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研究成果の概要（和文）：膠様滴状角膜ジストロフィ(GDLD)の責任遺伝子であるTACSTD2はクローディン1、7と直接結
合するが、TACSTD2のどの細胞外ドメインを欠失させても結合が阻害され、膜貫通ドメイン内にあるAxxxGモチーフをア
ミノ酸置換させると結合が脆弱になった。さらにGDLD角膜では、やや発現量が低下しているものの角膜表層上皮にTJP1
の発現を認め、またGDLD患者から樹立した不死化角膜、結膜上皮細胞についても、細胞境界にTJP1、occludinの発現を
認め、低いバリア機能を持っていることがわかった。この結果から、GDLD角膜では低いレベルでタイトジャンクション
が形成されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： The TACSTD2 protein identified as a causative gene for Gelatinous Drop-Like Corne
al Dystrophy (GDLD) was directly bound to CLDN1 and CLDN7 proteins, and we found that extracellular region
 of the TACSTD2 protein is essential for its binding to the CLDN7 protein. We also found that AxxxG motif 
in the transmembrane domain is important for the binding of the TACSTD2 protein to the CLDN7 protein. Alth
ough the TJP1 protein expression level was found to be somewhat more reduced in the GDLD cornea than in th
e normal human cornea, the TJP1 protein was observed at the apical surface of cornea epithelium. Moreover,
 in the immortalized corneal epithelial cells and conjunctival epithelial cells derived from the GDLD pati
ent, the TJP1 and the occludin proteins were observed to be localized at the cell-to-cell borders, and the
 epithelial barrier function was found to be low.
 The findings of this study indicate that in GDLD corneal epithelial cells, the tight junction is formed o
n the low level.
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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(Gelatinous 

drop-like dystrophy; GDLD)は角膜上皮下の

アミロイド沈着と角膜上皮透過性亢進を特

徴とする常染色体劣性遺伝形式をとる疾患

である。原因遺伝子は、1999 年に連鎖解析と

候補遺伝子解析によって Tumor-Associated 

Calcium Signal Transducer 2（TACSTD2）と

同定されたが、長年にわたり、その機能は不

明であった。 

最近の我々の研究によってTACSTD2タンパク

は claudin(CLDN)1 と CLDN7 タンパクに直接

結合することが明らかとなり、TACSTD2 は

CLDN1とCLDN7をubiquitin-proteasome系の

タンパク分解から保護することでこれらの

タンパクの安定性を高めるとともに細胞内

局在を制御し、タイトジャンクションの形成

に大きく寄与していることが明かとなった。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究結果から、TACSTD2 は CLDN1

と CLDN7 に結合して、ubiquitin-proteasome

系を介するタンパク分解からこれらを保護

していることが示唆された。TACSTD2と CLDN1、

7 との結合部位については TACSTD2 遺伝子の

パラロガス遺伝子であるEpCAMにて膜貫通ド

メインのAxxxGドメインが結合に重要とする

報告があるが、TACSTD2 については不明であ

る。また CLDN1 および CLDN7 のユビキチン化

についてはこれらのタンパクのどのリジン

残基においてユビキチン化が起こっている

のか、またユビキチン化は分解シグナルのも

のであるか、さらに TACSTD2 がどのような分

子メカニズムによって CLDN1、7 のユビキチ

ン化を防止するのかについては全く解明で

きておらず、本研究にて明らかにしたいと考

えている。 

 

 

 

３．研究の方法 

(1) TACSTD2とCLDN1、CLDN7との結合部位に
関する検討 

膜貫通ドメインを維持したままTACSTD2遺
伝子の欠失変異体をいくつか作成し、発現ベ
クターに組み込む。これを不死化ヒト角膜上
皮細胞に導入して、抗エピトープタグ抗体に
て免疫沈降させ、沈降物をCLDN1、CLDN7に対
する抗体でウエスタンブロットして結合状
態を調べる。またTACSTD2タンパクの膜貫通
ドメインのAxxxGモチーフについて、部位特
異的変異導入によってアラニンとグリシン
を片方または両方アミノ酸置換してCLDN1、
CLDN7との結合がどうなるかを検討する。 
 
