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研究成果の概要（和文）：角膜は外界から眼組織を守る重要な組織であり、その上皮はバリア機能、透明性を維持する
ことが必要である。膠様滴状角膜ジストロフィ（GDLD)においてはその二つが阻害され失明にいたる。我々はGDLDの原
因遺伝子TACSTD2を単離したが、今回そのin vivoモデルであるノックアウトマウスを作成し、表現型の再現に成功した
。TACSTD2ノックアウトにおいては老齢において、明らかに重篤な角膜混濁が多く発生していた。また、この上皮の培
養にも成功しており、これに遺伝子改変を行って、患者に戻す、再生医療と遺伝子治療を組み合わせた、新しい疾患治
療法の開発を開始した。

研究成果の概要（英文）：Cornea is important tissue which function is burrier function and it must keep 
transparency. Gelatinous drop-like corneal dystrophy (GDLD) is severe corneal dystrophy in which burrier 
function is disrupted and patients are suffered from corneal opacity. We have successfully identified the 
responsible gene for GDLD, TACSTD2. We made knock out mouse line of TACSTD2 and obtained corneal opacity 
phenotype like in human. Aged mouse (over 1 year) showed significant increased frequency of sever corneal 
opacity in TACSTD2 knock out. We have successfully cultured the corneal epithelium cells from the mouse 
and try to develop the new therapy that is the combination therapy of regenerative medicine and gene 
therapy.

研究分野： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
角膜は眼球組織において外界と接する部分
を構成し、透明性を維持するとともに、精巧
なレンズとしての光学的特性を持つ。この恒
常性を維持するため、角膜上皮はその細胞間
で強い細胞接着装置を有し、外界に対してバ
リア機能を有する。このバリア機能を喪失す
る遺伝性角膜ジストロフィが膠様滴状角膜
ジストロフィ（GDLD）であり、この疾患に
おいてはバリア機能の破綻から上皮下に強
い沈着物を生じ、上皮の恒常性を破壊し、失
明に至る。 
この GDLD の発症機序は長い間不明であっ
た。私は以前、家系をもとにした位置的遺伝
子検索により、この原因遺伝子が第一番染色
体にある TACSTD2 であることを示した。
（Am J Hum Genet 1998, Nature Genet 
1999）TACSTD2 は元来、消化管癌関連抗原
として同定されていたものだが、その機能は
不明であった。我々はさらにこの分子がクロ
ーディン分子の安定性を制御しており、Vitro
ではこの分子の欠損によりクローディン分
子の発現は正常であるものの、その分解が促
進されていることを示した(Am J Pathol 
2010)。これは、病態解明に至る重要な進歩
であるが、病態のすべてを説明しているとは
言い難い。このような角膜上皮におけるバリ
ア機能にTACSTD2遺伝子がかかわることか
ら、この in vivo での解析を行い、バリア機
能が不十分な口腔粘膜上皮細胞シート（臨床
に使用されている）の改善を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
今回、TACSTD2 のノックアウトマウスを作
製し、モデル動物を作出することにより、さ
らなる病態解析を行い、より有効な治療につ
なげる。まず、TACSTD2 ノックアウトマウ
スの表現型解析を行ったのち、細胞増殖能や
アポトーシスに対する反応を検討する。さら
に vitro にて機能マッピングやパートナー分
子検索などTACSTD2の機能解析と膠様滴状
角膜ジストロフィの病態解析を行う。一方、
角膜上皮は人に対して最も早く組織幹細胞
移植（細胞シート移植）が行われた組織であ
り、難治性疾患に対して我々の教室が開発し
た口腔粘膜細胞シート移植は臨床的にも一
定の効果をあげ、現在も行われている。しか
しながら、臨床的には移植上皮のバリア機能
はやや不良で血管の侵入を許す症例を認め
る。これは膠様滴状角膜ジストロフィの表現
型とよく似ている。さらに、プレリミナリな
実験においては口腔粘膜上皮シートではマ
ーカーのムチン等の発現は正常であるもの
のTACSTD2の発現は弱いという結果を得て
いる。このことより、上記の膠様滴状角膜ジ
ストロフィの発症期序と細胞上皮シートの
バリア機能不全との間には共通の機構が働
いていることが予想され、TACSTD2 および、
その下流のシグナルを調節することで、より

