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研究成果の概要（和文）：代表的な遺伝性角膜疾患であるTGFBIジストロフィに対し、CRISPR-Cas9を用いた角膜
局所遺伝子編集の開発を行った。GFPマウスやGFP細胞を用いて検討を行った後、角膜ジストロフィモデルマウス
の角膜にTGFBI遺伝子を切断するウイルスベクターを作成し導入したところ、角膜においてTGFBIの発現が抑制さ
れた。
　また混濁が除去できても視機能が改善しなければ意味がない。代表的なTGFBIジストロフィである顆粒状角膜
ジストロフィ（GCD）と格子状角膜ジストロフィ(LCD）の角膜混濁の視機能に及ぼす影響について検討したとこ
ろ、LCDでは角膜後面の乱視がGCDでは散乱が視力と相関した。

研究成果の概要（英文）：We developed corneal gene editing using CRISPR-Cas9 for TGFBI dystrophy, a 
typical hereditary corneal disease. After conducting studies using GFP mice and GFP cells, we 
created a viral vector that cuts the TGFBI gene and introduced it into the cornea of a corneal 
dystrophy model mouse, which suppressed TGFBI expression in the cornea.
　Even if opacity can be removed, it is meaningless if visual function does not improve. We 
investigated the effect of corneal opacity on visual function in granular corneal dystrophy (GCD) 
and lattice corneal dystrophy (LCD), which are typical TGFBI dystrophies, and found that posterior 
corneal astigmatism in LCD and scattering in GCD were correlated with visual acuity.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
角膜ジストロフィに対しては現時点で根治療法はなく、角膜移植やレーザーなどの外科的に混濁を切除するしか
方法がない。しかし移植をしても必ず再発が生じてします。本研究は角膜ジストロフィに対して根治療法を可能
にする画期的な取り組みである。また角膜ジストロフィ患者がどのような視機能異常を呈しているのかに関して
も全くわかっていなかったため、今回臨床研究も行い、混濁の除去のみならず、角膜の不整も改善しないことに
は視機能の改善が難しい例があることもわかった。
今後これらの研究がさらに発展することにより、遺伝性疾患で苦しむ方への一助となると考えられる。

