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研究成果の概要（和文）： 

本研究では膠様滴状角膜変性症（GDLD）の原因遺伝子である TACSTD2 遺伝子が GDLD の病態にど
のように関わっているかについて検討し、治療法の開発についても検討した。TACSTD2 タンパ
クは 1 型膜タンパクであり、１個の膜貫通ドメインと短い細胞内領域を持っている。免疫沈降
実験によって TACSTD2 タンパクはタイトジャンクション関連タンパクの一つであるクローディ
ン 1および 7 と結合することが明らかとなった。また TACSTD2 遺伝子に対する shRNA を用いて
角膜上皮細胞においてノックダウンを行うとクローディン１，７のみならず他のタイトジャン
クション関連タンパクの細胞内局在が変化し、同時に上皮バリアー機能の低下を来たした。GDLD
より手術時に得た角膜組織を用いてクローディン１、４、７タンパクの発現を免疫染色および
ウエスタンブロットで検討したところ、GDLD 患者角膜では正常角膜に比べこれらのタンパクの
発現が著しく低下していた。レーザーマイクロキャプチャー法にて角膜上皮を組織切片より採
取して定量 PCR を行うと、mRNA レベルではクローディン１、４、７遺伝子の発現は変化してい
なかった。そこで HeLa 細胞に TACSTD2 およびクローディン１、４、７遺伝子を共導入したとこ
ろ、TACSTD2 と共導入している時にはクローディン１、７タンパクの発現が亢進した。またプ
ロテアソーム阻害剤である MG-132 で処理した場合にもクローディン１、７タンパクの発現が亢
進した。これらのことから TACSTD2 タンパクはクローディン１、７タンパクのユビキチン・プ
ロテアソーム経路によるタンパク分解を阻害してタイトジャンクション機能を正に制御してい
るものと推測された。そこで免疫沈降実験でクローディン１および７が実際にユビキチン化さ
れているかどうかを検討したが、これらのタンパクはユビキチン化されていないことが明らか
となった。このことは GDLD 患者由来の不死化角膜上皮細胞に MG-132 を処理しても上皮バリア
機能が改善しないことからも確からしい結果であると判断した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we sought to investigate the mechanism by which the loss of function 
mutation of the TACSTD2 gene – the responsible gene for gelatinous drop-like dystrophy 
(GDLD) – is involved in the pathogenesis of the GDLD, as well as to develop a therapy 
for this disease. The TACSTD2 gene encodes a type I membrane protein with 1 transmembrane 
domain and a short intracellular region. We found that the TACSTD2 protein binds to the 
claudin 1 and 7 proteins, which are major components of epithelial-tight-junction-using 
immunoprecipitation assay. We also found that if we knocked down the TACSTD2 gene, the 
subcellular localization of the tight-junction-related proteins, including the claudin 
1 and 7 proteins, was significantly altered with the decrease in epithelial barrier 
function. We also found that the expression level of the claudin 1, 4, and 7 proteins 
in the corneal epithelium of GDLD patients was significantly decreased, while their mRNA 
level was unchanged compared to normal corneal epithelium. We transduced the claudin 1, 
4 or 7 gene to HeLa cells, with or without the TACSTD2 gene, and found that the expression 
level of claudin 1 and 7 was significantly increased when they were co-transduced with 
the TACSTD2 gene. We next treated the HeLa cells, which were transduced with the claudin 
1 or 7 gene, with MG-132, a strong proteasome inhibitor. In accordance with the above 
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results, we found that the MG-132 treatment significantly increased the expression level 
of the claudin 1 or 7 proteins. These data suggest that the TACSTD2 protein has a protective 
role against the protein degradation of claudin 1 and 7, possibly through the 
ubiquitin-proteasome protein degradation pathway. We next investigated the 
ubiquitination of the claudin 1 and 7 proteins using immunoprecipitation assay. However, 
we unexpectedly found that the claudin 1 and 7 proteins were not at all ubiquitinated. 
This was in good agreement with the results that the epithelial barrier function of 
immortalized corneal epithelial cells derived from a GDLD patient was not improved by 
the treatment of MG-132. 
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１．研究開始当初の背景 

