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研究成果の概要（和文）：RLCはDOCK5欠損により眼球混濁を呈する自然発生マウスである。DOCK5ノックアウトマウス
とRLCでは上皮・レンズ線維間に隙間が観察された。野生型およびRLCマウスからのレンズ上皮細胞のmRNAマイクロアレ
イデータから、既存のデータベースを元に変化の大きい信号伝達経路を解析した。炎症反応を含む抗微生物反応系と、
脂質代謝の系がDOCK5の欠損によって誘導されることがわかった。
　マウスの眼では、DOCKの蛋白質のみが発現しDOCK180が発現していなかったが、上皮間葉転換を起こしたレンズ上皮
初代培養細胞やレンズ培養細胞株ではDOCK5とDOCK180の両方が発現していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Rupture of lens cataract (RLC) mouse showed spontaneous rupture of the lens 
capsule at the posterior pole, followed by dislocation of the inner nucleus. We showed previously that 
the Dock5 protein was hardly detectable in the RLC mice, while the Dock5 mRNA was expressed. Firstly, we 
observed H&E stained eyes from the wild-type BALB/c and RLC mice. We found the gap between the lens 
epithelial cells (LECs) and fiber cells at 3-week-old RLC and DOCK5 knock-out mice. Pathway analysis 
revealed that genes related to inflammatory response and lipid metabolism are altered in RLC mice.
To reconstitute the LEC in vitro, we tried to isolate the LEC from the mice to culture them. However, 
addition of sera induced epithelial mesenchymal transition of LEC. We also found the human and mouse cell 
lines lost E-Cadherin expression or apico-basal polarity. Interestingly in those cell lines, DOCK180 is 
expressed.

研究分野：実験病理
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１．研究開始当初の背景 
 白内障はレンズが混濁する疾患で、その原
因は老齢性、糖尿病性などの疾病による代謝
異常、紫外線・放射線などの酸化傷害、感染
症などが挙げられる。レンズ組織は、単層の
レンズ上皮細胞（Lens Epithelial Cell, 以下
LEC）とそれらが分化したレンズ線維細胞の
2 種の細胞から構成されている。白内障にお
いて LEC の果たす役割については不明な点
が多いが、ヒト老齢性白内障では、LECの細
胞密度の低下が報告されており（Oharazawa, 
Ophthalmic Res, 2001）、細胞容積の恒常性
が機能に重要であると考えられている。 
 RLC (Rupture of Lens Cataract) マウス
は、レンズ脱臼し白濁して見えるマウスであ
る。後に、原因遺伝子が DOCK5であると同
定された（Omi, Exp Cell Res, 2008）。
DOCK5 に見られた変異はエクソン内の 27
塩基の欠損で、mRNAの発現があるにもかか
わらず、蛋白質の発現がないことも明らかに
された。同じファミリーに属する DOCK180
は元々眼では発現していないことから、
DOCK5 の発現が無くなることでフェノタイ
プが出ると考えられた。 
 DOCK ファミリーは低分子量 G 蛋白質
Rac1の活性化因子であり、DOCK5もその機
能を持つことが申請者らによって証明され
ている。Rac1 は腺上皮ではラテラル側の活
性が高いが（Yagi, PLOS ONE, 2012）、LEC
での Rac1 の活性局在やその機能は明らかに
されていない。また細胞外基質の受容体であ
るインテグリンが含まれる接着斑に DOCK
ファミリーがアダプター分子 Crk との会合
により局在することが知られているが、LEC
におけても観察されるか否かは調べられて
いない。 
 
２．研究の目的 
 LEC における DOCK5 とそれが関与する
信号伝達を明らかにし、LECの形態が維持さ
れる機構、それが破綻してレンズ脱臼が起こ
る機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)Rac1 の活性を検出する FRET バイオセン
サーを用いて LEC内での Rac1活性局在を検
出する。 
(2)野生型・RLC マウスの LEC の mRNA を
単離し、マイクロアレイを行うことで、形態
維持に必要な分子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) アクチンプロモーター下で FRETバイオ
センサーを発現するマウスから LEC を単離
し共焦点顕微鏡にて観察したが、FRET バイ
オセンサーは LECでは発現していなかった。
アクチンは LECで発現しており、また他の組
織では FRETバイオセンサーは発現していた
ので、なんらかのエピジェネティックな変化
によってバイオセンサーが発現していない

