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研究成果の概要（和文）：角膜細胞外マトリックスの構造を変化させることで角膜厚を調節可能かどうか、遺伝
子改変マウスおよび糖分解酵素を用いて基礎的研究を行った。角膜ケラタン硫酸糖鎖合成の律速となる糖転移酵
素遺伝子B3gnt7のノックアウトマウスは角膜が薄くなった。B3gnt7を成体マウス角膜で発現抑制するためにタモ
キシフェン誘導型CreリコンビナーゼとRosa26-mTmGマウスを用いて条件検討を行い、活性型タモキシフェンを眼
科用ワセリンに懸濁し角膜に塗布することで遺伝子発現を変化させられることを確認した。またケラタン硫酸分
解酵素として組み換え体ケラタナーゼIIを作成しその特徴を解析した。

研究成果の概要（英文）：To alter corneal thickness by modifying component of corneal extracellular 
matrix, we investigated effect of gene suppression, which is important for corneal keratan sulfate 
glycosaminoglycan production, on the corneal tissue in mice. We analyzed corneal phenotype of 
systemic B3gnt7-knockout mice, which lack expression of the rate-limiting enzyme for corneal keratan
 sulfate production, and found that the homozygous mutant mice have thinner cornea. For establishing
 of stage-specific gene suppression of B3gnt7 in adult mouse cornea, we produced B3gnt7-flox mice. 
For induction of Cre-recombinase activity at adult stage, we optimized OHT treatment procedure on 
live mouse cornea. 
We also cloned keratanase-II, which is a bacterial glycosidase that hydrolyzes keratan sulfate, and 
determined its minimum active domain of the enzyme.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
光が外界から網膜に到達して像を結ぶ際に
最初に通過する組織が角膜である。角膜は眼
球組織の最前面に位置して外界からの細菌の
侵入を防ぐとともに情報となる光を通過させ
るという役割がある。ヒトの角膜では実質層
は全角膜厚のおよそ 90%を占める透明な組織
であり、主にコラーゲン線維、糖タンパク質
およびプロテオグリカンからなる細胞外マト
リックスにより構成されている。このマトリ
ックスは高度に秩序立った構造を形成してお
り、この秩序立った構造が角膜実質の高透明
度に必要であると考えられている。また角膜
組織は視覚系の中で最も高い屈折率を持つ組
織で、そのため角膜厚の変化は網膜への結像
に影響を与え、これを利用して LASIKなどの
視覚矯正が行われている。 
ケラタン硫酸プロテオグリカンは角膜実質
細胞により産生される、角膜に多く見られる
糖タンパク質の一つでありコアとなるタンパ
ク質部分とそれに結合している直鎖状の糖質
成分であるケラタン硫酸グリコサミノグリカ
ン(GAG)の二成分から構成される。ロイシン
リッチリピート構造を有するコアタンパク質
はコラーゲン線維に結合してその線維径を規
定すると考えられており、またケラタン硫酸
GAG はその線維から放射状に広がることに
よってコラーゲン線維間の距離を決定する機
能が示唆されている。 
報告者らはケラタン硫酸 GAG の角膜実質
細胞外マトリックスの構築への寄与を調べる
ためにケラタン硫酸 GAG の生合成経路の酵
素を欠損させた遺伝子改変マウス 3 種を作成
しその角膜における表現型を解析したところ、
ケラタン硫酸 GAG の鎖長が短くなった場合
に限り角膜厚が減少し、ケラタン硫酸GAGの
鎖長に変化がなかった場合は角膜厚も不変で
あった。この結果は角膜厚と角膜実質ケラタ
ン硫酸 GAG 糖鎖長には強い相関があること
を示していた。 
 
２．研究の目的 
報告者らは成体の眼球においてケラタン硫
酸 GAG 鎖を短くできれば角膜の厚さを薄く
することができ、近視の矯正を行うことがで
きるのではないかと考えた。この仮説を検証
するために遺伝子改変マウスによる成体での
ケラタン硫酸 GAG 伸長酵素の発現停止実験
とケラタン硫酸 GAG の分解酵素の投与実験
を行い、それぞれについて角膜厚の変化を解
析する。本研究は成体において角膜細胞外マ
トリックスの構造を人為的に変化させること
ができるかを検証する基礎的実験であると同
時に臨床応用につながる可能性を秘めた研究
でもある。 
 
