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公募研究：2000年度

ヒト角膜特異的マイクロアレイの開発による角膜疾患の分子病態の
解明
●木下　茂　◆西野　輔翼　 ◆足立　和加子　

京都府立医科大学医学部

〈研究の目的と進め方〉
本研究の目的は、角膜特異的なマイクロアレイを用い、

円錐角膜と正常角膜における遺伝子の発現量比較の大規
模解析を行い円錐角膜の病態の解明に踏み込むことにあ
る。また円錐角膜のモデルマウスを用い、連鎖解析によ
って円錐角膜に関連する染色体領域、特にHLAとの関係
を調べる。これらによって円錐角膜の原因遺伝子や修飾
遺伝子を絞り込み、次に個々の遺伝子の変異や多型解析
を行い、最終的にはアトピー素因との関連を含め、円錐
角膜の関連遺伝子を明らかにし、早期発見のためのスク
リーニング法の開発を目指す。具体的な手順としては、
我々独自の正常ヒト角膜cDNAライブラリーのデータを
参照しcDNAマイクロアレイは作成する。次に円錐角膜
を自然発症するマウスをバッククロスしたのち、マイク
ロサテライトマーカーにて連鎖解析を行い、円錐角膜と
関連するMHC領域を同定する。これらを元に円錐角膜患
者と正常者の間で差のあるHLA領域を同定する。

〈研究開始時の研究計画〉
１．角膜特異的cDNAマイクロアレイの作成
角膜上皮細胞特異的な約1000個の遺伝子クローンに対し
て特異性の高い配列を決定して、その配列を増幅させる
ために必要なプライマーを作成する。PCRにより増幅し
たcDNA断片をマイクロアレイスポッターを用いてスラ
イドグラス上に固定する。
２．円錐角膜と正常角膜における遺伝子発現の比較
角膜移植時に採取した最重症の円錐角膜組織（アトピー
性皮膚炎合併症例および非合併症例）と海外ドナーから
得た正常角膜組織のそれぞれからRNAを抽出し逆転写反
応により蛍光標識dNIPを取り込ませたcDNAとする。こ
れを角膜特異的マイクロアレイにハイブリダイズさせ、
蛍光イメージスキャナーによって蛍光強度を測定、解析
する。正常角膜と円錐角膜で発現量に差の見られた遺伝
子を検索し同定する。
３．円錐角膜マウスを用いた円錐角膜関連遺伝子の同定.
円錐角膜自然発症モデルマウス（SKC/A/J Hybrid）を
SKCマウスとバッククロスして連鎖解析を行う。
４．ヒト円錐角膜に関連するタイプの同定。
円錐角膜患者より血液を採取し、細胞障害試験により円
錐角膜と関連するHLAタイプを同定する。
５．ヒト円錐角膜におけるCathepsinV/L2の発現解析。
RT-PCRおよび免疫染色にてヒト円錐角膜における
CathepsinV/L2の発現を検討する。

〈研究期間の成果〉
我々はヒト角膜上皮の遺伝子発現プロファイルのデー

タをもとに角膜特異的なマイクロアレイの作成に必要な
遺伝子を絞り込み、配列の検定を行った。発現頻度の高
いものから順に既知遺伝子、未知遺伝子を問わず角膜上
皮で優位に発現しかつ特異性の高い遺伝子を約100個選択
し、既知遺伝子ではデータベース検索から特異性の高い
配列を、未知遺伝子では比較的特異性が高いといわれて

いる3‘UTR領域の配列を、各々200bp以上を確保した。
角膜上皮は組織が小さく得られるRNA量は非常に少な

い。角膜上皮から抽出したtotal RNAの量的、質的検定
を市販のマイクロアレイで検討した。角膜移植時に得ら
れた角膜上皮よりtotal RNAを抽出したところ、質的には
マイクロアレイに充分使用しうるものであることが明ら
かになった。しかしながらこれをマイクロアレイで使用
するには2ラウンド以上の増幅を行う必要があり、少数の
遺伝子を対象として予備実験を行ったところ、増幅前後
のデータの再現性に大きな問題があることが明らかとな
った。

円錐角膜のモデルマウスにおいては、円錐角膜は常染
色体劣勢遺伝の形式で遺伝し、通常雄のマウスにのみ認
められたが、興味深いことにアンドロゲンを投与すると
雌のマウスでも発症を認めた。連鎖解析では円錐角膜の
形質はマウスの17番染色体にあるMHC領域と極めて高い
相関を認めた1。

またヒト円錐角膜に関連するHLAタイプとしてHLA-
A26,B40,DR9を世界で最初に見いだした2。このことは円
錐角膜の病態に免疫系が関与していることを示唆するも
のと考えられ、円錐角膜患者にアトピー性皮膚炎の合併
例が極めて多いことと考え合わせると非常に興味深い。
また我々独自の正常ヒト角膜cDNAライブラリーのデー
タより角膜上皮細胞に特異的であることがわかった
CathepsinV/L2については、円錐角膜にて発現が亢進し
ていることが明らかとなった3。このことは円錐角膜にお
いてはOxidative stressによる組織破壊が起こっているこ
とを示唆する。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究成果は初めて円錐角膜のモデルマウスを報告し、