※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 

⾓膜は眼球の表⾯に位置する無⾎管透明組織であり、健全な視機能を得るためには、⾓膜
には混濁がなく透明であることが必須条件である。しかし様々な疾患で⾓膜には混濁が⽣
じ、強い混濁では重篤な視機能低下をもたらす。⾓膜混濁を⽣じる疾患には様々なものが
あり、⾓膜ジストロフィもその⼀つである。⾓膜ジストロフィとは遺伝性の⾓膜変性疾患
のことを指し、両眼に進⾏性の⾓膜混濁を来す疾患である。現在22種類の⾓膜ジストロフ
ィが同定されているが、本邦を含むアジア諸国ではtransforming growth factor-beta-indu
ced (TGFBI)遺伝⼦（別名βig-h3, またはケラトエピテリンとも呼ばれる）の点変異によ
って⽣じるTGFBI⾓膜ジストロフィの頻度が⾼い。TGFBI⾓膜ジストロフィには、顆粒状
⾓膜ジストロフィ（I型、II型）、格⼦状⾓膜ジストロフィ、Reis-Buckler⾓膜ジストロフィ、
Thiel Behnke⾓膜ジストロフィの5種類が存在し、中でも顆粒状⾓膜ジストロフィII型と格
⼦状⾓膜ジストロフィの頻度が⾼いことが知られている。TGFBI⾓膜ジストロフィはTGF
BI遺伝⼦の点変異により合成された変性TGFBIタンパクが⾓膜に沈着していると考えら
れており、顆粒状⾓膜変性症II型では、⾓膜実質にヒアリンやアミロイドが、格⼦状⾓膜変
性症では⾓膜実質にアミロイドがそれぞれ⾓膜実質に徐々に沈着することで、⾓膜混濁が
進⾏する。また本疾患群では⾓膜びらんが頻発することもあり、患者の多くは激しい眼痛
と羞明に悩まされるだけでなく、⾓膜びらんが繰り返すことにより、さらなる⾓膜混濁の
進⾏を招く。原因遺伝⼦はTGFBI遺伝⼦と同定されているものの、現在のところ⾓膜混濁
や⾓膜びらん発症のメカニズムは全く解明されていない。 
 現在TGFBI⾓膜ジストロフィに対する有効な薬物治療法はなく、⾓膜混濁進⾏による
視機能低下を⽣じた患者に対しては、エキシマレーザーを⽤いた治療的⾓膜切除（photot
herapeutic keratectomy, PTK） や⾓膜移植による外科的治療が⾏われる。PTKは⽐較的
低侵襲な術式で、⾓膜厚が残っていれば複数回⾏えるが、遠視化や反応性の混濁（haze）
を⽣じることが問題となる。⾓膜移植は⻑期にわたり混濁を除去可能であるが、侵襲が⼤
きく、移植に伴う重篤な合併症も多い。さらに本邦では、ドナー⾓膜の供給が不⼗分であ
るという問題点もある。しかし、最も重要な問題は、これらの治療を⾏っても患者の遺伝
情報が代わるわけではないので、PTK、⾓膜移植ともに術後いずれは⾓膜混濁が再発して
しまうことである。よってTGFBI⾓膜ジストロフィでは、⾓膜混濁や⾓膜びらん発症メカ
ニズムの解明とともに、PTKや⾓膜移植にかわる新たな治療法の開発が望まれている。ま
たTGFBI⾓膜ジストロフィで⽣じる⾓膜混濁が、具体的にどのように視機能に影響して
いるか、という臨床的な疑問も未解決なままである。 
 TGFBI⾓膜ジストロフィは遺伝性疾患であるため、安全かつ効果的な遺伝⼦治療が可
能であれば、それが根治療法となる。近年急速に遺伝⼦編集技術が発達し、特にclustered
 regularly interspaced short palindromic repeat(CRISPR)- CRISPR-associated 9 (CRI
SPR-Cas9) システムは、簡便かつ効率的に遺伝⼦編集を可能にした。元来このシステム
は細菌がウイルスやプラスミドなどの遺伝的要素の侵⼊物を標的にし、それを排除するよ
うに備わった獲得免疫機構であり、近年本システムを応⽤したゲノム編集が⼤変盛んであ
る。具体的には、ターゲット部位を含む相補的な配列をもつガイドRNA（gRNA）とCas9
の複合体が細胞に導⼊されると、ターゲットの⼆本鎖DNAを切断する（double strand b
reak, DSB）。切断後は、⾮相同性末端結合（non-homologous end joining, NHEJ）によ
り修復されるか、DSBと同時に正常配列のss DNAを遺伝⼦導⼊することにより、相同組
み替え修復（homology direct repair, HDR）が⽣じることが知られている。 
 申請者は過去に代表的なTGFBI⾓膜ジストロフィである顆粒状⾓膜変性症II型（GCD2,
 TGFBI遺伝⼦R124H変異）の⼿術検体から得られた培養⾓膜実質細胞に対し、CRISPR-
Cas9とssDNAによるHDRを検討したところ、R124H変異を正常配列に戻すことに成功し
た（Taketani Y et al. Sci Rep 2017）。さらに、混濁のメカニズムの解明や新たな治療
法の検証のため、格⼦状⾓膜変性症I型（LCD1, TGFBI遺伝⼦R124C変異）のモデルマウ
スの作製を⾏い、それに成功した（Kitamoto K et al. Sci Rep 2020）。 
 

 



２．研究の目的 
以上の背景から本研究では、CRISPR-Cas9を⽤いた⾓膜局所遺伝⼦編集の開発に取り組
むことを⽬的とする。また混濁が除去できても視機能が改善しなければ意味がない。そこ
でTGFBIジストロフィ患者における角膜混濁の視機能に及ぼす影響について、前眼部光干

