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研究成果の概要（和文）：フックス角膜内皮ジストロフィ（FECD）は、TCF4遺伝子の第3イントロンにおけるCTG
反復配列の伸長が多くの患者に認められるトリプレットリピート病である可能性が報告されている。一方で、
CTG反復配列の伸長がどのように疾患メカニズムに関係しているかについてはほとんど分かっていない。本研究
は、RNAseqにより網羅的にFECD患者由来の角膜内皮組織における遺伝子の発現変動を明らかにした。変動する遺
伝子群により制御されるシグナルについて、FECD患者由来のモデル細胞を用いて検証した。また、CTGリピート
の伸張配列を有するマウスの作成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Triplet repeat expansion of CTG in TCF4 was reported to be most common 
causative of Fuchs endothelial corneal dystrophy (FECD). However, how CTG repeat induce FECD is 
still unclear. In the current study, we demonstrated dysregulated genes in FECD by the use of 
RNAseq. Subsequently, dysregulated signaling pathways were determined based on RNAseq followed by 
validation study using cultured corneal endothelial cells established from the patients with FECD. 
Additionally, mouse model possessing CTG repeat expansion in TCF4 was generated. 

研究分野：眼科学

キーワード： フックス角膜内皮ジストロフィ　角膜内皮
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研究成果の学術的意義や社会的意義
フックス角膜内皮ジストロフィ（FECD）は、TCF4遺伝子の第3イントロンにおけるCTG反復配列の伸長が多くの患
者に認められるトリプレットリピート病である可能性が報告されている。一方で、CTG反復配列の伸長がどのよ
うに疾患メカニズムに関係しているかについてはほとんど分かっていない。本研究は、RNAseqにより網羅的に
FECD患者由来の角膜内皮組織における遺伝子の発現変動を明らかにした。また、CTGリピートの伸張配列を有す
るマウスの作成に成功した。不明点の多いFECDの病態解明に大きく寄与し、さらには創薬ターゲットの同定につ
ながる成果である考えている。

※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 
 
角膜内皮は角膜を透明に保つために不可欠な組織であるが障害されると角膜は白濁し、重症の
視力障害の原因となる。FECDは約 4%が罹患し（40歳以上、欧米人）、1) 角膜内皮細胞の障害
角膜内皮と 2) 基底膜への過剰な細胞外マトリックス（ECM; extracellular matrix）の沈着を臨床
的な特徴とする、両眼性、進行性の遺伝性疾患である（図 1）。重症化すると失明など重篤な視
力障害に至り、有効な薬物治療が存在しないため、唯一の治療法は角膜移植である。組織学的に
はアポトーシスによる細胞障害の可能性が指摘されているが病態メカニズムの詳細には不明点
が多い。 

FECD は典型的には常染色体優性遺伝形式をとるとされるものの、原因遺伝子についてはごく
一部の患者で COL8A2、SLAC4A11、ZEB1 遺伝子などの変異が認められるとの報告があるが、
多くの患者では長らく不明であった。Baratz らは TCF4 遺伝子の SNP と FECD 患者に強い相関
があることを報告し（N Engl J Med. 2010）、さらには同研究グループのWeibenらが、TCF4遺伝
子の第 3 イントロンにおける CTG 反復配列の伸長が 85%の患者で認められることを報告した
（PLoS One 2012）。我々も Baratz、Weibenらとの共同研究により日本人患者においても CTG反
復配列の伸長が認められることを報告しているが（Nakano, Okumura et al. IOVS. 2015）、その他
の複数の民族においても再現性が確認されており、FECDはトリプレットリピート病である可能
性が高まっている。 
非翻訳領域に反復配列の伸長を有するトリプレットリピート病において、典型的には反復配列
の伸長を有する遺伝子の発現レベルが低下し、疾患の原因となるとされる。例えば、Fragile X 
syndromeでは FMR1の 5’UTRにおける伸長が認められ FMR1の発現の低下が生じる。しかし、
例えば spinocerebellar ataxia type 12では PPP2R2B 遺伝子の 5’UTR における繰り返し配列の伸長
が PPP2R2B 遺伝子の過剰発現の原因となり病態に関わる。FECD患者の角膜内皮における TCF4
遺伝子の発現レベルについては、Mootha、Oldakらは FECD患者と正常者では差がないと報告し
ている一方、Foja らは FECD 患者で低下していると報告しているなど一定の見解は得られてい
ない。 