TACSTD2(Tumor-associated calcium 
signal transducer 2)遺伝子は 1999 年に
Tsujikawa らによって膠様滴状角膜変性症
(Gelatinous drop-like dystrophy; GDLD)の
原因遺伝子であることが解明され、その後も
数多くの変異が報告されている。GDLD は日本
に多い疾患で、角膜上皮直下にアミロイド沈
着が生じる疾患として 1914 年に中泉によっ
て初めて報告された疾患である。アミロイド
構成タンパクとしてはラクトフェリンが主
成分であることが判明している。GDLD では角
膜上皮透過性が著明に亢進し、タイトジャン
クション機能が低下していることが明らか
となっており、角膜内に浸透した涙液構成タ
ンパクが断片化や架橋形成などによるタン
パク変性の結果、不溶性のアミロイド原線維
を形成して沈着するものと推測されている。
しかしながら TACSTD2 遺伝子変異がどのよう
なメカニズムによってタイトジャンクショ
ン機能に影響しているのかは研究開始当初
は全く知られていなかった。 

 
２．研究の目的 

本研究の目標は TACSTD2 遺伝子・タンパ
ク機能の詳細な理解とそれに基づく GDLD の
病態の分子レベルでの完全解明であり、最終
的にはそれらの成果に基づいて GDLD の治療
法を開発することを考えていた。本研究期間

の３年間にTACSTD2遺伝子変異がどのような
メカニズムによってタイトジャンクション
機能に影響しているのかを明らかにすると
ともに、プロテアソーム阻害剤による GDLD
の治療の可能性を検討したいと考えている。 

 
３．研究の方法 

1. TACSTD2遺伝子、クローディン１、４お
よび７のノックダウンによる上皮バリ
ア機能変化の検討 

GDLD 患者では角膜上皮バリア機能が著名に
低下しているが、このことが TACSTD2 遺伝子、
クローディン１、４および７のノックダウン
によって in vitro で再現可能かどうかにつ
いて検討する。方法としては不死化ヒト角膜
上皮細胞に対し、shRNAにてTACSTD2遺伝子、
クローディン１、４および７をノックダウン
してトランスウエル上に播種し、ボルトメー
ターにてTER(trans-epithelial resistance)
の経時的変化を調べる。 
2. TACSTD2タンパクとタイトジャンクショ

ン関連タンパクとの結合に関する検討 
TACSTD2遺伝子の機能喪失性変異によって角
膜上皮バリア機能の低下が臨床的に認めら
れることから、TACSTD2タンパクはタイトジ
ャンクションと機能的に関連している可能
性が示唆される。そこで免疫沈降実験および
Proximity Ligation Assay (PLA)によって
TACSTD2タンパクとタイトジャンクション関



連タンパクとの結合を検討した。 
3. クローディン１、４および７の安定性に

関する検討 
クローディン１、４および７はGDLD患者の角
膜上皮細胞では発現していないことから、
TACSTD2遺伝子の機能喪失によって細胞膜上
より消失することが考えられる。そこでHeLa
細胞にTACSTD2遺伝子およびクローディン１、
４および７を強制発現させ、TACSTD2遺伝子
がある場合とない場合でクローディン１、４
および７の発現がどうなるかを免疫染色に
て検討する。また細胞膜上からの消失がユビ
キチン・プロテアソーム系を介した分解反応
によって制御されているかどうかを調べる
ため、TACSTD2遺伝子を強制導入したHeLa細
胞において、プロテアソーム阻害剤である
MG-132で処理してクローディン１、４および
７の発現がレスキューされるかどうかを検
討する。 
4. GDLD角膜上皮におけるクローディン１、

