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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)と類似した臨床像を示す二次性角膜アミロイドーシ
スの角膜は、TACSTD2、CLDN1、CLDN7のいずれも発現しており、角膜へのアミロイド沈着のメカニズムがGDLDと
異なる可能性がある。
GDLD患者由来の不死化角結膜上皮細胞では正常由来細胞と比べると、PKC-αの発現が上昇しており、TACSTD2遺
伝子を導入すると、CLDN1、CLDN7の発現が回復し、PKC-αの発現が低下した。さらに、PKC-α阻害剤処理によ
り、GDLD細胞でのPKC-αの発現が低下し、CLDN1の発現がわずかに回復した。以上の結果から、GDLDの病態にお
いてPKC-αの関与が示された。

研究成果の概要（英文）： In the cornea of secondary corneal amyloidosis which indicates a clinical 
image similar to gelatinous drop like dystrophy (GDLD), TACSTD2, CLDN1 and CLDN7 proteins were 
found, which suggests the possibility that a mechanism of amyloid deposition to cornea of secondary 
corneal amyloidosis is different from GDLD.
 The expression level of PKC-α in immortalized human GDLD corneal epithelial cells (iHGCEpi) and 
immortalized human GDLD conjunctival epithelial cells were highly expressed compared to corneal and 
conjunctival epithelial cells derivered from a normal patient. And the expression level of CLDN1 and
 CLDN7 proteins in iHGCEpi was recovered after the transduction of TACSTD2 gene, while PKC-α was 
significantly decreased by transducing of TACSTD2 gene.
 Further, the expression level of PKC-α was decreased, and CLDN1 and CLDN7 were recovered in 
iHGCEpi by the treatment of PKC-α inhibitor. In summary, relationship of PKC-α was indicated in 
the pathological process of GDLD.

研究分野： 角膜
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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、TACSTD2

（Tumor-associated calcium signal 

transducer 2）遺伝子の変異によって、角膜

上皮バリア機能が破綻し、角膜上皮下、角膜

実質に涙液中のアミロイドが沈着する疾患

である。我々は、TACSTD2 が CLDN（claudin）

1 および CLDN 7 と直接結合し、角膜上皮にお

けるタイトジャンクションの形成にとって

必須の分子であることを示してきたが、

TACSTD2とCLDNタンパクがどのような分子結

合をしているのかは依然不明である。一方で、

今まで GDLD 角膜において TJP1 や Occludin

といったタイトジャンクション関連タンパ

クの発現がないとされいていたが、我々の実

験では正常角膜に比べて発現量が低下して

いるもののTJP1の存在を認めた。さらにGDLD

患者からの不死化角膜上皮細胞の樹立に成

功しているが、この不死化角膜上皮細胞にお

いても細胞境界に TJP1 や occludin が存在し

ていることがわかっている。 

 

２．研究の目的 

今回、膠様滴状角膜ジストロフィにおける

タイトジャンクション形成状態についてさ

らに詳細に検討し、膠様滴状角膜ジストロフ

ィの病態を解明することを目的とする。また、

類似の臨床像を呈する二次性角膜アミロイ

ド―シスについても病態解明を目的とし、こ

の二疾患の類似点、相違点から、角膜におけ

るタイトジャンクションの特殊性について

解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

（１）二次性角膜アミロイド―シスにおける

タイトジャンクション関連タンパクの発現

について 

二次性角膜アミロイド―シスについて、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。また、GDLD 角膜では発現低下

している TACSTD2 や CLDN タンパクの発現状

態を調べる。 

（２）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3次元培養の検
討 
我々は、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角膜
上皮細胞、結膜上皮細胞を不死化することに
成功しており、これらの細胞を用いて重層化
を試みる。重層に成功すれば、フリーズフラ
クチャー電子顕微鏡検査を行い、タイトジャ
ンクション形成状態を確認する。 
（３）GDLD患者由来不死化細胞と正常不死化
細胞を用いて、PKC-αの発現を検討 
GDLD患者由来の不死化角膜上皮細胞と正常

不死化角膜上皮細胞、またGDLD患者由来の不
死化結膜上皮細胞と正常不死化結膜上皮細
胞を用いて、細胞内における様々なシグナル
伝達に関与しており、タイトジャンクション
の制御に関係があるタンパク質リン酸化酵
素であるPKC-αのmRNAレベルとタンパク発
現レベルを調べる。 

