
大阪大学・大学院医学系研究科・特任准教授（常勤）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2018

クローディンの多量体形成に着目した膠様滴状角膜ジストロフィの病態解明

Unveiling of the molecular pathogenesis of gelatinous drop-like dystrophy in a 
view of multimerization of claudin proteins

６０３４７４５８研究者番号：

川崎　諭（Kawasaki, Satoshi）

研究期間：

１８Ｋ０９４４６

年 月 日現在  ５   ５ ２７

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：膠様滴状角膜ジストロフィ(GDLD)は、角膜上皮細胞におけるタイトジャンクション機
能が低下することが知られているが、本研究以前においてはTACSTD2遺伝 子の機能喪失性変異がタイトジャンク
ションの機能低下を導くメカニズムは明らかでなかった。
本研究により我々はTACSTD2遺伝子およびそのパラログ遺伝子であるEpCAM遺伝子はク ローディン1および7のオ
リゴマー形成に関わり、それらが発現しない状況下ではクローディン1および7が凝集体を形成することを明らか
にした。このことがGDLD の角膜上皮細胞においてタイトジャンクション機能が低下する主要なメカニズムであ
ると考えられた。 

研究成果の概要（英文）：GDLD is known to cause impaired tight junction function in corneal 
epithelial cells, but prior to this study, the mechanism by which loss-of-function mutations in the 
TACSTD2 gene lead to impaired tight junction function had not been clarified.
In this study, we show that the TACSTD2 gene and its paralogous gene, the EpCAM gene, are involved 
in the formation of claudin 1 and 7 oligomers, and that in the absence of the expression of TACSTD2 
and EpCAM genes, claudins 1 and 7 form aggregates. This may be the primary mechanism for the 
impaired tight junction function in GDLD corneal epithelial cells.

研究分野： 眼科学

キーワード： 遺伝性角膜ジストロフィ　膠様滴状角膜ジストロフィ　クローディン　タイトジャンクション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠様滴状角膜ジストロフィ(GDLD)は世界的にはまれな疾患であるが本邦では比較的見られる疾患である。それま
でにGDLDにおいてタイトジャンクション機能が低下することは知られていたが、その詳細な分子病態は不明であ
った。本研究によってTACSTD2あるいはEpCAM遺伝子が発現しない状況ではクローディン1および7タンパクが多量
体形成して凝集することが明らかとなった。凝集したクローディンタンパクは恐らく小胞体に関連した分解シス
テムによって分解され、タイトジャンクション機能の低下につながるものと推察される。本邦で比較的みられる
GDLDの分子病態がより詳細になったことで創薬などへの発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

膠様滴状角膜ジストロフィ(GDLD)は、常染色体劣性遺伝を示す疾患で、tumor-associated 
calcium transducer 2 (TACSTD2)遺伝子の両アリルの機能喪失性変異によって生じる。（文献１） 
GDLD は 10 歳代に発症することが多く、両眼性に角膜にアミロイド沈着による隆起性病変が出
現し、経過とともにその数と量が増し、視力を低下させる疾患である。（文献２）アミロイドの
原因タンパクは涙液中に存在するラクトフェリンであることが明らかとなっており、（文献３）
涙液中のラクトフェリンが角膜組織に浸透してアミロイドを形成し角膜実質内で沈着するもの
とされている。しかしながらどのようなメカニズムによって TACSTD2 遺伝子機能の喪失がラク
トフェリンのアミロイド沈着につながるのかは明らかではなかった。 

我々は研究開始以前にTACSTD2遺伝子産物であるTACSTD2タンパクがタイトジャンクション
構成タンパクのクローディン 1 および 7 と直接結合することを免疫沈降実験で明らかにした。
さらに Proximity ligation assay によって TACSTD2 タンパクがクローディン 1, 4 および 7と
距離的に近接していることを明らかにした。さらにクローディン 1および 7が GDLD 患者の角膜
上皮細胞において正常な角膜上皮細胞と比較して著明に発現減少していることを明らかにした。
（文献４）これらのことから、TACSTD2遺伝子の機能喪失性変異によってTACSTD2タンパク発現
が消失し、そのことが何らかのメカニズムによってクローディン 1 および 7 の発現減少を来し
ており、最終的にタイトジャンクション機能を低下させ、涙液中のラクトフェリンが角膜組織
に浸透しアミロイドの形成に至るものと推察された。 

しかしながら、TACSTD2 遺伝子の機能喪失性変異がどのようなメカニズムによってクローデ
ィン 1 および 7 の発現減少を来たしてタイトジャンクション機能の低下に結びつくのかについ
ては研究開始時点においては仮説さえない状況であった。 

