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膠様滴状角膜ジストロフィ患者におけるmembrane component，

chromosome 1，surface marker 1遺伝子変異の解析

矢島 寿広，藤木 慶子，村上 晶，中安 清夫
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要 約

目 的：膠様滴状角膜ジストロフィの患者，およびそ

の家系内の正常者の ，

， ( )遺伝子について

遺伝子解析を行った．

対象と方法：順天堂大学眼科および聖路加国際病院眼

科で経過観察中の 家系 名の患者と，家系内の正常

者 名を解析した．

結 果： 家系を除き，すべての患者に 遺伝

子のコドン の 番目の塩基の Cが Tに変わる一塩

基置換によりグルタミンがストップコドンに変わる変異

をホモに持つQ Xホモ接合体， 名の家系内正常者

はヘテロ接合体であることが確認できた．残る 家系に

は， 遺伝子のアミノ酸コード領域とプロモータ

領域には変異が検出されなかった．

結 論：変異を確認した 家系 名の患者の家系内

の検索では，Q X変異の遺伝子型と表現型は疾患と

連鎖していた．変異を検出し得なかった 家系の患者の

臨床像と角膜の病理組織学的所見には他の膠様滴状角膜

ジストロフィとの差はなかった．(日眼会誌 ： ―

， )

キーワード：膠様滴状角膜ジストロフィ， 遺伝

子，遺伝子解析，Q X変異，ホモ接合

体
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Abstract

：To investigate mutation in

(

) gene for patients and unaffected relatives of
 

gelatinous drop-like corneal dystrophy(GDLD).

：We performed muta-

tion analysis for patients and unaffected rela-

tives from unrelated families with GDLD. They
 

were followed at the Department of Ophthalmology,

Juntendo University, Tokyo, and St. Luke’s Inter-

national Hospital,Tokyo.

：Ten patients including the affected
 

members of families were detected to be homozy-

gotes by transition of a C to T at nucleotide position

,replacing a glutamine at codon with a stop
 

codon(Q X),and unaffected relatives were heter-

ozygous for the mutation. One patient and his
 

parents and brother from one family have had no
 

mutation in open reading frame of the  gene.

：In these families the genotypes of
 

Q X mutation on  gene were co-segregated
 

with the phenotype.For the patients who have had
 

no mutation, we need further investigation of the

’upper site, and it is possible that there is anoth-

er candidate gene for GDLD.(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

