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研究成果の概要（和文）：角膜上皮細胞のコア転写因子の機能解析を行った。角膜上皮細胞にてOVOL2をノック
ダウンすると上皮細胞の形態から線維芽細胞様の形態に変化し、E-カドヘリンを含む上皮系遺伝子の発現が低下
し、バリア機能も大きく低下した。次に眼の発生に重要な転写因子であるPAX6をCRISPR/Cas9でノックアウトす
ると、角膜上皮特異的タンパクであるケラチン12 (K12)を含む角膜関連遺伝子の発現が低下し、ケラチン1(K1)
やケラチン10(K10)といった皮膚関連遺伝子の発現の上昇を認めた。これらの一連の研究結果から、角膜上皮細
胞の最終分化に必要な転写因子ネットワークを解明できた。

研究成果の概要（英文）：Functional analysis of core transcription factor in human corneal epithelial
 cells (CECs) revealed that CECs with OVOL2 knockdown became fibroblast-like cells, and OVOL2 
knockdown reduced the expression of CEC-specific genes including keratin (K) 12 and E-cadherin, and 
the barrier function of CECs as measured by transepithelial electrical resistance. Next, when PAX6, 
which is an important transcription factor for eye development, was depleted by CRISPR/Cas9 targeted
 for PAX6 in human CECs, CEC-related gene including K12 and K3, was down-regulated, while K1 and 
K10, which were skin-related genes were up-regulated. These results suggest that PAX6 and OVOL2 were
 required for the terminal differentiation of CECs and, maintained the CEC identity.

研究分野：眼科
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１．研究開始当初の背景 

近年、iPS 細胞の発見のように、転写因子、

特に”コア転写因子”が細胞の特異性の確

立において重要であることがわかった。コア

転写因子は多くの下流遺伝子の発現を制御

する事で細胞特異的な機能を発現しかつ維

持しており、角膜上皮細胞の透明性やバリア

機能メカニズムの解明においてもその同定

が必要とされる。 

 

２．研究の目的 

角膜上皮は、重層化した角膜上皮細胞によっ

て構成されている透明性と高いバリア機能

を特徴とする眼表面の組織である。申請者は

これまでに角膜上皮細胞の細胞特異性を決

める６つの転写因子を同定し、皮膚線維芽細

胞から角膜上皮細胞へのダイレクトリプロ

グラミングに成功した。本研究では、これら

の転写因子の角膜上皮細胞における機能と

相互作用について明らかにし、最終的には角

膜上皮の透明性やバリア機能のメカニズム

を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

1) コア転写因子の機能解析を行うために、

まず 6つの転写因子のうち、新規転写因子で

ある OVOL2 を siRNA を用いてヒト角膜上皮細

胞においてノックダウンさせて、細胞形態、

遺伝子発現、バリア機能の解析を行う。 

 

2) OVOL2ノックダウンしたヒト角膜上皮細胞

における網羅的な遺伝子発現解析を行う。 

 

3) OVOL2のターゲットなる結合領域および遺

伝子を網羅的に解析するために、Chromatin 

immunoprecipitation-sequence (ChiP-seq)

お よ び ATAC-seq （ Assay for 

transposase-accessible chromatin using 

sequencing）法によるオープンクロマチン領

域の網羅的解析を行った。 

 

4) 次に眼の発生に重要な転写因子である

PAX6のsgRNAをCRISPR/Cas9一体型であるレ

ンチウィルスベクターにクローニングして

ウィルスを作成し、角膜上皮細胞に遺伝子導

入して、CRISPA/Cas9 でノックアウトしたヒ

ト角膜上皮細胞を作成した。 

 

5) PAX6 をノックアウトしたヒト角膜上皮細

胞を用いて、網羅的な遺伝子発現解析を行っ

た。 

 

４．研究成果 

1) ヒト角膜上皮細胞に siRNA を作用させて

OVOL2 のノックダウンを行った。オフターゲ

ットの可能性も考え、4 つの siRNA を用いた

が、すべての siRNA において同様に OVOL2 の

ノックダウンを確認できた。OVOL2 をノック

ダウンさせたヒト角膜上皮細胞では細胞形

態が大きく変化し、線維芽細胞様の形態をし

めした。また、角膜上皮特異的なタンパク質

であるケラチン 12 および E-カドヘリンの発

現の低下を認めた。さらに角膜上皮バリア機

能が、顕著に低下した（下図）。このことは、

遺伝子発現レベルだけでなく機能的にも角

膜上皮細胞の分化維持に寄与していること

を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) マイクロアレイを用いた、OVOL2 ノックダ

ウンしたヒト角膜上皮細胞の網羅的解析を

行った結果、上皮系遺伝子の発現が低下し、

間葉系遺伝子の発現が上昇した。このことは、

OVOL2 がヒト角膜上皮細胞において上皮関連
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遺伝子を制御することで分化を維持してい

る事を示す。 

 

3) ChiP-seq の解析によって、OVOL2 は直接

ZEB1とZEB2に結合していることが示された. 

次に ATAC-seq 法によるオープンクロマチン

領域の網羅的解析を行ったところ、OVOL2 の

モチーフはヒト線維芽細胞からヒト角膜上

皮細胞にダイレクトリプログラミングされ

た細胞において、クロマチン領域が閉じた遺

伝子領域に有意にモチーフ出現率が高かっ

た。 このことは、OVOL2 が結合することで遺

伝子の転写活性が抑制されたことを示唆し

ており、 ChiP-seq のデータと合わせると

OVOL2 は ZEB1 および ZEB2 を含む間葉系遺伝

子を抑制的に制御することで角膜上皮細胞

の上皮性を維持していることが示された。 

 

4) オフターゲットの可能性も考え、PAX6 に

対する２種類のsgRNAを作成し、CRISPR/Cas9

一体型であるレンチウィルスベクターにク

ローニングし、ウィルス作成後、PAX6 ノック

アウトヒト角膜上皮細胞を樹立し、PAX6 タン

パクの発現が消失していることを確認した。 

 

5) マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発

現の解析の結果、角膜上皮特異的タンパクで

あるケラチン 12 (K12)、K３を含む角膜関連

遺伝子の発現が低下し、ケラチン 1(K1)やケ

ラチン 10(K10)といった皮膚関連遺伝子の発

現の上昇を認めた。またこの遺伝子発現変化

はタンパク発現においても同様の変化を認

めた。この事は、PAX6 が角膜上皮細胞の特異

性を規定する重要な因子であることを示し、

かつ非角化粘膜上皮と粘膜上皮の特徴をき

める重要な転写因子であることを示した。 
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