ことが考えられた。 
 次に、LECの初代培養を試みた。単離した
マウス眼球より LEC と基底膜（カプセル）を
単離し、プラスチック皿にピンセットで四隅
を押しつけて固定した後、血清入りの培地を
添加する。血清添加によって上皮間葉転換を
起こして上皮の形態を取ることがなく、また
血清がない状態では死滅した。 
 マウスおよびヒトの LEC 由来の培養細胞
株を入手して、極性マーカー（アピカルマー
カーとして mCherry-GPI、ラテラルマーカー
として、GFP-Syntaxin4）を恒常的に発現する
細胞株を樹立したが、Apico-Basal極性を形成
しないことがわかった。この時、E-Cadherin
の発現は見られなかった。E-Cadherin-GFPの
発現ベクターを構築し恒常的発現株を樹立
したが、形態に影響はなかった。またマウス
の眼組織では発現が見られなかった
DOCK180 の発現が見られた。以上のことか
ら、現行のシステムでは上皮細胞の形態や性
質を持ったまま、Rac1の活性局在を検討する
ことは困難であることがわかった。また、
DOCK180 は上皮間葉転換により発現が上昇
することが示唆された。近年肺癌においては
DOCK4 の発現と転移能に相関があることや
（Yu et al., Gene. & Dev., 2015）、DOCK180の
発現と乳がん患者の予後に相関があること
（Laurin et al., PNAS., 2013）が報告されてい
るので、本結果もそれと関連がある可能性が
ある。 
 以上の情報を得る前に、培養細胞株におい
て、siRNAを用いて DOCK5 の発現を低下さ
せたが、Rac1の活性や細胞移動距離に変化は
見られなかった。その原因として DOCK180
の発現が考えられる。そこで、遺伝子編集技
術の CRISPRを用いて遺伝子変異を導入しノ
ックアウトする系を導入した。標的 RNA 配
列とCRISPRを有するプラスミドにはGFPも
共発現するようにデザインされているので、
FACSにて GFP陽性細胞を単離し 1細胞とし
てまき直し、十分に増殖したところでゲノム
DNAを抽出し PCR増幅後、遺伝子を読み、
両アリルに変異が導入されていることを確
認した。細胞の形態や増殖速度は細胞間でば
らついており、DOCK180 の発現と形態など
の相関はえられなかった。現在のところ、こ
れらの細胞に FRETバイオセンサーを発現さ
せ、更に DOCK5のノックダウンを行い、Rac1
活性に与える影響を調べているところであ
る。 
 
(2) レンズ脱臼が明らかになる前の、3週齢
の若い野生型および RLC マウスから単離し
た LECから RNAを抽出し、マイクロアレイ
で mRNAの発現を比較したところ、2倍以上
の差を示す遺伝子群は 149 あり、そのうち
RLCで発現が上昇していたのは93遺伝子で、
低下していたのは 56 遺伝子であった。これ
ら変動のある遺伝子群を既存のデータベー
ス（Ingenuity Knowledge Base）を用いて、変



化の大きい信号伝達経路を解析した。炎症反
応を含む抗微生物反応系と、脂質代謝の系が
DOCK5 の欠損によって誘導されることがわ
かった。 
 これまで報告があった RLC と同様に
DOCK5 ノックアウトでもレンズ脱臼が観察
された。但し、RLCは BALB/cマウス由来で
赤色の眼であり、DOCK5 ノックアウトは
C57BL/6由来で黒眼であるためか、黒眼はレ
ンズ脱臼を肉眼で判定することが困難であ
ったため、病理標本を作製し判定を行った。
更に詳細な形態観察を行うと、リンパ球、好
中球などの炎症性の細胞の浸潤は見られな
いことが確認された。上記の IPAの結果は上
皮細胞における遺伝子発現の変化であると
考えられた。 
 マイクロアレイで発現が変動した市販の
抗体が入手可能であった CLEC11A、COL4A6、
CCBE1を眼の標本で免疫染色を行ったが、抗
体が標的蛋白質を認識していない可能性が
示唆された。これらのリストの上位の遺伝子
群（COL4A6、CCBE1、COL9A1）は、コラ
ーゲンあるいはコラーゲン類似物質であっ
たので、3週齢の野生型、RLC、DOCK5ノッ
クアウトマウスより、鍍銀染色を行いコラー
ゲン全般の発現量を見た。LECと接する基底
膜（カプセル）には、野生型はほとんど染色
されなかったが、RLC では弱く、DOCK5 ノ
ックアウトマウスでは強い陽性像が見られ
た。また線維細胞にも点状に染まる像が観察
され、DOCK5 の欠損によりコラーゲンが産
生されていることが示唆された。レンズのカ
プセルは外界とのバリアであるが、レンズ内
の老廃物を排出する機構もある。コラーゲン
が産生・沈着することで、栄養の取り込みや
老廃物の排泄に異常が生じ、細胞のストレス
となっていることが示唆された。 
 発現が RLC において大きく減少するもの
のなかに、FGF1があった。市販の FGF1抗体
を用いた免疫染色およびウエスタンブロッ
トで発現量を比較したが、野生型と DOCK5
ノックアウト、RLCの間で差を認めることは
なかった。しかし、免疫染色では、野生型で
は核に存在するのに対し、ノックアウトマウ
スでは細胞質(小胞の周囲)に局在していた。
FGF1 の局在変化は細胞のストレスの結果で
あるとの報告があることから、上皮細胞はな
んらかストレスを受けている状況にあると
考えられる。 
 以上のことから、炎症性の蛋白質群が発現
されることで LEC-線維細胞間の接着が弱ま
るか、あるいは、細胞接着が弱まることで
LEC にストレスがかかり蛋白質群の発現が
誘導されるというモデルが考えられた。
DOCK5の発現が LECであることは以前報告
されているので、LECにおける発現が無くな
ることで、上皮細胞がストレスを受け、上皮
細胞・線維細胞間の接着が障害されるという
モデルが有力であると考えている。 
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