膠様滴状角膜ジストロフィは角膜上皮下，および実質

浅層へのアミロイドの沈着を本態とする常染色体劣性の

遺伝性角膜疾患であり，1914年に中泉 により初めて報

告された疾患である．その後，久保木 が兄弟で同様な

角膜変化を示した症例を報告し，1932年に膠様滴状角

膜変性症の名称で清沢 が初めて報告した．その多くは

幼少時から角膜表面に小さな乳白色調の隆起物が出現

し，羞明，異物感など刺激症状が強く徐々に視力低下を

来す．しかし，角膜の病巣に特徴的である膠様乳白色調

の隆起物が出現するまでに，角膜びらんが上皮下に混濁

や時には血管侵入がみられ，また，角膜の変化が左右相

同性をほとんど示さないために，しばしば診断を誤るこ

とがあると眞鍋ら や金井 ，Kanaiら は報告してい

る．本症の報告はほとんどが我が国からで，これまでの

報告例と順天堂大学眼科での自験例を加えて，Fujiki

ら はその発症頻度を31,500人に1人と推測している．

その後，河野ら は全国調査を行い，木村 の式を用い

て近親婚率から発症頻度を33,000人に1人と推測した．

近年，Tsujikawaら による連鎖解析により本症の原

因遺伝子が1番染色体短腕(1p)にマップされ，さらに，

ポジショナールクローニング法によりmembrane compo-

nent，chromosome 1，surface marker 1(M1S1)遺伝子

がクローニングされ ，Q118X，632delA，Q207X，

S170Xの4種類の変異が確認された ．M1S1遺伝子

は gastrointestinal tumor-associated antigenをコード

する323個のアミノ酸から成る単エクソンの遺伝子

で ，角膜のみならず，腎臓，肺，胎盤，膵臓，前立腺

などでも発現しているが ，その機能は未だ不明である．

今回，我々は順天堂大学眼科および聖路加国際病院眼

科で経過観察中の7家系11名の患者と，家系内の正常

者18名を解析した．

対 象 と 方 法

インフォームド・コンセントを得た上で，Haら に

より報告された1家系を含む，典型的な臨床所見を有す

る膠様滴状角膜ジストロフィ7家系の患者11名，家系

内正常者18名の末梢血を採取し白血球からNucleic Acid
 

Extraction Kit(ORCA Research Inc,WA,米国)を用い

てDNAを抽出した．アミノ酸コード領域には M1S1

特異的プライマー を用いて，プロモータ領域はGen-

Bankアクセス番号X77753の配列から新たにプライ

マー (M1S1P1F：5’-CGGCTTTCGGTCCGGAGGA-

G-3’, M1S1P1R：5’-GGGCGGATGAGGCGCGGG-3’)

を作製し，polymerase chain reaction(PCR)法により

M1S1遺伝子断片を増幅した．PCR産物をHigh Pure
 

PCR Product Purification Kit(Roche Diagnostics Corp.

Mannheim, ドイツ)を用いて精製後，Dye Terminator

 

