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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）は角膜内皮細胞の進行性の障害により、重症
の視力障害を生じる疾患であるが、原因不明で角膜移植以外に治療法がない。我々は疾患モデル細胞を用いた薬
剤スクリーニングにより、mTOR阻害剤であるrapamycin がFECD患者の角膜内皮細胞死を抑制することを発見し
た。本研究ではmTORシグナルの阻害がFECDにおける角膜内皮細胞死と細胞外マトリックス過剰産生を抑制する作
用機序を、疾患モデル細胞および患者角膜組織を用いた研究により明らかにした。また、mTORノックアウトの作
成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Fuchs endothelial corneal dystrophy (FECD) is a progressive disorder of 
corneal endothelial cells that results in severe visual impairment, but the cause is unknown and 
there is no treatment other than corneal transplantation. We screened drug candidates using cell 
models of the disease and found that the mTOR inhibitor, rapamycin, suppressed corneal endothelial 
cell death in patients with FECD. In the present study, we elucidated the mechanism of action by 
which inhibition of mTOR signaling suppresses corneal endothelial cell death and extracellular 
matrix hyperproduction in FECD by using disease model cells and patient corneal tissue. In addition,
 we have also succeeded in generating mTOR knockout mice.

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　薬物治療　mTORシグナル 　ラパマイシン　創薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FECDの病態の詳細は不明であり薬物療法は存在せず、現在の治療法は角膜移植のみである。本研究はFECDの病態
におけるmTORシグナルの関与の解明につながるものであり、mTORシグナルがFECDにおける角膜内皮障害の治療タ
ーゲットとなる可能性を示した。角膜移植に代わる保存的治療薬の開発は、患者の身体的・経済的負担を軽減す
るのみならず、医療費削減、ドナー角膜の有効利用にもつながるものであり、社会福祉に貢献する極めて重要性
の高い研究である。

※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 
フックス角膜内皮ジストロフィ（Fuchs endothelial corneal dystrophy; FECD）は、角膜の透明性

維持に不可欠な角膜内皮細胞が進行性に障害される疾患であり、進行すると角膜が白濁するこ

とで視力障害を生じる重症疾患である。 

FECD 患者の角膜では、臨床的に①角膜内皮細胞障害と、②細胞外マトリックスの基底膜へ

の異常沈着（guttae）が認められ、細胞障害が進行すると角膜内皮機能不全により角膜が膨潤し

混濁することで重篤な視力障害を生じる。また角膜内皮機能が代償されていても、早期から

guttae による光の散乱により視機能が低下する。現在、FECD に対する唯一の治療法はドナー角

膜を用いた角膜移植である。FECD は特に白人における罹患率が高く（40 歳以上の人口の約 4%）、

世界で行われている角膜移植の原因疾患の第一位（約 40%）を占める重要疾患である。一方、角

膜移植には移植片不全、ドナー不足、拒絶反応などの問題があり、FECD に対する薬物治療の開

発は眼科医療における unmet medical needs である。 

FECD の病態に関して、これまでにミトコンドリア異常、酸化ストレス、小胞体ストレス、

toxic RNA などの関与が報告されているが未だ不明点が多い。申請者は FECD 患者より採取した

角膜内皮細胞を培養し不死化することにより FECD 疾患モデル細胞を樹立した。また、疾患モデ

ル細胞や患者検体を用いた解析により、FECD の病態の本質は「TCF4 遺伝子の角膜内皮におけ

る発現上昇が、TGF-βシグナルの活性化による細胞外マトリックスの過剰産生の原因となり、変

性タンパク質の蓄積が小胞体ストレス応答を介した角膜内皮細胞のアポトーシスを引き起こす」

という仮説を立てた。さらに、疾患モデル細胞に TGF-β を添加すると、小胞体ストレス応答を

介するアポトーシスが生じるという現象を応用し、cell-based の薬物スクリーニング系を構築し

た。 

本スクリーニング系を用いてカスパーゼ 3/7 活性を指標に FDA 承認薬ライブラリー765 種類

の薬剤のスクリーニングを行ったところ、TGF-β刺激により誘導されるカスパーゼ 3/7 活性率を

60%以下に抑制する薬剤が 46 種類あり、なかでも mTOR 阻害剤である rapamycin が細胞死を強

く抑制することを見出した。そこで我々は、mTOR 阻害剤が FECD に対する治療薬として開発

できる可能性があると考え、FECD モデルマウスに mTOR 阻害剤を点眼薬として投与し、 vivo

における効果を検証した。3 ヶ月の点眼により角膜内皮障害が抑制され、有意に高い細胞密度が

維持され、さらに guttae の形成が有意に抑制されることを予備的に確認した。一方で、mTOR 阻

害剤の FECD に対する有用性は薬剤スクリーニングにより見出されたものであり、その作用機

序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、mTOR シグナルの阻害が FECD における角膜内皮細胞死と細胞外マトリック

ス過剰産生を抑制する作用機序を明らかにし、FECD の病態における mTOR シグナルの意義を

解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、mTOR シグナルの活性化がどのように FECD における角膜内皮細胞死と細胞外