臨床に適した口腔粘膜上皮細胞シートを調
整できるかどうかを検討する。また、我々は
現在、山中博士が開発した iPS 細胞からの角
膜上皮細胞への分化と細胞上皮シートの開
発を行っており、すでに、上皮シートを作成
している。我々は、この上皮シートにおける
TACSTD2 の発現を検討し、品質評価に使用
すべきか否かを検討するのとともに、iPS 細
胞誘導角膜上皮シートにおいても口腔粘膜
上皮シートと同様に改良を施すことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
vivoでの検討のためTACSTD2のノックア
ウトマウスを作製し、現在まで膠様滴状角
膜ジストロフィ患者と vitro で認められた
表現型を確認する。角膜の混濁の有無やそ
の病理組織的解析、発症条件の検討をおこ
なう。 
患者TACSTD2の新規変異に関して機能解
析と膠様滴状角膜ジストロフィの病態解析
を行う。 
TACSTD2 ノックアウトと野生型の角膜上
皮を培養し、角膜上皮細胞シートを作成し、
その特性解析を行う。 
将来的には、iPS 細胞より角膜上皮細胞シ
ートを誘導し、同様の検討を行ったうえで、
iPS 細胞に対し TACSTD2 強制発現もしく
は shRNA 発現ベクターを導入し誘導的に
TACSTD2 の発現を亢進、または抑制する
ようにしたうえで、上皮シートバリア機能
への効果を検討する。さらに、口腔粘膜上
皮細胞シートにおけるTACSTD2の発現の
揺らぎを測定し、臨床での品質管理項目で
の使用を目指す 
 
４．研究成果 
 
TACSTD2 欠損マウスの作出： 
今回の検討では vivo での検討のためモデル
マウスが必要であり、我々は TACSTD2 の
Conventional ノックダウンの作出をおこな
った。25 年度 5月にヘテロマウスの作成に成
功したが、ヘテロマウス同士の交配が不調で、
ラインが途切れる懸念があったため、新たに
キメラマウスからヘテロマウスの作成を行
うこととした。この作出とほぼ同時期に 1系
統においてヘテロマウスの維持に成功した
ため、この相互交配によるホモマウスの作出
を行い、PCR をもちいたジェノタイプの結果
からはホモマウスのTACSTD2のノックアウト
マウスを得た。 
 
TACSTD2 欠損マウスの表現型解析： 
上記の TACSTD2 ノックアウトマウスは現在 2
か月齢であるが、外観はほぼ正常の表現型を
示しており、角膜の混濁や血管侵入も認めな
い。ただし、ヘテロマウスも含め、体毛が局
所的に抜ける状態を多く認めたため、長期に
わたって検討を行ったが、検討の結果、これ



はリッターメートと有意な差を認めなかっ
た。 
また、角膜混濁については特に老齢のマウス
において重度の角膜混濁が認められた。しか
し、この混濁は野性型でも認められたため、
統計学的に検討したところ、やはり、明らか
にTACSTD2ノックアウトマウスにおいて混濁
を認める割合が高かった。 
 
TACSTD2 新規変異の同定：上記の動物モデル
での解析と並行して、新たに、GDLD と診断さ
れた患者から、TACSTD2 の新規のミスセンス
変異とフレームシフト変異を同定した。 
これらの変異の病原性を証明するために、こ
れら変異 TACSTD2 と野生型 TACSTD2 の発現コ
ンストラクトを作成し、それぞれ、クローデ
ィン分子 CLDN1 および CLDN7 と同時に HeLa
細胞に強制発現させた。すると、二つの変異
TACSTD2 を導入した細胞においては、CLDN1、
CLDN7 ともに蛋白の発現レベルが低下してお
り（ウエスタンブロットにより確認）、特に
ミスセンス変異においても病原性があるこ
とが確認できた。 
 
マウスからの角膜および口腔粘膜上皮シー
トの作成：マウスにおいては角膜上皮細胞を
培養することに困難が存在していたが、現在、
教室の上杉らはこの困難を克服し、培養に成
功している。我々はこの方法を用いて、
TACSTD2 ノックアウト、および野生型のマウ
スより、角膜口腔粘膜上皮細胞シートの作成
に成功した。 
 
創傷治癒細胞増殖能の検討：TACSTD2 null マ
ウスと野生型マウスの角膜上皮をアルコー
ルにて一定面積脱落させ、その後の治癒の速
度の差を観察する方法で行った。現在までの
検討では創傷治癒に優位な差は認めなかっ
た。また、In vitro での細胞増殖能にも差
を認めなかった。 
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