Cycle Sequencing, Ready Reaction(Applied Biosys-

tems, CA, 米国)で terminator反応を行い蛍光ラベル

し，自動シークエンサー(ABI373A Sequencer,Parkin
 

Elmer Applied Biosystems, 米国)を用いて直接塩基配

列を決定した．また，Q118X変異の確認については，

PCR産物を制限酵素BsrⅠ(New England Biolabs Inc,

MA,米国)で消化後，アガロースゲル電気泳動により確

認を行った．一部の症例はFujikiら の報告した方法

で，常染色体優性角膜ジストロフィの原因遺伝子である

TGFBI(別名 BIGH3)遺伝子についても，全エクソン

をPCRで増幅し，直接塩基配列から変異の有無を調べ

た．

患者11名中9名は角膜移植を行い，得られた被移植

角膜組織を半分に分け，一つは光学顕微鏡用に切片を作

製し，ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色，Congo red

染色，ならびに過マンガン酸カリウム処理後Congo red

染色を行い観察した．また，残りの半分は透過電子顕微

鏡(TEM)用として，2.5％グルタールアルデヒド溶液

(リン酸緩衝液pH7.4)で固定し，その後2％オスミウ

ム酸溶液(リン酸緩衝液pH7.4)で後固定した．次に，

エタノール系列で脱水後epon樹脂で包埋し超薄切片を

作製した．さらに，酢酸ウラン・クエン酸鉛による二重

染色後，日立H-7100型TEM で検鏡した．また，一部

の症例は抗ラクトフェリン抗体による染色も行った．こ

れは光学顕微鏡用に作製した切片を脱パラフィンし，抗

ラクトフェリン抗体(ダコ，ジャパン)を1,000倍希釈し

たもので4℃で1晩反応させ，さらに，アビジン・ビオ

チン・ペルオキシダーゼ法であるダコLSAB2キットで

染色したものを検鏡した．

結 果

1．遺 伝 子 解 析

今回検索を行った7家系(図1)中6家系10名の患者

は，M1S1遺伝子のコドン118の1番目の塩基のCが

Tに変わる一塩基置換(CAG→TAG)により，グルタ

ミンがストップコドンに変わる変異をホモに持つ Q118-

Xホモ接合体(図2上段)であった．さらに，この患者の

家系内で検索できた両親および正常者はヘテロ接合体

(図2下段)で，Q118X変異の遺伝子型と表現型は疾患

と連鎖していた．PCR産物を制限酵素 BsrⅠで消化後，

アガロースゲル電気泳動を行うとQ118X変異をホモに

もつ患者は認識部位を失い切断されず236bpのまま残

り，正常野生型は189bpと 47bpに切断される．ヘテ

ロ保因者は236bpと 189bpの 2本のバンドとして確認

される(図3)．家系No.2の患者は膠様滴状角膜ジスト

ロフィが強く疑われたが，本人および両親，弟にQ118-

Xの変異はなく，M1S1遺伝子のアミノ酸コード領域

と，プロモータ領域を含む5’側273塩基にも異常はな

かった．また TGFBI 遺伝子のアミノ酸コード領域に

日眼会誌 106巻 5号266



も変異は検出されなかった．

2．病理組織学的検索

１)光学顕微鏡所見

9例の病理組織学的検索のHE染色では上皮下から角

膜実質浅層にかけて，均一無構造の変性物質の沈着があ

る．Congo red染色ではこの変性物質が陽性を示し，偏

光顕微鏡下で緑色偏光を示した．また，過マンガン酸カ

リウム処理後のCongo red染色でも抵抗性を持ち偏光

を示した(図4)．この変性物質により角膜上皮は圧迫さ

れ数層に菲薄化し，ボウマン膜は消失していた．抗ラク

トフェリン抗体による染色は，遺伝子検索で M1S1遺

伝子に変異のなかった家系No.2の患者と M1S1遺伝

子にQ118Xの変異のあった患者2例に対して行った．

どちらもアミロイド物質が陽性に染色された(図5)．

２)透過電子顕微鏡所見

角膜上皮突出部は上皮下から実質浅層までアミロイド

物質が占めている．アミロイド物質は直径約10nmの

方向性を持たない直線状の細線維の集合体として存在し

(図6)，これにより圧迫され隣接する角膜上皮細胞層は

数層となり菲薄化している．基底細胞に接したヘミデス

モゾームや基底膜，さらにボウマン膜は消失していた．

考 按

M1S1遺伝子は thyroglobulin typeⅠ repeat unitに

相同性を示す部位をもっている．この repeatは 3種類

あり，typeⅠはその中でも10回の repeatがみられて

いるが，M1S1遺伝子はその中でも thyroglobulin遺伝

子のexon-8にある4番目の repeatと高い相同性を示し

ている．また，インターロイキン2(IL-2)成長因子受容

体のαsubunitに相同性を示す部位がある．このような

遺伝子間のエクソンのシャフリングは，その遺伝子の進

化の過程で起こってくるものと考えられている ．

M1S1のC末端部はphosphatidylinositol4,5-bispho-

sphate(PIP2)-binding sequenceを持っている．この

ことから，M1S1のC末端部にある serine 303が pro-

tein kinase Cによってリン酸化されることにより何ら

かのシグナルの導入に役割を果たしていると考えられて

いる ．今回，我々の遺伝子解析により得られたQ118-

X変異は，グルタミンがストップコドンに変化してい

る．この変異により M1S1は全く構成されないか，あ

るいは短い異常なペプチドのみしか存在しないために

M1S1の機能不全となり，アミロイドの沈着が起こって

いる可能性が高いと考えられるが，その病態は明らかに

はされていない．

Tsujikawaら によれば，我が国における本症患

者のQ118X変異はallelesの 90％である．さらに，多

型マーカーを使ってのhaplotype分析の結果から，患

者と特定マーカーとの間に連鎖不均衡があること，本症

は日本人に多くみられ，外国では稀であることから，Q-

118X変異は創始者効果によるものであることを報告し

た．今回の我々の解析でも7家系中6家系に M1S1遺

伝子の変異があり，全員がQ118X変異のホモ接合体で

あった．Tsujikawaら の報告した632delA，Q207-

X，S170Xの変異は今回の解析ではなかった．また，

Q118X変異のあった6家系中4家系が血族結婚であっ

た．

膠様滴状角膜ジストロフィは角膜上皮下，および実質

浅層へのアミロイドの沈着を本態とする疾患である．膠

様滴状角膜ジストロフィ以外の原発性の角膜アミロイ

ドーシスとしては，TGFBI 遺伝子異常による格子状角

膜ジストロフィⅠ型やⅢA型が原疾患として考えられ

ている．一部の非典型例や TGFBI 変異のホモ接合体

では，臨床的に膠様滴状角膜ジストロフィとの鑑別が難

しくなる可能性もある ．続発性の角膜アミロイド

ーシスは，1966年に Staffordら が未熟児網膜症の水

晶体後部線維増殖症にみられた症例を初めて報告した．

膠様滴状角膜変性症の M1S1遺伝子解析・矢島他

図 1 遺伝子検索を行った 家系の家系図．

●：本症患者，membrane component，chromosome 1,

surface marker 1(M1S1)遺伝子Q118Xのホモ接合体．

：M1S1遺伝子のみられなかった本症疑いの患者．

◉：M1S1遺伝子のQ118Xのヘテロ接合体． ：臨床

検査および分子生物学的検査済み．／：死亡 M：100

bp DNAマーカー．C：正常者
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以来，続発性に角膜アミロイドーシスを発症するものは

