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研究成果の概要（和文）：角膜ジストロフィは遺伝性・進行性・両眼性の角膜混濁疾患で，失明に至ることがある．角
膜ジストロフィの根本的な治療法は角膜移植しかないが，日本国内における角膜ドナーの減少・角膜移植後の合併症・
角膜移植後も角膜ジストロフィが再発することなどの問題があり，治療を受けられない患者も多い．
我々は角膜ジストロフィの発症メカニズムを解明するために合成ペプチドを元にしたモデルを作成し，角膜ジストロフ
ィを1日以内に再現することを可能にした．さらに角膜ジストロフィの混濁物質であるアミロイドに親和性の高い蛍光
試薬であるチオフラビンTが光線力学療法に使用可能であることを証明することができた．

研究成果の概要（英文）：Corneal dystrophy is genetic, progressive, and bilateral corneal dysorders 
leading to blindness. The only therapy on the corneal dystrophy is corneal transplantation. However, some 
of the patients can not receive corneal transplantation becaus of the lack of corneal donors in Japan, 
post-surgical complication, and recurrence of corneal dystrophy after corneal dystrophy.
In the present study, we have developed in vitro model of corneal dystrophy using the synthetic peptides 
corresponding to corneal dystrophy. Using thioflavin T, a amyloidphilic fluorescent reagent, was 
effective in the breakdown of the amyloid fibrils in the in vitro model of corneal dystrophy.
Thus, we have developed basic model of the photodynamic therapy on the corneal dystrophy.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 

失明につながりうる遺伝性角膜疾患である

角膜ジストロフィーは，原因遺伝子である

TGFBIが同定されたことがきっかけとなり，

病態解明が進んだとともに，発症前の遺伝子

検査を行うことも可能となった．しかしなが

ら，その治療法については大きく変化してい

ない． 

  我々のグループは，角膜ジストロフィー，

加齢黄斑変性症，白内障，瞼裂斑，Climatic 

Driplet Keratopathyなどの異常凝集疾患に

おいて異常凝集を起こす蛋白質の解析を行

い，非酵素的な翻訳後修飾である蛋白糖化最

終産物（AGE）化や D-アミノ酸形成が異常

凝集の引き金となり得ることを明らかにし

てきた．さらに，Alzheimer病の引き金とな

るアミロイドベータに対する合成ペプチド

におけるアミロイド線維形成を in vitroでリ

アルタイムに観察する系を確立し，

Alzheimer病の分子メカニズムの解明を行っ

てきた．本研究は，これらの二つのアプロー

チを，フォールディング病の一つである角膜

ジストロフィーに集約する．その結果，角膜

ジストロフィーの分子レベルでの発症メカ

ニズムを解明するとともに，新しい治療法や

予防法を開発することを目的とする．本研究

は，フォールディング病における異常凝集蛋

白質の直接的分解を行う初めての疾患とな

るはずである． 

 

２．研究の目的 

1．角膜ジストロフィーにおける AGE 化・

D-アミノ酸形成の解析 

  病因遺伝子の産物と，病変における異常凝

集物が異なることがしばしば観察される．角

膜ジストロフィーにおける異常凝集物を同

定するために，角膜移植標本において異常凝

集を生じている蛋白質の種類および非酵素

的な翻訳後修飾（AGE化や D-アミノ酸形成）

の有無について解析を行う． 

2．合成ペプチドを用いた角膜ジストロフィ

ーの in vitroモデルの確立 

  正常型および変異型TGFBIに由来する 22

アミノ酸の合成ペプチドを作成し，アミロイ

ド化の過程を in vitroで評価する． 

3．アミロイド親和蛍光色素とレーザーを用

いた光線力学療法の開発 

  in vitro で異常凝集により生じたアミロイ

ド線維のみを分解し，非凝集蛋白質には影響

を与えないような光線力学療法を開発する．

4．合成ペプチドを用いた角膜ジストロフィ

ーの予防薬の開発およびスクリーニング 

  アミロイド線維形成過程抑制するような

ペプチドあるいは薬剤を分子設計し，角膜ジ

ストロフィーの予防点眼液の候補とする．  

5．合成ペプチド強制発現による角膜ジスト

ロフィーの in vivoモデルの開発 

6．角膜ジストロフィーの in vivoモデルを用

いた光線力学療法の評価 

  本研究 3および 4により得られた角膜ジス

トロフィーに対する光線力学療法および予

防点眼液の効果について，本研究 5で得られ

た in vivo モデルを用いて評価をする．この

結果をもって，角膜ジストロフィーに対する

光線力学療法と予防点眼液の臨床治験の準

備とする． 

 

