかになった。またこれらをrescueする薬剤として新規候補薬を発見した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 

フックス角膜内皮変性症(FECD)とは角膜内皮細胞の早老症とも言われる疾患で、進行により角

膜移植術を必要とする主要な原疾患での一つある。FECD は常染色体優性遺伝形式をもち、先進

国においては失明につながる角膜疾患の上位を占める。滴状角膜（guttata cornea）という特徴

的所見を伴い、加齢とともに進行性に内皮細胞数の減少をきたし、不可逆的な角膜混濁（水疱性

角膜症）をきたす疾患である。多くの FECD 患者は成人後（多くは 50代～70代）で発症する late-

onset FECD であり、高齢化社会における有病者は増える一方である。実際、FECD による角膜移

植例は増加傾向にあり、欧米では全症例のうちの 18～43％を占め、角膜移植適応疾患における

第 1 位となった。発症前であっても滴状角膜の診断は容易であり、早期発見が可能でありなが

ら、予防法がない点で多くの患者を不安にさせている。すなわち、発症前診断が容易にできるた

め、いずれ視力が低下し、角膜移植が必要になることを念頭に置きながら生活することが強いら

れている。本疾患の病因としては酸化ストレスや ER ストレスなどに対する過剰応答に伴う細胞

変性、細胞死が知られているが、既存の研究は不死化した細胞を用いており細胞死のアッセイが

困難であった。 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、当研究室で樹立したフックス角膜内皮変性症(FECD)の患者に由来する疾患特

異的ヒト iPS 細胞を用いて角膜内皮細胞保護作用のある新規因子・薬剤の検索を行うことであ

る。すでに疾患 iPS 細胞から角膜内皮細胞への分化誘導は成功しており、FECD の病態に小胞体

ストレスと内皮間葉系移行(EMT)が関与していることを報告した。本申請では、誘導した角膜内

皮細胞を用いて小胞体ストレスを中心とした疾患進行のメカニズムをさらに解析し、病態が異

なる本邦型 FECD と欧米型 FECD の違いを検証する。最終的には、低分子化合物ライブラリのアッ

セイ系を用いて、ドラグリポジショニングによる FECD 新規予防薬、治療薬を開発する。 

 

 

３．研究の方法 

慶應義塾大学の倫理委員会の承認を得て、角膜外来を受診した患者様で同意を得られた方から、

Fuchs 角膜内皮変性症疾患特異的 iPS 細胞を樹立し、既存の分化誘導方法に準じた方法で角膜

内皮細胞へ誘導した。本研究では第一に、樹立した角膜内皮変性症患者由来 iPS 細胞の多分化能

の検証、in vitro での角膜内皮への分化能力を確認する。第二に疾患表現型に関連する分子で

の病態を再現可能であるか検討する。第三にそれらの結果を踏まえ、ハイスループットスクリー

ニングによる薬剤評価系を作出し、新たな創薬を目指す。 

 



４．研究成果 

 

(1). 本研究では樹立したiPS細胞を用いて三胚葉分化能を行い、いずれの細胞株からも内肺葉、

中胚葉、外胚葉の三胚葉成分が得られた。また核型解析で異常がないこと、および多能性マ

ーカーに関連する定量的 PCR も実施し、細胞源としての妥当性を検証した。ZO1,CDH2 など

を用いた免疫組織学的検討によりほぼずべての細胞でそれらの染色を確認した。またiPS細

胞から誘導して経時的にヒト角膜内皮細胞の複数の分化誘導指標遺伝子の発現上昇を認め

ることも確認した。 

(ア)  
 

(2). 研究期間内に Fuchs 角膜内皮変性症患者 iPS 由来誘導細胞を用いた疾患モデリングの評価

系としての適性を疾患表現型の確認を実施した。iPS 細胞の段階では明らかな差異を認めな

いが、既報に準じた方法で角膜内皮細胞へ誘導すると様々なストレスに関連した表現系を

確認した。ER ストレスに関しては EIF2αのリン酸化の亢進を確認したほか既知の pathway

の変化を確認することができた。さらに研究期間にそれぞれの誘導細胞のキャラクタライ

ゼーションを bulk RNAseq を用いて解析を実施した。ENCODE プロジェクトで用いられてい

る解析パイプラインを用いて遺伝子発現定量解析、主成分分析、ヒートマップでの可視化を

行った。既に樹立している健常人株、日本人株、欧米人株由来の誘導内皮細胞における発現

変動遺伝子を解析し、既知の病態生理に関連する分子を確認した為疾患モデルとしての適

性を確認した。 

 

(3). さらにドラッグリポジショニングを目的とした Fuchs 角膜内皮変性症患者 iPS 由来誘導細

胞を用いた疾患モデリングとして、酸化ストレス負荷で細胞死を短時間で誘導し、生細胞染

色(Calcein)および死細胞染色(PI)での評価系を確立した。Calcein 染色による生細胞の総

面積は、酸化ストレス誘導後の疾患群では、コントロール群に比べて有意に低値であった。

また抗酸化ストレス作用を有する N-acetyl-L-Cysteine(NAC)での病態改善効果も確認でき

ており、疾患群で酸化ストレス誘導及び NAC 添加後では、酸化ストレス誘導のみの群に比

べて Calcein 陽性面積の有意な上昇を認めた。また DAPI,PI 陽性細胞数の比率においても

同様の有意差を確認できた。各種ストレスモデルおよびそれらのレスキューできる至適条

件を 96 well plate を用いた解析方法で陽性対照として実施する工程で、条件設定などの



数か月の微調整、追加の予備検討を必要とした。本学医学部先端医科学研究所遺伝子制御研

究部門から供与を受けた 1200 種の薬剤ライブラリを提供頂いてアッセイに着手し、薬効の

ある化合物のスクリーニングを目下実施している。 
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