いくつか原疾患の報告があり，睫毛乱生によるもの

，外傷 ，梅毒 ，円錐角膜 などがある．

アミロイドーシスの病型分類は，近年アミロイド蛋白

の種類を基準にして行われるようになった．内野ら に

よれば，①原発性アミロイドーシスと多発性骨髄腫に

伴うアミロイドーシス：免疫グロブリンL鎖由来のAL

蛋白が沈着するもの，②続発性アミロイドーシス：ア

ミロイドーシスの線維蛋白がAA蛋白であるもの，③

遺伝性(家族性)アミロイドーシス：prealbumin由来の

アミロイド蛋白が沈着するもの，④局所性アミロイド

ーシス：内分泌臓器に沈着するもの・AEアミロイド：

老人性心アミロイドーシス・Ascアミロイド：皮膚に沈

着するアミロイド・ADアミロイド，などがあげられる．

AA蛋白は過マンガン酸カリウム処理後にCongo red染

色を行うと，その染色性を失う ．この方法を用いれば

AA蛋白か，その他の蛋白かを区別することができる．

膠様滴状角膜ジストロフィに沈着したアミロイドの検

索を行った報告は過去に2つある．Mondinoら の報

告では蛍光抗体法でAA蛋白でもAL蛋白でもなく，

protein APを確認している．Akiyaら は過マンガン

酸カリウムの抵抗性のみを検索し抵抗性を示したため，

AA蛋白であることを否定している．続発性の角膜アミ

ロイドーシスでアミロイド蛋白の同定を試みた報告のう

ち，特定のアミロイド蛋白を同定できたものは少なく，

1999年に阿曽ら の報告した睫毛乱生症の2例でAL

蛋白が同定されている．前述したようにAL蛋白は原発

性アミロイドーシスの大部分，多発性骨髄腫に伴うアミ

ロイドーシスに現れるアミロイド蛋白で，これが睫毛乱

生症の角膜に続発性に沈着した原因は明らかにされてい

ない．

Q118X変異の検出されなかった，家系2の患者は両

親がいとこ結婚で，細隙灯顕微鏡所見では，右眼は角膜

中央部の直径3mm内に上皮下の軽度混濁と小さい半

図 2 自動シークエンサーによるQ X変異(家系No. )．

Q118Xの変異をホモにもつ患者はコドン118の1番目の塩基のCがTに変わる一塩基置換(CAG→TAG)

によりグルタミンがストップコドンに変わる変異を示す(上段)．ヘテロ保因者の結果を下段に示す．

図 3
 

Q118Xの変異の確認のためにPCR産物を制限酵素 B sr

Ⅰで消化後，アガロースゲル電気泳動した家系No.3の

結果を示す．変異をホモにもつ患者は認識部位を失い切

断されず236bpのまま残る．正常野生型は189bpと 47

bpに切断される．ヘテロ保因者は236bpと 189bpの

2本のバンドとして確認される．
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球状の凹凸不正の沈着物が存在した．左眼は角膜中央部

のやや下方直径4mm内に，小さい半球状で乳白色調

の上皮下沈着物が散在し，実質前層に薄いびまん性の混

濁が存在していた(図7)．続発性の角膜アミロイドーシ

スの原疾患である外傷，梅毒，円錐角膜，あるいは睫毛

乱生症は臨床的に否定されている．また，TGFBI の変

異も検出されていないので，格子状角膜ジストロフィ，

アベリノ型ジストロフィあるいはそれら亜型は否定的で

ある．

沈着したアミロイドはQ118X変異のあった患者と同

様，過マンガン酸カリウム抵抗性を示し(図4)，抗ラク

トフェリン抗体に陽性に染色された(図5)．これまでの

アミロイドーシスの同定を試みた角膜のアミロイドーシ

スの報告から考えると，過マンガン酸カリウムに抵抗性

を示しても，Mondinoら の報告のようにAL蛋白が

同定されないこともある．また，睫毛乱生症に続発した

角膜のアミロイドーシスでもAL蛋白が同定される こ

ともある．ラクトフェリンは涙腺由来の蛋白質 で涙液

中に，大量に含まれる蛋白質である．その働きには鉄イ

オンを吸着することによる非特異的な静菌作用や，細胞

増殖の促進作用，DNA合成などがあげられる ．

Klintworthら は膠様滴状ジストロフィの沈着物がラ

クトフェリンであることを報告した．また，2001年に

はHaraokaらが睫毛乱生による続発性の角膜アミロイ

ドーシスの角膜沈着物質がラクトフェリンであることを

発表(IXth International Symposium on amyloidosis.