３．研究の方法 
(1)	 薬物誘導型 B3gnt7 ノックアウトマウス
の作成と角膜の表現型の解析	
始めに B3gnt7	 flox/-//Rosa26-CreERT2/	

pA-lacZマウスの作成を行う。このマウスは全
身で CreERT2 を発現しており、タモキシフェ
ンの存在下で CreERT2 が核内に移行して Cre
リコンビナーゼとして flox の遺伝子を組換
える。対象となる遺伝子はケラタン硫酸 GAG
伸長を行う糖転移酵素β3GnT7 をコードする
遺伝子である B3gnt7 と pA-lacZ ミニジーン
である。pA-lacZミニジーンはマーカー遺伝子
として Rosa26R 座位に存在しており、Cre リ
コンビナーゼが活性化された時のみ lacZ が
発現することから、lacZ 染色で陽性の細胞で
B3gnt7の遺伝子発現も欠失していると考える
ことができる。このマウスを作成して若年期
(5週齢以前)、成体(8-12 週齢)、老年期(50 週
齢以降)にて 4-ヒドロキシタモキシフェン
(OHT,活性型タモキシフェン)の投与を行う。
薬物投与はワセリンに懸濁した OHT を麻酔下
のマウス眼球への塗布にて行い、5 日間連続
投与する。投与後一定期間の飼育の後眼球を
摘出して角膜厚を測定すると共にその角膜実
質における細胞外マトリックス、特にコラー
ゲン線維の走行の変化を多光子顕微鏡にて調
べる。Cre リコンビナーゼによる組換えは X-
gal あるいは蛍光 lacZ 試薬にて確認する。	
	
(2)	ケラタン硫酸 GAG 分解酵素のクローニン
グと酵素の調製	
ケラタン硫酸分解酵素としてエンドβガラ
クトシダーゼとケラタナーゼを使用する。エ
ンドβガラクトシダーゼは既にクローニング
と精製方法の確立が終了している。ケラタナ
ーゼは産生微生物株を理研バイオリソースセ
ンターから入手している。この微生物はゲノ
ム配列が決定されていないので次世代シーク
エンサー(共同利用施設に設置済み)にてゲノ
ム解析を行なうと共に酵素の精製を行い、精
製タンパク質の N 末端アミノ酸配列分析(外
注を予定)かトリプシン分解物の MALDI-TOF-
MS 解析(MALDI-TOF は共同利用施設に設置済
み)にて cDNA 配列の決定を行なう。クローニ
ングした酵素 cDNA は大腸菌の発現ベクター
に組み込んで組換え体の大量調製を行う。得
られた精製酵素は溶液あるいは低融点アガロ
ースで粘度を上昇させてから麻酔下のマウス
眼球に塗布する。単回投与および数日間の連
続投与を行い、その後眼球を摘出して酵素に
対する抗体とケラタン硫酸 GAG に対する抗体
で免疫染色を行い酵素の浸透率と糖鎖の分解
効率を調べる。	
	
４．研究成果	
(1)	 薬物誘導型 B3gnt7 ノックアウトマウス
の作成と角膜の表現型の解析	
β3GnT7 はマウス角膜においてケラタン硫
酸糖鎖の伸長に律速となる糖転移酵素である。
この遺伝子ノックアウトマウスは野生型と比
較して発生および成長に大きな変化はなく、
交配も可能であった。しかし角膜の構造を詳
細に解析したところ角膜実質の厚さが野生型
に比べノックアウトマウスでは薄くなってい



た。生化学的な解析の結果ノックアウトマウ
スの角膜実質ではケラタン硫酸プロテオグリ
カンのコアタンパク質の産生には変化がなか
ったものの、ケラタン硫酸グリコサミノグリ
カンの長さが短くなっていたことからケラタ
ン硫酸糖鎖の長さが短くなったことが角膜実
質の厚さが薄くなっている原因であると結論
した。この研究結果は IOVS に論文として報告
された。そこで薬物誘導型B3gnt7 ノックアウ
トマウスの作成を試みた。B3gnt7 のエクソン
2の上流と下流に loxP配列を挿入したコンデ
ィショナルノックアウトマウス(B3gnt7	
flox)を作成し、Rosa26-CreERT2ノックインマ
ウスと掛け合わせることで OHT を角膜に投与
した際に B3gnt7 が発現抑制される系の作製
を試みた。この時、OHT により CreERT2 が活性
化された角膜実質細胞を特定するために
Rosa26-pA-lacZ を用い、CreERT2 が活性化さ
れると lacZ 発現が誘導される系にて OHT の
角膜投与による効果を確認した。OHT を眼科
用ワセリンに懸濁したものを麻酔下でマウス
の角膜に塗布し、1 時間後に麻酔を解除する
処置を 5 日間連続で行い、1 週間後に眼球を
摘出して X-gal で染色したところマウス角膜
の上皮細胞と実質細胞に陽性染色が見られ
lacZ 活性が確認された。このことから角膜へ
の OHT 投与は適当であることが確認されたが、
X-gal による検出は角膜を薬品にて固定を行
う必要があることから角膜実質のコラーゲン
線維の変化を観察するのに適当でないものと
考えられた。そこで眼球を固定せずに lacZ 活
性を検出する方法として、lacZ 活性により蛍
光を発する lacZ 基質を入手してその効果を
調べたが、バックグラウンドが非常に高く
lacZ活性を有する細胞を蛍光顕微鏡下で確認
することはできなかった。これらの結果から、
lacZ 活性でCreERT2 活性を確認する方法から
CreERT2 活性により蛍光タンパク質の発現が
変化する系に変更し、その効果を確認した。
Rosa-mTmG マウスは何もしない場合は
tdTomato による赤色蛍光を全身に有し、Cre
リコンビナーゼの活性化により tdTomato の
発現から EGFPの発現に変化する。このマウス
を用いて OHT の角膜塗布による CreERT2 の活
性化の効率を調べたところ、2 日間の投与に
より既に角膜上皮細胞、実質細胞、内皮細胞
での蛍光の変化が確認され、5 日間の連続投
与では蛍光が変化した細胞の割合が大幅に増
加した。角膜実質細胞のみならず内皮細胞も
蛍光の変化が見られたことから本実験で行っ
た OHT 投与方法は角膜組織にて CreERT2 を発
現させるには非常に効果的であることがわか
った。しかしながら 5 日間の投与でも蛍光の
変化が全ての細胞に起こらなかった。この点
については CreERT2 の活性化が完全でないと
いうことも考えられるが、蛍光タンパク質の
ターンオーバーが長く、遺伝子の発現は変化
したもののタンパク質の寿命が長いせいで発
現が残存していることも考えられるため、OHT
投与後長期のインターバルを置いた後の観察