 申請者は、FECDにおける遺伝的背景がどのように病態を引き起こすのかを明らかにするため
に、TCF4の角膜内皮における発現量変化の正確な解析が解決の糸口であると考えた。そこでエ
ルランゲン大学（ドイツ）の Kruse教授らの共同研究として、400名以上の FECD患者より角膜
移植時に角膜内皮組織および血液ゲノムを採取し独自のライブラリーを構築し、FECD患者の角
膜内皮においてTCF4の発現レベルが約 2倍に亢進していることを明らかにした（投稿準備中）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、申請者が明らかにした FECD患者における TCF4遺伝子の発現の亢進が、ど
のように ECMの過剰産生と角膜内皮細胞死といった FECDの臨床的特徴につながるのかという
ことを明らかにし、FECDの病態解明を行うことである。また、TCF4の第 3イントロンにおけ
る CTG 反復配列の伸長が、TCF4 遺伝子の発現亢進の原因であるのか、そうであればどのよう
なメカニズムであるのかについても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、複数の FECD 患者より樹立したモデル細胞を用いて、CRISPR/Cas9 により TCF4
のノックアウトを行い、シングルセルから培養して TCF4-/-細胞株を作製する。作製した異なる
患者由来の TCF4-/-細胞株において、上皮間葉系移行に関連遺伝子の発現、ECMの産生レベル、
変性タンパク質の蓄積、小胞体ストレス、アポトーシス経路の活性化について解析しする。さら
に、TGF-βによる刺激時の TCF4-/-細胞株の反応について、上記のシグナルを解析しする。これ
らの解析により、申請者が明らかにした FECD患者の角膜内皮における TCF4の亢進が、FECD
の病態を生じる原因であるのかについての答えを得る。 

TCF4の FECDにおける発現レベルの亢進の原因として、1) CTG反復配列の伸長が TCF4の高
発現の直接的原因となり病態を引き起こしている、2) CTG 反復配列により機能不全の TCF4 が
産生されるため病態が生じ、フィードバックとして TCF4 の発現が亢進している、3) 未知の遺
伝的背景により二次的に TCF4が高発現している、という 3つの可能性を想定している。どの仮
説が正しいのかを検証するために、正常者由来の角膜内皮細胞の第 3イントロンに 100回の CTG
反復配列を CRISPR/Cas9を用いてノックインし、TCF4の発現レベルへの影響を検討する。コン
トロールとして第 3イントロンに 20回の CTG反復配列をノックインする細胞を用いる。また、
CTG反復配列のノックイン細胞における、上皮間葉系移行に関連遺伝子の発現、ECMの産生レ
ベル、変性タンパク質の蓄積、小胞体ストレス、アポトーシス経路の活性化について解析する。
これらの解析により上記仮説の 1,2 であるか 3 であるのかについての答えが得られる。一方で、



仮説 1 であるのか 2 であるのかについては、FECD 患者角膜内皮由来の RNA-seq を行うことで
一定の解答が得られると考えている。現在、RNA-seqを実施するために、エルランゲン大学（ド
イツ）と共同で作製したライブラリーを用いた検討が可能となるように、倫理委員会の申請を進
めており本研究期間内に実施する予定である。また、RNAseqにより網羅的に FECD患者由来の
角膜内皮組織における遺伝子の発現変動を明らかにする。 
生体において CTG反復配列の伸長が FECDの原因となりうるのかという疑問に対して、トラン
スジェニックマウスを用いた検討を行う。既に、伊川正人教授（大阪大学・微生物病研究所）と
の共同研究として CTG 反復配列の伸長を有するマウスの作製を進めている。また、TCF4 の機
能不全が角膜内皮に与える影響を検討するために、TCF4 ノックアウトマウスの作製を行った。
ともに今後、角膜内皮において、ECM の産生亢進、変性タンパク質の蓄積、進行性の角膜内皮
障害など FECDの所見が生じるかどうかについて解析を進める。 
 CTG反復配列の伸長を有するマウスにおいて FECDの病態が発生した場合には、ゲノム編集に
より CTG反復配列の伸長を短縮することで FECDの病態の消失の有無を確認する。これらの検
討により、「CTG反復配列の伸長が、FECD発症の原因である」という仮説が証明あるいは否定
することができる。 
 
４．研究成果 
 

FECD 患者より樹立したモデル細胞を用いて、CRISPR/Cas9 により TCF4 のノックアウトを行
い、シングルセルから培養して TCF4-/-細胞株を作製に成功した。TCF4-/-細胞株は TGFβに誘導
される過剰な ECM産生を行わずアポトーシスも抑制された。このことから FECD患者における
TCF4の発現上昇あるいは異常な TCF4の発現が疾患の原因となっている可能性が示された。 
また、RNAseq により網羅的に FECD 患者由来の角膜内皮組織における遺伝子の発現変動を明
らかにした。変動する遺伝子群により制御されるシグナルについて、FECD患者由来のモデル細
胞を用いて検証した。また、CTGリピートの伸張配列を有するマウスの作成に成功した。現在、
長期的な観察を行っており、角膜内皮におけるフェノタイプの検証を行っている。 
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薬剤スクリーニングによるフックス角膜内皮ジストロフィの治療薬の探索
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フックス角膜内皮ジストロフィ患者角膜内皮におけるTCF4発現量の検討

フックス角膜内皮ジストロフィに対するカスパーゼ阻害剤の有用性の検討

フックス角膜内皮ジストロフィにおけるTCF4と上皮間葉転換の関連性の検討

フックス角膜内皮ジストロフィに対するmTOR阻害剤の有用性の検討
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