July15～21,2001.Budapest Hungary,Abstract Book
 

p224)している．したがって，過マンガン酸カリウム抵

抗性や，抗ラクトフェリン抗体の染色からでは原発性疾

患，続発性疾患を区別することはできない．

TEM 写真(図6)からでは，家系No.2の症例は膠様

滴状角膜ジストロフィに特徴的な所見が得られ，臨床

的，病理組織学的にはQ118X変異のあった患者と，Q-

118X変異のなかった家系No2の患者に差はなく，膠

様滴状角膜ジストロフィが強く疑われている．家系No.

2の患者ならびにその家族は M1S1遺伝子のアミノ酸の

コード領域と，プロモータ領域を含む5’側非コード領

域の273塩基対についてシークエンス法により解析を

図 5 抗ラクトフェリン抗体染色．

左：Q118X変異のあった患者(×50)，右：家系No2の患者(×50)

Q118X変異のあった患者，家系No2の患者ともに角膜上皮下から角膜前層にかけて，均一無構造

の変性物質が抗ラクトフェリン抗体に陽性に染色している．
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図 4 過マンガン酸カリウム処理後 Congo red染色．

左：角膜光学顕微鏡写真(Q118X変異のあった患者)(×100)，右：角膜光学顕微鏡写真(家系No2

の患者)(×50)

左右の写真ともに角膜上皮下から角膜前層にかけて，均一無構造の変性物質がCongo red染色に

陽性に染色している．



行ったが，明らかな変化は検出できなかった．5’側非

コード領域のさらに上流に，異常のある可能性はある

が，現時点ではその領域についての構造は不明である．

現時点では本症で検出されている変異はすべて異常な

位置に停止コドンができる変異であり，この家系での角

膜混濁への M1S1の関与の有無を明確にするには，Tsu-

jikawaら の用いているprotein truncation test(PTT)

による解析を用いた蛋白コード領域の変異の再確認や，

組織での M1S1 mRNA発現の解析が有用であると思わ

れる．

また，頻度は少ないが，M1S1遺伝子以外の遺伝子異

常が関与している可能性もあり，今後の検討が必要であ

る．

結 語

膠様滴状角膜ジストロフィの7家系11名の患者と，

家系内の正常者18名を解析した．その結果，6家系10

名の患者は M1S1遺伝子のQ118X変異のホモ接合体で

あった．この家系内の正常者15名はヘテロ接合体で

あった．また，これら患者の家系内検索ではQ118X変

異の遺伝子型と表現型は疾患と連鎖していた．しかし，

患者1名については今回の解析で M1S1遺伝子のプロ

モータ領域とアミノ酸コード領域に異常はなかった．

稿を終えるに当たりご校閲をいただきました順天堂大学医

学部眼科学教室の金井 淳教授，また実験にご協力いただい

た，順天堂大学医学部臨床病理学教室の山田俊幸助教授，鳥

取大学医学部眼科学教室の長田正夫助教授，聖路加国際病院

眼科の山口達夫先生，順天堂大学医学部眼科学教室研究室の

皆様に深謝いたします．

図 7

左：(家系No2の患者)・細隙灯顕微鏡写真．中央部のやや下方に実質前層の薄い混濁と，その周囲に小さ

い半球状で乳白色調の上皮下沈着物がある．

中央：(家系No2の患者)・角膜徹照写真．細隙灯顕微鏡写真に一致した部位の徹照写真．細隙灯顕微鏡写

真に比べ凹凸が明瞭である．中央部に直径4mmの薄い膨隆とその周囲に小さい半球状の凹凸が存在する．

右：(Q118X変異のあった患者)・細隙灯顕微鏡写真．中央部からやや下方に直径5mmほどの実質前層の混

濁と，その周囲に小さい半球状で乳白色調の上皮下沈着物が存在する．
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図 6 透過電子顕微鏡(TEM)写真(家系No の患者)．

上：角膜上皮下らアミロイド層の弱拡大．上皮下から実

質前層までアミロイド物質がほとんど占めている．アミ

ロイド物質に圧迫され隣接する上皮細胞は扁平化し，基

底細胞層から基底膜さらにボウマン氏膜は消失してい

る．

下：アミロイド線維の強拡大．方向性はなく，ほぼ直線

状の直径約10nmの線維の集合体が錯綜しているのが

みられる．
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