渉断層系（前眼部OCT）を用いて実際の患者で検討する。 
 
３．研究の方法 

3-1. マウス⾓膜への遺伝⼦導⼊法の探索 
⽣体⾓膜における CRISPR-Cas9遺伝⼦導⼊法の確⽴には GFPマウスを⽤い、GFP発現
をNHEJでノックアウトするレンチウイルスベクターを作製した（GFP-CRISPR）。 
HEK293-GFP細胞で検討後に、マウス⾓膜への検討を⾏った。 

 
3-2. LCD1モデルマウスにおける TGFBI 発現の制御 
LCD1モデルマウスの⾓膜を⽤いて、TGFBI 遺伝⼦発現をノックアウトするウイルス 
ベクターを作製し、⾓膜における TGFBI 発現を検討した。 
また T7 endonuclease assay I を⽤いて編集効率の検討を⾏った。 

 
3-3. TGFBI ジストロフィの⾓膜混濁が視機能に与える影響 
顆粒状角膜ジストロフィ(GCD)あるいは格子状角膜ジストロフィ(LCD)患者の前眼部
OCT を用いて、各種パラメーターと矯正視力との関連について検討した。 

 
４．研究成果 

3-1. マウス⾓膜への遺伝⼦導⼊法の探索 
まずGFP-CRISPR の効果をHEK293-GFP細胞を⽤いて in vitro で検証した。すると遺伝 
⼦導⼊された細胞では蛍光の減弱を認め、FACSでの解析で約 40％の細胞で蛍光検出を認 
めなかった。 
次に GFPマウスの⾓膜に GFP-CRISPR 発現レンチウイルスベクターまたは PBSを注
射し、1 週間後にマウス眼球を摘出し、組織学的に蛍光の発現を検討した。GFP-CRISPR
発現レンチウイルスベクターを注射したマウスにおいて、PBSを注射したマウスと⽐較し
⾓膜上⽪、実質内での GFPによる蛍光の減弱が認められた（図 1）。⼀⽅で⾓膜内⽪での
GFPの発現は両群で同等だった（図 1）。 

図 1.  

 
A. コントロール注射   B. GFP-CRISPR注射 
⾓膜上⽪と実質において、GFP-CRISPR注射（B）では傾向がコントロール（A）と⽐較して蛍
光が減弱しているのがわかる。 
 

3-2. LCD1モデルマウスにおける TGFBI 発現の制御 
TGFBI-R124Cマウス⾓膜に mTGFBI-CRISPR を結膜下注射で導⼊した。1 週間後に⾓膜 
を摘出し、ウエスタンブロットにて TGFBIp の発現をコントロールと⽐較した。コントロ 
ールとして⾮注射、PBS、GFP-CRISPR をコントロールとして⽤意したが、いずれのコン 
トロールとも TGFBIp の発現量に有意差が認められた（図 2）。 

図 2. ウエスタンブロッティング 

 
 



TGFBI-R124Cマウス⾓膜に mTGFBI-CRISPR を注射し、1 週間後に T7 endonuclease I 
assay にて⾓膜における TGFBI 遺伝⼦の切断効率を確認した。⾓膜注射を⾏なっていない
眼では切断されていない 475bp のバンドのみ⾒られたのに対し、注射眼では切断されてい
ない 475bp のバンドに加え、切断に⽣じた 270bp、205bp のバンドが⽣じた（図 3）。編
集効率は 5.33%だった。 

図 3. T7 endonuclease I assay 

 
 

3-3. TGFBI ジストロフィの⾓膜混濁が視機能に与える影響 
LCD 群は GCD 群に比し矯正視力は有意に悪く, また角膜後面の正乱視および不正乱 
視も有意に大きかった. よって LCD では GCD に比べて角膜後面の乱視が強く視力に 
影響を与えている可能性が示唆された.また GCD デンシトメトリー値と視力に負の相 
関があったことから、GCD では散乱（＝角膜混濁）がより強く視力と相関していた。 
よって GCD では混濁の除去が視機能回復に重要であり、LCD では混濁の除去に加え 
て乱視の軽減にも注意を払う必要があると考えられた。 
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