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研究成果の概要（和文）：角膜の恒常性、透明性維持は視覚にとって必須の要素である。本研究

で、Lrig1 は Holoclone タイプの角膜上皮幹細胞において発現が亢進しており、マウス眼表面

上皮基底細胞において局所特異的に発現していた。Lrig1 KOでは角膜の創傷治癒過程が障害さ

れ、炎症を伴って角膜の透明性が徐々に失われて角化して失明した。また、Lrig1 は STAT3 を

抑制的に制御することにより創傷治癒機構をコントロールし、STAT3 の阻害剤により Lrig1 KO

の表現型をレスキューできた。以上より LRIG1 は、角膜の恒常性や創傷治癒機構を制御してい

る事が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Corneal integrity and transparency is indispensable for good vision. 
The findings of this present study show that Lrig1 was highly expressed in the 
holoclone-type corneal epithelial stem cell population, and that Lrig1 was sporadically 
expressed in the basal cells of ocular-surface epithelium to regulate corneal epithelial 
cell fate during wound repair. Loss of Lrig1 resulted in impaired recruitment of stem 
cells post wounding, and in the cell-fate switch from transparent epithelium to 
keratinized skin-like epidermis, leading to corneal blindness. Lrig1 controlled corneal 
cell fate during repair by negatively regulating the STAT3-dependent inflammatory pathway, 
and blocking STAT3 rescued the pathological phenotypes observed in Lrig1 KO corneas. Here, 
we demonstrate that Lrig1 orchestrates corneal-tissue transparency and cell fate during 
repair. 
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１． 研究開始当初の背景 

一般に、生体の各臓器・組織には組織特異的

な幹細胞が存在し、その修復・再生に重要な

役割を担うと考えられている。角膜はその構

造は比較的シンプルであるため、組織再生医

学の分野でも精力的に研究され、その一部は

すでに細胞治療による臨床応用がはじまって

いる。これまでの細胞生物学的な基礎研究か

ら、角膜上皮幹細胞は角膜周辺部に位置する

角膜輪部の基底層に存在すると考えられてい

る。しかし、角膜上皮幹細胞の細胞動態や維

持機構に関しては不明な点が多く、今後、上

皮幹細胞を用いた角膜再生医療の発展を考え

る上では、その分子レベルにおける細胞動態

の理解が必須である。 

我々の研究グループはこれまでに上皮幹細胞

の維持機構を明らかにする目的で、その開発

元となるスイス連邦工科大学ローザンヌ校よ

りsinglecell clonal analysis 法を導入し、

単一細胞レベルからの網羅的な上皮幹細胞遺
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伝子発現プロファイルの作成を試みた1。集積