マトリックス過剰産生を生じているのかについて in vitro および in vivo の研究を通じてその機序

を明らかにすることを目指した。FECD に対して mTOR 阻害剤が有用であることは、スクリー

ニングにより発見したものであるが、我々は mTOR の文献調査および予備的な実験により、TGF-



β シグナルの活性化が mTOR シグナルを活性化させ、細胞外マトリックス関連タンパク質の過

剰産生をきたしているのではないかという作業仮説を立て、以下の方法で研究を行った。 

（１）mTOR 活性化と細胞外マトリックス産生および小胞体ストレス応答の検討 

FECD 患者由来疾患モデル細胞において rapamycin のみならず他の mTOR 阻害剤や mTOR のノ

ックアウトが、フィブロネクチンや I 型コラーゲンなど細胞外マトリックスの産生を抑制するか

否かを検討した。また、小胞体センサー、ミトコンドリア経路、アポトーシス関連タンパク質の

活性化などを指標に、FECD 疾患モデル細胞における mTOR シグナルの阻害が小胞体ストレス

応答に与える影響を評価した。 

（２）FECD 患者の角膜内皮組織における mTOR シグナルの検討 

角膜移植予定の FECD 患者より事前に書面同意を得て、角膜移植時に採取した角膜内皮を含む

デスメ膜を用いて研究を行った。本研究は、ドイツエルランゲン大学の Kurse 教授との共同研

究として、同志社大学大学院生命医科学研究科の大学院生をドイツに派遣して実施した。 

（３）FECD モデルマウスにおける mTOR ノックアウトの疾患フェノタイプへの影響の検討 

FECD モデルマウス（VIII 型コラーゲン変異マウス）と mTOR ヘテロノックアウトマウスを掛

け合わせることで、mTOR ノックアウトの FECD の角膜内皮の疾患表現型への影響を検討した。

本研究は、大阪大学微生物病研究所の伊川正人教授との共同研究として行った。 
 
４．研究成果 
（１）mTOR 活性化と細胞外マトリックス産生および小胞体ストレス応答の検討 

FECD 患者より採取した角膜内皮から樹立した疾患モデル細胞において、TGF-β刺激により細胞

死を誘導し、mTOR 阻害剤（temsirolimus）および mTOR ノックダウンのフィブロネクチン産生、

小胞体ストレスセンサーおよびカスパーゼ 3 の活性化への影響をウエスタンブロット法にて評

価した。タンパク質合成中に取り込まれる homopropargylglycine（HPG）についても免疫染色に

より評価した。また、mTOR の活性化により形成される eIF4E 複合体の阻害剤である 4E1RCat の

疾患モデル細胞に対する影響も同様に評価した。疾患モデル細胞において TGF-β によりフィブ

ロネクチンの発現が亢進した一方で、temsirolimus および mTOR のノックダウンによりフィブロ

ネクチンの発現は低下した。同様に、temsirolimus によりタンパク質合成中の HPG の取り込みが

抑制された。TGF-βによる小胞体ストレスセンサーの活性化および細胞死は temsirolimus により

抑制された。また、eIF4F 阻害剤は temsirolimus と同様に、TGF-β により誘導されるフィブロネ

クチンの発現亢進、カスパーゼ 3 の活性化、細胞死を抑制した。以上の結果より、mTOR 阻害剤

は eIF4F 複合体の形成を阻害し細胞外マトリックスの過剰産生を抑制することで小胞体ストレ

スを抑制し、FECD における角膜内皮細胞死を抑制する可能性が示唆された。 

（２）FECD 患者の角膜内皮組織における mTOR シグナルの検討 

角膜移植予定の FECD 患者（32 名、年齢 69.6±1.6 歳）より事前に書面同意を得て、角膜移植

時に採取した角膜内皮を含むデスメ膜を用いて研究を行った。コントロールとして正常ドナー

角膜（4 眼、年齢 63.0±13.1 歳）を用いた。ウエスタンブロット法により、mTOR、リン酸化

mTOR、S6K、リン酸化 S6K の発現を評価した。また我々が既に取得した RNAseq のデータよ

り mTOR に関する分子の発現を調べた。その結果、FECD 患者角膜内皮ではコントロールと比

較して、mTOR は 3.20 倍（p<0.01）、リン酸化 mTOR は 1.92 倍（p<0.05）、S6K は 1.34 倍

（p=0.29）、リン酸化 S6K は 1.82 倍（p<0.05）の発現を認めた。mRNA レベルでは、mTOR、

S6K、4EBP1 の発現レベルは FECD 患者とコントロールで有意な差を認めなかった。以上の結

果より、FECD 患者角膜内皮では、コントロールと比べて mTOR および S6K のリン酸化が上昇



しており、mTOR/S6K 経路が活性化していることが示された。  

（３）FECD モデルマウスにおける mTOR ノックアウトの疾患フェノタイプへの影響の検討 

Johns Hopkins 大学から分与された FECD 疾患モデルマウス（VIII 型コラーゲン変異マウス）と

Mtor ノックアウトマウスを交配させたマウス（FECD-Mtor KO マウス）を作製し、20、40、60

週齢時にスペキュラーマイクロスコープを用いて角膜内皮細胞の形態的特徴を解析した。また

採取した角膜内皮細胞の遺伝子発現を調べた。 

また、Mtor 遺伝子はホモ欠損を行うと胚性致死となることが報告されているため、角膜組織

特異的に Mtor 遺伝子の発現を抑制する Mtor コンディショナルノックアウト (cKO) マウスを作

製した。現在、同志社大学において Mtor cKO マウスを FECD 疾患モデルマウスと掛け合わせた

マウス（FECD-Mtor cKO マウス）を作製し、フェノタイプの解析を進めている。 
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