が必要である。またこの蛍光タンパク質の発
現の確認はマウスから眼球を摘出してそのま
ま確認することができたことから、Rosa-mTmG
を用いたマウスを用いる方が角膜組織への影
響を与えずにコラーゲン繊維の解析を行うこ
とができるものと考えられた。この結果を踏
まえ、現在 B3gnt7	 flox/-//Rosa26-CreERT2	
/mTmG を作成しており、このマウスに OHT 塗
布を行う予定である。	

	
(2)	ケラタン硫酸 GAG 分解酵素のクローニン
グと酵素の調製	
ケラタナーゼ II(KII)はケラタン硫酸グリ
コサミノグリカン(KS-GAG)を分解する酵素の
一つで、硫酸化 GlcNAc を認識して糖鎖を切断
する endo-N-acetylglucosaminidase である。
現在、二種類のバクテリア(Bacillus	 sp.	
Ks36 株と Bacillus	 circulans	 KsT202 株)か
ら 酵 素 が 同 定 さ れ て お り 、 Bacillus	
circulans	KsT202 株の酵素は約 200	kDa の膜
タンパク質として cDNA が同定されている。先
行論文により膜結合ドメインを除去した約
165	 kDa の組み換え体 truncated	 KII が KII
活性を有することが報告されている。	
我々は KII の最小酵素活性ドメインを決定
するべくいくつかの deletion	 mutant を作成
して KS分解活性を測定し、約 110	kDa のドメ
イン KII-F7R4 を最小酵素活性ドメインとし
て同定した。同定した KII-F7R4 を大腸菌内で

Fig.	1	OHTによるCreERT2 活性化効果の確認	
Rosa26-CreERT2/mTmG マウスの角膜に OHT-ワセリ
ン塗布を 1 時間／1 日で 2 日から 5 日間連続で行
い、1週間後に CreERT2 活性化による EGFP の発現
を多光子顕微鏡にて観察した。角膜の全層の細胞
にて EGFPの発現が見られる。	



発現させて精製し、組み換え体 KII-F7R4 の特
性を 165kDa の酵素(組み換え体 truncated	
KII) と比較した。その結果、 Bacillus	
circulans	KsT202	KII の最小酵素活性ドメイ
ンは約110	kDaの F7R4部分であることが明ら
かとなった。truncated	KII と比較すると N末
端側は 50	 kDa 程の領域を除去しても活性が
維持されたのに対し、C 末端側は数 kDa 除去
しただけで酵素活性を失ったことからこの領
域は酵素活性維持に重要な構造を含んでいる
と考えられた。truncated	KII と KII-F7R4 の
酵素の性質を比較すると、至適 pH の領域が
F7R4 では大きく狭まっており、また至適反応
温度の領域も低くなっていたことから、F7R4
で除かれた N 末端側領域は酵素の安定性に関
わっているのではないかと考えられた。一方
で、この領域は糖結合領域に相同性のあるド
メイン(CBM_4_9)を含んでいるが、その有無は
糖鎖認識の特異性や酵素活性に関与しないも
のと考えられた。	
角膜への投与には酵素の分子量ができるだ
け小さい方が有利であると考えて最小酵素活
性ドメインの決定を行い、既に報告されてい
る組換え体 KII よりも分子量の小さい酵素を
作成することに成功したが、酵素の至適pHが
狭まってしまい、角膜組織の pHである中性領
域では活性が発揮できなくなってしまったた
め、本酵素を角膜に投与することは効果的で
ないと判断した。現在はエンドβガラクトシ
ダーゼの至適 pHの改変を行っており、中性領
域で効果的に働くケラタン硫酸分解酵素の作
製を試みている。	
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Fig.	 2	 KII のドメイン構造と構築した deletion	
mutants	
これまでに報告されている活性 KII のアミノ酸配
列上の特徴と、本研究で作成した deletion	mutant	
KII の構造を示す。黄色は本研究で明らかとなった
ケラタン硫酸 GAG 分解活性のある KII で、灰色は
不活性 KII を表す。	