 
２．研究の目的 

角膜上皮細胞で発現するクローディンの主なものはクローディン1、4および7であったが、
そのうちクローディン 1 および 7については GDLD の角膜上皮細胞において著しい発現低下を来
していた。クローディン 1 および 7 については分子進化上も類似しており、恐らく同じメカニ
ズムによって発現低下を来すものと我々は推測していた。免疫染色を詳細に観察すると、GDLD 
の角膜上皮細胞においてクローディン 1 および 7 は完全に発現消失しているわけではなく、細
胞膜上や細胞質内においてやや粒子状の局在を示していた。一般的にクローディンはモノマー
で機能するというよりも数個程度のオリゴマーを形成することが知られている。我々は
TACSTD2遺伝子の機能喪失性変異によって、クローディン1および7が適切なオリゴマーを形成
せずに凝集体となることがタイトジャンクション機能を低下させるのではないかと考えた。本
研究の目的は、この仮説のもとで TACSTD2 遺伝子の機能喪失性変異がどのようなメカニズムに
よってタイトジャンクション機能の低下を導くかについて明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

本研究を行うにあたり、まずモデル細胞を作製した。HeLa 細胞にテトラサイクリン制御下
に TACSTD2 遺伝子を発現するレンチウイルスを感染させ、さらに恒常的にクローディン 7 遺伝
子を発現させるレンチウイルスを感染させた細胞を作製した。このモデル細胞ではテトラサイ
クリンで誘導する前は細胞質クローディン 7 が局在していたが、テトラサイクリンで誘導する
と 24 時間程度でクローディン 7が細胞膜に局在するようになる。 

HeLa 細胞は子宮頸がん由来の細胞で上皮系細胞とされているが、EMT を起こしているために
E-cadherin 発現を消失している。そのため、タイトジャンクション機能を測定するための
Trans-epithelial resistance (TER)の測定による評価ができない。そこで我々は不死化ヒト角
膜上皮細胞（HCE-T, RCB2280）をベースとしたモデル細胞についても作製した。まず最初に
HCE-T 細胞を限界希釈法によってリクローニングし、細胞形態の異なる２種類の細胞に分離し
た。ひとつは上皮バリア機能が強い細胞で、もう一つはバリア機能が比較的弱い細胞であった。
上皮バリア機能が強いクローンの一つを選択し、CRISPR-Cas9テクニックによってTACSTD2遺伝
子を両アリルにおいてノックアウトした細胞（TACSTD2_KN_HCE-T 細胞）をクローニングした。
この TACSTD2_KN_HCE-T 細胞について調べたところ、予想とは異なりクローディン 1および 7の
発現はノックアウトしていない細胞とほぼ同程度であり、TER についてもやや減少した程度で
あった。TACSTD2 遺伝子には EpCAM というパラログ遺伝子が存在するため、EpCAM 遺伝子が機能
代 償 し て い る 可 能 性 を 考 え 、 さ ら に EpCAM 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し た 細 胞
（TACSTD2_EpCAM_DKN_HCE-T 細胞）を作製した。 TACSTD2_EpCAM_DKN_HCE-T 細胞においてはク
ローディン 1 および 7 の発現はノックアウトしていない細胞と比較して著明に低下しており、
TER についても、TACSTD2_EpCAM_DKN_HCE-T 細胞においてはノックアウトしていない細胞と比較
して著明に低下していた。 

これらの細胞をもちいてウエスタンブロット、免疫染色、Blue Native PAGE によって
TACSTD2 タンパクの発現がクローディン 1 および 7の発現に与える影響について調べた。 



 
４．研究成果 

テトラサイクリン誘導前、つまり TACSTD2 遺伝子を発現しない状況ではクローディン 7 タン
パクはモノマーに加えてダイマー、トリマー、テトラマー・・・と高分子のラダーパターンを
示した。（図１，図２）このことは TACSTD2 タンパクが発現しない状況ではクローディン 7タン
パクはマルチマーとなっているのではないかという我々の仮説を支持するものであった。また
Blue Native PAGE を用いて非変性条件でのクローディン検討したところ、CLDN7 タンパクは
TACSTD2 タンパクが存在しない状況では高分子域に泳動され、TACSTD2 タンパクが存在する状況
では低分子域に泳動される成分が出現することがわかった。（図３，図４）これらのことから、
クローディン 1 および 7 タンパクはマルチマーを形成しやすい cohesive なタンパクであり、
TACSTD2 タンパクは恐らくそれらと結合して過剰なマルチマー形成を抑制してオリゴマー形成
を促しているのではないかと考えられた。過剰なマルチマーとなったクローディン 1 および 7
は恐らく細胞膜へとトラフィックされずに小胞体内にとどまり、ERAD などの小胞体とカップル
したタンパクのクオリティコントロールシステムによって異常タンパクと認識されて分解され
るものと推察される。 

以上のことから、TACSTD2 遺伝子および EpCAM 遺伝子はクローディン 1 および 7 のオリゴマ
ー形成に関わり、それらが発現しない状況下ではクローディン 1 および 7 が凝集体を形成する
ことが明らかとなり、このことが GDLD の角膜上皮細胞においてタイトジャンクション機能が低
下するメカニズムであると考えられた。 
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