３．研究の方法 

研究計画・方法（概要） 

1．角膜ジストロフィーの切除検体における

異常凝集物の組成と非酵素的翻訳後修飾の

検出 

  角膜ジストロフィーの角膜病理検体より

Laser Microdissection を用いて異常凝集蛋

白質を切り出し，2 次元電気泳動と，そのス

ポットの質量分析解析を行うことにより，異

常凝集物を構成する蛋白質の種類を同定す

る．同時に異常凝集蛋白質の 2次元電気泳動

後に抗AGE抗体および抗D-アミノ酸含有蛋白

質抗体を用いて Western Blot を行うことに



より，AGE 化あるいは D-アミノ酸を含んだ蛋

白質を同定する．同定された蛋白質量が多い

場合には，蛋白質の中で AGE 化された領域お

よび L→D-アミノ酸に変換された部位を同定

する． 

2．合成ペプチドを用いた角膜ジストロフィ

ーの in vitro モデルの確立 

  正常型および変異型 TGFBI に由来する 20

アミノ酸の合成ペプチドを作成し，アミロイ

ド化の過程を in vitro で評価する．具体的

には，アミロイド親和蛍光色素である

Thioflavin T を用いて，溶液中のアミロイド

の量をリアルタイムに計測する． 

3．アミロイド親和蛍光色素とレーザーを用

いた光線力学療法の開発 

  アミロイドと結合することにより特異的

な蛍光を発する Thioflavin T を用いてアミ

ロイドを標識し，440nm の波長を有するレー

ザーを照射することによりアミロイド線維

を特異的に分解する． 

4．合成ペプチドを用いた角膜ジストロフィ

ーの予防薬の開発およびスクリーニング 

  正常型 TGFBI 由来合成ペプチド，およびそ

の N/C 末端を修飾した産物を合成し，変異型

TGFBI のアミロイド線維形成を抑制できるか

どうかを in vitro で評価する． 

5．合成ペプチド強制発現による角膜ジスト

ロフィーの in vivo モデルの開発 

  変異型 TGFBIのペプチドを角膜において強

制発現させることにより，角膜ジストロフィ

ーの動物モデルを作成する． 

6．角膜ジストロフィーの in vivo モデルを

用いた光線力学療法の評価 

  本研究 3および 4により得られた角膜ジス

トロフィーに対する光線力学療法および予

防点眼液の効果について，本研究 5で得られ

た in vivo モデルを用いて評価をする．この

結果をもって，角膜ジストロフィーに対する

光線力学療法と予防点眼液の臨床治験の準

備とする． 

 

４．研究成果 

①角膜ジストロフィにおける遺伝子変異と

生じるアミロイドの関係より，アミロイド痙

性の中心部位を同定した．さらにアミロイド

形成に関わる TGFBI 遺伝子の中で 22 個のペ

プチドを合成した．角膜ジストロフィは動物

モデルがないことや，ヒトでは発症するまで

に数十年の時間が必要という問題があるが，

我々の in vitro モデルを用いることにより

24 時間以内にアミロイド生成を再現するこ

とができた．すなわち，角膜ジストロフィの

in vitro モデルを完成することができた． 

 

②アミロイド線維に親和性のある色素の中

でチオフラビン Tに着目した．チオフラビン

T はアミロイドと特異的に結合し，蛍光を発

することによりアミロイドの生成量を定量

する場合や，アミロイド線維の微細携帯の把

握に役立つ．さらに我々はチオフラビン Tで

標識したアミロイド線維に対してグリーン

のレーザーを照射することにより，経時的に

アミロイド線維を分子レベルで断片化させ

ることに成功した．すなわち，従来は角膜移

植しか治療手段のなかった角膜移植に対し

て，光線力学療法が加納であることを in 

vitro で証明することができた． 

 

③角膜ジストロフィの in vitro モデルが完

成したことにより，角膜ジストロフィの発症

に関わる生活環境を同定することも可能と

なった．我々は市販の点眼薬の多くに含まれ

る防腐剤である塩化ベンザルコニウムは，ご

く低濃度であったとしてもアミロイド生成

を促進させることを発見した．このことによ



り，角膜ジストロフィ患者に対しては塩化ベ

ンザルコニウムを含まない点眼液を使用す

べきであると考えられた． 

 

④角膜ジストロフィの原因となるTGFBI遺伝

子に変異を加え，マウスの TGFBI 遺伝子にノ

ックインした動物を作成した．この遺伝子変

異マウスの一部には角膜混濁を生じること

より，角膜ジストロフィに対する治療法の評

価に使用できると考えられる． 
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⑥加治優一．加齢黄斑変性は網膜の中心

に AGE が沈着して起こり喫煙者は特に

発症しやすい．健康 365，「黄斑変性・緑

内障・白内障」32-33ページ，総 162ペー

ジ，2012年 4月号，H&I出版，編集者 安

田高弘． 

〔産業財産権〕 

○出願状況（計  件） 

名称： 

発明者： 

権利者： 

種類： 

番号： 

出願年月日： 

国内外の別：  

 

○取得状況（計  0 件） 

名称： 

発明者： 

権利者： 

種類： 

番号： 

出願年月日： 

取得年月日： 

国内外の別：  

 

〔その他〕 

ホームページ等 

http://kajiyuichi.jimdo.com/ 

６．研究組織 

(1)研究代表者  

  加治 優一 （KAJI, YUICHI） 

 筑波大学・医学医療系・准教授 

 研究者番号：50361332  

(2)研究分担者 

       （   ） 

 研究者番号：  

(3)連携研究者 

（   ） 

 研究者番号：  