さらに関連するMHC領域およびHLAタイプを発見したと
いう点で画期的なものであると我々は考えている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初の計画では角膜上皮に特異的なcDNAマイクロア

レイを作成した後、角膜上皮細胞より得られた微量の
RNAを増幅し、これを用いて遺伝子発現解析を行う予定
であったが、当時の技術ではRNAを増幅した場合、再現
性のあるデータを得ることが非常に困難であることが予
備実験で明らかとなった。このためマイクロアレイの作
成自体を断念せざるを得なかった。

〈今後の課題〉
現在のRNA増幅技術を用いれば角膜上皮細胞のように

微量のRNAしか得られない場合でも十分に再現性のある
データを得ることが可能であると思われ、ヒト角膜特異
的マイクロアレイの開発については今後の課題であると
考えている。
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酸化ストレス関連分子の遺伝子多型を基盤とする冠攣縮の病態解明
と診断・治療法の開発
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〈研究の目的と進め方〉
酸化ストレスに対する防御システムに重要である還元

型グルタチオン（GSH）産生の律速酵素であるγ-
Glutamate-cysteine ligase（GCL）に関して、この遺伝子
多型を基盤として冠動脈攣縮（冠攣縮）の発症・病態の
機序解明とともに本症の新しい診断・治療法の開発を行
う。GCL遺伝子多型に関しては我々によって見出された
直後で未だ詳細には解析されておらず、本研究にて解析
する。

〈研究開始時の研究計画〉
（1）GCL遺伝子多型の同遺伝子機能に及ぼす影響とその
機序の解明。

（2）GCL遺伝子多型が冠攣縮の発症および病態と関連す
ることを示す。

（3）GCL遺伝子多型の冠攣縮の疾患感受性と臨床的表現
型に与える影響を検討する。

〈研究期間の成果〉
（1）GCL遺伝子多型の同遺伝子機能に及ぼす影響とその
機序

GCL調節サブユニット（GCL modifier subunit; GCLM）
遺伝子の5’非翻訳領域の遺伝子多型を検索した結果、-
588C/Tと-23G/Tの2つの完全にリンクした遺伝子多型を
発見した。

Luciferase reporter gene assayにより遺伝子多型がプロ
モーター活性に及ぼす影響を検討した。その結果、酸化
ストレスに暴露させるとプロモーター活性は増加した
が、-588C/T遺伝子多型は増加の程度に影響を与え、Tア
レルでCアレルの40～50%と低下していた。2つの遺伝子
多型のうち、-588C/T遺伝子多型が機能的遺伝子多型で
あった。さらに、ヒト末梢血より分離した単球のGCLM
mRNA発現は、酸化ストレス刺激により増加したが、そ
の増加は、CC遺伝子型を有する細胞に比べCT遺伝子型
を有する細胞で有意に減少していた。また、血漿GSHレ
ベルを電気化学検出器を併用した高速液体クロマトグラ
フィにより測定した結果、CC遺伝子型グループに比べ

CT+TT遺伝子型グループで有意にGSHレベルが低下して
いることが明らかになった。

（2） GCL遺伝子多型が冠攣縮の発症および病態との関連
冠動脈造影にて診断された心筋梗塞患者429例とコント

ロール症例428例において、アレル頻度を検討した。その
結果、-588T遺伝子多型がコントロール群より心筋梗塞群
において有意に高頻度に認められた（CT+TT genotypes:
心筋梗塞群 31.5% versus コントロール群 19.2%, P<0.001）。
ロジスティック重回帰分析にて-588T遺伝子多型は従来言
われているような冠動脈危険因子と同様に独立した心筋
梗 塞 の 危 険 因 子 で あ っ た （ odds ratio, 1 .98 ; 95%
confidence interval, 1.38 to 2.83; P<0.001）。

そこでGCLM遺伝子多型と血管内皮NOとの関連を検討
した。冠動脈造影において-588T遺伝子多型はアセチルコ
リン（ACh）冠動脈注入に対する冠動脈径は有意に減少
し、冠血流の増加は減弱した。さらにACh投与後にNO合
成阻害薬を冠動脈注入すると野生型ではAChの反応が
Nitric Oxide Synthase（ NOS） 阻 害 剤 で あ る NG-
monomethyl L-arginine （L-NMMA）によりブロックされ
るが-588T遺伝子多型ではその反応は認めなかった。これ
らから、-588T遺伝子多型は冠動脈内皮のNO合成と遊離
が低下しており、その結果内皮機能が低下していること
が示唆された。

（3）GCL遺伝子多型の冠攣縮の疾患感受性と臨床的表現
型に与える影響の検討
1）冠動脈トーヌスに対する喫煙の影響：

冠動脈内アセチルコリン注入により太い部分の冠動脈
は、非喫煙者においては全体としてやや拡張傾向を示し
たが、喫煙者では収縮した。硝酸イソソルバイドによる
血管内皮非依存性の冠動脈拡張反応は喫煙者と非喫煙者
で同等であった。また、アセチルコリンは冠血流量を全
例において増加させたが、その程度は喫煙者に比べて非
喫煙者では低下していた。 L-NMMA により全例におい
て冠動脈は収縮したが、喫煙者においては非喫煙者に比