４および７の発現に関する検討 
GDLD患者より手術時に採取した角膜組織の
凍結切片を作製しクローディン１、４および
７に対する免疫染色を行う。またレーザーマ
イクロキャプチャー法で上皮細胞だけを採
取してRNAを採取し、逆転写後に定量PCR法に
てクローディン１、４、および７の発現を定
量した。 
5. ミスセンス変異によって生じる GDLD の

妥当性の検討 
これまで報告された GDLD の多くは TACSTD2
遺伝子のノンセンス変異あるいは欠失変異、
挿入変異であり、これらによって膜貫通ドメ
インの N末端側で翻訳が終了するために機能
喪失となるものと考えられる。しかしながら
少数の GDLD 家系ではミスセンス変異による
アミノ酸置換が報告されており、これらが本
当に GDLD の原因となるかは疑問が残る。そ
こで内因性 TACSTD2 mRNA はノックダウンす
るが、コーディング配列のみの外因性
TACSTD2 mRNA はノックダウンしないよう、
TACSTD2遺伝子の3’UTRに siRNAをデザイン
する。これをミスセンス変異を加えた
TACSTD2 遺伝子発現ベクターとともに不死化
ヒト角膜上皮細胞に共導入して、上皮バリア
機能が野生型 TACSTD2 遺伝子を共導入した場
合と比較して検討し、ミスセンス変異が病的
変異であるかどうかを調べる。 
6. プロテアソーム阻害剤による GDLD 治療

の可能性の検討 
GDLD 患者ではクローディン１、４および７が
細胞膜上より消失する。このことが角膜上皮
バリア機能低下の直接の原因であるとする
と、その安定性を高めることが GDLD の治療
となりうるのではないかと考えられる。そこ
でまず培養ヒト角膜上皮細胞を様々な種類
の様々な濃度のプロテアソーム阻害剤にて

処理して細胞毒性、細胞増殖、アポトーシス
について検討する。またウサギにプロテアソ
ーム阻害剤を点眼して同様の検討を行う。さ
らに倫理委員会の承認を得た上で GDLD 患者
に対し細胞毒性の少ない濃度域のプロテア
ソーム阻害剤を点眼し、上皮バリア機能が回
復するかどうかをフルオロメーターにて調
べる。また現時点では存在しないが、TACSTD2
のノックアウトマウスが今後作成された際
にはそれを用いて同様の検討を行う。 
 
４．研究成果 
1. TACSTD2遺伝子、クローディン１、４お

よび７のノックダウンによる上皮バリ
ア機能変化の検討 

TACSTD2、クローディン１、４および7に対す
るshRNA発現レンチウイルスを作製した。こ
れを不死化角膜上皮細胞（HCE-T）に感染さ
せたところ、上皮バリア機能の著しい低下が
認められた。（図１） 
 

図１ TACSTD2遺伝子(A)、クローディン１
(B)、４(C)および７(D)のノックダウンによ
り、上皮バリア機能の著しい低下を認めた。 
 
2. TACSTD2タンパクとタイトジャンクショ

ン関連タンパクとの結合に関する検討 
TACSTD2タンパクに対する抗体を用いて免疫
沈降実験を行い、得られたサンプルに対して
ウエスタンブロットを行った。検討したタイ
トジャンクション関連タンパクのうち、クロ
ーディン１および７は明確なバンドが得ら
れた。（図２: A）またPLAアッセイではTACSTD2
タンパクとクローディン１、４および７、
Zo-1の間に明瞭なシグナルが得られた。（図
2: B）免疫沈降実験とPLAアッセイの結果の
違いは前者が分子同士の結合を見ているの
に対し、後者が分子同士の距離を見ているた
めに起こるのではないかと推測され、少なく
とも両者でシグナルの得られたクローディ
ン１および７についてはTACSTD2タンパクと
結合している可能性は極めて高いものと考
えられた。免疫沈降実験結果をさらにサポー
トするためプルダウンアッセイを試みたが、
TACSTD2タンパクの全長の大腸菌での発現が