 (2) CLDN1、CLDN7のユビキチン化について
の検討 

予備検討ではCLDN1にてMG-132処理によっ
てユビキチン化されたCLDN1が蓄積している
ことが認められたが、さらに詳細に検討する。
またユビキチン化が確かに分解を目的とし
た修飾であるかについては、ユビキチンのリ
ジン48を特異的に認識する抗体を用いて検
討する。 

 
(3) TACSTD2遺伝子のノックアウト細胞の樹
立  

本研究は TACSTD2 遺伝子変異の GDLD におけ

る分子病態の詳細な解明が目的であるが、同

時に GDLD の治療への応用についても考えて

いる。その際には GDLD のモデル細胞が必要

となる。モデル細胞としては患者より得られ

た角膜ないし結膜上皮細胞を不死化するこ

とを予定している。予備検討では SV40 large 

T 抗原遺伝子とhTERT遺伝子の導入によって

結膜上皮細胞を不死化することに成功して

おり、同様の方法で樹立することは十分可能

と考えている。 

 

(4) GDLD角膜、およびGDLD患者由来の不死化
角膜上皮細胞、不死化結膜上皮細胞における
タイトジャンクション関連タンパクの発現
についての検討 

GDLD、および GDLD 患者由来の不死化角膜上

皮細胞、不死化結膜上皮細胞について、タイ

トジャンクション関連タンパクである TJP1

や Occludin に対する抗体を用いてタンパク

発現を調べる。 

 



４．研究成果 

(1) TACSTD2とCLDN1、CLDN7との結合部位に
関する検討 

TACSTD2 の細胞外ドメインのどの機能ドメイ

ンを欠失させてもCLDN7タンパクとの結合が

阻害された。また TACSTD2 の膜貫通ドメイン

内にあるAxxxGモチーフのアラニンとグリシ

ンの両方をアミノ酸置換させるとCLDN7との

結合が脆弱になった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 TACSTD2 のいずれの細胞外ドメインを除

いても、CLDN7 との結合が阻害された。 

 

(2) CLDN1、CLDN7 のユビキチン化についての

検討  

免疫沈降実験にて、CLDN1、CLDN7 のユビキチ

ン化を認めないことが明らかとなった。結果、

当初予定していたプロテアーゼ阻害剤によ

る GDLD の治療の可能性は否定的であると判

断した。 

 

(3) TACSTD2遺伝子のノックアウト細胞の樹
立  

GDLD 患者より得られた角膜上皮細胞、結膜上

皮細胞を用いて、SV40 large T 抗原遺伝子

とhTERT遺伝子の導入によって不死化角膜上

皮細胞、結膜上皮細胞を作成することに成功

した。 

 

図 2 

A: 結膜上皮細胞に SV40 large T antigen 遺

伝子を導入した。B:結膜上皮細胞に SV40 

large T antigen 遺伝子および hTERT 遺伝子

を導入した。C: Population Doubling 解析。

D: hTERT および SV40 large T antigen 遺伝

子の発現をウエスタンブロットで確認した。

E:テロメラーゼ活性を TRAP アッセイにて検

出した。 

 

(4) GDLD角膜、およびGDLD患者由来の不死化
角膜上皮細胞、不死化結膜上皮細胞における
タイトジャンクション関連タンパクの発現
についての検討 

GDLD 角膜では正常ヒト角膜組織と比べ、やや

発現量が低下しているものの、角膜表層上皮

の apical に TJP の発現を認めた。また、不

死化角膜および結膜上皮細胞についても、細

胞境界に TJP1、occludin の発現を認めた。

上皮バリア機能は、正常角膜上皮細胞に比べ

て著明な低下を認めるものの、ゼロではなく

 



低いバリア機能を持っていることがわかっ

た。 
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