（４）不死化 GDLD 角膜上皮に wild type 

TACSTD2 を遺伝子導入し、PKC-αの発現を検

討 

GDLD患者由来の不死化角膜上皮細胞にwild 

typeTACSTD2 を遺伝子導入すると CLDN1 およ

び CLDN7のタンパク発現が改善することを以

前に報告しており、遺伝子導入後に PKC-αの

発現変化がおこるかを検討する。 

 

（５）PKC-α阻害剤を加えて、CLDN1、CLDN7

のタンパク発現を検討 

PKC-αの発現変化を考慮して、阻害剤を用

いる事で CLDN1 および CLDN7 の発現変化を検

討し、臨床応用への可能性を検討する。 

 

４．研究成果 

（１）二次性角膜アミロイド―シスにおける

タイトジャンクション関連タンパクの発現

について 

二次性角膜アミロイドーシスにおいて、

CLDN1, CLDN4, CLDN7,及び TACSTD2 は、アミ

ロイド沈着部、非沈着部ともに角膜上皮全層



の細胞境界に存在していた。TJP1 はアミロイ

ド沈着部、非沈着部ともに角膜上皮のアピカ

ルに存在していた。 

以上の結果から、アミロイド沈着のメカニズ

ムが GDLD と異なる可能性が示唆された。 
 

 
A：二次性角膜アミロイドーシスの角膜にお
ける抗CLDN1抗体による免疫染色 
B：抗CLDN4抗体による免疫染色 
C：抗CLDN7抗体による免疫染色 
D：抗TACSTD2抗体による免疫染色 
E：抗TJP1抗体による免疫染色 
 
（２）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3次元培養の検
討 
不死化細胞を用いて3D培養を試みたが、既

存の培養方法では重層化させることができ
なかったため、2D培養での解析をおこなった。 
2D培養において、GDLD患者由来の角膜および
結膜上皮細胞はいずれもCLDN1およびCLDN7
の発現が低下していた。 
 
（３）GDLD患者由来不死化細胞と正常不死化
細胞を用いて、PKC-αの発現を検討 
GDLD患者由来の不死化角膜上皮細胞と正常

不死化角膜上皮細胞、またGDLD患者由来の不
死化結膜上皮細胞と正常不死化結膜上皮細
胞を用いて、PKC-αのmRNAレベルとタンパク
発現レベルを検討したところ、角膜および結
膜ともに、GDLD患者由来の細胞では正常由来
の細胞と比べると、PKC-αの発現が上昇して
いた。これはタンパク発現レベルでも同様の
結果であった。 

 
A: Western blotting;不死化GDLD角膜上皮
(左)、不死化正常角膜上皮（中央）、初代培
養角膜上皮（右） 
B：mRNAレベルでのPKC-α発現（角膜） 
C：Western blotting; 不死化GDLD結膜上皮
(左)、不死化正常結膜上皮（右） 
D：mRNAレベルでのPKC-α発現（結膜） 
 

（４）不死化 GDLD 角膜上皮に wild type 

TACSTD2 を遺伝子導入し、PKC-αの発現を検

討 

GDLD 患者由来の wild type の TACSTD2 遺伝

子を導入し、PKC-αの発現を検討したところ、

遺伝子導入で CLDN1 および CLDN7 の発現が回

復するとともに、PKC-αの発現が低下し、

PKC-αが CLDN1 および CLDN7 の発現制御に関

わっている可能性が示唆された。 




A：wild type TACSTD2 の遺伝子導入後の
TACSTD2 の免疫染色 
B：western blotting；不死化正常角膜上皮
（左）、不死化 GDLD 角膜上皮（中央）、不死
化 GDLD 角膜上皮+TACSTD2 遺伝子導入後 
C：mRNA での PKC-α発現変化 



（５）PKC-α阻害剤を加えて、CLDN1、CLDN7



のタンパク発現を検討 

PKC-α阻害剤処理後 24 時間で、GDLD 細胞で

の PKC-αの発現レベルが低下し、CLDN1 の発

現がわずかに回復した。以上の結果から、

GDLD の病態において、PKC-αの関与が示され、

PKC-α阻害剤が GDLD の治療薬の候補となる

可能性が示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
A：PKC-αの構造 
B：Western blotting：不死化正常角膜上皮
（左）、不死化 GDLD 角膜上皮（中央）、不死
化 GDLD 角膜上皮+ PKC-α阻害剤 
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