困難であったため、断念した。 

図２ 
A: TACSTD2タンパクに対する抗体を用いた免
疫沈降実験においてクローディン１および
７は明確なバンドが得られた。 
B: PLAアッセイにおいてTACSTD2タンパクと
クローディン１、４および７、TJP2の間に明
瞭なシグナルが得られた。 
 
3. クローディン１、４および７の安定性に

関する検討 
HeLa細胞にTACSTD2遺伝子とクローディン１、
４および７を強制導入し、それぞれのクロー
ディンタンパクに対して免疫染色した。
TACSTD2が共導入されている場合はクローデ
ィン１および７の発現はない場合に比較し
て著しく亢進していた。（図３: A）またク
ローディン１、４および７を強制導入しHeLa
細胞に対してMG-132の処理を行うとクロー
ディン１と７では発現の増加が認められた。
（図３: B）一方でクローディン４について
は共導入実験とMG-132処理実験のどちらで
も発現量に変化はなかった。これらの結果は
クローディン１および７はユビキチン・プロ
テアソーム系のタンパク分解システムによ
って分解されることを示唆している。 

図３ 
A: HeLa細胞にTACSTD2遺伝子とクローディン
１、４および７を強制導入し、さらにTACSTD2
を共導入すると、共導入されている場合はク
ローディン１および７の発現はない場合に

比較して著しく亢進していた。 
B: クローディン１、４および７を強制導入
したHeLa細胞に対してMG-132の処理を行う
とクローディン１と７では発現の増加が認
められた。 
 
4. GDLD角膜上皮におけるクローディン１、

４および７の発現に関する検討 
GDLD患者角膜ではクローディン１、４および
７タンパクのすべてで発現量の著しい低下
が認められた。（図４: A）一方でRNAレベル
では正常角膜上皮と同レベルの発現量であ
った。（図４: B）このことは上記で示唆さ
れたクローディン遺伝子のタンパクレベル
での分解がGDLD患者角膜上皮で起こってい
ることを示唆する。 

図４ 
A: GDLD患者角膜ではクローディン１、４お
よび７タンパクのすべてで発現量の著しい
低下が認められた。 
B: RNAレベルではGDLD患者角膜のクローディ
ン１、４および７は、正常角膜上皮と同レベ
ルの発現量であった。 
 
5. ミスセンス変異によって生じる GDLD の

妥当性の検討 
部位特異的変異導入法を用いて TACSTD2 遺伝
子にこれまで報告のあったミスセンス変異
を導入し、レンチウイルスベクターに組み込
んだ。また TACSTD2 遺伝子の 3’UTR 領域に
対する shRNA 発現レンチウイルスを作製した。
HCE-T 細胞に shRNA レンチウイルスを感染さ
せたところ、予想通り上皮バリア機能の低下
が認められた。しかし野生型の TACSTD2 遺伝
子をこの細胞に共導入しても上皮バリア機
能の改善は認められず、さらに HCE-T 細胞に
野生型 TACSTD2遺伝子を導入した場合でも上
皮バリア機能の低下が認められたため、この
実験系による判定は困難と判断し中断した。
GDLD 患者由来の不死化角膜および結膜上皮
細胞の樹立に成功しているので、機会があれ
ばこれらの細胞で再度検討したいと考えて
いる。 



6. プロテアソーム阻害剤による GDLD 治療
の可能性の検討 

免疫沈降実験によってクローディン１およ
び７はユビキチン化しないことが明らかと
なった。（図５）そのため、当初考えていた
プロテアソーム阻害剤による GDLD の治療の
可能性は困難であると判断した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ HeLa 細胞にクローディン１を強制導
入し、上清（lane1, 2）および免疫沈降物（lane 
3,4）を抗ユビキチン抗体でブロットすると
免疫沈降物にはバンドが検出されなかった。 
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