したデータからEGFR シグナル伝達系が活性

化している知見が得られため、その準備段階

としてEGFR シグナル伝達系の発生段階から

の角膜における機能解析を念頭において、さ

まざまな関連遺伝子を検討した。その結果

EGFR シグナルの主要関連遺伝子の一つであ

るLrig1 遺伝子欠損マウスが角膜の形態発生

に極めて重要な役割を担っていることを一部

突き止めた。また、当遺伝子が角膜上皮幹細

胞において局所特異的に発現し、その恒常性

維持機構に重要な役割を担っていることを一

部突き止めた。 

２．研究の目的 

そこで、本研究では、角膜をモデルに用いて、

Lrig1 による上皮幹細胞の恒常性維持機構の

解明を主目的とする。具体的には、EGFR シグ

ナルの主要関連因子であるLrig1 遺伝子欠損

マウスを用いて角膜、特に角膜上皮における

機能解析を行う。一連の研究により、Lrig 関

連分子の角膜組織への分布の特徴やキャラク

ター解析を行い、最新の遺伝子導入技術やセ

ルソーティング技術を用いてin vivo、in 

vitro における角膜上皮幹細胞の恒常性維持

機構について検討を加える。 

３．研究の方法 

角膜上皮幹細胞の恒常性維持機構の解明を目

的に、そのKey 遺伝子と推察されるLrig1 の

遺伝子欠損マウスを作成し、形態学的・細胞

生物学的・分子生物学的考察を加えた。モデ

ルマウスを確立後、形態学的・細胞生物学的・

分子生物学的考察を加えた。また角膜創傷モ

デル、遺伝子導入モデルによるin vivo, in 

vitro 解析を行い、角膜上皮幹細胞の恒常性

維持機構を分子レベルで解明を目標とした。。

これら一連の包括的な機能解析により、in 

vivo/in vitro ならびにloss of function 

studyの両面から、Lrig1 による角膜上皮幹細

胞の恒常性維持にかかわる分子ネットワーク

機構の知見を集積し、角膜上皮幹細胞を純化

して用いた角膜再生医療の基盤技術の開発を

目指した。 

４．研究成果 

（１）幹細胞を用いた角膜再生医療の臨床基

盤技術開発を念頭に、角膜上皮幹細胞の恒常

性維持機構を分子レベルで解明することを主

目的とし、EGFRシグナル伝達系に注目し、そ

の主要関連遺伝子であるLrig1に焦点を当て

て研究をすすめた。まず、既報の手法により

Lrig1遺伝子欠損マウスの作成を試み、生体創

出に成功した。胎生期から経時的に眼球をサ

ンプリングして、角膜の形態発生を肉眼的・

組織学的に観察した。その結果、胎生期～生

後8週においては、WTおよびKOマウスの角膜な

らびに角膜周辺組織（結膜、眼瞼、マイボー

ム腺等）における組織学的な差異は認められ

なかった。走査型・透過型電子顕微鏡等を用

いて細胞レベルでの詳細な形態学的観察を行

った結果も同様の結果であった。その細胞生

物学的特徴を考察するため、上皮細胞に特徴

的な細胞骨格マーカー（ケラチン等）、細胞

間接着分子（ZO1, デスモプラキン等）、基底

膜構成分子（インテグリン、ラミニン等）、

細胞増殖関連分子（BrdU, Ki67等）、アポト

ーシス関連分子(Tunel法等)、幹細胞マーカー

(p63、ABCG2等)等の発現をRT-PCR法、免疫組

織化学染色法を用いて比較検討し、差異は認

められなかったが、細胞分化に関する情報を

集積した。 

（２）次に、角膜の表現型に関して経時的に

詳細な観察を行った結果、生後6カ月以降にKO

マウスの角膜において、炎症を伴う角膜混濁

を認めた。その細胞生物学的特徴を考察する

ため、上皮細胞に特徴的な細胞骨格マーカー

（ケラチン等）、骨髄由来細胞マーカー（CD45, 

CD3, F4/80等）、炎症性サイトカイン（TSLP, 

IL8等）、細胞増殖関連分子（BrdU, Ki67等）



 

 

の発現をRT-PCR法、免疫組織化学染色法を用

いて比較検討し、細胞分化に関する情報を集

積した。KOマウスの角膜では、角膜上皮細胞

マーカーであるケラチン１２の発現が消失し、

表皮細胞マーカーであるロリクリンの発現が

認められた。組織像では、20－30層の重層化

した上皮層が観察され、病的角化状態を呈し

ていることがわかった。また、ＷＴマウスと

比較して、ＫＯマウス角膜ではTSLPをはじめ

とする炎症性サイトカインの発現レベルも亢

進していた。また、ＫＯマウスの角膜実質内

には、多数の骨髄由来細胞が集積しており、

角膜実質構造のremodelingが認められた。 

（３）さらに、Lrig1 KOマウスを用いて機能

解析を進めた。角膜創傷モデルを用いて、

Lrig1(+)組織幹細胞による上皮修復過程を

解析した。同時に、創傷前後での炎症性サイ

トカインの発現を PCRで比較検討した。その

結果、KOでは WTと比較して角膜上皮の創傷

治癒過程が障害され、明らかな遅延が認めら

れた。また KOでは WTと比較して創傷刺激に

より角膜における炎症性サイトカインの発

現が有意に亢進し、いわゆる

pro-inflammatory state（前炎症状態）を呈

していた。本病態の細胞内シグナルとの関連

性を検討するため、既報の報告を含めた

Pathwayを網羅的に解析した。その結果、

Lrig1がJAK-STATシグナルの主要関連分子で

ある STAT3と密接な関連をしていることを見

出した。そこで、角膜創傷モデルを用いて解

析した結果、Lrig1 KOマウスの角膜にのみ

STAT3の活性化が認められた。また、STAT3

阻害剤（STA-21)点眼により、創傷刺激によ

る Lrig1 KOマウスの角膜の表現型創出がレ

スキューされた。以上、結果より、Lrig1は、

JAK-STAT Pathwayを介して炎症を制御し、角

膜の恒常性維持に極めて重要な役割を担っ

ていることがわかった。 
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